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ALFABETYCZNY WYKAZ SKROTOW STOSOWANYCH W TEKSCIE

ACEl (ang. angiotensin converting enzyme inhibitor) — inhibitor enzymu
konwertujgcego angiotensyne

CAPD (ang. continous ambulatory peritoneal dialysis) — ciggta ambulatoryjna dializa
otrzewnowa

DPO — diagnostyczne ptukanie otrzewnej

ELISA (ang. enzyme-linked immunosorbent assay) — test immunoenzymatyczny

GA (ang. grading of adhesions) — skala nasilenia zrostow

GR — skala nasilenia zrostéw Gawerky i Rozgi

IL — interleukina

MCP (ang. monocyte chemotactic protein) — chemotaktyczna proteina monocytéw
NAG — N-acetyloglukozamina

PAIl (ang. plazminogen activator inhibitor) — inhibitor aktywatora plazminogenu
PWE — ptyn wieloelektrolitowy

TF (ang. tissue factor) — czynnik tkankowy

TNF (ang. tumor necrosis factor) — czynnik martwicy nowotworu

tPA (ang. tissue plasminogen activator) — tkankowy aktywator plazminogenu



SPIS TRESCI

VI.
VII.
VIII.

WSTEP

I.1. Mezotelium otrzewnowe

I.2. Rys historyczny badan nad otrzewng

I.3. Fibrynogeneza i fibrynoliza wewnatrzotrzewnowa
I.4. Gojenie otrzewnej

[.5. Cytokiny

I.6. Zrosty otrzewnej

I.7. Zapobieganie powstawania zrostow

1.8. Plukanie jamy otrzewnej

1.9. N-acetyloglukozamina
CEL PRACY

MATERIAL | METODY

[11.1. Ocena zrostéw w obrebie jamy otrzewnowe;j

l11.2. Uzyskiwanie poptuczyn z jamy otrzewnowej

[11.3. Ocena ilo$ci komérek zapalnych w badanych poptuczynach
[11.4. Ocena rodzaju komérek zapalnych w badanych poptuczynach
[11.5. Ocena aktywnosci elastazy w badanych poptuczynach

[11.6. Pomiar cytokin MCP-1, TNF-q, IL-6 w badanych poptuczynach

[11.7. Ocena statystyczna

WYNIKI

IV.1. Ocena nasilenia zrostow pooperacyjnych

IV.2. Ocena odczynu komérkowego w jamie brzusznej
IV.3. Ocena aktywnosci elastazy

IV.4. Ocena nasilenia procesu zapalnego
DYSKUSJA

WNIOSKI
STRESZCZENIE
BIBLIOGRAFIA

SPIS TABEL | RYCIN



1. WSTEP

Zrosty otrzewnowe znane sg chirurgom od kilkuset lat. Pomimo ogromnego
postepu w medycynie i technikach chirurgicznych, nadal trapig one wielu lekarzy jako
jedno z najczestszych powiktan operacji w obrebie jamy brzusznej i miednicy
mniejszej. Powstajg one w konsekwencji regeneracji otrzewnej i wystepujg u 63-97%
chorych po laparotomiach [1-3], z czego by¢ moze 1/3 bedzie wymagata w przysztosci
hospitalizacji z powodu powiktan zrostéw [4-6]. Najczesciej nie dajg objawdw
klinicznych, jednak skutki ich obecnosci mogg by¢ powazne: niedroznos$¢ zrostowa
jelit, zespoty bolowe jamy brzusznej i miednicy mniejszej czy nieptodnosc¢ [7]. Szacuje
sie, iz 0,9-1,3% wszystkich przyje¢ na oddziaty ogdlnochirurgiczne jest
spowodowanych zrostowg niedroznoscig jelit [4], natomiast po analizie przyjec
ponownych — odsetek ten wzrasta do 3,8%-5,7% [6,8,9]. Ocenia sie, ze 3,3-4,1%
wszystkich laparotomii wykonuje sie z powodu niedroznosci przewodu pokarmowego
spowodowanej obecnoscig zrostéw [4], a same zrosty sg przyczyng 37,0-59,2%
niedroznosci przewodu pokarmowego [6]. Dlatego tak istotnym wydaje sie by¢
znalezienie odpowiedniego $rodka do $rédoperacyjnego ptukania jamy otrzewnowej,
w celu zapobiezenia powstawaniu zrostéw otrzewnowych i unikniecia zwigzanych z

nimi ciezkich powiktan.

1.1. Mezotelium otrzewnowe

Mezotelium jako btona surowicza tworzy wewnetrzng warstwe jamy brzusznej
(mezotelium otrzewnowe), jamy optucnowej oraz worka osierdziowego. We
wszystkich tych obszarach ma jednorodng budowe histologiczng, opisang po raz
pierwszy w 1863 roku przez Friedricha Daniela Von Recklinghausen’a [10]. W dalszych
rozwazaniach, dla uproszczenia, dla mezotelium otrzewnowego przyjeto nazwe
otrzewna lub mezotelium.

Otrzewna jest bogato unaczyniong i unerwiong btong, stanowigca
wewnetrzng warstwe Sciany jamy brzusznej. Sktada sie ona z dwdch warstw : czesci
podtrzymujgcej narzady jamy brzusznej — otrzewna trzewna, oraz czesci wyscielajgcej
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Sciane jamy brzusznej — otrzewna $cienna [11]. W swoim sktadzie posiada réznorodne
komorki, w tym: komorki mezotelialne, eozynofile, limfocyty, bazofile [12]. Jednym z
zadan otrzewnej jest ciggta produkcja i wchfanianie ptynu otrzewnowego, w zwigzku z
tym w przestrzeni wewnatrzotrzewnowej stale znajduje sie okoto 5-20ml
fizjologicznego ptynu, ktérego gtdwnym zadaniem jest nawilzanie powierzchni
otrzewnej oraz narzaddw znajdujacych sie wewnatrzotrzewnowo [13]. Takie
wtasciwosci umozliwiajg ciggte przemieszczanie sie narzaddw jamy brzusznej
wzgledem siebie [11]. Ponadto otrzewna petni istotng funkcje w ograniczaniu procesu
zapalnego rozwijajgcego sie w jamie brzusznej [8,10,14]. W praktyce klinicznej
wykorzystywana jest réwniez potprzepuszczalnosé otrzewnej, ktéra zapewnia
usuwanie toksyn mocznicowych, nadmiaru wody i elektrolitdw podczas dializy
otrzewnowe] [10]. Prawidtowa, niezaburzona funkcja mezotelium otrzewnowego
umozliwia utrzymanie homeostazy poprzez wymiane czgsteczek i cigglta produkcje
niewielkiej ilosci ptynu otrzewnowego, jednak kazdy proces chorobowy w obrebie
otrzewnej oraz przeprowadzanie dializy otrzewnowej moga te réwnowage zaburzyé
[10].

Pod wzgledem histologicznym otrzewna zbudowana jest z pojedynczej
warstwy komérek mezotelium utozonych na btonie podstawnej, pod ktérg znajduje
sie warstwa zbudowana z kolagenu, fibroblastéw, tkanki ttuszczowej, naczyn
krwionos$nych i limfatycznych [13]. Ludzkie komorki mezotelium otrzewnowego
podobne sg pod wzgledem budowy do pneumocytow Il typu, natomiast ptyn przez
nie wytwarzany pokrewny jest do pfucnego surfaktantu [15]. Wpykazano, ze
odpowiednio pobudzone komérki mezotelium zdolne sg do produkowania cytokin
prozapalnych IL-6 oraz IL-8 oraz czynnikdw chemotaktycznych, w ten sposéb
pobudzajg namnazanie leukocytéw oraz czasteczek adhezyjnych [16,17]. Sg one
rowniez odpowiedzialne za wytwarzanie substancji prokoagulogennych (czynnik
tkankowy — ang. tissue factor - TF) oraz za pobudzanie procesu fibrynolitycznego

poprzez produkcje tkankowego aktywatora plazminogenu (t-PA) [18].



1.2 Rys historyczny badan nad otrzewna

Pierwsze wzmianki na temat otrzewnej pojawity sie juz w starozytnym Egipcie
i Grecji, czemu dowodzi papirus Ebersa liczacy okoto 5 tysiecy lat [19]. Takze w
szkicach stynnego Galena mozna odnalez¢ notatki na temat otrzewnej [20]. W
nowozytnej medycynie tematyka otrzewnej zajmowali sie miedzy innymi Bichat i Von
Recklinghausen, ktorzy jako pierwsi opisywali jej budowe histologiczng —
odpowiednio w 1827 i 1862 roku [9]. Pojawienie sie mikroskopu elektronowego w
1931 roku pogtebito te wiedze. Réwnolegle wielu badaczy poszukiwato funkcji
fizjologicznych otrzewnej. W 1877 roku Wegner dokonat przetomowego odkrycia
funkcji transportowych otrzewnej, co zapoczgtkowato badania nad zastosowaniem
dializy otrzewnowej [20]. Po raz pierwszy taki rodzaj dializy u cztowieka zastosowat
Ganter w 1923 roku [19]. Jednak to Popovich i Moncrief w 1976 roku stworzyli
ostateczne zasady ciggtej dializy otrzewnowej.

Innym przetomowym odkryciem byto udowodnienie przebiegu mechanizmu
gojenia uszkodzen w obrebie otrzewnej. Pozwolito to zrozumiec istote powstawania

zrostéw otrzewnowych i odmiennos¢ gojenia otrzewnej w stosunku do gojenia skory.

1.3. Fibrynogeneza i fibrynoliza wewnatrzotrzewnowa

Fibrynogeneza jest procesem zamiany fibrynogenu we wtéknik (fibryne).To wtasnie
fibryna posiada zdolno$¢ wytwarzania mostkéw formujgcych zrosty otrzewnej.
Pierwszg taka aktywnos$¢ wykazuje juz 4 godziny po podraznieniu otrzewnej,
natomiast po 16-24 godzinach wystepuje szczyt aktywnosci fibrynogenetycznej [21].
Bezposrednio po urazie otrzewnej, czyli na przyktad po zabiegu operacyjnym,
nastepuje pobudzanie komodrek mezotelium do namnazania sie i produkowania
czynnika tkankowego (TF), ktéry stanowi sygnat inicjujgcy tzw. aktywnosé
prokoagulogenng [22].

Fibrynoliza jest procesem przeciwstawnym do fibrynogenezy, definiowana jako

rozpuszczanie widknika. Po raz pierwszy opisana zostata w 1893 roku przez Dastre’a



[11]. Dalsze badania nad wtéknikiem pozwolity na odkrycie w 1959 roku aktywnosci
fibrynolitycznej komodrek mezotelium [23]. Fibrynoliza okreslana jest jako
enzymatyczny proces kaskadowy, a najwazniejszym enzymem biorgcym udziat w tym
procesie jest plazmina. Powstaje ona pod wplywem pobudzania biatka
prekursorowego — plazminogenu przez tkankowy aktywator plazminogenu (t-PA) oraz
aktywator plazminogenu o typie urokinezy (u-PA) [24]. Innymi sktadowymi kaskady
fibrynolitycznej sa czynniki hamujace fibrynolize, czyli inhibitory aktywatora
plazminogenu (PAI-1, PAI-2, PAI-3), inhibitory plazminy (az-antyplazmina,
trombospondyna) [24,25]. Aktywnos$¢ powyzszych procesdw zalezna jest w duzej
mierze od lokalizacji komdrek mezotelium, a najwiekszg aktywnos¢ wykazuje w

obrebie otrzewnej pokrywajacej sie¢ wiekszg [26].

