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Przedstawiono w spos6b pogladowy wspoétczesne zasady i metody
doswiadczalnego przechowywania narzaddéw przed ich przeszczepieniem
innemu osobnikowi tego samego gatunku.

Opisano zasady techniki pobierania narzadu od dawcy, skiady che-
miczne plynéw stosowanych do przechowywania, rodzaje $rodkéw
hamujacych metabolizm i zapobiegajgcych skurczowi naczyn, technike
oziebiania narzadéw pobieranych do przeszczepienia, poszczegélne me-
tody przechowywania, metody oceny zywotnosci przechowywanego na-
rzadu, oraz aktualne wyniki przechowywania w warunkach doswiad-
czalnych.

1. UWAGI OGOLNE

Narzad pobrany do przeszczepienia lub tez do badan fizjologicznych
ex-vivo powinien zachowa¢ zdolno$¢ do wykonywania swojej funkcji.
Niedokrwienie, niedotlenienie i manipulacje chirurgiczne powoduja, iz
narzad zawsze ulega pewnym zmianom wstecznym. Stosowane obecnhie
metody przechowywania narzadow maja na celu ograniczenie rozwoju
zmian w pobieranym narzadzie w czasie przechowywania go przez okres
wielu godzin. Tak dtugi czas przechowywania narzadu jest niezbedny
w transplantologii dla transportu narzadu od dawcy do biorcy, a takze
dla wykonania badan zgodnosci antygendéw transplantacyjnych miedzy
dawcg a biorcg. Na ryc. 1 przedstawiono schematycznie okresy oziebia-

nia, przechowywania i ocieplania narzgdu. W kazdym z tych okreséw
dochodzi do innego typu zmian w narzadzie, a takze stosowane sg inne
metody zapobiegania tym zmianom.
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W okresie | obniza sie temperature narzadu z 37° do 4°. Obniza si¢
ja z rézna szybkoscig w zaleznosci od wielkosci narzadu i sposobu ochta-
dzania. Stosujac metode chtodzenia przeptukiwaniem ukiadu naczynio-
wego zimnym plynem, temperature 6—8° w Srodku narzadu osigga sie:
w watrobie po 15 minutach, w nerce po 6—8 min., w ptucu po 5—6 minu-
tach. W okresie | dochodzi do najwiekszych zmian morfologicznych przede
wszystkim w srodbtonkach kapilaréow, a nastepnie w komoérkach wias-
nych narzadu (5). Aby zmiany te byly jak najmniejsze — narzad nalezy
oziebi¢ tak szybko jak tylko mozna. Jest to podstawowa zasada wspot-
czesnej transplantologii. Dopuszczalny okres tzw. cieptego niedokrwienia
wynosi dla nerki okoto 30 minut, dla watroby zaledwie kilka minut, dla
ptuca i jelit powyzej 30 minut. O wielkosci zmian rozwijajacych sie
w tym okresie Swiadczy przede wszystkim przechodzenie enzymoéw i po-
tasu wewnatrzkomoérkowego do tozyska naczyniowego.

W okresie |l cieptota narzadu wynosi 6—8 . Okres ten jest stosunkowo
bezpieczny. Dla przechowywania narzadu stosuje sie tu metode wypel-
niania ukladu naczyniowego ptynem konserwujgcym bez perfuzji lub
tez metoda stalej hipotermicznej perfuzji. Obydwie metody moga byé
potaczone z nadci$nieniem tlenowym.

Okres 11l rozpoczyna sie z chwilg przeniesienia narzadu z aparatu
do przechowywania do ustroju biorcy, potgczeniu naczyn narzadu z na-
czyniami biorcy i przywroceniu przeptywu normotermicznej Kkrwi.

W okresie tym rozwijaja sie w narzadzie bardzo duze zmiany, od ktérych
nasilenia zalezy czy biorca przezyje czy nie.

2. ZASADY POBIERANIA NARZADU DO PRZECHOWYWANIA

Obowigzujg tu te same zasady co w przypadku pobierania narzadu
do badan fizjologicznych za pomocg normotermicznej perfuzji ex-vivo.

a. Zwierze-dawca narzadu nie powinno znajdowaé¢ sie pod wptywem
silnych $rodkéw anestetycznych, ani w stanie hipotensji. Uogodlniona
reakcja naczynioskurczowa powoduje niedokrwienie narzadu zanim jesz-
cze zostanie on pobrany do przechowywania.

b. Zaleca sie podanie dawcy przed pobraniem narzadu lekow spazmo-
litycznych i antyhistaminowych jak benadryl, prokaina lub dibenzylina
zapobiegajgcych reakcji naczynioskurczowej, oraz lekéw stabilizujgcych
btony komérkowe jak chlorpromazyna, fenergan lub sterydy.

c. Dawca powinien otrzymaé heparyne w dawce 1 mg/kg wagi ciafa.

