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Bun é€né transplantace

STEM cell research opens new possibilities foangpg the nervous system
(Rosario C.M. et al. 1997, Lu D et al 2001, Nakano K. et all 2001...etc)

Bunééné MR zobrazovani Prelabeling of cells by contrast agents in vitfo
before transplantation and in vivo observatipn
of their fate

For review: Modo M et al Molecula Imaging 4:143-164, 2005

Metabolicky profil Production of endogenous compounds,
in vivo MR spektroskopii changes in metabolite concentrations
Bollard ME et al. 2005
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Molekularni a bun ecné zobrazovani

diagnosticka metoda zalozena
na pozorovani bun ék a
molekularnich struktur in vivo
pomoci r Uznych zobrazovacich modalit
a s pouzitim novych diagnostickych
a terapeutickych marker u a technik
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Molekularni a bun ecné zobrazovani

Zakladni postupy

Primé pozorovani molekularnich a bun

Optické metody
MR spektroskopie

Neprimé pozorovani
vyuziti vazby mezi bun éc¢nou strukturou
a markerem (endo- nebo exogenni latkou)

ecnych struktur

M



Konstrukce kontrastnich latek

(nanotechnologie)

V4
\] a.d rO (nanocastice Fe. Lanthanoidy...)

(zdroj zmén magnetického pole)

povrch

(kontrola zakladnich biochemickych parametrt)

ligandy

(kontrola gipojeni k buikam)

KONTRASTNI LATKA




CLIO-NRP-V7 + FITC + %

Bun ecnée KL - “chytré KL*

— MR+Optické+Ilsotopove

CLIO
SPIO

Avidin Biotin
Vitamin H

0 <\/>> é

FITC (fluorescein ITC)

125) NPR-V7

Moore A et al. Diabetes 53:1459-1466, 2004.

T cell receptor

CD8+ T caell

'



Infiltrace ozna ¢enych 8.3 -CD8* bun ek
do pankreatickych ostr tvku

CLIO-NRP-V7-labeled
8.3-CD8+ T-cells

120 nm

Moore A et al. Diabetes 53:1459-1466, 2004.




Transport m arkeru do bun ék

ENDOCYTOZA

Phagocytoza

o’

solid particle

Pinocytdza

Pseudopodmm

Phagosome
(food vacuole)

esic]e

Transportni kanaly

Receptory zprost fedkovana

endocytd za
|

Coated pit Receptor

Coat protein @

Coated vesicle
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Osud marker u

Free  Plasma
Probe Proteins

Non-Target
Tissues

Target Interaction
and Availability

Probe + F
acnof membrane
b — ™= target
Probe . b
Receptor = intracellular
Complex target Urine ' Escas




Zobrazovaci metody pro molekularni
zobrazovani

SPECT-CT

jednofotonova
: 5 amicn| emisni vypocetni
pozitronova emisni tomografie - SPECT

tomografie - PET

pocCitacova tomografie NP
magneticka rezonance  ultrazvuk - US
MR



Techniky molekularniho zobrazovani

Detekce organu tkani bunék molekul

Radionuklidové metody

«Gamma kamera == !

*SPECT — !

PET . 00 0 0 !
MR

*MR zobrazovani R

*MR spektroskopie -

*MRI s kontrastem T

CT
*CT s kontrastem

Optické zobrazovani
*Fluorescence
*Bioluminiscence

|




Zobrazovaci techniky - experimentalni

PET

resolution

SPECT

1-2 mm

OPTICAL

Bioluminiscence

1-2 mm

OPTICAL

Bioluminiscence

3-5 mm

MRI

3-5mm

MRS

25-100 pm

CT

1-2 mm

US

25-100 pm

50-500 pm

A f cost
>0.01 nm $$5$
>40000THz
>0.01 nm $$%
>40000THz
300GHz-380THz | $
360-790nm
700-900nm $$
300GHz-380THz
60-800 MHz $$$$
5-0.4m
60-1000 MHz $$$$
5-0.3m
10-0.01 nm $$
40000THz
20Hz-20kHz $
~km

A=2..998 10 m/s*f[Hz]




M| — koncentrace sondy (probe)

OH

0 MV 181,14
HO

HO > potfebné mnozstvi pro ,zviditelneni* u

OH Ccloveka = 10-20 ng

18F fluorodeoxyglukoza

N 4 MV 604.72
OENGGNJ ) Déza 0,1-0,2 mmol/kg
5_/”\_/”\_{’ Na 70 kg ¢lovéka = 10g
HO 5 o

GADOVIST




Pozitronova emisni tomografie - PET

Fluorodeoxygluk(')za (18FDG) — metabolismus glukézy - tumory
[1*C] raclopride — metabolismus dopaminu

[18F] fallypride

1974 - 1. PET pacienta (Michael E. Phelps) FDG

OH
OH

HO 18F




2010 — klinicke testy hybridnino PET -MR

- ekonomika provozu ?
- vyznam pro pacienty a vyzkum ?




