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Актуальной проблемой современной трансплан-
тологии остается ограниченность сроков между
получением печени и ее трансплантацией, что
обусловлено невозможностью долгосрочного
хранения органа ex vivo без потери его функцио-
нальной активности и жизнеспособности. Гипотер-
мия, как метод замедления интенсивности мета-
болизма, является основным и достаточно надеж-
ным способом сохранения печени, но сроки ее
безопасного использования лимитируются 10–
16 часами, пролонгирование приводит к необра-
тимым нарушениям метаболических процессов и
к развитию повреждения органа, в частности энер-
гетического и прооксидантно-антиоксидантного
баланса [9, 10].

Совершенствование методов гипотермическо-
го хранения (ГХ) печени привело к разработке ряда
консервирующих растворов, в состав которых вхо-
дит сбалансированное количество разнообразных
ионов и биологически активных добавок, присут-
ствие которых направлено на снижение степени
повреждения органа. В настоящее время наиболее
распространенным и эффективным является
раствор Университета Висконсин (UW) однако, его
широкое применение ограничивается дороговизной.
В ИПКиК НАН Украины также был разработан
консервирующий сахарозо-содержащий раствор
(ССР) [5], эффективность возможного использова-
ния которого была оценена в серии сравнительных
экспериментов. Однако в настоящее время путь
усовершенствования консервирующих растворов
не приводит к решению проблем, относящихся к
сохранению жизнеспособности изолированной
печени после долгосрочной гипотермии и ишемии.
Для качественного перехода необходим поиск
принципиально новых подходов. Одним из таких
подходов может быть направленная регуляция
клеточного метаболизма, которая способна прида-
вать устойчивость органу к последующему экс-
тремальному воздействию. Перспективным нап-
равлением представляется предобработка донор-
ского организма путем введения разнообразных
биологически активных веществ in vivo до изо-
ляции печени и ее дальнейшего ГХ.

Ранее нами было показано гепатопротекторное
действие цитозоля эмбриональных тканей чело-
века, который использовали для предобработки
животных, отравленных тетрахлорметаном [6]. В
связи с этим представлялось перспективным
использование ЦЭТ, содержащего биорегуляторы
стволовых клеток (БСК), при подготовке донора
перед изоляцией печени и ее последующем гипо-
термическом хранении.

Таким образом, целью настоящей работы было:
провести сравнительную оценку эффективности
двух консервирующих растворов на основании
показателей энергетического и прооксидантно-
антиоксидатного состояния печени; изучить влия-
ние предобработки животных БСК на указанные
параметры, а также определить возможные меха-
низмы реализации их действия.

Материалы и методы
Эксперименты проводили на белых беспо-

родных крысах-самках массой 200-250 г (n=36),
содержавшихся в стандартных условиях вивария
ИПКиК НАНУ. Эксперименты осуществляли в
соответствии с правилами “Европейской конвенции
защиты позвоночных животных, используемых в
экспериментальных и других научных целях”
(Страсбург, 1985). Все манипуляции с животными,
включая декапитацию, проводили под поверх-
ностным эфирным наркозом.

В данной работе было проведено две серии
экспериментов:

 – сравнительная оценка энергетического и
прооксидантно-антиоксидантного состояния пе-
чени в ходе ГХ с использованием двух консерви-
рующих растворов – UW или ССР. В этом случае
контролем служила только интактная изолиро-
ванная печень; животных не подвергали какому-
либо воздействию;

 – изучение влияния предобработки животных
БСК на указанные параметры. Крысы были
разделены на следующие группы: 1 – интактная,
2 – контрольная (животным за 4 ч до изоляции
органа внутривенно вводили 0,9% NaCl (0,3 мл/100
г массы)), 3 – опытная, введение БСК (0,3 мл/100
г массы).

Эмбрионы 9-12 недель гестации были получены
после письменного разрешения донора в резуль-
тате планового прерывания беременности. В ка-
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честве источника БСК использовали цитозоль
эмбриональных тканей человека (содержание бел-
ка 1±0,25 мг/мл), который получали путем высо-
коскоростного ультрацентрифугирования (105 000g,
90 минут) 40%-го гомогената мягких тканей эмб-
риона. Все работы проводили в стерильных усло-
виях на холоде. БСК хранили при –30°С.

