Jednym 7z najczestszych proble-
mow ginekologii operacyjnej jest
tworzenie si¢ zrostow wewngtrzo-
trzewnowych jako nastgpstw wy-
konywanych wczesniej operacji
w obrebie jamy brzusznej, miedni-
¢y mniejszej oraz stanow zapal-
nych narzqdow miednicy mniej-
szej i endometriozy. Zrosty we-
wnatrzbrzuszne sq odpowiedzial-
ne za przewlekle i nawracajqce
baole, mogqg prowadzié¢ do niedroz-
nosci jelit oraz nieptodnosci.
Jednym ze sposobow prewencji
zrostow jest okolooperacyjne sto-
sowanie Srodkow farmakologicz-
nych, takich jak steroidy oraz do-
otrzewnowe podawanie roztwo-
row mechanicznie zapobiegajq-
cych tworzeniu sig zrostow. Takim
srodkiem jest m. in. Dekstran
70 000. Niestety, szybki czas jego
wchianiania oraz niepotwierdzo-
na skutecznosé ograniczajq jego
przydatnosc, podobnie jak i in-
nych srodkow stosowanych do-
otrzewnowo. Wyniki niektorych
badari wykazujq skutecznosc dek-
stranu jako srodka hamujgcego
powstawanie Zrostow pooperacyj-
nych. Jednak sam wplyw prepara-
tu na fibroblasty i ich migracje
pozostaje nadal nieznany.

Celem niniejszej pracy byla proba
zastosowania metod in vitro do
oceny wplywu dekstranu (jako
plynu referencyjnego) i porowna-
nie jego dziatania na migracje ko-
morek w hodowli ludzkich fibro-
blastéow. Do badania uzyto prepa-
ratu Adept, bedgcego 4-proc. roz-
tworem ikodekstryny, stosowa-
nym do prewencji otrzewnowych
zrostow pooperacyjnych. Komorki
do zalozenia hodowli uzyskano
z fragmentow tkankowych pobra-
nych podczas laparoskopii od pa-
cjentek z masywnymi zrostami.

W przeprowadzonych badaniach
roztwor ikodekstryny w tescie wo-
und assay wykazuje wigkszq ak-
tywnos¢ hamujgcq migracje ko-
morek HPF w porownaniu Z roz-
tworem dekstranu, zas zahamo-
wanie migracji fibroblastow
otrzewnowych jest zaleine od
dawki ikodekstryny, a niezalezne
od dawki dekstranu.
Zastosowanie metod in vitro do
oceny preparatow zapobiegajq-
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Jednym z najczestszych proble-
méw  ginekologii operacyjnej jest
tworzenie si¢ zrostow wewnatrzo-
trzewnowych jako nastepstw wykony-
wanych wczesniej operacji w obrebie
jamy brzusznej, a szczeg6lnie miedni-
cy mniejszej. Operacje z powodu zro-
stow u pacjentek bez przesztosci za-
biegowej dotycza gtéwnie kobiet po
przebytych stanach zapalnych narza-
déw miednicy mniejszej i ze stwier-
dzong endometriozg.

Zrosty wewnatrzotrzewnowe s3
odpowiedzialne za przewlekle i na-
wracajgce bdle, bedac najczesciej
spotykang patologia u pacjentek
z przewleklym bélem miednicy [1].
Implikacje fertilologiczne wskazuja,
ze nawet 20 proc. przypadkéw nie-
ptodnosci kobiet spowodowane jest
zrostami [1-3]. Paradoksem jest
fakt, ze operacje z powodu nieptod-
nosci moga powodowaé utrwalenie
istniejacych oraz inicjowaé powsta-
nie nowych zrostéw.

Mimo intensywnych dziatan srédo-
peracyjnych, zwigzanych ze zmniej-
szeniem krwawienia i urazow otrzew-
nej po operacjach z powodu nieptod-
nosci, zrosty stwierdza si¢ u 71-96
proc. pacjentek [4].

