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Abstrakt

Epilepsie je nejcastéj$i chronické neurologické onemocnéni postihujici asi 1 % svétové
populace. Jedna se o multifaktoridlni onemocnéni, které je charakterizované opakovanym
vyskytem zachvatli. SoucCasna farmakologickd 1écba je symptomatickd a ptiblizné u jedné
tretiny pacientii dochdzi k rozvoji farmakorezistentni epilepsie. Tato prace poskytuje prehled
soucasnych poznatkli o0 modelovani epilepsie, pti¢emz se zaméiuje na lidské in vitro modely.
Jako velmi slibné in vitro modely pro modelovéani genetickych epilepsii se jevi bunééné
linie, naptiklad linie odvozené od lidskych indukovanych pluripotentnich kmenovych bun¢k
nebo lidskych neurdlnich kmenovych bunék, které umoziiuji zavedeni potencialné
patologickych mutaci a naslednou diferenciaci v mnoho riznych bunéénych typt. Lidské in
vitro modely epilepsie hraji dilezitou roli v porozuméni procesu epileptogeneze, iktogeneze,
mechanismu G¢inku antiepileptik a uplatiiuji se pii hledani novych 1écivych latek. Epilepsie
pfedstavuje pro pacienty velké bfemeno, proto je dllezité zabyvat se vyzkumem nejen
molekularnich mechanismti epileptogeneze, ale i vyvojem personalizované terapie, ktera

mize znamenat nad¢ji pro mnoho (i farmakorezistentnich) pacientu.

Klicova slova: epilepsie, lidské in vitro modely, neurdlni kmenové builky, personalizovana
medicina



Abstract

Epilepsy is the most common chronic neurological disease that affects around 1 % of the
world population. It is a multifactorial disease, which is characterised by recurrent seizures.
Present pharmacological treatment is symptomatic and approximately one third of the
patients develop pharmacorezistant epilepsy. This bachelor thesis presents an overview of
current knowledge about the modelling of epilepsy, while focusing on human in vitro
models. Cell lines appear to be very promising in vitro models for modelling genetic
epilepsies. For example, cell lines derived from human induced pluripotent stem cells or
human neural stem cells, which both allow for introduction of potentially pathological
mutations and further differentiation into many different cell types. Human in vitro models
of epilepsy play important role in understanding the process of epileptogenesis, ictogenesis,
mechanism of antiepileptic drugs effects and are used inthe search for new active
substances. Epilepsy comes with great burden of disease for the patients, that is why it is
very important to research not only the molecular mechanisms of epileptogenesis, but also
advancements of personalised therapy, which could give hope to many (even

pharmacorezistant) patients.
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Uvod

Epilepsie je nejcastéjsi chronické neurologické onemocnéni na svété charakterizované
opakovanym vyskytem zachvatii. Postihuje zhruba 1 % svétové populace a poji se s riiznymi
psychickymi, psychiatrickymi a kognitivnimi komorbiditami (Tellez-Zenteno et al., 2005;
Tellez-Zenteno et al., 2007), socialni stigmatizaci (Fiest et al., 2014) a ekonomickymi

dopady (Begley & Beghi, 2002; Wijnen et al., 2017).

Epilepticky  zachvat  je  definovan  jako  pfechodny  vyskyt  pfiznakl
(napt. nekontrolovatelnych zaskubii) v duasledku abnormalni excesivni nebo synchronni
neurondlni aktivity v mozku (Fisher et al., 2005). Jednd se o multifaktoridlni onemocnéni,
témet u 75 % epilepsii je pfi¢ina vzniku nezndma. Moznym divodem muze byt napiiklad
poranéni mozku (strukturdlni zmény), cévni mozkové piihoda, infekce centralni nervové
soustavy (CNS), vrozend mozkova vada nebo metabolicka porucha. Mnoho epilepsii ma také
geneticky ptvod (Helbig ef al., 2016). Divodem, pro¢ mnohdy nelze urcit piivod
onemocnéni u konkrétniho pacienta, miiZze byt nedostatecnd citlivost soucasnych
diagnostickych metod. Dale u geneticky podminénych epilepsii ¢asto nezname mechanismus
pusobeni mutaci. Je tedy nutnd zména pfistupu v detekovani a testovani mutaci, zavadéni
novych metod a cileni na personalizovanou diagnostiku epilepsie. Piikladem muze byt
skutecnost, Ze zavedeni magnetické rezonance (MRI, z angl. magnetic resonance imaging)
jako soucasti diagnostické rutiny vedlo k objasnéni pfiblizn€ 12 % pfic¢in vzniku epilepsie
(Thomas & Berkovic, 2014 dle King et al., 1998;). Nejvyssi incidenci miiZzeme pozorovat
u déti (az 75 % druht epilepsii), dale pak u dospélych starsich 60 let (Fiest et al., 2017).

Standardni 1é¢ba spociva v kombinaci antiepileptik, avSak tyto 1éky mivaji Casto
nepiiznivé vedlejsi G€inky a jejich davkovani je mnohdy nutné zvySovat (Chen et al., 2017).
Farmakologicka 1é¢ba je pouze symptomaticka, potlatuje projevy epilepsie (zachvaty), ale
nefesi jejich pfi¢inu. U jedné tfetiny pacienti dochdzi krozvoji refrakterni
(farmakorezistentni) epilepsie, jejimz moznym feSenim je chirurgicky zdkrok (Kwan et al.,
2010; Kwan & Brodie, 2000). Chirurgicky zdkrok vSak neni vhodny pro kazdého
z farmakorezistentnich pacienti (Engel, 2018; West et al., 2016).



Pacienti s epilepsii a jejich rodiny se potykaji se stigmatizaci, coz mtize vést az k socialni
izolaci nebo diskriminaci a velkym socioekonomickym dopadiim. Pacienti nemohou fadné
vykonévat své zaméstnani ¢i studovat a musi Celit omezenim v kazdodennim zivoté. Jedna se

proto o zavazny spolecensky problém (Fiest et al., 2014).

Zakladni klasifikace epilepsie vychazi ze tiidéni zachvatii podle jejich pocatku. Zachvaty
jsou déleny na fokalni (také parcialni), generalizované a s nezndmym zacatkem. Fokalni
zachvaty maji pocatek pouze v jedné hemisfére. Generalizované zéachvaty se projevuji
aktivitou v obou hemisférach. Zachvaty snezndmym zacCatkem manifestuji znamky

zachvatu, avSak lokalizace jeho pocatku v mozku neni znama (Falco-Walter et al., 2018).

