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Souhrn

Úvod: Biologické eliminační metody by mohly  efektivně pomoci léčit nemocné s akutním 
selháním jater (ASJ) v době, než dojde ke spontánní regeneraci jaterního parenchymu či 
po dobu kdy čekají na transplantaci.  
Cíl: Zhodnotit účinek biologické eliminační metody – perfuzi plazmy přes izolované živé 
hepatocyty (BAL) u akutního selhání jater v experimentu na minipraseti.
Metodika: U 10 miniprasat byl proveden chirurgický model ASJ technikou devaskularizace 
(portokavální anastomóza, ligace hepatické tepny). Tato zvířata jsme následně léčili 
pomocí bioreaktoru BAL. Průběh ASJ jsme monitorovali prostřednictvím laboratorních a 
hemodynamických parametrů včetně intrakraniálního tlaku. Výsledky  jsme porovnali s  
kontrolní skupinou miniprasat s ASJ bez léčby.
Výsledky: Při srovnání léčené a neléčené skupiny jsme pozorovali rozdíl pouze 
v sérových koncentracích bilirubinu. Rozdíl hodnot v 6. a  9. hodině je statisticky významný 
(p< 0,01) ve prospěch skupiny  BAL (20,86 vs. 10,60, 22.29 vs. 11,75), rozdíl hodnot ve 12. 
hodině je též statisticky významný  (37,4 vs. 12,88) při p<0,01.  Hodnoty ICP ve skupině 
léčené BAL a ve skupině kontrolní se v průběhu experimentu statisticky významně nelišily. 
Závěr: Prokázali jsme funkčnost zapojení bioeliminační metody (BAL) u námi vytvořeného 
chirurgického modelu ASJ. Dosáhli jsme iniciální 85% viability čerstvých izolovaných 
prasečích hepatocytů a jejich přežívání po celou dobu, kdy  byl bioreaktor použit k  léčbě. 
Vyjma koncentrace bilirubinu naše výsledky neprokázaly  signifikantní změny hodnot 
laboratorních ukazatelů ASJ. Naměřené hodnoty  nitrolebního tlaku se statisticky 
významně nelišily  ve skupině s  léčbou akutního selhání jater napojením na BAL a 
v kontrolní skupině. 
Klíčová slova: akutní jaterní selhání - miniprase - BAL  - bioreaktor - hepatocyty -
intrakraniální tlak

MUDr. Tomáš Pantoflíček: Použití hepatocytů v léčbě akutního jaterního selhání v experimentu                      
- na velkém laboratorním zvířeti, 5



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 6th and 9th hours to favourite BAL group  of minipigs 
(20,86 vs. 10,60, 22.29 vs. 11,75) and in the 12th 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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Cíl práce

Hlavní cíl:
Zhodnotit účinek biologické eliminační metody – perfuzi plazmy přes izolované živé 
hepatocyty (BAL) u akutního selhání jater v experimentu na minipraseti.

Vedlejší cíle:
1. Vytvořit model akutního jaterního selhání na laboratorním zvířeti - praseti, vhodný  k 

testování biologické eliminační metody.
2. Zvládnutí nácviku izolace hepatocytů a plnění bioreaktoru (kapsle).
3. Zvládnutí napojení zvířete na eliminační metodu a provedení vlastní bioeliminace.
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3. Úvod

3.1. Úvod do problematiky

Akutní selhání jater (ASJ) je velmi závažné onemocnění s  vysokou mortalitou. ASJ je 
charakterizováno rychlým výpadkem jaterních funkcí s rozvojem žloutenky, koagulopatie a 
encafalopatie1. Onemocnění dále progreduje až do multiorgánového selhání. Při 
konzervativní terapii dosahuje přežití vzhledem k výskytu fatálních infekčních komplikací 
pouhých 10 – 40 % 2. Jedinou současnou metodou, která zlepšuje přežití je ortotopická 
transplantace jater. Akutní provedení tohoto výkonu však naráží na nedostatek 
kadaverózních jaterních štěpů.  V  době, po kterou pacient čeká na vhodného dárce 
jaterního štěpu či po kterou může dojít nebo dochází ke spontánní regeneraci jaterního 
parenchymu, je pacient stále akutně ohrožen na životě.  Současné možnosti, jak pacienta 
přes toto období převést (tzv. „bridging“), jsou limitovány. V posledních letech proto 
dochází k  rozvoji biologických i nebiologických eliminačních metod, které by umožňovaly 
efektivnější bridging, a tím zlepšily šanci nemocného s ASJ přežít.  Jednou z možností je 
použití tzv. bioreaktoru - bioartificiálních jater (BAL), která využívají perfuzi plazmy 
pacienta přes izolované živé hepatocyty. Cílem této práce je popsat účinek metody BAL při 
léčbě ASJ u velkého laboratorního zvířete.

3.2. Akutní jaterní selhání

Selhání jater definujeme jako chorobný stav, při kterém dochází k významnému zhoršení 
jaterních funkcí. Mezi jeho projevy patří porucha proteosyntézy s hypalbuminemií, 
koagulopatií, porucha exkreční fáze - ikterus, a dále porucha detoxifikace3, 4.
Jaterní selhání jako takové v klinice rozdělujeme na hyperakutní, které se projeví do 7 dnů 
od počátku onemocnění, akutní, které vzniká do 7 - 28 dnů od začátku onemocnění a 
subakutní vznikající většinou do 3-6 měsíců od počátku onemocnění. Chronickým jaterním 
selháním označujeme stav trvající déle jak 6 měsíců. Klasifikace selhání jater však není v 
současné době plně sjednocena3, 5, 6.

Akutní selhání jater, mezi něž se často řadí i hyperakutní selhání jater, je charakterizováno 
rychlým nástupem jaterní dysfunkce, pro jedince závažné, bez známého předchozího 
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onemocnění jater. Dochází k rychlému rozvoji žloutenky, jaterní encefalopatie a 
koagulopatie. Onemocnění dále progreduje až do multiorgánového selhání. Při 
konzervativní terapii dosahuje přežití pouhých 10-40% hlavně z důvodu fatálních 
infekčních komplikací. 
Etiologie ASJ:
ASJ je způsobeno nejčastěji těžce probíhajícím zánětem jater virového původu, otravou 
hepatotoxickými látkami (léky, toxiny - nejčastěji houby - Amanita phalloides), závažnými 
poruchami oběhu, které vyústí v nedostatečné zásobení jater krví a kyslíkem, nebo 
uzávěry cév, přivádějícími živiny do jater 7. 

