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Souhrn

Predkladanad disertacni prace je vénovdna nové metod¢ transplantace Langerhansovych
ostrivkl do velkého omenta. Transplantace Langerhansovych ostritvki je zavedenou moznosti
1é¢by vybranych pacientl s nestabilnim diabetem. Jako misto pro transplantaci ostrivki se v
klinickém prostfedi pouzivaji témet vyhradné jatra. Bohuzel okamzité po implantaci §tépu do
portalniho fecisté dochazi ke ztraté podstatné ¢asti ostrivki a funkce $tépu v jatrech se mize v
prubéhu casu dale zhorSovat. Dalsi osud a umisténi ostrivkl implantovanych do jater 1ze pouze
obtizné sledovat pomoci radiologickych metod nebo biopsii. VSechna tato omezeni vedla k

hledani alternativnich mist pro transplantaci.

Nas vyzkum byl zaméfen na transplantaci Langerhansovych ostrivka do velkého omenta.
Velké omentum je dobie chirurgicky dostupné, splituje naroky na vysoké krevni zdsobeni a
pojme velké objemy tkané k transplantaci. Metabolickd funkce samotného Stépu ostrivki
v omentu bez fixace vSak v experimentu nikdy nedosahovala uspokojivych dlouhodobych
vysledkt. Ke zlepSeni ptihojeni §t€pu a udrzeni dlouhodobé funkce v omentu je vyuzivano

metod tkadnového inzenyrstvi.

V nasem projektu jsme S$tép ostrivkil transplantovali do omenta potkani za pouziti
biokompatabilniho gelu, sestavajiciho zplazmy piijemce a huméanniho trombinu.
Transplantacni experimenty jsme provadéli na diabetickych potkanech a metabolické vysledky
nové metody transplantace jsme porovnavali se standardni metodou transplantace do jater.
Umisténi a viabilitu $t€pu v omentu jsme potvrdili pomoci kvantitativniho bioluminiscen¢niho
zobrazovani. V druhé ¢asti experimentu jsme pfipravili decelularizovany skelet pankreatu
vhodny pro transplantaci do omenta potkana. Do skeletd jsme implantovali $t€p znaceny
nanoCasticemi zeleza a tyto konstrukty jsme po transplantaci do omenta zobrazovali

magnetickou rezonanci.

Vzhledem k Gspéchu experimentdlniho modelu jsme pfipravili protokol pro transplantaci
Langerhansovych ostrivkil v plazma-trombinovém gelu do omenta u pacientll s diabetes
mellitus 1. typu se syndromem poruseného vniméani hypoglykémie. Allogenni §tép byl
pacientim transplantovan do velkého omenta dispergovany ve vlastni plazmé a prekryt
humannim trombinem. Vykon byl provadén laparoskopicky. V ramci naSeho projektu se
podafilo transplantaci uspesné provést u 3 osob. Transplantace do velkého omenta u nich vedla

ke stabilizaci onemocnéni, ke snizeni davek inzulinu a obnoveni vnimani hypoglykémie.



Summary

The presented doctoral thesis is focused on a new method of transplantation of islets of
Langerhans into the greater omentum. Transplantation of pancreatic islets is an established
treatment option for selected patients with unstable diabetes. The liver is almost exclusively
used as a site for islet transplantation in the clinical setting. Unfortunately, immediately after
graft implantation into the portal circulation, a substantial portion of the islets is lost and graft
function in the liver may further deteriorate over time. The fate and location of islets implanted
in the liver can only be followed with difficulty by radiological methods or biopsies. All these

limitations have led to the search for alternative sites for transplantation.

Our research has been focused on the transplantation of pancreatic islets of into the greater
omentum. The greater omentum is easily surgically accessible, meets the demands of a high
blood supply and can accommodate large volumes of transplanted tissue. However, the
metabolic function of the islet graft itself in the omentum without fixation never achieved
satisfactory long-term results in the experiment. Tissue engineering techniques have been used

to improve graft attachment and maintain long-term function in the omentum.

In our project, we transplanted islets into the rat omentum using a biocompatible gel consisting
of recipient plasma and human thrombin. Transplantation experiments were performed in
diabetic rats and the metabolic results of the new transplantation method were compared with
the standard liver transplantation method. We confirmed the location and viability of the graft
in the omentum by quantitative bioluminescence imaging. In the second part of the experiment,
we prepared decellularized pancreatic skeletons suitable for transplantation into the rat
omentum. We implanted an iron nanoparticle-labeled graft into the skeletons and mapped these

constructs by magnetic resonance imaging after transplantation into the omentum.

Given the success of the experimental model, we developed a protocol for transplanting islets
of Langerhans in plasma-thrombin gel into the omentum of patients with type 1 diabetes
mellitus with impaired hypoglycemia awareness syndrome. The allogeneic graft was
transplanted into the large omentum dispersed in their own plasma and overlaid with human
thrombin. The procedure was performed laparoscopically. In our project, the transplantation
was successfully performed in 3 persons. Transplantation into the greater omentum resulted in
stabilization of the disease, reduction of insulin doses and restoration of hypoglycemia

awarenecss.
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1. Uvod
1.1. Transplantace inzulin-produkujici tkané

Orgénova transplantace pankreatu a transplantace izolovanych Langerhansovych
ostravkill (LO) jsou dnes dvé dostupné metody, které jako jediné dokazou u pacientli s diabetem
normalizovat metabolismus glukozy, a to bez rizika hypoglykémie [1]. AC se v diabetologii
portfolio 1écebnych prostfedkt v poslednich letech rozsifilo o tzv. hybridni polouzaviené
okruhy spojujici inzulinové pumpy s kontinualnimi senzory hladiny glukézy, tyto systémy
zatim nefunguji autonomné a pro svou optimalni funkci vyzaduji aktivni spolupraci ze strany
pacienta [2] a nedokédzou zcela zabrénit rozvoji hypoglykémie. Transplantacni 1écba je tedy
zatim jedinou moZnosti, kterd muize pacienta zbavit neustalého rozhodovani o volbé vhodné

davky, slozeni, upravy jidla, nacasovani a zptsobu aplikace inzulinu.

Normélni hodnoty glykémie navozené transplantaci by mohly v dlouhodobém horizontu
zabranovat vzniku chronickych komplikaci diabetu [3]. V klinick¢é praxi maji osoby
podstupujici  transplantaci  inzulin-produkujici tkan¢ vétSinou  mikrovaskularni i
makrovaskularni komplikace rozvinuté v pokrocilém stadiu, a tak je mozné ocekavat pouze
jejich stabilizaci [4]. Mezi Casté pokrocilé komplikace patii tzv. diabetické onemocnéni ledvin,
které v mnoha piipadech vede k chronickému selhani jejich funkce, jez je mozné 1éCit
transplantaci ledviny. Protoze nabidka vhodnych organti k transplantaci je omezena, provadi se
transplantace pankreatu nebo ostrivkd nejéastéji pravé u osob s diabetem 1. typu, které

soucasné potrebuji transplantovat i ledvinu.

Indikaci transplantace samotného pankreatu nebo samotnych ostriivkill je proto mén¢. Patii
mezi n¢ zejména diabetes mellitus 1. typu se syndromem poruseného vnimani hypoglykémie,
kdy byly vyc€erpany moznosti dostupnych technickych prostfedkii jako prevence t&€zkych
hypoglykémii. Kromé& nedostatku darcti je limitem pro indikaci transplantace rozvaha, zda
pfinos normalizace glykémii, pfipadné eliminace zavaznych hypoglykémii, vyvazi riziko, které

pfinasi celoZivotni imunosupresivni 1é€ba.

Pti transplantaci pankreatu se darcovsky organ s ¢asti duodena heterotopicky uklada do
biisni dutiny ptijemce, kdy drendz pankreatické St'avy zajist'uje napojeni St€pu na tenké stievo.
Zily $tépu se pFipoji k portalni Zile a tepny k panevni tepné piijemce. Jedna se o komplikovany
chirurgicky vykon trvajici 4-5 hodin. Transplantace pankreatu zpravidla bezprostfedné vede
k plné metabolické kontrole diabetu bez potfeby podavat exogenni inzulin. Transplantace

Langerhansovych ostrivkl se v principu provadi u stejného spektra pacient. Hlavni indikaci
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jsou opet konzervativné nezvladnutelné Casté epizody zavaznych hypoglykémii, které mohou
ohrozovat zivot. Ve srovnani s orgdnovou transplantaci je tento vykon mnohem méné
invazivni. Je proto vhodny i pro pacienty s kardiovaskularnimi chorobami, pro které by
organova transplantace pankreatu byla pfilis rizikova. Nevyhodou transplantace izolovanych
Langerhansovych ostravki je ovSem obecné mensi objem transplantované inzulin produkujici
tkan¢, protoze pii izolaci ostrivkll od exokrinni tkan¢ dochazi Casto k nadpoloviéni ztraté
Langerhansovych ostrivka. To je také hlavni ditvod, pro¢ se v fad¢ ptipadii nepodati dosahnout
uplné nezavislosti na exogennim inzulinu, a je tedy né¢kdy nutno transplantacni vykon opakovat.
I tato metoda je mozna v kombinaci s transplantaci ledviny. Podrobnéji se touto metodou

zabyva kapitola 1.2. Transplantace Langerhansovych ostrivki do jater.

Institut klinické a experimentalni mediciny (IKEM) v Praze je momentalné jedinym
transplanta¢nim centrem v Ceské republice a na Slovensku, kde se transplantace inzulin-
produkujici tkané provadéji. Poctem provedenych vykoni, ktery do roku 2023 ptesahoval ¢islo
900, se tadi s ohledem na pocet obyvatel mezi prvnich 10 nejaktivnéjsich svétovych center [5].
Desetileté preziti pacientll po kombinované transplantaci se pohybuje kolem 83 %, pfeziti §tépi
ledviny 72 % a §tépt slinivek 65 % (selhani Stépu ledviny je definovano jako umrti pacienta,
navrat k dialyze, retransplantace nebo odstranéni §tépu; selhani $tépu slinivky je definovano
jako umrti pacienta, navrat k dlouhodobé¢ 1€¢b¢ inzulinem, odstranéni ¢i retransplantace Stépu

slinivky). Pfi¢inou imrti po transplantaci jsou nejcastéji kardiovaskularni pficiny a infekce [6].

Hlavnimi tskalimi transplanta¢ni 1écby jsou nedostate¢ny pocet darcti a nutnost chronické
imunosupresivni terapie. V zajmu dosaZeni dostatecné ochrany $tépu pii minimalnim riziku
nezadoucich ucinkd se kombinuji imunosupresiva s riznym mechanismem ucinku podévana
v malych davkach. V ramci tzv. Edmontonského protokolu [7] se po transplantaci izolovanych
Langerhansovych ostrivkil zcela ustoupilo od podavani kortikosteroidi, ale i pfesto ma
vyuZzivana udrZovaci imunosuprese nezadouci Uc€inky vyplyvajici z mechanismu jejich

pusobeni.
1.2. Transplantace Langerhansovych ostruvku

Transplantace Langerhansovych ostrivki je jiz zavedenou metodou 1é¢by osob s diabetes
mellitus 1. typu se syndromem porusené¢ho vniméani hypoglykémie, u kterych selhala 1écba
modernimi technologiemi. V nékterych transplantacnich centrech ve svété se jiz jeji vysledky

zacinaji blizit vysledkiim organové transplantace pankreatu [8].



Izolace LO probiha ve specializované laboratofi. Darce pankreatu nesmi mit v anamnéze
diabetes mellitus a pozadovana kvalita organu je stejnd jako pro transplantaci organovou.
Castou piekazkou pro usp&snou izolaci ostrivkil byva edém, fibroza, extrémni obsah tuku,
poranéni organu nebo pfili§ dlouha manipulace pii upfednostnéni péce o zivot zachranujici
organy (plice, srdce, jatra) [9]. Odbér organu probiha vétSinou v ramci multiorganového
odbéru, za stejnych podminek jako pro organovou transplantaci. Organy se zchladi pomoci
konzervacniho roztoku na teplotu 4—7 °C, v tomto roztoku steriln¢ zabali a pro transport ulozi
do ledové ttiste. Po pievzeti izolacni tym oddéli duodenum, slezinu a veskerou okolni tkan tak,
aby neporusil vnéjsi pankreatickou kapsulu. Cestou ductus pancreaticus naplni pankreas smési
enzymil kolagendzy a neutralni proteazy, které po aktivaci pfi teploté 37 °C narusi vazby
kolagenu a dalSich strukturdlnich proteini pfednostné v acinarni tkani. Béhem digesce se
odebiraji vzorky roztoku s ¢asteCkami tkané a posuzuje se pokrocilost digesce. Enzymy jsou
inaktivovany v okamziku uvolnéni ostravkii od exokrinni tkan¢, aniz by doslo k jejich rozpadu.
K oddé¢leni exokrinni a endokrinni tkané se vyuziva odlisna hustota obou slozek. Po navrstveni
roztok s rostouci koncentraci a ptidani tkanové suspenze dochazi pii centrifugaci k oddéleni
obou slozek. Tkanova suspenze LO s minimalnim podilem exokrinni tkané je poté ptfipravena
k transplantaci. Z celkového objemu pankreatu je ziskdno cca 1-2 ml Zadouci tkang.

Transplantace samotnych ostrivkll se provadi jako maly vykon v lokalni anestezii nebo
kratké analgosedaci. Intervenc¢ni radiolog zavede pies kiizi transhepatalné katetr do hlavniho
kmene portalni zily [10]. Podani ostriivkové suspenze trva typicky 10-20 minut, pfi¢emz se
ostrivky spontanné usazuji v perifernich vétvich portalni Zily. V ramci prevence krvaceni se

punk¢éni kandl uzavira tkanovym lepidlem.

