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1. Abstrakt

MozZnosti zlepSeni vlastnosti ledvinnych Stép0 od nebijicich darcl pomoci
ihned zahdjené mechanické pulzatilni perfuze

Opatrny V.
Chirurgicka klinika FN Plzen a LF UK v Plzni

Uvod: Mno#stvi ledvin dostupnych k transplantaci stale nedosahuje poctu pacientd na
Cekaci listing, jez se kazdoroéné prodluzuje. Pfitom je transplantace ledvin jedinou Sanci
pacientd na dlouhodobé preziti s dobrou kvalitou Zivota. Proto jsou v posledni dobé
vyuzivany i orgdny od tzv. marginalnich darcli, mezi néz patii téz zemfreli darci po
nezvratné zastavé obéhu (DCD — donors after cardiac death). Nejc¢astéjsi pri¢inou smrti
téchto ddrcl je zdvainé trauma, zejména kraniocerebralni, ¢i ndhld srde¢ni zastava
s naslednou neuspésnou resuscitacni péci. Po konstatovani smrti jedince dle presné
danych kritérii, je mozno pfistoupit k odbéru ledvin. Pfi tom dochdzi nejprve k promyti
Stépl v téle darce pomoci perfuzniho roztoku a ndasledné k jejich vyjmuti a uchovani
zvolenou prezervacni metodou. V oblasti DCD je nejcastéji vyuzivana mechanicka
pulzatilni perfuze pomoci specialniho pfistrojového vybaveni. | pfes dobré dlouhodobé
vysledky $tépl od DCD, je tato skupina zatizena vétSim poctem opozdéného nastupu
funkce Stépu (DGF) i primarni afunkce Stépu (PNF).

Cil: Shrnuti zakladnich poznatk(i o DCD a jejich nasledné vyuziti v experimentalni praci.
Kvalitu Stépu od DCD vyznamné urcuje obdobi tésné po zadstavé obéhu ddrce a nasledna
perfuze Stépu. SvyuZitim perfuzoru vlastni konstrukce jsme nejprve prozkoumali
metodu ROP — retrogrddni oxygenové perfuze. Tento experiment nas pfrivedl na
myslenku mechanického promyvani ledvin konzervaénim roztokem jesté v téle darce.
Cilem jepo opétovné transplantaci Stépu prijemci dosdahnout snizeni vyskytu
opozdéného nastupu funkce Stépu ¢i jeho primarni afunkce.

Metodika: Metoda ROP byla testovdna na souboru 10 zvifat (prase) rozdélenych do
dvou skupin. U vSech zvirat probéhla simulace teplé ischemie po dobu 20 min. V prvni
skupiné (n=5) byla nasledné po explantaci k uchovani Stépu vyuzZita metoda ROP, ve
druhé (n=5) mechanicka pftistrojova perfuze, u obou skupin po dobu 60 min. Nasledné
byl organ transplantovan zpét plvodnimu zvifeti. V danych ¢asovych intervalech po
dobu 2 hodin byly odebirany vzorky zZilni krve ke stanoveni hladiny urey. Stejné tak bylo
provedeno vyhodnoceni bioptickych vzorkl tkdné ledvin odebranych v pribéhu a na
konci experimentu. Nasledujici experiment se jiz zabyval ihned zahajenou pulzatilni
perfuzi. Prvni ¢ast spocivala v pokusu na malém zvireti (kralik). Opét byla u vSech zvirat
simulovdana tepla ischemie po dobu 30 minut. Nasledné byla v prvni skupiné (n=5) jedna
ledvina v téle zvirete promyta zvykle uzitim hydrostatického tlaku a ve druhé skupiné
(n=5) pak pomoci mechanického perfuzoru po dobu 30 minut. Byly zaznamenavany
parametry pratoku ledvinou a teplota uvnitf organu. Po ukonceni pokusu bylo
provedeno histologické vysetfeni promyvanych ledvin. Druhy experiment hodnotici



ihned zahajenou pulzatilni perfuzi jiz probihal opét na velkém zvireti (prase). 7 zvifat
prodélalo simulaci teplé ischemie jedné ledviny po dobu 30 min. Nasledné byly v prvni
skupiné (n=3) tyto promyty opét uZitim hydrostatického tlaku a ve druhé (n=4)
mechanickym perfuzorem po dobu 60 minut. Byly méfeny parametry pritoku a pokles
teploty vorgdnu. Nasledné byl obnoven puavodni krevni pritok a takto
autotransplantovany. Po dobu dalSich 6 hodin byla sledovdna diuréza, méreny
biochemické hodnoty a markery ledvinného poskozeni v séru a moci. Po promyti a na
konci pokusu byly odebirdny vzorky k histologickému vysSetreni.

Vysledky: V experimentu zkoumajicim ROP jsme nezjistili rozdil namérenych hodnot
sérové urey v Zilni krvi odebirané po autotransplantaci organu (p=0,843). Stejné tak
nebyl statisticky vyznamny rozdil v kvalité promyti ledvinnych StépU pfi vySetreni
patologem v ¢ase |, Il, 1l (p=1,00). Obé metody byly tedy rovnocenné. Prvni experiment
sihned zahdjenou perfuzi na malém zviteti prokazal signifikantné vy$si maximalni
pratok pfi uZiti mechanické perfuze, nez u kontrolni skupiny pfi uZiti pouze
hydrostatického tlaku (p=0,004). Stejné tak jsme pozorovali statisticky vyznamny rozdil
v poklesu teploty Stépu ve prospéch mechanické perfuze (p <0,001). Statisticky
vyznamné bylo i kvalitativni histopatologické hodnoceni proplachu stépli opét ve
prospéch mechanické perfuze (p = 0,005). Ve druhém experimentu na velkém zvireti
jsme mechanickou perfuzi jsme opét dosahli statisticky vyznamnéjsiho rozdilu mezi
obéma skupinami, a to jak pro vrcholovy pratok, tak pro prGtok ve srovnani
s maximalnim pratokem u hydrostatické perfuze (p=0,007, resp. 0,019). Co se tyce
poklesu mérené teploty orgdnu, nebylo tésné dosazeno Urovné statistické vyznamnosti
(p=0,071). Stejné tak nebyla vyznamné rozdilna ani diuréza po transplantaci (p=0.602).
Srovnani sledovanych biochemickych markerd a markerl poskozeni ledvinného
parenchymu v séru a moci se v zadném z ¢asu 0,1,3,6 hod. vyznamné nelisilo.

Diskuze: Vysledky prokazuji identickou kvalitu stépl prezervovanych jak klasickou
intraarterialni perfuzi, tak retrogradni oxygenovou persuflaci. Nenalezli jsme
signifikantni rozdily jak v histopatologickém hodnoceni odebranych stépu, tak v
hodnotach urey u zvifat po transplantaci danych $tépl. Uvedené vysledky jsou v
souladu s literaturou. Nepotvrdili jsme ndzor nékterych autorl, Ze ROP muzZe byt
dokonce superiorni ve srovnani s klasickou perfuzi event. s ,cold storage”. Prokazali
jsme ale bez pochyby, Ze i prosta ROP dokaze parenchym ochranit. Otazkou podle
naseho nazoru neni nahrazeni zvyklé intraarteridini perfuze retrogradni persuflaci,
nabizi se vSak moznost urcité kombinace obou metod. V prvnim experimentu s ihned
zahdjenou mechanickou perfuzi je patrné statisticky vyznamné rychlejsi zchlazeni
ledvinnych Stépl u pristrojové perfuze, stejné tak i statisticky vyznamné vyssi pritok
perfuzniho roztoku ledvinou za minutu. Za stejnou casovou jednotku je tak organ
proplachnut vétSim mnozstvim perfuzatu. Dosud uZzivand metoda pracuje s chladnym
perfuzdtem, ktery se vsak jiz pfi poddvani do téla zemrelého ohtiva od okolni pokojové
teploty. Diky zapojeni chladi¢e média v naSem perfuzoru az tésné pred vstup do téla
darce jsme mohli dosahnout velmi nizké teploty perfuzatu kolem 4 st. C. Proto je
nasledné zchlazeni orgdnu ucinnéjsi. Prokazali jsme pomoci histologického vysetreni, ze



promyti ledviny pomoci mechanického perfuzoru v téle zvirete je vyrazné lepsi nez pfi
pouziti hydrostatického tlaku. Na histologickych preparatech nebyly v glomerulech
pfitomny krevni elementy u ledviny promyté perfuzorem. Zda se, Ze fizend mechanicka
perfuze je schopna z ledviny odstranit i drobné jiz vytvorené mikrotromby a zachovat
maximum cévniho recisté pro obnoveni krevniho pratoku. Ve druhém experimentu na
velkém zvireti jsme mechanickou perfuzi opét dosahli statisticky vyznamné;jsiho rozdilu
mezi obéma skupinami, a to jak pro vrcholovy pratok u mechanické pulzatilni perfuze
(pratok na vrcholu systoly ¢erpadla), tak pro pritok stfedni (vypocitany identicky jako
v klinické praxi) ve srovnani s maximalnim priitokem u hydrostatické perfuze (p=0,007,
resp. 0,019). Pfi srovnani sledovanych marker( poskozeni ledvinného parenchymu obé
skupiny vyznamné neliSily. Z vySe uvedeného se domnivame, Ze ihned zahdjena
pulzatilni perfuze $tép( v téle darce po nezvratné zdstavé obéhu Stépy lépe promyje,
tim zachova vétsi pocet neposkozenych glomeruld a nefronli v parenchymu.
EfektivnéjSim zchlazenim lze dosahnout casnéjSiho zastaveni jiz probihajicich
ischemickych zmén a po ndsledné transplantaci snizit procento vyskytu PNF a DGF. Jako
idedIni by se jevila tato metoda v nasledné kombinaci s moznym vyuzitim ROP pred
transplantaci pfijemci.

Zaveér: Darci ledvin po nezvratné zastavé obéhu jsou v dnesni dobé nedilnou soucasti
transplantacni mediciny. Jejich vyuziti m{iZze vyrazné navysit pocet organt vyuzitelnych
k transplantaci a tim zlepSit kvalitu Zivota fadé nemocnych v termindlni fazi renalniho
selhani. Jedna se téZ o nejnarocnéjsi skupinu darcl z pohledu organizace a provedeni
organového odbéru, spojenou s fadou nejen logistickych, ale i spole¢ensky a eticky
citlivych otdzek. K uchovani organti odebranych DCD je dnes ve valné vétsiné vyuzivana
pfistrojova perfuze, jez garantuje nejlepsi funkéni vysledky po nasledné transplantaci
prijemci. Proto se jako pfihodné jevi vyuziti co nejcasnéjsi zahdjeni pristrojové perfuze
jiz vtéle zemrelého darce. V naSem experimentu jsme ovéfili ucinnost retrogradni
oxygenové persuflace ve shodé s literarnimi daty. Dale jsme ve dvou experimentalnich
modelech prokazali moznost lepsiho zchlazeni a promyti ledvinného Stépu v téle darce.
Idedlnim cilem naseho vyzkumu by bylo zavedeni nové metodiky, resp. algoritmu
perfuze ledviny odebrané od marginalniho darce. Zavedeni do klinické praxe jisté
vyZaduje jesté vyznamny kus prace na experimentalnim poli, pfesto financni i logisticka
nenarocnost této metody je pfislibem do budoucna.



