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Skroty stosowane w tégie:

CGRP - peptyd pochodny genu kalcytoninowego

E — grupa kontrolna poddana znieczuleniu eterem diglowym

ET — endoteliny ( ET-1 — endotelina-1; ET-2 — endetina-2; ET-3 — endotelina-3)
Il-interleukiny (-1 B — interleukina -1 B; 1I-6 — interleukina-6; II-8 — interleukina-8)
I/R — niedokrwienie jelit poprzez natazenie zacisku na ¢tnice krezkowa z nasepows
reperfuzja

L — laparotomia

L+M - laparotomia potaczona z chirurgiczrmm manipulacja jelita cienkiego

NO — tlenek azotu

OUN - csrodkowy uktad nerwowy

PG — prostaglandyny (PGE2 — prostaglandyna E2)

PNJ — pooperacyjna niedr@nos¢ jelit

S| — nackcie skory

SIRS — zesp6t ogodlnoustrojowej reakcji zapalnej

SO —operacja rzekoma, tzn. manipulacja chirurgiczngolegajaca na rozcgciu skory,
warstwy migsniowej i otrzewnej (sham operatio

SP — substancja P

TNF a - czynnik martwicy nowotworu alfa

UN — grupa kontrolna

VIP — wazoaktywny peptyd jelitowy
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1. Wprowadzenie

Pooperacyjna niedroos¢ jelit (PNJ) jest definiowana jako przejowe, samoistnie
odwracalne zatrzymanie ruchu propulsywnego jeliNJPjest czstym powiklaniem
zabiegOw chirurgicznych przeprowadzanych nie tylkobrebie jamy brzusznej, ale tak
poza ni [Livingston, Passaro, 1990]. W obrazie klinicznglominup: zatrzymanie gazow,
wzdecia, wymioty, bole brzucha oraz utrudnienie przysma pokarméw. Powr6t
czynngci motorycznej, zazwyczaj samoistny, rgsfe najszybciej wzotadku i jelicie
cienkim, a najpéniej w jelicie grubym to znaczy po okoto 48-72 INJPutrzymujca sé
diuzej niz 3 dni okrdlana jest jako niedimos¢ porazenna. PNJ me prowadz do
powiktan, takich jak zapalenie pluc oraz =zk$za ryzyko innych zaken
szpitalnych.przez co jest przyczywydtuzenia okresu hospitalizacji, zgkszajc koszty
terapii [Behm i wsp., 2003].

Z powodu niedostatecznej wiedzy na temat mechanizmpétofizjologicznych PNJ
postpowania lekarskie ograniczaesgtownie do leczenia objawowego w  postaci
odsysania zaleggjej tresci zotadkowej, zywienia pozajelitowego oraz przywracania
rownowagi elektrolitowej. Skrécenie czasu trwanMJPMana osagna¢ stosujic techniki
znieczulenia przewodowego, chirurgii laparoskopowejaz zmniejszaf zuwycie
opioidowych lekéw przeciwbolowych [Livingston, Pass, 1990; Holte, Kehlet, 2002]. W
ostatnim czasie pewien pegtosiagnito stosujc zlozone programy leczenia PNJ oraz
zastosowanie obwodowo dzialeych antagonistow receptoréw opioidowych na praykta
almivopanu [Marderstein, Delaney, 2008].

Wazna role w regulacji motoryki jelit odgrywaj endoteliny, stanowt jeden z elementéw
modulupcych czynné¢ przewodu pokarmowego, oraz kjorudziat w percepcji bolu
[Wiklund i wsp, 1991].



