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INTRODUCERE

Transplantul de pancreas a evoluat de la procedurile experimentale asociate cu o ratd a
mortalitatii si a morbiditatii crescute, iar ca si numar, de la 200 pe an, in 1987, la aproximativ
1.000 pe an in 1998. De asemenea, cresterea numarului si a calitatii agentilor imunosupresori
au avut o contributie substantiala la supravietuirea grefelor pancreatice si, bineinteles, a
pacientilor transplantati [1-3].

Diabetul zaharat ramane una dintre cele mai costisitoare boli, fiind o povara a sistemului
medical din tarile dezvoltate si cele in continua dezvoltare, atdt prin numarul mare de
pacienti, cat si prin costul tratamentelor, al controlului metabolic periodic, cat si al
complicatiilor sale. Diabetul zaharat este una din cauzele principale de orbire, de interventii
chirurgicale, de amputatie, de neuropatie, impotenta, insuficientd renalda sau boli
cardiovasculare [4-6].

DATE DIN LITERATURA DE SPECIALITATE

I. ISTORICUL TRANSPLANTULUI DE PANCREAS

Dupa descoperirea insulinei din anii 1920 s-a observat ca dupa manifestarea a 15-20 de ani de
hiperglicemie persistenta apar si complicatiile [7, 8].

Din momentul in care s-a identificat legatura dintre pancreas si diabetul zaharat, s-a intrezarit
si ideea de transplant pancreatic. Primele incercari in stabilirea tehnicii chirurgicale au fost la
animale, intre 1920 si 1960, mai ales la caine [9-11].

Primul transplant de pancreas uman a fost efectuat in 1966 de catre Dr. William D. Kelly si
Dr. Richard Lillihei [12]. De la céateva interventii sporadice, s-a evoluat catre dezvoltarca
terapiei imunosupresive, cat si a tehnicilor chirurgicale moderne, 1n egald masura,
constientizand importanta similara a lor in succesul pe termen lung al transplantului [13-16].
Primul transplant de insule pancreatice la om fost efectuat in 1990 de catre grupul de la
Universitatea St. Louis, dar pana in anul 2000, dintr-un total de 355 cazuri, doar 11% au atins
statusul de insulino-independenta la 1 an, cel mai mult durand peste 6 ani, intr-un caz de
transplant simultan de insule si de rinichi [1, 17, 18].

In 1980 se infiinteaza Registrul International de Transplant Pancreatic (IPTR) [19, 20], care
se scindeaza in 1989 in IPTR si International Islet Transplant Registry (ITR), urmand ca,
anual sa se emitda rapoarte ale organizatiei infiintate. Numarul transplantelor raportate a
crescut odatda cu imbunatatirea tehnicilor de prelevare, a imunosupresiei, a tehnicilor
chirurgicale de implantare, ajungand la aproape 50.000 cazuri in 2018, iar CITR raporteaza
1055 cazuri de transplant de insule allogeneic, cele mai multe fiind ITA (858), iar IAK si SIK
— 197 cazuri, cu o rata a insulino-independentei variabild de la un grup la altul [21].

II. NOTIUNI DE ANATOMIE, MORFOLOGIE SI FIZIOLOGIE ALE
PANCREASULUI CU IMPORTANIA iN TRANSPLANTUL DE PANCREAS
INTEGRAL SI DE INSULE PANCREATICE

I1.1. Aranjamentul tridimensional al celulelor pancreasului endocrin — insulele
Langerhans

Pancreasul este un organ situat retroperitoneal de dimensiuni mici cu o greutate medie de 80-
100 g, care are doua componente majore: pancreasul €X0Crin care reprezinta marea majoritate
a acestuia si pancreasul endocrin care reprezinta doar 1 - 2% din masa organului. Unitatea
morfofunctionald a pancreasului endocrin este insula Langerhans [22-24].

Proportia celulara a insulelor pancreatice umane a fost studiata, din care se poate face o
medie, anume: celule B-57,1%, celule a-32.6%, iar celule 6-10.2%. Din totalul insular
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pancreatic de 2.02 cm?®, celulele B au un volum de 1.15 cm® (aproximativ 2.6% din totalul
volumului pancreatic) [22-24].

I1.2.Vascularizatia si inervatia insulelor pancreatice

Vascularizatia insulelor Langerhans este extrem de bogata, desi volumul lor este foarte mic in
intregul pancreas, acestea primesc 20% din debitul total al pancreasului.

Microvascularizatia insulara este de o foarte mare importanta deoarece asigurd, pe langa
aportul de oxigen, si secretia de hormoni insulari, adaptatd sd raspundd prompt nevoilor
organismului [23].Fluxul sanguin insular este reglat prin mecanisme complexe autonome,
prin interactiunea sistemului nervos, a metabolitilor secretati de celulele B, a mediatorilor
endoteliali si a hormonilor [25].

Inervatia insulelor Langerhans. Sistemul nervos autonom este de tip parasimpatic
(colinergic), simpatic (adrenergic) si peptidergic [22-24, 26]. Secretia de insulina este
stimulatd de nervul vag, este Inhibata de simpatic prin norepinefrina eliberatd in terminatii si
prin catecolaminele ce se gasesc in circulatie. Sistemul simpatic stimuleaza si secretia de
glucagon care la randul lui inhiba secretia de insulina [22-24].

11.3. Celula B si insulina

Celula B a fost identificatd de Lane [27] in 1908 si a fost certificatda experimental in 1939
[28] la cainele cu diabet indus prin extract hipofiza anterioara, cand s-a observat faptul ca
dupa diabetizare unele celule si anume cele B au suferit un proces de distructie sau de
degranulare. Fiecare celula Langerhans contine intre 2.500 si 3.000 de celule 3 [28, 29].
Insulina este principalul hormon anabolizant ce intervine in metabolismul carbohidratilor,
lipidelor si al proteinelor. Insulina are 2 actiuni importante: anabolizanta si anticatabolizanta

[5, 26, 30].

1. DIABETUL ZAHARAT

I11.1. Generalitati. Prevalenta. Definitie. Clasificare.

Diabetul zaharat, a devenit in ultimele decenii o adevdrata problema de sanatate publica,
estiméndu-se ca in anul 2040 prevalenta bolii aproape sa se dubleze: de la 415 milioane la
nivel global, in 2015, la 642 milioane diabetici in 2040 [31]. Fiind o boald progresiv-
evolutiva, diabetul zaharat conduce la aparitia complicatiilor, determinate in principal de un
control metabolic precar. Povara costurilor unei persoane diabetice este de aproximativ 2.3
ori mai mare decat a unei fara diabet [5, 32-37]. Mortalitatea este foarte crescuta la pacientii
diabetici, 5 milioane, mai mare decat mortalitatea asociata HIV/SIDA sau tuberculoza, 1,5
milioane [31].

111.2. Diabetul Zaharat de tip 1

Denumit anterior si insulinodependent, cuprinde 5-10% din totalul pacientilor diabetici. Este
denumit insulinodependent deoarece procesul de distructie a celulelor pancreatice face ca
administrarea insulinei exogene sa fie indispensabila [5, 38, 39].

111.3. Diabetul Zaharat de tip 2

Denumit si neinsulinodependent, cuprinde 90-95% din totalul pacientilor diabetici. In acest
tip, deficitul de insulina este asociat in diferite grade cu insulinorezistenta [40]. Deficienta -
celulara consta n asocierea dintre reducerea masei B-celulare si degradarea functiei [-
celulare [30].



111.4. Complicatiile diabetului zaharat

Complicatii acute pot fi. coma diabetici cetoacidozica [26, 37], coma hiperglicemica
hiperosmolara [30, 37], coma hipoglicemica [30, 37], acidoza lactica [26, 30].

Complicatii cronice pot fi: nefropatia diabeticd, retinopatia diabetica, neuropatia diabetica,
gangrena diabeticd, macroangiopatia diabetica, afectarea cutanata, osteoartropatia diabetica
(piciorul Charcot), hepatopatia dismetabolica si infectiile [30].

I11.5. Tratamentul diabetului zaharat

Obiectivele tratamentului sunt complexe si includ mentinerea unui echilibru metabolic optim
ce are drept scop ameliorarea calitatii vietii si prevenirea complicatiilor acute si cronice.
Tratamentul adecvat al diabetului zaharat cuprinde dieta, efort fizic, medicatie orala si/sau
insulina exogena [30, 36, 37].

IV. TRANSPLANTUL DE INSULE PANCREATICE

IV.1. Indicatiile transplantului de pancreas

Categoriile de transplant al insulelor pancreatice sunt:

Transplant de insule la pacienti cu diabet zaharat tip 1, cu varste cuprinse intre 18 si 65 ani,
care deja sunt imunosupresati pentru un alt tip de transplant:

— dupa transplant renal (IAK) sau simultan insule-rinichi (SIK);

— Transplant de insule pentru pacientii cu diabet zaharat, care necesita transplant de ficat
(pentru ciroza cu HTP, hemocromatoza, fibroza chistica);

— Transplant de insule la pacientii cu fibroza chistica care dezvolta diabet zaharat tip 2 si
necesita grefa insulara ce poate fi combinata cu transplant pulmonar sau de ficat;
Transplant de insule la pacienti cu instabilitate metabolica (ITA);

— numarul de episoade hipoglicemice sau cetoacidotice (2 episoade ce au necesitat
internare n spital in ultimele 12 luni);

— cresterea amplitudinii medii a oscilatiilor glicemice (MAGE) > 6.6 mmol/l;

— profil haotic al glicemiilor, cu monitorizarea glicemiei de 4 ori/zi si alterarea stilului de
viatd, cu punerea in pericol al vietii;
Transplant de insule pancreatice (ITA) la pacienti cu complicatii secundare diabetice cu
potential de reversie: nefropatie progresiva, neuropatie documentatd de neurolog si
retinopatie proliferativa;
Autotransplant de insule la pacientii cu rezectii pancreatice majore;
Allotransplant de insule la pacientii la care autotransplantul de insule a esuat [41, 42].

IV.2. Efectele TIP asupra complicatiilor secundare ale diabetului

Complicatiile diabetului se impart in acute si cronice. Cele acute includ hiperglicemia,
cetoacidoza si hipoglicemia cauzata de tratamentul cu insulind exogena.

Complicatiile cronice includ complicatii microvasculare ca retinopatia, nefropatia si
neuropatia sau complicatii legate de boala macrovasculara si ateroscleroza, ca infarctul
miocardic, accidentul vascular sau gangrena periferica.

Alte complicatii includ: leziuni dermatologice (dermopatia diabeticd sau ulceratii ale pielii),
leziuni ale oaselor si ale articulatiilor (artropatia diabetica) sau infectii (fasceita necrozanta,
miozita necrozantd) [1, 2].

IVV.3. Tipuri de transplant de insule pancreatice

IV.3.1.Autotransplantulde insule pancreatice

Insulele pancreatice transplantate intrahepatic pot reface functia pancreasului endocrin si sa
reinstaleze homeostazia glucozei. Totusi studiile au aratat cd este o diferenfd in ceea ce
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priveste rezultatul TIP in functie de scopul de a preveni diabetul sau de a trata un diabet
vechi, decompensat [15, 43-45].

Autotransplantul de insule se practica cel mai frecvent la pacientii care au suferit o rezectie
majord de pancreas pentru pancreatita cronica, in scopul de a preveni instalarea diabetului
secundar.

IV.3.2. Allotransplantul de insule pancreatice la pacienti cu DZ tip 1

Insulele pancreatice sunt transplantate cel mai frecvent in ficat, la pacienti cu DZ tip 1 sau 2,
care necesitd imunosupresie pentru un transplant anterior sau simultan de rinichi (IAK sau
SIK). Microangiopatia diabetica interfera cu revascularizatia insulelor. Pierderile de grefa
prin procese inflamatorii sunt augmentate de climatul de boala autoimuna a diabeticilor. De
asemenea, secretia de glucagon, care mentine starea de hiperglicemie la pacientii cu DZ tip 1,
reprezintd un challenge pentru insulele transplantate, iar regimenurile de imunosupresie sunt
diabetogene, in special steroizii, ciclosporina A si tacrolimusul [46, 47].

O strategie de a Tmbunatati supravietuirea de lunga duratd a grefei, este aceea de a reduce
rezistenta la insulind a recipientului, pentru a diminua cererea metabolicd a celulelor
transplantate prin administrarea de metformin [48, 49].

1VV.3.3. Allotransplantul de insule pancreatice la pacienti cu DZ tip 2

Transplantul simultan de ficat si insule pancreatice se poate face la pacienti la care se
efectueaza pancreatectomie si hepatectomie pentru cancer (in cazuri selectionate) sau la cei
cu indicatie de translant de ficat si DZ tip 2. Celulele transplantate se confruntd cu rejetul
imunologic sau cu toxicitatea datd de imunosupresie. La 60% din pacientii transplantati,
insulele transplantate au fost viabile la 1 an posttransplant [46].

IV.3.4. Allotransplantul de insule pancreatice simultan cu transplantul de ficat sau de
rinichi

Exista studii care demonstreaza ca pacientii cu ciroza hepatica si diabet preoperator au o ratd
mai mare a mortalitatii s1 morbiditatii dupa transplant hepatic ortotopic decat pacientii cirotici
non-diabetici [50, 51]. La acesti pacienti transplantul hepatic nu este suficient sa refaca
rezerva functionald a celulelor B afectati progresiv in timp. In plus, regimenurile de
imunosupresie cresc deficitul functional al celulelor B, exacerband diabetul. Singura solutie in
acest caz o contituie transplantul combinat de ficat si insule pancreatice. Au fost raportate in
literatura doar 14 cazuri, in 1/3 din cazuri fiind vorba de allotransplant de insule dupa
exenteratie abdominald superioara si transplant de ficat [12, 52].

IV.4. Puncte cheie in supravietuirea si functionalitatea insulelor grefate

IV.4.1. Neovascularizatia grefei insulare

In mod normal existd o corelatie intre fluxul sanguin insular si fluxul pancreatic total, dar in
timpul episoadelor de hiperglicemie, raspunsurile acestora se disociaza. Nu exista diferente in
ceea ce priveste aportul sanguin al insulelor din regiunea capului de pancreas (mai bogate n
celule PP) care este vascularizat din artera mezenterica superioard si cele din regiunea
corpului si cozii (mai bogate in celule secretoare de glucagon) care primesc aportul sanguin
din trunchiul celiac. Masuratori prin tehnica microsferelor au indicat ca doar 10% din totalul
insulelor sunt responsabile de raspunsul la glucoza, prin cresterea fluxului sanguin. Acest
lucru aratd cd subgrupul de insule mai slab vascularizat reprezintd o rezerva functionald
capabila sa-si creasca fluxul sanguin n functie de necesarul de insulind, iar pe de alta parte
reprezinta si o masura de preventie a eliberarii excesive de insulina [50, 53].



Factorii care intervin in reglarea fluxului sanguin ca raspuns la nevoia eliberdrii de insulind
sunt: (1)-factori metabolici eliberati de celula B (adenozina si ADP); (2)-sistemul nervos prin
nervul vag, nervii simpatici si sistemul nervos autonom; (3)-factori derivati din endoteliu
(NO); (4)-hormoni: insulari, incretine si adipokine [15].

S-au descris tehnici de masurare a fluxului sanguin al pancreasului endocrin (al insulelor
endogene) care sunt folosite in studiile Tn vivo pe animale: (1)-microscopia in vivo; (2)-
tehnica microsferelor; (3)-clearance-ul hidrogenului; (4)-radiologice (MRI, PET).

