POLSKI
PRZEGLAD CHIRURGICZNY
L, 1969, 1

JAN NIELUBOWICZ, valdemar OLSZEWSKI. WOJCIECH ROWINSKI, DITTA
BULIEN, JERZY GRUCHALSKI, ZDZISLAW MACHOWSKI, EWA MAYZNER,
JERZY POLANSKI, StAWOMIR PLUCINSKI, JERZY SOKOLOWSKI, MAREK
SKOSKIEWICZ, JACEK SZMIDT

BADANIA DOSWIADCZALNE
POZAUSTROJOWEJ PERFUZJI WATROBY

Z Zespotu Chirurgii Doswiadczalnej i Transplantologii,
Centrum Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej PAN w Warszawie
Kierownik: prof. dr J. Nielubowicz

W Zespole Chirurgii Doswiadczalnej PAN od 1966 r. prowadzone sg
badania mozliwosci zastosowania w Klinice, u ludzi z ostrg niewydolno-
$cig watroby pozaustrojowej perfuzji obcogatunkowej watroby. Metoda ta
zaproponowana przed 10 laty znajduje sie ciggle jeszcze w okresie ekspe-
rymentalnym wymagajgc zmian i ulepszen. Kazdy zespot, ktory podej-
muje tego typu proby kliniczne musi przeprowadzi¢ wiele badan doswiad-
czalnych tak, aby zdac sobie sprawe z wielu trudnosci i niebezpieczenstw,
ktére ta metoda w sobie kryje. Perfuzja watroby obcogatunkowej wyko-
nywana u cztowieka nawet w stanie koncowej niewydolnosci jego watroby
bez odpowiedniego przygotowania doswiadczalnego i mozliwosci statego,
doraznego wykonywania réznych prob jest w naszym przekonaniu bte-
dem. Perfuzja w warunkach nieodpowiednich w imie zasady ,temu cho-
remu i tak nic nie pomoze”, jest, naszym zdaniem, nieusprawiedliwiona.
Najwazn.ejsze zadania, ktre musza by¢ rozwigzane, to: 1) umiejetnosé
szybkiego pobrania watroby od zwierzecia, 2) mozno$¢ catkowitego wy-
ptukania watroby z krwi, 3) mozliwo$¢ stworzenia w watrobie perfundo-
wanej dostatecznie wysokiego cisnienia i dostatecznego przeptywu,
4) mozno$¢ doraznej oceny czynnosci watroby, 5) niezawodna i dorazna
kontrola osobnika perfundujgcego watrobe.

W pracy niniejszej badano:

1) ocene czynnos$ci wydzielniczej i biochemicznej oraz przeptyw przez
izolowang watrobe $wini,

2) zmiany biochemiczne oraz hemodynamiczne, ktére wystepuja u zwie-
rzecia perfundujacego drugg watrobe, umieszczong poza ustrojem.

POSTEPOWANIE

Badania przeprowadzono w 2 grupach, uzywajac do dos$wiadczen #gcz-
nie 30 $win przecietnej wagi 25—30 kg. W grupie | wykonano 12 poza-
ustrojowych perfuzji watroby Swinskiej u swin z wytworzong doswiad-
czalnie ostrg niewydolnoscig wiasnej watroby. W grupie drugiej poréw-
nawczej wywotywano u 6 Swin ostra niewydolnos¢ watroby wiasnej, po-
dobnie jak w grupie I, jednak bez pozaustrojowej perfuzji watroby.
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Grupa |. Przygotowanie biorcy. Niewydolno$¢ watroby wywotywano na-
stepujaco: w znieczuleniu eunarkonem zespolono zyle krezkowg gorna
z zykg gtéwna dolng bok do boku, a nastepnie podwigzywano we wnece
t. watrobowa, zyte wrotng przewdd z. wspolny oraz pozostate czesci wia-
zadta watrobowo-dwunastniczo-zotgdkowego. Przerywato to catkowicie
doptyw krwi do watroby wiasnej. Swinie przygotowywano do perfuzji
wprowadzajgc kaniule do aorty przez t. biodrowg oraz do z. gtdwnej dol-
nej przez zyte biodrowa. Kaniule taczono z drenami prowadzacymi do per-
fundowanej watroby umiejscowionej w pojemniku.

