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Plyn do perfuzji i prezerwacji narzadow i sposob jego wytwarzania

Przedmiotem wynalazku jest plyn do perfuzji 1 prezerwacji
narzadoéw 1 tkanek znajdujacy zastosowanie do pobierania, plukania 1
przechowywania narzadow 1 tkanek przeznaczonych do przeszczepien i

sposob jego wytwarzania.

Znane sg ptyny do pobierania, perfuzji 1 prezerwacji narzaddéw
typu wewnatrzkomoérkowego zawierajace w skladzie wysokie stezenie
potasu, magnezu, fosforanéw Iub typu zewnatrzkomorkowego
zawierajace wysokie stezenie jondéw sodowych, chlorkéw, a niskie
stezenie jondéw potasowych. W sktad ptynéw wchodzg takze substancje
osmotycznie 1 onkotycznie czynne w postaci hydroksyetylowanej skrobi,
dekstranu, polietylenoglikolu, rafinozy, sacharozy czy mannitolu,
zapobiegajace obrzekowi komérek oraz przestrzeni
zewnatrzkomorkowej, uktady buforujgce w postaci  fosforanow,
weglanéw utrzymujace wartos¢ pH w granicach 7,2 — 7,5, substancje
bedace zrédlem energii w postaci glukozy, fruktozy, sacharozy, substraty
ATP w postaci adenozyny, adeniny, rybozy, antyoksydanty np. glutation,
witaminy C 1 E, cysteina i jej pochodne, a takze hormony — insulina,

deksametazon, tyroksyna.

Znany z opisu patentowego nr PL205012 pltyn do perfuz;i,
prezerwacji 1 reperfuzji narzadow i tkanek zawiera w sktadzie dekstran
70, glukoze, cytrynian trisodu, edytynian sodu, chlorek potasu, fumaran
magnezu, wodorowgglan sodu, chlorek wapnia jest ptynem
zewnatrzkomérkowym zawiera bowiem 110 mmoli jonéw sodowych 1

10 mmoli jonéw potasowych o osmolarnosci 330 mOsm/l oraz pH 7 4.
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Jako substancje stymulujaca skuteczne dzialanie plynu zawiera

prolaktyne $winska w ilosci 50 — 5000 ug/litr.

Znany jest réwniez komercyjny preparat o nazwie Biolasol (Biochefa,
Polska) zawierajacy w sktadzie dekstran 70 kDa — 0,7 mmol; glukoze
bezwodng — 167 mmol; cytrynian tri-sodu dwuwodny — 30 mmol;
edetynian di-sodu — 5 mmol; chlorek potasu — 10 mmol; fumaran
magnezu czterowodny — 5 mmol; wodoroweglan sodu — 5 mmol; chlorek

wapnia szesciowodny — 0,5 mmol.

Plyn do perfuzji 1 prezerwacji narzadéw 1 tkanek wedlug wynalazku
zawiera dekstran 70 kDa, glukoze, cytrynian trisodu, edetynian disodu,
chlorek potasu, fumaran magnezu, wodoroweglan sodu, chlorek wapnia
oraz substancje stymulujacg wybrang sposrdéd rekombinowanej ludzkiej
somatotropiny, ludzkiej choriogonadotropiny albo prolaktyny w ilosci od
0,01 do 49 pg/litr oraz albumine w 1losci od 1 do 100 mg/litr. Korzystnie,
ptyn zawiera ludzka rekombinowang somatotroping w ilosci od 0,1 do 10
ug/litr 1/lub ludzka albuming w 1losci od 1 do 100 mg/litr. Zawartos¢
ludzkiej rekombinowanej prolaktyny wynosi korzystnie od 0,01 do 10
ug/litr pltynu, a jeszcze korzystniej od 0,1 do 5 ug/litr ptynu. Prolaktyna
swinska moze znajdowac¢ si¢ w ptynie w ilosci od 0,1 do 50 pg/litr ptynu,
a korzystniej w 1losci od 0,5 do 5 pg/litr ptynu, przy czym w tym
korzystnym przyktadzie wykonania zawarto$¢ albuminy wynosi od 5 do
50 mg/litr plynu. Korzystna zawarto$¢ ludzkie choriogonadotropiny
wynosi od 0,01 do 10 pg/litr plynu, a bardziej korzystnie od 0,1 do 5
ug/litr plynu przy czym w tym korzystnym przykladzie wykonania
dodatek albuminy wynosi od 5 do 50 mg/litr ptynu, a dekstranu 70 od 5,0
do 25 g/litr.
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Sposéb wytwarzania ptynu do perfuzji i prezerwacji narzadow 1
tkanek wedlug wynalazku polega na rozpuszczeniu skladnikéw w
wodzie do iniekcji, w warunkach zapewniajacych jatowos¢ i nicobecnos¢
endotoksyn, doprowadzeniu roztworu do wartosci pH 7,1-7,5, korzystnie
przez dodanie wodorotlenku sodu lub wodorotlenku potasu lub kwasu
solnego, oraz poddanie roztworu sterylnej filtracji. Tak sporzadzony
ptyn przechowuje si¢ w warunkach chroniacych przed $wiattem w
temperaturze 2 — 8°C w ciagu 24 miesiecy lub w temperaturze 12 — 25°C

w ciggu 12 miesiecy. Osmolarno$¢ ptynu wynosi od 290 do 340 mmoli/l.

Zaleta wynalazku jest zmniejszenie stosowanego stezenia hormonu do
0,1 — 1 upg/htr ptynu, a takze zapewnienie trwatosci substancji
stymulujacej w plynie oraz skutecznosci jej dziatania leczniczego dzigki

zastosowaniu w skladzie albuminy.