2. Summary

Introduction: The number of kidneys available for transplantation still does not match the
number of patients on the waiting list, which gets longer every year. At the same time,
kidney transplantation is the only chance for the long-term survival of patients with good
quality of life. Therefore, organs from marginal donors, including donors after cardiac death
(DCD), have recently been used. The most common cause of death of these donors is severe
trauma, especially craniocerebral trauma, or sudden cardiac arrest, followed by
unsuccessful resuscitation. Kidneys can be harvested once an individual is declared dead
according to the exact criteria. This involves initial washing of the grafts in the donor's body
using a perfusion solution, followed by their removal and storage using selected
preservation method. Mechanical pulsatile perfusion using special instrumentation is the
most frequently used technique in the area of DCD. Despite of good long-term outcomes
of grafts from DCDs, this group is burdened by a greater number of delayed graft function
(DGF) and primary nonfunction (PNF).

Objective: To summarize the essential knowledge about DCD and its subsequent use in
experimental work. Graft quality from DCD donors is significantly determined by the period
just after the donor’s circulatory arrest and subsequent graft perfusion. Using a perfusion
system of our own design, we first explored the ROP (retrograde oxygen persufflation)
technique. This experiment led us to the idea of mechanical perfusion of the kidneys with
a preservation solution already in the donor's body. The aim is to reduce the incidence of
delayed onset of graft function or its primary nonfunction after graft transplantation.

Methodology: The ROP methodology was tested in a population of 10 animals (pigs)
divided into two groups. All animals were subjected to simulated warm ischemia for 20
minutes. Immediately after the explantation, the ROP method was used in the first group
(n =5) and mechanical machine perfusion in the second group (n = 5) to preserve the graft,
for a period of 60 minutes in both groups. Subsequently, the organ was re-transplanted to
the original animal. Venous blood samples were collected at given time intervals over a
period of 2 hours to determine the urea level. Biopsy samples of kidney tissue taken during
and at the end of the experiment were also evaluated. The subsequent experiment studied
the immediately initiated pulsatile perfusion. The first part consisted of an experiment on
a small animal (rabbit). Again, all the animals were subjected to simulated warm ischemia
for 30 minutes. Subsequently, one kidney in the animal body was routinely perfused using
hydrostatic pressure in the first group (n = 5) and using a mechanical perfusion pump in the
second group (n = 5), in both groups for 30 minutes. The kidney flow parameters and the
temperature inside the organ were recorded. Histological examination of the perfused
kidneys was performed after ending the experiment. The second experiment, evaluating
the immediately initiated pulsatile perfusion, was conducted on a large animal (pig). Seven
(7) animals were subjected to simulated warm ischemia of one kidney for 30 minutes.
Subsequently, the kidneys in the animal body were routinely perfused under hydrostatic
pressure in the first group (n = 3) and using a mechanical perfusion pump in the second
group (n = 5) for 60 minutes. The flow parameters and the temperature decrease in the
organ were measured. Subsequently, the original blood flow was restored and



autotransplantation was performed. Over the next 6 hours, diuresis was monitored and
biochemical values and markers of renal damage in the serum and urine were measured.
After perfusion and at the end of the experiment, samples were taken for histological
examination.

Results: In an experiment to examine ROP, we found no difference in serum urea levels in
venous blood taken after organ autotransplantation (p=0.843). Similarly, no statistically
significant difference was found in the quality of renal graft perfusion when examined by a
pathologist at times |, Il, and 11l (p=1.00). Both methods were therefore equivalent. The first
experiment with the immediately initiated perfusion on a small animal showed a
significantly higher maximum flow rate when using mechanical perfusion compared to the
control group using only hydrostatic pressure (p=0.004). Similarly, we observed a
statistically significant difference in graft temperature decrease in favor of mechanical
perfusion (p<0.001). The qualitative histopathological evaluation of the graft perfusate was
also statistically significant, again in favor of mechanical perfusion (p=0.005). In the second
experiment on a large animal, we again achieved a statistically significant difference
between the two groups when using mechanical perfusion, for both peak flow and flow
compared to the maximum flow rate in hydrostatic perfusion (p=0.007 and 0.019,
respectively). Concerning the decrease in the measured organ temperature, the level of
statistical significance (p=0.071) was closely not reached. Similarly, diuresis after the
transplantation was not significantly different, either (p=0.602). Comparison of the
observed biochemical markers and markers of renal parenchymal damage in the serum and
urine showed no significant difference at any of the time points of 0, 1, 3, and 6 hours.

Discussion: The results confirm the identical quality of grafts preserved by classical
intraarterial perfusion and retrograde oxygen persufflation. We found no significant
differences in either the histopathological evaluation of the grafts taken or the urea levels
in the animals after transplantation of the respective grafts. The results are in accordance
with the literature data. We did not confirm the opinion of some authors that the ROP may
even be superior to conventional perfusion or to "cold storage". However, we undoubtedly
confirmed that even simple ROP can protect the kidney parenchyma. In our opinion, the
aim is not to replace the usual intra-arterial perfusion with retrograde persufflation, but
there is a possibility of a certain combination of both methods. In the first experiment with
immediately started mechanical perfusion, we observed statistically significant faster
cooling of the kidney grafts with machine perfusion, as well as a statistically significantly
higher perfusion solution flow rate per minute through the kidney. In this way, the organ
can be perfused with a greater amount of perfusate during the same time. The method
used so far uses cold perfusate, which, however, warms up from ambient room
temperature when administered to the body of a deceased donor. In our perfusion system,
we were able to achieve a very low perfusate temperature of about 4 degrees Centigrade
by incorporating a special cooler of the medium just before the entrance to the donor's
body. Therefore, subsequent cooling of the organ is more effective. We demonstrated by
histological examination that kidney perfusion using a mechanical perfusion system in the
animal's body is significantly better than perfusion under hydrostatic pressure. Histological



preparations did not contain blood elements in the glomeruli of a kidney perfused with the
perfusion pump. Controlled mechanical in-situ perfusion appears to be able to remove
even small microthrombi already formed in the kidney and preserve maximum of kidneys
microcirculation. In the second experiment on a large animal, mechanical perfusion again
achieved a statistically significant difference between the two groups, both for the peak
flow in mechanical pulsatile perfusion (flow at peak systole of the pump) and for the mean
flow (calculated identically as in clinical practice) compared to the maximum flow rate
under hydrostatic perfusion (p=0.007 and 0.019, respectively). When comparing the
markers of renal parenchymal damage, neither groups differed significantly. We conclude
from the above that pulsatile graft perfusion immediately initiated in a donor’s body after
irreversible circulatory arrest is better able to perfuse the graft, thus preserving a greater
number of undamaged glomeruli and nephrons in the parenchyma. More efficient cooling
can result in early arrest of ongoing ischemic changes and reduce the percentage
occurrence of PNF and DNF after the transplantation. This method would seem to be
optimal when combined with ROP prior to the transplantation to the recipient.

Conclusion: Kidney donors after irreversible circulatory arrest are an integral part of
transplantation medicine today. Their use can significantly increase the number of organs
that can be used for transplantation, thereby improving the quality of life of many
patients in the terminal phase of renal failure. It is also the most challenging group of
donors in terms of organization and performance of the organ removal, as it is associated
with a number of logistical, social and ethically sensitive issues. In the vast majority of
cases, machine perfusion is currently used to preserve organs from DCD donors, which
guarantees the best functional results after subsequent transplantation to the recipient.
Therefore, it is advisable to initiate machine perfusion as soon as possible, already in the
body of the deceased donor. In our experiment, we examined the efficacy of retrograde
oxygen persufflation in line with the literature data. Further, we demonstrated the
possibility of better cooling and washing of the kidney graft in the donor's body in two
experimental models. The optimal goal of our research would be to introduce a new
methodology, a perfusion algorithm for kidneys removed from marginal donors. Its
introduction into clinical practice certainly requires a significant amount of work to be
done in the experimental field, yet the low financial and logistics requirements of this
method are promising for the future.



3. Uvod

Transplantace ledviny je pro pacienty v terminalnim stadiu rendlniho selhani
jedinou Sanci na udrzeni dobré kvality Zivota a sniZeni rizika komplikaci vyplyvajicich z
dlouhodobé peritonealni dialyzy nebo hemodialyzy. Pocet cekatell na transplantaci se
véak v Ceské republice v poslednich letech neustale zvy3uje, z cca 700 v r. 2006 a7 k
témér 1000 v r. 2014, do budoucna lze nadale predpokladat dalsi pozvolny narUst
tohoto poctu[1]. Naproti tomu celkovy ro¢ni pocet transplantaci z(stdva jiz nékolik let
spi$e neménny, okolo 500-600 ro¢né v Ceské Republice[1]. Tato situace proto vyZaduje
akceptovanii tzv. margindlnich darc(i neboli extended criteria donors — ECD, tedy ddarcu
s horSimi vlastnostmi Stépu. Kvalitni perioperacni a pooperacni péce se dokaze s riziky
spojenymi s transplantaci téchto $tépuU vyrovnat. Jednim z typickych pfiklad( téchto
marginalnich darcl jsou darci s nebijicim srdcem — donors after cardiac death — DCD.
Rozsifovani programu DCD md z dlouhodobého hlediska zasadni duleZitost pro navyseni
poctu transplantaci organ(, zejména pak ledvin. Na Chirurgické klinice LF UK a FN v Plzni
tento program funguje od roku 2002 a byl zahajen jako prvni v Ceské republice[2].

