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Seznam Zkratek

APACHE Il score: Acute Physiology and Chronic Health Evaluation I
ASJ (ALF): Akutni selhani jater

BAL: Bioartificial liver (bioarteficialni jatra)

BLSS: Bioartificial liver support system

Cl: Srde¢ni index

CO: Srdecni vydej

CVP: Centralni vendzni tlak

ELAD: Extracorporeal liver assist device.
ETCO:2: end-tidal CO2

FPSA: Fractionated plasma separation and adsorption
HAL: Podvaz hepatické arterie

HALSS: Hybrid artificial liver support system
HBAL: hybrid bioartificial liver

HA: Jaterni tepna

HAL: Podvaz jaterni tepny

HEP: Hepatektomie

ICP: Intrakranialni tlak

JFT: Jaterni funkéni testy

KF: Koagulac¢ni faktory

LSS: Liver support system

MAP: Stfedni arterialni tlak

MARS: molecular adsorbent recirculating system
MELS: Modular extracorporeal liver support
MPAP: Stfedni tlak v plicnici

PCA: Portokavélni anastoméza

PCWP: Tlak v zaklinéni

RFB: Radial flow bioreactor

SD: smérodatna odchylka

SVRI: Indexované systémova cévni rezistence
VCI: Dolni duté zZila

VP: Portalni zila
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Souhrn

Uvod: Biologické eliminaéni metody by mohly efektivné pomoci lé&it nemocné s akutnim
selhanim jater (ASJ) v dobé, nez dojde ke spontanni regeneraci jaterniho parenchymu Ci
po dobu kdy ¢ekaji na transplantaci.

Cil: Zhodnotit ucinek biologické elimina¢ni metody — perfuzi plazmy pfes izolované zivé
hepatocyty (BAL) u akutniho selhani jater v experimentu na minipraseti.

Metodika: U 10 miniprasat byl proveden chirurgicky model ASJ technikou devaskularizace
(portokavalni anastomoéza, ligace hepatické tepny). Tato zvifata jsme nasledné I€Cili
pomoci bioreaktoru BAL. Prlbéh ASJ jsme monitorovali prostfednictvim laboratornich a
hemodynamickych parametrli v€etné intrakranidlniho tlaku. Vysledky jsme porovnali s
kontrolni skupinou miniprasat s ASJ bez 1é¢by.

Vysledky: Pfi srovnani lé¢ené a neléCené skupiny jsme pozorovali rozdil pouze
v sérovych koncentracich bilirubinu. Rozdil hodnot v 6. a 9. hodiné je statisticky vyznamny
(p< 0,01) ve prospéch skupiny BAL (20,86 vs. 10,60, 22.29 vs. 11,75), rozdil hodnot ve 12.
hodiné je téz statisticky vyznamny (37,4 vs. 12,88) pfi p<0,01. Hodnoty ICP ve skupiné
lé¢ené BAL a ve skupiné kontrolni se v prbéhu experimentu statisticky vyznamné neliSily.
Zaver: Prokazali jsme funkénost zapojeni bioelimina¢ni metody (BAL) u nami vytvofeného
chirurgického modelu ASJ. Dosahli jsme inicialni 85% viability erstvych izolovanych
prasecich hepatocytl a jejich prezivani po celou dobu, kdy byl bioreaktor pouzit k 1é¢bé.
Vyjma koncentrace bilirubinu na8e vysledky neprokazaly signifikantni zmény hodnot
laboratornich ukazateld ASJ. Naméfené hodnoty nitrolebniho tlaku se statisticky
vyznamné neliSily ve skupiné s IéCbou akutniho selhani jater napojenim na BAL a
v kontrolni skupiné.

KliGova slova: akutni jaterni selhani - miniprase - BAL - bioreaktor - hepatocyty -

intrakranialni tlak
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Summary

Bioartificial liver in the treatment of experimental acute hepatic failure in a large
laboratory animal

Aim: To evaluate bioartificial liver (BAL) in the treatment of acute liver failure in the
experiment.

Methods: 10 minipigs weight 25 — 30 kilograms with experimental acute liver failure (ALF)
by surgical devascularization with portocaval by-pass were treated by BAL. The
biochemical and hemodynamical parameters of ALF including intracranial pressure (ICP)
were measured. The results were compared to control group without BAL treatment.
Results: To compare plasma bilirubin there was statistically significant difference between
experimental and control groups in 6% and 9t hours to favourite BAL group of minipigs
(20,86 vs. 10,60, 22.29 vs. 11,75) and in the 12t hour (37,4 vs. 12,88). The value of ICP in
both groups was not significant.

Conclusion: The functionality of BAL on our own surgical model of ALF was proven. Initial
85 % viability of fresh isolated porcine hepatocytes and their survival in the time of BAL
treatment was reached. Bilirubin plasma concentration has significantly changed in
comparison in both groups. ICP values were not changed significantly.

Key words: acute liver failure - minipig - bioartificial liver - BAL - Bioreactor - hepatocytes -

intracranial pressure
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Cil prace

Hlavni cil:
Zhodnotit ucinek biologické eliminacni metody — perfuzi plazmy pfes izolované zivé

hepatocyty (BAL) u akutniho selhani jater v experimentu na minipraseti.

Vedlejsi cile:

1. Vytvofit model akutniho jaterniho selhani na laboratornim zvifeti - praseti, vhodny k
testovani biologické elimina¢ni metody.

2. Zvladnuti nacviku izolace hepatocytt a pinéni bioreaktoru (kapsle).

3. Zvladnuti napojeni zvifete na elimina¢ni metodu a provedeni vlastni bioeliminace.
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6. Uvod

6.1. Uvod do problematiky

Akutni selhani jater (ASJ) je velmi zavazné onemocnéni s vysokou mortalitou. ASJ je
charakterizovano rychlym vypadkem jaternich funkci s rozvojem ikteru, koagulopatie a
encafalopatie’. Onemocnéni dale progreduje az do multiorganového selhani. Pfi
konzervativni terapii dosahuje pfeziti vzhledem k vyskytu fatalnich infekCnich komplikaci
pouhych 10 — 40 % 2. Jedinou sou¢asnou metodou, ktera zlepSuje preziti je ortotopicka
transplantace jater. Akutni provedeni tohoto vykonu vSak nardzi na nedostatek
kadaverdznich jaternich Stépl. V dobé, po kterou pacient ¢ekd na vhodného darce
jaterniho Stépu &i po kterou muize dojit nebo dochazi ke spontanni regeneraci jaterniho
parenchymu, je pacient stale akutné ohrozen na Zivoté. Soucasné moznosti, jak pacienta
pres toto obdobi prevést (tzv. ,bridging®), jsou limitovany. V poslednich letech proto
dochéazi k rozvoji biologickych i nebiologickych eliminaénich metod, které by umozrovaly
efektivnéjsi bridging, a tim zlepSily Sanci nemocného s ASJ prezit. Jednou z moznosti je
pouziti tzv. bioreaktoru - bioartificialnich jater (BAL), ktera vyuZivaji perfuzi plazmy
pacienta pfes izolované zivé hepatocyty. Cilem této prace je popsat u€inek metody BAL pfi

[é¢bé ASJ u velkého laboratorniho zvirete.

6.2. Akutni jaterni selhani

Selhani jater definujeme jako chorobny stav, pfi kterém dochazi k vyznamnému zhorSeni
jaternich funkci. Mezi jeho projevy patfi porucha proteosyntézy s hypalbuminemii,
koagulopatii, porucha exkrec¢ni faze - ikterus, a dale porucha detoxifikaces. 4.

Jaterni selhani jako takové v klinice rozdélujeme na hyperakutni, které se projevi do 7 dnu
od pocatku onemocnéni, akutni, které vznika do 7 - 28 dnl od zaatku onemocnéni a
subakutni vznikajici vétSinou do 3-6 mésicl od po¢atku onemocnéni. Chronickym jaternim
selhanim oznacujeme stav trvajici déle jak 6 mésicl. Klasifikace selhani jater vSak neni v

soucCasné dobé plné sjednocena3: 5. 6,
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Akutni selhani jater, mezi néz se Casto fadi i hyperakutni selhani jater, je charakterizovano
rychlym nastupem jaterni dysfunkce, pro jedince zavazné, bez znamého pfedchoziho
onemocnéni jater. Dochazi k rychlému rozvoji ikteru, jaterni encefalopatie a koagulopatie.
Onemocnéni dale progreduje az do multiorganového selhani. Pfi konzervativni terapii
dosahuje preziti pouhych 10-40%, hlavné z divodu fatalnich infekénich komplikaci.
Etiologie ASJ:

ASJ je zpusobeno nejCastéji tézce probihajicim zanétem jater virového puvodu, otravou
hepatotoxickymi latkami (Iéky, toxiny - nejcastéji houby - Amanita phalloides), zavaznymi
poruchami obéhu, které vyusti v nedostateéné zasobeni jater krvi a kyslikem, nebo

uzavery cév, zasobujicimi jaterni parenchym 7 (Tab. 1).

Infekce virové hepatitidy A, B, C, D, E, Herpes simplex virus, Epstein -
Barr virus, CMV, paramyxovirus, influenza virus B.

Léky acetaminofen (paracetamol), halotan, isoniazid, valproét, rifampicin,
phenytoin, amiodaron, disulfiram, 3,4 metylendioxymetamfetamin,
nesteroidni antirevmatika, acylpyrin (Reylav syndrom).

Toxiny amanita phalloides, organicka rozpoustédla (tetrachlormetan),

bakterialni toxiny (Bacillus cereus), Zluty fosfor, aflatoxin, drogy
(Ecstasy).

Kardiovaskularni | trombdza portélni Zily, srde¢ni tamponada, pravostranné srdecni

priciny selhani, Budd - Chiari syndrom, venookluzivni nemoc, syndrom
prehrati, Sok.

Metabolické m. Wilson, hereditarni tyrosinémie, Alfa-1-antitrypsin deficience,

priciny intolerance fruktézy, galaktosémie, neonatalni hemochromatoza.

Gravidita akutni steatoza jater v téhotenstvi, HELLP syndrom.

Nadory lymfomy, metastatické postizeni jater pfi ca prsu, plic, malignim
melanomu, aj.

Jiné pficiny autoimunitni hepatitis, primarni afunkce $tépu po transplantaci jater.

Kryptogenni

Tabulka 1: Etiologie ASJ (TrunecCkas)
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6.3. Lécba akutniho jaterniho selhani

V soucasné dobé neexistuje az na vyjimky (otrava paracetamolem a muchomurkou
zelenou) specificka léCba ASJ a pacient vyzaduje interdisciplinarni intenzivni péci.
Symptomaticka terapie zahrnuje: udrzovani vnitfniho prostfedi a nutriéniho stavu pacienta,
sledovani a upravu kardiovaskularnich parametrd a plicni ventilace, monitorovani
intrakranialniho tlaku, profylaxi a IéCbu edému mozku, profylaktické podavani antibiotik a
antimykotik, pouziti elimina¢nich metod.

