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Abstrakt

Abstrakt

Transplantace tenkého stfeva je Zivot zachrariujici metoda pro nemocné se
selhanim stieva. Pfed zahajenim klinického programu v Ceské republice byl
proveden experiment na praseti. Cilem prace bylo zvladnuti chirurgické
techniky transplantace (odbéru stfeva, jeho konzervace a nasledné
transplantace). Dal$im cilem bylo zvolit optimalni imunosupresivni rezim.
Imunosuprese byla zaloZena na podavani tacrolimu nebo jeho kombinace se
sirolimem. Zakladem diagnostiky akutni celularni rejekce je zhodnoceni
histopatologickych zmén biopsie $tépu. Ve snaze najit vhodny neinvazivni
humoralni marker akutni celularni rejekce byla vySetfovana plasmaticka hladina
citrulinu a jeji vztah k akutni celularni rejekci. Jako dalsi humoralni marker byly
vysetfeny hladiny prozanétovych a protizanétovych cytokinli a zkouman jejich

vztah k rejekci.

Podafilo se nam zvladnout chirurgickou techniku transplantace. Prokazali
vlastni portomezenterické cévy. Neprokazali jsme statisticky vyznamny rozdil
mezi zvolenymi imunosupresivnimi rezimy na vznik akutni celularni rejekce.
Jako zlaty standard diagnostiky nadale zlistava histologické vysetreni biopsie
Stépu. Hladina plasmatického citrulinu se jevi jako potenciadlné vhodny marker
stfedné tézkého az tezkého stupné rejekce. Nepodafilo se ndm prokazat
vyznam stanoveni jednotlivych cytokinl pro véasnou neinvazivni diagnostiku

akutni celuldrni rejekce.

Klicova slova: transplantace tenkého stfeva- imunosuprese- akutni

celularni rejekce- tacrolimus- sirolimus- citrulin- cytokiny
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Abstract

Intestinal transplantation represents a life-saving procedure for patients
with an intestinal failure. An experiment on pigs was carried out during the
preparation part of a clinical project in the Czech Republic. The main aim of the
experiment was to successfully master the transplant surgery technique (i.e.
small bowel harvesting, its preservation, followed by the transplantation).
Another goal was to decide on the optimal immunosuppressive regime.
Immunosuppression was based on tacrolimus monotherapy or its combination
with sirolimus. A graft biopsy still remains the most reliable method for the
diagnosis of an acute cellular rejection. In an attempt to find a suitable
noninvasive humoral marker of the acute cellular rejection, we examined the
correlation between plasma citrulin level and the acute rejection. The plasmatic
level of proinflamatory and antiinflamatory cytokines was investigated as

another potential marker of the rejection.

We succeeded in standardizing the technique of intestinal transplantation.
Connecting the graft to aorta and inferior vena cava is simpler and safer than
connecting it to the portomesenteric vessel bed due to fewer subsequent
complications. Both immunosuppressive regimes seem to be equally effective in
preventing the acute cellular rejection. Histopathological examination of the
graft biopsy remains indeed the most reliable examination method for the
rejection diagnosis. The plasma citrulline level is a marker supporting the
diagnosis of moderate and severe rejection after transplantation. The exact
role of cytokine examination in detecting the acute rejection was not

determined.

Key words: small bowel transplantation — Immunosuppression — acute

cellular rejection — tacrolimus — sirolimus — citrullin — cytokines.
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ZKkratky pouzité v textu

e  Ab- antibody- protilatka

e Ag-antigen

e APC- antigen presenting cell- antigen prezentujici burika

e CMV- cytomegalovirus

e  EBV-virus Ebstein- Barrové

e  GVHD- graft versus host disease- reakce Stépu proti hostiteli

e  HPN- home parenteral nutrition- domaci parenteralni vyZiva

e [F-intestinal failure- selhdni stfeva

e IL-2 —interleukin 2

e IL-4 —interleukin 4

e IL-8—interleukin 8

e |L-10 —interleukin 10

e INF gama — interferon gama

e |RI-ischemic reperfusion injury — ischemicko reperfusni poskozeni

e |S-imunosuprese, imunosupresivni lécba

e LSBTx- liver and small bowel transplantation- transplantace jater a tenkého
stieva

e  MMVTx- modified multivisceral transplantation- modifikovana multivisceralni
transplantace

e  MVTx — multivisceral transplantation- multivisceralni transplantace

e  OKT3- monoklonalni protilatka proti anti-CD3

e  PCR- polymerase chain reaction

e  PTLD- posttransplant lymphoproliferative disease- postransplantacéni
lymfoproliferativni onemocnéni

e  SBS- short bowel syndrom- syndrom kratkého streva

e  SBTx- small bowel transplantation- transplantace tenkého stieva
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e TNF a- tumor necrotisis factor alfa
e TPN- total parenteral nutrition- Uplna parenteraini vyZiva

e  WL- waiting list — Cekaci listina
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1 Uvod do problematiky

1.1 Uvod

Transplantace tenkého stfeva (small bowel transplantation- SBTx) je Zivot zachranujici
metoda pro nemocné se selhanim stfeva, ktefi nemohou byt IéCeni standardnimi |é¢ebnymi
postupy nebo se u nich vyvinou Zivot ohroZujici komplikace totélni parenteralni vyZivy (TPN).
Presnou definici selhani stfeva (intestinal failure- IF) lze obtiZzné stanovit, ale obecné se mini
stav, kdy stfevo z divodi funkénich nebo morfologickych neni schopno plnit svou zakladni

funkci, kterou je traveni a vstiebavani potravy.

Metoda patfi k nejobtiznéjsim v transplantologii jak z hlediska technického, tak
predevsim imunologického. Strevo predstavuje nejvétsi imunitni organ v téle a se svou
plochou i nejvétsi barieru vici nepfiznivym vliviim zevniho prostfedi. Poruseni této ochrany
vede rychle k translokaci mikroorganizm( a toxin( do krve s ndslednym rozvojem sepse.

Z téchto dlvodul jsou Uspéchy metody spojeny s rozvojem dokonalé imunosuprese.

Stievo je transplantovano bud jako samotny organ nebo spolu s dalSimi v podobé

v détském véku.

1.2 Historie transplantace tenkého streva a

multivisceralnich transplantaci

U zakladl moderni transplantologie stal bezpochyby Alexis Carrel, ktery na pocatku
minulého stoleti definoval zaklady techniky cévniho stehu a zasadné zménil tradi¢ni
chirurgické mysleni v tom, Ze cévy je moZno rekonstruovat, nikoli pouze podvazovat (1). Jeho

pionyrské prace zabyvajici se cévni anastomdzou mu umoznili jako prvnimu transplantovat

11
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orgdany. Jako prvni transplantoval segment tenkého stfeva u psa (2). V roce 1959 americky
chirurg Richard Lillehai z Minnesoty spolu se Starzlem provedli prvni transplantaci tenkého
stfeva na modelu psa (3). Mochnik s Russellem jako prvni transplantovali stfevo u
laboratorniho potkana (4). Prvni klinicka transplantace stfeva je prisuzovana Ralphu
Deterlingovi z Bostonu, ktery roku 1964 proved! prvni transplantaci stfeva u ¢lovéka. Pacient
bohuzel kratce po operaci zemfel a Deterling sv(j vykon nepublikoval. Prvni tisténa zprava
prichazi o pét let pozdéji opét z Minnesoty. Tentokrat to byl Lillehai, ktery v roce 1969
publikoval jako prvni zprdvu o transplantaci tenkého stieva u ¢lovéka (5). Bohuzel, i tento
pacient za kratkou dobu po vykonu zemfel na rejekci organu. Tyto neuspéchy vedly postupné
k dtlumu transplantacéni aktivity na tomto poli. Zasadni prelomem v transplantacni mediciné
se stava rok 1980, kdy byl zaveden do lé¢by Cyklosporin. V roce 1987 provadi Starzl

v Pittsburghu prvni multivisceralni transplantaci obsahujici jatra, zaludek, duodenum, slinivku,
tenké a tlusté stfevo u tFileté divenky. Stép fungoval pil roku, ne? dité zemtelo v diisledku
malignity (6). JiZz o rok pozdéji tato metoda presahla americky kontinent a némecky chirurg
Deltz v Kielu proved| prvni Uspésnou transplantaci tenkého stfeva u ¢lovéka (7). Pacient
prezival vice jak 4 roky na plné peroralni dieté s funkénim Stépem. V roce 1992 provedl sir Roy
Yorke Calne v Britanii prvni transplantaci tenkého stfeva a o dva roky pozdéji prvni ,cluster”-
transplantaci zaludku, stfeva, jater, slinivky a ledvin (8). Dalsi milnik pfedstavuje zavedeni
nového kalcineurinového imunosupresiva tacrolimu v roce 1989 (9), ktery je k IéCbé pouzivan
dodnes. Na konci minulého tisicileti se do |écby dostavaji monoklonaini protilatky. Jejich
pouziti v indukéni 1é¢bé a ndsledna minimalizace imunosuprese ma za nasledek dramatické

zlepseni vysledkd a tim i zvySujici se zajem o tuto Zivot zachrafiujici metodu.

1.3 Indikace k transplantaci tenkého strreva

Zakladni funkci tenkého stfeva je zajisténi vyzivy organizmu, dale se vyznamné podili na
metabolismu vody a minerall. Po dutiné Ustni, jicnu a Zaludku predstavuje dlleZitou obranou

funkci pred vstupem infekce poZitou stravou. Diky tomu disponuje stfevo obrovskym

12
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mnoZstvim imunokompetentnich bunék a predstavuje tak nejdlleZitéjsi a zaroven nejvétsi

imunitni organ v téle.

Ztrata nebo selhdani téchto funkci zejména v oblasti metabolismu je zdvaznym stavem
ohroZujicim Zivot jedince. Nejcastéji k tomu dochazi z dlivodl vlastni ztraty stfeva. V této
situaci hovofime o tzv. syndromu kratkého stieva (short bowel syndrome - SBS). Priciny

ztraty stfeva jsou rlizné a jejich vyskyt je odlisny u dospélych a u déti (tab. 1).

Dospéli % Déti %
Mezenteridlni trombdzy a 23 ]Gastroschisis 21
embolie
Crohnova choroba 17 JVolvulus a malrotace 17
Brisni trauma;iradiacéni 10 [INekrotizujici enterokolitis 12

poskozeni; adheze

Intraabdominalni 9 |Pseudoobstrukce 9
desmoidni nador

Poruchy motility 8 |intestindlIni atrézie 8

Volvulus 7 |JAganglioza/ 7
Hirshsprungova choroba

Jiné pti¢iny SBS 6 [Microvilus inclusion 6

Tab. 1. Nejcastéjsi priciny ztraty stfeva u dospélych a déti a jejich procentudlni vyskyt.

Vlastni chybéni stfeva ale neni jedinou pFic¢inou jeho selhani. Dal$im divodem mUzZe byt
porucha funkce jak ve smyslu motility, tak z hlediska absorpce. Nej¢astéjSimi poruchami
stfevni motility jsou chronicka stfevni pseudoobstrukce, visceralni myopatie a neuropatie,
Hirschprungova choroba. Vyskytuji se i vzacna onemocnéni, u kterych je porusena stievni

funkce jako je microvillus inclusion disease.

Ztratu stfeva nebo selhani jeho funkce Ize v prvni fazi kompenzovat zajisténim
parenteralni vyZivy, hrazenim ztrat vody a minerall véetné stopovych prvki. Po stabilizaci
pacienta je zajistén cévni pfistup tunelizovanym katétrem do nékteré velké Zily s pfevedenim
pacienta na dlouhodobou domaci parenteralni vyZivu. Moderni formule a zplsoby podavani

této vyZivy jsou velmi vyznamnym zpuUsobem lécby téchto nemocnych pfi zachovani prijatelné
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kvality Zivota. Dlouhodoba parenteralni vyziva vSak vede postupné k vzniku Zivot ohroZujicich
komplikaci, kterymi jsou infekce nebo trombdza katétru s naslednou ztratou cévniho pristupu
a nebezpecdim embolie. Dalsi zavaznou komplikaci je poskozeni jaterniho parenchymu. To

limituje moZnost trvalého pouzivani tohoto zpUsobu lé¢by. Transplantace stfeva v této situaci

predstavuje jedinou lé¢ebnou modalitu.