Wstepne doniesienia wskazuja, ze terapia substancjg stymulujaca
wybrana spos$rod rekombinowanej ludzkiej somatotropiny, ludzkiej
choriogonadotropiny albo ludzkiej prolaktyny moze poprawic
regeneracje watroby oraz by¢ pomocna przy transplantacji trzustki u
chorych na cukrzyce typu I. Badania modelowe na 1zolowanych nerkach
swini wykazaly, ze wzbogacenie plynu Biolasol — somatotroping w
polaczeniu z albuming zwicksza skutecznos$¢ perfuzji 1 prezerwacji
nerek, w tym zmniejsza obrzek narzadu o 11%, zwigksza zdolnos¢
komorek do transportu glukozy. Jednoczesnie w procesie perfuzji
obserwuje si¢ spadek stezenia enzymdw (ALT, AST, LDH) uwalnianych
po destrukcji narzadu jako skutek jego niedokrwienia i niedotlenienia. Po
zastosowaniu  somatotropiny, obnizenie uwalnianych enzymdw
bedacych réwniez enzymami mitochondrialnymi, $wiadczy o

zachowaniu integralnosci bton tych organelli co umozliwia przywrdcenie
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funkcji narzadu po jego wszczepieniu dawcy. Dodatek hormonu
polepsza dynamike plukania pobranego narzadu. Droznos$¢ naczyn
zostaje zachowana. Ponadto somatotropina sprzyja
wewnatrzkomorkowemu mechanizmowi  ochrony niedotlenionych
komorek przed destrukcyjnym dzialaniem enzymow i oksydantow.
Zastosowanie somatotropiny: leczenie substytucyjne kartowatosci
przysadkowej, przyspieszenie gojenia ran pooperacyjnych, leczenie
odlezyn, poparzen, zlamania kosci, zespol Turner’a i w wieku
podeszlym. Somatotropina jest swoista gatunkowo, wspotdziata z IGF-
1. Aktywnos¢ biologiczna somatotropiny — 5 TU/mg; a 1 TU hGH = 200
ug. Somatotropina wplywa na przemiang biatek, weglowodanow,
lipidéw, nukleotydéw, przemiang mineralng, a w szczegolnosci w
kosciach. Zwigksza przyswajanie fosforandéw, sodu, potasu i chloru.
Odktada wapn w kosciach. Zmniejsza zuzycie glukozy, wzmaga lipolize,
pobudza diurez¢, zwicksza wydzielanie insuliny, pobudza wydzielanie

mleka 1 spermatogenezg.

Zaleta ptynu jest zwigkszona funkcjonalnos¢ ptynu w prezerwacji

narzadoéw oraz wigksze bezpieczenstwo stosowania dla biorcy narzadow.

Skutecznos$¢ proponowanych rozwigzan polegajaca na dodaniu do ptynu
niskiego stezenia  substancji  stymulujacej wybrane;  sposréd
somatotropiny, choriogonadotropiny albo prolaktyny oraz niskiego
stezenia albuminy pokazano w badaniach modelowych na izolowanych
nerkach w obnizeniu uwalniania wybranych markerow oraz
zmniejszeniu obrz¢ku narzadu. Skutecznos$¢ opracowanej modyfikacji
badano w procesie 30 minutowej perfuzji, 24 godzinnej prezerwacji i 30

minutowe] reperfuzji plynem Biolasol zawierajacym w skladzie rozne
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stezenia somatotropiny lub somatotropiny i albuminy lub rézne st¢zenia

albuminy.
Wynalazek przedstawiono w ponizszych przyktadach wykonania.
Przyktad I.

Do 1 litra plynu Biolasol dodawano Iludzka rekombinowana
somatotroping w ilosci 1,0 pug lub 0,1 ug lub 0,01 ug lub bez dodatku.
Swiezo pobrane nerki preparowano, ptukano i przechowywano w ptynie
Biolasol bez dodatku hormonu (grupa kontrolna) lub plynem
zawierajacym odpowiednio 1,0 ug somatotropiny na 1 litr (grupa badana
1) lub 0,1 ug somatotropiny (grupa badana 2) lub 0,01 ug somatotropiny
(grupa badana 3), przy czym uzyto po sze$¢ nerek w kazdej z grup. Proby
perfundatow (pltynu zebranego podczas ptukania nerek) pobierano w
czasie: PO; P5 1 P30 minut, a nastepnie po 24 godzinnej prezerwacji (P24
h) 1 w czasie reperfuzji (RO 1 R30 minut) 1 w perfundatach oznaczano
aktywnos$¢ enzymow: ALT, AST i LDH, stezenie jonow sodu i potasu
oraz kreatyning 1 warto§¢ pH. Wykazano, ze optymalne dziatanie
wywiera dodanie 0,1 pg somatotropiny do ptynu Biolasol, w tym
obnizenie wszystkich parametréw badanych markeréw co swiadczy o
skutecznosci dodania somatotropiny do ptynu Biolasol. Wyniki

zestawiono w tabeli 1.

Tabela 1. Wptyw dodatku somatotropiny do pltynu Biolasol na wybrane

markery w perfundatach nerek

PLYN BIOLASOL + 1,0 ug/l SOMATOTROPINY

Cza | ALT | AST LDH | Kreatyni Na K pH

S [un1j | [umnj [UA1] na [mmol/l] | [mmo
[mg/dl] 1]




PO” | 3348 | 140+2 | 682+21 | 2,8+1,3 67+6 1442 | 7,240,
0 5 1
P57 | 3941 | 66+14 | 569+25 | 2,3+1,0 | 72421 | 14+4 | 7,140,
2 2 1
P30 | 3348 | 36+10 | 229412 | 0,4+0,2 6546 11+1 | 7,340,
’ 0
P24 | 4041 | 2748 | 169498 | 0,4+0,2 10048 | 11+1 | 7,440,
h 1
RO” | 6749 | 90+32 | 360+48 | 0,3+0,1 11848 | 13+1 | 7,240,
1
R30 | 5847 | 42411 | 118643 | 0,3+0,3 | 128+14 | 1443 | 7,440,
’ 63 0
PLYN BIOLASOL + 0,1 pg/l SOMATOTROPINY
Cza | ALT | AST LDH | Kreatyni Na K pH
S [un1j | [umnj [UA1] na [mmol/l] | [mmo
[mg/dl] 11]
PO” | 3647 | 44+7 | 521+44 | 4,645,1 60+10 | 1342 | 7,240,
3 1
P57 | 3541 | 59417 | 399+17 | 2,842,3 5948 11+2 | 7,140,
2 8 1
P30 | 2341 | 32423 | 193412 | 0,3+0,3 53+4 10+2 | 7,340,
’ 1 5 1
P24 | 2948 | 35+10 | 119427 | 0,540,1 | 131+17 | 1242 | 7,540,
h 1
RO” | 3349 | 48424 | 630+34 | 0,8+0,7 | 137418 | 1442 | 7,240,
0 0




