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Sahrn

MEHMO a Wolframov syndrém su z kategdrie monogénovych ochoreni, u ktorych jednym z priznakov je aj neauto-
imunitny diabetes mellitus. Oba syndrémy sa zaraduju medzi vzacne ochorenia. Ziskanie pacientskych B-buniek,
na ktorych by bolo mozné lepSie preStudovat mechanizmus vzniku ochorenia, je zlozité az nemozné. Nové moz-
nosti Studia diabetu prindsa metdda reprogramovania somatickych buniek na bunky kmernové a ich nasledna di-
ferenciacia na B-bunky pankreasu. Takto pripravené B-bunky pankreasu by mohli byt vyuzité nie len na vedeckeé
Studie, ale aj na bunkovu terapiu pacientov s monogénovym, pripadne polygénovym typom diabetu.

Kltcové slova: ludské indukované pluripotentné kmenoveé bunky (hiPSC) - MEHMO - monogénovy diabetes -
Wolframov syndrém

Summary

MEHMO and Wolfram syndrome are monogenic diseases, whose one of the clinical manifestations is nonauto-
immune diabetes mellitus. Both are classified as a rare disease. Acquisition of the patients” B-cells, that would
be suitable for the study of the mechanisms leading to diabetes, is complicated or even impossible. However,
new opportunities for diabetes studies are brought by the reprogramming of somatic patient cells into the stem
cells and their subsequent differentiation into pancreatic B-cells. Such cells could be used also for cell therapy
of the patients with both monogenic and polygenic types of diabetes.
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Uvod

Monogénova forma diabetes mellitus. Monogénova
forma diabetu je samostatna skupina v kategorii ,Spe-
cifické typy diabetu” podla klasifikacie Americkej dia-
betologicke] asociacie (ADA) [1]. Monogénovy diabe-
tes vznika v dosledku patologického variantu v jednom
géne. Samotny klinicky prejav zavisi od patologického
ucinku danej mutdcie. Pre monogénové formy diabetu
je charakteristicky rodinny vyskyt ochorenia, prejavenie
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ochorenia v mladom veku a nepritomnost autoimunit-
nych protilatok (okrem pripadov monogénového auto-
imunitného diabetu), ¢im sa zaroven odlisuju od poly-
génovych foriem diabetu [2].

Najaktualnejsia klasifikacia podla International So-
ciety for Pediatric and Adolescent Diabetes ISPAD [3],
rozdeluje typy monogénového diabetu u mladistvych
na 4 kategorie:
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* neonatalny diabetes mellitus (nastup diabetu do
6 mesiacov od narodenia)

* hyperglykémia alebo diabetes s rodinnym vysky-
tom a autozémovo-dominantnym typom dedic-
nosti (Maturity Onset Diabetes of the Young - MODY)

= genetické syndrémy asociované s diabetom (mito-
chondrialny diabetes, diabetes s renalnymi cystami,
Wolframov syndrém)

* monogénové syndromy inzulinovej rezistencie (mu-
tacie inzulinového receptora, lipoatroficky diabetes)

Epidemiolégia monogénového diabetu nie je presne
znama [4]. NajcastejsSim typom monogénového dia-
betu je hyperglykémia alebo diabetes, a to s rodin-
nym vyskytom a autozémovo dominantnym typom
dedicnosti, v literatdre nazyvany aj Maturity Onset
Diabetes of the Young (MODY). Priblizne 1 % pacien-
tov do 45 rokov, pévodne klasifikovanych ako diabetes
1. typu (DM1T), a priblizne 4 % pacientov do 45 rokov,
pbdvodne klasifikovanych ako diabetes 2. typu (DM2T),
su v skutocnosti MODY-pacienti [5]. Druhy najcastejsi
typ monogénového diabetu je mitochondriadlny dia-
betes (cca 0,5 % spomedzi vsetkych diabetikov) [6].
Vyskyt ostatnych typov monogénového diabetu vra-
tane syndrémovych foriem je pravdepodobne nizsi.

Syndréom MEHMO

Medzi genetické syndrémy asociované s diabetom patri
aj syndrém MEHMO (Mental retardation, Epileptic sei-
zures, Hypogonadism and Hypogenitalism, Microcephaly
and Obesity). MEHMO je na X-chromozdm viazané rece-
sivne ochorenie definované ako tazka porucha intelektu
v spojeni s mikrocefaliou, epilepsiou, hypogonadizmom
a hypogenitalizmom, diabetom a obezitou [7]. Syndrom
vznika v ddsledku mutacie v géne EIF2S3, ktory kdduje
podjednotku eukaryotického iniciacného faktora proteo-
syntézy y (elF2y) potrebného pre iniciaciu translacie [8].

