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Descriere:

Inventia se referd la medicind, si anume la o metodd de prevenire sau ameliorare a insuficientei
renale acute la mamifere. Insuficienta renald acutd poate fi provocatd de reducerea fluxului sanguin
renal sau de nefrotoxinele, care cauzeazi necroza celulelor si reduc functia rinichilor.

Este cunoscut ci factorul de crestere de tip insulinic I (IGF-1) poate majora fluxul plasmei renale
si rata filtratiei glomerulare. Intr-adevir, IGF-1 se depisteazi in cazul majoririi filtratiei glomerulare
si fluxului plasmei renale (Guler et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 86: 2868-2872, 1989) si la
stimularea transportului renal de fosfat si plasmd 1,25-dihidroxivitamina Dj (Caverzacio et al.,
Endocrinol., 127: 453-459, 1990). Ulterior, o singurd infuzie de scurtd duratd de IGF la sobolani ce au
indurat foame in decurs de 60-72 ore cauzeazd o crestere stabild a ratei filtratiei glomerulare
(Hirschberg and Koppel, J. Clin. Invest., 83: 326-330, 1989 si Hirschberg et al., J. Clin. Invest., 87:
1200-1206, 1991), iar administrarea IGF-1 oamenilor sporeste rata filtratiei glomerulare si fluxul
plasmei renale (Norman et al., Clin. Sci., 78: 445-450, 1990). In plus, IGF apare la regenerarea
tesutului renal in insuficienta renald acuta postischemica (Coimbra Am. J. Physiol., 259: F438, 1990)
s1 dupa deteriorarile cauzate de nefrotoxina clorurd de mercur.

Este cunoscutd folosirea IGF-1 pentru tratamentul bolilor de rinichi (Guler et al., Acta
Endocrinol., 121: 101-106, 1989; Trends in Endocrinology and Metabolism, 254-260, v. 1, No. 5,
Elsevier Science Pub. Co., 1990 si Patent US 5 106 832, 1992). Administrarea descrisd a IGF-1
oamenilor mareste viteza filtrarii glomerulare i circulatia renala.

Insuficienta renald acutd (IRA) complica evolutia afectiunii la circa 5% din toti pacientii internati
in spital si la 20% pacienti cu tratament intensiv. La 1% din toate cazurile de spitalizare se observa ca
insuficientele renale sunt severe, determindnd cresterea riscului total de sucombare de sase ori.

Sunt cunoscute metode de profilaxie a IRA cu ajutorul preparatelor medicinale.

Terapia curentd include diagnosticul precoce si tratamentul de sustinere, care include echilibrul
fluid, homeostaza electrolitica, dializa pentru oarecare nefrotoxine implicate $i monitorizarea precisa
[1]. In timpul acestei ultime faze, care poate dura siptdmani, pacientul se supune unui risc inalt.
Existd necesitatea elabordrii unui medicament, care ar preveni survenirea IRA in prima instantd sau,
cel putin, ameliorarea efectelor acesteia.

Problema pe care o rezolva inventia este crearea unei metode noi de profilaxie a IRA si largirea
spectrului de medicamente aplicate pentru prevenirea sau minimalizarea IRA la mamiferele care sunt
supuse riscului de aparitie a IRA.

Problema se solutioneazi prin aceea cd metoda propusd de profilaxie a insuficientei renale acute
la mamifere cu risc marit al aparitiei IRA include administrarea mamiferului a unei cantititi eficiente
de factor de crestere de tip insulinic IGF-1.

Este de asemenea posibild combinarea IGF-1 cu IGF-proteind aglutinantd, drept care serveste
IGFBP-3 sau administrarea eficientd addugdtoare a unei cantititi de hormon de crestere.

Cantitatea eficientd de IGF-1 constituie 0,01...1 mg/kg/zi.

Metoda propusd poate fi aplicata si in cazurile in care IRA apare ca rezultat al afectiunii renale
ischemice, in timpul operatiei la cord, in timpul transplantarii rinichiului, administrand IGF-1 inaintea
si/sau in timpul transplantarii, la fel ca urmare a afectiunii cu nefrotoxina.

Se propune aplicarea unei cantititi eficiente de IGF-1 pentru profilaxia insuficientei renale acute.

Totodatd este posibild si combinarea IGF-1 cu IGF-proteind aglutinantd, drept care se ia IGFBP-3,
precum si combinarea cu o cantitate eficientd de hormon de crestere.

Cantitatea eficientd de IGF-1 constituie 0,01...1 mg/kg/zi.

Administrarea IGF-1 se propune de asemenea sa fie executatd continuu, totodatd cantitatea
eficientd constituie 1...50 ug/kg/ora.

Ca rezultat al administrarii IGF-1 se obtine:

sporirea ratei de filtratie glomerulard, a circulatiei renale, resorbtiei tubulare proximale a
fosfatului si a neogenezei proximale tubulare a glucidelor;

hipertrofia glomerulelor si a tuburilor proximale;

stimularea transferului renal de fosfat si a plasmei 1,25 - hidroxivitamina D3, ce asigurd
prevenirea sau minimalizarea IRA la mamiferele cu un risc mdrit de aparitie a IRA.

Inventia se explicé cu ajutorul desenelor din figuri, care reprezinta:

- fig. 1, graficul nivelurilor azotului ureei din singe in ischemia renald la iepure si in reperfuzie,
pentru control (patrate intunecate) si dupd 7 zile de tratament cu IGF-1 (romburi deschise);

- fig. 2, graficul nivelurilor creatininei serice in ischemia renald la iepure si in reperfuzie, pentru
control (patrate intunecate) si dupa 7 zile de tratament cu IGF-1 (romburi deschise);
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- fig. 3, graficul greutdtii zilnice a iepurilor tratati cu des-IGF-1 si ocluzionati-control, dupd o
perioada de sapte zile, cu patratele Intunecate cu punct - fiind normald; cu romb deschis cu punct - in
ocluzie plus des-IGF-1, cu romb intunecat - in ocluzie - control si cu romb intunecat cu punct deschis -
in caz de laparotomie, netratati. Des-IGF-1 este similara cu IGF-1;

- fig. 4, graficul greutatii organice la iepurii tratati cu des-IGF-1 si ocluzionati-control: a rinichilor
(intunecat), splinei (cu diagonald) si a inimii (cu doud tipuri de diagonale). Analiza valorii variantei
(ANOVA) p este semnificativa pentru rinichi (0,0004) (controlul O[CI] Nr.=7, des Nr.=9), si pentru
splind (0,028) (Cl. Nr.=7, des Nr.=8), insa nesemnificativa statistic pentru inima (0,84) (ClI Nr.=6, des
Nr.=4);

- fig. 5, graficul nivelurilor creatininei serice la iepurii ocluzionati, dupd 7 zile de tratament cu des
IGF-1 (patrate cu linie punctatd) si ocluzionati - control (romburi intunecate);

- fig. 6, graficul nivelurilor azotului ureei serice la iepurii ocluzionati, dupd 7 zile de tratament cu
des - IGF-1 (patrate cu linie punctatd) si ocluzionati - control (romburi intunecate);

- fig. 7, graficul greutdtilor organelor iepurilor tratati cu IGF-1 si controlul, bara intunecatd
reprezintd rinichii, bara cu linie punctatd cordul, bara cu linii orizontale timusul si bara cu diagonale
opuse splina;

- fig. 8, graficul nivelurilor creatininei serice la iepurii ocluzionati, dupd 6 zile de tratament cu
IGF-1 (cercuri deschise) si ocluzionati - control (patrate intunecate);

- fig. 9, graficul nivelurilor azotului ureei serice la iepurii ocluzionati, dupa 6 zile de tratament cu
IGF-1 (cercuri deschise) si ocluzionati - control (patrate intunecate);

- fig. 10, graficul asimildrii *H-p-aminohipuratului (H-PAH) dupi 90 minute de citre tesutul
cortical renal. Patratul  deschis reprezintd norma, triunghiul cu linie punctatd reprezintd
ocluzionati+des-IGF-1; cercul cu linie punctatd reprezintd ocluzionati+IGF-1 si pétratul pe jumadtate
intunecat reprezinta ocluzionati - control;

- fig. 11, graficul asimildrii "*C-TEA dupd 90 minute de ciitre tesutul cortical renal. Triunghiul cu
linie punctatd reprezintd ocluzionati-des-IGF-1; péatratul deschis reprezintd norma; cercul cu linie
punctatd reprezintd ocluzionati+IGF-1 si patratul pe jumdtate intunecat reprezintd ocluzionati -
control;

- fig. 12, graficul dependentei greutdtii rinichilor de doza des-IGF-1 (pdtratul intunecat) si IGF-1
(patratul deschis) la sobolanii hipofizectomizati. Sobolanii au fost tratati timp de 7 zile prin
intermediul minipompelor subcutanate cu infuzii, ce contin cate 6 doze de IGF-1 sau des-IGF-1, apoi
au fost sacrificati si au fost cAntariti ambii rinichi obtinuti;

- fig. 13, graficul majordrii masei corporale a sobolanilor dupd utilizarea timp de 7 zile a
excipientului (cercuri) sau a des-IGF-1 (pétrate);

- fig. 14, graficul nivelurilor azotului ureei din sdngele sobolanilor dupa utilizarea timp de 7 zile a
excipientului (cercuri) sau a des-IGF-1 (pétrate);

- fig. 15, graficul nivelurilor creatininei sanguine la sobolani dupa utilizarea timp de 7 zile a
excipientului (cercuri) sau a des-IGF-1 (patrate);

- fig. 16, graficul cresterii greutdtii sobolanilor dupa 4 zile in control (cercuri), dupd 30 minute de
clampare (cercuri) si dupd 60 minute de clampare (patrate);

- fig. 17, graficul azotului ureei in singele sobolanilor dupd 4 zile in control (cercuri), dupd 30
minute de clampare (cercuri) si dupd 60 minute de clampare (patrate);

- fig. 18, graficul creatininei la gobolani dupd 4 zile in control (cercuri), dupd 30 minute de
clampare (cercuri) si dupd 60 minute de clampare (patrate);

- fig. 19, graficul cresterii greutitii sobolanilor dupi 4 zile, avand leziuni renale (60 minute de
clampare), care au fost tratati cum urmeazi: simulare (cercuri deschise), clemd (pétrate deschise);
clemd+IGF-1 (patrate intunecate) si clemd+des-IGF-1 (cercuri intunecate);

- fig. 20, graficul nivelurilor azotului ureei din sngele sobolanilor la 4 zile dupa evolutia leziunii
renale (60 minute de clampare), care au fost tratati cum urmeaza: simulare (cercuri deschise); clema
(patrate deschise); clema+IGF-1 (patrate intunecate) si clema+des-IGF-1 (cercuri intunecate);

- fig. 21, graficul creatininei sanguine la sobolani la 4 zile dupa evolutia leziunii renale (60 minute
de clampare), care au fost tratati cum urmeaza: simulare (cercuri deschise); clema (patrate deschise);
clema+IGF-1 (patrate intunecate) si clema+des-IGF-1 (cercuri intunecate).

Descrierea realizarilor preferabile

“Insuficienta renald acutd” sau “IRA”, utilizatd in prezenta inventie se referd la o conditie cauzata
de reducerea fluxului sanguin (leziune ischemicd renald), provocatd de destructia tubului proximal
renal sau de citre nefrotoxinele ce produc necroza celulelor.
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Acest termen cuprinde IRA moderatd si severd, incluzind necroza tubulard acutd, care cauzeazi
oligurie si azotemie, si insuficienta renald neoliguricd. Se caracterizeazd prin asa simptome, cum ar fi
retentia produselor azotului, lichidelor, electrolitilor si catabolism accelerat. In cazul unei IRA severe,
moartea survine dacd nu se aplicd terapia cu hemodializi.

IRA provoaca deteriorarea rinichilor, care se caracterizeaza prin edem tubular acut, necroza sau, in
afard de aceasta, edem interstitial sau tubular, dupa leziune ischemicd. Ischemia renald poate fi
provocatd de procedeele, ce includ scdderea presiunii sangelui, in particular, hipotensiunea de lunga
duratd, bypass-ul cardiac sau aortic sau transplantul de rinichi. In plus, mai poate fi indusi, de
exemplu, de deteriordri fizice sau de traumatismul rinichilor. Astfel, IGF-1 poate fi utilizat pentru a
mentine integritatea rinichilor pand la sau in timpul transplantului de rinichi.