Dale lze epilepsie délit dle jejich etiologie na idiopatické, symptomatické, vyvolané
a kryptogenni. Idiopatické epilepsie maji geneticky nebo predpokladany geneticky piivod
bez vyraznych neuroanatomickych a neuropatologickych zmén. Symptomatické zahrnuji
syndromy spojené s neuroanatomickymi nebo neuropatologickymi zménami, Casto ziskané
v disledku jiného onemocnéni. Prfi¢inou vyvolanych epilepsii je systémovy nebo
enviromentalni faktor, kdy nedochdzi k vyraznym neuroanatomickym a neuropatologickym
zméndm. Kryptogenni epilepsie jsou poté syndromy predpokladané symptomatické povahy,

u kterych nebyla zjiSténa pticina (Shorvon, 2011).

Cilem této prace je podat ptehled a srovnani zakladnich modelt vyuzivanych pro studium
epilepsie. Prace stu¢n¢ popiSe modely animalni a dale se zam¢ti na huménni in vitro modely.
Hlavnim zdmérem je shrnuti zakladnich informaci o neurdlnich buné¢énych liniich a evaluace
komercn€ dostupnych bunéénych linii. Zavérem prace zhodnoti potencidlni vyuziti téchto

linii pro studium epilepsie.

Vzhledem k vysoké prevalenci epilepsie, vyraznému sniZzeni kvality Zivota,
multifaktoridlnimu ptivodu, a rozvoji refrakterni epilepsie u cca 30 % pacientli (Smith et al.,

2018), je vyzkum personalizovaného modelovani tohoto onemocnéni velmi dilezity.



1 Modely epilepsie

Studium epilepsie, jakozto multifaktoridlniho onemocnéni, zahrnuje vyzkum a modelovani
rozmanitych neurobiologickych mechanismi. Pokroky vtomto =zakladnim vyzkumu

umoziuji rozvoj novych experimentalnich pfistupi a ptesah do transla¢ni mediciny.

V soucasné dobé existuji rizné modely pro studium epilepsie, které 1ze d€lit na animalni
a humanni. Animalni modely lze dale d€lit na in vivo a in vitro. Humanni modely jsou
in vitro modely. Dle etiologie modelované epilepsie mohou byt modely charakterizované
napiiklad jako genetické modely (Aygun, 2020; Schuster et al., 2019) ¢i modely ziskané
epilepsie (po mrtvici nebo traumatu, indukované elektroSokem ¢i chemokonvulzantem) (Bar-
Klein et al., 2016; Patra et al., 2019; Smith et al., 2018). Na zdkladé typu experimentil,
pro které jsou modely vhodné, Ize modely dale c¢lenit naptiklad na elektrofyziologické
nebo chemické. Chemické modely epilepsie jsou definovany jako systémy, které jsou
zalozené na aplikaci ¢i odnéti urcité chemické latky s naslednym vyskytem epileptické
symptomatologie. Mohou tak byt vyuZzity naptiiklad pro vyzkum pilisobeni antiepileptik
(de Deyn et al., 1992).

Pro Uspésné modelovani epilepsie je nutné stanovit vhodny model. Je tfeba posoudit
nékolik riznych aspektli prace s modelem, a zda je pro konkrétni experiment vhodny svymi
vlastnostmi — musi byt tzv. ,.fit for purpose®. Naptiklad zda pouzit in vitro model (naptiklad
bunécnou kulturu) €1 in vivo model (naptiklad modelovy organismus). U animélnich modeli
je potieba zohlednit napiiklad skutec¢nost, Ze existuje nékolik zplsobd, jak ziskat epilepticky
animalni model (selekce epileptickych jedincli, genetické modifikace, indukce) (Loscher,
2016). U humdannich modelll je mimo jiné nutné stanovit, zda pracovat s tkani odebranou
piimo od pacienta ¢i s definovanymi bunéénymi liniemi, které 1ze modifikovat, viz schéma
postupu pii modelovani genetické epilepsie konkrétniho pacienta (Obr. €. 1). Témto a dalSim

aspektiim vybéru vhodného modelu se prace bude v€novat v dalsich kapitolach.

V této kapitole prace poskytne piehled zdkladniho déleni modeld, struéné definuje

modely animélni a zaméfi se na in vitro modely humanni.
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Obr. ¢. 1: Schéma znazoriwjici razné pfistupy k in vitro modelovani genetické epilepsie.
Na pocatku stoji konkrétni pacient s geneticky podminénou epilepsii. Pacient podstoupi
geneticky screening, ktery ur¢i potencidlné patologickou mutaci ¢i mutace. Nasledné lze
pokracovat odbérem somatickych bunék pacienta. Pro modelovani epilepsie se nejcastéji jedna
o kozni biopsii nebo odbér krve. Somatické buiiky je néasledné mozné reprogramovat
na indukované pluripotentni kmenové bunky (iPSCs), které Ize nasledné diferenciovat
do pozadované¢ho bunécného typu (napi. neurontl), nebo transdiferenciovat do pozadovaného
bunécného typu (pfiméd pfeména jednoho bunécného typu v druhy, bez iPSCs stavu). Druhou
moznosti, kterd nevyzaduje odbér somatickych bun€k pacienta, je prace s urcitou definovanou
bunécnou linii, naptiklad s lidskymi embryondlnimi kmenovymi bunikami (hESCs), iPSCs
¢i lidskymi neurdlnimi kmenovymi buitkami (hNSCs) od lidskych darci. Bunécna linie je
nasledn¢ geneticky editovana, nejCastéji za vyuziti segment nahromadénych pravidelné
rozmisténych kratkych palindromatickych repetic a asociované nukledzy Cas9 (CRISPR/Cas9

systém), aby obsahovala detekovanou potencidlné patologickou mutaci. Dale nésleduje



diferenciace. Poslednim krokem v obou ptipadech je charakterizace vlastnosti kultivovanych
bun¢k, testovani vlivu potencialné patologické mutace, piipadn¢ srovnani vlastnosti bunéck
odvozenych od somatickych bunék a bunék odvozenych z definované bunécné linie nesoucich

mutaci (Caiazzo et al., 2011; Xu et al., 2018; M. Zhang et al., 2018).

1.1 Animalni modely

Animalni modely jsou stale hojn¢ vyuzivané v oblasti vyzkumu lidskych neurologickych
onemocnéni, hlavné z diivodu nedostatku zdravé lidské mozkové tkané, kterd by slouzila
jako kontrola. Nutno také vzit v potaz, ze mechanismy epileptogeneze se znacné li§i napfic
riznymi veékovymi skupinami pacientd, pohlavimi, etiologii a typem epilepsie

(Annegers et al., 1995; Rakhade & Jensen, 2009).