1.4. Gojenie otrzewnej

Istniejg rézne mechanizmy powodujgce uszkodzenie otrzewnej: urazy fizyczne
(na przyktad wywotane narzedziami chirurgicznymi lub osuszeniem tkanek),
chemiczne (talk z rekawiczek, roztwory do srédoperacyjnego ptukania otrzewnej)
oraz metaboliczne (zapalenie otrzewnej, niedokrwienie) [21,27]. Niezaleznie od
przyczyny uszkodzenia istotg mechanizmu jest przerwanie ciggtosci warstwy komaorek
mezotelium [27]. W ten sposdb nastepuje utrata naturalnej ,nieadhezyjnosci” tych
komodrek, co w konsekwencji prowadzi do tgczenia sgsiednich blaszek otrzewnej,
inicjujagc tym samym powstawanie zrostéw [21]. Jednym z pierwszych badaczy
zajmujacych sie tym procesem byt Raftery, ktdry na podstawie obserwacji populacji
szczuréw udowodnit, ze proces gojenia otrzewnej zachodzi inaczej niz w obrebie
skory [28]. Podczas gojenia skéry na brzegach rany trwa stopniowe namnazanie
komodrek naskérka, natomiast otrzewna regeneruje sie poprzez jednoczasowa
endotelializacje catej jej powierzchni, niezaleznie od powierzchni uszkodzenia [29].
Wedtug badan Rafterego po uszkodzeniu otrzewnej intensywne namnazanie
czynnikdw regeneracyjnych powoduje odbudowanie ubytku w przeciggu okoto 5-7
dni [28]. W kaskadzie tej uczestniczg rézne typy komorek wchodzgcych w sktad ptynu
otrzewnowego i otrzewnej: neutrofile, makrofagi, komoérki mezotelialne [30]. Kazde,
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nawet minimalne uszkodzenie komdrek mezotelium, wywotuje reakcje zapalng [28].
W zwigzku z tym, ze ptyn otrzewnowy zajmuje szeroka przestrzen, réwniez komorki
pobudzone do wywotania stanu zapalnego rozprzestrzeniajg sie tatwo, co sprawia, ze
proces regeneracyjny nie jest ograniczany do miejsca uszkodzenia otrzewnej [31]. W
inicjowanie procesu regeneracji otrzewnej zaangazowane sg mastocyty, ktére
wywotujg rozszerzenie naczyn otrzewnej i zwiekszenie ich przepuszczalnosci, co
prowadzi do gromadzenia wysieku bogatego w fibrynogen i uruchamiania kolejnych
etapow komodrkowych [32]. Bezsporny udziat w tworzeniu zrostéw majg rowniez
fibroblasty produkujace sktadniki macierzy miedzykomorkowej [29,33].

Juz po 12 godzinach od zranienia otrzewnej wokdét miejsca uszkodzenia
gromadzi sie witdknik oraz liczne komorki: leukocyty wielojgdrzaste, makrofagi,
granulocyty kwasochtonne i mastocyty [29]. W miare uptywu czasu komoérki te
zastepowane sg przez makrofagi, ktére uktadajg sie na formujgcym sie widkniku
[29,31]. Nastepnie pojawiaja sie pierwotne komorki mezenchymalne, ktére
przeksztatcajg sie w komdrki mezotelialne oraz fibroblasty [31]. Stopien tworzenia sie
widknika podczas regeneracji otrzewnej zalezny jest od aktywnosci proceséw
fibrynolitycznych, ktére doprowadzajg do rozpuszczenia ztogow fibryny i nie
dopuszczajg do powstania rozlegtych zrostéw. Zahamowanie proceséow
fibrynolitycznych sprzyja powstawaniu zrostéw otrzewnej [34]. Jednym z czynnikdw
posiadajgcych takie dziatanie jest rozlegte uszkodzenie tkanek oraz ich niedotlenienie
[31,35]. Wykazano, ze sposéb przeciecia otrzewnej ma réwniez znaczenie w jej
pdzniejszym gojeniu — ciecie wykonane skalpelem skutkuje mniejszymi zrostami niz
ciecie elektryczne [33]. RAwniez istniejg dowody wykazujgce, Zze pozostawienie
otrzewnej bez zszywania jej ogranicza proces powstawania zrostéw [35].

W przypadku prawidtowej aktywnosci fibrynolitycznej tworzenie witdknika
hamowane jest w ciggu pierwszych 72 godzin gojenia otrzewnej, a odbudowa
komoérek mezotelium trwa 5-7 dni [31,35]. Zaburzenia réwnowagi pomiedzy
procesem fibrynolizy i fibrynogenezy prowadzi do uformowania statych pasm
widknika, w obrebie ktorych dochodzi do angiogenezy i neurogenezy [31]. Obecnos$é
czuciowych zakonczen nerwowych w zrostach otrzewnej moze skutkowac zespotami

bolowymi jamy brzusznej i miednicy mniejszej [31].



I.5. Cytokiny

Powstawanie zrostéw otrzewnej S$cisle zwigzane jest z reakcja zapalng,
podczas ktérej uwalniane sg rézne cytokiny, miedzy innymi MCP-1, TNF-a oraz IL-6
[28,30,31]. Ich poziom jest wyznacznikiem nasilenia procesu zapalnego i moze
wskazywa¢ na tendencje do tworzenia zrostow otrzewnej [31]. TNF-a (czynnik
martwicy nowotworu a) jest cytoking wytwarzang gtéwnie przez makrofagi i
monocyty, a jego uwalnianie pobudza wytwarzanie wolnych rodnikéw, prowadzac do
fagocytozy oraz apoptozy komérek [36]. Kolejng cytoking wydzielang réwniez przez
makrofagi i monocyty jest IL-6 (interleukina 6). Dziata ona silnie prozapalnie,
stymulujac réznicowanie limfocytow B do komdrek plazmatycznych oraz aktywujac
wytwarzanie limfocytéw T i IL-1. Stymuluje réowniez produkcje biatek ostrej fazy [37].
Istotng w kaskadzie zapalnej cytoking jest rowniez MCP-1 (proteina chemotaktyczna
dla monocytéw 1), ktérej uwalnianie powoduje pobudzanie chemotaksji limfocytéw T
oraz monocytéw [38]. Mechanizmy reakcji zapalnej przebiegajgce u badanych
szczuréw zachodzg w podobny sposéb, jedynie budowa biochemiczna niektdrych

cytokin nieznacznie sie rézni od tych, ktdre wystepujg u cztowieka.

1.6. Zrosty otrzewnej

Zrosty wewnatrzotrzewnowe sg naturalnym efektem procesu gojenia
wewnatrz jamy brzusznej. Tworzg wtdkniste potfgczenia pomiedzy sSciang jamy
otrzewnej a organami znajdujgcymi sie w jej obrebie lub taczg organy, ktére
anatomicznie nie majg ze sobg potgczenia [21,32]. Zrosty sg zazwyczaj bogato
unaczynione oraz unerwione [21]. Najczesciej pozostajg bezobjawowe, jednak moga
rowniez mie¢ powazne skutki kliniczne: niedroznos¢ zrostowa jelit, zwezenie jelit,
utrudniony pasaz pokarmowy, bezptodnos¢, przewlekte zespoty boélowe brzucha i
miednicy mniejszej (wywotane prawdopodobnie zmniejszong ruchomoscig narzgdéw

w jamie brzusznej i miednicy), utrudnione warunki podczas reoperacji [6,7]. Zrosty



powstajg w konsekwencji regeneracji otrzewnej u 63-97% chorych po laparotomiach
[1-3]. 1/3 chorych moze by¢ w przysztosci hospitalizowana z powodu dolegliwosci
klinicznych wywotanych zrostami wewnatrzotrzewnowymi [4-6].

Stanowig one réwniez powazny problem socjoekonomiczny, pochtaniajac
znaczng cze$¢ budzetu zdrowotnego. Przyktadowo w Szwecji roczny koszt leczenia
pacjentéw ze zrostowg niedroznoscig jelita cienkiego wynosi okoto 13 milionéw USD
[4]. Ze wzgledu na utrzymujaca sie wage problemu wielu badaczy podejmuje préby

stosowania metod, ktére mogtyby zapobiegaé ich powstawaniu.

1.7. Zapobieganie powstawania zrostow

Pierwsze doniesienia na temat zrostéw wewnatrzotrzewnowych pojawity sie
w 1700 r. [39]. Jednak dopiero w XIX wieku problem ten rozpowszechnit sie ze
wzgledu na prezny rozwdj chirurgii. W 1872 roku Tomas Bryant jako pierwszy opisat
pacjenta z niedroznoscig jelita cienkiego wywotang obecnoscig zrostéw otrzewnej
[39].

Podstawg unikania tworzenia zrostow jest dbato$é o prawidtowg technike
operacyjng. Istotna jest jak najmniejsza traumatyzacja tkanek, co uzyska¢ mozina
przez zmniejszenie dostepu operacyjnego. Wykazano, ze po zabiegach wykonanych
technikg laparoskopowg wystepuje mniej zrostéw w pordwnaniu do techniki
klasycznej, dlatego trend chirurgii laparoskopowej wydaje sie byé stusznym [40].
Innymi istotnymi czynnikami w zapobieganiu zrostom sg rowniez: dbatos¢ o
hemostaze, zapobieganie wysychaniu tkanek, precyzyjne zblizanie do siebie tkanek
oraz stosowanie najmniej traumatyzujgcych nici chirurgicznych [41]. Udowodniono
rowniez wptyw stosowanych rekawic chirurgicznych — wedtug badan wykazano, ze
najrzadziej zrosty powstajg w przypadku uzywania rekawic bezlateksowych [42].

W 1880r. pojawity sie pierwsze doniesienia na temat stosowania rdznych
substancji zapobiegajgcych tworzeniu zrostow otrzewnej, takich jak: ptyn owodniowy,
otrzewna rekina, gumy, smary [43]. W ostatnich latach podejmowano préby
zapobiegania zrostom z uzyciem glikokortykosteroidéow, niesteroidowych lekéw

przeciwzapalnych, blokeréw kanatu wapniowego, roztwordow krystaloidéw (takich jak
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sol fizjologiczna czy ptyn Ringera), heparyny czy sSrodkéw nasilajgcych fibrynolize [44].
Jednak zadna z tych substancji nie okazata sie idealna. Przyktadowo ogdlnoustrojowe
podawanie heparyny ograniczato tworzenie zrostéw, ale jednocze$nie opdzniato
gojenie rany pooperacyjnej i zwiekszato ryzyko krwawienia [44]. Prowadzone s3
rowniez badania doswiadczalne i kliniczne majgce okresli¢ warto$é dootrzewnowego
podawania roztworéw wielkoczgsteczkowego dekstranu, poliwinylopyrolidonu,
adenozyny, fosfolipiddw czy polimeryzowanej glukozy [44]. Istniejg takze doniesienia
wykazujgce, ze simwastatyna wykazuje korzystny wptyw przeciw tworzeniu zrostéw
poprzez pobudzanie aktywnosci fibrynolitycznej [44]. Prawdopodobnie réwniez
stosowanie niektérych lekédw doustnych moze oddziatywaé na proces gojenia
otrzewnej. Na poziomie doswiadczen in vivo na modelach zwierzecych udowodniono
wptyw inhibitoréw enzymu konwertujgcego angiotensyne (ACEl) na ograniczenie
powstawania zrostéw otrzewnej [45]. Jedng z pierwszych substancji badanych pod
katem srdédoperacyjnego zastosowania w celach przeciwzrostowych jest kwas
hialuronowy [46]. Wykazano, ze ma on dziatanie przeciwzapalne i przeciwptytkowe,
ograniczajgc tym samym proces wytwarzania zrostéw [47-49].

