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Souhrn

Akutni jaterni selhani (AJS) je Zivot ohrozujici onemocnéni s vysokou mortalitou.
Jedinou kauzéalni léCbou je transplantace jater, ktera je limitovand nedostatkem
darcovskych organii. Proto se hledaji jiné alternativni metody, které pomohou pieklenout
dobu ¢ekani na transplantaci ¢i regeneraci jater. Jako slibnd metoda se jevi transplantace
hepatocytii. Pro nasi studii jsme jako vhodny model zvolili thioacetamidem (TAA)
indukovany model AJS u laboratorniho potkana. Nejdiive jsme se zamétili na rozvoj
a prabeh AJS po podani zvysujici se davky TAA (od 175 do 700 mg/kg/den) potkantim
kmene Wistar a Lewis. Sledovali jsme a vyhodnocovali ptfezivani, hladiny albuminu,
aktivity enzymu alanin aminotransferazy a aspartat aminotransferazy, hladiny bilirubinu
a amoniaku v plazmé po dobu 96 hodin. Zajimalo nés také, zda jsou rozdily v pribéhu
AJS mezi vybranymi kmeny potkant. Dosli jsme k zavéru, Ze potkani kmene Wistar jsou
nachylnéjsi na rozvoj AJS vyvolaného poddnim TAA v porovnani s kmenem Lewis.
V dalsi ¢asti prace jsme se zaméfili na 1écbu AJS pomoci transplantace hepatocyti. TAA
jsme aplikovali i.p. ve dvou injekcich, v souhrnné davce 525 mg/kg. Tato davka vede
k rozvoji AJS u vSech potkanti kmene Lewis, bez 1é€by umiraji béhem prvnich 48 hodin.
Z jater samcl transgenniho kmene luc-Lew-Tg jsme izolovali hepatocyty, které jsme
v mnozstvi 2 x 10° bungk rozpusténych v 600 ul fyziologického roztoku implantovali
portalni Zilou do jater pfijemce. Transplantované hepatocyty jsme pozorovali in vivo,
pomoci neinvazivniho bioluminiscen¢niho zobrazovani. Transplantace hepatocytl
vyznamné zmirnila prabéh AJS zplsobené¢ho podanim TAA. To se projevilo lepSim

prezivanim zvitat a zmensenim rozsahu jaterniho poskozeni.

Kli¢ova slova: akutni jaterni selhani-transplantace hepatocytii-thioacetamid



Abstract

Acute liver failure (ALF) is life-threatening disease with high mortality rate.
Orthotopic liver transplantation is the only effective therapy but it is limited with scarcity
of donor organs. Other methods are searching for as bridging therapy. Transplantation of
hepatocytes seems to be a promising method. We have chosen the chemical model of
acute liver failure caused by intraperitoneal (i.p.) application of thioacetamide (TAA) in
rats. We wanted to investigate the course of ALF when induced by increasing doses of
TAA, ranging from 175 to 700 mg/kg of body weight i.p. per day. Plasma levels of
albumin, bilirubin, alanine aminotransferase and aspartate aminotransferase activities and
ammonia levels and survival rate were determined. We also examined whether Wistar
and Lewis rats exhibit any differences in the course of ALF in response to increasing
TAA doses. Our data show that Wistar rats are more susceptible to developing TAA-
induced ALF than Lewis rats. In the other part we focused on hepatocyte transplantation
in ALF. TAA was administrated i.p. in two injections, in the total amount of 525 mg/kg
of body weight. After this dose all Lewis rats developed ALF and without treatment
succumbed within first 48 h. Hepatocyte were isolated from transgenic male rat luc-Lwe-
Tg in two step collagenase perfusion. Isolated hepatocytes in the amount of 2 x 10 ¢ cells
dissolved in 600 pl of physiological saline solution were implanted into the liver via the
portal vein. For imaging of transplanted hepatocytes we used non-invasive
bioluminescent imaging system. The results show that hepatocyte transplantation can
attenuate the course of TAA-induced ALF in Lewis rats. It was reflected by improved

survival rate and reduced degree of liver injury.

Key words: acute liver failure-hepatocyte transplantation-thioacetamide
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1. Uvod

1.1 Akutni jaterni selhani

Akutni jaterni selhani (AJS) je velmi zavazny stav, ktery se projevuje nahlym
rozvojem znamek jaterni dysfunkce u jedince bez pfedchozi anamnézy jaterni choroby.
Dochazi k vyrazné poruse jaternich funkci v relativné kratkém obdobi. Porucha funkce je
disledkem zéaniku hepatocytd, ke kterému mitize dojit z nejriznéjSich pfi¢in. AJS je
charakterizovano rychlym vznikem koagulopatie (INR > 1,5) a encefalopatie spolu
s vyraznym poSkozenim jaternich funkci, pfedevsim syntetickych. Prevalence tohoto
onemocnéni v riznych zemich kolisd, obvykle se uvadi v Evropé a v USA mezi
10-20/100 000 obyvatel. Pfesna data u nas ani ve svété k dispozici nejsou, v USA je
uvadéna incidence 2000 piipadi za rok. AJS je vzhledem k velké regeneracni schopnosti
jater potencidlné reverzibilni, nicméné je i nadéle spojeno s vysokou mortalitou, ktera je
uvadéna mezi 50-90 %, pokud neni provedena ortotopicka transplantace jater (OLT).
V roce 1946 Lucke a Mallory popsali 3 faze AJS: 1. faze — prodromalni/preiktericka,
2. faze — ikterickd a 3. faze — encefalopatie. Tito a dal$i autofi upozoriiuji na vztah mezi
zacatkem ikteru (Zloutenky) a rozvojem encefalopatie ve spojitosti s etiologii
a progndézou onemocnéni. Fulminantni jaterni selhani je charakterizovano intervalem 8
tydnd mezi rozvojem ikteru a nastupem encefalopatie. Skupina z King's College v Anglii
definuje v pfipad€ AJS interval 8 aZ 24 tydnt do nastupu encefalopatie. Subakutni jaterni
selhdni ma vyssi pravdépodobnost rozvoje piiznakid chronického jaterniho onemocnéni,
edému, ale paradoxné vys$si mortalitu neZ fulminantni forma (Boyer, 2012).

Pro lepsi pfedpovéd’ klinického prubéhu, komplikaci a prognézy nemocnych
s AJS vytvoril O’Grady a spol. kategorie AJS: hyperakutni (interval krat$i nez 7 dni mezi
nastupem Zzloutenky a encefalopatie), akutni (interval 8 az 28 dni) a subakutni jaterni
selhani (interval del$i nez 28 dni). Toto rozdéleni vzniklo na zéklad¢ analyzy 538 piipadi
pacientli v Nemocnici King’s College v Londyné. Definice AJS pozaduje, aby m¢él
pacient v predchorobi zdrava jatra. Ale n¢ktefi nemocni s AJS mohou mit doposud
nerozpoznané chronické onemocnéni jater, napt. Wilsonovu nemoc nebo autoimunitni
hepatitidu.

DalS§im zavaznym stavem je AJS na chronickém zakladg. Je charakterizovan
nahlym zhorSenim jaternich funkci u nemocného s dosud stabilizovanym jaternim

onemocnénim a vznika v disledku plisobeni nového hepatotoxického inzultu. K tmrti
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v disledku AJS dochézi v souvislosti s rozvojem nitrolebni hypertenze a s dalSim

zhorSenim pribéhu v disledku sepse a rozvoje multiorgdnového selhani (MODS).

1.1.1 Pric¢iny AJS a epidemiologie

Pro stanoveni 1é€by a progndzy AJS je nutné znalost pfi¢iny onemocnéni. Existuje
mnoho riznych pti¢in AJS, mezi které patii virové infekce, toxiny, 1éky, kardiovaskularni
a metabolickd onemocnéni (Tab. 1). Podil jednotlivych pfi¢in se liSi geograficky.
Celosvétove nejastejsi pricinou AJS zlstava hepatitida typu B. V rozvojovych zemich
prevlada hepatitida, v zemich Spojené¢ho Kralovstvi je AJS nejcastéji zplsobeno
toxickym pusobenim acetaminofenu (paracetamolu). V mistech s vyskytem tuberkuldzy
zpisobuje izoniazid 1€ky vyvolané AJS. Ve 14 % ptipadi u dospélych se nepodafi odhalit
pti¢inu AJS, u déti az v 60 % piipada.

Tab. 1: Pric¢iny AJS

virové hepatitidy typu A, B, C, D, E, virus EB, CMV, herpes

viry simplex virus, influenza typu B
acetaminofen, halotan, izoniazid, valproat, rifampicin, phenytoin,
1éky amiodaron, acylpyrin
amanita phalloides, afaltoxin, bakterialni toxiny, oragnicka
toxiny rozpoustédla
kardiovaskularni pravostranné srde¢ni selhdni, srdecni tamponéda, Sok,
pFiciny venookluzivni nemoc, Budd-Chiariho syndrom
metabolické Wilsonova choroba, deficit alfa -1- antitrypsinu, dédi¢na
pficiny tyrosinémie

AJS v souvislosti
s t¢hotenstvim akutni steat6za jater, HELLP syndrom

autoimunitni hepatitida, hypertermie, lymfom, maligni infiltrace
jiné divody jater

kryptogenni

1.1.2 Acetaminofen

Paracetamol nebo také APAP (N-acetyl-p-aminophenol) jsou jiné nazvy
pro acetaminofen. Ve vyspélych zemich je to volné dostupny a bézné pouzivany lék
na sniZeni horecky a zmirnéni bolesti. V doporuc¢enych davkéch se jedna o bezpecny I¢ék,
ale vyssi davky mohou byt hepatotoxické a vyvolat AJS (Lancaster et al., 2014).
Doporucend davka pro dospélého ¢lovéka je 325-650 mg p.o. kazdych 4-6 hodin,
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maximalné 4 g paracetamolu denné. U pacientl se zvySenym rizikem hepatotoxicity je
denni davka polovicni, tj. 2 g denné. U déti je to pak 10—15 mg/kg télesné hmotnosti
kazdych 4—6 hodin, s maximalni davkou 5075 mg/kg.

Hepatotoxické ucinky acetaminofenu jsou nejcastéjsi pfi¢inou vzniku AJS
v Evropé a v USA. Tvoii ptiblizné¢ 42 % ptipadi AJS. Divodem je ptedavkovani jak
samotnym acetaminofenem, tak kombinaci acetaminofenu s opioidy. V Ceské republice
se jedna o stovky pacientll rocné€, se vzestupnou tendenci. Hepatotoxicitu zpiisobuji
metabolity acetaminofenu. Pii poziti doporucené davky se acetaminofen metabolizuje
glukuronidaci nebo sulfataci a je vylouc¢en do moci (obr. 1). Pfiblizné 2 % se dostanou
do moci v nezménéné formé a mén¢ nez 10 % je metabolizovano pomoci cytochromu
P450 (CYP-450) na reaktivni metabolit N-acetyl-p-benzochinonimin (NAPQI).
Zanormalnich okolnosti tento toxicky metabolit reaguje se sulfhydrylovymi (thiolovymi,
-SH) skupinami v glutathionu (GSH) a ptfed vylou¢enim moci je pieveden na netoxické
metabolity. Dojde-li k predavkovani, zptisobi pretrvavajici NAPQI jaterni poskozeni.
Po vycerpani veSkerého GSH zaéne NAPQI reagovat s thiolovymi skupinami buné¢nych
proteintl, coz vede k poskozeni funkce mitochondrii a k bunécné smrti a také k modulaci
vrozené¢ho imunitniho systému jater. K mitochondridlni dysfunkci pifi preddvkovani
acetaminofenem dochazi nasledkem poskozeni mitochondrialni membrany. Proteinové
adukty ve spojeni s NAPQI zpiisobuji oxidativni stres. Uvnitt mitochondrii se formuyji
reaktivni kyslikové skupiny, které poSkozuji mitochondridlni DNA, oteviraji

polopropustné pory, zastavuji produkci ATP a vyvolavaji nekrozu.

2%

85-90%

Acetaminofen :> Netoxické metabolity |:> Exierecs

! do modi
Glukuronidace

CIF2E1 Sulfatace
10%
NAPQI
GSH
Netoxické Jaterni
metabolity poskozeni

Obr. 1: Metabolismus APAP v jatrech (pievzato z: Lancaster et al., 2014)
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AIJS zplsobené podanim APAP ma nespecifické symptomy: abdominélni bolest,
Ginava, anorexie, teplota. Casto probiha hyperakutné s nastupem encefalopatie do 7 dni

od pocatku ikteru. Vcasna diagnostika a 1écba snizi riziko rozvoje AJS.

1.1.3 Dalsi pric¢iny AJS

vvvvvvvv

hepatitid€ A je mezi 0,01 az 0,1 %. Pribéh AJS pfti hepatitidé A je vétSinou hyperakutni
a spontanni uzdraveni je relativné vysoké (40-60 %). Riziko rozvoje AJS pii hepatitidé
typu B je 1 %. Stafi pacienti a zeny jsou rizikovou skupinou. Spontanni uzdraveni AJS
vzniklého po hepatitidé typu B je velmi nizké, pohybuje se mezi 15 az 36 % (Boyer et al.,
2012).

