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Abstrakt

Soucasné poznatky o biologii kmenovych bunék ukazuji na redlnost vyuziti téchto
unikatnich bun¢k v klinické medicin€, zejména v podob¢ takzvané bunécné terapie. Cilem
bakaléiské prace je sumarizovat soucasné pokroky v diferenciaci riznych typit kmenovych
bunék do endokrinnich buné€k pankreatu, s cilem vyuzit jich spolu s transplantacemi slinivky a
ostruvka k1écbé diabetu. Soucasti bakalatské prace je také ptehled vyvoje endokrinnich

bun¢k pankreatu véetn¢ molekularnich mechanizmi a faktort, které tento proces fidi.

Abstract

Current knowledge about the biology of stem cells show the feasibility of using these
unique cells in clinical medicine, especially in the form of so-called cell therapy. The aim of
this bachelor thesis isto summarize the current advances in the differentiation of different
types of stem cells into pancreatic endocrine cells, in order to use themalong with the
pancreas and islet transplantation in the treatment of diabetes. The work is also an overview
of the development of pancreatic endocrine cells, including the molecular mechanisms and

factors that control this process.
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SEZNAM ZKRATEK

DM1 diabetes mellitus 1. typu

ES bunky embryonic stem cells; embryonalni kmenové bunky

FGF fibroblast growth factor; fibroblastovy rtstovy faktor

iPS bunky induced pluripotent stem cells; indukované pluripotentni kmenové
bunky

Ngn3 neurogenin 3

Pdx1 pancreatic and duodenal homeobox 1 (nema cesky ekvivalent)

Pax4 paired box 4 (nema Cesky ekvivalent)

Pax6 paired box 6 (nema ¢esky ekvivalent)

H1xb9 homebox trancription factor (nema ¢esky ekvivalent)

Hnf1p hepatocyte nuclear factor 3; hepatocytarni nuklearni faktor 18

Hnf3p hepatocyte nuclear factor 2f3; hepatocytarni nuklearni faktor 33

Hnf4a hepatocyte nuclear factor 4a; hepatocytarni nuklearni faktor 4a

Hnf6 hepatocyte nuclear factor 6; hepatocytarni nuklearni faktor 6

TGF-B transforming growth factor ; transformujici ristovy faktor 3



UvoD

Slinivka biisni patii mezi dilezité organy se schopnosti sekrece. Spravna funkce hraje
vyznamnou roli pro zdravi ¢lovéka a jeji poruchy vazné ohrozuji zivot jedince. NejcastejSim
onemocnénim pankreatu zasahujici do endokrinni funkce je diabetes mellitus, ktery se
vyskytuje stale Castéji, nékdy se dokonce hovoii o svétové epidemii. Diabetes se fadi na 4.
misto ve svétovém zebficku na seznamu chorob, jez jsou pficinou Umrti. Odhaduje se, ze
néaklady na komplikace spojené s cukrovkou se pohybuji mezi 5 — 10 % celkovych svétovych
nakladi na zdravotni péci. Z téchto a mnoha dal$ich divodu jsou intenzivni snahy objevit

zpusoby, jak tuto nebezpecnou nemoc vylécit.

Bunécné terapie se nabizi jako nejvhodnéjSi feSeni. Prvni UspéSnéd transplantace
slinivky pted nékolika desitkami let nabidla poprvé redlnou moznost definitivniho vyléceni
cukrovky. Bohuzel tento slozity zakrok doprovazi i v souc¢asné dob¢ fada komplikaci, a proto
se vyzkum ubiral smérem k mén€ invazivnim postupim, coz je napiiklad transplantace
samotnych Langerhansovych ostruvki. Ale i zde se vyskytlo nékolik problému a to predev§im
nedostate¢ného mnozstvi darcovského materidlu. Z toho diivodu se védci pokouseji vytvofit

zcela nové P buiky, konkrétné za vyuziti kmenovych bunék

Kmenové buiiky se diky svym schopnostem sebeobnovy a moZnosti dat vzniknout
riznym bunéénym typim staly hlavnim kandidatem v bunécné terapii pi1 1écbé diabetu.
Experimentuje se sodlisnymi druhy kmenovych bunék, jako jsou bufiky embryonalni,

dospélych tkani ¢i buniky uméle indukované.

Hlavnim cilem této prace je sumarizovat piehled pokroka Vv diferenciaci vybranych
typli kmenovych bun¢k do endokrinnich bunék pankreatu vcéetné nékolika konkrétnich
postupi. Kromé tohoto pfistupu k 1€cb¢ diabetu jsou v praci struéné nastinény transplantace
slinivky i1 samostatnych Langerhansovych ostruvkd. Prace rovnéz obsahuje popis stavby

slinivky, jejiho vyvoje v€etné souvisejicich faktorii a blize se zabyva mechanizmem funkce f3
bungk.
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1 PANKREAS

Pankreas neboli slinivka bfi$ni je neparovy organ, ktery se sklada ze dvou odlisnych
bunécnych populaci - exokrinni buiiky, které¢ vylucuji enzymy do traviciho traktu a bunky
endokrinni, které uvoliiuji hormony do krevniho ob&hu (Slack, 1995). Pro dobré porozuméni

funkei slinivky je dilezité znat jeji ptivod a pribéh vzniku.

11 Vyvoj

Gastrulace je definovana jako hlavni buné€né reorganizace do tii zdrode¢nych vrstev
ektodermu, mezodermu a endodermu, béhem niz jsou také generovany zarodecné bunécné
linie (Best et al., 2008). Z endodermu vznika primitivni trubice stfeva, ktera se ¢leni na
pfedni, stfedni a zadni stfevo. VéEtSina organu se vyviji z pfedniho stéeva. Je tomu tak i u jater
a slinivky bfi$ni, jez vznikaji ze spole€né¢ho souboru prekurzorovych bunék na distalnim
konci piedniho stieva, kde stievni trubice vytvaii proximalni ¢ast dvanéctniku (Deutsch et al.,
2001).

Charakteristickd organizace pankreatu se formuje poté, kdy jiz vznikla stfevni trubice
z endodermu (Shanti et al., 2007). Slinivku je mozné poprvé identifikovat 26 dni od poceti
(dpc) jako ventralni a dorsalni zhusténi epitelidlnich bun€k koncové €asti primitivniho stieva
v podob¢ dvou pupent (Piper et al., 2002a, 2004) (obrédzek ¢. 1). Dorsélni pupen se objevuje
jako prvni, ventralni pupen vznika o méné nez jeden den pozdé&ji (Shanti et al., 2007). Oba

pupeny puci z endodermalniho epitelu.

Dorsalni pupen

Obrazek ¢. 1: Umisténi dorsdlnich a ventrdlnich pankreatickych pupent v lidském embryu

starém piiblizné 36 dnd. (Slack, 1995; upraveno)
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Béhem patého tydne lidského vyvoje migruje ventralni pupen kolem primitivniho
stfeva, dokud se nedostane do kontaktu s dorsalnim pupenem (Shanti et al., 2007). Zac¢atkem
Sestého tydne dochazi k splynuti pupenti a ty za¢nou vriistat do okolniho mesodermu a tvoftit
hlavni kanélek. Zatimco se tento hlavni kanalek prodluzuje, sekundarni kanal se formuje a
vétvi. Na zacatku devatého tydne se na zakoncenich kanalka shlukuji bunky, které daji vzniku
acintim.

Béhem desatého tydne se objevuji a buriky, & bunky v jedenactém tydnu a o dva tydny
pozdéji vznikaji f bunky. Do konce dvanactého tydne vznikaji interlobularni kanalky
formujici zaklad budoucich lobulédrnich struktur pankreatu. V Sestnactém tydnu se vytvaieji
prvni zralé aciny a tento proces pokracuje az do narozeni. Béhem dalsiho prodluzovani a
rozsifovani kandlki dochdzi k puceni shlukli bun€k ze stén mensich vétvi. Tyto buiiky jsou
odlisné od shlukli na termindlnich ¢astech, které ddvaji vzniknout acintim a jsou zdkladem
ostrivk. Shluky bunék potencidlnich ostrivkli migruji pry¢ ztubuli do stromatu
rozvijejicich se zlaz, zatimco se prubézné tvoii a puci dalsi shluky. Ostrivky se rozsituji diky

proliferaci prekurzorovych bun¢k a splyvanim bunéénych shlukli v t€sné blizkosti.