R30 | 2341 | 38421 | 324483 | 0,2+0,1 13549 | 1444 | 7,440,
’ 0 1
PLYN BIOLASOL + 0,01 ug/l SOMATOTROPINY
Cza | ALT | AST LDH | Kreatyni Na K pH
S [un1j | [umnj [UA1] na [mmol/ | [mmol/
[mg/dl] 1] 1]
PO” | 2241 | 2545 | 393420 | 2,4+40,3 11545 | 1343 | 7,340,
0 7 1
P5” | 8746 | 60+16 | 395424 | 2,540,6 | 120+10 | 12+2 | 7,340,
8 1
P30 | 34+1 | 2844 | 177+11 | 1,94+0,5 124+18 | 13+2 | 7,340,
’ 0 9 1
P24 | 56+1 | 41+11 | 164+61 | 1,8+0,3 | 116+10 | 13+2 | 7,540,
h 9
RO | 2744 | 2947 | 497+18 | 0,840,1 | 130415 | 1344 | 7,340,
3 1
R30 | 2743 | 2246 | 274410 | 0,6+0,1 | 107432 | 10+1 | 7,340,
’ 4 1
Przyktad II.

Do ptynu Biolasol dodawano ludzka rekombinowana somatotroping (rh-
GH) w 1losci 1,0 pg/l (grupa badana 1) lub mieszaning somatotropiny w
1,0 ug/l 1 10 mg/1 albuminy (grupa badana 2) lub Biolasol bez dodatkow
(grupa kontrolna). Swiezo pobrane nerki od $win (w rzezni) plukano
schtodzonym do temeratury 4°C odpowiednim pltynem. Perfundaty
pobierano po czasie: PO; P5 1 P30 minut po perfuzji, po 24 godzinach

prezerwacji w temperaturze 4°C oraz w czasie reperfuzji: RO i R30 minut.
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W perfundatach oznaczano warto$¢ pH, aktywnos¢ enzymow ALT,

AST, LDH oraz stezenie jonow sodu 1 potasu. Mase nerek okreslano

przed perfuzja i po reperfuzji w celu okreslenia wielkosci obrzeku.

Uzyskane wyniki wskazujg, ze zastosowanie do perfuzji 1 prezerwacji

nerek mieszaniny somatotropiny z albuming jest najbardziej skuteczne.

Obrzgk nerek w badanej grupie 2 wynosit tylko 27%. Zawartos¢
uwolnionego enzymu AST obnizyla si¢ do 14,4%, a LDH do 22,8%.

Stezenie sodu 1 potasu oraz warto$¢ pH nie ulegaty istotnym statystycznie

zmianom. Uzyskane wyniki zestawiono w tabelach 2 - 8

Tabela 2. PLYN BIOLASOL + SOMATOTROPINA + ALBUMINA

(obrzek nerek)
Czas Biolasol + 1ug/l th-GH | + 1ug/l th-GH + 10 mg/1
Albumina
Obrzek 39+21 4542 2849
[%]

Tabela 3. PLYN BIOLASOL + SOMATOTROPINA + ALBUMINA

(ALT)
Czas Biolasol + Tug/l th-GH + Tug/l th-GH + 10 mg/1
Albumina
PO’ 4,0+1,0 8,5+2,5 4,4+3,2
P5’ 4,3+3,0 3,5+1,4 5,5+4,3
P30’ 3,4+1,0 2,6+0,5 5,643,1
P24 h 2,9+1,4 7,7+6,7 6,2+1,2




RO’

13,5+1.,5

14,4+2,1

4,8+2,0

R30°

15,0+2,4

13,4498

4,1+1,2

Tabela 4. PLYN BIOLASOL + SOMATOTROPINA + ALBUMINA

(AST)
Czas Biolasol + Tug/l th-GH + Tug/l th-GH + 10 mg/1
Albumina
PO’ 38,0+21,0 58,8+25,7 55,9+30,8
P5’ 22,0+10,7 17,048,5 30,0+24,1
P30’ 9,2+4.5 5,7+2.,8 13,6+12,6
P24 h 11,5+7,4 12,8+1,0 15,3+1,0
RO’ 29,4423 39,8+20,0 33,449,0
R30° 26,5+3,3 71,1+50,6 8,2+6,4

Tabela 5. PLYN BIOLASOL + SOMATOTROPINA + ALBUMINA

(LDH)
Czas Biolasol + Tug/l th-GH + Tug/l th-GH + 10 mg/1
Albumina
PO’ 5744120 482+102 5144255
P5’ 4784204 5124181 264+129
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P30’ 364+92 245+81 150+104
P24 h 354+144 459+42 194+117
RO’ 603+279 587+113 321496
R30° 293+220 553+166 117+1,4

Tabela 6. PLYN BIOLASOL + SOMATOTROPINA + ALBUMINA

(JONY SODU)
Czas Biolasol + Tug/l th-GH + Tug/l th-GH + 10 mg/1
Albumina
PO’ 61,3+15,1 71,242,3 51,2+7,3
P5’ 59,1+10,6 70,045,5 53,6+10,7
P30’ 59,5+14,1 70,9+7,2 58,0+10,7
P24 h 58,0+12,3 66,1+8,4 58,5+8,8
RO’ 59,5+10,3 61,3+3,2 53,2+0,5
R30° 59,0+17,2 64,4+3,3 48,7+6,1