Ptiblizné 11 % ptipada AJS je nasledkem poziti riznych 1ékl. Vyskytuje se Castéji
u zen (69 %) nez u muzt (21 %), a to ve véku kolem 43 let. K 1ékiim, které nejéastéji
vyvolaji AJS, patii antituberkuldézni 1éky, sulfonamidy, phenytoin, disulfiram,
troglitazon, propylthiouracil, bromfenyc a nékteré bylinné a vyzivové dopliikky. Okolo
29 % pacientt se spontdnn¢ uzdravi, 40 % podstoupi transplantaci a 31 % zemfe

bez transplantace (Lancaster et al., 2014).

1.2 Patofyziologie AJS

Encefalopatie a nitrolebni hypertenze souvisi s alteraci hematoencefalické
bariéry, akumulaci neurotoxickych substanci v mozku, s poruchou syntézy a metabolismu
neurotransmitertt a s poruchou energetického obratu v mozku. U AJS je poskozena
regulace prutoku krve mozkem. Edém mozku se rozviji u 80 % pacientl s encefalopatii
IV. stupn€ a je kombinaci edému vazogenniho a cytotoxického. Pro AJS je typicka
porucha metabolismu glykogenu, sniZené urovné glukoneogeneze a zvysené odbouravani

svalové a tukové tkané.

1.3 Diagnostika AJS

Diagnéza AJS se opird o typickou anamnézu dle etiologie AJS. V klinickém
vySetieni se zamétfujeme na ikterus a znamky encefalopatie. Ostatni ptfiznaky, jako je

unava, zvraceni, bolesti bficha a prijmy, jsou nespecifické. U pacientii s AJS se projevuje
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hypotenze a vazodilatace s nizkou systémovou vaskuldrni rezistenci, ale v ¢asnych
stadiich mtze byt krevni tlak normalni. Charakteristickd je hyperventilace, rozvoj
oligurie, objevuji se znamky koagulopatie s moznym krvacenim do gastrointestinalniho

traktu.

1.4 Lécba AJS

Lécba AJS vyzaduje multidisciplinarni piistup a Casny transport nemocného
na specializovanou jednotku intenzivni péce. Lécba je podplrnd, v nékterych piipadech

specificka, dle etiologie AJS.

1.4.1 Otravy

Pfi otravé paracetamolem se podava aktivni uhli k redukci vstiebavani
paracetamolu a dale antidotum N-acetylcystein (NAC). Jeho hlavnim G¢inkem je zvySeni
produkce glutathionu v jatrech a také slouzi jako zdroj cysteinu (-SH skupin). Kromé toho
je znamo, ze NAC zlepSuje hemodynamickou stabilitu, jaterni clearance a mozkovy edém
tim, Zze vychytava volné radikaly. NAC se obvykle podava intraven6zné. Doporucena
zahajovaci davka je 150 mg/kg béhem 10-30 minut, dale 50 mg/kg béhem 4 hodin
a nasledné¢ 100 mg/kg v pribéhu 16 hodin (celkové 300 mg/kg béhem 20 hodin).
U pacienti pfijimanych 10-24 hodin po intoxikaci je uzivan 48hodinovy rezim s tvodni
davkou 140 mg/kg, se sérii udrZzovacich davek 70 mg/kg po 4 hodinach. V 1écbé NAC se
pokracuje, dokud neklesne INR pod 2 (Makin et al., 1997).

Pti otravé muchomiirkou zelenou (Amanita phalloides) je nutné zabranit dalSimu
vstfebavani amanitinu, podpofit jeho vylucovani moc¢i a blokovat enterohepatdlni
cirkulaci provadénim vyplacht zaludku, aplikaci aktivniho uhli v davce 1 g/kg, déle
opakovanymi klyzmaty a hydrataci. Do 3 dnli po poZiti je indikovand plazmaferéza.
Antidotem volby je silibinin, ktery zabraiiuje vychytavani amanitinu jatry a jeho praniku

do hepatocytti (Mas, 2005).

1.4.2 Extrakorporalni podpory

Jaterni poSkozeni zplsobujici AJS cestou endogennich vlivl je vétSinou Casové
omezené. Pokud je Spatné funkce jater zvladnuta po dobu plisobeni toxinu ¢i infekce, je
dalsi prognoza pomérné dobra. Proto je jiz desitky let snaha o extrakorporalni podporu

jaternich funkci po dobu akutniho poSkozeni. Dosavadni metodiky k odstranéni exo-
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1 endotoxinli (hemodialyza, hemoperfuze, vyména plazmy) nebyly specifické, a proto ani
pfilis§ ucinné.

Transplantace jater pfinesla v 1écbé AJS velky pokrok, ale vzhledem k rychlému
priabéhu onemocnéni fada pacientii umira pred nalezenim vhodného darce. Stale je tedy
snaha alespon o docasné nahrazeni jaternich funkci jinym extrakorporalnim pfistupem.
V tadé¢ studii jsou nyni pouzivany systémy bioarteficidlnich jater, albuminové dialyzy
a systémy kombinujici rizné techniky. Jejich vyuziti je vSak doposud problematické

a mimo klinické studie nejsou v 1é¢bé AJS pausalné doporuceny.
14.2.1 Plazmaferéza

Jedné se o mimotélni terapii, pti které jsou z krevni plazmy eliminovéany toxické
latky. V malé a pomérné heterogenni skupiné pacientli 1écenych touto metodou doslo
k poklesu plazmatického amoniaku (NH3) a zlepSeni jaterni encefalopatie. Soucasné s tim
se snizil cerebralni krevni pratok, cerebralni perfuzni tlak, zlepsil se stfedni arterialni tlak
a poklesl srde¢ni index (Lancaster et al., 2014). Je ale obtizné stanovit piesny vliv
plazmaferézy na ptezivani pacientll s AJS. Na velké evropské skupiné pacientii se

ukazuje, ze plazmaferéza je ptinosnou metodou pii 1écbé AJS (Lancaster et al., 2014).

1.4.2.2 Jaterni podpiirné systémy v 1é¢bé AJS

Tyto systémy se déli na dvé kategorie: nebiologické a biologické detoxikacni
systétmy. Nebiologické detoxika¢ni systémy zahrnuji pfedev§im plazmaferézu,
hemoadsorpci zalozenou na €isténi krve pies aktivni uhli a dialyzu pomoci albuminu.
V Evropé jsou nej€astéji pouzivanymi systém MARS a pfistroj Prometheus. MARS
(Molecular Adsorbent Recirculation System, Gambro, Svédsko; obr. 2) pracuje
na principu albuminové dialyzy s vychytavanim latek vadzanych na albumin ve filtrech
v kombinaci s dialyza¢nim pfistrojem, kde jsou odstraiiovany latky rozpusténé ve vode.
Ptistroj Prometheus (Fresenius Medical Care, Némecko; obr. 3) je zaloZzen na principu
frakcionované plazmatické separace a adsorpce s dialyzou (FPSA). Sklada se
z dialyzaéniho pfistroje rozsifeného o modul pro frakcionovanou plazmatickou separaci
s albuminovym filtrem a dvéma adsorbery. Pracuje bez nutnosti pouziti napln¢ ptistroje
albuminem a lze na ném samostatné provadét také dialyzu. U pfiistroje Prometheus byla
shledana vyssi redukce plazmatickych hladin bilirubinu, NH3 a urey (Rocen, 2010).
Ackoliv jsou tyto metody bezpecné, pacienta s AJS nevyléci, pouze poméahaji preklenout

dobu do transplantace jater (Standlbauer at al., 2006).
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Obr. 2: Schéma systému MARS (Gambro, Svédsko)
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Obr. 3: Schéma systému Prometheus (pfevzato z informacniho letdku Fresenius

Medical Care, upraveno)
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Druhou kategorii jaternich podplrnych metod ptedstavuji biologické detoxikaéni
systtmy. Tyto systémy obsahujici zivé jaterni builky jsou oznacovany jako
,bioarteficialni jatra®“ (BAL). Maji nejen funkci detoxikacni, ale vyuzivaji i dalSich funkci
hepatocytti. Obsahuji napln€ s zivymi bunkami (bioreaktory). Muze se jednat o lidské
hepatocyty, dale linie hepatoblastomu C3A nebo to mohou byt hepatocyty zvifeci
(praseci). Ziskani lidskych hepatocyti je stale obtizné a nelze ziskat dostate¢né mnozstvi
bunék z tkanovych kultur, proto jsou pouzivany organy nevhodné k transplantacim, ¢asti
jater nebo linie hepatoblastomu C3A, u které¢ho ale maji buiiky snizenou funkci. Praseci
hepatocyty mohou byt erstvé nebo kryokonzervované. Nicméné u zviiecich bunék nelze
vyloucit pienos zvifecich infekci na ¢loveka.

Celosvétove existuji centra pouzivajici modifikované biorektory. Nejcasteji jsou
uvadény: Hepat Assist (Circe Biomedical, Lexington, MA) - systém s plazmaseparaci,
perfuzi ptes aktivni uhli, s modulem s kryokonzervovanymi prase¢imi buiikami, MELS
(Modular Extracorporeal Liver Support, Hybrid Organ GmbH, Berlin, Némecko)
s bioreaktorem, dialyzou a modulem albuminové dialyzy, didle ELAD (Extracorporeal
Liver Assist Device, VitaGen, La Jolla, CA) pouzivajici linii C3A lidského
hepatoblastomu, bioreaktor AMC (Amsterdam Medical Center, Nizozemsko) vyuzivajici
plazmatickou separaci a pruchod plazmy bioreaktorem s prase¢imi hepatocyty.
Bioarteficialni systémy byly doposud pouZity v ramci klinickych studii a tyto metody
nejsou standardem v 1é¢bé jaterniho selhani. V Ceské republice byl bioreaktor pouzit
pouze v experimentu na zvifecim modelu (Ryska M. a spol., 2006, Ryska M. a spol.,

2008, Ryska O. a spol., 2008).

1.4.2.3 Transplantace hepatocyti

Prvni zaznamy o pienosu jaternich bunék pochézi z 60. let 20. stoleti. Zasadnim
krokem v transplantaci hepatocytl bylo zavedeni metody izolace jaternich bun€k pomoci
perfuze jaterni tkané roztokem kolagenazy, kterou popsali Berry a Friend v roce 1969
(Berry and Friend, 1969). Tato metoda modifikovana Seglenem v roce 1976 je pouzivana
dodnes (Seglen, 1976). Prvni uspé€snou transplantaci hepatocytt u ¢lovéka provedli Mito
a Kusano v roce 1993 (Mito and Kusano, 1993).

Nov¢jsi klinické studie ukazuji, Ze transplantace hepatocytid se miize uplatnit
v 1écbé AJS, nékterych vrozenych poruch metabolismu i u jaterni cirhdzy. U AJS mize

metabolicka podpora ve formé hepatocyti pomoci pieklenout obdobi do transplantace
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nebo do regenerace vlastnich jater. Pii ztrat€ velké frakce vlastnich jaternich bunék
mohou transplantované hepatocyty jatra znovu osidlit.

Jaterni buniky se izoluji perfuzi jaterni tkané roztokem kolagendzy. VEtSinou se
izolované bunky pouziji ihned k transplantaci, ale mohou se i zamrazit a uchovavat.
Kryoprezervaci se vSak snizuje viabilita izolovanych bun€k. K transplantaci lze pouZit
hepatocyty autologniho, alogenniho i xenogenniho plivodu. V poslednich letech jsou
vyuzivany genové manipulované bunky. NejcastéjSim mistem pienosu hepatocytli jsou
jatra a slezina. Byla popsana i jind cilova mista a organy, jako peritonedlni dutina,
interskapuldrni tukové tkan, pouzdro ledviny, plicni parenchym ¢i pankreas (Nagata,
2003).

Transplantace hepatocytli do jater se provadi cestou vena portae (portalni zilou).
Jatra ptfedstavuji pro prenesené jaterni bunky pfirozené prostiedi, avSak vétSina
hepatocytti z jater migruje do plic, kde jsou ni¢eny procesem fagocytozy. Pti podani
bun¢k do organismu dochazi k hemodynamickym zméndm — zvySeni portalniho
a pulmondlniho tlaku s rizikem plicni embolie ¢i trombdzy ve vétvich vena portae
(Muraca et al., 2002). Po podani cestou vena portae putuji hepatocyty do trdmct jaternich
bun¢k, aniz by narusovaly strukturu jaterniho parenchymu. Dal$im vhodnym organem
pro pienos jaternich bunék je slezina. Hepatocyty se podaji do arteria lienalis nebo piimo
do parenchymu sleziny. Cast jaternich bun&k vycestuje ze sleziny do vena portae.
Hepatocyty ve slezin€ nejen prezivaji, ale i proliferuji a vytvareji struktury podobné
jaterni tkani. Pi1 podani jaternich bun¢k do peritonedlni dutiny dochéazi Casné k jejich
nekroze. Prezivani hepatocytli lze zvysit jejich ochranou pomoci biokompatibilni
membrany ve formé mikrokapsuli, dutych vlaken nebo 3D matrice (Smrzova a spol.,
2000, Ogava et al., 2004).

