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Anotace

První oddíl disertační práce se podrobně věnuje 

experimentální technice transplantace jater na 

laboratorním potkanovi. Druhá část je zaměřená na 

testování nového imunosupresiva gemcitabinu oproti 

referenčnímu cyklosporinu A. Využití tohoto  

cytostatika, podávaného v nízké dívce s minimální 

celkovou toxicitu k prevenci odhojení alogenního stěpu 

jater, by bylo pro klinickou praxi velmi žádoucí, neboť 

velmi častou indikací k transplantaci jater je 

hepatocelulární karcinom. Navíc, k vedlejším efektům 

imunosupresiv patří vznik de novo malignit. U zvířat 

léčených gemcitabinem jsme pozorovali nižší 

nefrotoxicitu, nicméně histologické vyšetření štepu u celé 

skupiny prokázalo středně závažnou akutní rejekci, která 

nebyla přítomná u zvířat v cyklosporinové skupině. Dle 

našich závěrů gemcitabin není schopen v monoterapii 

zabránit ale pouze snížit závažnost akutní rejekce jater.
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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.   Úvod 

Experimentální model transplantace jater s použitím 

laboratorního potkana byl v České republice poprvé 

popsán v roce 1999 (1, 2). 

V témže roce Margreiter a spolupracovníci publikovali 

výsledky experimentální studie popisující zamezení 

akutní rejekci na modelu allogení transplantace srdce 

podáváním gemcitabinu (3). Byla to první literární 

zmínka pojednávající o použití tohoto cytostatika, 

užívaného k terapii mnoha solidních nádorů, ve zcela 

nové indikaci (4). 

Akutní rejekce v klinické praxi transplantace jater 

v dnešní době nepředstavuje závažný problém. Jaterní 

štěp vyvolává v těle příjemce nejméně prudkou alogenní 

imunitní odpověď v porovnání s ostatními 

transplantovanými orgány a standardní imunosupresivní 

látky, kalcineurinové inhibitory (CNI) tacrolimus a 

cyklosporin A, jsou natolik účinné léky, že k akutní 

rejekci v klinické praxi dochází pouze u 10 – 20 % 
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pacientů. Hlavním nežádoucím účinkem CNI je 

nefrotoxicita. Z dlouhodobého hlediska kromě ní však 

pacientům hrozí i vyšší výskyt maligních onemocnění a 

toto riziko je spojeno s většinou imunosupresivních látek 

používaných v transplantační medicíně.  Cílené snížení 

buněčné imunity, bránícího rejekci štěpu, s sebou přináší i 

oslabení obranyschopnosti organismu proti de novo 

vznikajícím malignitám i rychlejší progresi případné 

recidivy dřívějšího nádorového onemocnění. Vyvíjení a 

testování nových, srovnatelně účinných, ale méně 

toxických léčiv, tak představuje stále velmi důležitý úkol. 

Gemcitabin v nízkých dávkách vykazuje malou toxicitu 

(5). Navíc by jeho protinádorové působení bylo velmi 

vítanou aktivitou při transplantaci jater pro 

hepatocelulární karcinom. Globálně tato indikace tvoří 

15-25% provedených transplantací. Dlouhodobé přežívání 

pacientů je ovlivněno především rekurencí primárního 

nádoru. 

Výše zmíněné důvody nás vedly k plánu testovat 

gemcitabin na experimentálním modelu transplantace 
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jater na laboratorním potkanovi. Popisu techniky 

transplantace, využité v našich podmínkých poprvé 

k provedení experimentu, je věnována první část práce. 

Druhý oddíl se věnuje vlastnímu pokusu a analýze 

výsledků. 

2.   Materiály a metodika

2.1. Transplantace jater u laboratorního potkana

Ortotopická transplantace jater byla prováděna 

modifikovanou metodou (2) bez revaskularizace 

hepatální artérie, jak původně popsal Kamada, Clane and 

Lee (6,9) v celkové inhalační anestézii Isofluranem 

(Forane, Abbot Laboratories Ltd., Velká Británie). Játra 

dárce byla promyta sterilním ledovým fyziologickým 

roztokem přes portální žílu. Implantace jater byl 

započata  anastomózou suprahepatické vena cava 8-0 

pokračujícím stehem. Anastomózy vena portae a 

infrahepatické vena cava byly provedeny 9-0 
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nylonovými pokračujícími stehy a žlučovod byl napojen 

pomocí 22G stentu.  Uhynutí zvířete do 7 dne jsme 

považovali za technickou chybu a zvíře nebylo zahrnuto 

do studie.

