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Abstrakt:

Diabetes mellitus (DM) je zdvazné a Casté metabolické onemocnéni s rostouci prevalenci.
Jeho soucasna 1écba nedokdze zabranit pozdnim komplikacim, a proto je nutné hledat nové
terapeutické postupy. V experimentech zamétenych na bunéénou 1écbu DM v ramci disertacni
prace ,,Diferenciace pankreatickych kmenovych bunék na B-buiky produkujici inzulin“ jsme
se zabyvali hledanim novych zdroji pro ziskani tkané produkujici inzulin, které by mohly byt
pouzity k transplantacni ndhrad¢. Na zaklad¢ postupného testovani tady postupld jsme
nakonec vypracovali definitivni protokol pro transdiferenciaci exokrinnich bun¢k pankreatu
na bunky produkujici inzulin pomoci tfech kli€ovych transkripénich faktort, a sice Pdxl,
Neurogenin3 a MafA, dodavanych ve formé syntetické mRNA. S podporou ristovych a
epigenetickych faktord jsme ve 4 nezavislych experimentech ziskali transdiferenciaci 14.3 +
1.9% inzulin pozitivnich bunék. Navic tyto bunky byly schopné vyznamné reagovat
na zvySeni hladiny glukézy (z 2.5 na 20 mmol/l glukozy) sekreci inzulinu (z 842 + 72 na
1 157 + 58 pg inzulin/ug DNA/ml; n=5) a depolarizacniho ¢inidla KCI1 (30 mmol/l) z 863 +
78 na 1 025 £ 66 pg inzulin/ug DNA/ml (n=5). Originalnim transdiferenciacnim postupem
jsme tedy prokazali, ze exokrinnich buiiky mohou byt jednim z moznych zdroji pro bunécnou
terapii diabetu. ZvlasStnosti naSeho protokolu je také skuteCnost, Ze nezahrnuje trvalou

genetickou modifikaci pfipravenych linii a s ni spojena rizika.

Klicova slova: diabetes mellitus, inzulin, exokrinni buiiky pankreatu, B-buiiky, transkripéni

faktory, syntetickd mRNA, transdiferenciace, Pdx1, Neurogenin3, MafA, transplantace
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Abstract

Diabetes mellitus (DM) is a severe and frequent disease with increasing prevalence. It is not
possible to achieve long term cure without late complications. Recent advances in cell fate
modifications open a pathway to alternative cell therapies for DM cure. My doctoral thesis
“Differentiation of pancreatic stem cells into insulin producing B-cells” is focused on the
development of a new source of insulin secreting cells for transplantation. Combinatorial
testing of numerous potential transcription factors and epigenetic modifiers resulted in a final
protocol for the reprogramming pancreatic of exocrine cells into insulin secreting cells. The
key transcriptional factors TF (Pdx1, Neurogenin3 a MafA) were applied in the form of
synthetic mRNA. In four independent experiments we applied transcriptional factors in a
specific sequence, thus obtaining 14.3 £ 1.9 % insulin positive cells. When challenged in vitro
by the glucose levels of 2.5 and 20 mmol/l glucose, respectively, these cells exhibited
glucose-sensitivity of insulin secretion (842 = 72 and 1 157 + 58 pg insulin/ug DNA/ml, n=5).
They also demonstrated a sensitivity of insulin secretion (863 £ 78 and 1 025 £ 66 pg
insulin/ug DNA/mI, n=5) to the concentration of depolarization agent KCl applied at 0 and 30
mmol/l, respectively together with 2.5 mmol/l glucose. We demonstrated that our original
protocol applied to exocrine cells can generate a potential cell source for therapy of diabetes.
A distinct feature of our protocol is the absence of permanent genetic modification of the

cells, in the principle, avoids such serious associated risk as cancer development.

