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Abstrakt

Nas vyzkum byl zaméfen na novou metodu transplantace Langerhansovych ostravki do
velkého omenta. Transplantace Langerhansovych ostrivkil je zavedenou moznosti 1€Cby
vybranych pacienti 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.

Velké omentum je dobie chirurgicky dostupné, splituje naroky na vysoké krevni zdsobeni a
pojme velké objemy tkané k transplantaci. Metabolickd funkce samotného Stépu ostrivka
v omentu bez fixace vSak v experimentu nikdy nedosahovala uspokojivych dlouhodobych
vysledkd. Ke zlepSeni ptihojeni $tépu a udrzeni dlouhodobé funkce v omentu je vyuzivano

metod tkanového inzenyrstvi.

V nasem projektu jsme S$tép ostrivkil transplantovali do omenta potkani za pouziti
biokompatabilniho gelu, sestdvajicim zplazmy pfijemce a humanniho 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 pacientli s diabetes
mellitus 1. typu se syndromem poruSené¢ho vnimani hypoglykémie. Allogenni §tép byl
pacientiim transplantovan do velkého omenta dispergovany ve vlastni plazmé& a piekryt
humannim trombinem. Vykon byl provadén laparoskopicky. V ramci naSeho projektu se
podafilo transplantaci uspésné provést u 3 osob. Transplantace do velkého omenta u nich vedla

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



Abstract

Our research has been 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.

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

awareness.
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1. Uvod

Transplantace inzulin-produkujici tkané

Transplantace pankreatu a Langerhansovych ostravka (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 prostfedki rozsitilo o tzv.
hybridni polouzaviené okruhy spojujici inzulinové pumpy s kontinudlnimi senzory hladiny
glukdzy, tyto systémy zatim nefunguji autonomné a pro svou optimalni funkci vyzaduji aktivni
spolupraci ze strany pacienta [2]. Transplantace je tedy zatim jedinou mozZnosti, kterd muze
pacienta zbavit neustalého rozhodovani o vhodné davce, naCasovani a zptsobu aplikace
inzulinu. ProtoZze nabidka vhodnych organti k transplantaci je omezena, provadi se
transplantace pankreatu nebo LO nejcastéji u osob s diabetem 1. typu, které soucasné potiebuji
transplantovat i ledvinu. Mezi indikace transplantace samotného pankreatu nebo samotnych LO
patii zejména diabetes mellitus 1. typu se syndromem poruSen¢ho vniméni hypoglykémie, kdy
byly vycerpany moznosti dostupnych prostfedki jako prevence t€zkych hypoglykémii. Krome
nedostatku darci je limitem pro indikaci transplantace rozvaha, zda pfinos normalizace

glykémii, ptipadné¢ eliminace zavaznych hypoglykémii, vyvazi rizika imunosupresivni 1écby.

Transplantace Langerhansovych ostrivki

Hlavni indikaci transplantace LO jsou opét konzervativné nezvladnutelné casté zavazné
hypoglykémie. Ve srovnéni s organovou transplantaci je tento vykon mnohem méné invazivni.
Je proto vhodny 1 pro pacienty s kardiovaskularnimi chorobami, pro které by organova
transplantace pankreatu byla pfili§ rizikova. Nevyhodou transplantace izolovanych LO je
ovSem obecné mensi objem transplantované inzulin produkujici tkanég, protoze pfi izolaci LO
od exokrinni tkané dochazi ¢asto k nadpolovicni ztrat€ LO. To je také hlavni diivod, pro¢ se
v fadé¢ ptipadii nepodaii dosdhnout uplné nezavislosti na exogennim inzulinu, a je tedy nutno
transplantaci opakovat. Hlavnim tskalim transplantace je nutnost chronické imunosupresivni
terapie. V z4jmu dosaZeni dostate¢né ochrany §tépu pii minimalnim riziku neZadoucich u¢inka
se kombinuji imunosupresiva s riznym mechanismem ucinku podavand v malych davkach [3].

Izolace LO probiha ve specializované laboratofi. Darcovsky pankreas je cestou ductus
pancreaticus naplnén smeési enzyml kolagendzy a neutrdlni protedzy, které naru$i vazby
strukturalnich proteini pfednostné v acinarni tkani. Enzymy jsou inaktivovany v okamziku
uvolnéni ostrivkil od exokrinni tkané. K oddéleni exokrinni a endokrinni tkdné se vyuziva
odli$na hustota obou slozek. Po navrstveni roztokli s rostouci koncentraci a ptidani tkanoveé

suspenze dochazi pii centrifugaci k odd€leni obou slozek. Tkanova suspenze LO s minimalnim
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podilem exokrinni tkan¢ je poté piipravena k transplantaci. Z celkového objemu pankreatu je
ziskano cca 1-2 ml zadouci tkéan€ [4]. Transplantace samotnych LO se provadi jako maly vykon
v lokdlni anestezii. Intervenc¢ni radiolog zavede transhepatalné katetr do hlavniho kmene
portalni zily [5], piicemz se LO spontanné usazujiv jejich perifernich vétvich.

Pro spravnou funkci B-bunék ostriivkli je zdsadni mikroanatomie okolniho prostiedi,
bohaté prokrveni, kontakt s proteiny extracelularni matrix (ECM) a autonomni nervové
zasobeni. B-builky komunikuji s ECM pfes integrinové receptory. Tento kontakt je dalezity pro
piezivani a gluk6zou regulovanou sekreci inzulinu [6]. Béhem izolace se vazby mezi ostruvky,
exokrinnimi bunkami a proteiny ECM kompletné pterusi. Po transplantaci je $tép vystaven
nizké tenzi kysliku, vysoké koncentraci nutrientt, toxint a lékti. Kontakt transplantovanych
ostravkl s krvi ptijemce spousti tzv. nespecifickou zanétlivou odpovéd’. Tkanovy faktor na
povrchu LO spousti koagulacni kaskadu, fibrin vaze a aktivuje trombocyty, dochazi k aktivaci
komplementu a infiltraci $t€pu neutrofilnimi granulocyty a monocyty. Diky kombinaci téchto

nepiiznivych faktorti zanika ¢asné po transplantaci nadpolovicni ¢ast Stépu [7].

