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Abstrakt

Transplantace inzulin produkujici tkané je v soucasnosti jedinou lécebnou metodou
umoznujici diabetikiim 1. typu dosdhnout dlouhodobé nezavislosti na aplikaci inzulinu.
Alternativni metodu k organové transplantaci pankreatu predstavuje transplantace
ucinnad. Dlvodem je vyrazna ztrata ostrivki béhem kratkého casu po transplantaci
zpuisobend nespecifickou zanétlivou reakci IBMIR (z angl. instant blood-mediated
inflammatory reaction). Hlavni pfi¢inou této reakce je tkanovy faktor exprimovany na
povrchu bun¢k LO, ktery po kontaktu s krvi ptijemce pfimo aktivuje koagulacni kaskadu
tzv. vngjs$i cestou. Dochazi k agregaci trombocytl, aktivaci komplementu a infiltraci
ostravkll leukocyty, coz mé za nasledek zniceni az 60 % transplantované tkan¢ a vznik
ischemickych oblasti v jatrech. Tkanovy faktor krom¢ koagulace ovliviiuje také
angiogenezi a jeho pfitomnost na povrchu bun¢k LO v pozdé&jsim stadiu po transplantaci je
naopak nezbytna 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 ostrivkli v raném posttransplantacnim obdobi a
soucasné pozdéji nebranilo napojeni kapilar na cévni systém piijemce. ZvySeni podilu
pfihojené tkan€ by pfitom mohlo vést ke zvySeni efektivity transplantace LO jakoZzto

1é¢ebné metody a tim 1 k vyznamnému zvysSeni dostupnosti transplantaéni 1€cby.

V predkladané préci byla v prvni ¢asti analyzovdna genova exprese v izolovanych
potkanich LO, na jejimz zdkladé byl vybran gen Ppia jako vhodna endogenni kontrola pro
nasledné experimenty zaméfené na potlaceni exprese tkdniového faktoru. Poté byl vytvoren
novy experimentalni model pro zobrazovani rozsahu ischemie jater po transplantaci LO u
potkanti in vivo zaloZeny na podvazu jaternich tepen, ktery lze s vyhodou vyuzit pro

monitorovani rozsahu IBMIR. V posledni Casti prace byla vyuzita metoda RNA



interference pro potlaceni exprese tkanového faktoru v izolovanych LO pomoci
transfekénich metod mikroporace a lipofekce a jeji ucinnost in vivo byla ovétfena
transplantaci diabetickym potkantim. Ukézalo se, Ze rozsah ischemie jater po transplantaci
LO osetfenych siRNA proti tkanovému faktoru je vyrazné niz§i nez u nativnich LO.
V ptipadé¢ pouziti lipofekce jsou vysledky transplantace srovnatelné s nativnimi ostravky,
dochazi k rychlé a stabilni kompenzaci diabetu, a dokonce se ukazuje mirna vyhoda LO
oSetienych siRNA proti tkdnovému faktoru oproti nativnim LO z hlediska drivéjsi

normalizace glykémie piijemct.

Kli¢ova slova: transplantace Langerhansovych ostrivkd (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 platelet aggregation, complement activation, and
infiltration of islet graft by leukocytes which results in 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, sSiRNA
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1. UVOD

V soucasné dobé je jedinou lécebnou metodou umoziujici diabetikiim 1. typu
dosahnout dlouhodobé nezavislosti na farmakologické 1€€b¢ inzulinem transplantace
inzulin produkujici tkdné. Transplantace pankreatu, ktera se v Ceské republice provadi
od roku 1983, predstavuje metodu volby v kombinaci s ledvinou pro pacienty se
selhanim ledvin v disledku diabetické nefropatie. Velmi dobrych vysledki je
dosahovano v pfezivani pacientil 1 §t€pu s nezavislosti na inzulinu u vice nez 80 %
ptijemct jeden rok po transplantaci (Gruessner A. C., 2011, Gruessner A. C. et al.,
2012). Tato metoda je vSak vyrazné limitovana nedostateénym mnozstvim organt
pouzitelnych pro celoorgdnovou transplantaci a zlstavad tak vyhrazena pro uzkou
skupinu vybranych pacientl. Transplantace izolovanych Langerhansovych ostrivki
(LO) do portalni zily jater ptedstavuje komplementarni lécebnou metodu, kterd
umoznuje vyuzit dalsi, stejné kvalitni, ale pro organovou transplantaci nevhodné
organy, a vyznamng tak rozsifuje darcovskou zakladnu. Ve srovnani s celoorganovou
Nezavislosti na inzulinu je pfi 1écbé ostrivky z jednoho pankreatu dosazeno pouze u
10-15 % pacienti (McCall M., Shapiro A. M., 2012). Proto je urCena témét vylucné
pacientim s diabetem 1. typu s komplikovanym syndromem poruchy rozpoznavani
hypoglykemie, u kterych je hlavnim cilem alespon ¢aste€na obnova sekrece inzulinu.
Dtivodem nizké efektivity této metody je vyrazna ztrata ostrivktl béhem izolace a
nasledn¢ znacné poskozeni Stépu béhem nékolika hodin po transplantaci zptisobené
nespecifickou zanétlivou reakci oznaCovanou jako IBMIR (z angl. Instant Blood-
Mediated Inflammatory Reaction), kterd mé za nasledek zniceni vice nez poloviny

implantovanych ostriivkli (Bennet et al., 1999, 2000, Eich T. et al., 2007a,b, Jirak D.



et al., 2009, Toso C. et al., 2005, Saudek F. et al., 2010). Tato reakce je vyvoldna
molekulami tkdnového faktoru, exprimovanymi na povrchu buné¢k LO, ktery pii
kontaktu s krvi pfijemce pfimo aktivuje koagulacni kaskadu zevni cestou a jehoz
vyskyt negativné koreluje s vysledky klinickych transplantaci (Johansson H. et al.,
2005, Moberg L. et al., 2002). Potlaceni ucink tkanového faktoru a snizeni rozsahu
zanétlivé reakce IBMIR ma pozitivni vliv na pfezivani transplantovanych LO a mtize
tak zvySovat ucinnost transplantace LO jakozto l1é¢ebné metody s cilem vyléceni
jednoho pacienta $tépem 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 rozsifeni indikace transplantace LO.

1.1. Diabetes mellitus

Diabetes mellitus je souhrnné oznaceni pro heterogenni skupinu chronickych
onemocnéni, jejichz hlavnim projevem je hyperglykémie. Pfi¢inou je porucha
metabolismu sacharidii, ktera vzniké jako dusledek absolutniho (diabetes mellitus 1.
typu) €i relativniho (diabetes mellitus 2. typu) nedostatku inzulinu. Diabetes mellitus
1. typu je autoimunitni onemocnéni s narlstajici prevalenci v rozvinutych
spole¢nostech, jeho piivod tkvi pravdépodobné v kombinaci genetickych a
environmentalnich pficin, pfesné diivody vzniku tohoto onemocnéni jsou vSak stale
nejasné. Lidé trpici diabetem 1. typu tvoii zhruba 10 % vSech pacientl s diabetem,
v Ceské republice to predstavuje zhruba 64 tisic nositeld této diagnézy (Ustav
zdravotnickych informaci a statistiky, 2017). Zbylych 90 % ptedstavuje diabetes
mellitus 2. typu, ktery vznikd na zakladé poruchy tvorby inzulinu na pozadi inzulinové

rezistence, a dale sekundarni a dals$i typy diabetu. Vyskyt diabetu 2. typu je spojovan



pfedevSim s nezdravym zivotnim stylem, genetickymi predispozicemi a obezitou,

které mohou spole¢né vyustit v tzv. metabolicky syndrom.

Diky 1é¢bé inzulinem pfestal byt diabetes mellitus smrtelnou chorobou, ale ani
moderni 1écba zalozena na kombinaci Castého méteni glykemie a substituci inzulinu
nedokéaze spolehlivé zabranit rozvoji pozdnich komplikaci diabetu, jako jsou
diabeticka retinopatie, nefropatie, neuropatic a makroangiopatie (pokrocila
ateroskler6za) s konkrétnimi projevy ve formé ischemie myokardu, mozku nebo
syndromu diabetické nohy a dalSich. Soucasnd technologie umoziuje prakticky
kontinualni sledovéani glykemie kapesnim glukometrem nebo senzorem a aplikaci
inzulinu programovatelnou pumpou. V kombinaci obou pfistroji mize pumpa
preddefinované davkovani korigovat podle vykyvi glykemie namétenych senzorem
(Continual Glucose Monitoring Systems). Limitujici zlstava zpozdéni naméfenych
vykyvu glykemie, kterd je méfena v podkozi, oproti skute¢nému stavu v krvi (cca 10
minut) a také farmakokinetika injek¢nich inzulind, které se aplikuji do podkozi
namisto pfirozené sekrece do krve (5—15 minut). Diky algoritmiim pracujicim s trendy
a predikci glykemie nabizi soucasnd technologie vétSiné pacientli pomémné dobré
vyhlidky na kvalitni Zivot do pozdniho vé€ku, stile se vSak jednd o lécbu
symptomatickou a ne kauzalni. Tu pfedstavuje v dneSni dobé pouze zminéna

transplantace inzulin produkujici tkané.

1.2. Langerhansovy ostriivky (LO)

Slinivka bfi$ni neboli pankreas je Sedortizova lalo¢natéd zl4za ulozend v dutiné
btisni. Radime ji mezi organy travici soustavy. U ¢lovéka méfi v priméru 12—-16 cm a

vazi zhruba 60-100 g. Slinivka je tzv. podvojna zldza, podle druhu sekrece u ni



rozliSujeme exokrinni a endokrinni ¢ast. Exokrinni tkan predstavuje asi 98 % organu
a je tvofena acinarnimi buiikami, produkujicimi travici enzymy v jejich neaktivni
formé, a siti duktalnich bun¢k, které secernuji vodu a hydrogenuhli¢itany a spolu
s travicimi enzymy je odvadi do duodena jako tzv. pankreatickou §tavu (Cihak R.,

2002, Dokladal M., Pa¢ L., 2003).

Endokrinni funkci pankreatu plni Langerhansovy ostrivky, mikroorgany o
velikosti 50-500 pum. Pfestoze tvofi jen asi 1-2 % pankreatické tkané (1-2 g),
spotiebuji 10—15 % z celkového objemu ptivedené krve (Carlsson P. O. et al., 2001).
Dtvodem je funkce ostrivki jako senzord hladiny glukézy v krvi, kdy kyslik
privadény krvi nesmi byt regulujicim faktorem, a potfeba promptni distribuce inzulinu
do celého téla. Kazdy ostritvek je napojen ptimo na krevni fecisté a od exokrinni ¢asti
pankreatu je oddélen tenkou kapsulou z vazivové tkané. Pankreas dospélého ¢loveka
obsahuje primérné 1-2 miliony ostrivki, jejich pocet se vSak mezi jedinci vyrazné
lisi. Ostrivky jsou tvofeny nckolika sty az tisici endokrinnich buné¢k, které délime na
pét zakladnich typa a které produkuji nejméné pét peptidii s hormonalni aktivitou.
Zastoupeni jednotlivych typti bunék v ostrivcich v riznych ¢astech pankreatu i jejich
usporadani v ramci ostrivku je u clovéka variabilni a li§i se oproti uspotfadani u
potkana, ktery je nejcastéji pouzivanym vyzkumnym modelem (Obrazek 1, str. 5)

(Suckdale J., Solimena M., 2008).
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Obrazek 1: Rozdilné uspotradani bunék vramci lidského a potkaniho Langerhansova
ostravku. INS —  buiiky, GLU — a bunky, PP — PP neboli y buiiky, SST — & buiky, GH — ¢
bunky. Upraveno dle Suckdale J., Solimena M., 2008.

Majoritni zastoupeni v rdmci ostrivku maji  bunky, které tvoii u ¢loveka
pramérné 67 % bunck (Suckdale J., Solimena M., 2008). Jejich hlavni funkci je
produkce inzulinu, hlavniho anabolického hormonu organismu, v zdvislosti na
aktudlni koncentraci glukézy v krvi. Inzulin snizuje hladinu glukézy v krvi stimulaci
jeji utilizace v jatrech, ve svalové a tukové tkani, dale pak inhibici glykogenolyzy a
glukoneogeneze. ZvySuje miru proteosyntézy, lipogeneze a prostiednictvim mitogenni
signaliza¢ni drahy podporuje bunécny riist a proliferaci. V malé mite produkuji
bunky také peptid amylin, ktery navozuje pocit sytosti a zpomaluje vyprazdiovani
zaludku, ¢imz podporuje plynulej§i vstiebavani glukozy ze stravy a zmenSuje
tvoti asi 10 % z celkového poctu bunck ostrivki. Jejich hlavni funkei je produkce
glukagonu — antagonisty inzulinu — ptisobiciho zvySeni hladiny glukozy v krvi.
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Glukagon je oznacovan jako hlavni katabolicky hormon. Spousti glykogenolyzu,

ror 1l

Dalsi typy buné€k v ostriivku maji minoritni vyznam. Jedna se pfedev§im o PP
buiiky, oznacované také jako y buiiky, které tvoii asi 19 % z celkového poctu bunék
ostravki a jejich hlavni funkci je produkce pankreatického polypeptidu (Suckdale J.,
Solimena M., 2008). Uloha tohoto hormonu neni zcela objasnéna, pfedpoklada se
vSak, ze hraje tlohu v regulaci exokrinni sekrece pankreatu. Déle se jedna o & buiiky,
které tvoti cca 3 % z celkového poctu bunek LO a jejich hlavni funkci je produkce
somatostatinu, ktery parakrinné reguluje sekreci ostatnich hormond, ptfedevs$im
inzulinu a glukagonu. Utastni se také metabolismu kosti. Nejméné zastoupené jsou &
bunky, které tvoii pfiblizné 1 % bun€k ostrivki a produkuji hormon ghrelin,
oznacovany také jako ,.hormon hladu®. Ghrelin je jediny znamy orexigenn¢ pusobici
peptid gastrointestindlniho traktu, jeho zvySena hladina vede ke zvySeni mnozstvi
prijimané potravy, stimuluje apetit a gastrické vyprazdiovani (Miller T. D. et al.,

2015).

1.3. Izolace lidskych LO

Proces automatické izolace lidskych Langerhansovych ostrivkll ze slinivky
zemielého darce tak, jak ho zname dnes, popsal v roce 1988 italsky Iékat prof. Camillo
Ricordi (Ricordi et al., 1988). Metoda je zaloZena na digesci pankreatické tkané
proteolytickym enzymem kolagenazou a oddéleni exokrinni tkdné od ostravkl
separaci na hustotnim gradientu. Postup byl v nésledujicich vice neZ tficeti letech
postupné vylepsovan a zdokonalovan. Cely proces izolace lze rozd¢lit do nékolika

fazi: preparace, digesce, sbér tkang, purifikace, kvantifikace a kultivace izolovanych



Langerhansovych ostrivki. Schéma izolace ostriivki s naslednou transplantaci je

znazornéno na Obrazku 2 (str. 8).

Pankreas je nejprve za stalého chlazeni o€istén od okolni vazivové tkané, tuku,
cév a prilehlych organti (duodenum, slezina). Nasledné je do slinivky hlavnim duktem
pomoci peristaltické pumpy a kanyly pod kontrolovanym tlakem napustén roztok
enzymu kolagenazy a neutralni protedzy. Organ je rozdélen na malé kousky a umistén
do zafizeni oznacovaného jako Ricordiho komora, kde se pfi teplot¢ 37 °C a
soustavném tfepani béhem 10—20 minut ptisobenim enzymii rozpadne. Faze digesce je
ukoncena na zdkladé mikroskopického vyhodnoceni vzorkli tkdné odebiranych
v pravidelnych intervalech béhem procesu traveni, a to piedevSim v zdvislosti na
velikosti fragmentti exokrinni tkané, poctu uvolnénych ostrivki a poméru zastoupeni
uvolnénych ostrivkd vi¢i ostravkim obalenym v exokrinni tkani. U&innost enzymii
je zastavena prudkym ochlazenim celé aparatury a rychlym odcerpanim natravené
tkan¢ s jejim souCasnym promyvanim studenym roztokem. Tkanova suspenze
exokrinni a endokrinni tkdné je shromazd’ovdna ve sbérnych zkumavkach,
zkoncentrovana pomoci centrifugace a nasledné prenesena na nékolik hodin do
prezervaéniho roztoku a uloZena do specidlnich vaki. Inkubace v prezervacnim
roztoku pii 4 °C zajiStuje ochranu natravené tkané a také zvySeni rozdilu hustoty

exokrinni a endokrinni slozky.



DARCE SLINIVKY

. Enzymaticka
Odebrana ) e
slinivka digesce tkané

Vystup pro Natravena tkan
odbér vzorka s ostvky

Travici
komora

<
s

. S
Trepacka
Ohfivac

—_—
==
Imunosupresivni terapie
a lécba podporujici
prihojeni $tépu

Redici

Recirkulace
roztok

Pumpa

ﬁ — Purifikované

ostrivky

Purifikované ostrivky &/«—  Exokrinni
na kulture tkan

Okamzita Izolace ostrivku
Centrifugace na
hustotnim gradientu

transplantace
nebo kultivace

PRIJEMCE OSTRUVKU Tra"Spl.,ant? €
ostravku

Obrazek 2: Schéma izolace a transplantace Langerhansovych ostrivki. Upraveno dle Merani
S., Shapiro A. M., 2006.

Jednotlivé slozky tkanové suspenze jsou rozdéleny pomoci separace
v kontinualnim hustotnim gradientu v rozsahu 1.065-1.095 g/ml. V nasi laboratofi se
pro tento ucel vyuziva bunécny separdtor COBE 2991. Endokrinni a exokrinni slozka
se zde rozdéli na zaklad¢ své specifické hmotnosti, kterd teoreticky odpovida hustoté
1.059 g/ml pro endokrinni tkan (stabilni interindividudln€) a 1.059-1.074 g/ml pro
exokrinni tkan (nestabilni) (Riccordi et al., 1992). V praxi je vSak z diivodu vysoké
variability tieba pfed kazdou separaci ovértit hustotu tkédniové suspenze pomoci tzv.
testovaciho gradientu a rozsah hustoty roztoku pfizptisobit tak, aby bylo dosazeno co
nejlepSiho rozdé€leni tkdni. Po separaci je tkan najimana do 12—15 frakei, u nichz je

individudlné posouzena Cistota a mnozstvi ptitomnych ostritvkll. Podle poctu ostritvkli



a stupn¢ oddéleni exokrinni tkané€ jsou pak jednotlivé frakce pouzity pro piipravu
Stépu, nebo vytazeny. Pied ulozenim purifikovanych ostrivki na kulturu se odebiraji
reprezentativni vzorky pro kvantifikaci tkan€. Samotny Stép je pak ulozen do
specidlniho kultiva¢niho média v tkanovém inkubatoru s 5 % CO; atmosférou pti 37

°C v kultivaénich lahvich nebo vacich.

Cely proces izolace Langerhansovych ostrivkll z pankreatu trva primérné 8
hodin a Gc¢astni se ho tfi pracovnici. Pro standardni vyjadfeni vysledku izolace a poctu
ziskanych LO slouzi tzv. ostriivkové ekvivalenty IEQ (z angl. islet equivalent), kdy 1
IEQ odpovidéa objemu 1 ostrivku o priméru 150 um. Mnozstvi ostrivkl se hodnoti
ve 3-5 reprezentativnich vzorcich (fedéni 1:1000 az 1:5000). Pro spolehlivé odliseni
ostrivkii od kouskd exokrinni tkané se vyuziva dithizon, organicka sloucenina
obsahujici siru, ktera tvofi stabilni cervené komplexy se zinkem pfitomnym ve velkém
mnozstvi v inzulinovych granulich beta bun€k. To umoznuje odliSeni ostravkl od
exokrinni tkané, ktera se dithizonem nebarvi (Obrazek 3, str. 10). Samotna
kvantifikace se provadi manualn¢ s vyuzitim disekéniho mikroskopu a kalibrovaného
méfitka nebo pomoci digitdlni analyzy obrazu fotografii ziskanych pomoci
invertovaného mikroskopu. Kvalitativné a kvantitativné spliuje kritéria pro
transplantaci $tép obsahujici ostrivky v poctu odpovidajicim cca 300 tisicim IEQ ve

vysok¢ Cistoté. Maximalni mozny objem transplantované tkané je asi 20 ml.



Obrazek 3: Vzorek izolovanych lidskych Langerhansovych ostrivki (Cervené) s piimési
exokrinni tkané (svétlé fragmenty) po obarveni dithizonem. ZvétSeni 1000x.

1.4. Transplantace LO

Transplantace Langerhansovych ostrivkli u c¢lovéka jako lécba labilniho
diabetu mellitu 1. typu se zacala objevovat od 80. let minulého stoleti (Sutherland D.
E. et al., 1980). Klinicky pfijatelnou 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 pacientli 1é¢bu diabetogennimi
glukokortikoidy a dosédhnout tak lepsi dlouhodobé funkce $tépu ostritvki 1 v klinické
praxi. Pfijemci po uspeéSné transplantaci ostrivkll jednoznaéné vykazuji stabilnéjsi
glykémii a sniZzeny vyskyt Zivot ohrozujicich tézkych hypoglykemickych epizod
(Ryan E. A. et al., 2005, Voglova B. et al., 2017). K dosazeni nezavislosti na inzulinu
je vSak i nadale nutné 1écba ostritvky z pankreati od 2—4 darci (Shapiro A. M. et al.,

2000), celkoveé odpovidajici primérnému mnozstvi 10—12 tisic IEQ/kg vahy piijemce.
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Transplantace Langerhansovych ostrivki se provadi infuzi bunééné suspenze
perkutanné transhepatalni katetrizaci portalni zily pfijemce pod skiaskopickou
navigaci. Zakrok se provadi v lokalni anestezii a je tedy mnohem méné narocny pro
pacienta i 1ékafe. Ve srovnani s celoorgdnovou transplantaci je transplantace ostravki
spojena s vyrazné niz$im rizikem zdravotnich komplikaci u piijemce, a to jak béhem
zakroku, tak i po ném. Nejcastej$i komplikace v minulosti pfedstavovaly hlavné
trombdzu portalni zily, poranéni mocového méchyie, zluéniku a intraperitonedlni
krvaceni, které se vSak jiz dnes po zavedeni novych chirurgickych kolagenovych
lepidel objevuje jen vyjimeéné. Hlavnim divodem nizkého rozsiteni transplantace LO
v klinické praxi je krom& omezeného poctu darct i nizka efektivita této 1éCebné
metody v porovnani s celoorganovou transplantaci. Ta je zplisobena jak ztratou
ostrivkl béhem procesu izolace, tak nedostatecné efektivnim pfihojenim ostravki
v portalnim fecisti v disledku nespecifické zanétlivé reakce IBMIR, ke které dochazi
pii kontaktu ostrivkd s krvi piijemce a kterd ma za nasledek zniceni az 60 %
transplantované tkané v kratkém case po jeji aplikaci do portalni Zily (Eich T. et al.,

2007a, Jirak D. et al., 2009, Saudek F. et al., 2010).

1.5. Transplantace LO v IKEM

Klinicky program transplantace Langerhansovych ostrivkll byl zahajen
v Institutu klinické a experimentalni mediciny (IKEM) v roce 2005 po n¢kolikaleté
experimentalni pfipravé. K izolaci Langerhansovych ostriivkil se pouzivaji pankreaty
od zemftelych darct, které spliiuji piisna kritéria pro odbér organt, ale z jinych divodi
je nelze pouzit pro celoorganovou transplantaci (nevhodné uspofadani cév, vek darce
nad 45 let, BMI nad 30 kg/m?, atd.). Ostriivky jsou izolovany dle Edmontonského

protokolu, postup je adaptovan na mistni pracovni podminky a laboratot je vybavena
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vlastnimi prototypy izolacnich zatizeni. Hlavni indikaci pro tuto 1écbu v IKEM je
syndrom poruchy rozpoznavani hypoglykemie. Druhou indikaci je totalni
pankreatektomie =~ znemaligni  pfi¢iny, kdy autotransplantace  vlastnich
Langerhansovych ostrivkii umoziiuje zachovani alesponn ¢asti sekrece inzulinu
a sekrece kontra-regula¢niho glukagonu. Okrajovou indikaci je 1éCba diabetes mellitus
1. typu se selhdnim ledvin u pacienta, ktery ma vyznamné zhorSenou funkci
kardiovaskularniho systému a organové transplantace pankreatu by znamenala pfilis
velkou zatéz. V takovém piipad¢ mize byt feSenim simultanni transplantace ostrivkt
s ledvinou ze zemfelého darce. V nékolika ptipadech probéhla v IKEM také
transplantace LO soucasné s jatry. V piipadé kombinovanych transplantaci se
ostravky aplikuji chirurgicky ptimo do vétve portalni zily vzapéti po transplantaci

organu (Lehmann R. et al., 2004).

Z divodu nizké dostupnosti kvalitnich organti zistdva transplantace LO
vyhrazena pro tzkou skupinu pacientd trpicich syndromem poruchy vnimani
hypoglykémie, kterym transplantace vrati schopnost zastavit vyplavovani inzulinu do
krve pfti klesajici glykémii. Predstavuje realnou pomoc pro pacienty ohrozené fatalni
hypoglykemii, kter¢ se nedovedou vyvarovat ani s pouzitim nejmoderné;si
technologie (kontinualni monitorace glykemie a inzulinova pumpa). Primarnim cilem
této léCebné metody zistavd u téchto pacienti tedy spiSe odstranéni
hypoglykemickych komat nezli dosazeni nezavislosti na podavani exogenniho

inzulinu.
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1.6. Vysledky klinického programu transplantace LO v IKEM (2005-2020)

Od roku 2005 do konce roku 2020 probéhlo v IKEM celkem 429 izolaci LO.
Uskutec¢néno bylo 131 transplantaci Langerhansovych ostrivki celkem 85 piijemctim,
znichz 45 pacienti podstoupilo transplantaci samotnych LO (1-4 aplikace), 18
pacientdl podstoupilo kombinovanou transplantaci LO a ledviny a 5 pacienti

transplantaci LO s jatry; 19 pacientl podstoupilo autotransplantaci vlastnich LO.

Jeden a dva roky po transplantaci LO bylo u vétSiny pfijemcii dosazeno
vyznamného zlepSeni metabolickych parametrii a kompenzace diabetu s vyraznym
poklesem glykovaného hemoglobinu, zvySenim hladiny la¢ného i stimulovaného C-
peptidu, znacnym snizenim davek inzulinu (Obrazek 4) a poklesem casu stravené¢ho

v hypoglykémii nebo hyperglykémii (Obrazek 5, str. 14).
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Obrazek 4: (A) Glykovany hemoglobin (HbAlc), (B) C-peptid, (C) denni davky inzulinu a
(D) renalni funkce (GFR — gomerular filtration rate, odhad glomerularni filtrace) u pacientd
pred a po transplantaci LO. Upraveno dle: Voglova et al., 2017.
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Nejcastéjsi komplikaci transplantace LO bylo krvaceni, které se objevilo zhruba u
tretiny pacientl, a to zejména v prvnich letech transplantaéniho programu

(Zahradnicka M. et al., 2016, Voglova B. et al., 2017).

Pred Tx 1 mésic po Tx
M Glykémie <3,5 M Glykémie <3,5
mmol/I mmol/I
M Glykémie 3,5-7,2 M Glykémie 3,5-7,2
‘ . mmol/| IS 39, mmol/I
4% W Glykémie >7,2 v
ykémie >7, M Glykémie >7,2
mmol/I mmol/I

3 mésice po Tx 6 mésict po Tx

N

M Glykémie <3,5

M Glykémie <3,5
mmol/|
M Glykémie 3,5-7,2 M Glykémie 3,5-7,2

mmol/|
2% mmol/l mmol/|
M Glykémie >7,2 M Glykémie >7,2
mmol/l mmol/|

Obriazek 5: Cas straveny v hypoglykémii (<3,5 mmol/Il, modie), normoglykémii (3,5-7,2
mmol/l, zelen¢) a hyperglykémii (>7,2 mmol/l, ¢ervené€) u pacientli pred a po transplantaci
LO. Upraveno dle: Voglova et al., 2017.