Tradi¢né se ve vyzkumu epilepsie vyuzivaji hlavné savci modely, primérni volbou jsou
modely hlodav¢i (hlavné Mus musculus a Rattus norvegicus domestica). Kromé hlodavci,
hlavné v prvnich letech zkoumani epilepsie, slouzili jako modely také Canis lupus familiaris
a Felis catus (Davis et al, 2011, Ferrier, 1873; Gutnick & Prince, 1975;
Wagner et al., 2014). Nelze také opomenout zkouméni primati postizenych epilepsii,
napiiklad Papio hamadryas (Gowda & Szabo, 2019; Young et al., 2013). Pro studium
epilepsie se dale vyuzivaji klasické modelové bezobratlé organismy, jako je Drosophila
melanogaster (Sun et al., 2012) a Caenorhabdtis elegans (Zhu et al., 2020), nebo obratlovci,
jako je Xenopus laevis (Bell et al., 2011) a Danio rerio (Baraban et al., 2013). Netradi¢né
mohou byt pro modelovani epilepsie vyuzity naptiklad i1 Zelvy (Chrysemys d’orbigny)
(Velluti et al., 1997). Nicméné pouze zivo€ichové, u kterych lze vyvolat, anebo se spontanné
vyskytuji epileptické zachvaty pietrvavajici po ur€itou dobu, mohou byt povaZovani
za animalni modely epilepsie. In vitro animalni modely, napiiklad bunécné kultury, by poté
mély byt oznaCovany jako modely zachvatl ¢i epileptogennich mechanismii (Avanzini,

1995).

Z4dny animalni model nemize plné demonstrovat multifaktorialni vlastnosti epilepsie.
Idealizovany, dokonaly model by mél rekapitulovat jak etiologii vzniku dané epilepsie
u Cloveka, mit stejny fenotyp zéachvatl, tak stejnym zplsobem odpovidat na konkrétni
terapie (Willner, 1991). Z definice epilepsie (viz Uvod) by animalni modely mély co nejvice

napodobovat abnormalni neuronalni aktivitu a idealné reprezentovat neuroanatomické



(Schmeiser et al., 2017; Sloviter et al., 2006), biochemické (Ganguly er al., 2001;
Hester et al., 2016; Jagirdar et al., 2016; Pun et al., 2012), genetické (J. Liu et al., 2018)
a dalsi faktory tohoto onemocnéni. V redlnych podminkéch vSak animélni modely spliuji

pouze néktera z téchto kritérii, coz predstavuje jejich hlavni limitaci (Grainger ef al., 2018).

Animalni modely vyrazné¢ piispély krozvoji poznani epileptogeneze a ucinku
antiepileptik (viz Obr. ¢. 2) (Klein et al., 2020). Avsak v oblasti transla¢niho vyzkumu je

k nim nutné pfistupovat jako k modelim komparativnim.

Animalni model

pES s

Zikladni vyzkum Preklinicky vyzkum

~a
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Epileptogeneze Iktogeneze =
priepiog B lécivych pripravku
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Antikovulzivni latky A .
- antiepileptogenezi

Obr. €. 2: Schéma piikladii vyuziti animalnich modeltl pro studium epilepsie.

1.2 Humanni in vitro modely

Navzdory tomu, ze vyzkum animalnich modelt epilepsie se stale posouva kupiedu, obsahuji
animalni modely urcité limitace, kvili kterym se nemohou vyrovnat modeliim humannim
(viz kapitola 1.1). Humanni in vitro modely zdroven umoznuji snizeni poctu experimentii
na zvifatech a tim omezuji jejich utrpeni. Je proto nutné rozvijet vyzkum 1 v oblasti modeli

humannich.

Na humanni in vitro modely je potfeba nahliZzet znckolika hledisek vzhledem

k multifaktoridlni povaze epilepsie. Lze rozliSovat napiiklad modely genetickych epilepsii



nebo modely epilepsii ziskanych, naptiklad po mrtvici ¢i traumatu. Kazdy z téchto modelt
se bude mimo jiné liSit naptiklad v mechanismech epileptogeneze. Tyto hlediska je nésledné

nutné zhodnotit pfi vybéru vhodného systému pro modelovani konkrétniho syndromu.

Modelovani geneticky zapfi¢inénych epilepsii predchazi nutnost identifikace gent
a jejich mutaci vedoucich ke zméné fenotypu a rozvoji epilepsie. Zaklady tomuto vyzkumu
byly polozeny v roce 1990, kdy byl identifikovan prvni gen asociovany s klinickymi projevy
epilepsie. Konktrétné $lo o identifikaci tranzice v genu tRNAM® v lidské mitochondrialni
DNA jako pfi¢iny myoklonické epilepsie s potrhanymi cervenymi svalovymi vlakny —
MERRF syndromu (z angl. myoclonic epilepsy associated with ragged red fibers) (Shoffner
et al., 1990). V soucasné dobé¢ zname vice nez 500 riznych lokusti spojenych s epilepsii
(Noebels, 2015). Zakladni vyzkum ukézal, Ze pro modelovani genetickych epilepsii nejsou
vhodné animélni modely, a¢ byly dfive primarné¢ vyuzivani geneticky modifikovani
hlodavcei, nebo hlodavci selektovani na zdkladé spontanniho vyskytu zkoumané mutace.
a obsahuje napiiklad specidlni bunééné podtypy, které se nenachdzi v mozku hlodavct
(Boldog et al., 2018; Zeng et al., 2012). AZ objev zplsobu derivace lidskych embryonélnich
kmenovych bunék (hESCs) vroce 1998 (Thomson, 1998) néasledovany ziskanim
indukovanych pluripotentnich kmenovych (iPSCs) bunék somatickym reprogramovanim
v roce 2006 (Takahashi & Yamanaka, 2006) vedl k rozvoji lepSich alternativ pro modelovani

nejenom geneticky zaptic¢inénych epilepsii.

V nasledujici kapitole se prace bude vénovat struénému popisu riznych druhi lidskych

bunéénych linii a kultur vhodnych pro in vitro modelovani epilepsie.