2. Patofizjologiczne mechanizmy pooperacyjnej niedznosci jelit

Po zabiegu operacyjnym, motoryka przewodu pokarmowdgoakteryzuje si
dezorganizaqj aktywndci elektrycznej i brakiem skoordynowanych ruchéw
propulsywnych [Clevers i wsp, 1991]. Wiadomo obegcigew patogenezpooperacyjnego
hamowania perystaltyki oprécz autonomicznego uktaguwowego zaangawane §
substancje endokrynne uwalniane ogélnoustrojowo Hkejscowo oraz mediatory
odpowiedzi zapalnej [Luckey i wsp, 2003; Baig i wap04].

Tabela 1.

Patofizjologia PNJ: proponowane mechanizmy

Rdzeniowe i miejscowe wspotczulne odruchy nerwowe
Miejscowe i ukladowe mediatory stanu zapalnego
Czynniki nasilajce:

- zastosowanie agonistéw receptoréw opiwidiin

- wylonienie oraz manipulacja chirurgicZelit

- zabiegi wewgirzotrzewnowe

- hipokaliemia

Jednym z gtéwnych mechanizméw odpowiedzialnych za feitl zaburzona czyng®
autonomicznego uktadu nerwowego. Wspdiczulny uktatwowy bierze udziat w
zahamowaniu perystaltyki, poprzez widkna aferentmereakcji na bogce z widkien
somatycznych umiejscowionych m.in. w skérze (w wwnikacgcia skoéry), oraz z
wibékien trzewnych w jelitach. Wyniki badana zwierztach wykazatyze zablokowanie
odruchéw wspotczulnych skutkuje krotszym okresem tirevd®NJ [Holzer i wsp., 1986;
Douglas. i wsp., 1941]. Bwiadczalne obserwacje potwierdzity¢siczsciowo w

ekperymentach Kklinicznych. Zastosowanie znieczalemprzewodowego ztagodzito



przebieg PNJ nie wplywa jednak na czas calkowitego pobytu chorych w ahpit
[Jorgensen i wsp., 20D0

W trakcie zabiegu operacyjnego dochodzi dogkazej aktywacji dérodkowego
zahamowania poprzez nerwy trzewne aferentne wiokna nerwu dutnego. Podanie
kapsaicyny w okoli¢ zwojow przedkggowych poprawito perystaltgk natomiast poda
kapsaicyny w poblu nerwu b¢dnego nie spowodowata podobnego efektu [Plourde i
wsp., 1993].

Rodzaj aktywacji drog nerwowych jest wzgmn stopniu zaleny od nasilenia bada
bolowego. Nagicie skory i laparotomia powodukroétkotrwate zahamowanie perystaltyki,
prawdopodobnie dzki aktywacji niskoprogowych odruchow rdzeniowychogkxstaens
i wsp., 1999]. Natomiast wytonienie i manipulacjarahjiczna w ob¢bie trzewi, aktywuje
wysokoprogowe drogi wodkowego ukladu nerwowego zawiei@ neurony
podwzgdrzowe, co skutkuje przedinym czasem trwania PNJ [Barquist i wsp., 1996].
Wiadomo,  w okresie pooperacyjnym dochodzi do gkgizenia sizenia katecholamin w
surowicy prowadzc do zahamowania motoryki przewodu pokarmowego [Smitlsp. ,
1977; Bernstein i wsp., 1967 ]. Pomimo braku wphnantagonistow receptoréw
adrenergicznych3 na czas trwania dwiadczalnej PNJ Bauer, Boeckxstaens 2004
Uemura i wsp 2004wykazano,ze johimbina wzmagata perystaltylfelit, sugerujc
kluczowy role receptoréw adrenergicznyain, w odpowiedzi ukltadu wspotczulnego na
manipulacg chirurgiczry trzewi [Uemura i wsp., 2004 Ponadto, neostygmina
wykazywata dziatanie leczniczBguer, Boeckxstaens 2004