Podle ptedpokladi vychazejicich napt. z proveditelného rozsahu hepatektomie je
pro preziti jedince nezbytné neyjméné 10-20 % plnohodnotné jaterni tkané. Toto mnoZstvi
by odpovidalo 150 g (10 %) az 300 g (20 %) jaterniho parenchymu, tedy 3 x 10'°, resp.
6 x 10'° hepatocyti (Mito, 1993). Pi transplantaci hepatocytii je jich viak ¢asto podano
mnohem mensi mnozstvi a s dobrym klinickym uspéchem. Je to ddno jednak tim,
ze v organismu zustala zachovana funk¢ni masa hepatocytii, a také vzijemnym
ovliviiovanim dércovskych bunék a celého vnitfniho prostfedi organismu piijemce
prostfednictvim riznych, zatim ne zcela identifikovanych ptsobkil a ristovych faktorti
(napft. hepatocyte growth factor — HGF, transforming growth factor 31 — TGF 1). Navic
hepatocyty po transplantaci proliferuji (Smrzova a spol., 2001).
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Nejvétsim  problémem zlstdvd nedostatek darci a nutnost dlouhodobé
imunosuprese. Transplantované¢ hepatocyty vyvolavaji v hostitelském organismu
imunitni reakci. Té se snazime zabranit nejCastéji imunosupresni lécbou. K dalSim
alternativnim metodam patii naptiklad ozaieni transplantovanych bunék UVB svétlem,
imunoadherence s vyvazanim protilatek, blokédda ko-stimulace T-lymfocyti pii interakci
s antigen prezentujicimi bufikami pomoci solubilniho proteinu, sniZzeni exprese gent
pro MHC glykoproteiny I. tfidy, ochrana hepatocyti v mikrokapsulich (Smrzova a spol.,
2000). Detekci transplantovanych hepatocyti Ize provadét na zékladé sledovani
biochemickych parametrii (jaterni testy, parametry koagulace), hodnot intrakranidlniho
tlaku, znaceni jaternich bunck radioaktivnimi izotopy (indium, technecium) a jejich
naslednym zobrazenim scintigrafii (Gupta et al., 1994, Schneider et al., 2003), dale také

bioluminiscenci a biopsii tkani.
14.24 Transplantace jater pti AJS

Transplantace jater zlstava jedinou relativné spolehlivou a prokazateln¢ ti¢innou
lécbou AJS. Jeji aplikace je zatizena vySSim rizikem neZ 1écba chronickych stavi.
Hlavnim problémem je nedostatek vhodnych darcii organti a ¢asova tiseii. Akutni jaterni
selhani predstavuje v Evropé ptiblizné¢ 10 % vSech indikaci k transplantaci. Roc¢ni
ptezivani prekracuje 80 %. Spravné nacasovani prognézy vyvoje AJS je kli¢em ke sniZeni
mortality.

Transplantace jater rovnéz spotifebovava rozsahlé zdroje, se kterymi je potieba
racionalné nakladdat. Kandidat transplantace jater musi mit dostateCnou vitalitu, aby
ptekonal chirurgicky zakrok i poopera¢ni obdobi, a nesmi mit progresivni onemocnéni,
které by vyrazné limitovalo jeho pfeziti. VEk pacienta sim o sob& neni rozhodujici,
nemocni nad 60 let a pfedevSim nad 65 let vSak pfeZivaji hire. Nejvyssi perioperacni
riziko predstavuje tézky stav pacienta dany piislusnou pokrocilosti jaterniho selhani.
K posouzeni rizika se vyjadfuje tym zahrnujici hepatologa, transplantacniho chirurga,
anesteziologa a transplantacni koordinatorku. Ke stanoveni letalni prognézy spontanniho

pribéhu AJS slouzi tzv. ,,King’s College kritéria“ (Boyer et al., 2012), tab. 2.
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Tab. 2: ,King’s College kritéria® (pfevzato z: Boyer et al., 2012)
pri¢ina selhani kritérium
intoxikace paracetamolem pH < 7,3 nebo
protrombinovy ¢as > 100 s a kreatinin >
300 pmol/l s encefalopatii III. a I'V. st.
ostatni prifiny protrombinovy ¢as > 100 s nebo
3 z nasledujicich kritérii:
a) vek <10 nebo > 40 let
b) jaterni selhani pfi non-A, non-B
hepatitid¢, halotanové hepatitide,
idiosynkrastické 1ékové reakci
c) ikterus predchazejici o tyden
jaterni encefalopatii

d) protrombinovy ¢as > 50s
e) bilirubin > 300 umol/l

Transplantace jater muzeme rozdé€lit do dvou skupin: transplantace jater
od kadaverdzniho darce a transplantace jater od zivého darce. Pravdépodobnost ziskani
vhodného casného ¢i urgentniho kadaver6zniho darce jater z&visi na velikosti regionu,
v oblasti se 120 milidony obyvatel (naptiklad v regionu zemi Eurotransplantu) je 12x vétsi
nez v Ceské republice s 10 miliény obyvatel. Obvykla typizace jaterniho $tépu (ABO
kompatibilita a velikost jaterniho $tépu) nemusi byt striktné dodrzena: nestejnoskupinova
kompatibilita v ABO systému pii vybéru kadaverdzniho darce vyrazn€ zvySuje Sance
nemocného s AJS na provedeni urgentni transplantace jater. Také velikost jaterniho Stépu
nemusi byt nepfekonatelnou piekazkou. Objem pfiliS velkého jaterniho Stépu
z kadaverozniho darce 1ze pro konkrétniho nemocného s AJS zmensit redukcei, pii které
se z ptili§ velkého jaterniho §tépu darce pouzije vhodny segment, vétSinou levy jaterni
lalok. Tato technika je podobnéa obvyklé jaterni resekci a je organizacné nejjednodussi.
Pro soucasnou dobu, ktera je charakteristicka vzriistajici pottebou jaternich §tépa, je vSak
tato technika mén¢ vhodné — ¢ast jaterniho Stépu zlistane nevyuzita. Kromé toho je mozné
jatra rozdelit na dvé nestejné velké Casti - tzv. ,split liver. Mensi ¢ast mize byt
transplantovana ditéti, vétsi ¢ast je ve stejnou dobu transplantovana dospélému. Split je
mozné provést pii odbéru v téle darce pred perfuzi nebo pozdéji pii uprave odebraného
a promytého jaterniho Stépu (,,back table*). Obéma témto technikam ptedchazi
hepatektomie postizenych jater pfijemce. Pfi auxilidrni transplantaci jater zlstavaji
postiZzena jatra in situ a do dutiny bfi$ni je implantovana Cast jaterniho §tépu darce. Tato
technika se provadi v nadéji, ze piivodni jatra zregeneruji. Implantovany segment mize

pomoci pieklenout dobu AJS. Implantovanéd Cast je po obnove funkce vlastnich jater
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vyjmuta nebo po vynechani imunosuprese postupné regreduje (Shrivastav et al, 2019).
Jaterni $tépy z kadaverdzniho darce pokryvaji v soucasné dob¢ naprostou vétSinu potieby
urgentnich transplantaci jater (Ryska et al., 2009).

Na zacatku 90. let byla pro potfeby transplantace jater u nejmensich déti
vypracovana metodika pfenosu jaterniho segmentu ze zivého darce — tzv. , living related
liver transplantation®. Pfi této metod¢ je darce ¢asti jater pribuzny ditéte, vétSinou jeden
z rodicl, nejCastéji matka. Transplantace nevyzaduje cekani na kadaverdzniho darce
jater, operace je elektivni a sestava z resekce ¢asti jater darce, kterou jsou nahrazena
nezvratné postizena jatra ptijemce. Do soucasné doby bylo na celém svété provedeno
ptiblizn€ 1100 téchto vykont, s minimalni mortalitou déarca.

Nedostatek kadaveroznich darct jater (USA, Kanada, Evropa) a naboZenské
divody (Japonsko) znemoznujici vyuziti kadaveri k odbéru organi jsou divodem
k tomu, ze na nékterych pracovistich se zacind metoda ,living related” aplikovat
i u dospélych. U darce je provedena modifikovana pravostranna hepatektomie tak, aby
ziskany lalok bylo mozné perfundovat a pouzit k implantaci u ptijemce. V posledni dobé
na nékolika pracovistich ve svété zacinaji pfenos jaterniho segmentu ze Zivého darce
aplikovat i urgentné u déti s AJS (Park et al., 2016).

Pii kritickém pohledu na nase soucasné lécebné moznosti je nutné konstatovat,
ze transplantace jater neni idealni lécebnou metodou u nemocnych s AJS (moznost
spontanni regenerace jater, potieba celozivotni imunosuprese atd.). Transplantace jater je
vynucenym lé¢ebnym postupem, ktery odpovida sou¢asnému medicinskému poznani.

Z vySe uvedeného plyne, ze v 1¢¢bé nemocného s AJS neni problém v metodologii
oSetfeni, ale v neschopnosti pieklenout pfedtransplantacni obdobi, kdy je v poptedi
progrese piiznakli AJS. Nebiologické metody (hemoadsorpce, plazmaferéza apod.)
nesplnily pivodni ocekéavani. Snaze o sestrojeni extrakorporalniho bioreaktoru, ktery by
byl schopen detoxikovat nemocného s AJS po dobu €ekani na vhodny jaterni §tép, bylo
a je vénovano nemalé usili. Vyuziti xenoperfuze, tj. vyuZiti funkénich zvifecich
hepatocytil jako ndpln¢ bioreaktoru k hemoperfuzi nemocného s AJS, je ve stadiu
klinickych studii. Problém neni spojen pouze s omezenou viabilitou izolovanych
hepatocytti, ale 1 s eventudlnim nebezpecim transmise praseCich retroviri do lidské
buniky. Velkou nadéji skyta uziti lidskych hepatocytl izolovanych z nepouzitych jaternich
Stépl €1 z vypéstovanych bunécnych linii.

Xenotransplantace — pouziti jaterniho Sté€pu ze zvitfat — je v piipadé transplantace

jater v nedohlednu. Problém neni pouze v rovin€ imunologické a virologické,
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ale xenotransplantace jater je limitovana i1 fyziologicky. Peptidy syntetizované
ve zvitecich jatrech se vyrazné lisi od lidskych, zptisobily by fatdlni zménu onkotického
tlaku a koagulacnich pomért, navic, hladina cholesterolu je u zvifat desetindsobna,
vznikla by nefesitelna cholestdza apod. Xenotransplantace jater je proto v soucasné dobé
zcela nevhodna ke klinické aplikaci (Ryska et al., 2009).

Kontraindikaci transplantace jater je multiorgdnové selhani a zdvazna infekce
mimo kontrolu antibiotické terapie, zejména infekce plicni. Dalsi kontraindikace spadaji
do oblasti psychosocialni.

Po transplantaci jater se k prevenci jejich odhojeni a k 1é¢b¢ rejekce pouzivaji
imunosupresiva. VSechna soucasna klinicky pouzivana imunosupresiva jsou latky
s mohutnym farmakologickym ucinkem. Zaroven je vSak jejich uzivani spojeno s fadou
nezadoucich ucinktl, predevsim rizikem infekei a vznikem nadord. Mnohé z nich maji
také nezadouci ucinky metabolické a rizné projevy organové toxicity. Imunosupresiva se

¢asto pouzivaji v kombinacich a u vétSiny pfijemct dozivotné (Ehrmann a Hilek, 2010).
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2. Cile prace

1.

Vytvofit chemicky model akutniho jaterniho selhani (AJS) vyvolaného podanim
thioacetamidu (TAA), se stanovenim optimalni davky této latky, a porovnat
prabéh AJS v reakci na razné€ velkou davku TAA u dvou kment potkanti — Wistar

a Lewis.