Key words: diabetes mellitus, insulin, pancreatic exocrine cells, B-cells, transcription factors,

synthetic mRNA, transdifferentiation, Pdx1, Neurogenin3, MafA, transplantation
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1. Uvod

Diabetes mellitus prvniho typu (T1D) je nemoc vyvolana autoimunitni destrukci -
bun¢k pankreatu produkujicich inzulin. Nésledna ztrata sekrece inzulinu vede zejména
k naruSeni kontroly metabolismu glukézy a k hyperglykémii. To se projevuje nejen aktudlnim
zhorSenim zdravotniho stavu, ale z dlouhodobého hlediska vede ke vzniku tzv. pozdnich
komplikaci diabetu, které¢ zhorSuji kvalitu zivota a zkracuji jeho délku. Zakladnim zplisobem
1é¢by je celozivotni farmakologické substituce inzulinu. Udrzovat dlouhodobé fyziologickou
hladinu gluk6zy je dnes také mozné pomoci transplantace inzulin produkujici tkané, a to
formou organové transplantace pankreatu nebo transplantaci izolovanych Langerhansovych
ostrivki. Obé metody jsou ale limitovany nedostatkem vhodnych organt pro transplantaci a
dale nutnosti trvale podavat imunosupresivni 1é¢bu. Vysledky organovych transplantaci
pankreatu jsou nyni na nasem pracovisti v Institutu klinické a experimentalni mediciny velmi
dobré. Bez potieby exogenniho inzulinu zistdva po 10 letech vice nez 75% piijemc.
Transplantace Langerhansovych ostriivkl sice zatim nedosahuje takto dobrych vysledku, ale
je ve srovnani s organovou transplantaci podstatné méné invazivni. Obé metody se zatim
provadéji jen ve vysoce selektovanych ptripadech diabetu, a to zejména v kombinaci
s transplantaci ledviny nebo u pacienti s tzv. syndromem poruseného vnimani hypoglykémie.
Na naSem pracovisti probihd dlouhodoby vyzkum zaméteny na ziskani alternativnich zdroj
B-bungk, které by umoznily rozsifit moznosti transplantacni 1é€by pro mnohem SirSi okruh

Jednou z moznosti je transdiferenciace exokrinnich bunék pankreatu smérem k B-
buikdm produkujicim inzulin. Transdiferenciace je pfeména dospélych bun€k na jiny typ
bunék (Zaret et al. 2011). Bylo prokazano, Ze transdiferenciaci dospélych koZnich bunék na
indukované pluripotentni kmenové buiiky (iPSCs) je mozné provést pomoci kombinace Ctyt
TF dilezitych k udrZeni pluripotentniho charakteru a proliferace kmenovych bunck (Oct3/4,
Sox2, c-Myc a Klf4) (Takahashi et al. 2006). iPSCs maji potenciadl neomezené¢ho bunécného
déleni, coz ale soucasné predstavuje urcité riziko nadorového bujeni (Simonson et al. 2015).
diferencovanych bunék. Transdiferenciaci je mozné ziskat funkéni B-bunky zrGznych
bunécnych typil pro 1écbu T1D a T2D (Wei et al. 2016). Pro transdiferenciaci bun¢k je mozno
pouzit vice piistupi pro navozeni umélé exprese TF nezbytnych pro aktivaci

transdiferenciace. Efektivnim zptsobem je vneseni genetické informace pro TF pomoci
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virovych nosi¢ii a nasledné integrovani virové DNA do genomu buiiky (Zhou et al. 2008).
Tento postup ovSem neni vhodny pro klinické pouziti kvili riziku nddorového zvratu. Jako
alternativni postup je mozné pouzit virovy nosi¢ bez integrace genu pro TF do genomu
(Schlaeger et al. 2015) nebo transfekci bun¢k TF ve formé proteinu nebo mRNA (Leontovy¢
et al. 2017). VSechny uvedené nosice je mozné vyuzit pii transdiferenciaci bun¢k pankreatu
na B-buiiky produkujici inzulin. V nasi stézejni praci jsme pro transdiferenciaci exokrinnich
bun¢k pankreatu na B-buiiky produkujici inzulin pouzili podani TF (Pdx1, Neurogenin3 a

MafA) ve formé mRNA (Koblas et al. 2016).
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2. Hypotézy a cile prace

Cilem prace bylo ziskat buiiky produkujici inzulin z exokrinnich bunék pankreatu bez

zasahu do genomické DNA.

