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LIVER ISCHAEMIA/REPERFUSION INJURY

TURECKY L.

ISCHEMICKO-REPERFUZNE POSKODENIE PECENE

Abstract
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Liver Ischaemia/Reperfusion Injury
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Reperfusion injury represents an accentuation of the hypo-
xic injury caused by the restoration of oxygenated blood flow
to the liver after a period of anoxia or hypoxia. Reoxygena-
tion injury may occur after any ischaemic episode, but the
most dramatic form in clinical hepatology occurs during or-
thotopic liver transplantation and after unclamping of the
portal vessels during liver resection. Reactive oxygen radi-
cals appear to play an important role in the development of
such injury, as has been demonstrated by direct measure-
ments of their release and by the protective effects of antioxi-
dants. The relative contribution of the various liver cell types
to the release of reactive oxygen species and the differences
in sensitivity to ischemic and reperfusion injury between li-
ver cell subtypes are discussed. (Fig. 3, Ref. 31.)

Key words: liver ischemia, reperfusion injury, free radicals,
Kupffer cells.

Ischemicko-reperfuzne poskodenie pecene sa v poslednom ¢ase
dostava do pozornosti hepatoldgov hlavne v stvislosti s rozsirenim
ortotopickej transplantacie pecene. S tymto typom poSkodenia pe-
cenového parenchymu sa vSak nestretdvame len u pacientov po trans-
plantacii pecene, ale aj u pacientov s r6znymi poruchami prietoku
krvi peceniou, napr. akutna insuficiencia pravého srdca, $ok, alebo
prerusenie pritoku portalnej krvi pri resekciach pecene. Reoxyge-
naéné, resp. reperfuzne poskodenie predstavuje zosilnenie a prehi-
benie hypoxického poskodenia ako nasledok obnovenia prietoku
kyslikom saturovanej krvi peceniou. K reperfiznemu poskodeniu
moze dojst po akejkolvek ischemickej epizdde, pricom s najtazsimi
formami tohto poskodenia sa v klinickej hepatologii stretdvame
u pacientov po ortotopickej transplantacii pecene a po znovuobno-
veni prietoku krvi cez portalne cievy po resekciach pecene (Clavien
a spol., 1992; Rosser a Gores, 1995).
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Reperfuzne poskodenie pecene predstavuje zosilnenie a pre-
hibenie hypoxického poskodenia ako nasledok obnovenia
prietoku kyslikom saturovanej krvi peceniou. K reperfiznemu
poskodeniu méze dojst po akejkolvek ischemickej epizdde,
pricom s najtaz§imi formami tohto poSkodenia sa v klinickej
hepatoldgii stretdvame u pacientov po ortotopickej transplan-
tacii pecene a po znovuobnoveni prietoku krvi cez portalne
cievy po resekciach pecene. V sucasnosti sa akceptuje rozho-
dujuca uloha volnych radikalov kyslika v patogenéze tohto
poskodenia pecene. V praci diskutujeme o tcasti jednotli-
vych typov buniek pecene na tvorbe reaktivnych foriem kys-
lika v obdobi reperfuzie, ako aj o rozdielne;j citlivosti jednot-
livych buniek pecene na reperfizne poskodenie. (Obr. 3, lit.
31.)

KIicové slova: ischémia pecene, reperfizne poskodenie, volné
radikaly, Kupfferove bunky.

Histopatologicky je tento typ poskodenia pecene charakteris-
ticky centrilobularnymi nekrézami s intenzivnou infiltraciou po-
lymorfonuklearnymi leukocytmi (tzv. ischemicka hepatitida). Pri
biochemickom vysetreni nachadzame vyrazné, no reverzibilné
zvysenie sérovych aktivit aminotransferaz (ALT, AST), glutamat-
dehydrogendzy a laktatdehydrogendzy. Tento obraz nachadzame
u pacientov s ischemickou hepatitidou pri cirkulacnom zlyhani,
ako aj u zvierat v experimente po obnoveni prietoku krvi pece-
nou po predchadzajicej ischémii (Biasi a spol., 1994).