d. Jesli pobiera sie narzad od zywego dawcy dostep anatomiczny do
narzadu powinien by¢ jak najlepszy, a obchodzenie sie z narzadem jak
najdelikatniejsze.

e. Chilodzenie narzadu nalezy rozpoczaé najwczesniej jak to jest
mozliwe.

f. Chlodzenie narzagdu pobieranego od zywego dawcy mozha rozpoczgé
in situ lub natychmiast po wyjeciu z ustroju. Przy pobieraniu narzadu
od martwego dawcy chilodzenie nalezy rozpoczaé przed rozpoczeciem po-
bierania narzadu.

g. Jesli w czasie chlodzenia narzad wyptukuje sie nieréwno z krwi,
Swiadczy to o niedroznosci czesci drobnych naczyn, zwykle wskutek
skurczu.

h. W czasie pobierania narzadu nalezy unika¢ uszkodzenia jego na-
czyn wskutek nadmiernego urazania i pociggania tetnic oraz zyt.
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i. Pobrany narzad nalezy natychmiast przenie$¢ do pojemnika z chio-
dzeniem.

3. PLYNY DO CHLODZENIA, PRZECHOWYWANIA | PERFUZJI NARZADOW

Plyny stosowane do przechowywania narzadéw dzielimy na stosowane
do:
a) chtodzenia narzadu,
b) ochtodzenia narzadu i przechowywania go bez perfuzji,
c) przechowywania bez perfuzji po uprzednim ochtodzeniu innym pty-
nem,
d) przechowywania za pomoca perfuzji.
W zaleznosci od metody przechowywania ptyny te réznig sie sktadem.

31l Piyny do chiodzenia

Do szybkiego chlodzenia narzadu za pomoca krotkotrwatego przeptuki-
wania ukiadu naczyniowego najlepiej jest uzywac¢ ptynu elektrolitowego,
izo- lub nieznacznie hipertonicznego, o sktadzie elektrolitowym zblizonym
do skiadu osocza i pH doprowadzonym do 7.4. Nie nalezy dodawa¢ do
takiego ptynu biatka, gdyz moze ono tgczy¢ sie z elementami krwi znaj-
dujacej sie jeszcze w naczyniach i powodowa¢ mechaniczne zatkanie
naczyn wilosowatych narzadu. Nie nalezy takze dodawaé do plyndéw
elektrolitowych zbyt duzych ilosci dodatkowych substancji jak antybio-
tykow, dwuweglanéw, glukozy itp. by nadmiernie nie zwiekszy¢ osmo-
larnosci. Nie nalezy takze dodawa¢ petlnego osocza, gdyz w niskiej tem-
peraturze wytracaja sie z niego fosfolipidy, zamykajgce mechanicznie
Swiatto mikrokrazenia. Plynem najczesciej uzywanym do chiodzenia
jest ptyn Ringera, oziebiony do 4° lub nieco ponizej, przy pH doprowa-
dzonym za pomoca dwuweglanu sodu do 7.4. Nalezy bardzo doktadnie
sprawdza¢ temperature plynu, gdyz nawet krotkie przetrzymanie go
w temperaturze pokojowej powoduje jego ocieplenie.

Do chtodzenia powierzchniowego mozna uzywa¢ ptynu Ringera ozie-
bionego do temp. 1—4°, z kawalkami lodu. Nalezy jednak uwazaé, by
16d nie dotykal bezposrednio narzadu.

Narzady mozna takze oziebiaé przez naczynia, stosujgc ptyny elektro-
litowe uzywane do przechowywania (patrz ptyny do przechowywania).

32. Ptyny do ochitadzania narzaddéw i przechowy-
wania bez perfuzji lub przechowywania bez per-
fuzji po ochtodzeniu innym ptynem

Podstawowym dla wszystkich ptynow konserwujacych jest oczywiscie
izotoniczny roztwér elektrolitowy, najczesciej roztwdr Ringera z dodat-
kiem mleczanéw. Do tego ptynu rézni autorzy (1, 3, 4) dodajg szereg
substancji, ktére-wydajg sie by¢ konieczne dla utrzymania zywotnosci
narzadu ex-vivo. Rodzaj dodawanych substancji zalezy takze od czasu
przez jaki chcemy przechowywac¢ narzad. Dodaje sie wiec glukoze, jako
zrodto energii dla narzadu, w ktérym mimo niskiej temperatury prze-
biegajg w dalszym ciagu procesy metaboliczne, oraz heparyne zapobie-
gajaca krzepnieciu fibrynogenu, ktorego niewielkie iloSci zawsze znajdujg
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sie w tozysku naczyniowym. Przecietne stezenie glukozy w ptynie kon-
serwujacym powinno wynosi¢ 200 mg%. Z innych skladnikow dodaje sie
antybiotyki, Srodki spazmolityczne jak persantyne, dibenzyline, prokaine,
benadryl i inne srodki antyhistaminowe, a takze dwuweglany dla zblize-
nia pH do 7.4. Podaje sie takze leki stabilizujace btony komoérkowe jak
chlorpromazyne, kortykoidy i dibenzyline.