Exista similar si tehnici de masurare a fluxului pe insulele transplantate: (1)-microscopia in
vivo prin particule de radioizotopi sau fluorescente introduse in circulatie si masurate in
organ, pe sectiuni histologice; (2)-laser flowmetria Doppler; (3)-tehnica microsferelor [15].
Nu exista metode de masurare a fluxului la oameni [15].

Tn cazul transplantului de insule pancreatice, in cursul procesului de izolare, sistemul vascular
este distrus, iar spre deosebire de transplantul de organ integral, unde revascularizatia este
restabilita imediat prin anastomozarea surselor arteriale si venoase, restabilirea fluxului
sanguin se face n cateva zile, printr-un proces complex de neovasculogenezi. In perioada
imediat post transplant, datorita ischemiei sau fluxului inadecvat, o parte importanta de insule
mor [54].

Studiile recente au aratat ca celulele endoteliale sunt responsabile de aparitia unor vase de
neoformatie. Aceste celule provin din trei surse: prima o reprezinta celulele endoteliale de la
nivelul situsului de implantare; a doua sursa o reprezinta celulele endoteliale intrainsulare, iar
a treia sursd o reprezinta celulele endoteliale derivate din maduva osoasa. Exista factori care
stimuleaza angiogeneza, cel mai important fiind VEGF-A, dar si factori antiangiogenetici. De
aceea exista mai multe metode de a stimula angiogeneza: prin stimularea factorilor de
crestere, prin inhibarea factorilor antiangiogenetici sau prin stimularea factorilor stimulatori
ai proliferarii, migrarii si maturarii celulelor endoteliale [25].

Studii legate de dezvoltarea embriologicd a pancreasului au ardtat cd existd o semnalizare
reciproca endotelial-endocrina; intr-o prima etapa, factori de semnalizare de la nivelul
celulelor endoteliale induc dezvoltarea insulelor pancreatice in adiacenta vaselor, apoi, in cea
de-a doua etapa, insulele induc celulele endoteliale sa formeze o retea capilara in jurul si in
interiorul insulelor, interconectandu-se la sistemul vascular [55].

Deoarece in timpul izoldrii insulelor pentru grefare, numarul celulelor endoteliale
diminueaza, atat prin conditiile de cultivare in vitro, cat si prin dediferentierea lor, se poate
afirma ca noile vase sunt produse de o mixturd de celule cu originea atat in celulele
donorului, cat si ale receptorului [53].

Studii in vitro au demonstrat ca co-culturile celulelor mezenchimale pluripotente cu celule
endoteliale i insule pancreatice induc migrarea celulelor endoteliale exogene catre insulele
cultivate, pe care le imbraca si stimuleaza formarea structurilor vasculare, asigurand o retea
ce interconecteaza celulele endoteliale intra-insulare cu cele exogene. Aceste celule
mezenchimale pot fi izolate folosind diverse tehnici (de exemplu markeri de suprafatd), din
diverse alte tesuturi, cum ar fi tesutul adipos sau dermal [56].

Tn timpul procesului de izolare a insulelor, celulele endoteliale pierd suportul vascular extern.
Procesul de formare a noilor capilare in timpul revascularizatiei posttransplant implica
digestia prin intermediul proteazelor a peretelui vascular, migrarea, proliferarea si
diferentierea noilor celule endoteliale. EC produc o serie de factori chemotactici, cum ar fi
factorul derivat de crestere plachetar, care atrag alte celule suportive, cum sunt MSCs, ce se
pot diferentia in pericite. MSCs contribuie si la cresterea expresiei angiopoietinei si a VEGF-
A la nivelul ECS, crescand astfel angiogeneza si stabilitatea vascularizatiei. Alt factor
important in angiogeneza este reprezentat de factorul de crestere fibroblastica bFGF [51, 57,
58].



IV.4.2. Situsuri naturale de implantare a insulelor pancreatice

Numeroase situsuri de implantare au fost investigate ca potential ideal situs, luandu-se in
calcul usurinta abordului chirurgical, eficienta implantarii, adica gradul de obtinere a
statusului normoglicemic, precum si numarul si gradul complicatiilor [1, 14, 15, 59].

Cel mai uzitat situs este vena portd, care insd comportd atdt complicatii ale infuziei
(sangerari, tromboze), eficienta scazutd datoritd pierderii unei parti importante a masei
insulare infuzate printr-o reactie inflamatorie acuta si prin expunerea la o presiune sangvina
datorita deficitului de grefare.

In cadrul mecanismului de implantare a insulelor in parenchimul hepatic, insulele aderi la
peretele vascular portal si vor fi acoperite de fibrina si plachete prin activarea cascadei
complementului si a coagularii din cadrul reactiei inflamatorii acute mediata imun, rezultand
o structura trombo-like. Lumenul vascular se va recanaliza, iar insulele vor fi vascularizate
din vasa vasorum [60]. Desi infuzia de celule este de 10 ori mai mare decat cea necesara
obtinerii statusului normoglicemic, aproximativ 2/3 din ele vor muri in zilele imediat post
transplant, datoritd lipsei matricei extracelulare, saturatiei scazute in O2, expunerii la
concentratii crescute ale glucozei, toxinelor, metabolitilor sau medicamentelor.

Alte situsuri alternative investigate au fost capsula renala, peritoneul, pouch-ul omental,
muschiul scheletic, tesutul subcutanat, splina, submucoasa gastrica, pancreasul, etc.

Existd din ce in ce mai multe studii in vivo pe animale, care propun ca principal situs
extrahepatic pouch-ul omental. Principalul dezavantaj al situsurior de transplant il constituie
revascularizatia inadecvata a grefei in primele zile post transplant. Acest lucru, impreuna cu
rejetul acut mediat imun, constituie principalele cauze ce duc la disfunctia si moartea
celulelor grefate. Supravietuirea grefei imediat post transplant depinde de difuzia de oxigen si
nutrienti din capilarele situsului de implantare, de la periferia insulelor. Omentul reprezinta
unul din situsurile ideale extrahepatice pentru transplantul de insule pancreatice [61, 62].

In omentul nativ vascularizatia este de 4 ori mai mare in tesutul non-adipos decét in cel
adipos. Tn omentul activat, tesutul non-adipos nou contine vascularizatie de asemenea de 3-4
ori mai bogata decat in cel adipos. Acest fapt a fost masurat prin tehnici de immunostaining a
colagenului de tip 1V [61, 63]. Abilitatea omentului activat de a forma noi vase de sange, care
sa se anastomozeze cu cele ale organului lezat, a fost folositda in tehnicile de regenerare
tisulara embrionara sau ca situsuri de implantare a insulelor pancreatice sites [64].

Existd necesitatea unui suport tridimensional care sd asigure supravietuirea insulelor imediat
post transplant. Acest suport structural previne pe de-o parte expunerea directd a insulelor la
circulatia sangvind, din care rezultd raspunsul inflamator acut si pe de alta parte permite co-
transplantarea cu alte tipuri de celule imunoprotective, cum ar fi celulele Sertoli, celule cu
efect protector fata de rejetul allogeneic sau xenogeneic sau fatda de distructia autoimuna [65,
66]. Exista studii in vivo pe animale care au folosit suport tridimensional biodegradabil,
implantat la nivelul omentului [61, 67], care au aratat in primul rand viabilitatea insulelor
cultivate pe acest suport, apoi functionalitatea insulelor transplantate. Situsul de implantare
pentru suportul tridimensional poate fi pouch-ul omental, din mai multe considerente: are
drenaj portal, fard Tnsa o expunere directd la drogurile imunosupresoare, la complexul
coagularii si cel al complementului, este fezabil pentru un volum mare tisular implantat, iar
grefa poate fi extrasa relativ usor [61].

Au fost imaginate si create diverse matrice imbogatite cu medii de culturd sau factori de
crestere, pe care au fost insamantate insule pancreatice singure sau in co-culturi cu celule
endoteliale, celule mezenchimale sau imunoprotective [15, 68].
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I1VV.4.3. Situsuri artificiale de implantare a insulelor: incapsulate si neincapsulate

S-au imaginat device-uri incapsulate in care au fost insdmantate insule pancreatice, cultivate
pe un mediu de culturd constand dintr-o membrana poroasa unidirectionald, pentru a evita
contactul direct al insulelor cu mediatorii raspunsului imun din sangele circulant. Aceste
capsule se pot implanta Tn grasimea subcutanatd, pentru un acces facil asupra mediului de
cultura ce trebuie imbogatit periodic cu oxigen [7].

Exista in prezent 3 modalitati de incapsulare, toate bazandu-se pe difuzia pasiva
extravasculara:

1-macroincapsularea (macrocapsule) care inseamnd camere de difuziune contindnd un volum
mare de insule, in care difuzia oxigenului si a nutrientilor se face pasiv, prin membrana
selectiv permeabila. Avantajul lor este acela de a fi usor de implantat, printr-o procedura
chirurgicala minimala, problema raméane limitarea difuziei de oxigen si a nutrientilor, cat si
eliberarea de insulina datorita inhibitiei date de nivelurile crescute ale glicemiei;

2- microincapsularea inseamna crearea unor capsule sferice, cu un numar mai mic de insule,
care pot fi injectate la nivelul situsurilor de implantare, unde vor forma clustere limitand
difuzia de oxigen spre centrul acestora. Aceste microcapsule au totusi un volum de cca 27 ori
mai mare decét cel al insulelor transplantate (150 microni);

3-coating technique in care insulele sunt Tnvelite fie Intr-o membrana polimerica, fie cu celule
endoteliale, care vor imbogati histocompatibilitatea insulelor grefate.

Imediat post transplant, raspunsul imun mediat inflamator, constand in activarea cascadei
coagularii, agregarea plachetara, activarea cascadei complementului, activarea monocitelor si
infiltrarea cu neutrofile granulocite, este responsabil de pierderea a pana la 70% din masa
insulara grefata [69].

De un mare interes, avand in vedere avansarea ca tehnologie in ceea ce priveste incapsularea,
este perspectiva xenotransplantului de insule incapsulate [7].

IV.4.4. Notiuni despre apoptoza celulei p si regenerarea celulei ; Insulita

Toate studiile au aratat ca reducerea masei absolute de celule  joaca un rol important in
devoltarea diabetului zaharat de tip 1 si 2 s1 din acest motiv regenerarea celulelor pancreatice
in vivo sau ex vivo reprezintd cheia unei potentiale terapii a bolii [70]. Insulita este
patognomonica pentru diabetul tip 1 si se caracterizeaza printr-un infiltrat limfocitar
(limfocite T si B), acompaniat de un raspuns umoral, prin autoanticopri anti-celula 3. Acest
proces va duce la distructia a peste 75% din masa celulelor § in momentul debutului clinic
[71, 72].

Procesul de insulita va disparea odata cu distructia celulelor . La pacientii tineri, cu debut
clinic al bolii sub 1 lund, doar 34% din insule contin celule B, din care doar 33.6% sunt
afectate de procesul de insulita [73], in timp ce la pacientii in varsta, cu debut recent, din
totalul de 63% insule ce contin celule B, doar 18.3% sunt cuprinse de procesul de insulita.
Acest lucru arata ca in prima luna de la debutul clinic, exista o rezerva substantiala de celule
B neafectate, mai mare in cazul pacientilor in varsta [74].

IV.4.5. Co-culturi ale insulelor pancreatice cu celule mezenchimale, celule endoteliale,
factori de crestere

Insulele pancreatice cu dimensiuni de peste 150U au o rata mica de supravietuire in culturi,
dar co-culturile cu celule stem mezenchimale au aratat o crestere a ratei de supravietuire si a
functiei insulare [75]. Celulele stem mezenchimale MSCs par a fi o solutie buna, Th acest
scop. Ele deriva din mai multe tipuri de tesut adult: maduva osoasd, tesutul adipos sau
sangele periferic. Au fost imaginate diverse medii de co-cultura a celulelor mezenchimale cu
celulele insulare, fie placi solide, fie suspensii, in contact direct sau co-culturi indirecte [76].
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IV.4.6. Obtinerea celulelor B prin transdiferentiere

O alternativa de a obtine celule B producatoare de insulind este aceea de a reprograma
celulele hepatice pentru transdiferentiere in celule B. Aceastd optiune are ca background
faptul ca atat celulele hepatice, cat si celulele B au aceleasi celule progenitoare. Conversia
celulelor hepatice Tn celule pancreatice endocrine se face fie prin trasdiferentiere mai intai in
celule stem pluripotente, fie prin reprogramare directd, prin inducerea expresiei factorilor de
transcriptie (PDX-1) [77, 78].

IV.4.7. Xenogrefele insulare

Dupa mai multe studii ale xenotransplantului de la porc la primate si la om, insulele obtinute
de la anumite specii de porci, par sa reprezinte cea mai viabila alternativd. O data cu
imbunatatirea metodelor de izolare si purificare a insulelor, un numar mai mare de insule au
fost obtinute de la porci, desi exista inca dezbateri pe tema izolarii insulelor de la fetusi porci,
nou-nascuti sau porci adulti [79, 80]. In ceea ce priveste xenorejetul, izolarea graftului de
sistemul imun al gazdei se poate face prin tehnici de micro- si macroincapsulare [81].

1.4.4.8. Imunosupresiain TIP

Principalele imunosupresoare folosite in protocolul de la Edmonton sunt Tacrolimusul si
Sirolimusul, iar mai recent introduse — MMF (michofenolat mofetil), Belatasept sau
Efalizumab [46-48]. In cazul pacientilor cu TIP fard un alt transplant in antecedente, initierea
imunosupresiei se face cu ATG, iar mentinerea imunosupresiei se face cu MMF si
Tacrolimus [46-48]. Tn cazul celui de-al doilea transplant, inductia se face cu
Basiliximab[47], iar mentenanta se face cu MMF si Tacrolimus [46, 48, 82].
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CONTRIBUTIA PERSONALA
V. MATERIAL SI METODA

V.1. RECOLTAREA SI PREZERVAREA PANCREASULUIDE LA DONATOR
AFLAT iN MOARTE CEREBRALA

Aceasta lucrare analizeaza recoltarea de pancreas folosit pentru procesul de izolare de insule
pancreatice si transplant intre anii 2007-2012 la Institutul Clinic Fundeni. Procesul de izolare
a fost efectuat in Laboratorul de Terapii Celulare din cadrul Institutului Clinic Fundeni.
Procesul de izolare de insule pancreatice s-a facut dupa mai multe protocoale, cu scopul
obtinerii unui numar cat mai mare de insule. Insulele obtinute s-au folosit in studii in vitro si
in vivo, pe animale.

Principalul scop a fost acela de a forma o echipa calificatd pentru recoltare de pancreas si
izolare de insule. Experienta echipei de recoltare a fost dublata de experienta ei in recoltarea
de ficat. Avand o echipa unitarad de recoltare de ficat si pancreas, orice dificultate legata de
variante anatomice de vascularizatie a putut fi depasita, iar atunci cand s-a impus recoltarea
in bloc ficat-pancreas aceasta s-a facut menajand ambele organe, care au fost separate pe
back-table si folosite pentru transplanturi de ficat si respectiv de pancreas. Avantajul
institutului nostru a fost si acela ca aici se pot face simultan transplanturi de ficat, pancreas si
rinichi.

Echipa de recoltare de pancreas este constituitd din 3 medici chirurgi si o asistenta de sala, iar
echipa de izolare de insule are 3 medici chirurgi, 2 biochimisti si 2 tehnicieni de laborator.

