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ABSTRAKT

ABSTRAKT

Pfi imunointervencni ¢i transplanta¢ni 1écbé diabetu je nutné monitorovat ukazatele
imunitni nebo rejekéni destrukce ptezivajici inzulin produkujici tkané. Disertacni prace si
klade za cil zlepSit moznosti sledovani pribéhu autoimunitniho procesu a in vivo prukazu
piezivani transplantovanych Langerhansovych ostrivki.

Dil¢i ukoly zahrnovaly priikaz vitality izolovanych ostravku uréenych k transplantaci
méfenim respiraéni aktivity, objasnéni prubéhu in vitro znaceni izolovanych ostravkl
superparamagnetickou kontrastni latkou pro nasledné zobrazeni pomoci magnetické
rezonance a sledovani transportu této latky po transplantaci. Pro identifikaci kontrastnich
castic v histologickém materidlu jsme studovali nové pfipravenou paramagnetickou
kontranstni latku s navdzanym fluoresceinem. Ddale jsme se zaméfili na hodnoceni
autoimunitniho procesu pomoci sledovani cytokinové odpovédi na specifickou stimulaci
autoantigenem. Autoimunitni poskozeni beta bunék v experimentu u mysi jsme se snazili
ovlivnit polyklonalnimi anti-thymocytarnimi protilatkami.

Nova metoda testovani respiracni aktivity ostrivkd dobfe korelovala s ostatnimi
metodami testovani kvality ostriivkli a byla navrzena do diagnostického schématu pred
klinickou transplantaci. Pii studiu intercelularniho transportu zelezitych kontrastnich latek
jsme ziskali dilezité vysledky, které ukézaly, Ze se nanocéstice Zeleza béhem znaceni
dostavaji endocytdézou do vSech typil ostrivkovych bun€k. Po transplantaci ostrivkil jsou
Castice premistény do tkanovych makrofagi, kde v piipadé tolerance zustavaji, ale pii rejekci
jsou zjater eliminovany. Prokazali jsme, ze nova bimodalni kontrastni latka dovoluje
zobrazeni ostrivklli pomoci magnetické rezonance 1 ovéfeni jejich lokalizace fluorescencni
mikroskopii. Pfi vySetfeni profili cytokinové reakce lymfocytl po stimulaci potencidlnimi
autoantigeny in vitro u nové zjisténych diabetikl a jejich zdravych pfibuznych jsme zjistili
rozdily svédCici o aktivaci zanétlivého procesu ve skupiné pacientii. Pomoci priitokové
cytometrie jsme zjistili zvySeni populace regula¢nich T-lymfocytl po 1é€bé antithymocytarni
globulinem.

Nové nalezy pfispély k feseni dlouhodobych projektii na fesitelském pracovisti a byly

publikovany v ¢asopisech s faktorem impaktu.

Klicova slova: diabetes mellitus 1. typu, Langerhansovy ostrivky, transplantace,
magneticka rezonance, autoreaktivni lymfocyty, imunointervencni terapie, anti-thymocytarni

globulin



ABSTRACT

ABSTRACT

During treatment of diabetes mellitus by immunointervention or transplantation, it is
necessary to monitor the markers of immune destruction or rejection of surviving insulin
producing cells. An aim of this thesis is to improve the possibilities of following
autoimmunity and to detect the survival of transplanted pancreatic islet in vivo.

Partial aims included vitality testing of isolated islets for transplantation by
measurement of respiration activity, observing the process of in vitro labeling of isolated
islets with superparamagnetic iron oxide (SPI1O) contrast agent for subsequent magnetic
resonance imaging (MRI) of islets and observing SPIO particles transport after
transplantation. We also studied a new dual paramagnetic contrast agent combined with
fluorescein intended for identification of the MRI contrast agent in samples for histology.
Further, we assessed autoimmune reaction by evaluation of cytokine response to specific
stimulation with auto-antigens. We tried to affect beta-cells destruction by polyclonal anti-
thymocyte antibodies in a mouse experimental model.

A new method of the islet respiration measurement correlated with other methods of
islet quality testing and it was suggested as a diagnostic test before clinical transplantation.
Results obtained studying the intercellular transport of SPIO particles showed that the
particles are incorporated into all islet cell types during islet labeling. After transplantation,
the particles were translocated into tissue macrophages, they persisted there in the case of
immune tolerance but they were eliminated from the liver during rejection. We showed that a
new dual contrast agent enables both islet imaging by MRI and localization by fluorescence
microscopy. We found differences in cytokine reaction profiles after stimulation of
lymphocytes with specific auto-antigens in groups of recent onset diabetic patients and their
healthy relatives. This pointed to activation of inflammatory reaction in this group of patients.
By flow cytometry we found an increase of regulatory T-lymphocytes population after the
anti-thymocyte globulin treatment.

The new findings helped to solve long-term projects of the working group and were

published in impacted journals.

KEYWORDS: type 1 diabetes mellitus, islets of Langerhans, transplantation,
magnetic resonance imaging, auto-reactive lymphocytes, immunointervention therapy, anti-

thymocyte globulin
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CILE DISERTACNI PRACE

Diabetes mellitus 1. typu je zpisoben autoimunitni destrukci beta bun€k pankreatu.
Zastaveni této autoimunitni reakce nebo nahrada znicenych bunék transplantaci predstavuji
perspektivni piistupy v jeho 1é¢bé. Cilem piedkladané diserta¢ni prace bylo vyvinout metody,
které by umoznily diagnostikovat efektivitu dvou modelovych 1écebnych postupti, a sice:
1) transplantace izolovanych Langerhansovych ostravkt u jiz rozvinutého onemocnéni a
2) imunitni intervence v ¢asném stadiu onemocnéni.

Cast 1

Pii hodnoceni efektu transplantace Langerhansovych ostrivkd jsme se zaméfili
nejprve na vypracovani nové testovaci metody pro kontrolu kvality ostriivkli zaloZzené na
méteni spotieby kysliku. Hlavni vystup tohoto ukolu piedstavuje piiloha I.

Druhym cilem bylo navazat na prioritni vysledky nasi pracovni skupiny v oblasti
vizualizace transplantovanych Langerhansovych ostriivkl a objasnit ultrastrukturni lokalizaci
superparamagnetickych ¢astic oxidil Zeleza (SPIO ¢astic) - kontrastni latka pro zobrazovani
magnetickou rezonanci - Vv bunikdch Langerhansovych ostrivkd po jejich in vitro znaceni
touto kontrastni latkou nejprve in vitro a pak in vivo. Hlavnimi vystupy tohoto ukolu jsou
ptilohy II a III.

Tfetim cilem bylo ovéfit efektivitu znafeni izolovanych ostrivkd pomoci nové
bimodalni kontrastni latky pro soucasnou detekci magnetickou rezonanci a fluorescenc¢ni
mikroskopii. Tato nové kontrastni latka se skldda z perovskitu manganu s vdzanym
fluoresceinem (ptiloha IV).

Cast 2

Pro monitorovani autoimunitniho procesu byly stanoveny nasledujici cile:

Zavedeni metody pro testovani reaktivity imunitnich bun€k pacientl s diabetem 1.typu, kterad
by umoznila sledovat aktivitu specifickych T-lymfocytd na zdkladé¢ produkce vybranych
cytokinil po stimulaci diabetogennimi antigeny (pfiloha V a VI).

Dalsim cilem vtéto casti bylo sledovani efektu imunointervenéni 1é¢by anti-
thymocytarnim globulinem na populace imunitnich bunék a na progresi diabetu u modelu
NOD (non-obese diabetic) mysi (ptiloha VII).
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Diabetes mellitus je metabolicky syndrom, jehoZ nejnapadnéj$im znakem je zvySena
hladina krevniho cukru. Je zpiisoben absolutnim nebo relativnim nedostatkem Zzivotné
dalezitého hormonu inzulinu. Dlouhodobé€ zvysena hladina krevniho cukru je hlavni pfi¢inou
vzniku tzv. pozdnich komplikaci diabetu, které postihuji drobné i1 velké cévy v organismu a
vedou k poSkozeni mnoha organti. Diabetes dnes patii k nejvice rozsifenym chorobam a proto
ma jeho prevence i lécba velky spolecensky i1 ekonomicky dopad. Jednotlivé tkoly
predkladané disertacni prace byly feSeny na zékladé aktualni potieby pracovisté, které se
systematicky zabyva transplantacnimi a imunointerven¢nimi metodami 1écby diabetu 1. typu

a usiluje o jejich ptenos do klinické praxe.

Langerhansovy ostrivky

Langerhansovy ostrivky tvoii endokrinni ¢ast slinivky bfisni. Jedna se o shluky bun&k
produkujicich nékolik typti hormont. V pankreatu dospélého clovéka je rozmistén asi
1 milion ostravku a tvofi tak asi 1 - 2 % celkového objemu pankreatu (Korc 1993). Ostruvky
obsahuji ¢tyfi hlavni typy endokrinnich bunék: beta bunky produkuji inzulin a amylin, alfa-
buiiky tvoii glukagon, delta-buiiky uvoliluji somatostation a PP-buniky neboli gamma-buiky
produkuji pankreaticky polypeptid (Nussey and Whitehead 2001). Pozdéji identifikované
epsilon-bunky tvofi peptid ghrelin (Wierup, Svensson et al. 2002). Ostrivky dale obsahuji
nervove buiky a hustou sit’ krevnich a lymfatickych cév.

V Langerhasovych ostritveich jsou nejvice zastoupené beta bunky. V lidskych
ostrivcich je jejich zastoupeni znacné variabilni, v priméru piedstavuji 54 % endokrinnich
bunék. Oproti tomu u mysi zastupuji beta bunky kolem 75 % vsech bun¢k ostrivku (Brissova,
Fowler et al. 2005). Hormon beta bun¢k inzulin je syntetizovan jako neaktivni prohormon
preproinzulin.  Pomoci  signdlniho peptidu je preproinzulin transportovan  do
endoplazmatického retikula. OdStépenim 24 aminokyselin signdlniho peptidu vznika
proinzulin, ktery prochazi pies Golgiho aparat do sekre¢nich vackt. Zde je enzymy
prohormonkonvertaizami odsStépena stiedni Cast peptidu, ktera je oznaCovana jako c-peptid.
Dalsi dv€ aminokyseliny jsou zde odstépeny karboxypeptidazou E. Tim vznik4 aktivni forma
inzulinu, ktera se sklada ze dvou fetézci (Steiner 1998). V beta bunkach jsou molekuly

inzulinu skladovéany jako dimery, které jsou agregovany spolu s Zn?* a Ca’" ionty do
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hexamerti. V krvi, kde je koncentrace nizsi, se vSak inzulin vyskytuje jako monomer, ktery je
biologicky aktivni (Dunn 2005).

