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POVZETEK

Inducirane pluripotentne mati¢ne celice so v zadnjih
letin postale pomembno orodje za odkrivanje zdra-
vilnih ucinkovin, saj ponujajo bistvene prednosti pred
tradicionalnimi modeli, kot so primarne celice, rakave
celiéne linije in Zivalski modeli. Pridobimo jih z repro-
gramiranjem somatskih celic v pluripotentno stanje,
kar omogoca njihovo diferenciacijo v razlicne tipe
celic ob ohranjanju dedne informacije posameznika.
Pri uporabi induciranih pluripotentnih maticnih celic
za odkrivanje zdravilnih uc€inkovin je na voljo ve¢
modelov, vkljuéno z dvodimenzionalnimi kulturami,
enostavnejSimi tridimenzionalnimi modeli in napred-
nejSimi modeli — organi na Cipu. Tovrstni modeli omo-
gocajo natanénejSo oceno toksicnosti in ucinkovitosti
zdravilnih ucinkovin, njihovih medsebojnih interakcij
ter prou¢evanje mehanizmov bolezni. 1zzivi, s kate-
rimi se soo¢amo ob uporabi induciranih pluripoten-
tnih matic¢nih celic, so: njihova nezadostna zrelost,
variabilnost med pridoblienimi celicnimi linijami in vi-
soki stroski, kar trenutno omejuje njihovo SirSo upo-
rabo v farmaciji. Kljub tem omejitvam imajo induci-
rane pluripotentne mati¢ne celice velik potencial za
razvoj personaliziranih oblik zdravljenja in odkrivanje
novih terapevtskin pristopov.

KLJUCNE BESEDE:

celiéni modeli in vitro, inducirane pluripotentne ma-
ticne celice, odkrivanje novih zdravilnih ucinkovin,
predklini¢ne Studije

ABSTRACT

Induced pluripotent stem cells have become an im-
portant tool for drug discovery in recent years, offering
significant advantages over traditional models, such
as primary cells, cancer cell lines, and animal models.
These cells are derived by reprogramming somatic
cells into a pluripotent state, allowing differentiation
into various cell types while retaining the genetic in-
formation of the individual. In drug discovery, models
from induced pluripotent stem cells encompass two-
dimensional cultures, three-dimensional models, and
more sophisticated organs-on-a-chip. These advan-
ced models enable more accurate assessment of
drug toxicity and efficacy, compound interactions, as
well as detailed studies of disease mechanisms. Ho-
wever, challenges in application of induced pluripotent
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stem cells remain, including limited cellular maturity,
variability across obtained cell lines, and high costs,
which currently restrict their broader use in the phar-
maceutical field. Despite these limitations, induced
pluripotent stem cells hold great promise for the de-
velopment of personalised therapies and the disco-
very of novel therapeutic approaches.

KEY WORDS:
drug discovery, induced pluripotent stem cells, in
vitro cell models, preclinical studies

uvoD

Pot odkrivanja novih zdravilnih ucinkovin od optimizacije
spojine vodnice do pridobivanja dovolienja za promet je
dolga in kompleksna. Ze v fazi predkliniénega preskusanja
od 1.000 testiranih spojin le ena vstopi v klinicne studije.
Od tistih, ki pridejo v fazo | klini¢nih preskusan;, jih man;
kot 10 % zakljuCi celoten proces (1). Glavni razlogi za ne-
uspeh v klini¢nih Studijah so nezadostna ucinkovitost (40—
50 %), visoka toksi¢nost (30 %) in slabe fizikalno-kemijske
lastnosti spojin (10-15 %) ter preslabo poznavanje potreb
na trgu (10 %) (2). Predvsem prva dva vzroka sta v veliki
meri posledica bodisi neuporabe ali nedostopnosti ustrez-
nih celi¢nih ali zivalskin modelov v predkliniénih preskusanjin
oziroma izbire takih, ki ne posnemajo dovolj natan¢no
(pato)fizioloskih procesov v ¢loveskem telesu (3).
Predklinicni celicni in zivalski modeli so namenjeni doloCanju
molekularnih mehanizmov bolezni, odkrivanju tar¢ zdravilnih
ucinkovin in razvoju novih terapevtskih pristopov (4). V ta
namen se najveC uporabljajo zivalski modeli, kulture pri-
marnih celic in celi¢ne linije, ki so bodisi imortalizirane ali
pridobliene iz tumorjev. Vsak izmed teh modelov ima svoje
prednosti in slabosti:

