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Souhrn

Uvod: Biologické eliminaéni metody by mohly efektivng 16¢it nemocné s akutnim selhanim
jater (ASJ) v dobé, kdy ¢ekaji na transplantaci ¢i po dobu, nez dojde ke spontanni regeneraci

jaterniho parenchymu.

Cil studie: Zhodnotit ucinek biologické eliminana¢ni metody — perfuzi plazmy pies izolované

zivé hepatocyty (BAL) u akutniho selhéni jater v experimentu na minipraseti.

Metodika: U 10 miniprasta byl proveden chirurgicky model ASJ technikou devaskularizace
(portokovalni anastomoza). Tyto jsme poté 1éCili metodou BAL. Pribéh ASJ jsme
monitorovali prostiednictvim laboratornich a hemodynamickych parametrti véetné
intrakranialniho tlaku. Vysledky jsme porovnali s kontrolni skupinou miniprasat s ASJ bez
1é¢by.

Vysledky: Pti srovnani [éCené a nelécené skupiny jsme pozorovali rozdil pouze v sérovych
koncentracich bilirubinu, kdy ve 3. hodin¢ ASJ byl statisticky vyznamny (p< 0.05)

v neprospéch skupiny s BAL (9,8 vs. 17.7 mmol/l), v 6. a 9. hodiné byl statisticky vyznamny
(p< 0.05) ve prospéch skupiny BAL (18,1 vs. 13.1, 22.9 vs. 13,2) a rozdil hodnot ve 12.
hodin¢ byl statisticky nevyznamny (22.8 vs. 16.2). Hodnoty ICP ve skupiné 1écené BAL a ve

skuping¢ kontrolni se v pribéhu experimentu statisticky vyznamné nelisily.

Zavéry: Prokazali jsme funkEnost zapojeni bioelimina¢ni metody (BAL) u ndmi vytvofeného
chirurgického modelu ASJ. Dosahli jsme inicialni 85% viability ¢erstvych izolovanych
prasecich hepatocyt a jejich pfezivani po celou dobu, kdy byl bioreaktor pouzit k 1é¢be.
Vyjma koncentrace bilirubinu nase vysledky neprokazaly signifikantni zmény hodnot
laboratornich ukazatelit ASJ. Naméfené hodnoty nitrolebniho tlaku se statisticky vyznamné

nelisily ve skupiné s 1é€bou akutniho selhani jater napojenim na BAL a v kontrolni skupiné.

Klic¢ova slova: akutni jaterni selhani — miniprase — bioartificial liver - monitorace —

intrakranialni tlak



Summary

BAL in the treatment of experimental acute liver failure in minipigs.

Aim of the study: To evaluate bioarteficial liver (BAL) in the treatment of acute liver failure

in the experiment.

Methods: 10 minipigs weight 25 — 30 kilograms with experimental acute liver failure (ALF)
by surgical devascularization with portocaval by-pass were treated by BAL. The biochemical
and hemodynamical parameters of ALF including intracranial pressure (ICP) were measured.

The results were compared to control group without BAL treatment.

Results: To compare plasma bilirubin there was significant difference between experimental
and control groups at the 3. hour to favourite non-BAL group (9.8 vs. 17.7 mmol/l), and in 6.
and 9. hours to favourite BAL group of minipigs (18.1 vs. 13.1, 22.9 vs. 13,2). The difference
at 12.hour was non-significant (22.8 vs. 16.2). The value of ICP in both groups was no

significant.

Conclusion: We proved the functionality of BAL on our own surgical model of ALF. We
reached initial 85 % viability of fresh isolated porcine hepatocytes and their survival in the
time of BAL treatment. Bilirubin plasma concentration has significantly changed to compare

both groups. ICP values were changed no significantly.

Key words: acute liver failure — minipig — bioartificial liver — intracranial pressure



Uvod

Akutni selhani jater (ASJ) pfedstavuje v klinické medicin€ velmi zdvazné onemocnéni

s vysokou mortalitou. Je ve vétSing piipadi charakterizovano rychlym vypadkem jaternich
funkci s rozvojem zZloutenky, koagulopatie a encaphalopatie (1). Onemocnéni dale progreduje
az do multiorgdnového selhani. Pii konzervativni terapii dosahuje pteziti vzhledem k vyskytu
fatalnich infek&nich komplikaci pouhych 10 — 40 % (2). Jedinou sou¢asnou metodou, ktera
zlepsSuje preziti je ortotopicka transplantace jater. Akutni provedeni tohoto vykonu vSak narazi
na nedostatek kadaver6znich jaternich s$tépti. V dobé, po kterou pacient ¢eka na vhodného
darce jaterniho Stépu ¢i po kterou miize dojit nebo dochazi k spontanni regeneraci jaterniho
parenchymu, je pacient stale akutné ohrozen na Zivoté. Soucasné mozZnosti, jak pacienta pies
toto obdobi ptevést (tzv. ,,bridging®), jsou limitovany. V poslednich letech proto dochézi

k rozvoji biologickych i nebiologickych elimina¢nich metod, které by umoznovaly
efektivnéjsi bridging, a tim zlepSily Sanci nemocného s ASJ piezit. Jednou z moznosti, kterd
byla vyzkouSena jak experimentalné (3, 4), tak i klinicky (5-9), je pouziti tzv. bioartificidlnich
jater (BAL), ktera vyuZzivaji perfuzi plazmy pacienta ptes izolované zivé hepatocyty. Cilem

této studie je popsat ucinek metody BAL pfi [éEbé ASJ u velkého laboratorniho zvifete.