Niektérzy uwazajg, iz stezenie potasu w plynie konserwujacym po-
winno by¢ nieco wyzsze niz normalnie w osoczu (4), jeszcze inni (3)
stosujg ptyn o takim stezeniu potasu jaki znajduje sie wewnatrz ko-
morek. Skilad tych ptynéw wyglada nastepujgco:

Pltyn Largiadiera (4): séd 140 mEg/l, potas 10 mEg/l, waprn 5 mEg/l,
magnez 3 mEg/l, chlor 102 mEg/l, octany 50 mEg/l, asparaginiany
6 mEqQ'l, glukoza 2 g¢/1, dekstran 40000 50 g/1, heparyna 50 mg/l, 03 n
TR1S 1.25 ml/l, prokaina 500 mg/l, dwuweglany 4,8 mEg/l. Plyn ten
ma pH 7.4. i osmclarnos¢ 310 mmol/1.

Pivn Collinsa (C5) (3): KH,PO4 15 mEg/l (2,05 g/1), K,HPO4 8,5 mEg/I
(9,7 g 1), KC1 15 mEg/l (1,12 g¢/1), ;NaHCO3 10 mEqg/l (0,84 g/1), MgSO!
60 mEq,l (7,3-8 g/1), chlorowodorek prokainy 0,1 g/1, heparyna 5000 jT,
dibenzylina 0,025 g/1, glukoza 25,0. Siarczan magnezu oraz glukoze na-
lezy dcdac jako roztwér 50% bezposrednio przed uzyciem plynu.

Uzasadnieniem stosowania wysokiego stezenia jonu potasowego jest
obserwacja, z ktérej wynika, ze zapobiega ono utracie potasu wewnatrz-
komérkowego, co jest powszechnie znanym zaburzeniem towarzyszacym
niedokrwieniu.

Dla przechowywania narzadu przez okres kilku godzin wydaje sie
konieczne dodanie do ptynu konserwujacego substancji wysokoczastecz-
kowych, trudno przenikajgcych przez $ciane kapilaréw i podnoszacych
cisnienie onkotyczne. Do takich substancji nalezy albumina osocza, dek-
stran, a nawet osocze, jednak bez fosfolipidéw. Dodatek tych skiadnikéw
do ptynu zapobiega powstawaniu obrzeku narzadu. Skiad pitynu z do-
datkiem osocza wedtug Schatma (6) przedstawia sie nastepujgco: Swieze
osocze z heparyng 200 ml, glukoza 5% 4 ml, 2% chlorowodorek prokainy
5 ml, wodny roztwo6r hydrokcrtyzonu 5 mg, 1,4% NaHCO3 10 ml, penicy-
lina 50000 j.

3.3. Ptyny do przechowywania za pomocag statej per-
fuzji

Na pierwszym miejscu nalezy tu umiesci¢ rozcienczong krew allogenna.
Plyn ten stosowany przede wszystkim do przechowywania watroby, po-
winien mie¢ nastepujacy sktad (2): 1 czes¢ krwi + 1 czes¢ buforowanego
do 7.4. roztworu elektrolitowego, zawierajacego 5 g% dekstranu nisko-
czasteczkowego, 15 mg% glukozy, 2 mEg/l siarczanu magnezu, 50 mg/1
polokainy i 100 mg/1 heparyny.

Drugim z kolei zalecanym ptynem jest allogenne osocze pozbawione
fosfolipidéw: (1). Technika przygotowania tego pltynu jest nastepujgca:
zebrane od kilku zwierzat osocze zamraza sie do'—20°, nastepnie szybko
rozmraza w temp. 45° i filtruje kolejno przez sgczki o wymiarze porow
1,2: 0,45 i 0,22 mikrona. Do ! litra przesaczu dodaje sie siarczan magnezu
w ilosci 8.12 mEg/l, 100 mg hydrokcrtizonu, 80 j. insuliny, 10 mg fenolo-
sulftaleiny i 200000 j. penicyliny. Osmolarno$¢ nalezy doprowadzi¢ do
300 mOsm/kg wody dodajac wode lub mannitol, stezenie sodu winno
wynosi¢ 140 mEg/l, a potasu 5 mEqg/I.
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4. SRODKI HAMUJACE METABOLIZM
| ZAPOBIEGAJACE SKURCZOWI NACZYN