Beta bunky uvoliiuji inzulin jako odpovéd’ na zvySeny metabolismus glukézy, ktera je
pienasena do builkky pomoci specifickych membranovych transportért glukézy — GLUT2.
Z bungk se inzulin uvoliuje splynutim sekre¢nich granul s bunéénou mebranou. V prvni fazi
je rychle uvolnén inzulin, ktery je jiz v granulech pfipraveny, ve druhé fazi dochazi béhem
dvou hodin k postupnému narustu sekrece, kdy je uvolfiovan nové syntetizovany inzulin
(Straub and Sharp 2002).

Inzulin ptisobi na buiikky pomoci vazby na inzulinovy receptor, coz je tyrosin kindzovy
receptor vyskytujici se na bunkach ve dvou splicingovych formach (Moller, Yokota et al.
1989; Seino and Bell 1989).

Z aktivovaného receptoru je signal pfenaSen aktivaci n¢kolika riznych drah. Hlavnim
ucinkem inzulinu je stimulace transportu gluk6ézy do bunék, ktera je umoznéna translokaci
glukozového kanalu GLUT4 na bunéénou membranu. Inzulin také stimuluje syntézu bilkovin,
glykogenezi a lipogenezi. Naopak tlumi glykogenolyzu a glukoneogenezi. Inzulin dale
ovliviiuje rust a diferenciaci bunc¢k a plisobi anti-apoptoticky. Celkové zpusobuje sniZzeni
(Shepherd and Kahn 1999).

Beta buiiky kromé& inzulinu produkuji také ostrivkovy amyloidovy polypeptid (IAPP,
amylin). Tento peptid je skladovan i uvoliiovan spolu s inzulinem v granulech beta bunék.
Amylin zplsobuje mimo jiné zpomalenim traveni potravy a inhibuje sekreci glukagonu, ¢imz
snizuje koncentraci glukozy v krvi. Agregaty amylinu vSak plisobi na beta buiiky toxicky a

jsou spojovany s vyvojem diabetu 2. typu (Lukinius, Wilander et al. 1989).

Diabetes mellitus

Diabetes mellitus je endokrinni porucha zplisobend relativnim nebo absolutnim
nedostatkem inzulinu, ktery vede k vysokym koncentracim glukézy v krvi. ZvySené
koncentrace glukozy pak zpiisobuji pozdni komplikace jako poSkozeni o¢i, ledvin, nervli nebo
kardiovaskularniho ustroji. Klasifikuje se nékolik typti diabetu mellitu; diabetes mellitus L.
typu, diabetes mellitus II. typu, ostatni specifické typy diabetu a gestacni diabetes mellitus
(Skrha and et.al 2009).
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Diabetes I. typu

Diabetes I. typu (T1D) je charakterizovan velmi nizkou produkei inzulinu. Ve vétsing
piipadii se objevuje u déti ¢i béhem dospivani. Je zptisoben autoimunitnim procesem, kdy
imunitni buiiky reaguji proti beta buitkam Langerhansovych ostrivki, coZz vede k jejich
destrukci a nutnosti dodavat inzulin z vnéjsku. Spoustéci mechanizmus T1D je zavisly na
mnoha faktorech a podili se na ném geneticka predispozice a faktory vnéjsiho prostiedi.

Existuje nékolik gent, jejichz nékteré alely jsou povazovany za rizikové. Silna
asociace T1D byla prokazana s vyskytem nékterych haplotypt HLA II. tiidy, DR a DQ
(Pociot and McDermott 2002). Slabsi geneticka predispozice je vazana na polymorfni
varianty promotorové oblasti genu pro inzulin (Bell, Horita et al. 1984), na alelické varianty
genu pro IL-2 receptoru alfa (Lowe, Cooper et al. 2007), genu pro CTLA-4 (cytotoxic T
lymphocyte-associated protein 4) (Nistico, Buzzetti et al. 1996) nebo genu PTPN22 pro
tyrosin fosfatazu lymfocyt (LYP) (Bottini, Musumeci et al. 2004; Smyth, Cooper et al.
2004), ktera je negativnim regulatorem aktivace T-lymfocyti. Nedavna Siroka genomova
asociacni studie pak ukézala dalSich vice nez 40 genovych oblasti, jejichz varianty jsou
rizikové pro vyskyt T1D (Barrett, Clayton et al. 2009). Vétsina genovych oblasti
asociovanych s T1D je ale soucasné asociovana i s jinymi autoimunitnimi onemocnénimi.

Jako faktory prostiedi spoustéjici diabetes se z experimentalnich studii ukazuji rizné
patogeny, toxiny, léky nebo potravni slozky (Knip and Akerblom 1999).

Na zaklad€ zkoumani patogeneze T1D u modelovych zvitat jako jsou NOD mysi nebo
BB potkani, byly navrZzeny modely imunitni reakce, které vysvétluji mechanizmus
autoimunitni destrukce beta bun€k. Pfimych informaci o patogenezi diabetu u ¢lovéka je vSak
velmi malo. Autoimunitni proces za¢ina meésice moznd i roky pifed klinickym projevem
diabetu a obecné se ma za to, ze beta bunky exprimujici HLA I ve spojeni s nékterym
z autoantigentt slouzi jako cil pro destrukci specifickymi cytotoxickymi T-lymfocyty.
Zanétliva reakce je spojena s produkci fady cytokini a vede k produkci protilatek proti
autoantigenim (Notkins and Lernmark 2001) (Obr. 1).

Autoprotilatky rozpoznavaji ¢tyfi hlavni autoantigeny ostrivkovych bunc¢k — A2
(insulinoma-associated antigen-2), inzulin, glutamat dekarboxylazu 65 (GADG65) a zinkovy
transportér 8 (ZnT8) (Pihoker, Gilliam et al. 2005; Wenzlau, Juhl et al. 2007). Autoprotilatky
se v krvi pacientd vyskytuji jesté pred zachytem hyperglykemii. Ptfipadnd detekce téchto
protilatek a zvlast' jejich kombinace je siln€ spojena s rizikem vyvoje T1D, ne vSak

stoprocentnim.
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Obr. 1: Model vyvoje T1D. Diagram ukazuje mnozstvi nebo funkci beta bunék v jednotlivych
imunologickych fazich, které se odehravaji v pankreatu nebo v periferii (popis vlevo).
Schéma vytvoieno podle Eisenbarth et al. 1986 a van Belle et al. 2011 (Eisenbarth 1986; van
Belle, Coppieters et al. 2011).

Samotné destrukce beta bunck cytotoxickymi CD8+ T-lymfocyty je pravdépodobné
zpusobena béznymi mechanizmy téchto bun€k, uvolnénim cytolytickych granul nebo pies
interakci s Fas-recetorem, ktera spousti apoptozu cilové bunky. Pomocné CD4+ T-lymfocyty,
které se také akumuluji v ostritveich, produkuji prozanétlivé cytokiny a podporuji tak funkcei
cytotoxickych T- i B-lymfocyti. B-lymfocyty napomahaji v destrukénim procesu nejen
produkci specifickych protilatek, ale také jako antigen prezentujici bunky. Epitopt, které
autoreaktivni bunky rozpoznavaji, byla identifikovana celé fada. Epitopy rozpoznavané CD4+
T-lymfocyty jsou odvozeny hlavné z GADG5, 1A-2, proinzulin, HSP 60 (heat shock protein
60), HSP 70 nebo IGRP (islet-specific glucose-6-phosphatase catalytic subunit-related
protein). Autoreaktivni CD8+ T-lymfocyty rozpoznavaji epitopy odvozené z preproinzulinu,
IA2, IAPP (human islet amyloid polypeptide), IGRP, ZnT8 nebo GADG65 (Di Lorenzo,
Peakman et al. 2007).

V dusledku autoimunitniho procesu ubyva beta buné¢k v pankreatu. V dobé, kdy se

diabetes projevi hyperglykemii je jiz zniCeno 60 — 90% beta bunék. Soucasné¢ ale
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nedostate¢nd produkce inzulinu stimuluje proliferaci beta bun€k a autoimunitni proces je
regulovan specifickymi regula¢nimi lymfocyty (Treg lymfocyty) (van Belle, Coppieters et al.
2011).

Intervencni studie u T1D

Snahou potlacit vyvoj T1D se zabyva mnoho intervencnich studii. Studie, které jsou
zalozené na podavani konkrétnich antigenti odvozenych z inzulinu nebo GAD 65, maji za cil
potlacit specifickou autoimunitni reakci indukci specifickych T regulacnich lymfocytti nebo
potla¢enim autoreaktivnich bunck. Dalsi studie byly zalozeny na nespecifickém ovlivnéni
imunity. Testovany byly imunosupresivni latky jako cyklosporin A (Bougneres, Landais et al.
1990), ATG (anti-thymocytarni globulin) (Lopez, Clarkson et al. 2006; Simon, Parker et al.
2008) nebo ALS (anti-lymfocytarni sérum) (Maki, Ichikawa et al. 1992). Asi nejlepsich
vysledktt v zachovani produkce c-peptidu, snizeni potieby vné&jSiho inzulinu nebo indukce
Treg lymfocytli bylo dosazeno po podavéani protilatek proti CD3 antigenu T-lymfocytt
(Chatenoud, Thervet et al. 1994; Herold, Gitelman et al. 2005). Pro imunomodulaci byly dale
pouzity protilatky proti dalSim lymfocytarnim znakiim jako CD20 nebo kostimula¢nim
molekulam jako CTLA-4 (Tooley, Waldron-Lynch et al. 2012). Dalsi interven¢ni studie maji
za cil stimulovat produkci inzulinu nebo regeneraci beta bunck. Uplatiiuji se zde rtzna
analoga GLP-1 (glucagon-like peptide-1) (Li, Hansotia et al. 2003), ktera se pro stimulaci
sekrece inzulinu pouzivaji u diabetu 2. typu. Obdobny mechanizmus U¢inku mé inhibitor
degradace GLP-1 - inhibitor dipeptidyl peptidazy IV (Sitagliptin) (Kim, Nian et al. 2009).
Aby se uplatnilo potlaceni autoimunitni reakce, navozeni tolerance 1 podpora regenerace beta
bun¢k, podava se Vkombinacnich studiich n€kolik U€innych latek soucasné. Ackoliv u
vétSiny intervennich pfistupil byl prokazany pozitivni vliv na vyvoj T1D u experimentélnich
modeli, klinické studie maji vysledky stale velmi neuspokojivé s pouze ¢astecnym omezenim
progrese T1D a ¢astenym zachovanim vlastni sekrece inzulinu (Ludvigsson 2009; Michels
and von Herrath 2011).