Wzrost aktywnéci ukfadu adrenergicznego jest tylko jednym 2z sugaro/ch
mechanizmow liacych u podstaw PNJ [Dubois i wsp., 1975]. Wielu dm=y wykazato
aktywacg innych szlakéw i adrenergiczny i cholinergiczny [Boeckxstaens pw4999;
De Winter i wsp., 1997; Person i wsp., 2006]. Wopahezie PNJ bigrudziat: tlenek
azotu (NO), wazoaktywny peptyd jelitowy (VIP), pgpipochodny genu kalcytyninowego
(CGRP), substancja P (SP) czy endoteliny (ET). & pwaany za gtéwny czynnik

hamupcy w trzewnym uktadzie nerwowym [Bult i wsp., 1998Yykazanoze inhibitory



syntazy NO oraz blokery receptorow adrenergicznyaldycyjnie zapobiegaj
powstawaniu PNJ [Person i wsp., 2006].

Podanie antagonistow VIP i SP [Espat i wsp., 199bgwodowato zmniejszenie PNJ.
Natomiast 4czne podanie powsgzych zwizkéw w r&nych kombinacjach, nie
skutkowato dalsz poprave motoryki jelit [Zittel i wsp., 1998].

Odpowied zapalna na interwengichirurgiczm jest kolejnym potencjalnym czynnikiem
bioracym udziat w patogenezie PNJ [Kalff i wsp., 1998]ieW bada wykazato, ze
manipulacja chirurgiczna trzewi prowadzi do aktywaegkrofagéw wydzielajcych: NO,
prostaglandyny lub prozapalne cytokiny (ll-6, B; ITNF-) [Kalff i wsp., 1998; Turler i
wsp., 2002; Boros i wsp 1998;]. Uruchomiona kaskamanunologiczna wywotuje
zwolnienie perystaltyki jelit po zabiegu operacyjmynatomiast mechanizm tego zjawiska
nie zostat w pemni wyjmiony [Kalff i wsp., 2003]. Powsze odkrycie nie ttumaczy
jednak rozwoju niedrmosci pooperacyjnej po zabiegach wykonywanych pozaajam
brzuszm. Jedm z hipotez prébuica wyjasni¢ to zjawisko jest teoria, wg ktorej zachodzi
interakcja pomidzy mediatorami stanu zapalnego (PG, NO, cytokimdogeliny), a
aferentnymi drogami nerwowymi wyzwadaymi odruch hamuagy na perystaltyk jelit
[Person B i wsp., 2006]. Teoria ta znalazta potddzenie w pracach De Jonge i wsp.,
ktorzy wykazali ¥ podanie heksametonium i guanetydyny blokuje haoyujodruch
adrenergiczny [De Jonge i wsp., 2003]. ]. Ponadtoost ekspresji biatke-fos w rdzeniu
kregowym w trakcie manipulacji chirurgicznej jelit haj@ wczéniejsze podanie
przeciwciat przeciwko mdzykomorkowej molekule adhezyjnej -1 (ICAM-1) Potaav
trakcie zabiegéw chirurgicznych w abie jamy brzusznej obserwujeesaktywacg
komérek tucznych, prowadzs do zwikszenia sgzenia histaminy oraz TNF[De Jonge i
wsp., 2003]. Podanie kromoglikanu sodowego, ktéapifizuje btony komoérek tucznych
zmniejsza stan zapalniciany jelita oraz przyspiesza opnianie zotadka.[De Jonge i
wsp., 2003].

Cholinergiczny uktad nerwowy ostabia produkgrozapalnych cytokin i hamuje proces
zapalny. Pierwotnie uwano, ze kluczowy mediator tego procesu, acetylocholinahjAc

hamuje uwalnianie cytokin bezfrednio poprzez nikotynowy receptor alfa 7 dla



acetylocholiny (nAChR) obecny na makrofagach. Natsm@statnie dane wskazupa
nerw bkdny jako na pg&edniego modulatora wrodzonej odpowiedzi zapalnej,
spetniajcego  swgj przeciwzapalny  efekt przez ~ zazwojow  modulacg
komoérek immunologicznych w nardach pierwotnej odpowiedzi immunologicznej [Van
Der Zenden i wsp., 2009].