Transplanace by u téchto nemocnych méla byt zvazovana vcas, dokud je pacient vykonu
schopen. Jako jednoznacné prokdzané negativni prognostické faktory ovliviiujici prezivani jsou
SBS na podkladé mezenterialniho infarktu, zbyvajici délka tenkého stfeva pod 50cm (u déti
pod 25cm), ztrata stfevni kontinuity s jejunostomii, vék nad 60 rokd. PFi pfitomnosti téchto

negativnich prognostickych faktord je pétileté preZivani na TPN pouze kolem 40% (10, 11).

Indikacni kriteria k transplantaci jsou pevné stanovena. (tab. 2). Tvofi je predevsim Zivot
ohroZujici komplikace parenteralni vyZivy. Ddle excesivni ztraty tekutin a minerala u
nemocnych s ultrakratkym stfevem, které nelze adekvatné hradit, a které vedou k poskozeni
dalSich organ(. Nékteré nadory dutiny bFisni klasickymi chirurgickymi metodami neresitelné.

Diky zlep3Sujicim se vysledkiim transplantace tenkého stfeva se do popredi dostava i otazka

kvality Zivota pacientl na TPN ve srovnani s SBTx (12, 13).
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Poskozeni jater v dusledku TPV

Recidivujici katétrové infekce (vice jak dvé do roka nebo jedna
infekce mykoticka nebo infekce spojena s SIRS)

Ztrata vice jak dvou hlavnich Zilnich pristupii v disledku
trombézy

Casté a zavazné dehydratace a mineralové rozvraty v diisledku
excesivnich ztrat stomii

Nadory (napi. desmoidni nadory, familiarni polypé6za, Gardneriv
syndrom apod.)

Tab. 2. Indikace k transplantaci tenkého streva.

Hlavnimi komplikacemi TPN jsou jaterni poskozeni, trombdza cévnich pfistupt a
katetrové sepse. Jaterni poskozeni navozené TPN je dano predevsim chybénim
enterohepatalniho obéhu a poruchou traveni tukd. Ten se hromadi v jaternich burikach.
Vznikla steatdza postupné prechazi v zanétlivou formu v podobé steatohepatitidy
s postupnou fibrotizaci az prechodem do obrazu pIné rozvinuté cirhdzy (14). K tomuto obrazu
by v optimalnim pfipadé vibec nemélo dojit a pacient, ktery je na domaci parenteralni vyziveé,
sledovany svym lékafem by mél byt v¢as odeslan ke konzultaci do transplantacniho centra. Pri
posuzovani jaterniho onemocnéni je nutno zminit, Ze typické znamky pokrocilé jaterni léze
nemusi byt vyjadreny. Pacienti se zaniklou dutinou bfisni po opakovanych operacich nemaji
prostor pro rozvoj ascitu, kratké mezenterikoportalni recisté neumozni vznik vétsich jicnovych

varixt apod.

Pres vSechny dodrZované zasady hygieny predstavuje centralni Zilni katétr primy vstup do
cévniho recisté s nebezpedim infekce. S katétrovou infekci se setka prakticky kazdy pacient.
Jejich nebezpecdi spociva v moznosti prechodu do celkové sepse se vznikem multiorgdnového
selhani. Tyto septické komplikace zejména zplsobené mykotickymi infekcemi maji vysokou

mortalitu.
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Dalsi zavaznou komplikaci je trombdza a postupna ztrata Zilniho vstupu. Pfitom Zilni vstup
Zilnich vstupl nuti k ziskavani neobvyklych cévnich pfistupt a po jejich vycerpani k amrti

v disledku nemozZnosti zajisténi vyZivy.

Existuje mald skupina nemocnych, u kterych ani adekvatni Zilni pfistup bez zndmek
poruchy jaternich funkci a pfiznakd infekce nedokaze situaci zvladnout. PFiinou jsou excesivni
ztraty tekutin a mineral( zisobené enormnim vydejem ze stomie. Jde o pacienty

s ultrakratkym stfevem v rozsahu 20 — 40cm s termindlni jejunostomii.

Prvni zminky o vyznamu kvality Zivota pacientll na TPN ve srovnani s Uspésnou SBTx
zaznély na devatém mezinarodnim kongresu v Bruselu 2005. Z poslednich praci vyplyva, ze
vice jak u 80 % pacientll po Uspésné transplantaci doslo do 6 mésicli k plnému prechodu na
perordlni stravu bez nutnosti podavani infuzi. V porovnani s Uspésnou transplantaci neni TPN

nikdy schopna zajistit plnou kvalitu Zivota (15).

Vzhledem k nutnosti podavani trvalé imunosuprese neni transplantace stfeva, podobné
jako u ostatnich transplantovanych organd, indikovana u malignich onemocnéni. Z hlediska
indikace pro nadory pfipada v ivahu u nemocnych s chirurgicky neodstranitelnym
desmoidnim tumorem, rozsahlého postizeni pfi familarni polypéze nebo Gardnerové

syndromu (tab. 3).
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Tab. 3. Indikace k transplantaci a jejich ¢etnost u dospélych a déti podle udajd

International transplant registry.

1.4 Kontraindikace Kk transplantaci tenkého stireva

Vzhledem k narocnosti celého procesu je nezbytné splnit zakladni podminku, aby
nemocny z provedené transplantace dlouhodobé profitoval. K transplantaci proto nejsou
indikovani nemocni, ktefi trpi zavaznym nevylécitelnym onemocnénim, zejména ve smyslu

malignity, HIV nebo tézkym invalidizujicim, psychiatrickym nebo neurologickym postizenim.

Obecnou kontraindikaci k transplantaci je septicky stav pacienta, kompletni ztrata
cévnich pfistupQ, protoZe vlastni operace a bezprostfedni pooperacni pribéh vyzaduji

adekvatni pristupy pro podavani infuzi a [éka.

Pritomnost nevylécitelného onemocnéni v podobé malignit nebo HIV infekce je

pochopitelné jasnou kontraindikaci.

Sam vék pacienta neni kontraindikaci k transplantaci a dle transplantaéniho registru je

nejmladsimu pacientovi, ktery byl transplantovan 1,2 mésice a nejstarsi pacient je 68 let stary.
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Rozhodujici je biologicky vék a celkovy zdravotni stav umoznujici prestat tento slozity vykon a

bezprostredné z néj profitovat.(16)

Dalsim velmi vyznamnym faktorem, ktery je v indikacich nutno zvaZovat, je psychicky stav
nemocného, pfipadné jeho opatrovnikl a jejich schopnost spoluprace — tzv. compliance.
Kazdy pacient vyzaduje po transplantaci trvalou imunosupresivni [é€bu, bez které by doslo

brzy k odmitnuti organu.

1.5 Cekaci listina (waiting list)

Hlavnim ukolem transplantacniho centra pfi posuzovani kandidatd k transplantaci je
vyloucit nemocné, ktefi nesplnuji indikacni kritéria k vykonu véetné téch, u kterych neni
stanovena diagndza nezvratného selhani tenkého stfeva. Nemocni, ktefi nemaji neovlivnitelné
kontraindikace a spliuji stanovené indikace, musi byt podrobné vysetfeni se zamérenim na
zakladni diagndzu, presné posouzeni ostatnich komorbidit a celkové dusevni a fyzické
kondice. Podrobny onkologicky skrining je soucasti tohoto vysetieni. Zaroven je nezbytné

aktivné patrat po pripadnych infekénich fokusech a pfi jejich nalezeni je odstranit.

Po splnéni vSech podminek je nemocny zafazen na ¢ekaci listinu (WL- waiting list) a jemu
pridélena urgence na zakladé aktualniho zdravotniho stavu (0- nemocny je zarazen, ale neni
aktivni; 1- nemocny zarazeny, ¢ekajici v domacich podminkach; 2- nemocny zarazeny,
hospitalizovany; 3- nemocny zarazeny, hospitalizovany na JIP; 4- urgentni nemocny

bezprostfedné ohrozeny na Zivoté).

1.6 Typy transplantaci tenkého streva

Rozeznavame tti zakladni typy transplantace tenkého stfeva. Izolovanou transplantaci
tenkého stieva (SBTx- small bowel transplantation); transplantaci tenkého stfeva spolu

s jatry (LITx- liver intestine transplantation) a multivisceralni transplantaci (MVTx-

18
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multivisceral transplantation), kdy se spole¢né transplantuji tenké stfevo s Zaludkem,

dvanactnikem, slinivkou a jatry (obr. 1 a-c).

Obr. 1a- c: a) izolovana transplantace tenkého stfeva; b) transplantace streva a jater; c)

multiorgdnova transplantace.

Podle Gdajd z ITR (intestinal transplant registry- mezinarodni databaze nemocnych po
transplantaci tenkého streva) je potfeba SBTx Castéjsi u dospélych (55% versus 37%). Naopak
u déti prevlada LITx. Podobné MVix je Castéji provadéna u dospélych nemocnych oproti

détem (24% vs. 13%) (graf 2. a, b).

Dospeéli

MVix
24%

LITx SBTx
21% 55%,
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Graf 2. a, b. Podil jednotlivych typl transplantaci u dospélych nemocnych a u déti.

1.7 Imunosuprese po transplantaci

Tenké stfevo je nejvétsi imunitni organ v lidském téle. Uspéchy transplantace jsou proto
Uzce spojeny s vyvojem imunosupresivni |éCby (IS). V pocatecnim obdobi byla koncepce IS
zaloZena na podavani vysokych davek dostupnych |ékl. To mélo za néasledek vysoké procento
zavaznych infekénich komplikaci a v dlouhodobé perspektivé vysoky pocet zhoubnych

onemocnéni (17).

Celkovy koncept IéCby se postupné ménil v zavislosti na nové se vyvijejicich preparatech a

tento vyvoj nadale pokracuje. Z dnesniho pohledu rozeznavame tfi obdobi (18).

Pocatecni obdobi bylo zaloZzeno na kombinované 1écbé prevaziné s pouzitim cyklosporinu
a azathioprinu (obdobi do roku 1990). Revoluci v transplantologii pfedstavuje rok 1990 kdy
Murase s kolektivem predstavil Uspésné pouziti tacrolimu pii SBTx u potkana (19). Na konci
milénia se do |éCby dostavaji monoklonalni protilatky a vétSina rezim( je zaloZena na indukéni
|éCbé a udrZovacich davkach tacrolimu v kombinaci se steroidy (20-22). V roce 1998 byl do

|éCby zaveden sirolimus, ktery v kombinaci s monoklonalnimi protilatkami proti IL-2 vyznamné
20
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snizil vyskyt akutnich rejekci pfi eliminaci nezadoucich Gcink{ tacrolimu (23). Vyvoj na tomto

poli intenzivné pokracuje a je nadéji pro dalsi zlepSovani vysledk.

1.8 Komplikace transplantace

21

Transplantace stfeva predstavuje jeden z nejsloZitéjsich zakrok( spojenych s mnoZstvim
potencialnich komplikaci, které vychazeji ze tfi zakladnich p¥icin. Vétsina nemocnych
indikovanych k transplantaci je po opakovanych chirurgickych zakrocich a ma zaniklou dutinu
bfisni. To samo o sobé predstavuje technicky sloZity chirurgicky pristup. Organ je vysoce citlivy
na dobu studené ischémie a jakékoli Skodlivé vlivy, zejména ve smyslu hypoperfize a hypoxie,

které jsou spojené s obdobim kolem resuscitace a umrti darce.

Stfevo predstavuje nejvétsi imunitni organ v téle s velkym objemem

imunokompetentnich bunék.

V neposledni fadé stfevni obsah neni nikdy zcela sterilni a po provedené transplantaci je

stfevo nadale vystavovano velkému objemu cizich mikroorganizm prijatych potravou.

Tyto davody logicky vedou k vysokym narokim na stép, maximalnimu zkraceni studené
ischémie Stépu, potfebu dostate¢né ucinné imunosuprese vyvazené adekvatni
antimikrobialni, antifungalni a antivirovou profylaxi. Na rozdil od jinych organti nejsou
k dispozici jednoduché diagnostické metody slouzici k véasné diagnostice rejekce jako je napf.

kreatinin u transplantované ledviny nebo jaterni testy u jater.

