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In dit proefschrift wordt de preklinische evaluatie beschreven van een nieuwe orgaan
bewaarvloeistof, Polysol. In hoofdstuk 1, de algemene inleiding, wordt een overzicht
gegeven van de geschiedenis, principes, methoden en huidige status van orgaan-
preservatie van donororganen. De bewaarmethoden voor nieren die heden ten dage in de
kliniek worden toegepast, koude statische preservatie (‘cold storage’) en machine perfusie
preservatie, worden beschreven. Daarbij wordt een gedetaileerde beschrijving gegeven
van de bestanddelen van Polysol.

Deel I. Preklinische ‘cold storage’ preservatie stu  dies

De kwaliteit van orgaanpreservatie wordt algemeen beschouwd als een belangrijke
determinant van transplantaatfunctie en transplantaatoverleving. Na uitname uit de donor
dient de temperatuur van het transplantaat zo snel mogelijk te worden verlaagd om de
stofwisselingsgraad te reduceren en schade veroorzaakt door ischemie te beperken. Een
andere reden om het transplantaat uit te spoelen, is het verwijderen van bloedresten om
obstructie van het vaatbed voorafgaand aan preservatie te voorkomen. Onvolledig
uitspoelen van het transplantaat voorkomt niet alleen bescherming van het weefsel door
de preservatievloeistof, maar het persisteren van bloedresten en afbraakprodukten van de
cel kan bijdragen aan belemmering van de bloedsomloop in het orgaan tijdens de
reperfusie fase. In hoofdstuk 2 wordt het effect van verschillende preservatievloeistoffen
voor het uitspoelen van donornieren geévalueerd met betrekking tot de effectiviteit van
koeling, veranderingen in het gewicht van de nier, bloedresten in het vaatbed en de
morfologie van de cellen en het weefsel nadat een nier ex vivo (buiten het lichaam) is
uitgespoeld, gevolgd door een periode van koude statische preservatie. Nieren afkomstig
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van varkens werden uitgespoeld met de nieuwe, laag-visceuze en colloid bevattende
vloeistof Polysol, de University of Wisconsin vloeistof (UW), of Histidine-Tryptofaan-
Ketoglutaraat (HTK) gevolgd door koude preservatie. Daarnaast werden nieren
uitgenomen nadat de niervaten gedurende dertig minuten afgeklemd werden om warm
ischemische schade na te bootsen, gevolgd door uitspoelen met HTK of Polysol. Na het
uitspoelen bleek alleen het gewicht van nieren uitgespoeld met HTK te zijn toegenomen,
een teken van zwelling van het weefsel. Nieren uitgespoeld met Polysol toonden een
beter behoud van weefselstructuur na koude preservatie in vergelijking met UW en HTK.
Deze studie toonde tevens aan dat het uitspoelen van nieren met preservatievloeistoffen
die colloiden bevatten, zoals Polysol en UW, ervoor zorgt dat de kerntemperatuur van het
orgaan sneller daalt vergeleken met HTK, dat geen colloiden bevat. Daarnaast bleken in
het vaatbed van warm ischemisch beschadigde nieren minder bloedresten aanwezig na
uitspoelen met Polysol dan met HTK. De resultaten van deze studie geven aan dat de
aanwezigheid van colloiden in een preservatievloeistof het uitspoelen en koelen van
donornieren bevordert.

De standaard preservatiemethode voor nieren geworven van hersendode (‘heart-beating’)
donoren, is koude statische preservatie met behulp van UW. Een nadeel

van UW is echter de hoge viscositeit als gevolg van met name het colloid hydroxyethyl-
starch (HES). Het hoog-moleculaire HES molecuul kan obstructies veroorzaken in de
microvasculatuur door versnelde aggregatie van rode bloedcellen, met een onvolledig
uitspoelen van het transplantaat tot gevolg.

