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ANOTACE

Tato bakalafska prace popisuje aktudlni metody a pfistupy k 1écbé onemocnéni diabetes
mellitus. Prvni ¢ast popisuje patofyziologii diabetu a jeho hlavni subtypy. Nasledujici
Cast se vénuje tradicnim lécebnym metodam, jako jsou inzulinova terapie a peroralni
antidiabetika. Zavérecnd Cast prace se zabyva nejnovéjsimi metodami a technologiemi
v oblasti izolace, transplantace a pouZziti modernich biotechnologickych postupt, véetné
makroenkapsulace a mikroenkapsulace, které chrani transplantované Langerhansovy

ostravky.
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Modern Approaches In Diabetes Mellitus Treatment

ANNOTATION

This bachelor thesis describes actual methods and approaches to the treatment of diabetes
mellitus. First part describes pathophysiology of diabetes and its main subtypes. Next part
is dedicated to the traditional treatments such as insulin and oral antidiabetic drugs. Final
part of the thesis is a review of the latest methods and technologies available for the
isolation, transplantation and the use of modern biotechnological processes including

macrocapsulation and microcapsulation which protects transplanted Langerhans cells.
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UVOD

Diabetes mellitus je jednim z nejrozSifenéjSich metabolickych onemocnéni na
svété, postihujici miliony lidi. Posledni desetileti pfinesly vyzkumné objevy
a technologicky pokrok z4sadni inovace v 1€¢bé tohoto onemocnéni. Diabetologie se stala
multidisciplinarnim oborem, ktery spojuje endokrinologii, vyZzivovou medicinu,
farmakologii a biomedicinské inzenyrstvi. Moderni pfistup k 1écbé diabetu jiz neni
o pouhém potlaceni symptomd, ale o cileném ovlivitovani patofyziologie onemocnéni
a zlepSeni Zivotniho stylu pacientt.

Tato prace se vénuje popisu patofyziologie diabetu a jeho hlavnim subtyptm.
Nasledn¢ budou popsany moderni metody monitorovani glukoézy v krvi jako je
kontinualniho monitorovani glukézy a bleskové métfeni glukdzy. Déle se prace zaméii na
lécebné aktudlni postupy, véetné farmakoterapie a inzulinové terapie. Zavérecna Cast se
vénuje transplantaci Langerhansovych ostrivkl, véetné procesu ziskavani, techniky

transplantace a alternativnich moznostech ziskavani Langerhansovych ostrivkd.
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1. Slinivka briSni
1.1 Anatomie pankreatu

Slinivka bti$ni neboli pankreas je smiSena zldza. M4 protahly tvar a je ulozena za
zaludkem. Tahne se po zadni stran¢ dutiny bfiSni od dvandctniku az k hilu sleziny.
U dospélého ¢loveka dosahuje délky 15-20 cm a hmotnost se pohybuje mezi 70-100 g.
Pankreas je rozdélen na 4 ¢asti: hlavu (caput), krk, télo (corpus) a ocas (cauda).

Hlava pankreatu je nejSirsi ¢ast. Nachdzi se v pravé ¢asti v ohbi dvanactniku, ke
kterému je fixovana vazivem. Na hlavu navazuje krk, coz je ptechodna ¢ast mezi hlavou
a télem. T¢lo je delsi ¢ast uprostied, tahne se ptes bfisni aortu a dosahuje az k levé ledving.

Z0zené koncova ¢ast je ocas, ktery je fixovan k hilu sleziny.

Hlavni dukt . ocas
(Wirsungy) ~ t€lo |-

zaludek

duodenum
pankreas

/,ﬂ"

tlusté strevo

—

tenké strevo

hlava

y \
/ pankreay

Vaterova el e
papila yor N7 T >

il b

ac acinarni bunky

tok travicich enzymii . SR (o X ‘
do duodena 74 WA o .- @
0N ¢ W ‘,| -~ .
N ¢ ? ®
\ il {
) -~ S v A : o (‘ % OL—buf]kV
- ) '.x\ \ .'." \ t B bunky
G T e
Langerhansiiy centralni dukt
ostruvek

Obr. 1: Stavba slinivky b¥iSni (upraveno dle Utiger 2022).
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1.2 Funkce pankreatu

Slinivka bfi$ni hraje velmi diilezitou roli v trdveni a fizeni vnitiniho metabolismu.
Sklada se ze 2 morfologicky a funkéné odliSnych ¢asti. Exokrinni ¢ast (pars exocrina
pancreatis) produkuje sekret zvany pankreatickd Stdva. Tato Stava obsahuje enzymy
podilejici se na Stépeni cukrii, tukd a bilkovin. Endokrinni ¢ast (pars endocrina
pancreatis) je usporadana do malych shlukii bunék zvanych Langerhansovy ostriivky.

Tyto ostrivky obsahuji 4 hlavni typy bunék, z nichz kazda produkuje jiny hormon.

1.3 Sekrece pankreatu

1.3.1 Exokrinni ¢innost

Cely pankreas je obalen jemnym vazivovym pouzdrem. Z pouzdra vybihaji
vazivova septa, rozd€lujici parenchym slinivky na jednotlivé lalicky. Tyto lalicky
obsahuji exokrinni i endokrinni ¢ast. Pfevazna cast tkané je tvofena exokrinni slozkou.
Ta obsahuje acinarni a duktalni bunky, které spolecné vytvaii kulovité Utvary zvané
aciny. Kazdy acinus je vystlany ser6znimi bunikami pyramidového tvaru. Apikalni ¢ast
cytoplazmy téchto bunc¢k obsahuje zymogenni granula obsahujici inaktivni formu
enzymu pankreatické¢ §tavy. Uprostied acinll jsou centroacinarni bunky, které jsou
soucasti vsunutych vyvodi. Vsunuté vyvody se spojuji do intralobuldrnich vyvodi, ty do
interlobuldrnich, které probihaji vazivovymi septy a tsti do hlavniho vyvodu pankreatu.
Ten prochézi parenchymem Zlazy a v hlavé pankreatu se spojuje s hlavnim zlu¢ovodem.
Spolecné pak tsti na Vaterské papile v sestupné ¢asti dvanactniku (Atkinson et al, 2020).

Exokrinni buniky produkuji denné 1-2 litry pankreatické S§tévy. Jedna se
o bezbarvy zésadity sekret, coz je dano vysokou koncentraci bikarbonati. Diky
zasaditému pH dochazi k neutralizaci chymu ve dvanactniku, ktery putuje ze zaludku.
Dale obsahuje vodu, ionty, atravici enzymy v neaktivni form¢, tzv. proenzymech.
Spravna aktivace proenzymu je velmi dilezitd pro GspéSné traveni. Pokud by doslo
k nevhodné aktivaci mimo stfevo, miize dojit k travicim potizim nebo poskozeni slinivky.
Sekrece pankreatické tekutiny je regulovana dvojim zptisobem. Jednak humoralné, kdy
se na sekreci podileji hormony gastrin, sekretin a cholecystokinin a druhym zptisobem

kdy regulace probihd pomoci autonomniho nervového systému (Atkinson et al, 2020).
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1.3.2 Endokrinni ¢innost

Endokrinni ¢ast je tvofena 4 typy bunék: a, B, 6 a PP buitkami. Tyto buiky se
shromazd’uji do shlukii zvanych Langerhansovy ostrivky. Ve slinivce se nachéazi 1-2
miliony téchto ostrivkl a zaujimaji 1-2 % z celkového objemu tkané. Kazdy ostriivek je
zasoben kapilarami, pomoci nichz se hormony dostavaji do krevniho feciste¢ a putuji
k cilové buiice. Tim dochazi k udrzeni glukézové homeostazy (Zhou et al, 2018).

e

.

Eh *@9‘
)
;

: Interlob

Obrazek 2: Histologicky popis slinivky (Vanhara et al, 2018).