Zjistit, zda transplantace hepatocytil cestou vena portae do jater zmirni pribéh

AJS vyvolaného podanim TAA u potkanii kmene Lewis.
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3. Experimentalni ¢ast

3.1 Akutni jaterni selhani vyvolané podanim TAA: nastaveni vhodné

davky u potkani kmene Wistar a Lewis

Jednim z nejefektivnéjSich postupti v 1écbé AJS je bezodkladnad ortotopicka
transplantace jater. Tato moznost je vSak zna¢né limitovana nedostatkem vhodnych
darcovskych organi. Neustale se hledaji dalsi Iécebné postupy, napi. bioarteficialni jatra,
které by pomohly pieklenout dobu cCekani na transplantaci, popf. regeneraci jater
(Bonavita et al., 2010, Tritto et al., 2010, Yu et al., 2012, Bafarez et al., 2013).
Efektivnost novych metod v 1é¢bé AJS neni zatim pfiili§ prokdzana (Wu et al., 2010,
Bernal and Wendon, 2013). Aby bylo mozné zhodnotit 1écebny vyznam téchto postupti,
potitebujeme funkéni studie na zvifecich modelech. Mnohé¢ jiz byly provedeny se snahou
o vyvinuti optimalniho modelu pro studium patofyziologie jaterniho selhani, a to jak
na velkych zvitatech (psi, kozy, prasata), tak na malych (potkani a mysi). K indukci
jaterniho selhdni se vyvijeji a také pouzivaji riizné hepatotoxické latky (Butterworth et
al., 2009, Ryska et al., 2009, 2012, Tufion et al., 2009, Kawahara et al., 2010, Pantofli¢ek
etal., 2012, Prazék et al., 2013). S ohledem na rtizné faktory, jako napf. znalosti genomu,
dostupnost fyziologickych a biochemickych méteni, zivotni cyklus zvitat a ekonomickou
dostupnost, se jako nejvhodnéjsi modelové zvite pro experimentalni jaterni selhdni jevi
laboratorni potkan (Zicha et al., 1999, Zicha et al., 2012).

Vzhledem k narokim na technické dovednosti a k cen¢ indukce jaterniho selhani
se ve studiich zamétenych na patofyziologii a nové 1é€ebné postupy pii poskozeni jater
doporucuje pouzivat hepatotoxické léky (Butterworth et al., 2009, Tufion et al., 2009).
Mezi tyto latky patii také TAA (Butterworth et al., 2009, Tufion et al., 2009). TAA je
dlouho znam svymi hepatotoxickymi ucinky. Jeho biotransformace na thioacetamid
sulfoxid (TAAS) probiha cestou CYP-450, naslednou konverzi prechdzi na thioacetamid
disulfoxid predstavujici zna¢n¢ toxicky a reaktivni metabolit. Tyto metabolity se
kovalentn€ vazi na jaterni makromolekuly, ¢imZ zna¢n€ zvySuji produkci reaktivnich
forem kysliku, které indukuji akutni centrilobularni nekrézu (Koen et al., 2013).

Abychom navodili jaterni selhdni u potkanti, podavali jsme intraperitonealné (i.p.)
rizné davky TAA, v jednotlivych nebo ve dvou rozdélenych davkéach. Z dostupnych
studii neni zatim znamo, zda AJS zpisobené poddnim TAA je zavislé na davkach tohoto

toxinu (Basile et al., 1990, Celik et al., 1999, Pawa et al., 2004, Anbarasu et al., 2012,
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Chadipiralla et al., 2012, Farjam et al., 2012, Bautista at al., 2013, Mustafa et al., 2013,
Nissar et al., 2013). Jako mald modelova zvifata byli doposud pouziti potkani kmenti
Wistar a Lewis, na kterych se hodnotil hepatoprotektivni vliv riznych drog a postupti
po TAA dependentnim AJS (napfi. bioarteficidlni jatra, transplantace hepatocytli). Zatim
vSak neni zndmo, zda inbredni Lewis ¢i outbredni Wistar kmeny potkanti maji stejnou
senzitivitu k TAA s ohledem na rozvoj jaterniho poskozeni (Mehendale, 2005, Rahman
et al., 2005, Kawahara et al., 2010, Nibourg et al., 2012).

Vse vyse zminéné nas vedlo ktomu, abychom se pokusili jednoznacné
charakterizovat snadno opakovatelny model AJS u potkanti. Jednak jsme zkoumali vliv
zvySujicich se davek TAA (v rozmezi od 175 do 700 mg/kg télesné hmotnosti za den
podané i.p.) na rozvoj AJS, a déle jsme zjiStovali, zda mezi kmeny potkanii Wistar a

Lewis jsou néjaké rozdily v priib&hu AJS v zavislosti na vzristajicich davkach TAA.

3.1.1 Metodika

Etické schvaleni, zvifata a chemikalie

Vsechny experimenty byly provedeny v souladu s platnymi smérnicemi IKEM
Praha, které jsou ve shodé s Evropskou dohodou o ochran¢ zvifat. VSechna zvirata
pouzita vna$i studii byla umisténa ve zvéfinci s akreditaci Ceské asociace péce
o laboratorni zvifata. PouZili jsme samce kmenli Wistar a Lewis, ktefi byli zakoupeni
ve spolecnostech Charles River Laboratories AnLab, s.r.o. Praha a Velaz, s.r.o. Praha,
ve véku 9 tydnd. Pfed zacatkem experimentu byla vSechna zvifata aklimatizovana
v nasem vivariu po dobu dvou tydnd, pfi 12hodinovém svételném rezimu, byla krmena
normoslanou normoproteinovou dietou (0,45 % NaCl, 19-21 % proteinu, SEMED Praha)
ameéla volny pfistup k vodé. Thioacetamid (Sigma Praha) byl rozpustén ve fyziologickém

roztoku a v odpovidajicich davkach podavan i.p.

3.1.2 Usporadani experimentu

24 hodin pied experimentem (,,-24 h*) byly odebirany vzorky krve (600 pl)
z ocasni zily pro biochemickou analyzu (Fuji Drive-Chem 4000 Analyser). Stanovovali
jsme plazmatické koncentrace albuminu, bilirubinu, alanin aminotransferazy (ALT),
aspartat aminotransferazy (AST) a amoniaku (NH3). Nasledn¢ byla odebirana krev

v intervalech 24, 48 a 96 hodin po prvnim podani TAA. Doba sledovani v sériich 1 a 2
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byla 96 hodin,
na konci experimentu byla zvitata usmrcena vysokymi davkami pentobarbitalu.
Série 1: Vliv riznych davek TAA podaného v jedné injekci i.p.

Cerstvé piipraveny TAA byl injikovan i.p. v jedné davce, v den 0 v 8.00 hodin.
Ptirozvoji jaterniho selhani zvitata trpi nechutenstvim a pfijimaji tekutiny pouze v malém
mnozstvi, proto jsme jim kazdé rano aplikovali subkutanné 5% roztok glukézy (2 ml/100
g télesné hmotnosti). Po osmi hodinach jsme pravidelné kontrolovali piezivajici zvifata.
T¢lesnad hmotnost byla monitorovana kazdych 12 hodin a krevni vzorky byly odebirany
ve vyse uvedenych intervalech. Zvitrata jsme rozd¢lili do téchto skupin (inicialni n=20

zvirat v kazdé skupin¢):

1.  Wistar + TAA 175 mg/kg

2. Lewis + TAA 175 mg/kg
3. Wistar + TAA 262,5 mg/kg
4. Lewis + TAA 262,5 mg/kg
5. Wistar + TAA 350 mg/kg
6. Lewis + TAA 350 mg/kg

Série 2: Vliv riiznych diavek TAA podaného ve dvou injekcich i.p.
Cerstvé pripraveny TAA byl injikovan i.p. ve dvou podanich, v den 0 v 8:00 hodin
a tentyz den ve 20:00 hodin. Podle celkové davky TAA jsme zvitata rozd¢lili do téchto

skupin (inicialni n=20 zvitat v kazdé skupiné):

1.  Wistar + TAA 350 mg/kg

2. Lewis + TAA 350 mg/kg
3.  Wistar + TAA 525 mg/kg
4.  Lewis + TAA 525 mg/kg
5. Wistar + TAA 700 mg/kg
6. Lewis + TAA 700 mg/kg

Série 3: Histologické zhodnoceni jaternich zmén v zavislosti na davkach TAA

V této sérii byla zvifata usmrcena 24 hodin po podani TAA. Jatra jsme vyjmuli,
opléchli fyziologickym roztokem a umistili do 4% formaldehydu. Histologické fezy byly
obarveny hematoxylin-eosinem a Schiffovym barvenim (PAS) a naslepo vyhodnoceny

semikvantitativnim histologickym skore dle Ishaka et al. (1995). Skore kvantifikuje tyto
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parametry: A — periportalni ¢i periseptalni nekréza, B — edematicka nekroza, C — fokalni
lytickd nekroza, apoptoza ¢i fokdlni zanét, D — portalni zanét. Kazdy parametr byl
hodnocen od 0 (beze zmén) do 4 (maximalni zmény) a kone¢ny index byl stanoven jako

suma A + B + C + D. Experimentalni skupiny byly nasledujici (n=8 v kazdé skuping):

1.  Wistar + fyziologicky roztok

Lewis + fyziologicky roztok

Wistar + TAA 350 mg/kg v jedné davce
Lewis + TAA 350 mg/kg v jedné davce
Wistar + TAA 350 mg/kg ve dvou davkach
Lewis + TAA 350 mg/kg ve dvou davkach

A O i

3.1.3 Statistické zhodnoceni

Statisticka analyza dat byla provedena pomoci programu Graph-Pad Prism (Graph
Pad Software, San Diego, California, USA). Pro vyhodnoceni zmén uvniti skupin byla
pouzita ANOVA pro opakovand méfeni a Student-Newman-Keuls test. K porovnani
dalsich vysledki byl pouzit Studentiiv t-test nebo jednocestnda ANOVA. Vysledky jsou
vyjadieny jako primér+SEM. Za statisticky vyznamné byly povazovany hodnoty,
které piekro€ily 95% hranici pravdépodobnosti (p <0,05 %).

3.1.4 Vysledky

Série 1: Vliv riznych diavek TAA podaného v jedné injekci i.p.

Graf 1 ukazuje, Ze podani TAA v jedné injekci vyvolalo na davce zavislé sniZeni
v prezivani u obou kmenti potkanli, Wistar i Lewis. AvSak u kmene Wistar byl patrny
mnohem prudsi pokles v pfezivani ve srovnani s kmenem Lewis. Pfed podanim TAA
nebyly patrné rozdily v télesné hmotnosti mezi kmeny Wistar a Lewis (308+3 vs. 31544
g). Po podani TAA byl u obou kmenii zaznamenan signifikantni pokles v télesné
hmotnosti. 48 hodin po podani TAA v davkach 262,5 a 350 mg/kg vykazovali potkani
kmene Wistar vyznamné vétsi pokles v télesné hmotnosti ve srovnani s potkany kmene

Lewis (-2543 a -27£3 vs. -14+2 a -12+2 g, p <0,05 v obou ptipadech).
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Jak ukazuji grafy 2 a 3, vychozi hodnoty (,,-24 h*) plazmatickych aktivit ALT
(33+4 vs. 2844 IU/1) a hladin bilirubinu (9,56+1,41 vs. 10,12+1,33 umol/l) se mezi kmeny
Wistar a Lewis signifikantné neliSily. VSechny tfi davky TAA zpisobily signifikantni
zvyseni aktivity ALT a hladin plazmatického bilirubinu u obou kment. Maximalni
hodnoty byly zjistény 48 hodin po podani TAA a nartist hodnot byl vyssi u kmene Lewis
ve srovnani s kmenem Wistar. Zmény v aktivit¢ AST vykazovaly podobny pribéh jako
u ALT. Vzhledem k obdobnému trendu a faktu, ze ALT je specifictéjsi marker jaternich
funkci nez AST, hodnoty AST nejsou graficky znadzornény.

Z grafu 4 je patrné, ze vychozi hodnoty NH; mezi kmeny Wistar a Lewis se
statisticky vyznamné neliSily. Kazda ze tii davek TAA vedla k vyznamnému nartstu
hladin plazmatického NH3, zmény u kmene Wistar byly vyraznéjsi neZ u kmene Lewis.

Nezaznamenali jsme signifikantni rozdily v bazalnich hodnotach plazmatického
albuminu mezi kmeny Wistar a Lewis (29,6+0,9 vs. 31,5¢1,1 g/l), ani po podani TAA

v pribehu celého pokusu.

30



900

Plazmaticka ALT (IU/L)
(3,1
o
o

*
Wistar
800 O Lewis
700
600
*
400
300
200
*
0 7777 ]
-24 h 48 h
*
48 h

24 h 96 h
B
1100 A wistar
1000 O Lewis
—~ 900
-
=
2 800
F 700
-
< 600
\©
K4
o 500
: *
©
400
£
N *
© 300
o
200
100
0 77777,
-24 h 24 h 96 h
C
800 EA wistar .
700 O Lewis
J
2 600
[
1 500
<
‘O
x 400
(2]
=
© 300
£
N
= 200
o
100
0 777
-24 h 24 h 48 h 96 h
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Graf 3: Zmény v plazmatickych koncentracich bilirubinu po i.p. podani TAA v jedné
injekci, v davkach 175 mg/kg/den (A), 262,5 mg/kg/den (B) a 350 mg/kg/den (C);
*p <0,05 Lewis vs. Wistar ve stejném ¢asovém bod¢

32



7] o n o n o n =)
~ 0 ~ o ~ 0 ~
- - - -

(1now) YN Ayonewze|d

© © © © © © © © © ©o ©o o o
N  © o 00 M~ © 1 & M N
- - -

(1/1ow) EYN Ayonewze|d

00000000000
0000000000
-

(71/1ow) EYN Ayonewze|d
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Série 2: Vliv riznych davek TAA podaného ve dvou injekcich i.p.

