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Anotace

Prvni oddil disertatni prace se podrobné vénuje
experimentalni  technice  transplantace  jater na
laboratornim potkanovi. Druhd ¢éast je zaméfend na
testovani nového imunosupresiva gemcitabinu oproti
referen¢nimu  cyklosporinu ~ A.  Vyuziti  tohoto
cytostatika, podavaného v nizké divce s minimalni
celkovou toxicitu k prevenci odhojeni alogenniho stépu
jater, by bylo pro klinickou praxi velmi zadouci, nebot’
velmi  Castou indikaci k transplantaci jater je
hepatocelularni karcinom. Navic, k vedlejsim efektim
imunosupresiv patii vznik de novo malignit. U zvifat
léCenych  gemcitabinem  jsme  pozorovali  niz$i
nefrotoxicitu, nicméné histologické vySetieni Stepu u celé
skupiny prokazalo stfedné zavaZznou akutni rejekei, kterd
nebyla pfitomna u zvifat v cyklosporinové skupiné. Dle
nasich zavérl gemcitabin neni schopen v monoterapii

zabranit ale pouze snizit zavaznost akutni rejekce jater.



Annotation

The first part of thesis is focused on the technical aspects
of experimental model of liver transplantation on rats.
The second part describes the research project that tested
a novel immunosuppressive drug gemcitabine compared
to low dose of cyclosporine A on the acute liver rejection
model. To use a cytostatic drug in a low dose with a
minimal toxicity as an immunosuppressant would be
attractive for clinical use. Particularly because liver
transplantation for hepatocellular carcinoma represent a
frequent indication nowadays and also due to risk of
development of a new post transplant malignancies as an
side effect of standard immunosuppressant. Our results
showed lower nephrotoxicity compared to cyclosporine,
however, did not confirm the previous optimistic reports
in terms of rejection treatment as it only mildly decreased
the rejection severity. Our data suggests that gemcitabine

cannot be used as a main immunosuppressant alone.
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1. Uvod

Experimentdlni model transplantace jater s pouZzitim
laboratorniho potkana byl v Ceské republice poprvé

popsan v roce 1999 (1, 2).

V témze roce Margreiter a spolupracovnici publikovali
vysledky experimentdlni studie popisujici zamezeni
akutni rejekci na modelu allogeni transplantace srdce
podavanim gemcitabinu (3). Byla to prvni literarni
zminka pojednavajici o pouziti tohoto cytostatika,
uzivaného k terapii mnoha solidnich nadord, ve zcela

nové indikaci (4).

Akutni rejekce v klinické praxi transplantace jater
v dnesni dobé nepfedstavuje zavazny problém. Jaterni
Stép vyvolava v téle piijemce nejméné prudkou alogenni
imunitni odpoveéd V porovnani s ostatnimi
transplantovanymi organy a standardni imunosupresivni
latky, kalcineurinové inhibitory (CNI) tacrolimus a
cyklosporin A, jsou natolik ucinné léky, ze k akutni

rejekci v klinické praxi dochazi pouze u 10 — 20 %



pacienti. Hlavnim nezddoucim ucinkem CNI je
nefrotoxicita. Z dlouhodobého hlediska kromé ni vSak
pacientim hrozi i vyss$i vyskyt malignich onemocnéni a
toto riziko je spojeno s vétSinou imunosupresivnich latek
pouzivanych v transplanta¢ni medicin¢. Cilené snizeni
bunécéné imunity, braniciho rejekci Sté€pu, s sebou piinasi i
oslabeni obranyschopnosti organismu proti de novo
vznikajicim malignitdm 1 rychlejsi progresi ptipadné
recidivy diivéjsiho nadorového onemocnéni. Vyvijeni a
testovani novych, srovnatelné ucCinnych, ale méné

toxickych 1é¢iv, tak predstavuje stale velmi dilezity ukol.

Gemcitabin v nizkych davkach vykazuje malou toxicitu
(5). Navic by jeho protinadorové piisobeni bylo velmi
vitanou  aktivitou pfi  transplantaci  jater = pro
hepatocelularni karcinom. Globalné tato indikace tvofi
15-25% provedenych transplantaci. Dlouhodobé ptezivani
pacientll je ovlivnéno predev§im rekurenci primarniho

nadoru.