Zmniejszenie lub zahamowanie aktywnosci enzymatycznej wewnatrz-
komérkowej za pomocg Ssrodkéw farmakologicznych mogtoby skuteczniej
hamowac¢ metabolizm niz hipotermia. Jednakze w chwili obecnej nie sg
znane leki, ktére w sposdb kontrolowany mogtyby obnizaé proces prze-
mian komorkowych. Wg niektérych autorow (3, 6) dodatni wplyw na
skuteczno$¢ przechowywania majg fenotiazydy, bedace lekami stabilizu-
jacymi btone komérkowg oraz btony lizczomalne. Nalezy do nich fener-
gan i chloropromazyna. Podobne dziatanie ma dibenzylina. Ten ostatni
lek dziata takze blokujagco na zakonczenie alfa, zapobiega wiec reakcji
naczynioskurczowej w narzadach pobieranych do przechowywania. Z in-
nych S$rodkéw nalezy wymieni¢ fluorek sodu oraz siarczan magnezu,
ktore podane np. do serca przed okresem niedokrwienia znacznie prze-
dluzajg tolerancje na niedokrwienie. Sterydy stabilizujg btony komor-
kowe. Mannitol poprawia przeptyw krwi przez nerki, stad zwieksza*
tolerancje na niedokrwienie.

Ze Srodkéw zapobiegajacych reakcji naczynioskurczowej nalezy jeszcze
wyliczy¢ prokaine, benadril, persantyne, papaweryne. Wszystkie S$rodki
hamujace metabolizm, stabilizujace btony komorkowe i dziatajgce spaz-
molitycznie na naczynia powinny by¢ podawane do krgzenia narzadu
jeszcze w okresie normotermii. W warunkach hipotermii dziatanie ich
zcstaje wybitnie obnizone.

5. TECHNIKA OZIEBIANIA NARZADU

W celu szybkiego oziebienia narzadu do naczynia doprowadzajgcego
krew do narzadu podtacza sie zestaw kroplowrkowy wypetniony ptynem
chtodzacym. Plyn ten wyptukuje krew i oziebia narzad od wewnatrz.
Powinien on wptywac¢ pod ciSnieniem nie przekraczajgcym dla nerki
100 cm stupa wody, dla watroby 40 cm i dla ptuca 40—-70 cm. Illos¢
ptynu winna wynosi¢ 250 ml/100 g wagi narzadu. W czasie wprowadzania
kaniuli do naczynia i chtodzenia nalezy uwaza¢, by nie uszkodzi¢ Sciany
naczynia.

Narzad, ktory pobiera sie do przeszczepienia, mozna oziebia¢ in situ
w ustroju zywego lub martwego dawcy, lub dopiero po wyjeciu od zy-
wego dawcy. Istniejg dwie podstawowe metody chiodzenia: a) powierzch-
niowa, w ktérej wyjety narzad umieszcza sie w plynie o temp. 4°,
i b) przez uktad naczyniowy, przeptukujac ten ostatni odpowiednim pty-
nem o temp. 4°.

6. TECHNIKA PRZECHOWYWANIA W HIPOTERMII

Ochtodzony do temp. 6—8° narzad mozna przechowywacé przez okres
kilku do kilkudziesieciu godzin, wr srodowisku o temp. 4°, bez perfuzji
uktadu naczyniowego lub metodg statej perfuzji. Dodatkowo w kazdej
z metod mozna zastosowa¢ nadcisnienie tlenowe. Wybér jednej z metod
zalezy od rodzaju narzgdu i doswiadczenia eksperymentatora.

Metoda przechowywania bez perfuzji polega na tym, iz do ukiadu
naczyniowego oziebionego uprzednio narzadu wprowadza sie ptyn elek-
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trolitowy z dodatkiem biatka, ptyn Collinsa, Largiadiera, rozcienczone lub
petne osocze, albo rozciericzong krew. Plyn powinien mieé temp. 4°.
Narzad umieszcza sie w pojemniku, w ktérym panuje temp. 2—4°. Po-
jemnik taki w ksztatcie tatwej do sterylizacji puszki, ma podwdjne dno,
w ktérym krazy ochtodzona do 2° woda. Pojemnik przykrywa sie szczel-
nym wiekiem, najlepiej z przezroczystego materiatu, co umozliwia stalg
obserwacje narzadu. Mozna roéwniez umiesci¢ pojemnik w lodowce,
w ktorej temperatura bedzie utrzymywana w granicach 2—4°. Nalezy
pamietaé, iz temperatura narzadu moze szybko podnies¢ sie w czasie
przenoszenia go do pojemnika, w czasie zdejmowania wieka pojemnika
oraz na skutek niedoktadnosci w regulacji temperatury agregatu chtod-
niczego. Wszystko to moze szybko doprowadzi¢ do nieodwracalnego
uszkodzenia narzadu.

7. TECHNIKA PRZECHOWYWANIA NARZADU
ZA POMOCA HIPOTERMICZNEJ PERFUZIJI

Do przechowywania narzadu za pomocg statej lub przerywanej perfuzji
potrzebny jest uklad perfuzyjny, .skladajgcy sie z chltodzonego pojemni-
ka, wymiennika cieplnego z agregatem chtodniczym, utleniacza i pompy.
Urzadzenie tego typu jest analogiczne do stosowanego w normotermicz-
nej perfuzji narzadéw.

