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Podékovani

Rad bych podékoval vsem, kteti svou spolupraci, podporou a pomoci piispéli
ke vzniku piedkladané habilitaéni prace. V prvni fadé dékuji panu Prof. MUDr.
FrantiSku Saudkovi, DrSc., piednostovi Kliniky diabetologie a vedoucimu
Laboratofe Langerhansovych ostrivkt IKEM. Pod jeho vedenim a s jeho podporou
jsem mohl pracovat v klinickém programu péce o diabetiky s rozvinutymi
komplikacemi vcetné transplantacni 1€¢by. Dostal jsem piilezitost ucit se od
vynikajicich odbornikti, spolupracovat s nadanymi kolegy a podilet se na zavedeni
metody izolace a transplantace Langerhansovych ostriivkli do klinické praxe. Dale pak
na vyvoji a nasledné klinické aplikaci metody zobrazeni Langerhansovych ostrivki po
transplantaci do portalniho fecisté jater. V této souvislosti musim zminit pana Doc. Ing.
Daniela Jiraka, Ph.D., se kterym jsme fadu let optimalizovali zobrazovani ostravka
Vv experimentu a nasledné ptispéli k jeho zavedeni do klinické praxe. Doc. Jirdk mi byl
oporou a inspiraci i pii spole¢né PostDoc stazi v Kanadském Londyné (Robarts
Research Institute, University of Western Ontario), kde jsme se posléze zapojili do
programu vyvoje alternativni techniky transplantace ostrlivkit do podkozni kapsy.
Tento program jsme pak spole¢né rozvijeli i po navratu do IKEM. Podékovani patii i
vSem spolupracovnikiim z Laboratote Langerhansovych ostravki, kteti se podileli na
feSeni téchto i1 dalSich experimentd a jejich publikaci.

V neposledni fadé bych chtél podeékovat pfednostovi III. Interni kliniky VFN a
1. LF UK, panu Prof. MUDr. Stépanovi Svaéinovi, DrSc., ktery mi umoznil podilet
se na vyuce medikli a nutri¢nich terapeutt 1. lékatské fakulty a vytvofil mi svou
podporou vhodné podminky.

Zejména by rad podekoval své rodiné, ktera mi mnoho let vytvaiela zdzemi, bez

né¢hoz bych se praci nemohl vénovat.

Tuto praci jsem pripravil samostatné, radné jsem citoval vSechny pouZité
prameny a literaturu. Soucasné prohlasuji, Ze prdace nebyla pouZita k ziskani jiného
titulu. Souhlasim s uloZenim elektronické verze této prace v Digitalnim repozitdri
Karlovy Univerzity.

MUDr. Jan K7z, Ph.D.
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Uvod

V uvodni ¢asti habilitacni prace jsou shrnuty aktudlni moznosti vyuziti
transplantace inzulin produkujici tkdné¢ v 1é¢bé pacientl trpicich diabetes mellitus 1.
typu. Ambici ivodu neni detailni a kompletni zpracovani problematiky transplantacni
1écby diabetu, ale piedstaveni zakladnich principti této metody, shrnuti naSich
vysledkt. Poté nasleduje vlastni problematika habilita¢ni prace zaméfena na oblasti
transplantace Langerhansovych ostrivku, které studujeme s cilem zvySeni efektivity,
aby tato 1é¢ebna modalita mohla byt nabizena vétSimu poctu pacienti. Nakonec jsou
formou pfiloh pifedlozeny vlastni publikace shrnujici vyzkum zobrazovani
Langerhansovych ostriivkl a vyvoj efektivnéjSiho zpiisobu transplantace izolovanych

Langerhansovych ostravk.

Transplantacni lécba diabetes mellitus

Diabetes mellitus je chronické metabolické onemocnéni, které diky modernim
metodam 1éCby prestalo byt smrtelné, ale diky nedokonalosti substitucni 1écby
inzulinem se stalo pfi¢inou celé fady pozdnich organovych komplikaci. Diabeticka
retinopatie, nefropatie, polyneuropatie a akcelerovana aterosklerdza zptisobuji mnoho
utrpeni pacientlim a jejich lécba stoji enormni néklady zdravotni systémy celého svéta.
Jen v Ceské republice je registrovano cca 1 milion diabetikii a z toho cca 70 tisic
diabetikti prvniho typu. Moznosti 1é¢by diabetu obou typti se rozvijeji rychlym tempem.
Moderni technologie umoznuji prakticky nepfetrzit¢ monitorovani glykémie pacienta
v domacim prostiedi. Aplikace inzulinu je mozna Vv rezimu téméf automatickém a
blizkém fyziologické regulaci. Nicméné, inzulin se aplikuje a glykémie senzorem meéfi
stale do/v podkozi, coZ je znemoznuje promptni a vysoce u¢innou reakci systému na
vykyvy glykémie. Téméf dokonalé regulace glykémie u pacientti bez vlastni sekrece
inzulinu se tak zatim dafi dosahnout jedin€ uspé$nou transplantaci inzulin produkujici
tkan¢ s drenazi krve §tépu do portalni zily jater.

Organova transplantace pankreatu v kombinaci s ledvinou se stala prakticky
rutinnim vykonem pro diabetiky 1. typu s pokrocilou formou diabetické nefropatie
(CKD 4-5)%. Limitovany podet kadaverosnich organti (v CR 30-40 ro¢ng), naro&nost
opera¢niho vykonu a nutnost trvalého uzivani imunosupresivnich 1ékd brani vétsimu
rozSifeni této metody Vv I1EéCbé ostatnich pacientt trpicich diabetem 1. typu.

Transplantace izolovanych Langerhansovych ostruvkd je doplikovou, z hlediska
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vyuziti organti vyhodnou, mnohem méné invazivni a zatim z dlouhodobého hlediska
méné t¢innou metodou?. V souc¢asné fazi vyvoje je tato technika vhodna pro pacienty
s poruchou rozpoznavani hypoglykemii. Prakticky na naSem pracovisti pfedstavuje
zachrannou 1é&bu pro cca 3-10 pacientt z celé Ceské republiky roéné®. V zajmu §iriho
uplatnéni této metody v klinické praxi je tieba zlepsit efektivitu piihojeni §t€pu a jeho
dlouhodobé piezivani. Samostatnou skupinu piedstavuji tzv. autotransplantace
Langerhansovych ostrivkii u pacient, ktefi podstupuji totalni pankreatektomii
z nemaligni pficiny. V takovém piipad¢ neni potiebna dlouhodoba imunosupresivni

1é¢ba a je mozné transplantovat s efektem i vyznamné mensi §tép?.

Organova transplantace pankreatu

Organové transplantace pankreatu se v IKEM provadi od roku 1983. Technika
transplantace a imunosupresivni 1é¢ba se prubé€zné méni a vyviji. Dusledkem je
soustavné zlepSovani vysledkt, které umoziuje poskytovat tento zplsob 1é¢by vice
pacientim s mén¢ rozvinutymi komplikacemi. V soucasnosti neni vyjimecné, ze se
diky kombinované transplantaci ledviny a pankreatu vrati diive t€Zce nemocny ¢lovek
do plnohodnotného zivota (v€etné pracovniho). Nicméné hlavnim a ziejmé v dohledné

dobé nefesitelnym limitem ziistava pocet vhodnych kadaverosnich organd.

Indikace

Kombinovana transplantace ledviny a pankreatu je metodou volby pro pacienty
trpici diabetes mellitus 1. typu s pokrocilou diabetickou nefropatii. V sou€asnosti by
méla byt nabidnuta kazdému pacientovi s touto diagnézou v pre-dialyzacnim obdobi
(CKD 4-5). Transplantace samotného pankreatu je vhodna i pro pacienty s rychle
progredujici diabetickou retinopatii, jako 1écba zachranujici zrak, nebo pro pacienty
S poruchou rozpoznavani hypoglykémii. Tato indikace je hrani¢ni a piekryva se
s indikaci k transplantaci izolovanych Langerhansovych ostrivkl. Dalsi logickou
indikaci je retransplantace pankreatu piijemci, kterému selhal §tép nebo jako ochrana

ledviny ziskané od Zijiciho darce®.

Kontraindikace
Kontraindikace transplantace pankreatu jsou relativni a absolutni. Pfedstavuji

piekazku k uspéchu a efektu transplantace, ktery by ptevazil nad riziky velkého
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chirurgického vykonu a trvalého uzivani imunosuprese. Absolutni kontraindikace jsou

shodné s obecnymi piekazkami transplantacni 1é¢by a zahrnuji maligni onemocnénti,
agresivni infekéni onemocnéni, sepsi, multiorganové selhani, srdecni selhani a

anatomické poméry piijemce znemozinujici vlozeni organu. Specifické, relativni

kontraindikace predstavuji: vyrazna inzulinova rezistence (diabetes mellitus 2. typu),
neochota nebo neschopnost pacienta spolupracovat, nedostate¢né socialni zazemi, které

zejména u velmi mladych pacientd a seniorti miize znemoznit transplantacni 1écbu.

Technika provedeni

Organy se odebiraji ztéla kadaverosnich darci mladSich 45 let v ramci
multiorganovych odbért po promyti konzerva¢nim roztokem (HTK, UW). Po oSetfeni
moznych zdroji krvaceni se organ vklada do téla piijemce. Technika transplantace
pankreatu se ve sv¢é 40-leté historii vyrazné vyvinula. Hlavnim uskalim v prvnich letech
bylo vyfeseni drendze pankreatické stavy, v pozdéjsich letech se ptidaly otazky hojeni
operacni rany a prirozené drendze zilni krve §té€pu do portalni zily piijemce.

Prvni transplantace feSily drendZ exokrinni sekrece pankreatické St'avy obliteraci
vyvodii polymerni latkou. Retence pankreatické §tavy vyvolala zanét a postupnou
atrofii acinarni tkané pankreatu. St&p se ukladal do biisni dutiny a Zilni krev bylo mozné
drénovat do systémového i portalniho fecisté. Tato technika byla doprovazena castymi
zavaznymi komplikacemi.

V roce 1995 byla technika vylepSena ve smyslu drenaZe pankreatické St'avy
$tépu do modového méchyte prijemce®. Stép se odebiral s cca 20 cm isekem duodena,
které bylo na obou okrajich uzavieno. Na strané protilehlé k Vaterské papile byla
vytvofena duodeno-cysto anastomoéza. Vyhodou tohoto pfistupu bylo vyrazné delsi
fungovani §tépu, slabinou naopak ztraty 10-20 g bikarbonatu denné a styk pankreatické
Stavy obsahujici travici enzymy se sliznici mo¢ového méchyie. Pti event. oligo- ¢i
anurii zptisobené renalnim selhani $tépu ¢i vlastnich ledvin pak pankreaticka $tava
vytvarela ulcerace sliznice mocového méchyie. Ulozeni Stépu do podkozi pravé kycelni
jamy vyznamné prodlouzilo hojeni operacni rany, ale usnadnilo biopsii $tépu v piipadé
poruchy funkce.

Dalsi vyznamnou modifikaci techniky transplantace pankreatu, Kkterou
umoznila moderni imunosupresiva, byla drenaz pankreatické stavy do tenkého stfeva

pfijemce diky duodeno-jejuno anastomoéze (duodenum Stépu napojené na jejunum

Ki#iz J. Technika transplantace a zobrazeni Langerhansovych ostrivki 6



piijemce). Vyhodou bylo piirozené zpétné vstiebavani bikarbonatu, které umoznilo
dlouhodobé¢ fungovani §t€pu pankreatu bez nutnosti substituce bikarbonatu. Stejné tak
nedochazelo k poskozovani sliznice stfeva pankreatickou sStavou. Pretrvavala ale
nevyhoda dlouhého hojeni podkozné ulozeného Stépu souvisejici s vyluCovanim
pankreatickych enzymt do okoli $tépu v ¢asném pooperaénim obdobi. Nejnovéji
pouzivana technika spociva v retro-mezokolickém ulozeni §t€pu s napojenim tepny na
arteria mezenterika pfijemce, drenazi zily §tépu do vena portae pfijemce a drenazi
pankreatickych vyvodu ptes duodenum $tépu do jejuna piijemce. Vyhodou metody je
ptirozena drenaz inzulinu do portalni zily, pankreatické $tavy stépu do stieva piijemce
a rychlé hojeni operacni rany. Nevyhodou oproti pfedchozim technikdm je obtizna
biopsie $tépu pankreatu, ktera je jedinou moznosti pro spolehlivé zjisténi rejekce Stépu.

Nicméné celkové vysledky prezivani $tépti a jejich dlouhodobé funkce se stale zlepsuji.

Péce o prijemce

Nechirurgicka péce o ptijemce zacina uz pred samotnou transplantaci. Piijemce
dostava tzv. indukéni imunosupresi, kterou zajist'uji v nasi praxi deple¢ni polyklonalni
protilatky cilené k odstranéni cirkulujicich T-lymfocytl (ATG Fressenius, Grafalon,
Thymoglobuline). Soucasné¢ se podavaji prvni davky dlouhodobé udrZovaci
imunosupresivni medikace, které jsou podavany v zdjmu maximalizace efektu pfi
minimalnich nezadoucich t¢incich v kombinaci. Pouzivané kombinace jsou:
tacrolimus + sirolimus + prednison nebo tacrolimus + mycofenolat mofetil + prednison.
Pti standardnim pribéhu se kortikoidy vysazuji béhem 6 tydnii po transplantaci.
Davkovani tacrolimu a sirolimu se upravuje podle dosaZzenych udolnich hladin
(takrolimus, sirolimus a everolimus 8-15 ng/ml prvni 3 mésice a 5-10 ng/ml
dlouhodobé¢; hladina mykofenolatu se nemonitoruje).