1.2.1 Organotypické kultury

Pii studiu sav¢ich orgéand, a tedy i mozku, pomoci dvoudimenzionalnich bunéénych kultur
naradzime na urcitd omezeni. Dvoudimenzionalni (primérni) bunééné kultury nemohou nikdy
plnohodnotné fyziologicky simulovat in vivo systém z diivodu separace bun¢k a nedostatku
kontaktu s ostatnimi buitkami. MoZné feSeni poskytuji pravé organotypické kultury, ziskané
fezy zkoumaného organu, které vykazuji urcité vlastnosti pozorované v organismu v in vitro
prostiedi. Rezy zkoumaného organu se poté mohou dlouhodobé kultivovat ve vhodnych
médiich. Bylo pozorovéano, Ze nékteré ztéchto fezli jsou schopné vyvijet spontanni

epileptoformni  aktivitu, jsou proto vhodné pro elektrofyziologické testovani



(Magalhaes et al., 2018). Limitacemi mohou byt naptiklad slozita kultivace a vysoké naroky
na kultivaéni médium. Neékteré otazky tykajici se charakteristik kultivovanych neuront

zaroven zustavaji stale nezodpovézené (Humpel, 2018).

Hlavni vyhodou organotypickych kultur je udrzeni funkcnich spojeni tiidimenzionalni
struktury. V mozkovych kulturach jsou tak zachovany nékteré vlastnosti ptivodni tkang,
napiiklad neurondlni konektivita nebo bunééna architektura. Ttidimenzionalni prostiedi 1épe
simuluje rozmanit¢é bunéné procesy na molekularni wrovni, které nelze pozorovat
u primarnich bunéénych kultur. Tkan mize pochazet bud’ z mozku pacienta po resekci
epileptického loZiska nebo se miize jednat o tkan ziskanou post mortem. Soucasné kultivacni
tkan¢ (Eugene et al., 2014; Savary, 2018). Aplikaci téchto technik na adultni tkan pacientii
se zabyvaji recentni studie (Nomura ef al., 2019). Organotypické kultury proto poskytuji
vhodny model hlavné pro studium mechanismil epileptogeneze, naptiklad po mozkovém

traumatu nebo pro vyzkum antiepileptik (Magalhaes ef al., 2018)

1.2.2 Lidské embryonalni kmenové burky

hESCs jsou dobrym nastrojem pro modelovani vyvoje mozku a rlznych
neurodegenerativnich a neuropsychiatrickych onemocnéni. Jedna se o bunky ziskdvané
z Casnych embryi (blastocyst), kter¢é za vhodnych podminek in vitro zachovavaji
nediferencovany pluripotentni stav a lze je mnozit t¢émét neomezen¢ (Obr. ¢. 3) (Thomson,

1998).

Vyzkum se soustfedi hlavné na jejich potencidlni aplikaci v regenerativni medicing.
Z terapeutického hlediska se jevi slibné vyuziti hESCs diferencovanych smérem k bunéénym
liniim CNS (Maroof et al, 2013). Urcité formy epilepsie se poji srozvojem zanétu
a bunééné smrti, ktera mtze byt vyznamnym faktorem pfispivajicim k patogenezi tohoto
onemocnéni. Nahrada odumfelych bunék diferencovanymi hESCs se jevi jako mozna terapie
urcitych forem epilepsie. Napiiklad na mySim modelu byly uspésné potlateny vSechny
projevy epilepsie po pouziti neurdlnich prekurzorti inhibi¢nich neuronti derivovanych
z hESCs. Po injekei prekurzorit do mozki epileptickych mysi buiiky migrovaly a zaclenily
se do kortexu hostitele, coz je predpokladem pro UspéSnou 1éc¢bu neurodegenerativnich

onemocnéni za pomoci této technologie (Cunningham et al., 2014).



Vyuziti hESCs v 1é¢bé lidskych pacienti vSak provazi urcité kontroverze, jelikoz ziskani
hESCs provazi nutnost zniceni darcovského embrya. Déle se ukazuje, Ze existuje jisté riziko
rejekce tkané po transplantaci hESCs do pacientova téla ¢i pfipadny rozvoj tumori
(Stojkovic, 2004; Volarevic et al., 2018). Jednim ze zpusobu, jak tyto, hlavné etické,
problémy vyfesit se jevi indukovani pluripotentnich kmenovych bunék (PSCs) pifimo

ze somatickych bun¢k pacienta (Takahashi & Yamanaka, 2006).
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Obr. €. 3: Schéma derivace a diferenciatniho potencidlu lidskych embryonalnich kmenovych
bunék (hESCs). hESCs jsou pluripotentni, mohou tedy diferenciovat do bunék vSech tii
zdrodeénych listi — ektodermu, endodermu a mesodermu (pfevzato a upraveno

dle Volarevic et al., 2018).

1.2.3 Indukované pluripotentni kmenové bunky

Lidské indukované pluripotentni kmenové bunky (hiPSCs) jsou definovany jako bunky,
které mimikuji morfologické a rlstové vlastnosti, exprimuji stejné markerové geny
a povrchové antigeny jako hESCs. Diky zachovani stavu pluripotence jsou schopny in vitro
diferencovat do bunécnych linii vSech tfi zarode¢nych listd. Jednou z vyhod hiPSCs je
samotny zpusob jejich ziskdvani — somatické reprogramovani. Reprogramovani bunky je
docileno pomoci retrovirdlni transdukce Ctyt transkripcnich faktort do somatické buiky,
nejcastéji fibroblastu. Transdukovanymi transkripénimi faktory jsou: transkripéni faktor
vazby oktameru (Oct3/4, z angl. octamer binding transcription factor), oblast Y rozhodujici
o pohlavi-box 2 (Sox2, z angl. sex determining region Y—box 2), faktor 4 podobny Kriippel
(Kl1f4, z angl. Kriippel-like factor 4), bunécny onkogen myelocytomatozy (c—Myc, z angl.
cellular myelocytomatosis oncogen) (Takahashi ef al., 2007; Takahashi & Yamanaka, 2006).



Moznou piekazkou pro vyuziti v regenerativni ¢i personalizované mediciné muze byt
skutecnost, ze v imunodeficientnich mysich formuji iPSCs teratomy, maji tedy onkogenni
potencial a Casto vykazuji genomovou nestabilitu. Ukazuje se ale, Ze tyto vlastnosti mohou
byt dané technickymi omezenimi jejich reprogramovani (Gore et al., 2011; Tapia & Scholer,
2016). Jako feSeni se nabizi vynechani onkogent, tedy Klf4 a c-Myc, a pouziti pouze faktort
Oct4 a Sox2, které jsou, jak se experimentalné prokézalo, esencidlni a zdrovenn dostacujici

k reprogramovani lidskych somatickych bun¢k na hiPSCs (Park ef al., 2008).