Metodika
Model ASJ

Pro nase ucely jsem pouzili tzv. chirurgicky model ASJ provedeny na laboratornim dospélém
minipraseti vahy 25 - 30 kg. Pfed operaci zvife lacnilo 12 hodin. Po premedikaci (ketamin,
atropine, azaperon) byla zavedena kanyla do zily na uchu a byl proveden intravendzni tivod
(ketamin, metomidat) do anestezie. Po endotrachealni intubaci jsme zvite relaxovali
(pipecuron) a fizené ventilovali smési kysliku a oxidu dusné¢ho. Anestézie byla dopliovana
opakovanymi ddvkami fentanylu a etomidatu i.v. K prevenci tromboembolie jsme podavali
heparin, k prevenci stresového viedu famotidin intraven6zné. K antibiotické profylaxi jsme
uzivali amoxicilin. Po ivodu do celkové anestézie jsme zavedli katétr 18G do a.femoralis k
piimému méteni krevniho tlaku. Do femoralni zily jsme zavedli dvoucestny katétr 7Fr pro
podavani 1€kil a infuzi. Na krku jsme vypreparovali pravou v. jugularis interna a zavedli Swan
- Ganz katétr 7Fr s termistorem k méteni hemodynamickych parametri.

Laparotomii jsme vedli ve stfedni ¢afe od processus xiphoideus az do podbitisku. Po
vypreparovani prubéhu v. portae a v. cava inf. jsme nasili portokavalni spojku end—to-side.

Poté jsme ligovali a.hepatica comm. nebo jeji vétve. K poopera¢nimu sledovani jsme zalozili



epicystostomii a choledochostomii. Operacni vykon jsme ukoncili zavedenim pojistného
drénu do dutiny bii$ni a vyvedenim gastrostomie k odsavani zalude¢niho obsahu. Operacni
ranu jsme uzavieli v jedné vrstvé, miniprase jsme pielozili na bok, ponechali na opera¢nim
stole zaintubované a zahtivali jsme jej.

Po uzavieni laparotomie jsme zavedli intrakranidlné v temporoparietalni oblasti ¢idlo ke

kontinualnimu méfeni intrakranialniho tlaku (ICP) (obr. 1).

Obr. 1. - Laboratorni minipig po operaci se zavedenym ¢idlem na méteni ICP

Pro vylouceni vlivu samotné operace na klinicky prubéh ASJ jsme vytvofili kontrolni
skupinu, u které byla provedena identicka ptiprava v€etné cévnich ptistupli a po provedeni
laparotomie a zavedeni epicystostomie a gastrostomie jsme operacni ranu uzavieli se

zalozenim pojistného drénu (11).

Izolace hepatocytii a naplnéni bioreaktoru
Pro izolaci hepatocytl jsme zvolili metodu jaterni perfuze (10) s naslednou centrifugaci. Pti

odbéru jater jsme vypreparovali a kanylovali portalni zilu. Jaterni artérii jsme spolu s celym



hepatoduodenédlnim ligamentem ligovali. Tésné pied odbérem jsme punkci vypustili obsah
zlu¢niku. Jatra jsme in vivo perfundovali 37°C teplym fyziologickym roztokem v celkovém
objemu 4.000 ml.

Vyjmutd jatra jsme postupné perfundovali tfemi iontovymi roztoky, orientaéné nazvanymi
A,B,C, které byly syceny smési karbogenu (95% O, a 5% CO,) a jejich pH jsme nésledné
upravili na 7.4. Perfuzi iontovym roztokem A stabilizovanym ethylenglykoltetraoctovou
kyselina (EGTA) v celkovém objemu 1.500 ml jsme jiZ provadéli in vitro ve vodni 1azni
zahtaté na teplotu 37°C (obr. 2.). Nasledovala 30 minutova perfuze roztokem B s uzavienym
okruhem pod tlakem 30 mm vodniho sloupce. Tento roztok obsahoval jiz kolagenazu
(Colagenasa cruda, aktivita 1000). Poté jsme jatra perfundovali 1.000 ml roztoku C (Krebs -
Henseleitovo medium), ktery byl zchlazen na 4 °C a obsahoval spolu s glukézou i rozpustény
bovinni sérovy albumin. Tim doslo k deaktivaci kolagenazy. Tepla ischémie celkové

nepiesahovala 55 minut.

Obr. 2. — Perfuze jater cestou v. portae in vitro ve vodni lazni



Po posledni perfuzi jsme mechanicky rozrusili jaterni pouzdro tak, aby se parenchym lépe
uvolnil do média. Vzniklou suspenzi hepatocytii jsme nésledné filtrovali a postupné ttikrat
centrifugovali rychlosti 500 ota¢ek za minutu pii stalém chlazeni na 4 °C. Timto postupem
jsem ziskali suspenzi izolovanych jaternich bunék, které se spontanné zacali situovat do
charakteristickych shlukti (obr.3). Viabilitu hepatocytti jsem hodnotili mikroskopicky po

obarveni methylenovou modii.