2.2. Charakteristika podávaných léčiv

Gemcitabin

Gemcitabin (2´2´-difluorodeoxycytidin, dFdC) je 

pyrimidinový antimetabolit, který byl původně vyvinut 

jako antivirotikum. Později byl pro svůj cytostatický 

účinek schválen k adjuvantní léčbě širokého spektra 

solidních nádorů (4, 6, 7). Nedávno byl gemcitabin 

v experimentálním modelu použit jako imunosupresivum 

(3, 8). 

Gemcitabin je při vstupu do buněk fosforylován 

deoxycytidin kinázou, která je ve vysoké koncentraci 

přítomna v lymfocytech. To je také podkladem pro jeho 

imunosupresivní účinky. 

Účinek gemcitabinu na rejekci u transplantace jater nebyl 

ještě studován. Cílem naší studie bylo otestování 
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schopnosti gemcitabinu zabránit akutní rejekci jater u 

potkanů (9). 

Cyklosporin A

Cyklosporin A (CyA) je cyklický polypeptid  se 

selektivním imunosupresivním účinkem. Jeho zavedení 

do klinické praxe v roce 1972 bylo spojeno s výrazným 

zlepšením přežívání pacientů i orgánů po transplantacích 

(10, 11). 

CyA inhibuje metabolické dráhy zapojené do přenosu 

signálu z receptorů T-lymfocytů do jejich jádra a tím 

blokuje aktivaci genů pro syntézu lymfokinů na úrovni 

transkripce. Hlavními vedlejšími účinky CyA jsou 

nefrotoxicita, hepatotoxicita a neurotoxicita. CyA je 

považován při transplantacích orgánů za standardní 

medikaci a proto byl zvolen jako referenční 

imunosupresivum. 
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2.3. Model akutní rejekce jater a původ zvířat 

Použili jsme experimentální model akutni rejekce jater u 

potkana pomocí kombinace kmenů  Dark Agouti (dárce) 

a Lewis (příjemce). Při transplantaci této kombinace 

zvířat je navozena těžká akutní rejekce štěpu se střední 

dobou přežívání 11,2 ± 1,5 dne (12). 

Dospělí samci potkanů kmene  Dark Agouti (DA, 

RT1av1) a Lewis (LEW, RT1l), vážící od 260 do 340 

gramů, byli získáni z chovů v Harlanu, Nizozemí a 

Charles River, Německa. Potkani byli chováni                  

v obvyklých klecích s volným přístupem k potravě pro 

hlodavce a vodě. Všechna zvířata měla zajištěnou péči 

podle národních předpisů pro péči o zvířata a projekt byl 

schválen místní etickou komisí místní a  ministerstvem 

zemědělství v souladu s příslušnou českou legislativou 

(zákon 246/1992 Sb. na ochranu zvířat).
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2.4. Testované skupiny zvířat

Zvířata byla rozdělena do 3 skupin: kontrolní skupina A. 

(n = 6) bez podání imunosupresiva, skupina B. (n = 5) 

léčená cyklosporinem A (Sandimmun Neoral, Novartis 

Pharma AG, Švýcarsko) v dávce 2,5 mg/kg/den a 

skupina C. (n = 5) léčená gemcitabinem (Gemzar, Lilly 

France S.A., Francie) v dávce 100 µg/kg/den. 

Imunosuprese byla podávána subkutánně jednou denně 

počínaje dnem transplantace. Všechna zvířata byla 

utracena sedmý den po transplantaci, kdy byly odebrány 

krevní vzorky a tkáň jaterního štěpu k histologickému 

vyšetření.

2.5. Biochemické vyšetření

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.
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2.6. Histologické vyšetření

Vzorky jaterních štěpů byly fixovány 10% neutrálním 

formolem a poté zpracovány parafinovou technikou podle 

běžného protokolu. 5 µm silné řezy byly barveny 

hematoxylin-eosinem. Histopatologické nálezy byly 

hodnoceny semikvantitativně podle Banffského schématu 

pro grading akutní rejekce jaterního štěpu (13).

2.7. Statistické zpracování dat

Sledované parametry u jednotlivých zvířat jsou 

presentovány jako frekvence výskytu pro kategorické 

proměnné (skóre akutní rejekce) a medián s rozptylem 

krajních hodnot pro kontinuální proměnné (biochemické 

vyšetření). Charakter rozložení biochemických hodnot 

v jednotlivých skupinách zvířat byl otestován pomocí 

testu normality dle Shapiro-Wilka a rozdíly mezi 

skupinami byly porovnávány pomocí Mann-Whitneova 

U-testu. P hodnoty menší než 0,05 byly považovány za 

signifikantní. Ke statistickému zpracování výsledků byl 

použit SPSS software, verze 15.0 pro Windows (SPSS 

Inc. Chicago, IL, USA). 
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3.   Výsledky

Histopatologické nálezy ve vzorcích z jaterních štěpů byly 

rozdílné v každé skupině a rozdíly mezi skupinami A-B, 

B-C a A-C byly statisticky významné. Přehled 

histopatologických nálezů u jednotlivých skupin zvířat 

zobrazuje graf 1 a obrázek 1. Morfologické změny 

odpovídající těžké akutní rejekci byly nalezeny ve všech 

vzorcích ze skupiny A (neléčená zvířata, RAI 8/9, obr. 

