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Ocena biozgodnosci 0,9% roztworu NaCl jako plynu stosowanego do

plukania jamy brzusznej podczas zabiegéw chirurgicznych.

Roztwor 0.9% NaCl nazywany sola fizjologiczng jest powszechnie stosowany do
ptukania jamy brzusznej podczas zabiegow chirurgicznych. Jednak sklad tego ptynu
W znacznym stopniu rozni si¢ od charakterystyki ptynow ustrojowych. St¢zenie sodu i chloru
pozostaje W stosunku réwnomolowym, odpowiednio 154 mmol [Na'] i 154 mmol [CI]
w 1000 ml, z osmolalnos$cig szacowang na okoto 308 mOsm/l, wyzsza niz osmolalnos¢
surowicy . Z kolei brak buforow powoduje, ze pH tego roztworu ma odczyn kwasny i waha
si¢ w zakresie 5.5 do 6.0. Bioragc pod uwage ze $rodowisko wewnatrzotrzewnowe jest
uktadem dynamicznym, a btona otrzewnowa posiada cechy blony polprzepuszczalnej sol
fizjologiczna moze poprzez swoj hipertoniczny charakter wptywaé¢ na zmiany gradientu
elektrochemicznego. Ponadto wewnatrzotrzewnowa infuzja soli wigze si¢ z wystepowaniem
niekorzystnych zmian biologicznych m.in. zaburzeniem aktywnos$ci fibrynolitycznej,
nasileniem generacji wolnych rodnikow oraz wzrostem syntezy prozapalnych cytokin.
Wiyniki poprzednich badan in vitro sugeruja, ze ekspozycja mezotelium otrzewnowego na
0,9% NaCl moze by¢ jedna z przyczyn powstawania zrostow otrzewnowych.

Celem przeprowadzonych w niniejszej pracy badafh byla ocena zmian sktadu 1 bio-
zgodnosci soli fizjologicznej po wprowadzeniu tego roztworu do jamy brzusznej. Zakres
prowadzonych prac zaprojektowano z uwzglednieniem detekcji kluczowych zmian
zachodzacych zarowno w srodowisku in vitro jak i in vivo z wykorzystaniem modelu
zwierzecego oraz ludzkiego mezotelium.

W pierwszym etapie badan opartym na modelu zwierzgcym, u szczuréw rasy Wistar,
oceniano zmiany sktadu i whasciwosci roztworu 0.9% NaCl podczas jego inkubacji in vivo
w jamie otrzewnowej. W kolejnej czgséci eksperymentu oceniano wplyw pobranych z jamy
brzusznej szczuréw probek pltynu na czynno$¢ szczurzych komoérek mezotelialnych
hodowanych w warunkach in vitro.

W etapie drugim oceniano wplyw 0.9% NaCl na czynno$¢ ludzkich komorek
mezotelialnych w hodowli in vitro. Badano efekt pobranego ex vivo ptynu z drenazu jamy
brzusznej wykonanego podczas laparoskopowej cholecystectomii  na ludzkie komorki
mezotelialne.

Czterogodzinna inkubacja soli fizjologicznej w $rodowisku wewnatrzotrzewnowym
szczurdw ujawnila zmiang¢ pH od wartos$ci $redniej pH 6,81 do 7,56 pod koniec eksperymentu
oraz postgpujacy wzrost stezenia biatka catkowitego, elastazy oraz prozapalnych cytokin:
MCP-1, TGFB oraz VEGF. Stezenia wybranych elektrolitow w badanym ptynie cechowata
tendencja do wyrownywania poziomoéw w kierunku ich wyjsciowych stezen w surowicy.
Zmianie ulegt rowniez profil komorkowy z wyraznym odsetkowym wzrostem populacji
makrofagéw i granulocytow kwasochtonnych oraz regresem populacji limfocytow.

Nastgpnie prowadzone in vitro hodowle szczurzych komoérek mezotelialnych
poddano ekspozycji na probki pobranego ex vivo w kolejnych interwatach czasowych
roztworu 0.9% NaCl. Stwierdzono postgpujacy wzrost stezenia MCP-1 oraz spadek natezenia



proliferacji komorkowej proporcjonalny do czasu wewnatrzotrzewnowej inkubacji ptynu
Z danej probki.

W drugim etapie badan ludzkie komorki mezotelialne eksponowano na ptyn
uzyskany podczas srodoperacyjnego ptukania jamy otrzewnej. Pobrane probki podzielono na:
czyste - przezroczyste (n1= 18), z hemolizg matego stopnia (n,=9), z hemoliza duzego stopnia
(n3=9) oraz probki zawierajace zot¢ (ny=4). Po 24-godzinnej inkubacji odnotowano tendencje
wzrostowg produkcji interleukiny 6 we wszystkich grupach komorek mezotelialnych
poddanych dziataniu plynu drenazowego, przy czym dla mezotelium  hodowanego
w srodowisku zawierajgcym ptyn ,.czysty”  produkcja IL6 byta wyzsza niz w grupie
kontrolnej. Z kolei najwigksze stezenie PAI-1 obserwowano w grupie eksponowanej na ptyn
zawierajacy zOt¢. Wzrost syntezy tPA obserwowano w mezotelium hodowanym w probce ze
sladowa hemolizg oraz zawierajacej zot¢, jednakze zmiany te nie byly statystycznie istotne.
Natomiast proliferacja komodrkowa byla najwicksza w obu grupach kontrolnych
zawierajagcych odpowiednio medium hodowlane oraz standardowy 0,9% roztwér NaCl.
Najnizszy poziom wzrostu mezotelium odnotowano w hodowli zawieszonej w ptynie
zawierajacym zot¢.

Obecnos¢ 0,9% NaCl w srodowisku wewnatrzotrzewnowym zmienia
srodowisko pod wzgledem fizykochemicznym oraz biologicznym. W miar¢ wydhluzania czasu
ekspozycji dochodzi wyrdwnania gradientu stezen jondw po obu stronach btony otrzewnowe;j
oraz normalizacji pH roztworu. Jednoczes$nie dochodzi do rozwoju stanu zapalnego, czego
konsekwencja jest spadek lokalnej aktywnos$ci fibrynolitycznej, wzrost produkcji wolnych
rodnikow 1 prozapalnych cytokin. Zmianie ilosciowej i jako$ciowej ulega rowniez populacja
komoérek obecna w $rodowisku wewnatrzotrzewnowym.  Podsumowujac, w S$wietle
powyzszych rozwazan soli fizjologicznej nie mozna uzna¢ za roztwor catkowicie biozgodny.

Stowa kluczowe: zrosty otrzewnowe, blona otrzewnowa, komorki mezotelialne, reakcja
zapalna.



Biocompatibility of 0,9% NacCl solution as a liquid used to intraperitoneal

dwell during surgical procedures.

Solution of 0,9% NaCl called normal saline is commonly used to wash out peritoneal
cavity during surgical procedures. However the composition of this fluid differs essentially
from body liquids. The osmolity of normal saline is slightly higher (308 mOsm/l) with
concentration both sodium and chloride in equal molar relation, respectively [Na'] 154
mmol/l and [CI] 154 mmol/Il.

Moreover 0,9%NaCl solution is deprived any buffers, therefore the pH remains acidic
with average value 5,5 -6. Take into consider that intraperitoneal environment is characterized
by many dynamic reactions and peritoneal membrane presents semipermeable properties
0,9% NaCl infusion may through its hypertonic composition change local electrochemical
gradient. Normal saline induces also many biological disadvantages, such as depression of
fibrinolytic activity, increase of free radicals generation and determine proinflammatory
cytokines synthesis. The outcoms of previous researches suggest that the exposition of
mesothelial cells to 0,9% NaCl solution may lead to peritoneal adhesions formation.

The aim of the present study was evaluation how biocompability and composition of
the 0,9% NaCl solution is changing during its dwell within the abdominal cavity. Aera of
interest included in vivo experiments on rat model and in vitro observations on primary
cultures of human peritoneal mesothelial cells.

At the first stage of study based on rats model alterations of composition and
properties 0,9% NaCl solution during its intraperitoneal incubation were evaluated. The next
part of investigation examined the impact of fluid samples obtained after intraperitoneal
infusion on primary cultures of rat’s peritoneal mesothelium.

The second stage of research depended on observation the effects of 0,9% NaCl
solution on primary human mesothelial cells. It was evaluated the impact of fluid samples
obtained after peritoneal lavage during laparoscopic cholecystectomy on human mesothelium
within in vitro environment.

Four hours observation revealed that value of the fluid’s pH during incubation
changed from 6,81 to 7,56 at the end of experiment. At the same time fluids protein
concentration, proinflamatory cytokine level (MCP-1 , TGFB and VEGF ) and elastase

activity were gradually elevated. Concentration of select electrolytes: sodium and chloride
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tend to equalization towards their normal plasma level. There was also observed increase of
cells conut as well as their morphological differentiation: amount of macrophages and
eosinophils were extended whereas percentage of lymphocytes was reduced. Subsequently
rat’s mesothelial cells maintained in in vitro culture were incubated with fluid samples
obtained after various time of dwell in the peritoneal cavity. The outcoms revealed gradually
increasing MCP-1 level and suppressing proliferation of the mesothelial cells with
proportional effect to the dwell time.

In the second part of study primary human mesothelial cells were exposed on fluid
samples obtained after intraperitoneal lavage during surgical procedure. Collected samples
divided into four grups: clear — pellucid (n;= 18), low intensity of haemolysis (n,=9), large
intensity of haemolysis (n3=9) and samples with bilirubin (ns=4). After 24 hours examination
level of interleukin 6 was increasing among each cultures of mesothelium incubated with fluid
samples obtained after peritoneal dwell. In addition to synthesis of this cytokine within the
cell population placed in “clear” fluid samples tended to be higher in comparison to control
cells group. Simultaneously the highest concentration of PAI-1 characterized mesothelial
cells exposed to the fluid with bile and furthermore intensity of tPA synthesis was extremely
elevated within mesothelial cultures treaded with fluid samples containing small amount of
blood and bile, these alterations however did not differ statistically. Proliferation of
mesothelial cells was exceedingly stimulated by conventional culture medium and standard
0,9% NaCl solution. Concurrently cells growth was definitely suppressed after incubation
with fluid containing vestige of bile.

Normal saline introduced into abdominal cavity modify biological and
physicochemical features of intraperitoneal environment. During intraperitoneal incubation
0,9%NaCl solution its composition approximated to body fluids properties: pH and
electrolytes undergo gradual normalization, but simultaneously this fluid may initiate local
inflammation and induce cytotoxic effect on mesothelial cells. In clinical routine influence of
0,9NaCl solution on mesothelial cells depends to a large degree on local contaminants such as

hemoglobin or bile.

Key words: peritoneal adhesions, peritoneal membrane, mesothelial cells, immunological
reaction



Wstep

1.Struktura i czynno$¢ otrzewnej. Funkcje mezotelium otrzewnowego.

Pod wzgledem anatomicznym otrzewna stanowi cienka, dwublaszkowa, btone
surowicza wyscielajaca $ciany jamy brzusznej i pokrywajaca narzady wewngtrzne [1,2].
Blaszka zewngtrzna tj. otrzewna S$cienna (peritoneum parietale) tworzy  jednolita,
wewngetrzng warstwe §ciany jamy brzusznej i miednicy mniejszej, r0zciggajac si¢ az na
przepong. Schodzac dosrodkowo z tylnej $ciany brzucha oraz ze $cian miednicy tworzy
otrzewng trzewna (peritoneum viscerale, blaszka wewnatrzna) obejmujaca narzady jamy
brzusznej [1,2,3]. W miejscu, w ktorym otrzewna $cienna przechodzi w otrzewng trzewna,
powstaje dwublaszkowe pasmo tacznotkankowe nazywane krezka, stanowigce mechaniczne
rusztowanie dla narzadu. Krezka zapewnia ochrone poprzez wyksztalcenie btony surowiczej
jak réwniez tworzy podtoze dla szeregu naczyn i widkien nerwowych zaopatrujacych jelito
[2,3].

W kontekécie rozwoju zrostow istotng role pelni stosunek przestrzenny miedzy
otrzewng trzewna, a narzadami jamy brzusznej. Na bazie tego podzialu wyrdzni¢ mozna
narzady potozone wewnatrzotrzewnowo takie jak zotadek, opuszka dwunastnicy, jelito czcze
i krete, katnica z wyrostkiem robaczkowym, poprzecznica, esica, gorna czgs¢ odbytnicy oraz
macica. W grupie narzagdow potozonych pozaotrzewnowo wyrdznia si¢ nerki, nadnercza,
trzustke oraz pozostate odcinki dwunastnicy. Wreszcie istnieje grupa organdéw potozonych
pierwotnie wewnatrzotrzewnowo, ktora w trakcie rozwoju osobniczego zyskata wtorne
potozenie pozaotrzewnowe, nalezg tu: pecherz moczowy, Srodkowa czes¢ odbytnicy,
wstepnica 1 okreznica zstepujaca. Lokalizacja danego narzadu moze mie¢ kluczowe znaczenie
podczas ewentualnego leczenia operacyjnego, wpltywajac na pdzniejsze ryzyko powiktlan.
Decyduje ona o rodzaju dostgpu operacyjnego, a tym samym o stopniu traumatyzacji tkanek.
Pod tym wzgledem najkorzystniejsze wydaje si¢ by¢ potozenie pozaotrzewnowe [2,3].

Otrzewna pokryta jest nabtonkiem mezotelialnym o zmiennej grubosci od 0,6 do
2um [4]. Komorki leza na cienkiej blonie oddzielonej od btony podstawnej naczyn
wlosowatych warstwa tkanki §rodmigzszowej o grubosci okoto 2-3 mm [4,5]. Szacuje si¢ ze
powierzchnia otrzewnej wynosi okoto 1,7 — 2,2 m? , jednak obecno$¢ mikrokosmkow
w warstwie  luminalnej komorek mezotelialnych zwigksza potencjalng powierzchnie

wymiany do 40 m? [4,6,7,8]. Taka budowa decyduje o duzych mozliwosciach resorbcyjno-
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dyfuzyjnych, co wykorzystywane jest m.in. w dializie otrzewnowej [4,9]. Moze jednak
pogarsza¢ rokowanie w sytuacjach toczacych si¢ patologii, zwlaszcza w zapaleniu, kiedy
duza powierzchnia chtonna stanowi otwarte wrota dla inwazji bakteryjnej [10,11].

Ze wzgledu na swoja budowe 1 wlasciwosci otrzewna spetnia szereg kluczowych
funkcji. Przede wszystkim zapewnia stabilny uktad przestrzenny, stanowi podpore narzadow
jamy brzusznej, chronigc je przed urazami mechanicznymi i co najistotniejsze umozliwia
wzajemne, bezkolizyjne ruchy sasiadujgcych ze soba organow [1,2,3]. Jest to mozliwe dzieki
obecno$ci w jamie otrzewnej niewielkiej (20 — 100 ml) ilosci ptynu przesigkowego przez co
obie blaszki - zewnetrzna i wewnetrzna przesuwaja si¢ wzglgdem siebie bez tarcia [3,8].
Ponadto otrzewna koordynuje prawidlowe funkcjonowanie narzadéow, tworzy dla nich
optymalne $§rodowisko, a w sytuacjach zagrozenia minimalizuje skutki powstalych patologii
[1,12]. Dzigki dobremu unerwieniu kazdy uraz otrzewnej, niezaleznie od jego charakteru
(mechaniczny, termiczny, biologiczny itp.) powoduje zespdt objawow tzw. objawow

otrzewnowych sugerujacych powazng chorobg wewnatrzbrzuszng [10,11,13].

2. Patogeneza urazu otrzewnej. Mechanizmy regeneracji otrzewnej i mezotelium.

Lokalny stan zapalny jest wspOlnym mianownikiem oddzialywania szeregu
czynnikow bezposrednio uszkadzajacych otrzewna. Zar6wno uraz mechaniczny powstaly
w trakcie procedur inwazyjnych jak i1 biologiczny bedacy efektem infekcji drobnoustrojowe;
lub reakcji alergicznej indukuje miejscowg odpowiedz zapalng [14,15,16]. Sekrecja
mediatorow zapalnych m.in. czynnika martwicy nowotworow alfa (ang. tumor necrosis factor
alfa, TNFa) , interleukiny-1 (ang. interleukin-1, IL-1), interleukiny-6 (ang. interleukin-6, IL-
6), interleukiny-8 (ang. interleukin-8, IL-8), eikozanoidow (prostacykliny, prostaglandyn,
leukotrienow), tlenku azotu (ang. nitric oxide, NO) oraz wazoaktywnych peptydow
(serotoniny 1 histaminy) zwigksza przepuszczalnos¢ naczyn i dziata chemotaktycznie dla
leukocytow, przede wszystkim makrofagow [16,17,18]. W obszarze zapalnym odnalez¢
mozna takze granulocyty obj¢tnochtonne, komorki tuczne oraz elementy uktadu dopelniacza
[8, 14, 19]. Suma powyzszych zjawisk prowadzi do fagocytozy komorek martwych
i uszkodzonych, rozktadu macierzy miedzykomorkowej z udzialem metaloproteinaz oraz

generacji wolnych rodnikéw [19,20,21]. Stan zapalny begdacy nastgpstwem samego urazu



moze zosta¢ spotegowany poprzez dodatkowe czynniki zewngtrzne takie jak obecno$é¢
bakterii, z6kci czy tresci jelitowe.

Wraz z nasileniem procesu zapalnego i postepujgcym uszkodzeniem naczyn dochodzi
do aktywacji uktadu hemostazy [20,22]. Formowaniu pierwotnego czopu ptytkowego
towarzyszy indukcja osoczowego ukladu krzepnigcia, przede wszystkim jego
zewnatrzpochodnego szlaku, zwigzanego z bezposrednim uszkodzeniem komorek
I nastepczym wyzwalaniem czynnika tkankowego (ang. tissue factor, TF) [23,24]. Poprzez
czynnik VII czynnik tkankowy aktywuje czynnik X stanowigcy wspolny element sprzegajacy
oba (zewnatrz- i wewnatrzpochodny) szlaki kaskady krzepnigcia. Dodatkowo kompleks
TF/czynnik Vlla aktywuje czynnik IX uktadu wewnatrzpochodnego, nasilajac tym samym
dzialanie prozakrzepowe. Szlak wewnatrzpochodny poza dzialaniem prozakrzepowym, nasila
lokalny stan zapalny (aktywacja bradykininy przez kalikreing tkankowg) oraz aktywuje
fibrynolize¢ (kininogen, kalikreina) [23,24,25,26]. Koncowym etapem procesu krzepnigcia jest
aktywacja czynnika X do Xa, a dalej protrombiny w trombing. Jej aktywacja odbywa si¢ przy
wspotudziale kompleksu protrombinazowego w sktad ktorego wchodzg takze czynnik Va, Xa,
jony wapnia oraz fosfolipidy ptytkowe. Finalnie protrombina hydrolizujac cztery wigzania
fibrynogenu odtacza fibrynopeptydy i pozostawia monomery fibryny zdolne do wytworzenia
nierozpuszczalnego skrzepu fibrynowego stabilizowanego dodatkowo przez czynnik Xllla
[ 23, 24].