Jako prevence trombodzy $tépu je prvnich nékolik dni uzivan nizkomolekularni
heparin, ktery se posléze nahrazuje kyselinou acetylosalicylovou nebo ticlopidinem.
Prvnich né€kolik dni chrani pacienta profylakticky indikovana antibiotika (v nasem
ptipad¢ Tazocin = tazobactam + piperacilin). Virostatika (valgancyclovir) se podavaji
3 mésice (pii pozitivité piijemce anti-CMV IgG) nebo 6 mésicti (pfi negativité anti-
CMV IgG u piijemce). Jako ochranu proti specifickym pneumoniim uzivaji pfijemci
6 mésict po transplantaci Biseptol 960mg 2x tydné. Po 6 mésicich a pii dobré funkci

Stépti pak pacient dojizdi do ambulance pro ,,transplantované pacienty* kazdé 2 mésice,
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monitoruji se funkce obou §tépili, hladiny imunosupresiv, krevni obraz, SONO bficha
jednou za rok.

Zjisténi rejekce pankreatu je pomérné komplikované. Nepiimé ukazatele iritace
exokrinni tkané $tépu (aktivitu pankreatické lipazy a amylazy) mizeme méfit v séru
pacienta. Nastup hyperglykemie je az pozdnim ukazatelem poskozeni $té€pu, které byva
Casto jiz ireverzibilni. Prakticky se pfi kombinované transplantaci obou organi od
jednoho darce mizeme fidit podle narGstu hladiny kreatininu, protoZe rejekce obou
organti probiha vétSinou soucasné a poskozeni $tépu ledviny byva zjisténo casné.
Nicméné podezieni na rejekci jako indikace k anti-rejekéni 16¢bé musi byt verifikované

biopsii Stépu.

Vysledky

Na Klinice diabetologie IKEM bylo v poslednich 6 letech provedeno vice nez
200 organovych transplantaci pankreatu v riznych kategoriich (SPK — simultaneous
pancreas and kidney; PTA — pancreas transplantation alone; PAK — pancreas after
kidney)s velmi dobrymi vysledky, které shrnuji nasledujici tabulka (Tab. 1) a grafy
(Obr. 1-4). Kumulovanym pfezivanim pacientli se rozumi piezivani pacientll bez
ohledu na funkci $tépi a pricinu smrti. Kumulovanym pfezivanim $tépd se rozumi plna
funkce pankreatu (tj. nezavislost na injekcich inzulinu) a alespon ¢aste¢na funkce stépu

ledviny bez nutnosti dialyzacni 1é¢by.

Tabulka 1: Pocet organovych transplantaci v poslednich 6 letech podle druhu.

SPK 16 28 23 30 35 31
PTA 1 1 3 S 4 0
PAK 5 3 0 2 0 5
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Obraz 1: Kumulované piezivani ptijemct a $t€pt v Kategorii SPK z obdobi let 2000 az 2015 (n=375).
Samotny vykon preziji témét vSichni pacienti. Prvni rok po transplantaci 98% pacienttl, 95% S§tépa
ledviny a 89% §tépu pankreatu. Piezivani piijemct V ¢ase postupné klesa v souladu s celkovou

mortalitou populace.
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Obraz 2: Kumulované piezivani pfijemct a §té€pt v kategorii PTA z obdobi let 2000 az 2015 (n=36).
Odlisna indikace tohoto vykonu vysvétluje lepsi celkové piezivani piijemct, obtizn&jsi diagnostika
postizeni Stépu pankreatu bez pfitomnosti $tépu ledviny vysvétluje horS$i dlouhodobé fungovani
pankreatu.
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Obraz 3: Kumulované ptezivani ptijemct a $tépt v kategorii PAK z obdobi let 2000 az 2015 (n=27).
Vétsinu téchto vykond podstupuji pfijemci se selhani §tépu pankreatu v pfedchozim obdobi. Jsou

imunizovani a maji vyssi riziko opétovného selhani §té€pu i mortality.
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Obraz 4: Kumulované pteZivani ptijemct celkem z obdobi let 1984 a7 2015 (n=483). Jednotlivé kiivky
dokladaji postupné zlepSovani celkovych vysledkl pti zavadéni lepsi chirurgické techniky a u€innéjsi a
specifi¢téjsi imunosupresivni medikace.
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Z ktivek kumulativniho pfezivani je patrny jasny trend naristajici doby pfezivani
piijemct i délky fungovani Stépt. To je disledkem mimo jiné vys$si G¢innosti i
selektivity imunosupresiv, nartstajici zkuSenosti chirurgickych tymu, vybéru pacientii
SsmenSim vstupnim postizenim (zafazovani zdravéjSich kandidati), 0¢innéjsi
konzervace organt. Z kombinované transplantace ledviny a pankreatu Se stala rutinni
metoda s vynikajicimi vysledky, ktera by méla byt zvazena a eventualn¢ nabidnuta

kazdému diabetikovi 1. typu se pokrocilou renélni insuficienci.

Komplikace

Chirurgickém komplikace transplantace pankreatu jsou relativné cCasté, ale
malokdy vedou ke ztraté S$tépu ¢i pacienta. Hrozi piedevSim ischemicko-reperfuzni
pankreatitida §tépu, tnik pankreatické stavy do bfisni dutiny pistéli, nebo tromboza
Stépu, které se predchdzi zpocatku antikoagulaci nizkomolekularnim heparinem a
pozd¢ji trvalou antiagregaci. Miize dojit ke krvaceni z mista duodeno-entero

anastomozy nebo nékteré¢ho drobného zdroje na samotné slinivce.

Limity
Hlavnim limitujicim faktorem je nedostatek organd vhodnych k transplantaci,
prakticky je v Ceské republice k dispozici cca 40 organil ro¢né. Pfitom diabetikt
prvniho typu potencialné profitujicich z tohoto zptsobu 1é¢by jsou tisice. Dal§imi méné
zavaznymi, ale pfesto vyznamnymi limity jsou:
1. Nutnost trvalé imunosupresivni 1écby jako ochrany $tépt

2. Zavazny chirurgicky vykon trvajici cca 5 hodin
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Transplantace izolovanych Langerhansovych ostravki

Transplantace izolovanych Langerhansovych ostruvki reflektuje logickou
potiebu transplantovat pouze cilovou inzulin produkujici tkan, ktera predstavuje pouze
1-2 % celého orgdnu. Langerhansovy ostriivky jsou okrouhlé mikroorgany variabilni
velikosti od né€kolika bun¢k po 350-400 um, které jsou rozptylené v celém objemu
pankreatu. Pozoruhodné je jejich enormni prokrveni (spotiebovavaji 10-15 % veskeré
krve protékajici pankreatem)’ a specialni uspofadani cévniho feisté, které usnadiiuje
parakrinni ovliviiovani bunék ostriivku®. Pomérné slozitd technika oddéleni ostriivks
od okolni tkan€ a ve srovnédni s organovou transplantaci horsi vysledky docasné
odsunuly tento typ transplantace do pozadi. Nedostatek organti vhodnych pro
organovou transplantaci a trvale narGstajici pocet potencidlnich ptijemct znovu ozivil
zajem o hleddni dalSich zdroji inzulin produkujici tkdné, vCetné moznosti izolace
ostrivkll z organli nevhodnych pro orgdnovou transplantaci. Do této kategorie patii
napiiklad organy s nevhodnym anatomicky uspofdddnim cév, organy S mirnou
fibrézou, od alkoholikd, atd). Experimentdlné se program transplantace izolovanych
Langerhansovych ostrivki v IKEM ptipravoval uz od 80. let, ale klinicky dostupnym

se stal v roce 2005.

Indikace

Hlavni indikaci k allogenni transplantaci izolovanych Langerhansovych
ostrivkl je ovéfeny syndrom poruchy vnimani hypoglykemie. Podle nejnovéjsiho
konsenzu vzeSlého z Workshopu EPITA/IPITA (European Pancreas Islet
Transplantation Association / International Pancreas Islet Transplantation Association)
je vhodnou indikaci k transplantaci izolovanych Langerhansovych ostruvki i
inzulinopenicka forma diabetes mellitus 2. typu a pankreatogenni formy diabetu (jako
napf. pii cystické fibroze ¢&i po totalni pankreatektomii)®. Limitované mnozstvi tkané
ziskané izolaci zjednoho pankreatu a nizs$i efektivita ptihojeni ostrivkt po
transplantaci do portalni Zily jater jsou divodem, pro¢ vétSinou nestaci na osvobozeni
pacienta od 1é¢by inzulinem. Pfesto umoziuji ostrivky obnovit schopnost piijemce
zastavit sekreci vyznamné c¢asti inzulinu pii klesajici glykemii. Tento zékladni
mechanismus chrani zdravé jedince pred hypoglykemii, ale v ptipad¢ diabetikl 1. typu
lécenych podkozné aplikovanym inzulinem se nemuze uplatnit. Jednou aplikovany

inzulin nelze z téla odstranit a korekce hypoglykemie je pak mozna jen doplnénim
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glukozy do krve (pfimo, cestou GIT nebo mobilizaci z jater). Cilem tohoto druhu
transplantace je tedy alespon caste¢né obnoveni sekrece inzulinu, ktera v piipadé
klesajici glykemie muze byt zastavena a v dusledku toho pak snizeni frekvence a
zavaznosti hypoglykemickych epizod. Uplného zbaveni injekci inzulinu se jedinou
transplantaci Langerhansovych ostrivkl vétSinou nedaii dosahnout.

Mensinovou indikaci je autotransplantace vlastni tkané wu pacienta
podstupujicich totalni pankreatektomii z nemaligni pfi¢iny. Transplantace vlastnich
ostrivkll nevyzaduje chronickou imunosupresi a pacientovi zachova podstatnou ¢ast
sekrece inzulinu i1 kontraregulacnich hormontl.

Vyjimeéné se pak Langerhansovy ostrivky transplantuji v kombinaci
s ledvinou u diabetikli 1. typu s diabetickou nefropatii ve stadiu selhani ledvin, ktefti
jsou z kardiovaskularnich pfic¢in kontraindikovani k organové transplantaci pankreatu.
Jinou vhodnou indikaci mize byt transplantace jater diabetikovi 1. typu, ktery spole¢né

S jatry dostane inzulin produkujici tkan od jednoho darce a nezvysuje se mu tak riziko

imunizace/senzibilizace.

Kontraindikace
Kontraindikace transplantace Langerhansovych ostrivkil jsou také relativni a

absolutni. Absolutni kontraindikace jsou shodné s obecnymi piekazkami transplantacni

lécby a zahrnuji maligni onemocnéni, agresivni infekéni onemocnéni, sepsi,
multiorgdnové selhdni, srdecni selhani, zdvaznéjsi jaterni onemocnéni a trombdzu

portalni Zily. Specifické, relativni kontraindikace piedstavuji: vyrazna inzulinova

rezistence (diabetes mellitus 2. typu), neochota nebo neschopnost pacienta

spolupracovat.

Technika provedeni

Langerhansovy ostrivky se izoluji ze standardné odebranych organi od
kadaverosniho darce (Obr. 5) zavedenou technikou vyuzivajici specifické vazby
enzymu kolagenazy (produkované Clostridium histolyticum) na kolagen IV a VI

exokrinniho pankreatu, které rozpousti.
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Obraz 5: Pankreas odebrany chirurgickym tymem v ramci multiorganového odbéru od kadaverosniho
darce. Spole¢n¢ s pankreatem se odebirda duodenum a slezina. Jemnou preparaci (backtable) provadi
pracovnici Laboratoie Langerhansovych ostrivkl pfed zavedenim katetrd.

Po odstranéni duodena, sleziny a vétSiny tuku se roztok enzymu aplikuje do
hlavniho pankreatického vyvodu pod kontrolovanym tlakem, a tak pronikne do
terminalnich vétvi pankreatickych dukta (Obr. 6).