Soucasny stav vyvoje metody
Pocty osob na ¢ekacich listindch pted transplantaci inzulin produkujici tkdn€ pfevySuji pocet
organli vhodnych k transplantaci. Proto se vyzkum v této oblasti zaméfuje nejen na vyuziti
alternativnich zdroju B-bun¢k, ale hledaji se také nové techniky, jez by zlepSily bezprostiedni i
dlouhodobé  prezivani oproti dosavadni metod¢ implantace do  jater.
Jako vychozi potencialni zdroj inzulin produkujici tkané se v poslednich letech nabizeji
lidské embryonalni a pluripotentni kmenové buniky, z nichz se mohou vytvofit buniky vSech tf
zarodecnych vrstev véetné vyvojovych stadii bun€k pankreatu. Na podkladé znalosti vyvoje
pankreatu se ptipravuji postupy k fizené diferenciaci bunck az do fenotypu B bunék [8-10]. To
se mize odehrat i v ptipad¢ implantace do podkoZni dutiny [11]. Tato moznost byla testovana
jiz 1 v pilotni studii u lidi [12]. S nadé&ji jsou ocekdvany vysledky prvniho podani plné
diferencovanych inzulin produkujicich bun€k odvozenych =z lidskych embryonalnich
kmenovych bunék bud’ piimo do jater anebo bez néasledné imunosuprese do polopropustnych
implantabilnich zafizeni, ktera brani pfimému kontaktu s krvi a imunitnimi buikami [13]. Dalsi
zmoznosti je pouZiti reprogramovanych non-f bunck technologii transdiferenciace [14].
Zaémérem tzv. makroenkapsulace je predevSim ochrana §t€pu pfed imunitnimi buiitkami
a protilatkami pfijemce pii zachovani difuze kysliku a metabolickych produktt [15]. Néktera
implantabilni zafizeni Jiz prochazi klinickymi zkouskami [16-20].

Néktera mista pro implantaci poskytuji ur€ity stupen tzv. imunoprotekce jako jsou varle



nebo predni ocni komora, vysledky ale nejsou lepsi, nez pti ovétené implantaci do jater [21,
22]. Vyjimku zatim piedstavuje, piedevsim z hlediska dobrého prokrveni a zachované zilni
drenaze stépu do jater, metoda transplantace do velkého omenta. Dal§imi opakované
testovanymi misty jsou podkozi, sval, sténa gastrointestinalniho traktu, transplantace pod
renalni kapsulu ¢i do kostni dfen¢. Transplantace do podkozi patii v soucasnosti mezi nejvice
studované alternativy. Studie na zvifatech vSak prokdzaly, ze pouhd aplikace LO do podkozi
neni funk¢ni pravdépodobné¢ vlivem nedostatecné vaskularizace a mechanického stresu [23].
K transplantatnim experimentim a studiu metabolismu S§tépu je vyuzivdna implantace pod
pouzdro ledviny. Vysledky experimentalnich transplantaci pod renélni kapsulu jsou uspokojivé,
na malych i velkych zvifecich modelech dochazi k rychlému navozeni normoglykémie. Pod
pouzdro ledviny se vSak da transplantovat pouze omezeny objem §tépu, ktery navic trpi hypoxii.

Lidské pouzdro ledviny je malo elastické a neni pro implantaci LO vhodné [24].

Velké omentum jako alternativni misto transplantace LO

Vhodné alternativni misto pro transplantaci LO by mélo $tépu zajistit dostatecnou tenzi kysliku
[25], portdlni Zilni drendZ inzulinu [26] a mé¢lo by pojmout vyS$i objemy tkané [27].
Mikroprostiedi by mélo pfiznivé ovliviiovat piihojeni §t€pu s minimalnim rizikem rozvoje
nespecifickeé zanétlivé reakce [28]. Operacni vykon by mél byt minimalné invazivni s moznosti
biopsie ¢i graftektomie. V téchto ohledech velkou nadéji predstavuje umisténi Stépu LO do
velkého omenta. Velké omentum je dobfe vaskularizované a jedna se o imunitné aktivni orgén
s komplexni strukturou unikatni v obrané proti patogenim. B&hem zanétu jsou v omentu
produkovany proangiogenni a ristové faktory, které podnécuji zvySeni cévni hustoty a pratoku
krve [29]. Prvni pokusy s implantaci LO do omenta se odehrély jiz v 80. letech 20. stoleti [30].
Stép je mozné aplikovat laparoskopicky &i z minilaparotomie mezi listy omenta [31] i v p¥ipadé
vétsiho objemu a je mozné jej do omenta i ,,zabalit™. To je vyhoda proti transplantaci do portalni
zily, kdy pii infuzi velkych objemti miize dojit k portalni hypertenzi ¢i tromboze. Ostravkovy
Stép v omentu neni v piimém styku s krvi pfijemce, coz nespousti nezadouci zanétlivou reakci.

Urcitym rizikem je vznik stfevnich adhezi.

Transplantace do velkého omenta za pouziti metod tkanového inZenyrstvi

Metabolicka funkce ostrivkll uloZenych v omentu bez nalezité fixace nebyla zatim uspokojiva
[32]. ZlepSeni pfinesly az urcité metody ,,tkdflového inZenyrstvi® s cilem pfipravit vhodnou
matrix, ktera by Sté€p stabilizovala na misté a byla dobie prostupné pro kyslik a Ziviny. Tato

matrix je vyvijena napf. ve form€ umélych komilrek nebo hydrogelll [33-35].



Z ptirozenych materidli pro podporu se vyvijeji decelularizované skelety organt,
véetn¢ skelet pankreatu, obsahujici strukturdlni proteiny ECM. Zachované struktury
decelularizovanych orgéni obsahuji umoziuji repopulaci pro bunécnou terapii a tvorbu
arteficidlnich organii. Decelularizaci pomoci detergentii dojde k odstranéni DNA a bunécného
materidlu véetné imunogennich struktur. Zachované komponenty ECM obsahuji predevsim
intersticidlni proteiny a proteiny bazalni membrany, polysacharidy, ristové faktory vazané na
matrix a cytokiny. ECM decelularizované tkané si zachovavé biochemické a prostorové
uspotadani a intaktni vaskulaturu. Zakladnim podnétem pro proliferaci repopulovanych bun¢k
jsou interakce zprostfedkované integriny s proteiny ECM. Nativni ECM pfedstavuje vhodnou
platformu pro osidlovani riznymi typy bun€k, protoze obsahuje informace pro bunéény rust a
funkci.