Exemplele nefrotoxinelor, care provoacd necroza celulei includ: cefalosporine, metale grele toxice,
substante de contrast administrate intravenos, antibiotice, cum ar fi aminoglicozidele, de exemplu,
tobramicina, gentamicina, amicacina si streptomicina, si antifungicidele, cum ar fi amfotericina.

“Profilaxia” IRA se referd la prevenirea sau cel putin ameliorarea IRA.

Mamiferele “cu risc” pentru IRA includ mamiferele importante din punct de vedere economic,
cum ar fi bovinele, ovinele si porcinele, la fel si oamenii, ultimii fiind preferati, care sunt predispusi
sd manifeste IRA, aceasta fiind declansatd de operatiile sau transplantele realizate sau de boli.

Termenul “IGF-17, utilizat in prezenta inventie, se referd la factorul de crestere de tip insulinic
pentru orice specii, incluzand bovine, ovine, porcine, cai, pasari si, preponderent, oameni, in
succesiune nativa sau in formd variatd si de la orice sursd, sau naturald, sinteticd sau recombinati.
Preferata, in prezenta inventie, pentru uz animal este acea formd de IGF-1, necesard pentru
tratamentul speciilor in particular, cum ar fi IGF-1 de porcine pentru tratamentul porcilor, IGF-1 de
ovine pentru tratamentul oilor, IGF-1 de bovine pentru tratamentul vitelor mari cornute, etc. Preferat,
in prezenta inventie, pentru uz uman este succesiunea nativd, maturd de IGF-1, mai preferatd fard
metionind N-terminald, preparatd, de exemplu, prin procesul descris in EP 230869, publicatia din 5
august 1987, EP 128733, publicatia din 19 decembrie 1984, sau EP 288451, publicatia din 26
octombrie 1988. Succesiunea nativa de IGF-1, mai preferatd, este produsd recombinat si furnizatd de
la Genentech, Inc., South San Francisco, SA pentru investigatiile clinice. De asemenea este preferatd
penru uz IGF-1, care posedd o activitate specifica ce depaseste circa 14.000 unititi (mg, determinati
prin testarea cu utilizarea membranelor placentei, cum ar fi cele furnizate de la Kabi Gen AB,
Stockholm, Suedia).

Cele mai preferate variante de IGF-1 sunt acele descrise in Brevet nr. 5077276 U.S., publicatia
din 31 decembrie 1991; PCT WO 87/01038, publicatia din 26 februarie 1987 si PCT WO 89/05822,
publicatia din 29 iunie 1989, in care, de exemplu, cel putin reziduul acidului glutamic este absent in
pozitia 3 de la N-terminal al moleculei mature sau cele cu stergere de pana la cinci aminoacizi la N-
terminal. Cea mai preferati variantd are stersi primii trei aminoacizi de la N-terminal (variante
desemnate ca IGF a creierului, t IGF-1; des (1-3)- IGF-1 sau des- IGF-1).

B. Modurile de realizare a inventiei

Profilaxia se efectueazd prin tratamentul cu IGF-1 pana la sau in perioada in care este posibild
aparitia deteriordrii rinichilor (IRA) sau deja a apdrut, adicd anterior evolutiei deteriorarii si include
perioada in care este posibild aparitia deteriordrii sau evolutia acesteia.

De exemplu, tratamentul IGF-1 pentru prevenirea sau ameliorarea deteriordrii rinichiului sau
pentru prevenirea reactiei de eliminare a tratamentului de rinichi incepe pind la sau in timp ce este
posibila aparitia deteriorarii rinichiului sau la aparitie, adicd pana la sau in timpul chirurgiei selective
in interventiile chirurgicale pe coronariene sau torace, pana la sau in timpul administrarii nefrotoxinei
sau pand la sau in timpul introducerii transplantului de rinichi.

Daci tratamentul se efectueazi pana la o posibild aparitie a deteriordrii rinichiului sau la aparitia
acesteia, este preferatd administrarea cu circa 48 ore la 0,5 ore inainte de posibila aparitic a
deteriordrii sau de aparitia acesteia optional, este indicatd continuarea administrarii IGF-1 dupd
posibila aparitie a IRA sau dupa aparitia acesteia. Simptomele clinice ale deteriorarii rinichilor, care
in general nu apar imediat in timpul deteriordrii, dar pot apérea intr-o perioadd de pand la 24 ore si
mai mult, includ cresterea nivelului de azot al ureei din sdnge sau a creatininei sau reducerea
transportului ionilor organici.

In diverse scopuri, IGF-1 se administreazd direct mamiferelor prin orice modalititi potrivite,
incluzdnd administrarea parenterald, si poate fi administrat local sau sistemic. Calea specificd de
administrare va depinde, de exemplu, de anamneza bolii, incluzand orice efecte secundare anterioare
sau anticipate la utilizarea IGF-1. Exemplele de administrare parenterald includ: administrarea
subcutanatd, intramusculard, intravenoasa, intraarteriala sau intraperitoneala.
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Este preferatd administrarea prin infuzii continue (utilizind, de exemplu, minipompele, cum ar fi
pompele osmotice si calea de administrare subcutanatd) sau intr-o singurd injectie, sau in multiple
injectii (de exemplu, 2-4), de exemplu, intravenoase sau subcutanate, pand la sau in timpul initierii
leziunilor asemandtoare ictusului, care provoaca deteriorarea rinichilor.

Pentru IGF-1 este preferatd administrarea subcutanata. De asemenea, mai poate fi administrat sub
forma de globule solitare sau sub forma de depozite cu eliberare lenta.

fn plus, este potriviti administrarea IGF-1 impreund cu una sau mai multe proteine de cuplare cu
el, de exemplu, cele cunoscute curent, de exemplu, IGFBP-1; IGFBP-2; IGFBP-3; IGFBP-4; IGFBP-5
sau IGFBP-6. Pentru administrare, este potrivitd de asemenea cuplarea IGF-1 la un receptor sau
anticorp sau la un fragment de anticorp. Proteina lianta preferatd pentru IGF-1 este IGFBP-3, care este
descrisd in WO 89/09268, publicatie din 5 octombrie 1989 si de citre Martin si Baxter in J. Biol.
Chem., 261: 8754-8760 (1986). Aceastd proteind IGFBP-3 glicoxilatd reprezintd un component acid
stabil cu circa 53 Kd pe un gel SDS-PAGE nereducitor al complexului glicoproteic cu 125-150 Kd din
plasma umana, care contine cei mai multi IGF-s si reglati, de asemenea, de citre GH. Administrarea
proteinei cuplate a IGF cu IGF-1 se efectueaza convenabil prin metoda descrisd in publicatia
internationald WO 92/13556 din 20 august 1992. Succint, IGF-1 si IGFBP se administreazd in
cantitdti eficiente prin injectarea bolurilor subcutanate cu ratia molara de la circa 0,5:1 la circa 3:1, de
preferinta, de circa 1:1.

Compozitia IGF-1 poate fi utilizatd in terapeutica, fiind formulata si dozatd succesiv cu o practica
medicald buna, luand in consideratie starea clinicd individuala a pacientului (in special, efectele
secundare la administrarea numai a IGF-1), locul administririi compozitiei IGF-1, metoda de
administrare, regimul de administrare si alti factori cunoscuti de medicii practicieni. “Cantitatea
eficientd” de IGF-1, in aceste scopuri, este determinatd din urmétoarele considerente.

fn linii generale, cantitatea totali farmacologic eficientd de IGF-1 se administreazi parenteral in
doza de la circa 1 mg/kg/zi la 10 mg/kg/zi de greutate corporala a pacientului, cu toate cd, cum s-a
indicat mai sus, aceasta o va hotari terapeutul. Mai preferata este acea doza care contine cel putin 0,01
mg/kg/zi, cea mai preferatd, pentru uz uman, este de pana la circa 0,01 si 1 mg/kg/zi de hormon. Dacd
se administreaza continuu, IGF-1 tipic se administreazi in doze de circa 1 mg/kg/ord la circa 50
mg/kg/ord sau in 1-4 injectii pe zi sau in infuzii subcutanate continue, de exemplu, utilizind o
minipompd. De asemenea se pot folosi pungi cu solutii pentru administrare intravenoasa.

Factorul cheie in selectarea dozei potrivite este rezultatul obtinut, care se apreciaza prin
regenerarea epiteliului tubului proximal, prevenirea catabolismului accelerat, prevenirea acumularii
excesive de produse azotate, de lichide si electroliti, etc.

De asemenea este convenabild administrarea IGF-1 in sisteme cu eliberare sustinutd. Exemplele
de compozitii cu eliberare sustinutd potrivite includ: matricele polimere semipermeabile sub forma de
articole modelate, de exemplu, filme sau microcapsule. Matricele cu eliberare sustinutd includ
poliactide (Brevet nr. 3773919 U.S.; EP 58481); copolimeri ai acidului L-glutamic si gama-etil-L-
glutamat (Sidman et al., Biopolymers, 22: 547-556 [1983]), poli (2-hidroxietilmetacrilat) (Langer et
al., J. Biomed. Mater. Res., 15; 167-277 [1981] si Langer, Chem. Tech., 12; 98-105 [1982]), etilen-
vinil-acetat (Langer et al., supra) sau acid poli-D-(-)-3-hidroxibutiric (EP 133, 988). Compozitiile
IGF-1 cu eliberare sustinutd includ de asemenea captatori lipozomali ai IGF-1. Lipozomii cu continut
de IGF-1 se prepara prin metode cunoscute in: DE 3218121; Epstein et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S.A., 82: 3688-3692 (1985); Hewang et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 77: 4030-4034 (1980);
EP 52322; EP 36676; EP 88046; EP 143949; EP 142641; Japanese Pat. Appln. 83-118008; Br. nr.
4485045; 4544545 U.S. si EP 102324. De obicei, lipozomii sunt de tip unilamelar cu dimensiuni mici
(cca 200-800 L), cu lipide constituite din cca 30% mol colesterol, proportiile selectate fiind ajustate
pentru un tratament cu IGF-1 optim.

Pentru administrare parenterald, in una din realizéri, IGF-1 se formuleaza prin amestecare, avand
un grad dezirabil de puritate, intr-o forma unicd dozatd (solutie, suspensie sau emulsie) cu un purtator
farmaceutic acceptabil, de exemplu, cu unul din recipienti in doze si concentratii netoxice, si
compatibil cu alte ingrediente ale formularii. De exemplu, formularea preferatd nu trebuie sa includa
agenti de oxidare si alti compusi, care se stie ¢i deterioreaz polipeptidele.

In general, formuldrile se prepara prin contactul uniform si intim al IGF-1 cu purtétorul lichid sau
solid, fin divizat sau cu ambii. Apoi, dacd este necesar, produsului i se di o formd dezirabila.
Purtatorul preferat este un purtdtor parenteral, mai preferatd este solutia izotonicd cu singele
recipientului. Exemplele de astfel de purtitori includ: apa, solutia salind, solutia Ringer si solutia de
dextrozi. In prezenta inventie se folosesc, de asemenea, purtitori, ce nu contin api, cum ar fi uleiurile
nevolatile si etil oleatul, de asemenea si lipozomii.
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Purtdtorul potrivit contine o cantitate minord de aditivi, cum ar fi substantele, care miresc
izotonicitatea si stabilitatea chimicd. Asa materiale sunt netoxice pentru recipienti, in dozele si
concentratiile utilizate, si includ tampoane, cum ar fi de fosfat, citrat succinat; acid acetic si alti acizi
organici sau sdrurile acestora; antioxidanti, cum ar fi acidul ascorbic; polipeptide (cel putin cca 10
reziduuri micromoleculare, de exemplu, poliarginina sau tripeptidele; proteinele, cum ar fi albumina
sericd, gelatina sau imunoglobulinele; polimeri hidrofili, cum ar fi polivinilpirolidona; aminoacizi,
cum ar fi glicina, acidul glutamic; acidul aspartic sau arginina; monozaharide, dizaharide si alte
hidrocarburi, inclusiv celuloza sau derivatii lor, glucoza, manoza sau dextrinele; agenti helatici, cum
ar fi EDTA; alcooli zaharosi, cum ar fi manitol sau sorbitol; contraioni, cum ar fi sodiu; si/sau
surfactanti neionici, cum ar fi polisorbatii, poloxamerii.

