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Wykonano 5 perfuzji izolowanej homogennej watroby $winskiej sto-
sujac opracowana metode przechowywania narzadu. Badano aktywnos¢
aminotransferazy asparaginianowej i alaninowej, fosfatazy zasadowej,
dehydrogenazy mleczanowej i glutaminianowej oraz poziom bilirubiny
w plynie prezerwacyjnym i w krwi perfudujacej $wini-biorcy. Stwier-
dzono niewielki wzrost aktywnosci AspAT i LDH w plynie prezerwa-
cyjnym. We krwi $wini-biorcy zaobserwowano wzrost aktywnosci
wszystkich badanych enzyméw. Poziom bilirubiny utrzymywal sie
w granicach wartosci prawidtowych. Badana we krwi Swini-biorcy pod
koniec perfuzji retencja bromsulftaleiny wynosita po 45 minutach 27%
wartosci wyjsciowych.

Watroba jest bardzo bogatym zrédiem enzyméw, katalizujgcych liczne
reakcje przebiegajgce w tym narzadzie. W przypadkach uszkodzenia
tego narzadu dochodzi najczesciej do wzrostu aktywnosci enzymatycznej
W surowicy, co jest uwarunkowane charakterem zmian patologicznych
zachodzacych w komérkach watroby. W stanach tych przedostajg sie do
surowicy enzymy.cytoplazmatyczne (przemawia to za zmianami prze-
puszczalnosci btony komoérkowej), a przy uszkodzeniach powazniejszych
takze enzymy mitochondrialne (przemawia to za naruszeniem integral-
nosci hepatocyta i uszkodzeniem struktur komoérkowych) (1, 2, 4).

Celem niniejszej pracy byto zbadanie aktywnosci niektorych enzymoéw
w surowicy podczas przechowywania homogennej watroby swinskiej oraz
ocena czynnosci tego narzadu po podigczeniu go do Swini-biorcy. Na tej
zasadzie probowano przekonaé sie, czy opracowana metoda przechowy-
wania izolowanej watroby dostatecznie zabezpiecza narzad przed uszko-
dzeniem i pozwala na wykorzystanie go do ewentualnego przeszczepu.

MATERIAL | METODYKA

Jako zwierzat doswiadczalnych uzyto 15 Swin rasy polskiej wagi 30—50 kg.
W sumie przeprowadzono 5 doswiadczen. Do kazdego doswiadczenia uzyto trzech
Swin. Jednej $wini nazwanej w tej pracy biorcg, podtgczono watrobe drugiej Swini
nazwanej dawca. Trzecig Swinie skrwawiano, a otrzymang krew przetaczano $wini-
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-biorcy. Watrobe S$wini-dawcy przeptukiwano przez 3 godz. zimnym roztworem
Ringera, podtaczajac ja dopiero potem do $wini-biorcy. Okres przeptukiwania wa-
troby przed podigczeniem do $wini-biorcy okresla sie jako okres przechowywania
watroby.

Kolejnos¢ postepowania byta nastepujgca: Swinie-dawce usypiano eunarconem
i po zgonie natychmiast pobierano od niej watrobe. W 5 minut po uspieniu zwie-
rzecia watrobe in situ przeptukiwano okoto 10 litrami oziebionego do 4'C pilynu
Ringera z dodatkiem glukozy. Nastepnie narzad perfudowano przez okres 3 godz.
w ukfadzie zamknietym, skladajacym sie z pompy ISL-2, oksygenatora Polystan
i wymiennika cieplnego. Podczas tego przeptukiwania temperatura ptynu perfu-
dujacego wynosita 10°C, a jego pH wahato sie w granicach 7,5—7.6.

Gdy prezerwacja izolowanej watroby zblizata sie ku koncowi, na stojgcym
obok stole operacynym usypiano $winie-biorce eunarconem i halanem z tlenem.
Nastepnie wykonywano zespolenie zyty wTOtnej z gorng dolng bok do boku oraz
zaciskano wiezadto watrobowo-dwunastnicze, zamykajac tym samym caty doptyw
krwi do watroby biorcy, po czym podigczano przeptukiwang uprzednio przez
3 ‘godz. izolowang homogenng watrobe do naczyn biodrowych biorcy na czas
6 godz. Jednoczesnie Swini-biorcy podigczano kroplowke z glukozy, kontrolujac
co 60 min. poziom cukru we krwi. W obawie przed wystgpieniem hypoglikemii
poziom cukru utrzymywano w granicach 200—400 mg/IC0 ml. W przypadku
wstrzymania doptywu glukozy poziom cukru we krwi bardzo szybko obnizat sie.
Bylo to szczegblnie wyrazne w pézniejszych godzinach perfuzji.

Podczas zabiegu $winia-biorca otrzymywata duzg ilos¢ heparyny, a w obawie
przed fibrynoliza kwas epsilon-amino-kapronowy. Réwnowaga kwasowo-zasadowa
krwi byfa kontrolowana co 60 min. przy uzyciu aparatu Astrupa. Samo pH ozna-
czano co 10 min. W przypadku przesuniecia pH w kierunku kwasnym oraz wzro-
stu cisnienia parcjalnego CO? poprawiano odczyn krwi przy pomocy 5% weglanu
sodow’ego, podawanego w kropléwce dozylnej.