Istnieje réwniez trend stosowania Srédoperacyjnych barier fizycznych
zawierajgcych substancje o potencjalnym dziataniu przeciwzrostowym. Przyktadem
takiej bariery moze by¢ Seprafilm, czyli degradowalna btona zbudowana z
karboksymetylocelulozy i kwasu hialuronowego lub Sepracoat, czyli hialuronian w
postaci zelu [50-52]. Podobny mechanizm dziatania wykazuje preparat Adept, bedgcy
roztworem ikodekstryny, ktérego zadaniem jest zapobieganie przylegania narzagdow

wewnatrzotrzewnowych w okresie okoto tygodnia po zabiegu operacyjnym [53].

1.8. Ptukanie jamy otrzewnej

Zabieg ptukania jamy otrzewnej jest powszechnie stosowany. Jego najczestsze
zastosowanie to: jako jeden z etapdow diagnostyki po urazach jamy brzusznej oraz w
trakcie laparotomii, jako procedura mechanicznie oczyszczajaca jame otrzewnowq z
bakterii, resztek krwi i tkanek oraz innych sktadnikéw, jak na przyktad tresci katowe;.
Preparatami stosowanymi w tym celu s3 miedzy innymi 0,9% roztwor NaCl, ptyn
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Ringera, czy ptyn wieloelektrolitowy PWE [54,55]. Plyny te pozytywnie wptywajg na
proces oczyszczania jamy otrzewnowej. Jednoczesnie istniejg  badania
potwierdzajace, ze pobudzajg one reakcje zapalng komdrek mezotelium oraz proces
tworzenia zrostdw wewnatrzotrzewnowych [55]. Wedtug badan Cwalinskiego soél
fizjologiczna wprowadzona do jamy otrzewnowe] zmienia jej Srodowisko pod
wzgledem fizykochemicznym i biochemicznym, nabierajgc cech roztworu o dziataniu
przeciwzapalnym i cytotoksycznym w stosunku do komodrek mezotelium [56].
Dostepne w literaturze badania wykazujg réwniez, ze niekorzystne dziatanie ptyndow
stosowanych do ptukania jamy otrzewnej jest zalezne od réznych czynnikéw, jak na
przyktad temperatura, osmolarnosé, tadunek elektryczny oraz czas ekspozycji [53-55].
Udowodniono, ze najbardziej optymalng do ptukania otrzewnej jest temperatura
niewieksza niz 37°C. Natomiast temperatura powyzej 40°C sprzyja powstawaniu
bardziej licznych i trwatych zrostéw wewnatrzotrzewnowych [56,57].

Do tej pory nie zbadano wptywu poszczegdlnych ptynéw na komorki
mezotelium i stymulacje zrostéw wewnatrzotrzewnowych w warunkach in vivo.
Dlatego istotne jest odnalezienie preparatu, ktéry wykazywatby obojetny wptyw na
komorki mezotelium i moégtby byé bezpiecznie stosowany podczas ptukania
otrzewnej. Jedng z substancji, ktéra potencjalnie mogtaby mieé takie dziatanie jest N-

acetyloglukozamina.

1.9. N-acetyloglukozamina

W ostatnich latach w literaturze medycznej coraz czesciej pojawiajg sie
doniesienia wskazujgce na pozytywny wptyw rdznych substancji w zapobieganiu
tworzeniu zrostow otrzewnej [58]. Szczegdlnie obiecujgce wyniki dotyczg N-
acetyloglukozaminy (NAG), ktdra jako monosacharyd bedgcy pochodng glukozy, jest
zwigzkiem szeroko rozpowszechnionym w organizmach zywych [59,60]. Pod
wzgledem chemicznym zbudowana jest z glukozaminy i kwasu octowego [61].
Najczesciej wystepuje w postaci polimeru bedgc wyjsciowym budulcem tworzacym

zwigzki niezwykle istotne do prawidtowego funkcjonowania organizmu [61,62]. W
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potaczeniu z kwasem N-acetylomuraminowym tworzy polimer budujgcy
peptydoglikan, ktéry wchodzi w sktad $ciany komdrkowej bakterii [61]. NAG jest
rowniez monomerem chityny budujgcej szkielety zewnetrzne stawonogéw oraz
wchodzacej w skfad sciany komérkowe] grzybéw, wodorostéw oraz niektérych
bakterii [61,63]. W potaczeniu z kwasem glukuronowym jest rowniez budulcem
kwasu hialuronowego, niezwykle istotnego i szeroko rozpowszechnionego w
organizmie zwigzku [62]. Struktura chemiczna kwas hialuronowego odkryta zostata i
opisana po raz pierwszy w 1934 roku prze Karla Meyera i Johna Palmera [58]. Od
tego czasu hialuronian zostat bardzo doceniony i szeroko rozpowszechniony w
medycynie i kosmetologii. Stosowany jest miedzy innymi w leczeniu choréb stawodw,
zespotu  suchego oka, ale réwniez jako skfadnik wielu kreméw
przeciwzmarszczkowych [64,65].

NAG w organizmie ludzkim jest niezbedny w transporcie miedzykomérkowym,
wspomaga rowniez funkcjonowanie uktadu immunologicznego, np. w odniesieniu do
wirusa HIV oraz nowotwordéw [64]. Jest rdwniez bardzo istotny w leczeniu pacjentéw
z chorobg zwyrodnieniowg stawdw — zmniejsza wyktadniki stanu zapalnego,
wspomaga regeneracje chrzastki stawowej oraz zwieksza ruchomos¢ stawdw [65].
Niedobory N-acetyloglukozaminy zwigzane sg rowniez z chorobami jelita grubego
(Colitis Ulcerosa oraz choroba Le$niowskiego-Crohna, rak jelita grubego) oraz
chorobami pecherza moczowego, najprawdopodobniej ze wzgledu na jego role w
funkcjonowaniu uktadu immunologicznego [64]. NAG odgrywa wazing role w
procesach gojenia, jednoczes$nie je przyspieszajagc i hamujgc nadmierny rozplem
tkanki tgcznej [63]. Dziatanie to dotyczy réwniez otrzewnej [58, 64]. Dlatego tez
wydaje sie byé celowa ocena przydatnosci NAG do ptukania jamy otrzewnej i
okreslenie jego wptywu na komodrki mezotelium i tworzenie zrostow
wewnatrzotrzewnowych.

Dotychczasowe badania wykazaty, ze rutynowo stosowane ptyny do ptukania
otrzewnej (roztwory jodopowidyny, roztwér glukozy, ptyn dializacyjny, roztwér 0,9%
NaCl) wptywajg niekorzystnie na strukture i metabolizm komdrek mezotelium,
nasilajgc powstawanie zrostow wewnatrzotrzewnowych [66,67]. Jednoczesnie
wiadomo, Ze uzupetnienie ptynu dializacyjnego hialuronianem powoduje

zmniejszenie wewnatrzotrzewnowego odczynu zapalnego i hamowanie rozrostu
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tkanki tacznej w otrzewnej [59,60,62]. Powyzisze doniesienia sktaniajg do
przeprowadzenia badan poréwnujgcych powszechnie stosowane do ptukania

otrzewnej substancje z ptynem zawierajgcym NAG.

14



CEL PRACY

Analiza wptywu wybranych preparatéw do ptukania srédoperacyjnego jamy

otrzewnowej na proces powstawania i resorpcji zrostéw sréodotrzewnowych.

Wptyw  dziatania
Srédotrzewnowych.
Ocena  wplywu

Srédotrzewnowych.

0,9% NaCl na

N-acetyloglukozaminy

proces

na

powstawania

powstawanie

zrostow

zrostow
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ill. MATERIAL | METODY

Badania wykonywano we wspodtpracy z Zaktadem Patofizjologii Uniwersytetu
Medycznego w Poznaniu, z wykorzystaniem $srodkdw technicznych pracowni Zaktadu.
Kierownikiem jego jest prof. dr hab. med. Andrzej Breborowicz. Materiat biologiczny
wykorzystywany podczas badan pobierany byt od 80 samcoéw szczuréw rasy Wistar o
masie ciata 320-530g (Ryc.1). Wszystkie zwierzeta biorgce udziat w eksperymencie
przez caty jego przebieg przebywaty w indywidualnych klatkach, posiadajac
swobodny dostep do paszy i wody (pasza standardowa, granulowana). Temperatura
panujaca w pomieszczeniach wynosita 20+/-2°C. Ze wzgledu na brak dostepu $wiatta
dziennego zapewniono automatyczne, cyklicznie zmieniajgce sie oswietlenie (co 12
godzin). Na cato$¢ badan przeprowadzanych na zwierzetach w latach 2008-2009
uzyskano odpowiednig zgode Lokalnej Komisji Bioetycznej do Spraw Doswiadczen na

Zwierzetach w Poznaniu (Uchwata nr 33/2007 z dnia 18.05.2007r.).

Ryc. 1 Szczury rasy Wistar biorgce udziat w eksperymencie.
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Catos¢ badan podzielono na 2 etapy:

A. Badania in vivo na szczurach, z oceng zrostow pooperacyjnych, po uprzednim,
mechanicznym urazie otrzewnej S$ciennej i ptukaniu jamy otrzewnowej
poszczegdlnymi ptynami (0,9% roztwdr NaCl, ptyn wieloelektrolitowy oraz
ptyn wieloelektrolitowy z dodatkiem NAG)

B. Ocena procesu zapalnego, fibrynogenetycznego i fibrynolitycznego w

poptuczynach uzyskanych z jamy otrzewnowej badanych szczuréw

We wstepnym etapie dokonano podziatu szczuréw na 4 grupy doswiadczalne.
Podziat wykonano losowo, przydzielajgc po 20 zwierzat do kazdej z grup. Grupy
oznaczono kolejnymi cyframi rzymskimi. W kazdej z grup wykonywano otwarcie jamy
brzusznej z wycieciem fragmentu otrzewnej o srednicy 6mm. Nastepnie, w zaleznosci

od ustalonej grupy, ptukano jame otrzewnowg badanym ptynem :

e Grupa l: grupa kontrolna (nie wykonywano ptukania otrzewnej)

e Grupa lI: ptukanie 0,9% NaCl

e Grupa lll: ptukanie ptynem wieloelektrolitowym Gambrosol trio (Gambro,
Szwecja)

e Grupa IV: ptukanie roztworem N-acetyloglukozaminy w ptynie

wieloelektrolitowym (40mmol/l)

Skfadniki

Gambrosol trio [g/l]

Sole nieorganiczne

CaCl,*2H,0 0,271

MgCl,*6H,0 0,054
NacCl 5,38
Inne

Mleczan sodu 4,72

Tabela 1. Sktad ptynu wieloelektrolitowego Gambrosol trio.