IGF-1 se formuleaza tipic in asa purtdtori cu o concentratie de la cca 0,1 mg/ml la 100 mg/ml, de
preferinta, 1...10 mg/ml, si pH de la cca 3 la 8. Pe tot parcursul IGF-1 este, in general, stabil la pH
nu mai mare de cca 6; des - (1-3)-IGF-1 este stabil de la cca 3,2 la 5. Trebuie de inteles, cd la
utilizarea unor anumiti excipienti, purtitori sau agenti de stabilizare predecesori, se pot forma sdruri
ale IGF-1.

In plus, IGF-1, de preferintd IGF-1 pe tot parcursul, formulat potrivit cu un purtitor acceptabil,
formeazi o compozitie farmaceuticd, de preferinti una, care nu contine celule. in una din variantele de
realizare, tamponul utilizat pentru formulare depinde de faptul dacd compozitia se va folosi imediat in
amestec sau se va depozita pentru o utilizare ulterioard. Dacd se prevede utilizarea imediatd, IGF-1,
pe tot parcursul, poate fi formulat in manitol, glicind si fosfat; pH 7,4. Daca acest amestec se
depoziteazi, el se formuleaza in tampon cu pH de cca 6, cum ar fi citrat, cu un surfactant care mareste
solubilitatea IGF-1 in acest pH, cum ar fi 0,1% polisorbat 20 sau poloxamer 188. Preparatul final
poate fi un lichid stabil sau o substanta solida liofilizata.

IGF-1, utilizat pentru administrare terapeutica, trebuie sa fie steril. Sterilizarea este usor efectuata
prin filtrarea prin membrane de filtrare sterile (de exemplu, membrane de 0,2 pm).

Comporzitiile terapeutice cu IGF-1, in general, se plaseaza in containere cu orificiu de acces steril,
de exemplu, in pungi sau in fiole cu solutii intravenoase utilate cu un dop, care poate i stripuns cu un
ac de injectie hipodermic.

De obicei, IGF-1 se depoziteaza in containere de o doza sau de multe doze, de exemplu, in ampule
si fiole sigilate, sub formd de solutie apoasd sau formuldri lipofilizate pentru reconstructie. Exemplu
de formulare liofilizata: fiole de 10 ml se umplu cu 5 ml solutie apoasa de IGF-1 1% (w/v) sterilizatd
prin filtrare si amestecul ce rezulta se liofilizeaza. Solutia pentru infuzie se prepard prin reconstitutia
IGF-1 liofilizat, utilizind apd bacteriostatica pentru injectii.

GH, de asemenea, poate fi administrat mamiferelor, tratate cu IGF-1, conform prezentei inventii.
GH poate fi administrat in orice perioadd de timp potrivitd in acest scop. Astfel, GH poate fi
administrat pdnd la sau in timp ce este posibild aparitia sau a apiarut IRA si este, de asemenea,
potrivitd administrarea sau continuarea administrarii dupd posibila aparitic a IRA sau dupd aparitia
acesteia.

Dacd se utilizeazd GH, el poate fi administrat separat de IGF-1 sau asociat cu IGF-1, in dozi si
utilizdnd administrarea potrivitd, similar utilizdrii pentru IGF-1 de mai sus, tipic cel putin 0,1
mg/kg/zi. Se constatd ¢ hGH este stabil la pH inalt, analogic IGF-1 , de exemplu, 7,4...7.8.

De asemenea, este potrivitd administrarea GH Tmpreund cu una sau mai multe proteine ce il
cupleazi. O asa proteind liantd bine caracterizatd este proteina cuplatd cu hormonul de crestere
(GHBP) cu afinitate inalta, constituind domeniul extracelular al receptorilor GH, care circuld in singe
si functioneaza la unele specii ca GHBP (Yme si Herington, Mol. Cell. Endocrinol., 41: 153 (1985);
Smith si Talamantes, Endocrinology, 123: 1489-1494 [1988]; Emtner si Roos, Acta Endocrinologica
(Copenh). 122: 296-302 [1990]), inclusiv la cameni. Baumann et al., J. Clin. Endocrinol. Metab., 62:
134-141 (1986); EP 366710, publicatia din 9 mai 1990; Herington et al., J. Clin. Invest., 77: 1817-
1823 (1986); Leung et al., Nature, 330: 537-543 (1987).

BP secunda cu afinitate joasd pentru GH de asemenea este descrisd ca lipsita de relatii structurale
cu GH receptor. Baumann si Shaw, J. Clin. Endocrinol. Metab., 70: 680-686 (1990).

Dozele ambilor GH si IGF-1 se pot micsora, daci se utilizeazd impreund, comparativ cu cele cand
IGF-1 se administreaza singur.

Se relevd, ca medicii practicieni divizeaza dozele ambilor IGF-1 si GH, luand in consideratie
efectele secundare cunoscute, care pot apdrea in cadrul tratamentului cu acesti hormoni. Pentru h GH
aceste efecte secundare includ retentia sodiului si expansiunea volumului extracelular (Ikkos et al.,
Acta Endocrinol. (Copenhagen), 32: 341-361 [1959]; Biglieri et al., J. Clin. Endocrinol. Metab., 21:
361-370 [1961]), precum si hiperinsulinemia si hiperglicemia. Cel mai grav efect secundar al IGF-1
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este hipoglicemia. Guler et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1989), supra. Intr-adevér, combinarea
IGF-1 si GH poate exercita reducerea aparitiei efectelor secundare ale ambilor (de exemplu,
hipoglicemia pentru IGF-1 si hiperinsulinismul pentru GH) si restabilirea secretiei GH, care este
supresata de catre IGF-1.

In plus, IGF-1 poate fi administrat in combinare cu alte remedii terapeutice pentru prevenirea sau
ameliorarea in continuare a leziunii ischemice sau nefrotoxice. Substantele utile in acest scop includ
superoxidul dismutazei si antagonistii (de exemplu, anticorpii) VLA-1, LFA-1, Mac-1, p. 150, 95,
EGF-a, etc. Acesti agenti pot fi administrati concomitent, pand la sau dupa administrarea IGF-1 si
pot fi administrati pe aceleasi cdi sau pe cdi diferite de cele de administrare ale IGF-1. Aceastd
inventie va fi mai bine inteleasi prin referinta la exemplele ce urmeazi. insi ele nu trebuie privite ca
limitand inventia.

Exemplul 1

Primul studiu in cadrul tratamentului iepurilor

Introducere

Pentru a monitoriza la animale progresarea IRA si reactia lor la supraveghere de durata, la
excipient sau IGF-1 sau des-IGF-1, s-au masurat nivelurile de BUN si creatinind in ser. Nivelurile
creatininei, produsului metabolic al activititii musculare, rdmén relativ constante in plasma,
masurdrile corespunzitoare nu sunt efectuate dupd excitare maxima. Marimile azotului ureei sunt
mai putin intemeiate, fiind afectate de starea metabolicd, dietd, hidratare si alti factori. Cu toate
acestea, epurarea (clearancul) azotului ureei si creatininei, descreste semnificativ in insuficienta
renald si leziunea renald acutd, independent de starea metabolicd sau fiziologicd. Acesti doi
constituenti sunt acceptati ca indicatori ai functiei renale si concentratiile lor in sange reflectd alti
compusi ddundtori in nefropatii. Creatinina este filtratd de cétre rinichi, insd nu secretatd sau
reabsorbitd; azotul ureei este filtrat si reabsorbit pasiv. Impreuni ei estimeazi functia renali si sunt
parametrii-cheie de laborator in monitorizarea insuficientei renale.

Protocol

IGF-1 uman recombinant (disponibil comercial de la KaliGen AB, Stokholm, Suedia (activitatea
specificd > 14,000 U/mg, prin testare cu radioreceptor, utilizind membranele placentare) sau
disponibil pentru investigatii clinice de la Genetech, Inc., South San Francisco) se utilizeazi in toate
experientele cu IGF-1, detaliate in exemple. Pentru acest exemplu, 5 mg/ml IGF-1 se dizolvd in 10
mM tampon citrat §i 126 mM NaCl, ph 6,0.

Pe parcursul studiului s-au folosit iepuri albi de New Zeeland, masculi, cu greutatea corporald
2,5-3,0 kg. Dupd o premedicatic cu 0,1 ml Hypnorm™ sgi anestezie intravenoasd (i.v.) 1,0 mg
Fluanisone™ alfa factor al necrozei tumorii si 0,135 mg Fentanyl/ml solutie se colecteaza 1 ml de
sange dintr-o arterd a urechii. Sangele se plaseazd imediat in tuburi de separare a serului cu
Vacutainer™. Apoi animalele se anesteziazi total cu 0,68 ml/’kg Hypnorm™, administrat
intramuscular (i.m.). Fiind fixate de o scAndurd, animalele se pregitesc pentru operatie, in conditii
sterile: se tunde blana de pe abdomen, se prelucreazid campul de operatie cu solutie de iod, se
degreseazi cu alcool si apoi iarisi se prelucreazi cu iod. In conditii sterile, se realizeazi laparotomia.
Folosind un tampon umectat cu solutie salind, se deplaseazi intestinele pentru a avea acces la rinichi.
Se disecd liber artera renald stdnga si se clampeazd cu clema Serrefin™ (Baby Dieffenbach Serrefin;
Harward Apparatus; Cat. Nr. 52-3241 sau 52-3258). Apoi procedura se repetd pe artera renald
dreaptd. Dupd ocluzia ambelor artere renale, se plaseazd doud pompe osmotice Alzet™ (Alza
Corporation, Palo Alto, CA, Model 2NL completatd cu 2144 pul), ce contin 5 mg/ml de IGF-1 uman
recombinant, pe oricare din partile cavititii abdominale. Aceste pompe sunt pregitite astfel incit,
fiind amplasate, actioneazd imediat. Fiecare pompa livreazi 11,75 ul/ord. Astfel fiecare animal
primeste 2,82 mg/zi/animal sau circa 1 mg/kg/zi. Rana in urma laparotomiei se acoperd cu tifon
umectat cu solutie salind si prosoape sterile. Pe parcursul perioadei de ischemie, timp de 2 ore,
anestezia se mentine cu doze suplimentare de Hypnorm™ (0,2-0,5 ml) i.v.

Dupa doud ore de ischemie se inldturd clampele. Laparotomia se inchide, utilizand sutura 4,0
Prolene™ pentru muschii abdominali si 2,0 Prolene™ - pentru piele. Apoi animalele, pentru
recuperare, se plaseazi intr-un incubator, incdlzit cu apd, pentru tratament intensiv pand cind se
reinstituie o stare stabild. Dupd aceasta se cazeaza individual cu acces liber la hrana standard de
laborator si apa din robinet. Operatia s-a realizat pe un lot de 12 animale in 2 zile: 6 animale (2 de
control si 4 tratate) intr-o zi $i 6 animale (3 de control si 3 tratate) cu 11 zile mai tarziu.

Probe de sange

Dupa 24 ore si apoi fiecare 24 ore, timp de 6 zile, din artera urechii sau din vena se colecteaza
probe de sange - cite 1 ml. Sangele se coaguleazi in tuburile de separare a serului si se centrifugheaza



MD 1558 G2

9

la 10°C, pentru separarea serului. Se colecteaza serul, se plaseaza in tuburile Epindorf si se pastreaza
la 20°C péand se vor efectua analizele. Aceastd perioadd este de obicei de 24-36 ore (rar mai mult de
48 ore). Probele se dezgheatd si cu un analizator centrifug Monarch, modelul 76, se masoard
nivelurile BUN, creatininei serice si glucozei in singe.
5 Analiza statisticd

Diferentele statistice intre grupuri au fost evaluate, folosind analiza bilaterala a diferentei
(ANOVA) pentru masurdri repetate, urmate de un test pentru ultima diferentd semnificativa (LSD),
pentru identificarea diferentelor semnificative intre intervalele de timp individuale.

