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1. WSTEP

1.1. Whasciwosci komorek mezotelium otrzewnowego

Otrzewna jest najwkszy btorg surowicz ludzkiego ciata, wicielajgca od
wewnmngtrz sciany jamy brzusznej i miednicy mniejszej oraz do@jce St tam
narzdy. Jej wola powierzchng pokrywa ptaski nabtonek jednowarstwowy,
zbudowany z komorek wielobocznych, gotonych systemem desmosomow.
Komorki nabtonka spoczywa@jna btonie podstawnej, ktora oddziela je od warstwy
podsurowiczej, sktadagej st z licznych widkien kolagenowych i sgystych,
makrofagow, komorek plazmatycznych oraz leukocytow.

Mimo, ze uptyreto 185 lat od pierwszego odkrycia i opisania stumkt
mezotelium (1), dopiero ostatnie dwie dekady dogtdy wiedzy niezbdnej do
prawidtowego zrozumienia aktywnej roli, jakdgryway komorki miedzybtonka w
utrzymaniu homeostazy wewtnzotrzewnowej. Przyczynito @i do tego
opracowanie techniki hodowli HPMC (artguman peritoneal mesothelial cgllsv
warunkach in vitro i umdiwienie rozwoju dalszych badaPierwotne wyobrzenia
ograniczaly ich funkej do tworzenia biernej bariery protekcyjnej dla rddv
wewretrznych, zapewnigpej ich prawidiovy ruchomd¢ i potozenie. W
rzeczywistéci komorki mezotelialne poprzez zdokdo do lokalnej syntezy
rozmaitych substancji mediatorowych, czynnikdéw vetuwoi molekut adhezyjnych
tworza mikrosrodowisko, w ktérym maj miejsce kluczowe procesy regulacyjne,
zachodace w odpowiedzi na uraz operacyjny czy zapalenizewinej. Na
szczegobln uwag zastuguje kilka nowo poznanych Wtavosci mezotelium,
odkrytych przy wykorzystaniu modelu @wadczalnego do badanad dializ
otrzewnowy.

Komorki miedzybtonka wykazy zdolngé do miejscowej produkcji
glikozaminoglikanéw, w tym kwasu hialuronowego,otsiego dla prawidtowego
gojenia uszkodzonej btony otrzewnowej (2); (3). \iélw badaniach in vitro oraz in
vivo udowodniono istots role, jaka odgrywa zwizanie wewntrzotrzewnowego
hialuronianu z receptorem CD44, obecnym na powiarzc komorek
nowotworowych raka jajnika i jelita grubego, w pregji choroby (4); (5). Wolny
hialuronian, obecny w ptynie otrzewnowym jest intabem, ktory po zwjzaniu z

receptorem na powierzchni komorek guza, hamujeprelfleganie do mezotelium



(6). Efekt ten jest podstamkwestionowania przez niektorych badaczy zass&tino
srédoperacyjnego ptukania jamy brzusznej i praktghizostawiania drenéw po
zabiegach resekcyjnych, co ma sprzyfddotrzewnowemu rozprzestrzenianiu
nowotworu, na skutek usuwania obecnego w ptynienegd hialuronianu (7). W
badaniach in vivo wykazanoze wewntrzotrzewnowe stzenie hialuronianu
zwieksza s¢ zardbwno w przebiegu ostrego zapalenia otrzewrsd, rownie
przewlektego — wywotanego dtugotrwatym procesenliddia(8). Wzrost s¢zenia
tego glikozaminoglikanu w dializatach pacjentow viam czasu trwania dializy
otrzewnowe] mee odzwierciedl& intensywné¢ regeneracji mezotelium, w
warunkach cigtego uszkadzania otrzewn€)). Pozytywne wyniki badain vitro,
w ktérych obserwowano stymulacyjny i ochronny wphtnaluronianu na popraw
funkcji otrzewnej jako btony dializacyjnej, spowadaty wzrost zainteresowania
rola, jaka maze on odgrywéaw reakcji zapalnej, w odpowiedzi na uraz operagyjn
mozliwe jego wykorzystanie do produkdrodkow barierowych, zapobiegajch
tworzeniu pooperacyjnych zrostéw (10); (11).

W wielu daéwiadczeniach wykazanage komorki mezotelialnegszrodiem
czynnikdw wzrostu i sktadnikbw macierzy pozakomavkep biomcych udziat w
reakcji zapalnej i nagbczych procesach naprawczych otrzewnej, m. inadenu
[, 1, IV, elastyny, fibronektyny, lamininy, TGF@ng.transforming growth factor
B), PDGF (ang.platelet derived growth factpr FGF (ang.fibroblast growth
factor), VEGF (ang.vascular endothelial growth factpra take metaloproteinaz
MMP (ang.matrix metalloproteinage i ich tkankowych inhibitorow TIMP (ang.
tissue inhibitor of metalloproteinasg(12), (13), (14). Rownowaga pogdizy
produkcp sktadnikow macierzy pozakomorkowej, a ich degraggaomazliwia
prawidtowg regeneragj otrzewnej po jej uszkodzeniu.

W ciggu ostatnich lat wiele uwagi peigcono TGFR3, jako kluczowemu
czynnikowi, ktérego nadekspresja prowadzi do wiékia i powstawania zrostéw.
Udowodnionoze inkubacja ludzkich komorek mezotelium otrzewnowegl GF(3,
nasila ekspregj kolagenu Il i fibronektyny (15). Gtowny mediatareakcji
zapalnej- IL-1R, a tale dializaty od pacjentow z peritonitis oraz waruhkpoks;ji
tkankowej, stymuly produkcg TGFR (16); (12). W badaniach Holmdahl i wsp.
(17), stzenie aktywnej i catkowitej postaci TGF3 w tkancestowej, pobranej od
pacjentow z intensywnym procesem zrostotworczymami¢ brzusznej, byto

ponad dwukrotnie wisze w porOwnaniu z fragmentami otrzewrigiennej,
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pobranej z miejsc pozbawionych zrostow. Ciekawy aygds¢, sugerowany przez
autorow wptyw TGFB, na zmniejszenie lokalnej fibwlimy w jamie otrzewne;.
Wraz ze wzrostem @gtenia TGFR3, obserwowano zwkszenie produkcji PAI-1,
ktory poprzez inhibigj plazminy — proteazy odpowiedzialnej za degragdagglu
sktadnikbw macierzy pozakomorkowej — moprzyczynia siec do gromadzenia
sktadnikbw ECM (ang.extracellular matriy i nastpczego wioknienia. W
badaniach daviadczalnych na modelach zwiecych, obserwowano mniejsze
nasilenie adhezjogenezy, po dootrzewnowym podanzecpvciat anty TGFR-1
(18). W niektorych badaniach in vitro, z wykorzystan hodowli HPMC,
wykazano pozytyws zaleznos¢ pomedzy zaawansowaniem wieku dawcy a
wielkoscig syntezy TGFR (19). Nadekspresja wspomnianego dzynmydaje st
by¢ kluczowa dla patogenezy wielu scharzkojarzonych z grup starszych
pacjentow, midzy innymi: miadzycy, osteoporozy, chorob nowotworowych (20).
Nie mazna jednak wyprowadziw petni jednoznacznego wniosku, gdyiek nie
jest bezwzgidnym czynnikiem ryzyka powstania zrostéw otrzewnolwywW moich
doswiadczeniach przyjrzatam ¢simozliwym zaleznosciom, poméedzy wiekiem

pacjenta a poszczegolnymi funkcjami komérekdmybtonka otrzewne;.

1.1.1.Uktad fibrynolityczny jamy otrzewnej

Warta wspomnienia whsciwosciag komérek mezotelialnych jest ich zdofdo
do lokalnej syntezy czynnikdéw regudgych kaskael krzepnécia: tkankowego i
urokinazowego aktywatora plazminogenu (t-PA, atigsue-type plasminogen
activator, u-PA, ang.urokinase-type plasminogen activgtaraz ich inhibitoréw
(PAI-1, ang.plasminogen activator inhibitor;IPAI-2, ang.plasminogen activator
inhibitor 2), (21). Aktywnac¢ t-PA jest weksza ni u-PA i odpowiada za 95% tzw.
aktywnaci aktywatora plazminogenu PAA (anglasminogen activator activity
Ponadto ludzkie komorki mezotelium otrzewnowege &odiem czynnika
tkankowego - TF (ang.tissue factoy bedacego gtownym aktywatorem
zewmngtrzpochodnego toru krzegmia. W nasfpstwie uszkodzenia otrzewnej, pod
wplywem amin biogennych, cytokin zapalnych, a wzegIndci IL-13, dochodzi
dodatkowo do ekspresji TF na btonach komorkowyehktdrych nie wysfpuje on



w warunkach fizjologicznych (22). Kolejnym negstwem kaskady krzepuia
jest aktywacja czynnika X, a naghie trombiny, ktora bierze udziat w
przeksztatceniu fibrynogenu, obecnego w ptynie etnzowym, do fibryny.
Réwnowaga pomgdzy procesami krzepgtia i fibrynolizy, przy niezaburzonym
funkcjonowaniu  komérek mezotelium, jest podstawowymvarunkiem
prawidtowego gojenia otrzewnej, bez nadmiernegongidezenia ztogéw widknika i
tworzenia zrostow.

W wielu badaniach udowodnionage w trakcie zapalenia otrzewnej i
podczas zabiegdw chirurgicznych dochodzi do #dmia wydajnéci
wewmgtrzotrzewnowej fibrynolizy (23); (24). 3upo 30 minutach od pogtku
operacji, zauwzalny jest istotny spadek zdokw fibrynolitycznej, mierzonej
aktywnaicig aktywatora plazminogenu (PAA), zaréwno u pacjentpgrowanych
ze wskaza planowych jak i w trybie pilnym z powodu zapalewigzewnej (25).
Zmniejszenie aktywnii t-PA ma charakter miejscowej odpowiedzi otrzepumse
uraz, a w¢c monitorowanie zmian gten t-PA w surowicy dostarcza niepetnej,
posredniej informaciji i nalgy je interpretowé z ostr@anaoscia.

Dodatkowo mechaniczne, srodoperacyjne uszkodzenia otrzewnej,
koagulacja termiczna, niedokrwienie w miejscachcrgmniccia tkanek przez
retraktory, powoduje pogpienie zaburze fibrynolizy. W badaniach Holmdahl i
wsp. (26), obserwowali znaczne oismnie aktywnéci t-PA w bioptatach
otrzewnej, pobranych z miejsc uszkodzonych przémkry, w poréwnaniu z
otrzewry, gdzie nie stosowano statego ucisku i niedokneiekanek. Powisze
spostrzeenia autorOw pozwalgjna czsciowe wyjanienie czstego wysfpowania
zrostow w linii chirurgicznego ecia.

Srodoperacyjne obnenie wewntrzotrzewnowej zdolrii fibrynolitycznej
zostato udowodnione zaréwno w badaniach na modela@rzcych, jak i u ludzi.
Niestety weksza¢ obserwacji odnosi si tylko do okresu trwania zabiegu
chirurgicznego, a zatem trudno wnioskéwaa temat aktywri@i fibrynolizy w
okresie pooperacyjnym. Byloby to jednak zasadneragbipod uwag fakt, ze
kluczowy dla tworzenia pooperacyjnych zrostéw iego@ uszkodzeotrzewnej jest
okres pierwszych 72 godzin po operacji. W badanidddwiadczalnych na
zwierztach zaburzenia procesow fibrynolizy obserwowandrakcie zabiegu i
przez naspne 48 do 72 godzin (27); (28). Podobnie w grupke phcjentow

poddanych planowej laparotomii, PAA mierzona w @yotrzewnowym ulegta
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obnizeniu w pierwszych 6 godzinach po operacji, a wgwikolejnych 24 i 48
godzin odnotowano jej spadek do wadonieoznaczalnych (29). Czas ten jest
newralgiczny dla tworzenia zrostéw, zatem wszetkigatania zapobiegawcze, w
tym réwniez modulowanie reakcji fibrynolitycznej powinny bypodgte w
pierwszych godzinach po operacji.

Pozostaje jednak wgi problematyczne z punktu widzenia praktyki
klinicznej pytanie o powody, dla ktorych ueszi pacjentéw obserwujemy wksz
tendeng} do tworzenia zrostow. Odpowiechie jest jednoznaczna, aczkolwiek
jedm z hipotez mée by obnizenie w tej grupie chorych otrzewnowej aktywacji
plazminogenu, w nagbstwie zmniejszonej syntezy t-PA lub zwanie jego
aktywnej postaci w kompleksy z inhibitorem (PAI-1)V nastpstwie urazu
otrzewnej dochodzi do uszkodzenia warstwy komoredzatelium i ekspozycji
warstwy podnabtonkowej, gdzie znajduje giownezrodio PAI-1, szczegdblnie w
otrzewnej zmienionej zapalnie (30). Wadowewngtrzotrzewnowego PAI-1 mag
by¢ nawet dziesiciokrotnie wiksze w grupie pacjentéw z zaawansowanym
procesem zrostowym w poréwnaniu z chorymi, u ktbryego nasilenie jest
mniejsze (31). Wedtug Ivarsson i wsp. (31) PAI-1zemdy wykorzystany jako
marker rozlegtéci i stopnia nasilenia zrostow otrzewnowych, a wdekwencji
jego oznaczenie nie by przydatne w wyodibnieniu pacjentow z grup ryzyka, u
ktorych wskazana bytaby adjuwantowa terapia przacstowa.

Teoretycznie, wswietle powyszych prac, miejscowa inhibicja PAI-1
mogtaby okaz& si¢ rozwigzaniem. W déwiadczeniach na modelach mysich
uzyskano pozytywne rezultaty, mierzone redgkppoperacyjnych zrostow, po
dootrzewnowym zastosowaniu przeciwciat przeciwkol-RA(32). Dyskusyjne
pozostag pytania o diug& pooperacyjnej terapii z udziatem t-PA lub inhib&o
PAI-1, oraz wlaciwa objetos¢ terapeutycza (33), (49) w odniesieniu do
bezpieczéstwa pacjentéw, z uwagi na alisve powiktania krwotoczne.

Mimo wielu bada, poruszajcych to zagadnienie, préby modyfikacji
miejscowej kaskady krzepmia dotycza gtownie modelu déwiadczalnego, z
uwagi na trudngci w  stworzeniu obiektywnej i bezpiecznej metody
pooperacyjnego monitorowania parametrow wgvaotrzewnowej fibrynolizy u
cztowieka.

Wraz z rozwojem nowoczesnych, minimalnie inwazymydechnik

chirurgicznych pojawito gipytanie, dotycgce wptywu zabiegow laparoskopowych
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na witaciwosci fibrynolityczne otrzewnej. Wydaje ize zabiegi endoskopowe w
poréwnaniu z metodami konwencjonalnymi charakteeysie mniejszym urazem
operacyjnym, gtébwnie z uwagi na brak uszkodzenieewstnej sciennej przez
rozlegte c¢cie chirurgiczne. Jednak pomiajfakt czstszego podczas laparoskopii
uzycia koagulacji termicznej, ktéra przyczyniag sw znacznym stopniu do
uszkodzenia mdzybtonka, dwutlenek ggla wykorzystywany do wytworzenia
odmy otrzewnowej dodatkowo wptywa na zmniejszeniekrokrazenia w
naczyniach trzewnych, powodujkwasie tkankows i niedokrwienie (34). Jedre
pierwszych prac na ten temat opublikowatl Nagelsdhnw 2001 roku (35),
dowodzc obnizenia aktywnéci t-PA w probkach otrzewnej trzewnej, pobranych
pod koniec trwania 3-godzinnego zabiegu laparoskego na modelu
zwierzecym.

Odmienne wyniki uzyskat Brokelman i wsp. (36), ktpmie obserwowali
zmian w efektywnéci fibrynolizy w trakcie trwania zabiegu chirurgitzgo w
grupie 50 pacjentow, u ktorych wykonywano elektgvamolecystektonsi metod
laparoskopow. Nalezy wzigé pod uwag, ze powysze wyniki mog by¢ w tym
przypadku cgsciowo wyjanione krotszym czasem operacji laparoskopowego
usungcia pecherzyka zétciowego i konsekwentnie krétsz ekspozycy na
zwickszone dinienie wewntrzbrzuszne.

Z kolei prospektywne randomizowane badania, pragadzone w grupach
pacjentow operowanych metpdaparoskopow lub konwencjonalfp z powodu
raka jelita grubego, nie potwierdzity wegtrzotrzewnowych rénic w aktywndgci
i stezeniach t-PA, PAI-1 oraz komplekséw t-PA/PAI-1, jeinw obu grupach
obserwowano podobne zmniejszenie aktysentibrynolitycznej (37).

W moich déwiadczeniach poddatam analizie wptyw
wewmngtrzotrzewnowego odczynu zapalnego, azéakhoroby nowotworowej na
funkcje fibrynolityczrg komorek mé¢dzybtonka otrzewnej, z wykorzystaniem
modelu hodowli HPMC. Interesaga wydata mi s réwniez ocena zalenosci
pomicdzy wiekiem pacjentéw a wielkoig syntezy t-PA i PAI-1, z uwagi na

niewielka liczb¢ podobnych doniesiew pismiennictwie.
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1.1.2.Wptyw urazu operacyjnego na funkcg i regeneracg komorek

mezotelium otrzewnowego

Uraz otrzewnej, niezataie od jego charakteru: operacyjny, zapalny lub
niedokrwienny, powoduje oderwanie komoérekedzybtonka od btony podstawnej,
pozostawigic obnaorng powierzchng. W kolejnym etapie komérki mezotelium
poprzez produkej czynnikdbw chemotaktycznych (IL-8, MCP-1; angronocyte
chemotactic proteinli cytokin (IL-13, IL-6, TNF; ang.tumor necrosis factod),
uruchamiaj kaskad reakcji, polegajca na zwekszeniu przepuszczalém naczwy,
migracji granulocytow wielajdrzastych i monocytow do uszkodzonych miejsc
objetych zapaleniem (38).

