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Surgical aspects of pig kidneys collection for xenotransplantation

Summary

The number of patients waiting for transplants has increased despite the constant growth of the number of
transplants performed. This is the reason why the possibility of using animal organ donors is taken into
consideration. Since 2002, the problems concerning xenotrasplantation have been investigated in Poland in
the frame of the project: Application of trangenesis in genetic modification of pigs in order to gain organs for
transplantation in humans. In the presented paper the possibility of use of transgenic pig kidneys for allogenic
and heterogenic transplantation in clinical aspect was evaluated, with the special compliance of surgical
methods. The proposed surgical technique of kidney transplantation in pigs derived from the methods used in
human medicine and consisted of three stages: the operation of collecting the kidneys en-block, preservation
of collected organs and their transplantation. The aim of the first stage was the isolation of the both donor
kidneys as fast as possible in a manner not causing the injury of kidney parenchyma, with the maintenance of
all anatomical and functional structures and blood vessels. In the study, 3 non-transgenic and 6 transgenic
sows with the block of the gene a1,3GT were evaluated. In the presented studies the modification of the
routine technique of kidney collection used in human transplantology was performed with the possibility of
application of the method for allo- and xenotranplantation in pigs. The maintenance of the defined conditions
of perfusion and storage of the collected organs is the requirement of the preservation of viability of the

transplant for the time necessary for preparing the organ and the recipient for the transplantation.
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Wprowadzone 40 lat temu eksperymentalne meto-
dy przeszczepiania narzadéw sa obecnie stosowane
z wyboru przy leczeniu zaawansowanej niewydolnos-
ci nerek, serca, watroby, ptuc 1 trzustki. Efektywnos¢
leczenia ta metoda niewydolnosci nerek jest bardzo
wysoka, roczne przezycie pacjentdéw otrzymujacych
pierwotny przeszczep nerki przekracza 97%, za$ pig-
cioletnie 93% (9) 1 jest wyzsze w pordwnaniu do pa-
cjentéw leczonych dializoterapia (23). Roczny koszt
leczenia chorego ze schytkowa niewydolnoscia nerek
wynosi 33 000-50 000 $, a w przypadku dializoterapii
domowej 55 000-80 000 $, podczas gdy dla transplan-
tacji nerek koszt rocznego leczenia to ok. 10 000 $
(12). Wobec sukcesow transplantologii trudnosci tech-
niczne, wysokie koszty i komplikacje okotooperacyj-
ne nie maja znaczenia, a glbwnym problemem jest brak
dostatecznej i1losci narzadow do transplantacji. W kra-
jach zrzeszonych w Eurotransplant International
Foundation odsetek dawcéw w 2003 roku wynosit
14,7/mln mieszkancoéw, pobrano 3345 nerek 1 wyko-
nano 3046 transplantacji, na 12 382 oczekujacych bior-
cow. W Polsce $rednia liczba dawcoéw wynosita 14,5/
mln mieszkancéw. Zgtoszono 669 dawcow, zakwali-

fikowano 556, od ktérych pobrano 1 przeszczepiono
1040 nerek, na 2384 oczekujacych biorcow, zarejestro-
wanych w Krajowej Liscie Biorcow Poltransplantu (14).
Liczba pacjentow oczekujacych na przeszczep
zwigksza si¢ pomimo statego wzrostu ilosci wykony-
wanych transplantacji. Z tego powodu bierze si¢ pod
uwage mozliwo$¢ wykorzystania zwierzat jako daw-
coéw narzadow. Transplantacje migdzygatunkowe maja
by¢ traktowane jako tzw. przeszczepy czasowe lub
pomostowe do momentu znalezienia dawcy docelo-
wego. Wedtug niektorych autoréw, narzady zwierzat
moga by¢ mniej wrazliwe na nawrot choroby 1 gwal-
towna destrukcj¢ spowodowana WCZCSIlleJ SZym uczu-
leniem, moga pozwoli¢ na rozwazenie transplantacji
u pacjentow, ktorym z powodu wieku lub towarzysza-
cych schorzen nie oferuje sig takiej mozliwosci w opar-
ciu o obowiazujace obecnie standardy. Wykorzystanie
zwierzat jako zrodta organdw pozwoli takze na wezes-
niejsza immunomodulacj¢ biorcow, a przez to na pla-
nowane przeprowadzenie operacji i zwigkszenie tole-
rancji na wprowadzany przeszczep, co nie jest mozli-
we przy przeszczepach od zmartych. Dodatkowo wy-
korzystanie zwierzat jako zrodta narzadow mogtoby
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ograniczy¢ transmisj¢ czynnikow infekcyjnych, takich
jak wirus Epstein-Barr i cytomegalowirus, ktore sa
glownymi czynnikami chorobowymi po allotransplan-
tacji u ludzi (15).