Для изоляции органа животных забивали,
брюшную полость вскрывали, печень промывали
от крови и насыщали консервирующим раствором
in situ через v. рorta (Т=0...4°С). Для гипотер-
мического хранения органа в работе были исполь-
зованы среды UW или ССР. После окончания
перфузии в портальную вену вводили катетер, пе-
чень изолировали и помещали в консервирующий
раствор. Орган хранили в течение 1 или 24 ч в
холодильнике при температуре 4°С.

В 20%-ных гомогенатах печени исследовали
спектрофотометрически (“Cary-50”) следующие
показатели: содержание АТФ [7], базальный уро-
вень ТБК-активных продуктов [1], интенсивность
индуцированного ПОЛ по скорости накопления
ТБК-активных продуктов в прооксидантном буфе-
ре [2]. Активности ферментов определяли: ката-
лазную по убыли Н2О2 при 240 нм [3]; глутатион-
пероксидазную по приросту содержания окислен-
ного глутатиона при 260 нм [11]; пируваткиназную
по убыли количества НАДН в сопряженной
лактатдегидрогеназной реакции [13].

Митохондрии выделяли при помощи дифферен-
циального центрифугирования по методу [4] с
незначительной модификацией. Конечная суспен-
зия митохондрий содержала 40-50 мг белка. Оценка
дыхательных параметров митохондрий выполня-
лась с помощью закрытого платинового электрода
Кларка в термостатируемой ячейке объемом 1 мл
при 26°С на полярографе “Rank Brother” model 20,
(Великобритания), соединенном с персональным
компьютером. Остаточный кислород электрода не
превышал 5-6 %. Расчет скоростей потребления
кислорода выполнялся с помощью прикладного
программного обеспечения. Добавка митохондрий
составляла 1,5-2,5 мг белка. Субстратами дыхания
служили малат (5мМ), глутамат (5мМ) или
сукцинат (8 мМ). Окислительное фосфори-
лирование инициировали добавкой АДФ (250 mМ),
разобщение дыхания и фосфорилирования вызыва-
ли 2,4-динитрофенолом (100 mМ).

Кроме того, в гомогенатах и постмитохонд-
риальных фракциях печени оценивали активность
окислительно-восстановительных ферментов по
восстановлению флуоресцентного красителя Ala-
mar Blue (АВ), используя планшетный флуориметр
“Tecan”[8].

Содержание белка определяли биуретовым
методом.

Статистическую обработку результатов осу-
ществляли при помощи компьютерного пакета
программ “Statistiсa v.5.5”. Данные оценивали,
используя  непараметрический критерий Манна-
Уитни, выражали в виде M ± m. Достоверно
отличными считали результаты при р < 0,05.

Результаты и обсуждение
Известно, что поддержка энергетической функ-

ции является важным гомеостатическим парамет-
ром во время хранения печени. Нарушение функ-
ционирования митохондрий, в частности уменьше-
ние дыхательного контроля и увеличение скорости
поглощения кислорода митохондриями, является
одним из важнейших показателей нега-тивного
влияния охлаждения и гипоксии [10]. Кроме того,
повреждение митохондрий приводит к усилению
внутриклеточного оксидативного стресса, вслед-
ствие чего повышается интенсивность свободно-
радикальных процессов в клетках печени [9]. Таким
образом, изучение энергетического и проокси-
датно-антиоксидатного состояния органа в усло-
виях ГХ позволяет оценить эффективность приме-
нения консервирующего раствора.

ГХ печени ГЗ в течение 24 ч, независимо от
вида консервирующего раствора, приводило к дву-
кратному снижению содержания АТФ в печени
относительно 1 ч хранения (50% – UW, 49% –
ССР).