Pobieranie watroby do perfuzji. Watrobe pobierano jatowo ze S$wini
uspionej eunarkonem. Krew z naczyh watroby wyptukiwano poprzez zyte

Ryc. 1. Schemat uktadu perfuzyjnego

wrotng za pomocg 10—12 1 ptynu Ringera o temp. 37°C z dodatkiei
50 ml/1 heparyny oraz 300 000 j/1 penicyliny, zbuforowanych za pomoc
dwuweglanu sodu do pH 7,8. Przecietny czas niedokrwienia watroby t
od przerwania doptywu wiasnej krwi i rozpoczecia wyptukiwania krw
do chwili potaczenia z krgzeniem biorcy wynosit 15—20 minut.

Schemat uktadu perfuzyjnego (ryc. 1). Z chwilg rozpoczecia perfuz
krew ptyneta z aorty swini ,biorcy” do izolowanej watroby drenem ro
gateziajgcym sie tuz przed pojemnikiem na gataz do t. watrobowej or
do zyly wrotnej. Z watroby krew odptywata sitg ciezkosci do zyty biodr
wej Swini przez przewod wprowadzony do zyt watrobowych watroby iz
lowanej. Pojemnik umieszczony byt 10 cm ponad poziomem zyty gtowr
dolnej swini. Z64¢ zbierano do kalibrowanego naczynia osobnym drem
wprowadzonym do przewodu zétciowego wspolnego. Pojemnik wypetnia
w catosci ptynem do dializy otrzewnowej Nr 1 (Polfa) o temp. 39'C. St;
cieptote ptynu utrzymywat termostat.

Perfuzje przeprowadzano po uprzednim podaniu $wini 4 mg/kg hej
ryny. W czasie perfuzji, $wini mierzono cisnienie krwi w t. szyjr
w watrobie znajdujgcej sie w pojemniku ciSnienie krwi mierze
w t. watrobowej i zyle wrotnej. Oznaczano tez wyptyw krwi z watro
Poza tym oznaczano w krwi doptywajacej i odptywajacej z izolowa
watroby zawarto$¢ tlenu, pH i p CO2- Mierzono ilo$¢ wydzielanej i«
i stezenie w niej blilirubiny. U $wini okres$lano poziom amoniaku we k
tetniczej i zylnej w 5, 10, 15, 30 i 45 min. po obcigzeniu cytrynian
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amonu w dawce 30 mg/kg wagi ciata oraz zatrzymanie BSP w % w 2, 5,
10, 15, 30 min. po dozylnym podaniu w dawce 5 mg/kg. Poza tym badano
u $wini we krwi przed i po wykonaniu perfuzji hematokryt, poziom
SGOT, SGPT, fosfazy zasadowej, kreatyniny, mocznika i biatka w suro-
wicy.

W grupie Il wykonywano te same badania biochemiczne, co w grupie |.

WYNIKI

Grupa |. Czas trwania perfuzji wynosit przecietnie 2!/2 godziny
(2—4 godz) i zalezny byt od stanu zwierzecia w czasie do$wiadczenia.

A. Czynno$¢ watroby perfundowanej

a) Przeptyw krwi. Wynosit on od 027 do 2,0 ml/g watroby/min. prze-
cietnie 094 (tab. 1). Przeptyw zalezat gtéwnie od cisnienia tetniczego
$wini. Stosunek doptywajacej krwi do izolowanej watroby przez t. watro-

Tabela |

Przecietne ilosci wydzielanej zokci, przeptywu krwi i zuzycie tlenu przez watrobe perfundo-
wang pozaustrojowo przez okres 2,1/2 godziny

dc’)\élxr/{/. Z6t¢ mi100 g/godz. | Przeptyw krwi ml/g/min. Zuzycie 0-, ml/g/min.
1 0,73 0,58 0,043
2 11 05 0,047
3 1,85 0,42 0,059
4 18 1,0 0,088
5 1,43 0,37 0,052
6 0,61 0,44 0,018
7 0,93 0.62 0,018
8 0,87 1,0 0,016
9 1,0 1,0 0,042
10 0,5 18 0,027
11 0,7 1.2 0,049
12 11 . 0,9 0,045

bowa oraz zyte wrotng byt 1 : 4. Cisnienie w t. watrobowej w pojemniku
utrzymywato sie w granicach 110/80 do 60/40 mm Hg, za$§ w zyle wrotnej
od 15 do 5 mm Hg.

b) Zuzycie tlenu przez watrobe. Zuzycie tlenu wahato sie od 0,01 do
01 ml/g watroby/min., przecietnie 0041 ml. (tab. 1). Zalezne ono byto
zwykle od wielkos$ci przeptywu krwi przez watrobe.

