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Streszczenie

Wstep: W pracy przedstawiono wtasne doswiadczenia dotyczace przeszczepu watroby w modelu zwierzecym.
Materiat i metody: W ramach doswiadczenia wykonano 27 przeszczepdw watroby w modelu $winia—
$winia, z czego w 9 przypadkach watroby $wini poddanej transgenezie opartej na wprowadzeniu do
komérek $win genu a-1,2-fukozylotransferazy cztowieka. Ocenie poddano stan kliniczny zwierzat, jak
réwniez cechy histopatologiczne odnoszace sie do reakcji odrzutu przeszczepionego narzadu. Badania
uzupetniono o zabiegi perfuzji watroby $wini transgenicznej krwia ludzka, oceniajgc spadek stezenia
przeciwciat w krwi perfundujacej narzad oraz ich akumulacje w tkankach watroby.

Wyniki: Wykonana transgeneza, zaproponowana w badaniu, nie miata wptywu na odpowiedz immuno-
logiczna w obrebie wszczepionej watroby w modelu ortotopowej transplantacji watroby w ukfadzie $wnia—
$winia oraz wykazata ograniczony wptyw na zalezng od ksenoprzeciwciat reakcje immunologiczna
w modelu perfuzji watroby $winskiej krwig ludzka.

Whioski: Udokumentowana mozliwo$é modyfikacji odpowiedzi immunologicznej w wyniku wykonanej
transgenezy skfania do dalszych badan nad wykorzystaniem watroby transgenicznej w transplantologii
— w chwili obecnej brak jednak dowodéw pozwalajacych na wykorzystanie tego rodzaju narzadu w trans-
plantologii watroby u cztowieka.

Stowa kluczowe: przeszczepienie watroby, transgeneza, ksenotransplantacja
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Abstract

Introduction: In this paper our own experience concerning the animal model of orthotopic liver trans-
plantation is presented.

Material and methods: Twenty seven liver transplantations (pig-to-pig) were performed, including 9
cases of transgenic animal transplantation. In the transgenesis, the human «-(1, 2)-fucosyltransferase
gene was implemented. After transplantation the clinical conditions of the transplanted animals were
followed and pathological studies of the transplanted livers were conducted. To prove the influence of
the performed transgenesis, additionally, the human blood extracorporeal perfusion model of the trans-
genic animal liver was also proposed.

Results: According to the study'’s results, the implementation of transgenesis did not result in immuno-
logical reaction changes in the pig to pig animal model. However, a limited influence on xenoantibody-
related rejection reaction in the pig liver perfusion model was observed.

Conclusions: Thus, the results highlight the necessity of further studies as currently, there are no data
confirming the possibility to use such transgenic animal organs for liver xenotransplantation.

Key words: liver transplantation, transgenesis, xenotransplantation
Polish Surgery 2011, 13, 1, 28-41

Praca zrealizowana w ramach projektu badawczego PBZ-KBN-048-P05-2001
This study was carried out within the auspices of the PBZ-KBN-048-P05-2001 research project



Chirurgia Polska 2011, 13, 1

Krzysztof Ziaja i wsp.
Przeszczepienie watroby $win transgenicznych

Wstep

Jednym z najistotniejszych, a réwnoczesnie nadal
trudnych do rozwigzania probleméw w chirurgii trans-
plantacyjnej pozostaje niewystarczajaca liczba dawcow
[1, 2]. Wprowadzenie przeszczepow od dawcy zywego
lub tez, jak w przypadku watroby, przeszczep czesci na-
rzadu w sposob istotny wptynety na powiekszenie listy
potencjalnych dawcéw. Od lat poszukiwane sg réowniez
inne zrédta narzadéw, w tym aspekcie szczegolne zain-
teresowanie budzi mozliwo$¢ zastosowania ksenotran-
splantacji z uzyciem narzagdéw od zwierzat modyfikowa-
nych genetycznie [3, 4].

Problemy immunologiczne zwigzane z przeszczepem
watroby zwierzecej sktonity do poszukiwan mozliwosci
modyfikacji genetycznej (transgenezy) w celu wyhodo-
wania zwierzat, ktorych komorki, tkanki i narzagdy mogty-
by zosta¢ w sposob bezpieczny przeszczepione do orga-
nizmu cztowieka. Wsréd potencjalnych dawcow watro-
by ksenogenicznej wymienia sie przede wszystkim dwie
grupy zwierzat — spokrewnione z cztowiekiem naczelne
(w tym szympansy i pawiany) oraz $winie [5-8]. Dotych-
czasowe badania odnoszgce sie do skutecznosci lecze-
nia immunosupresyjnego po ksenotransplantacji, jak réw-
niez doswiadczenia obejmujace proby modyfikacji gene-
tycznej zwierzat nie przyniosty jednak wynikéw pozwala-
jacych bezpiecznie przeszczepi¢ cztowiekowi narzad po-
brany od zwierzecia [5, 8, 9].

W pismiennictwie dostepne sg pojedyncze doniesie-
nia dotyczace ksenotransplantacji watroby matpy oraz
$wini; doswiadczen tych nie mozna uznaé za zakonczo-
ne sukcesem [4, 5, 8, 10, 11]. W wiekszosci przypadkéw
biorcy tych watréb zmarli w wyniku powiktan leczenia
immunosupresyjnego lub tez odrzutu wykonanego prze-
szczepu [4, 9-11]. W poszukiwaniu rozwigzania tych pro-
blemoéw kolejne obecnie prowadzone badania dotycza-
ce zwierzat transgenicznych poszukujg modelu transgen-
zy o najwiekszej skutecznosci w zakresie mozliwosci
modyfikacji odpowiedzi immunologicznej po przeszcze-
pieniu [1, 8, 9].

WSsrdd zasadniczych potencjalnych sposobow kontroli
odpowiedzi immunologicznej w przypadku ksenotran-
splantacji wymienia sie wptyw na redukcje odpowiedzi
immunologicznej biorcy lub tez wptyw na zmniejszenie
immunogennosci przeszczepianego narzadu [5, 9, 7].
Spadek odpowiedzi immunologicznej biorcy mozna uzy-
ska¢ w wyniku eliminacji przeciwciat ksenoreaktywnych
za pomocg plazma- lub immunoferezy, czy tez immuno-
absobcji w kolumnach zawierajgcych odpowiedni anty-
gen [2, 5, 9, 11]. Niestety efekt tego rodzaju zabiegéow
jest krétkotrwaty i jedynie wydtuza czas przezycia narza-
du, co sprawia, ze kliniczne wykorzystanie powyzszego
sposobu leczenia pozostaje ograniczone.

W celu przedtuzenia efektu zahamowania czynnosci
przeciwciat ksenoreaktywnych liczni autorzy sugeruja
mozliwo$¢ zastosowania ciggtych infuzji oligosacharydow
blokujgcych przeciwciafa anty-Gal(a1,3)Gal lub tez hamo-
wanie aktywacji ukfadu dopetniacza. Badania nad wpty-
wem spadku odpowiedzi immunologicznej po ksenote-

Introduction

One of the most essential and, at the same time, still
difficult problems to solve concerning transplant surgery
remains the insufficient number of donors [1, 2]. The in-
troduction of the living donor transplantation or also in
case of the liver, split liver transplantation, has signifi-
cantly influenced the broadening of the list of potential
donors. For several years, some others sources of or-
gans have been sought, with special interest being
aroused by the possibility of the application the
xenotransplantation with usage of organs harvested from
genetically-modified animals [3, 4].

The immunological problems related to the transplan-
tation an animal liver has led to exploration of the abili-
ties of genetic modification (transgenesis) in order to
breed animals, whose cells, tissues and organs could be
safely used for transplantation into the human body.
Among the potential donors of xenogenic livers, two
groups of animals are to be first considered — primates,
which are closely-related to human beings (including
chimpanzees and baboons), as well as pigs [5-8]. Unfor-
tunately, research up to now concerning the efficacy of
immunosuppressive treatment after xenotransplantation,
as well as experiments including attempts at genetic
modification in animals, have not produced findings
which allow one to transplant an organ harvested from
an animal to the human body in a safe manner [5, 8, 9].

In the literature, as there are only single reports
present concerning xenotransplantation of a liver from
a monkey or a pig, these experiments cannot be recog-
nized to have been successfully completed [4, 5, 8, 10,
11]. In most cases the recipients of these livers died due
to complications related to immunosuppressive treat-
ment or also due to graft rejection [4, 9-11]. In searching
for solutions for these problems, other current research
concerning transgenic animals, is attempting to find the
model of transgenesis with the highest efficacy in the
field of possibilities of immune response modification
after transplantation [1, 8, 9].

Among the essential and potential methods of control-
ling the immune response in cases of xenotransplantation,
the influence on reducing the immune response in the re-
cipient, as well as the influence on lowering the immuno-
genicity of transplanted organs, are listed [5, 7, 9]. A de-
crease of immune response in the recipient may be ob-
tained as a result of the elimination the xenoreactive anti-
bodies using plasmaferesis or immunoferesis, as well as
immunoabsorption in columns containing proper antigen
[2, 5,9, 11]. Unfortunately, the effect of these kinds of pro-
cedures is short-lasting and only prolongs the time of graft
survival which makes the clinical application of the above-
mentioned treatment method remain limited.

In order to extend the effect of the inhibition of
xenoreactive antibodies activity, numerous authors have
suggested the possibility of applying continuous infusion
of the oligosaccharides-blocking antibody anti-Gal(a1,
3)Gal or also the inhibition of complement activation.
Studies concerning the influence of the decrease of im-
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ransplantacji odnoszg sie rowniez do mozliwos¢i mody-
fikacji ekspresji antygenu, przeciwko ktéremu skierowa-
ne sg ksenoprzeciwciata [2, 4, 11]. Przyktadem powyz-
szych badan jest transfekcja $win za pomoca genu a-1,2-
fukozylotransferazy. W procesie glikozylacji pod wpty-
wem tego enzymu dochodzi do zastgpienia epitopu
Gal(«1,3)Gal oligosacharydem, przeciwko ktéremu nie
wyksztatcity sie ewolucyjnie ksenoreaktywne przeciwciata
[12]. Transgeneza znalazta takze zastosowanie w hodowli
zwierzat modyfikowanych w zakresie niektérych wspo-
mnianych powyzej czynnikow regulacyjnych kaskady
dopetniacza [2, 5]. W pi$miennictwie zwracajg rowniez
uwage doniesienia odnoszace sie do zjawiska mikrochi-
meryzmu [13].

