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Целью нашей работы явилась оценка влияния прекондиционирования ацетилцистеином и севофлюра-
ном на степень ишемически-реперфузионного повреждения печени умерших доноров с признаками мар-
гинальности. Методы и результаты. Дизайн исследования – проспективное, контролируемое, рандо-
мизированное исследование. Исследование было проведено на 21 доноре с умершим головным мозгом 
и бьющимся сердцем. В основную группу исследования вошли 11 доноров, в контрольную группу 10. 
В основной группе определялись морфологические признаки ишемически-реперфузионного поврежде-
ния после прекондиционирования ацетилцистеином и севофлюраном, в группе сравнения – без прекон-
диционирования. Заключение. Применение фармакологического прекондиционирования севофлюраном 
и ацетилцистеином достоверно привело к уменьшению степени некроза и апоптоза гепатоцитов по срав-
нению с группой сравнения, т. е. обладает протективным эффектом от ишемически-реперфузионного 
повреждения.
Ключевые слова: севофлюран, ацетилцистеин ишемически-реперфузионное повреждение, маргинальный 
трансплантат.
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Учитывая высокую клиническую и экономи-
ческую эффективность трансплантации печени, 
хорошую долгосрочную выживаемость пациен-
тов, количество их в листе ожидания постоян-
но возрастает, но клиническая мощность транс-
плантационных центров ограничена количеством 
эффективных доноров, которые отвечают стан-
дартным критериям, в результате чего сложился 
и постепенно усугубляется дефицит донорских 
органов.

В странах с эффективным трупным донорством 
сплит-транс плантация одной донорской печени 
двум донорам и родственная трансплантация пе-
чени решают потребность 15–20% всех пациентов 
листа ожидания, главным образом детского воз-
раста и малого веса. При этом основным источ-
ником увеличения количества донорских органов 
является использование органов с расширенными 
критериями, однако использование таких орга-
нов сопряжено с риском развития первичной дис-
функции маргинального трансплантата, в основе 
которого лежит ише ми чески-реперфузионное по-
вреждение [8]. Поэтому поиск возможных путей 
коррекции ише ми чес ки-реперфузионных повреж-
дений маргинальных трансплантатов есть одна из 
приоритетных задач в трансплантации печени.

Новым подходом к трансплантации органов 
от доноров с расширенными критериями с це-
лью уменьшения степени ишемически-репер фу-
зи он но го повреждения является использование 
механического и фармакологического прекон-
диционирования донора на этапе подготовки и 
выполнения донорской операции. Несмотря на 
обещающие экспериментальные результаты, ише-
мическое пре кон диционирование не показало 
эффекта на примере клинических исследований 
развития печеночного повреждения и недостаточ-
ности при обширных резекциях в условиях тепло-
вой ишемии печени (прием Прингла) [6]. Резуль-
таты фармакологического прекондиционирования 
в настоящее время наиболее убеждающие, что 
подтверждается литературными данными о ши-
роком использовании различных фармакологиче-
ских агентов для предотвращения повреждения и 
нарушения функции печени при обширных резек-
циях в условиях тепловой ишемии печени (приема 
Прингла) и в клинической трансплантации пече-
ни для повышения резистентности маргинальных 
трансплантатов к ишемически-реперфузионному 
повреждению [1].

Для фармакологического прекондиционирования 
с целью уменьшения ишемически-реперфузионного 
повреждения печени были предложены различные 
фармакологические агенты, включая аллопуринол, 
декстрозу, допексамин, маннитол, метилпреднизо-
лон, простагландин Е1, севофлюран, триметазидин, 
улинастатин, витамин Е, супероксиддисмутазу, бло-

каторы кальциевых каналов, пентоксифиллин, аце-
тилцистеин [4].

В клинических рандомизированных исследова-
ниях метилпреднизолон, триметазидин, декстроза, 
севофлюран и улинастатин показали протективное 
действие от ишемически-реперфузионного повреж-
дения и уменьшение частоты послеоперационных 
осложнений при тепловой ишемии во время обшир-
ных резекций печени, при этом защитный эффект 
севофлюрана был более выраженным в случаях жи-
рового гепатоза [5].

