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ANOTACE

Tato bakalafska prace se zabyva novymi trendy v kultivaci kmenovych bun¢k se zamétenim
na indukované pluripotentni kmenové buiiky a jejich vyuziti v biomedicinském vyzkumu.
Prace se vénuje nejnoveéjSim kultivaénim technikdm, jako je wvyuziti bioreaktort,
nanotechnologii a inovativnich materiali. Dale popisuje vyznam automatizace, robotizace

a umélé inteligence pii optimalizaci kultivacnich procest.
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TITLE
New trends in stem cell cultures

ANNOTATION

This bachelor’s thesis deals with new trends in stem cell culture, focusing on induced
pluripotent stem cells and their use in biomedical research. It presents the latest cultivation
techniques, such as the use of bioreactors, nanotechnologies and innovative materials. It also
describes the importance of automation, robotics and artificial intelligence in optimizing

cultivation processes.
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UvVoD

Kmenové bunky predstavuji diky své schopnosti sebeobnovy a diferenciace
do riznych typti bunék vysoky potencidl v biomedicinském vyzkumu. Pro maximalni vyuziti
jejich potencidlu je nezbytné ptekonat limity tradi¢nich kultivacnich metod. Bézné 2D
povrchy neumoznovaly vérné¢ napodobit pfirozené mikroprostiedi, coz zpiisobovalo omezeni
jejich klinického vyuziti. Vyzkum se tak posunul k tvorbé 3D struktur, jako jsou organoidy,
které 1épe napodobuji in vivo mikroprostiedi a umoziuji interakce mezi builkami

a extracelularni matrix.

Moderni kultivacni ptistupy se zamétuji na optimalizaci 3D kultivacnich systémi,
vyuziti biomimetickych materialti, nanotechnologii a pokrocilych genetickych tprav, jako
je CRISPR/Cas9. V oblasti kultivace kmenovych bun¢k se stale vice vyuzivd robotizace
aumeélad inteligence, které zvySuji efektivitu, reprodukovatelnost a rychlost kultivacnich

procest, zaroven snizuji riziko lidské chyby oproti manualnim postupiim.

Tato prace se zaméfuje predevSim na indukované pluripotentni kmenové bunky
(iPSCs), které lze ziskat reprogramovanim somatickych bunck pacienta. iPSCs piedstavuji
vyznamny pokrok v personalizované medicin€, protoZe minimalizuji riziko imunitniho

odmitnuti a zaroven nejsou spojeny s etickymi piekdzkami.
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1 Nové trendy v kultivaci kmenovych bunék

Kmenové buiiky jsou nediferencované buiiky, které maji schopnost diferencovat
do riznych typa specializovanych bunék, které slouzi jako stavebni kameny tkani a organi,
ajsou tak velkym pfinosem pro moderni medicinu. Diky své schopnosti sebeobnovy
a diferenciace nabizi Siroké vyuziti v oblasti regenerativni mediciny a testovani
farmaceutickych ptipravki. [1] V soucasnosti zahrnuji nové trendy v kultivaci kmenovych
bun¢k pokrocilé kultivaéni techniky, kam spadaji 3D modely, vyuziti bioreaktorti

a dynamickych kultiva¢nich systémd.

1.1 Pokrocilé kultiva¢ni techniky

Vyvoj novych kultivacnich metod je klicovy pro efektivni praci s kmenovymi
buitkami. BéZzna dvojrozmérnd (2D) kultivace vyuzivajici ploché povrchy (Petriho misky)
je doplnéna o vyvoj trojrozmérnych (3D) kultivaénich technologii, kdy jejich rozsifené
vyuzivani poskytuje vyznamné prtilezitosti pro vylepSeni in vitro modelt [2]. Tyto metody
poskytuji chemické a fyzikalni podnéty, které se vice podobaji in vivo mikroprostiedi [3].
Trojrozmérné kultivacni systémy také napodobuji interakce mezi buiikami a extracelularni
matrix [2]. Spolecné s napodobenim mikroprostiedi, ve kterém se buiikky bézné vyskytuji
umoznuji také nutricni podporu bunék a vznikajicich tkanovych struktur. Tato podpora
zajistuje delsi Zivotaschopnost bunck, dostatek Casu pro diferenciaci a vyvoj komplexnich,

funk¢nich tkanovych struktur [3].

1.1.1 Organoidy a jejich vyuziti

Jednou z nejvyznamnéjSich aplikaci 3D kultivaénich technik jsou organoidy. Jedna
se o trojrozmérné struktury vzniklé z kmenovych bunék, které napodobuji strukturalni
i funkéni charakteristiky organd. [4]. Skladaji se z organové specifickych bunécnych typd,
které se samy organizuji tfidénim bunék. Mohou vznikat ze dvou hlavnich typti kmenovych
bunek, tedy pluripotentnich kmenovych bun¢k (PSCs), které zahrnuji embryonalni kmenové
buiikky (ESCs) a indukované pluripotentni kmenové bunky (iPSCs). Druhym typem jsou
organovée specifické adultni kmenové buiiky (aSCs). Oba typy vyuzivaji zdanlivé neomezeny

expanzni potencial normalnich kmenovych bun€k pfi kultivaci v laboratornich podminkach
[5].

Vyznamnym piinosem pro tvorbu organoidii byl vyvoj rastovych faktora, které
zajistuji optimalni podminky pro jejich rist a diferenciaci tak, ze napodobuji pfirozené
mikroprostiedi riiznych orgdnovych kmenovych bunék. Pluripotentni kmenové buniky jsou
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charakteristické neomezenym expanznim potencidlem, ktery hraje diilezitou roli pfi kultivaci
organoidii. Orgéanove specifické adultni kmenové buiky byly naopak dlouho povazovany
zaneschopné vyznamné proliferace mimo télo. To se vSak zménilo s vyuzitim smési
rustovych faktori, které umoznily jejich S$irSi laboratorni vyuziti, napodobenim jejich

ptirozeného mikroprostredi [5].

V posledni dobé doslo k vyznamnému pokroku v oblasti kultivace organoidii
s vyuzitim chemicky a mechanicky definovanych hydrogelt. Jedna se o hydrofilni,
zesitované polymery, které mohou byt navrzeny tak, aby napodobovali vlastnosti
extracelularni matrix (ECM) riiznych tkani. To umoziuje vytvofit velmi podobné in vivo
mikroprostiedi pro dany organ, coZ podporuje rist a diferenciaci bunék v organoidu. Zménou
fyzikalnich, chemickych nebo mechanickych vlastnosti mohou byt definované hydrogely
prizptisobeny tak, aby bylo mozné vytvaiet organoidni modely pro riizné organy. Pro zajisténi
presné kontroly nad mikroprostfedim organoidu se mohou do matrice hydrogelu ptidavat
rustové faktory, signalni molekuly a dal$i bioaktivni latky [6]. Naptiklad nervovy rlstovy
faktor (NGF) je nezbytny pro expresi neuronovych genl a hraje diileZitou roli pfi udrzovani
funkce zralych neuronti v mozkovych organoidech. Vaskularni endotelidlni rtstovy faktor
(VEGF) indukuje angiogenezi a tvorbu cévni sit€ v cévnich organoidech. Epidermalni rastovy
faktor (EGF) stimuluje proliferaci epitelovych bun€k v organech, jako jsou stieva nebo plice.
Kostni morfogeneticky protein (BMP) je klicovy ristovy faktor, ktery reguluje osteogenni

diferenciaci a pfispiva k regeneraci kostni tkan€ v kostnich organoidech [7].

Mezi dulezité signalni molekuly patii naptiklad kyselina retinova (RA), ktera
aktivuje specifické signalni drahy, jako je Wnt, ovliviiujici diferenciaci bun¢k [8]. Dal§im
ptikladem signdlni drahy je drdha Notch. Aktivace této drdhy podporuje spravny vyvoj
organoidli, pfedev§im v epitelidlnich organech, tak, ze udrzuje rovnovahu mezi proliferaci
a diferenciaci bunék, coz je nezbytné pro tvorbu funkénich tkani. Tyto ptidavky rastovych
faktori a signdlnich molekul umoZziuji Upravu podminek pro zlepSeni ristu organoidi

a podporu vyvoje, aby presnéji napodobovaly chovani a funkce daného organu [9].

V poslednich letech umoznil vznik nékolika pfirodnich a syntetickych hydrogelt
s presné vyladénymi biochemickymi a biofyzikélnimi vlastnostmi vyznamné pfinosy v oblasti
biomediciny organoidii, coz piispiva k vylepSeni kultiva¢nich podminek a vys§i vyuziti
v regenerativni mediciné a dalSich oblastech. Mezi piiklady pfirodnich hydrogelii patii

napiiklad kolagen ziskany z pojivové tkané zvitat, ktery se vyuziva pro kultivaci stfevnich
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epitelidlnich organoidii nebo organoidii lidskych mléénych zldz [6]. Kolagen je jednim
z hlavnich strukturdlnich prvki ECM a hraje klic¢ovou roli v regulaci bunééné adheze,
chemotaxe, migrace a vyvoje tkani. Diky témto vlastnostem mohou kolagenové hydrogely
napodobovat vnitini prostfedi organismu a podporovat rist a diferenciaci bun¢k [10]. Jeho
nevyhodou je vSak nizkd mechanickd pevnost a Spatnd tepelna stabilita [6]. DalSim
vyznamnym piirodnim hydrogelem je kyselina hyaluronova (HA), kterd je také hlavnim
strukturalnim ECM a nachazi se ve tkanich, jako je klize a chrupavka. HA usnadiiuje bunécné
preziti, migraci, angiogenezi, diferenciaci a regeneraci nervové tkané prostfednictvim
transdukce intracelularnich signalii [10]. Studie ukazuji, ze HA hydrogelové nosi¢e mohou
podporovat neuralni diferenciaci lidskych indukovanych pluripotentnich kmenovych bunék
(hiPSC-NPCs) nebo zlepsit kvalitu bunck a podpofit efektivni kardidlni diferenciaci hiPSC
pii 3D kultivaci [11].

DalSimi piiklady pfirodnich hydrogelti jsou celuldza, chitosan, alginat, agardza,
zelatina a fibrin. Mezi nevyhody pfirodnich hydrogela patii jejich rychla degradace, nizka
stabilita a mechanickd pevnost. PfestoZze jsou pfirodni hydrogely bezpec¢né pro vétSinu
populace, nékteré materialy ptirodnich hydrogeli mohou ve vzacnych piipadech vyvolat
alergické reakce. To znamenda, ze pifi pouziti u citlivych jedinci mohou predstavovat

potencialni imunologické riziko [10].

Mezi syntetické hydrogely patii naptiklad polyisocyanopeptidovy hydrogel (PIC),
ktery se vyuzivad pro kultivaci organoidii jater nebo mléénych zlaz [6]. DalSimi casto
vyuzZivanymi syntetickymi hydrogely jsou polyethylenglykolovy (PEG)
a polyvinylalkoholovy (PVA) hydrogel, které jsou Siroce vyuZzivany pro 3D nosné struktury
diky své biokompatibilité, absenci imunitni reakce a nastavitelné tuhosti [10]. PEG hydrogely
se vyznacuji biokompatibilitou, dobrou rozpustnosti ve vodé a moznosti snadné modifikace.
Vykazuji vSak nizkou adhezi k buitkdm a jsou nedostatecné bioaktivni. Vyuzivaji se naptiklad
pro tvorbu organoidli kostni diené odvozenych od lidskych hematopoetickych kmenovych
progenitorovych bunék (hHSPC), priméarnich lidskych intestindlnich enterocytd,
endometridlnich organoidi a organoida jater odvozenych z iPSCs. PVA hydrogely jsou
hydrofilni, maji dobrou mechanickou pevnost a nizkou toxicitu a vyuzivaji se pro kultivaci
pankreatickych organoidi. Dal§im syntetickym hydrogelem je polyakrylamid (PAAm). Tento
biokompatibilni polymer vykazuje dobré hydrofilni vlastnosti, md schopnost bobtnat

a vyuziva se naptiklad pfi vyvoji kardiovaskuldrnich organoidi [6].
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Mechanické vlastnosti hydrogeli, jako je tuhost a elasticita, maji zasadni vliv
na chovani kmenovych bunck. Napiiklad vyssi tuhost hydrogelti podporuje diferenciaci
mesenchymalnich kmenovych bun¢k smérem k osteogenni linii, zatimco mékci hydrogely
podporuji neurogenni diferenciaci. Tyto vlastnosti umoznuji ptfesnou kontrolu diferenciace

kmenovych bunék a vytvéieni novych typt tkani [10].

Oproti tradiénim piistupim poskytuji organoidni aplikace nové moznosti. Mezi
klinické aplikace patii naptiklad modelovani nemoci, experimenty spojené s vyvojem organd,
regenerativni a transplantacni medicina, personalizovand medicina nebo vyvoj konvenc¢nich
i nano-1¢kt. Organoidy simuluji fyziologické vlastnosti orgdnovych systémi, umoziuji
obnovovat strukturu a funkci orgénti, coz hraje dilezitou roli pravé v regenerativni mediciné

[12].