Patogenetické mechanizmy uplatilujiice sa pri vyvoji tohto
poskodenia pecene nie st nateraz dostatoéne objasnené. Jednym
z faktorov, ktory stazuje vysvetlenie tohto procesu, je aj heteroge-
nita pec¢enového parenchymu (hepatocyty, Kupfferove bunky, en-
dotelové bunky, epitelové bunky zl¢ovodov), pretoze ako sa uka-
zuje, jednotlivé typy buniek pecene mézu réznou mierou prispie-
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Obr. 1. Predpokladany mechanizmus tvorby reaktivnych radikalov
kyslika xantinoxidazou.

Fig. 1. Proposed mechanism for reactive oxygen radicals production
in xanthine oxidase catalyzed reaction.

vatk tomuto poskodeniua preukazuji aj rozdielnu senzitivitu voci
hypoxicko-reperfuznemu poskodeniu.

Hypoxicka faza

K najvyraznej$im zmenam pocas hypoxickej fazy dochadza
v mitochondridch. Chybanie dostato¢ného mnozstva kyslika, ako
koncového akceptora elektronov v terminalnom dychacou retaz-
ci, spdsobuje narusenie tohto metabolického procesu. Prenasace
elektrénov ostavaju v redukovanom stave, na rozdiel od aerdb-
nych podmienok, ked su hlavne v oxidovanej forme (Gonzalez-
Flecha, 1993). Redukované oxidac¢no-redukéné koenzymy vzni-
kajuce v priebehu oxidaénych dejov (napr. v Krebsovom cykle,
pri betaoxidacii) prestavaju byt v mitochondriach regenerované
na oxidované formy, ¢o ma za nasledok narusenie tychto oxidac-
nych metabolickych ciest a zvySovanie intracelularneho pomeru
NAD*/NADH, (Lemasters a spol., 1987). V désledku naruSenia
procesu terminalnej oxidacie dochadza k inhibicii s nim spriah-
nutej oxidacénej fosforylacie, a teda aj syntézy ATP. Inhibicia ATP-
syntazy, ku ktorej dochadza uz vo v¢asnej faze anoxie, umoziuje
aspon ¢iastoéné zachovanie protonového gradientu na vnutornej
mitochondriovej membrane (Andersson a spol., 1987; Aw a spol.,
1987). Inhibicia ATP-syntazy predstavuje akusi adaptacnu reak-
ciu na hypoxiu umoziujicu zachovanie integrity mitochondrie
a umoziujucu vysvetlit ¢iasto¢né zachovanie membranového po-
tencialu i protdnového gradientu v tejto situacii (Rosser a Gores,
1995). Ak déjde k preruseniu hypoxie este kratko po jej vzniku,
ked este nedoslo k zaniku membranového potencialu mitochon-
drii, dochadza k obnoveniu mitochondriovych funkcii a zaniku
bunky mozno predist (Aw a spol., 1987). V pripade, Ze hypoxia
trva dlhsie, dochadza k ireverzibilnému zaniku membranového
potencialu mitochondrii s nemoznostou obnovenia ich funkcie
a nakoniec k zaniku bunky (Andersson a spol., 1987). Kym v mi-
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Obr. 2. Tvorba reaktivnych radikalov kyslika v reakcii katalyzovanej
NADPH oxidazou.

Fig. 2. Production of reactive oxygen radicals in reaction catalyzed by
NADPH oxidase.

nulosti sa za kriticky faktor vo vyvoji hypoxického poskodenia
hepatocytu povazovala inhibicia oxidacnej fosforylacie a deplé-
cia ATP s néslednym rozvratom bunkovej homeostazy, v sucas-
nosti sa ukazuje, ze klu¢ovi ulohu ma zanik membranového po-
tencidlu a zmeny permeability mitochondriovej membrany, neza-
vislé od deplécie ATP (Pastorino a spol., 1993; Rosser a Gores,
1995).

