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Anotace

Diserta¢ni prace ,,Uziti gemcitabinu v antirejek¢ni terapii na experimentalnim modelu
transplantace jater” se skladd ze dvou casti. Prvni oddil se podrobné vénuje popisu
techniky ortotopické transplantace jater na laboratornim potkanovi a experimentalnim
modeliim akutni rejekce, které byly v naSich podminkach pouzity poprvé. Druhd ¢ast
prace pojednava o testovani G¢innost gemcitabinu oproti referen¢nimu cyklosporinu A.
Myslenka uziti cytostatika, poddvaného v nizké davce vykazujici minimalni celkovou
toxicitu a pfitom uciné branici odhojeni allogeniho $tépu jater, by byla pro klinickou
praxi velmi zadouci. Jednou z Castych indikaci transplantace jater je terapie Casnych
stadii hepatoceluldrniho karcinomu. Bohuzel, dlouhodobé pfezivani pacientd po
transplantaci je v téchto pfipadech ovlivnéno zejména vyskytem rekurence primarniho
nadoru. Cetné randomizované studie v poslednich letech ukazaly, Ze je mozné vyrazné
snizit davky imunosupresiv po transplantaci jater, aniZz by bylo negativné ovlivnéno
celkové piezivani pacientll ¢i jaterniho $tépu. Jednim z hlavnich vedlejSich efekth
imunosupresivni terapie zlstava snizeni obranyschopnosti organismu proti de novo
vzniklym malignitdm 1 rychlejSi progrese piipadné recidivy nadorového onemocnéni.
Nase vysledky vSak nepotvrdily optimistické zavéry jinych skupin. Pfi samostatném
podavani nebyl gemcitabin schopen zabranit akutni rejekci stépu, pouze snizit jeji
zavaznost. Tento negativni vysledek tak odrazuje od ptipadnych dalSich pokust s uzitim

latky v kombinované terapii, kterd by pro klinickou praxi nebyla tolik pfinosna.
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Annotation

Diploma thesis ,,Gemcitabine in anti-rejection treatment in experimental liver
transplantation* consists of two parts. The first one is focused on the technical aspects
of experimental model of liver transplantation on rats and models of acute liver
rejection. The second part is dedicated to the research project when a novel
immunosuppressive drug gemcitabine was tested in the acute liver rejection model and

compared with a standard cyclosporine A treatment.

The idea to use a cytostatic drug in a low dose with minimal side effects as an
immunosuppressant to preempt the acute rejection of an organ graft is very attractive.
Particularly as hepatocellular carcinoma at its early stage represents one of the most
frequent indication for liver transplantation nowadays and the long-term outcomes are
determined by the occurrence of tumor recurrence. Several randomized studies have
shown that the survival of patients improves by lowering dosages of standard
immunosuppressive regimens whereas there was not observed an increased incidence of
acute rejections or graft loss. The development of new post transplant malignancies or
an accelerated spread of recurrent hepatocellular carcinomas, however, still represents
an important concern due to the impaired immunocompetence of the transplant

recipients.

Our results did not confirm the previous optimistic reports and it has been shown that

gemcitabine cannot be used as a main immunosuppressant alone.
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immunosuppression
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1.UvoDp

Téma disertani prace ,,Uziti gemcitabinu v antirejek¢ni terapii na experimentalnim
modelu transplantace jater jsem vybral na zakladé¢ zdjmu o problematiku jaternich
transplantaci. Experimentdlni model transplantace jater na laboratornim potkanovi byl
v Ceské republice poprvé popsan v roce 1999, doposud viak nebyl aplikovan v dal§imu
vyzkumu (1, 2). VtémZze roce Margreiter a spolupracovnici publikovali vysledky
experimentalni studie, ve které podavanim gemcitabinu zabrdnili akutni rejekci
alogenniho srde¢niho $tépu (3). Byla to prvni literarni zminka pojednévajici o pouziti
gemcitabinu, cytostatika uzivaného k terapii mnoha solidnich nadord, ve zcela nové

indikaci (4).

Akutni rejekce v klinické praxi transplantace jater v dne$ni dob¢ jiz neptedstavuje velmi
zavazny problém. Jaterni §t€p vyvolava v téle piijemce nejméné prudkou alogenni
imunitni odpovéd’ v porovnani s ostatnimi transplantovanymi organy a standardni
imunosupresivni latky, kalcineurinové inhibitory (CNI) tacrolimus a cyklosporin A,
jsou natolik u¢inné 1éky, ze k akutni rejekci v klinické praxi dochazi pouze u 10 — 20 %
pacientll. Hlavnim nezddoucim u¢inkem CNI je nefrotoxicita. Z dlouhodobého hlediska
kromé& ni vSak pacientim hrozi 1 vy$$i vyskyt malignich onemocnéni a toto riziko je
spojeno s vétSinou imunosupresivnich latek pouZivanych v transplantacni mediciné.
Cilené sniZzeni buné¢né imunity, branici rejekci $t€pu, s sebou piindsi i oslabeni
obranyschopnosti organismu proti de novo vznikajicim malignitdm i rychlejsi progresi
srovnateln¢ U€innych, ale méné toxickych 1é¢iv tak piedstavuje stale velmi dualezity

ukol.



Gemcitabin v malych déavkach vykazuje velmi nizkou toxicitu (5). Navic by jeho
protinddorové pisobeni bylo velmi vitanou aktivitou pfi transplantaci jater pro
hepatocelularni karcinom. Tato indikace tvoii 15-25% provadénych transplantaci, ale

dlouhodobé ptezivani pacientl je ovlivnéno predevsim rekurenci primarniho nadoru.

Vyse zminéné divody nas vedly k mySlence testovat ucinnost gemcitabinu pfi
transplantaci jater. Rozhodli jsme se vyuzit v nasich podminkach novy experimentalni
model na laboratornim potkanovi. Popisu experimentalni techniky transplantace jater a
modelim akutni rejekce jater u malych hlodavcl je vénovéna prvni ¢ast disertacni

prace, druhy oddil se pak vénuje vlastnimu provedeni experimentu a analyze vysledkd.
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2.METODIKA

2.1. ORTOTOPICKA TRANSPLANTACE JATER U LABORATORNIHO POTKANA

2.1.1 Historie a vyuZiti transplantace jater v experimentu

Experimentalni model ortotopické transplantace jater u potkana (rOLTx) je casto
vyuzivan pro studium patofyziologickych dé&ti probihajicich po transplantaci tohoto
organu, predev§im pii zkoumdni imunologické odpovédi, ischemicko-reperfuzniho
poskozeni a metabolickych chorob. Navic je i1 vynikajicim modelem pro trénink
mikrochirurgické operacni techniky. Pravé technicka naro¢nost provedeni rOLTx byla
na dlouhou dobu hlavnim limitem jejiho SirSiho vyuziti ve vyzkumu a z tohoto divodu
nebyl tento model vyuZit ani pii ptipravé transplantace jater u clovéka. Prvni GspéSnou
transplantaci u potkana provedl aZz Sun Lee v roce 1973 mikrochirurgickou metodou,
tedy rucné Sitou suturou cévnich anastoméz (6). Metoda se vSak zacala rozSifovat az o
nékolik let pozdé&ji, kdy v roce 1983 Naoshi Kamada popsal tzv. cuff techniku, kterd
nahrazuje cévni steh portdlni a infrahepatick¢é dolni duté Zily obnovenim cévni

kontinuity pomoci plastovych trubicek (7) .