Cu experienta acumulata in acesti ani, s-a trecut la o etapa superioard, aceea a TIP la om, in 2
cazuri: 1 caz de allotransplant simultan cu transplantul hepatic, la un pacient cu ciroza
hepatica si diabet zaharat, iar al doilea este cel al unui autotransplant de insule pancreatice, la
0 pacientd cu pancreatitd cronica.

Criteriile de excludere a potentialului donator de pancreas, aflat in moarte cerebrald, au fost
in acord cu Registrul International de Transplant de Pancreas (tabel 1):

Tabelul 1. Criterii de excludere pentru un potential donator pancreatic cadaveric

- Varsta> 65 sau <5 ani

- conditii preexistente, cum ar fi: serologie hepatica pozitiva A, B sau C; SIDA; pozitiv HIV-I
sau HIV-II; HTLV-III; encefalita virala; sifilis; Boala Creutzfeldt-Jacob; rabie; tuberculoza
activd; diabetul zaharat tip 1 si 2; neoplazia (cu exceptia tumorilor cutanate sau primare
cerebrale); infectie sistemicd acutd; dementd; tratament cu hormon de crestere hipofizar

- Abuzul cronic de alcool

- Abuz recent de droguri intravenoase

-Antecedente semnificative cu risc crescut de boli infectioase sau transmisibile

Trauma Pancreatica

Istoric de diabet zaharat, pancreatitd necrotizante acuta, pancreatitd cronicd sau chirurgie
pancreatica anterioara

Contaminare intra-abdominala semnificativa

- episod prelungit de hipotensiune arteriala care determind modificari biochimice
semnificative (niveluri sanguine ale creatininei> 1,5 x N sau niveluri sanguine ale
transaminazelor> 2 x N)

- Stop cardiac >5 minute, cu instabilitate hemodinamica, necorectatd in primele 48 de ore sau
cu modificari biochimice semnificative

- Stationare in terapie intensiva (ICU stay)> 7 zile
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- Sodiu> 160 mmol/l

- Amilaza> 380 U/l sau Lipaza> 480 U/I

- Noradrenalind> 0,05 microg/kgBW/min sau Dobuta- /dopamind> 10 microg/kgBW/min

Au fost 20 de recoltari in bloc spleno-pancreatico-duodenale, in cadrul recoltarilor
multiorgan, din care, n 2 cazuri s-a recoltat in acest bloc si ficatul. Indicatia pentru acest din
urma tip de recoltare a fost existenta unei artere hepatice drepte accesorie, cu originea in
artera mezenterica superioara. Separarea organelor a fost facutd in mod adecvat pe back-
table, cele 2 organe fiind folosite la transplantul hepatic, respectiv pancreatic.

In celelalte 18 cazuri, pancreasul a fost recoltat dupa ficat si inainte de recoltarea de rinichi.

V.1.1. Caracterizare grup

Grupul a fost studiat din punct de vedere al varstei, sexului, apartenentei unui grup sangvin,
al indicelui de masa corporald si al cauzei mortii cerebrale.

Varsta donatorului a fost intre 12 si 61 ani, cu o mediana de 35 ani, 3 donatori avand varsta
sub 20 ani, iar unul fiind peste 50 ani (61 ani). Ca si impartire pe sexe, donatorii au fost 9
femei si 11 barbati. Impartirea pe grupe sangvine arata astfel: 11 cazuri de A(Il), 7 cazuri de
O(I) si 2 cazuri de B(III). Indicele de masa corporala s-a situat intre 15.6 si 27.8, cu o
mediana de 24.1.

Cauzele mortii cerebrale au fost: traumatism cerebral - 8 cazuri, ruptura de anevrism - 7
cazuri si accident vascular cerebral - 5 cazuri.

V.1.2. Detalii tehnice chirurgicale ale prelevirii

In afard de acesti factori care tin de donator, calitatea tesutului recoltat este influentata si de
experienta echipei de recoltare si de protocolul folosit pentru prezervare si transport.
Experienta echipei de recoltare se bazeaza pe cunostintele solide de variante anatomice ale
vascularizatiel intraabdominale, cu importantd majora in tehnica recoltdrii multiorgan.
Tehnicile avansate de recoltare combinata de ficat, rinichi si pancreas au condus la rezultate
bune, indiferent de variantele anatomice ale vascularizatiei. Aceste tehnici se adapteaza
variantelor anatomice si stabilitatii hemodinamice ale donatorului si se bazeazd pe
identificarea, disectia si canularea principalilor pediculilor vasculari.

Toate aceste tehnici impun evitarea contactului direct cu capsula pancreatica, a carei injurie
ar duce la pierderi ale solutiei de perfuzie enzimatica din timpul digestiei enzimatice. Au fost
descrise 3 tehnici de recoltare a pancreasului: cea clasicd (warm dissection), intermediard si
cea rapida (cold dissection) [83, 84].

Tehnica rapida este preferatd in cazul donatorului instabil, al recoltarii in bloc ficat-pancreas
sau al donatorului non heart beating si incepe direct cu canularea aortei infrarenale. Timpul
operator scade foarte mult [83, 84].

Tehnica clasica incepe cu disectia principalilor pediculi vasculari inaintea perfuzarii cu
solutia de prezervare. Are dezavantajul injuriilor multiple ale parenchimului sau vaselor
organelor recoltate, stiut fiind faptul ca disectia inaintea perfuziei poate crea vasospasm, cu
cresterea consecutivd a consumului de oxigen. Existd si un alt risc, legat de torsiunea de
pediculi. De aceea calitatea tesutului recoltat nu este cea mai buna [84].

Tehnica intermediara, adoptatd si in clinica noastra implicd identificarea fara disectia
completd a pediculului hepatic (disectia doar a laturii drepte ale venei porte pentru
identificarea unei posibile ramuri accesorii din artera mezenterica superioard) si disectia
incompletd a originii trunchiului celiac, Tnainte de canularea aortei, cu completarea ei pe back
table. Alegerea uneia dintre aceste tehnici se face cu scopul de a reduce la maximum timpii
de ischemie calda si rece [83, 84].
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Operatiile de prelevare au debutat cu sternotomia si incizia mediand xifo-pubiana.
Sternotomia s-a practicat nu numai pentru recoltarea cordului. Atunci cand aceasta s-a
efectuat, ci si pentru un acces mai facil si un control mai bun al aortei intratoracice.

Tehnica folosita a fost in toate cazurile ,,no touch technique” [25, 84], iar splina a servit drept
suport mecanic pentru mobilizarea pancreasului.

Primul pas important si obligatoriu in prelevarea de organe este explorarea cavitatii
abdominale si identificarea variantelor de vascularizatie ale abdomenului superior (ramuri
hepatice accesorii din artera gastrica stinga sau din artera mezenterica superioara). Aceste
variante ale vascularizatie au o importanta mai mare in recoltarea pancreasului in vederea
transplantului integral [85].

Mobilizarea pancreasului incepe cu mobilizarea splinei, prin incizia reflectiei peritoneale
laterale si posterioare ale splinei si a ligamentului spleno-colic. Pancreasul este retractat spre
medial prin disectia in plan si detasarea sa de rinichiul stang, glanda suprarenald stanga si
aorta abdominald. Artera mezenterica superioard, artera splenica si artera gastroduodenala
sunt menajate pentru o perfuzare adecvatd a pancreasului pana in momentul explantarii sale.
Se ligatureaza artera gastrica stangd, Cu menajarea arterei hepatice accesorii din aceasta, cand
existd. Aorta abdominald infrarenald si vena cava inferioara se diseca pana la bifurcatia
acestora. Aorta infrarenald se latuieste in apropierea bifurcatiei, dupd ligaturarea si
sectionarea prealabila a arterei mezenterice inferioare si a eventualelor artere lombare si este
pregatitd pentru canulare. Pentru ,,cross clamping” aorta sudiafragmaticd este latuitd, dupa
disectia si incizia pilierului diafragmatic si a seroasei periaortice. Tn cazul donatorului
instabil, clamparea aortei subdiafragmatice se face dupa o incizie a diafragmului si a
pericardului [85].

Urmadtoarea etapa o constituie staplarea duodenului la nivelul primei portiuni si a duodenului
IV, dupa un lavaj prealabil cu betadind al duodenului, prin sonda nazogastrica. Se canuleaza
apoi aorta infrarenala si vena portd - via vena mezenterica inferioara. Etapa urmatoare este
foarte importanta, fiind aceea a cross-clamping-ului (ligaturarea aortei infrarenale, ligaturarea
aortei subdiafragmatice, sectionarea venei cave inferioare infrarenale), care reprezinta
inceputul ischemiei calde. Dupa heparinizarea sistemica cu heparina 25,000 unitati sau 300
unitati/kg corp, incepe perfuzarea sistemica prin canule cu solutia de prezervare Custodiol la
40 Celsius (Histidina-Triptofan-Ketoglutarat -HTK), 5000 ml in aorta si 3000 ml in vena
porta [85, 86].

Pancreasul este impachetat in gheatd sterila pentru racirea lui rapida. Imediat dupa initierea
perfuziei cu Custodiol, radacina mezenterului impreuna cu vasele mezenterice superioare se
stapleaza. La sfarsitul infuzarii solutiei de prezervare, arterele gastroduodenald si splenica
sunt ligaturate (artera splenica cat mai aproape de originea ei din trunchiul celiac). Vena porta
este sectionatd chiar deasupra pancreasului, spre deosebire de recolarea in vederea efectudrii
de transplant de pancreas integral, unde sectionarea se face la jumdtatea distantei dintre
pancreas si hilul hepatic. Dupd explant, pancreasul este transportat in solutie rece de
Custodiol, intr-un container racit permanent cu gheata.

Prepararea pancreasului pe back-table si procedura de digestie enzimatica si izolare de insule,
a fost efectuatd in Laboratorul de Terapii Celulare, in conditii de acreditare GMP. Prepararea
pancreasului pe back-table inseamna curatarea lui de tesutul gras peripancreatic si de tesutul
vascular, detagarea de duoden si de splind printr-o disectie blanda, cu mare grija de a nu leza
capsula pancreatici. In 2 cazuri in care recoltarea pancreasului s-a facut in bloc cu ficatul,
separarea celor 2 organe s-a facut in sala de operatie de transplant hepatic.

Timpul de ischemie rece a fost s-a situat intre 1.5 si 8 ore, cu o valoare mediana de 5 ore.

18 organe au fost folosite Tn scopul obtinerii de insule pancreatice prin diferite protocoale de
izolare, iar 2 organe au fost folosite la transplantul integral de pancreas: pancreasul de la un
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donator de 38 ani, cu un BMI de 27.8 si scor Vinkers de 13 a fost folosit pentru transplant
integral (pancreas transplant alone - PTA), iar celalalt recoltat de la un pacient de 22 ani, cu
un BMI de 25.7 si Vinkers scor de 9, a fost transplantat la un pacient care a primit $i un
transplant de rinichi (simultaneous pancreas and kidney transplantation- SPK) [85].
Pancreasul recoltat nu a prezentat injurii vizibile, chiar i atunci cand au existat nivele
crescute ale amilazelor si lipazelor.

V.1.3. Prezervarea si transportul pancreasului

Valoarea mediand a scorului Vinkers calculat pe grupul meu de lucru a fost de 11. Cel mai
Tnalt scor calculat a fost 16, intr-un singur caz.

Un factor important in procesul de izolare si de obtinere de insule de calitate il constituie
durata timpilor de ischemie rece si calda. Ischemia calda aduce injurii pancreasului recoltat,
mai mult decat cea rece, cu repercursiuni mai mari asupra calitatii procesului de izolare. De
aceea existd solutii de prezervare, care, impreund cu Impachetarea cu gheatd sterila,
faciliteaza racirea rapida a pancreasului si deci reduce timpul ischemiei calde. Lakeyet al [48,
87] au demonstrat ca este foarte important ca pe perioada recoltarii, prezervarii si
transportului, pancreasul sa aiba temperatura sub 10 grade Celsius. De aceea, imediat dupa
cross clamping, Tnainte de stopul cardiac, pancreasul este perfuzat cu solutie rece de
prezervare (Custodiol, Celsior, University of Wisconsin UW) [85, 88, 89].

Autorii japonezi au dezvoltat propriul sistem de racire regionald in situ, folosit in special
pentru donorii non heart beating. Sistemul este unul adaptat de la cel de perfuzie renala, si se
realizeaza prin intermediul a 2 catetere: primul cateter, cu 2 balonase, se insera Tn aorta, prin
artera femurala, plasandu-se un balon deasupra trunchiului celiac, iar al doilea sub nivelul
arterei renale. Al doilea se Tnsera in vena cava inferioard prin vena femurald. Se infuzeaza
solutie Ringer rece, imediat dupa instalarea stopului cardiac, timp de 3 minute, pentru a
diminua vasospasmul indus de concentratia crescutd de potasiu care poate sd apard la
perfuzarea cu solutie de prezervare UW [86, 89].

Timpul de ischemie rece acceptat pentru transplantul de pancreas integral este de 18-24 ore,
iar pentru transplantul de insule — de 8-12 ore, cu un timp optimal de sub 8 ore.

In timpul recoltirii si transportului se folosesc ca tipuri de solutii de prezervare: UW, Celsior,
Custodiol, M-Kyoto, dar UW ramane gold standardul pentru recoltarea de pancreas.

Unele studii demonstreaza obtinerea unui numar mai mare de IEQ, prin infuzarea directa in
ductul pancreatic a solutiei de MK, imediat dupa explantare (1 ml/g pancreas). Rezultatul este
justificat prin activitatea inhibitorie a solutie MK asupra tripsinei si prin activitatea redusa de
inhibare a colagenazei. Altfel activitatea tripsinei duce la injurii ale sistemului ductal
pancreatic, cu efect negativ asupra eficientei perfuzarii in timpul digestiei enzimatice [90].

Tn cazul unui timp de ischemie rece prelungit, s-a descris metoda ,,two layer”, care inseamni
prezervarea pancreasului prin perfuzare de solutie UW, concomitent cu oxigenarea
normobarica si solutie perfluorocarbon (PFC) ca si cardus al oxigenului. Pentru aceasta,
pancreasul este plasat intre 2 medii nemiscibile, cu 2/3 din suprafatd acoperita de solutie PFC.
Exista si o controversa legata de aceasta metoda: Papas et al [91, 92] aratd ca penetrarca
oxigenului in parenchiul pancreatic se face pana la 1 mm profunzime, depinzand de grosimea
tesutului peripancreatic, care trebuie excizat inainte de folosirea metodei [90].

In afara de injuriile mecanice pe care insulele le sufera in timpul izolarii, ele sunt deprivate de
mediul lor nutritional, prin devascularizare, denervare si hipoxie. De aceea insulele au nevoie
de o perioada scurta de revigorare inainte de transplant, prin care dispar leucocitele pasagere,
dar si cdile de semnalizare intracelulare ale stresului, cu implicatii in allorejet. Acest lucru se
intdmpla prin incubatia si cultivarea lor.
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Avand in vedere criteriile stricte ale alocarii pancreasului in vederea transplantului, donatorii
sunt insuficienti pentru candidatii aflati pe listele de asteptare. De aceea o metoda de a creste
numadrul de donatori este aceea de a accepta donorii marginali, cei non heart beating si
donatorii in viata [47, 93].

donatori NHB este dificila. Japonezii au imaginat un sistem de racire adaptat de la recoltarea
de rinichi, care a scazut mult timpul de ischemie calda [47, 93].

Referitor la donatorii marginali, o recentd meta-analiza a aratat o crestere a numarului de IEQ
prin metoda TLM, folosita de o echipa specializata de recoltare. Rezultate mai putin bune au
fost raportate de echipe neexperimentate, in cazuri cu indicatie improprie sau in cazul
neatentiei la detalii [47, 93].