Z vysledki je patrné, Ze transplantace LO vede k ¢astecné obnové sekrece
inzulinu a tim 1 moZnosti pfi hypoglykemii sekreci zastavit, k lepsi metabolické
kompenzaci diabetu a eliminaci zavaznych hypoglykemickych epizod. Pravé sniZeni
¢etnosti zavaznych hypoglykemickych epizod s nutnosti asistence je ptfitom hlavnim
cilem transplantace LO. V porovnani s dobfe zavedenym programem transplantace
pankreatu je vSak tato metoda stale malo efektivni a je potieba ji i nadale zlepSovat. U
celoorgénové transplantace pankreatu pozorujeme delSi pfezivani Stépu, stejné jako
vy$§i procento pacientli nezavislych na inzulinu, to vSak za cenu vyssi zatéze pacienta

béhem i po zdkroku a vyssiho rizika zdvaznych komplikaci (Voglova B. et al., 2017).
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1.7. Instant blood-mediated inflammatory reaction (IBMIR)

Ihned po aplikaci izolovanych ostrivki do portalni zily pfijemce dochézi ke
spusténi zanétlivé reakce oznacované jako IBMIR (z angl. instant blood-mediated
inflammatory reaction). Tato nespecifickd reakce je multifaktoridlni obranou
organismu a predstavuje komplexni odpoveéd’ na ptitomnost neptirozenych antigent
v krvi. Hlavni pfi¢inou je tkanovy faktor, exprimovany na povrchu bun¢k ostravkii,
ktery piimo aktivuje koagulacni kaskadu tzv. vnéjsi cestou (Bennet W. et al., 1999 a
2000). Ddlezitou ulohu hraje i1 aktivace komplementu, stimulovana agregace
trombocytil a atrakce leukocytii. Vysledkem je vznik trombu a zniceni az 60 %
transplantovanych ostrivki b&hem desitek minut az nékolika malo hodin po

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

Po vpraveni ostriivkl do portélni zily pfijemce dochdzi k navazani ptirozenych
protilatek pfitomnych v krvi (imunoglobuliny IgG a IgM) na povrchové struktury
Stépu, jako je kolagen nebo laminin, které nejsou bézn¢ exponovany (Nilsson B. et al.,
2011). To vede k aktivaci komplementu, depozici C3 fragmenti (C3b/iC3b) na
povrchu bunék ostriivkli a podniceni zanétlivé reakce. Molekuly tkanového faktoru
mezitim reaguji pfimo s faktorem VII koagula¢ni kaskady. Vznikly trombin spousti
formaci fibrinu a agregaci trombocyti vedouci ke vzniku trombu. Aktivace
trombocytll zvySuje afinitu integrini GPIIb-IIa a a2bl pro jejich ligandy fibrin a
kolagen, coz vede k vazbé aktivovanych trombocytli na povrch ostravki. Aktivace
trombocytl dale podnécuje aktivaci komplementu a intenzitu zanétlivé reakce v okoli
ostrivkil uvolnovanim chondroitinsulfatu, coz vede ke vzniku anafylatoxinti C3 a C5a,
které atrahuji aktivované monocyty a polymorfonuklearni leukocyty (PMN). Velké
mnozstvi vznikajictho fibrinu nakonec utvoifi kolem ostriivkli sit’ zachycujici

trombocyty a imunitni buiiky. Chemotaktické faktory uvolfiované piimo z bun¢k LO
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(IL-8, MIF, MCP-1 a dalsi) nebo vznikajici aktivaci komplementu (C5a) béhem
nékolika desitek minut zpisobi infiltraci velkého mnoZzstvi monocyti a PMN do
ostravki, ¢imz dojde k naruSeni jejich integrity a naslednému zaniku (Bennet W. et
al., 1999, Johansson H. et al., 2005, Moberg L. et al., 2002, Ozmen L. et al., 2002).

Komplexni schéma nespecifické zanétlivé reakce IBMIR je uvedeno na Obrazku 6.

(a) {b) ()
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Obrazek 6: Schéma nespecifické zanétlivé reakce IBMIR. (a) Izolované Langerhansovy
ostruvky uvolnuji chemotaktické faktory jako napt. IL-8, MIF, MCP-1, kter¢ ptitahuji bunky
imunitniho systému. Tkanovy faktor (TF), exprimovany na povrchu LO, spousti koagula¢ni
kaskadu vnéjsi cestou. (b) Pti kontaktu LO s krvi pfijemce dochéazi k navézani protilatek na
povrch LO a depozici fragmenti C3b na povrchu ostravkd. (¢) V disledku koagulace dochazi
k aktivaci trombocyti, pfeméné fibrinogenu na fibrin a vzniku trombu. (d) Aktivované
trombocyty se vazou na povrch LO, zvySuje se aktivace komplementu vedouci k produkci
anafylatoxini C3a a C5a, které ptitahuji dalS$i monocyty a polymorfonuklearni leukocyty
(PMN) z okoli LO. (e) Dochazi k uvoliovani velkého mnozstvi trombinu a vzniku fibrinové
kapsy obklopujici nejen ostriivky, ale i PMN a monocyty. Ty nasledné infiltruji do ostrivku a
zpusobi jeho rozpad a zanik. Upraveno dle Nilsson B. et al., 2011.
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Vysledkem je vznik trombu a ischemickych oblasti v jatrech distadlné za
obstrukei. Nasleduje degradace buné€k ostriivkl a jejich postupné odbourani spolu s
trombem. Na Obrazku 7 je zobrazen histologicky fez jatry potkana 2 hodiny po
transplantaci. Ostrivky a jejich Casti jsou zachyceny v trombu vypliujicim vétev

portalni zily.

Obrazek 7: Histologicky fez jatry potkana 2 hodiny po transplantaci 1000 Langerhansovych

ostravku. Ostruvek je zachycen uprostied rozsahlého trombu, ktery vyplnuje celou vétev
portalni zily. Barveni hematoxylin-eosin, zvétSeni 100x.

1.8. Tkanovy faktor

Tkanovy faktor neboli koagula¢ni faktor III, povrchovy znak CD142, diive
nepiesné oznafovany jako tkanovy tromboplastin, je asi 35kDa velky membranovy
glykoprotein nezbytny pro Zivot savcl (Butenas S., 2012). Gen pro tkanovy faktor nese
oznaceni F3 a nachazi se u ¢lovéka na pozici 1p21.3 chromozomu 1. Pfirozené se
tkanovy faktor nachdzi predevsim na povrchu extravaskuldrné lokalizovanych bunék
(vaskularni hladké svalové buiiky, adventicidlni fibroblasty, pericyty), nicméné byla

prokéazana i solubilni forma tkanového faktoru vznikajici alternativnim splicingem a
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cirkulujici v krvi (Bogdanov V. Y. et al., 2003). Hlavni ulohou tkanového faktoru je
aktivace hemokoagulacni kaskady tzv. vnéjsi cestou (Butenas S., Mann K. G., 2002).
Pfi naruseni cévni stény exponovany tkanovy faktor funguje jako vysokoafinitni
receptor pro koagulacni faktor VII, ¢imz zprostfedkovava vice nez stonasobnou
amplifikaci jeho pfemény na faktor VIIa. Tkanovy faktor s navazanym faktorem VIla
tvoii enzymaticky komplex, ktery iniciuje srazeni krve aktivaci zymogena faktoru IX
a faktoru X na serinové proteazy 1Xa a Xa. Faktory IXa a Xa tvoifi enzymatické
komplexy s piislusnymi kofaktory (faktory VIIla a Va) na povrchu membran
obsahujicich kyselé fosfolipidy, robustné produkujici trombin, finalni enzymaticky
produkt celého procesu. Trombin akceleruje svoji vlastni produkci mnozstvim
zpétnovazebnych reakci, $tépi fibrinogen a aktivuje faktor XIII, coz vede ke vzniku
nerozpustné fibrinové srazeniny (Butenas S., Mann K. G., 2002, Mann K. G. et al.,

2009).

Distribuce tkanového faktoru v dalSich tkdnich je velmi rozdilnd, za
fyziologickych podminek se ve vétSi mife nachdzi naptiklad v astrocytech,
epitelidlnich buiikach plic nebo kardyomyocytech (Drake T. A. et al., 1989, Eddlestone
M. et al., 1993, Fleck R. A., 1990, Flossel C. et al. 1994). Endokrinnimi buiikami LO
je v klidovém stavu exprimovano jen malé mnoZzstvi tkanového faktoru, snadno vSak
dochézi k jeho vyrazné indukci (Marzorati S. et al., 2006). Kromé transmembranového
proteinu tkanového faktoru se v buitkach LO vyskytuje 1 jeho solubilni forma, ktera se
nachazi v cytoplazmé a uvoliiuje se v malém mnozstvi pii exocytdze sekrecnich granul
inzulinu a glukagonu (Johansson H. et al., 2005). Nitrobunécna doména neni pfitom
pro znamé funkce tkanového faktoru nezbytna (Melis E. et al., 2001). Exprese
tkdnového faktoru v Langerhansovych ostrivcich potkaniho pankreatu je

imunohistochemicky zobrazena na Obrazku 8 (str. 19).
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Obrazek 8: Potkani pankreaticka tkan (modfe) obarvena specifickou protilatkou proti
tkanovému faktoru (hnéd¢). Jasn€ jsou patrné Langerhansovy ostrivky exprimujici tkanovy
faktor ve vétsi mite nezli okolni buniky. Zvétseni 200x.

Krom¢ udrzovani normdlni hemostizy a trombodzy hraje tkanovy faktor
dilezitou roli také ve vyvoji cév (Versteeg H. H. et al., 2003). Mysi embrya s knock-
outem genu pro tkanovy faktor hynou devaty az desaty den nitrod¢lozniho vyvoje pro
poruchu angiogeneze a krvaceni do Zloutkového vacku (Carmeliet P. et al., 1996).
Dtlezitost tkaniového faktoru v embryogenezi doklada také fakt, Ze se jedna o jediny
koagulacni faktor, u kterého neni dokumentovan vyskyt vrozeného deficitu a jeho
absence je tedy neslucitelna se zivotem (Toomey J. R. et al., 1996). Vyznam tkanového
faktoru v angiogenezi byl popsan taktéz v modelech riistu a metastazovani nékterych
tumorl (Zhang Y. et al., 1994, Lopez-Pedrera C. et al., 2006, Rak J. et al., 2008) a pti
proliferaci intimélnich bunék po cévnich poranénich (Marmur J. D. et al., 1993). Dale
se podili naptiklad na vzniku aterosklerdézy (Wilcox J. N., 1989, Tremoli E. et al.,

1999).

V kontextu transplantace Langerhansovych ostriivkll to znamend, Ze ackoli
tkanovy faktor aktivaci koagulaéni kaskddy vyznamné ptispiva ke vzniku IBMIR a

destrukci ostrivkll imunitnim systémem v raném posttransplantaénim obdobi,
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z hlediska dlouhodobého piezivani LO je vSak jeho pfitomnost z divodu jeho
vyznamu Vv neoangiogenezi v pozd¢jsim stadiu po transplantaci nezbytna pro

revaskularizaci a napojeni ostrivkil na cévni systém piijemce.

1.9. Ovlivnéni IBMIR

V minulosti bylo popséno jiz mnoho pokust o potlaceni IBMIR, které¢ lze
principialné rozd¢€lit na dva zdkladni pfistupy. Prvnim z nich je systémova lécba
piijemce, kterd ma zabranit koagulaci a aktivaci komplementu v misté transplantace.
Druhy pfistup je zaloZen na manipulaci transplantované tkdn¢ a minimalizaci faktort,
které vedou ke vzniku nebo zvySovani intenzity IBMIR. Vyhodou prvniho pfistupu je
snadna a okamzitd klinicka aplikovatelnost, nevyhodou jsou pak celkové vedlejsi
ucinky, pfedevs§im krvaceni. V druhém ptipad€ naopak mizeme zdsah velmi dobie
lokalizovat, ale je technologicky pomérné obtizné dosdhnout pozadovaného efektu

(Inverardi L., Ricordi C., 2006, Nilsson B. et al., 2011).

U Zzadného zdoposud vyzkouSenych pfistupli se nepotvrdila dostate¢na
ucinnost a zarovenl bezpecnost tak, aby metodu bylo mozné aplikovat ve vétSim
rozsahu v klinické praxi. V soucasném usporadani je ostruvkovy S$t€p podavan
pacientim v roztoku obsahujicim heparin, coz doklada, ze jiz pied formalnim
prikazem IBMIR byl postup intuitivné cilen na prevenci koagulace v portalnim fecisti.
Systémové podani vysoké davky heparinu se vSak ukdzalo jako nedostatecné ti¢inné a
zaroven vyrazn€ zvySuje riziko krvaceni (Bennet W. et al., 1999), proto se jiz
v minulosti objevily navrhy na pouziti vhodné&jSich alternativ, zacilenych proti
koagulaci a aktivaci komplementu, jako je napf. nizkomolekularni dextransulfat (Goto

M. et al., 2004, Johansson H. et al., 2006) nebo melagatran (Ozmen L. et al., 2002).
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Nad¢jné vysledky vykazuje také pouziti lidského rekombinantniho antitrombinu
(Gmyr V. et al., 2017), trombomodulinu (Cui W. et al., 2009 a 2010) nebo a-1
antitrypsinu (Wang J. et al., 2017), je vSak potteba dalsi vyzkum zamétfeny na
bezpecnost a ucinnost danych latek v klinickém provedeni. Stejny problém jako u
heparinu se objevuje 1 u pouziti N-acetylcysteinu (Beuneu C. et al., 2007) nebo
interferujicich monoklonalnich protilatek (Berman D. M. et al., 2007), které inhibuji

prokoagulaéni aktivitu tkanového faktoru.

Jinym zptsobem inhibice exprese tkanového faktoru je kultivace ostrivka
v médiu s nikotinamidem, ktery blokuje jeho syntézu. Takto lze snizit vyskyt
tkanového faktoru az o 50 %, coz se projevuje snizenim intenzity IBMIR a zlepSenim
dlouhodobé funkce transplantovanych ostriivkel (Moberg L. et al., 2003). U¢inek
nikotinamidu se vSak uplatituje pouze po dobu ptimého vlivu na ostrivky, a tudiz po
vpraveni do krve efekt inhibice tkdilového faktoru konci. Principialné zcela odlisny
pristup ptedstavuje povrchova uprava ostruvkl, popf. jejich ,,enkapsulace”, tedy
obaleni do specialnich konstruktd, které tvofi bariéru mezi ostrivkem a krvi pfijemce.
Prvnim pocinem v této oblasti byla heparinizace ostriivkli pomoci specialniho
proteoglykanového nosice fixovaného avidin-biotin technikou na povrch ostrivku
(Cabric S. et al., 2007). Tento princip lze vyuzit kromé antikoagulanti (heparin,
trombomodulin) také k navazani dalSich podpirnych latek na povrch ostriivki, jako
napt. rstovych faktorti (VEGF), imunomodulacnich latek nebo enzymt (urokinéza).
Jako alternativni material pro obaleni ostriivkti miize slouzit naptiklad agardza (Luan
N. M. et al., 2010), chondroitin sulfat (Yang J. et al., 2019), nebo alginat (Safley S. A.
et al., 2018). Hlavnim nedostatkem metod zamétenych na manipulaci transplantované

tkané je uvolilovani solubilni formy tkdnového faktoru pii exocytdze granul spolu s
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inzulinem a glukagonem (Nillson B. et al., 2005) a dale technologick4 naro¢nost a

vys$§i cena ve srovnani s metodami vyuzivajicimi systémové podani.

Relativné novym experimentalnim pfistupem je potlaceni exprese genu pro
tkanovy faktor pomoci techniky RNA interference (RNAi), kterd vyuziva principy
epigenetiky. Tento fylogeneticky stary jev tvofi podstatnou slozku regulace genové
exprese vysSich organismu a pivodné predstavoval zplisob obrany bunék proti virové
infekci. Je zaloZzeny na interakci malych interferujicich molekul RNA s mRNA
cilového genu a umoznuje velmi specifiky utlumit expresi prakticky jakéhokoli genu

bez zasahu do jaderné DNA.

1.10. Epigenetické mechanismy regulace genové exprese
Genova exprese je slozity proces, pii kterém se genetickd informace ulozena v
jednotlivych genech realizuje jako funkcéni molekuly kédovanych proteind. Exprese
konkrétnich genti je v bunkach vysoce regulovana na nékolika tirovnich tak, aby mohlo
dochazet k efektivnimu fungovani bun¢k a organismii (adaptace na zmény podminek

prostiedi, diferenciace v rozdilné typy bun¢k apod.).

Epigenetika je védni obor genetiky, ktery se zabyva studiem dédicnych zmén
v genové expresi (a tedy fenotypu), které nezahrnuji zmény DNA. Pivodni definice
zahrnovala vSechny molekularni drahy regulujici expresi genotypu v urcity fenotyp,
v poslednich letech se v§ak zazila pravé na zmény ve funkci gentl, které jsou mitoticky
¢1 meioticky dédicné a které nejsou spojené se zménou v nukleotidové sekvenci DNA
(Dupont C. et al., 2009). Epigenetickymi mechanismy regulace genové exprese tedy
rozumime predevsim dédicné kovalentni modifikace DNA nebo histonovych proteinti

a dale regulacni mechanismy zprosttedkované tiseky kddujici i nekddujici RNA (RNA
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interference). Velmi dilezita je regulace pomoci molekul microRNA (miRNA), které
ovliviuji expresi az 60 % lidskych gent kodujicich proteiny a sama jejich exprese je
Casto fizena epigeneticky. miRNA jsou kratké molekuly o délce 19-25 nukleotidi a u
¢lovéka jich bylo nalezeno jiz kolem 2000, z nichz kazda miize byt zacilena na 100—
200 raznych mRNA ptitomnych v bunice (Friedman R. C. et al., 2009). Epigenetické
mechanismy jsou ovlivnény mnoha faktory v pribéhu Zivota, predev§im vyvojem
organismu (vyvoj in utero, dospivani a starnuti) a také prostfedim, ve kterém tento

vyvoj probiha (chemické slouceniny v okolnim prostredi, 1éky, dieta atp.).

1.11. RNA interference

RNA interference (RNAi) je molekularné biologicky proces, pfi kterém
dochazi k navazani molekuly nekodujici RNA na cilovy usek mRNA na zékladé¢ jejich
komplementarity, coz mé za ndsledek potlaceni translace této mRNA. Jednd se o
vysoce uéinny a specificky proces, ktery je aktivné vykondvan v buiice konkrétnim
mechanismem. RNAi probihd u vétSiny eukaryot a tvofi vyznamnou sloZku
posttranskripéni regulace genové exprese. Proces RNAI pfedstavuje biochemickou
drahu vrozeného imunitniho systému a pravdépodobné ptivodné vznikl jako obranny
mechanismus buiiky pfed virovou RNA a Sifenim transpozond, ¢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 sestfihem dvouvldknové RNA a jsou pivodné exogenniho ptivodu. Oproti

tomu endogenni miRNA jsou stejn¢ dlouhé dvouvldknové tseky vznikajici z
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vlasenkové struktury jednovlaknové molekuly nekodujici RNA (hpRNA) a jsou mezi
pfibuznymi druhy a organismy vysoce konzervované. Zatimco siRNA vykazuje
typicky uUplnou komplementaritu s cilovou mRNA a vede pfimo k jeji degradaci,
v pfipadé miRNA dochézi vétSinou na zékladé neuplné komplementarity k jejimu
navazani na neptekladané oblasti na 3 ’konci mRNA a tim pouze k inhibici translace
z diivodu neefektivni vazby ribozomu. Uméle ptipravené molekuly siRNA umoziuji
diky své specifité efektivni potlaceni exprese prakticky libovolného cilového genu,
aniz by zasahovaly do sekvence DNA. RNAIi proto nabyva v soucasné dobé velkého
vyznamu nejen ve funkéni genomice, ale také v genové terapii, kde predstavuje
dalezity terapeuticky nastroj zacileny na geny spojené s rozlicnymi chorobami (Mello

C. C., Conte D. Jr., 2004).

Proces RNAI je zahajen rozStépenim dvouvldknové RNA na kratké tseky
siRNA s charakteristickym pfesahem dvou nukleotidi na 3’konci enzymem Dicer
s aktivitou podobnou RNaze III (Obrazek 9, str. 25). V druhém kroku se siRNA
pfipoji k ribonukleoproteinovému komplexu RISC (z angl. RNA-induced silencing
complex). Ten nejprve zplsobi rozdéleni kratké dvouSroubovice siRNA na jednotliva
vlakna, z nichz jedno je odbourdno a druhé (to, k némuz zlistane navazan) je pouZzito
k sekvencné specifické vazbé na cilovou mRNA. Komplementarni sekvence je
rozpoznana pomoci proteinu Argonaut (Ago), jehoz soucasti je nukledza Slicer, ktera
po navadzani komplexu RISC cilovou mRNA rozSt€pi (zhruba uprostied
komplementarniho useku). Takto rozStépena mRNA je dale bunéénymi mechanismy
rozpoznana jako poSkozend a odbourdna, zatimco komplex RISC je recyklovan pro

dalsi pouziti (Majumdar R. et al., 2017).
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Obrazek 9: Schéma mechanismu RNA interference. Dvouvlaknovy tisek dsRNA nebo
hpRNA je rozstépen enzymem Dicer za vzniku duplexu siRNA, ktery je dale pfipojen k
ribonukleoproteinovému komplexu RISC. Protein Argonaut (Ago) rozpozna komplementarni
usek mRNA a roz§tépi ho. Takto znehodnocend mRNA je nasledné bunikou degradovéna. U
mnoha organizml muze byt efekt zesilen plisobenim RNA-dependentni RNA polymerazy
(RdRP), ktera zvySuje populaci siRNA. Upraveno dle Majumdar R. et al., 2017.

RNA interference byla poprvé popsana v roce 1998 a od potvrzeni Gi¢innosti
siRNA v sav€ich bunkéach je tato technika Siroce vyuzivdna ke studiu funkce
jednotlivych gent (Fire A. et al., 1998). V roce 2006 obdrzeli Andrew Fire a Craig
Mello za objev RNA interference Nobelovu cenu. Moznost sniZzeni exprese genu pro
tkanovy faktor pomoci RNA interference byla studovana na modelu lidskych i
zvitecich priméarnich 1 imortalizovanych bunék. Polocasy mRNA a samotné¢ho
proteinu tkdnového faktoru umoznuji béhem 24 hodin dosdhnout maximalni inhibice
az na 15 % vychoziho stavu a tento efekt pietrvava 3-5 dni (Holen T. et al., 2002 a
2003). U modelu neovaskularizace byla v lidskych umbilikélnich zilnich

endotelidlnich buiikdch sniZena exprese tkanoveho faktoru pomoci siRNA o témef
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80 %, coz mélo za nasledek potlaceni proliferace a migrace bun€k a inhibici tvorby
srazeniny (Peng W. et al., 2013). V piipad€ in vitro transfekce siRNA do bunék
disociovanych mysich LO bylo dosazeno snizeni mnozstvi mRNA pro gen c-4bl na
24 %, pficemz byla zachovédna viabilita ostrivki. Tento efekt pietrval 7 dni
(Hagerkvist R. et al., 2005). V jiné studii byla porovnana ucinnost in vitro transfekce
siRNA proti inzulinovému genu /ns2 do izolovanych mysich LO lipofekei a in vivo
transfekce metodou hydrodynamické injekce do ocasni zily my$i. V prvnim piipade
bylo dosazeno snizeni exprese Ins2 o 55 % s efektivitou transfekce vice nez 45 %,
v druhém ptipad¢ pak snizeni exprese o 33 % pii transfekéni efektivité 19 % (Bradley

S. P. etal., 2005).

Pouziti techniky RNA interference pro sniZzeni exprese tkanového faktoru
v bunikach LO bylo popséno dvéma skupinami u prase¢ich neonatalnich ostrivkovych
bunécnych klasterti (Neonatal Islet Cell Clusters, NICCs) v modelu xenotransplantace
(Ji M. et al., 2011, Ma X. et al., 2012). K vpraveni siRNA do bun¢k NICCs byla
pouzita technika lipofekce a U€innost byla testovana in vitro pomoci uzaviené¢ho
blood-loop systému po vystaveni NICCs ucinkim lidské ABO kompatibilni krve.
V obou ptipadech bylo dosazeno vyznamné redukce exprese genu (az 60 %) a proteinu
tkanového faktoru v bunkach NICCs, coZz mélo za nasledek inhibici tvorby krevni
srazeniny, sniZzeni spotfeby trombocytl, snizeni mnozstvi vzniklého trombinu a
inhibice aktivace komplementu in vitro pti zachovani viability a funkcnosti LO.
Zéaroven byla v krevnich srazeninach vytvofenych pii kontaktu krve s NICCs
transfekovanymi siRNA proti tkanovému faktoru pozorovéna sniZena infiltrace
neutrofilti. Efekt vyznamného sniZeni exprese genu pro tkanovy faktor pfitom piretrval

po dobu 8 dni.
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U potkanich a 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 dulezitd (Carlsson P. O. et al., 2001), a proto by inhibice
exprese tkanového faktoru v buitkdch LO méla byt, vzhledem k jeho vyznamu pro
vyvoj cév, pouze kratkodobd v rozsahu maximalné¢ nékolika dni. Z poznatki o
tkanovém faktoru déle vyplyva, ze pro dosazeni maximalni ochrany transplantovanych
LO proti IBMIR je tieba selektivné utlumit syntézu extracelularni domény jeho
molekuly. Predpokladame proto, ze hlavnim pfinosem vyuziti metody RNA
interference v ptipad¢ transplantace LO do jater bude vysoce efektivni, ale pouze
docasna inhibice exprese genu pro tkanovy faktor, ktera miize ochranit ostrivky v
¢asném posttransplantaénim obdobi a zaroven pozdéji nebude branit napojeni kapilar

na cévni systém piijemce.
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2. HYPOTEZY A CIiLE PRACE

Hypotézy:

Transfekce siRNA proti tkanovému faktoru do bun€k izolovanych LO povede
k doCasnému a efektivnimu snizeni exprese tohoto genu na irovni mRNA a proteinu.
Transplantace LO s nizsi expresi tkanového faktoru do portalni zily potkana zplisobi
ischemie jater po transplantaci ve srovnani s nativnimi LO. Transfekce siRNA do
bun¢k LO neposkodi jejich funkei (sekreci inzulinu) a takto ovlivnéné LO normalizuji

glykémii diabetického ptijemce se stejnou ¢i vyssi G€innosti jako nativni ostrivky.

Dil¢i cile prace:

1) Stanoveni exprese zdkladnich konstitutivné exprimovanych genti, b&ézné
uzivanych v laboratorni praxi jako referen¢ni geny, v izolovanych potkanich
LO po izolaci a béhem nasledné kultivace; ovéfeni stability exprese téchto
genu a nalezeni vhodné endogenni kontroly pro nasledné studie zamétené na
potlaceni exprese genu pro tkaiovy faktor.

