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Avhandlingsreferat

Mikrodialys vid leverischemi och
reperfusionsskada

Anders Winbladh, kirurgkliniken i Linkoping, har forsvarat sin
avhandling med titeln Microdialysis in Liver Ischemia and
Reperfusion Injury. Avhandlingen belyser hur levern reagerar
vid tillfallig ischemi vid exempelvis Pringels mandver.

Bakgrund

Pringles manéver (PM) kan anviindas
for att minska blddningen vid leverre-
sektioner. Den del av levern som skall
vara kvar efter operationen drabbas
di av ischemi och reperfusionsskada
(IRI). Om patienten har en kronisk
leversjukdom eller endast en mindre
del av levern limnas kvar, kan IRI
bidra till postoperativ livshotande
leversvikt.

Bristen pa syre medfér anaerob
glukosmetabolism med sinkta ATD-
nivéer som foljd. Vid reperfusionen
bildas ocksi fria radikaler som med
hég affinitet binder till bland annat
lipider, proteiner och DNA med
struktur- och funktionsforindringar
som foljd.

Levern kan skyddas frin IRI
genom att PM utférs intermittent
enligt principen 15 minuter ischemi
och 5 minuter reperfusion (15/5).
Man har ocksi studerat si kallad
ischemisk prekonditionering  (IP),
vilket innebir fem-tio minuters

ischemi foljt av tio—femton minuters
reperfusion innan kontinuerlig PM.
Dirutéver har ocksd farmakologisk
prekonditionering med antioxidanter
(radical scavengers) visat intressanta
resultat i djurexperimentella model-
ler. ASAT och ALAT i serum har
anvints som métt pd IRI, men detta
enzymlickage speglar endast en del
av de celluldra processerna. Det fore-
faller logiske att en vilbevarad ener-
gimetabolism skulle skydda cellerna
mot IRI, men det ir féga kint hur
IRI péverkar cellernas metabolism.
Den lokala glukosmetabolismen
har tidigare varit svirstuderad, men
med mikrodialysteknik kan denna
kontinuerligt analyseras. Mikrodia-
lystekniken kan liknas vid diffusio-
nen som sker over kapillirviggen i
all vivnad. En 0,9 mm tunn mikro-
dialyskateter fors in det parenkym
man vill studera och dess yttre kanal
perfunderas med en lésning som ir
isoton med kroppens interstitialvit-
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ska. I kateterns spets finns ett semi-
permeabelt membran dir mindre
molekyler kan diffundera drivna av
osmotiska gradienter. Dialysatet dter-
himtas i den inre kanalen, varefter
det uppsamlas i en 60 pl mikrovial
och analyseras bed-side.

Det finns inga tillforlitliga meto-
der att kliniskt studera perfusionen i
levern. Vid férindringar av de meta-
bola ischemimarkérerna (glukos,
lakeat, glycerol och pyruvat) ir det
inte sikert att dessa forindringar
beror pi en forsimrad vivnadsper-
fusion. En flddesmarkér vore dirfor
onskvird som kontroll av perfu-
sionen visavi metabolismen. Om en
molekyl tillsites i mikrodialysperfu-
satet kommer den att diffundera till
interstitialvitskan beroende av kon-
centrationsgradienten. Om genom-
blédningen i organet dr god, minskar
koncentrationsgradienten pi grund
av att imnet transporteras bort av
lokalt blodfléde. Lig vivnadsperfu-
sion innebir siledes minskad diffu-
sion och ett hogt atertag i dialysatet.
Etanol har tidigare anvints men ir
metabolt aktivt.

Mal
* Att utveckla en experimentell gris-
modell for studier av segmentell

hepatisk IRI.
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* Att undersoka effekterna av IRI
pa leverns glukosmetabolism med
hjilp av mikrodialysteknik.

Metod

Arbete I-111

En ny modell for segmentell hepatisk
ischemi och reperfusion i gris utveck-
lades. Kirlforsorjningen till segment
fyra stingdes efter 60 minuter, dvs.
nir ett metabolt steady state var upp-
natt. Segment fyra var ischemiske
under 80 minuter, medan de Svriga
leversegmenten  forblev  perfunde-
rade. Reperfusionen foljdes sedan i
fyra (arbete I och II) respektive sex
timmar (arbete III). Ischemin verifie-
rades med laser Doppler flddesmetri.
Blod- och vivnadsprover togs en ging
i timmen. En eller tva mikrodialyska-
tetrar med 30 mm linga membran
och 20 kDalton porstorlek infordes
centralt i segment fyra respektive
segment fem samt subkutant. Mik-
rodialysat samlades var 20:e minut
och perfusionshastigheten var 1.0 pl/
minut.