Aktywacja procesOw hemostazy umozliwia zatrzymanie krwawienia oraz inicjuje
powstanie sieci fibrynowej wypehiajace; ubytki tkankowe powstale w  wyniku
bezposredniego zniszczenia komoérek [19, 27]. Koncowym etapem jest gojenie stymulowane
w gltownej mierze przez infiltrujace sie¢ widknika makrofagi, stanowigce podstawowy
element komoérkowy okolicy rany. Produkowane cytokiny m.in. interleukina-4 (ang.
interleukin-4, 1L-4), interleukina-10 (ang. interleukin-10, IL-10) oraz transformujacy czynnik
wzrostu beta (ang. transforming growth factor g, TGF-B), wyttumiajg reakcja zapalng oraz
warunkuja proliferacj¢ niezbedng do catkowitej regeneracji uszkodzenia [28,29].

Efektem opisanych procesow jest nasilone gojenie otrzewnej moggce prowadzi¢ do
rozwoju zrostow. Proces ten ulega nasileniu w sytuacji wystapienia powiktan septycznych, na
przyktad wskutek perforacji przewodu pokarmowego i przedostania si¢ skazonej tresci
jelitowej pomiedzy narzady jamy brzusznej [30,31]. Zaistnienie tego typu powiktan stanowi

bezposrednie zagrozenie zycia zwigzane z ryzykiem masywnej toksemii, a takze moze staé



si¢ przyczyna poOzniejszych relaparotomii w wyniku intensywnego rozwoju zrostow
otrzewnowych [22,32,33].

W odniesieniu do powyzszych rozwazan nalezy zdaé sobie sprawg, ze podczas
kazdego =zabiegu chirurgicznego w obrebie jamy brzusznej lub miednicy mniejsze;j,
poszczegblnym etapom operacji towarzyszy rdznego stopnia uszkodzenie tkanek i powstale
W jego nastgpstwie krwawienie [34,35]. Inicjowana w ten sposob kaskada krzepnigcia
prowadzi do odktadania widkien fibrynowych i organizowania nierozpuszczalnego skrzepu
fibrynowego [19,36,37]. Hellebrekers 1 wsp.[38] stwierdzili wzrost st¢zenia monomerdéw
fibryny juz po 4. godzinach od zakonczenia operacji z punktem maksymalnym po 16 — 24 h.
Sie¢ utworzona przez wildkna fibrynowe stanowi podioze dla produkujacych wioknik
makrofagdéw, fibroblastow oraz z proliferujacego mezotelium kontynuujac fizjologiczny
proces gojenia tkanek po powstatym urazie [19,26,39].

Naturalng konsekwencja fibrynogenezy jest fibrynoliza, proces zdefiniowany juz pod
koniec XIX wieku przez Datre’a [1], polegajacy na rozpuszczaniu skrzepoéw fibrynowych.
Podstawowym elementem tego uktadu jest plazmina , proteaza serynowa powstata w wyniku
aktywacji plazminogenu. Stabilno$¢ uktadu hemostazy wymaga statej kontroli aktywnosci
plazminy poprzez jej naturalne inhibitory (opantyplazmina i apantytrypsyna, oo-
makroglobulina, trombospodyna) oraz regulacj¢ aktywacji plazminogenu [14,24,40,41].
Odbywa si¢ ona glownie z udzialem tkankowego aktywatora plazminogenu (ang. tissue
plasminogen activator, tPA) stanowigcego 95% aktywnosci aktywatora plazminogenu (ang.
plasminogen activator activity, PAA) [14,41,42] oraz innych, mniej istotnych czynnikow:
aktywatora plazminogenu typu urokinazy (ang. urokinase plasminogen activator, uPA) oraz
prekursoréw wewnatrzpochodnego uktadu krzepniecia [42,43,44]. Z kolei dzialanie
antagonistyczne wykazuja inhibitory aktywatora plazminogenu: PAI-1, PAI-2 i PAI-3 (ang.
plasminogen activator inhibitor) [14,45,46]. W S$wietle obecnych badan zmniejszenie
aktywnosci plazminogenu przy wzroscie aktywnosci jego inhibitoréw ma decydujacy wptyw
na obnizenie potencjatu fibrynolitycznego [45,47.]. Kluczowg rolg w regulacji tego procesu
odgrywa przede wszystkim rownowaga tPA/PAI-1, pozostale czynniki wplywaja na
roéwnowage hemostatyczng raczej marginalnie [47,48,49,50,51].

Jak juz wczes$niej wspomniano formowanie skrzepu fibrynowego jest podstawowym
mechanizmem regeneracji uszkodzen tkanek. Raftery i wsp. [19] badajac kolejne etapy
gojenia otrzewnej zauwazyli ze proces ten jest inicjowany przez leukocyty, przede wszystkim
makrofagi, infiltrujace sie¢ fibrynowa. Poczawszy od drugiej doby w obszarze uszkodzenia
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pojawiaja si¢ pojedyncze, wydluzone komorki, z relatywnie duzym jadrem i skapa
cytoplazmg uwazane za pierwotne komorki mezenchymalne. Czg$¢ z nich, charakteryzujaca
si¢ rozbudowanym aparatem Golgiego oraz licznymi rybosomami tworzy tacznotkankowg
macierz stabilizujaca gojaca si¢ blizng. W tym okresie zaobserwowa¢ mozna takze nieliczne
wysepki prekursorowych komoérek mezotelialnych [19,52, 53 ]. W kolejnych dniach procesu
regeneracji kolejno zmienia si¢ nie tylko proporcjonalny udziat poszczego6lnych komorek, ale
takze ich przestrzenne rozmieszczenie. Stopniowo maleje populacja makrofagéw skupionych
w powierzchniowych sektorach uszkodzenia, za to u podstawy wzrasta liczba komorek
mezenchymalnych i mezotelialnych, a po okoto 4. dniach pojawiaja si¢ pierwsze fibroblasty.
W 8. dobie komodrki mezotelialne tworza jednolita, ciagla warstwe spoczywajaca na btonie
podstawnej, a poczawszy od 10. dnia od urazu rozpoczyna si¢ intensywna produkcja
kolagenu [19,54,55]. W tym okresie regeneracji sie¢ fibrynowa wraz z makrofagami niemal
W catosci zostaje zastgpiona jest przez tacznotkankowa macierz. Podsumowujac, kluczowe
procesy gojenia uszkodzonej btony otrzewnowej zachodza w pierwszych 10. dniach od razu
[19,27]. Okres ten cechuje zarowno duza dynamika zmian komorkowych jak roéwniez
fluktuacja uktadu przestrzennego. Dalsze etapy gojenia sg w istocie ugruntowaniem procesOw
zainicjowanych w pierwszym tygodniu wspomaganych przez p6zniejszg waskularyzacje.
Przedmiotem wielu analiz bylo wyjasnienie sposobu rekrutacji komorek
mezotelialnych w obszarze gojenia zranionej otrzewnej. Najbardziej wiarygodnym wydaje sig
zalozenie ze zrodlem komorek mezotelialnych jest tkanka taczna rejonu podotrzewnowego
(subperitoneum). Inne teorie zakladaty transformacje makrofagow (kolejno w fibroblasty
i dalej w komorki mezotelium) lub proliferacje komorek mezotelialnych z brzegu rany do jej
centrum [19,36,56]. Powyzsze rozwazania prowadza do wniosku Ze gojenie otrzewnej jest
nierozerwalnie zwigzane z lokalng aktywno$cia hemostatyczng, a wilasciwa fibrynoliza
kontroluje ten proces i zapobiega powstawaniu zrostow. Obserwacje kliniczne prowadzone
w potowie lat 60-tych XX przez Ellisa i Harrisona [20], potwierdzone przez Glucksmana [57]
dowiodty ze otrzewna $cienna goi si¢ w ciggu 5-6 dni. Dalsze obserwacje ujawnity ze okres
pierwszych 7-10 dni po operacji stanowi najwigksze ryzyko wystapienia powiklan
indukowanych zrostami, przede wszystkim wczesnej niedroznos$ci jelit [57,58]. Nasuwa to
jednoznaczny wniosek ze zrosty otrzewnowe sg elementem procesu regeneracji otrzewnej po
urazie, tym bardziej ze sa one odnajdywane u ponad 90% pacjentow poddanych interwencji

chirurgicznej lub ginekologicznej [14,58,59]. Nadal jednak pozostaje pytanie dlaczego
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W czg$ci przypadkow zrosty sa minimalne i klinicznie nieme, u innych za$ liczne, z duza

iloscig naczyn i prowadza do szeregu powiktan.

3.Patomechanizm formowania zrostow otrzewnowych.

Obecnie istnieje kilka hipotez opisujacych powstawanie zrostow otrzewnowych.
U podstawy tego procesu zawsze lezy miejscowy uraz blony otrzewnowej, wymagajacy
pozniejszej regeneracji. Wedlug Holmdahl i wsp.[14] do uszkodzenia mezotelium moze
prowadzi¢ jeden z trzech gléwnych mechanizméw: lokalne niedokrwienie, rozwoj stanu
zapalnego lub obecno$¢ ciala obcego [14,60,61,62]. Pierwszy mechanizm ma znaczenie
glownie w dyscyplinach zabiegowych: chirurgii i ginekologii, gdzie powstawanie zrostow jest
efektem ubocznym prowadzonego leczenia [14,63]. Wykonywanie niektorych manewrow jak
np. silna trakcja tkanek majaca na celu odstoni¢cie pola operacyjnego lub zakladanie
mocnych hemostatycznych szwow nasila lokalne niedokrwienie i prowadzi do generacji
wolnych rodnikéw [63]. Nastgpstwem jest bezposrednie uszkodzenie komorek, obnizenie
lokalnej aktywnosci fibrynolitycznej oraz formowanie bogato unaczynionych zrostow
mogacych pehi¢ role graftow dla pierwotnie niedokrwionych w czasie operacji sektorow
jamy brzusznej [14,36].

Cze$¢ srodowisk naukowych na podstawie prowadzonych badan przekonuje ze to
wlasnie intensywny lokalny stres oksydacyjny jest kluczowy dla rozwoju zrostow [64,65].
O toksycznosci reaktywnych form tlenu wiedziano juz od lat, jednak dopiero teraz, poprzez
szereg do$wiadczen, udowodniono ich szkodliwych wptyw na procesy gojenia otrzewnej
[64,66]. Bezposrednia przyczyng tworzenia reaktywnych form tlenu jest naprzemienne
niedokrwienie i podzniejsza reperfuzja [14,67]. Efektem przejsciowego niedotlenienia tkanek
sa zaburzenia funkcjonowania tancucha oddechowego skutkujace powstaniem niezwykle
agresywnych rodnikow tlenowych uszkadzajacych z duza tatwosciag wszystkie struktury
komoérkowe, gldwnie btony lipidowe [67,68]. Powyzsze zjawiska wywoluja supresje komorek
mezotelialnych, zmniejszenie zdolnosci proliferacji, a w konsekwencji unicestwienie
W procesie apoptozy [68]. Oprocz samego mezotelium uszkodzone zostajg okoliczne tkanki,
pobudzajac w ten sposob prozrostowy potencjat proliferacyjny [64,68,69].

Wsrdd  mozliwych przyczyn powstawania zrostow otrzewnowych najlepiej
udokumentowang i poparta najwigksza liczba badan jest teoria wedtug ktorej decydujaca role

odgrywa zaburzenie aktywnosci fibrynolitycznej [14,22,70,71]. Fibrynoliza jest naturalng
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konsekwencja depozycji fibryny, kluczowego biatka uktadu hemostazy, pozwalajacego
ograniczy¢ krwawienie zapewniajac tym samym stabilno$¢ uktadu krazenia [24,45,72,73].
Pierwsze doniesienia potwierdzajace aktywno$¢ fibrynolityczng komorek mezotelialnych
pojawity sie juz pot wieku temu (Todd i wsp.) w 1959 [48], a w 1969 Myhre-Jensen i wsp.
[50] wysuneli hipoteze wedle ktérej, komorki mezotelium sa zdolne do aktywacji
plazminogenu in situ. Jednak dopiero badania przetomu lat 80-tych i 90-tych ubiegtego
stulecia potwierdzity upo$ledzenie fibrynolizy jako czynnika decydujgcego W rozwoju
zrostow otrzewnowych [14,27,45]. Zrédtem fibryny deponowanej w miejscu uszkodzenia
otrzewnej moze by¢ krew pochodzaca z uszkodzonego naczynia, pltyn wysigkowy bedacy
efektem wzrostu przepuszczalno$ci naczyh w obszarze zapalnym, czy wreszcie plyn
otrzewnowy zawierajacy niewielkie ilo$ci fibrynogenu [14,15,19]. Czg$¢ autorow sugeruje ze
takze makrofagi, podstawowe komorki miejsca zranienia, mogg produkowac fibryne [8,19].
Ich obecno$¢ zardwno na powierzchni otrzewnej jak i w obrebie subperitoneum umozliwia,
poprzez szereg produkowanych przez nie cytokin, kontrole tak fibrynogenzy jak i fibrynolizy
[14,24,27].

Wykazano ponadto ze wytworzenie odmy brzusznej, niezbednej w operacjach
laparoskopowych, przyczynia si¢ do wzrostu ci$nienia wewnatrzbrzusznego powodujac
ucisk naczyn krwiono$nych i ograniczenie perfuzji tkankowej. Dodatkowo moze réwniez
blokowa¢ przepon¢ utrudniajac wiasciwg wentylacje. Istotne znaczenie ma réwniez gaz
uzywany do insuflacji. Obecnie stosuje si¢ do tego celu dwutlenek wegla , ktory ttoczony pod
cisnieniem rozpuszcza si¢ w wysieku tkankowym tworzac kwas weglowy zmniejszajacy pH
w obrebie tkanek. Powstatla w ten sposob lokalna kwasica zmniejsza witalno$§¢ komorek
i utrudnia pdzniejsze gojenie. Ponadto wzrost ciSnienia w jamie otrzewnej zmniejsza, wedle
niektorych badan, skuteczno$é¢ fibrynolizy. Powyzsze obserwacje thumacza dlaczego zabiegi
laparoskopowe, pomimo poczatkowego entuzjazmu, nie wyeliminowaty problemu
powstawania pooperacyjnych zrostow otrzewnowych [35, 74, 75, 76, 77].

Ponadto prowadzone obserwacje kliniczne udowodnity ze proces wzmozonego
gojenia po operacji laparoskopowej dotyczy przede wszystkim okolic wprowadzania
troakaréw, a powstajace w tych miejscach pasma tagcznotkankowe w wigkszym stopniu tacza
si¢ z siecig niz z pgtlami jelitowymi. W efekcie zrosty po laparoskopii znajdujg si¢ w gtoéwnie
w przestrzeni mi¢dzy przednig $ciang jamy brzusznej, a otrzewna trzewng okrywajaca
narzady [77,78]. W wiekszos$ci sg one stabo unaczynione i stosunkowo cienkie, stad nawet
w perspektywie dtugofalowej, biorac pod uwage ich pdzniejsza reorganizacje nie powoduja
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cigzkich powiklan. Oceniajac wptyw technik laparoskopowych na potencjat tworzenia
zrostow nalezy zaznaczy¢ ze w wigkszo$ci operacje tego typu sg zastrzezone dla tzw. trybu
planowego, w ktorym pacjent jest stabilny i odpowiednio przygotowany.

Dla operacji ,0strodyzurowych”, ratujacych zycie, nierzadko z niepetng Ilub
niedokonczong diagnostyka nadal stosuje si¢ konwencjonalng laparotomi¢ dajaca znacznie
szerszy zakres mozliwo$ci terapeutycznych. W wigkszosci zabiegi tego typu sa punktem
kulminacyjnym toczacej si¢ od dtuzszego czasu patologii, wyktadnikiem dtugofalowego stanu
zapalnego, co niewatpliwie znacznie obniza potencjal regeneracyjny. Dlatego tez chcac
poréwna¢ obie techniki tj. laparoskopi¢ i1 laparotomi¢, w kontek$cie rozwoju zrostow
otrzewnowych nalezy ujednolici¢ kryteria oceny, traktujac ostro dyzurowe laparotomie jako

osobne zagadnienie [79].

4.Zrosty otrzewnowe jako Zrodlo problemoéw klinicznych i spolecznych.

Wieloosrodkowe badania wskazuja ze zrosty moga dotyczy¢ nawet 93% -100%
chorych leczonych operacyjnie [14, 57,58]. Wigkszo$¢ z nich powstaje juz w pierwszych
daniach po operacji, a ich gwaltowny rozwd] moze hamowaé¢ pasaz jelitowy
i w konsekwencji prowadzi¢ do rozwoju wtornych niedroznosci przewodu pokarmowego
[58,80,81,82]. Najczesciej sa to tzw. niedrozno$ci wczesne, rozwijajace si¢ w pierwszym
miesigcu po operacji. W pozniejszym okresie ryzyko spada, dochodzac do 20% w ciagu
kolejnych 10 lat po zabiegu. Kazdy przypadek pojawienia si¢ wtornej niedrozno$ci  stanowi
bezposrednie zagrozenie zycia [80,81,82]. O ile to mozliwe wdraza si¢ wowczas leczenie
zachowawcze, pozostawiajac ewentualng operatywe jako absolutng konieczno$¢. Leczenie
wtérnej niedroznosci jest trudne, a ponowna laparotomia niebezpieczna ze wzgledu na
niejasng anatomi¢ narzadow. Ponadto kazda kolejna interwencja chirurgiczna powoduje
powstawanie nowych zrostow, wplywajac niekorzystnie na wewnatrzbrzuszne warunki
anatomiczne i pogarszajac W konsekwencji komfort zycia chorego. Smiertelnosé
towarzyszgca wtornej niedroznosci jest szacowana miedzy 3-30% [80,81,83,84].