W kazdej z grup etap laparotomii oraz pobierania fragmentu otrzewnej przebiegat
identycznie. Przed wykonaniem laparotomii wszystkie zwierzeta zwazono - waga |

(Ryc.6). Zabieg wykonywany byt w znieczuleniu ogdlnym. Po wstepnej fazie usypiania
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za pomocg halotanu (eksykator z oparami halotanu) stosowano leki domiesniowe:

Fentanyl oraz Droperidol. Wstepny etap zabiegu obejmowat golenie skéry brzucha, a

nastepnie odkazanie skéry brzucha 70% etanolem. Zachowane byty wszystkie

obowigzujgce zasady aseptyki. Kolejne etapy zabiegu obejmowaty nastepujace

czynnosci:

1.

8.
9.
Catos¢

30min.

Przykrycie brzucha jatowa folig chirurgiczng oraz jatowg chustg chirurgiczng w
celu zachowania zasad aseptyki.

Wykonanie ciecia skérnego w linii posrodkowej ciata, 1 cm ponizej mostka.
Dtugos¢ ciecia wynosita 4cm.

Przeciecie miesni brzucha i otwarcie jamy otrzewnej. (Ryc.2)

Woyciecie fragmentu otrzewnej o srednicy 6mm, na przednio-bocznej, lewej,
wewnetrznej powierzchni $ciany brzucha. (Ryc.3)

Zeszycie powstatego ubytku otrzewnej $ciennej szwem ciggtym,
niewchtanialnym (monofilament 5-0).

Ptukanie jamy otrzewnej badanym ptynem (w zaleznosci od przynaleznosci do
badanej grupy). (Ryc.4)

Jednowarstwowe zeszycie powtok jamy brzusznej za pomocg szwu ciggtego
obejmujgcego otrzewng oraz warstwe miesniowq sciany brzucha. (Ryc.5)
Zamkniecie skdry brzucha za pomocg klamer skérnych.

Odkazenie rany pooperacyjnej za pomocg 70% etanolu.

zabiegu obejmowata czas 15-20min. Objawy znieczulenia ustepowaty po

Ryc.2 Otwarcie jamy brzusznej.
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Ryc.5 Jednowarstwowe zeszycie powtok brzusznych za pomocg szwu ciggtego.
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Nastepnym etapem pierwszej cze$ci doswiadczenia byto ponowne wykonanie
zabiegu operacyjnego. Sposréd kazdej z badanych grup losowo wybrano potowe
szczuréw i po uptywie 24 godzin od pierwszego zabiegu wykonano ponowng
laparotomie. U pozostatych zwierzat ponowng laparotomie wykonano po uptywie 14
dni od pierwszego zabiegu. Przed wykonaniem powtdrnej laparotomii ponownie

zwazono wszystkie badane szczury - waga Il (Ryc.6).

Ryc. 6 Przed pierwszg i drugg laparotomig dokonano oceny masy ciata badanych

szczurdow.

Przebieg powtdrnej laparotomii obejmowat kolejno:
1. Znieczulenie ogdlne z uzyciem halotanu (eksykator z oparami halotanu).
2. Po stwierdzeniu zatrzymania akcji serca otwarcie klatki piersiowej, a
nastepnie skrwawienie szczura poprzez otwarcie serca.
3. Otwarcie jamy brzusznej w linii rownolegtej, 2 cm od zagojonej rany
pooperacyjnej po pierwszej laparotomii.

4. Ocena zrostéw wewnatrz jamy brzuszne;j.
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lll.1. Ocena zrostéw w obrebie jamy otrzewnowej

Zrosty w obrebie jamy brzusznej oceniano za pomocg wybranych skal

zliczeniowych. Uzyte zostaty nastepujgce skale:

Skala zrostow wedtug klasyfikacji GA (Grading of adhesions) — pieciostopniowa skala
jakosciowa oceniajaca site powstatych zrostow:

0. Brak zrostéw (Ryc.7).

1. Zrosty oddzielajace sie pod wptywem sity ciezkosci.

2. Zrosty oddzielajace sie na tepo.

3. Zrosty oddzielajgce sie na ostro.

4. Zrosty z trudnoscig oddzielajgce sie na ostro.

Ryc.7. Brak zrostéow (0 wg klasyfikacji GA oraz GR)

Skala zrostow wedtug klasyfikacji GR (Gauwerky i Rozgi) — szesciostopniowa skala

jakosciowa:

0. Brak zrostow.

1. Pojedynczy, cienki, punktowy zrost z rang otrzewnej sciennej lub rang gtdwna.

2. Cienkie, nieliczne zrosty z rang otrzewnej $ciennej lub rang gtéwna, obejmujace
mniej niz 50% dtugosci rany. (Ryc.8)

3. Liczne zrosty obejmujace zaréwno rane otrzewnej Sciennej jak i rane gtowna.

4. Liczne zrosty obejmujgce oprdécz rany otrzewnej sciennej, jak i rany gtéwnej,
rowniez nieuszkodzong sciane jamy brzusznej.

5. Zrosty narzgdéw wewnetrznych.
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Ryc.8. Cienkie, nieliczne zrosty z rang otrzewnej S$ciennej lub rang gtowng,

obejmujgce mniej niz 50% dtugosci rany (2 w skali GR oraz GA)

lIl.2. Uzyskiwanie poptuczyn z jamy otrzewnowej

Po dokonaniu oceny nasilenia zrostow, nastepnym zaplanowanym etapem
byto uzyskanie poptuczyn z jamy otrzewnowej badanych szczuréw w celu oceny
procesu zapalnego, fibrynogenetycznego oraz fibrynolitycznego. Aby uzyskaé
poptuczyny do jamy otrzewnowej wlewano 20 ml ptynu Hanksa (Ryc.9), a nastepnie
odczekiwano 3 minuty. Po tym czasie ptyn zawarty w jamie brzusznej mieszano
poprzez delikatny masaz powlok brzusznych. Nastepnie za pomocg pipety
pasteurowskiej zbierano catg zawartos¢ ptynu znajdujacego sie w jamie brzusznej. W
uzyskanym ptynie oceniano ilosciowo komorki, a nastepnie wykonywano ich rozmaz

w celu oceny morfologicznej oraz ilosciowej poszczegdlnych typow leukocytéw.

Ryc.9. Ptyn Hanksa wlewany do jamy otrzewnowej.
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Ill.3. Ocena ilosci komérek zapalnych w badanych poptuczynach

Uzyskane poptuczyny poddane byly doktadnej analizie oceniajgcej ilos¢ oraz
rodzaj komérek zapalnych. W tym celu wykorzystano metode Bomskiego. Aby zliczyé
ilos¢ komodrek zapalnych uzyto komore Burkera. (Ryc.10) Komora Burkera ma
gtebokos¢ 0,1mm. Przedzielona jest siatkg tworzacg 9 duzych kwadratéw otoczonych
potréjnymi liniami, tworzacymi powierzchnie 1mm?. Objetoé¢ kazdego duzego
kwadratu wynosi 1/250ul. W obrebie kazdego duzego kwadratu znajduje sie 16
mniejszych kwadratéw otoczonych podwdjnymi liniami.

Aby otrzymac odpowiedni preparat do 50ul badanych poptuczyn dodawano
0,95ml odczynnika Turka (Aqua-Medica-tédz). W ten sposob uzyskiwano 10-krotne
rozcienczenie preparatu, wybarwienie jgder komérkowych leukocytéw oraz hemolize
ewentualnych erytrocytéw. Tak przygotowane poptuczyny przenoszono do prébowki
przykrytej korkiem i doktadnie mieszano. Nastepnie pobierano krople wymieszanego
preparatu i aplikowano jg do komory na nasuniete szkietko nakrywkowe. Odlegtos¢
miedzy szktem nakrywkowym a dnem komory Burkera wynosita 0,1mm. Po uptywie
3minut odpowiednio rozciefczona prébka wptywata pod szkietko nakrywkowe
wypetniajac wtasciwg czes¢ komory i powodujac osadzanie sie komodrek na dnie
komory.

Nastepnie przystepowano do procesu zliczania komérek . W tym celu
uzywano mikroskopu optycznego o powiekszeniu 150-200 krotnym, liczac ilos¢
komodrek w kazdym z 9 duzych kwadratéw. Aby uzyskaé¢ wiarygodng wartos¢ ilosci
komérek w 1 duzym kwadracie usredniono wynik pomiaru uzyskanego z 9
kwadratow. Nastepnie uzywano ponizszego wzoru w celu otrzymania ilosci komadrek

w 1ul poptuczyn.

Liczba krwinek w 1 pl = rozciericzenie/ n x p x h
n- liczba komorek na danej powierzchni siatki
p- powierzchnia w mm 2 na ktorej liczono krwinki
h- gtebokos$¢ komory’
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Ryc.10. Komora Burkera stuzgca do zliczenia ilosci komérek zapalnych.

I1l.4. Ocena rodzaju komérek zapalnych w badanych poptuczynach

W celu wykonania analizy rodzaju komdérek zapalnych w poptuczynach
wykonano rozmazy komdrkowe za pomocg cytowiréwki MPW 341 firmy MPW MED
Instruments (Warszawa, Polska). Wykorzystujagc site odsrodkowag uzyskano
rozwarstwienie preparatu i osadzenie komérek na dnie prébéwki. Po oddzieleniu
osadu komédrkowego od pozostatego ptynu wykonano rozmazy, czyli
cienkowarstwowe preparaty mikroskopowe. Nastepnie wykonywano barwienie
zmodyfikowang metodg May & Grunwalda & Giemsy. W sktad zestawu barwigcego
(Quick Panoptic Concentrated) firmy QCA (Hiszpania) wchodzity nastepujgce
odczynniki: roztwdr hexametylo-p-rosaniliny, bufor ksantynowy i tiazynowy.
Preparaty poddawano dokfadnemu osuszeniu, po czym zanurzano je kolejno w
odczynnikach barwigcych, rozpoczynajgc od roztworu hexametylo-p-rosanilinowego.
Czas barwienia dla kazdego odczynnika wynosit 10 sekund. Nastepnie preparaty
ptukano woda destylowang, osuszano w temperaturze pokojowej i przykrywano
szkietkiem nakrywkowym za pomocg balsamu kanadyjskiego. W kolejnym etapie
dokonano ocene mikroskopowg rozmazu. Wykorzystywano mikroskop sSwietlny,

ogladajgc preparaty za pomocyg obiektywu immersyjnego o 1000-krotnym
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powiekszeniu. W przygotowanych rozmazach oceniano morfologie komérek oraz
procentowy rozktad poszczegdlnych komoérek zapalnych:

e makrofagow

e limfocytéw

e eozynofili

e mastocytow

e neutrofili

III.5. Ocena aktywnosci elastazy w badanych poptuczynach

Kolejnym etapem badania poptuczyn byto okreslenie aktywnosci elastazy
leukocytéw. Oznaczen elastazy dokonywano bezposrednio po uzyskaniu preparatow
poptuczyn. W tym celu wykorzystano metode opisang przez Visser & Blout. Jako
substrat  zastosowano  N-t-butoksy-karbonyl-L  ester  nitrofenolu  kwasu
2-aminopropanowego (Sigma Chemical CO., USA), a do oznaczen uzyto ptytek
96-studzienkowych (Corning, USA). Uzyskane prébki inkubowano przez 10 minut w
temperaturze 25°C, w buforze Tris-HCL (Sigma Chemical CO., USA), 0,1 mol/L
(pH=7,8). W nastepnym etapie dodawano substrat w stezeniu 4 mmol/L,
rozpuszczony w sulfotlenku dimetylowym (DMSQ), (Sigma Chemical CO., USA). llos¢
uwalnianego w wyniku reakcji enzymatycznej p-nitrofenolu oceniano na podstawie
przyrostu absorbancji przy dtugosci fali 405 nm na spektrofotometrze Labsystem

Multiscan MCC/340, typ 347 (Helsinki, Finlandia).