1.4 Buiiky Langerhansovych ostrivki

1.4.1 a-buiiky

o-bunky zaujimaji ptiblizné 15-20 % z kazdého ostritvku. Lokace téchto bunék je
pfevazné na periferii. Cytoplazma bunék obsahuje a-granula produkujici peptidicky
hormon glukagon. Jakmile v téle dojde k poklesu glykémie, receptory ve slinivce to
zaznamenaji a buniky za¢nou vylucovat glukagon, ktery ma nékolik ucinki. Prvnim
ucinkem glukagonu je glykogenolyza, pii niz dochazi ke stimulaci jater a preméné
zasobniho glykogenu na gluk6zu. Dal$im ucinkem je glukoneogeneze, pii které v jatrech
vznika gluko6za z necukernych slozek, nejcastéji z aminokyselin, glycerolu ¢i laktatu. Oba
tyto ucinky maji za nasledek zvyseni hladiny glykémie, coz brani dalsi tvorbé a sekreci
glukagonu (Prasadan et al, 2002).
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1.4.2 B-bunky

B-buiiky maji pyramidovy tvar. Jsou umistény v dfeni Langerhansova ostrivku
a jejich zastoupeni je 60-70 % kazdého ostrivku. V jejich cytoplazmé se vyskytuji 2 typy
B-granul (zrald a nezrald). Vyvojova stadia téchto granul se odli$ strukturou a sloZzenim.
Nezrald granula jsou vétsi a jejich velikost je priblizné 500-800 nm. Obsahuji enzymy
potfebné pro proteolytické Stépeni proinzulinu na inzulin. Déle obsahuji proteiny
podilejici se na regulaci metabolismu glukézy v bunkdch Zrald granula se nachazeji
v blizkosti membrény a jsou pfipravena k rychlému uvoliiovani inzulinu do krevniho
obehu (Marchetti et al, 2012).

Amylin znamy také jako amyloidni polypeptid (IAPP) je vylucovan spolecné
s inzulinem do krevniho ftecist€. Podili se na regulaci glukozy tim, ze zpomaluje
vyprazdnovani zaludku a potlacuje sekreci glukagonu. U jedinci s DM2 je hladina
amylinu casto sniZzend nebo chybi, coz vede k zvySovani glykémie. Miize dochazet
i1k agregaci amylinu do nerozpustnych fibril, které se nasledné¢ hromadi v ostriivcich
a dalSich tkanich, coz vede k tvorbé amyloidnich depozit. Tato depozita jsou
charakteristickym znakem diabetu a pfispivaji k dysfunkci B-bun€k a pifipadné ztraté
jejich hmoty (Kiriyama et al, 2018).

Glukdza .
Inzulin

’ o) (%%

GLUT-2

Glukoza Exocytdza

Granula
obsahujici inzulin !}

W Mitochondrie

Ca 2+
\K ATP I © ﬁ Depolarizece -\G)\K,,T
"

ATP senzitivni K* kanal

L-typ
Ca?* kanal

Ca 2t

Obr. 3: Mechanismus sekrece inzulinu z B-buiiky (4rora et al, 2021).

Pri vzestupu glukozy v krvi, dochazi k jejimu vstupu do [-bunék prostrednictvim
glukozovych transportéri 2 (GLUTZ2). Po vstupu glukozy dof-buriky probiha glykolyza
Jjejiz produktem je pyruvat. Pyruvat je transportovan do mitochondrie, kde probihd
oxidativni dekarboxylace za vzniku acetyl-koenzymu A, ktery vstupuje do citratového
cyklu coz vede k produkci adenosintrifosfatu (ATP). Narust ATP vede k uzavieni
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draslikovych kandlkii a otevieni vapnikovych kandlkii na bunécné membrané tzv.
depolarizace. Priliv vapniku do p-bunky je klicovym signdlem pro exocytozu
inzulinovych granuli uloZenych v burice.

1.4.3 PP-buiiky

PP-buniky znamé také jako F-bunky se nejcastéji nachazi na periferii ostrivku
v oblasti hlavy slinivky. Produkuji hormon zvany pankreaticky polypeptid (PP). Jednou
z hlavnich funkci tohoto hormonu je schopnost ovliviiovat gastrointestinalni motilitu.
Dale ovliviiuje homeostazu glukézy a reguluje chut k jidlu. Ve srovnani s o a § buitkami

jsou mén¢ prozkoumané (Saito et al, 2022).

1.4.4 5-buiiky

O-bunky jsou dal§im bunéénym typem v Langerhansovych ostritveich. Vyskyt
téchto bunck je prevdzné na periferii mezi o a B buikami. Produkuji hormony
somatostatin a vazoaktivni intestindlni polypeptid (VIP). Za fyziologickych podminek ma
somatostatin Siroké spektrum aktivity.  Tlumi uvoliovani rlstového hormonu
a tyreotropinu. Déle pak somatostatin inhibuje sekreci inzulinu, glukagonu

a pankreatického polypeptidu z endokrinnich bun¢k pankreatu a uvolovani cytokint

z imunitnich bunék (Ampofo et al, 2020).

Tab. 1: Buiiky Langerhansovych ostrivki (upraveno dle Skrha et al, 2009).

Typ bunék o—buiiky B—buiiky 6-bunky PP-buiiky
Hlavni hormon Glukagon Inzulin Somatostatin Pankreatlgky
polypeptid
Prekurzor | Preproglukagon | Preproinzulin | Preprosomatostatin Prepropankre? ticky
polypeptid
[Pocet 29 51 14 36
aminokyselin
Dalsi . Glicentin Gastrin . Pankreastatlp Peptid YY
produkované Chol tokinin Pankreastatin Met-enkefalin Met-enkefalin
hormony oreeysto IAPP VIP cl-enke
Umisténi genu . 1z
na 2. d19uhe . kfatke 3. dlouhé raménko | 17. kratké raménko
raménko raménko
chromozomu
: o
Objemove % v 55 59 60-70 % 15-20 % 5-10 %
ostrivku
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2. Inzulin

2.1 Chemické slozeni inzulinu

Inzulin je anabolicky peptidovy hormon vylucovany [B-bunikami
Langerhansovych ostriivkli. Je slozeny z 51 aminokyselin, které jsou clenéné do
2 polypeptidickych fetézct znacenych A (slozen z 21 AMK) a B (sloZzen z 30 AMK).
Dale jsou v molekule pfitomny 3 disulfidické mistky. Jeden disulfidicky miistek

stabilizuje fetézec A, zbyvajici dva spojuji navzajem A a B tetézec (Zhou et al, 2013).

(hsr
~ oW
e @ 12 @ 17/"‘" *

Leu ~
—S V¥ Gly 24
. oys A-fetézec s
7S Glu ,,
8 y i Gly
9 His Leu val Cys 21
10 Val |Glu| Ala|Ley  Tyr Leu T 20

1 12 18

13 14 15 16 17

B-retézec

Obr. 4: SloZeni preproinzulinu, proinzulinu a inzulinu (Zdkova et al, 2005).

Slozent preproinzulinu (cela sekvence), proinzulinu (A i B fetézec a cerny retézec)
a inzulinu (bilé retézce). Gly - glycin, lle - isoleucin, Val - valin, Glu - kys. glutamova,
Gln - glutamin, Cys - cystein, Thr - threonin, Ser - serin, Leu - leucin, Tyr - tyrosin,
Asn - asparagin, Phe - fenylalanin, His - histidin, Ala - alanin, Arg - arginin,
Pro - prolin, Met — methionin
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2.2 Syntéza inzulinu

Syntéza inzulinu za¢ind na ribozomech v drsném endoplazmatickém retikulu
tvorbou preproinzulinu. Signalni sekvence wusnadiiuje transport do lumen
endoplazmatického retikula, kde dochazi k odstépeni signalni sekvence pomoci peptidazy
a vznika proinzulin. Ten se skladd z vySe zminénych fetézci, které jsou spojené
C- peptidem. C-peptid je polypeptid tvofeny, z 31 aminokyselinovych zbytkil. Spojuje
karboxy-konec B fetézce s amino-koncem A fetézce prostiednictvim 2 bazickych zbytki
(arginin-arginin a lysin-arginin). Proinzulin je déle transportovdn pomoci vezikuli do
golgiho aparatu. Tam se koncentruje v sekre¢nich granulech a nésledné je pomoci proteaz
Stépen na samostatny C-peptid a inzulin. Po odstépeni C-peptidu, ma molekula inzulinu
niz8i rozpustnost a s ionty Zn** precipituje a vznikaji krystaly inzulinu. Ty jsou spolu
s C-peptidem a zbylym preproinzulinem skladovany v sekrecnich granulech B-bunék.
Stimulem pro syntézu inzulinu je nérust glukézy nebo ostatnich nutrientd, a nasledné

dochazi k vypusténi inzulinu pomoci exocytdzy (Zhou et al, 2013).

2.3 Sekrece inzulinu

Denni sekrece inzulinu se mtze lisit v zavislosti na mnoha faktorech, kterymi jsou
veék, télesnd hmotnost a celkovy zdravotni stav. U zdravych jedinct se celkovd denni
sekrece pohybuje v rozmezi 30-40 IU. Pfi¢emz polovina pifipadd na bazalni sekreci
a druhd na stimulovanou sekreci. Bazalni sekrece oznacuje malé kontinudlni mnozstvi
inzulinu, které slinivka vylu€uje po cely den nezavisle na pfijmu potravy. U zdravého
cloveka se tato sekrece pohybuje v rozmezi 0,25-1,5 U za hodinu. Naopak u pacientli
s DM1, ktefi maji sniZenou nebo nulovou produkei inzulinu, je bazalni sekrece nahrazena
dlouhodobé pisobicim inzulinem, ktery se poddva 1 denné. Naopak pfi stimulované
sekreci dochéazi k uvolilovani inzulinu v reakci na zvySenou hladinu glukézy. Kromé
gluk6zy mohou byt dal$imi stimulanty sekrece inzulinu dal$i nutrienty, hormony, nervové

vlivy a farmaka (Hisamitsu et al, 2022).