3.3. Léčba akutního jaterního selhání

V současné době neexistuje až na výjimky (otrava paracetamolem a muchomůrkou 
zelenou) specifická léčba a pacient vyžaduje interdisciplinární intenzivní péči. 
Jedinou kurativní metodou, která umožňuje přežití pacientů s ASJ je transplantace jater. 
Ojediněle se vyskytují kazuistiky 8, 9 použití heterotopické - auxiliární transplantace jater, v 
současné době však s naprostou převahou dominuje technika ortotopické transplantace 
jater. Léčba ASJ pomocí transplantace jater se však potýká s nedostatkem kadaverozních 
jaterních štěpů a vzhledem k rychlému průběhu akutního selhání jater se pacient této 
léčby nemusí dočkat. V době, kdy pacient čeká na vhodný  orgán - játra k transplantaci, je 
stále akutně ohrožen na životě. Možnosti, jak nemocného přes toto období převést (tzv. 
“bridging”) jsou však v současné době značně limitovány. Indikace k transplantaci jater pro 
akutní selhání jater má několik důležitých aspektů. Jednak je nutné rychle identifikovat 
pacienty, u kterých se ASJ rozvijí s vysokou pravděpodobností úmrtí při konzervativní 
terapii. Důležité je tento proces identifikace zvládnout včas, aby pacient do transplantace 
jater nevstupoval v době fatálního zhoršení stavu. Na druhé straně je neméně důležité 
zabránit zbytečné transplantaci jater u pacienta, který  má vysokou naději na spontánní 
regeneraci jaterního parenchymu při konzervativní léčbě. Na závěr je nutné zmínit snahu 
zabránit transplantaci jater u pacienta s pravděpodobností špatného průběhu 
potransplantační léčby10 . 
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3.4. Eliminační metody léčby jaterního selhání

Za poslední desítky  let byla zkonstruována a používána řada eliminačních přístrojů. Od 
prosté hemodialýzy, výměnné krevní transfuze, plazmaferézy, hemoperfuze pomocí 
aktivního uhlí, až po současné sofistikované nebiologické eliminační metody.
Z těchto nebiologických metod nalezl uplatnění v 90. letech minulého století systém 
MARS® (molecular adsorbent recirculating system – molekulární adsorbující recirkularní 
systém) 11, 12. Nověji se však začaly  uplatňovat přístroje na bázi FPSA (fractionated 
plasma separation and adsorption) 13. Tento přístroj umožňuje eliminovat toxické 
substance rozpuštěné ve vodě, ale i toxiny vázané na albumin. Přístroj se skládá z 
dialyzačního přístroje rozšířeného o modul pro frakcionovanou plazmatickou separaci 
albuminovým filtrem a dvěma adsorbery. Albumin s vázanými toxiny je přímo 
transportován na místo, kde jsou toxiny odstraněny. Proto není potřeba lidského albuminu 
a proces není limitován disociací z albuminu a difuzí tak, jak je tomu u předchozího 
nebiologického podpůrného přístroje MARS® vyvinutého Stangem a Mitznerem na 
začátku 90. let minulého století 11.

3.5. Bioeliminační metody léčby jaterního selhání

V průběhu vývoje a používání nebiologických eliminačních metod byla zkoušena a 
testována řada bioeliminačních metod, tedy metod, kde do eliminačního  procesu 
zapojujeme živé buňky, či celé tkáně.
Ideální bioeliminační systém by měl  nahradit všechny základní funkce jater: syntetické a 
metabolické funkce, detoxifikaci a exkreci. Práce na vývoji “umělých jater” započaly v 
padesátých letech minulého století, kdy se prováděli experimenty spíše s prvními 
eliminačními metodami a výzkum byl zaměřen hlavně na detoxifikaci. Postupem času se 
zapojovaly  extrakorporální perfuze jater jednak xenogenních, zvířecích či allogenních, 
humánních dárců. Vzhledem k tomu, že jaterní buňku a její složitou funkci nemůžeme 
nahradit umělou strukturou, vyvíjejí se systémy “bioarteficiální”. Jedná se o systémy 
zahrnující většinou extrakorporální okruh - kompartment plazmafiltrace, hemofiltrace s 
kompartmentem buněčným, biologickým. Zpočátku se prováděli testy s různými plátky 
jater, mraženými granuláty, posléze se v sedmdesátých letech výzkum plně orientoval na 
použití suspenze izolovaných hepatocytů. Jeden z prvních funkčních systémů sestrojil ve 

MUDr. Tomáš Pantoflíček: Použití hepatocytů v léčbě akutního jaterního selhání v experimentu                      
- na velkém laboratorním zvířeti, 10



Spojených Státech Amerických Matsumura v  roce 1973. Prvního klinického užití 
bioartificiální játra doznala však až v roce 1987 14.
Pro tyto systémy se v poslední době vžil název BAL ( Bioartificial liver device) či 
Bioreaktor.  Většina systémů se v současnosti skládá s třídimenzionální kapsle, zapojené 
do okruhu extrakorporálního systému s plasmafiltrací, hemofiltrací a integrovaným 
oxygenátorem. BAL systémy jsou v  současnosti používány jednak v experimentální 
medicíně, ale i v klinické praxi 15-23.

Základním principem BAL systémů je tedy perfuze plazmy přes izolované živé hepatocyty 
uložené ve speciální kapsli, což umožňuje nejen detoxifikační, ale i syntetickou funkci 
celého systému. 
BAL systém musí splňovat 2 základní funkce:

1. biochemickou funkci - náhrada detoxifikačních a syntetických funkcí 
hepatocytů

2. mechanickou funkci 
a. zabránit imunitní reakci organizmu na použité buněčné struktury BAL 

systému a PERV infekci
b. zajišťovat dostatečnou výživu buněk BAL systému, jejich dostatečnou 

oxygenaci.

3.6. Komponenty BAL systémů

3.6.1. Zdroje hepatocytů

Jaterní buňka - hepatocyt - je základní součástí BAL systémů. Ideálně by buňky měly být 
lidského původu, snadno dostupné, rychle a lehce pěstovatelné, nemaligní, zachovávající 
si řádově dny vysoce diferencované funkce a možnost vykonávat všechny funkce jaterních 
hepatocytů. V současné době však buňka, která by splňovala všechny tyto požadavky s  
důrazem kladeným na rychlou dostupnost ve velkém množství neexistuje. 
Používají se nejčastěji následující 4 zdroje hepatocytů:

Prasečí hepatocyty. 
Nejčastěji se používají k plnění bioreaktoru prasečí (porcinní) buňky  hlavně z důvodu 
lehké dostupnosti čerstvých buněk v dostatečném množství 24, jejich problémem však 
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stále zůstává možnost přenosu virové infekce (PERV - prasečí retrovirus), mezidruhové 
rozdíly v syntetizovaných bílkovinách, v  aktivitě cytochromu P450 a související funkčnost a 
imunogenicita 24-26.

Primární lidské hepatocyty 
Lidské hepatocyty jsou sice ideální buňkou použitelnou v BAL systémech, avšak jsou hůře 
dostupné. Jejich zdrojem bývají játra nepoužitelná k transplantaci jater, nejčastěji z důvodu 
vysoké steatózy a peroperační resekáty. Dostupnost lidských hepatocytů se však stále 
více snižuje (vzhledem k ubývání lidských jater nevyužitelných k transplantaci). 
V primárních kulturách však hepatocyty  rostou pomalu, rychle se dediferencují a ztrácejí 
tudíž svoji schopnost náhrady funkcí jater 27.

Immortalizované hepatocyty (nesmrtelné, transformované)
Transformované buněčné linie se dobře, rychle a v dostatečném množství kultivují 28. 
Jejich problémem je pozměněný  metabolismus, což ovlivňuje jejich funkčnost a hlavně 
možnost vznikajících klonů s velmi odlišnými charakteristikami, než měla původní linie a 
též možnost vzniku metastázy nádoru při úniku buňky mimo systém do těla pacienta 24, 

29-35. K nejvíce používaným buňkám patří buňky lidského hepatoblastomu C3A 36.

