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Abstrakt

Transplantace inzulin produkujici tkdné je v soucasnosti jedinou lé¢ebnou metodou
umoznujici diabetikiim 1. typu dosdhnout dlouhodobé nezavislosti na aplikaci inzulinu.
Alternativni metodu k organové transplantaci pankreatu piedstavuje transplantace
Dlvodem je vyraznd ztrata LO béhem kratkého casu po transplantaci zpiisobend
nespecifickou zanétlivou reakci IBMIR (z angl. instant blood-mediated inflammatory
reaction). Hlavni pfic¢inou této reakce je tkanovy faktor exprimovany na povrchu bunék LO,
ktery po kontaktu s krvi pifijemce piimo aktivuje koagulacni kaskadu tzv. vnéjsi cestou.
Vysledkem je zniCeni az 60 % transplantované tkané a vznik ischemickych oblasti v jatrech.
Tkéanovy faktor kromé koagulace ovlivituje také angiogenezi a jeho pfitomnost na povrchu
bun¢k LO v pozdéjsim stadiu po transplantaci je naopak nezbytnd pro jejich revaskularizaci.
Inhibice genu pro tkanovy faktor v izolovanych LO pomoci RNA interference nabizi moznost
kratkodobého potlaceni exprese tohoto proteinu, coz by znamenalo ochranu LO v raném
posttransplantaénim obdobi a soucasné pozde€ji nebranilo napojeni kapildr na cévni systém
ptijemce. ZvySeni podilu piihojené tkan€ by pfitom mohlo vést ke zvySeni efektivity
transplantace LO jakoZzto lécebné metody a tim 1 k vyznamnému zvySeni dostupnosti
transplantacni 1écby.

V predkladané praci byla v prvni ¢asti analyzovdna genovéa exprese v izolovanych
potkanich LO, na jejimz zaklad¢ byl vybran gen Ppia jako vhodnd endogenni kontrola pro
experimenty zaméfené na potlaceni exprese tkadnového faktoru. Nasledné byl vytvoren novy
experimentalni model pro zobrazovani rozsahu ischemie jater po transplantaci LO u potkant
in vivo zaloZeny na podvazu jaternich tepen, ktery lze s vyhodou vyuzit pro monitorovani
rozsahu IBMIR. V posledni ¢asti prace byla vyuzita metoda RNA interference pro potlaceni
exprese tkanového faktoru v izolovanych LO pomoci transfek¢nich metod mikroporace a
lipofekce a jeji Gi€innost in vivo byla ovéfena transplantaci diabetickym potkanim. Ukazalo
se, ze rozsah ischemie jater po transplantaci LO oSetfenych siRNA proti tkdfilovému faktoru je
vyrazné niz§i neZ u nativnich LO. V piipad€ pouziti lipofekce jsou vysledky transplantace
srovnatelné s nativnimi LO, dochézi k rychlé a stabilni kompenzaci diabetu, a dokonce se
ukazuje mirna vyhoda LO oSetfenych siRNA proti tkanovému faktoru oproti nativnim LO

z hlediska diivéjsi normalizace glykémie piijemct.

Klicova slova: transplantace Langerhansovych ostruvki (LO), IBMIR, ischemie jater,

tkanovy faktor, RNA interference, siRNA



Abstract

Transplantation of insulin producing tissue is the only therapeutic method so far
allowing type 1 diabetic patients to achieve long-term independence of insulin administration.
Transplantation of isolated pancreatic islets (PI) into liver represents a safer but less effective
alternative to whole-organ transplantation. This is caused by a significant loss of transplanted
islets within a short time after transplantation due to the instant blood-mediated inflammatory
reaction (IBMIR). This reaction is triggered by molecules of tissue factor, abundantly
expressed on the surface of PI cells. Tissue factor activates directly the coagulation pathway
leading to a destruction of up to 60 % of transplanted tissue, and a formation of ischemic areas
of downstream lying liver tissue. Tissue factor also stimulates angiogenesis which makes it
necessary for revascularization of PI after transplantation. Inhibition of tissue factor gene in
isolated PI using RNA interference provides an opportunity for short-term suppression of
tissue factor expression, leading to protection of PI in the early post-transplantation period
without hindering the connection of capillaries to the recipient vascular system later on.
Increasing the portion of successfully engrafted tissue would bring a higher efficiency of PI
transplantation as a therapeutic method, meaning a significantly better availability of
transplant therapy.

In the first part of the presented work, we analyzed the gene expression in isolated rat
PI and chose the Ppia gene as a suitable endogenous control for subsequent experiments
focused of inhibition of tissue factor expression. In the second part, a new experimental model
for in vivo imaging of posttransplant liver ischemia in rat was developed, utilizing arterial
ligation and providing a useful tool for monitoring of IBMIR level. In the last part of the
work, RNA interference was used to inhibit the tissue factor expression in isolated rat PI using
microporation and lipofection as a transfection method, and in vivo efficacy was evaluated
after transplantation into diabetic rats. It was found that after transplantation of PI treated with
anti-tissue factor siRNA, liver ischemia was significantly reduced compared to native islets.
Using lipefection, the transplantation outcome was comparable with native islets, diabetes
compensation achieved was fast and stable, and the siRNA treated islets even showed a slight

advantage over native islets in earlier onset of normoglycemia.