Tot op heden zijn nieuwe preservatievioeistoffen niet in staat gebleken om de
preservatiekwaliteit van transplantaten significant te verbeteren. Het doel van de studie in
hoofdstuk 3 was om Polysol en UW te vergelijken voor koude statische preservatie van
varkensnieren. In een varkens autotransplantatie model werden met behulp van een
gecombineerd Laser Doppler en vioeistofstroom metingsysteem real-time parameters van
de renale microcirculatie geregistreerd. Daarna werden de nieren uitgenomen en
uitgespoeld met Polysol of UW, gevolgd door twintig uur koude preservatie. Na de
preservatieperiode werden de contralaterale nieren verwijderd en werden de
gepreserveerde nieren getransplanteerd. Polysol was in vergelijking met UW beter in
staat de microcirculatie te preserveren hetgeen bleek uit een betere doorstroming van het
bloed in de microcirculatie en hogere zuurstofsaturatie in het weefsel. Daarnaast
resulteerde koude preservatie met Polysol in vergelijking met UWin een verbeterd
functioneel herstel van de nier blijkend uit lagere serum creatinine en ureum waarden na
transplantatie. Ook de morfologie van het weefsel bleek beter behouden in de Polysol
group. Deze studie toonde de haalbaarheid aan van Polysol als preservatievioeistof voor
koude statische preservatie van heart-beating donornieren.

In een tijdperk van aanhoudende en toenemende schaarste van donororganen worden
alternatieve bronnen, zoals organen afkomstig van hart dode (‘non-heart-beating’)
donoren in toenemende mate aangewend voor transplantatie. Deze organen zijn
voorafgaand aan uithname blootgesteld aan warm ischemische schade en zijn vaker
geassocieerd met het voorkomen van primair orgaanfalen (‘primary non-function’) en
vertraagd op gang komen van de orgaanfunctie (‘delayed graft function’) dan organen van
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heart-beating donoren. Behoud van vitaliteit van het orgaan tijdens preservatie wordt
algemeen beschouwd als een vereiste voor een succesvol resultaat van transplantatie. In
hoofdstuk 4 werd Polysol vergeleken met HTK voor preservatie van warm ischemisch
beschadigde nieren. Bij varkens werden de linker nieren uitgenomen nadat de niervaten
dertig minuten afgeklemd waren. De nieren werden uitgespoeld met Polysol of HTK en
gedurende twintig uur bewaard middels koude statische preservatie. Na preservatie
werden de contralaterale nieren verwijderd en de gepreserveerde nieren heterotoop
getransplanteerd. Gedurende zeven dagen werd dagelijks de nierfunctie bepaald. Alle
met gebruik van Polysol gepreserveerde donornieren en drie van de zes donornieren in
de HTK groep functioneerden direct na transplantatie blijkend uit urine productie binnen
een dag na reperfusie. De piekwaarden voor serum creatinine en ureum waren lager in de
Polysol groep. Histologische beoordeling zeven dagen na transplantatie toonde minder
schade aan glomeruli en tubuli, minder oedeem, minder ontsteking en minder necrose
aan in donornieren gepreserveerd met Polysol in vergelijking met HTK. De conclusie van
deze studie was dat toepassing van Polysol voor het uitspoelen en koud statisch
preserveren van warm ischemisch beschadigde nieren resulteerde in een betere
nierfunctie en beter behoud van cel en weefselstructuur, vergeleken met HTK.