Oziebiony do temperatury 6—8C narzad przenosi sie szybko do pojem-
nika, w ktérym temperatura nie przekracza 10° i szybko taczy sie tetnice
narzadu z drenem doprowadzajacym ptyn perfuzyjny. Je$li narzad, jak
np. watroba ma podwojne ukrwienie, ptyn konserwujacy musi takze
przeptywa¢ przez uklad wrotny. Plyn konserwujacy wyptywa z zyly
narzadu na dno pojemnika, a stad przez otwoér odptywowy do utleniacza.
Z utleniacza ptyn jest ttoczony pompg rolkowg do wymiennika cieplnego.
W wymienniku ulega ochtodzeniu ptyn perfuzyjny. Wymiennik cieplny
moze by¢ potgczony czescig chtodzaca z pojemnikiem. Temperatura pty-
nu chtodzacego nie moze przekracza¢ 2°. W przeciwnym razie ptyn per-
fuzyjny bedzie miat temperature znacznie powyzej 4°. Ukiad perfuzyjny,
uzywany do celéw doswiadczalnych, powinien posiadaé wymiennik ciepl-
ny umozliwiajacy utrzymywanie temperatur zaréwno 4° jak i 37°. Nor-
motermia jest bowiem niezbedna dla perfuzji narzadu po okresie prze-
chowywania, do sprawdzenia jego funkcji. W zestawie perfuzyjnym po-
winno uzywaé sie pompy typu rolkowego. Daje ona stabg fale tetna
i stad przeptyw bardziej fizjologiczny niz przy przeptywie statym. Prze-
wody, przez ktére ptynie ptyn konserwujacy, powinny by¢ jak najkrotsze,
aby unikng¢é nadmiaru obcych powierzchni. Najbardziej polecany jest
oksygenator membranowy, zapobiegajacy denaturacji biatek znajdujacych
sie w ptynie konserwujacym. Cisnienie ptynu doptywajacego powinno wy-
nosi¢c w tetnicy nerkowej krezkowej i watrobowej 40—50 mmKg, w t.
ptucnej 20 mmKg. w zyle wrotnej nie powinno przekracza¢ 10 cm HQO.
Wielkos¢ przeptywu nie powinna przekracza¢ dla nerki 0.5—0,7 ml/g/
/min, dla watroby 0,4 ml/g/min, dla jelita 0.3 ml/g/min i dla ptuca
0,2 ml/g/min.

W czasie perfuzji stale powinny by¢ mierzone nastepujgce parametry:
temperatura ptynu i narzadu, pH ptynu. pO? i pCO?. zuzycie tlenu, cisnie-
nie i wielkos¢ przeptywu, cisnienie w linii odptywu oraz niektére para-
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metry biochemiczne, zar6wno ogdlne, jak i charakterystyczne dla kon-
kretnego narzadu. Z ogolnych parametrow biochemicznych nalezy wy-
liczy¢ poziom glukozy, potasu, sodu, kwrasu mlekowego, osmolarnosé,
z charakterystycznych dla narzadéw: aktywno$¢ aminotransferaz, dehy-
drogenazy kwasu mlekowego i poziom glikogenu dla watroby, dehydro-
genezy kwasu mlekowego dla nerki i jelita, aminotransferaz dla serca.
Przechowywany narzad powinien by¢ wazony przed i po przechowywa-
niu. Dopuszczalny przyrost wagi nie moze przekroczyé 10%. Wiekszy
przyrost wagi Swiadczy o znacznym uszkodzeniu naczyn wiosowatych
i nieuzytecznosci narzadu do przeszczepienia.

Typowe zmiany w czasie przechowywania narzgdu za pomoca hipoter-
micznej perfuzji to: staty powolny wzrost oporu naczyniowego rozpo-
znawany, przy statym przeptywie, wzrostem cisnienia doptywajacego pty-
nu konserwujacego, obrzek narzadu i przesgczanie sie przez torebke
narzadu ptynu perfuzyjnego, obrzek tkanki tgczonej we wnece narzadu,
stopniowy spadek pH oraz zuzycia tlenu, wzrost stezenia potasu i aktyw-
nosci enzymoéw wewnagtrzkomoérkowych w plynie wyptywajgcym z na-
rzadu.

8. TECHNIKA PRZECHOWYWANIA
PRZY UZYCIU NADCISNIENIA TLENOWEGO

Niektorzy autorzy (2) polecajg przechowywanie narzadéw potaczeniem
hipotermicznej perfuzji jak i metody bez perfuzji z nadciSnieniem tleno-
wym 3 atm. Poglady na skuteczno$¢ nadcisnienia tlenowego sa podzie-
lone. Wiadomo, iz tlen znajdujacy sie pod ciSnieniem 3 atm. moze wnikaé
do tkanki zaledwie na glteboko$¢ 4 mm, za$ przy cisnieniu 8 atm. na gle-
boko$¢ 7 mm. Dotyczy to serca, jelita oraz ptuca, natomiast w mniejszym
stopniu watroby i nerki otoczonych grubg torebkag widknistg. Dodatni
wplyw tlenu pod cisnieniem na zywotno$¢ narzadu mozna ttumaczy¢
jego dziataniem hamujgcym oksydacje wewnagtrzkomorkowa. Najbardziej
prawdopodobny wydaje sie jednak dodatni wplyw nadci$nienia, ktore
zapobiega powstawaniu obrzeku narzadu. Stwierdzono to umieszczajgc
narzady w nadci$nieniu, w atmosferze gazéw innych niz tlen.