Ацетилцистеин в рандомизированных исследова-
ниях показал клиническую эффективность в терапии 
фульминантной печеночной и острой почечной не-
достаточности, а также в клиническом исследовании 
предупреждения печеночной недостаточности при 
трансплантации графтов с жировым гепатозом [9].

Цель работы – оценить влияние прекондицио-
нирования ацетилцистеином и севофлюраном на 
степень ишемически-реперфузионного поврежде-
ния печени умерших доноров с признаками марги-
нальности.

Для решения поставленной цели мы разработали 
модель ишемического и реперфузионного повреж-
дения нетрансплантабельной печени маргиналь-
ного донора и изучили влияние ацетилцистеина и 
севофлюрана на течение этого процесса.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Исследование было проведено на 21 доноре с 

умершим головным мозгом и бьющимся сердцем.
Критерии включения: исследование проводи-

лось на донорах с умершим головным мозгом и 
бьющимся сердцем, которые отвечали критериям 
маргинальности печеночного трансплантата, пе-
чень которых по совокупности факторов донорская 
бригада признавала нетрансплантабельной.

Дизайн исследования – проспективное, контро-
лируемое, рандомизированное. Для формирования 
групп исследования была применена простая ран-
домизация А-В. В основную группу исследования 
вошли 11 доноров, в контрольную группу – 10.

В основной группе определялись морфологиче-
ские признаки ишемически-реперфузионного по-
вреждения после прекондиционирования ацетил-
цистеином и севофлюраном.

Введение ацетилцистеина осуществлялось вну-
тривенно в дозе 30 мг/кг не менее чем за 40 мин до 
начала хирургической операции по мультиорганно-
му забору и 300 мг в портальную вену непосред-
ственно перед пережатием воротной вены. 

Севофлюран подавался в дыхательный контур 
в дозе 1,8–2,1 объемных % (0,8–1,0 минимальной 
альвеолярной концентрации) в течение не менее 
40 мин до пережатия воротной вены. 
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Сразу после лапаротомии и определения мар-
гинальности и непригодности к трансплантации 
печени, но не ранее чем через 40 минут от начала 
подачи в дыхательный контур севофлюрана, до-
норская бригада выполняла биопсию печени путем 
краевой резекции фрагментов обеих долей печени 
для оценки ее исходного состояния (жировой гепа-
тоз, фиброз).

После биопсии сосудистым зажимом пережима-
лась гепатодуоденальная связка (прием Прингла) 
на 40 мин. Для ужесточения параметров ишемиче-
ского и реперфузионного повреждения у последних 
3 доноров (все они вошли в основную группу ис-
следования) гепатодуоденальная связка пережима-
лась на 1 час.

Через 40 мин после прекращения пережатия ге-
патодуоденальной связки (снятия сосудистого за-
жима) выполнялась вторая биопсия путем краевой 
резекции фрагментов обеих долей печени для оцен-
ки степени ее ишемического и реперфузионного по-
вреждения. 

В группе сравнения определялись морфологиче-
ские признаки ишемически-реперфузионного по-
вреждения печени без прекондиционирования аце-
тилцистеином и севофлюраном.

Сразу после лапаротомии и определения марги-
нальности и непригодности к трансплантации пе-
чени, но не ранее чем 40 минут от момента подклю-
чения донора к наркозно-дыхательному аппарату в 
операционной, донорская бригада выполняла био-
псию печени путем краевой резекции фрагментов 
обеих долей печени для оценки ее исходного со-
стояния (жировой гепатоз, фиброз).

После биопсии сосудистым зажимом пережима-
лась гепатодуоденальная связка (прием Прингла) на 
40 мин.

Через 40 мин после прекращения пережатия ге-
патодуоденальной связки (снятия сосудистого за-
жима) выполнялась вторая биопсия путем краевой 
резекции фрагментов обеих долей печени для оцен-
ки степени ишемического и реперфузионного по-
вреждения печени. 

