
Wp³yw sk³adników p³ynów
do przechowywania narz¹dów na ich
trwa³oœæ i w³aœciwoœci biochemiczne

Florian Ryszka1, Aneta Ostró¿ka-Cieœlik2, Barbara Doliñska
1Farmaceutyczny Zak³ad Naukowo-Produkcyjny „Biochefa”, Sosnowiec
2Katedra Farmacji Stosowanej i Technologii Leków,
Œl¹ska Akademia Medyczna, Sosnowiec

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

S u m m a r y

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.
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W ostatnich kilkunastu latach obserwuje siê ogromny postêp
w dziedzinie transplantologii narz¹dów: serca, w¹troby, nerek,
trzustki i p³uc. Standaryzacja technik pobierania i przeszczepia-
nia narz¹dów, stosowanie nowych œrodków immunosupresyjnych
oraz opracowanie coraz to skuteczniejszych p³ynów do perfuzji
i przechowywania narz¹dów powoduje, ¿e przeszczep sta³ siê
w wielu krajach rutynowym sposobem leczenia pacjentów ze
schy³kow¹ niewydolnoœci¹ narz¹dów.
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W okresie ischemii tzn. po zatrzymaniu kr¹¿enia, w transplantologii nazywanym
okresem ciep³ego niedokrwienia (WIT) dochodzi do nieodwracalnego uszkodzenia
narz¹du. Podstawowym sposobem minimalizacji skutków ciep³ego niedokrwienia
jest hipotermia, która zmniejsza szybkoœæ procesów przemiany materii oraz ograni-
cza dzia³anie enzymów wewn¹trzkomórkowych niszcz¹cych elementy komórki
(1-4). Zgodnie z zasad¹ van Hoffa obni¿enie temperatury o 10°C zmniejsza szybkoœæ
procesów przemiany materii dwukrotnie. Spadek temperatury wp³ywa jednak na
zmniejszenie zasobów zwi¹zków wysokoenergetycznych ATP oraz obni¿enie pH ko-
mórkowego. P³yny do przechowywania narz¹dów maj¹ na celu zminimalizowaæ
skutki szkodliwego dzia³ania niskiej temperatury, zabezpieczaæ narz¹d przed na-
stêpstwami niedokrwienia oraz skutkami dzia³ania wolnych rodników, które nasi-
laj¹ swoj¹ aktywnoœæ w trakcie przywracania kr¹¿enia w tzw. reperfuzji (1-4). Pod
wzglêdem medycznym znacz¹ce jest równie¿, aby organy mo¿na by³o przechowy-
waæ w p³ynie do prezerwacji przez 2-3 dni, a nawet d³u¿ej. Jest to czas niezbêdny do
wykonania odpowiednich badañ dawcy oraz biorcy, w celu podjêcia wa¿nych decy-
zji przedoperacyjnych.

Idealny p³yn do przechowywania narz¹du powinien: zawieraæ substraty umo¿li-
wiaj¹ce regeneracjê fosforanowych zwi¹zków wysokoenergetycznych – ATP, zmniej-
szaæ tworzenie wolnych rodników i nadtlenków lub je neutralizowaæ, zapobiegaæ
kwasicy wewn¹trzkomórkowej, zmniejszaæ obrzêk komórek i zapewniaæ odpowied-
nie ciœnienie onkotyczne (4,5). W sk³adzie stosowanych obecnie p³ynów mo¿na wy-
ró¿niæ:

1. Elektrolity. Stê¿enia elektrolitów s¹ zbli¿one do oznaczonych w ustrojowym
p³ynie zewn¹trzkomórkowym, charakteryzuj¹cym siê wysokim stê¿eniem sodu i ni-
skim potasu. Niska zawartoœæ potasu umo¿liwia dok³adne wyp³ukanie narz¹du bez
zwiêkszonego ryzyka obrzêku komórek. Jony sodu s¹ najczêœciej wprowadzane
w postaci glukonianu sodu o stê¿eniu 50-150 mM, natomiast potasu jako KH2PO4
o stê¿eniu 10-50 mM. Dodawane s¹ równie¿ jony Ca2+ w postaci CaCl2 (0,1-0,5 mM)
i jony Mg2+ jako glukonian magnezu (1-10 mM), które dzia³aj¹ stabilizuj¹co na
b³ony komórkowe. Poniewa¿ jony Cl- maj¹ tendencjê do swobodnego przenikania
przez b³onê komórkow¹ do wnêtrza komórki, czêsto zastêpuje siê je nieprzeni-
kaj¹cymi anionami: siarczanowym (VI), fosforanowym, laktobionowym, cytryniano-
wym lub glukonianowym (4,5).