Pod wzgledem lokalizacji najczesciej stwierdzane sa pojedyncze, stabo unaczynione
zrosty miedzy watrobg 1 siecig mniejsza, a przednig Sciang jamy brzusznej. Rozwijaja si¢ one
u oso6b uprzednio operowanych bez wzgledu na sposob przeprowadzenia zabiegu tj.

laparotomii czy laparoskopii. Znacznie powazniejsze sg zrosty powstajace po rozlegtych
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operacjach jamy brzusznej przebiegajacych z resekcja lub zespoleniem jelit, zwtaszcza gdy
zabieg przebiegal ze wskazan zyciowych bez wczedniejszego przygotowania pacjenta.
W takich sytuacjach dodatkowe zagrozenie stwarza ryzyko kontaminacji jamy otrzewnej
przez tre$¢ ropng lub kalowa, co moze potggowaé stan zapalny, nasila¢ uszkodzenie
komorek, gldownie mezotelialnych i zwigksza¢ pozniejszy odczyn regeneracyjny. Dlatego tez
laparotomie przeprowadzane ze wzgledu na jawne klinicznie zapalenie otrzewnej jamy
brzusznej (peritonitis) lub miednicy mniejszej (pelvoperitonitis) stanowg nie tylko duze
ryzyko okotooperacyjne, ale takze zwickszajg prawdopodobienstwo wczesnych 1 péznych
powiktan. Analiza dostgpnego piSmiennictwa wskazuje ze tego typu ,, nagle” interwencje,
W szczeg6lnos$ci operacyjne leczenie perforacji zoladka, perforacji jelit, niedroznosci
mechanicznej przewodu pokarmowego, ostrego zapalenie pecherzyka zotciowego lub ostrego
zapalenia wyrostka robaczkowego, wiaza si¢ ze zwigkszonym ryzykiem formowania zrostow
otrzewnowych. Podobna sytuacja moze réwniez dotyczy¢ operacji elektywnych zwlaszcza
przeprowadzanych na jelicie grubym lub operacji ginekologicznych [84,85]. We wszystkich
wymienionych przypadkach problemem jest nie tylko sama patologia danego narzadu
wymagajaca leczenia operacyjnego, ale rowniez ogolnoustrojowy stan zapalny utrudniajacy
pbézniejsze gojenie [58,59,80,81,83,84,85].

Leczenie chorob wywotanych przez zrosty otrzewnowe nadal stanowi trudny problem
tak diagnostyczny jak i terapeutyczny, a oceniajac globalnie, takZze socjoekonomiczny. Zrosty
moga powodowaé szereg dolegliwo$ci, czgsto o zmiennym charakterze, zazwyczaj
trwajacych latami [8,14,86]. Do najczestszych nalezg przewlekle bodle jamy brzusznej
I miednicy, nieptodnos$¢, zaburzenia rytmu wyprdéznien (zwlaszcza przewlekle zaparcia),
przetoki oraz zwezenia lub nawet niedrozno$¢ przewodu pokarmowego. Podstawowym
problem w leczeniu tych schorzen jest skuteczna diagnostyka, ktora pozwalataby
jednoznacznie uznaé istniejace zrosty otrzewnowe za gtdwna przyczyne dolegliwosci [58,59,
87]. Wydaje si¢ ze to zadanie najlepiej speinityby badania obrazowe, jednak zaréwno
ultrasonografia, jak i tomografia komputerowa czy nawet rezonans magnetyczny nie
pozwalaja stwierdzi¢ obecnosci zrostow otrzewnowych z dostateczng czulo$cig
I specyficzno$cig. Pomimo rozwoju techniki , nadal jedyng dostepng metoda pozostaje
laparoskopia zwiadowcza, umozliwiajgca detekcje zrostow niemal w 100%, jednak ze
wzgledu na inwazyjno$¢ jest nie do zaakceptowania jako badanie rutynowe [88]. Badania
laboratoryjne takze nie daja satysfakcjonujacych efektow. Przede wszystkim maja charakter
posredni, a zbyt niska specyficzno$¢ nie pozwala na precyzyjng lokalizacj¢ patologii. Proba
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wprowadzenia detekcji  malonylodialdehydu w surowicy jako standardowego testu
oceniajacego ustrojowa generacje wolnych rodnikdw zwigkszajaca potencjalne ryzyko
rozwoju zrostdOw nie znalazta, jak na razie, szerszego zastosowania klinicznego [89,90].
Wobec powyzszego najczesciej stosuje sie tzw. diagnostyke ,,z wykluczenia”, traktujac zrosty
jako ostateczng przyczyne choroby, po wykluczeniu innych tatwiej poddajacych sig
diagnostyce przyczyn. Przedluza to znacznie czas hospitalizacji, zwigksza koszty leczenia,
a przede wszystkim naraza chorego na dodatkowe niedogodnosci [58,59,88].

Jednakze nawet potwierdzenie obecnosci zrostow otrzewnowych i uznanie ich jako
glownej przyczyny choroby nie ulatwia dalszego leczenia. Terapia zachowawcza czgsto bywa
nieskuteczna, zwlaszcza w ujeciu dtugofalowym, natomiast leczenie chirurgiczne jest trudne
i moze prowadzi¢ do kolejnych powiktan. W codziennej praktyce najczesciej stosuje sig leki
przeciwbolowe 1 rozkurczowe pozwalajace rozwigzaé problem uporczywego bolu i wzdecia,
zaleca si¢ rowniez diete¢ bogatoresztkowa i leki zmniejszajace spastyke jelit. Ciezsze
powiktania jak np. niedrozno$¢ przewodu pokarmowego prébuje si¢ wpierw leczyc
zachowawczo (dieta Scista, zglebnik zotadkowy), pozostawiajac ewentualny zabieg jako
ostatecznos¢. Nalezy jednak pamigtaé ze leczenie objawowe nie daje trwalego wyleczenia,
pozwala jedynie na chwilowe uwolnienie od dolegliwosci, polepszajac komfort zycia [86,87].

Trudno$ci zwigzane z diagnostyka i leczeniem chorob wywotanych przez zrosty
prowadza do stalego zwigkszania naktadow finansowych przez stuzbe zdrowia. Juz w koncu
lat 80-tych poprzedniego stulecia, w samych tylko Stanach Zjednoczonych oszacowano
liczbe dni hospitalizacji z powodu zrostow na blisko 950 tys. rocznie, o lacznym koszcie
1179.9 miliona dolaréw [86]. W roku 1994 1laczna liczba dni hospitalizacji z tytutu
operacyjnego usunigcia zrostow wynosita ponad 300 tys. dajac kwote 1,3 miliarda dolarow
[91]. W Szwecji rokrocznie koszt leczenia powiktan powstatych na skutek zrostow waha si¢
w przedziale 39,9 — 59,5 mln euro, z czego na hospitalizacj¢ z powodu niedroznosci jelit
przeznacza si¢ blisko 13 milionéw dolaréw [92,93]. Z kolei w Wielkiej Brytanii rokrocznie
terapii w warunkach szpitalnych wymagato 12 do 14 tys. przypadkoéw niedroznosci
indukowanej zrostami [82]. Oczywiscie nalezy usci$lic ze powyzsze dane dotycza
przypadkéw, w ktorych istniata potwierdzona klinicznie korelacja miedzy dolegliwo$ciami,

a powstatymi uprzednio zrostami otrzewnowymi [86].
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5.Wspolczesne strategie kontroli i przeciwdzialania zrostom otrzewnowym.

Obiektywnymi czynnikami wptywajacymi na potencjat prozrostowy sg m.in. rodzaj
I czas zabiegu, dostep operacyjny, kwalifikacje 1 sprawnos$¢ operatora, rodzaj uzytego sprzetu
(nici, wszczepy, protezy), fakultatywne plukanie jamy otrzewnej (tzw. ,toaleta” jamy
brzusznej) oraz biologiczne predyspozycje pacjenta. Wiele prac podkresla ze odczyn
regeneracyjny mozna zmniejszy¢ poprzez skrocenie czasu zabiegu, ograniczenie
srédoperacyjnego krwawienia oraz uzywanie biokompatybilnych materiatow. Spore nadzieje
w tym wzgledzie wigzano z technikami laparoskopowymi, ktérych dynamiczny rozwoj
rozpoczat si¢ z koncem lat 80-tych. Mozliwo§¢ wykonania operacji bez koniecznosci
szerokiego otwierania jamy brzusznej, za pomocg 3-4 drobnych ci¢¢ potrzebnych na
wprowadzenie optyki i narzedzi byta absolutnym przetomem w dziedzinach zabiegowych.
Gloéwng zaleta byto zmniejszenie traumatyzacji tkanek i niemal catkowita ochrona otrzewne;j
przed szkodliwym dziataniem czynnikow zewnetrznych (przesuszenie, ograniczenie
transmisji bakterii) [74,79]. W efekcie skroceniu ulegl czas hospitalizacji, wyeliminowano
ryzyko zakazenia rany oraz zmniejszono bdl pooperacyjny, poprawiajac tym samym jakos¢
zycia. W odniesieniu do prewencji rozwoju zrostow otrzewnowych metody laparoskopowe
wydawaly si¢ by¢ absolutnym remedium, dajacym nadziej¢ na catkowite rozwiazanie tego
problemu. Okazato si¢ jednak ze w $lad za ograniczeniem dostepu do jamy brzusznej
utrudnione zostaty mozliwosci wgladu w glab pola operacyjnego (obraz 2D) i zaopatrzenia
niektorych, groznych powiktan srédoperacyjnych, takich jak np. krwawienie lub perforacja
jelita. Niemozno$¢ wykonania czgsci manewrdw chirurgicznych droga laparoskopowa
niejednokrotnie wymusza wykonanie konwersji , tj. przejscia do laparotomii , co znacznie
wydtuza zabieg 1 zwigksza traumatyzacj¢ tkanek. Kontynuowanie operacji po wczesniejszej
nieudanej laparoskopii wymaga takze wigkszego do$wiadczenia, a nierzadko wykonania
takze dodatkowych czynnosci naprawczych [75,76,77].

Szczegodlnie niebezpieczne moga okaza¢ si¢ operacje laparoskopowe wykonywane u
chorych juz uprzednio operowanych. Najczgstszym powiktaniem jest uraz tkanek migkkich
podczas wprowadzania troakarow. Moze woéwczas doj$¢ do uszkodzenia $ciany lub nawet
perforacji ,,podciggnigtego” na zrostach jelita, a niekiedy skaleczenia jego krezki co grozi
masywnym krwawieniem. Czgsto w takich sytuacjach konieczne jest wstgpne rozdzielenie
zrostow umozliwiajace dalszy postep zabiegu. Szacuje si¢ ze moze to przedtuzy¢ zabieg o 1/5
i by¢ przyczyng dodatkowych powiktan [74,77,79,]. W wigkszo$ci osrodkow wczesniejsze

17



operacje w obrebie jamy brzusznej sa wzglednym przeciwwskazaniem do laparoskopii
[77,78].

Czes¢ autorow, zwilaszcza tych wywodzacych si¢ ze srodowisk klinicznych stoi
na stanowisku, ze podstawowe znaczenie w genezie powstawania zrostOw ma charakter
pierwotnego urazu otrzewnej, a przede wszystkim jego rozleglo$¢ i sposdb zaopatrzenia.
Takie ujecie problemu ma wymusi¢ ograniczenie procesOw zrostotworczych we wszytkich
dziedzinach zabiegowych, gléwnie w chirurgii i ginekologii. Stosowane obecnie dos¢
powszechnie techniki minimalnie inwazyjne zawdzigczajg swdj dynamiczny rozwdj probie
ograniczenia ucigzliwych powiklan wystepujacych po klasycznej laparotomii [74,79,94].
Przyktadem jest nie tylko szeroko stosowana laparoskopia, ale takze coraz czgstsze
postugiwanie si¢ endoskopia, ktéra umozliwia wykonanie zabiegu bez jakiegokolwiek urazu
otrzewnej. Nie bez znaczenia sa takze modyfikacje algorytméw operacyjnych m.in.
wprowadzenie rekawiczek beztalkowych, rezygnacja z bawelnianych chust przy oblozeniu
pola operacyjnego i zastgpienie ich materialami syntetycznymi [17,61,95,96]. Wreszcie
rekomenduje si¢ stosowanie specjalnych plynéw do irygacji jamy otrzewnej, zamiast
dotychczas stosowanych soli fizjologicznej i plynu wieloelektrolitowego (PWE)
[97,98,99,100]. Zmiana dotyczy takze samej techniki chirurgicznej, preferowane sa mozliwie
jak najmniejsze cigcia oraz dbatos¢ o ,,porzadek” pola operacyjnego (ograniczenie
krwawienia, prewencja przed skazeniem zo6fcia, ropg lub trescia jelitowa). Nadal dyskusyjne
sa pewne manewry chirurgiczne m.in . stosowanie drendw, szycie otrzewnej (peritonizacja)
czy dobor odpowiednich szwéw [101]. Wytyczne sg w tych kwestiach niejednoznaczne,
a wieloosrodkowe, randomizowane badania jeszcze nie ukonczone co uniemozliwia
standaryzacj¢ tych dziatan.

Zrozumienie mechanizmu formowania zrostow doprowadzito do opracowania metod
prewencji dedykowanych poszczegdlnym etapom adhezjogenezy. Postulowano m.in.
zminimalizowanie srédoperacyjnego urazu, ograniczenie lokalnego niedokrwienia,
przeciwdziatanie rozwojowi stanu zapalnego oraz lepsza regulacje aktywnosci
fibrynolitycznej [102,103,104]. Pomimo szeregu badan, do tej pory nie udato si¢ opracowaé
jednolitego algorytmu postgpowania z chorym po przebytym urazie otrzewnej, nie udato si¢
rowniez wprowadzi¢ do praktyki klinicznej leku o dostatecznej skutecznosci 1 uniwersalnosci.

Brak skutecznych metod przeciwdziatania zrostom otrzewnowym prowadzi do
dynamicznego rozwoju badan, ktoérych celem jest z jednej strony precyzyjne wyjasnienie
procesdw indukujacych tworzenie zrostdw, z drugiej znalezienie sposobu trwale
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ograniczajacego ich powstawanie. Testowane obecnie rozwigzania przewidujg zastosowanie

srodkow barierowych ptynnych, barierowych stalych oraz

[8,100,105,106].

niebarierowych, tabl.1.

Klasyfikacja

Rodzaj substancji

PiSmiennictwo

Zwiazki barierowe

Zwiazki barierowe ptynne

wyksztalcenie specjalnej powtoki
utrudniajacej kontakt uszkodzonej
tkanki z otoczeniem

zalety: duza tatwos¢
wprowadzenia, rozlegta
penetracja i biodostepnos¢ oraz
mozliwo$¢ wielokrotnego
stosowania np. za pomocg
drenazu

wady: mata wybidrczos¢ i brak
kontroli dystrybucji (w praktyce
uniemozliwia to ich miejscowe
zastosowanie), czesto wystepuja
trudnosci z utrzymaniem statego
sktadu biochemicznego (lokalna
zmienno$¢ stezenia danego
zwigzku)

e kwas hialuronowy ( hialuronic
acid, HA; Sepracoat)

e klej” fibrynowy (ang. fibryn
glue)

e jonowe polipeptydy (poli-L-
glutamina, poli-L-arginina)

e Poliestry (Polygalctin)

[107,108,109]

[103,110]

[111, 112, 113]

[114]

Zwiazki barierowe state

dobre wyniki w lokalnej
prewencji zrostow

brak zastosowania w
kompartymentach
wielkopowierzchniowyh
moze wystapic reakcja
alergiczna na wszczep
syntetyczny

e pochodne celulozy
(karboksymetyloceluloza),

o seprafilm,
o politetrafluoroetylen (PTFE)

o siatki polipropylen (PPM,
prolene mesh)

[105, 115]

[105,115]
[116]
[ 116, 117, 118]
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ZWwiazki niebarierowe

nie tworzg trwatej bariery na
powierzchni tkanek
posiadaja indywidualne
spectrum dziatania

algorytm stosowania w
prewencji zrostow zalezny od
farmakokinetyki danej
substancji

w wiekszosci przypadkow na

etapie prob do§wiadczalnych

hormony (melatonina, steroidy,
estrogen, GnRH)

inhibitory kanatow jonowych
inhibitory proteaz serynowych
(chymaza, apronityna)
przeciwciala anty-TGF 3

leki antyhistaminowe
antybiotyki (Sirolimus,
Taurolidyna)

antykoagulanty (heparyny
drobnoczgsteczkowe, LMWH)
fibrynolityki (tkankowy
aktywator plazminogenu PA,
streptokinaza)

antyoksydanty (Resveratrol,
blekit metylenowy, witamina E,
resveratrol, melatonina,
pentoxyfilina,)

srodki odkazajace
(chlorohexydyna, nadtlenek
wodoru, azotan srebra,
polivinylopirolidon)

[118, 119, 120,
121,122, , 123,
124, 125]

[126]
[105]

[127, 128, 129]
[125]
[115, 130, 131]

[105,147,148,149]

[132, 133, 134,
145, 146]

[135, 136, 137,
138, 139, 140]

[106, 150,151,152]

sylikon [141]
roztwory do irygacji [142, 143]
(zbuforowane weglany,
mleczany, icodextrin)
leki doustne stosowane w [122,144]
innych schorzeniach
(Simvastatyna, Werapamil)

Terapia biologiczna wszczepy komorkowe [157]
roztwory zawierajace [141, 156]

fosfolipidy

roztwory zawierajace

polisacharydy

[153, 154,155]

Tabela. 1. Eksperymentalne metody ograniczajgce powstawanie zrostow otrzewnowych
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6.S0l fizjologiczna — ,,niefizjologiczna”.

Niewatpliwie jednym z najstarszych, a zarazem najpopularniejszych zwigzkow
uzywanych in vivo do s$roédoperacyjnego drenazu pluczacego jamy otrzewnej jest 0,9%
roztwor chlorku sodu nazywany powszechnie solg fizjologiczng. Zwiazek ten stanowi jeden
Z najczestszych §rodkoéw leczniczych powszechnie stosowanych w codziennej praktyce
klinicznej. Swoja popularno$¢ zawdzigcza przede wszystkim uniwersalnosci i szerokiemu
spektrum zastosowan, przy jednocze$nie niewielkim ryzyku powiktan i duzej tatwosci uzycia
[158]. Z ekonomicznego punktu widzenia sol cechuje stosunkowo niski koszt produkcji oraz
trwato$¢ co czyni jg lekiem niemal idealnym. W farmakoterapii podawana jest gldwnie droga
dozylng, jako krystaloid stuzac do wypelniania lozyska naczyniowego i uzupelniania
niedoboréw elektrolitowych. Speilnia rowniez funkcje medium dla innych substancji
wymagajacych dozylnej drogi podania. Ponadto moze by¢ wykorzystywana do przemywania
skory, bton S§luzowych, ran oraz jako ptyn uzywany do drenazu lub $rdédoperacyjnego
ptukania otrzewnej [98,159,160].