Po vlozeni ostrvkt obvykle dochazi k pfechodnému zvyseni portalniho tlaku, které je tim
vétsi, ¢im vetsi je celkovy objem podané suspenze. Funkce jater po transplantaci nebyva
alterovana, ale mohou byt pfechodné¢ zvySené nékteré ukazatele jaterniho poSkozeni a v delSim
odstupu vznikat okrsky steatdozy a amyloidozy [11]. Dlouhodobé pieziti alogenniho Stépu
ostrivkl stejn¢ jako vSech ostatnich organii a tkani vyzaduje chronickou imunosupresivni
lécbu.

Pro spravnou funkeci B-bunék ostriivki je zdsadni mikroanatomie okolniho prosttedi, bohaté
prokrveni, kontakt s proteiny extraceluldrni matrix (ECM) a autonomni nervové zasobeni. 3-
buniky komunikuji s ECM pfes integrinové receptory. Tento kontakt je dileZity zejména pro
prezivani a glukozou regulovanou sekreci inzulinu [12]. Béhem enzymatické a mechanické

izolace se vazby mezi ostrivky, exokrinnimi builkami a proteiny extraceluldrni matrix



kompletn¢ pierusi. Po transplantaci do portalni Zily je $tép vystaven nizké tenzi kysliku, vysoké
koncentraci nutrientll, toxini a I1ékli. Kontakt transplantovanych ostravki s krvi ptijemce
spousti tzv. nespecifickou zanétlivou odpovéd’ (instant blood-mediated inflammatory reaction,
IBMIR). Tkénovy faktor na povrchu LO spousti hemokoagula¢ni kaskadu, fibrin vaze a
aktivuje trombocyty, dochdzi k aktivaci komplementu a infiltraci S$tépu neutrofilnimi
granulocyty a monocyty. Diky kombinaci téchto nepfiznivych faktorG zanika casné po

transplantaci nadpolovi¢ni ¢ast Stépu [13].

Hlavnim kritériem GspéSnosti transplantace LO neni zatim Uplnd nezéavislost na inzulinu,
ale tzv. slozeny end-point (kompozitni Igls kritéria) [14]. O optimalni funkci §tépu mluvime
v pripad¢, kdy po transplantaci dochazi k poklesu glykovaného hemoglobinu (HbA1c) pod 48
mmol/mol bez potieby inzulinoterapie, k vymizeni té¢zkych hypoglykémii a k nartstu sérového
C-peptidu oproti hodnotdm pted transplantaci (alespont 0,2 ng/ml). Dobra funkce $tépu je
definovana jako HbAlc < 53 mmol/mol, bez téZkych hypoglykémii, pti redukci davek inzulinu
0 50 % pii minimalné 75 % casu v pozadovaném rozmezi glykémii (3.9 - 10 mmol/l) dle
glukézového senzoru a nartistu C-peptidu. Optimalni i dobra funkce $té€pu jsou povazovany za
uspéSnou transplantaci. Margindlni funkce St€pu ¢i jeho Uplné selhdni, tedy nelspésna
transplantace, je definovana jako HbAlc > 53 mmol/mol, pietrvavani tézkych hypoglykémii ¢i
jejich pouze mirné snizeni vyskytu, minimalni redukce v ddvkovani inzulinu (davka nizsi o
mén¢ nez 50 % ¢i vilbec nez pred transplantaci) a minimalni nartist C-peptidu. Slozeny end-
point splituje dle mezinarodniho registru vysledkll transplantaci LO (Collaborative Islet
Transplant Registry, CITR) 1 rok po posledni infazi LO aZ 80 % pacienti, s poklesem na 65 %
po péti letech [15]. U nékterych pacientii se alesponn po omezenou dobu dafi dosahnout tplné

nezavislosti na injekcich inzulinu.

Program klinické transplantace ostrivki byl v IKEM zahdjen v roce 2005. Dosud bylo
provedeno celkem 144 transplantaci u 95 piijemci. U 47 z nich §lo o transplantaci samotnych
ostrivkl, 23 podstoupilo kombinovanou transplantaci ostrivkd a ledviny, 5 kombinaci
ostrivki a jater a u 21 pacientl byla provedena autotransplantace po izolaci ostriivku z jejich

vlastni slinivky po totalni pankreatektomii.

1.3. Soucasny stav vyvoje metody

Pocty osob na cekacich listinach pifed transplantaci inzulin produkujici tkdné pfevysuji
pocet organti vhodnych k transplantaci. K dosazeni Uiplné nezavislosti na inzulinu jsou navic

potieba opakované infuze ostriivkl od n€kolika darct. Proto se vyzkum v této oblasti zamétuje



nejen na vyuziti alternativnich zdrojt B-bun€k, ale hledaji se také nové techniky, jez by zlepsily
bezprostiedni i dlouhodobé prezivani oproti dosavadni metod¢ implantace do jater (Obrazek 1).
To by se mohlo podatit pomoci uméle vytvotreného prostiedi, jez by bylo také dobie prokrvené,

ale zaroven by transplantované buiiky chranilo pied piimym stykem s krvi pfijemce.

Jako vychozi potencialni zdroj inzulin produkujici tkané se v poslednich letech nabizeji
lidské embryonalni a pluripotentni kmenové buiiky, z nichz se mohou vytvofit buiiky vSech tii
zarodecnych vrstev véetn€ vyvojovych stadii bunék pankreatu a potazmo i endokrinnich bunék.
Na podkladé¢ znalosti vyvoje pankreatu se piipravuji postupy k jejich fizené diferenciaci az do
stadia pankreatického endodermu [17], jez se mohou dale diferencovat in vivo az do fenotypu
B bunék [18, 19]. To se miize odehrat i v ptipadé implantace do podkozni dutiny, ktera brani
potencidlnimu uniku bunék z mista transplantace [20]. Tato moZznost byla testovana jiZ 1
vpilotni studii u lidi [21]. Snad&ji jsou ocekavany vysledky prvniho podéni plné
diferencovanych inzulin produkujicich bunék odvozenych z lidskych embryonalnich
kmenovych bun¢k bud’ pfimo do jater, anebo bez nasledné imunosuprese do polopropustnych

implantabilnich zafizeni, ktera brani pfimému kontaktu s krvi a imunitnimi buiitkami [22].

Obrazek 1. Sméry vyvoje transplantace Langerhansovych ostrivki. a Alternativni zdroje
inzulin-produkujicich bun¢k (indukované pluripotentni kmenové buriky, reprogramovani non-
B-bunék, xenotransplantace). b Alternativni mista transplantace ostriavka (velké omentum,
pfi€né pruhovany sval, kostni dien, podkoZzi). ¢ Makroenkapsulace (umélé dutiny [16]).
d Mikroenkapsulace (hydrogely). (Schéma vytvoieno pomoci aplikace www.biorender.com.)



http://www.biorender.com/

Dalsi z moznosti je pouziti reprogramovanych non-f§ bunék (napi. endokrinnich a bun¢k a
exokrinnich acindrnich buné¢k). K indukci konverze fenotypu u téchto bunék se vyuziva
technologii transdiferenciace, tzn. vnaseni vhodné skupiny regulac¢nich transkripénich faktorti
[23], které zptisobi v prvnim kroku dediferenciaci bun¢k do mén¢ vyzralého stavu a naslednou

diferenciaci odliSnym, pozadovanym smérem.

Hlavni prekazkou pro pouziti zvifecich ostrivkl je pfitomnost vysoce imunogennich
epitopti zvifecich glykant, které vyvolavaji akcelerovanou rejekci. Potencidlni riziko téz
piedstavuje pienos zvifecich retrovirovych infekci. Toto riziko vSak Ize snizit Gpravou stépu
inaktivaci retrovirovych gent pomoci CRISPR-Cas9 [24]. Gene-editing technologie snizuje i

riziko rejekce xenotransplantatu [25, 26].

Mikroenkapsulace maji potencial obejit nutnost dlouhodobé imunosupresivni terapie
Vyuzivaji se predevsim semipermeabilni hydrofilni polymery polysacharidi a peptidi jako jsou
alginat, agar6za a polyethylen glykol. Obalené ostriivky jsou chranény proti velkym molekuldm
imunitniho systému a zaroven jsou prostupné pro kyslik, inzulin a nutrienty. U kapsul je nutna
mechanickd stabilita a biokompatibilita, aby po transplantaci nedoslo k fibrotizaci [27]. V
klinickych studiich se obvykle vyuzivaji alginiatové kapsle k transplantaci ostravki
intraperitonedlné. Zkousely se napf. enkapsulované praseci ostriivky u osob s diabetem, jez

pfechodné vedly ke snizeni davek inzulinu [28, 29].

Zaémérem tzv. makroenkapsulace je pfedevSim ochrana $tépu pred imunitnimi bunkami a
protilatkami piijemce pfi zachovani obousmérné difuze kysliku a metabolickych produktt
véetné inzulinu v odpovédi na hladinu glukézy. Jednodu$si postupy se zatim zaméiuji
piedevsim na dostate¢né prokrveni v misté implantace [30]. Néktera implantabilni zatizeni jiz
prochazi klinickymi zkouSkami. Jedni se vétSinou o tubularni nebo planarni selektivné
permeabilni difuzni komirky. Mohou byt implantovany do peritoneélni dutiny, do velkého
omenta nebo do podkozi [31]. NejvyznamnéjSimi jsou PAir (Beta O,Technologies, Rosh-
Haayin, Israel) [32], ViaCyte (San Diego, USA) [33], Cell pouch (Sernova) [34] a MailPan
(CEED, Defymed) [35].

Néktera mista pro implantaci poskytuji ur€ity stupen tzv. imunoprotekce jako jsou varle (v
pritomnosti Sertoliho bun€k) nebo pfedni o¢ni komora, vysledky ale nejsou lepsi, nez pii
ovefené implantaci do jater [16, 36]. Vyjimku zatim ptedstavuje, pfedevsim z hlediska dobrého

prokrveni a zachované zilni drenaze §tépu do jater, metoda transplantace do velkého omenta



(vice viz Kapitola 1.4.). Dal§imi opakovan¢ testovanymi misty jsou podkozi a sval, pankreas a
stétna gastrointestinalniho traktu, transplantace pod renalni kapsulu ¢i do kostni dfené.

Transplantace ostrivkii do podkozi patii v souCasnosti mezi nejvice studované
alternativy. Vyhodou je minimaln¢ invazivni pfistup, jednoduché zobrazovani a v ptipadé
potieby snadnd biopsie nebo graftektomie. Studie na zvifatech prokazaly, ze pouha aplikace
ostrivkll do podkozi neni funkéni pravdépodobné vlivem nedostatecné vaskularizace, nizké
tenze kysliku a mechanického stresu [37]. Proto se vyzkum v poslednich letech zamétuje na
piipravu podkozi s pouzitim makroskeletli nebo na lokalni aplikaci vaskuldrnich rastovych
faktort. Transplantace do svalu ma vyhody jednoduchého pfistupu, moznosti zobrazovani,
biopsie. Nevyhodou je nutnost rozdé€lit §t€p na vice ¢asti malého objemu. Zatim vSak celi
ostrivky ve svalu ¢asné hypoxii, kterd vede k apoptdze, infiltraci makrofagy a fibrotizaci [38].
Transplantace ostrivkii do pankreatu je technicky naro¢né a rizikovd. 1 pfes uspokojivé
vysledky v experimentu u hlodavci byl tento pfistup pro svou invazivitu u primati i u jinych
vétsich zvirat opustén [39]. K transplantaénim experimentim a studiu metabolismu §tépu je
vyuzivana implantace ostrivkil pod pouzdro ledviny. Transplantovany §t€p lze po vykonu
bioptovat ¢i jednoduSe vyjmout k histologickému hodnoceni. Vysledky experimentalnich
transplantaci pod renalni kapsulu jsou wuspokojivé. Dochazi krychlému navozeni
normoglykémie na malych i velkych zvifecich modelech. Pod pouzdro ledviny se vSak da
transplantovat pouze omezeny objem S$tépu, ktery navic trpi hypoxii. Lidské pouzdro ledviny
je malo elastické a neni pro implantaci ostrivki vhodné [40]. Kostni dfenl jako experimentalni
misto transplantace ostrivkid nabizi vyborné cévni zasobeni a dostatecnou tenzi kysliku. Po
transplantaci nedochazi ke spusténi nespecifické zanétlivé odpovédi. Zaroven je kostni dien
jednoduse ptistupnd k transplantaci 1 naslednému sledovani St€pu a nebyly pozorovany
vyznamné nezadouci U¢inky na hematopoézu. Metabolické vysledky na zvifecich modelech

maji nadéjné vysledky. Jako piithodné misto se nabizi femur, tibie ¢i lopata kosti kycelni. [41].

1.4. Velké omentum jako alternativni misto transplantace Langerhansovych
ostriuvku
Vhodné alternativni misto pro transplantaci ostrivka by mélo §t€pu zajistit dostate¢nou
tenzi kysliku [42], portélni Zilni drenaz inzulinu [43] a mélo by pojmout vys$si objemy tkané
(vhodné pfi vys$§im obsahu exokrinni tkan€ ve findlnim $tépu, transplantaci Sté€pu ve skeletech
— mikro a makroenkapsulace) [44]. Mikroprosttedi by mélo ptiznivé ovliviiovat pfihojeni st€pu
s minimalnim rizikem rozvoje nespecifické zanétlivé reakce. Operacni vykon by mél byt

minimalné€ invazivni s moznosti biopsie ¢i graftektomie. Snahou je pfipravit misto tzv.



imunopriviligované, které by s$tép alespon ¢astecné chranilo pred imunitnim systémem piijemce

[45].