.. Pomiar cytokin MCP-1, TNF-alpha, IL-6 za pomocg testow

immunoenzymatycznych ELISA typu ,,.Sandwich”.

Pomiary zostaty wykonane przy odpowiednich, dla kazdej cytokiny,
dtugosciach fal na spektrofotometrze. Stezenia oznaczone byty na podstawie

odpowiednich krzywych wzorcowych.
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Pomiar stezenia MCP-1 w badanych poptuczynach:

Stezenie MCP-1 w prébkach mierzono wykorzystujgc test firmy Biosource
International dla oznaczania szczurzego MCP-1 (KRC 1012, California, USA). W celu
oznaczenia zastosowano metode ELISA (test immunoabsorpcji enzymozaleznej), w
ktorej uzywa sie ptytek fabrycznie optaszczonych przeciwciatami specyficznymi dla
MCP-1. Pomiar wykonano wobec préby Sslepej przy dtugosci fali 450 nm na
spektrofotometrze Labsystem Multiscan MCC/340, typ 347 (Helsinki, Finlandia).

Stezenie MCP-1 w badanych prébkach okreslano na podstawie krzywej wzorcowe;j.

Pomiar stezenia szczurzego czynnika martwicy guza - a (TNFa) w badanych
poptuczynach:

Stezenie TNFa w probkach okreslano wykorzystujgc test firmy Biosource
International dla oznaczania szczurzego TNF-a (KRC 3013, California, USA). Zasadg
oznaczania byta metoda ELISA (test immunoabsorbancji enzymozaleznej), w ktorej
uzywano ptytki optaszczonej specyficznymi przeciwciatami, wigzgcymi szczurzy TNFa.
Powstaty kompleks zwigzany z peroksydazg reagujgcq z nadtlenkiem wodoru
powodowat powstanie barwnego produktu. Intensywnos$¢ zabarwienia jest
proporcjonalna do stezenia TNFa w probie. Pomiar wykonywano wobec préby slepej
przy dtugosci fali 450 nm na spektrofotometrze Labsystem Multiskan MCC/340, typ
347 (Helsinki, Finlandia). Stezenie TNFa w badanych prébkach okreslano na

podstawie krzywej wzorcowe;.

Pomiar stezenia interleukiny 6 (IL-6) w badanych poptuczynach:

Stezenie IL-6 w probkach wyznaczano za pomocg testu firmy Biosource
International dla oznaczania szczurzej IL-6 (KRC 0012, California, USA). Do oznaczenia
wykorzystano metode immunoabsorpcji enzymozaleznej (ELISA), w ktérej uzyto
ptytki optaszczone specyficznymi przeciwciatami, wigzgcymi szczurzg IL-6. Zgodnie z
zasadg tej metody powstaty kompleks zostaje zwigzany z peroksydazg, ktdra reagujac
z nadtlenkiem wodoru powoduje powstanie barwnego produktu. Intensywnosc

zabarwienia jest proporcjonalna do stezenia IL-6 w prdobie. Pomiar wykonywano
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wobec préby slepej przy dtugosci fali 450 nm na spektrofotometrze Labsystem

Multiskan MCC/340, typ 347 (Helsinki, Finlandia).

lll.7. Ocena statystyczna

Analizy statystycznej uzyskanych wynikdw dokonano przy uzyciu programu
komputerowego Statistica v. 7.0. Zmienne interwatowe przedstawiono w postaci
Sredniej i odchylenia standardowego. Zmienne porzagdkowe przedstawiono w postaci
mediany i rozstepu.

Zgodnos¢ zmiennych interwatowych z rozktadem normalnym sprawdzono przy
uzyciu testu Kotmogorowa-Smirnowa. Do analizy statystycznej uzyskanych w badaniu
wynikéw zastosowano nastepujgce testy: Manna Whitneya, Kruskala Wallisa oraz

test t-Studenta. Przyjeto poziom istotnosci a=0,05.
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IV. WYNIKI

IV.1. Ocena nasilenia zrostow pooperacyjnych:

Punktacja zrostow wedtug klasyfikacji GA

e Pordéwnanie wynikdw pomiedzy poszczegdlnymi grupami

Analiza statystyczna poréwnujaca zrosty oceniane w skali GA w 2. dobie po ptukaniu
otrzewnej nie wykazata istotnie statystycznych rdéznic pomiedzy poszczegdlnymi
grupami badanymi (Ryc.11). Podobny wynik uzyskano w 14. dobie po ptukaniu
otrzewnej (Ryc.12)
e Pordwnanie wynikow pomiedzy 2. a 14. dobg od laparotomii

Poréwnanie nasilenia zrostéw po 2 tygodniach réwniez nie wykazato istotnych
statystycznie rdéznic dla grupy | (grupa kontrolna), Il (ptukanie ptynem
wieloelektrolitowym) oraz IV (ptukanie NAG). Natomiast dla grupy Il (ptukanie NaCl)

wykazano istotnie statystyczne nasilenie zrostow (p<0,005) po 2 tygodniach (Ryc.13).

GA

2.5

15

0.5

kontrola NacCl pt. wieloelektrolitowy NAG

M 24h

Ryc. 11. Ocena nasilenia zrostéw (GA) po 24h od ptukania otrzewne;j.
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kontrola NacCl pt. wieloelektrolitowy NAG

12 tygodnie

Ryc.12. Ocena nasilenia zrostéw (GA) po 14 dobach od ptukania otrzewnej.

GA
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a p < 0,005
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kontrola NacCl pt. wieloelektrolitowy NAG

W 24h =2 tygodnie

Ryc.13. Poréwnanie nasilenia zrostéw (GA) po 24h i 2 tygodniach od ptukania

otrzewnej.
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Punktacja zrostow wedtug klasyfikacji GR
e Pordéwnanie wynikédw pomiedzy poszczegdlnymi grupami po 24h i 2

tygodniach od ptukania otrzewnej
Poréwnanie nasilenia zrostdw ocenianych wedtug skali GR nie przyniosto istotnych
statystycznie réznic pomiedzy poszczegdlnymi grupami badanymi zaréwno w 2.

Dobie (Ryc.14), jak i 2 tygodnie po wykonaniu ptukania otrzewnej (Ryc.15).

e Pordwnanie wynikow pomiedzy 2. a 14. dobg po laparotomii
Analiza zmiany nasilenia zrostéw w poszczegdlnych grupach wykazata nasilenie
zrostéw dla grupy Il, w ktérej wykonano ptukanie otrzewnej 0,9% NaCl (p<0,02). W
pozostatych grupach badanych nie uzyskano istotnie statystycznych réznic w

nasileniu zrostéw (Ryc.16).

GR

3.5

2.5

15

0.5

kontrola NaCl pt. wieloelektrolitowy NAG

W 24h

Ryc. 14. Ocena nasilenia zrostow (GR) po 24h od ptukania otrzewnej.
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GR

kontrola NacCl pt. wieloelektrolitowy NAG

12 tygodnie

Ryc. 15. Ocena nasilenia zrostow (GR) po 14 dniach od ptukania otrzewnej.

GR

p<0,02

kontrola NacCl pt. wieloelektrolitowy NAG

W 24h =2 tygodnie

Ryc.16. Poréwnanie nasilenia zrostéw (GR) po 24h i 2 tygodniach od ptukania

otrzewnej.



Ocena zrostow wedtug sumy klasyfikacji GR oraz GA
Ze wzgledu na brak réznic pomiedzy badanymi grupami zaréwno w ocenie zrostéow
wedtug skali GA jak i GR, poréwnano rowniez wyniki oceniajgc stopied nasilenia

zrostow wedtug sumy obu wyzej wymienionych skal.

e Pordéwnanie wynikdw pomiedzy poszczegdlnymi grupami po 24h i 2
tygodniach od ptukania otrzewnej
Analiza statystyczna nie przyniosta istotnych statystycznie réznic pomiedzy grupami

badanymi w 2. (Ryc.17) oraz 14. (Ryc.18) dobie po ptukaniu otrzewnej.

e Pordwnanie wynikdw pomiedzy 2. a 14. dobg po laparotomii
Test statystyczny nie wykazat istotnych statystycznie réznic pomiedzy zrostami w 2.
dobie i po 2 tygodniach bez ptukania, po ptukaniu ptynem wieloelektrolitowym i NAG.

Jedynie po ptukaniu NaCl istotnie wzrést poziom zrostéw (p<0,01). (Ryc.19)

GA+GR

kontrola NaCl pt. wieloelektrolitowy NAG

W 24h

Ryc. 17. Ocena nasilenia zrostow (GA+GR) po 24h od ptukania otrzewne;.
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kontrola NaCl pt. wieloelektrolitowy NAG
12 tygodnie

Ryc. 18. Ocena nasilenia zrostow (GA+GR) po 14 dniach od ptukania otrzewnej.

GA+GR
10
9 p<0,01
8
7
6
5
4
3
2
1
0
kontrola NacCl pt. wieloelektrolitowy NAG
W 24h =2 tygodnie

Ryc.19. Poréwnanie nasilenia zrostow (GA+GR) po 24h i 2 tygodniach od ptukania

otrzewnej.
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IV.2. Ocena odczynu komdérkowego w jamie brzusznej

e Pordéwnanie wynikdéw pomiedzy poszczegdlnymi grupami

Porédwnanie badanych grup pod wzgledem ilosci poszczegdlnych komédrek zapalnych

w 2. i 14. dobie po ptukaniu otrzewnej wykazato istotne statystycznie réznice (Ryc.20-

29):

o W 2. dobie po ptukaniu otrzewnej:

Poziom makrofagéw wyzszy w grupie Il niz w grupie Il
(p<0,02) (Ryc.20)

Poziom limfocytéw nizszy w grupie lll niz w grupie kontrolnej
(p<0,001) (Ryc.22)

Poziom mastocytédw wyzszy w grupie Il niz w grupie kontrolnej
(p<0,005) (Ryc.28)

Poziom mastocytéw wyzszy w grupie Il niz w grupie IV

(p<0,005) (Ryc.28)

o Po 14 dniach od ptukania otrzewnej:

Poziom makrofagdw wyzszy w grupie kontrolnej niz w grupie IV
(p<0,05) (Ryc.21)

Poziom limfocytow nizszy w grupie Il niz w grupie IV
(p<0,05) (Ryc.23)

Poziom eozynofili nizszy w grupie kontrolnej niz w grupie IV
(p<0,05) (Ryc.25)

Poziom mastocytéw nizszy w grupie kontrolnej niz w grupie IV
(p<0,002) (Ryc.29)

Poziom mastocytéw nizszy w grupie Il niz w grupie IV

(p<0,005) (Ryc.29)
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Ryc.

20. Ocena ilosci makrofagdéw po 24h od ptukania otrzewnej.
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Ryc. 21. Ocena ilosci makrofagdw po 2 tygodniach od ptukania otrzewne;.