Jednotlivé typy buniek peéene maji rdznu citlivost na anoxiu.
Pri teplote 37 °C st najcitlivejsie hepatocyty, kym Kupfferove
bunky, endotelové bunky a bunky ZI¢ovodov sa javia rezistentnej-
Sie proti anoxii (Rosser a Gores, 1995). Rozdielnu citlivost bu-
niek pecene na anoxiu nemozno vysvetlif zmenami v deplécii ATP,
lebo po 30 minut trvajucej anoxii maju prakticky vsetky bunky
znizeny obsah ATP o viac ako 90 % (Noack a spol., 1993). Zda
sa, Ze vysvetlenim rozdielnej citlivosti buniek pecene na ischémiu
je rozdielna aktivita intracelularnych proteinaz. Aktivita nelyzo-
zoémovych proteindz hepatocytov pri anoxii je omnoho vyssia ako
pri ostatnych typoch buniek pecene (Noack a spol., 1993). O ur-
¢itej heterogenite v citlivosti hepatocytov na ischemické posko-
denie by svedcil histologicky obraz s maximom nekrdz v perive-
ndznej zoéne pecenového laloéciku. Pokusy na modeloch s perfu-
ziou izolovanej pecene vsak ukazali, Ze anoxia vyvolana perfu-
ziou pecene krvou sytenou dusikom postihovala rovnakou mierou
hepatocyty vo vSetkych troch zénach peceniového laloéika (Ma-
rotto a spol., 1988). Na zaklade tychto vysledkov sa ukazuje, ze
vyraznej$ie poskodenie perivendznej oblasti pecenového lalocika
pri ischémii nie je spdsobené vyraznejsou citlivostou perivendz-
nych hepatocytov na ischémiu, ale pravdepodobne nasledkom roz-
dielneho prisunu kyslika, ktory je najnizsi v perivendznej oblasti.

Vo vicsine pripadov v klinickej praxi v8ak nejde o absolut-
ne zastavenie prisunu kyslika do pecene, ale o zniZenie perfuzie
a o relativny nedostatok kyslika. Relativna hypoxia spdsobuje
naru$enie termindlnej oxidacie a oxidacnej fosforylacie s dep-



38 BRATISL. LEK. LISTY, 100, 1999, ¢. 1, s. 36-40

Ischemia
Endotoxins

| |

Liver cell injury
(hepatocytes, endothelial cells)

Ischemia

Stimulation

—_— of Kupffer cells

\ /'

Activation of complement

|

———— Activation of neutrophils <4
e Reactive oxygen species —

l

REPERFUSION INJURY

Obr. 3. Zjednodusena schéma patogenézy reperfuzneho poskodenia
pecene (podla Rauena a spol., 1994).

Fig. 3. Simplified scheme of pathogenesis of reperfusion liver injury
(after Rauen et al., 1994).

1éciou ATP (Gores a spol., 1988; Gonzalez-Flecha a spol., 1993).
Narusenie terminalnej oxidacie so zniZenou moznostou oxida-
cie redukovanych koenzymov ma za nasledok ich hromadenie
a narastanie pomeru NADH/NAD". Cast elektrénov unik4 na
kyslik za vzniku superoxidového anioénu. Z uvedeného vyplyva,
ze hypoxia vystavuje hepatocyty dvojakému nebezpecenstvu: na
jednej strane dochadza k deplécii ATP so vsetkymi jej nasledkami
a na druhej strane zvySeny obsah redukovanych ekvivalentov vy-
stavuje bunku paradoxne ,,oxida¢nému stresu* v désledku tvorby
reaktivnych foriem kyslika. Tato hypotézu potvrdzuji aj pokusy
na experimentalnych modeloch so zniZenou perfuziou pecene, kde
hepatocyty v hranic¢nej zéne 2 peceniového lalo¢ika, nachadzaju-
cej sa medzi normoxickou periportalnou a anoxickou periven6z-
nou zonou sa poskodzovali najrychlejsie (Marotto a spol., 1988).