Celem pracy zrealizowanej w ramach projektu badaw-
czego PBZ-KBN-048-P05-2001 byta ocena skutecznosci
wykonanej transgenezy w modelu w ortotopowej trans-
plantacji watroby. Ocenie poddano mozliwo$¢ wykorzy-
stania watroby zwierzat transgenicznych w transplanta-
cji watroby w modelu zwierzecym ($winia-$éwinia) oraz
oceniono wptyw wykonanej transgenezy na reakcje od-
rzutu przeszczepionego narzgdu w modelu perfuzji wa-
troby $wini krwig ludzka.

Materiat i metody

W doswiadczeniu wykorzystano $winie zwistouche
o wadze 60-70 kilograméw. Doswiadczenie wykonano
w warunkach bloku operacyjnego Centralnej Zwierzetarni
Doswiadczalnej Slaskiego Uniwersytetu Medycznego
w Katowicach. Zwierzeta tak przed, jak i po zabiegu ope-
racyjnym byty umieszczone w boksach obserwacyjnych
zwierzetarni, z zachowaniem mozliwych do uzyskania
warunkéw aseptyki i antyseptyki. W pierwszym etapie
wykonano 10 ortotopowych transplantacji watroby (gru-
pal) w modelu $winia—$winia z wykorzystaniem zwierzat
nietransgenicznych bez leczenia immunospuresyjnego.
W drugim etapie doswiadczenia wykonano 9 ortotopo-
wych transplantacji watroby z zastosowaniem immun-
supresji (grupa Il). Trzeci etap do$wiadczenia obejmo-
wat 9 przeszczepow watroby $wini poddanej transgene-
zie (z zastosowaniem leczenia immunosupresyjnego —
4 $winie i bez leczenia immunosupresyjnego — 5 $win)
w modelu $winia-$éwinia (grupa lll). Etap IV badania do-
tyczyt perfuzji pozaustrojowej watroby $wini transgenicz-
nej przy uzyciu krwi ludzkiej.

W opisanym w pracy doswiadczeniu wykorzystano
model transgenezy oparty na wprowadzeniu do komo-
rek swin genu a-1,2-fukozylotransferazy cztowieka. Pro-
dukt tego genu konkuruje z a-1,3-galaktozylotransferaza
o ten sam substrat N-acetylolaktozamine, co w zatozeniu
powinno ograniczy¢ reakcje nadostrego i ostrego odrzu-
tu zwigzang z obecnoscig w organizmie cztowieka kse-
noreaktywnych przeciwciat.

Zabieg operacyjny

Zabiegi operacyjne wykonywano w warunkach sali
operacyjnej Centralnej Zwierzetarni Dos$wiadczalnej,
w znieczuleniu ogolnym. W trakcie zabiegu zwierzeta

mune response after xenotransplantation relate also to
the possibility of the modification of antigen expression,
against which the xenoantibodies are directly aimed
[2, 4, 11]. An example of the above-mentioned research
is pig transfection using the «(1,2)-fucosyltransferase
gene. During the glycozylation process, the epitope un-
der the influence of this enzyme, Gal(«1,3)Gal, is replaced
with oligosaccharide against which there are no evolu-
tionarily-developed xenoreactive antibodies [12].
Transgenesis has also found application in breeding ge-
netically-modified animals in the field of some of the above-
mentioned factors controlling the complement cascade.
In the literature, attention is also brought by reports con-
cerning the microchimerism phenomenon. [13]

The aim of this research, which was carried out within
the auspices of the PBZ-KBN-048-P05-2001 research
project, was the estimation of the efficacy of performed
transgenesis in the orthotopic liver transplantation model.
The possibility of using livers from transgenic animals for
liver transplantation in the animal model (pig to pig), as
well as the influence of a performed transgenesis on rejec-
tion reaction of a transplanted graft in the model of perfu-
sion of the porcine liver with human blood, was evaluated.

Material and methods

In this experiment, pigs from Polish Landrace weigh-
ing 60-70 kg were used and was performed in the Oper-
ating Suite of the Central Animal Facility of the Silesian
Medical University (SMU) in Katowice. All animals, both
before and after the surgical procedure, were placed in
observation cubicles in the Central Animal Facility of the
SMU where it was possible to obtain conditions of asep-
sis and antisepsis. In the first stage, ten orthotopic liver
transplantations were performed (group I) in the pig-to-
pig model with the usage non-transgenic animals and
without immunosuppressive treatment. In the second
stage of the experiment nine orthotopic liver transplan-
tations were performed with application of immunosup-
pressive treatment (group Il). The third stage included
nine liver transplantations in pigs after transgenesis (with
immunosuppressive treatment — 4 pigs, and without
immunosuppressive treatment — 5 pigs) in the pig-to-
pig model (group lll). The fourth stage of research con-
cerned the extracorporeal perfusion of a transgenic pig
liver with human blood.

In the above-described experiment the model of
transgenesis was based on the introduction into the pig’s
cells of the «(1,2)-fucosyltransferase gene. As the prod-
uct of this gene competes with «(1,3)-galaktosyltransferase
for the same substrate — N-acetyllactoseamine — it was
assumed that it should limit the reaction of hyperacute
and acute rejection connected with the presence of
xenoreactive antibodies in the human body.

Surgical procedure

All surgical procedures were performed in the oper-
ating rooms of the Central Animal Facility with the ani-
mals placed under general anesthesia. During surgery,
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wentylowano mechanicznie po wykonaniu tracheosto-
mii oraz zatozeniu rurki tracheostomijnej. Zabieg opera-
cyjny prowadzono w znieczuleniu ogoélnym ztozonym,
stosujac dozylnie fentanyl i pankuronium oraz wziewnie
tlen z podtlenkiem azotu i izofluranu. W okresie reperfu-
zji podawano 500 mg metylopredniozolonu tuz przed
zwolnienieniem zaciskdw naczyniowych oraz 500 mg po
reperfuzji. Sr()doperacyjnie monitorowano cisnienie tet-
nicze (pomiar krwawy za pomocg cewnika umieszczone-
go w tetnicy szyjnej wspdlnej) oraz osrodkowe cisnienie
zylne (cewnik centralny umieszczony w zyle szyjnej we-
wnetrznej i gtéwnej gornej). Ze wzgledu na dtugi $rédwa-
trobowy przebieg zyty wrotnej oraz ryzyko duzego stop-
nia niestabilno$ci hemodynamicznej w trakcie eksplan-
tacji narzadu (po zakleszczeniu zyty wrotnej i zyty gtéw-
nej dolnej) wykonanie zabiegu zaplanowano przy wyko-
rzystaniu by-passu zylno-zylnego z wykorzystaniem Bio-
pompy (napfyw: kaniulacja zyty gtéwnej dolnej ponizej
watroby oraz zyty wrotnej/odptyw: kaniulacja zyty gtow-
nej dolnej w odcinku nadwatrobowym).

Po znieczuleniu dawcy z ciecia posrodkowego otwie-
rano jame brzuszna. Ciecie uzupetniano cieciem po-
przecznym, po stronie prawej, przecinajac miesnie pro-
ste i powtoki jamy brzusznej, w celu lepszego dostepu
do pobieranego narzadu. Po wypreparowaniu zyty wrot-
nej, tetnicy watrobowej wraz z pniem trzewnym oraz zyty
gtownej dolnej ponizej i powyzej watroby, po uruchomie-
niu narzagdu poprzez przeciecie wigzadet i przepony po-
bierano narzad wraz z 5-centymetrowym marginesem
zyty gtéwnej dolnej ponizej i 10-centymetrowym margi-
nesem zyly gtéwnej dolnej powyzej watroby. Przewdéd
z6tciowy wspolny przecinano w odcinku przydwunastni-
czym. Po pobraniu narzgdu watrobe umieszczano w ka-
pieli lodowej, kaniulujac naczynia (tetnice watrobowa
i zyte wrotna), w celu przeprowadzenia perfuzji zimnym
ptynem UW. Perfuzje wykonywano przy uzyciu 1000 ml
ptynu UW podawanego przez cewnik do tetnicy watro-
bowej oraz 2000 ml ptynu UW podawanego do zyty wrot-
nej. Po wyptukaniu watroby umieszczano jg w pojemni-
ku z lodem, gdzie przechowywano jg do momentu im-
plantacji (czas przechowywania w ptynie UW i lodzie 2-4
godzin) po wczesniejszym chirurgicznym opracowaniu.
Po wykonaniu cholecystektomii podwigzywano przewéd
pecherzykowy oraz tetnice pecherzykowa. Za pomoca
SzwWU naczyniowego zaopatrywano ewentualne boczni-
ce zyty wrotnej oraz zyty ledzwiowe, odchodzace od zyty
gtownej dolne;j.

W trakcie eksplantacji narzadu biorcy cieciem posrod-
kowym otwierano jame brzuszna. Po uruchomieniu wa-
troby przecinano przepone, podkuwajac zyty przepono-
we. Po wypreparowaniu zyty gtéwnej dolnej w odcinku
okotonerkowym i powyzej oraz w odcinku nadwatrobo-
wym, kaniulowano zyte gtéwng dolng w odcinku okoto-
nerkowym oraz zyte wrotng w odcinku dystalnym (na-
ptyw). Kaniule stuzgcg do zapewniania odptywu z krgze-
nia wrotnego i dystalnego odcinka zyty gtéwnej dolnej
wprowadzano do zyty gtéwnej dolnej w odcinku nadwa-
trobowym. Przed podtgczeniem kaniul podawano hepa-
ryne ogélnie (5000 j.) oraz do zestawu do krgzenia poza-

the animals were ventilated mechanically by way of
atracheostomy. The surgical operations were performed
under combined general anesthesia using fentanyl and
pancuronium administered intravenously, and using oxy-
gen with nitrogen monoxide and isoflurane in inhalation.
In the phase of reperfusion 500 mg of methylpredniso-
lone was administered right before unclamping the vas-
cular clamps and 500 mg after reperfusion. Blood pres-
sure (invasive direct measurement using a cannula
placed into common carotid artery) and central venous
pressure (a cannula placed inside the internal jugular vein
and superior caval vein) were monitored intraoperatively.
Due to the long intrahepatic course of the portal vein
and the high grade risk of hemodynamic instability dur-
ing the liver explantation (after clamping the portal vein
and the inferior caval vein), the procedure was planned
to be performed using a veno-venous bypass with the
application of a Biopump (Inflow: cannulation the infe-
rior caval vein below the liver and the portal vein. Out-
flow: cannulation the inferior caval vein above the liver).