Béhem izolace LO pied transplantaci jsou ECM a mikroprostfedi §t€pu naruSeny.
Nativni pankreatickd ECM zprostfedkovava interakce mezi buiikami a hraje diileZitou roli pro
prezivani a funkci LO [36, 37], stimuluje proliferaci bunék a vaze ristové faktory [38]. Ackoliv
jsou cytokiny a rustové faktory ptitomné v ECM zastoupeny pouze v malych koncentracich,
pusobi jako signifikantni modulétory bunééného chovani [39]. Laminin, fibronektin a kolagen
IV stimuluji sekreci inzulinu skrze specifické ECM-integrin interakce [6]. Pouziti acelularnich
skelett ECM bylo testovano na xenogennich modelech a je pravdépodobné, ze v acelularnim
skeletu chybi stimuly pro rejekéni mechanismy [40]. Transplantace ostrivkd v nativnim
bezbunééném proteinovém leSeni do velkého omenta by tedy mohla usnadnit jejich piihojent,
zlepsit funkci a zajistit delSi pfezivani, neZ je tomu v portalnim feciSti. Navic mohou byt
v budoucnu tyto konstrukty kromé ostriivky znovu osidleny i podplirnymi typy bunék. Piiprava
decelularizovanych skeletlli pankreatu u potkana a jejich implantace do velkého omenta je

jednim z témat této prace.

Ptezivani ostrivkll v omentu mize také zlepsit uprava média, ve kterém jsou ostriivky
transplantovany. V Diabetes Research Institute (DRI) v Miami, USA, vznikl projekt
biodegradabilniho fibrinového lepidla. Ostriivky jsou transplantovany resuspendované
v autologni plazmé piijemce a piekryty rekombinantnim thrombinem [41]. Kontaktem plazmy
s thrombinem se spusti koagula¢ni kaskada a tvorba fibrinového gelu. Omentum se po aplikaci
gelu preklopi a ostrlivky zlstavaji na misté bez nutnosti sutury. Mikroporézni stavba
fibrinového gelu umoziuje difuzi kysliku v ¢asnych fazich pfihojeni §t€pu a nebrani prortstani
novych cév. Tato metoda byla uspésné vyzkousena v Miami na zvifecim modelu [42] a na

zéklad¢ vysledka byla pouzita u 3 pacientl s diabetem 1. typu se syndromem poruSeného



vnimani hypoglykémie. Bylo dosazeno redukce davek inzulinu a zlepSeni vniméni
hypoglykémii  [43]. Nicméné¢ na  dlouhodobé vysledky se teprve  ceka.

Dalsi testovani této metody s pouzitim humanniho thrombinu a zavedeni transplantace
LO do velkého omenta u lidskych piijemct v Ceské republice bylo umoznéno uzkou spolupraci
Laboratofe Langerhansovych ostrivkti IKEM a DRI v Miami. Cilem bylo pfipravit v IKEM
metodu, kterd zamezi vzniku nespecifické zanétlivé reakce, pfi které zanika velkd Cést
transplantovanych ostrivka. Proto by k normalizaci glykémii méla stacit transplantace Sté€pu

s mensi nez standardni velikosti [44].

Diky svym vlastnostem je velké omentum také vhodnym mistem pro implantaci Stépu
v biologické matrix ¢i skeletech. V této praci jsme se dale zamcfili na piipravu
decelularizovanych skeletli pankreatu potkana pro transplantaci do omenta a na moznosti jeho

in vivo zobrazeni pomoci magnetické rezonance.

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 $tépii v biomatricich v experimentu i v klinice.

Cile prace

Hlavnim cilem prace je testovat novou metodu transplantace Langerhansovych ostruvki

do velkého omenta v experimentu a pripravit protokol ke klinické transplantaci.
Dil¢i cile

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

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

3. Provést klinickou transplantaci Langerhansovych ostrivki do velkého omenta u

lidskych ptijemct.



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 decelularizovaného pankreatu. Porovnavali jsme nékolik decelularizacnich
postupli a testovali vlastnosti ziskanych skeleti. UspéSnou metodu jsme pouzili pfi
transplantaci LO v ECM skeletech, které jsme ukladali do velkého omenta. LO byly znaceny
in vitro nanocasticemi superparamagnetického oxidu Zeleza a osud $tépti po transplantaci byl
sledovan MR in vivo. Vitalitu LO jsme testovali pomoci bioluminiscen¢niho zobrazeni in vivo
a funk¢nimi testy glukézové tolerance. Po zavedeni funkéniho experimentalniho modelu jsme

vypracovali protokol pro klinické pouziti nové metody u ¢lovéka.

3.1. Metodika transplantace LO do velkého omenta za pouZiti fibrinové matrix

Izolace LO, ptiprava biodegradabilniho lepidla a transplantace

Jako darci LO byli pouziti samci potkanti kmene Lewis. Polovina darci byla transgennich,
exprimujici gen pro enzym luciferazu (LUCH). Jako piijemci transplantitu byly pouzity
nebioluminiscenéni (LUC-) samice potkanli kmene Lewis. Experimentalni diabetes byl u
pfijemcti navozen intraperitonedlni injekci streptozotocinu. LO urcené k transplantaci byly
ziskany od LUC+ a LUC- darct. Pro zhodnoceni u¢innosti nové metody bylo pouzito optimalni
(10 LO na 1 g télesné hmotnosti) a hranicni (4 LO/g) mnozstvi LO,[44-47]. Kazdy transplantat
byl slozen z 50 % LUC+ a 50 % LUC- LO. Izolované LO byly transplantovany do velkého
omenta v plazma-thrombinové biomatrix [41]. Plazma byla ziskdna ze syngennich zvifat.
Lidsky thrombin ze soupravy Surgiflo Hemostatic Matrix byl pted transplantaci rozpustén v
aqua pro injectione v koncentraci 1000 IU/ml. Diabeti¢ti piijemci byli rozdéleni do 3
experimentalnich skupin. Zvitata ve skupiné A (n=7) podstoupila transplantaci 4 LO/g télesné
hmotnosti do velkého omenta v plazma-thrombinové biomatrix. Ve skupiné B (n = 10) bylo
piijemcim transplantovano 10 LO/g do omenta s pouzitim biomatrix. [zolované LO byly ru¢né
spocitany, resuspendovany v autologni plazmé a aplikovany na velké omentum. Lidsky
thrombin byl rozpusStén v aqua pro injectione a nakapan na $tép. Vznikl gel a omentum bylo

pielozeno a navraceno do dutiny bfi$ni. Zvifatim ve skupiné C (n=7) byly standardn¢ do jater



transplantovany 4 LO/g: substerndlni minilaparotomii byly LO injikovany do ileocekalni zily.