Magneticka rezonance — MR

1945 — objev nuklearni magnetické rezonance
1971-1975 — prvni zobrazovaci experimenty

Vytvofeni mapy intenzity signalu metabolitd (zejména vody) za pouziti gradientd magn. pole

3,788,832
SHEET 2 OF 2
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Rozlisovaci schopnost
MR zobrazovani a MR spektroskopie

1D mm 3D mm?3
u MRI 0.04<0.005 0.05
MMRI 0.1 0.1
MR 05-1 05-1
UMRS 1-5 20 - 100
IH MRS 5-20 1000 - 4000
1P MRS 20 8000

M



MR molekularni zobrazovani

Primé pozorovani

MR zobrazovani
MR spektroskopie = ———>  Nizka citlivost

Neprimé pozorovani

Zvyseni citlivosti
Kontrastni latky E— specificity

Specifické kontrastni latky

M



MR molekularni zobrazovani

MR spektroskopie —> - velmi nizka citlivost
- skute&né molekuly



MR spektroskopie

\
C—NH,
/
HeC—N 0
/
/ )
NAA

MRI
4.7T, rozliSeni 0.14 mm

MRS
VOI 42.8 mm3 (3.5%3.5x3.5mm)
STEAM TE/TR=3/5000 ms

' 38 34 30 26 22 18 14 10 060 020




MR molekularni zobrazovani

MRI — nepFrimé pozorovani

zvyseni - citlivosti

Specifické kontrastni latky = _ sy

podskupina kontrastnich latek

M



Kontrastni latky (KL)

(nespecifické, bun ééné, molekularni)

Injekce kontrastni latky de@la zmeni relax&ni casy molekul vody.
Vysledek je zmdna kontrastu v MR obraze .

o Struktura kontrastnich latek
— Paramagneticke KL
— Superparamagneticke KL

MR bunécné KL




Transport KL vtele

Angiografie s KL
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Molekularni zobrazovani

Kontrastni latky

Relaxivita (R1,R2) = 1/T| [L/T2




|

T1 vazeny obraz

T1 kontrast

Kratky T1 - mozek

Spatny kontrast

DIOUIAY
/ Dobry kontrast

M



T2 vazeny obraz

T2 kontrast

Kratky T2 - mozek
Dlouhy T2 - CSF

Dobry kontrast
Spatny kontraSt==fl__ |

TEl TEZ2

M



Relaxivita

Riobs) = M/ Tions) =L/ Tigiam) + 1iC

I=1 nebo 2
celkova relaxivita

T, pred aplikaci KL

molarni relaxivita [stTmM-1]

M



Magnetické materialy
pro konstrukci KL

Relativni magneticka susceptibilita X,

e Diamagneticke -1

 Paramagnetickée +10
e Superparamagnetick é +5000
 Ferromagnetické +25000

M



PM kontrastni latky

Zkraceni relaxa €nich €asu paramagnetickymi latkami
=> vliv p redevSim na T1 kontrast, méné na T2 relaxaci

Relaxivita zavisi na:
koncetraci paramagnetickych jader
velikost magnetickeho momentu
vzdalenosti protonu od daneho jadra

poctu stupnu volnosti (korelacnich ¢asu) — spinova
relaxace elektronu, pohyb jadra, kontaktni dobé jadra a
protonu

¢im vySSi pocet neparovych elektronua, tim vyssi relaxivita



Fyzikalni odbo cka

Paramagnetismus
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B=0,M=0
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Fyzikalni odbo cka

Paramagnetismus
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Fyzikalni odbo cka

Paramagnetismus

B0 M#OD
q 9
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Fyzikalni odbo cka

Paramagnetismus

_
_




Fyzikalni odbo cka

Paramagnetismus
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Fyzikalni odbo cka