35




35

30

25

20

15

10

Limfocyty

p < 0,001

kontrola NaCl pt. wieloelektrolitowy NAG

M 24h

Ryc. 22. Ocena ilosci limfocytow po 24h od ptukania otrzewnej.
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Ryc. 23. Ocena ilosci limfocytdw po 2 tygodniach od ptukania otrzewnej.
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Ryc. 24. Ocena ilosci eozynofili po 24h od ptukania otrzewnej.
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Ryc. 25. Ocena ilosci eozynofili po 2 tygodnie od ptukania otrzewnej.
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Ryc. 26. Ocena ilosci neutrofili 24h od ptukania otrzewnej.
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kontrola NacCl pt. wieloelektrolitowy NAG

2 tygodnie

Ryc. 27. Ocena ilosci neutrofili 2 tygodnie od ptukania otrzewne;j.
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Ryc. 28. Ocena ilosci mastocytdw 24h po ptukaniu otrzewnej.

Mastocyty

p <0,002

p < 0,005

kontrola

NacCl pt. wieloelektrolitowy NAG

2 tygodnie

Ryc. 29. Ocena ilosci mastocytéw 2 tygodnie po ptukaniu otrzewnej.




Poréwnanie wynikdw pomiedzy 2. a 14. dobg po laparotomii

Wykonano analize zmian iloSciowych poszczegdlnych komdrek zapalnych w kazdej z

badanych grup (Ryc.30-34). Uzyskane wyniki istotne statystycznie:

o Grupa kontrolna: zmniejszenie poziomu limfocytéw (p<0,02) (Ryc.31)

oraz wzrost poziomu neutrofili (p<0,0005) (Ryc.33)

o Grupa lll: spadek poziomu makrofagdéw (p<0,00005) (Ryc.30), wzrost

poziomu eozynofili (p<0,02) (Ryc.32), wzrost poziomu neutrofili

(p<0,0005) (Ryc.33), wzrost poziomu mastocytéw (p<0,005) (Ryc.34)

o Grupa IV: zmniejszenie poziomu makrofagéw (p<0,0001) (Ryc.30),

wzrost poziomu eozynofili (p<0,005) (Ryc.32),

wzrost poziomu

neutrofili (p<0,005) (Ryc.33), wzrost poziomu mastocytéw (p<0,005)

(Ryc.34)
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Ryc. 30. Poréwnanie ilosci makrofagdw po 24h i 2 tygodniach od ptukania otrzewnej.
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Ryc. 31. Poréwnanie ilosci limfocytdw po 24h i 2 tygodniach od ptukania otrzewnej.

Eozynofile
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Ryc. 32. Poréwnanie ilosci eozynofili po 24h i 2 tygodniach od ptukania otrzewnej.
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Ryc. 33. Poréwnanie ilosci neutrofili po 24h i 2 tygodniach od ptukania otrzewne;.

Mastocyty

p < 0,005 p <0,005

kontrola NacCl pt. wieloelektrolitowy NAG

W 24h =2 tygodnie

Ryc. 34. Poréwnanie ilo$ci mastocytéw po 24h i 2 tygodniach od ptukania otrzewnej.
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IV.3. Ocena aktywnosci elastazy

e Pordéwnanie wynikdw pomiedzy poszczegdlnymi grupami
Test badajacy roznice aktywnosci elastazy pomiedzy badanymi grupami, nie wykazat
réznic istotnych statystycznie zaréwno w 2. (Ryc.35) jak i 14. (Ryc.36) dobie po

ptukaniu otrzewnej
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Ryc. 35. Ocena aktywnosci elastazy 24h po ptukaniu otrzewne;.
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Ryc. 36. Ocena aktywnosci elastazy 2 tygodnie od ptukania otrzewnej.

e Pordwnanie wynikow pomiedzy 2. a 14. dobg po laparotomii
Nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic miedzy aktywnoscig elastazy w 24.
godzinie i po 2 tygodniach w zadnej z grup, jednakze po ptukaniu NAG obserwowang

tendencje do wzrostu aktywnosci elastazy (p=0,074287). (Ryc.37)
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Ryc. 37. Poréwnanie aktywnosci elastazy po 24h i 2 tygodniach od ptukania

otrzewnej.

IV.4. Ocena nasilenia procesu zapalnego.

Poziom IL-6
e Pordwnanie wynikow pomiedzy poszczegdlnymi grupami
Test statystyczny wykazat istotne réznice miedzy badanymi grupami pod wzgledem
poziomu IL-6 w 24. godzinie (p<0,05) (Ryc.38) oraz w 14. dobie po ptukaniu
otrzewnej (p<0,0001) (Ryc.39):
e po 24 godzinach (Ryc.38):
e nizszy poziom w grupie lll (ptyn wieloelektrolitowy) w stosunku do
grupy kontrolnej (p<0,02)
e nizszy poziom w grupie lll w stosunku do grupy IV (NAG) (p<0,02)
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Ryc. 38. Ocena poziomu IL-6 po 24h od ptukania otrzewnej.

e po 2 tygodniach (Ryc.39):
e wyziszy poziom w grupie Il (0,9%NaCl) niz w grupie kontrolnej
(p<0,00001)
e wyzszy poziom w grupie IV (NAG) niz w grupie kontrolnej (p<0,05)
e nizszy poziom w grupie IV (NAG) niz w grupie Il (0,9%NaCl)
(p<0,005)
e nizszy poziom w grupie lll (ptyn wieloelektrolitowy) niz w grupie Il

(0.9%NaCl) (p<0,0001)
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Ryc. 39. Ocena poziomu IL-6 po 2 tygodniach od ptukania otrzewne;.

e Pordéwnanie wynikéw pomiedzy 2. a 14. dobg po laparotomii (Ryc.40)
Analiza statystyczna oceniajgca zmiane poziomu IL-6 w okresie 2 tygodni w kazdej z
badanych grup wykazata nastepujgce zaleznosci istotne statystycznie:
e spadek poziomu IL—6 w grupie kontrolnej (p<0,02),
e wzrost poziomu IL—6 w grupie Il (ptukanie 0,9% NaCl)(p<0,0001).

W pozostatych grupach nie uzyskano wynikdéw istotnych statystycznie.
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Ryc. 40. Poroéwnanie poziomu IL-6 po 24h i 2 tygodniach od ptukania otrzewne;.

Poziom MCP

e Porédwnanie wynikdw pomiedzy poszczegdlnymi grupami
Test statystyczny nie wykazat istotnych réznic miedzy poziomem MCP w badanych
grupach w 24. godzinie (Ryc.41). Natomiast analiza wynikéw uzyskanych w 14. dobie
po ptukaniu wykazata istotnie nizszy poziom MCP w grupie ptukanej 0,9% NaCl

(p<0,02) (Ryc.42).
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Ryc. 41. Ocena poziomu MCP po 24h od ptukania otrzewnej.
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Ryc. 42. Ocena poziomu MCP po 2 tygodniach od ptukania otrzewnej.
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e Pordéwnanie wynikdéw pomiedzy 2. a 14. dobg po laparotomii (Ryc.43)
Analiza statystyczna zmiany poziomu MCP w ciggu 2 tygodni wykazata istotnie
statystyczny spadek poziomu we wszystkich badanych grupach. Uzyskano
nastepujgce wartosci: grupa kontrolna — p<0,0001, grupa Il (NaCl) — p<0,000001, ,
grupa Il (ptyn wieloelektrolitowy) — p<0,005, grupa IV (NAG) — p<0,0001)
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Ryc. 43. Porownanie poziomu MCP po 24h i 2 tygodniach od ptukania otrzewnej.

Poziom TNF

e Pordwnanie wynikdw pomiedzy poszczegdlnymi grupami
Test statystyczny sprawdzajacy réznice pomiedzy poszczegdlnymi grupami w 2. dobie
po ptukaniu otrzewnej wykazat istotnie nizszy poziom TNF w grupie kontrolnej
(p<0,05) (Ryc.44) Natomiast po 2 tygodniach od ptukania otrzewnej nie wykazano

istotnie statystycznych réznic pomiedzy poszczegdlnymi grupami (Ryc.45).
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Ryc. 44. Ocena poziomu TNF po 24h od ptukania otrzewnej.
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Ryc. 45. Ocena poziomu TNF po 2 tygodniach od ptukania otrzewne;.




e Pordéwnanie rdznic pomiedzy 2. a 14. dobg po laparotomii (Ryc.46)
Analiza statystyczna sprawdzajgca réznice pozioméw TNF w kazdej z grup pomiedzy

poziomem po 14 dniach i 24 godzinach od ptukania otrzewnej nie wykazata zadnych

istotnie statystycznych rdznic.
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Rycina 46. Poréwnanie poziomu TNF po 24h i 2 tygodniach od ptukania otrzewnej.
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V. DYSKUSJA

Ptukanie jamy otrzewnowej jest szeroko stosowang procedurg i ma
dowiedzione korzysci, zapewniajgc miedzy innymi mechaniczne oczyszczanie z toksyn
czy bakterii. Nie sg jednak w petni poznane jego konsekwencje na podfozu
komoérkowym. Dotychczasowe badania in vitro wskazujg wrecz, ze mogg mie¢ one
niekorzystny wptyw na komérki mezotelium, pobudzajgc powstawanie zrostow [66-
68]. Do tej pory brakuje pewnych, opartych na powtarzalnej metodyce badan
dotyczacych wptywu ptukania otrzewnej poszczegdlnymi substancjami w warunkach
in vivo.

Gtéwnym zadaniem $rédoperacyjnego ptukania otrzewnej jest toaleta jamy
brzusznej oraz mechaniczne oczyszczenie z depozytdw tkankowych, bakterii oraz
toksyn. Dodatkowo pozwala ono na nawilzanie komdrek mezotelium, co zapobiega
wysychaniu otrzewnej, ktére jest jednym z czynnikdw predysponujgcych do
pdZniejszego powstawania zrostéw otrzewnej [68]. Potencjalnie jest wiec procedurg
o korzystnym dziataniu. Nie nalezy jednak zapominaé o tym, ze ptyny stosowane
powszechnie do tej procedury majg udowodniony niekorzystny wptyw na metabolizm
i mechanizmy obronne komérek mezotelium. Badania Winckiewicza potwierdzity
wiele watpliwosci dotyczgcych stosowania powszechnie uzywanych do ptukania jamy
otrzewnowej ptynéw. Wedtug badan przez niego przeprowadzonych w warunkach in
vitro sél fizjologiczna oraz ptyny dializacyjne (zwfaszcza wzbogacone o glukoze)
niekorzystnie wptywajg na strukture i metabolizm komodrek mezotelium
otrzewnowego, jak réwniez zaburzajg réwnowage ukfadu fibrynogenetycznego i
fibrynolitycznego. [66] Aby w petni oceni¢ dziatanie powyzszych ptynéw celowe byto
wykonanie badan w warunkach in vivo. Doswiadczenie takie wykonat Cwalinski,
wykazujac, ze 0,9% NaCl podczas wewnatrzotrzewnowej inkubacji in vivo nabiera
cech roztworu o dziataniu prozapalnym i cytotoksycznym do komodrek mezotelium.
Udowodnit on, ze sél fizjologiczna nie jest w rzeczywistosci substancjg fizjologiczna.
Wprowadzenie jej do przestrzeni wewnatrzotrzewnowej wywiera wptyw na zmiane
lokalnego srodowiska, poniewaz zwieksza potencjat hiperosmotyczny, i zmniejsza pH,
tym samym pobudzajgc stres komérkowy oraz depresje funkcjonalng komorek

mezotelialnych. Dopiero w kolejnym etapie zachodzi proces wyrdwnania gradientu
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stezen i odzyskanie pierwotnych wtasciwosci ptynu wewnatrzotrzewnowego. Jednak
W czasie tego procesu wewnatrz komdrek mezotelium rozwija sie proces zapalny i
cytotoksyczny [69].