2) Vytvoreni experimentalniho modelu pro detekci ischemie jater po transplantaci
LO u potkana in vivo za uelem stanoveni biologického ucinku 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 potkanii po
transplantaci transfekovanych ostrivkil in vivo a ovéfeni jejich funkce a
ucinnosti této metody transplantaci diabetickym potkantim.
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3. EXPERIMENTALNI CAST PRACE

K provedeni experimentii vedoucich k ovéfeni platnosti piedkladanych
hypotéz bylo nejprve nutné stanovit genovou expresi v izolovanych LO a najit vhodné
referenéni geny pro genovou expresni analyzu, na zékladé¢ které bylo mozné
vyhodnotit G¢innost inhibice exprese genu pro tkanovy faktor na urovni mRNA.
V dalsi fazi bylo tieba vytvofit experimentalni model, ktery nam umoznil ovéfit
ucinnost inhibice exprese tkanového faktoru ve smyslu snizeni intenzity IBMIR po
transplantaci LO. V neposledni fadé¢ bylo taktéz nutné optimalizovat transfekéni
metodu pro pfenos siRNA do bunck LO. Nasledné¢ byla vyhodnocena Uc€innost
transfekce na irovni mRNA a proteinu, byla ovéfena funkce transfekovanych ostravki
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 potkaniim a srovnani

ucinnosti 1écby s transplantaci nativnich LO.

Experimentalni prace je ¢lenéna do tii na sebe navazujicich oddili:

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

kontroly pro genovou expresni analyzu

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

LO u potkana in vivo

CAST 3.: Inhibice exprese tkaiiového faktoru v buiikach izolovanych potkanich

LO pomoci RNA interference
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3.1. CAST 1.: Genova exprese v izolovanych potkanich LO a vybér

vhodné endogenni kontroly pro genovou expresni analyzu

3.1.1. UVOD

Jak jiz bylo popsano v uvodu, transplantace Langerhansovych ostravka do
jater diabetickych pacientli piedstavuje slibnou 1é¢ebnou alternativu v 1é¢bé inzulin-
dependentniho diabetu 1. typu, a to od jejiho znovuobjeveni Edmontonskou skupinou
v roce 2000 (Shapiro A. M. et al., 2000). PrestoZze metoda byla od té¢ doby jiZ zna¢né
vylepSena, jeji celkovou ucinnost je potfeba 1 nadale zvySovat. Jednim z moznych
ptistupli je podpora viability LO b&hem procesu izolace i transplantsace pomoci
kratkodobého umlceni specifickych genti (tzv. silencingu), napt. genli Ui€astnicich se
apoptdzy, koagulace, IBMIR apod. Tento proces vyzaduje manipulaci a kultivaci
izolovanych LO in vitro po dobu n¢kolika hodin nebo dni, pficemz piesna kvantifikace
exprese cilového genu béhem vSech fazi izolace, kultivace a transplantace LO je

stéZejni podminkou pro posouzeni uspésnosti celého piistupu.

Kvantitativni polymerazova tetézova reakce s reverzni transkripci v redlném
Case (RT-gPCR) je dobie zavedend metoda kvantifikace mRNA v biologickych
vzorcich. Jeji vyhody zahrnuji vysokou citlivost, velky dynamicky rozptyl, moZnost
zpracovani velkého mnozZstvi vzorkd a pfesného stanoveni expresniho profilovani
mnoha vybranych gent. Piestoze se jednd o velmi robustni a vykonnou techniku, RT-
qPCR je nepfima metoda nachylna na chyby, které mohou byt snadno zavedeny béhem
jednotlivych krokd v prubéhu experimentu (zpracovani vzorkl, mnozstvi vychoziho
materidlu, izolace RNA a jeji kvalita, u¢innost enzymu, vlastnosti primert atd.) a

zvySuji tak riziko chybného vykladl ziskanych vysledkt (Dheda et al., 2004 a 2005).
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Pro ptesné urceni hladiny genové exprese s minimalni experimentalni chybou je proto
zapotiebi spolehliva normalizace. Nejbeznéjsi metodou pro normalizaci dat ziskanych
z bunééné mRNA je pouziti referencnich gent jako vnitini kontroly, zde je vSak
nezbytné, aby exprese vybranych gent byla stala a nebyla ovlivnéna experimentalnimi
podminkami (Dheda et al., 2004 a 2005, Karge et al., 1998, Thellin et al., 1999). Dale
je potieba vybrat adekvatni kontrolni vzorek, aby bylo mozné urcit veskeré zmény

nebo posuny v genové expresi zplisobené experimentalnimi zasahy.

Izolace Langerhansovych ostrivkil z exokrinni tkané je komplikovany proces,
ktery je kriticky pro preziti endokrinnich bunék pouzitelnych pro naslednou
transplantaci. Pfedstavuje vSak pro ostrivky také zavazny mechanicky a metabolicky
stres a mize vést k bunéénému poskozeni a zménam genové exprese. Marselli et al.
(2008) ve své studii ukazuje, ze ihned po izolaci byla v bunkach izolovanych LO
zvySena exprese u 4560 genil a snizend exprese u 1226 gend ve srovnani s ostravky
ziskanymi mikrodisekci z intaktni tkdn¢ pankreatu. Negi et al. (2012) prokazali, ze
v Cerstvé izolovanych LO dochédzi k vyraznému (21,6x) zvySeni exprese gent
zahrnutych v katabolismu mRNA, zatimco exprese genti asociovanych s transkripci je
naopak snizena (2,5x). I pfesto Cerstvé izolované Langerhansovy ostrivky — mysi,
potkani 1 lidské — casto slouZi jako kontrola v rGznych genovych expresnich a
intervencnich studiich bez ohledu na mozné zmény v genové expresi v dusledku
procesu izolace (Quan et al., 2012, Tang et al., 2012, Planas et al., 2010, Rodriguez-

Mulero et al., 2005).

Nékteré konvencni referencni geny, jako napt. 18S rRNA, GAPDH nebo (-
aktin, jsou klasicky povaZovany za konstitutivné exprimované v riznych tkdnich a
Casto jsou automaticky pouZzivané k normalizaci kviili jejich robustni expresi. Roste

vSak mnozstvi diikazii o tom, Ze 1 exprese téchto ,klasickych referen¢nich gent se
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muze vyznamné ménit v disledku rozdilnych experimentalnich podminek, a tedy ze
jejich rutinni pouziti neni vhodné pro presnou kvantitativni normalizaci kvuli velké
chyb¢ méteni (Dheda et al., 2005, Karge et al., 1998, Thellin et al., 1999, Bas et al.
2004, Tricarico et al. 2002), a to zejména u Langerhansovych ostravkii (Rodriguez-
Mulero et al., 2005, Vasir et al.,, 2014). Z tohoto divodu je naprosto zasadnim
pozadavkem pro zamezeni desinterpretace vysledki validace referen¢nich genti, nebot’
ty se ukazuji byt vysoce specifické pro kazdé jednotlivé experimentalni usporadani

(Dheda et al., 2004).

Pro izolované Langerhansovy ostrivky nebylo doposud provedeno zadné
komplexni srovnani stability ¢asto pouzivanych referenc¢nich genti, ani vyhodnoceni
zmeén jejich exprese v ¢asném obdobi po izolaci. V nasi studii jsme se proto rozhodli
stanovit genovou expresi 16 nejbéznéji pouzivanych referenénich genti (18S rRNA,
Actb, Arbp, B2m, Gapdh, Gusb, Hmbs, Hprt, Pgkl, Ppia, Ppib, Rplp2, Tbp, Tfrc, Ubc
a Ywhaz) (Zhan et al., 2014, Turabelidze et al., 2010) a genu F3 pro tkanovy faktor,
ktery je predmétem naSeho vyzkumu (tzv. gen zajmu, gene of interest, GOI), v Cerstvé
1zolovanych LO, béhem prvnich 24 h a poté po 48, 72, 96 a 120 h kultivace, abychom
porovnali stabilitu jejich exprese a identifikovali referencni geny vhodné pro pouZiti

pii kvantifikaci genové exprese v izolovanych LO.
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3.1.2. MATERIAL A METODY

3.1.2.1. Laboratorni zvirata

Experimenty byly provadény na potkanech kmene Brown Norway, samcich o
vaze 250-350 g (Charles River, Némecko). Experimenty 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). Zvitata
byla chovana podle podminek Evropské dohody o ochrané zvifat v konvencnim
chovném zatizeni s 12/12 svételnym cyklem a volnym piistupem k vodé a krmnym
peletdm. VSechny chirurgické zakroky byly provadény v celkové anestezii vyvolané
intramuskularné aplikovanou smeési ketaminu (Narketan, Vétoquinol S. A., Francie;
1,5 mg/100 g), dexmedetomidinu (Dexdomitor, Orion Pharma, Ceska republika; 0,005

mg/100 g) a butorphanolu (Torbugesic Vet, Zoetis, Spanélsko; 0,05 mg/100 g).
3.1.2.2. Izolace a kultivace potkanich LO

Potkani Langerhansovy ostrivky byly izolovany pomoci digesce kolagenazou
a separace na hustotnim gradientu podle obvyklého protokolu publikovaného diive
(Saudek F. et al.,, 1999). Do hlavniho zlu€ovodu zvifat v hluboké anestezii
(Narketan/Dexdomitor 4:1, 0,065 ml/100 g vahy) byla cestou Vaterské papily
zavedena kanyla 24G a po uzavieni Zlu¢ovodu v oblasti jaterni branky svorkou byl
pankreas naplnén roztokem kolagenazy v HBSS (Sigma-Aldrich, Némecko; 1 mg/ml).
Po vysttiZzeni byly pankreaty inkubovany cca 18 minut ve vodni lazni pfi 37 °C a
frekvenci tfepani 130x/min. Enzymatické traveni bylo zastaveno nékolikandsobnym
promytim chladnym roztokem HBSS s 1 % FBS a tkanova suspenze byla piefiltrovana
pfes sitko s pory o velikosti 500 um. Langerhansovy ostrivky byly pak od exokrinni

tkan¢ oddéleny centrifugaci v diskontinudlnim hustotnim gradientu (Ficoll, Sigma-
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Aldrich, Némecko) tvofeném vrstvami o hustoté 1.108 g/ml, 1.096 g/ml, 1.069 g/ml a
1.037 g/ml. Purifikované ostriivky byly ulozeny do kultivaéniho média CMRL-1066
obohaceného o 10 % FBS, 10 mM HEPES, 2 mM Glutamax, 100 U/ml penicilinu a
100 pg/ml streptomycinu (vSe od Sigma-Aldrich, Némecko) a uchovany v inkubétoru

s 5 % COz atmostérou pti 37°C.

3.1.2.3. Stanoveni viability LO

Viabilita izolovanych potkanich LO byla v pribéhu vSech experiment
stanovovana pomoci testu integrity bunééné membrany dvojitym fluorescen¢nim
barvenim propidium jodidem a akridinovou oranzi. Propidium jodid pronika do bun&k
pouze pies narusenou (permeabilizovanou) membranu, a znaci tak nekrotické a pozdné
apoptické bunky, vnichz se vjadie vadze na DNA. Akridinovd oranz naopak
prostupuje intaktni membranou a vdze se na nukleové kyseliny zivotaschopnych
bunck. Obsah inzulinu v potkanich LO byl v pribéhu experimentli ovéfovan pomoci

barveni dithizonem.

3.1.2.4. Test glukézou stimulované inzulinové sekrece (GSIS)

Schopnost stimulované sekrece inzulinu u izolovanych potkanich LO byla
stanovena pomoci statickych inkubaci v médiu s rozdilnou koncentraci gluk6zy. Test
byl provadén u Cerstvé izolovanych LO a poté po 6, 24, 48, 72, 96 a 120 hodinach
kultivace. Jako médium pro test GSIS byl pouzit Krebstv-Ringerav
hydrogenuhli¢itanovy pufr obohaceny o glukézu o nizké (3 mM) nebo vysoké (22
mM) koncentraci. VSechny inkubace byly provadény pii 37 °C a 5 % CO, v objemu 4
ml. Alikvoty po 20 LO byly umistény na polyesterové membrany s pory o velikosti 8
um (Transwell cell culture inserts, Corning, USA) v Sestijamkové kultivacni desce a

poté inkubovany 60 minut v médiu s nizkou koncentraci, vysokou koncentraci a
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nasledné znovu nizkou koncentraci gluk6zy. Po kazdé inkubac¢ni periodé¢ byl z kazdé
jamky odebran vzorek média a v ném stanoven obsah inzulinu metodou RIA (Insulin
Coated Tube RIA Kit, MP Biomedicals, USA). Po ukonceni testu GSIS byly LO
z kazdé jamky promyty PBS, posbirdny a zlyzovany pomoci proteinkinazy K, EDTA
a SDS (Sigma-Aldrich, Némecko). Nasledn¢ byl v kazdém alikvotu stanoven celkovy
obsah DNA pomoci specifického testu k detekci dsDNA (PicoGreen kit, Invitrogen,

USA).
3.1.2.5. Izolace RNA a reverzni transkripce

RNA z purifikovanych potkanich LO bez pifimési exokrinni tkdné byla
izolovana pomoci kitu RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen, Némecko) zahrnujiciho
kolonku na eliminaci genomové DNA. Koncentrace RNA byla stanovena pomoci kitu
Qubit RNA HS Assay Kit (Life Technologies, USA). Cistota RNA byla stanovena na
spektrofotometru NanoDrop 2000 UV-Vis jako pomér absorbanci pti 260 nm a 280
nm. Kvalita RNA byla stanovena jako RNA Integrity Number (RIN) pomoci kitu
Agilent RNA 600 Nano Kit (Agilent Technologies, USA). Tato metoda na zaklad¢
elektroforetické separace poskytuje informaci o velikosti, mnozstvi a kvalité
analyzované RNA. Fixni mnozstvi RNA (250 ng) bylo pfepsano reverzni transkripci
do cDNA pomoci kitu High-Capacity RNA-to-cDNA Kit (Life Technologies, USA) a

cDNA byla uskladnéna pii —20 °C do provedeni genové expresni analyzy.
3.1.2.6. Kvantitativni polymerazova retézova reakce (qPCR)

V prvnim experimentu byla vyhodnocena exprese 16 kandidatnich
referen¢nich gent (18S rRNA, Actb, Arbp, B2m, Gapdh, Gusb, Hmbs, Hprt, Pgkl,
Ppia, Ppib, Rplp2, Tbp, Tfrc, Ubc, Ywhaz) normalizovana na mnoZstvi RNA pomoci

384jamkovych mikrofluidnich karet TagMan Rat Endogenous Control Array na
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ptistroji AbiPrism 7900 (Life Technologies, USA). Celé nazvy gent a jejich funkce

jsou popsany v Tabulce 1 (str. 37).

Ve druhém experimentu byla pomoci metody absolutni kvantifikace stanovena
exprese geni Gapdh, Ppia, a F3 (tkanovy faktor, GOI). K amplifikaci definovaného
segmentu piislusné mRNA byly pouzity specifické primery pro tyto geny (Gapdh: 50-
GTAACCAGGCGTCCGATAC-30, 5S0-TCTCTGCTCCTCCCTG TTC-30; Ppia 50-
CCATTATGGCGTGTGAAGTC-30, 50-GCAGACAAAGTTCCA AAGACAG-30;
F3: 50-GATAAAGACAGTGACCAGGAACA-30, 50-CTAACCA CAAGAGCCC-
AGAA-30) od firmy Integrated DNA Technologies (IDT, USA). Amplifikované
useky mRNA byly separovany na 2 % agardézovém gelu a purifikovany pomoci kitu
QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Némecko). Koncentrace DNA byla stanovena
pomoci Qubit DNA Assay Kit (Life Technologies, USA). Purifikovand DNA byla
pouzita k sestaveni kalibracnich kiivek. Jako templat pro amplifikaci DNA byla
pouzita mRNA ziskana z purifikovanych LO 72 h po izolaci. Absolutni kvantifikace
genove exprese Gapdh, Ppia a F3 byla provedena na Real-Time PCR Systému ViiA™
7 (Applied Biosystems, USA) s pouzitim PrimeTimel qPCR probe based gene

expression assays (IDT, USA).
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Tabulka 1: Symboly, nazvy a funkce 16 kandidatnich referen¢nich gent.

Symbol
18S rRNA
Actb

Arbp

B2m
Gapdh
Gusb
Hmbs
Hprt
Pgkl
Ppia
Ppib
Rplp2
Tbp
Tfrc
Ubc

Ywhaz

3.1.2.7.

Nazev genu
18S ribozomalni RNA
B-aktin
Kysely ribozomalni fosfoprotein PO

B-2-mikroglobulin
Glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenaza
B-glukuronidaza

Hydroxymethylbilansyntdza

Hypoxantinguaninfosforibosyl-
transferaza

Fosfoglyceratkinaza 1
Peptidylprolylisomerdaza A (cyklofilin A)
Peptidylprolylisomeraza B (cyklofilin B)
Velky ribozomalni protein P2

TATA box vazici protein

Transferinovy receptor

Ubikvitin C

Protein zeta aktivujici tyrosin 3-
/tryptofan 5-monooxygenazu

Funkce genu
Ribozomdlni podjednotka

Cytoskeletalni strukturni protein

Ribozomalni strukturni protein/
vazba nukleovych kyselin

Hlavni histokompatibilni komplex
Glykolyticky enzym
Exoglykosidaza v lysozomech

Biosyntéza hemu
Metabolicka recyklace purind

Glykolyticky enzym
Skladani proteinl

Skladani proteinl
Biosyntéza protein(
Obecny transkripcni faktor
Bunécna absorpce Zeleza

Katabolismus proteint

Specificka vazba proteinovych
domén

Analyza dat a statistické metody

Data z genové exprese byla vyhodnocena pomoci softwaru RQ Manager

(Applied Biosystems, USA) a ViiA™ (Thermo Fisher Scientific, USA). Absolutni

kvantifikace cDNA byla vyhodnocena na zakladé ptisluSnych kalibracnich ktivek.

Stabilita jednotlivych referen¢nich gent byla vyhodnocena pomoci programu GeNorm

dostupného voln€¢ na https.//genorm.cmgg.be/. K porovnani

genove  exprese

v jednotlivych ¢asovych bodech (0, 24, 48, 72, 96 and 120 hodin kultivace) byly

pouzity Friedmantv test (dvoucestna ANOVA) a metoda mnohonasobného porovnani.

Rozdily byly vyhodnoceny jako statisticky vyznamné na hladiné pravdépodobnosti

p<0,05.
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3.1.3. VYSLEDKY

3.1.3.1. Analyza kvality RNA

Cistota RNA stanovena jako pomér absorbance pii 260 a 280 nm byla >1,97 u
vSech vzorkli, coz zna¢i jejich vysokou Cistotu (pomér absorbanci se u
nekontaminovanych vzorkii pohybuje mezi hodnotami 1,8 a 2,0). Integrita RNA byla
uréena pomoci parametru RNA Integrity Number (RIN), ktery hodnoti degradaci RNA
na Skéale od 1 (nejvice degradovana RNA) do 10 (intaktni RNA). RIN se u vSech
vzorkdl pohyboval v rozmezi 6,5-9,5, coz znaci dobrou kvalitu RNA vhodnou pro
analyzu. Nejhorsi kvalitu mezi vzorky prokdzala RNA ziskana z Cerstvé izolovanych
LO (RIN 6,5+ 0,26). Po 24 h kultivace se kvalita RNA zjevn¢ zvysila (RIN 7,4 £0,12)
apo dalSich 24 h (od 48 h kultivace dale) jiz RNA vykazovala stabiln¢ vysokou kvalitu
s RIN 9,4-9,5 az do konce kultivacniho obdobi (120 h). Elektroforeogramy separace
RNA s pfislusnou hodnotou RIN jsou zobrazeny na Obrazku V1 A (str. 39). Dals$im
parametrem integrity RNA je pomér zastoupeni 28S a 18S rRNA, ktery v idealnim
ptipadé¢ nabyva teoretické hodnoty 2,0 (= intaktni RNA). Tento pomér stoupl
z hodnoty 1,0, kterd znaci velmi fragmentovanou RNA, v ¢ase 0 h, az na hodnotu 1,9
a 1,8, které znaci jen velmi mélo fragmentovanou RNA, v ¢ase 96 h resp. 120 h.
Nejvyssi vytézek RNA na jeden ostriivek byl zjistén v ase 0 h, poté prudce klesl
behem nasledujicich 24 hodin a poté opét stoupal az do 72 hodin po izolaci (Obrazek

V1 B, str. 39).
3.1.3.2. Metabolicka charakterizace LO

Viabilita izolovanych potkanich LO byla v pribéhu vSech experimentii 90 % a
vice. Barveni dithizonem potvrdilo neporuSenou produkci inzulinu v pribéhu celé

doby kultivace LO (Obrazek V2, str. 40). Schopnost stimulované sekrece inzulinu
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stanovend pomoci testu GSIS se v priibéhu kultivace vyrazné neménila (Obrazek V3,
str. 40). Stimula¢ni index neboli pomér bazélni a stimulované sekrece inzulinu byl
nejvyssiv ¢ase 6 h (16 £2,5)a24 h (19 + 5,3) po izolaci. Z absolutnich hodnot je v§ak
patrné, ze tyto hodnoty odrazi spiSe nizkou bazalni hladinu inzulinu nezli zvySenou
glukoézou stimulovanou sekreci. Od 48 h do 120 h dale byl stimula¢ni index pomérné

stabilni a dosahoval hodnoty 6,1 £ 2,0.

A
0 hrs 24 hrs 48 hrs 72 hrs 96 hrs 120 hrs
RIN: 6.5+0.26 7.4+0.12 9.4+0.21 9.4+0.15 9.5+0.10 9.5+0.15
B
35 4 - 2,5
30 -
2,0 N
o 25 - 3
0 =
5 20 - IR
& D
<
E 15 - - 1,0 %
& 10 =
5 —0O—RNA per islet - 05 ©
i —e—285:185 rRNA ratio
0 0,0

0 24 48 72 96 120
time of cultivation (hrs)

Obrazek V1: Mnozstvi a kvalita RNA. A: Elektroforeogramy separace RNA izolované z LO
v riznych ¢asech kultivace. RIN = RNA integrity number. B: Mnozstvi RNA na jeden LO a
pomer 28S:18S rRNA v tychz vzorcich.
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Obrazek V2: Pfitomnost inzulinu v bunikdch Langerhansovych ostrivka v riznych ¢asech
kultivace stanoveny pomoci barveni dithizonem.
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Obrazek V3: Vliv délky kultivace na gluk6zou stimulovanou inzulinovou sekreci (GSIS) u
Langerhansovych ostruvki in vitro. GSIS byla testovana pii inkubaci v nizké, vysoké a opét
nizké koncentraci glukozy (3 mM, 22 mM a 3 mM). Data jsou uvedena jako pramér (n= 6) +
SD.

3.1.3.3. Stanoveni exprese kandidatnich referen¢nich geni

Zékladnim pozadavkem referencniho genu je jeho stabilni exprese v buiice
v pribéhu celého experimentu. Abychom zjistili, jaky vliv ma na expresi bézné
pouzivanych referenénich genti proces izolace a nasledné kultivace Langerhansovych

ostrivki, byla stanovena exprese 16 kandidatnich referenénich gent v ¢asech 0, 24,
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48,72,96 a 120 h po izolaci. Z Obrazku V4 (str. 42) je patrné, Ze Zadny z testovanych
gent nesplnil kritéria stabilni exprese v prubéhu meéfen¢ho obdobi. MnoZstvi
specifické mRNA je vyjadieno jako Ct (z angl. treshold cycle, prahovy cyklus), tedy
tim vétsi mnozstvi mRNA je pfitomno v testovaném vzorku. U vSech genl bylo
mnozstvi specifické mRNA po izolaci velice nizké a béhem prvnich 48 hodin kultivace
se prudce zvysilo. Béhem 72 hodin kultivace doslo primérné k 15x nartistu mnozstvi
specifické mRNA (od 5,8x u 18S rRNA az po 43,1x u Pgkl), pfi¢emz asi 90 % narlstu
probéhlo pravé béhem prvnich 48 hodin. V dob€ od 72 do 120 hodin kultivace pak
naopak doslo k vyrazné stabilizaci hladiny mRNA u vSech testovanych geni s relativni
zménou exprese prumérné 1,5x. Vyznamné zmény v hladin€ mRNA v obdobi 48—-120
hodin byly pozorovany pouze u genti 18S rRNA a Arbp. Variabilita (rozptyl hodnot)
v mnozstvi specifické mRNA byla velice vysoka u vzorktl v ¢asech 0 a 24 h a vyrazné

se snizila po 48 hodinach kultivace.

Zaucelem zmapovani exprese kandidatnich referencnich genti v ¢asné dobé po
izolaci LO byla stanovena jejich exprese na irovni mRNA v nezévislém experimentu
v Case 0—24 hodin po izolaci kazdé 3 h. Bylo zjisténo, Ze exprese vSech testovanych
genl vykazuje podobny pribéh (Obrazek V5, str. 43). Mnozstvi specifické mRNA je
nejniZsi po izolaci, poté dochazi v Case 3 h k narlistu a nasledné opét k poklesu a
relativni stabilizaci v ¢ase od 6 h do 15 h. Doba mezi 18 a 24 h je charakterizovana
vysokou variabilitou a zna¢nymi vykyvy v expresi mRNA mezi jednotlivymi geny 1

casy.
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Obrazek V4: Exprese 16 kandidatnich referen¢nich gend v prubéhu kultivace. Ct (z angl.
treshold cycle, prahovy cyklus) jednotlivych genti v riznych Casech kultivace jsou zobrazeny
jako mediany (horizontalni linie), 1.-3. kvantil (boxy) a varia¢ni rozpéti (vousy). Data jsou
zalozena minimaln€ na 6 nezavislych experimentech. K vyhodnoceni statistické vyznamnost
rozdild v Ct hodnotach byla pouzita dvoucestnd ANOVA a mnohonasobné porovnani; *p
<0,05 48 vs. 0 h; # p <0,05 72 vs. 0 h; 1p <0,05 96 vs. 0 h; 1 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 VS: Exprese kandidatnich referencnich genti v pribchu prvnich 24 hodin kultivace.
Hodnoty Ct (z angl. threshold cycle, prahovy cyklus) jednotlivych genti v riznych ¢asech jsou
zobrazeny jako primér (n = 6) + SD. Vysledky jsou zaloZzeny na dvou nezavislych
experimentech.

Zmeéna exprese genu v priubehu experimentu jesté nevylucuje jeho pouziti jako
referencniho genu pro relativni kvantifikaci genové exprese, a to v ptipadé€, Ze ACt cor-
rG) je v konkrétnim bodé pro danou kombinaci studovaného genu (GOI) a referen¢niho
genu (RG) konstantni. Obrazek V6 (str. 44) zobrazuje variacni koeficient CV (%)

rozdilu exprese GOI (zde F3) a jednotlivych referencnich genti v riznych casech
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kultivace. V ¢asech 0 a 24 h je ACt corrG) velmi variabilni a variacni koeficient kolisa
o stovky % u vSech testovanych gent. Naopak od 48 hodin kultivace déle se exprese
vyrazné stabilizuje a ACt Gorrg) zistdva konstantni s variatnim koeficientem
nepiekracujicim jednotky %. Vysledky naznaduji, Ze genova exprese v LO je
vyznamné narusend procesem izolace a k jeji celkové stabilizaci dochdzi po 48

hodinach kultivace.

250
OO0 hrs @24 hrs
@48 hrs B372hrs -
200 1 moghrs W 120 hrs m
150
=
3
100
50 -
0 - /3! :- AIS A+ : B I

185 Actb Arbp B2m Gapdh Gusb Hmbs Hprt Pgkl Ppia Ppib Rplp2 Tbp Tfrc Ubc Ywhaz
Obrazek V6: Variacni koeficient CV (%) rozdilu exprese vybraného genu (gene of interest,

GOI; zde F3) a jednotlivych referencnich genti (RG) ACt Gorrg) Vv riiznych ¢asech kultivace
LO. Data jsou zaloZena na 6 nezavislych experimentech.