V téchto ohledech velkou nad¢ji predstavuje umisténi transplantovanych ostrivkit do
velkého omenta. Velké omentum je dobie vaskularizovand duplikatura peritonea tvofena
dvéma vrstvami fibrézné tukové tkané, kterd se tdhne od velké kurvatury zaludku ke colon
transversum. Lisi se co do velikosti dle véku a individualniho habitu jedince. Jedna se o
imunitné aktivni organ s komplexni strukturou unikatni v obrané proti patogenim. Funguje
jako zdroj zanétlivych a kmenovych bunék, které se podileji na lokalni kontrole infekce, 1écbé
ran a regeneraci tkani. Cévni zdsobeni tvofi anastomotickd arkdda mezi vétvemi z truncus
coeliacus a arteria mesenterica superior. Béhem zanétu jsou v omentu produkovany
proangiogenni a ristové faktory, které podnécuji zvySeni cévni hustoty a pritoku krve
v odpovédi na zanét. Sit’ cév véetné fyziologické odpovédi na infekci podporuji imunologické
a regenerativni vlastnosti omenta a vytvareji most mezi peritonedlni dutinou a systémovou

cirkulaci [46].

Prvni pokusy s implantaci ostriivkti do omenta se odehraly jiz v 80. letech minulého stoleti
[47]. St&p je mozné aplikovat laparoskopicky ¢&i z minilaparotomie mezi listy omenta [48] i
v pfipad¢ vétsiho objemu a je mozné jej do omenta i ,,zabalit”. To je vyhoda proti transplantaci
do portalni Zily, kdy pfi infuzi velkych objeml miiZe dojit k portalni hypertenzi ¢i tromboze.
Ostravkovy §té€p v omentu neni v ptimém styku s krvi pfijemce, cozZ nespousti nezadouci reakci

IBMIR. Ur¢itym rizikem je vznik stfevnich adhezi.

1.5. Transplantace do velkého omenta za pouZiti metod tkanového inZenyrstvi

Metabolicka funkce ostrivkli uloZenych v omentu bez nalezité fixace nebyla zatim
uspokojiva [49]. ZlepSeni piinesly az urCité metody ,,tkanového inZenyrstvi s cilem piipravit
vhodnou matrix, ktera by $tép stabilizovala na misté a byla dobte prostupna pro kyslik a Ziviny.
Tato matrix je vyvijena napf. ve formé umélych komtrek, proteinovych ,leSeni* nebo
hydrogelt — napf. prevaskularizované komiirky z umélych materialt obsahujici pro-angiogenni
rustovy faktor VEGF implantované do velkého omenta [50]. Je mozné je obohatit o dalsi
rustové faktory k podpoie lokéalni angiogeneze ¢i pifidat smesi mesenchymalnich a

endotelialnich kmenovych bun¢k [51, 52].

Z ptirozenych materialti pro podporu se vyvijeji decelularizované skelety organti, v€etné
skeleti celych pankreatli, obsahujici strukturalni proteiny extraceluldrni matrix. Zachované

struktury decelularizovanych organt obsahuji extracelularni matrix jako trojrozmérné leseni a



umoziuji repopulaci pro bunécnou terapii a tvorbu arteficialnich organii. Decelularizaci organt
pomoci detergentll dojde k odstranéni DNA a bunééného materialu véetné imunogennich
struktur. Zachované komponenty extracelularni matrix obsahuji pfedevSim intersticialni
proteiny a proteiny bazalni membrany (napi. kolageny, laminin, fibronektin), polysacharidy,
rustové faktory vazané na matrix a cytokiny. Extracelularni matrix decelularizované tkan¢ si
zachovava biochemické a prostorové usporddani a intaktni vaskulaturu. Zakladnim podnétem
pro proliferaci repopulovanych bun€k jsou interakce zprostiedkované integriny s proteiny
ECM. Nativni ECM piedstavuje vhodnou platformu pro osidlovani riznymi typy bunék,

protoze obsahuje informace pro bunécny rast a funkei.

Béhem izolace ostrivkl pred transplantaci jsou ECM a mikroprostiedi ostrivkového $tépu
naruSeny. Nativni pankreatickd ECM zprostiedkovava komplexni interakce mezi buiikami a
hraje dillezitou roli pro piezivani a funkei ostravki [53, 54], stimuluje proliferaci bunck a vaze
rustové faktory. Ostrivky kultivované na 3D fibrinovych gelech obohacenych o rastové faktory
vykazuji zvysSenou proliferaci a neztraceji schopnost reaktivity na glukézu. Piedpoklada se, ze
interakce ostriivky-ECM zvysuje cytosolickou koncentraci ionizovaného kalcia Ca®’, ktera
zvySuje aktivaci transkripcnich faktori (NFAT) a stimuluje proliferaci [55]. Ackoliv jsou
cytokiny a rastové faktory ptitomné v ECM zastoupeny pouze v malych koncentracich, pisobi
jako signifikantni modulatory bunééného chovani. VEGF ovliviiuje kvalitu ostrivkové
kapiléarni sit¢ — nedostatek tohoto faktoru vede ke snizené fenestraci kapilar a poruSené sekreci
inzulinu. NaruSeni signalni cesty FGF receptoru vede ke sniZeni po¢tu B-bunék, poruSené
expresi transportéru GLUT-2 a vzniku diabetu na mys$im modelu [56]. ECM ma 1 efekt na
sekreci inzulinu. Laminin, fibronektin a kolagen IV, komponenty pankreatické a peri-
ostrivkové ECM, stimuluji sekreci inzulinu skrze specifické ECM-integrin interakce [12].
Pouziti acelularnich skeleti ECM bylo testovdno na xenogennich modelech a je
pravdépodobné, ze v aceluldrnim skeletu chybi stimuly pro rejekéni mechanismy [57], coz by

mohlo chrénit §t€p pfed imunitnim systémem piijemce.

Transplantace ostriivkll v nativnim bezbunécném proteinovém leseni do velkého omenta by
tedy mohla usnadnit jejich pfihojeni, zlepSit funkci a zajistit del§i pfezivani, nez je tomu
v portalnim fecisti. Navic mohou byt v budoucnu tyto konstrukty kromé ostriivky znovu
osidleny i podpiirnymi typy bunék. Ptiprava decelularizovanych skeleti pankreatu u potkana a

jejich implantace do velkého omenta je jednim z témat této prace.

Ptezivani ostrivkid v omentu mtze také zlepsit uprava média, ve kterém jsou ostrivky
transplantovany. V Diabetes Research Institute (DRI) v Miami, USA, vznikl projekt
9



biodegradabilniho fibrinového lepidla. Ostrivky jsou transplantovany resuspendované
v autologni plazmé piijemce a piekryty rekombinantnim thrombinem [58]. Plazma obsahuje
cytokiny, interleukiny a ristové faktory, podporuje vaskularizaci a zajist'uje ukotveni §tépu.
Fibrin se klinicky vyuziva k lepeni hojicich se tkani nebo jako bunécné leseni. Jedna se o télu
vlastni viskoelasticky polymer poskytujici mechanickou a trofickou podporu.
Kontaktem plazmy s thrombinem se spusti koagula¢ni kaskada a tvorba fibrinového gelu.
Omentum se po aplikaci gelu preklopi a ostriivky zlistdvaji na misté bez nutnosti sutury.
Viskozitu a propustnost materialu l1ze ovlivnit koncentracemi jednotlivych slozek.
Mikroporézni stavba fibrinového gelu umoznuje difuzi kysliku v ¢asnych fazich ptihojeni
Stépu a nebrani prorustani novych cév. Tato metoda byla uspésné vyzkousena v Miami na
zvitecim modelu [59] a na zakladé vysledki byla pouzita u 3 pacientli s diabetem 1. typu se
syndromem porusené¢ho vnimani hypoglykémie. Bylo dosaZeno redukce ddvek inzulinu a
zlepSeni vnimani hypoglykémii [60]. Nicméné na dlouhodobé vysledky se teprve ceka.

Dalsi testovani této metody s pouzitim humanniho thrombinu a zavedeni transplantace
LO do velkého omenta u lidskych piijemci v Ceské republice bylo umoznéno tzkou
spolupraci Laboratofe Langerhansovych ostrivkii IKEM a DRI v Miami. Cilem bylo ptipravit
v IKEM metodu, ktera zamezi vzniku nespecifické zanétlivé reakce, pii které zanika velka
cast transplantovanych ostrivki. Proto by k normalizaci glykémii méla stacit transplantace

Stépu s mensi nez standardni velikosti [61].

Diky svym vlastnostem je velké omentum také vhodnym mistem pro implantaci St€pu
v biologické matrix ¢i skeletech. V této praci jsme se dale zaméfili na ptipravu
decelularizovanych skeletd pankreatu potkana pro transplantaci do omenta a na moznosti jejich

in vivo zobrazeni pomoci magnetické rezonance.
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2. Hypotézy a cile prace

Hypotéza

Velké omentum miZe slouZit jako alternativni misto transplantace Langerhansovych
ostrivki ke stavajici metodé transplantace ostrivki do portalniho reciSté jater a je

vhodnym mistem pro transplantaci Stépt v biomatricich v experimentu i v klinice.

Cile prace

Hlavnim cilem prace je testovat novou metodu transplantace Langerhansovych ostravki

do velkého omenta v experimentu a pripravit protokol ke klinické transplantaci.

Diléi cile

1. Porovnat vysledky transplantace ostrivkd v biodegradabilni plazma-thrombinové
matrix se standardni metodou transplantace do jater u potkani, a to jak standardni, tak
marginalni velikosti $tépu.

2. Piipravit vhodny decelularizovany skelet k implantaci do velkého omenta u potkanti.

3. Provést klinickou transplantaci Langerhansovych ostrivkli do velkého omenta u

lidskych piijemct.
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3. Metody

Ptiprava transplantace LO do velkého omenta byla rozd€lena na experimentélni a klinickou
Cast. V prvni ¢asti experimentu na zvifatech bylo nutné si osvojit chirurgickou techniku,
testovat funkci biomatrix, ve které je $t€p transplantovan, a zobrazit $t€p in vivo po transplantaci
a tim potvrdit jeho viabilitu. Vysledky byly porovnavany se stdvajici metodou transplantace LO
do portalni zily. V druhé casti experimentu byla technika transplantace do omenta vyuzita
k implantaci decelularizované¢ho pankreatu ke zhodnoceni moznosti vyuziti této metody
v dals$im vyzkumu a vyvoji tzv. ,bioarteficidlniho pankreatu“. Porovnavali jsme nékolik
decelularizacnich postupli a nasledné testovali morfologické, biochemické a biologické
vlastnosti ziskanych skeleti. Usp&$nou metodu jsme pouzili pii transplantaci LO v ECM
skeletech, které jsme ukladali do velkého omenta. LO byly znaCeny in vitro nanocasticemi
superparamagnetického oxidu zeleza a osud $tépa po transplantaci byl sledovan magnetickou
rezonanci in vivo. Vitalitu LO jsme testovali pomoci bioluminiscen¢niho zobrazeni in vivo a
funkénimi testy gluk6zové tolerance. Po zavedeni funkéniho experimentalniho modelu jsme
vypracovali protokol pro klinické pouziti nové metody u ¢loveéka. Po ziskdni povoleni Etické

komise jsme zah4jili klinicky experiment u prvnich pacientii s diabetem.

3.1. Metodika transplantace Langerhansovych ostrivki do velkého omenta za
pouZiti plazma-thrombinové matrix

3.1.1. Zvifeci model

Jako darci ostravkl byli pouziti samci potkan kmene Lewis (200-250 g). Polovina darct byla
transgennich, exprimujici gen pro enzym luciferazu (LUCH). Jako pfijemci transplantatu byly
pouzity nebioluminiscenéni (LUC-) samice potkanli kmene Lewis (180-200 g).
Experimentalni diabetes byl u pfijemct navozen intraperitonedlni injekci streptozotocinu (60
mg/kg, rozpusténého v 3,8 % citratu sodného). Nasledné byla pifijemctim tii dny za sebou
meéfena glykémie zkrve z ocasni zily a za uspé€Sné navozeni diabetu byly povazovany

opakované hodnoty glykémie béhem dne (bez la¢néni) > 20 mmol/l.

3.1.2. Izolace Langerhansovych ostrivki

LO urcené k transplantaci byly ziskany od LUC+ a LUC- darct. Slinivky darct pod celkovou
anestezii byly kanylovany pies Zlucovod, naplnény roztokem kolagenazy a vypreparovany. Po
18-20 min digesce pii 37 °C byly LO oddéleny od exokrinni tkdn¢ pomoci diskontinudlniho
hustotniho gradientu Ficoll 400 1,108 g/ml, 1,096 g/ml, 1,069 g/ml a 1,037 g/ml. 1zolované
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buiiky byly ptes noc kultivovany v médiu CMRL-1066 doplnéném o 10 % FBS, 5 % HEPES a
1 % penicilin/streptomycin/glutamin pfi 37 °C a 5 % CO». Pfed transplantaci byly LO ru¢né
spocitany pod disek¢nim mikroskopem. Pro zhodnoceni ucinnosti nové metody transplantace
do omenta bylo pouzito optimalni (10 LO na 1 g télesné hmotnosti) a hranicni (4 LOna 1 g
télesné hmotnosti) mnozstvi LO, o nichZ je znamo, Ze po intraportalni transplantaci navozuji
normoglykémii [61-63]. Vzhledem k nutné ndkladné a komplexni péci, kterou vyzaduji
transgenni zvitata, byl kazdy transplantat slozen pouze z 50 % darcovskych ostruvkt LUC+ a

zbylych 50 % bylo pouzito od LUC- darcii.

3.1.2.1.  Priprava biodegradabilniho lepidla

Izolované LO byly transplantovany do velkého omenta v plazma-thrombinové biomatrix [58].
Plazma byla ziskdna ze syngennich zvifat. Odebrana krev ve zkumavkach s citratem sodnym
byla centrifugovana (1000 G po dobu 10 min pii pokojové teploté) a ziskané alikvoty plazmy
byly uchovavany v mikrozkumavkach pfti -80 °C a rozmrazeny bezprostfedné pied pouzitim.
Lidsky thrombin ze soupravy Surgiflo Hemostatic Matrix (Johnson and Johnson) byl pted

transplantaci rozpuStén v aqua pro injectione v koncentraci 1000 IU/ml.

