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Ciel’ Cielom tejto prace bolo posudit moznosti implantdacie kmernovych buniek diabetickym potkanom a nasledne zhodnotit

schopnost tychto buniek ovplyvnit priznaky diabetes mellitus.

Material a metodika Intraperitonealne podanie streptozotocinu je vhodnou a efektivnou metodou indukcie diabetes melli-
tus u potkana. Schopnost implantovanych mezenchymdlnych kmernovych buniek (MSC) diferencovat’ sa na inzulin produ-
kujuce bunky je mozné sledovat’ na uprave priznakov diabetes mellitus — glykemicky profil a hmotnost.

Vysledky Zistili sme, Ze mezenchymdalne kmenové bunky majii v diabetickom prostredi schopnost diferencovat sa na inzu-
lin produkujiice bunky, co sa prejavi upravou glykemickych profilov a hmotnosti laboratornych zvierat.

Zaver Nase vysledky podporujit moznosti vyuzitia kmenovych buniek v liecbe diabetes mellitus.
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Uvod

Diabetes mellitus 1. typu je ochorenie na autoimunit-
nom podklade, ktoré spdsobuje progresivnu destrukciu
pankreatickych B buniek a v kone¢nom désledku vedie k
strate schopnosti vylucovat’ inzulin, o vedie k hypergly-
kémii. Hyperglykémia u diabetikov moze viest k pocet-
nym Zzivot ohrozujucim komplikdcidm — najmé ku kardio-
vaskularnym ochoreniam, ochoreniam obliciek, nervov,
o¢i a d’alSim.

K jej liecbe moze viest ndhrada poskodenych B bu-
niek bunkovou terapiou. Stucasne dostupné stratégie liecby
su inzulinoterapia a transplantacia pankreasu, pripadne
Langerhansovych ostrovcekov. Pre transplantaciu je po-
trebny mftvy darca a nesie so sebou mnohé nedostatky,
vratane celozivotnej imunosupresivnej terapie asfou
spojenymi neziaducimi ucinkami. Terapie kmenovymi
bunkami poskytuju nové moznosti liecby diabetes mellitus
1. typu. Kmenové bunky maji za vhodnych podmienok
potencial diferencovat’ sa na inzulin produkujice bunky a
zaroven vyhnut’ sa rejekcii imunitnym systémom. Otazkou
vsak zostava optimalne miesto implantacie kmenovych
buniek za G¢elom najlepSicho efektu a nahrady funkcie
destruovanych B buniek. Potrebné je stanovit' tiez naj-
vhodnejsiu davku, pripadne potrebu opakovania implanta-
cie pre ¢o najlepsiu kontrolu glykémie, a tym prevenciu
komplikacii vychadzajtcich z diabetes mellitus.

Kmenové bunky st charakterizované dvomi hlavnymi
vlastnostami - ako bunky bez Specializacie sa dokazu
delit’ a obnovovat’ po dlht dobu bez toho, aby sa diferen-
covali na iny typ bunky a zaroven sa prezentuju potencia-
lom vyvinat’ sa na mnohé $pecializované bunkové typy
pod vplyvom ur¢itych fyziologickych alebo experimental-
nych podmienok. Takyto proces mdze byt vyvolany rdz-
nymi signalmi, ¢i uz internymi (ako napr. génova expre-
sia) alebo externymi (napr. fyzicky kontakt, chemické
vplyvy alebo mikromolekuly prostredia) [18]. Tato induk-
cia vedie nasledne k Specializacii bunky prostrednictvom
restrikcie a expresie kl'aiGovych génov. Potreba neobme-
dzenej zasoby nahradnych inzulin produkujucich B buniek

viedla k vyskumu vhodnosti kmenovych alebo progenito-
rovych buniek za tcelom tvorby inzulin produkujucich
buniek. Hlavnou ulohou tychto bunkovych terapii bolo
znizit' reguldciu imunitného systému a prerusit’ alebo
asponn spomalit’ proces autoimunitnej deStrukcie tychto
buniek. [31]. Dal$im cielom bolo ziskat' kmefiové bunky a
diferencovat ich na funkéné, inzulin produkujuce B bunky
/ B bunkam podobné bunky za Géelom liecby diabetes
mellitus 1. typu. Hlavnym ciel'om tejto terapie je dosiah-
nut’ stabilné, normalizované hodnoty glykémie, a tym
eliminaciu tazkych hypoglykemickych prihod, a tak zlep-
$it’ kvalitu Zivota a zaroven predist’ dlhodobym komplika-
ciam diabetu za sucasnej redukcie az eliminacie neziadu-
cich G¢inkov spojenych s touto lie¢bou [32].