Jedinou kurativni metodou, kterd umoznuje preziti pacientd s ASJ je transplantace jater.
Ojedinéle se vyskytuji kazuistiky 9 10 pouziti heterotopické - auxiliarni transplantace jater, v
souCasné dobé v8ak s naprostou pfevahou dominuje technika ortotopické transplantace
jater. LéCba ASJ pomoci transplantace jater se vSak potyka s nedostatkem kadaveroznich
jaternich $tépl a vzhledem k rychlému prubéhu akutniho selhani jater se pacient této
léCby nemusi dockat. V dobé, kdy pacient ¢eka na vhodny organ - jatra k transplantaci, je
stale akutné ohrozen na Zivoté. Moznosti, jak nemocného pres toto obdobi pfevést (tzv.
“bridging”) jsou vSak v sou¢asné dobé znacné limitovany. Indikace k transplantaci jater pro
akutni selhani jater ma nékolik dulezitych aspektd. Jednak je nutné rychle identifikovat
pacienty, u kterych se ASJ rozviji s vysokou pravdépodobnosti umrti pfi konzervativni
terapii. Ddlezité je tento proces identifikace zvladnout v€as, aby pacient do transplantace
jater nevstupoval v dobé fatalniho zhorSeni stavu. Na druhé strané je neméné dulezité
zabranit zbyte¢né transplantaci jater u pacienta, ktery ma vysokou nadéji na spontanni
regeneraci jaterniho parenchymu pfi konzervativni 1é¢bé. Na zavér je nutné zminit snahu
zabranit transplantaci jater u pacienta s pravdépodobnosti Spatného priabéhu
potransplantacni IéCby .

K uréeni letalni prognézy spontanniho pribéhu akutniho selhani jater slouzi takzvana
“King’s College kriteria” (Tab. 2.). Jejich predikéni hodnota je vysoka, u pacientd s
intoxikaci paracetamolem pfi pH < 7,3 je 96%. U ASJ jiné etiologie, pfi INR > 6,5, dosahuje

100% predikability letalniho vyvoje pfi konzervativni terapii 6.
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Pri¢ina selhani Kriterium
Intoxikace paracetamolem pH < 7,3 nebo INR > 6,5 a kreatinin > 300
pmol/l u nemonych s encefalopatii . a IV.
st
Ostatni pficiny INR > 6,5 nebo

3 z nasleduijicich kriterii:

a) vék < 11 nebo > 40 let

b) Jaterni selhani pfi non-A, non-B
hepatitidé, halotanové hep.,
idiosynkratické 1ékové reakci.

c) lkterus predchazejici o tyden jaterni
encefalopatii

d) INR> 3,5

e) Bilirubin > 300 umol/l

Tabulka 2: ,King's College Criteria“.

K uréovani mortality akutniho jaterniho selhani se pouZivaji i dalSi skorovaci systémy.
Evaluation 1I") 12, ktery ma podobné velkou senzitivitu v ur€ovani prognézy u nemocnych s
ASJ 13,

6.4. Eliminaéni metody lIé¢by jaterniho selhani

Za posledni desitky let byla zkonstruovana a pouzivana fada elimina¢nich pfistroju. Od
prosté hemodialyzy, vyménné krevni transfuze, plazmaferézy, hemoperfuze pomoci
aktivniho uhli, az po sou€asné sofistikované nebiologické elimina¢ni metody.

Z téchto nebiologickych metod nalezl uplatnéni v 90. letech minulého stoleti systém
MARS® (molecular adsorbent recirculating system — molekularni adsorbujici recirkularni
systém) 14 15 (Obr. 1). Novéji se vSak zacCaly uplatriovat pfistroje na bazi FPSA
(fractionated plasma separation and adsorption) ¢ (Obr. 2). Tento pfistroj umoznuje
eliminovat toxické substance rozpusténé ve vodé, ale i toxiny vazané na albumin. Pfistroj
se sklada z dialyzaéniho pfistroje rozSifeného o modul pro frakcionovanou plazmatickou

separaci albuminovym filtrem a dvéma adsorbery. Albumin s vazanymi toxiny je pfimo
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transportovan na misto, kde jsou toxiny odstranény. Proto neni potfeba lidského albuminu

a proces neni limitovan disociaci z albuminu a difuzi tak, jak je tomu u pfedchoziho

nebiologického podplrného pfistroje MARS® vyvinutého Stangem a Mitznerem na

zadatku 90. let minulého stoleti 14.
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Obrazek 2: Schéma systému FPSA - Prometheus® (zdroj: Fresenius®)

6.5. Bioeliminaéni metody lé¢by jaterniho selhani

V pribéhu vyvoje a pouzivani nebiologickych eliminaénich metod byla zkouSena a
testovana fada bioeliminaCnich metod, tedy metod, kde do eliminatniho  procesu
zapojujeme zivé bunky, ¢i celé tkané.

Idealni bioeliminaéni systém by mél nahradit véechny zakladni funkce jater: syntetické a
metabolické funkce, detoxifikaci a exkreci. Prace na vyvoji “umélych jater” zapocaly v
padesatych letech minulého stoleti, kdy se provadéli experimenty spiSe s prvnimi
eliminacnimi metodami a vyzkum byl zaméfen hlavné na detoxifikaci. Postupem Casu se
zapojovaly extrakorporalni perfuze jater jednak xenogennich, zvifecich &i allogennich,
humannich darci. Vzhledem k tomu, zZe jaterni buriku a jeji slozitou funkci nemizeme
nahradit umélou strukturou, vyvijeji se systémy “bioarteficialni”. Jedna se o systémy
zahrnujici vétSinou extrakorporalni okruh - kompartment plazmafiltrace, hemofiltrace s
kompartmentem bunécnym, biologickym. ZpocCatku se provadély testy s rlznymi platky
jater, mrazenymi granulaty, posléze se v sedmdesatych letech vyzkum plné orientoval na
pouziti suspenze izolovanych hepatocytl. Jeden z prvnich funkénich systému sestrojil ve
Spojenych Statech Americkych Matsumura v roce 1973. Prvniho Kklinického uziti

bioarteficialni jatra doznala vSak az v roce 1987 17.
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Pro tyto systémy se v posledni dobé vzil nazev BAL ( Bioartificial liver device) Ci
Bioreaktor. VétSina systému se v souCasnosti sklada s tfidimenzionalni kapsle, zapojené
do okruhu extrakorporalniho systému s plazmafiltraci, hemofiltraci a integrovanym
oxygenatorem (Obr. 3). BAL systémy jsou v soucCasnosti pouzivany jednak v

experimentalni mediciné, ale i v klinické praxi 18-26,

Medscape® www.medscape.com
BAL TREATMENT ‘1 LASMA
/’

iy.;j-’lj.[

CROSS-SECTION OF

HOLLOW FIBER MEMBRANE BAL BIOREACTOR

THROUGH WHICH PLASMA FLOWS

Source: Ann Surg © 2004 Lippincott Wiliams & Wilkins

obrazek 3: schematické zapojeni BAL systému (zdroj: medscape.com)

Zakladnim principem BAL systémd( je tedy perfuze plazmy pfes izolované Zivé hepatocyty
uloZzené ve specialni kapsli, coz umoznuje nejen detoxifikani, ale i syntetickou funkci
celého systému.

BAL systém musi splriovat 2 zakladni funkce:
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1. biochemickou funkci - nahrada detoxifikacnich a syntetickych funkci
hepatocyt(
2. mechanickou funkci
a. zabranit imunitni reakci organizmu na pouzité bunécné struktury BAL
systému a PERYV infekci
b. zajiStovat dostate¢nou vyzivu bunék BAL systému, jejich dostate¢nou

oxygenaci.

6.6. Komponenty BAL systému

6.6.1. Zdroje hepatocytu

Jaterni burika - hepatocyt - je zakladni souCasti BAL systému. Ideélné by buriky mély byt
lidského puvodu, snadno dostupné, rychle a lehce péstovatelné, nemaligni, zachovavajici
si fadové dny vysoce diferencované funkce a moznost vykonavat vSechny funkce jaternich
hepatocytl. V souCasné dobé vSak burika, ktera by splfiovala vSechny tyto pozadavky s
ddrazem kladenym na rychlou dostupnost ve velkém mnoZstvi neexistuje.

Pouzivaji se nej¢astéji nasledujici 4 zdroje hepatocytu:

Praseci hepatocyty.

Nejastéji se pouzivaji k plnéni bioreaktoru praseci (porcinni) burnky hlavné z divodu
lehké dostupnosti Cerstvych bunék v dostateCném mnozstvi 27, jejich problémem vSak
stale zUustdva moznost pfenosu virové infekce (PERV - praseci retrovirus), mezidruhové
rozdily v syntetizovanych bilkovinach, v aktivité cytochromu P450 a souvisejici funkénost a

imunogenicita 27-29.

Primarni lidské hepatocyty

Lidské hepatocyty jsou sice idealni burikou pouzitelnou v BAL systémech, avSak jsou hlre
dostupné. Jejich zdrojem byvaji jatra nepouzitelna k transplantaci jater, nejCastéji z dlvodu
vysoké steatdzy a peroperacni resekaty. Dostupnost lidskych hepatocytl se vSak stéle
vice snizuje (z davodu ubyvani lidskych jater nevyuzitelnych k transplantaci).

V primarnich kulturach vSak hepatocyty rostou pomalu, rychle se dediferencuji a ztraceji

tudiz svoji schopnost ndhrady funkci jater 30.
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Immortalizované hepatocyty (nesmrtelné, transformované)

Transformované bunécné linie se dobfe, rychle a v dostateCném mnozstvi kultivuji 31.
Jejich problémem je pozménény metabolismus, coz ovliviiuje jejich funkénost a hlavné
moznost vznikajicich klond s velmi odliSnymi charakteristikami, nez méla pavodni linie a
téz moznost vzniku metastazy nadoru pfi uniku buriky mimo systém do téla pacienta 27

32:38_ K nejvice pouzivanym burikdm patfi buriky lidského hepatoblastomu C3A 39.

Kmenové bunky (STEM Cells)

Kmenové bunky jsou nediferencované ZivoCiSné burky, které maji schopnost se délit
(proliferovat) a pfeménit se na jiny bunéény typ (diferencovat). Délici potencial kmenovych
bunék je obrovsky a mohou byt zdrojem teoreticky nekone€ného mnozstvi hepatocytu.
NejCastéji se pouzivaji embryonalni lidské kmenové burnky, ¢i mezenchymalni kmenové

bunrky. Problémem jejich pouziti zGstava stale nadkladnost a slozitost jejich vyroby 40-46,

6.6.2. Membrany

Membrany plini v bioreaktoru nékolik dulezitych funkci. Jednim Ukolem je podpUlrna funkce,
kde membrany fyzicky oddéluji pacientovu krev, respektive plazmu od hepatocytu. Je
samozfejmeé nutnd urcita propustnost tak, aby byl mozny prostup toxickych latek ze strany
pacienta a latek syntetizovanych hepatocyty zpét. Membrany se odliSuji tudiz velikosti
téchto pord, ktera se pohybuje od 10 do 200nm 31,

DalsSi funkci membran je poskytnout hepatocytim podporu, umoznit jim uchyceni. S tim
souvisi zplsob stavby membran, podle kterého je v zakladé rozdélujeme na 2D a 3D
membrany.

