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Abstrakt

Akutni jaterni selhani (AJS) je zivot ohrozujici onemocnéni s vysokou
mortalitou. Jedinou kauzalni 1écbou je transplantace jater, kterd je limitovana
nedostatkem darcovskych organt. Proto se hledaji jiné alternativni metody, které
pomohou pieklenout dobu c¢ekani na transplantaci ¢i regeneraci jater. Jako slibna
metoda se jevi transplantace hepatocytl. Pro nasi studii jsme jako vhodny model zvolili
thioacetamidem (TAA) indukovany model AJS u laboratorniho potkana. Nejdiive jsme
se zam¢fili na rozvoj a prabéh AJS po podani zvysujici se davky TAA (od 175 do 700
mg/kg/den) potkanim kmene Wistar a Lewis. Sledovali jsme a vyhodnocovali
prezivani, hladiny albuminu, aktivity enzymi alanin aminotransferdzy a aspartat
aminotransferazy, hladiny bilirubinu a amoniaku v plazmé po dobu 96 hodin. Zajimalo
nas také, zda jsou rozdily v pribéhu AJS mezi vybranymi kmeny potkanti. Dosli jsme
k zavéru, Ze potkani kmene Wistar jsou nachylnéjsi na rozvoj AJS vyvolaného podanim
TAA v porovnani s kmenem Lewis. V dalsi ¢asti prace jsme se zaméfili na 1é¢bu 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 potkani kmene
Lewis, bez 1éCby umiraji béhem prvnich 48 hodin. Z jater samct transgenniho kmene
luc-Lew-Tg jsme izolovali hepatocyty, které jsme v mnozstvi 2 x 10° bunék
rozpusténych v 600 pl fyziologického roztoku implantovali portalni zilou do jater
ptfijemce. Transplantované hepatocyty jsme pozorovali in vivo, pomoci neinvazivniho
bioluminiscen¢niho zobrazovani. Transplantace hepatocytli vyznamné zmirnila pribéh
AJS zptsobeného podanim TAA. To se projevilo lepSim piezivanim zvirat a

zmenSenim rozsahu jaterniho poskozeni.

Kli¢ova slova: akutni jaterni selhdni-transplantace hepatocytii-thioacetamid
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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 pul 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

Akutni jaterni selhdni (AJS) je velmi zdvazny stav, ktery se projevuje ndhlym
rozvojem znamek jaterni dysfunkce u jedince bez pfedchozi anamnézy jaterni choroby.
Dochazi k vyrazné poruse jaternich funkci v relativné kratkém obdobi. Porucha funkce
je dusledkem zéniku hepatocytii, ke kterému miize dojit z nejriiznéjSich pticin. AJS je
charakterizovano rychlym vznikem koagulopatie (INR > 1,5) a encefalopatie spolu
s vyraznym poskozenim jaternich funkci, predevsim syntetickych. Prevalence tohoto
onemocnéni v riznych zemich kolisa, obvykle se uvadi v Evrop¢ a v USA mezi
10-20/100 000 obyvatel. AJS je vzhledem k velké regeneracni schopnosti jater
potencidlné reverzibilni, nicméné je i nadale spojeno s vysokou mortalitou, kterd je
uvadéna mezi 50-90 %, pokud neni provedena ortotopicka transplantace jater (OLT).

Celosvétove nejcastéjsi pricinou AJS zlstava hepatitida typu B. V rozvojovych
zemich ptfevlada hepatitida, v zemich Spojeného Kralovstvi je AJS nejcastéji zplisobeno
toxickym plisobenim acetaminofenu (paracetamolu). Ve 14 % ptipadi u dospélych se
nepodaii odhalit pficinu AJS, u déti az v 60 % piipadu.

Lécba AJS vyZzaduje multidisciplindrni pfistup a Casny transport nemocného
na specializovanou jednotku intenzivni péce. Lécba je podpirnd, v nékterych piipadech
specificka, dle etiologie AJS.