Key words: pancreatic islet (PI) transplantation, instant blood-mediated inflammatory

reaction (IBMIR), liver ischemia, tissue factor, RNA interference, siRNA



1. UVOD

V souCasné dobé je jedinou lécebnou metodou umoziujici diabetikim 1. typu
dosahnout dlouhodobé nezavislosti na farmakologické 1écbé inzulinem transplantace inzulin
produkujici tkang. Transplantace pankreatu, kterd se v Ceské republice provadi od roku 1983,
predstavuje metodu volby v kombinaci s ledvinou pro pacienty se selhdnim ledvin v disledku
diabetické nefropatie. Velmi dobrych vysledkd je dosahovano v piezivani pacientd i $tépu s
nezavislosti na inzulinu u vice nez 80 % piijemct jeden rok po transplantaci (Gruessner A. C.,
2011, Gruessner A. C. et al., 2012). Tato metoda je vSak vyrazné¢ limitovana nedostateCnym
mnozstvim organt pouzitelnych pro celoorgdnovou transplantaci a ziistdva tak vyhrazena pro
uzkou skupinu vybranych pacientti. Transplantace izolovanych Langerhansovych ostruvki
(LO) do portalni zily jater pfedstavuje komplementarni 1é€ebnou metodu, ktera umoziluje
vyuzit dalsi, stejné kvalitni, ale pro orgdnovou transplantaci nevhodné organy, a vyznamné tak
roz§ifuje darcovskou zdkladnu. Ve srovnani s celoorgdnovou transplantaci je tato metoda
ostrivky z jednoho pankreatu dosazeno pouze u 10-15 % pacientti (McCall M., Shapiro A.
M., 2012). Proto je urCena téméf vyluéné pacientim s diabetem 1. typu s komplikovanym
syndromem poruchy rozpoznavani hypoglykemie, u kterych je hlavnim cilem alespoii
castena obnova sekrece inzulinu. Divodem nizké efektivity této metody je vyrazna ztrata
ostruvkii béhem izolace a nésledné znacné poskozeni $tépu béhem nckolika hodin po
transplantaci zpisobené nespecifickou zanétlivou reakci ozna¢ovanou jako IBMIR (z angl.
Instant Blood-Mediated Inflammatory Reaction), ktera ma za nasledek zniceni vice nez
poloviny implantovanych ostrivka (Bennet et al., 1999, 2000, Eich T. et al., 2007a,b, Jirdk D.
et al., 2009, Toso C. et al., 2005, Saudek F. et al., 2010). Tato reakce je vyvolana molekulami
tkanového faktoru, exprimovanymi na povrchu bunék LO, ktery pfi kontaktu s krvi piijemce
ptimo aktivuje koagula¢ni kaskddu zevni cestou a jehoz vyskyt negativné koreluje s vysledky
klinickych transplantaci (Johansson H. et al., 2005, Moberg L. et al., 2002). Potlaceni ucinki
tkanového faktoru a sniZeni rozsahu zanétlivé reakce IBMIR ma pozitivni vliv na pfeZivani
transplantovanych LO a miiZe tak zvySovat G€innost transplantace LO jakoZto 1écebné metody
s cilem vyléceni jednoho pacienta Stépem z jednoho pankreatu (Marzorati S. et al., 2006,
Johansson H. et al., 2005). Vysledkem by tak mohlo byt vyznamné zvySeni dostupnosti
transplantacni 1é€by pro pacienty trpici poruchou rozpoznavani hypoglykemie nebo dokonce

roz§ifeni indikace transplantace LO.



1.1. Transplantace LO

Transplantace LO u c¢loveéka jako 1écba labilniho diabetu mellitu 1. typu se zacala
objevovat od 80. let minulého stoleti (Sutherland D. E. et al., 1980). Klinicky piijatelnou
alternativou k celoorganové transplantaci pankreatu se vSak tato metoda stala az po zavedeni
tzv. Edmontonského protokolu v roce 2000 (Shapiro A. M. et al., 2000). Protokol zahrnoval
jak vylepseny postup izolace a transplantace LO, tak i nasledny bezkortikoidovy
imunoprotektivni rezim. Diky novym imunosupresiviim bylo mozné vynechat u pacientd
1é¢bu diabetogennimi glukokortikoidy a dosahnout tak lepSi dlouhodobé funkce Stépu
ostruvka 1 v klinické praxi. Pfijemci po uspésné transplantaci ostrivkll jednoznacné vykazuji
stabilnéjsi glykémii a snizeny vyskyt zivot ohrozujicich tézkych hypoglykemickych epizod
(Ryan E. A. et al., 2005, Voglova B. et al., 2017). K dosazeni nezavislosti na inzulinu je vSak
1 nadéle nutn4 1écba ostriivky z pankreatii od 2—4 darci (Shapiro A. M. et al., 2000), celkové

odpovidajici primérnému mnozstvi 1012 tisic IEQ/kg vahy piijemce.

1.2. Instant blood-mediated inflammatory reaction (IBMIR)

Ihned po aplikaci izolovanych ostriivkl do portalni zily pfijemce dochéazi ke spusténi
zanétlivé reakce oznacované jako IBMIR (z angl. instant blood-mediated inflammatory
reaction). Tato nespecifickd reakce je multifaktoridlni obranou organismu a pfedstavuje
komplexni odpovéd’ na ptitomnost nepfirozenych antigent v krvi. Hlavni pfi¢inou je tkanovy
faktor, exprimovany na povrchu bun¢k ostravki, ktery ptimo aktivuje koagulac¢ni kaskadu
tzv. vnéj$i cestou (Bennet W. et al., 1999 a 2000). Dulezitou ulohu hraje i1 aktivace
komplementu, stimulovand agregace trombocytli a atrakce leukocytli. Vysledkem je vznik
trombu a zni¢eni aZ 60 % transplantovanych ostrivki béhem desitek minut az né¢kolika malo

hodin po transplantaci (Eich T. et al., 2007ab, Toso C. et al., 2005).