Lécba diabetu

Prevalence diabetu je vysoka a stale stoupa. V roce 2010 bylo v CR evidovano vice
nez 806 tisic pacientil, coz je o 23 tisic vice nez v roce 2009. Rovnéz stale vzrista vyskyt
chronickych diabetickych komplikaci. Nachylnéj$i k témto komplikacim jsou pacienti
sdiabetem I typu, ktefi predstavuji asi 7 % zcelkového poétu diabetikii (Ustav

zdravotnickych informaci a statistiky CR 2011). K rozvoji komplikaci diabetu dochézi
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v disledku nedostatecnosti 1é¢by a pretrvavajicich vykyvi glykémii. Standardem pro 1écbu je
tzv. intenzifikovana inzulinovéd terapie, kterd spocivd ve snaze co nejvice napodobit
piirozenou sekreci podkoznim podavanim inzulinu na zaklad¢ samostatného monitorovani
glykémii a nalezitého pouceni pacienta. Dosahnout dostate¢né kompenzace diabetu se ale 1 pfi
velkém tsili dafi jen asi u 5 % pacientd (Reichard, Nilsson et al. 1993).

Zlepsovani technologii by snad mohlo v budoucnu vést k vytvofeni uzaviené¢ho
okruhu, kdy bude kontinudln€ permanentnim senzorem meéfena koncentrace krevniho cukru a
na jeji hodnoty bude pruzné reagovat davkovani inzulinu inzulinovou pumpou. Problém
tohoto systému je vSak zpozdéni detekce redlné koncentrace glukdzy, které je dano jejim
méfenim vV mezibunééném prostoru namisto v Krvi (Renard 2004).

Zatim jedinou lécebnou metodou, kterd dokaze navodit dlouhodobou normoglykémii a
branit tak rozvoji dlouhodobych diabetickych komplikaci, je transplantace pankreatu,
ptipadné Langerhansovych ostruvki (Adamec and Saudek 2005).

Transplantaéni 1écba diabetu

V soucasné dobé se klinicky nejvice uplatituje orgdnova transplantace pankreatu.
Pokud je transplantace uspésna, zajistuje udrzeni normoglykémie a nezavislost na zevnim
inzulinu. V diasledku toho se zpomali rozvoj komplikaci diabetu a ptipadné¢ muze dojit
k jejich regresi. Transplantace pankreatu je vSak i pfes znac¢né zlepSeni techniky zivot
ohrozujici zékrok. Riziko pfinasi i potfeba uzivat imunosupresivni lécbu. U pacientli je proto
tteba zvazit rizika diabetu a transplantace, takze se transplantace pankreatu provadi u
piijemci s jiz pokrocilymi stadii organovych komplikaci diabetu (Saudek 2010).

Alternativou K celoorganové transplantaci pankreatu je transplantace izolovanych
Langerhansovych ostrivki. Podobné jako transplantace pankreatu zlepSuje kontrolu
glukézového metabolizmu a snizuje riziko hypoglykémii (Tufveson 2009). Transplantaci
ostruvka ale neni vzdy dosaZeno nezavislosti na inzulinu, funkce transplantovanych ostruvka
postupem casu klesa v disledku jejich poskozeni a ztrat a post-transplantacni 1écba vystavuje
pacienta efektim imunosuprese. Vyrazn€¢ mens$i invazivita transplantace ostravkl vSak
umoziluje vyuziti u pacientil v ¢asnéjsich fazich diabetu. Soucasnymi postupy izolace se sice
ziskavaji ostrlivky, jejichz transplantace vede k CastéjSimu a dlouhodobé&jsSimu dosaZeni
nezavislosti na inzulinu, nicméné dal$i zlepSeni Zivotnosti a funkce izolovanych ostrivki je
pro dlouhodobé¢ udrzeni normoglykémie nezbytné.

Dals8i moznosti 1écby diabetu by mohla byt transplantace inzulin produkujicich bunék

ziskanych z alternativnich zdroji. Tyto snahy jsou ale zatim realizovany pouze
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Vv experimentu. Buiiky exprimujici inzulin byly ziskany kultivaci embryonalnich kmenovych
bun¢k (Segev, Fishman et al. 2004), pankreatickych neendokrinnich bunék (Bonner-Weir,
Taneja et al. 2000) nebo zménou vyvoje kmenovych bunék napiiklad z kostni diené (Oh,
Muzzonigro et al. 2004).

Izolace a transplantace ostrivku

Pankreatické ostrivky jsou izolovany z pankreatti kadaveroznich dérch, které jsou
vétSinou ziskany v rdmci multiorganového odbéru. Organy vcetné pankreatu jsou béhem
odbéru perfundovany vhodnym konzervacnim roztokem, ve kterém jsou rovnéz
transportovany. Cas studené ischemie pankreatu do pocatku izolace ostriivki by nemél
piesahnout 8 hodin.

Lidské ostrivky jsou zpankreatu ziskavany automatizovanou metodou izolace
(Ricordi, Finke et al. 1988), ktera byla postupem c¢asu z¢asti modifikovana (Ricordi, Gray et
al. 1990) a uzptsobena pro konkrétni izola¢ni laboratofe.

Zakladni kroky izolace jsou tyto. Pankreatickym duktem je pankreas naplnén
roztokem enzymu kolagendzy. Plnéni je provadéno pomoci automatické pumpy a tlak roztoku
je v pribéhu regulovan. Enzymatické natraveni kolagenazou uvolni ostrivky z jejich okolni
tkané, aniz by byly mechanicky poskozeny. Pankreas s kolagendzou se umisti do diges¢ni
komory, ktera je napojena na cirkulac¢ni okruh. V systému je regulovana teplota (optimalné
37°C) a pratok. Bé¢hem recirkulaéni faze je sledovan prab¢h traveni pankreatické tkan€ a mira
uvolnéni ostrivki. Po dostatecném uvolnéni ostrivki se natravena tkan ze systému postupné
vymyva a koncentruje. Ostrivky jsou pak od exokrinni tkan¢ oddéleny na zakladé rozdilnych
hustot pomoci hustotniho gradientu. Pro centrifugaci gradientu je pouZivan bunéény separator
COBE 2991 (Caridian BCT, Terumo BTC, USA). Ostritvky z jednotlivych frakci gradientu
jsou resuspendovany v médiu, kde se stanovuje jejich pocet, procentudlni zastoupeni ve
tkanové suspenzi (Cistota) a objem tkané. Pocet ostrivkd se vztahuje na tzv. ostrivkové
ekvivalenty (IEQ, islet equivalent), kde 1 IEQ odpovida ostriivku o priméru 150 pm. Ptispéni
ostruvkl riznych velikosti do celkového poctu ostrivkovych ekvivalentti je pak dano jejich
objemem. Izolované ostrivky jsou az do transplantace ulozeny do kultivacnich nadob
vV bunééném inkubatoru. Transplantace se provadi, jen pokud je pfi izolaci ziskan dostate¢ny
pocet ostravku (vice nez 4000 IEQ / kg vahy ptijemce).

Transplantace pankreatickych ostrivku se klinicky rozsifila po publikaci edmontonské

skupiny v roce 2000 (Shapiro, Lakey et al. 2000). Tato skupina provedla transplantace u 7
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pacient a u vSech bylo dosazeno nezdvislosti na inzulinu. VSem byly transplantovany
ostrivky od 2 dérct a byla pouzita imunosuprese bez glukokortikoida.

Ostravky jsou transplantovany piijemci se shodnou krevni skupinou. Suspenze
ostrivkl je nejcastéji transplantovana transkutanné katetrem do vena porte, ktery je zavedeny
pomoci rentgenu. Infuze ostrivkll probihd samovoln€, aby nedoslo k vyraznému zvyseni
portalniho tlaku.

Transplantace pankreatickych ostrivku je uréena hlavné pro pacienty s diabetem 1.
typu, ktefi trpi hypoglykemickymi stavy, metabolickou nestabilitou nebo Casnymi

sekundarnimi komplikacemi diabetu (Ryan, Bigam et al. 2006).

Faktory ovliviiujici funkei ostriivkii po transplantaci

Funkci a uchyceni ostrivki ovliviiuje mnoho faktorti. Pro dostate¢nou funkci je
kriticky pocet implantovanych ostrivki. Ten zavisi na stavu organu, jeho prezervaci a na
procesu izolace. Transplantované ostritvky se zachyti v drobnych cévach krevniho fecisté
jater, coz predstavuje zcela nové mikroprostiedi bez inervace, vnitini vaskularizace a bez
vlastni extracelularni matrix. Pfimy kontakt ostrivki s krvi navic vede k rozvoji akutni reakce
(instant blood-mediated inflammatory reaction - IBMIR) (Bennet, Groth et al. 2000). Jeji
soucasti je aktivace koagulacni i komplementové kaskady a na né navazujici zanétliva reakce,
kterd miize vést k destrukci ostrivkli. Po transplantaci jsou dale ostrivky vystaveny
aloimunitni reakci, ktera mize vést k jejich rejekci. Ostrivky mohou byt ztraceny také diky
autoimunitni reakci, ktera pretrvava i v pozdnich fazich diabetu (Pileggi, Ricordi et al. 2001).
Nové imunosupresivni rezimy sice snizuji riziko rejekce a potlacuji autoimunitu, v ptipadé
transplantace ostriivkd ale chybi specificky marker, ktery by umozioval jejich monitorovani.
Proto je velmi téZké nastavit vhodny imunosupresivni rezim, ktery by preziti ostrivka

prodlouzil.