After the donor was anaesthetized the abdominal
cavity was opened using the medial incision approach.
This incision was completed with a transverse incision
on the right-hand side through the rectus muscle and
abdominal walls in order to have better access to the
organ to be harvested. After preparation of the portal
vein, the hepatic artery with the celiac trunk and the in-
ferior caval vein below and above the liver, and after
mobilization of the organ by cutting off the ligaments and
the diaphragm, the liver was harvested with a 5 cm mar-
gin of the inferior caval vein below the liver and a 10 cm
margin of the inferior caval vein above it. The common
bile duct was severed within the paraduodenal section.
After harvesting, the liver was placed into an ice bath
and the blood vessels (the hepatic artery and portal vein)
were cannulated in order to perform a perfusion using
a cold UW solution. The perfusion was carried out using
1000 ml of UW solution applied through the cannula into
the hepatic artery and 2000 ml of UW solution applied
into portal vein. After perfusion, the liver was placed into
a container filled with ice and was preserved until the
moment of implantation (preservation time in a UW so-
lution and ice was 2-4 hours) after earlier surgical prepa-
ration. A cholecystectomy was then performed and both
the cystic duct and cystic artery were ligated. Using vas-
cular suture, all possible branches of the portal vein and
lumbar veins deriving from inferior caval vein were li-
gated.

During the explantation of the liver from the recipi-
ent, the abdominal cavity was opened using medial inci-
sion. After the liver mobilization the diaphragm was cut
and the diaphragmatic veins were tied off. Then, after
preparation the inferior caval vein in the perirenal, su-
prahepatic and higher sections, the inferior caval vein
was cannulated in the perirenal region and the portal vein
was cannulated in the distal part (inflow). The cannula
that delivers the blood from the portal circulation and
distal part of inferior caval vein was then inserted into
the inferior caval vein within the suprahepatic part. Be-
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ustrojowego (2500 j.). Po podtgczeniu kaniul do zestawu
drendw i biopompy uruchamiano krazenie pozaustrojo-
we (wartosci przeptywu w zakresie 400-1200 ml/min —
pod kontrolg ci$nienia tetniczego, tetna oraz cisnienia
zylnego o$rodkowego). Po uzyskaniu stabilno$ci hemo-
dynamicznej usuwano narzad biorcy, przygotowujac pole
do ototopowego wszczepiania watroby u biorcy. Watro-
be dawcy bezposrednio przed wszczepieniem przeptuki-
wano roztworem soli fizjologicznej (500-700 ml), kontro-
lujgc stezenie potasu w ptynie wyptywajacym z zyt wa-
trobowych. W trakcie implantacji w pierwszym etapie
wykonywano zespolenie zyty gtéwnej dolnej w odcinku
nadwatrobowym — koniec do konca — szew naczynio-
wy Prolene 3,0. Po wykonaniu zespolenia proksymalne-
go zyly gtéwnej dolnej wykonywano zespolenie zyty wrot-
nej sposobem koniec do korica szwem 4.0 (po uprzed-
nim usunieciu kaniuli z zyty wrotnej). Po zakonczeniu ze-
spolenia wrotnego odtwarzano ciagfos¢ zyty gtéwnej
dolnej po dekaniulizacji (krazenie za pomoca by-passu
zylno-zylnego) — szew 3.0 Prolene. Zespolenie tetnicze
wykonywano sposobem koniec do kohca pomiedzy tet-
nicg watrobowa dawcy i biorcy — w przypadku waskiej
tetnicy watrobowej dawcy wykonywano zespolenie pnia
trzewnego dawcy do proksymalnego odcinka tetnicy
watrobowej biorcy — szew Prolene 5.0 lub 6.0. Przewod
z6tciowy wspdlny przeszczepu zespalano z kikutem prze-
wodu zo6tciowego biorcy sposobem koniec do konca
szwem ciggtym PDS 5.0. Zespolenie szynowano drenem
Khera w celu monitorowania funkcji ekskrecyjnej watro-
by. Po uzyskaniu hemostazy powtoki jamy brzusznej za-
mykano warstwowo szwami wchtanianymi, pozostawia-
jac w okolicy nadwatrobowej i podwatrobowej dwa dre-
ny. Po zabiegu zwierze przenoszono do boksu obserwa-
cyjnego Centralnej Zwierzetarni Doswiadczalnej, stosu-
jac oddech z respiratora.

W schemacie immunosupresji zastosowanej w gru-
pie Il wykorzystano leczenie immunosupresyjne pod
postacig cyklosporyny (wlew /.v.) oraz steroidéw. Dawke
cyklosporyny dobierano w zaleznosci od masy ciatfa bior-
cy. Cyklosporyne stosowano w dawce poczatkowej 4 mg/
/kg/dobe (pod kontrolg stezenia leku w surowicy: $rednio
250-300 ng/ml). W okresie okotoreperfuzyjnym stoso-
wano steroidy (metyloprednizolon 500 mg bezposred-
nio przed i 500 mg po reperfuzji). Dawke metyloprednio-
zolonu (250 mg) powtarzano po 12 i 24 godzinach od
reperfuzji. W grupie Ill u 5 $win leczonych z wykorzysta-
niem leczenia immunosupresyjnego w 3 przypadkach
zastosowano cyklosporyne i metyloprednizolon, w dwdéch
kolejnych prograff (Tacrolismus, FUJISAVA) podawany
dozylnie we wlewie ciggtym w poczatkowej dawce 0,2
mg/kg/dobe.

Po zakonczeniu okresu obserwacji klinicznej lub tez
w przypadku wczes$niejszego zgonu $wini, zwierzeta pod-
dawano badaniu sekcyjnemu, pobierajac wycinki watro-
by do badania histopatologicznego. W badaniach histo-
patologicznych zastosowano rutynowe barwienie z he-
matoksyling i eozyng, ponadto ocenie poddano reakcje
immunohistochemiczne z przeciwciatami anty-CD 3 (lim-
focyty T), anty-CD 68 (makrofagi) oraz anty-CD 20 (lim-

fore the cannulae were connected together, unfractioned
heparin was applied both intravenously (5000 U) and to
extracorporeal circulation machine (2500 U). After the
cannulae were connected to drains and then to
a biopump, extracorporeal circulation got started (the
flow ranged from 400 to 1200 ml per minute, according
to arterial blood pressure, heart rate and central venous
pressure). After the hemodynamic stability was obtained
the liver from the recipient was removed in order to pre-
pare the site for orthotopic liver engraftment in the re-
cipient. The liver from donor was perfused with physi-
ological saline (500-700 ml) directly before the engraft-
ment, controlling the kalium level in the fluid flowing out
from the hepatic veins. During implantation, in the first
stage an anastomosis of the inferior caval vein in supra-
hepatic region was performed (end-to-end method) us-
ing a Prolene 3.0 vascular suture. After the proximal anas-
tomosis of inferior caval vein was carried out, an anasto-
mosis of the portal vein was then performed (end-to-end
method) using a 4.0 suture (after previous removal of
the cannula from the portal vein). Then, after the portal
anastomosis was done, the continuity of inferior caval
vein was reconstructed after decannulation (circulation
with the usage of a veno-venous bypass and using
aProlene 3.0 suture). An arterial anastomosis was the per-
formed using the end-to-end method between the do-
nor and recipient hepatic arteries — in the case of a nar-
row donor hepatic artery, the anastomosis was carried
out between the donor celiac trunk and the proximal part
of the recipient hepatic artery (Prolene 5.0 or 6.0 suture).
The common bile duct of the transplanted organ was
anastomosed with the remnant recipient bile duct using
the end-to-end method with a continuous PDS 5.0 su-
ture. This bile anastomosis was then drained with a T-
tube in order to monitor the excretion function of the
liver. After hemostasis was obtained, the abdominal walls
were closed using absorbable sutures leaving two drains
in the suprahepatic and infrahepatic regions. When the
surgical procedure was finished, the animal was trans-
ferred to the observational box of the Central Animal
Facility which employed mechanical ventilation with
a respirator.

The pattern of immunosuppressive therapy that was
applied in group Il consisted of cyclosporine (intravenous
infusion) and steroids. The dose of cyclosporine was as-
sessed depending on body mass. The initial dose of
cyclosporine was 4 mg/kg per day (controlling the drug
serum concentration: average 250-300 ng/ml). During
the perioperative period steroids were also applied (me-
thylprednisolone 500 mg directly before and 500 mg af-
ter reperfusion). The dose of methylprednisolone (250 mg)
was repeated 12 and 24 hours after the reperfusion. In
group lll, out of 5 pigs treated with immunosuppressive
therapy, in 3 cases cyclosporine and methylprednisolone
were applied, while in the remaining 2, Prograf (tacrolimus,
FUJISAVA) was applied intravenously using continuous
infusion at an initial dose of 0.2 mg/kg per day.

When the observational period had finished some
specimens were collected for histopathological exami-
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focyty B). W ocenie histopatologicznej poréwnywano
obraz mikroskopowy preparatow z wycinkéw watroby
pobranych w trakcie badania sekcyjnego z obrazem wyj-
$ciowym (biopsja prawidtowej watroby przed wszczepie-
niem), poszukujac histopatologicznych cech nadostrego
lub ostrego odrzutu przeszczepu watroby. Obraz mikro-
skopowy odniesiono do skali oceny histopatologicznej
ostrego odrzutu watroby — Grading of Acute Liver Allo-
graft Rejection (Banff 1997) oraz skali Rejection Activity
Index (RAI) /Banff schema for grading liver allograft re-
jection. An International Consensus Dokument. Hepato-
logy 1997; 25: 658-663/.