Material a metédy

Sucastou experimentu bolo 32 klinicky zdravych pot-
kanov samcov rodu Sprague Dawley vo veku 10 mesia-
cov. Ich uvodna hmotnost’ bola 530 az 610 gramov. Na
uvod experimentu boli zvolené 4 potkany, ktorym bolo
odobraté tukové tkanivo omenta za ucelom odberu
a ziskania MSC. Ostatnych 28 potkanov bolo ndhodne
rozdelenych do rovnako velkych 4 skupin nasledovne:
diabetické potkany s aplikaciou MSC do omenta (DM-O),
s aplikaciou MSC do steny Zaludka (MSC-G), diabeticka
kontrolna skupina bez aplikaicie MSC (DM-C)
a nediabetickd kontrolnd skupina bez podania MSC
(nDM-C). Schematické rozdelenie potkanov v experimen-
te je zobrazené na obrazku 1.

Diabetes bol v skupinich potkanov DM-O, DM-G
aDM-C indukovany administraciou streptozotocinu
(STZ) (Biosynth — Carbosynth, UK) v davke 60mg/kg
intraperitonealne. Streptozotocin bol pred aplikaciou roz-
pusteny v citratovom pufri s pH 4,5 a podany po 15 mina-
tach. Vzorky krvi pocas celého experimentu boli ziskava-
né zo zily chvosta potkanov. Na vySetrenie hodnot glyké-
mie bol pouzivany glukomer TD-4116 Next. Kontrola
indukcie diabetu u potkanov bola realizovana vysetrenim
glykemickych profilov od 3. do 7. dia aplikdcie STZ raz
za dva dni vrovnakom case. U vSetkych experimental-
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nych potkanov bol na 7. defi po aplikacii STZ dokazany
diabetes, ¢o potvrdili hodnoty glykémie nad 24,3 + 3,2
mmol/l. (P < 0,0001). Sucasne bola pozorovand aj hmot-
nost’ potkanov vo vSetkych diabetickych skupinach, pri-
¢om vo vSetkych troch bol pozorovany signifikantny po-
kles hmotnosti (P < 0,0001). Za ucelom operacného zis-
kania tkaniv na izolaciu MSC boli potkany anestezované
intramuskularnym podanim zoletilu (Tietamin, Zolaze-
pam) v davke 50 mg/kg. Tukové tkanivo za Gcelom ziska-
nia MSC bolo ziskané odobratim omenta potkana. Anal-
gézia v poopera¢nom obdobi bola zabezpefena intramus-
kuldirnym podévanim tramadol hydrochloride v davke
Smg/kg, a to kazdych 24 hodin po dobu troch dni od ope-
racie. Experimentalne zvierata boli poCas celého experi-
mentu drzané samostatne v klietkach s neobmedzenym
pristupom ku vode a s Ciastoéne obmedzenym pristupom
ku potrave, ato v zavislosti od planovanych vySetreni,
event. chirurgického zakroku. VysSetrenia, chirurgické
zakroky a nasledna starostlivost’ o zvieratd boli realizova-
né¢ pod dohl'adom av priestoroch Laboratéria vyskum-
nych biomodelov, UPJS LF (Kosice, Slovensko).

Figure 1 Experimental groups. The classification of 32
experimental rats into groups
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Za ucelom aplikacie boli MSC ziskané z tukového
tkaniva 4 potkanov rodu Sprague Dawley s podobnymi
vlastnostami (vek, hmotnost) ako ostatné potkany
v experimente. Mezenchymalne kmenové bunky boli
izolované z tukového tkaniva omenta 8 mesacnych labora-
tornych potkanov. Tukové tkanivo bolo ulozené v Dul-
becco's eagle's Minimal Essential Medium (DMEM)
4.5g/L Glucose (Thermo Fisher Scientific Lonza) s antibi-
otic-antimycotic (Thermo Fisher Scientific) do spracova-
nia v chlade. Tukové tkanivo bolo preplachnut¢ s DMEM
médiom s antibiotikami Gentamicin (Sandoz). Tkanivo
bolo v sterilnych podmienkach laminarneho boxu mecha-
nicky frakcionované na kusky s rozmermi cca 3-5 mm
aprenesené do traviaceho enzymu collagenase type IV.
(Thermo Fisher Scientific).