Sledovani ostriivki po transplantaci

RozloZeni transplantovanych ostrivkii neumoznuje sledovani jejich rejekce pomoci
biopsie nebo béznych zobrazovacich metod. Sledovani transplantovanych ostrivki je tak
zalozeno pouze na monitorovani jejich funkce. Sleduje se sekrece c-peptidu, glykémie,
koncentrace glykovaného hemoglobinu nebo mnozstvi potiebného exogenniho inzulinu.
Zhorsena funkce ostruvku je zjisténa vyskytem hyperglykemii, snizenim sekrece c-peptidu
nebo vyssi spotiebou inzulinu. Tyto ukazatele jsou ale zachyceny az v dobé&, kdy uz doslo ke

ztraté vétSiny ostrivkl. Pro zlepSeni piezivani transplantovanych ostrivka je zapotitebi
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metoda, kterd by umoznila vcas detekovat, kdy dochazi k jejich poskozeni a jakym

mechanizmem jsou poskozeny (Berney and Toso 2006).

MozZnosti zobrazeni transplantovanych ostruvku

Nejslibngjsimi  pfistupy sledovani transplantovanych ostrivki jsou neinvazivni
metody zobrazovani. Jednou z moznych metod pro zobrazeni transplantovanych ostravki je
pozitronova emisni tomografie (PET). PET- kompatibilni ¢astice mohou byt pouzity pro
oznaCeni ostrivkll ex vivo pfed transplantaci. Takto byly ostrivky pro experimentalni i
klinickou transplantaci oznaCeny pomoci 2-[18F]fluoro-2deoxy-D-glukozy a nasledné
zobrazeny (Eich, Eriksson et al. 2007). Nevyhodou této metody je jeji nizké prostorové
rozliSeni. Signal navic pfetrvava pouze nckolik hodin. Metoda tak neumoZziuje néasledné
sledovani ostrivkli. Na druhou stranu detekce signdlu je velmi citlivd a signal je dobie
kvantifikovatelny.

V experimentu je pro zobrazeni transplantovanych ostrivki pouzivand také metoda
detekce bioluminiscence, kterd vyuziva svétlo generujici enzym, napt. luciferazu, a svételny
(bioluminiscenéni) signdl je nad povrchem tkan€ snimén velmi citlivou kamerou. U mysi byly
takto zobrazeny transplantované ostruvky, jejichz bunky po transfekci tento enzym
produkovaly. Trvala exprese enzymu umoznila zobrazit ostrivky i dlouho po transplantaci
(Fowler, Virostko et al. 2005) (Chen, Zhang et al. 2006). Nevyhodou této metody je ale
sniZeni bioluminiscen¢niho signalu pfi priichodu tkani a v soucasné dob¢ neni aplikovatelna
V klinické praxi.

Nejvice pouzivanou metodou pro detekci transplantovanych ostriivki je zobrazovani
pomoci magnetické rezonance (MRI - magnetic resonace imaging). Pro odliSeni ostriivkd od
okolni tkdn¢ vyuzivaji MRI studie béZn¢ dostupné kontrastni latky vyvinuté pro MRI
(Saudek, Brogren et al. 2008).

Magnetické ptisobeni MRI skeneru vyvolava zménu spinu jader nékterych atomt a
jejich nasledny navrat do piivodniho stavu (relaxace). Energie, kterd se pfi relaxaci uvolni je
detekovéna a pfevedena do formy obrazu. MRI kontrastni latky méni tzv. relaxacni Casy jader
ve své blizkosti, hlavné protonli vody, a zvétSuji tak kontrast mezi zobrazovanymi tkanémi.
Vliv kontrastni latky na MRI je charakterizovan jejimi uCinky na Tl1-relaxacni Cas (doba
trvani zmény zplsobené v podélném magnetickém poli) a T2-relaxacni Cas (doba trvani
zmény vyvolané psobenim piicného magnetického pole). Latky, které zkracuji T1 relaxacni
Cas, jsou zobrazeny jako intenzivnéj$i, svétlé body a oznacuji se jako T1-kontrastni latky

(pozitivni) a latky, které zkracuji T2 relaxacni Cas, davaji obraz se snizenou intenzitou signalu
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a oznacuji se jako T2-kontrastni latky (negativni). Kontrastni latky mohou byt dale
klasifikovany na zéklad¢ jejich rozlozeni ve tkani, chemického slozeni, magnetickych
vlastnosti nebo vlivu na MRI (Na, Song et al. 2009).

Stale nejcastéji pouzivanymi kontrastni latkami jsou chelaty gadolinia. Tyto komplexy
Gd** jsou velmi stabilni, coz brani toxicit® gadolinia. Tyto kontrastni latky jsou
paramagnetické a zkracuji T1-relaxacni Casy. V zavislosti na chemické struktufe jsou nékteré
gadoliniové kontrastni latky po intravenozni aplikaci distribuovany nespecificky
extracelularng, jiné vstupuji do bunék specifické tkan¢ nebo ziistavaji vazany na krevni
bilkoviny.

Kontrastni latky na bazi manganu maji paramagnetické vlastnosti. Chelaty manganu
jsou specificky rozpozndvany transportnim systémem hepatocytii a slouzi tak jako kontrastni
latky pro zobrazeni jaterni tkdné.

Dalsi skupinou kontrastnich latek jsou superparamagnetické castice oxida zeleza -
SPIO castice (superparamagentic iron oxide particles). Jsou tvoifeny magnetickym jadrem
zoxidi zeleza a obalem zdextranu nebo carboxydextranu. Silnd magnetizace
superparamagnetickych castic zptsobuje mikroskopické nehomogenity v magnetickém poli
ve svém okoli. SPIO ¢astice tak zkracuji T2-relaxacni Casy i v pfilehlé oblasti a v MRI zna¢né
snizuji intenzitu signalu. Obal Castic brani toxicité Zeleza a umoznuje jejich biologickou
distribuci. SPIO ¢astice jsou specificky zachycovany buiikami retikuloendotelidlniho systému
pfevazné v jatrech a slezing. Dostupné jsou dv€ formy, ferumoxidy a ferucarbotrany.V
praiméru vétsi ferumoxidy (kolem 150 nm) jsou piednostné vychytavany Kupfferovymi
bunikami v jatrech, kdeZto mensi ferucarbotrany cirkuluji v krvi déle a mohou byt vychytany
makrofagy v lymfatickych uzlinach, jatrech nebo sleziné. SPIO ¢astice jsou metabolizovany a

uvolnéné neparamagnetické Zelezo je zaclenéno do feritinu, hemoglobinu nebo hemosiderinu.

Znaceni ostruvka pomoci SPIO ¢astic

V roce 2004, nase skupina (IKEM, Praha) jako prvni zobrazila transplantované
ostruvky pomoci MRI v experimentalnim modelu (Jirak, Kriz et al. 2004). 1zolované ostrivky
byly pfed transplantaci in vitro oznaceny SPIO kontrastni latkou. Pro znadeni byla pouzita
komeréné¢ dostupnd kontrastni latka Resovist® (ferucarbotran, Schering AG, Berlin,
Germany). Po intraportalni transplantaci jsou ferucarbotranem znacené ostrtivky v jatrech

zobrazeny jako hypointensni body na T2*-vazenych snimcich MRI (Obr. 2).
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Inkubace izolovanych Kontrola Transplantace MRI zobrazeni
Langerhansovych => znacenych => znacenych => transplantovanych
ostravku s ostravku in vitro ostravku ostravku
ferucarbotranem

Obr. 2: Schéma postupu znaceni Langerhansovych ostrivkti pomoci SPIO castic a jejich

zobrazeni

Obdobné byly transplantované ostriivky zobrazeny po oznaceni kontrastnimi latkami
ferumoxidy (Feridex®, ferumoxide; Advanced Magnetics, Cambridge, MA nebo Endorem®,
Guerbet, Paris, France) (Evgenov, Medarova et al. 2006; Tai, Foster et al. 2006; Ris, Lepetit-
Coiffe et al. 2010). Diky SPIO kontrastnim latkam schvalenym pro klinické MRI bylo mozné
prenést tuto metodu zobrazovani do klinické praxe (Toso, Vallee et al. 2008; Saudek, Jirak et
al. 2010). Produkce klinicky pouZzivané kontrastni latky Resovist® byla ale bohuzel
Vv soucasné dob¢ zastavena.

Kvantifikace hypointenznich spotii ostrivki na MRI byla z pocatku provadéna
manualnim po¢itdnim na nékolika vybranych optickych fezech. V dnes$ni dobé bylo vyvinuto
nékolik zplisobl automatizované kvantifikace, které vychdzi z riznych rezZimi MRI sniméni a
analyzy obrazu (Jirak, Kriz et al. 2009; Medarova, Vallabhajosyula et al. 2009; Crowe, Ris et
al. 2011). Pocet spotti dobfe koreluje s poctem transplantovanych ostrivku, i kdyz jednotlivé
signaly odpovidaji spiSe skupin¢ nékolika ostrivkd. Spoty jsou dobie rozpoznatelné¢ diky
superparamagnetickym vlastnostem SPIO ¢astic, které zplisobuji hypointenzni signal v oblasti
vetsi nez je skuteénd velikost ostriivki.

