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Souhrn

Transplantace tenkého stfeva (small bowel transplantation— SBT) piredstavuje logickou
alternativu k definitivni totalni parenteralni vyzivé u pacientl s chronickym stfevnim
selhanim. V Ceské republice nebyla dosud SBT provedena. Uspé$nému zahajeni programu
transplantace stfeva nevyhnutelné predchazi provedeni bazalnich experiment( a nabyti
zkusenosti s transplantacemi na zvifecich modelech.

V dizertacni praci detailné popisuji chirurgickou techniku transplantace tenkého
stfeva u potkana. Podafilo se mi dosahnout srovnatelnych vysledk, co se tykd operacnich
Casu i prezivani zvifat, s daty publikovanymi ve svétové literature. V druhé ¢asti mého
experimentu jsem se snazil ovlivnit vyskyt akutni rejekce stfeva poddavanim cytostatika
gemcitabinu. Pfi zvoleném davkovani ale k potlaceni rejekce nedoslo. Ve treti ¢asti dizertacni
prace popisuju chirurgickou techniku rekonstrukce lymfatickych cév v modelu SBT u potkana,
ktera by mohla pfinést zlepSeni vysledk( SBT. V posledni, preklinické, ¢asti mé prace popisuji
prvni zkusenosti s chirurgickou technikou odbéru stépu tenkého stfeva od kadaverdzniho
darce.

Summary

The small bowel transplantation (SBT) represents reasonable alternative to ultimate total
parenteral nutrition of the patient suffering from terminal stage of chronic bowel failure.

To date, the small bowel transplantation was not carried out in the Czech Republic.

The initial experimental research and gaining experience with transplantations on animal
models are inevitable before successful commencement of small bowel transplantation
programme.

In my dissertation thesis | am in full details describing the surgical technique of small bowel
transplantation in rat.

In comparison with the published data | have succeed to reach rather similar results of
operating time and survival of the experimental animals.

In the second part of my experiment | tried to influence the acute rejection of the small
bowel graft occurrence by administration of cytostatic agent gemcitabin. The chosen dosage
of the remedy did not suppress the rejection.

In the third part | am describing the surgical technique of lymphatic vessels reconstruction in
SBT rat model, which might lead to improvement of the SBT outcome.

The last part of my dissertation thesis is preclinical. | am describing the initial experience
with surgical technique of small bowel graft harvesting from cadaverous donor.
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1. Uvod do problematiky

Transplantace tenkého stfeva (small bowel transplantation— SBT) predstavuje logickou
alternativu k definitivni totalni parenteralni vyZivé u pacientd schronickym stfevnim
selhanim. PovaZuje se za Zivot zachranujici zakrok u pacient( se stfevnim selhanim, ktefi
nemohou byt jiz dale |éCeni standardnimi postupy.

Transplantace stfeva je indikovdna u pacient(i s chronickym ireverzibilnim stfevnim
selhanim, kde lze ocekdvat smrt do jednoho roku pfi totdlni parenteralni vyZzivé (total
parenteral nutrition- TPN). Ke stfevnimu selhani mlze v zasadé dojit tfemi hlavnimi cestami:
a) ztratou absorpcni kapacity (resekce stfeva, syndrom kratkého stieva), b) neschopnosti
zajistit normalni stievni funkci (dysfunkce enterocyt(l) a c) ztratou motility stifeva (chronicka
stfevni pseudoobstrukce).

Transplantace stfeva mlZe byt uskutecnéna jako izolovand transplantace, kdy je
pfenesen pouze $tép stfeva, nebo v kombinaci s jinymi nitrobfisnimi orgdny (jatra, Zaludek,
pankreas).

V obdobi od 1.dubna 1985 do 31. kvétna 2007 bylo podle posledniho registru
provedeno 1720 transplantaci stfeva. V USA bylo provedeno 75,5% transplantaci. V Ceské
republice nebyla dosud provedena Zadna transplantace tenkého streva.