Jako pierwsze, j po 30 minutach od urazu, pojawiagic leukocyty
wielojadrzaste - PMN (angpolymorphonuclear leukocybego 12 godzinach PMN
widoczne g w delikatnej sieci wtokien fibrynowych, a po 48dzinach wgkszasé
uszkodzonej powierzchni jest pokryta wargtmakrofagow, uteonych wewntrz
rusztowania z wiokien fibrynowych (38); (39). Korkbprzypominajce pierwotne
komorki mezenchymalne z systemem gpal, tworzce jednoliy warstwe
pokrywapca uszkodzenie, g widoczne po pgiciu dniach. W tym czasie na
powierzchni otrzewnejciennej jednolita warstwa komoérek wypasaa jest ju w
sie¢  mikrokosmkow. Btona podstawna, patkowo krucha i wraliwa na
uszkodzenia, pojawia ¢inajwczéniej w obkbie otrzewnej trzewnej stroby —
okoto phtego dnia. Siedem dni po urazie powierzehotrzewnejsciennej i
trzewnej pokrywa jednolita warstwa komorek mezatalch, a ésmego dnia
obecna jest we wszystkich miejscachgé btona podstawna.

Jw badania Hertzlera z 1919 r udowodnitg, ubytki otrzewnej niezataie
od ich wielkdci goja siec w jednakowym czasie, dlatego regeneracja nieengé
tylko wynikiem migracji komorek z brzegdéw uszkodienak ma to miejsce w
przypadku mechanizméw zaamgaanych w procesy gojenia skoryrodio
pierwotnych komoérek mezotelialnych mpgtanowé réznicujace se¢ fibroblasty,
obecne w warstwie podnabtonkowej, oraz komorki preérowe z przylegtych
obszarow otrzewnej (39).

Proces regeneracji powinien zast&onczony w cggu siedmiu dni, jednak

niektore elementy techniki operacyjnej, magie¢ wptyw na znaczne opaienie
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gojenia. Uszkodzenie otrzewnej poprzez elektrokgméeg, prowadzi do
martwicy i krwawiéd w warstwie podnabtonkowej, wydtania czasu trwania
reakcji zapalnej, migracji komérek olbrzymich niedbych do fagocytozy
powstatych ziarniniakow, a w zg#ku z tym przedizania wewntrzotrzewnowej
regeneracji (40), (41). W takich sytuacjach, napettrzech tygodniach od urazu
gojenie nie jest zakKmzone; blizna zawiera tkanki martwicze, ziarninjdkMN, z
niewielkim udzialem wiokien kolagenowych. Znaczmniejszym urazem dla
otrzewnej jest preparowanie tkanek przyyaiu nazyczek lub skalpela, w
poréwnaniu z ngem elektrycznym (39).

Stopiev uszkodzenia otrzewnej w trakcie zabiegu chirumggo
determinuje rozlegks i intensywné¢ odpowiedzi zapalnej, ktéra ma podstawowe

znaczenie w mechanizmie powstawania pooperacyjayastow.

1.2. Patogeneza zrostéw otrzewnowych

Pierwszy opis obecKoi zrostow otrzewnowych pochodzi z 1836 roku i
dotyczy obserwacji u pacjenta z ghiag w jamie brzusznej (42). Powszy obraz
interpretowano woéwczas jako przeksztalcone w tkamtostows skoagulowane
naczynie chtonne. Rozwdj badadaswiadczalnych i klinicznych pozwolit na
odkrycie niektorych zalaosci istotnych w patogenezie zrostow.

Tworzenie widknika jest podstawowym mechanizmenoonbym w trakcie
zapalenia otrzewnej, ktory poprzez sklejanisiexdnich nargdow prowadzi do
ograniczania i izolacji ogniska zatemia. W péniejszych etapach zapalenia, w
przypadku zaburzeprocesu fibrynolizy, diugotrwate ,uezienie” bakterii w sieci
widknika, uniemaliwia dziatanie mechanizméw immunologicznych usiraj
prawidtowg penetragj antybiotykow, w konsekwencji prowagizdo rozwoju ropni
wewngtrzbrzusznych.

Zrosty otrzewnowe, 0 etiologii pozapalnej lub po@ogjnej, powstaj
pomiedzy powierzchniami, na ktérych doszto do uszkodaevarstwy mezotelium.
Elementem inicjujcym jest aktywacja fibrynogenu w warunkach niedakmna i
zaburzé fibrynolizy, jakie towarzysg zabiegom chirurgicznym, czy zapaleniu
otrzewnej. Do powstatej sieci widkien fibrynowychaptywap makrofagi,
fibroblasty, komérki olbrzymie, erytrocyty z uszkamhych nacziy krwionosnych
(43). Badania na szczurach dostarczyly informaci memat ewolucji
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morfologicznej tkanki zrostowej. W pierwszych treeadniach w macierzy
fiborynowej dominuj PMN, makrofagi, elementy morfotyczne krwi; po sred
dniach kolagen i fibroblasty stanawee gtowny sktadnik zrostéw. W koowym
etapie zrosty ulegajprzeksztatceniu w niepodlegag degradacji pasma wiokniste,
Z obecnécig wiokien elastyny, nacziykrwionosnych, wiokien nerwowych a nawet
ognisk kalcyfikacji (43). Tak uformowane, dojrzateidne do oddzielenia zrosty
czesto uniemaliwiaj g jakakolwiek interwenag chirurgiczm.

Na kadym etapie zibonego procesu powstawania zrostow isfotale
odgrywa wspotdziatanie trzech mechanizmow: uktachenicia, fibrynolizy oraz
reakcji zapalnej uruchamianej w odpowiedzi na wazewnej. Ogoélnoustrojowa
aktywacja kaskady zapalnej sprzyja procesom koagula zwickszonemu
odktadaniu widknika, jednak niekontrolowany i priedjacy sk rozwdj tego
zjawiska prowadzi do patologicznych ngusitw, ktoérych przykladem jest
obserwowany u pacjentow z ¢gka sepg zespét rozsianego wykrzepiania
wewngtrznaczyniowego. Gtdwne mediatory zapalenia — lordz TNFe hamug
aktywna¢ t-PA i zwickszap ekspresj PAI-1 a take czynnika tkankowego,
nasilapc tworzenie ztogéw fibryny (44), (45). Wiawosci prokoagulacyjne
wykazuje rownie 1L-6 (46), (47). W obserwacjach Stouthard’a i wg8) dazylna
infuzja IL-6 u pacjentdw z przerzutowym rakiem rieggowodowata aktywagj
uktadu krzepricia wyraong podwyszeniem komplekséw  trombina-
antytrombina Ill oraz fragmentéw F1+2 protrombinfroly potwierdzenia
klinicznej zalenosci pomidzy reakcy zapalm oraz hamowaniem fibrynolizy a
stopniem nasilenia zrostow otrzewnowychbadania Hellebrekers’a i wsp. (49),
ktdrzy obserwowali pozytywnkorelacg pomidzy przedoperacyjnym ¢teniem
CRP (ang.C-reactive protein oraz PAI-1 w surowicy a rozlegicia zrostow,
ocenianych podczas laparoskopii.

Pooperacyjne zrosty otrzewnowe w rastwie zabiegdéw chirurgicznych
wystepuja u 67-93% chorych (50), (51), a w przypadku proceginekologicznych
nawet u 97% pacjentek (52). W 1994 roku w Stanadbkdribczonych
hospitalizowano 303,836 pacjentow z powodu koniegzn przeprowadzenia
operacyjnej adhezjolizy, a zyzdany z tym koszt opieki szpitalnej wyniost 1,3
biliona dolaréw (53). W krajach Europy zachodnigjsty odpowiadaj za 60-70%
przyczyn niedrencsci jelita cienkiego, a tale w 15-40% s powodem

nieptodndci i czynnikiem ryzyka przewleklych zespotéw bolasty miednicy
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matej u kobiet (54), (55). Ponadto zrosty otrzewaowydiwajg czas operacji,
zwiekszap ryzyko jatrogennego uszkodzenia jelit podczas jkgtéh zabiegow
operacyjnych, utrudnigg¢ a czsto uniemaliwiajac zastosowanie metody
laparoskopowej. Wedtug badania Ellis’a i wsp. (26prupy 41,841 pacjentow
operowanych z powodu schofizehirurgicznych i ginekologicznych w 1986 roku
(u 29,790 wykonano laparotognia 12,061 — operacjmetod, laparoskopow), w
ciggu 10 lat odnotowano 21,347 powtornych hospitajizaczego 5,7% z powodu
bezpdrednich powikia zrostowych, wymagagych leczenia chirurgicznego w
3,8% przypadkow.

Najwazniejszym czynnikiem ryzyka niedinosci jelita cienkiego SBO
(ang. small bowel obstruction jest rodzaj operacji i rozlegd® uszkodzenia
otrzewnej. Chirurgii jelita grubego towarzyszyeksza ilg¢ powikian zrostowych
w porownaniu z zabiegami w zakresie jelita cien&iegyrostka robaczkowego czy
pecherzykazotciowego (57). Za procedgirzwigzarg z najwikszym ryzykiem
wysfgpienia niedranosci jelita cienkiego, w zaleosci od pgmiennictwa
ocenianym w granicach 13-35% uwaa jest kolektomia z wytworzeniem
zbiornika jelitowego (58), (59), (60), (61). Dla rpavnania ryzyko SBO w
nastpstwie przeprowadzonej appendektomii wynosi 1-1@cholecystektomii
metod, otwarg — 6,4% (61), (62). W odniesieniu do procedur golegicznych
wedtug r&nych doniesié stopie ryzyka jest mniejszy i w przypadku histerektomii
wynosi 2-3%, radykalnej histerektomii - 5% a uzuopmej o radioterapgi -
wzrasta do 20% (63).

W retrospektywnych badaniach Leung’a i wsp. (64j0d analizowanych
1777 pacjentéw, u ktorych w latach 1999-2002 wykanappendektoraj 50 osob
wymagato hospitalizacji z powodu objawow niegrasci przewodu pokarmowego,
a w 20 przypadkach konieczne byto leczenie openagyjolegajce na uwolnieniu
zrostéw. Czynnikami ryzyka SBO byty: perforacja wgtka robaczkowego, brak
makroskopowych zmian zapalnych wyrostka robaczkaywegstosowanie gia w
linii $srodkowej, a take srodoperacyjnie stwierdzone przewlekie zapalenie i
zwtoknienie wyrostka robaczkowego lub rak w jegaebie. Nasilona reakcja
zapalna w przebiegu perforacji peotlumaczy intensywne generowanie zrostow.
Z kolei brak makroskopowych zmian zapalnych w c¢bibx wyrostka
robaczkowego, u pacjenta zakwalifikowanego do Ieiezechirurgicznego z

powodu dolegliwéci bélowych w prawym dole biodrowym, zmusza do
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srodoperacyjnej oceny catej jamy brzusznej i miegmtatej celem wykluczenia
innych schorzé Wedtug autoréw bardziej rozlegte uszkodzenie ¢kamynikapce
z koniecznéci poszerzonej eksploracji jamy brzusznej, zemoodpowiada za
wicksze ryzyko powstania zrostéw i ich powiktav postaci SBO w tej grupie
pacjentow. W cytowanej pracy ryzyko wygtenia SBO nie rinito si¢ istotnie
wsrdd chorych operowanych metpdtwart lub laparoskopow

W grupie pacjentow poddanych proktokolektomii odtvae] z
wytworzeniem zbiornika jelitowego TP-IPAA (angptal proctocolectomy with
ileal pouch anal anastomo3jsryzyko niedranosci jelita cienkiego jest wisze,
zwykle przekraczape 20% (61). Powysza procedura stanowi leczenie operacyjne
z wyboru w odniesieniu do pacjentéw z wrzodgigm zapaleniem jelita grubego,
polipowatdcig rodzinrg i wybranymi przypadkami synchronicznych nowotworow
jelita grubego. Dodatkowo w uzasadnionych okoliézrech zachodzi koniecze®
wytonienia czasowej ileostomii ¢dowej, z uwagi na ryzyko nieszczekwoo
zespolenia wytworzonego pogdiy zbiornikiem jelitowym a pozostawionym
mankietem odbytnicy. Wedlug opinii €xi autoréw najcgstsz przyczyre
niedraznosci jelita cienkiego w tej grupie chorych stangwarosty w okolicy
wytworzonej ileostomii, a samo jej wylonienie nglaizna za niezaleny czynnik
ryzyka SBO (61). Niestety mbwos¢ rozwoju niebezpiecznych powilda
zrostowych jest w tych przypadkach akceptoavaonieczndcia.

Z uwagi na obrrenie jakdci zycia pacjentow, a tale wysokie koszty,
wynikajace z ponownych hospitalizacji i reoperacji, wagti ostatnich 30 lat
intensywnie poszukuje skrodkéw zapobiegawczych, hamaych kaskae reakcji
prowadacych do powstania zrostow otrzewnowych. Jednak rvinetu projektow
badawczych waiz istnieg kontrowersje, dotyege wskaza i skutecznéci
dostpnych na rynku substancji o potencjalnym dziatapizeciwzrostowym.
Wiekszai¢ bada ocenia wptyw wspomnianychrodkéw stosowanych w grupie
pacjentek poddanych operacjom ginekologicznym. Bratomiast rekomendacji w
odniesieniu do chorych operowanych ze wskazhirurgicznych. Powodem
ograniczé w projektowaniu badaklinicznych, analizujcych wptyw wybranych
srodkow jest koniecznid przeprowadzenia ponownego zabiegu operacyjnego z
ocery nasilenia zrostow. Modelawgrup; badam stanows pacjentki leczone z
powodu nieptodngci, poddane zabiegom laparoskopowym adakybrana grupa

chorych, u ktérych przeprowadzono resekgglita z wylonieniem stomii i
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nastpczy operacs odtwarzajca ciagtos¢ przewodu pokarmowegoZadna z
wprowadzonych w ostatnim czasie substancji przecstowych nie wykazuje
potwierdzonej petnej skuteczéw, ktéra pozwala na catkowitkontrok ztozonych

patomechanizméw adhezjogenezy i stwarza gszaaswyeliminowanie problemu

zrostow otrzewnowych i zwkanych z tym powikia

1.2.1.Mechanizmy i substancje zapobiegace tworzeniu

pooperacyjnych zrostow

Pomimo znacznego p@pu W zrozumieniu patomechanizmow
odpowiedzialnych za tworzenie zrostow, ze szczegdlnuwzgkdnieniem
podstawowej roli otrzewnowego uktadu fibrynolizyciwz aktualne wydaje siby¢
pig¢ podstawowych strategii prewencyjnych, ogtoszong@hat temu przez Boys'a
(65): ograniczanie urazu otrzewnej, hamowanie ldgkiarzepn¢cia w ptynie
przesekowym, usuwanie depozytow wioknika, zapobieganigyl@ganiu struktur
poprzez ich rozdzielenie oraz przeciwdziatanie pizgcji widknika poprzez
hamowanie proliferacji fibroblastéw.

Zmniejszanie uszkodzenia otrzewnej zma osagna¢ stosujc zasady
wiasciwej, minimalnie inwazyjnej techniki chirurgiczndyez nadmiernej retrakcji
tkanek, czy ich intensywnej koagulacji. Wielu chgow uwaa, ze metody
laparoskopowe wgiza sSic z mniejsa liczbg powikian zrostowych, z uwagi na
mniejszy stopig uszkodzenia tkanek oraz minimalw poréwnaniu z operacjami
otwartymi ekspozyej otrzewnej na wysychanie. W randomizowanym badaniu,
poréwnupcym grug pacjentek poddanych operacji metolhparoskopow lub
klasyczr z powodu ekotopowej gty jajowodowej, u ktérych nagtnie wykonano
zabieg laparoskopowy z ocemasilenia adhezjogenezy, obserwowangceji
zrostow w grupie poddanej operacji konwencjonal(@$). Podobne wnioski
opublikowano w kilku innych pracach (67); (68). VWeglostatnich doniesiegrupy
badaczy z Cleveland Clinic Foundation, w grupiecAfrych, u ktérych wykonano
proktokolektom¢ odtworcz z wytworzeniem zbiornika jelitowego metpd
laparoskopow lub klasyczp, wiekszg intensywn®é procesu zrostowego

wykazano w grupie operowanej sposobem otwartym . (&pk jest jednak
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poprawnie zaprojektowanych badgrospektywnych na dej grupie chorych,
poréwnupcych metody laparoskopowe 2z konwencjonalnymi, w ryd
powstawanie zrostow bytoby ocenianym punktemdoovym.