Velkou vyhodou znaceni pomoci SPIO ¢astic je to, ze znafené ostrivky lze zobrazit i
6 mésicu po transplantaci (Jirak, Kriz et al. 2004, Toso, Vallee et al. 2008; Saudek, Jirak et al.
2010). Citlivost MRI navic umoznuje zachytit pokles poctu hypointenznich spoti, ke kterému
dochazi béhem rejekce znacenych ostravku (Kriz, Jirak et al. 2005; Evgenov, Medarova et al.
2006; Kriz, Jirak et al. 2012).
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Bimodalni kontrastni latky

Znaceni pomoci MRI kontrastni latek se vyuziva pro sledovani mnoha typi
transplantovanych bunc¢k. Bézné MRI kontrastni latky umoziuji zobrazeni s vysokym
rozliSenim, ale nelze je pfimo zobrazit jinymi, napiiklad mikroskopickymi metodami. Nové
vyvijené kontrastni latky, tzv. bimodélni kontrastni latky, proto vyuzivaji nanostrukturni
materidly, ve kterych jsou paramagnetické Castice imobilizovany v liposomechy,
perfluorocarbonovych nebo silikonovych ¢asticich. Na tyto strukturni ¢asti mize byt navazan
luminiscenéni nebo fluorescencni marker. Komplexy navic obsahuji vétsi pocet
paramagnetickych castic a maji tak intenzivnéj$i vliv na MRI (Na and Hyeon 2009).
Kontrasty tohoto typu byly nékolikrat pouzity i pro znaceni a detekci izolovanych ostruvki

(Barnett, Ruiz-Cabello et al. 2011).
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Vlastni vysledky prace jsou v rozsifené verzi obsazeny v ptilozenych pracich.
Cast 1, kterd je zaméfena na diagnostiku transplantace izolovanych Langerhansovych
ostruvk, je zalozena na vysledcich, které byly soucasti nasledujicich publikaci:

Ptiloha I. Zacharovova, K., Z. Berkova, T. Spacek, J. Kriz, E. Dovolilova, P. Girman,
T. Koblas, P. Jezek, and F. Saudek, In vitro assessment of pancreatic islet vitality by
oxymetry. Transplant Proc, 2005. 37(8): p. 3454-6. (IF = 0,799)

Ptiloha II. Berkova, Z., D. Jirak, K. Zacharovova, J. Kriz, A. Lodererova, P. Girman,
T. Koblas, E. Dovolilova, M. Vancova, M. Hajek, and F. Saudek, Labeling of pancreatic islets
with iron oxide nanoparticles for in vivo detection with magnetic resonance. Transplantation,
2008. 85(1): p. 155-9. (IF = 3,816)

Ptiloha III. ~ Zacharovova, K., Z. Berkova, D. Jirdk, V. Herynek, M. Vancova,
E. Dovolilovd, and F. Saudek, Processing of superparamagnetic iron contrast agent
ferucarbotran in transplanted pancreatic islets. Contrast Media & Molecular Imaging.
Manuskript pfijat k publikaci 8. kvétna 2012. (IF = 4,020 z roku 2010)

Priloha IV.  Kacenka, M., O. Kaman, J. Kotek, L. Falteisek, J. Cerny, D. Jirak, V. Herynek,
K. Zacharovova, Z. Berkova, P. Jendelova, J. Kupcik, E. Pollert, P. Veverka, and I. Lukes,
Dual imaging probes for magnetic resonance imaging and fluorescence microscopy based on
perovskite manganite nanoparticles. Journal of Materials Chemistry, 2011. 21(1): p. 157-164.
(IF z roku 2010 = 5,101)

Cast 2, ktera je zaméfena na diagnostiku imunitni intervence v ¢asném stadiu diabetu 1. typu,
je zaloZena na publikacich:

Piiloha V.  Vrabelova, Z., S. Kolouskova, K. Bohmova, M.K. Faresjo, Z. Sumnik,
M. Pechova, M. Kverka, D. Chudoba, K. Zacharovova, G. Stadlerova, P. Pithova,
M. Hladikova, and K. Stechova, Protein microarray analysis as a tool for monitoring cellular
autoreactivity in type 1 diabetes patients and their relatives. Pediatr Diabetes, 2007. 8(5):
p. 252-60. (IF = 2,314)

Piiloha VI. ~ Stechova, K., K. Bohmova, Z. Vrabelova, A. Sepa, G. Stadlerova,
K. Zacharovova, and M. Faresjo, High T-helper-1 cytokines but low T-helper-3 cytokines,
inflammatory cytokines and chemokines in children with high risk of developing type
1 diabetes. Diabetes Metab Res Rev, 2007. 23(6): p. 462-71. (IF = 3,087)

Ptiloha VII. Vargova, L., K. Zacharovova, E. Dovolilova, L. Vojtova, and F. Saudek,
Immunoregulatory effect of anti-thymocyte globulin monotherapy on peripheral lymphoid
tissues of non-obese diabetic mice. Transplant Proc, 2011. 43(9): p. 3277-80. (IF z roku 2010
=0,993)
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Ptiloha I. In vitro assessment of pancreatic islet vitality by oxymetry. Transplant Proc, 2005.
Spolu se skolitelem jsem se podilela na navrhu studie. Provedla jsem izolace ostriivkli a
testovani jejich kvality metodami statick¢ inkubace a fluorescencniho barveni Zzivych a
mrtvych bunck. Respiracni aktivitu ostrivkll jsem meéfila ve spolupraci s pracovistém
Akademie véd CR. Vysledky jsem zpracovala a piipravila text publikace.

Ptiloha II. Labeling of pancreatic islets with iron oxide nanoparticles for in vivo detection
with magnetic resonance. Transplantation, 2008.

Pro tuto publikaci jsem zpracovala vzorky pro analyzu pomoci transmisni elektronové
mikroskopie. Vzorky jsem vysetfila a z morfologického obrazu jsem vyhodnotila postupny
proces pronikani SPIO partikuli do bunék ostravkl. Fotodokumentaci spolu s metodickou
¢asti a popisem jsem predala k vytvotfeni publikace hlavni autorce.

Piiloha III. Processing of superparamagnetic iron contrast agent ferucarbotran in
transplanted pancreatic islets. Contrast Media & Molecular Imaging. Manuskript prijat k
publikaci 8. kvétna 2012.

V tomto projektu jsem se podilela na piipravé konceptu studie a na experimentalnich
postupech jako je izolace ostriivkd, jejich znaceni ferucarbotranem a nasledné znaceni pomoci
CMFDA Cell Tracker™Green. Provedla jsem imunofluorescenéni i histologicka barvent,
zpracovala jsem vzorky pro elektronovou mikroskopii a vzorky jsem vyhodnotila. Vysledky
jsem zpracovala formou publikace jako hlavni autor.

Piiloha IV. Dual imaging probes for magnetic resonance imaging and fluorescence
microscopy based on perovskite manganite nanoparticles. Journal of Materials Chemistry,
2011.

Pro tuto publikaci jsem zpracovala histologické vzorky znacenych ostriivkil a vyhodnotila
efekt znac¢eni pomoci fluorescenéni mikroskopie.

Ptiloha V. Protein microarray analysis as a tool for monitoring cellular autoreactivity in type
1 diabetes patients and their relatives. Pediatr Diabetes, 2007.

a priloha VI. High T-helper-1 cytokines but low T-helper-3 cytokines, inflammatory cytokines
and chemokines in children with high risk of developing type 1 diabetes. Diabetes Metab Res
Rev, 2007.

V ramci tohoto projektu jsem provadéla sbér vzorkd krve, jejich zpracovani, izolace
mononuklearnich bunék a jejich stimulace. Vzorky jsem analyzovala pomoci proteinové
cytokinové array.

Ptiloha VII. Immunoregulatory effect of anti-thymocyte globulin monotherapy on peripheral
lymphoid tissues of non-obese diabetic mice. Transplant Proc, 2011.

Navrhla jsem postup a zplsob realizace tohoto projektu. Pracovala jsem na vSech vyuzitych
postupech. Na sledovanych mysich jsem provadéla testovani gluk6zového metabolismu a v
terminalni fazi odbér a zpracovani krve, sleziny, pankreatickych uzlin a pankreatu. Znacila
jsem izolované bunky sleziny a uzlin a provedla jejich analyzu pomoci pritokové cytometrie.
Podilela jsem se na vyhodnoceni vysledki a ptipravé publikace.
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CAST 1
I. Stanoveni Zivotnosti izolovanych ostriivkii pomoci oxymetrie (pfiloha I.)

Uspé&snost transplantace pankreatickych ostriivkil je do znaéné miry zavisla na kvalité
podanych ostrivki. Zivotnost ostrivki mize byt ovlivnéna jiz dobou ischemie odebraného
organu, bé¢hem izola¢niho procesu i pfi kultivaci ostravka pied transplantaci. K posouzeni
kvality ostritvkil jsou potieba rychlé a spolehlivé metody testovani.

V predkladané préci bylo testovano méfeni respiracni aktivity izolovanych ostrivki
jako pfipadna alternativni metoda sledovani jejich kvality. V experimentu byla pomoci
respirometru Oxygraph K2 méfena spotfeba kysliku izolovanych Langerhansovych ostrivka
potkani kmene Wistar. Respirani aktivita dobfe korelovala s vysledky standardniho
testovani ostriivkll metodou statické inkubace a rychlost spotieby kysliku byla imérna poc¢tu
testovanych ostravki.

Rychlost spotieby kysliku ostrivky byla nasledné testovana i dalS$imi autory.
Vysledky ukazuji, Ze je pfimo imérnd poctu zivych bunék a koreluje s integritou membrany
bunék ostravka (Sweet, Khalil et al. 2002). Metabolicka aktivita beta bunék je navic zvySena
pti glukozou stimulované sekreci inzulinu. Méfeni proto bylo rozsifeno o sledovani zvyseni
rychlosti spotfeby kysliku po aplikaci glukézy. Vyssi stimulacni index spotteby kysliku byl
ze stimulovana spotieba kysliku je glukdzou zvySena témét vyhradné v beta bunkach. Je tedy
velmi specifickym markerem kvality beta bunék a neni vyznamné ovlivnéna ptfitomnosti
neendokrinnich bun¢k (Sweet, Gilbert et al. 2008). Pro méfeni respiracni aktivity byly pouzity
rizné metody méteni koncentrace kysliku, napiiklad pomoci kyslikové elektrody nebo detekci
signalu z fluoroforti zhdsenych kyslikem. Pro sledovani respiracni aktivity ostravkt byla také
vyvinuta specialni komercni sestava komtrek s integrovanym fluorescencnim senzorem
(Instech Lab) (Papas, Pisania et al. 2007). Mé&feni spotieby kysliku se tak ukazuje jako
jednoduché a rychld metoda, kterd dobfe vypovida o kvalité testovanych ostravkl a jejich
vhodnosti pro transplantaci (Papas, Colton et al. 2010). Po zavedeni metody se oxymetrické

vySetieni V nasi laboratofi stalo rutinnim zplisobem testovani vitality ostrivkd.

19



KOMENTAR K VYSLEDKUM A DISKUZE

I1. Znaceni pankreatickych ostriivki SPIO nanocasticemi pro jejich in vivo zobrazeni
pomoci MRI (piiloha II.)