Vyse zminéné divody nas vedly kplanu testovat

gemcitabin na experimentdlnim modelu transplantace
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jater na laboratornim potkanovi. Popisu techniky
transplantace, vyuzit¢ vnaSich podminkych poprvé

k provedeni experimentu, je vénovana prvni ¢ast prace.

Druhy oddil se vénuje vlastnimu pokusu a analyze

vysledk.

2. Materialy a metodika

2.1. Transplantace jater u laboratorniho potkana

Ortotopicka  transplantace jater byla provadéna
modifikovanou metodou (2) bez revaskularizace
hepatalni artérie, jak ptivodné popsal Kamada, Clane and
Lee (6,9) v celkové inhalacni anestézii Isofluranem
(Forane, Abbot Laboratories Ltd., Velka Britanie). Jatra
dérce byla promyta sterilnim ledovym fyziologickym
roztokem pies portalni zilu. Implantace jater byl
zapoCata anastomo6zou suprahepatické vena cava 8-0
pokracujicim stehem. Anastomdézy vena portae a

infrahepatické vena cava byly provedeny 9-0



nylonovymi pokracujicimi stehy a zlu¢ovod byl napojen
pomoci 22G stentu. Uhynuti zvifete do 7 dne jsme
povazovali za technickou chybu a zvife nebylo zahrnuto

do studie.

2.2. Charakteristika podavanych 1é¢iv
Gemcitabin

Gemcitabin ~ (2'2’-difluorodeoxycytidin, dFdC) je
pyrimidinovy antimetabolit, ktery byl plvodné vyvinut
jako antivirotikum. Pozdé&ji byl pro svilj cytostaticky
ucinek schvalen k adjuvantni lécbé Sirokého spektra
solidnich nadord (4, 6, 7). Nedavno byl gemcitabin
v experimentalnim modelu pouZit jako imunosupresivum
(3, 8).

Gemcitabin je pifi vstupu do bun¢k fosforylovan
deoxycytidin kindzou, kterd je ve vysoké koncentraci
pritomna v lymfocytech. To je také podkladem pro jeho
imunosupresivni u€inky.

Utinek gemcitabinu na rejekci u transplantace jater nebyl

jesté studovan. Cilem nasi studie bylo otestovani

9



schopnosti gemcitabinu zabranit akutni rejekci jater u

potkanti (9).

Cyklosporin A

Cyklosporin A (CyA) je cyklicky polypeptid se
selektivnim imunosupresivnim uc¢inkem. Jeho zavedeni
do klinické praxe v roce 1972 bylo spojeno s vyraznym
zlepSenim pfeZivani pacientil 1 organil po transplantacich

(10, 11).

CyA inhibuje metabolické¢ drahy zapojené do ptenosu
signalu z receptort T-lymfocyti do jejich jadra a tim
blokuje aktivaci genl pro syntézu lymfokin na Grovni
transkripce. Hlavnimi vedlejsSimi ucinky CyA jsou
nefrotoxicita, hepatotoxicita a neurotoxicita. CyA je
povazovan pii transplantacich organd za standardni
medikaci a proto byl zvolen jako referencni

imunosupresivum.
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2.3. Model akutni rejekce jater a ptivod zviiat

Pouzili jsme experimentalni model akutni rejekce jater u
potkana pomoci kombinace kmeni Dark Agouti (darce)
a Lewis (pfijemce). Pfi transplantaci této kombinace
zvitat je navozena té¢zka akutni rejekce $tépu se stredni

dobou piezivani 11,2 £ 1,5 dne (12).

Dospéli samci potkanii kmene  Dark Agouti (DA,
RTlavl) a Lewis (LEW, RT1l), vazici od 260 do 340
grami, byli ziskani zchovli v Harlanu, Nizozemi a
Charles River, Némecka. Potkani byli chovani
v obvyklych klecich s volnym pfistupem k potravé pro
hlodavce a vod€. VSechna zvifata méla zajiSténou péci
podle narodnich ptedpist pro péci o zvirata a projekt byl
schvalen mistni etickou komisi mistni a ministerstvem
zemédelstvi v souladu s ptislusnou ¢eskou legislativou

(zakon 246/1992 Sb. na ochranu zvifat).
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2.4. Testované skupiny zvirat