2.4 Inzulinovy receptor

Inzulinovy receptor (InsR) je transmembranovy receptor, ktery se sklada ze
2 extracelularnich a-podjednotek a 2 transmembranovych B-podjednotek, které jsou

spojeny disulfidickymi vazbami. Existuji 2 izoformy InsR: InsR-A znama také jako
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fetalni izoforma a InsR-B zndma jako izoforma dospélého ¢loveka. Jednotlivé izoformy
se lisi svou strukturou a pfitomnosti ve tkanich. InsR-B je ptevazujici formou, ktera se
vyskytuje v jatrech, svalech a tukové tkéni. Zatimco InsR-A se vyskytuje pfevazné
v tkénich plodu a u dospé€lého jedince v krvetvornych buiikach a v centralnim nervovém
systému (Ablooglu et al, 2001).

Kdyz se na a-podjednotku navadze inzulin, dochazi ke konformacni zmén¢ InsR
a aktivaci tyrozinkindzy, kterd je soucésti P-podjednotky. Aktivovand tyrozinkinaza
zpusobi autofosforylaci jednotlivych domén B-podjednotky. Nésleduje fosforylace
substratovych proteinti Insulin Substance Receptor 1-4, které nésledné¢ aktivuji dalsi
signalni molekuly, jako je fosfatidylinositol-3kinaza (PI3K) a proteinkindza B (PKB).
Aktivace PI3K vede ke vzniku druhého posla v podobé fosfatidylinositol-3-trifosfatu.
Aktivovand (PKB) mé4 mnoho ucinki na metabolismus véetn¢ translokace GLUT-4
transportéri na povrch bunéné membrany, coz umoznuje piijem glukozy do buiky

(Petersen et al, 2018).

Obr. 5: Intracelularni mechanismus aktivace InsR (upraveno dle Saltiel et al, 2002).

GLUT-4 - glukozovy transportér 4, IRS - latka inzulinového receptoru, MK - mastné
kyseliny, PI3K - fosfatidylinositol-3kinaza, PKB - proteinkindza
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3. Diabetes mellitus

3.1 Charakteristika diabetu

Diabetes mellitus (DM), obecné znamy pod nazvem cukrovka, je chronické
onemocnéni. Jednim z hlavnich ptiznakl je hyperglykémie, ta je zplisobena relativnim
nebo absolutnim nedostatkem inzulinu. Na vzniku onemocnéni se podili fada
patologickych procesti. Od destrukce B-bun€k s naslednym deficitem inzulinu az po

abnormality, které¢ vedou k rezistenci u¢inku inzulinu.

3.2 Klasifikace diabetu

3.2.1 Diabetes mellitus 1. typu

DMI piedstavuje pfiblizné 5-10 % vsech piipadti diabetu. Ustfedni roli
v patofyziologii vétSiny ptipadit DM1 hraje autoimunitni destrukce beta buné€k, ktera
vede k tézkému nedostatku inzulinu. Mezi markery imunitni destrukce B-bunck patii
autoprotilatky proti buiikdm pankreatickych ostravki, inzulinu, dekarboxylaze kyseliny
glutamové a tyrosin fosfataze. Bylo zjiSt€éno, ze méfeni téchto autoprotilatek ma
vyznamnou roli pro diagnézu a predikci DM1 u pfibuznych diabetika. Pfi této formé
diabetu je destrukce B-bunc¢k zna¢né variabilni. U déti a kojenct rychla a oproti tomu
u dospélych pomald. Casto jsou pacienti stouto formou DM nachylni k dal§im
autoimunitnim onemocnénim, jako je vitiligo, Gravesova choroba, Addisonova choroba

a mnoho dalSich (Sapra et al, 2023).

3.2.2 Diabetes mellitus 2. typu

Tato forma diabetu predstavuje 90-95 % osob s diabetem, diive ozna¢ovana jako
diabetes nezavisly na inzulinu. Vznika v disledku inzulinové rezistence v periferni tkani
a relativnim defektem sekrece inzulinu. Inzulinové rezistence se miize zlepsit pti redukci
hmotnosti nebo farmakologické 1é€bé hyperglykémie, ale jen ziidka se vrati do normalu.
Riziko vzniku této formy diabetu se zvySuje s vékem, obezitou a nedostatkem fyzické
aktivity. Vyskytuje se Castéji u jedinct s hypertenzi nebo dyslipidémii nebo u Zen, které
mély v minulosti gestaéni diabete. Cetnost vyskytu se li§i v riiznych etnickych skupinach.
Casto se stava, ze v prvnich letech zistava tento typ DM nediagnostikovan, protoze

hyperglykémie se vyviji postupné a v poc¢ate¢nich stadiich neni natolik zadvazna. Ptesto
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jsou pacienti vystaveni zvySenému riziku vzniku makrovaskularnich a mikrovaskuldrnich

komplikaci (Sapra et al, 2023).

3.2.3 Gestacni diabetes

Gestacni diabetes (GMD) jak uz nazev napovidd, se projevi béhem téhotenstvi.
Dodnes vSak neni znamo proc¢ k ni dochézi, nicméné se spekuluje o tom, ze v tom mohou
hrat roli antigeny HLA, konkrétné HLA DR2, 3 a 4. Predpoklada se, Ze u gestacniho
diabetu hraje roli také nadmérné mnozstvi proinzulinu, ktery by mohl zpisobovat stres
B-buné¢k. Dalsi teorii je, Ze vysoké koncentrace hormonti jako jsou progesteron, kortizol,
prolaktin, lidsky placentarni laktogen a estrogen mohou ovliviiovat funkci PB-bunék

a periferni citlivost na inzulin. Screening GMD je dvoufazovy 1. faze do 14. tydne a II.

faze v prabehu 24-28 tydne (Sapra et al, 2023).

Tab. 2: Hodnoceni vysledki a nasledny postup (Springer et al, 2019).

Glykémie nala¢no y acientka podstoupi II. fazi
y = v norm¢ P podstoup
< 5,1 mmol/l screeningu
Glykémie nala¢no opakované — v normé pacientka je odeslana na
5,1-6,9 mmol/l M diabetologii
Glykémie nala¢no opakované — DM pacientka je odeslana na
> 7,0 mmol/l diabetologii
Glykémie pii oGTT . . .
v 60. min < 10 mmol/l — v normé pacientka pods'toupl II. fazi
ve 120. min < 8,5 mmol/l sereeninat
Glykémie pii oGTT . . .
v 60. min > 10 mmol/l — GDM pacientka je odesldana na
o diabetologii
ve 120. min > 8,5 mmol/l tabetologh

3.24 MODY

Diabetes s poc¢atkem projevu v détstvi (MODY) je vzacny geneticky syndrom,
ktery zahrnuje n¢kolik riznych typi diabetu. Jedna se o dédi¢né formy DM, které se
projevuji v mladém véku do 25 let. Jsou zptisobeny mutacemi v genech zodpovidajicich
za produkci inzulinu nebo regulaci hladiny cukru v krvi. Mezi geny, na kterych se mutace
vyskytuji, patii mutace genu pro glukokindzu dale mutace genu kddujici inzulin
a nejcastéjsi forma je spojena s mutacemi na 12. chromozomu v jaternim transkripénim
faktoru oznacovaném jako hepatocytarni jaderny faktor (HNF)-1o. Kazda z mutaci vede

k odlisné formé MODY (Sapra et al, 2023).
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3.3 Diagnostika DM

Pro diagnostiku diabetu a jeho klasifikaci se stanovuje hladina glykémie v krvi.
Pouzivaji se metody jako je méfeni glykémie nalacno, oralni gluk6zovy tolerancni test

nebo stanoveni hladiny glykovaného hemoglobinu (HbA1.) (Kernerb et al, 2014).

Tab. 3: Diagnosticka kritéria diabetu (Springer et al, 2019).