Pierwsze proby dozylnego podawania elektrolitow siegaja pierwszej polowy XIX
wieku Kiedy to Thomas Latta walczac z masywnym odwodnieniem u pacjentow z cholerg
opracowal ptyn zawierajacy, dobrane w odpowiednich proporcjach, so6l (NaCl) oraz
dwuweglan sodu [8]. Pierwsze sukcesy terapeutyczne sklonity dwczesny §wiat naukowy do
intensywnej pracy, czego efektem byto stosowanie pod koniec XIX wieku 3 roztwordw,
odpowiednio Latty , Ringera oraz Krebsa [6]. Dwa pierwsze w postaci soli fizjologicznej
oraz ptynu Ringera uzywane sa do dnia dzisiejszego, trzeci wykorzystywany jest w praktyce
laboratoryjnej jak medium hodowli komérkowych [161].

Ze wzgledu na swojg uniwersalnos¢ 1 powszechne uzycie sol fizjologiczna uwazana
jest za roztwor catkowicie biokompatybilny, ktory mozna stosowaé praktycznie bez
ograniczen. To przekonanie najdobitniej odzwierciedla stowo ,, fizjologiczny” czyli zgodny ze
sktadem biochemicznym ustroju. Jednak wieloletnie, szczegdtowe badania ujawnity nowe
fakty burzace obraz soli fizjologicznej jako leku idealnego. Zwykta analiza chemiczna
pokazuje ze w 1000 ml 0,9% roztworu NaCl znajduje si¢ odpowiednio 154 mmol [Na'] oraz
154 mmol [CI], a osmolalno$¢ wynosi 308 mOsm/l. Wida¢ wiec wyraznie ze jest to roztwor
rownomolowy, co pozostaje w wyraznej sprzecznosci ze sktadem elektrolitowym ptynow
ustrojowych gdzie jony [Na'] sa w przewadze, a stosunek [Na']:[K'] wynosi 1,38. Drugi

podstawowy parametr roznicujacy to pH, odpowiednio 5,5-6,0 dla soli (odczyn kwasny) oraz
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7,35-7,45 dla ptynéw ustrojowych (odczyn nieznacznie zasadowy). Dla porzadku nalezy
doda¢ ze stosowany powszechnie roztwor 0,9% NaCl nie jest zbuforowany, co uniemozliwia
zachowanie statosci pH. Podsumowujac, powyzsza analiza jednoznacznie wskazuje ze termin
W fizjologiczny” w odniesieniu do 0,9% soli nie odpowiada prawdzie i powinien ulec
redefinicji . Nalezy tym samym rozwazy¢ shuszno$¢ tak powszechnego stosowania tego
roztworu Ww terapii, tym bardziej ze szereg nowych doniesien podwaza jego
biokompatybilno$¢ [158,161,162,163].

Analizujagc powyzsze zagadnienia dotyczgce rozwoju zrostow otrzewnowych oraz
uwzgledniajae kliniczny i spoteczny aspekt tego problemu niniejsza praca oceni biozgodno$¢
roztworu 0,9% NaCl jako ptynu stosowanego do ptukania jamy brzusznej podczas zabiegow

chirurgicznych.

Cel pracy:

1.0cena zmian sktadu roztworu 0,9% NaCl podczas prowadzonej in vivo inkubacji w jamie

brzusznej szczura.

2.Badanie zmian biozgodnosci roztworu 0,9% NaCl podczas inkubacji w jamie brzusznej

SzCzura.

3.0bserwacja efektu dziatania na czynno$¢ ludzkiego mezotelium otrzewnowego ptynu
drenowanego z jamy brzusznej podczas zabiegow laparoskopowych po jej ptukaniu

roztworem 0,9% NacCl.
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Material i metodyka

Badania prowadzono w celu okreslenia zmian biozgodnosci soli fizjologicznej
stosowanej do rutynowego plukania jamy brzusznej podczas operacji przebiegajacych
z otwarciem jamy otrzewnej. Prace obejmowaly dwa odrebne etapy. W pierwszym opartym
na modelu zwierzgcym u szczurow rasy Wistar, oceniano zmiany sktadu i wlasciwosci
roztworu 0.9% NaCl podczas jego inkubacji in vivo w jamie otrzewnowej. W kolejnej czesci
eksperymentu oceniano wpltyw pobranych z jamy brzusznej szczurOw probek ptynu na
czynnos¢ szczurzych komoérek mezotelialnych hodowanych w warunkach in vitro.

W drugim etapie badan oceniano wptyw 0.9% NaCl na czynno$¢ ludzkich komorek
mezotelialnych w hodowli in vitro. Zastosowano w tym protokole dos$wiadczalnym roztwor
soli fizjologicznej uzyty rutynowo do plukania jamy brzusznej podczas zabiegéw
laparoskopowych. Badano efekt drenowanego ptynu na ludzkie komodrki mezotelialne

w hodowli in vitro.

1. Ocena zmian skladu i biozgodnosci soli fizjologicznej na modelu zwierzecym

W tej czgsci pracy oceniano zmiany sktadu 1 wiasciwosci roztworu 0.9% NaCl
wprowadzonego do jamy brzusznej szczura w trakcie trwajacej 4 godziny inkubacji.
Dodatkowo badano wplyw uzyskanych w réznym czasie trwania wewnatrzotrzewnowe;j

inkubacji probek ptynu na czynno$¢ szczurzych komoérek mezotelialnych w hodowli in vitro.

1.1 Ocena zmian skladu plynu wewnatrzotrzewnowego podczas 4. godzinnej inkubacji

w jamie brzusznej szczura.

Badanie zmian sktadu oraz stopien biozgodnosci soli fizjologicznej wykonano u 10.
szczurdw, samcOw rasy Wistar, o $redniej masie ciata 388 + 22g. Szczury znieczulano
wstepnie przy pomocy eteru, a nastepnie eksperyment kontynuowano na zwierzetach
poddanych neuroleptanalgezji ( Fentanyl 0,004 mg/100 g. i Droperidol 0,2 mg/100 g masy
ciata). Zwierz¢ta wazono, z powierzchni brzucha usuwano sier$¢, a nastepnie skore
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przykrywano sterylnym opatrunkiem 3M Tegaderm ™ Medical-Surgical Division, (St. Louis,
USA). Kolejno po wykonaniu 2 cm cigcia posrodkowego jamy brzusznej wprowadzano
dootrzewnowo 30 ml sterylnego roztworu 0,9% NaCl, o pH 5,8 i temp. 37°C. Ciccie
w powtokach jamy brzusznej zamykano przy pomocy sterylnego zacisku. Ptyn pozostawat
w jamie otrzewnowej przez okres 4. godzin, przy czym w odstgpach 30. minutowych, po

zwolnieniu zacisku, w sposob jatowy pobierano 2 ml ptynu do dalszych analiz.

Po uzyskaniu probek plynu, mierzono warto$¢ pH za pomoca pH- metru CP-411
Elmetron (Zabrze, Poland), okreslano ilo§¢ komorek w probce oraz liczono ich sktad
odsetkowy. Po odwirowaniu ( 10 min, 150g) probki zamrazano w temperaturze — 20°C,
pozostawiajac do czasu wykonania dalszych analiz. W uzyskanych probkach ptynu badano

nastepujace parametry:
A. Biatko catkowite przy pomocy metody Lowry’ego [164].

B. Elektrolity — sod [Na'] i potas [K'] w analizatorze elektrolitow 9180 Electrolyte
Analyzer, Roche Diagnostics, Mannheim, Germany.

C. Aktywno$¢ elastazy - pomiar kolorymetryczny, stosujac jako substrat dla jej dziatania
ester N-t-BOC-L-alanino-p-nitrofenylowy (Sigma Chemical, USA) [165].

D. Stezenie Transformujacego Czynnika Wzrostu 1 (ang. Transforming Growth Factor
beta, TGF B1) przy pomocy komercyjnie dostepnego zestawu ELISA (Biosource
Europe S.A., Nivelles, Belgia).

E. Stezenie Czynnika Wzrostu Srodblonka Naczyniowego (ang. Vascular Endothelial
Growth Factor, VEGF) przy pomocy komercyjnie dostepnego zestawu ELISA

(Biosource Europe S.A., Nivelles, Belgia).

F. Stezenie Bialka Chemotaktycznego dla Monocytéw typu 1 (ang. Monocyte

Chemotactic Protein-1, MCP-1) przy pomocy komercyjnie dostepnego zestawu
ELISA (Biosource Europe S.A., Nivelles, Belgia)
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1.2 Wplyw plynu inkubowanego w jamie otrzewnej na szczurze komorki mezotelialne

w warunkach in vitro.

1.2.1. Hodowla in vitro szczurzych komorek mezotelium otrzewnowego.

W celu zalozenia hodowli komoérek mezotelialnych szczura, zwierzeta, samce rasy
Wistar o masie ciata 350-450 g, usypiano eterem a nast¢pnie zwigkszano stezenie eteru
W mieszaninie oddechowej do momentu ustania akcji serca. Jamg¢ otrzewnej otwierano
w warunkach jatowych i wprowadzano do jej wnetrza 30 ml sterylnego ptynu Hanksa bez
wapnia 1 magnezu. Po wstepnym plukaniu ptyn w catosci odciggano przy uzyciu pipety
pasterowskiej. Kolejno podawano do jamy otrzewnej 30 ml roztworu 0.05% trypsyny
Z dodatkiem 0.02% EDTA w plynie Hanksa bez wapnia i magnezu, ktory przy pomocy
delikatnego zewngtrznego masazu rozprowadzano w jamie brzusznej. Po 15. minutowe]
inkubacji calg zawarto$¢ plynu z jamy brzusznej zbierano ponownie przy uzyciu pipety
pasterowskiej.  Pobrany ptyn zawierajacy zluszczone szczurze komorki mezotelialne
dwukrotnie plukano medium hodowlanym M199 + dodatkiem 20% ptodowej surowicy
cielecej (ang. FCS- fetal calf serum) uzyskanej od GIBCO, Invitrogen Life Technologies
(Wielka Brytania). Pozostate odczynniki do hodowli komoérek uzyskano z Sigma (St. Louis.
USA).

Po odwirowaniu (150g/10min./10°C),  komoérki zawieszano w  medium
hodowlanym: M199 z dodatkiem 20% FCS, L-glutaminy (20mmol/Il), penicyliny (100 U/ml),
streptomycyny (100ug/ml) oraz hydrokortyzonu (0,4 pg/ml) i umieszczano w butelkach
hodowlanych (Nunc, A/S, Dania) o pojemnosci 25 cm® i inkubowano w 37°C w mieszaninie
powietrza zawierajacej 5% CO,, do momentu uzyskania warstwy zlewnej komorek.

Po uzyskaniu zlewnej warstwy komorek mezotelialnych w butelkach hodowlanych,
komorki byly ztuszczane roztworem 0.05% trypsyny z dodatkiem 0.02% EDTA w ptynie
Hanksa bez wapnia i magnezu, zawieszane w medium hodowlanym i posiewane na 48-

studzinkowe ptytki hodowlane (Nunc A/S, Dania).

1.2.2 Zdolno$¢ komorek mezotelialnych szczura do syntezy MCP-1 podczas ekspozycji
na sol fizjologiczna lub jej pochodne powstale podczas inkubacji in vivo roztworu 0.9%
NaCl w jamie otrzewnowej szczurow

Badania przeprowadzono na zlewnych warstwach komoérek mezotelialnych szczura
w 48- studzienkowych ptytkach hodowlanych (Nunc, S/A, Dania) .
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Badania wykonano na trzech pierwotnych liniach szczurzych komorek mezotelialnych
eksponowanych przez okres 24. godzin na nastgpujace media hodowlane:
e Standardowe medium hodowlane M199 + 20% FCS (kontrola)
e Standardowe medium hodowlane + 0,9% roztwor chlorku sodowego o pH 7,4 (1:1v/v)
+20% FCS
e Standardowe medium hodowlane M199 + plyn uzyskany z ptukania otrzewnej
u szczurdow (1:1 v/v) .
Inkubacje prowadzono w S$rodowisku o temp. 37°C z 5% wysyceniem CO,
W powietrzu, a po jej zakonczeniu ze wszystkich studzienek zebrano supernantant jako
material do dalszych badan. W zebranych probkach oznaczano stezenie MCP-1, a pozostale
w studzienkach komorki mezotelium poddano lizie z uzyciem 0,1 N NaOH i w tak

uzyskanym lizacie oznaczano biatko catkowite wg metody Bradford [166].

1.2.3. Ocena proliferacji szczurzych komorek mezotelialnych podczas ekspozycji na sél
fizjologiczna lub jej pochodne powstale podczas in vivo inkubacji roztworu 0.9% NaCl

W jamie otrzewnowej szczurow.

Badania wykonano na trzech pierwotnych liniach szczurzych komorek
mezotelialnych. Komorki posiewano w plytkach 48-studzienkowych z gestoscia 5x10*
komorek/studzienke. Po 12. godzinach medium hodowlane usuwano ze studzienek
i zastepowano nowymi ptynami hodowlanymi z dodatkiem *H-metyl-tymidyny (Institute of
Radioisotopes, Praga, Czechy) w stezeniu 1 pCi/ml. Stosowano nastepujace roztwory:

e Standardowe medium hodowlane M199 + 20% FCS (kontrola)
e Standardowe medium hodowlane + 0,9% roztwdr chlorku sodowego o pH 7,4

(1:1 viv) + 20% FCS

e Standardowe medium hodowlane M199 + ptyn uzyskany z ptukania otrzewnej

u szczurow (1:1 v/v) +20% FCS.

Po 24. godzinnej inkubacji supernatant usuwano ze studzienek, komoérki ptukano roztworem
Hanksa bez jonow wapnia i magnezu, a nastgpnie trypsynizowano roztworem 0,05%

trypsyny z 0,02% EDTA. Uzyskang zawiesing dwukrotnie precypitowano stosujac kolejno
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10% i 20% roztwor kwasu trojchlorooctowego. Nastepnie po dodaniu 0,1 N NaOH uzyskano
lizat, ktorego radioaktywno$¢ mierzono przy uzyciu licznika promieniowania [B: Rackbeta
1209 (LKB Wallac/Perkin Elmer, Finlandia). Nat¢zenie promieniowania proporcjonalne do
wielkosci inkorporacji znakowanej tymidyny uznawano jako wyktadnik proliferacji
komorkowej. Wyniki przedstawiono jako ilo§¢ impulséw zliczong w czasie 1 minuty (CPM

ang. counts per minute).

2. Ocena wlasciwosci 0.9% roztworu NaCl drenowanego z jamy brzusznej po plukaniu
tym roztworem pola operacyjnego w trakcie laparoskopowych zabiegéw chirurgicznych

u ludzi.

Celem badan przeprowadzonych w tej czesci projektu byla ocena zmian wlasciwosci
roztworu soli fizjologicznej po jego wprowadzeniu do jamy brzusznej u pacjentow
operowanych przy pomocy techniki laparoskopowej. Wstepnie oceniano objgtosé
drenowanego plynu, a po jego odwirowaniu w celu usunigcia komorek i resztek tkanek,
probki ptynu zamrazano w -20°C do dalszych badan na ludzkich komérkach mezotelialnych

w hodowli in vitro.

2.1. Pobieranie plynu drenowanego z jamy brzusznej pacjentow podczas operacji
laparoskopowych.

Ogoélem zebrano 40. probek ptynu pochodzacych od 40. chorych operowanych
technikg laparoskopowa z powodu kamicy pecherzyka zoélciowego. We wszystkich
przypadkach wykonano standardowe, S$rddoperacyjne plukanie jamy brzusznej sola
fizjologiczng w celu usuni¢cia pozostatych po zabiegu resztek tkankowych, krwi, zotci,
fragmentéw kamieni zo6lciowych lub innych zanieczyszczen mogacych wikla¢ przebieg
leczenia. W kazdym przypadku mierzono catkowitg objetos¢ ptynu wprowadzanego do jamy
brzusznej, a plyn odprowadzony zbierano z zachowaniem zasad sterylnosci do specjalnego
pojemnika. W warunkach laboratoryjnych mierzono catkowita objetos¢ zebranego ptynu,
pozostawiajac 50 ml do dalszej analizy. Po dwukrotnym odwirowaniu (150g,10 min./10°C)
ptyn zlewano do czterech probowek i magazynowano w temperaturze -20°C zachowujac

do wykorzystania podczas dalszych badan.
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Uzyskane probki ptynu drenazowego (n=40), na podstawie ich wygladu makroskopowego
podzielono na 4 grupy:

1. Probki czyste, przezroczyste (n;= 18),

2. Probki z hemolizg matego stopnia (n,=9),
3. Probki z hemolizag duzego stopnia (n3z=9)
4

. Probki zawierajace z61¢ (ny=4)

2.2 Hodowla in vitro ludzkich komorek mezotelialnych

Pierwotne linie ludzkich otrzewnowych komorek mezotelialnych namnazano
w hodowli in vitro wedtug technik stosowanych w Zaktadzie Patofizjologii [167]. Komorki
mezotelialne pochodzily z fragmentéw sieci wigkszej usuwanych ze wskazan lekarskich
podczas operacji w obrebie jamy brzusznej (np. zrosty otrzewnowe) . Odczynniki chemiczne,

substancje 1 preparaty uzywane do hodowli pochodzity z firmy Sigma (St. Luis, USA).

Bezposrednio po pobraniu, tkanke umieszczano w  plynie Hanksa bez wapnia
I magnezu. Nastepnie tkanke przenoszono do roztworu 0,05% trypsyny z dodatkiem 0,02%
EDTA w ptynie Hanksa bez wapnia i magnezu i wytrzagsano w tazni wodnej o temperaturze
37° C przez 30 min. Ztuszczone komoérki przemywano dwukrotnie medium hodowlanym, Do
hodowli komorek mezotelialnych stosowano medium M199 z dodatkiem ptodowej surowicy
cielecej (ang. fetal calf serum — FCS) — 10%, L - glutaminy (2mM), penicyliny (100 U/ml),
streptomycyny (100ug/ml), hydrokortyzonu (0,4 pg/ml). Komoérki posiewano do butelek
hodowlanych (Sarsted, Niemcy) o powierzchni 25 cm? , ktére umieszczano w inkubatorze
w $rodowisku o temp 37° C i1 powietrzu z 5% wysyceniem CO;,. Komorki hodowano az do

uzyskania ich warstwy zlewnej, wymieniejagc medium co drugi dzien.

Pasaz wykonywano roztworem 0,05% trypsyny z dodatkiem 0,02% EDTA w ptynie
Hanksa bez wapnia i magnezu. Uzyskang zawiesing komorek dwukrotnie ptukano w medium

hodowlanym i nast¢pnie posiewano na 48-studzienkowe ptytki hodowlane.
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2.3. Efekt drenowanego z jamy otrzewnowej roztworu 0.9% NaCl na czynno$¢ ludzkich

komérek mezotelialnych w hodowli in vitro.