1A). Ve skupině B (léčené CyA) nebyly zjištěny žádné 

známky rejekce (RAI 0/9, obr. 1B), zatímco u skupiny       

s gemcitabinem byly zastiženy morfologické znaky 

středně závažné akutní rejekce (RAI 6/9, obr. 1C).  

Rozdíly středních hodnot hladin bilirubinu, AST a ALT 

dosáhly statisticky významných rozdílů mezi léčenými 

skupinami B a C v porovnání s kontrolní skupinou A. 

Rozdíly mezi skupinami B a C však byly statisticky 

nevýznamné. Hladiny kreatininu i urey byly signifikantně 

nižší u všech zvířat z gemcitabinové skupiny oproti 

cyklosporinové skupině (29,9 vs 22,4 μmol/l, p = 0,040, 
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respektivě 10,3 vs 7,2 mmol/l, p = 0,008). Detailně 

laboratorní výsledky prezentuje tabulka 1.

* P hodnota pro porovnání B vs C
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Obr.1A: Játra z neléčené skupiny: těžká akutní rejekce 

v jaterním štěpu.

Obr.1B: Játra z cyklosporinové skupiny: jaterní tkáň bez 

morfologických známek rejekce. 

Obr.1C: Játra z gemcitabinové skupiny: středně těžká 

akutní rejekce v jaterním štěpu, centrolobulární oblast bez 

endotelialitidy, bez nekróz hepatocytů.
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4.   Diskuze

První část disertační práce detailně pojednává o 

technických aspektech transplantace jater na 

experimentálním modelu laboratorního potkana. Samotná 

metoda transplantace je stará již několik desetiletí, ovšem 

její detailní popis včetně odkazů na příčiny letálních 

technických neůspěchů a dlouhou fázi nácviku je i ve 

světové literatuře stěží dohledatelný. Naše skupina zavedla 

metodu v roce 1998 po předchozím pobytu na 

experimentálnách pracovištích v Německu a s několika 

modifikacemi je tento model nyní součástí široké palety 

experimentálních modelů použitelných v transplantační 

medicíně na našem pracovišti (1, 2, 14, 15). Testování 

gemcitabinu představovalo první praktické využití modelu 

ve výzkumu a ukázalo se býti přínosné. 

Mezi hlavní nežádoucí účinky standardně používaných 

imunosupresiv u transplantací jater (kalcineurinových 

inhibitorů, cyklosporinu a tacrolimu) patří nefrotoxicita, 

diabetogenní efekt, neurotoxicita a v neposlední řadě          

i vznik de novo maligniích onemocnění. Mycofenolát 
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mofetil může způsobovat žaludeční potíže a leukopenii 

(16). Další látka, sirolimus, je používána s opatrností, 

protože u ní byl pozorován výskyt trombóz hepatické 

artérie (17, 18). Rozšíření spektra terapeutik, používaných 

u jaterních transplantací, o látky s méně nežádoucími 

účinky, by bylo velice přínosné. Gemcitabin, který ve 

standardní cytostatické dávce ukazuje poměrně nízkou 

celkovou toxicitu (5), by mohl být jedním z těchto léků. 

Jeho imunosupresivní účinek byl poprvé zkoumán 

Margraiterem na modelu transplantace srdce u potkanů a 

předběžné výsledky byly povzbuzující (3). Potvrdily 

hypotézu, že opakované podávání nízkých dávek dFdC 

primárně ovlivňuje imunokompetentní buňky. In vivo byl 

dFdC testován při alogenní transplantaci srdce u potkanů 

ve zvyšujících se dávkách a prodloužené přežití štěpu bylo 

pozorováno od dávkování počínaje 75 µg/kg/den. Léčba 

dávkou 100-125 µg/kg/den byla schopná prodloužit přežití 

štěpu od 8 dní až do 150 dnů. Nižší dávky nebyly účinné a 

vyšší dávky byly toxické a zhoršovaly celkové přežití, 

přestože štěp zůstal funkční. Nejčastější příčina smrti byla 

plicní infekce.  Pozitivní efekt dFdC byl později potvrzen 
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také Jungem a spol. (8), který testoval dFdC na potkaních 

modelech akutní rejekce ledvin a srdce a na modelu 

akcelerované akutní rejekce srdce. Akcelerovaná rejekce 

byla indukována předchozí sensitizací příjemců Lewis 

kůží z Brown Norway dárců 7 dní před srdeční 

transplantací. U prvního modelu transplantace srdce byla 

rejekce oddálena z 8. na 37. den u (130 µg/kg/den) 

respektive z 8. dne na 69. den u transplantace ledvin (150 

µg/kg/den), zatímco u druhého modelu (akcelerované 

rejekce) to bylo z 24 - 36 hodin na 5 dní (150 µg/kg/den). 