V testovani in vivo na velkych laboratornich zvifatech a v klinické praxi se v sou¢asnosti
nejvice pouziva 3D model membran. 3D stavba membrany je vyhodna nejen z diavodu
akumulace velké masy hepatocytl na malém prostoru (na rozdil od 2D modelu), téz
umozriuje mnohem S§ir§i mezibunétné vazby, zvySené uvolfhovani rlstového faktoru 30,
Hepatocyty si diky tomu zachovavaji mnohem déle diferencované funkce. 3D membrany
byvaji syntetizovany z rGznych polymer(. 3D struktura dale umozriuje mnohem lepSi
oxygenaci hepatocytu. Nej¢astéjsi typ byva slozen ze svazku dutych viaken (hollow fiber)

uzavienych do systému tvofici jako celek tzv “kapsli” 47 (obr. 3).


http://cs.wikipedia.org/wiki/Bu%C5%88ka
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http://cs.wikipedia.org/wiki/Bun%C4%9B%C4%8Dn%C3%A9_d%C4%9Blen%C3%AD
http://cs.wikipedia.org/wiki/Bun%C4%9B%C4%8Dn%C3%A9_d%C4%9Blen%C3%AD
http://cs.wikipedia.org/wiki/Proliferace
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http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Bun%C4%9B%C4%8Dn%C3%BD_typ&action=edit&redlink=1
http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Bun%C4%9B%C4%8Dn%C3%BD_typ&action=edit&redlink=1
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6.6.3. Konstrukce Bioreaktoru

Kapitole 6.6.2 popisuje zakladni rozdéleni 2D a 3D modelu membrany, respektive celého
bioreaktoru. Pfi stavbé bioreaktoru je nutné si uvédomit, zda bude pouzit na in-vitro
testovani, €i pro in-vivo pouziti.

2D model pro pouziti in vivo byva nejCastéji systém mnoha kolagenem potazenych desek
(proto 2D model) s jednovrstevnou kulturou hepatocytl 48. Nevyhodou tohoto modelu je jiz
sama 2D stavba. Pokud bychom chtéli rozvrstvit do plochy byt jen 1/10 hepatocytu
obsazenych v jatrech Clovéka, potfebovali bychom desky o plose 12,5 m2, s obrovskou
spotfebou nutného perfuzatu 3'. Je proto logické, ze az na vyjimky 49, naprosta veétsina
dnes pouzivanych a konstruovanych bioreaktor( vyuziva 3D stavbu kapsle s hepatocyty.
VétSina bioreaktorl obsahuje 2 kompartmenty, nebo-li oddily, které jsou od sebe
oddélené. V prvnim kompartmentu koluje plazma (zfidka pfimo krev %0) pacienta
(eventualné zvirete), druhy kompartment obsahuje hepatocyty. Oba kompartmenty jsou od
sebe oddélené membranou. Nové;jsi pfistroje vSak obsahuji kompartmenty 3 nebo 4 51. 52,
V tabulce 3 uvadim prehled typu bioreaktort pouzitych na laboratornim zvifeti.

V tabulce 4 jsou uvedeny bioreaktory, které jiz byly testované klinicky. Obé tabulky

zaroven prehledné uvadéji druh pouzitych bunék.

Technologie Typ bunék Odkaz
Bioreaktor na bazi dutych viaken s Praseci hepatocyty 66, 67,127, 128
integralni oxygenaci (Gerlach CellModule)
Spiralni plocha deska a bioreaktor z Praseci hepatocyty 110
dutych vldken s integralni oxygenaci
Plocha deska s integralni oxygenaci Praseci hepatocyty 49
Renal tubule assist device - Bioreaktor na | Lidské tubularni buriky 1M1-113

bazi dutych vidken

Tabulka 3: Konstrukce bioreaktord pouzitych v experimentu na laboratornim zvifeti

(upraveno dle Gerlach30)
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Technologie

Typ bunék

Odkazy

Bioreaktor na bazi dutych vliaken (Vitagen
ELAD)

Buriky
Hepatoblastomu C3A

64

Bioreaktor na bazi dutych viaken (Circe
Biomedical HepatAssist) s hepatocyty
vazanymi na mikronosice

Praseci hepatocyty

65

Renal tubule assist device - Bioreaktor na
bazi dutych vidken

Lidské tubularni buriky

111, 112, 123-126

Bioreaktor na bazi dutych vliaken
perfundovan krvi (Excorp Medical BLSS)

Praseci hepatocyty

50

bioreaktor na bazi dutych vldken s integralni
oxygenaci (CellModule)

Praseci a lidské
hepatocyty

30, 68-72, 120-122

Bioreaktor na bazi dutych viaken (Hep-Art
AMC-BAL) s in-situ oxygenaci

Praseci buriky

29, 43, 114-117

Tabulka 4: Konstrukce bioreaktort pouzitych v klinickych studiich (upraveno dle Gerlach30)

V soucasné dobé jsou pouzivany nasledujici bioreaktory:

1. RanD BAL® je dvoukompartmentovy bioreaktor, ve kterém oxygenované, nutri¢ni

medium (plazma) perfunduje radialné skrz membranu, na jejiz druhé strané jsou
adherovany hepatocyty. Tento bioreaktor obsahuje tedy plazma kompartment a
bunéény kompartment 33. (Obr. 8)

.AMC BAL® se odliSuje axialnim pratokem perfuzatu s pfidanym 3.
kompartmentem, ktery je tvofen soustavou dutych vlaken, které zabezpecuiji
oxygenaci pfimo u bunék 29 44,52,54-59_(Qbr. 6)

. Arbios HepatAssist®, Excorp BLSS®, Vital Therapies ELAD® jsou systémy
podobné RanD BALu, kde plazma, Ci krev proudi sestavou dutych hydrofilnich
vldken (1. kompartment) s burikami adherovanymy na vnéjsi strané dutych viaken
(2. kompartment) 50.60-65_(Qbr. 4,5)

. MELS BAL® je ¢tyf kompartmentovy bioreaktor, kombinujici DetoxModule pro
detoxifikaci - albuminovou dialyzu, DialysysModule systém pro kontinualni
hemofiltraci a CellModule, systém s hepatocyty pro detoxifikaci a syntézu 52. 55. 56
66-72 (Obr. 7)
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Obrazek 4: schematické znazornéni bioreaktoru (zdroj: Demetriou?®):

A - Plazmaferéza F - kapsle s hepatocyty

B - Pumpa G - Hepatocyty

C - Plazma rezervoar H - Plazma

D - Adsorber | - Duta vlakna (Hollow fiber)

E - Oxygenator
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Obréazek 5: Bioreaktor ELAD ( zdroj: Vitagen®)
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Obrazek 6: Stavba a priifez kapsle bioreaktoru AMC-BAL (zdroj: Hep-Art®)



MUDr. Tomas Pantofli¢ek: Pouziti hepatocytl v Ié¢bé akutniho jaterniho selhani v experimentu
- na velkém laboratornim zvifeti 25
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Obrazek 7: Bioreaktor Modular Extracorporeal Liver System - MELS® (zdroj: Charité

Berlin)
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Obréazek 8: Bioreaktor Performer OLiver (zdroj: Rand®)
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6.7. Modely akutniho jaterniho selhani

Experimentalni model akutniho jaterniho selhani je nutny k lepSimu pochopeni
patofyziologie onemocnéni a k testovani jednotlivych metod |éCby ASJ. Kriteria pro idealni

model ASJ jsou nasledujici 73:

1) Indukované selhani jater by mélo byt reverzibilni

2) Model musi byt reprodukovatelny

3) Poskozeni jater by mélo vést ke smrti zvifete identicky jako v klinice
4) Musi byt vytvofeno dostate¢né velké terapeutické okno

5) Pfipadné pouziti toxinl nesmi pfedstavovat riziko pro personal

Dle typu provedeni lze modely ASJ rozdélit na chemické a chirurgické. K vytvoreni
chemického modelu ASJ byla vyzkouSena cela fada latek: thioacetamid, nitrosaminy,
halogenova anestetika 74. Poslednich 30 let vSak naprosto jednoznaéné prevliada pouziti
galaktosaminu nebo acetoaminofenu. Pfiklady nékterych chemickych modell pouzitych u

velkého laboratorniho zvifete a jejich vyhody &i nevyhody shrnuji tabulky 5 a 6.

Autor Kalpana 84 Henne-Bruns 118 Miller 85
druh zvirete prase kfizenecké prase prase
pocet 14 12 54
hmotnost (kg) 8-15 10-17 15-25
latka galaktosamin acetaminofen acetaminofen
davka 1,0 g/kg 0,5-2,0 g/kg 1,1 g/kg
potvrzeni ASJ | hypoglykemie, JFT, |JFT, krevni plyny, biopsie| JFT, biopsie,
kratinin, biopsie
preziti 77-86h 58,3% zemrelo do 4,8h* | 9,02-18,7h*

Tabulka 5: Chemické modely ASJ
(JFT — jaterni funkCni testy, * neprokazan hepatotoxicky ucinek)
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Galaktosamin negativa pozitiva
interakce s halothanem reversibilita
chybi klinicky ekvivalent predpokladané ucinky

vysoké néklady

Acetaminofen negativa pozitiva
Spatna reprodukovatelnost reversibilita
nestalé terapeutické okno klinicka podobnost

vedlejsi UCinky
nevysvétleny pokles
hematokritu

Tabulka 6: Vyhody a nevyhody chemickych metod ASJ 75.