In ceea ce priveste donatorii in viata, primul transplant de insule din pancreasul recoltat de la
un donator 1n viatd, a fost efectuat de autorii japonezi, dupd o pancreatectomie distald
Transplantul s-a facut la un pacient cu diabet instabil. Un numar suficient de IEQ a fost
izolat, iar pacientul transplantat a devenit insulino-independent. Donatorul a avut nivele
normale ale hemoglobinei glicozilate si ale peptidului C. Efectul metabolic al insulelor
izolate din pancreasul distal recoltat a fost similar celui obtinut prin izolarea a 2 sau mai
multe organe recoltate, acest lucru sugerand un potential mai mare al insulelor recoltate de la
donator viu, decét de la donatorul cadaveric [47, 93].

V.2. IZOLAREA, CULTIVAREA S| INFUZAREA INSULELOR PANCREATICE

In transplantul clinic de insule pancreatice este necesar un numir mare de IEQ pentru
obtinerea statusului normoglicemic, insulino-independent. Numarul de insule obtinute care
urmeaza a fi transplantate se exprima ca echivalenti de insule (IEQ), care reprezintd insulele
cu diametrul de 150p. Tn general este nevoie de o cantitate de 900.000 IEQ pentru transplant.
Calitatea preparatului de infuzat se exprima prin procentul de puritate al insulelor si prin
procentul insulelor inconjurate de tesut acinar [7, 47, 92].

Puritatea reprezintd procentul de insule comparativ cu tesutul total prezent in preparat (insule,
celule acinare i ductale), determinat prin microscopia optica a unei mostre reprezentative de
preparat. Procentul de insule acoperite de tesut acinar din numarul total de insule libere sau
acoperite se calculeaza tot prin microscopie optica. Insulele libere sunt considerate cele care
au mai pufin de 25% din margini atagate de tesutul acinar, iar cele acoperite reprezinta
insulele cu peste 25% din margini atasate tesutului acinar [49, 81, 94].

Proscesul de izolare de insule pancreatice s-a realizat prin metoda automata Ricordi [95]
modificata, cu si fard purificarea insulelor, in Laboratorul de Terapii Celulare al Institutului
Clinic Fundeni.

Prima etapa a constat in decontaminarea pancreasului scos din solutia de prezervare si
curatarea tesutului gras peripancreatic cu grija de a nu leza capsula pancreatica.

A doua etapa a constat In Tmpartirea pancreasului in 2 jumatati, cea a capului §i cea formata
din corp si coada. Cele doua jumatati au fost canulate cu cateter de 16G si conectate la
masina de perfuzie Biorep. Tesutul pancreatic a fost astfel destins cu solutie enzimatica
perfuzata, continand: 20U/g pancreas GMP grade NB1 colagenaza si 0,6 U/g pancreas neutral
proteaza (Serva Electrophoresis, GMbH, Germany), timp de 12 minute.

Astfel incepe etapa de digestie enzimatica. Rezultatul ei se cuantifica printr-o buna distensie a
tesutului pancreatic. Pancreasul astfel detins este taiat in 11 bucati si transferat in camera de
digestie Ricordi, conectatd la un sistem circulator inchis, incélzit la 37 grade. Etapa de
digestive enzimatica continua si se suprapune celei de disociatie mecanica, prin activarea
unui shaker bland. Datoritd fazei de predigestie, aceasta etapa a fost de obicei scurta (3-10
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minute). Periodic s-au recoltat probe cu volume de 1 ml solutie, prin intermediul portului de
probe, cu o seringd, iar acestea au fost supuse colorarii cu ditizona (DTZ) si studiate la
microscopul optic. Faza de digestie enzimaticd a fost opritd Tn momentul detectdrii la
microscop a insulelor pancreatice libere si viabile, folosind solutie de spalare rece (40 grade
C) (Mediatech, Herndon, VA), introdusa in circuit cu rolul de dilutie a solutiei enzimatice.
Etapa de digestie reprezintd timpul necesar pentru eliberarea unui numar suficient de insule
din tesutul acinar. Produsul obtinut a fost colectat si spalat cu un mediu Tmbogatit in albumina
umana. S-a obtinut astfel produsul fresh, nepurificat si necultivat.

A urmat etapa de purificare a insulelor pe bazd de gradient (in 3 cazuri) si procesul s-a
incheiat cu etapa de cultivare a insulelor pe mediu Miami, timp de 3 zile (exceptic au facut 2
cazuri de transplant de insule fresh, nepurificate si necultivate: unul in cazul unui
autotransplant de insule si al doilea in cazul unui allotransplant simultan cu transplantul de
ficat).

V.2.1. Caracterizarea insulelor

Insulele au fost caracterizate dupa colorarea cu dithizona si observarea lor la microscopul
optic. Numarul de IEQ a fost determinat folosind masina si metoda de numarare automata
Biorep [96]. Puritatea a fost determinata prin comparatia tesutului insular colorat cu dithizona
fata de cel exocrin necolorat.

Viabilitatea insulelor a fost evaluate folosind colorarea cu fluorescein diacetat (FDA) si
propidium iodide (PI), cu vizualizarea simultand a celulelor vii (colorate in verde) si a celor
moarte (colorate in rosu).

Observarea insulelor isolate la microscopia optica a aratat o calitate buna acestora prin lipsa
reactiei de aglutinare si de inlantuire a acestora.

Toate insulele au fost testate din punct de vedere al sterilitatii, cu rezultat pozitiv in toate
cazurile.

V.2.2. Avantajele si dezavantajele etapei de purificare a insulelor

Preparatul nepurificat combina insule libere de tesut acinar, clustere de insule, tesut acinar si
ductal. Tn studiul meu aproximativ 40% din celulele izolate au fost atasate de tesut acinar,
insemnand o puritate scizuti. In timpul transplantirii preparatului nepurificat, o datd cu
celulele endocrine, se transplanteaza si o serie de celule nonendocrine, cele mai frecvente
fiind celule acinare si ductale. Aceste celule nonendocrine pot fi benefice pentru
supravietuirea de lunga duratd a insulelor. Existd o serie de publicatii care sugereaza ca
precursorii de celule pancreatice ductale pot reprezenta o sursa de neogenezaa a insulelor
pancreatice. Acest fapt a fost demonstrat prin biopsiile a 3 pacienti cu autotransplant de
insule pancreatice, raportate de Soltani SM [97]. Aceste structuri islet-like sunt pozitive
pentru secretia de insulina si glucagon.

Matsumoto [49] a demonstrat ca purificarea insulelor se impune atunci cand volumul
preparatului este mare, reducand astfel riscul complicatiilor date de presiunea crescutd in
vena porta.

Pe de altd parte, marele dezavantaj al etapei purificdrii este acela ca aproximativ 40% din
masa de insule se pierde in timpul procesului. Purificarea nu se face atunci cand tesutul
pancreatic exocrin este limitat, ca In cazul pacientilor cu autotransplant dupa pancreatectomii
totale pentru pancreatita cronica [45, 98].
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V.3. NOTIUNI CHIRURGICALE CU IMPLICATIE TN AUTOTRANSPLANTUL DE
INSULE PANCREATICE

V.3.1. Pancreatectomia totala si autotransplantul de insule pancreatice la pacientii cu
pancreatita cronica

Pancreatita cronica este o boald inflamatorie progresiva care induce modificari ireversibile la
nivelul pancreasului interesand atidt componenta exocrina cat si cea endocrind, mergand pana
la malnutritie si diabet [97, 99].

Principalul obiectiv in pancreatita cronica este remisiunea sindromului algic si a dependentei
de narcotice si prevenirea episoadelor recurente de pancreatita acuta. Un al doilea obiectiv
este acela de prezervare a cat mai mult din parenchimul pancreatic neafectat si de corectare a
insuficientei metabolice care apare post interventii chirurgicale.

Rezectiile pancreatice sunt indicate la pacientii cu duct pancreatic nedilatat sau la cei la care
alte proceduri endoscopice sau chirurgicale de drenaj nu au dat rezultate. Exista 3 metode de
prevenire a diabetului indus chirurgical: autotransplantul de pancreas segmentar,
allotransplantul de insule pancreatice sau autotransplantul de insule. Primul se aplicd unui
numar mic de pacienti, iar al doilea necesita terapie imunosupresoare, cu complicatiile ce
rezida din aceasta.

Prognosticul fara interventie chirurgicala arata 0 mortalitate de 50% Tn 20-25 ani de la
debutul bolii. Interventia chirurgicald se alege in functie de functia endocrina si exocrina a
pancreasului, de forma de pancreatita cronica (cu duct larg sau calcificanta sau cu duct
ingust) si de intensitatea durerii.

Uneori 1nsd pancreatectomia totald este singura optiune care oferd o remisiune totald a
sindromului algic. Desi este asociatd cu o mortalitate si o morbiditate crescute, totusi
remisiunea durerii prevaleazad asupra celorlalte complicatii, ca diabetul sau insuficienta
exocrind. In ultimele 3 decade, mortalitatea in centre cu volum mare, a scizut de la 22% la
3%, prin imbunatatirea tehnicilor operative [59]. Buchler MW et al [100] au demonstrat ca
ratele mortalitatii si morbiditatii dupa PT selectivdi nu sunt mai mari decdt Tin
duodenopancreatetomia cu prezervare de pilor. Prin aceastd operatie nu doar intregul
pancreas este rezecat, dar si zonele de inflamatie a nervilor. Una din complicatiile majore este
reprezentatd de deficienta in secretia de insulind si glucagon, dand nastere diabetului indus
chirurgical. Pentru a preveni acest lucru este recomandat autotransplantul de insule
pancreatice, care chiar §i cu necesarul suplimentar de insulina exogena, asigura un control
mai eficient al diabetului prin secretia de lungd durata a insulinei si peptidului C.

Se practica mai frecvent interventia simultana de PT si AIT decat PT urmata de transplant
allograft programat. Acesta din urma va necesita introducerea tratamentului de
imunosupresie, cu efectele sale secundare. Conform Registrului International al
Transplantului de Pancreas [19], acest tratament a fost ales in mai putin de 0.1% din totalul
transplantului de insule allograft.

Calitatea tesutului pancreatic recoltat la pacientii cu pancreatitd cronica este inferioara celor
cu pancreas normal, tesutul endocrin si exocrin fiind inlocuit cu fibroza, calcificari si chiste,
pe perioada inflamatiei cronice. Kobayashi et al [101] au demonstrat, datorita corelatiei
inverse intre fibroza pancreatica si numarul de IEQ obtinut prin izolare, ca, cu cat pacientul
Cu pancreatita cronica se prezinta pentru operatie mai repede, cu atat complicatiile legate de
abuzul de narcotice si sansa de a se prezerva si de a se izola o cantitate mai mare de insule
viabile, este mai mare.

Factorii care se coreleaza cu obtinerea statusului insulino-independent includ sexul feminin,
BMI < 28 si numarul de IEQ infuzati/kg corp.
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Primul autotransplant de insule s-a efectuat la Universitatea din Minnesota, in 1977 [102], la
un pacient cu pancreatita cronica cu duct ingust si sindrom algic refractar, iar rezultatul a fost
remisiunea completa a sindromului algic si obtinerea statusului insulino-independent.

Cele mai recente publicatii au aratat ca din 1977 pana in prezent s-au efectuat peste 500 AlP.
Recent Sutherland et al [20, 103] au raportat cea mai mare serie de pancreatectomie totala si
autotransplant de insule la Universitatea din Minnesota, cu peste 409 cazuri raportate.
Remisiunea sindromului algic este atinsa in 80% din cazuri, iar statusul insulino-independent
Tn 30-40% din cazuri, iar 70% din recipienti raman insulino-independenti la > 2 ani, mai ales
daca numarul de IEQ > 300.000 [88, 104].

V.3.2. Selectia pacientilor

Nu intotdeauna severitatea sindromului algic se coreleaza cu modificarile histologice ale
pancreasului, iar diagnosticul de panctreatita cronica se stabileste pe baza simptomatologiei, a
modificarilor metabolice, radiologice sau endoscopice.

Etiologia durerii in pancreatita cronica nu este pe deplin cunoscuta. Exista studii care arata ca
printre factorii cauzali se numara hiperpresiunea intraductald, inflamatia nervilor intrinseci
(neurita) sau chiar cauza centrala.

Pacientii cu episoade repetate de pancreatita acutda sunt candidati la pancreatectomie totala
urmatd de autotransplant de insule, daca episoadele sunt frecvente, chiar dacd au perioade
,»pain free” intre ele. Evolutia acestor episoade va fi catre o pancreatita cronica, mai ales daca
nivelele de amilaze si lipaze se mentin crescute o lunga perioada de timp si daca durerea
persista dupa remisiunea celorlalte simtome.

Pentru pacientii non diabetici, care primesc ca tratament analgetice majore, dar care au
criterii minore de pancreatita cronica, sunt autori care recomanda pancreatectomia totala si
AlP.

O alta categorie de pacienti cu pancreatitd cronica prezintd diabet de la prima infatisare la
medic. In acest caz, decizia de a se efecuta PT cu AIP este mai usoard, in special daci existd
deja si insuficientd exocrina.

Majoritatea pacientilor cu pancreatitd cronica nu au diabet la momentul diagnosticarii. Pentru
aceastd categorie PT cu AIP reprezintd o solutie pentru remisiunea sindromului algic sau
utilizarea a cat mai putine analgetice postoperator.

Asocierea dintre pancreatita cronica si cancerul de pancreas este bine cunoscutd. Cancerul
poate sa apara pe un pancreas cu pancreatitd cronica, indiferent de etiologia acesteia, dupa o
evolutie de lunga durata, de peste 30-40 ani. Cel mai mare risc il au pacientii fumatori sau cu
componenta genetica.

La acesti pacienti pancreatectomia totalda elimind riscul evolutiei unui cancer ocult, iar
autotransplantul de insule scade si mai mult acest risc, in primul rand prin scadrea volumului
pancreasului. Desi inaintea autotransplantului se efectueazd sampling multiplu, totusi riscul
unor rezultate fals negative este foarte mare, datorita imposibilitatii efectuarii acestor biopsii
din intreaga glanda.

Totusi, studiile pe largi serii de autotransplant au aratat ca riscul de aparitie a cancerului dupa
autotransplant este foarte mic.

V.3.3.0ptiuni tehnice Tn pancreatectomia totala n vederea autotransplantului de insule
pancreatice

Principalul obiectiv al pancreatectomiei totale il reprezintd remisiunea totald a sindromului
algic, dar marele avantaj ramane prevenirea fistulei anastomotice.
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Existd mai multe tehnici chirurgicale practicate de diferitele centre de excelentd in chirurgia
pancreasului, dar exista aspecte general comune, foarte importante in succesul
autotransplantului.

De o foarte mare importanta este mentinerea, in timpul disectiei, pentru cat mai mult timp
posibil, a vascularizatiei pancreatice intacte. Acest lucru va duce la reducerea timpului de
ischemie calda. Acest obiectiv este atins prin menajarea vascularizatiei arteriale si venoase
ale pancreasului, pani la excizia totald a organului. In timpul disectiei o atentie deosebita
trebuie acordata hemostazei, deoarece riscul de sangerare este mare la acesti pacienti, in
primul rand deoarece se lucreaza intr-0 zona hipervascularizata, in al doilea rand datorita
procesului zonal de inflamatie si nu in ultimul rand datoritd timpului de administrare de
heparind, obligatoriu 1n timpul infuziei preparatului de insule, pentru a preveni hipertensiunea
portala si tromboza de vena porta.