Dotychczasowe badania wykazaty, ze niekorzystne dziatanie poszczegdlnych
substancji zalezy od wielu czynnikéw, miedzy innymi od odczynu stosowanego do
ptukania roztworu, jego temperatury, osmolarnosci, tadunku elektrycznego oraz
czasu ekspozycji [69,70]. Wedtug doswiadczen przeprowadzonych przez Kappasa
najbardziej optymalna do ptukania otrzewnej jest temperatura niewieksza niz 37°C.
Udowodnit on, Ze ptukanie otrzewnej ptynami w zakresie 30-40°C powoduje
powstawanie nietrwatych zrostéw otrzewnej, ktore ulegajg najczesciej resorpcji w
ciggu 12 godzin. Natomiast temperatura powyzej 40°C sprzyja powstawaniu bardziej
nasilonych i trwatych zrostéw wewnatrzotrzewnowych [57]. Ochronnym dziataniem
wobec powstawania zrostow jest jak najnizsza temperatura stosowanych do ptukania
ptyndw, nalezy jednak pamieta¢ o niebezpieczenristwie wychtodzenia organizmu
podczas zabiegu operacyjnego i odpowiednio wywazyé ryzyko i korzysci obnizania
temperatury stosowanego ptynu. Dlatego ogdlnie przyjeta, najbardziej bezpieczng, a
zarazem wywotujgcg niewielki efekt wywotujagcy powstawanie zrostdw jest
temperatura 37°C. Jest zatem bardzo istotne, aby bardzo doktadnie kontrolowa¢
temperature ptynéw stosowanych do sréodoperacyjnego ptukania otrzewnej. Z tego
powodu podczas omawianego doswiadczenia temperatura badanych ptyndéw
wynosita standardowo 37°C.

Kolejnym udowodnionym czynnikiem wptywajagcym na niekorzystny efekt
ptukania otrzewnej jest obecno$¢ w plynie glukozy, co mozina szczegdlnie
zaobserwowac¢ podczas CAPD. Glukoza, oprécz bezposredniego negatywnego
dziatania na metabolizm komodrek mezotelium, powoduje takze niekorzystny efekt
glikozylacji biatek wewnatrzotrzewnowych. Réwniez produkty nieenzymatycznego
rozpadu glukozy (GPD) wywotujg silnie toksyczne dziatanie wobec komodrek
mezotelium, zmniejszajgc ich potencjat proliferacyjny [48,71].

Preparatem, z ktdrym obecnie wigze sie najwieksze nadzieje jest roztwor
N-acetyloglukozaminy. Wedtug badan Potubinskiej w warunkach przewlektej dializy
otrzewnowej suplementacja ptynu dializacyjnego hialuronianem powoduje

zmniejszenie wewngatrzotrzewnowego odczynu zapalnego i jednoczesnie hamuje
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rozrost tkanki tgcznej w otrzewnej. [49] Dlatego wifasnie w naszych badaniach
postanowilismy szczegdlnie skupié¢ sie na ocenie wptywu tej substancji na komaérki
mezotelium w modelu in vivo. Dotychczas wiadomo, ze zastgpienie w ptynie
dializacyjnym glukozy przez NAG powoduje zmniejszenie poziomu glukozy we krwi
badanych zwierzat, co jest szczegdlnie cennym dziataniem u pacjentéw chorujacych
na cukrzyce. Ponadto NAG wywiera wptyw przeciwzapalny na komérki mezotelium,
co w konsekwencji ogranicza powstawanie zrostdw pooperacyjnych. Zastosowanie
ptukania otrzewnej ptynem z dodatkiem NAG wptywa réwniez znaczaco na wzrost
stezenia kwasu hialuronowego w jamie otrzewnowej. Kwas hialuronowy ma
natomiast udowodniony wptyw na zapobieganie powstawaniu zrostow
wewnatrzotrzewnowych [67].

Dlatego tez przedstawione powyzej dostepne w literaturze wyniki aktualnych
badan zachecajg do zastgpienia powszechnie stosowanego do ptukania otrzewnej
rotworu 0,9% NaCl przez inny preparat, o dziataniu pozytywnym lub chociaz
obojetnym w stosunku do komdrek mezotelium. Taka substancjg potencjalnie

mogtby zosta¢ NAG.

Ocena zrostow otrzewnej w klasyfikacji GA i GR

Przedstawione badania wykazaty jedynie istotng zmiane nasilenia zrostow w
grupie szczuréw, u ktérych wykonywano pfukanie otrzewnej za pomocg soli
fizjologicznej. W tej grupie ptukanie powodowato znaczgce nasilenie zrostéw
ocenianych zaréwno w skali GR, jak i GA. Wyniki te stanowig potwierdzenie doniesien
innych autordw [58]. Pomimo, ze inne badane substancje nie wywieraty istotnego
wptywu na tworzenie zrostéw, mozna zaobserwowaé pewne tendencje w wynikach,
wskazujgcego miedzy innymi zmniejszenie nasilenia zrostéw w grupie, w ktorej
wykonano ptukanie roztworem NAG. Takich wynikédw nie mozina uznaé¢ za
wartosciowe ze wzgledu na brak istotnosci statystycznej. Mogg one jednak zachecac
do prowadzenia dalszych badan oceniajgcych wptyw ptukania otrzewnej NAG.
Szczegdlnie warto rozwazy¢ przeprowadzenie analogicznych badan w oparciu o
wiekszg grupe badang. Mozliwe, ze to spowodowatoby, ze widoczne tu tendencje

zyskatyby istotnos¢ statystyczna.
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W celu uzyskania silniejszych wynikdw wykonano réwniez analize statystyczna
opartg na pofaczeniu wynikéw uzyskanych w obu skalach zliczeniowych powstatych
zrostow. Jednak w tym przypadku réwniez wykazano wptyw jedynie w grupie, w
ktorej  zastosowano ptukanie 0,9% NaCl. Potwierdzity sie rdéwniez powyzej
wspomniane tendencje dla grupy, w ktérej wykonano pfukanie NAG. Wyniki te
zachecajg do przeprowadzenia szerzej zakrojonych badan, opartych na liczniejszych

grupach badanych.

Ocena ilosci komoérek zapalnych

W tej czesci badan oczekiwano wynikéw, ktére mogtyby wykaza¢ wptyw
réoznych substancji uzywanych do ptukania otrzewnej na rozktad ilosciowy
poszczegdlnych komodrek zapalnych (limfocytdw, makrofagdéw, eozynofili, neutrofili).
Uzyskane wyniki wykazujg jednak bardzo podobne rezultaty we wszystkich badanych
grupach. Istotny wzrost poziomu neutrofili w grupie kontrolnej, Il (ptyn
wieloelektrolitowy) i IV (NAG) oraz podobne tendencje w grupie Il (0,9% NacCl)
wskazujg, iz badane substancje mogg nie wykazywaé ochronnego dziatania w
stosunku do otrzewnej. Nalezy jednak zwrdci¢ uwage na wyniki dotyczace ilosci
makrofagéw, ktére majg udowodniony duzy wptyw na formowanie sie zrostéw
otrzewnej. Jedynymi substancjami, ktére powodowaty istotne zmniejszenie ilosci
makrofagéw w badanych rozmazach byty ptyn wieloelektrolitowy i NAG. Potwierdza

to spodziewany korzystny efekt ptukania otrzewnej preparatami zawierajgcymi NAG.

Ocena poziomu elastazy

Pomimo, ze przedstawione wyniki nie wykazaty znaczgcych zmian poziomu
elastazy pod wptywem ptukania otrzewnej poszczegdlnymi ptynami, ponownie
uzyskano interesujgce tendencje. Po ptukaniu otrzewnej roztworem NAG poziom
elastazy znacznie wzrdst, uzyskujgc warto$é bliskg istotnosci statystycznej
(p=0,074287). Wynik ten sugeruje, ze zwiekszenie grupy badanej mogtoby
potwierdzi¢ istotnos¢ tego testu. Powyzszy wynik potwierdza stusznos$¢ badan nad
NAG, wskazujac na to, ze zwigzek ten moze mieé¢ pozytywny wptyw na komorki

mezotelium.
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Ocena poziomu cytokin zapalnych

Wyniki uzyskane w tej czesci doswiadczenia wskazujg wyraznie na
niekorzystny wptyw soli fizjologicznej, ktdra nasila proces zapalny w obrebie
otrzewnej. Stanowi to potwierdzenie danych dostepnych w literaturze [50,58].
Analiza wptywu pozostatych substancji wskazuje na brak ich przewagi nad grupa

kontrolna.

Powyzsze wyniki wykazujg neutralny lub nawet pozytywny wptyw roztworu NAG na
komorki mezotelium. Ptyn ten nie powoduje nasilenia zrostow oraz reakcji zapalnej
badanych poptuczyn jamy otrzewnowej, ponadto wptywa na istotne zmniejszenie
poziomu makrofagdéw, ktére majg udowodniony wptyw na formowanie sie zrostéw
wewnatrzotrzewnowych. Wyniki uzyskane w przedstawionych badaniach zachecaja
do zmiany powszechnie przyjetych zasad procedury ptukania otrzewnej. Ze wzgledu
na dowiedziony niekorzystny wptyw 0,9% NaCl na nasilenie zrostéw pooperacyjnych
oraz reakcje zapalng preparat ten powinien zostaé zastgpiony przez inng substancje.
Powyzsze badania wykazaty obojetny wptyw roztworu NAG. Dlatego, przy znajomosci
doniesien na temat korzystnych efektdw N-acetyloglukozaminy, zachecajg one do
stosowania jej podczas ptukania otrzewnej oraz prowadzenia dalszych doswiadczen

nad tym preparatem.
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VL.

WNIOSKI

Ptukanie jamy brzusznej roztworem soli fizjologicznej powoduje nasilenie

pooperacyjnych zrostdw wewnatrzotrzewnowych.

Czysty ptyn wieloelektrolitowy lub ten sam ptyn z dodatkiem NAG (40mmol/I)
wykazuje mniejsze dziatanie prozrostowe w obrebie jamy otrzewnowej

szczurow niz roztwor 0,9% NacCl.
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VII.  STRESZCZENIE

Srédoperacyjne ptukanie otrzewnej jest powszechnie stosowanym zabiegiem
majgcym na celu mechaniczne oczyszczenie jamy otrzewnowej. Wykorzystywane sg
w tym celu rézne preparaty, ktére mogg mie¢ jednoczesnie negatywny wptyw na
hemostaze jamy otrzewnowej, powodujgc nasilenie proceséw zapalnych oraz
fibrynogenetycznych, a przez to powstawanie zrostow otrzewnej. Dlatego bardzo
istotne jest znalezienie preparatu, ktéry nie posiada negatywnego wplywu na
rownowage otrzewnej i mogtby byé bezpiecznie stosowany do ptukania otrzewne;.