Glykémie nala¢no

<5,6 mmol/l

vylouceni DM

5,6 az 6,9mmol/l

hrani¢ni glykémie na

la¢no

>7,0 mmol/l DM

<78 1/1 referen¢ni interval

Nahodna glykémie mo s
>7.8 a<11,Ilmmol/l ramcml gvy ctie ha

acno

>11,1 mmol/l DM

<7,8 mmol/l vylouc¢eni DM

Glykemicka zatéz

porusena gluk6zova

(pod4ni 75 g 7,8 az 11,1 mmol/l tolerance
glukozy)
oGTT >11,1 mmol/l DM
20 az 42 mmol/mol referen¢ni interval
HbAie 43 az 53 mmol/mol kompenzovany DM
> 53 mmol/mol DM

3.3.1 Oralni gluk6zovy tolerancni test (0GTT)

Jestlize diagndéza DM nelze jednoznacné urcit z hodnot glykémie na lacno nebo
HbA|., provadi se oGTT. Jedna se o diagnosticky test pouzivany ke zjisténi poruchy
metabolismu glukézy. Tti dny pred testem by mél pacient konzumovat béznou stravu.
V den testu by mél pacient pfijit na lacno minimalné po 8hodinovém la¢néni. Pacientovi
se odebere prvni vzorek Zilni krve na la¢no a podé se 75 az 100 g glukdzy ve 250-300 ml
vody. Dalsi vzorky se pak odebiraji v pravidelnych intervalech obvykle po 60 a 120
minutach. Vysledky OGTT tab. €. 2 (Phillips 2012).
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Tab. €. 4: Hodnoceni vysledki OGTT (Springer et al, 2019).

Glykémie Interpretace
< 7,8 (mmol/l) vylouc¢eni DM
7,8 az 11 (mmol/l) porusena glukdzova tolerance
> 11,1 (mmol/l) DM

3.4 Komplikace diabetu

Neléceny nebo Spatné kompenzovany diabetes muze vést k mnoha rizikiim
a komplikacim, které se d¢li na akutni a chronické. Akutni komplikace vznikaji nahle
a mohou bezprosttfedné ohrozit zivot pacienta. Jedna se o hyperglykémie, hypoglykémie,
laktatovou acidézu a diabetickou ketoacidozu. Chronické komplikace se dale déli na
specifické (mikroangiopatické) a nespecifické (makroangiopatické). Specifické
komplikace zahrnuji diabetickou nefropatii, retinopatii, neuropatii a syndrom diabetické
nohy. Do nespecifickych se fadi kardiovaskularni, endokrinni, gastrointestinalni, plicni

kozni a dalsi komplikace (Forbes et al, 2013).
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4. L.é¢ba diabetu

4.1 Selfmonitoring

Selfmonitoring glykémie je dulezitou soucasti 1écby diabetu. Cilem SMBG je
pomoc lidem s diabetem pochopit, jak jejich hladina glykémie reaguje na jidlo, fyzickou
aktivitu a léky. Na zéklad¢ jednotlivych méfeni se provadi vhodné upravy k udrzeni
optimélni hladiny glykémie. V dneS$ni dobé je kdispozici nékolik pfistroji pro
selfmonitoring. Casto pouzivanym zafizenim je glukometr, coZ je maly pienosny piistroj,
ktery méti hladinu glykémie v krvi pomoci malé kapky krve a testovaciho prouzku. Mezi
dalsi zafizeni patii systémy continuous glucose monitoring (CGM) a flash glucose
monitoring (FGM) (Heinemenn et al, 2015).

Systtm CGM vyuzivd senzor zavedeny pod kizi k méfeni glykémie
v intersticialni tekutin€. Soucasti senzoru je vysilac, ktery bezdratoveé vysild hodnoty do
pfijimace (glukometru, inzulinové pumpy, mobilniho telefonu). Tento systém umoziuje
pacientim nastaveni alarmii ohlaSujici hypoglykémii nebo hyperglykémii. Nektera
zafizeni jako je inzulinovd pumpa umi na zdkladé¢ naméfenych hodnot sama upravovat
davkovani inzulinu. Systém FGM také vyuziva senzor zavedeny pod kuzi k méfeni
glykémie v intersticialni tekuting. Senzor vSak neptfenasi data bezdratové. Uzivatel musi
snima¢ naskenovat pomoci ¢tecky nebo chytrého telefonu, aby potiebné udaje ziskal

(Heinemenn et al, 2015).

4.2 Farmakoterapie

4.2.1 Lécba peroralnimi antidiabetiky
Peroralni antidiabetika (PAD) jsou léky pouzivané k 1écbé pacientii s DM2,
u nichz nestacila rezimova opatieni, do kterych spada dieta, redukce hmotnosti a cviceni.

PAD se déli do nékolika tfid podle mista a mechanismu Géinku (Bartolomeo et al, 2010).

4.2.1.1 Inzulinové senzitizatory

Pti snizené inzulinové rezistenci se k 16cbé vyuZzivaji inzulinové senzitizatory,
mezi které fadime biguanidy a thiazolidindiony. Nejcastéji predepisovanym druhem
biguanidu je metformin. Mechanismus ucinku metforminu spociva v aktivaci enzymu

adenosinmonofosfat aktivovana proteinkindza, ¢imz snizuje jaterni glukoneogenezi
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a lipogenezi a zvySuje inzulinem zprostiedkované vychytavani glukézy ve svalech.
Thiazolidindiony ptsobi tak, Ze se vazi na receptor zvany y-receptor aktivovany
peroxisomovym proliferatorem a aktivuji je. Nejvyssi koncentrace receptort je v tukové,
svalové a jaterni tkdni. Po aktivaci PPAR-y podporuji vychytavani gluk6zy buitkami tim,
ze zvysuji expresi GLUT4, coz umoziiuje inzulinu efektivnéji stimulovat vstup glukézy
do bunék. Déle snizuji produkci glukoézy v jatrech a ovliviiuji genové exprese

v adipocytech (Ganesan et al, 2022).

4.2.1.2 Inzulinova sekretagoga

Pro ovlivnéni sekrece inzulinu se vyuzivaji inzulinova sekretagoga, které se déli
na 2 hlavni tfidy, sulfonylureidy a meglitinidy. Mezi sulfonylureidy patii glipizid,
a tolbutamid a mezi meglitinidy fadime nateglinid a repaglinid. Mechanismus u¢inku
spo¢iva ve schopnosti vazat se na ATP-dependentni Ca?* kandly na membrang B-bunék
slinivky. To vede k depolarizaci membrany a zvySeni intracelularni koncentrace Ca*"

a uvolnéni inzulinu ze sekre¢nich granul (Ganesan et al, 2022).

Vstup Ca?* do buriky

Depolarizac D

v Zvysena
intracelularni
koncentrace
C 2+
K+ ’ O O
00 9 00
0 ¢ 0)
Repaglinid @ 0 o o 0 8 o
(PAD) 0% -
000 0
ATP-dependentni
kaliové kanaly Sekrece inzulinu

Obr. 6: Mechanismus ucinku nesulfonylureovych sekratog (upraveno dle Pithova
2006).
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4.2.1.3 Inhibitory stievnich glukosidaz

Inhibitory oa-glukosiddzy kompetitivné inhibuji tyto enzymy v buikdch
kartdCového lemu stfeva, které §tépi glykosidické vazby mezi glukézou a jinymi
disacharidy a oligosacharidy. Tim dochazi ke zpomaleni vstiebavani sacharidii. Existuji
pfirodni i syntetické inhibitory. Mezi pfirodni fadime katechiny a flavonoidy, které¢ se
nachazeji v rostlindch. Syntetické inhibitory jsou napfiklad acarbose a miglitol.
V nadmérnych davkach mohou zplsobit nezadouci Uc¢inky jako jsou, bolesti bficha,

nadymani a prijem (Bartolomeo et al, 2010).

4.2.1.4 Inkretinova analoga

Inkretinové hormony jsou hormony vylu¢ované z enteroendokrinnich bunc¢k L
a K bun€k v reakci na pfitomnost potravy v travicim traktu. Jejich funkce spociva ve
stimulaci sekrece inzulinu a snizovani glykémie po jidle. Mezi nejvyznamnéjsi
inkretinové hormony patii glukagonu podobny peptid-1 (GLP-1) produkovany
K burikami a glukézo-dependentni inzulinotropni peptid (GIP) produkovany o buiikami.
Po uvolnéni jsou GLP-1 a GIP rychle degradovany dipeptidylpeptidazou-4 (DPP-1V),
¢imz kon¢i jejich regulacni Gcinek. Inkretinova analoga jsou tedy navrzena tak, aby
napodobovala uc€inky téchto hormond, ale s delSim trvanim ucinku a odolnosti vici

degradaci enzymem DPP-IV (Kopp et al, 2022).
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Obr. 7: U¢inky GLP-1 v lidském organismu (upraveno dle Kerr et al, 2014).