Jednim z ptikladl vyuziti organoidd jsou mozkové organoidy, které jsou zkoumany
z hlediska potencidlu pro modelovani neurologickych onemocnéni. Vyzkum prokazal
schopnost organoidii napodobit fenotypy neurologickych nemocnéni, kdy byly strukturni

malformace patrné jiz v Casnych embryonalnich stadiich [13].

Vrozené malformace

Zavazné psychiatrické
poruchy

Vivoj ¢lovéka

e

Mezidruhové srovnani

Neurodegenerativni
onemocnéni

Automatické odeéitani Indukované stirmuti

Obrazek 1: Schéma znazornujici vyuziti mozkovych organoidii. Prevzato a upraveno z Guo-li
Ming, Hongjun Song, Xuyu Qian, 2019.
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Mechanismy téchto poruch c¢asto souvisi s naruSenou regulaci progenitorovych
bunék, predcasnou diferenciaci, snizenou proliferaci a narusenim bunééného cyklu. Mozkové
organoidy zajistuji spolehlivy vyzkum a analyzu téchto faktori a jsou tedy vyznamnym
piinosem pii pochopeni a 1é¢bé neurologickych onemocnéni. Mezi dalsi aplikace mozkovych
organoidii patii napfiklad modelovani vrozenych mozkovych malformaci zplisobenych
genetickym deficitem nebo infekénim onemocnénim, pfipadné modelovani psychiatrickych

poruch, jako je autismus a schizofrenie [14].

1.1.2 Bioreaktory a dynamické kultiva¢ni systémy

Diky schopnosti kmenovych bun¢k sebeobnovy a diferenciace do rtznych typt
specializovanych buné¢k jsou kmenové buniky velmi ptinosné pro terapeutické aplikace. Avsak
pocet bunék potifebnych pro 1é¢bu casto prevysSoval kapacitu dostupnych déarct. Pokrok
v tomto odvétvi tedy zavisel na vyvoji technologie, ktera umozni efektivni, systematickou
andkladové pftijatelnou produkci kmenovych bunék ve velkém mnozstvi. Bioreaktory
ptedstavuji kli¢ovy nastroj pro dosaZeni téchto cili. Bioreaktory splituji nejen tyto podminky,
ale také dodrzuji piisné regulaéni piedpisy a smérice FDA (Ufad pro kontrolu potravin
a léciv) a EMA (Evropska lékova agentura) [15]. Tyto smérnice zajist'uji bezpecnost a kvalitu
vyslednych produktti biologickych 1é¢iv, bunéénych terapii a produkti odvozenych
od kmenovych bun¢k [16].

V bioreaktoru jsou buniky kultivovany v prostfedi, které simuluje in vivo podminky,
coz je potiebné pro jejich rast a diferenciaci. Buniky se zavadéji do nadoby bioreaktoru, kde
probiha pfisna kontrola klicovych parametr, jako je teplota, pH, hladina kysliku
a koncentrace zivin, pro usnadnéni rastu v Case [17]. Vyhoda bioreaktoru je takova,

ze zajistuje Skalovatelnost procesu, coz umoziuje vyssi vytézky bunék [18].

Existuje n€kolik typl bioreaktort, které se li§i v zavislosti na jejich principu michéni,
davkovani zivin a dalSich faktorech. Mezi nejzndméjSi patii naptiklad bioreaktory
s mechanickym michanim (STBRs, stirred-tank bioreactors) a jednorazové bioreaktory
(SUBs, single-use bioreactors) [19] [20]. Dynamické kultivaéni systémy, jako jsou
bioreaktory s mechanickym michanim, perfuzni bioreaktory nebo orbitalni tfepaci platformy
maji zasadni vliv na chovéani bun€k béhem kultivace. Konkrétni podminky, jako je proudéni
tekutin umoznuji vytvaret agregaty bez nekrotickych jader, je také mozné pozorovat zvySenou

proliferaci, viabilitu a diferenciacni potencidl bunck. Tyto systémy podporuji rovnomérné
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rozlozeni zivin a kysliku, ¢imz dochézi k eliminaci agregatt, které by mohly vést k tvorbé

nekrotickych jader [21].

Bioreaktory s mechanickym michdnim se Siroce vyuzivaji v biofarmaceutickém
primyslu pro vyrobu rekombinantnich proteinli ze savCich bunéénych linii, jako jsou
ovarialni bunky c¢inského kiecka [22]. V posledni dobé bylo vSak dosazeno vyznamného

pokroku ve vyuziti t€chto bioreaktort v kultivaci kmenovych bunék [19].

STBRs se obvykle skladaji ze stalé sklenéné nebo jednorazové plastové nadoby
s vnitfnim michadlem. Kromé efektivniho michani umoziiuje michadlo ziskat potiebny
vzestupny proud proti gravitaci, ¢imz udrzuje bunky a bunétné agregaty v suspenzi [22].
Michéni je dulezité pro spravnou distribuci zivin a udrZeni potencidlnich mikronosict
v suspenzi. Vyuziti mikronosic¢l zvysuje expanzi bunék tak, ze zvétSuje kultivaéni povrch,
coz umoziuje vyssi produkci bun€k [23]. STBRs také umoznuji neinvazivni odbér vzorki
bunck a média s vyuzitim portl integrovanych do systému, bez pferuSeni procesu [22]. Tyto
bioreaktory poskytuji zdklad pro zavedeni G¢innych rezimil expanze lidskych pluripotentnich
kmenovych bun¢k (hPSC). Pokud je proces spravné navrzen, produkované kmenové bunky

zUstavaji pluripotentni a chromozomalné stabilni [19].

Bioreaktory s mechanickym michdnim také umoziiuji spolehlivou kontrolu dilezitych
parametr, jako jsou koncentrace substratli a metaboliti (napt. glukoézy, glutaminu, laktatu
a amoniaku), a také obsahu rozpusténého kysliku. Napéti rozpusténého kysliku mize ovlivnit
expanzi a diferenciaci kmenovych bunék, proto je nutné jej monitorovat [19]. Analyza
metabolitl, jako jsou koncentrace glukdzy, laktitu a amoniaku se provadi externimi
analyzatory [22]. Bioreaktory mohou byt také vybaveny senzory, které umoziuji presné
hodnoceni kultiva¢niho prostiedi, véetné pH, teploty a koncentrace reaktivnich forem kysliku
(ROS) [19]. Nadprodukce ROS muze vést k oxida¢nimu stresu, ktery mize negativné ovlivnit
rust a diferenciaci bun¢k. ROS mize také zprostiedkovat expresi prozanétlivych genli pomoci
extracelularnich signalnich drah a zplsobit chronické zanéty, které vyznamnym zplsobem
ovlivituji diferenciaci a regeneraci kmenovych bun¢k [24]. Glukéza a glutamin slouZzi jako
hlavni zdroje energie, naopak laktat a amoniak mohou inhibovat expanzi kmenovych bunék.
Teplota se obvykle udrzuje na 37 °C. Pfidavaji se také rustové faktory, které napomahaji
Siroké Skale funkci kmenovych bunék, véetné sebeobnovy a diferenciace. Koncentrace téchto

faktorii by se méla pohybovat v rozmezi zajiStujicim optimalni podminky pro expanzi bunék.
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Diky schopnosti bioreaktori presné¢ regulovat parametry, jako jsou koncentrace
substratl, metabolitd, kysliku a ROS, umoziiuje ochranu bun¢k pied negativnimi vlivy, jako
je oxidacni stres a podporuje optimalni rast a diferenciaci kmenovych bunék v pribéhu
kultivace [19]. Flexibilni a automatizované fizeni provoznich reziml bioreaktoru pfindsi nové

moznosti pro zlepSeni a zjednoduseni procesu kultivace kmenovych buné¢k [22].

1.2 Inovativni materialy a povrchy

Inovativni materidly jsou zasadni pro kultivaci kmenovych bunék, protoze maji vliv
na jejich diferenciaci, proliferaci a celkovou Zivotaschopnost. Mezi moderni postupy patii
vyuziti biomimetickych materialti, které napodobuji pfirozené vnitini mikroprostiedi
a nanotechnologii, které umoziuji presnou regulaci kultiva¢nich podminek [25]. V poslednich
dvou desetiletich se biomimeticka strategie, zalozena na novych materidlech, postupné stala

nejrychleji se rozvijejicim a nejslibnéjSim oborem v oblasti biomateriala [26].

1.2.1 Biomimetické materialy

Biomimetické materidly jsou pokrocilé biomateridly, které veérné napodobuji
strukturdlni, mechanické a biologické vlastnosti pfirozenych tkani v nanométitku [27].
Schopnosti napodobeni a simulaci biologickych fenoménti ziskdvaji umélé nanostruktury,
jako jsou dendritické struktury, proteinové nanoklece (duté nanostruktury) a lidské proteinové
nanocastice, podobné nebo identické vlastnosti s jejich pfirozenymi protéjsky. Tyto materialy
jsou také inspiraci k vyvoji systémil pro cilené dodavani 1é¢iv, ¢imz poskytuji vyssi ucinnost

a bezpecnost terapie [26].

Biomimetické a bioaktivni materidly slouzi také jako slibné systémy schopné cilené
fidit a modulovat chovani bunck prostfednictvim specifickych instrukénich signald, ¢imz
mohou pfispét k regeneraci zdravych tkéni. Tyto typy materiali se cCasto vyuZivaji
k navrhovani nosnych struktur tzv. ,scaffoldi, jejichz cilem je napodobit strukturdlni,
mechanické a biologické vlastnosti pfirozenych tkani, a to s ohledem na komplexni organizaci

extracelularniho mikroprostfedi v nanométitku [27].

vV

protein lidského téla a tvoii az 90 % organické slozky pfirozené kostni tkan€. Navic tento
strukturni protein ovliviiuje rizné aspekty chovani kmenovych bunék, jako je bunécna
adheze, proliferace a diferenciace diky vysoké hustoté Arg-Gly-Asp a dalSich funkénich
sekvenci aminokyselin. Tyto vlastnosti ¢ini kolagen kli¢ovou komponentou biomimetickych

scaffoldii pro kostni inzenyrstvi [28]. Avsak jeho nizka biomechanickd pevnost a rychla
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biodegradace vyzaduji stabilizaci. Toho lze dosahnout naptiklad metodami chemického
zesitovani nebo pridavkem anorganickych fazi, jako jsou fosfore¢nany vapenaté nebo
bioaktivni skla. Za slibny pfistup je povazovana kombinace kolagenu 1. typu s mesoporéznimi
bioaktivnimi skly (MBGs, mesoporous bioactive glasses), kterd diky jejich vysokému
povrchu a reaktivité vyrazné zlepSuji bioaktivitu, ¢imz podporuji mineralizaci, osteogenezi
a interakci s okolni kostni tkdni. Do sloZeni skla mohou byt piidiny ionty stroncia (Sr*"),
které prokazatelné zvySuji osteogenni vlastnosti tak, ze stimuluji aktivitu osteoblastli a tim

zvySuji tvorbu kosti a zaroveil snizuji kostni resorpci [27].

Ptiklad G¢inné kombinace kolagenu s MBGs obsahujicimi stroncium je znazornén
na obrazku 2. Ten zobrazuje pfi¢né fezy povrchu vzorki kolagen/MBG Sr4% po 3 a 7 dnech
inkubace pifi 37 °C v simulované télni tekutiné (SBF), potizené pomoci FESEM (Field
Emission Scanning Electron Microscopy). Je patmé, ze jiz po 3 dnech inkubace v SBF
je mozné pozorovat progresivni tvorbu krystalli hydroxyapatitu (HA), zatimco mezi 3. a 7.
dnem inkubace doslo k nariistu hustoty a velikosti téchto krystalti. HA je klicova mineralni
sloZka kosti, jeho narist jiz po 3 dnech inkubace tedy vypovida o vysoké bioaktivité tohoto

systému, kterda umoziuje interakci s fyziologickym prostiedim a iniciaci mineraliza¢niho

procesu [27].

3. den

Obrazek 2: Pricné rezy FESEM snimkii zobrazujici depozici krystalit HA na povrchu vzorkii
kolagen/MBG Sr4 % po 3 a 7 dnech inkubace v SBF. Prevzato a upraveno z Montalbano G. a kol.,
2018.
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Biomimetické materidly ptedstavuji vyznamny pokrok v oblasti tkanového
inzenyrstvi, diky své schopnosti napodobit strukturu i biologickou funkci ptirozenych tkani.
Nové trendy v této oblasti se zaméfuji na konstrukci scaffoldii s hierarchickou strukturou,
ktera pfesn¢ napodobuje uspotradani piirozenych tkani v nano- i mikroméfitku. Dulezitou roli
hraji viceprvkové materialy, které vyuzivaji ionty s riznymi biologickymi t¢inky. Ptikladem
jsou prokazané synergické ti¢inky iontl kobaltu (Co?") a hot¢iku (Mg*") spole¢né s HA, které
zlepSuji osteogenezi, angiogenezi a obecné bioaktivitu systému. Je vSak potfeba piesné

kontrolovat koncentrace jednotlivych iontli, aby nedoslo k toxickym u¢inkiim [29].

Biomimetické materialy vedle regenerace tkani a konstrukce scaffoldii umoznuji také
tvorbu umélych bunéénych struktur. Bottom-up strategie je pfistup, pifi kterém dochdzi
k rozkladu slozitych biologickych struktur na jednodussi komponenty, za icelem hlubsiho
pochopeni principti zivych systémi. Tyto umélé struktury oteviraji nové moznosti

pro aplikace v biomedicing, bioinZenyrstvi a enviromentalnich védach [26].

