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Souhrn

Diabetes 1. typu predstavuje zdvazné onemocnéni zplsobené autoimunitni destrukci slinivkovych B-bunék pro-
dukujicich inzulin. Substitu¢ni Ié¢bou inzulinem neni mozné nahradit okamzitou a citlivou regulaci hladiny glukézy
v krvi, ktera je zajistovédna B-burikami u zdravé populace. Transplantace slinivky nebo Langerhansovych ostravkd
je omezena nedostate¢nym mnozstvim darct a komplikacemi souvisejicimi s transplantaci. Proto jsou hledany
nové pristupy lécby, mezi néz patfi i vyuziti mezenchymalnich kmenovych bunék (mesenchymal stem cells - MSC),
které predstavuji potencionalné velmi slibnou bunécnou terapii tohoto typu diabetu. MSC maji vyznamny vliv na
regulaci imunitniho systému, jsou schopné produkovat fadu cytokind a rdstovych faktorl a diferencovat se do
odlisnych buné¢nych typl. V kontextu diabetu 1. typu se mohou MSC diferencovat do bunék produkujicich inzu-
lin, pomoci produkce trofickych a rdstovych faktorl podpofit regeneraci zachovanych B-bunék slinivky nebo se
mohou podilet na potlaceni autoimunitnich reakci proti B-burikdm. V tomto pfehledném ¢lanku jsou popsany me-
chanizmy bunécné terapie pomoci MSC a jeji pfipadna omezeni.
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Mesenchymal stem cells and type 1 diabetes treatment

Summary

Type 1 diabetes represents a serious disease which is caused by autoimmune destruction of insulin-producing
B cells in the pancreas. Administration of exogenous insulin cannot replace sensitive and gentle regulation of
blood glucose levels that is established by B cells in healthy individuals. Pancreas or islet transplantation is limi-
ted by a shortage of donor pancreas and by complications associated with transplantations. For those reasons,
new approaches of treatment are being searched, the using of mesenchymal stem cells (MSCs) envisions a promi-
sing tool for cell-based therapy of type 1 diabetes. MSCs have a significant impact on the regulation of the immune
system, are a potent source of various cytokines and growth factors and manifest multilineage differentiation abi-
lities. In context of type 1 diabetes, MSCs can transdifferentiate into insulin-producing cells, support the regenera-
tion of residual B cells by production of trophic and growth factors or participate in the suppression of the autoim-
mune reaction against B cells. This review is focused on perspectives and mechanisms of MSC-based therapy and
its limitations.
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Uvod

Diabetes 1. typu (DM1T) ptedstavuje chronické autoimu-
nitni onemocnéni, které vede k destrukci B-bunék pro-
dukujicich inzulin. Jeho patologie je spojena s defektni
aktivitou bunék prezentujicich antigen, nejspise den-
dritickych bunék, které pohlti ¢asti odumielych B-bu-
nék a patologicky se aktivuji, nejcastéji v souvislosti
s virovymi infekcemi. Ve spadovych uzlindch slinivky
tyto patologicky aktivované dendritické buriky prezen-
tuji antigeny T-lymfocytdm. Mala c¢ast autoreaktivnich

T-lymfocytl, které unikly eliminaci v brzliku, je aktivo-
vana antigeny B-bunék na zralych dendritickych bun-
kach. Nasledné aktivované autoreaktivni T-lymfocyty
nevratné poskodi B-buriky [1,2]. Zakladni |é¢ba DM1T za-
hrnuje injekéni aplikaci inzulinu pacientlim, tato terapie
ale nezabrani dlouhodobym komplikacim zplsobenym
zvysenou hladinou glukézy v krvi. Mezi tyto obtize patfi
zejména poskozeni vaskularizace tkani, diabeticka reti-
nopatie, selhani ledvin nebo zhorsené hojeni ran [3]. Al-
ternativou pro substituc¢ni Ié¢bu inzulinem je transplan-



tace slinivky, pfipadné Langerhansovych ostrdvkd.
Tento pfistup je ale omezen nedostatkem vhodnych
darcl a nutnosti dlouhodobého podavani imunosup-
resivnich 1ékd po transplantaci. Jeho pouziti umozriuje
lé¢bu pouze pacientll s dobie kontrolovanou hladinou
glukdzy v krvi [4,5]. Z téchto divodli pouziti mezenchy-
malnich kmenovych bunék (mesenchymal stem cells -
MSC) predstavuje slibnou alternativni moznost terapie
DMT1T, ale i fady dalSich autoimunitnich onemocnéni.