e Zivalski modeli predstavijigjo mnogoceliéni, kompleksen
organizem, na katerem lahko v pogojih in vivo proucujemo
sistemski odziv na spojino. Predstavijajo sicer zlati stan-
dard za izvajanje testiranj, vendar lahko, v primerjavi s
Cloveskim telesom, modelne zivali izkazujejo velike razlike
v fiziologiji (npr. imunski odziv), metabolizmu, signalnih
poteh in genetiki. Te razlike lahko vodijo v zmotno skle-
panje o varnosti in ucinkovitosti proucevanih spojin v ¢lo-
veSkem organizmu, kar je lahko vzrok za nadaljnja ne-
uspesna Kklinicna preskusanja. Poleg tega v prizadevanijih

po zmanjsanju Stevila poskusnih zivali stremimo k uvelja-
vlianju nacela 3R (angl. replacement, reduction, refine-
ment), s katerim Zelimo v predklini¢nih Studijah nadomestiti
zivalske modele, zmanjSati Stevilo poskusnih Zivali in/ali
izboljSati eksperimentalne pogoje za zivali (4-6).
e Primarne celice, ki jih uporabliamo za testiranje poten-
cialnih novih uginkovin, predstavijajo dober model v smislu
opazovanja inter-individualnih razlik v odzivu na u¢inkovino
med bolniki. Te celice namrec lahko pridobimo nepo-
sredno od razliénih bolnikov, pri ¢emer niso podvrzene
transformacijam ali genskim modifikacijam. Slaba stran
tovrstnih modelov je predvsem otezeno vzdrzevanije celi-
¢nih kultur, saj imajo primarne celice omejeno Stevilo de-
litev preden senescirajo. Poleg tega je Steviine med njimi,
npr. nevrone in kardiomiocite, tezko pridobiti oz. izolirati v
za raziskavo relevantnem stadiju bolezni (4-6).
Celi¢ne kulture rakavih celic se v monokulturah tradicio-
nalno uporabljajo bodisi za doloCanje toksi¢nosti spojin
ali ucinkovitosti citostatikov pri rakavih obolenjih. Ker so
naravno ali spodbujeno imortalizirane, se lahko v pogojih
in vitro neomejeno delijo. Ceprav so pomembne za dolo-
¢anje osnovnih znacilnosti odziva patolosko spremenje-
nega bioloSkega sistema na ucinkovine, Stevilne tumorske
celicne linije vsebujejo nezelene genetske in kromosomske
spremembe, ki lahko mocno vplivajo na predvidljivost od-
ziva preskusanih ucinkovin v pogojih in vivo (4-6).
V zadnjih 15 letih so se razmahnile tehnologije, ki so spod-
budile razvoj in povecale kompleksnost sistemov za testi-
ranje potencialnih zdravilnih u€inkovin. Eno od pomemb-
nejsih odkritij je nedvomno reprogramiranje somatskih celic
v pluripotentne mati¢ne celice, ki jin nato lahko s pomodjo
ustreznih protokolov in vitro diferenciramo v skoraj vse
vrste celic odraslega organizma. Tovrstne celice imenujemo
inducirane pluripotentne mati¢ne celice (angl. induced plu-
ripotent stem cells; iIPSC). Z njihovo uporabo presezemo
marsikatere tezave drugih testnih modelov, saj iPSC ohra-
njajo genetske znacilnosti posameznika, se v nediferenci-
rani obliki lahko neomejeno delijo, lahko jih diferenciramo
v razli¢ne vrste celic in oblikujemo v organoidne sisteme,
izkazujejo pa tudi zelo podobne odzive na zdravilne ucin-
kovine, kot jih celice v pogojih in vivo (7).

MATICNE CELICE IN
INDUCIRANE PLURIPOTENTNE
MATICNE CELICE

Mati¢ne celice so celice, ki imajo edinstveno zmoznost,
da se delijo in diferencirajo v razli¢ne tipe somatskih celic.
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Preglednica 1: Osnovna delitev maticnih celic glede na zmoznosti njihove diferenciacije (9).
Table 1: Basic classification of stem cells according to their differentiation potential (9).

Totipotentne celice:

krvotvorne maticne celice).

imajo najvediji potencial za diferenciacijo, iz njih lahko nastane nov organizem v celoti.

Pluripotentne celice: se lahko diferencirajo do skoraj vseh vrst somatskih celic razen embrionalnih in tako tvorijo
vse tri tipe tkiv (ektoderm, mezoderm in endoderm).

Multipotentne celice: imajo omejeno zmoznost diferenciacije in se lahko razvijejo le do specificnih vrst celic (npr.