Nejcastéjsi komplikace jsou spojeny bud's vlastnim chirurgickym zdkrokem, nebo vlivem
imunitnich reakci mezi Stépem a hostitelem. Pri dostatecné IS se do popredi mohou dostavat
rdzné i oportunni infekce. V dlouhodobé perspektivé diky podavané IS je tfeba poditat

s moznym vyskytem zhoubnych onemocnéni a lymfoproliferativnich chorob.
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1.8.1 Chirurgické komplikace

Po strance chirurgické predstavuje vykon komplex sloZitych po sobé navazujicich zakrok,
z nichz kazdy jednotlivy z nich je pro celkovy Uspéch rozhodujici. Cely proces zacina
multiorganovym odbérem, kde kazdé technické pochybeni mize byt limitujici véetné
nesetrného zachazeni s stépem. Ndsleduje faze pripravy transplantatu na ,back-table” event.
nasiti cévnich konduitl. Vlastni transplantace je otazkou ¢asto komplikovaného otevieni dutiny
bfisni a nalezeni cév a Casti travici trubice pro napojeni Stépu vétSinou u nemocnych po
opakovanych operacnich zakrocich se zaniklou dutinou brisni. Nasleduje faze nasiti cévnich
anastomoz a reperfuze stépu s obnovenim kontinuity travici trubice a vytvoreni stomie.
Posledni ¢asti je uzavér dutiny brisni komplikovany ve vétsiné pripad(l nedostatkem
pfirozeného materidlu chybéjici stény. Zatimco faze odbéru je nej¢astéji spojena s technickou
chybou spojenou s poskozenim Stépu. Faze transplantace je potencidlné ohroZena krvacenim,
pfipadné poranénim dalSich struktur dutiny bfisni v neprehledném terénu. Cely Stép, ktery je
nasit na cévni stopku, je dale ohroZen jejim uzavérem. To muZe byt zplsobeno bud prostou
torzi, nebo zalomenim. Nedostatek vhodného materialu ¢asto vyZaduje ponechani oteviené
dutiny bfisni se vSemi dlsledky, které z toho plynou. Dal$i moZnosti je soucasna transplantace

bfisni stény.

V pozdnich fazich je stép dlouhodobé ohroZzen poruchou vyzivy pfi zizZeni, zalomeni nebo
ucpani cév. Dale pak poruchou hojeni stfevnich anastoméz v komplikovaném terénu
ischemicko-reperfusniho poskozeni (IRI- ischemic reperfusion injury) a naslednych imunitnich

reakci.

1.8.2 Rejekce Stépu

Zatimco chirurgicka stranka vykonu je v dnesni dobé z velké ¢asti vyfeSena a
standardizovdna, nejvétsi ohrozeni Stépu predstavuje rejekce. Ta je zplsobena imunitni reakci
mezi Stépem a hostitelem. Rozeznavame zakladni dva typy rejekce. Rejekci akutni, ktera se

v soucasnosti diky vysoce ucinné IS vyskytuje bezprostfedné po transplantaci méné casto,
22
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nicméné s néjakou jeji formou se pravdépodobné v prvnim roce setka kazdy nemocny.

Rejekce chronicka, ktera je v pozdéjsim obdobi nejcastéjsi pricinou ztraty stépu.

1.8.2.1 Akutni rejekce

Alloimunitni reakce mezi Stépem a prijemcem zacina prakticky ihned po reperfuzi organu.
Klicovou roli v ni hraji antigenprezentujici buriky (APC- antigen presenting cells) z krvinek bilé
rady. Tyto bunky rychle migruji z transplantovaného organu do lymfoidnich organt pfijemce
(lymfatickych uzlin a sleziny) kde se dostdvaji do kontaktu s prijemcovskymi T lymfocyty.

V pribéhu tohoto procesu prijemcovské T lymfocyty svymi receptory pfimo rozenavaji
alogenni MHC peptidovy komplex na darcovskych APC, coZz ma za nasledek jejich aktivaci. Tato
pFima cesta aktivace je v kontrastu s konvencni nepfimou cestou, pri které prijemcovské APC
pfijimaji cizi antigeny (Ag- antigen) a zpracovavaji je v peptidy, které jsou prezentovany
prijemcovskym T burikdm cestou MHC molekul na jejich povrchu. Odhaduje se, ze az 7% T
bunék je schopno takto pfimo rozeznavat alloantigeny(24). To miZe zpUsobit velmi rychlou a
silnou alloantigenni reakci zejména ve strevé, které obsahuje vysoké mnozstvi APC
darcovskych bunék v lymfatické tkani. Tento zpUsob pfimé imunitni reakce prevaZzuje u akutni
rejekce v bezprostifednim postransplantacnim obdobi, zatimco role nepfimé cesty antigenni
prezentace se spiSe uplatfiuje v pozdéjsich fazich chronické rejekce (25). Situace je
pochopitelné mnohem imunologicky sloZitéjsi a kompletni aktivaci T bunék vyZaduje dalsi
signaly, které rezultuji z interakce mezi kostimula¢nimi molekulami na jejich povrchu a jejich

ligandy prezentovanymi profesiondlnimi APC burikami.

Diagnostika akutni rejekce je nesmirné sloZita a prakticky neexistuje zadny spolehlivy
diagnosticky marker. Klinické priznaky jako teplota, prijem, bolest bficha jsou nespecifické a
objevuji se vétsinou s latenci od vzniku rejekce. Navic jsou diagnostiky Spatné odlisitelné od
jinych komplikaci, jako je infekce stépu. Jedinym spolehlivym ukazatelem zdstava véasna

biopsie Stépu. Ta je vSak limitovana jednak pfistupem, jednak nerovhomérnym rozlozenim
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lymfatické tkané s jejim maximalnim vyskytem v misté Payerskych platl a v neposledni fadé i

riziky tohoto invazivniho postupu.

Ackoli akutnich rejekci diky vysoce ucinné IS v bezprostfednim obdobi po transplantaci
ubylo, v dlouhodobé perspektivé stale zlstava pricinou ztraty 56,3 % Stépli a Umrti az 11,2 %

nemocnych po transplantaci (22).

1.8.2.2 Chronickd rejekce

Chronicka rejekce se miZe vyskytnout prakticky kdykoli po transplantaci. Klinické
pfiznaky opét zahrnuji Sirokou a nespecifickou skalu od neprospivani, zvyseni poctu
prajmovitych stolic aZ po obraz akutniho bticha s rychle nastupujici translokaci bakterii a
rozvojem septického stavu. Situace je ¢asto komplikovana tim, Ze nemocny ma jiz zanofenou
stomii, ktera by umoznila histologickou diagnostiku a k dispozici neni Zadny laboratorni
ukazatel, ktery by vcas upozornil na problém. Jako slibny se zdal citrulin, nicméné jeho
diagnostikd vypovéd je omezena az pokrocilejsSimi zménami a tézko odlisitelnd od infekce

Stépu (26).

1.8.3 Infekce po transplantaci

Infekce predstavuje po rejekci druhy nejvétsi problém po SBTx. Navic jsou oba stavy Uzce
spojené. Rejekce totiz ve své finalni Casti predstavuje ztrdtu bariérové schopnosti stieva
s naslednou translokaci a vznikem infekce. Na druhou stranu agresivni infekéni agens vlivem
imunitni reakce miZe nastartovat rejekéni mechanizmy. Situaci komplikuje velké mnozstvi
imunitni tkané ve Stépu, neustaly kontakt velké plochy transplantovaného organu s infekénimi
a toxickymi agens pfijimanymi potravou, nutnost vysokych ddvek ucinné imunosuprese, ktera
tlumi pfirozenou obranyschopnost. Podle Udaji z mezinarodniho registru se infekce podili
témér z padesati procent na imrti nemocnych. V popredi stoji zejména oportunni infekce
cytomegalovirem (CMV), virem Ebstein- Barové (EBV), mykotické infekce zplsobené prevainé

kandidami. Ddle se uplatriuji i méné obvykla infekéni agens jako adenoviry, aspergillus apod.
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Nutnost podavani selektivni dekontaminace a Sirokospektrych antibiotik u nemocnych
s agresivni imunosupresi vytvari podminky pro tyto situace. Tato lécba, stejné jako
profylaktické podavani antivirotik nemuze byt celoZivotni, a proto jsou nemocni ohroZeni

v rGznych obdobich rdzné.

1.8.4 Nadorova onemocnéni a postransplantacni

lymfoproliferativni onemocnéni

Populace transplantovanych nemocnych je obecné v dlouhodobé perspektivé ohrozena
vyssim vyskytem zhoubnych nadord v porovnani s ostatni populaci (27, 28). Podil riznych
typU malignit je odliSny v zavislosti na véku nemocnych. U dospélych je na prvnim misté
rakovina kiZe, zatimco u déti prevazuje postransplantacni lymfoproliferativni onemocnéni
(PTLD- post transplant lymphoproliferative disease) (29). Vznik tohoto onemocnéni je Uzce
spjat s infekci EBV. Vzhledem k vysoké promorenosti populace neni diagnostika onemocnéni
jednoducha a navic ne kazda infekce EBV predstavuje PTLD. Zakladem diagnostiky je detekce
EBV DNA pomoci PCR (polymerase chain reaction), nicméné test je obtizné interpretovatelny
zejména u imunosuprimovanych nemocnych. Spolehlivéjsi je identifikace EBV v nadorové
mase pomoci in-situ hybridizace EBV RNA. Méné spolehlivé je imunohistochemické barveni na
EBV protein aZ s 25% faleSnou negativitou. EBV infekce resp. reaktivace se mlize projevovat
v latentni formé aZ po generalizované onemocnéni podobné mononukledze. Nejtypictéjsim
projevem PTLD je zvétSeni masy imunitni tkané ve Stépu. Zakladem IéCby je snizeni az

prechodné vysazeni IS a podani rituximabu (30).

Vzhledem k vySe uvedenému je u vSiech nemocnych po SBTx nutny trvaly a intenzivni
folow-up se zamérenim na aktivni vyhledavani potencialnich malignit a jejich pfipadnou lécbu.
Nicméné i tak predstavuje umrti na zhoubna onemocnéni a PTLD zavaznou komplikaci u

nemocnych po SBTx.
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2 Cile dizertacni prace

Cilem dizertacni prace bylo provedeni experimentdlni transplantace tenkého stfeva na
praseti pred zahajenim klinického programu SBTx v Ceské republice. Tento experiment nebyl

dosud v Cechach realizovan.

Jednotlivé ukoly Fesené v pribéhu experimentu:

1/ zvladnuti a standardizace chirurgické techniky SBTx na praseti (technika cévni

rekonstrukce, konstrukce anastomaz zazivaciho traktu véetné stomie)

2/ stanoveni nejvhodnéjsiho imunosupresivniho reZimu po transplantaci (tacrolimus
v monoterapii nebo kombinace tacrolimus a sirolimus)- posledné jmenovany rezim nebyl

v dobé zahajeni experimentu publikovan.

3/ nalezeni vhodného humoralniho markeru akutni celularni rejekce.

- Stanoveni hladiny citrulinu

- Vysetfeni ukazatel humoralni imunity ve vztahu k ACR.

Nasi hypotézou bylo:

1/ Kombinace tacrolimus a sirolimus je vhodnéjsi pro ovlivnéni vzniku ACR po SBT nez

tacrolimus v monoterapii.

2/ Sérova hladina citrulinu je vhodnym nespecifickym ukazatelem poskozeni stfevni

sliznice.

3/ ACR vyvolava zmény, které Ize detekovat vysetfenim humoraini imunity.

26



Disertacni prace MUDr. M. Oliverius 2010

3 Experimentalni cast

3.1 Material a metody

3.1.1 Experimentalni zvirata

27

K experimentu byla pouZita nepfibuzenska prasata domaci Sus crofa domestica vahy 30—
35 kg. Prasata jsou standardnim modelem velkého zvitete pro transplantaci. Jsou relativné
rezistentni k imunologickym inzultim Gastrointestinaini trakt prasete ma nevelké anatomické

odlisnosti a analogické fysiologické funkce.

Prace s laboratornimi zviraty probihala na zékladé schvaleného projektu pokusu
s povolenim Ministerstva zdravotnictvi Ceské republiky ¢&islo 1/ 2006 podle § 23 odst. 1 pism.
a) zakonac.246/1992 Sh. ve znéni vyhlasky €. 207/2004 Sb., o ochrané, chovu a vyuziti
pokusnych zvirat. Zvifata byla pred zahajenim pokusu ustajena ve zvitetniku IKEM po dobu

tydenni karantény.