Technika przechowywania w nadcisnieniu tlenowym jest nieco ztozona,
wymaga bowiem zastosowania komory nadci$nieniowej. W warunkach
laboratoryjnych mozna uzywa¢ dostosowanego do tego celu autoklawu.
Mozna réwniez zbudowaé¢ maty pojemnik przeno$ny wytrzymujacy cisnie-
nie do 15 atm. ktdry umieszcza sie w loddwce.

9. TECHNIKA PRZECHOWYWANIA PRZEZ ZAMRAZANIE

W chwili obecnej mozna przechowywa¢ w stanie zamrozenia jedynie
komoérki lub niewielkie fragmenty tkanek. W czasie zamrazania do-
chodzi do dwojakiego typu zmian: 1) wywotywanych tworzeniem sie
krysztatébw lodu na zewnatrz komorki, 2) wywotywanych wewnatrzko-
morkowymi krysztatami lodu. Przy powolnym chtodzeniu (mrozeniu)
z szybkoscia 1°/min krysztaty lodu tworzg sie jedynie na zewnatrz ko-
morki. Poniewaz woda zmienia sie w krysztaty lodu, wewnatrz komorki
wzrasta cisnienie osmotyczne. Kiedy ci$nienie osmotyczne wzrosnie
4—5-krotnie komodrka ulega uszkodzeniu. Ulega ona odkurczeniu, a jej
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btona peka. Zmniejsza si¢ iloSC potasu w komorce, a na jego miejsce
whnika sod. Srodki krioprotektywne jak glicerol, glikol, lub tlenek dwu-
metylosiarki zmniejszajg liczbe krysztatkow tworzacych sie wokot ko-
morek. Srodki te nie sg szkodliwe dla komoérek, przenikaja one do ko-
maorek i nie powodujg uszkodzenia hipertonicznego. Przenikanie srodkéw
krwioochraniajgcych jest jednak powolne, co w niektérych przypadkach
moze samo prowadzi¢ do efektu osmotycznego.

W przypadku tzw. szybkiego zamrazania (supercooling) 100°/min woda
komérkowa nie jest w stanie opusci¢ komorki i krysztaly lodu tworzg
sie wewnatrz komorki.

Réznego rodzaju komorki réznie reaguja na szybko$¢ zamrazania. Np.
komorki drozdzy tworzg wewnatrzkomoérkowe krysztaty lodu przy za-
mrazaniu 10°/min, krwinki czerwone dopiero przy zamrazaniu 5000°/min.
Przezycie komoérek przy zamrazaniu zalezy wiec od szybkosci zamraza-
nia oraz tworzenia zewnatrz lub wewnatrz komérkowych krysztatéw lo-
du. Kazdy narzad jest ztozony z réznych komoérek rdznie reagujacych na
zamrazanie, stad trudno$¢ a nawet niemozliwos¢ dobrania odpowiedniej
szybkosci mrozenia dla catego narzadu. Problemy zwigzane z badaniami
nad zamrazaniem to: 1) droga wprowadzania do narzadu $rodka kriopro-
tektywnego, 2) optymalny $rodek krioprotektywny,3) szybko$¢ mrozenia,
4) szybkos$¢ odtajenia, 5) usuwanie $rodka krioprotektywnego z narzadu.
Obecnie za pomocg zamrazania udaje sie przechowywac peing krew, na-
btonek rogéwki, komorki przysadki, jajnika, jader, chrzastke i skore.

Technika zamrazania polega na chtodzeniu komoérek do temp. 4°, na-
stepnie wysyceniu $rodkiem krioprotektywnym, powolnym mrozeniu do
temp. —15°, a nastepnie szybkim do temp. —196°. Ogrzewanie odbywa
sie w kapieli o temp, okoto 30° przy czym przed peilnym ogrzaniem
usuwa sie Srodek krioprotektywny. Najwieksze nieodwracalne zmiany
rozwijajg sie w narzgdzie w okresie tajenia. Zewnetrzne wiarstwy narzadu
ogrzewaja sie szybko i stajg sie izolatorem dla ciepta przechodzacego do
wnetrza narzadu. Dla réwnomiernego ogrzewania stosuje sie mikrofale,
diatermie kroétkofalowg oraz perfuzje cieptym gazem.