Jednakze najpowazniejszym powi-
ktaniem, bgedacym czesto zagroze-
niem zycia pacjentek i wymagajacym
natychmiastowej interwencji chirur-
gicznej, jest niedroznos¢ jelita cien-
kiego [3], a cigzkie zrosty mogg po-
wodowa¢ niedroznos¢ moczowodéw
i trudnosci w oddawaniu moczu. Do
powstania zrostow pooperacyjnych
dochodzi u 93 proc. pacjentéw podda-
nych laparotomii [5].

Zrosty powstajg jako wynik reakcji
zapalnej na uraz jamy otrzewnej. Za-
inicjowany proces adhezjogenezy
kontrolowany jest przez wiele sub-
stancji i1 zalezny zaréwno od stanu
ogdblnego pacjentki, rodzaju zabiegu,
jak 1 statusu immunologicznego i ko-
agulologicznego pacjentek. W ciggu
kilkunastu godzin od rozerwania wy-
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cych adhezjogenezie stanowi wy-
godny model badawczy, a wyniki
otrzymane w tescie pokrywajq sie
z danymi z pismiennictwa, co do-
wodzi skutecznosci klinicznej ba-
danych preparatow.

Stowa kluczowe: zrosty poopera-
cyjne, badania in vitro, nieplod-
nos¢, niedroznosc jelit, bol mied-
nicy, postepowanie przeciwzro-
stowe, zapobieganie zrostom,
ludzkie fibroblasty otrzewnowe.

$ciétki mezotelialnej na uszkodzo-
nych powierzchniach dochodzi do
odktadania fibryny. Metaplazja z po-
dotrzewnowych komérek tkanki tacz-
nej okotonaczyniowej powoduje, ze
rozrastajgca si¢ masa wioknika za-
czyna przylegaé¢ do otaczajacych po-
wierzchni, tworzac mostek fibryno-
wy. Migdzy 2. a 3. dniem po urazie,
dzieki migracji fibroblastéw i innych
komérek przez mostek fibrynowy, za-
czyna si¢ rozwijaé nowe mesothe-
lium, tworzac strukture tkanki tacz-
nej. Jej waskularyzacja zas powoduje
powstanie grubych zrostéw. Reepite-
lializacja jest zwykle ukoniczona
w ciggu 5-9 dni [6, 7].

Inicjacja procesu tworzenia zro-
stow zwigzana jest z powstawaniem
wysokobiatkowego wysigku surowi-
czo-wldknikowego, co jest wynikiem
zmiany przepuszczalnosci naczyi po-
dotrzewnowych, spowodowanej me-
diatorami uwolnionymi z pobudzo-
nych komoérek tucznych. Z kolei ak-
tywnos¢ mediatoréw zapalnych i cy-
tokin jest poczatkiem szlaku prowa-
dzacego do powstania trombiny
umozliwiajacej przejscie fibrynogenu
w aktywng forme¢ — fibryng. Ostatnia
z dr6g moze by¢ hamowana przez he-
paryny drobnoczasteczkowe (LMWH
— low molecular weight heparin) sto-
sowane w ramach profilaktyki prze-
ciwzakrzepowej. Wptyw LMWH na
aktywnos¢ plazminy, pelnigcej wazna
kluczowg role w adhezjolizie, pozo-
staje jeszcze niezbadany. Konwersja
plazminogenu do plazminy warunko-
wana jest aktywnoscig t-PA (tkanko-
wy aktywator plazminogenu) oraz
PAI-1 i -2 (inhibitor aktywatora pla-
zminogenu typu 1 i 2).

Niespecyficzng, ale bardzo zlozong
odpowiedzig organizmu na uraz tkan-
kowy jest reakcja ostrej fazy. Jak
wskazujg badania, proba modyfikacji
przebiegu ktéregokolwiek z jej 6 eta-
pOw powoduje zmniejszenie powsta-
wania zrostow [8]. Popularne w klini-
ce potaczenie deksametazonu, prome-
tazyny 1 dekstranu 70 wydaje si¢ by¢
uzasadnione przez wplyw tych srod-
kéw na reakcje ostrej fazy.