1.2.2 Nanotechnologie v kultivaci bunék

Od roku 2020 se vyzkum voblasti kmenovych bunék posunul k feseni
technologickych ptekazek, prohlubovanim znalosti a zkoumanim novych terapeutickych
vyuziti. V této souvislosti se stale vice uplatiiuji nanotechnologie, které umoziuji presnéjsi
studium téchto bunék, ale oteviraji i nové moznosti pro jejich vyuziti v regenerativni mediciné
[30]. Nanomateridly se vyuzivaji ke konstrukci scaffold v tkanovém inzenyrstvi, jako nosice
pro cilené dodavani 1€kd, pro zobrazovani bun€k a monitorovani jejich diferenciace
a proliferace. Piikladem téchto nanomateridlil jsou nanocastice zlata, stfibra, oxid titanicity,

rizné magnetické materidly, uhlikové nanotrubicky, grafen a polymerni materialy [31].

Nanotechnologie pracuji s rozméry v rozmezi od 1 do 100 nm. Tento rozsah velikosti
je dulezity, protoZze vypliiuje mezeru mezi atomarnimi nebo molekuldrnimi strukturami
a makroskopickymi slozkami [31]. Materialy v nanoméfitku ¢asto vykazuji odlisné vlastnosti,
které se vyrazné 1isi od jejich makroskopickych protéjskii. To je zpisobeno piedevsim jejich
vyrazné v&tsim pomeérem povrchu k objemu a soucasnym vlivem kvantovych jevii. Mezi tyto
vlastnosti patii napiiklad zvySend chemickd reaktivita, specifickd elektrickd vodivost,

mechanické pevnost a odlisné optické chovani [32].

Pravé tyto vlastnosti umoznuji detailnéjsi studium a manipulaci s kmenovymi
bunikami. Napiiklad optické vlastnosti nékterych nanomaterialii, jako jsou kvantové tecky

(QDs), umoznuji detailni sledovani a zobrazovani chovani bunék ptimo béhem kultivace [33].
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QDs jsou velké 2-10 nm a vykazuji vyjimecnou fluorescenci. Intenzita a stabilita této
fluorescence je az 1000 vys$si v porovnani s béznymi fluorescencnimi materialy. Diky témto
vlastnostem jsou kvantové tecky idedlnim nastrojem pro dlouhodobé a velmi citlivé sledovani
kmenovych bunék béhem kultivace. V posledni dobé se vénuje pozornost uhlikovym
kvantovym teckdm, které by mohly slouzit jako méné¢ toxickd varianta pro zobrazovani

bunék. [34].

Vyuziti nanomateriald mize také zvySovat Zzivotaschopnost a stabilitu bunék
v kultivaénim prostiedi. Propojeni nanotechnologii s vyzkumem zabyvajicim se kmenovymi
bunkami tak poskytuje nové moznosti pro presnéjSi a snaz$i fizeni procest, jako
je diferenciace kmenovych bunék, coz ptispiva ke zlepSeni 1é€ebnych postupli. Nanomaterialy
také zlepSuji cileny transport kmenovych bun¢k do specifickych oblasti tkani nebo orgéand,

kde zajist'uji jejich kontrolované uvoliiovani [33].

Pfi kultivaci kmenovych bunék s vyuzitim nanomateridli hraje vyznamnou roli
funkcionalizace jejich povrchu. Jde o cilenou Gpravu povrchu nanocastic, za ti€elem zlepSeni
jejich interakce s molekulami na povrchu kmenovych bunék. Proces funkcionalizace probiha
tak, ze se na povrch nanocéstic navdzi chemické skupiny nebo bioaktivni latky, které
umoznuji vytvofit specifické vazby na kmenové buniky. Tim dochézi ke vzniku bioaktivniho
rozhrani, které umoziuje pfesnéji zacilit a ovlivnit bunécnou signalizaci. Takto upravené
nanocastice podporuji diferenciaci, proliferaci 1 migraci kmenovych bunék tak, Ze ptesnéji

a efektivnéji dodavaji signaly a terapeuticke latky [33].

Dal$im dilezitym faktorem ovliviiujicim vlastnosti a chovani kmenovych bunck
béhem kultivace a jejich nésledné vyuziti je tvar nanomaterialli. Naptiklad planarni
nanocastice mohou napodobovat interakce ECM, ¢imz podporuji diferenciaci a proliferaci
kmenovych bunék. Sférické nanocastice, diky svému velkému poméru povrchové plochy
k objemu, zlepSuji bunécnou absorpci a zajistuji tak G€inny transport terapeutické latky
do kmenovych bunék. Naopak vldknit¢ a trubiCkovité nanocCéastice mohou diky svému
protahlému tvaru fidit bunécnou orientaci a diferenciaci, coZ je nezbytné pro aplikace

v tkdnovém inZenyrstvi [35].

Zasadni roli pro spravnou funkci kmenovych bunék ma jejich pfirozené
mikroprostiedi neboli niche. To podporuje sebeobnovu, diferenciaci a proliferaci bunék
a zaroven poskytuje specifické signaly, které fidi jejich chovéani [36]. Nanotechnologie

umoziuji vytvaret scaffoldy, coz jsou komplexni nosné struktury, jejichz cilem je napodobit
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prave toto mikroprostiedi [33]. KliCovou slozkou niche je ECM, kterou je dulezité
pti konstrukei scaffoldd co nejvérnéji napodobit. Bylo totiz prokazano, ze kmenové buiky
jsou velmi citlivé na jeji prvky, které =zahrnuji fibrilarni  kolageny elastin

a glykosaminoglykany v nanoméfitku [33] [36].

Kromé chemického slozeni ECM vs$ak hraje zasadni roli i jeji topografie a povrchova
struktura. Proto se v soucasnosti vyuzivaji rizné umelé nanotechnologické platformy, které
napodobuji topologické charakteristiky pfirozeného mikroprostiedi. Prikladem téchto
topografickych prvkil jsou nanodrazky, nanopéry nebo nanovlakna, kterd zlepsuji ptilnavost,
migraci a diferenciaci kmenovych bun€k [37]. Konstrukci umélych scaffoldi, které vérné
napodobuji chemické i fyzikalni vlastnosti ECM je tak mozné efektivné regulovat chovani

bunek in vitro, podobné jako v jejich pfirozeném mikroprostiedi [33].

Vyznamnou roli zde hraji nanokompozitni materidly, jejichz vlastnosti pfispivaji
v fad¢é aplikaci a vyzkumu kmenovych bunck. Vyuzivaji se piedev§im pii konstrukci
biokompatibilnich scaffoldi, které napodobuji sloZeni i strukturu ECM, ¢imZ zvySuji jejich
mechanickou pevnost a stabilitu. Jejich nanostruktura velmi ptfipomina skutecné tkanové

prostiedi, coz podporuje bunéénou adhezi, diferenciaci a proliferaci [38].

Kombinace nanotechnologii s kmenovymi buiikami vyznamné rozSifuje moznosti
regenerativni mediciny. Tyto pfistupy umoziuji 1épe ftidit bunécné procesy, jako
je diferenciace a proliferace, ale 1 vytvofit prostfedi, které co nejvérnéji napodobuje jejich
pfirozené podminky. Vyzvou vSak stale ziistdva optimalizace biokompatibility a dlouhodobé

stability téchto systému [33].

1.3 Genetické a molekularni pristupy

Genetické a molekularni ptistupy poskytuji nové néstroje pro studium, manipulaci
a vyuziti kmenovych buné€k v klinické praxi. Tyto metody umozZiuji pfesné Upravy genomu
pomoci pokrocilych technik, jako je CRISPR/Cas9 nebo kontrolu epigenetickych

mechanismd, jako jsou methylace DNA a modifikace histonti [39].

1.3.1 CRISPR a genetické editace

Editace genomu kmenovych buné¢k je dilezitd, protoze ndm umoziuje lépe pochopit
zakladni biologické procesy a zaroven otevird nové moznosti pro vyvoj bunéénych terapii
alécbu genetickych onemocnéni. V poslednich deseti letech doSlo k rychlému rozvoji

nastrojii pro editaci genomu, a to predev$im diky objevu novych a snadno pouzitelnych
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technologii, kam patii pfedev§im systém CRISPR/Cas9 (Clustered Regularly Interspaced
technologiemi nukledz, jako jsou TALENs (transcription activator-like effector nucleases)
nebo ZFNs (zinc finger nucleases), poskytuje CRISPR/Cas9 relativné jednoduché
programovani, vysokou u¢innost a cenovou pfiijatelnost, protoze ke zméné cilového mista
vyzaduje pouze uUpravu sekvence vodici RNA (sgRNA, single guide RNA). Pravé proto
se CRISPR/Cas9 stala nejrozsitené;si technologii genetické editace [41].

Systém CRISPR/Cas9 se sklada predevsim z Cas9 nukledzy, ktera pracuje jako
molekularni ntizky, a z sgRNA, ktera obsahuje sekvenci komplementarni k cilovému useku
DNA v genomu. Tato sgRNA obsahuje sekvencné specifickou CRISPR RNA (crRNA)
a pomocnou trans-aktivujici crRNA (tractrRNA) [40]. Po navazani sgRNA na specifickou
sekvenci v DNA dochazi k aktivaci Cas9 nukleazy, ktera zptusobi dvouvlaknovy zlom (DSB).
Aby vsak doslo k Gspé$nému navazani a stépeni DNA Cas9 proteinem, je nutna pfitomnost
PAM (Protospacer Adjacent Motif) sekvence za cilovym mistem [41]. Vznikem DSB dojde
k aktivaci bunéénych opravnych mechanismi. U lidskych bunék jsou standardni 2 opravné

drahy, nehomologni spojovani koncti (NHEJ) a homologné fizena oprava (HDR) [39].

NHE]J draha je rychla a vyskytuje se ve vSech fazich bunécného cyklu kromé mitozy.
Cilem této drahy je co nejrychleji znovu spojit pferusené konce DNA [39]. B&hem tohoto
procesu vsak Casto vznikaji chyby, coz miize vést ke vzniku malych inzerci nebo deleci (indel
mutaci), které mohou zpusobit inaktivaci genu [41]. Naopak HDR draha je ptesn&jsi,
ale méné efektivni, protoze vyZaduje pfitomnost homologniho templatu. HDR je aktivni
pouze béhem urcitych fazi bunééného cyklu, predevsim v S a G2 fazi, kdy je k dispozici
sesterska chromatida, ktera zde slouzi jako templat [39]. Diky schopnosti HDR vyuzit templat
umoznuje tato draha pfesnou a cilenou editaci genomu, zatimco NHEJ se vyuZiva

pro inaktivaci genu [40].

Praveé tyto schopnosti NHEJ a HDR oteviraji nové moznosti aplikaci systému
CRISPR/Cas9 ve vyzkumu a terapii s vyuzitim kmenovych bunék. Naptiklad v mediciné
se tato technologie testuje pro 1écbu genetickych onemocnéni, jako je srpkovita anémie nebo
Duchennova svalova dystrofie, kde umoznuje ptesnou korekci patogennich mutaci [39].
Dal§im pfistupem je cilené vneseni specifickych mutaci do zdravych kmenovych bunék

za ucelem vytvoreni isogennich modell lidskych onemocnéni in vitro. To umoZziuje studovat
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patogenezi chorob, jako jsou neurologické poruchy nebo rizné typy rakoviny v geneticky

kontrolovaném prosttedi [40].

Vyzvou pii vyuzivani systému CRISPR/Cas zlstava riziko tzv. off-target efekti.
Tyto efekty spocivaji v nespecifickém navazani a modifikaci genomu na nechténych mistech,
kterd vykazuji sekvencni podobnost s cilovou sekvenci [40]. Off-target efekty se nejcastéji
vyskytuji v mistech, kterd obsahuji PAM sekvenci a jsou castecné komplementarni k sgRNA.
S cilem redukovat off-target efekty védci vynalezli n€kolik vylepsenych verzi systému, jako
je tzv. nickase verze Cas9, fizena parovymi vodicimi RNA. Dalsi pokrok oblasti CRISPR/Cas
technologii sméfoval k vyvoji systémil pro upravu genomu bez nutnosti tvorby DSB, coz

by mohlo vyrazné snizit riziko off-target efekta [41].

1.3.2 Epigenetické modifikace

Epigenetické modifikace jsou dalSim néstrojem pro udrZeni pluripotence, plasticity
a funkce kmenovych buné€k in vivo 1 in vitro. Tyto modifikace umoziuji kontrolovat genovou
expresi beze zmény sekvence DNA. To udrzuje rovnovahu mezi proliferaci, diferenciaci
a schopnosti regenerace kmenovych bun€k [42]. Mezi tyto mechanismy patii naptiklad
methylace DNA a posttranslaéni modifikace histonli, které¢ zplsobuji zmény ve struktuie
chromatinu. Prdvé zmény v prostorovém uspotfadani chromatinu urcuji, zda budou geny

aktivni nebo potlacené [43].