Jak je zndzornéno v grafu 5, u zvitat, kterym bylo podano TAA ve dvou injekcich,
kde celkova davka TAA byla rozd€lena na dvé stejné dil¢i davky, se v porovnani se sérii
1 vyrazné snizilo ptfezivani, zadné zvife nepiezilo 96 hodin, a to ani v jedné skupiné.
Po aplikaci vysokych celkovych ddvek TAA (525 a 700 mg/kg/den) vSechna zvifata
zemiela béhem prvnich 48 hodin. A opét, samci kmene Wistar ptrezivali signifikantné
méné nez samci kmene Lewis ve stejnych casovych bodech.

Graf 6 ukazuje, Zze podani TAA ve dvou injekcich v den 0 vyvola vyrazné zvyseni
hladin plazmatického NH3 jiz béhem prvnich 24 hodin. Tento narist byl pozorovan
signifikantné vyssi u kmene Wistar ve srovnani s kmenem Lewis.

Vzhledem k tomu, Ze zmény v plazmatickych aktivitich ALT a AST a hladinach
bilirubinu po podani dvou injekci TAA v den 0 vykazovaly stejny trend jako zmény

v hladinach NH3, nejsou tato data graficky znazornéna.
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Série 3: Histologické zhodnoceni jaternich zmén v zavislosti na davkach TAA

Na obr. 4 jsou vidét jatra se znamkami AJS a zdrava jatra vyjmutd z dutiny biisni.
V porovnani se zdravymi jatry jsou jatra selhanych zvirat edematdzni. Reprezentativni
fezy jaterni tkan¢ obarvené PAS jsou ukazany na obr. 5. Jsou zde prezentovany vzorky
jaterni tkdné¢ kmenti Wistar a Lewis, od skupin, kterym byl i.p. aplikovan pouze
fyziologicky roztok nebo TAA v davce 350 mg/kg podané v jedné injekci a v davce 350
mg/kg podané ve dvou injekcich (tedy v celkové davce 700 mg/kg/den).

Obecné lze fici, ze u kmene Wistar jsme zjistili vyrazné€jsi abnormality v jaternim
parenchymu: dystrofick¢ zmény hepatocytii, edém a difuzni centrilobularni hemoragické
nekrozy se sporadickymi formacemi mistkovych nekréz. Oba kmeny, Wistar 1 Lewis,
kterym byl aplikovan pouze fyziologicky roztok, mély normdlni jaterni parenchym,
histologické skore neukédzalo zadné zmény v jaternim parenchymu potkant (skore 0
v obou piipadech). U samcti kmene Wistar s aplikovanou davkou TAA 350 mg/kg
v jedné injekci bylo pozorovano signifikantné vyssi jaterni poskozeni oproti samciim
kmene Lewis (histologické skore 6,1+0,37 vs. 3,67+0,49, p <0,05). Podani TAA v davce
350 mg/kg ve dvou injekcich vedlo k dalsimu zhorSeni jaterniho poskozeni u samcii obou

kment, Wistar i Lewis, histologické skore bylo opét signifikantné vyssi u kmene Wistar

v porovnani s kmenem Lewis (7,83+0,31 vs. 5,17+0,47, p <0,05), ve vSech €asovych
bodech.

Obr. 4: Explantovana jatra se zndmkami akutniho jaterniho selhdni (A) a zdrava jatra
(B). (Zdroj: archiv autorky)

37



Obr. 5: Poskozeni jater u kmenti Wistar a Lewis po podani TAA: Wistar (A) a Lewis (B)
po i.p. aplikaci fyziologického roztoku; Wistar (C) a Lewis (D) po i.p. aplikaci TAA
v davce 350 mg/kg v jedné injekci; Wistar (E) a Lewis (F) po i.p. aplikaci TAA v davce
350 mg/kg ve dvou injekcich. Stru¢ny histologicky popis: A (Wistar) — jaterni parenchym
s normalni architekturou (barveni PAS, zvétSeno 40x). B (Lewis) — jaterni parenchym bez
patologickych zmén (PAS, 40x). C (Wistar) — edematické koagulacni nekrozy zasahujici
do perivenularni a stiedni zony (PAS, 40x). D (Lewis) - perivenularni nekrozy se
sporadickymi mistky a fokélni nekrozy (PAS, 40x). E (Wistar) - miistkové perivenularni
nekrozy s nepatrnym sinusoidalnim edémem, sporadické monocelularni nekrozy (PAS,
40x). F (Lewis) - fokalni perivenularni nekrézy s nepatrnymi lymfocytdzami, sporadické
monocelularni nekrézy (PAS, 40x).
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3.1.5 Diskuze

Zvysujici se davky TAA vyvoléavaji odpovidajici snizeni v pfezivani samct jak
kmene Wistar, tak i Lewis, coz je prvnim dilezitym zjisténim vychazejicim z naSich
experimentll. Nejvyssi davka TAA slucitelnd s prezivanim nekolika zvifat od zacatku
do konce pokusu byla shodna u obou kment, a to 350 mg/kg/den podanad i.p. v jedné
injekci. Za zvlastni pozornost stoji fakt, ze podani stejné davky TAA rozdélené¢ do dvou
injekci zptisobilo prudky pokles preziti a zadné zvite ani z jednoho kmene neptezilo déle
nez 72 hodin (srovnani dat v grafech 1C a 5C). Injekce TAA v celkovych davkach 525
a 700 mg/kg/den vyvolaly vyrazny pokles v pfezivani a ani jedno zvife kmene Wistar
a Lewis se nedozilo 48 hodin. Kiivka piezivani byla podobna u obou téchto davek,
coz znamenda, ze maximdalniho hepatotoxického efektu je dosazeno davkou 525
mg/kg/den podané ve dvou injekcich. Podani TAA v kazdé davce bylo doprovazeno
zvySujicimi se hodnotami bilirubinu, ALT, AST a NH3 v krevni plazmé s maximalnim
zvySenim tésné¢ pred nastupem smrti. VSechny tyto zmény charakteristické pro AJS
naznacuji, ze TAA jisté navozuje stav podobny AJS u lidi (Lee, 2012, Tritto et al., 2012),
zaroven jsme shodné ukézali, ze zvifeci model pro AJS miiZe vykazovat jisté procento
spontanniho pteziti. Mozné ptiznivé ucinky novych terapeutickych postupii by mély byt
hodnoceny za podminek pfipominajicich lidska onemocnéni (Butterworth et al., 2009,
Tufion et al., 2009). S ohledem na vSechna tato fakta a naSe nové vysledky mlizeme fict,
ze optimalni davka TAA vedouci k AJS u potkanti odpovida 350 mg/kg/den podana i.p.
v jedné injekci.

V této souvislosti stoji za to se kratce zminit o dalSich chemickych modelech
experimentalniho jaterniho selhdni u zvifat. Pfiblizn€ ptfed 25 lety byla stanovena urcita
kritéria, kterd by mél idedlni zvifeci model AJS spliovat (Terblanche and Hickman,
1991):

. Reverzibilita — indukované jaterni selhani by mélo byt potencialné reverzibilni.
. Opakovatelnost — stupeii jaterniho poskozeni by mél byt standardizovan, zejména

s ohledem na smrt zvifat.

. Pfi¢ina smrti — smrt by méla nastat pfimym dusledkem jaterniho poskozeni.
o Terapeutické okno — mél by byt dostatecny ¢as mezi jaternim selhdnim a smrti.
o Minimalni riziko pro oSetifujici osoby — manipulace s poSkozujicim toxinem by

nem¢la byt rizikova.
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S ohledem na tyto body se pro vytvofeni experimentdlniho zvifeciho modelu AJS

nejcastéji pouzivaji nasledujici chemikalie:

Tetrachlormetan (CCls) = chlorid uhlic¢ity ¢i karbon tetrachlorid

Hepatotoxicky efekt tohoto toxinu je znam jiz mnoho let (Hubner, 1965), ale jeho
vyuziti v experimentalnich modelech jaterniho selhdni neni pfili§ Casté, protoze vysledky
byly mélo reprodukovatelné a ukazaly se vysoké druhové odchylky (Shi et al., 1997).
Kromeé toho bylo zjisténo, ze podani CCly sice poskozuje jatra, ale také podporuje jaterni
regeneraci (Weber et al., 2003, Taniguchi et al., 2004). Tetrachlormetan nezpiisobuje
masivni jaterni nekrozu, kterd je charakteristickd u lidského AJS. Intoxikace CCls (jak
bylo zjisténo u lidi) se tyka encefalopatie a pozdniho stadia hepatického komatu (Tufion
et al., 2009). Kromé¢ toho neni CCls v jatrech zcela metabolizovan a jeho
nemetabolizované produkty vyrazné méni a posSkozuji plice a ledviny (Newsome et al.,
2000, Tufon et al., 2009). A navic, manipulace s CCls je rizikova pro osoby, které s nim

pracuji.

Acetaminofen (APAP)

Bézné pouzivanym ptipravkem vyvolavajicim jaterni poskozeni je acetaminofen,
znamy pod nazvem Paracetamol. Ackoliv je jiz dlouho zndmo efektivni antidotum
(N-acetylcystein), je pfeddvkovani acetaminofenem stale jednou z nejcastéjSich léky
zpusobenych pficin jaterniho selhani, zejména pak v industrializovaném svété (Larson,
2007). Za normalnich podminek je APAP biotransformovan v jatrech dvéma reakcemi,
glukuronidaci a sulfataci, po nichZ nasleduje rendlni exkrece. Je-li APAP pfitomen
v nadbytku, jsou detoxikacni cesty saturovany a APAP je metabolizovan CYP-450
oxiddzovym enzymatickym systémem na N-acetyl-p-benzochinonimin, extrémné
toxickou elektrofilni latku (Jaeschke et al., 2013). Hepatotoxicita acetaminofenu je rizna
v zé&vislosti na nestalé¢ a promeénlivé aktivité cesty CYP-450. Ta je napiiklad umocnéna
induktory systému CYP-450, jako je fenobarbital. Pfedavkovani APAP spousti vrozenou
imunitni odpoveéd’ (Jaeschke et al., 2013, Williams et al., 2014), zptsobuje akutni plicni
poskozeni, ma nefrotoxické a kardiotoxické uc¢inky (Baudouin et al., 1995, Equia a
Materson, 1997, Jaeschke et al., 2013). U zvitat pak vede k ndhlému tmrti vlivem
nekontrolovatelné methemoglobinémie (Jaeschke et al., 2013). Hlavnim problémem
pii AJS zplisobenym APAP je znac¢nd variabilita a fada neptfedvidatelnych vedlejSich

udinku této chemikalie.
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D-Galaktosamin (D-Gal)

D-Gal patii mezi aminosacharidy. Pfi jeho pfeméné v jatrech galaktdzovou cestou
dochazi kubytku uridinovych nukleotidd a kjaterni transkripéni blokade¢, jejimz
vysledkem jsou metabolické zmény a hepaticka nekréza (Newsome et al., 2000). Hlavni
vyhodou tohoto modelu je podoba jeho hlavnich charakteristik s lidskym AJS, jako jsou
nartist enzymatické aktivity v jatrech, vzestup plazmatickych koncentraci NHs,
hypoglykémie, koma a zvySeni intrakranidlniho tlaku (Keppler et al., 1968). Mezi
nevyhody pak napfiklad patii zna¢né ovlivnéni pribéhu D-Gal indukovaného AJS
anestézii (Newsome et al., 2000). Zatimco u velkych zvitat je tento model pomérné
stabilni, u malych zvifat byla prokdzana nizka opakovatelnost (mysi). Mysi byly relativné
rezistentni, a to od nizkych aZ po vysoké davky D-Gal. Navic mély variabilni interval
mezi poddnim D-Gal a smrti (Rahman et al., 2000). A kone¢né nesmime zanedbat ani

vysoké naklady na velké mnozstvi D-Gal potfebného na rozvoj AJS u velkych zvitat.

Vezmeme-li tedy v tivahu kritéria pro optimdlni model AJS (Terblanche and
Hickam, 1991), informace z jiz zminénych studii vyuzivajicich k jaternimu selhéni jiné
chemikalie nez jen TAA a naSe soucasné vysledky, jsme pfesvédceni, ze AJS vyvolané
podanim TAA predstavuje model, ktery splituje vSechna vyse uvedena kritéria a podoba
se lidskému AJS (Bernal et al., 2013). Model AJS vyvolaného podanim TAA je ¢im dal
vice vyuzivan v experimentdlnich studiich, hlavné pak v téch, které hodnoti nové
terapeutické postupy v 1écbé AJS. Za zminku stoji napiiklad prace Mustafy et al. (2013),
ve které se zabyvali moznym protektivnim vlivem antioxidantti na prib&éhu AJS.