Institut klinické a experimentaini mediciny (IKEM) v Praze predstavuje vzhledem ke své
tradici a zkuSenostem s transplantacemi ostatnich organU pracovisté schopné provadét
v budoucnu transplantace tenkého stfeva. Pred planovanym klinickym zavedenim SBT je
vsak dulezZité vytvoreni experimentalniho zakladu. Nezbytnym predpokladem k provedeni
experimentalni SBT je zvladnuti mikrochirurgické techniky transplantace a dosazeni
odpovidajiciho prezivani zvirat. Zlepseni vysledkd SBT je moZné dosahnout snizenim vyskytu
rejekce a prodlouZzenim preziti zvifat. MoZnou cestou se jevi jednak zkouseni dalSich
imunosupresivnich 1ékl a také zdokonaleni chirurgické techniky SBT napf. rekonstrukci
lymfatickych cév. V klinické SBT je nutnym predpokladem Uspésné transplantace ziskani
kvalitniho Stépu odebraného pfi multiorgdnovém odbéru.
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2. Cile dizertacni prace

Cilem prvni faze experimentalni prace a také zakladnim predpokladem pro provadéni
dalSich studii bylo dokonalé zvladnuti mikrochirurgické techniky transplantace tenkého
stfeva u potkana. Tato metodika nebyla dosud v Ceské republice provadéna a nebyla v éeské
odborné literature popsana. Pouzili jsme modifikovany model heterotopické SBT
s portokavalni Zilni drenazi, kdy jsme proximalni konec Stépu stfeva slepé uzavreli a distalni
konec vyvedli jako terminalni ileostomii.

Ve druhé fazi experimentu byla testovana terapeutickd efektivita cytostatika
gemcitabinu pri |é¢bé akutni rejekce po transplantaci stfeva. Ktomu nas vedly nadéjné
vysledky drive publikovanych studii, které popisovaly imunosupresivni efekt gemcitabinu po
transplantaci srdce a ledvin.

Ve treti fazi experimentalni prace jsme se zaméfili na zvladnuti mikrochirurgické
techniky transplantace lymfatickych cév v modelu transplantace stfeva u potkana. Dvé
doposud publikované prace prokazaly delsi preziti potkan( s rekonstrukci lymfatik. Dokonalé
zvladnuti této techniky je predpokladem dalsiho studia tohoto pozitivniho efektu.

Ve ctvrté fazi experimentu jsme se zaméfili na technické zvladnuti odbéru tenkého
stfeva u kadaverdzniho darce. Tato preklinicka ¢ast mé prace je soucasti pripravy programu
transplantace tenkého stfeva na nasem pracovisti.
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3. Experimentalni cast

3.1 Prvni faze experimentalni prace - Technika transplantace tenkého
stfreva u potkana

3.1.1 Odbér stépu tenkého streva

K celkové anestezii pouzivame smés ketaminu a chlorpromazinu. Operaci provadime
pod operaénim mikroskopem OPMI 9FC, Carl Zeis, Germany se zvétsenim v rozmezi 12,5-
20x.

Do dutiny bfisni pronikneme stredni laparotomii. Klicky tenkého stfeva zabalime do
teplého vihkého ¢tverce a odsuneme vpravo kranialné. Nizkami opatrné oddélime bezcévné
blany, které spojuji tenké a tlusté stfevo. Mezi podvazy prerusime vasa ileocolica, vasa colica
media a vasa colica dextra. Timto se oddéli tlusté stfevo od tenkého.

Nasleduje uvolnéni vena portae. Klicky tenkého stfeva, stale zabalené v teplém vihkém
Ctverci, presuneme na levou stranu zvirete. Timto manévrem se zobrazi vena portae se svym
vétvenim v porta hepatis. Pferusime vena pylorica a oddélime portélni Zilu od okolnich tkani
(hlavné od pankreatu) v rozsahu od jaterniho hilu k odstupu vena lienalis, kterou téz mezi
podvazy prerusime. Nyni si uréime potfebnou délku stfevniho Stépu. V naSem experimentu
v zavislosti na cévnim zasobeni $lo o 7- 10cm proximalniho jejuna. Pferusime mezi ligaturami
radix mezenteria tak, aby zUstalo zachovdno cévni zasobeni pro stfevni stép. V dalsi fazi
odbéru se zamérime na preparaci bfisSni aorty, kterou tupé oddélime od okolniho tuku a od
soubézné probihajici vena cava caudalis. Zafiname asi 2cm nad bifurkaci aorty a
postupujeme kranidlné az k odstupu arteria mesenterica cranialis (amc). Kranidlné od
odstupu amc obejdeme aortu (jesté pred odstupem truncus coeliacus) a pfipravime se na jeji
podvaz. Nyni Stép tvori 7-10cm proximalniho jejuna na cévni stopce, tvofené vena portae a
amc s ¢asti abdomindlni aorty, a je pfipraven k perfuzi konzervaénim roztokem (obr.1).
Podvazeme silonovou ligaturou bfisni aortu nad bifurkaci, dalsi ligaturu umistime na aortu
nad odstupem amc. Tenkou jehlu zavedeme opatrné do aorty a pomalu proplachneme
stfevni Stép heparinizovanym fyziologickym roztokem. Kvalitu perfuze hodnotime
makroskopicky mirou odbarveni cév v mezenteriu. K dokonalému promyti Stépu obvykle
postaci 3-4 ml roztoku.
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Obr. 1- Pohled na $tép pred perfuzi ochrannym ro
3 — aorta, 4 — arteria mesenterica cranialis)

