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Streszczenie

Wstep: Transplantacja serca jest uznawang metoda postepowa-
nia w krancowym stadium kardiomiopatii o r6znej etiologii, niewy-
dolnosci oraz nieoperacyjnych wad wrodzonych serca. Zastosowa-
nie eksperymentalnego modelu zwierzecego umozliwia poznanie
mechanizméw oraz przebiegu tego zjawiska, a przede wszystkim
wprowadzanie nowych metod farmakologicznego hamowania
zarbwno ostrego, jak i przewlektego procesu odrzucania.
Materiat i metody: Heterotopowy przeszczep serca (n=80) wyko-
nywano u szczuréw wsobnych rasy Wistar. Zabiegi wykonywano
pod mikroskopem operacyjnym Wild M691 (Leica). Zwierzeta
znieczulano przy uzyciu Vetbutalu dootrzewnowo. Dawcom na
30 min przed zabiegiem operacyjnym dozylnie podano 1 ml he-
paryny. Do zatrzymania serca w rozkurczu uzyto 30 ml zimnej,
wysokopotasowej kardioplegii podanej do aorty zstepujacej. Ser-
ce byto przeszczepiane do jamy brzusznej biorcy. Po odpreparo-
waniu u biorcy aorty brzusznej oraz zyty gtéwnej dolnej wykona-
no zespolenia naczyniowe szwem ciggtym: aorta dawcy koniec
do boku aorty biorcy ponizej odejécia tetnic nerkowych, tetnica
ptucna dawcy koniec do boku zyty gtéwnej dolnej biorcy. Catko-
wity czas niedokrwienia serca nie przekroczyt 40 min. Zwierzeta
nie otrzymywaty lekéw immunosupresyjnych. Czynnosé prze-
szczepionych serc oceniano palpacyjnie oraz ultrasonograficznie.
Sredni czas obserwacji wynosit 20 tygodni (liczba dni+SD). Doko-
nano oceny histopatologicznej, oceniajac proces waskulopatii,
atrofii miesnia sercowego, naciekéw limfocytarnych oraz migra-
cje komérek biorcy.

Whioski: Odpowiednio przygotowany protokét badawczy umozli-
wia wykorzystanie eksperymentalnego modelu przeszczepu serca
u szczuréw, np. do wprowadzania nowych lekéw immunosupre-
syjnych czy oceny skutecznosci r6znych rodzajéw kardioprotekcji.
Stowa kluczowe: transplantacja, badania naukowe.

Abstract

Background: Heart transplantation is a well established and
accepted treatment of end-stage heart failure and uncorrectable
congenital heart disease. Cardiac allograft rejection has been
extensively studied and is associated with decreased left ventri-
cular function.

The experimental animal model of cardiac transplantation allows
tracking and observation of the progress of allograft rejection.
Introduction of new pharmacological agents to inhibit either
a severe or chronic rejection process presents a formidable chal-
lenge and research opportunity.

Material and Methods: Experimental allogenic heterotopic
heart transplantation was performed in a rat model. Animals
were anaesthetized with pentobarbital sodium (0.45 mg per
100 g of body weight). Thirty minutes before the procedure the
donor was heparinized with 5000 Ul of heparin injected directly
into the inferior vena cava (IVC). The donor’s heart was arre-
sted by direct injection of 30 ml of ice-cold high-potassium
cardioplegia (Plegisol, Abbott Laboratories). The donor’s heart
was then placed in the abdominal cavity of the recipient. After
sufficient exposure of the recipient abdominal aorta and IVC,
subsequent anastomoses were made using continuous sutu-
re: end-to-side donor ascending aorta to recipient abdominal
aorta (just below renal arteries), and end-to-side donor pul-
monary artery to the recipient’s IVC. Total ischaemia time did
not exceed 40 minutes. Animals were then allowed to recover.
No immunosuppressive medications were used throughout
the entire follow-up. Function of the transplanted heart was
assessed weekly by transthoracic echocardiography. Mean
time of the follow-up was 20 weeks (+10). Vasculopathy, atro-
phy of the muscle, and lymphocytic infiltration were subsequen-
tly assessed and evaluated.
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Wstep

Transplantacja serca jest uznawana metoda postepowa-
nia w krancowym stadium kardiomiopatii niedokrwiennej
lub pozapalnej, znacznie rzadziej schytkowych nieoperacyj-
nych wad serca [1].