Oprécz farmakologicznych sposo-
béw kontroli adhezjogenezy oraz mo-
dyfikacji technik operacyjnych, stosuje
si¢ miejscowo substancje mechanicz-
nie, oddzielajace powierzchnie ranne
otrzewnej i uniemozliwiajgce powsta-
wanie zrostow. Doskonalg substancja
zapobiegajacg powstawaniu zrostow
bylaby bariera adhezyjna, niepowodu-
jaca reakcji miejscowej, a jednoczesnie

ulegajaca catkowitemu wchlonigciu
bez nastepstw poresorpcyjnych. Winna
ona by¢ tatwa do aplikacji i przylegac
tylko do tkanki docelowej. Jednakze
skutecznos¢ 1 rodzaj substancji poda-
wanych do jamy otrzewnej, by zapo-
biec powstawaniu zrostow, pozostaje
ciggle niejednoznaczna.

Cel pracy

W pracy podjeto prébe zastosowa-
nia metod in vitro do oceny prepara-
tow stosowanych wewnatrzotrzewno-
Wwo W zapobieganiu powstawania zro-
stow pooperacyjnych. W tym celu po-
stuzono si¢ metoda hodowli ludzkich
fibroblastow otrzewnowych (HPF)
oraz badaniem stopnia migracji komo-
rek metodg wound assay.

Materiat i metody

Badane preparaty

Badaniem objg¢to preparat Adept,
produkowany przez firme¢ Shire Phar-
maceuticals Ltd z Wielkiej Brytanii,
stosowany — wewnatrzotrzewnowo
w profilaktyce zrostéw pooperacyij-
nych. Jest on 4-proc. roztworem iko-
dekstryny, utrzymujacym si¢ w jamie
otrzewnej przez 4 dni po zabiegu ope-
racyjnym [9]. W tym czasie przeplyw
pltynu w jamie otrzewnej tworzy me-
chaniczng barier¢ miedzy trzewiami
i podtrzymuje miejscowe rozdzielenie
powierzchni otrzewne;j.

Utrzymywanie si¢ preparatu Adept
w jamie otrzewnej wynika z niewiel-
kiej szybkosci wchtaniania ikodek-
stryny oraz braku jej metabolizmu
w jamie otrzewnej [9]. Udowodniono
we wczesniejszych badaniach sku-
tecznos¢ 4-proc. roztworu ikodekstry-
ny w poréwnaniu z mleczanem Ringe-
ra i solg fizjologiczng w obnizaniu
czestosci, rozlegtosci i cigzkosci two-
rzacych si¢ zrostéow [10, 11]. W pro-
wadzonych badaniach nie zaobserwo-
wano zadnych powiktan zwigzanych
ze stosowaniem 4-proc. roztworu iko-
dekstryny.

Jako preparat referencyjny zasto-
sowano dekstran, bedacy rozpusz-
czalnym w wodzie polimerem gluko-
zy. W profilaktyce miejscowej zro-
stbw uzywa si¢ 32-proc. roztworu
o cigzarze czgsteczkowym 70 000,
pozostawianego  srédoperacyjnie
w jamie otrzewnej. W badaniu Ro-
senberga [7] oraz innym prospektyw-
nym badaniu wykazano skutecznos¢
dekstranu w zapobieganiu zrostom
u kobiet operowanych z powodu nie-
ptodnosci. Jednakze zmniejszenie ad-
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Intra-abdominal adhesion for-
mation is a major complication
of serosal repair following sur-
gery (postoperative adhesions-
PAs), ischaemia or infection, le-
ading to conditions such as inte-
stinal obstruction and infertility.
Adhesion formation in the peri-
toneal cavity is the most common
cause of intestinal obstruction as
well as secondary female inferti-
lity and adhesion-related read-
missions are frequent sequelae
to gynaecological surgery.

A great effort has been dedicated
to reduce adhesion formation be-
cause of the associated infertili-
ty, morbidity and its complica-
tions.

PAs are usually clinically asymp-
tomatic but in some cases pre-
sentig with chronic abdominal
and pelvic pain, infertility, and
intestinal obstruction may requ-
ire intensive, costly therapeutic
modalities.