1.3.  Ovlivnéni IBMIR

V minulosti byla popsdna fada pokusti o potlateni IBMIR, které¢ lze principialné
rozdélit na dva zdkladni pfistupy. Prvnim znich je systémova lécba piijemce, kterd ma
zabranit koagulaci a aktivaci komplementu v misté transplantace. Druhy pfistup je zaloZen na
manipulaci transplantované tkdné¢ a minimalizaci faktori, které vedou ke vzniku nebo
zvySovani intenzity IBMIR. Vyhodou prvniho pfistupu je snadna a okamzitd klinicka

aplikovatelnost, nevyhodou jsou pak celkové vedlejsi uinky, predev§im krvaceni. V druhém



piipadé naopak mizeme zasah velmi dobie lokalizovat, ale je technologicky pomérné obtizné
dosahnout pozadovaného efektu (Inverardi L., Ricordi C., 2006, Nilsson B. et al., 2011).
Relativné novym experimentalnim pfistupem je potlaceni exprese genu pro tkanovy
faktor pomoci techniky RNA interference (RNA1), kterd vyuziva principy epigenetiky. Tento
fylogeneticky stary jev tvofi podstatnou slozku regulace genové exprese vyssich organismil a
puvodné piedstavoval zpusob obrany bunék proti virové infekci. RNA interference byla
poprvé popsana v roce 1998 a od potvrzeni GcCinnosti siRNA v sav€ich bunkach je tato
technika Siroce vyuzivana ke studiu funkce jednotlivych gent (Fire A. et al., 1998). V roce

2006 byla za objev RNA interference udélena Nobelova cena.

1.4. RNA interference

RNA interference (RNAi1) je molekuldrné biologicky proces, pfi kterém dochazi k
navdzani molekuly nekodujici RNA nacilovy tUsek mRNA na zdkladé jejich
komplementarity, coz ma za nasledek potlaceni translace této mRNA. Jednd se o vysoce
ucinny a specificky proces, ktery je aktivné vykondvan v bunce konkrétnim mechanismem.
RNAI probiha u vétSiny eukaryot a tvoii vyznamnou slozku posttranskripcni regulace genové
exprese. Proces RNAi1 pfedstavuje biochemickou drahu vrozeného imunitniho systému a
pravdépodobné ptivodné vznikl jako obranny mechanismus buiiky pfed virovou RNA a
Sifenim transpozoni, ¢imZ zabezpecuje genomovou stabilitu a integritu (Agrawal N. et al.,

2003).

Klicovou roli v RNA interferenci hraji dva typy molekul — siRNA (z angl. small/short
interfering RNA nebo také silencer RNA) a miRNA (Carthew R. W., Sontheimer E. J., 2009).
siRNA jsou 21-23 nukleotidi dlouhé molekuly RNA, které vznikaji sesttihem dvouvlaknové
RNA a jsou pitvodné exogenniho ptivodu. Oproti tomu endogenni miRNA jsou stejné dlouhé
dvouvldknové useky vznikajici z vlasenkové struktury jednovlaknové molekuly nekddujici
RNA (hpRNA) a jsou mezi pfibuznymi druhy a organismy vysoce konzervované. Zatimco
siRNA vykazuje typicky uplnou komplementaritu s cilovou mRNA a vede ptimo k jeji
degradaci, v ptipadé miRNA dochézi vétSinou na zdkladé neuplné komplementarity k jejimu
navazani na nepieklddané oblasti na 3"konci (3 UTR) mRNA a tim pouze k inhibici translace
z divodu neefektivni vazby ribozomu. Uméle ptipravené molekuly siRNA umoziuji diky své
specifité efektivni potlaceni exprese prakticky libovolného cilového genu, aniZ by zasahovaly

do sekvence DNA. RNAI proto nabyva v soucasné dobé velkého vyznamu nejen ve funkéni



genomice, ale také v genové terapii, kde predstavuje dilezity terapeuticky nastroj zacileny na

geny spojené s rozlicnymi chorobami (Mello C. C., Conte D. Jr., 2004).

Pouziti techniky RNA interference pro snizeni exprese tkanového faktoru v bunkach
LO bylo popsiano dvéma skupinami u prase¢ich neonatilnich ostrivkovych bunéénych
klasterti (Neonatal Islet Cell Clusters, NICCs) v modelu xenotransplantace (Ji M. et al., 2011,
Ma X. et al., 2012). K vpraveni siRNA do bunék NICCs byla pouzita technika lipofekce a
ucinnost byla testovana in vitro pomoci uzaviené¢ho blood-loop systému po vystaveni NICCs
ucinktim lidské ABO kompatibilni krve. V obou ptfipadech bylo dosazeno vyznamné redukce
exprese genu (az 60 %) a proteinu tkdnového faktoru v buitkdch NICCs, coz mélo za nésledek
inhibici tvorby krevni srazeniny, snizeni spotieby trombocytl, snizeni mnozstvi vzniklého
trombinu a inhibice aktivace komplementu in vitro pti zachovani viability a funkcnosti LO.
Zaroven byla v krevnich srazeninach vytvotenych pii kontaktu krve s NICCs transfekovanymi
siRNA proti tkanovému faktoru pozorovana snizend infiltrace neutrofilii. Efekt vyznamného

snizeni exprese genu pro tkdnovy faktor pfitom ptetrval po dobu 8 dni.

U potkanich nebo lidskych LO nebyla dosud RNA interference k potlaceni IBMIR
pouzita, vySe popsané experimenty vSak dokazuji proveditelnost této studie. Revaskularizace
transplantované tkan¢ je z hlediska dlouhodobého ptezivani a funkce transplantovanyh LO
velmi dualezitd (Carlsson P. O. et al., 2001), a proto by inhibice exprese tkdnového faktoru v
bunikdch LO méla byt, vzhledem k jeho vyznamu pro vyvoj cév, pouze kratkodoba v rozsahu
maximalné nckolika dni. Z poznatkli o tkanovém faktoru dale vyplyva, Ze pro dosazeni
maximalni ochrany transplantovanych LO proti IBMIR je tfeba selektivné utlumit syntézu
extracelularni domény jeho molekuly. Pfedpoklddame proto, Ze hlavnim piinosem vyuZziti
metody RNA interference v piipadé transplantace LO do jater bude vysoce efektivni, ale
pouze docasna inhibice exprese genu pro tkanovy faktor, ktera muize ochranit ostrivky v
casném posttransplanta¢nim obdobi a zaroven pozdéji nebude branit napojeni kapilar na cévni

systém piijemce.