Zobrazovani transplantovanych ostrtivklti mize byt vyuzito pro jejich sledovani béhem
transplantace, vaskularizace, autoimunitniho nebo aloimunitniho zanétu. Dlouhodobé
sledovani, dostate¢né rozliseni a vyuzitelnost v klinické praxi umoziuje v souc¢asné dob¢ stale
jen jedind metoda: znaCeni ostruvkd SPIO casticemi pied transplantaci a jejich nasledné
zobrazeni pomoci MRI (Borot, Crowe et al. 2011). V piedkladané praci bylo cilem podrobné
poznat proces znaceni ostrivkll SPIO cCasticemi, sledovat casovy vyvoj znaceni, akumulaci
zeleza v jednotlivych typech bunék ostriivkli a na zakladé toho optimalizovat znaceni
ostravkll a ovéfit bezpecnost této metody.

Pomoci transmisni elektronové mikroskopie (TEM) jsme sledovali ultrastrukturni
lokalizaci SPIO castic ferucarbotranu a pribéh jejich vstupu do bunék ostriivka. Ostrivky
byly znaceny po dobu 1, 4, 8, 12 a 24 hodin. SPIO ¢astice byly v TEM zobrazeny jako silné
elektrodenzni krystaly, které byly snadno rozpoznatelné zvlast na nekontrastovanych fezech.
V endozémech makrofagh byly SPIO castice detekovany jiz po jedné hodin€ znaceni. U
endokrinnich bunék byly SPIO ¢astice nejdiive detekovany jen adherované na povrchu, ale po
¢tyfech hodinach znaceni byly lokalizovany i v malych vezikulech v cytoplazmé. S délkou
Gasu znadeni piibyvalo mnozstvi &astic za¢lenénych do bundk ostrivki. Castice byly
detekovany ve vétSich endozomech a postupné byly akumulovany do elektrodenznich klastra.
Ferucarbotran byl zachycen ve vSech typech bunck ostrivkd, ale nejvétsi mnozstvi SPIO
¢astic bylo nahromadéno v makrofdzich. In vitro zna¢eni neovlivnilo strukturu endokrinnich
bunék ani funkci ostrivk.

Ferucarbotran byl vyvinut jako kontrastni latka pro MRI pro zobrazeni jaternich 1ézi
(Reimer and Tombach 1998; Vogl, Schwarz et al. 2003). Oxidy zeleza v jadfe Castic jsou
obaleny karboxydextranem, ktery podporuje fagocytozu téchto ¢astic Kupferovymi bunikami
v jatrech (Reimer and Tombach 1998; Wang, Hussain et al. 2001). Karboxydextran je
pravdépodobné diivodem, pro¢ jsou ¢astice intenzivné fagocytovany i makrofagy ostravkd.

SPIO castice byly lokalizovany v makrofdzich i endokrinnich buikéch jak nasi
skupinou v predchazejicich pracich (Jirak, Kriz et al. 2004; Kriz, Jirak et al. 2005), tak
dalsimi autory, kteti pouzivaly ke znaceni ostruvki ferucarbotran (Kim, Choi et al. 2009)
nebo jiné typy SPIO castic (Evgenov, Medarova et al. 2006; Tai, Foster et al. 2006). Pro
znaceni lidskych ostrivkll se pak jevi jako vhodné&jsi praveé ferucarbotranové SPIO Castice

(Ris, Lepetit-Coiffe et al. 2010).
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Pomoci MRI byly zna¢ené ostrivky viditelné na T2*- vazenych snimcich jako silné
hypointenzni spoty jiz po jedné hodin¢ znaceni, ale superparamgneticky efekt byl v této fazi
zpusoben hlavné casticemi zachycenymi na povrchu bunék ostrivki. Mnozstvi Zeleza
zacClenéného do ostrivkl se zvySovalo s dobou znaceni.

Sekrece inzulinu jako reakce na stimulaci gluk6zou nebyla znacenim ostriivkl
ovlivnéna a znacené ostriivky normalizovaly glykemie diabetickych zvifat. Obdobné byla
ovéfena bezpe¢nost znaCeni SPIO c¢asticemi i dal$imi autory (Tai, Foster et al. 2006;
Evgenov, Pratt et al. 2008; Kim, Choi et al. 2009). U lidskych ostravku také nebyla znacenim
ovlivnéna zivotnost, funkce ani exprese genll pro proteiny sekrenich granul a transkribénich
faktort beta bunék (Malosio, Esposito et al. 2009).

Z nasich vysledki vyplynula jako nejvhodnéjsi 24 hodinové doba znaceni, kdy je
dosazeno dostateCné intenzity znaceni bez zjevnych nezddoucich efektli na Zivotnost a

morfologii ostravku.

I11. Sledovani SPIO nanoéastic po transplantaci znacenych ostrivki (pfiloha III.)

Metoda znaceni Langerhansovych ostrivka pro jejich zobrazeni pomoci MRI byla
pouzita i v publikaci v ptiloze III. Cilem této ¢asti prace bylo sledovani vyskytu magnetickych
¢astic in vivo po transplantaci znacenych ostrivkd. Abychom objasnili vztah vyskytu
magnetickych partikuli a transplantovanych ostriivki, sledovali jsme morfologii znaenych
ostriivkil po transplantaci. Jako model transplantace jsme pouZili transplantaci do jaterni Zily a
transplantaci pod rendlni kapsulu.

V syngennim modelu bylo MRI hypointenznich spoti vyvolanych znacenymi
ostriivky bez vyraznych zmén po dobu 3 mési¢niho sledovani po transplantaci. Podobné& jako
popisovali ostatni autofi (Evgenov, Medarova et al. 2006; Tai, Foster et al. 2006), tak i v nasi
studii byly na MRI v jatrech detekovany jednotlivé spoty, kdezto pfi transplantaci pod renalni
kapsulu byla zobrazena souvisla hypointenzni oblast na okraji ledviny. Pro MRI ostravku
neni jejich umisténi pod pouzdro ledviny pfiliS vhodné. Jednak piekryvajici
superparamagneticky signdl neumoziiuje jejich kvantifikaci a navic na rozhrani ledviny
vznikéd takzvany “chemical shift artifact™, kdy odliSné rezonanéni frekvence riiznych tkani
maji za nasledek tmavou linii na jejich rozhrani v MRI (Weinreb, Brateman et al. 1985). Na
okraji ledviny tak mize tento artefakt zastirat misto transplantovanych ostravkii.

V nasi studii jsme se zamétili na lokalizaci SPIO ¢astic ve znacenych ostriiveich po
jejich transplantaci. Oproti situaci in vitro, kdy se Castice po znaceni ostrivkl nachazi v

cytoplasmé bunck ostrivkili, jsme po transplantaci pozorovali vyrazné zmeény, které byly
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u syngenniho modelu srovnatelné jak po transplantaci do jater tak pod renalni kapsulu.
Metodami imunofluorescence, histochemie a transmisni elektronové mikroskopie jsme
prokazali, ze SPIO cCéstice byly po transplantaci ostravka postupné eliminovany
Z endokrinnich bunék a byly akumulovany v makrofazich v tésné blizkosti ostravkda.
Fibroblasty a myofibroblasty, které byly v okoli ostrivka také cetné, obsahovaly jen malé
mnozstvi SPIO &astic. Zelezné G&astice byly takto lokalizovany i po 3 mésicich po
transplantaci. Pfitomnost SPIO ¢astic v buiikach v okoli ostrivki jiz byla popsana v nékolika
studiich (Tai, Foster et al. 2006; Jiao, Peng et al. 2008; Kim, Kim et al. 2010). Cast partikuli
uvolnénych z bunék ostrivkit mohlo byt také zmetabolizovano (Weissleder, Stark et al. 1989;
Arbab, Wilson et al. 2005). Nicméné v naSem syngennim modelu vétSina SPIO ¢astic
uvolnénych z ostravkll zlstavala v tésné blizkosti funkénich ostrivkil po dlouhou dobu a to
na obou mistech transplantace.

Pretrvavani zeleznych castic v blizkosti ostrivk v ¢etnych makrofazich nas vedlo
k prikazu puvodu téchto bunck. Ostruvky znacené ferucarbotranem jsme proto nasledné
znacili fluorescen¢ni barvou CellTracker™ Green CMFDA (5-chloromethylfluorescein
diacetate) (Invitrogen, OR, USA). CMFDA tvofi v cytoplasmé Zivych bunc€k nerozpustny
fluorescen¢ni konjugat, ktery umoziuje identifikaci oznacenych bunék v kratS§im obdobi po
transplantaci. Sekundarni znaceni ostrivkil pomoci CMFDA neovlivnilo lokalizaci SPIO
Castic po syngenni transplantaci ostrivkl. Histologické sledovani ukézalo, Ze bunky, ve
kterych se po transplantaci nachazely SPIO ¢astice, byly téméf vyhradné plvodem
piijemcovy. Pfedpokladame, ze makrofagy migrujici na misto transplantace pohltily uvolnéné
zelezo nebo pfimo znacené bunky. Podobny mechanizmus byl pozorovan 1 po transplantaci
SPIO znaéenych bunék kostni diené (Pawelczyk, Jordan et al. 2009), neuralnich prekurzort
(Lepore, Walczak et al. 2006) nebo mezenchymalnich kmenovych bunék (Terrovitis, Stuber
et al. 2008).

V alogennim modelu byly transplantované ostrivky zcela odhojeny béhem né¢kolika
dnll a to jak po transplantaci do jater tak pod rendlni kapsulu. Osud SPIO ¢astic na téchto
dvou transplanta¢nich mistech se v§ak vyznamné lisil. Pfi transplantaci pod renalni kapsulu
prekvapiveé nedoslo ke zméné MRI po rejekei ostrivkll ani po dvou mésicich po transplantaci
a obraz byl stejny jako pfi transplantaci ostrivkll syngennich. Histologicky byly zelezné
Castice detekovany v makrofazich v misté transplantace, i kdyZz endokrinni bunky jiz nebyly
pfitomné. Vysledky tak ukazuji, Ze MRI znacenych ostriivkil transplantovanych pod renalni

kapsulu nevypovida o jejich pfitomnosti a funk&nosti. Podobny model alogenni transplantace
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znacenych ostrivkll pod pouzdro ledviny u imunokompetentnich zvifat nebyl dosud
publikovan.