Pfi methylaci DNA dochézi k adici methylové skupiny na cytosiny CpG dinukleotidi
(cytosin—guanin spojené fosfatovou skupinou). Tato reakce je katalyzovana DNA
methyltransferazami (DNMTs). Methylace hraje dulezitou roli v ESCs, protoze piimo
ovliviiuje expresi genti spojenych s pluripotenci, diferenciaci a sebeobnovou. Bylo zjisténo,
7ze hESCs vykazuji specificky profil methylace DNA, ktery se 1i§i od diferencovanych
1 nddorovych bunék. Klicové geny, jako jsou Oct4 a Nanog, jsou v ESCs a iPSCs pievazné
v nemethylované form¢, coZ umoznuje jejich expresi a udrzeni pluripotentniho stavu. Naopak
v diferencovanych buiikdch jsou tyto geny Casto hypermethylované, coz vede k utlumeni
jejich exprese. Regulace methylace DNA je proto kli¢ova pfi kontrole kmenovych bunék

béhem jejich diferenciace [44].

Vedle methylace DNA hraji vregulaci kmenovych bunék zésadni roli také
posttranslaéni modifikace histonti. U pluripotentnich bunék je charakteristickd pfitomnost
bivalentniho chromatinu. Ten se vytvaii na promotorech vyvojovych genil, kde se soucasné

vyskytuji aktivaéni (H3K4me3) a inhibicni (H3K27me3) histonové znacky. Tyto geny jsou
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transkripcné utlumeny, ale zarovenn se nachdzi v pfipraveném stavu. To umoziuje jejich

rychlou aktivaci nebo trvalé utlumeni béhem diferenciace [43].

Vyuziti epigenetickych modifikaci pii kultivaci kmenovych bunék piinasi nové
potencidlni pfilezitosti pro vyvoj novych pfistuptt v 1écbé rakoviny, degenerativnich
onemocnéni a dalSich aplikaci. V soucCasnosti se testuji tzv. ,,epi-l1éky* jako potencidlni 1écba

u riznych typi rakoviny [42].

2 Automatizace a digitalizace

Rozvoj technologii pro kultivaci kmenovych bun€k a z nich vzniklych organoidi
oteviel nové moznosti vyuziti v regenerativni mediciné, modelovani nemoci a testovani 1é¢iv
[45]. Pro uspésné vyuziti téchto technologii v praxi vSak roste potieba zajisténi
standardizovanych, reprodukovatelnych a Skalovatelnych metod pro jejich kultivaci a analyzu
[46]. Pfestoze jsou manudalni postupy stile klicové v zdkladnim vyzkumu, nardzeji
na nedostatky v efektivité, konzistenci a schopnosti zvladat velké objemy vzorkii. Pravé zde

hraje automatizace a digitalizace dualezitou roli, protoze pomaha ptekonat tyto prekazky [47].

2.1 Automatizované kultiva¢ni systémy

Moderni automatizované kultivacni systémy piedstavuji vyznamny pokrok v oblasti
standardizace a zvySeni efektivity pfi praci s kmenovymi buiikami a organoidy. Vyuziti téchto
systémi pomaha prekonat nedostatky manudlnich metod, které jsou Casto ¢asové naro¢né,
nachylné k lidskym chybam a obtizné Skalovatelné. Automatizované systémy umoznuji
pfesnou kontrolu kultiva¢nich podminek, minimalizuji variabilitu mezi jednotlivymi Sarzemi

zaroven umoziuji dlouhodobé kultivace s minimalnim lidskym zdsahem [48] [49].

2.1.1 Robotizace v laboratorich
Robotizace predstavuje dileZity nastroj v oblasti automatizace laboratornich procesi.
Umoznuje pienést fadu manudlnich metod, které¢ jsou Casto nachylné¢ k chybam, casové

naro¢né a malo efektivni, na specializované mechanické a programovatelné systémy [49].

Existuje nékolik typl robotickych pfistupi, patii sem napiiklad vyuZziti
humanoidnich robotd, jejichZz vysoka flexibilita umoziuje pfizptisobeni na casté zmény
protokolii a parametri. Snaha téchto robotli je co nejvérngji napodobit lidské pohyby
a manipulace [47]. Dal§im piikladem jsou rozsahlé integrované platformy, které propojuji
vice specializovanych moduld, jako jsou inkubatory, centrifugy nebo pipetovaci stanice,

pomoci centrdlniho robotického ramene. Timto zpisobem umoziiuji automatizaci
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vicekrokovych procest od piipravy kultivaéniho prostiedi az po vyhodnoceni vysledki [50].
Jeden  znejrozsitenéjSich  robotickych  systémd v bunéénych laboratofich  tvori
programovatelné pracovni stanice pro manipulaci s kapalinami (PLHW, programable liquid

handler workstation) [51].

PLHW piedstavuji nastroj, jehoz zékladni funkci je predev§im automatizace
pipetovani, coz zajiStuje vysokou presnost a opakovatelnost, protoze se eliminuje riziko
lidské chyby. To je dulezité predevsim pii praci s malymi objemy nebo pii provadéni velkého
poctu operaci. Mezi dalsi vyhody patii plné¢ automatizované ftedéni, prenos roztokd,
davkovani reagencii a vyména kultiva¢nich médii s vysokou piesnosti a reprodukovatelnosti
[51]. Tento systém zahrnuje jednu nebo vice pipetovacich hlav, které mohou byt
jednokanalové, pro praci s jednotlivymi zkumavkami a jamkami, nebo vicekanalové,
nejcasteji s 96 nebo 384 kanaly. Vicekanalové hlavy umoznuji soucasné zpracovani celych

desticek s vysokou ptesnosti [50].

Napftiklad systém Beckman Coulter Biomek 17, ktery lze vyuZit pro automatizovanou
kultivaci chondrogennich bunéénych agregatl, vyuziva dvé 96-kanalové pipetovaci hlavy.
Systém je vybaven CO> inkubatory a chladicim zafizenim, coz umoziiuje dlouhodobé
kultivace. Chondrogenni agregaty odvozené ziPS bun&k vznikaji 56denni kultivaci, kdy

systém vyzaduje pouze ¢asove piesné dodani ristovych faktorii a ¢astou vyménu médii [51].

pipetovaci robotické

zarizeni rameno
_ Fidici
centrum
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jednotka —
¥
drzak vzorkl

Obrazek 3: Schéma robotické stanice pro manipulaci s kapalinami. Prevzato a upraveno
z Doulgkeroglou M.-N. a kol., 2020.




Mezi dalsi systémy pro praci s kapalinami patfi Biomek FXP nebo Hamilton STARIet, které
jsou bézné vyuzivané pro automatizovanou pripravu organoidd [52]. PLHW tak nalézaji

Siroké uplatnéni pii rutinni manipulaci s vysokym mnozstvim vzorka [51].

Pro vys$si miru flexibility a schopnost napodobeni lidské manipulace v laboratofi
se vyuzivaji humanoidni roboti. Pfikladem tohoto systému je robot LabDroid Maholo, ktery
dokaze provadét Sirokou Skalu experimentalnich postupii. Jeho vysoka flexibilita umoziuje
jak casté zmény protokoll a jejich parametrt, tak i optimalizaci kultivacnich podminek. Tento
systém kombinuje 2 robotickd ramena s integrovanym mikroskopem, ktery poskytuje data
pro zpracovani obrazu pomoci umélé inteligence (Al artificial intelligence), kterd
vyhodnocuje kvalitu rostoucich bunék. LabDroid Maholo byl Gsp&$né vyuzit pro diferenciaci
kmenovych bunc¢k na retindlni pigmentové epitelidlni (RPE) buiniky tak, Ze dokézal
identifikovat optimalni kultivacni podminky. Bylo prokazdno, Ze builky generované
programem LabDroid spliluji  kritéria bunéné biologie pro vyzkumné aplikace

v regenerativni mediciné [47].

Dalsi roboticky pfistup predstavuji rozsahlé integrované platformy, které poskytuji
plnou automatizaci vicekrokovych procest diky propojeni jednotlivych moduli pomoci
centrdlniho ramene. Hlavni vyhodou je moznost automatizace celych pracovnich postupii
od pfipravy kultivaéniho média aZz po konecnou analyzu bunck [50]. Ptikladem takového
systému je platforma StemCellFactory, kterd se Siroce vyuziva pro automatizovanou genovou
editaci pomoci CRISPR/Cas9. Tento systém umoziuje paralelni zpracovani az 96 vzorkt
v jedné sérii, coz vyrazné zvysuje kapacitu oproti manudlnim metoddm. Toho je dosazeno
vyuzitim 4D-Nucleofector® X Unit s 96jamkovym zafizenim, coZ umoZiiuje optimalizovat
podminky pro kultivaci jednotlivych bunék a zaroven vytvofit pln¢ automatizovany systém.
Hlavni vyhodou tohoto systému je moznost standardizace a usnadnéni postupii genové
editace, které jsou pii manualnim provedeni Casové narocné a nachylné k chybam. Vyuziti
platformy tak poskytuje srovnatelnou G¢innost jako manudlni postupy, ale vyrazné zvySuje
reprodukovatelnost. Pfestoze integrované platformy, jako je StemCellFactory, vyzaduji
zpocatku vyssi finan¢ni investice, diky vysoké efektivit€¢ a presnosti téchto procesit mohou

byt pfi dlouhodobém vyuzivani ekonomicky piinosné [45].

2.1.2 Vyuziti umélé inteligence a strojového uceni
Vyuziti umélé inteligence (AI) a strojového uceni predstavuje vyznamny pokrok

v automatizaci bunéénych technologii. Mimo samostatné mechanické provadéni tikont jsou
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tyto systémy schopny analyzovat komplexni data, ucit se z nich a pfispivat k optimalizaci
nebo dokonce autonomnimu fizeni experimentdlnich procest. Algoritmy Al jsou
schopny zpracovat velké mnozstvi dat a najit v nich vzorce a souvislosti, které by clovek
snadno piehlédl. To umoziiuje vytvaret efektivnéjSi automatizované systémy pro piipravu

kmenovych bunék a organoida [53].

Nejvyznamngj§i algoritmus umélé inteligence je tzv. ,,deep learning* (hluboké
uceni), ktery vyuziva neuronové sit¢ napodobujici funkci lidského mozku. Tyto vicevrstevné
sit¢ obsahuji uzly podobné neuroniim. Ty zpracovavaji a analyzuji data tak, ze napodobuji
lidské rozhodovani a rozpoznavani obrazu. Algoritmy hlubokého uceni pracuji s rozsahlymi
datovymi sadami, jako jsou mikroskopické snimky nebo genomové sekvence. Algoritmy
se na téchto datech nejprve trénuji, aby se naucily rozpoznavat souvislosti. Nasledné¢ mohou
tyto znalosti vyuzit k analyze dalSich dat, Casto z naprosto odliSnych zdroji, popiipade
k tvorbé prediktivnich ndstroji rozpoznavajicich skryté vzorce. Timto zplsobem pomaha
hluboké uceni ftesit slozité problémy, jako je analyza mikroskopickych snimki bunéénych

kultur nebo ptfedpovidat optimalni kultivaéni podminky [54].

Hluboké uceni zaroven umoziuje detailnéjsi pochopeni struktury a vyvoje
organoidll, a to pfedev§im v oblasti zpracovani obrazu. Pro analyzu obrazl histologickych
fezl organoidl se Casto vyuzivaji konvoluéni neuronové sité (CNN, convolutional neural
networks), které vykazuji vysokou schopnost extrahovat vyznamné rysy z vicerozmérnych
obrazovych dat, coz je typické pro mikroskopické snimky. Algoritmy vyuzivajici CNN tak
kombinuji segmentaci obrazu, kterd slouzi napiiklad k identifikaci bun€k nebo organoidi,

s extrakei téchto prvki a jejich naslednou klasifikaci [53].

Piikladem praktického wvyuziti CNN pro praci skmenovymi buikami
je automatizovana segmentace hiPSC pomoci modifikované U-Net architektury. Tento pfistup
byl vyvinut s cilem ptfesné identifikace a pfenosu hiPSC kolonii na konci reprogramovaci faze
za pouziti robotického systému CellX™. Model CNN hlubokého uceni vyuZity pro
segmentaci, zalozeny na lehkém modelu U-Net s 16 konvolu¢nimi vrstvami, prokazal
vysokou U€innost i na omezeném mnozstvi dat. Tento pfistup tak vykazuje nejen vyssi
efektivitu oproti manualnim metodam, ale také zlepSuje standardizaci a reprodukovatelnost v
kultivaci kmenovych bun¢k. Byly vSak zjistény 1 limity této metody, jako naptiklad falesné
pozitivni segmentace u casteCné reprogramovanych bunék v hustych fibroblastovych

kulturach, které postradaly definujici hranici bézné pozorovanou u hiPSC kolonii. AvSak
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1 pres tyto limity predstavuje kombinace hlubokého uceni a robotickych systémil vyznamny

pokrok v automatizaci bunéénych technologii [55].

