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Badano wpltyw plynéw chtodzgcych watrobe przed pobraniem od dawcy
do przeszczepienia na hepatocyty i zatoki watroby. Do badan uzywano
ptynu Ringera, ptynu o sktadzie jonowym ,,wewngtrzkomoérkowym?”, oso-
cza i krwi o niskim hematokrycie. Nie stwierdzono wiekszego uszkodze-
nia hepatocytéw, zaréwno badaniami biochemicznymi jak i elektrono-
mikroskopowymi. Natomiast niezaleznie od rodzaju stosowanego do ozie-
biania ptynu, znacznym zmianom ulegaly $ciany zatok watroby.

Watroba pobierana do przeszczepienia od dawcy ulega znacznemu
uszkodzeniu. Powstate zmiany sg nastepstwem ostrego niedokrwienia wa-
troby, nagtego obnizenia jej temperatury i mechanicznego wyptukiwania
ukfadu naczyniowego ptynami o skitadzie réznym od normalnie znajduja-
cej sie tam krwi. Wyrazem zachodzacych zmian jest pojawienie sie w ply-
nie wyptywajacym z watroby w okresie ptukania i oziebiania znacznych
ilosci glukozy, glikogenu, potasu oraz wzrost aktywnosci transaminaz i de-
hydrogenazy kwasu mlekowego.

Po oziebieniu watroby i w czasie dalszej prezerwacji w hipotermii zmia-
ny te nie postepuja juz tak szybko jak w poczatkowym okresie ozigbienia
i wyptukiwania krwi. Swiadczy to o tym, iz najwieksze uszkodzenie roz-
wija sie w poczatkowym okresie cieptego niedokrwienia i chtodzenia. Réw-
niez sam sposob chtodzenia moze mie¢ zasadniczy wptyw na rodzaj i wiel-
ko$¢ zmian. Dlatego wydawatoby sie niezbednym zbadanie, jakie zmiany
morfologiczne i biochemiczne zachodzg w sinusoidach watroby i hepato-
cytach w okresie poczatkowego cieptego niedokrwienia, oziebienia i po-
bierania watroby do przeszczepu. Wyciaggniete z takich obserwacji wnioski
stuzyty opracowaniu optymalnej metody wprowadzania watroby w stan
hipotermii oraz jej prezerwacji.

W niniejszej pracy chcieliSmy znalez¢ odpowiedz na nastepujace pyta-
nia:

1. Jakie substancje biochemiczne, $wiadczace o uszkodzeniu komorek
watroby pojawiaja sie w ptynie chtodzacym wyptywajacym z watroby?

2. Jakie zmiany ultrastrukturalne dokonuja sie w sinusoidach i komor-
kach watroby w okresie chtodzenia?
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3. Ktéry z ptyndéw stosowany do chtodzenia watroby, jak: buforowany
roztwér Ringera, ptyn elektrolitowy ,wewnatrzkomorkowy”, osocze lub
krew allogenna powoduje najmniejsze zmiany biochemiczne i morfolo-
giczne?

MATERIAL | METODA

Badania wykonano na 6 psach i 4 Swiniach. Z tego badania biochemiczne prze-
prowadzono u wszystkich pséw, natomiast badania ultrastrukturalne u 4 pséw
i 4 Swin.

Zwierzeta usypiano $miertelng dawka podanego dozylnie Eunarkonu i natych-
miast przystepowano do ozigbiania watroby. Umieszczano jedng kaniule w zyle
wrotnej, drugg w zyle gféwnej ponad watroba. Zyle giéwna, ponizej watroby oraz

Tabela |

Wazrost zawartoéci  glukozy, potasu, aktywnosci SGOT i osmolarnosci w ptynie chtodza-
cym wyplywajacym z watroby po 30 min. chiodzenia

Rodzaj ptynu ' . Plyn ,,wewnatrz- Krew allo-
chtodzacego Plyn Ringera komorkowy” Osocze genna
watroba psa Swini psa Swini psa Swini  psa  $wini
liczba do$w. 3 1 1 1 1 1 1 1
glukoza +43
+200 +60 +50 + 125 +50 +55 +155 +120
+135
+4
SGOT j +10 +6 +19 +5 +3 +16 +38 +26
+55
+0
+6
K mEq/Il 2 +0.9 —31 —45 +2.2 +31 +105 +11
—19
Osmolarnos¢
+25 +35 +4 —2 +w +21 +19 +28