U chirurgickych modeltd ASJ mlzZeme pouzit v zasadé dva mozné pfistupy. Jde o totalni
hepatektomii nebo o devaskularizaci jater (Obr. 9). U metody totalni hepatektomie existuje
mnoho pochybnosti, pfesto vSak k testovani byva pouzivana, nebot je jednodussi na
provedeni. Model je ireverzibilni a celkovy klinicky obraz neodpovida béznému ASJ. DalSi
nevyhodou je kratké terapeutické okno a nejvétSim nedostatkem tohoto modelu je
absence nekrotické jaterni tkané v organizmu 75. Bylo potvrzeno, Ze v porovnani
s modelem hepatektomie jsou u devaskularizaCniho modelu zvySené hladiny transaminaz.
Tento fakt byl vysvétlen pravé pfitomnosti nekrotizujicich hepatocytd v organismu 76,
S ohledem na tyto nedostatky by anhepaticky model mél byt spiSe v pozadi zajmu.
Devaskularizacni model se sklada ze dvou fazi. Nejdfive je provedena portokavalni
anastomé6za a nasleduje podvaz hepatické tepny, Ci jejich vétvi 77. 78, Tento zakladni
postup je dale rozvijen ve smyslu rlizného €asového odstupu mezi obéma fazemi a
zpusobem provedeni HAL. Velkou nevyhodou tohoto modelu je jeho ireverzibilita. Té se
|ze ¢aste€né vyhnout zplsobem, kdy hepatickou arterii jen po ur€itou dobu komprimujeme.
(tabulky 7, 8).
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Obrazek 9: Schematické znazornéni devaskulariza¢niho (vlevo) a anhepatického (vpravo)
modelu ASJ.
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Autor Filipponi 20 | Tonnesen 76 Filipponi 119 Hanid 78 | de Groot 92

pocet - - 11 34 15

vaha (kg) 40 35-40 27-35 18-20 28-33

operace HEP 1.HEP PCA +70% HEP | PCA+HAL PCA
2.PCA+HAL

kontrola - - samotna PCA, |laparotomie| komprese

samotna 70% HEP, HA (4h)
anestézie | propofol, 50% N20 halothan - -
fentanyl

potvrzeni KF pH, bilirubin,|  AST, bilirubin  |bilirubin, AST] KF

ASJ ALT

preziti 16,9 +5,38 (1.16,0 0,9 30,0 9,1 20-50

(hod = SE) 2.18,6 +1,1

Tabulka 7: Chirurgické modely ASJ
(HA — a.hepatica, KF — koagula¢ni faktory)

Totalni hepatektomie negativa pozitiva
- +
velké chirurgické trauma jednoduchost provedeni
ireverzibilita
absence nekrotickych
hepatocyt(
Devaskularizace negativa pozitiva
chirurgické trauma reprodukovatelnost
CasteCna ireverzibilita  dostatecné terapeutické
okno
nizké naklady

Tabulka 8: Vyhody a nevyhody chirurgickych metod ASJ 73.
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7. Metodika

7.1. Model akutniho jaterniho selhani

Pro nasSe ucely jsme vytvofili chirurgicky model akutniho jaterniho selhani na zakladé
experimentalni devaskularizace: podvaz a.hepatica propria a v. portae s vytvofenim
portokavalni anastomozy 79: 80,

K vytvofeni modelu jsme uzili laboratorni dospélé miniprase hmotnosti 25 - 30 kg. Pfed
operaci zvife lacnilo 12 hodin pfi zachovani pfisunu tekutin ad libidum. Pfed opera¢nim
vykonem bylo zvife premedikovano kombinaci ketaminu 10 mg/kg (Ketaset, Fort Dodge,
USA) s atropinem 0,1 mg (Atropin, Hoechst-Biotika, SRN) a azaperonem 5 mg (Stressnil,
Janssen, Belgie) intramuskularné. Po ulozeni na operacni stul byla kanylovana Zila na
uchu a proveden intravenézni Gvod ketaminem 5 mg/kg (Narkamon, Spofa, CR) a
metomidatem 2 — 5 mg/1 kg (Hypnodil, Janssen, Belgie). Po endotrachealni intubaci bylo
zvife relaxovano pipecuroniem v davce 50 pyg/kg (Arduan, Chemical Works of Gedeon

Richter, Madarsko) a fizen& ventilovano smési kysliku a oxidu dusného (obr. 10).

Anestézie byla doplfiovana opakovanymi davkami fentanylu 100 pg (Fentanyl, Janssen,
Belgie) a etomidatu 10 mg i.v. (Hypnomidate, Janssen, Belgie). K prevenci tromboembolie
jsme podavali heparin 5000 IU (Heparin, Légiva,a.s., CR), k prevenci stresového viedu
famotidin 20mg i.v. (Quamatel, Chemical Works, Madarsko) intraven6zné&. K antibiotické
profylaxi jsme uZivali amoxicilin 1,2 g i.v. (Augmentin, Légiva, CR). Po tvodu do celkové
anestézie byl zaveden katétr 18G (Braun, SRN) do a. femoralis k pfimému méreni
krevniho tlaku. Do femoralni Zily jsme zavadéli dvoucestny katétr 7Fr (Arrow, USA) pro
podavani léku a infuzi. Na krku byla vypreparovana prava v. jugularis interna a zaveden
Swan - Ganz katétr 7Fr (Arrow, USA) s termistorem k méfeni hemodynamickych
parametrid. Béhem operace jsme monitorovali EKG, krevni tlak, CVP, MPAP, PCWP,
CO,Cl, SVRI, SpO., ETCO., télesnou centralni i periferni teplotu monitorovacim
systémem Marquette (GE Marquette, USA) a hodinovou diurézu. Na zacatku vykonu a po
uvolnéni svorky jsme odebirali zilni krev ke stanoveni biochemickych parametrud, krevniho
obrazu a koagulace, k vySetfeni ABR, iontogramu, laktatu a glykémie. Byly podavany

krystaloidni roztoky 20 - 50 ml/hod, podle potfeby i koloidy (Gelofusine, Braun).
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Obrazek 10: Endtotrachealni intubace, i.v., i.a. katetrizace.
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Obrazek 11: Monitorace miniprasete, detail na ICP ¢idlo.
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Operace

Laparotomii jsme vedli ve stfedni Cafe od processus xiphoideus az do podbfiSku. Po
vypreparovani prubéhu v.portae a v. cava inferior jsme nas$ili portokavalni spojku end-to-
side Prolenem 5/0. Poté jsme ligovali a. hepatica communis nebo jeji vétve (obr. 12).

K pooperacnimu sledovani jsme zalozZili epicystostomii a choledochostomii. Operaéni
vykon jsme ukonCili zavedenim pojistného drénu do dutiny bfiSni a vyvedenim
gastrostomie k odsavani zalude¢niho obsahu. Operacni ranu jsme uzavrfeli v jedné vrstve,
miniprase jsme preloZili na bok, ponechali na opera¢nim stole zaintubované a zahfivali
jsme jej (obr. 10, 11).

Po uzavfeni laparotomie jsme zavedli intrakranialné v oblasti temporoparietalni Cidlo ke

kontinualnimu méfeni intrakranialniho tlaku (ICP) 81 (obr. 11).

Pro vylou€eni vlivu samotné operace na klinicky prabéh ASJ jsme vytvofili kontrolni
skupinu, u které byla provedena identicka pfiprava vcetné cévnich pfistupl a po
provedeni laparotomie a zavedeni epicystostomie a gastrostomie jsme operaCni ranu

uzavreli se zalozenim pojistného drénu.
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VClI

Obréazek 12: Prabéh v. portae a c. cava inf. pfed preparaci.
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7.2. lzolace hepatocyti, pinéni bioreaktoru

Pro izolaci hepatocytu jsme zvolili metodu jaterni perfuze s naslednou centrifugaci 82. P¥i
odbéru jater jsme vypreparovali a kanylovali portalni zilu. Jaterni artérii jsme spolu s celym
hepatoduodenalnim ligamentem ligovali. Tésné pfed odbérem jsme punkci vypustili obsah
Zlu€niku. Jatra jsme in-situ perfundovali 37°C teplym fyziologickym roztokem v celkovém
objemu 4.000 ml (obr. 13).

Obréazek 13: Pocatek in-situ perfuze jater.

Vyjmut4 jatra jsme postupné perfundovali tfemi iontovymi roztoky (magistraliter Lékarna
IKEM, Praha), pracovné nazvanymi A,B,C, které byly syceny smési karbogenu (95% Oz a
5% CO2) a jejich pH jsme nésledné upravili na 7,4. SloZeni roztoku je uvedeno v tabulce €.
9. Perfuzi iontovym roztokem A stabilizovanym etylenglykoltetraoctovou kyselinou (EGTA)
v celkovém objemu 1500 ml jsme jiz provadéli in vitro ve vodni lazni zahfaté na teplotu
37°C (obr. 2). Nasledovala 30 minutova perfuze roztokem B s uzavienym okruhem pod
tlakem 30 mm vodniho sloupce. Tento roztok obsahoval jiz kolagenazu (Collagenasa
cruda, aktivita 1000, Sevapharma, Ceska Republika). Poté jsme jatra perfundovali 1.000

ml roztoku C (Krebs - Henseleitovo medium), ktery byl zchlazen na 4 °C a doSlo k
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deaktivaci UCinku kolagenazy. Roztok C obsahoval spolu s glukdézou i pfidany bovinni

sérovy albumin (Sigma-Aldrich, Némecko). Tepla ischémie celkové nepfesahovala 55

minut (obr. ¢.14).

Zasobni roztoky

Ad 1000 ml aqua dest.

Roztok 1 Roztok 2

NaCl 80,09 NaCl 69,09
KCI 4,0g KCI 3,69
MgSO4. xH20 0,977g | MgSO4. xH20 1,441g
Na2HPO4 . 12H20 1,206g | KH2PO4 1,39
KH2PO4 0,609 CaCl. 2H20 3,749

Ad 1000 ml aqua dest.

Perfuzni roztoky

Doplnit do 1000 ml (H20)

Doplnit do 600 ml (H20)

Roztok A Roztok B Roztok C

Zasobniroztok 1 100 ml | Zasobni roztok 1 60 ml Zasobniroztok 2 100 ml
Destil. H20 800 ml | Destil. H20 440 ml | Destil. H20 800 ml
NaHCO3 2,188g | NaHCOS3 1,314g | Glukoza 0,99
EDTA 0,199 CaCl.2H20 0,3528g | NaHCO3 29

Doplnit do 1000 ml (H20)

Tabulka 9: Schema pfipravy a sloZeni roztokl pro perfuzi jater.
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Obréazek 14: Perfuze jater cestou v. portae in vitro ve vodni lazni.
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Po posledni perfuzi jsme mechanicky rozrusili jaterni pouzdro tak, aby se parenchym lépe
uvolnil do média (obr. 15). Vzniklou suspenzi hepatocytd jsme nasledné filtrovali a
postupné tfikrat centrifugovali rychlosti 500 ota¢ek za minutu pfi stalém chlazeni na 4°C
(obr. 16). Timto postupem jsme ziskali suspenzi izolovanych jaternich bunék, které se
spontanné zacaly situovat do charakteristickych shluka (obr. 17). Viabilitu hepatocytl jsme

hodnotili mikroskopicky po obarveni trypanovou modfi (Sigma-Aldrich, Némecko).

Obrazek 15: RozruSeni pouzdra jater, filtrace suspenze jater.
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Obrazek 16: Suspenze izolovanych hepatocytl po opakované centrifugaci.