Do dziatan prewencyjnych, istotnych z punktu widzenia chiayrgaley
zaliczy¢ usuwanie nagromadzonych tkanek martwiczych, kiepozytow fibryny,
ktore mana uzyska poprzez srodoperacyjne ptukanie jamy otrzewnej.
Problematyczny okazujeesivybor odpowiedniego roztworu, ktéry spetni funkcj
irygacyjng, nie przyczynigic sk do eskalacji odczynu zapalnego i uszkodzenia
mezotelium. Powszechnie stosowany w tym celu w ieoaej praktyce jest 0,9%
roztwor soli fizjologicznej. Z uwagi na doniesienigwiadczalne, negatywnie
oceniagce wptyw NaCl na funkej komérek m¢dzybtonka i jej potencjalne
dziatanie prozrostowe (70), (146), w mojej pracystpoowitam przyjrzé sie
niektorym zmianom, jakie zachogdzv hodowlach HPMC pod wptywem 0,9%
roztworu NacCl.

Kolejnym elementem strategii przeciwzrostowej, agedz teora Boys’a,
jest dootrzewnowe stosowanie substancji o potemgjaldziataniu prewencyjnym,
jako roztworow lub mechanicznych barier w postadli flub zelu, magcych
spetnid funkcje separujca obnaone powierzchnie otrzewne.

Wykorzystanie w tym celu organicznych i naturalmgstepujacych w
przyrodzie polimeréw byto przedmiotem analiz od zplkow XX wieku. W 1902
roku Vogel zaproponowat pgizenie gumy arabskiej jakérodka nawitajagcego
razem z inhibitorem cholinesterazy, a@jm dziat# prokinetycznie na
perystaltyk jelit (71). Prowadzono badania zygiem ptynnej wazeliny (72),
lanoliny oraz wspoiczmie mogcych wywot& zdumienie bton barierowych
wytworzonych z otrzewnej rekina, rybiegecherza czy btony owodniowej (73).
Za prototyp wspotczesnych elementow barierowyctimaauzna btone wykonara
z otrzewne] wotowej, wynalezignprzez dr Charlesa Cargila i nazwaod jego
nazwiska(ang Cargile Membrane)ktora firma Johnson & Johnson wprowadzita
na rynek w 1905 roku (74). Od lat 40 XX wieku widlada koncentrowato sina
rozwigzaniu problemu nadmiernego gromadzenia bogatowkokvego ptynu
przestkowego w jamie otrzewnej, odpowiedzialnego za panist zrostow.
Prowadzono daviadczenia z dootrzewnowym zyciem hirudyny, heparyny,
trypsyny i pepsyny (73), (75), jednak efektnkowy nie okazat si korzystny z

powodu powikia krwotocznych, szybkiej neutralizacji ocenianychhsianciji, a
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takze przypadkow indukowania zapalenia otrzewnej w esiehiu do trypsyny.
Badano take maliwe wykorzystanie ptynu owodniowego, sugeanljjego
potencjalne dziatanie fibrynolityczne z uwagi nsse@bvowane mniejsze nasilenie
zrostow w grupie pacjentek poddanychecai cesarskiemu w porownaniu z
chorymi, u ktérych wykonano laparotogrd innych wskaza(76). Zaowocowato to
wprowadzeniem na rynek w 1931 roku preparatu AmtetiEli Lilly and Co.),lecz
mimo pozytywnych wynikéw daviadczéh na modelach zwiegzgych jego
skuteczné¢ nie zostata potwierdzona u ludzi.

Idealnysrodek barierowy powinien ldyskuteczny, bezpieczny dla pacjenta,
nieimmunogenny, ulegecatkowitej biodegradacji, nie powodoiveeakcji zapalne;j
I dziatat w trakcie krytycznej fazy remezotelializacji. W dedach zwiergzcych,
Harris i wsp. (77) wykazali,ze minimalny czas, w ktorym uszkodzone
powierzchnie otrzewnej powinny 6y odseparowane za pompocsrodka
barierowego, wynosi 36 godzin. Autorzy implantowdliagmenty bariery
silikonowej pom¢dzy uszkodzone powierzchnie otrzewrigjenne] a trzewnej
katnicy, ktdrm nastpnie usuwali w poszczegolnych przedziatach czasbwye
grupie szczuréw, u ktoryckrodek barierowy utrzymywano przez 36 godzin, nie
obserwowano zrostow poatizy katnica a przednj sciamg jamy brzusznej. \&féd
szczurdw, ktorym barier usungto po 6 godzinach, u wszystkich doszto do
powstania zrostow.

W badaniach eksperymentalnych oceniano wietelkdw, wykazujc ich
rozng skuteczné¢ prewencyjm, z ktorych czs¢ wycofano z uaycia z uwagi na
nieakceptowalnie wysokie ryzyko powikidintergel®; Lifecore Biomedical Inc.,
Chaska MN, (10). Warto wspomnéeo dwoch btonach barierowych aktywnych
biologicznie z najlepiej udokumentowanym zastosaemnklinicznym, lgdacych
przedmiotem randomizowanych badaraukowych: SEPRAFILM (Genzyme
Corp, Cambridge, MA, USA) oraz INTERCEEGynecare, Ethicon, Somerville,
NJ, USA).

SEPRAFILM® sktada s z dwéch polisacharydéw: hialuronianu sodu i
karboksymetylocelulozy  (ang. HA-CMC;  sodium  hyaluronate  and
carboxymethylcellulode Po dootrzewnowej aplikacji przybiera pdstalu, ktory
ulega bioresorbcji po 7 dniach. SkutecghoHA-CMC w zapobieganiu
powstawaniu pooperacyjnych zrostow de novo, jakoiyprzednio wykonanej

adhezjolizie wykazano w kilku prospektywnych, wmdkowych badaniach z
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randomizacj, gtdbwnie w odniesieniu do procedur ginekologicamy@8); (79);
(80); (81); (82), oraz operacji kolorektalnych (1433). Nie powinno si jednak
stosowda SEPRAFILM® bezpdrednio na okolie wytworzonych zespofe
jelitowych, z uwagi na obserwowany zmek pomedzy jego uyciem a
zwigkszonym ryzykiem nieszczelém zespolé (84).

INTERCEED® posiada forma btony barierowej, zbudowanej z utlenionej
regenerowanej celulozy (an@RC — oxidized regenerated cellulpsktora ulega
biodegradacji po 14-28 dniach, aczkolwiek wesck doniesié obserwowano jej
catkowite wchtongcie juz po 4 dniach (85). Mimo pogtkowo negatywnych
wynikdw czsci badaa na modelach zwieezych (86), efektywn& ORC w
zapobieganiu pooperacyjnym zrostom wykazano w 13spgektywnych,
randomizowanych programach badawczych (87); (8&ptrh wady, z punktu
widzenia codziennej praktyki chirurgicznej, jeshiecznad¢ wykonania doktadnej
hemostazy, z powodu utraty antyadhezyjnychsewaosci produktu w obecriei

krwi.

1.3. Syntetyczne siatki kompozytowe stosowane w chiruiigorzepuklin i

ich funkcja przeciwzrostowa

Leczenie chirurgiczne pooperacyjnych przepuklin usenych stanowi
wyzwanie dla wspotczesnej chirurgii, z uwagi na ekisvskanik nawrotow, ktory
w przypadku zaopatrzenia metodami klasycznymi, gaggeymi na zeszyciu wrot,
wynosi w granicach 31-54% (89). Zastosowanie mait@s syntetycznych
pozwolito na zmniejszenie pouwsgzego wskanika do mniej ni 10%, w zalenosci
od cytowanego pmiennictwa (90). Poetkowo wykorzystywano najbardziej
rozpowszechnione siatki polipropylenowe, ktore gregstosowanie w przypadku
implantacji napowiziowych (ang. gnlay” techniquée lub przedotrzewnowych
(ang. ,underlay” techniqug kiedy siatle umieszcza sipod mesniami prostymi,
ponad zeszyt otrzewry. Liczne doniesienia, dotygeze maliwych powikian po
wewmgtrzotrzewnowej implantacji siatki polipropylenowejz mazliwoscia
powstania przetok jelitowych (91), wykluczagastosowanie tego materiatu w
technikach laparoskopowych z dgsi wewntrzotrzewnowego, oraz w grupie

pacjentow z dgymi ubytkami elementéw powziowo-migsniowych powiok

20



brzusznych, gdzie zlienie otrzewnej lub powzi nie jest maliwe. Zastosowanie
w tych przypadkach znalazlty produkty kompozytowdprich podstawow
struktuge stanowi niewchfanialny materiat syntetyczny (padipylen, poliester),
odseparowany od wirza jamy brzusznej powleczeniem zérodkiem
antyadhezyjnym (kolagen, Gore-Tex, silikon, kw&sg, statyny, ORC).
Przyktadem siatki kompozytowej stosowanej w clgicznym leczeniu
przepuklin brzusznych jest PROCEED(Ethicon, Inc, USA), zbudowana z
makroporowego polipropylenu, wchtanialnej warstwiyemionej, regenerowanej
celulozy oraz polidwuoksanonu, gigemu spajaniu obydwu elementow. W
badaniach na modelach zwietych skuteczn@ wspomnianej siatki w
zapobieganiu pooperacyjnym zrostom jeghe) w zalenosci od rodzaju materiatu
stuzagcego porownaniu (92); (93). Obiektywna ocena aritgagiinego wptywu
siatki, implantowanej pacjentom jest ktopotliwaywagi na konieczrig ponownej
wizualizacji wretrza jamy brzusznej, g wicksza¢ bada z uzyciem powyszego
kompozytu opiera i raczej na ocenie wspoOiczynnika nawrotow, powikia
pooperacyjnych, ryzyka infekcji, czy przewlektycespotow boélowych (94); (95);
(96); (97). Bioac pod uwag wspomniane kryteria, wyniki obserwacji wyaagic
by¢ korzystne dla implantu, jednak wiele z tych hadaozbawionych jest
randomizacji. Istnieje niewielka liczba danych réirowych, prébujcych
wyjasni¢ mazliwe dziatanie przeciwzrostowe wchtanialnej warst®@RRC, poprzez
ocere wptywu, jaki wywiera ona na funkgjkomorek mezotelium, wyrang
poprzez syntez czynnikOw zapalnych, czy modyfikgcpktadu fibrynolizy. Tym
bardziej ciekawe i niepozbawione podstaw wydaje sk podgcie préby

charakterystyki tego zagadnienia.

Ryc.1. Siatka Proce&dNorth Penn Hernia Institute)
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1.4. Znaczenie czynnikdw endogennych i egzogennych zgaaowanych

w potencjalne mechanizmy powstawania zrostow otrzevowych

Z punktu widzenia praktyki Kklinicznej wiadomae stopié nasilenia
procesu zrostowego 20i sic w grupie pacjentow leczonych chirurgicznie. Roldeg
zabiegi operacyjne, ze szczegllnym uwdgleniem procedur kolorektalnych,
zZwigzane z przediong ekspozyci otrzewnej na wysychanie, rozszergon
eksploraci jamy brzusznej i wkszym uszkodzeniem tkanek, z reguty indgkuj
powstanie masywnych, trudnych do oddzielenia zws(®8). Jednak u egZci
chorych poddanych dej operacji nie obserwujeesizjawiska tworzenia zrostow,
lub jego nasilenie jest niewielkie. Istgtnrole odgrywaj indywidualne
predyspozycje pacjenta, czego przyktadem jest dgskana w ostatnich latach
osobniczo zmienna zdolfido wewntrzotrzewnowej degradacji fibryny (31), ale
takze obiektywne czynniki, ktore madpy¢ modyfikowane przez zespét legy.

Wiek pacjenta nie jest bezwzdhym czynnikiem ryzyka powstawania
zrostow, jednak w grupie osob paiey 60 rokuzycia konieczné hospitalizacji z
powodu powikia zrostowych jest wksza (99). Starsi pacjenci naemi $ na
wynikajace z leczenia operacyjnego systemowe zaburzenizegbw hemostazy
(100), jednak brakuje doniesiditeraturowych analizacych podobne zjawisko w
mikrosrodowisku jamy otrzewnej.

Istotne znaczenie ma stan kliniczny pacjenta i apdachorzenia
stanowiacego wskazanie do interwencji chirurgicznej. W geupchorych
operowanych z powodu zapalenia otrzewnej ryzyko iklew zrostowych i
wynikajacych z tego hospitalizacji jest giisze (99). Badanie SCAR-3 (anbhe
Surgical and Cilnical Adhesions Researgh-@9) nie potwierdza podobnej
zaleznosci w odniesieniu do o0s6b z choeplesniowskiego-Crohna, mimae
intensywny proces zrostotworczy jestsym zjawiskienmsrodoperacyjnym érod
pacjentow z LCD.

Obok wiaciwej techniki operacyjnej rowntewybor biozgodnej substancji
do irygacji jamy otrzewnej ma wplyw na proces pr@dawego gojenia uszkodae
mezotelium, bez nadmiernego odktadania widknikeemegowania zrostow. Nie
istniejg rekomendacje, ktére zalecalybyyaie konkretnego roztworu z uwagi na

brak bada wszechstronnie analizigych wpltyw stosowanychsrodkow na
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czynndg¢ komérek mezotelium. Zrozumienie mechanizmoéw dugch udziat w
modyfikacji funkcji medzybtonka otrzewnej w odpowiedzi na zjawiska
zachodzce podczas zabiegu operacyjnegozenbyt pomocne w ukierunkowaniu
bada nad prewenagjzrostéw. W moich dawiadczeniach poddatam analizie wptyw
wieku pacjenta i choroby wspotistrdegj, a take roztworéw stosowanych w
irygacji otrzewnej oraz badanej siatki kompozytowsg zmiany wybranych

parametrow czynrigiowych mezotelium.

23



2. CELE PRACY

1. Charakterystyka zmian w czynitd komérek mg¢dzybtonka otrzewnej w
zaleznosci od wieku pacjenta i wspotistnigiej choroby.

2. Ocena wplywu badanej siatki kompozytowej na fuakdjomodrek
mezotelium otrzewnowego.

3. Okreslenie wptywu dziatania 0,9% roztworu soli fizjolagnej i ptynu
dializacyjnego Dianeal 1,36%, stosowanych w trak&igdoperacyjnego

ptukania jamy otrzewnej na czynitdkomérek mezotelium.
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3. MATERIAL | METODY

3.1. Charakterystyka pacjentow

Komorki mezotelialne tyte w hodowli, zostaty wyizolowane z fragmentow
sieci wikszej, pobranych ze wskazéekarskich od 51 pacjentdw, operowanych
zarobwno w trybie planowym jak i pilnym, w KatedrizKlinice Chirurgii Ogdlnej i
Kolorektalnej Uniwersytetu Medycznego w Poznaniumpalzy 15.04.2011 a
31.10.2011. \f6d badanych chorych (K:M, 22:29ednia wieku wynosita 43,4
lata (16-70 lat).

Celem paniejszej analizy, pacjentdw podzielono naépjrup wiekowych
oraz zakwalifikowano, w zakmosci od choroby podstawowej, stangeg)
wskazanie do laparotomii do jednej z trzech kiN&(bez zapalenia), (zapalenie),
Neo(choroba nowotworowa).

PodgrupaNZ objeta gtownie chorych z elektywnymi wskazaniami do
operacji, u ktérych nie obserwowano cech ograniegornadz rozlanego zapalenia
otrzewnej, ptynu wyskowego ani odczynowego zapalenigziow chionnych
krezki. Znalazty si tu take trzy osoby z objawami niednmosci przewodu
pokarmowego, u ktérychrodoperacyjnie stwierdzono wczesny etap nigaloéci
zrostowe] w zakresie pojedynczeitipjelita kretego, przy prawidtowejywotnasci
jelita cienkiego i braku ptynu przekowego w jamie brzuszne;.

Do grupy Z zakwalifikowano pacjentow, operowanych gtéwnie nybte
ostrodyurowym z powodu ropowiczego i zgorzelinowego zapalewyrostka
robaczkowego, zapalenia emddw chitonnych krezki (tac. lymphadenitis
mesenterialis ze znacznym odczynem ptynowym w otrzewnej, ostregpalenia
pecherzyka zolciowego, ostrego zapalenia trzustki, przedziueswa wrzodu
zolgdka, a take choréb zapalnych jelit: wrzodzaepgo zapalenia jelita grubego
oraz choroby L&niowskiego-Crohna.

W grupie Neo dominowaly osoby z pierwotnymi gruczolakorakanlitge
grubego oraz wznogvprocesu nowotworowego z nadu rodnego. Szczegotaw
charakterysty& chorych i wskazania do zabiegu operacyjnego ptaedsno w
tabeli 1.