Pti transplantaci jater u potkana rozliSujeme podle pfitomnosti pritoku krve hepatickou
arterii dvé zékladni metody — arterializovany a nearterializovany model. Rearterializace
neni pro uspéSnou transplantaci nezbytna a proto bylo mnoho experimentti provadéno
na nearterializovaném, snazSim modelu. V 80. letech byly publikovany jak prace
zpochybiiujici nutnost obnoveni tepenného tecisté (v dlouhodobém ptezivani zvitat ani
bioptickych vzorcich jaterniho S$tépu nejsou mezi jednotlivymi typy transplantace
rozdily (8)), tak studie dokazujici nutnost rearterializace (9). Fyziologicky pftistup

s reartelializaci stépu je dnes povazovan za zlaty standard modelu ortotopické
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transplantace na potkanovy u studii, které pfedpokladaji dlouhodobé pteziti zvifat.
V nasledujicim popisu jsou zminény zasadni kroky opera¢niho postupu , odbéru

jaterniho Stépu a jeho implantace piijemci (10-12).

2.1.2 Anestézie, vybér zvirat a predoperacni priprava

Pti transplantaci jater je nezbytné pouzit inhalacni anestézii, kterou je mozné regulovat
v prub¢hu anhepatické faze. Intramuskularni anestézii lze pouzit pfi odbéru jaterniho
St€pu a je vhodné ji vyuzit i v pocatecni fazi nacviku techniky transplantace, pfiblizné
do provedeni anhepatické fdze béhem 30 - 40 minut, protoZe tato doba je stile bez
vyjimky pro vSechna zvitata letdlni. Vyhody intramuskuldrni anestézie jsou nizsi
naklady na ndcvik techniky, jednodu$s§i manipulace se zvifaty a absence toxickych
vypartl.

Vybér zvitat k transplantaci nema v podstaté omezeni. Je ale vhodné, aby darce mél o
nékolik gramll niz§i hmotnost nez pfijemce. V literatufe je Casto uvadéna idedlni
rozméry k provedeni anastoméz a zaroven jeSt€¢ nemaji nadbytek visceralniho tuku
ztézujiciho preparaci jednotlivych struktur (13). Dle naSich zkuSenosti je mozné pouZit i
mens$i zvifata, u kterych je vSak kazda krevni ztrata spojena s vysoka letalitou (z tohoto
diivodu nedoporucujeme zvifata s hmotnosti nizsi nez 150 gramti k transplantaci jater

pouZzivat).

Piijem potravy pted operaci u darce neomezujeme, hladovéni by mohlo ovlivnit kvalitu
Stépu. Pfijemci zamezime peroralnimu piijmu tuhé potravy 8 - 12 hodin pfed vykonem,

vyprazdnéni ordlni €asti gastrointestindlniho traktu umoZni mnohem snazsi ptistup do
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dutiny bfiSni a snizi pocet ischemickych komplikaci (cévni ileus) pfi manipulaci se
sttevem. Aby méla zvifata pred operaci zajiSténa pfisun energie, je vhodné jim v této

dobé¢ podavat vodny roztok glukozy.

2.1.3 Odbér jaterniho stépu

Dutinu bfisni Siroce otvirdme stfedni laparotomii od genitdlu po procesus xyphoideus
doplnénou oboustrannym subkostadlnim fezem. Jatra uvolfiujeme z blanitych zavést
k brénici a od omentum minus pfi zaludku. Po tomto manévru mame zajistén piistup ke
vSem jaternim laloklim z ventralni strany a uvolnénou oralni ¢ast travici trubice. Do
kaudalni ¢asti dutiny bfiSni nebo tésné vedle ni umistime vlhky mul, do kterého balime,
za kontroly prokrveni, konvolut stfevnich kli¢ek. Takto ziskame dostatek mista
k manipulaci s jatry a dochazi k napfimeni portalni Zily, které nam usnadni jeji pozdé&jsi

izolaci (obr.1).

Obr.1. Pohled na jaterni hilus
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Uvolnéné laloky jater mulem pfizveddvame a fixujeme kranidln€, abychom umoznili
pristup k dolni duté zile (VCI), kterou ocistujeme od retroperitonealniho tuku v rozsahu

od usti levé rendlni zily k dolni hran¢ jater (obr.2).

VAR ST VYN
"r!#\‘5"!‘: _ .' .

Obr.2. Preparace podjaterni casti dolni duté Zily

Odpreparovani tuku a blanitych struktur je dualezité predevSim v oblasti confluens
s rendlni Zzilou, v misté¢ budouci anastomézy s dolni dutou Zilou piijemce. Nasledné
obchéazime a podvazujeme pravostranné suprarenalni zily a uvoliiujeme dorzéalni plochu
jater od retroperitonea (pfi tomto manévru muize velmi snadno dojit ke
vzniku pneumothoraxu) a jatra stahujeme kaudalné. Timto manévrem si zpfistupnime
suprahepatickou ¢asti VCI, diafragmatickou zilu a pfilehlych struktur branice. Jemnou
preparaci izolujeme oblast soutoku levé diafragmatické Zily s VCI a tuto nasledné
ligujeme a prerusujeme. Ve vétsing piipadii je mozné si preparaci vytvofit dostateény
trojuhelnikovy prostor ohrani¢eny branici kranidln€, vena diaphragmatica sinister

kaudaln¢ a VCI medidlné, ktery ndm umozni bezpecny podvaz (obr.3).
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Obr.3. Mobilizace suprahepatické casti dolni duté Zily s ligaturou umisténou

v trojuhelnikovém prostoru mezi branici, levou branicni Zilou a dolni dutou Zilou.