Mezenchymalni kmenové bunky

MSC jsou stromalni kmenové bunky pfitomné i v do-
spélém organizmu, které se vyznacuji schopnosti sebe-
obnovy a diferenciace do odlisnych buné¢nych linii [6].
MSC byly poprvé popsany v roce 1966 jako buriky s os-
teogennim potencidlem ziskané z kostni dfené [7]. Poz-
déji bylo ukdzano, ze MSC je mozné ziskat z rGznorodé
Skaly tkani, mezi které patii napf. kostni dren, pupec-
nikova krev a tukova tkan, ale i svaly nebo synovialni
membrana [8].

Dosud nebyl nalezen jedine¢ny povrchovy znak pro
MSC. Mohou v3ak byt charakterizovany kombinaci ex-
prese pozitivnich znakd, mezi néz patii molekuly CD44,
CD90 a CD105, a naopak nepfitomnosti leukocytarnich
znakd CD34 nebo CD45. Mezi dalsi vlastnosti MSC patfi
také schopnost diferenciace v adipocyty, osteocyty,
chondrocyty a daldi buné¢né typy [8,9].

Kromé diferencia¢niho potencialu MSC disponuiji i roz-
sahlymi imunomodula¢nimi vlastnostmi, kterymi mohou
ovliviiovat jak pfirozenou, tak adaptivni slozku imunitniho
sytému. MSC plsobi na imunitni buriky produkci fady cy-
tokinll a imunologicky aktivnich molekul, ale také pfimym
bunéénym kontaktem. MSC mohou produkovat imuno-
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regula¢ni molekuly konstitutivné, nebo az jako reakci na
setkdni se s urc¢itymi signdly, jako napf. vystaveni zanétli-
vému prostiedi. Odlisné vnéjsi stimuly maji vliv na reak-
tivitu MSC. Prokazali jsme, ze mikroprostredi MSC hraje
vyznamnou roli v imunoregula¢nich schopnostech MSC
a v mechanizmech, kterymi MSC pUsobi. Napf. v zavis-
losti na prostredi se muze lisit mechanizmus Gc¢inku MSC,
kterym odpovidaji na stejny stimul [10]. Imunomodula¢ni
Uc¢inky MSC jsou zprostiedkovany celou fadou faktord,
imunomodulac¢nich molekul a enzymd, mezi néz patfi
transformujici rdstovy faktor {3, interleukin 6 (IL6), cyklo-
oxygenaza 2 nebo indolamin 2,3-dioxygendza [11]. Dale
MSC produkuji Siroké spektrum trofickych a rlstovych
faktord, které prispivaji k regeneraci poskozené tkané. Pri-
kladem téchto faktor( je ristovy faktor hepatocytd, vas-
kularni endotelidlni ristovy faktor, faktor podobny inzu-
linu 1, bazicky rlistovy faktor fibroblastt a fada dal3ich [12].

Pisobeni MCS pfi lécbé DM1T

Podani MSC muze k Ié¢bé DMIT pfispét raznymi zpu-
soby a odlisnymi mechanizmy, jak zndzornuje schéma.
MSC mohou prispét ke zmirnéni diabetu snizenim hla-
diny glukézy v krvi ptimou diferenciaci na buriky produ-
kujici inzulin nebo mohou ovliviiovat slinivkové mikro-
prostiedi tak, Zze dojde k vnitini obnové B-bunék. Déle
MSC mohou svymi imunomodulaénimi vlastnostmi pud-
sobit na potlaceni autoimunitni reakce, coz také vede
ke zmirnéni diabetu.