Wiele srodkow farmakologicznych stosowanych rutynowo wegpiprzed i pooperacyjnej
oraz w czasie zabiegu chirugicznego odgrywa zmaczok w rozwoju PNJ. Agosci
receptoréw opioidowych poza silnym dziataniem przédlewym hamuj perystaltyk
przewodu pokarmowego poprzez hamowanie uwalnianigylacholiny oraz dziatajc
bezpdrednio na mgsnie gladkie jelit [Cali. i wsp., 1995; Baig, Wexn®004; Harms,
Heise, 2007] .

Halotan, enfluran i eter dietylowy hamupodstawowy rytm elektryczny w#ni gtadkich
jelit; efekt ten jednak zanika w przegu kilku godzin po zabiegu [Schurizek i wsp. 1991].
Wplyw eteru dietylowego na zahamowanie perystaligki utrzymuje s¢ przez okoto 60
min po zakaczeniu znieczulenia [Bueno i wsp., 1978; De Wintgsp. 1997].

Zaden z przedstawionych mechanizméw patofizjologicanytie jest w sposob
samodzielny odpowiedzialny za rozwoj PNJ [Kaspamekp., 2003].

Wiekszag¢ przeprowadzonych badlaeksperymentalnych na zwietach dotyczyto
patofizjologii przemijajcej atonii jelit podczas oraz bezpednio po zabiegu
chirurgicznym w olgbie jamy brzusznegj czyli wczesnej fazy PNJ wynikgej
prawdopodobnie z aktywacji mechano- i nocyceptoréywelanej manipulagj trzewi.
Poniewa aktywacja obu typow receptoréw ustaje krétko pmknkciu rany, mechanizm
ten nie mae wyjani¢ przewlekiej natury PNJ.

Podczas zabieg6w chirurgicznych w g@iie jamy brzusznej wptyw na motorykrzewodu
pokarmowego, oprdcz mechanicznych hmilv bélowych, mée mie€ takze przemijajce
niedokrwienie jelit. Do niedokrwienia trzewi doadm na skutek zmniejszenia lub
redystrybucji przeptywu krwi w trzewnym zgsku naczyniowym w przypadku spadku
cisnienia ttniczego, a take przy uweéznictej przepuklinie, zatorzegthicy krezkowej,
mechanicznej niedsmosci jelit [Collard i wsp., 2001]. Przerwanie zaopgatnia w krew
skutkuje uszkodzeniem aktywnych metabolicznie tkanBlaradoksalnie, reperfuzja
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inicjuje kaskad zdarzé, ktére mog prowadzt do dalszego uszkodzenia komorek
[Stallion i wsp., 2002, Kong i wsp., 1998] wolnyrmadnikami, cytokinami zapalnymi,
aktywacp komplementu oraz naciekiem neutrocytéw g@bmchtonnych [Carden i wsp.,
2000]. Jelita & jednym 2z najbardziej wglwych na niedokrwienie organow
wewnrgtrznych [Granger i wsp. 1986]. Blorstuzowa jelit jest miejscem produkcji biatek
ostrej fazy [Molmenti, 1993], hormondw jelitowych [@& i wsp., 1992], cytokin [Mester

i wsp., 1993], ktérych wydzielanie przyczynia sio rozwoju SIRS.

Chocia krétkie okresy ostrego niedokrwienia jelit powadwyzmazong kurczliwgsé
[Scott i wsp., 1964], ditsze niedokrwienie powoduje przeghme zatrzymanie ruchu

propulsywnego [Chou i wsp., 1982].