3.1.3.4. Stabilita referen¢nich genii béhem kultivace LO

Existuje nékolik metod, které se pouzivaji k urceni nejvice stabilnich genii
a/nebo jejich kombinaci v priibéhu experimentu. Algoritmus vyuzivany softwarem
GeNorm umoznuje vypocitat miru stability gentt M jako primérnou parovou variaci V’
hodnotou M vykazuji nejstabilnéjsi expresi. Obrazek V7 (str. 45) zobrazuje hodnoty
M jednotlivych genli vypoctené pomoci softwaru GeNorm v ¢asech 0, 24, 48, 72, 96 a
120 hodin kultivace a dale v prabehu celé doby kultivace (0—120 h). Spise prekvapive

lezi vS§echny hodnoty M pod ,,hranici nestability* (M = 1,5). Na druhou stranu se vSak
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nepodafilo najit zadnou dvojici genii, kterd by vykazovala stejnou stabilitu exprese ve

vSech ¢asech kultivace.
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Obrazek V7: Stabilita exprese kandidatnich referencnich gentt béhem kultivace urcena
pomoci softwaru GeNorm. Hodnota M vyjadfuje primérnou miru stability referen¢niho genu
v kazdé mozné kombinaci s ostatnimi geny v multiplexu vzdy po vylouceni nejméné

stabilniho genu. Cim niZsi je hodnota M, tim stabilnéjsi je exprese daného genu vici ostatnim

geniim v multiplexu.
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Analyza parovych variaci (Obrazek V8) nepotvrdila vyznam zahrnuti vice nez dvou
referenc¢nich geni, nebot’ hodnota V po zahrnuti tetiho i dalSich gent lezi pod

doporuc¢enou mezni hodnotou 0,15.

Stanoveni optimalniho poc¢tu referenénich gent pro

normalizaci
0.140

0.121

0.120 -

0.100 -

0.080 -

0.060 0.061 ; 0.057

0.060 - 0.052 0.051 q g50 0-093 0.053

0.040 -
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0.000 -

V2/3 V3/4 V4/5 V5/6 Ve/7 V7/8 Vv8/9 V9/10 V10/11 V11/12 V12/13 V13/14 V14/15 V15/16
Parové variace

Obrazek V8: Stanoveni optimalniho poctu referencnich genti pro normalizaci pomoci parové
variace. Kazdy sloupec oznacuje parovou variaci V(x/y) pii zahrnuti y-tého genu k piivodnimu
poétu x genll. Doporuc¢end mezni hodnota ¥ pro zahrnuti tietiho a dalSich gent je 0,15,
v daném experimentalnim uspofadéani se tedy nepotvrdil prakticky vyznam zahrnuti
vice nez dvou referen¢nich gent.

Dalsi pfistup ke stanoveni vhodné endogenni kontroly fika, ze exprese
referenéniho genu by se neméla v pribéhu celého experimentu liSit u kontroly a
experimentalnich vzorki o vice nez 0,5 cyklu (ACt <0,5). Abychom mohli vyhodnotit
kandidatni referen¢ni geny podle tohoto kritéria, pfevedli jsme data z ACt na ,,nadsobné
zmény exprese® pomoci metody 22, V takovém piipadé ACt o velikosti -0,5 Ct
odpovida 0,7nasobku a +0,5 Ct a 1,4ndsobku exprese dané¢ho genu. Jelikoz se genova
exprese vSech testovanych genll v nasem experimentalnim uspotfadani stabilizovala po
48 hodinach kultivace, urcili jsme expresi v ¢ase 48 h jako kalibrator. Za danych

podminek zadny z testovanych gent nesplnil podminku +ACt v pribéhu celé doby
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kultivace, resp. v ¢asech 0 a 24 h (Obrazek V9, str. 48). Pokud vezmeme v tivahu
pouze kultivacni dobu od 48 hodin déle, primérna exprese osmi z testovanych genti
(18S, Actb, Arbp, B2m, Gusb, Ppib, Tbp, Tfrc) lezela mimo oblast +0,5 ACt alesponi
v jednom bod¢ (Obrazek V9 A, str. 48). U Sesti gent (Gapdh, Hmbs, Pgkl, Ppia,
Rplp2, Ywhaz) primérnd exprese v obdobi 48-120 hodin kultivace spliovala
kritérium +£0,5 ACt, ale z divodu variability mezi jednotlivymi vzorky ve skupiné
spadaji n€které hodnoty mimo interval (Obrazek V9 B, str. 48). Pouze dva geny (Hprt
a Ubc) splnovaly podminku +0,5 ACt vetné rozptylu hodnot jednotlivych vzorkl

v ramci skupiny (Obrazek V9 C, str. 48).

3.1.3.5. Srovnani metody relativni a absolutni kvantifikace genové

exprese v izolovanych LO

Abychom ovéfili  spolehlivost relativni  kvantifikace genové exprese
v izolovanych LO v riznych fazich kultivace, pouZili jsme metodu 222, kde jsme
jako kalibrator zvolili expresi v Case 48 h. Nasledné jsme vypocitali expresi tii
vybranych gent (GOI) s pouzitim tii riiznych kombinaci referencnich gend, a to: 1)
nejstabilnéjsi dvojice gent identifikované pomoci softwaru GeNorm v Case 24 h; 2)
nejstabilnéjsi dvojice gent identifikované pomoci softwaru GeNorm béhem celé doby
kultivace, tedy v case 0-120 h; 3) nejstabilngjsi dvojice referenc¢nich genli
identifikované pomoci pravidla +0,5 ACt. Tyto vysledky jsme porovnali s tdaji
ziskanymi pomoci absolutni kvantifikace, kde je mnozstvi specifické mRNA
stanoveno z kalibra¢ni kiivky sestrojené pro dany transkript (Obrazek V10, str. 49).
Jako studované geny jsme vybrali Gapdh, jako jeden znejCastéji pouzivanych

referencnich genli; Ppia, stanoveny jako jeden z nejstabilnéjSich gend v nasem
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experimentalnim uspotfadani; a F3, gen pro tkanovy faktor, ktery je pfedmétem naSeho

vyzkumu.
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Obrazek 9: Stabilita exprese kandidatnich referencnich gent v pribéhu kultivace stanovena
pomoci pravidla £0,5 ACt. Data jsou zobrazena jako primeér = SD (n = 6). PieruSované ¢ary
indikuji interval 0,7 az 1,4nasobku zmény genové exprese vzhledem k hodnotam v Case 48 h.
A) Geny s primérnou expresi v obdobi 48—120 h mimo oblast 0,5 ACt. B) Geny s primérnou
expresi v obdobi 48—120 h v oblasti £0,5 ACt s nékterymi hodnotami (rozptyl ve skuping)
mimo interval. C) Geny splitujici podminku £0,5 ACt vetné rozptylu hodnot v rdmci skupiny.
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Obrazek V10: Relativni (Cerna) a absolutni (Cervena) kvantifikace exprese F3, Gapdh a Ppia
v izolovanych LO béhem kultivace in vitro. Relativni kvantifikace byla vypoc¢tena pomoci
metody 244 vzhledem k expresi v Case 48 h; absolutni exprese byla stanovena z kalibra¢ni
ktivky sestrojené pro dany transkript. Dvojice referencnich genid byly vybrany na zakladé
softwaru GeNorm (Ppia/Ppib pro 24 h, Rplp2/Ppia pro cely interval 0—-120 h) nebo podle
pravidla 0,5 ACt (Hprt/Ubc). V piipadé pouziti Ppia jako GOI byl jako referencni gen pouZit
dalsi nejstabilnéjsi gen (Ppib/Actb pro 24 h, Rplp2/Ppib pro 0—120 h).
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Absolutni kvantifikace prokazala u vSech tii sledovanych genti (GOI) stejny
prib¢h exprese, ktera byla po izolaci LO velice nizka a poté stoupala az do ¢asu 48 h,
kdy se stabilizovala a ziistala relativné stabilni az do konce kultivace (120 h). Tyto
vysledky souhlasi s pribéhem exprese kandidatnich referencnich gent ziskanych
v predchozich experimentech (Obrazek V4, str. 42). Metoda relativni kvantifikace
naopak nedokézala prakticky vibec reflektovat zmény v genové expresi studovanych
genl zjisténé béhem prvnich 48 hodin kultivace pomoci absolutni kvantifikace a
ukdzala se tak byt velmi nespolehliva nehled¢ na kombinaci pouzitych referencnich
gent. V intervalu 48-120 hodin jiz relativni kvantifikace fungovala a v podstaté
kopirovala expresi genli stanovenou pomoci absolutni kvantifikace. Obé metody

odhalily enormni variabilitu genové exprese v ¢ase 24 h.

Vysledky potvrzuji nasi hypotézu, ze vzhledem k velmi nestabilni a zaroven
utlumené expresi na urovni mRNA u vSech testovanych genli v case 0 a 24 h
nepiedstavuje relativni kvantifikace genové exprese v Casné fazi po izolaci LO
spolehlivou metodu pro genovou expresni analyzu. Relativni kvantifikace
béhem prvnich 48 hodin kultivace LO nereflektuje redlné zmény v koncentraci mRNA

a je mozné ji pouzit az po uplynuti této doby.

Absolutni kvantifikace exprese genu pro tkanovy faktor odhalila, Ze stejné jako
u ostatnich testovanych genli dochazi po izolaci LO k jeho vyraznému utlumeni a
béhem nasledujicich 48 hodin kultivace pak k obnové exprese a ustaleni hladiny
mRNA, ktera je vice neZ 10x vyssi neZ po izolaci. Tohoto zjisténi lze vyuzit pii

transplantaci LO, kdy by v dasledku sniZzené hladiny tkanového faktoru v bunikach LO

cvwr
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3.1.3.6. Vybér vhodné endogenni kontroly pro genovou expresni

analyzu v izolovanych LO

Jak vyplyva znaSich vysledkd, béhem prvnich 48 hodin po izolaci LO je
exprese bézn¢ uzivanych referencnich genti velmi nestala, data ziskanad béhem této
doby pomoci relativni kvantifikace tak nereflektuji skutecné zmény v expresi genti a
vypocty s nimi spojené mohou vést k mylnym zjisténim a nespravné interpretaci
vysledki. Z tohoto diivodu je vhodné provadét genové expresni studie az po uplynuti
této doby, kdy se exprese gentli vyrazné stabilizuje a relativni kvantifikace poskytuje
spolehlivé vysledky. Vzhledem k tomu, Ze exprese vSech nami testovanych gent
sledovala v pribéhu celého experimentu stejny trend, da se predpokladat, ze
k normalizaci genové exprese od 48 hodin kultivace dale postaci jediny referen¢ni gen.
Pro nase nasledné experimenty zamétené na potlaceni exprese tkdnového faktoru jsme
zvolili jako nejvhodnéjsi kontrolni gen Ppia, ktery byl vyhodnocen softwarem
GeNorm jako jeden z nejstabilnéj$ich béhem celé sledované periody. Zaroven jsme si
ovéftili pribeh jeho exprese pomoci absolutni kvantifikace. Exprese Ppia se jevila ve
srovnani s ostatnimi geny jako pomérn¢ stabilni 1 béhem prvnich 24 hodin po kultivaci
a také variacni koeficient CV (%) rozdilu exprese Ppia a studovan¢ho genu pro
tkanovy faktor (F3) byl ve vSech Casech (kromé& €asu 24 h po izolaci) velmi nizky.
Dalsimi vhodnymi kandidatskymi geny mohou byt napt. Ppib, Rplp2 nebo Ubc, vzdy

vSak aZ po uplynuti 48 hodin od izolace LO.

51



3.14. DISKUZE

RT-qPCR je Siroce rozSifend metoda pro kvantitativni stanoveni genové
exprese v biologickych vzorcich, ktera je vsSak také velmi nachylnd k mnohym
nedokonalostem a technickym chybam. Tyto problémy mohou byt vyfeSeny pomoci
normalizace, tj. zahrnuti neménné endogenni kontroly, a to jak ke korekci variability
ucinnosti RT-qPCR mezi jednotlivymi vzorky, tak i chyby v kvantifikaci vzorka.
Zakladnim pozadavkem vSak zlstava stald exprese vybrané endogenni kontroly
(referencniho genu), ktera neni ovlivnénd experimentalnimi podminkami pouzitymi

v dané studii (Dheda K. et al., 2004 a 2005, Thellin O. et al., 1999).

V nasem experimentu jsme zjistili, ze ihned po izolaci Langerhansovych
ostrivki je exprese vSech kandidatskych referen¢nich genti velmi nizka v porovnani
s hladinou exprese 48 hodin po izolaci (5x az 40x niz8i, primérné 13,5x). To je
pravdépodobné zplisobeno ischemickym, mechanickym, osmotickym a oxidativnim
stresem, kterému jsou ostrivky vystaveny béhem izolace (Ihm S. H. et al., 2009). Jak
jiz bylo popsano difive, béhem procesu izolace dochéazi v buiikdch LO k zavaznym
zméndm struktury a funkce, které maji za nasledek apoptozu beta bunék, at’ uz jako
dasledek hypoxie, naruseni ptirozeného mikroprostiedi, nebo nedostatku riistovych
faktori (Rosenberg L. et al., 1999, Ilieva A. et al., 1999, Wang R. N., Rosenberg L.,
1999). Zaroven izolacni procedura siln¢ indukuje stresové signalizacni drahy,
kultivace izolovanych ostrivkii po dobu 48 hodin vSak vede k navratu takto

aktivovanych drah ke klidovym hodnotam (Abdelli S. et al., 2004).

Diikazy o stresu bun¢k LO be&hem izolace podporuji i nase data tykajici se
integrity (degradace) RNA, kterd muze taktéz vyrazné ovlivnit vysledky RT-qPCR

analyzy. Z ¢isel RIN a pfisluSnych elektroforeogramti (Obrazek V1, str. 39) je patrné,
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ze RNA izolovana z ostrivkl ihned po izolaci a po 24 hodinach kultivace vykazuje
zna¢nou fragmentaci (RIN 6.5+0.26 a 7.44+0.12), zatimco RNA ziskana z ostravkt
kultivovanych 48 hodin a vice je téméf intaktni (RIN > 9,4). DalSim parametrem
odrazejicim degradaci RNA je pomér 28S:18S rRNA, ktery byl nizky v Cerstvé
izolovanych ostriiveich (1,0) a nasledné béhem kultivace rostl a stabilizoval se na 1,8—
1,9. Celkové mnozstvi RNA ziskané z jednoho ostritvku bylo nejvyssi v Cerstveé
izolovanych ostritveich, nasledné prudce kleslo na minimélni hodnotu 24 hodin po
izolaci a dale pak znovu stoupalo. VSechna tato pozorovani muizeme vysvétlit
spusténim degradac¢nich procest v disledku stresu, kterému jsou ostrivky vystaveny
v prubehu izolace (Abdelli S. et al., 2004). Tyto mechanismy pravdépodobné vedou
obecné ke zniceni RNA v pribéhu prvnich 24 hodin po izolaci, coz ma za nasledek
prudky pokles mnozstvi RNA. V bunécné kultuie, kde jiz stresové signaliza¢ni drahy
nejsou nadale stimulovany, dochéazi k pozvolnému obnoveni obsahu RNA a stav
ostravki se zlepSuje. Po 48 hodinach jiz nejsou patrné zadné znamky degradace RNA

(Obrazek V1, str. 39).

Z nasich vysledkt dale vyplyva, ze béhem prvnich 48 hodin kultivace dochazi
k vyznamnému kolisani v expresi vSech 16 testovanych kandidatskych gent, zatimco
od 48 hodin nasleduje jeji vyrazné stabilizace. Pfedev§im v Case 24 hodin po izolaci
byla exprese v§ech testovanych genti extrémné variabilni, a to i mezi vzorky, u kterych
se piedpokladalo, ze jsou homogenni. Na rozdil od toho po 48 hodinéach kultivace se
Ct hodnoty u vétSiny geni stabilizovaly s minimalni variabilitou mezi vzorky. Toto
zjisténi zpochybiiuje biologickou relevanci genovych expresnich studii v pribéhu

prvnich 48 hodin kultivace izolovanych Langerhansovych ostrivki in vitro.

Pro vybér vhodné endogenni kontroly existuje mnoho metod. ,,Empiricky*

pfistup je zaloZen na vybéru geni s robustni expresi, jako je napf. Gapdh, B2m nebo
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18S rRNA, které byly uspé$né vyuzivany v semi- nebo nekvantitativnich metodach,
jako je Northern blot, pomoci nejz se zjistuji kvalitativni zmény (Huggett J. et al.,
2005). I ptesto, Ze existuje mnoho ditkazii o tom, ze exprese téchto genii mize byt
vyznamné ovlivnéna rozdilnymi podminkami (Dheda K. et al., 2004, Rodriguez-
Mulero S., Montanya E. 2005, Bas A. et al., 2004, Arsenijevic T., 2012), stale jsou
velmi Casto vyuzivany v genovych expresnich studiich provadénych na izolovanych
ostrivcich (Bas A. et al., 2004, Schmittgen T. D., 2000). Také v naSem experimentu
se ukdzalo, ze n¢které ztéchto genl (napi. 18S rRNA) jsou pomérné nestabilni

(Obrazek V4, str. 42, V7, str. 45, a V9, str. 48).

Jiny pfistup je zalozen na vyhodnoceni stability referen¢nich gent za urcitych
experimentalnich podminek. Podle Gorzelniaka a spol. (Gorzelniak K. et al., 2001)
jsou rozdily ACt <0,5 mezi experimentdlnim a kontrolnim vzorkem zpusobeny
technickou variabilitou metody a budou se pravdépodobné odrazet v expresi
referen¢niho i studovaného genu podobné. Naopak zmény ACt >1,0 odrazeji zmény
v mife genové exprese a vypovidaji o tom, Ze exprese referenniho genu je ovlivnéna
experimentalnimi podminkami. V naSem experimentu se hodnoty ACt v prvnich 48
hodinach po izolaci ostrivkd pohybovaly v rozmezi 2,3-5,3, coz znamena, ze pouziti
jakéhokoliv z 16 testovanych genl jako endogenni kontroly je nevhodné a vede
k chybnym vysledkiim. Nicméné od 48 hodin kultivace dale se u osmi potencialnich
referenCnich gent (Gapdh, Hmbs, Hprt, Pgkl, Ppia, Rplp2, Ubc, Ywhaz) exprese
stabilizovala v pozadovaném intervalu +0.5 ACt. Piestoze se exprese gend v periodé
48-72 hodin mirné ménila, variabilita mezi vzorky v ramci jedné skupiny se vyrazné

sniZila (Obrazek V4, str. 42, a V6, str. 44).

GeNorm je softwarovy nastroj, ktery byl vyvinut pro stanoveni stability genové

exprese na zaklad¢ nenormalizovanych dat (Vandesompele J. et al., 2002). Algoritmus
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umoznuje vypocitat miru genové stability M jako priimérnou parovou variaci (V) mezi
konkrétnim genem a vSemi ostatnimi kandidatskymi geny. V rozporu s nasimi
zjisténimi vSechny hodnoty M vypocétené¢ GeNormem lezi pod doporucenou mezni
hodnotou 1.5 (pficemz nizs§i hodnota indikuje vyssi stabilitu), coz znamend, Ze
libovolnd kombinace dvou testovanych genii by méla byt dostatecné stabilni pro
pouziti jako vnitini kontrola (Obrazek V8, str. 46). Tento rozpor miize byt vysvétlen
mechanismem vypoctu pouzivanym algoritmem GeNorm, ktery vyhodnocuje stabilitu
kazdé kombinace dvou genti v multiplexu vzdy po vyrazeni nejméné stabilniho genu
na zékladé hodnoty M, dokud nezbydou dva geny s nejstabilnéj$Sim pomérem exprese.
Jelikoz exprese vSech testovanych geni sleduje v pribéhu 48 hodin po izolaci stejny
trend, pomér mezi kazdymi dvéma srovnavanymi geny se muze jevit jako stabilni. To
také vysvétluje, pro¢ na zaklad¢ vypoctu parové variace neni tieba zahrnout vice nez
2 referen¢ni geny (Obrazek V8, str. 46). Pti pouziti danych genti jako vnitini kontroly
vSak dostaneme vysledky, které nemusi odpovidat odpovidat realit¢ (Obrazek V10,

str. 49).

Nevhodnost pouZziti metody relativni kvantifikace genové exprese b&hem
prvnich 48 hodin po izolaci LO byla na zavér demonstrovana na srovnani vysledki
absolutni a relativni kvantifikace exprese vybranych geni — F3, Gapdh a Ppia
(Obrazek V10, str. 49). Gen F3 koduje protein pro tkanovy faktor, u n¢hoz byla
opakované popsana zvysujici se exprese v tkanové kulture LO pied transplantaci,
Gapdh byl zvolen jakozto jeden znejCastéji pouzivanych referenénich genti
v genovych expresnich analyzach a nakonec gen Ppia byl vybran, jelikoZ se zda byt
jednim z nejstabilnéji exprimovanych geni v nasem experimentalnim uspotadéani
(Obrazek V7, str. 45). Absolutni kvantifikace ukazala stejny trend pro vSechny tfi

vybrané geny. Exprese ihned po izolaci LO byla velmi nizka a béhem nasledujicich 48
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hodin kultivace stoupala, az se relativné ustdlila v casovém intervalu 48—120 hodin.
Relativni kvantifikace oproti tomu v intervalu 048 hodin v zadném piipade
nereflektuje zmény v expresi danych gentl, a to nezavisle na pouzitych referenc¢nich
genech. V intervalu 48—120 hodin byl pak pribé¢h exprese genli vypocteny pomoci
relativni kvantifikace v podstaté stejny jako u absolutni kvantifikace a obé techniky je
tedy mozné pouzit. Spolehlivéjsich vysledkti bylo dosazeno pii pouziti dvojice
referencnich gend vybrané na zakladé jejich exprese beéhem celé kultivaéni periody
nez pii pouziti dvojice gend vybrané na zakladé jejich exprese v jednom konkrétnim

¢asovém bodé¢, zde 24 hodin.

Vysledky nasich experimentti dokazuji, ze b€hem prvnich 48 hodin po izolaci
LO je exprese bézn¢ uzivanych referencnich gend velmi nestala, pravdépodobné
v disledku izola¢niho stresu, ktery vede k nespecifickému zni¢eni RNA a aktivaci
degradac¢nich drah. Data ziskand béhem této periody pomoci relativni kvantifikace
genové exprese nereflektuji skutecné zmény v expresi gend a vypocty s nimi spojené
mohou vést k mylnym zjisténim a nespravné interpretaci vysledkd. Z tohoto divodu
doporucujeme ke stanoveni genové exprese v izolovanych LO béhem prvnich 48
hodin pouZiti jinych metod neZ relativni kvantifikace, popt. doporucujeme provadet
genovou expresni analyzu az po stabilizaci LO na kultufe po dobu 48 hodin. Naopak
po uplynuti této doby poskytuje relativni kvantifikace v izolovanych LO spolehlivé
vysledky a je mozné vybirat z Siroké Skaly gend. Nase zjisténi podtrhuji dilezitost

validace referencnich genii pro kazdé konkrétni experimentalni uspotradani.
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3.1.5. ZAVER

Tato prace byla zaméfena na identifikaci a validaci vhodnych referenénich
geni pro normalizaci genové exprese béhem kratkodobé kultivace izolovanych
potkanich Langerhansovych ostruvkd. Bylo zjisténo, ze zaddny z 16 testovanych
kandidatskych genti nespliuje stabilitni kritéria (ACt < +0,5) béhem celé kultivacni
doby 120 hodin, prub¢h jejich exprese béhem této periody se vSak velmi podoba. Po
izolaci LO dochazi k vyraznému poklesu hladiny specifické mRNA a celkova RNA
vykazuje zna¢né zndmky degradace. Béhem nasledujicich 48 hodin kultivace dochazi
k regeneraci RNA (jeji integrita stoupd) a postupnému zvysovani hladiny specifické
mRNA testovanych geni, obsah mRNA v jednotlivych vzorcich je vSak extrémné
variabilni. B€hem této doby zadny z testovanych genii nesplnil stabilitni kritéria (ACt
< £0,5). Naopak od 48 hodin kultivace dale je integrita RNA prakticky neporusena,
hladina specifické mRNA vSech testovanych gend se ustaluje na urcité tirovni a po
zbytek kultivacni periody se jiz neméni. Také variabilita mezi jednotlivymi vzorky ve
skuping€ je po uplynuti 48 hodin kultivace velmi nizkd. NaSe data naznacuji, Ze
normalizace genové exprese v LO béhem prvnich 48 hodin po izolaci je velmi
problematickd a nespolehliva, a zpochybiiuji tak pouziti metody relativni kvantifikace
genové exprese v LO za téchto podminek. Na zdklad€ naSich vysledka byl pro
nasledné experimenty zamétené na potlaceni exprese tkanového faktoru v buitkach LO
jako nejvhodnéjsi referenéni gen v nasem experimentalnim uspotradani vybran gen
Ppia. Exprese genu pro tkdnovy faktor, ktery je predmétem naseho vyzkumu
v souvislosti s nespecifickou zanétlivou reakci IBMIR, byla stejné jako u vSech
ostatnich testovanych gent po izolaci LO velmi nizké4 a béhem nésledujicich 48 hodin

kultivace vzrostla na vice nez 10nasobek ptivodni hodnoty.
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3.2. CAST 2.: Experimentilni model pro zobrazeni ischemie jater

po transplantaci LO u potkana in vivo

32.1. UVOD

Transplantace LO probihd obvykle jako infuze tkanové suspenze do portalni
zily ptijemce, odkud ostrivky pokraCuji dale do jater. Zde se nahodné usadi v
postrannich vétvich portalntho kmene a mohou déle piezivat. Transplantované
ostrivky tvofi mechanickou obstrukci a vyrazné snizuji pritok krve v distalné lezici
tkani. Pouhd mechanicka bariéra je dale zesilovana nespecifickou zanétlivou reakci
IBMIR, ktera je charakterizovdna agregaci trombocytt, aktivaci koagula¢ni kaskady a
komplementu, infiltraci leukocytt do ostriivkili a vznikem trombu v dasledku ptimého
kontaktu bun¢k LO skrvi pfijemce. IBMIR zafina béhem né€kolika minut po
transplantaci a kulminuje asi 120 minut po ni (Moberg et al., 2005; Delaune et al.,
2017). Nedostatecné prokrvené oblasti jater jsou patrné ihned po transplantaci jako
fokalni diskolorace a béhem nasledujicich hodin se pfeméni na fokalni nekrotické 1éze
jaterni tkdné. Nasledny zanét a tromboza vedou k vyznamné ztraté transplantovanych
ostrivkil béhem velmi kratkého Casu. Bylo prokazéno, ze béhem tohoto procesu
dochdazi ke zniceni az 60 % ostrivkl, coZ znamena, ze jen méné neZ polovina LO se
muze Uspésné piihojit (Moberg et al., 2005; Delaune et al., 2017; Eich et al., 2007a,b;
Korsgren et al., 2008). IBMIR tak zna¢né pfispiva ke skutecnosti, Ze k dosaZeni
nezévislosti na inzulinu je nutné v klinické praxi transplantovat LO z vice neZ jednoho
darce (Delaune et al., 2017; Korsgren et al., 2008; Johansson et al., 2005; Moberg et

al., 2002).
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V poslednich letech bylo vyzkouseno mnoho metod zamétenych na zlepSeni
pfihojeni a funkce transplantovanych ostriivka prostfednictvim inhibice koagulace
a/nebo zanétu (Johansson et al., 2005; Moberg et al., 2002 and 2003; Ozmen et al.,
2002; Nilsson et al., 2011; Cabric et al., 2007; Teramura and Iwata, 2008), stale vSak
neexistuje technika, ktera by dokézala kvantifikovat rozsah ischemické tkan¢ jater po
transplantaci LO. Zavedeni takové techniky by pfitom v experimentalni praxi velmi
pomohlo ve srovnani Uc¢innosti a bezpec¢nosti riznych terapeutickych zakrokd a
pfistupi k potlaceni IBMIR. Doposud bylo monitorovani a kvantifikace IBMIR po
transplantaci LO zalozeno pouze na métfeni hladiny komplexu thrombin-antithrombin,
popf. na méfeni velikosti trombu v in vitro systému s uzavienou smyckou naplnénou
krvi (Johansson et al., 2005; Moberg et al., 2002 and 2003; Ozmen et al., 2002; Cabric
et al., 2007). Jedind publikovana studie, zabyvajici se morfologickou kvantifikaci
nekrotické jaterni tkdné po transplantaci LO, byla vypracovana na mysim modelu
s pouzitim vysokého poctu ostravkt (=30 LO/g) a naslednym ex vivo vySetifenim jater
pfijemcii magnetickou rezonanci pomoci 11.7 T skeneru v délce 80 minut (Sakata et
al., 2009). Nekroza jater detekovana u zvitat ex vivo je vSak charakteristicka pro pozdni
stadium jaterniho poskozeni a neumoziuje tedy kvantifikaci neperfundovang, ale stale
vitalni tkdné. Tato prace tak v principu dokazuje moznost pouziti magnetické
rezonance (MRI) k vySetfeni pozdniho poSkozeni jater po transplantaci LO, dana
metodika v8ak nemiZe byt pouzita k monitorovani ischemie jater in vivo a srovnani

technik zaméfenych na modulaci IBMIR.