ztokem (1 — stfevni Stép, 2 — vena portae,

3.1.2 Transplantace $tépu tenkého stfeva se systémovou Zilni drendazi

K celkové anestesii pouzivame stejnou kombinaci anestestik jako pfi odbéru. Do dutiny
bfisni pronikneme stfedni laparotomii. Postupné pomoci tampont uvolnime aortu a dolni
dutou Zilu v oblasti mezi bifurkaci a odstupem renalnich cév. Postaci uvolnit Usek o délce 2
cm. Stép zabaleny do chladného vihkého &tverce orientujeme tak, aby nedoslo k pretoéeni
Stépu a ani kutlaku mesenteria. Nyni na uvolnény uUsek pfijemcovskych cév naloZime
mikrosvorku a provedeme nejprve incisi na aorté. Zalozime dva pélové stehy, které vyvésime
a poté provedeme dle zasad mikrochirurgické techniky pokradovacim stehem nejprve suturu
zadni strany tepenné anastomaozy a poté tim samym vldknem i predni sténu

Po dokonceni tepenné anastomdzy vybereme misto pro Zilni anastomdzu na v.cava
inferior tak, aby nedodlo krotaci portalni Z#ly. Zilni anastomézu provadime stejnym
zpUsobem jako tepennou (obr. 2). Po jejim dokonceni povolime nejprve kaudalni cévni
svorku, potom kranidlni a dojde k reperfusi stfevniho stépu. Po povoleni svorky konci doba
tzv. studené ischemie, ktera zacala pti proplachu cév ddarce perfusnim roztokem.
Manipulacni ¢as predstavuje dobu od vyjmuti Stépu z chladného konzervacniho roztoku do
povoleni cévni svorky. Zkontrolujeme prlichodnost anastomdz a kvalitu prokrveni celého
stfevniho Stépu. Nyni podvazieme ordlni konec stfeva a abordlni konec fixujeme v pravém
podbrisku ke klZi jednotlivymi stehy (prolen 7-0) jako termindlni stomii. Dutinu bfisni
uzavieme ve dvou vrstvach.
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Obr. ¢. 2 Dokonéeni obou cévnich anastomdz (1 — Zilni, 2 — tepennad), stav pred reperfuzi

3.1.3  Skupiny

Po zvladnuti zakladl mikrochirurgické techniky byli potkani rozdéleni do 2 skupin po
11 prezivsich zviratech. Ve skupiné A byli zarazeni potkani transplantovani v roce 2003 a ve
skupiné B potkani transplantovani v roce 2004. Sledovali jsme délku darcovské operace,
délku prijemcovské operace a délku manipula¢niho ¢asu (tzn. ¢as provedeni anastoméz).

3.1.4 Vysledky

Vysledky ukazuje tabulka 1. Ve skupiné A zemfeli kvuli krvaceni bez zjisténi priciny pfi
pitvé 2 pfijemci, 0. resp. 2. pooperacni den;. Ve skupiné B zemrel 1 pfijemce kvili krvaceni
z anastoméz 0. pooperaéni den. Uspé$nost transplantace byla ve skupiné A 81,8% a ve
skupiné B 91%.

pocet zvifat | doba darcovské operace [ délka transplantace | manipulacni ¢as
skupina A 11 93,0’ 67’ 41,6°
skupina B 11 77.8 50,2’ 33,57
P Ns <0,05 <0,001 <0,001

Tab. ¢. 1 Zhodnoceni trvani darcovské a prijemcovské operace a manipulaéniho ¢asu v obou
skupindch

10
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3.1.5 Zavér

Zvladnuti mikrochirurgické techniky transplantace tenkého stfeva u potkana je
zakladnim predpokladem pro provadéni dalSich studii. V ndami popsaném modelu
transplantace jsme dosahli srovnatelnych vysledkd s ostatnimi autory, jak v prezivani zvirat,
tak i v délce manipulacniho ¢asu.