Celkové jsme odoperovali 43 zvifat. Pro hodnoceni technické ¢asti experimentu zabyvajici
se chirurgickou technikou jsme hodnotili vSechna operovana zvifata. U prvni skupiny n1=18
zvitat byla transplantace provadéna tak, Ze jedno zvite bylo soucasné darcem a zaroven
prijemcem Stépu od druhého zvirete. Cévni rekonstrukce byla provedena na vlastni
portomezenterické recisté. Ve druhé skupiné n2=25 se jedno prase stalo darcem Stépu a
druhé pfijemcem s tim, Ze cévni rekonstrukce byla provedena na centralni fecisté - aortu a

dolni dutou zilu

Pro hodnoceni zbylé ¢asti experimentu zamérené na hodnoceni imunosuprese a
diagnostiku ACR jsme z hodnoceni vyradili zvitata, kterd zemrela v disledku technické chyby.
K celkovému hodnoceni bylo zafazeno celkem 24 prasat. Zvirata byla rozdélena do Ctyr
skupin. Prvni skupina A (celkem 3 zvifata) predstavovala kontrolni skupinu

s autotransplantaci, u skupiny B (7 zvifat) byla provedena allotransplantace s imunosupresi



3.1.2

3.1.2.1
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v monoterapii tacrolimem, ve skupiné C (8 zvitat) allotransplantace s kombinovanou
imunosupresi tacrolimem a sirolimem. U posledni kontrolni skupiny D (6 zvifat) jsme provedli

allotransplantaci bez imunosuprese.

’

Anestésie, analgezie, pooperacni péce a euthanasie pokusnych

zvirat
Anestézie pokusnych zvirat

Patnact minut pred uvedenim do anestesie byla zvifata premedikovana intramuskularné
podanym azaperonem (STRESNIL®, Janssen Pharmaceutical, Irsko) 4mg/kg hmotnosti,
ketaminem 10% (NARKETAN @, Vétoquinol, Francie) v davce 10mg/kg hmotnosti a atropinem
(ATROPIN BIOTIKA®, Hoechst — Biotika, Ceskd republika) 0,01mg/kg hmotnosti. Nasledné

provedena kanylace periferni zily na uchu.

Uvod do celkové anestezie byl zaji$tén intravenoznim podanim fentanylu (FENTANYL
TORREX ®, Torrex Chiesi Pharma GmbH, Rakousko)1ml/10kg hmotnosti + midazolamu
(DORMICUM ©, Roche s.r.0, Ceska republika) 1mg/10kg hmotnosti +1% propofolu
(PROPOFOL, FRESENIUS®, Fresenius Kabi, Rakousko) do tGcinku (cca 3mg/kg hmotnosti).
Orotrachealni intubace v topické anastézii xylocainenem (XYLOCAINE 10% SPRAY @,
Astrazeneca, Svycarsko), ve sterndlni poloze s pouzitim modifikované Miller laryngoskopické
IZice. Endotrachedlni kanyla modifikovand (prodlouzend) ¢. 7,0 — 8,5 s tésnici manZetou.
Vedeni celkové anestézie zajisténo inhalaéni smési AIR+02+Isofluran 1 —2% (ISOFLURAN
NICHOLAS PIRAMAL®, Torrex Chiesi Pharma GmbH, Rakousko), potencovana kontinudlné i. v.
podavanym fentanylem (FENTANYL TORREX ®, Torrex Chiesi Pharma GmbH, Rakousko)

v davce 2ml/10kg/hodinu, bez nutnosti pouZiti kurarimimetik. K umélé plicni ventilaci pouzit
pristroj Chirana Venar Media (Chirana, Praha, Ceska republika) UPV — (CMV) Vt 10ml/kg, df :
15 —20/min, I:E 1:2. V pribéhu anestezie jsme monitorovali zakladni Zivotni funkce pomoci
pétisvodového EKG v modifikaci Kaplan; kyslikova saturacni analyza byla provadéna

perkutannim c¢idlem na nose. Télesna teplota mérena jicnovou sondou. Pro potieby méreni



Disertacni prace MUDr. M. Oliverius 2010

arterialniho tlaku byla na koncetiné kanylovana arteria brachialis, v pfipadé nedostupnosti
arteria karotis na krku (ARROW 20Ga, 12cm). Centralni Zilni tlak méren tunelizovanou kanylou
do v.jugularis (ARROW 7Fr, 20cm, 1lumen). Kanyla tunelizovana za ucho zvitete, kde vysita a
vyuzivana k zajistovani protokoldrnich odbérd. Infuzni terapie upravovana dle méfeného
centrdlniho Zilniho tlaku s cilem udrZzeni hodnot pred nalozenim cévnich svorek na 10 — 13cm
H20. Poutzit roztok plazmaexpander( Voluven 6% (Voluven ® inf., Fresenius Kabi, Némecko) a
elektrolyt Plasma-Lyte (Plasmalyte @, Baxter, Ceska republika) kontinualné 2ml/kg/hodinu.
Chranéné koagulum bylo zajisténo podanim amoksiklavu (Synulox Veterinary ®, Pfizer, Velka
Britanie) 30mg/kg hmotnosti pfed incizi. Pfed naloZzenim cévni svorky byl celkové podan

heparin (HEPARIN ©,Zentiva, Ceska republika) v davbce 2.000 mj.

Pred reperfuzi $tépu podan bisulepin (DITHIADEN INJ. ®, Zentiva, Ceska republika) 0,5mg,
hydrocortizon (HYDROCORTISON VALEANT ©, Valeant Ceska republika s.r.o, Ceska republika)
100mg a kalcium gluconikum (CALCIUM GLUCONICUM 10%, B. Braun Melsungen AG,
Némecko) 10ml. Noradrenalin (NORADRENALIN LECIVA INJ ®, Zenativa , Ceska republika) 5mg
v pfipadé potteby jako bolusova podpora obéhu, event. Noradrenalin 5mg/50ml FR, rychlost

2 —10ml/hodinu — pfechodné jako kontinualni podpora obéhu po reperfuzi stépu.

3.1.2.2 Pooperacni analgezie a lé¢bha

Pooperacni tlumeni bolesti u experimentalnich zvitat bylo zajisténo prvni tfi dny
podavanim analgetika butorphanol hydrogenotartras (TORBUGESIC ®, Fort Dodge Animal
Health, USA) 0,05 mg/kg i. m. v kombinaci s nesteroidnim analgetikem carprofenu (RIMADYL
®, Vericore Ltd, Velka Britanie) 2- 5mg/kgi. m. po 12 hodinach. Rimadyl byl déle podavan
v davce 2mg/kg i. m. kazdych 24 hodin po dobu dvou az t¥i dnli event. déle, pfi klinickych

znamkach bolesti.

Prvni aZ treti pooperacni den po transplantaci podavany antibiotika. Veterinarni
amoksiklav (SYNULOX VETERINARY @, Pfizer, Velkd Britanie) ve standardnim davkovani

30mg/kg/den.
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3.1.2.3 Pooperacni vyZiva

Prvni pooperacni den energetické potreby kryty infuzi glukézy a aminokyselin. Od
druhého dne podavan do zaludecéni sondy roztok glukézy spolu s infuzemi dle diurézy a
celkového stavu. Od tfetiho pooperacniho dne podavana tekuta strava. Pfi normalnim
pooperacnim pribéhu od ¢tvrtého dne prasata prevadéna na standardni stravu laboratornich

zvirat.

3.1.2.4 Euthanasie laboratornich zvirat

Zvitata, ktera se doZila ukoncéeni experimentu (30. pooperacni den) byla utracena
uvedenim do hluboké anestesie thiopentalem (THIOPENTHAL VALEANT ©, VUAB Pharma a.s.,

Ceska republika) a navozenim srdeéni zastavy podanim 10% kalium chloridu.

3.1.3 Pooperacni sledovani

Celkova doba pokusu byla stanovena na 30 dn(i od transplantace. Zvifata byla pravidelné
pfi protokolarnich odbérech vazena a byla jim mérena teplota. Klinicky stav ve smyslu
kontroly celkového stavu, vizudlniho vzhledu stomie, mnozstvi a charakteru odpadu ze
stomie, méreni teploty, zapisovani prijmu potravy byl provadén denné. U vsech zvirat
pooperacné odebrana zakladni laboratof: krevni obraz, hladina kreatininu, iontd a dle potreby
i acidobazickd rovnovaha. V pripadé vyskytu klinickych projevi respiracni infekce odebran

sekret z nozder na kultivaci a citlivost.

3.1.4 Odbér vzorkt pro hodnoceni

Ve dnech 0., 3., 5., 7.,10., 14., 20., 28. a 30. jsme u vSech zvitat odebirali biopsie
z ileostomie a krev, kterd byla nasledné centrifugovana a plasma odebrdana k laboratornimu

hodnoceni.
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3.1.5 Histologicka vySetieni

31

Material k histologickému zpracovani byl odebran ve formé resekce casti stépu 30 minut
po reperfusi nebo resekce ¢asti Stépu pri protokoldrni pitvé po euthanasii. Dale byly
zpracovany biopsie 3., 5., 7., 10., 14., 20., 28. a 30. den pokusu ziskané klistkovym odbérem
z kominové jejunostomie pomoci bioptickych klesti (Radial jaw Jumbo biopsy forceps, Boston
Scientific, USA). VSechny vzorky byly fixované v 10% formolu a zpracované parafinovou
technikou podle standardniho protokolu. 3-4 um silné fezy byly barvené hematoxylinem a
eosinem (HE) a PASem. Rejekéni zmény byly hodnoceny podle kriterii pouZivanych
v experimentu pro velka zvifata v modifikaci vyuZivajici zkusenosti z humanni patologie (19,

31, 32)

Morfologické znaky akutni celularni rejekce (ACR) zahrnovaly pfitomnost zanétlivé
celulizace v proprii v kombinaci s riznym stupném poskozeni krypt. Poskozeni krypt
predstavuje snizeni mnozstvi hlenu, zvySenou basofilii epitelovych bunék, s tzv. alterovanymi
jadry s hyperchromasii. Diagnostickym znakem tézsiho poskozeni jsou apoptoticka téliska,
kterd jsou korelatem zaniku individualnich epitelovych bunék. Tézké poskozeni je
charakterizované splyvajici destrukci krypt a mlze byt doprovazeno krvacenim do strevni
stény charakteru hemorhagické nekrézy. Rozsah rejekénich zmén byl kvantifikovan ve

stupnici: 0 (bez morfologickych znakt akutni rejekce), 1 (mirna ACR), 2(stfedni stuperi ACR), 3

(t82kd ACR) (tab.4).

ACRO Zadna Normalni stfevni sliznice
ACR

ACR1 Mirna Edém, dilatované lymfatické cévy, otupélé klky,minimalni infilatrace
ACR lamina propria aktivovanymi lymfocyty

ACR 2 Stredni Stejné jako predchozi, ale pokrocilejsi zmény s vyraznéjsi
ACR generalizovanou leukocytarni infiltraci a s epitelidlnimi nekrézami a

obnaZovanim

ACR 3 Tézka ACR | Stejné jako predchozi, ale mnohem zavaznéjsi poskozeni zahrnujici
transmuralni leukocytarni infiltraci, splyvajici destrukce krypt a
rozsitené hemorhagické nekrdzy sliznice.

Tab. 4. Protokol histologického hodnoceni akutni celuldrni rejekce stépu.
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3.1.6 Statistika

K popisu veli¢in byl pouZit priimér a stfedni chyba primeéru. K testovani veli¢in byla
pouzita ANOVA a metoda kontrastu, pro ACR skére byl pouZit Kruskal-Wallisuv test. VSechny
pouzité testy byly dvoustranné a jako vyznamné povazujeme p<0,05. K vypoctim byl pouZit

statisticky software SYSTAT.
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3.2 Cil 1. Zvladnuti a standardizace chirurgické

techniky transplantace tenkého streva na praseti

3.2.1 Uvod

Odbér stépu tenkého streva, jeho konzervace a nasledna transplantace je sloZity vykon,
ktery ma za nasledek rozvoj mnoha komplexnich déj, které spolu vzajemné souvisi a ovliviuji
se.

V prvni fadé jde o narocny chirurgicky zakrok spojeny s celkovou odpovédi organizmu, ktera je
vyjadienim na stres a poskozeni tkani. Navic zde pfistupuji vyznamné vlivy imunologické,
spojené s prenosem masivniho mnozstvi lymfatické tkané (GALT) obsazené jednak

v Peyerskych platech a také v lymfatickych uzlinach radixu mesenteria. Od prvniho dne se
zacina rozvijet reakce mezi imunitnim systémem pfijemce a pfenesenou tkani darce. Ta mlze
vést ve svém dUsledku k fatalnimu destruktivnimu vlivu pfijemcovského imunitniho systému

s poskozenim a ztratou Stépu. Ale i opacné muZe dojit k poskozeni pfijemce imunitnim

systémem darce ve smyslu GVHD — graft versus host disease.