In timpul disectiei, trebuie evitate injuria capsulei sau a parenchimului pancreatic, deoarece
acest lucru Tmpieteaza digestia enzimatica si obtinerea unui numar suficient de insule pentru
autotransplant.

Exista si particularitati anatomice cu un mare impact asupra succesului izolarii de insule, pe
care echipa operatorie trebuie sd le cunoasca: pancreas divisum, pancreasul anular, splinele
accesorii sau lipomatoza pancreatica.

Pancreas divisum este cea mai frecventa anomalie a pancreasului, care nu are un impact
negativ asupra calitdfii distensiei pancreatice din faza enzimatica a izolarii de insule, doar ca
in acest caz metoda canularii trebuie modificata datorita faptului ca ductul Wirsung este mai
Tngust decat Santorini.

Splinele accesorii sunt frecvent gasite, la 10% din populatie si se pot situa oriunde in
cavitatea abdominald. Pancreasul este al doilea cel mai frecvent loc al splinelor accesorii, cu
o frecventa de 1 la 5 spline acesorii. Este bine de stiut ca aceste spline accesorii nu trebuie
rezecate Tnainte de terminarea etapei de distensie, deoarece ele sunt situate profund in
parenchimul pancreatic si excizia lor poate cauza injurie a parenchimului.

Pancreasul lipomatos este caracterizat prin inlocuirea tesutului exocrin cu tesut adipos sau
infiltrat grasos. Exista cateva conditii asociate cu pancreasul lipomatos, cum sunt obezitatea,
varsta Inaintatd, obstructia ductului pancreatic sau boli metabolice. Trebuie facutd insa
diferenta dintre infiltratul lipomatos si grasimea peripancreatica, ultima fiind facil de disecat
de parenchim fara lezarea sa. Sunt studii care arata ca succesul unei izoldri de calitate se
coreleaza cu continutul 1nalt in tesut adipos al pancreasului.

VI. REZULTATE. TRANSPLANTUL CLINIC DE INSULE PANCREATICE

VI.1. CAZUL 1 — AUTOTRANSPLANTUL DE INSULE PANCREATICE LA O
PACIENTA CU PANCREATECTOMIE TOTALA PENTRU PANCREATITA
CRONICA

Pacienta in varsta de 53 ani, cu o greutate de 60 kg si un BMI de 22, colecistectomizata in
1997, diagnosticata cu pancreatitd cronica cu afectarea intregului organ, fara dilatatie ductala,
clinic cu sindrom algic refractar la terapia medicamentoasa si episoade repetate de pancreatita
acuta.
Diagnosticul de pancreatita cronica a fost pus pe baza analizelor de laborator si a imagisticii:
- teste de laborator: HbA1C 6.3% (valori normale 4.8-6.0%) si glicemia
- examenele CT si RMN au ardtat prezenta pancreatitei cronice, cu duct ingust si chiste
pancreatice in intreg parechimul.
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Indicatia chirurgicala de rezectie pancreatica a fost sindromul algic permanent, refractar la
antalgice majore si episoadele de pancreatita acuta recurente.

V1.1.1. Pancreatectomia totala — consideratii tehnice chirurgicale

Interventia chirurgicald a constat in pancreatectomie totald, cu prezervarea duodenului si a
splinei si canularea venei mezenterice inferioare pentru infuzarea insulelor in sistemul port.
Pe parcursul interventiei chirurgicale, vascularizatia pancreasului a fost menajata cat mai
mult posibil, pentru a minimiza timpul de ischemie calda a insulelor pancreatice. Tn mod
tipic, mobilizarea s-a inceput dinspre portiunea distala, de-a lungul arterei si venei splenice, la
nivelul venei mezenterice superioare.

Disectia s-a facut cu atentie deosebita la hemostaza, datorita riscului de sangerare crescut dat
de heparinizarea dinaintea infuziei de insule, stiut fiind faptul ca infuzia determina
hipertensiune portala temporara.

Imediat dupa rezectia pancreatica s-a inceput administrarea de insulind pe injectomat, cu
mentinerea glicemiei la valori de sub 120 mg/dl, pentru a preveni toxicitatea glucozei la
nivelul insulelor, demonstrat fiind efectul negativ al hiperglicemiei asupra graftului insular.
Rezultatul examenului histopatologic intraoperator nu a decelat celule maligne. Interventia
chirurgicala a decurs fard incidente.

V1.1.2. Izolarea insulelor, evaluarea si infuzarea lor
Prezervarea pancreaului s-a facut in solutie rece de Custodiol. Timpul de ischemie rece a fost
sub 8 ore. Pancreasul a fost cantarit (80 g) si apoi decontaminat. Testele de contaminare au
fost negative.
Procesul de izolare de insule pancreatice a avut loc in Laboratorul de Terapii Celulare din
cadrul Institutului Clinic Fundeni, in conformitate cu legislatia roména privind terapiile
celulare. Consimtamantul informat a fost semnat de pacienta inainte de Inceperea interventiei
chirurgicale.
Procesul de izolare s-a efectuat folosind metoda automata Ricordi modificata, constand in:
- Decontaminarea pancreasului, indepartarea tesului gras peripancreatic si sectionarea
sa in 2 parti (portiunea capului si corpul si coadd) apoi canularea ductului fiecarei jumatati
cu canula de 16G conectata la aparatul de perfuzie automata Biorep.
- Distensia bund a pancreasului folosind solutie enzimatica contindnd 20U/g GMP
colagenaza NB1 (Serva, USA) si 0.6 U/g neutral proteaza (Serva Electrophoresis, GMbH,
Germany).
- Sectionarea pancreasului destins in 11 bucati si transferat in camera Ricordi, conectata
la un circuit cu tubulatura Tnchis, prin care circula solutia enzimatica incalzita la 37 grade
celsius si un shaker bland (digestie enzimatica si mecanica). Periodic s-au recoltat probe de
1 ml cu ajutorul unei seringi, prin portul special pentru probe din circuit, care s-au colorat cu
ditizona (dyphenylthiocarbazone, Sigma St Louis, USA) si au fost analizate la microscopul
optic. Puritatea insulelor a fost estimata prin comparatia dintre tesutul colorat cu ditizona si
cel necolorat reprezentat de tesut acinar. Viabilitatea insulelor a fost evaluata folosind
folosind coloratia dubla cu florescein diacetat (FDA) si propidium iodat (PI) si observarea
simultana la microscop a celulelor viabile (colorate in verde) si a celor neviabile (colorate in
rosu). Durata procesului de digestie reprezintd timpul necesar pentru a fi eliberate un numar
suficient de insule de tesutul acinar si, in acest caz a fost de 12 minute.
- O datad ce au fost detectate la microscop insule libere de tesut exocrin, procesul de
digestie a fost oprit prin racirea rapida a solutiei enzimatice cu solutie de dilutie la 4 grade
celsius (Mediatech, Herndon, VA).
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- Produsul de digestie a fost colectat si spalat intr-un mediu imbogatit cu albumind
umana. Insulele au fost numarate prin metoda automata Biorep, iar numarul a fost convertit
in IEQ (insule cu diametrul standardizat de 150 microni). Totalul 1EQ a fost de 280.000,
3000 IEQ/g pancreas, volumul pellet-ului a fost de 40 ml. Durata intregului proces de
izolare a fost de 5 ore.

- Dupa efectuarea testului de sterilitate, produsul nepurificat a fost resuspendat in pungi
speciale de infuzie, in mediu de transplant CMRL (Mediatech, Inc), albumina umana 5% si
heparina (70U/kg, pentru a preveni aglutinarea intraportala a insulelor) si transportat in sala
de operatie. Timpul de infuzare a insulelor prin cateterul montat intraoperator in vena
mezenterica inferioara a fost de 40 minute, dupa heparinizare a cateterului cu 5000u
heparina pentru a preveni tromboza portala. In timpul infuziei a fost monitorizata presiunea
arteriala si venoasa centrala, precum si selectiv presiunea din vena porta dependenta de
volumul de insule infuzat. Cateterul a fost suprimat a 2-a zi in sala de operatie, sub anestezie
totala. Nu au existat complicatii legate de infuzie (hemoragice sau trombotice).

V1.1.3. Evolutia postoperatorie imediata si la distanta

Functia insulelor transplantate a fost urmaritd monitorizand: glicemia zilnicd masurata la
interval de 4 ore (glucose-oxydase method), HbAlc (HPLC method), peptidul C si
insulinemia (metoda ELISA ) si indexul HOMA-IR si HOMA-B, calculate din glicemia a
jeun si insulinemie.

In perioada postoperatorie imediata a fost initiatd infuzia continua de insulini pe injectomat,
pentru a mentine nivelul glicemiei intre 70-140 mg/dl. Apoi necesarul de insulina s-a redus
treptat. Nivelurile glicemiei s-au situat intre 97-160 mg/dl. Pacienta a atins niveluri normale
ale peptidului C dupa 3 zile, apoi, dupa 14 zile, infuzia de insulind nu a mai fost necesara,
fiind inlocuita de ingestia de biguanida (Metformin - Siofor 1g: %2 cp X 2/zi), datorita unor
valori mai mari ale glicemiei.

Statusul insulino-independent se defineste ca valori pozitive ale peptidului C, cu valori ale
glicemiei de pana la 140 mg/dl, fara terapie cu insulina.

Parametru 2 saptamani | 3 luni 9 luni 1an 1.5ani
Glicemie 129 109 117 100 108
HbAlc * 6.1 6.21 6.08 6.08 5.88
Insulinemie 4.19 3.68 2.76 4.20 2.27
Peptid-C 1.36 1.43 1.05 1 0.889

*Valori normale: 4.8-6.0%

Succesul grefarii si functia insulelor transplantate au fost calculate prin HOMA index
(homeostasis model assessment). Acest index este predictiv pentru homeostazie luand in
calcul functia celulelor B si rezistenta la insulina.

HOMA-IR (rezistenta la insulind) si functia celulelor B se calculeaza pe baza valorilor
glucozei a jeun si a nivelurilor insulinei plasmatice.

HOMA-B estimeaza masa de celule p functionale. In formula sa intrd si concentratia de
insulina plamatica si de accea nu poate evalua functia la pacientii ce primesc insulina
exogena.

Din acest motiv, unii autori calculeaza indexul SUITO (Matsumoto, Unit of islet transplant
objects), in a carui formula intrd nivelurile glicemiei si ale peptidului C: [fasting c-peptide
(ng/ml)/fasting blood glucose (mg/dl)-63] x 1500.

Parametru | 2 saptamani 3 luni 9 luni 1an 1.5 ani

HOMA-B 60 68 48 40.8 49.9
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HOMA-IR 1.1 1.1 0.8 1.04 0.7

SUITO 29.7 46.65 29.25 40.65 29.61

Din punct de vedere al sindromului algic acesta a fost estimat conform unei scale de la 0 (fara
durere) la 10 (durere severa).

Statusul normal exocrin a fost manageriat prin suplimentarea de enzime pancreatice (Creon
10.000 unitati x 3/zi in timpul principalelor mese) si estimat prin calitatea si cantitatea
scaunelor.

In cursul urmdririi postoperatorie, pacienta a fost diagnosticati imagistic cu formatiuni
nodulare multiple intrasplenice, cu dimensiuni infracentimetrice, care au fost monitorizate
imagistic din punct de vedere al numarului si dimensiunilor acestora intre anii 2012-2014.
Consultul hematologic ridica suspiciunea unui limfom cu determinare splenica si recomanda
splenectomia, desi punctia medulara este n repetate randuri negativa.

In septembrie 2014 se intervine chirurgical si se practicd splenectomia totald, rezultatul
histopatologic fiind de limfom non Hodgkin folicular grad 3A.

Evolutia postoperatorie este agravata de aparifia unei tromboze extinse la nivelul
confluentului spleno-mezenteric, al trunchiului portal si al ramului posterior al portei drepte,
pentru care se instituie tratament cu heparina si antiagregant plachetar, cu remisiunea
completd a acesteia. In februarie 2016 pacienta ncepe tratamentul specific chimioterapic R-
CHOP, cu evolutie favorabila, pana in 2017, cand este diagnosticatd imagistic cu formatiune
tumorala prevezicala, pentru care se intervine chirurgical in octombrie 2017 si se practica
excizia formatiunii tumorale prevezicale, in bloc cu rezectie partiald de vezica urinara.
Rezultatul HP: imfom non-Hodgkin difuz cu celula B folicular grad 3A, cu interesare
vezicala. Pacienta continua tratamentul chimioterapic R-GemOX.

In prezent, la 7 ani posttransplant, pacienta este in viati, cu un control glicemic bun, insulino-
independent, cu glicemii a jeun de 150 mg/dl si valori medii de 115 mg/dl, sub tratament
cronic cu Siofor n schema 1cp dimineata-1/2 cp pranz-1cp seara. Indicele HOMA-B calculat
este de 48 %.

VI1.2. CAZUL 2 - PRIMUL ALLOTRANSPLANT DE INSULE PANCREATICE DIN
ROMANIA REALIZAT TN INSTITUTUL CLINIC FUNDENI

Ca si etapa In realizarea unui program coerent de transplant de insule pancreatice, voi
prezenta cazul primului allotransplant de insule pancreatice realizat in Institutul Clinic
Fundeni, in cadrul unui transplant combinat de ficat si de insule pancreatice, la un pacient in
varsta de 40 ani, cirotic, cu diabet zaharat insulino-dependent.

V1.2.1. Indicatia de transplant
Pacientul avand gretatea de 85 kg si un BMI de 24.5 kg/m? a fost diagnosticat in 1995 cu
hepatita cronica cu virus hepatitic C, genotip 1, pentru care a urmat tratament cu Interferon si
Ribavirina timp de 12 luni, cu recadere dupa oprirea tratamentului. Pacientul este urmarit in
Clinica de gastroenterologie, iar in anul 2002 este diagnosticat cu ciroza hepatica VHC si este
introdus pe lista de asteptare pentru transplantul hepatic, intrunind criterii minime: scor Child
Pugh 8, scor MELD 17, cu viremie HCV RNA de 1.840.000 1U/ml. Tratamentul continua cu
doze mici de interferon Pegasys 90 pg/saptamana si Ribavirina (Copegus)1000 mg/zi. Dupa o
lund de tratament, dozd de Pegasys creste la 180 pg/saptamand. Dupa 24 saptamani de
tratament viremia a scdzut la 3.700 Ul/ml, drept pentru care se continud cu o doza de
mentinere de Pegasys de 90 pg/saptamana.
Incepand cu 1999, in cadrul analizelor uzuale pentru urmirirea afectiunii hepatice, testele
glicemiei au aratat valori crescute (vezi tabel 2):
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Tabelul 2. Evolutia valorilor glicemice

An/ glicemie Glicemie (mg/dl) HBA1C (%) Necesar insulina
iulie1999 105

Noiembrie 1999 152

Fenruarie 2000 176

Mai 2000 293 8.2 26U/zi Humalog
2002 8.6 26 U/zi

2003 — 2004 9.1 40U/zi

2005 7.5 64 U/zi

In 2005 are loc o crestere a viremiei la 1.220.000 UI/ml, cu decompensarea usoari a functiei
hepatice, cu cresterea concomitenta a transaminazelor de 2-2.5 ori normalul, sub tratament cu
interferon in doze de intretinere. Concomitent cu progresia afectiunii hepatice, din anul 2000,
pana in 2005, necesarul de insulina creste de la 26 la 64 U/zi.