11
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3.2 Druha faze experimentalni prace - Ovlivnéni akutni rejekce tenkého stieva podanim
gemcitabinu

3.2.1 Uvod

Gemcitabine  (2°2’-difluorodeoxycytidine, dFdC) patfi mezi pyrimidinové
antimetabolity. PGvodné byl vyvinut jako antivirotikum. Diky své cytotoxicité je pouzivan
jako adjuvantni lék proti nékterym solidnim nadorim. V poslednich nékolika letech se
objevily experimentdlni studie popisujici imunosupresivni ucinek dFdC po allogenni
transplantaci srdce, ledvin a jater na zvifecim modelu. Toto nas vedlo k vyzkouseni Ucinku
gemcitabinu v prevenci akutni rejekce po transplantaci stfeva u potkana.

3.2.2 Materidl a metody

3.2.2.1 Skupiny

Zvirata jsme rozdélili do ¢tyr skupin (tab.2)

. pocet kombinace .
skupina r . imunosuprese
zvirat kmenu
A 6 BN-> LEW zadna
B 6 BN-> LEW tacrolimus 1mg/kg/den
C 6 BN-> LEW gemcitabine 100ug/kg/den
D 6 BN-> LEW gemcitabine 150ug/kg/den

Tabulka €. 2- Rozdéleni zvifat do experimentalnich skupin

3.2.2.2 Transplantace tenkého streva

Pribéh transplantace tenkého stfeva byl detailné popsdn v kapitolach 3.1.1 a 3.1.2.
Za technicky UspéSnou transplantaci jsme povazovali preziti pfijemct po dobu minimalné 3
dn(.

3.2.23 Histologie

Histologické preparaty byly vyhodnoceny patologem 3. a 7.den podle stupné
rejekce (Tab.3).

12
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stupen rejekce histologicky nalez
nepritomnost zanétlivych bunék v lamina propria a
intraepitelialné

zadné znamky kryptitidy

zadné zmény architektury klkd

pfitomnost zanétlivych bunék v lamina propria
zadné epitelialni zmény

mirna kryptitida

zadné zmény architektury klkd

nalez mezi stupném 1 a 3

2- stfedni rejekce povrchni zmény v architektuie kIku

destrukce epitelu az do vySe 1/2 klkl

transmurdlni infiltrace lymfocyty a ostatnimi elementy
destrukce epitelu zasahujici vice nez do 1/2 klki
Tabulka €. 3— Grading akutni rejekce stfeva

0- zadné znamky rejekce

1- mirna rejekce

3- téZka rejekce

3.2.3 Vysledky

Vysledky pfehledné ukazuje tabulka 4.

skupina | imunosuprese 3.den 7.den p (7.den)
A zadna 0,00000(1,1,223,3
B FK506 1mg/kg/den |0,0,0,0,1,1/0,0,0,0,0,0 ' <0,01vs.A,C,D
C dFdC 100pg/kg/den [0,0,0,0,0,0(1,2,2,2,2,3 nsvs. A, D
D dFdC 150pg/kg/den [0,0,0,0,1,1(1,2,2,2,2,2 nsvs. A, C

Tab.C. 4. Histologické nélezy rejekce v jednotlivych skupinach (0-zadna rejekce, 1-mirna
rejekce, 2- stfedni rejekce, 3-tézka rejekce)

3.2.4 Diskuze

V nasem modelu jsme zvolili davkovani gemcitabinu 100 a 150 pg/kg/den. Ve
vSech dosud publikovanych studiich bylo pouZito ucinného davkovani pravé vtomto
intervalu. Nizsi hodnoty nevykazuji dostatecny imunosupresivni efekt. Vyssi hodnoty nemaji
své opodstatnéni pro vysoky vyskyt infekénich komplikaci. Zatimco dFdC nebyl schopen
zabranit rozvoji akutni rejekce ani v jednom z uvedenych davkovani, tacrolimus spolehlivé
zamezil vzniku akutni rejekce stfevniho Stépu. V nasi studii jsme standardné nemonitorovali
hladiny tacrolimu, protoZze jsme vychazeli z ddvkovani uZitého v jinych studiich. Bylo by
vhodné vyzkousSet dFdC v kombinaci s jinym imunosupresivem, které bylo prokazano jako
efektivni v modelu transplantace srdce.