Okoto 30% niepowodzeh zwigzanych jest z niewydolno-
Scig przeszczepionego narzadu, u podtoza ktérego lezy nie
tylko proces odrzucania w r6znym mechanizmie, ale takze
choroba naczyh wiefcowych. Jest to gtéwna przyczyna nie-
wydolnosci przeszczepu u biorcy w 1. roku po transplantacji,
wystepuje u 50% biorcéw po 5 latach od zabiegu i stanowi
gtéwna przyczyne uposledzenia funkcji narzadu w odlegtej
obserwacji. Moze by¢ przyczyna nagtej Smierci z przyczyn
sercowych, zawatu miesnia sercowego, stopniowego pogar-
szania funkcji przeszczepionego narzadu, czesto prowadzac
do retransplantacji. W odréznieniu do choroby naczyh wien-
cowych zwigzanej z rozwojem miazdzycy, waskulopatia
naczyn wieficowych serca przeszczepionego polega na ich
koncentrycznym zwezeniu dotyczacym zwykle catej dtugosci
naczynia. Jest to rozlany proces dotyczacy takze naczyn srod-
miesniowych. Zwezenie naczynia zwiazane jest z przebudo-
wa jego Sciany, bedaca nastepstwem proliferacji i migracji
komérek miesnidwki gtadkiej btony srodkowej, limfocytow
i makrofagéw. Jest rowniez nastepstwem uszkodzenia 5rod-
btonka nie tylko w wyniku niedotlenienia podczas zabiegu
operacyjnego, ale réwniez w wyniku dziatania czynnikow
niezwigzanych z uktadem immunologicznym, ale bedacych
sktadowa odpowiedzi immunologicznej, zarowno komérko-
wej, jak i humoralnej. Istniejg badania oceniajace zwigzek
miedzy odpowiedzig organizmu biorcy (komérkowa i humo-
ralna) a chorobg tetnic wieficowych w przeszczepionym sercu.

Ze wzgledu na fakt, ze choroba naczyh wieficowych po-
zostaje nadal gtéwnym problemem transplantologii, identy-
fikacja i ocena potencjalnych czynnikéw wptywajacych na
dynamike tego procesu oraz ewentualng mozliwos¢ prze-
widywania postepu choroby stata sie od kilku lat gtéwnym
zadaniem badaczy.

Doktadna ocena histopatologiczna naczyn przeszcze-
pionego narzadu po ustalonym wczesniej przez badacza
okresie obserwacji mozliwa jest jedynie u zwierzat, ponie-
waz u ludzi istnieje wytacznie przyzyciowa ocena stanu na-
czyh wieficowych serca w badaniu hemodynamicznym oraz
niezwykle rzadka mozliwos¢ oceny serca przeszczepionego
post mortem. Zastosowanie modelu zwierzecego pozwala
zrozumie¢ mechanizmy prowadzace do niewydolnosci
przeszczepionego narzadu oraz, jak wynika z badah nauko-
wych, pozwala odnies¢ zmiany zachodzace u zwierzat do
zmian zachodzacych u ludzi z mozliwoscig oceny zaréwno
in vivo, jak i post mortem. Nie istniejg obecnie metody po-
zwalajace zastapi¢ zwierzeta w tej dziedzinie badan.
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Conclusions: Introducing an experimental animal model of he-
terotopic heart transplant is a big challenge because of the
technical aspects to achieve a stable, repeatable model obta-
ining anatomic and haemodynamic conditions of the heart.
Key words: transplantation, research.

W Pracowni Do$wiadczalnej Slaskiego Centrum Chorob
Serca wdrozono zmodyfikowany przez autorke (. S.) model
przeszczepu serca u szczurdw, po raz pierwszy opisany
przez Ono i Lindsey w 1969 . [2]. Jest to model wymagajacy
chirurgicznego przygotowania ze wzgledu na specyfike
wykonywanych zespolef, stanowigcy wciaz trudnosé tech-
niczna dla wielu badaczy. Model ten nie odwzorowywat jed-
nak doktadnie pracy serca, poniewaz przeszczepione serce
nie wykonuje pracy hemodynamicznej, co w konsekwencji
prowadzi do strukturalnych i metabolicznych zmian [3]. Ko-
lejne modyfikacje modelu dotyczyty rodzaju znieczulenia,
techniki wszczepiania, rodzaju szwéw chirurgicznych i immu-
nosupresji. Pojawity sie réwniez rzadkie doniesienia o tech-
nice uszkadzania zastawki aortalnej w celu uzyskania napet-
niania lewej komory zapewniajacej jej hemodynamicznga
prace, poprawiajace jednoczesnie funkcje i zapobiegajace
atrofii [3]. Zmodyfikowany przez autorke model heterotopo-
Wego przeszczepu serca u szczura powstat na podstawie
dotychczasowych doswiadczen w tej dziedzinie [4].