4.2.1.5 Inhibitory zpétného vstiebavani glukézy v proximalnim tubulu

Jsou to latky, které zabranuji zpétnému vstiebavani glukozy v ledvinach. Za
normalnich okolnosti se v proximalnich tubulech vsttebava vétSina glukozy z priméarni
moci zpét do krevniho obéhu pomoci specialnich transportéri. Mechanismus ucinku
téchto inhibitorti spo¢iva v navazani na SGLT2 (Sodium-glucose co-transporter 2) a to
zplisobi blokaci zpétného vstiebavani glukozy a dochazi ke glykosurii. Depagliflozin je
jednim z hlavnich 1¢kt v této tfid¢, mezi dalsi 1éCiva patii empagliglozin a canagliflozin

(Ganesan et al, 2022).

4.3 Lécba inzulinem

Tento typ 1écby se obvykle vyuziva u pacientli s DM1, ale miize byt vhodny 1 pro
pacienty s DM2, u kterych lécba formou dietnich opatieni a podavani antidiabetik byla
nedostacujici. V soucasné dobe¢ se k 1é¢be vyuziva humanni inzulin a inzulinova analoga.

Lidsky inzulin se vyrabi biosynteticky, kdy se do bakterialni bunky (E. coli) nebo
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kvasinky vnese gen pro inzulin. Takto modifikované mikroorganismy produkuji inzulin.
Analoga se od humanniho li§i modifikaci aminokyselinové sekvence (7ibaldi 2011).
Dale mizeme inzuliny rozdélit podle rychlosti nastupu biologickych ucink,
vrcholu a délky plsobeni. A to na ultrakratce, kratce, sttedn¢ dlouze a dlouze plisobici
viz tabulka €. 5. Inzulin se obvykle aplikuje subkutanni injekci do vrstvy pod kizi, coz
zajiStuje pomalé a stabilni vstfebavani do krve. V dnesni dobé je n€kolik zpiisobli podani
inzulinu. Pacientim jsou k dispozici inzulinovéa pera, inzulinové pumpy a inhalacni

inzulin (Cheng et al, 2021).

Tab. & 5: Inzulinové piipravky a jejich rozdéleni (upraveno dle Skrha et al. 2009).

Ultrakritké Kriatké Stredné | 1) buhé
dlouhé
Zacatek |14 15 min 30 min 13h 23h
pusobeni
Maximalnd | 30 45 i 1-3h 4-16h 10-18 h
ucinek
Doba 2-5h 4-6h 12-24 h 2436 h
pusobeni
Humalog Actrapid HM Insulatard Humulin
NovoRapid Insuman Rapid Humulin N U Lantus
Apidra Insulin-HM R Insuman Levemir
Basal

4.4 Inzulinova pumpa

Lécba pomoci inzulinové pumpy funguje na principu kontinualni subkutanni
inflze inzulinu. Tento druh 1écby je vhodny pro pacienty, kteti vyzaduji inzulinovou
substituci, nejcastéji se tedy jedna o pacienty s DM1. Pumpy jsou programovatelné
pfistroje, které podavaji rychle pisobici inzulin v bazéalnich a bolusovych déavkach tak,
aby napodobily fyziologické pozadavky pacienta na inzulin. Bazalni davky jsou malé
davky inzulinu podavané kontinualné tak, aby udrZely stabilni hladinu glykémie béhem
spanku a cel¢ho dne. Pumpa umoziluje nastaveni tzv. bazélnich profil, coz umozni
rozliSeni vSednich a vikendovych dnt. Bazalni davkovani se tak jesté 1épe ptizplsobi
aktivitdm pacienta. Bolusové davkovani umoziuje pacientovi jednordzove podavat davky
inzulinu, které se piizplsobuji glykemickému profilu, sloZzeni mnozstvi jidla a fyzické

aktivité (Yao et al, 2022).
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Existuje systém nazyvany systém s uzavienou smyckou. Jedna se o inzulinovou
pumpu spojenou se systémem CGM. Jak jiz bylo zminéno vyse, tento systém neustale
kontroluje hladinu glykémie v krvi a data posild do pfijimace. V tomto ptipadé je
pfijimacem inzulinovd pumpa a ta automaticky pfizptisobuje davkovani inzulinu.

Uzaviend smycka tak snizuje riziko hypoglykémie a hyperglykémie (Yao et al, 2022).

4.5 Transplantace

Transplantace tkdni produkujici inzulin mtze byt dal$i moznosti, jak nahradit
sekreci inzulinu. V soucasné dobé existuji dva druhy transplantaci, které mohou byt
diabetikovi provedeny. Prvni moznosti je transplantace celé slinivky. Ta se vétSinou
provadi soucasné s transplantaci ledviny z diivodu rozvoje selhani ledvin v dasledku
diabetické nefropatie. Druhou moznosti je transplantace izolovanych Langerhansovych
ostruvkd u pacientli trpicich tzv. kiehkym diabetem, konkrétné¢ u pacientd, ktefi trpi
zavaznymi zivot ohrozujicimi stavy hypoglykémie, které si neuvédomuji (Shaheed et al,
2006).

Transplantace mize mit nékolik vyhod ale i nevyhod. Proto je dilezité peclivé
posouzeni vSech moznych vyhod a rizik. Mezi hlavni vyhody patii normalizace hladiny
glykémie, snizeni rizik diabetickych komplikaci, snizeni z&vislosti na inzulinové terapii
a zlepSeni kvality Zivota. Mezi nevyhody a komplikace fadime imunosupresi, moznost
odmitnuti transplantdtu, zvySené riziko infekci a poskozeni ledvin. Cilem
imunosupresivni 1é¢by je potlaceni nebo regulace nezadouci aktivace T a B lymfocytt.
Existuje mnoho riznych typ imunosupresivnich 1ék, které maji riizné mechanismy

ucinku (Shaheed et al, 2006).

4.6 Lécba pomoci kmenovych bunék

Kmenové buiiky (SC) predstavuji velmi slibnou novou 1écbu DM1 diky své
schopnosti diferencovat se do nékolika bunéénych typt a diky regenera¢nimu potencidlu.
Mezenchymalni kmenové bunky (MSC), nazyvané také mezenchymalni stromalni
bunky, jsou nehamatopoetické multipotentni SC. Lze je ziskat z n¢kolika zdroji vcetné
kostni dfené, jater, ledvin, tukové tkané, placenty a mnoho dalSich tkani. K identifikaci
MSC lze vyuzit n€kolik povrchovych markerti mezi, nez patii CD73, CD90 a CD105
(Suya et al, 2022).

31



MSC kostni dfen¢ podporuji angiogenezi prostiednictvim sekrece cytokind, jako
je fibroblastovy rustovy faktor a vaskularni endotelidlni ristovy faktor. Dale hraji
klicovou roli v imunomodulaci tim, Ze se pfesouvaji do oblasti zanétu a modifikuji
fenotyp dendritickych bunck, T-lymfocytl, B-lymfocyti a NK bunék. Snizuji
prozanétlivé cytokiny a unikaji apoptoze zprostiedkované cytotoxickymi T-lymfocyty,
inhibuji zrani dendritickych bunék a zarovenn snizuji proliferaci T-lymfocyt
prostiednictvim transformujiciho ristového faktoru a hepatocytarniho rastového faktoru

(Suya et al, 2022).

Reguluji regeneraci
tkan¢ a fibrozu

@0 ™ M

Imunomodulace Proliferace

Obr. 8: Mechanismy MSC prispivajici k 16¢bé DM1 (upraveno dle Jayasinghe et al,
2022).

4.7 Endoskopicka lé¢ba Diagone

Unikatnim 1é¢ebnym proces v Ceské republice je endoskopicka metoda Diagone.
Jedna se o metodu provadénou v celkové anestezii, kdy se skrze endoskop zavadi
specidlni balonek do tenkého stfeva. V tenkém stievé se balonek nafoukne a pomoci
laseru se oslepi nervové builkky duodena ¢imz ovlivnime metabolismus sacharidti. Tato
metoda je uréena pro pacienty s DM2, ktefi maji diabetes méné nez 15 let jejich
glykovany hemoglobin je vyss$i nez 65 mmol/l a nejsou léCeni pomoci inzulinu.