Obecnie w 20 osrodkach na $wiecie prowadzone sa
bardzo intensywne badania dotyczace ksenotransplant—
cji(3). Za gatunek modelowy przyjeto §winie, a szcze-
golnie rasy $win miniaturowych, ktore pod wzgledem
wielkos$ci 1 wydolno$ci narzadow bardziej odpowia-
daja organom cztowieka (2, 19, 24).

Najistotniejsze w ksenotransplantacji jest obecnie
przelamanie bariery migdzygatunkowej. Dotychczas
poznano 16 weglowodorowych epitopéw migdzy-
gatunkowych, dla ktérych moga wystepowaé natural-
ne przeciwciata, najistotniejszy z nich to a Gal (2).
Eliminacja swoistego substratu  1-3galaktozy (a Gal)
przez zablokowanie enzymu «-1,3-galaktozylotrans-
ferazy (a1,3GT, GGTA1 EC2.4.1.51), odpowiedzial-
nego za syntezg epitopu pozwala na przelamanie mig-
dzygatunkowej bariery immunologicznej (11).
Uzyskanie §win z zablokowanym genem
a1,3GT lub pozbawionych go bylo najwigk-
szym sukcesem ksenotransplantacji (13)

W Polsce badania dotyczace ksenotransplan-
tacji prowadzone sa od 2002 r., w ramach pro-
jektu ,,Wykorzystanie transgenezy w genetycz-
nej modyfikacji §win dla pozyskiwania orga-
néw do transplantacji u cztowieka”. Wyho-
dowanie pierwszego transgenicznego knura dla
potrzeb ksenotranspantacji potwierdzono
w pazdzierniku 2003 r. (6). Modyfikacja ge-
netyczna polegata na wprowadzeniu konstruk-
cji genowej (pFut-GFPBsd, FUT II) a1,2-fu-
kozylotransferazy cztowieka (17). Mechanizm
dziatania a1,2-fukozylotransferazy opiera si¢
na wigzaniu czasteczki N-acetylolaktozoami-
ny (N-lac), ktora jest substratem dla -galak-
tozylotransferazy. Konkurencyjne dziatanie fu-
kozylotransferazy wobec aGT eliminuje po-
ziom epitopu aGal 1 pozwala na ograniczenie
nadostrej reakcji odrzucania przeszczepu (16).

W niniejszych badaniach okre§lano mozli- |
wos$¢ wykorzystania nerek transgenicznych
swin do przeszczepow allogenicznych 1 hete- |
rogenicznych w aspekcie klinicznym, ze szcze-
golnym uwzglednieniem metodyki chirur-
gicznej. -

Zaproponowana technika transplantacji ne-
rek u §win wywodzita si¢ z metodyki stoso-
wanej w medycynie cztowieka i obejmowata
trzy etapy: operacj¢ pobrania nerek en-block,
ptukanie i przechowywanie pobranych narza-
dow oraz ich przeszczepienie. Celem pierw-
szego etapu byto wyizolowanie obu nerek daw-
cy w najkrotszym czasie, w sposob nie uszka-
dzajacy miazszu z zachowaniem wszystkich
struktur anatomicznych, czynno$ciowych
i naczyn krwiono$nych.
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Materiat i metody

Przygotowanie dawczyn. Dawczyniami nerek byly
3 nietransgeniczne i 6 transgenicznych loszek w wieku ok.
6 miesigcy, masie ciata 40-55 kg, bez widocznych obja-
wow chorobowych. Zwierzeta poddano 21-dniowej akli-
matyzacji w nowym $rodowisku. Na 24 godziny przed za-
biegiem podano enrofloksacyne (Enroxil 5%, Krka) w daw-
ce 5 mg/kg i.m. i wstrzymano podawanie karmy, zapewnia-
jac swobodny dostep do wody. Bezposrednio przed zabie-
giem do pegcherza moczowego zatozono kateter Folleya
14 FR (Kendall), a do prawej 1 lewej zyly brzeznej ucha
zatozono kaniulg 20GA (Venflon BD 1,0).