Badane podgrupy wiekowe byly porownywalne statyatie (test

Kruskala-Wallisa) pod wzgtlem rodzaju choroby podstawowe;j.
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Praca otrzymata akceptadfomisji Bioetycznej Uniwersytetu Medycznego

im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu na posiedaew dniu 14.04.2011, (nr.

uchwaty 332/11).
Tabela 1. Charakterystyka grupy badanej
GRUPA PLEC ROZPOZNANIE ROZPOZNANIE ROZPOZNANIE
WIEKOWA K:M NZ yA Neo
A (16-29 r2) 6:4 wypadanie LCD, n=2 rak poprzecznicy
n=10 odbytnicy, n=1 CU, n=1 na podtozu FAP,
wrzod samotny App, n=4 n=1
odbytnicy, n=1
B (30-39 r2) 6:6 przepuklina LCD, n=1 rak zagiecia
n=12 pepkowa, n=1 CU, n=2 watrobowego,
kamica App, n=3 n=1
pecherzyka LM, n=1
z6tciowego, n=1 perforacja wrzodu
jatrogenne odzwiernika, n=1
uszkodzenie
watroby w
wyniku biopsji,
n=1
C (40-49 r2) 3:7 FAP, n=1 LCD, n=1 rak esicy, n=1
n=10 CU, n=1 rak poprzecznicy
App, n=2 (rozsiew), n=1
perforacja wrzodu guz miednicy
odzwiernika, n=1  matej, n=1
wznowa raka
jelita grubego,
n=1
D (50-59 rz) 4:4 niedroznos¢ zapalenie trzustki, rak katnicy, n=1
n=8 zrostowa, n=2 n=1 rak zagiecia
laparotomia guz zapalny esicy  watrobowego,
diagnostyczna, na tle n=1
n=1 uchytkowatosci, wznowa miesaka
n=1 macicy, n=1
E (60-70 rz) 3:8 gruczolak CU, n=1 rak katnicy, n=1
n=11 odbytnicy, n=1 App, n=1, rak esicy, n=1
niedroznos¢ zapalenie rak zagiecia
zrostowa, n=1 pecherzyka watrobowego, ,
z6tciowego, n=1 n=1
ropien
okofowyrostkowy,
n=1
guz zapalny esicy
na tle
uchytkowatosci,
n=2
Ogoétem 22:29 n=11 n=28 n=12
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3.2.1zolacja i hodowla komorek ludzkiego mezotelium otzewnowego

Badania déwiadczalne przeprowadzono w Zaktadzie Patofizjol&gitedry
Patofizjologii Uniwersytetu Medycznego w Poznaniliechnika zakladania
hodowli HPMC, monitorowanie jej wzrostu oraz iddikgcji komoérek
mezotelium, wykonywane byly w oparciu 0 zasady opveane i stosowane w
Zaktadzie Patofizjologii. Byte odczynniki chemiczne pochodzity z firmy Sigma
(Sigma-Aldrich Co. LLC.). Fragmenty sieci ¢kiszej zaraz po pobraniu
umieszczano w plynie Hanksa. Ngstie, po dostarczeniu do laboratorium,
materiat tkankowy z zachowaniem warunkow jatlowygimieszczano w roztworze
0,05% trypsyny z dodatkiem 0,02% EDTA w ptynie Hsak inkubowano przez 30
minut w ta&ni wodnej o temperaturze 37°C intensywnie wysdegc. Tak uzyskan
zawiesig komorek ptukano w standardowym medium hodowlanylhl99
GSH+10% FCS) i odwirowywano (1600 obrotow/min, temp5°C). W
dodwiadczeniach iyto medium hodowlanego M199 z dodatkiem 10% ptogowe
surowicy cie¢cej (FCS — ang. fetal calf serurjy glutaminy (20 mmol/l),
streptomycyny (100 ug/ml), penicyliny (100 U/ml)aar hydrokortyzonu (0,4
ug/ml). Po dwukrotnym przeptukaniu w medium i odwwaniu, dodawano 7 ml
M199 GSH+10% FCS i przelewano do butelek hodowlarypowierzchni 25 cfn
(Nunc, USA), a nagpnie umieszczano w inkubatorze w temperaturze 3i7°C
powietrzu z 5% wysyceniem GOCodziennie pod mikroskopem obserwowano
tempo wzrostu komoérek, a co trzy dni wymieniano med hodowlane a do
momentu uzyskania zlewnej warstwy komorek, pokryeej cah powierzchng
dna naczynia. Identyfikacji komoérek mezotelium doéoo na podstawie ich
charakterystycznego obrazu gotonych ze sap komérek wielobocznych o

uktadzie przypominagym ,kostki brukowe” (1), (101).
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Ryc. 2. Obraz mikroskopowy ludzkich komoérek mezatal otrzewnowego w

hodowli in vitro

Do uzyskanej w procesie hodowli zlewnej warstwy Koek,
wykorzystanych nagpnie w déwiadczeniach, dodawano 0,05% roztwor trypsyny
suplementowany 0,02% EDTA w piynie Hanksa. Naste wykonywano
dwukrotne ptukanie w medium hodowlanym, odwirowywam pasaowano
komorki do 24-studzienkowych ptytek hodowlanych duUSA), umieszczonych

w inkubatorze, celem agjnigccia odpowiedniego wzrostu.

3.3.0cena wybranych parametrow czynnéciowych komorek

mezotelium eksponowanych na poszczegdlne roztwory

Hodowle HPMC, uzyskane od 51 pacjentow i przepasane do
24-studzienkowych ptytek, po aghieciu prawidtowej dojrzatéci morfologicznej,
poddano 24-godzinnej ekspozycji na badane roztwory:

1. Standardowe medium hodowlane M199 GSH+10% FCS i(@lait

2. Standardowe medium hodowlane M199 GSH+10% FCS mkahe z
badan siatks kompozytow (Proceef).

3. 0,9% roztwor NaCl (B Braun, Melsungen AG) przez zjogl z

nastpcz 24-godzing ekspozycj na standardowe medium hodowlane.
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3.4.

4. Plyn dializacyjny Dianedl 1,36 % (Baxter Healthcare Corp., Deerfield,
IL, USA) przez godzig, z nasipczz 24-godzing ekspozyci na
standardowe medium hodowlane.

W powyzszy sposob, w zataeosci od zastosowanego roztworu, wimniono
cztery grupy déwiadczalne. Komorki z kalej analizowanej grupy hodowano w
czterokrotnych powtdrzeniach.

Badany siatke kompozytovd podzielono na cztery ¢zi i kazda z nich
poddano wsfpnej inkubacji w 100 ml medium hodowlanego przezdM. Tak
przygotowany roztwor iyty zostat w déwiadczeniach.

Wszystkie roztwory uprzednio zbuforowano NaOH, keygc pH=7,45 w
celu eliminacji maliwego toksycznego wptywu na komorki i przefiltroma przy
uzyciu filtra strzykawkowego.

Po zakaczeniu 24-godzinnej inkubacji zebrano | zasmwo supernatanty,
w ktorych nasjpnie dokonano pomiarucgenia IL-6, t-PA oraz PAI-1. Pozostate
na dnie studzienek komorki, strypsynizowano i paatino w komorze Birkera.

Badania déwiadczalne przeprowadzitam samodzielnie pod kieiotwem
dr med. A. Polulsiskiej.

Pomiar stezenia biatka komorkowego

W czterech studzienkach z Zkej hodowli dokonano pomiaruegenia
catkowitego biatka komoérkowego metpd.owry’ego (152) w 96-dotkowych
ptytkach polistyrenowych. Jako reagent zastosowa@®do roztwor wodny
odczynnika BIO-RAD. Do krzywej wzorcowepgyto roztworu 1 mg/ml albuminy
w seryjnych rozcigczeniach (5, 10, 20, 30, 4@y/ml). Prébki rozciéczano 10-
krotnie bezpérednio na studzience dodaj wody destylowane]. Ofjosc
rozcieaczonych prébek jak i wzorca wynosita 1Q0 na studzienk Do kadej
studzienki wprowadzano ngphie po 100ul odczynnika 40% BIO-RAD. Pomiar
przeprowadzano wobec prébylepej przy dlugéci fali 620 nm na
spektrofotometrze VersaMax ELISA Microplate ReafMolecular Devices, LLC,
USA). Stzenie biatka w badanych probkach ckamo na podstawie krzywej

WZzZOorcowej.
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3.5. Generacja wolnych rodnikow tlenowych

3.6.

3.7.

Ocere zdolnaci generowania wolnych rodnikow tlenowych przez Kokn
mezotelialne przeprowadzono w oparciu o0 reakgrzemiany dwuoctanu
2'7'dichlorodihydrofluoresceiny (DDF) do odpowiedine] za fluorescengj
2'7’dichlorofluoresceiny (DF). Do czterech studzénz danej hodowli dodano po
1 ml roztworu medium hodowlanego z DDF i inkubowamzez 45 minut w
temperaturze 37°C, a ngshie poddano lizie. Pomiarow fluorescencji dokonano
przy pomocy spektrofluorymetru Wallac Victor 2 Muliabel Counter (Perkin —
Elmer, Finlandia). Uzyskane wyniki przeliczono ¢ biatka komdrkowego.

Interleukina 6 (IL-6)

Pomiaru s§zenia IL-6 dokonano w supernatantach, czterokratifaedanej
grupy deéwiadczalnej w poszczegolnych hodowlach komérek nedzdnych.
Oznaczenia wykonano, stogtj kompletny zestaw, oparty o techgik
immunoenzymatyczn ELISA — human IL-6 DuoSet (R&D Systems, USA).
Pomiar absorbancji przeprowadzono za panepektrofotometru VersaMax
ELISA Microplate Reader (Molecular Devices, LLC, A)Sprzy diugdci fali 450
nm, stosujc jako referencyja fale o diugaci 540 nm.Stezenie IL-6 w badanych
probkach okréono na podstawie krzywej wzorcowej. Wielkosyntezy IL-6

przeliczono na il&¢ komérek w hodowli.

Tkankowy aktywator plazminogenu (t-PA)

Stezenie t-PA zmierzono w supernatantach, dwukrotnee dknej grupy
doswiadczalnej w kadej hodowli HPMC. Zastosowano kompletny, specyficzn
test immunoenzymatyczny ELISA (Bender Medsystems bBm Austria),
wykorzystupc ptytki optaszczone przeciwciatami dla ludzkiegé®A. Pomiar
absorbancji przeprowadzono za pomospektrofotometru VersaMax ELISA
Microplate Reader (Molecular Devices, LLC, USA)zyrdiugaci fali 450 nm,
stosugc jako referencyjp fale o dtugagci 620 nm. Sfzenie t-PA w badanych
probkach okrdono na podstawie krzywej wzorcowej. Wietkoprodukcji t-PA
przez komorki mezotelialne wyrano przeliczajc uzyskane wartei na ilas¢

komorek w hodowli.
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3.8. Inhibitor tkankowego aktywatora plazminogenu (PAI-1)

Pomiaru sfzenia PAI-1 dokonano w supernatantach, czterokratisielane)
grupy deéwiadczalnej w poszczegolnych hodowlach komérek rnedzinych.
Zastosowano zestaw do oznagzeparty o technikimmunoenzymatycznELISA
- human Serpin E1/PAI-1 DuoSet (R&D Systems, USBgtekcg absorbancii
przeprowadzono przy zyciu spektrofotometru VersaMax ELISA Microplate
Reader (Molecular Devices, LLC, USA), przy didggofali 450 nm, stosdf jako
referencyja falg o dilugaci 540 nm. Sizenie PAI-1 okrélono na podstawie
krzywej wzorcowej. Wielké¢ syntezy PAI-1 przeliczono na #6 komorek w

hodowli.

3.9. Oznaczanieff—galaktozydazy

Oznaczanie B-galaktozydazy - markera procesu starzenia komoérek
wykonano dla kadej hodowli, wykorzystujc gotowy zestaw Lab-Tek Senescence
B-Galactosidase Staining Kit (Cell Signaling Teclogyl, Inc). W ten sposob
wybarwione komaorki analizowano pod mikroskopemsigfikujac w 5-stopniowej
skali aktywndci B-Gal, w zaleénosci od wybarwienia cytoplazmy i gtu barwnika.
Wskaznik aktywndci obliczono sumujc iloczyny liczby komoérek i stopfereakcji

barwnej w 100 kolejnych komérkach (102).

3.10. Analiza statystyczna wynikéw

Analize  statystycza przeprowadzono przy pomocy programu
komputerowego Statistica 10 (StatSoft, Inc). Wykstano testy nieparametryczne
dla zmiennych niezalaych, w przypadku porowmawielokrotnych — test ANOVA
rang Kruskala - Wallisa z testem wielokrotnych pemé Dunna oraz dla
zmiennych powjzanych — test Wilcoxona. Waskt® p<0,05 przyjmowano za
granig; istotngci statystycznej. Graficznie wyniki przedstawiorekg wartgci
srednie +btad standardowyredniej (SEM).
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4. WYNIKI

4.1. Charakterystyka czynnasci komorek mezotelium otrzewnowego po
ekspozycji na standardowe medium hodowlane w zaleosci od

wieku pacjentéw oraz choroby podstawowej

Ekspozycja HPMC z hodowli uzyskanych od 51 dawc@wvstandardowe
medium hodowlane, stanoyge roztwdér kontrolny, poshyta jako model oceny
mozliwego wptywu wieku i czynnika chorobowego na wyteafunkcje komaorek
mezotelium.

Nie obserwowano statystycznie istotnychzmé w ocenie iléciowej
komoérek po 24-godzinnej ekspozycji na standardowediom hodowlane w
poszczegoblnych grupach wiekowych (Ryc. 3A), orazzaleznosci od choroby
podstawowej (Ryc. 3B), aczkolwiek napksza liczba komérek charakteryzowata
hodowle uzyskane od pacjentow ze stanem zapalnyna(Zajmniejsza — od oséb,

u ktoérych nie stwierdzongrodoperacyjnie procesu zapalnego (NZ).
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Ryc. 3A. Liczba komoérek mezotelium po ekspozycji natandardowe medium
hodowlane w zalénosci od wieku pacjentow
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Ryc. 3B. Liczba komoérek mezotelium po ekspozycjna standardowe medium

hodowlane w zalénosci od choroby podstawowej

Jednym z etapow dwiadczenia byta ocena stopnia nasilenia stresu
oksydacyjnego, mierzona poziomem generacji wolngatinikéw tlenowych w
przeliczeniu na biatko komoérkowe. Zauwedne ré&nice dotyczyly hodowli
komorek od najmiodszej grupy pacjentow petaiy 16 a 29 1, w ktérej indeks
FR/biatko byt najniszy, o 34% mniejszy w poréwnaniu z ggughorych pomidzy
50-59 &. (Ryc. 4A). Nasilenie wewgtrzkomorkowego stresu oksydacyjnego byto
istotnie wiksze (+28%) wrod pacjentow z zapaleniem (Z), w poréwnaniu z
osobami bez etiologii zapalnej choroby (NZ), (R4B).
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Ryc. 4A. Generacja wolnych rodnikéw tlenowych przezkomérki mezotelium po

ekspozycji na standardowe medium hodowlane w zaleosci od wieku pacjentow
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FR / biatko komérkowe

Ryc. 4B. Generacja wolnych rodnikow tlenowych przezkomorki mezotelium po
ekspozycji na standardowe medium hodowlane w zaleosci od choroby podstawowe;j

34



Rdéznice poziomu aktywriwi p-galaktozydazy w hodowlach w

poszczegolnych grupach wiekowych nie okazagyzsiamienne (Ryc. 5A). Jednak

analizugc grug najmtodszych pacjentéw - do 28(n=10) z osobami poruizy 30

a 70 ¢ (n=41), widoczna byta tendencja w kierunkuasaiych wartéci w pierwszej

grupie; srednie wyniosty odpowiednio 183,9 oraz 198,3 z Wigmh na granicy

istotnasci p=0,057. Wskanik aktywndci p-Gal w komoérkach izolowanych od

pacjentow z zapaleniem otrzewnej, bykk&zy w porodwnaniu z grapNZ i Neo,

jednak obserwowany efekt nie ggingt statystycznej istotriei (Ryc. 5B).
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A16-29¢
B 30-39 ¢
C40-49¢
D 50-59¢
E 60-70 ¢

Ryc. 5A. Poziom p-galaktozydazy w komorkach mezotelium eksponowanych

na standardowe medium hodowlane w zakmosci od wieku pacjentow
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Ryc. 5B. Poziom p-galaktozydazy w komoérkach mezotelium eksponowanych

na standardowe medium hodowlane w zakmosci od choroby podstawowe;j

Obserwowano istotn zaleznos¢ pomedzy wiekiem dawcy, a poziomem
produkcji IL-6 przez komorki mezotelialne (Ryc. 6ANajnizsze wartéci
charakteryzowaly hodowle pacjentéw ze skrajnychpgriekowych: najmtodszej
(A: 16-29 r) oraz najstarszej (E: 60-7@)r w ktérych zmniejszenie sekrecji IL-6
bytlo niemate dwukrotne w stosunku do hodowli, uzyskanych odrgth w
srednim przedziale wiekowym - pogaizy 40 a 59#. Sekrecja badanej interleukiny
przez HPMC w grupie A byla istotnie oliona, odpowiednio o 45,9% i 43% w
poréwnaniu z grup chorych C (40-497) oraz D (50-59 ). Poziom IL-6 w
hodowlach uzyskanych od najstarszych osob (E) dukowany odpowiednio o
48,6% i 45,9%, w odniesieniu do pacjentow z gru@@49 ¢) i D (50-59 ).

Nie udowodniono natomiast statystycznie istotnegptywu choroby

zasadniczej na wielké syntezy IL-6 (Ryc. 6B).
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Ryc. 6A. Synteza IL-6 przez komoérki mezotelium ekspnowane na standardowe

medium hodowlane w zalgnosci od wieku pacjentéw
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Ryc. 6B. Synteza IL-6 przez komorki mezotelium ekgmowane na standardowe

medium hodowlane w zalgnosci od choroby podstawowe]
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Nie wykazano, aby wiek pacjenta miat statystyczmnamienny wptyw na
lokalng produkcg t-PA (Ryc. 7A), mimoze najweksze wartéci obserwowano w
hodowlach w najmtodszej grupie.