Tabela 7. PLYN BIOLASOL + SOMATOTROPINA + ALBUMINA

(JONY POTASU)
Czas Biolasol + Tug/l th-GH + Tug/l th-GH + 10 mg/1
Albumina
PO’ 4,6+1,8 4,9+0.4 5,6+1,2
P5’ 4,2+1,1 3,7+0,3 4,4+0,7
P30’ 3,6+1,2 3,5+0,3 3,940,8
P24 h 4,8+1,8 4,2+40,6 4,4+0,5
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RO’

5,4+0.,8

4,4+0,5

5,7+0,9

R30°

4,0+1,1

4,1+0,5

3,7+0,6

Tabela 8. PLYN BIOLASOL + SOMATOTROPINA + ALBUMINA

(WARTOSC pH)
Czas Biolasol + Tug/l th-GH + Tug/l th-GH + 10 mg/1
Albumina
PO’ 6,9+0,2 6,8+0,1 7,2+0,1
P5’ 6,8+0,2 6,8+0,0 7,0+0,1
P30’ 7,1+0,5 7,1+0,1 6,9+0,1
P24 h 6,9+0,3 7,1+0,2 6,9+0,0
RO’ 6,6+0,4 6,7+0,0 6,8+0,1
R30° 6,9+0,5 6,9+0,1 6,9+0,0
Przyktad III.

Do ptynu Biolasol dodawano albumine ludzka w 1losci 1,0 mg/l ptynu

lub 10 mg/l lub 100 mg/l lub ptyn bez dodatku albuminy (grupa

kontrolna). Po procedurze plukania i 24 godzinnej prezerwacji nerek

swinskich (przygotowanych zgodnie z metodyka) oznaczano zmiany

masy nerek. Stwierdzono, ze najmniejszy obrzek (45%) uzyskano przy

ptukaniu 1 przechowywaniu nerek w plynie z albuming w stezeniu 10

mg/l ptynu. Uzyskane wyniki byly istotnie znamienne statystycznie.

Rowniez szybkos$¢ plukania nerek byla najszybsza co $wiadczy o

dobrych parametrach pltynu. Optymalne

byly takze wartos¢ pH i
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osmolarnosci przy zawartosci albuminy na poziomie 10 mg/l ptynu

Biolasol. Uzyskane wyniki zestawiono w tabelach 9 — 11.

Tabela 9. PLYN BIOLASOL + ALBUMINA (obrzek nerek)

Czas Biolasol + 1 mg/ml + 10 mg/ml | + 100 mg/ml
Albumina Albumina Albumina
Obrzek 66+16 53421 45+15 67420
[%]

5 Tabela 10. PLYN BIOLASOL + ALBUMINA (warto$¢ pH

perfundatow)
Czas Biolasol + 1 mg/ml + 10 mg/ml + 100 mg/ml
Albumina Albumina Albumina
PO’ 7,4+0,3 7,3+0,2 7,54+0,4 6,9+0,1
P5’ 7,4+0,2 7,3+0,2 7,340,3 7,0+0,1
P30’ 7,6+0,2 7,5+0,2 7,5+0,3 7,240,1
P24 h 7,4+0,1 7,4+0,1 7,240,2 7,0+0,1
RO’ 7,240,3 7,1+0,1 7,4+0,5 6,8+0,1
R30° 7,5+0,1 7,4+0,2 7,4+0,3 7,1+0,1
Tabela 11. PLYN BIOLASOL + ALBUMINA (osmolarnosc)
Czas Biolasol + 1 mg/ml + 10 mg/ml + 100 mg/ml
Albumina Albumina Albumina
PO’ 34745 34849 35143 350+13
P5’ 340+12 33845 34145 34448
P30’ 33445 33543 33943 33945
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P24 h 336+4 337+2 340+4 323422

RO’ 347+6 34645 34646 334+16

R30° 33243 33443 33345 332+4
Przyktad IV.

Badano dynamike zmian zawartosci ludzkiej rekombinowane;j
somatotropiny (rh-GH) dodanej do plynu Biolasol (grupa kontrolna) lub
rh-GH z ludzka albuming odpowiednio w ilosci 1 ug/l rth-GH i 10 mg/1
ludzkiej Albuminy (grupa badana) w procesie 30 minutowej perfuzji, 24
godzinnej prezerwacji 1 30 minutowej reperfuzji swinskich izolowanych
ex vivo nerek przygotowanych jak opisano w przyktadzie I. Zawartos¢
rh-GH oznaczano metoda IRMA przy czulosci metody 100 pg/ml.
Wykazano, ze w grupie kontrolnej w procesie perfuzji wchtania sie tylko
~14% hormonu, a w grupie badanej ponad 87%. Po 24 godzinach
prezerwacji wchlania si¢ w grupie kontrolnej ponizej 1% rh-GH, a w
grupie badanej] 91% tego hormonu. W czasie reperfuzji w grupie
kontrolnej wchtanianie hormonu jest na poziomie 60%, a w grupie
badanej wynosi 95%. Uzyskane wyniki wskazuja, ze chociaz rh-GH jest
hormonem swoistym gatunkowo to jednak nerka $winska jest zdolna do
jego wychwytu szczegdlnie w obecnosci ludzkiej albuminy. Uzyskane

wyniki zestawiono w tabeli 12.

Tabela 12. Zawartos$¢ ludzkiej rekombinowanej somatotropiny (rth-GH)

w perfundatach nerek ptukanych zmodyfikowanym ptynem Biolasol [%]
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Czas | + 1 pg/l rh-GH + rh-GH + 10
mg/1 ludzkiej
Albumina

PO’ 100,00 9,03
P5’ 88,55 12,58
P30’ 96,77 12,10
P24 h 99,35 9,03
RO’ 42,74 7,74
R30° 39,35 4,68

Przyktad V.