Rezultate
10 Din lotul de 5 animale de control - toate au supravietuit 7 zile; un animal, din lotul de 7 animale
tratate, a sucombat in ziua a 4-a (a 3-a zi dupd operatie). Acest animal, ulterior a fost exclus din
studiu.
BUN:
La animalele din lotul de control, inainte de operatie, BUN constituia 16+0,89 mg/dL, crescind la
15 un maximum de 109425 mg/dL, in ziva a 4-a, inregistrandu-se astfel o crestere de 5,81 ori (vezi
tabelul 1).
20
Tabelul 1
Valorile BUN la animalele din lotul de control, tratate cu solutie salind
25
Ziua nr. Media Deviatiile standard SEM
1 16,00 2,00 0,89
2 81,80 15,97 7,14
3 106,80 35,60 15,92
4 109,00 56,03 25,06
5 97,60 64,43 28,82
6 86,00 71,83 32,12
7 79,20 72,12 32,25
Animalele randomizate si tratate cu IGF-1 prezintd niveluri similare preoperatorii de BUN
comparativ cu animalele din lotul de control. Cresterea maxima a nivelurilor BUN, la aceste animale,
a fost cea mai joasd (73+15,6 mg/dL) in ziua a 3-a (tabelul 2 si fig. 1). In plus, nivelurile BUN, la
30 aceste animale, au revenit aproape la valorile de control spre ziua a 7-a (vezi tabelul 2).
Tabelul 2
Valorile BUN la animalele tratate cu IGF-1
Ziua nr. Media Deviatiile standard SEM
1 15,17 2,32 0,95
2 62,17 13,47 5,50
3 73,00 36,90 15,06
4 70,83 46,08 18,81
5 50,33 36,72 14,99
6 30,00 19,18 7,83
7 21,00 9,72 3,97
35 Concentratia azotului ureei din singe, la animalele tratate, este semnificativ mai redusd in ziua a
6-a si a 7-a (vezi fig. 1).
Creatinina sericd
Nu s-au relevat diferente semnificative in nivelurile de creatinind sericd la animalele de control
sau tratate (tabelele 3 si 4, fig. 2), totusi aceste valori in ziua a 5-a, a 6-a si a 7-a, la animalele tratate,
40 constituiau jumatate din valorile la animalele netratate.

Tabelul 3
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Valorile creatininei serice la animalele din lotul de control tratate cu solutie salind

Ziua nr. Media Deviatiile standard SEM
1 1,06 0,48 0,22
2 5,16 1,46 0,65
3 5,86 2,43 1,09
4 4,92 2,58 1,15
5 3,96 2,25 1,01
6 2,84 1,51 0,68
7 2,32 0,87 0,39

Tabelul 4
5 Valorile creatininei serice la animalele tratate cu IGF-1

Ziua nr. Media Deviatiile standard SEM
1 1,03 0,14 0,06
2 4,58 1,60 0,65
3 5,02 2,94 1,20
4 3,75 2,17 0,89
5 2,45 1,31 0,54
6 1,65 0,72 0,29
7 1,27 0,42 0,17

Glucoza din sange
Nivelurile de glucoza din sdnge, in ambele loturi, ating cifra de circa 60 mg/dL in primele zile
dupd operatie si se mentin la 130-160 mg/dL. in ambele loturi, in decursul intregii perioade
experimentale. Intre cele 2 loturi nu se relevi nici o diferenti statistica (tabelele 5 si 6).
10 Tabelul 5
Nivelurile de glucozi in singe la animalele din lotul de control

Ziua nr. Media Deviatiile standard SEM
1 182,40 22,23 9,94
2 119,60 13,24 5,92
3 142,60 21,20 9,48
4 155,80 22,61 10,11
5 148,20 34,22 15,30
6 156,60 32,30 14,45
7 165,40 32,75 14,64

Tabelul 6
15 Nivelurile de glucoza in sange la animalele tratate cu IGF-1

Ziua nr. Media Deviatiile standard SEM
1 181,00 33,39 13,63
2 124,83 20,44 8,34
3 134,00 10,37 4,23
4 140,83 791 3,23
5 134,33 12,56 5,13
6 130,50 14,72 6,01
7 146,00 21,89 8,94

Administrarea IGF-1 in timpul inductiei ischemiei renale reduce substantial nivelurile BUN si,
probabil, reduce creatinina sericd la iepurii, care au fost supusi ischemiei renale timp de 2 ore, urmata
20 de 6 zile de reperfuzie. Spre ziua a 6-a, nivelurile BUN, la animalele tratate, relevd o revenire la
valorile preoperatorii mai rapidd si completd, fiind semnificativ mai joase, comparativ cu cele
inregistrate in lotul de control, tratat cu solutie salind. Aceasta indicd ca IGF-1 este capabil sd prevind

sau cel putin sd amelioreze deteriordrile renale la mamiferele cu risc de IRA.
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Exemplul I

Al doilea studiu asupra tratamentului iepurilor

in acest studiu au fost inclugi mai multi iepuri si au fost misurate nu numai nivelurile BUN si
creatininei, dar, in continuare, a fost evaluatd si functia rinichiului, prin studierea asimilarii ionilor
organici de citre celulele tubului proximal, in scopul evaludrii in vitro a functiei celulelor renale.
Transportul cationilor de cétre tuburile renale a fost demonstrat la multe animale, inclusiv la iepuri si
la cameni (Besseghir et al., Am. J. Physiol., 241: F308-F314 [1981]; Rennick et al., Am. J. Physiol.,
232: F443-F447 [1977]), si are un rol esential in excretia cationilor endogeni i sintetici.

Pentru a patrunde in lumenul tubular, moleculele trebuie si penetreze ambele membrane -
bazolaterald si celulard (BLM si BBM, respectiv). Trecerea cationilor de gradientul electric,
transportarea prin BBM este un contraschimb electroneutru intre cation si proton (Dantler et al., Am.
J. Physiol., 256: F290-F297 (1989); Montrose-Rafizadeh et al., Am. J. Physiol., 257: F243-251
(1989)).

Conform schemei in vitro descrise mai jos, cationul concentrat, cel mai probabil, va trece prin
BLM in mod similar, insd trecerea inversd prin BBM contratransportori secundari gradientului de
concentrare este de asemenea posibild. Secretia anionilor reprezintd o combinare a transportului activ
al BLM cu o difuzie ulterioard in fluidul lumenului. Tune et al., Am. J. Physiol., 217: 1057-1063
(1969).

In studiul prezent, acesti transportori s-au studiat in vitro cu C-TEA (tetractilamoniu) si *H-
PAH. TEA nu se exclude din spatiul intracelular, astfel serveste ca o bund masurd pentru capacitatea
asimilidrii. PAH este metabolizat, insd numai lent. Fragmentul tehnic de cortex, utilizat pentru prima
datd in 1930, se utilizeazd pe larg abia in ultimul deceniu. Citeva variabile trebuie controlate:
grosimea tesutului, continutul mediu de oxigen, nivelurile medii de ioni si agitarea in perioada de
incubare. In acest exemplu, s-a tinut cont de aceste variabile, asa cum este descris in cele ce urmeaza.

Greutatea organelor si greutatea corporald in lot, la fel si nivelurile azotului ureei $i creatininei
serice, sunt inscrise ca media in lot +SEM. Datele pentru rezultatele fragmentului cortical sunt
inscrise ca media fragmentului/mediu pentru timpul dat si iegire. Aceste rapoarte s-au adunat apoi in
lot, pentru a obtine media si SEM pentru fiecare lot. Valorile p pentru unu si doi factori sunt raportate
pentru ANOVA. Adesea, variabilele pentru factorul 2 ANOVA sunt: ziua tratamentului si valoarea
misurdrii particulare contra lotului sub tratament. in cazurile in care se utilizeazi ziua, ziua 0 nu se
include, deoarece aceasta este o masurare de control si in calcule uneori se exclude prima zi (intrucat
actiunea medicamentului este mai evidentd in zilele ce urmeaz3) si ultima zi a tratamentului (deoarece
acei iepuri, care au supravietuit pand la ultima zi, de reguld, revin la starea aproape normald, iar acei
care au murit de insuficienta renald, se exclud din studiu).

In aceste exemple s-au studiat efectele IGF-1 si ale moleculei trunchiate, des-IGF-1 asupra
functiei rinichiului dupi deteriorarea rinichiului, provocati de ischemia rinichiului. In continuare, se
aratd cd ambii - IGF-1 si des-IGF-1, - sunt agenti eficienti in regenerarea rinichilor dupa deteriorarea
acestora.

Protocol

Pregitirea animalului model

Iepurii albi de New Zeeland, masculi (2-3 kg), se aclimatizeazi la o ingrijire facild timp de citeva
zile si apoi se includ in studiu. Ei se introduc intr-o camerd cu control asupra temperaturii si luminii,
fiind hréniti cu nucusoarele iepurelui si apd ad libitum.

Loturile experimentale

Animalele au fost repartizate in mod arbitrar in unul din cele 6 grupuri de tratament: ocluzia
arterei renale plus IGF-1 (IRA+IGF-1) sau plus des-IGF-1 (IRA+des-IGF-1) sau ocluzia arterei renale
plus excipient (IRA-control); numai laparotomie plus IGF-1 (LAP+IGF-1) sau numai laparotomie plus
excipient (LAP-control), de asemenea a fost inclus un lot de iepuri, care nu au fost tratati (Norma). In
studiu au fost inclusi numai acei iepuri, care au supravietuit pand in ziuva a doua, fiind zilnic
flebotomizati si cantiriti. in plus, animalele ce supravietuiesc pand in ziua a 7-a se sacrifici, fiind
obtinute greutitile organelor umede, rinichii fiind luati pentru mésurdrile asimilarii ionilor de catre
tesutul cortical. Din cauza mortalititii si sincronizarii investigatiilor asociate, rinichii de la 5 animale
tratate cu IGF-1 si 3 animale tratate cu excipient au fost exclusi din studiul privind asimilarea ionilor
(vezi tabelul ce urmeaza pentru loturi, abrevieri si mirimea probei).

Tratamentul loturilor Chimia serului* | Fragment cortical**
(Nr.=) (Nr.=)
I Ocluzia arterei renale + Excipient (IRA-control) 11 6
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1T Ocluzia arterei renale+des-IGF-1 (IRA+des-IGF-1) 10 3
III Ocluzia arterei renale+IGF-1 (IRA+ IGF-1) 13 10
IV Laparotomia+IGF-1 (LAP+ IGF-1) 3 3
V Laparotomia + Excipient (LAP-control) 2 2
Norma. Netratati control (Normi) 2 4

* Include iepurii care nu au murit in sau inainte de zina a 2-a.
** Include iepuri care au supravietuit pand la ziua a 7-a, cand experimentul cu fragmentul cortical
a luat sfarsit.

Prepararea animalului model

Se inregistreaza greutdtile preoperatorii §i, in continuare, sangele (1 cc) se colecteazi dintr-o
arterd a urechii. Asociati cate 6, iepurii au fost anesteziati cu 1,7 ml Hypnorm™ i.m., administrat cu
20 minute 1nainte de operatie si apoi de 3 ori intraoperatoriu, doza totald fiind de 2,3 ml Hypnorm™
sau 0,4 ml/kg/ora.

Dupa anesteziere, animalele se rad, se curdtd si se drapeaza cavitatea peritoneald, efectuandu-se o
incizie axiald. Utilizaind desecarea bontd, se elibereazi artera renald dreaptd, apoi cea stangi, si se
clampeazd cu clema Serrefin™ (Baby Dieffenbach Serrefin; Harvard Apparatus; Cat. # 52-3241 sau
52-3258). Concomitent cu ocluzia arteriald, in cavitatea abdominald se introduc oricare din: pompa
osmoticd Alzet™ (Alza Corporation, Palo Alto, CA, Modelul 2ML-1) ce contine 2,0 ml de 3,3 mg
des-IGF-1/ml acid acetic (100 mM, pH 4,5) sau 2 pompe osmotice Alzet™, fiecare continind 2,0 ml
din oricare din IGF-1 wuman recombinant, conform descrierii ce urmeaza (5 mg/ml in tampon de
clorurd de sodiu (acetat de sodiu, pH 6,0) sau excipientul sdu). Aceste pompe au fost pregitite pentru
actiune imediatd asupra amplasamentului. Fiecare pompa livreaza 10,58 ul/ora, oferind animalelor
tratate un total de circa 0,364 mg/kg/zi de des-IGF-1 sau 1,1 mg/kg/zi de IGF-1 pentru fiecare animal.
Astfel, doza de IGF-1 administratd reprezintd o treime din doza de IGF-1. Animalele din lotul de
control au primit pompe incluse in excipient. Animalele se acoperd apoi cu tifon umectat cu solutie
salind si se lasd pentru 2 ore pana la reperfuzie.