Pro zdarny pribéh transplantace je nutno splnit mnoho faktor(. V prvni radé dokonalé
zvladnuti chirurgické techniky odbéru a konzervace stépu. Nasledné bezchybné technické
provedeni vlastni transplantace zejména vytvoreni cévnich anastomoz stépu a rekonstrukce
zazivaciho traktu s vytvorenim diagnostické stomie. Dalsi priibéh ovliviiuje dokonald
pooperaéni péce zahrnujici maximalni moznou prevenci infekénich komplikaci spojenych

s cévnimi vstupy a operacni ranou.

3.2.2 Metodika

Zpocatku jsme provadéli transplantaci tak, ze jedno zvife bylo zaroven darcem i
prijemcem Stépu ziskaného od druhého zvirete. Smyslem tohoto postupu bylo minimalizovat

naklady a omezit absolutni pocet pouzitych experimentalnich zvifat.
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Diky vysokému procentu cévnich komplikaci, zpGsobenych zalamovanim tenké
anastomazy, s naslednou ztratou $tépu jsme postup zménili tak, Ze jedno zvite se stava
darcem a druhé piijemcem $tépu. Stép z darcovského zvitete byl odebran s teréem aorty,
ktery byl nasit na aortu pfijemce. Podobné vytokova ¢ast byla feSena nasitim na dolni dutou

Zilu prijemce. Velikost transplantovaného Stépu se neménila.

3.2.2.1 0dbér a transplantace - prvni skupina zvirat (n1= 18 prasat)

Dutina bfisni byla oteviena prodlouzenou stfedni laparotomii. Cely $tép byl zabalen do
teplé rousky a okruzi tenkého stfeva bylo otevieno v bezkrevné ¢asti podél ileokolickych cév
po jejich odstup z pravych kolickych cév. Peclivé jsme podvazovali viechny lymfatické cévy
jdouci k paketlim uzlin z divodl omezeni naslednych lymfatickych ztrat. V oralni ¢asti jsme
prerusili radix asi 20 cm od zacatku prvni jejunalni klicky. Timto postupem jsme vypreparovali
kmen hornich mezenterickych cév. Nasledné jsme prerusili oba konce tenkého streva. Oralni
Cast jsme pro budouci lepsi orientaci oznacili stehem. Po podani heparinu jsme naloZili cévni
svorky na tepnu a poté na horni mezenterickou zilu a $tép explantovali. Mezentericka zila byla
prerusena az za odstupem pravé kolické Zily, tak abychom neporusili zasobeni tlustého streva

(obr. 2).
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Obr. 2. Vypreparované vétveni horni mezenterické Zily- Sipka zndzorfiuje misto preruseni

za odstupem pravé colické Zily.

Nasledné jsme prenesli Stép do umyvadla s fysiologickym roztokem a ledovou tfisti, kde
jsme po kanylaci pahylu horni mezenterické tepny zahdjili jeho konzervaci ledovym roztokem
histidine-tryptophan-ketoglutaratu HTK (CUSTODIOL®, Methapharm, Canada). Mnozstvi
pouzitého roztoku bylo zvoleno podle zbarveni stépu a vytékajici tekutiny z mezenterické Zily
s cilem dosazeni optimalni konzervace. Poté byl Stép uloZen do zbylého roztoku a ve sterilnich

obalech uloZen na dvé hodiny do ledové tfisté (obr. 3).
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Obr. 3. Konzervovany $tép s odstupy mezenterickych cév (Sipka).

Po uplynuti pfedepsané doby studené ischémie byl stép zabalen do ledové rousky a
vloZen do pfijemce. Nejprve byla konstruovana anastomdza na tepné koncem ke konci
jednotlivymi stehy Prolenem 6/0 (Johnson and Johnson, USA). Nasledné byla stehem stejné
sily pomoci pokracujiciho stehu usita anastomdza Zilni. Schematické znazornéni transplantace

(obr. 4).
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Obr. 4. Schematické zobrazeni transplantace u prvni skupiny s anastomdézami na

mezenterické recisté prijemce.

Po uvolnéni svorek jsme provedli reperfuzi Stépu za soucasného ohfivani teplym
fyziologickym roztokem (obr. 5. a, b). V pfipadé Spatného prokrveni okrajovych ¢asti Stépu

jsme provedli jejich resekci a odebrali krev a nultou biopsii.

Obr. 5 a, b. Stép stfeva pred a po reperfuzi.

Rekonstrukce zaZivaciho traktu probihala tak, Ze jsme zaslepenou oralni ¢ast Stépu
ponechali pro vytvoreni nasténné diagnostické jejunostomie. Zhruba dvacet centimetr( od

jejiho okraje jsme usili anastomozu stranou ke strané mezi prvni jejunalni klickou pfijemce a
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Stépu. Aboralni anastomdza mezi obéma konci ilea byla usita koncem ke konci. Vsechny
stfevni anastomadzy byly usity PDS 3/0 (polydioxanone, Johnson and Johnson, USA) technikou

pokracujiciho jednovrstevného seromuskularniho stehu (obr. 6).

Obr. 6. Schematické znazornéni strevni anastomazy.

Jednotlivymi stehy jsme uzaviely okraje radixu vlastniho stfeva a $tépu. Jako prevenci
gastrektazie a z divodu potfeby nasledného podavani definovanych davek Iékl jsme
standardni technikou vysili na predni sténu zaludku Witzelovu gastrostomii za pomoci
mocového katetru Nelaton 10CH, vyvedenou v levém podzZebfi. Posledni fazi bylo vysiti
jejunostomie v pravém mesogastriu, ktera slouZila k vizualni kontrole $tépu a k odbériim
protokoldrnich biopsii. Dutinu bfisni jsme nikdy nedrénovali a uzavreli ji pokracujicim stehem
PDS loop 2/0 (polydioxanone, Johnson and Johnson, USA) s naslednou suturou podkoZi a

kize.

3.2.2.2 0dbér a transplantace - druhd skupina zvirat (n2=25)

Po zméné techniky transplantace slouzilo jedno zvife jako darce a druhé jako prijemce

Stépu. V pripadé operace darce jsme pfi odbéru zachovali celou horni mezenterickou Zilu
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s Casti mezenterikoportélni. Tepnu jsme uvolnili za podvazu prvnich jejunélnich vétvicek a
vétvi a. pancreaticoduodenalis inferior aZ k aorté, kde byla odebrana s malym patchem (obr.

7).

Obr. 7. Vypreparované cévni kmeny mezenterické tepny a Zily Stépu.

Technika konzervace stépu byla taktéz simplifikovana kanylaci aorty a dolni duté Zily.
Tésné pred konzervaci jsme podvazali dolni mezenterické cévy a obé renalni cévy. Svorka byla
naloZena na aortu nad odstup vypreparovaného odstupu horni mezenterické tepny. Pod
kanylou zavedenou k perfuzi Stépu jsme aortu uzavreli svorkou. Po uplynuti studené ischémie
nasledovala transplantace. U pfijemce jsme nejprve odstranili vlastni tenké stfevo s celym
radixem a podvazem hornich mezenterickych cév. Poté jsme vypreparovali subrendlni kmen
dolni duté Zily a aorty. Po naloZeni Satinského svorky a arteriotomii jsme usili pokracujicim
stehem tepenou anastomdzu mezi patchem aorty darce a aortou pfijemce. Podobné jsme
koncem ke strané provedli anastomdzu mezi horni mezenterickou Zilou resp.
portomezenterickou oblasti Stépu a dolni dutou Zilou pfijemce. Nasledna reperfuze stépu,
konstrukce stfevnich anastomdz, jejunostomie a gastrostomie probihala obdobnym

zpUsobem (obr. 8, 9).
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Obr. 8. Schematické znazornéni anastomoz Stépu na centrélni recisté.

- ¥

Obr. 9. Anastomdza mezenterické Zily na dolni dutou Zilu (silnd Sipka) a tepennd

anastomaza na aortu (tenka Sipka).
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3.2.3 Vysledky

V technické ¢asti experimentu prevazovaly chyby spojené s konstrukci cévni anastomazy.
Zejména v prvni skupiné skupine n1 (18 zvirat), kde jsme pouZili techniku, kdy jedno zvife je
darcem stépu, a zaroven i pfijemcem od zvirete druhého byly komplikace ¢asté (12 z 18 tj
67%). Jedno prase zemfelo na sepsi v dlsledku bronchopneumonie prvni pooperacni den s
vitalnim $tépem a funkénimi anastomdzami. Pét zvitat z této skupiny preZilo (3 -32 dn(; se

stfedni délkou prezivani 12.5 dne; median 5.5 dne).

Po zméné techniky, kdy jsme jedno zvite pouzili jako darce a druhé jako pfijemce jsme
nezaznamenali ani jednu okluzi anastomozy a k technickému selhani doslo jen u tfi zvifat
z dGvodl krvaceni (3 z 25 tj. 12%). Dalsi tfi prasata zemiela béhem prvnich 48 hodin z dlvodu
perforace stfeva pfi neporusenych cévnich anastomozach a zachovalé vitalité zbylého streva.
Jedno zvite této skupiny zemrelo v disledku cirkulaéniho selhani kratce po transplantaci.
Zbylych 18 prasat dlouhodobé prezivalo (2 -30 dni; stfedni délka prezZivani 16 dni; median 11

dni) (tab. 5).

Skupina n1 (18 zvifat) | Skupina n2 (25 zvirat)

Krvaceni z anastomazy 1 3

Uzavér anastomaozy s 11 0
ischémii Stépu

Nevaskularni komplikace 1 4

CELKEM 13 7

Tab. 5. pfi¢iny umrti v pribéhu prvnich 48 hodin po transplantaci.

Ani u jednoho zvifete jsme nepozorovali selhani stfevni anastomadzy Sité pokracujicim

jednovrstevnym seromuskularnim stehem.

3.2.4 Diskuze

Transplantace tenkého strfeva pocinaje odbérem, pres konzervaci az po vlastni nasiti

Stépu s reperfuzi predstavuje vysoce komplikovany zakrok zatizeny mnozstvim technickych
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komplikaci. Nejcastéjsi pri¢inou jsou obtize spojené s konstrukci cévnich anastoméz. Tyto
komplikace zahrnuji krvaceni, stendzu nebo torzi anastomazy s naslednou ischémii a ztratou
Stépu. Tyto technické obtiZe jsou nejcastéjsi na zacatku experimentu v obdobi tzv. , learnig
curve”. V literature jsou tyto komplikace referovany v 10- 50% (33, 34). Imunologické pficiny
ve smyslu akutni celuldrni rejekce vétSinou nemaji zasadni vyznam v prvnich 48 hodinach po

transplantaci a ovliviuji prezZivani Stépu az v nasledujicim obdobi.

3.2.5 Zavér

V technické ¢asti experimentu jsme prokazali, Ze rekonstrukce Stépu na vlastni
mezenterialni Fecisté je technicky mozn3, ale zatiZzena vysokym podilem komplikaci spojenych
s cévni anastomozou, které vedou v konecné fazi k jeho ztraté a imrti experimentalniho
zvirete. Z téchto dlvod( se nam jevi druhy zpUsob, pfi kterém je jedno zvife darce a druhé
prijemce a mezenterické cévy jsou napojeny na centralni recisté (dolni dutou Zilu a aortu)
seromuskularnim stehem se ukazala byt bezpecna i v komplikovanych podminkach hojeni pfi
podavané imunosupresivni terapii. Ani u jednoho laboratorniho zvifete nedoslo k selhani

stfevni anastomazy, dokonce ani u zvifat s pIné rozvinutou akutni celularni rejekci.
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3.3 Cil 2. Stanoveni nejvhodnéjsiho

imunosupresivniho reZimu po transplantaci.

3.3.1 Metodika

3.3.1.1

3.3.1.2
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Imunosupresivni reZzimy.

Indukéni terapie ani kortikoidy podavany nebyly. Imunosuprese byla zahajena prvni
davkou intravendzniho tacrolimu (PROGRAF @, Astellas, Irsko) s reperfuzi Stépu v davce
0,3mg/kg. Od prvniho pooperaéniho dne jsme podavali davku tacrolimu 0,6mg/kg/den
rozdélenou do dvou davek po 12 hodinach podanych do zavedené gastrické sondy. Ve
skupiné B jsme hladinu tacrolimu udrzovali v rozmezi 15ng/ml +/-5 ng/ml dle méfené sérové

hodnoty.

Ve skupiné C jsme s reperfuzi Stépu podali stejnou davku intravendzniho tacrolimu (tj.
0,3mg/kg). Déle jsme od prvniho pooperacniho dne podévali do sondy tacrolimus v davce
0,1mg/kg/den ve dvou davkach s cilem udrzeni hladiny tacrolimu 7—10 ng/ml. Tato skupina
méla navic od prvniho pooperaéniho dne podavanu jednu davku sirolimu (RAPAMUNE®,
Weyeth Pharmaceutical, Velka Britanie) 0,1mg/kg/den do sondy. Hladiny sirolimu jsme

udrzovali v rozmezi 5-10ng/ml.