Badania wykonywano na zlewnych warstwach komorek Iludzkiego mezotelium
otrzewnowego w 48-studzienkowych ptytkach hodowlanych. Usuwano medium hodowlane
ze studzienek, a nastepnie komorki eksponowano na nastepujace roztwory:

A. Medium M199 + 5% FCS

B. Medium M199 + 10% FCS z dodatkiem 0.9% NaCl o pH 7,4 (1:1 v/v)

C. Medium M199 + 10% FCS z dodatkiem probki plynu uzyskanego z jamy

brzusznej po jej ptukaniu 0.9% NaCl (1:1 v/v).

Po 24 godzinach inkubacji w standardowych warunkach hodowlanych ( 37°C,
powietrze wzbogacone 5% CO,) usuwano ze studzienek supernatant i zamrazano jego probki
do dalszych badan. Pozostate w studzienkach komodrki mezotelium poddawano lizie
zuzyciem 0,1 NaOH i w tak uzyskanym lizacie oznaczano biatko catkowite wg metody
Bradforda [166].

W uzyskanych supernatantach mierzono st¢zenia nastgpujacych substancji
produkowanych przez komorki mezotelialne:

A. Interleukina 6 (ang. interleukin 6, IL-6) mierzona przy pomocy przy pomocy komercyjnie
dostepnego zestawu ELISA (R&D Systems, Memphis, USA).

B. Tkankowy aktywator plazminogenu (ang. tissue-activator plazminogen, t-PA) mierzony
przy pomocy przy pomocy komercyjnie dostepnego zestawu ELISA (Bender Medsystems
GmbH, Austria).

C. Inhibitor aktywatora plazminogenu 1 (ang.plasminogen activator inhibitor 1, PAI-1)
mierzony przy pomocy przy pomocy komercyjnie dostgpnego zestawu ELISA
(Technoclone GmbH, Austria)

D. Ilo§¢ produkowanych substancji czynnych w komoérkach mezotelium otrzewnowego

przeliczano na ilo$¢ biatka komorkowego z lizatu.
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2.4. Efekt drenowanego z jamy otrzewnowej roztworu 0.9% NaCl na proliferacje

ludzkich komorek mezotelialnych w hodowli in vitro.

Ludzkie komorki otrzewnowe posiewano w ilosci 5 x 104/studzienkQ w 48-
studzienkowych ptytkach hodowlanych. Po 12. godzinach usuwano medium ze studzienek
i zastepowano nowymi ptynami hodowlanymi z dodatkiem *H-metyl-tymidyny (Institute of
Radioisotopes, Praga, Czechy) w st¢zeniu 1 pCi/ml. Stosowano nastepujace roztwory:

e Standardowe medium hodowlane M199 + 5% FCS (kontrola)
e Standardowe medium hodowlane M199 + 10% FCS + 0,9% roztwor chlorku

sodowego o pH 7,4 (1:1 v/v)

e Standardowe medium hodowlane M199 + 10% FCS + ptyn z drenazu jamy otrzewne;j

(1:1viv)

Po 24. godzinnej inkubacji supernantant usuwano, komoérki ptukano roztworem Hanksa bez
jonow wapnia i magnezu, a nastepnie trypsynizowano roztworem 0,05% trypsyny z 0,02%
EDTA. Uzyskana zawiesing dwukrotnie precypitowano stosujac 10% roztwor kwasu
trjchlorooctowego. Nastgpnie po dodaniu 0,1 N NaOH wuzyskano lizat, ktorego
radioaktywno$¢ mierzono przy uzyciu licznika promieniowania : Rackbeta 1209 (LKB
Wallac/Perkin Elmer, Finlandia).Natezenie promieniowania proporcjonalne do wielkosci
inkorporacji znakowanej tymidyny uznawano jako wykladnik proliferacji komorkowe;.
Wyniki przedstawiono jako ilos¢ impulséw zliczong w czasie 1 minuty (CPM, ang. counts

per minute).
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3. Metodyka oznaczen stosowanych w eksperymentach

3.1 Szczurzy transformujacy czynnik wzrostu B1 (ang. Transforming Growth Factor beta,
TGF B1)

Stezenie TGF 1 w probkach medium pobranego z hodowli komérek mezotelium otrzew-
nowego mierzono za pomocg testu immunoenzymatycznego ELISA typu ,, sandwich” (Bender
Medsystems GmbH, Austria). Czulo$¢ metody wynosita 5 pg/ml. Pomiar wykonywano przy
dhugosci fali 450 nm, stosujac jako referencyjng falg o dtugosci 620 nm, na spektrofotometrze EL
x 808 (Bio-Tek Instruments, USA). Stezenie TGF 1 w badanych probkach okreslano na
podstawie krzywej wzorcowej. Wielko§¢ syntezy TGF B1 przeliczano na ilos¢ komoérek

w hodowli.

3.2 Szczurzy czynnik wzrostu Srédblonka naczyniowego (ang. Vascular Endothelial
Growth Factor, VEGF)

Stezenie VEGF w probkach medium pochodzacych z hodowli komorek
mezotelialnych oznaczano za pomocag testu immunoenzymatycznego ELISA typu
,,sandwich" (Bender Medsystems GmbH, Austria). Czutos¢ metody wynosita 13.5 pg/ml.
Detekcje absorbancji przeprowadzono przy dlugosci fali 450 nm, stosujac jako referencyjna
fale o dtugosci 540 nm, na spektrofotometrze EL x 808 (Bio-Tek Instruments, USA).
Stezenie VEGF w badanych probkach okreslano na podstawie krzywej wzorcowej. Wielkos¢

syntezy VEGF przeliczano na ilo$§¢ komorek w hodowli.

3.3 Szczurze bialko chemotaktyczne dla monocytéw-1 (ang. Monocyte chemotactic
protein-1, MCP-1)

Stezenie MCP-1 w probkach medium zebranych jako supernatant oceniano
wykorzystujac metode oparta na immunoabsorpcji enzymozaleznej (ELISA), przebiegajacej
z wykorzystaniem ptytek fabrycznie optaszczonych specyficznymi przeciwcialami dla
szczurzego MCP-1 (Biosource International Kalifornia USA, KHC1012). Pomiar
wykonywano wobec proby S$lepej przy dlugosci fali 450 nm (wobec diugosci fali
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referencyjnej 620 nm) za pomoca spektrofotometru ELx808 (Bio-Tech. Instruments, USA).

Czutos¢ metody wynosita 5 pg/ml.

3.4 Elastaza leukocytow

Aktywnos¢ elastazy leukocytdow oznaczono wedlug metody opisanej przez Visser
& Blout [168]. Oznaczenia wykonano na ptytkach 96 studzienkowych (Corning, USA). Jako
substrat stosowano N-t-butoksy-karbonyl-L ester nitrofenolu kwasu 2-aminopropanowego
(Sigma, USA). Wstepie probki inkubowano przez 10 minut w 25°C, w buforze Tris-HCL
(Sigma, USA), 0,1 mol/L (pH=7,8), nastepnic dodawano substrat w stezeniu 4 mmol/L,
rozpuszczony w sulfotlenku dimetylowym (DMSO; Sigma, USA). Ilo$¢ uwalnianego
w wyniku reakcji enzymatycznej p- nitrofenolu oceniano na podstawie przyrostu absorbancji
przy diugosci fali 405 nm na spektrofotometrze Labsystem Multiscan MCC/340, typ 347
(Helsinki, Finlandia).

3.5 Ludzki tkankowy aktywator plazminogenu (ang. tissue-activator plazminogen, t-PA)

Stezenie tkankowego aktywatora plazminogenu (t-PA) w probkach medium
pochodzacych z hodowli komoérek mezotelialnych mierzono przy wuzyciu testu
immunoenzymatycznego ELISA typu ,,sandwich” (Bender Medsystems GmbH, Austria).
Detekcje absorbancji przeprowadzono przy uzyciu spektrofotometru EL x 808 (Bio-Tek
Instruments, USA) przy dlugosci fali 450 nm oraz 620 nm. St¢zenie t-PA w badanych
probkach okreslano na podstawie krzywej wzorcowej. Wielkos¢ syntezy t-PA przeliczano na

ilo$¢ komorek w hodowli. Czutos¢ testu wynosita 6 pg/ml.

3.6 Ludzki inhibitor aktywatora plazminogenu - 1 (ang. plasminogen activator inhibitor,
PAI-1)

Stezenie PAI-1 w probkach medium z hodowli komoérek mezotelialnych mierzono

przy uzyciu testu immunoenzymatycznego ELISA typu ,,sandwich” (Technoclone GmbH,
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Austria). Detekcje absorbancji przeprowadzono przy uzyciu spektrofotometru EL x 808 (Bio-
Tek Instruments, USA) przy dtugosci fali 450 nm oraz 540 nm. St¢zenie PAI-1 w badanych
probkach okreslano na podstawie krzywej wzorcowej. Wielkos¢ syntezy PAI-1 przeliczano na

ilo$¢ komorek w hodowli. Czutosé¢ testu wynosita 0.5 ng/ml.

3.7 Ludzka interleukina 6 (I1L-6)

Stezenie ludzkiej IL-6 w probkach medium z hodowli mezotelium oznaczano za
pomoca techniki immunoenzymatycznej ELISA (ang. enzyme-linked immonosorbent assai)
typu ,,sandwich” wykorzystujac zestaw do oznaczen firmy R&D Systems (R&D Systems,
Memphis, USA). Pomiar wykonywano na spektrofotometrze EL x 800 (Bio-Tek Instruments,
USA), przy dtugosci fali 450 nm, stosujac jak referencyjng fale o dlugosci 540 nm. St¢zenie
IL6 w badanych probkach odczytywano na podstawie krzywej wzorcowej. Czuto§¢ metody
wynosita 0,7 pg/ml.

3.8 Bialko calkowite w lizatach komérkowych

Biatko catkowite mierzono w lizatach komorkowych. Stezenie biatka 0znaczano
metodg Bradforda [166] wykorzystujac Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent (Bio-Rad
Laboratories, Monachium , Germany) 1 stosujac jako standard albumine bydleca (BSA).
Czulo$¢ metody byla w przedziale 0,1 pg/ml. Przyjeto ze 1pg biatka komorkowego
odpowiada $rednio (+/-SD) 2,1-1,0 x10° komorek mezotelialnych.

3.9 IloSciowa ocena komodrek w plynie drenazowym

Oznaczenie ilo$ci leukocytow w inkubowanym ptynie wykonywano wedlug metody
opracowanej przez Bomskiego [169]. Probke ptynu pobrano na heparyng (Polfa, Warszawa,
Polska) uzyskujac w stezeniu koncowym 10 j.m. heparyny/ml dializatu, a nastgpnie
rozcienczono 10-krotnie ptynem Turka (Aqua- Medica, £.6dz, Polska). Biate krwinki liczono
na powierzchni siatki Burkera o wym. 4x2mm (Fein-Optic, Niemcy) przy powiekszeniu 200-

krotnym. Liczb¢ krwinek biatych w 1ul obliczano wedtug nastepujacego wzoru:
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Liczba leukocytow w 1pl= rozcieficzenie /n x p x h
n- liczba komorek na danej powierzchni siatki
p- powierzchnia w mm?
h- gl¢boko$¢ komory
3.10 Jakos$ciowa ocena komorek w dializacie.

Dializat pobierano na heparyne (Polfa Warszawa, Polska) w stezeniu koncowym 10 j.m.
heparyny na 1 ml dializatu, a nast¢gpnie umieszczano na szkietku podstawnym i wirowano w
cytowirowce (MPW 341, Polska) przez 5 minut (100g). Po wykonaniu barwienia May
& Griinwald-Giemsy zestawem Quick Panoptic Concentrated (QCA, Amposta, Spain) preparaty

ogladano w powigkszeniu immersyjnym w mikroskopie §wietlnym (Carl Zeiss/Jena, Germany).

4. Analiza statystyczna

Wyniki badan przedstawiono w postaci wartosci srednich + odchylenie standardowe (SD).
Opracowanie statystyczne zmiennych powigzanych dla wiecej niz dwoch grup badanych
przeprowadzono stosujac analiz¢ wariancji (ANOVA) w modyfikacji Friedmana (dla zmiennych
nieparametrycznych) oraz post-hoc test Dunnsa (dla zmiennych parametrycznych). Dla zmiennych
niepowigzanych, nieparametrycznych dla wigcej niz dwoch grup wykorzystano analiz¢ wariancji
(ANOVA) w modyfikacji Kruskala-Wallisa. Ponadto w analizie statystycznej dla zmiennych
zawartych w dwoch grupach wykorzystano test T — studenta dla zmiennych powigzanych
paramtryczncych oraz test kolejnosci par Wilcoxona dla zmiennych powiazanych

nieparametrycznych. Jako istotne statystyczne przyjeto wartosci p <0,05.
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Wyniki

1. Ocena zmian skladu plynu wewnatrzotrzewnowego podczas 4 godzinnej inkubacji

w jamie brzusznej szczura.

Inkubacja soli fizjologicznej w $rodowisku wewnatrzotrzewnowym szczuréw
wykazata stopniowe, stale postepujace zmiany jej sktadu ilosciowego jak i1 jakosciowego.
Warto$¢ pH oceniana w ciggu kolejnych 4 godzin eksperymentu wzrastata od wartosci
$redniej pH 6,81 stwierdzonej po pierwszych 30. minutach inkubacji do wartosci pH 7,56
uzyskanej na zakonczenie badania. W pierwszych 30. minutach obserwacji wartos¢ pH
pozostawata w zakresie odczynu kwasnego, dochodzac do stabo zasadowego po 4 godzinach

inkubacji (ryc.1.1).

8.0
p<0,001
0<0,001 p<0,001
- p<0,001
7.5 p<0,001
<0,001
:E_ p<0,001 P -
T

7.0

T
6.5 1 1 I
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Czas [minuty]

Ryc.1.1 Wartos¢ pH w ciggu 4.godzinnej inkubacji 0,9% NaCl w jamie brzusznej szczura.
Analiza statystyczna w porownaniu do czasu 30°.

W  badanym, czterogodzinnym przedziale czasowym stwierdzono rowniez
postepujacy wzrost stezenia biatka w inkubowanym ptynie. W drugiej godzinie badania
poziom biatka wzrést niemal dwukrotnie, a po 240. minutach wewnatrzotrzewnowej
ekspozycji stezenie biatka w ptynie bylo cztery razy wyzsze w pordéwnaniu do pomiaru

dokonanego w 30. minucie inkubacji (Ryc.1.2).
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Ryc.1.2 Stezenie biatka w ciggu 4.godzinnej inkubacji
0,9% roztworu NaCl w jamie brzusznej szczura. Analiza

statystyczna w porownaniu do czasu 30°.

Ekspozycja mezotelium
otrzewnowego na 0.9% NaCl
doprowadzita rowniez do
stopniowego wzrostu aktywnosci
elastazy w inkubowanym plynie
(Ryc.1.3). Podobnie  jak
w przypadku stezenia  bialka
aktywnos¢ elastazy byta
najwyzsza na  zakonczenie
badania. Cechowal ja blisko
dwukrotny wzrost po uptywie
240. minut  eksperymentu w
porownaniu  do  pierwszego
pomiaru dokonanego w  30.

minucie inkubacji.

Podczas wewnatrzotrzewnowej inkubacji 0.9% roztworu NaCl stopniowo narastat
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p<0.001

240

Ryc.1.3  Aktywnos¢ elastazy w ciggu 4.godzinnej
inkubacji 0,9%NaCl w jamie brzusznej szczura. Analiza

statystyczna w porownaniu do czasu 30°.

odczyn zapalny, czego
odzwierciedleniem byt
postepujacy  wzrost stezen
cytokin zapalnych w badanym
ptynie. Stezenie MCP-1
cechowatl istotny wzrost podczas
catego okresu inkubacji
(Ryc.1.4). Poczawszy od 120.
minuty eksperymentu  st¢zenie
MCP-1 byto statystycznie
istotnie wyzsze niz w  30.
minucie badania, a po 4.
godzinach wzrosto niemal 3-
krotnie w  poréwnaniu  do

pierwszego pomiaru.
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Ryc. 1.4 Wzrost stezenia MCP-1 w ciggu 4.godzinnej inkubacji 0,9%NaCl w jamie brzusznej
szczura;, pomiary dla 120’ i 240’ istotne statystycznie. Analiza statystyczna w porownaniu do

czasu 30°.
p<0,001
vs 60'
80 —
T 601
£
2
|—|40-
<,
L
9 204
T— L
I s B
Czas [minuty]

Ryc. 1.5 Zmiany stezenia TGF-f w ciggu 4.godzinnej
inkubacji 0,9%NaCl w jamie brzusznej szczura. Analiza
statystyczna w porownaniu do czasu 30°.

Zmiany poziomu
TGFB w  inkubowanym
wewnatrzotrzewnowo
roztworze 0.9% NaCl byly
mniej  dynamiczne  ale
réwniez statystycznie
istotne. W  pierwszej
potowie eksperymentu
obserwowano umiarkowany
wzrost stezenia tej cytokiny,
dopiero w 240. minucie
badania jej przyrost okazat
sig, W poréwnaniu do
wartosci poczatkowe;,

znamienny statystycznie.

W przypadku pomiaru z 4. godziny eksperymentu zwraca uwage wigkszy niz w przypadku

pozostatych wynikéw rozrzut warto$ci decydujacy o relatywnie duzym odchyleniu

standardowym (Ryc.1.5)
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Podobnie jak w przypadku TGFB poziom VEGF w inkubowanym
wewnatrzotrzewnowo roztworze 0.9%NaCl nie ulegatl istotnym zmianom przez pierwsze 120
minut obserwacji. Jednak po 4. godzinie badania st¢zenie tej cytokiny bylo statystycznie

wyzsze zarOwno wobec warto$ci pomiaru z 60. jak i 120. minuty obserwacji (Ryc. 1.6).
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Ryc.1.6 Stezenie VEGF w kolejnych pomiarach w trakcie inkubacji 0,9%NaCl w jamie
brzusznej szczura. Stezenie uzyskane po 240 minutach inkubacji znamienne statystycznie.
Analiza statystyczna w porownaniu do czasu 30°.

Poziom elektrolitow mierzony podczas eksperymentu charakteryzowat sie spadkiem
stezenia jonow sodu i chloru oraz wzrostem st¢zenia jonéw potasu. W trakcie 4 godzinnej
inkubacji spadek jonéw sodowych [Na'] przebiegal od wartosci 150,7+5,Immol/L do
142,1+£5,0 mmol/l przy czym najwieksza dynamike zmian obserwowano w drugiej czesci
badania tj. od 120. minuty. Na zakonczenie eksperymentu ta tendencja ulegla wyraznemu
nasileniu sprawiajac ze warto$¢ pomiaru z 240. minuty obserwacji byla statystycznie

znamienna. (Ryc.1.7)
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p<0,01 vs 30'
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Ryc. 1.7. Spadek stezenia jonow sodu w ciggu 4.godzinnej
inkubacji 0,9%NaCl w jamie brzusznej

statystyczna w porownaniu do czasu 30’
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p<0,001
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]
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szczura. Analiza

p<0,001
vs 30’

Ryc. 1.8 Spadek stezenia jonow chlorkowych podczas

inkubacji 0,9%NaCl w jamie brzusznej szczura. Analiza

statystyczna w porownaniu do czasu 30°.