Hypotéza: Exokrinni bunky pankreatu je mozné in vitro transdiferencovat na buiiky

produkujici inzulin.
Dil¢i cile:
1. Testovani kultivaéniho media s pfidavkem vhodnych riistovych faktorii a malych

molekul pri diferenciaci exokrinnich bunék pankreatu na buiiky produkujici inzulin.

Hypotéza: Rustové faktory zapojené do procesu diferenciace smeérem k [f-buiikam

produkujicim inzulin a vhodné malé molekuly jsou dileZitou slozkou diferenciacniho media.

2. Zhodnoceni ucinki epigenetickych faktori na diferenciaci exokrinnich bunék

pankreatu na buiiky produkujici inzulin.

Hypotéza: Vhodné epigenetické faktory rozvolnuji dvousroubovici DNA do struktury
euchromatinu a umoznuji spravnou funkci transkripcnich faktorii nezbytnych pro diferenciaci

pankreatickych [-bunék.

3. Testovani efektivity ovlivnéni bunééné DNA bioaktivni molekulou ve formé

rekombinantniho proteinu nebo syntetické mRNA.

Hypotéza: Pro efektivni ovlivnéni diferenciace [-bunék transkripcnimi faktory bez trvalé

zmény v genomické DNA je vhodnd forma syntetické mRNA.

4. Zhodnoceni ucinka vhodnych ristovych, epigenetickych a transkripénich faktori na

vznik p-bunék.

Hypotéza: Kombinaci vhodnych riistovych, epigenetickych a transkripcnich faktorii je mozné

aktivovat transdiferenciaci exokrinnich pankreatickych bunek na bunky produkujici inzulin.
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3. Material a metodika

V ramci disertacni prace byl na zdklad¢ postupného testovani vypracovan protokol pro
diferenciaci exokrinnich bun€k pankreatu smérem k buitkdm produkujicim inzulin (Koblas et
al. 2009, LeontovyC et al. 2011, Koblas et al. 2012, Leontovy¢ et al. 2017). Zakladem
protokolu bylo diferenciacni medium slozené z dfive otestovaného souboru rtistovych a
epigenetickych faktorti. Toto medium bylo obohaceno syntetickou mRNA pro TF Pdxl,
Neurogenin3 a MafA (PNM). Schéma pfipravy je zndzornéno na obr. 1. Pfipravena synteticka
mRNA pro transkripéni faktory PNM byla transfekovana do potkani, exokrinni bunééné linie
AR42J vkoncentraci 20 ng/ul za pouzZiti transfekéniho Cinidla Lipofectamine
MessengerMAX (Life Technologies). Nasledné byla piidana do kultivaéniho media spolec¢né
s 200 ng/ml inhibitoru interferonu B18R (eBioscience). Buiky byly pro opakovanou
transfekci trojkombinaci mRNA pro PNM kultivovany v bezsérovém mediu po dobu 10 dnt.
Bunky byly nasledné vyhodnoceny na zaklad¢ genové exprese. Produkce na proteinové
urovni byla stanovena imunofluorescenénim barvenim. U bun¢k byla také métena sekrece

inzulinu na zéklad¢ zvyseni hladiny glukézy.