Obréazek 17: Shluky hepatocytu.
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Nasledné jsme suspenzi hepatocytu naplnili kapsli bioreaktoru, ktery jsme pfedtim promyli
2.000 ml fyziologického roztoku a dlkladné odvzdu$nili. Kapsli Bioreaktoru jsme po
naplnéni ulozili do termoboxu pfi teploté 4°C az do doby jeho zapojeni do pfistroje (obr.
18, 19).

Obrazek 19: Pfipravena kapsle bioreaktoru k pouziti.
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Obréazek 20: Schematické znazornéni celého procesu izolace hepatocytl a plnéni kapsle

7.3. Pooperacni péce a monitorace

Po operaénim vykonu jsme zvife zahfivali a fizené ventilovali smési kysliku se vzduchem
s FiO2 0.5. Trvale jsme podavali intraven6zni analgosedaci s vyuzitim farmak s pfevazné
mimojaterni cestou eliminace. Pouzivali jsme kombinaci propofolu, remifentanilu a
medetomidinu. Podavali jsme krystaloidni a koloidni roztoky, k forsirovani diurézy poté
bolusové furosemid. Pfi poklesu sérové koncentrace glukdzy v krvi pod hodnotu 3,5 mmol/

| jsme podavali hypertonickou glukézu v kontinualni infuzi s cilem udrzet normoglykémii
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(3,3 — 4,9 mmol/l). P¥i poklesu stfedniho arterialniho tlaku (MAP) pod 60 mm Hg jsme
nasazovali noradrenalin v kontinualni infuzi (0,1ug/kg/min).

V pravidelnych intervalech jsme odebirali krevni vzorky na stanoveni vnitfniho prostfedi,
hodnot iontd, glykémie, krevniho obrazu, parametrd hemokoagulace, jaternich testl a
sérového kreatininu®. Kontinualni monitorace intrakraniélniho tlaku byla zahajena ihned

po operaci.

7.4. Sledovani hemodynamickych parametru

Béhem operace jsme monitorovali EKG, krevni tlak, tepovou frekvenci, stfedni arterialni
tlak, centralni vendzni tlak, stfedni tlak v plicnici, tlak v zaklinéni monitorovacim systémem
Marquette (GE Marquette, USA) v hodinovych intervalech, termodilu¢ni technikou srdec¢ni
vydej, télesnou centralni a periferni teplotu. Méfili jsme hodinovou diurézu. Byl kalkulovan

srdeCni index a indexovana systémova cévni rezistence 83.

7.5. Terapie BAL

Nastup ASJ jsme zaznamenali v ¢ase poklesu glykémie pod hodnoty 3,5 mmol/l. Tento
moment byl pocatkem otevieni tzv. terapeutického okna a napojenim bioreaktoru. V prvni
fazi zapojeni byla pouze z krve zvifete filtrovana plazma, ktera byla zatim skladovana
v rezervoaru pristroje. Poté byl samotny bioreaktor, naplnény suspenzi zivych hepatocytd,
umistén do tercialniho okruhu pfistroje O. liver Performer (O-Liver Performer, Rand, Italie)
(obr. 21, 22).
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Obrazek 21: Pristroj O. liver Performer (fy Rand, ltalie) se zapojenim bioreaktoru

Monitoraci hodnot jednotlivych laboratornich ukazateld ASJ a hodnot ICP jsme provadéli
po celou dobu operace, rozvoje ASJ a IéCby BAL az do doby umrti zvifete.

Ziskané hodnoty laboratornich vySetfeni v pribéhu IéEby ASJ pfipojenim na BAL, jsme
porovnali s parametry kontrolni skupiny, tedy skupiny zvifat, u které bylo vyvolano ASJ, a
ktera nebyla na BAL napojena®0.

Experiment jsme ukondili po uplynuti 12 hodin od uvolnéni svorky na v.portae po nasiti
porto-kavalni anastomoézy podanim 50 ml 5 % roztoku KCI a bolusu Thiopentalu.
Nasledovala relaparotomie, revize dutiny bfidni, odebrani vzorku jater a sleziny

k histologickému vySetfeni a kontrola polohy vSech katetr(.
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Udaje byly statisticky zpracovany pomoci T-testu, Mann-Whitneyovym neparametrickym
testem pouzitim tabulatoru EXCEL a QUATRO a testem Wilcoxona. Hladina statistické

vyznamnosti je uvedena vzdy u jednotlivych méfeni.
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Obrazek 22: Zapojeni systému BAL, monitorace.
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8. Material

I\.lﬁ?l(s)tfeni vhodného modelu akutniho jaterniho selhani.

V této Casti experimentu jsme pouZzili celkové 27 miniprasat z chovu veterinarni laboratofe
AVCR v Lib&chové. 7 zvitat uhynulo pfi Gvodu do anestezie & v dlisledku vlastni operace
(krevni ztrata).

Tato ¢ast experimentu byla rozdélena na 3 skupiny:

1. skupina ASJ

Do této skupiny jsme zafadili 10 miniprasat hmotnosti 25 — 30 kg z chovu
veterinarni laboratofe AVCR v Libéchové, u nichZ jsme metodou devaskularizace
provedli akutni selhani jater. Tato skupina nebyla 1é¢ena BAL a byla skupinou
kontrolni pro skupinu ASJ BALS0,

2. skupina ASJ ICP
Do této skupiny jsme zafadili 5 miniprasat u nichz jsme metodou devaskularizace
provedli akutni selhani jater s naslednou monitoraci intrakranialniho tlaku ICP

cidlem.

3. skupina kontrolni

Do této kontrolni (sham) skupiny jsme zarfadili 5 zvifat - miniprasat hmotnosti
25-30 kg - u nichz jsme provedli laparotomii, invazivni pfistupy, bez vyvolani
akutniho jaterniho selhani. Tato zvifata byla identicky monitorovana jako zvifata v
ostatnich skupinach. Byla to skupina kontrolni pro skupinu 1, 2 (ASJ, ASJ ICP) v

této Casti experimentu.

Il. Cast

Vytvoreni metodiky izolace hepatocytt, plnéni bioreaktoru BAL a jeho pouziti.

V této Casti experimentu jsme pouzili celkové 14 miniprasat z chovu veterinarni laboratofe
AVCR v Lib&chové. 4 zvitata (z celkového poétu 14) nebyla do studie zafazena a vyradili

jsme je z téchto duvodu: jedno pro vyznamné krvaceni do dutiny bfiSni po provedeni ASJ,
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dvé pro kardiopulmonalni dekompenzaci pfi prfedoperatné nepoznané Kkonstriktivni
perikarditidé a jedno pro nestandardni ovlivnéni ICP pfi jeho prudkém vzestupu.

Do této ¢asti byla zahrnuta 1 skupina:

4. skupina ASJ BAL

Do této skupiny jsme zaradili 10 miniprasat hmotnosti 25 — 30 kg, u kterych
jsme vyvolali ASJ chirurgickou devaskularizaci, tato zvifata byla lé¢ena
metodou BAL.
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9. Vysledky
l. Cast.

Srovnavali jsme vysledky 1. skupiny ASJ a kontrolni, 3. skupiny.

1. skupina — experimentalni ASJ

Primérna doba pfeziti miniprasat byla 13 hodin (rozmezi 11 hod. 40 min. — 15 hod. 10
min.). Poc¢atek rozvoje hypoglykémie pod 3,5 mol/l (= po¢atek rozvoje ASJ povazovany za
otevieni terapeutického okna) byl zaznamenan v primeéru po 4 hodinach od operace
(rozmezi 2 hod. 30 min. — 6 hod. 30 min.) — graf 1. Jaterni ischémie byla provazena
poklesem hodnot Quickova testu a nardstem AST, laktatu a amoniaku (graf 2, 3, 4, 5).
Srovnani hodnot s kontrolni skupinou uvadi tabulka 10. Jsou uvedeny primérné hodnoty
AST, laktatu, Quickova testu a amoniaku v obou skupinach se smérodatnou odchylkou
(SD). Byl zaznamenan signifikantni rozdil v naméfenych hodnotach jednotlivych
laboratornich ukazatel( ve tfihodinovych intervalech a je patrna statistickd vyznamnost
rozdilnosti primérnych hodnot, ktera byla ziskdna Mann-Whitneyovym neparametrickym

testem.

U kontrolni skupiny byla doba planovaného pfeziti zvifete stanovena na 15 hodin po
operaci. V pooperaéni dobé nebyl zaznamenan ani v jednom pfipadé vyrazny pokles
glykémie. Ani v jednom pfipadé nedoslo k rozvoji ASJ.

Primérné naméfené hodnoty ICP ve tfihodinovych intervalech u 2.skupiny zvifat s ASJ

jsou uvedeny v hodnoceni vysledkd Il. ¢asti, tabulka 16, graf 10 na strané 62.
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B Preziti o Nastup hypoglykemie
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Graf 1: Délka prezivani laboratornich zvifat skupiny ASJ s vyznaCenim zacatku
hypoglykémie (modréa k¥ivka)
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Cas 0 3 6 9 12 15

AST ns. ns. p<0.01 p<0.01 p<0.01 -

(nkat/l)

ASJ 0,83+0,29|14,37+35,5|33,44+39,96| 40,88141,34 | 54,94143,22

5

|[Kontrolni | 0,82+030 | 1,08+0,25 | 1,56+0,50 | 1,68+0,75 | 1,36+0,65 |1,32+0,4
5

Laktat ns. ns. p<0.01 p<0.01 p<0.01 -

(mmol/l)

ASJ 3,97+1,62| 4,52+1,87 | 2,97+1,16 | 2,75£1,08 | 3,49+1,64

[Kontrolni |4,08+1,34| 3,20%£1,74 | 1,18+0,61 | 0,86+0,29 | 0,76+0,32 |0,75+0,2
1

Quickuv ns. ns. ns. ns. ns. -

est (s)

ASJ 82,4+11,4|83,3+x13,06| 67,4+17,03 | 56,0+27,48 | 51,6£21,52

1

[Kontrolni |85,64£5,13| 74,243,56 | 75,2+2,68 | 74,2+2,17 | 73,8%6,10 [68,0%1,0
0

Amoniak ns. - p<0.01 p<0.01 P<0.01 -

[(umol/l)

ASJ 44,8+19,21173,8161,2|264,3+93,05350,7£159,49/463,4£178,4

5 2 7

[Kontrolni |29,74£9,74| 34,415,66 | 42,5+12,98 | 61,4+31,39 | 41,0+11,02 |37,215,2

4

Tabulka 10: Prmérné hodnoty jednotlivych laboratornich ukazateld ASJ s vyznacéenou
vyznamnosti a smérodatnou odchylkou u skupiny s ASJ (1.skupina) a skupiny kontrolni
(3.skupina).

ns. — nelii se, p<0,01 — statisticky vyznamna rozdilnost prdmérnych hodnot
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o ASJ &+ Kontrolni skupina
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Graf 2: Srovnani prmérnych hodnot AST u laboratornich zvifat skupiny ASJ s kontrolni

skupinou.
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o ASJ ¢ Kontrolni skupina
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Graf 3: Srovnani primérnych hodnot Laktatu u laboratornich zvifat skupiny ASJ s kontrolni
skupinou.
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o ASJ ¢ Kontrolni skupina
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Graf 4: Srovnani primérnych hodnot Quick u laboratornich zvifat skupiny ASJ s kontrolni

skupinou.
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o ASJ ¢ Kontrolni skupina
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Graf 5: Srovnani primérnych hodnot Amoniaku u laboratornich zvifat skupiny ASJ
s kontrolni skupinou.
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Il. ¢ast

Srovnavali jsme vysledky skupiny ASJ oproti skupiné ASJ BAL.