3.2.5 Zavér

Gemcitabine v nami vyzkouseném ddavkovani neni schopen zabranit rozvoji
akutni rejekce v allogennim modelu transplantace tenkého stfeva u potkana.

13
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3.3 Treti faze experimentalni prace- Technika rekonstrukce lymfatickych cév
v modelu transplantace tenkého stfeva u potkana

3.3.1 Uvod

Tenké stfevo disponuje velmi dobfe vyvinutym lymfatickym systémem, ktery vedle
zakladnich funkci zajistuje i resorpci tekutin a tukl ze stfeva. Diky obrovskému slizni¢nimu
povrchu a kontaktu sinfekénim stfevnim obsahem je lymfaticky systém tenkého stfeva
dobfe vyvinuty.

Model transplantace tenkého stfeva se soucasnou rekonstrukci lymfatickych cest
muzZe byt vhodnym modelem pro studium vyznamu lymfatickych cév pfi orgdnovych
transplantacich.

3.3.2 Material a metody

3.3.2.1 Skupiny

Zvitata jsme rozdélili do péti skupin (tab. 5).

Skupina | pocet zvifat | rekonstrukce lymfatik imunosuprese
A 6 NE zadna
B 6 ANO zadna
C 6 NE FK 506 1mg/kg/den
D 5 ANO FK 506 0,15mg/kg/den
E 5 NE FK 506 0,15mg/kg/den

Tabulka €.5 — Charakteristika jednotlivych experimentalnich skupin

3.3.2.2 Transplantace tenkého stfeva s primarni rekonstrukci lymfatickych cév
OPERACE DARCE

Operace darce se v nékolika bodech odliSuje od postupu pfi izolované transplantaci
tenkého streva. Pocatecni faze operace, poloha zvifete, pouZitd anestesie a pouzité
instrumentarium, je shodnd s postupem uvedenym v kapitole 3.1.1. Po uvolnéni kaudalni
Casti aorty kranialné od bifurkace aorty, uvolnéni vena portae a oddéleni oralniho a
abordlniho konce jejuna pfistoupime k preparaci lymfatickych cév. Pracujeme pod
maximalné moznym zvétSenim mikroskopu. Nejprve opatrné oddélime aortu od
retroperitonea az tésné pod odstup arteria mesenterica cranialis, vyhledame a mezi
ligaturami prerusime oba trunci lumbales a lymfaticky kolektor levé ledviny. Ductus
thoracicus preparujeme z pravé strany zvifete. PodvaZzeme pravou renalni tepnu (odstupuje
obvykle v Urovni a.mesenterica cranialis) a lymfaticky kolektor pravé ledviny. Dale tupé
uvolnime aortu od retroperitonea kranidlné aZ za odstup arteria celiaca. Zde musime dbat
zvySené opatrnosti, abychom neporanili cysternu chyli, ktera je fixovana k dorzalni strané
aorty v misté odstupu arteria mesenterica cranialis a ductus thoracicus, ktery bézi po
dorsolateralni strané aorty. Kranialné od odstupu arteria celiaca oddélime tupé ductus
thoracicus od aorty a dale jej preparujeme az k jeho priichodu branici. Podvazujeme drobné
lumbalni tepénky odstupujici z aorty. V dalsi fazi podvazeme arteria celiaca spolecné
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s prislusnymi lymfatiky. V zavérecné fazi tupé uvolnime od retroperitonea segment aorty i
z levé strany. Nyni je Stép pripraven k proplachu konzervaénim roztokem a je tvofen 7-10cm
dlouhym segmentem jejuna s pfislusSnym mesenteriem, vena portae, segmentem aorty od
bifurkace kranialné k odstupu a. celiaca a lymfatickymi cévami sbirajicimi lymfu ze stfevniho
$tépu a vyustujicimi do ductus thoracicus (obr. 3).