Transplantace jater zistava jedinou relativné spolehlivou a prokazateln¢ ti¢innou
lécbou AJS. Hlavnim problémem je nedostatek vhodnych darcii organti a ¢asova tisen.
Proto se hledaji jiné alternativni metody, které pomohou pieklenout dobu cekani na

transplantaci Ci regeneraci jater.

2. Hypotézy a cile prace

1. Vytvofit chemicky model akutniho jaterniho selhani (AJS) vyvolaného podénim
thioacetamidu (TAA), se stanovenim optimalni davky této latky, a porovnat prub¢h

AIJS v reakci na rizné€ velkou davku TAA u dvou kmenti potkani — Wistar a Lewis.

2. Zjistit, zda transplantace hepatocytl cestou vena portae do jater zmirni pritbéh AJS

vyvolan¢ho podanim TAA u potkant kmene Lewis.
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3. Material, metodika a vysledky

3.1 Akutni jaterni selhani vyvolané thioacetamidem: nastaveni

vhodné davky u potkani kmene Wistar a Lewis

3.1.1 Uvod

Jednim z nejefektivnéjSich postupit v 1écbé AJS je bezodkladna ortotopicka
transplantace jater. Tato moznost je vSak zna¢né limitovana nedostatkem vhodnych
darcovskych organii. Neustale se hledaji dalsi IéCebné postupy, napft. bioarteficialni
jatra, které by pomohly pieklenout dobu ¢ekani na transplantaci, popf. regeneraci jater
(Bonavita et al., 2010, Tritto et al., 2010, Yu et al., 2012, Badarez et al., 2013). Aby
bylo mozné zhodnotit 1écebny vyznam téchto postupi, potiebujeme funkcni studie na
zvitecich modelech. S ohledem na rtizné faktory se jako nejvhodnéjsi modelové zvife
pro experimentalni jaterni selhani jevi laboratorni potkan (Zicha et al., 1999, Zicha et
al., 2012).

Vzhledem k narokiim na technické dovednosti a k cen¢ indukce jaterniho selhani
se ve studiich zaméfenych na patofyziologii a nové 1écebné postupy pii poskozeni jater
doporucuje pouzivat hepatotoxické 1éky (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) probihd cestou CYP-450, néslednou konverzi pfechazi na
thioacetamid disulfoxid pfedstavujici znacné toxicky a reaktivni metabolit. Tyto
metabolity se kovalentné vazi na jaterni makromolekuly, ¢imZ znaéné zvySuji produkci
reaktivnich forem kysliku, které indukuji akutni centrilobularni nekroézu (Koen et al.,
2013).

Abychom navodili jaterni selhani u potkanil, podéavali jsme intraperitonedlné
(1.p.) rizné davky TAA, v jednotlivych nebo ve dvou rozd€lenych davkach. Z
dostupnych studii neni zatim znamo, zda AJS zpisobené podanim TAA je zavislé na
davkach tohoto toxinu (Basile et al., 1990, Celik et al.,, 1999, Pawa et al., 2004,
Anbarasu et al., 2012, Chadipiralla et al., 2012, Farjam et al., 2012, Bautista at al., 2013,
Mustafa et al., 2013, Nissar et al., 2013). Jako mald modelova zvitfata byli doposud
pouziti potkani kmentt Wistar a Lewis, na kterych se hodnotil hepatoprotektivni vliv
riznych drog a postupli po TAA dependentnim AJS (napf. bioarteficialni jatra,

transplantace hepatocytll). Zatim vSak neni zndmo, zda inbredni Lewis ¢i outbredni
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Wistar kmeny potkant 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 k tomu, abychom se pokusili jednoznacné
charakterizovat snadno opakovatelny model AJS u potkant. Jednak jsme zkoumali vliv
zvySujicich se ddvek TAA (v rozmezi od 175 do 700 mg/kg télesné hmotnosti za den
podané i.p.) na rozvoj AJS, a dale jsme zjistovali, zda mezi kmeny potkanti Wistar a

Lewis jsou n¢jaké rozdily v pritbé¢hu AJS v zavislosti na vzrastajicich davkach TAA.
3.1.2 Material a metodika

24 hodin pied experimentem (,,-24 h*) byly odebirany vzorky krve (600 ul)
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). Nasledné byla odebirdana krev
v intervalech 24, 48 a 96 hodin po prvnim podani TAA. Doba sledovani v sériich 1 a 2
byla 96 hodin, na konci experimentu byla zvifata usmrcena vysokymi déavkami

pentobarbitalu.