¢) Wydzielanie z6tci. Wynosito od 0.61 do 2,3 ml/100g watroby/godz.,
przecietnie 1,15 ml, bylo ono zalezne przede wszystkim od stopnia zuzy-
cia tlenu przez watrobe i od wielko$ci przeptywu krwi. Stezenie bilirubiny
w zotci wynosito od 2,0 do 22,2 mg°/o, przecigtnie 11,9 mg°/o.

d) Oczyszczanie z amoniaku i BSP. Poziom amoniaku w krwi wracat
do wartosci wyjsciowych w 15 min. po obcigzeniu cytrynianem amonu
(ryc. 2). Zatrzymanie BSP wynosito po 30 min. od 11 do 33°/0 (ryc. 3).
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Ryc. 2. Poziom amoniaku we krwi zylnej w pierwszych 45 min. po dozylnym obcia-
zeniu 30 mg/kg cytrynianu amonu u 3 zwierzat z pozaustrojowag watroba (linia
c.agfd) i u 3 zwierzat grupy poréwnawczej (linia przerywana).

Ryc. 3. Odsetka zatrzymania BSP we krwi zylnej w pierwszych 45 min. po dozyl-
nym obcigzeniu 5 mg/kg. Linig ciagla oznaczono zwierzeta z pozaustrojowg wa-
troba, linig przerywana, zwierzeta grupy poréwnawczej.

Oczyszczanie z amoniaku i BSP przebiegato we wszystkich do$wiadcze-
niach jednakowo szybko i nie bylo widocznie zalezne od wielko$ci prze-
ptywu krwi oraz zuzycia tlenu przez watrobe.
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B. Zmiany zachodzace u $wini perfundujgcej pozaustrojowo watrobe

a) Cisnienie tetnicze krwi. W czasie trwania perfuzji cisnienie krwi obni-
zato sie przecietnie o 15—20 mm Hg/godz. Spadkowi temu nie zapobiegato
przetaczanie duzych ilosci ptynu Ringera lub 5% glukozy (ryc. 4).

Ryc. 4. Cisnienie krwi w t. szyjnej (A) t. watrobowej (B) i zyle wrotnej (C) u Swini
w czasie 3 godz. perfuzji. Widoczny staty spadek cisnienia.

Ryc. 5. pH w krwi tetniczej $wini perfundujacej pozaustrojowa watroba (linia cia-
gla) oraz zwierzat grupy poréwnawczej (linia przerywana). Kropkami oznaczono
podanie dozylnie 30 ml 3°/0 Natr. bicarbonicum.

b) Rébwnowaga kwasowo-zasadowa. Juz po 30 min. perfuzji pH krwi
tetniczej obnizato sie ponizej 7,3 przy ci$nieniu czgsteczkowym CO2
38—45 mm Hg. Wymagato to czestego dozylnego podawania dwuweglanu
sodu w ogolnej ilosci 25—10 g (ryc. 5).
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¢) Hematokryt, biatko surowicy, SGOT, SGPT i fosfataza zasadowa.
W ciggu 21/2godz. perfuzji hematokryt krwi zylnej obnizat sie 0 3—6%.
Poziom biatka w surowicy obnizat sie w tym samym czasie od 25—60%
(ryc. 6). Poziom transaminazy szczawiowo- octowej we krwi ulegat znacz-
nemu podwyzszeniu, natomiast poziom fosfatazy zasadowej nie ulegat
zmianie.

Grupa Il (poréwnawcza). W czasie 3-godzinnego doswiadczenia cisnie-
nie tetnicze krwi obnizato sie nieznacznie, przecietnie 10 mm Hg/godz.
Natomiast pH krwi tetniczej pozostawato w granicach prawidtowych
i obnizato sie nieco dopiero w trzeciej godzinie doswiadczenia (ryc. 5).

Poziom biatka w surowicy krwi SGOT i fosfatazy zasadowej oraz he-
matokryt byty prawidtowe. Poziom amoniaku we krwi zylnej w 5 minut
po obcigzeniu cytrynianem amonu wynosit ponad 150 Yo/o, a po 45 min.
utrzymywat sie znacznie powyzej normy (ryc. 2). Zatrzymanie BSP wy-
nosito po 45 min. powyzej 40% (ryc. 3).

OMOWIENIE

Pozaustrojowa perfuzja watroby znajduje zastosowanie w leczeniu cho-
rych na $piaczke watrobowg (1, 12). Szerokie zastosowanie kliniczne tej
metody jest jednak jeszcze ograniczone zarowno z powodow technicznych.