Slednjo sposobnost imenujemo potentnost oz. plasti¢nost
(preglednica 1). Verjetno najbolj znane mati¢ne celice so
embrionalne mati¢ne celice (angl. embryonic stem cells;
ESC), ki izvirajo iz zgodnijih faz razvoja zarodka in so bodisi
toti- (vsaka od celic po delitvah zigote do morule) ali pluri-
potentne (notranja celicna masa blastociste), torej se lahko
razvijejo v vse vrste celic, tkiv in organov. Nekatere celice
tekom nadaljnjega razvoja organizma ostanejo ves ¢as
multipotentne zaradi posebnih okoliskih signalov in regu-
lacije genov, ki preprecCuijejo njihovo dokoncno specializa-
cijo. Te somatske maticne celice so v telesu odgovorne za

obnavljanje in popravilo celic in tkiv tako v otrostvu kot
tudi v odrasli dobi, saj se lahko ob doloCenih okolis¢inah
diferencirajo v zrele somatske celice doloCenega tkiva ali
organa (krvne celice, kozne epitelijske celice, miSicne celice
itn.). Potentnost mati¢ne celice ohranjajo z aktivacijo spe-
cifiénih signalnih poti in z izrazanjem transkripcijskih dejav-
nikov, ki omogocajo, da celice obdrzijo nezrelo stanje in
sposobnost diferenciacije (8).

LLeta 2006 je japonski znanstvenik Shinya Yamanaka odkril,
da lahko iz zrelih, dokon¢no diferenciranih somatskih celic,
pridobimo pluripotentne celice, ki jih lahko nadalje pretvo-
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Slika 1: Shematska predstavitev poteka pridobivanja iPSC (iPSC - inducirane pluripotentne maticne celice, OCT4 — oktamer vezoci
transkripcijski dejavnik 4, SOX2 — z zaporedjem SRY povezan transkripcijski dejavnik, KLF4 — Kriipplu podoben dejavnik 4, c-MYC —
protoonkogen transkripcijski dejavnik s strukturnim motivom bazicna vijacnica-zanka-vijacnica). Ustvarjeno s programom Biorender
(https.//BioRender.com/r86y164) (12).

Figure 1: Schematic presentation of the iPSCs generation process (iPSCs — induced pluripotent stem cells, OCT4 — octamer-binding
transcription factor 4, SOX2 — sex determining region Y-box2 transcription factor, KLF4 — Krippel-like factor 4, c-MYC - proto-oncogene
basic helix-loop-helix transcription factor). Created in Biorender (https.//BioRender.com/r86y164) (12).
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rimo oz. diferenciramo v katerokoli drugo vrsto celic (10).
Dokazal je, da lahko to storimo z reaktivacijo 4 specificnih
genov, in sicer OCT4, SOX2, KLF4 in c-MYC, ki jih danes
poznamo pod imenom faktorji Yamanaka (angl. Yamanaka
factors) oz. faktorji OSKM. Yamanaka je faktorjie OSKM z
retrovirusno transdukcijo najprej dostavil v misje fibroblaste,
leto kasneje pa je z enako metodo uspesno pretvoril oz.
reprogramiral tudi Cloveske fibroblaste in tako pridobil prve
Sloveske iPSC (10, 11). Danes poznamo Stevilne metode,
s katerimi lahko pridobivamo iPSC (slika 1). Poleg retrovi-
rusov, se kot vektorji za vnos transkripcijskih dejavnikov
uporabljajo Se lenti in sendai virusi. Za reprogramiranje z
nevirusnim vnosom pa so v uporabi episomalni vektoriji ali
molekule MRNA, ki kodirajo faktorie OSKM in jih v somatske
celice vnesemo z elektroporacijo, nukleofekcijo ali lipofekcijo
(12). V zadnjem Casu razvijajo tudi postopke reprogramiranja
z malimi molekulami, proteini in nekodirajocimi RNA (12,
13). Za reprogramiranje v iPSC lahko uporabimo katerekoli
somatske celice, a se zaradi enostavnega pridobivanja naj-
pogosteje odlo¢amo za kozne fibroblaste, mononuklearne

celice periferne krvi ali urotelijske celice iz urina (12). Za
ohranjanje pluripotentnosti gojimo iIPSC v prisotnosti t. i.
hranilnih celic (angl. feeder cells), ki to omogocajo z izlo¢a-
njem klju¢nih signalnih molekul in vzpostavitvijo ustreznega
zunajcelicnega mikrookolja, lahko pa uporabimo tudi po-
sebna gojis¢a za iPSC z dodanimi zaviralci diferenciacije in
aktivatoriji celicnih samo-obnovitvenih poti (14).