Figur 1. Modell for segmentell IRI i gris lever.
En eller tvd mikrodialys (uD) katetrar lades in
segment 4 och 5. Cirkulationen stangdes till
segment 4 under 80 minuter. Biopsier togs
varje timme.

Arbete Il

En av mikrodialyskatetrarna i seg-
ment fyra perfunderades med etanol
(5 mM) och urea (20 mM) med
perfusionshastigheten 2,0 pl/minut.
Syftet var att virdera om de metabola
forindringarna som detekteras under
ischemi och reperfusion ir flédesbe-
tingade.

Arbete Il

N-Acetylcystein (NAC) ir en anti-
oxidant som kan binda fria syre och
kvive radikaler. Nutritionella studier
har dessutom visat att NAC forbitt-
rar glukosmetabolismen och glyko-
geninlagringen i levern. Hilften av
djuren (n= 8) behandlades med NAC

intravenost.

SVENSK KIRURGI » VOLYM 69 * NR 4 » 2011

Arbete IV

Denna randomiserade singel-blin-
dade kontrollerade Kkliniska studie
inkluderade patienter som planerades
for resektion av tva eller fler leverseg-
ment. Patienterna stratifierades efter
resektionens storlek (2-3 segment
respektive > 3 segment). Hilften av
patienterna i varje stratum randomi-

serades till IP (figur 2).
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Figur 2. CONSORT diagram. Studiepopulatio-
nen bestod av 32 individer och nér beslut tagits
om resektionens storlek randomiserades patien-
terna (IP eller ingen IP).

Under operationen genomgick alla
patienter intermittent PM enligt
15/5 och IP-gruppen genomgick
dessutom prekonditionering 10/10
fore detta (figur 3).

Blodprover (laktat, ASAT, ALAT,
Bilirubin, PK-INR, albumin, Hb och
LPK) togs dagligen och blodglukos
kontrollerades var fjirde timme.

Mikrodialyskatetrarna fordes in
i den forvintat kvarvarande lever-
resten och katetrarna suturerades till
Glissons kapsel med 4/0 absorberbar
sutur. Katetrarna fistes sedan i hud-
planet med tejp och mikropumparna
forvarades i ett mjuke midjebilte.

Mikrodialysat insamlades var 30:e
minut under operation och var fjirde
timme pad avdelningen. Dialysatet
bed-side
avseende nivderna av laktat, glukos,
Katetrarna

analyserades omedelbart
glycerol och pyruvat.
drogs pa den fjirde postoperativa
dagen (POD) 4.
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Statistiska metoder

Mikrodialysat och blodprover grup-
perades i faser (arbete II-IV), och
analyserades med ANOVA inklusive
post Hoc analyser om statistiskt sig-
nifikanta skillnader hittades.

Resultat

Arbete |

Glukosnivan steg 4-falt (p<0,01),
laktat steg 3-falt, (p<0,001) och
glycerol 4-falt (p<0,001), medan
pyruvat f6ll dll en tiondel av den
preischemiska nividn (p<0,001) i det
ischemiska segmentet under den
ischemiska fasen. Inga sidana forind-
ringar sigs i blodet, subkutant eller i
det perfunderade segment 5.

Efter fyra timmars reperfusion
hade infiltrationen av neutrofila gra-
nulocyter dkat i bdde det ischemiska
och i det perfunderade segmentet.

Arbete 11

Under den ischemiska fasen steg
nivierna av bide etanol och urea i
mikrodialysatet och dtervinde sedan
till nivder likvirdiga med basalnivin
under reperfusionen (figur 4).

Etanol och urea koncentratio-
nerna i mikrodisalysatet korrelerade
med varandra under alla
(r=0,77).

Arbete 11l

Det sédgs inga skillnader mellan grup-
perna avseende cirkulationsfysiologi
(medelartir och centralvenést tryck,
puls, syrgasmittnad eller hemoglo-
binnivder) eller de traditionella sys-
temiska markoérerna for ischemi och
reperfusionsskada (ALAT, PK-INR,
LDH och bilirubin) vid nigon tid-
punkt. Diremot vara ASAT ligre
under reperfusionsfasen i NAC-grup-
pen (p=0,0099).