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

Cerstvé ptipraveny TAA byl injikovéan i.p. v jedné davce, v den 0 v 8.00 hodin.
Télesnd hmotnost byla monitorovana kazdych 12 hodin a krevni vzorky byly odebirany
ve vySe uvedenych intervalech. Zvitata jsme rozd¢lili do téchto skupin (inicidlni n=20
zvitat 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 riznych davek TAA podaného ve dvou injekcich i.p.
Cerstvé piipraveny TAA byl injikovan ip. 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 (inicidlni n=20 zvitat v kazde¢ skupin¢):

8
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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 zvitata usmrcena 24 hodin po podani TAA. Jatra jsme vyjmuli,
oplachli 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 parametry: A — periportalni ¢i periseptalni nekréza, B — edematicka
nekroza, C — fokalni lyticka nekréza, apoptdza ¢i fokalni zanét, D — portalni zanét.
Kazdy parametr byl hodnocen od 0 (beze zmén) do 4 (maximdlni zmény) a konecny
index byl stanoven jako suma A + B + C + D. Experimentalni skupiny byly nasledujici
(n=8 v kazd¢ 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 e

3.1.3 Vysledky

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

Graf 1 ukazuje, Ze poddni TAA v jedné injekci vyvolalo na davce zavislé sniZeni
v pfezivani u obou kmenti potkant, 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. 315+4
g). Po podani TAA byl u obou kmenli 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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Vychozi hodnoty (,,-24 h*) plazmatickych aktivit ALT (33+4 vs. 28+4 1U/]l) a
hladin bilirubinu (9,56£1,41 vs. 10,12+1,33 pmol/l) se mezi kmeny Wistar a Lewis
signifikantné neliSily. VSechny ti1 davky TAA zpisobily signifikantni zvySeni aktivity
ALT a hladin plazmatického bilirubinu u obou kmenl. Maximalni hodnoty byly
zjistény 48 hodin po podani TAA a nartist hodnot byl vyssi u kmene Lewis ve srovnani
s kmenem Wistar. Zmény v aktivité AST vykazovaly podobny prub¢h jako u ALT.

Vychozi hodnoty NH3 mezi kmeny Wistar a Lewis se statisticky vyznamné
nelisily. Kazda ze tfi davek TAA vedla k vyznamnému nartistu hladin plazmatického
NHjs, 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/1), ani po podani TAA

v prub¢hu celého pokusu.

Série 2: Vliv riiznych davek TAA podaného ve dvou injekcich i.p.

Jak je zndzornéno v grafu 2, u zvifat, kterym bylo podano TAA ve dvou
injekcich, kde celkovda davka TAA byla rozdélena na dvé stejné dil¢i davky, se
v porovnani se sérii 1 vyrazné snizilo pfezivani, zddné zvite nepiezilo 96 hodin, a to ani
v jedné skupiné. Po aplikaci vysokych celkovych davek TAA (525 a 700 mg/kg/den)
vSechna zvifata zemfela béhem prvnich 48 hodin. A opét, samci kmene Wistar ptezivali
signifikantné¢ méné nez samci kmene Lewis ve stejnych ¢asovych bodech.

Podani TAA ve dvou injekcich vden 0 vyvold vyrazné zvySeni hladin
plazmatického NH3 jiz béhem prvnich 24 hodin. Tento narGst byl pozorovan

signifikantné vyssi u kmene Wistar ve srovnani s kmenem Lewis.