W przypadku
[CI]

spadek warto$ci stezen w

jonow  chlorkowych

kolejnych pomiarach
cechowata wigksza
zmienno$¢ niz w przypadku
jonéw sodu. Poczawszy od
2. godziny eksperymentu
uzyskane kolejno  wyniki
réznity  si¢  statystyczne
wobec pomiaru z 30. minuty
badania. Ostatecznie przez
caly  okres  obserwacji
stezenie jonow chlorkowych

spadto ze 145,7+4,6 mmol/l

do 120,9+6,2 mmol/l
(Ryc.1.8) .

Stezenie jonow
potasu  [K']  narastalo
w kolejnych pomiarach
poczawszy od  wartosci
poczatkowej 2,13+0,3 do
4,11+0,4 mmol/l na

zakonczenie inkubacji (Ryc.

1.9). Dynamikg¢ wzrostu
cechowat  staly  progres
wielkosci stezenia

obserwowany w kolejnych

pomiarach  nadajac mu

niemal liniowy charakter. Od 60. minuty badania dalszy wzrost st¢zenia jonow potasowych

byl statystycznie istotny wobec pomiaru poczatkowego.
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Ryc. 1.9 Wzrost steZenia jonow potasu w ciggu 4.godzinnej inkubacji 0,9%NaCl w jamie

brzusznej szczura. Analiza statystyczna w porownaniu do czasu 30°.

Analiza sktadu komorkowego wykazata zar6wno zmiany ilosciowe jak i1 jakoSciowe.
W probkach inkubowanego plynu pobieranych w kolejnych interwatach czasowych
odnotowano postgpujacy przyrost liczby komorek z wartosci poczatkowe; — 313/ul

stwierdzonej po pierwszych 30. minutach do 750/ul w 4. godzinie badania ( Ryc.1.10).
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Ryc. 1.10 Przyrost ilosci komorek w dializacie w ciggu 4.godzinnej inkubacji
0,9%NaCl w jamie brzusznej szczura. Analiza statystyczna w porownaniu do czasu 30’

Zmianie ulegt réwniez profil morfologiczny komorek inkubowanego ptynu.
Poréwnujac rozklad procentowy komodrek zawartych w probkach uzyskanych z phukania
pustej jamy otrzewnowej z ich obecnos$cia w jamie brzusznej na koncu eksperymentu
stwierdzono spadek iloSci limfocytow, leukocytow obojetnochtonnych oraz komorek
tucznych  (Ryc.1.11-13) przy jednoczesnym procentowym wzroscie liczby makrofagéw
i leukocytow kwasochtonnych (Ryc.1.14-15). Cecha znamienng istotng przy ocenie
komorkowych zmian jakosciowych inkubowanego ptynu sg relatywnie duze fluktuacje sktadu
odsetkowego komorek mierzonego w kolejnych pomiarach zwlaszcza w odniesieniu do

poziomu wyjsciowego badanego w chwili rozpoczecia eksperymentu (dla t=0).

Poziom limfocytoéw zawartych w badanym ptynie cechowal wyrazny spadek stezenia
w ciggu pierwszych 30. minut trwania eksperymentu. Dalsza obserwacja ujawnita stopniowy
wzrost poziomu limfocytow mierzony odpowiednio w 60., 120. oraz 240. minucie badania nie

przekraczajacy jednak potowy wartosci stezenia wyjsciowego (dla t=0).
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Ryc. 1.11 Zmiennos¢ populacji limfocytow w ciggu 4.godzinnej inkubacji 0,9%NaCl w jamie
brzusznej szczura. Analiza statystyczna w porownaniu do czasu 0.

Podobng dynamike zmian obserwowano w populacji leukocytéw oboje¢tnochtonnych,
gdzie w 30. minucie eksperymentu obserwowano drastyczny spadek liczby komorek
postepujacy jeszcze w ciagu kolejnych 30 minut. Dopiero po uptywie 2. godzin od
rozpoczecia wewnatrzbrzusznej inkubacji 0,9% roztworu NaCl sktad odsetkowy leukocytow
obojetnochtonnych ulegt stopniowej odbudowie nie przekraczajac jednak 1/3 wartosci

wyjsciowej w chwili ukonczenia badania.
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Ryc. 1.12 Procentowy udzial populacji leukocytow obojetnochtonnych w  kolejnych
pomiarach podczas inkubacji 0,9%NaCl w jamie brzusznej szczura. Analiza statystyczna
W porownaniu do czasu ().

42



Odsetek komorek tucznych w inkubowanym plynie byt zmienny przez caly czas
trwania 4. godzinnej obserwacji. Poczatkowo, w chwili dokonania pierwszego pomiaru
obserwowano tendencj¢ wzrostowg liczby komoérek tucznych, ale juz po godzinie badania
spadek niemal do wartosci wyjsciowej. Finalnie, na zakonczenie eksperymentu, poziom
komorek tucznych w inkubowanym ptynie wykazywat nieznaczne obnizenie, ale nieistotne

statystycznie w poroéwnaniu do ich ilo$ci w 30 minucie do§wiadczenia.
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Ryc. 1.13 Zmiany w populacji komorek tucznych w ciggu inkubacji 0,9%NaCl w jamie
brzusznej szczura. Analiza statystyczna w porownaniu do czasu (0’

Z kolei oceniajac zmiany w populacji makrofagéw zachodzace podczas 4.godzinnej
inkubacji nalezy zauwazy¢ wyrazny wzrost udzialu procentowego tej linii komorkowe;j
mierzony na zakonczenie eksperymentu. Nalezy zaznaczy¢ ze po gwaltownym przyroscie
liczby komorek w pierwszych 30. minutach badania, dalsza obserwacja ujawnita
postepujacy regres stezenia trwajacy do 120. minuty. Od tego momentu populacja
makrofagéw pozostawala na stalym poziomie do konca inkubacji. Wartosci kolejnych

pomiardéw byly istotne statystycznie wobec st¢zenia wyjsciowego (dla t=0).
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Ryc.1.14 Procentowy udzial populacji makrofagow w  kolejnych pomiarach podczas
inkubacji 0,9% NaCl w jamie brzusznej szczura. Analiza statystyczna w porownaniu do czasu
01

Roéwniez populacje kwasochtonnych leukocytow cechowat wzrost ilosci komoérek
W kolejnych przedzialach czasowych. Wyrazny progres ich ilo$ci obserwowano do 120.
minuty, pdzniej ulegt on stabilizacji cechujac si¢ wzglednie stala warto$cia w ciagu

kolejnych dwoch godzin eksperymentu.
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Ryc. 1.15 Zmiennos¢ populacji leukocytow kwasochtonnych w ciggu 4.godzinnej inkubacji
0,9% NaCl w jamie brzusznej szczura. Analiza statystyczna w porownaniu do czasu (',
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2. Wplyw plynu inkubowanego w jamie otrzewnej na szczurze komorki
mezotelialne w warunkach hodowli in vitro

W drugim etapie badan prowadzonych na modelu zwierzecym eksponowano
pierwotne linie szczurzych komoérek mezotelialnych w hodowli in vitro na probki roztworu
0.9% NaCl zebrane podczas doswiadczen na szczurach.

Probki roztworu 0.9% NaCl uzyskane po uptywie odpowiednio 60., 120. oraz 240.
minut inkubacji w jamie otrzewnowej silniej stymulowaty produkcje MCP-1 w komorkach
mezotelialnych niz standardowe medium hodowlane ( Ryc.2.1). Jednocze$nie zwraca uwage
silne supresyjne dziatanie na badane komorki ,,czystego” 0.9% roztworu NaCl nie poddanego

uprzedniej inkubacji w jamie brzusznej.

700+ p<0.001
600~ p<0.001 T

p<0.001 T
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100+

p<0.001

MCP1[ng/ug protein]

vediumNaCl 30' 60' 120' 240"

Ryc.2.1 Produkcja MCP-1 w szczurzych komorkach mezotelialnych eksponowanych na
medium kontrolne (Medium), 0.9% NaCl (NaCl) oraz probki roztworu 0.9% NaCl
inkubowanego przez okres 30°, 60° , 120° i 240’ w jamie brzusznej szczurow. Analiza
statystyczna w odniesieniu do grupy kontrolnej.

Efekt badanych ex-vivo probek 0.9% NaCl na proliferacje komorek mezotelialnych byt
odwrotny niz ich stymulujgce dziatlanie na produkcje MCP-1 przez te komorki. Wraz
z wydluzeniem czasu inkubacji roztworu 0.9% NaCl w jamie brzusznej narastato jego

supresyjne dzialanie na wzrost komorek mezotelialnych (Ryc.2.2).
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Ryc.2.2  Proliferacja komorek mezotelialnych eksponowanych na medium kontrolne
(Medium), 0.9% NaCl (NaCl) i probki roztworu 0.9% NaCl inkubowanego przez okres 30,
60°, 120° i 240° w jamie brzusznej szczurow. Analiza statystyczna w odniesieniu do grupy
kontrolne;j.

3.0cena parametrow czynnosciowych ludzkich komorek mezotelialnych
eksponowanych w hodowli in vitro na roztwér 0.9% NaCl drenowany
Z jamy brzusznej podczas zabiegow laparoskopowych.

W ostatnim etapie badan oceniano zmiany czynno$ciowe charakteryzujace ludzkie
komorki mezotelialne eksponowane na plyn uzyskany podczas $rédoperacyjnego ptukania
jamy otrzewnej podczas zabiegéw laparoskopowych.

Probki ptynu  wykorzystywane w tym etapie badan uzyskano od 40. chorych
operowanych laparoskopowo z powodu kamicy zotciowej. Ptyn pobierano w trakcie operacji
po rutynowym plukaniu jamy brzusznej dokonanym u 34. kobiet w wieku 20-82 lat
($r.51£15lat) oraz 6. m¢zczyzn w wieku od 25 do 68 lat (sr. 51 + 15 lat). Planowo leczono
31. 0s6b, a w trybie ,,0strodyzurowym” 9.chorych. Przez tzw. tryb ,ostro dyzurowy”
uznawano pacjentéw z nasilong kolkg zotciowa, z wykladnikami ostrego zapalenia
pecherzyka zotciowego lub zapalenia przewlektego w stadium zaostrzenia.

Podczas jednego zabiegu wprowadzano do jamy brzusznej $rednio 675 ml (+ 541ml)
soli fizjologicznej, natomiast po zdrenowaniu tego roztworu, we wngtrzu jamy otrzewnowej
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pozostawato $rednio okoto 211 ml (+190ml) co stanowilo 33,8% (18,2%) w stosunku do
$redniej objetosci wprowadzonej. Operacje w trakcie ktoérych uzyskiwano ptyn o nasilonej
hemolizie cechowato najwigksze zaleganie ptynu drenazowego w jamie brzusznej szacowane
na blisko 40% (£22,5%) wobec objetosci wprowadzonej. Dla porownania wsroéd pacjentow
od ktoérych uzyskano ptyn z duza domieszka zotci wspdtczynnik ten nie przekraczal 25%
(£12,7%) .

Tendencj¢ wzrostowg produkcji interleukiny 6 obserwowano we wszystkich grupach
komorek mezotelialnych poddanych dziataniu ptynu drenazowego, jednakze tylko dla
mezotelium hodowanego w $rodowisku zawierajacym ,,czysty” plyn drenowany z jamy
otrzewnowej produkcja IL6 byta wyzsza niz w grupie kontrolnej i w grupie z silng hemoliza.
Komorki eksponowane na 0.9% NaCl wykazywaly mniejsza produkcje IL6 w poréwnaniu do
»czystego” roztworu 0.9% NaCl uzyskanego po wewnatrzotrzewnowej inkubacji.
Jednoczes$nie produkcja interleukiny 6 byta wyzsza w medium kontrolnym w poréwnaniu do

medium z dodatkiem 0.9% NaCl (Ryc.3.1).
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Ryc.3.1 Produkcja interleukiny 6 (IL6) w komorkach mezotelialnych eksponowanych na
medium kontrolne (Medium), medium hodowlane z dodatkiem roztworu 0.9% NaCl (NaCl),
lub medium hodowlane z dodatkiem drenowanego phynu zawierajgcego zot¢ ( M +zoic),
,czystego” plynu drenowanego (M + ,,czysty”) , drenowanego plynu z hemolizg sladowg
(M + hem) lub drenowanego pltynu z hemolizqg (M +++ ).
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Z kolei najwigksze stezenie PAI-1 obserwowano w grupie eksponowanej na plyn
drenowany zawierajacy zO6t¢. Uzyskane dla tej populacji komoérek wyniki zdecydowanie
przewyzszaty zardwno st¢zenia mierzone w grupie zawierajgce] medium kontrolne jak
i W pozostatych populacjach zawieszonych w innym typie plynu drenazowego. Najnizsza
synteza PAI-1 cechowala mezotelium hodowane w ptynie ,,czystym” oraz zawierajagcym

hemolizowang krew (Ryc.3.2).
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Ryc.3.2 Produkcja PAI-1 w komérkach mezotelialnych eksponowanych na medium kontrolne
(Medium), medium hodowlane z dodatkiem roztworu 0.9% NaCl (NaCl), lub medium
hodowlane z dodatkiem drenowanego plynu zawierajgcego zol¢ ( M+zoié), ,, czystego”
phnu drenowanego (M + , czysty”) , drenowanego ptynu z hemolizg ( M +++) lub
drenowanego ptynu ze sladowg hemolizg (M + ).

W odniesieniu do syntezy tPA obserwowano tendencj¢ wzrostowa Ww grupie
hodowanej w plynie ze sladowa hemolizg oraz zawierajacym z6i¢, ale te zmiany nie byty
statystycznie istotne. Z kolei mezotelium nalezace do grupy inkubowanej w 0,9% NaCl
oraz w plynie ,czystym” charakteryzowal najmniejszy spos$rod wszystkich badanych

populacji przyrost tPA nie potwierdzony jednak statystycznie (Ryc. 3.3).
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Ryc.3.3 Produkcja t-PA w komorkach mezotelialnych eksponowanych na medium kontrolne
(Medium), medium hodowlane z dodatkiem roztworu 0.9% NaCl (NaCl), lub medium
hodowlane z dodatkiem drenowanego plynu zawierajgcego zoté ( M +z0i¢), ,, czystego”
plynu drenowanego (M + ,,czysty”) , drenowanego plynu ze sladowg hemolizq (M + ) lub
drenowanego pltynu z hemolizq ( M +++).

Natomiast proliferacja komorkowa byla najwigksza w obu grupach kontrolnych
zawierajacych odpowiednio medium hodowlane oraz standardowy 0,9% roztwér NaCl. W
pozostatych grupach eksperymentalnych, eksponowanych na dzialanie ptynu uzyskanego po
ptukaniu jamy brzusznej, z wyjatkiem plynu czystego, obserwowano zahamowanie
proliferacji . Najnizszy poziom wzrostu mezotelium odnotowano w hodowli zawieszonej

W plynie zawierajacym z61¢, nieco wyzszy w obu grupach z hemoliza ( Ryc.3.4).
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Ryc.3.4 Proliferacja komorek mezotelium otrzewnowego eksponowanych na medium kontrolne
(Medium), medium hodowlane z dodatkiem roztworu 0.9% NaCl (NaCl), lub medium hodowlane
z dodatkiem drenowanego plynu zawierajqcego zZotlé (M +z61¢), ,, czystego™ phynu drenowanego
(M + ,,czysty”) , drenowanego plynu ze sladowq hemolizq (M + ) lub drenowaneg plynu
Z hemolizqg (M +++).

4. Analiza badan laboratoryjnych w kontekscie danych klinicznych.

Analizujac mozliwy wplyw czynnikow klinicznych na wyniki badan uzyskane droga
eksperymentalng w warunkach in vitro stwierdzono, ze ptyn irygacyjny uzyskany od
pacjentow z podwyzszong liczbg leukocytow we krwi obwodowej oraz ptyn od chorych
kwalifikowanych do operacji w trybie ostrodyzurowym moze dziata¢ supresyjne na
proliferacje komorek mezotelialnych. (Ryc.4.1, 4.2). Jako kryterium patologicznego wzrostu

leukocytozy przyjeto wartos¢ powyzej 10 tysiecy komorek na 1 pl.
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Ryc.4.1 Wphw plynow uzyskanych od pacjentow u ktorych wykonywano zabiegi ze wskazan
naglych (tryb , ostrodyzurowy”) lub planowo (tryb , planowy”) na proliferacje komorek
mezotelialnych.
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4.2. Wplyw plynow uzyskanych od pacjentow z leukocytozg <I0tys/ul lub > 10tys/ul na
proliferacje komorek mezotelialnych.
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Ponadto zwraca uwage ze plyn ,czysty” zawierajacy relatywnie najmniej
zanieczyszczen uzyskiwano w wigkszosci od chorych operowanych planowo (Ryc.4.3).
Plyny ze $rédoperacyjnej irygacji jamy brzusznej ze zwigkszong iloscig zotci lub krwi
pochodzity od pacjentéw zakwalifikowanych do leczenia operacyjnego ze wzgledu na

nasilone dolegliwo$ci kliniczne, przyjetych na oddziat chirurgiczny w ramach ostrego

dyzuru.

201
D p{yn uczystyu
B3 ptyn z domieszkg krwi
x 157 lub zétci
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tryb planowy tryb ostrodyzurowy

4.3. Porownanie ilosci probek plynu bez widocznych domieszek materiatu biologicznego
(ptyn ,,czysty”) oraz probek z domieszkq krwi lub Zolci uzyskanych podczas zabiegow
wykonywanych planowo i w ramach ostrego dyzuru.
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Dyskusja

Sol  fizjologiczna czyli 0,9% roztwor chlorku sodowego nadal stanowi jedng
Z najpopularniejszych  substancji stosowanych w medycynie. Ws$rod wielu zalet
umozliwiajacych szerokie zastosowanie tego krystaloidu jeden fakt pozostaje bezsporny:
sol fizjologiczna w powszechnej $wiadomosci uwazana jest za roztwor biokompatybilny
I W pelni przyjazny dla komorek ustroju. Tymczasem szereg badan, szczegdlnie opracowania
publikowane w ostatnim dziesigcioleciu pokazuja destrukcyjny wplyw soli na ludzkie
komorki burzac mit jej catkowitej biozgodnosci.

