Moznosti zlepSeni vlastnosti ledvinnych Stépl od nebijicich darct pomoci
ihned zahajené mechanické pulzatilni perfuze

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

Uvod: Mnoistvi ledvin dostupnych k transplantaci stale nedosahuje poctu pacient(l na
cekaci listing, jez se kazdoroc¢né prodluzuje. Pfitom je transplantace ledvin jedinou Sanci
pacientd na dlouhodobé preziti s dobrou kvalitou Zivota. Proto jsou v posledni dobé
vyuzivany i organy od tzv. margindlnich darcl, mezi néz patfti téz zemfreli darci po nezvratné
zastavé obéhu (DCD — donors after cardiac death). Nejcasté;si pricinou smrti téchto darcl
je zdvainé trauma, zejména kraniocerebrdlni, ¢i nahla srdecni zastava s naslednou
neuspésnou resuscitacni péci. Po konstatovani smrti jedince dle pfesné danych kritérii, je
mozno pristoupit k odbéru ledvin. Pfi tom dochazi nejprve k promyti stépl v téle darce
pomoci perfuzniho roztoku a ndsledné k jejich vyjmuti a uchovani zvolenou prezervacni
metodou. V oblasti DCD je nejcastéji vyuzivana mechanickd pulzatilni perfuze pomoci
specialniho pfistrojového vybaveni. | pres dobré dlouhodobé vysledky stépli od DCD, je
tato skupina zatizena vétSim poctem opozdéného ndstupu funkce stépu (DGF) i primarni
afunkce stépu (PNF).

Cil: Shrnuti zdkladnich poznatkl o DCD a jejich nasledné vyuZiti v experimentdlni praci.
Kvalitu Stépu od DCD vyznamné urcuje obdobi tésné po zastavé obéhu darce a nasledna
perfuze $tépu. S vyuZitim perfuzoru vlastni konstrukce jsme nejprve prozkoumali metodu
ROP — retrogradni oxygenové perfuze. Tento experiment nds pfivedl na myslenku
mechanického promyvani ledvin konzervaénim roztokem jesté v téle darce. Cilem je po
opétovné transplantaci Stépu prijemci dosahnout snizeni vyskytu opoZzdéného nastupu
funkce Stépu Ci jeho primarni afunkce.

Metodika: Metoda ROP byla testovana na souboru 10 zvitat (prase) rozdélenych do dvou
skupin. U vSech zvifat probéhla simulace teplé ischemie po dobu 20 min. V prvni skupiné
(n=5) byla nasledné po explantaci k uchovani stépu vyuzita metoda ROP, ve druhé (n=5)
mechanicka pristrojova perfuze, u obou skupin po dobu 60 min. Nasledné byl organ
transplantovan zpét plvodnimu zvireti. V danych ¢asovych intervalech po dobu 2 hodin
byly odebirany vzorky Zilni krve ke stanoveni hladiny urey. Stejné tak bylo provedeno
vyhodnoceni bioptickych vzorkd tkané 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 simulovana
tepld ischemie po dobu 30 minut. Nasledné byla v prvni skupiné (n=5) jedna ledvina v téle
zvifete promyta zvykle uzitim hydrostatického tlaku a ve druhé skupiné (n=5) pak pomoci
mechanického perfuzoru po dobu 30 minut. Byly zaznamendvany parametry pritoku
ledvinou a teplota uvnitf orgdnu. Po ukonéeni pokusu bylo provedeno histologické
vySetfeni promyvanych ledvin. Druhy experiment hodnotici ihned zahajenou pulzatilni
perfuzi jiz probihal opét na velkém zvireti (prase). 7 zvirat 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 méreny parametry pritoku a pokles teploty v organu. Nasledné byl obnoven
pGvodni krevni prltok 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 odebirdany vzorky k histologickému vysetteni.