Wolframov syndrém

Dal3im zo syndrémov asociovanych s diabetom je Wolf-
ramov syndrém, znamy tieZz ako DIDMOAD (Diabetes
Insipidus, early-onset Diabetes Mellitus, progressive
Optic Atrophy, and Deafness). Klinické prejavy ochore-
nia sa zhorsuju vekom. Prvym klinickym prejavom byva
spravidla diabetes mellitus s potrebnou inzulinotera-
piou, ktory nastupuje v prvej dekade Zivota (priblizne
6. rok zivota). Nasleduje atrofia zrakového nervu (pri-
blizne 11. rok zivota), senzorineuralna porucha sluchu
(priblizne 12,5 roka), centralny diabetes insipidus (pri-
blizne 14. rok zivota), dilatacia mocovych ciest az napo-
kon neurologické abnormality [9,10]. Ochorenie je aso-
ciovanésmutaciouvgéne WFST kddujucom wolframin,
transmembranovy protein endoplazmatického retikula
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[11]. Vo vacsSine pripadov ide o recesivne mutacie [12],
no boli popisané aj heterozygotné a autosomalne do-
minantné mutacie, ktoré sposobuju spektrum subfe-
notypov od izolovanej poruchy sluchu [13], izolovanej
formy diabetu [14], kombinaciu optickej atrofie a po-
ruchy sluchu [15], az po klinicky zavazny Wolframov
synfrom s nastupom v neonatalnom veku [16].

Studium funkcie B-buniek
Zdokonalenie technik sekvenovania DNA prispelo
k objavu mnohych monogénovych ochoreni, no napriek
identifikovanym mutaciam v konkrétnych génoch, etio-
l6gia tychto ochoreni nemusi byt znama. Wolframov
syndrom je jednym z prikladov monogénovych syndro-
mov, u ktorych prepojenie genotypu s fenotypom nie
je uplne jasné [10,16]. Objasnenie etiolégie monogéno-
vych syndromov je do urcitej miery jednoduchsie kvoli
skutocCnosti, Ze patogénna mutdcia sa nachadza v jedi-
nom géne. Monogénovy diabetes tak moze predstavo-
vatvhodny model pre Stddium mechanizmov poskode-
nia funkcie B-buniek pankreasu. Vysledky studia mézu
byt pripadne aplikovatelné aj na polygénové typy dia-
betes mellitus.

Moznosti Stddia funkcie B-buniek v podmienkach in
vivo su limitované. Pre pochopenie patogénnych me-
chanizmov asociovanych s diabetom su potrebné ex-
perimentalne modely buniek pankreasu. V su¢asnosti
existuju 3 mozné spdsoby Studia B-buniek: 1. pri-
marne ostrovCeky izolované z pankreasu darcov orga-
nov, 2. humanne linie B-buniek a 3. bunky podobné
ostrovCekom diferencované z fudskych pluripotent-
nych kmenovych buniek (human Pluripotent Stem Cell -
hPSC), ktoré zahrnaju bud fudské embryonalne (human
Embyonic Stem Cell) alebo ludské indukované pluripo-
tentné kmenové bunky (human-induced Pluripotent
Stem Cell - hiPSCs).

Primarne ostrovceky

Primarne ostrovCeky pankreasu sa ziskavaju od do-
norov pankreasu alebo pocas operacie pankreasu,
pricom ich velkou vyhodou je izolacia bez poruSenia
krvného toku, ¢im bunky v ostrovcekoch nestracaju
svoju funk&nost [17]. Stanovenie transkripného pro-
filu tychto ostrovcekov spolu s GWAS (Genome Wide
Association Studies) vyznamne ulahcilo poznanie ex-
presie génov, ako aj poznanie efektu génovych varia-
cif na expresiu génov. Toto umoznilo objav mnohych
génov s potencidlnou Ulohou v metabolizme glukdzy
a sekrécii inzulinu [18-22].