U nékterych kment potkant (naptiklad kmeny DA - Dark Agouti, BN — Brown
Norway) a malych jedincii vSak mize byt preparace v této oblasti velmi problematicka.
V téchto ptripadech mtze byt vyhodné tento krok pireskocit a provést ho tésn¢ pred
perfuzi $tépu, abychom pti komplikacich $tép neztratili. Naopak, pti problematické
anatomii pfijemce je vhodné se na prvnim misté¢ vénovat této oblasti. Po dokonceni
tohoto kroku preparace mame jaterni $tép zcela mobilizovany, drzici pouze na VCI a
v oblasti jaterniho hilu. Odklopenim ventralnich laloki doprava si sjednavame pfistup

k ptidatnému kmenu arteria hepatica, ktery podvazujeme nebo koagulujeme.
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Obr.4. Preparace hepatoduodendalniho ligamenta, kranialné je patrny zlucovod, pinzeta

odtahuje jaterni tepnu na kterou kaudalné naléhd portalni zila.

Obchéazime hlavni kmen arteria hepatica (obr.4). Pfi horni hrané pankreatu preparujeme
ductus choledochus a po nastfihu do néj zavadime plastikovy stent o sile 22G (obr.5) a

nasledné jemnym tahem od portalni zily oddélujeme Zluc¢ovod (obr.6).

Obr.5. Zavedeni plastikového stentu do zlucovych cest
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Obr.6. Mobilizace zlucovodu a izolace kmene portalni Zily.

Tento krok je jednim z klicovych bodii odbéru, nebot’ diikladné izolace vena portac ma
zasadni vliv na cetnost trombdz portalni anastomozy. Podvazujeme pfitok vena
pylorica, tim ziskame asi 2 - 3 cm dlouhy kmen portilni Zily. Po preparaci
v bezprosttedni blizkosti zily je ¢asto pfitomny spasmus cévni stény, ktery se pokusime
zru$it n€kolika jemnymi tahy za adventicii. Nyni si jiZ mlZeme pfipravit perfuzni roztok
1 kadinku s vychlazenym (4°C) fyziologickym roztokem (FR) v ledové tfisti, ve kterém
provedeme ,backtable”, konecné ocisténi jaterniho Stépu ex-situ a piipravu cév

k implantaci a ve které organ po dobu studené ischémie uchovame.

Dalsim krokem operace je pferuSeni kmene arteria hepatica. Tahem za proximalni
konec jejiho pahylu smérem k hilu se nam podafi docistit predtim nepiistupnou cast
portalni zily. Naklddame svorky na VCI pfi dolni hran€ jater a na portalni zilu pod
konfluens s liendlni zilou. Svorku na portalni zile jemné pfizvedneme a nastifihneme
cévni sténu, abychom do jejiho lumen mohli ihned zavést proplachovou kanylu

s tekoucim perfiznim roztokem (obr.7).
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Po bezpecné fixaci kanyly nastiihujeme suprahepatickou VCI, ¢imz uvolnime vytok
krve z jater a zajistime tak volnou perfizi Stépu. Nasledn¢ Sirokym nastithem branice
zpusobime zvifeti letalni pneumothorax a otvorem v branici dale hrubymi ntzkami
prerusujeme VCI pii vyusténi do srdce, ¢imz zvife omamzit¢ usmrtime. Poté na jaterni

S$tép nalévame ledovy fyziologicky roztok.

Obr.7. Ceévni svorka nalozZend na portalni Zile v okamziku pred zavedenim kanyly a
perfuzi jaterniho stépu.

Jako perfuzni roztok nejcastéji pouzivame roztok fyziologicky, ktery pii kratkém
intervalu studené ischémie umozni velmi dobrou naslednou reperfizi organu. Pti
delsich casech studené ischémie je nutné pouzit specidlni perfizni roztoky, jako UW
(jeho vyssi viskozita Casto zplsobuje nehomogenni reperfuzi stépu) ¢i HTK. Perfuzi
provadime piiblizné¢ 200 ml roztoku po dobu 10 minut. Po dokonalém promyti $tépu,
kdy zjater odtékd zcela ciry perfuzni roztok, pferuSujeme pii hranici branice

suprahepatickou VCI, nadzvedavame $tép a pod nalozenou ligaturou na suprarendlnich
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cévach jej niizkami mobilizujeme od retroperitonea. Kaudalné od svorky, v oblasti
konfluens s rendlni Zilou, pferusujeme infrahepatickou VCI a v zdvéru odbéru prerusime

portalni Zilu v mist¢ zavedené kanyly a jatra vkladame do fyziologického roztoku.

2.1.4 Ortotopicka transplantace jater

Do dutiny bfis$ni pronikdme stfedni laparotomii. Po naloZeni retraktord uvoliiujeme jatra
z blanitych zavésti a omentum minus. Uvolnéné stievni klicky zvlh¢ujeme a kryjeme
rouskou s teplym FR za peclivé kontroly jejich prokrveni. Tento krok je dilezity, nebot’

ischémie stfeva je letalni komplikaci.

Jednotlivé kroky uvolnéni jater se nelisi od postupu odbéru jaterniho $tépu, je vSak
s tkanémi. Jednotlivé struktury vjaternim hilu izolujeme a pferuSujeme co
nejproximalnéji, abychom méli dostatecnou délku cévni stény k provedeni anastomoz

bez napéti.

Zaciname podvazem vena diaphragmatica sinister, izolujeme infrahepatidlni VCI
(maximum ¢isténi cévy je t€sné pii spodni hrané jater), podvazujeme suprarendlni Zily a
izolujeme dorzélni plochu jater. Dale nasleduje pferuseni zlucovodu v misté jeho
vétveni k jednotlivym jaternim lalokiim, preparace vena portae v oblasti vétveni vysoko
v jaternim hilu (pfitok vena lienalis je mozné zachovat), pferuseni akcesorni arteria
hepatica dextra, podvle€eni navleku kolem suprahepatické VCI mezi jatry a branici a
kontrola prokrveni stfevnich kli¢ek a jejich svlazeni FR. V této fazi jsou jatra pfipravena

k explantaci a je tieba si pfipravit darcovsky $tép k implantaci.
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Poslednimi kroky explantace jater pfijemce jsou podvaz jaterni tepny a nalozeni svorky
na infrahepatickou VCI tésné pfi Gsti levé rendlni zily. Nésledné nakladame svorku na
vena portae a v této chvili zac¢indme méfit ¢as anhepatické faze. Mirnym tlakem na jatra
vytla¢ime zbytky krve z parenchymu tak, abychom snizili na minimum krevni ztratu
obsazenou v explantatu. Jatra stahujeme pomoci navleku kaudalné a na branici pfi
suprahepatické VCI nakladame Satinského svorku. Nyni snizime inhala¢ni anestézii na
pfiblizné¢ 10 % ptvodni hodnoty. PferuSime portalni Zilu i dolni dutou Zilu na obou
stranach jater, vyjmeme jatra, cévni pahyly proplachneme roztokem heparinu a po
kontrole krvaceni v oblasti retroperitonea vkladame do dutiny mul s ledovym FR na
ktery umistime jaterni $tép. V této fazi obratime zvife o 180° a pokracujicim stehem 7/0
(nebo 8/0) provadime suprahepatickou anastomoézu dolni duté zily. Po nasiti zadni stény
cévy vytla¢ime mirnym tlakem na horni hranu jater ¢asto ptitomné vzduchové bubliny
z oblasti vyusténi jaternich zil, abychom piedesli letalni vzduchové embolii a Zilu

naplnime FR.