Problematika DCD, na kterou se soustredi tato disertacni prace se zabyva pacienty,
u kterych dochdzi primarné k selhani kardiopulmonalnich funkci. Ty se nepodafrilo pres
ucinnou resuscitaci trvajici alespori 30 minut obnovit. Nejcastéjsi ptic¢inou je
polytrauma, infarkt myokardu ¢i devastujici kraniocerebralni poranéni neslucitelné se
zivotem. DCD jsou dale déleni, podle tzv. Maastrichtské klasifikace (MK), do 5 skupin.
Klasifikace zohledriuje, kde a za jakych okolnosti doslo k zastavé obéhu a je-li
zaznamenana presna doba srdecni zastavy. V zasadé existuji dva moiné postupy
odbéru orgdnl od nebijiciho darce. Prvni se vyrazné nelisi od klasického odbéru u
zemrelého darce s mozkovou smrti — DBD (donor after brain death). Je vyuzivan hlavné
u nemocnych lll. skupiny Maastrichtské klasifikace a spocivd v zavedeni perfuznich
kanyl cestou panevnich cév po laparotomii na opera¢nim sale po konstatovani nevratné
srdecni zastavy a uplynuti tzv. non-touch intervalu. Druhou mozZnosti, vyuZivanou
zejména u ll. skupiny DCD je kanylace abdominalni aorty cestou femoralni tepny za
pomoci DBTL (double baloon, triple lumen) katetru. V obou ptipadech je nasledné
provedeno promyti ledvin studenym perfuznim roztokem za uZiti hydrostatického
tlaku. Ten je generovan zavésenim vaku s perfuzatem do vyse alespon jednoho metru
nad l0zko pacienta. Cilem je vymyti krve z ledviny, jeji zchlazeni, tim snizeni
metabolismu a konzervace parenchymu.

Po dostatecném promyti jsou ledviny vyjmuty z téla a nejcastéji napojeny na
mechanicky pulzatilni perfuzor, ve kterém jsou dale promyvany roztokem a chlazeny.
Na perfuzoru jsou sledovany funkcni parametry jako pratok ledvinou a jeji cévni
rezistence, dale je mozné odebirat vzorky perfuzatu ke stanoveni marker(i poskozeni
ledvinného parenchymu. Na zdkladé téchto parametri je rozhodnuto o pouziti &i
vylouéeni Stépu k transplantaci. Dale je $tép indikovany k transplantaci pulzatilné
promyvan perfuznim roztokem az do opétovného transplantovani pfijemci.
Alternativou pristrojové perfuze je pouze uchovani ve studeném prostredi, tzv. ,cold
storage” [3]. | pres dobré dlouhodobé vysledky stépl od DCD, je tato skupina zatiZzena



vétsSim poctem opozdéného nastupu funkce stépu (DGF) i primarni afunkce Stépu (PNF)
[4-6].



4. Cil disertacni prace

Cilem této disertacni prace je shrnout zakladni fakta v oblasti darcu k transplantaci
ledvin, zejména pak tykajici se darcli po nezvratné zastavé obéhu (donors after cardiac
death — DCD). Nasledné pak tyto informace vyuZit v experimentdlni prdci s cilem
ozfejmit moznosti zlepseni vlastnosti Stépl odebranych pravé témto darcim.

Hypotéza, ze které vychdazi nase experimentalni prace, se zakldda na predpokladu,
Ze dulezitou roli hraje obdobi tésné po zastavé obéhu darce a nasledna perfuze stépu.
Proto jsme nejprve prozkoumali moznost uchovani orgdnu pomoci retrogradni
oxygenové perfuze. Tento experiment s vyuzZitim perfuzoru vlastni konstrukce nas
pfivedl na myslenku mechanického promyvani ledvin konzervaénim roztokem jesté
v téle darce. Dalsi hypotézou tedy bylo, Ze pfi okamZitém zahajeni promyvani ledvin
perfuznim roztokem za uZiti mechanického perfuzoru (namisto pouhého
hydrostatického tlaku) jesté v téle darce, dojde k lepSimu promyti Stépd, jejich
ucinnéjsimu zchlazeni a tim kvalitnéjsi prezervaci. Cilem je po opétovné transplantaci
Stépu prijemci dosahnout sniZeni vyskytu opozdéného nastupu funkce stépu ¢i jeho
primarni afunkce. DalSim pfinosem by mohla byt zachrana — resp. urcitd rekondice
Stépl, vyraznéji poskozenych déle trvajici teplou ischemii u nekontrolovanych DCD. Tim
by bylo moZno zvysit pocet ziskanych organ( od DCD.

Pro ovéreni této hypotézy jsme v prvni fazi experimentdlni studie provedli pokus na
malém zviteti k ovéreni metodiky. V dalsi fazi jsme provedli experiment na vétSim
laboratornim zviteti — praseti domacim a sledovali funkéni parametry Stépu po
opétovné transplantaci.



5. Pracovni hypotéza

5.1 Retrogradni oxygenova persuflace (ROP)

Jde o moZnou alternativou rekondice ledvinného $tépu poskozeného teplou ischemii.
Jednd se o metodu technicky nendrocnou, nevyZadujici specidlni perfuzni roztoky.
Hypotézou v tomto experimentu bylo, Ze stép oSetieny po probéhlé teplé ischemii pomoci
ROP, bude po autotransplantaci vykazovat stejnou ¢i lepSi funkci nez pfi oSetfeni
mechanickou hypotermni perfuzi.

5.2 lhned zahdjen3, intraarteridlni mechanicka perfuze ledvinnych stép(

V dalsi fazi experimentu se nase pozornost obraci k in situ intraarteridlni perfazi ledvinnych
Stépl. V béiné klinické praxi je pfi odbéru ledvin od DCD technikou in-situ perfuze
realizovan proplach viscerdlniho segmentu abdomindlni aorty prostrednictvim DBTL
katetru. Perflzni tlak roztoku k promyvani je generovan vySkou zavéseni vaku s roztokem
nad lGzkem darce, vétSinou ve vysce cca 1 metru. Jedna se tedy o tlakem fizenou perfuzi,
kde se pritok méni jen v zavislosti na odporu kladeném cévnim tecistém ledviny. Nase
hypotéza je ndsledujici. UZitim mechanického perfuzoru k promyti ledvin cestou DBTL
katetru jiz v téle ddrce, uzitim pratokem fizené perfuze, by mohlo dojit k lepSimu proplachu
organu, ¢imzZ by zlstalo zachovano vétsi mnozstvi funkénich glomerulQ. Zaroven by doslo
k u¢innéjsimu zchlazeni organu jiz v téle darce pfi uziti aktivniho chlazeni perfazniho
roztoku pred vstupem do katetru a téla darce. To by ve vysledku mohlo vést k lepsim
funkénim vlastnostem transplantovanych Stép(, sniZeni vyskytu DGF eventudlné PNF.
Mohlo by byt téZ dosazeno rekondice Stépu které byly déle vystaveny teplé ischemii. Tim
bychom mohli dosahnou uziti vétsiho mnozstvi organt od darct I. a Il. skupiny MK.



6. Retrogradni oxygenova persuflace — experiment na velkém zvireti

6.1 Metodika
Jako experimentalni zvife bylo pouZito prase domaci o hmotnosti cca 30 kg. Vlastni
provedeni bylo nasledujici.

Ve skupiné A (N=5 zvitat) bylo experimentalni zvife uvedeno po premedikaci (Atropin,
Stresnil) do celkové anestézie (Thiopental, Calypsol, Fentanyl), stfedni laparotomii jsme
pronikli do retroperitonea, byl vypreparovan ledvinny hilus pravé ledviny, cévni stopka
ledviny byla na 20 min. uzaviena cévni svorkou (simulace teplé ischemie). Poté byl
proveden odbér této ledviny. V tento moment je odebran prvni vzorek biopsie ledviny
(biopsie — IA). Biopticky vzorek je odebirdn jako klinovitd excize parenchymu ledviny
zahrnujici kiru i dfen. Ledvinny Stép byl po explantaci napojen na endosuflator, pomoci
kterého byl stép retrogradné promyvan zvlhéenym plynnym kyslikem pod tlakem 18 mm
rtutového sloupce. Jedna se o retrogradni promyvani, kanyla je zavedena do renalni Zily.
Stép je p¥i tom umistén v chladném perfuznim roztoku (Custodiol) pfi teploté + 4 st. C. Bylo
nutné udélat jehlou do parenchymu ledviny nékolik perforacnich otvort pro unik plynného
kysliku. Promyvani trvalo 60 minut, na konci tohoto intervalu byl odebran druhy vzorek
biopsie ledviny (biopsie-llIA). Poté byl ledvinny $tép opét transplantovan identickému zvireti
a zaroven byla provedena druhostranna (levostranna) nefrektomie. PFi transplantaci byla
anastomozovana renalni tepna na aortu (end to side anastomdza) a renalni Zila na dolni
dutou Zilu (end to side anastomdza). Obé anastomdzy provedeny pokracujicim
polypropylenovym stehem 7/0. Po obnoveni pritoku stépem byl kazdych 30 minut z renalni
zily natransplantované ledviny odebran vzorek Zilni krve pro stanoveni marker( renalnich
funkci. Po 120 minutach byl stép opét explantovdn, odebrdan treti vzorek biopsie ledviny
(biopsie-IllIA) a pokusné zvife usmrceno kardioplegickym roztokem. VSe probihalo v
pokracuji celkové anestézii.

Ve skupiné B (N=5 zvirat) byla opét simulovana ischemie ledviny 20 min. klampazi cévni
stopky, poté byl ledvinny stép po nefrektomii zvykle intraarteridlné perfundovan perfuznim
roztokem pomoci hydrostatického tlaku Custodiolem. Kanyla byla zavedena zvykle do
renalni tepny. Vlastni dialyzat byl chlazen na teplotu 4 °C pomoci laboratorniho termostatu
s chlazenim, ale z dlivodu jeho recirkulace a prvotnim ohratim organem byla teplota po
dobu experimentu v rozmezi 3,9 — 6,4 °C. Teplota organu klesla na teplotu cca. 5,2 °C
mérené na povrchu. Promyvani trvalo stejné jako ve skupiné A 60 minut. Stejnym
zpUsobem byla ledvina poté autotransplantovana a rovnéz byla provedena druhostranna
nefrektomie. Vzorky krve byly odebirany opét z renaini Zily v identickych casovych
intervalech jako ve skupiné A. Stejné tak byly identicky odebirany bioptické vzorky z ledviny
(biopsie IB-I1IB). Po 120 minutach bylo opét zvife usmrceno pomoci kardioplegie.

Histopatologické vySetreni bioptickych vzork( stépl bylo provedeno zkusenym patologem,
ktery hodnotil obecné miru poskozeni nefronu (na zakladé stupnice uvedené ve vysledcich).
Byla hodnocena mira proplachnuti glomerulu, pritomnost mikrotrombl a event.
pritomnost akutni tubularni nekrdzy. Pro patologa byla studie zaslepena. Ze vzork( Zilni
krve byla vyhodnocovana sérova hladina urey.



6.2 Vysledky

U zadného z prezentovanych experimentalnich zvifat se neobjevily technické problémy s
perfuzi Stépu Ci s vlastni transplantaci. Ve dvou pfipadech (jeden pfipad v kazdé skupiné)
doslo k horSimu segmentalnimu promyti organu pti pferuseni pélové tepny.