Фиксация, хранение и доставка биоптатов 
Для предотвращения искажения истинного жи-

рового гепатоза биоптаты фиксировались в форма-
лине с фосфатным буфером и транспортировались 
из донорской базы в оперблок 9-й ГКБ г. Минска 
в транспортном холодильнике для изъятых органов 
при температуре 2–4 °С. Из оперблока фиксирован-
ные биоптаты переправлялись в городское патоло-
гоанатомическое бюро в принятом порядке. 

Морфологический анализ биоптатов марги-
нальных печеночных трансплантатов проводился 
с целью оценки исходного состояния паренхимы 
печени (окраска эозин-гематоксилином), фиброза 

(окраска МСБ), жирового гепатоза (окраска суда-
ном красным/черным).

Поскольку степень ишемически-реперфуз ион но-
го повреждения имеет прямую связь с выраженно-
стью некрозов гепатоцитов, повреждением синусо-
идов, апоптозом гепатоцитов [4], морфологический 
анализ был направлен на определение степени не-
кроза (ШИК-реакция) и апоптоза (окраска МСБ и 
ШИК-реакция).

Количественное соотношение степени некроза 
и апоптоза с выраженностью ишемически-репер-
фу зи онного повреждения, применяемое в клиниче-
ских условиях, представлено в табл. 1 [5]. 

Таблица 1
Соотношение степени некроза и апоптоза 

с выраженностью ишемически-
реперфузионного повреждения

Некроз, % Апоптоз, % ИРП
До 15 До 1,5 Слабовыраженное
15–29 1,5–2,9 Умеренно выраженное
30–50 3,0–5,0 Выраженное
>50 >5 Нефункционирование 

печеночного трансплантата

Полученные в результате экспериментального ис-
следования значения некроза и апоптоза были срав-
нены с клиническим риском развития ИРП, а следо-
вательно, ранней послеоперационной дисфункции 
трансплантата. 

Степень жирового гепатоза вычислялась как про-
центное отношение гепатоцитов с жировыми вклю-
чениями к общему количеству гепатоцитов в поле 
зрения.

Степень некроза вычислялась как процентное 
отношение некротизированных гепатоцитов к об-
щему количеству гепатоцитов в поле зрения.

Степень апоптоза вычислялась как процентное 
отношение апоптотических телец к общему количе-
ству гепатоцитов в поле зрения.

Степень фиброза определялась по Metavir [3]:
0 – фиброз отсутствует;
1 – фиброзное расширение портальных трактов 

без образования септ;
2 – фиброзное расширение портальных трактов с 

единичными портопортальными септами;
3 – многочисленные портоцентральные септы 

без цирроза;
4 – цирроз.
Статистический анализ был выполнен с по-

мощью программного пакета STATISTICA 8 для 
Windows. Средние величины представлены как 
среднее ± стандартная ошибка, сравнение количе-
ственных величин выполнялось Mann–Whitney и 
ANOVA-тестом.
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Группы были сравнимы по возрасту доноров – 

39,8 ± 3,4 года в группе сравнения и 39,2 ± 2,6 года 
в основной группе (Mann–Whitney, p = 0,9) – и по 
среднему количеству признаков маргинальности 
на одного донора – 1,4 в группе сравнения и 1,6 в 
основной группе (ANOVA, p = 0,6). 

Среднее значение жирового гепатоза составило 
37 ± 12% (0–90%) в группе сравнения и 37,8 ± 9,5% 
(0–80%) в основной и было сравнимо в обеих груп-
пах (Mann–Whitney, p = 0,75).

Среднее значение фиброза составило 0,3 ± 0,15 
(0–1) балла по Metavir в группе сравнения и 0,6 ± 
0,3 (0–3) балла по Metavir в основной и было срав-
нимо в обеих группах (ANOVA, p = 0,3).

Среднее значение исходного некроза гепатоци-
тов составило 3,5 ± 1,45% (0–15%) в группе сравне-
ния и 6,5 ± 2,6 (0–30%) в основной и было сравнимо 
в обеих группах (Mann–Whitney, p = 0,3).