Doba pdsobenia enzymu bola cca 30 min pri 37° C.
Po 30 minatach doslo ku natraveniu tkaniva a uvol'nenia
buniek. Roztok bol prefiltrovany bunkovym sitkom
s priemerom pérov 40 pm (Falcon). Bunkova suspenzia
bola premyta s DMEM médiom a centrifugovana pri 1300
ot./4 °C 10 min. Izolované bunky boli resuspendované

v kompletnom kultivacnom médiu DMEM s 10 % fetal-
nym bovinnym sérom (FBS) (Thermo Fisher Scientific)
s 1 % antibiotic-antimycotic do 25 cm? adherentnej kulti-
vacnej flase (TPP) v koncentracii 50. 000 buniek /cm2.
MSCs boli kultivované v CO; inkubétore pri teplote 37 °C
a5 % CO; pocas 1 az 2 tyzdiov. Médium bolo menené
kazdé 2 az 3 dni.

Po dosiahnuti 80 % konfluencie boli MSCs pasazova-
né nasledujicim spdsobom. Kultivaéné médium bolo
odsaté a pridany bol roztok 0,25 % trypsin-EDTA. MSCs
sa nechali inkubovat’ cca 2-3 min pri 37°C pricom doslo k
uvolneniu a oddeleniu buniek. Bunkova suspenzia bola
odsatd a premytd v DMEM médiu a centrifugovana pri
1300 ot/4 °C 10 min. Po prvej pasazi boli MSCs nasadené
na kultivacnu fl'aSu s plochou 75 cm2 a kultivované v
kompletnom DMEM médiou s FCS a ATB pri 37°Ca 5 %
CO; atmosfére. Po dosiahnuti 70% konfluencie boli bunky
trypsinizované a premyté. Stanovena bola 98 % zivotnost’
MSCs po pasazi farbenim trypanovou modrou. Na aplika-
ciu bola pripravena suspenzia MSCs AT v médiu DMEM
s ATB v koncentracii 5 x 10/ ml.

Prietokovou cytometriou bola stanovena expresia cha-
rakteristickych markerov MSCs (Obr.2). Cytometricka
analyza bola vykondvana na Univerzite veterindrnehoho
lekarstva a farmacie v KosSiciach. Na jednu analyzu bola
pripravend suspenzia cca 200 tisic buniek. Suspenziu
MSCs po trypsinizéci bola premyta s 3 az 5 ml PBS s 2 %
FCS a centrifugovand pri 1500 ot 7 min. Bol pridany
odporuceny pocet buniek cca 200 tisic na analyzu kazdého
stanoveného markera. K suspenzii 200 tisic bolo prida-
nych 5 ul protilatky znacenej fluorochromom CD90 PE
(Invitrogen - 17590042), CD73 FITC (LSBio - C 472662),
CD44 PE (Therom — 19781), CD29 PE (Thermo -MEM
101A), CD45 PE (Thermo -MA1 81225). Po inkubacii s
protilatkami bola suspenzia znacenych buniek premyta.
FACS analyza bola stanovena prietokovym cytometrom
FACS Canto, Becton Dickinson.

Experimentalne potkany zo skupin DM-O, DM-G
a DM-C boli pred chirurgickym zakrokom odstavené od
stravy po dobu 12 hodin. Anestézia pocas vykonu bola
zabezpecCend intramuskuldrnym podanim Zoletilu (tieta-
min, zolazepam) v davke 50mg/kg. Pristup do brusnej
dutiny bol realizovany pozdiznym rezom v strednej iare,
vizualizované bolo omentum a zalidok potkana. Suspen-
zia MSC bola nasledne podana inzulinovou striekackou do
omenta (skupina DM-O) a do steny zaludka subserdzne
(skupina DM-G). Obom kontrolnym skupinam (DM-C,
nDM-C) bol obdobnym sposobom aplikovany 1ml média
DMEM do omenta, resp. do steny zalidka subserozne.
Nasledne bola brusna stena uzavreta v dvoch vrstvach.
Peritoneum so svalovou vrstvou bolo zoSité pouzitim
resorbovatelného materialu (Safil 4/0, B. Braun, Nemec-
ko) pokracujucim stehom. Koza potkana bola zasita po-
mocou neresorbovatelného monofilamentného vldkna
(Dafilon 4/0, B.Braun) pokracujucim vnorenym stehom.
Pooperacne bola potkanom podévana analgézia pouzitim
tramadol hydrochloride injekcii intramuskularne v davke
Smg/kg. V pooperacnom obdobi bol potkanom obnoveny
pristup k vode a nésledne i k potrave.
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Vysledky
Charakterizacia MSC

Prietokovou cytometriou bol stanovany fenotyp cha-
rakteristicky pre MSCs AT: CD90+, CD73 nedetekované,
CD44+, CD29+ a CD45-. Nasadené izolované MSCs
bunky mali adherentny charakter a predizeny, vretenovity
“spindle shape” tvar. V prvom tyzdni kultivacie boli pri-
tomné hematopoetické bunky, ktoré nemaji adherentnnt
schopnost’ a po pasazi boli z kultivacie odseparované.
MSC mali morfolégiu podobni fibroblastom a tvorili
CFU-F kolénie.