2. Uk³ady buforowe. P³yn do prezerwacji i przechowywania narz¹dów powinien
zawieraæ co najmniej jeden uk³ad buforowy, w celu zapobiegania kwasicy wewn¹trz-
komórkowej. Najczêœciej stosowanymi s¹: wodorowêglanowy (mieszanina kwaœnego
NaHCO3 i H2CO3), fosforanowy (zawieraj¹cy KH2PO4 i K2HPO4), cytrynianowy (zawie-
raj¹cy Na3C6H5O7·2H2O i C6H8O7·H2O) i histydynowy (zawieraj¹cy histydynê·HCl
i L-histydynê). Stê¿enie buforu(ów) powinno byæ wystarczaj¹ce do utrzymania pH
p³ynu w granicach 7,4-7,8 przy temperaturze 10°C i najczêœciej wynosi 5-200 mM
(4-6).
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3. Substancje przeciwdzia³aj¹ce obrzêkom komórek. Do tej grupy zaliczane s¹
substancje osmotycznie czynne i koloidy zapewniaj¹ce optymaln¹ si³ê onkotyczn¹.
Rafinoza, sacharoza, mannitol, glukoza, chelaty cytrynianów, a tak¿e nieprzepusz-
czalne aniony w postaci laktobionatu i glukonianu maj¹ dzia³anie osmotyczne. Sto-
suje siê je w stê¿eniach 1-100 mM. Czêsto stosowanymi substancjami onkotycznymi
s¹: skrobia hydroksyetylowana, cyklodekstryny, polietyloglikole, albuminy i dek-
stran 30, 40 lub 50. P³yny zawieraj¹ najczêœciej 1-10% substancji onkotycznie czyn-
nych (4,5).

4. �ród³a energii. P³yn powinien zawieraæ jedno lub wiêcej Ÿróde³ energii. Do
najczêœciej stosowanych nale¿¹: glukoza, fruktoza, sacharoza i dekstran w stê¿e-
niach 1-20 mM (5).

5. Substraty ATP. Regeneracjê fosforanowych zwi¹zków wysokoenergetycznych
umo¿liwiaj¹ wprowadzane do p³ynów w stê¿eniu 1-10 mM adenozyna, adenina lub
ryboza (5).

6. Antyoksydanty. Funkcjê stabilizatorów trwa³oœci p³ynów mog¹ pe³niæ: gluta-
tion, witamina C, witamina E, deferoksamina, N-acetylocysteina, katalaza i peroksy-
daza (4,5,7). S¹ to substancje wyd³u¿aj¹ce znacznie trwa³oœæ produkowanych p³y-
nów. Skutecznoœæ ich dzia³ania mo¿na oceniæ testem „przyspieszonego starzenia”.

7. Substancje wp³ywaj¹ce na metabolizm komórek. W tej du¿ej grupie sk³adni-
ków p³ynów znajduj¹ siê m.in. prekursory nukleotydów, np. adenina, adenozyna,
fosforany; inhibitory enzymów, np. allopurinol (inhibitor oksydazy ksantynowej);
hormony: insulina, sterydy (deksametazon). Zapobiegaj¹ one uszkodzeniu struktury
komórki i przemieszczaniu siê enzymów komórkowych (4,5).

8. Substancje tworz¹ce trwa³e kompleksy chelatowe z wielowartoœciowymi jona-
mi metali, przez co znosz¹ katalityczny wp³yw tych jonów na reakcje rozk³adu sub-
stancji chemicznych (np. wersenian disodu).

Niezwykle istotna jest technologia sporz¹dzania p³ynów do przeszczepów. Mu-
sz¹ one spe³niaæ bezwzglêdne wymagania dla leków parenteralnych tzn. ja³owoœæ,
apirogennoœæ, brak cz¹stek nierozpuszczalnych i brak substancji przeciwdrobno-
ustrojowych. Ponadto powinny byæ izohydryczne i izojoniczne.

Obecnie stosuje siê dwa sposoby przechowywania narz¹dów: w prostej hipoter-
mii oraz metod¹ ci¹g³ej perfuzji pulsacyjnej w hipotermii. Pierwszy sposób polega
na wyp³ukaniu naczyñ zimnym p³ynem konserwuj¹cym i przechowaniu w nim na-
rz¹du w obni¿onej temperaturze, natomiast drugi dodatkowo wymaga zastosowa-
nia pompy z przep³ywem pulsacyjnym (1,8). Standardowymi roztworami stosowany-
mi obecnie w Polsce do p³ukania i przechowywania narz¹dów s¹ p³yny: ViaSpan®

(p³yn Belzera, University of Wisconsin – UW), HTK (p³yn Bretschneidera, Custo-
diol®), p³yn Collinsa (EuroCollins) i rzadziej Celsior®.