Materiat i metody

Przeszczepy serca wykonywane byty u szczuréw wsob-
nych rasy Wistar, pochodzacych ze zwierzetarni Slaskiego
Centrum Choréb Serca w Zabrzu. Przeprowadzono 80 za-
biegow transplantacji serca. Zwierzeta nie byty poddane
zadnemu ze schematéw terapii immunosupresyjnej. Bior-
com 48 godz. przed zabiegiem ograniczony zostat dostep
do pokarmu.

Po wprowadzeniu w stan znieczulenia ogélnego (Vetbual,
4,5 mg/100g m.c.) i po uzyskaniu zniesienia odruchéw na
bodZce przeprowadzano sternotomie u dawcy serca. Rowno-
czesnie ze znieczuleniem dootrzewnowo podawano 1 ml
heparyny niefrakcjonowanej (Heparinum, Polfa Warszawa
5000 j/ml) w celu unikniecia formowania skrzepu podczas
pobierania narzadu.

Do aorty zstepujacej dawcy wprowadzono cewnik (Neo-
flon), przez ktéry podawano 30 ml zimnego (4°C) roztworu
kardioplegii (Plegisol, Abbott Laboratories) w celu zatrzy-
mania serca w rozkurczu (ryc. 1.).

W tym samym czasie nacieto zyte gtéwna dolng w celu
usuniecia nadmiaru krwi i kardioplegii. Po wspélnym pod-
wigzaniu zyt ptucnych i zyt gtéwnych odcieto naczynia. Aorta
wstepujaca i pieh ptucny odcieto na dt. ok. 2-3 mm powyzej
zastawek. Eksplantowane serce umieszczano w zimnym roz-
tworze kardioplegii na 10 min.

Po wprowadzeniu biorcy w stan znieczulenia ogélnego
(Vetbutal, 4,5 mg/100g m.c.) wykonywano posrodkowe
otwarcie jamy brzusznej. Po odpreparowaniu zyty gtownej
dolnej i aorty brzusznej ponizej odejscia tetnic nerkowych,
zarébwno powyzej, jak i ponizej planowanego miejsca wsz-
czepienia serca, zatozono klemy naczyniowe (ryc. 2.).
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Ryc. 3. Zespolenie aorty dawcy ,,koniec-do-boku” aorty biorcy

Przy uzyciu narzedzi chirurgicznych uzywanych w mi-
krochirurgii, np. mikrochirurgii oka, nacieto ptatek zastawki
aortalnej, a nastepnie wykonywano zespolenia naczyniowe
szwem ciggtym: aorta dawcy koniec do boku aorty biorcy
ponizej odejscia tetnic nerkowych (Prolene 8-0) (ryc. 3.)
i nastepnie tetnica ptucna dawcy koniec do boku zyty
gtéwnej dolnej biorcy (Monosof 10-0) (ryc. 4.).

Po odklemowaniu i $rednio 30-sekundowym (+10) okre-
sie reperfuzji nastepowat powrét zatokowego rytmu serca
przeszczepionego. Powtoki brzuszne zamykano szwem cia-
gtym (otrzewna i tkanka podskérna: Prolene 4-0, skora:
Mersilene 3-0). Zabiegi wykonywane byty pod mikrosko-
pem operacyjnym Wild M691 (Leica). W celu unikniecia
odwodnienia i zaburzen metabolicznych w okresie rekonwa-
lescencji, gdy zaburzone jest pobieranie wody i pokarmu,
zwierzetom bezposrednio po zabiegu operacyjnym podawa-
no podskérnie 2 ml 0,9% NaCl oraz 2 ml izotonicznego $rod-
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Ryc. 4. Zespolenie tetnicy ptucnej dawcy ,,koniec-do-boku” zyty gtow-
nej dolnej biorcy

ka odzywczego (Fort Dodge Veterinaria SA), zawierajgcego
elektrolity, aminokwasy oraz dekstroze. W przypadku smier-
ci zwierzecia w ciggu 2 dni od zabiegu operacyjnego uzna-
wano za przyczyne niepowodzenia btad techniczny przy wy-
konywaniu zespolen (n=15).