2. HYPOTEZY A CILE PRACE

Hypotézy

Transfekce siRNA proti tkanovému faktoru do bunék izolovanych LO povede
k doasnému a efektivnimu sniZzeni exprese tohoto genu na trovni mRNA a proteinu.
Transplantace LO snizsi expresi tkanového faktoru do portdlni zily potkana zptsobi
jater po transplantaci ve srovnani s nativnimi LO. Transfekce siRNA do bun¢k LO neposkodi
jejich funkci (sekreci inzulinu) a takto ovlivnéné LO normalizuji glykémii diabetického

piijemce se stejnou ¢i vyssi ucinnosti jako nativni ostravky.

Dil¢i cile prace

1. Stanoveni exprese zakladnich konstitutivné exprimovanych geni béZné uZzivanych
v laboratorni praxi jako referen¢ni geny v izolovanych potkanich LO po izolaci a béhem
nasledné kultivace; ovéfeni stability exprese téchto genli a nalezeni vhodné endogenni
kontroly pouzitelné pro néasledné studie zaméfené na potlaceni exprese genu pro tkanovy
faktor.

2. Vytvofeni experimentdlniho modelu pro detekci ischemie jater po transplantaci LO u
potkana in vivo za ucelem stanoveni biologického u€inku inhibice exprese genu tkanového
faktoru na rozsah intenzity IBMIR.

3. Potlaceni exprese genu pro tkanovy faktor v izolovanych potkanich LO pomoci specifické
siRNA, stanoveni rozsahu ischemie jater potkanli po transplantaci transfekovanych
ostrivki in vivo a ovéfeni jejich funkce a Gc¢innosti této metody transplantaci diabetickym

potkantim.



3. EXPERIMENTALNI CAST PRACE

K provedeni experimenti vedoucich k ovéfeni platnosti predkladanych hypotéz bylo
nejprve nutné stanovit genovou expresi v izolovanych LO a najit vhodné referenc¢ni geny pro
genovou expresni analyzu, na zaklad¢ které bylo mozné vyhodnotit G€innost inhibice exprese
genu pro tkanovy faktor na trovni mRNA. V dalsi fazi bylo tieba vytvofit experimentalni
model, ktery ndm umoznil ovéfit ucinnost inhibice exprese tkanového faktoru ve smyslu
snizeni intenzity IBMIR po transplantaci LO. V neposledni fad¢ bylo taktéz nutné
optimalizovat transfekéni metodu pro prenos siRNA do bunck LO. Nasledné¢ byla
vyhodnocena uCinnost transfekce na urovni mRNA a proteinu, byla ovéfena funkce
transfekovanych ostrivkll in vitro a stanoven vliv inhibice exprese tkanového faktoru na
intenzitu IBMIR prostfednictvim kvantifikace rozsahu ischemie jater. Zavérem prace pak bylo
ovéteni funkce transfekovanych LO in vivo transplantaci diabetickym potkantim a srovnani

ucinnosti 1écby s transplantaci nativnich LO.
Experimentalni prace je ¢lenéna do tfi na sebe navazujicich oddila:

CAST 1.: Genova exprese v izolovanych potkanich LO a vybér vhodné endogenni

kontroly pro genovou expresni analyzu

CAST 2.: Experimentalni model pro zobrazeni ischemie jater po transplantaci LO u

potkana in vivo

CAST 3.: Inhibice exprese tkaiového faktoru v buiikich izolovanych potkanich LO

pomoci RNA interference

10



4. METODY

Experimenty byly provadény na potkanech kmene Brown Norway (Charles River,
Némecko) a byly schvaleny Vyborem pro ochranu zvifat pouzivanych pro védecké ucely
Institutu klinické a experimentalni mediciny a Ministerstva zdravotnictvi CR (povoleni ¢&.
34/2012 a 83/2013). Potkani Langerhansovy ostrivky (LO) byly izolovany pomoci digesce
kolagenazou a separace na hustotnim gradientu podle obvyklého protokolu publikovaného
drive (Saudek F. et al., 1999). Viabilita LO byla v priabéhu experimenti stanovovana pomoci
testu integrity bunééné membrany dvojitym fluorescencnim barvenim propidium jodidem a

akridinovou oranzi a testem gluk6zou stimulované sekrece inzulinu (GSIS).

V prvni ¢asti prace byla izolovana RNA z potkanich LO podrobena rozséhlé genové
expresni analyze s vyuzitim kvantitativni polymerazové fetézové reakce s reverzni transkripci
(RT-gPCR) a byly porovnany metody relativni a absolutni kvantifikace genové exprese. Byla
ovéfena stabilita bézn€ uZivanych referencnich geni pomoci softwaru GeNorm a vybrana

vhodna kontrola pro nasledné experimenty zamétené na potlaceni exprese tkanového faktoru.

Ve druhé ¢asti prace je popsan novy experimentalni model, ktery byl vytvoren za
ucelem vizualizace a kvantifikace ischemie jater po transplantaci LO pomoci magnetické
rezonance in vivo. LO jsou v tomto modelu transplantovany do jater potkanti s podvazanymi
jaternimi tepnami, coz umoziuje vyuziti kontrastni latky pii nasledném vySetfeni
magnetickou rezonanci a zobrazeni neperfundovanych oblasti v jatrech, které vznikaji po
transplantaci LO jako nésledek mechanické obstrukce zesilené nespecifickou zéanétlivou

reakci IBMIR.