Obraz 6: Pankreas zbaveny okolniho tuku, sleziny a duodena, se zavedenymi katetry pro plnéni organu
roztokem kolagenazy. Po spravném naplnéni je jasné patrné rozestoupeni acinl v celém rozsahu organu.
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Celkova doba plnéni je variabilni podle zkuSenosti jednotlivych pracovist.
Nektefi preferuji jasné definovanou dobu cca 10-15 minut s postupné narustajici
rychlosti plnéni 10 — 100 ml/min. Jiné skupiny plni také 10-15 minut, ale rychlost
instilace roztoku reguluji podle tlaku, ktery se prvni polovinu doby udrzuje na 50 a
druhou polovinu na 100 mmHg. Jiné skupiny plni organ pomalu (30-40 ml/min) po
dobu nezbytnou k dostate¢nému stupni naplnéni, ktery kontroluji zrakem. Orgén je po
celou dobu plnéni chlazen na 5-7 °C. Pro rovhomérné zahéjeni digesce je tieba rychle
a Vv celém objemu koordinovan¢ zvysit teplotu na optimalni hodnotu, tj. 37°C. Proto se
pankreas rozdéli na cca 0.5 az 1.0 cm silné platky, které se nasledné vlozi do diges¢ni
komory zapojené do promyvaciho okruhu (Obr 7). Po nékolik jednotek az desitek
minut trvajici inkubaci enzymem naplnéného organu pti 37 °C dojde k rozpadu fibrozni
tkané. Cirkulujici roztok enzymu nese fragmenty tkan¢, které mohou prochazet pti¢né
umisténym sitkem, pokud jsou mensi nez 500 pum (velikost otvoru zvolena podle
velikosti nejvétsich ostrivki do 400 um — mél by projit ostrivek minimaln¢ obaleny
exokrinni tkani). Postup digesce lze sledovat makroskopicky, postupné se objevi zakal
roztoku v komote, a mikroskopickym vysetienim vzorkd odebranych z okruhu.
Celkovy objem cirkulac¢ni soustavy kolisd mezi 600 a 800 mililitry, odebiraji se 2 ml
vzorky kazdeé tfi minuty. Prvni vzorek se odebira 10 minut po dosazeni teploty 36.5 °C
v digeséni komote. Zpocatku se ve vzorku nachazeji jen drobné fragmenty exokrinni
tkang, které se barvi slabé riizove, a kapénky tuku, které se barvi zeleno cerné.
Vyjime¢né pii presyceni roztoku mizeme v mikroskopu vidét ¢erné krystaly ditizonu
ve tvaru jehly. Typicky béhem 10-15 minut ve vzorcich pfibyva exokrinni tkdné a
objevuji se prvni okrouhlé, jasn¢ Cervené ostrivky.

Nejdtive spojené s kousky exokrinni tkdn€, pozd€ji zcela uvolnéné. Kritériem
pro preruseni okruhu a zahjeni sbéru tkané je pfitomnost vice nez 10 ostravki
v jednom vzorku a z toho 50% uvolnénych, tj. bez piipojené exokrinni tkan¢ (Obr 8).
Suspenze odebird do zkumavek, ve kterych sedimentuje pti centrifugaci a nasledné se
koncentruje do jedné zkumavky. Tekutina v systému se nahrazuje Cistym ohfatym
roztokem, ktery nezpomaluje digesci v komote. Tkanova suspenze odtékajici z komory
se Vv nerezové civce chladi a digesce se zastavuje. Suspenze se opakované proplachuje
a koncentruje. Vysledkem je 50-70 ml tkdnové suspenze obsahujici smés vSech typu

bunék pankreatu a v komofte zbytky kapsuly, vyvodu a cév (Obr 9).
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Obraz 7: Distendovany pankreas se nakraji na % az 1 cm silné platky a vlozi do digeséni komory (A).
Postupujici digesce se makroskopicky projevi objevenim zakalu (B) a mizenim kouskt tkané (C, D).
Nakonec v komote zbyde jen tkan kapsuly, vyvodd a ¢&asti, které se nepovedlo dobie naplnit
kolagenazou.

Obraz 8: Mikroskopické vysetieni vzorki odebiranych z digeséniho okruhu a obarvenych Ditizonem.
Vlevo je obraz z pocatku digesce, kdy se ve vzorku nachdzi malé kousky exokrinni tkané (rizovo
oranzove¢) kapénky tuku (zeleno ¢erné) a nékdy krystaly Ditizonu. Vpravo je typicky obraz indikujici
rozpojeni digeséniho okruhu a zahajeni kolekce tkanové suspenze — jasné ¢ervené jsou Langerhansovy
ostrivky, v tomto pfipadé vétsinoveé uvolnéné z exokrinni tkané.
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Obraz 9: Po opakovaném promyvani a sedimentaci se cela suspenze tkané pankreatu soustedi v jedné
zkumavce a mé objem cca 50-70 ml. V tomto piipadé je vidét suspenze rozptylena v promyvacim médiu
pred finalni centrifugaci. Pravy panel ukazuje zbytky tkané v komoie po ukonceni digesce a vyplachnuti
rozpusténé suspenze.

Pro oddéleni jednotlivych frakci se vyuziva rozdil mezi denzitou exokrinni
tkané a Langerhansovych ostrivki!®. Smigena tkafova suspenze v objemu pramérné
kolisajicim mezi 50 a 70 ml se centrifuguje v kontinualnim hustotnim gradientu.
Gradient se pfipravuje vV bunécném separatoru COBE 2991 (Obr. 10) ze dvou roztoki
téhoz polysacharidu s vysokou viskozitou, ktery se velmi pomalu misi. Krajni denzity
roztokti umisténych v misicich komorach (Obr. 11) jsou 1.100 g/ml a 1.037 g/ml a
jejich postupnym plnénim do centrifugacniho vaku se vytvoii masa tekutiny s postupné
do periferie narGstajici denzitou. Nakonec pifidana tkanova suspenze (Obr. 11) se
behem 8 minut pokracujici centrifugace rozd¢li a jednotlivé frakce tkané se ,,usadi ve
vrstvé s odpovidajici denzitou. Nasleduje odbér frakci suspenze z vaku (po 25 mi, Obr.
12), které se po prohlédnuti 100 pl vzorkti v mikroskopu rozdéli podle obsahu a Cistoty
Langerhansovych ostravkt (Obr. 13).

Frakce snejvyssim podilem vysoce procisténych ostravkl se spoji, po
odstranéni roztoku gradientu kvantifikuji a ulozi do tkanové kultury az do doby
transplantace. Tradi¢né se ziskana tkan ukladala do bez sérového média do kultivacnich
lahvi (175 cm?), nové se v nasi laboratofi pouzivaji kultivaéni vaky, které diky vétsimu
difusnimu povrchu umoziuji efektivnéjsi vymeénu plynli a zvySuji viabilitu kultivované

tkan& (Obr. 14).
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Obraz 10: Buné&eny separator COBE 2991. Na levém obrazku je oteviena komora centrifugy s vakem,
ze kterého centralné vystupuje plnici a zarovenl vypoustéci hadice. Na pravém obrazku je komora
centrifugy zaviena, vak roztoceny a naplnény tekutinou tvotici hustotni gradient.

|

Obraz 11: Misici komory (gradient maker) obsahuji roztoky polysacharidu s krajnimi hustotami.
Postupné se pomoci peristaltické pumpy vpravi do centrifugaéniho vaku (Obr. 10).

Kftiz J. Technika transplantace a zobrazeni Langerhansovych ostrivki 18



Obraz 12: Sbér vzorki z jednotlivych alikvot (v 50 ml zkumavkach) tkanové suspenze v gradientnim
roztoku. Z kazdé zkumavky se odebira 100 pl vzorek a v Petriho misce 1 se obarvi ditizonem.

Obraz 13: Vpravo jsou mikroskopické obrazy ¢tyt vzorka (A prvni zkumavka s jednotlivymi kousky
exokrinni tkané, B tieti zkumavka s ostrivky a minimalni pifimési exokrinni tkané, C sedma zkumavka
s nékolika ostrivky a vétsim podilem neodstranéné exokrinni tkan¢, D dvanactd zkumavka obsahujici

prevazné exokrinni tkan).
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Obraz 14: Vlevo jsou ostravky ulozené do kultivaéni lahve, vpravo jsou piipravené kultivaéni vaky ve
stojanech pro vlozeni suspenze ostravk.

Tkanova suspenze se uklada do kultury rozd€lené podle stupné odstranéni
exokrinni tkané jako vysoce purifikovana (Langerhansovy ostrivky tvofi vice nez 85%
tkang), sttedné purifikovana (Langerhansovy ostriivky tvori 35-85% tkan€) a malo
purifikovand (Langerhansovy ostrivky tvoifi méné nez 35% tkang). Ze vSech tii Casti
St€pu se odebira 3-5100 pl vzorkl pro kvantifikaci. Vzorky se obarvi ditizonem a
nasledné vyfotografuji s definovanym zvétSenim v mikroskopu. Ziskané fotografie se

zpracuji metodou digitalni analyzy obrazu (Obr. 15).

Obraz 15: Ukazka SW pouzivaného pro digitalni analyzu obrazu — kvantifikaci Langerhansovych
ostravku ve §tépu. SW byl vyvinut ve spolupraci s Technickou univerzitou v Kosicich v roce 2003 — viz
publikace!*?
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Langerhansovych ostrivki a ostriitvkovych ekvivalentt sectou. Pokud se podati ziskat
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dostatecné velky stép, tj. 300 tisic ostriivkovych ekvivalentl (1 ostriivkovy ekvivalent
= IEQ odpovida jednomu ostriivku o praméru 150 um), je povazovan za dostate¢ny pro
transplantaci. Limitujicim faktorem je i celkovy objem tkanové suspenze (nardsta
S vy$sim podilem exokrinni tkan¢), kdy objem vétsi nez 20 ml povazujeme za vysoce
rizikovy pro vyvoléani klinicky vyznamné trombdzy portalni zily. Kvalita §tépu se dale
ovéiuje posouzenim viability bun¢k pomoci testu integrity membrany fluorescenénimi
znackami (Propidium Iodide a Acridine Orange) a schopnosti produkovat inzulin po
stimulaci gluk6zou. Z bezpecnostnich diivodi se opakované odebiraji vzorky pro
kontrolu mikrobiologické Cistoty Stépu.

Vlastni transplantaci zahajuje invazivni radiolog. V lokalnim znecitlivéni
transhepatalné zavede katetr do hlavniho kmene portalni zily. Poloha katetru se ovéfuje
skiaskopicky po aplikaci minimalniho mnozstvi rentgen kontrastni latky (Obr. 16).
Pokud je katetr zaveden spravné, zméfi se portalni tlak krve a ptipoji se infusni set se
suspenzi Stépu. Soucasti transplantaéniho média je heparin v ddvce 75 jednotek na
kilogram véahy piijemce. Vak (vaky) se aZ do podédni chladi pomoci ledové tfiste.
Podani suspenze trva typicky 20-40 minut, tlak krve v portalni Zile se opakované méfi
a vpripadé¢ jeho vzestupu nad 20 mm vodniho sloupce je povazovana
mikrotrombotizace za vyznamnou a infuze Stépu ostrivki se prerusi, eventudlné
ukonéi. V z4jmu podani co nejvétSiho mnoZstvi inzulin produkujicich bunck se
vétsinou §tép rozdéli na dve ¢asti, kdy prvni se podavaji prakticky samotné ostrivky a

ve druhé ostriivky s pfimési exokrinni tkang.

Obraz 16: Pacient v lokalni anestezii na radiologickém sale - vlevo. Perkutanné je zaveden katetr do
portalni zily a skiaskopicky se pomoci rentgen kontrastni latky zobrazi kmen portalni Zily a jeji vétveni
- vpravo.
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Po podéni celého §tépu se katetr vyjima a naslednému krvaceni z punkcniho

kanalu brani tkanové lepidlo (Avitene®) instilované cestou katetru pii jeho vyjimani.

Péce o prijemce

Nechirurgickd péce o ptijemce zacina uz pred samotnou transplantaci. Piijemce
dostava tzv. induk¢ni imunosupresi, kterou zajistuji v nasi praxi deplecni polyklonalni
protilatky cilené k odstranéni cirkulujicich T-lymfocyti (ATG Fressenius, Grafalon,
Thymoglobuline). Soucasné se podavaji prvni davky dlouhodobé udrzovaci
imunosupresivni medikace, které jsou podavany v zajmu maximalizace efektu pii
minimélnich neZzadoucich ucincich Vv kombinaci. Pouzivané kombinace jsou:
tacrolimus + sirolimus + prednison nebo tacrolimus + mycofenolat mofetil + prednison.
Pti standardnim pribéhu se kortikoidy vysazuji béhem 6 tydnd po transplantaci.
Davkovani tacrolimu a sirolimu se upravuje podle dosazenych udolnich hladin
(takrolimus, sirolimus a everolimus 8-15 ng/ml prvni 3 mésice a 5-10 ng/ml
dlouhodobé¢; hladina mykofenolatu se nemonitoruje). Jako prevence trombdzy portalni
zily je prvni tfi dny podavan nizkomolekuldrni heparin, ktery se posléze nahrazuje
kyselinou acetylosalicylovou nebo ticlopidinem. Soucasné je v tomto obdobi
korigovana glykemie intravendzné podadvanym inzulinem pii frekventni monitoraci
glykemie s cilem téméf fyziologické regulace (glykemie 5-7 mmol/l). Prvnich nékolik
dni chrani pacienta tzv. profylakticky indikovana antibiotika (v nasem piipad¢é Tazocin
= tazobactam + piperacilin). Virostatika se podavaji 3 mésice (pfi pozitivité piijemce
anti-CMV IgG) nebo 6 mésictu (pii negativité anti-CMV IgG u piijemce). Jako ochranu
proti specifickym pneumoniim uZivaji pfijemci 6 mésicli po transplantaci Biseptol
960mg 2x tydné. Po 6 mésicich a pifi dobré funkci St€pu pak pacient dojizdi do
ambulance pro ,,transplantované pacienty* kazdé 2 mésice, monitoruje se funkce §tépu,
hladiny imunosupresiv, krevni obraz, SONO bficha jednou za rok. Pfi zcela
nekomplikovaném pribéhu je mozné pacienta pozvat k druhé nebo tieti transplantaci
s odstupem cca jednoho tydne. Zjisténi rejekce St€pt Langerhansovych ostrivki je
pomeérmne komplikované a nékteré zobrazovaci techniky zachycujici rejekci véas jsou
testovany v experimentu. Nastup hyperglykemie je az pozdnim ukazatelem poSkozeni