Po reprogramiranju imajo iPSC sposobnost diferenciacije
v katerokoli vrsto celic, ki v telesu sestavljgjo ektoderm,
mezoderm ali endoderm. Da se diferencirajo v Zeleni tip
celic, je klju¢no, da jim zagotovimo ustrezno mikrookolje
in vitro, ki posnema tistega, ki so mu celice izpostavljene v
organizmu in vivo. Prilagajamo ga glede na razlicne faze
diferenciacije in na zeleno vrsto koncno diferenciranih celic.
Za uspesno diferenciacijo moramo iPSC gajiti na ustreznem
zunajceliénem matriksu ter jim dodajati indukcijske ali rastne
dejavnike, ki so specificni za Zeleno vrsto diferenciranih
celic. Rast in diferenciacijo iPSC danes usmerjamo pred-
vsem z dodajanjem malih molekul, rastnih dejavnikov ali z
gensko manipulacijo (15-17).
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Slika 2: Prednosti in slabosti 2D- in 3D-modelov in vitro, izdelanih iz induciranih pluripotentnih maticnih celic (iPSC). Ustvarjeno s programom
Biorender (https.//BioRender.com/a659304) (19, 20).
Figure 2: Advantages and disadvantages of 2D- and 3D- in vitro models made from induced pluripotent stem cells (iIPSCs). Created in
Biorender (https.//BioRender.com/a65g304) (19, 20).
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Uporaba iPSC ima Stevilne prednosti pred drugimi mati-
¢nimi celicami. Tako v nasprotju z ESC iPSC ne sprozajo
resnih etiCnih vprasanj, saj so pridobljene iz odraslih so-
matskih tkiv. Za razliko od drugih mati¢nih celic, ki jin lahko
izoliramo iz Cloveskega telesa, koli€ine iPSC niso tako
omejene. V primerjavi s homolognimi oz. alogenskimi pre-
saditvami tkiv, predstavija uporaba iPSC v regenerativni
medicini minimalno tveganje za zavrnitev presadka, saj iz-
virajo iz samega bolnika in so zato popolnoma histokom-
patibilne. Tovrstne celice so tudi primernejSe za modeliranje
monogenskih bolezni, ker omogocajo njihovo proucevanje
na celicah oz. tkivih, ki imajo enak genetski profil kot bolnik,
iz katerega izvirajo, obenem pa tudi primerjavo z ustreznim
kontrolnim vzorcem, pripravlienim z gensko manipulacijo
(npr. CRISPR-Cas9) bolnikovih iPSC. V tem smislu so upo-
rabne tudi pri odkrivanju novih zdravilnih u€inkovin in napo-
vedovanju njihove toksi¢nosti, Se posebej v kombinaciji z
visoko zmogljivimi metodami reSetanja (5, 18). Najvec razi-
skav so doslej opravili z iPSC, diferenciranimi v nevroblaste
in nevrone, kardiomiocite, hepatocite, celice trebusne sli-
navke in epitelijske celice.

TESTNI SISTEMI, IZDELANI IZ
iPSC, ZA VREDNOTENJE
UCINKOVIN

Modelni sistemi v razvoju zdravilnih u¢inkovin zapolnjujejo
vrzel med bazi¢nimi raziskavami in klini¢nim preskusanjem,
raziskovalcem pa omogocajo proucevanje kompleksnih
bioloskih procesov v nadzorovanem okolju in vitro. 1z iPSC
lahko izdelamo razli¢ne vrste testnih sistemov, pri cemer
zelimo ¢im natan¢neje posnemati prou¢evano tkivo. Tako
lahko iz IPSC pripravimo preprostejSe dvodimenzionalne
(2D) celicne kulture, naprednejSe tridimenzionalne (3D) mo-
dele ter najkompleksnejSe organe na Cipu, ki pomembno
izboljSujejo naSe zmoznosti posnemanja delovanja Clove-
Skih tkiv in organov v pogojih in vitro, s tem pa zagotavljajo
uspesnost terapevtskih pristopov v nadaljnjin klini¢nih ra-
ziskavah (slika 2) (19, 20).

3.1 DVODIMENZIONALNE KULTURE
iPSC

Diferencirane celice, pridobliene iz iPSC, lahko najenostav-
neje gojimo v dvodimenzionalnih (2D) celi¢nih kulturah.
NajpreprostejSe so monoceli¢ne, ki vsebujejo eno samo
vrsto diferenciranih celic. Tradicionalni 2D-modeli so kljub
moznosti izdelave naprednejSih Se vedno prva izbira in naj-

pogosteje v uporabi predvsem zaradi enostavne priprave
in rokovanja, lazjega nadzorovanja pogojev, razmeroma
stroSkovno ugodne izvedbe ter moznosti uporabe visoko
zmogljivih metod testiranja ucinkovin, npr. vsegenomskih,
transkriptomskih, metabolomskih in naprednih slikovnih
tehnik (19).