Dorsélni
pupen

Ventralni
pupen

Ostrivek

Pohyb endokrynnich
Vétveni a exokrynnich Dospéla slinivka
prekurzorovych bunek

\
Ventralni pupen
po rotaci

Endoderm

TRENDS in Molecular Medicine

Obréazek ¢. 2: Schéma vyvoje pankreatu. (Slack et al., 200; upraveno)

Exprese hormontl, pozorovatelnd jako nepatrny vyskyt epitelidlnich bunck
imunoreaktivnich na inzulin, je poprvé patrna 52 dnt od poceti, coz je témét az o 4 mésice

pozdéji od prvniho naznaku pankreatickych pupeni (Piper et al., 2004)
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1.1.1 Transkrip¢ni faktory

Do seznamu doposud identifikovanych transkrip¢nich faktorti ucastnicich se vyvoje
pankreatu patii nejznaméjsi: Pdx1, Pax4 a Pax6, Isl-1, Beta2/ NeuroD, Nkx2.2, Nkx6.1,
Ngn3, Hnf6, H1xb9 a Hnf3pB (Soria et al., 2000a).

Pdx1 (z anglickeho Pancreatic and duodenal homeobox 1) je jednim z kli¢ovych
homeotickych transkrip¢nich faktord (Soria, 2001). Je dilezity nejen pfi regulaci exprese
inzulinového genu, ale je také nezbytny pro diferenciaci slinivky. Ta za¢ina v epitelidlnich
bunkach expresi Hnf6, H1xb9, Hnf3B a Pdxl. Hnf6 je homeoboxovy gen piitomny
Vv epitelidlnich buiikdch, které jsou prekurzory exokrinnich a endokrinnich buné¢k. H1xb9 je
potfebny pro pankreatické puceni, kdy epitelidlni buniky méni sviij tvar, tvofi vrstvy a migruji.
Hnf3p je kritickym faktorem vyvoje endodermalnich bunétnych linii a navic reguluje
transkripci Pdx1.

Po tomto pocate¢nim obdobi raného vyvoje pankreatu, které konci vznikem bunék
pozitivnich na Pdxl, se objevuje skupina transkripénich faktor, které charakterizuji
prekurzory endokrinnich bun¢k. Do této skupiny patii Isl-1, Pax6, Nkx2.2, Beta2/NeuroD, a
Ngn3. Isl-1 byl prokazan jako nezbytny pro diferenciaci bun¢k ostruvkt (Ahlgren et al.,
1997). To bylo potvrzeno pokusem na mysich, které po vyfazeni funkce Isl-1 genu zcela
postradaly endokrinni butiky. Kromé toho je exprese Isl-1 také dilezita pro vyvoj exokrinni
tkan¢ dorsalniho pupenu, coZ naznauje, Ze signaly spoustéjici morfogenezi dorsdlniho a
ventralniho pupenu jsou odlisné. Pax4 a Pax6 jsou dva homeotické proteiny s expresi ve
vyvijejicim se stfeve a v dospélé slinivce, jsou nepostradatelné pii tvorbé riiznych bunéénych
typt (Soria, 2001). Zatimco Pax6 je nezbytny pro generovani o bunék sekretujicich glukagon
(St-Onge et al., 1997), Pax4 je klicovym faktorem pro diferenciaci  bunék produkujicich
inzulin a & bun¢k potiebnych pro tvorbu somatostatinu (Sosa-Pineda et al, 1997). Pro Ngn3
bylo nedavno prokazano, ze se podili na vyvoji vSech ¢tyi typt endokrinnich bun€k (Jensen et
al., 2000a) a ptedpoklada se, ze Ngn3 pozitivni buriky jsou prekurzory ostravkiu. Ngn3 dale
indukuje expresi transkripéniho faktoru Beta2/NeuroD, podilejiciho se na expresi genu pro
inzulin a na diferenciaci bun¢k ostrivkli (Naya et al., 1997). Tato faze vyvoje konci spolu
s bunikami, které praveé exprimuji Ngn3, Beta2/NeuroD, Isl-1, Nkx2.2, a Pax6 (Soria, 2001).
Tyto populace bunék obsahuji endokrinni prekurzory, které se mohou dale vyvinout
Vv kompletni ostravky.

Diferenciace 3 bunck s nejvétsi pravdépodobnosti zacina se zvySenou expresi faktoru

Pax4 (zatimco Pax6 udrzuje pod kontrolou buiiky produkujici glukagon). V jiz
14



diferencovanych B buitkdich Pdx1 indukuje expresi inzulinu a GLUT-2 (gluk6zovy
transportér). Jak je znazornéno na obrazku ¢. 3, vétSina z téchto faktorl je exprimovana

postupné a prechodné béhem vyvoje.

Rany pankreaticky vyvoj Endokrynni bunééné prekurzory B buiiky
GLUT-2
- S -
m:*m 5 ozl
= #
¢ + :
;
E8.5 59.55 E10 E15 E18

i’- Beta2/NeuroD

Obrazek ¢. 3: Sekvencni exprese transkripénich faktori béhem diferenciace f bunégk.

E — embryonalni den. (Soria, 2001; upraveno)

Mezi dal$i dilezité transkripéni faktory kritické pro preziti a proliferaci
pankreatickych progenitorti patii také Sox9 (Best et al., 2008). Ten je regulovan spolu
s postupujici endokrinni diferenciaci (Best et al., 2008). U slinivky dospélého jedince se Sox9
zachovava pouze v epitelialnich burnikach pankreatického vyvodu.

V pozdéjsich stadiich vyvoje, kdy jiz dochézi k rotaci pupent, je diillezitou slozkou
regulace tohoto procesu sniZzeni exprese genl rodiny Hedgehog kodujici signalni molekuly.
Geny sonic hadgehog (Shh) a indian hadgehog (Thh) maji sviij podil pti vyvoji stieva. Jakmile
dojde K jejich regulaci, dorsalni a ventralni pupeny zacnou rist. Pfedpoklada se, ze k represi
genu Shh dochazi vlivem pulsobeni faktorti z rodiny TGF-f, predevsim aktivin-fB a FGF-2,
které sekretuje notochord (Hebrok et al., 1998).

Ackoliv jsou tyto transkripcni faktory vyZzadovany pro organogenezi slinivky, stale se
jesté presné nevi, jak je jejich exprese regulovana, zda funguji spole¢nou cestou, jestli je

mozné zmenit poradi aktivace a které jsou klicové faktory potiebné béhem organogeneze

15



(Soria 2001). Identifikace charakteristického ,,menu faktort spojenych s prekurzorovymi
bunikami v rGznych fazich by mohla pomoci definovat genetickou kaskddu pro produkci

ostrivku a stanovit tak protokoly pro fizeni bunécné diferenciace konkrétnimi cestami.

1.2 Stavba a funkce

Cely organ u ¢loveka vazi 70-150 grama a méfi 15-25 centimetrit (Slack, 1995). Je
napojen na dvanactnik pies ,,ampulla Vatery“, kde se hlavni pankreaticky vyvod pfipojuje na
zluCovod. Pro oznaCeni c¢asti lidské slinivky od proximdlni k distalni Casti se pouzivaji
terminy hlava, krk, télo a ocas (obrdzek ¢. 4). Funkéné se pankreas rozdéluje na exokrinni a
endokrinni ¢ast.

Zlucovod
N télo pankreatu

hlavni kanalek

ocas pankreatu

hlava pankreatu

Obréazek €. 4: Anatomie pankreatu dospélého ¢lovéka. (Slack, 1995; upraveno)

Exokrinni ¢ast pankreatu tvoii lalo¢naté rozvétvené acinarni zlazy (Slack, 1995)
(obrézek ¢. 5). Jejich sekretujici bunky seskupené do acinll maji pyramidalni tvar s jadry,
pravidelnym seskupenim drsného plazmatického retikula, napadnym Golgiho komplexem a
cetnymi sekre¢nimi granuly obsahujicimi trdvici enzymy, kterych je nejméné 22 vcetné
proteaz, amyldz, lipaz a nukledz. VétSina znich je vyluGovana ve formé inaktivnich
prekurzort, které se stavaji aktivnimi poté, co vstoupi do dvanactniku. Lumina acind jsou
mal& a mohou byt terminalni nebo inkterkalarni. V misté, kde se setkavaji aciny s kanalkem,
se nachazi ploché centroacindzni buiiky krychlovitého tvaru bohaté na mitochondrie, které
sekretuji neenzymatické slozky pankreatickych §tav, véetné bikarbonatu. Sekrece
pankreatickych  §tdv  je regulovana hormonalni stimulaci, hlavné sekretinem,

cholecystokininem, gastrinem a také nervovymi podnéty.
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acinarni buika sekretujici enzymy

centroacinozni bufiky

Obrazek ¢. 5: Histologie pankreatického acinu. (Slack, 1995, upraveno)