Уже после 1 ч ГХ наблюдалось значительное
достоверное повышение скорости дыхания мито-
хондрий. Малат-глутамат-стимулированное дыха-
ние повышалось более чем в 2 раза относительно
интактной группы. АДФ вызывал увеличение
скорости V3 в случае ССР и UW на 110 и 50%
соответственно. Внесение в среду измерения вос-
становленного цитохрома С после разобщителя не
влияло на скорость дыхания. Дыхательный конт-
роль митохондрий после 1 ч ГХ снижался в 1,7 раза
независимо от типа консервирующего раствора.
Продление срока ГХ до 24 ч способствовало
дальнейшему уменьшению дыхательного контроля
в 3 раза относительно интактной группы и в 1,8
раза по сравнению с 1 ч хранения как в UW, так и
в ССР. Скорость гидролиза АТФ после 1 ч ГХ не
изменялась независимо от типа раствора. Олиго-
мицин одинаково эффективно ингибировал АТФаз-
ную активность митохондрий до 5% от начального
уровня. Пролонгирование срока ГХ до 24 ч
значительно влияло на скорость гидролиза АТФ,
что проявлялось в снижении общей активности
АТФазы, а также в достоверном повышении олиго-
мицин-нечувствительного катализа. Такая динами-
ка наблюдалась как для UW, так и для ССР.

Изучение прооксидантно-антиоксидатного ба-
ланса в печени при ГХ показало, что 1 ч хранения
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как в ССР, так и в UW приводил к повышению в
1,5 раза базального уровня ТБК-активных продук-
тов, но не влиял на скорость их накопления. Кроме
того, наблюдалось достоверное снижение каталаз-
ной активности до 55-60% и тенденция к снижению
глутатионпероксидазной (72-75%) относительно
интактной группы. Такая динамика сохранялась в
обеих группах при продлении сроков ГХ до 24 ч.

Таким образом, полученные результаты сви-
детельствуют, что уже после 1 ч ГХ наблюдаются
нарушения энергетического и прооксидантно-
антиоксидатного состояния печени, которые уси-
ливаются при пролонгировании сроков хранения до
24 ч. Проведенные эксперименты демонстрируют
отсутствие различий между изученными показате-
лями при ГХ органа в растворах UW и ССР, что
является достаточным обоснованием для использ-
ования ССР в качестве консервирующего раствора
при трансплантации печени. Для коррекции наблю-
даемых в ходе ГХ нарушений метаболических
процессов возникла необходимость в принци-
пиально ином подходе, а именно предобработке
крыс БСК за 4 ч до изоляции органа. В качестве
консервирующей среды использовали ССР.

Предварительное введение БСК приводило к
значительному (в 2,5 раза) ингибированию скорости
накопления ТБК-активных продуктов, по сравне-
нию как с контрольной, так и интактной группой.
При этом наблюдалась нормализация базального
уровня ТБК-активных продуктов, который увеличи-
вался в контроле уже после 1 ч хранения. Анало-
гичная динамика наблюдалась при продлении сро-
ков ГХ до 24 ч. Предобработка БСК имела положи-
тельное влияние на активность основных фермен-
тов антиоксидантной системы: после 1 ч хранения
печени активность каталазы была достоверно вы-
ше в 1,5 раза, а глутатионпероксидазы в 1,2 раза,
что соответствовало уровню интактной группы.
Было обнаружено, что продле-ние сроков хранения
печени до 24 ч не влияло на эффекты предобра-
ботки.

При изучении общего количества АТФ было
установлено, что предобработка БСК приводит к
его значительному повышению до 160% относи-
тельно контрольной группы после 1 ч ГХ. Такое
увеличение оказалось краткосрочным, продление
срока хранения до 24 ч вызывало резкое падение
уровня АТФ до значений контрольной группы.

Известно, что одним из основных источников
энергии во время ГХ является анаэробный гли-
колиз. Полученные результаты вызвали необходи-
мость оценить возможный вклад этого пути в
поддержку уровня АТФ под действием БСК. Была
изучена активность ключевого, АТФ-генери-
рующего фермента гликолиза – пируваткиназы.
Установлено, что в контрольной группе после 1 ч

ГХ пируваткиназная активность уменьшается в 2
раза по сравнению с исходным уровнем. Предоб-
работка ЦЭТ приводит к восстановлению актив-
ности (контроль – 21,57±3,1; опыт –  44,4±3,0 нмоль
АТФ/мг белка за 1 мин). Таким образом, можно
утверждать, что значительный вклад в поддержку
уровня АТФ вносит гликолитический путь, однако
необходимо отметить, что его чрезмерная актива-
ция связана с развитием лактоацидоза, нарушением
работы ряда внутриклеточных ферментов, ионным
дисбалансом. Другим возможным механизмом
поддержания пула макроэргов является функ-
ционирование митохондриальной электрон-транс-
портной цепи, однако известно, что при гипоксии
происходят нарушения ее работы, обусловленные
рассеи-ванием мембранного потенциала и потерей
респираторной функции [12].