NaprednejSo obliko 2D-modelov predstavijajo ko-kulture
vec vrst celic, ki jih pridobimo z dodajanjem ostalih celic k
ze diferenciranim celicam iPSC. Tovrstni veccelini testni
sistemi omogocajo natancnejSe proucevanje interakcij med
razlicnimi vrstami celic ter hkrati spodbujajo zorenje celic
(19, 20). Z dodatkom mezenhimskih mati¢nih/stromalnih
celic, ki izloCajo topne rastne dejavnike za spodbujanje
zorenja celic, so izboljSali zrelost in funkcijo kardiomiocitov,
pridoblienih iz iIPSC, povecali koli¢ino njihovih zalog energije
ter zmanjSali nastajanje reaktivnih kisikovih spojin (21).
Poleg tega so s soCasnim gojenjem nevroblastov iz iPSC
z astrociti izboljSali uspesnost njihove diferenciacije, vzpo-
stavljanje nevronskih povezav in farmakoloski odziv celic
na antagoniste receptorijev GABA,, npr. bikukulina (22,
23).

Kljub Stevilnim prednostim 2D-modelov, so ti premalo kom-
pleksni, predvsem v kontekstu medceli¢nih povezav ter
interakcij med celicami in zunajcelicnim ogrodjem (20, 24,
25). Prav zaradi pomanijkanja teh interakcij so celice v 2D-
modelih, pripravljenih iz iPSC, pogosto manj zrele, saj so
vzorci njihovega izrazanja genov in njihov metabolom v
dolo¢eni meri Se vedno podobni tistim, ki so znacilni za
ESC (24).

3.2 SFEROIDI IN ORGANOIDI KOT
OSNOVNI 3D-CELICNI MODELI

Celice v 3D-modelih so prostorsko razporejene, kar omo-
goCa enakomernejSo porazdelitev receptorjev na njihovih
povrsinah in s tem kompleksnejse interakcije med njimi
samimi, kakor tudi med celicami in zunajcelicnim ogrodjem
(26, 27). Ker so dolo¢ene strukturne znadilnosti tkiv kljucne
za proucevanje bolezni (npr. mikroencefalija, elektrofiziolo-
gija srca), je glavna prednost 3D- pred 2D-modeli natan-
¢nejSe posnemanje dejanskih Cloveskih tkiv. Modele 3D
lahko izdelamo s pomocjo biokompatibilnega ogrodja ali
brez njega. V slednjem primeru celice rastejo zdruzene v
3D-skupkih in same proizvedejo zunajceli¢no ogrodje. Ka-
dar pa pripravljamo 3D-celi¢ne modele s pomodjo naravnih
ali sinteti¢nih trdnih ali tekoCih ogrodij, pa celice nasadimo
vanje. Pogosto v ta namen uporabliamo hidrogele (npr. iz
kolagena ali fibrina) ali pa ekstrakte iz celic in tkiv (npr. Ma-
trigel®) (24, 25, 28, 29). V zadnjem ¢asu 3D-celi¢ne modele
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izdelujejo tudi s pomocjo bioloSkega tiskanja, kjer z injici-
ranjem, laserskimi pulzi ali mehanic¢no silo npr. iz hidrogela
oblikujejo zeleno 3D-strukturo, v katero nasadijo celice
(80). V skupino 3D-celi¢nih modelov uvrs€amo sferoide in
organoide, inzenirsko pripravijena tkiva in tudi organe na
Cipu. Sferoidi so tipi€no sestavljeni iz ene vrste celic, ki sa-
mostojno tvorijo 3D-skupke, medtem ko so organoidi kom-
pleksnejSi, saj so zgrajeni iz ve¢ tipov celic, znacilnih za
doloCen organ, ki skupaj tvorijo zanj specificne strukture
(24, 28, 29).

Uporabo 3D-modelov, izdelanih s pomocjo iPSC, omejujgjo
Stevilni izzivi. V primerjavi z 2D-testnimi sistemi je zaradi
zahtevnejSih postopkov njihovega vzdrzevanja in vitro po-
novljivost rezultatov v 3D okolju slabsa (25). 1zziv predstavija
predvsem nekonsistentna diferenciacija iPSC, do katere
pride zaradi samoorganizacije celic, in je vzrok za variabil-
nost med posameznimi organoidi. Ce pOgoji in Vitro niso
dovolj podobni tistim in vivo, lahko pride do nepopolnega
zorenja iPSC ali do nastajanja nezelenih tipov celic v kulturi.
Pogosta tezava je vaskularizacija, ki v organoidih ni ustre-
zno vzpostavljena, zato prihaja do neenakomerne poraz-
delitve hranil in kisika med celicami, kar lahko posledi¢no
vodi do celi¢ne nekroze predvsem v notranjosti sferoidov
ali organoidov (prevelike difuzijske razdalje) (20, 24).