Zvitata byla rozdélena do 3 skupin: kontrolni skupina A.
(n = 6) bez podani imunosupresiva, skupina B. (n = 5)
lécena cyklosporinem A (Sandimmun Neoral, Novartis
Pharma AG, Svycarsko) vdavce 2,5 mg/kg/den a
skupina C. (n = 5) lé€ena gemcitabinem (Gemzar, Lilly
France S.A., Francie) vdavce 100 pg/kg/den.
Imunosuprese byla podavana subkutinné jednou denné
poc¢inaje dnem transplantace. VSechna zvifata byla
utracena sedmy den po transplantaci, kdy byly odebrany
krevni vzorky a tkan jaterniho S§tépu k histologickému

vySetieni.
2.5. Biochemické vySetieni

Biochemické parametry - hladiny bilirubinu, alanin
aminotransferdzy (ALT), aspartdit aminotransferazy
(AST), alkalické fosfatazy (ALP), gama glutamyl
transpeptidazy (GMT), albuminu, kreatininu a urey -
byly stanoveny ze vzorkl séra odebraném pii usmrceni

zvitete sedmy den po transplantaci.
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2.6. Histologické vySetieni

Vzorky jaternich $tépti byly fixovany 10% neutradlnim
formolem a poté zpracovany parafinovou technikou podle
bézného protokolu. 5 pm silné fezy byly barveny
hematoxylin-eosinem. Histopatologické nalezy byly
hodnoceny semikvantitativné¢ podle Banffského schématu

pro grading akutni rejekce jaterniho stépu (13).

2.7. Statistické zpracovani dat

Sledované parametry u jednotlivych zvifat jsou
presentovany jako frekvence vyskytu pro kategorické
proménné (skore akutni rejekce) a medidn s rozptylem
krajnich hodnot pro kontinualni proménné (biochemické
vySetfeni). Charakter rozlozeni biochemickych hodnot
v jednotlivych skupinach zvifat byl otestovan pomoci
testu normality dle Shapiro-Wilka a rozdily mezi
skupinami byly porovnavany pomoci Mann-Whitneova
U-testu. P hodnoty mensi nez 0,05 byly povazovany za
signifikantni. Ke statistickému zpracovani vysledkd byl
pouzit SPSS software, verze 15.0 pro Windows (SPSS
Inc. Chicago, IL, USA).
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3. Vysledky

Histopatologické nalezy ve vzorcich z jaternich $tépa byly
rozdilné v kazdé skupiné a rozdily mezi skupinami A-B,
B-C a A-C byly statisticky vyznamné. Prehled
histopatologickych nalezii u jednotlivych skupin zvitat
zobrazuje graf 1 a obrazek 1. Morfologické zmény
odpovidajici tézké akutni rejekci byly nalezeny ve vSech
vzorcich ze skupiny A (nelécend zvifata, RAI 8/9, obr.
1A). Ve skupin¢ B (lécené¢ CyA) nebyly zjistény zadné
znamky rejekce (RAI 0/9, obr. 1B), zatimco u skupiny
s gemcitabinem byly zastiZeny morfologické znaky

sttedné zavazné akutni rejekce (RAI 6/9, obr. 1C).

Rozdily stfednich hodnot hladin bilirubinu, AST a ALT
dosahly statisticky vyznamnych rozdili mezi lécenymi
skupinami B a C v porovnani s kontrolni skupinou A.
Rozdily mezi skupinami B a C vSak byly statisticky
nevyznamné. Hladiny kreatininu i urey byly signifikantné
niz§i u vSech zvifat z gemcitabinové skupiny oproti

cyklosporinové skupiné (29,9 vs 22,4 pmol/l, p = 0,040,
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respektivé 10,3 vs 7,2 mmol/l, p

0,008). Detailné

laboratorni vysledky prezentuje tabulka 1.

Tabulka 1. Piehled vysledki biochemickych vySeti‘eni

Skupina A

Skupina B

Skupina C

P hodnota*

Bilirubin (umol/l)

AST (pkat/l)

ALT (pkat/l)

ALP (pkat/l)

GMT (pkat/l)

Albumin (g/1)

Kreatinin (umol/l)

Urea (mmol/l)

159,1 (113,4-205,0)

274 (12,5 - 46,0)

13,0 (5,3 - 21,8)

8.6 (7,2 10,4)

0,03 (0,02 — 0,04)

20,6 18,8 —22,4)

NA

NA

120,8 (33,8-242,6)

13,0 (7.5 - 18,4)

5.6 (2,0 - 12,0)

13,7 (10,1 - 21,5)

0,38 (0,14 - 0,86)

26,0 (23,0 — 27.8)

29,9 (23,1 - 34,3)

10,3 (8,9 11,7)

62,1 (20,7-116,1)

11,1 (5.9 14,1)

6,1(3,0-8.8)

10,5 (7,6 — 13.9)

0,06 (0,03 — 0,08)

24,8 (23,6 - 26,0)

22,4 (20,2-254)

7,2 (6,1 -8,6)

0,421

0,690

0,690

0,730

0,058

0,620

0,040

0,008

* P hodnota pro porovnani B vs C
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Obr.1A: Jatra z nelécené skupiny: tézka akutni rejekce

v jaternim Stépu.