10. OCENA ZYWOTNOSCI PRZECHOWYWANEGO NARZADU

Badania dotyczgce skutecznos$ci metod przechowywania obejmuja oce-
ne ilosciowg i jakosciowa zaburzen biochemicznych w komorce narzadu,
ocene btony komodrkowej, jej badanie ultrastrukturalne i ocene procesu
samouszkodzenia przez ukiad lizozomalny. Do metod oceny biochemicznej
czynnosci narzadu naleza dla przyktadu: badanie przemiany mleczanow
do glukozy, pomiary glukoneogenezy w korze nerki lub watroby itp. Do
metod umozliwiajagcych ocene uszkodzenia btony komoérkowej nalezy oz-
naczanie w ptynie wyptywajacym z przechowywanego narzadu stezenia
jonéw, np. potasu, sodu, chloru, ktére normalnie znajdujg sie wewnatrz
komorki i ktére uwalniajg sie lub wchodzg do uszkodzonej komoérki. Ba-
danie w mikroskopie elektronowym umozliwia ocene stopnia uszkodzenia
btony komodrkowej. Uszkodzenie uktadu lizozomalnego mozna rozpoznaé
badajagc w ptynie wyptywajacym z przechowywanego narzadu aktyw-
nos$¢ enzymow lizozomalnych jak kwasna fosfataza czy beta-glukuroni-
daza. Pod wplywem anoksji i innych czynnikéw blona otaczajgca
lizozomy ulega peknieciu i enzymy wydostaja sie do komoérki niszczac ja.
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10.1. Ocena makroskopowa

Juz w poczatkowym okresie chiodzenia narzagdu mozna spostrzec go-
tym okiem, czy narzad wyptukuje sie rownomiernie z krwi, czy tez ma
marmurkowate zabarwienie. To ostatnie swiadczy o uszkodzeniu na-
rzadu. Obrzek pojawiajacy sie w czasie oziebiania narzadu, jak réwniez
w czasie przechowywania, S$wiadczy o uszkodzeniu Sciany kapilarow
i wiekszej ich przepuszczalnosci.

10.2. Ocena histologiczna

Badanie wycinkéw w mikroskopie sSwietlinym nie daje mozliwosci
stwierdzenia zmian komoérkowych we wczesnym okresie przechowywania
narzgdu. W tym celu nalezy wykona¢ badanie w mikroskopie elektrono-
wym. Stwierdza sie wowczas uszkodzenie komoérek srodbtonka, obrzek
w przestrzeni ckotcnaczyniowej craz nieznaczne uszkodzenie komdrek
wihasnych narzadu.

10.3. Ocena biochemiczna

Badanie biochemiczne ptynu prezerwujacego, wyptywajacego z narzg-
du, stanowi pewien ogdlny wskaznik stopnia uszkodzenia narzadu, w zad-
nym jednak wypadku nie jest dowodem nieodwracalnych zmian w narzg-
dzie. Wskutek niedokrwienia narzadu dochodzi do wzrostu w tozysku
naczyniowym aktywnosci dehydrogenazy kwasu mlekowego i amino-
transferaz, oraz niektérych enzyméw lizozomalnych, a takze stezenia po-
tasu, kwasu mlekowego, obnizenia sie zuzycia tlenu i spadku pH.

Do testow zywotnosci, wykonywanych na wycinku tkanki, nalezy ba-
danie skrawka narzadu w aparacie Warburga oraz test z bromkiem tét-
razolium. Ten ostatni test polega na umieszczeniu skrawka tkanki w bez-
barwnym roztworze bromku terazolium, ktéry przy prawidiowo funkcjo-
nujgcym ukiadzie dehydrogenaz zmienia zabarwienie na niebieskie. Tech-
nika badania jest nastepujaca: 0,25 ml 0,05% roztworu bromku tétrazo-
lium umieszcza sie w porcelanowej miseczce z roztworem Hanksa i po-
krywa warstwg oleju mineralnego. Fragment tkanki o objetosci 1 mmj
umieszcza sie w barwniku w temp, pokojowej i mierzy czas do chwili
zmiany zabarwienia na niebieskie. Mogg zaistnie¢ roznice w odczycie cza-
su miedzy poszczeg6lnymi osobami badajagcymi, a takze w zaleznosci od
rodzaju tkanki. Najdluzsze czasy obserwuje sie przy badaniu skoéry, naj-
krotsze przy badaniu nerki. Test z tétrazolium posiada wiekszg wartosé
przy badaniu zywotnosci tkanki $wiezo pobranej niz przy badaniu tkanki
przechowywanej. Wg wiekszosci autorOw czas ponizej 15 s koreluje
z przezyciem przeszczepionej nerki.

Zadna z dotychczas opisanych metod oceny zywotnosci narzadu nie
jest w 100% miarodajna. W zwigzku z tym, jedynym testem zywotnosci
jest przezycie przeszczepionego narzadu u biorcy powyzej 3 dni.