Kmenové buňky (STEM Cells) 
Kmenové buňky jsou nediferencované živočišné buňky, které mají schopnost se dělit 
(proliferovat) a přeměnit se na jiný  buněčný  typ  (diferencovat). Dělící potenciál kmenových  
buněk je obrovský a mohou být zdrojem teoreticky nekonečného množství hepatocytů. 
Nejčastěji se používají embryonální lidské kmenové buňky, či mezenchymální kmenové 
buňky. Problémem jejich použití zůstává stále nákladnost a složitost jejich výroby 37-43.

3.6.2. Membrány

Membrány plní v  bioreaktoru několik důležitých funkcí. Jedním úkolem je podpůrná funkce, 
kde membrány fyzicky  oddělují pacientovu krev, respektive plazmu od hepatocytů. Je 
samozřejmě nutná určitá propustnost tak, aby byl možný  prostup toxických látek ze strany 
pacienta a látek syntetizovaných hepatocyty zpět. Membrány se odlišují též velikostí 
těchto porů, která se pohybuje od 10 do 200nm 28.

MUDr. Tomáš Pantoflíček: Použití hepatocytů v léčbě akutního jaterního selhání v experimentu                      
- na velkém laboratorním zvířeti, 12

http://cs.wikipedia.org/wiki/Bu%C5%88ka
http://cs.wikipedia.org/wiki/Bu%C5%88ka
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
http://cs.wikipedia.org/wiki/Proliferace
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
http://cs.wikipedia.org/wiki/Bun%C4%9B%C4%8Dn%C3%A1_diferenciace
http://cs.wikipedia.org/wiki/Bun%C4%9B%C4%8Dn%C3%A1_diferenciace


Další funkcí membrán je poskytnout hepatocytům podporu, umožnit jim uchycení. S tím 
souvisí způsob stavby membrán, podle kterého je v  základě rozdělujeme na 2D a 3D 
membrány. 
V testování in vivo na velkých laboratorních zvířatech a v klinické praxi se v současnosti 
nejvíce používá 3D model membrán. 3D stavba membrány je výhodná nejen z důvodu 
akumulace velké masy  hepatocytů na malém prostoru (na rozdíl od 2D modelu), též 
umožňuje mnohem širší mezibuněčné vazby, zvýšené uvolňování růstového faktoru 27. 
Hepatocyty si díky tomu zachovávají mnohem déle diferencované funkce. 3D membrány 
bývají syntetizovány z různých polymerů. Nejčastější typ  bývá složen ze svazku dutých 
vláken (hollow fiber) uzavřených do systému tvořící jako celek tzv “kapsli” 44 (obr. 3).

3.6.3. Konstrukce Bioreaktoru

V minulé části jsem zmínil základní rozdělení 2D a 3D modelu membrány, respektive 
celého bioreaktoru. Při stavbě bioreaktoru je nutné si uvědomit, zda bude použit na in-vitro 
testování, či pro in-vivo použití.
2D model pro testování in vivo bývá nejčastěji systém mnoha kolagenem potažených 
desek (proto 2D model) s jednovrstevnou kulturou hepatocytů 45. Nevýhodou tohoto 
modelu je již sama 2D stavba. Pokud bychom chtěli rozvrstvit do plochy byť jen 1/10 
hepatocytů obsažených v játrech člověka, potřebovali bychom desky  o ploše 12.5 m2, s 
obrovskou spotřebou nutného perfuzátu 28. Je proto logické, že až na vyjímky 46, naprostá 
většina dnes používaných a konstruovaných bioreaktorů využívá 3D stavbu kapsle s 
hepatocyty.
Většina bioreaktorů obsahuje 2 kompartmenty, nebo-li oddíly, které jsou od sebe 
oddělené. V prvním kompartmentu koluje plazma (zřídka přímo krev  47) pacienta 
(eventuelně zvířete), druhý kompartment obsahuje hepatocyty. Oba kompartmenty jsou od 
sebe oddělené membránou. Novější přístroje však obsahují kompartmenty 3 nebo 4 48, 49.
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3.7. Modely akutního jaterního selhání

Experimentální model akutního jaterního selhání je nutný  k  lepšímu pochopení 
patofyziologie onemocnění a k testování jednotlivých metod léčby ASJ. Kriteria pro ideální 
model ASJ jsou následující 50:

, 1) Indukované selhání jater by mělo být reverzibilní
2) Model musí být reprodukovatelný
3) Poškození jater by mělo vést ke smrti zvířete identicky jako v klinice
4) Musí být vytvořeno dostatečně velké terapeutické okno
5) Případné použití toxinů nesmí představovat riziko pro personál

Dle typu provedení lze modely ASJ rozdělit na chemické a chirurgické. K  vytvoření 
chemického modelu ASJ byla vyzkoušena celá řada látek: thioacetamid, nitrosaminy, 
halogenová anestetika 51. Posledních 30 let však naprosto jednoznačně převládá použití 
galaktosaminu nebo acetoaminofenu. 

U chirurgických modelů ASJ můžeme použít v zásadě dva možné přístupy. Jde o totální 
hepatektomii nebo o devaskularizaci jater. U metody totální hepatektomie existuje mnoho 
pochybností, přesto však k testování bývá používána, neboť je jednodušší na provedení. 
Model je ireverzibilní a celkový klinický  obraz neodpovídá běžnému ASJ. Další nevýhodou 
je krátké terapeutické okno a největším nedostatkem tohoto modelu je absence nekrotické 
jaterní tkáně v organizmu 52. 
Devaskularizační model se skládá ze dvou fází. Nejdříve je provedena portokavální 
anastomóza  a následuje podvaz hepatické tepny, či jejích větví 53, 54. Tento základní 
postup je dále rozvíjen ve smyslu různého časového odstupu mezi oběma fázemi a 
způsobem provedení HAL. Velkou nevýhodou tohoto modelu je jeho ireverzibilita. Té se 
lze částečně vyhnout způsobem, kdy hepatickou arterii jen po určitou dobu komprimujeme. 
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4. Metodika

4.1. Model akutního jaterního selhání

Pro naše účely jsme vytvořili chirurgický model akutního jaterního selhání na základě 
devaskularizace: podvaz a.hepatica propria a v. portae s vytvořením portokavální 
anastomózy 55, 56.
K vytvoření modelu jsme užili laboratorní dospělé miniprase hmotnosti 25 - 30 kg. Před 
operací zvíře lačnilo 12 hodin při zachování přísunu tekutin ad libitum. Před operačním 
výkonem bylo zvíře premedikováno kombinací ketaminu 10 mg/kg (Ketaset, Fort Dodge, 
USA)  s atropinem 0,1 mg (Atropin, Hoechst-Biotika, SRN) a azaperonem 5 mg (Stressnil, 
Janssen, Belgie) intramuskulárně. Po uložení na operační stůl byla kanylována žíla na 
uchu a proveden intravenózní úvod ketaminem 5 mg/kg (Narkamon, Spofa, ČR)  a 
metomidatem 2 – 5 mg/1 kg (Hypnodil, Janssen, Belgie).  Po endotracheální intubaci bylo 
zvíře relaxováno pipecuroniem v dávce 50 µg/kg  (Arduan, Chemical Works of Gedeon 
Richter, Maďarsko) a řízeně ventilováno směsí kyslíku a oxidu dusného (obr. 10).