Tento výsledek je v protikladu s údaji Margreitera, který    

u takto vysokého dávkování popisoval závažné nežádoucí 

účinky, jako přehnanou imunosupresi s ireverzibilní 

myelotoxicitou a úhyn zvířat s fungujícím štěpem na 

infekce. Bohužel, histologické nálezy z jaterních                

a srdečních štěpů nebyly prezentovány (8).

Na rozdíl od výše uvedených studií, které sledovaly dobu 

přežití štěpu, jsme se v naší práci zaměřili na hodnocení 

histologických nálezů ve vzorcích z jaterních štěpů (9). 

Používali jsme ověřený model akutní rejekce jater u 

potkana mezi plně alogeními kmeny Dark Agouti a Lewis 



20

(12). Imunosupresivní účinek jsme hodnotili podle 

histologických nálezů, které velmi dobře korelují 

s přežíváním po transplantaci (12, 19). Použili jsme 

Banffské schéma pro grading akutní rejekce jaterních 

štěpů (13). Vzhledem k tomu, že jsme jako endpoint chtěli 

použít výsledky histologických hodnocení, bylo nutné 

provést odběr vzorků ze štěpu dříve než zvířata  uhynula 

díky selhání štěpu, kdy by histologické změny byly již tak 

pokročilé, že by nebylo možné použít výše uvedený 

grading. Podávali jsme nižší dávky cyklosporinu A        

2,5 mg/kg/den a gemcitabinu 100 µg/kg/den, protože tyto 

dávky byly již jinými autory dříve potvrzeny jako účinné 

(3, 19, 20).  

Naše práce nepotvrdila předchozí povzbudivá data o 

gemcitabinu jako účinném imunosupresivu. Dle 

histologického hodnocení nebyl gemcitabin schopen, na 

rozdíl od cyklosporinu, zabránit akutní rejekci jater. 

Teoreticky jsme mohli použít vyšší dávky, ale 

pravděpodobně za cenu zvýšení nežádoucích účinků (8). 

Biochemické výsledky ukázaly signifikantní rozdíly mezi 

hladinami kreatininu a urey mezi skupinami B a C, které 
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svědčily pro nižší nefrotoxicitu dFdC ve srovnání               

s cyklosporinem. Naopak, v hodnotách jaterních enzymů 

byl mezi oběma skupinami nalezen pouze statisticky 

nevýznamný rozdíl, což bylo možná způsobeno malým 

počtem zvířat. Hodnoty jaterních enzymů však byly u 

obou léčených skupin signifikantně nižší než u kontrolní 

skupiny. 

Účinnost gemcitabinu jsme následně testovali na 

allogenním modelu transplantace tenkého střeva mezi 

kmeny potkanů BN a Lew. V tomto případě jsme  

zvířatům podávali dFdC ve dvou různých dávkách, 100 a 

150 μg/kg/den, design studie byl dále obdobný jako           

u transplantace jater. Zvířata byla usmrcena 7. den po 

transplantaci. Tento relativně krátký čas byl zřejmě 

důvodem, proč jsme ani u vyšších dávek léku 

nepozorovali výskyt infekčních komplikací. Nicméně i na 

tomto modelu jsme u skupin zvířat léčených 

gemcitabinem v histologických vzorcích střevních štěpů 

pozorovali závažné rejekční změny (21).
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5.Závěr

Naše výsledky na dvou transplantačních modelech 

ukázaly, že gemcitabin nemůže být používán jako 

samostatné imunosupresivum. Jeho využití v kombinaci 

s jinými látkami by bylo nutné otestovat v dalších 

studiích. Vzhledem k nejistému klinickému přínosu 

použití kombinované imunosupresní terapie                        

s gemcitabinem v případě transplantace jater jsme od 

dalšího zkoumání však upustili. Nicméně, v budoucnu by 

bylo vhodné otestovat i jiné cytostatické látky, jako 

například sorafenib, který má inhybiční vliv na růst buněk 

hepatocelulárního karcinomu (22).       
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	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.