Obr.1B: Jatra z cyklosporinové skupiny: jaterni tkan bez

morfologickych znamek rejekce.

Obr.1C: Jatra z gemcitabinovée skupiny: stredné tézkd
akutni rejekce v jaternim Stépu, centrolobularni oblast bez
endotelialitidy, bez nekroz hepatocytii.
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4. Diskuze

Prvni Cast disertatni prace detailné pojednava o
technickych  aspektech  transplantace  jater  na
experimentalnim modelu laboratorniho potkana. Samotna
metoda transplantace je stara jiz nékolik desetileti, ovSem
jeji detailni popis véetné odkazii na pfiCiny letalnich
technickych netspéchli a dlouhou fazi néacviku je 1 ve
svétove literatute stézi dohledatelny. Nase skupina zavedla
metodu v roce 1998 po predchozim pobytu na
experimentalnach pracovistich v Némecku a s nékolika
modifikacemi je tento model nyni soucasti Siroké palety
experimentalnich modelti pouzitelnych v transplantacni
mediciné na nasem pracovisti (1, 2, 14, 15). Testovani
gemcitabinu pfedstavovalo prvni praktické vyuziti modelu
ve vyzkumu a ukazalo se byti pfinosné.

Mezi hlavni nezadouci ucinky standardné pouzivanych
imunosupresiv u transplantaci jater (kalcineurinovych
inhibitord, cyklosporinu a tacrolimu) patii nefrotoxicita,
diabetogenni efekt, neurotoxicita a v neposledni fadé

i vznik de novo maligniich onemocnéni. Mycofenolat
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mofetil mize zpisobovat zaludecni potize a leukopenii
(16). Dalsi latka, sirolimus, je pouzivdna s opatrnosti,
protoze u ni byl pozorovan vyskyt trombodz hepatické
artérie (17, 18). Rozsifeni spektra terapeutik, pouzivanych
u jaternich transplantaci, o latky s méné nezddoucimi
ucinky, by bylo velice pfinosné. Gemcitabin, ktery ve
standardni cytostatick¢é davce ukazuje pomérné nizkou
celkovou toxicitu (5), by mohl byt jednim z téchto 1ékd.
Jeho imunosupresivni Uc¢inek byl poprvé zkouman
Margraiterem na modelu transplantace srdce u potkant a
predbézné vysledky byly povzbuzujici (3). Potvrdily
hypotézu, ze opakované podavani nizkych davek dFdC
primarné ovliviiuje imunokompetentni buiky. In vivo byl
dFdC testovan pfi alogenni transplantaci srdce u potkani
ve zvySujicich se davkach a prodlouzené preziti Stépu bylo
pozorovano od davkovani pocinaje 75 pg/kg/den. Lécba
davkou 100-125 pg/kg/den byla schopna prodlouzit preziti
Stépu od 8 dni az do 150 dnti. Niz8i davky nebyly Gc¢inné a
vyssi davky byly toxické a zhorSovaly celkové preziti,
prestoze Stép zlstal funkéni. Nejcastéjsi pti¢ina smrti byla
plicni infekce. Pozitivni efekt dFdC byl pozdéji potvrzen
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také Jungem a spol. (8), ktery testoval dFdC na potkanich
modelech akutni rejekce ledvin a srdce a na modelu
akcelerované akutni rejekce srdce. Akcelerovana rejekce
byla indukovéna ptedchozi sensitizaci piijemct Lewis
kGzi z Brown Norway darct 7 dni pfed srdecni
transplantaci. U prvniho modelu transplantace srdce byla
rejekce oddalena z 8. na 37. den u (130 pg/kg/den)
respektive z 8. dne na 69. den u transplantace ledvin (150
png/kg/den), zatimco u druhého modelu (akcelerované
rejekce) to bylo z 24 - 36 hodin na 5 dni (150 pg/kg/den).
Tento vysledek je v protikladu s udaji Margreitera, ktery
u takto vysokého davkovani popisoval zavazné nezadouci
ucinky, jako prehnanou imunosupresi s ireverzibilni
myelotoxicitou a thyn zvifat s fungujicim S$tépem na
infekce. Bohuzel, histologické nalezy =z jaternich
a srde¢nich $tépl nebyly prezentovany (8).