€5 > CoF yeee r e
+ 1 ) 3 4
=

homologni rekombinace cDNA PCR amplifikace in vitro polyadenylace
pro transkripni faktor DNA templatu transkripce syntetické mRNA

a linearizovaného vektoru

Obr. 1 Schéma pripravy DNA templatu a mRNA pro transkripéni faktory Pdx1,
Neurogenin3 a MafA,

Ptiprava DNA templatu a syntéza mRNA: (1) homologni rekombinace cDNA pro TF a
linearizace vektoru obsahujiciho T7 promoter, 5’UTR (nepiekladana oblast) z genu pro
potkani B-globin a 3°’UTR z genu pro lidsky B-globin; (2) PCR amplifikace DNA templatu;
(3) in vitro transkripce; (4) polyadenylace syntetické mRNA.
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4. VysledKky

Prvnim krokem k uspésné transdiferenciaci je efektivni vnitrobunécnd exprese podavanych
transkripénich faktorti (TF). Pomoci fluorescencniho barveni jsme stanovili efektivitu exprese
jednotlivych TF. Ta byla u TF Pdx1l po poddni 1pug mRNA/ml media nejvyssi s nizsi
variabilitou (72.1 £ 7.4%, n=5). U TF MafA (66.7 = 11.3%, n=5) a Neurogenin3 (36.9 +
10.9%, n=5) po podani stejného mnozstvi (1ng mRNA/ml media) byla efektivita niz8i s vyssi
variabilitou. Dale byla vyhodnocena simultanni exprese transkripénich faktorit v ramei jedné
buniky. Mnozstvi dvojité pozitivnich bunck bylo 16.1 + 3.8% (n=4) pro Pdx1 a MafA, 13.3 +
2.8% (n=4) pro Pdx1 a Neurogenin3 a 11.7 + 3.6% (n=4) pro MafA a Neurogenin3. Negativni
ucinky mRNA na ptezivani bun€k jsme se snazili sniZit pfidanim rekombinantniho proteinu
B18R (rozpustny interferonovy receptor typu I). Pfidani B18R do media vyrazné zvysilo
prezivani bunék pii opakované transfekci mRNA. Pouziti BI8R nam v dalSich experimentech
umoznilo transferovat cilovou bunécnou linii po dobu 10 dnti. Po jeho podani bylo dosazeno
dvojité pozitivity ve vysi 20.5 + 3.2% (n=4) bunék pro kombinaci Pdx1 a MafA, 17.8 £ 3.4%
(n=4) pro Pdx1 a Neurogenin3 a 15.1 + 5.1% (n=4) pro MafA a Neurogenin3. Dal§im krokem
bylo posouzeni efektivity syntetickych mRNA pro Pdx1, Neurogenin3 a MafA pii
transdiferenciaci exokrinnich pankreatickych bunék na buiiky produkujici inzulin. Buné¢na
linie AR42]J byla transfekovana po dobu 10 dni kombinaci vSech tif mRNA v mnozZstvi 500
ng/ml od kazdé v kultivacnim mediu obsahujicim fetalni hovézi sérum, obr. 2a), skupina A.
Nicméné efektivita byla nizkd a odpovidala mnozstvi 3.5 = 0.9% (n=4) bunék pozitivnich na
inzulin, obr. 2b), skupina A. Pro zlepSeni efektivity transdiferenciace jsme déale optimalizovali
sloZeni kultivaéniho média. Bylo prokazano, ze efektivitu transdiferenciace lze zvysit pfi
kultivaci buné€k v mediu bez pouziti fetdlniho hovéziho séra (Lima et al. 2013). To se v nasi
praci potvrdilo nahrazenim fetdlniho hovéziho séra v kultivaénim mediu za lidsky sérovy
albumin obr. 2a), skupina B. Pro dalsi zvySeni efektivity transdiferenciace jsme do
kultivaéniho media pouzili 5-Aza-2’-deoxycytidin. Jedna se o €inidlo ovliviiujici strukturu
chromatinu inhibici aktivity DNA metyltransferazy. Vysledkem je demetylace DNA, zmény
struktury chromatinu a nasledné zvySeni pfistupnosti genti pro TF, coz je nezbytné podminka
pro aktivaci genové exprese. Pouziti 5-Aza-2’-deoxycytidinu pied transfekci syntetickymi
mRNA (obr. 2a, skupina C), zvysilo efektivitu transdiferenciace bunék ve 4 nezévislych
experimentech na 14.3 + 1.9% inzulin pozitivnich bunék, obr. 2b) skupina C. Navic pouze u
bun¢k oSetfenych 5-Aza-2’-deoxycytidinem v ramci protokolu pro transdiferenciaci byla