3. Charakterystyka uktadu endotelin

Endotelina (ET), peptyd ztony z 21 aminokwasoéw, zostal po raz pierwszy wyizaloy
przez Yanagisawa i wsp. z komorek endotelium aéntini [Yanagisawa M., i wsp.,
1988]. Peptyd kurczyt ménie gtadkie nacay krwionasnych, ponad dziest razy silniej
od angiotensyny Il. Biatko to nazwane endotglinnaley wraz z endoteli -2 i
endotelim -3 do rodziny izopeptydow endotelinowych. Wiméno trzy geny dla ET
kodujace r@ne sekwencje; odpowiednio: ET-1, ET-2 i ET-3. Taytizoformy wykazuj
rozbiezng i niejednakowy dystrybucg w tkankach, co sugerujese endoteliny mog
wywierat rézne dziatania , nie ograniczone do ukladazknia. [Inoune i wsp., 1989].
Endotelire-1 (ET-1) produkuje i konstytutywnie wydziededdbtonek nacay uczestnicac
w regulacji napicia sciany naczynia [Weitzberg i wsp., 1994].ET-1 zuggdsk tez w
migsniach gtadkich [Resink i wsp.,1990], rdzeniu ndikhdo. i wsp, 1992], komdrkach
Kupffera watroby [Liu i wsp.,1997], btoniesluzowej jelit [Takahashi i wsp., 1990],
neuronach [Giaid i wsp., 1989], oraz w makrofag§Ehrenreich i wsp., 1990] i

kardiomiocytach [Suzuki i wsp., 1993]. Natomiast EZnajduje si w nerkach i jelitach, a
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ET-3 wystpuje w ptucach, dodkowym ukiadzie nerwowym i przewodzie pokarmowym
[Rubanyi i wsp., 1994].

Endoteliny uwaane g za mediatory parakrynne, wykazacg dziatanie poprzez co
najmniej dwa typy receptoréw endotelinowych HTETs. Oba receptoryasreceptorami
metabotropowymi spezonymi z biatkiem G; [Arai, i wsp..1990; Sakurai, g, 1990].
Receptory ET gltéwnie pobudza ET-1. mRNA dla receptorow,Hiodlega ekspresji w
wielu tkankach wdczapc migsnie gtadkie naczy, serce, ptuca i nerki. Natomiast nie
dochodzi do jego ekspresji wddblonku. Receptory Elsa pobudzane w podobnym
stopniu przez kala z trzech izoform ET. mRNA dla receptora &Epodlega ekspresji
gléwnie w moézgu oraz w mniejszym stopniu w aorcietcise ptucach, nerkach i
nadnerczach. W przeciwistwie do receptora EJ receptor EE podlega silnej ekspres;ji
w srodbtonku, ale réwnie wystpuje w misniach gladkich naczy [Wanecek i wsp.,
2000].

O roli endotelin w przewodzie pokarmowym meagwiadczy obecné¢ receptorow EX i
ETs w s$cianie przewodu pokarmowego oraz zdéth@gonistéw tych receptoréw do
modyfikowania napicia misni gtadkich jelit [Shahbazian i wsp., 2000]. Retoep ETa i
ETs znajduj sic w neuronach mkniowego i podluzéwkowego splotu nerwowego,
komodrkach pnia blonyluzowej i naczy krwionosnych, blaszce méniowej btony
$luzowej, oraz okiznej i podhenej warstwie btony nggniowej. Endoteliny mogzaréwno
pobudzé jak i hamowa nerwy trzewne lub mgknie gtadkie przewodu pokarmowego.
Wydaje s¢, ze rok pobudzajca w pierwszym rzdzie odgrywa receptor BT natomiast
role hamupca odgrywa EE [Shahbazian A. i wsp., 2000].

