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ABSTRAKT

Transplantace tenkého stieva je zivot zachranujici metoda pro nemocné se selhanim stieva.
Pied zahajenim klinického programu v Ceské republice byl proveden experiment na praseti.
Cilem préce bylo zvladnuti chirurgické techniky transplantace (odbéru stfeva, jeho
konzervace a nasledné transplantace). DalSim 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
Stépu. Ve snaze najit vhodny neinvazivni humoralni marker akutni celuldrni rejekce byla
vySetfovana plasmaticka hladina citrulinu a jeji vztah k akutni celularni rejekei. Jako dalsi
humoralni marker byly vySeteny hladiny prozédnétovych a protizanétovych cytokinti a
zkouman jejich vztah k rejekci.

Podatilo se nam zvladnout chirurgickou techniku transplantace. Prokazali jsme, Ze napojeni
Neprokazali jsme statisticky vyznamny rozdil mezi zvolenymi imunosupresivnimi rezimy na
vznik akutni celularni rejekce. Jako zlaty standard diagnostiky nadale zistava histologické
vySetieni biopsie $t€pu. Hladina plasmatického citrulinu se jevi jako potencialné vhodny
marker stfedné tézkého az tezkého stupné rejekce. Nepodatilo se ndm prokdzat vyznam
stanoveni jednotlivych cytokinid pro v€asnou neinvazivni diagnostiku akutni celularni rejekce.

Klicova slova: transplantace tenkého stieva- imunosuprese- akutni celularni rejekce-
tacrolimus- sirolimus- citrulin- cytokiny



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.



Uvob

Transplantace tenkého stieva (SBTx- small bowel transplantation) pfedstavuje ustalenou
1é¢ebnou metodu pro nemocné se selhanim stfeva, u kterych dojde k zivot ohrozujicim
komplikacim pfi 1é¢bé totalni parenteralni vyzivou (TPN- total parenteral nutrition)(1).
Piesna definice selhani stieva (intestinal failure- IF) neni stanovena. Jde o stav, kdy stievo

z diivodi funkénich nebo morfologickych neni schopno plnit svou zakladni funkci, kterou je
traveni a vstiebavani potravy (2). Dalsi indikaci jsou nékteré nezhoubné nadory, které jsou
klasickymi chirurgickymi metodami neodstranitelné (napt. desmoid).

imunologického. Stfevo predstavuje nejveétsi imunitni organ v téle. Svou plochou je i nejvetsi
barierou vici neptiznivym vliviim zevniho prostfedi. Poruseni této ochrany ma za

nasledek translokaci mikroorganizmi a toxint do krve s ndslednym rozvojem sepse. Z téchto
divoda jsou uspéchy metody spojeny s rozvojem dokonalé imunosuprese (IS). Na druhou
stranu snizeni pfirozené obranyschopnosti poddvanim IS je pfi¢inou vzniku infekci ¢asto
oportunnimi kmeny. V uvahu je nezbytné brat i to, Ze cela populace transplantovanych je
dlouhodobé ohroZena vyss§im vyskytem zhoubnych onemocnéni (3).

Stievo je transplantovano bud’ jako samotny organ nebo spolu s dal§imi v podob¢
kombinovanych a multiorgdnovych transplantaci.

Nejcastéjsi vékovou skupinou jsou nemocni v détském veéku. Nejcastéjsi onemocnéni vedouci
k transplantaci jsou shrnuty v tabulce 1.

Dospéli % Déti %
Mezenteridlni trombdzy a 23 |JGastroschisis 21
embolie
Crohnova choroba 17 JVolvulus a malrotace 17
Brisnitrauma;iradiacni 10 [Nekrotizujici enterokolitis 12

poskozeni; adheze

Intraabdominalni 9 |Pseudoobstrukce 9
desmoidni nador

Poruchy motility 8 [Intestinalni atrézie 8

Volvulus 7 |Aganglioza/ 7
Hirshsprungova choroba

Jiné priciny SBS 6 [Microvilus inclusion 6

Tab. 1. Etiologické pfiCiny kratkého stieva u dospélych a déti.