prokdzéna senzitivita na zménu koncentrace glukézy v médiu. Stimulovana sekrece inzulinu

10
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prokdzala zvySeni z 842 = 72 na 1157 + 58 pg inzulin/ug DNA/ml (n=5) po inkubaci

v roztoku s vysokou koncentraci glukézy (2.5 versus 20 mmol/l), obr. 3a)

G 0 10 14
A Pdx1, Neurog3, MafA mRNAs + Sérum + Sérum
2B Pdx1, Neurog3, MafA mRNAs w/o Sérum + Sérum
5 C| +5Aza2DC | Pdx1, Neurog3, MafA mRNAs w/o Sérum + Sérum
21D + Sérum + Sérum
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(% bunék pozitivnich na inzulin)
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Efektivita pfeprogramovani

Obr. 2 Schéma pribéhu experimentu a vyhodnoceni efektivity preprogramovani bunék
AR42J. (a) Piehled protokolu pro preprogramovani. Pokus probihal v péti skupiniach
rozliSenych slozenim kultivaéniho media a podanim vsech tfi transkripCnich faktort (Pdx1,
Neurogenin3 a MafA) ve form¢ syntetické mRNA v davce 500 ng kazdé mRNA/ml media po
dobu 10 dnd. Bunky byly kultivovany v kultivaénim mediu se sérem s podanim mRNA
(skupina A), vmediu bez séra spoddnim mRNA (skupina B), s ptidavkem 5-Aza-2°-
deoxycytidine 3 dny pted kultivaci v mediu bez séra s podanim mRNA (skupina C). Expresni
profil byl porovnan s butikami bez podané mRNA v mediu bez séra (kontrolni skupina D), se
skupinou, s piidavkem 5-Aza-2‘-deoxycytidine 3 dny pied kultivaci v mediu bez séra a bez
podané mRNA (kontrolni skupina E) a s potkanimi pankreatickymi ostrivky (kontrolni
skupina RI). (b) Vyhodnoceni efektivity pfeprogramovani pomoci imunofluorescencniho
barveni na inzulin a nasledné statistické zpracovani. Hodnota je vyjadiena primérem *
standardni odchylka (n=4). n.d., hodnota pod mezi detekce.

11
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Obr. 3 Vyhodnoceni efektivity preprogramovani bunék AR42J a jejich sekrece inzulinu.
(a) Glukézovy stimulacni test sekrece inzulinu byl proveden inkubaci bunék v mediu s nizkou
hladinou glukézy (2.5 mmol/l) po dobu 60 min. a nasledné v mediu s vysokou hladinou
gluk6zy (20 mmol/l) po dobu 60 min. Efekt depolarizacniho ¢inidla KCl na sekreci inzulinu
byl vyhodnocen pti inkubaci bun€k v mediu s nizkou hladinou glukézy (2.5 mmol/l) po dobu
60 min. a nasledn¢ s ptidavkem 30 mmol/l KCI.

(b) Obsah inzulinu v buné¢ném lyzatu byl stanoven po stimulaci sekrece KCI. Hodnota je
vyjadiena primérem + standardni odchylka (n=5). n.d., hodnota pod mezi detekce. Statisticka
analyza byla vyhodnocena pomoci neparového Studentova ¢-testu. Statistickd vyznamnost je
vyjadiena hvézdickami: "P<0.05,  P<0.01.