11
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Série 3: Histologické zhodnoceni jaternich zmén v zavislosti na davkach TAA

Reprezentativni fezy jaterni tkan¢ obarvené PAS jsou ukdzany na obr. 1. Jsou
zde prezentovany vzorky jaterni tkané¢ kment 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 vyraznéj$i abnormality
v jaternim parenchymu: dystrofick¢é zmény hepatocytii, edém a diftzni centrilobularni
hemoragické nekrozy se sporadickymi formacemi mustkovych nekroz. Oba kmeny,
Wistar i Lewis, kterym byl aplikovan pouze fyziologicky roztok, mély normalni jaterni
parenchym, histologické skore neukazalo zddné zmény v jaternim parenchymu potkanti
(skore 0 v obou piipadech). U samcii kmene Wistar s aplikovanou davkou TAA 350
mg/kg vjedné injekci bylo pozorovano signifikantné vyssi jaterni poSkozeni oproti
samcim kmene Lewis (histologické skore 6,1+0,37 vs. 3,67+0,49, p <0,05). Podani
TAA vdavce 350 mg/kg ve dvou injekcich vedlo k dalS$imu zhorSeni jaterniho
poskozeni u samclii obou kmenli, Wistar i Lewis, histologické skore bylo opét
signifikantné¢ vys$§i u kmene Wistar v porovnani s kmenem Lewis (7,83+£0,31 vs.

5,17£0,47, p <0,05), ve vSech ¢asovych bodech.

13
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Obr.1: Poskozeni jater u kmentt 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. Struény 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 koagula¢ni
nekrozy zasahujici do perivenularni a stiedni zoény (PAS, 40x). D (Lewis) -
perivenularni nekrézy se sporadickymi mustky a fokalni nekrozy (PAS, 40x). E
(Wistar) - mustkové perivenularni nekrézy s nepatrnym sinusoidalnim edémem,
sporadické monocelularni nekrézy (PAS, 40x). F (Lewis) - fokalni perivenularni
nekrozy s nepatrnymi lymfocytézami, sporadické monocelularni nekrézy (PAS, 40x).

14
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3.1.4 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 podana i.p. v jedné
injekci. Za zvlastni pozornost stoji fakt, ze podani stejné davky TAA rozdélené do dvou
injekci zptsobilo prudky pokles pteziti a zadné zviie ani z jednoho kmene neptezilo
déle nez 72 hodin. Injekce TAA v celkovych davkach 525 a 700 mg/kg/den vyvolaly
vyrazny pokles v prezivani a ani jedno zvife kmene Wistar a Lewis se nedozilo 48
hodin. Kiivka prezivani byla podobna u obou téchto davek, coz znamena, ZzZe
maximalniho 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 NH; 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), zarovenl jsme shodné
ukézali, ze zvifeci model pro AJS mize vykazovat jisté procento spontdnniho pieziti.
Mozné ptiznivé ulinky novych terapeutickych postupii by mély byt hodnoceny za
podminek ptipominajicich lidskd onemocnéni (Butterworth et al., 2009, Tufion et al.,
2009). S ohledem na vSechna tato fakta a nase nové vysledky miZeme fict, Ze optimalni
davka TAA vedouci k AJS u potkanli odpovidd 350 mg/kg/den podana i.p. v jedné
injekei.

Dalsim dutlezitym zjisténim vyplyvajicim z naSich studii je neocekavany rozdil
vreakci na TAA u kmenli Wistar a Lewis. Podle pivodni hypotézy jsme totiz
predpokladali, ze outbredni kmen Wistar bude vice rezistentni viici podani TAA a
rozvoji AJS na rozdil od inbredniho kmene Lewis. Vysledky jsou ale opacné a nejsme
schopni podat dostatecné vysvétleni této odliSnosti mezi obéma kmeny. Divodem
rozhodné nejsou zakladni jaterni funkce, protoze hodnoty biochemickych ukazatela AJS
(AST, ALT, bilirubin, NH3 a albumin) nebyly u téchto kmenti pfed zahdjenim pokusu
signifikantné rozdilné. Je ale mozné, Ze je to pravé rozdilné genetické pozadi, které
urcuje prubéh prvni faze biotransformace xenobiotik v hepatocytech, tedy procesu,
ktery je zprosttedkovan CYP-450 (Mehendale, 2005, Koen et al. 2013), a to by mohlo
byt pficinou rozdilné senzibility. Plazmatické hodnoty ALT, AST a bilirubinu byly