Vlastni indikaci k transplantaci jsou zivot ohrozujici komplikace TPN (4). Jako selhani TPN
rozumime poSkozeni jater v disledku TPN, uzavér vice jak dvou (resp. tfi u dospélych)
hlavnich cévnich pristupi, recidivujici sepse (resp. ARDS nebo MODS) v dasledku TPN.
V neposledni fad¢€ jsou to excesivni ztraty tekutin, které nelze uhradit a které vedou

k poskozeni dalsich organt. S vyjimkou komplikaci TPN jsou k transplantaci primarné
indikovani nemocni s nékterymi novotvary dutiny brisni, které nelze 1é¢it konvencnimi
chirurgickymi postupy (napft. rozsahlé desmoidy, Gardneriv syndrom apod.). Se zlepSujicimi
se vysledky transplantaci se do poptedi dostava i otazky kvality Zivota nemocnych na TPN

(5). (tab. 2).

Poskozeni jater v dasledku TPV




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

Ztrata vice jak dvou hlavnich zilnich ptistupti

v disledku trombdzy

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

Nadory (napt. desmoidni nadory, familiarni
polyp6za, Gardnertiv syndrom apod.)

Tab. 2. Indikace k transplantaci stfeva.

HYPOTEZY A CILE
Cilem dizerta¢ni prace bylo provedeni experimentalni transplantace tenkého stieva na praseti
pted zahajenim klinického programu v Ceské republice. Tento experiment nebyl dosud

Vv Cechach realizovan.

Jednotlivé ukoly eSené v prubéhu experimentu:

1/ zvladnuti a standardizace chirurgické techniky transplantace na praseti (technika cévni
rekonstrukce, konstrukce anastomodz zazZivaciho traktu véetné stomie)
2/ stanoveni nejvhodnéjsiho imunosupresivniho rezimu po transplantaci (tacrolimus
v monoterapii nebo kombinace tacrolimus a sirolimus)- posledné jmenovany rezim nebyl
v dobé zahdjeni experimentu publikovan.
3/ nalezeni vhodného humoralniho markeru akutni celularni rejekce.
e Stanoveni hladiny citrulinu
e VySetreni ukazatelii humoralni imunity ve vztahu k akutni celuldrni rejekei.

Nasi hypotézou bylo:

1/ Kombinace tacrolimus a sirolimus je vhodnéjsi pro ovlivnéni vzniku akutni rejekce po
transplantaci nez tacrolimus v monoterapii.

2/ Sérova hladina citrulinu je vhodnym nespecifickym ukazatelem poSkozeni stfevni sliznice.
3/ Akutni celularni rejekce vyvolava zmény, které 1ze detekovat vySetfenim humoralni
imunity.

MATERIAL A METODIKA

K experimentu byla pouZita neptibuzenska prasata domaci Sus crofa domestica vahy 30-35
kg.

Celkové jsme odoperovali 43 zvifat. Pro hodnoceni technické ¢ésti experimentu zabyvajici se
chirurgickou technikou jsme hodnotili v§echna operovana zvitata. U prvni skupiny n1=18
zvitat byla transplantace provadéna tak, ze jedno zvife bylo soucasné darcem a zaroven



ptijemcem Stépu od druhého zvitete. Cévni rekonstrukce byla provedena na vlastni
portomezenterické feciste.

Ve druhé skupiné n2=25 se jedno prase stalo darcem stépu a druhé pfijemcem s tim, Ze cévni
rekonstrukce byla provedena na centralni feciste - aortu a dolni dutou zilu

Pro hodnoceni zbylé ¢ésti experimentu zamétené na hodnoceni imunosuprese a diagnostiku
ACR jsme z hodnoceni vyfadili zvifata, ktera zemfiela v disledku technické chyby.

K celkovému hodnoceni bylo zatazeno celkem 24 prasat. Zvitata byla rozdé€lena do ctyt
skupin. Prvni skupina A (celkem 3 zvifata) ptedstavovala kontrolni skupinu

s autotransplantaci, u skupiny B (7 zvifat) byla provedena allotransplantace S imunosupresi
v monoterapii tacrolimem, ve skupiné C (8 zvifat) allotransplantace s kombinovanou
imunosupresi tacrolimem a sirolimem. U posledni kontrolni skupiny D (6 zvitat) jsme
provedli allotransplantaci bez imunosuprese.