The element of more complex
activities against adhesion cre-
ation is to limit an inflamatory
reaction in the area of operation
by intraperitoneal and systemic
pharmacotherapy. It includes in
the field of pharmacological pro-
phylaxis a systemic use of phar-
maceutics such as steroids and
intraperitoneal dosing of de-
xtran 70 000, just before closing
the peritoneal cavity. Verification
of the results of these activities
during laparoscopy or laparoto-
my shows in some papers its high
effectiveness. Using dextran as
one of the agents points its role
in adhesions prevention by sepa-
rating healing peritoneal surfa-
ces. But its effectiveness seems to
limits the rapid absorption of the
solutions as well as Ringer’s lac-
tated saline (RLS). The influen-
ce of the dextran on mesothelial
fibroblasts and its migration in
healing of peritoneum is still
unknown.

Attempts to prevent adhesions by
separating healing peritoneal
surfaces include site-specific
barriers and hydroflotation by
instilled solutions.

The aim of the presented study
was to compare the effectiveness

hezjogenezy zaobserwowano jedynie
na obszarze ograniczonym — do zato-
ki Douglasa. Powiklaniem zastoso-
wania dekstranu moze byé DIC,
wstrzas anafilaktyczny lub objawy
uczulenia [12]. Obecnie dekstran jest
powszechnie stosowanym i zaleca-
nym Srodkiem jako jeden z elemen-
téow okotooperacyjnej profilaktyki
przeciwzrostowej, redukujagcym two-
rzenie si¢ zrostow pooperacyjnych
oraz  przyleganie = powierzchni
otrzewnowych jelit [13]. Wg badan
Dekstran 70 000 oddziatuje takze na
2 pierwsze etapy reakcji ostrej fazy,
gtéwnie przez hamowanie uwalnia-
nia mediatoréw, stabilizacje¢ bton ko-
moérkowych i dzialanie antyagrega-
cyjne [8].

Hodowla fibroblastow otrzewnowych (HPF)

Hodowle fibroblastéw zakladano
z fragmentéw tkanki pobranej w trak-
cie laparoskopii z powodu nieptodno-
$ci u pacjentek, leczonych wczesniej
na drodze laparoskopii. Wykluczono
na podstawie badania podmiotowego
przebyte stany zapalne w obrebie
miednicy mniejszej oraz wystgpowa-
nie endometriozy. Fragment tkanko-
wy pobierano kleszczykami biopsyj-
nymi z pasma zrostu otrzewnowo-
-przydatkowego.

Tkanke cigto na drobne fragmenty
o wielkosci ok. 1 mm?, ktére po
2-krotnym przeptukaniu w PBS za-
wieszano w podtozu hodowlanym
i przenoszono do plastikowych bute-
lek hodowlanych o powierzchni 25
cm’® (Nunc, Roskilde, Denmark). Ho-
dowle prowadzono w temp. 37°C,
w inkubatorze z przeptywem 5 proc.
CO,, az do momentu uzyskania jedno-
litej warstwy komoérek. Do hodowli
komérek uzyto podtoza MEM (Sig-
ma, St. Louis, USA) z dodatkiem 10-
proc. ptodowej surowicy bydlece;j
(FBS) (Life Technologies, Karlsruhe,
Germany) oraz 1-proc. roztworu (an-
tibiotic/antimycotic solution) (Life
Technologies).

Po namnozeniu komérek zlewano
podioze hodowlane. Komérki prze-
ptukiwano roztworem PBS (bez jo-
néw wapnia i magnezu) oraz podda-
wano dziataniu 0,25-proc. roztworu
trypsyny i EDTA (Sigma, St. Louis,
USA), w celu otrzymania zawiesiny
komoérek potrzebnej do przeprowa-
dzenia doswiadczenia. Do ekspery-
mentéw uzyto hodowli na poziomie
od 1 do 4 pasazy. Zywotnos¢ komérek
okreslano metodg barwienia 0,4-proc.
roztworem Trypan Blue.

Badanie stopnia migracji komérek
metodg wound assay

Komoérki (w ilosci 5x10°) zawie-
szone w podtozu hodowlanym z do-
datkiem 10 proc. surowicy (FBS)
wylewano na ptytki hodowlane
(NUNC, Roskilde, Denmark) o sred-
nicy 4 cm.