Do aktywacji uktadu endotelinowego dochodzi w wistanach patologicznych takich jak
wstrzas septyczny, ostra niewydokto oddechowa, niewydoldé serca, rozsiane
wykrzepianie wewgirznaczyniowe, a tale w stanach hipoperfuzji trzewnej [Wanecek , i
wsp.,2000]. Ponadto, obserwowano podsaenie sizenia ET-1 w blonigsluzowej jelit
pacjentow w cjzkim stanie; w szczegolgoi u chorych narsonych na niedotlenienie
[Michida i wsp.,1997]. Przeciwciata przeciw endotem poprawiag przeptyw krwi w
trzewiach w warunkach wstgu eksperymentalnego [Wanecek i wsp., 2000]. ET
hamowaty pasajelitowy w stanach niedokrwienia i reperfuzji [8&in i wsp, 1998].
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Endoteliny zw¢kszap produkcg wielu cytokin prowadzc do leukocytozy, aktywacii
neutrofili oraz generacji nadtlenkéw, co prowaddo przesiku naczyniowego [Boros i
wsp., 1998, Huribal i wsp., 1994]. ET-1 zk$za stzenie srodkomoérkowego wapnia
zjonizowanego w ludzkich monocytach, co wyzwala piagk TNF-a, IL-13, IL-6, IL-8,
czynnika stymulujcego kolonie granulocytéw i makrofagow oraz PGE-2clfMllen i
wsp, 1996]. Dlatego ET-1, poprzez zaburzenie fiimkonocytéw i neutrofili, wydaje si

by¢ mediatorem wielonagdowej dysfunkciji.
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1. Cel pracy

Wykonane badania miaty dostar¢zydpowiedzi na nagbujace pytania:

1) Czy antagositi receptoréw ET i/lub ETg zapobiegaj rozwojowi wczesnej oraz poej
fazy PNJ wywotanej niedokrwieniem/reperfydjub manipulag chirurgiczry trzewi w

doswiadczeniach przeprowadzonychiwo i in vitro?

2) Czy farmakologiczne dzialanie tezosentanu, BQ-aRd BQ-788 spelnia wymogi

zaleznosci opisywanej krzyw dawka-czas-odpowie@

3) Czy dziatanie protekcyjne tezosentanu znajddaerciedlenie w zmianachegenia

ET w surowicy krwi?

4) Czy niedokrwienie hamuje odpowiednigsni gtadkich jelita cienkiego na dziatanie
ET(ET-1, ET-2 oraz ET-3)?
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Il. Materiat i metody

1. Badania ,in vivo”

Posgpowanie chirurgiczne

Wszystkie procedury dwiadczalne przeprowadzone byly po uzyskaniu zgdakalnej
Komisji Etycznej d.s. Déwiadczeé na Zwierztach przy Akademii Medycznej w Galsku,
nr 20/04 . Badania przeprowadzono na samcach saezAtbino Wistar (180-250g),
przetrzymywanych w kontrolowanych warunkach tempeyat21°C, dwietlenia- w 12 h
cyklachswiatta i zaciemnienia przez minimum 7 dni . Zwigez 18 h przed planowanym
postpowaniem chirurgicznym, nie mialy depti do standardowej paszy, mialy
zapewniony natomiast dept do wody ad libitum. Wszystkie zabiegi operacyjne
wykonywano w znieczuleniu eterem dietylowym zgodnieasadami aseptyki, przyyciu

jalowego sprgtu.

Model |

Zwierzta zostaly w sposOb randomizowany podzielone naup:ggrupa pierwsza —
kontrolna (UN), grupa druga — poddana znieczulesterem dietylowym (E) oraz trzy
grupy poddane zabiegowi chirurgicznemu, w nieznacgpyséb modyfikujc protokot
opisany przez De Winter i wsp. (1998) [De Wintevdp.1998]. Znieczulone zwigfta po
uprzednim wygoleniu siéci na brzuchu oraz zdezynfekowaniu skéry 70% etamnol
poddano dziataniu bdda bolowego o wzrastglym natzeniu: standaryzowanemu
nackcie skory brzucha (Sl-grupa trzecia), laparotondbejmupcej rozcécie skory,
warstwy mésniowej i otrzewnej (L-grupa czwarta), laparotomiiabr chirurgicznej
manipulacji trzewi (L+M-grupa piata). Jelito cienkieraz z ktnica wytoniono z jamy
brzusznej i uktadano rilzy dwa jatowe wilgotne gaziki. Naginie sciarg jelita cienkiego
na calej dlugéci od dwunastnicy do dnicy réwnomiernie, masowano wilgotnymi
gazikami. Czynn& t¢ powtarzano 6-krotnie w ggju 10 minut, po czym jelito
wprowadzono z powrotem do jamy otrzewnej, a powlokiuszne zaszywano szwem
ciagtym. Dalsze zabiegi wykonywano po uptywie 1 gogzitj. czasie potrzebnym na