Imunosuprese byla zahajena prvni davkou intravendzniho tacrolimu s reperfuzi St€pu v davce
0,3mg/kg. Od prvniho pooperacniho dne jsme podavali davku tacrolimu 0,6mg/kg/den
rozdelenou 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 $tépu podali stejnou davku intraven6zniho tacrolimu (tj.
0,3mg/kg). Déle jsme od prvniho poopera¢niho dne podavali do sondy tacrolimus v davce
0,1mg/kg/den ve dvou davkach s cilem udrzeni hladiny tacrolimu 7-10 ng/ml. Tato skupina
m¢éla navic od prvniho poopera¢niho dne podévanu jednu davku sirolimu 0,1 mg/kg/den do
sondy. Hladiny sirolimu jsme udrzovali v rozmezi 5-10ng/ml (tab. 3).

Skupina | Imunosuprese | Primérna | Primérna
(n=pocet | po hladina hladina
zvirat) transplantaci | tacrolimu sirolimu
(ng/ml) (ng/ml)

A (n=3) | zadnd

B(n=7) | Tac 15 #5

C(n=8) | Tac+sirol 7az10 5az10

D(n=6) | Zddna

Tab. 3. Charakteristika souboru.

Protokoléarni biopsie a krev pro analyzu vzorka byly odebirany v 0., 3., 5., 7., 10., 14., 20., 28.
a 30. den transplantace.

Zakladem hodnoceni akutni celularni rejekce (ACR) bylo histopatologické vySetieni
bioptickych vzorku stfeva barvené hematoxilin- eosinem (HE) nebo metodou PASS.
Morfologické znaky ACR zahrnovaly pfitomnost zanétlivé celulizace v proprii v kombinaci

S riznym

stupném poskozeni krypt.

Rozsah rejek¢énich zmén byl kvantifikovan ve stupnici: O (bez morfologickych znaki akutni
rejekce), 1 (mirna ACR), 2(stiedni stupent ACR), 3 (t¢zka ACR) (tab.4).



ACRO | Zadna Normalni stfevni sliznice
ACR
ACR1 Mirna Edém, dilatované lymfatické cévy, otupélé
ACR klky,minimalni infilatrace lamina propria
aktivovanymi lymfocyty
ACR 2 | Stfedni | Stejné jako predchozi, ale pokrocilejsi
ACR zmény s vyraznéjsi generalizovanou
leukocytdrni infiltraci a s epitelidlnimi
nekrézami a obnazovanim
ACR3 | Téika Stejné jako predchozi, ale mnohem
ACR zavaznéjsi posSkozeni zahrnujici
transmuralni leukocytarni infiltraci,
splyvajici destrukce krypt a rozsifené
hemorhagické nekrdzy sliznice.

Tab. 4. Protokol histologického hodnoceni akutni celularni rejekce Stépu.

Z protokolarné odebranych vzorkl krve jsme stanovovali plasmatickou hladinu citrulinu; pro

ey wa1e

VYSLEDKY

V technické Casti experimentu pievazovaly chyby spojené s konstrukci cévni anastomozy.
Zejména v prvni skupiné skupiné nl (18 zvifat), kde jsme pouzili techniku, kdy jedno zvife je
darcem S$tépu, a zaroven i piijemcem od zvitete druhého byly komplikace Casté (12 z 18 tj
67%). Jedno prase zemfielo na sepsi v disledku bronchopneumonie prvni poopera¢ni den s
vitalnim $tépem a funkEnimi anastomoézami. Pét zvitat z této skupiny prezilo (3 -32 dnd; se
sttedni délkou ptfezivani 12.5 dne; median 5.5 dne).