suprahepaticka VCI brénice

jatra Satinského svorka

Obr.8. Zpiisob provedeni suprahepatické anastomozy dolni duté Zily.
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Bezchybné provedeni suprahepatické cévni anastomézy je zcela zésadni, protoze
jakékoliv snaha o pozd&jsi opravu byva nelspésna. Po dokonceni anastomozy vracime
zvite do ptivodni polohy (obr.8) a rekonstruujeme portalni zilu end-to-end pokracujicim
9/0 stehem. Pfed dokonenim anastomézy proplachneme zilu roztokem heparinu.
Nasledné do dutiny bfiSni nalévame teply FR v takovém mnozstvi, aby anastoméza
v oblasti branice byla ponotfena pod hladinou (prevence vzduchové embolie), snimadme
buldogovu svorku zporty a povolujeme Satinského svorku. V tuto chvili konci
anhepaticka faze. Doba anhepatické faze by v Zadném piipadé¢ neméla presdhnout 25
minut. Drobnd krvaceni z oblasti anastomoz, predevSim portdlni, ustavaji zdhy po
plném rozepnuti cév krvi. Teply FR je vhodny nejen jako prevence vzduchové embolie,
ale pomahd k rychlejSi a homogenni reperfuzi jaterniho $tépu i velmi dilezitému
vyvedeni zvifete z hypotermie. V tuto chvili opét kontrolujeme a svlazujeme stfevni
klicky, které by se z temného venostatického zbarveni mély brzy vratit k bled€ razové
barvé. Zahy po reperfuzi byva potfeba opét pridat inhalani anestetikum, dostate¢né
byvaji hodnoty kolem 50 — 80 % pivodnich hodnot. Rekonstrukei infrahepatick¢ VCI
provadime end-to-end pokracujicim stehem (8/0 nebo 9/0). Vhodné je proplachnout
anastomozu heparinovym roztokem a pfed uvolnénim svorky preparacni Stétickou
mirn¢ rozmasirovat casto pritomné krevni koagulum. Po dokonceni anastomézy
kontrolujeme jaterni hilus. Touto dobou by méla byt jiz patrna produkce zluce a pokud
tomu tak neni, je Sance zvifete na preZziti vyrazn¢ sniZzena. Po napojeni zlucové
anastomozy stentem (obr.9) proplachujeme btiSni dutinu teplym FR. Do oblasti hilu

mizeme vlozit cip omenta a uzavirame bii$ni dutinu ve dvou vrstvach.
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2.1.5 Rekonstrukce arteria hepatica

K uspésnému provedeni transplantace jater neni rekonstrukce hepatické artérie nezbytna
(viz vySe), vétSina praci vSak povazuje arterializovany model za vice fyziologicky;
volba typu operace je nejcastéji prizpisobena klasickym pracim publikovanych

v jednotlivych oblastech vyuziti modelu rOLTx.

Technika odbéru: ptiprava $t€pu mimo jaterni hilus je totozna, po zakladni ptipravée
dolni duté zily se v€nujeme preparaci v oblasti jaterniho hilu. Zde preparujeme velmi
jemné v oblasti artérie naléhajici na portalni zilu. Po pfipravé portalni zily podvazujeme
liendlni a gastrickou vétev artéria coeliaca a po jejim kmeni se dostavame az k aort¢,
kde postupné podvazujeme vSechny piitoky v oblasti od rendlnich tepen po arteria
coeliaca. Po izolaci odstupujicich cév podvazujeme aortu kranialné od arteria coeliaca.
Béhem perfuze $tépu pres portalni zilu prerusime aortu pti odstupu rendlnich tepen a

izolované ji perfundujeme né€kolika mililitry perfuzniho roztoku.

Technika implantace: pribéh transplantace je totozny do dokonceni anhepatické faze a
infrahepatické anastomézy VCI. Nasledné pronikdme pod odstupem rendlnich tepen
retroperitoneem k abdominalni aorté. Po jejim ociSténi nakladdme na subrenalni aortu 2
cévni svorky a mezi nimi incidujeme sténu aorty. Nasledné pokracujicim 10-0 stehem
nasivime anastomézu pahylu aorty darce koncem ke stran€ aorty piijemce. Po
dokonceni anastomdzy snimame z aorty cévni svorky a do Uplného rozepnuti cév misto
sutury mirné¢ komprimujeme teplym mulem, abychom zamezili krevnim ztratam.
Operaci dokonCujeme stejn¢ jako u nearterializované techniky surutou laparotomie po

vrstvach.
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Obr.9. Schématické znazornéni situace po provedeni transplantace, zachycujici

anastomozované struktury v oblasti jaterniho hilu a dolni duté Zily.

2.1.6 Popis a pouziti cuff techniky

Cuff technika je v principu shodna s mikrochirurgickou, nejvétsim rozdilem je nutnost
odebrat jaterni §tép s maximalni moznou délkou portalni Zily i infrahepatické dolni duté
zily. Ptiprava jater k implantaci je u cuff techniky mnohem delsi. Po zdkladnim ociSténi
cév prichazi faze ptipravy cévnich manzet (obr.10). Pfedem ptipraveny cuff (nejlépe
z teflonu) nasadime na zilu tak, aby dolni konec cévy o n€kolik milimetri presahoval
trubicku a nésledné jej prehrneme zpét, aby zakryl cely cuff kromé¢ jeho tchopového
vybézku a vytvorenou manzetu pevné fixujeme ligaturou co nejproximalnéji. Technika
piipravy portalni zily se od ptipravy VCI lisi pouze primérem plastového cuffu. Vlastni

anastomozovani cuffovych manzet s cévami piijemce je velmi rychlé. Po pfetazeni cévy
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pfes okraj manzety anastomézu fixujeme ligaturou, naloZenou distalngji od Stépu
vzhledem k podvazu provedenému béhem backtable. Obecné lze fici, Ze cuff technika je
nyni standardni technikou a jeji uvedeni v roce 1983 bylo rozhodujicim okamzikem

rozsiteni metody transplantace jater na laboratornim potkanovi (7).