Endokrinni bufiky jsou organizovany zcela jinym zplsobem. V roce 1896 Paul
Langerhans na slinivce pozoroval mikroskopické ostrivky odlisné struktury oproti bunééné
mase produkujici travici enzymy (Calne, 2005). Slinivka obsahuje pfiblizné jeden milién
Langerhansovych ostrivki. Tyto ostrivky maji na starost endokrinni funkci pankreatu.
V ramci ostrivku existuje jemné a bohaté kapilarni a nervové propojeni pifipominajici
glomerulus ledvin. Kazdy ostrivek se sklada z ptiblizné tisice bunék ¢&tyt riznych typa

S vlastni sekre¢ni funkci:

- a buniky produkuji glukagon (antagonista inzulinu - ptsobi proti jeho u¢inku)

- 0 bunky produkuji somatostatin

- PP bunky produkuji pankreaticky polypeptid

- B buiiky produkuji inzulin, tvoti 60 - 80 % vSech bunék ostriivki, coz ¢ini 6000 - 8000
bunék/ostriivek
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Obrézek €. 6: Bunééné typy pankreatu. (Shanti et al., 2007; upraveno)
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1.2.1 P buinky

Pankreatické B bunky slouzi k syntéze, zpracovéani, ukladdni a uvolfiovani inzulinu
(Soria et al., 2008). Potravou indukované uvoliiovani inzulinu je velice pfesny proces, pii
kterém P bunky rozpoznaji koncentraci glukozy v krvi a uvolni pfesné mnozstvi inzulinu
potiebné k normalizaci glukézy v krvi. Odpovédi a reakce P bun€k propojuji rizné

intracelularni mechanizmy.

Exocytoticky systém je podobny jako u jinych sekrecnich bunék, ale odpovida na
integrované propojeni signalt, jako jsou pochody vapniku, metabolizmem glukdzy
indukované posly ¢i jaderné zmény. To vSe spole¢né s extracelularnimi posly. Dale na rozdil
od ostatnich endokrinnich buné¢k je inzulin uvoliiovan rychlym procesem, ve kterém intra- a
extracelularni signdly vytvaii plynulou odpovéd (ve tvaru S kiivky), ktera udrzuje hodnotu
krevni glukozy kolem 5 mM. Populace B bunék jsou propojeny navzijem do funkéniho
syncytia (Soria et al. 2000a). Z fyziologického hlediska lze fici, ze spravnou odpoveéd
poskytuji agregované ostrivky, zatimco jednotlivé  bunky nikoliv. Interakce cytokinti mezi
jednotlivymi bunéénymi typy muize byt dalezitym atributem, ktery by byl ztracen u

samostatné oddélenych ostrivki (Calne, 2005).

Kontrola glukézy B buiikami je zprostfedkovana jejim transportem pies bunécnou
membranu pomoci glukdzového transportéru GLUT-2 a naslednym ,,zachycenim® glukozy
uvnité bunky jeji fosforylaci pomoci glukokinazy (Best et al., 2008) (obrézek ¢. 7). Tento
narist intracelularni glukoézy stimuluje tvorbu adenosintrifosfatu (ATP), ktery uzavie ATP-
senzitivni draslikové kanaly ménici membranovy potencidl. To zpiisobi depolarizaci, vzrist
intracelularni hladiny drasliku a koordinovanou exocytdzu inzulinovych granul. Sekreéni
produkty ostrivkl vstupuji do portalni krve a prvnim organem, ktery potkavaji, jsou jatra
(Calne, 2005). Inzulin je ¢aste¢né¢ metabolizovan praveé v jatrech, které zméni glukézu na

glykogen.
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Obréazek €. 5: Sprazeni stimulti sekrece pankreatickych B bunék. (Soria et al., 2008;

upraveno)

1.2.2 Inzulin

Molekularni struktura tohoto slozitého proteinu byla odhalena v Cambridge roku 1950
Vv laboratofich molekularni biologie Frederikem Sangerem (Calne 2005). Inzulin je dimericky

protein spojeny disulfidickou vazbou (Slack 1995).

Pfi vzniku aktivni formy inzulinu je neaktivni proinzulin roz$té€pen na aktivni inzulin a
molekulu C-peptidu (Calne, 2005). Tento peptid je sledovanym znakem probihajici syntézy
inzulinu. Fyziologie inzulinu a kontrola metabolismu glukézy tvoii propojeny komplex.
Kromé dulezité bazalni sekrece je inzulin uvolfiovan v zavislosti na pfijmu potravy. Efekt
inzulinu na cilovou tkan je jak metabolicky, a to pfedev§im v podpofe vychytavani glukozy,
tak mitogenni (Slack, 1995). Inzulinova granula, ulozena v [ builkach, jsou v pulzech
uvoliovany soubézné z velkého poctu B bunck v pfesném mnozstvi a s pfesnym nacasovanim
v zavislosti na okolni koncentraci glukézy (Calne, 2005). B bunky maji ve své funkci zna¢nou
rezervu, takze i po pfijmu velké porce potravy ne vSechny bufiky uvolni své zasoby inzulinu.
Dochézi rovnéz k pomalé obnové  bunék (pifiblizné 5 % za rok) z bunék progenitorovych

umisténych na ostriveich nebo ve vyvodu exokrinni ¢asti pankreatu.
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1.3 Poruchy funkce

Onemocnéni slinivky se mohou dotykat jak jeji endokrinni, tak exokrinni ¢asti. S tou
jsou nejcastéji spojeny akutni nebo chronické zanéty neinfekéniho pivodu. Dal§im mnohem
Tyto rakoviny maji velice agresivni pribéh a pacienti nedostavaji ¢asto ptiznivou prognozu.
Nicméné nejcastéjSim onemocnénim, které zasahuje do endokrinni funkce slinivky, byva

diabetes mellitus.

1.3.1 Diabetes mellitus

Diabetes mellitus neboli cukrovka je heterogenni metabolické onemocnéni postihujici
2-5 % dospélé populace rozvinutych zemi (Bernd et al., 2001). Podle svétovych prevalenénich
udajt se odhaduje, ze v roce 2000 bylo 130 miliond nemocnych a v roce 2025 se predpoklada

narast na 300 miliona pacientd.

Mrwe

vyzkumnych skupin po desetileti (Murtaugh, 2007). Jejich vyzkumné studie naznacuji, Ze
nahodila kombinace zmén v genovych predispozicich spolu s rizikovymi faktory Zivotniho
prostiedi vyvolavaji vznik cukrovky. Existuje nékolik typti tohoto onemocnéni, ale mezi dvé

nejrozsitenéjsi a nejznamé;jsi patii diabetes mellitus prvniho (DM1) a druhého typu (DM2).

Typ jedna je autoimunitni onemocnéni spojené s uréitou konfiguraci genetickou HLA
(human leukocyte antigens) komplexu, nejcastéji pfitomnou u déti a dospivajicich, ale muze
se také vyskytnout u dospélych (Calne, 2005). DM1 je multifaktoridlni onemocnéni vyvijejici
se od komplikovanych interakci mezi genetickymi a environmentalnimi rizikovymi faktory
(Kabelitz et al., 2007). Casto, ale ne nezbytn&, onemocnéni propukne po prodélané virové
infekei. B buniky pankreatickych Langerhansovych ostrivki jsou vybrany k imunitni destrukci
aktivovanymi T lymfocyty, které jest¢ nemaji definovany molekularni cil (Calne, 2005). K
obnové masy B bunék nemlze dojit kvili pokracujici autoimunni aktivit¢ a nedostatku
progenitorovych bunék. Zniceni f bun€k ma za nésledek nedostatek inzulinu, coZ vede
k vysokym hodnotdm glykémie (koncentrace glukozy v krvi). Tyto nepfirozené
hyperglykémie akutné vedou k otravé ketony a dlouhodobé¢ k dal§im komplikacim jako je
neuropatie, retinopatie, nefropatie a mohou u Spatné¢ kompenzovaného pacienta vést az
Kk pfedc¢asnému umrti. Jediny soucasny zpusob, kterym lze DMI1 kontrolovat je exogenni

aplikace inzulinu, pfisny dietni rezim a Castd sebekontrola glykémii. Pfed zavedenim inzulinu
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v roce 1920 pacienti umirali v bolestivém vyhublém stavu v pubertalnim véku diive, nez
mohli mit vlastni déti (Calne, 2005). ZlepSenim inzulinové terapie a dietou se navratili
pacienti Kk relativné normalnimu zivotu, ale i s dobrou kompenzaci se mohou rozvinout

sekundarni komplikace.