Bylo ukazano, ze v reakci na poskozeni slinivky jsou
lidské MSC po aplikaci diabetickym mysim schopné di-
ferencovat se do bunék produkujicich inzulin a vyrov-
ndvat hladinu glukézy v krvi [13]. Lidské MSC je mozné
diferencovat se do bunék produkujicich inzulin také in
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vitro pfi pouziti slinivkovych diferenciacnich faktord.
Bylo popséno nékolik diferencia¢nich protokold odlisu-
jicich se délkou inkubace i smési pouzitych faktord. Pfi
pouziti jednoho z moznych protokoll bylo prokazano,
ze diferenciované MSC jsou schopné tvofit shluky po-
dobné slinivkovym ostravkidm a dlouhodobé produko-
vat inzulin. Transplantace téchto bunék do bfisni dutiny
mysi s experimentalnim diabetem vyvolala snizeni hla-
diny glukézy v krvi téchto zvifat [14]. Alternativnim pfi-
stupem pro diferenciaci MSC je pouziti genového inze-
nyrstvi. Vyuzitim neintegrujiciho lentivirového vektoru
byla u lidskych MSC navozena exprese transkripéniho
faktoru PDX1, ktery ma esencidlni roli ve vyvoji B-bu-
nék a jejich prezivani. Po aplikaci tyto bunky udrzo-
valy stabilné 2krat nizsi hladinu glukézy v krvi u po-
tkant s diabetem navozenym pomoci roztoku aloxanu,
ktery je toxicky mimo jiné pro B-buriky pankreatu, ve
srovnani s nelécenymi zvifaty po dobu nékolika mésict
[15,16]. Obdobou pro vyuziti virovych vektor( je pouziti
technologie CRISPR vyuzivajici prokaryoticky obranny
systém proti cizorodé DNA, diky ¢emuz je mozné edi-
tovat genetickou informaci a pfimo diferencovat buriky
zménou jejich expresniho profilu. Pomoci tohoto pfi-
stupu bylo docileno transkripce inzulinu v lidskych fi-
broblastech [17]. Nicméné, pozitivni vliv na DM1T pfi
transplantaci MCS neni nejspise dan pouze pfimou di-
ferenciaci MSC na burky produkujici inzulin, jelikoz
nejsou schopné se diferencovat v pIné funk¢ni B-bunky.

Pravdépodobnéji se jevi moznost, ze by MSC mohly sni-
zovat hladinu glukézy v krvi, a tim mirnit diabetes pomoci
produkce trofickych a rdstovych faktord, které mohou mit
ptimy i nepfimy vliv na regeneraci B-bunék. Napt. u mysi
s diabetem navozeném pomoci streptozotocinu vedla
transplantace kostni dfené k vyrovnani hladiny glukézy
v krvi a ¢astecné k obnoveni poctu a velikosti Langerhan-
sovych ostravk( bez diferenciace MSC [18]. Ke snizeni hla-
diny glukézy a ¢aste¢nému obnoveni velikosti a poctu
ostrlvkd B-bunék u diabetickych mysi doslo i po podani
kondiciovaného média z kultury MSC, bez nutnosti apli-
kace samotnych MSC. Zmnozeni B-bunék souviselo s akti-
vitou kindzy Akt, na jejiz zvySenou aktivitu mély vliv praveé
faktory produkované MSC [19].

MSC maji také vyrazny vliv na imunitni systém, v némz
reguluji jeho jak pfirozené, tak adaptivni slozky [11].
V kontextu DM1T byl popsan ucinek MCS na potlaceni
autoimunitni reakce namirené proti B-bunkam. MSC po-
tlacovaly proliferaci autoreaktivnich T-lymfocytd. Déle
pfispivaly k pfesmyku Th1 typu imunitni odpovédi na
Th2 odpovéd pomoci potlaceni produkce interferonu y
a zvyseni produkce 1L4 a IL10. MSC byly také schopné
podpotit vyvoj regula¢nich FoxP3 pozitivnich T-lymfo-
cytq, které tlumily autoimunitni reakce, ¢imz bylo ome-
zeno dalsi poskozeni B-bunék [20,21].

Omezeni pouziti MCS v klinické praxi a jejich
bezpecnost

Sir$i pouziti MSC pro klinickou praxi je v sou¢asnosti stale
omezeno nékolika problémy. Zakladni otdzkou pouziti

MSC je jejich bezpecnost. U mysi bylo ukazano, ze pfi
dlouhodobé trvajicich pasazich MSC dochéazi k chromo-
zomovym aberacim, které mohou po jejich aplikaci vést
az ke vzniku sarkomu [22]. U prase¢iho modelu bylo pro-
kazano, ze zvysuijici se pocet pasazi vede k zhorSenému
diferencia¢nimu potenciadlu MSC, chromozomové zmény
ale prokazany nebyly [23]. Stabilita lidskych MSC byla
dolozena minimalné do 12. pasaze a podani téchto MSC
imunodeficientnim mysim nevedlo k tvorbé nadort ani
pfi vysokych davkach MSC [24]. Stabilita MSC se proto
muaze lisit mezi rdznymi druhy a je nutné zabyvat se sta-
losti a bezpecnosti pfimo lidskych MSC bez moznosti
generalizovani znalosti z jinych zvitecich modeld.

