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The influence of components for stability and biochemical properties
on the organs’ preservation solutions

Summary

Organs transplantation has become a routine treatment method for pa-
tients with terminal organs incapacity. Organs preservation solutions are the
key elements of transplantation success. The ideal preservation fluid should be
characterized as follows: it contains compounds of the ATP regeneration, mini-
mizes creation of free radicals and cell swelling, prevents intracellular oxidosis,
secures specific oncotic pressure and longer storage time (2-3 days or more).
The standard preservation solutions used in Poland are: ViaSpan (Belzer solu-
tion, UW), HTK (Bretschneider solution, Custodiol), EuroCollins solution and
more seldom Celsior.

Key words:

organ preservation solutions: ViaSpan® (Belzer solution. University of Wis-
consin - UW), HTK (Bretschneider solution, Custodiol®), EuroCollins solution,
Celsior®.

W ostatnich kilkunastu latach obserwuje sie ogromny postep
w dziedzinie transplantologii narzaddw: serca, watroby, nerek,
trzustki i ptuc. Standaryzacja technik pobierania i przeszczepia-
nia narzadow, stosowanie nowych srodkéw immunosupresyjnych
oraz opracowanie coraz to skuteczniejszych ptynéw do perfuzji
i przechowywania narzadéw powoduje, ze przeszczep stat sie
w wielu krajach rutynowym sposobem leczenia pacjentéw ze
schytkowg niewydolno$cig narzadow.
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W okresie ischemii tzn. po zatrzymaniu krazenia, w transplantologii nazywanym
okresem cieptego niedokrwienia (WIT) dochodzi do nieodwracalnego uszkodzenia
narzadu. Podstawowym sposobem minimalizacji skutkdw cieptego niedokrwienia
Jest hipotermia, ktéra zmniejsza szybko$¢ proceséw przemiany materii oraz ograni-
cza dziatanie enzyméw wewnatrzkomérkowych niszczacych elementy komorki
(1-4). Zgodnie z zasada van HofFa obnizenie temperatury o 10°C zmniejsza szybko$¢
procesOw przemiany materii dwukrotnie. Spadek temperatury wptywa jednak na
zmniejszenie zasobdw zwigzkéw wysokoenergetycznych ATP oraz obnizenie pH ko-
morkowego. Plyny do przechowywania narzadéw majg na celu zminimalizowaé
skutki szkodliwego dziatania niskiej temperatury, zabezpiecza¢ narzad przed na-
stepstwami niedokrwienia oraz skutkami dziatania wolnych rodnikéw, ktére nasi-
lajg swoja aktywnos$¢ w trakcie przywracania krazenia w tzw. reperfuzji (1-4). Pod
wzgledem medycznym znaczace jest réwniez, aby organy mozna bylo przechowy-
wac w ptynie do prezerwacji przez 2-3 dni, a nawet dtuzej, jest to czas niezbedny do
wykonania odpowiednich badan dawcy oraz biorcy, w celu podjecia waznych decy-
Zji przedoperacyjnych.

Idealny ptyn do przechowywania narzadu powinien: zawiera¢ substraty umozli-
wiajgce regeneracje fosforanowych zwigzkdéw wysokoenergetycznych - ATP, zmniej-
sza¢ tworzenie wolnych rodnikéw i nadtlenkéw lub je neutralizowac, zapobiegac
kwasicy wewnatrzkomérkowej, zmniejsza¢ obrzek komérek i zapewnia¢ odpowied-
nie cisnienie onkotyczne (4,5). W skfadzie stosowanych obecnie ptynéw mozna wy-
roznic:

1. Elektrolity. Stezenia elektrolitow sg zblizone do oznaczonych w ustrojowym
ptynie zewnatrzkomérkowym, charakteryzujgcym sie wysokim stezeniem sodu i ni-
skim potasu. Niska zawarto$¢ potasu umozliwia doktadne wyptukanie narzadu bez
zwiekszonego ryzyka obrzeku komdrek, jony sodu sg najczesciej wprowadzane
w postaci glukonianu sodu o stezeniu 50-150 mM, natomiast potasu jako KH2PO4
0 stezeniu 1b-50 mM. Dodawane sg rowniez jony Ca™+ w postaci CaCl2 (0,1-0,5 mM)
| jony Mg"+ jako glukonian magnezu (1-10 mM), ktére dziataja stabilizujgco na
btony komoérkowe. Poniewaz jony Cf majg tendencje do swobodnego przenikania
przez btone komorkowg do wnetrza komorki, czesto zastepuje sie je nieprzeni-
kajacymi anionami: siarczanowym (VI), fosforanowym, laktobionowym, cytryniano-
wym lub glukonianowym (4,5).