Primérna doby pfeziti miniprasat byla 13 hodin. U skupiny ASJ BAL 10 zafazenych zvifat
se ASJ rozvinulo v priméru za 2 hod. 7 min. od provedené devaskularizace jater (48 min.
— 3 hod 16 min.) a korespondovalo s nastupem hypoglykémie pod hodnoty 3,5 mmol/l.
LéCba ASJ napojenim zvifete na BAL byla zahajena v priméru po 2 hod. 21 min. (1 hod. —
3 hod.45 min.) a trvala v priméru 5 hod. 43 min. (3 hod.25 min. — 8 hod. 10 min.).

Ziskané pramérné hodnoty vybranych laboratornich ukazateld ASJ zvifat s ASJ I1éCenych
pomoci BAL jsem srovnali s primérnymi hodnotami laboratornich ukazatell kontrolni
skupiny, tedy skupiny bez napojeni na BAL 80. Ziskané udaje jsou pfrehledné shrnuté v

nasledujicich tabulkach a grafech.
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o ASJ o ASJ-BAL

120

100

80
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n
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0 3 6 9 12

Cas (hodiny)

Cas (hod) [0 3 6 9 12

AST (ukat/l) |ns. ns. ns. ns. ns.

ASJ 0.83 + 14.37 + 35.5533.44 + 39.96/40.88 + 41.34 54.94 + 43.22
0.29

ASJ-BAL 0.814+ [10.50+7.82 30.13 +15.76/46.20 £ 41.20 [106,40 + 146.40
0.47

Tabulka 11, Graf 6: Srovnani primérnych hodnot AST u laboratornich zvifat 1éCenych
pomoci BAL s kontrolni skupinou, v€etné smérodatné odchylky.

ns. — nelisi se, p<0,01 — statisticky vyznamna rozdilnost primeérnych hodnot
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o ASJ ¢ ASJ-BAL
40
30
3
S
E
£
2
E
10
0
0 3 6 9 12
Cas (hodiny)
Cas (hod)|[0 3 6 9 12
Bilirubin |ns, p<0,05 p<0,01 p<0,01 p<0,01
(mmol/l)
ASJ 3.03+0.96 [11.97 £6.09 20.86 +12.35/22.29 + 16.41 37.4 + 14.57
ASJ-BAL 14.01 +1.38 [16.44 £6.78 [10.60 £3.18 (11.75+4.42 [12.88 +4.59

Tabulka 12, Graf 7: Srovnani prdmérnych hodnot Bilirubinu u laboratornich zvifat 1é€enych

pomoci BAL s kontrolni skupinou, v€etné smérodatné odchylky.

ns. — nelisi se, p<0,01 — statisticky vyznamna rozdilnost prdmérnych hodnot
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o ASJ o ASJ-BAL
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Cas (hod) |0 3 6 9 12
Quick ns. ns. ns. ns. ns.
(%)
ASJ [82.40 + 11.4183.30 + 13.06/67.40 + 17.0356.00 + 27.48 51.60 + 21.52

ASJ-BAL |86.00 +42.55/99.11 + 30.48(71.93 + 72.7852.30 + 71.29 [117.47 + 154.28

Tabulka 13, Graf 8: Srovnani prameérnych hodnot Quick u laboratornich zvifat 1é€enych
pomoci BAL s kontrolni skupinou, v€etné smérodatné odchylky.

ns. — nelii se, p<0,01 — statisticky vyznamna rozdilnost prdmérnych hodnot
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Cas (hod) |0 3 6 9 12
Amoniak [ns. ns. ns. ns. ns.
[(wmol/l)
ASJ 44 .80 + 19.25[173.80 + 264.30 + 350.70 + 463.40 + 178.47
61.22 93.05 159.49
ASJ-BAL |49.63 +21.14[212.20 + 288.04 + 390.02 + 480.58 + 206.43
97.09 93.54 212.96

Tabulka 14, Graf 9: Srovnani primérnych hodnot amoniaku u laboratornich zvifat Ié€enych

pomoci BAL s kontrolni skupinou, v€etné smérodatné odchylky.

ns. — nelisi se, p<0,01 — statisticky vyznamna rozdilnost pramérnych hodnot
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Viabilitu hepatocytli jsem méfili na nékolika Urovnich. Pfed plnénim bioreaktoru tvofil podil
zivych hepatocytd primérné 85 % + 4.5. Po zapojeni bioreaktoru do systému jsme
posuzovali viabilitu dle srovnani hodnot parcialniho tlaku kysliku naméfenych pred a po
prlchodu bioreaktorem. Rozdil byl signifikantné vyznamny v 1. — 3. a 5. hodiné perfuze

(p<0,05), ve 4. a 6. hodiné je signifikantné nevyznamny (tab. 12).

hodina po napojeni|i 2 3 4 5 6
pfed bioreaktorem (59.84 [52.39 [55.44 49.73 [59.39 [53.59
za bioreaktorem [30.71 42.37 4462 43.20 43.30 149.40
Rozdil 29.12 [10.02 [10.82 |[6.54 16.09 }4.20

Tabulka 15: Primérné hodnoty parcialniho tlaku kysliku pfed bioreaktorem a za nim

v pribéhu perfuze (v mm Hg sloupce)

Kontinualni sledovani ICP bylo soucasti monitorovaciho protokolu. Srovnani hodnot
v obou skupinach je znazornéno v tabulce 13 a na grafu 5. Rozdil v pribéhu ASJ je

statisticky nevyznamny.
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o ASJ O ASJ-BAL
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ICP (mmHg)
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¢as (hodiny)

hodina 1 3 §) 9 10
ASJ 908+1.8 [N20+x1.1 [19.7+7.0 23.7 +83 26.0+11.0
ASJ+ BAL [12.7+6.6(15.7+7.3 [23.5+15.327.0+8.6 [25.3 +11.2

Tabulka 16, Graf 10: Srovnani hodnot ICP (v mmHg) ve skupiné zvifat s ASJ léCenym

pomoci BAL a v kontrolni skupiné. Rozdily byly statistiky nesignifikantni.
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Ze statistického zpracovani hodnot jednotlivych laboratornich ukazateld ASJ v obou
skupinach, tj. ve skupiné IéCené pomoci BAL a ve skupiné kontrolni bez 1éCby, vyplyva, ze
vyznamného rozdilu bylo dosazeno pouze v sérovych koncentracich bilirubinu, kdy v O.
hodiné jsou prdmérné hodnoty v obou skupinach prakticky totozné (3,03 vs. 4,01 mmol/l),
ve 3. hodiné je rozdil statisticky vyznamny (p< 0,05) v neprospéch skupiny s BAL (11,97
vs. 16,44 mmol/l). Rozdil hodnot v 6. a 9. hodiné je statisticky vyznamny (p< 0,01) ve
prospéch skupiny BAL (20,86 vs. 10,60, 22.29 vs. 11,75), rozdil hodnot ve 12. hodiné je
téz statisticky vyznamny (37,4 vs. 12,88).

Hodnoty ICP ve skupiné |é¢ené BAL a ve skupiné kontrolni se v prdbéhu experimentu

statisticky vyznamné nelisily.
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Skupina ASJ-BAL Skupina ASJ
AST ukat/l AST ukat/l

hodina] O 3 6 9 12 0 3 6 9 12
prase 1 0,73 13,3 7,2 Prase 1 1,04 1,22 1,5 1,26 1,37
prase2 | 2,09 7,7 8,37 149| 368,2 Prase2 | 1,07 | 0,97 2 20,84 57,8
prase3 | 0,74 | 4,13 25,47 75,2 40,5 Prase3 | 0,64 | 1084 | 106,6 | 77,5 83,1
prase4 | 0,57 25,8 57,3 58,6 Prase4 | 0,43 | 0,91 10,88 | 20,67 | 22,86
prase5 | 0,44 | 16,09 32,4 33 Prase5 | 0,56 | 19,9 | 36,87 56 50,13
prase 6 | 0,72 5,18 21,63| 22,63 38,6 Prase 6 | 0,59 1,23 2,71 5,93
prase7 | 0,66 | 9,21 21,28| 19,22 Prase7 | 1,07 | 3,79 13,53 | 20,04 | 37,5
prase 8 | 0,83 1,93 19,91 26,09 45,7 Prase8 | 1,23 | 3,11 11,55 | 29,07 | 32,76
prase 9 0,49 3,14 52,2] 43,75 Prase9 | 1,06 | 2,26 100 139 152
prase 10§ 0,87 18,9 32,64 27,63 39 Prase 10| 0,6 1,37 48,8 38,47 56,9

Pramér| 0,81 10,54 30,13] 46,23| 106,40 Pramér| 0,83 | 14,32 | 33,44 | 40,88 | 54,94
SD 0,47 7,82 15,76 41,23 146,38 SD 0,29 33,55 39,96 41,34 43,22
Skupina ASJ-BAL Skupina ASJ

Bilirubin umol/l Bilirubin umol/l
cas|] O 3 6 9 12 0 3 6 9 12

prase 1 3 13,3 7,2 Prase 1 3,3 4,9 7,2 7,8
prase 2 5,7 10,4 5,4 7 10,5 Prase 2 3,2 5,3 21,6 29,8
prase 3 2,5 10,7 7,4 9,4 7,8 Prase 3 4 6,5 6,1 5,7
prase 4 5,4 15,3 9,8 11,6 Prase 4 3,1 5,2 15,95 17,3
prase 5 3,7 21,4 12,2 12,5 Prase 5 3,8 17,3 18,8 24,3
prase 6 4,7 26,4 13,7 13,7 18 Prase 6 2,4 20,6 30,2 22,9 27,1
prase 7 4,5 12,8 Prase 7 3 13,4 24,9 29 47,7
prase 8 2 9,7 15,1 20,9 Prase 8 4,2 16,4 49 57,9
prase 9 2,9 15,7 10,1 1,7 15,2 Prase 9 2,4 11,8 14,2 11,1
prase 10] 5,7 28,7 10,9 Prase 10| 0,9 18,3 20,7 17,1

Pramér| 4,01 16,44] 10,58 11,75 12,88 Pramér| 3,03 | 11,97 | 20,865 | 22,29 37,4
SD 1,38 6,78 3,18 4,42 4,59 SD 0,96 6,10 12,35 15,04 14,57

Tabulka 17: Detailni data skupin

bilirubin.