3.1.2.2.  Transplantace

Diabeticti piijemci byli rozdéleni do 3 experimentalnich skupin. Zvifata ve skupiné¢ A (n=7)
podstoupila transplantaci 4 LO/g télesné hmotnosti (pfiblizné¢ 861 LO na zvite) do velkého
omenta v plazma-thrombinové biomatrix. Ve skupin€é B (n = 10) bylo pfijemcim
transplantovano 10 LO/g (pfiblizn€ 2085 LO na zvife) do omenta s pouZzitim biomatrix. U obou
skupin byla provedena stfedni laparotomie k lokalizaci velkého omenta (v celkové anestezii -
5 % isofluran pro indukci + 2 mg/kg hmotnosti i.m. torbugesicu, 2,5 % isofluran pro udrzovani)
s naslednym vyjmutim z dutiny bfiSni. Omentum bylo jemné rozlozeno na sterilni pole.
Izolované pankreatické ostriivky byly ru¢né spocitany a resuspendovany v autologni plazmé
(objem plazmy odpovidal objemu pelet). Ostrivky v plazmé byly aplikovany na velké
omentum. Lidsky thrombin byl rozpustén v aqua pro injectione a nakapan na §tép. Vznikl gel
piiléhajici k povrchu omenta. Omentélni fasa byla poté pielozena a navracena do dutiny bfis$ni
(Obrazek 2). Laparotomie byla poté seSita po vrstvach. Zvitatim ve skupiné¢ C (n=7) byly
standardné do jater transplantovany 4 LO/g (piiblizné 830 LO na zvife): v celkové anestezii
byla provedena substerndlni minilaparotomie, lokalizovana portalni Zila a horni mezentericka
zila a LO byly injikovany do ileocekalni zily. K prevenci krvaceni byl pouZit mikrofibrilarni
kolagen Avitene® (Bard Inc.). BfiSni dutina byla poté seSita po vrstvach.
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Ostrivky v plazmé
aplikované na
exponované omentum

2

Zakapani ostrivka v
plazmé thrombinem,
vznik gelu

g

Kapsa obsahuijici ostrivky
ve fibrinovém lepidle po
prelozeni vrstev omenta

pies sebe

Obrazek 2. Transplantace LO do velkého omenta za pouziti biodegradabilniho fibrinového
lepidla. a — Schéma transplanta¢niho postupu. b — Experiment na zvifecim modelu.

3.1.2.3. Metabolické sledovani

Ptizniva funkce LO byla definovéna hladinou glukézy v krvi < 10 mmol/l. Glykémie byla
monitorovana pomoci glukometru (vpich do ocasu) 1., 3., 5., 7., 10., 14., 18., 21. den po
transplantaci a poté jednou tydné¢. Télesna hmotnost piijemct byla sledovana jednou tydné. 40.
a 80. den po transplantaci byly provedeny intravendzni glukézové toleranéni testy. Po nocnim
lacnéni bylo ptijemcim do ocasni zily intraven6zné aplikovano 0,5 g/kg glukdzy. Glykémie
byly méfeny béhem testu pied podanim glukézy a poté po 5, 10, 20, 30, 40, 60, 90 a 120
minutach. Byl vypocten koeficient asimilace gluk6zy (Kg). Hladiny C-peptidu byly hodnoceny

v séru odebraném na la¢no a 10 minut po podani glukézy pomoci souprav ELISA Rat C-peptide
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(Mercodia). 100. den experimentu bylo velké omentum obsahujici §tép u zvitat ve skupinach A
a B v celkové anestezii operacné lokalizovéano a explantovano. Zvitata byla poté sledovana dalsi
tyden, aby se potvrdila recidiva diabetu. Zvitata ve skupin€ C byla sledovana do 100. dne. 120.
den (100. den ve skupin¢ C) byly vSem piijemctim vyjmuty pankreaty a kryokonzervovany pro

biochemické hodnoceni obsahu inzulinu a sledovani bylo ukonceno.

3.1.2.4. Bioluminiscence

Zobrazeni bioluminiscence bylo provedeno 14, 30, 60 a 90 dni po transplantaci LO pomoci
zatizeni IVIS Lumina XR (Perkin Elmer, USA) a snimky byly zpracovany pomoci softwaru
Living Image. Zvifata byla uvedena do celkové anestezie isofluranem (5 % pro indukei a 1,5
% pro udrzovani). Jejich bficho bylo oholeno, aby se eliminoval utlum optického signalu.
Nejprve byla zvifata umisténa do kamerové komory k provedeni snimkti ve stupnich Sedi. Poté
jim byl intravendézné podan D-luciferin (15 mg na zvife, rozpustény ve sterilnim PBS - 30
mg/ml). Emise fotonl byla zachycena béhem 60vtefinové expozice s otevienym emisnim
filtrem. Snimky ve stupnich Sedi byly ptekryty snimky bioluminiscenéniho signalu (celkova

zativost; fotony/s/cm2/sr).

3.1.2.5. Histologie a imunofluorescence

Velkd omenta se St€py a jatra piijjemct byly 100. a 120. den experimentu chirurgicky
odstranény a fixovany v 10 % formalinu pfi 4 °C. Vzorky byly zpracovany pro histologické
hodnoceni a vloZeny do parafinovych blokl. Pfipravené parafinové fezy tkani (4 pm) byly
obarveny hematoxylinem a eozinem (H&E). Pro imunochemickou detekci endotelidlnich
bunék byla pouZita protilatka antiCD31 a pro imunofluorescencni analyzu beta bunék protilatka

proti inzulinu.

3.1.3. Metodika decelularizace pankreatu a implantace skeletii do velkého
omenta

3.1.3.1. Zvireci model

Jako darci pankreatu pro decelularizaci a izolaci LO byli pouziti dosp€li samci potkanti Lewis.
Dalsi soubor dospélych samct potkanli Lewis slouZil jako pfijemci pro transplantacni
experimenty. Darcovské pankreaty byly vynaty v celkové intramuskuldrni anestezii
(dexmedetomidin 0,09 mg/kg a ketamin 36 mg/kg télesné hmotnosti). Transplantacni

experimenty byly provadény v celkové inhala¢éni anestezii (isofluran 5 %/2 %) s
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intramuskularni aplikaci butorfanolu (1 mg/kg). Po operaci byla bolest tlumena subkutdnni

aplikaci analgetik (meloxicam, 1-2 mg/kg).

3.1.3.2.  Techniky perfuze pankreatu

Pted samotnou decelularizaci je nutné do darcovského pankreatu zavést katetr a pankreas
promyt. Pankreaty byly perfundovany 24 G katetrem z pankreatického vyvodu z duodena nebo
jaterni strany pfes Zalude¢ni tepnu a pies portalni nebo slezinnou zilu. Po laparotomii jsme do
dolni duté Zily aplikovali 1000 IU heparinu. Pro perfuzi pankreatickym vyvodem pies papilu
(PDP; n = 16) byla v duodenu 0,5 cm pod papilou provedena mala incize a katetr byl zaveden
antegradn¢ do spole¢ného Zlu¢ovodu a fixovan svorkou. Opacny konec vyvodu byl podvazan,
aby se zabranilo uniku tekutin. Slinivka s duodenem byla vyfiznuta a vyjmuta z dutiny bfisni.
Ex vivo bylo duodenum proplachnuto fyziologickym roztokem a oba konce byly podvazany.
Pro perfuzi pfes pankreaticky vyvod z jaterni strany (PDH; n = 13) byl katetr zaveden
retrogradné do spolecného zlucovodu a fixovan svorkou. Néasledné¢ byl cely pankreas s
duodenem excidovdn a vyjmut z dutiny bfiSni. Ex vivo bylo duodenum vyplachnuto
fyziologickym roztokem a oba konce byly podvazany. Vyusténi vyvodu do dvanactniku bylo
rovnéz uzavieno svorkou. Pro perfuzi pies portalni zilu (PV; n = 19) byl katétr zaveden
retrogradné do portalni Zily, pfiSit na misté a fixovan. Celiakalni, zalude¢ni a slezinné cévy byly
podvazany a celd slinivka byla vyfiznuta a vyjmuta z dutiny bfiSni. Pro perfuzi pies arteria
gastrica (GA; n = 12) [64] byla exponovana leva Zalude¢ni tepna, do které byl fixovan katetr.
Celiakalni, jaterni a slezinna tepna byly podvazany. Pied decelularizaci bylo télo pankreatu s
ocasem naplnéno roztokem detergentu, vyfiznuto a odstranéno z bfisni dutiny. Pro perfuzi ptes
slezinnou Zilu (SV; n = 34) byl obnaZen a vyfiznut ocas pankreatu, slezina, lymfatické uzliny a
omentum. Stfeva byla posunuta na levou stranu, aby se obnaZil ocas pankreatu, ktery byl poté
otoCen tak, aby distalni stranou sméfoval vzhiru. V oblasti vétvicich se zaludecnich a
slezinnych Zil byla umisténa svorka. Poté byl ocas pankreatu pod svorkou natiznut a odstranén
z dutiny bfisni. SV ma nékolik vétvi, pro proces decelularizace byla pouzita distalni vétev spolu
se 3-4 vétvemi, které vstupovaly do slezinného hilu. Ex vivo jsme do slezinné zily zavedli a
fixovali katétr. Poté byly podvazany vétve ke slezin€ a dal$i cévy, aby se zabranilo Uniku
tekutin. Nasledn¢ byla od pankreatického ocasu odstranéna slezina, omentum a 3-4 malé

lymfatické uzliny a pankreaticky ocas byl pfipraven k perfuzi a decelularizaci.
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3.1.3.3.  Decelularizace pankreatu

Kanylované pankreaty byly pfipojeny k perfuznimu systému, jenz se sklada z peristaltické
pumpy, hadi€ek a komory. Decelulariza¢ni protokol zahrnoval 60 min perfuzi s 1% Tritonem
X-100, 120 min perfuzi s 0,5% dodecylsulfatem sodnym a poté 120 min perfuzi s 1% Tritonem
X-100, vSe rychlosti pratoku 5 ml/min. Nakonec byl proces ukoncéen perfuzi roztokem DNazy
(0,4 U/1) po dobu 60 min. Po decelularizaci se extracelularni matrix promyla fyziologickym

roztokem s fosfatovym pufrem doplnénym 1% roztokem antibiotika a antimykotika po dobu 18

h.

3.1.3.4.  Testovani kvality decelularizace

Kvalitu decelularizace jsme porovnavali se slinivkami zdravych kontrolnich potkant a
slinivkami diabetickych potkant. Diabetes byl vyvolan intraperitonealni injekci streptozotocinu
rozpusténého ve 3,8% citratu sodném. Obsah DNA po decelularizaci byl kvantifikovan v
tkanich v kontrolnich i diabetickych zvitat. Tkané¢ byly pfeneseny do lyzac¢niho pufru,
homogenizovany sonikitorem a mnozstvi celkové DNA bylo stanoveno ve trojicich pomoci
spektrofotometru NanoDropTM (Thermo Fischer Scientific). Obsah inzulinu byl méfen v
decelularizovanych tkanich a v kontrolnich pankreatech zdravych a diabetickych zvitat. Tkané
byly zmrazeny, poté rozmélnény a homogenizovany v kyselém ethanolu. Koncentrace hormonti
v extraktech byly méfeny duplicitné pomoci soupravy ELISA Rat Insulin Ultrasensitive pro

skelety ECM a soupravy ELISA Rat Insulin pro pankreaty.

3.1.3.5. Imunohistochemie a imunofluorescence

Vzorky tkdni (n = 2 pro kazdou perfuzni techniku) byly fixovany v 10% pufrovaném
formaldehydu ptes noc pii 4 °C. Poté byly tkan¢ zpracovany v automatickém tkanovém
procesoru a nasledné¢ vlozeny do parafinu. 4 pm fezy byly deparafinovany v xylenu,
rehydratovany v odstupiiované sérii ethanolu a obarveny bud’ hematoxylinem a eozinem nebo
specifickymi protilatkami. Pro imunobarveni byly fezy promyty citraitovym nebo TRIS pufrem
podle doporuceni vyrobce po dobu 20 min. Endogenni peroxidaza byla blokovana 3% H>O> v
methanolu po dobu 20 min. Aby se zabradnilo nespecifické vazbé, byly vzorky pfedem
inkubovany s 1 % nebo 10 % kozim sérem v Tween-PBS. Rezy byly poté inkubovany s
primarnimi protilatkami pfes noc pfi 4 °C. Byly pouzity néasledujici protilatky: anti-kolagen IV,
rekombinantni  anti-kolagen VI, anti-entaktin/NID, anti-laminin, anti-fibronektin,

rekombinantni anti-inzulin, anti-glukagon, rekombinantni anti-somatostatin 28, anti-
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cytokeratin 7, rekombinantni anti-CD31, anti-vitronektin a anti-a-amylaza. Sekundarni
protilatkou byla kozi protilatka proti kralikovi konjugovana s peroxidédzou, kterd byla
aplikovana po dobu 1 h pfi pokojové teploté. Poté byl jako chromogen pouzit DAB Substrate
Kit po dobu 4 min pfi pokojové teploté. Dale byly fezy obarveny Mayerovym hematoxylinem,
dehydratovany a upevnény pomoci Pertexu. Vzorky tkani, které obsahovaly pankreatické
ostrivky oznacené nanocasticemi Zeleza, byly obarveny roztokem pruské modii (2 % kyselina
chlorovodikova smichana s 2 % ferrokyanidem draselnym) po dobu 30 min, aby se detekovala

loziska Zeleza.

