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Uvod Hypotermickd strojova perfiizia (HMP) predstavuje inovativau metédu uchovdvania orgdnov, ktord umozije za-
chovat metabolickii aktivitu Stepu pocas ex vivo fazy. Okrem zniZenia ischemicko-reperfiizneho poskodenia sa predpokla-
da, ze HMP moze pozitivne ovplyvnit aj cievne pomery a podporit’ regenerdciu transplantovaného tkaniva este pred im-
plantaciou.

Ciel’ Cielom tejto Studie bolo zhodnotit vplyv HMP na vaskularnu rezistenciu a bunkovu proliferaciu oblickového Stepu.
Sucasne sme analyzovali expresiu markera MCM?2 ako ukazovatela proliferacnej aktivity v tkanive kory oblicky po ukon-
Ceni perfuzie.

Materidal a metodika Do experimentu bolo zaradenych Sest oblickovych Stepov od Landrace - Yorkshire miniprasiat, ktoré
boli podrobené 4-hodinovej HMP. V pravidelnych 30-minutovych intervaloch bola zaznamendvand vaskuldrna rezistencia
na zaklade vypoctu pomeru perfizneho tlaku ku prietoku (mmHg -min/ml). Po ukonceni perfiizie bola v biopsidach tkaniva
kory oblicky hodnotend celkova imunohistochemicka expresia proliferacného markera MCM?2.

Vysledky Pocas trvania perfuzie sme pozorovali postupny pokles vaskuldrnej rezistencie u vSetkych analyzovanych obli-
Ciek, c¢o naznacuje zlepSenie mikrocirkulacnych pomerov a obnovu priechodnosti vaskularneho rieciska. Imunohistoche-
micka analyza zaroven odhalila zvysenu expresiu MCM?2 po perfizii, co poukazuje na aktivaciu reparacnych a regenerac-
nych mechanizmov v tkanive Stepu oblicky.

Zaver Nase vysledky naznacuju, ze hypotermickd strojova perfiizia ma potencial nielen uchovat, ale aj aktivne zlepsit
funkcény a biologicky stav oblickového Stepu pred transplantdciou. Znizenie vaskularnej rezistencie a zvySena proliferdcia
buniek poukazuju na priaznivé prostredie vytvorené pocas HMP. Buduci vyskum by sa mal zamerat na optimalizdaciu per-
fuznych parametrov a dlhodobé hodnotenie efektu na transplantovanu oblicku.
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Uvod

Transplantacia oblicky predstavuje v sucasnosti naje-
fektivnejSiu liecbu terminalneho zlyhania obli¢iek. Na-
priek zlepsSeniu chirurgickych technik a imunosupresivnej
liecby ostava dostupnost’ kvalitnych darcovskych organov
vyrazne obmedzena. To vedie k potrebe efektivneho vyu-
zitia aj marginalnych darcovskych organov, ktoré by inak
nemuseli byt povazované za vhodné na transplantaciu
[9,10]. V tejto stvislosti sa Coraz viac dostavaju do popre-
dia pokrocilé techniky ex vivo manipulacie s organmi,
ktoré umoznuju ich lepSie vyhodnotenie, regeneraciu a
optimalizaciu pred samotnym transplantovanim [4]. Jed-
nou z najperspektivnejSich metdd na uchovavanie a oset-
renie organov pred transplantaciou je hypotermicka stro-
jova perfuzia (HMP). Na rozdiel od tradi¢ného statického
chladenia (SCS), ktoré organy len pasivne uchovava,
HMP zabezpecuje aktivne preplachovanie organu chlade-
nym roztokom pri definovanom tlaku a prietoku. Tym
dochéadza k zniZeniu metabolickej aktivity, zabezpeceniu
lepSej oxygenacie a odplavovaniu metabolitov, o moze
znizit’ ischemicko-reperfizne poskodenie [5, 9]. Jednym z
dolezitych a monitorovatel'nych parametrov poc¢as HMP je

vaskularna rezistencia, ktora reflektuje integritu cievneho
rieciska Stepu. Vysoké hodnoty vaskularnej rezistencie
mobzu indikovat’ poskodenie endotelu alebo mikrovasku-
larnu obstrukceiu, zatial’ Co jej pokles pocas perfuzie svedci
o funk¢nej perfuzii a zlepSeni priechodnosti ciev [2, 6]. V
niektorych klinickych §tadiach sa vaskularna rezistencia
poc¢as HMP povazovala za jeden z prediktorov kvality
Stepu a jeho pooperaénej funkcie [8].