18 $wiezo pobranych nerek z rzezni preparowano, plukano 1
przechowywano w plynie ,,Biolasol”. Do ptynu ,Biolasol” dodawano
choriogonadotroping w ilosci 1,0 pug/1 litr (grupa badana 1) lub 0,1 pug/1
litr (grupa badana 2) plynu. Préby perfundatow (z plukania nerek)
pobierano w czasie: PO’; P51 P30’ a nastepnie po 24 h prezerwacji (P24
h), w czasie reperfuzji (R0’ 1 R30%), po 48 h prezerwacji (P48 h)oraz
powtornej reperfuzji (R0O’; R30%) (tylko grupa badana 1). W pobranych
probkach oznaczano aktywno$¢ wybranych enzyméw — ALT, AST,
LDH, stezenie jondéw sodu 1 potasu oraz kreatyning 1 warto$¢ pH.

Uzyskane wyniki przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1. Wplyw dodatku hCG do ptynu ,,Biolasol” na wybrane markery

w perfundatach nerek

PLYN BIOLASOL (KONTROLA)
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Czas | ALT AST LDH Na K pH
[UAN] [UA1] [UAN] [mmol/l] | [mmol
N]

PO” | 4,0+1,0 | 38,0421, | 574+12 | 61,3+15,1 | 4,641, | 6,9+0,
0 0 8 2

P5* | 4,3£3,0 | 22,0410, | 478420 | 59,1+10,6 | 4,2+1, | 6,840,
7 4 1 2

P30° | 3,4+1,0 | 9,2+4,5 | 364492 | 59,5+14,1 | 3,6+1, | 7,140,
5

P24 | 29+1.4 | 11,5474 | 354+14 | 58,0+12,3 | 4,841, | 6,9+0,
h 4 3

RO” | 13,541, | 29,4+2.,3 | 603427 | 59,5+10,3 | 5,440, | 6,640,
5 9 4

R30 | 15,042, | 26,5+3,3 | 293422 | 59,0+17,2 | 4,041, | 6,940,
’ 4 0 1 5

PLYN BIOLASOL + 1ug/l hCG
Czas | ALT AST LDH Na K pH
[UAN] [UA1] [UAN] [mmol/l] | [mmol
N]

PO’ 2948 3848 554422 135+14 | 22410 | 7,640,
5 3

P5” | 29+10 50+32 | 310+21 125+15 1249 | 7,840,
2 3

P30° | 1845 26+4 195+54 117+14 1847 | 8,040,
2

P24 | 2743 30+11 143+10 11945 13+1 | 7,640,
h 6 3
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RO” | 30+12 29+1 462+28 125+7 15+0 | 7,4+0,
0

R30 | 25+10 20+1 155+14 115+17 15+1 | 7,5+0,

’ 7 2
PLYN BIOLASOL + 0,1ug/l h\CG
Czas | ALT AST LDH Na K pH
[UAN] [UA1] [UAN] [mmol/l] | [mmol/l]
PO’ | 65+21 38+11 | 202429 69+6 9+0 | 7,7+0,
1

P5” | 98423 75+8 241049 76+6 8+1 7,540,

P30° | 56+11 58420 | 178+69 61+1 8+1 | 7,640,

P24 | 47+17 36+4 53+17 80+22 10+1 | 7,640,
h

RO* | 48+14 48+1 134+40 66+16 11+0 | 7,3+0,

R30 | 30+14 35+6 87+72 72+11 9+0 | 7,540,

Jak wynika z tabeli 1 dodanie 1,0 pg/1 litr hCG do plynu ,Biolasol”
wykazuje stabilizujgce dziatanie na struktury komorkowe nerek. W
przypadku LDH jego uwalnianie jest 4-krotnie nizsze, a enzyméw — ALT
1 AST — 1,5 — 2 razy nizsze. St¢zenie jonow sodu 1 wartos¢ pH utrzymuja
si¢ na stalym poziomie, natomiast st¢zenie potasu si¢ podwyzsza nawet

0 50%. Dawka 0,1 ug hCG na 1 litr ptynu ,,Biolasol” obniza 2-krotnie
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uwalnianie ALT, ponad 2-krotnie LDH oraz o 40% sodu, a nie wptywa

na warto$¢ pH oraz stezenie potasu.

Przykiad VI.

Do ptynu ,,Biolasol” dodawano hCG w ilosci 1,0 ug/l (grupa badana 1)
lub mieszaning hCG w 1,0 ug/l i 10 mg/l albuminy ludzkiej (grupa
badana 2) lub Biolasol bez dodatkéw (grupa kontrolna). Swiezo pobrane
nerki od $win (w rzezni) plukano schtodzonym do temeratury 4°C
odpowiednim ptynem. Perfundaty pobierano po czasie: PO’; P5* 1 P30’
minut po perfuzji, po 24 godzinach prezerwacji w temperaturze 4°C oraz
w czasie reperfuzji: RO 1 R30 minut. W perfundatach oznaczano warto$¢
pH, aktywnos$¢ enzymow ALT, AST, LDH oraz stgzenie jonéw sodu 1
potasu. Uzyskane wyniki wskazujg, ze zastosowanie do perfuzji 1
prezerwacji nerek mieszaniny hCG z albuming jest najbardziej
skuteczne. Obrzek nerek w badanej grupie 2 wynosit tylko 28%.