Riscul de decompensare hepatica si scorul MELD de 14 au impus urgentarea transplantului
hepatic, iar datorita concomitentei diabetului insulino-dependent in doze crescande, s-a decis
efectuarea transplantului simultan de ficat si insule pancreatice, care a fost realizat in
septembrie 2005.

V1.2.2. Recoltarea in bloc ficat-pancreas de la donator aflat in moarte cerebrala

Ficatul si pancreasul au fost recoltate in bloc, de la un donator aflat In moarte cerebralad
alocate dupa criterii de compatibilitate in sistemul ABO si crossmatch (cl I si 1) negativ.

Ca si variante anatomice ale vascularizatiei ficatului donatorului, a existat o artera hepatica
dreapta accesorie, ram din artera mezenterica superioard §i o arterd stinga accesorie pentru
segmentul IV, ram din artera coronara, care au fost prezervate in cursul prelevarii, motiv
pentru care recoltarea s-a facut in bloc ficat-pancreas, iar split-ul s-a efectuat Tn blocul
operator din Institutul Clinic Fundeni.

Timpul de ischemie rece a fost de 8 ore, iar solutia de prezervare a fost Custodiol, la 4 grade
Celsius.

S-a efectuat transplant hepatic ortotopic cu ficat intreg avand ca anastomoze: cavo-
cavoanastomoza latero-laterala, porto-portoanastomoza T-T, artera hepaticd comuna receptor
— trunchi celiac reconstruit donator si coledoco-coledocoanastomoza T-T. La sfarsitul
interventiei s-a montat un cateter angio- de 16 Fr in vena porta, prin vena mezenterica
inferioard, pentru infuzarea de insule pancreatice in vena portd si s-au confectionat 2
buzundrase in marele epiploon cateterizate de asemenea separat cu alte 2 catetere
exteriorizate transparietal, pentru infuzarea de insule pancreatice Th oment.

Procesul de izolare a insulelor s-a efectuat in Laboratorul Spitalului Judetean Constanta,
folosind metoda de dubla digestie: enzimatica si mecanica. Insulele obtinute au fost incubate
timp de 72 ore in mediu CMRL 1066 (Sigma-Aldrich), imbunatatit cu ITS (insulin transferin
and selenium), acid linoleic, albumina umana, nicotinamida, vitamina E (Sigma-Aldrich), Tn
atmosfera de 5% CO2 s1 95% aer, la 37 grade in primele 24 ore, apoi la 24 grade, pana la 72
ore.

Numarul total de echivalenti de insule pancreatice a fost de 284.000, iar dupa incubare, la
testul de viabilitate 80% din insule au fost viabile, iar testele de sterilitate microbiologica au
fost negative.

Dupa incubatie, insulele au fost resuspendate in mediu de transplant CMRL (Mediatech, Inc),
imbunatatit cu albumind umana in concentratie finala de 5% si heparina (70U/kg, pentru a
preveni aglutinarea intraportala a insulelor) si transportat in sectia de ATI a Institutului Clinic
Fundeni, unde au fost infuzate ncet (in 30 minute), 100 ml in cateterul intraportal
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preheparinat si 30 ml in cele 2 catetere montate in cele 2 buzundrase de epiploon. Presiunea
venoasa portald a fost masurata inainte de infuzie si la fiecare 5 minute in timpul infuziei si a
variat in limite normale, intre 19 si 23 (6 determinari). Pacientul a tolerat bine procedura si nu
au existat incidente.

Tn ziua 4 postoperator s-a reintervenit chirurgical pentru un hematom voluminos subhepatic,
pentru controlul sursei de sangerare, ocazie cu care s-au suprimat si cele 3 catetere de infuzie
a insulelor pancreatice.

V1.2.3. Evolutia postoperatorie imediata si la distanta

In ziua a 4-a postoperator a avut loc o crestere a valorilor enzimelor de hepatocitoliza
considerate in relatie cu infuzarea insulelor pancreatice.

Pentru a se exclude un rejet acut, in ziua 13 postoperator s-a practicat biopsie hepatica
percutanata ecoghidata, iar rezultatul histopatologic a confirmat reactia la infuzia de insule
pancreatice: parenchim hepatic cu arhitectura prezervata, cu minim infiltrat celular inflamator
al spatiului intraportal.

Dupa 2 sdptamani, nivelurile enzimelor de hepatocitolizdA au scazut progresiv, cu
normalizarea lor in ziua a 20-a.

Din punct de vedere al transplantului hepatic, nivelul transaminazelor s-a mentinut in limite
normale, cu cresterea Insa progresiva a viremiei pana la valori de 6.300.000 Ul/ml, cu biopsie
hepatica in luna a 6-a, ce a aratat recaderea infectiei VHC, iar in luna a 10 -a posttransplant
nivelurile transaminazelor de 4x normalul si ale ARN HVC de 36.700.000 Ul/ml au impus
reinceperea terapiei cu interferon (Pegasys, Roche, Basel, Switzerland) 180 microg/sapt si
Ribavirina (Copegus, Roche, Basel, Switzerland)100 mg/zi timp de 3 luni, cu scaderea
initiala in prima lund pana la valori de 1.500.000 Ul/ml, dar cresterea la 2.850.000 Ul/ml,
respectiv 2.129.000 Ul/ml, ceea ce a impus stoparea tratamentului datorita ineficientei.
Evaluarea graftului insular s-a facut prin monitorizarea nivelurilor glicemiei (glicemia a jeun
si la 2 ore postprandial), a nivelurilor peptidului C si a hemoglobinei glicozilate.

O monitorizare continud a glicemiei timp de 72 ore (Medtronic MiniMed Continuous
Glucose Monitoring System - CGMS), efectuata la 2 luni posttransplant a aratat o medie de
115.8+32 mg/dl, o singura determinare avand o valoare de 200 mg/dl, dar cu multiple
episoade hipoglicemice, cu valori sub 70 mg/dl, iar nivelurile glicemiei a jeun au fost sub 126
mg/dl.

Valorile glicemiei au scazut progresiv, in paralel cu cele ale HbAlc, iar necesarul de insulina
a scazut de la 64 U/zi pretransplant la 40 U/zi in februarie 2006 si la 20 U/zi in septembrie
2006.

Incercarea de reducere la 16U/zi insulina exogeni a dus la cresteri ale glicemiei la peste 150
mg/dl si a HbAlc de 7.5%, ceea ce a impus recorectarea insulinei la 20 U/zi cu stabilizarea
glicemiei la <130 mg/dl si a HbAlc la 6.9%.

Parametru Feb 2006 lun 2006 | Sep 2006 2007
HbAlc 6.1 7.5 7.8 6.9
Peptid C 0.17 0.11 1.04
Proinsulina 10.2 8.3
Necesar insulina exogena | 40 16 20 20
Glicemia 115+38 150 130

In februarie 2007, in luna a 14-a posttransplant pacientul este diagnosticat cu tuberculoza
pulmonara, pentru care se initiaza tratamentul triplu medicamentos, cu decompensarea
subsecventa a functiei hepatice.

Pacientul este relistat pentru retransplant, dar decedeaza in luna mai 2007.
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V1.2.4. Imunosupresia

S-a folosit imunosupresia steroid-free conform protocolului de la Edmonton tinand cont si de
efectele acestuia asupra pacientilor cu transplant hepatic, initiat imediat posttransplant cu
Daclizumab (Zenapax) ca si terapie de inductie, 1 mg/kg, 5 doze la interval de 14 zile
posttransplant si Sirolimus (Rapamycin) si doze scazute de Tacrolimus (Prograf) ca si terapie
de mentinere.

Concentratia de Sirolimus in sange a fost mentinuta intre 12-15 ng/ml, in primele 3 luni si 8-
10 ng/ml dupa aceea, iar tacrolinemia a fost mentinuta intre 3-6 ng/ml.

Din luna a 10-a, o data cu cresterea viremiei si a rezultatului biopsiei hepatice, care a aratat
cresterea fibrozei si a infiltratului inflamator portal si periportal, s-a luat decizia de a se
inlocui Sirolimusul cu Mycofenolat mofetil (MMF, Roche), datorita efectului antifibrotic si
antiinflamator dovedit la recipientii cu HVC. Nivelul tacrolinemiei a fost menginut intre 2-4
ng/ml.

V1.3. EXPERIMENT PE SOARECI DIABETICI
V1.3.1. Material si metoda
Implantarea tesutului pancreatic uman la soareci diabetici s-a efectuat in laboratorul de
cerecetare experimentald din cadrul Institutului Stefan Nicolau. Recoltarea unui fragment cu
dimensiuni de 1/1 cm dintr-un insulinom benign pancreatic corporeal s-a efectuat in Institutul
Clinic Fundeni, dupa rezectia pancreatica centrala pentru insulinom, la o pacienta de 40 ani,
G.l.
Recoltarea s-a facut in mediu steril, iar transportul a fost efectuat in containere sterile, fara
mediu de transport sau fixare.
Fragmentul cu greutate de 0.7 g a fost impartit in 4 parti relativ egale, sub hota cu flux
laminar, iar fragmentele au fost cantarite astfel:
Fragment 1 2 3 4
Greutate (g) 0.14 0.13 0.19 0.17

Tesutul pancreatic fresh a fost implantat la un lot format din 4 soareci diabetici BKS®, avand
mutatia spontana Lepr® (leptin receptor), care manifesta obezitate morbida, hiperglicemie
cronicd, atrofie de masa de celule B si care devin hipoinsulinemici. Obezitatea apare in
saptamanile 3-4 de viatd. Niveluri plasmatice crescute ale insulinei apar la 10-14 zile, iar
niveluri crescute ale glicemiei al 4-8 saptimani. In timp severitatea bolii duce la niveluri
crescute ale glicemiei necontrolate prin administrarea de insulina exogena, iar masa de celule
B producdtoare de insulind scade dramatic. Apar neuropatia diabeticd si boala cardiaca, cu
deces la 10 luni de viata.

Lotul de soareci a fost uniform, format din masculi, avand 100 g fiecare.

Situsurile de implantare au fost in 2 cazuri bursa omentala, iar in alte 2 cazuri intramuscular
in coapsa (tabel 3):

Tabelul 3. Situsurile de implantare la soareci

Soareci/Parametru N1 N2 Gl G2
Greutate tesut (G) 0.19 0.17 0.14 0.13
Situs implantare intraperitoneal | intramuscular | intraperitoneal | intramuscular

Nivelurile glicemiilor fasting recoltate timp de 5 saptdmani au fost comparate cu cele ale
lotului martor, format din 2 soareci, denumiti M1 si M2 si sunt notate in tabelul 4:

Tabelul 4. Nivelurile glicemiilor fasting recoltate timp de 5 saptamani
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Glicemie (g/dl)/ N1 N2 Gl G2 M1 M2
Zi post implant

Z0 168 125 183 183 124 125
Z3 114 109 Exitus 149 119 126
Z5 182 116 135

Z12 223 136 140 125 128
Z14 240 103 194 131 145
Z19 161 200 153 125 108
Z21 151 163 167 164 145
Z 28 178 183 246 144 140
Z34 158 134 136 123 117
Z38 144 103 139

Valori medii 171.9 137.4 0 164.2 131.8 129.25

Glicemiile din ziua Z0 sunt mdsurate anterior implantarii fragmentelor de insulinom. Pentru
masurarea glicemiei, soarecii au fost infometati timp de 1h si 30 minute. Glicemia a fost
masuratd cu glucometrul SHL-G800. La 5 saptdmani dupd implant, cei 3 soareci transplantati
au fost sacrificati, recoltandu-se ficatul, pancreasul, splina, marele epiploon si muschiul striat
al coapsei.

V1.3.2. Tehnica histologica
Etapele tehnicii de prelucrare uzuala au fost: orientarea pieselor operatorii, fixarea, includerea
in parafina, sectionarea, deparafinarea, colorarea, montarea.

V1.3.3. Discutii
Studii similare au aratat o crestere progresiva a hipoglicemiilor la 2-4 luni dupa transplant, cu
rebound al hiperglicemiilor la 24 ore dupa extragerea tumorii.
Desi aceste experimente cu insulinoame aduc spre analiza tesut pancreatic bogat, totusi
celulele predominante nu sunt clare, insulinemia fiind scdzuta, iar coloratiile pentru insulind
sunt negative.
Animalele nu au aratat corectii ale glicemiilor, fie §i tranzitorii, dar nici modificari ale
valorilor acestora fatd de lotul martor. Insulinemia nu a putut fi masurata, deci functia
graftului nu a putut fi estimata.
Preparatele HP si IHC au pus in evidenta insule viabile migrate pe calea circulatiei portale in
ficat si splina, dar si in marere epiploon, in cazul implantérii In bursa omentala si la nivelul
muschiului striat, in cazul implantarii in muschiul striat. Nu s-au pus in evidenta modificari
inflamatorii de rejet al graftului.
La sorecii cu graft muscular s-au identificat celule endocrine viabile atat la nivelul
muschiului striat, unde se gdsesc in numer mare, cat si la nivel splenic si hepatic, in numar
foarte mic.
In ceea ce priveste insulele pancreatice din pancreasul gazdei, ele nu se pot deosebi
morfologic pe aceste preparate de cele ale graftului, acestea din urma putand fi identificate
doar prin legarea cu anticorpi ani-HLA uman sau anti-insulina umana. Totusi, pe acest
preparat se poate vedea numarul mic de insule pancreatice caracteristic tipului de soareci
folositi.
Tn cazul implantarii tesutului pancreatic in bursa omentala, preparatele au dovedit insule
viabile in numar mare, situate la nivelul ficatului, splinei si tesutului adipos din marele
epiploon.
Animalele nu au aratat corectii ale glicemiilor, fie §i tranzitorii, dar nici modificari ale
valorilor acestora fata de lotul martor.

28




Histologic si la microscopia electronicd S-au descris celule endocrine functionale, viabile,
fard a se putea estima functia acestora. Avand in vedere paucitatea insulelor pancreatice
identificate in tesutul pancreatic si faptul ca masa de celule  este in continua degradare la
acesti soareci, probabil ca insulele graftului au fost functionale, deoarece nivelul glicemiilor a
ramas constant.

Insulele transplantate Th bursa omentala s-au regasit in numar mult mai mare atat in marele
epiploon, cat si migrate prin circulatia portala, in ficat si splind, mult mai multe decat in cazul
grefarii lor in muschiul striat al coapsei.

VII. DISCUTII

Criterii de alocare si matching pentru TIP

TIP reprezintd o metoda sigurd si eficientd, care implicd o interventie chirurgicald relativ
usoara, cu o morbiditate scazuta si o mortalitate aproape de 0, In comparatie cu transplantul
de pancreas integral. Totusi, aceastd metodd depinde de calitatea procesului de izolare a
insulelor, un proces complex si care implica costuri mari [1, 3, 95, 105, 106].

Principalul obiectiv al TIP este acela de obtine statusul normoglicemic sau un control mai
bun al glicemiei si de a preveni sau chiar trata complicatiile secundare ale diabetului,
obtinandu-se astfel o calitate mai buna a vietii pacientului. Desi la 5 ani post transplant doar
15% din pacienti raman insulino-independenti, aceastd metoda ofera totusi un bun control al
glicemiei [1, 3, 106, 107].

Principalul dezavantaj al acestei metode il reprezinta faptul ca in timpul procesului de izolare
si 1In perioada imediat post transplant, o mare parte din insule se pierde, astfel incat este
necesard o cantitate mai mare de insule, recoltate de la mai multi donatori, pentru a se asigura
reusita transplantului, adica statusul insulino-independent. Raportul standard intre donator si
receptor este de 2-4:1, in comparatie cu cel de 1:1 in transplantul de pancreas integral. Un
pancreas uman normal contine un numar de aproximativ 0.3-1.5 x 106 insule, dintre care doar
30-50% se vor putea izola, cu o viabilitate post proces de izolare de doar 65%. Avand in
vedere deficitul de pancreas donat, existd un numar limitat de candidati care ar putea
beneficia de TIP [1].