Navzdory tomu, ze pretrvavaji otazky o jejich bezpecCnosti, uspéSné reprogramovani
diferencovanych lidskych somatickych bunék do pluripotentniho stavu umoznilo vytvoreni
kmenovych bunék specifickych pro konkrétniho pacienta. Objev zptisobu derivace hiPSCs
proto vedl krozvoji novych, snadnéji optimalizovatelnych moZnosti, jak modelovat
nejriiznéj$i onemocnéni véetné epilepsie pacientovi na miru. Tim se nabizeji feSeni etickych
otazek a pfilezitosti k lepSimu porozuméni mechanismu vzniku onemocnéni, bezpecnému

farmakologickému screeningu, ale i tvorb& personalizované terapie.

1.2.4 Neuralni kmenové burnky

Lidské pluripotentni kmenové buiiky (hPSCs) mohou dat vzniknout dal$i velmi slibné
se jevici bunécné linii pro modelovani epilepsie — lidskym neurdlnim kmenovym bunkam
(hNSCs), respektive lidskym neurdlnim progenitorim. hNSCs a progenitorim bude
vénovéana nasledujici kapitola (viz Kapitola 3), kde bude piredstaveno schéma vyvoje
kmenovych bunék neurdlnim smeérem, charakterizovany vybrané komeréné dostupné

neuralni linie a popséano jejich vyuZiti ve vyzkumu epilepsie.

1.2.5 Cerebralni organoidy

Cerebralni organoidy jsou tfidimenzionadlni samoorganizované struktury, které napodobuji
bunécnou organizaci, expresni (Camp et al., 2015) a epigenetické (Luo et al, 2016)
charakteristiky vyvijejiciho se lidského mozku. Velikost organoidu se pohybuje v fadu
milimetrti, pfi¢emZ miize byt tvofen stovky tisic az miliony buné€k. Cerebralni organoidy
jsou produkovany z hPSCs, které jsou diky svym charakteristikim schopny diferencovat
do riznych neurdlnich bunéénych typt na zdklad€ stimulace konkrétnimi morfogeny.

Rozlisuji se dva typy cerebrdlnich organoidd (viz Obr. ¢ 3). Prvnim typem
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jsou region specifické organoidy, které jsou indukovany kvyvoji urCitym smérem
a predstavuji model konkrétni oblasti mozku — napt. sttedniho mozku (Jo et al., 2016).
Druhym typem jsou organoidy, které modeluji ,,kompletni* lidsky fetalni mozek, respektive

predstavuji jednotku, kterd se skldda z vice oblasti mozku (Giandomenico et al., 2021).

Kultivace bunék ve dvoudimenzionalnim prostiedi poskytuje pouze limitované
podminky pro tvorbu organizovanych bunécnych struktur a jejich funkéniho propojeni
(Pasca et al., 2015). Studie ukazaly, ze pokud je buitkdim umoznéno volné se vznéset
vmédiu, ¢i pokud je jim poskytnuta 3D matrix pro rist, organizuji se do
3D struktur: organoidit (Qian et al, 2018). Recentni pokroky ve studiu cerebralnich
organoidii ukazaly, ze se jednd o vhodny nastroj pro porozuméni ¢asné¢ho vyvoje mozku
tudiz 1 vhodny geneticky model. Potencidlni vyuziti se tak nabizi i v personalizované terapii
neurodegenerativnich onemocnéni vcetné epilepsie, ¢i pii vyzkumu patologickych

vyvojovych mechanismu téchto syndromt (Bershteyn ef al., 2017; Lancaster ef al., 2013).

Lidské pluripotentni
kmenové buiiky (hPSCs)
Nefizena

diferenciace
e~

Agregace

Cerebralni region -
specificky organoid

&z,

Embryoidni
télisko (EB)
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diferenciace
Sféroid Sféroid
' - b “‘\
@ . | |
@ .7_,_}.‘ . b
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Obr. €. 3: Schéma nefizeného a fizeného vyvoje v tvorbé cerebralnich organoidii. Netizena
diferenciace vyuziva endogenni signalizaci lidskych pluripotentnich kmenovych bunék (hPSCs)

a jejich schopnosti se diferenciovat do tkani mimikujicich vyvijejici se mozek. Rizena
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diferenciace vyuziva rustovych faktori a jinych malych molekul k tvorbé sféroidd, které
ptedstavuji konkrétni tkdnovy typ. Pro tvorbu cerebralnich region-specifickych organoidi
se vyuziva konkrétnich "patterning" (vzorujicich) faktori pro nasmérovani k tvorbé modelu
urcité oblasti mozku. Asembloidy poté reprezentuji interakce mezi tkdnémi, které predstavuji

sféroidy (pfevzato a upraveno dle Qian et al., 2019)
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2 Bunécné linie lidskych neuralnich kmenovych bunék a

neuralnich progenitoru

Komplexita a sofistikovanost mozku piinasi mnoho vyzev pro transla¢ni neurovédu. Piechod
od uspésnych experimentli na zvifecich modelech k uspésnym lidskym klinickym zkouSkam
se ukézal jako problematicky. K pfekondni takovych obtizi nam stale chybi plné porozumeéni
specifickym reakcim mozku na urcitd poranéni ¢i nemoci. Ziskavani vzorka zivé mozkové
tkan¢ je vSak velmi obtizné. Post mortem ziskana tkan vykazuje pouze omezené vlastnosti
zivé tkané, a proto je nedostatecnym ndstrojem v odhalovani mechanisml patogeneze. Nové
vyzkumy v oblasti hNSCs zacinaji nachéazet feseni téchto problémi — nahrazuji lidskou tkan
bunécnymi liniemi. V soucasné dob¢ je jiz mozné generovat teoreticky neomezené mnozstvi
neurdlnich progenitorli, které jsou schopny diferencovat na neurony s charakteristickou
morfologii a molekuldrni biologii terminalné diferencovanych lidskych neuront (Y. Liu et

al., 2020).

hNSCs wvznikaji in vitro diferenciaci lidskych PSCs, napf. hESCs nebo hiPSCs,
neurdlnim smérem a jsou definovany dvéma vlastnostmi: schopnosti sebeobnoveni
a multipotenci (Bohaciakova et al, 2019; Tao & Zhang, 2016). K diferenciaci dochézi
pusobenim riznorodych morfogent, pficemz vybérem konkrétni kombinace morfogenti Ize
nasmérovat hNSCs k diferenciaci do urcitého neuradlniho bunééného typu (Perrier et al.,
2004; S. C. Zhang et al., 2001). Nabizi se tak moznost vyuZziti hNSCs v modelovani ¢asného

neuralniho vyvoje, patologickych procest a jejich terapie.