Perfuzja watroby Swini transgenicznej krwiq ludzkq

W zwigzku z brakiem (na obecnym etapie ekspery-
mentu) mozliwosci przeszczepienia transgenicznej wa-
troby cztowiekowi oraz konieczno$cig oceny potencjal-
nej korzysci z wykonanej transgenezy w modelu $winia—
cztowiek wykonano kolejny etap do$wiadczenia zaktada-
jacego wykonanie perfuzji watroby $wini transgenicznej
(oraz éwini nietransgenicznej jako kontrola) przy uzyciu
$wiezej krwi ludzkiej. Eksperyment perfuzji watroby swin-
skiej krwig ludzka (in vitro) wykonano w krazeniu poza-
ustrojowym z wykorzystaniem oksygentora. Jako kon-
trole dla watroby $wini transgenicznej wykorzystano
watrobe zwierzat nietransgenicznych perfundowang
krwiag $winska oraz watrobe swini nietransgenicznej per-
fundowana krwig ludzka. Watrobe pobierano wedtug za-
sad, jak w przypadku pobrania narzadu do przeszczepu.
Po przeptukaniu watroby ptynem UW i podfaczeniu ka-
niul do zyty wrotnej i tetnicy watrobowej (naptyw) oraz
zyty gtéwnej dolnej (odptyw) dokonywano perfuzji wa-
troby w okresie 6 godzin $wiezg krwig ludzka przy pomo-
cy zestawu do krazenia pozaustrojowego. Kazdorazowo
w odstepach pdétgodzinnych pobierano krew do bada-
nia. W celu unikniecia zmian niedokrwiennych zastoso-
wano oksygenator.

Po zakonczeniu perfuzji pobrano materiat do badania
histopatologicznego uwzgledniajgcego réwniez stopien
akumulacji komplekséw immunologicznych w watrobie
(odczyn z przeciwciatami anty-IgG i anty-lgM). Réwno-
czesnie ocenie poddano stezenie ksenoprzeciwciat w su-
rowicy krwi ludzkiej wykorzystanej do krazenia poustro-
jowego w trakcie trwania perfuzji narzadu.

Stezenie ksenoprzeciwciat w surowicy krwi ludzkiej,
wykorzystanej do perfuzji watroby, oceniono w sposéb
posredni na podstawie stopnia wigzania przeciwciata
anty-lgG i anty-lgM z komérkami hodowli srédbtonka (w
hodowli konfluentnej). Do badan wykorzystano komorki
Srébfonka $wini wyizolowane poprzez enzymatyczne tra-
wienie btony wewnetrznej aorty wieprzowej (pobranej
w warunkach aseptycznych). Trawienia dokonywano 0,1-
procentowym roztworem kolagenozy. Wyizolowane ko-
morki srodbtonka hodowano w pozywce hodowlanej
M199 (GibcoBRL) z dodatkiem 10-procentowej surowi-
cy i 1-procentowego roztworu antybiotykéw (penicylina,
streptomycyna, amfoterycyna) w inkubatorze w nawil-
zonym powietrzu z 5-procentowym dwutlenkiem wegla
w temperaturze 37 stopni. Pozywke zmieniano co 72 go-

nation while in cases where death of the pig had earlier
occurred, the animal underwent a postmortem exami-
nation. Histopathological examinations consisted of rou-
tine hematoxylin and eosin staining, as well as immuno-
histochemical investigations with anti-CD 3 (T lympho-
cytes), anti-CD 68 (macrophages) and anti-CD 20 (B lym-
phocytes). During the histopathological investigation,
microscopic images of liver specimens taken in the post-
mortem examination were compared with the initial im-
ages (biopsy of normal liver before transplantation)
searching for histopathological features of hyperacute
or acute rejection of the transplanted liver. The micro-
scopic images were then referred to classification of his-
topathological estimation of acute liver rejection — Banff
1997 (Grading of Acute Liver Allograft Rejection) and the
RAI scale (Rejection Activity Index) /Banff schema for
grading liver allograft rejection. An International Consen-
sus Document. Hepatology 1997; 25: 658-63/.

Perfusion of a transgenic pig liver with human blood

Because of the lack (at this stage of the experiment)
of the possibility for transplanting the transgenic liver to
a human being and the necessity of estimating the po-
tential benefits from a performed transgenesis in the pig-
to-human model, another stage of experiment was per-
formed aimed at the perfusion of a transgenic pig liver
(and non-transgenic as control group) with fresh human
blood. The experiment of perfusion the porcine liver with
human blood (in vitro) was made using extracorporeal
circulation with an oxygenator. As a control for transgenic
pig liver, a non-transgenic pig liver perfused with por-
cine blood and non-transgenic pig liver perfused with
human blood were used. The liver was harvested accord-
ing to the same rules as in the case of collecting organs
for transplantation. After perfusing the liver with UW so-
lution and connecting the cannulae to the portal vein and
the hepatic artery (inflow) and to the inferior caval vein
(outflow), perfusion was performed over a period of 6
hours using fresh human blood with the help of extracor-
poreal circulation devices. Blood samples were taken for
examinations at thirty-minute intervals, while in order to
avoid ischemic changes, an oxygenator was used.

When the perfusion was completed, specimens were
taken for histopathological examination, also taking into
consideration the degree of immune complexes accu-
mulation within the liver (reaction with anti-lgG and anti-
IgM antibodies). At the same time the xenoantibody ti-
ter was subjected for assessment of human serum which
had been used in extracorporeal circulation during or-
gan perfusion.

The xenoantibody titer in human serum that had been
used for liver perfusion was estimated using an indirect
method on the basis of IgG and IgM binding degree with
cells from an epithelium culture (in confluent culture).
For the study, porcine epithelium cells were used which
were isolated through enzymatic digestion of the intima
from a porcine aorta (harvested in aseptic conditions).
Enzymatic digestion was performed using a 0.1% solu-
tion of collagenase, while the isolated epithelium cells
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dziny. Do badan immunohistochemicznych wykorzysta-
no komorki po pierwszym pasazu. W tym celu 2 x 10°
komorek zawieszano w 2,5 ml pozywki hodowlanej i prze-
noszono do naczynia hodowlanego (35 mm szalka Pe-
triego). Hodowle prowadzono w atmosferze 5-procento-
wego dwutlenku wegla w temperaturze 37 stopni, az roz-
rastajgce sie komorki pokrywaty prawie catg powierzch-
nie dna naczynia hodowlanego (48 godzin) wraz z umiesz-
czonymi na dnie szkietkami mikroskopowymi, na ktérych
dokonywano dalszych etapéw badan immunohistoche-
micznych. Po tej inkubacji pozywke usuwano, komorki
przemywano roztworem PBS i utrwalano na szkietkach
w 70-procentowym etanolu. Uzyskane w ten sposéb
utrwalone na szkietku mikroskopowym komorki podda-
wano dalszej analizie.

Komorki srédbtonka $wini nietransgenicznej (w ho-
dowli konfluentnej) umieszczono na szkietkach mikrosko-
powych i inkubowano (przez 5 min) z kolejnymi prébka-
mi surowicy krwi ludzkiej pobranej w trakcie perfuzji po-
zaustrojowej watroby krwig ludzka. Po inkubac;ji i wyptu-
kaniu pozostatej surowicy, na tych samych szkietkach
mikroskopowych wykonanywano odczyny immunohisto-
chemiczne z przeciwciatami przeciwko ludzkim immuno-
globulinom IgG i IlgM, w celu okreélenia stopnia wigzania
ksenoprzeciwciat zkomérkami srodbtonka $wini nietrans-
gemicznej. Pordwnania stezenia ksenoprzeciwciat doko-
nano oceniajgc odsetkowy spadek stezenia przeciwciaf
trakcie trwania krazenia pozaustrojowego.

Wyniki
Grupa | — przeszczep watroby Swini nietransgenicznej
bez leczenia immunosupresyjnego

We wszystkich 10 przypadkach usunieto watrobe
dawcy, doprowadzajgc do reperfuzji wszczepionego na-
rzadu. Sredni czas krazenia zylno-zylnego w okresie po-
czatkowym wynosit 50 minut; w trakcie ostatnich 3 za-
biegdéw 35 minut. W okresie po zabiegu zwierzeta utrzy-
mywano w gtebokiej sedacji, podajac wlew ciggty fenta-
nylu i tiopentalu. W okresie pooperacyjnym $winie otrzy-
mywaty ptynoterapie przez wktucie centralne oraz anty-
biotyki i heparyne drobnoczasteczkowg (enoksaparyna
1 mg/kg m.c.). W ocenie histopatologicznej wycinkéw wa-
troby stanowigcych rownoczesnie kontrole dla pozosta-
tych grup zabiegdw stwierdzano nacieki zapalne w prze-
strzeniach wrotnych ztozone gtéwnie z komaérek limfo-
idalnych. W przypadkach zabiegéw 7 i 9, w ktérych ob-
serwowano obrzek wszczepionego narzadu w badaniu
sekcyjnym (w tym w jednym przypadku z afunkcjg wsz-
czepionej watroby — zabieg nr 7), w trakcie badania hi-
stopatologicznego nacieki te byty istotnie bardziej zazna-
czone niz w pozostatych przypadkach (ztozone gtéwnie
z komorek limfatycznych przy obecnos$ci komoérek granu-
locytarnych i pojedynczych eozynofili). Dodatkowo w tych
dwéch przypadkach obserwowano nacieki komorek za-
palanych wokoét przewodéw zétciowych. W przypadku
watroby charakteryzujgcej sie afunkcjg w okresie po prze-
szczepieniu (zabieg nr 7) w badaniu histopatologicznym
stwierdzano cechy martwicy hepatocytéw w okolicy zyt

were cultured in an M199 (GibcoBRL) growth medium
with the addition of 10% human serum and 1% solution
of antibiotics (penicillin, streptomycin, amphotericin) and
place into a cell incubator with moist air containing 5%
carbon dioxide at a temperature of 37 degrees centi-
grade. The growth medium was changed every 72 hours.
For immunohistochemical investigations, cells after the
first passage were used. Moreover, 2 x 10° cells were
suspended into 2.5 ml of growth medium and then were
transferred into a cell culture dish (35 mm Petri dish).
The culture was kept in an atmosphere of 5% carbon
dioxide at a temperature of 37 degrees centigrade until
the moment when expanding cells had almost com-
pletely covered the bottom of the cell culture dish (48
hours), along with placed on the bottom microscopic
slides (which were used for further stages of immuno-
histochemical investigations). After this incubation the
growth medium was removed, the cells were rinsed with
PBS solution and fixed onto microscopic slides placed
into 70% ethanol. Having been obtained in this way and
fixed onto microscopic slides, the cells were subjected
to further analysis.