signifikantné¢ vyssi u kmene Lewis 48 a 96 hodin po podani TAA v porovnani
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s kmenem Wistar. Zaroven, ve stejnych casovych bodech, samci kmene Lewis ptezivali
signifikantné vice nez samci kmene Wistar. Pozorovali jsme, Ze zvifata s nejvysSimi

koncentracemi NH3; naméfenymi 24 h po podani TAA umirala nejdfive.

3.2 Transplantace hepatocytii zmirfiuje pribéh akutniho jaterniho
selhani zpiisobeného podanim thioacetamidu u potkani kmene

Lewis
3.2.1 Uvod

Lécba AJS zistava podpirna, hledani novych pfistupti predstavuje v soucasné
mediciné stale velkou vyzvu (Bernal and Wendon, 2013, Lee, 2013, Lee et al., 2012,
Saliba and Saumel 2013). Navzdory pokrokiim v této oblasti i unikatni regeneracni
schopnosti jaternich bunék je pouze u 45 % pacientll s AJS patrno spontanni zotaveni
(Bernal and Wendon, 2013, Lee, 2012, Lee et al., 2013, Saliba and Saumel, 2013). Pro
zbylych 55 % pacienti je jedinym feSenim bezodkladna ortotopicka transplantace jater.
Nevyhodou ovSem je nedostatek darcovskych organii, zejména pak téch, které jsou
dostupné ve velmi kratkém casovém obdobi. Proto je dillezité vyvijet nové techniky,
které umozni preziti pacienti do doby, nez bude mozné provést transplantaci nebo nez
jatra obnovi svoji funkci. Mezi takové techniky patii arteficialni a bioarteficialni jaterni
podpory, které se testuji vice nez tii desetileti (Banares, Booth, Fukumitsu, Pless, Sgroi,
Struecker). Jejich u¢innost vSak neni dostate¢na.

Vezmeme-li v uvahu vSechna tato fakta, pfedstavuje vyvoj transplantace (Tx)
hepatocytli jeden z novych terapeutickych postupi v 1écbé AJS (Hughes et al., 2012,
Pareja et al., 2014, Sgroi et al., 2009) a to i pfesto, Ze prvni terapeutické pokusy nebyly
uspésné (Dhawn et al., 2010, Hughes et al., 2012, Pareja et al., 2014, Tritto et al., 2012,
Yu et al., 2012). Zasadnim bodem vyzkumu je jednoznacné identifikace a sledovani
zivotaschopnosti transplantovanych hepatocytl u ptijemce béhem celé studie. V tomto
ohledu je velmi pfinosny vyvoj transgenniho kmene potkant ,firefly luciferase rat* —
luc-Lew-Tg. Tento kmen byl odvozen od kmene potkanii Lewis, je specificky tim, Ze
exprimuje ubikvitni gen pro luciferdzu ziskany ze svétluSek Photinus pyralis. Diky
tomu lze prokédzat transplantované builky in vivo pomoci bioluminiscen¢nich
zobrazovacich technik (Hakamata et al., 2006), takZze je mozné opakované vysetfovat

stejného piijemce béhem celé¢ doby trvani studie bez nutnosti usmrceni (Hakamata et
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al., 2006, Kasahara et al., 2013, Maeda et al.,, 2013). Dale bylo prokdzano, ze
imunologickd reakce nebo imunosupresivni 1écba znacné ovlivigji funkei
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).