an
LN

Obr.10. Schematické zndzorneni pripravy cév jaterniho stépu k implantaci pomoci cuff

techniky, kroky A-D ukazuji vznik cévni manzety, E zpiisob provedeni cévni anastomozy.
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2.2. CHARAKTERISTIKA PODAVANYCH LECIV

2.2.1 Gemcitabin

Gemcitabin (22’-difluorodeoxycytidin, dFdC) je pyrimidinovy antimetabolit, ktery byl
pivodné vyvinut jako antivirotikum. Pozdéji byl vSak pro svij cytostaticky ucinek
schvélen k adjuvantni 1é¢bé Sirokého spektra solidnich nadort (4, 14, 15). V soucasnosti
probiha né¢kolik studii vénujicich se radiosenzitizaci riznych zvifecich i1 lidskych
nadorovych bunék po podani gemcitabinu (16). Neddvno byl gemcitabin

v experimentdlnim modelu pouzit jako imunosupresivum (3, 17).

Gemcitabin je pfi vstupu do bunék fosforylovan deoxycytidin kindzou (dCK) postupné
na di- a trifosfat, coz je hlavni regulacni krok v aktivaci dFdC. Zabudovani trifosfatu
dFdC do fetézce DNA je hlavnim mechanismem jeho antineoplastické aktivity, protoze

je tak inhibovana syntéza DNA a tim zptisobena smrt bun¢k (15).

Aby byl dFdC schopen buniku poskodit, musi byt fosforylovan deoxycytidin kinazou.

Diky vysoké hladiné tohoto enzymu v lymfocytech jsou poskozovany predevSim tyto

24

2.2.2  Cyklosporin A

Cyklosporin A (CyA) je cyklicky polypeptid se selektivnim imunosupresivnim
ucinkem, ktery byl objeven v roce 1972. Zavedeni CyA do klinické praxe bylo ihned

spojeno s vyraznym zlepSenim piezivani pacientil i organti po transplantacich (19, 20).

Cyklosporin je metabolizovan v jatrech systémem jaternich monooxiddz cytochromu P
450. Biotransformaci CyA vznikaji metabolity jak s imunosupresivnimi, tak s toxickymi

ucinky (21).
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Imunosupresivni ucinek CyA spociva ve schopnosti inhibovat metabolické drahy
zapojené do prenosu signalu z receptorti T-lymfocytli do jadra a tim blokovat ¢asnou
aktivaci genl pro syntézu lymfokini na urovni transkripce. Cyklosporin se vaze na
T-lymfocyty nespecificky fyzikalné-chemickou interakei s lipidy v bunééné membrane,
ale specificky ovliviiuje pouze jejich funkci. Jeho vlastni Uc¢inek je zprostiedkovan
intracelularnim vazebnym proteinem cyklofilinem, ktery vykazuje enzymatickou
aktivitu (peptidyl-propyl izomeraza). Komplex CyA-cyklofilin za ptitomnosti Ca®"
iontl selektivné inhibuje calcineurin (enzym se serin-threonin fosfatdzovou aktivitou).
Inhibici této fosfatdzy v aktivovanych T-lymfocytech je podstatné redukovéana
translokace cytoplasmatické subjednotky nuklearniho faktoru aktivujiciho T-lymfocyty

do jaderné¢ho kompartmentu s naslednym naruSenim transkripce genu pro interleukin 2.

Vlastni CyA vykazuje kromé& imunosupresivnich vlastnosti i nékteré toxické ucinky
(nefrotoxicitu, hepatotoxicitu a neurotoxicitu). Biologicka dostupnost CyA je velmi
variabilni a kolisa od 5 do 70 % (pramér 30 %) a proto je nutné pfi terapii jeho hladiny

v krvi monitorovat.

Cyklosporin A je povaZovan pii transplantacich organti za standardni medikaci a proto

byl pro nas pokus zvolen jako referen¢ni imunosupresivum.

2.3 MODEL AKUTNI REJEKCE JATERNIHO STEPU A PUVOD ZViRAT

Pouzili jsme model akutni rejekce jater mezi pln€ alogennimi kmeny potkani Dark

Agouti (DA) a Lewis (LEW). Kombinaci DA (darce) a LEW (piijemce) jsme navodili
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po transplantaci akutni rejekci se stfedni dobou ptezivani zvifat 11,2 + 1,5 dne (22).
Tento udaj jsme ovéfili provedenim transplantace na 6 zvifatech a tato skupina byla

pouzita jako kontrolni.

Dospéli samci potkanii kmene DA (DA, RTlavl) a LEW (LEW, RT1l), vazici od 260
do 340 grami, byli ziskani zchovii v Harlanu v Nizozemi (DA) a Charles River
Némecku (LEW). Potkani byli chovani v obvyklych klecich s volnym pfistupem
potravé pro hlodavce a vodé. VSechna zvifata méla zajiSténou péci podle narodnich
predpisi pro péci o zvirfata a projekt byl schvalen etickou komisi IKEM a
ministerstvem zemé&délstvi v souladu s ptisluSnou ceskou legislativou (zdkon 246/1992

Sb. na ochranu zvitat).
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Tabulka 1. Pfezivani zvirat po rOLTx dle kombinace kmenii darce — pFrijemce

Imunologicka odpovéd’

Kombinace kmenu

Prezivani zvirat (dny)

Akutni rejekce

Opozdéna rejekce

Tolerance

DA (RT1%)
DA (RT1%)
PVG (RT1°)
AUG (RTlc)

LEW (RT11)
DA (RTla)

LEW (RT11)
LEW (RT11)
AUG (RTlc)
PVG (RTlc)
BN (RT1n)

DA (RTla)
BN (RT1n)
PVG (RTlc)
LEW (RT11)
BN (RT1n)
AUG (RTlc)
BN (RT1n)

BN (RT1")

LEW (RT1")
LEW (RT1Y
LEW (RT11)

AUG (RT1c)
AUG (RTlc)
PVG (RTlc)
BN (RTIn)
BN (RTIn)
BN (RTIn)
AUG (RTlc)

PVG (RTlc)
PVG (RTlc)
DA (RTla)
DA (RTla)
DA (RTla)
DA (RTla)
LEW (RT11)

10,8+1,9
11,2+1,5
16,0+3,4
18,2+1,3

15,643,8

11,2413

32,6+3.8

48,4+4,7

45,04+6,4
36,2+11,9
63,0421,4

>100
>100
>100
>100
>100
>100
>100




2.4 TESTOVANE SKUPINY ZVIRAT

Zvitata byla rozdélena do 3 skupin: kontrolni skupina A (n = 6) bez podani
imunosupresiva, skupina B (n = 5) léena cyklosporinem A (Sandimmun Neoral,
Novartis Pharma AG, Svycarsko) v davece 2,5 mg/kg/den a skupina C (n = 5) l1é¢ena
gemcitabinem (Gemzar, Lilly France S.A., Francie) vdavce 100 pg/kg/den.
Imunosuprese byla poddvana subkutanné jednou denné€, pocinaje dnem transplantace.
Vsechna zvifata byla utracena sedmy den po transplantaci, kdy byly odebrany krevni

vzorky a tkan jaterniho $té€pu k histologickému vySetieni.