V nasledujici ¢asti prace popisujeme novy experimentalni model, ktery byl
vytvofen za Ucelem vizualizace a kvantifikace ischemie jater po transplantaci LO
pomoci MRI in vivo. Tento model mtze byt s vyhodou vyuzit pro porovnani efektivity

riznych experimentalnich pfistupi zamétenych na potlaceni IBMIR.
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3.2.2. MATERIAL A METODY

3.2.2.1. Design studie

Izolované LO ve tfech riiznych davkach — 100 (skupina A), 500 (skupina B) a
1000 (skupina C) LO — byly transplantovany do portalni Zily zdravych potkant (n =6
v kazdé skuping) s podvazanymi jaternimi tepnami. Ve skupiné D (n = 6) byl proveden
pouze podvaz jaternich tepen. Dvé hodiny po transplantaci LO byly zobrazeny
ischemické oblasti jater patkanii pomoci MRI (skupina A, B a C) nebo pomoci
intravitalniho kontrastniho barviva (zvifata nezahrnuta do experimentalnich skupin).
Na zakladé MRI byl pak vypocten objem neprokrvené jaterni tkané. Za ucelem
potvrzeni bezpec¢nosti podvazu jaternich tepen bylo vySetfeno sérum ziskané z krve
potkanti odebrané 7 dni pted chirurgickym zakrokem, v den zakroku 4 hodiny po ném

a poté 2, 7 a 28 dni po zakroku (skupiny A, B, C a D).

3.2.2.2. Laboratorni zvirata

Pouziti laboratornich zvitat bylo popsano v kapitole 3.1.2.1.

3.2.2.3. Izolace a kultivace potkanich LO

Izolace a kultivace potkanich LO probihala podle postupu popsaného v

kapitole 3.1.2.2.

3.2.2.4. Priprava modelu pro zobrazeni ischemie jater in vivo

Jatra maji dvoji krevni zasobeni, a to funkéni (portalni Zila) a nutricni
(tepenné). Pokud pierusime priatok né€kterou z vétvi portalni Zily, objevi se v ptislusné
distalné lezici tkani diskolorace, ktera vSak neni zobrazovacimi metodami spolehlivé
charakterizovatelnd, a to ani s pouzitim kontrastnich latek. Jisté zpomaleni priniku

kontrastni latky do téchto oblasti je sice patrné, ale po nékolika minutach se probarveni
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sjednoti. Proto jsme se rozhodli pterusit arterialni krevni zésobeni jater piijemcti, coz
umoznuje zobrazeni neprokrvenych oblasti jater pomoci MRI. Jaterni tepny arteria
hepatica propria a arteria hepatoesophagica potkant byly podvazany (Obrazek V11,
str. 62, a V12, str. 63) pomoci nevstiebatelného materidlu Mersilk 7-0 (Ethicon, USA)
tésné pred transplantaci (skupiny A, B a C; skupina D — pouze podvaz). V klinické
praxi by byl tento zdkrok fatdlni, u potkani vsSak byla publikovdna fada praci
popisujicich transplantaci jater bez rekonstrukce tepenného fecisté s dlouhodobé

dobrym piezivanim potkant i §tépu (Lee S. et al., 1975, Hori T. et al., 2012).
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Obrazek V11: Preparace jaterni tepny arteria hepatica propria (A) a jeji podvaz (B) v detailu
(C). 1 - arteria hepatica propria, 2 - duodenum, 3 - Zlu¢ovod, 4 - jatra, 5 - dolni duta zila, 6 -
portalni Zila, 7 - vena pylorica.
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Obrazek V12: Preparace jaterni tepny arteria hepatoesophagica (A) a jeji podvaz (B) s
detailem (C). 1 - arteria hepatoesophagica, 2 - jatra, 3 - duodenum, 4 - dolni duta zila, 5 - prava
ledvina, 6 - caecum, 7 - zaludek, 8 - zZluCovod, 9 - portalni zila, 10 - slinivka bfi$ni.

63



3.2.2.5. Transplantace LO

Izolované LO (100, 500 a 1000 LO) byly po kultivaci pfes noc transplantovany
do portélni zily piijemct za pouziti standardni techniky (Kiiz et al., 2012). Po stiedni
laparotomii hluboce uspanych zvifat bylo vyjmuto tlusté stfevo z dutiny bfisni,
rozprostfeno na vlhkou gazu a zpfistupnéna ileocekdlni zila. Izolované LO ve
fyziologickém roztoku byly nasaty do motylové kanyly velikosti 27G a injikovéany do
ileocekalni zily v celkovém objemu 300 pl. Krvaceni bylo zastaveno pomoci
mikrofibrilarniho kolagenového hemostatika Avitene® (Bard Inc., USA) a
mechanického tlaku na misto vpichu. Dutina bfi$ni byla nasledné zasita ve dvou

vrstvach pomoci vstiebatelného materialu Vicryl 5-0 (Ethicon, USA).

3.2.2.6. Makroskopické vysetieni intraportalni trombézy

Izolované LO v poctu 1000 byly transplantovany do portalni zily zdravého
zvitete bez podvazu jaternich tepen. Dvé hodiny po transplantaci byla jatra vyjmuta,
omyta fyziologickym roztokem a portalni zila byla rozstfizena a makroskopicky

vySetena. U dalSich zvitat byla jatra vySetiena 2, 7 a 28 dni po transplantaci.

3.2.2.7. Zobrazeni ischemie jater po transplantaci LO intravitalnim

barvenim patentni mod¥i V

Pro makroskopické vyhodnoceni rozsahu ischemie jater po transplantaci LO
byla vyuZita patentni modf V. Intravitalni kontrastni barvivo Bleu Patenté V (Sodique
Guerbet 2,5 %, Francie) o objemu 100 ul bylo nafedéno 1:1 fyziologickym roztokem
a aplikovano do portalni Zily potkana 2 hodiny po transplantaci 100, 500 nebo 1000
izolovanych LO s podvazem nebo bez podvazu jaternich tepen. Nasledné byl potizen

makroskopicky snimek jater.
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3.2.2.8. Zobrazeni ischemie jater po transplantaci LO pomoci MRI

Zobrazovani pomoci magnetické rezonance bylo provedeno na 4,7 T MRI
skeneru (Bruker, Némecko) s rezonatorovou civkou o pruméru 7 cm (Bruker,
Némecko). Pro anatomickou lokalizaci jaterni tkané byly ziskany T»"-vaZené snimky
pomoci sekvence gradientniho echa o nasledujicich parametrech: doba opakovani
(repetition time, TR) = 111 ms, doba odezvy (echo time, TE) = 3,7 ms, prostorové
rozliSeni 0,254 x 0,254 x 1 mm’, doba skenovani = 4 minuty. Pro zobrazeni
ischemickych oblasti jater byla pouzita kotrastni latka MultiHance® (gadobenat
dimeglumin, Bracco, Italie; 0,1 mmol/kg), aplikovand do ocasni zily potkant pied
zacatkem méfeni. T1-vazené snimky jater byly ziskany pomoci sekvence gradientniho
echa o nasledujicich parametrech: TR = 94,5 ms, TE = 3,7 ms, prostorové rozliSeni
0,23 x 0,23 x 1 mm?, pocet akvizic (number of acquisition, NA) = 16, doba skenovani

= 6 minut. Jatra byla vétSinou pokryta dvéma sadami sestavajicimi z 11 fezq.
3.2.2.9. Kvantifikace objemu ischemické jaterni tkané

Objem neprokrvené jaterni tkané¢ 2 hodiny po transplantaci LO byl
kvantifikovan na zédklad¢ snimkl z magnetické rezonance pomoci digitalniho softwaru
ImagelJ (volné€ dostupny na https.//imagej.net/). Demonstrace postupu je zobrazena na
Obrazku V13 (str. 66). Tti trénovani experti vyhodnotili snimky nezavisle na sob¢,

vysledek byl pak vytvofen jako primér jednotlivych vyhodnoceni.
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Obrazek V13: Snimek dutiny bfisni potkana z magnetické resonance (A) s ohranicenymi
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.

3.2.2.10. VySetieni séra

Abychom prokazali, ze podvaz jaternich tepen nema Skodlivy G¢inek na zdravi
zvitat, byl potkanim odebran 1 ml krve z ocasni zily 7 dni pfed chirurgickym
zakrokem, v den zékroku 4 hodiny po ném a poté 2, 7 a 28 dni po zdkroku. Sérum
izolované z krve bylo nasledné vySetieno na tyto parametry popisujici ptipadné jaterni
poskozeni: alkalickd fosfatiza (ALP), y-glutamyltransferaza (GGT), aspartat
transamindza (AST), alanin transamindza (ALT), celkovy bilirubin (TBIL) a celkovy
protein (TP). Sérum bylo vySetfeno na automatickém klinickém analyzatoru pro

suchou chemii DRI-CHEM NX500i (Fujifilm, Japonsko).

3.2.3. VYSLEDKY

3.2.3.1. Makroskopické vySetieni intraportalni trombozy

Ihned po aplikaci 1000 LO do portalni Zily potkana lze na jatrech pozorovat
ischemické oblasti neprokrvené tkdné viditelné makroskopicky (Obrazek V14, str.
67). Po roztfizeni portdlniho kmene 2 hodiny po transplantaci LO byl uvnitt jater

nalezen rozsahly trombus vypliujici vétve portalni Zily (Obrazek V15, str. 67). Dva
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dny po transplantaci se ischemické oblasti zpravidla vyvinou v nekrotické 1éze, které

jsou vsak vétsinou jiz 7 dni a nejpozdéji pak 28 dni po transplantaci plné zhojeny.

F

Obrazek V14: Ischemické oblasti v jatrech potkana 2 hodiny po transplantaci 1000
syngennich LO. Tmavé oblasti reprezentuji neprokrvenou jaterni tkan.

Obrazek V15: Trombus vypliujici vétve portalni zily potkanich jater 2 hodiny po
transplantaci 1000 syngennich LO.
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3.2.3.2. Zobrazeni ischemie jater po transplantaci LO intravitalnim

barvenim patentni mod¥ri V

Dvé hodiny po transplantaci 100, 500 a 1000 LO potkanim s podvazem
jaternich tepen byly neperfundované oblasti jaterni tkané demonstrativné zobrazeny
pomoci kontrastni intravitalni barvy, patentni modii V (Obrazek V16 A-C, str. 69).
Zatimco porucha prokrveni jater po transplantaci 100 LO byla téméf neznatelnd (A),
transplantace 500 a 1000 LO vedla ke vzniku vyraznych ischemickych oblasti (B a C).
Transplantace ostriivkl bez podvazu jaternich tepen zpiisobila obstrukci nékolika vétvi
portalni zily, ktera vSak byla detekovatelna pouze jako opozdéna distribuce modrého
barviva do téchto oblasti. Béhem 2 minut se krev dostala do ischemickych oblasti pies
jaterni arteridlni krevni ob¢h a vnesla kontrastni barvivo do celych jater (Obrazek V16

D, str. 69).
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Obrazek V16: 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 modi V).
Bez podvazu tepen barvivo rychle penetruje do oblasti s vypadkem portalni perfuze ptes
arterialni jaterni krevni ob&h.

3.2.3.3. MRI a kvantifikace objemu ischemické tkané

Primérny celkovy objem jater potkanti — pfijemct vypocteny pomoci MRI se
specifickou kontrastni latkou byl 9,50 + 1,04 ml. Objem ischemické jaterni tkané€ po
transplantaci LO se pohyboval od 0,55 £ 0,01 ml ve skupiné A, ptes 2,09 = 0,11 ml ve
skupiné B az po 2,88 + 0,01 ml ve skupin¢ C, coz ptedstavuje 6,3 %, 20,7 % a 28,1 %

z celkového objemu jaterni tkané (Obrazek V17, str. 70).
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Obrazek V17: Kalibracni kifivka ukazujici ptimou zavislost mezi poctem transplantovanych
ostrivkll a objemem ischemické jaterni tkané€ 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.

3.2.3.4. VySetreni séra

Obrazek V18 (str. 71) ukazuje, Ze podvaz jaternich tepen nema Skodlivy vliv
na jaterni buniky potkant. Dva dny po transplantaci bylo detekovano doc¢asné zvyseni
hladiny jaternich enzymu v krvi indikujici poSkozeni jaternich bunék, hodnoty se vSak
normalizovaly do 7 dni po chirurgickém zakroku. Sledované biochemické parametry

pak ziistaly ve fyziologickém rozmezi aZz do ukonceni experimentu.
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Zmeény ve standardnich biochemickych parametrech potkanti b&hem
experimentu. Sérum bylo odebirano z ocasni zily 7 dni pfed transplantaci, 4 h po transplantaci
a nasledné 2, 7, a 28 dni po zakroku. Skupiny A, B a C — transplantace 100, 500, respektive
1000 syngennich LO s podvazem jaternich tepen. Skupina D — pouze podvaz jaternich tepen.
Pro vSechny skupiny n = 6; graf ukazuje primérné hodnoty + smérodatnou odchylku. ALP —
alkalicka fosfataza, GGT — y-glutamyltransferaza, AST — aspartattransaminaza, ALT —
alanintransaminaza, TBIL — celkovy bilirubin, TP — celkovy protein.
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3.24. DISKUZE

Béhem poslednich dvou desetileti probihd intenzivni vyzkum zaméfeny na
zlepSeni piihojeni ostrivkového $tépu s cilem zvySeni ucinnosti transplantace LO
jakozto lé¢ebné metody. Bylo publikovano velké mnozstvi studii na téma inhibice
IBMIR, doposud vSak nebyla dostupnd zadna metoda umoznujici pfimé srovnani
ucinnosti jednotlivych intervenci in vivo. Byly popsédny nepiimé laboratorni
parametry, které indikuji, avSak ne kvantifikuji, poSkozeni jater po transplantaci LO,
jako napft. docasné zvySené hladiny jaternich enzymu nebo pfitomnost koagula¢nich
markera v krvi (Johansson H. et al., 2005, Moberg L. et al., 2002 a 2003, Ozmen L. et
al., 2002, Cabric S. et al., 2007). N&které prace popisuji také pokles poctu ostravki v
¢asném posttransplantaénim obdobi naméteny pomoci MRI (Jirdk D. et al., 2009,
Saudek F. et al., 2010,) nebo pozitronové emisni tomografie (Eich T. et al., 2007ab),
ale moznost pfimého méfeni jaterniho poskozeni doposud chybéla. Jedina studie
popisujici rozsah posttransplantaéni ischemické nekrézy jater je zaméfend na pozdni,
plné¢ vyvinuté, nasledky mikrotrombdzy portalni zily, ne vSak na akutni
posttransplantac¢ni poruchy pritoku krve (Sakata N. et al., 2009). Tyto stavy nejsou
zaménitelné, nebot’ kone¢ny rozsah ischemické nekrdzy je kromé preruSeni krevniho
zasobeni ovlivnén také jinymi faktory, jako je na¢asovani vySetfeni, aktivita systému
plasminogen-plasmin, individudlni rezistence vici ischemii atp. Pfima kvantifikace
poruseni krevniho obéhu muize pfesné odrazet rozsah a zdvaznost mikrotrombdzy

portalni Zily, a tedy i rozsah IBMIR kratce po transplantaci.

V nasi studii jsme zkombinovali aplikaci kontrastni latky pro MRI do ocasni
zily potkana s ligaci jaternich tepen pted transplantaci, abychom ptedesli dvojitému
prokrveni jaterni tkdné z portalni Zily a jaternich artérii. Nejprve jsme otestovali
vizualizaci poruchy jaterniho prokrveni pomoci intravitalni kontrastni barvy (patentni
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modrt V) nebo za pouziti MRI s kontrastni latkou. Diky dvojitému krevnimu zasobeni
jater portalni Zilou a jaternimi tepnami se kontrastni latka dostane v kratkém case i do
ischemickych oblasti jater (Obrazek V16 D, str. 69). Makroskopicky bylo
v hypoperfundovanych oblastech jater patrné zpozdéni, se kterym se patentni modf do
tkan¢ dostdvala (do 2 minut), nebylo vSak detekovatelné pomoci MRI vzhledem
k ¢asové prodlevé, kterd je pottebna k technické ptipraveé zvifete a samotného méten.
Proto jsme piistoupili k podvazu jaternich tepen, ¢imz se portalni zila stala jedinym
zdrojem krve pro jatra (Obrazek V11 a V12, str. 62 a 63). Nase vysledky dokazuji, ze
potkani s podvazanymi jaternimi tepnami piezivaji s dobrou funkci jater a bez
vedlejSich ucinkt minimalné 30 dni. Hodnoty biochemickych parametrti se navratily
do fyziologického rozpéti béhem jednoho tydne po chirurgickém vykonu (Obrazek
V18, str. 71). VSechna zvitata se zhojila jako obvykle a pfibirala na vaze stejné jako
zdravd zvifata. To souhlasi s diive publikovanymi daty popisujicimi dobrou
dlouhodobou funkci jater u potkanti i v piipad¢ transplantace bez arterialni anastomozy
(Lee S. et al., 1975, Hori T. et al., 2012). PferuSenim arterialniho jaterniho krevniho
ob¢hu jsme zamezili intravendzné podané kontrastni latce penetraci tkané€ za ostruvky
usazenymi v perifernich vétvich portalni Zily, coz nam umoznilo ,,zakonzervovat*

ischemickeé oblasti jater pro nésledné zobrazovani pomoci MRI.

Ihned po podvazu jaternich tepen byly do jater potkanti transplantovany LO a
nasledné 2 hodiny poté aplikovana intravitalni kontrastni barva (patentni modf V)
(Obrazek V16 A-C, str. 69). Ostrivky se usazuji ndhodné v koncovych vétvich
portalni Zily v rtiznych jaternich lalocich a modré barva jasné indikuje neperfundované
regiony, nicméné kvantifikace ischemické tkané in vivo pomoci této metody neni
mozna, nebot’ jeji objem se vyrazné 1i$i uvnitf jater. Zobrazovani pomoci magnetické

resonance je bezpecné neinvazivni vySetfeni, které minimalné zatézuje pacienta a
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muze byt provadéno opakované. Pfi pouziti vhodné civky a mefici sekvence
v kombinaci gadoliniovou kontrastni latkou mize MRI rozlisit malé 1éze a umoznit
dokonce vizualizaci jednotlivych ostrivkil transplantovanych do jater mysi nebo
potkant a jejich lokalizaci ve 3D rekonstrukci celého zvifete (Evgenov N. V. et al.,
2006ab, Jirdk D. et al., 2004 a 2009, Kiiz J. et al. 2005 a 2008, , Saudek F. et al., 2010).
Latky s obsahem gadolinia patii mezi pozitivni kontrastni latky, coz znamena, Ze
zvySuji intenzitu signalu tkani a tim citlivost skeneru k rozliSeni mezi tkdnémi
perfundovanymi, neperfundovanymi a tkanémi, které absorbuji negativni kontrastni
latky (napf. na bazi malych ¢astic Zeleza) a na snimku se tak jevi jako ¢erné (Herynek

etal., 2011). MRI je tedy pro nase experimenty dostatecné citlivou metodou.

Abychom m¢li v ¢ase méfeni plné vyvinuty trombus, MRI bylo zahajeno 2
hodiny po transplantaci (kulminace IBMIR). S pouzitim sekvenci popsanych vyse byla
naskenovéna bfisni dutina zvifete a zobrazeny jednotlivé organy. Ihned po podani
kontrastni latky jsou oblasti se zvySenym signalem jasné rozlisitelné od téch, kde
signal zlstal na zakladni urovni. Pomoci vhodného softwaru je mozné jednotlivé
oblasti ohranicit a po vyndsobeni tloustkou vrstev kvantifikovat celkovy objem jater
stejné tak jako objem neprokrvené tkané€. Dva dny po transplantaci je mozné pozorovat
ischemické 1éze na jatrech potkant ve stejnych mistech, kde byly predtim pomoci MRI
detekovany oblasti s poruchou prokrveni. PouZitim vySe popsaného experimentalniho
protokolu je tedy mozné detekovat poruchu prokrveni jater ihned po transplantaci LO

do portalni zily potkanti in vivo.

Dalsi sada experimentli byla zaméfena na posouzeni citlivosti této techniky.
Nasim kone¢nym cilem je vyhodnoceni terapeutického uc€inku inhibice IBMIR
riznymi metodami. Abychom ur€ili rozsah ischemie jater spojeny s riznou intenzitou

IBMIR, rozhodli jsme se jednoduSe transplantovat rGzné mnozstvi ostrivkd.
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S pouzitim stejného experimentdlniho protokolu byly piipraveny skupiny zvifat
s transplantaci 100, 500 a 1000 LO do jater s podvdzanymi tepnami. Vétsi rozsah
ischemie byl ocekavan a také potvrzen u skupiny s vétsSim poctem transplantovanych
LO. Po vyhodnoceni MRI jsme vypocetli objem neperfundované tkané¢ a mohli tak
stanovit jeho pomér k celkovému objemu jater. Mezi rozsahem ischemie
v jednotlivych skupinach byl vyznamny rozdil a objem neperfundované tkan¢ presné
koreloval s poctem transplantovanych LO s velmi malou odchylkou mezi jednotlivymi

zvitaty ve skupin¢ (Obrazek V17, str. 70).

Tato studie mé nékolik limitaci, prvni z nich je nepienositelnost do klinické
praxe. Z divodu podvazu jaternich tepen neni mozné pouzit tento model u ¢loveka.
Nicméné¢ hlavnim cilem této studie neni vyuziti v klinické praxi jako takové, ale
zavedeni nového experimentalniho modelu, ktery umoziiuje srovnani ucinnosti
ruznych experimentalnich pfistupi zamétenych na potlaceni IBMIR. Podil IBMIR na
zniceni ostruvkid po transplantaci je nesporny a odehrava se jak u ¢lovéka v klinické
praxi, tak ve zvifecich modelech. PferuSeni jaternich tepen pfitom brani pouZiti
metody 1 ve velkych zvitatech. I presto vSak vysledky ziskané na potkanim modelu
mohou vyraznou mérou prispéet ke zlepSeni protokolti zamétenych na osetieni ostruvkt
pred transplantaci a jejich zavedeni do klinické praxe bez nutnosti klinickych studii
zaloZenych na této technice. TaktéZ mikroprosttedi v jatrech po transplantaci LO je u
¢lovéka a potkana velice rozdilné, rozsah ischemie v tomto pfipad¢ vSak slouzi pouze
jako nastroj k demonstraci/vizualizaci intenzity nespecifické zanétlivé reakce IBMIR
a jejiho ptfipadného zmirnéni pomoci experimentalnich zasahii. Ackoli tedy tento
model neni mozné ptenést do klinické praxe, jedna se o jediny model umoznujici
vyhodnoceni a porovnani efektu riznych terapeutickych intervenci zaméfenych na

potlaceni IBMIR na prokrveni jater in vivo a ihned po transplantaci LO.
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Tento model pfedstavuje unikatni a uziteCnou techniku pro vyhodnoceni
ucinku riznych experimentdlnich piistupt 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 u¢inki na jejich zdravi.

3.2.5. ZAVER

V této studii jsme vytvorili novy experimentalni model pro zobrazovani a
kvantifikaci ischemie jater po transplantaci LO u potkana in vivo. Diive publikovany
model umozilujici pouze zobrazeni nekrotické jaterni tkdn€ ex vivo jsme modifikovali
a pripravili vice citlivou variantu, ktera umoziuje kvantifikaci neperfundovanych
oblasti jater pomoci magnetické rezonance piimo v zivém zviieti. To pfina$i moznost
srovnani bezpecnosti a efektivity riznych experimentalnich pfistupti v ovliviiovani
IBMIR v jakémkoliv ¢ase po transplantaci. Ukazali jsme, ze velikost neperfundované

oblasti jater jasn¢ koreluje s poctem transplantovanych LO.
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3.3. CAST 3.: Inhibice exprese tkaiiového faktoru v buiikich

izolovanych potkanich LO pomoci RNA interference

33.1. UVOD

Jak jiz bylo popsano vyse, za posledni desetileti bylo otestovana tada latek a
metod zaméfenych na sniZzeni intenzity IBMIR a zlepSeni piezivani LO po
transplantaci. Velka cast znich je zalozend na kultivaci ostrivki s riznymi
ostriivkll ve specialnich materidlech a vytvofeni bariéry, kterd oddéluje bunky LO od
krve ptijemce (Inverardi L. a Ricordi C., 2006, Nilsson B. et al., 2011). Ztejmym cilem
zasahu je tkanovy faktor, exprimovany buitkami LO, ktery ptfimo aktivuje koagulaéni
kaskadu tzv. vné&jsi cestou a jehoz vyskyt negativné koreluje s vysledky klinickych
transplantaci (Johansson H. et al., 2005). Pomérné novym pfistupem inhibice exprese
tkanového faktoru je RNA interference, ktera zatim byla u ostritvkli pouZita za tcelem
snizeni IBMIR pouze v modelu xenotransplantace (Ji M. et al., 2011, Ma X. et al.,
2012). Tento evolu¢né stary mechanismus piedstavuje jedinecnou moznost efektivné
,»vVypnout™ expresi vybraného genu v organismu pomoci malych uméle pfipravenych
molekul siRNA bez zisahu do genetické informace uloZzené v DNA. Na zékladé
komplementarity siRNA k danému transkriptu dochéazi k tzv. posttranskripénimu
silencingu — gen se sice piepisuje, ale jeho mRNA je nasledné degradovéna, takze
kyzeny bilkovinny produkt nevznikéa (Agrawal N. et al., 2003). Tento efekt je Casové
omezeny a je ovlivnén stabilitou siRNA, jeji utilizaci v bunice, délkou transfekce a
jejim ptipadnym opakovanim. Podle typu siRNA i druhu bunky tak lze v n€kterych
ptipadech efekt pozorovat jiz né€kolik hodin po transfekci a trvat mize typicky 5-7 dni
(Dorsett Y., Tuschl T., 2004). V piipad¢ transplantace LO Ize s vyhodou vyuZit
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kratkodoby t¢inek siRNA, nebot’ v pozd¢jsim stadiu po transplantaci je tkanovy faktor
zadoucim stimulatorem angiogeneze, ktery podporuje regeneraci kapilarni tkané a jeji
napojeni na cévni systém piijemce (Carlsson P. O. et al., 2001). Kratkodobé potlaceni
exprese tkanového faktoru na povrchu LO pomoci RNA interference by tak mohlo
vést k jejich ochran¢ v raném posttransplantaénim obdobi a zaroven by pozdéji
nebranilo napojeni kapilér, které je dilezité z hlediska spravné funkce a dlouhodobého
prezivani LO.