Среднее значение исходного апоптоза гепато-
цитов составило 0,35 ± 0,14% (0–1,5%) в группе 
сравнения и 0,42 ± 0,1 (0–1,5%) в основной и было 
сравнимо в обеих группах (Mann–Whitney, p = 0,5).

Таким образом, группы были сравнимы по ко-
личеству, возрасту доноров, среднему количеству 
признаков маргинальности, среднему значению 
жирового гепатоза, фиброза, исходного некроза и 
апоптоза гепатоцитов, с тенденцией к более выра-
женному фиброзу и некрозу в основной группе.

После моделирования ишемии и реперфузии 
среднее значение некроза гепатоцитов в группе 
сравнения увеличилось с исходных 3,5 ± 1,9% (0–
15%) до 7,3 ± 2,0% (3–25%; рис. 1), а в основной 
группе уменьшилось с 6,5 ± 2,6 (0–30%) до 4,1 ± 
1,5% (0–15%; рис. 2 ), хотя разница между средни-
ми значениями некроза после ишемии и реперфузии 

не достигла достоверного значения (Mann–Whitney, 
p = 0,16).

После моделирования ишемии и реперфузии 
среднее значение апоптоза гепатоцитов увеличи-
лось в группе сравнения с исходных 0,35 ± 0,14% 
(0–1,5%) до 0,78 ± 0,2% (0,3–2,5%), а в основной 
группе – с 0,42 ± 0,13 (0–1,5%) до 0,5 ± 0,15% (0–
1,5%) и достоверно не отличалось (Mann–Whitney, 
p = 0,12).

Таким образом, после моделирования ишемии 
и реперфузии среднее изменение степени некроза 
гепатоцитов составило +3,8% в группе сравнения, 
что было достоверно выше, чем в основной группе, 
–2,4% (Mann–Whitney, p = 0,001; рис. 3). 

Среднее изменение степени апоптоза гепатоци-
тов составило +0,43% в группе сравнения и было 
достоверно выше, чем в основной группе, +0,08 
(Mann–Whitney, p = 0,01; рис. 4).

Мы предположили, что при одинаковых задан-
ных протоколом параметрах ишемии и реперфузии 
на результаты эксперимента может оказать влияние 
наиболее вариабельный и значимый фактор, т. е. 
степень жирового гепатоза (0–90%). 

Действительно, в общей группе доноров степень 
жирового гепатоза не коррелировала с выраженно-
стью некроза и апоптоза после ишемии и репер-
фузии (Спирмен, ρ = –0,2; p = 0,2), но в подгруппе 
доноров с уровнем жирового гепатоза 30% и более 
степень жирового гепатоза сильно коррелировала 
с выраженностью некроза (Спирмен, ρ = 0,6; p = 
0,01), подтверждая высокую значимость жирового 
гепатоза в развитии ишемически-реперфузионного 
повреждения и влиянии на результат эксперимента 
(рис. 5). 

Поэтому мы решили изучить изменение степени 
некроза и апоптоза в подгруппе доноров с уровнем 

Рис. 1. Умеренно выраженное ИРП с некрозом до 30% 
гепатоцитов у донора группы сравнения после моделиро-
вания ишемии и реперфузии

Рис. 2. Слабо выраженное ИРП с некрозом до 15% гепа-
тоцитов у донора основной группы после моделирования 
ишемии и реперфузии
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жирового гепатоза 30% и более (наиболее клини-
чески важный и часто встречаемый фактор мар-
гинальности), которую составили 12 доноров (7 в 
основной группе и 5 в группе сравнения). 

Так, после моделирования ишемии и реперфузии 
в подгруппе доноров с уровнем жирового гепатоза 
30% и более изменение степени некроза гепатоци-
тов было еще более значимым и составило +3,4% 
в группе сравнения, что было достоверно выше, 
чем в основной группе, –4,2% (Mann–Whitney, p  = 
0,008; рис. 6).

А среднее изменение степени апоптоза в под-
группе доноров с уровнем жирового гепатоза 30% и 
более гепатоцитов составило +0,44% в группе срав-
нения и было достоверно выше, чем в основной 
группе, +0,07 (Mann–Whitney, p = 0,02).