Naopak u alogenniho modelu transplantace ostrivkit do jater byl zaznamenan
postupny pokles hypointenznich spott v souvislosti s rejekci ostruvki, stejné jako byl
pozorovan dal$imi autory jiz diive (Kriz, Jirak et al. 2005; Evgenov, Medarova et al. 2006).
Devaty den po transplantaci byly sice na histologickych fezech Zelezné Castice stéle
detekovany v misté po rejekci ostrivki, ale ¢trnacty den bylo zelezo detekovéano jen velmi
ojedinéle. Ponékud protichudné vysledky publikace Marzola et al. (Marzola, Longoni et al.
2009), kde je popisovana ptitomnost SPIO ¢astic v jatrech i 42 dnti po transplantaci ostravkd,
zeleznych castic. V popisovaném modelu (transplantace mezi potkany kment Wistar a
Sprague—Dawley) totiz byly endokrinni buiiky detekovany jesté¢ 29 den po transplantaci.
Obdobn¢ Kiiz et al. (Kriz, Jirak et al. 2012) ukazuji pfetrvavajici MRI signal u modelu
rejekce zmirnéné antirejekéni 1é€bou. V naSem modelu transplantace (transplantace mezi
potkany kment Brown Norway a Lewis) snizujici se hypointenzni MRI signél korespondoval

S odstranénim Zeleznych ¢astic z odhojenych ostrivk.

IV. Znaceni a zobrazeni transplantovanych ostrivki pomoci nové dudlni kontrastni
latky na bazi nanocastic Perovskite Manganite pro MRI a fluorescen¢ni mikroskopii
(ptiloha IV.)

Nové bimodalni (neboli dudlni) kontrastni latky umoziuji soucasné detekci pomoci
MRI i dalsi citlivéjsi zobrazovaci metodou jako luminiscence nebo fluorescence. Ve
spolupraci s Oddélenim anorganické chemie, Piirodovédecké fakulty UK, Ustavem
anorganické chemie, AVCR a Institutem experimentalni mediciny, AVCR jsme testovali nové
dudlni kontrastni latky. Nanocastice byly syntetizovany dvéma postupy a to s pouZitim
molekul ,,perovskite manganite® La0.75Sr0.25MnO3 (LSMO), ktery ma paramagnetické
vlastnosti T2-kontrastnich latek a byl pfipraven ve spolupracujici laboratofi Piirodovédecké
fakulty UK. LSMO je dvojité¢ potazen silikonem a ve vnitini vrstvé je kovalentn¢ vazany
fluorescein. Tyto nové kontrastni latky jsou tak detekovatelné pomoci MRI jako hypointenzni
signaly a pomoci fluorescencni mikroskopie jako zelena fluorescence s emisnim maximem o
vlnoveé délce 514 nm.

Fyzikalni a MRI vlastnosti kontrastnich latek byly testovany na pracovistich Oddéleni

anorganické chemie, P¥irodovédecké fakulty UK a Ustavu anorganické chemie, AVCR, kde
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byla latka syntetizovana. Testy biologickych vlastnosti na bunéénych kulturdch byly
provadény pracovistém Institutu experimentalni mediciny, AVCR.

Na nasem pracovisti jsme provedli 24 hodinovou inkubaci izolovanych ostravkia s
témito kontrastnimi latkami. Zivotnost ostriivkii po znadeni byla minimalné 75 % a produkce
inzulinu in vitro nebyla znacenim ovlivnéna. Mikroskopické pozorovani ukézalo pritomnost
kontrastni latky v okrajovych buiikich ostrivkil. Castice byly detekovany v endokrinnich
buitkdch 1 makrofazich a rozloZzeni ukazovalo na ulozeni v endozoméalnich vaccich.
Hypointenzni signal takto znacenych ostrivkt byl dostate¢né silny, takze in vitro byly
pomoci MRI rozlisitelné jednotlivé ostrivky jiz po jedné akvizici signalu.

Ke zpiesnéni lokalizace kontrastni latky ve znacenych ostrivcich, byla jiz v minulosti
pouzita SPIO kontrastni latka s navazanym fluoroforem Cy5.5 (Evgenov, Medarova et al.
2006). Obdobné¢ jako v nasi praci, byla tato kontrastni latka detekovana také v endokrinnich
buiikach  ostrivkd. Novéji byly zobrazeny také ostrivky znaené bimodalni
fluorescen¢ni/MRI kontrastni latkou na bazi Gadolinia ve spojeni s fluoresceninem (Kotkova,
Kotek et al. 2010). V tomto piipadé¢ se vSak jednalo o T1 kontrastni latku a detekovany signal
byl hyperintenzni.

Z vysledkl nasi prace vyplyva, Ze testované dualni kontrastni latky jsou vhodné pro in

vitro znaceni izolovanych pankreatickych ostrivkd a neovliviwji jejich kvalitu.

CAST 2
V. Sledovani bunécné autoreaktivity u pacienti s diabetem 1. typu a jejich pribuznych
(ptilohy V. a VIL.)

Pro komplexné&jsi sledovani autoreaktivnich T-lymfocytdi u pacientd s diabetem
1. typu lze v posledni dobé vyuZzit multiparametrové genomické nebo proteomické metody. V
nasi studii jsme pro sledovani cytokinové odpoveédi lymfocytd na specifickou stimulaci
diabetogennimi antigeny pouzili semikvantitativni proteinovou microarray.

Prvni studie, jejiz vysledky jsou v publikaci v pfiloze V., sledovala mensi skupinu
diabetiki, jejich ptibuznych a zdravé kontrolni jedince. Izolované mononuklearni bunky
periferni krve byly stimulovdny in vitro smési peptidi odvozenych od zndmych
diabetogennich autoantigeni GAD 65, IA-2 a proinzulinu. Produkce cytokinti po stimulaci
byla srovndvana s produkci nestimulovanych bun€k (bazélni). Ptekvapive, rozdily v sekreci
cytokind mezi skupinami byly pozorovany spiSe v kultivaci bez stimulace, ackoliv jsme
predpokladali rozdily spiSe v sekreci po stimulaci. Vys§i koncentrace cytokini byly

zaznamenané hlavné v kontrolni skupin€. Naopak nizsi produkce cytokinl byla pozorovéana
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ve skupiné ptibuznych diabetikll. Stimulace autoantigeny vedla k vyznamnému sniZeni tvorby
IL-2, IL-13, GCSF a IFN-gamma u kontrolni skupiny. Produkce cytokini u skupiny diabetikii
byla velmi rtiznorodd, jen po stimulaci bunék pacientti 12 mésicii po zachytu diabetu bylo
zaznamenano vyznamné snizeni produkce cytokinti IL-2, IL-6, Thl cytokini INF-gamma a
TNF-beta, Th2 cytokinu IL-4 a Th3 cytokinu TGF-beta. Snizeni tvorby prozanétlivych
cytokini po stimulaci bylo popsano také u ptibuznych osob s rizikem vyvoje diabetu
skupinou Karlsson et al. (Karlsson, Lawesson et al. 2000). Stejna skupina dale ukazala, Ze v
dob¢ zachytu diabetu je bazalni i stimulovana tvorba cytokini velmi nizka, ale po jednom
mésici vyvolala stimulace peptidem GADG65 zvyseni tvorby INF-gamma (Karlsson Faresjo,
Ernerudh et al. 2004). Pfleger et al. (Pfleger, Meierhoff et al. 2010) obdobn¢ pozorovali mirny
naruist produkce INF-gamma ¢tyfi tydny po zahdjeni sledovani, ale nasledn€ doslo k poklesu
reaktivity viaci peptidu GADG65 (sledovano pomoci metody ELISPOT). Tyto i nase vysledky
ukazuji na vyznamny vliv doby, kdy je po nastupu diabetu autoimunitni reaktivita sledovana.

Druha studie, jejiz vysledky jsou soucasti prilohy VI., sledovala sekreci cytokint
bazalni a po stimulaci peptidem GADG65 a.a. 247-279. Sledované skupiny byli diabeticti
pacienti détského véku, osoby s vysokym rizikem vyvoje diabetu a zdravi jedinci. Testované
mononukledrni buiiky byly izolovany z periferni krve pacientii ¢tyfi dny po zachytu diabetu.
Osoby zatazené¢ do ostatnich skupin byly vybirany tak, aby odpovidali vékem skupiné
diabetikli. VSechny sledované osoby nesly nékteré z rizikovych alel gend pro HLA II. tfidy.

Obdobné jako v prvni studii jsme pozorovali rozdily v nestimulované produkci
cytokinti. Vyssi bazalni tvorba cytokinii INF-gamma a TNF-beta ukazovala na prevladajici
Thl profil u déti s vysokym rizikem vzniku diabetu. U rizikovych osob byla podobna Thl
reaktivita pozorovana jiz diive (Karlsson, Lawesson et al. 2000). Karlsson Faresjo et al.
nasledné sledovali rizikové pacienty v porovnani s kontrolnimi osobami, které byly vybrany
tak, aby vekové 1 zastoupenim HLA antigent odpovidala pfesné skuping rizikovych pacientl
(Karlsson Faresjo and Ludvigsson 2005). Vysledky ukazaly snizeni Thl reaktivity jiz v
preklinické fazi diabetu.

U déti s projevenym diabetem 1. typu byla ndmi zachycena vys§i produkce
zangtlivych cytokind, nékterych chemokint a regulacnich cytokinli Th3 odpovédi. Vysledky
ukézaly vztah vyS$i tvorby Thl cytokinl a nizs$i produkce zanétlivych cytokind u rizikové
skupiny a inverzné niz$i produkce Thl cytokinil a vys$i produkce zéanétlivych cytokinl u
skupiny diabetikli. Z toho lze usuzovat, ze Thl reaktivita pfedchazi klinick¢ manifestaci
diabetu a je nasledovdna zanétlivou reakci zpiisobujici destrukci zbyvajicich beta bunck

pankreatu.
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V jiné studii, bylo ale naopak pozorovano vyrazné zvyseni tvorby INF-gamma po
stimulaci bunék diabetikd in vitro (Arif, Tree et al. 2004). Ke stimulaci zde byly pouzity
sekvence peptidu, které byly ziskany pfimo eluci z MHC molekul. Stimulaéni peptidy tak
zcela odpovidali MHC sledovanych osob a mély tak pravdépodobné vyssi efektivitu pii
stimulaci imunitnich bunék. Jedinym dal$im sledovanym cytokinem v této studii byl IL-10,
jehoz sekrece byla vice stimulovéana u kontrolnich osob.