Po zméné techniky, kdy jsme jedno zvife pouzili jako darce a druhé jako ptijemce- skupina
n2 (25 zvirat), jsme nezaznamenali ani jednu okluzi anastomoézy a k technickému selhadni
doslo jen u tii zvitat z davoda krvaceni (3 z 25 tj. 12%). Dalsi tfi prasata zemiela béhem
prvnich 48 hodin z diivodii perforace stfeva pii neporusenych cévnich anastomdzach a
zachovalé vitalit¢ zbylé€ho stieva. Jedno zvite této skupiny zemfielo v diisledku cirkulacniho
selhani kratce po transplantaci. Zbylych 18 prasat dlouhodobé prezivalo (2 -30 dni; stfedni
délka prezivani 16 dni; median 11 dni) (tab. 5). Ani u jednoho zvirete jsme nepozorovali
selhani stfevni anastomozy §ité pokracujicim jednovrstevnym seromuskularnim stehem.

Skupinanl (18 Skupina n2 (25
zvirat) zvirat)

Krvaceni z 1 3

anastomozy

Uzavér anastomozys | 11 0

ischémii Stépu

Nevaskularni 1 4

komplikace

CELKEM 13 7

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




Z hlediska hodnoceni vlivu IS byla nejdelsi délka prezivani dle o¢ekavani ve skupiné A a
nejmensi ve skupiné D. Primérna doba ptezivani a stiedni chyba priiméru v jednotlivych
skupinach je zobrazena v grafu 1. Z hlediska celkového pfezivani jsme prokazali statisticky
vyznamny rozdil mezi pfezivanim skupin A- C oproti skupiné D, ktera neméla podavanou
imunosupresi, a proto u ni rychle dochazi k rozvoji ACR s naslednou bakterielni translokaci a
vznikem sepse. Prezivani skupina A- C oproti skupiné D se li$i na hladiné vyznamnosti p (A,
B, C: D) <0,01; 0,05; 0,01.

Prezivani
35 :
20 - A'D
o5 T B : D p<0,05
>
L2
10 -
A D
skupina

Graf 1. Primérna doba ptezivani experimentalnich zvifat v jednotlivych skupinach.

Ve skupiné A jsme zmény ve smyslu ACR nezaznamenali. U zvifat skupiny D jsme od tfetiho
dne pozorovaly prvni zndmky ACR, které u vSech zvifat rychle progredovaly do téZkych
forem s naslednou sepsi. Projevy akutni celularni rejekce u imunosuprimovanych zvirat
skupiny B a C byly mirng;si. Ve skupiné C 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. Pti
porovnani stupné¢ ACR u obou imunosuprimovanych zvifat (B a C) jsme statisticky vyznamny
rozdil nezaznamenali (graf 2).
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Graf 2. Stupen akutni celularni rejekce u jednotlivych skupin experimentalnich zvitat

Vv prubehu Casu. (Skupina A nezobrazena pro neptitomnost znamek rejekce). (ACR-score —
stupen rejekce (0- 3); POD- pooperacni dny).

Dynamiku hladiny plasmatického citrulinu (PCL plasma citrulline level) v pribéhu
pooperacnich dnt zobrazuje graf 3.

60,00
y X
50,00 % e X"
\‘ )I( ““““ X
40,00 |+ &% 7N
i\\\ ," / \
- \\\ . " //\
‘E ' 'I/ ~ <
o \ / [ ]
S 20,00 - | C
IS \ .. —A.
@ $¢-=""" * . —e—B
o 10,00 - —®-Cl
' A:D —4-D
- + A
0,00 P<0.05 A:Dp<0.05
1 0o 3 5 7 10 14 20 28
POD

Graf 3. Dynamika plasmatické hladiny citrulinu v zavislosti na pooperacnich dnech (POD).

Pti hodnoceni ACR skore spole¢né€ pro vSechny vysetfované skupiny s vyjimkou kontrolni

skupiny A, kterd nerejekovala, nachadzime linearni trend poklesu primérné hladiny citrulinu
ve vztahu K progresi histologickych rejekénich zmén na hladiné vyznamnosti p<0,009.

S vyznamnou progresi ACR timérné klesa hodnota naméfené hladiny citrulinu pro vSechny

skupiny spole¢né (graf 4).
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1ACR—score 2

Graf 4. Zavislost plasmatické hladiny citrulinu na rozsahu rejekénich zmén (ACR- skore).