Aby bylo mozné extrapolovat data ziskana experimenty v modelech tvofenych hNSCs
na in vivo podminky, je nutné pro modelovani pouzit takovou bunécnou linii, ktera bude
co nejlépe mimikovat fyziologicky stav hNSCs. Zde naraZime na uréitd omezeni.
Omezenimi vyuziti hNSCs jsou: limitovana dostupnost donorti bunék, nizkd mira proliferace
a obtiznost dlouhodobé expanze in vitro, nesnadna produkce pozadovaného poctu bunck
a zdroveil zachovani stabilniho fenotypu napfi¢ pasaZemi. Na feSeni téchto problému
se zamétuji recentni studie zabyvajici se vyvojovymi liniemi hNSCs, ale 1 komeréné

dostupné bunécné linie (Oh et al., 2018).
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Neuralnim kmenovym bunkdm (NSCs) byla v uplynulych 15 letech vénovana zvySena
veédecka 1 komercni pozornost. Zasluhy za to Ize pficist jejich plasticité, kterd je definovana
jako schopnost tvofit rtizné fenotypy s potencidlem témeét neomezené sebeobnovy, uvoliiovat
trofické a imunomodulaéni faktory a vyuZzivat casové a prostorové dynamiky. Diky plasticité
1ze potencidlné vyuzivat hNSCs napiiklad k testovani neurotoxicity, tkanovému inzenyrstvi
(hlavné k regeneraci neuralni tkan€), bunécné terapii, farmakologickym testiim
a personalizované terapii. Vzhledem k rostoucimu zdjmu o vyvoj bunécnych terapii
zaméfenych na neurodegenerativni onemocnéni dochdzi k velkym pokrokiim ve vyvoji
hNSCs, které se svymi vlastnostmi velmi piiblizuji endogennim hNSCs (Ottoboni et al.,

2020).

V mozku dospélych savci, vcéetné clovéka, jsou NSCs lokalizovany naptiklad
v subgranuldrni z6né¢ hipokampu a v subventrikuldrni zoné¢ mozku. Tyto kmenové buiky
se nasledné déli a diferencuji. Proces déleni a diferenciace NSCs se nazyva neurogeneze.
Ukazuje se, ze neurogeneze pietrvava ve striatu (Ernst et al., 2014) a v hipokampu (Spalding
et al., 2013) u lidi po cely zivot (Boldrini ef al., 2018), avSak v hipokampu se stoupajicim

veékem vyrazné klesé (Sorrells ef al., 2018).

hNSCs CNS jsou multipotentni, mohou tedy diferencovat do astrocytll, neuronil
1 oligodendrocytii. Dal$i vyznamnou charakteristikou je jejich schopnost sebeobnovy.
Neuralni progenitor je termin oznacujici buiiku s vice omezenym potencidlem, neZ ma
neuralni kmenova buika. Prekurzor je méné rigidni termin, ktery oznacuje jakoukoli buiiku,
ktera je vyvojové Casnéjsi nez buiika jind (McKay, 1997). Dle nékterych autort je termin
neuralni prekurzor terminem sjednocujicim neuralni kmenové buiiky a neuralni progenitory
(Obernier & Alvarez-Buylla, 2019). VySe zminéné terminy nicméné potiebuji striktnéjsi
definice, protoZe v sou€asné literatuie ¢asto dochazi k jejich synonymizaci a nékteré popsané
buiiky svymi vlastnostmi plné neodpovidaji kategoriim, do kterych by z definice mély
zapadat. Co se tyCe schopnosti sebeobnovy, déleni a udrzovani hNSCs, bylo navrzeno
nékolik riznych modeld, které jsou stile pfedmétem vyzkuml a lze je tedy zatim brat
jako prototypické. Ve strucnosti Ize uvést dvé schémata déleni hNSCs. Neurdlni kmenova
buika muze podstoupit symetrické déleni a dat vzniknout dvéma identickym dcefinym
bunikdm, a tim navysSit populaci kmenovych bunék. Alternativné mulze neuralni kmenova

buiika podstoupit asymetrické déleni, v takovém piipadé jsou komponenty cytoplazmy
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asymetricky rozdéleny mezi dvé dcefiné bunky, da tim vzniknout jedné buiice kmenové

a jednomu neuralnimu progenitoru (Lazutkin et al., 2019).

hNSCs mohou byt kultivovany za neadherentnich podminek in vitro, ¢imz vzniknou
klonalné odvozené kolonie oznaCované jako neurosféry. Tyto buiky lze také kultivovat
jako dvourozmémé  adherentni  monovrstvy  (Adams &  Morshead, 2018;
Walker & Kempermann, 2014). V nasledujicim textu prace poskytne piehled vyvojovych

stadiich neuralnich bunéénych typt a charakteristiky jejich diferenciace z hPSCs.

2.1 Neuralni vyvoj in vitro

Lidské pluripotentni kmenové bunky (hESCs a iPSCs) jsou velmi dobrym nastrojem
pro modelovani neurdlniho vyvoje, studium patologickych procesii i mechanismu U¢inku
novych 1é¢iv. Generovani konkrétnich neuralnich bunéénych typti z hPSCs nabizi moznost
vytvaret bunééné linie obsahujici buiky v urcité fazi diferenciace, coz umoziuje studium
riznych bunéénych typil a podtypt vyskytujicich se v lidském mozku (Tao & Zhang, 2016).
Studium diferenciace hPSCs vedlo k objevu obecnych principii pro tvorbu neurélnich
progenitor smérujicich konkrétnim smérem v neurdlnim vyvoji. Pochopeni zékonitosti
neurdlniho vyvoje in vivo umoznilo vznik protokoli pro generovani neuroni
(Zhang et al., 2013), astrocytd (X. Li er al, 2018) a oligodendrocytd in vitro
(Ehrlich et al., 2017). ZlepSovani soucasnych metodologickych postupii pro derivaci

a kultivaci bun€k neuralni linie je stale predmétem studii (Marton et al., 2019).