Diabetes druhého typu je bézny zvlasté u obéznich lidi. Zpocatku jejich 1écbu
predstavuje dieta a peroralni antidiabetika. V tomto piipad¢ je cukrovka typicka inzulinovou
rezistenci ve tkanich a néaslednym zvySenim produkce velkého mnozstvi inzulinu ziejmé ve
snaze piekonat rezistenci. Nakonec dojde k selhani B bunék a pfiblizn¢ polovina pacientii
potiebuje exogenni injekce inzulinu a také se vyskytuji stejné sekundarni komplikace jako u
DML.

I kdyz lécba inzulinem jiz zachrdnila bezpocet diabetiki od predCasné smrti,
predstavuje spiSe vylepSenou lé¢bu nez skute¢ny 1ék (Murtaugh, 2007). Opravdovy lék pro

diabetes, predevsim prvniho typu, by mohl byt dosazen nahrazenim zni¢enych bunék.

2 BUNECNE TERAPIE POMOCI TRANSPLANTACI

Transplantace pankreatické tkané, neporuSené¢ celé slinivky nebo izolovanych
pankreatickych ostrivkl se staly klinickou moznosti, kterou je tfeba brat v potaz v ptipadé

1é¢by pacienti s cukrovkou prvniho typu (Meloche 2007).

2.1 Transplantace slinivky

Transplantaci slinivky Ize dosdhnout, bohuZel ne vzdy, stalé hladiny krevni glukézy
potiebné pro snizeni rizika vzniku sekundarnich diabetickych komplikaci, ale vystavi pacienta
pooperacnim obtizim, nezddoucimu efektu imunosuprese a riskuje se pripadnd vyrazna ztrata
funkce Stépu, coz vyzaduje navrat kexogennimu inzulinu (Meloche, 2007). Prvni
transplantace byla provedena v roce 1966, avsak v této dobé byly zakroky provazeny mnoha
obtizemi. Se zdokonalenim technik, imunosupresivni 1é€by a pooperacnim monitorovani
pacientl se sniZzila jejich imrtnost a zvysilo se preziti transplantované tkane.

Transplantace pankreatu lze rozdélit na tfi rizné klinické subjekty: Simultanni
transplantace slinivky a ledvin (SPK z anglického simultaneous pankreas and Kkidney
transplant), transplantace ledvin nasledovana transplantaci slinivky (PAK z anglického

panceras after kidney transplant) a samotna transplantace pankreatu (PTA z anglického
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pankreas transplant alone). Kazda ztéchto transplantaci mé& své vlastni charakteristické
indikace, rizika a vysledky.

Simultanni transplantace pfedstavuje nejbéznéjsi typ, jelikoz ledviny byvaji Casto
poskozeny v dusledku $patné kompenzace diabetu. Vyhodou je, Ze pacient prodéla pouze
jednu operaci a nasledujici lécba muze byt fizena stejnymi, nebo velmi podobnymi,
imunosupresivnimi léky.

Zatimco SPK transplantace je omezena na pouziti ledvin z mrtvého darce, v piipadé
oddé€lenych transplantaci PAK Ize jako déarce vybrat zivého jedince, coz zvySuje pocet
potencidlnich kandidati. Ackoliv musi pacient prodé€lat dva rozdilné zakroky, nasledna
pooperacni 1é¢ba je obdobna jako u simultanni transplantace.

Transplantace samotné slinivky je nejméné Casta a provadi se pravé u pacientd, ktefi
nemaji divody pro transplantaci ledvin. K jejimu provedeni museji byt zdvazné indikace, jako
jsou opakované akutni a tézké metabolické komplikace (npt. hypoglykémie, ketoacid6za),
Klinické a psychické problémy spojené s exogenni inzulinovou terapii a celkové nizka kvalita

Zivota zpusobena chronickym onemocnénim (Robertson et al., 2000).

Ptestoze uspésné provedena transplantace vede k dlouhodobé zlepSenym hodnotam
glukozy a kvalit¢ zivota, pacient podstupuje vysoké riziko pooperacnich komplikaci —
napiiklad trombdza cév Stépu, nitrobtisni krvaceni ¢i sepse, zadnét Stépu nebo dokonce jeho
funkéni ztratu (Meloche, 2007). Mimo to je navic nutné podstoupit dlouhodobou
imunosupresivni 1é¢bu, kterd je spojena stadou vedlejSich efekti a problémi. Proto se

uptednostnuji méné rizikové zpisoby lécby.

2.2 Transplantace ostrivku

Transplantace ostrivkll je méné invazivni alternativa neZ transplantace celé slinivky a

byl prokazan nizsi vyskyt naslednych komplikaci (Meloche, 2007).

Prilomovou studii s nejvétsim pfinosem v této oblasti predstavil Saphiro se svym
tymem (2000). Provedli transplantaci ostrivkli sedmi pacientim za pouziti nésledné
imunosupresivni terapie bez glukokortikoidl. Ostruvky byly ziskdny od darct s odumielym
mozkem a byly ihned bez nutné kultivace pouzity k zakroku. Jejich spotieba byla kolem 11
000 ostravkd na kilogram hmotnosti pacienta. Ostrivky rozsuspendované v roztoku lidského

albuminu a heparinu byly vpraveny infuznim katetrem pfes portalni zilu do jater. Po
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transplantaci byli pacienti sledovani a u vSech sedmi jedinci jiz n€kolik dnli po zakroku
nebyla potfebna exogenni inzulinova lécba. Nékteti pacienti sice museli podstoupit druhou
infizi ostruvka, ale u zadného znich nedoSlo kumrti ani akutnimu odmitnuti
transplantovaného materialu. V ramci imunosupresivni 1é¢by musi vSak uzivat sirolimus,
takrolimus a daklizumab zatézujici organizmus. Navic dlouhodobé sledovani pacientli po
zakroku pfineslo vysledky, kdy po prvnim roce si 80% znich udrzelo nezavislost na
exogennim inzulinu, po dvou letech to bylo 70% a po péti letech pouha polovina (Calne,
2005). Pricinu tohoto poklesu nelze jednoznacné oznacit, ale mohlo by se jednat o kombinaci
pomalé rejekce, opétovnym ndstupem autoimunni destrukce a vycerpani transplantovanych

bungk.

Tyto komplikace inspirovaly védce k vylepseni stavajici metody. Novy postup spoc¢iva
vV umisténi izolovanych ostrivk do specialnich kapsli z polopropustné membrany
agar6zového plivodu (Teramura a Iwata, 2010). Tato membrana by méla z bunék propoustét
potfebny inzulin a odpadni latky, naopak do ostrivku proniknou potiebné ziviny vcetné
kysliku a glukézy. Ale piedevSim zabrani rozpoznani transplantované tkané¢ imunitnim
systémem a odstrani se tak nutnost dodavat imunosupresiva. Védci planuji kromé ostruvki od
darcli vyzkouSet postup 1 na B buiiky diferencované z kmenovych bunék. Vyzkum je vSak

zatim v zacatcich a bud¢ ne€kolik let trvat, nez bude moci byt bézné pouzitelny v praxi.

Ackoliv se tedy transplantace ostrivkill zatim jevi jako nejpfijatelngjsi zplisob vyléceni
cukrovky, nutnost imunosuprese a piredevsim nedostupné mnozstvi potiebné tkané darct pro
velké mnozstvi pacientti nuti vyzkumniky hledat jiné alternativni zdroje 1écby, konkrétné

kmenové bunky. (Soria et al. 2008).

3 BUNECNE TERAPIE KMENOVYMI BUNKAMI

B bunky maji kromé produkce inzulinu fadu dalSich funkci, proto pfed samotnym
zvazenim moznych zdroji nahrazujicich bunék nesmi byt opomenuty nékteré ze zakladnich
ryst takovychto bunék (Halban et al.,, 2011). Za prvé musi byt schopny syntetizovat,
zpracovat a ukladat inzulin, a to v§e v dostate¢ném mnozstvi v zavislosti na metabolizmu (Wu
et al., 2011). Je ¢asto opomijeno, ze primarni B buiikky kromé ptimé sekrece také uschovavaji

velké mnozstvi inzulinu v sekre¢nich granulech vézanych v membrang, stimto uloZenym
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inzulinem tvofi az 10% z celkového mnoZstvi proteint v bunikach. Ale zatim velmi malo

uveiejnénych protokolil se u klinickych néhrad B bunék ptiblizilo k dosazeni téchto hodnot.