Dulezitym aspektem pii vyuziti techniky RNA interference je metoda
transfekce siRNA, tedy zpasob, jakym se molekuly siRNA do cilovych bunék dopravi,
a jeji efektivita. V ptipadé LO transfekce dlouhodobé predstavuje experimentalni
vyzvu, nebot’ se nejedna o volné buiiky, ale o kompaktni mikroorgany slozené z
nékolika set az tisici bunék, coz znesnadnuje pristup siRNA k buitkdm ulozenym ve
vnitinich vrstvach (Li F., Mahato R. 1., 2011). Zékladni transfek¢ni techniky se
rozdéluji na metody biologické, chemické a fyzikalni (Kim T. K., Eberwine J. H.,
2010). VSechny metody maji své vyhody a nevyhody a jejich pouziti zalezi predevSim
na ucelu experimentu, pouZzitych buiikach, casové limitaci, naro¢nosti technického
provedeni nebo bezpecnosti. Biologické metody jsou zaloZeny na pienosu genetické
informace pomoci geneticky upravenych virovych ¢astic, které maji zachovanou
schopnost infikovat cilové buiiky (vétSinou adenovirli a retrovirit). Tyto techniky jsou
vysoce efektivni a vedou k dlouhodobé, tzv. stabilni transfekci genetické informace do
bun¢k diky modifikaci jaderné DNA. Zdaleka nejrozsifencjsi chemickou metodou je
lipofekce, ktera si svou popularitu ziskala diky vysoké ucinnosti, jednoduchosti a
moznosti transfekovat Siroké spektrum bun€k vSemi typy nukleovych kyselin (Kumar
P. et al, 2019). Fyzikdlni metody patfi mezi nejnovéjsi transfekéni metody a

k doru€eni nukleovych kyselin do bun€k vyuzivaji rozli¢nych fyzikdlnich nastrojt
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(Kim T. K., Eberwine J. H., 2010). Radime sem piedevsim elektroporaci a
mikroporaci, ktera predstavuje jeji vyvojoveé novéjsi variantu, dale napt. mikroinjekei,
biolistiku (dodani exogenni DNA do bunék ostfelovanim tzv. genovou zbrani) nebo
transfekci pomoci magnetu. V piipad¢ transfekce siRNA do bunék LO se v literatuie
nejCasteji setkame s metodou lipofekce a mikroporace (Bradley S. P. et al., 2005,
Hagerkvist R. et al., 2005, Ji M. et al., 2011, Lefebvre B. et al., 2010, Ma X. et al.,
2012). Mikroporace je zalozena na aplikaci jednoho nebo vice kratkych elektrickych
pulzi,, coz vede k tvorbé ptechodnych poért v plazmatické membrané a vstupu
nukleovych kyselin do bunék (Kim J. A. et al., 2008). Tato techinka vyZzaduje
optimalizaci délky, sily a poc¢tu pulzi, a to zvlast pro kazdy bunéény typ. Volna
siRNA, kterou lze v ptipadé mikroporace pouzit, je rychle odbouravana bunkou, na
druhou stranu neni potieba ji nijak upravovat a lze pouzit vyssi koncentraci nez pfi
lipofekei. Pii té nejprve vznika kladné nabity konjugat siRNA s lipofekénim ¢inidlem,
tzv. liposom, ktery je endocytézou transportovan do bunky, kde nasledné dojde
k uvolnéni jeho obsahu (Felgner P. L. et al., 1987). Kromé spontdnniho transportu do
buiiky je dal$i vyhodou lipofekce predevSim jeji technickd nenédroc¢nost, snadnd
proveditelnost a vysoka reprodukovatelnost. V nasi laboratofi je dobfe zavedena jak
metoda mikroporace (Herynek V. et al., 2017), tak lipofekce (Koblas T. et al., 2016,
Leontovy¢ L. et al., 2017). Obé techniky pfitom vykazuji velmi dobrou transfekéni
ucinnost a nemaji zésadni vliv na viabilitu LO. V této praci jsme se proto rozhodli
pouzit obé tyto metody k transfekci siRNA zacilené proti tkanovému faktoru do bunék
LO a porovnat jejich ucinnost v potlaceni nespecifické zanétlivé reakce IBMIR.
V ramci konceptu 3R (replacement, reduction, refinement) byly pfi optimalizaci
transfekcnich podminek, resp. vybéru nejvhodnéjsiho lipofekéniho Cinidla, pouzity

taktéZ mesenchymalni kmenové buiiky izolované z tukové tkané potkant.
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3.3.2. MATERIAL A METODY

3.3.2.1. Laboratorni zvirata

Pouziti laboratornich zvitat bylo popsano v kapitole 3.1.2.1. Pro izolaci a
transplantaci LO byli pouziti potkani kmene Brown Norway (Charles River,
Némecko). Indukce diabetu v ptipadé pouziti diabetickych potkanti jako ptijemct pii
transplantaci LO byla provedena intraperitonealnim podanim roztoku streptozotocinu
(Sigma-Aldrich, Némecko) v 3,9 % citronanu sodném o pH 4,5 v koncentraci 30
mg/ml a davce 50 mg/kg vahy potkana. Diabetes byl potvrzen hodnotou glykémie >
20 mmol/l ve tfech po sob& nasledujicich dnech. Pro izolaci mesenchymalnich
kmenovych bunék byli pouziti geneticky upraveni potkani kmene Lewis s ubikvitni
expresi genu pro enzym luciferdzu (Lew-Tg(Gt(ROSA)26Sor-luc)11Jmsk, National

BioResource Project — Rat, Kyoto, Japan).

3.3.2.2. Izolace a kultivace LO

Izolace a kultivace potkanich LO probihala podle postupu popsaného v
kapitole 3.1.2.2. Viabilita a funkce LO byly v pribéhu experimenti opakované
testovany barvenim propidium jodidem a akridinovou oranzi (viz kap. 3.1.2.3.),

respektive testem glukozou stimulované inzulinové sekrece (viz kap. 3.1.2.4.).

3.3.2.3. Izolace a kultivace mesenchymalnich kmenovych bunék

Mesenchymalni bunky byly izolovany z podkoZniho a viscerdlniho tuku
potkan. Odebrany tuk byl promyt chladnym PBS s1 % antibiotickym a
antimykotickym roztokem (Antibiotic Antimycotic Solution, AAS, Sigma-Aldrich,
Némecko) a nasledné€ inkubovén s roztokem kolagenazy (Sigma-Aldrich, Némecko) o
koncentraci 1 mg/ml v poméru 1:1 (v/v) po dobu 45 minut ve vodni lazni pfi teploté

37 °C a rychlém tfepani 180x/min. Digesce kolagendzou byla ukoncena pfidanim

80



roztoku 10 % FBS v PBS v poméru 1:1 (v/v), bunécna suspenze byla prefiltrovana
ptes 500um sitko a centrifugovana 10 minut na 1000xg. Peleta byla opét promyta
chladnym roztokem PBS s 1 % AAS a nésledn¢ resuspendovana v malém objemu
stejné¢ho roztoku. Bunééna suspenze byla navrstvena na gradient Ficoll-Paque (GE
Healthcare, USA) o hustot¢ 1,077 g/ml a centrifugovana 20 minut pti 1000xg.
Oddélené mesenchymalni buiniky byly zrozhrani vrstev vysbirdny Pasteurovou
pipetou, promyty roztokem PBS s 1 % AAS a uloZeny na kulturu. Pro kultivaci bylo
pouzito DMEM médium s nizkym obsahem glukdézy obohaceném o 10 % FBS, 10
mM HEPES, 2 mM Glutamax, 100 U/ml penicilinu a 100 pg/ml streptomycinu (vse
od Sigma-Aldrich, Némecko) v inkubatoru s 5 % CO» atmosférou pii 37°C. Bunky
byly pasédzovany pii 70-80 % konfluenci a pouzity vzdy maximalné do 5. paséze.
Jejich charakter byl v pribéhu experimenti oveéfovan znacCenim specifickych
povrchovych markeri CD44, CD90 a CD105 a jejich detekci priitokovou cytometrii.
Schopnost diferenciace bun¢k na adipocyty, chondrocyty a osteocyty byla testovana
pomoci diferenciacniho kitu Rat Mesenchymal Stem Cell Functional Identification Kit

(RD Systems, USA).

3.3.2.4. Transfekce siRNA do bunék LO
Transfekce siRNA do bunék LO byla provadéna pomoci metod mikroporace a
lipofekce. K optimalizaci transfekce byla pouzita siRNA znafena fluorescencni
znaCkou Cy3 a siRNA proti luciferaze (vSe Thermo Fisher Scientific, USA). Na
zaklad¢ prekryvu se sekvenci genu pro tkanovy faktor byly vybrany tii rizné siRNA
zacilené na tf1 rtizné kodujici useky genu: Silencer® Select siRNA s130189, s130190
a s130191 (Thermo Fisher Scientific, USA), které byly nasledné pouzity k transfekci

za optimalnich podminek a z nichz byla vybrana nejicinngjsi. Na Obrazku V19 (str.
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82) je zobrazena genomickd mapa potkaniho genového transkriptu pro tkanovy faktor

se znazornénim zacileni jednotlivych siRNA.

3.3.2.4.1. Mikroporace

Mikroporace byla provadéna pomoci mikroporatoru Neon™ Transfection
System (Thermo Fisher Scientific, USA) a souvisejicitho pfislusenstvi
v mikroporac¢nich $pi¢kach o objemu 100 pl v transfekénim pufru R dodavaném
vyrobcem dle dostupného navodu (Neon™ Transfection System 100 pL Kit, Thermo
Fisher Scientific, USA). Parametry mikroporace (velikost napéti, pocet a délka pulzii)
byly nejprve optimalizovany podle doporuceni vyrobce (1-3 pulzy o délce 10—40 ms,
napéti v rozsahu 650-1700 V). Nasledn¢ byly dle ucinnosti a s ohledem na viabilitu
LO vybrany nejlepsi z nich, které byly pouzity pro transfekci siRNA proti tkanovému

faktoru v koncentraci 10-600 nM.

Build 6.0 Rat Chr.2: 5130189

nnnnnnn

oo oo oo oo 000 oo 000 oo 000 oo ooo oo [}

Build 6.0 Rat Chr.2: $130190
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25310 ZZ5 3T 223 3% 225 319 225 3T 225 320 Z
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ﬁrm n4A == """ -\
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Obrazek V19: Genomicka mapa transkriptu genu pro tkanovy faktor s vyznacenymi
kodujicimi useky (modré obdélniky) a misty zacileni siRNA (zelené Sipky) S130189, S130190
a S130191  (Thermo  Fisher  Scientific, USA). Dostupné  online na:
https://www.thermofisher.com/order/genome-database/.
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3.3.2.4.2. Lipofekce
Lipofekce byla provadéna za pouziti transfekénich cinidel Lipofectamine
3000, Lipofectamine RNAIMAX, siPORT NeoFX (vse od Thermo Fisher Scientific,
USA), RiboCellin (BioCellChallenge, France) a X-tremeGENE (Sigma-Aldrich,
Némecko). Ruzné koncentrace siRNA (1-100 nM) a lipofekénich cinidel dle
doporuceni vyrobctl byly testovany na primarnich liniich potkanich mesenchymaélnich
kmenovych bun¢k a izolovanych LO. Nejlepsi parametry byly vyhodnoceny na

zakladé ucinnosti transfekce s ohledem na viabilitu bunék.

3.3.2.4.3. Optimalizace transfekce pomoci bioluminiscence

Jednotliva lipofekeni Cinidla byla testovana na potkanich mesenchymalnich
kmenovych buiikach exprimujicich gen pro enzym luciferdzu pomoci siRNA proti
tomuto enzymu (Ambion® Silencer® Firefly Luciferase (GL2 + GL3) Positive
Control siRNA, ThermoFisher Scientific, USA). Luciferaza je oxidoreduktaza
katalyzujici oxidaci pigmentu luciferinu, pii které dochazi k uvolnéni viditelného
svétla, které mizeme detekovat. Pii uspésné transfekci siRNA proti luciferaze do
bunck dochazi k umléeni genu pro luciferdzu a ke sniZzeni miry bioluminiscence po
pridani substratu. Izolované mesenchymalni kmenové buinky byly transfekovany
siRNA proti luciferaze o koncentraci 5-100 nM a umistény do 12jamkové kultivacni
desky (1x10°/jamka). Poté bylo 24, 48 a 72 hodin po transfekci do kazdé jamky
pfidano 10 pl D-luciferinu (30 mg/ml, Sigma-Aldrich, Némecko) a bioluminiscence
byla detekovana na pfistroji IVIS Lumina XR imager (PerkinElmer, USA) s dobou

expozice 1 min.

3.3.2.4.4. Optimalizace transfekce LO pomoci Cy3-siRNA
Rizné podminky transfekce lipofekénim ¢inidlem Lipofectamine RNAIMAX

(Thermo Fisher Scientific, USA) byly testovany pomoci siRNA znacené fluorescen¢ni
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znackou Cy3 (Silencer™ Cy3-labeled Negative Control No. 1 siRNA, Thermo Fisher
Scientific, USA), kterd umoznuje sledovat absorpci siRNA do bunék jednoduse za
pomoci fluorescenéniho mikroskopu. Uginnost transfekce Cy3-siRNA o rizné
koncentraci (10-50 nM) za ptitomnosti rizného mnozstvi transfekéniho agens (1-3
ul) a v rizném transfekénim médiu o rozdilném pH (PBS o pH 8.0 vs OptiMEM
médium o pH 7.2) byla detekovana 24-240 hodin po transfekci Cy3-siRNA pomoci
zobrazovaciho systtmu EVOS (EVOS® FL Auto Imaging System, Thermo Fiher

Scientific, USA) a porovnana s mikroporaci Cy3-siRNA o koncentraci 10-200 nM.

3.3.2.5. Stanoveni exprese tkanového faktoru na irovni mRNA
3.3.2.5.1. Izolace RNA a reverzni transkripce
RNA z purifikovanych potkanich LO byla izolovana pomoci kitu RNeasy Plus
Mini Kit (Qiagen, Némecko), jak bylo popsano v kapitole 3.1.2.5. Koncentrace RNA
byla stanovena pomoci kitu Qubit RNA HS Assay Kit (Life Technologies, USA). RNA
byla ptfepsdna reverzni transkripci do cDNA pomoci kitu High-Capacity RNA-to-
cDNA Kit (Life Technologies, USA) a uskladnéna pti —20 °C az do provedeni genové

expresni analyzy.

3.3.2.5.2. Kvantitativni polymerdzova retézova reakce (qPCR)

Kvantifikace exprese genu pro tkanovy faktor na trovni mRNA v izolovanych
nativnich LO a LO transfekovanych specifickou siRNA proti tkdfiovému faktoru byla
provadéna na Real-Time PCR Systému ViiA™ 7 (Applied Biosystems, USA) s
pouzitim chemikélii TagMan Gene Expression Master Mix a TagMan Gene
Expression Assay (Rn00564925 m1l, Thermo Fisher Scientific, USA) v objemu 20
ul/reakce. Relativni kvantifikace exprese tkanového faktoru byla stanovovana v Case
48 h po izolaci (resp. 24 h po transfekci mikroporaci ¢i lipofekci) a dale a

normalizovana na expresi genu Ppia.
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3.3.2.6. Stanoveni exprese tkanového faktoru na urovni proteinu

3.3.2.6.1. SDS-PAGE a Western Blot

Vzorky izolovanych LO po transfekci siRNA proti tkanovému faktoru a
kontrolni LO po kultivaci v médiu byly zlyzovany v RIPA pufru s inhibitorem protedz
a nasledné rozdéleny pomoci elektroforézy v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti
dodecylsiranu sodného (SDS-PAGE). Pro elektroforézu byl pouzit Laemmli nanaSeci
pufr obsahujici 8 % SDS, 40 % glycerol, 0,02 % bromofenolovou modt, 250 mM Tris
a 20 % 2-merkaptoetanol (vS§echny chemikalie od Sigma-Aldrich, Némecko) o pH 6,8.
Po zahrati na 95°C po dobu 3 minut byly vzorky v pufru naneseny na 15 %
polyakrylamidovy gel a pieblotovany na PVDF membrany (Merck Millipore, USA) s
pouzitim elektroblotteru Pierce G2 (Thermo Fisher Scientific, USA). Membrany byly
blokovany 3 % bovinnim sérovym albuminem (Sigma-Aldrich, Némecko). Primarni
polyklondlni krali¢i protilatka proti tkdnovému faktoru ab151748 (Abcam, UK) byla
pouzita v fedéni 1:1000. Sekundarni kozi anti-krali¢i protilatka IgG konjugovana s
avidin-peroxidazou (Merck Millipore, USA) byla fedéna 1:10000. Pro detekci
chemiluminiscen¢niho signalu byl pouzit substrat SuperSignal West Pico Plus
(Thermo Fisher Scientific, USA). Signal byl zaznamendn pomoci chemi-
luminiscen¢niho a fluorescen¢niho zobrazovaciho systému G:BOX Chemi XRS5

(Syngene, UK).

3.3.2.6.2. ELISA
Ke stanoveni exprese tkanového faktoru na Grovni proteinu metodou ELISA
byl pouzit kit od firmy MyBioSource, Inc. (USA). Byl testovan jednak obsah
tkanového faktoru v izolovanych LO a jednak obsah tkanového faktoru v médiu

béhem kultivace LO (nativnich a transfekovanych siRNA proti tkdfilovému faktoru).
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Mnozstvi proteinu tkdnového faktoru bylo vztazeno na mnozstvi celkového proteinu,

které bylo stanoveno bicinchoninovou metodou.

3.3.2.7. Zobrazeni ischemie jater po transplantaci LO intravitalnim

barvenim patentni mod¥ri V
Pro makroskopické vyhodnoceni rozsahu poruchy prokrveni jater piijemce
zpusobené transplantaci LO do portalni zily byla vyuzita patentni modi V (Bleu
Patenté V, Sodique Guerbet 2,5 %, Francie) tak, jak bylo popsano v kapitole 3.2.2.7.
100 ul barvy bylo natedéno 1:1 fyziologickym roztokem a aplikovano do portélni zily
potkana 2 hodiny po transplantaci 1000 LO nativnich nebo transfekovanych siRNA

proti tkdnovému faktoru. Nasledné byl potizen makroskopicky snimek jater.

3.3.2.8. Zobrazeni ischemie jater po transplantaci LO pomoci MRI
Zobrazovani ischemie jater po transplantaci LO pomoci magnetické rezonance
probihalo na 4,7 T MRI skeneru s rezonatorovou civkou o pruméru 7 cm (Bruker,
Némecko) dle protokolu popsaného v kapitole 3.2.2.8. Potkantim v celkové anestezii
byly podvazany jaterni tepny tak, jak bylo popsano v kapitole 3.2.2.4. Nésledn¢ jim
bylo transplantovdno 1000 LO transfekovanych siRNA proti tkanovému faktoru
mikroporaci ¢i lipofekei (kap. 3.3.2.4.1. a 3.3.2.4.2.) a 2 hodiny poté bylo zahajeno
méfeni magnetickou rezonanci. Objem neprokrvené jaterni tkané byl poté
kvantifikovan dle postupu uvedeného v kapitole 3.2.2.9. na zdkladé¢ snimki

z magnetické rezonance v programu ImagelJ (volné€ dostupny na https.//imagej.net/).

3.3.29. Transplantace LO diabetickym potkaniim
Na zéklad€¢ vysledk optimalizace transfekénich metod mikroporace a
lipofekce byly vybrany nejvhodnéjsi podminky, které byly néasledné pouzity pro

transfekci siRNA proti tkanovému faktoru do bun€k LO. Takto oSetfené LO byly 24
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hodin po transfekci transplantovany do jater dvéma skupindm diabetickych potkanii
v poctu 2 LO/gram véhy ptijemce (skupina D — LO transfekované siRNA mikroporaci
a E — LO transfekované siRNA lipofekcei). Dalsi skupiné diabetickych zvitat (skupina
C) byly transplantovany nativni LO oSetfené pouze mikroporaci bez ptitomnosti
siRNA. Dale byly ptipraveny dvé kontrolni skupiny zvifat — skupina A — transplantace
LO dle standardniho postupu po kultivaci LO ptes noc (viz kapitola 3.2.2.5.) — a
skupina B — transplantace LO ihned po izolaci, ob¢ taktéz v poctu 2 LO/gram vahy
ptijemce (n = 6 v kazdé skuping). Po transplantaci byla sledovana hladina glykémie
ptijemct kazdy druhy den az do ustanoveni normoglykémie a dale 2x tydné po dobu
30 dnti. Po celou dobu byla sledovana také hmotnost potkant. 30 dni po transplantaci

byl pfijemctim proveden intraven6zni glukdézovy tolerancni test (IVGTT).

3.3.2.10. Intravenézni glukézovy toleranéni test IVGTT)

Potkantim po la¢néni pfes noc byl v inhala¢ni anestezii isofluranem aplikovan
roztok 20 % glukézy do ocasni zily (0,25 ml/100g vahy pfijemce) a nasledné byla
méfena glykémie v Case 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 90 a 120 minut. Koeficient asimilace
glukozy Kg byl spocten jako smérnice linearni regrese pribéhu glykémie (Kg >1.2
%/min = normadlni, 0.8< Kg <1.2 %/min = poruSena a Kg <0.8 %/min = diabeticka

odpoveéd).
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3.3.3. VYSLEDKY

3.3.3.1. Optimalizace transfekce siRNA do bunék LO a stanoveni

inhibice exprese tkanového faktoru na irovni mRNA

3.3.3.1.1. Mikroporace

Na zakladé¢ optimalizacnich experiment s fluorescencné¢ znacenou Cy3-
siRNA byly dle ti€innosti a s ohledem na viabilitu LO vybrany nejvhodnéjsi parametry
pro mikroporaci, a to 2 pulsy o délce 30 ms a napéti 950 V. Tyto parametry byly
pouzity pro vSechny nasledujici experimenty. Pomoci tii testovanych siRNA proti
tkanovému faktoru (S130189, S130190 a S130191) v nejvyssi doporucené koncentraci
200 nM se podatilo snizit expresi tkanového faktoru na irovni mRNA 24 hodin po
transfekci na 23,98 + 5,81 %, 32,19 £ 18,48 % a 44,78 + 22,42 % (Obrazek V20, str.
89, vlevo). Pro dalsi experimenty byla vybrana siRNA S130189. Kombinace vSech tii
siRNA (o celkové koncentraci 200nM) vedla ke sniZzeni hladiny mRNA tkanového
faktoru na 24,96 + 5,98 % 24 hodin po transfekci a 46,69 £ 17,31 % 48 hodin po
transfekci, transfekce samotnou siRNA S130189 pfitom vedla ke sniZeni exprese na
23,98 + 5,81 % 24 hodin po transfekci a 45,41 = 9,80 % 48 hodin po transfekci
(Obrazek V20, str. 89, vpravo). Kombinace vSech tii siRNA tedy v tomto pifipadé
nepiispéla ke zvyseni G€innosti inhibice exprese tkanového faktoru, a to ani pfi zvyseni
koncentrace siRNA na 600 nM, kdy doslo ke snizeni exprese tkanového faktoru na

23,86 + 3,14 %. Uvedena data jsou primérem minimalné€ 3 nezavislych experimentt.
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Ucinnost vybranych siRNA proti siRNA 5130189 vs. kombinace S130189

tkafovému faktoru v buiikach LO + 5130190+ S130191
70 44,78 70 16,69
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po transfekci siRNA

hladina mRNA tkéfového faktoru (%)
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hladina mRNA tkanového faktoru (%)

M 200 nM $130189
B 200 nM 5130189 + 5130190 + 5130191
B 600 nM $130189 + 5130190 + S$130191

200nM 5130189 200nM 5130190 200nM 5130191

Obrazek V20: Inhibice exprese tkanového faktoru v buitkaich LO mikroporaci vybranych
siRNA. Vlevo: Porovnani ucinnosti inhibice exprese tkanového faktoru tii riznych siRNA
(S130189, S130190 a S130191) v bunkkach LO 24 hodin po transfekci 200 nM siRNA
mikroporaci. Vprave: Porovnani G¢innosti inhibice exprese tkanového faktoru nejucinnéjsi
siRNA (S130189) a kombinaci vsech tii siRNA 24 a 48 hodin po transfekci mikroporaci. Data
jsou zobrazena jako pramér tii nezavislych experimenta.

Na Obrazku V21 je zobrazena zavislost inhibice exprese tkanového faktoru
na koncentraci pouzité siRNA (S130189) v rozmezi koncentraci 1-200 nM. Data jsou

primérem ze dvou nezavislych experiment.

Vliv koncentrace siRNA na inhibici exprese
tkanového faktoru
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Obrazek V21: Vliv koncentrace siRNA S130189 na inhibici exprese tkanového faktoru
v bunikach LO 24 hodin po transfekci mikroporaci. Data ukazuji procentualni obsah mRNA
pro tkanovy faktor ve vzorku vzhledem ke kontrole a jsou primérem dvou nezavislych
experimentd.
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3.3.3.1.2. Lipofekce

Na zédkladé optimalizacnich experiment s fluorescenéné znacenou Cy3-
siRNA a experimentl na potkanich mesenchymalnich kmenovych builkéach
exprimujicich gen pro enzym luciferdzu bylo vybrano transfekéni cinidlo
Lipofectamine RNAIMAX, které vykazovalo nejvyssi u€innost transfekce jiz po 24
hodinach. Nejucinnéjsi koncentrace v naSem experimentu byla 50 nM. Na Obrazku
V22 (str. 91) jsou zobrazeny snimky bioluminiscence mesenchymélnich kmenovych
bun¢k exprimujicich luciferdzu po pfidani substratu luciferinu 24, 48 a 72 hodin po
transfekci siRNA proti luciferaze. Z obrazku je patrné, ze 50 nM koncentrace siRNA
je zcela dostateCna pro inhibici genové exprese v mesenchymalnich kmenovych
bunkach a jeji efekt trvd minimalné tfi dny. Zaroven se jednd o maximalni
doporuc¢enou koncentraci siRNA pii pouziti lipofekéniho cinidla Lipofectamine

RNAIMAX.
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Obrazek V22: Porovnani ucinnosti lipofek¢nich ¢inidel Lipofectamine 3000, Lipofectamine
RNAIMAX a X-tremeGENE v transfekci potkanich mesenchymalnich kmenovych bungk
exprimujicich gen pro luciferdzu. Uinnost transfekce za pfitomnosti riizné koncentrace
siRNA proti luciferaze (0-100 nM) byla detekovana pomoci bioluminiscence 24, 48 a 72
hodin po transfekci.
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Béhem optimalizacnich experimentii byl také testovan vliv transfekéniho
média a jeho pH, tedy prostedi, v jakém transfekce probihd, na jeji GCinnost. Na
Obrazku V23 (str. 92) je zndzornéno srovnani ucinnosti inhibice exprese tkanového
faktoru na urovni mRNA po transfekci lipofekénim cinidlem Lipofectamine
RNAIMAX siRNA o koncentraci 50 nM v PBS o pH 8,0, dale v Opti-MEM médiu o
pH 7,2 a nakonec transfekce samotnou siRNA bez transfekéniho agens v kultivaénim
médiu o pH 7,4 v Case 24, 48 a 72 hodin po transfekci. Z vysledku je patrné, ze v nasem
experimentalni uspotadani nehraje transfekéni médium ani pH v tomto rozmezi

z hlediska u¢innosti transfekce zasadni roli.