W trzydniowych odstepach przyzyciowo oceniana byta
palpacyjnie funkcja przeszczepionego narzadu. Tydzieh
przed planowanym pobraniem serca do dalszych badanh
ultrasonograficznie dokonywano oceny funkcji przeszcze-
pionego narzadu przez powtoki brzuszne w znieczuleniu
ogblnym, uzyskujac jednoznaczny obraz.

Po zakonczeniu okresu obserwacji zwierzeta usmierca-
no przez podanie vetbutalu (10 mg/100 g masy ciata) i prze-
prowadzano torakotomie i laparotomie. Do lewej komory
serca wtasnego martwego zwierzecia wprowadzano cew-
nik, przez ktéry podawano 200 ml ptynu utrwalajacego (1%
paraformaldehyd zbuforowany kwasem cytrynianowym)
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Ryc. 5. Waskulopatia serca przeszczepionego. Przerost btony Srod-
kowej naczyh wieficowych

celem przeptukania, a nastepnie utrwalenia naczyn krwio-
nosnych.

Pobierano zaréwno serce wtasne, jak i heterotopowo
przeszczepione z okoto 5-milimetrowym fragmentem aorty
brzusznej i zyty gtéwnej dolnej. Narzady umieszczano
w 6-proc. roztworze formaldehydu. Badanie histopatolo-
giczne tetnic wiencowych serca przeszczepionego obejmo-
wato ocene waskulopatii pod postacig zmiany Swiatta tet-
nicy oraz zmiane grubosci $ciany naczynia (ryc. 5.), a takze
stopien migracji komérek miesniowych z warstwy miesnio-
wej do srédbtonka i naciekow limfocytarnych (ryc. 6.).

Stopien uszkodzenia naczyn serca przeszczepionego, tj.
zwezenie Swiatta badZ pogrubienie ich $cian, mamy mozli-
wos¢ ocenit przy uzyciu wtasnego programu komputerowe-
go IAMeter® i poréwnac z odpowiednim obrazem naczyn
serca wtasnego.

Dyskusja

Wprowadzony w 1969 r. przez Ono i Lindsay usprawnio-
ny model dobrzusznego, perfundowanego krwig przeszcze-
pu serca u szczura byt przez wiele lat wykorzystywany
i uznawany za wtasciwy w badaniach doswiadczalnych
w dziedzinie transplantologii. Autorzy zmienili woéwczas
dotychczasowy sposéb potaczenia , koniec-do-konca” aorty
i pnia ptucnego dawcy z aorta brzuszng i zyta gtéwna biorcy
na mniej uszkadzajace potaczenie naczyn sposobem ,ko-
niec-do-boku”. Modyfikacja ta pozwolita unikna¢ powikta-
nia w postaci paraplegii i czesto Smierci zwierzecia, a bada-
czowi straty czasu i pracy. Opisany woéwczas model stat sie
punktem wyjscia do badanh substancji kardioprotekcyjnych,
ograniczajacych poreperfuzyjne uszkodzenie i zapobieganie
rozwojowi choroby naczyn narzadu przeszczepionego [5]. Ze
wzgledu na ograniczenia etyczne nie prowadzono badan
wykorzystujgcych kombinacje réznych ptci dawcy i biorcy
w ocenie procesu odrzucania, co stanowito o wyzszosci mo-
delu zwierzecego nad badaniami w populacji ludzkiej [6].
Model omawiany posiadat jednak pewne ograniczenia
wynikajace z braku pracy hemodynamicznej lewej komory:
objetos¢ wyrzutowa i cisnienie panujace w komorze bliskie
zeru i nastepstwa pod postacia gtebokich strukturalnych
i metabolicznych nieprawidtowosci (zmiana budowy miozy-
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ny, uposledzona synteza biatek cytoszkieletu, uposledzona
aktywnosé enzymatyczna, zmniejszona catkowita zawar-
tos¢ biatek w miesniu serca i zmiana masy serca) [3], pro-
wadzace ostatecznie do niewydolnosci przeszczepionego
narzadu i czesto atrofii.