V posledni casti prace byla potlacena exprese proteinu tkanového faktoru v buiikach
izolovanych LO pomoci techniky RNA interference. Uméle pfipravené molekuly siRNA byly
transfekovany do bun€k LO pomoci mikroporace a lipofekce. Na zakladé optimalizace obou
metod pomoci fluorescenéné znacené Cy3-siRNA a mesenchymalnich bun€k exprimujicich
gen pro luciferazu byly vybrany nejvhodnéjSi podminky, které byly nasledné pouzity
k inhibici exprese tkdnového faktoru v bunkach LO. Snizeni exprese tkanového faktoru bylo
ovétreno na urovni mRNA pomoci RT-qPCR a na urovni proteinu pomoci metod western blot
a ELISA. Takto oSetfené LO byly transplantovany potkaniim s podvazem jaternich tepen a
pomoci magnetické rezonance byl stanoven rozsah ischemickych oblasti v jatrech. Na zavér
byla ovéfena funkce LO transfekovanych siRNA proti tkdniovému faktoru transplantaci

diabetickym potkanim a u¢innost 1écby srovnana s transplantaci nativnich LO.
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5. VYSLEDKY

5.1. CAST 1.: Genova exprese vizolovanych potkanich LO a vybér vhodné

endogenni kontroly pro genovou expresni analyzu

Prvni ¢ast prace byla zaméfena na identifikaci a validaci vhodnych referen¢nich genii
pro normalizaci genové exprese béhem kratkodobé kultivace izolovanych potkanich LO. Bylo
zjisténo, ze zadny z 16 testovanych kandidatskych gent nespliuje stabilitni kritéria (ACt <
+0,5) béhem celé¢ kultiva¢ni doby 120 hodin, pribé¢h jejich exprese béhem této periody se
vSak velmi podoba. Po izolaci LO dochazi k vyraznému poklesu obsahu specifické mRNA a
celkovd RNA vykazuje zna¢né znamky degradace. Béhem nasledujicich 48 hodin kultivace
dochazi k regeneraci RNA (jeji integrita stoupd) a postupnému zvySovani hladiny specifické
mRNA testovanych genil, obsah mRNA v jednotlivych vzorcich je vSak extrémné variabilni.
Béhem této doby zadny z testovanych genti nesplnil stabilitni kritéria (ACt < £0,5). Naopak
od 48 hodin kultivace dale je integrita RNA prakticky neporusend, hladina specifické mRNA
vSech testovanych gent se ustaluje na urcité urovni a po zbytek kultivacni periody se jiz
neméni. Také variabilita mezi jednotlivymi vzorky ve skupiné je po uplynuti 48 hodin
kultivace velmi nizkd. NaSe data dokazuji, Ze normalizace genové exprese v LO b&hem
prvnich 48 hodin po izolaci je velmi problematicka a nespolehliva, a zpochybiiuji tak pouziti
metody relativni kvantifikace genové exprese v LO za téchto podminek. Na zaklad€ naSich
vysledkli byl pro nésledné experimenty zamétfené na potlaceni exprese tkanového faktoru
v bunitkdch LO jako nejvhodnégjsi referencni gen v nasem experimentalnim uspofadani vybran

gen Ppia.
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Obrazek 2: Exprese 16 kandidatnich referen¢nich genli v pribéhu kultivace. Ct (z angl. treshold
cycle, prahovy cyklus) jednotlivych genti v riznych ¢asech kultivace jsou zobrazeny jako mediany
(horizontalni linie), 1. — 3. kvantil (boxy) a varia¢ni rozpéti (vousy). Data jsou zaloZzena minimalné na
6 nezavislych experimentech. K vyhodnoceni statistické vyznamnost rozdild v Ct hodnotich byla
pouzita dvoucestna ANOV A a mnohonasobné porovnani; *p <0,05 48 vs. 0 h; # p <0,05 72 vs. 0 h; {p
<0,05 96 vs. 0 h; £ p <0,05 120 vs. 0 h; a p <0,05 96 vs. 48 h; b p <0,05 120 vs. 48 h.
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Obrazek 3: Relativni (Cernd) a absolutni (Cervend) kvantifikace exprese F3, Gapdh a Ppia
v izolovanych LO b&hem kultivace in vitro. Relativni kvantifikace byla vypoctena pomoci metody
288t yzhledem k expresi v Case 48 h; absolutni exprese byla stanovena z kalibra¢ni kfivky sestrojené
pro dany transkript. Dvojice referen¢nich genii byly vybrany na zaklad€ softwaru GeNorm (Ppia/Ppib
pro 24 h, Rplp2/Ppia pro cely interval 0—120 h) nebo podle pravidla +0,5 ACt (Hprt/Ubc). V ptipade
pouziti Ppia jako genu zajmu byl jako referen¢ni gen pouzit dalsi nejstabilngjsi gen (Ppib/Actb pro 24
h, Rplp2/Ppib pro 0—120 h).

14



Ptiloha ¢. 3

5.2. CAST 2.: Experimentilni model pro zobrazeni ischemie jater po

transplantaci LO u potkana in vivo

Ve druhé ¢asti prace byl vytvofen novy experimentalni model pro zobrazovani
ischemie jater po transplantaci LO u potkana in vivo, ktery umoziuje kvantifikaci
neperfundovanych oblasti jater pomoci magnetické rezonance piimo v Zivém zvifeti. To
pfind$i moznost srovnani bezpecnosti a efektivity riznych experimentdlnich piistupti
v ovlivilovani IBMIR v jakémkoliv ¢ase po transplantaci. Ukazali jsme, ze velikost
neperfundovaného objemu jater jasné koreluje s poc¢tem transplantovanych LO. Tento model
pfedstavuje unikatni a uZitecnou techniku pro vyhodnoceni G¢inku riznych experimentalnich
pfistupt zacilenych na IBMIR in vivo. Hlavnim pfinosem této studie je zavedeni nové
zobrazovaci techniky umoziujici kvantifikaci rozsahu ischemie jater v zijicich zvitatech a bez

Skodlivych ucinki na jejich zdravi.

