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Aktudlnost f'eSeného tématu:

Diabetes mellitus (DM) predstavuje v soucasnosti jeden z nejvétSich zdravotnich
problémii lidstva. Je to dano jednak jeho Castym vyskytem, ale piedevdim dusledky pro
jednotlivee i spolecnost. Ty jsou zpisobeny vznikem akutnich i chronickych komplikaci
diabetu, které se ve vysledku projevi zvyS$enou morbiditou a diivéj§i mortalitou postizenych
jedinci. Tyto skute€nosti jsou samoziejmé¢ sekundarné spojeny se zvySenymi
socioekonomickymi naklady.

V Ceské republice trpi n&jakou formou diabetu cca milion osob. Nejtast&jii formou je
DM 2.typu, kdy se v jeho patogenezi uplatituje nejprve zvySena inzulinova rezistence. Ta je ale
posléze provazena poklesem produkce inzulinu, kterd byla zprvu kompenzatorng zvySena. Stav
muZe vyuUstit az v totalni inzulinopenii. Druhou nej¢astéjsi formou DM je DM 1.typu, kdy jsou
v disledku autoimunitniho zanétu zniCeny beta bunky Langerhansovych ostrivka (LO)
slinivky produkujici inzulin. Choroba je v bézné praxi léCitelnd pouze injekéni aplikaci
inzulinu. V posledni dobé se sice prosazuje technické feSeni, kdy je naptiklad mozné dosahnout
vyrazné lepsi kompenzace diabetu pomoci inzulinové pumpy s funkei tzv. hybridni uzaviene
smy¢ky (&im se zmirni i riziko vzniku chronickych komplikaci). CoZ je jist€ vyznamny pokrok.
Nicméné pacient musi mit neustale na sob& pfistroj (byt’ malych rozmérd), ktery je spojen s
podkozné zavedenou kanylou pro dodavku inzulinu a na jiném mist¢ musi mit aplikovany
glukézovy senzor. Navic ani ten nejlepdi fidici algoritmus nedokaze dosahnout takové regulace

glukozové homeostazy, kterd je pritomna za fyziologického stavu.
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Idedlni FeSeni pro vSechny pacienty bez vlastni sekrece inzulinu (at’ uz vznikne
jakkoliv) by tedy bylo spiSe FeSeni biologické a v sou¢asnosti je jeho jedinym v praxi redlné
pouzivanym predstavitelem transplantace inzulin produkujici tkané. Ta se provadi, at’ uz
ve formé transplantace (Tx) celého pankreatu nebo jako transplantace izolovanych LO, které
obsahuji beta buiiky. Oba postupy maji své jasné indikace a je tieba si také uvédomit, Ze neni
zaruena nasledna nezavislost na injekénim podavani inzulinu. Masivni rozSiteni tohoto
zptsobu 1é¢by diabetu pak brani mimo jiné nedostatek darct. Pacient, ktery nékterou z téchto
procedur podstoupi, musi dozivotné uzivat imunosupresivni terapii, a 1 tak stale hrozi poSkozeni
¢i uplné zniceni $tépu. Pii transplantaci LO, ktera je pro pacienta vyrazné Setrnéjsi, byva
az 60 % tkan¢ transplantované do jater jiZ zahy zniCeno, a to diky rychl¢ aktivaci koagulagni
kaskady pfijemce v ramci nespecifické zanétlivé reakce (oznacované zkratkou IBMIR z angl.
instant blood-mediated inflammatory reaction), kdy jejim hlavnim aktivatorem je tkanovy faktor
exprimovany na povrchu LO. Tento faktor neni ale jen $kodlivy, v pozd&jsi fazi je naopak
pottebny pro revaskularizaci transplantované tkang, protoze pozitivné ovliviiuje angiogenezi.

Jakdkoliv metoda zaméFena na zlepSeni soucasného stavu transplantaci inzulin
produkujici tkané by tedy byla velmi pfinosnad. Zvolené téma tedy proto hodnotim jako

vysoce aktudlni.

Vyjadieni k pouZitym metoddm a postupiim:

Inhibice genu pro tkanovy faktor v izolovanych LO pomoci RNA interference
nabizi moZnost elegantniho FeSeni vySe popsaného problému (vznik IBMIR), ktery
vyrazné zhorSuje dosavadni vysledky Tx LO. Docasné potlaceni exprese tkamového
faktoru na povrchu LO, ktery IBMIR iniciuje, pomoci vneseni siRNA (small/short
interfering RNA) proti nému by bylo idedlni z hlediska ochrany transplantovanych LO
krdtce po transplantaci a zdrovei by pozdéji nebranilo nutné neovaskularizaci.

Jednalo se z hlediska metodologie o pomémé naroény nékolikastupiiovy proces
zahrnujici stanoveni genové exprese v izolovanych LO a volbu referencnich genti pro posouzeni
ucinnosti genové exprese (za vyuziti metody RT-qPCR). Studentka se také zabyvala optimalizaci
vlastni transfekéni metody pro pienos siRNA do bunék LO, kdy porovnavala efekt mikroporace a
lipofekee. Findlng byla hodnocena uéinnost transfekce na urovni mRNA (pomoci RT-gPCR) a na
\irovni proteinu (technikou Western Blot a ELISA), byla ale ovéiena i funkce transfekovanych

ostriwvkil in vitro i in vivo, kdy byl srovnavan efekt transplantace nativnich LO vs transfekovanych



LO. Rovnéz byl inovativié hodnocen klinicky efekt na redukci IBMIR prostiednictvim
kvantifikace rozsahu ischemie jater s vyuZzitim MRI, kdy se toto hodnoceni provadi na Zivém
zviteti, pro které toto vySeteni neni nijak ohrozujici. Jednalo se tedy o Sirokou $kdlu postupii od
optimalizace laboratornich metod a postupi (RT-qPCR, ELISA, Western Blot, mikroporace,

lipofekce) aZ po hodnoceni finalnihe klinického vystupu.

Vyiadieni k vyvsledkim

Studentka prokidzala, Ze navrzeny postup s vyuzitim lipofekce (ne mikroporace)
efektivné redukuje IBMIR a zaroveii nepoSkozuje transplantované LO z hlediska jejich
schopnosti normalizovat dfive pFitomnou diabetickou poruchu u experimentalnich potkani.
Vidim zde zna¢ny klinicky potencial. Své vysledky rovnéZ studentka ziaroc€ila publikaéné, kdy
je prvni autorkou 2 ¢lanki publikovanych v ¢asopisech s IF a ve 3 dalSich je spoluautorkou.
Tyto ¢lanky se pFitom pFimo vztahuji k hodnocené prici. Jeji publikaéni aktivita je oviem
rozsahlejsi, coZ dokazuji dalSi ¢lanky v impaktovanych ¢asopisech, ty ale jiZ nejsou v primém

vztahu k predkladané praci (1x prvni autorka, 11x spoluautorka).
Nemam piipominky k formalnimu zpracovani prace.

Disertacni price rozhodné prokazuje predpoklady autora k samostatné tvorivé védecké

prici a k udéleni titulu ,,Ph.D.* za iménem.

Otézky
¢ Jaké jsou nejnovéji zkudenosti s touto technikou (RNA-interference) u ¢loveka?
o siRNA je nestabilni, coZ je pro danou situaci vyhodou, jaké jsou ale obecné moZnosti
stabilng)8i a dlouhodobgjsi blokace genové exprese?
e Jaké daldi postupy zaméfené na epigenetické mechanismy jsou realné z hlediska

budouciho klinického vyuziti?
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