Anestézie byla doplňována opakovanými dávkami fentanylu  100 µg (Fentanyl, Janssen, 
Belgie) a etomidatu 10 mg i.v. (Hypnomidate, Janssen, Belgie). K prevenci tromboembolie 
jsme podávali heparin 5000 IU (Heparin, Léčiva,a.s., ČR), k prevenci stresového vředu 
famotidin 20mg i.v. (Quamatel, Chemical Works, Maďarsko) intravenózně. K antibiotické 
profylaxi jsme užívali amoxicilin 1,2 g i.v. (Augmentin, Léčiva, ČR). Po úvodu do celkové 
anestézie byl zaveden katétr 18G (Braun, SRN) do  a. femoralis k přímému měření 
krevního tlaku. Do femorální žíly  jsme zaváděli dvoucestný  katétr 7Fr (Arrow, USA) pro 
podávání léků a infuzí. Na krku byla vypreparována pravá v. jugularis interna a zaveden 
Swan - Ganz katétr 7Fr (Arrow, USA) s  termistorem k  měření hemodynamických 
parametrů. Během operace jsme monitorovali EKG, krevní tlak, CVP, MPAP, PCWP, 
CO,CI, SVRI, SpO2, ETCO2, tělesnou centrální i periferní teplotu monitorovacím 
systémem Marquette (GE Marquette, USA) a hodinovou diurézu. Na začátku výkonu a po 
uvolnění svorky jsme odebírali žilní krev ke stanovení biochemických parametrů, krevního 
obrazu a koagulace, k  vyšetření ABR, iontogramu, laktátu a glykémie. Byly podávány 
krystaloidní roztoky  20 - 50 ml/hod, podle potřeby i koloidy (Gelofusine, Braun).
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Operace
Laparotomii jsme vedli ve střední čáře od processus xiphoideus až do podbřišku. Po 
vypreparování průběhu v.portae a v.cava inf. jsme našili portokavální spojku end-to-side 
Prolen 5/0. Poté jsme ligovali a.hepatica comm. nebo její větve.
K  pooperačnímu sledování jsme založili epicystostomii a choledochostomii. Operační 
výkon jsme ukončili zavedením pojistného drénu do dutiny  břišní a vyvedením 
gastrostomie k odsávání žaludečního obsahu. Operační ránu jsme uzavřeli v jedné vrstvě, 
miniprase jsme  přeložili na bok, ponechali na operačním stole zaintubované a zahřívali 
jsme jej.
Po uzavření laparotomie jsme zavedli intrakraniálně v oblasti temporoparietální čidlo ke 
kontinuálnímu měření intrakraniálního tlaku 57.

Pro vyloučení vlivu samotné operace na klinický  průběh ASJ jsme vytvořili kontrolní 
skupinu, u které byla provedena identická příprava včetně cévních přístupů a po 
provedení laparotomie a zavedení epicystostomie a gastrostomie jsme operační ránu 
uzavřeli se založením pojistného drénu.

4.2. Izolace hepatocytů, plnění bioreaktoru

Pro izolaci hepatocytů jsme zvolili metodu jaterní perfuze  s následnou centrifugací 58. Při 
odběru jater jsme vypreparovali a kanylovali portální žílu. Jaterní arterii jsme spolu s celým 
hepatoduodenálním ligamentem ligovali. Těsně před odběrem jsme punkcí vypustili obsah 
žlučníku. Játra jsme in-situ perfundovali 37°C  teplým fyziologickým roztokem v celkovém 
objemu 4.000 ml.  

Vyjmutá játra jsme postupně perfundovali třemi iontovými roztoky  (magistraliter Lékárna 
IKEM, Praha), pracovně nazvanými A,B,C, které byly syceny směsí karbogenu (95% O2 a 
5% CO2) a jejich pH jsme následně upravili na 7,4. Složení roztoků je uvedeno v tabulce č.
9. Perfuzi iontovým roztokem A stabilizovaným etylenglykoltetraoctovou kyselinou (EGTA) 
v celkovém objemu 1500 ml jsme již prováděli in vitro ve vodní lázni zahřáté na teplotu 
37o. Následovala 30 minutová perfuze roztokem B s uzavřeným okruhem pod tlakem 30 
mm vodního sloupce. Tento roztok obsahoval již kolagenázu (Collagenasa cruda, aktivita 
1000, Sevapharma, Česká Republika). Poté jsme játra perfundovali 1.000 ml roztoku C 
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(Krebs - Henseleitovo medium), který  byl zchlazen na 4 oC a došlo k deaktivaci účinku 
kolagenázy. Roztok C obsahoval spolu s  glukózou i přidaný  bovinní sérový  albumin 
(Sigma-Aldrich, Německo). Teplá ischémie celkově nepřesahovala 55 minut. 

Po poslední perfuzi jsme mechanicky rozrušili jaterní pouzdro tak, aby  se parenchym lépe 
uvolnil do média. Vzniklou suspenzi hepatocytů  jsme následně filtrovali a postupně třikrát 
centrifugovali rychlostí 500 otáček za minutu při stálém chlazení na  4 oC. Tímto postupem 
jsme získali suspenzi izolovaných jaterních buněk, které se spontánně začaly situovat do 
charakteristických shluků. Viabilitu hepatocytů jsme hodnotili mikroskopicky po obarvení 
trypanovou modří (Sigma-Aldrich, Německo). 

Následně jsme suspenzí hepatocytů naplnili kapsli bioreaktoru, který  jsme předtím promyli 
2.000 ml fyziologického roztoku a důkladně odvzdušnili. Kapsli Bioreaktoru jsme po 
naplnění uložili do termoboxu při teplotě 4oC až do doby jeho zapojení do přístroje.

4.3. Pooperační péče a monitorace

Po operačním výkonu jsme zvíře zahřívali a řízeně ventilovali směsí kyslíku se vzduchem 
s FiO2 0.5. Trvale jsme podávali intravenózní analgosedaci s využitím farmak s převážně 
mimojaterní cestou eliminace. Používali jsme kombinaci propofolu, remifentanilu  a 
medetomidinu. Podávali jsme krystaloidní a koloidní roztoky, k  forsírování diurézy  poté 
bolusově furosemid. Při poklesu sérové koncentrace glukózy v krvi pod hodnotu 3.5 mmol/
l jsme podávali hypertonickou glukózu v kontinuální infuzi s cílem udržet normoglykémii 
(3,3 – 4,9 mmol/l). Při poklesu středního arteriálního tlaku  pod 60 mm Hg jsme nasazovali 
noradrenalin v kontinuální infuzi.
V pravidelných intervalech jsme odebírali krevní vzorky  na stanovení vnitřního prostředí, 
hodnot iontů, glykémie, krevního obrazu, parametrů hemokoagulace, jaterních testů a 
sérového kreatininu55. Kontinuální monitorace intrakraniálního tlaku byla zahájena ihned 
po operaci.

4.4. Sledování hemodynamických parametrů 

Během operace jsme monitorovali EKG, krevní tlak, tepovou frekvenci, střední arteriální 
tlak, centrální venózní tlak, střední tlak v plicnici, tlak v zaklínění monitorovacím systémem 
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Marquette (GE Marquette, USA) v hodinových intervalech, termodiluční technikou srdeční 
výdej, tělesnou centrální a periferní teplotu. Měřili jsme hodinovou diurézu. Byl kalkulován 
srdeční index a  indexovaná systémová cévní rezistence 59.