Obr. €. 3- Stav pred perfuzi, uvolnénd aorta (1), vena portae (2) a ductus thoracicus (3)

Podvazeme aortu kranialné od bifurkace a kranidlné od odstupu a.celiaca. Zavedeme
perfusni kanylu do aorty nad bifurkaci a pferusime vena portae tésné u vstupu do jater a
zahdjime perfuzi cca 3-4ml heparinizovaného fyziologického roztoku. MnoZstvi roztoku
(obvykle 3-4ml) zdavisi na kvalité perfuze, kterou hodnotime jednak makroskopickym
vzhledem stfevniho $tépu a ddle Cirosti roztoku odtékajiciho cestou v. portae ze stfeva. Po
skonéeni perfuze prerusime aortu v misté zavedené kanyly a kranidlné od podvazu aorty pod
branici, vyjmeme $tép a umistime ho do chladného fyziologického roztoku a zvife utratime
v souladu s Projektem pokusu.

Preparace lymfatickych cév prodlouzi odbér stfevniho Stépu v priiméru o 45 az 60
minut.

OPERACE PRIJEMCE

Pocatecni faze transplantace se nelisi od postupu detailné popsaného v kapitole
3.1.2. Krekonstrukci lymfatickych cév pfistoupime az po dokonceni tepenné i Zilni
anastomozy a po reperfuzi transplantovaného stfeva. Opét pracujeme pod nejvétSim
moznym zvétSenim mikroskopu. Tupé si uvolnime cysternu chyli kaudalné od odstupu arteria
mesenterica cranialis z aorty. Na jeji ventralni strané provedeme kratky podélny fez, ktery se
diky retrakci stény stane ovalnym. VysuSime operacni pole od vytékajici lymfy, abychom
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neztratili pfehlednost. Nyni provedeme anastomdézu mezi darcovskym ductus thoracicus a
cysternou chyli pfijemce. Pouzivdme steh Vicryl 10-0 nebo 11-0 a dbame na to, aby sutura
nebyla pod napétim, a aby nedoslo k rotaci ductus thoracicus. Jako prvni zakladdme steh na
pravy horni okraj otvoru v cysterna chyli a dale pokracujeme proti sméru hodinovych rucicek
jednotlivymi stehy, které uzlime vné anastomdzy. Pfed zaloZenim poslednich dvou steh( si
prekontrolujeme jesté prichodnost anastomdzy tenkou kanylou. Obvykle postacuje 4-6
jednotlivych stehd. Anastomdza nemusi byt zcela vodotésnd, protoze tlak v lymfatickém
systému je podstatné nizsi nez v tepenném i Zilnim systému a pfipadné drobné netésnosti se
brzy spontanné uzaviou. Béhem Siti je vhodné operacni pole i lumen ductus thorcicus
prabéziné proplachovat, aby nedoslo ke slepeni stén a k nasledné stendze anastomdzy (obr.
4). Na zavér mizeme jesté pfipojit adaptacni steh kranidlniho podvazaného konce darcovské
aorty k retroperitoneu, ¢imz snizime tah v lymfo-lymfatické anastomaéze.
Rekonstrukce lymfatickych cév prodlouzi dobu transplantace o 30-45 minut.

Obr. €. 4- Stav po dokonceni tepenné, Zilni a lymfatické (1) anastromdzy

3.3.3 Vysledky

0 0 0,0,0,0,0,0 1,1,2,2,3,3

0 ANO 0,0,0,0,0,0 1,1,2,2,2,2

1mg/kg/den 0 0,0,0,0,1,1 0,0,0,0,0,0
0,15mg/kg/den ANO 0,0,0,0,0 1,1,1,1,2
0,15mg/kg/den 0 0,0,0,0,1 1,1,1,2,2

Tabulka €.7- Histologické nalezy-rekonstrukce lymfatik (0- Zadna rejekce, 1- mirna rejekce, 2-
stfedni rejekce, 3- tézka rejekce
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3.3.4 Zavér

Uvedeny model transplantace tenkého stfeva s rekonstrukci lymfatickych cév na
potkanovi ukazuje, Ze mikrochirurgickd primarni rekonstrukce odtoku Ilymfy je
reprodukovatelna a technicky mozna. Je zakladem pro dalSi experimenty a po vysvétleni a

vvvvvv

uplatnéni i v klinické transplantaci streva.
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3.4 Ctvrta faze- preklinicka- Chirurgicka technika odbéru
tenkého streva pro transplantaci

3.4.1 Uvod

Vzhledem k zamyslenému zahdjeni programu klinické transplantace stfeva jsme se
zaméfili na dokonalé zvladnuti chirurgické techniky odbéru stifevniho Stépu.