Na rozdil od vyse uvedenych studii, které sledovaly dobu
histologickych nalezi ve vzorcich z jaternich $tépu (9).
Pouzivali jsme ovéfeny model akutni rejekce jater u

potkana mezi plné alogenimi kmeny Dark Agouti a Lewis
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(12). Imunosupresivni 1uc¢inek jsme hodnotili podle
histologickych nalezli, které velmi dobfe koreluji
s prezivanim po transplantaci (12, 19). Pouzili jsme
Banffské schéma pro grading akutni rejekce jaternich
$tépt (13). Vzhledem k tomu, ze jsme jako endpoint chtéli
pouzit vysledky histologickych hodnoceni, bylo nutné
provést odbér vzorka ze Stépu diive nez zvifata uhynula
diky selhani §tépu, kdy by histologické zmény byly jiz tak
pokrocilé, ze by nebylo mozné pouzit vySe uvedeny
grading. Podéavali jsme niz$i davky cyklosporinu A
2,5 mg/kg/den a gemcitabinu 100 pg/kg/den, protoze tyto
davky byly jiz jinymi autory dfive potvrzeny jako uc¢inné
(3, 19, 20).

NaSe prace nepotvrdila piedchozi povzbudiva data o
gemcitabinu  jako U¢inném  imunosupresivu. Dle
histologického hodnoceni nebyl gemcitabin schopen, na
rozdil od cyklosporinu, zabranit akutni rejekci jater.
Teoreticky jsme mohli pouzit vyssi davky, ale
pravdépodobné za cenu zvySeni nezaddoucich Uc¢inkl (8).
Biochemické vysledky ukézaly signifikantni rozdily mezi

hladinami kreatininu a urey mezi skupinami B a C, které¢
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svédCily pro niz8i nefrotoxicitu dFdC ve srovnani
s cyklosporinem. Naopak, v hodnotach jaternich enzymu
byl mezi obéma skupinami nalezen pouze statisticky
nevyznamny rozdil, coz bylo mozna zpisobeno malym
poCtem zvifat. Hodnoty jaternich enzymt vSak byly u
obou lécenych skupin signifikantné nizsi nez u kontrolni
skupiny.

Utinnost gemcitabinu jsme nasledné testovali na
allogennim modelu transplantace tenkého stfeva mezi
kmeny potkanit BN a Lew. V tomto piipadé jsme
zvitatim podavali dFdC ve dvou riznych davkach, 100 a
150 pg/kg/den, design studie byl dale obdobny jako
u transplantace jater. Zvifata byla usmrcena 7. den po
transplantaci. Tento relativné kratky cas byl ziejmé
divodem, pro¢ jsme ani u vysSich davek Iéku
nepozorovali vyskyt infek¢énich komplikaci. Nicméné i na
tomto modelu jsme u skupin zvifat 1écenych
gemcitabinem v histologickych vzorcich stfevnich $tépt

pozorovali zadvazné rejekéni zmeény (21).
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5.Zavér

Nase vysledky na dvou transplanta¢nich modelech
ukazaly, Ze gemcitabin nemtiize byt pouZivan jako
samostatné imunosupresivum. Jeho vyuziti v kombinaci
s jinymi latkami by bylo nutné otestovat v dalSich
studiich. Vzhledem k nejistému klinickému piinosu
pouziti kombinované imunosupresni terapie
s gemcitabinem v pfipad¢ transplantace jater jsme od
dalsiho zkoumani vSak upustili. Nicméné, v budoucnu by
bylo vhodné otestovat i jiné cytostatické latky, jako
napiiklad sorafenib, ktery ma inhybicni vliv na rast bunck

hepatocelularniho karcinomu (22).
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	Hynek Mergental
	1.   Úvod
	Biochemické parametry - hladiny bilirubinu, alanin aminotransferázy ALT, aspartát aminotransferázy AST, alkalické fosfatázy ALP, gama glutamyl transpeptidázy GMT, albuminu,  kreatininu a urey - byly stanoveny ze vzorků séra odebraném při usmrcení zvířete sedmý den po transplantaci.