Epithelium cells from non-transgenic pigs (in
a confluent culture) were put on microscopic slides and
incubated (for 5 minutes) with other human serum
samples taken during liver extracorporeal perfusion with
human blood. Following the incubation and after rinsing
the remaining serum, immunohistochemical reactions
with antibodies against human immunoglobulin IgG and
IgM were performed on the same microscopic slides, in
order to estimate the binding degree of xenoantibodies
with the epithelium cells from non-transgenic pigs.
A comparison of xenoantibody titers was then made es-
timating the percentage decrease of antibody titer dur-
ing extracorporeal circulation.

Results

Group | — liver transplantation in non-transgenic pig
without immunosuppressive therapy

In all 10 cases the liver in the donor was removed
leading to reperfusion of the implanted organ. The aver-
age time of veno-venous circulation in the initial period
was 50 minutes; while during the last 3 procedures this
was reduced to 35 minutes. During the postoperative
period the animals were kept in deep sedation using con-
tinuous intravenous infusion of fentanyl and thiopental.
Fluid therapy was also applied through a central venous
catheter, antibiotics and low-molecular-weight heparin
(enoxaparin at a dose of 1 mg per kilogram of body mass).
In a histopathological evaluation of liver specimens,
which posed at the same time the control for the others
groups of operations, inflammatory infiltrations into por-
tal areas, composed mainly of lymphoid cells, were found.
In the cases of the 7" and 9" transplantations, where
swelling of the implanted grafts was observed in post
mortem examinations (including one case of afunction
of the implanted liver — procedure No. 7), in the histo-
pathological examination these infiltrations were signifi-
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centralnych oraz duzego stopnia nacieki okofonaczynio-
we (bez cech zakrzepicy). Wartosci RAl oszacowane na
podstawie oceny wycinkéw badanych przeszczepionych
watrob zawieraly sie w przedziale 2-7 (srednio 4). Na
podstawie oceny histopatologicznej udokumentowano
rowniez brak jednoznacznych cech ,nadostrego” odrzu-
tu watroby w tej grupie zabiegdw. W wiekszosci prepa-
ratow stwierdzano jednak cechy histopatologiczne, cha-
rakterystyczne dla reakcji ostrego odrzutu watroby o roz-
nym stopniu nasilenia. Wedtug skali Banffa u 40% nasi-
lenie reakcji odrzutu okreslono na stopien | (niewielkie-
go stopnia), u kolejnych 40% jako $redniego stopnia (sto-
pien Il) i w 20% w stopniu lIl.

Grupa Il — przeszczep watroby Swini nietransgenicznej
z zastosowaniem leczenia immunosupresyjnego

Z 9 zabiegéw wykonanych w tej czes$ci do$wiadcze-
nia 8 zwierzat przezyto zabieg operacyjny. Po operacji
zwierzeta poddano obserwacji w czasie do 48 godzin po
zabiegu w boksie obserwacyjnym Centralnej Zwierzetarni
Doswiadczalnej. We wszystkich przypadkach obserwo-
wano prawidtowe wydzielanie z6tci przez pozostawiony
w drogach zétciowych dren Khera. W badaniach bioche-
micznych we wszystkich przypadkach zanotowano po-
reperfuzyjny wzrost stezenia aminotransferaz (ASPAT,
ALAT, GGTP) ulegajacy stopniowej normalizacji w okre-
sie po zabiegu operacyjnym (z wyjatkiem jednego przy-
padku, gdzie obserwowano staty pooperacyjny wzrost ste-
zenia aminotransferaz do momentu zakonczenia obser-
wacji). W dwoch przypadkach (zabieg 5 i 8) w okresie po
operacji obserwowano narastanie kwasicy metabolicznej
oraz stezenia leukocytozy z przesunieciem w lewo.

W badaniu histologicznym w zadnym przypadku nie
stwierdzono obrazu mikroskopowego sugerujacego wy-
stepowanie nadostrego odrzutu watroby w okresie ob-
serwacji po zabiegu operacyjnym. W 60% ocenianych
przypadkoéw (zabiegi 2, 6 i 7) stwierdzano prawidtowy
obraz wiekszo$ci przestrzeni wrotnych z pojedynczymi
limfocytami widocznymi w niektérych fragmentach pre-
paratéw (zmiany widoczne w ograniczonym zakresie je-
dynie w niektérych polach preparatéw). Pod duzym po-
wiekszeniem w obrebie zrazikéw uwidoczniono pojedyn-
cze, obumierajace hepatocyty i pojedyncze, rozproszo-
ne komorki limfoidalne. W preparatach tych zaobserwo-
wano réowniez odcinkowo pojedyncze komorki limfocy-
tarne w okolicy przewoddéw zétciowych oraz w okolicy
okotonaczyniowej — widoczne jedynie w ograniczonych
fragmentach preparatéw. W pozostatych ocenianych
przypadkach uwidoczniono rozproszone nacieki zapalne
ztozone gtéwnie z limfocytéw i w przestrzeniach wrot-
nych — cze$é hepatocytéw w okolicy zyt centralnych
z cechami apoptozy, odcinkowo komoérki parenchymalne
z cechami zwyrodnienia drobnokropelkowatego; nielicz-
ne komoérki limfocytarne otaczajace przewody zétciowe.
Wartosci RAI w tej grupie zwierzat byty istotnie nizsze
niz w przypadku zabiegéw wykonanych bez leczenia im-
munosupresyjnego i zawieraty sie w zakresie 1-4 ($r. 2,6).
W pordéwnaniu z grupg zwierzat, w ktérej przeszczepu
watroby dokonano bez wspomnianej terapii immunosu-

cantly more evident than in others cases (composed
mainly of lymphatic cells in the presence of granulocytic
cells and single eosinophils). Additionally, in these two
cases there were also observed infiltrations of inflam-
matory cells located around the bile ducts. In the case of
a liver that was characterized by afunction in the postop-
erative period (procedure No. 7), the histopathological
examination revealed the features of hepatocyte necro-
sis in the regions of the central veins and large degree
perivascular infiltrations (without the features of throm-
bosis). The RAlindex (Rejection Activity Index) estimated
on the basis of an evaluation that the examined speci-
mens of transplanted livers ranged from 2 to 7 (on aver-
age 4). On the basis of a histopathological evaluation,
the lack of unambiguous features of hyperacute liver re-
jection was also substantiated in this group of proce-
dures. In the majority of specimens, however, histopatho-
logical features characteristic for reaction of acute liver
rejection were confirmed with various degrees of inten-
sity. According to the Banff schema, a 40% intensity of
rejection reaction was established as grade | (mild de-
gree), a further 40% as grade Il (moderate degree) and
20% as grade Il (severe degree).

Group Il — liver transplantation in non-transgenic pig
with immunosuppressive therapy

From 9 transplantations performed at this stage of
experiment, 8 animals survived the operation. When
the transplantations were finished, the animals were
observed for 48 hours after the procedure in observa-
tion cubicles in the Central Animal Facility of the SMU.
In all cases, proper bile secretion was observed
through a T-tube which was placed into the bile ducts.
Biochemical investigations revealed in all cases in-
creased postreperfusional levels of aminotransferases
(GOT, GPT, GGTP) gradually becoming normal during
the postoperative period (with the exception of one
case where the constant increase of aminotransferases
levels until the end of observation was noted). In two
cases — (procedures Nos. 5 and 8) during postopera-
tive period an increase in metabolic acidosis and el-
evated levels of leucocytosis with the shift to the left
was observed.

In the histological examination, in none of cases did
the microscopic image confirm or suggest hyperacute
liver rejection during the postoperative period after trans-
plantation. In 60% of the analyzed cases (transplanta-
tions Nos. 2, 6 and 7) a correct image concerning most
of the portal areas was found with single lymphocytes
being visible in some parts of the specimens (changes
are visible in limited range only in some areas of the speci-
mens). Under high magnification, single necrotizing hepa-
tocytes and single dispersed lymphoid cells were found
within the lobules of liver. In these specimens also were
seen segmentally single lymphocytic cells in the vicinity
of bile ducts and blood vessels, which were visible only
in limited parts of the specimens. In the other evaluated
cases, dispersed inflammatory infiltrations were found
composed mainly of lymphocytes located in portal ar-
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presyjnej zmiany miejscowe w badanych preparatach
w tej grupie byty istotnie mniejsze.