K prevenci krvaceni byl pouzit mikrofibrilarni kolagen Avitene®.

Metabolické sledovani prijemci a zobrazovani Stépu

Ptizniva funkce LO byla definovdna glykémii < 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. 40. a 80. den po transplantaci byly provedeny intravendzni gluk6zové tolerancni
testy. LaCnym pfijemctim bylo do ocasni Zily i.v. aplikovano 0,5 g/kg glukdzy. Glykémie byly
méteny v 0. min a poté po 5, 10, 20, 30, 40, 60, 90 a 120 min. Byl vypocten koeficient asimilace
glukézy (Kg). C-peptid byl hodnocen v séru odebraném na lacno a 10 minut po podani glukézy
pomoci souprav ELISA Rat C-peptide. 100. den experimentu bylo omentum obsahujici §tép u
zvitat ve skupindch A a B explantovdno. Zvifata byla poté sledovana dalsi tyden, aby se
potvrdila recidiva diabetu. Zvitata ve skupiné C byla sledovana do 100. dne. 120. den (100. den
ve skuping C) byly v§em pfijemctim vyjmuty pankreaty a sledovani bylo ukon¢eno. Zobrazeni
BLI bylo provedeno 14, 30, 60 a 90 dni po transplantaci. Nejprve byla zvifata v celkové
anestezii umisténa do kamerové komory k provedeni snimkl ve stupnich Sedi, poté jim byl
intraven6zné podan D-luciferin. Emise fotonti byla zachycena béhem 60s expozice. Snimky ve
stupnich Sedi byly piekryty snimky bioluminiscen¢niho signalu. Velka omenta se $tépy a jatra
pfijemct byly 100. a 120. den experimentu excidovany a fixovany v 10 % formalinu.
Parafinové fezy tkani byly obarveny hematoxylinem a eozinem (H&E). Pro imunochemickou
detekci endotelidlnich bunék byla pouzita protilaitka antiCD31 a pro imunofluorescencni

analyzu beta bun¢k protilatka proti inzulinu.

3.2. Metodika decelularizace pankreatu a implantace skeletii do omenta
Techniky perfuze pankreatu

Jako pfijemci a darci pankreatu pro decelularizaci a izolaci LO byli pouziti dospéli samci
potkanli Lewis. Déarcovské pankreaty byly perfundovany katetrem z pankreatického duktu z
duodena nebo jaterni strany, pfes Zalude¢ni tepnu a pfes portalni nebo slezinnou zilu. Pro
perfuzi pankreatickym duktem pies papilu (PDP; n = 16) byla v duodenu pod papilou provedena
incize a katetr byl zaveden antegradné do Zlu¢ovodu. Ex vivo bylo duodenum proplachnuto
fyziologickym roztokem, oba konce byly podvazany. Pro perfuzi pfes pankreaticky vyvod z
jaterni strany (PDH; n = 13) byl katetr zaveden retrogradné do spole¢ného zlucovodu. Ex vivo

bylo duodenum vyplachnuto a oba konce byly podvéazany. Vyusténi vyvodu do duodena bylo



uzavieno svorkou. Pro perfuzi pies portalni zilu (PV; n = 19) byl katétr zaveden retrogradné do
portalni zily, celiakdlni, zalude¢ni a slezinné cévy byly podvazany, slinivka byla vyfiznuta a
vyjmuta z dutiny bfi$ni. Pro perfuzi ptes arteria gastrica (GA; n = 12) [54] byla exponovana
leva zaludecni tepna, do které byl fixovan katetr. Pfed decelularizaci bylo télo pankreatu s
ocasem naplnéno roztokem detergentu, vyfiznuto a odstranéno z bfisni dutiny. Pro perfuzi pfes
slezinnou Zilu (SV; n = 34) byl obnazen a vytiznut ocas pankreatu, slezina a omentum. Poté byl
ocas pankreatu pod svorkou nafiznut a odstranén z dutiny bfiSni. Ex vivo jsme do slezinné zily
zavedli a fixovali katétr. Nasledn¢ byla od pankreatického ocasu odstranéna slezina, omentum
a 3-4 a ocas pankreatu byl pfipraven k perfuzi a decelularizaci. Kanylované pankreaty byl
pfipojeny k perfuznimu systému, jenz se sklada z peristaltické pumpy, hadicek a komory.
Decelulariza¢ni protokol zahrnoval 60 min perfuzi s 1% Tritonem X-100, 120 min perfuzi s
0,5% dodecylsulfaitem sodnym a poté 120 min perfuzi s 1% Tritonem X-100, vSe rychlosti
pratoku 5 ml/min. Proces byl ukonéen perfuzi roztokem DNézy (0,4 U/l) po dobu 60 min.

Testovani kvality decelularizace

Kvalitu decelularizace jsme porovnavali se slinivkami zdravych kontrolnich potkant a
slinivkami diabetickych potkanti. Obsah DNA po decelularizaci byl kvantifikovan v tkanich v
kontrolnich 1 diabetickych zvifat. Mnozstvi celkové DNA bylo stanoveno pomoci
spektrofotometru NanoDropTM. Obsah inzulinu byl méfen v decelularizovanych tkanich a v
kontrolnich pankreatech zdravych a diabetickych zvifat. Koncentrace hormonti byly méteny
pomoci soupravy ELISA Rat Insulin Ultrasensitive pro skelety ECM a soupravy ELISA Rat

Insulin pro pankreaty.