Cytokinova array pouzitd v naSich studiich umoznila komplexné€jsi zhodnoceni
imunitni odpovédi na stimulaci diabetogennimi autoantigeny. Diive pouzivana metoda
ELISPOT sice umoznuje dobrou kvantifikaci odpovédi, ale sledovani je omezeno jen na
n¢kolik malo cytokini.

Jednim z limitujicich faktor stimula¢nich testi je jisté vybér vhodného stimula¢niho
antigenu a forma jeho prezentace imunitnim bunikdm. V sou€asné dob¢ proto v podobnych
studiich jiz pfevlada stimulace bunék pomoci MHC molekul, ptipadné tetramerd MHC s
vazanym konkrétnim stimula¢nim peptidem (Reijonen, Novak et al. 2002; Reijonen, Mallone
et al. 2004; Cernea and Herold 2010; Kronenberg, Knight et al. 2012). Zatim asi
sestavili assay pro identifikaci autoreaktivnich bun¢k. Metoda vyuzivd znaceni
autoreaktivnich CD8+ lymfocytd pomoci nékolika rizné¢ specifickych molekul MHC I
tetramerti soucasné a jejich identifikaci pomoci mnohobarevné priitokové cytometrie. Metoda
je velmi senzitivni s minimalni detekci pozitivnich bun€k u zdravych kontrol. Velkou
nevyhodou znaceni pomoci tetramert je ale to, Ze jeji vyuziti je mozné jen u osob se shodnym
typem MHC.

Obecné lze fici, Ze ve studiich, které sleduji reaktivitu bun€k proti diabetogennim
autoantigeniim, je nutny peclivy vybér skupin sledovanych osob, stimulac¢nich antigend i

metodiky k identifikaci autoreaktivnich bunék.

VI. Imunoregula¢ni efekt monoterapie anti-thymocytarnim glubulinem na diabetické
mySi kmene NOD (non-obese diabetic) (ptiloha VII.)

Experimentalni i klinické studie ukazuji, ze autoimunitni proces, ktery zpusobuje
destrukci beta bun¢k ostravka, mize byt zastaven vhodnou imunitni intervenci. Pozitivni
efekt ovlivnéni ¢asného vyvoje autoimunitniho diabetu byl popsan u anti-thymocytarniho
globulinu (ATG) (Simon, Parker et al. 2008), anti-lymfocytarniho séra (Maki, Ichikawa et al.
1992) nebo protilatek proti CD3 (Chatenoud, Primo et al. 1997).
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Nase studie sledovala vliv podavani mATG (anti-mouse ATG) NOD mySim po
manifestaci diabetu. Ackoliv terapie mATG nebyla dostatecna k 1écbé diabetu, zaznamenali
jsme vliv na metabolizmus i1 na imunitni systém sledovanych mysi. Terapie vedla jen k
malému zvySeni poétu zachycenych remisi oproti kontrolni skupiné bez terapie. K remisi
navic doslo jen u jedinct, u kterych byla glykemie v dob& zahdjeni terapie niz$i nez
15,6 mmol/l. To potvrzuje vyznamny vliv stavu jedinci v dobé& zahdjeni terapie na jeji
uspésnost (Mottram, Murray-Segal et al. 2002; Keymeulen, Vandemeulebroucke et al. 2005).
Vétsina studii, které popisuji zlepSeni nebo zabranéni vzniku diabetu, byla provadéna na pre-
diabetickych mysich. Ze 463 testovanych intervencnich postupti v diabetu bylo jen 23
zahdjeno po nastupu hyperglykemii a jen u 16 z nich byl zaznamenan pozitivni efekt terapie
(Shoda, Young et al. 2005).

Hlavni efekt terapie mATG jsme zaznamenali v populacich T-lymfocytd. Podavani
mATG vedlo ke snizeni poméru CD8+/CD4+ T-lymfocyti a to jak mezi splenocyty tak v
populacich bun¢k pankreatickych lymfatickych uzlin. Ve studiich, které sledovali populace T-
lymfocytt v periferni krvi, byl sice popsan pokles poméru CD4+/CD8+ (Saudek, Havrdova et
al. 2004; Herold, Gitelman et al. 2005), ale tato neshoda mutize byt dana funkénim rozdilem
mezi populacemi T-lymfocytii v periferii a v organech lymfatického systému.

Terapie mATG dale vedla ke zvyseni populace regulacnich lymfocyti FoxP3+ (Tregs)
a to ve slezin€ i1 pankreatickych lymfatickych uzlinach. Podobny efekt byl popsan v
experimentalnich i1 klinickych studiich s anti-lymfocytarni 1é¢bou (Lopez, Clarkson et al.
2006; Feng, Kajigaya et al. 2008). V nasi studii vSak populace Tregs postupné klesala v Case
od podani mATG. LepSiho efektu lécby by tak mohlo byt dosazeno dlouhodobé&jSim
podavanim ATG, podobné jako ve studii Vergani et al. (Vergani, D'Addio et al. 2010).

Jako slibny smér intervencnich studii se v posledni dobé& jevi pouZiti vice G¢innych
latek v kombinaci. Mohou tak byt ovlivnény rtizné vétve autoreaktivniho imunitniho systému
(Vergani, D'Addio et al. 2010) a souc¢asné indukovana regenerace beta bunék v pankreatu
(Fan, Kang et al. 2011). Nase studie na NOD mySich v soucasné¢ dobé také pokracuje
sledovanim vlivu kombinac¢ni 1é€by. Vcasné zahajeni intervence a vhodnad kombinace terapii
dava nadgji i pro klinické pouziti (Bach and Chatenoud 2011; Tooley, Waldron-Lynch et al.
2012). V kombinac¢ni terapii nyni testujeme efekt inhibitoru DPP-IV sitagliptin a molekuly

S imunosupresivnim u¢inkem deoxyspergualinu.
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V predklddané disertacni praci jsou shrnuty vysledky studii provedenych v laboratofi
Langerhansovych ostrivkti Centra experimentdlni mediciny IKEM. Zabyvali jsme se
sledovanim izolovanych Langerhansovych ostriivki, jejich zobrazenim po transplantaci a
imunologickymi aspekty diabetu 1. typu. VSechny tyto studie byly soucasti SirSich projekti,
které jsou na pracovisti Skolitele systematicky feSeny. Shrnujeme hlavni dil¢i vysledky téchto

praci, jez se staly soucasti predkladané disertacni prace.

Prokézali jsme, Ze méfeni spotieby kysliku vysoce citlivou metodou oxymetrie dobie koreluje
S ostatnimi metodami testovani kvality ostrivkid. V porovnani s ostatnimi metodami se jedna
o jednodussi, rychlejsi a reprodukovatelnéjsi metodu. Po doplnéni standardizace u lidskych
ostrivkli bude oxymetrie vyuzita pro testovani kvality ostrivkl uréenych pro klinickou

transplantaci.

Znaceni ostriivkll pomoci superparamagnetickych nanocastic oxidli Zeleza (SPIO) je zavislé
na dob¢ znaceni. Ostrivky je mozné pomoci magnetické rezonance (MRI) zobrazit jiz po
jedné hoding znageni. Zelezné partikule jsou nejintenzivngji akumulovany v makrofazich, ale
s prodluZujici se dobou znaceni jsou c¢astice zaclenény 1 do endokrinnich bun€k ostravk.
Akumulace SPIO partikuli v cytoplazmatickych vaccich neovlivituje morfologii endokrinnich
bunék. Sekrece inzulinu a schopnost normalizovat glykémie po transplantaci také neni
znaCenim ovlivnéna. Pro in vivo zobrazeni ostrivkll je zcela dostatecnd doba znaceni
24 hodin. Publikovana prace navazala na naSe pfedchozi vysledky a nalezla jiz pomé&rné

velkou odezvu ve védecké vetejnosti.

Po transplantaci znacenych ostriivki dochazi k translokaci SPIO nanocéstic z bunék ostravk.
Partikule vSak dlouhodobé zlstavaji v tésné blizkosti transplantovanych ostrivkil, vétSina
Vv makrofazich pfijemce. Pfi transplantaci pod pouzdro ledviny ziistavaji partikule v misté
transplantace 1 po odhojeni ostrivkii a MRI obraz tak nevypovidd o piezivani ostrivkda.
Oproti tomu pfi transplantaci do jater po odhojeni ostrivkll postupné vymizi i makrofagy
obsahujici SPIO c¢éstice. Pomoci MRI by tak bylo mozné v¢as diagnostikovat rejekci ostrivki
transplantovanych do jater. Prace piinesla nové poznatky potiebné k interpretaci MRI nalezt

pouzivanych k in vivo zobrazeni ostravk.
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Pomoci nové dudlni MRI kontrastni latky, ktera se sklada z perovskitu manganu a
fluoresceinu, je mozné znacit izolované ostrivky. Znaceni neovliviiuje kvalitu ostravka.
Kontrastni latka umoznuje zobrazit ostrivky pomoci fluorescencni mikroskopie a soucasné

déava dostatecny MRI signal.

Pomoci viceparametrové analyzy sekrece cytokini in vitro je mozné sledovat charakter a
intenzitu autoimunitni odpovédi pacientll s diabetem 1. typu nebo rizikovych skupin. U déti
s vysokym rizikem vyvoje diabetu ma cytokinova odpovéd’ charakter Thl imunitni reakce.
Izolované lymfocyty pacientd zahy po zachytu diabetu produkuji spiSe cytokiny prozanétlivé

a odpovidajici Th3 imunitni reakeci.

Terapie autoimunitniho diabetu u NOD mysi pomoci mATG neni dostatecna k vyléceni jiz
rozvinutého diabetu, ale vede k narlstu populace regulac¢nich lymfocyti a k pomérnému
sniZeni populace CD8+ lymfocytl. LepSich vysledkt by pravdépodobné mohlo byt dosazeno

u pre-diabetického modelu nebo pti dlouhodobé;jsi terapii.

Souhrmné vysledky této prace odpovidaji plvodni anotaci a pfispivaji k hodnoceni

intervencnich pfistupll v 1é¢bé diabetu mellitu 1. typu.
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