Dalsim dutlezitym zjisténim vyplyvajicim z naSich studii je neocekavany rozdil
vreakci na TAA u kmenl Wistar a Lewis. Podle plivodni hypotézy jsme totiz
predpokladali, ze outbredni kmen Wistar bude vice rezistentni vii¢i podani TAA a rozvoji
AIJS na rozdil od inbredniho kmene Lewis. Vysledky jsou ale opa¢né a nejsme schopni
podat dostate¢né vysvétleni této odliSnosti mezi obéma kmeny. Divodem rozhodné
nejsou zakladni jaterni funkce, protoZze hodnoty biochemickych ukazateli AJS (AST,
ALT, bilirubin, NH; a albumin) nebyly u téchto kmenti pfed zahdjenim pokusu
signifikantné rozdilné. Je ale mozné, Ze je to prave rozdilné genetické pozadi, které urcuje
prabéh prvni faze biotransformace xenobiotik v hepatocytech, tedy procesu, ktery je
zprostfedkovan CYP-450 (Mehendale, 2005, Koen et al. 2013), a to by mohlo byt

pfic¢inou rozdilné senzibility.
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Plazmatické hodnoty ALT, AST a bilirubinu byly signifikantné¢ vyssi u kmene
Lewis 48 a 96 hodin po podani TAA v porovnani s kmenem Wistar. Zaroven, ve stejnych
casovych bodech, samci kmene Lewis prezivali signifikantné vice nez samci kmene
Wistar. Pozorovali jsme, Ze zvifata s nejvysSimi koncentracemi NH3 naméfenymi 24 h
po podani TAA umirala nejdiive.

Je nutno pfiznat, Ze hledani idedlniho experimentdlniho modelu AJS stéle trva,
v tvahu musi byt brany faktory, jako jsou opakovatelnost, adekvatni velikost zvifat, cena
zvirat, dostate¢né terapeutické okno a minimalni riziko pro personal. U velkych zvitat se
preferuji chirurgické modely AJS (devaskularizace jater u prasat), pravé kvili vysoké
opakovatelnosti. Navic, velikost zvifat umozfiuje pouziti riznych bioarteficialnich
podpirnych systémua (Butterworth et al. 2009, Ryska et al. 2009, Tufion et al. 2009,
Prazak et al. 2013). Nevyhodou velkych zvitat jsou vysoké ndklady na cely experiment,
protoze ustajeni, manipulace a navozeni jaterniho selhdni vyzaduji zkuSeny tym
vyzkumnikti. V uréitém sméru je tedy snazSi a levngjs$i vyuzit k experimentalnim
modelim AJS maléd zvifata, potkany a mysi, zejména pak k modelim vyuzivajicim
chemické latky jako je acetaminofen, galaktosamin, tetrachlormetan a dalsi. S ohledem
na tato fakta, hlavné na opakovatelnost navozeni jaterniho selhani a na bezpecnost
pro osetifovatele, se pouziti TAA jevi jako nejpfijatelnéjsi cesta (Mehendale 2005,
Butterworth et al. 2009, Tufion et al. 2009). Jak jsme zmiflovali v iivodu této préace, 1 kdyz
TAA model jaterniho selhani je pouzivan vice nez 30 let (Basile et al. 1990, Celik et al.
1999, Pawa et al. 2004, Rahman et al. 2005, Anbarasu et al. 2012, Chadiprialla et al. 2012,
Farjam et al. 2012, Bautista et al. 2013), n¢které jeho nevyhody nebyly dostatecné feSeny,
a to byl diivod k nasim studiim.

Tato prace ma jisté nedostatky. Prvnim nedostatkem nasi studie jsou chybéjici
udaje o zménach v plazmatickych a jaternich koncentracich zanétlivych cytokint (tumor
necrosis faktor TNF-a, interleukin 1-, atd.), stejn¢ jako tkdnovych markerti oxidativniho
stresu. Druhym omezenim, daleZitym hlavné pro farmakokinetiku, je nemoZznost
stanoveni plazmatickych hodnot TAA a jeho produktu TASO, ktery predstavuje dilezity
hepatotoxicky metabolit biotransformace TAA. Déle jsme také neanalyzovali CYP-
dependentni léky-metabolizujici cestu, pfedevSim expresi a aktivitu enzymu CYP2E.
Tyto limitace bohuzel nevyhnutelné¢ zuZzuji ndhled na komplexni mechanismus
zodpoveédny za prubéh jaterniho selhani zplisobeného podanim TAA u samcii kment

Wistar a Lewis.
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Tato naSe studie ukazala, ze optimalni ddvka TAA k vyvolani akutniho jaterniho
selhani je 350 mg/kg/den podand i.p. v jedné injekci. Dle naSich vysledkl jsou potkani
kmene Wistar vice nachylni k rozvoji jaterniho selhani vyvolaného podanim TAA nez
potkani kmene Lewis. Nase zjisténi poskytuji spolehlivy metodicky zaklad pro dalsi
experimenty zamétené na studium patofyziologie AJS a na vyvoj novych terapeutickych

postuptl v 1é¢be jaterniho selhani.
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3.2 Transplantace hepatocytii zmirfiuje prubéh akutniho jaterniho

selhani zpiisobeného podanim TAA u potkani kmene Lewis

Hlavnimi znaky projevujicimi se u pacienti s AJS jsou koagulopatie a hepaticka
encefalopatie, které vznikaji nasledkem ztraty schopnosti hepatocytii syntetizovat
koagula¢ni faktory a eliminovat NH3z. Lécba AJS ziistava podptrna, hledani novych
pfistupil pfedstavuje v soucasné medicing stale velkou vyzvu (Bernal and Wendon, 2013,
Lee, 2013, Lee et al., 2012, Saliba and Saumel 2013). Navzdory pokrokiim v této oblasti
1 unikatni regeneracni schopnosti jaternich bunék je pouze u 45 % pacientii s AJS patrno
spontanni zotaveni (Bernal and Wendon, 2013, Lee, 2012, Lee et al., 2013, Saliba and
Saumel, 2013). Pro zbylych 55 % pacientl je jedinym feSenim bezodkladna ortotopicka
transplantace jater. Nevyhodou ovSem je nedostatek darcovskych organi, zejména pak
téch, které¢ jsou dostupné ve velmi kratkém casovém obdobi. K dal$im problémim patii
napiiklad invazivni zpasob transplantace jater u vazné nemocnych pacientli a vysoké
naklady (Berg et al., 2011, Bernal and Wendon, 2013, Germani et al., 2012, Yamashiki
et al., 2012). Kromé¢ toho je podle existujicich prognostickych kritérii témet nemozné
pfedpovédét, kdo se zotavi z AJS bez potieby transplantace jater sam a kdo tento stav
nepiezije (Berg et al., 2011, Bernal and Wendon, 2013, Mao et al., 2014, Wlodzimirow
et al., 2012, Zhao et al., 2013). Proto je dilezité vyvijet nové techniky, které umozni
preziti pacientli do doby, neZ bude mozZné provést transplantaci nebo nez jatra obnovi
svoji funkci. Mezi takové techniky patii arteficidlni a bioarteficialni jaterni podpory,
které se testuji vice nez tii desetileti (Banares, Booth, Fukumitsu, Pless, Sgroi, Struecker).
Jejich Uc¢innost vSak neni dostatecnd. Z dosavadnich studii vyplyva, Ze arteficidlni
prostfedky neumoziuji uspokojivé nahradit rGznorodé jaterni funkce a stale nemame
k dispozici takové metody, které by dokéazaly podpofit sloZity proces jaterni regenerace
(Banares et al., 2013, Booth et al., 2012, Fukumitsu et al., 2011, Pless, 2010, Sgroi et al.,
2009, Struecker et al., 2014). Musime ovSem zdlraznit, ze AJS je opravdu vzéacné
onemocnéni postihujici pouze malou ¢ast pacientli. Zatim nejsou k dispozici dostatecné
velké studie na pacientech (Banares et al., 2013, Struecker et al., 2014).

Vezmeme-li v ivahu vSechna tato fakta, predstavuje vyvoj transplantace (Tx)
hepatocytii jeden z novych terapeutickych postupt v 1é€bé AJS (Hughes et al., 2012,
Pareja et al., 2014, Sgroi et al., 2009) a to 1 pfesto, ze prvni terapeutické pokusy nebyly
uspesné (Dhawn et al., 2010, Hughes et al., 2012, Pareja et al., 2014, Tritto et al., 2012,
Yu et al., 2012). Je tedy potieba dalsi rozséhlé preklinické testovani (Amano et al., 2011,
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Eguchi et al., 1997, Wertheim et al., 2012). Zasadnim bodem vyzkumu je jednozna¢na
identifikace a sledovani Zzivotaschopnosti transplantovanych hepatocyti u piijemce
behem celé studie. V tomto ohledu je velmi pfinosny nedavny vyvoj transgenniho kmene
potkanti , firefly luciferase rat“ — luc-Lew-Tg. Tento kmen byl odvozen od kmene
potkant Lewis, je specificky tim, ze exprimuje ubikvitni gen pro luciferdzu ziskany ze
svetlusek Photinus pyralis. Diky tomu lze prokazat transplantované buiiky in vivo pomoci
bioluminiscen¢nich zobrazovacich technik (Hakamata et al., 2006), takZze je mozné
opakovan¢ vySetiovat stejného piijemce béhem celé doby trvani studie bez nutnosti
usmrceni (Hakamata et al., 2006, Kasahara et al., 2013, Maeda et al., 2013). Dale bylo
prokézano, ze imunologicka reakce nebo imunosupresivni 1é¢ba znac¢né¢ ovliviiuji funkci
transplantovanych bunék (Kawahara et al., 2010, Loukopoulos et al., 2014, Wu et al.,
2010). Diky transgennim ,,firefly* potkantim, ktefi byli vyvinuti na pozadi inbredniho
kmene potkant (Lewis), je mozné provadét studie s transplantovanymi hepatocyty bez
nutnosti posttransplanta¢ni imunosuprese (Hakamata et al., 2006, Kasahara et al., 2013,
Maeda et al., 2013). Dulezita byla také nase pfedchozi studie (Koblihové et al., 2014), ve
které jsme vyvinuli a a charakterizovali vysoce opakovatelny model AJS zplsobeného
podanim TAA u potkanii kmene Lewis. Tento model povazujeme za ideélni, zejména pro
vyvoj novych terapeutickych postupii v 1é¢bé AJS.

S ohledem na vSechny vysSe uvedené poznatky jsme se rozhodli zjistit, zda by Tx
hepatocytil cestou vena portae do jater mohla zmirnit priibéh AJS zplisobeného podanim
TAA u potkani kmene Lewis. Abychom pronikli hloubéji do procesu prezivani
transplantovanych hepatocytti, provedli jsme in vivo bioluminiscenéni zobrazovaci (BLI)

analyzu téchto bunék jak u zdravych Lewis potkani, tak u téch s jaternim selhanim.

3.2.1 Metodika

Eticky pristup, zvifata, chemikalie, izolace a transplantace hepatocyti

Vsechny experimenty byly provedeny v souladu s platnymi smérnicemi IKEM
Praha, které jsou ve shodé s Evropskou dohodou o ochrané zvifat. VSechna zvitata
pouzitd vna$i studii byla umisténa ve zvéfinci s akreditaci Ceské asociace péde
o laboratorni zvifata. Pouzili jsme samce kmene Lewis, ktefi byli zakoupeni
ve spole€nosti Velaz, s.r.o. Praha, ve véku 9 tydnii. Transgenni ,.firefly* potkani kmene
Lewis byly pofizeni jako chovné pary z Division of Organ Replacement Research, Center

for Molecular Medicine, Jichi Medical School, Tochigi, Japonsko. Vyvoj
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a charakteristiky inbredniho transgenniho kmene potkand luc-Lew-Tg jsou popsany
v puvodni studii Hakamaty a kol. (2006). Pfed zacatkem experimentu byla vSechna
zvitata aklimatizovana v nasem vivariu po dobu dvou tydnt, pfi 12hodinovém svételném
rezimu, krmena normoslanou normoproteinovou dietou (0,45 % NaCl, 19-21 % proteinu,
SEMED Praha) a méla volny pfistup k vode¢.

Thioacetamid (Sigma, Praha) byl rozpustén ve fyziologickém roztoku
a v odpovidajicich davkach podan i.p. Cerstvé ptipraveny TAA byl injikovan ve dvou
stejnych davkach, v den 0 v 8:00 a ve 20:00 hodin, v celkovém mnozstvi 525 mg/kg zivé
hmotnosti. Toto mnozstvi bylo zvoleno na zaklad¢ nasi predchozi studie hledajici
optimalni davku TAA vedouci k indukci AJS; ukazalo se, Ze toto mnozstvi vede k rozvoji
AIJS u vSech potkani kmene Lewis a bez 1écby zvifata umiraji béhem prvnich 48 hodin
(Koblihov4 et al., 2014). Kontrolni zvifata dostala pouze fyziologicky roztok, i.p.