Reperfuzna faza

Ako reperfizne poskodenie oznacujeme poskodenie buniek
v désledku obnovenia normalneho privodu kyslika, ked boli pred-
tym vystavené pdsobeniu hypoxie. Reperfizne poskodenie pred-
stavuje zlozity patologicky proces, v patogenéze ktorého sa uplat-
nuje ischemicka zlozka, ako aj oxidacny stres. Tento typ poskode-
nia je dobre znamy v kardioldgii, do pozornosti hepatologov sa
vsak dostal az so Sir§im zavedenim transplantacie pecene do tera-
pie hepatdlnych ochoreni (Clavien a spol., 1992; Chazouilleres
a spol., 1992).

V stcasnosti sa uz nepochybuje o rozhodujicej ulohe reak-
tivnych radikalov kyslika v patogenéze reperfizneho poskodenia

(Rauen a spol., 1994; Rosser a Gores, 1995; Colantoni a spol.,
1996; LeMoine a spol., 1996). Zdrojom reaktivnych radikalov
kyslika v reperfiznej faze mo6zu byt hepatocyty, Kupfferove bun-
ky aj neutrofilné granulocyty.

Hepatocyty

Hlavnym zdrojom kyslikovych radikalov v hepatocytoch su
mitochondrie (Littauer a deGroot, 1992), v ktorych nedostatok
kyslika vyvolal poskodenie dychacieho retazca a nahromadenie
redukovanych koenzymov, ktoré mézu byt zdrojom elektrénov pre
tvorbu radikalov v reperfuznej faze. Okrem dychacieho retazca
mozu byt dalsim zdrojom reaktivnych radikalov kyslika v hepato-
cytoch aj mikrozoémovy monooxygendzovy systém cytochrému P-
450 a enzym xantinoxiddza. Uplatnenie xantinoxidazy pri pro-
dukcii reaktivnych foriem kyslika vysvetluje nasledovna teoria.
Pocas hypoxickej fazy dochadza k deplécii zasob ATP v hepato-
cytoch a v dosledku toho k poruseniu normalnych iénovych gra-
dientov na bunkovych membranach. V désledku zmenenej per-
meability membran stipa intracelularna koncentracia Ca®*s na-
slednou aktivaciou Ca-dependentnej intracelularnej proteinazy
katalyzujucej premenu cytosdlovej xantindehydrogendzy (XAD)
na xantinoxidazu (XAO) (McCord a spol., 1985). Znizena pro-
dukcia ATP v ischemickom tkanive ma za nasledok vyraznejSiu
degradaciu adeninovych nukleotidov, a tym zvysSenu tvorbu sub-
stratu XAO — hypoxantinu. Po obnoveni cirkulacie (zvysenie pri-
sunu kyslika) XAO metabolizuje nahromadeny hypoxantin, pri-
¢om priamym prenosom elektronov na kyslik dochadza k tvorbe
velkého mnozstva superoxidového aniénu. Toto mnozstvo presa-
huje kapacitu bunkovych antioxida¢nych mechanizmov a vyvola-
va poSkodenie buniek. Pecen predstavuje tkanivo, ktoré je bohaté
na XAD, a konverzia XAD na oxidazovi formu mechanizmom
limitovanej proteolyzy bola v ischemizovanej peceni jednoznac-
ne dokazana (Engersson a spol., 1987). Konverzia dehydrogena-
zy na oxidazu prebieha rychlo (priblizne 50 % enzymu sa premie-
na na oxidazovu formu pocas 3,5 h hepatalnej ischémie). Experi-
menty na zvieratach ukazali schopnost alopurinolu (inhibitor XAO)
a enzymov SOD a katalazy redukovat zavaznost ischemicko-re-
perfuzneho poskodenia pecene (Adkison a spol., 1986). Este do-
nedavna sa XAO povazovala za jeden z rozhodujicich zdrojov
reaktivnych foriem kyslika pri reperfuznom poskodeni (Arthur,
1988). Neskor sa ukazalo, ze XAO predstavuje len prechodny zdroj
kyslikovych radikalov uplatiiujuci sa hlavne v pociatoénych fa-
zach reperfuzie, zatial ¢o poskodené mitochondrie st kontinual-
nym a kvantitativne dominujucim zdrojom kyslikovych radikalov
v hepatocytoch pri reperfiznom poskodeni pecene (Jaeschke
a Mitchell, 1989).