Obrazek 4: Neprokrvené oblasti jater 2 hodiny po transplantaci 100 (A), 500 (B) a 1000 (C)
syngennich LO s podvazem tepen a jatra po transplantaci 1000 syngennich LO bez podvazu tepen (D)
2 minuty po aplikaci intravitalniho kontrastniho barviva (patentni modf V). Bez podvazu tepen barvivo
rychle penetruje do oblasti s vypadkem portalni perfuze pies arteridlni jaterni krevni obéh.
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Obrazek 5: Snimek dutiny biiSni potkana z magnetické rezonance (A) s ohrani¢enymi jatry (B) a
ischemickymi oblastmi jaterni tkané¢ (C) po transplantaci 1000 LO s pouzitim kontrastni latky pro
zvyseni rozdilu intenzity signalu prokrvenych a neprokrvenych oblasti jater.

Volume of ischemic liver tissue after pancreatic islets transplantation

35
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R? = 0,9401
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P 28,147

20 ® e

: e
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Volume of ischemic tissue (%)
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Number of transplanted islets
Obrazek 6: Kalibra¢ni kiivka ukazujici pfimou zavislost mezi po¢tem transplantovanych ostrivkl a
objemem ischemické jaterni tkan€ 2 hodiny po transplantaci 100 (skupina A), 500 (skupina B) a 1000
(skupina C) syngennich LO do portalni zily zdravych potkand (n = 6) s podvazanymi jaternimi
tepnami. Graf ukazuje primérné hodnoty + smérodatnou odchylku.
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5.3. CAST 3.: Inhibice exprese tkanového faktoru v buiikich izolovanych
potkanich LO pomoci RNA interference

V této studii jsme pouzili metody mikroporace a lipofekce k transfekci siRNA proti
tkanovému faktoru do bun¢k izolovanych potkanich LO za ucelem potlaceni exprese proteinu
tkanového faktoru a snizeni intenzity nespecifické zanétlivé reakce IBMIR po transplantaci
LO do jater potkanii. V obou ptipadech bylo docileno vyznamného snizeni exprese tkaniového
faktoru na urovni mRNA a proteinu pii sou¢asném zachovani viability a funkce LO in vitro.
Po transplantaci LO do jater potkant bylo zjiSténo vyznamné snizeni objemu neperfundované
tkane, které bylo jesté vyraznéjsi pii pouziti lipofekce. Po transplantaci LO transfekovanych
siRNA proti tkanovému faktoru lipofekei doslo z rychlému a kompletnimu vyléceni vSech
potkani ve skuping, ktefi prospivali dokonce Iépe nez zvirata v kontrolnich skupinach.
Naopak po transplantaci LO transfekovanychnych siRNA proti tkdnovému faktoru
mikroporaci nedoslo k vylé€eni Zadného ze zvitat, coz znaci, Ze tato metoda mé negativni vliv

na prezivani a funkci LO po transplantaci a neni tedy pro toto pouziti vhodna.

Obrazek 7: Fluorescence izolovanych potkanich LO po transfekci Cy3-siRNA bez transfekéniho
¢inidla (nahote, koncentrace 200 nM), lipofekci c¢inidlem Lipofectamine RNAIMAX (uprostied,
koncentrace 50 nM) a mikroporaci (dole, koncentrace 200 nM). Fotky LO ve fazovém rozhrani —
vlevo, fluorescence — uprostied a kombinovany snimek — vpravo. Métitko = 400 um.
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Obrazek 8: Snimky z magnetické rezonance 2 hodiny po transplantaci (vlevo) a makroskopické
snimky jater potkant (vpravo) 2 dny po transplantaci LO nativnich (A), transfekovanych siRNA proti
tkanovému faktoru mikroporaci (B) a lipofekci (C).
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Obrazek 9: Pribch glykémie potkant po transplantaci LO v jednotlivych kupinach. Data jsou
znazornéna jako primér z hodnot ve skupiné + smeérodatnd odchylka. Tx LO — transplantace
Langerhansovych ostrivkd, anti-TF siRNA — siRNA proti tkdfiovému faktoru. Mann-Whitney U test
prokazal statisticky vyznamny rozdil mezi skupinami D a E na urovni *p = 0.0219. Rozdil mezi
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20+

glykémie (mmol/l)

10+

Prubéh glykémie po transplantaci LO
v jednotlivych skupinach (n = 6)

Tx

* p=0.0219

den

Skupina A - Tx LO po kultivaci pfes noc

Skupina B - Tx LO ihned po izolaci

Skupina C - Tx LO po mikroporaci bez siRNA
Skupina D - Tx LO po mikroporaci + anti-TF siRNA
Skupina E - Tx LO po lipofekci + anti-TF siRNA
Zdrava kontrola

badh s

ostatnimi experimentalnimi skupinami neni signifikantni.