12
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5. Diskuse
Dosazené vysledky v pritbéhu studia (Koblas et al. 2009), (Leontovyc¢ et al. 2011), (Koblas et

al. 2012), (LeontovyC et al. 2017) nas dovedly ke stézejni praci, ve které jsme vyuzili
poznatkl ohledné riistovych, epigenetickych a transkripénich faktorit (Koblas et al. 2016). V
této praci jsme se zabyvali transdiferenciaci pankreatickych exokrinnich bunék AR42J na
bunky, které produkuji inzulin za pouziti transkripcnich faktorti (Pdx1, Ngn3 a MafA) jejichz
exprese byla vyvolana podanim syntetické mRNA kodujici pfislusné TF. U
transdiferencovanych bun¢k byla prokdzana tvorba inzulinu a c-peptidu, vedlejsiho produktu
pfi vzniku inzulinu z proinzulinu. Tvorba inzulinu byla rovnéz prokdzana na rovni genové
exprese. Ziskané bunky rovnéz exprimovaly geny dilezité pro sekreci inzulinu v zavislosti na
glukoze kodujici napt. glukozovy transportér Glut2 a podjednotku draslikového kandlu Surla
Kir6.2, ktery je nezbytny pro vnimani hladiny glukézy a pro spravnou sekreci inzulinu.
Buiiky proto sekretovaly inzulin v zavislosti na hladin¢ glukozy v mediu, i kdyZ v niz$i mife
nez pifirozené¢ [-buiky. Také celkovy obsah inzulinu byl niz8i nez u potkanich
Langerhansovych  ostrivkii, coz wukazuje nanedostateCnou maturaci ziskanych
transdiferencovanych bunék. To je mozné vysvétlit nedostateCnou expresi transkripcnich
faktorti a gendi diilezitych pro dospélé B-bunky.

Zvyseni efektivity transdiferenciace by mohlo ovlivnit rozsifeni poctu transkripcnich faktora.
Bylo prokéazano, Ze TF Nkx6.1, Pax6 a Isll jsou exprimovany ve zvySené mife v pozdnich
fazich diferenciace B-bunék (Schaffer et al. 2013, Sander et al. 1997, Schwitzgebel et al.
2000) a maji pozitivni efekt na expresi genu pro inzulin a dalsi dilezité regulatory glukézové
sekrece (Taylor et al. 2013, Gosmain et al. 2012, Ediger et al. 2014). Je zndmo, Ze expresi
genil Pax6 a Isll ovliviluje Neurogenin3 (Schwitzgebel et al. 2000, White et al. 2008). To by
mohlo znamenat, Ze exprese Neurogenin3 nebyla dostatecna. NaSe pozorovani jsou ve shodé
s praci, zabyvajici se pfeménou lidskych pankreatickych duktalnich bun€k na B-bunky
produkujici inzulin (Lee et al. 2013). Ve studii byla také pozorovana nedostatecnd exprese
Pax6 po podani Pdxl, Neurogenin3 a MafA. Dal§im prostorem pro vylepSeni
transdiferenciacniho protokolu by mohlo byt rozsifeni epigenetického ovlivnéni bunék pied
pouzitim TF. NaSe vysledky prokazaly, ze rozvolnéni chromatinové struktury 5-Aza-2’-
deoxycytidinem ma pozitivni vliv na bunéénou transdiferenciaci. Nicméné€ je mozné, ze jeho
ucinek nebyl dostatecny. Struktura chromatinu je dilezitd pro mozny ucinek TF. Mezi hlavni
faktory, které vedou k neaktivni heterochromatinové struktute patii trimetylace lyzinu 27 na

histonu H3 (H3K27) (Chen et al. 2014), (Arensbergen et al. 2010). Ve studii porovnavajici
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modifikace histonti u pankreatickych exokrinnich bun¢k a B-bunck byla u exokrinnich bunék
prokédzana represivni modifikace H3K27 napft. v genech pro TF Nkx6.1, Pax6 a Isll, které
jsou exprimovany B-buiikami. Navic byla H3K27 modifikace gent dilezitych pro funkci -
bun¢k pozorovéana v in vitro studii zabyvajici se diferenciaci embryonalnich kmenovych
bunék na buiiky produkujici inzulin (Xie et al. 2013). V této préaci byl pozorovan negativni
dopad represivni H3K27 modifikace na expresi Glplr a Urokortin3, coz je ve shodé i s naSimi

vysledky.