Prowadzenie znieczulenia. Znieczulenie ztoZone obej-
mowalo premedykacje atroping (Atropinum Sulfuricum
0,5 mg, Polfa) w dawce 0,06 mg/kg i.m. i azaperonem (Stres-
nil, Janssen Animal Health BVBA) w dawce 3 mg/kg i.m.
Znieczulenie ogodlne indukowano przez podanie thiopenta-
lu sodu (Thiopental, Biochemie GmbH) w dawce 8 mg/kg
i.v. w bolusie i podtrzymywano, dodajac sukcesywnie
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Ryc. 1. Schemat plukania nerek in situ

Objasnienia: 1 — zyta glowna tylna; 2 — aorta; 3 — plyn ptuczacy; 4 — pod-
wiazka proksymalna aorty; 5 — zyta nerkowa; 6 — tgtnica nerkowa; 7 — cew-
nik w zyle gtéwnej tylnej odprowadzajacy wyptukana krew; 8 — cewnik
w aorcie z plynem pluczacym; 9 — podwiazka dystalna aorty; 10 — plyn
ptuczacy; 11 — wyplukana krew; 12 — moczowdd; 13 — podwiazka na
moczowodzie; 14 — pecherz moczowy
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1/5-1/4 dawki poczatkowej wedtug efektu dziatania. Pro-
wadzono stata kontrolg pracy uktadu oddechowego i ser-
cowo-naczyniowego ze wzgledu na depresyjne dziatanie
thiopentalu na o$rodek oddechowy i uktad krazenia.

Pobranie nerek. Cigcie przez powtoki brzuszne wyko-
nano w linii posrodkowej ciata od wyrostka mieczykowa-
tego mostka do spojenia tonowego. Doktadne ogledziny
narzadow jamy brzusznej wykluczyty zmiany patologicz-
ne i anomalie anatomiczne. Po rozlegtym odpreparowaniu
kolejno krezki okreznicy, krezki jelit cienkich i uwolnieniu
wigzadta watrobowo-dwunastniczego narzady jamy brzusz-
nej przesunigto prawostronnie doglowowo i ustabilizowa-
no. Na tgpo wyizolowano aortg z odejSciem tetnic nerko-
wych, zyle glowna tylna z ujgciem zyt nerkowych. Wypre-
parowano moczowody na calej dtugosci do ujscia do pe-
cherza moczowego. Po dozylnym podaniu 5000 j.m. hepa-
ryny (Heparin Biochemie 25.000 j.m., Biochemie Austria)
przystqplono do ptukania i ochiodzenla nerek in situ. Do
aorty i zyly gtownej wprowadzono kateter Folleya 10FR
(Kendall), kolejno podwiazano gtéwne pnie naczyniowe
(aortg 1 zylg czcza tylng), dystalnie i proksymalnie od odej-
$cia naczyn nerkowych z zachowaniem 4 cm marginesow,
zaktadajac podwojne przewiazki Vicryl 2 (J&J Inc.). Nerki
ptukano ptynem Ringera (Baxter Terpol) schtodzonym
do temperatury 4°C pod cisnieniem hydrostatycznym ok.
100 cm H, O, przez ok. 20 min., odprowadzajac ptyn z zyty
gléwnej podcisnieniem (ryc. 1). Jednoczesnie nerki obto-
zono jatlowym lodem. Po zakonczeniu perfuzji podwiaza-
no moczowody ok. 2 cm od ujscia do pgcherza szwem
Vicryl 2 (J&J Inc.). Obie nerki z pozostawionymi odcinka-
mi pni naczyniowych i moczowodami uwolniono z prze-
strzeni pozaotrzewnowej i pobrano en block.