ASJ-BAL a ASJ u vSech zvifat pro hodnoty AST a
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Skupina ASJ-BAL Skupina ASJ
Quick (% Quick (%)

hodina] 0 3 6 9 12 0 3 6 9 12
prase 1 84 80 6 Prase 1 88 83 77 74 79
prase 2 112 98 35 36 Prase 2 95 58 45 20
prase 3 127 91 38 25 Prase 3 93 73 58 53 45
prase 4 141 112 39 31 Prase 4 62 97 99 93
prase5 | 134 139 35 20 Prase 5 96 103 86 80 73
prase 6 | 32,3 | 163,2 221,4 223| 295,4 Prase 6 93 89 57 13
prase7 | 244 | 78,9 149 139 Prase 7 74 86 81 89 66
prase 8 | 46,3 84 21 18 21 Prase 8 78 70 54 52 38
prase 9 91 75 33 5 Prase 9 73 63 57 39 40
prase 10| 68 70 39 21 Prase 10 | 85 74 47 22

Pramér| 86,00 99,11| 71,93] 52,30] 117,47 Pramér| 82,44| 83,30 | 67,40 | 56,00 | 51,6
SD 42,55 30,48 72,78 71,29 154,28 SD 11,41 13,06 17,03 27,48 21,52
Skupina ASJ-BAL Skupina ASJ

AMONIAK umol/l AMONIAK umol/l

hodina] O 3 6 9 12 0 3 6 9 12
prase 1 63 236 260 Prase 1
prase2 | 30,2 218 169 289 326 Prase 2
prase 3 | 69,2 387 403 384 384 Prase3 | 34,4 | 291,5 250 214,5 | 229,8
prase 4 80 294 368 462 Prase 4 529
prase 5 78,6 | 289,9 295,1 325,7 Prase 5
prase 6 | 32,2 | 163,2 221,4 223 2954 Prase 6 93 381 459
prase7 | 24,4 | 78,9 149,9 139 Prase 7 232 206,5 | 296,3
prase 8 | 46,3 | 232,4 343,7| 318,4| 636,5 Prase 8 | 78,7 409,25 | 668,5 | 838,8
prase 9 34 117,71 260,5| 8421 Prase 9 23,3 101,9 128,7 199 310
prase 10| 38,4 | 105,2 381,8 657 761 Prase 10 | 42,6 | 150,66 | 210,2 | 267,2 | 409,2

Primér| 49,63] 212,23| 288,04 390,02 480,58 Pramér| 44,8 | 173,8 | 264,3 | 350,8 | 463,4
SD 21,14 97,09 93,54 212,96 206,43 SD 19,3 61,2 93,1 159,5 178,55

Tabulka 18: Detailni data skupin ASJ-BAL a ASJ u v8ech zvifat pro hodnoty Quick, a

amoniak.
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10.Diskuze

Cela problematika testovani a vyuziti metody BAL v experimentu se sestava z nékolika
casti:

1) vhodny model ASJ

2) zdroj hepatocytl a jejich izolace

3) funkéni extrakorporalni systém cirkulace s bioreaktorem (BAL)

4) monitorace, zpracovani vysledkl a zhodnoceni efektivity I€Cby

10.1. Model akutniho jaterniho selhani

Experimentalni model ASJ na velkém zvifeti je nutny ke studiu patofyziologickych déju

spojenych se selhanim jater a k testovani extrakorporalnich eliminacnich metod.

K vytvofeni modelu ASJ je mozné pouzit nékterych toxickych chemickych latek nebo ho
|ze vytvofit chirurgicky. V prvnim pfipadé byla vyzkouSena fada toxind. V poslednich 30 let
je nejCastéji uzivan galaktosamin 8 a acetoaminophen 85 Chemické modely jsou
jednodu$e proveditelné, reverzibilni a aplikace toxinl ma predpovéditelné ucinky. Maji
vSak mnoho nevyhod. Pfi uZziti galaktosaminu to jsou pFfedevSim jeho vyznamné
extrahepatalni ucinky, absence klinického ekvivalentu a vysoka cena. U acetoaminophenu
je nestalé terapeutické okno, Spatna reprodukovatelnost pokusu narozdil od chirurgickych
modeld a vyznamna anémie zvifete’s. Toxin pfetrvava v organismu po dobu 12 hodin od
podani 86. 87 coz miUze znemoznit vyuziti eliminaéni biologické metody v 1é¢bé ASJ.
Nevyhodou chemickych modeld je moznost kontaminace personalu toxiny.

Existuji 2 zakladni postupy k vytvofeni chirurgického modelu ASJ: anhepaticky a
devaskularizacni.

Chirurgicky model byl poprvé proveden v roce 1886 Minkowskim 75. U
hepatektomovaného zvifete pozoroval kieCe a nasledné koma. Tento pokus byl zakladem
pro anhepaticky model ASJ u laboratorniho zvifete. Principem je zachovani prutoku
v povodi dolni duté Zily s napojenim v. portae pomoci trojcestného katétru 2°. Absence
nekrotické jaterni tkdné v organismu zpusobi, Ze rozvoj ASJ nema korelat v humanni
mediciné (narozdil od devaskularizaéniho modelu): nedochazi k vzestupu sérovych hladin
aromatickych aminokyselin (methionin, tyrosin a fenylalanin, tryptofan)g8. DalSi nevyhodou

tohoto modelu je krevni ztrata spojena s hepatektomii, ¢asta nutnost krevnich pfevodu
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ovliviujicich stuperi ASJ 76.  Pfeziti experimentalnich zvifat se navic neli§i od modelu
devaskulariza¢niho 78.

Devaskulariza¢ni model byl poprvé popsan Rappaportems®. 9 a Gigesem v roce 1953 91,
Byva obvykle proveden zaloZzenim portokavalni anastomozy (PCA) s naslednou ligaturou
hepatické artérie (HAL) 77. 78, Tento zakladni postup je modifikovan zplsobem provedeni
HAL. Pokud se hepaticka artérie zkomprimujeme pouze po ur€itou dobu, mizeme se
vyhnout ireversibilité ASJ 9. U nas se metabolickymi zménami u ASJ a do¢asnou
ischemizaci jater u psa jako modelem akutniho jaterniho selhani zabyval Horak 93-95,
Prokazal vyhody ischemického modelu oproti toxickému.

Pfi devaskularizaci jater a provedeni PCA nedochazi ke krevnim ztratam. Pfitomnost
nekrotické jaterni tkané vede ke srovnatelnému prabéhu ASJ jako u ¢lovéka.

De Groot a spol.92 prezentoval skupinu 15 prasat, u kterych provedl PCA a docCasnhou
kompresi hepatické artérie. Ze 13 zvifat, které zhynuly v intervalu od 20 — 50 hodin, pouze
u osmi bylo pfi¢inou smrti ASJ. Ve snaze dodrzet vSechny vySe uvedené body popsal
Benois se spol % modifikovany chirurgicky model ASJ s do¢asnym uzavérem hepatické
artérie u 17 zvirfat. 13x byl uspésSny a dosahl osmihodinového terapeutického okna.
Celkem 10 zvifat zhynulo nasledkem jaterniho komatu.

V soucasné dobé se zacina do popredi dostavat téz model resekCni. Jedna se o model
experimentalniho akutniho selhani, u kterého je provedena velka jaterni resekce. Model je
bud proveden tzv. jednodobé&, kdy je provedena resekce > 80 - 85% jaterniho
parenchymu, nebo dvoudobé, kdy je k resekci pfipojena tepla ischemie zbytku jaterniho
parenchymu 97. Tyto modely maji svoji dulezitost vzhledem k podobnosti v klinice (jaterni
selhani po velkych resekénich vykonech), avSak jejich nevyhodou oproti
devaskularizaCnimu modelu je horSi reprodukovatelnost a znaéna variabilita pribéhu
jaterniho selhani.

Pro nas experiment jsme zvolili model devaskulariza¢ni s provedenim PCA a HAL v jedné
dobé pro jeho jednoduchost a snadnou reprodukovatelnost.

Zavazné poskozeni jater je bézné provazeno metabolickymi poruchami. Vyrazna
hypoglykémie je dusledkem porusené glukoneogeneze, neschopnosti mobilizovat zasoby
jaterniho glykogenu a zvySené hodnoty cirkulujiciho inzulinu. U naseho modelu se
v priméru po 4 hodinach po operaci miniprase dostalo do prohlubujici se hypoglykémie
pod hodnoty 3,5 mmol/l. Tento stav jsme zaznamenali jako nastup ASJ. Hypertonickou

gluk6zu jsme podavali kontinualné proto, abychom se vyhnuli prudkému zvySeni glykémie
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pfi podavani bolusovém, které stimuluje uvolnéni inzulinu. Zde pak nastupuje bludny kruh
zvySenych davek a vzestupl koncentrace inzulinu.

Monitorovali jsme laboratorni markery jaterniho selhani — AST, Quick(v test, laktat a
amoniak. Za statisticky vyznamny rozdil mezi experimentalni skupinou ASJ a kontrolni
skupinou Ize povazovat pouze hodnoty AST, laktatu a amoniaku od 6. hodiny experimentu.
Zmény v hodnotach Quickova €asu nebyly shledany statisticky vyznamné. Zatimco
hypoglykémie nastupovala v experimentalni skupiné v praméru po uplynuti 4 hodin po
ukonceni operace, hodnoty AST, laktatu a amoniaku svédcily pro nastup ASJ az po Sesti
hodinach od konce operace. Pfi primérném prezivani 13 hodin jsme ziskali 9 hodin
trvajici  terapeutické okno. Tento interval povazujeme za dostatecny k naslednému
testovani elimina¢nich metod. Vzhledem k ireverzibilit¢ modelu nemuizeme hodnotit
prezivani experimentalnich zvifat. Efektivitu eliminaénich metod mizeme posuzovat podle
zmén v laboratornich Udajich. | kdyz je ASJ velmi komplexnim stavem, ireverzibilitu
modelu nepovazujeme za jeho nevyhodu.

Dynamika ICP je povazovana za dulezity udaj v hodnoceni pribéhu a predikce ASJ.
Méfeni ICP jsme provedli v jedné samostatné skupiné 5 zvifat s ASJ (ll.skupina). P¥i

zavadeéni Cidla jsme nezaznamenali vétsi krevni ztraty (do 1-2ml)0.