To vSe ukazuje na dulezitost, v jakém stavu je chromatinova struktura pii transdiferenciaci
bun¢k. Nami pieprogramované buiiky nevykazovaly produkei vice hormont, tak jak se mize
pii diferenciaci stat (Bruin et al. 2014). Proto piedpokladdme, ze nas protokol vedl piimo
k pfeprogramovani na B-buiiky produkujici inzulin. To odpovidd i naSemu pozorovani, kdy
jsme zaznamenali zvySenou indukci TF Pax4, ktery je ve zvySené mife exprimovan v ¢asnych
fazich diferenciace pankreatickych endokrinnich bunék (Sosa-Pineda et al. 1997) Navic Pax4
a Nkx2.2, které se také exprimovaly béhem transdiferenciace ve zvySené mife podporuji
diferenciaci smérem k B-buiikam produkujicim inzulin (Wang et al. 2004). Rada studii uvadi
pfeprogramovani exokrinnich bun€k na buiky produkujici inzulin pomoci adenovirovych
vektorit (Akinci et al. 2012), (Lima et al. 2012), (Banga et al. 2012), (Zhou et al. 2008),
(Banga et al. 2014), (Li et al. 2014). Ty jsou sice pro expresi vnasené¢ho genu velmi efektivni,

nicméné mohou zplsobit mutagenni zmény (Stephen et al. 2010), (Stephen et al. 2008).

Pteprogramovani je dynamicka zaleZitost a expresni profil bunék se v jeho pritbéhu meéni.
Dlouhodoba exprese nekterych transkripénich faktorti by mohla v pozdé¢jsim stadiu negativné
ovlivnit findlni faze preprogramovani (Lee et al. 2013). Tyto problémy fe$i ndmi navrzené
pouziti mRNA jako nosice genetické informace pro tvorbu pfislusného proteinu. Pfi pouZiti
mRNA nehrozi riziko mutageneze. Navic jde o kratkodobé ovlivnéni, které je mozné
nacasovat, diky endogenni degradaci mRNA. Proto je mozné efektivné napodobit pfirozeny
proces diferenciace, pfi které se nékteré TF exprimuji déle a jiné po kratsi Casovy usek
(Schwitzgebel et al. 2000, Arda et al. 2013, White et al. 2008). Nevyhodami pouziti mRNA
pro pieprogramovani jsou jednak nutnost transfekci opakovat a ddle mozZnost nasledného

cytotoxického efektu.

Tyto nevyhody mulze vyiesit optiméalni sekvence mRNA pro zvySeni stability a efektivity
translace, coz nasledné vede ke sniZzeni poctu opakovani transfekce mRNA do bunék (Thess
et al. 2015). Cytotoxicky efekt mRNA je zpusoben pfitomnosti plné nedosyntetizovanych
mRNA produktl béhem in vitro syntézy (Triana-Alonso et al. 1995, Kariko et al. 2011). Je
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mozné ho snizit pomoci purifikace vysoko ucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC).
HPLC purifikace snizuje zastoupeni nechténych mRNA produktii, snizuje cytotoxicky efekt a
aktivaci nespecifické zanétlivé odpovédi u transfekovanych bunék (Kariko et al. 2011).
Cytotoxicky efekt jsme v nasi praci snizili pouzitim B18R receptoru viru vaccinia, ktery tlumi
aktivaci nespecifické zanétlivé odpovédi. Pouziti B18R vnaSem protokolu pro
preprogramovani vedlo k moznosti prodlouzeni transfekce syntetickou mRNA snizenim jejich
cytotoxickych ucinkii. NaSe vysledky ukazuji, Ze protokol pro pieprogramovani
pankreatickych exokrinnich bun€k na buniky produkujici inzulin zaloZeny na syntetické
mRNA kodujici pankreatické transkripéni faktory mulze byt slibnym ptistupem pro 1écbu
diabetu mellitu. Pro ziskdni pln¢ funkénich a maturovanych B-bunék je zadouci dale
optimalizovat pfipravu syntetické mRNA, kultivatni podminky bunék a kombinaci