Stanoveni hladiny imunosupresiv

Plasmaticka hladina tacrolimu byla méfrena od tfetiho dne s cilem dosazeni poZzadované
plasmatické koncentrace metodou Emit® 2000 Tacrolimus Assay. Souprava Emit® 2000
Tacrolimus Assay pracuje na principu homogenniho enzymo-imunostanoveni tacrolimu
v pIné krvi. Souprava obsahuje mysi monoklonalni protilatky s vysokou specificitou

k tacrolimu.

Emit® 2000 Tacrolimus Assay — stanoveni je zaloZzeno na kompetici o vazebna mista na

protilatce proti tacrolimu. Tacrolimus ze vzorku kompetuje s tacrolimem znacenym
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rekombinantnim enzymem glukoso-6-fosfat dehydrogendzou (G6PDH) obsazenym

v enzymovém reagentu. Aktivni enzym konvertuje oxidovany NAD v protilatkovém reagentu
na NADH. Kinetickd zména absorbance pfi této reakci je mérena spektrofotometricky.
Enzymova aktivita klesa s vazbou na protildtku, coZ umoznuje méfit koncentraci tacrolimu ve
vzorku prostrednictvim enzymové aktivity. Endogenni sérova G6PDH neinterferuje, protoze
koenzym NAD reaguje jen s bakteridlnim (Leuconostic mesenteroides) enzymem pouzitym

vV souprave.

Ve stejném obdobi jsme stanovovali hladinu sirolimu u skupiny C. Ke stanoveni byla
pouzita chemiluminiscenéni imunoanalyza na mikrocasticich (CMIA — Chemiluminescent
microparticle Immunoassay) ke kvantitativnimu stanoveni sirolimu v lidské plné krvi na

systému ARCHITECT i System.

Experimentdlni skupiny zvirat.

Z hlediska hodnoceni vlivu imunosuprese na prezivani experimentalnich zvifat a vznik
akutni celuldrni rejekce jsme zvifata rozdélili do ¢tyr skupin. K hodnoceni byla pouzita pouze
zvitata, kterd nezemrela z dlivodu technického selhani nebo internich pficin (n= 24). Zvirata
byla rozdélena do Ctyr skupin. Skupina A (n=3) — autotransplantace, bez imunosuprese;
skupina B (n=7) - allotransplantace s imunosupresi v monoterapii s tacrolimem a skupina C
(n=8) - allotransplantace s imunosupresi v kombinaci tacrolimus se sirolimem. Posledni
kontrolni skupina D (n=6) méla provedenu allotransplantaci bez podani imunosuprese.

Charakteristiku jednotlivych skupin a cilové hladiny imunosuprese zobrazuje tabulka 6.



Disertacni prace

MUDr. M. Oliverius 2010

Skupina Imunosuprese Primérna Primérna Primérné preZiti
(n=pocet po hladina hladina ve skupiné
zvirat) transplantaci tacrolimu sirolimu

(ng/ml) (ng/ml)
A (n=3) zadna 30
B(n=7) Tac 15 45 20
C(n=8) Tac+ sirol 7 az10 5az10 25
D (n=6) zadna 7

Tab. 6. Celkova charakteristika souboru a prezivani ve skupinach.

3.3.2 Vysledky
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Nejdelsi délka preZivani byla dle o¢ekavani ve skupiné autotransplantovanych zvirat a

nejmensi ve skupiné zvirat s allotransplantaci bez imunosuprese.

Primérna doba prezivani a stfedni chyba prdméru v jednotlivych skupinach je zobrazena

v grafu 3. Z hlediska celkového prezivani jsme prokazali statisticky vyznamny rozdil mezi

prezivanim skupin A- C oproti skupiné D, ktera neméla poddvanou imunosupresi a proto u ni

rychle dochazi k rozvoji akutni celularni rejekce s naslednou bakterielni translokaci a vznikem

sepse. Prezivani skupina A- C oproti skupiné D se lisi na hladiné vyznamnosti p (A, B, C: D) <

0,01, 0,05, 0,01.
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Graf 3. Primérna doba preZivani experimentalnich zvirat v jednotlivych skupinach.

Ve skupiné A (autotransplantace) jsme zmény ve smyslu ACR nezaznamenali. U zvifat
skupiny D (allotransplantace bez imunosuprese) jsme od tfetiho dne pozorovaly prvni zndmky
ACR, které u vsech zvitat rychle progredovaly do tézkych forem s naslednou sepsi zplsobenou
bakteridlni translokaci a uhynutim zvifat. Projevy akutni celularni rejekce u
imunosuprimovanych zvitat skupiny B a C byly mirné&;jsi. Ve skupiné C (allotransplantace
s kombinovanou IS) doslo ve dnech 3, 5 a 7 POD k statisticky vyznamnému rozdilu ve vyskytu a
tizi ACR oproti skupiné D bez imunosuprese p< 0,05. Pfi porovnani stupné ACR u obou

imunosuprimovanych zvifat (B a C) jsme statisticky vyznamny rozdil nezaznamenali (graf 4).
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Graf 4. Stupen akutni celuldrni rejekce u jednotlivych skupin experimentalnich
zvitat v pribéhu casu. (Skupina A nezobrazena pro nepfitomnost znamek

rejekce). (ACR-score — stupen rejekce (0- 3); POD- pooperacni dny).

Makroskopické zmény a histologické nalezy se zobrazenim typickych zmén pro rzné

stupné akutni celularni rejekce jsou patrny na obrdzcich 10-13.
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Obr 10. Vlevo normalni architektonika sliznice tenkého stfeva s cetnymi hlenovymi
vakuolami v bunkach epitelu. Vakuoly jsou fialové v barveni PASem (Sipka). Vpravo deplece
hlenu ve sliznici se stfednim stupném rejekcénich zmén. Lamina propria sliznice i epitel jsou

prostoupené zanétlivymi elementy a v epitelu zUstdvaji pouze ojedinéle hlenové vakuoly

(Sipky). Barveni PAS, zvétseni 20x.

Obr. 11. Rejekce mirného stupné se smiSenou zanétlivou celulizaci v proprii a tzv.
apoptotickymi télisky v epitelu (Sipky vlevo). Intenzita zanétlivé celulizace a pocet
apoptotickych télisek urcuji stupen rejekce mirného nebo stfedniho stupné. Barveni H&E,

zvétsSeni 20x vlevo, 40x vpravo.
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Treti stupen ACR predstavuje nejzavaznéjsi poskozeni, které je makroskopicky dobre

patrné na serdze i slizni¢nim povrchu (obr. 12).

Obr. 12. Makroskopické zmény na serdze streva s prekrvenim vlevo a prokrvacen3,

nekroticka sliznice vpravo.

Obr. 13. Rejekéni zmény tézkého stupné s denzni zanétlivou celulizaci v lamina propria
sliznice, ktera destruuje epitelové struktury (vlevo). Vpravo je zastizena pokrocila destrukce
sliznice, kde zlstava jenom zanétliva celulizace a vSechny epitelové struktury Gplné vymizely.

Barveni H&E, zvétseni vlevo 20x, vpravo objektiv 10x.
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3.3.3 Diskuze

Bezprostfedné po reperfuzi dochazi ve stépu ke zménam, které Ize shrnout pod pojmem
ischemicko-reperfusniho poskozeni (I/R — ischemia-reperfusion injury). Ischémie organu a
nasledna reperfuze navozuje kaskadu proces(, v jejichz disledku dochazi v burikach
k rGznému stupni dysfunkce. Pfi rozsahlejsim poskozeni vlivem apoptdzy aZ k vyznamné
organovému poskozeni nebo v krajnim pfipadé selhani (35). I/R tak mdlZe spolu s imunitnimi a
pooperacnimi zménami byt limitujici pro ¢asny rozvoj funkce Stépu (36). Poskozeni vSech
vrstev stény tenkého streva diky patofysiologickym procesiim na urovni mikrocirkulace po
reperfuzi je pfimo Umérné zménam vzniklym v pribéhu studené ischémie (37). Rozsah a
zavaznosti téchto zmén a nasledné rozvoj funkce Stépu a pacientovo prezivani je pfimo
umérné dobé studené ischémie. S narUstajici dobou studené ischémie dochazi amérné k
zhor$eni I/R zmén. Posouzeni viability stépu pfed vlastni transplantaci je zasadni pro Uspéch
celého vykonu, obzvlasté v pfipadé marginalnich $tépd. Lehké formy I/R posSkozeni maji
tendenci k rychlé Upravé bez vyznamnéjsiho vlivu na funkci. Tyto zmény vétsSinou od druhého

pooperacniho dne vymizely a v histologii nejsou patrny (38).

Zatimco chirurgicka technika SBTx je z velké ¢asti dobre zvladnuta rozhodujici pro dalsi
osud transplantovaného streva je ale ovlivnéni imunitni reakce mezi stépem a pfijemcem. Ta
je zprostredkovdana slozZitym systémem imunitnich reakci jak humoralnich, tak celularnich.

V jejich disledku mdze dojit k poskozeni stépu s rlznou klinickou odezvou. Jeji projevy
pocinaji zpozdénim nastupu funkce aZ po tézké poskozeni s destrukci organu. Kazdé poskozeni
integrity ma za nasledek ztratu funkce, projevujici se poruchou traveni a absorpce a zaroven
ztratou obranyschopnosti vici vnéjsim vlivim. Dochazi k rychlé translokaci mikrob( a
toxickych nox do obéhu s rychlym rozvojem sepse a naslednym umrtim. Tento proces lze
ovlivnit podanim imunosuprese. Jejim cilem je kontrolovat imunitni reakce a zabranit ztraté
$tépu. Negativnim jevem je sniZzeni obranyschopnosti organizmu vici infekénim vliviim a

v dlouhodobém dusledku i vyssi vyskyt nadord u transplantovanych.
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V ramci experimentu jsme vytvofili tfi zakladni modelové situace. U
autotransplantovanych zvirat, které predstavuji kontrolni skupinu, nedochazi k Zadné reakce
mezi Stépem a hostitelem. Ani u jednoho zvitete nedoslo k histologickym projevim celularni
rejekce a mirné, ojedinéle detekovatelné histologické zmény odpovidaji prechodnému
ischemickoreperfuznimu poskozeni. Opaénym pdlem je skupina allotransplantovanych zvirat
bez imunosuprese, kde dochazi k akcentaci téchto zmén, projevujicich se rozvojem akutni
celularni rejekce, kterou jsme detekovali u nékterych zvirat jiz treti pooperacni den. Nasledna
progrese akutni celularni rejece stépu s klinickymi projevy sepse vedla postupné k uhynu nebo

vynucené euthanasii vSech zvitrat skupiny D nejpozdéji devaty pooperacni den.

Mezi témito skupinami stoji experimentalni zvirata, u kterych byla podavana
imunosuprese s cilem ovlivnéni rejekce. Ve skupiné B jsme poddvali tacrolimus. Tacrolimus je
vysoce potentni imunosupresivum ze skupiny makrolidovych antibiotik, ziskanych z houby
streptomyces tsukubaensis. Hlavni mechanismus akce spociva v blokadé proliferace lymfocytl
v Casné fazi, ktera je obvykle ukoncené v prvnich nékolika hodinach po silném mitogenickém
stimulu (39, 40). Jak bylo prokazano v predchozich studiich tacrolimus predstavuje ucinné
imunosupresivum, které je schopno i v monoterapii v experimentu zabranit vzniku a rozvoji

ACR (41-44).

Vysoké hladiny imunosuprese maji za nasledek vyssi vyskyt infekénich komplikaci a
vétsina experimentalnich zvifat umira v disledku septickych komplikaci i pfi nepfitomnosti
rejekce. Z tohoto dlvodu jsou ¢asto pouzivany kombinace imunosupresivnich l1ékd. Nej¢astéji

pouzivanou kombinaci je potenciace ucinku tacrolimu ve spojeni s mycofenolatem.