4.5. Terapie BAL

Nástup ASJ jsme zaznamenali v  čase poklesu glykémie pod hodnoty  3.5 mmol/l. Tento 
moment byl počátkem otevření tzv. terapeutického okna a napojením bioreaktoru. V první 
fázi zapojení byla pouze z  krve zvířete filtrována plazma, která byla zatím skladována 
v rezervoáru přístroje. Poté byl samotný bioreaktor, naplněný  suspenzí živých hepatocytů,   
umístěn do terciálního okruhu přístroje O. liver Performer (O-Liver Performer, Rand, 
Itálie) .
Monitoraci hodnot jednotlivých laboratorních ukazatelů ASJ a hodnot ICP jsme prováděli 
po celou dobu operace, rozvoje ASJ a léčby BAL až do doby úmrtí zvířete.
Získané hodnoty  laboratorních vyšetření v průběhu léčby ASJ připojením na BAL, jsme 
porovnali s parametry kontrolní skupiny, tedy  skupiny zvířat, u které bylo vyvoláno ASJ,  a 
která nebyla na BAL napojena56.
Experiment jsme ukončili po uplynutí 12 hodin od uvolnění svorky na v.portae po našití 
porto-kavální anastomózy podáním 50 ml 5 % roztoku KCl a bolusu Thiopentalu. 
Následovala relaparotomie, revize dutiny břišní, odebrání vzorku jater a sleziny 
k histologickému vyšetření a kontrola polohy všech katetrů.
Údaje byly statisticky zpracovány pomocí T-testu, Mann-Whitneyovým neparametrickým 
testem použitím tabulátoru EXCEL a QUATRO a testem Wilcoxona.

5. Materiál

I.Část
Vytvoření vhodného modelu akutního jaterního selhání.
V této části experimentu jsme použili celkově 27 miniprasat z chovu veterinární laboratoře 
AVČR v Liběchově. 7 zvířat uhynulo při úvodu do anestezie či v  důsledku vlastní operace 
(krevní ztráta). 
Tato část experimentu byla rozdělena na 3 skupiny:
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1. skupina ASJ
Do této skupiny jsme zařadili 10 miniprasat hmotnosti 25 – 30 kg z  chovu 
veterinární laboratoře AVČR v Liběchově, u nichž jsme metodou devaskularizace 
provedli akutní selhání jater. Tato skupina nebyla léčena BAL a byla skupinou 
kontrolní pro skupinu ASJ BAL56.

2. skupina ASJ ICP
Do této skupiny jsme zařadili 5 miniprasat u nichž jsme metodou devaskularizace 
provedli akutní selhání jater s následnou monitorací intrakraniálního tlaku ICP 
čidlem. 

3. skupina kontrolní
Do této skupiny jsme zařadili 5 zvířat - miniprasat hmotnosti 25-30 kg - u nichž 
jsme provedli laparotomii, invazivní přístupy, bez vyvolání akutního jaterního 
selhání. Tato zvířata byla identicky monitorována jako zvířata v ostatních 
skupinách. Byla to skupina kontrolní pro skupinu 1, 2 (ASJ, ASJ ICP) v této části 
experimentu.

II.Část
Vytvoření metodiky izolace hepatocytů, plnění bioreaktoru BAL a jeho použití. 
V této části experimentu jsme použili celkově 14 miniprasat z chovu veterinární laboratoře 
AVČR v Liběchově. 4 zvířata (z celkového počtu 14) nebyla do studie zařazena a vyřadili 
jsme je z těchto důvodů: jedno pro významné krvácení do dutiny břišní po provedení ASJ, 
dvě pro kardiopulmonální dekompenzaci při předoperačně nepoznané konstriktivní 
perikarditidě a jedno pro nestandardní ovlivnění ICP při jeho prudkém vzestupu. 
Do této části byla zahrnuta 1 skupina:

4. skupina ASJ BAL
Do této skupiny jsme zařadili 10 miniprasat hmotnosti 25 – 30 kg, u kterých 
jsme vyvolali ASJ chirurgickou devaskularizací, tato zvířata byla léčena 
metodou BAL. 
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6. Výsledky
I. část.
Srovnávali jsme výsledky 1. skupiny ASJ a kontrolní, 3. skupiny.

1. skupina – experimentální ASJ
Průměrná doba přežití miniprasat byla 13 hodin (rozmezí 11 hod. 40 min. – 15 hod. 10 
min.). Počátek rozvoje hypoglykémie pod 3,5 mol/l (= počátek rozvoje ASJ považovaný za 
otevření terapeutického okna) byl zaznamenán v  průměru po 4 hodinách od operace 
(rozmezí 2 hod. 30 min. – 6 hod. 30 min). Jaterní ischémie byla provázena poklesem 
hodnot Quickova testu a nárůstem AST, laktátu a amoniaku. Srovnání hodnot s kontrolní 
skupinou uvádí tabulka 1. Jsou uvedeny průměrné hodnoty AST, laktátu, Quickova testu a 
amoniaku v  obou skupinách se směrodatnou odchylkou (SD). Je patrné  srovnání 
průměrné naměřené hodnoty jednotlivých laboratorních ukazatelů ve tříhodinových 
intervalech a statistická významnost rozdílnosti průměrných hodnot, která byla získána 
užitím Mann-Whitneyovým neparametrickým testem.  

U kontrolní skupiny byla doba plánovaného přežití zvířete stanovena na 15 hodin po 
operaci. V  pooperační době nebyl zaznamenán ani v  jednom případě výrazný  pokles 
glykémie. Ani v jednom případě nedošlo k rozvoji ASJ.

Čas 0 3 6 9 12 15

AST
(µkat/l)

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

ASJ 0,83±0,29 14,37±35,5
5

33,44±39,96 40,88±41,34 54,94±43,22

Kontrolní 0,82±030 1,08±0,25 1,56±0,50 1,68±0,75 1,36±0,65 1,32±0,4
5

Laktát 
(mmol/l)

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

ASJ 3,97±1,62 4,52±1,87 2,97±1,16 2,75±1,08 3,49±1,64
Kontrolní 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
Quickův 
čas (s)

ns. ns. ns. ns. ns. -

ASJ 82,4±11,4
1

83,3±13,06 67,4±17,03 56,0±27,48 51,6±21,52
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Kontrolní 85,6±5,13 74,2±3,56 75,2±2,68 74,2±2,17 73,8±6,10 68,0±1,0
0

Amoniak 
(µmol/l)

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

ASJ 44,8±19,2
5

173,8±61,2
2

264,3±93,05 350,7±159,49 463,4±178,4
7

Kontrolní 29,7±9,74 34,4±5,66 42,5±12,98 61,4±31,39 41,0±11,02 37,2±5,2
4

Tabulka 1: Průměrné hodnoty  jednotlivých laboratorních ukazatelů ASJ s  vyznačenou 
významností a směrodatnou odchylkou u skupiny  s ASJ (1.skupina) a skupiny kontrolní 
(3.skupina). 
ns. – neliší se, p<0,01 – statisticky významná rozdílnost průměrných hodnot

II. část
Srovnávali jsme výsledky skupiny ASJ oproti skupině ASJ BAL.
Průměrná doby  přežití miniprasat byla 13 hodin. U skupiny ASJ BAL 10 zařazených zvířat 
se ASJ rozvinulo v průměru za 2 hod. 7 min. od provedené devaskularizace jater (48 min. 
– 3 hod 16 min.) a korespondovalo s nástupem hypoglykémie pod hodnoty 3.5 mmol/l.  
Léčba ASJ napojením zvířete na BAL byla zahájena v průměru po 2 hod. 21 min. (1 hod. – 
3 hod.45 min.) a trvala v průměru 5 hod. 43 min. (3 hod.25 min. – 8 hod. 10 min.). 
Získané průměrné hodnoty vybraných laboratorních ukazatelů ASJ zvířat s ASJ léčených 
pomocí BAL jsem srovnali s  průměrnými hodnotami laboratorních ukazatelů kontrolní 
skupiny, tedy skupiny bez napojení na BAL 56. Získané údaje jsou přehledně shrnuté v 
tabulkách 2-5.