Stépu, které byva casto jiz ireverzibilni.
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Vysledky
Na Klinice diabetologie IKEM bylo od zahéjeni klinického programu v roce
2005 provedeno celkem 385 izolaci Langerhansovych ostrivki z lidskych pankreatti a
Z toho bylo pfipraveno 105 §tépt vhodnych k transplantaci. Celkové byly ostrivky
transplantovany 67 pacientim v riznych kategoriich (ITA —islet transplantation alone,
SIK — simultaneous islet kidney transplantation, IAL — islet after liver transplantation,
IAT — islet auto-transplantation) s vysledky srovnatelnymi s ostatnimi centry v Evropé
a Severni Americe. Samotny vykon piezili vSichni pfijemci. Hodnoceni funkce Sté€pu
Langerhansovych ostravkll  spo¢ivda v dosazeni tzv. sloZzeného ukazatele
(kombinovaného Endpointu), ktery zahrnuje:
1. snizeni celkové denni davky inzulinu o vice nez 30% ptivodni davky
2. zlepSeni kompenzace diabetu se snizenim HbAlc pod doporucenou hladinu 53
mmol/mol
obnoveni ptitomnosti C-peptidu v séru piijemce s hladinami nad 0,2 nmol/I
4. vymizeni zavaznych hypoglykémii (lehkd hypoglykemie je takova, kterou
pacient zvladne vyfesSit sam, zdvazna hypoglykemie je takova, pfi které pacient
potiebuje pomoc dalsi osoby.
Vzhledem Kk praxi opakovat transplantaci ostravki piijemcim s fungujicim St€pem,
ktery ale nedosahuje funkce umoznujici pacientovi ukonceni monitorace glykémii a
aplikace injek¢éniho inzulinu, nelze funkci $t€pu vyjadiit srovnatelnym zpiisobem jako
pii organové transplantaci, tj. kumulativni pfezivani pomoci Kaplan Meyerovy kiivky.
Hlavnim limitujicim faktorem je opét nedostatek vhodnych organt od kadaverosnich
dérci.
Tabulka 2: Pocet izolaci a transplantaci Langerhansovych ostrivka Vv letech 2005 az 2017. Bylo
provedeno 76 izolovanych transplantaci Langerhansovych ostrivka 38 ptijemcim z indikace syndromu
poruchy rozpoznavani hypoglykemie. Jeden $tép obdrzelo 13 pfijemct, dvé transplantace podstoupilo
také 13 pifjemct, tfi transplantace 11 pfijemct a jedenkrat byla vyjimecné provedena i Ctvrta
transplantace Izolovanych Langerhansovych ostrivka. Dale bylo provedeno 14 autotransplantaci, kdy
byly Langerhansovy ostrivky izolovany z vlastniho pankreatu pacienta, ktery podstoupil totalni

pankreatektomii z nemaligni pficiny. P&ti pacientim byly ostrivky transplantované spole¢né s jatry a
deseti spole¢né s ledvinou.

1IZOLACE 15 32 33 27 34 50 39 29 30 28 26 16 26 | 385
ITA 3 5 4 6 3 12 13 7 4 8 3 3 5 76
SIK 0 0 0 1 3 1 1 1 1 0 2 0 0 10
1AL 0 0 2 0 1 0 0 1 0 1 0 0 0 5
IAT 0 0 2 1 1 1 2 1 2 1 1 0 2 14

Celkem Tx 3 5 8 8 8 14 16 10 7 10 6 S 7 105
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Uspé&nost izolaci, tj. podil izolaci se ziskanim transplantabilniho §tépu se
postupné zvySuje a z pom&ru 1:5 po zahdjeni programu byla zvySena na 1:2 az 1:3
V poslednim roce. Hlavnimi faktory kliCovymi pro zvySeni efektivity izolaci bylo
zlepSovani izolacni techniky, ziskani kolagenazy se stabilni aktivitou (srovnatelna
edém znemoziuje distribuci enzymu, natremie darce nad 160 mmol/l komplikuje
separaci ostrivkd od exokrinni tkané, atd.).

Kombinovaného ,,End-pointu jeden rok po transplantaci bylo dosazeno u 65
% piijemct. Nejdelsi funkce $t€pu Langerhansovych ostruvk trvala 11 let. Nasledujici
tabulka shrnuje, u kolika pfijemct bylo dosazeno jednotlivych parametri
kombinovaného Endpointu a nezavislosti na injekcich inzulinu (kterd neni hlavnim

cilem této metody 1écby).

Tabulka 3: Shrnuti vysledkt transplantace izolovanych Langerhansovych ostrivka jeden rok po
transplantaci.

Vysledky kontinudlni monitorace glykemie u pacientky pied a po uspéSné

transplantaci izolovanych Langerhansovych ostrivka ukazuje (obr. 17).
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Obraz 17: Zaznamy z kontinualni monitorace glykemie u pacientky pted a po transplantaci izolovanych
Langerhansovych ostrivki cestou portdlni zily. Jde o ptiklad dobré funkce Stépu. Prvni monitoraci
zajistila spadova diabetologicka ambulance, a proto je kopirovana z dokumentace a mé jiny format nez
nasledujici tfi monitorace provedené na nasem pracovisti.

Generated 152016 74700 Page dof 1§

.- Medtronic Data Scurces: Paradigm Veo - 554 (858115)
[t pewen e e . |

Pfed Tx LO

C-peptid | 0,003 il

HbAlc 71
Inzulin ¥ ,:..:
1U/Kg L i _” ba
y. 2 . . ' 0 1 “ " ” » 2 |
A st329 e ¢330 + pa331 * s0401 * nedo02 © po403 B Gt4.04
21,0 |
18,0 -
15,0 —
—
9.0 -~
1 mésic po Tx LO I - st e
6.0 -4 -~ .
Cpeptid | 0428 | BRI A i e Ry R
pept 30
- - —_—
000 o »00 1200 1500 oo 2100 o000
HbA1c 60 rt r N e L n
Inzulin i
1U/Ke 0,03

a st517 e ¢ét518 + paS19 » 50520 e neS521 o poS22 @ at523

21,0 |
18,0 -

15,0 |

3 mésice po Tx LO | =1

C-peptid | 0,723

HbA1c 44

Inzulin

1U/Keg

0,02

e ¢&t11 30 e pal201 * so0 1202 . 203 © pol204 @ Gt120S a st1206

3
0
o

21,0 ~|
18,0 -
15,0

2.0 ~|
9 mésicd po Tx LO |
6,0

C-peptid 0,517

3,0
0,00 —— 5
HbA1c 41 " N i " . : " L r " " vy N . s P
Inzulin 3
U/Kg 0,08

Kftiz J. Technika transplantace a zobrazeni Langerhansovych ostrivka 25



Hlavniho cile, eliminace téZkych hypoglykemii bylo dosazeno u téméi %
piijemcu, stabilizace glykémii u vice nez poloviny. Metoda je tedy méné efektivni nez
organova transplantace, ale predstavuje smysluplnou a rychleji dostupnou alternativu
pro pacienty s poruchou rozpoznavani hypoglykémii a neporusenou funkci vlastnich

ledvin®.

Komplikace

Nejcastéjsi komplikaci bylo hlavné v prvnich letech tohoto programu krvaceni
Z punk¢niho kanalu do btisni dutiny (33 % pacientt, 18 % implantaci), které bylo nutné
v 8 piipadech (27 %) feSit urgentni chirurgickou revizi bfisni dutiny. U jednoho
pacienta se vyvinula signifikantni ¢aste¢na trombodza portalni zily, kterou se podafilo
zvladnout antikoagulacni 1é¢bou. Dvakrat se vyskytla iritace Zlu€ovych cest a u jednoho
pacienta doSlo ke kratkodobému poklesu tlaku, ktery bylo nutné fesit
katecholaminovou podporou. Infekéni komplikace souvisejici se samotnou
transplantaci se vyskytla jednou, a to diky transplantaci $tépu s hemolytickou E. Coli.
Vyvinula se v zavaznou sepsi, ale pacientka se vylécila bez nasledkd. Infekéni
komplikace souvisejici s imunosupresivni medikaci se vyskytovaly také, a to jedenkrat
cholecystitis, vicekrat uroinfekce a jedenkrat pneumonie. V souvislosti
s imunosupresivni medikaci a virostatickou profylaxi se Ctyfikrat vyskytla

trombocytopenie a desetkrat neutropenie.

Limity

Hlavnim limitujicim faktorem je stejn¢ jako u orgdnovych transplantaci
omezeny podet orginii vhodnych k izolaci Langerhansovych ostrivki. Caste¢nou
aktualné feSitelnou rezervou metody vhodnou ke zlepSeni je malo u€inné ptihojeni
St€pu po vlozeni do krve portalni Zily a dlouhodoba expozice Stépu hypoxii diky
lokalizaci v jatrech. Ptihojeni $tépu limituje nespecificky zanét a koagulace vyvolané
mimo jiné molekulou tkanového tromboplastinu, ktera se bohaté exprimuje v ostrivku
a spousti tzv. IBMIR (Instant Blood Mediated Inflammatory Reaction). Dlouhodoba

hypoxie limituje sekreci inzulinu a ptezivani bunék.
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Experimentalni model izolace a transplantace Langerhansovych ostrtivka u
potkana

Izolace Langerhansovych ostruvkl potkana

Potkani a mysi jsou nejrozSifenéjSim modelem pro nacvik technik pted
pfechodem ke klinické praxi a sou¢asné€ 1 hlavnim modelem vyuZivanym pfi testovani
novych postupti izolace i transplantace Langerhansovych ostrivki. Pankreas hlodavct
je anatomicky odlisny (obr. 18), ale zakladni struktura i velikost ostruvki obdobna jako
u ¢loveka.

Obraz 18: Pankreas potkana je plochy, vlozeny mezi listy mesoduodena, Sipky ukazuji na
makroskopicky viditelné ostravky.

Metoda izolace piimé manualni extrakce ostrivkl pod disekénim mikroskopem
je v tomto piipad¢ proveditelna, ale namahava a malo efektivni. Prakticky je pro izolaci
ostrivkl vyuZivana smés proteolytickych enzymi s ptevazujicim obsahem enzymu
kolagenazy (produkované Clostridium histolyticum), ktera se po nafedéni v pufru

injikuje do pankreatickych vyvodi (potkan 15 ml, my$ 3 ml, obr 19).
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Obraz 19: Pankreas potkana. Vlevo je transduodenalné do ductus choledochus zaveden katetr; v jaterni
brance je choledochus uzavien cévni svorkou. Duodenum je na misté pfidrzeno také cévni svorkou.
Vpravo je patrna distenze pankreatu s rozestupem acinti po oddéleni od ostatnich nitrobtisnich organ.

Pro spravnou uc¢innost enzymu je tfeba pankreas inkubovat pii teploté 37°C
nekolik minut az desitek minut. Preferencné se rozrusi exokrinni tkan. Vysledkem je
pak tkanova travenina ve formé makroskopicky homogenni suspenze, ktera obsahuje
smés exokrinni, endokrinni tkané a fragmenty vyvodu a cév (Obr. 20).

Obraz 20: Tkafiova smés ziskana digesci pankreatu hlodavcu. Vlevo je smés tkané€ pozorovana v Petriho
misce disekénim mikroskopem, vpravo stejna smés tkan€ pozorovana inverznim mikroskopem.

Rozpoznat exo- a endokrinni tkan ve smési dle morfologickych znakti je mozné

diky zkuSenosti, ale mnohem spolehlivéjsim zplsobem je znaceni difenylcarbazonem
(ditozionem), ktery ve vazb¢ na zinek tvoii Cervené komplexy. Znacit je mozné pouze
reprezentativni vzorek, ve kterém se exokrinni tkan zbarvi bud’ lehce do rtizova nebo
vibec, tkan obsahujici inzulin se zbarvi jasné Cervené. Ditizon je Spatn€ rozpustny ve
vode¢, a proto se piipravuje rozpusténim v DMSO (dimethylsulfoxid) a ethanolu. Tento

roztok se pak snadno rozpusti v médiu s tkanovou smési (Obr. 21).
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Obraz 21: Tkanova smés ziskand digesci pankreatu hlodavci. Bile az svétle rizové je zbarvena
exokrinni tkan, Langerhansovy ostriivky jsou cihlové cervené. Konkrétni barva se mize lisit podle
koncentrace ditizonu v roztoku a nastaveni mikroskopu.