Synteza t-PA byla istotnie wgza w hodowlach, uzyskanych od pacjentow
bez choroby zapalnej (NZ), odpowiednio o 36% i 3@%orownaniu z osobami z

etiologig zapaln (Z) i procesem nowotworowym (Neo) (Ryc. 7B).
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Ryc. 7A. Synteza t-PA przez komorki mezotelium ekgmowane na standardowe
medium hodowlane w zalenosci od wieku pacjentow

NZ vs Z p<0,05
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Ryc. 7B. Synteza t-PA przez komodrki mezotelium ekgmowane na standardowe

medium hodowlane w zalgnosci od choroby podstawowej
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Rdéznice w wielkaci syntezy PAI-1 w hodowlach HPMC w poszczegolnych
grupach wiekowych oraz w zal@osci od rozpoznania nie byly istotne statystycznie
(Ryc. 8Ai 8B).
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Ryc. 8A. Synteza PAI-1 przez komorki mezotelium elmnowane na standardowe

medium hodowlane w zalenosci od wieku pacjentéw

PAI -1 pg / 1 komérek
u
o
o
o
o
o

400000 NZ - bez zapalenia
Z - zapalenie
300000 Neo - choroba nowotworowa
200000
100000
0 )

NZ VA Neo

rozpoznanie

Ryc. 8B. Synteza PAI-1 przez komérki mezotelium el®nowane na standardowe

medium hodowlane w zalgnosci od choroby podstawowej
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Analizujac wartaci indeksu PAI-1/t-PA, tylko w hodowlach od pacjéntz
choroly nowotworovg (Neo) odnotowano istotnie vwgze wartéci (+53,7%), w
poréwnaniu z chorymi bez zapalenia (NZ), (Ryc. 9Byto to wynikiem wyszej

produkcji t-PA w grupie NZ w odniesieniu do pozdgth.
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Ryc. 9A. Wartosé indeksu PAI-1/t-PA dla komérek mezotelium eksponoanych na

standardowe medium hodowlane w zafmosci od choroby podstawowej
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Réznice w wartéci indeksu PAI-1/t-PA nie osgnety znamiennéci

statystycznej w poszczegolnych grupach wiekowygft(RB).
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Ryc. 9B. Wartos¢ indeksu PAI-1/t-PA dla komorek mezotelium eksponoanych na

standardowe medium hodowlane w zaf@mosci od wieku pacjentow
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4.2.Charakterystyka czynnaci komorek mezotelium otrzewnowego po
ekspozycji na standardowe medium hodowlane z badansiatka
kompozytowa w zaleznosci od wieku pacjentdw i choroby

podstawowej

Rezultaty zmian w funkcji komérek mezotelium otrzewego po
24-godzinnej ekspozycji na medium z baglamatky kompozytow poréwnano w
odniesieniu do grupy kontrolnej, ktgstanowity hodowle HPMC poddane dobowej
inkubaciji ze standardowym medium hodowlanym.

Ekspozycja na medium z sigtkpowodowata zwkszenie liczby komorek
w poréwnaniu z kontrgl w hodowlach od pacjentow w grupach wiekowych
B (30-39 &), C (40-49 #) oraz D (50-59 %) odpowiednio o0 6,3%, 12% i 11,4%,
(Ryc. 10A). Podobna obserwacja dotyczyta hodowlidadvcow we wszystkich
trzech grupach rozpozmaodpowiednio: NZ (+6,6%), Z (+7,5%), Neo (+9%),
(Ryc. 10B).

Mozna przypuszcza ze powyszy mechanizm stymulacji komérek pod
wptywem ORC, stanowce] powleczenie siatki, mie by korzystny z punktu

widzenia szybszej remezotelializacji i regeneratizewnej.

42



400000

350000 n<0.05 p<0.05
. 300000 m kontrola
Q .
G 250000 m siatka
e
2 200000
©
2 150000
2 . 10000 A 16-29 &
B 30-39 ¢
50000 C 40-49 ¢
D 50-59 ¢
0 T E 60-70 ¢
C
wiek

Ryc. 10A. Liczba komorek mezotelium po ekspozycji a standardowe medium

hodowlane (kontrola) oraz medium z badap siatka kompozytowy w zaleznosci od
wieku pacjentéw
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Ryc. 10B. Liczba komérek mezotelium po ekspozycji ax standardowe medium
hodowlane (kontrola) oraz medium z badan siatka kompozytowg w zaleznosci od
choroby podstawowej
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Ekspozycja HPMC na znajdige s¢ w medium skiadniki siatki dulgcej
przedmiotem déwiadczenia, spowodowata redukcgyntezy IL-6 (Ryc. 11A).
Wynik ten okazat g znamienny w hodowlach uzyskanych od najmtodszych
pacjentow - A (16-292), a take w grupie C (40-49z), gdzie wielkd¢ syntezy
byta nizsza odpowiednio o0 23,6% i 39% (Ryc. 11B). W grupi¢€0-59 ¥) poziom
IL-6 rowniez byt nizszy w porownaniu z kontrgl jednak wynik nie oggngt
istotnaci (p=0,07).
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Ryc. 11A. Synteza IL-6 przez komoérki mezotelium elnowane na standardowe

medium hodowlane (kontrola) oraz medium z badas siatka kompozytowa
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Ryc. 11B. Synteza IL-6 przez komorki mezotelium elgnowane na standardowe
medium hodowlane (kontrola) oraz medium z badas siatka kompozytowa

w zaleznosci od wieku pacjentow

W stosunku do kontroli, obserwowano tendendp obnionego poziomu
IL-6 po ekspozycji na medium z sigtkv grupach NZ, Z i Neo, natomiast tylko w
hodowlach od pacjentbw z rozpoznaniem procesu ne@rotvego wykazano
znamieny redukcg sekrecji powyszej interleukiny o 47% (Ryc. 11C). Dodatkowo
komorki z hodowli pochodeych od osob z chorglmowotworow, eksponowane
na sktadniki badanej siatki wykazywaly istotnie zejszory sekrec IL-6 (-40%)
w porownaniu z HPMC od chorych z odczynem zapalnjodobnego efektu nie
uwidoczniono po ekspozycji na standardowe mediurdotwane. Zmniejszenie
wielkosci syntezy IL-6, najwyraniej zaznaczone &0d pacjentow operowanych z

powodu nowotworu, byto wt spowodowane wptywem analizowanej siatki.
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Ryc. 11C. Synteza IL-6 przez komoérki mezotelium elgnowane na standardowe
medium hodowlane (kontrola) oraz medium z badas siatka kompozytowa
w zaleznosci od choroby podstawowej

Badany materiat kompozytowy spowodowat zmniejszesyetezy t-PA w
catej badanej populacji (Ryc. 12A). We wszystkichugach wiekowych, z
wyjatkiem C (40-49 ) wartcsci t-PA byty istotnie nisze w hodowlach HPMC,
eksponowanych na medium ze skladnikami badanekisiat poréwnaniu z
kontrol, odpowiednio dla poszczegodlnych klas: A (16-29 B (30-39 #), D (50-
59 17) i E (60-70 £) 0 15%, 22%, 20% i 22%, (Ryc. 12B).

Istotne statystycznie obtanie sekrecji t-PA dotyczyto tak hodowli
komorek, pochodgych od pacjentow z wewtrzotrzewnowym odczynem
zapalnym, jak i przy braku takiej etiologhV odniesieniu do kontroli, warfoi
t-PA byly 0 26% nisze w grupie NZ i 0 18% &0d chorych Z (Ryc. 12C).
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Ryc. 12A. Synteza t-PA przez komérki mezotelium el®nowane na standardowe

medium hodowlane (kontrola) oraz medium z badas siatka kompozytowa
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Ryc. 12B. Synteza t-PA przez komoérki mezotelium ek®nowane na standardowe
medium hodowlane (kontrola) oraz medium 2z badas siatka kompozytowg

w zaleznosci od wieku pacjentow
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Ryc. 12C. Synteza t-PA przez komorki mezotelium ek®nowane na standardowe
medium hodowlane (kontrola) oraz medium z badas siatka kompozytowa
w zaleznosci od choroby podstawowej

Odwrotrg tendenagj obserwowano w przypadku syntezy PAI-1, ktora byta
znamiennie wysza w grupie badanej (Ryc. 13A). W poréwnaniu z tkap
hodowle komoérek mezotelium pacjentow z dwoéch skmejnklas wiekowych: A
(16-29 &) i E (60-70 ), wykazywaty odpowiednio o 16% i 13% wsze poziomy
PAI-1 (Ryc. 13B).

Wplyw ekspozycji na medium z badansiatlky, polegagcy na zwekszeniu
sekrecji PAI-1, byt take zauwaalny w hodowlach, pochodeych od dawcow z
zapaleniem (2), (Ryc. 13C).
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Ryc. 13A. Synteza PAI-1 przez komorki mezotelium eponowane na standardowe

medium hodowlane (kontrola) oraz medium z bada# siatka kompozytowa
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Ryc. 13B. Synteza PAI-1 przez komérki mezotelium edponowane na standardowe
medium hodowlane (kontrola) oraz medium 2z badas siatka kompozytowg

w zaleznosci od wieku pacjentow
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Ryc. 13C. Synteza PAI-1 przez komoérki mezotelium edponowane na standardowe
medium hodowlane (kontrola) oraz medium z badas siatka kompozytowa

w zaleznosci od choroby podstawowej

Badana siatka kompozytowa spowodowata istotne Zengirie aktywngci
fibrynolitycznej komorek mezotelium, wyrane] podwyszeniem wielkéci
indeksu PAI-1/t-PA (Ryc. 14A).

Z uwagi na wysokie wartgi syntezy PAI-1, rownigistotnie wyszy iloraz
PAI-1/t-PA charakteryzowat hodowle pacjentow w gkyah grupach wiekowych
A (16-29 ¢) i E (60-70 ¢), a take B (30-39 %), w ktérych wartéci indeksu w
porownaniu z kontral byly wicksze odpowiednio o 30%, 18% i 25,5%, (Ryc.
14B).

Nalezy jednak zauway¢, ze mimo wysokich wartai PAI-1 po ekspozyciji
HPMC na medium z siadkw hodowlach uzyskanych od miodych osdb (A),
poziom indeksu PAI-1/t-PA byt u nich blisko dwukngg nizszy (49%) w
poréwnaniu z grupnajstarszych chorych (E). Taki wynik geoby wyttumaczony
wyzszg sekrecp t-PA rownowaaca dziatanie inhibitora, w hodowlach od
najmtodszych pacjentdw w poréwnaniu z osobami syang mimoze efekt ten nie

osiagnat statystycznej istotrimi (p=0,08), (Ryc. 12B).
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Ryc. 14A. Wartosé indeksu PAI-1/t-PA dla komorek mezotelium po ekspoycji na
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Ryc. 14B. Wartasé¢ indeksu PAI-1/t-PA dla komérek mezotelium eksponoanych na
standardowe medium hodowlane (kontrola) oraz medium z badam siatka
kompozytowa w zaleznosci od wieku pacjentow
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Znamienny natomiast okazaksiptyw ekspozycji ha medium z siathka
zwiekszenie wartéci indeksu PAI-1/t-PA w hodowlach, pochadych od os6b z
zapaleniem (+23%) oraz bez obecnego odczynu zapa(R87%), (Ryc. 14C).
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Ryc. 14C. Wartas¢ indeksu PAI-1/t-PA dla komorek mezotelium eksponoanych na
standardowe medium hodowlane (kontrola) oraz medium z badam siatka

kompozytowa w zaleznosci od choroby podstawowej
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4.3.Charakterystyka czynnasci komorek mezotelium otrzewnowego,
poddanych godzinnej preinkubacji z 0,9% roztworem sl
fizjologicznej i ptynem dializacyjnym Dianeal 1,36%w zaleznosci od

wieku pacjentow i choroby podstawowej

Do oceny maliwego wptywu roztworéw soli fizjologicznej i Diawd
1,36% na funkg komorek mezotelium zastosowano model, w ktérymokde
poddano godzinnej preinkubacji z badanymi subssanicj a nasipnie 24-
godzinnej ekspozycji na standardowe medium hodmvi@aza regeneraciji). Tak
zaprojektowane dwiadczenie postylo analizie maliwosci wykorzystania
powyzszych roztworow podczasdédoperacyjnego ptukania jamy otrzewnej, gdzie
ekspozycja na sktadniki ptyndw, inaczef mv warunkach dializy otrzewnowej nie
jest dlugotrwata i przewlekia.

W hodowlach poddanych preinkubacji z 0,9% NaCl dbazneal 1,36%
obserwowano istotne zmniejszenie liczby komorek wszystkich grupach
wiekowych i niezalenie od rozpoznania (Ryc. 15A i 15B). W poréwnaniu z
kontrol, po zastosowaniu 0,9% roztworu soli fizjologiczaapotowano mniejgz
liczb¢ komorek w hodowlach, pochagizch od pacjentéw 2z grup:
A (-16%, p<0,0005); B (-14%, p<0,0005); C (-16%,0M3005); D (-8%, p<0,05);
E (-19%, p<0,0005); NZ (-14%, p<0,0005); Z (-15%,<0M00001);
Neo (-14%, p<0,005). Liczebfikomorek mezotelium po ekspozycji na badany
ptyn dializacyjny rownie ulegta obnieniu, wzgédem roztworu kontrolnego w
hodowlach we wszystkich analizowanych grupach dttoryA (-8%, p<Q05);

B (-15%, p<0,05); C (-17%, p<0,0005); D (-9%, p<aBN E (-14%, p<0,005),
NZ (-13%, p<0,005); Z (-12%, p<0,000001), Neo (-13#40,0005).

Dodatkowo zastosowanie 0,9% roztworu soli fizjobagiej powodowato
wi¢kszy spadek ilici HPMC w porownaniu z Dianeal 1,36% w hodowlach,
pochodzacych od najmtodszych i najstarszych pacjentéw avagrupie chorob

zapaln (2).
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0znacza statystycznie istgtroznice w odniesieniu do komorek grupy kontrolnej

Ryc. 15A. Liczba komoérek mezotelium po ekspozycjia standardowe medium
hodowlane (kontrola) oraz godzinnej preinkubacji zsola fizjologiczna i Dianeal 1,36

w zaleznosci od wieku pacjentow
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rozpoznanie

* oznacza statystycznie istgtroznice w odniesieniu do komérek grupy kontrolnej

Ryc. 15B. Liczba komérek mezotelium po ekspozycji an standardowe medium
hodowlane (kontrola) oraz godzinnej preinkubacji zsoly fizjologiczng i Dianeal 1,36

w zaleznosci od choroby podstawowej
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Ptyn dializacyjny oraz 0,9% roztwor soli fizjologitej nie miaty istotnego

wptywu na ogélny poziom syntezy IL-6 w catej pomji&komérek (Ryc. 16A).

3500

3000 -

2500 - W kontrola

2000 - 0O 0,9% Nacl

1500 - @ Dianeal 1,36%

1000 -

IL-6 pg / 10° komorek

500 -

0 -

Ryc. 16A. Synteza IL-6 przez komorki mezotelium paekspozycji na standardowe
medium hodowlane (kontrola) oraz godzinnej preinkulacji z sohl fizjologiczna
i Dianeal 1,36

Wartcéci sekrecji IL-6 w hodowlach pod wptywem Dianeal38%
rozkladaly s¢ bardzo podobnie jak w grupie kontrolnejsréd chorych ze
wszystkich klas wiekowych (Ryc. 16B).

Podobne wyniki uzyskano po zastosowaniu 0,9% roztwdaCl, jednak
wyjatek stanowity hodowle pochogize od pacjentéw porilzy 50-59 # (C), gdzie
obserwowano znamiearstatystycznie redukgjsyntezy IL-6 0 45% w poréwnaniu
z kontroh (Ryc. 16B). Ponadto HPMC od dawcow z tego przédamekowego
okazaly s¢ bardzo wraliwe na wptyw 0,9% roztworu soli fizjologicznej,agupc
26% zmniejszeniem produkcji IL-6 w poréwnaniu z lkkami wsgpnie
inkubowanymi z Dianeal 1,36%.
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* o0znacza statystycznie istgtroznice w odniesieniu do komérek grupy kontrolnej

Ryc. 16B. Synteza IL-6 przez komorki mezotelium paekspozycji na standardowe
medium hodowlane (kontrola) oraz godzinnej preinkulacji z sob fizjologiczna

i Dianeal 1,36 w zalenosci od wieku pacjentow

Nie obserwowano statystycznie istotnychzmi@ w poziomach IL-6 po
zastosowaniu 0,9% NacCl, Dianeal 1,36% oraz mediontrklnego w hodowlach
pacjentow w zabknosci od choroby zasadniczej (Ryc. 16C). Jedynie kdmor
izolowane od o0séb z rozpoznaniem procesu nowotwegow wykazywaty
obnizong 0 7% synteg IL-6 pod wpltywem ekspozycji na 0,9% roztwor soli

fizjologicznej w poréwnaniu z ptynem dializacyjnym.
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Ryc. 16C. Synteza IL-6 przez komoérki mezotelium paekspozycji na standardowe
medium hodowlane (kontrola) oraz godzinnej preinkulacji z sohl fizjologiczng

i Dianeal 1,36 w zalenosci od choroby podstawowej

Zarowno roztwor soli fizjologicznej jak i ptyn diahcyjny powodowaty
efekt stymulujcy syntez t-PA w catej badanej populacji komérek (Ryc. 17A).
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* oznacza statystycznie istgtroznice w odniesieniu do komérek grupy kontrolnej

Ryc. 17A. Synteza t-PA przez komérki mezotelium pakspozycji na standardowe
medium hodowlane (kontrola) oraz godzinnej preinkulacji z soh fizjologiczna
i Dianeal 1,36
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Inaczej nk w grupie kontrolnej, komorki izolowane od najmiagsh
pacjentow wykazywaty znamiennie wgza sekreop t-PA pod wplywem
0,9% roztworu NaCl i Dianeal 1,36%. Stymuley efekt soli fizjologicznej
skutkowat zwgkszeniem produkcji t-PA w hodowlach w grupie A w@enaniu z
B, C, D i E odpowiednio o 45% (p=0,0005); 38% (®®); 43% (p<0,05); 34%
(p<0,05). Rownig po zastosowaniu ptynu dializacyjnego wzrost syntePA w
HPMC pobranych od najmtodszych osob byt prawie dwiry w stosunku do
starszych chorych: A vs B (+40%, p<0,05); A vs D4&%, p<0,05);
A vs E (+40,6%, p<0,05).