Stabilné bunkové linie

Dal$ou moZnostou ako Studovat funkcie B-buniek je
vyuzitie stabilnych bunkovych linii, ktoré mézu byt
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zivocisSneho alebo fudského pbvodu. Vo velkej miere
sa pouzivaju bunkové linie produkujlce inzulin, ktoré
pochadzaju z mysi, potkanov, ¢i Skreckov, ako napr.
RINmS5F, HIT-T15, MIN-6, INS-1, B-TC (tab) [23-
27]. MysSacie a potkanie bunkové modely prispeli
k mnohym objavom v bioldgii B-buniek, st pomerne
stabilné, ich pocet pasazi (t.j. polet preneseni buniek
do novej kultivacnej nadoby) je menej limitovany a cel-
kové naklady na ich kultivaciu su nizsie [17]. Endo-
krinné bunky pankreasu hlodavcov sa kazdopadne
odlisuju od tych ludskych a existuju aj medzidruhové
rozdiely v usporiadani ich A- a B-buniek pankreasu.
Medzi¢asom sa stali dostupnejSie prave ludské bun-
kové linie, napr. EndoC-BH1 [27], ktoré jednoznacne
prispievaju k eSte vacsiemu pochopeniu funkcie a fy-
zioldgie ludskych B-buniek, ako aj ich reakcie na rézne
lieCiva [28-30]. Spominané linie s endokrinné a su
schopné produkovat a sekretovat inzulin po stimula-
cii glukézou. Kazda z tychto bunkovych linii ma taktiez
svoje limitacie (tab.).

V pripade Studia patofyzioldgie B-buniek spdsobe-
nej mutaciou v konkrétnom géne u pacientov s mono-
génovym diabetom maju spominané bunkové modely
znacné limity. Nakolko sa nejedna o bunky izolované

od konkrétnych pacientov, nie su schopné kopirovat

fenotyp ich B-buniek. Nasim cielom bolo reprogra-
movat'somatické bunky pacientovs MEHMO a Wolf-
ramovym syndroémom na indukované pluripotentné
kmenové bunky.

Indukované pluripotentné
kmenové bunky

Kvoli limitaciam B-bunkovych stabilnych linii sa stava
Coraz popularnejSou metdda vytvorenia indukova-
nych pluripotentnych kmernovych buniek (iPSC). Ide
o pripravu kmenovych buniek zo somatickych buniek
pacienta, ktoré nesu pacientovu kompletnud geneticku
informaciu. NajcastejSie vyuzivanym typom somatic

kych buniek pre reprogramovanie su fibroblasty, resp.
PBMC-bunky (Peripheral Blood Mononucelar Cells),
ktoré su pomerne jednoducho ziskatelné.

Technika reprogramovania

Fusakietal [31] vytvoriliunikatnu metddu, pri ktorej su
somatické fudské bunky reprogramované prostred-
nictvom Specidlne navrhnutého Sendai virusového
vektora (SeV) na pluripotentné kmenové bunky. Viru-
sovy vektor v sebe nesie zakddovanu informaciu pre
markery fudskych kmenovych buniek (hESC, human
Embryonic Stem-Cells): OCT3/4, SOX2, KLF4 a ¢Myc.
Tieto 4 transkripcné faktory su nevyhnutné na spus-
tenie reprogramovania buniek zo somatickych na kme-
nové. Jedna sa o kaskadovu reakciu, kedy expresia tran-
skrip&nych faktorov ,zapne” ostatné signalne drahy
a expresiu génov zodpovednych za reprogramovanie
diferencovanej bunky na kmenovud bunku. Z virusového
vektora su uz na 3. den od infikovania v bunkach ex-
primované endogénne markery pluripotencie Oct3/4,
Sox2, Nanog, GDF3, TDGF1, Zfp42, Sal4F, Dnmt3b,
CABRB3, CYP26A1, a FOXD3; telomerazova reverzna
transkriptaza (hTERT) a povrchové markery pluripo-
tencie SSEA4 a TRA-1-60 a -81. SeV vektor sa replikuje
konstitutivne v cytoplazme infikovanych buniek, nein-
tegruje sa do gendmu a rastom a mnozenim buniek
sa z nich ¢asom vymyje [31].