Primérné plasmatické hodnoty citrulinu a stfedni chyba priméru na hladin€ vyznamnosti p<

0,0009.

ey wa1e

IFN-y pfi autotransplantaci mél trvale nizké hodnoty, protoze autotransplantace nevyvolala
aktivaci lymfocyti, ale byl vyznamné zvysen po allotransplantaci stfeva (graf 5)..

Oproti IFN-y byla i po autotransplantaci nalezena dosti vysoka koncentrace TNF.
Koncentrace TNF byla tedy patrné vice ovlivnéna operaci a ptipadnymi mikrobidlnimi
produkty (graf 6).

120000,00
100000,00 IFN-y
80000,00
g |
g 60000,00 / +—ND
Q
40000,00 o-NB
Y 1 NC
20000,00 )
o S —0—NA
0,00 n T T T T T ‘#I__*_I
0 3 5 7,0 14 20 28

Graf 5. Plasmatické hladiny interferonu gama (IFN-y) v prub&éhu pooperacnich dni (POD).
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Graf 6. Plasmaticka hladina tumor necrotising faktoru (TNF- a) v z&vislosti na pooperacnich
dnech (POD).

IL-4 a IL-10 jsou protizanétové, tzn. plisobici antagonisticky proti TNF a dalSim cytokiniim
amplifikujicim zanét. Koncentrace se zvysily po allotransplantaci (zejména koncentrace 1L-10
po byla vysoka), ale nebyl pozorovan vliv terapie (graf 7-8).

250,00
200,00
_E' 150,00 T
o P % ——ND
= 100,00 -AL'%’ —<>———<>7 & NB
$ 2 Ne
50,00 - N
2; \/ \/ O _e—NA

0,00 T T T T T T T 1

Graf 7. Plasmaticka koncentrace interleukinu ¢tyfi (IL- 4) v prub&hu pooperaénich dni
(POD).
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Graf 8. Plasmaticka koncentrace interleukinu deset (IL- 10) v prib&éhu pooperac¢nich dnt
(POD).

U IL-8 byla po autotransplantaci koncentrace nulova, zatimco po allotransplantaci byly
hodnoty vZdy vysoké. Plasmaticky IL-8 odrdzi dynamiku imunitnich zmén u allotransplantace

(graf 9).
1600,00 -8
1400,00
1200,00
1000,00 — >
E
E" 800,00 T S —e—ND
600,00 - @ & NB
400,00 Q T NC
<o ] 4. O ——NA
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0 3 5 7 10 14 20 28
POD

Graf 11. Plasmaticka hladina interleukinu osm (IL- 8) v prib&hu poopera¢nich dnti (POD).

DISKUSE

Odbér stépu tenkého stieva, jeho konzervace a nasledna transplantace je slozity vykon, ktery
ma za nasledek rozvoj mnoha komplexnich déji, které spolu vzadjemné souvisi a ovlivituji se.
Chirurgicky zakrok je spojeny s celkovou odpovédi organizmu, ktera je vyjadienim na stres a
poskozeni tkani. Navic pfistupuji vlivy imunologické, spojené s pfenosem masivniho
mnozstvi lymfatické tkdn€ (GALT). Od prvniho dne se za¢ina rozvijet reakce mezi imunitnim
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systémem pfijemce a prenesenou tkdni darce. Ta miize vést ve svém diisledku k fatalnimu
destruktivnimu vlivu piijemcovského imunitniho systému s poSkozenim a ztratou Stépu. Ale i
opacné muze dojit k poSkozeni piijemce imunitnim systémem darce ve smyslu GVHD — graft
versus host disease.