Oddélit Langerhansovy ostritvky (tvoii az 2 % objemu) od zbyvajici tkan€ je mozné
manuélné¢ pomoci mikropipety, coz je proveditelné jen pii velmi malych poctech
ostruvkd — u mysi cca do 100 ostrivkd. Pti vétSim mnozstvi tkdné je takovy postup
ptili§ ¢asové naro¢ny a pracny. Prakticky se proto vyuziva rozdil specifické vahy obou
typt tkani. Specificka vaha ostriivkl je pomérné stabilni a uniformni, v literatufe byva
udavana hodnota 1.059 g/ml. Naopak specificka vaha exokrinni tkané je pomérné

I3, Pokud vloZime tkatiovou

variabilni a kolisa typicky v rozmezi 1.059 — 1.074 g/m
smés obsahujici slozky s popsanymi rozdily do hustotniho gradientu, je mozné je
centrifugaci odd¢lit. V nasi laboratoii pouzivame polysacharidovy gradient Ficoll
piipraveny ve 4 raznych koncentracich, a to 1.037, 1.069, 1.096 a 1.108 g/ml. Roztoky
se navrstvi do 50 ml zkumavky v objemech po 8 ml. Pii pokojové i centrifugacni (7°
C) teplot€ se velmi pomalu misi. Na dno zkumavky se umisti cca do 1ml tkanové smeési
a vSe se centrifuguje 20 minut pii 680X g. Vysledkem je oddéleni zcela uvolnénych
ostravku, ostrivki se zbytky exokrinni tkan€ a exokrinni tkané v pfislusnych vrstvach
s odpovidajici hustotou (Obr. 22). Pro konstrukci hustotniho gradientu je mozné pouzit
1jiné biokompatibilni molekuly tvotici viskdzni roztoky. Napf. jiné polysacharidy nebo

albumin.
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Obraz 22: Rozdéleni tkanové smési v hustotnim gradientu. Prvnim krokem je vloZeni tkaiiové smési na
dno zkumavky, nasleduje pievrstveni jednotlivymi roztoky polysacharidu Ficoll, 20 minutova
centrifugace a vysledkem je oddéleni jednotlivych frakei tkané. Ostriivky jsou pievazné bilé, a proto
nejlépe viditelné na tmavém pozadi.
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Vysledkem je vysoce Cista frakce izolovanych Langerhansovych ostruvki (Obr
23). Piedpoklada se, Ze nejméné polovina ostrivkid je touto technikou ztracena.

Prakticky tak je mozné ziskat 50-200 ostruvkd od mys$i a 500-1500 ostravka od

potkana.
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Obrazek 23: Vysledkem purifikace je vysoce Cista frakce izolovanych Langerhansovych ostrivka.
Vlevo je vidét cca 2000 ostrivkd v cerné misce pozorované disekénim mikroskopem. Vpravo je nékolik
mysich ostritvkll pozorovanych inverznim mikroskopem v tkanové kultuie.

Mouse B6 Pl, isol 19/3/07, 1Meling Feridex+PLL

picture after washing out of contrast 250 microns
¥ .

Ostrivky je tieba kvantifikovat, coz se v ptipadé experimentélnich studii na
hlodavcich provadi manudlné pomoci mikropipety a pocitd se kazdy jednotlivy
ostrivek. Vétsinou se rozdily ve velikosti jednotlivych ostriivkli neberou v tivahu. Tuto
techniku pocitani je mozné aplikovat maximalné do celkového poctu 2 — 3 tisic
ostrivkl. Alternativou pouzitelnou pii experimentalni izolaci ostrivka od vétSiho
poc¢tu hlodavct, vétSich zvirat nebo z lidského pankreatu je kvantifikace ostrivki
V reprezentativnich vzorcich. V takovém ptipadé se typicky odebird 1/1000 az 1/2000
objemu suspenze tkan¢ v médiu. Pro jednoznaéné odliSeni ostruvku se pouzije ditizon
a samotné pocitani se pak provadi manualné pomoci méfitka v mikroskopu,
kalibrované miizky nebo modernéji digitalni analyzou fotografii vzorkd z mikroskopu
(Obr. 15). Tento zpisob vyzaduje obsluhu, ale snizuje subjektivni vliv ¢lovéka na
vysledek.

Novinkou jsou systémy pracujici zcela autonomné, kdy samotna analyza je
objektivni a opakovatelnd. Jedinym variabilnim faktorem je pak odbér vzorki ze
suspenze. Hlavnim faktorem pro rozhodnuti o vhodnosti transplantovat byva celkovy
obsah viabilnich -bun¢k ve §tépu. Vzhledem k velké variabilité velikosti ostrivki od
n¢kolika desitek po nékolik tisic bunék (30-450 um) a pro zajisténi srovnatelnosti Stépt
se jednotlivé ostrivky vzorku méfi a prepocitdvaji na univerzalni tzv. ostrivkovy
ekvivalent, ktery odpovida kouli o praiméru 150 um (1 IEQ).

Takto ziskané ostriivky je mozné ve vysoké kvalit¢ uchovat v tkanové kultute
nékolik desitek hodin, po kterych dochazi k destrukci struktury ostravki, nekroze,
apoptoze a dediferenciaci bunck. Prakticky to znamena, Ze vyznamné ubyva bunck

schopnych syntetizovat a uvolfiovat inzulin v prostfedi se suprafyziologickou
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koncentraci glukdzy. Standardné byva pouzivano medium CMRL-1066 nebo RPMI
obohacené o Fetal Bovine Serum 10%, Glutamin (Glutamax), se stabilizovanym pH
pomoci HEPES a chranéné antibiotiky (Penicilin, Streptomycin). Typickym vzorkem
je 1000-1200 ostrvkii v 5 ml obohaceného média v kultivaéni lahvi s plochou 25 cm?
uzavienou vickem s HEPA filtrem. Kultiva¢ni lahev je pak uloZena do tkanového
inkubatoru s atmosférou obsahujici 5% CO>, teplotou 37°C a vyss$i nez vzdusnou

vlhkosti.

Transplantace izolovanych Langerhansovych ostrlivkii u potkana

Za optimalni pro transplantaci byva povaZovan §tép obsahujici cca 10 ostriivka
nebo ostriavkovych ekvivalentti na gram zivé vahy ptijemce. Zptsob kvantifikace zalezi
na podminkach konkrétniho experimentu, pouzivaji se oba.

Izolované Langerhansovy ostrivky se transplantuji pfevazné do portalni Zily
jater, a to bud’ do hlavniho kmene, nebo do nékteré z perifernich vétvi, coz umoznuje
transplantovat ostruvky do vybranych laloku jater (Obr. 24A). Vhodny je katetr nebo
jehla kalibru nejméné 27G. Langerhansovy ostrivky se resuspendu;ji v transplanta¢nim
médiu u potkana maximalné v objemu 1 ml, u mysi do 200 ul (PBS, HBSS). Po vlozeni
do krve volné embolizuji v terminalnich vétvich portalni zily uvnité jaterniho
parenchymu (Obr. 24B). Krvaceni po vyjmuti katetru ¢i jehly se zastavuje pomoci
hemostatické pény (Curaspon, Gelaspon) nebo koagula¢niho praSku (Avitene).
Obrazek 24: A) vlevo je zachycena jehla motylového katetru 27G zavedena do ileocékalni zily potkana.

B) vpravo je snimek zachycujici histologicky fez jater potkana 2 hodiny po transplantaci ostravka. Uvniti
vétve portalni zily je trombus obsahujici fez ostrivkem. Cerna Sipka ukazuje ostriivek, cervena trombus.

Kompletni normalizace hladin glykemie se dafi touto technikou a pfi pouziti

Stépu velikosti 10 ostrivki na gram vahy ptijemce dosahovat ve vice nez 90 % ptipada
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(potkana, mysi). Tato procedura je relativné bezpecna, ale ma nékolik uskali, ktera
snizuji efektivitu transplantace samotné i dlouhodobou funkénost a prezivani ostrivk.
Jsou to napftiklad:
1) Destrukce vice nez 50 % transplantovanych ostruvki v fadu desitek minut po infusi
do krve portalni zily. Je tomu tak z velké ¢asti kvuli nespecifické zanétlivé reakci
a lokalni aktivaci koagulace*® (IBMIR = Instant Blood Mediated Inflammatory
Reaction; Obr. 24B).
2) Trvala expozice $t€pu hypoxii
3) Vysoka hladina nutrientd, toxint a 1kt v portalni krvi
4) Nejasna dlouhodoba reakce jaterniho parenchymu na vysokou koncentraci
inzulinu v okoli $tépu (fokalni steatdza Obr. 25, glykogen6za, mozna excesivni
proliferace)
5) Akutni mikrotrombdza portalniho fecisté
6) Obtizné sledovani distribuce a nemoznost biopsie §t€pu — pro zobrazovaci metody
obdobné vlastnosti §té€pu a okolni tkan¢

7) A dalii.

Obraz 25: Fokalni steatza obklopujici ostriivek transplantovany do portalniho fecisté jater potkana.
Cervena Sipka ukazuje ostrivek, zelena Sipka ukazuje steatotickou jaterni tkan.

Alternativou pomérné ¢asto pouzivanou pii experimentech zamétenych hlavné
narejekci a testovani novych imunosupresivnich protokol, na studium revaskularizace
Stépu a proliferaci/apoptozu bunék sté€pu je transplantace ostrivkil pod renalni kapsulu.

Tato technika poskytuje vyhodu tésného kontaktu $tépu s vysoce vaskularizovanou
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tkani rendlniho kortexu bez ptimého styku s krvi. Druhou vyhodou je moZnost vizualni
kontroly $tépu, jeho vyjmuti a ovéteni funkce, kdyz po jednostranné nefrektomii
ledviny nesouci §tép dochazi k rekurenci hyperglykemii. Zasadni pro Gspesné piihojeni
$tépu transplantovaného touto technikou je pfiméfeny pomér objemu Stépu a plochy
kontaktu s kdirou ledviny. V prvni fazi, nez dojde K revaskularizaci, jsou bunky §tépu
odkazané pouze na difuzi kysliku a nutrientli, proto musi byt difusni vzdéalenost
minimalni. V pfipadé mysi se ostrivky mohou rozprostfit prakticky do jedné vrstvy,
Vv ptipad¢ potkana byvaji ve 2 az 3 vrstvach (Obr. 26). U velkych zvitat a ¢loveéka nelze
tuto techniku transplantace s tispéchem pouzivat proto, ze celkovy objem §tépu je piilis

velky a podstatna ¢ast ostriivki diky ischemii v ¢asném obdobi nekrotizuje.

Obrazek 26: Transplantace izolovanych Langerhansovych ostriivkii pod pouzdro levé ledviny. AN vstup
hadicky PE 50 pod pouzdro ledviny,  lozisko ostriivkli v kapce média pod pouzdrem ledviny.

Stavajici techniky izolace a transplantace ostrivkd nejsou optimalni. Hledaji se
proto techniky pro ucinngjsi izolaci, pro Setrné akutni i dlouhodobé monitorovani

viability a funkce $t€pu a soucasné se vyvijeji u€innéjsi metody transplantace ostrivki.
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Aktualné reSené problémy provazejici izolaci a transplantaci
Langerhansovych ostravka.

Podle souhrnné zpravy'® vychazejici z workshopu potadané¢ho IPITA
(International Pancreas and Islet Transplant Association) ve spolupraci s TTS (The
Transplant Society) v Oxfordu ve Velké Britanii ve dnech 7. — 9. kvétna 2014 se
program transplantace inzulin produkujici tkdné¢ ve formé izolovanych
Langerhansovych ostrivkl etabloval jako Siroce akceptovand 1é¢ebna modalita pro
pacienty s diabetes mellitus 1. typu komplikovanym syndromem poruchy rozpoznavani
hypoglykemie. Zprava vychazela z rozsahlé multicentrické prospektivni klinické studie
faze 3, ktera prokazala, zel’:

1) Langerhansovy ostrivky mohou byt izolovany s obdobnou efektivitou pii
pouziti standardnich postupli v riznych centrech

2) Nezavislosti na 1é¢b¢ injekénim inzulinem po jednom roce se dafi dosahnout u
cca 50 % piijemcti pomoci transplantace 1 nebo 2 §tépt

3) Kompenzace diabetu je vynikajici, i pokud neni dosazeno nezavislosti na
inzulinu

4) Porucha rozpoznavani hypoglykemie se efektivné 1&¢i, pacienti se zbavi

hypoglykemickych komat.

Pfi vyrazné mensi invazivité v porovnani s organovou transplantaci pfetrvava nizsi
efektivita transplantace izolovanych ostruvki. Ve zpravé byly shrnuty hlavni oblasti,

na které je tieba zaméfit aktualni vyzkum?®:

1) Vyhledavani kadaverosnich darcti, odbér a konzervace organil, transport
izolovanych ostrivkd.

a. Je tfeba vyuzit vSech potencialnich darci.

b. Je tfeba odebirat pankreas pro izolaci ostrivkll se stejnou péci a
identickymi metodami jako pro orgadnovou transplantaci. Opakovan¢ se
prokazalo, ze kvalita a zkuSenost chirurgického tymu odebirajiciho
organ koreluje s vysledkem transplantace ostravka'®,

c. Optimalizace konzervac¢niho postupu by mohla zlepsit kondici 1 pocet
ziskanych ostriivk!®2L,

2) Optimalizace a inovace metody izolace ostravkd.
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a. Pres veskery pokrok je stale hodnoceni pokrocilosti digesce pankreatu
empirické a zavislé na zkuSenosti tymu. Navic se pouziva jedna smés
enzymii pro variabilni organy?2,

b. Je tieba pfesné¢ definovat strukturu a slozeni pankreatické matrix, aby
bylo mozné¢ piipravit cilené a standardné fungujici enzym.