Dalsim piikladem vyuziti hlubokého uceni v oblasti kultivace kmenovych bunék
je jiz zminovany systém StemCellFactory, ktery se vyuziva pro automatizovanou produkci
aeditaci hiPSC. Tento algoritmus dokaze detekovat ptitomnost mrtvych nebo
diferencovanych bun¢k z mikroskopickych snimku. Zaroven dokaze kvantifikovat parametry,
jako je mira konfluence nebo primeérna velikost kolonii. Tyto informace nasledné slouzi jako
vstup pro fidici software, ktery se na jejich zdkladé rozhoduje o dalSim postupu, jako
napiiklad o nacasovani pasdzovani bunck. Za zaklad¢ toho lze nejen standardizovat proces
kultivace, ale 1 zohlednit individualni rGstové charakteristiky rznych bunécnych linii, coz

vyrazng zvySuje efektivitu [45].

Dalsim ptikladem propojeni umélé inteligence s robotickou automatizaci je také jiz
zminovany systém LabDroid Maholo. Tento systém vyuZzivad algoritmus Bayesovské
optimalizace, coZ je pokrocila metoda strojového uceni slouzici k autonomnimu vyhledavéani
a optimalizaci protokoll pro bunéénou diferenciaci. Naptiklad pti diferenciaci iPSCs na RPE
provadi robot sérii experimentil s riznymi kombinacemi kultiva¢nich parametrt. Ziskana data
jsou predana modulu umélé inteligence, ktery pracuje pravé na principu Bayesovské
optimalizace. Modul vyhodnoti vysledky a navrhne nové kombinace kultiva¢nich parametri
s cilem zlepSeni kvality diferencovanych bunék. Takto nové navrZzené podminky jsou nasledné
aplikovany robotem s tim, ze vznikd cyklus opakovaného zlepSovani kultivacniho protokolu

a zéaroven schopnosti Al efektivné predikovat a optimalizovat dalsi kroky [47].

Zavedeni umélé inteligence a strojového uceni do oblasti kultivace kmenovych
bunék a organoidil otevird nové moZnosti pro feSeni slozitych védeckych otazek a urychleni
vyvoje novych terapii. Cilem do budoucnosti je pfedev§im rozvoj tzv. ,,vysvétlitelné umeélé
inteligence* (XAI, explainable artificial intelligence), kterd odhaluje, jakym zplGsobem Al
dospéla ke svym zavértim, predikcim nebo rozhodnutim. To zvySuje divéru pii jejich vyuziti
v klinické praxi [53]. Soucasné metody Al dosahuji sice dosahuji vysoké piesnosti, jejich
vystupy vSak mohou ptisobit jako tzv. ,,Cerné skiinky* (black boxes). To znamend, Ze zpusob,
jakym dospély k vysledku zlstava nejasny. Prav€ XAI se snazi tyto limity piekonat
a poskytnout srozumitelna a interpretovatelna vysvétleni [54]. Lze ptfedpokladat, ze s dalSim

rozvojem a zdokonalovdnim Al systémi se v blizké budoucnosti stanou standardnim
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vybavenim bunécnych laboratofi, coz vyznamné urychli jak zékladni vyzkum, tak i vyvoj

personalizovanych terapeutickych piistupt [53].

2.2 Digitalni monitorovani a analyza

V poslednich letech digitalni technologie vyznamné piispély k modernizaci
kultivacnich procest v oblasti vyzkumu a vyvoje kmenovych bun€k. Zavedeni senzorickych
systému, ,real-time monitoring” (monitorovani v redlném case) a pokrocilé analyzy dat
umoziiuje detailni sledovani bunééného prostfedi a optimalizaci kultiva¢nich podminek.
To ptispiva ke zvySeni reprodukovatelnosti a standardizace procestt spojenych s kultivaci

a manipulaci s kmenovymi bunikami [56].

2.2.1 Senzory a monitorovani v realném case

Monitorovani v redlném case poskytuje vyznamny pokrok v oblasti monitorovani
procesu diferenciace kmenovych bunék. Oproti tradicnim analytickym metodam, jako jsou
imunobarveni, Western blot, priitokova cytometrie nebo kvantitativni polymerazova fetézova
reakce (qPCR, quantitative polymerase chain reaction), umoziuje kontinualni
a nedestruktivni sledovani bunck v redlném case. Schopnost kontinudlniho a nedestruktivniho

sledovani je umoznéna vyuzitim Siroké Skaly senzort [56].

Pro sledovani chemickych parametri kultivaéniho média se vyuzivaji
elektrochemické senzory. Napiiklad inteligentni bioreaktory integrované s tenkovrstvymi
senzory mohou bezdratové a v redlném Case monitorovat vlastnosti kultivace, jako je pH
rozpustény kyslik (DO, dissolved oxygen), glukdza a teplota az po dobu 30 dnti. Tyto senzory
vyuzivaji specifické materidly pro sledovani jednotlivych parametri. Napiiklad
pro monitorovani pH se vyuziva filmova pH senzorova elektroda. Snimaci slozka pH senzoru
je potazena vrstvou oxidu iridi¢itého. Pro stanoveni koncentrace DO se vyuZivaji platinové
senzory obohacené o nanocastice niklu a platiny. Hladina glukozy muze byt detekovana
pomoci nanocastic platiny a palladia na grafenové vrstvé. Vyuziti integrovanych systému
s vice senzory umoziuje sledovat nejen primémé hodnoty parametrii, ale 1 jak se tyto

parametry li$i v riiznych ¢astech kultivaéniho vaku [57].

Dalsi dulezitou elektrochemickou metodou je bunétnd impedancni spektroskopie
(CBI, cell-based impedance spectroscopy), ktera méfi zmény elektrické impedance bunécné
vrstvy v zavislosti na pfilozeném napéti. Vyuziva se predev§im k hodnoceni bunécné
proliferace, Zivotaschopnosti a diferenciace v readlném cCase a bez naruSeni kultivacniho

procesu. Zaroven diky své citlivosti na zmény v adheznich vlastnostech bunék, bunécné
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morfologii a struktufe bunétné vrstvy umoznuje detailni sledovani dynamiky bunécnych

kultur [58].

Vedle elektrochemickych senzori se pro monitorovani v realném case velmi casto
uplatituji optické metody. Tento pfistup Casto vyuziva interakci svétla s biologickym
materidlem pro ziskani informace o morfologii nebo molekuldrnim slozeni bun¢k. Patii sem
naptiklad fluorescen¢ni spektroskopie, ktera umoznuje sledovani bunék a jejich komponent
po oznaceni specifickymi fluorescenénimi sondami nebo nanocasticemi. Piikladem
nanocastic, které diky své stabilit¢ umoziuji monitorovat builkky po dlouhou dobu jsou

grafenové kvantové tecky (GQDs, graphene quantum dots) [56].

Dale sem patii bezmarkrové optické techniky, jako je Ramanova spektroskopie
apovrchové zesilenda Ramanova spektroskopie (SERS, surface-enhanced Raman
spectroscopy), které umoznuji sledovat detailni biochemické zmény behem bunécné
diferenciace na molekularni Grovni. Tyto metody poskytuji informace o metabolickém stavu
bunck a stupni jejich diferenciace. Prestoze Ramanova spektroskopie umoziuje identifikaci
a zobrazovani kmenovych bunék, ma tato metoda i sva omezeni kvili nizkému prifezu
rozptylu. To vede k zeslabeni poméru signalu k Sumu, coz zptsobuje prodlouzeni doby
meteni. DelSi doba méfeni zptisobuje poskozeni bunék a zaroven znesnadiiuje méteni velkého
poctu bunék. DalSim nedostatkem je obtiZznost méfeni jemnych zmén v proteinech
a mineralech. Pravé SERS je technika, ktera miize vyznamné kompenzovat tento nedostatek,

protoze dokaze zesilit Ramantv signal [56].

Monitorovani v redlném cCase predstavuje dilezity nastroj pro zvysSeni efektivity
a kvality kultivace kmenovych bunck, a to predev§im v procesu diferenciace. Vyuziti
elektrochemickych a optickych senzorti poskytuje informace o kultiva¢nim prostiedi
a zarovenl umoznuje sledovat molekuldrni a metabolické zmény béhem diferenciace [58].
Mimo samotny sbér dat z monitorovani v redlném case je také dulezité jejich zpracovani
a interpretace, k ¢emu lze vyuzit chytré softwary a algoritmy strojového uceni. Tyto systémy

umoznuji aktivni Gpravy kultivaénich podminek na zékladé sbéru dat [59].

2.2.2 Velka data a jejich analyza

Prave diky pokroc¢ilym technologiim, jako jsou senzory pro monitorovani v redlném
case, dochazi ke sbéru velkého mnozstvi dat oznacovanych jako tzv. ,,big data“ (velka data).
Tato data predstavuji rozsdhly soubor informaci, které zahrnuji genetiku, epigenetiku,

genomiku a dal$i ,,omické” oblasti, jako je proteomika a metabolomika. Velka data
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se vyznacuji charakteristikami, jako jsou objem, rychlost, rozmanitost, proménlivost,
veérohodnost, moznost vizualizace a informacéni hodnota. Jejich analyza hraje kli¢ovou roli ve
vyzkumu kmenovych bunék, nebot’ umoziuje komplexni pohled na bunééné populace a jejich
dynamické zmény v cCase. To otevira nové moznosti pro pochopeni patofyziologie

onemocnéni a rozvoj personalizované mediciny [60].

Analyza big data nam tedy dava moznost blizsi studie jednotlivych kmenovych
bunék. Naptiklad metoda sekvenovani RNA jednotlivych bunék (scRNA-seq, single-cell
RNA sequencing), které umoznuje kvantifikovat transkripéni produkty jednotlivych bunék.
Z téchto dat lze nasledné odvodit, které geny jsou v dané bunce transkribovany. Takto
umoznuje scRNA-seq analyzu genové aktivity na Urovni jednotlivych bunck, coz pfispiva

k lep$imu pochopeni vzniku riiznych onemocnéni [56].

Napiiklad u pacientii s revmatoidni artritidou umoznila tato metoda identifikovat
specifické subpopulace bun€k v synovidlni tkdni spolecné s prozanétlivymi fibroblasty
a imunitnimi buitkami, které jsou klicové v patogenezi onemocnéni. Podobné ptistupy byly
vyuzity pii studiu systémového lupus erythematodes, kde analyza velkych dat odhalila zmény

v genové expresi ledvinnych bunék [60].

Vyuziti velkych dat v kombinaci s hPSCs zarovenn pfineslo pokrok v oblasti
modelovani neuronovych poruch, jako je autismus. Bylo zjiS§téno, Ze mnoho genli spojenych
s autismem je aktivnich uz b&hem prenatalniho vyvoje. Tyto informace z velkych dat jsou
dilezité, protoZe pomahaji cilené vytvaret mozkové bunky pro studium autismu. Zavedenim
genetické zmény spojené s autismem do hPSCs a jejich néaslednou diferenciaci na mozkové
buiikky je mozné zkoumat pfi¢inu onemocnéni. Analyza velkych dat tak pomahda Iépe
porozumét patofyziologii autismu a zarovenl usnadnuje vyuzZiti kmenovych bunék pro jeho

vyzkum [61].

I ptes své pfinosy ma analyza velkych dat v oblasti kultivace kmenovych bunék
ifadu vyzev. Patfi sem napiiklad nutnost zpracovani a interpretace rozsdhlych datovych
soubortl, které vyzaduji pokrocilé bioinformatické nastroje a vypocetni techniky [60]. Aby
byly vysledky spolehlivé, je potieba analyzovat velké mnoZstvi vzorkil, coZ je drahé a Casové
narocné. Mnoho studii tak pracuje s menSim poctem bunék, coZ mize omezit vérohodnost

vysledka [61].
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3 Indukované pluripotentni kmenové buiky (iPSCs)

3.1 Definice a charakteristika iPSCs

Indukované pluripotentni kmenové buiiky jsou specifickym typem pluripotentnich
kmenovych bun¢k odvozenych zdospélych somatickych bunék pomoci genetického
reprogramovani. Toho je dosazeno vynucenou expresi specifickych genti a faktori
zodpovédnych za pluripotenci [62]. iPSCs se v mnoha ohledech podobaji ESCs,
a to predev§im svou schopnosti sebeobnovy a diferenciace do vSech tii zarode¢nych vrstev
(ektoderm, mesoderm a endoderm) [63]. iPSCs jsou ziskavany ze somatickych tkani a zdroje
bun¢k pro jejich tvorbu jsou snadno dostupné, nejsou s nimi spojena minimalni eticka
omezeni v porovnani s ESCs, které se ziskavaji z lidskych embryi. Dal$i vyhodou je moznost

generovat iPSCs piimo z bunék pacienta, ¢imz se zabrani imunitnimu odmitnuti [64].

3.2 Historie objevu a vyvoj technologii

Vyznamny pokrok v oblasti iPSCs nastal v roce 2006, kdy Kazutoshi Takahashi
a Shinya Yamanaka vytvofili prvni linie iPSCs, reprogramovanim mysich fibroblastl
s vyuzitim pouze Ctyt transkripcnich faktort — Oct4 (Octamer-binding transcription factor 4),
Sox2 (SRY-box transcription factor 2), Klf4 (Kriippel-like factor 4) a c-Myc (cellular
Myelocytomatosis oncogene), redukovanymi z 24 faktord [64]. Jen o rok pozdé&ji, v roce
2007, Yamanakova skupina a nezavisle na ni 1 tym Jamese Thomsona ve Spojenych statech
publikovaly studie popisujici generaci lidskych iPSCs z fibroblasti s vyuzitim mirné
odli$nych kombinaci transkripénich faktor. V roce 2012 ziskal Shinya Yamanaka spole¢né
s Johnem Gurdonem Nobelovu cenu za fyziologii a medicinu diky objevu, Ze dospélé
somatické bunky lze reprogramovat do pluripotentniho stavu [65]. Vyvoj technologii
pro generovani iPSCs se od té¢ doby rychle vyvijel. Hlavnim cilem bylo zvySeni efektivity,

bezpecnosti a klinické vyuzitelnosti téchto metod [64].