Dupd 2 ore de ocluzie arteriald, se extrag clemele, si reperfuzia se verificd vizual. Se inchide
peretele abdominal cu 0.0 Prolene™, pielea suprapusa se sutureazd cu 2,0 Prolene™ si nodurile se
introduc sub piele pentru a preveni iritatia. Apoi animalele se transferd pe pernute cu incdlzire pand la
35°C, se plaseaza in pozitia culcat si se incubeaza in aceastd pozitie pana isi vin in fire (circa 4-5 ore),
apoi ele se plaseazi in custi de mentinere si se aprovizioneazd cu hrand si apa pentru perioada de
experiment rimasa.

Colectarea datelor

In zilele 1-6 dupa ocluzie, se colecteaza 1,0 cc sange din vena urechii, care se centrifugheaza si
serul se depoziteaza la 80°C.

Cand fiecare grup a cite sase iepuri s-a completat, probele se topesc la temperatura camerei si se
examineazi cu Monarch 2000 Chemical Systems Instrument (Allied Instrument Laboratories,
Lexington, MA) pentru a determina creatinina, azotul ureei, glucoza, sodiul, potasiul, calciul,
colesterolul, albumina, fosfataza alcalind (ALP) si gama-glutamil transferaza (GGF). In a 7-a zi
iepurii se sacrificd si se extrage rinichiul drept, ficatul, splina, inima si timusul si se cantdresc.
Organele se fixeazi in formalini si se expediazi pentru examen histologic. In plus, se extrage
rinichiul stAng si se cantdreste, fragmentele corticale se utilizeazi pentru studiul asimildrii ionilor in
vitro cum urmeaza.

Ocluzia completd §i consecventd a arterelor renale in cadrul investigatiei animalelor se confirma
prin nivelurile crescute ale azotului ureei si creatininei in ser. La animalele expuse numai
laparotomiei, nivelurile creatininei rdman relativ constante si constituie in toate cazurile cifre mai
joase de 1,6 mg/dL, si nivelurile azotului ureei din ser persistd mai joase de 10 mg/dL in toate
cazurile. La animalele care au suportat ocluzia, nivelurile de creatinind, in toate cazurile, se ridicd mai
sus de 3,5 mg/dL si nivelurile azotului ureei se majoreaza mai sus de 65 mg/dL (Nr.=48).

Prepararea tesutului cortical renal

Imediat dupa sacrificare, rinichiul stdng se decapsuleazd printr-o incizie de-a lungul axei
orizontale cu adancirea in tesut la 1 cm si se introduce in tampon salin fosfat (PBS) rece. Apoi
cortexul renal se sectioneazd pe perimetrul fiecdrei sectiuni orizontale si tesutul fragmentat
(sectiunile) se introduce in Stadie-Riggs™, unde se sectioneazd (se taie) din fiecare rinichi
optsprezece fragmente (sectiuni) de 0,3-0,4 mm cu greutatea 30-100 mg, fragmentele (sectiunile) din
tesutul mai superficial se indeparteaza. Fragmentele se incubeaza individual la 25°C intr-un mediu ce
contine C-TEA si *H-PAH cu o atmosferd de 100% O si se agitd continuu la 70 rot./min timp de 0;
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15; 30; 45; 60 si 90 minute, indepartnd in fiecare perioadd de timp trei fragmente (sectiuni). Mediul
de incubare constd din 20 mL tampon Cross si PAH Taggart (72,8 ug/L PAH, 10,78 g/l Na;HPO, -
TH,0; 1,33 g/L. KH,POq4; 1,48 g/ MgSO, - TH,0; 35,07 g/ NaCl; 1,49 g/I. KCI), cum este descris
de Cross si Taggard in Amer. J. Physiol., 161: 181-190 (1950); 10 mL lactat (0,90 g/100 mL) si 55
mL apd deionizatd, cu pH ajustat la 7,4, utilizind NaOH 1 M. Apoi se adaugid 2 mL CaCl, - 2H,O
(0,736 g/100 mL) si volumul final se aduce pana la 100 mL cu apa deionizatd. Mediul se aereaza cu
100% oxigen timp de 30 minute si se adauga tesutul renal. Imediat inainte de utilizare se mai adaugd
4C_PAH si *H-TEA in concentratii de 0,334 pnCi/3 mL de mediu.

in perioadele de timp specificate, fragmentele (sectiunile) se extrag din mediul de incubare, se
usucd, se cantiresc, se dizolvd in 1,0 mL Protoso™ (New England Nuclear, Boston, MA) si se
neutralizeaza cu acid clorhidric. Radioactivitatea fiecdrui fragment (sectiune) din rinichi si a 1,0 mL
de mediu se masoard utilizdnd sistemul lichid cu scintilare LS5000 TD (Beckman Instruments,
Fullerton, CA). Rezultatele se noteazi ca dpm (dezintegriri intr-un minut) in 100 mg tesut incubat
impartit la dpm a 100 pL. mediu de incubare. Media si SEM pentru fiecare grup din trei fragmente
(sectiuni), pentru perioada de timp, se calculeaza pentru fiecare iepure. Aceste valori, media
fragmentului/mediu si SEM se calculeaza pentru grupurile IRA+IGF-1, IRA+des-IGF-1; IRA-control;
norma si LAP+IGF-1.

Analiza statisticd

Rezultatele se analizeazi prin comparatie intre loturi in fiecare zi cu testul T-Student si devierile
in ziua a sasea sau a treia se evalueazi pentru autenticitate, utilizind mésurarea repetatd a 2-factori
ANOVA si folosind tratamentul si zilele, ca doud clasificiri (indici). Calitatea histologicd a
fragmentelor de tesut (sectiunilor) se clasificd in scara aranjérii de la normale la deteriordri severe
pentru fiecare din cateva categorii, cu diferenta statistica calculata, utilizand testul Fischer.

Rezultatele din loturile cu iepuri se analizeaza individual si dacd nu se depisteaza o diferentd in
functie de greutate, datele se exclud.

Eficienta ischemiei renale se verificd vizual in timpul interventiei chirurgicale, fiind depistatd
cresterea postoperatorie a creatininei. La iepurii, la care nu s-a efectuat ocluzia, creatinina
postoperatorie rimine mai joasa de 1,6 mg/dL in toate zilele. Iepurii cu artera renald clampatd, pe de
altd parte, demonstreazd in prima zi creatinina la nivelul 2,00-7,1 mg/dL, cu IRA, confirmatd
histologic, in a 7-a zi. Deoarece clamparea arterei renale provoaca deteriorari masurabile succesive
IRA la toti iepurii, validitatea modelului experimental se accepta.

Rezultatele: des-IGF-1

Controlul

Greutatea corporald a iepurelui:

In perioada postoperatorie, in ziua a 7-a, iepurele netratat a suferit o pierdere medie in greutate de
circa 15% (vezi tabelul 7 si figura 3). In lotul de animale ocluzionate, netratate, aceasta inseamni o
pierdere ce depiseste 350 mg spre ziua a 6-a. La administrarea des-IGF-1, animalele de asemenea
inregistreazi o pierdere in greutate, insd aceste pierderi sunt semnificativ mai mici comparativ cu
pierderile in greutate in lotul netratat, si ele constituie in medie 200 mg, deci o performantd de circa
40%.

ANOVA relevd valori p nesemnificative pentru toate zilele, cu exceptia zilei a 2-a, cand
p=0,0055. Oricum, 2-factori ANOVA, utilizdnd ziua s§i greutatea corporald contra grup, atestd o
valoare totald p de 0,048.

in loturile cu iepuri, care au fost supusi laparotomiei, neocluzionati, dupi operatie de asemenea
sunt inregistrate modificiri semnificative in greutate, care spre ziua a 6-a sunt egale cu cele
inregistrate la iepurii ocluzionati netratati. in lotul netratat prin laparotomie, Nr.=2, spre ziua a 6-a
pierderile in greutate inregistrau o medie de 335 mg. In lotul tratat prin laparotomie si IGF-1, spre
ziua a 6-a, aceste cifre constituiau 143 mg. Nu au fost depistate diferente semnificative intre lotul
tratat prin laparotomie si IGF-1 si cel netratat prin laparotomie, diferente semnificative nu au fost
intre lotul tratat prin laparotomie cu IGF-1 si grupa ocluzionata netratatd. Importanta acestei concluzii
va fi discutatd in continuare.

Tabelul 7
Pierderile zilnice in greutate (kg): iepurii tratati cu IGF-1 comparativ cu lotul de control
Ziuva X-Ziua 0 des SEM Control SEM Nr.=(cl+des) lap SEM
Ziua 1-0 07 028 _15 (4.4 ~19 03
Ziua 2-0 -,13 ,02 -,23 -0,15 (4.4 -,27 05
Ziua 3-0 -,17 ,033 -,27 ,028 4.4 -,31 ,06
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Ziua 4-0 20 042 _34 047 ) 31 1

Ziua 5-0 _20 077 _34 08 4.4 _34 15
Ziua 6-0 25 061 _38 076 9.8)* _34 21
Ziua 7-0 _06 023 _23 08 (3.4 27 24

* Valorile zilei a 6-a includ 9 iepuri aditionali din acelasi protocol, greutatea zilnica a cérora se
masura, insd greutatea in ziua a 6-a se cunoaste.

** Un iepure din lotul de control a murit in ziua a 6-a.

Masele organelor

La animalele tratate cu des-IGF-1, analiza masei rinichiului (numai a rinichiului drept), releva ca
masa medie a rinichiului animalelor tratate cu des-IGF-1 (Nr.=9) este de 1,5 ori mai mare decat cea la
animalele netratate (Nr.=7) (14,87+0,774 g, comparativ cu 10,21£0,61 g respectiv, p=0,0004). Masa
splinei, la animalele tratate a fost dubld, comparativ cu lotul de control (2,43+0,44 g, comparativ cu
1,17+0,21 g respectiv, p=0,028).

in masa inimii nu au fost depistate diferente intre loturi, iar masa timusului nu a fost masurata in
acest prim lot de studiu (vezi fig. 4).

Nivelurile creatininei serice

La toti iepurii nivelurile postocluzionale ale creatininei serice inregistreazd o crestere de la o
medie de control de 1,14+0,8 mg/dL. la un maxim postocluzional, in ziua a 2-a, de 7,8+0,77 si
6,940,63 mg/dL in loturile tratate cu des-IGF-1 si lotul de control, respectiv (p=0,7). In ambele loturi
aceste niveluri ridicate au revenit la nivelurile normale de 0,9+0,15 si 1,18+0,12 mg/dL spre ziua a 7-
a si nivelurile de creatinind serica in aceste doud loturi nu nregistrau o diferentd statistica (tabelul 8
si fig. 5).

Nivelurile azotului ureei in ser

Nivelurile postocluzionale ale azotului ureei in ser inregistreaza o crestere de la nivelurile
normale de 17,7+0,7 mg/dL la un maxim, in ziva a 2-a, de 124+9,3 mg/dL in lotul de control si
110+9,3 mg/dL in lotul tratat. in lotul de control aceste niveluri regreseazi apoi la un minim in ziua a
6-a de 74+29,6 mg/dL, in timp ce la animalele tratate cu des-IGF-1 ele au revenit la 58+25,6 mg/dL.

Desi ANOVA intre loturi in oricare din zilele date nu a fost statistic semnificativ, méasurarea
repetatd a 2 factori: nivelul azotului ureei si ziva, comparativ in loturi, rezultd cu p=0,058 si nivelurile
medii in orice zi datd in lotul tratat au fost mereu mai joase, comparativ cu lotul netratat (vezi tabelul
8 si fig. 6).

Nivelurile de glucozi in ser

Nivelurile de glucozd in ser inregistreazd o descrestere postoperatorie la animalele ocluzionate
tratate cu des-IGF-1, cat si la animalele ocluzionate netratate, de la un nivel mediu initial de 173+22
mg/dL in prima zi la 101£8,5 mg/dL si 125+15,4 mg/dL, respectiv. Dupd ziua 1 nivelurile se
majoreazd la circa 140 mg/dL in ambele loturi si se mentin intre 127 si 165 mg/dL pentru restul
experimentului. La animalele tratate cu des-IGF-1 se inregistreazd acelagi declin postoperatoriu.
Media initiald de 164 mg/dL se reduce la un minim al zilei de 103+4,0 mg/dL in lotul tratat cu des-
IGF-1 si 129+7,0 mg/dL in lotul de control. Nivelurile se mentin in limitele de la 122 la 170 mg/dL
(vezi tabelul 8).