C. Moznym feSenim by mohly byt neenzymatické postupy izolace
ostrivk?2,

3) Optimalizace ptipravy a ulozeni ostrivkl v tkanové kultufe

a. Kratkodobé ulozZeni ostriivkl v tkanové kultute je vyhodné pro zotaveni
ostrivkli po izolaci, pro kontrolu kvality i pro optimélni pfipravu
pfijemce a transplanta¢niho tymu.

b. Soucasné¢ umoziuje ovlivnit kvalitu Stépu, tzv. preconditioning
(pfidanim latek podporujicich oxygenaci a revaskularizaci §tépu?®,
redukujicich IBMIR?"? umoziujicich in vivo zobrazeni?®3!, lokalni
imunosupresi®?33, poskytujici ochranu proti hypoxickému stresu).

c. Modelovani 3D kultivace a podpory extracelularni matrix®7,

4) Standardizace kontroly kvality a sjednoceni definice kvalitniho §tépu a jeho
velikosti.

a. Aktualn€ neni pfijata jednotna sada kritérii hodnoceni Stépu, kterd by
z4visi na individudlni zkuSenosti kazdého tymu.

b. Jednotna kritéria kvality a velikosti $t€épu umozni srovnatelnost

vysledki jednotlivych center’®®,

5) Identifikace piijemcti s vysokym rizikem selhani §tépu ostrivka.

a. Aktivni vyhledavani piijemct s vysokym rizikem senzibilizace nebo
extrémnich metabolickych narokd na $t€p umozni individualizovanou
1é¢bu po transplantaci®®.

6) Vyvoj alternativnich mist pro implantaci ostravka.

a. Ackoli se transplantace do jater rutinn€ provadi a jatra maji fadu vyhod,
ostrivky jsou zde vystaveny trvalé hypoxii, vysokym koncentracim
1€k, nutrientl a toxinl. Tento zpiisob transplantace neni pro ostravky
optimalni.

b. Alternativni zptisoby zohlednuji bohaté prokrveni, zamezeni pfimému

kontaktu s krvi, vhodnou teplotu, pfirozenou drenaz inzulinu do jater,
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mechanickou ochranu $tépu, dostupnost k biopsii, minimaln¢ invazivni
implantaci §tépu, atd. 410,
7) In vivo zobrazeni ostrivkt s ohledem na monitoraci piezivani a rejekce
a. Zobrazeni distribuce pfedem znacenych ostrivki a jejich vymizeni diky
destrukci umoznuje monitorovat akutni a pozdni ubytek ostrivkil a
optimalné predikovat rejekci®#4°1:52,
b. Zobrazeni hrani¢niho S$t€pu umoznuje monitorovat piezivani S$tépu,
jehoz funkéni kapacita neni dostateéna k normalizaci glykémie®3,
8) Strategie minimalizujici systémovou imunosupresivni 1é¢bu nebo dosazeni
specifické tolerance Stépu.
a. Priprava piijemce pomoci deplecnich a non-deplecnich protilatek.
b. Ko-transplantace ostrivkli a mezenchymovych kmenovych a dalSich
typtl bunék>+°,

c. Pre-conditioning ostrivka 3232,

Odbér organt -

Izolace ostravku 60
Pre-conditioning 61
Kvalita a kvantifikace 12,38,62,63
Identifikace rizikovych ptijemct o4
65-71

Vyvoj alternativnich mist

In-vivo zobrazeni 29-31,51,52,62,72-76

Redukce imunosuprese, tolerance | 7""°

Kromé toho se setrvale zkoumaji moznosti propagace inzulin produkujicich

bunék in vitro, vyuziti kmenovych buné¢k jako zdroje, pouziti xenogennich bunék.
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Vlastni vysledky

Zobrazeni transplantovanych Langerhansovych ostrivkl pomoci MRI

Langerhansovy ostrivky maji pozoruhodnou mezidruhovée stabilni velikost. U
mysi, potkana, vepte i Cloveéka se jejich velikost pohybuje od nékolika bunék po 350-
400 pum. Primarni dysfunkce zahy po transplantaci $t€pu hranicni velikosti (u hlodavca
4 LO na gram vahy piijemce) je pomérné ¢asta a morfologické/funkéni zobrazeni by
mohlo oziejmit, jestli dochazi destrukci St€pu nebo jen funkénimu selhdni Beta bunék.
Celkové predstavuji Langerhansovy ostritvky cca 1% podil na objemu pankreatu a tento
rozdil se jest¢ 10X zvyrazni po transplantaci do jater. Magnetické i radiologické
vlastnosti Langerhansovych ostrivkl jsou prakticky shodné s parenchymem jater, a
proto nejsou pomoci samotné MRI identifikovatelné. Nicméné magnetickd rezonance
je velmi vhodna k dlouhodobému sledovani §tépu pro svou bezpec¢nost, opakovatelnost
a vysoké prostorové rozliseni. V roce 2003 publikoval Markmann Klinickou studii, ve
které vySetfil 4 pacienty po transplantaci Langerhansovych ostrivklit SONOgraficky a
poté pomoci MRI. U dvou osob s velmi dobrou funkci §t€pu umoziujici ukonéeni lécby
injekcemi inzulinu se v okoli ostrivkl vytvorila jasné detekovatelnd loziska jaterni
steatozy. U dvou piijemct, jejichZ $tépy nebyly dostateéné vykonné a bylo potteba
pokracovat v injekéni 1é¢bé inzulinem, se lokalni reakce nevyvinula. Tuto techniku
nelze povazovat za piimé zobrazeni Langerhansovych ostrivkd, ale spiSe za detekci
disledku jejich metabolické aktivity®®. Nase studie vychazela z diive popsanych
modell, kdy nanocéstice oxidi zeleza obalené biokompatibilni polysacharidovou
vrstvou byly akumulovany makrofagy pifjemce v odhojované ledving®®2. Jinou
alternativu popsala Anna Moore v roce 2002, a to metodu kdy obdobné nanocastice
vstupovaly do nefagocytujicich lymfoidnich buné€k pomoci transfekénich faktort.
Takto oznafené autoreaktivni lymfoidni bunky pak infiltrovaly Langerhansovy
ostrivky NOD mysi a byly jasné detekovatelné v pankreatu pomoci MRI®.  Tyto
metody nejsou pro zobrazeni Langerhansovych ostravki transplantovanych do jater
vhodné, protoze jsme hledali zpiisob zobrazeni samotnych ostriivki, ktery by navic
umoznil detekovat jejich poSkozeni rejekci. Vyuzili jsme proto enormniho vlivu
nanocastic oxida Zeleza (SPIO — superparamagnetic iron oxide) na magnetické pole.
Jednotlivé nanocastice obsahuji krystaly Zeleznatych a zelezitych oxida, které pfti

dostatecné velikosti mohou vytvaret v klidu ndhodné orientované domény. Jejich
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vysledny magneticky moment je nulovy, ale po vloZeni do dostate¢né silného vnéjsiho
magnetického pole se magnetické momenty jednotlivych domén zorientuji ve sméru
vngjsiho pole a celd nanocastice se zacne chovat jako magnet schopny vyrazné ovlivnit
MR obraz s takovou ucinnosti, ze umoziuje detekovat jedinou buiku*#®. Pro studium
moznosti zobrazit ostrivky a vyvoj nové metody jsme vybrali model laboratorniho
potkana a pouzili MR scanner firmy Bruker Biotech, s polem 4.7 Tesla, kterym bylo
vybaveno pracovist¢ MR spektroskopie IKEM.

In vitro znaceni Langerhansovych ostrlvkul potkana
Samotné ostriivky po transplantaci do jater se nepodafilo zobrazit zddnou

z pouzitych sekvenci a civek. Pfi¢inou byla podobnost tkang ostrivki a jater. Otestovali
jsme dva druhy kontrastnich latek vyuzivajicich superparamagnetické nanocastice
oxidil zeleza. Prvni Z nich tvoii polystyrenové jadro se SPIO o priméru 2.8-5.0 um,
na jehoz povrchu jsou kovalentné navazané sekundarni protilatky specificky se vazici
prostiednictvim primarni protilatky na cilovou bunku (Obr. 27). V nasi studii byly
zvoleny mikrocastice Dynabeads firmy Dynal MPC (Oslo, Norsko). Viabilitu

testovanou pomoci testu integrity membrany (Acridine Orange+ Propidium lodide)

znaceni ostruvka touto kontrastni latkou neovlivnilo.

Obrazek 27: Izolované Langerhansovy ostrivky s navazanymi mikrogasticemi Dynabeads®. Na
obrazku A jsou ostrivky v tkanové kultufe, drobné okrouhlé tvary oznacené Cervenou Sipkou jsou
Dynabeads, modra Sipka oznacuje okraj ostriivku. Na obrazku B je histologicky fez ostrivky znacenymi
Dynabeads — imunohistochemicky, protilatka proti MHC-1 potkana. Barevné Sipky oznacuji stejné
struktury jako v obrazku A.

Druhym, principialné odliSnym typem kontrastni latky byly nanocastice v
Ceské republice klinicky schvalené kontrastni latky ferucarbotranu (primér 4,2 nm;

Resovist®; Schering), které maji superparamagnetické jadro potazené carbodextranem,
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pfi¢emz celkovy hydrodynamicky pramér &astic je 62 nm. Typicky jsou vychytavany
monocytomakrofdkovym systémem jater (80 %), kostni dfené, sleziny (10 %) a
lymfatickych uzlin. V MR T2 vaZeném obraze se projevi jako lokani sniZeni intenzity
signdlu. Krystalické jadro oxidi Zeleza je potazené netoxickym polysacharidem
karbodextranem, diky ¢emuz jsou nanocastice rozpustné ve vod¢ a nemaji tendenci
agregovat®®. Stran toxicity Zeleza je tfeba zohlednit, e do bundk ostriivki se
inkorporuje jen ¢ast Resovistu® a vétsina se odplavi pii proplachu. I kdybychom podali
celou davku, tak v jednom mililitru ferucarbotranu je obsazeno 0,5 pmol (28 mg)
zeleza, tzn. ze davka, kterd se dostava do organismu pfi klinickém vysetieni (<60 kg
0,9 ml, > 60 kg 1,4 ml) je ve srovnani s celkovymi zasobami Zeleza zanedbatelna (1%;
odpovida 2-3 dennimu ptijmu potravou). Vyhodou umoziujici potencialné rozpoznat
destrukci oznacenych bunék je biodegradace ferucarbotranu hydrolytickymi enzymy
makrofadgi aktivovanych v naSem piipad¢ zanétem po transplantaci nebo pozdé&ji
v ramci rejekce. Vede ke ztraté specifické struktury nanocéstic a jejich vlivu na MR
zobrazeni znacen¢ tkdn¢. Béhem nékolika dnii (diagnostické okno je 1-4 dny) se obraz
normalizuje a za 2 tydny je mozné cca 20% podaného Zeleza prokazat v hemoglobinu
periferni krve®. Langerhansovy ostriivky jsou tvofeny fadové tisici bungk
uspofadanych do trdmcii, kromé endokrinnich jsou zastoupeny také bunky stromalni,
endotelie a leukocyty. U potkana byva v jednom ostrivku praimémé 5-20%7, u mysi 5-
108 a u ¢lovéka 0-15% monocytl. Dalo se ptedpokladat, ze tyto buiiky budou
inkorporovat nanocastice s polysacharidovym povrchem i bez transfekénich ¢inidel
(Obr. 28). Pii ultrastrukturnim vySetieni transmisni elektronovou mikroskopii (TEM)
nebylo zachyceno jakékoli strukturni poskozeni endokrinnich a depozita Resovistu®

byla nalezena v riznych typech bun¢k (Obr. 29).
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Obrazek 28: Izolované ostrivky po znageni Resovistem® v tkaniové kultufe 48 hodin. Panel A — nativni
pohled v invertovaném mikroskopu do kultivaéni lahve. Modré $ipky oznaduji okraj ostrtivki, éervené
Sipky depozita Resovistu®. Panel B — detailni obrazek kombinovaného barveni imunohistochemie —
hnéda je protilatka proti ED-1 molekule charakteristické pro makrofagy, modie je detekovano Zelezo
pomoci barveni Pearlovou reakci. Panel C — histologické vySetieni ostriivkl, barveni Hematoxillinem
Eosinem v kombinaci s Pearlovou reakci. Panel D — detailni snimek ostriivku barveného kombinované
protilatkou proti inzullinu (hnéda) a Pearlovou reakci. Kolokalizace obou barev prokazuje pfitomnost
zeleza 1 v beta bunkach.

Obrazek 29: VySetfeni znadenych Langerhansovych ostriivkt TEM prokazuje depozita Resovistu®
v riiznych buiikdch Langerhansovych ostrivkd. i — granula inzulinu, 4 depozita Resovistu®. Panel A —
Beta burika, Panel B — makrofag.
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Funkéni poskozeni beta bungk ostriivkii Resovistem® bylo vylouceno
testovanim sekrece inzulinu in vitro, kterd je srovnatelnd u nativnich i znacenych

ostrivkii (Obr. 30).

Obrazek 30: Statické inkubace izolovanych Langerhansovych ostrivkli v médiu s proménlivou
koncentraci glukézy®. V kazdé koncentraci byly ostréivky inkubovany jednu hodinu. Sekrece inzulinu
stoupa po zatézi glukézou srovnatelné v obou skupinach.
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MR obraz nativnich jater potkana a jater 10 minut po transplantaci 2000 izolovanych
Langerhansovych ostrivkll byl prakticky shodny. Po injekci roztoku samotné
kontrastni latky doslo k difusnimu poklesu signalu v celém rozsahu jater. Po
transplantaci ostriivkel znadenych Resovistem® i pomoci Dynabeads® byly jasné
detekovatelné mnohocetné hypointensni signaly v jatrech piijemce’® (Obr. 31).