Pro zdéarny pribéh transplantace je nutno splnit mnoho faktort. V prvni fadé dokonalé
zvladnuti chirurgické techniky odbéru a konzervace §tépu. Nasledné technické provedeni
vlastni transplantace zejména konstrukce cévnich anastomodz stépu. Dalsi pribéh ovlivituje
dokonald pooperacni péce zahrnujici maximalni moznou prevenci infek¢nich komplikaci
spojenych s cévnimi vstupy a operacni ranou. Rozhodujici je ale ovlivnéni imunitni reakce
mezi Stépem a piijemcem. Ta je zprostiedkovana slozitym systémem imunitnich reakei jak
humoralnich, tak celularnich. V jejich disledku mtize dojit k poSkozeni §t€pu s riznou
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 zdroven ztratou obranyschopnosti vici vng&j$im vliviim.
Dochazi k rychlé translokaci mikrobt a toxickych nox do obéhu s rychlym rozvojem sepse a
naslednym tmrtim. Tento proces 1ze ovlivnit podanim imunosuprese. Jejim cilem je
kontrolovat imunitni reakce a zabranit ztrat¢ §tépu. Negativnim jevem je snizeni
obranyschopnosti organizmu vic¢i infekénim vliviim a v dlouhodobém duasledku 1 vys$si vyskyt
nadort u transplantovanych.

V ramci experimentu jsme vytvofili tfi zékladni modelové situace. U autotransplantovanych
zvitat, které predstavuji kontrolni skupinu, nedochézi k zddné reakce mezi §tépem a
hostitelem. Ani u jednoho zvifete nedoslo k histologickym projeviim celuldrni rejekce a
mirné, ojedinéle detekovatelné histologické zmény odpovidaji prechodnému
ischemickoreperfuznimu poskozeni. Opaénym polem je skupina allotransplantovanych zvitat
bez imunosuprese, kde dochdzi k akcentaci téchto zmén, projevujicich se rozvojem akutni
celularni rejekce, kterou jsme detekovali u n€kterych zvifat jiz tieti pooperacni den. Néasledna
progrese akutni celularni rejece §té€pu s klinickymi projevy sepse vedla postupné k thynu
nebo vynucené euthanasii vSech zvifat skupiny D nejpozdé€ji devaty pooperacni den.

Mezi témito skupinami stoji experimentalni zvifata, u kterych byla podavana imunosuprese

s cilem ovlivnéni rejekce. Ve skupiné B jsme podavali tacrolimus. Hlavni mechanismus jeho
ucinku spociva v blokad¢ proliferace lymfocytl v ¢asné fazi, ktera je obvykle ukoncené

v prvnich nekolika hodinach po silném mitogenickém stimulu (6). Jak bylo prokazano

Vv pfedchozich studiich tacrolimus pfedstavuje uc¢inné imunosupresivum, které je schopno 1

vV monoterapii v experimentu zabranit vzniku a rozvoji ACR (7-10). Vysoké hladiny
imunosuprese maji za nasledek vyssi vyskyt infekénich komplikaci. Z tohoto divodu jsou
Casto pouzivany kombinace imunosupresivnich 1ékl. V nasi studii jsme ve skuping C
kombinovali G€inek tacrolimu spolu s sirolimem. Sirolimus neinhibuje calcineurin, ale vaze se
a zéarovei inhibuje sav¢i receptor pro rapamycin, kli¢ovou proteinkindzu regulujici signalni
transdukci. Touto inhibici dochazi k potlaceni cytokiny tizené proliferaci T bunék (11, 12).
Do doby zahajeni experimentu nebyla publikovana z4dna experimentalni prace u praseciho
modelu kombinujici imunosupresivni efekt tacrolimu a sirolimu.

V nasi studii se ndm nepodafilo prokézat statisticky vyznamny rozdil ve vyskytu akutni
celularni rejekce mezi jednotlivymi imunosupresivnimi kombinacemi (skupina B a C). Pouze
ve skuping 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.

Dal$im sledovanym parametrem bylo stanoveni hladiny plasmatického citrulinu a jeho
vyznam pro neinvazivni diagnostiku ACR. K tvorbé citrulinu dochazi hlavné v proximalni
casti tenkého stfeva a velmi pravdépodobné v enterocytech lokalizovanych ve stiednich a
hornich partiich stfevnich klkia (13). B€hem rejekce je nejprve postizena dolni ¢asti sliznice,
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kde nejprve naristd mononukledrni zanétliva celulizace a poSkozeni enterocytt je fokalni a
mirné. Proto se zda logické, ze mirné fokalni poSkozeni enterocytli navic v dolni Casti
sliznice, kde je syntéza citrulinu mald, nebude mit vyznamnou dramatickou odezvu v sérové
hladin¢ uvolnovaného citrulinu. Navic v obdobi ¢asn¢ po SBTx, kdy tento experiment
probihal, je v diferencialni diagnostice také IRI poskozeni, které naopak postihuje epitel