Okrem hemodynamickych ukazovatel'ov je stale va¢si
doraz kladeny aj na biologické a molekularne aspekty
vitality Stepu. Bunkova proliferécia je jednym z markerov,
ktoré odrazaji regeneraény potencial tkaniva. Po ische-
mickom poskodeni je reaktivacia bunkového cyklu a akti-
vacia opravnych mechanizmov kI"i€ova pre obnovu funk-
cie transplantovaného organu [3]. Mnohé §tudie poukazu-
ju na to, ze zachovanie prolifera¢nej kapacity buniek po-
Cas perfuzie moze byt rozhodujice pre dlhodobu funkciu
Stepu [3]. Imunohistochemické markery, ako MCM2 (mi-
nichromosome maintenance complex component 2), st
dnes Siroko vyuzivané na detekciu buniek, ktoré vstupuju
do bunkového cyklu. MCM2 je komponent replikacného
komplexu a jeho expresia koreluje so schopnostou buniek
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replikovat’ jadrova DNA, ¢o potvrdzuje jeho vyuzitie ako
spolahlivého markera proliferdcie v roéznych tkanivach
vratane obliciek [12].

Ciel

Zatial’ o vécsina doterajSich vyskumov sa zameriava-
la na uc¢inok rdéznych perfuznych roztokov a pridavnych
latok na funkciu Stepu, len malo $tadii sa venovalo pria-
memu sledovaniu suvislosti medzi vaskularnou rezistenci-
ou poc¢as HMP a bunkovou proliferaciou v tkanive obli¢-
ky. Nasim cielom bolo preto komplexne zhodnotit’ tieto
dva parametre — ako kvantitativne hemodynamicky uka-
zovatel’, tak aj biologicku odpoved’ stepu v podobe proli-
feracnej aktivity.

V tejto Studii sme pouzili experimentalny model Lan-
drace - Yorkshire miniprasiat, ktory je pre svoju anato-
mickua a fyziologicku podobnost’ s ¢lovekom Siroko vyu-
zivany v experimentalnej transplantologii [7]. Pomocou
strojovej perfuzie sme sledovali dynamiku vaskularnej
rezistencie pocas 4-hodinovej HMP a nasledne sme vyko-
nali imunohistochemicku analyzu expresie MCM2 v bio-
psiach kory obli¢iek. Nasim cielom bolo identifikovat’
potencidlne vztahy medzi zmenami vaskularnej rezisten-
cie a regeneracnou schopnost'ou $tepu, ktoré by mohli byt
vyuzitel'né pri hodnoteni viability Stepu pred transplanta-
ciou a optimalizacii perfuznych protokolov.

Material a metody
Experimentilny animalny dizajn

Do studie bolo zaradenych Sest’ 12-tyzdnovych sam-
¢ich oSipanych plemena Landrace-Yorkshire minipig
(miniprasiat), ktoré su bezne pouzivanym experimental-
nym modelom v transplantanom vyskume pre svoju
anatomicku a fyziologickl podobnost’ s ¢lovekom. Vsetky
postupy boli vykondvané v stlade s institucionalnymi a
narodnymi smernicami pre zaobchddzanie a vyuzivanie
laboratornych zvierat. Vyskum bol realizovany na zéklade
schvéalenia Etickou komisiou UVLF v KoSiciach, ¢. roz-
hodnutia EKVP/2023-12.