Model heterotopowego przeszczepu serca u szczura
opisany przez Kleina i wsp. uzupetniony o balon implanto-
wany do $wiatta lewej komory, zapewniajacy izowolemicz-
ny charakter pracy, rdwniez okazat sie niedoskonaty, ponie-
waz mimo zminimalizowania atrofii nadal obserwowano
witdknienie i zmniejszong podatnos¢ sciany lewej komory
[7]. Niedomykalnos$¢ aortalna indukowana poprzez naktu-
cie ptatka zastawki aortalnej [3] zapewnita odpowiednia
funkcje rozkurczowa komory, nie zapobiegta jednak catko-
wicie atrofii. Wdrozony przez autorke model heterotopowe-
g0 przeszczepu serca u szczura zmodyfikowany o naciecie
ptatka zastawki aortalnej jest odpowiedzig na zalecenia po-
przednich autoréw dotyczacych koniecznosci zbadania mo-
delu z réznego stopnia nasileniem niedomykalnosci aortal-
nej. Wykonane przez zespét dwuosobowy (.5.+A.D.) zabiegi
przeszczepiania serca, zgodnie z krzywa uczenia, poczatko-
wo obarczone byty duza Smiertelnoscia, wynikajaca gtow-
nie ze standaryzacji przeprowadzania znieczulenia ogélne-
go i trudnosci technicznych w wykonywaniu zespolen
naczyniowych. Dopracowana metoda przygotowania i pobie-
rania narzadu oraz jakos¢ wykonanych zespolef umozliwity
skrécenie czasu niedokrwienia serca dawcy z bezpoSrednim
wptywem na przezywalnos¢ i dtugos¢ zycia przeszczepu.
Wprowadzony w Pracowni Do$wiadczalnej Slaskiego Cen-
trum Choréb Serca w Zabrzu powtarzalny model heterotopo-
Wego przeszczepu serca u szczura zostat bardzo wysoko
oceniony podczas wspblnie prowadzonych badan przez
eksperta w dziedzinie transplantologii klinicznej i ekspery-
mentalnej dr. Y. Toyode z Uniwersytetu w Pittsburgu (USA)
i dr. H. Mohanakumara, patomorfologa i immunologa z Uni-
wersytetu w St. Louis (USA). Model jest obecnie chetnie
stosowany w badaniach dotyczacych farmakologicznego
prowadzenia biorcéw po przeszczepie i zastosowania no-
wych lekéw immunosupresyjnych. Model ten otwiera nowe
mozliwosci badah w zastosowaniu kardioprotekcji w okresie
kontrolowanego niedokrwienia narzadu oraz obserwacji lo-
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kalizacji, nasilenia i dynamiki rozwoju oraz mozliwosci ha-
mowania waskulopatii. Jest to jak dotad model przeszczepu
serca u szczura, ktéry opracowany zostat na duzym materiale
badawczym obejmujacym ponad 80 eksperymentéw. Jest on
blizszy niz poprzednie odwzorowaniu pracy serca wtasnego.
Jednak nalezy stale pamieta, iz serce przeszczepione pracu-
je w warunkach niefizjologicznego napetniania lewej komory
oraz z odmiennym obcigzeniem wstepnym i nastepczym, co
moze mieé réwniez wptyw na ostateczny wynik ekspery-
mentu i co musi by¢ brane pod uwage przy interpretacji wy-
nikéw badan funkcji przeszczepionego narzadu.

Whnioski

1. Wdrazanie eksperymentalnego zwierzecego modelu he-
terotopowego przeszczepu serca stanowi duze wyzwanie
ze wzgledu na techniczng strone zabiegu, uzyskanie sta-
bilnego, powtarzalnego modelu odtwarzajgcego nie tylko
warunki anatomiczne, ale i hemodynamiczne w sercu.

2. Opracowany przez nasz zesp6t zwierzecy model prze-
szczepu serca umozliwia ocene zaawansowania i rodzaj
mechanizméw prowadzacych do niewydolnosci prze-
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szczepionego narzadu ze szczegdlnym uwzglednieniem
choroby naczyh wiehcowych.
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