V hornich ¢astech stievni sliznice, coz se odrazi v prechodném poklesu hladiny citrulinu

Vv prvnich dnech po SBTx. Prokézali jsme, Ze béhem prvniho dne po SBTx pokles hladiny
citrulinu u vSech operovanych zvitat, jako soucast reakce na IRI poskozeni. U skupiny
autotransplantovanych zvitat, kde nedochézi k rozvoji ACR, sledujeme po odeznéni IRI
poskozeni sliznice jeji postupnou restauraci. To se dobie projevuje v hladin€ plasmatického
citrulinu, kterd se vraci rychle k normélnim hodnotdm, na kterych se udrzuje do konce
experimentu. U zvifat po alotransplantaci s podavanou imunosupresi dochazi od tfetiho dne k
mirnému vzestupu hladiny citrulinu, ktera dosahuje kolem patého az sedmého dne hladin
blizkych normé. U skupiny D, allotransplantace bez imunosuprese, v§ak vlivem rozvoje
rejekénich zmén pozorujeme plynuly pokles hladiny citrulinu, ktery souvisi s postupnou
ztratou enterocytu.

Prestoze se zd4, ze kratce po transplantaci bude interpretace mirného poklesu hladiny citrulinu
V plasmé¢ obtizné diagnosticky interpretovatelnd, v pozdé€jSim obdobi by stanoveni hladiny
citrulinu mohlo piedstavovat vyznamny diagnosticky pfinos.

Ve snaze najit dal$i neinvazivni humoralni faktor, ktery by byl pouzitelny k v¢asné
diagnostice ACR jsme mé&fili hladiny pro a protizénétovych cytokini. Ty jsou produkovany
mistné a jsou u¢inné ve velmi malych koncentracich. Plsobi na cilové buriky nesouci
receptory pro dany cytokin. Vazba cytokinu na bunéény receptor pienasi signal do buiky a
vede k aktivaci a expresi genti. Cytokiny reguluji intenzitu a trvani imunitni odpovédi.
Transplantované organy exprimuji jejich mRNA a na vzniku rejekce §tépu se podili zejména
IFN y a TNFa (14)

IL-4 ma prevazné inhibi¢ni u¢inek na zanétlivé reakce, je produkovan TH2 buitkami a
stimuluje B lymfocyty. Inhibuje TH1 a makrofagy. IL-10 ma také pfevazné inhibi¢ni uc¢inek
na zanétlivé reakce , je produkovan zejména makrofagy. Inhibuje TH1 i TH2bunky. IL-8
(CXCLS) je chemokin, ktery se podili na na chemotaxi a aktivaci granulocyti.

V odpovédi na antigen, ale i poskozeni tkané, dochazi ke kaskade nespecifickych jevi
znamych jako odpoveéd’ akutni faze. Pod vlivem cytokinl dochazi k adherenci zanétlivych
bunék na vaskularni endotel a k jejich migraci do tkdn¢. Vysledkem je pfiliv lymfocyti,
neutrofilii, monocytl, eosinofilil, basofill a Zirnych bunék do mista poskozeni a iast téchto
bunék v likvidaci antigenu a hojeni poskozeni tkané¢.

Akutni faze zanétlivé reakce je zahajena aktivaci tkanovych makrofagi a uvolnénim tfi
cytokini: TNFa, IL-1 a IL-6. Tyto cytokiny pasobi synergicky a indukuji mnozstvi lokalnich
1 systémovych zmén. Pod jejich vlivem dochdzi ke koagulaci a zvySeni propustnosti cév. TNF
a a IL-1 zvySuji expresi adhezivnich molekul na cévnich endoteliich. Oba cytokiny také
pusobi na makrofagy a indukuji produkci IL-8, ktery zvysuje adhezi neutrofili k endotelovym
bunikdm a soucasné funguje jako jejich chemotakticky faktor. IFN y chemotakticky ptitahuje
makrofagy, IFN y a TNF a aktivuji makrofagy a neutrofily.

