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Abstrakt—Transplantace Langerhansovych ostriivkll je jedna z metod, kterd slouzi k terapii diabetu mellitu 1. typu. Urceni
objemu a kvality nebarvenych ostriivkil pred transplantaci je pretrvavajici problém. Rada piistupti identifikuje ostriivky pomoci
barveni malého vzorku z materidlu ur¢eného k transplantaci, ale odbér vzoru je provazen vyznamnou chybou. Nas projekt ma za
cil umoznit hodnoceni celého transplantovaného objemu na zékladé neinvazivnich metod jako svételna reflektance nebo
autofluorescence a okamzitou klasifikaci ostriivki za pouziti segmentaéniho pfistroje. Tento pfistup povede k presnéjsimu
stanoveni parametrti Langerhansovych ostriivkll a naslednou vétsi prediktabilitu vysledki transplantace.

Abstract—Transplantation of the islets of Langerhans is one of the methods used for diabetes mellitus type 1 therapy. Estimation
of the volume and quality of unstained islets is a longstanding problem. A number of methods identify islets by staining a small
sample from the material for transplantation, but this sampling is accompanied with a significant error. Our project aims to enable
the evaluation of the whole volume of the transplanted material based on non-invasive methods such as light reflectance
or autofluorescence and the immediate classification of the islets using a sorting device. This approach will lead to a more
accurate determination of the parameters of islets of Langerhans and a better predictability of transplantation outcomes.
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1. Uvod

Langerhansovy ostruvky jsou shluky bunék o velikosti mezi 0,1 a 0,5 mm nachazejici se ve slinivce bfisni,
které maji mimo jiné na starosti produkci glukagonu a inzulinu — 2 hlavnich hormoni regulujicich hladinu glukozy
v krvi. Glukagon zvySuje hladinu glukézy a je tvofen v tzv. a—buikach. Inzulin snizuje hladinu glukozy a je
produkovan v B-bunkach. Diabetes mellitus 1. typu (DM1T) je autoimunitni onemocnéni zpusobujici Giplnou ztratu
B-bunck, ¢imz znemoznuje pfirozenou regulaci glukézy v krvi [1]. Transplantace izolovanych Langerhansovych
ostrivki byla vyvijena od 60. let 20. stoleti. Vyznamné se rozsifila po roce 2000, diky nalezeni imunosupresivniho
protokolu. Je pfevazné ur€ena nemocnym s zivot ohrozujici poruchou rozpoznavani hypoglykemie a tam, kde
by transplantace celé slinivky byla pfilis rizikova [2].

Procedura spociva v infuzi ostrivka do vratnicové zily vedouci do jater. Ostrivky se nasledné zachyti
v jaternich sinusoidach a kontinualné reguluji mnozstvi glukézy v krvi [3].

Reprodukovatelnost vysledkd transplantace Langerhansovych ostrivkt vyzaduje klast vétsi diiraz na jejich
kvantitu a kvalitu, které by mély byt posuzovany v podobném rezimu jako krevni transfize. Jedna se o
bezinfekénosti a zivotaschopnosti ostriivkll a také o jejich funkei, objem jednotlivych ostrivkii a miru pfimesi
zbytkové tlané slinivky. Ta se od ostrtivkd odli¢uje naptiklad pomoci rychlého barveni dithizonem, ktery se vaze na
zinek v molekule inzulinu v B-bunkach ostrivki a zplsobuje jejich zbarveni do Cervena. Tento proces vsak
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zpusobuje znehodnoceni vzorku [4]. Velice dilezitym parametrem ostrivku je jeho velikost, protoze jeho pfeziti
zavisi primarné na zasobovani kyslikem pomoci difuze. Z tohoto diivodu jsou hypoxii vice ohrozeny vétsi ostruvky
[5].

Cilem naSeho projektu je nalézt takové metody hodnoceni viability a Cistoty ostriivkt, které nebudou Skodlivé
pro zkoumané ostrivky a budou tudiz pouzitelné pro cely objem materidlu ur¢ené¢ho k transplantaci, a odstrani
problém variability odbéru vzorkt. Dal§im krokem bude navrh pfistroje, ktery bude schopen vzorky méfit a tridit
na zakladé preden stanovenych parametrti a dovoli tim doktorim lépe kontrolovat vlastnosti ostrivki uréenych
k transplantaci, a tudiz i Iépe predikovat vysledky terapie.

2. Parametry Langerhansovych ostrivki

2.1 Velikost, objem a tvar

Jak jiz bylo feceno vyse, velikost ostrivku je jednim z jeho nejzasadnéjSich parametrt pii odhadovani viability
[5]. Pro kvalitni zhodnoceni tvarovych a rozmérovych parametrt se vyuziva napiiklad opticka projekéni tomografie,
pfi které je vzorek zalit do prihledného materidlu (naptfiklad agar6zovy gel), osvicen a snimdn kamerou
pii synchronizovaném otaceni vzorku kolem podélné osy. Vysledkem je velice presna 3D rekonstrukce. Nevyhodou
je slozité pfiprava vzorku, destrukce vzorku a ¢asova naro¢nost metody [6].