6.2.1 Vyhodnoceni sérovych hladin urey:

Tabulka 1 ukazuje hodnoty urey v krvi odebrané z renalni Zily po natransplantovani

ledviny v jednotlivych intervalech (0, 30, 60, 120 minut).

Cislo zvitete
(skupina)

Urea (mmol/I)

Urea (mmol/I)

Urea (mmol/I)

Urea (mmol/I)

0 min 30 min 60 min 120 min
1(A) 4 4 6 7
2(A) 5 6 6 7
3 (A) 8 8 8 10
4 (A) 8 7 9 9
5(A) 6 7 8 8
6 (B) 5 5 7 7
7 (B) 7 7 8 9
8(B) 4 6 12 8
9 (B) 7 6 8 8
10 (B) 5 5 7 7

Tab. 1 - Hladina urey v mmol/l u jednotlivych zvirat v ¢asech 0-120 min.
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Graf 1. Hladina urey v mmol/I u jednotlivych zvitat v ¢asech 0-120 min.

Vysledna p hodnota Repeated measure ANOVA testu pro rozdily mezi skupinami Aa B je
p = 0,843, mezi skupinou A a B tedy nebyly zjistény statisticky vyznamné rozdily.



6.2.2 Histopatologické vyhodnoceni bioptickych vzorkd:
Tabulka 2 ukazuje vyhodnoceni odebranych vzork( patologem:

Vzorky byly hodnoceny dle nize uvedené stupnice 1-4, bylo provedeno celkové zhodnoceni
kvality parenchymu (pfitomnost mikrotrombu, akutni tubuldrni nekrézy), byla hodnocena
mira kvality proplachnuti nefronu.

Stupnice hodnoceni kvality
Stupen 1 ... kompletni promyti, bez erytrocytt v kapildrach, bez mikrotrombu

Stupen 2 ... neuplné promyti, obfasné skupiny erytrocytli v kapilarach (zejména
glomerulu), ob¢asné mikrotromby

Stupen 3 ... adekvatné nepromyté ledviny (fyziologicky obraz)

Stupeni 4 ... nepromyté ledviny, pfitomnost akutni tubuldrni nekrézy

Zvite (skupina) / Vzorek | I n
1(A) 2 2 3
2 (A) 3 2 2
3 (A) 1 2 1
4 (A) 2 3 2
5 (A) 2 2 3
6 (B) 2 1 3
7(B) 3 2 2
8 (B) 3 3 2
9 (B) 1 1 2
10 (B) 1 4 3

Tab. 2 — Histologické vyhodnoceni odebranych vzorka
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Graf 2 - Vyjadreni kvality proplachnuti ledvin Fisherova exaktniho testu pro ¢as I.

Hodnota signifikance dle Fisherova exaktniho testu pro ¢as | vysla p = 1,00, tedy vétsi nez
0,05. Stupen proplachnuti ledviny 1,2,3, pfipadné 4 se tedy mezi skupinami A a B statisticky
vyznamné nelisi.
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Graf 3 - Vyjadreni kvality proplachnuti ledvin Fisherova exaktniho testu pro ¢as Il.

Hodnota signifikance dle Fisherova exaktniho testu pro ¢as Il vysla p = 1,00, tedy vétsi nez
0,05. Stupen proplachnuti ledviny 1,2,3, pfipadné 4 se tedy mezi skupinami A a B
statisticky vyznamné nelisi.
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Graf 4 -Vyjadreni kvality proplachnuti ledvin Fisherova exaktniho testu pro ¢as lll.

Hodnota signifikance dle Fisherova exaktniho testu pro ¢as Il vysla p = 1,00, tedy vétsi nez
0,05. Stupen proplachnuti ledviny 1,2,3, ptipadné 4 se tedy mezi skupinou A a B statisticky
vyznamné nelisi.

Vysledky prokazuji identickou kvalitu stépl prezervovanych jak klasickou intraarterialni
perfuzi, tak retrogradni oxygenovou persuflaci. Nenalezli jsme signifikantni rozdily jak v
histopatologickém hodnoceni odebranych stépd, tak v hodnotach urey u zvifat po
transplantaci danych stépa. Uvedené vysledky jsou v souladu s literaturou. Nepotvrdili jsme
nazor nékterych autorli, Ze ROP muzZe byt dokonce superiorni ve srovnani s klasickou
perfuzi event. s ,cold storage” [7]. Prokazali jsme ale bez pochyby, Ze i prosta ROP dokdaze
parenchym ochranit. Otazkou podle naseho nazoru neni nahrazeni zvyklé intraarterialni
perfuze retrogradni persuflaci, nabizi se vSak moZnost urcité kombinace obou metod.



7. lhned zahdajena pulzatilni perfuze — experiment na malém zvireti

7.1 Metodika

Prvni faze tohoto experimentu byla realizovdna na malém laboratornim zvifeti (kralik
domdci). Divodem byla potieba ovéfit v praxi funkénost experimentalniho perfuzoru a
méficich jednotek, k ¢emuz bylo malé laboratorni zvife zcela dostacujici. Cilem bylo
porovnat zejména promyti a zchlazeni ledviny v téle darce.

Pracovali jsme opét s 10 experimentalnimi zviraty, ta byla rozdélena do dvou skupin po péti
kusech. V obou skupinach bylo zvife premedikovano (midazolam i.m.), poté uvedeno do
celkové anestezie (ketamin i.v.). Byla provedena stfedni laparotomie, proniknuto do
retroperitonea a vypreparovdna abdominalni aorta, dolni dutd Zila a cévni stopka levé
ledviny. Ledvinny hilus byl na 30 minut klampovan, ¢imz byla simulovdna tepla ischemie
levé ledviny — to odpovida obvyklé hranici maximalni délky teplé ischemie v klinické praxi.
Poté byl proveden podvaz aorty nad odstupem levostrannych ledvinnych cév a nad
bifurkaci, do aorty byl zaveden tenky perfuzni katetr. Identicky byl zaveden katetr do dolni
duté Zily k odvadéni perfuzatu z ledviny.

V prvni skupiné (skupina A, N=5) byl $tép promyvan zvykle za uZiti hydrostatického tlaku
pomoci vaku zavéSeného ve standardni vySce nad operacnim stolem. Ve druhé skupiné
(skupina B, N=5) byla ledvina promyvana za uziti pfistrojového mechanického perfuzoru za
definovanych pomeérli. Doba promyvani byla u obou skupin 30 minut. Byly méreny
parametry prutoku ledvinou a teplota organu pomoci Cidla zavedeného do ledvinného
parenchymu. Poté bylo zvife usmrceno pomoci kardioplegického roztoku a ledvina
odebrdana k histologickému vysSetfeni. Patologem byla objektivné hodnocena mira promyti
ledviny a stupen poskozeni parenchymu dle standardizované jiz vySe uvedené stupnice.

Jako parametry kvality prezervace stépu byla hodnocena teplota ledvinného parenchymu
(resp. rychlost jejiho poklesu), objem pritoku perfuzniho roztoku a kvalita promyti Stépu

hodnocena patologem, pro néhoz byla studie zaslepena. Byla identicky jako v pfedchozim
experimentu hodnocena mira proplachnuti glomerulu, pfitomnost mikrotrombu a event.

pfitomnost akutni tubularni nekrézy.

Stupen 1... kompletni promyti, bez erytrocytl v kapildrach, bez mikrotrombu

Stupen 2... nedplné promyti, ob¢asné skupiny erytrocytl v kapilarach (zejména
glomerulu), ojedinélé mikrotromby

Stupen 3... adekvatné nepromyté ledviny (fyziologicky obraz)
Stupen 4... nepromyté ledviny, pfitomnost akutni tubularni nekrézy

Tato klasifikace je na nasem pracovisti bézné uzivana spolec¢né s Remuzziho klasifikaci.



7.2 Vysledky
V prabéhu experimentu nedoslo k technickym obtizim ani k peropera¢nim komplikacim.

Tabulka 3 popisuje namérené parametry u jednotlivych zvifat.

2vite Skupina Prutolcmax. | pokles teploty Promyti (1-4)
(ml/min) (st. C)
1 A (kontrolni) 8,7 3,7 3
2 A (kontrolni) 6,9 2,4 3
3 A (kontrolni) 1,26 3,46 3
4 A (kontrolni) 5,7 3,3 3
5 A (kontrolni) 8,5 4 3
6 B (mech. perfuze) 14,15 19,53 1
7 B (mech. perfuze) 12,08 17 2
8 B (mech. perfuze) 9,74 14,3 1
9 B (mech. perfuze) 15,25 20 2
10 B (mech. perfuze) 13,82 16,9 2
Tab. 3 - Hodnocené parametry u jednotlivych zvirat
Tabulka 4 popisuje statistické zhodnoceni jednotlivych velicin.
Skupina N | Pritmér | SD | Median| Min Max t-test
Pritok A (kontrolni) 5 6,212 | 3,028 1,260 | 8,700 = 0,004
max. | B(mech.perf.)| 5 | 13,008 | 2,152 | 13,820 | 9,740 |15,250
Snizeni A(kontrolni) 5 3,372 | 0,604 2,400 | 4,000
teploty  [g(mech.perf.)| 5 | 17,546 | 2,303 | 17,000 | 14,300 | 20,000 P <0001
A (kontrolni) 5 3,000 | 0,000 3,000 | 3,000
Promyti p = 0,005
B(mech.perf.)| 5 1,600 | 0,548 1,000 | 2,000

Tab. 4 — Statistické vyhodnoceni namérenych hodnot




| u takto malého souboru zvifat jsme nasli jasny signifikantni rozdil v maximalnim pritoku,
kdy u skupiny mechanicky perfundovanych zvitat byl max. pritok signifikantné vyssi nez u
kontrolni skupiny pti uZiti pouze hydrostatického tlaku viz graf 5 (p=0,004).
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Graf 5 - Maximalni prdtok v ml/min u jednotlivych skupin

Stejné tak jsme pozorovali statisticky vyznamny rozdil v poklesu teploty Stépu ve prospéch
pulzatilni perfuze viz graf 6 (p <0,001).
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Graf 6 - Pokles teploty ve st. C v prabéhu perfuze u jednotlivych skupin

Statisticky vyznamné bylo i kvalitativni histopatologické hodnoceni proplachu stépl opét
ve prospéch pulzatilni perfuze ve skupiné B (p = 0,005).