2. Ukfady buforowe. Ptyn do prezerwacji i przechowywania narzadéw powinien
zawierac co najmniej jeden ukfad buforowy, w celu zapobiegania kwasicy wewnatrz-
komdrkowej. Najczesciej stosowanymi sg: wodoroweglanowy (mieszanina kwasnego
NaHCO03 i H2CO3), fosforanowy (zawierajacy KH2PO4 i K2HPO4), cytrynianowy (zawie-
rajacy Na3C6H50y2H20 i C6H80rH?20) i histydynowy (zawierajacy histydyne-HCI i L-his-
tydyne). Stezenie buforu(éw) powinno by¢ wystarczajgce do utrzymania pH ptynu
w granicach 7,4-7,8 przy temperaturze 10°C i najczesciej wynosi 5-200 mM (4-6).

3. Substancje przeciwdziatajagce obrzekom komérek. Do tej grupy zaliczane sg
substancje osmotycznie czynne i koloidy zapewniajgce optymalng site onkotyczna.
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Rafinoza, sacharoza, mannitol, glukoza, chelaty cytrynian6w, a takze nieprzepusz-
czalne aniony w postaci laktobionatu i glukonianu majg dziatanie osmotyczne. Sto-
suje sie je w stezeniach 1-100 mM. Czesto stosowanymi substancjami onkotycznymi
sg:. skrobia hydroksyetylowana, cyklodekstryny, polietyloglikole, albuminy i dek-
stran 30, 40 lub 50. Ptyny zawierajg najczesciej 1-10% substancji onkotycznie czyn-
nych (4,5).

4. Zroédta energii. Plyn powinien zawiera¢ jedno lub wiecej zrodet energii. Do
najczesciej stosowanych nalezg: glukoza, fruktoza, sacharoza i dekstran w steze-
niach 1-20 mM (5).

5. Substraty ATP. Regeneracje fosforanowych zwigzkéw wysokoenergetycznych
umozliwiajg wprowadzane do ptynéw w stezeniu 1-10 mM adenozyna, adenina lub
ryboza (5).

6. Antyoksydanty. Funkcje stabilizatoréw trwatosci ptyndw moga pehic: gluta-
tion, witamina C, witamina E, deferoksamina, N-acetylocysteina, katalaza i peroksy-
daza (4,5,7). Sg to substancje wydtuzajace znacznie trwato$¢ produkowanych ply-
néw. Skuteczno$¢ ich dziatania mozna ocenic¢ testem ,,przyspieszonego starzenia”.

7. Substancje wptywajace na metabolizm komoérek. W tej duzej grupie sktadni-
kéw ptynéw znajduja sie m.in. prekursory nukleotydéw, np. adenina, adenozyna,
fosforany; inhibitory enzymdw, np. allopurinol (inhibitor oksydazy ksantynowej);
hormony: insulina, sterydy (deksametazon). Zapobiegaja one uszkodzeniu struktury
komdrki i przemieszczaniu sie enzyméw komorkowych (4,5).

8. Substancje tworzgce trwate kompleksy chelatowe z wielowartosciowymi jona-
mi metali, przez co znosza katalityczny wptyw tych jonéw na reakcje rozktadu sub-
stancji chemicznych (np. wersenian disodu).

Niezwykle istotna jest technologia sporzadzania ptynéw do przeszczepdw. Mu-
szg one spetniaé bezwzgledne wymagania dla lekéw parenteralnych tzn. jatowosc,
apirogennos¢, brak czastek nierozpuszczalnych i brak substancji przeciwdrobno-
ustrojowych. Ponadto powinny by¢ izohydryczne i izojoniczne.

Obecnie stosuje sie dwa sposoby przechowywania narzadéw: w prostej hipoter-
mii oraz metoda cigglej perfuzji pulsacyjnej w hipotermii. Pierwszy sposéb polega
na wyptukaniu naczyn zimnym ptynem konserwujacym i przechowaniu w nim na-
rzadu w obnizonej temperaturze, natomiast drugi dodatkowo wymaga zastosowa-
nia pompy z przeptywem pulsacyjnym (1,8). Standardowymi roztworami stosowany-
mi obecnie w Polsce do ptukania i przechowywania narzadéw sg ptyny: ViaSpan®
(ptyn Belzera, University of Wisconsin - UW), HTK (ptyn Bretschneidera, Custo-
diol®), ptyn Collinsa (EuroCollins) i rzadziej Celsior®.