Obr. 3 — Suspenze izolovanych hepatocyt po opakované centrifugaci

Poté jsme suspenzi hepatocytii naplnili bioreaktor, ktery jsme predtim promyli 2.000 ml
fyziologického roztoku a ditkkladn¢ odvzdusnili. Bioreaktor jsme po naplnéni ulozili do

termoboxu pfi teploté 4°C az do doby jeho zapojeni do ptistroje (obr. 4).



Obr. 4 —Kapsle bioreaktoru naplnéna hepatocyty a zchlazena na 4 °C

Pooperacni péce a monitorovani

Po opera¢nim vykonu jsme zvife zahtivali a fizen¢ ventilovali smési kysliku se vzduchem
s Fi02 0.5. Trvale jsme podévali intraven6zni analgosedaci s vyuzitim farmak s prevazné
mimojaterni cestou eliminace. Pouzivali jsme kombinaci propofolu, remifentanilu a
medetomidinu. Podéavali jsme krystaloidni a koloidni roztoky, k forsirovani diurézy poté
bolusové furosemid. Pii poklesu hladiny glukézy v krvi pod hodnotu 3.5 mmol/l jsme

podavali hypertonickou gluk6zu v kontinudlni infuzi s cilem udrzet normoglykémii (3.3 — 4.9



mmol/l). Pfi poklesu stiedniho arteridlniho tlaka (MAP) pod 60 mm Hg jsme nasazovali
noradrenalin v kontinualni infuzi.

V pravidelnych intervalech jsme odebirali krevni vzorky na stanoveni vnitiniho prostiedi,
hodnot iontl, glykémie, krevniho obrazu, parametrii hemokoagulace, jaternich testii a
sérového kreatininu (11). Kontinudlni monitorace intrakranialniho tlaku byla zahajena ihned

po operaci.

Sledovani hemodynamickych parametri

Béhem operace jsme monitorovali EKG, krevni tlak, tepovou frekvenci, stfedni arteridlni tlak
(MAP), centralni vendzni tlak (CVP), stfedni tlak v plicnici (MPAP), tlak v zaklinéni
(PCWP), termodilu¢ni technikou srdecni vydej (CO), té€lesnou centralni a periferni teplotu.
Me¢fili jsme hodinovou diurézu. Byl kalkulovan srde¢ni index (CI) a indexovana systémova

cévni rezistence (SVRI).

Pocatek terapie BAL

Nastup ASJ jsme zaznamenali v ¢ase poklesu glykémie pod hodnoty 3.5 mmol/l. Tento
moment byl pocatkem otevieni tzv. terapeutického okna a napojenim bioreaktoru. V prvni
fazi zapojeni byla pouze z krve zvitete filtrovana plazma, ktera byla zatim skladovana

v rezervoaru pristroje. Poté byl samotny bioreaktor, naplnény suspenzi zivych hepatocyti,

umistén do tercialniho okruhu pfistroje O. liver Performer firmy Rand, Italie (obr. 5).

Obr. 5 — Pristroj O. liver Performer (fy Rand, Italie) se zapojenim bioreaktoru



Monitoraci hodnot jednotlivych laboratornich ukazateltt ASJ a hodnot ICP jsme provadéli po
celou dobu operace, rozvoje ASJ a 1écby BAL aZ do doby exitu zvirete.

Ziskané hodnoty laboratornich vySetfeni v pritbéhu 1écby ASJ pfipojenim na BAL, jsme
porovnali s parametry kontrolni skupiny, tedy skupiny zvirat, u které bylo vyvolano ASJ, a
ktera nebyla na BAL napojena (12).

Experiment jsme ukonc€ili po uplynuti 12 hodin od uvolnéni svorky na v.portae po nasiti
porto-kavalni anastomozy poddnim 20 ml 5 % roztoku KCl a bolusu Thiopentalu.
Nasledovala relaparotomie, revize dutiny bfisni, odebrani vzorku jater a sleziny

k histologickému vysetieni a kontrola polohy vSech katetrt.

Udaje byly statisticky zpracovany pomoci T-testu, Mann-Whitneyovym neparametrickym
testem pouzitim tabuldtoru EXCEL a QUATRO a testem Wilcoxona. Za statisticky

vyznamnou byla povazovana hodnota p < 0.05.

Material

K provedeni experimentu jsme pouzili 14 miniprasat vahy 25 — 30 kg, u kterych jsme vyvolali
AS]J chirurgickou devaskularizaci. Z tohoto celkového mnozstvi byla 4 zvitata nehodnotitelna
a ze studie jsme je proto vytadili: jedno pro vyznamné krvaceni do dutiny bfisni po provedeni
ASJ, dvé pro kardiopulmonalni dekompenzaci pii pfedoperacné nepoznané konstriktivni

perikarditidé a jedno pro nestandardni ovlivnéni ICP pfi jeho prudkém vzestupu.