Vysledkem této metody je zlepseni glykovaného hemoglobinu (Tkem 2017).
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5. Transplantace izolovanych Langerhansovych ostriavki

5.1 Historie transplantace ostrivki a klinické vysledky

Prvni klinicky uspé$na alogenni intraportalni transplantace ostrivkd byla
provedena v roce 1980 Sutherlandem a Najarianem v Minnesoté 10 pacientim (Najarian
et al, 1980). Inzulinové nezéavislosti bylo dosazeno u 3 pacientt a to na 1,9 a 38 mé&sict.
Do roku 1999 bylo provedeno 267 transplantaci s odhadovanou 10% mirou nezavislosti
na inzulinu v délce 1 roku. V roce 2000 byla publikovana ispésna studie Shapira a spol.
(Shapiro et al, 2000). Tato studie znaméa pod nazvem Edmontonsky protokol byla
prilomova a oproti pfedchozim transplanta¢nim postuptim méla 3 hlavni rozdily. Zkratila
se doba izolace, moznost vyuziti Langerhansovych ostriivkli od 2 nebo 3 darcii a snizeni
poctu ostrivkll potfebnych k transplantaci (cca 11 tisic ostrivkovych ekvivalentli na
kilogram télesné hmotnosti piijemce) a nasledna imunosupresivni 1écba po transplantaci
bez kortikosteroidu. Pti této studii dosahlo nezavislosti na inzulinu vSech 7 pacienti, ktefi
transplantaci podstoupili, 5 z nich si udrzelo inzulinovou nezévislost del§i nez 1 rok.
Naésledné sledovani 47 pacientl po dobu 5 let Ié€enych podle Edmontonského protokolu
ukdzalo, ze cca 10 % pacientli zGstalo bez inzulinu a 80 % si udrzelo silnou sekreci
C - peptidu. Mezi dalsi vyhody transplantace podle Edmontonského protokolu pattila
dobfte kontrolovana hladina HbA1c, snizeni poctu epizod hypoglykémie a snizeni kolisani

hladiny glykémie (Farney et al, 2016).

5.2 Postup transplantace alogennich Langerhansovych ostrivki

Transplantace ostrivkil vyzaduje postupné kroky zahrnujici odbér déarcovské
slinivky, izolaci ostriivkil, purifikaci, kultivaci a infuzi. Ve vSech krocich tohoto procesu
je potieba vénovat pozornost detailim, aby se maximalizovala integrita a pteziti ostravki.

Slinivka se odebird od kadevozniho darce po neurologické ¢i srde¢ni smrti.
Charakteristika darce jako je vék, index télesné hmotnosti a hodnota glykovaného
hemoglobinu mohou ovlivnit vytéznost Langerhansovych ostriivki. Dilezitym faktorem
pti vybéru darcovské slinivky je dodrzeni kompatibility s antigeny ABO systému (Rickels
etal, 2019).

Pted chirurgickym vyjmutim je slinivka ochlazena a proplachnuta konzervacnim

roztokem University of Wisconsin nebo roztokem histidin-tryptofan-ketoglutaratu. Po
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proplachnuti a ochlazeni je slinivka chirurgicky vyjmuta a pankreaticky vyvod je
perfundovan studenymi a nasledné zahtatymi roztoky kolagendzy, které pomahd;ji oddélit
ostruvky od exokrinni a duktalni tkan¢. Poté se slinivka rozieze na vice ¢asti obvykle 9
nebo 10 velkych fragmentl a pfenese do Ricordiho komory. V komote cirkuluji teplé
roztoky kolagendzy a serinové protedzy spole¢né s kovovym ¢i keramickym kuli¢kami.
Tim Ze se komora protiepavd dochazi k oddéleni ostrivkll od exokrinni tkané. Po
uvolnéni ostriivka do roztoku se traveni zastavi ochlazenim na 4 °C a aktivita kolagenazy
se utlumi pfidanim lidskému albuminu. Nasleduje purifikace, kdy se natravené ostrivky
precisti od exokrinni tkdn¢ na bunééném separatoru COBE 2991 pomoci kontinualniho
hustotniho gradientu. Ostrivky se poté kultivuji 24-72 hodin pfi 20 °C nebo 37 °C
v kultivaénim médiu doplnéném o inzulin, transferin a selen (Gamble et al, 2018).

Pted samotnou transplantaci musi purifikovany ostrivek projit podrobnym
testovanim kontroly kvality. Posuzuje se zivotaschopnost ostriivki, c¢istota, obsah
inzulinu, pocet bunék a sekre¢ni odpoveéd’ inzulinu. Ostritvky musi spliiovat vice jak 50%
¢istotu, minimalni davku 5000 vitalnich ostrivkovych ekvivalentd na 1 kg a musi byt
sterilni pfi barveni dle Grama. V soucasné dob¢ zlstava nejcastéji pouzivanou metodou
implantace ptes portalni Zilu. Do portalni Zily 1ze bezpecné vstoupit minimalné invazivni
perkutanni transhepatélni ptistupovou cestou. Vyhodou tohoto pfistupu je, Ze u pacientil
neni nutnéd celkova anestezie a intraportalni infuze je spojena s minimem komplikaci.
Ptresto vSak intravaskuldrni misto neposkytuje optimalni prosttedi pro pfeziti ostrivki.
Dochazi k jejich embolizaci a zachyceni v sinusoiddlnich kapilarach, coz muze vést

k ischemii ostrivkl a nasledné apoptické nebo nekrotické smrti (Gamble et al, 2018).
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Obr. 9: Izolace Langerhansovych ostriavki (upraveno dle Shaheed et al, 2006).

5.3 Alternativni mozZnosti ziskani ostrivki a strategie Kk udrZeni

ostruvkua

Pomémé velky problém ptedstavuje nedostatek darcovskych pankreatickych
ostruvkd, ktery brani Sirokému uplatnéni transplantace jako rutinni 1éby pro vhodné
pacienty s DMI. Proto se pracuje na studiich, které¢ se zabyvaji moznosti ziskani SC-
ostruvki, které vznikaji diferenciaci kmenovych buné€k nebo ze zvifat. DalSim
problémem je dlouhodobé piezivani stépil ostrivki in a ex vivo. K tomu byly vyvinuty
strategie jako je enkapsulace, vyroba ostrivkovych organoidil a kryokonzervace ostritvkli
(Shi et al, 2022).
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Obr. 10: Alternativni moZnosti ziskani ostruvki a strategie k udrzeni (Yue et al,
2023).

5.3.1 Xenotransplantace

Xenotransplantace mad za cil zmirnit nedostatek Langerhansovych ostravki
z lidskych zdrojii a ocekava se, ze poskytne dostatek vysoce kvalitnich a biologicky
bezpecnych ndhrad pro klinickou praxi. Protoze je praseci inzulin strukturné podobny
lidskému inzulinu. Li$i se pouze 1 aminokyselinou a imunogenita prasecich ostravk je
slaba. Stavaji se praseci ostriivky nejvhodnéjsi alternativou pro 1écbu. Prvni klinicka
studie xenotransplantace byla provedena v roce 1994 Grothem a spol (Groth et al, 1994).
Pacientovi byly podany fetalni prase¢i Langerhansovy ostriivky pod ledvinové pouzdro.
Prestoze klinicky vysledek nebyl Zadouci a pottebna davka inzulinu se po transplantaci
nesnizila, praseci C-peptid byl detekovatelny u pacienta po dobu vice jak 300 dni po
transplantaci. V soucasné dob¢ se xenotransplantace potyka s problémy jako je imunitni
rejekce, endogenni retrovir, vybér izolacniho materidlu a vhodné misto pro transplantaci.

Proto zatim neni xenotransplantace pro klinické vyuziti vhodna (Yang et al, 2020).
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5.3.2 Kryokonzervace

Na konci 19. stoleti byly prvni pokusy s kryokonzervaci provadény na spermiich
a ¢ervenych krvinkach. Védci zjistili Ze mohou zmrazit lidské spermie a pozd&ji prokazat
jejich funkéni obnovu. Pfi pouziti takto zmrazenych spermii dochazelo k brzkému
odumirani embryonalnich bun¢k. To bylo zpiisobeno nedostatkem kryoprotektiv (CPA)
a technikou okamzitého zmrazeni a rozmrazeni bun€k (Parkes et al, 1945). Teprve ve 20.
stoleti J. Lovelock poprvé vysvétlil, Zze Cervené krvinky zazivaji pii zmrazovani
osmoticky stres, ktery vede k bunécné smrti. Vroce 1948 Polge a spol. objevili
kryoprotektivni uc¢inek glycerolu, ktery nechténé pouzili pfi uspésné kryokonzervaci
ptacich spermii (Polge et al, 1949). Po tomto objevu Smith uspésné pouzil glycerol ke
kryokonzervaci lidskych erytrocytii a védei dosli k zavéru, ze kryoprotektivum spolu
s rychlosti zmrazovani a rozmrazovani jsou dva dualezité parametry, které ovliviiuji funkcei
bunck (Smith et al, 1950). Na konci 70. let 20. stoleti byly sepsany protokoly pro
optimélni kryokonzervaci Langerhansovych ostrivki. V roce 1977 Rajotte a spol.
transplantovali kryokonzervované ostriivky potkanti ptes portalni Zilu do jater potkani.
Langerhansovy ostriivky zmrazili pomoci dimethylsulfoxidu (DMSO) a po rozmrazeni
a odstranéni DMSO je transplantovali do jater. V prvnich 6 tydnech po transplantaci
zaznamenali hyperglykémie, které se postupné snizovali az hladina glykémie doséhla
ve 13. tydnu referen¢nich hodnot. Dale potkani jiz neméli glykosurii, zlepSila se jim
vitalita a vykazovali pfirtistek hmotnosti. PfestoZe byla tato studie slibnd, byla omezena
velikosti vzorku a relativné kratkou dobou sledovani (Kojayan et al, 2018).