Casto se tedy piistupuje k odhadu rozméri ostriivkdl pomoci nahrazeni jeho tvaru elipsoidem, jehoZ poloosy jsou
odhadovany z2 na sebe kolmych 2D prifezt [7], nebo pomoci sferoidu kdy se vyuziva pouze 1 pramétu [8].
Soucasné tiidici pristroje fungujici na principu priatokové cytometrie ¢asto vyuzivaji pouze 1D informaci (Cas, po
ktery objekt zastinil paprsek svétla prochdzejici drahou objektu) a objem ostriivku nahrazuji kouli [5]. Aproximace
slozitého tvaru ostrivku sferoidem se ukazala jako relativné€ nepfesna s velkou systematickou chybou. Tato chyba je
veétsi u ostravkl vétsich rozméru, které maji nékdy i velice nepravidelny tvar. [6]

2.2 Optické vlastnosti

Vyrazna cast piistupt, které charakterizuji kvalitu Langerhansovych ostrivkil, spoléha na barevné znaceni
sledovanych struktur. Toto barveni probiha za vyuziti chemickych latek, které se navazi do ostravkd, ¢imz je dalsi
pouziti ostrivku znehodnoceno [9].

Pro zobrazeni nebo hodnoceni ostriivkl vsak Ize vyuzit i velké mnozstvi ,,Label Free* metod. Autofluorescence
vyuziva fluorescencénich vlastnosti latek a struktur, které se ve zkoumaném objektu pfirozené vyskytuji.
Autofluorescence s excitaci na 488 nm a detekci 500—550 nm uz byla pouZita pro zobrazovani ostrivkt umisténych
do ptfedni komory mysiho oka [7]. Autofluorescenci s vice fotonovou excitaci Ize vyuzit ke stanoveni tzv. redox
poméru — pomeru intenzit pro fluorescenci flavinadenindinukleotidu (FAD) excitované¢ho svétlem okolo 1000 nm
a nikotinamidadenindinukleotidu (NADH) s maximem pii excitaci okolo 720nm. Emisni maxima FAD a NADH
jsouna 535 a 460 nm [10].

Dale je znamo, Ze intenzita zpétné odrazeného signalu pii excitaci 633 nm znatelné poklesne, pokud doslo
k poskozeni B-bun¢k v ostriivcich [11]. Dalsi metody zahrnuji tfeba Ramanovu spektroskopii slouzici k detekei
inzulinu a glukagonu v ostrivcich [12] nebo optickéd koherentni mikroskopie [13].

3. Experiment

Zkoumané ostrivky byly izolovany z krysi slinivky v laboratoti v IKEMu, nasledné byly v zivném roztoku
tkanové kultury prevezeny na oddéleni Biomatematiky Fyziologického tistava AV CR. Po dobu, kdy na nich nebylo
provadéno méfeni byly skladovany v inkubatoru pii 37 °C a 5 % CO, v prostfedi. Méfena byla reflektance
pro excitacni vlnové délky 470-665 nm s krokem 15 nm, intenzita autofluorescence pro excitacni vinové délky
470-660 nm s krokem 10 nm na konfokalnim mikroskopu Leica TCS SP8 (Leica, Némecko). Pfi méfeni reflektance
1 autofluorescense byl vzdy detekovan signal v pasmu vinovych délek o Sifce 15 nm. U reflektance bylo toto 15nm
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pasmo umisténo symetricky okolo excita¢ni vinové délky, u autofluorescence $lo o na sebe navazujici pasma 500-
515 nm az 695-710 nm.

Intenzita emise byla stanovena jako primérnd intenzita vSech pixeld ve ¢tverci 300 x 300 pixeld, ktery
se cely nachazel uvnitf ostriivku.

4. Vysledky

Megfteni zpétné odrazeného svétla ve viditelném spektru (Obr. 1) mélo maximum mezi vinovymi délkami
545 az 590 veetné (Obr. 2).

Signal pii méfeni autofluorescence (Obr. 3) ma 2 vyraznad maxima. Jedno pro excitacni vinovou délku
560 nm s emisi 590-605 nm a druhé pro excitaci 590 nm a emisi 620635 nm. Obecné byl velice slaby.
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5. Diskuze

U méfeni reflektance byla ocekavana vétsi intenzita signalu pro vlnové délky okolo 633 nm, které se dle
literatury pouzivaji k hodnoceni stavu B-bunc¢k uvnitf ostravka [11]. Absence této vinové délky v naméteném
spektru mize znamenat, ze méfené ostrivky jiz byly poskozené. PoSkozeni mohlo vzniknout béhem izolace,
transportu, nebo nasledného méteni ptipadnou nevhodnou manipulaci.

Slaby signal u méfeni autofluorescence muze byt zapfi¢inén nevhodné zvolenymi vinovymi délkami
excitace a emise, ktera maji maxima mirn¢ nad nebo pod viditelnym spektrem. Dale tieba izkymi pasmy detekce 15
nm oproti pasmim Sirokych 50 [7], ale nekdy i n¢kolik stovek nm [10].

Nasledné se zaméfime na lepsi zreprodukovéani vysledkil jiz nalezenych v literatufe, na jejich vyuziti ke
stanoveni kvalitativnich parametrd ostriivkl a na jejich pouzitelnost v systému zalozeném na pritokové cytometrii,
ktery by mél v budoucnosti slouzit k rychlému hodnoceni velkého objemu ostrivkd a jejich tfidéni na zakladé
pfedem stanovenych parametrii.
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