2.5 HISTOLOGICKE VYSETRENI

Vzorky jaternich $tépt byly fixovany 10% neutralnim formolem a poté zpracovany
parafinovou technikou podle bézného protokolu. 5 pum silné tfezy byly barveny
hematoxylin-eosinem. Histopatologické nalezy byly hodnoceny semikvantitativné podle

Banffského schématu pro grading akutni rejekce jaterniho $tépu ((23), viz tabulka 2).
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Tabulka 2. Index aktivity rejekce (RAI — Rejection Activity Index)

Kategorie Kriteria Skore

Prevazné lymfocytarni zanét, bez napadného Siteni,
v men$iné portalnich triad

Rozsifeni vétSiny portalnich tridd, smiSend zanétliva

Zanét portalnich . : . -
anct portainic infiltrace obsahujici ojedinéle blasty, neutrofily a eozinofily

poli
Népadné rozsiteni vétSiny az vSech portalnich triad
smiSenou infiltraci obsahujici cetné blasty a eosinofily se 3
zanétem $ificim se do periportalniho parenchymu

Zanétliveé bunky obklopuji nebo prostupuji mensinu
zlu€ovodu, zanétlivé bunky vykazuji pouze mirné
reaktivacni zmény jako naptiklad pomér jadra:cytoplasmy
v epitelidlnich bunkach

Poskogeni V’étéin.a Tle‘t?o Véechn'y %lué(’)\iod?l jsou p'rostoupeny o
zanétlivymi buiikami, ¢etné zlucovody jsou degenerativné
zménény, jako naptiklad jaderny polymorfismus,
neuspofadand polarita a cytoplasmatickd vakuolizace epitelu

zlu¢ovodu

Zanétliva infiltrace popsana v pfedchozim bodu postihuje
vétSinu az vSechny Zlu€ovody, tyto vykazuji degenerativni 3
zmény nebo zanik

Subendotelialni lymfatick4 infiltrace postihujici n¢které, ale

. e . ) 1
ne vétSinu portalnich a/nebo jaternich venul
74nét venozniho Subendotelialni lymfatickd infiltrace postihujici vétSinu )
endotelu portalnich a/nebo jaternich venul
Zanétliva infiltrace popsana v pfedchozim bod¢ se stfednim
¢i tézkym perivenularnim zédnétem $iticim se do 3

perivenularniho parenchymu asociovana s perivenularni
jaterni nekrosou

Celkové RAI skore .19
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2.6 BIOCHEMICKE VYSETRENI

Biochemické parametry - hladiny bilirubinu, alanin aminotransferdzy (ALT), aspartat
aminotransferdzy (AST), alkalické fosfatazy (ALP), gama glutamyl transpeptidazy
(GMT), albuminu, kreatininu a urey - byly stanoveny ze vzorkil séra odebraném pti

usmrceni zvifete sedmy den po transplantaci.

2.7 STATISTICKE ZPRACOVANI DAT

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

Chicago, IL, USA).



3.VYSLEDKY

3.1. HISTOLOGIE JATERNIHO STEPU

Histopatologické nalezy ve vzorcich z jaternich §tépl byly rozdilné v kazdé skupiné a rozdily
mezi skupinami A-B, B-C a A-C byly statisticky vyznamné (P<0.05). Podrobny piehled
histopatologickych nalezii u jednotlivych skupin zvifat zobrazuje tabulka 3. Morfologické
zmény odpovidajici tézké akutni rejekci byly nalezeny ve vSech vzorcich ze skupiny A
(nelécena zvitata, RAI 8/9, obr. 12). Ve skupiné B (1écené¢ CyA) nebyly zjistény Zadné zndmky
rejekce (RAI 0/9, obr. 13), zatimco u skupiny C s gemcitabinem byly zastiZzeny morfologické

znaky stfedné zadvazné akutni rejekce (RAI 6/9, obr. 14).



Tabulka 3. Prehled vysledku histologického vySetreni stépii jater dle RAI skore

Zvite Zanét portalnich poli Poskozeni Zanét venodzniho RAI
Zlucovodl endotel
Al 3/3 2/3 3/3 8/9
A2 2/3 2/3 2/3 6/9
A3 3/3 2/3 3/3 8/9
A4 3/3 2/3 2/3 7/9
AS 3/3 2/3 3/3 8/9
A6 3/3 2/3 2/3 7/9
B1 0/3 0/3 0/3 0/9
B2 0/3 0/3 0/3 0/9
B3 0/3 0/3 0/3 0/9
B 4 0/3 0/3 0/3 0/9
B5 0/3 0/3 0/3 0/9
Cl1 2/3 2/3 2/3 6/9
C2 2/3 2/3 1/3 5/9
C3 3/3 2/3 2/3 7/9
C4 2/3 2/3 2/3 6/9

CS 2/3 2/3 1/3 5/9




Obr.12. Jatra z nelécené skupiny: tézka akutni rejekce v jaternim Stépu, smisend zanétlivad
celulizace v portalnim poli, tzv. bile duct damage a endotelialitida portalnich i hepatickych Zil

s perivenulitidou a nekrozami hepatocytii v prilehlé oblasti jaterni thane.



Obr.13. Jatra z cyklosporinové skupiny: jaterni tkan bez morfologickych znamek rejekce.



Stépu, portadlni

Vv

Obr.14 Jatra z gemcitabinové skupiny: stredné tézka akutni rejekce v jaternim

pole s obdobnymi morfologickymi znaky jako na obr.10, centrolobularni oblast bez

endotelialitidy, bez nekroz hepatocytil.