m Osm/L

wszystkie gatezie naczyniowe, ktérymi krew mogtaby dostawa¢ sie do watroby, pod-
wigzywano. Do zyly wrotnej wlewano 1500 ml ptynu o temp. 4° pod ci$nieniem ok.
25—30 cm H20. Piyn ten przeptywat przez watrobe, nastepnie byt w catosci zbie-
rany do pojemnika, dla wykonania w nim oznaczern biochemicznych. Jako ptynu
oziebiajgcego uzyto u 4 zwierzat buforowanego ptynu Ringera o pH 7,4, u 2 ptynu
elektrolitowego o skiadzie jonowym wewnatrzkomérkowym (KH2PO4 2,05 g/1, K2HPO4,
3H20 9,7/1, KC1 1,12/1, NaHCO3 0,84'1, glukoza 25,0/1, MgSO4 7,38/1), u 2 Swiezego 0so-
cza buforowanego do 7,4 i u 2 krwi allogennej z ptynem ACD buforowanej do pH 74.
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Ptyn wyptywajacy z watroby badano na zawarto$¢ glukozy, K+, Na+, kwasu mle-
kowego i pirogronowego, aktywnosci transaminaz i dehydrogenazy kwasu mlekowego
oraz osmolarnosc.

Po zakonczeniu ozigbienia, tj. w 30 minucie doswiadczenia, pobierano z watroby
wycinki do badania w mikroskopie elektronowym.

Wycinki te utrwalono w 25% aldehydzie glutarowym i dodatkowo w 2% OsO4
w buforze Milleniga o pH 7,4 a nastepnie po odwodnieniu w alkoholach zatapiano
w Epon 812. Ultracienkie skrawki skrawano na ultramikrotomie Reichert Om U2.
Zdjecia wykonywano w mikroskopie elektronowym JEM 7A przy napieciu przy-
spieszajacym 80 kV na kliszach ORWO EU 2.

WYNIKI

Badania biochemiczne. Wyniki przedstawiono w tab. 1. W plynie wy-
ptywajacym z watroby wzrastat szczeg6lnie poziom potasu, a takze glu-
kozy, niezaleznie od rodzaju pltynu stosowanego do chilodzenia. Jedynie
w przypadku ptynu ,wewngtrzkomoérkowego” o bardzo wysokiej zawar-
tosci potasu stezenie tego jonu po przejsciu przez watrobe ulegato obni-
zeniu. Osmolarno$¢ wyptywajacego ptynu wzrastata dos¢ wyraznie, jedy-
nie przy uzyciu ptynu wewnatrzkomérkowego pozostawata bez zmian.
Natomiast wzrost aktywnosci SGOT byt we wszystkich przypadkach bar-
dzo nieznaczny, co Swiadczyloby o stosunkowo nieznacznym uszkodzeniu
hepatocytéw.

Badania w mikroskopie elektronowym. We wszystkich grupach do-
Swiadczalnych widywaliSmy zmiany w hepatocytach i w sinusoidach,
zaréwno watroby psa jak i $wini.

Hepatocyty

1. Ozigbianie ptynem Ringera — zmniejszenie ilosci retikulum endo-
plazmatycznego granularnego ze zwiekszeniem agranularnego; mitochon-
dria o nieregularnym obrysie z bardzo matymi grzebieniami i macierzg
0 nieregularnej gestosci elektronooptycznej; wyraznie zmniejszona ilos¢
ziarnistosci glikogenu (ryc. 1).

2. Po oziebieniu ptynem ,wewnatrzkomoérkowym” — retikulum endo-
plazmatyczne o wygladzie podobnym jak w przypadku ptukania .ptynem
Ringera; mitochondria przewaznie wydtuzone o macierzy gestej elektrono-
optycznie i stosunkowo drobnych i nielicznych grzebieniach; zawartosé
glikogenu nieréwna, w niektorych polach widzenia spotykato sie hepato-
cyty zawierajace obfitg ilos¢ ziarnistosci glikogenu, w innych natomiast
hepatocyty niemal catkowicie pozbawione glikogenu (ryc. 2).

3. Po oziebianiu osoczem — zanik retikulum endoplazmatycznego gra-
nularnego znacznie mniejszy niz w obu poprzednich grupach; mitochon-
dria w zasadzie nie réznigce sie od prawidtowej watroby; glikogen obecny
we wszystkich hepatocytach, jednakze w wyraznie niniejszej ilosci niz
w normie (ryc. 3).

4. Po ozigbianiu krwig allogenng — obraz ultrastruktury w zasadzie nie
réznit sie od normy (ryc. 4). We wszystkich grupach jadra komorkowe
nie okazywaty zadnych morfologicznie uchwytnych réznic w stosunku do

normy.
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Ryc. 1. Fragmenty hepatocytéw — widoczne sg mitochondria o nieregularnym obry-
sie, retikulum endoplazmatyczne o rozdetych kanatach, niewielka ilo$¢ glikogenu.
Pow. 14 700 X.