Paramagnetismus
Ferromagnetismus
Superparamagnetismus



Fyzikalni odbo cka

Ferromagnetismus
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Fyzikalni odbo cka

Ferromagnetismus

_
_




Fyzikalni odbo cka

Ferromagnetismus prechazi v paramagnetismus
za teploty vyssSi nez je

. Currieova teplota materialu
P& >
E < B

X




Fyzikalni odbo cka

Ferromagnetismus pfechazi v paramagnetismus
za teploty vysSi nez je
== 0N\ =0l Currieova teplota materialu

~
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Fyzikalni odbo cka

Superparamagnetismus

B=0,M=0




Fyzikalni odbo cka

Superparamagnetismus




Magnetic ke materialy

pro p ripravu KL
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Paramagnetické kontrastni latky
(Pozitivni KL)
Silné paramagnetické latky
Molekularni kyslik, oxidy dusiku
Volné radikaly (pyrrolidine-N-oxyl,
pyperidin-N-oxyl radicals)

Kationy: Dy3+, Ni2+, Fe2+, Cu2+, Cr3+,
Fe3+, Mn2+, Mn3+, Gd3+

M



Orbitaly
K 1s

L 2S 2
M 3s3
N 4s4
O 65s5
P ©6s6
Q 7s

Paramagneticky ion -

0 30
0 40
0 50

0 60
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Paramagneticky ion -

Orbitaly

1S

2S 2
3s 3
4s 4
5S 5
6S 6
/s

0 30
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Relaxivita kontrastnich latek

R=R1+R2=1/T1+1/T2 [mM-s1]
R2>R1
R1 R2
Gds* chelaty ~ 4 ~ 6
Ln3*, Fe3t . comol | > 10 > 10
Fe nanocastice ~ 20 ~100

M






Pozitivni kontrastni latky
bimodalni KL

Bimodalni kontrastni latka: R2 22s -“Immol 1

/ Gd komplexy
fluorescein \

Betacyklodextrinovy kruH

M



Superparamagnetické nano castice Fe ;0,

M






Konstrukce povrch nano ¢astic
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Nano €astice pro bun ec€né zobrazovani

MPIO
Micro-superparamagnetické oxidy Fe ~ 1000 Nnim

Lumiren, Gastroscan, Gastromark, Dynabeads

SPIO
superparamagnetické oxidy Fe (Endorem, Resovist) 60 120
= — nm

USPIO
ultrasmall SPIO
Sinerem, Combidex, Clariscan, MION —_ 20 _ 40 nm

M



Dynabeads M -280 (2.8um)

. M f
AscY SpotMagn Det WD —m————1 "Zomm
300kV20 1000k “SE _10.0 v i) el

AceV  SpotMagn  Det ‘wn F——— 2m
d00kv 20 BO00x SE 100

Céstice obalené protilatko gt e

ismail H. Boyaci,Department of Food Engineering, Hacettepe Univgraitkara, 06532 TURKEY



Priprava a pouziti bun ecnych KL

,, Home made* technolgie

bunky

M



MR zobrazeni bun é€éneho transportu
pFi 4.7 T

transplanované hiky

day: -1 day: O

M



Mozek — MR - Histolo gie

mikro MR

Fluorescenceasrbu diaminobenzidin

5 _ 1K
Jendelova P et al. MRM 50: 767-778, 2003



Superparamagnetické kontrastni latky
negativni KL

Material s velkou magnetickou susceptibilitou

=) |\istni nehomogenty magnetického pole
(,homogeneity spoilers®)

mm) Defazovani protonu v blizkosti
magnetického jadra

mm) silny T2 efekt



Superparamagnetic ke efekty

Fluktuace B ..




MR molekularni zobrazovani

efekt superparamagnetické KL

20 pixels

Macro photography MR imaging

1 pixel ~35mm = 137 um/pixel

A
A

A
v



Theranostika = terapie + diagnostika

(thera peutics and diagnostics)

Kombinace diagnostickych a I[é¢ebnych postupu
pro jednotliva onemocneni (a pacienty)

Nano éastice pro molekularni a bun é€éneé zobrazovani

NosIC:

bunky s terapeutickym efektem — napf. beta
bunky

radioaktivni ionty s kratkym poloCasem
rozpadu pro selektivni ozafovani

leky s terapeutickym ucinkem

castice pro termalni ablaci

M



Pankreatické ostr uvky - uvod

Typ 1 diabetes mellitus (DM 1) je
charaterizovan autoimunnim
rozpadem beta bunék v
pankreatickych ostruvcich a
naslednou inzulinovou deficienci