Rozdzielenie i plukanie nerek. Nerki wyj¢to z jamy
brzusznej i umieszczono w pojemniku z lodem. Zyte glow-
na dolna rozcigto wzdtuz przedniej $ciany, identyfikujac
ujscia zyl nerkowych, a nast¢pnie rozdzielono zyly naleza-
ce do prawej 1 lewej nerki z zachowaniem 4 mm tat naczy-
niowych. W kolejnym etapie wzdtuz tylnej Sciany rozcigto
aortg, identyfikujac tgtnice nerkowe, ktore rozdzielono po-
dobnie jak zyty nerkowe. Rozdzielone nerki zostaly ponow-
nie wyptukane. Do tgtnicy nerkowej wprowadzono kaniu-
lg i rozpoczgto ptukanie ptynami konserwujacymi Biolasol
BM Plus-1 (Biochefa FZPN, Sosnowiec) lub ViaSpan (Berl-
zer UV) schtodzonych do temperatury 4°C, ciaglym stru-
mieniem pod cisnieniem ok. 100 cm H,O przez ok. 20 mi-
nut, do uzyskania wyptywu czystego ptynu. Wyptyw plynu
obserwowano przy ujgciu zyly nerkowej. Na tym etapie
dokonano klasyfikacji nerek do transplantacji pod wzgle-
dem budowy anatomicznej, zmian patologicznych oraz
budowy, przebiegu i szczelnosci naczyn krwionosnych. Do
transplantacji pobierano zawsze wigksza nerke, bez zmian
patologicznych i anomalii anatomicznych w obrgbie naczyn,
pozostate nerki wykorzystano do okre$lenia stopnia apop-
tozy.

Wyniki i omowienie
Wszystkie z 18 pobranych, rozdzielonych i wyptuka-
nych nerek oceniono jako prawidlowe pod wzgledem
wielkosci, ksztaltu i budowy anatomicznej. W jednej

nerce stwierdzono wybroczyny podtorebkowe wielkos-
ci 1-2 cm pochodzenia mechanicznego. Stwierdzono
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6 odmian anatomicznych w przebiegu naczyn krwio-
nos$nych. W 4 przypadkach obserwowano niskie od-
galezienie nadnerczowe doogonowe tetnicy nerkowej,
w dwoch podwojna tetnice nerkowa. Nie obserwowa-
no anomalii w budowie i1 przebiegu zyt nerkowych. Do
transplantacji zakwalifikowano 11 narzadéw (4 nie-
transgeniczne 1 6 transgenicznych), z ktérych prze-
szczepiono 9. Pozostate nerki zakwalifikowano do
oceny uszkodzenia organu w trakcie perfuzji i prze-
chowywania. Nie obserwowano réznic w wielkosci i bu-
dowie anatomicznej nerek i naczyn nerkowych mig-
dzy zwierzgtami transgenicznymi i nietransgenicznymi.

W przeprowadzonych badaniach wykonano mody-
fikacje rutynowo stosowanej w transplantologii czto-
wieka techniki pobierania nerek z mozliwoscia zasto-
sowania do przeszczepow allo- 1 ksenogenicznych
u $win. Szczegdlng uwage zwrdcono na przygotowa-
nie biorcow do zabiegu, prowadzenie znieczulenia,
mozliwie prosty i szybki sposob dojscia do pobiera-
nych narzadow, technikg¢ pobrania, ptukania i rozdzie-
lenia graftu.

Przygotowanie biorcow do zabiegu obejmowato:
rutynowo stosowana: 24-godzinna glodowke, profilak-
tyczne podanie chemioterapeutyku o szerokim spek-
trum na dobg przed pobraniem narzadéw, zapewnie-
nie swobodnego dostepu do naczyn krwiono$nych oraz
opréznienie pecherza moczowego bezposrednio przed
zabiegiem. Zrezygnowano natomiast z podania hepa-
ryny przed zabiegiem. Opisany sposob przygotowa-
nia zwierzat do zabiegu okazat si¢ efektywny i przy-
nidst pozadane rezultaty.

Narkozg¢ indukowano i prowadzono w oparciu
o znieczulenie zloZone infuzyjne z wykorzystaniem
thiopentalu sodu. Thiopental jest najcze¢sciej stosowa-
nym barbituranem krétko dziatajacym w medycynie
ludzi i zwierzat. Jest rutynowo stosowany do indukcji
znieczulania u ludzi. Istnieje mozliwo$¢ wykorzysta-
nia thiopentalu takze do znieczulen podczas dtugo
trwajacych zabiegow operacyjnych (4), w takich sytu-
acjach znieczulenie przedtuza si¢ przez podawanie do-
datkowych dawek (8). W przeprowadzonych bada-
niach po podaniu jednorazowej minimalnej dawki thio-
pentalu sodu wystapit petny zanik $wiadomosci, znie-
sienie czucia bolu i1 obniZenie napigcia migSniowego.
Narkozg przedtuzano, dodajac sukcesywnie 1/5-1/4
dawki poczatkowej wedtug efektu dziatania. U wszyst-
kich zwierzat poddanych narkozie wystapito zmniej-
szenie liczby i glgbokosci oddechow oraz przyspie-
szenie akcji serca. Krotkotrwaty bezdech, ktory usta-
pit po wentylacji i tlenoterapii stwierdzono u 1 z 9 pod-
danych narkozie zwierzat. Czas narkozy wynosit
70-90 minut. W trakcie trwania znieczulenia ilo$¢ po-
dawanego preparatu zmniejszata sig, a okresy migdzy
podaniami ulegaty wydtuzeniu. Byto to prawdopodob-
nie nastgpstwem kumulacji i powolnego uwalniania
thiopentalu z tkanki tluszczowej 1 migéni, a takze me-
tabolizowania czgsci thiopentalu do pentobarbitalu
przez usuwanie reszt siarkowych (5). Zaproponowa-
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ny model znieczulenia pozwala na szybka i petng in-
dukcje oraz skuteczne i proste prowadzenie narkozy
przez caly czas operacji, przy stalej kontroli aneste-
zjologicznej. Podobne modele znieczulenia infuzyjne-
go do operacji przeszczepienia nerki proponowano z
zastosowaniem ketaminy lub pentobarbitalu (7, 22).