V sucasnosti su publikované viaceré studie s iPSC
bunkami od pacientov s monogénovym diabetom vra-
tane MEHMO [32] a Wolframového syndréomu [33-36].
V spolupraci s Université Libre de Bruxelles (ULB)
Center for Diabetes Research sme reprogramovali
PBMC bunky od pacienta so syndromom MEHMO.
V predchadzajucich analyzach sme u pacienta identifi-
kovali pomocou celoexdmového sekvenovania (Whole
Exome Sequencing - WES) variant ¢.1394_1397delT-
CAA Vv géne EIF253 spdsobujuci frameshift v eukaryo-
tickom iniciatnom faktore elF2y s predasnym stop

Tab | NajpouzivanejSie B-bunkové linie. Upravené podla [79]

bunkova linia  organizmus pozitiva

RINm5F potkan produkuje inzulin

HIT-T15 Skrecok produkuje inzulin

MIN-6 myg vysolfy obsaklmzulmu, funkénost B-buniek len pri
skorych pasazach

INS-1 potkan vysoky obsah inzulinu, funkénost B-buniek

x . produkcia inzulinu, niektoré klony vykazuju takmer
s mys normalnu glukézovu senzitivitu
EndoC-BH1 dovek primerana inzulinova sekrécia a odpoved na

glukézu
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negativa
713 fyziologicka odpoved

vacsina klonov ma nedostatocnu sekrec¢nu
odpoved na glukézu

znizena funkcnost pri vyssich poctoch pasazi

rast buniek zavisly na 2-merkaptoetanole

vacsina klonov mé nedostatocnu sekrecnd
odpoved na glukdézu

nizky obsah inzulinového protefnu v porovnani
S primarnymi ostrovcekmi
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koddénom p.14655fs*4 [8]. Reprogramovali sme taktiez
PBMC-bunky od pacienta s Wolframovym syndrémom,
u ktorého sme pomocou Sangerovho sekvenovania
identifikovali mutaciu ¢.2608_2619del v géne WFST spo-
sobujucu deléciu 4 aminokyselin p.(870_873del) vo wolf-
ramine.

Priblizne po 2 tyzdnoch kultivacie izolovanych PB-
MC-buniek s virusovym vektorom zacali bunky vytva-
rat prvé koldnie, ktoré niesli morfologické znaky fud-
skych kmenovych buniek. Kultivaciou a pasazovanim
(prekultivovanim do novej kultivacnej nadoby) koldnii
sme vypestovali iPSCGkoldnie od pacienta s MEHMO
syndrémom (obr. 1) a Wolframovym syndromom. iPSC
koldnie od pacienta s Wolframovym syndrémom vsak
Casto podliehali spontannej diferenciacii (obr. 2). Prave
kvoli nestabilite iPSC-buniek je potrebné vykonat ich
komplexnu kontrolu kvality.

Kontrola kvality reprogramovania

Tak ako praca s ludskymi embryonalnymi kmerfovymi
bunkami a modelovymi pankreatickymi bunkovymi li-
niami, aj praca s ludskymi indukovanymi pluripotent-
nymi kmerovymi bunkami a z nich diferencovanymi
B-bunkami ma svoje limitacie. V sicasnosti su stale dis-
kutované jednotlivé kroky reprogramovania aj diferenci-
acie buniek [37,38]. iPSC-bunky mézu mat nestabilny
gendm, nestabilitu pluripotencie, a to nie len medzi
iPSCliniami roznych pacientov, ale aj medzi iPSCGklonmi

Obr. 1 | Kolénia iPSC buniek reprogramovanych
zo somatickych buniek pacienta so
syndrémom MEHMO. Bunky kultivované
na miskach pokrytych matrigelom v médiu
E8. Kolénia ma morfoldgiu typickd pre iPSC.
Koldnia je ohranicena, bez diferencovanych
buniek. Pasaz 24. 10-krat zvacsenie.
Uverejnené so suhlasom autorky Y. Cai
a ULB Center for Diabetes Research,
Université Libre de Bruxelles,Belgicko
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v ramci jednej bunkovej linie. V tomto kontexte bolo
publikovanych viacero studii, ktoré sa venovali nestabi-
lite gendmu veducich k diferenciacii fludskych kmero-
vych buniek na nadorové bunky [39-43]. Pri iPSCbun-
kach je problémom taktiez spontanna diferenciacia.
Riadena diferenciacia iPSCGbuniek je Castokrat nelispesna,
nedostatocnd, a opat velmi variabilna medzi jednotlivymi
bunkovymi koléniami &i liniami [39,44-48].