Zvysena produkcia kyslikovych radikalov v hepatocytoch
pocas reperfizie vyzaduje predtym urcity ¢as hypoxie, ktory je
okolo 4 hodin pri hepatocytoch v bunkovych kulturach, je vsak
omnoho kratsi v intaktnom organe (Rauen a spol., 1994).

Kupfferove bunky
Tento typ buniek je vybaveny dvoma enzymami schopnymi

produkovat reaktivne radikdly — NADPH-oxiddza a NO-syntdza
(Decker, 1990). NADPH-oxidaza katalyzuje tvorbu superoxido-
vého aniénu, ktory méZze dizmutovat za vzniku H,O,. NO-syntaza
katalyzuje tvorbu NO-radikalu z guanidinovej skupiny L-argini-
nu. Akym spdsobom dochadza k aktivacii produkcie radikalov
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v Kupfferovych bunkach? Predpoklada sa, Ze to moze byt zvyse-
nie koncentracie Ca?" v cytosdle v reperfuznej faze (Rymson
a spol., 1991). K aktivacii Kupfferovych buniek méze dojst aj se-
kundarne po poskodeni hepatocytov alebo endotelovych buniek
(Jaeschke a spol., 1993). Intracelularne proteiny uvolnené z posko-
denych buniek aktivuju komplementovu kaskadu. Aktivované zlozky
komplementu, ako napr. C5a, mézu aktivovat produkciu kysliko-
vych radikalov v Kupfferovych bunkach. Aktivacia tvorby kysliko-
vych radikalov v Kupfferovych bunkdch méze byt aj dosledkom
fagocytdzy rozpadnutych peceniovych buniek tymito makrofagmi.

Neutrofilné granulocyty

Neutrofily produkuji podobne ako Kupfferove bunky kysliko-
vé radikaly v reakcii katalyzovanej NADPH-oxidazou. Na rozdiel
od Kupfferovych buniek je v neutrofilnych granulocytoch pritom-
nd myeloperoxidaza vyuzivajica H,O, a Cl na tvorbu reaktivnej
kyseliny chlornej (HCIO) (Weiss, 1989). Hromadenie neutrofilov
v peceni sa pozorovalo uz vo véasnych fazach reperfuzie (Jaeschke
a spol., 1990; Jaeschke a Farhood, 1991; Jaeschke a spol., 1993).
Mechanizmus spomalenia prechodu a hromadenia neutrofilov v ka-
pilarach pecene nie je celkom jasny, lebo sa pochybuje o tom, ¢i
dochadza k expresii P-selektinov a E-selektinov na endotelovych
bunkéch sinusoidov pecene (Steinhoff a spol., 1993).

Citlivost buniek pecene voci reperfiiznemu poskodeniu

Aj tu st podobne ako v pripade ischemického poskodenia jed-
notlivé bunky pecene rozdielne citlivé na reperfuzne poskodenie.
Relativne najmenej citlivé si hepatocyty, pravdepodobne v d6-
sledku bohatej vybavy antioxidaénymi mechanizmami (Gonzalez-
Flecha a spol., 1993). Omnoho citlivejSie na reperfizne poskode-
nie ako hepatocyty su endotelové bunky sinusov pecene (Thur-
man a spol., 1993). Ich zvySena citlivost pri reoxygenacii je pod-
mienena nedostatocnou kapacitou endogénnych antioxidaénych
mechanizmov v porovnani s kapacitou produkovat reaktivne kys-
likové radikaly. Zavaznost poskodenia endotelovych buniek spo-
¢iva v naruSeni mikrocirkuldcie, ktoré sposobuje zhorSenie prie-
toku krvi tkanivom pecene a nakoniec vyustuje do ischemickej
nekrdzy ireverzibilne narusujucej funkciu pecene. Prevencia po-
Skodenia endotelovych buniek pri transplantaciach, resp. pri re-
sekciach pecene (podavanie antioxidantov pacientom alebo do
prezervacnych roztokov) moze zlepsif prietok krvi pecenou a za-
branit vzniku dalSieho ischemického poskodenia.