Vysledky

U skupiny 10 zatazenych zvitat se ASJ rozvinulo v priméru za 2 hod. 7 min. od provedené
devaskularizace jater (48 min. — 3 hod 16 min.) a korespondovalo s

nastupem hypoglykémie pod hodnoty 3.5 mmol/l. Lécba ASJ napojenim zvifete na BAL byla
zahéjena v priméru po 2 hod. 21 min. (1 hod. — 3 hod.45 min.) a trvala v priméru 5 hod. 43
min. (3 hod.25 min. — 8 hod. 10 min.).

Ziskané priimérné hodnoty vybranych laboratornich ukazatela ASJ zvitat s ASJ lécenych
pomoci BAL jsem srovnali s primérnymi hodnotami laboratornich ukazateli kontrolni

skupiny, tedy skupiny bez napojeni na BAL (12). VSe je shrnuto v tabulkach grafech ¢.1-4.



Cas (hod) 0 3 6 9 12
AST (ukat/l) |ns. ns. ns. ns. ns.
ASJ 0.83+£0.29 [14.37+£35.55 |33.44+£3996 |40.88+ 41.34 |54.94+43.22
ASJ-BAL 0.814+0.47{10.50 +7.82 [30.13+15.76 |46.20 +41.20 106,40 + 146.40
AST —e—ASJ
AST (ukat/l) —=— ASJ+BAL
120 +
100 %
80 -
60 /./
40 o
20 +
0 ‘
0 3 6 9 12
¢as (hodiny)

Tabulka a Graf ¢. 1 — Srovnani primérnych hodnot AST u laboratornich zvitat 1é¢enych

pomoci BAL s kontrolni skupinou, véetné smérodatné odchylky.

ns. — nelisi se, p<0.01 — statisticky vyznamna rozdilnost primérnych hodnot




Cas (hod) [0 3 6 9 12
Bilirubin |ns, Ns. S. S. S.
(mmol/T)
ASJ 3.03+0.96 11.97+£6.09 |20.86+12.35 |22.29+16.41 |37.4+14.57
ASJ-BAL |4.01 £1.38 1644+ 6.78 [10.60+3.18 [11.75+4.42 12.88 +4.59
Bilirubin (umol/l) Bilirubin ——ASJ
25 —=— ASJ + BAL
20 —
) //>\/
10
5 f
O T T T T 1
0 3 6 9 12 ¢as (hodiny)

Tabulka a Graf ¢. 2 — Srovnani primérnych hodnot Bilirubinu u laboratornich zvitat 1écenych

pomoci BAL s kontrolni skupinou, v€etné smérodatné odchylky.

ns. — nelisi se, p<0.01 — statisticky vyznamna rozdilnost primérnych hodnot




Cas (hod) [0 3 6 9 12
Quick (s) |ns. ns. ns. ns. ns.
ASJ 8240+ 11.41 [83.30+13.06 [67.40+17.03 [56.00+27.48 |51.60+21.52
ASJ-BAL [86.00 +42.55 (99.11 +£30.48 |71.93 £72.78 |52.30£71.29 |117.47 £154.28
Quick Quick ——ASJ
140 —=—ASJ + BAL
120
100 /
80 4 ¢
60 -
40
20 ~
0 ‘ ‘ ‘ ‘
0 3 6 9 12 tas (hodiny)

Tabulka a Graf ¢. 3 — Srovnani primérnych hodnot Quick u laboratornich zvirat 1éenych

pomoci BAL s kontrolni skupinou, véetné smérodatné odchylky.

ns. — nelisi se, p<0.01 — statisticky vyznamna rozdilnost primérnych hodnot




Cas (hod) [0 3 6 9 12
Amoniak |ns. ns. ns. ns. ns.
(umol/l)
ASJ 44.80+19.25 [173.80+61.221264.30 +93.05|1350.70 + 159.49 |463.40 + 178.47
ASJ-BAL 49.63 £21.14 |212.20+97.09 [288.04 £ 93.54({390.02 +£212.96 |480.58 + 206.43
Amoniak
Amoniak (umol/l) ——ASJ

600 —=— ASJ +BAL
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Tabulka a Graf €. 4 — Srovnani primérnych hodnot amoniaku u laboratornich zvitat lé¢enych

pomoci BAL s kontrolni skupinou, véetné smérodatné odchylky.

ns. — nelisi se, p<0.01 — statisticky vyznamna rozdilnost primérnych hodnot

Viabilitu hepatocytii jsem méftili na nékolika urovnich. Pfed plnénim bioreaktoru tvofil podil

zivych hepatocytil primérné 85 % + 4.5. Po zapojeni bioreaktoru do systému jsme

posuzovali viabilitu dle srovnani hodnot parcialniho tlaku kysliku namétenych pted a po

prichodu bioreaktorem. Rozdil byl signifikantn€¢ vyznamny v 1. — 3. a 5.hodin¢ perfuze

(p<0.05), ve 4. a 6. hodiny je signifikantn¢ nevyznamny (tab.c.5).