V nasi studii jsme ve skupiné C kombinovali Gc¢inek tacrolimu spolu s sirolimem. Sirolimus
neinhibuje calcineurin, ale vazZe se a zaroven inhibuje savci receptor pro rapamycin, klicovou
proteinkinazu regulujici signalni transdukci. Touto inhibici dochazi k potlaceni cytokiny fizené
proliferaci T bunék (45, 46). Ackoliv sirolimus a tacrolimus maji podobnou strukturu a

kompetuji o stejny intracelularni vazebny protein (FKBP12), je jejich vzajemny efekt
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synergicky. Komplex sirolimus-FKBP12 neinhibuje calcineurin a aktivaci T-bunék jako to déla
komplex tacrolimus-FKBP12, ale zvysuje svlij imunosupresivni efekt vySe zminénou inhibici
mMTOR (esencidlniho proteinu pro cytokiny fizenou proliferaci T-bunék. To bylo prokazano

v rGznych studiich transplantovanych orgéni (47, 48). Do doby zahdjeni experimentu nebyla
publikovana Zadna experimentalni prace u prasec¢iho modelu kombinujici imunosupresivni

efekt tacrolimu a sirolimu.

3.3.4 Zavér

V nasi studii se nam nepodafilo prokazat statisticky vyznamny rozdil ve vyskytu akutni
celularni rejekce mezi jednotlivymi imunosupresivnimi kombinacemi (skupina B a C). Pouze ve
skupiné C (allotransplantace s kombinovanou IS) doslo ve dnech 3., 5. a 7. POD k statisticky
vyznamnému rozdilu ve vyskytu a tizi ACR oproti skupiné D bez imunosuprese na hladiné

vyznamnosti p< 0,05.
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3.4 Cil 3. nalezeni vhodného humoralniho markeru

akutni celularni rejekce

3.4.1 Citrulinova analyza

3.4.1.1 Uvod

53

K diagnostice a posouzeni rozsahu poskozeni a poruch funkce tenkého streva je
k dispozici mnoho vysetfovacich metod, ale Zadna z nich sama o sobé neni schopna pfi
zachovani jednoduchosti, neinvazivity a reproducibility, podat obraz o rozsahu poskozeni.
Jednou z velmi slibnych metod z tohoto pohledu vhodnych k diagnostice se zda byt

plasmaticka hladina sérového citrulinu.

Citruline je aminokyselina, ktera neni soucasti proteint, ale je prakticky exklusivné
produkovana enterocyty ve sliznici tenkého stfeva (49). Tvorba citrulinu probiha prevainé
v oralnich ¢astech tenkého stfeva a ve stfedni a horni ¢asti stfevnich klka. Zakladnim
prekursorem pro tvorbu citrulinu je glutamin. V mensi mirfe hraji roli i jiné aminokyseliny jako
proline a ornitin. Jatra nehraji v metabolismu citrulinu vyznamnéjsi roli. Vyznamnou misto
v metabolismu maji ledviny. Z celkového mnoZstvi vytvoreného citrulinu je 80% konvertovano
na arginin v proximalnich konvolutech tubull ledvin za exprese dvou enzymu (ASS- argino-
sukcinat syntetasa a ASL- arginosukcinat lyaza). Cirkulujici citrulin tak prezentuje jakousi
maskovanou formu argininu branici jatrdm k tomu, aby jej pouZila v ramci tvorby mocoviny, a
tak se vyznamné podili na metabolismu této aminokyseliny. Vyznamné je predevsim to, ze
cirkulujici plasmaticky citrulin je exklusivné tvoren enterocyty a jeho hladina tak odrazi vlastni
mnozstvi funkéni slizni¢ni tkané tenkého stfeva. Na rozdil od jinych aminokyselin, kdy jejich
hladina mélokdy reprezentuje celkovy bunéény pool je citrulin u pacientl s normalni funkci
ledviny zavisly pouze na jeho tvorbé a degradaci. Z tohoto dlivodu, s vyjimkou nékterych

vzacnych autoimunitnich onemocnéni (rheumatoidni arthritis kdy se citrulin vyskytuje jako
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endogenni protein (50) ma sniZzena plasmaticka koncentrace dva dlvody: 1) nizka produkce
vlivem chybéni ¢i poruchy enterocytl a za 2)zvySena utilizace, ktera vsak dosud nebyla klinicky
popsana. Na druhou stranu se zvy$enou koncentraci se mizeme setkat: 1) diky zvySené
produkci ve stfevé v disledku nizkoproteinové diety a za 2) pti porusené clearence pfti selhani

ledvin.

3.4.1.2 Metodika stanoveni hladiny citrulinu

Krevni vzorky odebrané do citratu sodného a nasledné centrifugovany pfi 4st.C a 800x
(10min). Vzorek plasmy zmrazen na minus 80st C. Plasma pro citrulinovou analysu byla
zpracovana metodou ion-exchange chromatografie na pfistroji firmy Beckman Amino Acid
Analyzer 400, Beckaman.Coulter,Fullerton, CA USA. Aminokyseliny vzorku deproteinovaného
séra nebo plazmy se déli na koloné katexu v systému kapalinové chromatografie, po vystupu z
kolony reaguiji pti 120 st. s ninhydrinem a barevné produkty jsou detekovany fotometricky pfi

570 nm, resp. 440 nm. Identifikace a kvantifikace se provadéji metodou vnéjsiho standardu.

Vysetreni bylo provedeno v laboratofi dédi¢nych a metabolickych chrorob University

Karlovy.

Na zakladé mnoha predchozich studii byla hladina cut off (norma) stanovena na 30umol/I
jako norma. Referen¢ni hodnoty se pohybuji v rozmezi 5- 50 pmol/l. Mez detekce je 0,6

umol/l; mez kvantifikace 2,2umol/l . U vSech zvifat jsme méfili absolutni hodnoty.

3.4.1.3 Vysledky citrulinové analyzy

Dynamiku hladiny plasmatického citrulinu (PCL plasma citrulline level) v pribéhu
pooperacnich dni zobrazuje graf 5. Prvni hodnota (0. POD) byla odebrana tficet minut po

reperfuzi.

54



55

Disertacni prace MUDr. M. Oliverius 2010

60,00
50,00
40,00
£
230,00
5
£
@ 20,00 |
o
10,00 — T e o H
p<0,05 T —A—D
0,00 . A:Dp<0,05 A
4 0o 3 5 7 10 14 20 28

POD

Graf 5. Dynamika plasmatické hladiny citrulinu v zavislosti na pooperacnich dnech (POD).

Pfi hodnoceni ACR skére spolecné pro vSechny vysetfované skupiny s vyjimkou kontrolni
skupiny A (autotransplantace), ktera nerejekovala, nachazime linearni trend poklesu
prameérné hladiny citrulinu ve vztahu k progresi histologickych rejekénich zmén na hladiné
vyznamnosti p<0,009. S vyznamnou progresi ACR umérné klesa hodnota namérené hladiny

citrulinu pro vSsechny skupiny spolecné (graf 6).
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Graf 6. Zavislost plasmatické hladiny citrulinu na rozsahu rejekénich zmén (ACR- skére).
Primérné plasmatické hodnoty citrulinu a stfedni chyba priméru na hladiné vyznamnosti p<

0,009.

3.4.1.4 Diskuze

K tvorbé citrulinu dochazi hlavné v proximalni ¢asti tenkého stfeva a velmi
pravdépodobné v enterocytech lokalizovanych ve stfednich a hornich partiich
strevnich klk( (49). BEhem rejekce je nejprve postiZzena dolni ¢asti sliznice, kde
nejprve nardstd mononukledrni zanétliva celulizace a poskozeni enterocytd je
fokalni a mirné. Proto se zd4 logické, Ze mirné fokalni poskozeni enterocytl
navic v dolni ¢asti sliznice, kde je syntéza citrulinu mala, nebude mit vyznamnou
dramatickou odezvu v sérové hladiné uvolfiovaného citrulinu. Navic v obdobi
Casné po SBTx, kdy tento experiment probihal, je v diferencidlni diagnostice
také IRl poskozeni, které naopak postihuje epitel v hornich ¢astech strevni
sliznice, coz se odrazi v prechodném poklesu hladiny citrulinu v prvnich dnech
po SBTx. Prokazali jsme, ze béhem prvniho dne po SBTx pokles hladiny citrulinu
u vSech operovanych zvifat, jako soucast reakce na IRl poskozeni. U skupiny

autotransplantovanych zvirat, kde nedochazi k rozvoji ACR, sledujeme po
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odeznéni IRl poskozeni sliznice jeji postupnou restauraci. To se dobfe projevuje
v hladiné plasmatického citrulinu, ktera se vraci rychle k normalnim hodnotam,
na kterych se udrzuje do konce experimentu. U zvifat po alotransplantaci

s podavanou imunosupresi dochazi od tretiho dne k mirnému vzestupu hladiny
citrulinu, ktera dosahuje kolem patého az sedmého dne hladin blizkych normé.
U skupiny D, allotransplantace bez imunosuprese, vsak vlivem rozvoje
rejekénich zmén pozorujeme plynuly pokles hladiny citrulinu, ktery souvisi

s postupnou ztratou enterocytd.

PrestoZe se zd3, Ze kratce po transplantaci bude interpretace mirného
poklesu hladiny citrulinu v plasmé obtizné diagnosticky interpretovatelna,
v pozdéjsim obdobi by stanoveni hladiny citrulinu mohlo predstavovat

vyznamny diagnosticky pfinos.

3.4.1.5 Zavér

Na zakladé naseho experimentu jsme prokazali vztah mezi hladinou
citrulinu danou mnozstvim funkénich enterocytli a rozsahem ACR. Prokazali
jsme linearni trend poklesu hladiny plasmatického citrulinu ve vztahu

k zvySujicimu se stupni akutni celularni rejekce (do 0 do 3 stupné) pfi p=0,009.

Ve dnech 5. a 7. se statisticky odliSuje skupina B od D p<0,05 a pro den 10.
skupina C od D na hladiné vyznamnosti p<0,05. Nejvétsi rozdil je patrny mezi
skupinou autotransplantovanych zvifat (A) a skupinou alotransplantovanych

zvitat (D) na hladiné vyznamnosti p < 0,05.

Casné po transplantaci je stfevo dobre pristupné endoskopickym kontroldm
z chirurgicky vytvorené stomie a provedeni biopsie s naslednou histologickou
diagndzou nepredstavuje velkou zatéz pro pacienta. Jina je situace v pozdé;jSim
obdobi po SBTx, kdy stomie je zanorena a jakykoli neinvazivni marker, ktery by

prispél k diferencialné diagnostické rozvaze o pric¢inach dysfunkce, ma velky
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vyznam. Hladina plasmatického citrulinu se nam jevi jako vhodny ukazatel

rozsahu poskozeni funkcniho strevniho epitelu.

3.4.2 Cytokinova analyza

34.2.1

3.4.2.2

58

Uvod- Vyseti'eni hladin humordlni aktivity (cytokinovd analyza)

Transplantace stfeva predstavuje vyznamny inzult projevujici se obranou zanétlivou
cytokind. Jiz samotna operace vyvola rozsahlé poskozeni tkani, na které reaguji
imunokompetentni buriky produkci nékterych cytokinl —to je patrno napf. zvySenim hladiny
TNF i po autotransplantaci. Dale dochazi k indukci iNOS (inducible nitric oxide synthese),
disrupci aktinu, poruse tésnosti stfeva a uniku stfevnich bakterii a jejich sloZzek do cirkulace.
Tyto procesy se pak vyrazné akcentuji s rozvojem celuldrni rejekce. Tyto mikrobidlni motivy
vedou k reaktivité krevnich leukocytl a indukci pro- a proti- zanétovych cytokinl. Nasim cilem
bylo zjistit, zda existuje korelace mezi hladinami pro- a protizanétlivych cytokind v souvislosti

s akutni celularni rejekci.

Metodika

Protokolarné ve dnech 0., 3., 5., 7., 10., 14., 28 a 30 vzorky krve odebrany do citratu
sodného a nasledné centrifugovany pti 4st.C a 800x (10min). Vzorek plasmy zmrazen na minus
80st C a nasledné definitivné zpracovan. PouZité ELISA Cytosety byly zakoupeny od fi.
Biosource International, Inc. (Camarillo, USA)-pro IFN-y (CSC4033), TNF-a (CSC1753), IL-4
(CSC1284) a IL-10 (€CSC0103). IL-8 byl stanoven vlastnimi monoklonalnimi protilatkami a
rekombinantnim proteinem. Medodika zpracovani byla popséna jinde (51, 52). VSechny
detekéni systémy vykazovaly minimalni citlivost 15 pg/mL. Kazdy cytokin byl stanoven

v duplikatech a v nékolika fedénich. Absorbance byly méreny pfi 450 a 620 nm na fotometru
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RC Multiskan a hodnoty vyhodnoceny pomoci software Genesis verze 3,01 (Labsystems,

Helsinky, Finsko).

Z panelu zanétlivych cytokinl jsme hodnotili kromé IFN-gama a TNF-alfa jesté IL-4, IL-8 a

IL-10.