Prave kvoli variabilite ziskanych iPSC su potrebné
rozsiahle kontrolné testy, v ktorych sa analyzuje ich
pluripotencia, a to a) sledovanim expresie markerov
pluripotencie pomocou imunocytologického farbe-
nia a kvantitativnej PCR; b) zistenie potencidlu dife-
rencovat'sa na 3 zarodocné vrstvy; c) kontrolou vymy-
tia virusového vektora pouzitého na reprogramovanie;
d) analyzy karyotypu a genotypu pre pripadné odha-
lenie chromozomalnych aberacii alebo nechcene vne-
senych DNA-mutdcii; e) v neposlednom rade je do6-
lezita kontrola Cistoty, resp. pripadnej kontaminacie.
Samotna priprava, reprogramovanie a kontrola iPSC
trva 3-6 mesiacov.

Vybrané iPSC-koldnie od pacientov s MEHMO a Wolf-
ramovym syndromom sme podrobili kontrole kvality.
gPCR potvrdila expresiu faktorov pluripotencie Nanog,
Oct3/4, TNGF a Sox2. Imunocytochemické farbenie po-
tvrdilo expresiu endogénnych faktorov pluripotencie
Nanog a OCT3/4, ako aj povrchovych markerov SSEA4,

Obr. 2 | Kolénia iPSC buniek reprogramovanych
zo somatickych buniek pacienta s Wolf-
ramovym syndrémom. Bunky kultivované
na miskach pokrytych matrigelom v médiu
E8. Koldnia ma morfoldgiu typickd pre iPSC.
Kolénia nie je ohranicena, okraje kolénie
prerastaju do spontanne diferencovanych
buniek (vyznacené zelenymi kruhmi). Pasaz
21. 10-krat zvacsSenie.

Uverejnené so stihlasom autorky T. Valkovicovej
a ULB Center for Diabetes Research, Université
Libre de Bruxelles,Belgicko
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TRA-1-60. iPSC navyse preukazali potencial diferenco-
vat'sa na 3 zarodocné vrstvy - endoderma, mezoderma,
exoderma. Nezmeneny karyotyp bol potvrdeny G-pruz-
kovanim chromozémov, zachovanie genotypu bolo po-
tvrdené pritomnostou mutdcie v géne EIF2S3 Sangero-
vym sekvenovanim. Vybrana iPSCGkoldnia od MEHMO
pacienta preSla kontrolou nepritomnosti bakteridlnej
kontamindacie i vymytia virusového vektora (pasaz 9).

Zvoleny iPSCklon od pacienta s Wolframovym syn-
dromom bol negativny pre pritomnost virusového vek-
tora (uz v pasazi 7), imunocytochemické farbenie vsak
ukazalo, Ze bunky boli sice pozitivne pre endogénne aj
povrchové faktory pluripotencie, no v pritomnosti
spontanne diferencovanych buniek, ktoré zacali vytva-
rat'svoje vlastné koldnie (obr. 3). Preto budu dodatoc¢ne
zvolené iné iPSCklony, ktoré podstupia kontrolu kvality.
Reprogramované bunky mbézu byt zmrazené v médiu
s DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s - Medium), inakti-
vovanym Fetal Bovine Serum (FBS) a Dimethyl Sulfoxide
(DMSO) v kryoskumavkach pri-80°C a nasledne usklad-
nené v tekutom dusiku pri-196 °C.

Diferenciacia iPSC na pankreatické B-bunky

iPSCG-bunky vdaka svojej pluripotentnosti mézu byt di-
ferencované in vitro na viaceré typy buniek, ako napr.
bunky krvi a endotelu [49], B-bunky [50], neurdny [51,52],
¢i bunky oCnej sietnice [53]. ZiPSCGbuniek nie je mozné
vypestovat embryo i placentu. Diferenciaciou iPSC-bu-

niek od pacienta na pankreatické B-bunky ziskavame
unikatny model, na ktorom je mozné Studovat mecha-
nizmus sekrécie inzulinu, reakciu bunky na prijem glukdzy,
bunkovy stres, apoptdzu atd. Prvy protokol pre diferen-
ciaciu ludskych B-buniek z ludskych kmenovych buniek,
ktoré boli pouzité na naslednu transplantaciu, bol etab-
lovany v rokoch 2006 az 2008 [54,55].