Tabulka 1: Vysledky IVGTT v jednotlivych skupinach 30 dni po transplantaci LO.
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Koeficient asimilace glukdzy Kg (%/min) v jednotlivych skupinach

skupina Tx LO Tx LO Tx LO Tx LO Tx LO
ihned po po kultivaci mikroporace  mikroporace + lipofekce +
zvite izolaci pres noc bez siRNA siRNA siRNA
1 1,86 1,2 0,63 1,45
2 1,67 1,51 0,7 2,06
3 1,84 1,86 1,75 1,32
4 1,66 1,27 0,66 1,25
5 1,72 1,3 2,06
6 1,5 1,47 1,56 1,93
diabetes < 0,8 normalni glukézovy metabolismus > 1,2



6. DISKUZE

Tato prace se vénuje moznosti zlepSeni t¢innosti metody transplantace LO zamezenim
rozvoje nespecifické zanétlivé reakce IBMIR, ke které dochazi po kontaktu transplantované
tkan¢ s krvi piijemce. Béhem této reakce dochazi k aktivaci koagulacni kaskady tzv. vné&jsi
cestou, k aktivaci komplementu, agregaci trombocytl a infiltraci leukocytli do S$tépu.
Vysledkem je vznik trombu a zni€eni az 60 % LO v kratkém case po transplantaci. Jednim z
ustfednich spoustécu IBMIR je molekula tkanového faktoru a jednim z hlavnich projevu je
vznik trombu kolem ostriivkli zachycenych v termindlnim vétveni portalni zily. V této praci
jsme se zaméfili na kratkodobé snizeni mnozstvi tkaniového faktoru na povrchu bun¢k LO a
na vyvoj metody umoznujici monitorovat zménu velikosti trombu, ktery vznikd po
transplantaci oSetfenych LO (se snizenou expresi tkanového faktoru) v porovnani s nativnimi.
Ptedpokléadali jsme, ze velikost trombu vyznamné zvétSuje rozsah poruchy perfuze jaterni
tkané distaln¢ od transplantovanych ostritvkll a soucasné prodluzuje revaskularizaci §tépu. Na
zaklad¢€ predchozich pokust bylo mozné ocekavat, ze samotnad mechanicka obstrukce fecisté
zpusobi vyznamné mensi poruchu perfuze nez obstrukce zplsobend stejnym téliskem v
kombinaci s okolni trombdzou.

V poslednich 20 letech byla publikovéana fada studii zamétenych na potlaceni IBMIR
riznymi zpusoby, ale zadny z nich nebyl kratkodoby, dostatecné G€inny a bez vyznamného
rizika krvaceni. V pripadé¢ tkdnového faktoru nelze pouzit techniku ptipravy darce s knock-
outem genu ani v experimentadlnim uspofadani, nebot’ tkanovy faktor je klicovy pro vyvoj a
dozravani cév. Z téchto vysledkil vyplyva potieba inhibovat expresi tkanového faktoru v
ostriiveich Ucinng, kratkodobé a bez celkového vlivu na koagulacni systém piijemce. Takovou
inhibici nabizi moderni metoda RNA interference, pfi které se do bunck cilové tkané
transfekuji kratké molekuly siRNA, které se navdZou na dokonale komplementarni useky
mRNA a iniciuji jejich degradaci. Tato vysoce specifickd vazba umozni selektivni destrukci
vybrané¢ mRNA, a tedy zablokovani translace vybraného genu. Nizk3 stabilita siRNA molekul
umoziuje dosazeni tohoto efektu na nckolik dni bez ovlivnéni vlastni DNA Stépu a je tedy
bezpecna.

V nasi praci jsme zvolili transfekci tfemi riznymi druhové specifickymi siRNA proti
tkanovému faktoru, z nichz byla vybréana ta nejucinngjsi. Pro samotnou transfekci jsme hledali
metodu, kterd umozni Setrny a rovnomérny prunik molekul né€kolika vrstvami bunék ostravka.
Porovnali jsme efektivitu a bezpe€nost transfekénich metod mikroporace a lipofekce.

Samotny prinik siRNA do bun¢k byl monitorovan pomoci fluorescenéné znacenych
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negativnich kontrol. Byl prokazéan jasny efekt RNA interference na syntézu mRNA i proteinu
tkanového faktoru a jeho snizeny vyskyt v bunkach ostravka po dobu nejméné 48 hodin po
transfekci pti zachovaniviability LO a schopnosti beta bunék uvolnovat inzulin v reakci na
stimulaci gluk6zou.

Informace ziskané hodnocenim in vitro efektu jsou pro klinickou praxi stale
nedostatecné, a proto bylo tieba vyvinout experimentalni model pro posouzeni biologického
efektu RNA interference. Pro tento model jsme zvolili magnetickou rezonanci v kombinaci s
intravendzni aplikaci kontrastni latky do postranni ocasni zily. Samotné vySetieni je vSak
casové narocné, a tak nebylo mozné zachytit zpomaleni priniku kontrastni latky do
hypoperfundovanych oblasti. Proto jsme na zédklad¢ literarnich dat vyuzili skuteCnosti, ze
potkanovi lze prerusit tepenné zasobeni jater bez fatalnich komplikaci, a pfipravili model
s prerusenim tepen arteria hepatica propria a arteria hepatooesophagica. V tomto modelu Ize
spolehlivé zobrazit rozsah neperfundované tkané jater, jejiz signal se po podani kontrastni
latky neméni. Celkovy objem ischemické tkané pfitom dobie koreloval s poctem
transplantovanych ostrivkt (Tx 100 LO = vypadek perfuze 6,3 % objemu jater, Tx 500 LO =
vypadek perfize 20,7 % objemu jater, Tx 1000 LO = vypadek perfuze 28,1 % objemu jater).
Pti zobrazovani poruchy perfuze jater po transplantaci LO oSetfenych siRNA proti tkanovému
faktoru mikroporaci i lipofekci byl zaznamenén signifikantni rozdil v rozsahu neprokrvenych
oblasti jater. Pfi transplantaci 1000 LO transfekovanych siRNA proti tkanovému faktoru
mikroporaci byl objem ischemické tkané cca 11,3 % oproti 28,1 % v pfipad€ nativnich LO.
Pti transplantaci 1000 LO transfekovanych siRNA proti tkdnovému faktoru lipofekci byly
dokonce hypoperfundované oblasti v jatrech tak malé, Ze je nebylo mozné pomoci této
metody kvantifikovat, nebot’ nedoslo ke vzniku Zadnych lokalizovanych 1€zi, ale pouze ke
vzniku diftznich oblasti s niz§im signdlem, a tedy s predpokladanym niz§im prokrvenim,
které vSak nelze na snimcich z magnetické rezonance spolehlivé ohranicit. Toto zjiSténi
potvrdilo, ze laboratorn¢ detekovany efekt siRNA na expresi tkanového faktoru bunkami
ostrivkl (QRT-PCR, WB, ELISA) ma prokazatelny ekvivalent i na biologické Grovni.