3.3 ORGANINA CIPU KOT
NAJNAPREDNEJSI TESTNI MODELI 3D

Razvoj biolosSkega sistema in napredovanije bolezni sta di-
namicna procesa, tekom katerih se aktivnosti na celi¢ni in
tkivni ravni spreminjajo tako prostorsko kot ¢asovno. S
trenutnimi 3D-sistemi dosegamo predvsem prostorsko
modeliranje, ne omogocajo pa ¢asovnega obravnavanja
dogodkov in ne upostevajo nekaterih klju¢nih biofizikalnih
procesov, kot so strizne sile in pretoki. Tako prostorska
kot Casovna komponenta sta pomembni za procese raz-
voja in staranja organizma, celienje in regeneracijo tkiv ter
izmenjavo metabolitov (31). Tehnologija, ki ji uspeva vzpo-
stavljati tako prostorsko kot ¢asovno dinamiko v modelu
in vitro, je tehnologija izdelave organov na Cipu.

Organi na ¢ipu so mikrofluidni sistemi v obliki majhne
3D-naprave, ki omogo&a natancen nadzor nad sestavo in
delovanjem tkiva in vitro. So edini modeli do sedaj z vzpo-
stavljeno perfuzijo, ki oponasa vaskularizacijo. To jim omo-
goca boljSo in enakomernejSo porazdelitev kisika, hranil in
drugih nujnih komponent za vzdrzevanje celic v delujotem
stanju in vitro (24, 31, 32). Leta 2010 so izdelali plju¢a na
Cipu z namenom rekonstrukcije funkcionalnega alveolarno-
kapilarnega vmesnika. Temu je sledil hiter nadaljnji razvoj,

pri Cemer so s tehnologijo organov na Cipu pripravili Se
ledvice, jetra, mozgane, srce in Stevilne druge organe (32).
V dinamiCen sistem organa na Cipu lahko vklju¢imo razlicne
3D-konstrukte, izdelane iz iPSC, ki so tako izpostavijeni
stalnemu pretoku gojis€a, kar posnema sistemske inte-
rakcije (24). Danes te visoko tehnoloske izdelke upora-
bljamo za modeliranje bolezni ter iskanje in preskusanje
novih zdravilnih ucinkovin (32). V kolikor vanje vklju¢imo
veC organskih sistemoy, jih lahko uporabimo celo za prou-
Cevanje procesov absorpcije, porazdelitve, metabolizma
in eliminacije zdravilnih ucinkovin (32).

Kljub vecji dozorelosti celic v modelih organov na Cipu in
njihovi kompleksnosti se pri uporabi teh sistemov ravno
zaradi slednjega sooamo z veliko variabilnostjo pridoblje-
nih podatkov in slabo ponovljivostjo poskusov ter tudi z
njihovo otezeno dostopnostjo zaradi tehnoloSke zahtev-
nosti njihove priprave (24).

UPORABA iPSC ZA
VREDNOTENJE ZDRAVILNIH
UCINKOVIN

Celi¢ni modeli, izdelani s pomocjo iPSC, se najpogosteje
uporabljajo za proucevanije bolezni in pri testiranju ucinkovin
na podrodjih kardiovaskularnega sistema, Ziv€evja in jeter.

To potrjujejo Klinicne Studije na portalu clinicaltrials.gov,

kier je trenutno prijavijenih ve¢ kot 30 Studij z uporabo

iPSC, v okviru katerih raziskujejo delovanje ucinkovin (33).

Uporaba iPSC pri odkrivanju zdravilnih ucinkovin in razvoju

farmakolo$kih pristopov vklju€uje vec kljuénih podrodij (slika

3) (33):

e testiranje novih malih molekul za zdravljenje tarénih bo-
lezni z uporabo visoko zmogljivih metod reSetanja;

e testiranje ze odobrenih zdravilnih ucinkovin za odkrivanje
novih indikacij (angl. drug repurposing);

e proucevanje toksicnih odzivov posameznikov na zdravilne
ucinkovine z namenom razvoja personaliziranega zdra-
vijenja;

e identifikacija farmakogenetskih in drugih bioloSkih ozna-
Cevalcev, pomembnih za farmakoterapijo;

e modeliranje razvoja bolezni, specificnih za posameznike,
ter iskanje novih tar¢ za nacrtovanje novih ucinkovin.