transkrip¢nich faktort.

Néami navrZzené metody a postupy budou vyuzity v dal§Sim vyzkumu pii preprogramovani
lidskych neendokrinnich bunék a publikovany v préci, ktera je aktualné piijatd do tisku:
Reprogramming of human pancreatic organoid cells into the insulin-producing beta-like cells
by small molecules and in vitro-transcribed modified mRNA encoding Neurogenin3

transcription factor.
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6. Zavéry

e Vpraci (Activation of the Jak/Stat signalling pathway by leukaemia inhibitory factor
stimulates trans-differentiation of human non-endocrine pancreatic cells into insulin-
producing cells) jsme prokazali pozitivni vliv vybranych rastovych faktori a malych
molekul na diferenciaci lidskych pankreatickych buné€k na buiikky produkujici inzulin.
V ramci zavedeného diferencia¢niho protokolu jsme pouzitim kombinace LIF (leukemicky
inhibi¢ni faktor), nikotinamidu a dexametazonu dosahli sekrece c-peptidu u 10.2 £ 2.1
bun¢k (n=5).

e V praci (The effect of epigenetic factors on differentiation of pancreatic progenitor cells
into insulin-producing cells) jsme prokdzali pozitivni vliv epigenetickych faktori na
diferenciaci lidskych pankreatickych bunék na buinky produkujici inzulin. Po pouziti
kombinace 5-Aza-2’-deoxycytidin, BIX01294 a MC1568 jsme doséhli 10.3+2.9% C-
peptid pozitivnich bun¢k a 7.2+2.8% glukagon pozitivnich bunék (n=3). Diferenciované
buiiky sekretovaly c-peptid v zavislosti na zméné hladiny glukozy (0.45 pmol/ug DNA pii
koncentraci 5 mmol/L a 1.05 pmol/ug DNA pii koncentraci 20 mmol/L).

e Vpraci (Synthetic mRNA is a more reliable tool for the delivery of DNA-targeting
proteins into the cell nucleus than fusion with a protein transduction domain) zabyvajici se
srovnanim efektivity ovlivhéni DNA bioaktivni molekulou jsme prokazali vysokou
efektivitu (60-90%) syntetické mRNA u vSech tii testovanych bunéénych linii. Ovlivnéni
DNA formou rekombinantniho proteinu bylo efektivni pouze u jedné ze tii testovanych
bunéénych linii (70%). Vysledkem studie je zjiSténi, Ze pouziti syntetické mRNA je
efektivngj$i  a  univerzadlngj$i  pfistup k ovlivnéni bunééné DNA nez podani
rekombinantniho proteinu.

o V zavérecné praci (Reprogramming of pancreatic exocrine cells AR42J into insulin-
producing cells using mRNAs for Pdx1, Ngn3, and MafA transcription factors) jsme
kombinaci ristovych, epigenetickych a transkripénich faktort ziskali 14.3 + 1.9% (n=4)
inzulin pozitivnich bunc¢k. Vyhodnocenim stimulované sekrece inzulinu jsme navic
prokazali schopnost bunék reagovat na zvySeni hladiny glukozy (2.5 versus 20 mmol/l) z

842+ 72nal 157 £+ 58 pg inzulin/ug DNA/ml (n=5).
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