Poszukujgc zrodta  negatywnych zmian ustrojowych jakie moze powodowac
stosowanie roztworu chlorku sodowego nalezy przeanalizowa¢ mozliwe warianty jego
oddziatywania w §rodowisku miedzykomorkowym. W tym kontekscie nalezy zwroci¢ uwage
na fizykochemiczne cechy tego roztworu. W istocie jego budowa jest do$¢ prosta, oparta na
réwnomolowym stosunku jonéw sodu i chloru wynoszacym po 154 mmol dla [Na'] i [CI]
w 1000 ml, z osmolalnoscig rzgdu 308 mOsm/l . Dodatkowo stosowana w powszechnym
obiegu sol nie jest buforowana, co powoduje ze pH pozostaje w granicach 5,5-6,0. Biorac pod
uwage powyzsze fakty oraz pamigtajac ze komorka stanowi uktad dynamiczny zachowujacy
rownowage dzieki szczegdlnym wiasciwosciom poiprzepuszczalnej btony komorkowej staje
si¢ jasnym ze sol fizjologiczna bedzie oddziatywa¢ poprzez zmiang gradientu chemicznego
i elektrycznego oraz w wyniku bezposredniego oddzialywania jonow sodu lub chloru
w reakcjach typu ligand — receptor [170,171].

W $wietle powyzszych rozwazan badania przeprowadzone w niniejszej pracy mialy na
celu ocen¢ biokompatybilnosci soli fizjologicznej  jako roztworu stosowanego do
srodoperacyjnej irygacji jamy brzusznej, w szczegolnosci analiz¢ zmian zachodzacych w
srodowisku wewnatrzotrzewnowym oraz obserwacje bezposredniego wpltywu na komorki
mezotelialne. Zakres prowadzonych prac zaprojektowano z uwzglednieniem detekcji
kluczowych zmian zachodzacych  zar6wno w $rodowisku in vitro jak i in vivo
z wykorzystaniem modelu zwierzgcego oraz ludzkiego mezotelium.

W pierwszym etapic badan w czasie 4-godzinnej obserwacji oceniano zmiany
réwnowagi kwasowo- zasadowej, stezenie elektrolitow, przyrost cytokin prozapalnych oraz
profil komorkowy ptynu wewnatrzotrzewnowego. Odczyn inkubowanego w jamie brzusznej
ptynu  wykazywatl staty wzrost poczawszy od wartosci wyjsciowej] pH rownej 6,81
mierzonej w 30. minucie eksperymentu do pH 7,56 uzyskanego w koncowym pomiarze.

Powyzsze zmiany sa wigc wyktadnikiem dazenia otrzewnej do normalizacji pH od odczynu
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kwasnego do stabo zasadowego, charakterystycznego dla nienaruszonego $rodowiska
srédotrzewnowego. Zwraca uwage przebieg catego procesu, bowiem jeszcze w drugiej
godzinie inkubacji warto§¢ pH wprowadzonego ptynu byta nadal nizsza niz pH pltynow
ustrojowych, pomimo faktu ze blona otrzewnowa jest strukturg dynamiczng, o duzej
powierzchni dyfuzyjnej, $cisle zwigzanej z uktadem naczyn krwiono$nych i limfatycznych.

Podobnie jak w przypadku réwnowagi kwasowo-zasadowej réwniez stezenia
elektrolitow cechowata stata tendencja do normalizacji, czyli do osiggni¢cia poziomow
sprzed dootrzewnowej infuzji soli fizjologicznej. Stezenia koncowe jondéw sodu, chloru
I potasu sg w gldwnej mierze wynikiem sprawnosci dyfuzyjnej blony otrzewnowej, zaleznej
od gradientu elektrochemicznego, a wigc stezen wyjsciowych po obu jej stronach . Ta
zalezno$¢ ttumaczy charakter zmian, ktére dla badanych jonow nie byly jednakowe
[170,172]. Podkreslenia wymaga fakt ze trwajaca w czasie eksperymentu normalizacja st¢zen
elektrolitow oraz pH w inkubowanym plynie moze si¢ odbywaé¢ w dwoch niezaleznych
mechanizmach. Z jednej strony dochodzi do wymiany jonéow miedzy $rodowiskiem
wewnatrzotrzewnowym, a przedzialem plyndow ustrojowych zawartych w ukladzie
krwiono$nym oraz limfatycznym, z drugiej wprowadzony plyn ma charakter
hiperosmotyczny w stosunku do $rodowiska wewnatrzkomorkowego komoérek mezotelialnych
[173]. Obserwowana szybkos$¢ zmian stezen badanych elektrolitéw bedzie wigc uzalezniona
od gradientu elektrochemicznego obu tych srodowisk. Dodatkowo dziatanie hiperosmotyczne
wprowadzonego plynu moze oddzialtywaé toksycznie na mezotelium i w konsekwencji
prowadzi¢, z udziatem niektorych cytokin (TGFB) do cytolizy lub apoptozy [174,175,176].
W przypadku jonow sodowych spadek stezenia w ciggu 4-godzinnej inkubacji byt
stosunkowo niewielki o blisko 8 mmol/l do wartosci koncowej 142 mmol/l. Dla jondéw
chlorkowych 1 potasowych dazenie do wyrownania stezen odpowiadajacych — warto§ciom
W plynach ustrojowych, wymusito wigksza dynamik¢ zmian. Poziom jonow chlorkowych
ulegl zdecydowanej regresji ze 146 do 121 mmol/l, z kolei st¢zenie jondw potasu wzrosto
niemal dwukrotnie z 2,13 do 4,11 mmol/l.

Oprécz oceny parametréw fizykochemicznych inkubowany ptyn badano réwniez pod
wzgledem zmiennosci cech biologicznych. Detekcji podlegata synteza cytokin prozapalnych
oraz profil komérkowy z calkowita liczba komorek wiacznie. Biatko chemotaktyczne dla
monocytéw typu 1 (MCP-1) wzrastato wyktadniczo w ciggu 4. godzin obserwacji osiggajac
w chwili zakonczenia badania ponad 3-krotnie wyzsze stezenie w poroOwnaniu do pomiaru
z 30. minuty badania. MCP-1 nalezy do glownych cytokin indukujacych rozwoj stanu
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zapalnego, a jego obecno$¢ zwigzana jest nie tylko z aktywacja monocytow, ale rdwniez
limfocytow T i komorek dendrytycznych [177]. Ponadto biatko to sprzyja degranulacji
komorek tucznych oraz granulocytow zasadochtonnych zwlaszcza w obecno$ci innych
cytokin [171,178,179]. Podobna dynamika wzrostu cho¢ o nieco mni¢jszym natezeniu
cechowata elastaze , kolejny wazny marker stanu zapalnego. Odpowiada ona w gldwne;j
mierze za dekompozycj¢ mi¢dzykomorkowej macierzy poprzez rozklad widkien
clastycznych. Warto przy tym podkresli¢c ze stezenie eclastazy jest uzaleznione od
produkujacych ten enzym komorek tj. granuloctow obojetnochtonnych oraz makrofagow
[180,181,182]. W prezentowanym badaniu zwlaszcza ta druga z wymienionych populacji
leukocytow mata kluczowe znaczenie dla syntezy elastazy. Czynnik wzrostu $rodbtonka
naczyniowego (VEGF) to kolejna z ocenianych w trakcie inkubacji cytokin. Pomimo ze
VEGF zwiazany jest gtownie z proliferacjag 1 wzrostem $rodblonka nalezy pamigtac¢ ze
czynnik ten moze stymulowa¢ migracje monocytoéw 1 makrofagow oraz zwigkszaé
przepuszczalno$¢ naczyn [183,184]. Stanowi wigc obok MCP-1 oraz leukocytarnej elastazy
kolejny marker prozapalny, ktéorego wzrost , w S$wietle prezentowanych badan, jest
bezposrednio zwigzany z dootrzewnowym podaniem soli fizjologicznej. Znamienne ze
w odréznieniu od dwoch poprzednio prezentowanych czynnikoéw, wzrost VEGF ma miejsce
dopiero pod koniec eksperymentu.

Podobna dynamika wzrostu charakteryzuje transformujacy czynnik wzrostu beta
(TGF-B), ktorego poziom mierzony w drugiej godzinie eksperymentu przewyzsza dwukrotnie
warto$§¢ z 30 minuty. Niemniej w drugiej cze$ci obserwacji mozna zauwazy¢ gwattowny
przyrost stezenia TGFP i1 na zakonczenie jest ono blisko 5 razy wicksze niz warto$¢
wyjsciowa. Synteza tej cytokiny odbywa si¢ gltoéwnie z udzialem monocytéw oraz
limfocytow, a jej dziatanie ma wszechstronny charakter, zalezny od sytuacji [171]. Z jednej
strony moze pobudza¢ tworzenie biatek (biatka macierzy, interleukiny) oraz wzmagaé
proliferacje komorek zwlaszcza mezenchymalnych, z drugiej hamuje podziaty w komoérkach
dojrzatych oraz wprowadza cz¢$¢ z nich na szlak apoptozy [185]. Ponadto TGF-B moze
zmniejsza¢ zdolno$ci fagocytarne limfocytow i monocytow [14,179,186,187]. Ostatecznym
wyktadnikiem wzmozonej syntezy opisanych wyzej substancji biologicznie czynnych byt
wzrost poziomu biatka catkowitego, ktorego stezenie w chwili ukonczenia obserwacji
cechowat ponad 4-krotny wzrost.

Konsekwencja rozwoju stanu zapalnego jest szereg zjawisk prowadzacych do

wzmozonej rekrutacji leukocytow oraz wzrostu przepuszczalno$ci naczyn krwionos$nych. To
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z kolei przyczynia si¢ do migracji coraz wigkszej liczby elementoéw komoérkowych oraz
W perspektywie czasowej zmiany ich charakteru jakosciowego. Dokonujac kolejnych
pomiard6w w wyznaczonych interwalach stwierdzono wyrazny przyrost catkowitej liczby
komorek w inkubowanym ptynie mierzony w statej jednostce objetosci. Z kolei wzrost ten
koreluje ze wzrostem prozapalnych cytokin wzmagajacych stan zapalny, zwigkszajacych
przepuszczalno$¢ naczyn i dziatajacych chemotaktycznie dla leukocytow krwi obwodowe;.
Szczegblowa analiza poszczegdlnych populacji komérkowych zawartych w pobranych
probkach dowodzi ze w trakcie 4-godzinnej ekspozycji mezotelium na sol fizjologiczng
spada procentowy udziat limfocytoéw, a wzrasta odsetek makrofagow 1 leukocytow
kwasochtonnych. Leukocyty obojetnochlonne cechuje poczatkowy spadek udzialu
procentowego, z kolei poziom komorek tucznych pozostaje na statym poziomie z okresowymi
wzrostami warto$ci. Podkres$li¢ nalezy ze podane wyniki dla populacji leukocytow
W poszczegdlnych fazach eksperymentu maja charakter procentowy, wyrazaja zatem
catosciowy charakter zmian oraz pozwalaja prognozowa¢ ich dalszy kierunek, nie
odpowiadajg jednak warto$ciom bezwzglednym.

Procentowy wzrost ilo$ci makrofagdéw jest zjawiskiem typowym w sytuacji nasilenia
stanu zapalnego. Komorki te stanowiag podstawowa lini¢ obrony nierozerwalnie zwigzang
z funkcja fagocytarng, przy czym ich wzmozona rekrutacja odpowiada znacznemu
przyrostowi MCP-1 [14,15,171,188]. Z kolei interesujacy z punktu widzenia rozwoju zjawisk
patofizjologicznych wydaje si¢ by¢ wzrastajacy odsetek leukocytow kwasochtonnych,
komorek identyfikowanych przede wszystkim z rozwojem zapalenia na tle alergicznym [189].
Biorgc pod uwage ich specyficzne wlasciwosci m.in. synteze¢ prostaglandyn, leukotrienow,
czynnikéw wzrostu (TGFB, VEGF, PDGF) 1 niektorych interleukin oraz zdolno$¢ generacji
wolnych rodnikéw, mozna przyjac ze obok makrofagéw pelnig one kluczowa rol¢ w rozwoju
poinfuzyjnego zapalenia wewnatrzotrzewnowego. Z tego punktu widzenia sol fizjologiczna
zamiast substancja biozgodna staje si¢ alergenem, ktorego najwiekszy potencjat draznigcy jest
w chwili podania, a dalszy cigg zdarzen polega na probach adaptacji 0,9%roztworu NaCl do
warunkow wewnatrzotrzewnowych [190]. Ostatecznie jednak, pomimo normalizacji
parametrow fizykochemicznych, biozgodnosci soli fizjologicznej nie udaje si¢ uzyskac, gdyz
w S$lad za optymalizacja sktadu chemicznego oraz dazeniem do ujednolicenia stezen
elektrolitéw, dochodzi do rozwoju reakcji zapalnej, a w konsekwencji zmian czynno$ciowych

I strukturalnych samego mezotelium. Podobne zjawisko zwigzane ze $rodotrzewnowym
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wzrostem liczby eozynofili moze wystapi¢ w nastepstwie przewlektej dializy otrzewnowej
I sprzyja¢ formowaniu zrostow otrzewnowych [191, 192].

W drugiej czesci badan na modelu zwierzgcym oceniano przede wszystkim funkcje
oraz zdolno$¢ adaptacji komoérek mezotelialnych w zmiennym $rodowisku w warunkach in
vitro. Wyselekcjonowane szczurze komorki mezotelialne ~ zawieszono w standardowym
medium hodowlanym, czystej soli fizjologicznej oraz probkach plynu pobranego ex vivo
Zjamy otrzewne] szczuréw. Uzyskane wyniki nawigzuja do wnioskOw z poprzednich
doswiadczen, poniewaz wzrost MCP-1 koreluje z czasem pobrania danej probki plynu
stanowigcej nastgpnie medium do hodowli mezotelium. Oznacza to ze wraz z wydtuzeniem
czasu pierwotnej inkubacji ptynu drenazowego w jamie brzusznej szczura, jego sktad rowniez
ulegnie zmianie odzwierciedlajac w coraz wiekszym stopniu  narastajacy
wewnatrzotrzewnowo stan zapalny.

Najnizsze stgzenie MCP-1 obserwowano w populacji komorek inkubowanych
W kontrolnym roztworze 0,9% NaCl, co jednoznacznie pokazuje depresyjne dziatanie soli na
mezotelium. Przyczyng moze by¢ jej efekt hiperosomtyczny, wyzwalajacy stres komorkowy,
prowadzacy do zahamownia wzrostu lub zniszczenia populacji [99, 174]. Jednocze$nie
w grupie komorek, ktore przetrwaly niekorzystne dziatanie czystej soli fizjologicznej,
zauwazalne sg oznaki adaptacji do nowych warunkéw czego odzwierciedleniem jest wzrost
proliferacji komorkowej. W stosunku do grupy kontrolnej inkubowanej w standardowym
medium hodowlanym najwigksze natg¢zenie replikacji DNA obserwowano w populacji
zawieszone] w czystym 0,9% NaCl, natomiast pozostate  grupy cechowal spadek
proporcjonalny do dtugosci pierwotnego zalegania ptynu drenazowego. Podsumowujac, im
normalizacja wprowadzonej dootrzewnowo soli fizjologicznej trwata dluzej tym liczba
podzialow komorkowych malata. Przypuszczalnie miat na to wptyw postepujacy w czasie
spadek potencjatu hiperosmotycznego przy jednoczesnym wzroscie stezenia prozapalnych
cytokin [99, 193].

Etap trzeci pracy przeprowadzono z wykorzystaniem ludzkich komorek
mezotelialnych oraz plynu stosowanego do tzw. toalety jamy brzusznej podczas operacji
cholecystectomii laparoskopowej. W czesci przypadkéw pobrane probki zawieraty oprocz
samego chlorku sodu w stezeniu 0,9% takze inne substancje, przede wszystkim krew 1 z61¢.
Po wstgpnym przygotowaniu plyn drenazowy postuzyt jako medium eksperymentalne
W ktorym zawieszono 1 inkubowano uprzednio przygotowane linie ludzkich komorek
mezotelialnych.
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Oceniajac wielkos$¢ syntezy IL6 najwigkszy przyrost st¢zenia stwierdzono w grupie
komorek zawieszonych w ptynie drenazowym zawierajcym niewielka ilo§¢ zhemolizowanej
krwi. Ponadto  istotny statystycznie wzrost w stosunku do kontroli  hodowanej
w standardowym medium odnotowano w populacjach inkubowanych w ptynie drenazowym
,»CzZystym” oraz hemolizg znacznego stopnia. W kontekscie powyzszych wynikow, wielu
autoréw podkresla wplyw hemoglobiny, a w zasadzie jej czgéci prostetycznej - hemu —
W promocji stanu zapalnego. Hem, zelazoporfiryna zawierajaca jon zelaza, bierze udziat
w reakcjach typu redox i w zalezno$ci od warunkéw moze by¢ utleniaczem lub reduktorem.
Przyktadem dzialania zawartego w hemie zelaza moze zwigkszone tworzenie wolnych
rodnikow prowadzace do peroksydacji lipidéw 1 protein blonowych, czesci DNA oraz
lipoprotein osoczowych [194,195,196] . Uwalniane z hemoglobiny Zelazo wzmaga ekspresje
molekut adhezyjnych na komoérkach $rodbtonka i retikulocytach oraz aktywuje leukocyty,
W tym monocyty i makrofagi wchodzace w sktad systemu fagocytujacych mononuklearow
oraz wielojadrowe granulocyty oboj¢tnochtonne (polymorphonuclear neutrophils PMNSs) .
Z kolei jednym z efektow pobudzenia mononuklearéow moze by¢, obok fagocytozy, wzrost
syntezy cytokin prozapalnych, gtownie IL 6 [194,197]. Graca-Souza i wsp. stwierdzili ze
uwolniony podczas hemolizy hem zmienia konformacje wewnatrzkomérkowych filamentow
aktynowych granulocytow oboje¢tnochtonnych przyczyniajac si¢ do nasilenia chemotaksji
i fagocytozy. Ponadto przyczynia si¢ rowniez do zwickszenia generacji wolnych rodnikow
oraz indukuje syntezg interleukiny 8 [196].