3.3 Metody reprogramovani somatickych bunék na iPSCs

3.3.1 Genetické metody

Mezi genetické metody reprogramovani somatickych bun¢k na iPSCs patii vyuziti
virovych a nevirovych vektorli. Virové vektory lze dale klasifikovat na integracni
a neintegracni. Pavodni pfistupy vyuzivaly pfedevSim integracni virové vektory, jako jsou
retroviry a lentiviry, které do genomu bun¢k vnésely geny kodujici OSKM (Oct4, Sox2, Kif4
a c-Myc) transkripéni faktory, coz vedlo k indukci pluripotentniho stavu [66]. To vSak mohlo

vést k nepfedvidatelnym nasledkiim, protoze vlozenim virové DNA do genomu buiiky mohlo
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dochdzet kndhodné aktivaci nebo deaktivaci genti a k celkové snizené ucinnosti
reprogramovani [67]. K feSeni téchto problémi bylo vyvinuto n€kolik neintegracnich technik,

wewvr

nutnosti vkladani cizi DNA do genomu [64].

Mezi tyto techniky patii naptiklad vyuziti adenovird, adeno-asociovanych virt
(AAV) nebo Sendai viru (SeV). Klicovou vyhodou téchto technik je, Ze jsou z proliferujicich
1PSCs postupné eliminovany, coz vede k reprogramovani bez trvalé integrace OSKM nebo
naruseni genomu bunky [66]. Adenoviry umoznuji pfechodnou expresi transgent, ale maji
nizkou ucinnost. SeV je RNA virus, ktery se replikuje v cytoplazmé hostitelské buiiky a nemé
DNA meziprodukt, ¢imZ se eliminuje riziko integrace do genomu. SeV vektory tak umoziuji

efektivni expresi transkripénich faktort a tvorbu iPSCs bez transgent [64].

Daéle se uplatniuji také nevirové genetické metody, které minimalizuji rizika spojena
s pouzitim virll a ¢asto nabizeji jednodussi manipulaci. Vyznamnou roli zde hraji epizomalni
vektory (plazmidy) odvozené od Epstein-Barr viru (EBV). Tyto plazmidy nesou geny
pro transkripéni faktory a diky specifickym prvkim z EBV se mohou v jadfe bunky
samostatné replikovat bez nutnosti zaclenéni do hlavni chromozomalni DNA buiky [68].
Vyznamnou vyhodou je, ze béhem replikace builky epizomalni plazmidy postupné vymizi.
Diky tomu se epizomalni vektory na béazi plazmidid Casto vyuZivaji pro tvorbu iPSCs
urcenych pro klinickd vyuziti. Jejich u€innost je témef srovnatelnd s metodami vyuZzivajicimi
SeV, avSak za vyrazné nizSich nakladli a bez rizik spojenych s vyuzitim virovych vektorQ

[66].

3.3.2 Chemické metody

Chemické reprogramovani je zaloZené na vystaveni somatickych bunék chemickym
koktejlim malych molekul, coZ umozZiiuje generovat pozadované typy bunék, véetné iPSCs
pro biomedicinské aplikace pfesnym a snadno kontrolovatelnym zpisobem [69]. Protoze
tento pfistup nevyzaduje genetickou modifikaci bun¢k, eliminuje tak rizika spojena s integraci
transgenll. Ve srovnani s genetickymi pfistupy funguji malé molekuly rychle, reverzibilng
ajejich uc¢inek je zavisly na pouzité davce a dob& plsobeni, coz dava presnou kontrolu

nad osudem bun¢k [70].

Bylo zjisténo, ze inhibitory histonovych deacetyldz (HDAC), jako je kyselina
valproova (VPA), zvySuji Uc¢innost genetického reprogramovani a mohou nahradit funkci

onkogenu c-Myc u mySich bunék, nebo dokonce c-Myc a Kif4 u lidskych bun€k. Postupny
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vyvoj se soustfedil na identifikaci kombinaci malych molekul schopnych indukovat
pluripotenci samostatn¢, bez nutnosti dodani exogennich genti. Toho bylo dosazeno vyuzitim
koktejlii obsahujicich VPA, inhibitory kinaz, a dalsi latky ovliviiujici buné¢nou signalizaci
a epigenetiku. To umoznilo aktivaci endogennich gent pluripotence, vcetné faktoru Oct4

a navodit tak pluripotentni stav [69].

Prestoze chemické reprogramovani nabizi fadu vyhod oproti genetickym metodam,
stale probihd vyzkum zameéfeny predevSim na zvySeni Uc¢innosti pro jejich SirSi vyuziti

v klinické praxi [70].

3.3.3 Epigenetické modifikace

Pravé epigenetické modifikace hraji zasadni roli pfi reprogramovani somatickych
bunék na iPSCs, protoze tento proces vyzaduje piestavbu epigenetického profilu, coz
zahrnuje zmény v metylaci DNA, modifikacich histoni a remodelaci chromatinu. Hlavnim
cilem je ptekondni epigenetickych bariér, které udrzuji jejich diferencovany stav a inhibuji
geny pluripotence, jako Oct4 a Nanog [71]. Piestoze by mélo dojit k Gplné prestavbé
epigenetické krajiny somatickych bun€k do pluripotentniho stavu, tento proces byva casto
netplny. To se projevuje pretrvavanim nekterych epigenetickych znakli plvodnich
somatickych bun¢k a zaroven nizkou Uc€innosti reprogramovani, kterd ¢asto neptesahuje 1 %

[72].

Mezi piiklady epigenetickych bariér patii udrZzovani kondenzovaného chromatinu
v mistech pluripotentnich genil, pfetrvavajici hypermethylace promotor genti pluripotence,
kterd brani jejich aktivaci, a nedostatecné epigenetické umlceni genti specifickych pro
puvodni somatickou butiku. Tyto neuplné epigenetické zmény jsou tak pti¢inou nestabilniho
pluripotentniho stavu, coZz omezuje jejich vyuziti v klinickych aplikacich [72]. Pro zlepSeni
ucinnosti reprogramovani tak byly navrzeny postupy, které zahrnuji ptidavek malych
molekul, které ovlivituji aktivitu DNA metyltransferdz nebo histondeacetylaz, ¢imZ pomahaji

aktivovat pluripotentni geny [71].

38



3.3.4 Postup pripravy iPSCs

Prvnim krokem pro piipravu iPSCs je volba typu somatickych bun¢k, které maji byt
reprogramovany. Piestoze lze teoreticky jakoukoli buiiku pievést do pluripotentniho stavu,
existuji diikazy, ze n€které buiiky se reprogramuji snadnéji. Zalezi také na invazivité odbéru
a narocnosti kultivace. Diive se jako nejCastéjs$i zdroj somatickych bunék vyuzivaly kozni
fibroblasty. Jedna se vSak o invazivni postup, protoze vyzaduje kozni biopsii. V poslednich
letech se proto stale vice vyuzivaji mononuklearni buniky periferni krve (PBMCs), které l1ze

ziskat minimaln¢ invazivnim zptisobem z rutinniho odbéru vendzni krve [73].

Pro izolaci PBMCs se odebiraji 2-4 ml lidské vendzni krve do zkumavek
obsahujicich heparin jako antikoagulant. Po odbéru se ke vzorku krve pfida stejny objem
fosfatového pufru (PBS) a nanese na vrstvu separa¢niho roztoku, jako je Ficoll-Paque™.
Po diikkladném promichéni probiha gradientova centrifugace pii 500—1000 x g po dobu 20-30
minut pfi pokojové teploté. Cim vétsi je objem krve, tim vyssi odstiediva sila je potieba.
Centrifugaci dojde k oddéleni PBMCs, které se nachéazeji v bilém prstenci mezi plazmou
a erytrocyty. Tento bily prstenec je opatrné¢ odebran automatickou pipetou a nékolikrat promyt
PBS pufrem pro odstranéni kontaminujicich slozek. Takto izolované PBMCs jsou pfipraveny

pro reprogramovani [ 74].

Klicovym krokem reprogramovani je doruceni transkripénich faktori do PBMCs
pomoci elektroporace. To se provadi nevirovou metodou pomoci epizomalnich plazmidovych
vektori obsahujicich geny kodujici faktory OSKM [75]. Pfed samotnou elektroporaci
se piipravi roztok plazmidové DNA o koncentraci 1 pg/ul, ktery obsahuje plazmidy kodujici
OSKM faktory. Poté se pfipravi potiebny pocet PBMCs, coz je obvykle 1-5 % 10° bunék
na jednu elektroporaci. Tato suspenze se zcentrifuguje pii 200 x g po dobu 10 minut
pfi pokojové teploté¢ a supernatant se odstrani. Bunéénd peleta se opatrné resuspenduje
v 100 pl elektroporacniho roztoku 4D-Nucleofector™ obsahujiciho doporucené mnozstvi
plazmidové DNA, které se Casto uvadi jako 3 ug. Tato smés obsahujici 1-5 x 10 PBMCs,
100 pl elektroporaéniho roztoku a plazmidové DNA se nasledné pievede do elektroporacni
kyvety (Nucleocuvette™ Vessel). Kyveta se vlozi do pfistroje a spusti se program, ktery trva

pouze 3-5 sekund [74].

Po dokonceni elektroporace se doporucuje kyvetu nechat alesponn 5 minut
v inkubatoru pii 37 °C a 5% CO: [75]. Poté se obsah kyvety pievede na desticku potazenou
vhodnou ECM. Vyuziva se zde naptiklad Geltrex nebo Matrigel [74] [76]. Bunky se kultivuji
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v reprogramovacim médiu StemSpan™-XF spole¢né se StemSpan™ CC100. Po 4 hodinach
inkubace je nutné toto médium vymeénit, protoze transfekéni roztok by mohl poskodit burky.
Tento moment je oznacovan jako den O reprogramovani. Nasledujici dny jsou kliCové

pro uspesnou epigenetickou piestavbu a vznik iPSC kolonii [74].

Treti den od elektroporace se bunky pfenesou na novou destiCku potaZenou
Geltrexem nebo Matrigelem. Ctvrty den se do kazdé jamky desticky k reprogramovacimu
médiu piida 200 ul mTeSR™1, coz je specifické médium pro kultivaci iPSCs. Mezi Sestym
a desatym dnem se odebird 1 ml média a centrifuguje se pii 300 x g po dobu 5 minut pfi
pokojové teploté. Bunécna peleta se resuspenduje v 1,2 ml mTeSR™I1 a builkky se opét
pfenesou do plivodni jamky. Jedenacty den je reprogramovaci médium pln€ nahrazeno

mTeSR™1 médiem, které by mélo byt denn€ vyméenovano [74] [76].

Prvni kolonie iPSCs se obvykle tvoii mezi 10-20 dnem od elektroporace. Jakmile
jsou tyto kolonie dostate¢né velké, je pod mikroskopem pfi zvétSeni 10x odstranéna vétSina
média kolonie iPSCs se rozdéli na mensi fragmenty, které se pfenesou na mensi desticku opét
potazenou Geltrexem nebo Matrigelem [74]. Kultivace probihd v mTeSR™!1 s ptidavkem
inhibitoru Rho-asociované kinazy (ROCK, Rho-associated protein kinase), jako je Y-27632,
v inkubatoru pti 37 °C a 5% COs.. Tento inhibitor podporuje pteziti a uchyceni bunék prvnich
24 hodin po ptfeneseni do média [74] [76]. Médium se nasledné kazdy den obméiiuje jiz bez
pfidavku inhibitoru. Jakmile bunky pokryji pfiblizné 70 % povrchu kultivacni jamky, coZ
se oznacuje jako 70% konfluence, jsou pasazovany do vétSich desticek, ¢imz se ziskdavaji

nov¢ linie iPSCs [74].

4 Postupy pripravy organoidii z iPS bunék

4.1 Specifické postupy pro rizné typy organoidi

Generace organoidli z iPSCs pfedstavuje vyznamny pokrok v oblasti modelovani
lidskych organt in vitro. Princip je zaloZen na fizené diferenciaci iPSCs do specifickych
bunéénych linii pomoci signalnich molekul a rastovych faktorti s vyuzitim extracelularni
matrix, jako je Matrigel. Tyto bun&né linie podléhaji samoorganizaci do 3D struktur, které
pfipominaji cilovy orgdn. Prestoze zdkladni postup jako je fizend diferenciace
a samoorganizace do 3D struktur zastava zachovan, protokoly pro tvorbu riznych typt
organoidl se lisi. Tyto odliSnosti zahrnuji pfedevSim vybér a nacasovani aplikace rastovych

faktort a signalnich molekul, které jsou specifické pro konkrétni organ [5].
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4.1.1 Mozkové organoidy

Pti tvorbé mozkovych (cerebralnich) organoidi je prvnim krokem diferenciace
pluripotentnich kmenovych bun¢k do ektodermu, ktery je pravé kliCcovy pro vyvoj nervové
tkané. In vitro je toho dosazeno tvorbou 3D agregatli zvanych embryoidni télesa (EBs,
embryoid bodies). Tyto EBs jsou poté kultivovany ve specifickych médiich obohacenych
o inhibitory BMP a aktivatory Wnt drah, které selektivné podporuji vyvoj neuroektodermu
a inhibuji vyvoj ostatnich zarode¢nych linii [77]. Kultivace v suspenzi, Casto s vyuzitim
rotujicich bioreaktort, které zlepSuji ptivod zivin a kysliku, umoziuje rist velkych organoid

1 pres nedostatek cévniho zasobeni [78].