Vysledky tedy ukazuji jak statisticky vyznamné rychlejsi zchlazeni ledvinnych stépl u
pristrojové perfuze, tak i statisticky vyznamné vyssi pratok perfuzniho roztoku ledvinou za
minutu. Za stejnou c¢asovou jednotku je tak orgdn proplachnut vétSim mnoZstvim
perfuzatu. Dosud uzivana metoda pracuje s chladnym perfuzdtem, ktery se vsak jiz pfi
podavani do téla zemrelého ohtivd od okolni pokojové teploty. Diky zapojeni chladice
média v naSem perfuzoru az tésné pred vstup do téla darce jsme mohli dosahnout velmi
nizké teploty perfuzatu kolem 4 st. C. Proto je nasledné zchlazeni organu ucinnéjsi.

Rovnéz objektivni hodnoceni kvality proplachnuti Stépu vyznivda jednoznacné pro
mechanickou pulzatilni perfuzi.

Prokazali jsme pomoci histologického vysetreni, Ze promyti ledviny pomoci mechanického
perfuzoru v téle zvifete je vyrazné lepsi nez pfi pouziti hydrostatického tlaku. Na
histologickych preparatech nebyly v glomerulech pfitomny krevni elementy u ledviny
promyté perfuzorem. Zda se, Ze fizend mechanicka perfuze je schopna z ledviny odstranit i
drobné jiz vytvofené mikrotromby a zachovat maximum cévniho recisté pro obnoveni
krevniho pratoku.



8. Experiment na velkém zvireti

8.1 Metodika

Po prvotnim ovéreni nasi hypotézy a funkénosti experimentalniho perfuzoru v pokusu na
malém zviteti, jsme jako dalSi model vybrali prase domdaci. Dlvodem byla vétsi velikost
ledvin a cévnich struktur a tim padem snazsi kanylace rendlnich cév. Zvifata jsme opét
rozdélili do dvou skupin, celkem bylo pouzZito 7 zvirat.

Po premedikaci (Stresnil i.m.) a ndsledném uvedeni do celkové anestezie (Propofol 2 % i.v.)
bylo zvife orotrachedlné intubovano a ponechano na umélé plicni ventilaci. Anestezie byla
vedena jako totalni intravendzni uzitim 2 % Propofolu podavaného kontinudlné. K analgezii
byl uzit Nalbufin 1 % rovnéz i.v. kontinualné s eventualnim bolusovym navysenim davky dle
potieby.

Po zvyklé pfripravé operacniho pole byla vedena kompletni stfedni laparotomie,
vypreparovan oboustranné ledvinny hilus a pribéh ureteru. Podle ptihodnéjsi cévni
anatomie byla zvolena ledvina k provedeni vlastniho experimentu. Casto bylo pfitomno
zdvojeni renalni zily, které by vyrazné ztiZilo zavedeni drendiniho katetru k odvodu
perfuzatu. Na strané zvolené k experimentu byly poté nasazeny cévni svorky na rendlni
tepnu co nejblize k odstupu z abdominalni aorty a na renalni Zilu pred soutokem se
suprarenalnimi Zilami a Zilnimi spojkami z retroperitonea. Cilem bylo zabranit pronikani
perfuzatu do Zilniho recisté zvifete a tim sniZeni rizika tekutinového pretizeni a iontového
rozvratu. Svorky byly ponechany po dobu 30 minut k simulaci délky teplé ischemie, opét ve
shodé s maximdlni délkou trvani uzivanou v klinické praxi. Vtéto dobé byl jesté do
vypreparovaného a preruseného ureteru zaveden katetr k méreni diurézy. Po uplynuti
doby simulace teplé ischemie, byla provedena pfi¢na arteriotomie a zaveden perfuzni
katetr do lumen a. renalis. Zde byl fixovan pfipravenou ligaturou. Identicky byl umistén
drenaini katetr do v. renalis. Poté byl zahdjen proplach ledviny.

V prvni skupiné (skupina A, N=3) bylo promyti provedeno shodné s klinickou praxi pouzitim
vaku zavéSeného do vySe 1 m nad operacnim stolem. Tim byl generovan hydrostaticky tlak
cca 73,5 torr. Vak byl uskladnén v chladniéce pfi teploté 5 stupnli Celsia. Ve druhé skupiné
(skupina B, N=4) byl k proplachu ledviny opét uzit mechanicky perfuzor s pulzatilnim
rezimem toku. Perfuzat pred vstupem do téla zvifete prochdzel chladi¢em, ve kterém mél
na vystupu teplotu + 4 stupné Celsia. Perfuzor byl ovladan pomoci pocitacové fidici
jednotky. Hlavnim parametrem, podle kterého jsme perfuzi fidili, byl pratok ledvinou.
Zprvu jsme pratok udrZovali nizsi (3-6 ml/min) a postupné jej zvysSovali (14-16 ml/min)
v zavislosti na odezvé promyvaného organu, zejména na urovni tlaku v cévnim Fecisti
ledviny.

V obou pfipadech trvalo promyvani 1 hodinu. Po tuto dobu byly zaznamenavany hodnoty
pratoku a tlaku v perfuznim katetru umisténém v renalni tepné. Teplotnim cidlem
zavedenym do parenchymu ledviny byla snimana teplota uvnitf organu. Teplota na povrchu
byla snimdna termokamerou.



Na konci promyvani byl odebran prvni histologicky vzorek (I) za pomoci klinovité excize
z okraje ledviny, misto odbéru bylo presito jednotlivymi polypropylenovymi stehy. Katetry
z renalnich cév byly odstranény a arterio- a venotomie uzaviena pokracujici cévni suturou
polypropylenovym stehem 6/0.

Nasledné doslo k sejmuti cévnich svorek a obnoveni pritoku krve ledvinou. lhned nato byla
provedena kontralaterdini nefrektomie. Zvife bylo ponechdno v pokracujici celkové
anestezii a ventilované. Laparotomie byla uzaviena a katetr z ureteru ponechané ledviny
byl vyveden v jejim distalnim pdlu a napojen na sbérny vak s méfici Skalou. Sledovani
laboratornich hodnot a diurézy probihalo po dobu 6 hodin. Na konci experimentu bylo zvife
usmrceno kardioplegickym roztokem KCl a odebrdna ledvina k histologickému vysetreni
(vzorek II).

Sledované laboratorni hodnoty z moci a séra byly stanoveny nejprve po Uvodu do anestezie
a dale nakonci 1., 3. a 6. hodiny po obnoveni pratoku ledvinou. Dale byl zaznamenan objem
moci na konci 6. hodiny. V séru byly stanovovany Na+, K+, Cl-, Urea, Kreatinin, stejné tak
vmoci. Ve vSech vzorcich séra byla stanovena hladina lipokalinu asociovaného s
gelatindzou neutrofildl — neutrophil gelatinase associated lipocalin (NGAL), stejné jako pi-
GST (pi-glutathion-S-tranferase) jako marker( poskozeni ledvinného parenchymu. Tento
marker byl téZ stanoven v moci.

Histologické vysetreni bylo shodné jako u prvniho experimentu, pro patologa byly vzorky
zaslepeny. Hodnoceni bylo opét provedeno na 4 stupriové skdle.

V prubéhu experimentu nedoslo k technickym obtizim ani k peropera¢nim komplikacim.

8.2 Vysledky
V nasledujicich tabulkach a grafech jsou znazornény namérené hodnoty z pribéhu perfuze
ledvin u jednotlivych zvifat, namérené laboratorni hodnoty a jejich statistické zhodnoceni.

Statistické zpracovani bylo provedeno v software STATISTICA 10 (Statsoft, USA). VSechny
testy byly provedeny na hladiné spolehlivosti 5 %. Pro srovnani rGznych veli¢in u dvou
skupin byl pouZit dvou vybérovy t test. Pro srovnani veli¢in na za¢atku a na konci studie
mezi dvéma skupinami byl spocten rozdil mezi poslednim a prvnim mérenim a na ten
aplikovan dvou vybérovy t test. Grafické porovnani bylo provedeno pomoci bodovych a
spojnicovych grafu.

8.2.1 Srovnani maximalniho a stfedniho pratoku, poklesu teploty a diurézy mezi
skupinami A a B u pokusnych zvirat

8.2.1.1 Vstupnidata

K dispozici byly od skupiny A tfi méfeni a od skupiny B ¢tyfi méreni parametrud
pratok maximalni (maximalni pratok ledvinou), stfedni pratok, pokles teploty a diuréza viz
nasledujici tabulka €. 5.



Diuréza Max. Stredni Teplota Pokles
- . 3 P Teplota
Skupina celkem pratok pratok zacatek konec [°C] teploty
[ml] [ml/min]  [ml/min] [°C] [°C]

Al A 20 8.5 31.2 24 7.2
A2 A 20 9.4 29.9 26 3.9
A3 A 100 8.4 321 23.5 8.6
Bl B 0 17.6 11.7 31.9 23.8 8.1
B2 B 100 15.6 11.9 29.2 18.5 10.7
B3 B 250 25.4 16.8 32.3 19.1 13.2
B4 B 0 20.3 15.0 27.4 17.5 9.9

Tab. 5 — Namérené veli¢iny u skupiny Aa B

8.2.1.2 Srovndni mérenych parametri mezi skupinami A a B

Pro srovnani parametr( pratok max., pokles teploty, pritok maximalni u A se stfednim
pratokem skupiny B a diurézy byl kromé standardnich popisnych statistik priimér, SD,
medidn, min. a max. pouZit dvou vybérovy t test (two sample t test). Metoda testuje
nulovou hypotézu, Ze mezi obéma skupinami neni rozdil oproti alternativni hypotéze, Ze se
obé skupiny vramci daného parametru vyznamné liSi. Je-li hodnota vyznamnosti
v poslednim sloupci tabulky mensi nez 0.05, hovofime o statisticky vyznamné rozdilnosti
mezi skupinami.

Skupina N Primér SD Median Min Max | t-test
. A 3 8.767 0.551 85 84 94
Pritok max p =0.007
B 4 19.725 4.245 199 15.6 254
A 3 6.567 2.413 72 39 86
Pokles teploty p=0.071
B 4 10.475 2.117 10.3 8.1 13.2
Priitok max. u A. A 3 8767  0.551 85 84 94
. p =0.019
stfedniu B B 4 13.850 2.480 135 11.7 16.8
. A 3 46.667 46.188 20 20 100
Diuréza celkem p =0.602
B 4 87.500 118.145 50 0 250

Tab. 6 — Statistické vyhodnoceni namérenych veliéin

Z uvedené tabulky popisnych statistik a p hodnot dvou vybérovych t testl plyne, Ze se
oba parametry tykajici se pritoku statisticky vyznamné lisi, pricemz u obou testl dopadla
Iépe skupina B. Pokles teploty ani diuréza se statisticky vyznamné nelisily u jednotlivych
skupin.