Rezultatele sunt influentate si de regimenurile de imunosupresie, atat prin efectul lor direct
functiei renale.

De aceea, o mai atenta selectie si matching in ceea ce priveste donorul si receptorul, cat si o
imbunatatire a tehnicii de izolare, a tehnicii de transplant si a regimenurilor de
imunosupresie, au dus la rezultate incurajatoare prin folosirea unui singur donor la un singur
receptor, singura metoda prin care s-ar putea substiui transplantul integral cu TIP [108].
Rezultatele unui studiu recent al grupului de la Minnesota aratd o crestere a ratei de grefare,
cu peste 50% din pacientii transplantati insulino-independenti la 5 ani post transplant,
similare cu cele ale transplantului de pancreas integral [109].

Transplantul allograft de insule pancreatice poate vindeca diabetul zaharat de tip 1 si a fost
folosit chiar si farda imunosupresie, tinzand astfel sd devind o metodd de electie pentru
pacientii diabetici copii [17, 18].

Alocarea pancreaslui de la donator aflat in moarte cerebrala trebuie sa urmeze 2 scopuri
principale: sa reducd la minimum morbiditatea si sa deserveasca un numar cat mai mare de
recipienti. Cele 2 metode, cea a transplantului de pancreas integral si cea de transplant de
insule pancreatice, sunt mai degraba complementare, decdt in competitie, fiecare avand
indicatii specifice pentru anume receptori [1].
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Succesul transplantului depinde apoi de un bun matching cu receptorul si de calitatea
procesului de prelevare, prezervare si transport ale pancreasului, precum si de cel de izolare a
insulelor din pancreasul recoltat [1].

Unul dintre factorii importanti de predictiec a numarului de celule B transplantate necesare
pentru obtinerea statusului insulino-independent, 1l constituie necesarul zilnic de insulina. Cu
cat acesta este mai mic, cu atdt numarul de celule f necesar pentru a fi transplantat este mai
mic, iar sansa de a folosi un singur donator la un recipient este mai mare. Cu céat necesarul de
insulina este mai mare, cu atat numarul de celule B necesar este mai mare si deci se vor folosi
mai multi donatori pentru un singur receptor. Acesti pacienti sunt candidatii ideali pentru
transplantul de pancreas integral. Atunci cand acesti pacienti au comorbiditati care cresc
riscul chirurgical, iar necesarul de insulina este foarte mare, TIP poate fi considerat o solutie,
chiar daca acesta va trebui repetat de mai multe ori pana la obtinerea statusului insulin-free.
Calitatea tesutului recoltat depinde de o serie de factori care tin de donor: varsta donorului,
indicele de masa corporala (BMI), cauza mortii, dozele vasopresoarelor folosite In ATI,
stabilitatea hemodinamica, durata spitalizarii in ATI si alti parametri sangvini, cum sunt
glicemia, nivelul transaminazelor si al creatininei.

Multiple studii au aratat un impact negativ al varstei donatorului asupra deteriorarii functiei
celulelor B, ceea ce conduce spre o scadere a tolerantei glucozei si aparitia diabetului zaharat
tip 2. Potentialii donatori, cu istoric de DZ tip 1 sau 2 sunt exclusi. De asemenea se exclud si
cei cu istoric de pancreatita cronica [110-112].

Donatorii cu varsta sub 50 ani sunt optimali pentru recoltarea de pancreas 1in vederea
transplantului de insule si obtinerea statusului insulino-independent dintr-un singur organ
donat. Proportional cu varsta donorului creste si necesarul de insule care trebuie izolate si
transplantate pentru a obtine acest status. Acelasi donator de peste 50 ani este suboptimal
pentru transplantul de pancreas integral, deoarece rata de supravietuire a grefei la 5 ani este
mai mica decat la donatorii cu varste intre 18 si 34 ani (60% versus 73 %). De aceea
donatorul de peste 50 ani poate fi luat in consideratie pentru transplantul de insule. Avand in
vedere numarul mic de potentiali donatori, chiar si cei de 65-70 ani pot fi considerati
donatori marginali pentru transplantul de insule, cu conditia obtinerii unui numar mai mare de
insule (IEQ) sau a donatorilor multipli pentru un singur recipient [1].

n contrapartida, donatorii pediatrici si cei tineri, cu varste de 18-20 ani, sunt considerati
optimali pentru transplantul de pancreas integral i mai putin optimali pentru transplantul de
insule datorita existentei unei matrice extracelulere mult mai dense, care creeaza probleme in
etapa de digestie enzimatica, prima etapa din procesul de izolare de insule pancreatice. Exista
totusi centre care folosesc donatori tineri si care au rezultate bune [1].

In ceea ce priveste corelatia cu BMI, este recunoscut faptul ca donatorii obezi (BMI peste
30), fara istoric de diabet, reprezinta un grup mai bun de potentiali donatori de insule decat
pacientii slabi, datoritd faptului cd masa de celule B creste paralel cu necesarul de insulina
asociat cu obezitatea. Masa de celule izolate este proporfionald cu masa corporald a
donatorului. Tn majoritatea recomandarilor pentru donatorii de insule, BMI trebuie sa fie mai
mare ca 22. O datd cu avansarea tehnologiei de izolare a insulelor, o cantitate mai mare de
insule viabile este obtinutd dacd se folosesc inhibitori ai apoptozei. Aceste rezultate
Tncurajatoare dau speranta obtinerii unui numar cat mai mare de insule de la un donor cu BMI
din ce in ce mai mic. A fost demostrat faptul ca se poate obtine un numar mai mare de insule
de la un donor mai in varsta cu BMI mare, datoritd deficitului de matrice extracelulara a
acestora, dar aceasta nu Inseamna si o mai buna functionalitate a insulelor. Functionalitatea
insulelor scade o data cu varsta, fapt demonstrat prin masurarea cantitatii de insulina produsa
si expresiei genei PDX-1. De aceea in majoritatea programelor de transplant de insule, cut-
off-ul de varsta este 60. Oricum, o prima inspectie a organului inainte de recoltare este foarte
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utild, cunoscuta fiind asocierea dintre obezitate, varstd, obstructia ductului pancreatic si
prezenta bolilor congenitale si pancreasul degenerat lipomatos.

Factori care se coreleaza cu calitatea scazuta a tesutului recoltat sunt: internarea in ATI > 7
zile, stopul cardiac > 5 minute, Na seric > 160mmol/l, amilaze > 390 U/L, lipaze >480 UI/L,
administrarea de noradrenalina> 0.05 microg/kg/min sau Dobutamina si Dopamind > 10
microg/kg/min. Bazéndu-se pe toate aceste criterii, Vinkers a stabilit un scor, in functie de
care pancreasul va fi sau nu acceptat ca donor. Acest scor trebuie sa fie > 17 (tabel 5).

Tabel 5. Scorul Vinkers pentru criteriile de selectie ale donatorului de pancreas

Parameter 1 point 2 points 3 points
Age (years) <30 30-40 >40
BMI (kg/m2) <20 20-25 >25
Serum sodium (mmol/l) <155 155-160 >160
ICU stay (days) <3 3-7 >7
Cardiac arrest (min) No <5 >5
Amylase (U/L) or <130 130-390 >390
Lipase (U/L) <160 160-480 >480
Noradrenaline (ug/KgBW/min) No <0.05 >0.05
Dobutamine/dopamine No <10 >10
(Lg/KgBW/min)

DISCUTII ALE CAZURILOR CLINICE

Insulele pancreatice transplantate intrahepatic pot reface functia pancreasului endocrin si sa
reinstaleze homeostazia glucozei. Totusi studiile au ardtat cd este o diferentd in ceea ce
priveste rezultatul TIP in functie de scopul de a preveni diabetul sau de a trata un diabet
vechi, decompensat.

Autotransplantul de insule se practicd cel mai frecvent la pacientii care au suferit o rezectie
majora de pancreas, pentru pancreatita cronica, in scopul de a preveni instalarea unui diabet.
Autotransplantul oferd o buna ocazie de a studia functia insulelor transplantate, eliminandu-se
o serie de factori care ar influenta supravietuirea si functia acestora, cum ar fi: rejetul imun al
insulelor transplantate, recurenta distrugerii autoimune a masei de celule B (insulitd) sau
imunosupresia cu efect diabetogen. S-a studiat importanta calitatii si a puritatii insulelor. in
ceea ce priveste purificarea lor, aceasta pare sd nu joace un rol important in succesul grefei,
infuzia a pana la 50 ml tesut digestiv in vena porta nefiind asociatd cu efecte adverse majore,
atat timp cat este monitorizata presiunea intraportald. 50% din pacientii transplantati sunt
insulino-independenti la 1 an posttransplant, iar 35% raman insulino-independenti cu
sustinere, unii ramanand astfel si la 7 ani posttransplant. Numarul de insule transplantate este
cel mai important factor de predictie a succesului, cu peste 74% pacienti insulino-
independenti la 2 ani, daca se transplanteazd mai mult de 300.000 echivalenti de insule (IEQ).
Masa de celule B transplantate isi pierde capacitatea de replicare in ficat, iar apoptoza nu este
compensata.

In cazul allotransplantului de insule pancreatice, insulele pancreatice sunt de obicei
transplantate in ficat, la pacientii cu DZ tip 1 sau 2, care au efectuat un transplant anterior sau
simultan de rinichi (IAK sau SIK) si care necesitd imunosupresie posttransplant. Pacientii
sunt diabetici vechi si au modificari metabolice §i vasculare, care au impact negativ asupra
celulelor transplantate. Ei sunt de obicei rezistenti la insulind, ca si consecintd a
hiperglicemiei cronice si tratamentului cronic cu insulina. Rezistenta la insulina va duce in
final la epuizarea functionald a celulelor P, prin cresterea metabolismului lor.
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Microangiopatia diabetica interfera cu revascularizatia insulelor. Pierderile de grefa prin
procese inflamatorii sunt augmentate de climatul de boala autoimuna a diabeticilor.
Numeroase situsuri de implantare au fost investigate ca potential ideal situs, luandu-se in
calcul usurinta abordului chirurgical, eficienta implantarii, adicd gradul de obtinere a
statusului normoglicemic, precum si numarul si gradul complicatiilor.

Cel mai uzitat situs este vena portd, care insd comportd atdt complicatii ale infuziei
(sangerari, tromboze), eficienta scazuta datorita pierderii unei parti importante a masei
insulare infuzate printr-o reactie inflamatorie acuta si prin expunerea la o presiune sangvina
datorita deficitului de grefare.

Insulele transplantate in ficat, in vena porta, au o capacitate limitatda de a penetra peretele
venular, dupa blocarea ramurilor sistemului port datoritd dimensiunilor lor mari. Fluxul
sanguin mare din jurul insulelor nu oferd posibilitatea unei concentratii mari de factori de
crestere FGF sau VEGF-A, secretati de insule si care permit stimularea penetrarii vaselor de
neoformatie in peretele venelor sistemului port.

In cadrul mecanismului de implantare a insulelor in parenchimul hepatic, insulele adera la
peretele vascular portal si vor fi acoperite de fibrina si plachete prin activarea cascadei
complementului si a coagularii din reactia inflamatori acutda mediatd imun, rezultand o
structurd trombo-like. Lumenul vascular se va recanaliza, iar insulele vor fi vascularizate din
vasa vasorum [60].

Desi infuzia de celule este de 10 ori mai mare decat cea necesara obtinerii statusului
normoglicemic, aproximativ 2/3 din ele vor muri n zilele imediat post transplant, datorita
lipsei matricei extracelulare, saturatiei scazute in O2, expunerii la concentratii crescute ale
glucozei, toxinelor, metabolitilor sau medicamentelor.

Alte situsuri alternative investigate au fost capsula renala, peritoneul, pouch-ul omental,
muschiul scheletic, tesutul subcutanat, splina, submucoasa gastrica, pancreasul, etc.

Exista autori care au raportat transplant allograft in capsula renald, cu rezultate slabe insa
datorita faptului ca aceastd structura nu este suficient de elastica pentru a crea un spatiu ce
poate primi un volum mare de celule infuzate, iar grefa se contamineaza usor.

Muschiul scheletal are avantajul unui abord chirurgical mai simplu sau chiar a unei rute
miniinvazive, dar rezultatele nu au fost foarte bune, datorita potentialului angiogenic scazut,
ceea ce necesitd un volum infuzat mai mare si o reluare mai intarziata a functiei insulare.
Bazandu-se pe rezultatele bune ale autotransplantului de tesut paratiroidian in muschiul
scheletic al antebratului, sunt autori care au folosit acelasi situs si au efectuat TIP la copii, dar
rezultatele slabe nu au dus la implementarea acestei metode la scard larga.

Existd din ce in ce mai multe studii in vivo pe animale, care propun ca principal situs
extrahepatic pouch-ul omental. Principalul dezavantaj al situsurior de transplant il constituie
revascularizatia inadecvata a grefei in primele zile post transplant. Acest lucru, impreuna cu
rejetul acut mediat imun, constituie principalele cauze ce duc la disfunctia si moartea
celulelor grefate. Supravietuirea grefei imediat post transplant depinde de difuzia de oxigen si
nutrienti din capilarele situsului de implantare, de la periferia insulelor.

Omentul reprezintd unul din situsurile ideale extrahepatice pentru transplantul de insule
pancreatice.

In omentul nativ vascularizatia este de 4 ori mai mare in tesutul non adipos decat in cel
adipos. In omentul activat, tesutul non-adipos nou contine vascularizatie de asemenea de 3-4
ori mai bogata decat in cel adipos. Acest fapt a fost masurat prin tehnici de immunostaining a
colagenului de tip IV.
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VEGF, care este cel mai puternic agent mitogen pentru celulele endoteliale, este de 10-100
ori mai prezent la ivelul omentului decat in orice alt organ adult, la soarece, dupa Zhang et al.
1977, iar concentratia de VEGF in omentul activat este de 3.5 ori mai mare decat in cel nativ.
Abilitatea omentului activat de a forma noi vase de sange, care si se anastomozeze cu cele
ale organului lezat, a fost folositd in tehnicile de regenerare tisulard embrionara sau ca si
situsuri de implantare a insulelor pancreatice.

Este general acceptatd ideea cd insulele pancreatice au nevoie de o matrice extracelulara care
sd le asigure supravietuirea si functionalitatea si ca aceasta matrice nativa este distrusa in
timpul procedurii de izolare a insulelor.

Exista necesitatea unui suport tridimensional care sa asigure supravietuirea insulelor imediat
post transplant. Acest suport structural previne pe de-o parte expunerea directd a insulelor
circulatie sangvine din care rezultd raspunsul inflamator acut si pe de alta parte permite co-
transplantarea cu alte tipuri de celule imunoprotective, cum ar fi celulele Sertoli, celule cu
efect protector fata de rejetul allogeneic sau xenogeneic sau fata de distructia autoimuna.
Exista studii Tn vivo pe animale care au folosit suport tridimensional biodegradabil, implantat
la nivelul omentului, care au aratat in primul rand viabilitatea insulelor cultivate pe acest
suport, apoi functionalitatea insulelor transplantate. Situsul de implantare pentru suportul
tridimensional poate fi pouch-ul omental, din mai multe considerente: are drenaj portal, fara
insd o expunere directd la drogurile imunosupresoare, la complexul coagularii si cel al
complementului, este fezabil pentru un volum mare tisular implantat, iar grefa poate fi
extrasa relativ usor.