Vliv transfekéniho média na transfekci siRNA do bunék LO
lipofekei
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Obrazek V23: Porovnani Gc¢innosti transfekce 50 nM siRNA proti tkanovému faktoru do
bunék LO lipofekei v rizném transfekénim prostiedi 24, 48 a 72 hodin po transfekci. Hodnoty
v % vici netransfekované kontrole ukazuji primér ze dvou nezévislych experimenti.
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Nejlepsich vysledkl inhibice exprese tkdnového faktoru lipofekénim ¢inidlem
Lipofectamine RNAIMAX na urovni mRNA bylo dosazeno lipofekei 50 nM siRNA
v Opti-MEM médiu o pH 7,2 24 hodin po transfekci, kdy bylo dosazeno snizeni
hladiny mRNA na 23,12 + 3,27 % (Obrazek V23, str. 91). 48 hodin po transfekci pak
hladina mRNA pro tkanovy faktor dosahovala 35,15 + 7,35 % a 72 hodin po transfekci
28,03 £ 5,72 %. Tyto vysledky jsou zcela srovnatelné s lipofekci siRNA v PBS o pH
8,0, kdy bylo 24, 48 a 72 hodin po transfekci dosazeno snizeni hladiny mRNA pro
tkanovy faktor na 24,76 + 4,10 %, 29,12 + 6,53 % a 24,97 = 4,91 % oproti kontrole.
Inkubaci LO se samotnou siRNA bez transfekéniho ¢inidla bylo dosazeno poklesu
hladiny mRNA pro tkanovy faktor na 59,12 = 7,35 % 24 hodin, 56,65 + 10,49 % 48

hodin a 51,03 £5,71 % 72 hodin po transfekci.

3.3.3.1.3. Optimalizace transfekce LO pomoci Cy3-siRNA

Pomoci fluorescencné znacené Cy3-siRNA byla ovéfena a porovnana ti¢innost
ruznych transfekénich podminek lipofekce a mikroporace. Na Obrazku V24 (str. 94)
je zobrazena fluorescence LO transfekovanych Cy3-siRNA za vybranych podminek
lipofekei a mikroporaci v ¢ase 24 hodin po transfekci ve srovnani s kontrolou bez
transfekéniho ¢inidla/mikroporace. Pro lipofekci byla zvolena koncentrace Cy3-
siRNA 50 nM v kombinaci s lipofekénim cinidlem Lipofectamine RNAIMAX
v mnozstvi 2 ul/100 pl reakéni smési v Opti-MEM médiu o pH 7,2. Pro mikroporaci
pristrojem Neon (Thermo Fisher Scientific) byla pouzita koncentrace Cy3-siRNA 200
nM v pufru R dodavaném vyrobcem za pouziti 2 pulzi o délce 30 ms a napéti 950 V.
Na obrazku je vidét silné fluorescence ostriivkil transfekovanych Cy3-siRNA lipofekei
a mikroporaci ve srovnani s kontrolou. Nejvyssi fluorescence dosahovaly ostrivky po
mikroporaci siRNA v maximdlni koncentraci 200 nM, coz odpovidd 4x vyssi

koncentraci siRNA pouzité pti transfekci touto metodou nez pii lipofekei.
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Obrazek V24: Fluorescence izolovanych potkanich LO po transfekci Cy3-siRNA bez
transfekéniho Cinidla (nahotfe, koncentrace 100 nM), lipofekci Cinidlem Lipofectamine
RNAIMAX (uprostied, koncentrace 50 nM) a mikroporaci (dole, koncentrace 200 nM). Fotky
LO ve fazovém rozhrani — vlevo, fluorescence — uprostfed a kombinovany snimek — vpravo.
Meftitko = 400 pm.

3.3.3.2. Stanoveni exprese tkanového faktoru na urovni proteinu

Kvalitativné byl obsah proteinu tkdnového faktoru v bunkdch LO béhem
kultivace a po transfekci siRNA stanoven metodou Western Blot (Obrazek V25, str.
95). Z obrazki je patrné, Ze po izolaci LO je obsah tkanového faktoru v bunkach LO
minimalni a postupné¢ dochéazi ke zvySovani jeho mnozstvi. Po transfekci naopak
dochazi k postupnému snizovani mnozstvi proteinu tkanového faktoru v buiikach LO,
coz je nejvice znatelné 72 hodin po transfekci. Kvili obecné nizkému mnozstvi
tkanového faktoru v bunikach LO je nicméné Western Blot nevhodny pro kvantitativni

vyhodnoceni zmén v jeho expresi.
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Obrazek V25: Stanoveni exprese tkanového faktoru na urovni proteinu v izolovanych
LO metodou Western blot. A — Exprese tkaniového faktoru v izolovanych LO 24, 48 a 72
hodin po transfekci 100 a 200 nM siRNA mikroporaci ve srovnani s nativnimi LO
kultivovanymi po dobu 0—144 hodin. B — Exprese tkanového faktoru v izolovanych LO 24, 48
a 72 hodin po transfekci 50 nM siRNA lipofekci ve srovnani s nativnimi LO kultivovanymi
po dobu 24—72 hodin.

Metodou ELISA byl stanoven obsah proteinu tkanového faktoru v nativnich
LO a LO transfekovanych 200 nM siRNA mikroporaci (Obrazek V26, str. 96), stejné
jako obsah proteinu tkanového faktoru v kultivaénim médiu, ve kterém byly nativni ¢i
transfekované LO kultivovany (Obrazek V27, str. 96). 24, 48 a 72 hodin po transfekci
LO 200 nM siRNA mikroporaci, coZ odpovidd dob¢ kultivace 48, 72 a 96 hodin, byl
naméfen obsah proteinu tkanového faktoru v LO 0,127 + 0,00187 pg, 0,121 + 0,00281
pga 0,126 + 0,00231 pg na 1 pg proteinu. V nativnich LO kultivovanych po dobu 48,
72 a 96 hodin bylo namétfeno 0,159 + 0,00053 pg, 0,154 £ 0,00042 pg a 0,189 +

0,00237 pgna 1 1 ug proteinu.
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Obrazek V26: Mnozstvi proteinu tkanového faktoru v nativnich LO a LO transfekovanych
200 nM siRNA mikroporaci stanovené metodou ELISA a vztazené na mnozstvi celkového
proteinu. Data jsou primérem ze dvou nezavislych experimentt.
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Obrazek V27: Koncentrace proteinu tkanového faktoru v kultivacnim médiu béhem kultivace
nativnich LO a LO transfekovanych 200 nM siRNA mikroporaci stanovena metodou ELISA.
Data jsou primeérem ze tii nezavislych experimenta.

V kultivacnim médiu s transfekovanymi LO byla detekovana koncentrace

tkanového faktoru 60,04 + 6,72 pg/ml 24 hodin, 63,73 + 8,35 pg/ml 48 hodin a 68,09

+ 13,82 pg/ml 72 hodin po transfekci 200 nM siRNA mikroporaci. V odpovidajicich
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kontrolach, tedy v médiu s nativnimi LO kultivovanymi po dobu 48, 72 a 96 hodin,
byla naméfena koncentrace proteinu tkanového faktoru 78,09 + 2,34 pg/ml, 95,48 +

10,05 pg/ml a 123,10 + 5,43 pg/ml.

3.3.3.3. Zobrazeni ischemie jater po transplantaci LO intravitalnim

barvenim patentni mod¥ri V
Aplikaci patentni modii V, intravitalniho kontrastniho barviva, do portalniho
feCisté potkand 2 hodiny po transplantaci 1000 LO byl makroskopicky zobrazen
rozsah ischemie jater zplisobeny mechanickou obstrukci v kombinaci s nespecifickou
zanétlivou reakci IBMIR. Z vysledk je ziejmé, ze transplantace LO transfekovanych
siRNA proti tkdnovému faktoru vede ke vzniku vyrazn€¢ mensiho rozsahu

neperfundovanych oblasti ve srovnani s transplantaci nativnich LO (Obrazek V28).

Obrazek V28: Zobrazeni ischemickych oblasti jater potkanil intravitalni kontrastni barvou
(patentni modf V) 2 hodiny po transplantaci nativnich LO (A) a LO transfekovanych siRNA
proti tkaniovému faktoru mikroporaci (B) a lipofekci (C).

3.3.3.4. Zobrazeni ischemie jater po transplantaci LO pomoci MRI
Kvantifikace rozsahu ischemie jater 2 hodiny po transplantaci 1000 LO

s podvazem jaternich tepen pomoci MRI s kontrastni latkou prokazala vyrazné sniZzeni
objemu neperfundované tkané po transplantaci LO transfekovanych siRNA proti
tkanovému faktoru. Neprokrvené oblasti zobrazené pomoci MRI pfitom dobie

korelovaly s nekrotickymi 1ézemi, které bylo mozné pozorovat ve stejnych mistech o
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dva dny pozdéji. Zatimco po transplantaci nativnich LO ischemické oblasti v jatrech
zaujimaly pfiblizné 28,1 %, po transplantaci LO transfekovanych siRNA proti
tkanovému faktoru mikroporaci to bylo jen 11,3 %. To by pfitom odpovidalo rozsahu
ischemie po transplantaci jen cca 250 nativnich LO (Obrazek V17, str. 70). Po
transfekci LO siRNA lipofekci byly dokonce ischemické 1éze v jatrech tak malé a
rozptylené, Ze nebylo mozné je pomoci MRI spolehlivé kvantifikovat. Inhibice
exprese tkanového faktoru tedy pravdépodobné zabranuje rozsahlé koagulaci
v portalnim fecisti po aplikaci LO a ma tak vyznamny vliv na vznik ischemickych
oblasti v jatrech. Porovnani snimkt z magnetické rezonance 2 hodiny po transplantaci
nativnich LO a LO transfekovanych siRNA proti tkdnovému faktoru mikroporaci a

lipofekei a nekrotickych oblasti 2 dny poté je zndzornéno na Obrazku V29 (str. 99).

98



Obrazek V29: Snimky zmagnetické rezonance 2 hodiny po transplantaci (vlevo) a
makroskopické snimky jater potkani (vpravo) 2 dny po transplantaci LO nativnich (A),
transfekovanych siRNA proti tkanlovému faktoru mikroporaci (B) a lipofekci (C).
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3.3.3.5. Transplantace LO diabetickym potkanim a IVGTT
Izolované nativni LO, LO po transfekci siRNA proti tkanovému faktoru
mikroporaci a lipofekci a LO osetfené pouze mikroporaci bez ptitomnosti siRNA byly
transplantovany péti skupindm diabetickych potkand. Souhrnny Obrazek V30
zobrazuje prib¢h glykémie potkanti béhem experimentu ve v§ech skupinach, Obrazek
V31 (str. 101) pak ukazuje logické porovnani jednotlivych experimentélnich skupin.

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

Obrazek V30: Prubch glykémie potkani po transplantaci LO v jednotlivych kupindch. Data
jsou znazornéna jako prumér zhodnot ve skupiné £ smérodatna odchylka. Tx LO —
transplantace Langerhansovych ostrivkd, anti-TF siRNA — siRNA proti tkaniovému faktoru.
Mann-Whitney U test prokazal statisticky vyznamny rozdil mezi skupinami D a E na tirovni
*p=0.0219. Rozdil mezi ostatnimi experimentalnimi skupinami neni signifikantni.
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Pribéh glykémie po transplantaci LO v jednotlivych skupinach
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Obrazek V31: Pribéh glykémie potkanii po transplantaci LO v jednotlivych skupinach. Data
jsou zndzornéna jako prumér z hodnot ve skupin€ + smerodatna odchylka (vlevo) nebo pouze
pramér (vpravo). Tx LO — transplantace LO, anti-TF siRNA — siRNA proti tkaniovému faktoru.
A — Srovnani Tx LO po mikroporaci & anti-TF siRNA vs. Tx nativnich LO. B — Srovnani Tx
LO po lipofekci + anti-TF siRNA vs. Tx nativnich LO. C — Srovnani Tx nativnich LO ihned
po izolaci a pokultivaci ptfes noc. D — Srovnani Tx LO po mikroporaci + anti-TF siRNA vs.
Tx LO po lipofekci + anti-TF siRNA. Mann-Whitney U test prokazal statisticky vyznamny
rozdil mezi skupinami D a E na Grovni *p=0.0219. Rozdil mezi ostatnimi experimentalnimi
skupinami neni signifikantni.
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Z prabéhu glykémie je patrné, ze transplantace 2 LO na 1 g vahy piijemce
standardni metodou, tzn. po kultivaci pies noc (Skupina A), vedla k vyléceni diabetu
a navozeni stabilni normoglykémie, kterd nastala u nékterych zvifat 8. den po
transplantaci, u vSech zvitat ve skupin¢ pak do 14 dnti. Skupina B, ktera predstavuje
teoreticky transplantaci LO bez pfitomnosti tkanového faktoru, méla za nasledek velmi
rychly pokles glykémie a nastup normoglykémie u vSech zvifat ve skupiné nastal do 8
dnl po transplantaci. Pfi tomto postupu neni vyjimecné, kdyz individudlni zvite
dosahne normoglykémie jiz druhy den po transplantaci, v nasem piipadé to bylo jedno
zvite a dals$i dvé meéla glykémii pod 10 mmol/l. Transplantace LO transfekovanych
siRNA proti tkdnovému faktoru lipofekei (Skupina E) dosédhla taktéz velmi dobrych
vysledkl a néastup normoglykémie u vSech zvifat ve skupiné nastal, stejn¢ jako ve
Skupiné B, jiz 8. den po transplantaci. Naopak pouziti mikroporace, at uz
v pritomnosti siRNA (Skupina D) nebo bez ni (Skupina C), nevedlo k vyléCeni diabetu
a nastoleni normoglykémie u vSech zvitat ani po 30 dnech. Ve skupiné¢ C dosédhla
zvitata pfechodné normoglykémie 27. den po transplantaci, avSak po glukdzové zatézi
béhem IVGTT 30. den po transplantaci LO doslo znovu k jejimu zvySeni. Z vysledki
IVGTT (Tabulka 2, str. 103) navic vyplyva, ze pouziti siRNA jesté zhorSilo negativni
efekt samotné mikroporace. Zatimco transplantace LO transfekovanych siRNA
lipofekci vylécila vSechna zvitata ve skupinég stejn€ dobfe jako transplantace nativnich
LO a koeficient asimilace glukozy Kg dosahoval v této skupiné dokonce nejvyssich
hodnot ze vSech, transplantace LO oSetfenych mikroporaci bez pfitomnosti siRNA
vedla k stabilnim, avSak diabetickym hodnotdm glykémie a porusené asimilaci
glukdzy u 4 ze 6 zvitat, a transplantace LO po mikroporaci v pfitomnosti siRNA proti
tkanovému faktoru dokonce vedla k porusené asimilaci glukozy u jedné poloviny a

diabetické odpovédi u druhé poloviny zvitat, Zddné zvife tedy nebylo vyléceno.
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Tabulka 2: Vysledky IVGTT v jednotlivych skupinach 30 dni po transplantaci LO.

Vysledky IVGTT v jednotlivych skupinach
A B C D E

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

A vs. D **p=0.0038, B vs. D ****p<0.0001, D vs. E **p=0.0099 dle Brown-Forsythova a
Welchova ANOVA testu. Ostatni ns.

Relativni vahovy pfiristek potkani v jednotlivych skupinach v pribéhu
experimentu je zobrazen na Obrazku V32 (str. 104) a dobie koreluje s pritbéhem
glykémii a vysledky IVGTT. Zatimco potkani po transplantaci LO oSetienych
mikroporaci v pfitomnosti siRNA dopadla nejhtite ze vSech, potkani po transplantaci
LO transfekovanych siRNA proti tkanovému faktoru lipofekci (Skupina E) doséhli
dokonce vysSiho védhového pfirGstku neZ potkani po transplantaci nativnich LO
(Skupina A a B) ¢i zdrava kontrola. To své€d¢i o velmi dobrém pieZivani a funkci takto
oSetfenych LO a moZném benefitu kratkodobého potlaceni exprese tkanového faktoru
v piihojeni a funkci LO ve srovnani s transplantaci dle bézného postupu. Naopak
technika mikroporace ostrivky poskozuje a zhorSuje funkci a pirezivani Stépu.
Transfekce siRNA proti tkdnovému faktoru do bunék LO touto metodou nevede
k navozeni normoglykémie a vyléceni zvitat po transplantaci, naopak vede k jejich

hor$imu prospivani.
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Primérny vahovy priristek po Tx v jednotlivych skupinach
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Obrazek V32: Relativni vahovy pfirGstek potkant v jednotlivych skupinach v prabéhu
experimentu. Skupina A — Tx LO po kultivaci ptes noc, Skupina B — Tx LO ihned po izolaci,
Skupina C — Tx LO po mikroporaci bez siRNA, Skupina D — Tx LO po transfekci siRNA
mikroporaci, Skupina E — Tx LO po transfekci siRNA lipofekei.
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3.34. DISKUZE

Inhibice exprese tkanového faktoru pomoci RNA interference predstavuje
novy zpisob ovlivnéni nespecifické zanétlivé reakce IBMIR, kterd zpusobuje
vyznamnou ztratu ostrivka v kratkém cCase po transplantaci a vyraznou mérou tak
ptispiva k nedostate¢né ucinnosti transplantace LO jakozto 1é¢ebné metody. Kratké
umeéle pripravené molekuly siRNA jsou transfekovany do bun¢k LO, kde se specificky
vazou na mRNA daného genu a zptsobuji tak jeho umlceni. V nasich experimentech
se potvrdilo, Ze pravé transfekce mize hrat v dosazeni cile zasadni roli. Pro transfekci
jsme zvolili metodu mikroporace a lipofekce, nebot’ ob¢ tyto metody jsou v nasi
laboratoti dobfe zavedené a obé byly opakované popsany v literatute v souvislosti s
experimenty zahrnujicimi LO.

Na zédklad¢ optimalizacnich experimentli s mesenchymalnimi kmenovymi
bunkami exprimujicimi luciferdzu s vyuzitim siRNA proti luciferazovému genu a
experimentl s izolovanymi LO transfekovanymi fluorescencné znacenou Cy3-siRNA
byly vybrany nejvhodnéjsi podminky, pfi kterych byla transfekce dostate¢né uc¢inné a
zaroven nebyla zasadné snizena viabilita bunék. Tyto podminky byly nasledné pouzity
pro transfekci LO tfemi riaznymi molekulami siRNA (S130189, S130190 a S130191)
zacilenymi proti riznym ¢astem molekuly tkanového faktoru. VSechny tyto molekuly
dokézaly vyznamné sniZit hladinu mRNA genu pro tkanovy faktor 24 1 48 hodin po
transfekci, a to v ptipad¢ obou pouzitych transfekénich metod. Jako nejucinnéjsi byla
vybrana molekula siRNA S130189, pomoci niz bylo dosaZzeno snizeni mRNA genu
pro tkdnovy faktor na 23 % plivodniho mnozstvi a ktera byla déle pouzita pro vSechny
nasledujici experimenty. ZvySeni u¢innosti transfekce nebylo dosazeno ani pii pouZiti
kombinace vSech tii molekul siRNA pii soucasném zvyseni koncentrace, coz dokazuje

existenci ur¢itého maxima koncentrace siRNA, pfi jehoZ dosaZeni jiz nelze zvysit
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ucinnost transfekce dal$im zvySovanim koncentrace siRNA. Toto maximum je pfitom
rizné pro kazdou transfekéni metodu. Ze vSech testovanych lipofek¢nich ¢inidel bylo
jako nejucinngj$i vybrano transfekéni cinidlo Lipofectamine RNAIMAX pfi
koncentraci siRNA 50nM, v pfipad¢ mikroporace byly vybrany transfekéni parametry
se dvéma elektrickymi pulzy o délce 20 ms a napéti 950 V pti koncentraci siRNA 200
nM. Transfekce v obou ptipadech vedla k vysoce t¢innému dopraveni molekul siRNA
do bunék (mesenchymalnich bunék i bun¢k LO) pfi sou¢asném minimalnim snizeni
jejich viability. V ptfipadé mikroporace bylo mozné pozorovat 24 h po transfekci
poskozeni nékterych LO (ptfedevsim téch vétsich) pravdépodobné v disledku naruseni
integrity LO elektrickymi impulzy, které vedlo k rozpadu téchto LO na mensi
fragmenty a jejich postupnému zaniku. Pfeziv§i ostrivky nicméné vykazovaly
viabilitu srovnatelnou s kontrolnimi ostrivky a testy GSIS 48 h po transfekci
prokézaly zachovanou funkci inzulinové sekrece. Ostriivky oSetfené lipofekci naopak
dokonce vykazovaly lepsi viabilitu nez kontrolni LO.

Za pouziti obou transfekénich metod bylo dosazeno vysoké a v obou ptipadech
obdobné miry inhibice exprese tkanového faktoru, ktera byla na Grovni mRNA
nejvyssi 24 h po transfekei (77 % v ptipadé lipofekce a 76 % v piipad€ mikroporace)
a na urovni proteinu 72 h po transfekci. Pomoci metody ELISA bylo prokazano 1
sniZeni obsahu tkanového faktoru v médiu beéhem kultivace ostrivki transfekovanych
siRNA, coZ dokazuje sniZeni exprese solubilni formy tkanového faktoru, ktera je do
okoli vyplavovana exocytdzou spole¢né s granuly inzulinu a glukagonu.

LO transfekované siRNA proti tkanovému faktoru byly transplantovany
potkaniim a nasledn¢ byl stanoven rozsah ischemie jater. Po aplikaci patentni modii V
bylo patrné vyrazné snizeni velikosti neperfundovanych oblasti jater po transplantaci

LO ve srovnani snativnimi ostravky, které bylo jeste¢ vyznamnéjsi u LO
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transfekovanych siRNA lipofekci. Stejné zjiSténi potvrdila i kvantifikace rozsahu
ischemie jater pomoci MRI, kde z ptivodnich 28 % ischemické tkan€ po transplantaci
nativnich LO byla u skupiny LO transfekovanych siRNA mikroporaci ischemie
snizena na méné nez 11 % objemu jater a u LO transfekovanych siRNA lipofekei
nebyly dokonce zaznamenany zadné ohrani¢nené ischemické oblasti, které by bylo
mozné kvantifikovat, ale pouze malé difuzni oblasti se snizenou intenzitou kontrastu.
To potvrzuje nasi hypotézu, ze snizeni mnozstvi tkanového faktoru v LO vede ke
snizeni intenzity IMBIR a tim padem ke vzniku menSich ischemickych oblasti
v jatrech po transplantaci LO.

Pro potvrzeni uc¢innosti této metody in vivo byly LO v poslednim kroce
transplantovany diabetickym potkanim, u nichz byl nasledné sledovan pribéh
glykémie a vaha. Na konci experimentu (cca 30 dni po transplantaci LO) byl u vSech
potkant proveden IVGTT. Skupina potkant po transplantaci LO transfekovanych
siRNA mikroporaci nebo lipofekci byla porovnana se skupinou po transplantaci
nativnich LO po kultivaci pies noc. Tato skupina predstavuje béznou laboratorni praxi
jak u potkant, tak i v pfipadé transplantace LO u lidi, kdy se z ¢asovych a logistickych
divodl izolované ostriivky v prevazné vétsiné pripadd ukladaji na kulturu a
transplantuji druhy den po izolaci. DalSi kontrolni skupinou byli potkani po
transplantaci LO oSetfenych mikroporaci bez ptitomnosti siRNA a posledni kontrolni
skupinou pak potkani po transplantaci LO ihned po izolaci. Tato skupina je dulezita,
nebot’ predstavuje idedlni stav transplantace v ¢ase minimalni exprese tkanového
faktoru. To vyplyvd znaSich vysledkii kvantifikace genové exprese i z vysledkl
kvantifikace proteinu tkdnového faktoru v LO ihned po izolaci (Obrazek V10, str. 49

a Obrazek V25, str. 95). Tohoto stavu lze vSak v bézné praxi z diivodu Casové
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narocnosti transportu a piipravy piijemce k transplantaci dosdhnout jen ve
vyjimec¢nych ptipadech.

Z vysledki transplantace LO diabetickym potkanim je patrné, Ze mikroporace
negativné ovliviluje pfezivani a funkci LO in vivo a jedna se tedy o nevhodnou metodu
pro pouziti v izolovanych potkanich LO urcenych k transplantaci. Zatimco hodnoty
glykémie po transplantaci LO ve skupinach po mikroporaci si bez siRNA znaci
castecnou kompenzaci diabetu, dle hodnot IVGTT je jasné, Ze siRNA proti tkanovému
faktoru jeste¢ dale vyznamné zhorSuje negativni vliv samotné mikroporace, kdy ve
skupiné LO po mikroporaci siRNA nebylo vyléceno zadné zvite, 3 potkani ze 6 byli
diabeti¢ti a 3 vykazovali porusenou asimilaci glukozy, zatimco ve skupiné¢ LO po
mikroporaci bez siRNA byli dva potkani vyléceni a zbytek mél porusenou asimilaci
glukézy. Ve vsech ostatnich skupinach byla vylééena vSechna zvirata, coz doklada
vyznamny rozdil mezi U¢innosti mikroporace a lipofekce, kde vysledky IVGTT
dosahovaly dokonce vyssich hodnot nez v obou kontrolnich skupinach s nativnimi
ostravky. Tomu odpovida i relativni vahovy piirastek zvitat v jednotlivych skupinach
v pribéhu experimentu, kdy potkani v obou skupinach po mikroporaci prospivali
nejhufe, zatimco potkani sLO transfekovanymi siRNA lipofekci a sLO
transplantovanymi ihned po izolaci dosahli vy$siho véhového pfirtistku nez zdrava
kontrola, pfi¢emz skupina po lipofekci dopadla zdaleka nejlépe.

Zavérem lze fici, ze se nam podafilo pomoci metody lipofekce docilit
vyznamného sniZzeni exprese tkdnového faktoru pii soucasném zachovani dobré
viability a funkce ostrvkd in vitro a in vivo a jejich transplantace diabetickym
potkanim vedla k rychlému a kompletnimu vyléceni vSech zvifat ve skupiné. K
dosazeni normoglykémie ptitom doslo diive nez v kontrolni skupiné transplantace

nativich ostrivkid po kultivaci pies noc, kterd odrdzi podminky pfi transplantaci LO
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v bézné laboratorni praxi. Vysledky ve skupiné po transplantaci LO transfekovanych
siRNA proti tkadnovému faktoru lipofekci byly srovnatelné se skupinou po
transplantaci LO ihned po izolaci, tedy ve skupiné, kde predpokladame praktickou
absenci proteinu tkanového faktoru v bunkdch LO. Naopak metoda mikroporace se
ukdzala v naSem experimentalnim usporadani jako naprosto nevhodna s vyznamnym
negativnim ucinkem na pfezivani a funkci LO po transplantaci. Pfitomnost siRNA
proti tkanovému faktoru pfitom tento negativni vliv jest¢ dale vyrazné zhorsila, coz

vedlo k celkovému selhani 1écby diabetickych potkanti.