Imunohistochemie a imunofluorescence

Ptipravené vzorky tkani k imunohistochemii byly obarveny bud® H&E nebo specifickymi
protilatkami. Byly pouzity nasledujici 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-cytokeratin 7, rekombinantni anti-CD31,
anti-vitronektin a anti-a-amyldza. Poté byl pouzit chromogen DAB Substrate Kit. Vzorky tkéni,
které obsahovaly LO oznafené nanocCasticemi zZeleza, byly obarveny roztokem pruské modfi,
aby se detekovala loZiska zeleza. Vzorky tkani k imunofluorescen¢nimu barveni byly znaceny
primarnimi protilatkami: anti-laminin, anti-fibronektin, anti-kolagen IV, anti-kolagen VI, anti-
entaktin/NID a anti-kolagen I. Bunécna jadra byla znacena 4,6-diamidino-2-fenylindolem

(DAPI).



Transplanta¢ni experimenty a zobrazovani MR

LO jsme izolovali podle standardniho protokolu. Po izolaci byly LO spocitany pod disekénim
mikroskopem pro pouziti pii repopulaci skelett ECM, oznaeny nanocasticemi
superparamagnetického oxidu zeleza (SPIO) pfidanim MRI kontrastni latky, ferukarbotranu
(Resovist®), do kultivaéniho média a kultivovany pies noc. LO ve skeletech ECM jsme
transplantovali do velkého omenta (n = 4). LO byly manuéln¢ infundovany do ECM skeletu
pies SV. Omentum bylo pietazeno pies skelet ECM a zajisténo stehem. Piijemci byli sledovani
pomoci MRI in vivo bezprostiedné po transplantaci a poté kazdy tyden po dobu 49 dni. Ve
dnech 21 a 49 byly Stépy explantovany pro histologické vySetieni. Experimenty in vivo byly
potizeny na MR skeneru 4,7 T vybaveném dualni povrchovou civkou 1H/19F. Zpracovani MRI
a analyzy byly provedeny pomoci softwaru Imagel (https://imagej.nih.gov/ij/, verze 1.46r,
National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA). M¢fili jsme objem Stépu a frakeni ztratu

signalu (FSL), ktera indikuje pfitomnost Zeleza ve Stépu.
3.3. Klinicka transplantace Langerhansovych ostriivkii do omenta

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 sucasti ve studii.
Transplantace LO do velkého omenta byla do roku 2023 provedena u 3 pacientli (Tabulka 1).
Jeden pacient byl indikovan ke kombinované transplantaci LO do omenta spolu s transplantaci

ledviny pro chronické onemocnéni ledvin v termindlnim stadiu.

Tabulka 1. Charakteristika pfijemcu.

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

Piiprava biomatrix a izolace Langerhansovych ostruvki

Dvéma zékladnimi slozkami biokompatibilni matrix jsou lidska autologni plazma (obsahujici
LO) a lyofilizovany lidsky thrombin. Autologni plazma k pfipravé gelu byla pacientim
odebrana na Transfuzni stanici IKEM. Humdnni thrombin byl pouzit z komercniho setu

chirurgického lepidla Surgiflo. Izolace LO z pankreatli od kadaverdznich darci probéhla



standardnim zptisobem. Po izolaci byly LO promyty, odstiedény a rekonstituovany
v rozmrazené plazmé piijemce. Huméanni thrombin z komeréniho setu Surgiflo byl natedén

aqua pro injectione dle navodu (1000 IU na 1 ml) a byl pfipraven do injekcnich stiikacek.

Transplantace Langerhansovych ostrivki do velkého omenta

Transplantace LO do velkého omenta probéhla v celkové anestezii laparoskopicky. Na
rozprostiené omentum na plochu pfiblizné 10 x 10 cm byl postupné aplikovan stép LO
v autologni plazmé a ptekryt humannim thrombinem. Po vytvofeni gelu bylo omentum
nasledné pielozeno pfes sebe, zavinuto kranidlné¢ a ulozeno subhepatalné. U pacienta ke
kombinované transplantaci probéhla transplantace ledviny po laparoskopické transplantaci LO

standardnim zptsobem z Sikmého fezu v pravém hypogastriu.

Metabolické sledovani pacienti

Po vykonu byly u pacientli pravidelné sledovany glykémie pomoci glukometru a CGM. Hladina
C-peptidu byla méfena 1., 2., 3., 7. den po transplantacia 1, 3, 6, 9, 12 mésicii po transplantaci.
Za 90 dni po transplantaci byl proveden pacientim mixed meal test (obdoba oralniho
glukézového toleran¢niho testu s ndpojem s obsahem sacharidi, tukd a proteind, pfi testu je
métena glykémie, hladina inzulinu a lacny a stimulovany C-peptid v 0., 30., 60., 90., 120., 150.

a 180. minut¢ testu).

3.4. 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 parii. 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 LO do velkého omenta za pouZiti fibrinové biomatrix
Funkce ostruvkového $tépu

Nela¢na 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 1). 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 zvitata prospivala. Testy IVGT provedené 40. a
80. den experimentu prokazaly normélni konstanty asimilace glukozy (Kg, primér) ve vSech

skupinéch po intravendzni davce 0,5 g/kg glukozy.
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Obrazek 1. Vyvoj glykémii béhem studie. U vSech zvifat byla obnovena normoglykémie
(glykémie < 10 mmol/l). Ve skupinach A a B byl 100. den po transplantaci $tép explantovan 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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Viabilita §tépu ostrivki, histologie