Vzorky tkani k imunofluorescenénimu barveni (n = 2 pro kazdou perfuzni techniku) byly
fixovany v pufrovaném 4 % formaldehydu pies noc pii 4 °C a oplachnuty PBS. Poté byly tkané
pfes noc ponofeny do 30 % sachar6zy, vlozeny do montdZniho média s optimalni feznou
teplotou, zmrazeny v tekutém dusiku a uloZeny pii -80 °C. Po opakovaném promyti v PBS byly
5 um fezy inkubovany v blokovacim roztoku, ktery obsahoval 5 % kozi sérum v 0,2% Tritonu
X-100, 0,1 mol/l glycinu a PBS po dobu 1 h pti pokojové teploté, aby se zabranilo nespecifické
vazbé. Poté byly fezy inkubovéany s primarnimi protildtkami v blokovacim roztoku po dobu 1
h. Byly pouzity nasledujici primérni protilatky: anti-laminin, anti-fibronektin, anti-kolagen IV,
anti-kolagen VI, anti-entaktin/NID a anti-kolagen I. Po intenzivnim promyti PBS byly fezy
inkubovany se sekundarni protilatkou po dobu 1 h. Sekundarni protilatkou byl kozi anti-kralici
imunoglobulin G Alexa Fluor Plus 555 zifedény v blokovacim roztoku. Bun&tna jadra byla
znaena 4,6-diamidino-2-fenylindolem (DAPI) v koncentraci 5 pg/ml po dobu 5 min pfi

pokojové teploté. Po oplachnuti PBS byly fezy vySetteny fluorescenénim mikroskopem.

3.1.3.6. Transplanta¢ni experimenty

LO jsme izolovali podle standardniho protokolu, viz kapitola 3.1.1.2. Po izolaci byly LO
spocitany pod disekénim mikroskopem pro pouziti pii repopulaci skeleti ECM. Izolované LO
byly oznaceny nanocésticemi superparamagnetického oxidu Zeleza (SPIO) ptidanim MRI
kontrastni latky, ferukarbotranu (5 pul/ml; Resovist®), do kultivaéniho média a kultivovany pies

noc. Toto znaceni umoznilo sledovat LO po transplantaci u vybranych piijemci.

LO ve skeletech ECM jsme transplantovali do velkého omenta (n = 4), viz kapitolu 3.1.1.4.
Velké omentum bylo vytazeno z dutiny bfiSni a rozloZeno na sterilni pole. Na omentum byl
umistén ECM skelet a LO (resuspendované v 0,2 ml Hanksova solného roztoku doplnéného 1

% FBS) byly pomalu manualné¢ infundovany do ECM skeletu pies SV. Poté byl katétr
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proplachnut a céva byla podvazana, aby se zabranilo tniku ostrivkia. Omentum bylo pietazeno
ptes skelet ECM a zajisténo stehem. Omentum se skeletem ECM bylo navraceno do dutiny
btisni. Pfijemci byli sledovani pomoci MRI in vivo bezprosttedné po transplantaci a poté kazdy

tyden po dobu 49 dnti. Ve dnech 21 a 49 byly §té€py explantovany pro histologické vysetieni.

3.1.3.7.  Magneticka rezonance

Experimenty in vivo byly pofizeny na MR skeneru 4,7 T vybaveném dualni povrchovou civkou
1H/19F navrZenou a zkonstruovanou na zakazku v MR laboratofi. Protokol méteni se skladal
ze standardni rychlé nizkothlové sekvence MR s nésledujicimi parametry: prostorové rozliSeni
=254 x 254 um2, tloustka fezu = 1 mm, doba skenovani (ST) = 8 min 56 s, doba opakovani
(TR) =130 ms a doba echa (TE) = 3,715 ms, a to v axialni i koronarni orientaci fezu. Ve dnech
0 a 21 bylo provedeno zobrazeni s vys$§im prostorovym rozliSenim (127 x 127 um2) s delSim
ST (18 min 14 s). Zpracovani MRI a analyzy byly provedeny pomoci softwaru Imagel
(https://imagej.nih.gov/ij/, verze 1.46r, National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA).
Mg¢ftili jsme objem S$tépu a frakéni ztratu signalu (FSL), kterd indikuje pfitomnost Zeleza ve
Stépu. FSL byla vypoctena jako rozdil intenzity signalu mezi skeletem ECM a referen¢ni okolni

tkani vyd¢leny intenzitou referen¢niho signalu a vyjadieny v procentech.

3.2 Klinicka transplantace Langerhansovych ostriivkii do omenta

3.2.1. Vybér pacientii a zarazeni na ¢ekaci listinu

Ke klinické transplantaci LO do velkého omenta jsme vybrali pacienty z ¢ekaci listiny ke
standardni transplantaci LO, ktefi po naleZitém pouceni souhlasili s ucasti ve studii. Zahajeni
studie bylo povoleno 1. 4. 2017. Jedna se o pacienty s dlouhotrvajicim diabetes mellitus 1. typu
se syndromem poruSen¢ho vnimani hypoglykémie, ktery se nepodatilo zvladnout dostupnymi
prostiedky. Opakované hypoglykémie a vysoka variabilita glykémii pii syndromu poruseného
vnimani hypoglykémie u jednoho z vybranych pacientli jsou zaznamenény na obrazku ¢. 3.
Kontraindikaci pro zafazeni byla anamnéza velkého intraabdominalniho chirurgického
zakroku, abychom vylouc¢ili moZnost sristi omenta. Transplantace LO do velkého omenta byla
do roku 2023 provedena u 3 pacienti. Charakteristika pacientli je uvedena v Tabulce 1. Jeden
pacient byl indikovan ke kombinované transplantaci LO do omenta spolu s transplantaci
ledviny pro chronické onemocnéni ledvin v termindlnim stadiu. Pfed transplantaci pacienti
podstoupili standardni laboratorni, zobrazovaci a funkéni vySetfeni dle protokolu.

Imunologicka vySetieni (panelové reaktivni protilatky, specifické protilatky Luminex a anti-
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MICA MHC Class I polypeptide-related-sequence antibodies) byla negativni a cytotoxicky

crossmatch zavisly na komplementu byl u pfijemcti pfed transplantaci taktéz negativni.
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Obrazek 3. Data ze CGM a inzulinové pumpy pacienta pted planovanou transplantaci LO do
velkého omenta. Na grafech lze vidét opakované hypoglykémie a vysokou variabilitu hladiny
glukézy i ptes pouzivani pokroc€ilych technologii.

Tabulka 1. Charakteristika piijemci.

Pacient 1 Pacient 2 Pacient 3
VéEk (roky) 43 66 58
Trvani diabetu (roky) 34 38 16
Body mass index (kg/m2) 26 28.7 24.6
Vypocditana glomeruldrni filtrace (ml/min) 69 111 12

3.2.2. Priprava biomatrix

Dvéma zékladnimi sloZkami pouzitymi pro ptipravu biokompatibilniho fibrinového gelu jsou
lidska autologni plazma (obsahujici izolované LO) a lyofilizovany lidsky thrombin. Thrombin
aktivuje fibrin v plazmé s néslednou tvorbou gelovité biomatrix. Autologni plazma k ptiprave
gelu byla pacientlim odebrana na Transfizni stanici IKEM a zde fadné skladovdna v mrazicim
zafizeni v -80 °C. Pacientlim bylo odebrano cca 150 ml plazmy. Humanni thrombin byl pouzit

z komercniho setu chirurgického lepidla Surgiflo (Ethicon).
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3.2.3. Izolace Langerhansovych ostrivki

Izolace LO zpankreati od kompatibilnich kadaveroznich darcti probéhla standardnim
zpusobem (viz kapitolu 1.2. Transplantace Langerhansovych ostrivkl). Pro digesci pankreatu
bylo pouzito baleni soupravy GMP Cell Isolation Kit AF1 (Serva, Némecko) obsahujici
kolagenéazu s aktivitou podle Wunch 2 725 U/vial a neutrdlni protedzu AF GMP Grade (aktivita
140 DMC Ulvial). Pies noc po dobu 12 hodin byly LO v médiu pfi teplotd 37 °C. Stép ke
kombinované transplantaci (spolu s ledvinou) byl pfipraven k transplantaci ihned po izolaci,

aby se neprodluzoval ¢as studené ischemie $tépu ledviny.

3.2.4. Priprava §tépu k transplantaci

Ptimo po izolaci ¢i po kultivaci byly LO promyty, odstfedény a umistény do transplanta¢niho
média. Kratce pred transplantaci byly LO pieneseny do stiikacky a sedimentovany.
Transplantaéni médium bylo odstranéno, ve dvou krocich promyto a LO byly rekonstituovany
v rozmrazené autologni plazmé piijemce. Kone¢ny pomér objemu LO a plazmy byl 2:1. LO
v plazm¢ byly ve stiikackach sterilné dopraveny na opera¢ni sil. Humanni thrombin
z komer¢niho setu Surgiflo byl nafedén aqua pro injectione dle navodu (1000 IU na 1 ml) a

k vykonu byl pfipraven do injek¢nich stiikacek.

3.2.5. Transplantace Langerhansovych ostrivki do velkého omenta

Transplantace LO do velkého omenta prob¢hla u vSech pifjemct v celkové anestezii
laparoskopicky. Do bfisni dutiny byla zavedena kamera a jeden ¢i dva pracovni porty. Na
rozprosttené omentum na plochu pfiblizn€¢ 10 x 10 cm byl postupné aplikovan §tép LO
v autologni plazmé a prekryt humdnnim thrombinem (Obrazek 4). Po vytvofeni gelu bylo
omentum nésledné pteloZeno pres sebe, zavinuto kranidlné a uloZeno subhepatalné. V jednom
piipadé bylo fixovano dvéma stehy, jinak bez fixace. U pacienta ke kombinované transplantaci
probé¢hla transplantace ledviny po laparoskopické transplantaci LO standardnim zplsobem

z Sikmého fezu v pravém hypogastriu.

3.2.6. Imunosupresivni protokol

Imunosupresivni rezim se skladdal ze 3 indukénich davek anti-T-lymfocytarniho globulinu
(Grafalon, Neovii). Prvni davka byla pacientim podana pfiblizn¢ 8-10 h pted transplantaci.
Profylakticka imunosuprese se skladala z kombinace takrolimu (cilova hladina 8 -10 ng/ml, po

3 meésicich po transplantaci 6-10 ng/ml) a mykofenoldt mofetilu (1-2 g denn¢). Dale byl

21



pacientim pted transplantaci podan etanercept (inhibitor tumor nekrotizujiciho faktoru A, 50
mg subkutdnng) s naslednymi davkami 25 mg 3., 7. a 10. den po transplantaci. Pfed prvni infuzi
anti-T-lymfocytarniho globulinu byla podana jednordzova davka metylprednisolonu 250 mg,

dale kortikoidy nebyly pouzivany.

3.2.7. Metabolické sledovani pacienti

Po vykonu byly u pacientti kromé vitalnich funkci a stavu vnitiniho prostfedi pravidelné
sledovany glykémie pomoci glukometru a CGM. Hladina C-peptidu byla métena 1., 2., 3., 7.
den po transplantaci a 1, 3, 6, 9, 12 mésict po transplantaci a déle je odebiran pfi pravidelném
sledovani na ambulantni kontrolach. Za 90 dni po transplantaci byl proveden pacientim mixed
meal test (obdoba oralniho glukézového toleranéniho testu s ndpojem s obsahem sacharidd,
tuk? a proteind, pii testu je méfena glykémie, hladina inzulinu a la¢ny a stimulovany C-peptid

v 0., 30., 60., 90., 120., 150. a 180. minut¢ testu). Pacientim byl navracen jejich inzulinovy

rezim s upravou davek dle aktudlni potieby.

Obrazek 4. Obrazova dokumentace z laparoskopického vykonu transplantace LO do velkého
omenta za pouZiti biomatrix. Na obrazcich je pod katetrem vidét ostritvkovy $tép (svétle Zluta
tkan) resuspendovany v autologni plazmé. St€p byl nasledné ptekryt humannim thrombinem.

3.3.  Statistické metody

Popisné udaje jsou vyjadieny jako primér, smerodatnd odchylka, medidn a variabilita. Srovnani
mezi skupinami v experimentu bylo provedeno Kruskalovym-Wallisovym testem a poté
Steelovou-Dwassovou metodou parti. Casové zmény Gaussovych proménnych byly hodnoceny
pomoci ANOVA s opakovanymi méfenimi a jednim faktorem seskupeni. Ostatni hodnoty byly
hodnoceny Friedmanovym a Kruskal-Wallisovym testem. Pro Gpravu hladin vyznamnosti byla
pouzita Bonferroniho korekce. Hodnoty P <0,05 byly povazovany za statisticky vyznamné.