—
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hodina po napojeni

pred bioreaktorem [59.84 52.39 55.44 49.73 59.39 53.59
za bioreaktorem 30.71 42.37 44.62 43.20  143.30 49.40
Rozdil 29.12 10.02 10.82 6.54 16.09  |4.20

Tabulka €. 5 — Primérné hodnoty parcialniho tlaku kysliku pted bioreaktorem a za nim

v pribehu perfuze (v mm Hg sloupce)

Kontinualni sledovani ICP bylo sou¢ésti monitorovaciho protokolu. Srovnani hodnot v obou

skupinach je zndzornéno v tabulce €. 4 a na grafu €. 1. Rozdil v pribéhu ASJ je statisticky

nevyznamny.
hodina 1 3 6 9 10
ASJ 98+18 [12.0+1.1 (19.7+7.0 [23.7+8.3 [26.0+11.0

ASJ + BAL 127+6.6 [157+7.3 [23.5+153(27.0£8.6 [253+11.2

|Cp —o—ASJ
—m—ASJ + BAL

ICP (mmHg)

35
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iy ?;4/
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Tabulka €. 6 a graf €. 5 — Srovnani hodnot ICP ve skupin€ zvifat s ASJ 1é€enym pomoci BAL

a v kontrolni skupiné



Ze statistického zpracovani hodnot jednotlivych laboratornich ukazateld ASJ v obou
skupindach, tj. ve skupiné 1é¢ené pomoci BAL a ve skupin¢ kontrolni bez 1éCby, vyplyva, ze
vyznamného rozdilu bylo dosaZeno pouze v koncentraci bilirubinu, kdy v 0.hodin€ jsou
pramérné hodnoty v obou skupinach prakticky totozné (3.1 vs. 3.8 mmol/l), ve 3. hodin¢ je
rozdil statisticky vyznamny (p< 0.05) v neprospéch skupiny s BAL (9.8 vs. 17.7 mmol/l),
rozdil hodnot v 6. a 9. hodiné je statisticky vyznamny (p< 0.05) ve prospéch skupiny BAL
(18.1 vs. 13.1, 22.9 vs. 13.2) a rozdil hodnot ve 12. hodinég je opét statisticky nevyznamny
(22.8 vs. 16.2).

Hodnoty ICP ve skuping 1é¢ené BAL a ve skupiné kontrolni se v pribéhu experimentu

statisticky vyznamné neliSily.

Diskuse

Cela problematika vyuziti metody BAL v experimentu se sestava z n¢kolika Casti:
1) vhodny model ASJ
2) zdroj hepatocyti a jejich izolace
3) funk¢ni extrakorporalni systém cirkulace s bioreaktorem (BAL)

4) monitorace, zpracovani vysledkl a zhodnoceni efektivity 1écby

Model ASJ
V experimentu existuje celé fada modelti ASJ, které se daji vyuzit k lepSimu pochopeni
patofyziologie onemocnéni a k testovani jednotlivych metod 1é¢by. Kriteria pro idealni model
ASJ jsou nasledujici (13):

1) Indukované selhani jater by mélo byt reverzibilni

2) Model musi byt reprodukovatelny

3) Poskozeni jater by mélo vést ke smrti zvifete podobné jako v klinice

4) Musi byt vytvoreno dostate¢né velké terapeutické okno

5) Ptipadné pouziti toxind nesmi pfedstavovat riziko pro personal

Dle typu provedeni Ize modely ASJ rozdélit na chemické a chirurgické. K vytvoieni ASJ
pomoci chemickych latek byla vyzkousena cela fada toxint: thioacetamid, nitrosaminy,
halogenova anastetika (14). Poslednich 30 let v§ak naprosto jednoznaéné prevlada
pfedavkovani galactosaminem nebo acetoaminophenem. Piiklady n€kterych chemickych

modell pouzitych u laboratorniho prasete a jejich vyhody ¢i nevyhody shrnuji tabulky ¢. 7,8.



Kalpana (15)

Henne-Bruns (16)

Miller (17)

Druh zvitete Prase ,cross-bred pig* prase (samci)
pocet 14 12 54
vaha 8-15 10-17 15-25
Latka galactosamin acetaminophen acetaminophen
Davka 1.0 g/kg 0.5-2.0 g/kg 1.1 g/kg
potvrzeni ASJ  |hypoglykemie, JFT, [JFT, krevni plyny, biopsie |JFT, biopsie,
kratinin, biopsie
Pieziti 77-86h 58,3% zemfelo do 4,8h* 9,02-18,7h*
Tab. €. 7 - Chemické modely ASJ
(JFT — jaterni funkéni testy, * neprokazan hepatotoxicky ucinek)
Galactosamin
- -

interakce s halothanem reversibilita

chybi klinicky ekvivalent predpokladané ucinky

vysoké naklady
Acetaminophen

Spatna reprodukovatelnost
nestalé terapeutické okno

vedlejsi ucinky

nevysvétleny pokles hematokritu

_|._
reversibilita
klinick4 podobnost

Tab. €. 8 - Vyhody a nevyhody chemickych metod ASJ

U chirurgickych modely ASJ se vyskytuji v zdsadé dva mozné ptistupy. Jde o totalni

hepatektomii (HEP) nebo o modely devaskulariza¢ni. U metody totalni hepatektomie existuje

mnoho pochybnosti. Model je ireverzibilni a celkovy klinicky obraz neodpovida béznému

ASJ. Dalsi nevyhodou je kratké terapeutické okno. Zmény biochemickych markert se totiz

objevi teprve 2-4 hodiny pted smrti. Asi nejvét§im nedostatkem tohoto modelu je absence

nekrotické jaterni tkani v organismu. Bylo potvrzeno, Ze v porovnani s modelem

hepatektomie jevi devaskularizaéni model znamky zvySené hladiny transaminaz. Tento fakt

byl vysvétlen pravé pritomnosti nekrotizujicich hepatocytti v organismu (18). Z ohledem na

tyto nedostatky je anhepaticky model spiSe v pozadi zajmu.