Figure 2 Phenotypic characteristics of MSC (zdroj:
autor)
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Figure 3 Day 8 of cultivation — MSC show typical
elongated shape (zdroj: autor)

Meranie glykémie experimentalnych zvierat

U experimentalnych potkanov zo skupin DM-O, DM-
G a DM-C na siedmy den po podani streptozotocinu boli
namerané zvySené hodnoty glykémie s hodnotami 24,24 +
3,96 mmol/l (P < 0,0001) (Graf 1 - 3). V nediabetickej
kontrolnej skupine boli ziskané hodnoty glykémie signifi-
kantne nizsie (Graf 4). Hodnoty glykémie, ktoré sme zis-
kali na siedmy den po aplikacii streptozotocinu, ukazuji
ucinok streptozotocinu na pankreas experimentalnych
potkanov, a tym jeho schopnost’ vyvolat’ diabetes.

Graph 1 Changes in measured glycemia in ratsin
DM-O group (mmol/l) (zdroj: autor)
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Graph 2 Changes in measured glycemia in rats in
DM-G group (mmol/l) (zdroj: autor)
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Graph 3 Changes in measured glycemia in rats in
DM-C group (mmol/l) (zdroj: autor)
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Graph 4 Changes in measured glycemia in rats in
nDM-C group (mmol/l) (zdroj: autor)
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Po podani streptozotocinu diabetickym skupinam
(DM-G, DM-0O a DM-C) sa u potkanov rozvinul diabetes,
¢o dokazuji zvysené hodnoty nameranych glykemickych
profilov na siedmy den po aplikacii STZ. Po podani MSC
v skupinaich DM-G a DM-O sme pozorovali postupny
Statisticky vyznamny pokles glykemickych profilov, co
ukazuju grafy 1 a2. Na 28.den po transplantacii MSC
v tychto dvoch skupinach boli namerané glykemické pro-
fily priemerne 11,56 + 1,55 mmol/l. Signifikantny rozdiel
medzi skupinami, ktoré mali MSC aplikované do omenta
ado steny zalidka zaznamenany nebol. Potkany
v diabetickej kontrolnej skupine (DM-C) vykazovali zvy-
Sené hodnoty glykémie pocas celého experimentu so stu-
pajucou tendenciou. U potkanov v nediabetickej kontrol-
nej skupine (nDM-C) hyperglykémie zaznamenané neboli.

Meranie hmotnosti experimentalnych zvierat

Pocas trvania experimentu boli sledované tiez hmot-
nosti experimentalnych zvierat vSetkych skupin. Prvé
meranie hmotnosti bolo realizované v deii podania strep-
tozotocinu, d’alSie merania nasledne kazdych sedem dni
experimentu. Namerané hodnoty ukazali Statisticky signi-
fikantny rozdiel v hmotnosti potkanov v skupiniach po
aplikacii MSC v porovnani s diabetickou kontrolou. Me-
dzi ziskanymi hodnotami v dvoch skupinach po podani
MSC sme S§tatisticky vyznamny rozdiel nezaznamenali.
Prehl'ad vyvoja hmotnosti u laboratornych zvierat je zob-
razeny v tabul’ke ¢€.1.

Table 1 Weight changes in rats during the experiment (g)

The day of STZ | The day of MSC ap- 7th day after MSC 14th day after MSC
Group S C o A
application plication application application
DM-O 580 + 50 539 +48 550 + 57 577 £55
DM-G 572 +£40 526 +31 533 +21 569 + 29
DM-C 578 +37 544 + 36 552 + 38 556 +36
nDM-C 574 £25 576 + 37 588 + 27 605 + 22

(zdroj: autor)
Diskusia

Diabetes mellitus je povazovany za suhrn metabolic-
kych syndromov, pre ktoré je charakteristicka hypergly-
kémia aporuchy metabolizmu sacharidov, proteinov
a lipidov. V sticasnosti jeho incidencia vo svete stupa, ¢o
predstavuje znacnu socioekonomicktl zataz pre zdravot-
nictvo mnohych krajin [21]. Je to ochorenie charakterizo-
vané deficienciou v sekrécii inzulinu, ktory je kIicovym
anabolickym horménom zohravajicim vyznamna ulohu
v kontrole pocetnych metabolickych ciest, vratane meta-
bolizmu sacharidov, ukladani glykogénu a syntézy mast-
nych kyselin. RozliSujeme dva bezné typy DM — DM 1.
typu a DM II. typu. DM 1. typu je opisovany ako totalny
nedostatok inzulinu vzh’adom na poskodenie pankreatic-
kych beta buniek, zatial ¢o DM II. typu je spOsobeny
prevazne inzulinovou rezistenciou v doélezitych organoch,
akymi s pecen, sval atukové tkanivo. DM je spojeny
s radou tazkych Zivot ohrozujucich komplikacii ako napr.
kardiovaskularne, cerebrovaskularne ochorenia, neuropa-
tia, nefropatia a retinopatia [28]. Vzhl'adom na stipajucu
incidenciu tohto ochorenia, Casté sprevadzajuce chronické
komplikacie, ale aj dopad na celkové zdravie a socialnu
i ekonomicki zataz na spolo¢nost’ sme sa zamerali vo
vyskume na rozvoj moznosti liecby DM.