Nastepnego dnia koricowkg pipety
automatycznej w jednolitej warstwie
komérek wykonano ryse, a odklejo-
ne komorki usuwano przez 2-krotne
plukanie ptytek roztworem PBS. Do
tak przygotowanych hodowli doda-
wano preparat Adept lub Dekstran
70 000 w stezeniu 20 i 50 proc., za-
wieszony w roztworze HBSS
(Hank’s balanced salt solution) (Sig-
ma) z dodatkiem 10-proc. FBS. Jako
kontrole zastosowano roztwér HBSS
z dodatkiem 10-proc. FBS. Plytki in-
kubowano w temp. 37°C, w wilgot-
nej atmosferze 95 proc. powietrza
i 5 proc. CO, przez 18 godz. Po tym
czasie hodowle zabarwiono metodg
May-Griinwalda-Giemzy.

Tak przygotowane preparaty pod-
dano analizie mikroskopowej w mi-
kroskopie Swietlnym Olympus BX51
(Olympus Optical CO, LTD, Tokyo,
Japan) z zastosowaniem oprogramo-
wania analySIS® (Soft Imaging Sys-
tem GmbH, Miinster, Germany).
Stopiefi migracji komérek okreslano
poprzez liczenie komérek, ktére za-
siedlity rys¢ wykonang w warstwie
komorek.

Wyniki

Badanie stopnia migracji fibrobla-
stow otrzewnowych przeprowadzono
w tescie wound assay. Metoda ta stuzy
do oceny aktywnosci substancji wpty-
wajagcych na ruchliwos¢ komoérek in
vitro. Znalazta ona zastosowanie w ba-
daniach nad gojeniem si¢ ran, angioge-
nezg oraz przerzutowaniem nowotwo-
réw. Zahamowanie migracji komorek
HPF pod wptywem badanych prepara-
tow przedstawiono na wykresie 1.

Preparat Adept silnie hamowat mi-
gracje fibroblastow otrzewnowych.
W tym przypadku zahamowanie mi-
gracji komérek bylo zalezne od dawki
i wynosito odpowiednio 39,6 proc. dla
roztworu 20-proc. oraz 58,8 proc. dla
roztworu 50-proc.

Preparat dekstranu charakteryzo-
wal sie stabszg aktywnoscig. Zahamo-
wanie migracji nie bylo zalezne od za-
stosowanej dawki preparatu i wynosi-
o odpowiednio 25,1 proc. dla roztwo-
ru 20-proc. i 27,9 proc. dla roztworu
50-proc.
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of 4% solution of icodextrin and
dextran 70 000 in in vitro cultu-
re of Human Peritoneal Fibro-
blasts, evaluating migration of
the cells. We used, in HPF cultu-
re, tissue from patient with intra-
peritoneal adhesions, collected
during laparoscopy.

These studies suggest that icode-
xtrin solution reduce in wound
assay test migration of fibrobla-
sts more effectively than dextran.
The reduction of fibroblasts mi-
gration depends on concentra-
tion of icodextrin and no asso-
ciation with dextran concentra-
tion was observed.

The studies with in vitro model
of fibroblasts migration can be
useful to evaluate effectivenes of
intraperitoneal agents preven-
ting adhesions.

Key words: postoperative adhe-
sions, in vitro study, infertility,
intestinal obstruction, pelvic pa-
in, antiadhesions treatment, pre-
vention of adhesions, human pe-
ritoneal fibroblasts.
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Ryc. 1. Zahamowanie migracji komorek HPF pod wptywem preparatu Adept oraz dekstranu.
Analize statystyczng przeprowadzono testem t-studenta, *-p<0,05, ***-p<0,001

Nalezy podkresli¢, ze zastosowane
stezenia preparatow nie wplywaly na
zywotnos¢ komérek. W tescie barwie-
nia Trypanem Blue zywotnos¢ komo-
rek wynosita powyzej 90 proc.

Zahamowanie migracji fibrobla-
stow otrzewnowych pod wptywem
preparatu Adept przedstawiono row-
niez w sposob jakosciowy. Na fot. 1.
przedstawiono rys¢ w warstwie komo-
rek HPF (A), zasiedlenie rysy przez
komérki po 18 godz. inkubacji (B)
oraz wyrazne zahamowanie migracji
komoérek pod wpltywem preparatu
Adept, dodanego do hodowli w steze-
niu 20-proc. (C) 1 50-proc. (D).