Testni modeli na osnovi iIPSC omogocajo torej inovativne

reSitve, ki bi lahko prispevale k posamezniku usmerjenem

in ucinkovitejsem zdravljenju. V nadaljevanju opisujemo
nekaj primerov raziskav zdraviinih ucinkovin z uporabo
iPSC.
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Slika 3: Moznosti uporabe induciranih pluripotentnih maticnih celic (iPSC) za odkrivanje in vrednotenje zdravilnih ucinkovin in vitro. Ustvarjeno

s programom Biorender (https.//BioRender.com/q98z512).

Figure 3: Possible applications of induced pluripotent stem cells (iPSCs) for in vitro discovery and evaluation of drugs. Created in Biorender

(https.//BioRender.com/q98z512).

4.1 PROUCEVANJE KARDIOTOKSICNOSTI
ZDRAVILNIH UCINKOVIN IN
NJIHOVEGA VPLIVA NA
KONTRAKTILNOST SRCNE MISICE

Bolnikove iPSC z genetskimi predispozicijami za doloeno
patologijo lahko diferenciramo v kardiomiocite, celice sréne
miSice, in jih nato uporabimo za testiranje kardiotoksi¢nosti.
Slednjo pogosto povzroajo protirakave ucinkovine, vklju-
¢no z zaviralci tirozin kinaz. Rezultati so ze v 2D-celi¢nih
modelih, izdelanih iz iPSC, pokazali dobro ujemanije s kli-
nic¢nimi patoloskimi fenotipi (34). Na podrodju kardiova-

skularnih raziskav so nato razvili razlicne 3D-modele od
preprostejSih sferoidov do kompleksnejSih inzenirsko
ustvarjenih srénih tkiv in organoidov. Vse tri vrste modelov
danes uporabljajo za proucevanije kardiotoksi¢nih ucinkov
protirakavih in drugih zdravilnih u¢inkovin ter okoljskih tok-
sinov, kar omogoc¢a boljSe razumevanje mehanizmov nji-
hovega delovanja in posledi¢no personalizirano napove-
dovanje kardiotoksi¢nih zapletov (35). Zlasti kompleksnejSi
3D-modeli omogocajo celo modeliranje aritmij, srénega
popuscanja in celienja srénega tkiva po ishemicni poskodbi
(10). Tovrstni sistemi zagotavljgjo natancnejSe funkcijsko
testiranje ucinkovin glede njihovega vpliva na kontraktilnost
miokarda, kar lahko dolgoro¢no zmanjSa potrebe po upo-
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rabi zivalskih modelov. Vpliv zdravilnih ucinkovin na sréne
kontrakcije namre¢ pogosto merijo s spremljanjem tlaka v
levem ventriklu pri zavestnih Zivalih (36, 37).

4.2 NEVROLOSKE IN
NEVRODEGENERATIVNE BOLEZNI

V Stevilnih Studijah so iIPSC uporabili za vzpostavitev 2D-
modela, namenjenega identifikaciji novih uc¢inkovin za zdra-
vljenje Alzheimerjeve in drugih nevrodegenerativnih bolezni
(88). Celice iPSC bolnikov z Alzheimerjevo boleznijo so
npr. izpostavili razliénim spojinam in tako identificirali zavi-
ralce sekretaze y, ki je kandidatna proteinska molekula za
razvoj ucinkovin za zdravljenje tega patoloSkega stanja
(89). Podobno so z uporabo iPSC bolnikov z amiotrofiéno
lateralno sklerozo (ALS), ki so jih diferencirali v motori¢ne
nevrone, dokazali in vitro, da digoksin in nekatere druge
majhne molekule modulirajo nastanek za ALS znadilnih
agregatov (40). Na ta nacin so identificirali tudi nove ge-
netske dejavnike, kar je spodbudilo razvoj genskih terapij
za to bolezen (41).

Nevralni 3D-modeli iz iPSC se pogosto uporabljajo kot si-
stemi in vitro za odkrivanje zdravilnih ucinkovin. Tako so
npr. s pomocjo nevronskih 3D-modeloy, ki so jih pripravili
z iPSC bolnikov z DiGeorge-ovim sindromom (delecija
22q11.2), identificirali antipsihotike, ki preprecujejo spon-
tano aktivacijo nevronov in izboljSujejo njihovo funkcijo z
uravnavanjem nivoja kalcija (42). V ¢asu epidemije virusa
Zika pa so z uporabo nevronskih organoidov testirali preko
1000 Ze odobrenih zdravilnih ucinkovin in odkrili, da hi-
peastrinijev bromid ucinkovito preprecuje okuzbo ter po-
pravi poSkodbe v rasti in diferenciaciji nevronov (43).