3.4.2 Materiadl a metody
3.4.2.1 Charakteristika skupiny

Uskutecnili jsme odbér tenkého streva celkem u Sesti kadaverdznich darcl, kteri
splnovali kritéria pro multiorganovy odbér. Charakteristiku skupiny ukazuje tabulka ¢. 8.

Darce | Pohlavi | Vék Pricina smrti
1 yA 68 subarachnoidalni krvaceni
) 5 56 subarachnoidalni krvaceni-ruptura
aneurysmatu
3 M 32 maligni edém mozku-hypoxické poskozeni
mozku
4 M 71 kraniotrauma
5 V4 61 CMP krvéciva
6 Z 58 asfyxie

Tab.¢. 8- Charakteristika skupiny kadaverdznich darcl k odbéru tenkého stfeva
3.4.3 Histologické vysetreni

U vzorkd jsme hodnotili stupen jejich morfologického poskozeni podle Parkovy
klasifikace, jak ukazuje tabulka ¢.9.

p;;:::::ni histologicky nalez
0 normalni nalez
1 poskozeni klkd pouze na jejich vrcholu
2 nalezmezila3
3 vyrazné poskozeni architektoniky klk( dosahujici az k jejich
bazi

Tab. €.9 Ischemické poskozeni strevni sliznice
3.4.4 Chirurgicka technika odbéru tenkého streva
Stfedni laparotomiii od procesus xyphoideus k symfyse si vytvofime dostatecny

pristup do dutiny bfisni. Nejprve provedeme dukladnou revisi celé bfisni dutiny. Preparaci
v retroperitoneu a uvolnénim kolon descendens véetné hepatdlni flexury si ozfejmime a

18



Autoreferat dizertacni prace MUDr. Michal Kudla 2009

pripravime k pozdéjsi kanylaci subrenalni Usek aorty a dolni duté Zily. Mezi ligaturami
prerusime dolni mesenterickou tepnu. Kocherovym manévrem mobilizujeme duodenum a
oziejmime z laterdlni strany odstup horni mezenterické tepny (AMS- arteria mesenterica
superior) a subhepatdini pribéh dolni duté Zily. Uvolnime proximalni ¢ast horni
mesenterické tepny vrozsahu 3-5cm, abychom zjistili pfipadny odstup akcesorni pravé
jaterni tepny. Kranidlné od horni mesenterické tepny si obejdeme aortu a pfipravime se na
pfipadné okamZité zahdjeni perfuse organU (napf. pfi obéhové nestabilité pacienta).
V pfipadé multiorganového odbéru, jehoz soucasti je i odbér jater, je tfeba aortu obejit
tésné pod branici. Skeletizujeme mezenterium v oblasti ileocékalniho pfechodu a
podvazeme vétve vasa ileocolica jdouci k céku, zachovame odstupy pro terminalni ileum.
Zavésnou ligaturou si oznacime kaudalni konec stfevniho Stépu tésné pred ileocékalnim
pfechodem. Podvazeme a mezi ligaturami prerusime vasa colica dextra a vasa colica media.
Deliberujeme D3 usek duodena a 1. jejundlni klicku, kde si opét zavésnou ligaturou oznacime
proximalni konec $tépu. DalSim krokem je preparace proximalniho Useku vena portae, ktera
vznikd soutokem vena mesenterica superior a vena lienalis. Podvazujeme drobné Zily jdouci
do vena mesenterica superior zduodena a z pankreatu. Stfevni Stép nyni tvofi celé tenké
stfevo od prvni jejunalni klicky az k oblasti termindlniho ilea na cévni stopce tvorené arteria
mesenterica superior a vena portae. Nyni jsme pfipraveni ke spolecné perfuzi ledvin a
tenkého streva. Po celkovém podani heparinu (250j/ kg) infrarenalné zakanylujeme aortu a
dolni dutou Zilu. Zasvorkujeme ¢i podvazeme aortu nad odstupem arteria mesenterica
superior a zahdjime spolecnou perfuzi stfeva a ledvin roztokem Custodiolu. Obvyklé
mnozstvi spotfebovaného perfuzniho roztoku cini 3-5 litrG a je zavislé na dokonalé kvalité
perfuze Stépu tenkého streva, kterd se projevi odbarvenim mezenteria i stfevni stény. Po
skonceni perfuze zvyklym zplsobem explantujeme obé ledviny. Linedrnim staplerem ¢i mezi
ligaturami prerusime proximalni a distalni konec strevniho Stépu, odebereme horni
mezenterickou tepnu vcetné terciku aorty a prerusime horni mezenterickou Zilu v oblasti
soutoku s v. lienalis a Stép vyjmeme a umistime do roztoku Custodiolu.