Waznym etapem operacji byto zapewnienie swobod-
nego dostgpu do nerek i glownych pni naczyniowych.
Budowa anatomiczna i topograficzna narzadow we-
wnetrznych $wini, szczegolnie duza objetosé jelit, ktore
sa 4-6-krotnie dluzsze w poréwnaniu z cztowiekiem
oraz ich gatunkowo typowy przebieg, szczegdlnie
okreznicy wstepujacej, uniemozliwity wykorzystanie
techniki stosowanej w transplantologii ludzkiej. Za-
stosowana modyfikacja polegajaca na catkowitym
przecigciu obszernej krezki jelita grubego ze zwojami
okrgznicy wstepujacej pozwolita na uwidocznienie
lewej nerki. W nastepnej kolejnosci przecigeie krezki
jelita cienkiego 1 wigzadta throbowo dwunastni-
czego uwidocznito glowne pnie naczyniowe i prawa
nerke.

Ocena i wypreparowanie glownych pni naczymo-
wych aorty i zyly czczej tylnej z odejSciem naczyn
nerkowych pozwolity na przeprowadzenie perfuzji
i ochtodzenia nerek in situ, przed pobraniem. Po 20-
-minutowym ptukaniu uzyskano wyptyw czystego pty-
nu perfuzyjnego. W tym czasie nerki schtodzono do
temperatury ok. 10°C. Pierwsze ptukanie nerek ogra-
nicza do minimum czas cieptego niedokrwienia po
zamknigeiu naczyn, co ma kluczowe znaczenie w prze-
biegu catej operacji przeszczepienia nerek (10). Czas
cieptego niedokrwienia nie moze przekroczy¢ 10 mi-
nut (21). Takie postgpowanie wynika z reguty termo-
dynamiki van’t Hoffa, wedtug ktorej spadek tempera-
tury o kazde 10°C powoduje 2-4-krotne obnizenie ki-
netyki reakcji chemicznej, co w warunkach glebokie;j
hipotermii si¢gajacej 10-15°C powoduje spadek me-
tabolizmu tkanek i zuzycia tlenu do 5-10% w porow-
naniu do warunkéw fizjologicznych. Obnizenie me-
tabolizmu komoérkowego ogranicza degradacjg tka-
nek, gtownie bton komoérkowych, do ktorej dochodzi
w okresie niedokrwienia (1). Utrzymanie homeostazy
tkanek odbywa si¢ poprzez zapobieganie kwasicy ko-
morkowej, zachowanie zasobow energetycznych ko-
morek, eliminowanie czynmkow cytotoksycznych,
zachowanie rownowagl wodno- elektrohtoweJ g%ow-
nie jonow wapnia, sodu i potasu, oraz ograniczenie do
minimum przemian katabolicznych przez utrzymanie
statej niskiej temperatury (18, 20). Zachowanie okres-
lonych warunkéw perfuzji i przechowywania pobra-
nych narzadéw warunkuje zachowanie zywotnosSci
przeszczepu na czas przygotowania narzadu do prze-
szczepu i1 przygotowania biorcy.

Zaproponowany model chirurgiczny pozwala na
szybkie pobranie narzadoéw bez uszkodzenia ich struk-
tur, z zachowaniem ciagtosci 1 szczelno$ci naczynh
krwionosnych oraz maksymalne skrdcenie cieplego
niedokrwienia.
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