Vypoclty byly provedeny pomoci statistického softwaru JMP 11.0.0.
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4. Vysledky
4.1. Experimentalni ¢ast

4.1.1. Transplantace Langerhansovych ostrivki do velkého omenta za pouziti
plazma-thrombinové matrix

4.1.1.1.  Funkce ostruvkového $tépu

Nelacna glykémie < 10 mmol/l byla obnovena u vSech zvitat, v priméru (£ SD) nejprve u
skupiny B (7 £+ 3 dny) s 10 LO/g transplantovanymi do omenta, nasledované skupinou C (11 +
4 dny; 4 LO/g transplantované do jater) a skupinou A (14 £+ 13 dni s velikosti §t€pu 4 LO/g
transplantovaného do omenta). Rozdily mezi skupinami vSak nebyly statisticky vyznamné (p >
0,05). Glykémie zustavala po celou dobu experimentu v normalnim rozmezi (Obrazek 5). 100.
den po transplantaci byla omenta se $t€py ve skupinach A a B explantovana a zvifata byla
metabolicky sledovéna dal$i tyden. Byl u nich zaznamenan navrat hyperglykémie, coz potvrdilo
jistou produkci inzulinu v ostrivkovych stépech v omentu. Télesnd hmotnost vSech ptijemct

se po celou dobu studie postupné zvySovala a zvifata prospivala.
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Obrazek 5. Vyvoj glykémii béhem studie. U vSech zvifat byla obnovena normoglykémie
(glykémie < 10 mmol/l). Ve skupinach A a B byl 100. den po transplantaci $t€p explantovén a
u zvifat byla potvrzena hyperglykémie. a - Skupina A - transplantace 4 LO/g do omenta. b -
Skupina B -10 LO/g do omenta; ¢ - Skupina C - 4 LO/g do jater.
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Testy IVGT provedené 40. a 80. den experimentu prokazaly normalni konstanty asimilace
glukézy (Kg, praimér) ve vSech skupinach (Obrazek 6) po intravendzni davcee 0,5 g/kg glukodzy.
Hladiny C-peptidu nala¢no a stimulované hladiny C-peptidu naznadily, ze stimulacni schopnost

Stépu byla dostatecna (p > 0,05; Obrazek 7).
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Obrazek 6. Glykemické profily béhem IVGTT a koeficient asimilace glukozy (Kg). a - IVGTT
40 dni po transplantaci. b - IVGTT 80 dni po transplantaci. ¢ - Kg u skupiny A, skupiny B a
skupiny C 40 dni po transplantaci (primér, p > 0,05); d - K u skupin A, B a C 80 dni po
transplantaci (pramér, p > 0,05).
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Obrazek 7. Hladiny C-peptidu nalacno a stimulovaného C-peptidu méfené v 0. a 10. minuté
testu IVGT. a - IVGTT 40. den po transplantaci. Skupina A nalac¢no (A0) a stimulovany (A10)
C-peptid 10 min po bolusu glukozy; skupina B nala¢no (B0) a stimulovany (B10) C-peptid;
skupina C nala¢no (C0) a stimulovany (C10) C-peptid. b - IVGTT 80. den.
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4.1.1.2.  Viabilita §tépu ostriavku

Stabilni bioluminiscenc¢ni signaly potvrdily Zivotaschopnost a umisténi ostrivkovych $tépii u
zvirat ve skupinach A i B po transplantaci do omenta (Obrazek 8). 14. den po transplantaci bylo
nameéteno priomérné zareni 7,66 x 103 p/s/cm2/sr u skupiny A a 7,61 x 104 p/s/cm2/sr u skupiny
B. Bioluminiscenéni signal se zacal zvySovat po 30 dnech experimentu. 90. den byla celkova
zativost stejnd nebo dokonce vyssi nez pii prvnich métenich po transplantaci (skupina A: 1,31
x 104 p/s/cm2/sr (pramér); skupina B: 7,14 x 104 p/s/cm2/sr (pramér)). Udaje jsou shrnuty na
obrazku 8. Naopak u zvitat ve skupin¢ C, ktera podstoupila transplantaci ostrivka do jater,

nebyly zachyceny zadné bioluminiscen¢ni signaly.
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Obrazek 8. Piiklady bioluminiscen¢niho zobrazovani ve skupindch A a B. a - BLI signaly
prokazujici viabilitu a umisténi ostrivki u zvifat se standardnim poctem ostriivkd 10 LO/g
(panely B) i s marginalnim poctem ostrivkti 4 LO/g (panely A). VySetfeni bylo provedeno 14.,
30., 60. a 90. den po transplantaci. b - Kvantifikace celkového zafeni ve skupinich A aB (p =
0,0098).
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4.1.1.3.  Histologie

Ptitomnost pankreatickych ostrivka v explantovanych omentech a jaternim parenchymu byla
potvrzena histologicky. Ostriivky v omentu byly nepravidelné rozprostieny v biomatrix.
Imunohistochemické barveni protilatkou anti-CD31 bylo pouzito ke zmapovani rozsahlé
neovaskulatury kolem §tépti a uvnitf nich. V omentalnim i jaternim $tépu byly potvrzeny silné
inzulin-pozitivni buiiky (Obréazek 9). Obsah inzulinu v pankreatech byl velmi nizky a odpovidal
ucinku streptozotocinu (skupina A 149,6 ug/l (primer), skupina B 105,3 pg/l (pramér), skupina
C 133.,4 pg/l (pramér); primérny obsah inzulinu u potkant bez diabetu byl 795 pg/l).

Obrazek 9. Histologie. Explantovana omenta (den 120) a jatra (den 100) byla obarvena pomoci
H&E (a, d, g; a omentum 4 LO/g, d omentum 10 LO/g, g jatra 4 LO/g). Vaskulatura byla
potvrzena imunohistochemicky pomoci protilatky anti-CD31 (b, e, h; b omentum 4 LO/g, e
omentum 10 LO/g, h jatra 4 LO/g). K zobrazeni pankreatickych ostrivkl byla pouZita
imunofluorescencni protilatka proti inzulinu (c, f, I; méfitko predstavuje 400 pm; ¢ Omentum
4 LO/g, f Omentum 10 LO/g, 1 Jatra 4 LO/g; Cervené fluorescen¢ni bareveni - inzulin, modré
fluorescenci barveni — DAPI - jadra).
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4.1.2. Decelularizace pankreatu a implantace skeleti do velkého omenta

4.1.2.1. U¢innost perfuzni decelularizace

Darcovské potkani pankreaty jsme perfundovali pfes ductus pancreaticus, portalni Zzilu,
zalude¢ni tepnu a slezinnou zilu. Nativni pankreas béhem procesu decelularizace pribézné
meénil barvu (Obrazek 10a-c). Po 6 h jsme ziskali acelularni skelety s viditelnou dobfie
zachovalou siti cévdm podobnych struktur. Integrita cév v decelularizované slinivce byla
testovana aplikaci 400x ziedéného roztoku Patent blue V (2,5 % w/v) (Obrazek 10d). Kvalita
decelularizace byla analyzovana také z hlediska obsahu zbytkového inzulinu v B-buitkach
produkujicich inzulin (Obrazek 10f). Prokazali jsme vyznamné snizeni (p < 0,001) obsahu
inzulinu v decelularizovanych pankreatech (PDP 0,076 = 0,036, PDH 0,405 + 0,499, PV 0,260
+ 0,156, GA 0,374 £ 0,397 a SV 0,121 + 0,174 ng/mg). V priméru se obsah inzulinu snizil na
0,17 % celkového inzulinu v kontrolnich zdravych pankreatech (142,745 + 53,7 ng/mg).
Naproti tomu po aplikaci STZ zlstalo v diabetickych pankreatech asi 10 % (14,317 £+ 10,0

ng/mg) celkového inzulinu naméfeného pied aplikaci STZ.
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Obrazek 10. Postup a hodnoceni decelularizace pankreatu. (a-¢) Snimky ilustruji postupnou
zménu barvy béhem perfuzni decelularizace ocasu pankreatu pies SV (a) na zacatku, (b) po 60
min (c¢) na konci procesu decelularizace (360 min); (d) intaktni cévni systém byl hodnocen
infuzi roztoku patentni modii a detekci piipadného uniku; (e) kvantifikace DNA;
decelularizované pankreaty obsahovaly vyznamné niz§i mnozstvi dvouvldknové DNA ve
srovnani s intaktnimi zdravymi kontrolnimi a diabetickymi pankreaty; (f) kvantifikace inzulinu;
decelularizované a diabetické pankreaty obsahovaly vyznamné niz$i obsah inzulinu ve srovnani

s kontrolnimi zdravymi pankreaty. * p < 0,05 a *** p < 0,001.
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H&E

DAPI

Kvalitu decelularizace jsme prokdzali vyznamnym snizenim (p < 0,001) obsahu dvouvldknové
DNA v decelularizovanych pankreatech (PDP 9,2 + 1,9, PDH 9,4 + 2,1, PV 9,6 £ 2,6, GA 9,5
+0,9aSV 7,6 + 1,1 ng/mg) ve srovnani s intaktnimi kontrolnimi zdravymi pankreaty (143,6 +
15,4 ng/mg) a diabetickymi pankreaty (124,0 + 18,2 ng/mg) (Obrazek 10e). Vyznamny rozdil
v obsahu DNA byl také mezi kontrolnimi zdravymi a diabetickymi pankreaty (p < 0,05). Kromé
toho bylo pfi histologickém vySetfeni potvrzeno aceluldrni slozeni pankreatickych skeleti.
Barveni H&E neprokazalo zadné zbytky bun¢k a barveni DAPI ukazalo, ze po dokoncéeni

procesu decelularizace nezustaly zadné jaderné komponenty (Obrazek 11).

PDP PDH PV GA sV control

o :
P o
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Obrazek 11. Snimky morfologie decelularizovanych pankreat. Horni fada — H&E ftezy
ukazuji absenci zbytkovych buné¢k; dolni fada — DAPI fezy ukazuji absenci jadernych
komponent v pankreatickych skeletech perfundovanych riznymi piistupy.

4.1.2.2. Zastoupeni makromolekul ECM v decelularizovanych pankreatech

Decelularizované skelety se skladaji z ECM specifické pro danou tkan. PouzZiti detergentt vSak
muze proteiny ECM narusit. Morfologické analyzy odhalily slozeni proteiniit ECM ve skeletech
pankreatu (Obrazek 12). Na zaklad€ intenzity barvy DAB a Cervené fluorescence jsme byli
schopni rozpoznat tfi Grovné signalu: velmi silny (jasné prezentovany ve vSech ¢astech fezu),
silny (prezentovany ve vétsiné Casti fezu) a slaby (prezentovany v nékterych ¢astech fezu).
Skelety ECM mély velmi silny signal pro kolagen IV a laminin. Silné signaly byly zjistény pro
entaktin, fibronektin a kolageny VI a I. Kolagen IV a VI byly zvlasté hojné v duktech a cévach.
Vitronektin vyvolaval slaby signal, coZ naznacuje témét nulovy vyskyt v nativnim pankreatu.
Podily pfislusnych antigent se neliSily mezi pankreaty decelularizovanymi riznymi zptisoby
ani pfi srovnani s nativnimi pankreaty. Absence protilatky anti-CD31 prokézala ve skeletech
ECM nepftitomnost endotelovych bun¢k. Chybély 1 hormony pankreatickych ostrivki (inzulin,
glukagon, somatostatin) a exokrinni enzym amylaza. Uginnosti decelularizace potvrdila také
absence cytokeratinu 7, markeru duktalnich bunék a negativni barveni jader pomoci DAPIL
Zbytkové fragmenty DNA byly ve skeletech pozorovany jen vyjimecné. Naproti tomu v

kontrolnich nativnich pankreatech byla hojné pozorovana neporusend bunécénd jadra.
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(a) native control ECM skeleton (b) control ECM skeleton

collagen IV + DAPI

collagen VI + H&E collagen VI + DAPI
9. |

entactin + H&E entactin + DAPI

fibronectin + H&E fibronectin + DAPI

laminin + DAPI

vitronectin + H&E collagen | + DAPI

©200 um 200 ym

Obrazek 12. Snimky strukturdlnich proteinti v nativnim a decelularizovaném pankreatu
perfundovaném pies SV. (a) Imunohistologie vybranych proteinli v kontrolnim pankreatu a ve
skeletu pankreatu, obarvenych specifickymi protildtkami a vizualizovanych pomoci
detek¢niho systému DAB; (b) imunofluorescence vybranych proteinii v kontrolnim pankreatu
a pankreatickém skeletu, obarvenych specifickymi fluorescen¢nimi protilatkami (Cerveng);
fezy byly pro detekci bunéénych jader kontrastn€ obarveny DAPI (modfe).
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4.1.2.3. Transplantace ECM skeletii s pankreatickymi ostriivky do omenta

Transplantace LO do omenta se v pfedchozich experimentech ukazala jako slibna alternativni
metoda, kterd byla stejn¢ €innd jako konvencni metoda transplantace do jater. Omentum ma
velky povrch, ktery je snadno pfistupny pro operaci. U potkani vS§ak omentum neni dostate¢né
velké, aby pokrylo cely skelet pankreatu. Proto byla navrzena nova technika perfuze ptes SV
(Obrazek 13a). Skelety ptfipravené touto technikou jsou mensi a pro transplantaci do omenta
vhodnéjsi. K transplantaci jsme tedy pouzili pouze ECM skelety ziskané perfuzi pres SV.
Nejprve bylo omentum vytazeno z bfiSni dutiny a opatrné rozlozeno. Poté byl na omentum
umistén skelet ECM a ostravky byly vpraveny do skeletu cestou katetru v SV (Obrazek 13b).

Infuzi ostrivkl do skeleti ECM jsme nejprve testovali in vitro, abychom zabranili ztraté
St€pu. Aplikace ostriivkl injekéni stiikackou v objemu 1 ml vedla ke ztraté 11,4 + 4,6 %
ostrivkil. Uginngjsim piistupem byla aplikace ostrivk mikropipetou v objemu 0,2 ml s
naslednym proplachovanim. Tim se ztraty ostravki snizily pod 1 % (0,7 £ 0,5 %). Po aplikaci
ostravkll byla SV podvazana a katétr byl odstranén. Nakonec bylo omentum ptetazeno pies
skelet pankreatu ze vSech stran, aby byl skelet uzavien (Obrazek 13c). Poté bylo omentum
obepinajici skelet zajisténo jednim stehem a vraceno zpét do dutiny bfisni. Na zdklad€ naSich
praktickych zkuSenosti jsme zjistili, Ze ptijemci ECM skeletu by méli mit podobnou nebo vyssi

hmotnost nez darci slinivky, aby byl zajistén dostatecny obal.