Ryc. 6. Poziom biatka w surowicy SGOT i fosfatazy zasadowej przed i po perfuzji
watroby. Linia przerywana oznaczono zwierzeta grupy poréwnawczej.

jak i wystepujacych w czasie zabiegu zaburzen hemodynamicznych. Na-
lezg do nich: 1) zwigkszajacy sie¢ stopniowo op6r naczyniowy watroby a co
za tym idzie, maty odptyw zylny, 2) konieczno$¢ utrzymania statej tem-
peratury watroby i kKrwi przez nig przeptywajacej, 3) jak najwieksze skro-
cenie czasu niedokrwienia watroby w czasie jej pobierania, 4) wystepu-
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jacy u osobnika perfundujgcego watrobe spadek ci$nienia tetniczego i kwa-
sica metaboliczna.

Wyniki badan doswiadczalnych wskazujg, iz przeptyw Kkrwi przez
watrobe izolowang winien wynosi¢ od 0,75 do 1,0 ml/g watroby/min. (4, 13,
14). Przy przeptywie ponizej 0,5 ml/g/min. czynno$¢ watroby ulega znacz-
nemu upo$ledzeniu. Zmniejszenie przeptywu przez t. watrobowg prowadzi
do ograniczenia wydzielania z6tci, obnizenia oczyszczania z bilirubiny (14)
oraz zmniejszonego oczyszczania krwi z kwasu mlekowego (14, 15). Wy-
dzielanie z6kci ustaje catkowicie przy przeptywie krwi ponizej 0,2 ml/min.
(10, 14). Zmniejszony przeptyw przez zyle wrotng prowadzi do zaburzeh
W oczyszczaniu z amionaku (14).

W czasie perfuzji wzrasta stopniowo opor naczyniowy watroby (10). Po-
woduje to zmniejszenie przeptywu krwi w ciggu pierwszych 5 godzin per-
fuzji przecietnie o 30°/0 (7). Jednoczesnie obniza sie stopien zuzycia tlenu
przez watrobe z 0,03 ml/g/min. do 0,007 po 6 godzinach perfuzji (7). Przy-
czyny statego zwiekszania sie oporu naczyniowego watroby nie sg jashe.
Wydaje sie, ze zaburzenie to rozwija sie wskutek niedotlenienia, obnizo-
nego pH krwi oraz spadku temperatury krwi (4) i by¢ moze z ciat obkur-
czajacych, powstajacych z rozpadu ptytek krwi obcogatunkowej (2). Przy
temperaturze krwi ponizej 38° dochodzi poza tym do zaburzen przemiany
kwasu mlekowego. Obserwuje sie wowczas zwiekszenie stosunku mlecza-
now do pyrogronianow (14).

Przyczyny spadku cisnienia tetniczego u zwierzecia perfundujacego
watrobe nie sg wyjasnione (3). Przetaczanie duzej ilosci krwi lub ptynéw
krwiozastepczych jak réwniez ptynéw buforowych nie zapobiega temu
spadkowi (8). Stwierdzono, iz ptyn wyptywajacy z izolowanej watroby
niedokrwionej przez okres 30—60 min. przetoczony innemu zwierzeciu
powoduje znaczne obnizenie ci$nienia Krwi (8) mimo, ze jest on jatowy
a jego pH jedynie nieznacznie obnizone.

U wiekszosci zwierzat perfundujgcych watrobe rozwija sie kwasica me-
taboliczna (2, 5, 11). Szczeg6lnie tatwo rozwija si¢ ona przy matym prze-
ptywie przez watrobe, ponizej 05 ml/g/min. Kwasica powoduje wzrost
oporu nhaczyniowego watroby i zmniejszenie przeptywu krwi. Wymaga to
wyptukiwania krwi z watroby pobranej do perfuzji ptynem o pH okoto 8,0
oraz podawania zwierzeciu srodkéw buforowych przed rozpoczeciem oraz
w czasie perfuzji (9).