Čas (hod) 0 3 6 9 12
AST (µkat/l) ns. ns. ns. ns. ns.
ASJ 0.83 ± 

0.29
14.37 ± 35.55 33.44 ± 39.96 40.88 ±  41.34 54.94 ± 43.22

ASJ-BAL 0.814 ± 
0.47

10.50 ± 7.82 30.13 ± 15.76 46.20 ± 41.20 106,40 ± 146.40

Tabulka 2: Srovnání průměrných hodnot AST u laboratorních zvířat léčených pomocí BAL 
s kontrolní skupinou, včetně směrodatné odchylky.
ns. – neliší se, p<0,01 – statisticky významná rozdílnost průměrných hodnot
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Čas (hod) 0 3 6 9 12
Bilirubin
(mmol/l)

ns, p<0,05 p<0,01 p<0,01 p<0,01

ASJ 3.03 ± 0.96 11.97 ± 6.09 20.86 ± 12.35  22.29 ± 16.41 37.4 ± 14.57
ASJ-BAL 4.01 ± 1.38 16.44 ± 6.78 10.60 ± 3.18 11.75 ± 4.42 12.88 ± 4.59

Tabulka 3: Srovnání průměrných hodnot Bilirubinu u laboratorních zvířat léčených pomocí 
BAL s kontrolní skupinou, včetně směrodatné odchylky.
ns. – neliší se, p<0,01 – statisticky významná rozdílnost průměrných hodnot

Čas (hod) 0 3 6 9 12
Quick  
(%)

ns. ns. ns. ns. ns.

ASJ 82.40 ± 11.41 83.30 ± 13.06 67.40 ± 17.03 56.00 ± 27.48 51.60 ± 21.52
ASJ-BAL 86.00 ± 42.5599.11 ± 30.48 71.93 ± 72.78 52.30 ± 71.29 117.47 ± 154.28

Tabulka 4: Srovnání průměrných hodnot Quick u laboratorních zvířat léčených pomocí 
BAL s kontrolní skupinou, včetně směrodatné odchylky.
ns. – neliší se, p<0.01 – statisticky významná rozdílnost průměrných hodnot

Čas (hod) 0 3 6 9 12
Amoniak 
(µmol/l)

ns. ns. ns. ns. ns.

ASJ 44.80 ± 19.25173.80 ± 
61.22

264.30 ± 
93.05 

350.70 ± 
159.49

463.40 ± 178.47

ASJ-BAL 49.63 ± 21.14212.20 ± 
97.09

288.04 ± 
93.54

390.02 ± 
212.96

480.58 ± 206.43

Tabulka 5: Srovnání průměrných hodnot amoniaku u laboratorních zvířat léčených pomocí 
BAL s kontrolní skupinou, včetně směrodatné odchylky.
ns. – neliší se, p<0.01 – statisticky významná rozdílnost průměrných hodnot
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Viabilitu hepatocytů jsem měřili na několika úrovních. Před plněním bioreaktoru tvořil podíl 
živých hepatocytů průměrně 85 % ±   4,5. Po zapojení bioreaktoru do systému jsme 
posuzovali viabilitu dle srovnání hodnot parciálního tlaku kyslíku naměřených před a po 
průchodu bioreaktorem. Rozdíl byl signifikantně významný v 1. – 3.  a 5. hodině perfuze 
(p<0.05), ve 4. a 6. hodiny je signifikantně nevýznamný.
Kontinuální sledování ICP bylo součástí monitorovacího protokolu.  Rozdíl v průběhu ASJ 
je statisticky nevýznamný (tab. 6)

hodina 1 3 6 9 10
ASJ 9.8 ± 

1.8
12.0 ± 
1.1

19.7 ± 
7.0

23.7 ± 
8.3

26.0 ± 
11.0

ASJ + BAL12.7 ± 
6.6

15.7 ± 
7.3

23.5 ± 
15.3

27.0 ± 
8.6

25.3 ± 
11.2

Tabulka 6: Srovnání hodnot ICP (v mmHg) ve skupině zvířat s ASJ léčeným pomocí BAL a 
v kontrolní skupině. 

Ze statistického zpracování hodnot jednotlivých laboratorních ukazatelů ASJ v  obou 
skupinách, tj. ve skupině léčené pomocí BAL a ve skupině kontrolní bez léčby, vyplývá, že 
významného rozdílu bylo dosaženo pouze v sérových koncentracích bilirubinu, kdy v 0. 
hodině jsou průměrné hodnoty v obou skupinách prakticky totožné (3,03 vs. 4,01 mmol/l), 
ve 3. hodině je rozdíl statisticky významný (p< 0,05) v neprospěch skupiny s BAL (11,97 
vs. 16,44 mmol/l). Rozdíl hodnot v  6. a  9. hodině je statisticky významný (p< 0,01) ve 
prospěch skupiny  BAL (20,86 vs. 10,60, 22.29 vs. 11,75), rozdíl hodnot ve 12. hodině je 
též statisticky významný (37,4 vs. 12,88).   
Hodnoty ICP ve skupině léčené BAL a ve skupině kontrolní se v  průběhu experimentu 
statisticky významně nelišily.
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7. Diskuze
Celá problematika testování a využití metody BAL v experimentu se sestává z několika 
částí:
, 1) vhodný model ASJ 
, 2) zdroj hepatocytů a jejich izolace
, 3) funkční extrakorporální systém cirkulace s bioreaktorem (BAL)
, 4) monitorace, zpracování výsledků a zhodnocení efektivity léčby