Strojova perfuzia

Miniprasiatka boli uvedené do celkovej anestézie, pri-
c¢om odber obli¢iek prebiehal v sulade so Standardnymi
chirurgickymi postupmi analogickymi humannej trans-

Vaskularna rezistencia (VR) =

Kvantifikacia tohto parametra umoziiuje objektivne
sledovat’ dynamiku zmien cievneho odporu pocas per-
fuzie. Pokles vaskularnej rezistencie v Case bol interpreto-
vany ako pozitivny ukazovatel' zlepSenej priechodnosti
cievneho rieCiska a optimalizacie perfuznych podmienok.
Vypocty boli realizované pre kazdych 30 minut perfizie a
nasledne Statisticky vyhodnotené.

Vysledky

Najvyssia aktivita bunkovej proliferacie, detegovana
imunohistochemicky pomocou proliferacného markera

plantolégii. Thned” po odbere bola na oboch oblickach vy-
konana biopsia na ucely histopatologického a imunohisto-
chemického vySetrenia. Nasledne boli odobraté organy
pripravené a umiestnené do prednastaveného perfuzneho
systému (Kidney Assist, XVIVO) s udrziavanym perfiz-
nym tlakom 25 mmHg. Pocas hypotermickej strojovej
perfuzie bol pouzity komerény perfuzny roztok
(PumpProtect®, Carnamedica). Po ukonceni perfizie boli
oblicky opédtovne odobraté z perfuzora a vykonana druha
biopsia oboch organov za uc¢elom naslednych histoanalyz.

Imunohistochemicka analyza — index proliferacie

Biopsie obliciek boli fixované v 4 % paraformaldehy-
de, zaliate do paraplastu a narezané na 4 - 5 um histolo-
gické rezy. Po deparafinizacii boli rezy spracované imu-
nohistochemicky nepriamou kolorimetrickou metédou
pomocou primarnej protilatky anti-MCM2 (anti-MCM2,
Abcam, riedenie 1: 200) na detekciu celkovej populacie
proliferujucich buniek. Index proliferacie bol stanoveny v
1 mm? tkaniva kory obli¢iek. Celkovy po&et MCM2-
pozitivnych proliferujucich bunkovych jadier (intenzivne
hnedé zafarbenie) bol analyzovany v 6 rdznych zornych
poliach (ndhodne vybrané 3 periférne a 3 centralne miesta
v tkanive oblickovej kory) mikroskopu s pouzitim zvacse-
nia 400x. Bunkové jadra boli dofarbené Mayerovym he-
matoxylinom Standardnym histologickym farbiacim po-
stupom. Statistickd analyza bola vykonani pomocou
GraphPad In-Stat verzia 3.01 programu (GraphPad Sof-
tware, San Diego, CA). Kvantitativne vysledky boli hod-
notené pomocou one-way ANOVA testu a Tukeyho-
Kramerovym post-hoc testom. Vysledky boli vyjadrené
ako aritmeticky priemer (M) + $tandardna chyba merania
(S.E.M.). Hodnoty p mensie ako 0,05 sa povazovali za
Statisticky vyznamné.

Stanovenie vaskuliarnej rezistencie

Pocas celej 4-hodinovej hypotermickej strojovej per-
fuzie bola v pravidelnych intervaloch zaznamenavana
perfuzna tlakova a prietokova krivka pomocou monitoro-
vacieho systému perfuznej jednotky. Na zaklade tychto
udajov bola pre kazdd oblicku vypocitana vaskularna
rezistencia (VR) v arteridlnom riecisku Stepu.

Vaskularna rezistencia bola vyjadrend v jednotkach
mmHg/min/ml a vypocitana podl'a nasledovného vzorca:

_ Perfuzny tlak (mmHg)
Prietok (ml/min)

MCM2, bola zaznamenana v experimentalnej skupine po
hypotermickej strojovej perfuzii (PO). V porovnani so sta-
vom pred zaciatkom perfuzie (PR) bol tento narast Statis-
ticky vyznamny a predstavoval priblizne 39 % zvySenie
indexu proliferacie (Tab. 1; Obr. 1A, C).

Vysledky poukazuji na to, Ze samotna perfiizia moze
aktivovat’ prolifera¢ni odpoved’ v tkanive kory oblicky,
¢o naznaduje pozitivny regeneraény efekt ex vivo per-
fazneho procesu. V tkanivach pred perfiziou (PR) sme
pozorovali niz§iu expresiu MCM2, ktora zodpoveda ba-
zalnej proliferacnej aktivite (Tab. 1; Obr. 1B, D).
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Table 1 Course of immunohistochemical changes in the proliferation index in the renal cortex (source: Toth, S. 2025,
Ustav histologie a embryoldgie, UPJS LF).