Prvnim krokem pro diferenciaci hPSCs neurdlnim smérem je napodobeni in vivo
neurdlni indukce (viz Obr. €. 4). Odstranéni komponent z média, které umoznuji hPSCs
zachovani schopnosti sebeobnovy, vede k nastartovani diferenciace hPSCs smérem ke vSem
ttem zarodeCnym listim (Tao & Zhang, 2016). Kultivace hPSCs v médiu bez séra poté
indukuje diferenciaci neurdlnim smérem, jelikoZ favorizuje neurdlni buiikky a omezuje bunky
endodermélniho a mesodermalniho piivodu (Luzuriaga et al., 2019). Dochazi ke vzniku
neuroepitelidlnich bunék nebo hNSC. Diferencujici kmenové bunky produkuji fibroblastovy
rustovy faktor (FGF, z angl. fibroblast growth factor), napt. FGFS5, jehoz exprese je spojena
se zahdjenim diferenciace (Mossahebi-Mohammadi et al., 2020), a inhibitory kostniho
morfogenického proteinu (BMP, zangl. bone morphogenic protein), ¢imZz podporuji

diferenciaci neurdlnim smérem (Yoo et al, 2011). Dale dochédzi ke vzniku neurdlnich
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progenitort, které jsou predurcené k dalsi diferenciaci do jedné ze tfi moznych linii — zralych

neurond, astrocytt a oligodendrocytii (Reubinoff ez al., 2001).

Neuralni vyvoj in vivo (v tydnech)
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Neuralni diferenciace in vitro (v tydnech)
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Obr. ¢. 4: Chronologické srovnani in vivo neuradlniho vyvoje a in vitro neurdlni diferenciace
véetné vyctu hlavnich morfogent zajistujicich diferenciacni vzory (pfevzato a upraveno

dle Tao & Zhang, 2016).

Gradient morfogenil, které se ucastni specifikace neurdlnich progenitorti, jak podle
anterio-posteriorni, tak podle dorso-ventralni osy, dale ptedurcuje diferenciaci progenitorti
do mistn¢ 1 funkéné specifického bunécného podtypu (napt. progenitory s dorzalni identitou
predniho mozku se stdvaji vylucné glutamatovymi neurony) (Tao & Zhang, 2016).
V soucasné dobé existuje mnoho diferenciacnich protokoli, které se zamé&tuji na dosazeni
co nejvetsi efektivity, vytéznosti a Cistoty produkovanych bunék (Pasca er al., 2015;
Pawlowski et al., 2017; Petersen & Strappe, 2016). Alternativni moznosti, jak pracovat

s neuralnimi kulturami a vyhnout se procesu diferenciace bunék hPSC je zakoupeni
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jiz definované, dobie charakterizované bunétné linie neuralnich progenitort. Shrnuti
vybranych komeréné dostupnych neuralnich linii se bude prace vénovat v nasledujici

kapitole.

2.2 Neuralni buné¢éné linie

Prestoze existuje spousta diferenciacnich protokold, pro ucely editace genomu (napt. pomoci
metody CRISPR/Cas9) (Bressan et al., 2017) a nasledného testovani potencialné
patologickych mutaci je vhodné zakoupeni jiz definované bunécné linie — nejcastéji
neuralnich progenitorti. Komeréné dostupné linie obsahuji dobte charakterizované bunky
v urCité vyvojové fazi, proto poskytuji vice homogenni vysledky a zaroven usporu casu
eliminaci nutnych diferenciacnich kroki. V této kapitole prace poskytne shrnuti vybranych
komeréné dostupnych linii vhodnych pro in vitro modelovani epilepsie, konkrétné¢ ReNcell
Neural progenitors, ENStem-A a LM-NSC008. V soucasné dobé& jsou na vzestupu také linie
odvozené od hiPSCs, a to bud’ od zdravych dérct, ¢i darct s konkrétnim onemocnénim

(napf. bunécné linie od spole¢nosti XCell Science) (Thorne ef al., 2016).

ReNcell™ Human Neural Progenitor Cells  (MilliporeSigma) jsou imortalizované

neurdlni bunééné linie odvozené z lidské fetadlni mozkové tkan€. K dostani jsou dvé rizné
linie, ReNcell CX a ReNcell VM. ReNcell CX jsou derivovany z kortexu a ReNcell VM
z ventralntho mesencephalonu. Jak ReNcell CX, tak ReNcell VM jsou imortalizovany
pomoci transdukce transkripéniho faktoru homologu onkogenu ptaci virové
myelocytomatdzy (v-myc, z angl. avian myelocytomatosis viral oncogene homolog). Jejich
klidovy membranovy potencidl je cca -60 mV, avSak nedochézi k tvorb& ak¢nich potenciali.
Mohou diferenciovat do neuronti, astrocytii i oligodendrocytli. V diferencovaném stavu
RenNcell CX linie nevykazuje stejné elektrofyziologické vlastnosti, jako ReNcell VM
pii vyuziti shodnych diferenciacnich protokold (Donato et al., 2007). ReNcell CX i ReNcell
VM zachovavaji stabilni fenotyp a genotyp i pii dlouhodobé kutivaci — az 45 pasazi
bez ztraty schopnosti diferencovat (Yip et al., 2020). V nediferencovaném stavu exprimuji
ob¢ linie Nestin a Sox2 (markery NSCs). Po diferenciaci do neuronti exprimovaly ReNcell
CX BII-tubulin a po diferenciaci do gliovych buné¢k glialni fibrilarni kysely protein (GFAP,
z angl. glial fibrillary acidic protein) — markery danych diferencovanych bunéénych typt
(Miljan, 2017). ReNcell CX byly vyuzity i v jedné recentni studii zabyvajici se epilepsii.
V této studii byla sledovdna degradace lysinu v ReNcell CX, lidskych astrocytech
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a fibrobastech. Deficience antiquitinu, enzymu ucastniciho se degradace lysinu, je hlavni
pri¢inou na vitaminu B6 zavislé epilepsii. Autoi1 prokézali, Ze saccharopinova draha je
hlavni drdhou lysinové degradace v lidskych mozkovych bunikach. Vysledky studie
naznacuji, ze inhibice saccharopinové drahy by mohla byt 1écbou pro deficienci antiquitinu

(Crowther et al., 2019).