Uzyskane wyniki zestawiono w tabelach 2 - 8

Tabela 2. PLYN BIOLASOL + hCG (obrzgk nerek)

Biolasol +1 ug/l hCG + 1 ug/l hCG + 10
mg/l Albumina
Obrzek 39+16 50+36 28+9
[%]

Tabela 3. PLYN BIOLASOL +hCG (ALT)
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Czas Biolasol + 1 ug/l hCG + 1 ug/l hCG + 10 mg/l
Albumina

PO’ 4,0+1,0 2,840,7 5,3+1,7

P5’ 4,343,0 3,6+1,8 4,6+2,2

P30’ 3,4+1,0 4,7+2.,8 3,0+0,2
P24 h 2,9+1,4 4,6+0,8 3,6+1.,8

RO’ 13,5+1,5 7,5+3,4 3,6+1,5

R30° 15,0+2,4 3,2+1,1 2,7+0,5

Tabela 4. PLYN BIOLASOL + hCG (AST)

Czas Biolasol + 1 ug/l hCG + 1 ug/l hCG + 10 mg/l
Albumina
PO’ 38,0+21,0 39,743,4 27,4+5,6
P5’ 22,0+10,7 28,4+2.,0 11,7+6,4
P30’ 9,2+4.,5 16,9439 14,8+8,7
P24 h 11,5+7,4 14,0+1,3 17,2+7,0
RO’ 29,4423 76,2+28,1 26,5+12,8
R30° 26,5+3,3 29,8+14,2 23,2+14,0

Tabela 5. PLYN BIOLASOL + hCG (LDH)

Czas Biolasol + 1 ug/l hCG + 1 ug/l hCG + 10 mg/l
Albumina
PO’ 574+120 835+233 612+75
P5’ 478+204 691+236 394+198
P30’ 364+92 370+64 319+242
P24 h 354+144 470+150 444+122
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RO’

603+279

796+176

388+125

R30°

293+220

400+150

266+172

Tabela 6. PLYN BIOLASOL + hCG (JONY SODU)

Czas Biolasol + 1 ug/l hCG + 1 ug/l hCG + 10 mg/l
Albumina
PO’ 61,3+15,1 66,0+2,4 64,2+4,6
P5’ 59,1+10,6 65,4+2,5 63,4+5,7
P30’ 59,5+14,1 65,7+3,5 68,5+8,2
P24 h 58,0+12,3 65,1+2,8 72,5+1,6
RO’ 59,5+10,3 66,8+4,4 65,2+5,4
R30° 59,0+17,2 62,7+5,3 63,3+4,2

Tabela 7. PLYN BIOLASOL + hCG (JONY POTASU)

Czas Biolasol + 1 ug/l hCG + 1 ug/l hCG + 10 mg/l
Albumina

PO’ 4,6+1,8 4,540,5 5,3+1,6

P5’ 4,2+1,1 4,3+0,3 3,6+0,1

P30’ 3,6+1,2 3,8+0,3 4,2+1,0
P24 h 4,8+1,8 4,0+0,4 4,8+1,0

RO’ 5,4+0,8 3,7+0,6 5,1+1,2

R30° 4,0+1,1 3,740,4 3,7+1,2

Tabela 8. PLYN BIOLASOL + hCG (WARTOSC pH)
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Czas Biolasol + 1 ug/l hCG + 1 ug/l hCG + 10 mg/l
Albumina

PO’ 6,9+0,2 6,9+0,1 6,6+0,1

P5’ 6,8+0,2 7,1+0,1 6,6+0,1

P30’ 7,1+0,5 7,4+0,1 6,7+0,1
P24 h 6,9+0,3 6,8+0,3 6,4+0,1

RO’ 6,6+0,4 6,7+0,3 6,3+0,1

R30° 6,9+0,5 7,1+0,1 6,3+0,2

Przyktad VII.

W celu okreslenia mechanizmu dziatania choriogonadotropiny na nerki
sprawdzono stopien wigzania hormonu przez komorki narzadu.
Stwierdzono, ze po dodaniu lug hCG do 1 litra plynu ,Biolasol”,
wigzanie hormonu jest w granicach 62 — 77% (bez albuminy). Dodanie
natomiast do plynu albuminy skutkuje dalszym wychwytem hormonu —
do 86% w czasie reperfuzji. Jest to potwierdzeniem wysokiego
powinowactwa hormonu do graftu. Uzyskane wyniki zestawiono w
tabeli 12.

Tabela 12. Zawartos¢ choriogonadotropiny (hCG) w perfundatach nerek
ptukanych zmodyfikowanym plynem ,,.Biolasol™ [%]

Czas | +1ug/lth-GH | +1 pg/lth-GH + 10
mg/l Albumina
PO’ 27,9 23,2

P5’ 28,4 27,9
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P30’ 38,3 27,9
P24 h 23,9 21,1
RO’ 30,3 15,7
R30° 29,9 21,6
Przyktad VIII.

Do 1 litra ptynu ,Biolasol” dodawano prolaktyne $winska w ilosci 0,001
ug lub 0,01 pg lub 0,1 ug lub 1,0 ug lub 10 pg lub 100 pg. Nerki do
badan pobierano w rzezni od tucznikdéw o masie 100 + 10 kg. Pobrane
nerki umieszczano w schtodzonym pojemniku w ptynie ,Biolasol” 1
przewozono do Zakladu, a nastepnie preparowano. Nerki po zwazeniu
ptukano schlodzonym do 4 — 5°C plynem ,Biolasol” zawierajagcym
odpowiednie 1losci prolaktyny swinskiej. Prébki perfundatow pobierano
w czasie: 0; 5 1 30 minut, a nastepnie po 24 h prezerwacji oraz po
reperfuzji (czas: 0 1 30 minut). W pobranych perfundatach oznaczano
aktywnos¢ enzyméw: ALT, AST 1 LDH, zawarto$¢ sodu i potasu oraz
wartos¢ pH 1 osmolarno$¢. Z przedstawionych danych mozna
wnioskowa¢, ze optymalne stezenie prolaktyny w pltynie ,.Biolasol™ jest
w granicach 0,1 — 1 pg/ litr ptynu. W tabeli 1 przedstawiono wyniki z
badania wplywu stezenia prolaktyny w plynie ,Biolasol” na stopien
obrzgku nerek po 24 h prezerwacji. Wyniki badan wskazuja, ze
najmniejszy obrzek jest przy stezeniu PRL — 1 ug/ 1 litr ptynu ,,Biolasol”™.
W tabeli 2 przedstawiono wplyw dawki PRL w plynie ,Biolasol” na

wybrane markery biochemiczne w perfunadatach.