Hepatocyty jsme izolovali z jater samct transgenniho kmene luc-Lew-Tg
o hmotnosti 250-280 grami, pii celkové anestézii (thiopental sodny, 50 mg/kg),
abdomindlni incizi. Pro jejich izolaci jsme pouzili dvoutdzovou kolagenazovou perfuzni
metodu (Berry et al., 1991, Garnol et al., 2014, Seglen et al., 1976), jak je ukdzano
na obr. 6 a 7. Viabilita izolovanych hepatocytt byla stanovena testem s trypanovou modii
(Berry et al., 1991, Garnol et al., 2014, Seglen et al., 1976) a v nasich experimentech se
pohybovala mezi 93 a 95 %. Izolované hepatocyty z luc-Lew-Tg v mnoZstvi 2 x 10°
bunék rozpusténych v 600 pl fyziologického roztoku byly implantovany portalni Zilou
do jater pfijemce. Na tomto misté je dillezit¢ zminit, Ze mnoZstvi transplantovanych
hepatocytli pouzité vnasi studii bylo stanoveno na zéklad¢ ptredchozich studii,
které spéSné vyuzily transplantaci hepatocytii jako prostiedek pii 1écb& metabolickych
defekth na bazi jater (Filippi and Dhawn, 2014). Optimalni pocet transplantovanych
buné&k byl vypocitan na 5 x 10° bunék/kg télesné hmotnosti, coz piedstavuje piiblizné
5 % bunééné hmoty jaterniho parenchymu. Bylo prokizano, ze toto mnoZstvi je
dostate¢né k obnové jaternich funkci pti metabolickych poruchéich na bazi jater (Filippi
and Dhawn, 2014). V souladu s timto poznatkem a s ohledem na télesnou hmotnost zvifat
jsme transplantovali pravé vyse zminéné mnozstvi bunék, tj. 2 x 10° hepatocytii. Stejné
mnozstvi vyuzily také dalsi tymy zabyvajici se metabolickymi poruchami jater a 1é¢bou
AJS (Amano et al., 2014, Fukumitsu et al., 2011, Jitraruch et al., 2014, Loukopoulos et
al., 2014, Puppi et al., 2014). Nelécena zvitata (bez Tx hepatocytll) dostala pouze 600 pl

fyziologického roztoku.
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Obr. 6: Promyvani explantovanych jater roztokem obsahujicim kolagenazu. (Zdroj:
archiv autorky)

N
p 55
a—

Obr. 7: Ziskana suspenze hapatocytl, prefiltrovana pies Ctyfi vrstvy gazy. (Zdroj:
archiv autorky)
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3.2.2 Usporadani experimentu

Série 1: Vliv Tx hepatocytii na pribéh AJS zpiisobeného podinim TAA u samcii
kmene Lewis

24 hodin pfed i. p. podanim TAA (,,-24 h*) byly odebrany vzorky krve (piiblizné
200 az 300 pl) z ocasni Zily pro biochemické analyzy (Fuji Drive-Chem 4000 Analyser).
Stanovovali jsme plazmatické koncentrace albuminu a bilirubinu, aktivity jaternich
enzymli ALT a AST a hladiny NHs. Vzorky krve, pro tyto analyzy, byly odebirany
v intervalech 24, 48, 72, 96 a 168 hodin po prvnim podani TAA. Sledovaci perioda této
séric byla 168 hodin, na konci experimentu byla pfeziv§i zvifata usmrcena
pfedavkovanim pentobarbitalem. Jelikoz béhem rozvoje AJS dochazi u zvifat
k dramatickému sniZeni piijmu potravy i vody, aplikovali jsme jim kazdé rano podkozné
5% roztok glukozy (2 ml/100 g télesné hmotnosti) jako prevenci dehydratace. Z nasi
predchozi studie vyplynulo, Ze pravé toto je velmi efektivni podplrny prostredek
(Koblihova et al. 2014). 24 hodin po prvni aplikaci TAA byla provedena Tx hepatocyti
cestou portalni zily (obr. 8). Kazdych 8 hodin jsme kontrolovali ptezivani zvifat a navic,
kazdych 24 hodin jsme zvifata vazili a odebirali vzorky krve.

Byly pouzity nasledujici experimentalni skupiny (inicidlni n=20 zvitat v kazdé

skuping):

1.  Lewis + fyziologicky roztok + transplantace hepatocytl (Lewis + Tx hepatocyti)
2. Lewis + TAA + fyziologicky roztok (Lewis neléceni s AJS)
3.  Lewis + TAA + transplantace hepatocytt (Lewis + AJS + Tx hepatocytl)
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Obr. 8: Podani suspenze hepatocytli do vena portae. (Zdroj: archiv autorky)

Série 2: Stanoveni Zivotaschopnosti hepatocytii po Tx pomoci BLI analyzy

BLI analyzu transplantovanych bunék izolovanych z kmene luc-Lew-Tg popsali
a validovali Hakamata et al. (2006), Kasahara et al. (2013) a Maeda et al. (2013), metoda
je povazovana za spolehlivou. Proto jsme tuto techniku pouzili i v naSich experimentech.
Transplantované hepatocyty z luc-Lew-Tg jsme pozorovali in vivo pomoci piistroje IVIS
XR (Caliper, Hopkinton, MA, USA), obr. 9. Potkani byli anestezovani 2% isofluranem
a do femoralni zily jim byl podan D-Luciferin (30 mg/ml; Caliper, Hopkinton, MA, USA)
v davce 50 mg/kg zivé hmotnosti. Intenzita signdlu byla kvantifikovéana jako tok fotona
v &ase a ve vybrané oblasti (v jednotkach fotony/s/cm?), pomoci Living Image software.
BLI analyzu jsme provadéli v asech 24, 48, 72, 96 a 168 hodin po Tx hepatocyti.
Vysetfili jsme nasledujici experimentalni skupiny (n=8 v kazdé skupiné):
1.  Lewis + Tx hepatocyta
2. Lewis s AJS + Tx hepatocytt
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Zde musime zdiraznit, ze zvifata pouzitd v této sérii byla odli$na od téch v sérii 1.

Obr. 9: Pristroj IVIS XR (Caliper, Hopkinton, MA, USA). (Zdroj: archiv autorky)

3.2.3 Statistické zhodnoceni

Statisticka analyza dat byla provedena pomoci programu Graph-Pad Prism (Graph
Pad Software, San Diego, California, USA). Pro vyhodnoceni zmén uvnitt skupin byla
pouzita ANOVA pro opakovana méfeni a Student-Newman-Keuls test. K porovnani
dalsich vysledki byl pouzit Studentiiv t-test nebo jednocestna ANOVA. Vysledky jsou
vyjadieny jako primér+=SEM, pokud neni oznaceno jinak. Za statisticky vyznamné byly

povazovany hodnoty, které¢ piekrocily 95% hranici pravdépodobnosti (p <0,05 %).
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3.2.4 Vysledky

Série 1: Vliv Tx hepatocytii na pribéh AJS zpiisobeného podianim TAA u samcii
kmene Lewis

Jak ukazuje graf 7A, podani TAA u skupiny nelécenych potkani kmene Lewis
vyrazng snizilo ptezivani, 48 hodin po podani TAA ptezilo pouze 25 % zvitat, zadné zviie
se nedozilo 54 hodin. Transplantace hepatocytll vyrazn¢ zvysila pfezivani po aplikaci
TAA, vSechna zvitata se dozila 54 hodin po podani TAA, po 72 hodinach od podani TAA
doslo k velkému poklesu ptezivsich a konce pokusu se dozilo 15 % zvitat. Jeden zdravy
potkan Lewis uhynul béhem 12 hodin po Tx hepatocyti.

Graf 7B ukazuje plazmatické hladiny NHs. Po 24 hodinach od podani TAA je
patrny vyrazny nartst koncentraci NHs. Transplantace hepatocyti vedla u potkani s AJS
k signifikantnimu poklesu koncentrace NH3 jiZ v prvnich 24 hodinédch. U lé€enych zvifat
s AJS, ktera se dozila konce experimentu (168 hodin po podéni TAA), jsme pozorovali
pouze mirn€¢ vyssi plazmatické koncentrace NH3 ve srovnani se zdravymi potkany,
bez AJS (34,2+2,6 vs. 24,9+£2,3 umol/l, p <0,05).

Z grafi 8A a 8B je patrné, ze po podani TAA doslo k signifikantnimu zvySeni
plazmatické aktivity ALT a AST. Transplantace hepatocytd tento nartst signifikantné
snizila jiz béhem prvnich 24 hodin. Od 96. hodiny po podani TAA az do konce
experimentu nebyly patrné zadné signifikantni rozdily v aktivit¢ ALT a AST u potkanti
po Tx hepatocytli bez AJS a s AJS.

Podani TAA vyvolalo signifikantni zvySeni plazmatickych koncentraci bilirubinu
(graf 9A), Tx hepatocytil tento vzestup zmirnila, podobné jako u AST a ALT. Jiz za 72
hodin po podani TAA jsme nezaznamenali Zadné signifikantni rozdily v plazmatickych
koncentracich bilirubinu u potkant po Tx hepatocytl bez AJS a s AJS.

Plazmatické koncentrace albuminu jsou znazornény v grafu 9B. Podani TAA
vyvolalo postupny pokles koncentraci albuminu s minimem patrnym 48 hodin po podani
TAA (13,4+1,4 vs. 34,9429 g/l u zdravych zvitat, p <0,05). Transplantace hepatocyta
signifikantné¢ zmirnila pokles koncentraci plazmatického albuminu a od 96 hodin

po podani TAA nebyly tyto hodnoty signifikantné odlisné od zdravych zvitat.
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Graf 7: Procento pfezivani (A) a plazmaticka koncentrace NH3 (B) u zdravych potkant
kmene Lewis po transplantaci hepatocytii (Lewis + Tx hepatocytll), u potkanii kmene
Lewis s AJS bez 1é€by (Lewis neléceni s AJS) a u potkanti kmene Lewis s AJS Ié¢enych
Tx hepatocyti (Lewis + AJS + Tx hepatocytlt); *p <0,05 vs. Lewis + Tx hepatocytii ve
stejném Gasovém bodé; #p <0,05 vs. viech ostatnich hodnot ve stejném ¢asovém bodé
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Graf 8: Zmény v plazmatické aktivité ALT (A) a AST (B) u zdravych potkanti kmene
Lewis po transplantaci hepatocyti (Lewis + Tx hepatocytil), u potkanii kmene Lewis
s AJS bez 1écby (Lewis neléceni s AJS) a u potkanti kmene Lewis s AJS 1écenych Tx
hepatocytti (Lewis + AJS + Tx hepatocytlr); *p <0,05 vs. Lewis + Tx hepatocyti ve
stejném Casovém bodg&; #p <0,05 vs. vech ostatnich hodnot ve stejném ¢asovém bodé
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Graf 9: Zmény v plazmatické koncentraci bilirubinu (A) a albuminu (B) u zdravych
potkanti kmene Lewis po transplantaci hepatocytii (Lewis + Tx hepatocytl), u potkana
kmene Lewis s AJS bez 1é¢by (Lewis neléceni s AJS) a u potkani kmene Lewis s AJS
lé€enych Tx hepatocyti (Lewis + AJS + Tx hepatocyti); *p <0,05 vs. Lewis + Tx
hepatocytil ve stejném ¢asovém bodé&; #p <0,05 vs. vSech ostatnich hodnot ve stejném
casovém bodé
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Série 2: Stanoveni Zivotaschopnosti hepatocyti pomoci BLI analyzy po jejich
transplantaci

BLI analyza ukézala, ze hepatocyty transplantované do jater zdravych Lewis
potkanli vykazovaly pouze minimalni Zivotaschopnost od pocatku experimentu a 72
hodin po Tx hepatocyti jiz nebyly patrny zddné znamky piezivani (obr. 10).

Jinak tomu bylo u potkanti s AJS. Zivotaschopnost hepatocytt transplantovanych
do jater Lewis potkanii s AJS byla 24 hodin po zakroku jiz dobte potvrditelna (obr. 11A),
intenzita signalu dale rostla, a to jak 48 hodin, tak i 72 hodin po Tx (obr. 11B a 11C).
Signal odpovidajici zivotaschopnym hepatocytim byl detekovatelny az do konce

experimentu, tj. 168 hodin po Tx hepatocytii (obr. 11D).
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Obr. 10: Reprezentativni snimky z in vitro BLI analyzy u zdravych potkanii kmene
Lewis po Tx hepatocytl v intervalech 24 (A), 48 (B), 72 (C) a 168 (D) hodin po zakroku
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Obr. 11: Reprezentativni snimky z in vitro BLI analyzy u potkani kmene Lewis s AJS
lécenych Tx hepatocytli v intervalech 24 (A), 48 (B), 72 (C) a 168 (D) hodin po zakroku
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3.2.5 Diskuze

Hlavnim objevem vyplyvajicim z této ¢asti nasi studie je fakt, ze Tx hepatocytt
izolovanych z jater potkant luc-Lew-Tg potkanim kmene Lewis vyznamné zmirnila
prabéh AJS zpisobeného podanim TAA. To se projevilo lepSim pfezivanim zvifat
a zmenSenim rozsahu jaterniho poSkozeni, coz ukazuji hodnoty plazmatického ALT,
AST, NH3 a bilirubinu. Je diilezité se zde zminit o plazmatické koncentraci bilirubinu —
ikdyz hlavni ¢ast tohoto endogenniho organického aniontu vznika v jatrech, ze zaniklych
¢ervenych krvinek, je jeho plazmatickd koncentrace stale povazovana za ,,zlaty standard*
v hodnoceni jaternich funkci, zejména pak pii jaternim poskozeni zptisobenym toxickymi
latkami (Poynard and Imbert-Bismut, 2012). Dal$im nasim zjisténim bylo, ze Tx
hepatocytii obnovila nejen detoxikacni, ale i1 biosyntetické funkce jater: plazmatické
koncentrace albuminu se u zvifat pfezivSich AJS nakonec vratily na hodnoty, které se
signifikantné neliSily od zdravych zvifat. BLI analyza jaterni tkan¢ jasné ukazala,
ze v jatrech poskozenych po podani TAA byly transplantované hepatocyty plné
zivotaschopné v pribéhu celého experimentu. Z nasi studie je tedy ziejmé, ze Tx
hepatocytii cestou vena portae do jater miize zmirnit prabch AJS zpiisobeného podanim
TAA u potkanti kmene Lewis.