По имеющимся у нас данным, это исследование 
является первым описанием применения фармако-
логического прекондиционирования севофлюраном 
и ацетилцистеином умерших доноров с целью оцен-
ки их эффекта на ИРП в модели тепловой ишемии 
и реперфузии печени умершего донора с бьющимся 
сердцем. 

В клинических исследованиях было показано, 
что свое протективное свойство севофлюран оказы-
вает в разной дозе на разные органы [7]. Для печени 
эта концентрация должна быть не менее 0,8 мини-
мальной альвеолярной концентрации [2]. При этом 
протективный эффект севофлюрана не линейный. 
Поэтому нет смысла увеличивать дозу более 1,0 ми-
нимальной альвеолярной концентрации. Тем более 
что большие дозы могут вызвать гемодинамически 

Рис. 3. Изменение степени некроза гепатоцитов после 
моделирования ишемии и реперфузии

Рис. 4. Изменение степени апоптоза гепатоцитов после 
моделирования ишемии и реперфузии

Рис. 5. Зависимость степени некроза гепатоцитов от жи-
рового гепатоза в подгруппе доноров с уровнем стеатоза 
30% и более после моделирования ишемии и реперфузии

Рис. 6. Изменение степени некроза гепатоцитов после 
моделирования ишемии и реперфузии в подгруппе доно-
ров с уровнем стеатоза 30% и более



44

ВЕСТНИК ТРАНСПЛАНТОЛОГИИ И ИСКУССТВЕННЫХ ОРГАНОВ  том XV   № 1–2013

значимый эффект, который может нивелировать 
положительные протективные свойства. В нашем 
экспериментальном исследовании севофлюран в 
указанных дозах не вызвал ни одного гемодинами-
чески значимого эффекта. 

Таким образом, морфологический анализ полу-
ченных биоптатов печени показал, что применение 
фармакологического прекондиционирования се-
вофлюраном и ацетилцистеином привело к досто-
верному снижению прироста степени некроза гепа-
тоцитов – с +3,8% в группе сравнения до – 2,4% в 
основной группе (Mann–Whitney, p = 0,001) и степе-
ни апоптоза гепатоцитов – с +0,43% в группе срав-
нения до +0,08 в основной группе (Mann–Whitney, 
p = 0,01). А в подгруппе доноров с уровнем жирово-
го гепатоза 30% и более изменение разницы степе-
ни некроза гепатоцитов было еще более значимым 
и составило +3,4% в группе сравнения, что было 
достоверно выше, чем в основной группе, – 4,2% 
(Mann–Whitney, p = 0,008).

На основании полученных данных можно 
утверждать, что применение фармакологического 
прекондиционирования севофлюраном и ацетилци-
стеином достоверно привело к уменьшению степе-
ни некроза и апоптоза гепатоцитов по сравнению с 
группой сравнения, т. е. обладает протективным эф-
фектом от ишемически-реперфузионного повреж-
дения. 

Более того, протективный эффект прекондицио-
нирования севофлюраном и ацетилцистеином более 
выражен в подгруппе доноров с уровнем жирово-
го гепатоза 30% и более, что является клинически 
значимым эффектом и предпосылкой к клиниче-
скому применению севофлюрана и ацетилцистеина 
у умершего донора для уменьшения ишемически-
реперфузионного повреждения печеночного транс-
плантата.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
1.  Применение фармакологического прекондицио-

нирования севофлюраном и ацетилцистеином 
достоверно привело к уменьшению степени не-
кроза и апоптоза гепатоцитов по сравнению с 

группой сравнения, т. е. обладает протективным 
эффектом от ишемически-реперфузионного по-
вреждения. 

2.  Более выраженный эффект прекондициониро-
вания севофлюраном и ацетилцистеином в под-
группе доноров с уровнем жирового гепатоза 
30% и более является предпосылкой к клини-
ческому применению севофлюрана и ацетил-
цистеина у умершего донора для уменьшения 
ишемически-реперфузионного повреждения пе-
ченочного трансплантата.
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