Pacienti s DM st casto odkdzani na denné podavanie
injekcii inzulinu. Napriek modernym moznostiam
a upravam aplikacie inzulinu, exogénna aplikacia nemdze
nikdy dosiahnut’ presnost’ a dynamiku endogénnej sekré-
cie inzulinu z B-buniek, a teda dokaze iba ¢iasto¢ne redu-
kovat' riziko rozvoja mikro- (nefropatia, retinopatia)
a makrovaskularnych (postihnutie koronarnych artérii,
cerebrovaskularne ochorenia) komplikacii. Obnovenie
endogénnej sekrécie inzulinu predstavuje dolezity ciel,
ktorym by sme obmedzili hyper- a hypoglykémie, ako aj
redukovali alebo predisli chronickym komplikaciam DM

a nutnost’ self-manazmentu pacienta s pravidelnou kontro-
lou glykémie a poddvanim exogénneho inzulinu [24].
Snahou o obnovenie endogénnej sekrécie inzulinu st
transplantacie Langerhansovych ostrovéekov, ktoré sa
postupne a sustavne vylepS$uji so zaciatkom v 80. rokoch
20. storocia [25]. Délezitym krokom bol Edmontonsky
protokol z roku 1999, ktory vyuzil sirolimus, takrolimus
a daclizumab za UCelom imunosupresie [29]. Nasledny
klinicky vyskum vylepsil techniky izolacie, kultivacie
i transplantacie a vyuzitie protizapalovych
a imunomodula¢nych prostriedkov. V porovnani so Stan-
dardnou inzulinovou terapiou dokaze transplantacia LI
efektivnejsie zlepsit’ kontrolu glykémie, kontrolovat’ roz-
voj retinopatie a vyskyt epizoéd hypoglykémie dokonca aj
u pacientov, u ktorych bola zachovana iba parcialna funk-
cia Stepu [12].

Daldou zauzivanou alternativou lietby DM je tran-
splanticia celého pankreasu. Standardna procedura
sinfuziou LI do pecene je vSak ovela bezpecnejsia
s mensim rizikom komplikacii nez transplantacia celého
pankreasu. Tato je povaZovana za rozsiahly operacny
vykon s nalezitymi rizikami pre pacienta, preto je vzacne
realizovand samostatne a vac§inou je kombinovana
s transplantaciou obli¢ky u pacientov s DM a terminalnym
Stadiom ochorenia obli¢iek. Hlavnym uskalim transplan-
tacie LI je obmedzené prezitie graftu. Multicentricka ana-
lyza zahiiajaca 18 pacientov, u ktorych bolo vykonanych
34 transplantacii LI s prezitim Stepu u priblizne 72,2 %,
44,4 % a 22,2 % pripadov po 1, 2, respektive 5 rokoch [2].
Transplantacia ostrovéekov od mitveho darcu je vyuziva-
nou formou, avsak v sucasnosti nedokaze pokryt velky
dopyt po takejto lieCbe.

LCudské organy a tkaniva disponuju obmedzenou ka-
pacitou Uplne obnovit' ich $truktaru a funkciu pri viace-
rych patologickych stavoch a degenerativnych ochore-
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niach. Tento fakt viedol k multidisciplinarnemu zaujmu

o regeneracnu medicinu, ktora skima potencial vyuzitia

kmenovych buniek na obnovu tkaniv a obnovenie organo-

vej funkcie [38]. Na zaklade ich povahy a pévodu vykazu-
ju kmenové bunky vlastnosti, vd’aka ktorym nachadzaju
uplatnenie v bunkovej terapii. Jednym z ochoreni, pri
ktorych ma vyskum vyuzitia kmenovych buniek velky
vyznam je aj DM. Vo svete prebicha mnoho vyskumov

a stadii r6znych terapeutickych stratégii, ktoré by vypro-

dukovali vel'ké mnozstvo B-buniek alebo funkénych Lan-

gerhansovych ostrovéekov. Tato zvySend pozornost je

Ciastocne sposobena stupajiicou incidenciou DM vo svete.