8.2.2 Srovnani histologického vysetfeni mezi skupinami A a B

Vzorek
Zvite (skupina) | (po perfuzi) Il (po 6 hodinach po , Tx“)
1(A) 3 3
2 (A) 3 3
3(A) 3 3
1(B) 2 3, kongesce v parenchymu
2 (B) 2 3
3 (B) 2 3
4 (B) 2 3, kongesce v parenchymu

Tab. 7 — Histologické vyhodnoceni odebranych vzorka

Proplach byl hodnocen na stupnici 1 az 4 viz predchozi experimenty. VSechna zvitata
ze skupiny A méla proplach u vzorku (I) hodnocen stupném 3 a zvifata ze skupiny B méla
proplach ve vzorku (I) po perfuzi hodnocen stupném 2. Zde nebyla provedena Zadna
statistika ani krabicové grafy, nebot mame nulovy rozptyl.

8.2.3 Porovnanilaboratornich parametrd v 6 hodinach
8.2.3.1 Vstupnidata

K dispozici byly od skupiny A tfi méreni a od skupiny B ¢tyfi méreni parametrd Na, Cl,
K, Urea a Kreat v 6. hodiné po obnoveni priitoku ledvinou.

Zvite e Na cl K Urea Kreat

v 6 hod. v 6 hod. v 6 hod. v 6 hod. v 6 hod.
Al A 130 92 7.0 4.1 125
A2 A 141 101 4.9 4.6 91
A3 A 141 101 5.2 4.9 121
Bl B 144 100 4.2 2.3 93
B2 B 134 92 4.4 54 95
B3 B 134 100 5.6 5.9 124
B4 B 136 98 9.8 4.8 126

Tab. 8 — Namérené laboratorni parametry v 6. hodiné po obnoveni priitoku



8.2.3.2 Srovndni mérenych laboratornich parametri mezi skupinami
Pro srovnani laboratornich parametrd byl kromé standardnich popisnych statistik
prameér, SD, medidn, min a max pouZit dvou vybérovy t test.

Skupina N Primér SD Median Min Max t-test

A 3 137.33 6.35 141 130 141 p=0.94
Na v 6 hod.
B 4 137.00 4.76 135 134 144
A 3 98.00 5.20 101 92 101 =0.
Cl v 6 hod. p=089
B 4  97.50 3.79 99 92 100
A 3 5.70 1.14 5.2 4.9 7.0 =
K v 6 hod. p=0386
B 4 6.00 2.61 5.0 42 9.8
A 3 4,53 0.40 4.6 41 49 =0.
Urea v 6 hod. p =095
B 4 4.60 1.60 5.1 23 5.9
A 3 112.33 18.58 121 91 125 =0.
Kreat v 6 hod. p=0385

B 4 109.50 17.94 109.5 93 126
Tab. 8 — Statistické zhodnoceni laboratornich parametrd v 6. hodiné po obnoveni pritoku

Z uvedené tabulky (tab. 8) popisnych statistik a p hodnot dvou vybérovych t testl plyne, Ze
ani jeden laboratorni parametr nevysel statisticky vyznamny.

8.2.4 Porovnani pribéhu poklesu teploty, pritoku, tlaku a odporu mezi skupinami A a B
K dispozici byly od skupiny A tfi méreni a od skupiny B ¢tyfi méreni v ¢asech 0, 10, 20, 30,
40, 50 a 60 min. Méfil se pratok [ml/min], teplota [°C], tlak [mmHg] a odpor [mmHg.min/I].

Tab. 9 - Hodnoty pratoku ledvinou v ml/min v jednotlivych ¢asovych intervalech



Pratok [ml/min]
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Graf 7 — Srovnani hodnot pratoku ledvinou v ml/min v ¢ase mezi obéma skupinami

Al 29.0 28.9 28.5 27.2 26.5 25.8 25.8
A2 28.0 27.1 26.9 26.5 26.2 25.8 26.3
A3 32.0 31.5 29.8 29.7 29.8 29.6 29.6

Tab. 10 - Hodnoty perfuzniho tlaku v mmHg v jednotlivych ¢asovych intervalech



Tlak [mmHg]
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Graf 8 - Srovnani hodnot perfuzniho tlaku v mmHg v ¢ase mezi obéma skupinami

Al 13.2 7.6 6.2 51 3.7 3.1 3.0
A2 8.2 7.3 5.4 5.0 3.6 3.2 2.8
A3 13.3 10.9 6.2 5.2 4.7 3.9 3.5

Tab. 11 - Hodnoty cévniho rezistence v jednotlivych ¢asovych intervalech



Odpor [mmHg.min/I]

Graf 9 - Srovndni hodnot cévni rezistence uvnitf orgdnu v ¢ase mezi obéma skupinami

Tab. 12 - Hodnoty namérené teploty v parenchymu v jednotlivych ¢asovych intervalech
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Graf 10 - Srovnani hodnot teploty uvnitf organu ve °C v ¢ase mezi obéma skupinami



8.2.5 Srovnani vyvoje marker( poskozeni ledvin

Hodnoty nad hranici méfitelnosti u markerd plazma pi-GST a moc pi-GST z davodu
zachovani dostatec¢ného poctu dat nahrazeny expertnim odhadem v blizkosti hodnoty 30.
Identicky bylo postupovano u hodnot pi-GST v moci u ledvin, které nenastoupily diurézu.
Hodnota je dostatecné vysoka k vyjadieni vyrazného poskozeni ledvinného parenchymu,
bez jejiho vyuZiti by nebylo statistické zhodnoceni této veli¢iny mozné.

K dispozici byly od skupiny A tfi méreni a od skupiny B Ctyfi méreni v kazdém case (Tab. 13).

Prase Mabér MGAL-plazma GSTpi-plazma GSTpi-mod
Al o 30,2 31,00 8,68
Al 1 22,1 30,00 9,89
Al 3 24,3 29,00 15,93
Al 6 24,4 32,00 18,40
A2 o 32,4 15,18 2,05
82 1 25,4 16,55 9,38
82 3 26,0 12,58 11,35
f2 ] 31,6 15,87 5,93
A3 0 24 .4 9,89 G, 00
A3 1 18,6 12,28 9,08
A3 3 372 3,50 11,96
A3 6 29,8 10,06 20,32
Bl ] 36,5 8,31 10,73
Bl 1 26,0 9.38 31,00
Bl 3 28,4 7.7 29,00
Bl G 31.9 14.47 20,00
B2 0 24,9 11,35 5,80
B2 1 22,8 10,87 15,30
B2 3 23,7 16,41 12,08
B2 =] 27,8 14.47 700
B3 ] 23,6 9,89 o, 24
B3 1 31.4 6,57 21,54
B3 3 30,3 7,94 16,17
B3 & 35,9 12,73 18,26
Ba 0 34,1 2,31 7.Aa4
Ba 1 34,1 3,31 31,00
B4 3 23,8 8,85 30,00
B4 =] 35,0 10,22 29,00

Tab. 13 — Hodnoty sledovanych markert poskozeni ledvinného parenchymu



Cas0 | PamérA | Pramér B SdeCh Sm'gdc’h Poget A | PodetB b

NGAL- 1 »9008 | 31013 | 4124 | 5265 3 4 0,611

plazma

GSTpi- | 15688 | 9466 | 10985 | 1,459 3 4 0,147

plazma

GSTpi- | 5 573 7552 3.334 2231 3 4 0,386
mocC

Cas1 | PomérA | Pramér B Sm'A°d°h Sm'gd"h PodetA | PocetB b

NGAL- | 55354 | 28549 | 3472 5117 3 4 0,133

plazma

GSTPi- | 19608 | 8783 | 9,250 1,813 3 4 0,065

plazma

GSTpi- 9,449 24,711 0,408 7,697 3 4 0,020
mocC

Gas3 | PamérA | Pramér B Sm'AodCh Sm'§d°h PodetA | PodetB b

NCAL- | o9464 | 26549 | 7,042 3,344 3 4 0,536

plazma

GSTpi- | 15691 | 10096 | 10853 | 4,267 3 4 0,308

plazma

GSTPi= | 43081 | 21813 | 2490 | 9,041 3 4 0,172
mocC

Cas6 | PamérA | Pramér B Sm'A°d°h Smgd"h PodetA | PocetB b

NGAL- | os 584 | 32655 | 3753 | 3.691 3 4 0.211

plazma

GSTpi- | 19307 | 12975 | 11370 | 2012 3 4 0.311

plazma

Gﬂg" 14,883 | 21,064 7,815 10,778 3 4 0,442

Tab. 14 - Hodnoty uvedenych marker( v ¢ase 0 az 6 hodin

Dobrou predstavu o vyvoji sledovanych parametrd je mozné ziskat z grafického zndzornéni
pomoci spojnicovych graft (graf 7-10).

Béhem perfuze jsme opét porovnavali mérené parametry priitoku a zchlazeni organu v téle
zvifete. Mechanickou perfuzi jsme opét dosahli statisticky vyznamnéjsiho rozdilu mezi
obéma skupinami, a to jak pro vrcholovy pritok u mechanické pulzatilni perfuze (pratok na
vrcholu systoly Cerpadla), tak pro pratok stfedni (vypocitany identicky jako v klinické praxi)
ve srovnani s maximalnim pritokem u hydrostatické perfuze (p=0,007, resp. 0,019). Z grafu
¢. 8, ktery zobrazuje hodnoty naméreného tlaku v ledviné a grafu €. 9, kde jsou znazornény
hodnoty cévni rezistence v Case, je patrny rozdilny priibéh perfuze pfi uziti hydrostatického
tlaku (modfe) a mechanické perfuze (zelené). Je ziejmé, Ze u klasického proplachu
hydrostatickym tlakem je tento konstantni, zatimco pfi uziti mechanického perfuzoru je
tlak zavislou velic¢inou podle zvolené hodnoty pratoku. Pritok jsme zprvu nastavili na nizsi
hodnoty 3-6 ml/min, a poté postupné zvysovali, cilem bylo nepfekrocit hodnotu 90 mmHg.



Z grafu ¢. 9 je potom patny postupny pokles cévniho odporu, coz se domnivdme, Ze je
zplUsobeno postupnym uvolnénim vétsiho mnozstvi cévniho fecisté. V grafu €. 10 je poté
patrny vyraznéjsi pokles teploty v parenchymu ledviny a jeho nizs$i hodnoty. Pfesto co se
tyCe poklesu mérené teploty organu, nebylo tésné dosaieno urovné statistické
vyznamnosti (p=0,071).

Srovnani sledovanych marker( poskozeni ledvinného parenchymu je patrné z tabulky 14. Z
vyslednych p hodnot vyplyva, Ze v Zadném z ¢ast 0,1,3,6 hod. se skupiny A a B statisticky
vyznamné neliSily s vyjimkou ¢asu 1 u markeru pi-GST moc. Statistickd nevyznamnost ale
samoziejmé muze byt zplsobena malym poctem hodnot u skupin A a B. | z grafického
znazornéni je patrné, Ze vyvoj markert je v ¢asech 0,1,3,6 pro obé skupiny A a B dosti
podobny.