Stabilni BLI signdly potvrdily zivotaschopnost a umisténi ostrivkovych Stépti u zvifat ve
skupinach A 1 B po transplantaci do omenta (Obrazek 2). BLI signal se zacal zvySovat po 30
dnech experimentu. 90. den byla celkova zativost stejnd nebo dokonce vyssi nez pii prvnich
méfenich po transplantaci. Udaje jsou shrnuty na obrazku 2. Naopak u zvifat ve skupiné C,
kterd podstoupila transplantaci ostrivkti do jater, nebyly zachyceny zadné BLI signaly.
Ptitomnost LO v explantovanych omentech a jatrech byla potvrzena histologicky. Ostravky v
omentu byly nepravidelné rozprostfeny v biomatrix. Imunohistochemické barveni protilatkou
anti-CD31 bylo pouzito ke zmapovani neovaskulatury kolem §t€pii a uvnitt nich. V omentalnim
i jaternim Stépu byly potvrzeny siln¢ inzulin-pozitivni buiiky. Obsah inzulinu v pankreatech byl

velmi nizky a odpovidal u¢inku streptozotocinu,
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Obrazek 2. BLI ve skupinach A a B. a - BLI signaly prokazujici viabilitu a umisténi LO u
zvitat s10 LO/g (panely B) a 4 LO/g (panely A). Vysetieni 14., 30., 60. a 90. den po
transplantaci. b - Kvantifikace celkového zatfeni ve skupinach A a B (p = 0,0098).
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4.1.2. Decelularizace pankreatu a implantace skeleti do velkého omenta

Ucinnost perfuzni decelularizace

Dércovské potkani pankreaty jsme perfundovali pies ductus pancreaticus, portalni zilu,
zalude¢ni tepnu a slezinnou zilu. Nativni pankreas béhem procesu decelularizace pribézné
ménil barvu (Obrazek 3a-c). Po 6 h jsme ziskali acelularni skelety s dobie zachovalou siti cévam
podobnych struktur. Integrita cév v decelularizované slinivce byla testovana aplikaci zfedéného
roztoku Patent blue (Obrazek 3d). Kvalita decelularizace byla analyzovana z hlediska obsahu
zbytkového inzulinu (Obrazek 3f). Prokazali jsme vyznamné snizeni (p < 0,001) obsahu
inzulinu a dvouvlaknové DNA v decelularizovanych pankreatech (Obrazek 3e). Vyznamny
rozdil v obsahu DNA byl také mezi kontrolnimi zdravymi a diabetickymi pankreaty (p < 0,05).
Pii histologickém vySetfeni bylo potvrzeno acelularni slozeni skeletti. Barveni H&E
neprokédzalo zaddné zbytky bunck a barveni DAPI ukdzalo, ze po dokonceni procesu

decelularizace nezlstaly zadné jaderné komponenty.

Zastoupeni makromolekul ECM v decelularizovanych pankreatech

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 zvlast¢ hojné v duktech a cévach.
Vitronektin vyvolaval slaby signal. Podily pfisluSnych antigenii se neliSily mezi pankreaty
decelularizovanymi rliznymi zplUsoby ani pfi srovnani s nativnimi pankreaty. Absence
protilatky anti-CD31 prokazala ve skeletech ECM neptitomnost endotelovych bunck. Chybély
1 hormony pankreatickych ostrlivki (inzulin, glukagon, somatostatin) a exokrinni enzym
amylaza. Zbytkové fragmenty DNA byly ve skeletech pozorovany jen vyjimecné. Naproti tomu

v kontrolnich nativnich pankreatech byla hojné pozorovdna neporusena bunéfnd jadra.

Transplantace ECM skeletii s pankreatickymi ostrivky do omenta

K transplantaci jsme pouzili skelety ziskané perfuzi pfes SV. Omentum bylo vytaZeno z bfiSni
dutiny a rozloZeno. Na omentum byl umistén skelet ECM a ostriivky byly vpraveny do skeletu
cestou katetru v SV (Obrazek 4b). Nakonec bylo omentum pfetazeno pies skelet ze vSech stran,
aby byl skelet uzavien (Obrazek 4c). Poté bylo omentum obepinajici skelet zajisténo jednim

stehem a vraceno zpé€t do dutiny bfisni.
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Obrazek 3. Decelularizace pankreatu. (a-¢) Zména barvy béhem perfuzni decelularizace ocasu
pankreatu pres SV; (d) hodnoceni intaktniho cévniho systému byl infuzi Patent Blue; (e)
kvantifikace DNA; (f) kvantifikace inzulinu. * p < 0,05 a *** p <0,001.
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Obrazek 4. Implantace repopulovaného skeletu do omenta. (a) [lustra¢ni 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.

Magneticka rezonance

Piijemci ECM skeletl s ostriivky zna¢enymi nanoc¢asticemi Zeleza byli v n¢kolika ¢asovych
bodech hodnoceni pomoci 1H MRI (Obrazek 5a). Behem prvnich dvou tydnt se primérny objm
Stépu zmensil, coz odpovidalo naSemu piedpokladu, ze tekutina ve skeletu ECM
preimplantacné a béhem transplantace bude odtékat do okolni tkané&. Ve 35. dni byl pozorovan
dalsi pokles objemu a dale se jiz objem neménil. V poslednim casovém bodé¢, 49. den, bylo

velmi obtizné detekovat implantované ECM skelety, a to diky nizké specifit¢ 1H MRI. Maly
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objem S$tépu ztézoval jeho odliSeni od jinych struktur v peritonedlni oblasti, proto bylo
hodnoceni pomoci 1H MRI ukonceno. FSL vypoctend v kazdém ¢asovém bod¢ ziistala stabilni,

coz naznacuje, ze nanocastice SPIO nebyly translokovany ze skeletu ECM.

merged = : " < Fe +H&E
50 0 um 50 O pm s 8- 50Em

‘ Fe+H&E |

Obrazek 5. Osud LO znaCenych SPIO ve skeletech (a) MR snlmky skeletu (s1pky) s LO v
omentu po dobu 7 tydnt; (b) fluorescencni snimky LO ve skeletech 21 dni po transplantaci;
(vlevo) inzulin-pozitivni buiiky (Cerven¢) ve §tépu; (uprostied vlevo) protibarveni jader DAPI
(modfe); (uprostied vpravo) slouceny snimek — inzulin v buinkéach s neporusenymi jadry;
(vpravo) histologicke vySetieni loZisek zeleza (modré skvrna a Sipky); (¢) fluorescen¢ni snimky
ostrivki ve skeletech 49 dni po transplantaci do omenta.