Uzyskane wyniki zestawiono w tabeli 1.
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Tabela 1. PLYN BIOLASOL + PRL (obrzgk nerek)[%]

Plyn Obrzgk [%]

Biolasol 39+16

Biolasol + 0,001 ug/l 13445
PRL

Biolasol + 0,01 pg/l 88+9
PRL

Biolasol + 0,1 ug/l PRL 62+10

Biolasol + 1 pg/l PRL 3049

Biolasol + 10 ug/l PRL 47+6

Biolasol + 100 pg/l 75+11
PRL

Tabela 2. Wpltyw dodatku PRL do ptynu Biolasol na wybrane markery w

perfundatach nerek

PLYN BIOLASOL (KONTROLA)

Cza | ALT AST LDH Na K pH
S [UAN] [UA1] [UAN] [mmol/l] | [mmol/l
]
PO’ | 4,0+1,0 | 38,0421, | 574+12 | 61,3+15, | 4,6+1,8 | 6,9+0,2
0 0 1
P5” | 4,343,0 | 22,0+10, | 478420 | 59,1+10, | 4,2+1,1 | 6,8+0,2
7 4 6
P30° | 3,4+1,0 | 9,244,5 | 364492 | 59,5+14, | 3,6+1,2 | 7,1+0,5
1
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P24 | 29+1,4 | 11,5474 | 354+14 | 58,0+12, | 4,8+1,8 | 6,9+0,3
h 4 3
RO” | 13,541, | 29,442,3 | 603+27 | 59,5410, | 5,4+0,8 | 6,6+0.4
5 9 3
R30 | 15,042, | 26,5+43,3 | 293422 | 59,0417, | 4,0+1,1 | 6,940,5
’ 4 0 2
PLYN BIOLASOL + 100 pg/l PRL
Cza | ALT AST LDH Na K pH
S [un]j [unj [un]j [mmol/l] | [mmol/l
]
PO | 74421 67+7 415+16 | 13248 15+1,0 | 7,8340,
6 1
P5” | 3549 42412 | 657+11 | 12943 13+1,0 | 7,760,
2 1
P30° | 26+2 3045 209+12 | 12043 11+0,8 | 8,0+0,1
3
P24 | 2445 3148 213414 | 13246 15+2,1 | 7,75+0,
h 1 1
RO’ 2747 38+11 507+12 | 118+11 14425 | 7,54+0,
7 2
R30 | 20+4 2546 381+57 | 119410 | 9419 | 7,65+0,
’ 2
PLYN BIOLASOL + 10 pg/l PRL
Cza | ALT AST LDH Na K pH
S [UAN] [UA1] [UAN] [mmol/1] | [mmol/l

]
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PO | 43+2 54+11 | 526426 | 101+47 | 15+2,0 | 7,38+0,
3 5
P5> | 34+2 42423 | 746415 | 104436 | 13+0,7 | 7,39+0,
5 5
P30° | 44+15 35+2 511429 | 85428 1240,9 | 7,60+0,
6 5
P24 | 36+4 3243 451472 | 85450 1242,0 | 7,580,
h 5
RO> | 50+2 7545 689+12 | 87+16 12+1,0 | 6,5140,
7 7
R30 | 3242 4246 299431 | 89+13 10+0,7 | 6,61+0,
’ 8
PLYN BIOLASOL + 1 ug/l PRL
Cza | ALT AST LDH Na K pH
S [UAN] [UA1] [UAN] [mmol/l] | [mmol/l
]
PO’ | 44428 53422 | 421431 | 101431 | 1949,0 | 7,22+0,
1 1
P5” | 52411 65+13 | 388+25 | 94439 16+9,0 | 7,09+0,
5 1
P30° | 2943 51420 | 194+15 | 87+43 13+7,0 | 7,30+0,
6 1
P24 | 45+17 37+11 | 222487 68+4 11+3,0 | 7,3640,
h 0
RO> | 3047 34+11 | 108+17 69+7 8+1,0 | 7,51+0,
0
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R30 | 2849 2646 90+21 6745 9+0,9 | 7,44+0,
’ 1
PLYN BIOLASOL + 0,1 pg/l PRL
Cza | ALT AST LDH Na K pH
S [UAN] [UA1] [UAN] [mmol/l] | [mmol/l
]
PO’ | 55422 28+6 368+70 | 113+15 | 11+3,0 | 7,1340,
1
P5” | 24+3 28+5 100+48 92+8 10+2,0 | 7,10+0,
1
P30° | 2247 2148 176+48 95+9 8+2,0 | 7,17+0,
1
P24 | 66+12 5849 342422 | 79413 8+1,0 | 8,15+0,
h 2 1
RO> | 28+18 44+19 | 295464 | 90+13 12+4,0 | 8,0340,
2
R30 | 30+14 50437 | 119431 | 99420 10+1,0 | 7,84+0,
’ 1
PLYN BIOLASOL + 0,01 ug/l PRL
Cza | ALT AST LDH Na K pH
S [UAN] [UA1] [UAN] [mmol/l] | [mmol/l
]
PO | 26412 31411 | 225+12 | 84+12 9+3,0 | 7,3840,
1 3
P5” | 43418 43+10 | 214+12 | 90428 9+1,0 | 7,40+0,
0 3
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P30° | 39420 36+7 271412 | 84+24 9+1,0 | 7,5540,
5 2

P24 | 40+5 2748 248+11 | 82+13 9+2,0 | 8,6540,
h 5 4

RO’ 4145 25+10 107437 | 70+12 12+1,0 | 8,25+0,
2

R30 | 37+6 2948 329420 | 88+11 10+1,0 | 8,4610,
’ 4

Przyktad XIX.