3.3.5. ZAVER

V této studii jsme pouzili metody mikroporace a lipofekce k transfekci siRNA
proti tkanovému faktoru do bunék izolovanych potkanich LO za ucelem potlaceni
exprese proteinu tkanového faktoru a snizeni intenzity nespecifické zanétlivé reakce
IBMIR po transplantaci LO do jater potkant. V obou piipadech bylo docileno
vyznamného sniZeni exprese tkdnového faktoru na Grovni mRNA a proteinu pfi
souCasném zachovani viability a funkce LO in vitro. Po transplantaci LO do jater
potkani bylo zjisténo vyznamné snizeni objemu neperfundované tkané, které bylo
jeste vyrazngjsi pii pouziti lipofekce. Po transplantaci LO transfekovanych siRNA
proti tkanovému faktoru lipofekci doSlo z rychlému a kompletnimu vyléceni vSech
potkant ve skuping, kteti prospivali dokonce Iépe nez zvirata v kontrolnich skupinach.
Naopak po transplantaci LO transfekovanychnych siRNA proti tkanovému faktoru
mikroporaci nedo$lo k vyléceni Zadného ze zvifat, coz znaci, Ze tato metoda ma
negativni vliv na pfezivani a funkci LO po transplantaci a neni tedy pro toto pouziti

vhodna.
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4. SOUHRNNA DISKUZE K EXPERIMENTALNI CASTI PRACE

Lécba diabetu mellitu 1. typu je v souCasné dobé zaloZena na frekventni
injek¢ni aplikaci inzulinu v kombinaci s méfenim glykemie v krvi ¢i kontinudlnim
méienim koncentrace glukézy v podkozi. Ve srovnani s minulosti neznamena dnes jiz
diagnoza diabetu mellitu 1. typu pifimé ohrozeni Zivota a soucasna standardni 1écba
nabizi vétsiné pacientii pomérne dobré vyhlidky na kvalitni zivot do pokrocilého veéku,
pozdnim organovym komplikacim, jako je diabeticka retinopatie, nefropatie,
neuropatie a makroangiopatie, v§ak nezabrani. Stale se jedna o 1é¢bu symptomatickou
a ne kauzdlni. Tu pfedstavuje v dnesni dobé pouze transplantace inzulin produkujici
tkané, ktera jako jedina 1éCebnd metoda obnovuje endogenni sekreci inzulinu a diky
soubézné imunosupresivni 1écbé inhibuje autoimunitni inzulitidu. Prakticky tak
umozinuje pacientim s diabetem 1. typu dosdhnout dlouhodobé nezavislosti na aplikaci

inzulinu.

Transplantace LO jakozto alternativa k celoorganové transplantaci pankreatu
byla u ¢lovéka poprvé provedena v roce 1980 Davidem E. Sutherlandem (D. E.
Sutherland et al., 1980) a do klinické praxe se vyznamné rozsifila po zavedeni
Edmontonského protokolu v roce 2000 (Shapiro A. M. et al., 2000). I pfes mnohalety
vyzkum zaméfeny na vylepSeni této metody se transplantace LO stile potykd s
nékterymi nedostatky, které brani jejimu dalSimu rozsiteni. Hlavnim limitem na strané
nabidky je omezeny pocet organti od kadaverdznich dérct, na ktery navazuje ztrita
podstatné ¢asti Sté€pu pii izolaci ostrivkil a nizka efektivita pfihojeni §t€épu v portalnim
fecisti ptijemce v dusledku nespecifického zanétu a lokalizované hyperkoagulace
(IBMIR). V porovnani s organovou transplantaci pankreatu se tak typicky ptihoji cca

jedna Ctvrtina ostravk.
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Tato prace se vénuje moznosti zlepSeni u€¢innosti metody transplantace LO v
poslednim ze jmenovanych tuskali, a to ztraty ostrivkll v asném posttransplantaénim
obdobi v disledku nespecifické zanétlivé reakce IBMIR, ke které dochazi ihned po
kontaktu transplantované tkan¢ s krvi piijemce. Béhem této reakce dochazi k aktivaci
koagulacéni kaskady tzv. vnéjsi cestou, k aktivaci komplementu, agregaci trombocytl
a infiltraci leukocytl do Stépu. Vysledkem je vznik trombu a zniceni az 60 %
transplantovanych ostrivkll v kratkém c¢ase po transplantaci. Jednim z ustfednich
spoustéct IBMIR je molekula tkaiiového faktoru a jednim z hlavnich projevii IBMIR
je vznik trombu kolem ostiivkll zachycenych v terminalnim vétveni portalni zily. V
této praci jsme se zaméfili na kratkodobé snizeni mnozstvi tkanového faktoru na
povrchu bunék LO a na vyvoj metody umoziujici monitorovat zménu velikosti
trombu, ktery vznikd po transplantaci osSetienych ostrivkd (se snizenou expresi
tkanového faktoru) v porovnani s nativnimi. Predpokladali jsme, ze velikost trombu
vyznamné zvétsuje rozsah poruchy perfuze jaterni tkan€ distaln€ od transplantovanych
ostravkil a soucasné prodluzuje revaskularizaci $tépu. Na zakladé predchozich pokust
(nepublikované vysledky) s polymernimi kuliCkami (@150 pum, potaZené versus
nepotazené heparinem) implantovanymi do portalniho fecisté¢ bylo mozné ocekavat,
ze samotna mechanicka obstrukce fecisté¢ zplisobi vyznamné mensi poruchu perfiuze

neZ obstrukce zpiisobena stejnym téliskem v kombinaci s okolni trombdzou.

V poslednich 20 letech byla publikovéana tfada studii zaméfenych na potlaceni
IBMIR rtiznymi zptsoby od systémového podani antikoagulancii, 1€ki proti aktivaci
komplementu az po kultivaci ostrivka s inhibitory tkédniového faktoru nebo obaleni
ostruvkl napf. v heparinu, ale Zadny z nich nebyl kratkodoby, dostatecné u€inny a bez
vyznamného rizika krvaceni. V principu lze rozlisit dva piistupy — systémovou 1écbu

pfijemce a manipulaci §t€pu. Systémova lécba, aby byla Gspésna lokaln¢, vyzaduje
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vysoké davky 1¢kt, které jsou zatizeny rizikem krvaceni. Pro manipulaci §tépu se
nabizi moznosti kultivace v médiu s vysokym obsahem nikotinamidu, s protilatkami
inhibujicimi tkdnovy faktor, v bezsérovém médiu nebo co nejrychlejsi transplantace
zahy po izolaci, jejimz nésledkem je generalizovany kratkodoby utlum proteosyntézy
a tvorba tkanového faktoru se nestaci plné rozvinout. V piipadé tkanového faktoru
nelze pouzit techniku pfipravy darce s knock-outem genu ani v experimentalnim
usporadani, nebot’ tkanovy faktor je kliCovy pro vyvoj a dozravani cév. Z téchto
vysledkl vyplyva potieba inhibovat expresi tkanového faktoru v ostriivcich ucinng,
kratkodobé a bez celkového vlivu na koagulacni systém piijemce. Takovou inhibici
nabizi moderni metoda RNA interference, pii které se do bunck cilové tkané
transfekuji kratké molekuly siRNA, které se navazou na komplementarni useky
mRNA a iniciuji jejich degradaci. Tato vysoce specifickd vazba tak umoziuje
selektivni zni¢eni vybrané mRNA, a tedy zablokovani translace vybraného genu.
Nizka stabilita siRNA molekul umoziuje dosazeni tohoto efektu na nékolik dni bez

ovlivnéni vlastni DNA $tépu a je tedy bezpecna.

V na$i praci jsme zvolili transfekci tfemi rGznymi druhové specifickymi
siRNA proti tkanovému faktoru, z nichz byla vybrana ta nejicinngj$i. Pro samotnou
transfekci jsme hledali techniku, kterd umozni Setrny a rovhomérny prinik molekul
nekolika vrstvami bunck ostrivkl. Porovnali jsme efektivitu a bezpe¢nost metody
mikroporace a transfekce s vyuZitim riznych lipofekénich ¢inidel. Samotny prinik
siRNA do buné€k jsme monitorovali pomoci fluorescenéné znacenych negativnich
kontrol (molekuly siRNA bez cilové sekvence s navdzanou znackou Cy-3). Pomoci
obou metod, lipofekce 1 mikroporace, bylo dosazeno vysoce ucinné transfekce siRNA
do bun¢k LO pfi souasném zachovani dobré viability ostriivki 1 jejich schopnosti

sekrece inzulinu po stimulaci glukézou, nicméné pii pouziti mikroporace jsme
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zaznamenali rizny stupeil naruSeni struktury nékterych ostriivkl a jejich nésledny

rozpad.

Objektivni posouzeni efektu RNA interference je mozné na n¢kolika tirovnich,
pfi¢emz prvni z nich je mRNA, kdy se pomoci metody qRT-PCR stanovuje relativni
mnozstvi sledované mRNA (pro tkanovy faktor) vzhledem k neosSetienym kontroldm.
Pro urceni relativniho mnozstvi mRNA pomoci qRT-PCR je nezbytné pouzit stabilni
endogenni kontrolu (tzv. referencni gen). V naSem pifipad¢é jsme v literatufe nenasli
vhodny gen, a proto jsme provedli testovani stability exprese 16 zakladnich
konstitutivné exprimovanych gend po izolaci LO a béhem nasledujicich 120 hodin
kultivace. Ukazalo se, Ze neni dostupny zadny gen, ktery by sadm o sob¢ byl dostate¢né
spolehlivou endogenni kontrolou po celou sledovanou dobu, nicméné od 48 hodin po
izolaci ostrivka déale se genova exprese ustaluje natolik, Ze je mozné pouzit jako
referencni jediny gen, kterym jsme zvolili gen Ppia. Pomoci metod mikroporace a
lipofekce bylo dosazeno snizeni hladiny mRNA pro tkanovy faktor az o 75 % 24 hodin
po transfekci a 50 % 48 hodin po transfekci. Samotny efekt na mRNA vSak
nedostatecné reflektuje skuteCny dopad oSetfeni na funkci bunck, proto je vhodné
sledovat 1 zmény mnozZstvi cilového proteinu. Pomoci metod ELISA a Western Blot
bylo prokazano, ze béhem 24-48 hodin doslo k ubytku proteinu tkdnového faktoru v
porovnani s kontrolami jak v bunikach LO, tak 1 v kultivaénim médiu. Tento vysledek
naznacuje, ze je mozné dosahnout cileného efektu transplantaci ostravkl 24-48 po
oSetteni siRNA. V pozd¢jSim obdobi ucinek siRNA klesa a exprese genu se obnovuje
na uroveil srovnatelnou s neoSetfenymi kontrolami. Byl tedy prokazan jasny efekt
RNA interference na syntézu proteinu i jeho vyskyt v buinikdch ostriivkit po dobu
nejméné 48 hodin po transfekci specifickymi siRNA pii zachovani viability LO a

schopnosti beta bunék uvolnovat inzulin v reakci na stimulaci gluk6zou.
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Informace ziskané hodnocenim in vitro efektu jsou pro klinickou praxi stale
nedostate¢né, a proto bylo tfeba vyvinout experimentdlni model pro posouzeni
biologického efektu RNA interference. Vychdzeli jsme z literarné dostupnych udaj,
ze ostrivky se po vlozeni do portalniho feCiSté pfijemce zachyti v termindlnich
vétvenich uvnitf jater a zaroven stimulaci koagulaéni kaskady rozsiii obstrukci reciste
prostiednictvim vzniklého trombu. Byly popsany fokalni ischemické nekrézy jaterni
tkané souvisejici prostorove s transplantovanymi ostrivky, ale techniku zobrazeni
vypadku perfaze bylo nutné vyvinout. Pfedpokladali jsme, ze samotné podani
intravitalni barvy umozni pozorovat zpomalené probarvovani tkan¢ jater distalné od
usazenych $tépd, coz se potvrdilo. Pro objektivni kvantifikaci rozsahu ischemie jater
ale bylo tfeba vyuzit zobrazovaci metodu poskytujici stabilni snimky. Pro tento
experiment jsme zvolili magnetickou rezonanci v kombinaci s intravendzni aplikaci
kontrastni latky do postranni ocasni zily. Samotné vySetfeni je vSak ¢asoveé narocné, a
tak nebylo mozné zachytit zpomaleni zabarveni hypoperfundovanych oblasti, kam se
kontrastni latka dostala cestou jaternich tepen. Metoda tak ve vysledku nemohla
spolehlivé poruchy perfuze zobrazit. Proto jsme na zaklad¢ literarnich dat vyuzili
skuteCnosti, ze potkanovi lze prerusit tepenné zasobeni jater bez fatalnich nasledk, a
pripravili model s pferusenim jaternich tepen arteria hepatica propria a arteria
hepatooesophagica. V tomto modelu je mozné spolehlivé zobrazit neperfundované
oblasti jater, jejichz signal se po podani kontrastni latky nezméni. Celkovy objem
ischemickeé tkané pfitom dobfie koreluje s poctem transplantovanych ostravki (100 LO
~ vypadek perfuze 6,3 % objemu jater, 500 LO = vypadek perfuze 20,7 % objemu
jater, 1000 LO = vypadek perfuze 28,1 % objemu jater). Pfi vySetfovani poruchy
perfuze jater po transplantaci LO oSetfenych siRNA proti tkdnovému faktoru

mikroporaci i lipofekci byl zaznamenan signifikantni rozdil v rozsahu neprokrvenych
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oblasti jater. Pfi transplantaci 1000 LO transfekovanych siRNA proti tkanovému
faktoru mikroporaci klesl objem neperfundované tkané na 11,3 % oproti ptivodnim
28,1 % v ptipad¢ nativnich LO. Pfi transplantaci 1000 LO transfekovanych siRNA
proti tkanovému faktoru lipofekci byly dokonce hypoperfundované oblasti v jatrech
tak malé, ze je nebylo mozné pomoci této metody kvantifikovat, nebot’ nedoslo ke
vzniku zadnych lokalizovanych 1ézi, ale pouze ke vzniku difuznich oblasti s nizSim
signalem, a tedy s predpokladanym nizs$im prokrvenim, které vSak nelze na snimcich
z magnetické rezonance spolehlivé ohranicit. Toto zjisténi potvrdilo, Zze laboratorné
detekovany efekt siRNA na expresi tkanového faktoru buitkami LO (qQRT-PCR, WB,
ELISA) mé prokazatelny ekvivalent i na biologické trovni. Po inhibici exprese
tkanového faktoru pomoci RNA interference tak ve srovnani s nativnimi ostravky
doslo k vyznamnému snizeni rozsahu poskozeni perfuze jater. Podvaz jaternich arterii
bohuzel brani pienosu tohoto modelu do klinické praxe, pro posouzeni biologického

efektu siRNA je vSak zcela vyhovujici.

Potvrdili jsme tedy proveditelnost metody RNA interference a jejiho efektu na
expresi genu tkanového faktoru v Langerhansovych ostriiveich. Potvrdili jsme i fakt,
ze samotna transfekce bunék siRNA nemd negativni efekt na viabilitu bun¢k LO a
jejich schopnost uvolilovat inzulin v zavislosti na okolni koncentraci glukézy. Z
vysledki je vSak patrné, Ze metoda mikroporace vede v urcitém sméru k naruseni
funkce ostriivkil, a ptestoze se jejich viabilita 1 produkce inzulinu po transfekci zdala
byt v potadku, funkce LO se pozdéji po transplantaci ukézala byt nedostatecna. To je
zpusobeno pravdépodobné samotnou podstatou metody, kterd spociva v aplikaci
kratkych silnych elektrickych pulzi na vzorek. Tyto pulzy vedou nejspisSe ke
kratkodobé dezintegraci mikroorganové struktury LO, coZ usnadnuje vstup siRNA do

vnittku ostriivku. Je v§ak mozné, Ze tento proces ma na ostrivky neblahy vliv a mize
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v nékterych piipadech vést k rozpadu ostrivkd a jejich postupnému zaniku. Pfi
kultivaci in vitro byl patrny vyssi rozpad LO transfekovanych mikroporaci, nez LO
transfekovanych lipofekci ¢i nativnich ostrivkd. Stejné tak pfi zhotovovani
histologickych fezti LO transfekovanych mikroporaci jsme se opakovné setkali s
rozpadem krajené tkané, a tedy nemoznosti ptipravy tenkych ucelenych fezi. Metoda
mikroporace se tedy ukédzala byt nevhodna pro pouziti v LO a naopak metoda lipofekce

se zda byt velmi dobrou alternativou bez Skodlivych u¢inkl na funkci ¢i preziti LO.

Poslednim krokem prace byla transplantace osetienych LO diabetickym
potkaniim a ovéfeni ucinnosti transfekce siRNA proti tkanovému faktoru in vivo v
modelu potkana ve srovnani s nativnimi LO. Transplantace LO v kontrolni skupiné
byla provedena druhy den po izolaci ostrivki, coz je nyni bézné laboratorni praxe
(izolace LO a jejich kultivace pies noc, skupina A), dale ihned 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
pres noc je standardni zavedenou metodou s dobrymi vysledky, pii niz diabeticti
potkani dosdhnou normalizace glykémie bé&zn¢ v pribchu druhého tydne po
transplantaci LO (v nasi préci skupina A, 8 dni +£0,58). V ptipad¢ transplantace LO
thned po izolaci se jedna o idealni situaci, nebot’ vime, Ze béhem procesu izolace LO
dochazi k docasnému potlaceni genové exprese a k soucasnému poskozeni povrchové
vrstvy LO v disledku enzymatického plisobeni, coz ma za nasledek, ze mnozstvi
tkdnového faktoru na bunkach LO je minimalni. V takovém piipad¢ neni vyjimkou,
ze diabeticky potkan dosahne normoglykémie hned druhy den po transplantaci, a i v
naSem usporadani tato skupina (skupina B) vykazuje nejlepsi vysledky s dosazenim

normoglykémie primérné za 6 dni (+2,38). V klinické praxi vSak neni ve vétSiné
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ptipadid z divodu casové narocnosti procesu piivolani a ptipravy pifijemce takovy
postup mozny. Z nasich experimentd vyplyva, ze nejhorsich vysledkli doséhla skupina
zvitat po transplantaci LO transfekovanych siRNA proti tkdnovému faktoru
mikroporaci (skupina C), ve které¢ 3 zvitata dosahla normoglykémie 15 dni po
transplantaci a 3 zvifata vibec. Prestoze prubéh glykémii zvifat v této skupiné v
pribéhu sledovaného obdobi byl lepsi nez u skupiny D (mikroporace bez siRNA), z
vysledki IVGTT je patrné, ze celkovd kompenzace diabetu u téchto zvifat byla
zdaleka nejhorsi. Vysledky skupiny D vSak dokazuji, ze vyznamné $patny vliv na
funkci LO ma predev§im samotna transfek¢ni technika, kdyz zvitrata v této skupiné
dosahla normoglykémie v priméru az za 23 dni (£7,88). Skupina E, ve které byly
transplantovany LO transfekované siRNA proti tkdnovému faktoru lipofekei, vykazuje
normoglykémie u jednotlivych potkanti (7 dni, +1,15), coz dokazuje mirnou vyhodu

takto oSetienych ostriivkil oproti standardni transplntaci LO.

Zaverem lze fici, Ze ndmi testované hypotézy byly potvrzeny v celém rozsahu.
Transfekce siRNA proti tkanovému faktoru do bunck izolovanych LO vede k
docasnému a efektivnimu sniZeni exprese tohoto genu na trovni mRNA a proteinu.
Transplantace LO s nizs§i expresi tkanového faktoru do portalni zily potkana zptisobuje
LO, coz vede k menSimu rozsahu ischemie jater po transplantaci. Samotna transfekce
siRNA do bunék LO neposkozuje jejich funkci a takto ovlivnéné LO normalizuji
glykémii diabetického ptijemce se stejnou ucinnosti jako nativni LO. Velmi vSak
zalezi na transfek¢ni technice, nebot’ se ukazalo, ze mikroporace poskozuje funkci LO
a neni tedy vhodna pro pouziti v LO. Naopak lipofekce predstavuje vhodnou metodu

pro transfekci siRNA do bunék LO, ktera nema Spatny vliv na jejich pfezivani a funkci.
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Transplantace LO transfekovanych siRNA proti tkanovému faktoru lipofekci vedla ke
normoglykémie a vy$§imu vadhovému piiristku nez u zvirat v ostatnich skupinach
vcéetné kontrolni. Dal$i optimalizace transfekénich podminek by mohla vést k dal§imu
zvyseni efektivity pfihojeni ostrivki, a tedy k normalizaci glykemii pfijemce menSim

Stépem.
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5. ZAVERY DISERTACNI PRACE

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

kontroly pro genovou expresni analyzu

Byla stanovena exprese a vyhodnocena stabilita 16 zakladnich konstitutivné
exprimovanych gent bézné€ uzivanych v laboratorni praxi jako referencni geny
v izolovanych potkanich LO po izolaci a béhem 120 hodin nésledné kultivace.
Bylo zjisténo, Ze po izolaci LO dochazi k signifikantnimu snizeni hladiny
mRNA vsech testovanych gent a zadny nich nesplituje stabilitni kritéria (ACt
<=0,5) béhem celé testované doby (120 h).

Celkova RNA vykazuje po izolaci LO zna¢né znamky degradace. B¢hem
nasledujicich 48 hodin kultivace dochazi k regeneraci RNA a ustaleni genové
exprese. Od 48 hodin déle je pak integrita RNA prakticky neporusend a genova
exprese vSech testovanych gent je stabilni s nizkou variabilitou mezi vzorky
ve skupiné.

Byly porovnany metody relativni a absolutni kvantifikace genové exprese a
jejich spolehlivost pii pouziti v izolovanych LO. Normalizace genové exprese
v LO béhem prvnich 48 hodin po izolaci je velmi problematicka a nespolehliva,
a tedy pouziti metody relativni kvantifikace genové exprese v LO za téchto
podminek je nevhodné. Pro genové expresni analyzy po 48 hodinach kultivace
dale byl jako vhodnéd endogenni kontrola pro nasledné studie zaméfené na
inhibici exprese tkanového faktoru vybran gen Ppia.

Exprese genu pro tkanovy faktor po izolaci LO je, stejné jako exprese ostatnich
gend, vyrazn¢ utlumend, hladina mRNA pro tkanovy faktor béhem néslednych

48 hodin kultivace vzrusta vice nez 10x.
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CAST 2.: Experimentilni model pro zobrazeni ischemie jater po transplantaci

LO u potkana in vivo

Byl vytvofen novy experimentdlni model pro detekci ischemie jater po
transplantaci LO u potkana in vivo zalozeny na pieruseni arteridlniho krevniho
zasobeni a zobrazeni pomoci magnetické rezonance s kontrastni latkou.
Podvaz jaternich artérii nema dlouhodoby vliv na zdravi a ptfezivani potkanii a
pocet transplantovanych LO dobfe koreluje s rozsahem vzniklé ischemie jater.
Nové vytvofeny experimentdlni model byl uspéSné pouzit ke stanoveni
biologického uc¢inku inhibice exprese tkanového faktoru v izolovanych LO na

rozsah intenzity IBMIR po transplantaci.

CAST 3.: Inhibice exprese tkaiiového faktoru v buiikach izolovanych potkanich

LO pomoci RNA interference

Pomoci metod lipofekce a mikroporace byla do izolovanych LO transfekovana
specifickd siRNA proti tkdlovému faktoru, ¢imz bylo docileno efektivniho
potlaceni exprese tohoto genu na urovni mRNA a proteinu (aZ o 75 %).
Transfekované LO byly transplantovany potkaniim a byl stanoven rozsah
ischemie jater in vivo. SniZeni exprese tkanového faktoru v bunkach LO
pomoci RNA interference prokazatelné vede ke zmenSeni rozsahu ischemie
jater po transplantaci LO pravdépodobné cestou snizeni intenzity IBMIR.
Funkce transfekovanych LO in vivo byla ovéfena transplantaci do jater
diabetickych potkanlim. Zatimco transplantace LO transfekovanych siRNA
lipofekci vedla k rychlému vyléceni diabetickych zvifat, LO transfekované
siRNA metodou mikroporace nedokdzaly u poloviny zvifat navodit

normoglykémii ani po 30 dnech jejich sledovani. Statisticky vyznamny rozdil
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v ucinnosti 1écby potkani metodami lipofekce a mikroporce poukazuje na
nevhodnost mikroporace jako transfekéni metody pro pouziti v
izolovanych LO. Lipofekce se naopak jevi jako vhodna alternativa, ktera
neposkozuje fuknci LO. Transplantace LO se snizenou expresi tkanového
faktoru touto metodou vedla nejen k vyznamnému zmenSeni rozsahu
neperfundované oblasti jater po transplantaci, ale také ke kompletnimu
vyléceni vSech zvitat ve skuping, a to dokonce s mirn¢ asnéjSim nastupem
normoglykémie a lepSim prospivanim ve srovnani s ostatnimi skupinami

véetné kontrolni.
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6. SEZNAM ZKRATEK

ALP — alkalické fosfataza

ALT — alanintransamindza

AST — aspartattransaminaza

ANOVA — analyza rozptylu (z angl. analysis of variance), statisticka metoda
cDNA — komplementarni DNA (z angl. complementary DNA)

CMRL — Connaught Medical Research Laboratories, vyrobce kultivacniho média
Ct — prahovy cyklus (z angl. threshold cyklus)

DMEM - zékladni kultivacni médium (z angl. Dulbecco’s Modified Eagle Medium)
DNA — deoxyribonukleova kyselina (z angl. deoxyribonucleic acid)

dsDNA — dvouvldknovd DNA (z angl. double-stranded DNA)

dsRNA — dvouvldknova RNA (z angl. double-stranded RNA)

EDTA — ethylendiamintetraoctova kyselina (z angl. ethylenediaminetetraacetic acid)
FBS — fetalni bovinni sérum

GFR - odhad glomerularni filtrace (z angl. glomerular filtration rate)

GGT - y-glutamyltransferaza

GOI - studovany gen (z angl. gene of interest)

GSIS - glukézou stimulovana inzulinova sekrece

HBSS — Hank’s balanced salt solution, solny roztok udrzujici fyziologické pH a
osmoticky tlak bun¢k

HEPES — 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova kyselina
hpRNA — vlasenkovd RNA (z angl. hairpin RNA)

IBMIR — okamzitd krvi zprostiedkovana zanétlivad reakce (z angl. instant blood-

mediated inflammatory reaction)

IEQ — ostriivkovy ekvivalent (z angl. islet equivalent)
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IKEM - Institut klinické a experimentalni mediciny
IL-8 — interleukin 8, chemoatraktant polymorfonuklearnich bunék
LO — Langerhansuv ostriivek/Langerhansovy ostrivky

MCP-1 — chemoatraktant aktivujici monocyty (z angl. monocyte chemoattractant

protein 1)

MIF — faktor inhibujici migraci makrofagu (z angl. macrophage migration inhibitory

factor)

MSC — mesencyhmalni kmenové bunky (z angl. mesenchymal stem cells)

NICCs — neonatalni ostrivkové bunééné klastery (z angl. neonatal islet cell clusters)
miRNA — microRNA

mRNA — mediatorova (messengerova) RNA

MRI — zobrazovani magnetickou rezonanci (z angl. magnetic resonance imaging)

PBS — fyziologicky fosfatovy pufr (fosfatovy pufr s 0,15 M NaCl; z angl. phosphate
buffer saline)

PCR — polymerazova fetézova reakce (z angl. polymerase chain reaction)

PMN — polymorfonuklearni leukocyty (také neutrofilni granulocyty ¢i neutrofily)
PVDF - polyvinylidenfluorid

RG — referencni gen

RIN — RNA integrity number, parametr vyjadiujici kvalitu RNA

RIPA — radioimunoprecipitacni analyza (z angl. radioimmunoprecipitation assay)

RISC — ribonukleoproteinovy komplex vazajici resp. $tépici cilovou mRNA pifi RNA

interferenci (z angl. RNA-induced silencing complex)
RNA - ribonukleova kyselina (z angl. ribonucleic acid)
RNAi — RNA interference

RT-qPCR — kvantitativni PCR v redlném Case, nebo také PCR s reverzni transkripci (z

angl. real-time quantitative PCR, resp. reverse transcription PCR)
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SD — smérodatnd odchylka (z angl. standard deviation)
SDS — dodecylsiran sodny (z angl. sodium dodecyl sulphate)

SDS-PAGE - elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecyl siranu

sodného (z angl. sodium dodecyl sulphate-polyacrylamid gel electrophoresis)

siRNA — mala interferujici RNA (z angl. small interfering RNA nebo také silencing
RNA)

shRNA — kratké vlasenkova RNA (z angl. short hairpin RNA)

TBIL — celkovy bilirubin (z angl. fotal bilirubin)

TP — celkovy protein (z angl. total protein)

Tris — tris(hydroxymethyl)aminomethan

VEGF — vaskularni endotelovy rustovy faktor (z angl. vascular endothelial growth

factor)
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