4.2. Klinicka transplantace
Transplantace ostrivki do velkého omenta

U vSech pacientl trval laparoskopicky zakrok pfiblizn€ 60 min bez komplikaci. Pacienti po
vykonu stravili 2 h na jednotce intenzivni péce a byli pfevezeni na intermediarni jednotku
Kliniky diabetologie. Pacienti po izolované transplantaci byli propusténi z nemocnice 5.
pooperacni den. Pfijemce LO soucasné s ledvinou byl propustén po 14 dnech. Dale byli

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

Vyvoj glykémii, metabolické sledovani pacienti

Béhem prvniho roku sledovani po transplantaci nebyly u pacientli zaznamendny zadné zavazné
chirurgické komplikace. Hladiny lacného C-peptidu, hodnoty HbAlc a celkova denni davka

inzulinu v prvnim roce po transplantaci jsou uvedeny v tabulce 2.
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Tabulka 2. Zaikladni metabolické  parametry  pacienti  po  transplantaci.

Pacient Pied Tx 6 tydnu 6 mésicu 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 po transplantaci LO do omenta byl 9 mésicii bez zdvazné hypoglykémie a klesla
hodnota HbAlc. Pacientovi se navratilo rozpoznavani mirnych hypoglykémii. Od 9. mésice po
vykonu se funkce LO zacCala zhorSovat, protoze hlasil stfedné zdvazné hypoglykemické
ptihody, které vSak nevyzadovaly pomoc druhé osoby. I pies tyto epizody hypoglykémie doslo
u pacienta ke zlepseni kvality Zivota. Hladiny laéného C-peptidu ziistavaly pozitivni, coz sved¢i
o pokracujici funkci ostrivkl. Pacient 2 nemél béhem 12 mésict po transplantaci ani jednu
zavaznou hypoglykemickou ptihodu, klesla mu denni davka inzulinu, kles] HbAlc a zlepsila
se kvalita zivota. Laény C-peptid byl u tohoto pacienta po celou dobu po transplantaci pozitivni.
U 3. pacienta po transplantaci LO do omenta klesly davky inzulinu a hodnota HbAlc, a to 1
ptes pokles hladiny laéného C-peptidu. Béhem prvniho ptl roku po transplantaci zaznamenal
pouze mirné hypoglykémie bez nutnosti pomoci dal§i osoby a zlepSily se jak variabilita

glykémii, tak 1 kvalita zivota. Funkce §tépu ledviny byla po celou dobu stabilni.

4. Diskuze

Na§ 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 skelett
pro dalsi budouci vyzkum a povzbudivé vysledky transplantaci na zvifecim modelu vedly nés
tym k pfipravé vlastniho protokolu transplantace LO do velkého omenta ve fibrinovém gelu u
osob s diabetes mellitus 1. typu se syndromem poruchy rozpoznavani hypoglykémii.

V piehledové publikaci Finding Eden - alternative transplantation sites for pancreatic
islets. (Hladikova et al., 2022) jsme popsali soucasné trendy ve vyzkumu transplantace inzulin-
produkujici tkan¢ se zaméfenim na alternativni mista transplantace. Zminili jsme zde vyhody a

nevyhody transplantace do velkého omenta.
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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
nelis$i od vysledkti konvencni transplantace do jater. Nejen standardni, ale i marginalni pocty
LO spolehlivé normalizovaly hladinu glukézy v krvi u zvitat s diabetem. Pouziti nizkého poctu
LO jiz od 4 LO/g vedlo k podobnym glykemickym profilim a rychlosti asimilace glukézy
jakych bylo dosazeno transplantaci do jater. Histologické vysSetieni ukazalo zachovalou
anatomii LO a bohatou kapilarni sit’ uvnitf bioarteficidlniho leseni v omentu. Tticet dni po
transplantaci jsme zachytili zvySeny BLI signal, ktery lze vysvétlit spéSnou postupnou
revaskularizaci $tépu. BLI byla testovana jako zobrazovaci metoda, kterd by mohla sledovat
zivotaschopnost a umisténi LO transplantovanych do velkého omenta v experimentu. Na
preklinickém modelu malych zvifat jsme prokdzali, ze BLI nabizi bezpecnou a
reprodukovatelnou techniku pro potvrzeni piezivani LO. Zachycena BLI jednoznacné
prokazala ptitomnost vitdlniho §t€épu LO v omentu po celou dobu studie. Nase vysledky
ukazuji, ze BLI je jasné€ schopna rozlisit riiznd mnozstvi transplantovanych LO. Citlivost testu
umoznila jeho pouziti u standardni i u marginalni velikosti §t€pu. VSechna zvifata dosahla
normoglykémie a po intravendznim podani glukozy vykazovala normalni nebo témét normalni
koeficienty asimilace glukozy. Mezi vyhody velkého omenta patii jeho vysoka vaskularizace,
snadnd chirurgicka dostupnost a velky povrch, ktery umoziuje transplantaci vétSich a méné
vyhodou vSak je, Ze transplantace do omenta eliminuje riziko pfimého kontaktu $tépu s krvi
pfijemce. Na druhou stranu v literatufe nalezneme 1 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 [49] a migraci LO z piivodniho umisténi,
a to 1 pfes pouziti biokompatibilniho plazma-trombinového gelu k fixaci LO v omentalnim
laloku a pouziti biokompatibilniho leSeni pro podporu piihojeni a revaskularizaci. V naSem
experimentu jsme diky BLI potvrdili, Ze v horizontu minimalné 90 dni po transplantaci byl §tép
v omentu stale integrovany.