11. WYNIKI PRZECHOWYWANIA NARZADOW

Czas skutecznego przechowywania narzadu rézni sie w zaleznosci od ro-
dzaju narzadu, metody przechowywania i sposobu oceny czynnosci prze-
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szczepu. Przecietne czasy przechowywania poza ustrojem przy zachowa-
niu zdolnosci podjecia czynnosci po przeszczepieniu zostaty podane w ta-
beli I. W poszczeg6lnych laboratoriach osiggnieto pojedyncze rekordowe
czasy przechowywania .siegajgce nawet 72 godzin i wiecej. Sa to jednak
wyjatkowe obserwacje, trudne do powtérzenia w innych osrodkach, dla-
tego nie uwzgledniono ich w tabeli.

Tabela |

Przecietne czasy skutecznego przechowywania narzagdow poza ustrojem przy zastosowaniu
roznych technik prezerwacji w warunkach doswiadczalnych

. Hipotermiad- Perfuzja hipoter-

Narzad _Prosta_ . Perfuz_Ja nadcisnienie miczna— nadcisnie-
hipotermia | hipotermiczna tlenowe nie tlenowe
Nerka 8—24 godz. ok. 24 godz. ok. 24 godz. 24-—A48 godz.
Watroba 2,5 godz. 8 godz. 2,5—4 godz. 8—24 godz.
Jelito 4—38 godz. 8—12 godz. 24 godz. 24 godz.
Ptuco 8 godz. do 24 godz. 24 godz. do 24 godz.

Jedynym sprawdzianem czy prezerwacjg byla skuteczna jest przezycie
narzadu i biorcy przez okres co najmniej 3 dni po przeszczepieniu. Oczy-
wiscie wynik zalezy tu takze od tego, czy przechowywany a nastepnie
przeszczepiony narzad musi podtrzymac za pomoca swojej funkcji zycie
ustroju, czy tez jest narzadem parzystym, jak np. druga nerka, czy dru-
gie ptluco. W tej ostatniej sytuacji przechowywany i przeszczepiony na-
rzad moze pozosta¢ przez pewien czas niewydolny, poniewaz jego funkcje
spetnia drugi narzad. Wiasciwie wiec aby ocenié skutecznos$¢ przechowy-
wania nalezy zawsze usung¢ parzysty narzad.

B. OnbLUueBCKU

OKCMNMEPMEHTAJIbHOE KOHCEPBUWPOBAHWME OPIrAHOB
ONAa TPAHCIJTAHTAUNA

Copep>xkaHve

HarnagHbiM 06pa3oM MpPeACcTaB/IEHO COBPEMEHHbIE MPUHUUMBLI Y METOAbl 3KChe-
pYMeHTa/IbHOM KOHCcepBauMW MNepef UX TpaHchiaHTauumen apyroii ocobe ofHOro Buaa.

OnucaHo MNPUHUMMbI TEXHUKN B3SITUS OpraHa OT [OHOpa, XWUMMWYEcKWii cocTaB
XKULAKOCTEV MNMPUMEHsIEMbIX K KOHCepBauuu, BuAbl CPeACTB TapMO3siLUX MeTabonvam
U MNPOTUBOAHIMOCMA3MATMUYECKMX, TEXHUKY OXNaXKAEHWs OpraHoB 6paHbIX Ansi
TpaHCMIaHTauuKn, oTAeflbHble MeTOoAbl TPaHCM/IaHTaLuMu, MEeTOfbl OLEHKM >XM3HEecHo-
COGHOCTU KOHCEpPBMPOBAHHOIO OpraHa, a TakKXKe aKTyas/lbHble pe3ysibTaTbl KOHCepBU-
pOBaHUs B 3KCMEpPUMEHTa/IbHbIX YCMOBUSX.

W. Olszewvski

EXPERIMENTAL STORAGE OF TRANSPLANTATION ORGANS
Summary

Contemporary opinios and techniques are presented concerning the storage
of organs before homografting procedures. The technique of organs collecting
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is described, the chemical composition of storage media is given together with
the types of drugs — for metabolism inhibition and vaso-constriction prevention.
The technique of cooling of the collected organs is discussed, the storage methods,
evaluation of viability of the collected and stored organs and the actual results
of storage in experimental conditions are presented.

W. OlszewsKi
EXPERIMENTELLE AUFBEWAHRUNG DER ORGANE ZUR IMPLANTATION
Zusammenfassung

Es wurden derzeitige Prinzipien und Methoden der experimentellen Aufbewah-
rung der Organe vor der Implantation einem anderen Homozygot derselben Gat-
tung dargestellt.

Die Prinzipien der Abnahmetechnik des Organs vom Spender, chemische
Zusammensetzungen der zur Aufbewahrung angewandten Lo&sungen, die Arten von
Hemmungsmittel gegen Metabolismus und Geféasskrampf, die Kuhlungstechnik
der abgenommenen Organe, die Methoden der Aufbewahrung, die Begutachtungs-
methoden der Lebenskraft des aufbewahrten Organs sowie aktuelle Ergebnisse
der Aufbewahrung unter experimentellen Bedingungen, wurden beschrieben.
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