Postup u devaskulariza¢niho modelu je tvoiena dvéma fazemi. Nejdiive je provedena porto-

kavalni anastomosa (PCA) a nasleduje podvaz aa.hepaticae (HAL) (19). Tento zékladni

postup je dale rozvijen ve smyslu riizné ¢asové periody mezi obéma fdzemi a zplisobem

provedeni HAL. Velkou nevyhodou tohoto modelu je jeho ireverzibilita. T¢ se 1ze ¢astecné

vyhnout metodou, kdy jsou jaterni tepny misto podvazu jen komprimovany po ur¢itou dobu

(tab. &. 9,10).

Filipponi (20) |Tonnesen (18) |Filipponi (21) Hanid (19) |[de Groot z
pocet - - 11 34 15
vaha 40 35-40 27-35 18-20 28-33
operace HEP 1.HEP PCA +70% HEP PCA+HAL |PCA
2.PCA+HAL
kontrola |- - samotna PCA, laparotomie  |komprese HA
samotna 70% HEP (4h)
anestézie |propofol, 50% N,O halothan - -
fentanyl
potvrzeni |KF pH, bilirubin, |AST, bilirubin bilirubin, AST [KF
ASJ ALT
preziti 169+£538 | 1.16.0+0.9 30.0 9.1 20-50
(hod + SE) 2.18.6+1.1

Tab. €. 9 - Chirurgické modely ASJ (HA — a.hepatica, KF — koagula¢ni faktory)

Totalni hepatektomie

- -
velké chirurgické trauma prakticky zadné
ireverzibilita
absence nekrotickych
hepatocyti

Devaskularizace

- +

chirurgické trauma reprodukovatelnost

¢asteCna ireverzibilita

okno

dostatecné terapeuticke

Nizké néklady

Tab. ¢.10 - Vyhody a nevyhody chirurgickych metod ASJ




Pro nas experiment jsme zvolili model devaskulariza¢ni s provedenim PCA a HAL v jedné
dobé¢ pro jeho jednoduchost, snadnou reprodukovatelnost a nizké naklady ne provedeni.
Zavazné poSkozeni jater je béZné€ provazeno metabolickymi poruchami.Vyrazna
hypoglykémie je diisledkem porusené glukoneogeneze, neschopnosti mobilizovat zasoby
jaterniho glykogenu a zvysené hodnoty cirkulujiciho inzulinu. U naseho modelu se

v prumeéru po 2 hodinach od operace miniprase dostalo do prohlubujici se hypoglykémie pod
hodnoty 3.5 mmol/l. Tento stav jsme zaznamenali jako nastup ASJ. Hypertonickou glukézu
jsme podavali kontinudln€ proto, abychom se vyhnuli prudkému zvySeni glykémie pfi
podavani bolusovém, které stimuluje uvolnéni inzulinu.

Pouzity experimentalni model u miniprasete prokazal standardni nastup ASJ po provedené
jaterni devaskularizaci a portokavalni anastomoze (11). V praxi to znamenalo ptedvidatelnost
doby, do které bylo nutno provést ptipravu suspenze izolovanych hepatocytli a naplnéni
bioreaktoru. Cely postup s vytvorenim modelu ASJ a napojenim zvifete na extrakorporalni
cirkulaci s bioreaktorem tak bylo mozné jednoduse ¢asové rozvrhnout.

Pravdou je, Ze ndmi zvoleny model ASJ je ireverzibilni. Cilem studie bylo vSak popsat vliv
1é¢by systému BAL na biochemické a hemodynamické parametry stejné tak jako na hodnoty

ICP. Doba prieziti zvifete nebyla proto pro vysledek dilezita.

Izolace hepatocyti

Jaterni bunky jsem izolovali pomoci metody jaterni perfuze (10) s naslednou centrifugaci.
Tuto metody jsem zvolili pfedevsim pro jeji snadnou proveditelnost a malou naro¢nost na
technické vybaveni. Néktefi autofi pouzivaji metodu izolace s naslednym mrazenim podle
Maganta (25), které si po rozmrazeni ponechavaji pomérn¢ vysokou viabilitu dosahujici 70 —
80 %. Ta vsak velmi rychle klesa pod 40 % (26). Ani mnozstvi pouZitych hepatocytt k naplni
bioreaktoru neni u riiznych autort totozné a pohybuje se fadové od 10° po 10'° bez zavislosti
na vaze experimentalniho zvitete (3-6,24).

Po provedeni izolace dosahovala primérné viabilita hepatocyti 85 %. Tuto hodnotu jsme
povazovali v souladu s literarnimi udaji za dostatecnou (23,24). Mikroskopicky hodnotit
procento zivych hepatocytil v samotném bioreaktoru béhem terapie je nemozné. Proto jsem
viabilitu ovéfili pomoci konsumpce kysliku v plazmé pii prichodu bioreaktorem.