Pro dalsi vyzkum jsme se rozhodli testovat implantaci LO do omenta
implantaci LO, podpofit piihojeni a urychlit revaskularizaci. Na§ kompletni vyzkum, véetné
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). Dfive popsané techniky pfipravy skeletu slinivky vzdy vedly k jeho nadmérné

17



velikosti, ktera ptesahovala technickou proveditelnost pro umisténi do omenta. Proto jsme
vyvinuli novou metodu pro decelularizaci pouze ocasu pankreatu s pristupem pies SV.
Prokazali jsme, Ze skelety pfipravené nasi novou metodou mély pfimétenou velikost a jejich
sloZzeni proteind, kvalita decelularizace, zbytkovy obsah DNA a anatomicka integrita byly
srovnatelné nebo lepsi nez u jinych difive popsanych decelularizacnich technik [50].
Opakovanym MRI sledovanim ostriivkd, které byly in vitro oznaceny nanocasticemi Zeleza,
jsme potvrdili, ze jejich poloha je v omentu stabilni. Nanocastice Zeleza byly histologicky
detekovany uvniti bunék LO i v lokalnich makrofazich v jejich okoli. Toto zjisténi je v souladu
s naSimi piedchozimi vysledky, které ukazuji, Ze nanocastice jsou Castecné translokovany z
cytoplazmatickych vezikul endokrinnich bun¢k do mezibunééného prostoru s naslednou
fagocytozou hostitelskymi makrofagy [51, 52]. Napierala et al. [S0] popsali uspéSnou metodu
decelularizace celé slinivky potkana, srovndvali pfistupy arteridlni, PV a PDP perfuze.
Repopulacni piistupy vykazovaly variabilni t¢inky. Kdyz byly intaktni LO vloZeny do cévniho
systému, mély tendenci uviznout uvnitt cév, a kdyz byly LO vstiiknuty do vyvodu, mély
tendenci unikat do pankreatického parenchymu. Tato zjiSténi naznacuji, Ze zachovani
makroskopické struktury decelularizovaného organu je méné dilezité nez biochemické
vlastnosti skeletu [53, 54]. Zbyvajici nevyfeSenou otazkou je, jaky je nejlepsi zplsob
transplantace repopulované pankreatické matrix. Vétsina skupin zabyvajicich se decelularizaci
pankreatu vSak popisuje pouze in vitro experimenty zamétené na funkci LO a cytokompatibilitu
skeleti [51, 53]. Yu et al. [47] popsali kratkodobou funk¢nost bunék INS-1E, které byly pouzity
k repopulaci pankreatického skeletu u potkanti. Popsali sloZitou cévni anastomdzu mezi cévami
skeletu a cévami hostitelské ledviny. Tato studie prokdzala prichodnost delikdtni anastomozy
cév decelularizovaného §té€pu s obéhem piijemce. Zistava vsak nejasné, zda by tato technika
byla vhodna pro transplantaci celych LO. Ackoli vSechny dosavadni vysledky na poli
decelularizace pankreatu mohou piedstavovat krok smérem k ptipravé tzv. ,biarteficidlniho*
pankreatu, doposud nebyly popsany zadné pokusy o repopulaci téchto matrix B-buiikami
s dlirazem na metabolickou funkci §tépu.

S ohledem na Gspésné 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. Pribéh a vysledky
prvnich dvou transplantaci LO do 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 trettho pacienta jsou soucésti prikladané dizertatni préce.

18



V roce 2017 Baidal et al. oznamili povzbudivé vysledky u prvnich 3 pacientli s diabetem
1. typu léCenych intraomentalni transplantaci LO s pouzitim rekombinantniho thrombinu k
vytvoreni fibrinového leseni [55]. Méné sofistikovany pfistup byl pouzit u série 4 pacientd,
ktefi podstoupili autotransplantaci LO po totalni pankreatektomii. V té€chto ptipadech bylo 25
% az 36 % objemu neociSténych LO umisténo do omenta a zbytek do jater [56]. V této skupiné
bylo omentum vybrano z divodu stoupajiciho portalniho tlaku béhem infuze velkého objemu
nepurifikované tkan¢ do portalni Zzily. Pro fixaci LO v omentdlnim vaku bylo pouzito
chirurgické fibrinové lepidlo. Vysledky u téchto 4 pacientii nebyly horsi nez u kontrolni
skupiny, ktera dostala autologni LO pouze do portalni zily.

Experimentalni vysledky véetn¢ technologie tvorby biologického leSeni prezentované v
této praci byly zasadni pro zahdjeni klinického programu v nasem transplantacnim centru.
Do na$i klinické studie jsme zahrnuli pacienty se syndromem poruseného vniméni
hypoglykémie s hypoglykémiemi refrakternimi k intenzivni 1é€b€. Tito pacienti obvykle trpi
diabetem jiz mnoho let a vykazuji abnormalni regulaci hladiny glukézy. Mezi nimi peclivé
vybrana skupina s labilnim diabetem nereagujicim na medikament6zni a technologické zasahy
ma z transplantacni 1€cby zjevny prospéch [57]. Bohaté arteridlni zasobeni a velky povrch jsou
pfedpokladem rychlé revaskularizace ostrivkového S$t€épu v omentu. Chybi vSak jasné
informace o tom, zda maji LO v této lokalit¢ dostatecné zasobeni kyslikem pro své preziti v
¢asném pooperacnim obdobi ve srovnani se zdsobenim v portalnich sinusoidach. Dosud byly
popsany pouze 3 piipady z jednoho centra, z nichz 2 doséhly primarniho cilového ukazatele
HbAlc <6,5 % (47,5 mmol/mol) po 1 roce a u jednoho doslo k nezavislosti na inzulinu [43].
U vsech naSich pacientl byla transplantace LO do omenta bezpecna a obnovila endogenni
produkci inzulinu. PiestoZe efekt nebyl dostatecny, aby umoznil vysazeni exogenniho inzulinu,
vedl k dobré metabolické kontrole, uplnému vymizeni stfedné té€zkych a tézkych
hypoglykemickych epizod, navratu vnimani bliZici se hypoglykémie a k pfiblizn€ 50% sniZeni
davky inzulinu. Tento relativni ispéch se u pacienta 2 udrzel 1 po 1. roce, ale u pacienta 1 doslo
k recidivé stfedné t€zkych hypoglykémii 9 mésict po transplantaci. Diivod nizké funkce Stépu
u tohoto pacienta neni jasny, ale mezi mozna vysvétleni patfi ¢asnéd ztrata hmoty 3 bunck z
technickych divodi, recidiva autoimunity a rejekce. Pacient 3 podstoupil svétové 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 lep§imu vyrovnani glykémii.
Aby dosahl jesté lepSich vysledkil, byl ¢asné po vykonu zafazen znovu na Cekaci listinu a

podstoupil transplantaci ostrivkli znovu, tentokrat cestou portalni Zily.

19



5. 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 [58].

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 dalsSich krocich by m¢l byt tento postup testovan na vétsi skuping pacienttl.
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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