Whioski

1. Roztwér ikodekstryny w tescie
wound assay wykazuje wigksza
aktywnos$¢ hamujgcg migracj¢ ko-
moérek HPF w poréwnaniu z roz-
tworem dekstranu.

2. Zahamowanie migracji fibrobla-
stow otrzewnowych jest zalezne od
dawki ikodekstryny, a niezalezne
od dawki dekstranu.

3. Zastosowanie metod in vitro do
oceny preparatoéw zapobiegajacych
adhezjogenezie stanowi wygodny
model badawczy, a wyniki otrzy-
mane w tescie pokrywajg si¢ z da-
nymi z piSmiennictwa, co dowodzi
skutecznosci klinicznej badanych
preparatow.

Dyskusja

Znalezienie idealnego srodka, ze-
stawu substancji pozwalajacych ha-
mowaé adhezjogeneze¢ lub inicjowad
farmakologiczng adhezjolizg, wydaje
si¢ by¢ bardzo trudne. Ze wzglgdu na
trudng randomizacj¢ badanych grup
i kontrole czynnikéw wplywajgcych
na skomplikowany proces tworzenia

si¢ zrostow, badania kliniczne nastre-
czaja wielu ktopotéw.

Zastosowanie technik in vitro oceny
zahamowania migracji fibroblastow
w hodowli ludzkich komérek otrzew-
nej moze stanowic¢ dobry model wstep-
nej oceny skutecznosci srodkéw zapo-
biegajacych tworzeniu si¢ zrostow.

W badaniach in vitro stwierdzona
wyzsza skuteczno$¢ hamowania mi-
gracji fibroblastow przez roztwor iko-
dekstryny, w poréwnaniu z dekstra-
nem, stanowi wazng informacj¢ co do
klinicznych implikacji wyboru tych
substancji w profilaktyce zrostow po-
operacyjnych.

Przeprowadzone w Skandynawii
badania kliniczne nie wykazaty sku-
tecznosci dekstranu jako srodka zapo-
biegajagcego powstawaniu zrostow.
Potwierdzano to w laparoskopii kon-
trolnej w 12 dni po zabiegu z powodu
nieptodnosci [14]. Dodatkowo zauwa-
Zono, ze mimo stwierdzonego w nie-
ktérych pracach dziatania przeciwzro-
stowego, dekstran wywotywat zapale-
nie otrzewnej i nieszczelnos¢ zespole-
nia jelitowego oraz gorsze gojenie ra-
ny i ograniczenie procesOw napraw-
czych [15, 16].

Ikodekstryna jest substancjg rozkta-
dang przez obecng w krgzeniu alfa-
-amylazg do glukozy, za$§ w przepro-
wadzonych badaniach nie zaobserwo-
wano powiklain zagrazajacych zyciu
pacjentek po jej zastosowaniu, profil
bezpieczeristwa uznano jako dobry
[10]. Skutecznos¢ kliniczna ikodek-
stryny nie jest jednoznaczna. W bada-
niach przedklinicznych wykazano sku-
teczno$¢ Adeptu jako prewencji zro-
stéw pooperacyjnych [11]. W pracy di
Zerega, w badaniach klinicznych nie
stwierdzono istotnej statystycznie roz-
nicy w zakresie zapobiegania zrostom
W jamie otrzewnej w porOéwnaniu
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Fot. 1. Zahamowanie migracji komdrek HPF pod wptywem preparatu Adept. A) rysa w jednolitej warstwie komdrek, B) migracja komorek
w probie kontrolnej po 18 godz., C i D migracja komdrek inkubowanych z 20-proc. i 50-proc. dodatkiem preparatu Adept. Komérki barwio-
no metoda May-Griinwalda-Giemsy, powiekszenie 40 razy

z grupg kontrolng [10]. Dalsze badania
kliniczne z uzyciem ikodekstryny sa
w toku, a ich wyniki wraz z wybidrcza
oceng skutecznos$ci preparatu in vitro
pozwola na podjecie ostatecznej decy-
zji co do wyboru miejscowego elemen-
tu profilaktyki przeciwzrostowej u pa-
cjentek pooperacyjnych. |
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