Stucasné Studie sa venuju viacerym moznostiam vyuZitia

kmenovych buniek, medzi ktoré patria napr:

o kmenové bunky (MSC alebo hematopoetické) s tran-
splantaciou a naslednou diferenciaciou na inzulin pro-
dukujice bunky (IPC) (alogénna vs. autologna) [10],

o kmenové bunky (MSC a/alebo hematopoetické)
animi modulovana regeneracia endogénnych ostrov-
¢ekov [22],

o in vitro modulacia MSC na IPC s naslednou transplan-
taciou/implantaciou (alogénna vs. autologna) [27],

o spolocnd transplanticia MSC s intaktnymi LI za tce-
lom zlepSenia prezitia a funkcie ostrovéekov [7],

o in vitro diferenciacia embryonalnych kmenovych bu-
niek (ESC) na B-bunky s ich naslednou enkapsulaciou
do polymérov (ako prevencia imunitnej rejekcie)
a implantaciou do peritonea [33].

Existuju znacné dokazy u potkanov, oviec aj u l'udi,
ze sa mozu HSC a MSC diferencovat’ a prekrocit’ hranice
linii bez flzie buniek donora a prijemcu [17]. lanus
a kolegovia prvi zaznamenali v roku 2003, Ze transplanto-
vané¢ mysie bunky kostnej drene dokézali vytvorit' B-
bunky a produkovat’ inzulin v pankrease prijemcu bez
fazie medzi bunkami darcu a prijemcu [14]. Iskovich et al.
nasledne poskytli podporny dokaz vyuZitim premytych
kmenovych buniek z kostnej drene od darcu [15].

Mezenchymalne kmenové bunky si nasli svoje miesto
v regeneracnej medicine ako potencidlna forma terapie
mnohych ochoreni a patologickych stavov. Hlavnou fasci-
naciou a dévodom, prec¢o sa kladie na liecbu pomocou
MSC doéraz spociva v jednoduchosti ich izolacie, velkej
schopnosti ex-vivo expanzie, dokazanych imunomodu-
lacnych aktivit a fakt, ze su to multipotentné kmenové
bunky [4]. V porovnani s MSC je velmi narocné expan-
dovat’ mnozstvo ziskanych HSC (zvysit' pocet buniek),
nakol'’ko maju véac¢siu tendenciu sa diferencovat’ a stracaju
kapacitu samostatne sa obnovovat. Terapeutické vyuzitie
ESC vytyCuje tri hlavné problémy — histokompatibilita,
maligny potencial a otdzku etiky. Realizované boli aj
Studie s vyuzitim zmieSanej populacie kmeiovych buniek
[26]. MSC su vyuzivané v klinickej praxi uz od roku 1995
[20]. Ich vyuzitie v praxi je povazované za bezpecné
a podanie autolognych aj alogénnych MSC je vSeobecne
dobre tolerované a klinicky efektivne [5]. Jednym z ocho-
reni, ktoré by mohli z postupov v regeneracnej medicine
avyuziti kmenovych buniek tazit je DM. Moznym
a dostupnym zdrojom ziskania MSC je tukové tkanivo.

Tukové tkanivo je komplexnym dynamickym tkani-
vom, ktoré ma aktivnu tlohu ako endokrinny, parakrinny