Na to, aby sa z iPSC-buniek diferencovalo dostatocné
mnozstvo B-buniek, ktoré su schopné sekretovat in-
zulin, je nevyhnutné, aby exprimovali 2 transkripcné fak-
tory - PDX1 a NKX6.1. Tie st prirodzene exprimované vo
velkej miere v progenitorovych i maturovanych bun-
kach pankreasu [56]. In vitro diferencované B-bunky
nie sU Uplne maturované B-bunky pankreasu, ale B-like
bunky, ktoré su schopné Uplne dozriet az po trans-
plantacii napr. do mysacej oblickovej kapsule [57,58],
alebo do [udskej peCene cez portalnu zilu [59,60]. Pro-
genitorové bunky pankreasu ako aj B-bunky ziskané
z ludskych embryonalnych kmefiovych buniek sd po
transplantacii schopné zvratit hyperglykémiu v imuno-
deficientnych mysiach s DM1T a DM2T [57,61-63]. Aby
sa v transplantovanych B-bunkach prejavila sekrécia
inzulinu regulovana glukézou, je potrebné, aby bunky
dozrievali v tele dIhsi ¢as [57,58,64-66].

Vdaka tomu maju ajziPSC derivované B-bunky po
ich transplantéacii potencial aspon Ciasto¢ne a aspon
na urcitd dobu nahradit funkciu poSkodenych B-bu-
niek pacienta. V sucasnosti sa zdokonaluju najma

Obr. 3 | Kontrola expresie markerov pluripotencie iPSC-buniek od pacienta s Wolframovym syn-
dréomom - imunocytofarbenie. A - detekcia Nanog a TRA-1-60 B - detekcia Oct3/4 a SSEA-4. DAPI
(modré) farbi selektivne dvojvlaknovi DNA v jadre vSetkych buniek. Nanog a Oct3/4 (Cervené) su
transkripcné faktory lokalizované v jadre pluripotentnych buniek. TRA-1-60 a SSEA-4 (zelené) su

povrchové markery exprimované na povrchu pluripotentnych buniek. Biele Sipky indikuju miesta

v iPSC-koléniach, ktoré neexprimuju markery pluripotencie. Kolénie buniek od pacienta s Wolframo-
vym syndromom teda nepredstavuju stabilné kolénie iPSC-kmenovych pluripotentnych buniek.
Uverejnené so suhlasom autorky T. Valkovicovej a ULB Center for Diabetes Research, Université Libre de

Bruxelles,Belgicko
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techniky transplantacie B-buniek odvodenych od iPSC
pacientom s diabetom [37,67-70].

Diskusia

Reprogramovanie somatickych buniek pacientov s dia-
betom na indukované pluripotentné kmenové bunky
a ich nasledna diferenciacia predstavuju jedinecny
model pre molekuldrno-genetické studie mechanizmov
ochorenia a Studium Ucinku lieciv. Okrem Studia naruse-
nych bunkovych mechanizmov veducich k diabetu maju
diferencované B-bunky velky potencidl v bunkovej tera-
pii. B-bunky diferencované in vitro sice nemaju sekre¢nu
kapacitu ako B-bunky izolované zo zivého organizmu, no
su schopné reagovat na zvySenu hladinu glukézy zvyse-
nou sekréciou inzulinu [62,71,72].

Indukované pluripotentné kmenové bunky sa odli-
Suju od embryonalnych ludskych kmenovych buniek.
Ak by boli bunky transplantované pacientovi, imunitny
systém ich dokaze rozpoznat ako vlastné, a tym sa
eliminuje riziko odmietnutia ¢i nutnost imunosupre-
sivnej liecby. Na rozdiel od vyskumu s ludskymi em-
bryonalnymi bunkami, pri iPSC je do znanej mieri vy-
rieSeny eticky problém prace s kmenovymi bunkami.
iPSCGbunky prinasaju aj moznost studia organogenézy,
o u diferencovanych buniek uz mozné nie je [73]. Je vSak
dblezité poznamenat, Ze izolované bunky nemézu po-
skytnut presny obraz fungovania endokrinného pankre-
asu, pretozZe nie sU inervované a vaskularizované [28].

iPSCG-kmeriové bunky si v pomerne velkej miere vy-
uzivané pre Ucely Upravy genetickej informacie. Revo-
lu¢nd metdda DNA-editingu, Crispr-Cas9, umoznuje
v zivej bunke zaviest Specifickl mutaciu na Specifické
miesto v DNA, a tym vytvorit model B-bunky pacienta
s monogénovym diabetom [74-78], t.j. model ,disease