Jednym z pierwszych ptynéw opracowanych do przechowywania narzadow
w prostej hipotermii byt roztwor EuroCollins (1). Przypomina on ptyn wewnatrzko-
morkowy (tab.), ze wzgledu na wysokie stezenie potasu i niskie sodu. W swoim
sktadzie zawiera m.in. diwodoro- i wodorofosforan potasu, ktére stanowig skutecz-
nie dzialajacy bufor jonu wodorowego (1). Ptyn ten pozwala na skuteczne przecho-
wywanie nerek w hipotermii do 48 godzin. Jest mato skuteczny w przypadku perfu-
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zji i reperfuzji duzych narzadéw, ze wzgledu na naczynioskurczowe dziatanie wyso-
kiego tadunku potasu (100-130 mM) (4). Réwniez zawarta w ptynie glukoza wptywa
negatywnie na przechowywanie watroby, gdyz przenika do hepatocytow, gdzie pro-
ces fosforylacji do glukozo-6-fosforanu jest aktywowany przez glukokinaze. W efek-
cie enzym ten nie jest hamowany przez glikozo-6-fosforan i glukoza zostaje zmeta-
bolizowana do kwasu mlekowego (2). Ptyn EuroCollins jest powszechnie stosowany
w Europie do przechowywania nerek (4), a przede wszyskim ptuc (15).

Stosunkowo uniwersalnym ptynem jest roztwor HTK (Custodiol) (tab.) opracowa-
ny przez Bretschneidera. Jego nazwa pochodzi od pierwszych trzech liter zwigzkéw
wchodzacych w skiad ptynu (histydyna, tryptofan, kwas a-ketoglutarowy). Plyn za-
wiera niskie stezenie jonow potasu i sodu (odpowiednio 9 i 15 mM), natomiast duze
stezenie jonow chloru (50 mM). Ma niskg lepko$¢, dzieki czemu fatwo przenika do
mikrokrazenia. Poczatkowo byt stosowany do kardioplegii, a obecnie wykorzysty-
wany jest do pobran wielonarzadowych, w tym przede wszystkim nerek i watroby.
Znalazt rowniez zastosowanie do przechowywania przeszczepdéw zylnych (do po-
mostowania naczyn wieAcowych). Pozwala na bezpieczne przechowywanie nerek
pobranych od dawcéw z bijagcym sercem do 48 godzin, a watroby do 12 godzin.
Udowodniono, ze przechowywanie nerki w Custodiolu daje lepsze rezultaty niz
w ptynie EuroCollins. jest skuteczniejszy w zapobieganiu spadkowi ATP oraz wzro-
stowi stezenia mleczandw. Ponadto konserwacja nerek w ptynie EuroCollins moze
powodowaé zmiany w kiebuszkach nerkowych i skurcz naczyn (4).

Stosunkowo uniwersalne dziatanie wykazuje opracowany w 1986 r. przez zespét
Belzera i Southarda ptyn UW (ViaSpan) (tab.). Jest to roztwor wewnatrzkomaorkowy,
w ktorym priorytetowymi i wczesniej nie stosowanymi w plynach skiadnikami sg
skrobia hydroksyetylowana-HES (osmotyczny koloid, utrzymujacy ptyn w przestrze-
ni wewnatrznaczyniowej), mleczan potasu i rafinoza (czynniki dziatajace przeciw
obrzekowi komérek) (4). HES jest hydroksylowanym polimerem glukozy o masie
czasteczkowej réwnej 150 000-350 000 D.Jej gtdwng zaletg jako koloidu jest mniej-
sza zmiana w $rodbtonku naczyr organu w trakcie perfuzji w poréwnaniu z ptynami
zawierajagcymi albuminy (1). Negatywnym czynnikiem natomiast w poréwnaniu do
albumin jest jej stosunkowo wysoka cena, co podnosi koszt ptynu o blisko 30% (4).
Jest jednak kilka prac w ktorych autorzy twierdzg, ze brak tego koloidu w ptynie
ViaSpan nie pogarsza jakosci przezycia przechowywanych organéw (4). Ptyn ten jest
stosowany do prezerwacji watroby, trzustki, nerek, jelita cienkiego i serca. Jednak
jego wykorzystywanie w kardioplegii jest dosy¢ dyskusyjne. Na podstawie przepro-
wadzonych badan dowiedziono, ze zastosowanie go do prezerwacji w warunkach
laboratoryjnych daje bardzo dobre wyniki, natomiast osiggane w warunkach klinicz-
nych rezultaty nie sg zadowalajace (16). Jedng z potencjalnych przyczyn jest by¢
moze wysokie stezenie potasu, mogace powodowaé uszkodzenie srodbtonka na-
czyh wieAcowych (17). Wykazuje jednak wysokg skuteczno$¢ w prezerwacji nerek
w poréwnaniu z EC lub HTK. Od blisko 15 lat jest najczesciej stosowanym ptynem
do prezerwacji i perfuzji watroby (9).
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Plyn Celsior (tab.) jest wykorzystywany w kardioplegii. Umozliwia on przechowy-
wanie serca przez 4-6 godzin (4). Moze by¢ stosowany do prezerwacji organu wy-
facznie metodg prostej hipotermii (10). Celsior jest roztworem zewnatrzkomorko-
wym, charakteryzujacym sie duza pojemnoscig buforowg (kwasowa w przyblizeniu
11 mmol, zasadowa 7 mmol) (10). jego skiad umozliwia zahamowanie wzrostu ste-
zenia jondw wapnia w miesniu sercowym, przeciwdziatanie obrzekom komérek, za-
pobieganie kwasicy wewnatrzkomoérkowej i ochrone przed szkodliwym dziataniem
wolnych rodnikéw (4). Wykonano badania, z ktérych wynika, ze jego skutecznosé
w prezerwacji serca jest porownywalna z Custodiolem (HTK) (10). Przeprowadzono
szereg prob przechowywania watroby i nerek w tym ptynie, jednak EuroCollins,
HTK i ViaSpan, jak sie okazato, byly skuteczniejsze (4).