a autokrinny organ, ¢im ovplyviiuje metabolické aktivity
roznych organov. Ma doélezitd tulohu nielen v imuno-
logickej obrane organizmu, ale takisto v homeostaze glu-
kozy. Tukové tkanivo je dostupnym zdrojom mezenchy-
malnych stromalnych buniek (MSC) a ma niekol’ko vyhod
v porovnani s inymi zdrojmi MSC. Medzi hlavné vyhody
MSC ziskanych ztukového tkaniva patri jednoduchy
pristup k jeho odberu a velké mnozstvo MSC, ktoré je
mozné ztohto tkaniva ziskat [8]. MSC derivované
z tukového tkaniva (AT-MSC) sa vyznacuju vysokou
plasticitou a potencialom diferenciacie na meso-, ecto-
a endodermalne linie [3]. Okrem schopnosti diferencovat’
sa na rozne typy buniek vykazuju AT-MSC prospesné
terapeutické ucinky, akymi su angiogénne, anti-apop-
totické, anti-fibrotické, imunomodula¢né a protizapalové
ucinky [23]. NavySe AT-MSC uplatiuju svoj imunosupre-
sivny charakter prostrednictvom mechanizmu medzibun-
kového kontaktu, mediovaného expresiou poctu povrcho-
vych bunkovych proteinov, ktoré moduluji aktivity imu-
nitnych buniek [19]. V sucasnosti sa ukazuje terapia zalo-
zena na kmenovych bunkach ako sl'ubna alternativa dopo-
sial zauzivanych foriem liecby DM [36]. Aj ked sa
v stcasnych stadiach preferuje pristup s pouzitim autolog-
nych MSC, funkciu takto ziskanych MSC negativne
ovplyviluje stav samotného ochorenia. Diabetes mellitus
je spojeny s chronickym zapalom nizkeho stupiia, ¢o vedie
k aktivacii pro-zapalovej aktivity AT-MSC a nasledne
k zvysenej produkcii pro-zapalovych cytokinov, a to hlav-
ne IL-1p a TNF, ktoré¢ hraju ulohu v patogenéze DM.
Tieto udaje naznacuju, Ze terapeutické vyuzitie autolog-
nych AT-MSC v lie€be DM méze posilnit’ zapal pritomny
pri tomto ochoreni, a tym zhorSit’ jeho celkovy priebeh
a mieru komplikacii. Toto zistenie vyvolava otazky ohl'a-
dom bezpecnosti transplanticie autolognych MSC.
V sucasnosti sa preto silne odporiica vyskum vyuzitia
alogénnych AT-MSC (izolovanych od zdravych darcov)
za ucelom liecby DM. Pri vyuziti alogénnych MSC je
vsak potrebné zamerat' sa na imunitni reakciu prijemcu
voCi takto ziskanym transplantovanym MSC. V nasom
experimente sme vyuzili transplantaciu alogénnych AT-
MSC ziskanych z omenta zdravych darcov.

Za laboratérny model sme si v experimente zvolili
potkana rodu Sprague Dawley, diabetes bol indukovany
aplikaciou streptozotocinu intraperitonedlne. Napriek
v sucasnych stadiach pomerne CastejSie sa vyskytujlicemu
modelu spontanne diabetického potkana, popisal Furman
vyuzitie streptozotocinu v tlohe latky indukujicej diabe-
tes mellitus za vhodni formu zvieraciecho modelu
s diabetom [9]. Zvolené bolo MSC ziskané z tukového
tkaniva potkanov, ktoré boli d’alej spracované a nasledne
implantované diabetickym potkanom. Abu-Shahba vo
svojej $tadii vyzdvihuje moznost’ vyuzitia MSC derivova-
nych z tukového tkaniva a popisuje alogénne MSC ako
okamzitu, rychlo dostupnu, nizko nakladova a dobre kon-
trolovateI'nt formu zdroja MSC [1]. Pocas experimentu
sme pozorovali Statisticky vyznamny pokles glykémii
v skupinéach potkanov, ktorym boli MSC aplikované, a to
bez znacného rozdielu v zavislosti od miesta implantacie
(omentum vs. stena zaltidka). Podobné vysledky dosiahol
vroku 2008 Qing-Yu Dong, ktory aplikoval alogénne
mezenchymalne kmenové bunky do pankreasu dia-
betickych potkanov, pricom MSC ziskal z kostnej drene
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potkanov [6]. Alogénne MSC transplantoval aj Gu v roku
2014, pricom zvolil r6zne miesta podania MSC (chvosto-
va zila, pankreas subkapsularne). Zistil, ze v skorych
stadiach boli MSC aplikované do chvostovej zily imuno-
privilegované a schopné produkcie inzulinu, MSC apliko-
vané do pankreasu v neskorych stadiach experimentu vSak
vyvolali silnll antigénovli imunitna reakciu [11]. José vo
vyskume nasledne sledoval terapeuticky potencial MSC
ziskanych zkostnej drene od diabetickych a nediabe-
tickych potkanov, pricom vysledky boli porovnatelné
[16]. V roznych studiach vsak boli pozorované ucinky
MSC u diabetickych potkanov nielen na hmotnost’
a glykemické profily zvierat, ale na iné komplikdcie DM.
Wartchow vo svojej Studii opisala pozitivny protektivny
efekt MSC u diabetickych potkanov pred kognitivnymi
poruchami, pricom MSC aplikovala subkutanne
a subkapsularne do oblicky [34]. Pozitivny efekt MSC
derivovanych z tukového tkaniva preukazal aj Yan, ktory
pozoroval terapeuticky G¢inok na erektilni dysfunkciu pri
podani MSC diabetickym potkanom [35]. Nami ziskané
vysledky, ale aj vysSie spominané Studie naznacujl, ze
transplantované MSC maju pozitivny efekt nielen na gly-
kemicky profil a hmotnost’ experimentalnych zvierat, ale
i na pridruzené komplikacie DM.