Ryc. 2. Fragment cytoplazmy hepatocyta z wydluzonymi mitochondriami o nieco
nieregularnym obrysie, skapa ilos¢ siatki szorstkiej, przewaga siatki gtadkiej o po-
szerzonych kanatach. Pow. 15 400 X.
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Ryc. 3. Fragment hepatocyta — mitochondria nieznacznie réznigce si¢ od prawidto-
wych (miejscami lekko nieregularny obrys), dobrze wyksztatcone retikulum endo-
plazmatyczne. W gérnym prawym rogu fragment jadra. Pow. 30 000 X.

Ryc. 4. Maty fragment cytoplazmy he-

patocyta. W otoczeniu dwu widocznych

mitochondriow prawidtowo uksztatto-

wane szorstkie retikulum endoplazma-
tyczne. Pow. 32 000 X.

Sinusoidy

We wszystkich grupach doswiadczalnych zmiany w sinusoidach byty
tego samego typu i polegaly na: wyraznym poszerzeniu i rozluznieniu sty-
kéw miedzy komdrkami wyscielajacymi Swiatto sinusoidy, w wielu miej-
scach braku ciggtosci btony komdrkowej komorek srodbtonkowych i ko-
morek Browicza-Kupfera z ,,wysypywaniem” sie elementéw cytoplazmy
tych komorek do Swiatta sinusoidy (ryc. 5). Przestrzenie Dissego posze-
rzone czesto zawieraty wolno lezgce elementy morfotyczne cytoplazmy he-
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patocytéw jak: ziarnistosci glikogenu, pojedyncze mitochondria i struk-
tury lizosomopodobne. Nie stwierdzato sie réznic w nasileniu zmian w si-
nusoidach w zaleznos$ci od uzytego do ptukania i chiodzenia ptynu.

W Swietle naczyn zatokowych widoczne byty pojedyncze elementy mor-
fotyczne krwi, przewaznie krwinki czerwone i krwinki ptytkowe, ktorych
ilos¢ byta najwieksza w watrobach oziebianych krwig allogenna. Nierzadko
tez w Swietle sinusoidy widoczne byty pojedyncze mitochondria i ziarni-
stosci glikogenu.

Ryc. 5. Fragment sinusoidy watrobowej, w $wietle widoczny jest trombocyt oraz
luzno lezace skupienia ztozone z fragmentéw struktur komoérkowych. Pow. 19 000 X.

OMOWIENIE

Przechowywanie watroby mozemy podzieli¢ ze wzgledéw praktycznych
na 3 okresy. Pierwszy, to okres chtodzenia watroby jeszcze w ustroju
dawcy. Drugi, to przechowanie watroby w temp. 4—6°C poza ustrojem.
Trzeci, to okres przeszczepiania i wykonywania zespolen naczyniowych
z biorca kiedy temperatura watroby stopniowo wzrasta wskutek kontaktu
z tkankami biorcy. Kazdy z tych okresOw charakteryzuje sie odrebnymi
zmianami biochemicznymi i morfologicznymi. Celem przedstawianej pra-
cy byto badanie zmian w okresie pierwszym. Dwa elementy anatomiczne
watroby moga ulega¢ uszkodzeniu w tym okresie: hepatocyty oraz $rdd-
btonek i komoérki Browicza-Kupfera zatok watroby. Wedtug danych z lite-
ratury elementem najbardziej wrazliwym na niedokrwienie watroby sg
hepatocyty.

Po 20 minutach niedokrwienia narzadu w normotermii rozwijaja sie
w hepatocytach nieodwracalne zmiany.

Nie ma natomiast w pismiennictwie danych moéwiacych o zmianach nie-
dokrwiennych w $cianie zatok watroby — wszystkim za$ przeszczepiaja-
cym watroby wiadomo, ze w pierwszych godzinach po przeszczepieniu do-
minuja zaburzenia przeptywu przez przeszczepiany narzad. Wskazywaltoby
to przede wszystkim na istnienie zmian w zatokach.
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Wykonane przez nas badania biochemiczne piynu chiodzacego, ktory
przeptynat przez watrobe, nie wykazaty wyraznego wzrostu aktywnosci
transaminaz. Swiadczytoby to o niewielkim tylko uszkodzeniu hepatocy-
téw. Nie stwierdzono tez réznic zaleznych od rodzaju ptynu uzywanego
do chitodzenia watroby. Badania w mikroskopie elektronowym wykazaty
zmiany w hepatocytach zwlaszcza w ich mitochondriach. Miato to miejsce
przy chiodzeniu watroby ptynem Ringera i pltynem ,wewnatrzwatrobo-
wym”. Catkowicie prawidtowy obraz hepatocytéw obserwowano jedynie
przy oziebianiu krwia.