Tabelul 8
Nivelurile de creatinind, de azot al ureei si glucoza la iepurii tratati cu des-IGF-1, comparativ cu
iepurii ocluzionati-control

Ziua 0 1 2 3 4 5 6 7

Creatinina
des-IGF-1 media 1,18 6,45 7,80 5,45 | 4,24+ 3,16 2,72 0,90+
des-IGF-1 SEM +,10 +39 +,77 +,83 1,07 +1,10 +1,06 ,15
control media 1,09 6,44 6,94 6,16 5,03 3,92 2,93 1,18
control SEM +,05 +,52 +,63 +,97 1,11 +1,07 +1,00 +,12
Nr.=(ocl. des) 9,10 9,10 9,10 9,10 9,10 9,9* 8,9% 4,3

2-factori ANOVA pentru tratament gi ziua 1 - ziua 7, comparativ cu lotul relevd p=0,29
Azotul ureei
des-IGF-1 media 18 91 110 98 82 62 58 15
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des-IGF-1 SEM +9 +5,7 +9.3 | £14,0 | £20,7 | 22,1 +25,6 +32
control media 17 102 125 126 111 93 74 19
control SEM +0,8 +6,0 +9.3 +18,6 | £24.4 +27,2 +29.6 +1,8
Nr.=(ocl. des) 9,10 9,10 9,10 9,10 9,10 9.9 8,9 5.4
2-factori ANOVA tratament i ziua 1 - ziua 7, comparativ cu lotul relevd p=0,058

Glucoza

des-IGF-1 media 177 101 143 137 131 131 139 127
des-IGF-1 SEM +20,1 +8,5 +8,0 +4,2 +6,4 +7,5 +15,8 +3,7
control media 168 125 148 148 165 160 154 133
control SEM +9.5 +154 | +8,0 +3.8 | £18,6 [ +20,0 +16,5 +5,5
Nr.=(ocl. des) 9,10 9,10 9,10 9,10 9,10 9,9 8,9 54

2-factori ANOVA pentru tratament si ziua 1 - ziua 7, comparativ cu lotul relevd p=0,09
* Jepure tratat # 4 morti.
** Jepure control # 7 morti.

Rezultatele IGF-1 comparativ cu controlul

Greutatea corporald a iepurelui
Rezultatele de la iepurii - control, utilizati in experientele cu IGF-1, nu au fost combinate cu
rezultatele de la iepurii-control, utilizati in experientele cu des-IGF-1, totusi protocoalele pentru
ambele loturi au fost aceleasi. Conform asteptarilor, IRA impune pierderi semnificative de greutate la
toti iepurii. Controalele IRA indicd un deficit de 376484 g in ziua a 6-a, o pierdere de 15% din
greutatea corporald initiald. Spre deosebire de des-IGF-1, oricum IGF-1 in doza administratd nu
reduce semnificativ pierderile in greutate. Iepurii tratati cu IGF-1 au pierdut 250+50 g spre ziua a 6-
a, o pierdere in greutate de 9,5%, p=0,34. ANOVA relevi valori nesemnificative de p pentru toate
zilele si 2-factori ANOVA, utilizdnd zi si tratament comparativ cu lotul, de 0,62 (vezi tabelul 9).
Exista o diferenta nesemnificativa intre loturile IRA+IGF-1 si LAP+IGF-1.

Tabelul 9
Pierderea zilnica in greutate (kg): iepuri tratati cu IGF-1, comparativ cu controlul
Ziuva X - Ziva 0 IGF-1 SEM control SEM Nr.=(cl., IGF-
D

Ziua 1-0 -,10 0,01 -,11 ,02 (11,13)*
Ziua 2-0 =25 0,03 -,26 ,02 (11,13)
Ziva 3-0 =29 0,03 -,30 ,03 (6,10)**
Ziua 4-0 -,30 0,03 -,35 ,04 (9,12)
Ziua 5-0 -,32 0,04 -,36 ,05 (9,12)
Ziua 6-0 -25 0,05 -,38 ,08 (9,12)
Ziva 7-0 =21 0,07 -,30 ,14 (4,6)%**

* Include iepurii 25-42 si 44-49.

** Jepurii de control # 40, 42 si 44 si tratati cu IGF-1 au murit in ziva a 3-a. In plus, iepurii 45-49
nu au fost cantariti in ziva a 3-a.

##% Include numai greutatile corporale ale iepurilor 31-42. Iepurii precedenti au fost sacrificati in
ziua a 6-a.

Masele organelor

La animalele tratate cu IGF-1, masa rinichiului in ziua a 7-a se egaleazi cu cea a rinichilor lotului
de control. Masa medie a rinichiului animalelor tratate cu IGF-1 constituia 11,85+0,62 g, in timp ce
masa rinichiului animalelor netratate constituia 10,19+0,65 g, si ANOVA releva valoarea p=0,10.

Masa medie a timusului umed in lotul tratat cu IGF-1 era aproape dubld, comparativ cu cea
inregistratd in lotul de control, 4,7+0,4 g si 2,7+0,6 g, respectiv, valoarea p in ANOVA de 0,02. Cand
marimea timusului este raportatd la greutatea corporald a iepurelui, probabilitatea cd masele medii ale
timusului sunt reprezentante ale tratamentului semnificativ legate de diferente, creste (p=0,01).
Totusi, o comparatic a masei timusului normal al iepurelui cu masa timusului iepurelui tratat:
IRA+IGF-1, indicé ca la iepurii tratati si la cei de control masele timusului sunt similare.

Splinele la iepurii din cele 2 loturi erau de marime similard, 1,7+0,3 g si 2,0+0,5 g in lotul tratat
cu IGF-1 si cel de control, respectiv.

In ce priveste lotul tratat cu des-IGF-1, inima a fost de mirime similari, indiferent de tratament, si
ficatul animalelor tratate cu IGF-1 nu a indicat nici o diferentd in marime (vezi tabelul 10 si fig. 7). 6
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animale nu au fost cantdrite si alte 4 au decedat Tnainte de ziua a 7-a, de aceea datele includ 10 iepuri
tratati si 6 de control.
Tabelul 10
Masele organelor iepurilor tratati cu IGF-1 si cu des-IGF-1 si ale iepurilor ocluzionati-controlul

Lotul Rinichiul Splina Timusul Inima Ficatul Nr.=(R,S,T,L,F)
IGF-1 11,9 1,7 4,7 6,3 61,6 (10,10,6,10,10)**
SEM +0,06 +0,3 +0,4 +0,3 +2.9

IRA ocl. 10,2 2,0 2,7 6,3 72,3 (6,6,4,6,6)**
SEM +0,7 +0,5 +0,6 +0,3 +6,5

des 14,9 2.4 - 6,9 - (9,8,0,4,0)***
SEM +0,8 +0,4 +0,2 - -

des. ocl. 10,1 11,2 - 6,8 - (7,7,0,6,0)

SEM +0,6 +0,2 - +0,5 -

Normal 7,0 1,4 5,2 5,8 87,0 N=2

SEM +0,4 +0,3 +1,7 +0,7 +252

* R - Rinichi, S - Splind, T - Timus, I - Inimd, F - Ficat.

** Ja iepurii 31-42, animale tratate cu IGF-1 (Nr.=6) si de control (Nr.=4), au fost cantirite toate
organele. La iepurii 25-30, animale tratate cu IGF-1 (Nr.=4) si de control (Nr.=2), au fost cantarite
toate organele, cu exceptia timusului.

#4% La iepurii 1-23, tratati cu des-IGF-1, toate 9 animalele tratate cu des-IGF-1 si 7 animale de
control, care au supravietuit pand la ziua a 7-a, au fost cantdriti rinichii. La iepurele 13 tratat n-a fost
inregistratd greutatea splinei si la S iepuri tratati i la 1-control nu a fost cantaritd inima, cu toate ca
nu au fost depistate diferente in mirime si deosebiri la examenul histologic. In acest grup de animale
nu au fost inregistrate masele timusului si ficatului, insd vizibil a fost relevatd diferenta de marime in
loturile de studiu.

Nivelurile creatininei serice

In lotul de animale tratate cu IGF-1 si in lotul de control cu animale netratate se inregistreazi o
crestere postoperatorie a nivelurilor de creatinind serica de la valori normale in prima zi de 1,00+0,09
la valori maxime in ziua a 2-a de 5,8+0,7 mg/dL si 6,5+0,8 mg/dL, respectiv. in ambele loturi aceste
niveluri ridicate au revenit in ziua a 7-a la niveluri aproape normale de 1,17+0,12 si 1,2+0,6,
respectiv, la animalele tratate cu IGF-1 s-au inregistrat niveluri de creatinind in ser semnificativ mai
joase, comparativ cu lotul de control, p=0,04 si 0,01, respectiv. In aceste zile, valorile creatininei la
animalele tratate erau cu 40% mai joase decat la animalele de control. Desi, 2 - factori totali ANOVA
nu au fost semnificativi (p=0,192 pentru zilele de la 1 la 6), totusi efectele medicamentului sunt
vizibile posibil in etapele mai tardive de vindecare, in zilele de la 4 la 6. Factorii - 2 ANOVA pentru
aceste zile sunt semnificativi (p=0,0334) (vezi tabelul 11 si fig. 8).

Nivelurile azotului ureei in ser

La animalele tratate cu IGF-1 si la cele netratate se inregistreaza niveluri postocluzionale de azot
al ureei in ser ridicate. O medie de baza de 15,5+£0,7 mg/dL in ziua 0, a crescut la 122,4+12,1 mg/dL
in ziua a 2-a - la animalele-control cu IRA si 89,94+12,0 mg/dL - la animalele cu IRA+IGF-1. Spre ziua
a 7-a, in ambele loturi nivelurile au revenit la valori aproape normale sub 20+5,5 mg/dL in fiecare.
ANOVA atestd ca diferentele zilnice au fost semnificate in ziva 1,4,5 si 6 si 2 - factori ANOVA
tratament contra ambelor zile si nivelul azotului ureei in ser din ziua 1 pand in ziua a 6-a, relevd o
valoare p=0,0348 (vezi tabelul 11 si fig. 9).

Tabelul 11
Nivelurile creatininei, azotului ureei si glucozei in ser la iepurii tratati cu IGF-1, comparativ cu
nivelurile la iepurii ocluzionati

Zile 0 1 2 3 4 5 6 7
Creatinina
IGF-1 media 1,0 52 5,8 3,9 2,3 1,7* 1,3% 1,2
IGF-1 SEM 0,03 0.4 0,7 0,6 0,3 0,2 0,1 0,1
control media 1,0 5.4 6,5 5,4 3,7 2,7 2,1 1,2
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control SEM | 01 [ 04 | 08 [ 10 [ 07 | o5 | 03 | 006
2-factori ANOVA pentru tratament cu ziua a 4-a - ziua a 6-a, comparativ cu lotul, relevi p=0,03
IGF-1 media 15,3 74,2 89,9 79,2 494 32,8 244 19,0
IGF-1 SEM 0,6 4.7 12,0 11,2 9,3 6,3 5,5 5,5
control media [ 15,9 87,3 1224 119,7 94,6 80,3 72,8 14,5
control SEM 0,7 4.1 12,1 19,5 20,6 21,6 21,3 0,5
valoarea lui p 1,0 0,05 0,07 0,07 0,04 0,03 0,02 -
Nr.=(cl, IGF) | 11,13 | 11,13 | 11,13 10,13 9,12 9,12 9,12%* 2,6% 4k
2-factori ANOVA pentru tratament si ziua 1 - ziua a 6-a, comparativ cu lotul, releva p=0,0348

* p<0,05 (vezi textul pentru valori exacte).

** Tepurii 40 si 42 din lotul de control au decedat in ziua a 3-a si a 4-a, respectiv. Iepurele tratat
45 a sucombat in ziua a 4-a. Ultimele masurdri ale creatininei la cei trei iepuri inainte de moarte
indicd 10,000; 11,30 si 7,70 mg/dL, respectiv, si ultimele masurari ale azotului ureei indicd 158; 215
si 147 mg/dL, care impreund cu evaluarea histologicd, ce confirmd granulatic renald excesiva si
necrozi celulard, indicd insuficienta renald acutd drept cauza mortii.