10.2. Izolace hepatocytt

Jaterni bunky jsme izolovali pomoci metody jaterni perfuze 7° s naslednou centrifugaci.
Tuto metodu jsme zvolili pfedevSim pro jeji snadnou proveditelnost a malou naro¢nost na
technické vybaveni. Néktefi autofi pouzivaji metodu izolace s naslednym mrazenim podle
Maganta 98, které si po rozmrazeni ponechavaji pomérné vysokou viabilitu dosahuijici 70 —
80 %. Ta v8ak velmi rychle klesa pod 40 % 9°. Ani mnozstvi pouzitych hepatocytl k naplni
bioreaktoru neni u rlznych autorl totozné a pohybuje se fadové od 10° po 1010 bez
zavislosti na vaze experimentalniho zvifete 30. 66, 99-102,

Po provedeni izolace dosahovala primérna viabilita hepatocyti 85 %. Tuto hodnotu jsme
povazovali v souladu s literarnimi udaji za dostate¢nou 22 82, Mikroskopicky hodnotit
procento zivych hepatocytd v samotném bioreaktoru béhem terapie je nemozné. Proto
jsme viabilitu oveéfili pomoci konzumpce kysliku v plazmé pfi prdchodu bioreaktorem.
V hodinovych intervalech jsme provadéli vySetfeni parcialniho tlaku kysliku ze vzorku
odebranych pfed a po prlchodu bioreaktorem. Ziskand data potvrzuji, Ze v prubéhu

terapie, tj. po primeérnou dobu 5 hod. 43 min. (8 hod.25 min. — 8 hod. 10 min.) si
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hepatocyty Zivotaschopnost uchovaly v praméru prvnich 5 hodin. Potom soudé podle

vyrazné snizené konzumpce kysliku, se jejich viabilita se snizovala.

10.3. BAL

Nami pouzity systém se skladal s tfidimenzionalniho bioreaktoru zapojeného do okruhu
extrakorporalniho podplrného systému pfistroje O.Liver performer (Rand, ltalie) 53
s plazmafiltraci, hemofiltraci a integrovanym oxygenatorem. Vzhledem k malému pratoku
kanylovanych cév byla rychlost plazmafiltracniho okruhu 150 ml/min. V nezavislém okruhu
s oxygenatorem, zahfivatem plazmy a bioreaktorem byla rychlost pratoku 50 ml/min.
Samotny bioreaktor byl naplnén 200 ml suspenze obsahujici 80 gram( izolovanych
hepatocytt v souladu s vyrobcem. Okamzité po naplnéni byl bioreaktor zchlazen na 4°C a
uchovan pfi této teploté do doby pouziti. Tim byly aktivné sniZzeny metabolické naroky
jaternich bunék, které si tak zachovaly vy$Si viabilitu. Doba terapie trvala v priméru 5
hodin a 43 minut, coz jsme povazovali v souladu s literarnimi zdroji 29 53. 103 za dostatecné.

K volbé uvedenych komponenttd BAL nas nutily pfedevSim nasledujici dlvody:

1 — snadné dostupnost Zivych Cerstvych porcinnich hepatocytd,

2 — relativni jednoduchost jejich izolace s dosazenim vysoke viability,

3 — provedeni pilotniho pokusu, jenz by byl srovnatelny s jiz publikovanymi vysledky
experimentalnich studii,

4 — volba metody, kterd by mohla byt srovnavana s jiz publikovanymi klinickymi

studiemi a potencionalné aplikovatelna v klinickém experimentu.

10.4. Pooperacni monitorace a lééba

Vysledky naSseho méfeni jsme zpracovavali standardnim srovnavanim dvou souboru
nezavislych vybeéra.
Vysledky statistického zpracovani naméfenych hodnot laboratornich ukazateld ASJ ve

skupiné BAL a kontrolni skupiny Ize nasledovné shrnout:

1) aktivita AST, koncentrace amoniaku a hodnota Quickova Casu se signifikantné

nelisily v obou skupinach,
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2) koncentrace bilirubinu byla signifikantné nizsi ve skupiné s 1é¢bou pomoci BAL, a
to v 6. a 9. a 12 hodiné ve prospéch skupiny s BAL, ve 3. hodiné naopak v jeji
neprospéch

3) namérfené hodnoty ICP se v obou skupinach signifikantné nelisily, i kdyZz po 9.
hodiné nelze trend naméfenych hodnot posuzovat pro blizici se ukon&eni

experimentu.

Ve vétSiné experimentalnich studii autofi prokazuji snizeni hladin amoniaku, koncentrace
bilirubinu a hodnot nitrolebniho tlaku u skupiny Ié€enych BAL 99 100, Cuervas-Mons se
spoluautory uvadi v randomizované studii s 53 zvifaty signifikantné delSi prezivani a
snizeni ICP pfi 1é¢bé ASJ pomoci BAL ve srovnani s kontrolni skupinou . K experimentu
vSak pouzili model s parcialni resekci jaterniho parenchymu, ktery vede k 86 % mortalité
v pribéhu prvnich 4 dnu. Pfi IéCbé bioreaktorem s pouzitim 0.6x10° hepatocytl doslo
v nékterych €asovych bodech k signifikantnimu snizeni sérovych hladin bilirubinu a
protrombinu, k signifikantnimu zvySeni glykémie a albuminu. Celkové vSak signifikantnich
rozdill v sérovych hladinach AST, laktat dehydrogenazy, bilirubinu, albuminu, glukbézy a
protrombinu dosazeno nebylo. ICP byl u bioreaktorem lé€ené skupiny nizSi. Po lécbé
bioreaktorem byla mortalita 56 % ve srovnani s kontrolni skupinou, kde dosahla 88 %.
VSechna zvifata exitovala v prdbéhu prvnich 3 dni.

Vyrazné lepSich vysledkd dosahl Sheil se spolupracovniky'04. Provedli obdobny
experiment na skupiné 5 miniprasat s pouzitim systému BALLS (bioartificial liver support)
s hepatocyty v mnozstvi 2.5x1070 s viabilitou cca 30 hodin, v kombinaci s dialyzou.
Konstatovali sniZzeni hladin amoniaku, aminovych kyselin a ICP v [é¢ené skupiné.
Obdobného zlepSeni laboratornich ukazateld ASJ u prasat s ASJ dosahl Sosef 29

a Naka'%5, ktefi pozorovali signifikantniho prodlouzeni Zivota a snizeni hladiny amoniaku.
ZvySené hodnoty bilirubinu vysvétluji dusledkem jeho extrahepatické konjugace.
K experimentu v8ak pouzili hepatektomovana zvifata, kdy rozvoj a pfedevsim pribéh ASJ

neni srovnatelny s pribéhem ASJ u &lovéka.

SkuteCnost, pro€¢ jsme v naSi sestavé nedosahli literarné uvadéného signifikantniho
zlepSeni vétsSiny laboratornich ukazateld ASJ a hodnot ICP, je mozné vysvétlit fadou

faktoru, které ovlivriuji vysledek pokusu:
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1) Fyziologicka nejednotnost jednotlivych laboratornich zvifat jejich rozdilné reakce
na stres z opera¢niho zakroku.

2) Viabilita hepatocytl, ktera postupné v prdbéhu perfuze bioreaktoru plazmou
klesa. Dle sledované konzumpce kysliku nedosahovala pozadovana zivotnost celych 6
hodin terapie.

3) Pouzité mnozstvi hepatocytl v suspenzi mohlo byt vzhledem k vaze
experimentalniho zvifete s ASJ nedostate¢né. V tomto bodé jsme byli omezeni vyrobnimi
parametry bioreaktoru, u kterého hrozi pfi pokusu o naplnéni vétSim mnozstvim bunék
ucpani kapilar. | kdyZz neni mezi autory doposud shody, mnozstvi viabilnich hepatocytd
v bioreaktoru povazujeme za zasadni a nami pouzitych 80 graml v suspenzi za
nedostate¢né06-108_ Z téchto dlvodl povazujeme v souladu s ndzorem Sheila a spol.1094
velikost pouzitého bioreaktoru za nevyhovuijici.

4) Monitorace méla byt provadéna po delSi dobu. Zde je omezujici ireverzibilita
nami zvoleného modelu. Ten se ovSem na druhé strané na rozdil od modelu
hepatektomovanych zvifat?® daleko vice blizi klinickému pribéhu ASJ s vyplavenim
vasoaktivnich substanci a ostatnich toxickych latek z nekrotickych Casti jater do obéhu
nemocného. Moznosti zménit ireverzibilitu modelu je pouZziti resekéniho modelu. Resek¢ni
model ma vSak nevyhodu v jeho Spatné reprodukovatelnosti a ve variabilnim pribéhu
vlastniho jaterniho selhani. V soucasné dobé (r. 2011) vSak tento model na nasem
pracovisti testujeme.

5) Vybér parametrd k monitoraci pribéhu ASJ pfed i po nasazeni |é€by povazujeme
v souladu s literaturou5s. 99. 105, 108 zg vhodny. Méfeni hodnot intrakranialniho tlaku
povazujeme za zasadni vzhledem ke skutecnosti, Zze pfedevS§im ovlivnéni této hodnoty by

mélo mit finalné vliv na hodnoceni metody BAL jak v experimentu22, tak i v klinice®.
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11.Zaver

Vedlejsi cile:

1. Vytvorit model akutniho jaterniho selhani na laboratornim zvireti - praseti, vhodny
k testovani biologické eliminaéni metody.

Podafilo se vytvofit funkcni, reprodukovatelny a klinicky relevantni model akutniho

jaterniho selhani na minipraseti. Tento model akutniho selhani lze Uspésné pouzit v

testovani ostatnich eliminaCnich metod. Model akutniho jaterniho selhani devaskulariza¢ni

metodou jsme nasledné uspésné pouzili v jiné studii v testovani arteficialni podpory jater -

systému Prométheus (FPSA).

2. Zvladnuti nacviku izolace hepatocytl a plnéni bioreaktoru (kapsle).

Zdafilo se provést izolaci jaternich praseCich bunék. Doséahli jsme v nasem experimentu
inicialni viability 85% Cerstvych hepatocytl a prokazali jsme prezivani hepatocytlt po témér
celou dobu, kdy byly pouzity v bioreaktoru.

Izolace jaternich bunék, v€etné potkannich se stala na naSem pracovisti rutinni metodou.

3. Zvladnuti napojeni zvirete na eliminaéni metodu a provedeni vlastni bioeliminace.
Uspésné jsme zvladli nacvik sestaveni a prokazali jsme funk&nost zapojeni eliminaéni
metody — BAL.

Hlavni cil:

Zhodnotit ucinek biologické eliminaéni metody — perfuzi plazmy pres izolované zivé
hepatocyty (BAL) u akutniho selhani jater v experimentu na minipraseti.

Vysledky neprokazaly signifikantni zmény hodnot laboratornich ukazateld ASJ, kromé
sérovych hodnot bilirubinu. Naméfené hodnoty nitrolebniho tlaku se statisticky vyznamné
neliSily ve skupiné s Ié¢bou akutniho selhani jater pomoci BAL a ve skupiné s akutnim
selhanim jater bez napojeni na BAL.

Ziskané zkuSenosti umoznuji v experimentalni praci s BAL dale pokracovat obzvlasté se

zamérenim na technické rozSifeni kapacity bioreaktoru pro prasecCi hepatocyty.
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