W porownaniu z kontrgl w grupie A obserwowano o 35% #szy poziom
sekrecji t-PA w komorkach poddanych gmtej inkubacji z 0,9% roztworem NacCl,
oraz 0 40% wyszy po zastosowaniu Dianeal 1,36% (Ryc. 17B). Egtizacyjny
stymulowat ponadto wydzielanie t-PA w hodowlach jpatbw pomedzy 30
a 39 ¢ (+20%) oraz 60 a 70zr(+18%) w odniesieniu do komorek z grupy
kontrolnej. Nie wykazano eidic w wielkasci syntezy t-PA, poréwngg wptyw
Dianeal 1,36% oraz 0,9% NaCl w poszczegoélnych klasdaekowych.
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* oznacza statystycznie istotnaniée w odniesieniu do komaérek grupy kontrolnej

Ryc. 17B. Synteza t-PA przez komorki mezotelium p@&kspozycji na standardowe
medium hodowlane (kontrola) oraz godzinnej preinkulacji z sob fizjologiczna
i Dianeal 1,36 w zalenosci od wieku pacjentow

Podczas gdy warfoi t-PA w hodowlach komorek izolowanych od oséb, u
ktorych srédoperacyjnie nie stwierdzono stanu zapalnego (M ré&nity sie
istotnie pod wptywem zastosowanych roztworow, HP¥Kgskane od pacjentow z
zapaleniem (Z) oraz chorgbnowotworows (Neo), poddane dziataniu 0,9%
roztworu soli fizjologicznej, wykazywaty odpowiednio 21% i 24% wjysze
poziomy t-PA, w poréwnaniu z kontepl(Ryc. 17C). Plyn dializacyjny rownie
wywotywat efekt stymulujcy w powyszych grupach: Z (+21%), Neo (+30%).
Poréwnujc migdzy sola wptyw dziatania obydwu roztworow, xaice w wielkaci

produkcji t-PA nie osignety istotndéci statystyczne.
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* 0znacza statystycznie istotnaznice w odniesieniu do komérek grupy kontrolnej

Ryc. 17C. Synteza t-PA przez komérki mezotelium p@kspozycji na standardowe

medium hodowlane (kontrola) oraz godzinnej preinkulacji z sob fizjologiczna

i Dianeal 1,36 w zalenosci od choroby podstawowej

60



Pod wptywem 0,9% roztworu NaCl komorki mezoteliamgkazywaty
znamiennie wyszy produkcg PAI-1 w poréwnaniu z kontrgli grups, w ktorej
stosowano ptyn dializacyjny (Ryc. 18A).
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* 0znacza statystycznie istotnaznice w odniesieniu do komérek grupy kontrolnej

Ryc. 18A. Synteza PAI-1 przez komorki mezotelium pakspozycji na standardowe
medium hodowlane (kontrola) oraz godzinnej preinkulacji z sol fizjologiczna
i Dianeal 1,36

Stymulupcy wplyw 0,9% roztworu soli fizjologicznej byt zaaalny w
odniesieniu do syntezy PAI-1 w hodowlach, uzysk&ngd chorych ze skrajnych
grup wiekowych. Produkcja PAI-1 przez komorki medioim od najmiodszych (A)
i najstarszych (E) pacjentow byta odpowiednio o 30P3% wyzsza w poréwnaniu
z kontroh (Ryc. 18B).

Podobnie Dianeal 1,36% wykazywat efekt pobugizajsekregi PAI-1
przez HPMC izolowane jedynie od najmiodszych o0séB0% vs kontrola).
Natomiast w hodowlach w pozostatych grupach wiekdwyobserwowano
tendengj do redukcji wydzielania inhibitora fibrynolizy, elefekt ten byt istotny
statystycznie tylko w odniesieniu do grupy D, gdz@notowano zmniejszenie

poziomu PAI-1 0 23% w porownaniu z kongol
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Po wstpnej inkubacji z ptynem dializacyjnym, w poréwnamuoztworem
soli fizjologicznej obserwowano istotnie mniejszeaartéci PAI-1 w grupach:
A (-13%), C (-13%) i E (-21%).
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* pznacza statystycznie istotnaznice w odniesieniu do komérek grupy kontrolnej

Ryc. 18B. Synteza PAI-1 przez komérki mezotelium pe&kspozycji na standardowe
medium hodowlane (kontrola) oraz godzinnej preinkulacji z sob fizjologiczna
i Dianeal 1,36 w zalenosci od wieku pacjentow

W odniesieniu do komorek grupy kontrolnej, preinkcia z pltynem
dializacyjnym nie wplygta znamiennie na waroi PAI-1, niezalenie od
rozpoznania. HPMC pobrane od pacjentéw z chomdpaln (Z) produkowaty o
12% wikecej inhibitora aktywatora plazminogenu pod wptywekspozycji na 0,9%
NaCl, w poréwnaniu z kontrgl(Ryc. 18C).

Analizujgc efekt wywierany przez obydwie substancje zaioma,ze 0,9%
roztwor soli fizjologicznej stymulowat sekredPAl-1 w hodowlach uzyskanych od
chorych Z oraz NZ odpowiednio o 17% i 12% w poréminaz hodowlami

poddanymi dziataniu Dianeal 1,36%. Jedynie hodowBMC pacjentow z
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rozpoznaniem nowotworu nie adity sie istotnie pod wzgidem poziomu PAI-1,

bez wzgédu na rodzaj substancji zastosowanej podczas ikuba
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* 0znacza statystycznie istotnaméce w odniesieniu do komérek grupy kontrolnej

Ryc. 18C. Synteza PAI-1 przez komérki mezotelium pekspozycji na standardowe
medium hodowlane (kontrola) oraz godzinnej preinkulacji z sohl fizjologiczng

i Dianeal 1,36 w zalgnosci od choroby podstawowej

Roztwor soli fizjologicznej nie wykazywat wptywu ramiany aktywnéci
fibrynolitycznej mierzonej wielkécia indeksu PAI-1/t-PA w ogolnej populacii
komorek, w odrénieniu do ptynu dializacyjnego, ktéry powodowat zkszenie
fibrynolizy w poréwnaniu z grup w ktérej zastosowano 0,9% NaCl oraz korntrol
(Ryc. 19A).
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* 0znacza statystycznie istotnaznice w odniesieniu do komérek grupy kontrolnej

Ryc. 19A. Wartosé indeksu PAI-1/t-PA dla komorek mezotelium po ekspoycji na
standardowe medium hodowlane (kontrola) oraz godzimej preinkubacji z sola

fizjologiczng i Dianeal 1,36

Po ekspozycji na standardowe medium hodowlane iiseravowano
statystycznie istotnych zmian w wadttach t-PA, PAI-1 oraz PAI-1/t-PA w
hodowlach niezalaie od wieku dawcy. Godzinna inkubacja z 0,9% wazém
NaCl i Dianeal 1,36% stymulowata znamiennie kom@rksekreaj t-PA wsrod
najmtodszych pacjentéw i konsekwentnie powodowatgraine zmniejszenie
wartasci indeksu PAI-1/ t-PA w tej grupie, w stosunku dtarszych dawcéw
(tabela 2).

Tabela 2. Poréwnanie wartéci indeksu PAI-1/t-PA dla komoérek mezotelium
w poszczegolnych grupach wiekowych w zalrosci od zastosowanego roztworu

A vs B (- 43%), p<0,005 A vs B (- 40%), p<0,005
A vs C (- 38%), p<0,005 A vs D (- 43%), p<0,05
A vs E (- 40%), p<0,05 A vs E (- 53%), p<0,005
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W poréwnaniu z kontral wartdgci indeksu PAI-1/t-PA dla HPMC po
godzinnej ekspozycji z 0,9% roztworem NaCl nieni€y si¢ znamiennie w giciu
kategoriach wiekowych. Natomiast pod wplywem plyndializacyjnego
zanotowano zmniejszenie ilorazu PAI-1/t-PA w hodmshl, pochodgych od
miodych pacjentow z grup wiekowych A (16-28 r B (30-39 &) odpowiednio o
22% i 20% w odniesieniu do kontroli (Ryc.19B).

Znamiennie nisze poziomy PAI-1/t-PA obserwowano zakw hodowlach
dawcow pomgdzy 16 a 49 #, pod wplywem Dianeal 1,36% w poréwnaniu z
zastosowaniem 0,9% NaCl. Wasi¢tdndeksu byta mniejsza w grupach A, B oraz C

odpowiednio 0 16%, 20% i 17%.
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* oznacza statystycznie istotnaznice w odniesieniu do komérek grupy kontrolnej

Ryc. 19B. Wartaé¢ indeksu PAI-1/t-PA dla komérek mezotelium po ekspoycji na
standardowe medium hodowlane (kontrola) oraz godzimej preinkubacji z solg
fizjologiczna i Dianeal 1,36 w zalgnosci od wieku pacjentéw
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Hodowle pochodge od chorych, u ktérych nie stwierdzono zapalenia,
charakteryzowaty siwyzszym o 15% ilorazem PAI-1/t-PA po ekspozycji na%,9
roztwor soli fizjologicznej w poréwnaniu z kontgol Odwrotnie, w przypadku
hodowli uzyskanych od pacjentdw z rozpoznaniem rewol obserwowano
nizsze o 34% poziomy indeksu, gtdwnie za sprawzszej w tej grupie sekrecji

t-PA w poréwnaniu z kontrgl(Ryc. 19C).

HPMC izolowane od chorych z zapaleniem i poddaneingubaciji z
Dianeal 1,36%, charakteryzowatzezy o 20% i w grupie kontrolnej poziom
ocenianego indeksu. W hodowlach od osob bez odczapalnego rinice w
wartasci PAI-1/t-PA nie byly znamienne, natomiast wahik obliczony dla
komorek mezotelium, pochoglzych od pacjentow z chorglnowotworove byt
mniejszy po zastosowaniu Dianeal 1,36% w odniegiedo grupy kontrolnej,

jednak efekt ten nie agingt statystycznej istotriwi (p=0,07).

Pod wpltywem inkubacji z ptynem dializacyjnym w oesieniu do
ekspozycji na 0,9% roztwor NaCl, wykazano istotmiesze wartéci PAI-1/t-PA w
grupach dawcow z chorglzapalm jak i bez, odpowiednio o 12% i 19%. Za
powyzszy efekt odpowiedzialna jest obaona synteza PAI-1 w tych hodowlach pod
wptywem Dianeal 1,36%.
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* 0znacza statystycznie istgtndznice w odniesieniu do komérek grupy kontrolnej

Ryc. 19C. Wartc¢ indeksu PAI-1/t-PA dla komorek mezotelium po eksppycji na
standardowe medium hodowlane (kontrola) oraz godzimej preinkubacji z solg

fizjologiczna i Dianeal 1,36 w zalgnosci od choroby podstawowej
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5. DYSKUSJA

W ciggu ostatnich lat obserwujemy wzrost liczby intergjen
chirurgicznych, wykonywanych w grupie starszych jpamw, nie tylko ze
wskaza nagtych, zwazanych z bezpwmednim zagreeniem zycia, ale take w
przypadkach, kiedy planowy zabieg operacyjny maela popraw jakasci zycia
chorego. Kwalifikacja do operacji rekonstrukcji ewodu pokarmowego po
resekcji esicy sposobem Hartmann’a, czy plastykiegprzepukliny brzusznej u
70-letniego pacjenta, mie okaza sie problematyczna a decyzje terapeutyczne,
zaréwno ze strony zespotu chirurgicznego jak i sgomehorego agsto ¢ trudne,
ze wzgkdu na wspdétistnigce schorzenia i zwzane z tym ryzyko operacyjne.

Niedocenianym i nie w peini wyjaionym zjawiskiem jest fakt wptywu
wieku dawcy na funkejkomérek mezotelium i zwzany z tym proces regeneracji
otrzewnej po urazie operacyjnym. Weéa daswiadczer potwierdzono odwrotn
zaleznos¢ pomiedzy wiekiem kalendarzowym pacjenta a potencjalem
proliferacyjnym ré@nych komoérek, midzy innymi HPMC oraz fibroblastow (19),
(103), (104). Z kolei badania Cristofalo i wsp. $)tie udowodnity powsszego
zZwigzku sugerujc, ze zdolnd¢ replikacyjna komorek in vitro nie odzwierciedla
zmian zachodgcych in vivo, a fizjologiczny wiek komorki nie zawes odpowiada
wiekowi kalendarzowemu pacjenta.

W swojej pracy nie analizowatam potencjatu probfgfjnego komorek
mezotelium, skupiaf sk raczej na ocenie zmian w ich czydaiow zaleznosci od
wieku dawcy, z uwagi na niewielldiczbe doniesi@ literaturowych na ten temat.
Zmniejszone poziomy IL-6 obserwowatam w skrajnychipgch chorych: do 29
oraz powyej 60 rokuzycia. Powysze wyniki 8 odmienne od uzyskanych przez
Nevado i wsp. (106), ktérzy odnotowali podwsgenie syntezy cytokin
prozapalnych: IL-f, IL-6, TNF-, a take syntazy tlenku azotu NOS (angtric
oxide synthagei cyklooksygenazy COX (angcyclooxygenage w hodowlach
pochodacych od oséb powgj 65 rokuzycia, wnioskugc, ze HPMC starszych
dawcow charakteryzygjsiec zapalnym profilem aktywrsci. Wedtug badaczy, w
powyzszy sposob mima ttumaczy mechanizm wielu choréb wieku podesziego,

ktorych wspolnym czynnikiem etiologicznym jest pesc zapalny. Midiwe
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powody odmiennéci w uzyskanych przeze mnie wynikach zmane § z doborem
dawcow.

Nevado i wsp. analizowali hodowle pochade od 15 chorych, gdzie w
pierwszej grupie, ponej 65 rokuzycia znalazto si 11 pacjentow, zéredng wieku
46,9 lat, podczas gdy drygrupe, powyzej 65 rokuzycia stanowito 4 dawcow ze
sredng wieku 76 lat. Poréwnanie wdeiwie dotyczytosredniej grupy wiekowej z
osobami w wieku podesztym. W analizowanym przezeiemmateriale w
najmtodszej grupie 10 pacjentésvednia wieku wynosita 22,6 lat, a najstarsza
skladata sj z 11 osoOb, zéredng wieku 63,7 lat, w tym tylko trzech chorych
powyzej 65 rokuzycia. Ponadto, inaczejhNevado, w hodowlach uzyskanych od
najstarszych i najmtodszych osoéb nie obserwowalatystycznie istotnych edic
pod wzgtdem generacji wolnych rodnikow tlenowych. kiae, ze prozapalny
fenotyp komorek mezotelium nie jest wprost propamejnie zaleny od wieku
dawcy, ale w m§l zasad cytogerontologii, za jego powstanie odpdaigtéwnie
tzw. starzenie komorkowe, zawiane z nagromadzeniem uszkagzebnizeniem
zdolnaci mitotycznej i innymi nie do kicca poznanymi czynnikami.

Z kolei Ksigzek i wsp. (107) w badaniach z wykorzystaniem hodowl
HPMC zaobserwowali ob#zenie potencjatu replikacyjnego komérek izolowanych
od dawcoéw powsgej 75 roku zycia, a take zwkkszory kumulacg 8-OH-dG
(8-hydroksy2’-deoksyguanozyny), markera uszkodz®&MNA zaleénego od stresu
oksydacyjnego. Ciekawy wynik dotyczyt poréwnaniaolnadséci do generaci
wolnych rodnikow tlenowych przez HPMC o0s6b p@ji25 rokuzycia z grup
powyzej 75 roku zycia, gdzie nie wykazano istotnych statystycznienid
podobnie jak w moich daiadczeniach, mimoze autorzy analizowali
zdecydowanie stargz grupe chorych. W warunkach stresu oksydacyjnego
indukowanego t-BHP (wodoronadtlenkiem tert-butylwyjdoczny byt wzrost
generacji FR podobny w obydwu grupach, jednak wokdach uzyskanych od
miodych pacjentbw poziom FR powracat do wsaetowyjsciowych po 12
godzinach, podczas gdy HPMC starszych os6b chayakiealy utrzymujce sé
wysokie wartdéci wyktadnikow stresu oksydacyjnego.

Interesujca obserwagy okazal s brak wykazanych przeze mnie
znamiennych rénic w aktywndci p-galaktozydazy w hodowlach w
poszczegolnych kategoriach wiekowych. Dimri i w€02) oznaczag wskanik

B-Gal w fibroblastach i keratynocytach doszli do @sku, ze nie jest to marker
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uniwersalny, ale przydatny w ocenie biologicznegmepcjatu replikacyjnego
samych komoérek, ktory nie zawsze jest jednoznazzmyekiem kalendarzowym
dawcy, co mee uzasadniauzyskane przeze mnie wyniki.