V hodinovych intervalech jsem provadéli vySetieni parcialniho tlaku kysliku ze vzorku
odebranych pied a po prichodu bioreaktorem. Ziskana data potvrzuji, ze v pritbéhu terapie, t.

po primérnou dobu 5 hod. 43 min. (3 hod.25 min. — 8 hod. 10 min.) si hepatocyty



zivotaschopnost uchovaly v priméru prvnich 5 hodin. Potom soud¢ podle vyrazné snizené

konsumpce kysliku se jejich viabilita se snizovala.

Systém BAL
Nami pouzity systém se skladal s tfidimenzionalniho biorekatoru zapojeného do okruhu
extrakorporalniho podptrného systému pftistroje O. liver performance fy Rand (27)
s plazmafiltraci, hemofiltraci a integrovanym oxygenatorem. Vzhledem k malému pritoku
kanylovanych cév byla rychlost plazmafiltracniho okruhu 150 ml/min. V nezéavislém okruhu
s oxygenatorem, zahfivacem plazmy a biorektorm byla rychlost pratoku 50 ml/min. Samotny
bioreaktor byl naplnén 200 ml suspenze obsahujici 80 gramt izolovanych hepatocyta
v souladu s vyrobcem. OkamzZité po naplnéni byl bioreaktor zchlazen na 4°C a uchovan pti
této teploté do doby pouziti. Tim byly aktivné snizeny metabolické naroky jaternich bunék,
které si tak zachovaly vyssi viabilitu. Doba terapie trvala v priméru 5 hodin a 43 minut, coz
jsem povazovali v souladu s literarnimi zdroji (27-29) za dostatecné.K volbé uvedenych
komponentti BAL nas nutily pfedevs§im nasledujici divody:

1 — snadné dostupnost zivych ¢erstvych porcinnich hepatocyti,

2 —relativni jednoduchost jejich izolace s dosazenim vysoké viability,

3 — provedeni pilotniho pokusu, jez by byl srovnatelny s jiz publikovanymi vysledky

experimentalnich studii,

4 — volba metody, ktera by mohla byt srovnavana s jiz publikovanymi klinickymi

studiemi a potencionalné aplikovatelnd v klinickém experimentu.

Monitorace a vysledky

Vysledky naseho méteni jsme zpracovavali standardnim srovnavanim dvou souboril
nezavislych vybért. A to oboustrannym a jednostrannym testem nulové hypotézy oproti
hypotéze alternativni na obvyklé hladin¢ vyznamnosti 0.05.

V ptipadé hodnot plazmatickych AST, ALT a hodnot Quickova ¢asu neni na dané hlading
vyznamnosti statisticky vyznamny rozdil mezi skupinou kontrolni a skupinou 1écenou BAL,
coz odpovida nasim predpokladiim pied zapoc€etim experimentu.

Naproti tomu u hodnot plazmatického bilirubinu jednostranny test HO proti alternativni
hypotéze predpokladajici, ze hodnoty u léceného prasete budou nizsi nez u kontrolni skupiny
vyvraci platnost nulové hypotézy a tudiz potvrzuje platnost alternativni hypotézy — ovSem

pouze u méteni po 6ti a 9ti hodinach — neboli, nulovou hypotézu lze zamitnout a vysledek je



statisticky vyznamny pro rozdil hodnot hladin bilirubinu u lécené a kontrolni skupiny, a to po
Sesti a deviti, nikoliv po dvandcti hodinach 1écby.
V ptipad€ hodnot plazmatického amoniaku, oproti pivodnimu pfedpokladu, neni na dané
hladin€ vyznamnosti statisticky vyznamny rozdil mezi 1é¢enou a kontrolni skupinou. Tento
vysledek je patrné ovlivnén nedostatkem udaji predevsim u 1éCené, ale i kontrolni skupiny,
obdobné¢ 1ze chapat nesignifikantnost vysledkiti méteni hodnot bilirubinu po dvanacti
hodinach)
Z namé&fenych hodnot laboratornich ukazatel ASJ ve skupiné BAL a z jejich srovnani
s kontrolni skupinou lze u€init néasledujici zavéry:
1) aktivita AST, koncentrace amoniaku a hodnota Quickova casu se signifikantné
neliSily v obou skupinach,
2) koncentrace bilirubinu byla signifikantné nizsi ve skupiné s 1é€bou pomoci BAL, a
to v 6. 2 9. hodiné ve prospech skupiny s BAL, ve 3. hodin€ naopak v jeji neprospéch
3) namétené hodnoty ICP se v obou skupinach signifikantné nelisily, i kdyz po 9.

hodinég nelze trend naméfenych hodnot posuzovat pro blizici se ukonceni experimentu.