Obrazek 13. Implantace repopulovaného skeletu do omenta. (a) Ilustraéni snimek
anatomického umisténi slezinnych zil pro perfuzi; GV - Zalude¢ni zila, SV - slezinna zila; (b)
ECM skelet je umistén na vytazené omentum; (c) Skelet je zabalen do omenta a zajiStén stehem.
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4.1.2.4. Magneticka rezonance

Ptijemci ECM skeletii s ostriivky znacenymi nanocasticemi zeleza byli v n¢kolika casovych
bodech hodnoceni pomoci 1H MRI (Obrazek 14a). PocateCni primérny objem Stépu
bezprostiedné po transplantaci byl 348,61 mm?® a do prvnich dvou tydnd se jeho velikost
vyrazné zmensila na praimérnych 55,51 mm?. To odpovidalo nagemu pfedpokladu, Ze tekutina
obsazena ve skeletu ECM v preimplantaénim stavu a béhem transplantace ostrivkd bude
odtékat do okolni tkané. Objem skeletu ECM pak zstal nezménén az do 21. dne. Ve 35. dni
byl pozorovan dalsi pokles objemu na primérnou hodnotu 32,88 mm?® a dale zfistal se jiz objem
neménil. V poslednim ¢asovém bod¢, 49. den, bylo velmi obtizné detekovat implantované¢ ECM
skelety, a to diky nizké specifit¢ 1H MRI. Maly objem $tépu ztézoval jeho odliSeni od jinych
struktur v peritonealni oblasti, jako jsou stieva; proto bylo hodnoceni pomoci 1H MRI
ukonceno. FSL vypoctend v kazdém casovém bodé ziistala stabilni, 28,32 + 2.3 %, po celou

dobu studie, coz naznacuje, ze nanoc¢astice SPIO nebyly translokovany ze skeletu ECM.
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Obrazek 14. Casovy pribsh LO znacenych SPIO v transplantovanych ECM skeletech. (a) MR
snimky ukazuji skelet (Sipky) obsahujici LO v omentu po dobu 7 tydnt; (b) fluorescencni
snimky LO ve skeletech 21 dni po transplantaci do omenta; (vlevo) inzulin-pozitivni bunky
(Cervené) ve Stépu; (uprostied vlevo) protibarveni DAPI (modie) oznacuje bunécna jadra;
(uprostied vpravo) slouceny snimek ukazuje inzulin v buiikach s neporusenymi jadry; (vpravo)
histologické vySeteni lozisek Zeleza (modra skvrna a Sipky) ve tkdni obklopujici LO; (c¢)
fluorescenéni snimky ostrivkl ve skeletech 49 dni po transplantaci do omenta.
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4.2. Klinicka transplantace

4.2.1. Transplantace ostriivkii do velkého omenta

V poméru k télesné hmotnosti obdrzeli pacienti 12 350, 5 350 a 3 780 ekvivalentd LO na 1 kg
(LO ekvivalent odpovidad hmoté ostrivku o praméru 150 um specifického tvaru). To bylo vice,
nez je vIKEM stanovena hranice jako minimalni pocCet pro realizaci transplantace. Pro
poloautomatickou kvantitativni analyzu byl pouzit program IsletNet vyvinuty nasi skupinou
[65]. U vsech pacientt trval laparoskopicky zakrok piiblizn¢ 60 min bez komplikaci. Pacienti
po vykonu stravili 2 h na jednotce intenzivni péce a byli pfevezeni na intermedidrni jednotku
Kliniky diabetologie, kde stravili 24 h. Pacienti po izolované transplantaci byli propusténi z
nemocnice 5. pooperacni den. Piijjemce LO soucasné s ledvinou byl propustén po 14 dnech.

Dale byli pfijemci intraomentalniho §t€pu ambulantné sledovani podle standardniho protokolu.

4.2.2. Vyvoj glykémii, metabolické sledovani pacienti

Béhem prvniho roku sledovani po transplantaci nebyly u pacientll zaznamenéany zadné zdvazné
chirurgické komplikace. Hladiny la¢ného C-peptidu, hodnoty glykovaného hemoglobinu a
celkova denni davka inzulinu v prvnim roce po transplantaci jsou uvedeny v tabulce 2. U vSech
pacientll doslo alesponi k mirnému snizeni celkové davky inzulinu a k poklesu glykovaného

hemoglobinu.

Tabulka 2. Zakladni metabolické parametry pacientl po transplantaci.

Pacient Pred Tx 6 tydni 6 mésici 12 mésici

Laény C-peptid 1 0.04 0.49 0.58 0.22
(nmol/l) 2 0.00 0.17 0.10 0.14

3 0.37 0.23 0.1 0.68
HbAlc 1 57 43 50 48
(mmol/mol) 2 64 46 53 52

3 55 48 54 55
Denni davka 1 0.55 0.32 0.28 0.30
inzulinu (IU/kg) 2 0.31 0.14 0.16 0.19

3 0.7 0.64 0.46 0.43

Pacient 1 béhem 12 mésict pied transplantaci zaznamenal 6 zdvaznych epizod hypoglykémie,
které vyzadovaly pomoc jiné osoby nebo hospitalizaci. Po transplantaci ostrivki do omenta
byl 9 mésici bez zdvazné hypoglykémie a klesla hodnota glykovaného hemoglobinu.
Pacientovi se navratilo rozpoznavani mirnych hypoglykémii. Od 9. mésice po vykonu se funkce

ostrivkového Stépu zacala pravdépodobné zhorSovat, protoze postupné hlésil stitedné zdvazné
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hypoglykemické piihody, které vSak nevyzadovaly pomoc druhé osoby. I pfes tyto epizody
hypoglykémie doslo u pacienta ke zlepSeni kvality zivota. Hladiny laéného C-peptidu ziistavaly
pozitivni, coz svéd¢i o pokracujici funkcei ostravkii. Béhem roku pacient podstoupil opakovanou
edukaci slékaii a edukacnimi sestrami specificky zaméfenou na prevenci a lécbu

hypoglykémie.

Pacient 2 hlasil 3 epizody zavazné hypoglykemie béhem 12 mésict pied transplantaci. Behem
12 mésict po transplantaci pacient 2 nemél ani jednu zavaznou hypoglykemickou piihodu,
klesla denni davka inzulinu, klesl glykovany hemoglobin a ke zlepsila se kvalita Zivota
(Obrazek 15). Lacny C-peptid byl u tohoto pacienta po celou dobu po transplantaci pozitivni.
Jedenact mésicti po transplantaci zacal pacient vyuzivat hybridni uzavieny okruh propojeni
inzulinové pumpy s gluk6zovym senzorem. Na této 1é¢b¢ se déle snizila denni davka inzulinu,

zlepsily se glykemické profily a klesla variabilita (Obrazek 16).

U 3. pacienta byla pted transplantaci hlavni obtizi labilita diabetu a progrese mikrovaskulérnich
komplikaci (retinopatie, nefropatie). Po transplantaci ostriivki do omenta klesly davky inzulinu
a hodnota glykovaného hemoglobinu, a to i pfes pokles hladiny laéného C-peptidu. Béhem
prvniho pil roku po transplantaci zaznamenal pouze mirné hypoglykémie bez nutnosti pomoci
dal$i osoby a zlepsily se jak variabilita glykémii, tak i kvalita Zivota. Po pil roce od vykonu byl
zafazen znovu na cekaci listinu k dalSi implantaci, kterou zahy (standardnim zplsobem)

podstoupil. Funkce $tépu ledviny byla po celou dobu stabilni.
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Obrazek 15. Zaznam z inzulinové pumpy a CGM pacienta €. 2 po transplantaci LO do
velkého omenta. Na hornim souhrnném grafu i na grafech jednotlivych dnt 1ze vidét pomérné
uspokojivé vyrovnani diabetu po transplantaci bez té¢Zkych hypoglykémii.
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Obrazek 16. Souhrnny zdznam z hybridniho uzavieného okruhu u pacienta ¢. 2 po
transplantaci LO do velkého omenta. Na tomto systému doslo u pacienta k dal§imu poklesu
Casu straveném v hypoglykémii a ke snizeni variability hladin glukozy.

34



5. Diskuze

Nas vyzkum byl zaméfen na testovani nové metody transplantace LO do velkého omenta
v biokompatibilnich leSenich. LO jsme v experimentu transplantovali v plazma-fibrinovém
gelu, testovali jsme omentum jako misto implantace decelularizovanych pankreatickych skelet
pro dalsi budouci vyzkum a vyvoj tzv. ,bioarteficialniho* pankreatu. Povzbudivé vysledky
transplantaci na zvifecim modelu vedly nas tym k ptipravé vlastniho protokolu transplantace
LO do velkého omenta v plazma-trombinovém gelu u osob s diabetes mellitus 1. typu se

syndromem poruchy rozpoznavani hypoglykémii.

V ptehledové publikaci Finding Eden - alternative transplantation sites for pancreatic islets.
(Hladikova et al., 2022) jsme popsali souCasné trendy ve vyzkumu transplantace inzulin-
produkujici tkdn€ se zamétfenim na alternativni mista transplantace. Zminili jsme zde vyhody a

nevyhody transplantace do velkého omenta.

Studie popsana ve ¢lanku Bioluminescence Imaging In Vivo Confirms the Viability of
Pancreatic Islets Transplanted into the Greater Omentum (Hladikova et al., 2021) prokézala, ze
se vysledky experimentalni transplantace LO do omenta pomoci specifického protokolu nelisi
od vysledkl konvenc¢ni transplantace do jater. Nejen standardni, ale 1 marginalni pocty LO
spolehlivé normalizovaly hladinu glukézy v krvi u zvifat s diabetem. Pouziti nizkého po¢tu LO
jiz od 4 LO/g vedlo k podobnym glykemickym profiliim a rychlosti asimilace glukdzy jakych
bylo dosazeno transplantaci do jater. Histologické vySeteni ukazalo zachovalou anatomii LO
a bohatou kapilarni sit’ uvnitt bioarteficidlniho leSeni v omentu. Tticet dni po transplantaci jsme
zachytili zvySeny BLI signal, ktery lze vysvétlit uspéSnou postupnou revaskularizaci Stépu.

BLI byla testovana jako zobrazovaci metoda, ktera by mohla sledovat Zivotaschopnost
a umisténi LO transplantovanych do velkého omenta v experimentu. Na preklinickém modelu
malych zvifat jsme prokézali, Ze BLI nabizi bezpecnou a reprodukovatelnou techniku pro
potvrzeni ptezivani LO. Zachycena BLI jednoznac¢né prokézala pfitomnost vitalniho §tépu LO
v omentu po celou dobu studie. Nase vysledky ukazuji, ze BLI je jasné schopna rozlisit rizna
mnozstvi transplantovanych LO. Bioluminiscen¢ni signaly byly ve vSech méfenych ¢asovych
bodech méné rozsahlé u zvitat, kterd dostala hrani¢ni poc¢et LO neZ u zvifat, kterd dostala
standardni pocet LO. Ackoli jsme si védomi toho, ze BLI neni pouZitelna u lidi kvili nutnym
genetickym modifikacim bunck S$tépu, tento zobrazovaci pfistup umoznil upravit postup
transplantace a potvrdit funkci biologického leSeni, coz pfispélo k jeho dal§imu klinickému

vyuziti pti 1écbé diabetu u lidi.
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Zobrazovani BLI ma své diilezité misto v preklinickém vyzkumu, napt. pii analyzach
dynamiky rastu nddorovych bunék. Na rozdil od nadorovych bun¢k se neptedpoklada, ze by se
endokrinni buiiky pankreatickych ostriivkil po transplantaci vyraznéji mnozily [66]. BLI byla s
uspéchem pouzita k detekci LO umisténych v podkozni umélé polymerni komtirce [58] nebo v
jatrech, pod pouzdrem ledviny ¢i v podkozi u mysi [67]. Existuje mnoho faktort, které ovliviiuji
[68]. V naSem experimentu jsme u zvifat po transplantaci LO do jater nezaznamenali zadny
bioluminiscen¢ni signal. Predpokladame, ze to bylo zplisobeno predevSim pomeérné nizkym
poctem LUC+ ostriivki, které byly po transplantaci do portalni Zily rozptyleny v celych jatrech.

V naSem experimentu byl §t€p exprimujici luciferazu umistén do nové vytvotreného
omentalniho vaku pfiléhajictho k predni bfisni sténé, coz umoznilo pouzit kvantitativni
hodnoceni. Ukazalo se, ze BLI detekce viability $t€pu je rychla a spolehliva a nevyZaduje zadné
invazivni postupy krom¢ anestezie, coZ je vyhodné pro longitudinalni sledovani. Citlivost testu
umoznila jeho pouziti u standardni i u marginalni velikosti §tépu. V nasich pokusech pochazelo
50 % syngennich LO z transgenniho syngenniho plemene. Viabilni LO transplantované do
omenta byly detekovatelné pomoci BLI u vSech zvifat v pribéhu celé studie.

VSechna zvifata dosdhla normoglykémie a po intravendznim podani glukozy
vykazovala normalni nebo téméf normalni koeficienty asimilace gluk6zy. Na druhou stranu se
nam nepodafilo detekovat Zadné bioluminiscenéni signdly u zvifat s ostravky
transplantovanymi do jater navzdory jejich plné funkci hodnocené pomoci monitorovani
glukozy a glukézovych tolerancnich testli pravdépodobné z divodu silné absorpce svétla v
jaternim parenchymu, jak bylo zminéno vySe. Jini autofi vSak uvadéji uspéSnou detekci
bioluminiscen¢nich LO v jatrech u mysi [69].