Déle by bunky mély byt schopny uvoliiovat inzulin v dostatecném mnozstvi
K udrzovani hladiny glukozy v plazmé v uUzkém rozsahu 5-7 mM, aniz by dochazelo
k nadmérnému uvoliovani vedouciho k hypoglykémii. Zdravé bunky vyuzivaji slozité
mechanizmy K monitorovani a nasledné odpovédi v zavislosti na zménach metabolickych
signal. Také nahrazujici B buiikky budou potiebovat podobné mechanizmy, kterymi budou

schopny piesné regulovat produkci hormonu jako odpovéd’ na okolni podminky.

A Vv neposledni fad¢ originalni B buniky maji regulovanou nizkou prolifera¢ni kapacitu,
diky které nehrozi nekontrolovatelné déleni a zmnozeni bungk, které by mohlo vést k rozvoji
hyperinzulinemické hypoglykémie (Parnaud et al., 2008). Proto zaji$téni omezené a dusledné
kontrolované proliferace je dulezitym tkolem pi#i pokusech generovat in vitro inzulin
exprimujici buniky z vysoce proliferujicich kmenovych bunék nebo prekurzorovych populaci

(Wu et al., 2011).

Mnoho navrhovanych vychozich bunéénych typl pro tvorbu nédhradnich B bunck
muselo byt zavrhnuto, jelikoz nespliovaly pravé nekteré z téchto kriterii, a byly tak klinicky
nepfijatelné. Napiiklad je pomérné snadné pripravit bunky produkujici, coz se doposud
povedlo zriznych typt bunék, jako jsou fibroblasty, kosterni svalstvo, ledvin nebo
vajecnikové bunky (Shaw et al., 2002). Nicméné tyto vyprodukované burniky postradaly prvky
spojujici stimulaci podnétem a naslednou reakce, jak je tomu u originalnich B bunék, a tak
jejich sekre€ni odpovédi inzulinu nebyla regulovana a neodpovidala na fyziologicky ptislusné

signaly (Wu et al., 2011).

A praveé kmenové bunky se diky svym schopnostem jevi jako nejvhodnéjsi kandidati,
ze kterych by bylo mozno vytvaret dostatecné mnozstvi bunék potiebnych K transplantaci, pfi

zachovani své diferencované podoby/funkce.

3.1 Kmenové burky

Kmenové buinky jsou sebeobnovujici se burky, které se mohou diferencovat do
jednoho nebo vice specializovanych buné¢nych typt (Shanti et al., 2007). Kmenové bunky

maji mnoho znakt, které je kvalifikuji jako potencialni nevycerpatelny zdroj ostrivkovych
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bunék. Teoreticky maji kapacitu pro neomezenou replikaci a v piipadé pfimétené diferenciace
se mohou stat pln€ zralymi a funkénimi pankreatickymi buitkami.

Kmenové bunky maji tedy dvé zékladni vlastnosti: sebeobnovu a schopnost
diferencovat se do jinych buné¢nych typu (Soria et al., 2008). Potencialn¢ maji tyto bunky
schopnost zaclenit se do tkané. In vitro diferenciace ukazaly, ze kmenové bunky rtizného

pivodu mohou byt nasmérovany do bunék produkujicich inzulin.

Populace kmenovych bunék, které byly pouzity pii experimentalnich studiich na
produkci takovych bunék lze rozdélit na (Wu et al., 2011):

o embryonalni kmenové buiiky, popisované jako pluripotentni nediferenciované

buriky izolované z embryoblastu vyvijejici se blastocysty.

o tkanové kmenové buiiky, definované jako multipotentni progenitorové bunky

vyskytujici se ve fetalni a dospélé tkani.

o indukované pluripotentni kmenové buiky, ziskané reprogramovéanim
diferencovanych dospélych bunék pomoci nucené exprese genll pro

pluripotenci.

3.2 Embryonélni kmenové (ES) buiiky

Objev pluripotentnich kmenovych bunék (pluripotence - schopnost dat vznikout
bunkam vSech tfi zarodecnych listll) jakozto nevycerpatelného zdroje prekurzorovych bunék,
které mohou byt teoreticky diferencovany v jakykoliv bunéény typ, vedl k moznosti nahrazeni
inzulin produkujicich bun¢k pomoci tkanového inzenyrstvi (Kabelitz et al., 2007). V soucasné
dobé je zastupovan nazor, ze pravé ES builky maji nejvétsi klinicky potencial coby zdroj
materialu pro bunéénou substitucni terapii pii 1é¢bé diabetu, a to predevsim diky svym dvéma
dilezitym vlastnostem — teoreticky neomezena kapacita mnozit se in vitro a tim moznost
poskytnout veliké mnozstvi bun¢k vyzadované pro transplantaci a dale jejich vyvojova
plasticita jim v zasad€ umoznuje vytvaret libovolny bunéény typ lidského téla véetné B bunek
(Wu et al., 2011).

Prvni studie popisujici diferenciaci mySich embryonalnich kmenovych bun¢k v bunky

exprimujici inzulin byly publikovany pied vice nez deseti lety a vyuzivaly strategii, pti které
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gen pro rezistenci K antibiotikim fizeny inzulinovym promotorem umoznoval selekci
spontanné diferenciovanych bunék produkujicich inzulin (Soria et al., 2000a). Po in vitro
diferenciaci byl jeden transgenni ES buné¢ny klon transplantovan do mysi s diabetem, u které
doslo k normalizaci glykémie. Brzy poté se ukazalo, ze i lidské ES bunky jsou schopny
takovéto spontanni diferenciace, avSak s velmi nizkou frekvenci — pouze 1 % bunék bylo
schopno exprimovat pozadovany inzulin (Assady et al., 2001). Ackoliv tyto studie poskytly
dualezita data dokazujici funk¢nost takovéhoto postupu, nebyly déle piejaty jinymi védeckymi
skupinami pravé kvili nizké vynosnosti inzulin produkujicich bunék pii spontanni
diferenciaci (Wu et al., 2011).

Proto se brzy pozornost upiela na fizenou diferenciaci ES bunék pomoci riiznych
protokoli. Studie na ranou fizenou diferenciaci piizpusobily protokol, ktery byl pivodné
navrhnut pro generovani neuralnich bunék z mysich ES bunék, a pfinesly vysledky s vysokou
hladinou produkce inzulinu u ziskanych bunék in vitro, ale nedokéazaly po vpraveni do
laboratornich zvifat kontrolovat jejich hladinu glukézy (Lumensky et al., 2001). Také
nasledujici aplikace podobnych protokolti na mysi a lidské ES bunky prokazaly, Ze vzniklé
burniky Casto podléhaly apoptdze, namétené hodnoty mRNA pro inzulin byly nizké a bunky
spise absorbovaly zna¢né mnozstvi inzulinu z média, nez aby jej samy syntetizovaly de novo
(Rajagopal et al., 2003). Ale i pfes to, Ze tyto protokoly nemusi byt zcela piesné, zamé&fily se
na experimentalni ptistup fizeni pluripotentnich nediferenciovanych ES bunék smérem
k fenotypu B bunék skrz sérii vyvojovych stadii (Wu et al., 2011). Paralelni pokroky
v chapani vyvojové biologie endokrinni ¢asti pankreatu v uplynulych deseti letech, pti kterych
byly také Casto pouzity mysi s funkéné vyfazenymi geny, poskytly detailni znalosti sledu
udalosti a vyvojovych signali béhem jeji formace (Jorgensen et al., 2007). Tyto ziskané
poznatky byly vyuzity v neddvnych studiich navrhujicich diferenciacni protokoly zalozené na

sekvenénim vystaveni lidskych ES bunék ristovym faktorim a mitogenim (Wu et al., 2011).

3.2.1 Protokoly piimé diferenciace

Tyto protokoly jsou navrzeny tak, aby pfi in vitro manipulaci byly zastoupeny dilezité
signaly, které v organizmu fidi pluripotentni buiiky nejdiive do stadia koneéného endodermu,
poté¢ formuji pozdni bunky piedniho stfeva, nasledné¢ endoderm pankreatu, endokrinni
progenitorové buiniky a nakonec vedou ke vzniku plné diferencovanych pankreatickych

endokrinnich bunék (Soria et al., 2008). Protokoly piimé diferenciace jsou tedy zaloZeny na
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identifikaci vné&jsich (npf. aktivin, butyrdt sodny, sonic hedgehog, rastovy fibroblastovy
faktor, glukdza, peptid podobny glukagonu, noggin ) a vnitinich (Pax4) signalu, které fidi ES
bunky skrz pravé touto vyvojovou cestou (Blyszczuk et al., 2003). Analyza exprese gent
(markert) specifickych pro jednotlivé vyvojové faze umoziiuje posoudit ucinnost protokoli

tizené diferenciace do ptislusnych linii.