Vzniklé cerebralni organoidy jsou produktem spontanni samoorganizace buné&k
do 3D struktur a pfipominaji rané vyvojové stadium mozku [78]. Pro tuto samoorganizaci
je nutné bunkam poskytnout vhodné trojrozmérné kultivacni prostedi, coz nejcastéji zahrnuje
vyuziti ECM, jako je Matrigel [79]. Takto pfipravené mozkové organoidy poskytuji
vyznamnou piilezitost nejen ke studiu vyvoje mozku, ale také specifickych neurologickych

chorob, jako je mikrocefalie, kterd je sekundérni k infekci virem Zika [80].

4.1.2 Strevni organoidy

Pfiprava stfevnich organoidii vyzaduje odliSny postup, kde jsou iPSCs nejprve
diferencovany smérem k definitivnimu endodermu (DE) s vyuZitim aktivinu A jako signalni
molekuly [81]. Aktivin A indukuje expresi transkripénich faktori SOX17 (SRY-box
transcription factor 17) a FOXA2 (forkhead box protein A2), které jsou klicové pro vznik
a vyvoj endodermu, zatimco potlacuji ostatni zarode¢né linie. V pribéhu gastrulace pak tento

endoderm dava vzniku stfevnimu epitelu [82].

Dalsim krokem je diferenciace bun¢k smérem k posteriornimu typu endodermu, coz
je dulezité pro vyvoj struktur stfedniho a zadniho stieva [81]. Toho je dosazeno kombinaci
rustoveého faktoru FGF4 (fibroblast growth factor 4) a CHIR99021, ktery aktivuje Wnt drahu.
Tato kombinace zpusobi expresi sttevniho markeru CDX2 (caudal type homeobox 2), ktery
vede k shlukovani bunék, ¢imz se vytvoii malé sféroidy [81] [82]. Sféroidy jsou 3D struktury
pfipominajici rané stadium stfevni tkané. Tyto sféroidy jsou nésledné vlozeny do ECM,

nejcastéji Matrigelu bohatého na laminin [82].

ECM tak poskytuje mechanickou oporu pro 3D rist, ale i bioaktivni signaly, které
napodobuji pfirozené mikroprosttedi stievni tkané. V ECM sféroidy dale dozravaji

v pfitomnosti specidlniho média obohacené¢ho o rastoveé faktory jako jsou Noggin, coz
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je inhibitor BMP signdlni drahy, EGF a R-spondin, ktery posiluje Wnt signalizaci. Diky tomu
dochdzi k samoorganizaci bun¢k do slozitych struktur pfipominajicich epitel tenkého nebo
tlustého stifeva. Takto vzniklé stfevni organoidy jsou vyuzivany ve vyzkumu, testovani 1éki

nebo studiu stievnich onemocnéni [81].

4.1.3 Zaludeéni organoidy

Ptiprava zaludecnich organoidi ziPSCs je vicekrokovy proces, ktery vyzaduje
dikladnou optimalizaci kazdého z téchto kroku [83]. Nejprve dochazi ke kultivaci iPSCs
v systému bez podplrnych buné€k, jako jsou mysi embryonalni fibroblasty [84]. iPSCs jsou
tak kultivovany na destickach potazenych iMatrix-511, ktery podporuje adhezi a riist bunék.
Buiikky jsou udrZzovany v médiu StemFit™, které zajiStuje udrZeni pluripotence
a je obohacené o penicilin a streptomycin pro prevenci pripadné bakteridlni kontaminace.
Kultivace probihé v inkubétoru pti 37 °C a 5% CO; a s pravidelnou vyménou média kazdych
48 hodin. Pro zajisténi vysoké viability bunék behem pasdzovani se vyuzivaji inhibitory

ROCK, které podporuji pieziti a adhezi bun¢k po jejich oddéleni [85].

Proces diferenciace zacind indukci iPSCs do definitivniho endodermu pomoci
aktivinu A v RPMI-1640 médiu po dobu tii dnli [83] [85]. Tento krok aktivuje Nodalni
signalizani drdhu, kterd je dilezitd pro formovani piedniho stfeva, které slouzi jako
embryonalni prekurzor pro formovani zaludku [86]. Pro podporu diferenciace se do média
pfidavaji suplementy, jako je kostni morfogeneticky protein4 (BMP4), smés B27
a L-glutamin. Zaroven se postupné navySuje koncentrace fetalniho bovinniho séra (FBS, fetal
bovine serum) vmédiu z0% na 2%, coz pfispiva k diferenciaci do DE. Uginnost
diferenciace lze ovéfit analyzou exprese transkripnich faktorit SOX17 a FOXA2, coz jsou

markery potvrzujici zformovani definitivniho endodermu [85].

Nasledné probihd transformace 2D vrstvy bun€k DE na 3D sféroidy zadni casti
predniho stfeva. Vyuziva se teplé médium slozené z RPMI s piidavkem 2% FBS, 2 uM
CHIR99021, 500 ng/ml FGF4 a 200 ng/ml Noggin, Toto médium indukuje vznik 3D struktur,
které signalizuji pocatek tvorby sféroidii. Poté se k médiu pfidava kyselina retinova, ¢imz
se podpofi specifikace Zalude¢ni linie. Vzniklé sféroidy plavou volné v médiu, kdy jejich
kvalita a schopnost vyvinout se v zalude¢ni organoidy je zavisla na jejich mnozstvi. Produkce
vys$iho poctu sféroida (600—800 na jamku) vede k lepsi diferenciaci a vyssi kvalité vzniklych

zaludecnich organoidi [83].
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Sféroidy se odsaji, nechaji sedimentovat a ndsledn¢ smichaji s ledové studenym
Matrigelem. Z této suspenze se odebere 50 ul do stfedu jamky v 24jamkové destice
s povrchem Nunclon™ Delta. Tento povrch zajistuje optimalni podminky pro formovani
Matrigelovych kulicek. Je dulezité, aby se kulicka nedotykala stén jamky a nedoslo k jejimu
rozteCeni. To by naruSilo 3D organizaci bunék a zhorSilo kvalitu vzniklych Zaludecnich
organoidi. Pfipravend desticka se vlozi na 10-15 minut do inkubatoru pro tkanové kultury

(37 °C, 5% CO:2), kde Matrigel zcela ztuhne [83].

Po jeho ztuhnuti se do kazd¢ jamky piida specifické kultivatni médium, jehoZz
slozeni selisi dle typu cilovych zalude¢nich organoidi. Pro specifikaci antrdlni linie
se vyuziva napfiiklad kyselina retinova a Noggin, zatimco pro fundické organoidy je klicova
aplikace CHIR99021 a fibroblastovy ristovy faktor 10 (FGF10, fibroblast growth factor 10),
ktery zesiluje glandularni morfogenezi fizenou CHIR [87]. Pro indukci pln¢ funkcnich
parietalnich bunék, které jsou zodpovédné za sekreci kyseliny chlorovodikové, je nutné piidat
BMP4 spole¢né s inhibitorem mitogenem aktivované proteinové kinazy (MEK, mitogen-

activated protein kinase) PD0325901 [83].

Béhem dalsi kultivace organoidy morfologicky dozravaji. Oba typy exprimuji
obecné markery zalude¢niho epitelu, jako jsou SOX2 a GATA4. Antrilni organoidy
se vyznacuji vysokou expresi transkripéniho faktoru PDX1 a formuji vnitini Zlazové
struktury, zatimco fundické organoidy tvoii vnéj$i zlazové vybézky. Po asi 34 dnech jsou

zaludec¢ni organoidy plné vyvinuty a pfipraveny pro experimentalni vyuziti [83].

5 Vyuziti iPS bunék v biomedicinském vyzkumu

5.1 Regenerativni medicina

Indukované pluripotentni builky pfedstavuji vyznamny pokrok v oblasti
regenerativni mediciny diky neomezené schopnosti proliferace a diferenciace do riznych typt
bunck a tkdni [88]. Hlavni vyhodou je moZnost jejich piipravy pfimo ze somatickych bunék
pacienta, coz umoziuje autologni transplantaci bez rizika imunitniho odmitnuti. Tim
se zaroven snizuji etickd omezeni spojend s vyuzitim ESCs. Pravé diky témto vlastnostem
predstavuji iPSCs vysoky potencidl pro klinické vyuziti pfedevsim v oblastech, kde dochazi

k nevratnému poskozeni tkani [89].

ey e

deset onemocnéni. Mezi nej¢astéji studované patii Parkinsonova choroba, vékem podminéna
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makularni degenerace (AMD, age-related macular degeneration), diabetes mellitus 1. typu
nebo srde¢ni selhdni. Naptiklad u Parkinsonovy choroby je cilem transplantace
dopaminergnich neuroni odvozenych z iPSCs pro obnoveni produkce dopaminu v mozku
[90]. AMD je progresivni onemocnéni makularni oblasti sitnice, které zpiisobuje postupné
zhorSovani centralniho vidéni. V pozdnich stadiich vede ke ztraté centralni zrakové ostrosti,

coz vede k tézkému a nevratnému poskozeni zraku [91].

Vékem podminéna
makularni degenerace
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Porucha moéovinoy iPS buﬁky\ kmenovych bunék
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OO0
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Trombocytopenie (gfi}#,
-
Rakovina Srdeéni selhani
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Poskozeni kloubni
chrupavky

Obrdzek 4:Priklady probihajicich klinickych studii vyuzivajicich iPSCs. Prevzato a upraveno
z Tsujimoto H. a kol., 2021.

Tym Masayo Takahashi provedl vtéto oblasti vyzkum zaméfujici
se na proveditelnost transplantace bunécnych vrstev RPE, diferencovanych z iPSCs ziskanych
z koznich fibroblasti dvou pacientli s neovaskularni AMD [91]. Tyto autologni iPSC-RPE
buiiky proSly pfed samotnou transplantaci dilkladnym testovanim kvality a bezpecnosti.
Testovani zahrnovalo ovéfeni profili DNA metylace a genové exprese, které se musely
shodovat s profily tkan¢ RPE. Dale se pomoci kvantitativni polymerazové fetézové reakce
detekovali v jednotlivych buiikidch hladiny genové exprese specifické pro RPE, které musely
byt také shodné s hladinami tkdné RPE. Testy tumorogenicity prob&hly na imunodeficientnich

mysich, kde nebyl pozorovéan zadny rast tumoru [92].
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Prvni pacientka nejprve podstoupila standardni 1écbu zalozenou na injekénim
podavani anti-VEGF 1é¢iv po dobu 29 mésicti. Jeji zrakova ostrost v postizeném oku se vSak
stale zhorSovala, proto u ni byl proveden chirurgicky zakrok. Ten zahrnoval odstranéni
neovaskuldrni membrany a transplantaci autologni vrstvy RPE bunék pod sitnici. Rok
po operaci zustala transplantovand vrstva neporusend, bez znamek odmitnuti. Nedoslo sice
ke zlepSeni zrakové ostrosti, ale ani ke zhorSeni. Pacientka po operaci jiz nepotiebovala dalsi
injekce anti-VEGF a subjektivné vnimala své vidéni jako ostiejsi, coz bylo pravdépodobné
zpusobeno odstranénim neovaskularni membrany. U druhého pacienta byly v iPSCs
detekovany aberace DNA. Protoze dopad genetickych nalezii na tumorigenicitu nebyl plné
objasnén, a také proto, ze neovaskularni membrana u tohoto pacienta vykazovala stiedné
dobrou odpovéd’ na standardni anti-VEGF terapii, transplantace u tohoto pacienta neprobéhla

[92].

Prestoze transplantace byla provedena jen u jedné pacientky, predstavuje tato studie
prikopnicky objev v oblasti iPSC-zaloZenych transplantaci. Vysledky potvrdily bezpe€nost
a proveditelnost autologni transplantace RPE buné¢k diferencovanych z iPSCs. Tato studie tak

oteviela nové moznosti pro dalsi klinické studie [91] [92].

Dal8i vyznamnou aplikaci iPSCs je lécba srde¢niho selhani. Tento stav je Casto
spojen s kardiomyopatii, coZ je onemocnéni srde¢niho svalu, vedouci k jeho oslabeni nebo
strukturdlnim zménam [93]. Tym Yoshiki Sawa publikoval studii, kde popisuji prvni
uspesnou transplantaci alogennich $tépl (patches), tvofenych kardiomyocyty derivovanymi
z 1PSCs, pacientovi s tézkou ischemickou kardiomyopatii. Tyto butiky prosly pfed samotnym
vyuzitim pifisnymi testy kvality a zaroven vykazovaly typické kardiogenni vlastnosti, jako
je schopnost spontanniho tepu nebo produkci cytokind, které indukuji angiogenezi. Test
bezpecnosti probéhl na imunodeficientnich mySich, kde nebyla prokdzana tumorigenicita ani

pfitomnost genetickych mutaci [94].