Grupa Ill — przeszczep watroby swini transgenicznej bez
i z zastosowaniem leczenia immunosupresyjnego

We wszystkich 9 przypadkach przeszczepu watroby
$wini transgenicznej doprowadzono do skutecznej reper-
fuzji narzadu. W jednym przypadku (przeszczep watroby
$wini transgenicznej bez leczeniaimmunosupresyjnego),
mimo skutecznej reperfuzji narzadu, zwierze zmarto 30
minut po operacji z powodu powiktan krwotocznych.
W pozostatych przypadkach po zamknigciu brzucha zwie-
rzeta przenoszono do boksu obserwacyjnego na terenie
zwierzetarni, prowadzac dalsze intensywne leczenie far-
makologiczne. Zwierzeta poddano obserwacji do 48 go-
dzin po przeszczepie (okres 48-godzinnej obserwacji prze-
zyty wszystkie zwierzeta). We wszystkich przypadkach
obserwowano prawidfowe wydzielanie zo6tci bezposred-
nio po zabiegu. U 1 $wini w grupie przeszczepu watroby
nietransgenicznej po 12 godzinach stwierdzono stopnio-
wy zanik drenazu zétciowego (od 24 godzin po zabiegu
catkowity brak wydzielania zétci). Nie obserwowano po-
wikfan kardiologicznych lub innych powiktan chirurgicz-
nych zaréwno w grupie bez, jak i zimmunosupresja. Po
poczatkowym wzros$cie stezenia aminotransferaz zwig-
zanym z reperfuzjg u wszystkich zwierzat poddanych za-
biegowi z wykorzystaniem leczenia immunosupresyjne-
go obserwowano stopniowa normalizacje stezenia en-
zymow watrobowych w okresie 1. i 2. doby po zabiegu.
W grupie zabiegdéw bez leczenia immunosupresyjnego,
w jednym przypadku stezenie aminotransferaz pozosta-
to wysokie, mimo skutecznej reperfuzji oraz prawidtowe-
go wydzielania z6tci po zabiegu (APAT, ALAT > 1200 u/l).
W pozostatych przypadkach po przejsciowym spadku ste-
zenia enzyméw watrobowych po zabiegu, w okresie po-
wyzej 24 godzin od operacji, obserwowano stopniowe
narastanie stezenia enzymdw wraz ze wzrostem leuko-
cytozy (u jednej $wini zaburzeniom tym towarzyszyto
zmniejszenie, a nastepnie catkowity brak wydzielania
z0tci). W ocenie histopatologicznej w przypadku wycin-
kow przeszczepionych watréb zwierzat transgenicznych
bez leczenia immunosupresyjnego (zabiegi 1, 3i9) stwier-
dzono obraz histopatologiczny poréwnywalny z wynika-
mi uzyskanymi w wyniku przeszczepienia watroby nie-
transgenicznej bez leczenia imunosupresyjnego. W obu
przypadkach udokumentowano obecnos¢ rozlegtych na-
ciekéw zapalnych w okolicy przestrzeni Dissego z prze-
waga komorek limfoidalnych. Zyty centralne, miejscami
stabo widoczne, zlewaty sie ze zrazikami. W przypadku
watroby z zabiegu nr 3 odcinkowo uwidoczniono niewiel-
kiego stopnia ogniska martwicy. Warto$¢ indeksu RAI wy-
niosta odpowiednio 4 (zabieg 1), 6 (zabieg 3) i 5 punktéw
(zabieg 9).

W przypadku zabiegéw wykonanych z wykorzysta-
niem leczenia immunosupresyjnego (zabiegi 4-8) w ob-
razie histopatologicznym stwierdzano niewielkiego stop-
nia rozproszone nacieki zapalne ztozone z komérek lim-
foidalnych i pojedynczych granulocytéw obojetnochton-
nych. W obrebie hepatocytéw zanotowano cechy zwy-

eas, while part of the hepatocytes in the vicinity of the
central veins with features of apoptosis, segmentally
were parenchymal cells with features of small-droplet
degeneration. A sparse number of lymphocytic cells also
surrounded the bile ducts, while the RAI index (Rejec-
tion Activity Index) in this group of animals was signifi-
cantly lower than in cases of transplantations performed
without immunosuppressive therapy and ranged from 1
to 4 (on average 2.6). In comparison with the group of
animals, these liver transplantations were performed
without the above-mentioned immunosuppressive
therapy, while local changes in the specimens examined
in this group were significantly smaller.

Group Ill — liver transplantation from transgenic pig with
and without immunosuppressive treatment

In all 9 cases of liver transplantation from transgenic
pigs effective graft reperfusion was reached. In one case
(liver transplantation from transgenic pig without im-
munosuppressive treatment), despite effective graft
reperfusion the animal died 30 minutes after the opera-
tion due to hemorrhagic complications. In the other
cases, after abdominal closure the animal was trans-
ferred to the observational cubicle within the Facility
and further intensive pharmacological treatment was
applied. The animals were placed under observation
until 48 hours after transplantation (during this 48-hour
observation period all animals survived). In all cases,
directly after transplantation proper bile secretion was
observed. In one pig from the group of non-transgenic
liver transplantation, after 12 hours the gradual disap-
pearance of bile drainage was noted (24 hours after
transplantation a complete lack of bile secretion was
confirmed). Neither were cardiological nor other surgi-
cal complications observed, both in the groups with and
without immunosuppressive treatment. After an initial
increase in aminotransferases levels related to
reperfusion, in all animals after transplantation, with
usage of immunosuppressive treatment, gradual nor-
malization of hepatic enzymes levels within the 1* and
2" day after the procedure was noted. In the group with-
out immunosuppressive treatment, in one case levels
of aminotransferases remained elevated, despite effec-
tive reperfusion and proper bile secretion after the op-
eration (GOT, GPT over 1200 U/I). In all other cases af-
ter a transitory decrease of hepatic enzyme levels fol-
lowing the operation and within period over 24 hours
after transplantation, a gradual increase in hepatic en-
zyme levels was observed along with an increase in leu-
cocytosis (in one pig these disturbances were accom-
panied by a decrease, and next, a complete lack of bile
secretion). In the histopathological evaluation, in cases
of specimens from livers transplanted from transgenic
animals without immunosuppressive treatment (proce-
dure Nos. 1, 3 and 9) the histopathological image that
was found was comparable with the results gained in
transplantations of non-transgenic livers without immu-
nosuppressive treatment. In both cases the presence
of extensive inflammatory infiltrations in the vicinity of



Chirurgia Polska 2011, 13, 1

Krzysztof Ziaja i wsp.
Przeszczepienie watroby $win transgenicznych

rodnienia drobnokropelkowatego, a odcinkowo stabo
zaznaczone nacieki limfocytarne w okolicy kanalikdw z6t-
ciowych (fragmentarycznie w nielicznych polach prepa-
ratow) oraz niewielkiego stopnia nacieki komérek zapal-
nych w okolicy zyt wrotnych i watrobowych. Poréwnu-
jac obraz histopatologiczny z preparatami wycinkéw po-
przednio wykonanych przeszczepien watroby nietrans-
genicznej z zastosowaniem leczenia immunosupresyjne-
go, obserwowano zmiany o podobnym nasileniu (znacze-
nie mniejsze jednak niz w przypadku przeszczepienia wa-
troby nietransgenicznej bez immunosupres;ji lub tez prze-
szczepu watroby zwierzat transgenicznych bez leczenia
immunosupresyjnego). Indeks RAI zawierat sie w tej gru-
pie przeszczepow watroby transgenicznej z immunosu-
presja w zakresie od 1 do 3 (ryc. 1).

Etap IV — perfuzja watroby swini transgenicznej

i nietransgenicznej krwiq ludzkq przy zastosowaniu
krgzenia pozaustrojowego i oksygenatora (bez zastoso-
wania leczenia immunosupresyjnego)

Badanie histopatologiczne (odczyn immunohistoche-
miczny z przeciwciatami anty-lgG, anty-lgM w prepara-
tach perfundowanej watroby): w ocenie histopatologicz-
nej zanotowano poréwnywalny odczyn anty-lgG (ludz-
kie) w obrebie preparatéow z wycinkdéw watroby transge-
nicznej i nietransgenicznej perfundowanej krwia ludzka.
Dodatni odczyn obejmowat najczesciej okolice triady
watrobowej, okolice kanalika zétciowego oraz pojedyn-
cze hepatocyty w catym preparacie. W tych samych wy-
cinkach watroby przeprowadzony odczyn anty-IgM wy-
kazywat istotnie mniejsze nasilenie i byt nieco stabszy (ale
nadal obecny) w przypadku watroby zwierzat transge-
nicznych. Zmiany immunopozytywne lokalizowaty sie
w okolicy struktur triady watrobowej (okolicy okofonaczy-

RAI (Rejection Activity Index)
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Punktacja RAI
RAl score
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Kolejny numer zabiegu/Procedures
1, 3, 9 — bez immunosupresji/without immunosuppressive treatment
4,5, 6,7, 8 — zimmunosupresja/with immunosuppresive treatment

Rycina 1. Wartosci punktacji RAl na podstawie oceny
histopatologicznej w grupie zabiegéw ototopowej
transplantacji watroby swini transgenicznej bez (zabiegi
1, 3,9) i zzastosowaniem leczeniaimmunosupresyjnego
(zabiegi 4, 5, 6, 7, 8)

Figure 1. RAIl score on the basis of histopathological evaluation
in group of orthotopic transgenic liver transplantation
without (procedures 1, 3, 9) and with usage of
immunosuppressive treatment (procedures 4-8)

Disse’s perisinusoidal space with advantage of lymphoid
cells was documented. Moreover, the central veins were
locally poorly visible and merged with the lobules. In
the case of the liver from procedure No. 3 small degree
focuses of necrosis were visualized locally. The RAl in-
dex was respectively 4 (procedure No. 1), 6 (procedure
No. 3) and 5 points (procedure No. 9).

In cases of transplantations performed with the us-
age of immunosuppressive treatment (procedures 4-
8) histopathological images revealed a small degree
of dispersed inflammatory infiltrations composed of
lymphoid cells and single neutrophil granulocytes.
Within the hepatocytes were noticed the features of
small-droplet degeneration and poorly-marked local
lymphocytic infiltrations in the vicinity of bile canali-
culi (fragmentarily in sparse eye-fields of specimens)
and small degree infiltrations of inflammatory cells in
the vicinity of the portal and hepatic veins. Comparing
the histopathological image with specimens from pre-
viously performed non-transgenic liver transplanta-
tions with usage of immunosuppressive treatment,
changes with similar intensifications (significantly lower
however than in case of non-transgenic liver transplan-
tation without immunosuppression or also transgenic
liver transplantation without immunosuppression)
were observed. The RAI index in this group of
transgenic liver transplantations with immunosuppres-
sion ranged from 1 to 3 (Fig. 1).