Konkrétné¢ D’Amour se svou skupinou (2006) vytvoril protokol o péti krocich pro
diferenciaci lidskych ES bun€k do pankreatickych bunék exprimujicich hormony. Protokol
byl upraven piedev§im pro bunécnou linii CyT203. Autofi se zaméfili na generovani
definitivniho endodermu, nasledné bun¢k exprimujicich Pdx1 a nakonec bunék exprimujicich
inzulin. Diky znalostem o vyvojové biologii slinivky se soustfedily na pokusy zaméfené na
pouziti riznych faktori jako naptiklad aktivin, TGF-B1, TGF-B inhibitory, FGF a jejich
inhibitory, nikotinamid, hedgehog inhibitory. Empiricky postup zahrnoval piedev§im
testovani riiznych pouzitych koncentraci, délky aplikace a kombinace téchto faktori a také

v

nejriznéjsi Gpravy médii, ve kterych byly faktory pouzity.

V prvnim kroku pouzité lidské ES bunky ptesly pres mesoderm do faze definitivniho
endodermu pod vlivem vysoké koncentrace 100 ng/ml aktivinu A po dobu ti dni
v kombinaci s nizkou davkou vyzivy v podobé fetalniho bovinniho séra. Skupina
vypozorovala, ze zisk inzulin pozitivnich bun¢k z kultury s pfadanim aktivinu A v davce 100
ng/ml se pohyboval kolem 7,3% v 16tém dni diferenciace. Oproti tomu pii davce 30 ng/ml
zisk Cinil pouhych 0,3%. Navic byl béhem prvniho dne pifidan protein Wnt3a, coz zvysilo
ucinnost tvorby mesodermu jakozto mezikroku.

V druhé fazi byl aktivin A odstranén, coz se v dané kultuie jevilo jako zasadni krok,
ktery umoznil posun definitivniho endodermu do stadia pfipominajiciho primitivni stievni
trubici. Coz potvrdila i pfitomnost faktord Hnf4a a Hnflb. Pro zvySeni efektivnosti procesu
byl jesté pridan rastovy fibroblastovy faktor 10 (FGF-10) a inhibitor hedgehog signalizace
KAAD-cyclopamin.

Tteti krok se sestdva z vystaveni bunek endodermu stfevni trubice piisobeni kyseliny
retinové spolu s vyse zminénym FGF-10 a KAAD-cyclopaminem. Po piidani kyseliny zacaly
buniky exprimovat vysoké hladiny Pdx1 a Hnf6 spolu s udrzujici se nebo také vzrustajici
hladinou Hnflb a Hnf4a. Kombinace téchto genovych expresi vypovida o pfitomnosti bun¢k

pozdniho pfedniho stieva.
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Béhem c¢tvrtého stadia byly tyto bunky produkujici Pdx1 pievadény do linii
pankreatickych a endokrinnich bun¢k. Na kultivacnich miskadch byly pozorovany rozsahlé
oblasti bunék se spoletnou expresi Pdx1 a Nkx6.1 nebo Hnf6é a Nkx6.1, coz je
charakteristické pro pankreaticky epitel. Mezi nimi byly rozptylené bunky koexprimujici
Nkx2.2 spolu s Pdx1 nebo fid¢eji s Nkx6.1, coz je charakterizuje jako bunky, které byvaji
bézné odvozené ze slinivky. Navic mnoho Nkx2.2 pozitivnich bun¢k také produkovalo Ngn3,
¢imz se prokazuje jejich piislusnost k endokrinnim liniim.

Béhem posledni paté faze kolem patnactého dne diferenciace jiz endokrinni buiiky
produkovaly pankreatické hormony inzulin, glukagon, somatostatin a pankreatické
polypeptidy. Cést bunék produkovala spoleéné inzulin a glukagon nebo inzulin a

somatostatin, nejmensi byl vyskyt bunék tvofici vSechny tfi hormony najednou.

O rok pozdé&ji Jiang se svym tymem (2007) publikovali praci, ve které z lidskych ES
bun¢k vygenerovali ostrivkim podobné klastry produkujici inzulin za pouziti jiného

¢tytfazového protokolu. Postup je zndzornén na obrazku €. 8.

1. den .

l Aktivin A + butyrat sodny
8. den | Definitivni endoderm |
15. den Pankreaticky endoderm ’

l EGF+ bFGF + Noggin
22.den (bFGF byl odebran)

EGF+ Noggin

29. den ’ Buiky endokrynniho pankreatu
Krok 4 l Nikotinamid + IGFII
36. den | Klastry podobné ostrivicim

Obrazek ¢. 6: Schéma diferenciace lidskych ES buné€k do klastri podobnych pankreatickym
ostruvkam. (Jiang et al., 2007; upraveno)

V prvnim kroku buriky rostly na vrstvé mysich embryonalnich fibroblasta v médiu a
pusobil na né¢ pridany aktivin A a butyrat sodny. Po jednom dni byla jejich koncentrace

sniZena a tim doSlo k aktivaci endodermalni diferenciace a vzniku definitivniho endodermu.
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Béhem druhého kroku, kdy byly buriky kultivovany za nizkoadherentnich podminek,
doslo k tvorbé agregati a ty jiz byly péstovany v médiu s ptidavkem epidermalniho rustového
faktoru (EGF), bazického fibroblastového rustového faktoru (bFGF) a nogginu. Doslo
k formovani pankreatického endodermu.

Indukce bunék smérem k endorkinnimu pankreatu byla zpisobena odebranim bFGF
z média a kultivace agregatii probihala dale bez n¢;.
Nasledné doslo k jejich pfenosu do média, kde byl pfidan nikotinamid a inzulinu

podobny ristovy faktor 2 (IGF-11) v némz doslo k dozrani buné¢nych klastra.

Na zékladé kone¢ného vyhodnoceni ziskanych bunék a pribéhu diferenciace Ize fici,
Ze ob& védecké skupiny uspésné vytvorily z lidskych ES bunék buné¢nou populaci podobnou
pankreatické, ale bohuzel takto vytvofené builky nedostate¢né odpovidaly na stimulaci
glukozou, a proto je pfi vylepSovani protokolll je nutné se zamefit na tento nedostatek spolu
se zvySenim vytézku diferencovanych bunék.

Castym problémem u vsech diferenciaénich procesti in vitro je piitomnost ostatnich
bunéénych typi v ziskaném vzorku vyslednych bungk, a to véetné bunek nediferencovanych
(Soria et al., 2008). Ty mohou byt vysokym rizikem pro vznik teratomu. Jednim z moznych
feSeni této komplikace je pouzit vhodné selekéni metody, zajiStujici zisk Cisté pozadované

bunééné kultury.

3.2.2 Selekce bunéénych linii

Soria se skupinou vyvinuli systém genetické selekce bunécnych linii pro pankreatické
B buniky zaloZeny na expresi inzulinu (Soria 2001). Ve zkratce se jedna o transfekci bunck s
genem, ktery spojuje regulacni oblast genu pro inzulin s geo, coz je chimericky gen kodujici
B-galaktosidazovou aktivitu a rezistenci na neomycin. Pomoci tohoto ,,inteligentniho®
transgenu (obrazek ¢. 9, GB-1), ktery spojuje gen pro inzulin s genem pro rezistenci k
neomycinu, je mozny vybér inzulin produkujicich bun¢k na zakladé jejich antibiotické
rezistenci (Berna et al., 2001) a kromé toho exprese B-galaktosidazy umoziuje histochemicky
identifikovat transplantované bunky (Soria, 2001). Tento systém bunécné selekce umoziuje
vice variant, jako je vyuziti regulacni promotorové oblasti (obrazek ¢. 9, GB-2),
pankreatického polypeptidoveho promotoru (obrazek ¢. 9, GB-3) nebo promotorové oblasti
genu kodujiciho transkripéni faktor Pdx1 (obrazek ¢. 9, GB-4) (Bernda et al., 2001). Pdx1 a PP
pozitivni buiikky byly stanoveny jako prekurzory B bunék (Herrera, 2000). Navic tyto
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prekurzory mohou byt spojeny s GFP genem a diky fluorescenci produkovaného proteinu lze
identifikovat a odd¢lit pozadované bunécné linie.

GB-1

-
—{ 5ins I Fgeo 1 [ sws|  pokmygor  f—

el e2

GB-2

>
—[ HIP " fraco I pGKHygro l—
o1

GB-3

>
—' PPP ] Fgeo I pGK/Hygro l—

GB-4

— PDX-1P | 80 | pekHygro  —

Obréazek ¢&. 9: Struktura transgent pouzivanych v selekénich strategiich buné¢nych linii. GB-
1: lidsky inzulinovy gen-B-geo/pGK-hygro; GB-2: lidsky inzulinovy promotor-B-geo/pGK-
hygro; GB-3: pp promotor-B- geo/pGK-hygro; GB-4: Pdx1 promotor-B-geo/pGK-hygro.