Obrazek 31: In vitro MRI vySetfeni jater zdravého potkana (A), jater 10 minut po transplantaci 2000
neznacenych izolovanych Langerhansovych ostravka (B), jater 10 minut po transplantaci 2000

izolovanych Langerhansovych ostrivkii znadenych Resovistem® (C), jater 10 minut po transplantaci
2000 izolovanych Langerhansovych ostriivkdl znagenych Dynabeads® (D).
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In vivo experimentalni zobrazeni
Po ovéfeni moznosti zobrazit znacené ostritvky in-vitro bylo mozné ptikrocit

k experimentim s transplantaci znacenych ostrivkl diabetickym zvifatim a vyuzit
zobrazeni k monitoraci lokalizace a zmény intenzity a poc¢tu signald souvisejicich
sostrivky v ¢ase. Zjistili jsme, Ze intravenozni podani samotného Resovistu®
zpusobuje difizni a rovhomérny pokles intenzity signalu tkané jater, ktery po tydnu
spolehlivé vymizi’® (Obr. 32).

Obrazek 32: MRI vySetteni jater potkana (A) — nativni jatra zdravého zvifete, (B) — jatra 10 minut po
intraportalni injekci Resovistu® v koncentraci 5 ml/ml, (C) — jatra jeden tyden po injekci Resovistu®

Funkci Resovistem® znac¢enych Langerhansovych ostrivki jsme ovéfili transplantaci
2000 syngennich (n=6) a allogennich (n=8, darci kmene Wistar) ostriivkli diabetickym
potkaniim kmene Lewis®’. K normalizaci glykémie doslo u viech piijemcti béhem 3
dnti. Syngenni $tép fungoval po celou dobu studie (6 tydntt), allogenni ostriivky selhaly
po dvou tydnech plné funkce. V jatrech ptijemct byly jasné detekovatelné hypointensni
spoty odpovidajici jednotlivym ostriavkiim nebo jejich skupindm. Ve skupiné 1éCené
syngennimi ostriivky byl jejich pocet stabilni, ve skupin lécené allogennimi ostritvky
pocet spotll vyznamné klesal az do konce experimentu (Obr. 33 az 35).

Obrazek 33: MR obraz jater potkana po transplantaci 2000 syngennich Langerhansovych ostruvkl

znadenych Resovistem®. V jatrech jsou jasné patrné tmavé (= hypointensni) spoty, které pietrvavaji
v odpovidajicich si vrstvach 1, 4 a 6 tydna po transplantaci, kdy byl experiment planovan¢ ukoncen.
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Obrazek 34: MR obraz jater potkana po transplantaci 2000 allogennich Langerhansovych ostriavka
znacenych Resovistem®. V jatrech jsou jasné patrné tmavé (= hypointensni) spoty, které ubyvaji
Vv odpovidajicich si vrstvach 1, 4 a 6 tydnd po transplantaci, kdy byl experiment planované ukoncen.

Obrazek 35: Relativni pocet spotli detekovanych v celém rozsahu jater potkant po transplantaci 2000
syngennich (zelené) a allogennich (modré) ostrivkt®. Ve skupiné allogennich doslo po dvou tydnech
k selhani funkce a pocet spotti postupné klesal.
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Pti pouziti kontrastnich mikro¢astic Dynabeads byly ostriivky zobrazeny stejné dobte,
ale pocet hypointensnich spotii byl stabilni 1 po selhdni funkce allogenniho Stépu.
Mikrocastice nejsou metabolizovatelné a nemizi proto po destrukci ostrivka pfi
odhojeni. Toto znaceni bylo opusténo a dalsi experimenty provadény s Resovistem®.
Hypointensni plochy pii okrajich jater mohou splyvat se signalem orgdnt
obsahujicich vzduch (GIT). Pro zvyseni jednozna¢nosti nalezu jsme podali v dobé
vySetieni MRI intraven6zné T1 kontrastni latku na bazi gadolinia (20 pl, MultiHance®).

Doslo k ztetelngjSimu ohraniCeni tkdné jater a vylouceni artefaktli z nalezu v cilové
oblasti’? (Obr. 36).

Kftiz J. Technika transplantace a zobrazeni Langerhansovych ostrivka 44



Obrazek 36: Ve tkani jater potkana jsou patrné mnohocetné hypointensni spoty, které v okrajovych
partiich mohou splyvat s artefakty (A). Po intravendzni aplikaci druhého kontrastu s opaénym efektem
dojde ke zvyraznéni jaterni tkan¢ a vylouceni artefaktii (B).

KdyZz byla optimalizovdna technika odliSeni artefaktd od signald SPIO
znacenych Langerhansovych ostrivkl, bylo mozné pfistoupit k vyvoji automatické
segmentace a nasledné i kvantifikace ostruvku v jatrech piijemce. Abychom mohli
pouzit ¢ast jater k analyze a ¢ast jako intra-individualni kontrolu, transplantovali jsme
ostriivky do pravych lalokt jater mysi®®. Principem bylo kratkodobé (do 5 minut)
nalozeni cévni svorky na levé vétve portalni zily v jaterni brance a injekce ostrivka do
periferni, tj. ileocékalni vétve (Obr. 37 — adaptovano z publikace®). V prvni fazi jsme
pro segmentaci vyuzili graficky program Imagel, ktery umoznil povazovat vlastni
kontrolni tkan jater za pozadi a vSechny pixely tmavsi nez pozadi detekovat jako SPIO
znadené ostriivky (Obr. 38) &i jejich fragmenty”

Obrazek 37: Technika transplantace izolovanych Langerhansovych ostrivki do limitované ¢asti jater
(A) — prvnim krokem je naloZeni cévni svorky na vétev portélni Zily pro pravé laloky®. Druhym krokem
(B) je injekce suspenze ostruvkt do periferni vétve portalni zily, v naSem ptipad¢ ileocékalni zily.

Zavedena jehla
katetru
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Obrazek 38: MRI biicha mysi po transplantaci 200 izolovanych Langerhansovych ostrivkii do pravych
lalokd jater vyse popsanou technikou™. (A) celotélovy scan frontalni fez, L — plice, ¢arkované ohrani¢eni
— nativni jatra, teCkované ohrani¢eni — jatra s ostrivky znacenymi SPIO, K — ledvina, S — slezina. (B)
pti¢ny fez btisni dutinou v urovni jater s detailem (C) — bilé Sipky ukazuji na hypointensni spoty
odpovidajici §tépu.

Touto technikou kvantifikované hypointensni spoty umoznily sledovat velikost
S$tépu dva tydny po transplantaci. Pokles rozsahu signalu odpovidajiciho $t€pu mezi
prvnim dnem a prvnim tydnem po transplantaci byl obdobny u syngennich a
allogennich ostriivktl. V pribéhu druhého tydne po transplantaci se projevil vliv rejekce
a detekovany pokles byl vyznamné rychlejsi ve skupiné 1é¢ené allogennimi ostrivky
(syngenni 100% => 61.8% => 47.2%; allogenni 100% => 59.4% => 38.2%). Pomérné
velkou pracnost a subjektivitu zpracovani MRI obrazkii mize odstranit automatické
zpracovani, v naSem piipad¢ rozd€len¢ do dvou krokli. Nejprve zvyraznéni cilovych
pixell pomoci top-hat a bottom-hat funkci, které umi identifikovat originalni obrazek
jako pozadi a nové body jako odpovidajici sledované struktuie a tu pak zvyraznit. Na
tento krok navazuje vyhodnoceni histogramu celého fezu, ve kterém se automaticky
stanovuje prahova hodnota odliSujici znaené ostriivky od ostatni tkané jater°l. Touto
metodou byly monitorovany diabetické mysi 1écené transplantaci 200 syngennich,
allogennich a xenogennich (potkan) ostrivkll do portélni zily. Pfijemci byli vySetfeni
1,3,5,7,10 a 14 dni po transplantaci s nadlezem poklesu srovnatelnym s ptedchozim
¢lankem (syngenni 100% => 81% => 63% => 50% => 47% => 42%; allogenni 100%
=>85% => 72% => 62% => 46% => 36%; xenogenni 100% => 77% => 67% => 54%
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=> 47% => 35%). Citlivost metody a moznost jejiho vyuziti pro predikci rejekce
allogennich ostrivkii pfijemci léenymi imunosupresivnimi léky jsme otestovali
vV rozsahlejsi studii Vvtrvani 12 tydnG. Byla porovnana dynamika ubyvani
hypointensnich spotli odpovidajicich syngennim ostritvkim, allogennim ostravktim pti
pIné imunosupresivni 1€cbe (tacrolimus + kortikoidy) a allogennim s kratkou (2 tydny)
1é¢bou redukovanou imunosupresi (tacrolimus). Vysledkem bylo selhani funkce ¢asti
$tépt, které bylo mozné pomoci MRI identifikovat 8 tydnii v predstihu®?, tzn. v dobé
umoznujici u¢innost antirejeckni intervenci. Rozdilem byl rychly pokles poctu spott

Vv prvnich ¢tyfech tydnech po transplantaci (Obr. 39).

Obrazek 39: Pokles poctu spotll odpovidajicich ostrivkiim v jednotlivych tydnech po transplantaci. Ve
skupiné A (syngenni ostriivky) se po dvou tydnech pokles prakticky zastavil a zGstal stabilni po celou
dobu studie. Spoty odpovidajici allogennim ostrivkim, které zustaly funkéni po celou dobu studie
(skupina B a podskupina Ci), ubyvaly aZz do 12. tydne, ale signifikantné pomaleji nez u ostrivk, které
selhaly (Cy). V podskupiné C; se pocet spotii sniZzoval az do tfetiho tydne po transplantaci o 16% tydné,
poté se rychlost poklesu snizila, ale zlistala patrna az do 12. tydne.
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Zobrazeni ostrtvkl pomoci MRI v klinické praxi

Pfirozenym  pokracovanim  experimentdlniho  vyvoje = zobrazovani
Langerhansovych ostrivkd byla aplikace metody v klinické studii. Po ovéfeni
bezpecnosti a vylouceni negativniho vlivu Resovistu® na viabilitu a funkci
Langerhansovych ostrivki byla aplikovéana u 8 pacientli. Do stabilizaéniho média byla
na dobu mezi izolaci ostrivkll a samotnou transplantaci piidana kontrastni latka
Resovist® schvédlend Statnim ustavem pro kontrolu 1é¢iv ke klinickému pouziti.
Ptijemci ostriivkd byli vySetfeni pfed transplantaci, 1 den, 1 tyden, 4 tydny a 24 tydna

po transplantaci po moci 3T Trio TIM MR pfistroje (Siemens Healthcare, Némecko)
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s vyuzitim integrovanych civek v kombinaci s civkou ulozenou na jaterni krajinu
biicha. Pro kvantifikaci hypointensnich spotii byl stejné jako v experimentu pouzit
program Imagel] (freeware NIH, Bethesda, USA). Potvrdilo se, ze béhem prvnich
desitek hodin po transplantaci dojde ke ztraté¢ cca 50% $tépu a nasledné byl pocet spott
odpovidajici ostrivkiim téméf stabilni (Obr. 40) stejné jako jejich funkce3!,

Obrazek 40: Pocet hypointensnich spotl v jatrech odpovidajicich transplantovanym Langerhansovym

ostruvkim se snizoval po celou dobu studie. Vyrazny pokles byl detekovan v pribéhu prvniho tydne,
pozdgji byl podet spotil stabilngjsi (prevzato z &lankus?).
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Pravidelnému a systematickému pouZiti jako prediktoru rejekci u naSich pacientl
zabranilo ukonc¢eni vyroby SPIO kontrastnich latek schvalenych ke klinickému pouziti.
Alternativni kontrastni latky se wvyvijeji, ale dosud neni komercéné dostupna
odpovidajici ndhrada. Proto jsme se zapojili do hledani novych ptistupl pfi zobrazovani

3

Langerhansovych ostriivkil s vyuZitim kontrastnich latek na bazi atomt fluoru”™ a

magnetoliposom?®.

Vyvoj alternativniho mista pro transplantaci Langerhansovych ostrtivka

Langerhansovy ostrivky jsou jednou z nejvice prokrvenych tkani v organismu,
predstavuji cca 1% objemu pankreatu, ale protéka jimi cca 20% veskeré krve®® (Obr.
41). Piirozené do ostrivkd pfitéka v nadbytku arterialni krev s parcialnim tlakem
kysliku 80-100 mmHg®, diky které dosahuje parcidlniho tlak kysliku uvnitf ostrivki
cca 40 mmHg®. Specifické uspotadani kapilarni sité umoziiuje fungovani beta bungk
jako senzort glykémie a producentll inzulinu stejné tak, jako rychlé odplavovani
inzulinu chrani okolni tkan od pfiliSného efektu inzulinu jako rastového faktoru. Pti

izolaci ostravka pomoci digesce kolagenazou dochézi k pteruSeni kapilarni sité¢ a

Ki#iz J. Technika transplantace a zobrazeni Langerhansovych ostrivki 48



ostrivky jsou odkazané na difusi kysliku 1 nutrienti. Nasleduje stabilizace ve tkanové
kultufe, kdy dochazi k uspokojivému prokysli¢eni pouze v povrchovych vrstvach cca
30 pm ostravk, pii¢emz buiiky v hlubsich vrstvach podléhaji nekroze®®. Soucasné diky
fetdlnimu hovézimu séru (standardni slozka kultivaénich médii) obsazeném Vv
kultivaénim médiu dochazi k zvySeni exprese molekul tkanového tromboplastinu a
MCP-1 (Monocyte chemoattractant protein-1) na povrchu bunék ostravka?®. Takto
ovlivnéné ostruvky po vlozeni do krve portalni Zily vyvolavaji IBMIR (nespecifickou
zanétlivou a koagulacni reakcei), jejimz disledkem je ztrata vice nez poloviny bunck
$tépu béhem nékolika hodin po transplantaci®*®*%, Po piihojeni dosahuje parcidlni tlak
kysliku ve $t&pu dlouhodobé pouhych 5 mmHg'.