Stage IV — transgenic and non-transgenic pig liver
perfusion with human blood using extracorporeal
circulation and oxygenator (without using immunosup-
pressive treatment)

Regarding histopathological examination/immunohis-
tochemical reaction with anti-IgG, anti IgM antibodies in
specimens from a perfused liver, a histopathological
evaluation revealed a comparable reaction with anti-IgG
(human) within specimens from transgenic and non-
transgenic livers perfused with human blood. Positive
reaction included mostly the regions of the hepatic triad,
bile canaliculus and single hepatocytes within the whole
specimen. In these same liver specimens anti-IgM reac-
tion showed significantly lower intensification and was
somewhat weaker (but still present) in cases of livers from
transgenic animals. Immune-positive changes were lo-
calized in the regions of the hepatic triad (within the
perivascular region and the subendothelial space in bile
canaliculi).

Xenoantibody titer investigations: the comparison of
xenoantibody titers was performed, estimating the per-
centage decrease of antibody titer during extracorporeal
circulation. In the initial stage of liver perfusion proce-
dure, similar antibody titers were observed in human
blood serum in both groups, transgenic as well as non-
transgenic livers (with a small and statistically insignifi-
cant decrease in the group of non-transgenic livers). This
difference turned out to be statistically significant in final
stage of circulation (after 4 hours perfusion — both con-
cerning IgG and IgM) (Fig. 2).
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niowej oraz w okolicy podsrédbtonkowej w kanalikach
z6tciowych).

Badanie stezenia ksenoprzeciwciat: poréwnania po-
ziomu ksenoprzeciwciat dokonano oceniajac procento-
wy spadek stezenia przeciwciat trakcie trwania krazenia
pozaustrojowego. W poczatkowym okresie zabiegu per-
fuzji watroby obserwowano podobne wartosci przeciw-
ciat w surowicy krwi ludzkiej w obu grupach, zaréwno
watroby transgenicznej, jak i nietransgenicznej, z niewiel-
kim nieistotnym statystycznie spadkiem w grupie watréb
nietransgenicznych. Réznica ta okazata sie istotna staty-
stycznie w koncowym okresie trwania kragzenia po 4 go-
dzinach perfuzji zaréwno w zakresie anty-IgG, jak i anty-
IgM (ryc. 2).

Dyskusja

Na podstawie oceny przebiegu klinicznego, jak i oce-
ny histopatologicznej, w opisanej powyzej czesci do-
Swiadczenia opartej na modelu badawczym $winia—$wi-
nia, nie wykazano istotnych réznic na korzy$é watroby
transgenicznej w przypadku jej przeszczepu w modelu
Swinia-$winia. Zarowno watroby transgeniczne, jak i nie-
transgeniczne w okresie wczesnej obserwacji poopera-
cyjnej podejmowaty funkcje ekskrecyjna, a w badaniach
histopatologicznych nie zanotowano istotnych roéznic
pomiedzy obiema grupami (przeszczep watroby trans-
genicznej i nietransgenicznej). Zasadnicza réznica w po-
wyzszym modelu do$wiadczenia (przeszczep w uktadzie
$winia—$winia) dotyczyta jedynie stosowania terapii im-
munosupresyjnej. W badaniach histopatologicznych
w obu grupach (przeszczep watroby $wini nietransge-
nicznej lub $wini transgenicznej) nie obserwowano zmian
sugerujgcych obraz nadostrego odrzutu watroby. Mody-
fikacja genetyczna, ktéra stosowano w doswiadczeniu
powinna mie¢ jednak znaczenie w przypadku wykorzy-
stania powyzszej zmodyfikowanej genetycznie watroby
u cztowieka. W opisanym w pracy doswiadczeniu wyko-
rzystano model transgenezy oparty na wprowadzeniu do
komoérek $win genu a-1,2-fukozylotransferazy cztowieka
[12]. Produkt tego genu konkuruje z «-1,3-galaktozylo-
transferazg o ten sam substrat N-acetylolaktozamine, co
w zafozeniu powinno ograniczy¢ reakcje nadostrego
i ostrego odrzutu zwigzang z obecnoscig w organizmie
cztowieka ksenoreaktywnych przeciwciat. W procesie gli-
kozylacji pod wptywem wprowadzonego do komaérek swini
ludzkiego enzymu dochodzi do zastgpienia epitopu
Gal(a1,3)Gal oligosacharydem, przeciwko ktéremu nie wy-
ksztafcity sie ewolucyjnie ksenoreaktywne przeciwciata [12].

Mimo powyzszych teoretycznych zatozen odnosza-
cych sie do przeprowadzonej modyfikacji genetycznej,
wykonana transgeneza miafa ograniczony wptyw na
wyniki drugiej czesci do$wiadczenia opartego na perfu-
zji watroby $wini krwig ludzka. Wprowadzona konstruk-
cja genowa pozwolita ograniczy¢ (nie zapobiegajac jed-
nak catkowicie) stopien akumulacji ludzkich immunoglo-
bulin anty-IlgM w watrobie (przy braku zmian w zakresie
akumulacji przeciwciat klasy anty-IgG). Podobnie w su-
rowicy krwi perfundujacej watrobe w zastosowanym
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Rycina 2. Zmiana stezenia immunoglobulin  anty-IlgM

w surowicy krwi perfundujacej watrobe w trakcie trwania
perfuzji pozaustrojowej (odczyn anty-lgM wg metodyki
podanej powyzej)

Figure 2. The change of IgM immunoglobulin titer in blood
serum perfusing the liver during extracorporeal
perfusion (the anti-lgM reaction according to
above-mentioned methodology)

Discussion

On the basis of both clinical and histopathological
evaluations in the above-described part of the experi-
ment based on a pig-to-pig experimental model, sig-
nificant differences of advantage of transgenic liver was
not shown in cases of liver transplantation in the pig-
to-pig model. Both transgenic and non-transgenic liv-
ers during the period of early postoperative observa-
tion took up excretory functions, while in histopatho-
logical examinations significant differences between
both groups were not noted (transgenic and non-
transgenic liver transplantation). Fundamental differ-
ences in foregoing model of experiment (transplanta-
tion in pig-to-pig model) concerned only the usage of
immunosuppressive treatment. Histopathological ex-
aminations in both groups (transgenic and non-
transgenic pig liver transplantation) did not reveal
changes suggesting hyperacute rejection reaction. Ge-
netic modification, which was applied in this experiment,
should however be of importance in cases of using
above-mentioned genetically modified livers in human.
In the experiment described in this study, the model of
transgenesis used was based on the insertion of the
human gene, «(1,2)-fucosyltransferase, into porcine
cells [12]. As the product of this gene competes with
a(1,3)-galaktosyltransferase for the same substrate —
N-acetyllactoseamine — it was assumed that this should
limit the reaction of hyperacute and acute rejection con-
nected with the presence of xenoreactive antibodies in
the human body. During the glycozylation process un-
der the influence of human enzymes introduced into
porcine cells, the epitope, Gal(a1,3)Gal, is replaced with
oligosaccharide, against which there are no evolution-
arily-developed xenoreactive antibodies [12].

Despite the above-listed theoretical assumptions re-
lating to the performance of genetic modification, the
transgenesis which was carried out had limited influence
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modelu zauwazono réwniez ograniczenie eliminacji ludz-
kich anty-lgM w trakcie trwania krazenia. Zmiany te moga
dowodzi¢ spadku wigzania ksenoprzeciwciat w zmienio-
nej genetycznie watrobie, nie eliminujac jednak catkowi-
cie reakcji immunologicznej zwigzanej z wszczepieniem
watroby $wini transgenicznej u cztowieka.

Uzyskane obserwacje sugerujg koniecznos¢ dalszych
badan nad skuteczniejszym wariantem modyfikacji ge-
netycznej. Wykorzystanie transgenicznej swini jako po-
tencjalnego dawcy watroby budzi w tym aspekcie szcze-
golne zainteresowanie [3, 11, 14, 15].

Dostepnos¢, wysoka zdolnos¢ reprodukcyjna, krotki
czas wzrostu, odpowiednia wielko$¢ i budowa oraz moz-
liwos¢ manipulacji genetycznych, a takze wzglednie ni-
skie ryzyko przeniesienia schorzen odzwierzecych oraz
podkreslana w pi$émiennictwie oporno$¢ na reinfekcje
wirusem zapalenia watroby typu B i C, to zasadnicze za-
lety skfaniajgce do wykorzystania watroby S$winskiej
w ksenotransplantac;ji [5, 9, 15, 16]. Wada $wini jako daw-
cy watroby pozostaje jednak istotna roznica gatunkowa,
co zwieksza ryzyko wystgpienia powiktan zwigzanych
z wystepowaniem naturalnych ksenoreaktywanych prze-
ciwciat w surowicy biorcy (cztowieka) i prowadzi¢ moze
do nadostrego odrzutu przeszczepu [2, 5, 9]. Problemem
pozostaje takze brak catkowitej zgodnosci w zakresie funkcji
fizjologicznych, a szczegdlnie réznice gatunkowe w zakre-
sie niektérych produkowanych przez watrobe biatek, kté-
re po przeszczepieniu watroby moga nie spetniaé¢ swoich
funkcji fizjologicznych w nowym $rodowisku [2, 8, 17].

Badania nad modyfikacjg odpowiedzi immunologicz-
nej, jak tez mozliwosciami wykorzystania na tym polu
transgenezy trwajg w chwili obecnej w wielu osrodkach
w aspekcie zaréwno ortotopowej ksenotransplantacji
u cztowieka, jak i czasowego pomostu dla chorych ocze-
kujacych na transplantacje [3, 11, 14]. Mimo zaawanso-
wanych badan nadal jednak brak narzadu, ktéry w bez-
pieczny sposéb maogtby zostac przeszczepiony cztowie-
kowi. W okresie od 1966 roku do chwili obecnej na swie-
cie wykonano kilkanascie ksenogenicznych ortotopowych
transplantacji watroby, przeszczepiajgc biorcom ludzkim
watrobe szympansa, pawiana lub $wini [5, 8, 9]. Do hi-
storii przeszty w szczegdlnosci wykonane juz w dobie sto-
sunkowo coraz lepiej poznawanej terapii immunosupresyj-
nej dwie ortotopowe ksenotransplntacje watroby wykona-
ne w latach 1992-1993 w Pittsburgu (Stany Zjednoczone),
w ktérych watrobe pawiana przeszczepiono chorym z wi-
rusem zapalenia watroby typu B, a chorych poddano in-
tensywnemu leczeniu immunosupresyjnemu [4, 10]. Oba
przypadki zakonczyty sie niestety niepowodzeniem.