Dalsi dilezitou otdzkou souvisejici s pouzitim MSC je
volba mezi pouzitim autolognich nebo alogennich bunék.
Alogenni transplantace vyvolavaji imunitni reakce proti
Stépu. Je proto nutné zabyvat se otazkou, zda jsou MSC
dostatecné imunitné privilegované bunky nebo podani
alogennich MSC vyzaduje soucasnou aplikaci imuno-
supresivni lécby [25]. Naopak u autolognich bunék izo-
lovanych z pacientd existuje riziko, ze budou mit snize-
nou schopnost potlac¢ovat autoimunitni reakci. Na druhou
stranu bylo ukazano, ze se MSC izolované z diabetickych
pacientd diferencuji do bunék podobnych B-burikdm
snadnéji nez MSC zdravych darcti [26].

Pfed rutinnim pouzivanim MSC je déle nutné zamé-
fit se na zpUsoby jejich podani. Systémové podani MSC
predstavuje nejjednodussi moznost jejich aplikace, nic-
méné je nutné charakterizovat jejich naslednou dis-
tribuci v ramci organizmu a jejich schopnost putovat
do mista poskozeni. U mysiho modelu jsme prokazali,
ze mysi MSC jsou schopné po systémovém podani do
ocasni zily specificky migrovat do poskozeného oka
[27]. Presto je nezbytné testovat tyto schopnosti u lid-
skych MSC a v lidském organizmu.

Aktualni klinické studie zamérené na lécbu
diabetes mellitus pomoci MSC

Podle webové stranky ClinicalTrials.gov, kterd se celosvé-
tové shromazduje informace o klinickych studiich, pro-
bihalo a probihd vice nez 700 klinickych studii zamére-
nych na pouziti MSC v humanni mediciné. Z téchto studif
se jich 46 vztahuje k diabetu 1. nebo 2. typu a jejich
komplikacim, jako je napf. vaskularni poskozeni a s tim
souvisejici ischemie koncetin a diabeticka noha. Aktu-
alné probiha 7 klinickych studii zaméfenych na vyuziti
MSC v 1é¢bé DMIT, pficemz pouze jedna je provadéna
v Evropé. Tato studie se zabyva soucasnou transplan-
taci ledvin, B-bunék a autolognich MSC. Hlavnim cilem
je srovnani bezpecnosti a ucinnosti funkce B-bunék pfi
rdzném zpUsobu jejich aplikace a vlivu soucasného
podani autolognich MSC na funkénost a udrzeni B-bu-
nék po transplantaci. Ostatnich 6 klinickych studii je
provadéno mimo Evropu a zabyvaji se aplikaci alogen-
nich bunék, pficemz zastoupeni ve vyuziti MSC z kostni
drené, tukové tkané a pupecnikové krve je shodné. Pri-
marni 1é¢bé DMIT se vénuji 3 z provadénych studii,
ostatni se zabyvaji vyuzitim MSC pro zmenseni jeho
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komplikaci. Systémové jsou MSC podavany ve 4 pfipa-
dech, déle je testovana moznost intradermalniho a intra-
muskularniho podani a aplikace pfimo do loziska rany
chronickych vied( u diabetické nohy. Co se tyka davky
podavanych MSC, bézné se pouziva pouze jedna davka
v rozmezi 2 miliony MSC na osobu az 10 milioni bunék
na kilogram véhy.

Zaver

Vyuziti MSC predstavuje novy pfistup v 1écbé DM1T i né-
kterych dalsich autoimunitnich onemocnéni. Diky svym
jedine¢nym vlastnostem, mezi které patfti produkce fady
cytokind, ristovych faktorl i schopnost diferencovat se
v odlisné bunécné typy, vyuziti MSC predstavuje velmi
slibnou terapii i pro pacienty s DMI1T. Pro bézné pouziti
MSC v klinické praxi je ale nezbytné zodpovédét radu
otazek a omezeni, ktera se v soucasnosti vztahuiji k apli-
kaci MSC pro lécebné pouziti.

Tato prdce byla podporena projektem NPU LO1309 z Mini-
sterstva skolstvi, mlddeze a télovychovy Ceské republiky.
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