Было установлено, что уровень сукцинат-зави-
симого дыхания в состоянии V3 по Чансу и V4
значительно выше в группе БСК-предобработан-
ных животных по сравнению с контролем как до,
так и после 1 ч ГХ. В присутствии малата и
глутамата подобных изменений не наблюдалось.
Кроме того, для оценки вклада различных ком-
партментов клеток печени в поддержание окисли-
тельно-восстановительного равновесия в условиях
предобработки БСК было проведено исследование
интенсивности флуоресценции красителя Alamar
Blue, накопление восстановленной формы которого
пропорционально активности редокс-ферментов
[8]. Раздельное определение данного показателя
для гомогенатов печени и постмитохондриальной
фракции показало, что около 90% прироста прямо
зависит от митохондриальной функции. Немито-
хондриальный компонент восстановления Alamar
Blue оказался тесно связанным с гликолизом. Так,
при использовании его ингибитора – моноиодаце-
тата – флуоресценция красителя в постмитохонд-
риальной фракции практически полностью подавля-
лась. При этом в условиях предобработки живот-
ных БСК вклад немитохондриального и негликоли-
тического пути в восстановление Alamar Blue
увеличивался в 5 раз.

Таким образом, на основании полученных
результатов можно предположить, что реализация
эффектов БСК тесно связана с системами, транс-
формирующими энергию, и краткосрочное накопле-
ние АТФ после предобработки является достаточ-
ным для поддержания печени в условиях холодовой
ишемии. Нормализация прооксидантно-антиокси-
датного баланса, наблюдаемая на фоне этого
повышения, свидетельствует в пользу возможного
позитивного посттранскрипционного и посттранс-
ляционного регуляторного действия БСК на
активности ферментов системы антиоксидатной
защиты путем передачи сигналов с вовлечением
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макроэргов. В свою очередь, возможные механиз-
мы генерации АТФ после предобработки БСК мо-
гут базироваться на следующих позициях: во-пер-
вых, гипоксические условия создают предпосылки
для компенсаторного окисления в электрон-транс-
портной цепи митохондрий ФАД-зависимых
субстратов в отличие от НАД-зависимых. Су-
ществует вероятность активации сукцинатдегид-
рогеназы под действием БСК, в пользу чего сви-
детельствуют показатели дыхания. Во-вторых,
обнаруженное повышение вклада негликолити-
ческого восстановления Alamar Blue в условиях
предобработки демонстрирует возможную акти-
вацию ферментов, принимающих участие в челноч-
ном транспорте субстратов и восстановительных
эквивалентов для генерации АТФ. Наблюдаемые
изменения позволяют предполагать, что предобра-
ботка БСК стимулирует реализацию ранних
адаптационных механизмов в печени, находящейся
в условиях холодовой ишемии.

Выводы
1. Сахарозо-содержащий раствор, разработан-

ный в ИПКиК, демонстрирует степень сохраннос-
ти печени на уровне общепринятого UW, что было
оценено по энергетическому и прооксидантно-
антиоксидантному состоянию органа после 1 или
24 ч ГХ.

2. Предобработка животных БСК приводит к
нормализации прооксидантно-антиоксидантного
баланса и пируваткиназной активности на фоне
значительного повышения уровня АТФ, стимуляции
сукцинат-зависимого дыхания митохондрий, а так-
же увеличения негликолитической активности
постмитохондриальной фракции, что свидетель-
ствует о взаимозависимости регуляторных эффек-
тов БСК и систем, трансформирующих энергию и
поддерживающих окислительно-восстановитель-
ное равновесие.
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