O dalSom druhu hepatalnych buniek — epitelovych bunkach
zl¢ovodov — je len malo informacii o ich odolnosti voci ische-
micko-reperfiznemu poskodeniu, i ked si z praxe zname striktu-
ry Zléovodov ako jedna z moznych komplikacii hypoxicko-reper-
fizneho poskodenia pecene (Rosser a Gores, 1995). V porovnani
s hepatocytmi st bunky Zl¢ovodov rezistentnejSie voci anoxické-
mu poskodeniu a citlivejSie na reoxygenaciu (Noack a spol., 1993).
Tato zvySena citlivost epitelovych buniek zl¢ovodov voci reoxy-
genacii je pravdepodobne dosledkom zvysenej schopnosti tvorby
reaktivnych radikalov kyslika a znizenym obsahom redukované-
ho glutatiéonu v porovnani s hepatocytmi.

Niektoré otdzky patogenézy reperfiizneho poskodenia

Uloha jednotlivych zdrojov kyslikovych radikalov v réznych
fazach reperfuzie méze byt odlisna a méze byt ovplyvnena viacery-
mi faktormi. Vo v€asnych fazach reperfuzie sa prejavuje vyznamna

uloha Kupfferovych buniek, v neskorSom obdobi (6—24 hodin po
zacati reperfuzie) prispievaju k tvorbe kyslikovych radikalov coraz
vacsmi infiltrujuce neutrofily. Podiel jednotlivych typov peceno-
vych buniek na tvorbe kyslikovych radikalov ovplyviuju aj dalsie
faktory, ako napr. dizka hypoxickej fazy alebo stav vyzivy (stav
rezerv glykogénu a ATP v hepatocytoch). Ukazuje sa, Ze aj pritom-
nost endotoxinu indukuje tvorbu reaktivnych radikalov v peceni.
Bolo dokéazané, Ze endotoxémia sa zicastiiuje na vyvoji poskodenia
pecene po rozsiahlejsich resekciach pe¢ene (Mochidaa spol., 1990).

Otvorenou ostava aj otazka, akymi patomechanizmami sa
uplatiiuju reaktivne kyslikové radikaly pri poskodzovani buniek
pecene, ¢i ide o priamy ucinok (interakcia s proteinmi, DNA,
proces lipoperoxidacie), alebo ¢i slizia len ako signal pre uvol-
nenie dal§ich toxickych medidtorov. Studia LeMoina a spol.
(1996) ukazala, Ze peroxid vodika tvoriaci sa pocas reperfuzie
stimuloval sekréciu TNF (tumor necrotizing factor) a interleuki-
nu IL-10. Kyslikové radikaly sa mdzu uplatnit aj pri indukcii
proinflamaénych génov aktivaciou transkripéného faktora NF-
KB (Jaeschke a spol., 1996), ¢o sa prejavi zvySenou syntézou
adhezivnych molekul a chemokinov, ¢o prispieva k hromadeniu
neutrofilov v tkanive pecene.

Zaver

Lepsie poznanie patomechanizmov uplatiujucich sa pri vy-
voji ischemicko-reperfizneho poskodenia pe¢ene umoznuje efek-
tivnejsie vyuzitie preventivnych prostriedkov, a tym zlepSuje prog-
ndzu pacientov s ischemickou hepatitidou alebo po rozsiahlych
chirurgickych vykonoch na peceni (resekcie, transplantacie).
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