Nieoczekiwane byty dla nas obrazy elektronomikroskopowe zatok wa-
troby. Obserwowane tam rozlegte uszkodzenia dotyczyly zaréwno $réd-
btonka, jak i komorek Browicz-Kupfera i przestrzeni Dissego. Wielkos¢
zmian nie byla zalezna do rodzaju ptynu chiodzacego. Czy zmiany te byly
wywotane mechanicznym uszkodzeniem w czasie chiodzenia, czy tez che-
micznym dziataniem ptynu chtodzacego, czy tez niedokrwieniem srddbton-
kéw nie mozna rozstrzygnac.

Podsumowujac, nie stwierdziliSmy zaleznosci miedzy charakterem i roz-
legtosciag zmian biochemicznych i morfologicznych w hepatocytach i zato-
kach watroby a rodzajem ptynu chiodzacego. Jedyny wyjatek stanowi tu
zupetnie prawidtowy wyglad hepatocytéw przy chtodzeniu krwig lub oso-
czem. Czy ktorys ze stosowanych ptyndw chtodzacych ma przewage nad
drugim nie mozna rozstrzygna¢ na podstawie dotychczasowych obserwacji.
Niezbedne dla tego celu jest poréwnanie przezywalnosci biorcéw watro-
by — ochladzanej do przeszczepienia uzywanymi w tej pracy ptynami.

WNIOSKI

1. Pyny chiodzace wyptywajace z watroby przygotowywanej do prze-
szczepienia, jak roztwor Ringera, ptyn ,wewngtrzkomorkowy”, osocze
i krew, wykazujg niska aktywnos$¢ transaminaz. Swiadczy to o niewielkich
uszkodzeniach hepatocytéw w czasie chtodzenia.

2. W czasie chtodzenia watroby dochodzi natomiast do znacznego, wi-
docznego w mikroskopie elektronowym, uszkodzenia $ciany zatok. Nie
zauwazono zaleznosci nasilenia zmian od rodzaju stosowanego ptynu
chtodzacego.

B. Onbiuesckun, B. PoBuHbCKK, K. OnbLueBcka, E. boposuy

BNOXVNMUWYHECKUE N ¥YNIbTPACTPYKTYPHbLIE NSMEHEHWA B MNEYEHU
B MPOLUECCE OXJIAXXAEHUNA N MPUTOTAB/IMBAHNA K TPAHCIJIAHTALMA

Copgep>xkaHve

BbII0 UCCMEA0BAHO BUSHME XKMUAKOCTE OXMaXAAIOWMX NeYeHb Ha renaTouuTbl U CUHYCHI
reyeHn nepes B3ATUEM ee Y OHOPA C Le/bio TpaHCMAaHTauMn. Jns nccnefoBaHuii Mcnonb3osanu
YKNIAKOCTb PMHrepa, XWAKOCTb TvMa ,,BHYTPUKIETOUHOI , NaasMy N KPOBb C HU3KUM FeMaToKpy-
TOM. He 6bI/10 06HAPY)XXEHO 3HAUNUTENLHOTO MOBPEX/AEHWS FEeNaToOLMUTOB HU GUOXUMUYECKUMMU, HI
3/1EKTPOMMKPOCKOMNAUECKUMI UCCnefoBaHuaMU. C ApYroil CTOPOHbI, HE3aBMCUMO OT TUMa npuMe-
HABLUEWCS AN OXNaKAEHWS XKUAKOCTU, 3HAUNTENbHLIM U3MEHEHUSIM MOABEPTaINCh CTEHKM neve-

HOYHbIX CUHYCOB.
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W. Olszewski, W. Rowinski, K. Olszewska, J. Borowicz

BIOCHEMICAL AND ULTRASTRUCTURAL CHANGES OF THE LIVER DURING
ITS COOLING AND TAKING FOR TRANSPLANTATION

Summary

The effect of fluids cooling the liver before its taking from the donor for trans-
plantation was studied examining the hepatocytes and sinuses of the liver. For in-
vestigations Ringer's solution., a fluid of ,intracellular” ionic composition, plasma and
blood of low haematocrit value were used. No major lesions of hepatocytes were
demonstrated during biochemical and electron microscopic examinations. On the
other hand, the walls of hepatic sinuses showed significant changes independently
of the fluid used for cooling.
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