3.2.  BIOCHEMICKE VYSETREN{

Rozdily stfednich hodnot hladin bilirubinu, AST a ALT dosahly statisticky vyznamnych
rozdili mezi lé€enymi skupinami B a C v porovnani s kontrolni skupinou A. Rozdily mezi
skupinami B a C vS8ak byly statisticky nevyznamné. Hladiny kreatininu i urey byly
signifikantné nizs§i u vSech zvifat z gemcitabinové skupiny oproti cyklosporinové skupiné
(29,9 vs 22,4 pmol/l, p = 0,040, respektiveé 10,3 vs 7,2 mmol/l, p = 0,008). Detailné laboratorni

vysledky prezentuje tabulka 4.

Tabulka 4. Prehled vysledkii biochemickych vySetieni

Skupina A Skupina B Skupina C P hodnota*
Bilirubin (umol/l)  159,1 (113,4-205,0)  120,8 (33,8-242,6) 62,1 (20,7-116,1) 0,421
AST (pkat/1) 27,4 (12,5 —46,0) 13,0 (7,5 -18,4) 11,1 (5,9 -14,1) 0,690
ALT (pkat/l) 13,0 (5.3 - 21,8) 5,6 (2,0 - 12,0) 6,1 (3,0 - 8.8) 0,690
ALP (pkat/l) 8,6 (7,2-10,4) 13,7 (10,1 - 21,5) 10,5 (7,6 — 13,9) 0,730
GMT (ukat/l) 0,03 (0,02 - 0,04) 0,38 (0,14 — 0,86) 0,06 (0,03 — 0,08) 0,058
Albumin (g/1) 20,6 18,8 —22,4) 26,0 (23,0 — 27,8) 24,8 (23,6 — 26,0) 0,620
Kreatinin (umol/1) NA 29,9 (23,1-34,3)  22,4(20,2—254) 0,040
Urea (mmol/l) NA 10,3 (8,9 -11,7) 7,2 (6,1 —8,6) 0,008

* P hodnota pro porovnani B vs C



4.DISKUZE

Prvni ¢ast disertacni prace detailn¢ pojednavd o technickych aspektech experimentalni
transplantace jater na laboratornim potkanovi. Samotnd metoda rOLTx je stard nckolik
desetileti, ovSem jeji detailni popis véetné odkazii na pticiny letalnich technickych netispéchii a
dlouhou f4zi néacviku (dle vétSiny autorti je potieba provést 50-100 transplantaci k dosazeni
dovednosti a rychlosti nutné k dlouhodobému pfezivani zvitat) je i ve svétové literatuie stézi
dohledatelny. Byva nezbytné pied zavedenim metody v novém centru navstivit laboratote, kde
je tato operace rutinné provadéna. Nase skupina zavedla rOLTx v roce 1998 po piedchozim
pobytu na experimentalnach pracovistich v Némecku a s nékolika modifikacemi je tento model
nyni soucasti Siroké palety experimentalnich modell pouzitelnych v transplantaéni mediciné na
nasem pracovisti (1, 2, 10, 24). Testovani gemcitabinu ptfedstavovalo prvni praktické vyuziti

modelu ve vyzkumu a ukézalo se byti piinosné.

Mezi hlavni nezddouci Uc¢inky standardné pouzivanych imunosupresiv u transplantaci jater
(kalcineurinovych inhibitorti, cyklosporinu a tacrolimu) patii nefrotoxicita, diabetogenni efekt,
neurotoxicita a v neposledni fad¢€ i vznik de novo maligniich onemocnéni. Mycofenolat mofetil
muze zpusobovat zalude¢ni potize a leukopenii (25). Dalsi latka, sirolimus, je pouzivana
s opatrnosti, protoze u ni byl pozorovan vyskyt trombdz hepatické artérie (26, 27). Rozsireni
spektra terapeutik, pouzivanych u jaternich transplantaci, o latky s méné nezadoucimi ucinky,
by bylo velice pfinosné. Gemcitabin, ktery ve standardni cytostatické davce ukazuje pomérné
nizkou celkovou toxicitu (5), by mohl byt jednim z téchto 1€kid. Jeho imunosupresivni ucinek
byl poprvé zkouméan Margraiterem na modelu transplantace srdce u potkanli a predbézné
vysledky byly povzbuzujici (3). Potvrdily hypotézu, Ze opakované podavani nizkych davek
dFdC primarné ovliviluje imunokompetentni bunky. In vitro byly testovany uc¢inky

gemcitabinu na inhibici formovéni kolonii T-lymfocytl po jejich stimulaci ¢i pii kultivaci



perifernich mononuklearnich krevnich buné¢k s fytohemaglutininem a s riznymi koncentracemi
dFdC v mikroagarovém systému. Vysledky potvrdily, ze fytohemaglutininem indukovana
proliferace lymfocytl je inhibovana dFdC v zavislosti na davce, s 50% inhibici pii koncentraci
3,25 +/- 0,9 nmol/L. In vivo byl dFdC testovan pfi alogenni transplantaci srdce u potkand.
zvySujici se davkou, pocinaje 75ug/kg/den. Lécba davkou 100-125 pg/kg/den byla schopna
prodlouzit preziti St€pu od 8 dni az do 150 dnd. Niz8i davky nebyly uc¢inné a vyssi davky byly
plicni infekce. Pozitivni efekt dFAdC byl pozdéji potvrzen také Jungem a spol. (17), ktery
testoval dFdC na potkanich modelech akutni rejekce ledvin a srdce a na modelu akcelerované
akutni rejekce srdce. Akcelerovana rejekce byla indukovana ptedchozi sensitizaci piijemcii
Lewis ktzi z Brown Norway darcii 7 dni pfed srdecni transplantaci. U prvniho modelu
transplantace srdce byla rejekce oddélena z 8. na 37. den u (130 pg/kg/den) respektive z 8. dne
na 69. den u transplantace ledvin (150 pg/kg/den), zatimco u druhého modelu (akcelerované
rejekce) to bylo z24 - 36 hodin na 5 dni (150 pg/kg/den). Tento vysledek je v protikladu
s udaji Margreitera, ktery u takto vysokého davkovani popisoval zdvazné nezadouci ucinky,
jako pfehnanou imunosupresi s ireverzibilni myelotoxicitou a thyn zvifat s fungujicim Stépem

na infekce. Bohuzel, histologické ndlezy z jaternich a srdecnich §tépti nebyly prezentovany

(17).

vvvvv

zaméfili na hodnoceni histologickych nalezii ve vzorcich z jaternich $tépti (18). Pouzivali jsme
ovéteny model akutni rejekce jater u potkana mezi plné alogenimi kmeny Dark Agouti a Lewis
(22). Imunosupresivni ucinek jsme hodnotili podle histologickych nalezii, které velmi dobie
koreluji s prezivanim po transplantaci (8, 22). Pouzili jsme Banffské schéma pro grading akutni

rejekce jaternich $tépt ((23), viz tabulka 1). Vzhledem k tomu, Ze jsme jako endpoint chtéli



pouzit vysledky histologickych hodnoceni, bylo nutné provést odbér vzorka ze Stépu diive nez
zvifata uhynula diky selhdni §tépu, kdy by histologické zmény byly jiz tak pokrocilé, Ze by
nebylo mozné pouzit vySe uvedeny grading. Podavali 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 u¢inné (3, 7, 8).