Vysledky: V experimentu zkoumajicim ROP jsme nezjistili rozdil naméfenych hodnot
séroveé urey v Zilni krvi odebirané po autotransplantaci organu (p=0,843). Stejné tak nebyl
statisticky vyznamny rozdil v kvalité promyti ledvinnych $tépl pfi vySetieni patologem
v Case |, II, 1ll (p=1,00). Obé metody byly tedy rovnocenné. Prvni experiment sihned
zahajenou perfuzi na malém zvireti prokazal signifikantné vyssi maximalni pritok 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 $tépl opét ve prospéch mechanické perfuze (p =
0,005). Ve druhém experimentu na velkém zvifeti jsme mechanickou perfuzi jsme opét
dosahli statisticky vyznamnéjsiho rozdilu mezi obéma skupinami, a to jak pro vrcholovy
pratok, tak pro prltok 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 rozdilnd ani diuréza
po transplantaci (p=0.602). Srovnani sledovanych biochemickych markerl a markeru
poskozeni ledvinného parenchymu vséru a moci se vziddném zcast 0,1,3,6 hod.
vyznamné nelisilo.

Diskuze: Vysledky prokazuji identickou kvalitu $tép( prezervovanych jak klasickou
intraarterialni perfuzi, tak retrogradni oxygenovou persuflaci. Nenalezli jsme signifikantni
rozdily jak v histopatologickém hodnoceni odebranych §tép(, tak v hodnotach urey u zvirat
po transplantaci danych stépQ. 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 ochranit. Otazkou podle naseho nazoru neni nahrazeni zvyklé intraarteridlni
perfuze retrogradni persuflaci, nabizi se vSak moZnost urcité kombinace obou metod.
V prvnim experimentu sihned zahajenou mechanickou perfuzi je patrné statisticky
vyznamné rychlejsi zchlazeni ledvinnych $tép( u ptistrojové perfuze, stejné tak i statisticky
vyznamné vyssi pritok perfuzniho roztoku ledvinou za minutu. Za stejnou ¢asovou
jednotku je tak organ proplachnut vétSim mnozstvim perfuzatu. Dosud uzivana metoda
pracuje s chladnym perfuzatem, ktery se vsak jiz pfi podavani do téla zemrelého ohftiva 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 ndsledné zchlazeni organu ucinnéjsi. 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. Zda se, Ze fizend
mechanicka perfuze je schopna z ledviny odstranit i drobné jiz vytvorené mikrotromby a
zachovat maximum cévniho frecisté pro obnoveni krevniho pritoku. Ve druhém
experimentu na velkém zvifeti jsme mechanickou perfuzi opét dosahli statisticky



vyznamnéjsiho rozdilu mezi obéma skupinami, a to jak pro vrcholovy priitok u mechanické
pulzatilni perfuze (pritok na vrcholu systoly ¢erpadla), tak pro pritok stfedni (vypocitany
identicky jako v klinické praxi) ve srovnani s maximdlnim pratokem 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
zahdjend pulzatilni perfuze stépl v téle darce po nezvratné zastavé obéhu Stépy lépe
promyje, tim zachova vétsi pocet neposkozenych glomerult a nefron(i v parenchymu.
Efektivnéjsim zchlazenim Ize dosahnout ¢asnéjsiho zastaveni jiz probihajicich ischemickych
zmén a po nasledné transplantaci snizit procento vyskytu PNF a DGF. Jako idedlni by se
jevila tato metoda v nasledné kombinaci s moznym vyuZitim ROP pred transplantaci
prijemci.

Zavér: Darci ledvin po nezvratné zastavé obéhu jsou v dnesni dobé nedilnou soucasti
transplantacni mediciny. Jejich vyuZiti mlzZe vyrazné navysit pocet organu vyuzitelnych
k transplantaci a tim zlepSsit kvalitu Zivota fadé nemocnych v termindlni fazi rendlniho
organového odbéru, spojenou stadou nejen logistickych, ale i spoleCensky a eticky
citlivych otazek. K uchovani organli 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 nej¢asnéjsi zahajeni pristrojové perfuze jiz
v téle zemrelého darce. V nasem experimentu jsme ovéfili U¢innost retrogradni oxygenové
persuflace ve shodé s literdrnimi 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 vyZzaduje jeSté vyznamny
kus prace na experimentdlnim poli, pfesto financni i logistickd nendrocnost této metody je
prislibem do budoucna.