3.4.2.3 Vysledky
3.4.2.3.1 IFN gama

MHC inkompatibilita indukuje daleko vyssi procento lymfocytl nez antigen, na ktery
specificky reaguje jenom kolem 10-4 lymfocyt(. Pfi transplantaci vSak reaguje nékolik procent
lymfocyt(, tedy o 2-3 Fady vice. IFN-y je produkovan TH lymfocyty, které jsou transplantaci
aktivovany a indukuji diferenciaci vykonovych TC lymfocytU. IFN-y zvySuje expresi MHC a
zvySuje tak presentaci antigenu. Plsobi tedy amplifikaci odhojovaci reakce. Déle plsobi
diferenciaci makrofagl a indukuje tvorbu toxickych kyslikovych a NO metabolitd, které vedou
k poskozeni tkané. Tak napf. iNOS hraje vyznamnou ulohu pfi poruse motility

allotransplantatu streva.

IFN-y pfi autotransplantaci mél trvale nizké hodnoty, protoze autotransplantace
nevyvolala aktivaci lymfocyt(, ale byl vyznamné zvysen po allotransplantaci stfeva. IFN-y Ize
povazovat za dobry ukazatel reaktivnich zmén pfi allotransplantaci. Jeho pfimou souvislost
s podavanou lé¢bou jsme ale nezaznamenali. Naopak v IéCené skupiné C (tacrolimus a
sirolimus) jsou hladiny sedmy pooperacéni den vysoké pfi minimalnich zménach ve smyslu ACR

(graf 7).
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Graf 7. Plasmatické hladiny interferonu gama (IFN-y) v pribéhu pooperacnich dnl (POD).

3.4.2.3.2 TNF-alfa

60

TNF je v krvi produkovdn monocyty i lymfocyty (ve stifevé enterocyty pii poskozeni

epitelu a dale burikami lamina propria — lymfocyty, NK burikami, Zirnymi burikami, makrofagy

apod.). Oproti IFN-y byla i po autotransplantaci nalezena dosti vysoka koncentrace TNF.

Koncentrace TNF byla tedy patrné vice ovlivnéna operaci a pfipadnymi mikrobialnimi

produkty (zejména bakterialni lipopolysacharidy). Koncentrace TNF-a se zvysuje pti zanétové

odpovédi na operacni trauma a poskozeni tkani. Z hlediska pfedpoklddané hypotézy se TNF-a

se neukazal jako vhodny marker k diagnostice a posouzeni rozsahu ACR (graf 8).
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Graf 8. Plasmaticka hladina tumor necrotising faktoru (TNF- a) v zavislosti na

pooperacnich dnech (POD).

IL-4alL-10

Oba cytokiny jsou produkovany TH2 burikami, IL-10 také monocyty. Po autotransplantaci

byly plasmatické koncentrace IL-4 a IL-10 nizké. Oba cytokiny jsou protizanétové, tzn. plsobici

antagonisticky proti TNF a dal$im cytokindm amplifikujicim zanét. Koncentrace IL-4 a IL-10 se

zvySuji po allotransplantaci, ale i v pfitomnosti jejich vysokych koncentraci a nizkych

koncentraci IFN dochdzi k odhojeni aloStépu. Zejména koncentrace IL-10 po allotransplantaci

byla vysoka, ale nebyl pozorovan vliv terapie (graf 9-10).
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Graf 9. Plasmatickd koncentrace interleukinu Ctyfi (IL- 4) v pribéhu pooperacnich dnli

(POD).
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Graf 10. Plasmaticka koncentrace interleukinu deset (IL- 10) v pribéhu pooperacnich dna

(POD).
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IL- 8

Tento prozanétlivy chemokin neutrofill je produkovan krevnimi monocyty a endotelem
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(ve stfevé enterocyty a makrofagy). Jeho obc¢asna detekce v plasmé po autotransplantaci

mUZe byt zplsobena indukci mikrobialnimi motivy, napf. flagelinem stfevnich enterobakterii.

Nalez téchto bakteridlnich motivi (surgical site infection) v cirkulaci po transplantaci by

vysvétlil zmény v cytokinové koncentraci. Tyto motivy se samoziejmé vyskytuji i u mrtvych

mikrobU po aplikaci antibiotik. IL-8 na né velmi citlivé reaguje. V nékterych pripadech po

autotransplantaci byla jeho koncentrace nulova, zatimco po allotransplantaci byly namérené

hodnoty vzdy vysoké. Plasmaticky IL-8 odrazi dynamiku imunitnich zmén u allotransplantace

(graf 11).
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Graf 11. Plasmaticka hladina interleukinu osm (IL- 8) v pribéhu pooperacnich dnd (POD).
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3.4.2.4 Diskuze

Jako cytokiny se oznacuji malé polypeptidové molekuly, které jsou
produkovany na rizné podnéty burikami imunitniho systemu. Jsou produkovany
mistné a jsou ucinné ve velmi malych koncentracich. Cytokiny jsou sekretovany
raznymi burikami zahrnutymi v imunitni odpovédi a plsobi na cilové buriky
nesouci receptory pro dany cytokin. Vazba cytokinu na bunécny receptor
prenasi signal do buriky a vede k aktivaci a expresi gent. Cytokiny reguluji
intenzitu a trvani imunitni odpovédi. Transplantované organy exprimuiji jejich

mRNA a na vzniku rejekce Stépu se podili zejména IFN y a TNFa (53)

IFN-y se uplatniuje v bunécné zprostfedkované imunité, je produkovan TH1
bunkami a NK burikami. Podili se na aktivaci makrofagl a stimuluje expresi MHC
antigen Il.tfidy. TNFa je prozanétlivy cytokin, indukuje mistni zanét, aktivuje
endotelové buriky. Je produkovan monocyty/makrofagy, neutrofily a NK
bunikami. IL-4 ma prevazné inhibi¢ni G¢inek na zanétlivé reakce, je produkovan
TH2 burnkami a stimuluje B lymfocyty. Inhibuje TH1 a makrofagy. IL-10 ma také
prevazné inhibicni ucinek na zanétlivé reakce , je produkovan zejména
makrofagy. Inhibuje TH1 i TH2buriky. IL-8 (CXCL8) je chemokin, ktery se podili
na na chemotaxi a aktivaci granulocytl. Je produkovan raznymi typy bunék,
kromé makrofagl i parenchymovymi burikami. Je jednim z hlavnich mediator(

zanétlivé odpovédi.

V odpovédi na antigen, ale i poskozeni tkané, dochazi ke kaskadé
nespecifickych jevl znamych jako odpovéd akutni faze. Pod vlivem cytokin(
dochazi k adherenci zanétlivych bunék na vaskularni endotel a k jejich migraci
do tkané. Vysledkem je pfiliv lymfocytd, neutrofild, monocytd, eosinofild,
basofill a Zirnych bunék do mista poskozeni a Ucast téchto bunék v likvidaci

antigenu a hojeni poskozeni tkané.
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Akutni faze zanétlivé reakce je zahajena aktivaci tkariovych makrofagl a
uvolnénim tfi cytokinG: TNFa, IL-1 a IL-6. Tyto cytokiny plsobi synergicky a
indukuji mnozstvi lokalnich i systémovych zmén. Pod jejich vlivem dochazi ke
koagulaci a zvySeni propustnosti cév. TNF a a IL-1 zvySuji expresi adhezivnich
molekul na cévnich endoteliich. Oba cytokiny také plsobi na makrofagy a
indukuji produkci IL-8, ktery zvySuje adhezi neutrofilt k endotelovym burikdm a
soucasné funguje jako jejich chemotakticky faktor. IFN y chemotakticky

pritahuje makrofagy, IFN y a TNF a aktivuji makrofagy a neutrofily.

O charakteru imunitni reakce proti cizorodému antigenu (bunék

allotransplantatu) rozhoduje pomér mezi lymfocyty TH1 a TH2.

Za urcitych okolnosti dochazi pfednostné ke stimulaci bunék TH1 a ty
vyvolaji ve spolupraci s makrofagy zanét; za jinych okolnosti se pfednostné
stimuluji lymfocyty TH2, které pak pomahaji B-lymfocytim tvofit protilatky. To,
jestli se imunitni odpovéd rozbéhne smérem TH1 nebo TH2 zavisi na radé
okolnosti, ale hlavni tlohu hraje cytokinové prostredi. Cytokiny produkované
bunkami TH1 (hlavné interferon- y) vyrazné potlacuji dozravani bunék TH2, a
naopak cytokinové produkty lymfocytd TH2 (hlavné interleukin-4) brani
diferenciaci bunék TH1. Jakmile se tedy reakce rozbéhne jednim smérem, ma
tendenci se stabilizovat a branit preklopeni do konkurencniho opacného typu.
Na zakladé tohoto modelu by se dalo ocekavat, Ze lymfocyty TH2 antigenné
specifické proti antigenm transplantatu by mély potlacovat odhojovaci reakci.
Paradoxné tomu tak vsak neni. Ackoli buriky TH2 potlaci zanétlivou reakci
zalozenou na TH1, vyvolaji jiny typ zanétu, ktery transplantat také poskodi, Ci
dokonce zlikviduje. Je tomu tak proto, Ze hlavni cytokinové produkty bunék

TH2, interleukin-4 a interleukin-5, aktivuji eozinofilni granulocyty. Eozinofily

MUDr. M. Oliverius 2010
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transplantatu opét ponékud odlisny, ale v kone¢nych disledcich obdobné

destruktivni zanét.

3.4.2.5 Zavér

Transplantace stfeva predstavuje vyznamny inzult projevujici se obranou
zanétlivou reakci organizmu spojenou s vyplavenim vysoké hladiny
prozanétlivych a protizanétlivych cytokind. Jiz samotna operace vyvola rozsahlé
poskozeni tkani, na které reaguji imunokompetentni bunky produkci nékterych
cytokin( — to je patrno napf. zvySenim hladiny TNF i po autotransplantaci. Dale
dochazi k indukci iNOS (inducible nitric oxide synthese), disrupci aktinu, poruse
tésnosti stfeva a Uniku stfevnich bakterii a jejich slozek do cirkulace. Tyto

procesy se pak vyrazné akcentuji s rozvojem celuldrni rejekce.

PFi vyhodnocovani vysledk( hodnot cytokinli v naSem souboru nebyla
nalezena korelace mezi koncentraci cytokinl v plazmé a pribéhem
posttransplantacni reakce u Zzadné skupiny vySetfovanych zvifat. Ani pouzita
terapie nevykazala signifikantni zmény u namérenych hodnot plazmatickych
cytokin(. Dlvodem je pravdépodobné skutecnost, Ze ke zvySeni koncentraci
cytokin( dochazi hlavné v misté jejich produkce a ucinku, a tudiz se zvysené

hodnoty nenachazeji v plazmé.
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4 Zavéry dizertacni prace

V rdmci narocného experimentu se ndm podafilo Uspésné zrealizovat a standardizovat
odbér a transplantaci stépu tenkého stifeva na praseti. Zvladnuti chirurgické techniky je

dalezZitym faktorem pro zavedeni transplantace stfeva do klinické praxe.

Histologické vySetfeni biopsie Stépu je standardni metodou k hodnoceni rozsahu
celularni rejekce. Zkusenosti ziskané hodnocenim biopsii jsou neocenitelnym pfinosem pro

rozvoj klinického programu transplantace streva.

Vysetieni hladiny plasmatického citrulinu ukazalo vyznam této metody pro neinvazivni
diagnostiku poskozeni stfevniho epitelu v souvislosti s celularni rejekci. Z hlediska budouciho

klinického vyuziti bude citrulin vyuzivan jako marker vhodny pro monitoraci funkce stépu.

Problematika hodnoceni cytokini a jejich pfinos pro neinvazivni diagnostiku rejekce je
sloZitd, protoZe do hry vstupuje mnoho dalsich faktor( pocinaje operaénim stresem, pres
infekéni komplikace az po imunitni vlivy. Nejmensi hladiny prozanétlivych cytokind jsme
nameérily ve skupiné zvifat autotransplantovanych, u kterych je imunologicky inzult minimalni.
Nase vysledky, ale nepotvrdily o¢ekavany nardst hladiny hladiny u skupiny
allotransplantovanych zvifat bez imunosuprese. Stanoveni hladiny cytokin( v nasem

experimentu neprineslo vétsi prinos pro humoralni diagnostiku rejekce stépu.

Celospolecensky vyznam provedeného experimentu spociva ve vytvoreni podminek pro

zahajeni klinického programu transplantace tenkého stfeva v Ceské republice.
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