S ohledem na vSechny vySe uvedené poznatky jsme se rozhodli zjistit, zda by Tx
hepatocytld cestou vena portae do jater mohla zmirnit prabéh AJS zplsobeného
podanim TAA u potkanti kmene Lewis. Abychom pronikli hloub&ji do procesu
pfezivani transplantovanych hepatocyti, provedli jsme in vivo bioluminiscenéni
zobrazovaci (BLI) analyzu téchto bunék jak u zdravych Lewis potkant, tak u téch

s jaternim selhanim.
3.2.2 Material a metodika

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

Hepatocyty jsme izolovali z jater samcl transgenniho kmene luc-Lew-Tg
o hmotnosti 250-280 gramt, pifi celkové anestézii (thiopental sodny, 50 mg/kg),
abdomindlni incizi. Pro jejich izolaci jsme pouzili dvoufazovou kolagendzovou perfuzni
metodu (Berry et al., 1991, Garnol et al., 2014, Seglen et al., 1976. Viabilita
izolovanych hepatocytli 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 ul fyziologického roztoku byly implantovany portdlni Zilou
do jater piijemce. Optimalni podet transplantovanych bun&k byl vypo¢itian na 5 x 10°
bunék/kg télesné hmotnosti, coZ predstavuje pfiblizné

5 % bunécné hmoty jaterniho parenchymu. Bylo prokazdno, Ze toto mnoZstvi je
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dostatecné k obnové jaternich funkci pfi metabolickych poruchach 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 hepatocytt.

Nelécena zvitata (bez Tx hepatocytil) dostala pouze 600 pl fyziologického roztoku.

Série 1: Vliv Tx hepatocyti na pribéh AJS zpisobeného podanim TAA u samci
kmene Lewis

24 hodin pted i. p. podanim TAA (,,-24 h*) byly odebrany vzorky krve (ptiblizné
200 az 300 pl) zocasni zily pro biochemické analyzy (Fuji Drive-Chem 4000
Analyser). Stanovovali jsme plazmatické koncentrace albuminu a bilirubinu, aktivity
jaternich enzymii ALT a AST a hladiny NH3. Vzorky krve, pro tyto analyzy, byly
odebirany v intervalech 24, 48, 72, 96 a 168 hodin po prvnim podani TAA. Sledovaci
perioda této série byla 168 hodin, na konci experimentu byla pifezivsi zvifata usmrcena
predavkovanim pentobarbitalem. 24 hodin po prvni aplikaci TAA byla provedena Tx
hepatocytii cestou portalni zily (obr. 2). Kazdych 8 hodin jsme kontrolovali piezivani
zvitat 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 hepatocyt)

Obr. 2: Podani suspenze hepatocytti do vena portae. (Zdroj: archiv autorky)
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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 pristroje IVIS XR (Caliper, Hopkinton, MA, USA). Potkani byli anestezovani 2
% isofluranem a do femordlni zily jim byl poddn D-Luciferin (30 mg/ml; Caliper,
Hopkinton, MA, USA) vdavce 50 mg/kg zivé hmotnosti. Intenzita signalu byla
kvantifikovana jako tok fotoni v ¢ase a ve vybrané oblasti (v jednotkach fotony/s/cm?),
pomoci Living Image software. BLI analyzu jsme provadéli v casech 24, 48, 72, 96 a
168 hodin po Tx hepatocytl. Vysetfili jsme nasledujici experimentdlni skupiny (n=8
v kazdé skuping):
1.  Lewis + Tx hepatocytu
2. Lewis s AJS + Tx hepatocytt

Zde musime zdUraznit, ze zvifata pouzitd v této sérii byla odli$na od téch v sérii 1.
3.2.3 Vysledky

Série 1: Vliv Tx hepatocyti na pribéh AJS zpisobeného podanim TAA u samci
kmene Lewis

Jak ukazuje graf 3A, podani TAA u skupiny nelé¢enych potkani kmene Lewis
vyrazné snizilo pfeZivani, 48 hodin po podani TAA piezilo pouze 25 % zvitat, Zadné
zvife se nedozilo 54 hodin. Transplantace hepatocytl vyrazné zvysila prezivani po
aplikaci TAA, vSechna zvitfata se dozila 54 hodin po podani TAA, po 72 hodinach od
podani TAA doslo k velkému poklesu ptezivSich a konce pokusu se dozilo 15 % zvifat.
Jeden zdravy potkan Lewis uhynul béhem 12 hodin po Tx hepatocyti.