Do ptynu ,.Biolasol” dodawano ludzka rekombinowang prolaktyng¢ (rh-
PRL) w ilosc1 1,0 ug/ 1 litr (grupa badana 1) lub 1,0 pg/ 1 litr th-PRL z
10 mg albuminy (grupa badana 2) lub ptyn ,,Biolasol” bez dodatku (grupa
kontrolna). Swiezo pobrane nerki od $win z rzezni ptukano schtodzonym
do temperatury 4°C odpowiednio zmodyfikowanym pltynem. Probki
perfundatow pobierano w czasie: 0; 5 1 30 minut oraz po 24 h prezerwacji
1 po reperfuzji (czas: 01 30 minut). W pobranych perfundatach oznaczano
aktywnos¢ enzymow: ALT, AST 1 LDH, warto$¢ pH. Uzyskane wyniki
zestawiono w tabeli 3. Przedstawione wyniki sugeruja, ze
najskuteczniejszy jest dodatek rh-PRL z albumina do ptynu ,.Biolasol”.
Obrzek nerek badano wazac mase nerek przed prezerwacja 1 po reperfuzji
w plynie ,Biolasol” z odpowiednim dodatkiem (tabela 4). Uzyskane
wyniki potwierdzity skutecznos¢ dodawania albuminy do plynu

,.Biolasol”, gdyz w tej grupie obrzek nerek jest najmniejszy (~28%).

Tabela 3. Wptyw dodatku rh-PRL do ptynu Biolasol na wybrane markery

w perfundatach nerek
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PLYN BIOLASOL

Cza | ALT AST LDH Na K pH
S [UAN] [UA1] [UAN] [mmol/l] | [mmol/l
]
PO’ | 4,0+1,0 | 38,0421, | 574+12 | 61,3+15, | 4,6+1,8 | 6,9+0,2
0 0 1
P5” | 4,343,0 | 22,0+10, | 478420 | 59,1+10, | 4,2+1,1 | 6,8+0,2
7 4 6
P30° | 3,4+1,0 | 9,244,5 | 364492 | 59,5+14, | 3,6+1,2 | 7,1+0,5
1
P24 | 29+1,4 | 11,5474 | 354+14 | 58,0+12, | 4,8+1,8 | 6,9+0,3
h 4 3
RO” | 13,541, | 29,442,3 | 603+27 | 59,5410, | 5,4+0,8 | 6,6+0.4
5 9 3
R30 | 15,042, | 26,5+43,3 | 293422 | 59,0417, | 4,0+1,1 | 6,940,5
’ 4 0 2
PLYN BIOLASOL + 1 ug/l th-PRL
Cza | ALT AST LDH Na K pH
S [UAN] [UA1] [UAN] [mmol/l] | [mmol/l
]
PO’ 7+3 66+31 | 812+25 | 59+11 5+1,0 | 7,0+£0,2
3
P5’ 543 34+20 | 665424 | 60+12 4+0,6 | 6,9+0,2
8
P30° | 440 1549 458427 5849 4+0,8 | 7,1+£0,2

4
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P24 4+2 1249 495+28 5547 6+2,8 | 7,0+0,1
h 3
RO’ 5+2 25+17 | 407437 | 59+10 5+2,0 | 6,740,3
1
R30 3+1 16+7 459425 56+11 5+1,9 | 7,0+0,1
’ 0
PLYN BIOLASOL + 1 ug/l th-PRL + 10 mg/l Albumina
Cza | ALT AST LDH Na K pH
S [UAN] [UA1] [UAN] [mmol/1] | [mmol/l
]
PO’ 5+2 1549 363+10 52+2 4+1,2 | 6,540,1
4
P5’ 4+2 9+4 172429 5843 4+0,9 | 6,540,1
P30”| 3+1 5+2 118+52 54+2 3+0,3 | 6,9+0,1
P24 3+1 1245 244432 52+1 5+1,3 | 6,440,1
h
RO’ 4+2 3345 429423 5745 4+2.1 | 6,3+0,0
1 4
R30 3+1 2143 298+89 57+4 4+0,9 | 6,4+0,2

Tabela 4. PLYN BIOLASOL + rh-PRL (obrzek nerek)[%]

Czas Biolasol + 1 ng/l th-PRL + 1 ug/l th-PRL +
10 mg/1 Albumina
Obrzek 39+16 40+6 2849
[%]
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Przyktad X.

Badano dynamike zmian zawartosci ludzkiej rekombinowane;j
prolaktyny (rh-PRL) dodawanej do plynu ,,Biolasol™ (grupa kontrolna)
lub rh-PRL z dodatkiem ludzkiej albuminy (10 mg/1 litr ptynu) (grupa
badana). Izolowane ex vivo nerki §win przygotowano jak opisano w
przyktadzie 1. Zawartos¢ rh-PRL w pobranych probkach oznaczano
metoda IRMA przy czutosci metody 10 pg/ml. Wykazano, ze w grupie
kontrolnej po 30 minutach perfuzji 1los¢ PRL w perfundacie zwigkszyta
sig¢ do 142%, a w procesie 24 h prezerwacji pozostaje bez zmian (97%,),
a podczas reperfuzji zwicksza si¢ nieznacznie do 113% po 5 minucie.
Dodatek do ptynu ,.Biolasol” albuminy manifestuje si¢ wigzaniem PRL
przez nerki tak, ze w perfundacie po 5 minutach jest tylko 40% hormonu,
a 78% w 30 minucie. Obecnos¢ albuminy w plynie ,,.Biolasol” stymuluje
procesy wychwytu hormonu przez narzad. Uzyskane wyniki zestawiono

w tabeli 8.

Tabela 8. Zawarto$¢ prolaktyny w perfundatach nerek plukanych

zmodyfikowanym plynem Biolasol [%]

Czas + 1 ng/l th- + 1 ug/l th-PRL + 10
PRL mg/l Albumina
PO’ 100,0 100,0
P5’ 103,0 394
P30’ 141,9 78,5
P24 h 97,2 47,5
RO’ 113,4 40,9
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R30°

98.6

49,3