Deel Il. Preklinische perfusie preservatie studies

In navolging op de publicatie van een toonaangevend artikel in 1967 door Belzer et al. is
nierpreservatie met behulp van hypotherme machine perfusie een gevestigde klinische
methode geworden. Tot op heden echter, heeft machine perfusie preservatie van de lever
deze trend niet gevolgd ondanks het feit dat al in 1968 de eerste succesvolle klinische
toepassing van machine perfusie preservatie van de lever werd beschreven. Na de
introductie van koude statische preservatie, werd machine perfusie minder toegepast
omdat statische preservatie eenvoudiger en goedkoper bleek. Daarbij maakte koude
statische preservatie van donorlevers met behulp van UW vloeistof een significant langere
preservatieperiode mogelijk vergeleken met voordien gebruikte preservatievloeistoffen.
Het overzichtsartikel in hoofdstuk 5 beschrijft experimentele en klinische lever machine
perfusie preservatie studies evenals recente ontwikkelingen. Machine perfusie preservatie
van de lever wordt in toenemende mate gepropageerd omdat experimentele studies
hebben aangetoond dat geoxygeneerde perfusie kan leiden tot volledig uitspoelen van de
lever en dat het in staat is de energievoorziening van het weefsel te herstellen, een
fenomeen dat met name van belang is voor de preservatie van minder optimale
donorlevers. De voordelen van machine perfusie preservatie voor zowel heart-beating als
non-heart-beating donorlevers lijken veelbelovend. De recente ontwikkeling van machine
perfusie systemen die eenvoudig zijn toe te passen en nieuwe perfusievloeistoffen zijn het
resultaat van toenemende belangstelling in machine perfusie voor de preservatie van
donorlevers. Na een onderbreking van ruim veertig jaar lijkt klinische toepassing van deze
veelbelovende techniek ook voor de preservatie van levers binnen handbereik te komen.
Het doel van de studie in hoofdstuk 6 was om het effect van variatie van vloeistofdruk
tijdens machine perfusie op de preservatiekwaliteit van donornieren te onderzoeken. Na
het meten van de bloedstroom in de microcirculatie werd de linker nier uitgenomen. Direct
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daarna werd de uitgenomen nier uitgespoeld met Polysol, gevolgd door machine perfusie
bij een gemiddelde perfusiedruk van 25 mmHg of 30 mmHg. Na de preservatie periode
werden de contralaterale nieren uitgenomen en werden de gepreserveerde nieren
heterotoop getransplanteerd, gevolgd door een herbepaling van de status van de
microcirculatie. Machine perfusie met gebruik van een gemiddelde perfusiedruk van 25
mmHg tijdens perfusie resulteerde in betere preservatie van de microcirculatie dan
perfusie met een gemiddelde druk van 30 mmHg, hetgeen bleek uit een betere capillaire
bloeddoorstroming. Een gemiddelde perfusiedruk van 25 mmHg liet een beter herstel van
nierfunctie zien evenals een beter behoud van weefselstructuur.

Toepassing van machine perfusie voor de preservatie van donornieren gaat gepaard met
een reductie van ‘delayed graft function’. Om deze reden is het gebruik van machine
perfusie geassocieerd met lagere kosten na transplantatie aangezien zowel de noodzaak
voor postoperatieve dialyse als de duur van het ziekenhuisverblijf gereduceerd worden.
Recentelijk is een nieuw machine perfusie systeem voor hypotherme geoxygeneerde
pulsatiele perfusie ontwikkeld. Het doel van de studie beschreven in hoofdstuk 7 was om
de biologische veiligheid van het systeem in combinatie met Polysol vast te stellen in
vergelijking met koude statische preservatie met Polysol of UW gebruik makend van een
varkens autotransplantatiemodel. Preservatie met Polysol door machine perfusie of
statische preservatie leidde tot een beter herstel van nierfunctie en betere
bloeddoorstroming in de microcirculatie in vergelijking met statische preservatie met UW.
Daarbij bleek de morfologie beter behouden wanneer gebruik was gemaakt van machine
perfusie preservatie. Deze studie toonde de biologische veiligheid aan van het nieuwe
machine perfusie systeem in combinatie met Polysol.