Jednym z pierwszych p³ynów opracowanych do przechowywania narz¹dów
w prostej hipotermii by³ roztwór EuroCollins (1). Przypomina on p³yn wewn¹trzko-
mórkowy (tab.), ze wzglêdu na wysokie stê¿enie potasu i niskie sodu. W swoim
sk³adzie zawiera m.in. diwodoro- i wodorofosforan potasu, które stanowi¹ skutecz-
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nie dzia³aj¹cy bufor jonu wodorowego (1). P³yn ten pozwala na skuteczne przecho-
wywanie nerek w hipotermii do 48 godzin. Jest ma³o skuteczny w przypadku perfu-
zji i reperfuzji du¿ych narz¹dów, ze wzglêdu na naczynioskurczowe dzia³anie wyso-
kiego ³adunku potasu (100-130 mM) (4). Równie¿ zawarta w p³ynie glukoza wp³ywa
negatywnie na przechowywanie w¹troby, gdy¿ przenika do hepatocytów, gdzie pro-
ces fosforylacji do glukozo-6-fosforanu jest aktywowany przez glukokinazê. W efek-
cie enzym ten nie jest hamowany przez glikozo-6-fosforan i glukoza zostaje zmeta-
bolizowana do kwasu mlekowego (2). P³yn EuroCollins jest powszechnie stosowany
w Europie do przechowywania nerek (4), a przede wszyskim p³uc (15).

Stosunkowo uniwersalnym p³ynem jest roztwór HTK (Custodiol) (tab.) opracowa-
ny przez Bretschneidera. Jego nazwa pochodzi od pierwszych trzech liter zwi¹zków
wchodz¹cych w sk³ad p³ynu (histydyna, tryptofan, kwas �-ketoglutarowy). P³yn za-
wiera niskie stê¿enie jonów potasu i sodu (odpowiednio 9 i 15 mM), natomiast du¿e
stê¿enie jonów chloru (50 mM). Ma nisk¹ lepkoœæ, dziêki czemu ³atwo przenika do
mikrokr¹¿enia. Pocz¹tkowo by³ stosowany do kardioplegii, a obecnie wykorzysty-
wany jest do pobrañ wielonarz¹dowych, w tym przede wszystkim nerek i w¹troby.
Znalaz³ równie¿ zastosowanie do przechowywania przeszczepów ¿ylnych (do po-
mostowania naczyñ wieñcowych). Pozwala na bezpieczne przechowywanie nerek
pobranych od dawców z bij¹cym sercem do 48 godzin, a w¹troby do 12 godzin.
Udowodniono, ¿e przechowywanie nerki w Custodiolu daje lepsze rezultaty ni¿
w p³ynie EuroCollins. Jest skuteczniejszy w zapobieganiu spadkowi ATP oraz wzro-
stowi stê¿enia mleczanów. Ponadto konserwacja nerek w p³ynie EuroCollins mo¿e
powodowaæ zmiany w k³êbuszkach nerkowych i skurcz naczyñ (4).

Stosunkowo uniwersalne dzia³anie wykazuje opracowany w 1986 r. przez zespó³
Belzera i Southarda p³yn UW (ViaSpan) (tab.). Jest to roztwór wewn¹trzkomórkowy,
w którym priorytetowymi i wczeœniej nie stosowanymi w p³ynach sk³adnikami s¹
skrobia hydroksyetylowana-HES (osmotyczny koloid, utrzymuj¹cy p³yn w przestrze-
ni wewn¹trznaczyniowej), mleczan potasu i rafinoza (czynniki dzia³aj¹ce przeciw
obrzêkowi komórek) (4). HES jest hydroksylowanym polimerem glukozy o masie
cz¹steczkowej równej 150 000-350 000 D. Jej g³ówn¹ zalet¹ jako koloidu jest mniej-
sza zmiana w œródb³onku naczyñ organu w trakcie perfuzji w porównaniu z p³ynami
zawieraj¹cymi albuminy (1). Negatywnym czynnikiem natomiast w porównaniu do
albumin jest jej stosunkowo wysoka cena, co podnosi koszt p³ynu o blisko 30% (4).
Jest jednak kilka prac w których autorzy twierdz¹, ¿e brak tego koloidu w p³ynie
ViaSpan nie pogarsza jakoœci prze¿ycia przechowywanych organów (4). P³yn ten jest
stosowany do prezerwacji w¹troby, trzustki, nerek, jelita cienkiego i serca. Jednak
jego wykorzystywanie w kardioplegii jest dosyæ dyskusyjne. Na podstawie przepro-
wadzonych badañ dowiedziono, ¿e zastosowanie go do prezerwacji w warunkach
laboratoryjnych daje bardzo dobre wyniki, natomiast osi¹gane w warunkach klinicz-
nych rezultaty nie s¹ zadowalaj¹ce (16). Jedn¹ z potencjalnych przyczyn jest byæ
mo¿e wysokie stê¿enie potasu, mog¹ce powodowaæ uszkodzenie œródb³onka na-
czyñ wieñcowych (17). Wykazuje jednak wysok¹ skutecznoœæ w prezerwacji nerek
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w porównaniu z EC lub HTK. Od blisko 15 lat jest najczêœciej stosowanym p³ynem
do prezerwacji i perfuzji w¹troby (9).