Design experimentli byl navrzen tak, aby napodobil klinickou situaci: hepatocyty
byly transplantovany az poté, co se objevily prvni ptiznaky AJS. Toto je velmi dulezité,
nebot’ v nékterych pfedchozich studiich byly hepatocyty transplantovany jesté pred
indukci AJS, pfevedeni takovych vysledkli do praxe je pak diskutabilni (Amano et al.,
2011, Hughes et al., 2012, Sgroi et al., 2009, Struecker et al., 2014). Krom¢ toho se nas
experimentalni model velmi podoba tomu klinickému (Butterworth et al., 2009,
Ternblache and Hickman, 1991, Tunon et al., 2009). Jiz diive jsme dokdzali (Koblihova
et al., 2014), Ze akutni jaterni selhani zplisobené TAA ptedstavuje optimalni model, ktery
spliuje vétsinu pozadovanych kritérii (Butterworth et al., 2009, Rahman and Hodgson,
2000).

V tomto ohledu se také musime zminit o arteficidlnich a bioarteficialnich
podpirnych systémech. Jejich cilem je nahradit jaterni funkce do doby, nez se bud’
spontann¢ obnovi, nebo neZ se najde vhodny darce k transplantaci. Pokusy o jejich
vytvoreni zatim nepfinesly uspokojivé vysledky (Struecker et al., 2014, Stutchfield et al.,
2011). Podle nékterych metaanalyz (Kjaergard et al., 2003, Struecker et al., 2014) nejsou

tyto podpory pfilis pfinosné u pacientti s AJS. Ackoliv jsou podplrné systémy pro akutni
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aplikace ucinné a bezpecné a mohou zlepsit biochemické markery (Prazak et al., 2013,
Ryska et al., 2009, Ryska et al., 2012, Struecker et al., 2014, Stutchfield et al., 2011),
zasadné nezlepSuji prezivani pacienti s AJS (Pless, 2010, Struecker et al., 2014,
Stutchfield et al., 2011). Za hlavni pfi¢inu AJS se ptivodné povazovalo selhani jejich
detoxikacni funkce, a proto se také podpirné jaterni systémy zamétovaly na jeji nahradu.
Tato predstava se ovSem ukézala chybnd (Banares et al., 2013, Selden and Hodgson,
2004). Bézné pouzivané systémy zatim nedokazou pln€é nahradit rozmanitost
jednoduché odstranéni na albumin vézanych toxinll a regulace homeostazy predstavuje
vic nez jen normalizaci plazmatickych koncentraci elektrolyti, vodikovych ionti
a glukozy (Suchy, 2009). Proto se stale hledaji jiné moznosti, které by pomohly nahradit
naruSené jaterni funkce. Transplantace hepatocytli se jevi jako jeden z velmi slibnych
terapeutickych postupt (Pless, 2010).

Zatim byla Tx hepatocytl zkouSena pii 1é¢bé vrozenych metabolickych poruch
jater, zejména pak téch, které jsou zpusobeny nedostatkem jednoho jaterniho enzymu ¢i
proteinu (napf. Crigler-Najjar syndrom I. typu, Wilsonova nemoc, poruchy cyklu urey).
Témto pacientim byly transplantovany hepatocyty se spravnymi geny i funkcemi.
Aplikace byly relativné Uspé€Sné, minimalné jako pieklenovaci metoda do doby
transplantace (Dhawan et al., 2010, Filippi and Dhawan, 2014, Yu et al., 2012, Waelzlein
et al., 2009). Naproti tomu, klinické studie zabyvajici se Tx hepatocytd u pacienti s AJS
piinaseji neuspokojivé vysledky. Predpokladd se, Ze mnozstvi transplantovanych
hepatocytii muze byt dostacujici pro napravu jedné vrozené metabolické poruchy,
ale jaterni funkce pln€ nenahradi (Struecker et al., 2014). NaSe namétfend data vSak
ukazuji, Ze Tx hepatocytl v mnoZzstvi, které odpovidd 5 % bunécné hmoty jaterniho
parenchymu, je dostacujici pro zmirnéni pribéhu AJS vyvolaného podianim TAA
u potkanti kmene Lewis. Je nutné zdiiraznit, ze pocet transplantovanych hepatocytt byl
v této nasi studii navysen v souladu s predchozimi studiemi vyuzivajicimi Tx hepatocyta
pro 1é¢bu metabolickych jaternich onemocnéni na pocet 2 x 10° bunék (Filippi and
Dhawan, 2014). Pfesné zdivodnéni tohoto poctu transplantovanych hepatocytd je
popsano v kapitole ,,3.2.1 Metodika*. Dle naSich zjisténi by Tx hepatocytii mohla byt
pouzita jako terapeutickd metoda pomahajici preklenout dobu k transplantaci ¢i jaterni
regeneraci.

Druhy dilezity poznatek vyplyvajici z této nasi studie se tykd BLI analyzy:

hepatocyty transplantované do jater potkaniti kmene Lewis s AJS vyvolanym podanim
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TAA (ne vSak do jater zdravych zvitat) vykazovaly zietelnou zivotaschopnost béhem
celého experimentu, coz naznacuje, ze tato technika je pouzitelna a zda se vérohodna. To
je velmi dulezité, protoze piima aplikace do jater byla diive zpochybniovana prave
z divodii malé bezpecnosti. Proto byla testovana i alternativni cilova mista pro Tx
hepatocytti jako napft. slezina ¢i peritonedlni dutina (Struecker et al., 2014, Waelzlein et
al., 2009). Podle nékterych autorti je Tx hepatocytl do téchto mist bezpecna a vcelku
efektivni, ale nepodporuje regeneraci poskozené jaterni tkané (Struecker et al., 2014,
Wertheim et al.,, 2012, Waelzlein et al., 2009). Zajimavé je také naSe zjiSténi,
ze hepatocyty transplantované do jater zdravych Lewis potkand vykazovaly po Tx jen
zkousenému postupu jaterni podpory, postupu recelularizace decelularizovanych jater.
Studie ukazuji, Ze k udrZeni metabolické aktivity masy hepatocytli mimo jejich plivodni
prostiedi je nezbytné nejprve odstranit vSechny ptivodni bunky a dalsi antigenni material
z jater a ziskat tak neimunogenni extracelularni matrix (decelulariza¢ni krok). Pouze pak
muze byt matrix znovu osidlena buitkami a po jejich maturaci mohou byt ,,neo-jatra“
pouzita jako bioreaktor (recelularizacni krok) (Arenas-Herrera et al., 2013, Struecker et
al., 2014, Yagi et al., 2013). K zachovani zZivotaschopnosti transplantovanych hepatocytt
je tedy potieba, aby byl z jater piijemce nejprve odstranén veskery bunécny a antigenni
materidl a nasledné lze jatra osidlit zdravymi bunikami. Jsme si védomi toho, Ze naSe
studie nebyla navrZena tak, aby posoudila obdobny postup, a tak interpretace nasi BLI
analyzy zlstava jen hypoteticka. Je zapotrebi dalSich experimentt, které by pomohly
vysvétlit mechanismy zodpovédné za rozdilnou Zivotaschopnost transplantovanych
hepatocytd u zdravych a nemocnych (s AJS) potkani kmene Lewis. JeSt€¢ musime
zdlraznit, Ze BLI analyza byla provedena u jinych skupin, neZ u kterych byl zkoumén
vliv Tx hepatocyti na pritbéh TAA indukovaného AJS. Separatni skupiny pro jednotlivé
série byly pouzity z diivodu opakované anestézie 2 % isofluranem pti BLI analyze, ktera
by mohla negativné ovlivnit hlavni sledovany vystup (tj. vliv Tx hepatocytl na piezivani
pfi TAA indukovaném AJS). Je diilezité uznat, ze navzdory vyraznému zmirnéni prabéhu
TAA indukovaného AJS diky Tx hepatocyti se konce pokusu dozilo pouze 15 % zvifat.
Tento fakt nedokdzeme uspokojivé vysvétlit, protoZze nemame vSechna potiebnd data,
napt. data o Zivotaschopnosti Tx hepatocytli od zvitat, ktera uhynula béhem prvnich 72
hodin. K objasnéni bude potifeba dalSich studii zabyvajicich se timto tématem.

V této souvislosti bychom radi zopakovali, pro¢ jsme pouzili experimentalni

model TAA indukovaného AJS u potkant. V nasi pfedchozi studii jsme jednoznacné
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prokdzali, ze tento model splituje kritéria, kterd byla nastavena pro idealni zvifeci model

AIJS (Terblanche and Hickman, 1991), tedy:

Reverzibilita — indukované jaterni selhani by mélo byt potencialné reverzibilni
Opakovatelnost — stupeil jaterniho poskozeni by mél byt standardizovan, zejména
s ohledem na smrt zvirat

PfiCina smrti — smrt by méla nastat ptimym disledkem jaterniho poSkozeni
Terapeutické okno — mél by byt dostatecny ¢as mezi jaternim selhanim a smrti
Minimalni riziko pro personal — manipulace s poskozujicim toxinem by nem¢la byt

rizikova

Jsme si védomi toho, Ze se vysledky naSich studii tykaji pouze jednoho modelu

AJS, a to TAA indukovaného AJS. Nicméné Tx hepatocytl byla Gispé$né pouzita v 1écbe

1 jinych chemickych modeld AJS, napt. D-Gal indukované AJS (Puppi et al., 2014).

Véiime, ze vysledky nasich studii budou aplikovatelné i u jinych modela AJS, a pravé

takové experimenty jsou v budoucnu zapotiebi.

61



4. Zavér

Jako model akutniho jaterniho selhéni jsme zvolili chemickou variantu s i.p.
podéanim latky TAA. Zkoumali jsme vliv davky TAA v rozmezi od 175 do 700 mg/kg
zivé hmotnosti za den na rozvoj AJS u laboratornich potkant. Stanovovali jsme pfezivani
zvirat, koncentraci plazmatického albuminu, aktivity jaternich enzymid ALT a AST,
hladiny bilirubinu a NH3 v navazujicich ¢asovych bodech. Krome¢ toho nas zajimalo, zda
se prub¢h AJS lisi mezi potkany kmene Wistar a Lewis v zavislosti na podani rtiznych
davek TAA. Dosli jsme k zavéru, Ze potkani kmene Wistar jsou nachylnéjsi na rozvoj

AIJS vyvolaného podanim TAA ve srovnani s potkany kmene Lewis.

V dalsi casti nasi prace jsme se vénovali 1écbé AJS pomoci Tx hepatocyti. TAA
jsme aplikovali tentokrat ve dvou stejnych injekcich v celkové davce 525 mg/kg télesné
hmotnosti. Tato davka vede k rozvoji AJS u vsech potkani kmene Lewis, bez 1écby
zvitata umiraji béhem prvnich 48 hodin. Hepatocyty jsme izolovali z jater samct
transgenniho kmene potkanii luc-Lew-Tg. Mnozstvi 2 x 10° bun&k v 600 pul
fyziologického roztoku jsme implantovali portdlni zilou do jater pfijemce.
Transplantované hepatocyty jsme zobrazovali in vivo pomoci pristroje IVIS XR.
Transplantace hepatocytti izolovanych z luc-Lew-Tg vedla u potkanti kmene Lewis
k vyznamnému zmirnéni pribéh AJS vyvolaného podanim TAA. To se projevilo lepSim
pfezivanim zvifat a sniZenim rozsahu jaterniho poSkozeni, coz ukazuji hodnoty
plazmatického ALT, AST, NHj3 a bilirubinu. Pfitomnost funk¢énich transgennich bunék

byla detekovana v ¢asovém odstupu vice nez dvou meésicti po Tx hepatocyti.

Vysledky nasi prace ukazuji, ze Tx hepatocytti do jater pfijemce miize zmirnit
prib&h TAA indukovaného AJS u potkani kmene Lewis. Tento zavér by mél byt bran
v tvahu pii vyvoji novych terapeutickych postupti v 1¢cbé AJS.
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