Zastanawigicy maze by brak zalenosci pomidzy rodzajem procesu
chorobowego a wiellkkeia komorkowej produkcji IL-6, powszechnie uiemej za
cytoking prozapalp, odpowiedzialg za indukcg syntezy wielu biatek ostrej fazy:
fibrynogenu, haptoglobiny,a;-antytrypsyny czy biatka C-reaktywnego (108).
Sekrecja IL-6 przez komorki mezotelium stymulowajest przez substancje
kluczowe dla stanu zapalnego - IB;ITNFu, a take przez dializat, pochoglzy od
pacjentdw z peritonitis (8), (109). Konsekwentnieawnalezatoby sé spodziewa
podwyzszonego poziomu tej cytokiny w analizowanej grups®b z chorobami
zapalnymi jelit oraz z zapaleniem otrzewnej. Jedmakwarunkach in vivo
wspotdziatanie midzy poszczegolnymi cytokinami jest zéme i wielokierunkowe.
W czsci doniesié podkrdla si przeciwzapalne wigiwosci IL-6, polegagce na
hamowaniu syntezy IL-1 i TNForaz stymulacji produkcji ich antagonistéw (110),
(111), (112).

Poza tym wrdod analizowanych 28 pacjentow Zrodoperacyjnie
stwierdzonym procesem zapalnym, u 9 o0s6b wskazandam interwencji
chirurgicznej bylo wrzodziege zapalenie jelita grubego adz choroba
Lesniowskiego-Crohna. Powgza grupa chorych byta przez okres wielu lat leazon
zachowawczo z zastosowaniem sterydow i immunosjipregym mana
ttumaczy nizszy nz spodziewany poziom IL-6.

Nie wykazano statystycznie istotnyctznic w poziomie t-PA oraz PAI-1 w
zaleenosci od wieku dawcy, jednak zauw@no trend w kierunku wiszych
wartagsci t-PA w hodowlach pochodeych od najmitodszych pacjentow, w
poréwnaniu z osobami pousyj 60 rokuzycia. Obliczony dla poszczegdlnych grup
indeks PAI-1/t-PA okazat si najmniejszy wréd chorych do 29 rokuycia,
aczkolwiek wynik byt na granicy istotdci (A vs E, p=0,050724).

Spodziewany i zgodny z wynikami innych autorow (26)13), (114),
(115), (116) jest obserwowany przeze mnie wplyw wgrzotrzewnowego
procesu zapalnego na zmniejszenie syntezy t-PAadrorw hodowlach komérek
endotelium inkubowanych z endotoksynami bakteryjnyihFo oraz IL-1, Emeis
i wsp. (117) odnotowali zwkszenie produkcji PAI-1. Nie obserwowatam

podwyzszonej sekrecji PAI-1 w hodowlach pacjentow z zapi@m w stosunku do
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dwoch pozostatych grup, bynoze wynika to z faktu jego zwkania w kompleksy

z t-PA, jednak zdoln@ fibrynolityczna, mierzona nigk wartccia indeksu
PAI-1/t-PA okazala si najwyzsza wrod chorych bez stwierdzonego procesu
zapalnego otrzewnej. Pagkowo, w warunkach peritonitis niedostateczna
fibrynoliza i nadmierne odktadanie widknika ma pad#gwe znaczenie w
ograniczaniu ogniska zakenia, jednak w przypadku choréb zapalnych jelity a
szczegOlnéci choroby Léniowskiego-Crohna mi@ w znacznym stopniu nasila
powstawanie masywnych zrostow, silnie skigigch poszczegodlnecpe jelitowe i
powodupcych konieczn&t poszerzenia planowanej resekcji jelita.

Do lat 90. XX wieku w srodowisku chirurgicznym panowat raczej
pesymistyczny pogtd na problematyk prewencji pooperacyjnych zrostow.
Swiadczy o tym niewielka liczba prac zaréwno klimgeh jak i
eksperymentalnych poruszeych to zagadnienie. Bwaiadczenia ostatnich lat
pozwolity jednak na wyj@ienie czsci mechanizméw prowadeych do
powstania zrostéw otrzewnowych, gtébwnie w odniesiedo znaczenia reakcji
zapalnej i uktadu fibrynolizy. Z pozoru btahe elattyejak rodzaj aytych szwow
(118), gazikow (119), czyekawic chirurgicznych (120), a ta& wiasciwa technika
operacyjna z uwzgtnieniem dyskutowanego od wielu lat wptywu periaji
(121), (122), (123), odgrywajrole w procesie tworzenia zrostow. Zmiany w
sposobie métenia i nastawieniu chirurgébw oraz ginekologéw ikdja rozwdgj
przemystu farmaceutycznego w poszukiwaniu  substanbjarierowych
spetniajcych funkcg antyzrostow. Watpliwe, ze nagle pojawi sisrodek, ktory
zupetnie wyeliminuje problem powikiazrostowych, jednak nie umniejsza to
znaczenia stusznego kierunku bada

Analizowanym przeze mnie materiatlem kompozytowynpaiencjalnym
dziataniu antyadhezjogennym byta stosowana w dfiiruprzepuklin siatka
Proceefl, ktérej powleczenie bezpmdnio przylegajce do jamy otrzewnej
stanowi utleniona regenerowana celuloza. ORC stasavjest rownie z dobrymi
wynikami (124), (125) jako samodzielny preparategiwzrostowy, dopuszczony
do wytku przez FDA (angFood and Drug Administration, US$Av 1989 roku pod
nazwy Interceed.

Wiegkszai¢ eksperymentéw z ayciem badanej siatki kompozytowej
wykorzystuje modele zwie¢gze w ocenie jej potencjalu przeciwzrostowego i

reakcji otrzewnej. Zgodnie z mpjiedz nie opisywano do tej pory w literaturze
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wptywu powyzszej siatki na funkcje komérek mezotelium w hodahla vitro. W
dwoch doniesieniach materiat badawczy stanowity omdd HPMC poddane
dziataniu preparatu Interce®¢B5), (139).

Medium ze skfadnikami badanej siatki powodowato Ejszenie poziomu
IL-6 w hodowlach od najmtodszych pacjentéw do 2Ruréycia oraz w przedziale
40-49 lat, co mogtoby sugerowgrzeciwzapalny wptyw substancji, jakkolwiek
powszechnie wiadomoze implanty stosowane w chirurgii jako ciata obce
wzbudzag silng reakcg zapaln. llustracp indukcji miejscowego stanu zapalnego
pod wptywem polipropylenu magby¢ badania Di Vita i wsp. (126), ktorzy
oceniali wartéci IL-1, IL-6, IL-10 oraz IL-1 ra (anglL-1 receptor antagoni¥t
Wsrdd chorych, ktérym implantowano siatkodnotowano wjsze poziomy
prozapalnej IL-1, podczas gdy grupa, poddana tylkeszyciu powizi
charakteryzowata siwickszymi stzeniami cytokin przeciwzapalnych — IL-10, IL-
1 ra. Nie wykazano tnic w poziomie IL-6.

Dziatanie przeciwzapalne kompozytu w odniesieniu &#»PMC w
analizowanych przeze mnie hodowlach zm@ uznéd za korzystne w aspekcie
prewencji zrostowej w kontékie prac Di Filippo i wsp. (127), ktérzy uznake
stezenie IL-6 w plynie otrzewnowym szczurOw koreluje g®pniem nasilenia
pooperacyjnych zrostow, jak rowaiev odniesieniu do innych autoréw, ktorzy
rowniez podkrélali wptyw adhezjogenny powgzej cytokiny (128), (129). Jednak
nie naley zapoming, ze reakcja jak powoduje implant dotyczy wszystkich
komorek mikrégrodowiska jamy otrzewnej, a nie tylko ¢dizybtonka. Efekt jaki
wywiera siatka Proce€dna otrzewn szczuréw badat Emans i wsp. (130),
obserwugc nasilom reakcg zapalm z obecnéciag makrofagdbw oraz komoérek
olbrzymich nawet 30 dni po implantacji materialum&s uznatze makrofagi
fagocytupce elementy siatki indukaijsekrea cytokin i chemoatraktantow dla
fibroblastow, przyczyniag si do nasilenia reakcji zrostotwérczej. W pasgym
eksperymencie zrosty oceniane 7 dni po zabiegu magmniej liczne po
zastosowaniu povwigzej siatki kompozytowej w stosunku do dwoéch poatgsh
siatek (polipropylenowej oraz powleczonej niedegraanym pirolidonem winylu
i metakrylanem butylu — patent wtasny autoréw).ndédw grupie zwierg, u
ktérych oceny dokonano 30 dni po implantacji obsewano paradoksalnie
znaczniej wgcej zrostéw po zastosowaniu Procgedporéwnaniu do pozostatych,

a w szczegolnei do zwykilej, niepowlekanej siatki polipropylenowktora nie jest
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przeznaczona do wykorzystania weplvaotrzewnowego z uwagi nha miove
powiktania. Zgodnie z obowzujaca wiedz w zakresie mechanizmu regeneracji
otrzewnej, popagtpracami déwiadczalnymi (131), najbardziej newralgiczny okres
dla powstania zrostow obejmuje pierwsze siedemponoperacji, gdy tyle trwa
proces remezotelializacji; w tym konteie wynik prezentowany przez autoréw
jest zdumiewaycy.

Z kolei rezultaty déwiadcze przedstawionych przez Demir'a i wsp. (132)
s3 odmienne od wynikéw uzyskanych przez Emans’a (1BQorzystne w
odniesieniu do analizowanego materialu kompozyt@ved grupie krolikow,
ktérym implantowano siatkProceell, obserwowano mniejsze nasilenie zrostéw,
ocenianych w 14 dobie pooperacyjnej orazsmy stopié@ reakcji zapalnej,
wyrazonej obecngcig ziarniniakdw i komorek olbrzymich w poréwnaniu do
zwierzgt, operowanych z ayciem materialu  polipropylenowego i
politetrafluoroetylenowego.

Powy:sze obserwacje w odniesieniu do dziatania prze@aine@go
kompozytu, mog by¢ wyjasnione inhibicy niektorych funkcji makrofagéw przez
ORC w warunkach in vivo (133), (134). Habara i w$p33) udowodnili,ze
utleniona regenerowana celuloza hamuje sekréep, metaloproteinaz: MMP-2 |
MMP-9 oraz tlenku azotu w liniach mysich makrofagéaktywowanych przez
lipopolisacharyd. Wedlug Reddy'ego i wsp. (134) ORpoétzawodniczy z
lipopolisacharydem o receptory z grupgavengena powierzchni makrofagéw, w
ten sposob bloka¢ uwalnianie niektorych sktadnikbw macierzy pozakokowej,
cytokin, w szczegOlnimi IL-1p i czynnikbw wzrostu, bezpgeednio
odpowiedzialnych za promowanie angiogenezy i daiatazrostotworcze.
Wykazane przez autorow inhibicyjne dziatanie ORC wabrane funkcje
makrofagow, a tate dodatkowo obserwowane przeze mnie zmniejszekiege
IL-6 w komorkach mezotelium pod wptywem badanefksjanog odpowiadé za
jej wiasciwosci antyzrostowe, a z calpewndciag potwierdzag, ze kompozyt nie
stanowi jedynie bariery sepagug] wretrze otrzewnej ale wykazuje aktyw4do
biologiczrg, w zwigzku z czym mge powodowad reakcg w miejscach odlegtych
od pierwotnej aplikaciji.

Proces powstawania zrostéw jest skomplikowanym a@zimem, w ktéry
zaangaowanych jest wiele nie w petni poznanych czynnik@ewodem na toss

doswiadczenia Gago i wsp. (85), ktérzy wykazake w hodowlach HPMC
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eksponowanych na Intercéedwicksza s produkcja czynnikéw o potencjalnym
dziataniu zrostotwérczym: TGP i kolagenu typu I. Problematyczny wydaje si
zastosowany przez autorOw sSposOb przygotowania wooat wytego w
eksperymencie, polegajy na rozpuszczeniu Intercéed soli fizjologicznej, ktéra
rowniez wykazuje samodzielne dziatanie w stosunku do HPMQyiec nie jest
wykluczone, ze mogto to mié wptyw na uzyskane wyniki. Mdiwe tez, ze
produkty rozpadu ORC powodujjeszcze inne zmiany w funkcji komorek
mezotelium, ktore nie znajdyjodzwierciedlenia w dotychczas ocenianych
parametrach.

Ciekawy wydaje si wptyw sktadnikéw badanej siatki na hodowle komorek
pochodace od pacjentdw z rozpoznaniem nowotworu, gdzieotmmano blisko
dwukrotne obnienie sekrecji IL-6. Zabieg operacyjny poprzez uomolenie
cytokinowej reakcji zapalnej promuje ekspeesmolekut adhezyjnych na
powierzchni HPMC (135), czego konsekwengj przypadku chorych z procesem
neoplastycznym jest zwhkszone przyleganie komérek guza do otrzewnej i
progresja choroby (136). Ptyn wykowy z jamy otrzewnej pacjentek z rakiem
jajnika charakteryzuje sizwigckszonym sfzeniem IL-6, ktére przez niektérych
autorow uwaane jest za czynnik stymuligly wzrost guza (137), czy olmaijacy
wrazliwos¢ na chemioterapeutyki. Dodatkowo Offner i wsp. (L88/kazali, ze
IL-1B i TNF-a indukup o wiele wysze poziomy sekrecji IL-6 w hodowlach
HPMC niz w liniach ludzkich komorek raka jajnika, w konsekweji to wignie
komorki mezotelium mag by¢ gtdwnym zrodtem powyszej cytokiny w ptynie
wysickowym jamy otrzewnej. Hamowanie syntezy IL-6 podymem siatki w tym
aspekcie nalgy uzn& za korzystne, a przyszte kierunki baded kontrolowaniem
procesu otrzewnowej progresji nowotworowej mogtybgkorzysta wptyw ORC.

Prezentowane przeze mnie wyniki nie udowodnity, abyiatanie
przeciwzrostowe badanego materialu kompozytowegoto bywywotane
zwigkszeniem aktywnii fibrynolitycznej HPMC. Pod wptywem medium z siat
obserwowano istotny spadek syntezy t-PA w hodowlaehwszystkich grupach
wiekowych, z wyjtkiem chorych w przedziale 40-49 lat. Natomiastypgiszona
sekrecja PAI-1 dotyczyta komorek izolowanych od jpatdw ponkej 29 oraz
powyzej 60 rokuzycia. Grupa najmtodszych oséb byta jednak najmnagzona

na obnkenie wydajnéci fibrynolizy spowodowane sktadnikami badanejldiat
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Odmienne wyniki zaprezentowat Gago i wsp. (139)eolsjgc wzrost
aktywndaici fibrynolitycznej komorek mezotelium otrzewnowepgo 24-godzinnej
ekspozycji na Interce&d Autorzy odnotowali 25% podwgzenie ekspresiji t-PA
MRNA, podczas gdy produkcja PAI-1 nie ulegta znearszego skutkiem byt
wyzszy w porownaniu z kontrgl indeks t-PA/PAI-1. Oceniano hodowle
pochodzce tylko od czterech pacjentek i podobnie jak wyamdawiadczeniach
autorzy uprzednio rozpuszczali badany materiat99droztworze NaCl, buforgg
do pH=7,4. Podstawaywdznica byto wykorzystanie w eksperymencie Gago i wsp.
(139) Interceed, podczas gdy moje badania dotyczyty wplywu sidkbceed,
ktora oprocz ORC zawiera jeszcze polidwuoksanon padipropylen.

W zadnym z powyszych déwiadczeér autorzy nie obserwowali zmian
morfologicznych HPMC, magych sugerowa toksyczny wptyw utlenionej
regenerowanej celulozy. W przypadku analizowanyetaeze mnie hodowli
dodatkowo wykazanoze pod wptywem badanej siatki kompozytowej liczba
komorek mezotelium ulega zgkiszeniu, co rOwnie moze mie€ znaczenie w
szybszej remezotelializacji w krytycznej dla powgdaia zrostéw fazie pierwszych
dni po operacji.

Srodoperacyjne ptukanie jamy brzusznej jest rutynstasowan praktyka,
ktGrej znaczenie z uwagi na du powszechn& bywa czsto niedoceniane.
Gtownym zadaniem ptynéw podanych dootrzewnowo jestngcie martwiczych
tkanek, krwi a take zmniejszenie kontaminacji w warunkach zapaletizewnej.
Jednak wiksza¢ wykorzystywanych w tym celu substancji wykazuj&syczne
oddziatywanie w stosunku do komoérek mezoteliumegahce na uszkodzeniu ich
struktury kadz funkcji (70), (142), (143). Badania Edmistona (Ld@owodnity,ze
bakterie ulegaj szybkiej adhezji do komorek mezotelium, a irygatg zapewnia
ich eliminacji. Walka z zakeeniem wewgtrzbrzusznym nie polega jedynie na
mechanicznym usuggiu tresci ropnej, raczej na odtworzeniu homeostazy i
niezaburzonego funkcjonowania mikrodowiska otrzewnej. W tym kontédie nie
pozbawiony sensu wydaje ¢sipoghd Platell'a i wsp. (141), ktérzy uznali,
stosowanie irygacji za rytuat pozbawiony biologiegrkorzyci. Najbardziej
rozpowszechnionym ptynem irygacyjnym jest 0,9% waxt soli fizjologicznej,
jednak w cgsci daswiadczeér na zwierztach (143), (145) oraz hodowlach HPMC
(70), (142) wykazano jego niekorzystny wptyw, &evproblem wyboru najbardziej

biokompatybilnej substancji wgi pozostaje nierozweany.
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W analizowanych hodowlach obserwowatam zmniejsz&arby komaérek
we wszystkich grupach wiekowych pod wpltywem godejninkubacji zaréwno z
0,9% roztworem NaCl jak i ptynem dializacyjnym Deah 1,36%. Van Westreenen
i wsp. (142) ponadto wykazalie juz po 15 minutach ekspozycji na roztwor NacCl
zmienia s¢ architektura hodowli, HPMC uleggjobkurczeniu, natomiast przy
diuzszej ekspozycji dochodzi do rozerwaniagoakh miedzykomorkowych oraz
obnaenia obszar6w warstwy podnabtonkowej. Pgsae zamiany struktury
niszca integralné¢ mezotelium, zwikszap jej przepuszczaldo dla
bogatowtoknikowego przegiu, eksponuyj gikebiej potazone warstwy i inicjuj
kaska@d krzepnecia. Podobny efekt w povigzym eksperymencie wywotlywaty
inne substancje, m.in. roztwér Hartmann'a (aimy w skladzie do mleczanu
Ringera), 1% roztwor powidyny, 0,02% roztwoér chiekbydyny. Autorzy wykazali
ponadto ich bezpoednio cytotoksyczne dziatanie, mierzone ¢k8zonym
stezeniem LDH.