(Berna et al., 2001; upraveno)

3.2.3 Problémy spojené s ES buiikami

Pted tim, nez bude moci byt provedena transplantace bun€k diferencovanych z ES
bunék do lidského organizmu, je nutné piekonat nékolik teoretickych a experimentalnich
problémd (Soria et al., 2001).

Za prvé musi byt dosazeno rovnovahy mezi proliferacni kapacitou a diferenciaénim
potencialem. Plati, Ze pokud jsou buriky donuceny k proliferaci, ztraceji svij diferencovany
fenotyp a naopak pii omezeni vyzivy vede k zastaveni mnoZeni buné€k a iniciuje bunécnou
diferenciaci (Soria, 2001). Tudiz je velice obtizné v praxi stanovit rovnovahu mezi témito
dvéma odlisnymi procesy, navic kdyz toto pravidlo neplati v pfirozenych podminkach in vivo
(béhem vyvoje slinivky se velikost tkan¢ zvySuje tisicinasobné a schopnost proliferace
existuje spolecné s proliferaci u novych bunécénych typt). Proto bude velice uzitecné
charakterizovat faktory, které nejen podporuji zvlast’ proliferaci a zvlast’ diferenciaci, ale také

za jakych podminek muze dany faktor ovliviiovat oba ucinky (naptiklad faktor FGF-2). Dale
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nékteré latky jako ristovy hormon ¢i prolaktin podporuji oba déje, navic mohou byt za timto
ucelem pouzity nékteré specifické kombinace dvou riznych faktort (gastrin a extracelularni
matrix) nebo sekvenéni expozice vnéjsim faktorim v konkrétnim potadi (rastovy faktor IGF-
1 a poté nikotinamid nebo aktivin A). Je tedy obtizné nastavit vyhovujici podminky, jelikoz
jsou ovlivnény nejen typem faktorti, ale 1 jejich koncentraci, dobou pusobeni, jejich
kombinaci a fadou dalSich okolnosti.

Daéle je dulezité piedchazet imunitni rejekci (Soria et al., 2001). Kazda buika pouzita
K transplantaci by méla byt imunologicky oSetfena. Imunitni destrukce transplantovaného
$tépu byla pfi¢inou zvraceni normalnich glykemii u pokusnych mysi s transplantovanymi
bunikami odvozenych od ES bunék, které nahrazovaly chybéjici B buiky.

V neposledni fadé¢ nesmime zapominat na zptisob ziskani embryonélnich kmenovych
bun¢k, k cemuz se vaze slozita bioeticka otazka. AvsSak krom¢ ES buné¢k se védciim nabizi

moznost ziskat kmenové bunky také z jinych zdroja.

3.3 Dospélé kmenové buiiky

Multipotentni dospélé kmenové bunky (mohou z nich vznikat rizné bunééné typy
dané bunééné fady) se nachazeji v tkanich, kde udrzuji a obnovuji tkan i organy. Zda se, ze
tyto buniky mohou mit vétsi plasticitu, nez se pivodné piedpokladalo (Soria et al., 2008).
Transdiferenciace dospélych bunék v inzulin produkujici buiiky tedy nabizi dal§i moZnost pro

zisk nahradnich B-bunék.

Pfimo pankreatické kmenové bunky se jevi jako nejvhodnéj$im kandiddtem (Wu et
al., 2011). Ackoliv proliferacni kapacita dospélych B bungk je velmi nizka, tak béhem vyvoje,
téhotenstvi Ci obezité byl prokazan narlst jejich bunécné masy. Pivod téchto novych bunek
neni doposud zcela objasnén, ale studie provedené na mysich naznacuji, Ze mohou vznikat
vlastni obnovou jiz existujicich B bun¢k, a bunék a z proliferujicich progenitorovych bun¢k
lokalizovanych na exokrinni ¢asti pankreatu, Ostriiveich a kanalcich, se kterymi bylo doposud
provedeno nejveétsi mnozstvi pokusi. Peck se svym tymem (2004) pomoci ctyt krokového
postupu z SC bunék kanalkll pfipravil endokrinni buiiky a ostrivkim podobné klastry, které

exprimovaly rizné endokrinni hormony a faktory typické praveé pro ostrivky.

Kmenové buniky kostni diené¢ (hematopoetické 1 mezenchymalni) se nabizi jako dalsi

mozny zdroj tkanovych kmenovych bun¢k vyuzitelnych pro tvorbu nadhradnich  bun¢k (We
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et al., 2011). Nedavné in vivo studie vyuzivajici geneticky oznacenou kostni diefi prokazaly,
po jejim zaclenéni mezi ostrivky slinivky a zacala exprimovat markery typické pravé pro B
bunky (Ianus et al., 2003). RovnéZ studie zaméfené na in vitro pokusy piinesly vysledky,
které popisuji schopnost kultivovanych stromalnich bunék kostni diené diferencovat se
s nizkou frekvenci do bun¢k exprimujicich inzulin (Jahr a Bretzel, 2003). Také nedavné dobé
Soria s tymem (2008) publikovali svou praci zabyvajici se buiitkami podobnymi B-bunikam
ziskanych z bilych krvinek pomoci reprogramovani krevnich makrofagi v pfitomnosti
faktoru stimulujiciho kolonie makrofagii a interleukinu 3. Nasledné probihala inkubace
S epidermalnimi a jaternimi rdstovymi faktory a nikotinamidem. Tyto buiiky prokazaly in
vitro gluk6zo-dependentni inzulinovou sekreci a normalizovaly glykémie u diabetickych mysi
(Ruhnke et al., 2005).

Védci se snazi pracovat 1 s dal§imi typy tkani, jako je tkan tukova. Soucasna studie
prokazala, Ze mezenchymalni kmenové bunky ziskané z lidské tukové tkan€ jsou schopny
ptijmout pankreaticky endokrinni fenotyp (Timper et al., 2006). Burniky neprodélaly zadnou

genetickou modifikaci, pouze byly vystaveny definovanym kultivacnim podminkam.

Dal$im zajimavym moZnym materidlem jsou také jatra majici stejny embryonalni
puvod jako slinivka (Jones et al., 2004). Navic dokazou stejné jako B buiikky monitorovat
zmény hladin cirkulujici gluk6ézy pomoci vysokokapacitniho gluk6ézového transportéru a
specifické glukokinazy. Experimentalni zvySena exprese Pdx1 faktoru, ktery je nezbytny pro
vyvoj slinivky a nasledné udrzovani zralych  bunék, poskytla diikaz mozné transdiferenciace
jaternich bun¢k do fenotypu B bunék. Nicméné 1 kdyz populace jaternich bunék maji tento
potencial, nebylo doposud prokazano, ze mohou byt in vitro reprodukovatelné rozsitené do

pozadovaného mnozstvi nutného k transplantaci pii 1écbé diabetu.

A proto nejen u jaternich, ale u v§ech dospé€lych kmenovych buné€k rtiznych tkani bude
jejich pripadné potencialni vyuziti zaleZet na schopnosti rozrist se pfi in vitro experimentech

do pozadovaného mnozstvi pouzitelného pro transplantaci (Jones et al., 2004).
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3.4 Indukované pluripotentni kmenové (iPS) buiky

Indukované pluripotentni kmenové buniky generované z fibroblasti nebo jinych
bunécnych typti poskytuji alternativni vychozi material pro diferenciaci funk¢nich f bunék
s obrovskou vyhodou autologni buné¢né populace (Wu et al., 2011). Aplikace diferencia¢nich
protokoli podobnych tém, které byly pouzity u lidskych ES bunék, vedla ke vzniku inzulin
exprimujicich bun¢k ziPS bunck ziskanych z béznych fibroblastl, ale také z fibroblastl

pacientti jiz s onemocnénim DMI.