ENStem-A™ (MilliporeSigma) je neimortalizovand linie neurdlnich progenitori
odvozenych zH9 linie hESCs. ENStem-A progenitory tvoii uniformni kultury, dobfte
se propaguji a rostou na mnoha riznych substratech. ENStem-A bunky jsou schopné
diferenciovat do neuralnich bunécnych podtypi a jsou vhodné pro genetické modifikace.
Zachovavaji si schopnost diferenciace po zhruba 15 pasézi. V nediferenciovaném stavu
exprimuji ENStem-A progenitory Nestin a Sox2 (Merck, 2008; Yip et al., 2020). Ukézalo
se, ze maji potencial migrovat do mista poskozeni v mozku po prodé€lané mrtvici. Autofi
studie transplantovaly ENSTem-A do oblasti kontralateralni k mistu infarktu. Néasledné byly
transplantované bunky osm tydnd sledovany za vyuziti MRI. Vysledky studie ukazaly,
ze builky byly v misté poSkozeni mozkové tkan¢ detekovatelné jiz po jednom tydnu
po transplantaci a jejich mnozstvi vyrazné narostlo po ctyfech tydnech po transplantaci.
migrovalo do mista poSkozeni tkané (Chang et al., 2013). ENStem-A neuralni prekurzory

by mohly najit uplatnéni v terapii epilepsie.

LM-NSCO008 (napt. Atlantis Bioscience) je imortalizovana linie NSCs, ktera je
derivovana z lidské fetalni mozkové tkané: z této definice je odvozen 1 nazev (LM-NSCO008,
zangl. L-MYC — immortalized human NSC line derived from human fetal brain). LM-
NSCO008 NSCs byly imortalizovany pomoci transdukce ptaciho virdlniho onkogenu
myeocytomatdzy homologu 1 odvozeného z karcinomu plic (L-MYC, z angl. v-Myc avian
myelocytomatosis viral oncogene homolog 1, lung carcinoma derived). LM-NCS008 bunky
jsou schopné diferenciace do neuronti — exprese BIII-tubulinu, astrocytli — exprese oblasti
Y rozhodujici o pohlavi-box 9 (Sox9, zangl. sex determining region Y-box 9)
a oligodendrocytli — exprese oligodendrocytarniho markeru O4) (Z. Li et al, 2016).
Schopnost diferenciace je zachovana po alesponl 15 pasazi. Studie ukazaly, ze LM-NSC008
buiikky maji schopnost migrace, vykazuji dlouhodobou stabilitu a Zadnou tumorogenicitu

in vivo ani in vitro (Z. Li et al., 2016; Rockne et al., 2018).
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Vyuziti komeréné dostupnych linii v oblasti transla¢niho vyzkumu ma velky potencial.
Hlavnimi vyhodami zakoupeni jiz charakterizované bunécné linie je definovanost této linie,
jednoduché pouziti, neomezeny pfisun materidlu a Gspora Casu, ktery je v personalizované

terapii velice dulezity.
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Zavér

Epilepsie je mezi neurologickymi onemocnénimi na tfetim misté na svéte, co se tyce tihy
onemocnéni, kterou musi pacienti nést (Vos et al., 2016). Existuje mnoho rtiznych druht
epilepsie a epileptickych syndromi, pficemz toto onemocnéni postihuje jak déti, tak dospélé
a seniory. Témeét 10 % lidi prod€la béhem svého Zivota zachvat, nicméné ne kazdy zachvat
nutné musi vést k diagnoze epilepsie (Hauser & Beghi, 2008 dle Annegers et al., 1995).
Je proto nutné soustiedit se na porozuméni mechanismim opakovaného rozvoje zachvat
a snazit se rozvijet metody, které by umoznily zachvatim piechdzet. Napiiklad 1écba
antiepileptiky se soustiedi na pfedchdzeni rozvoje zachvatu, a¢ se jedna o lécbu pouze
symptomatickou. Jinymi slovy, antiepileptika 1é¢i pouze symptom (zachvat), ale ne ptic¢inu

vzniku epilepsie.

Z diivodu multifaktoridlni povahy epilepsie a nedostatku zdravé lidské tkané, kterd
by slouzila jako kontrola, je vyzkum epilepsie u lidskych pacientl velmi obtizny. Na pocatku
modelovani epilepsie staly animalni modely. Pfestoze zadny animalni model nedokéze plné
reflektovat konkrétni druh lidské epilepsie, byly dobrou in vivo vyzkumnou alternativou
a polozily zaklad porozuméni mechanismiim epileptogeneze. Animalni modely také staly
za objevem vétSiny vyuzivanych antiepileptik a dodnes slouzi pro vyzkum novych 1é¢ivych
latek. V soucCasné dob¢ se ale stale vice pfistupuje k modelovani epilepsie in vitro, pticemz
se jako modely vyuzivaji vzorky tkédni ¢i rizné bunécéné kultury. Jako kultura mohou slouzit
somatické bunky pacienta nebo definované bunééné linie lidskych dérci. Darci poté mohou

byt jak lidé zdravi, tak i lidé s ur¢itym onemocnénim, které ma byt modelovano.

Rozvoj metod modelovani epilepsie in vitro, umoZnil i1 rozvoj personalizovanych
pristupti k lécbe epilepsie, které predstavuji terapie vyvinuté na miru konkrétnimu
pacientovi. Pfi vybéru humanniho in vitro modelu je nutné vzdy zhodnotit jeho vlastnosti,
aby byl vhodny pro konkrétni vyzkumny zadmér. Naptiklad pro elektrofyziologické
experimenty je nutné znat, jakd je exprese membranovych receptorti a kanali. Pro studium
potencialné patologické mutace je potfeba vybrat takovou bunécnou linii, kterd bude dobie
geneticky editovatelnd (napt. kompetentni k transfekci), zhodnotit pocet pasazi, po ktery
si buiikky zachovavaji stabilitu genotypu a fenotypu, a v neposledni fade je nutné znat

schopnost linie diferencovat v pozadované bunééné typy.
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V soucasné¢ dob¢é jsou pro in vitro modelovani lidské epilepsie nejvice vyuzivany
hiPSCs a hNSCs, které umoziuji diferenciaci na pozadovany bunéény typ. Jelikoz jednim
z nejvice zastoupenych druht epilepsie je epilepsie geneticky podminéna (Fiest ef al., 2017),
umoziuji hiPSCs a hNSCs studium vlivu potencialn¢ patologickych mutaci na mnoho
aspektll neurdlniho vyvoje, synaptogeneze, epileptogeneze, iktogeneze, morfologie a funkce
poskozenych neurdlnich bun€k. Pochopeni mechanisml rozvoje, etiologie a fungovani
epilepsie pomoci in vitro modeli umoziuje vyvoj novych 1é¢ivych latek, ale i dalSich
terapeutickych pfistupt (napf. dietarnich uprav) ke zmirnéni dopadu onemocnéni na zivot
pacienta. Nezanedbatelné procento typl epilepsii ma stdle nezndmou pfic¢inu, a proto je
rozvoj metod in vitro modelovani epilepsie stale velmi dilezitou oblasti, na kterou je nutné

zamétit budouci vyzkum.
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