P³yn Celsior (tab.) jest wykorzystywany w kardioplegii. Umo¿liwia on przechowy-
wanie serca przez 4-6 godzin (4). Mo¿e byæ stosowany do prezerwacji organu wy-
³¹cznie metod¹ prostej hipotermii (10). Celsior jest roztworem zewn¹trzkomórko-
wym, charakteryzuj¹cym siê du¿¹ pojemnoœci¹ buforow¹ (kwasowa w przybli¿eniu
11 mmol, zasadowa 7 mmol) (10). Jego sk³ad umo¿liwia zahamowanie wzrostu stê-
¿enia jonów wapnia w miêœniu sercowym, przeciwdzia³anie obrzêkom komórek, za-
pobieganie kwasicy wewn¹trzkomórkowej i ochronê przed szkodliwym dzia³aniem
wolnych rodników (4). Wykonano badania, z których wynika, ¿e jego skutecznoœæ
w prezerwacji serca jest porównywalna z Custodiolem (HTK) (10). Przeprowadzono
szereg prób przechowywania w¹troby i nerek w tym p³ynie, jednak EuroCollins,
HTK i ViaSpan, jak siê okaza³o, by³y skuteczniejsze (4).

Mimo wielu sukcesów osi¹gniêtych w dziedzinie sporz¹dzania p³ynów do prze-
szczepów, nadal prowadzone s¹ badania nad ustaleniem optymalnego sk³adu p³ynu,
który zapewni³by d³u¿szy czas prze¿ycia graftu w jak najlepszej formie, poprzez mi-
nimalizacjê skutków niedokrwiennego uszkodzenia organów i skutecznego podjê-
cia funkcji w ustroju biorcy.

W naszym zespole prowadzone s¹ intensywne badania nad innowacyjnym p³y-
nem Biolasolem BM. Podstaw¹ okaza³o siê wprowadzenie do naszego p³ynu hormo-
nu w postaci prolaktyny, jonów magnezu w postaci fumaranu magnezu oraz cyste-
iny. Dokonano porównania jego skutecznoœci z p³ynem Celsior na izolowanym sercu
œwini. Stwierdzono, ¿e skutecznoœæ obu p³ynów w czasie prezerwacji tego organu
jest podobna.

Wykonano równie¿ szereg badañ na izolowanej w¹trobie œwini i królika. Stwier-
dzono, ¿e zawarta w p³ynie prolaktyna istotnie wp³ywa na poprawê wskaŸników
biochemicznych i funkcjonalnych narz¹du. Na podstawie analizy statystycznej wyni-
ków badañ wykazano, ¿e spowalnia ona proces cytolizy komórek w¹trobowych, co
mo¿e œwiadczyæ o jej w³aœciwoœciach hepatoprotekcyjnych.

Sk³ady prezentowanych p³ynów do prezerwacji przedstawiono w tabeli (10-14).

T a b e l a

Sk³ad p³ynów do prezerwacji [mM]

EuroCollins HTK UW Celsior

1 2 3 4 5

adenozyna – – 5 –

allopurinol – – 1 –

chlorek magnezu – 4 – 13

chlorek potasu 15 9 – 15

chlorek sodu – 15 – –

chlorek wapnia – 0,015 – 0,25
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deksametazon (mg/l) – – 8 –

glutation – 3 3

1 2 3 4 5

glukoza 195 – – –

HES (g/l) – – 50 –

histydyna·HCl·H2O – 18 – –

L-histydyna – 180 – 30

insulina (U/l) – 100 –

jednozasadowy fosforan potasu 15 – 5 –

dwuzasadowy fosforan potasu 42,5 – 20 –

jednozasadowy wêglan sodu 10 – – –

kwas L-glutaminowy – – – 20

kwas laktobionowy – – 100 80

kwas �-ketoglutarowy – 1 – –

D-mannitol – 30 – 60

penicylina (U/l) – – 200 –

D-rafinoza·5H2O – – 30 –

siarczan magnezu·7H2O – – 10 –

L-tryptofan – 2 – –

wodorotlenek sodu – – – 100

wodorotlenek potasu – – 100 –

pH 7,3 7,2 7,4 7,3

osmolarnoœæ (mOsm/l) 375 310 320 320-360
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