V dnesni dobé se pouzivaji 2 postupy kryokonzervace. Pomalé ochlazeni o 1-2 °C
za minutu s nizkymi koncentracemi CPA (2 M) a vertifikacni kryokonzervace s vysokou
koncentraci CPA (6-8 M). Rychlost zmrazovani a rozmrazovani béhem kryokonzervace
je velmi dilezité pro funkci a morfologii. Cim pomaleji je tkaf zmrazena, tim vice ¢asu
ma kapalina v bufice na dosazeni rovnovéahy s vnéjSim povrchem buriky, ¢imz se zabrani
destruktivni tvorbé ledovych krystal uvnitf. AvSak pii pomalém zmrazovani pieziva vice
imunitnich bunék, jako jsou makrofagy, lymfocyty a dendritické buiiky a tkan je tak po
transplantaci nachylnéjsi k odmitnuti. Proto je velmi dtilezité definovat optimalni rychlost
zmrazovani tak, aby obnoveni a funkce zlstaly vysoké, zatimco imunitnich bun¢k malo.
Soucasny standard rozmrazovani spoc¢iva v rychlém michani vzorkd ve vodni lazni pfi
teploté¢ 37 °C, kterd se ochlazuje rychlosti 150-200 °C za minutu. Poté se vzorek

v centrifuze sto¢i pfi 1500 otackach za minutu a odstrani se supernatant. Po odstranéni
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supernatantu se pfida 0,75 M pufr se sachardzou a vzorek se ponecha 30 minut pfi teploté
0 °C, aby se odstranila ptebytecna CPA (Sethia et al, 2022).

Existuji 2 typy CPA, propoustéjici a nepropoustéjici. Mezi nejcastéji pouzivané
propoustéjici CPA fadime dimethylsulfoxid a ethylenglykol a mezi nepropoustéjici CPA
fadime rtizné cukry, jako je rafindza a trehal6za. Rozdil mezi nimi je, ze propoustéjici
vstupuji do bunky a jsou U€innéjSi ale maji potencidl byt toxictéjsi. Zatimco

nepropoustéjici do buiikky nevstupuji (Sethia et al, 2022).

5.3.3 Enkapsulace Langerhansovych ostriavki

Moznost chranit transplantované Langerhansovy ostrivky pfed imunitnim
utokem pomoci mikro nebo makro kapsuli je koncept, ktery byl v poslednich sedmi
desetiletich intenzivné zkouman. Enkapsulace vyuZziva selektivné propustnych membran,
které umoznuji pasivni difizi glukozy, inzulinu, kysliku, oxidu uhli¢itého a dalSich zivin
a zaroven zabrafiuje pfimému kontaktu bun€k simunitnimi bunkami. Pfi pouziti
enkapsulacni techniky je tfeba zvazit misto transplantace, pouzity material, schopnost
neovaskularizace a biokompatibilitu (Desai et al, 2016).

Makroenkapsulace spociva v zapouzdreni vice ostriivkii do makrokapsule. Ty se
déli na intravaskuldrni a extravaskularni. V idealnim pfipad€ se mohou malé molekuly
jako je glukdza, voda, kyslik a metabolity v okoli ostrtivki volné pohybovat dovnitt a ven
z makrokapsule. Zatimco nékteré¢ imunoglobuliny a imunitni bufiky jsou blokovany (Lie
et al, 2022). Intravaskularni makroenkapsulace obecné zahrnuje umisténi vice ostrivka
do polopropustnych vlaken, ktera jsou napojena na cévni systém hostitele pomoci cévnich
anastomoz. Jelikoz je vldkno v pfimém kontaktu s krevnim ob&hem, ostrivky uvnitf
vldkna jsou zdsobovany dostatenym mnozstvim kysliku a zivin, coZ podporuje pieziti
ostrivkd. Navzdory slibnym studiim na zvifatech s intravaskuldrnim zafizenim byly
hlageny zavazné problémy s embolizaci a tvorbou sraZzenin. Proto Utad pro kontrolu
potravin a lé¢iv zamitl schvaliv tuto techniku pro klinické zkousky (Vaithilingam et al,
2017).

Mikroenkapsulace spociva v zapouzdieni jednotlivych ostrivkii nebo malého
poctu ostruvkil do mikrokapsuli a ve srovnani s makroenkapsulaci ma nékolik vyhod.
Mikrokapsle maji obvykle kulovity nebo sféricky tvar. Pokud ma mikrokapsle kulovity
tvar znamena to, Zze ma v¢étsi povrchovou plochu ve srovndni s objemem. To mé za
nasledek efektivnéjsi transport zivin, kysliku a odpadnich produkti mezi obsahem kapsle

a okolnim prostfedim, a to je nezbytné pro pteziti ostrivkil uvnitt mikrokapsle. Dale maji
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lepsi stabilitu, mechanickou odolnost, Ize je implantovat pomoci minimaln¢ invazivniho
postupu a jsou jednodussi na vyrobu. Naopak hlavni nevyhodou mikrokapsli je obtizné
vyjmuti z mista implantace. Mikrokapsle se ¢asto vyrab¢ji ze syntetickych polymerti jako
je polyvinylalkohol a polyuretan nebo z ptirodnich polymert kam fadime alginat, agar6zu

nebo chitosan (Vaithilingam et al, 2017).
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Obr. 11: Schéma enkapsulace ostrivku a difuze molekul (upraveno dle Shi et al,
2022).

5.3.4 Organoidni Langerhansovy ostrivky

Organoidy jsou skupinou primarnich embryonalnich kmenovych bunék
a indukovanych pluripotentnich kmenovych bunék péstovanych in vitro, které maji
schopnost sebeobnovy a diferenciace do 3D struktur stimulujici strukturu a funkci
cilového orgénu. K pifipravé organoidnich Langerhansovych ostrivkil jsou potieba
izolované buiky pankreatu nebo kmenové bunky. Stimulace kmenovych bunék
specifickymi rastovymi faktory a cytokiny napomaha k diferenciaci do bunéénych typt,
které tvoii Langerhansovy ostrivky. Mezi dilezité riistové faktory fadime fibroblastovy

rustovy faktor, retinovou kyselinu, activin A, noggin, a nikotinamid. Diferencované
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buiikky se naockuji na 3D matrici, kterd slouzi jako podpora pro tvorbu organoidu.
Naockovand matrice se inkubuje a buiiky pronikaji do stfedu matrice kde jsou schopny
ristu a samoorganizace do 3D struktur, pfipominajici cilovou tkan. Matrice mize byt
vyrobena z riznych materiali jako je kolagen, lamin, matrigel nebo ze syntetickych

polymert (Zhang et al, 2022).

5.4 Neovaskularizace transplantovaného s§tépu

Neovaskularizace je nezbytna pro pieziti Langerhansovych ostrivki po
transplantaci. Ostrivky maji hustou sit’ sinusoidéalnich kapildr, které usti do perifernich
venul. Proces izolace tyto kapilarni sité¢ odstraiiuje, a proto se musi ostravky
neovaskularizovat maji-li pfezit. Angiogeneze zac¢ind mezi prvnim a druhym dnem po
transplantaci a pokracuje po dobu 14 dni. Kli¢ovou roli pfi angiogenezi hraje vaskularni
endotelovy ristovy faktor (VEGF), coz je protein, ktery stimuluje rist novych cév
a zlepSuje prokrvovani tkani. Pfidavek VEGR do ostrivkového $tépu muize mit jak
pozitivni, tak negativni dopad. VEGF totiz zesiluje zanét, ktery miize byt pro preziti
ostruvki destruktivni. Mezi dal$i ristové faktory urychlujici proces neovaskularizace
fadime hapatocatarni, fibroblastovy, epidermélni a enzym matrix metaloproteindza

(Gamble et al, 2018).