Jednak nadal w ujeciu powyzszych wynikdw pozostaje pytanie dlaczego w ptynie
Z nasilong hemolizg stg¢zenie IL6 bylo nizsze niz w plynie z hemolizg §ladowa. Odpowiedz
moze mie¢ zwigzek z algorytmem pobierania ptynu w czasie zabiegu. Ptyn zawierajacy duzo
erytrocytow pochodzil od pacjentéw u ktéorych warunki anatomiczne np. nasilony stan
zapalny, zrosty otrzewnowe, determinowaty krwawienie §rodoperacyjne co z kolei wymagato
czestego drenazu phluczacego 1 wydtuzato czas zabiegu. Ptyn woéwczas pobierany zalegat
relatywnie dluzej w jamie brzusznej, co powodowato — wskutek dyfuzji elektrolitow zmiang
jego parametrow fizykochemicznych (mniejsza hiperosotyczno$¢). Z drugiej strony nasilona
hemoliza sprzyja syntezie zwigzkdw biologiczne czynnych przez leukocyty, cz¢$¢ z nich jak
np. TGF- moga z kolei hamowac syntezg niektorych cytokin [197,198]. Ponadto zwigkszona
obecno$¢ hemu sprzyja generacji wolnych rodnikow, co w konsekwencji moze ostabia¢

zdolnos¢ do syntezy IL6 przez komorki mezotelialne [196,199].
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Kolejnym waznym zagadnieniem badanym w tej czgsci pracy byta ocena aktywnosci
fibrynolitycznej komorek mezotelialnych hodowanych w pobranym ex vivo ptynie z drenazu
otrzewnowego. Analizujac rozktad stgzen PAI-1 zauwazono ze jego najwicksza koncentracja
miata miejsce w populacji mezotelium zawieszonym w plynie zawierajacym z61¢, przy czym
uzyskana warto$§¢ byta wicksza zard6wno od stgzenia PAI-1 w medium kontrolnym, jak
I stezen w pozostalych grupach eksperymentalnych. Co cickawe w pozostatych grupach
zwierajacych ptyn drenazowy uzyskany poziom PAI-1 byt nizszy od stezenia w medium
kontrolnym, cho¢ w tym przypadku réznica nie byta istotna statystycznie.

Z kolei tkankowy aktywator plazminogenu (tPA) w najwigkszym stopniu narastat
w $srodowisku ze §ladowa hemoliza. Stezenia tPA dla pozostatych hodowli nie réznity si¢
migdzy soba w sposob istotny, co potwierdzila analiza statystyczna. Powyzsze wyniki
uswiadamiajg fakt, ze charakter zjawisk regulujacych wewnatrzotrzewnowa aktywnosé
fibrynolityczng cechuje duza ztozono$¢, a dostgpne pisSmiennictwo nie daje w tej kwestii
jednoznacznej odpowiedzi. Wptyw roztworu 0,9%NaCl z domieszka zo6lci na zwigkszenie
syntezy PAI-1 moze wynika¢ z jego bezposredniego oddzialywania biologicznego m.in.
nasilania generacji reaktywnych form tlenu i wzmagania syntezy prozapalnych cytokin
(TNFa, TGFp, IL1) oraz bezposredniej aktywacji leukocytow [14,15,64]. Z drugiej strony,
nalezy pamicta¢ ze z0I¢ stanowi mieszaning kwaséw zolciowych i nieorganicznych soli,
a zatem moze mie¢ dziatanie hiperosmotyczne zdolne wyzwoli¢ reakcje stresowa komorek
mezotelialnych [200]. Relatywnie mniejsza synteza PAI-1 w pozostatych grupach
eksperymentalnych w poréwnaniu do hodowli zawieszonej w standardowym medium moze
by¢ efektem zwiekszonej dyfuzji CO, w trakcie operacji laparoskopowych [8,201]. Czg¢sc¢
autorow sugeruje ze zmniejszenie liczby zrostow po zabiegach laparoskopowych wynika
wiasnie z ,,ochronnego” wptywu dwutlenku wegla [8,202]. Podobnie taka prewencyjng role
moze mie¢ takze sama sol fizjologiczna. Paradoksalnie, mimo Ze nie jest roztworem
biozgodnym, moze poprzez swoj hiperosmotyczny potencjal zmniejszaé lokalny stan zapalny
1 hamowac synteze PAI-1 promujgc tym samym fibrynoliz¢ w wigkszym stopniu niz roztwory
normotoniczne [99].

Z kolei wzrost stezenia tPA w $rodowisku czgsciowej hemolizy bedzie pochodna
stymulujacego  wpltywu elementow morfotycznych, przede wszystkim leukocytow
i produkowanych przez nie cytokin [15,203]. Takemura i wsp.[188] podkresla rolg
makrofagéw w regulacji potencjatu fibrynolitycznego. Jednocze$nie nalezy pamigta¢ ze ptyn
drenazowy ze $ladowa hemolizg zawiera mniej hemu i jonow Zelaza wobec czego jego wptyw
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na tworzenie wolnych rodnikéw i indukowanie stresu oksydacyjnego bedzie mniejsze.
Jednakze w celu stworzenia kompleksowej oceny zmian aktywnosci fibrynolitycznej
obliczono wspotczynnik tPA/PAI-1, ktory nie roéznit si¢ istotnie migdzy hodowla prowadzong
w medium kontrolnym, ptynie drenazowym ,, czystym” i pltynie z domieszka z6ici. Natomiast
inkubacje w ptynie z hemoliza znaczng i czg¢éciowa cechuje w poréwnaniu do pozostatych
badanych grup, zwigkszenie tPA/PAI-1, co moze sugerowac ze takie warunki w Sytuacji in
Vvivo beda w wigkszym stopniu sprzyja¢ fibrynolizie.

W odniesieniu do powyzszych wynikéw refleksji wymaga depresyjny wptyw zotci na
mezotelium. Grupa komoérek hodowana w plynie drenazowym zawierajacym zot¢
charakteryzowata si¢ wyraznym wzrostem PAI-1, najwigkszym ze wszystkich badanych grup
oraz znacznym spadkiem potencjatu proliferacyjnego. Taka sytuacja wynika z toksycznego
oddziatywania z6lci, gldwnie bilirubiny i soli kwasow zotciowych bezposrednio na komorki.
Assimakopoulos i wsp. [204] badajac wptyw zéttaczki zaporowej na czynnosé komorek
jelita cienkiego oraz narzadéw zaopatrywanych przez tozysko wrotne stwierdzili ze
nastgpstwem cholestazy moze by¢ postepujace uszkodzenie bariery jelitowej skutkujace
translokacja bakterii oraz wzrostem lokalnej i uogdlnionej toksemii [205]. Z kolei brak zokci
w Swietle jelita przyczynit si¢ do rozwoju niekorzystnych zmiany mikro§rodowiska
polegajacych na zastapieniu lokalnej flory bakteryjnej florg patologiczng [206]. Nastgpstwem
tych proceséw byto ostabienie motoryki jelita i spowolnienie pasazu prowadzace finalnie do
atrezji nabtonka jelitowego [206,207]. Analizujac wplyw zoélci na rozwdj lokalnego stanu
zapalnego trzeba podkresli¢, ze nalezy ona do gtdwnych promotorow tworzenia reaktywnych
form tlenu. Z jednej strony moga one powstawac bezposrednio w danej tkance wskutek
narastania wewnatrzkomorkowego stgzenia kwasow zolciowych, z drugiej, jak wyjasnia
Ljubuncic i wspoétautorzy [208], reakcja moze przebiega¢ za posrednictwem makrofagow,
ktére aktywowane cholestaza, uwalniaja wolne rodniki. Warto przy tym zauwazy¢ ze
wewnatrzkomorkowe stezenie kwasoéw zolciowych moze ulec koncentracji za sprawg
zdolnosci ich 1gczenia z lipoproteinami niskiej gestosci (LDL) [209], co w dalszej
perspektywie czasowej wydtuza oddziatywanie reaktywnych form tlenu na tkanke.

Konsekwencja uszkodzenia jelita cienkiego w warunkach cholestazy i narastajacej
W tych warunkach  systemowej endotoksemii  bedzie wzmozona aktywacja uktadu
leukocytarngo, zwigzana przede wszystkim ze nasilonym dziataniem chemotaktycznym
wobec makrofagéw i1 granulocytow obojetnochlonnych, synteza prozapalnych cytokin m.in.
IL-1, IL-6, TNFa oraz wzrostem uwalniania tlenku azotu (NO) [210,211]. Dodatkowo
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pobudzone leukocyty cechuje wzmozona generacja wolnych rodnikéw, gtownie za sprawa
aktywacji blonowej NADH/NADPH-zaleznej oksydazy [212]. Unno i wsp.[211] sugeruja Ze
nadprodukcja tlenku azotu w potaczeniu ze wzrostem stezenia aniorodnika pondtlenkowego
(02) prowadzi do powstania nadtlenoazotynu (ONOQ) i dalej jego formy kwasowej
(ONOOH). Oba te zwiazki wzmagaja uszkodzenie komoérek oraz przyczyniajg si¢ do
obnizenia integralno$ci tkankowe;.

Na zakonczenie tego etapu badan oceniano potencjat proliferacyjny indukowany przez
medium kontrolne oraz pobrane ex vivo ptyny. Uzyskane wyniki jednoznacznie przekonujg ze
za wyjatkiem grupy komorek hodowanych w ptynie ,,czystym”, ekspozycja na plyn
drenazowy zawierajacy krew lub z6t¢ zmniejsza ilo$¢ podzialow mezotelium. Dowodzi to
faktu ze obecno$¢ zwigzkow nasilajacych rozwdj stanu zapalnego m.in. kwaséw zotciowych,
elementow morfotycznych zwlaszcza leukocytow czy duze stezenie prozapalnych cytokin
dziata depresyjnie na replikacje DNA. Jednocze$nie, co warte podkreslenia, nie stwierdzono
istotnych rézni¢ miedzy proliferacjia w medium hodowlanym, a kontrolnym roztworem
0,9%NaCl. Sktania to do wniosku ze komorki mezotelium mimo wywierania przez sol
fizjologiczng efektu hiperosmotycznego s3 zdolne do adaptacji 1 funkcjonowania nawet
W niesprzyjajacych warunkach.

Podsumowaniem 3. etapu badan byla konfrontacja wynikéw uzyskanych droga
laboratoryjng w warunkach in vitro z informacjami uzyskanymi na podstawie oceny
klinicznej operowanych pacjentow. Probowano ustali¢ czy pewne fakty wynikle z badania
podmiotowego, przedmiotowego lub zawarte w badaniach pracownianych moga wptywac na
jakos¢ pobranego ptynu drenazowego i tym samym indukowa¢ konkretne efekty w badaniach
in vitro. Starano si¢ przede wszystkim ustali¢ wptyw w/w czynnikow na proliferacje
komoérkowa komoérek mezotelialnych. Niewatpliwie czynnikiem mogacym sprzyjacé
zwigkszeniu potencjalu proliferacyjnego moze by¢ pojawienie si¢ u pacjenta wykladnikoéw
stanu zapalnego, czego odzwierciedleniem bedzie nasilenie dolegliwosci klinicznych
zwigzanych z chorobg. Plyn drenazowy pozyskany od chorych przyjetych na leczenie
szpitalne w ramach ostrego dyzuru zmniejszal liczbe podziatéw komoérkowych, podobnie
leukocytoza krwi obwodowej powyzej 10tys./ul. Ponadto stwierdzono ze tzw. plyn
drenazowy ,,czysty” czyli pobrane w trakcie operacji probki soli fizjologicznej pozbawione
dodatkowych zanieczyszczen, pochodzit w wiekszosci od pacjentow leczonych planowo.
Natomiast ptyn z nasilong lub §ladowa hemolizg oraz ptyn z domieszka zo6tci pobierano od
chorych wyj$ciowo kwalifikowanych do zabiegu w trybie ostrodyzurowym. Operacje w tej
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grupie pacjentow byty w wigkszos$ci bardziej skomplikowane i trwaty dtuzej, a dodatkowo
wskutek niejasnej anatomii podyktowanej zapaleniem pegcherzyka, moglo dochodzi¢ do
urazé6w naczyn lub $ciany pecherzyka, co tlhumaczy obecno$¢ krwi lub zéici w zebranych
probkach. Trzeba takze zaznaczy¢, ze pomimo istotnosci statystycznej, analiza oparta byta na
grupie 40. chorych.

Bioragc pod uwage caty harmonogram przeprowadzonych badan wida¢ jednoznacznie
ze stawiane na poczatku powyzszych rozwazan pytanie o role fizjologii w stosowaniu soli
fizjologicznej jest w pelni zasadne i wiecej - wymaga gruntownej rewizji powszechnie
panujacych przekonan. Uzyskane w niniejszej pracy wyniki oceniajace biozgodnos¢ 0,9%
roztworu chlorku sodowego wskazuja jednoznacznie ze moze on wywolywaé szereg
niekorzystnych zmian zarowno w samych komoérkach jak 1 w otaczajacym je Srodowisku.
Whnioski wynikajace z powyzszych obserwacji s3 zgodne z opiniami innych autorow
zajmujacych sie tym tematem. W czeéci prac zwraca si¢ szczegdlng uwage na rolg soli
fizjologicznej w stymulacji tworzenia reaktywnych form tlenu. Przyjmuje si¢ ze wskutek jej
dootrzewnowej infuzji ro$nie stezenie jonéw sodu w Srodowisku zewnatrzkomoérkowym co
z kolei determinuje ich naptyw do wnetrza komodrek odbywajacy sie¢ z pomoca antysportu
Na'/H". Efektem jest wzmozona aktywacja Na'-K*-ATPazy wzmagajaca generacje wolnych
rodnikow, co posrednio thumaczy destrukcyjny wpltyw roztwordw hiperosmotycznych
[64,213]. Z dzialaniem hipertonicznym wigze si¢ roéwniez promowanie lokalnego stanu
zapalnego. Moze to by¢ zwigzane, zdaniem niektorych autoréw, aktywacja szlaku
cykooksygenazy-2 (poprzez MAP — kinazy) i wzrostem syntezy prostaglandyn [176,214].
Shapiro i wsp.[174] udowodnili ze synteza IL8 przez makrofagi umieszczane w roztworach
hipertonicznych wzrasta niezaleznie od sktadu chemicznego zastosowanego roztworu [215] .

Dziatanie cytotoksyczne, moze si¢ takze manifestowa¢ w zahamowaniu metabolizmu
komorkowego 1 w konsekwencji zaburzeniu fizjologicznych czynno$ci. Wielu autorow
podkresla zwlaszcza uposledzenie aktywnosci fibrynolitycznej zwigzanej z niedostateczng
syntezg t-PA z jednoczesnym wzrostem produkcji PAI-1 co moze by¢ podstawg rozwoju
zrostow otrzewnowych [14,15,22,162]. Dodatkowo sprawe komplikuje fakt ze w pewnych
sytuacjach dootrzewnowe stosowanie roztworow hipertonicznych sprzyja normalizacji
potencjatu fibrynolitycznego 1 moze hamowaé rozwdj stanu zapalnego [99]. Dla porzadku
nalezy doda¢ ze takie zaskakujace dziatanie cytoprotekcyjne miaty roztwory soli
fizjologicznej uprzednio buforowane do pH=7,4.To z kolei sklania do wniosku Ze obok
samego skladu roztworu kluczowym z punktu widzenia biozgodnos$ci jest takze odczyn
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roztworu. Uwaza si¢ ze kwasne pH plynéw infuzyjnych stanowi niezalezny czynnik
cytotoksyczny mogacy prowadzi¢ do rozwoju zrostow otrzewnowych [216].

Podsumowujgc rozwazania na temat biozgodno$ci soli fizjologicznej nie sposob
odnies¢ si¢ do faktu ze ten wydawac¢ by sie moglo prosty zwigzek ma tak wiele wariantow
biologicznego dziatania. Niewatpliwie dootrzewnowa infuzja 0,9% NaCl wigze si¢
Z natychmiastowym wzrostem potencjatu hiperosomtycznego oraz spadkiem pH co z kolei
prowadzi do rozwoju stresu komodrkowego oraz depresji funkcjonalnej komorek
mezotelialnych. W kolejnych etapach za sprawg wyrdéwnania gradientu stezen po obu
stronach blony otrzewnowej parametry fizykochemiczne plynu wewnatrzotrzewnowego
ulegaja normalizacji. Kosztem tych zmian jest jednak rozwo6j lokalnego stanu zapalnego oraz
uszkodzenie komoérek mezotelialnych wskutek przekroczenia ich mozliwos$ci adaptacyjnych.
A zatem w $wietle powyzszych rozwazan soli fizjologicznej nie mozna uzna¢ za roztwor

biokompatybilny.
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Whnioski

1.S61 fizjologiczna  wprowadzona do jamy otrzewne] zmienia S$rodowisko
wewnatrzotrzewnowe pod wzgledem fizykochemicznym oraz biologicznym.

2.Podczas wewnatrzotrzewnowej inkubacji 0,9% roztworu NacCl jego sklad staje si¢ zblizony
do sktadu ptynéw ustrojowych.

3.561 fizjologiczna podczas wewnatrzotrzewnowe]j inkubacji nabiera cech roztworu
0 dziataniu prozapalnym i cytotoksycznym w stosunku do komoérek mezotelialnych.

4.W warunkach klinicznych wptyw roztworu 0,9% NaCl stosowanego do plukania otrzewnej

na komoérki mezotelium zalezy w duzym stopniu od jego ,zanieczyszczen” innymi
czynnikami biologicznymi, takimi jak zot¢ czy hemoglobina.
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Thlumaczenie stosowanych skrotéw obcojezycznych

CPM ang. counts per minute) - impulsy naliczone w czasie 1 minuty

HA (‘ang. hialuronic acid) - kwas hialuronowy

EDTA (ang. ethylenediaminetetraacetate) - kwas etylenodiaminotetraoctowy

FCS (ang. fetal calf serum) - ptodowa surowica cieleca

IL 1 (ang. interleukin-1) - interleukina 1

IL 4 (ang. interleukin-4) — interleukina 4

IL 6 (ang. interleukin-6) — interleukina 6

IL 8 (ang. interleukin-8) — interleukina 8

IL10 (ang. interleukin-10) — interleukina 10

LDL (ang. low-density lipoprotein) - lipoproteiny niskiej gestosci

LMWH (ang. low-molecular-weight heparin) — heparyna drobnoczasteczkowa

MCP-1 (ang. monocyte chemotactic protein-1) - biatko chemotaktyczne dla monocytow
typu 1

NO (ang. nitric oxide) - tlenk azotu

PAA (ang. plasminogen activator activity) - aktywnos¢ aktywatora plazminogenu
PAI-1,-2, -3 (ang. plasminogen activator inhibitor - 1,-2,-3) - inhibitory aktywatora
plazminogenu typu 1,2 i 3

PDGF (ang. platelet-derived growth factor) - ptytkowy czynnik wzrostu

PMNs (ang. polymorphonuclear neutrophils) - wielojadrowe granulocyty obojetnochtonne
PPM (ang. polypropylene mesh) - siatka polipropylenowa

PTFE (ang. polytetrafluoroethylene) - politetrafluoroetylen

TGF-B (ang. transforming growth factor f) - transformujacy czynnik wzrostu beta

TF (ang. tissue factor) - czynnik tkankowy

TNFa (ang. tumor necrosis factor alfa) - czynnik martwicy nowotworow alfa

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

uPA (ang. urokinase plasminogen activator) - aktywator plazminogenu typu urokinazy

VEGF (ang. vascular endothelial growth factor ) - czynnik wzrostu srodbtonka
naczyniowego
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