Mimo wielu sukceséw osiagnietych w dziedzinie sporzadzania ptynéw do prze-
szczepOw, nadal prowadzone sg badania nad ustaleniem optymalnego skfadu ptynu,
ktory zapewnitby diuzszy czas przezycia graftu w jak najlepszej formie, poprzez mi-
nimalizacje skutkéw niedokrwiennego uszkodzenia organdw i skutecznego podje-
cia funkcji w ustroju biorcy.

W naszym zespole prowadzone sg intensywne badania nad innowacyjnym pty-
nem Biotasolem BM. Podstawg okazato sie wprowadzenie do naszego ptynu hormo-
nu w postaci prolaktyny, jonbw magnezu w postaci fumaranu magnezu oraz cyste-
iny. Dokonano poréwnania jego skutecznos$ci z ptynem Celsior na izolowanym sercu
$wini. Stwierdzono, ze skutecznos¢ obu ptynéw w czasie prezerwacji tego organu
jest podobna.

Wykonano réwniez szereg badan na izolowanej watrobie $wini i krolika. Stwier-
dzono, ze zawarta w ptynie prolaktyna istotnie wplywa na poprawe wskaznikéw
biochemicznych i funkcjonalnych narzadu. Na podstawie analizy statystycznej wyni-
kéw badan wykazano, ze spowalnia ona proces cytolizy komoérek watrobowych, co
moze Swiadczy¢ o jej whasciwosciach hepatoprotekcyjnych.

Skiady prezentowanych ptynéw do prezerwacji przedstawiono w tabeli (10-14).

Tabela
Skiad ptynéw do prezerwacji [mM]
EuroCollins HTK uw Celsior

1 2 3 4 5
adenozyna - - 5 -
ailopurinol - - 1 -
chlorek magnezu - 4 - 13
chlorek potasu 15 9 - 15
chlorek sodu - 15 - -
chlorek wapnia - 0,015 - 0,25
deksametazon (mg/l) - - 8 -
glutation - 3 3
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1 2 3 4 5
glukoza 195 - - -
HES (gd) - - 50 -
histydyna-HCI H20 - 18 - -
L-histydyna - 180 - 30
insulina (U/1) - 100 -
jednozasadowy fosforan potasu 15 - 5 -
dwuzasadowy fosforan potasu 42,5 - 20 -
jednozasadowy weglan sodu 10 - - -
kwas L-glutaminowy - - - 20
kwas laktobionowy - - 100 80
kwas a-ketoglutarowy - 1 - -
D-mannitol - 30 - 60
penicylina (U/l) - - 200 -
D-rafinoza5H20 - - 30 -
siarczan magnezu-7H20 - - 10 -
L-tryptofan - 2 - -
wodorotlenek sodu - - - 100
wodorotlenek potasu - - 100 -
pH 73 72 74 73
osmolarno$¢ (mOsm/1) 375 310 320 320-360
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