#4% Valorile indicilor mentionati in ser in ziua a 7-a nu au fost calculate la iepurii 25-30 si 43-48
(tratati cu IGF-1 Nr.=3; control Nr.=3). In plus, datele de laborator ale iepurelui - control 32 atestd un
nivel al azotului ureei din ser in ziuva a 7-a de 14 mg/dL, in timp ce nivelul zilei a 6-a era de 150
mg/dL. Aceastd valoare de jos a fost exclusd. Nr. pentru nivelurile de creatinind in aceasta zi este egal
cu 3, pentru lotul de control; din ziua a 7-a valoarea nu a fost neasteptat anormala.

*H-PAH

Absorbtia anionului organic PAH de citre sectiunile (fragmentele) cortexului renal, masuratd prin
raportul anionilor marcati radioactiv in tesut la anionii mediului, se majoreazid de la 0 initial la
momentul zero la un nivel de 7,15+1,78 in minutul 90 la iepurii normali (Nr.=4). Dupa ocluzia renald,
eficienta absorbtiei anionilor se reduce la animalele ocluzionate - control pana la o ratd a absorbtiei de
90 minute de 4,61+0,82 (p=0,16). Ratele In minutele 45 si 60 s-au redus semnificativ (p=0,052 si
0,043, respectiv) si 2 - factori ANOVA prezintd diferenta semnificativd pand la p=0,077. Rata de 90
minute la animalele ocluzionate cu IGF-1 creste pand la o valoare de 5,09+0,56, insd nu a fost
substantial diferitd de rata de 90 minute in lotul de animale ocluzionate - control (p=0,64).

Animalele din loturile tratate cu des-IGF-1 de asemenea au manifestat o capacitate de concentrare
mai bund, comparativ cu cele din lotul de control, insd nu a fost depistatd o diferentd semnificativa la
nici o etapd (vezi tabelul 12 si fig. 10).

“C-TEA

In sectiunile (fragmentele) cortexului renal de la iepurii normali absorbtia cationului organic TEA
a atins o valoare de 7,36+1,40 in minutul 90. La animalele ocluzionate-control, aceastd valoare scade
considerabil pana la 4,83+0,50, ceea ce reprezintd o descrestere cu 35% a capacitatii de concentrare.
La animalele tratate cu IGF-1, rata de 90 minute a fost de 7,21+0,80 si valorile la toate etapele au fost
mai ridicate, comparativ cu animalele ocluzionate-control, cu autenticitate in toate momentele
temporale, 2-factori ANOVA: timp si grup, comparativ cu rata atesta p=0,0014.

In plus, in orice moment temporal 2-factori ANOVA, utilizand aceiasi parametri, indicd valoarea
de p=0,71.

Rata de 90 minute in lotul animalelor tratate cu des-IGF-1 a fost de 8,48+1,04, rati, de asemenea
ridicatd, comparativ cu rata de absorbtie a TEA la animalele ocluzionate-control.

Tabelul 12
Absorbtia cationilor si anionilor organici de cétre animalele normale, ocluzionate-control i tratate cu
des-IGF-1 si IGF-1

Lotul 0 min 15 min 30 min 45 min | 60 min 90 min Nr.=
*H-PAH
Normal 0 1,50 2,84 4,22 5,76 7,15 4
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SEM 0 0,08 046 0,86 1,14 1,78
IRA-ocl. 0 1,08 1,90 2,48% 3,22% 4,61 10
SEM 0 0,14 0,28 0,39 0,54 0,82
des-IGF-1 0 1,57 2,84 4,08%* 4,34 6,68 3
SEM 0 0,10 0,21 0,34 0,23 0,65
IRA+IGF-1 0 1,31 2,18 3,42 3,57 5,09 10
SEM 0 0,12 0,18 0,33 0,30 0,56
LAP+IGF-1 0 1,21 2,15 3,09 3,50 4,78 3
SEM 0 0,02 0,15 0,21 0,02 0,54

* Ambele aceste valori sunt considerabil mai joase, comparativ cu cele la iepurii normali
*% 45 min. Raportul fragment/mediu pentru cei tratati cu des-IGF-1 este semnificativ mai mare
decat in lotul de control

4C.TEA

Normal 0 2,13 4,04 4,97 6,58 7,36 4
SEM 0 0,31 0,76 0,92 0,95 1,40

IRA ocl. 0 1,31 2,23 2,86 3,60 4,83 10
SEM 0 0,10 0,19 0,26 0,37 0,50

[RA+des 0 2,49 3,95 6,11 6,47 8,48 3
SEM 0 0,84 0,88 1,17 0,88 1,04
IRA+IGF-1 0 2,01 3,25 4,85 5,18 7.21 10
SEM 0 0,15 0,25 0,54 0,32 0,80

valoarea lui p*** 0,0012 0,0049 | -,0036 | 0,0045 | 0,0192
LAP+IGF-1 0 1,60 341 5,18 5,72 6,80 3
SEM 0 0,19 0,39 0,06 0,29 1,32

Rezultatele sunt exprimate ca raportul dintre sectiunea (fragmentul) de tesut si ionii din mediu la
intervalele de timp indicate.

*#% Semnificatiile intre grupul tratat cu IGF-1 si cel de control. 2-factori ANOVA indicd
p=0,0014. Nici o diferentd intre IGF-1 si normal.

Histopatologia

Animalele, care au supravietuit pand in ziua a 7-a, au fost sacrificate, organele obtinute au fost
folosite pentru evaluare histologica (tabelul 13).

Tabelul 13
Rezultatele examenului histologic* al tesutului renal la iepurii cu IRA+IGF-1, comparativ cu iepurii
cu IRA-control

Lotul | Degenerare | Congestie | Cilindri | Nefrite | Edem | Minerali- | Hiper- | Dilatare
renali zare trofie

IRA +2.4 0,2 0,9 04 1,8 1,7 2,6 1,9

IGF-1 +0,5 +0,1 +0,3 +0,2 +0,1 +0,4 +0,2 +0,4

IRA 1,5 0,3 1,1 0,8 2.4 2,2 2.4 2,3

Ocl. +0,3 +0,2 +0,3 +0,3 +0,3 +0,4 +0,3 +0,3

*Scara se bazeazd pe o crestere de la 0 pand la 4, cand 4 reprezintd leziune “severd” si 0 -
“normal”.

La examenul histologic al inimii, splinei si ficatului nu se relevd nici o diferentd statistic
semnificativd intre loturile de studiu. Desi s-a depistat o crestere a masei timusului, evaluarea a 11
timusuri de control i 6-tratate cu IGF-1 nu relevi deterioririi morfologice. In sectiunile (fragmentele)
rinichiului la toate animalele cu IRA se atestd mineralizare tubulara, dilatare si degenerare.

Loturile au fost examinate pentru depistarea prezentei urmditoarelor simptome: nefritei cronice
multifocale interstitiale; edemului; inflamatiei capsulare subacute; hipertrofiei epiteliale medulare si
mineralizdrii tubulare; dilatirii; degenerdrii; congestiei si cilindrilor renali hialini. Sectiunile au fost
marcate cu valori 0-4, bazate pe absenta modificirilor usoare, moderate, marcante sau severe. A fost
calculatd media acestor valori pentru fiecare categorie si media pentru fiecare lot de tratament a fost
comparata utilizdnd testul-T cu 2 cazuri neimperecheate. Nu a fost depistatd nici o diferentd
semnificativa in careva din aceste categorii, insa in medie, iepurii tratati cu IGF-1 manifesta tendinte
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spre a avea mai putin: congestii, cilindri renali, nefritd, edem, mineralizare si dilatare, iepurii acestia
manifestd o tendintd mai mult spre a avea hipertrofie.

Discutie

Aceste date sugereazd cd IGF-1 si des-IGF-1 exercitd evidente efecte benefice asupra functiei
renale ischemice la iepuri. Un efect favorabil al des-IGF-1 se relevd in cazul pierderii in greutate, care
este ameliorat cu 40% la iepurii tratati cu des-IGF-1 (p=0,048). Efectele IGF-1 asupra pierderii in
greutate nu au fost asa impresionante si nici statistic semnificative. In cadrul multor masuriri ale
efectului anabolic, des- IGF-1 manifestd o tripld crestere asupra succesiunii complete IGF-1.Totusi,
chiar cu reducerea compensatorie de 2/3 a dozei utilizate in experientele prezentei inventii, masele
renale ale iepurilor tratati cu des-IGF-1 depésesc cu 50% cele ale iepurilor de control, dupd o perioada
de 7 zile (p=0,0004). Rinichii tratati cu IGF-1 nu au manifestat aceeasi crestere a masei renale, insa
ambii - i IGF-1 si des-IGF-1 au grabit vindecarea renald. Acesta este un moment important, deoarece
se relevd un efect benefic al IGF-1 asupra regenerdrii renale, fird schimbari marcante ale marimii
organului.

fn ambele loturi existi manifestiri evidente de necrozi, granulatie si leziuni generale celulare.
Unii rinichi prezinta portiuni de calcificare, ca rezultat al mortii celulelor si sunt, de asemenea, semne
extracelulare de depunere proteicd, ce cauzeazi edeme in ambele loturi. Examenul histologic relevd ca
animalele tratate cu IGF-1 prezintd mai putine deteriordri renale si mai multe dovezi de regenerare
renald.

Datele inregistrate indicd nu numai o crestere a masei splinei, timusului si rinichilor, dar
masurdrile creatininei si azotului ureei in ser sugereazi o ameliorare specificd a functiei renale in
ambele loturi: tratati cu des-IGF-1 si tratati cu IGF-1. Lotul tratat cu IGF-1 prezintd niveluri
semnificativ mai joase ale ambilor indici: de creatinind si azot al ureei in ser, nivelurile azotului ureei
erau cu 50% mai joase, comparativ cu valorile de control, inregistrate din ziva a 2-a pand in ziua a 6-
a. Excesul azotului ureei este indezirabil si revenirea la niveluri normale, cat mai repede posibil, este
examinatd ca raspuns pozitiv. Animalele tratate cu IGF-1 de asemenea manifestid o revenire, mai
rapidd, la nivelurile normale de creatinind sericd, comparativ cu animalele de control si aceste doud
momente sugereazd cd tratamentul cu IGF-1 amelioreazd filtratia s§i retinerea ulterioard a
ultrafiltratului. La iepurii tratati cu des-IGF-1 nivelurile creatininei serice au fost similare celor
inregistrate la animalele lotului de control. Nivelurile azotului ureei in ser, totusi, au fost
nesemnificativ mai joase (p=0,058). Astfel, datele sugereaza cd IGF-1 este mai eficient, comparativ cu
proteina trunchiatd, in ce priveste cresterea masei renale functionale, necesare pentru reducerea
nivelurilor in ser. Se pare, c¢d IGF-1 restabileste mai convingdtor functiile normale renale in IRA, mai
repede si mai radical decat excipientul, cu schimbéri precoce posibile pand la 24 ore.

in studiul anionilor i cationilor organici sunt depistate, de asemenea, efectele pro-renale ale IGF-
1. Asa, cum s-a mentionat mai sus, retinerea renald a cationilor si anionilor de cdtre membrana bazala
si apicald, are o importanti clinici. in investigatiile prezentate, ictusul ischemic a redus evident
capacitatea fragmentelor (sectiunilor) corticale renale de concentrare a anionilor si cationilor,
comparativ cu gradientul in structura experimentald, moment verificat prin diferenta semnificativa
intre raporturile fragment/mediu la iepurii normali si iepurii ocluzionati-control. Reducerile
capacitatii functionale pentru o unitate de masd au constituit 35% pentru ambii ioni. La administrarea
IGF-1 animalele nu manifestd o ameliorare considerabild a capacitatii tesutului lor renal de
concentrare a anionului (desi tendinta sugereazi ci cu mai multe subiecte pot fi reduse erorile §i se
poate atinge semnificatia).