12 | Valkovicova T et al. Potencial indukovanyctipluripotentiych knieriovych suniek v Studiu a liecbe monogénového diabetu

onadish”. Takymto spésobom je moZzné ziskat'vzacne
pacientske B-bunky bez nutnosti biopsie pankre-
asu. Pomocou Cas9-endonukledzy, ktora Stiepi dvoj-
vlaknovu DNA, je mutacie mozné nielen vniest, ale aj
odstranit. Odstranenim patogénnej mutacie v pacien-
tovych iPSC sa ziskava jedinecnd izogénna kontrolna
Iinia buniek, ktora je adekvatnejSia ako kontrolné iPSC
bunky izolované z iného donora bez diabetu. ,Opra-
vené” iPSC-bunky mozu byt nasledne diferencované
na B-bunky pankreasu (schéma). V pripade syndré-
movych ochoreni, akymi sa aj MEHMO a Wolfra-
mov syndrém, by sa pacientom dalo pomoct nie
len s transplantaciou funkénych inzulin sekretuji-
cich B-buniek, ale aj neurénov, ¢i buniek inych po-
Skodenych organov.

Reprogramovaniu a diferenciacii buniek in vitro sa
venuje Coraz viac laboratérii. Indukované pluripo-
tentné kmenové bunky boli UspeSne pripravené zo
somatickych buniek nie len od pacientov s MEHMO
[32] a Wolframovym syndrémom [33,34], ale aj DM1T,
DM2T, MODY1/2/3/5/8, ¢i nediabetickych nosi¢ov mu-
tacie vgéne PDX7, ale aj zdravych kontrolnych jedincov
[68]. V ramci vedecko-vyskumnych aktivit laboraté-
ria Diabgene Ustavu experimentélnej endokrinol6-
gie Biomedicinskeho centra SAV v spolupraci s Uni-
versité Libre de Bruxelles planujeme diferenciaciu
iPSC-buniek na pankreatické B-bunky, izolovanych
z PBMC od pacienta s MEHMO syndrémom.

Napriek svojim obrovskym vyhodam st iPSCa z nich
derivované B-bunky stdle systémom, ktory nie je do-
konaly. Reprogramovanie je proces, ktory si vyzaduje
tyzdne az mesiace, kym sa ziskaju stabilné pluripo-
tentné kmeriové bunky. Je nevyhnutné, aby sa procesy
reprogramovania a diferenciacie zjednotili a vylepsili

Schéma | Schéma vytvorenia izogénnej kontrolnej linie iPSC a izogénnej diabetickej linie iPSC. Od
zdravého jedinca bez diabetu, resp. od pacienta s monogénovym diabetom su izolované mononuk-
ledarne bunky z periférnej krvi alebo kozné fibroblasty, ktoré su nasledne pomocou RNA-virusového
vektora reprogramované na iPSC-bunky. Pomocou metédy CRIPSR/Cas9 mdoze byt do DNA v iPSC

od zdravého jedinca vnesena patogénna mutacia, ktord chceme Studovat'a sledovat'jej u€inky napr.
na vyvoj, funkciu a sekre€nu schopnost diferencovanych B-buniek. Naopak, pomocou CRISPR/Cas9
moZeme odstranit patogénnu mutdciu z genédmu iPSC-buniek od pacienta s monogénovym dia-
betom, ¢im ziskame jedine¢nt izogénnu kontrolnd liniu. Upravené podla [80]

krvné bunky/

bez diabetu s diabetom
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na takd Uroven, aby prinasali stabilné bunkové linie,
ktoré maju mensiu diverzitu v ramci kolonii. Zaroven je
potrebné eliminovat technické nedostatky, ktoré mézu
brzdit napredovanie tejto metodiky. Pri diferenciacii na
B-bunky bude obzvlast dblezité vylepSit ,proteinovy
kokteil”, ktory je bunkam pridavany, aby sa dokazali cez
jednotlivé Stadia postupne diferencovat z kmefovych
buniek az na bunky produkujuce inzulin v zavislosti od
podanej koncentracie glukdzy in vitro.

Grantovd podpora: Vyskumny pobyt v Center for Diabe-
tes Research, Université Libre de Bruxxelles (Brusel, Bel-
gicko) bol podporeny Slovenskou diabetologickou spoloc-
nostou; Ndrodnym Stipendijnym programom Slovenskej
republiky a grantom APVV 170296.
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