5.5 Alternativni mista transplantace Langerhansovych ostruvku

Idealni misto pro transplantaci ostrivkil je popsano jako misto vyzadujici bohatou
arteridlni a vendzni vaskularizaci. Mé¢lo by byt dobie zasobované zivinami, kyslikem
a schopné normalizovat hladinu glykémie po uvolnéni inzulinu. Déle by mélo byt snadno
pfistupné s minimaln€ invazivnim postupem. Snadny pfistup by umoznil sledovat
zivotaschopnost ostrivkll a v piipadé potfeby umoznil odebrat $tép, aniz by doslo
k vyvoléani ¢asného zanétu, trombozy nebo okamzité zanétlivé reakcei zprostiedkovanou
krvi (IBMIR). V soucasné dobé neni nalezeno zadné misto, které by spliiovalo vSechna
tato kritéria. 90 % klinickych transplantaci se u ¢loveka provadi pomoci intraportalni
infuze, pfi niz dochazi k embolizaci a zachyceni v portalnich sinusoidnich kapilarach. To
muize vést k ischemii ostrivkil a ndsledné k apoptické nebo nekrotické smrti. Dalsi
nevyhodou tohoto mista je nemoznost lokalizovat nebo bioptovat ostravky

(Pokrywczynska et al, 2017).

40



Mezi alternativni mista pro transplantaci tedy fadime subkapsuldrni prostor
ledviny, pfi¢né pruhované svalstvo, podkozni prostor, slinivku bfi$ni a omentum. Ackoliv
tato alternativni mista mohou zvratit hyperglykémii na modelech zvifat, zatim pouze
omentum umoznilo v posledni dobé¢ malému poctu subjekt stat se na kratkou dobu
nezédvislymi na inzulinu. Omentum je diky svému rozsahlému povrchu, bohatému
krevnimu zasobeni a moznosti operace s minimalnim pfistupem tedy slibnym
alternativnim mistem k transplantaci. Univerzita v Miami v souc¢asné dobé dokoncuje
klinickou studii s timto pfistupem, kdy jsou na zabalené omentum transplantovany lidské
alogenni ostriivky obalené autologni plazmou a umistény pomoci laparoskopickych

nastrojii (Spence et al, 2022).
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Obr. 12: Alternativni mista pro transplantace (upraveno dle Shi et al, 2022).

5.6 Mechanismy odumirani ostravki po transplantaci

Imunitni reakce jsou zodpovédné za odumirani transplantovanych ostravki a l1ze
je rozdélit na 3 zédkladni typy. Jednd se o autoimunitni rekurenci a aloimunitu, IBMIR

a hypoxii s oxida¢nim stresem (Shi et al, 2022).
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Obr.13: Rozdéleni imunitnich reakei (upraveno dle Shi et al, 2022).

5.6.1 Okamzita zanétliva reakce zprostredkovana krvi

Zangt v Casnych fazich transplantace byl oznacen za jednu z hlavnich pficin
v okamziku, kdy se dostanou do kontaktu s ABO-kompatibilni krvi, coz je vyvolano
obnazenym tkanovym faktorem na povrchu ostravkl. Tkanovy faktor interaguje
s faktorem VII a aktivuje vnéjsi koagulacni drahu. IBMIR je tedy charakterizovdna
koagulaci, aktivaci komplementu, infiltraci leukocytl, produkei cytokinii a chemokind,

coz vede k regulované nekroze B-bunék (Moberg 2005).

5.6.2 Aloimunita a autoimunitni recidiva

Presna rejekéni odpovéd’ po transplantaci miize zahrnovat nékolik typti bunék
a mechanismul imunitniho systému. Mezi bunky podilejici se na ptesné rejekéni odpovedi
patii, B-lymfocyty, T-lymfocyty, NK burky, makrofagy a dendritické bunky.

T-lymfocyty jsou klicové buiiky adaptivni imunity a mohou hrat hlavni roli pfi
odmitnuti transplantované tkané. Existuji dvé hlavni podskupiny T-lymfocytl, které
mohou byt zapojeny do rejekce, cytotoxické (CD8+) a pomocné (CD4+). CD8+ vylucuji
cytotoxické molekuly jako je perforin a granzym B, které ptimo poskozuji ostrivky.
Zatimco CDA4+ T-lymfocyty obvykle nevykazuji cytotoxickou aktivitu, ale pomohou
posilit CD8+ a vylucuji nékteré prozanétlivé cytokiny, jako je tumor nekrotizujici
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faktor - a a interferon-y. Tyto cytokiny mohou rekrutovat vice imunitnich bunék
k odmitnuti a usmrceni ostritvkl. Dale podporuji polarizaci makrofagl do fenotypu M1
a stimuluji smycku pozitivni zpétné vazby, ¢imz zvySuji produkei cytokini. T-lymfocyty
jsou tedy pro rejekcei alotransplantatu zasadni, proto je soucasna klinicka imunosupresivni

1écba zamétena predevsim na né (Kale et al, 2023).

5.6.3 Hypoxie a oxidacni stres

Béhem procesu izolace ostriivkil dochézi ¢asto k poskozeni enzymatickym nebo
mechanickym travenim. Po transplantaci trva proces neovaskularizace obvykle 14 dni,
zatimco kompletni cévni remodelace muze trvat az 3 mésice. Mezitim pfezivani ostravkl
zavisi na pasivni difuzi zivin a Oz, coz je zcela nedostacujici. Ostrivky jsou tedy
vystaveny hypoxii po celou dobu izolace az po transplantaci, coz miize zpusobit jejich
ztratu (Gamble et al, 2018).

Ostravky jsou zavislé na vy$S§im obsahu Oz, a proto jsou vii€i hypoxii zranitelnéjsi
nez jiné bunky. Ve zdravych tkanich za fyziologického stavu by reaktivni formy kysliku
mohly byt neutralizovany u¢innymi intraceluldrnimi antioxidacnimi systémy. Ostravky
vSak maji slaby antioxidacni obranny systém a maji nizkou schopnost odstraiiovat
reaktivni formy kysliku (ROS) a dalsi volné radikaly, coz je ¢ini obzvlasté nachylnymi
k hypoxii a naslednému oxidativnimu stresu (Li et al, 2018).

ROS mohou hrat vyznamnou roli pfi transplantacich. Jak jiz bylo zminéno vyse
pfi transplantacich je obvykle nutné docasné pterusit krevni zasobeni transplantatu, coz
vede k ischemii tkan¢. Po reperfuzi dochdzi k produkci ROS a tento stav je znamy jako
reperfuzni oxidacni stres. Dal§i ROS vznikaji pfi aktivaci imunitniho systému, kdy
fagocytujici bunky jako jsou makrofagy a neutrofily produkuji ROS jako soucast
obrané¢ho mechanismu proti cizorodym patogeniim a transplantatu. Nadmérna produkce
ROS mize poskodit buniky transplantatu, narusit jejich integritu, snizit funkci a zptisobit
apoptozu. Pro minimalizaci negativniho vlivu ROS na transplantat se pouziva,
imunosupresivni 1écba nebo podavani antioxidantl jako je vitamin C a E, glutathion,
ktery zaroven snizuje oxidacni stres. Oxidacni stres je biologicky stav, kdy v téle existuje
nerovnovaha mezi produkci ROS a schopnosti téla neutralizovat tyto molekuly pomoci

antioxidantl (Li et al, 2018).
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ZAVER

Cilem této prace bylo popsat diabetes mellitus a pfiblizit mozZnosti 1écby.
Zavaznym globalnim zdravotnickym problémem tohoto onemocnéni je stoupajici
prevalence. Podle udajii ze Svétové zdravotnické organizace a Mezinarodni diabetické
federace zroku 2023 trpi diabetem vice nez 500 miliond lidi. Podle odhadi se
ptedpokladd, Zze do roku 2030 bude tento pocet dosahovat pfiblizn¢ 643 miliond.
Celosvétove se stale vice jedinct potyka s touto metabolickou poruchou, coz ma zna¢né
dopady na kvalitu a délku zivota. Déle ma tento rist prevalence znacné zdravotni
a ekonomické dopady, protoze vede k riznym zévaznym komplikacim a vyZzaduje
dlouhodobou a nakladnou péci. Proto je velmi dulezitd prevence, v€asna diagnostika
a zlepSovani metod 1écby. Moderni medicina nabizi Sirokou Skélu 1é¢ebnych moznost.
Patii sem inzulinova terapie, perordlni antidiabetika, kontinudlni monitorovani glukézy,
inzulinové pumpy, chirurgické zékroky a transplantace slinivky nebo Langerhansovych
ostravkd.

Transplantace Langerhansovych ostriivkil je slibnou nadéji na lécbu pacientt
s diabetem 1. typu a nékterych ptipadu s diabetem 2. typu. Tato metoda ma potencial
obnovit normalni inzulinovou sekreci a 1é¢it diabetes. S rozvojem novych technologii
V klinické praxi jsou transplantace Langerhansovych ostrivk jiz provadény, avSak stale
celi n€kolika vyzvam, vcetné omezené¢ dostupnosti zdroje transplantatu a nutnosti
imunosuprese. Védecky vyzkum a klinické studie pokracuji ve snaze zdokonalit tuto

metodu a zlepsit jeji tspésnost.
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