Po naloZeni svorky na aortu a po zahajeni perfuze zacind doba studené ischemie
organu.

3.4.5 Vysledky

JEJUNUM ILEUM
Studena . . , A — . S
ischémie stupen poskozeni | prumér stupen poskozeni prumer
lhod 0,1,0,0,0,0 0,1 0.0.0.0.0.0 0
6hod 2,2,3,2,2,2 2,1 1,1,2,1,0,2 1,1
9hod 2,2,2,3,2,2 2,1 0,2,2,2,1,1 1,3
12hod 3,3,2,2,3,2 2,5 3,2,1,2,2,2 2
24hod 3,3,2,2,3,2 2,5 2,2,3,2,2,2 2,1

Tab. ¢. 10 Vysledky histologie- konzervacni poSkozeni
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3.4.6 Diskuze

Hlavnim cilem nasi prace bylo dokonalé zvladnuti techniky odbéru Stépu tenkého
stfeva z kadaverdzniho darce v ramci ptipravy klinického programu transplantace stfeva na
nasem pracovisti. DalSim cilem bylo zjistit, zda se lisi citlivost jejuna a ilea k ischemickému
poskozeni. Ma to vyznam jednak pro volbu Useku stfeva pfi odbéru stfeva pro pfibuzenskou
transplantaci a také je uddvan vyssi vyskyt rejekci u organl postizenych ischemicko-
reperfusnim poskozenim. ZnaSich vysledk(i vyplyva, Ze neni rozdilu v senzitivité na
ischemické poskozeni jednotlivych Usek( tenkého stfeva (jejunum vs. ileum). Dale jsme
zjistili, Ze po uplynuti 6 hodinové studené ischémie jiz nedochazi k tak rychlému prohloubeni
morfologickych zmén stfeva. Tento vysledek je prekvapivy, protoze nase predchozi pokusy
na potkanech ukazuji vyrazny narlst ischemického poskozeni mezi Sestou a devatou
hodinou, proto jsme volili i ¢asy odbérl vzorkd s dlirazem na 9.hodinu. V klinice se udava
doba studené ischémie pro transplantaci tenkého stfeva v rozmezi 6-12hodin.

3.4.7 Zavér

Zvladli jsme chirurgickou techniku odbéru tenkého streva pro transplantaci
z kadaverozniho darce, ktera je nezbytnym predpokladem k provedeni klinické transplantace
tenkého stfeva. Neprokazali jsme rozdil v citlivosti na ischemické poskozeni mezi jejunem a
ileem.
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4 Zavéry dizertaCni prace

Vprvni fazi experimentalni prace jsme =zvladli mikrochirurgickou techniku
transplantace tenkého stfeva u potkana, coZ je zdkladnim predpokladem pro provadéni
dalsich studii. V ndmi popsaném modelu transplantace jsme dosahli srovnatelnych vysledk
s ostatnimi autory, jak v pfezivani zvifat, tak i v délce manipulacniho ¢asu.

Ve druhé fazi experimentu jsme zjistili, Ze cytostatikum gemcitabine v nami
vyzkouseném davkovani neni schopno zabranit rozvoji akutni rejekce v allogennim modelu
transplantace tenkého stfeva u potkana.

Ve treti fazi experimentdlni prace jsme zvladli mikrochirurgickou techniku
transplantace lymfatickych cév v modelu transplantace stfeva u potkana. Je tim vytvoren
zaklad pro dalsi experimenty a po vysvétleni a pochopeni mechanismu pozitivniho efektu

vvvvvv

v klinické transplantaci streva.

Ve cCtvrté fazi experimentu jsme si osvojili techniku odbéru tenkého streva
z kadaverozniho darce Neprokazali jsme rozdil v citlivosti na ischemické poskozeni mezi
jejunem a ileem. Tato cast je jednim z poslednich krokl pred chystanym zavedenim klinické
transplantace tenkého stfeva na naSem pracovisti.
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