7.1. Model akutního jaterního selhání

Experimentální model ASJ na velkém zvířeti je nutný  ke studiu patofyziologických dějů 
spojených se selháním jater a k testování extrakorporálních eliminačních metod.
K vytvoření modelu ASJ je možné použít některých toxických chemických látek nebo ho 
lze vytvořit chirurgicky. 
Existují 2 postupy k vytvoření chirurgického modelu ASJ: anhepatický a devaskularizační.
Chirurgický model byl poprvé proveden v  roce 1886 Minkowskim 52. U 
hepatektomovaného zvířete pozoroval křeče a následné koma. Tento pokus byl základem 
pro anhepatický  model ASJ u laboratorního zvířete. Principem je zachování průtoku 
v povodí dolní duté žíly s napojením v. portae pomocí trojcestného katétru 26. Absence 
nekrotické jaterní tkáně v  organismu způsobí, že rozvoj ASJ nemá korelát v  humánní 
medicíně: nedochází k vzestupu sérových hladin aromatických aminokyselin (methionin, 
tyrosin a fenylalanin, tryptofan)60. Další nevýhodou tohoto modelu je krevní ztráta spojená 
s  hepatektomií, častá nutnost krevních převodů ovlivňujících stupeň ASJ 61.  Přežití 
experimentálních zvířat se navíc neliší od modelu devaskularizačního 61. 
Devaskularizační model byl poprvé popsán Rappaportem62, 63 a Gigesem v roce 1953 64. 
Bývá obvykle proveden založením portokavální anastomózy (PCA) s následnou ligaturou 
hepatické artérie (HAL) 53, 54. Tento základní postup je modifikován způsobem provedení  
HAL. Pokud  se hepatická artérie zkomprimujeme pouze po určitou dobu, můžeme se 
vyhnout irreversibilitě ASJ 65. 
Při devaskularizaci jater a provedení PCA nedochází ke krevním ztrátám. Přítomnost 
nekrotické jaterní tkáně vede ke srovnatelnému průběhu ASJ jako u člověka.  
V současné době se začíná do popředí dostávat též model resekční. Jedná se o model 
experimentálního akutního selhání, u kterého je provedená velká jaterní resekce. Model je 
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buď proveden tzv. jednodobě, kdy je provedena resekce > 80 - 85% jaterního 
parenchymu, nebo dvoudobě, kdy je k resekci připojena teplá ischemie zbytku jaterního 
parenchymu 66. Tyto modely mají svoji důležitost vzhledem k podobnosti v klinice (jaterní 
selhání po velkých resekčních výkonech), avšak jejich nevýhodou oproti 
devaskularizačnímu modelu je horší reprodukovatelnost a značná variabilita průběhu 
jaterního selhání.
Pro náš experiment jsme zvolili model devaskularizační s  provedením PCA a HAL v jedné 
době pro jeho jednoduchost a snadnou reprodukovatelnost. 
Závažné poškození jater je běžně provázeno metabolickými poruchami. Výrazná 
hypoglykémie je důsledkem porušené glukoneogeneze, neschopnosti mobilizovat zásoby 
jaterního glykogenu  a zvýšené hodnoty cirkulujícího inzulínu. U našeho modelu se 
v průměru po 4 hodinách po operaci miniprase dostalo do prohlubující se hypoglykémie 
pod hodnoty  3,5 mmol/l.  Tento stav jsme zaznamenali jako nástup  ASJ. Hypertonickou 
glukózu jsme podávali kontinuálně proto, abychom se vyhnuli prudkému zvýšení glykémie 
při podávání bolusovém, které stimuluje uvolnění inzulínu. Zde pak nastupuje bludný kruh 
zvýšených dávek a vzestupů koncentrace inzulínu.
Monitorovali jsme laboratorní markery jaterního selhání – AST, Quickův test,  laktát a 
amoniak. Za statisticky významný  rozdíl mezi experimentální skupinou ASJ a kontrolní 
skupinou lze považovat pouze hodnoty AST, laktátu a amoniaku od 6. hodiny experimentu. 
Změny v  hodnotách Quickova času nebyly shledány statisticky významné. Zatímco 
hypoglykémie nastupovala v  experimentální skupině v  průměru po uplynutí 4 hodin po 
ukončení operace, hodnoty AST, laktátu a amoniaku svědčily pro nástup ASJ až po šesti 
hodinách od konce operace. Při průměrném přežívání 13 hodin jsme získali 9 hodin 
trvající  terapeutické okno. Tento interval považujeme za dostatečný  k  následnému 
testování eliminačních metod. Vzhledem k  ireverzibilitě modelu nemůžeme hodnotit 
přežívání experimentálních zvířat. Efektivitu eliminačních metod můžeme posuzovat podle 
změn v laboratorních údajích. I když je ASJ velmi komplexním stavem, ireverzibilitu 
modelu nepovažujeme za jeho nevýhodu.
Dynamika ICP je považována za důležitý údaj v  hodnocení průběhu a predikce ASJ. 
Měření ICP jsme provedli v jedné samostatné skupině 5 zvířat s  ASJ (II.skupina). Při 
zavádění čidla jsme nezaznamenali větší krevní ztráty 63. 

MUDr. Tomáš Pantoflíček: Použití hepatocytů v léčbě akutního jaterního selhání v experimentu                      
- na velkém laboratorním zvířeti, 25



7.2. Izolace hepatocytů
Jaterní buňky jsme izolovali pomocí metody jaterní perfuze 55 s následnou centrifugací. 
Tuto metodu jsme zvolili především pro její snadnou proveditelnost a malou náročnost na 
technické vybavení. Někteří autoři používají metodu izolace s následným mražením podle 
Maganta 67, které si po rozmražení ponechávají poměrně vysokou viabilitu dosahující 70 – 
80 %. Ta však velmi rychle klesá pod 40 % 68. Ani množství použitých hepatocytů k náplni 
bioreaktoru není u různých autorů totožné a pohybuje se řádově od 109  po 1010 bez 
závislosti na váze experimentálního zvířete 27, 68-72.
Po provedení izolace dosahovala průměrná viabilita hepatocytů 85 %. Tuto hodnotu jsme 
považovali v  souladu s  literárními údaji za dostatečnou 19, 58. Mikroskopicky hodnotit 
procento živých hepatocytů v  samotném bioreaktoru během terapie je nemožné. Proto 
jsme viabilitu ověřili pomocí konzumpce kyslíku  v plazmě při průchodu  bioreaktorem. 
V  hodinových intervalech jsme prováděli vyšetření parciálního tlaku kyslíku ze vzorku 
odebraných před a po průchodu bioreaktorem. Získaná data potvrzují, že v  průběhu 
terapie, tj. po průměrnou dobu 5 hod. 43 min. (3 hod.25 min. – 8 hod. 10 min.) si 
hepatocyty životaschopnost uchovaly  v  průměru prvních 5 hodin. Potom, soudě podle 
výrazně snížené konzumpce kyslíku, se jejich viabilita se snižovala.

7.3. BAL

Námi použitý systém se skládal s  třídimenzionálního bioreaktoru zapojeného do okruhu 
extrakorporálního podpůrného systému přístroje O.Liver performer (Rand, Italie) 73 
s plazmafiltrací, hemofiltrací a integrovaným oxygenátorem. Vzhledem k malému průtoku 
kanylovaných cév byla rychlost plazmafiltračního okruhu 150 ml/min. V nezávislém okruhu 
s  oxygenátorem, zahřívačem plazmy a bioreaktorem byla rychlost průtoku 50 ml/min. 
Samotný bioreaktor byl naplněn 200 ml suspenze obsahující 80 gramů izolovaných 
hepatocytů v souladu s výrobcem. Okamžitě po naplnění byl bioreaktor zchlazen na 4oC  a 
uchován při této teplotě do doby použití. Tím byly  aktivně sníženy metabolické nároky 
jaterních buněk, které si tak zachovaly vyšší viabilitu. Doba terapie trvala v  průměru 5 
hodin a 43 minut, což jsme považovali v souladu s literárními zdroji 26, 73, 74 za dostatečné. 
K volbě uvedených komponentů BAL nás nutily především následující důvody: 

1 – snadná dostupnost živých čerstvých porcinních hepatocytů,
2 – relativní jednoduchost jejich izolace s dosažením vysoké viability,
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3 – provedení pilotního pokusu, jenž by byl srovnatelný s již publikovanými výsledky 
experimentálních studií, 
4 – volba metody, která by mohla být srovnávána s  již publikovanými klinickými 
studiemi a potencionálně aplikovatelná v klinickém experimentu.