Experimental group Label MCM2 Interpretation
M = S.E-M.)
Post-perfusion group PO- 446,31 + 38,97 1* Increased proliferation index
Pre-perfusion group PR- 321,44 £23,52 |* Baseline proliferation value

Table 1 Course of immunohistochemical changes in the proliferation index in the renal cortex based on the expression of
the proliferation marker anti-MCM?2 (p < 0.05). The table presents quantified MCM?2 expression values in renal cortex
before and after 4-hour hypothermic machine perfusion. Arrows (1 — increase, | — decrease) indicate the trend of change
in comparison with the reference group; an asterisk (*) denotes a statistically significant difference.

Figure 1 MCM2 - immunoreactivity in renal cortex
(source: Toth, S. 2025, Ustav histologie a em-
bryologie, UPJS LF)

Figure 1- Colorimetric immunohistochemical analysis of
MCM2-positive proliferating cell populations. Repre-
sentative microphotographs of renal cortex from individu-
al experimental phases — after hypothermic machine per-
fusion (4, B: PO-) and before the start of perfusion (C, D:
PR-), asterisk (*) lumen of renal proximal and distal tu-
bules of nephrons; arrow (—) MCM2-immunoreactive
cell nuclei in the renal tubular epithelium; magnification
%400, detail 1000x, anti-MCM?2 antibody.

Pocas hypotermickej strojovej perfizie sme priebezne
monitorovali vaskularnu rezistenciu v arteria renalis na
zaklade pomeru medzi tlakom a prietokom (mmHg/
ml/min). Vysledky ukazali, ze vaskularna rezistencia v
Case klesala u vSetkych Siestich analyzovanych obliciek,
¢o sved¢i o zlepSovani perfuznych pomerov v tkanive
pocas ex vivo perfuzie (Obr. 2). Priemerné hodnoty vas-
kularnej rezistencie sa v jednotlivych skupinach pohy-
bovali v r6znom rozmedzi (0,55 — 0,91 mmHg/min/ml),
pricom vSetky oblicky vykazovali negativny trendovy
sklon, ¢o hovori o postupnom pokles cievneho odporu
pocas trvania perfuzie. Zakladné deskriptivne Statistiky
vaskularnej rezistencie su zhrnuté v Tab. 2.

Table 2 Vascular resistance calculated from perfusion parameters
(source: Adandedjan, D. 2025, I. Chirurgicka klinika, UPJS LF a UNLP)

Kidney | Mean | Median | Minimum | Maximum | Standard

deviation
Kidney 1 | 0.91 0.86 0.55 2.15 0.24
Kidney 2 | 0.55 0.52 0.42 1.79 0.13
Kidney 3 | 0.47 0.41 0.27 1.89 0.18
Kidney 4 | 0.65 0.61 0.50 2.14 0.17
Kidney 5 | 0.55 0.48 0.33 2.00 0.20
Kidney 6 | 0.54 0.48 0.32 2.00 0.20

The table presents quantified values of vascular resistance calculated from perfusion parameters (pressure/flow) at indivi-
dual time intervals during perfusion. The displayed values represent average and boundary values, as well as the degree
of variability (standard deviation) for each of the analyzed kidneys. Low resistance values together with low deviation
indicate a stable and favorable perfusion course, whereas higher variability may reflect more dynamic changes in vascu-
lar resistance during perfusion.

Vsetky oblicky vykazali zretelné zlepSenie per- vyberu vhodnych Stepu a potencialne aj k znizeniu rizika
fuznych parametrov bez znamok patologickej vazokon- casného dysfunkéného rozvoja oblicky po transplantacii.
strikcie. Tieto zistenia podporuju hypotézu, ze HMP
pozitivne ovplyviuje mikrocirkulaéné prostredie Stepu. Z
pohl'adu interpretacie tieto vysledky naznacujt, ze hypo-
termicka strojova perfuzia ma potencial zlepsit hemody-
namicky profil Stepu eSte pred transplanticiou, a teda
moze prispiet k optimalizacii perfuznych protokolov,
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Figure 2 Development of vascular resistance during 4-
hour hypothermic machine perfusion (source: Adande-
djan, D. 2025, I. chirurgicka klinika, UPJS LF a UNLP).