Graf 3B ukazuje plazmatické hladiny NHs. Po 24 hodinach od podani TAA je
patrny vyrazny narGst koncentraci NH3. Transplantace hepatocytli vedla u potkanil s
AJS k signifikantnimu poklesu koncentrace NH3 jiz v prvnich 24 hodinach. U 1é¢enych
zvitat s AJS, kterd se dozila konce experimentu (168 hodin po podani TAA), jsme
pozorovali pouze mirn€ vys§i plazmatické koncentrace NH; ve srovndni se
zdravymi potkany, bez AJS (34,2+2,6 vs. 24,9+2,3 umol/l, p <0,05).

Po podani TAA doslo k signifikantnimu zvySeni plazmatické aktivity ALT a
AST. Transplantace hepatocytli tento narist signifikantné snizila jiz béhem prvnich 24

hodin. Od 96. hodiny po podani TAA az do konce experimentu nebyly patrné zadné
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signifikantni rozdily v aktivit¢ ALT a AST u potkanii po Tx hepatocytl bez AJS a
s AJS.

Podani TAA vyvolalo signifikantni zvySeni plazmatickych koncentraci
bilirubinu, Tx hepatocyta tento vzestup zmirnila, podobn¢ jako u AST a ALT. Jiz za 72
hodin po podani TAA jsme nezaznamenali zddné signifikantni rozdily v plazmatickych
koncentracich bilirubinu u potkani po Tx hepatocytii bez AJS a s AJS.

Podani TAA wvyvolalo postupny pokles koncentraci albuminu s minimem
patrnym 48 hodin po podani TAA (13,4+1,4 vs. 34,929 g/l u zdravych zvitat, p
<0,05). Transplantace hepatocyti signifikantné zmirnila pokles koncentraci
plazmatického albuminu a od 96 hodin po podani TAA nebyly tyto hodnoty

signifikantn¢ odlisné od zdravych zvifat.
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Graf 3: Procento pfezivani (A) a plazmatickd koncentrace NH3 (B) u zdravych potkani
kmene Lewis po transplantaci hepatocyti (Lewis + Tx hepatocytli), u potkanti kmene
Lewis s AJS bez 1éby (Lewis neléceni s AJS) a u potkani kmene Lewis s AJS
léCenych 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 hepatocytii 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.

Jinak tomu bylo u potkan sAJS. Zivotaschopnost hepatocytl
transplantovanych do jater Lewis potkanti s AJS byla 24 hodin po zakroku jiz dobte
potvrditelna (obr. 5A), intenzita signdlu dale rostla, a to jak 48 hodin, tak i 72 hodin po
Tx (obr. 5B a 5C). Signal odpovidajici zivotaschopnym hepatocytiim byl detekovatelny
az do konce experimentu, tj. 168 hodin po Tx hepatocytii (obr. 5SD).