Totusi, la animalele tratate cu IGF-1 se atestd un raport fragment/mediu pentru cation considerabil
mai inalt, ambele loturi prezentdnd capacitate de concentrare normald. Astfel administrarea IGF-1
timp de 7 zile dupd declansarea ictusului acut produce restabilirea radicald a capacititii de
concentrare: absorbtia TEA creste la 70% si absorbtia PAH la 50%, comparativ cu IRA la controale.
Cu alte cuvinte, la administrarea oricdror din IGF-1 sau des-IGF-1, compozitia celulard a fragmentelor
corticale renale este afectatd in asa mod incat sd revind la normal eficienta transportorilor cationici
pentru masa datd. Majorarea transportului de ioni in vitro la sobolanii tratati cu IGF-1 sugereaza ca
cantitatea de tesut functional a crescut.

Concluzii
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In modelul leziunii, descrise mai sus, la iepure s-a produs o leziune ischemicd renald evidentd, ce
poate fi misuratd, care se manifestd prin descresterea capacititii functionale renale, verificatd prin
majorarea nivelului creatininei serice si azotului ureei in ser §i reducerea transportului de ioni
organici. In plus, pierderile postischemice in greutate par a fi o masurd utild a functiei renale, desi
pierderi “postoperatorii” in greutate s-ar putea dovedi a fi un termen mai reusit.

Tratamentul cu IGF-1, cu o consecutivitate absolutd, in perioada ictusului renal este benefic
pentru iepurii, inclusi in acest studiu, prin asigurarea unor niveluri mai joase de creatinind serica si
azot ureic in ser. La iepurii tratati cu IGF-1 se relevd, de asemenea, cresterea masei timusului si,
posibil, desi nesemnificativd, reducerea pierderii in greutate. La animalele tratate cu des-IGF-1, de
asemenea, se atestd reducerea nivelului azotului ureei in ser si capacitate normald de concentrare a
ionilor. in plus, se inregistreazi majorarea maselor splinei si rinichilor si reducerea pierderii in
greutate. De aceea, IGF-1 si des-IGF-1 sunt agenti potentiali utili in prevenirea sau ameliorarea
ischemiei renale la iepure si pot fi folositi si la alte genuri de animale.

fn plus, rezultatele indicd ci in urma tratamentului cu des-IGF-1 si IGF-1 s-a redus in jumitate
numdrul iepurilor sucombati, comparativ cu iepurii din lotul de control, la care nu s-a administrat un
astfel de tratament.

Exemplul IIT

Tratamentul sobolanilor

Introducere

Acest studiu are ca scop determinarea capacitatilor des-IGF-1 si IGF-1 de a preveni sau cel putin
de a ameliora leziunile rinichilor la alte specii de animale, la sobolan, si posibilitatii acestor factori de
crestere de a reduce catabolismul accelerat, care se presupune ci se asociazd insuficientei renale.

Protocolul

S-au efectuat trei testdri, in care IRA a fost indusa operatoriu prin clamparea ambilor rinichi la
sobolani Sprague-Dawlez masculi anesteziati (Charles River Laboratories, Wilmington, MA).
Anestezia (Ketamine/Xyluzine intraperitoneal, i.p.) s-a monitorizat pe parcursul investigatiei si
ulterior se suplimenta pentru a mentine cAmpul de operatie. Preoperatoriu, proba de singe bazald se
colecteazd preorbital sub anestezie si apoi in partile laterale se fac mici incizii subcutanate deasupra
fiecdrui rinichi. Accesul la rinichi s-a realizat prin incizia peretelui abdominal. Se externeaza fiecare
rinichi, se localizeaza artera si vena renald si se clampeaza pentru 30 sau 60 minute, utilizdnd o clema
pentru aneurism de 2,5 cm Schwartz™. La animalele la care a fost simulati operatia, au fost realizate
aceleasi proceduri, cu exceptia clamparii rinichiului. Rinichii se declampeaza, inciziile se sutureaza si
animalele se plaseaza pe perioada vindecdrii pe o pernutd incdlziti. Analiza biochimicd a sangelui se
efectueaza utilizind Monarch 2000 Clinical Chemistrz Analyser.

Planul investigatiilor

Studiul 1: fn primul studiu 16 sobolani au fost clampati pentru 30 minute fiecare. Lor li s-a
administrat oricare din: 50 mg/zi des-IGF-1 sau excipient (100 mM acid acetic, PH 4,5) printr-o
minipompd osmoticd Alza™ 2001, plasatd subcutanat, fiecare pompa fiind pregatitd pentru a actiona
imediat dupd amplasament. La toti sobolanii li se injecteazd 50 mg des-IGF-1 sau de excipient al
acestuia 90 minute dupd declampare. Sobolanii se cantdresc zilnic si se colecteaza zilnic probe de
sdnge din vena codald si in ziua a 7-a se sacrifica.

Studiul 2: Aceastd investigatie se efectueazd pentru determinarea timpului mai eficient de
clampare, ce provoaci deteriorarea rinichiului. in studiul 1 era evident ci clamparea timp de 30
minute provoacd leziuni usoare. 6 sobolani se clampeaza pentru 30 minute, 6 sobolani - pentru 60
minute si la 4 sobolani de control se simuleazd operatia. Sobolanii se cintiresc zilnic si zilnic se
colecteazd probe de sdnge din vena codald, si in ziua a 4-a se sacrifica.

Studiul 3: 18 sobolani se clampeazd pentru 60 minute fiecare si la 4 sobolani de control se
simuleazi operatia. La 6 sobolani 1i se administreazd oricare din: 265 mg/zi des-IGF-1; 436 mg/zi
IGF-1 sau excipient printr-o minipompa osmoticd Alza ™ 2001, plasatd subcutanat, fiecare pompa
fiind pregatitd pentru a actiona imediat dupa amplasament. Dupd declampare, la toti sobolanii li se
administreaza subcutanat in injectii 100 mg des-IGF-1; IGF-1 sau de excipient al acestuia. Sobolanii
se cantdresc zilnic i zilnic se colecteazd probe de snge din vena codald pind in ziua a 4-a inclusiv si
in ziua a 7-a se sacrifica.

Rezultate

fn fig. 12, se compari eficientele IGF-1 si des-IGF-1, ca stimulatori ai cresterii rinichilor la
sobolanii hipofizectomizati. Ca factor de crestere al rinichiului, eficienta IGF-1 trunchiat depaseste de
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9 ori eficienta IGF-1. Datoritd acestor efecte puternice ale des-IGF-1, ambii IGF-1 se des-IGF-1 au
fost testati in leziunile renale pe modelul cu animale.

Studiul 1. Evolutia insuficientei renale, ca urmare a ocluziei arterelor renale timp de 30 minute la
sobolanii de control i cei tratati cu des-IGF-1, este prezentatd in fig. 13-15 prin asa indici, cum ar fi
adaosul in greutate, BUN si creatinina. Se relevd un adaos in greutate mai semnificativ in lotul
animalelor tratate, incepand cu ziua a 5-a de la ocluzionare.

Nivelul BUN creste similar la ambele loturi cu leziuni, insd din acest moment, se mentine la un
nivel mai jos in lotul tratat. Acest efect al des-IGF-1 devine statistic semnificativ in zilele 6 si 7 si
reflectd efectul anabolic al moleculei. Creatinina serica creste si se reduce in mod similar in ambele
loturi. Acestea reflectd evolutia leziunilor ugoare, care se autolimiteaza. Creatinina s-a luat drept
masurd a functiei renale, in genere drept mésurd indirectd a ratei filtratiei glomerulare. BUN serveste
drept masurd a ambelor functii renale i a stérii catabolice a sobolanilor.

Studiul 2. Evolutia insuficientei renale ca urmare a ocluziei renale timp de 20 sau de 60 minute se
monitorizeazd in vederea determindrii timpului de clampare, care provoaci leziuni renale severe, fard
a fi letale (vezi fig. 16-18). Adaosul in greutate a fost considerabil sub influenta operatiei in toate
loturile, insd numai animalele clampate timp de 60 minute au manifestat un catabolism mentinut.

BUN atestd o crestere radicald in lotul clampat timp de 60 minute. Natura severd a efectului
clamparii timp de 60 minute se confirma, se asemenea, prin nivelul creatininei in ser.

Evident, clamparea arterelor renale timp de 60 minute provoacd o insuficientd renald severd,
comparativ cu clamparea timp de 30 minute, insd nu a fost letald pe parcursul intregului studiu.
Respectiv, modelul de 60 minute a fost utilizat in experientele ulterioare.

Studiul 3. Evolutia insuficientei renale, ce urmeazi ocluzia arterelor renale timp de 60 minute, a
fost urmaritd la animalele, la care li s-a administrat prin minipompe excipient, des-IGF-1 sau IGF-1
(vezi fig. 19-21). Sobolanii cu insuficientd renald netratatd nu adaugd in greutate, in schimb,
tratamentul timp de 3 zile cu des-IGF-1 releva un adaos in greutate. Spre comparatie, aceeasi doza de
IGF-1 exercitad un efect mai redus. BUN creste pand la o extindere similard in ambele loturi clampate.
Totusi, tratamentul cu des-IGF-1 este asociat cu o scidere rapidd a nivelurilor BUN.

Nivelurile creatininei serice, de asemenea, cresc in toate loturile cu animale clampate, insa
tratamentul cu des-IGF-1 pare a fi cauza unei reduceri mai rapide, comparativ cu alte loturi clampate.
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(57) Revendiciri:

1. Metoda de profilaxie a insuficientei renale acute la mamifere care include administrarea unui
remediu, caracterizatd prin aceea cd in calitate de remediu se utilizeaza o cantitate eficientd a
factorului de crestere de tip insulinic IGF-L

2. Metoda, conform revendicarii 1, earacterizatd prin aceea ci in calitate de mamifer este
prezentat omul.

3. Metodd, conform revendicdrii 1, caracterizati prin aceea cd IGF-I este optional combinat cu
o proteind de aglutinare IGF.

4. Metodd, conform revendicdrii 3, caracterizati prin aceea ci proteina de aglutinare IGF
reprezinti IGFBP-3.

5. Metoda, conform revendicirii 1, caracterizati prin aceea ci cantitatea eficientd de IGF-I
constituie 0,01...1 mg/kg/zi.

6. Metodid, conform revendicarii 1, caracterizatd prin aceea cil insuficienta renald acutd este o
consecintd a afectiunii ischemice a rinichilor.

7. Metoda, conform revendicdrii 2, caracterizatd prin aceea ci omul este supus operatiei la
cord.

8. Metoda, conform revendicarii 1, caracterizati prin aceea c¢d mamiferul este supus
transplantirii renale.

9. Metodd, conform revendicarii 8, caracterizati prin aceea ci IGF-I se administreaza inainte
de transplantare.

10. Metod4, conform revendicarii 8, caracterizatd prin aceea ca IGF-I se administreazd in
timpul transplantirii.

11. Metoda, conform revendicirii 1, earacterizati prin aceea cd insuficienta renald acuta este o
consecintd a afectiunii cu nefrotoxine.

12. Metodd, conform revendicdrii 1, caracterizati prin aceea ci aditional se administreazi o
cantitate eficientd de hormon de crestere.

13. Aplicare a unei cantitati eficiente a factorului de crestere de tip insulinic IGF-I pentru
profilaxia insuficientei renale acute.

14. Aplicare, conform revendicérii 13, in care IGF-I reprezintd IGF-I uman.

15. Aplicare, conform revendicdrii 13 sau 14, in care IGF-I se aplicd combinat cu o proteind de
aglutinare IGF.

16. Aplicare, conform revendicdrii 15, in care proteina de aglutinare IGF reprezintd IGFBP-3.

17. Aplicare, conform oricdreia din revendicdrile 13-16, in care cantitatea eficientd de IGF-I
constituie 0,01...1 mg/kg/zi.

18. Aplicare, conform oricareia din revendicdrile 13-16, in care cantitatea eficientd de IGF-I
constituie 1...50 pug/kg/h.

19. Aplicare, conform oricireia din revendicdrile 13-16, in care IGF-1 se administreazi cu o
cantitate eficientd de hormon de crestere.

(56) Referinte bibliografice:
1. Tapees U. E. u 1p. Cnpapouruk no Hedpponoran. Mocksa, MenuruHa, 1986, ¢. 254-261

Sef sectie: EGOROVA Tamara
Examinator: TIMONIN Alexandr
Redactor: CANTER Svetlana
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str. Andrei Doga, nr. 24, bloc 1, MD-2024, Chisinau, Republica Moldova
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