Development of vascular resistance during 4-hour perfusion
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Figure 2 Development of vascular resistance (mmHg -min/
ml) during 4-hour hypothermic machine perfusion. The
graph illustrates the decrease in arterial resistance in the
renal artery at 30-minute intervals for six analyzed kidne-
ys. All grafts showed a decreasing or stabilized trend in
resistance during perfusion, with the final recorded point
(04:00) reflecting the lowest vascular resistance value for
each kidney.

Diskusia

Vysledky tejto Stidie potvrdzuji, ze hypotermicka
strojova perfuzia (HMP) ma priaznivy vplyv na funkény a
biologicky stav oblickového Stepu. Pokles vaskularnej
rezistencie pocas perfuzie, pozorovany u vsetkych ana-
lyzovanych obli¢iek, naznaCuje zlepSenie perfuznych
pomerov a mikrocirkulacie. Tento jav je dolezity z
hl'adiska ochrany cievneho endotelu a prevencie ischem-
icko-reperfuzneho poskodenia, ktoré je jednym z hlavnych
limitujicich faktorov uspesnej transplanticie. ZlepSenie
vaskularnej rezistencie pravdepodobne odraza obnovenie
vaskularnej priechodnosti a pokles mechanickej obstruk-
cie v cievach Stepu, ¢o moze suvisiet' s odplavenim me-
tabolitov a stabilizaciou cievneho tonusu pocas trvania
perfizie. Zaroven je tento parameter povazovany za
nepriamy ukazovatel’ kvality Stepu a jeho schopnosti do-
bre reagovat’ na naslednu reperfiziu v tele prijemcu.

Nasa imunohistochemicka analyza expresie markera
MCM2 preukazala vyznamny narast proliferacnej aktivity
po 4-hodinovej HMP. MCM2 proteiny s pritomné iba
pocas bunkového cyklu, tak predstavuju vysokospecificky
a citlivy marker bunkovej proliferacie [3]. Rodina
minichromosome maintenance (MCM?2) je dobre zndma
skupina proteinov zodpovednych za syntézu DNA [1,12].
V imunohistochemickej §tadii Rodins a kol. vyuzili tento
marker pri posudzovani celkového indexu proliferacie v
tkanive zdravych obli¢iek za fyziologickych podmienok a
pri renalnom bunkovom karcinome [11]. ZvySena expresia
MCM2 po perfuzii méze odrazat’ aktivaciu reparacnych a
regeneracnych mechanizmov v tkanive kory oblicky.
Tento nalez je v sulade s hypotézou, Ze kontrolované
perfuzne prostredie poskytuje bunkdm podmienky na

zotavenie sa zo stresu sposobeného ischémiou a pripravuje
tkanivo na adaptaciu po transplantacii. Skuto¢nost, Ze
zvysena proliferacia bola zaznamenana uz pocas ex vivo
fazy, poukazuje na aktivnu uCast’ perfuzie v Starte
bunkovych procesov, ktoré mézu byt kritické pre tispesni
regeneraciu organu. MCM2 ako marker zaciatku
bunkového cyklu poskytuje citlivy ukazovatel' schopnosti
buniek replikovat' jadrovi DNA, ¢o je nevyhnutné pre
obnovu poskodenych S$truktir po ischemickom inzulte.
Vyznam tychto pozorovani spoc¢iva v tom, ze HMP nie je
len pasivhou metddou uchovavania organu, ale
potencialne aj aktivnou terapeutickou stratégiou, ktora
dokaze stimulovat’ regeneracny potencial Stepu eSte pred
transplantaciou. Vzhl'adom na pozitivne zmeny vaskular-
nej rezistencie a vyrazné zvySenie proliferacnej aktivity
predstavuje HMP néstroj, ktory moéze zlepSit funkéné
parametre Stepu a zaroven znizit riziko oneskorenej
funkcie obli¢ky po implantacii.