Transplantace pankreatickych
(Langerhansenovych) ostruvku do
jater je specifickou a slibnou IéCbou
DM1 onemocnéni

Isolated rat pancreatic islets

Insulin production

'



Pankreaticke ostr uvky

a cells (10-15%)
glucagon

PP cells 1%
e-cells

macrofagy

. 0.05-0.45 mm




Transplantace pankreatickych ostr  uvku

PorusSena P :'I," v \‘
revascularizace Zanaty et Rejekce |1
_____ =T v v

Ischemie ¢-—-—====="""""" Toxicita

Saudek F. a jeho tym




Transplantace pankreatickych ostr  avku

model pouziti bun é€énych kontrastnich latek

rejekce

T2 efekt

Jirak D etal. MRM 52: 1228-1233, 2004
KiiZ J et al. Transplantation 80: 1596-1603, 2005



MRI ozna€enych pankreatickych ostr uvku

Pocet bunék Poloha bunek Ostatni komplikace

Jirak D et al. MRM 52: 1228-1233. 2004 a dali... ]ﬁi




Transmisni Elektronova Mikroskopie

beta-buiiky makrofagy

Pl buiky po 24 hodinach
kultivace s Resovistem

TEM: Berkova Z et al. 2008 Light microscopy: Evgenov NV et al. 2006




Histologie

Pl+ResovisP - po transplantaci do jater potkana;

barveni: Prussian mod, insulin and anti-ED1 (CD 68)

Jirak D... Hajek M et al. MRM 52: 1228-1233, 2004




Monitorovani p rezivani lidskych
transplantovanych Pl

'-

" 24 weeks
E

C-Peptide: 0 0.37 nmol/L
Insulin: 40 20 18 12 1U/day

481 000 islet equivalents, 385 000 islets, approx. 80 %o
purity, 40 hours labeling

'



Vysledky experimentalnich a klinickych studii jsou

podobné

Pankreatické ostr uvky jsou
Idealnim modelem pro

bun écné zobrazovani a
theranostiku

'



Mikro -kapsle pro PI

Arifin DR...

Alginate — seaweed extract

i ¥ Ca®"
1/2 CaZ+ O‘

OH o] OH

Ao Al o
HO/\ —Ho e

0O Q9 |

A, Three-dimensional scheme of
APSA microcapsule containing GG
(APSA 1 GG).

B, C,Light microscopic images of
APSA 1 GG microcapsule 1 ho(B)
and 2 days

(C) after synthesis.

D, Human pancreatic islet inside
APSA 1 GG microcapsule.

E, Fluorescence microscopic
iImage shows viability staining of
mouse

Radiology. 2011 Sep;260(3):790-8.

u\er alg,‘nafe

€ Inner

A alginate

. O, nutrients
.

L]
*, Glucose

* » Insulin
- L]




Termo -ablace pomoci nano ¢€astic

Ferromagnetické ¢astice Ize pouzit jako kontrastni latku pro diagnostiku
| pro kontrolované zni¢eni bunék tumoru ohfevem magnetickym polem

’4,—/Q — m—— 9}

— e

"

’*/,_—)//) ’_7",::»’19}

—_/;—___

Potkan s tumorem aplikace nanocastic indukéni ohfev mg. polem  zni¢eni tumorovych bunék
MNe | e

e ———

|

nelé €eny tumor lé €eny tumor

Zobrazeni pomoci Zobrazeni pomoci Kontrolovany ohfev Histologické ovéreni
MRI pfed aplikaci MRI po aplikaci tumoru magnetickym apoptozy (bunécné smrti)
kontrastni latky kontrastni latky polem vV tumoru
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Dékuji koleg @im za poskytnuti material u:

D. Wagnerova, M. Dezortova, F. Jir G, A. Skoch, V. Herynek, P. Jendelova, J. Tint  éra,
|.Ibrahim, D.Vedlich, D. Kautznerova, A. Malucelli, A. Zolal, M. Sames, M. Syru ¢ek,
D. Urgosik, J. Vymazal, P. Krsek, P. Marusi €, M. Krssak, |. Tka €, B. Guckel, U. Klose

IKEM Praha; Nemocnice Na Homolce; MN Usti nad Labem ; MR Center of Excellence,
Medical University Vienna; KE University Tuebingen.