W plynie uzytym do ptukania i w krwi biorcy oznaczano aktywno$¢ amino-
transferaz: asparaginianowej (AspAT) i alaninowej (AlAT), fosfatazy zasadowej
(AP), dehydrogenazy glutaminianowej (GLDH). Oznaczano tez poziom bilirubiny,
a w ostatniej godzinie perfuzji wykonywano probe bromsuftaleinowa. Przez caly
czas perfuzji zbierano z6t¢ wydzielang przez perfudowang watrobe.

Aminotransferaze asparaginianowg i alaninowg oznaczano kolorymetrycznie
metodg Umbreita (7). Jako gorng granice wartosci prawidtowych przyjeto 50 j/ml
dla AspAT i 30 j/ml dla AlAT.

Fosfataze zasadowg oznaczano metodg Bessey i wsp. podang przez Szczeklika (6),
uzywajac jako substratu p-nitrofenylofosforanu sodu. Jako wartosci prawidtowe
przyjeto aktywno$¢ enzymu do 45 IU.

Dehydrogenaze mleczanowg i glutaminianowg oznaczano metodg spektrofoto-
metryczng (1, 5). Odczytéw ekstynkcji dokonywano na spektrofotometrze Unicam
SP 600 przy diugosci fali 366 nm. Za gorng granice wartosci prawidtowych przy-
jeto dla LDH 195 mlU, i dla GLDH 1,9 m.IU.

Poziom bilirubiny oznaczano zmodyfikowang metodg Malloy i Evelyn podang
przez Krawczynskiego (3).

Prébe bromsulftaleinowg (BSP) wykonywano w ostatniej godzinie perfuzji,
podajagc $wini 150 mg bromsulftaleiny dozylnie. Krew do badania pobierano w 5,
10, 15, 30 i 45 minut od wstrzykniecia barwnika. Odczytu ekstynkcji dokonywano
na spektrofotometrze Coleman Junior. Ekstynkcje po 5 minutach od chwili
wstrzykniecia barwnika przyjeto jako 100%» retencji bromsuftaleiny. Jako
wartosci prawidtowe przyjeto retencje barwnika po 45 minutach, nie wyzszg
niz 5@/x
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WYNIKI | OMOWIENIE

Uzyskane wyniki aktywnosci aminotransferaz w plynie uzytym do
ptukania i w krwi podczas perfuzji przedstawiono na ryc. 1. Po 3 godz.

Ryc. 1. Aktywnos¢ aminotransferaz:
asparaginianowej XA?&)AT) i alanino-
wej (AlAT).

prezerwacji w plynie Ringera aktywnos¢ AspAT wynosita 47 j/ml,
a aktywnos¢ AIAT 3 j/ml. W chwili podiaczenia watroby aktywnos¢
AspAT w krwi Swini-biorcy wynosita 58 j/ml, a aktywno$¢ A1AT 20 j/ml.
Podczas perfuzji mozna bylo zaobserwowac¢ w krwi Swini-biorcy stopnio-
we narastanie aktywnosci AspAT do wartosci 220 j/ml. Aktywnos¢ AlAT
byla znacznie nizsza i wynosita w 6 godzinie perfuzji okoto 32 j/ml.

Aktywnos¢ fosfatazy zasadowej i poziom bilirubiny przedstawiaja
ryc.2ai 3a.

Ryc. 2. . . R%c. 3.
Ryc. 2. Aktywnos$¢ fosfatazy zasadowej (AP).
Ryc. 3. Poziom bilirubiny.

W plynie prezerwacyjnym przeptukujagcym watrobe po 3 godzinach
prezerwacji nie stwierdzono aktywnosci fosfatazy zasadowej. Podczas
samej perfuzji aktywnosé¢ fosfatazy zasadowej ulegta juz w drugiej go-
dzinie podwyzszeniu do 70 IU i na tym poziomie utrzymywala sie do
korica zabiegu.

Poziom bilirubiny przez caly czas perfuzji utrzymywat sie w grani-
cach prawidtowych i nigdy nie przekroczyt 1,0 mg/IOOm 1.

Zachowanie sie aktywnosci dehydrogenazy mleczanowej i glutaminia-
nowej przedstawia ryc. 4a i 5 a.

Aktywnos¢ LDH ,w ptynie perfudujgcym po 3 godzinach prezerwacji
watroby nie przekraczata 25 mlU. We krwi aktywnos$¢ enzymu po 6 go-
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Ryc. 4. Ryc. 5.
Ryc. 4¥ Aktywnos$¢ dehydrogenazy mleczanowej yLDH).
Ryc. 5. Aktywnos¢ dehydrogenazy “glutaminowej (GLDH).

Ryc. 6. Proba brcmsuftaleinowa.

dzinach perfuzji wynosita okoto 270 mlU, co wynosi niewiele ponad
gérng granice wartosci prawidtowych.