Nase prace, kterd sledovala zda pouziti gemcitabinu ovlivni vznik akutni rejekce v jaternim
Sté€pu v experimentalnim modelu, nepotvrdila predchozi povzbudiva data o dFdC jako uc¢inném
imunosupresivu. Dle histologického hodnoceni nebyl gemcitabin schopen, na rozdil od
cyclosporinu, zabranit akutni rejekci jater. Teoreticky jsme mohli pouzit vyssi davky, ale
pravdépodobné za cenu zvySeni nezaddoucich ucinkt (17). Biochemické vysledky ukazaly
signifikantni rozdily mezi hladinami kreatininu a urey mezi skupinami B a C, které svédcily
pro nizsi nefrotoxicitu dFdC ve srovnani s cyklosporinem. Naopak, v hodnotach jaternich
enzymu byl mezi obéma skupinami nalezen pouze statisticky nevyznamny rozdil, coz bylo
mozna zpusobeno malym poctem zvitfat. Hodnoty jaternich enzymt vSak byly u obou lé¢enych

skupin signifikantné niz8i nez u kontrolni skupiny.

Utinnost gemcitabinu jsme testovali také na alogennim modelu transplantace tenkého stfeva u
potkana mezi kmeny BN a Lew. V tomto pifipad€ jsme zvifatim podavali dFdC ve dvou
riznych davkéch, 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
ditvodem, pro¢ jsme ani u vysSich davek léku nepozorovali vyskyt infekénich komplikaci.
Nicméné 1 na tomto modelu jsme u skupin zvifat lé¢enych gemcitabinem v histologickych

vzorcich sttevnich $té€pi pozorovali zavazné rejekéni zmény (28).



5.ZAVER

Nase vysledky na dvou experimentdlnich transplanta¢nich modelech ukazaly, Ze gemcitabin
nemuze byt pouzivan jako samostatné imunosupresivum. Jeho vyuziti v kombinaci s jinymi
latkami by bylo nutné otestovat v dalSich studiich. Vzhledem k nejistému klinickému ptinosu
pouziti kombinované imunosupresni terapie s gemcitabinem v piipadé transplantace jater jsme
od dalsiho zkoumani vSak upustili. Nicmén¢, v budoucnu by bylo vhodné otestovat i jiné
cytostatick¢ latky, jako naptiklad sorafenib, ktery méa inhybi¢ni vliv na rist bunck

hepatoceluldrniho karcinomu (29).

Tento projekt byl podpofen vyzkumnym zdmérem IKEM G958.



6.SEZNAM PRILOH

6.1. LEGENDA K FOTODOKUMENTACI

Obr.1 Pohled na jaterni hilus
Obr.2 Preparace podjaterni ¢asti dolni duté Zily

Obr.3 Mobilizace suprahepatické ¢asti dolni duté Zily s ligaturou umisténou

v trojuhelnikovém prostoru mezi branici, levou brani¢ni zilou a dolni dutou zilou

Obr. 4 Preparace hepatoduodenalniho ligamenta, kranidlné je patrny Zlu¢ovod, pinzeta

odtahuje jaterni tepnu na kterou kaudéalné naléha portalni Zila
Obr.5 Zavedeni plastikového stentu do Zlucovych cest
Obr.6 Mobilizace zlu€ovodu a izolace kmene portalni Zily

Obr.7 Cévni svorka naloZena na portalni Zile v okamziku pfed zavedenim kanyly a perfuzi

jaterniho Stépu
Obr.8 Zplsob provedeni suprahepatické anastomdzy dolni duté Zily

Obr.9 Schématické zndzornéni situace po provedeni transplantace, zachycujici

anastomozované struktury v oblasti jaterniho hilu a dolni duté Zily

Obr.10 Schematické znazornéni piipravy cév jaterniho St€pu k implantaci pomoci cuff
techniky, kroky A-D ukazuji vznik cévni manzety, E zpiisob provedeni cévni

anastomozy
Obr.11 Schematické znazornéni ptipravy cuff techniky. Zptsob a nasazeni manzety

spole¢né s jeji fixaci je stejné na portdlni i dolni dutou zilu.



Obr.12 Jatra z nelécené skupiny: t¢zka akutni rejekce v jaternim $té€pu, smiSena zanétliva
celulizace v portalnim poli, tzv. bile duct damage a endotelialitida portalnich i
hepatickych Zil s perivenulitidou a nekr6zami hepatocytl v ptilehlé oblasti jaterni

tkané

Obr.13 Jatra z cyklosporinové skupiny: jaterni tkan bez morfologickych znamek rejekce

Obr.14 Jatra z gemcitabinové skupiny: stiedné t¢Zka akutni rejekce v jaternim Stépu, portalni
pole s obdobnymi morfologickymi znaky jako na obr.10, centrolobuldrni oblast bez

endotelialitidy, bez nekrdz hepatocytti

6.2. SEZNAM TABULEK

Tabulka 1. Pfezivani zvifat po rOLTx dle kombinace kment darce — pfijemce

Tabulka 2. Index aktivity rejekce (RAI — Rejection Activity Index)

Tabulka 3. Prehled vysledki histologického vySetteni stépii jater dle RAI skore

Tabulka 4. Ptehled vysledkl biochemickych vySetfeni



6.3. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ALP — alkalicka fosfataza

ALT — alanin aminotransferaza

AST — aspartat aminotransferaza

BN — kmen potkana Brown Norway

CNI - kalcineurinovy inhybitor (calcineurin inhibitor)

CyA — cyklosporin A (cyclosporine A)

DA — kmen potkana Dark Agouti

dFdC — difluorodeoxycytidin (chemicky ndzev gemcitabinu)

FR — fyziologicky roztok

GMT - y-glutamyl aminotransferaza

LEW — kmen potkana Lewis

RAI — index aktivity akutni rejekce (rejection activity index)

rOLTx — ortotopicka transplantace jater u potkana (rat orthotopic liver transplantation)

VCI - dolni duta Zila (vena cava inferior)
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