O charakteru imunitni reakce proti cizorodému antigenu (bun¢k 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 prednostné stimuluji lymfocyty TH2, které pak
pomahaji B-lymfocytiim tvofit protilatky. To, jestli se imunitni odpovéd’ rozbéhne smérem
TH1 nebo TH2 zavisi na fadé okolnosti, ale hlavni ulohu hraje cytokinové prostiedi.
Cytokiny produkované buiikami TH1 (hlavné interferon- y) vyrazné potlacuji dozravani
bun¢k TH2, a naopak cytokinové produkty lymfocytd TH2 (hlavné interleukin-4) brani
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diferenciaci bunék TH1. Jakmile se tedy reakce rozbéhne jednim smérem, mé tendenci se
stabilizovat a branit pfeklopeni do konkuren¢niho opa¢ného typu. Na zaklad¢ tohoto modelu
by se dalo oc¢ekavat, ze lymfocyty TH2 antigenné specifické proti antigeniim transplantatu by
mély potlacovat odhojovaci reakci. Paradoxné tomu tak vSak neni. Ackoli buiiky TH2 potlaci
zangtlivou reakci zalozenou na TH1, vyvolaji jiny typ zanctu, ktery transplantat také poskodi,
¢i dokonce zlikviduje. Je tomu tak proto, ze hlavni cytokinové produkty bunék TH2,
interleukin-4 a interleukin-5, aktivuji eozinofilni granulocyty. Eozinofily stimulované IL-4 a
IL-5 uvolnuji prozanétlivé latky a vyvolavaji tak v transplantatu opét ponékud odlisny, ale v
kone¢nych diisledcich obdobn¢ destruktivni zanét.

Pti vyhodnocovéani vysledkli hodnot cytokinii v nasem souboru nebyla nalezena korelace
mezi koncentraci cytokinil v plazmé a pribéhem posttransplantacni reakce u zadné skupiny
vysetfovanych zvitat. Ani pouzita terapie nevykazala signifikantni zmény u namétenych
hodnot plazmatickych cytokini. Divodem je pravdépodobné skutec¢nost, ze ke zvyseni
koncentraci cytokinli dochazi hlavn€ v misté jejich produkce a ucinku, a tudiz se zvysSené
hodnoty nenachazeji v plazmé.

ZAVERY

V ramci naroéného experimentu se nam podafilo Gspésné zrealizovat a standardizovat
odbér a transplantaci §tépu tenkého stieva na praseti. Zvladnuti chirurgické techniky je
dilezitym faktorem pro zavedeni transplantace stfeva do klinické praxe.

Histologické vySetieni biopsie $tépu je standardni metodou k hodnoceni rozsahu celularni
rejekce. ZkusSenosti ziskané hodnocenim biopsii jsou neocenitelnym piinosem pro rozvoj
klinického programu transplantace stfeva.

Vysetfeni hladiny plasmatického citrulinu ukazalo vyznam této metody pro neinvazivni
diagnostiku poskozeni stfevniho epitelu v souvislosti s celularni rejekci zejména v jejich
pokrocilejsich fazich. Z hlediska budouciho klinického vyuziti bude citrulin vyuzivan jako
marker vhodny pro pozdni monitoraci funkce Stépu.

Problematika hodnoceni cytokini a jejich pfinos pro neinvazivni diagnostiku rejekce je
slozita, protoze do hry vstupuje mnoho dalSich faktori po€inaje operacnim stresem, pies
infekéni komplikace aZ po imunitni vlivy. Nejmens$i hladiny prozanétlivych cytokind jsme
namé&fily ve skuping zvirat autotransplantovanych, u kterych je imunologicky inzult
minimalni. Nase vysledky, ale nepotvrdily o¢ekavany nariist hladiny hladiny u skupiny
allotransplantovanych zvitat bez imunosuprese. Stanoveni hladiny cytokinli v nasem
experimentu nepfineslo vétsi piinos pro humoralni diagnostiku rejekce $tépu.
Celospolecensky vyznam provedeného experimentu spoc¢iva ve vytvoreni podminek pro
zahéjeni klinického programu transplantace tenkého stieva v Ceské republice.
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