9. Diskuze

Terminalni stadium selhdni ledvin znamena pro nemocné postizené timto onemocnénim
zasadni zmény v dosavadnim Zivoté. To je zpUsobeno zejména nutnosti zajiSténi nahrady
ledvinnych funkci. Tyto je moZno zajistit pravidelnou hemodialyzou ¢i dialyzou peritonealni.
Obé tyto metody vsak z dlouhodobého hlediska znamenaji pro nemocné nejen vyssi rizika
zejména kardiovaskularni morbidity a mortality, ale i mozné komplikace spojené jak
s hemodialyzou, tak s peritonedlni dialyzou. Vyraznou limitaci jsou i zmény v oblasti
socialni. Metodou zajistujici nejfyziologictéjsi nahradu funkce ledviny je jeji transplantace,
ktera znamena pro nemocného ndvrat do bézného Zivota. V naSem regionu je darcovstvi
od Zijiciho darce zastoupeno spiSe okrajové. Hlavnim zdrojem organu k transplantaci jsou
darci zemreli se smrti mozku. MnoZstvi ¢ekatel(l na ledvinu vSak dlouhodobé prevysuje
mnozstvi dostupnych orgdn(. To vedlo ve svété i u nds k ustanoveni programu zemtelych
darcli po nezvratné zastavé obéhu. Dvé hlavni podskupiny téchto DCD oznacujeme jako
kontrolované a nekontrolované. Kritériem tohoto déleni je, zdali se jedna o zastavu obéhu
ocekdvanou, ¢i nadhlou. S tim souvisi i zpUsob odbéru a nasledna prezervace ledvinnych
Stépl. Po konstatovani nezvratné zastavy obéhu a uplynuti non-touch intervalu néasleduje
odbér organl k transplantaci. U darcl nekontrolovanych je vétSinou uzivdna metoda in situ
perfuze s pouZitim katetru zavedeného do abdominalni aorty k proplachu viscerdlniho
segmentu pomoci specidlnich roztokl, jez maji za cil zabranit iontovym pfesunim na
bunééné membrané a tim stabilizovat vnitfni prostiedi buriky. TaktéZ jsou nositelem
hypotermie, jez snizuje metabolické ndroky organu. Na nékterych pracovistich je uzivana
ECMO, a to bud'v nastaveni normotermnim, ¢i hypotermnim. Tato metoda je vSak nakladnd
a vyzaduje zvlastni pristrojové vybaveni. U darct kontrolovanych je mozno uzit metodu
rychlé laparotomie s pfimym promytim viscerdlnich organtd cestou abdominalni aorty, jako
pfi odbéru z DBD. Druhou mozZnosti je téz zprvu in situ perfuze uZitim trojcestného katetru,
s naslednou laparotomii a odbérem ledvin. Co se tyce nasledného uchovavani stépl po
jejich vyjmuti z téla darce, je u DCD zlatym standardem metoda mechanické pulzatilni
perfuze. ,cold storage” je mozno uZit zejména u darcl kontrolovanych s minimalni dobou
teplé ischemie, odebranych metodou rychlé laparotomie. Zvlasté u darca
nekontrolovanych, paklize bylo delsi trvani teplé ischemie, je mechanicka pulzatilni perfuze
cestou ke zhodnoceni vlastnosti odebraného Stépu. Tepld ischemie je specifikem pravé
DCD. Pocina jiz pfi neefektivnim krevnim obéhu v dobé tzv. agondlni faze u darc(
kontrolovanych, pfi poklesu systolického TK pod 70 torr(. U darcl nekontrolovanych
v dobé nahlé srdecni zastavy. V jejim prabéhu dochazi k patofyziologickym zméndm
zapri¢éinénym zastavou bunééného metabolismu v mitochondriich pfi nedostateéném
prisunu kysliku a metabolickych substratl pro oxidativni pochody zajistujici tvorbu ATP. Tim
je zastavena cinnost membranovych ATP-az. Dlsledkem jsou presuny iontl po prostém
koncentracnim gradientu v obou smérech pres bunécnou membranu. Stejné tak dochazi
k uvolnéni nitrocelularnich zadsob kalcia, jez ma vyznamné signalizaéni dopady uvnitf bunky.
Vysledkem je edém a lyza bunky, jeji zanik. MnoZstvi uvolnénych vyhradné nitrobunéénych
enzym( je mozno méfit v pribéhu mechanické perfuze. V praxi uzivanym je zejména t-GST
z oblasti tubularniho apardatu ledviny. Dalsim faktorem ke zhodnoceni je Uroven renalni
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je $ance na dobry funkéni vysledek po transplantaci.

DalSimi moznymi pfistupy v oblasti prezervace ledvinnych stépl pred transplantaci je uZziti
perfuze s uzitim teplot perfuzdtu pod urovni fyziologické normy, ¢i pfimo teploty shodné
jako v lidském téle. Cilem je umozZnit orgdnu pred vlastni transplantaci urcitou restituci
energetickych zdsob a tim zajistit ¢asny ndstup funkce. Jedna se zatim o metody spisSe
experimentalni, bez vétsiho uziti v klinické praxi. Zvlastni metodou je retrogradni
oxygenova persuflace. Zde je plynny kyslik katetrem persuflovan cestou rendlni Zily do
odebraného organu. Pozitivni experimentalni vysledky vedly k uziti metody i v klinické
praxi, zejména vsak v oblasti transplantace jater.

Darci po nezvratné zastavé obéhu se postupem c¢asu ukazali jako velmi vyznamny pfinos v
organovych transplantacich. V nékterych zemich, napf. ve Spojeném kralovstvi dnes
znamenaji az padesatiprocentni podil na celkovém poctu zemrelych darcl. Jednd se
zejména o darce kontrolované. Naproti tomu ve Spanélsku je velmi dobfe zaveden program
DCD nekontrolovanych, svelmi dobrymi vysledky. Kprogramu DCD vsak
neoddiskutovatelné patfi vys$si procento vyskytu PNF, jez je odrazem tize probéhlé teplé
ischemie, eventudlné poskozeni organu v dobé agonalni faze pred odbérem. Vyskyt PNF u
DCD je vrozmezi 2-19 %, zatimco u $tépl odebranych DBD se pohybuje mezi 1-9 %.
Vyraznéji diskutovanou problematikou DCD je DGF, jez se vyskytuje v Sirokém rozmezi 39-
77 %. Vyssi procento je mozno ocekavat u darcl nekontrolovanych. OpoZzdény nastup
funkce Stépu vsak nema vétsi dopad na dlouhodobou funkci Stépu. Znamena vsak
prodlouZeni hospitalizace a vyssi naklady na IéCbu v obdobi po transplantaci.

Nasim cilem tedy bylo prozkoumat moznosti perfuze ledvinného Stépu a v experimentu se
pokusit odhalit moZnou cestu ke zlepSeni vlastnosti Stépu odebraného z DCD.

Prvni experimentdlné testovanou cestou k dosaZzeni tohoto cile bylo porovnani ROP a
promyti ledvinného Stépu hydrostatickym tlakem. Persuflator byl konstruovan konkrétné
pro tento experimentalni projekt. Technicky se jednd o velmi snadnou a financné
nenarocnou proceduru. Pro hodnoceni kvality sStépu jsme zvolili histopatologickou analyzu
Stépu (jak po vlastni prezervaci, tak po ndsledné transplantaci). Nase vlasti Skala kvality
Stépu (1-4) je na nasem pracovisti dlouhodobé uzivana (vedle zvyklé Remuzziho klasifikace)
pfi hodnoceni $tépu od DCD. Druhym hodnoticim faktorem byla funkce natransplantované
ledviny, ktera byla objektivizovana pravidelnymi odbéry Zilni krve z vlastniho stépu. Jako
marker funkce stépu jsme stanovili hladinu urey (pfi kontralateralni nefrektomii). Jsme si
védomi urcitého zjednodusujiciho pohledu (zejména kratkd doba sledovani), avsak nasim
cilem bylo zjisténi, zdali ROP mUze byt urcitou alternativou pfi rekondici ledvinného stépu.

Vysledky prokazuji identickou kvalitu Stépl prezervovanych jak klasickou intraarterialni
perfuzi, tak retrogradni oxygenovou persuflaci. Nenalezli jsme signifikantni rozdily jak v
histopatologickém hodnoceni odebranych 3$tépl (bylo testovdano pomoci Fisherova
exaktniho testu v kontingencni tabulce (Fisher’s exact test) pro kazdy z ¢ast I, Il a lll
samostatné), tak v hodnotdch urey u zvifat po transplantaci danych stépl. Uvedené



vysledky jsou v souladu s literaturou. Nepotvrdili jsme nazor nékterych autor(, Ze ROP
mUzZe byt dokonce superiorni ve srovnani s klasickou perfuzi event. s ,cold storage”.
Prokazali jsme ale bez pochyby, Ze i prostd ROP dokaze parenchym ledviny ochranit, resp.
restaurovat. Eventudlni pfinos této metody vidime spiSe v mozné kombinaci s jinymi
perfuznimi mechanismy v rdmci rekondice organu postizenych teplou ischemii.

Dale jsme si polozZili otazku, zdali by nebylo moZzné dosahnout zachrany vétSiho mnozstvi
glomerull a rychlejSiho zchlazeni organu jiz v téle darce. Jiz do jisté miry vyuZivanou
moznosti je uZiti ECMO, ktera je vSak pfistrojové velmi komplikovanou a nakladnou
metodou. V naSem experimentu jsme tedy navrhli in situ promyti visceralniho segmentu
pomoci zavedeného katetru do abdominalni aorty, za uziti hypotermni pulzatilni perfuze.
Hypotermie logicky sniZzuje naroky buriky na kyslik zpomalenim enzymovych reakci. Udava
se 50 % redukce metabolismu na 10 st. C zchlazeni. Hypotermie sice parcidlné zvySuje
rendlni vaskuldrni rezistenci, ale dle recentnich literarnich dat prodluZuje Zivotnost stépu a
omezuje DGF i pfi delSim ¢asu studené ischémie. Jako experimentalni zvite v této fazi studie
byl zvolen kralik domaci, zejména vzhledem ke snazsi logistice a manipulaci.