Aktywnos¢ GLDH w ptynie perfudujgcym po 3 godzinach perfuzji byla
bliska zeru. Natomiast we krwi $wini-biorcy zaznaczat sie staty i wyrazny
wzrost aktywnosci tego enyzmu, osiggajacy swoj szczyt (14 mlU) w 4 go-
dzinie perfuzji, a nastepnie spadek do wartosci nizszych (4 mlU) pod
koniec zabiegu.

OMOWIENIE

Oceniajgc powyzsze obserwacje mozna powiedzie¢, ze aktywnos¢ enzy-
matyczna plynu prezerwacyjnego przeplywajacego przez watrobet po
3 godzinach jest bardzo niewielka i w zasadzie dotyczy tylko AspAT
i LDH, a wiec raczej enzymow cytoplazmatycznych. Aktywno$¢ pozosta-
tych enzyméw nie daje sie w plynie prezerwacyjnym uchwyci¢. Po pod-
taczeniu prezerwowanej watroby do $wini-biorcy dochodzi w jej krwi do
zwyzki aktywnosci, gtéwnie aminotransferazy asparaginianowej i dehy-
drogenazy glutaminianowej, oraz w mniejszym stopniu fosfatazy zasado-
wej. Wyniki te moga posrednio wskazywaé na zwiekszenie przepuszczal-
nosci btony komérkowej oraz na niewielkie zmiany destrukcyjne w mi-
tochondriach tych komorek.
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Wykonana po 6 godzinach perfuzji préba bromsulftaleinowa wykazata
27% retencji barwnika po 45 minutach od chwili wstrzykniecia. Wska-
zuje to,na pewne zaburzenia metaboliczne perfudowanj watroby, ktére
nie wydaja sie mie¢ istotnego znaczenia.

WNIOSKI

1. Podczas prezerwacji izolowanej watroby swinskiej zauwazono wzrost
aktywnosci niektérych enzymoéw cytoplazmatycznych w perfudujgcym
ptynie Ringera.

2. W okresie perfuzji izolowanej homogennej watroby S$wiriskiej za-
obserwowano we krwi S$wini-biorcy stopniowe niewielkie narastanie
aktywnosci aminotransferaz, fosfatazy zasadowej, dehydrogenazy mle-
czanowej i glutaminianowej.

+ 3. Wykonana pod koniec perfuzji préba bromsulftaleinowa wykazata
uszkodzenie watroby miernego stopnia. Retencja barwnika po 45 minu-
tach wynosita 27%.
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AKTVBHOCTb HEKOTOPbIX 3H3MMOB BO BPEMA XPAHEHWA
N NEP®Y3INUN MN3OJIMPOBAHHOW TOMOIEHHOW CBWHOW TEYEHW

Copep>kaHue

Mpou3BseaeHo 5 nepdy3ny M30/MPOBaHHOW CBUHOW MeYeHW MpUMeHss paspaboTaH-
HbIl MeTof XpaHeHWsi opraHa. llccnegoBanack akTMBHOCTb acrmaparMHOKUCION n ana-
HUHOBOI amMHOTpaHC(epasbl, LeN0UHOW (ocdaTtasbl, MONOYHOKUCIOA U FAOTaMUHO-
Kvcnoli aernaporeHasbl, a TakXKe YPOBHW OUAMPY6KMHa B KOHCEPBMPYHOLLEW >XUAKOCTY
1 nepdyanpytoLLein KpoBM CBUHbU-peumnueHTa. OBHapy)XeHO He3HauyMTeNbHOe yBenu-
yeHue akTMBHOCTU ASPAT n LDH B KOHCepBMpYHOLLEN XMAKOCTU. B KpPOBM CBUHbM-
-peumnueHTa 06GHAPYXXEHO YBE/IMYEHWEe aKTUBHOCTU BCEX WCCNELYEMbIX 3H3VMOB.
YpoBeHb GUNMpy6MHa yaepKuBaniica B Mpefenax HOpMasbHbIX BenyuH. Wccnepo-
BaHa B KPOBW CBMHbW peuunvieHTa K KOHUY nepdy3nn peteHuus 6pomcynbdranemHa
COCTaB/IsiNa Mo UCTEUEHUN 45 MUHYT 27¢/0 MCXOAHbIX BENNYUH.
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THE ACTIVITY OF SOME ENZYMES DURING STORAGE AND PERFUSION
OF ISOLATED HOMOGENIC PIG LIVER

Summary

The 5 perfusions of isolated homogenic pig liver were carried out using elabo-
rated method of its storage. The activity of asparagine and alanine aminotransfe-
rases, alkaline phosphatase, lactate and glutamate dehydrogenases and bilirubin
concentration in preservatic fluid and in the blood of acceptor pig were determined.

The sow increase of GOT and LDH activities in preservatic fluid were demon-
strated. In the blood of acceptcr-pig the activities of all of the enzymes tested were
elevated.

3 — Diag. l.ab.
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The bilirubin concentration was normal. At the end of perfusion the bromsul-
phalein retention in acceptor-pig blood amounts after 45 minuts 27% of initial
value.
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