Poslednim krokem prace byla transplantace osetfenych LO diabetickym potkanim a
ovéteni Ucinnosti transfekce siRNA proti tkdnovému faktoru in vivo v modelu potkana ve
srovnani s nativnimi LO. Transplantace LO byla provedena druhy den po izolaci ostravkd,
coz je nyni bézna laboratorni praxe (transplantace LO po kultivaci pfes noc, skupina A), dale
thned po izolaci ostrivki (skupina B) a poté vzdy 24 hodin po transfekci (skupina C —
transfekce siRNA mikroporaci, skupina D — mikroporace bez siRNA, skupina E — transfekce

siRNA lipofekci), a to v hrani¢ni davce 2 LO/g véhy potkana. Transplantace LO po kultivaci
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pies noc je standardni zavedenou metodou s dobrymi vysledky, pfi niz diabeticti potkani
dosahnou normalizace glykémie bézné v pribehu druhého tydne po transplantaci LO (v nasi
praci skupina A, 8 dni £0,58). V piipad¢ transplantace LO ihned po izolaci se jedna o ideélni
situaci, nebot’ vime, ze béhem procesu izolace LO dochazi k docasnému potlaceni genové
exprese a k soucasnému poskozeni povrchové vrstvy LO v disledku enzymatického piisobenti,
coz ma za nasledek, ze mnozstvi tkanového faktoru na bunkach LO je minimalni. V takovém
pfipadé neni vyjimkou, Ze diabeticky potkan dosdhne normoglykémie hned druhy den po
transplantaci, a i v nasem uspofradani tato skupina (skupina B) vykazuje nejlepsi vysledky s
dosazenim normoglykémie pramérné za 6 dni (+2,38). V klinické praxi vSak neni ve vétSing
piipadii z divodu ¢asové ndrocnosti procesu piivolani a piipravy piijemce takovy postup
mozny. Z naSich experimentii vyplyva, Ze nejhorSich vysledkti dosahla skupina zvifat po
transplantaci LO transfekovanych siRNA proti tkanovému faktoru mikroporaci (skupina C),
ve které 3 zvifata dosédhla normoglykémie 15 dni po transplantaci a 3 zvifata vliibec. Prestoze
prabéh glykémii zvitat v této skupiné v priabéhu sledované¢ho obdobi byl lepsi nez u skupiny
D (mikroporace bez siRNA), z vysledkti IVGTT je patrné, ze celkova kompenzace diabetu u
téchto zvitat byla zdaleka nejhorsi. Vysledky skupiny D také dokazuji, ze Spatny vliv na
funkci LO ma pfedevSim samotna transfekéni technika, kdyz zvifata ve skupiné dosahla
normoglykémie v priiméru az za 23 dni (£7,88). Skupina E, ve které byly transplantovany LO
transfekované siRNA proti tkanovému faktoru lipofekci, vykazuje srovnatelné vysledky s
potkand (7 dni +1,15), coz dokazuje vyhodu takto oSetfenych ostriivkli oproti standardni
transplntaci LO v €asnéjSim piihojeni. Stejné tak vysledky IVGTT a nértist hmotnosti potkant
ve skupiné E ukazuji, Ze kompenzace diabetu v této skupiné je 100 %, nebot’ koeficient
asimilace glukdzy, stejné jako vahovy nartst, jsou ve Skupiné E dokonce vyssi nez ve skupiné
kontrolni.

Z vysledkt je patrné, Ze metoda mikroporace vede v ur¢itém sméru k naruseni funkce
ostriivkll, a piestoze se jejich viabilita 1 produkce inzulinu po transfekci zdala byt v potadku,
funkce LO se pozdéji po transplantaci ukdzala jako nedostatecna. To miize byt zpisobeno
samotnou podstatou metody, kterd spociva v aplikaci kratkych silnych elektrickych pulzii na
vzorek. Tyto pulzy vedou nejspiSe ke kratkodobé dezintegraci mikroorganové struktury LO,
coz usnadiiuje vstup siRNA do vnitiku ostrivku, je ale mozné, Ze tento proces ma na ostravky
neblahy vliv a mize v nékterych ptipadech vést k rozpadu LO a jejich postupnému zaniku.

Metoda mikroporace se tak ukazala byt nevhodna pro pouziti v LO, naopak metoda lipofekce
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se zda byt velmi dobrou alternativou s dobrymi vysledky a bez skodlivych t¢inkl na funkci ¢i

peziti LO.

7. ZAVER

Zavérem lze fici, ze ndmi navrhované hypotézy byly potvrzeny v celém rozsahu.
Transfekce siRNA proti tkdnovému faktoru do bunék izolovanych LO vede k docasnému a
efektivnimu snizeni exprese tohoto genu na trovni mRNA a proteinu. Transplantace LO s
nizsi expresi tkanového faktoru do portalni zily potkana zpiisobuje nespecifickou zanétlivou
reakci IBMIR o niz§i intenzité¢ nez transplantace nativnich LO, coz vede k men§imu rozsahu
ischemie jater po transplantaci. Transfekce siRNA do bun€k LO neposkozuje jejich funkei (v
ptipadé lipofekce) a takto ovlivnéné LO normalizuji glykémii diabetického piijemce se
stejnou ucinnosti jako nativni LO. Dalsi optimalizace transfek¢nich podminek by mohla vést
k dalsimu zvySeni efektivity piihojeni ostrivki, a tedy k normalizaci glykemii piijemce

mensim Stépem.
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