W przedstawionym badaniu podjeto prébe oceny wptywu rdézinych
preparatéw do pfukania otrzewnej na proces powstawania i resorpcji zrostow
Srédotrzewnowych.

W tym celu poréwnano przydatnosc¢ i bezpieczenstwo ptukania otrzewnej za pomoca
N-acetyloglukozaminy, soli fizjologicznej oraz ptynu wieloelektrolitowego.

Materiat biologiczny wykorzystany do badan pobierany byt od 80 szczurdw,
ktdre we wstepnym etapie badania zostaty losowo podzielone na 4 grupy. W kazdej z
grup, po uprzednim mechanicznym urazie otrzewnej sciennej, wykonano ptukanie
jamy otrzewnowej badanym ptynem: grupa | — grupa kontrolna (nie wykonywano
ptukania otrzewnej), grupa Il — ptukanie 0,9% NaCl, grupa lll — ptukanie ptynem
wieloelektrolitowym, grupa IV — ptukanie roztworem N-acetyloglukozaminy w ptynie
wieloelektrolitowym. W kolejnym etapie sposrdod kazdej z badanych grup wybrano
losowo potowe szczurdow i po uptywie 24 godzin od pierwszego zabiegu operacyjnego
wykonano ponowng laparotomie. U pozostatych zwierzat kolejna laparotomia
wykonana byta po uptywie 14 dni od pierwszego zabiegu operacyjnego. Podczas
drugiej laparotomii dokonano oceny zrostéw w obrebie jamy otrzewnowej
wykorzystujgc skale zrostéw wedtug klasyfikacji Gauwery i Rézgi (GR) oraz Grading of
adhesions (GA). W kolejnym etapie badania dokonano oceny procesu zapalnego,
fibrynogenetycznego i fibrynolitycznego w poptuczynach uzyskanych z jamy
otrzewnowej badanych szczuréw.

Analiza wynikéw oceny zrostdw pooperacyjnych nie wykazata istotnych

statystycznie réznic pomiedzy poszczegdlnymi grupami. Jednak ptukanie otrzewnej za
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pomocg 0,9% NaCl spowodowato nasilenie zrostéw po 2 tygodniach w skali GA oraz
GR.

Ocena ilosciowa komoérek zapalnych po 2 tygodniach wykazata spadek liczby
limfocytow oraz wzrost liczby neutrofili w grupie kontrolnej, brak istotnych
statystycznie zmian po ptukaniu 0,9% NaCl, spadek poziomu makrofagéw, wzrost
liczby eozynofili, neutrofili oraz mastocytéw po ptukaniu ptynem wieloelektrolitowym
oraz po pfukaniu NAG. Ocena procesu zapalnego wykazata wyzszy niz w innych
grupach poziom IL-6 po ptukaniu solg fizjologiczna.

Przedstawione badania pozwalajg oceni¢ 0,9% NaCl jako preparat
niekorzystnie wptywajgcy na komarki mezotelium, wptywajacy na wzrost nasilenia
zrostdbw oraz procesu zapalnego w jamie otrzewnowej. Natomiast ptyn
wieloelektrolitowy oraz NAG nie wykazujg wptywu na powyzsze procesy. W zwigzku z
tym celowe jest zastgpienie w codziennej praktyce 0,9% NaCl ptynami o mniejszej
toksycznosci. Stuszne sg réwniez dalsze badania nad NAG jako srodkiem, ktory
potencjalnie modgtby sta¢ sie preparatem powszechnie stosowanym do

Srodoperacyjnego ptukania otrzewnej.
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SUMMARY

Intraoperative peritoneal lavage is a widely used procedure which aims at
mechanical cleansing of the peritoneal cavity. Various substances are available for
this purpose. Unfortunately, many of them may also have a negative effect on the
hemostasis of the peritoneal cavity. Mechanical lavage may cause a greater intensity
of inflammation and fibrinogenesis resulting in peritoneal adhesions. Therefore, it is
imperative to find an optimal substance that does not have a negative impact on the
peritoneum’s balance and can be safely used for peritoneal rinsing.

The study attempts to assess the impact of various fluids for peritoneal lavage
on the process of intraperitoneal adhesion formation and resorption. Special focus is
placed upon the usefulness and safety of peritoneal rinsing with N-acetylglucosamine
(NAG), saline, and dialysis fluid.

Biological sample material used for the tests was collected from 80 rats. The
rats were randomly divided into 4 groups during the initial stage of the study. After
mechanical injury to the parietal peritoneum, peritoneal lavage was performed using
a different fluid type for each study group: Group | - control group (no peritoneal
rinsing was performed), Group Il - 0.9% NaCl rinse, Group Il - dialysis fluid rinse, and
Group IV - a solution of N-acetylgucosamine (NAG) and dialysis fluid rinse). Half of the
rats were then randomly chosen from each of the study groups and 24 hours post-
initial surgery an additional laparotomy was performed. In the remaining rats, a
laparotomy was performed 14 days post-initial surgery. During the second
laparotomy, adhesions within the peritoneum were assessed using the Gauwerky and
Rozgi (GR) and Grading of adhesions (GA) classification scales. The final stage
assessed the severity of inflammation, fibrinolysis and fibrinogenesis in lavage fluid
obtained from the peritoneal cavity of the rats.

Analysis of post-operative adhesions assessment results did not show any
statistically significant differences between the groups. However, peritoneal washing
with 0.9% NaCl resulted in an increase of adhesions after 2 weeks on a GA and GR
scale.

A quantitative assessment of inflammatory cells after 2 weeks showed a

decrease in the number of limphocytes and an increase in the number of neutrophils
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in the control group. There were no statistically significant differences after lavage
with 0.9% NaCl, while an increased number of neutrophils, monocytes and
eosinophils and a decreased number of macrophages was noted after lavage with
NAG solution and dialysis fluid. Severity of inflammation and IL-6 level was observed
to be highest in the group where 0.9% NaCl was used.

Results showed that 0.9% NaCl adversely affects the mesothelial cells by
affecting growth through increasing the severity of inflammation and adhesions in
the peritoneal cavity. However, the dialysis fluid and NAG had no effect on these
processes. Therefore, it is recommended to replace the daily practice of 0.9% NaCl
fluids with those that are less toxic, such as NAG solution or dialysis fluid. Further
research should be conducted on NAG and assessing its use as a potential standard

agent for intraoperative peritoneal lavage.
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IX. SPIS TABEL | RYCIN
Rycina 1. Szczury rasy Wistar biorgce udziat w eksperymencie.

Rycina 2. Otwarcie jamy brzusznej.

Rycina 3. Wyciecie fragmentu otrzewnej sciennej o Srednicy 6mm.

Rycina 4. Ptukanie jamy otrzewnowej badanym roztworem.

Rycina 5. Jednowarstwowe zeszycie powtok brzusznych za pomocg szwu ciggtego.
Rycina 6. Przed pierwszg i drugg laparotomia dokonano oceny masy ciata badanych
szczuréw.

Rycina 7. Brak zrostow (0 wg klasyfikacji GA oraz GR)

Rycina 8. Cienkie, nieliczne zrosty z rang otrzewnej $ciennej lub rang gtéwna,
obejmujgce mniej niz 50% diugosci rany (2 w skali GR oraz GA).

Rycina 9. Ptyn Hanksa wlewany do jamy otrzewnowej.

Rycina 10. Komora Burkera stuzgca do zliczenia ilosci komaérek zapalnych.

Rycina 11. Ocena nasilenia zrostéw (GA) po 24h od ptukania otrzewne;j.

Rycina 12. Ocena nasilenia zrostéw (GA) po 14 dobach od ptukania otrzewne;.
Rycina 13. Poréwnanie nasilenia zrostéw (GA) po 24h i 2 tygodniach od ptukania
otrzewnej.

Rycina 14. Ocena nasilenia zrostéw (GR) po 24h od ptukania otrzewne;j.

Rycina 15. Ocena nasilenia zrostéw (GR) po 14 dniach od ptukania otrzewne;.
Rycina 16. Poréwnanie nasilenia zrostéw (GR) po 24h i 2 tygodniach od ptukania
otrzewnej.

Rycina 17. Ocena nasilenia zrostéw (GA+GR) po 24h od ptukania otrzewne;j.
Rycina 18. Ocena nasilenia zrostéw (GA+GR) po 14 dniach od ptukania otrzewne,;.
Rycina 19. Poréwnanie nasilenia zrostéw (GA+GR) po 24h i 2 tygodniach od ptukania
otrzewnej.

Rycina 20. Ocena ilo$ci makrofagdw po 24h od ptukania otrzewne;j.

Rycina 21. Ocena ilosci makrofagdw po 2 tygodniach od ptukania otrzewne;.
Rycina 22. Ocena ilosci limfocytéw po 24h od ptukania otrzewne;j.

Rycina 23. Ocena ilosci limfocytéw po 2 tygodniach od ptukania otrzewnej.

Rycina 24. Ocena ilosci eozynofili po 24h od ptukania otrzewne;.

Rycina 25. Ocena ilosci eozynofili po 2 tygodnie od ptukania otrzewne;j.
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Rycina 26. Ocena ilosci neutrofili 24h od ptukania otrzewnej.

Rycina 27. Ocena ilo$ci neutrofili 2 tygodnie od ptukania otrzewnej.

Rycina 28. Ocena ilo$ci mastocytdéw 24h po ptukaniu otrzewne;j.

Rycina 29. Ocena ilo$ci mastocytéw 2 tygodnie po ptukaniu otrzewne;.

Rycina 30. Poréwnanie ilo$ci makrofagéw po 24h i 2 tygodniach od ptukania
otrzewnej.

Rycina 31. Porédwnanie ilosci limfocytdw po 24h i 2 tygodniach od ptukania otrzewne;.
Rycina 32. Poréwnanie ilosci eozynofili po 24h i 2 tygodniach od ptukania otrzewne;j.
Rycina 33. Porédwnanie ilosci neutrofili po 24h i 2 tygodniach od ptukania otrzewne;j.
Rycina 34. Poréwnanie ilo$ci mastocytow po 24h i 2 tygodniach od ptukania
otrzewnej.

Rycina 35. Ocena aktywnosci elastazy 24h po ptukaniu otrzewne;j.

Rycina 36. Ocena aktywnosci elastazy 2 tygodnie od ptukania otrzewnej.

Rycina 37. Poréwnanie aktywnosci elastazy po 24h i 2 tygodniach od ptukania
otrzewnej.

Rycina 38. Ocena poziomu IL-6 po 24h od ptukania otrzewne;.

Rycina 39. Ocena poziomu IL-6 po 2 tygodniach od ptukania otrzewne;j.

Rycina 40. Poréwnanie poziomu IL-6 po 24h i 2 tygodniach od ptukania otrzewnej.
Rycina 41. Ocena poziomu MCP po 24h od ptukania otrzewnej.

Rycina 42. Ocena poziomu MCP po 2 tygodniach od ptukania otrzewne;.

Rycina 43. Poréwnanie poziomu MCP po 24h i 2 tygodniach od ptukania otrzewnej.
Rycina 44. Ocena poziomu TNF po 24h od ptukania otrzewnej.

Rycina 45. Ocena poziomu TNF po 2 tygodniach od ptukania otrzewnej.

Rycina 46. Poréwnanie poziomu TNF po 24h i 2 tygodniach od ptukania otrzewnej.

Tabela 1. Sktad ptynu wieloelektrolitowego Gambrosol trio 10.
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