Ve vétsiné experimentélnich studii autofi prokazuji snizeni hladin amoniaku, koncentrace
bilirubinu a hodnot nitrolebniho tlaku u skupiny lé¢enych BAL (3,4). Cuervas-Mons se
spoluautory uvadi v randomizované studii s 53 zvitaty signifikantn¢ delsi pfezivani a snizeni
ICP pii 1é€bé ASJ pomoci BAL ve srovnani s kontrolni skupinou (4). K experimentu vSak
pouzili model s parcidlni resekcei jaterniho parenchymu, ktery vede k 86 % mortalité

v prab&hu prvnich 4 dnil. Pfi 16¢bé bioreaktorem s pouzitim 0.6x10° hepatocyti doslo

v n¢kterych ¢asovych bodech k signifikantnimu snizeni sérovych hladin bilirubinu a
protrombinu, k signifikantnimu zvySeni glykémie a albuminu. Celkové vSak signifikantnich
rozdila v sérovych hladinach AST, laktat dehydrogenazy, bilirubinu, albuminu, glukézy a
protrombinu dosazeno nebylo. ICP byl u bioreaktorem 1é¢ené skupiny nizsi. Po 1écbé
bioreaktorem byla mortalita 56 % ve srovnani s kontrolni skupinou, kde doséhla 88 %.
Vsechna zvitata exitovala v pritbéhu prvnich 3 dni.

Vyrazné lepsich vysledkii dosdhl Sheil se spolupracovniky (5). Provedli obdobny experiment
na skupiné 5 miniprasat s pouzitim systému BALLS (bioartificial liver support) s hepatocyty
v mnozstvi 2.5x10'° s viabilitou cca 30 hodin, v kombinaci s dialyzou. Konstatovali sniZeni
hladin amoniaku, aminovych kyselin a ICP v 1é€ené skupiné.

Obdobného zlepseni laboratornich ukazatelt ASJ u prasat s ASJ dosahl Sosef (28)



a Naka (29), ktefi pozorovali signifikantniho prodlouzeni zivota a snizeni hladiny amoniaku.
Zvysené hodnoty bilirubinu vysvétluji disledkem jeho extrahepatické konjugace.
K experimentu vSak pouzili hepatektomovana zvitata, kdy rozvoj a predevsim prub¢h ASJ

neni srovnatelny s pribéhem ASJ u ¢lovéka.

Skutecnost, pro¢ jsme v nasi sestavé nedosahli literarné uvadéného signifikantniho zlepSeni
vétsiny laboratornich ukazatelit ASJ a hodnot ICP, je mozné vysvétlit fadou faktort, které
ovlivityji vysledek pokusu:

1) Fyziologicka nejednotnost jednotlivych laboratornich zvitat jejich rozdilné reakce
na stres z operacniho zakroku.

2) Viabilita hepatocytl, kterd postupné v pribéhu perfuze bioreaktoru plazmou klesa.
Dle sledované konsumpce kysliku nedosahovalo pozadovana Zivotnost celych 6 hodin terapie.

3) Pouzité mnozstvi hepatocytl v suspenzi mohlo byt vzhledem k vaze
experimentalniho zvitete s ASJ nedostate¢né. V tomto bodé jsme byli omezeni vyrobnimi
parametry bioreaktoru, u kterého hrozi pii pokusu o naplnéni vétSim mnozstvim bun¢k ucpani
kapilér. I kdyZ neni mezi autory doposud shody, mnozstvi viabilnich hepatocytii v bioreaktoru
povazujeme za zasadni a nami pouzitych 80 grami v suspenzi za nedostatecné (30, 31).

Z téchto divodl povazujeme v souladu s nazorem Sheila a spol. (5) velikost pouzitého
bioreaktoru za nevyhovujici.

4) Monitorace m¢la byt provadéna po delsi dobu. Zde je omezujici ireverzibilita ndmi
zvoleného modelu. Ten se ovSem na druhé stran€ na rozdil od modelti hepatektomovanych
zvitat (28) daleko vice blizi klinickému priabéhu ASJ s vyplavenim vasoaktivnich substanci a
ostatnich toxickych latek z nekrotickych Casti jater do obéhu nemocného. Vybér parametrii
k monitoraci priibéhu ASJ pied i po nasazeni 1é¢by povazujeme v souladu s literaturou (26-
30) za vhodny. Méfeni hodnot intrakranialniho tlaku povazujeme za zasadni vzhledem
ke skutecnosti, ze predevsim ovlivnéni této hodnoty by mélo mit findln¢ vliv na hodnoceni

metody BAL jak v experimentu (24), tak 1 v klinice (32).

Zavér

Cela tato prace se skladala z n¢kolika dil¢ich problematik. Pfedné se nam podatilo vytvofit
funkéni, reprodukovatelny a klinicky relevantni model ASJ u laboratorniho miniprasete. Dale
se nam podafilo provést izolaci prasecich jaternich bunc¢k, kdy jsem doséhli inicidlni 85%

viability Cerstvych hepatocyti a jejich prokézané prezivani po témét celou dobu, kdy byly



pouzity v bioreaktoru. Poté se nam podatilo prokéazat funk¢nost zapojeni elimina¢ni metody —
biologickych ,,umélych jater (BAL). Vyjma koncentrace bilirubinu nase vysledky
neprokazaly signifikantni zmény hodnot laboratornich ukazateltit ASJ. Naméfené hodnoty
nitrolebniho tlaku se statisticky vyznamné neliSily ve skupiné s 1é€bou akutniho selhani jater
pomoci BAL a ve skuping¢ s akutnim selhanim jater bez napojeni na BAL. Ziskané
zkuSenosti umoznuji v experimentalni praci s BAL dale pokraCovat obzvlasté smérem

k technickému rozsiteni kapacity biorekatoru pro praseci hepatocyty.
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