Z kolei Yao i wsp. (143) udowodnilie irygacja jamy otrzewnej szczurow z
uzyciem 0,9% roztworu NaCl powoduje zmniejszenie Hicz komorek
mi¢dzybtonka, dodatkowo nasilone gdy irygacja ma moejsv warunkach
zapalenia otrzewnej. Efekt ten jest pseewy, po 43 godzinach nie obserwowano
roznic w liczebnéci HPMC u zwierat, u ktérych stosowano irygacwzgledem
grupy kontrolnej, gdzie nie wykonywano ptukania. @pinii autoréw jest to
wynikiem aktywacji pierwotnych komérek mezenchynyalm. Poza zmniejszeniem
liczby HPMC autorzy obserwowali ta& zmiany w ich funkcji, polegage na
zwiekszonej ekspresji mMRNA dla TNé- IL-18 w komérkach izolowanych od
szczurow z indukowanym peritonitis i zastosowgednoczénie irygach, W
poréwnaniu z grup z zapaleniem otrzewnej. Nasilenie reakcji zapalydp wiec
dodatkowo sp@gowane zastosowanym roztworem soli fizjologiczrigpdobnie
van Westreenen i wsp. (142) obserwowali wzrost esgkrlL-8 w hodowlach
inkubowanych z 0,9% NaCl. Indukcja reakcji zapalwejotrzewnej nie jest
klinicznie korzystna, w kontgkie wynikow Holzheimer'a i wsp. (144), ktorzy
udowodnili, ze wzrost poziomu m.in. IL-6, IL-1, TNE-w ptynie otrzewnowym
pacjentdow poddanych relaparotomii z powodu zapaletizewnej jest czynnikiem
rokowniczo niekorzystnym.

W moim eksperymencie w wkszaci hodowli nie obserwowatam istotnych

roznic w produkcji IL-6 w zalenosci od wytego roztworu, z wyjtkiem komorek
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izolowanych od dawcow w przedziale 40-49 lat, gdzeziom IL-6 byt
zdecydowanie mszy w wyniku godzinnej ekspozycji na 0,9% NaCl. kdlei
Potubinska i wsp. (70) wykazali znamieprredukcg syntezy IL-6 w HPMC
poddanych 6-godzinnej preinkubaciji z 0,9% roztwosat fizjologicznej. Takiego
efektu nie odnotowano po zastosowaniu ptynu Hank&arles’a ani ptynu
dializacyjnego — Gambrosol-Tfid0 (Gambro, Lund, Sweden). Autorzy waga,
ze zdolnd¢ do produkcji IL-6 przez komaorki mezotelium v uzna za miag jej
prawidtowe]j aktywnéci. Powyzszy efekt potwierdzitam w hodowlach uzyskanych
od jednej grupy wiekowej; nitiwe, ze powodem jest przsfy przeze mnie krotszy
czas preinkubacji, poza tym nie wiadomo jaki bytekvi dawcéw w
doswiadczeniach autoréw, gdyie byto to przedmiotem analizy.

Nie obserwowatam znamiennego wptywu roztworu suajofogicznej na
zdolna¢ fibrynolityczrg komorek mierzogindeksem PAI-1/t-PA w poréwnaniu z
kontrol. Jednak analiza powszego wspotczynnika w zaideosci od wieku dawcy
udowodnita,ze najnisze wartéci zanotowano dla najmiodszej grupy pacjentéw.
Wynika to z podwyszonej pod wplywem 0,9% NaCl produkcji t-PA przez
komorki izolowane od oséb do 29 rokycia, czego nie obserwowano w innych
przedziatach wiekowych. Roztwoér soli fizjologicznggdnoczénie stymulowat
syntez PAI-1 w tych hodowlach, przypuszczalnie prowgmdo zwgazania t-PA w
nieaktywny kompleks, czego efektem jest braknidy w wartgci indeksu
PAI-1/t-PA w porownaniu z kontrgl Jednak powsszy wynik mae sugerowg ze
proces otrzewnowej fibrynolizy zaburzony w warurtkagazu operacyjnego, jest
najbardziej wydajny i najszybciej agia rownowag w grupie mtodych pacjentow.

Powyzsze wyniki @ odmienne od uzyskanych przez Pohgg i wsp. (70),
ktorzy wykazali,ze 6-godzinna preinkubacja z 0,9% roztworem sojofagicznej
wpltywa hamugco na produkej zarowno t-PA jak i PAI-1 przez HPMC, co
podobnie jak obmona synteza IL-6 jest miarfunkcjonalnego uszkodzenia
komorki. Z kolei Tarhan i wsp. (145) oceniali biapt otrzewnej szczuréw, u
ktorych indukowano proces zrostowy poprzez albrakjtnicy a nasfpnie
zastosowano irygagjroztworem 0,9% NaCl lub 0,5% taurolidyny. W prébka
otrzewnej pobranych w 10 dobie po operacji nie phs@ano r@nic w poziomie
PAI-1, jednak wykazano znamiennie igye stzenia t-PA w przypadku obydwu
grup, u ktorych zastosowano ptukanie w poréwnarguzwierztami, gdzie nie

przeprowadzonaadnej irygacji. W grupie badanej stwierdzono pooaunhiejsze
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nasilenie procesu zrostowego. Natomiast rezulta&g wan Westreenen’a i wsp.
(146) wskazuyj na prozrostowe dziatanie giiszasci ptynow w tym 0,9% roztworu
soli fizjologicznej w jamie otrzewnej szczurow. Wkin badan na modelach
zwierzcych musgz by¢ interpretowane ostémie w odniesieniu do potencjalnego
wplywu badanych substancji na ludzkie komorki mekom otrzewnowego,
chociaby z wuwagi na midzygatunkowe rinice w kinetyce uktadu
fibrynolitycznego.

W cytowanych ja doswiadczeniach Potubska i wsp. (70), sugeryjze
najbardziej korzystnym &wdd badanych roztworéw jest ptyn dializacyjny
Gambrosol-Tri§ 10, ktéry nie powodowat efektu cytotoksycznege maburzat
produkcji IL-6 w hodowlach i stymulowat syntezt-PA w poréwnaniu z
zastosowanym  standardowym  medium  kontrolnym. W  dalth
preinkubowanych z Dianeal 1,36% obserwowatam zrgleod wieku wzrost
syntezy t-PA. W grupie pacjentéw paydzy 16 a 39 rokientycia odnotowano
nizsze w odniesieniu do kontroli waém PAI-1/t-PA. Zjawisko stymulacji
uwalniania t-PA przez HPMC pod wpltywem glukozy @pigakze Sitter i wsp.
(147). W kontekcie mojej pracy mina przypuszcza ze aktywnd¢ ukiladu
fibrynolitycznego indukowana wptywem glukozy #eo by dodatkowo
modyfikowana przez wiek dawcy. Komorki otrzewnej odych pacjentow
zachowug najwyzszy potencjat fibrynolityczny, magy na celu przywrdcenie
rownowagi zaburzonej w warunkach stresu operacgneg

Wykorzystanie wikszasci ptynow dializacyjnych podczas
srodoperacyjnego ptukania otrzewnej wydaje dyskusyjne z uwagi na ich niskie
pH (5,0-5,5), hiperosmolaréé@ wysokie s¢zenie glukozy i produktow jej rozpadu.
Powyzsze czynniki w wyniku powtarzalnej ekspozycji ngmpt, jak ma to miejsce
podczas dializy,ssodpowiedzialne za negatywny wptyw na $diavosci filtracyjne
btony otrzewnowej oraz proliferagjregeneraej i funkcje komorek mezotelium,
fibroblastéw i makrofagow (148), (149).

Idealny roztwor bezpieczny w irygacji dootrzewnpweie maze
wykazywa& efektu cytotoksycznego ani modyfikodvafunkcji komorek w
niepazadanym kierunku, hamag fibrynolize i nasilagc reakcg zapaln, ktore
odgrywajp fundamentalne znaczenie w patogenezie zrostowawgpprzyszigci
jest pohczenie cech idealnie biozgodnego roztworu z dziekan

antyadhezjogennym. Z pewsuig taki efekt nie jest mdiwy do osigniccia przy
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zastosowaniu doginych na rynku krystaloidow, gdyzybkaé¢ wchianiania 30-50
ml/h catkowicie eliminuje te substancje z jamy lwzej po 24h, a w peini
skuteczny mechanizm prewencyjny powinien sepaéowkanki potencjalnie
naraone na powstanie zrostow w czasie krytycznej f@&ryazotelializacji. Pewne
nadzieje wizano z 4% roztworem ikodekstryny (Ad8pBaxter, Deerfield, IL,
USA) z uwagi na fatw&® uzycia podczas zabiegow laparoskopowych oraz payvoln
eliminacg z jamy otrzewnej, co zapewnia separowanie tkaneloparciu o
zjawisko hydroflotacji, jednak mimo pozytywnych wkéw w badaniach
randomizacyjnych (150) problem zrostéw nie zostgleMminowany. Ponadto
zgodnie z zaleceniem producenta Adepie powinien by uzywany u pacjentéw
poddanych resekcji jelita oraz appendektomii, ccacznie ogranicza jego
przydatnd¢ w grupie chorych operowanych ze wskaehirurgicznych.

Pierwsza opublikowana informacja dotyca zastosowaniasrodka
zapobiegajcego powstawaniu pooperacyjnych zrostébw pochod18&6 roku i
zaleca dootrzewnowe zycie roztworu soli fizjologicznej (151). Obecnie
dysponujemy wiksz wiedz i mozliwosciami oddziatywania na potencjalne szlaki
ztozonego procesu adhezjogenezy miiller ponad 100 lat wcZaiej, jednak
powiktania zrostowe wei 3 nieodhcznym elementem codzienne] praktyki
chirurgicznej. Wydaje gi ze rozwdj nowych metod, lbymaze opartych na terapii
genowej, modulujcej funkcg komérek mezotelium i makrofagow, opartydie
na probie regulacji kluczowych mechanizméw wyzwgtdnw odpowiedzi na uraz

operacyjny: reakcji zapalnej i wewgtnzotrzewnowej aktywngei fibrynolityczne;.
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6. WNIOSKI

1. Komoérki miedzybtonka otrzewnej uzyskane od pacjentow w przddzi
wiekowym 30-59 lat wykazgjwyzszy aktywna¢ zapala (produkcja IL-6) nk
komorki z pozostatych grup wiekowych.

2. Komorki mezotelialne izolowane od o0s6b z chorobavgivotujacymi odczyn
zapalny lub aktyws choroly nowotworowg w jamie brzusznej charakteryaigie
zmniejszoy syntez t-PA.

3. Badana siatka kompozytowa hamuje prodelkc]L-6 w komodrkach
mezotelialnych, jednak efekt ten nie wymije we wszystkich grupach
wiekowych.

4. Analizowany materiat kompozytowy dziata hamug na uwalnianie IL-6 przez
komérki mezotelialne uzyskane od pacjentow 2z akigwn procesem
nowotworowym w jamie brzusznej.

5. Badana siatka wplywa na zmniejszenie akty§endibrynolitycznej komorek
mi¢dzybtonka otrzewnej, jednak efekt ten nie jest wikty we wszystkich
grupach wiekowych.

6. Ekspozycja komorek mezotelialnych na hipertoniczpiyn dializacyjny
Dianeal 1,36% powoduje wzrost ich aktywaoofibrynolitycznej, jednak nie we

wszystkich grupach wiekowych.
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7. STRESZCZENIE

Zabieg operacyjny wyzwala miejscoweakcg zapalm i zaburzenia rownowagi
pomidzy uktadem krzepgncia a fibrynolizy w mikrérodowisku jamy otrzewnej.
Zmiany w czynnéci HPMC indukowane w warunkach stresu operacyjnego
modyfikowane przez indywidualne predyspozycje cbhore odpowiadaj za
uruchomienie mechanizméw prowadych do powstania zrostow otrzewnowych i
zwigzanych z tym grinych dla zdrowia powikia Celem bada byto okrelenie w
jakim stopniu zmienia siczynnd¢ mezotelium otrzewnowego w wyniku starzenia
organizmu, a tate ocena potencjalnego wptywu wieku pacjenta-dawey choroby
podstawowej na modyfikagj reakcji komorek mezotelium, w odpowiedzi na
srodoperacyjne ptukanie jamy otrzewnej 0,9% roztworndaCl oraz ekspozygjna
biodegradowalne elementy badanej siatki kompozytowdateriat badawczy
stanowity pierwotne hodowle ludzkich komoérek mefiata otrzewnowego, uzyskane
z fragmentow sieci wkszej 51 pacjentow w przedziale wieku 16-70 latyr@wsé
HPMC oceniano na podstawie poziomu syntezy IL-BAt-PAI-1 Wykazano,ze
komorki midzybtonka otrzewnej uzyskane od pacjentow w przdezviekowym 30-
59 lat wykazuj wyzszg aktywna¢ zapaln, wyrazong zwickszeniem sekrecji 1L-6 fi
komorki z pozostatych grup wiekowychAktywnosé fibrynolityczna komorek
mezotelium nie zaly od wieku, ale od rodzaju wewatnzotrzewnowego procesu
chorobowego i jest najwksza w grupie bez zapalenia. Badana siatka kompwozayt
wplywa na zmniejszenie aktywfm fibrynolitycznej komoérek midzybtonka
otrzewnej, jednak efekt ten nie jest widoczny weygskich grupach wiekowych. W
tym kontekcie dziatania przeciwzrostowego paisyej siatki nie mzna wyttumaczy
zwickszeniem procesu wewinzotrzewnowej fibrynolizy. Za korzystne w prewencj
zrostowe] nalgy uzn& dzialanie przeciwzapalne kompozytu polegaej na
zmniejszeniu IL-6, obserwowane w niektorych grupagbkowych. Pod wpltywem
ptynu dializacyjnego Dianeal 1,36% obserwowano ckezenie aktywni
fibrynolitycznej w hodowlach pacjentéw pogdy 16 a 39 rokiemycia. Najniszym
wspotczynnikiem  PAI-1/t-PA  charakteryzowaty e¢si hodowle uzyskane od
najmiodszych osob, niezalge od zastosowanego roztworu. W tym kokték mazna
wnioskowa, ze proces otrzewnowej fibrynolizy zaburzony w waractk urazu
operacyjnego, jest najbardziej wydajny i najszypdasiagga roOwnowag w grupie

miodych pacjentéw.
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SUMMARY

Surgery evokes a local inflammatory response amndesaimbalance between the
intraperitoneal coagulation and fibrinolytic systeifihe alterations in HPMC
functions induced by surgical stress and modifigdralividual’s predispositions
are responsible for a cascade of events leadiaghesion formation and dangerous
health-related complications. The aim of the studys to analyze the changes in
mesothelial activity as a consequence of the agingess and moreover to evaluate
the potential impact of a donor's age and undeglyilisease on the functional
modifications of mesothelial reactions in resporseintraoperative peritoneal
lavage with 0,9% physiological salt solution, ang@sure to the biodegradable
elements of the composite prosthetic mesh. Expetsnevere performed on
primary omentum-derived human peritoneal mesothekdls cultures, obtained
from 51 patients (age range 16-70 years). HPMQiagctvas assessed by a level of
IL-6, t-PA, PAI-1 synthesis. It was demonstratedttmesothelial cells derived
from donors at the age between 30-59 years areactieaized by higher pro-
inflammatory activity expressed by stimulation &f@ synthesis in comparison
with cells obtained from the remaining groups. Fiblytic capacity of human
mesothelial cells is an age-independent consequehagraabdominal condition
most effective in patients without underlying imfieatory process. Evaluated
composite prosthetic mesh attenuates mesothddahdiytic activity however this
effect is not present in all the age groups. Comsetly its impact on reducing
postoperative adhesion cannot be simply explaingd tbe increase in
intraperitoneal fibrinolysis. In terms of adhesiprevention, anti-inflammatory
properties of above mentioned prosthetic mesh restafl by reduction of IL-6
observed in some of the age groups may be condidemeeficial. Dialysis fluid
Dianeal 1,36% enchanced fibrinolytic activity in soéhelial cells derived from
patients between 16-39 years old. The cultures ftoenyoungest patients were
characterized by the significant decrease in the PtAPA ratio independently on
the type of solution applied. Considering this ataaBon it may be concluded that
peritoneal fibrinolytic capacity impaired during rgical trauma is the most
effective and quickly reaches a balanced finakstathe youngest patients.
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