Transplantace byla nésledné provedena chirurgicky, kdy byly 3 Stépy, které
dohromady obsahovaly pfiblizn¢ 100 milionti kardiomyocytl, umistény do epikardu levé
komory v oblasti pfedni a bo¢ni stény. Po operaci byla pacientovi po dobu 3 mésicli podavana
imunosupresivni 1é¢ba, kterd byla poté ukon¢ena bez komplikaci. Sest mésicti az rok
po operaci doslo u pacienta ke zlepSeni klinickych symptomt a ke zvySeni tolerance k zatézi.
Tato studie tak predstavuje prvni uspé€Sné vyuziti iPSC-derivovanych kardiomyocytt

u pacienta se srdecnim selhanim a otevira tak nové moznosti 1é€by tohoto onemocnéni [94].
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5.2 Modelovani nemoci

Dalsi vyznamné vyuziti nachazeji iPSCs v oblasti modelovani lidskych nemoci. Diky
své schopnosti diferenciace do prakticky jakéhokoliv bunécného typu umoziuji iPSCs
vytvaret in vitro modely, které vérné€ napodobuji patologické procesy specifické pro konkrétni
onemocnéni [95]. Doposud se bézné¢ vyuzivaly zvifeci modely ke studiu lidskych nemoci,
ty neumoznovaly pfesnou shodu s patofyziologii lidskych onemocnéni. Dalsi in vitro modely
onemocnéni byly cCasto zalozeny na 2D kultufe nesmrtelnych lidskych rakovinnych
bunécnych linii. Prestoze tyto bunécéné linie poskytly v minulosti cenné informace, nejsou
schopny vérné napodobit lidska onemocnéni s ohledem na individualni rozdily mezi pacienty

[96].

Pravé zde poskytuji iPSCs feSeni tak, ze umoznuji vytvoreni bunék odvozenych
od pacienta, které nesou vSechny genetické zmény, které jsou zdkladem konkrétniho
onemocnéni. Tyto modely jsou dilezité ptfedev§im pro studium onemocnéni obtizné
dostupnych tkani, jako je nervova, srde¢ni nebo pankreatickd tkan [97]. Tyto modely nemoci
in vitro nésledné¢ umoznuji detailni studium molekuldrnich a bunéénych mechanisma, které

se podileji na vzniku a progresi daného onemocnéni [96].

Modely iPSCs jsou nejcastéji vyuzivany pro studium neurodegenerativnich
onemocnéni, jako je Parkinsonova nebo Alzheimerova choroba (AD, Alzheimer’s disease),
déale u kardiovaskularnich chorob a nékterych typt rakoviny [98] [99]. U neurologickych
onemocnéni umoznuji neurony derivované z iPSCs studovat rGzné procesy, jako je tvorba
amyloidnich plaki nebo dysfunkce dopaminergnich neuronti, které by u zivych pacientt byly

pro vyzkum prakticky nedostupné [100].

Alzheimerova choroba se ve vice nez 95 % ptipadi vyskytuje ve sporadické forme
(SAD, sporadic Alzheimer's disease), kterd je zplisobena kombinaci genetickych
a enviromentalnich faktord [95]. Méné castd, ale agresivnéjsi je familiarni forma (FAD,
familial Alzheimer's disease), kterd je zpisobena autozomalné¢ dominantnimi mutacemi
v genech APP (amyloid precursor protein), PSENI (presenilin 1) nebo PSEN2 (presenilin 2).
Technologie iPSCs umoziluje vytvaret pacient specifické modely, které vérné zachycuji
patologické procesy charakteristické pro kazdou z téchto forem. Tato technologie hraje

zasadni roli pfedev§im u SAD, protoZe nabizi mozZnost studovat interakce mezi riznymi

rizikovymi faktory [98].
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Hlavnim genetickym rizikovym faktorem pro SAD je polymorfismus v genu pro
apolipoprotein E (APOE). S vy$s$im rizikem rozvoje onemocnéni je nejcastéji spojovana alela
APOE4 [96]. Pro blizsi studium vlivu této alely je dilezité vytvofit izogenni iPSCs linie.
Jedna se o linie, které se liSi pouze v cilovém genu, zatimco zbytek jejich genetické informace
je identicky. K tomuto ucelu se vyuzivaji techniky genového editovani, jako je CRISPR/Cas9,
kdy se v jedné iPSCs linii cilené¢ zméni pouze sledovany gen (napt. alela APOE3 na APOE4)
a zbytek genomu ziistava nezménén [100]. Tim se eliminuje vliv ostatnich genetickych
odliSnosti mezi darci bun¢k. Tyto linie se nasledn¢ diferencuji do neuronti, mikroglii
a astrocytll, coz umoznuje sledovat, jak APOE4 ovliviiuje vznik a rozvoj AD v jednotlivych

bunécnych typech [95].

Zaroven bylo prokézano, Ze neurony s alelou APOE4 vykazuji zvySenou produkci
amyloidu-beta 42 (AP42). Tato forma AP ma vysokou schopnost agregovat a tvofit
nerozpustné agregaty, které jsou hlavni slozkou amyloidnich plaki, coz je jeden z hlavnich
patologickych znakli AD. Amyloidni plaky naruSuji funkci neurond, zpisobuji zanétlivé
procesy a piispivaji k celkové neurodegeneraci [95]. Tyto neurony také vykazuji vyssi hladiny
hyperfosforylovaného proteinu tau, ktery tvofi agregaty. Ty jsou hlavni slozkou
neurofibrilarnich klubek (NFTs, neurofibrillary tangles), které jsou dal$im charakteristickym

znakem AD a pfispivaji k dysfunkci a zaniku neuront [100].

U astrocyti derivovanych ziPSCs bylo prokazano, ze ptfitomnost alely APOE4
narusuje jejich schopnost odstraiiovat AP z extracelularniho prostoru, coz vede k akumulaci
cholesterolu uvnitt bun€k. Mikrogliové bunky jsou zodpovédné za fagocytdézu patogent
a bunééného odpadu, vcetné agregati AP. Studie na mikrogliich derivovanych ziPSCs
prokazaly, Ze bunky s alelou APOE4 maji asto naruSenou schopnost fagocytozy agregatii Af3
a vykazuji zvySenou produkci prozanétlivych faktorti. Tento stav mlze prispivat k progresi

neurodegenerativnich procesti v mozku pacienti s AD [100].

V oblasti modelovani nemoci tak i1PSCs umoziuji vytvaiet in vitro modely
specifickych bunétnych typl postizenych chorobou, jako jsou v pifipadé AD neurony,
astrocyty nebo mikrogliové bunky [96]. Tyto modely umoznuji studovat patofyziologické
procesy na bunécné urovni u jednotlivych pacientd. Modely iPSCs tak vyznamné pfispivaji
k porozuméni molekuldrnim mechanismiim ftady genetickych, neurodegenerativnich

a kardiovaskularnich onemocnéni [99].
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5.3 Testovani léCiv

V poslednich letech se iPSCs staly nepostradatelnym nastrojem pro vyzkum a vyvoj
novych 1é¢iv. Tento pfistup predstavuje vyznamny pokrok oproti tradicnim zvifecim
modellim, protoze je mén¢ ndkladny, neni spojen s etickymi problémy a umoznuje vérné
napodobit genetickou vybavu pacienta. Specifické genetické pozadi pacienta muze ovlivnit
reakci na podavana 1éCiva a vyvolat nezddouci vedlejsi ucinky. Z tohoto divodu jsou iPSCs
derivované od jednotlivych pacientd dulezité pii screeningu 1€kt a hodnoceni jejich
bezpecnosti. iPSCs modely tak umoznuji testovat 1é¢iva piimo na bunkach odvozenych

od pacientl s konkrétnim onemocnénim [101].

Diky schopnosti iPSCs technologii generovat prakticky jakykoli typ bunék
postizenych danym onemocnénim, muzeme hodnotit ucinky 1é¢iv pro konkrétni bunécné
populace, které jsou u tradicnich bunéénych linii ¢asto nedostupné. Pii testovani uc¢innosti
1é¢iv jsou pacient-specifické modely vyuzivany k screeningu stovek az tisici raznych
chemickych latek. Ugelem je identifikace latek, které jsou schopny zmirnit nebo zvratit
patologicky fenotyp. Ptikladem je snizeni produkce toxického AP v ptipadé¢ Alzheimerovy
choroby [102].

V soucasnosti existuji pouze 2 schvalené klinické 1écby AD, inhibitory
acetylcholinesterazy a antagonista receptoru N-methyl-D-aspartatu. Oba tyto pfistupy vSak
vykazuji omezenou uc¢innost. iPSC technologie se zaméfuje na diferenciaci neuront
od pacientl s AD nebo Downovym syndromem (DS, Down syndrome), které reprodukuji
kli¢oveé patologické znaky onemocnéni, jako jsou agregaty AP a neurofibrilarni klubka
proteinu tau. Bylo prokézano, ze neurony odvozené z iPSCs pacienti s DS vykazuji zrychleny
rozvoj patologii AD. Tyto modely se tak prokazaly jako ucinny ndastroj pro screening novych
léciv [103]. Piikladem je neuroprotektivni sloucenina n-butylidenftalid, jejiz testovani
prokézalo schopnost zmirnit patologii spojenou s proteinem tau a zvysit aktivaci signalni

drahy Wnt v neuronech derivovanych z iPSCs pacienti s DS [104].

Vroce 2017 bylo vyuzito 13 linii iPSCs od pacienti s AD ke screeningu 1258
farmaceutickych sloucenin. PfestoZe se podafilo identifikovat koktejl 1é¢iv (bromokriptin,
kromolyn a topiramat), ktery uc¢inné snizoval pomér AP42/AB40, jeho ucinek byl vSak

pozorovan jen u familidrni formy AD [103].

Ptestoze technologie iPSCs piinasi fadu vyhod, jeji vyuziti je spojeno i s fadou

omezeni. Hlavni nevyhodou je technickd naroCnost a Casova spotieba pii generovani
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a diferenciaci iPSCs, coz miize prodluzovat proces vyvoje 1é¢iv. Dalsi nevyhodou ziistava
nezraly fenotyp diferencovanych bunék, které Casto ptfipominaji spiSe fetdlni nez dospélé
bunky, coz mize ovlivnit jejich reakci na 1é¢iva [102]. Variabilita mezi jednotlivymi iPSCs
liniemi je dal$i piekazkou, kterd mize vést k odliSnym vysledkim. Proto je nutné dodrzet
a prisnou standardizaci protokoli pro =zajisténi reprodukovatelnosti [105]. I pies tyto

nevyhody ptedstavuji technologie iPSCs velky pokrok ve farmaceutickém pramyslu [106].
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ZAVER

Cilem této bakalaiské prace bylo shrnout nejnovéjsi trendy v kultivaci kmenovych
bunék se zaméfenim na indukované pluripotentni kmenové builky. Prace se vénovala
pokroc¢ilym kultivaénim technikam, jako jsou bioreaktory a dynamické kultivacni systémy,
které¢ vérné napodobuji pfirozené mikroprostfedi bun¢k, ¢imz podporuji jejich proliferaci,

diferenciaci a zaroven zvysuji vytéznost bunek.

Inovativni materidly, jako jsou biomimetické materidly a nanotechnologie, poskytuji
buiikkdm nezbytnou strukturalni oporu v podob¢ scaffoldii. Vlastnosti nanomaterialti, jako
je vysoké reaktivita a schopnost funkcionalizace povrchu zlepSuji proliferaci, diferenciaci
acileny transport bunék. Dal§im trendem jsou genetické a molekularni piistupy, které
se zamétuji predevsim na technologii CRISPR/Cas9, kterd umoziiuje piesné Gpravy genomu

a kontrolu epigenetickych mechanismd.

Prace dale zminuje rostouci vyznam automatizace a digitalizace v kultivaci
kmenovych bunék. Robotické systémy, umeéla inteligence a monitorovani v redlném case
vyrazn€ zvySuji efektivitu, reprodukovatelnost a Skalovatelnost bunéénych kultur. Zavérecna
cast se zaméfila na postup piipravy iPSCs a znich odvozenych organoidi. Tyto modely
predstavuji vyznamny ndstroj pro studium patologii a testovani novych 1éCiv, coz pfispiva

k rozvoji personalizované mediciny.

I ptfes pietrvavajici vyzvy, jako je optimalizace protokoll, zajiSténi dlouhodobé
stability bunécnych kultur a snizeni ndkladid, je zfejmé, Ze zminéné trendy piedstavuji
vyznamny pokrok a pravdépodobné jednu z nejslibngjSich cest krozvoji regenerativni
mediciny. Kmenové bunky navic oteviraji moznosti 1é€by onemocnéni, pro kterd zatim

neexistuje ¢inna 1é¢ba nebo je dostupnost 1€¢iv omezena.
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