Pouzitie experimentalneho modelu Landrace-York-
shire miniprasiat, zndmeho svojou anatomickou a fyzio-
logickou podobnostou s c¢lovekom, zvySuje prenositel-
nost’ tychto poznatkov do klinickej praxe. Tato Studia
podporuje myslienku, Ze dlhodobejsia perfuzia bez farma-
kologickych zasahov méze byt dostatocnd na obnovenie
funkénej vitality Stepu, a zaroven otvara priestor pre
dalsie vyskumy zamerané na zvySovanie Ucinnosti a
individualizaciu perfuznych protokolov.

Zaver

Vysledky uvedenej experimentalnej Stidie potvrdzuju,
ze hypotermicka strojova perfuzia ma pozitivny vplyv na
oblickovy Step pred transplanticiou. Pocas 4-hodinovej
HMP sme zaznamenali vyrazny pokles vaskularnej
rezistencie, ¢o sved¢i o zlepSenej mikrocirkulécii a udrzia-
vani cievnej integrity. Zaroven sme imunohistochemisky
zaznamenali zvySentl bunkovu proliferaciu, indikovanu
vysSou expresiou markera MCM2 po perfizii, ¢o pou-
kazuje na aktivaciu regeneracnych mechanizmov v
tkanive Stepu.

Tieto zistenia podporuji hypotézu, ze HMP predsta-
vuje nielen konzerva¢nu, ale aj aktivne stimula¢ni me-
todu, ktora moze zlepsit’ biologicku pripravenost’ organu
na transplantaciu. Vyuzitie tejto technoldgie v klinickej
praxi prispieva k znizeniu rizika ¢asnej dysfunkcie Stepu a
zlepSeniu dlhodobej funkcie transplantovaného organu.
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THE EFFECT OF HYPOTHERMIC MACHINE PERFUSION ON VASCULAR RESISTANCE AND CELLULAR
PROLIFERATION IN THE KIDNEY: AN EXPERIMENTAL STUDY

Adandedjan D., Toth S., Holodova M., Fagova Z., Hajovska K., Kalanin R., Hulik S., Gala L, Boceva S., Kovalovd K.,
Karasova M., Kozdér M., Siskovad B., Petrovova E., Gancaréikova S., Katuchova J.

Introduction Hypothermic machine perfusion (HMP) represents an innovative method of organ preservation that mainta-
ins the metabolic activity of the graft during the ex vivo phase. In addition to reducing ischemia-reperfusion injury, HMP
is believed to positively affect vascular conditions and stimulate tissue regeneration even before implantation.

Objective The aim of this study was to evaluate the effect of HMP on vascular resistance and cellular proliferation in
kidney grafts. In parallel, we assessed the expression of the proliferation marker MCM?2 as an indicator of regenerative
activity in renal tissue following perfusion.

Materials and Methods Six kidney grafts from Landras-Yorkshire minipigs underwent 4-hour HMP. Vascular resistance
was monitored at 30-minute intervals and calculated as the ratio of perfusion pressure to flow (mmHg -min/ml). After per-
Sfusion, immunohistochemical analysis of MCM?2 expression was performed on renal cortex samples.

Results Throughout the perfusion period, a progressive decrease in vascular resistance was observed in all kidneys, indi-
cating improvement in microcirculatory conditions and vascular patency. Immunohistochemical analysis revealed increa-
sed MCM?2 expression post-perfusion, suggesting activation of reparative and regenerative processes within the graft
tissue.

Conclusion Our findings indicate that hypothermic machine perfusion not only preserves but may actively improve the
functional and biological condition of kidney grafts prior to transplantation. The reduction in vascular resistance and
enhanced cellular proliferation reflect the favorable environment created by HMP. Further research should focus on op-
timizing perfusion protocols and evaluating the long-term effects on transplanted kidney function.

Key words: hypothermic machine perfusion, vascular resistance, cellular proliferation, kidney graft, MCM2, Landrace-
Yorkshire minipig
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