In hoofdstuk 8 werd de effectiviteit geévalueerd van hypotherme geoxygeneerde machine
perfusie in combinatie met Polysol voor preservatie van warm ischemisch beschadigde
donornieren. Na het afklemmen van de niervaten gedurende dertig minuten werden de
nieren uitgenomen en gepreserveerd gedurende twintig uur met behulp van machine
perfusie preservatie met Polysol of statische preservatie met HTK of Polysol. Vervolgens
werden de contralaterale nieren uitgenomen en de gepreserveerde nieren
getransplanteerd. Bij varkens in de controle groep werd alleen eenzijdig de nier
verwijderd. Gedurende zeven dagen werd dagelijks de nierfunctie bepaald en na zeven
dagen werden nierbiopten genomen voor histologische analyse. In de nieren die
gepreserveerd waren middels machine perfusie was de nierfunctie vergelijkbaar met de
nierfunctie van de niet-ischemisch beschadigde controle nieren. Beide Polysol groepen
toonden een betere nierfunctie in vergelijking met de HTK groep, met betere resultaten
voor de Polysol groep gepreserveerd met behulp van machine perfusie. Deze studie
toonde aan dat de functie van warm-ischemisch beschadigde donornieren na perfusie
preservatie vergelijkbaar was met de nierfunctie van niet-ischemisch beschadigde nieren.
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Conclusies

Het ernstige tekort aan donororganen heeft wereldwijd geleid tot wachtlijsten voor
orgaantransplantatie. In een poging om het donoraanbod te vergroten, wordt het
verbeteren van de kwaliteit van organen voor transplantatie algemeen beschouwd als
essentieel. Om die reden heeft in de afgelopen decennia de focus van onderzoek gelegen
op de ontwikkeling van nieuwe preservatiemethoden en in het bijzonder, nieuwe
preservatievloeistoffen. In dit proefschrift ~wordt Polysol geévalueerd als
preservatievloeistof voor koude statische preservatie en machine perfusie preservatie van
donornieren.

Van de preklinische ‘cold storage’ preservatie studies beschreven in Deel | van dit
proefschrift, kan worden geconcludeerd dat de toepassing van Polysol de kwaliteit van de
preservative van donornieren verbetert. Een beter functioneel herstel na koude
preservatie werd waargenomen na gebruik van Polysol in vergelijking met UW en HTK,
de klinische standaard vloeistoffen voor de preservatie van optimale en warm-ischemisch
beschadigde nieren, respectievelijk. Daarnaast kan worden

geconcludeerd dat de aanwezigheid van een colloid in de preservatievloeistof het
uitspoelen en koelen van het transplantaat voorafgaand aan preservatie bevordert.

In de preklinische machine perfusie preservatie studies gepresenteerd in Deel Il van dit
proefschrift, wordt de toepasbaarheid van Polysol als perfusievloeistof voor donornieren
aangetoond. Toepassing van Polysol in combinatie met hypotherme geoxygeneerde
perfusie bleek beter voor de preservatie van zowel optimale als van warm-ischemisch
beschadigde donornieren. Na het gebruik van machine perfusie preservatie bleek de
functie van warm-ischemisch beschadigde nieren vergelijkbaar met die van niet-
ischemisch beschadigde controle nieren. Daarbij bleek een gemiddelde vloeistofdruk van
25 mmHg tijdens machine perfusie te leiden tot een beter herstel van nierfunctie en een
beter behoud van weefselstructuur vergeleken met een gemiddelde vloeistofdruk van 30
mmHg.

Discussie

Om de invloed van de preservatievloeistof op de kwalititeit van preservatie te bepalen
werd het varkens autotransplantatiemodel toegepast. Dit doelmatige model heeft echter
als nadeel de afwezigheid van alloantigeen-afhankelijke afstotingsreacties die een rol
spelen na transplantatie. Om die reden zal Polysol moeten worden geévalueerd in een
model van allogene transplantatie om de potentiéle effecten van Polysol op de
immuunrespons op het transplantaat te bepalen. Dergelijk onderzoek zou de klinische
toepasbaarheid van Polysol kunnen aantonen.
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