7.4. Pooperační monitorace a léčba

Výsledky statistického zpracování naměřených hodnot laboratorních ukazatelů ASJ ve 
skupině BAL a kontrolní skupiny lze následovně shrnout:

1)  aktivita AST, koncentrace amoniaku a hodnota Quickova času se signifikantně 
nelišily v obou skupinách,
2) koncentrace bilirubinu byla signifikantně nižší ve skupině s léčbou pomocí BAL, a 
to v 6. a 9. hodině ve prospěch skupiny s  BAL, ve 3. hodině naopak v  její 
neprospěch
3) naměřené hodnoty ICP se v obou skupinách signifikantně nelišily, i když po 9. 
hodině nelze trend naměřených hodnot posuzovat pro blížící se ukončení 
experimentu.

Ve většině experimentálních studií autoři prokazují snížení hladin amoniaku, koncentrace 
bilirubinu a hodnot nitrolebního tlaku u skupiny léčených BAL 68, 69. Cuervas-Mons se 
spoluautory uvádí v  randomizované studii s 53 zvířaty  signifikantně delší přežívání a 
snížení ICP při léčbě ASJ pomocí BAL ve srovnání s kontrolní skupinou 68. K experimentu 
však použili model s parciální resekcí jaterního parenchymu, který  vede k 86 % mortalitě 
v  průběhu prvních 4 dnů. Při léčbě bioreaktorem s  použitím 0.6x109 hepatocytů došlo 
v  některých časových bodech k  signifikantnímu snížení sérových hladin bilirubinu a 
protrombinu, k signifikantnímu zvýšení glykémie a albuminu. Celkově však signifikantních 
rozdílů v  sérových hladinách AST, laktát dehydrogenázy, bilirubinu, albuminu, glukózy a 
protrombinu dosaženo nebylo. ICP byl u bioreaktorem léčené skupiny nižší. Po léčbě 
bioreaktorem byla mortalita 56 % ve srovnání s  kontrolní skupinou, kde dosáhla 88 %. 
Všechna zvířata exitovala v průběhu prvních 3 dní.
Výrazně lepších výsledků dosáhl Sheil se spolupracovníky75. Provedli obdobný  experiment 
na skupině 5 miniprasat s použitím systému BALLS (bioartificial liver support) s hepatocyty 
v množství 2.5x1010 s viabilitou cca 30 hodin, v kombinaci s dialýzou. Konstatovali snížení 
hladin amoniaku, aminových kyselin a ICP v léčené skupině. 
Obdobného zlepšení laboratorních ukazatelů ASJ u prasat s ASJ dosáhl Sosef 26 
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a Naka76, kteří pozorovali signifikantního prodloužení života a snížení hladiny  amoniaku. 
Zvýšené hodnoty bilirubinu vysvětlují důsledkem jeho extrahepatické konjugace. 
K experimentu však použili hepatektomovaná zvířata, kdy rozvoj a především průběh ASJ 
není srovnatelný s průběhem ASJ u člověka. 

Skutečnost, proč jsme v  naší sestavě nedosáhli literárně uváděného signifikantního 
zlepšení většiny  laboratorních ukazatelů ASJ a hodnot ICP, je možné vysvětlit řadou 
faktorů, které ovlivňují výsledek pokusu: 

1) Fyziologická nejednotnost jednotlivých laboratorních zvířat jejich rozdílné reakce 
na stres z operačního zákroku. 

2) Viabilita hepatocytů, která postupně v  průběhu perfuze bioreaktoru plazmou 
klesá. Dle sledované konzumpce kyslíku nedosahovala požadovaná životnost celých 6 
hodin terapie.

3) Použité množství hepatocytů v  suspenzi mohlo být vzhledem k  váze 
experimentálního zvířete s ASJ nedostatečné. V tomto bodě jsme byli omezeni výrobními 
parametry bioreaktoru, u kterého hrozí při pokusu o naplnění větším množstvím buněk 
ucpání kapilár. I když není mezi autory doposud shody, množství viabilních hepatocytů 
v  bioreaktoru považujeme za zásadní a námi použitých 80 gramů v  suspenzi za 
nedostatečné77-79. Z  těchto důvodů považujeme v  souladu s  názorem Sheila a spol.75 
velikost použitého bioreaktoru za nevyhovující.   

4) Monitorace měla být prováděna po delší dobu. Zde je omezující ireverzibilita 
námi zvoleného modelu. Ten se ovšem na druhé straně na rozdíl od modelů 
hepatektomovaných zvířat26 daleko více blíží klinickému průběhu ASJ s   vyplavením 
vasoaktivních substancí a ostatních toxických látek z nekrotických částí jater do oběhu 
nemocného. Možností změnit ireverzibilitu modelu je použití resekčního modelu. 
Resekční model má však nevýhodu v jeho špatné reprodukovatelnosti a ve variabilním 
průběhu vlastního jaterního selhání. V současné době (r. 2011) však tento model na 
našem pracovišti testujeme.

5) Výběr parametrů k monitoraci průběhu ASJ před i po nasazení léčby považujeme 
v  souladu s  literaturou68, 73, 76, 79 za vhodný. Měření hodnot intrakraniálního tlaku 
považujeme za zásadní vzhledem ke skutečnosti, že především ovlivnění této hodnoty 
by mělo mít finálně vliv na hodnocení metody BAL jak v experimentu19, tak i v klinice6.
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8. Závěr

Vedlejší cíle:
1. Vytvořit model akutního jaterního selhání na laboratorním zvířeti - praseti, vhodný 

k testování biologické eliminační metody.
Podařilo se vytvořit funkční, reprodukovatelný  a klinicky relevantní model akutního 
jaterního selhání na minipraseti. Tento model akutního selhání lze úspěšně použít v 
testování ostatních eliminačních metod. Model akutního jaterního selhání devaskularizační 
metodou jsme úspěšně použili mimo jiné v testování arteficiální podpory jater - systému 
Prométheus (FPSA). 

2. Zvládnutí nácviku izolace hepatocytů a plnění bioreaktoru (kapsle).
Zdařilo se provést izolaci jaterních prasečích buněk. Izolace jaterních buněk, včetně 
potkanních se stala na našem pracovišti rutinní metodou. 
Dosáhli jsme v našem experimentu iniciální viability 85% čerstvých hepatocytů a prokázali 
jsme přežívání hepatocytů po téměř celou dobu, kdy byly použity v bioreaktoru.
 
3. Zvládnutí napojení zvířete na eliminační metodu a provedení vlastní bioeliminace.
Úspěšně jsme zvládli nácvik sestavení a prokázali jsme funkčnost zapojení eliminační 
metody – BAL. 

Hlavní cíl:
Zhodnotit účinek biologické eliminační metody – perfuzi plazmy přes izolované živé 
hepatocyty (BAL) u akutního selhání jater v experimentu na minipraseti.
Výsledky neprokázaly signifikantní změny hodnot laboratorních ukazatelů ASJ, kromě 
sérových  hodnot bilirubínu. Naměřené hodnoty nitrolebního tlaku se statisticky významně 
nelišily  ve skupině s  léčbou akutního selhání jater pomocí BAL a ve skupině s akutním 
selháním jater bez  napojení na  BAL. 
Získané zkušenosti umožňují v experimentální práci s BAL dále pokračovat obzvláště se 
zaměřením na technické rozšíření kapacity bioreaktoru pro prasečí hepatocyty. 
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