Inng mozliwoscig wykorzystania watroby zwierzece;j
sg podejmowane préby heterotopowego przeszczepu
watroby — zabieg ten wykorzystywany bywat najczesciej
u chorych z ostrg lub podostrg niewydolnos$cig watroby,
stwarzajagc szanse na powrét funkcji pozostawionej na-
tywnej watroby biorcy. Heterotopowy przeszczep watro-
by wykorzystywany byt takze jako pomost przed wtasci-
wym przeszczepem ortotopowym oraz w leczeniu nie-
ktorych metabolicznych schorzen watroby. Tak jak w przy-
padku ortotopowego przeszczepu watroby zwierzecej,

on the results of the second part of the experiment based
on the perfusion of a pig’s liver with human blood. The
inserted gene structure allowed one to limit, but not com-
pletely prevent, the degree of accumulation of human
IgM immunoglobulins within the liver (with a lack of
changes in the field of accumulation of the IgG immuno-
globulins). Similarly, in the serum perfusing the liver in
the above-presented model, the limitation of the elimi-
nation of human IgM during circulation was also noted.
These changes may prove the decrease in the binding
of xenoantibodies in genetically-modified livers, not com-
pletely eliminating, however, the immunological reaction
connected with the transplantation a porcine transgenic
liver into a human body.

The observations gained suggest the necessity of
further studies concerning more effective types of ge-
netic modification. The usage of transgenic pigs as po-
tential liver donors arouses particular interest in this re-
gard [3, 11, 14, 15].

The are fundamental advantages which induce one
to use porcine livers in xenotransplantation, namely the
accessibility of pigs, their high reproductive ability, their
short time of growth, their suitable size and constitution,
the possibilities to carry out their genetic manipulation,
the relatively low risk of transmission of zoonosis, as well
as their resistance to reinfections with hepatitis B and
viruses, a factor which has been emphasized in the lit-
erature [5, 9, 15, 16]. The disadvantage of using pigs as
a liver donors still remains the significant species differ-
ence, which may increase the risk of complications re-
lated to the presence of natural xenoreactive antibodies
in recipient serum (human) and may lead to hyperacute
graft rejection [2, 5, 9]. Another problem is the lack of
complete compatibility in the field of physiological func-
tions, especially regarding species differences in the pro-
duction of certain proteins within the liver, which after
transplantation may not work properly in its new envi-
ronment [2, 8, 17].

Research projects concerning modifications of immu-
nological response, as well as the possibilities of the usage
of transgenesis in this field, are being run at present in many
centers regarding orthotopic liver xenotransplantations in
human beings and as a temporary alternative for patients
waiting for transplantation [3, 11, 14]. In spite of the ad-
vanced stages of research, there is still shortage of organs
which could be transplanted to humans in a safe manner.
From 1966 until today dozens of xenogenic orthotopic liver
transplantations, have been performed, implanting into
human recipients the livers chimpanzees, baboons and
pigs [5, 8, 9]. In particular, two historic orthotopic liver
xenotransplantations were performed in 1992 and 1993
in Pittsburgh (USA), at a time when relatively better and
better immunosuppressive treatment was available. As
livers from baboons were transplanted to these patients
suffering from infections of the hepatitis B virus, they were
subjected to intensive immunosuppressive treatment
[4, 10]. Unfortunately, both operations were unsuccessful.

The other possibilities of using animal livers have
been based on attempts at heterotopic liver transplanta-
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bariera immunologiczna takze w tym przypadku stanowi
nadal istotne przeciwwskazanie do rutynowego stoso-
wania tego typu zabiegu u cztowieka (réwniez w przy-
padku chorych oczekujgcych na przeszczepienie watro-
by ludzkiej) [4, 5, 9, 17]. Kolejne zastosowania watroby
zwierzecej (w tym potencjalnie watroby zwierzat trans-
genicznych) u chorych ze schytkowa niewydolnoscig
watroby obejmuja wykorzystanie watroby do perfuzji po-
zaustrojowej oraz przeszczepienia hepatocytéw podawa-
nych do krgzenia wrotnego lub $ledziony [18-23]. W przy-
padku przeszczepienia hepatocytow, ze wzgledu na mata
objetos¢ podawanych komorek w celu unikniecia miej-
scowych powiktan miejscowej infuzji, trudno w chwili
obecnej uzyskaé wyniki porownywalne z transplantacja
cafego narzadu. Wadg tego postepowania jest tez sto-
sunkowo niskie przezycie komérek w nowym srodowi-
sku oraz zaburzenia ich funkgiji [5, 9, 20]. W chwili obec-
nej zasadniczym wskazaniem do przeszczepienia hepa-
tocytéw sg metaboliczne choroby watroby. W tym przy-
padku wszczepienie nawet stosunkowo niewielkiej licz-
by komdrek moze spowodowac wyleczenie defektu me-
tabolicznego zwigzanego na przyktad z brakiem ktéregos
z enzymow w komoérkach natywnej watroby [5, 9]. Przy-
ktadem mogg by¢ tu préby leczenie zespotu Criglera
Najara typu | [5]. Ze wzgledu na duzo wigkszg mozliwosé
manipulacji genetycznych, postepowanie to stwarza takze
pole do wykorzystania hepatoctyéw zwierzecych.

Doniesienia pi$miennictwa opisujg takze przynajmniej
kilka modeli wykorzystania perfuzji pozaustrojowej z wy-
korzystaniem ksenogenicznego narzadu lub systemoéw
opartych na izolatach lub liniach komérkowych hepato-
cytéw zwierzecych lub ludzkich [21-23]. W chwili obec-
nej wykorzystywane sa rézne linie komorkowe — poczaw-
szy od naturalnych hepatocytow, zaréwno ludzkich, jak
i zwierzecych (najczesciej $winskich) poprzez komorki unie-
$miertelnionych komorek watrobowych, az do komorek
nowotworowych (Human hepatoblastoma) [5, 11, 22, 23].
Mimo ze metoda ta nie jest idealna, mozliwo$¢ dorazne-
go wykorzystania powyzszego sposobu przynajmniej cze-
$ciowej detoksyfikacji watroby sprawia, ze coraz czesciej
siega sie po tego typu rozwigzania, szczegolnie w przypad-
ku chorych z ostrg niewydolnoscig watroby lub tez u cho-
rych oczekujgcych na przeszczepienie watroby [21-23].

Jak wida¢ z powyzszego omdwienia, istnieje wiele
mozliwosci wykorzystania transgenicznej watroby lub tez
samych hepatocytéw; problemem pozostaje jednak na-
dal zagadnienie niezgodnosci immunologicznej w przy-
padku ksenotransplantacji [24]. Poszukiwanie nowych
konstrukcji genowych (w tym ztozonych wieloskfadniko-
wych modeli transgenezy) sktania do kontynuowania ba-
dan w tym obszarze.

Whioski

1. Wykonana transgeneza zaproponowana w badaniu
nie ma wptywu na odpowiedz immunologiczng w ob-
rebie wszczepionej watroby w modelu ortotopowe;j
transplantacji watroby w uktadzie $winia—$winia oraz

tions, a procedure used mostly in patients affected with
acute or subacute liver insufficiency. It offers one the
chance for the return of functions within the remaining
native recipient liver, as heterotopic liver transplantation
has also been used as a temporary alternative before
appropriate orthotopic liver transplantation and in the
treatment of some metabolic liver diseases. As in the
case of orthotopic animal liver transplantation, the im-
munological barrier still poses significant contraindica-
tion for routine application this type of procedures in
human beings (also in cases of patients waiting for hu-
man liver transplantation) [4, 5, 9, 17]. Other attempts to
use animal livers (including potentially the livers from
transgenic animals) concerned patients with end-stage
liver insufficiency and included the usage of the liver for
extracorporeal perfusion and transplantation of hepato-
cytes to be applied to portal circulation or to the spleen
[18-23]. In cases of hepatocyte transplantation, for the
sake of the small volume of applied cells (in order to avoid
local complications of local infusion), it is hard at this
moment to obtain results comparable with whole organ
transplantation. The disadvantage of this method is also
the relatively low survival rate of hepatocytes in their new
environment and disturbances concerning their functions
[5, 9, 20]. At present, the fundamental indication for hepa-
tocyte transplantation are metabolic liver diseases. In this
case implantation of even small number of hepatocytes
may cause a resolution of a metabolic defect related to,
for example, the lack of certain enzymes within the na-
tive hepatic cells [5, 9]. An example of the above-men-
tioned method may include attempts to treat Type 1
Crigler-Najjar Syndrome [5]. Due to the greater and
greater possibilities resulting from genetic manipulation,
these developments have created a way to use animal
hepatocytes.

Reports from the literature also describe at least
a few models of employing extracorporeal perfusion by
using a xenogenic organ or systems based on isolates
or cell lineage compounds of human or animal hepa-
tocytes [21-23]. Currently, different cell lineages are
used — including those from natural hepatocytes, both
human and animal (mostly from pigs), through immor-
talized hepatic cells and as far as neoplastic cells (Hu-
man hepatoblastoma) [5, 11, 22, 23]. Although this
method is not perfect, the possibility of the temporary
usage of the above-mentioned method for at least par-
tial liver detoxification has resulted in surgeons con-
sidering this kind of solution more and more often,
especially in cases of patients affected with acute liver
insufficiency or in patients waiting for liver transplan-
tation [21-23].

As it can be seen on the basis of the above report,
there are many possibilities employing transgenic liv-
ers, or even only hepatocytes. However, the problem
of immunological incompatibility in cases of
xenotransplantation still remains [24]. Therefore, the
search for new gene constructions (including complex
and multicomponent models of transgenesis) is continu-
ing to drive research in this field.
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