Mezi vyhody velkého omenta patii jeho vysoka vaskularizace, snadnéd chirurgicka
dostupnost a velky povrch, ktery umoziuje transplantaci vétSich a méné purifikovanych §tépt
a moznost explantace Stépu v piipadé potieby [70]. Nejdilezitéjsi vyhodou vsak je, ze
transplantace do omenta eliminuje riziko pfimého kontaktu $t€pu s krvi piijemce. Na druhou
stranu v literatufe nalezneme i experimentalni a klinické prace, které neprokazaly Zadnou
vyhodu implantace do omenta ve srovnani s tradi¢ni implantaci do jater. Toto zjisténi autofi
pfipisuji nizkému piisunu kysliku [71] a migraci LO z pivodniho umisténi, a to i pfes pouZiti
biokompatibilniho plazma-trombinového gelu k fixaci LO v omentalnim laloku a pouZiti
biokompatibilniho leSeni pro podporu ptihojeni a revaskularizaci. V naSem experimentu jsme
diky BLI potvrdili, Ze v horizontu minimaln¢ 90 dni po transplantaci byl $t€p v omentu stale

integrovany.
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Pro dalsi vyzkum jsme se rozhodli testovat implantaci LO do omenta
implantaci LO, podpofit ptihojeni §tépu a urychlit jeho revaskularizaci. Na§ kompletni vyzkum,
vcetn¢ zobrazovani skenovacim mikroskopem, je popsan v publikaci Decellularized Pancreatic
Tail as Matrix for Pancreatic Islet Transplantation into the Greater Omentum in Rats. (Berkova
et al., 2022).

Diive popsané techniky ptipravy skeletu slinivky vzdy vedly k jeho nadmérné velikosti,
ktera ptfesahovala technickou proveditelnost pro umisténi do omenta. Proto jsme vyvinuli
novou metodu pro decelularizaci pouze ocasu pankreatu s pristupem pies SV. Prokazali jsme,
ze skelety pripravené nasi novou metodou mély pfiméienou velikost a jejich slozeni proteind,
kvalita decelularizace, zbytkovy obsah DNA a anatomick4 integrita byly srovnatelné nebo lepsi
nez u jinych diive popsanych decelularizac¢nich technik [72]. Piestoze je potkani omentum
snadno pfistupné pro operaci, neni dostatecné velké na to, aby se do né&j vesSel skelet celé
slinivky bfi$ni pfipraveny konvencni metodou. V této studii jsme proto do omenta implantovali
pouze skelety ocasu slinivky bfisSni pfipravené pomoci perfuze pres SV.

Opakovanym MRI sledovanim ostravki, které byly in vitro oznaceny nanocéasticemi
zeleza, jsme potvrdili, ze jejich poloha je v omentu stabilni. Nanocéstice zeleza byly
histologicky detekovany uvnitf buné¢k LO i v lokdlnich makrofazich v jejich okoli. Toto zjisténi
je v souladu s nasimi pfedchozimi vysledky, které ukazuji, Ze nanocastice jsou castecné
translokovany z cytoplazmatickych vezikul endokrinnich bunék do mezibuné¢ného prostoru s
naslednou fagocytozou hostitelskymi makrofagy [73, 74]. Obtizné detekce implantovanych LO
49. den na MRI mtze mit rizné pfi¢iny. Na zakladé vysledkd histologického vySetieni
predpokladame, Ze to bylo zptisobeno spise limity citlivosti metody 1H MRI nez neptitomnosti
LO ve §té€pu. Vizualizace nanoc€astic Zeleza (hypointenzni skvrny) v peritoneélni oblasti miize
byt ovlivnéna artefakty zpiisobenymi ptitomnosti vzduchu nebo stfevnimi pohyby.

Napierala et al. [72] popsali UspéSnou metodu decelularizace celé slinivky potkana.
Srovnavali pfistupy arterialni, PV a PDP perfuze a ve shodé s nasimi zjis§ténimi ukdzali, ze
volba techniky decelularizace mé na uc¢innost decelularizace jen maly vliv. Na druhou stranu
repopulaéni pfistupy vykazovaly variabilni U¢inky. Kdyz byly intaktni LO vloZeny do cévniho
systému, mély tendenci uviznout uvniti cév, a kdyz byly LO vstiiknuty do vyvodu, mély
tendenci unikat do pankreatického parenchymu. Tato zjiS§téni naznacuji, ze zachovani
makroskopické struktury decelularizovaného organu je méné dilezit¢é nez biochemické
vlastnosti skeletu [75, 76]. V dal§im vyzkumu a vyvoji metody by proto bylo vhodné testovat

moznosti injekce LO do exokrinniho traktu. Zbyvajici nevyfeSenou otazkou je, jaky je nejlepsi
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zpusob transplantace repopulované pankreatické matrix. VéEtSina skupin zabyvajicich se
decelularizaci pankreatu ve svych publikacich vSak popisuje pouze in vitro experimenty
zamétené na funkei LO a cytokompatibilitu skelett [72, 75]. Yu et al. [64] popsali kratkodobou
funk¢nost bunék INS-1E, které byly pouzity k repopulaci pankreatického skeletu u potkanti.
Popsali slozitou cévni anastomozu mezi cévami skeletu a cévami hostitelské ledviny. Tato
unikatni studie prokazala proveditelnost a prichodnost delikatni anastomézy cév
decelularizovaného §tépu s obehem piijemce. Ziustava vSak nejasné, zda by tato technika byla
vhodna pro transplantaci celych ostravka. Guo et al. [51] vyvinuli metodu pro in vitro
endotelizaci decelularizovanych potkanich skeletii pomoci bioreaktoru. Piipraveny skelet
implantovali do dorzalniho podkozniho prostoru u mysi. Ackoli vS§echny dosavadni vysledky
na poli decelularizace pankreatu mohou piedstavovat dilezity krok smérem k piipravé tzv.
,oiarteficidlniho* pankreatu, doposud nebyly popsany Zadné pokusy o repopulaci téchto
pankreatickych matrix B-bufikami s diirazem na metabolickou funkei $tépu.

S ohledem na spésné vysledky funkce LO ve velkém omentu a uspokojivé biologické
a mechanické vlastnosti biokompatibilniho plasma-thrombinového leseni na zvifecim modelu,
postoupila tato nova technika transplantace do klinické faze experimentu. Priibéh a vysledky
prvnich dvou transplantaci LO do velkého omenta v IKEM jsou popsany v publikaci
Transplantation of Pancreatic Islets Into the Omentum Using a Biocompatible Plasma-
Thrombin Gel: First Experience at the Institute for Clinical and Experimental Medicine in
Prague. (Saudek et al., 2022). Vysledky tfetiho pacienta jsou soucasti této dizertacni prace.

V roce 2017 Baidal et al. oznamili povzbudivé vysledky u prvnich 3 pacienti s diabetem
1. typu léCenych intraomentdlni transplantaci LO s pouzitim rekombinantniho thrombinu k
intraoperacnimu vytvoreni fibrinového leSeni [77]. Méné sofistikovany pfistup byl pouzit u
série 4 pacientl, ktefi podstoupili autotransplantaci LO po totalni pankreatektomii. V téchto
piipadech bylo 25 % az 36 % objemu neocisténych LO umisténo do omenta a zbytek do jater
[78]. V této skupin€ bylo omentum vybrano z divodu stoupajiciho portalniho tlaku béhem
infuze velkého objemu nepurifikované tkané do portalni Zily. Pro fixaci LO v omentalnim vaku
bylo pouzito chirurgické fibrinové lepidlo. Vysledky u téchto 4 pacienti nebyly horsi nez u
kontrolni skupiny, ktera dostala autologni LO pouze do portalni zily.

Experimentalni vysledky v¢etné technologie tvorby biologického leSeni prezentované v
této praci byly zasadni pro zahdjeni klinického programu v nasem transplanta¢nim centru.
ProtoZze rekombinantni lidsky thrombin nebyl v Evropé k dispozici, pouzili jsme k aktivaci
tvorby fibrinu humanni thrombinovou slozku klinicky schvalené sady chirurgického lepidla.

Do nasi klinické studie jsme zahrnuli pacienty se syndromem poruseného vnimani
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hypoglykémie s hypoglykémiemi refrakternimi k intenzivni 1é¢bé pomoci komplexni edukace
a CGM. Tito pacienti obvykle trpi diabetem jiz mnoho let a vykazuji abnormdlni regulaci
hladiny glukozy v dasledku snizené odpovédi sérového glukagonu a adrenalinu na
hypoglykémii a dalSich abnormalit autonomniho nervového systému. Mezi nimi pecliveé
vybrana skupina s labilnim diabetem nereagujicim na medikament6zni a technologické zasahy
ma z transplantacni 1écby zjevny prospéch [79]. Lze sem zaradit i pacienty s diabetem 1. typu,
kteti maji konecné stadium onemocnéni ledvin vhodné pro transplantaci ledviny, protoze
doplinkova transplantace celého organu slinivky predstavuje velké chirurgické riziko.
Bohaté arteridlni zasobeni a velky povrch jsou predpokladem rychlé revaskularizace
ostrivkového st€pu v omentu. Chybi vSak jasné informace o tom, zda maji LO v této lokalité
dostate¢né zasobeni kyslikem pro své preziti v ¢asném pooperacnim obdobi ve srovnani se
zasobenim v portalnich sinusoidach. Dosud byly popsény pouze 3 ptipady z jednoho centra, z
nichz 2 dosahly primarniho cilového ukazatele HbAlc < 6,5 % (47,5 mmol/mol) po 1 roce au
jednoho doslo k nezavislosti na inzulinu [60].

U vsSech naSich pacientti byla transplantace LO do omenta bezpecna a obnovila
endogenni produkci inzulinu. Pfestoze efekt nebyl dostatecny, aby umoznil vysazeni
exogenniho inzulinu, vedl k dobré metabolické kontrole, iplnému vymizeni stfedné tézkych a
tézkych hypoglykemickych epizod, nadvratu vinimani blizici se hypoglykémie a k ptiblizné 50%
snizeni davky inzulinu. Tento relativni uspéch se u pacienta 2 udrzel 1 po 1. roce, ale u pacienta
1 doslo k recidivé stfedné téZkych hypoglykémii 9 mésicth po transplantaci. Diivod nizké funkce
Stépu u tohoto pacienta neni jasny, ale mezi moZna vysvétleni pati Casné ztrata hmoty  bunck
z technickych divodi, recidiva autoimunity a rejekce. V transplantovaném $tépu byl pomérné
vysoky index velikosti LO, ktery naznacuje vysoky podil vétsich ostrivki, které mohou byt
citlivéj$i na omezeni kysliku a Zivin pfed pfihojenim [80]. Pacient 3 podstoupil svétoveé unikatni
kombinovanou transplantaci LO do velkého omenta spolecné s transplantaci ledviny. I pies
nizké hladiny C-peptidu u néj doslo ke snizeni davek inzulinu a k lepSimu vyrovnani glykémii.
Aby dosahl jesté lepSich vysledkil, byl ¢asné po vykonu zafazen znovu na Cekaci listinu a

podstoupil transplantaci ostrtivkli znovu, tentokrat cestou portalni zily.
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6. Zavér

V prvni ¢asti projektu se nam ve spolupraci s pracovistém DRI v Miami podafilo vyvinout
reproducibilni novy zpisob podani ostrivkl v biodegradabilnim gelu do velkého omenta u
potkanti. Funkéni vysledky charakterizované produkci inzulinu u diabetickych zvitat a stupném
normalizace glykémii odpovidaji hodnotam, kterych 1ze dosahnout pti dosud nejvice pouzivané
a ztady divodi nevyhodné cesté podani do jaterniho portdlniho fecisté. K normalizaci
glykémii postacoval stejny nebo dokonce nizsi pocet LO ostravkl, nez je tomu pfi uziti metody
implantace do jater. Druhym vyznamnym vysledkem byl ndvrh nové rychlé neinvazivni metody
pro ovéreni vitality transplantovanych ostrivkll zalozené na bioluminiscenci. Technika je
vhodna pti hledani novych zpisobi implantace a v naSem ptipad¢ urychlila ovéfeni vhodnosti
ulozeni LO do omenta.

Dalsim vysledkem byla ptiprava nového zpiisobu decelularizace segmentu pankreatu,
ktery svou velikosti a kvalitou mtze slouzit jako matrix pro repopulaci izolovanych LO a
naslednou implantaci do omenta. Sériové magnetické rezonance LO oznafenych oxidem Zeleza
prokazaly, ze si LO wudrzely svou polohu v omentu. Histologické hodnoceni a
imunofluorescenéni zobrazeni potvrdilo jejich Zivotaschopnost a trvalou produkei inzulinu u
nediabetickych syngennich pfijemct. Jediné dalsi vyzkum ukédze, zda pouziti
decelularizovanych skeleti pro transplantaci LO poskytne lepsi vysledky pii 1écbe
experimentalniho diabetu ve srovnani s pifimou transplantaci do jater nebo transplantaci do
omenta s podporou plazmatického trombinového gelu. Navrhovany model pfedstavuje také
platformu pro testovani dalSich modifikaci, jako je intravaskularni ¢i intraduktalni aplikace LO,
statické €1 dynamické metody recelularizace, pouZiti podplrnych mezenchymadlnich
kmenovych bunék a endotelidlnich bun€k a podéani agregatii bunck ostriivkl namisto nativnich
pankreatickych ostravku [81].

Na zaklad¢ uspéSnych vysledkli experimentu jsme pfipravili protokol pro klinickou
transplantaci. Transplantaci Langerhansovych ostrivkli do omenta na Klinice diabetologie
IKEM v letech 2019-2021 podstoupili tfi pacienti s diabetes mellitus 1. typu se syndromem
porusené¢ho vniméni hypoglykémie. Prokazali jsme proveditelnost a bezpecnost transplantace
a schopnost §t€épu v omentu obnovit produkci inzulinu. N&§ ptispévek k vyvoji této nové
metody transplantace ostrivki je v§ak vzhledem k nizkému poctu provedenych vykont zatim
omezeny. V dalSich krocich by m¢l byt tento postup testovan na vétsi skuping pacientil.
Transplantace do omenta vSak jisté rozSifuje portfolio 1é€ebnych moznosti pro osoby, které

nemohou podstoupit transplantaci do portalni zily (hepatopatie, portalni hypertenze).
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