OMEJITVE PRI UPORABI iPSC

Celi¢ni modeli in vitro, izdelani iz iPSC, torej nudijo velike
moznosti pri odkrivanju novih zdravilnih u€inkovin, vendar
pa imajo tudi doloGene omejitve, ki ovirajo njihovo SirSo
uporabo. Kljub temu, da pogosto bolje oponasajo fizioloSke
pogoje od ostalih predklini¢nih modelov, vseeno ne omo-
gocajo posnemanja kompleksnih medceli¢nih in znotraj-
celi¢nih interakcij, ki so znadilne za razli¢ne bolezni. Po-
manjkljivi so tudi pri modeliranju bolezni, katerih
patofiziologija vkljuCuje ve€ genov in signalnih poti. DoloCen
delez celic, diferenciranih iz iPSC, pogosto ostane nezrel,

kar seveda omejuje njihovo funkcionalnost. S tovrstnimi
modeli tudi teZje posnemamo bolezni, ki se pojavijo v kas-
nejSem Zivljenjskem obdobju posameznika. Poleg tega pa
tem testnim modelom manjkata robustnost in ponovljivost.
Variabilnosti v protokolih reprogramiranja somatskih celic
v iPSC in njihove nadaljnje diferenciacije povzro¢ajo feno-
tipsko heterogenost med razlicnimi posamezniki. Zato je
za potrjevanje testnih ugotovitev potreben vecji nabor linij
iPSC, to pa povecCuje kompleksnost in stroske raziskav.
Tudi uporaba visoko zmogljivih metod testiranja ucinkovin
je pri testiranju v celi¢nih modelih iz iPSC lahko omejena,
in sicer zaradi razmeroma dolgotrajnega in dragega pro-
cesa priprave iPSC. Pri Klini¢ni uporabi iPSC v regenerativni
medicini pa ostajajo nereseni pomisleki povezani s tumo-
rigenezo in imunskimi zavrnitvami. Trenutno so v teku po-
bude za vzpostavitev nadzora linij iPSC ter postavitve smer-
nic za standardizacijo postopkov njihovega pridobivanja in
diferenciacije, v kar smo vkljuceni tudi raziskovalci Fakultete
za farmacijo (COST, Haplo-iPS). To bi omogocilo, da bi
tekom testiranja lahko locili normalno celicno fenotipsko
variabilnost od fenotipov, specifi¢nih za bolezen, s tem pa
premagali marsikatero oviro pri uporabi iPSC (3, 5, 44).

SKLEP

Odkritje iPSC je omogocilo velik napredek ne samo v re-
generativni medicini, ampak tudi pri razvoju zdravilnih ucin-
kovin, saj v primerjavi z obstoje¢imi celicnimi in Zivalskimi
sistemi testni modeli, izdelani iz iPSC, natanc¢neje posne-
majo (pato)fizioloSko stanje Cloveskih tkiv in organov ter
omogocajo varnejse testiranje z manj eti¢nih zadrzkov. Ce-
lice iPSC trenutno predstavljajo klju¢no orodje za modeli-
ranje bolezni in razvoj personalizirane medicine, s ¢imer
lahko terapije prilagodimo posameznim bolnikom. Kljub
temu, da iPSC ponujajo realno moznost za nadomestitev
zivalskin modelov v predklini¢nih Studijah, pa se pri njihovi
uporabi sreCujemo s pomembnimi izzivi, kot so: nezado-
stna zrelost celic, variabilnost celi¢nih linij, kompleksnost
diferenciranja ter visoki stroski proizvodnje, gojenja in dife-
renciacije. Za SirSo uporabo iPSC v farmaciji bi bilo zato
potrebno optimizirati predvsem postopke njihove diferen-
ciacije, izboljsati ponovljivost testnih rezultatov ter vpeljati
visokozmogljive sisteme za povecanje uporabnosti teh mo-
delov pri odkrivanju novih zdravilnih ucinkovin. Kljub temu
pa se z nenehnim napredkom na tem podrocju blizamo
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Gasu, ko bodo iPSC postali nepogresljivi v farmaciji in omo-
gocili hitrejSe in natanénejSe razvijanje ucinkovitejsih in var-
nejSih farmakoterapevtskih pristopov za Sirok spekter bo-
lezni.
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