W naszych badaniach, celem utrzymania wysokiego przeptywu przez
pozaustrojowg watrobe, doprowadziliSmy do niej krew bezposrednio
z t biodrowe] lub aorty. Dzieki temu przecietny przeptyw wynosit
09 ml/g/min. Przeptyw przez t. watrobowg z pojemnikiem zalezny byt od
wielkosSci cisnienia tetniczego. W mniejszym stopniu dotyczyto to prze-
p+ywu wrotnego. W wigkszosci przypadkow nawet przy przeptywie powy-
zej 1 ml/g/min., obwodowe czesci watroby byty niedokrwione i przybie-
raly stopniowo sino-czerwone zabarwienie. Zuzycie tlenu przez watrobe
byto proporcjonalne do wielkoSci przeptywu, przy przeptywach w grani-
cach 0,5—1,0 ml/g/min. Wydzielanie zoici byto proporcjonalne do stopnia
zuzycia tlenu oraz wielkosci przeptywu krwi. Natomiast catkowite oczy-
szczanie z amoniaku nastepowato w 15 min., nawet przy bardzo niskich
przeptywach. Podobnie szybko usuwana byla z krwi bromsulftaleina.
U wszystkich zwierzat obserwowano w czasie perfuzji staty spadek cisnie-
nia krwi. Pierwszy kilkuminutowy spadek wystepowat po rozpoczeciu per-
fuzji. W drugiej i trzeciej godzinie perfuzji nastepowat drugi powolny
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spadek cisnienia krwi oraz pojawiaty sie objawy kwasicy metabolicznej.
Przetaczanie duzych ilosci krwi i ptynow krwiozastepczych oraz dwu-
weglan sodu nie zapobiegato spadkowi ci$nienia. Zaréwno'obnizenie ci$nie-
nia jak i kwasica wystepowaty przede wszystkim u zwierzat z przeptywem
watrobowym ponizej 05 ml/g/min. W tych przypadkach watroba miata
zabarwienie sino-czerwone, marmurkowate, a brzegi jej po przecieciu nie
krwawity. Tego rodzaju zmiany obserwowano, jesli czas niedokrwienia
watroby przed perfuzjg przekraczat 30—40 min.

WNIOSKI

1. Wydzielanie z6ikci, zuzycie tlenu i przeptyw krwi przez izolowang
watrobe Swini perfundowanej krwig tetnicza zblizone sg w pierwszych
3 godzinach perfuzji do przyjetych powszechnie wartosci prawidtowych.

2. Pelne oczyszczenie Kkrwi z egzogennego amoniaku nastepuje po
30 min., zatrzymanie za§ BSP po 20 min. nie przekracza 30%. Szybko$¢
oczyszczania z amoniaku i BSP nie zalezy od wielkosci przeptywu Kkrwi.
' 3. U zwierzecia perfundujacego obnizato sie stopniowo ci$nienie tetnicze
krwi i rozwijata sie kwasica metaboliczna. Nastepowato to zwykle przy
przeptyw'e krwi ponizej 05 ml/g/min. i zuzyciu tlenu ponizej
0,03 ml/g/min. Jednoczes$nie obnizat sie poziom biatek w surowicy krwi
i podwyzszat poziom SGOT i SGPT.

A. Heno6oBun4y, B. Onbuwiesckn, B. PoBuHckU, [. BynneH, N. I'pyxanbcku,
3. MaxoBcku, E. xMabizHep, Il. MonaHckn, C. ImoynHckn, C. COKONOBCKU,
M. Ckonbckesud, V. Wmnar

SKCMEPVMEHTAJIbHBIE VICCNEAOBAHUA 3KCTPAKOPMOPA/IbHOW
MEPPE3NN MEYEHWU

Copep>xxaHune

ABTOpPbI NPOU3BENI IKCTPABOPNOPa/ibHYO Nepdy3nto MeYeHn Y CBUHBM C OCTPOI HedoCTa-
TOYHOCTbIO COGCTBEHHOI NeuyeHW. B TeuyeHMe 3 4yacoB nepdly3un BblAeneHve >Kenuu, notpebne-
HWe KMCNopoda W KPOBOTOK Yepe3 M30MMPOBaHHYIO MNeyeHb Obln MPUGANKEHBI K (pmsmonorm-
UecKOMy COCTOsIHMI. O4MCTKa 0T aMmuaka 1 6pomMeynbdTanenHa npomcxoauna B neveHme 20—30
MUHYT. Y >XMBOTHOrO NeptyHAMPYIOLLErO MeYeHb CHUDKaIOCh OAHAKO MOCTEMEHHO KPOBSHOe
[aBfieHve 1 pa3BMBa/ICA MeTaboMyecKuii aumgos.

J. Nielubowicz, W. Olszewski, W. Rowinski, D. Bulien, J. Grli-
ch ais ki, Z. Machowski, E. Mayzner, J. Polanski, S. Plucinski,
J. Sokotowski, M. Skoskiewicz, J. Szmidt

EXPERIMENTAL STUDIES ON EXTRACORPOREAL PERFUSION OF THE LIVER
Summary

The authors carried out extracorporeal liver perfusion on pigs subjected to acute
insufficiency of their own livers. During a 3-hour perfusion bile secretion, oxygen
uptake and blood flow through the isolated liver approximated to physiological va-
lues. Ammonia and bromsulohthalein clearance took Dlace during 20—30 minutes.
It was, however, found that in the animal subjected to the extrocorporeal liver
perfusion the arterial pressure gradually dropped and metabolic acidosis developed.
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