Keisuke Tateishi se se svym v&€deckym tymem pokusil vytvofit lidské iPS bunky
pomoci retrovirové exprese lidskych faktort Oct4, Sox2, KIf4, a c-Myc u lidskych
predkozkovych fibroblasti HFF-1 (Tateishi et al., 2008). Za timto ucelem exprimovali u
HFF-1 bun¢k vySe zminéné Ctyfi transkripéni faktory pomoci specifické retrovirové
transdukce. Prvni kolonie bunék byly viditelné devét dni od provedeni druhé transdukce a
pfiblizng 80-100 kolonii bylo pozorovano v $estnacty den po té, kdy bylo vyseto 5 X 10°
bunck na deseticentimetrové misky. Celkem 26 kolonii vybranych v Sestnacty, dvacaty treti a
tiicaty den po transdukci, bylo péstovano v médiu pro lidské ES buiky na vrstvé primarnich
mySich embryonalnich fibroblastli a byly ru¢né pasazovany kazdych 5-6 dnii. Z téchto 26
kolonii skupina uspésné ziskala devét kolonii iPS bunék. Ctyfi ndhodné vybrané kolonie
podstoupily spolu s linii H9 lidskych ES bunék dalsi, tentokrat ¢tyi fazovy, diferencia¢ni
postup. Béhem n¢j prezily pouze ES buiikky a dvé kolonie iPS bunék (kolonie 3 a 7), které
prodélaly morfologické zmény vedouci k vzniku agregath a po jejich spojeni nasledné klastry
(shluky?) bun€k podobné pupenim. Pro ovéfeni, zda tyto zmény odrazeji uspésnou
diferenciaci bunék v pankreatické bunééné linie, byla provedena analyza genové exprese
v jednotlivych stadiich pomoci kvantitativni polymerazoveé reakce v realném case (RT-PCR).
Ta prokazala ptitomnost naptiklad Pdx1, Nkx6.1, C peptidu, inzulinu ¢i glukagonu.

Déle byly ziskané klastry podrobeny funk¢ni analyze — méteni inzulinové sekrece po
predchozi stimulaci glukozou (o koncentracich 2.8 mM a 40 mM) pomoci metody C-peptid
ELISA (z angl. Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay), neboli se jednalo o enzymatickou
imunoanalyzu pro kvantitativni méfeni hladiny C-peptidu. Vysledky méfeni lze vidét na

obrazku ¢&. 10.
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Obréazek ¢&. 10: Naméfené hodnoty C peptidu u diferenciovanych ES bunék (linie H9) a
diferencovanych iPS bunék (linie 3 a 7). ( Tateshi et al., 2008; upraveno)

I kdyz lidské ES buriky a iPS buiiky maji srovnatelnou u¢innost diferenciace v inzulin
produkujici klastry, celkové je u obou typt extrémné nizkd. Kromé toho hladiny
vylucovaného C peptidu byly mnohem mensi, nez je tomu u pfirozenych  bunck. Nizka
ucinnost téchto dvou aspektll je vSak pravdépodobné zplisobena spise omezenim soucasného
diferencia¢niho protokolu nez vnitinimi vlastnostmi samotnych bunék. Proto jestli mé byt tato
metoda vyuzivana prakticky, je nutno zlepSit postupy, které zvySi pocet ziskanych

diferencovanych bunék a jejich reakci na glukozu.

Jina védecka skupina s René Maehrem véele se pokusila vyuzit specifické iPS bunky
(DiPS) odvozené piimo od pacienti s DMI1 a snazili se zjistit, zda je mohou diferencovat
do pozadovaného bunééného typu — pankreatickych [ buné¢k (Maehr et al., 2009). Kozni
vzorky byly ziskané od dvou muzii s DM1. Pacient 1 mé¢l onemocnéni 11 let diagnostikované
ve 21 letech, pacient 2 s onemocnénim jiz 27 let od svych 3 roku. Ziskané fibroblasty byly
kultivovany a infikovany kombinaci retrovird kodujicimi transkripéni faktory Oct4, Sox2,
podobné jako u Tateishiho skupiny. Ctyii tydny po infekci bundk byly vybrany kolonie na
zaklad¢ jejich morfologické podobnosti k lidskym ES bunikam a dale se rozrustaly. Pomoci
testll se potvrdila pfitomnost znakt pluripotence u vzniklych bun¢k — reprogramované bunky
byly pozitivni na aktivitu alkalické fosfatazy a také reagovaly na protilatky proti vSem
testovanym markertm pluripotence (protilatky napiiklad k Oct4, Nanog, Sox2). Na ziskané

DiPS bunky vyzkumnici pouzili protokol o pfimé diferenciaci (obdobny jako u klasickych ES
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bungk), aby zjistili, zda tyto buiiky mohou diferencovat na inzulin produkujici / glukdzu
reagujici buniky. Protokol byl zaloZen na principu postupné diferenciace skrz jiz znamé stadia
definitivniho endodermu, stfevni trubice, pankreatickych progenitori az k zavéreCnym
bunikdm podobnym beta. Tyto ziskané bunky sice do jisté miry reaguji na glukézu, ale dokud
nedojde Kk vylepSeni pouzitého diferenciaéniho protokolu, nelze je pIné srovnavat
s originalnimi B buiikami.

Stéle vSak zistavaji piekazky pro klinické vyuziti iPS bun¢k. Bunky z nich odvozené
maji nizké diferenciacni kapacity a Spatnou reakci na glukozu. Navic u samotnych iPS bunék
existuji dikazy o epigenetickych modifikacich zavislych na prostfedi. Nedavné studie
vyuzivajici celogenomového profilovani epigenetickych modifikaci prokazaly, ze zkoumané
1PS bunky obsahovaly oblasti v genomu, které byly aberantn€ modifikované, coz zpiisobovalo

zmény v genoveé expresi (Lister et al., 2011).
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4 ZAVER

Pankreas je organ s duleZitou exokrinni a endokrinni sekreci. Béhem jeho vyvoje se
odehrava sekvence slozitych procest, kterou kontroluje velké mnozstvi transkripcnich
faktorii. Endokrinni ¢ast slinivky tvofi ¢tyfi rizné bunééné typy, z nichz B bunky diky své
produkci inzulinu kontroluji hladinu glukézy v krvi. Pokud dojde Kk jejich destrukci T-
lymfocyty v dusledku imunitniho selhani, ztraci organizmus schopnost regulovat koncentraci

glukozy v krvi a propukne onemocnéni diabetes mellitus prvniho typu.

Prvnim, klinicky tspé$nym zakrokem, jenz vedl k normalizaci hodnot glykémie a
vyléCeni cukrovky, byla transplantace celého pankreatu. I ptes pokroky v postupu operace a
nasledné pooperacni 1é¢bé je vSak v souCasné dobé tato metoda doprovdzena tadou
komplikaci, napiiklad nutnosti podavat imunosupresivni 1é¢iva. Méné nebezpecna a invazivni
varianta, kdy se transplantuji pouze Langerhansovy ostriivky, pfinesla u pacient nezdvislost
na podavani exogenniho inzulinu, avSak s postupem let dochdzi u velkého poctu jedinct
K odumirani transplantované tkané. Vedle nezbytnych imunosupresiv je vSak nejvice
limitujicim kritériem nedostatek specifickych darct ostrivkll. Proto védci zacali hledat nové

zdroje bungk, které by mohly byt pouZity k nahrazeni znic¢enych § bunck.

Jako nejvhodnéjs$i moznost se jevi diky svym vlastnostem kmenové buiiky. Postupné
vznikaly rizné protokoly pfimé diferenciace, které byly aplikovany na embryonalni kmenové
buiky. Pusobenim faktortt v in vitro podminkach ES bunky prosly nékolika vyvojovymi
stadii, podobnych tém v pfirozeném prostiedi. Prestoze védecké skupiny ziskaly bunky
pfipominajici B bunky, jejich hormonalni sekrece dostate¢né neodpovidala na okolni
koncentrace glukdzy. Pti pouziti dospélych kmenovych bunék ziskanych pfimo ze slinivky,
Z kostni diené, tukové tkané ¢i jater se rovnéz podafrilo ziskat buniky fenotypové podobné
endokrinnim buiikdm slinivky, nicméné celkové vytézky diferencovanych bunck byly nizké, a
proto nejsou prozatim klinicky pouzitelné. Posledni uvedené indukované pluripotentni
kmenové buiiky generované z fibroblastli piedkozky byly také diferencovany do bunéck
produkujici inzulin a dokonce v malé mife reagovaly na glukézu, ale opét v mife piili§ nizké

na to, aby mohly byt pouzity jako ndhrada chybé&jicich B bunék u pacientti s DM1.
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Piestoze vSechny tyto metody stale provazi problémy omezujici jejich praktické
vyuziti k definitivnimu vyléceni cukrovky, véda pokrocila spravnym smérem a hledd vhodné
alternativy novych B bun¢k. Pokud by se podafila transplantace  bun¢k diferencovanych z
kmenovych bun¢k vybavenych membranou zabranujici autoimunitnim reakcim organizmu,

mohl by se vyfesit celosvétovy problém diabetu.
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