15
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Obr. 5: Reprezentativni snimky z in vitro BLI analyzy u potkan kmene Lewis s AJS
lé€enych Tx hepatocytl v intervalech 24 (A), 48 (B), 72 (C) a 168 (D) hodin po
zakroku
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3.2.4 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 piezivanim zvirat
a zmenSenim rozsahu jaterniho poSkozeni, coz ukazuji hodnoty plazmatického ALT,
AST, NH3 a bilirubinu. Dal$im naSim zjis§ténim bylo, Ze Tx hepatocytli obnovila nejen
detoxikacni, ale i biosyntetické funkce jater: plazmatické koncentrace albuminu se u
zvitat prezivsich AJS nakonec vratily na hodnoty, které se signifikantné nelisily od
zdravych zvifat. BLI analyza jaterni tkané jasné ukdzala,
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 prabéh AJS zplisobené¢ho podanim
TAA u potkanti kmene Lewis. Druhy diilezity poznatek vyplyvajici z této nasi studie se
tyka BLI analyzy: hepatocyty transplantované do jater potkani kmene Lewis s AJS
vyvolanym podénim TAA (ne vSak do jater zdravych zvifat) vykazovaly zietelnou
zivotaschopnost béhem celého experimentu, coz naznacuje, Ze tato technika je
pouzitelnd a zdd se vérohodna. Zajimavé je také naSe  zjisténi,
ze hepatocyty transplantované do jater zdravych Lewis potkani vykazovaly po Tx jen
naSe studie nebyla navrzena tak, aby posoudila obdobny postup, a tak interpretace nasi
BLI analyzy zlstava jen hypoteticka. Je zapotiebi dalSich experimentl, které by
pomohly vysvétlit mechanismy zodpovédné za rozdilnou Zivotaschopnost
transplantovanych hepatocytli u zdravych a nemocnych (s AJS) potkani kmene Lewis.
Jesté musime zdlraznit, Ze BLI analyza byla provedena u jinych skupin, nez u kterych
byl zkouman vliv Tx hepatocytl na pribé¢h TAA indukovaného AJS. Separatni skupiny
pro jednotlivé série byly pouzity z divodu opakované anestézie 2 % isofluranem
pii BLI analyze, ktera by mohla negativné ovlivnit hlavni sledovany vystup (tj. vliv Tx
hepatocytli na prezivani pii TAA indukovaném AJS). Je dilezité uznat, Ze navzdory
vyraznému zmirnéni pribéhu TAA indukovaného AJS diky Tx hepatocyti se konce
pokusu doZilo pouze 15 % zvitat. Tento fakt nedokdzeme uspokojiveé vysvétlit, protoze
nemame vSechna potfebna data, napt. data o Zivotaschopnosti Tx hepatocytii od zviftat,
kterd uhynula béhem prvnich 72 hodin. K objasnéni bude potieba dalSich studii

zabyvajicich se timto tématem.
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4. Zavér

Jako model akutniho jaterniho selhani jsme zvolili chemickou variantu s i.p.
podanim latky TAA. Zkoumali jsme vliv ddvky TAA v rozmezi od 175 do 700 mg/kg
zivé hmotnosti za den na rozvoj AJS u laboratornich potkanti. Stanovovali jsme
prezivani zvifat, koncentraci plazmatického albuminu, aktivity jaternich enzymt ALT a
AST, hladiny bilirubinu a NH3 v navazujicich ¢asovych bodech. Kromé toho nas
zajimalo, zda se prub¢h AJS 1isi mezi potkany kmene Wistar a Lewis v zavislosti na
podéani rtiznych davek TAA. Dosli jsme k zavéru, ze potkani kmene Wistar jsou
nachylnéjsi na rozvoj AJS vyvolaného podanim TAA ve srovndni s potkany kmene
Lewis. V dalsi ¢asti 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
zvifata umiraji béhem prvnich 48 hodin. Hepatocyty jsme izolovali z jater samcil
transgenniho kmene potkanii luc-Lew-Tg. Mnozstvi 2 x 10° bun&k v 600 pul
fyziologického roztoku jsme implantovali portalni zilou do jater piijemce.
Transplantované hepatocyty jsme zobrazovali in vivo pomoci pfistroje IVIS XR.
Transplantace hepatocytli izolovanych z luc-Lew-Tg vedla u potkani kmene Lewis
k vyznamnému zmirnéni pribéh AJS vyvolaného podanim TAA. To se projevilo lepSim
prezivanim zvifat a snizenim rozsahu jaterniho poskozeni, coZz ukazuji hodnoty
plazmatického ALT, AST, NHj3 a bilirubinu. Pfitomnost funk¢énich transgennich bunék

byla detekovéana v Casovém odstupu vice nez dvou mésicti po Tx hepatocytil.

Vysledky nasi prace ukazuji, Ze Tx hepatocytl do jater pfijemce miize
zmirnit pribéh TAA indukovaného AJS u potkani kmene Lewis. Tento zavér by mél

byt bran v ivahu pii vyvoji novych terapeutickych postupt v 1€cbé AJS.
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