Nitrit och nitrat nivderna var

faserna

ligre i NAC- jimfort IR-gruppen.
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Figur 3. Studieprotokoll i arbete IV. Mikrodialysat analyserades varje halvtimme perioperativt (pa IVA
varje time och pé avdelning var fjarde timme). Baselinje data analyserades efter 20 minuters insam-
lande av mikrodialysat (efter 10 minuters steady state). Episoder med Pringles manéver visas som

svarta band. IP = ischemisk prekonditionering, uD

= mikrodialys.
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. miska segmentet (figur 6).  Efter operationen och till och med
— | Glukos och glycerolnivd-  postoperativ dag 1 var nivderna av
o erna steg under ischemin  glukos, pyruvat och lakrtat ligre i mik-
5 5% 1 = men det var ingen skill- rodialysatet hos de prekonditionerade
2 o nad mellan grupperna. patienterna (n=16) jaimf6rt med kon-
o %
3 :'5 . i W Arbete IV trollgruppen (n=16), se figur 7 a-c.
2 B ete . . .
5 | T . Dessa skillnader forsvann nir man
Ewom{ ] . | Alla randomiserade . .. .
P | N I 1 4 T4 . - jimférde endast de som genomgitt
i e toel s by | padenter fullfsljde  stu- \ . . N
% L . L . sma resektioner, men persisterade nir
3 dien enligt intention to o
2% T . man jimf6rde IP-gruppen (n=8) med
@0 80 1m0 20 2w 20 3w 30 trea och det var ingen
Time (minutes) .. : kontrollerna (n=8) efter stora resek-
mortalitet inom studien.

Figur 4. Relativa forandringar | nivderna av etanol (trianglar) och tioner.

urea (fyrkanter) | mikrodialysat jamfort perfusat. Den ischemiska Det fanns inga skillnader

fasen indikeras med den svarta linjen. Medel (SEM). mellan IP gruppen (n=16) Inga skillnader mellan grupperna

kunde identifieras avseende glycerol i
mikrodialysat. Vi jimf6rde ocksi alla
patienter som genomgitt stora resek-

och kontrollerna (n=16)
eller mellan strata (2-3, respektive >3

" fierades in vi segment) avseende demografiska data . 16) ted d .
vilket verifierades in vitro. dller blodprover. De patienter som  HOREt (n=16) med de som genomgitt

NAC forbittrade glukosmetabo- genomgitt stora resektioner hade mindre (2-3 segment, n=16), men
lismen i levern under reperfusionen  jok blste mer under transektionen, ~Kunde inte finna nigra skillnader
@ec@i bland ann.at m'inskade. laktat- . de hogre lakrat i serum, PK-INR, avseende glukosmetabolismen.
nivaer (figur 5) i det ischemiska seg- lingre operationstid och sjukhusvis- .
mentet och forhojda ATP-nivieridet telse. Komplikationer tillstscee hos —Konklusioner
perfunderade segmentet jimfort IR tolv patienter (37,5 procent) och De huvudsakliga fynden i denna
gruppen. Efter ischemin var lever- dessa skattades enligt Dindo-Clavien, avhandling 4r:
cellernas inlagring av glykogen dkad  men inga skillnader sags mellan grup- ¢ Mikrodialys kan enkelt anvindas

Detta fynd forklarades av att NAC
bundit den fria kvive radikalen NO,

i biade det perfunderade och ische- perna. for att studera glukosmetabolismen
ilevern in vivo, bide experimentellt
A o . B - och kliniskt.
& " IR . * Glukosmetabolismen i en perfun-
! 108 derad del av levern piverkas ¢j av
s = ischemi i en intilliggande ische-
u E .
P y miskt segment, och kan fungera
g a il S = . . .
e - som kontroll vid djurexperimen-
2 i g a m
’ tella IRI modeller.
’ ; e Urea (tillsatt i perfi id mik
FELPLPPLPPELS FPELSALPEEPF L PP rea (tillsatt i per usatet vi mik-
rodialys) kan anvindas som flodes-

Figur 5. Nivaer av laktat (A) och pyruvat (B) i mikrodialysat. Skuggningen representerar den ische- markor i levern.

miska fasen. Analys ar gjord var 20:e minut. ANOVA. Medel (SEM). *=p<0,05, ***=p<0,001. " 1
' ys argjoray n P P * NAC forbittrar glykogenesen och

minskar laktatnivierna i levern
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Figur 7. Glukos (a), pyruvat (b) och laktat (c) nivderna i mikrodialysat (uD). IP- gruppen (n=16) och kontrollgruppen (n=16). De skuggade falten separerar de
faser som anvandes | ANOVAnN och de signifikanta skillnader efter Tukey post hoc analys anges som: * = p<0,0 5and ***= p<0,001. POD = Postoperativ dag.
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