Ziejma potieba efektivnéjsiho zpisobu transplantace a dlouhodobé vhodnéjsiho
prostiedi bohat§iho na kyslik dostupny pro ostruvky vedla vétSinu laboratofi k tsili o
vyvoj alternativniho zptisobu transplantace*!#24547% Ngkteré skupiny véetné nasi se
zamétily na vyvoj dutiny s bohaté prokrvenym vnitinim povrchem, kterd by
minimalizovala difusni vzdalenost a soucasn¢ ochranila Sté¢p od pifimého kontaktu
s krvi piijemce*” "9, Zpocatku byl za hlavni negativni faktor povazovan nespecificky
zanét, a proto se velka pozornost vénovala dokonceni procesu hojeni rany vzniklé pfi
implantaci skeletu do tkang. Typicky se pouzivaly skelety z nerezové oceli nebo
biokompatibilnich polymert ve tvaru perforovaného vélce s teflonovou vlozkou, ktera
zajistila vytvarovani pfimétené¢ velké dutiny uvniti skeletu. Tyto ptipravky se
nechavaly vhojit do tkané 4 a vice tydna*"" . V nasi laboratofi jsme porovnavali dvé
mista implantace upiednostitujici minimalni invazivitu (podkozi) nebo ptirozenou
drenaz inzulinu do jater (velké omentum) se standardné pouZzivanou transplantaci do
portalni Zily jater. V prvni experimentalni studii jsme pouzili inbredni model potkanti
Lewis, kterym byl navozen streptozotocinovy diabetes a chirurgicky implantovany
skelety s teflonovou vlozkou (Obr. 42). Po mésici hojeni byla vlozka vyjmuta a
transplantovano stejn¢ jako u kontrol 10 syngennich LO/g (standardné pouzivana
velikost §tépu). Ve skupiné s transplantaci LO do jater byla normalizovana glykemie u
vSech pfijemcti, ve skupiné s umelou dutinou ve velkém omentu v 70% a v podkozi
v 40%'t. Podle teoretickych pfedpokladi mélo byt prostfedi umélych dutin pro
ostruvky vyhodnégjsi (bez zanétu, arterialni prokrveni), ale prakticky byly vysledky

vyrazné horsi nez pii transplantaci do jater.
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Obrazek 41: Erozni preparat pankreatu zobrazeny skenovacim elektronovym mikroskopem & doklada
vyrazné vyssi hustotu kapilarni sit€¢ v Langerhansove ostrivku pfi porovnani s exokrinni tkani pankreatu.

rw WA , P =TT —=

Obrazek 42: Makroporézni skelet ve tvaru valce upleteny z biokompatibiliho polymerniho
monofilamenta, do které¢ho je zasunuta teflonova vlozka tvarujici kone¢nou dutinu.

Pravdépodobnym limitujicim faktorem bylo nedostate¢né prokrveni plochy, na
kterou ostruvky pfilnuly po transplantaci a dlouha doba nutnd pro revaskularizaci
ostrivkll ze strany ptijemce. Histologické fezy vzorkl odebranych po mésici hojeni
dokladovaly na vnitinim povrchu dutiny prakticky avaskularni fibrézni tkan (Obr. 43).

Cévni struktury byly detekovany vice nez 200 um pod povrchem.
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Obrazek 43: Histologicky fez skeletem s teflonovou vloZzkou. Stav po 4 tydnech hojeni. Vnitini povrch
dutiny je tvofen prakticky avaskularni fibrézni tkdni. Cerna Sipka ukazuje na otvor po skeletu, Cervena
Sipka na fibrozni vrstvu na vnitfnim povrchu dutiny.

Pro posouzeni dynamiky hojeni a zmén prokrveni byla adaptovana technika DCE MRI
(dynamic contrast enhanced magnetic resonance imaging), kterou bylo mozné zachytit
zmeény rychlosti pronikani kontrastni latky do tkané v riznych fazich hojeni. Pomoci
anatomického MR zobrazovani bylo mozné sledovat rychlost prorastani tkan¢ do

skeletu a tvarovani dutiny kolem teflonové vlozky (Obr. 44)°,

Obrazek 44: MRI anatomické zobrazeni doklad4 postupné uzavirani dutiny uvnitt
skeletu béhem 3 tydnti po implantaci. D-7 a -1 jsou dny pied vyjmutim vlozky.

Po mésici hojeni byla modelace dutiny spolehlivé dokoncena, coz doklada i specificky

zvuk ,,odSpuntovani pii vyjiméani teflonové vlozky. Prokrveni a kvalita kapilar
odpovidajici pruniku kontrastni latky byla hodnocena relativn€, v porovnani s kiirou
ledvin®. Vysledkem bylo zjisténi, Ze zatimco v podkozi je prokrveni velmi nizké po
celou dobu experimentu, ve velkém omentu je po prvnim tydnu pfiblizné tfetinové
V porovnani s klirou ledviny a po mésici se snizuje prakticky na troven avaskularni

fibrozni jizvy®® (Obr. 45).
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Obrazek 45: Relativni prokrveni tkané v okoli skeletd implantovanych do podkozi a do velkého omenta.
Pfepocitano na standard — tkan kiry ledvin.
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Bylo tieba podpofit vaskularizaci ve sméru vnitinitho povrchu dutiny, kam
prilnou ostrivky po transplantaci. Otestovali jsme dva principidlné pfistupy, a to
optimalizaci naCasovani implantace diive pouzit¢tho makroporézniho skeletu
S podporou mezenchymovych stromalnich bun¢k (MSCs) nebo fizené proristani tkané

mikroporéznim skeletem nesoucim vaskularni rastové faktory.

Optimalizace nacasovani a podpora MSCs

Jednodussi, ale 1 méné definovanou moznosti postupu bylo nalezeni optimalni
faze hojeni rany a lokalni podpora angiogeneze pomoci produkce rlistovych faktori
mezenchymovymi stromalnimi buiikami. Hojeni zdravé tkané ma typicky 4 hlavni

faze®, a to Hemostazu, Zanét, Proliferaci a Remodelaci (Obr. 46).

Obrazek 46: Schéma ilustrujici jednotlivé faze hojeni rany — preneseno z prehledného €lanku®®
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Dynamika hojeni rdny u potkana a diiraz na vylouceni lokalniho zanétu vedly
k transplantaci ostrivki ve 4 fazi, kdy byla pfirozen¢ vymodelovana fibrozni
avaskuldrni dutina. Nasim cilem byla identifikace Proliferacni faze hojeni, kdy povrch
dutiny tvofi na cévy bohata granulacni tkan. Paraleln¢ s tim jsme do mista implantace
skeletlh injikovali 15 milioni syngennich MSCs, které v hypoxickém prostiedi
produkuji vaskularni ristové faktory. Pomoci DCE-MRI byl jasn€ prokazéan stimula¢ni
efekt MSCs na prokrveni tkané vristajici do skeletu (Obr. 47). Maximalni prokrveni
na relativnich 2/3 Grovné kiiry ledviny bylo dosazeno po 4 tydnech. Bez podpory MSCs
to bylo po tydnu®.

Obrazek 47: Relativni prokrveni tkané vrostlé do skeletd bez a s podporou mezenchymovych
kmenovych buné¢k méfené pomoci priniku kontrastni latky metodou DCE-MRI. Modra = ledvina,
cervend =velké omentum, zelend = podkozi.

Podani MSCs do skeletu 1 tyden po implantaci do podkozi (vyjmuti teflonové
vloZzky a sou€asnd transplantace bunck) urychlilo hojeni a zvysilo prokrveni dutiny
(penetraci kontrastni latky) s maximem 9 dni po vyjmuti teflonové ty¢ky. Maximalni
opticky signal odpovidajici poctu viabilnich a perfundovanych bunék byl naméten 4
dny po vyjmuti teflonové tycky a transplantaci Luciferaza pozitivnich MSCs®. Na
zéklad¢ téchto dat byla pfipravena navazujici studie, ve které byly diabetickym
potkanlim implantovany skelety s teflonovou vlozkou, kterd byla po 7 dnech vyjmuta.
Do vzniklé dutiny poloviny piijemct byly transplantovany syngenni (Luc negativni)
MSCs a za dalsi 4 nebo 7 dni do jesté pietrvavajicich dutin transplantovany syngenni
Langerhansovy ostravky s expresi genu pro Luciferdzu (hranicni stép 4 LO/g vahy).

Vznikly tak 4 skupiny pfijemcti, které ukéazaly, ze optimalni naasovani transplantace
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ostrivk ma kli¢ovy vliv na pihojeni §tépu. MSCs vysledek nezlepsily®’. Dlouhodoba
funkce a vliv MSCs na pfezivani allogennich §tépti jsou otazkou aktualné probihajicich

experimentd.

Rizené prorGstani mikroporéznim skeletem

Vice definovanym a technologicky vyznamné néaro¢n€jSim piistupem je
vytvofeni mikroporézniho skeletu ve tvaru vélce se sténou silnou 500-600 pm a
centripetalné orientovanymi paraleln¢ uspotfddanymi kandlky, které vznikaji diky
fizené krystalizaci tekutého polymeru na teplotnim rozhrani. Optimalizaci techniky
Dip-TIPS (Obr. 48) bylo dosazeno velikosti kanalki odpovidajici 8-15 um na vnitinim
a 50-60 um na vnéjsim povrchu skeletu (Obr. 49). Jako zakladni material pro vyrobu
skeletu byl zvolen poly-L-lactide-co-g-capronolacton, ktery je biokompatibilni a
umoziuje vrustani fibrézni tkdné a endotelu. Vyhodou tohoto materialu a uspotadani
je moznost kontrolované navézat vaskularni riistové faktory. Ukézalo se, Ze vristani
tkan¢ do samotného skeletu bez dalsi podpory neni rychlejsi ani bohatsi na endotelie
(Obr. 50). V podkozi nestacily ani 4 tydny ke kompletnimu proniknuti fibrozni tkané
celou tloustkou stény skeletu. Proto byl jako kotva pouZit heparan sulfat, na ktery byly
navdzané molekuly VEGF a FGF. Soucasné¢ byly dalsi skelety implantovany do
velkého omenta potkanti, kde k proniknuti vaziva celou tloustkou stény stacily 2-3
tydny. Tyto experimenty v dobé& finalizace habilitani prace jesté probihaji a ¢ast dat

byla jako rukopis odeslana k publikaci.

Obrazek 48: Schéma metody Dip — TIPS umoznujici vytvoreni polymerniho skeletu s centripetalné
orientovanymi kanalky®.
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Obrazek 49: Struktura mikroporézniho skeletu zachycena pomoci skenovaci elektronové mikroskopie.
Na schématu jsou vyznadené tezy. Obrazek (f) zachycuje strukturu skeletu v pfi¢ném fezu uprostied
stény — preruSovana linie na obr. (c).
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Obrazek 50: Histologicky obrazek mikroporéznich (Test capsules) a jednodussich makroporéznich
(Control capsules) skeletl v zakladnim provedeni, bez obohaceni ristovymi faktory. Po 4 tydnech od
implantace do podkozi nebo velkého omenta.
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Zaveér

Zobrazovani Langerhansovych ostrivkli pomoci magnetické rezonance bylo
Vv nasi laboratofi prezentovano jako prioritni vysledek v experimentu a pozdéji 1 jako
jedna z prvnich publikaci v klinické praxi. Samotné i v kombinaci s bioluminiscenci
prokézalo, ze transplantace Langerhansovych ostrivkl do portalniho fecisté jater je
doprovazena vyznamnou ztratou $tépu a ze i dlouhodobé dochazi v tomto misté k jeho
pomalé redukci. Vyvoj metody pfispel k podrobnéjsimu poznani o distribuci $tépu i o
pribéhu Casnych zmén po transplantaci. Senzitivita metody v kombinaci s vyuzitim
kontrastnich latek umoznila predikci selhani $tépu z diivodu rejekce a pravdépodobné
by mohla byt pouzita jako indikaéni kritérium pro zahdjeni antirejekéni terapie. Tomu
brani ukonceni vyroby kontrastnich latek na bazi nanoc¢éstic oxidu zeleza, které byly
schvalené pro klinické pouziti.

Vyvoj alternativniho mista pro transplantaci ostriivkli do podkozi ¢i velkého
omenta pokrocCil do faze, kdy je jasné, Ze je mozné dosdhnout korekce glykémii
transplantaci méné¢ nez polovi¢niho $té€pu v porovnani s rutinni praxi. Aktualné
probihaji preklinické testy s vyuzitim modelu vepte, kdy testujeme dynamiku hojeni
rany a hledame optimalni nacasovani implantace skeletu a nasledné transplantace
ostrivkd. Pfedpokladame, Ze tyto testy nam umozZni uspéSné pozadat o schvaleni

klinické studie.
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