Au fost create matrice Tmbogatite cu medii de cultura sau factori de crestere, pe care au fost
insamantate insule pancreatice singure sau in co-culturi cu celule endoteliale, celule
mezenchimale sau imunoprotective.

Principalul obiectiv al TIP este acela de obtine statusul normoglicemic sau un control mai
bun al glicemiei si de a preveni sau chiar trata complicatiile secundare ale diabetului,
obtinandu-se astfel o calitate mai buna a vietii pacientului. Desi la 5 ani post transplant doar
15% din pacienti raman insulino-independenti, aceastd metoda ofera totusi un bun control al
glicemiei.

Principalul dezavantaj al acestei metode il reprezinta faptul ca in timpul procesului de izolare
si 1n perioada imediat post transplant, o0 mare parte din insule se pierde, astfel incét este
necesard o cantitate mai mare de insule recoltate de la mai multi donatori, pentru a se asigura
reusita transplantului, adica statusul insulino-independent. Raportul standard ntre donator si
receptor este de 2-4:1, in comparatie cu cel de 1:1 in transplantul de pancreas integral. Un
pancreas uman normal contine un numar de aproximativ 0.3-1.5 x 10° insule, dintre care doar
30-50% se vor putea izola, cu o viabilitate post proces de izolare de doar 65%. Avand n
vedere deficitul de pancreas donat, existd un numar limitat de candidati care ar putea
beneficia de TIP.

Rezultatele sunt influentate si de regimenurile de imunosupresie, atat prin efectul lor direct
functiei renale.

De aceea, o mai atenta selectie si matching in ceea ce priveste donorul si receptorul, cat si o
imbunatatire a tehnicii de izolare, a tehnicii de transplant si a regimenurilor de
imunosupresie, au dus la rezultate Tncurajatoare prin folosirea unui singur donor la un singur
receptor, singura metoda prin care transplantul integral s-ar putea inlocui cu TIP.

In transplantul clinic de insule pancreatice este necesar un numir mare de IEQ pentru
obtinerea statusului normoglicemic, insulino-independent. Numarul de insule obtinute care
urmeaza a fi transplantate se exprima ca echivalenti de insule (IEQ), care reprezintd insulele
cu diametrul de 150p. Tn general este nevoie de o cantitate de 900.000 IEQ pentru transplant.
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Calitatea preparatului de infuzat se exprima prin procentul de puritate al insulelor §i prin
procentul insulelor inconjurate de fesut acinar.

Puritatea reprezinta procentul de insule comparativ cu tesutul total prezent in preparat (insule,
celule acinare si ductale), determinat prin microscopia optica a unei mostre reprezentative de
preparat. Procentul de insule acoperite de tesut acinar din numarul total de insule libere sau
acoperite se calculeaza tot prin microscopie optica. Insulele libere sunt considerate cele care
au mai pugin de 25% din margini atasate de tesutul acinar, iar cele acoperite reprezinta
insulele cu peste 25% din margini atasate tesutului acinar.

Preparatul nepurificat combina insule libere de tesut acinar, clustere de insule, tesut acinar si
ductal. In studiul meu aproximativ 40% din celulele isolate au fost atasate de tesut acinar,
insemnand o puritate scizuta. In timpul transplantirii preparatului nepurificat, o dati cu
celulele endocrine, se transplanteaza si o serie de celule nonendocrine, cele mai frecvente
fiind celule acinare si ductale. Aceste celule nonendocrine pot fi benefice pentru
supravietuirea de lunga duratd a insulelor. Existd o serie de publicatii care sugereazd ca
precursorii de celule pancreatice ductale pot reprezenta o sursa de neogeneza a insulelor
pancreatice. Acest fapt a fost demonstrat prin biopsiile a 3 pacienti cu autotransplant de
insule pancreatice, raportate de Solani SM. Aceste structuri islet-like sunt pozitive pentru
secretia de insulind si glucagon.

Matsumoto a demonstrat ca purificarea insulelor se impune atunci cand volumul preparatului
este mare, reducand astfel riscul complicatiilor date de presiunea crescuta in vena porta.

Pe de alta parte marele dezavantaj al etapei purificarii este acela cd aproximativ 40% din
masa de insule se pierde in timpul procesului. Purificarea nu se face atunci cand tesutul
pancreatic exocrin este limitat, ca In cazul pacientilor cu autotransplant dupa pancreatectomii
totale pentru pancreatita cronica.

Pancreatita cronica reprezintd o boald dificil de manageriat. Terapia medicald include dieta
hipolipidica, droguri atropin-like si analgetice. Managementul chirurgical al pancreatitei
cronice include metode de decompresie a ductului pancreatic si metode rezectionale.
Pancreatectomia totala are ca obiectiv imbuntatirea calitatii vietii pacientilor cu sindrom algic
refractar prin pancreatita cronica, care 11 face dependenti de analgetice majore. Acest lucru
inseamna exereza completa a pancreasului afectat, reducand total sindromul algic.
Aproximativ 15-20% din pacientii cu pancreatita cronica au deja diabet, iar peste 50% din
pacientii cu rezectii totale de pancreas dezvolta postoperator diabet insulino-dependent.
Avantajul fatda de rezectiile partiale pancreatice si fatd de alte proceduri chirurgicale de
drenaj, il reprezinta lipsa potentialului de fistula pancreaticd si de aparifie a cancerului
pancreatic.

De accea pancreatectomia totald urmatd de autotransplant de insule pancreatice reprezinta o
bund optiune in tratarea pancreatitei cronice, in special formd cu duct Ingust, secretia
peptidului C avand un rol protector asupra unor complicatii ale diabetului. Pentru
autotransplantul de insule, timpul de ischemie rece este mai scurt decat in cazul
allotransplantului. Totusi ischemia calda din timpul pancreatectomiei poate deteriora calitatea
tesutului recoltat. De aceea, vascularizatia pancreasului trebuie prezervata cat mai mult in
timpul disectiei, pentru a minimiza timpul de ischemie calda a insulelor.

De asemenea obtinerea statusului insulino-independent depinde de masa de insule infuzate
(IEQ, IEQ/g pancreas, IEQ/Kg corp).

Pe baza protocolului de la Edmonton markerul de predictie pentru obfinerea homeostaziei
glicemice era transplantarea a peste 10.000 IEQ/Kg.

Mai tarziu, colectivul de la Universitatea din Minnesota publica un studiu pe un lot de
pacienti cu pancreatectomie totald sau pancreatectomie aproape totalda, operati intre 2000 si

34



2004, in care arata ca necesarul unei mase de insule pancreatice transplantate este de 5.118 +-
587 IEQ/Kg pentru obtinerea statusului insulino-independent.

O data cu Tmbunatatirea tehicii de izolare, Gruessner et al. au aratat intr-o publicatie recenta,
pe o0 serie de 112 pancreatectomii totale urmate de autotransplant de insule, ca 39% din
pacienti au ramas insulino-independenti, atunci cand au fost transplantate mai mult de 2500
IEQ/Kg.

In cazul pacientei noastre am obtinut o masi de insule de 4700 IEQ/Kg.

Un alt marker de predictie pentru succesul autotransplantului este indexul SUITO, care
trebuie sa fie mai mare de 26 in allotransplant si peste 24 in autotransplant. Levy a publicat
recent un raport in care arata ca o masa de insule de 2559 IEQ/Kg sau un SUITO index de 24
sunt necesare pentru obtinerea statusului insulin free dupa autotransplant.

SUITO index este 100 pentru persoanele normale, sanatoase si 0 pentru pacientii cu diabet tip
1, care nu au abilitatea de a secreta insulina. Dupa transplantul de insule pancreatice, pacientii
care ating statusul insulino-independent secretd mai mult peptid C decat cei care nu obtin
acest status, la aceleasi nivele ale glicemiei, rezultand un index mai inalt. Peptidul C este
eliberat din insulele distruse la 1 zi de la infuzarea lor, Insemnand ca nivelul de peptid C nu
reflectd functionalitatea celulelor imediat dupa transplant. Deci nu se folosesc nivelele de
peptid C pentru calcularea SUITO index Tn primele 2 zile post transplant. Tntr-un studiu pe 27
pacienti cu autotransplant de insule pancreatice, indexul SUITO la grupul insulino-
independent a fost semnificativ mai mare (24.6 +- 3.4 vs 14.9+- 2.0; p value < 0.02). Deci
SUITO este un predictor foarte bun in prima luna post transplant (exceptand primele 2 zile).
In cazul prezentat SUITO a fost in prima luna de 29.7.

Sutherland a demonstrat recent cd autotransplantul de insule este mai eficient decat
allotransplantul si ca cu o masa mai mica de insule poate fi atins statusul insulin free.

Dupa transplantarea insulelor, acestea incep sa secrete insulind. Totusi administrarea de
insulina continua timp de cateva luni pentru a menaja graftul insular. Chiar si dupa obtinerea
statusului insulino-independent, pacientii sunt incurajati sa foloseasca insulina atunci cand
nivelul glicemiei este mare, pentru a proteja insulele transplantate. De aceea, indexul HOMA-
B poate sa nu reflecte abilitatea secretorie a insulelor transplantate. In cazul prezentat am
folosit insulina timp de 14 zile, apoi aceasta a fost inlocuita cu administrarea orald de
biguanida (metformin). Deci HOMA index a fost calculat in prima luna, dupa primele 14 zile
si a fost de 60. HOMA index < 40 aratd o degradare a functiei insulare.

In ceea ce priveste rezistenta la insulind, sunt studii care arati ci HOMA-IR < 1.6 este
normal, iar valori de > 2.5 inseamna rezistenta la insulina. HOMA-IR s-a mentinut < 1.6, iar
HOMA-B a scazut la 1 an, de la 68 1a 40.8.

Exista studii care arata corelatii intre diversi factori si statusul insulino-independent: sexul
feminin, greutatea, BMI < 28, IEQ/Kg corp sau necesarul de insulina din primele 24 ore post
translant (daca pacientul necesitd mai putin de 15 U insulind/ primele 24 ore, inseamnad o ratd
inalta a insulino-dependentei).

Primele 24 ore de functionare a graftului insular poate fi de asemenea un factor de predictie
pentru succesul transplantului.

Nivelele peptidului C cresc cu timpul dupa un test de toleranta la glucoza, ardtand o usoara
deteriorare a functiei insulelor transplantate.

Purificarea insulelor Tnainte de transplant nu aduce o imbunatitire a sansei de obtinere a
statusului insulino-independent.

In ceea ce priveste discutiile referitoare la transplantul simultan de ficat si allotrasnplantul de
insule pancreatice la pacienti cu ciroza hepatica si diabet zaharat se poate spune ca relatia
dintre infectia cu virus hepatitic C si aparitia diabetului zaharat este complexa, pe de-0 parte
datoritd influentei VHC asupra functiei celulelor B, prin cresterea rezistentei la insulina, dar si
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prin distructia masei de celule B asociata cu steatoza si cresterea citokinelor proinflamatorii,
iar pe de altd parte, datorita efectului diabetogen al tratamentului antiviral (in special al
interferonului). Tn 60-80% din cazuri rezistenta la insulind se asociazi cu un sindrom
hiperglicemic, in timp ce in 20% din cazuri apare diabetul zaharat.

Rezistenta la insulini este partial compensati de o hipersecretie insulinica a celulelor p. In
timp insa functia secretorie a acestora se degradeaza si apare intoleranta la glucoza. La acesti
pacienti transplantul hepatic nu este suficient sd refaca rezerva functionald a celulelor 3
afectata progresiv in timp. In plus, regimenurile de imunosupresie cresc deficitul functional al
celulelor B, exacerband diabetul.

Existd serii limitate raportate in literaturda de transplant combinat de ficat si insule
pancreatice, o treime din acestea facandu-se dupa exenteratie abdominald superioard cu
transplant hepatic.

Ideea unanima este cd mortalitatea §i morbiditatea sunt mai mari in cazul pacientilor
transplantati hepatic care au asociat si diabet zaharat.
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VIIl. CONCLUZII

Alocarea pancreasului de la donator aflat Tn moarte cerebrala pentru transplantul integral vs
transplantul de insule pancreatice, trebuie sd se facd cu un bun matching al criteriilor
donatorului cu cele ale recipientului.

Piatra de temelie a succesului transplantului de insule pancreatice ramane calitatea tesutului
(organului) recoltat.

Experienta echipei de recoltare si o bund cunoastere a anatomiei pancreasului si a tehnicilor
chirurgicale sunt foarte importante in obfinerea unui timp optimal de ischemie rece si calda.
Recentele cunostinte acumulate in TIP, cd utilizarea non heart beating donor, single donor,
living-donor sunt bazate pe Tmbuntatirea recoltarii, prezervarii si transportului pancreasului si
metodelor de izolare a insulelor pancreatice.

Unul din cele mai importante rezultate ale acestui studiu a fost formarea unei echipe calificate
de prelevare a pancreasului cu 1nalte cunostinte in procesul de izolare a insulelor pancreatice,
care reprezintd primul pas in implementarea clinicd a unui Program National de Transplant de
insule pancreatice.

Allotransplantul de insule pancreatice este doar unul dintre scopurile acestui program, un
altul la fel de important este autotransplantul de insule pancreatice.

Pancreatectomia totala combinata cu autotransplantul de insule este o metoda fezabila doar in
centre inalt specializate, cu facilititi de laborator si de echipa chirurgicald. In primul rand,
rezultatele pancreatectomiilor totale in aceste centre (cum este si Institutul Clinic Fundeni)
sunt excelente, cu o rata a mortalitatii perioperatorii de 2%.

Unul din scopurile pancreatectomiei totale este de a creste calitatea vietii prin remisiunea
sindromului algic, care face ca pacientii sa fie dependenti de analgetice opioide.
Pancreatectomia totala cu AIT depinde de fiecare din fiecare aspect al TIP, astfel incat
abilitatea de a izola eficient si sigur insulele pancreatice este de o mare importanta. Tehnicile
de izolare a insulelor din tesutul pancreatic normal sunt aceleasi si in cazul pancreasului
fibrotic al pacientilor cu pancreatita cronica.

Autotransplantul de insule pancreatice reprezintd o metoda promitatoare de management al
pancreatitei cronice.

Rezultatele acestui studiu se datoreaza centrelor mari din lume, care aratd ca se poate obtine
un numar suficient de echivalenti din tesutul inflamator cronic si din cel fibrotic.

Cel mai comun situs de implantare raméane ficatul, via infuzia intraportala. Controlul glicemic
dupa AIT este in legdtura cu caracteristicele si masa celulelor insulare. Numarul
echivalentilor izolati din tesutul pancreatic fibrozat depinde de o serie de factori: extensia
fibrozei pancreatice, antecedentele de rezectii pancreatice si de proceduri de drenaj
pancreatic.

Desi doar 10% din pacientii cu AIT ating statusul insulino-independent la 5 ani, metoda este
foarte bund pentru mentinerea unei bune homeostazii ale glicemiei, acest lucru crescand
calitatea vietii pacientului.

Rezultatele acestui studiu sunt promitatoare si situeaza si Romania pe harta tarilor care au ca
preocupare folosirea transplantului de insule pancreatice in managementul diabetului zaharat
si al pancreatitei cornice.

Ele constituie o incununare a unor proiecte conexe, cum ar fi crearea laboratorului de terapii
celulare si acreditarea GMP a acestuia sau programul de transplant hepatic §i reprezintd un
punct de plecare pentru proiecte viitoare in acest domeniu.
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