Statistické zhodnoceni bylo provedeno pomoci dvou vybérového t-testu. Vysledky nasi
inicidlni prace na malém zviteti prokdzaly statisticky vyznamné lepsi zchlazeni ledvinnych
Stépl u pristrojové perfuze (p< 0,001), zatimco in situ proplach hydrostatickym tlakem sniZzil
teplotu pramérné o 3,5 st. C, proplach mechanicky pramérné o 17,5 st. C. Statisticky
vyznamné vyssi byl i maximalni dosazeny pratok perfuzniho roztoku orgdnem za minutu
(p=0,004). Za stejnou casovou jednotku je tak orgdn proplachnut vétSim mnozstvim
perfuzatu. Rutinné uzivand metoda pracuje s chladnym perfuzatem proudicim z vaku, ve
kterém je uskladnén pfiteploté asi 8st. C. Tento se vsak jiZ pfi podavani do téla darce ohfiva
od okolni pokojové teploty v instrumentariu, ve kterém je veden. Diky zapojeni chladice
média v naSem perfuzoru az tésné pred vstup do téla darce jsme mohli dosahnout velmi
nizké teploty perfuzatu kolem 4 st. C. Proto nasledné zchlazeni orgdnu je uc¢innéjsi. Rovnéz
objektivni hodnoceni kvality proplachnuti $tépu vyzniva jednoznacné pro mechanickou
pulzatilni perfuzi. Prokazali jsme pomoci histologického vySetfeni, Ze promyti ledviny
pomoci mechanického perfuzoru v téle zvifete je vyrazné lepsi nez pfi pouZiti
hydrostatického tlaku. Na histologickych preparatech nebyly v glomerulech pfitomny
krevni elementy u ledviny promyté perfuzorem. Kontrolni skupina méla celkové vyrazné
horsi promyti ledvin i makroskopickym pozorovanim. Zda se, Ze fizena mechanicka perfuze
je schopna z ledviny odstranit i drobné jiz vytvofené mikrotromby a zachovat maximum
cévniho recisté pro obnoveni krevniho priatoku. Jsme si rovnéz védomi limitaci tohoto
experimentu, zejména v malém poctu zvifat a v méreni pouze tfi zakladnich ukazateld.
Jednalo se o pilotni projekt, ktery mél prokazat funkénost modelu in situ perfuze a téz
pouzitelnost experimentalniho perfuzoru.

Pro dalsi fazi experimentalni prace jsme tedy zvolili vétsi zvife, prase domaci. Cilem bylo
opét prokazat superioritu mechanické in situ perfuze nad prostym proplachem
hydrostatickym tlakem, k tomu poslouzZilo zejména nasledné pozorovani v Sesti hodinach
po ,autotransplantaci” orgdnu zvifeti. BEhem perfuze jsme opét porovnavali mérené



parametry prutoku a zchlazeni organu v téle zvifete. Mechanickou perfuzi jsme opét
dosahli statisticky vyznamnéjsiho rozdilu mezi obéma skupinami, a to jak pro vrcholovy
pratok u mechanické pulzatilni perfuze, tak pro pritok stfedni ve srovnani s maximalnim
pratokem u hydrostatické perfuze (p=0,007, resp. 0,019). Co se tyce poklesu mérené
teploty organu, zde nebylo tésné dosaZeno Urovné statistické vyznamnosti (p=0,071).
V tomto pfipadé je vSak nutno uvaZovat o chybé zplsobené statistickym hodnocenim
malého souboru. Ledviny byly obklopeny okolnimi organy natolik, nakolik to dovolovalo
zavedeni perfuznich kanyl. Byla tedy simulovdna realnd situace proplachu v téle zemrelého,
kdy je vyrazny teplotni gradient z okolnich organ.

Co se tyce sledovani funkce orgdnu po obnoveni pritoku ledvinou, byla primérna diuréza
témér dvakrat vyssi ve skupiné mechanické perfuze. Pfi statistickém vyhodnoceni vsak
rozdil nebyl na hladiné vyznamnosti (p=0,602). Srovnani méfenych laboratornich hodnot
séra a moci (urea, kreatinin, Na+, K+, Cl-) v 6. hodiné po obnoveni priatoku nevykazovalo
rozdil v obou skupindach. Stejné tak hodnoceni vlastnosti transplantované ledviny pomoci
markerd ledvinného poskozeni, neukdzalo vyznamny rozdil mezi obéma skupinami.
VSechny 3 markery (NGAL v plazmé, pi-GST v plazmé, pi-GST v moci) nevykazovaly
statisticky vyznamny rozdil v Zadném case po opétovné ,,autotransplantaci”.

Histologické vySetfeni odebrané po proplachu orgdnu prokazovalo signifikantné lepsi
promyti organu pomoci mechanické perfuze. VSechny preparaty promyté mechanicky byly
hodnoceny 2/4, zatimco pfi promyti hydrostatickym tlakem 3/4. Opét se tedy potvrdila
nase domnénka, Ze je mozné pfi uziti mechanické perfuze odstranit i drobné trombotické
hmoty na Urovni kapilarniho recisté, jez by jinak odstranény nebyly.

V nasem experimentu jsme ucinili urcité pozorovani v oblasti tlakovych pomérQ uvnitr
promyvaného organu. Obecné muizeme fici, Zze perfuze hydrostatickym tlakem je fizena v
podstaté pouze tlakem, ktery je generovan vyskou zavéseni vaku nad lGzkem ddrce a
stupném renalni rezistence. Jedna se tedy o tlakem fizenou perfuzi. Tento tlak byl v nasem
méreni v rozmezi 25,8 — 32 torr(. Paklize tedy v organu tekutina narazi na okrsek s vy$sim
odporem, neml(Ze jej dale prekonat a proudi okrsky, kde tento odpor neni ptitomen. Priitok
poté tedy zUlstdva konstantni, nelze jej dale artificialné navysit, jak je vidét v grafickém
znazornéni. Naopak v pfipadé mechanické perfuze lze ovlddat oba dva parametry, jak
perfuzni tlak, tak pratok. Nasim cilem bylo dosdhnout vyssiho priitoku organem pfi
omezeni rizika edému tkané. Vyhodou pratokem tizené perfuze je, Ze je do organu vidy
vpraveno dané mnoizstvi média, které pokud narazi na misto vyssiho odporu, napf.
mikrotrombus, ma snahu jej prfekonat zvySenim tlaku v systému. Nase méreni v priibéhu
promyvani zahajovala na urovni 40 torr(, s rostoucim pritokem vsak rostli odpor v ledving,
bylo tedy nutno perfuzni tlak zvysit, vétSinou na zhruba 70 torrQ. Zavislost vsak nebyla
linedrni. Mohlo se tedy svelkou pravdépodobnosti jednat o postupné vymyvani
mikrotrombU z parenchymu ledviny, nebo o prostou autonomni reakci cévniho recisté.
V Case vSak odpor postupné vyrazné klesl az na tfetinové hodnoty oproti pocate¢nimu
stavu. Konecna cévni rezistence byla témér dvojndsobnd oproti hydrostatické perfuzi (6
resp. 3 mmHg.min/l), coz mize byt na vrub zachované autoregulace ledviny kterd na vyssi



pratok reaguje zvySenim vaskuldrni rezistence. V negativnim pripadé by se mohlo jednat o
odpor zplisobenym edémem orgdnu, jez se vSsak makroskopicky ani mikroskopicky nezdal
pfitomen. Tato vySe cévni resistence by jisté neuspéla v ramci hodnoceni organu k pfijeti
k transplantaci, kde je hrani¢ni hodnota 0,5 mmHg.min/l. Avsak v tomto experimentu byly
organy vyrazné ischemicky posSkozeny, ¢emuz bychom pficitali pfitomnou vyssi renalni
rezistenci i pfi promyti hydrostatickym tlakem. Cévni rezistenci je samozifejmé mozno
ovlivnit i farmakologicky podanim vazoaktivnich latek. V klinické praxi se pfi odbéru organu
od DCD podava fentolamin i.v., jez ma zabranit cévnim spazmiUm pf¥i hypoxii organu.
V naSem experimentu jsme tyto latky neuzivali z dlivodu zkresleni méfeni cévni rezistence
a nemoznosti nasledného porovnani obou skupin.

Z vyse uvedeného se domnivame, Ze ihned zahdjend pulzatilni perfuze stépl v téle darce
po nezvratné zastavé obéhu Stépy |épe promyje, tim zachova vétsi pocet neposkozenych
glomerull a nefronl v parenchymu. EfektivnéjSim zchlazenim lze dosahnout c¢asnéjsiho
zastaveni jiz probihajicich ischemickych zmén a po nasledné transplantaci snizit procento
vyskytu PNF a DNF. Jako idedlni by se jevila tato metoda v nasledné kombinaci s moznym
vyuzitim ROP pted transplantaci ptijemci.

Finan¢ni narocnost pfi zavedeni této metody by nebyla jisté vysokd, komercni pristrojové
perfuzory jsou jiz béZné na trhu a naprosta vétsina transplantacnich center s nimi pracuje.
V dalSich fazich experimentu bychom chtéli pouzit opét experimentdlni model prasete
domadciho, oviem s dlouhodobym pFeZivanim po autotransplantaci mechanicky promytého
organu v casovém obdobi nékolika tydnd. Mohli bychom tak Iépe hodnotit stav StépU
zejména ve smyslu pritomnosti akutni tubularni nekrézy.



10. Zavér

Darci ledvin po nezvratné zastavé obéhu jsou v dneSni dobé nedilnou soucasti
transplantacni mediciny. Jejich vyuZiti mUZe vyrazné navysit pocet orgdn( vyuZzitelnych
k transplantaci a tim zlepsit kvalitu Zivota fadé nemocnych v termindlni fazi rendlniho
selhani. Jedna se téZ o nejndrocnéjsi skupinu darcl z pohledu organizace a provedeni
organového odbéru, spojenou s fadou nejen logistickych, ale i spole¢ensky a eticky citlivych
otazek. K uchovani orgdni odebranych DCD je dnes ve valné vétsiné vyuzivana pfistrojova
perfuze, jez garantuje nejlepsi funkéni vysledky po nasledné transplantaci pfijemci. Proto
se jako prihodné jevi vyuziti co nejcasnéjsi zahdjeni pfistrojové perfuze jiz v téle zemrelého
darce. V nasem experimentu jsme ovéfili Ucinnost retrogradni oxygenové persuflace ve
shodé s literarnimi daty. Dale jsme ve dvou experimentalnich modelech prokazali moZnost
lepsiho zchlazeni a promyti ledvinného stépu v téle darce. Idealnim cilem naseho vyzkumu
by bylo zavedeni nové metodiky, resp. algoritmu perfuze ledviny odebrané od marginalniho
darce. Zavedeni do klinické praxe jisté vyZaduje jeSté vyznamny kus prace na
experimentdalnim poli, pfesto financni i logistickd nenarocnost této metody je pfislibem do
budoucna.
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