V stcasnosti je mnozstvo l'udskych pacientov, ktori
st sucastou studii relativne nizke. Celkovo sa sledovalo
276 pacientov v malych skupinach v 3 réznych Stadiach
[13, 30, 38]. Pacienti mali rézny vek, BMI a iné aspekty,
ako aj trvanie a stupen ochorenia. Aplikované MSC tak-
tiez pochadzali z roznych zdrojov — kostnd dren, tukové
tkanivo, pupoc¢nik a boli spracované rozlicnym spésobom
a podané v roznych davkach. Aj ked MSC ani v jednom
pripade DM nevylie€ili, prekvapivo boli zaznamenané
rozne pozitivne aspekty a dosiahnuté boli parcidlne zlep-
Senia hladin glykémie.

Sthrne mozno konstatovat, ze vyskumy ukazuju, ze
aj heterogénne populacie MSC moézu byt klinicky efek-
tivne. Otazkou zostava, ¢i je mozné zlepsit' klinicky vy-
sledok tejto terapie, nakol’ko v skuto¢nosti zatial’ neexistu-
je Standardizovana metdda na odber, izolaciu, charakteri-
zaciu, expanziu a testovanie potencie MSC. Terapia kme-
fnovymi bunkami ma stale Siroké spektrum obmedzeni,
s ktorymi sa musi vysporiadat’, a ktoré st stale predmetom
vyskumov. MSC su klinicky bezpecné, a aj ked’ samotny
DM nevylie¢ia, ich potencial ulahcit priebeh DM
a obmedzit’ jeho komplikacie je velky, nakol'ko vécSina
studii ukézala pri ich vyuziti znizent potrebu podavania
exogénneho inzulinu a/alebo antidiabetik. V tomto zmysle
maju MSC uplatnenie v sicasnosti hlavne u diabetickych
pacientov, u ktorych je velky problém s kontrolovanim
glykémie konvenénymi metédami, napr. pacienti
s nestabilnym — , brittle” diabetom.

Zaver

Nasim cielom bolo zvolit' vhodnt technologiu im-
plantacie kmenovych buniek, porovnat rdzne miesta ich
implantacie, sledovat’ prezivanie a pomocou pravidelného
monitoringu glykemickych profilov a hmotnostného stavu
experimentalnych zvierat dokazat’ schopnost MSC dife-
rencovat’ sa na inzulin produkujtice bunky a tym pozitivne
vplyvat na stav DM v experimentalnom modeli. Pocas

trvania nasho experimentu a po jeho ukonceni, sme prie-
bezne pozorovali postupny Statisticky vyznamny pokles
koncentracii glykémie v skupinach potkanov, ktorym boli
MSC aplikované. Pozitivny efekt MSC na priebech DM
sme sledovali aj pri posudzovani hmotnosti potkanov.

Vysledky experimentu ukazuji, ze nie je Statisticky
signifikantny ~ rozdiel v koncentraciach  glykémie
a hmotnosti medzi skupinami liecenymi MSC, ¢o znaci,
ze funkcia MSC a ich schopnost’ diferencovat’ sa na IPC
nie je ovplyvnena miestom ich aplikdcie (omentum vs.
stena zaludka). Tato praca podporuje uplatnenie kmeno-
vych buniek aich miesto v liecbe diabetes mellitus, po-
trebné je vSak pokracovat vo vyskume ich uplatnenia
a mozného implementovania do klinickej praxe.

Zoznam skratiek

ATB - antibiotika

DM - diabetes mellitus

EDTA - Kyselina etyléndiaminotetraoctova
IPC - inzulin produkujtice bunky

LI - Langerhansove ostrovceky

MSC - mezenchymalne kmenové bunky
STZ - streptozotocin
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THE USE OF ADIPOSE-DERIVED MESENCHYMAL STEM CELLS IN THE TREATMENT OF DIABETES
MELLITUS
Brezina J., Radonak J., Hildebrand T., Bacenkova D., Treburniova M., Petrasova D.

The aim The aim of presented work was to assess the possibilities of stem cell implantation to diabetic rats and subsequ-
ently evaluate the ability of these cells to affect the symptoms of diabetes mellitus.

Material and Methods Intraperitoneal application of streptozotocin is viable and effective method of inducing diabetes
mellitus in rats. The ability of implanted mesenchymal stem cells to differentiate into insulin producing cells can be ref-
lected in changes of diabetes mellitus signs — glycemic profile and weight.

Results Based on our results, we concluded that mesenchymal stem cells in diabetic environment possess the ability to
differentiate into insulin producing cells, what results into correction of glycemic profiles and weight of laboratory ani-

mals.

Conclusion Our findings support the possibility of utilizing the stem cells in treatment of diabetes mellitus.

Key words: rat, diabetes mellitus, mesenchymal stem cells
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