wyeliminowanie dzialania eteru dietylowego na ptalgke przewodu pokarmowego
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[Bueno i wsp., 1978 ]. Naginie zwierztom podawano 0.15 ml roztworuchkitu Evansa
przez songd zotadkows. Zwierzta wsmiercano 30 min pdiiej podajac dootrzewnowo
tiopental w dawce 100mg/kg. Naghie wytaniano z jamy otrzewnej jelito cienkie
uktadano na korkowej podktadce w sposob #imeajacy wyznaczenie dystalnego punktu
jelita, idac od odwiernika, do ktérego przesuwty zostat b¢kit Evansa. Dokonap
pomiaru odcinka jelita, w obbie ktérego doszto do przemieszczenia znacznikajiace
czynna¢ motoryczn przewodu pokarmowego. Pagalitowy wyrazano w centymetrach

jako dlugdc jelita wypetnionego barwnikiem.

Przebieg déwiadczenia

Przed przysipieniem do realizacji projektu badawczego weemsych déwiadczeniach
oceniono wptyw eteru dietylowego na motogyprzewodu pokarmowego w poréwnaniu
do zwierat, u ktérych nie wykonano zabiegoéw chirurgiczny&h.

Nastpnie pomiary migracji barwnika zostaly przeprowadzanewierat poddanych
bodzcom nocyceptywnym o wzrassaym natzeniu: Sl, L, L+M.

W drugiej serii déwiadczeéx zbadano wptyw antagonistow receptorow endoteliraiwy
tezosentanu antagonisty receptorOwaBTETg lub wybiérczych antagonistow receptora
ETa — BQ123 oraz E — BQ 788 . Kada z substancji podawano dootrzewnowo 60 min
przed zabiegiem chirurgicznym. Tezosentan podawemavzrastajcych dawkach od 3
do 30 mg/kg m.c., oraz odpowiednio BQ-123 - 3@0do 1 mg/kg oraz BQ-788— 3@ —

1 mg/kg. W grupie kontrolnej zwiegta zamiast substancji farmakologicznej otrzymywaty

odpowiedna objetos¢ rozpuszczalnika. Procedury zabiegu przedstawi@nschemacie 1.
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Schemat 1
Model 1
Brak dostgpu do karmy Podaz substancji Procedury Powrét
farmakologicznych chirurgiczne perystaltyki
— > > ——————— > >
1h UN
Antagonisci
8h receptorow E 1h 2 lub 24h 30min Pomiar
———— | endotelinowych o SI —> Zaszycie— Blekit —> Dekapitacja—» dtugosci
L rany Evansa pasazu jelitowego
LM
Model Il

Zwierzeta zostaly w spos6b zrandomizowany podzielone nagrapy, grug kontrolra
(UN), grupe poddan pozornej operacji (SO) oraz grupoddar niedokrwieniu-reperfuzji
(VR) przez czasowe zamkwie tetnicy krezkowej gérnej. Znieczulone zwieta po
uprzednim wygoleniu siéci na brzuchu oraz zdezynfekowaniu skéry 70% etamnol
poddano kolejnym procedurom chirurgicznym. W grupieugiej przeprowadzo
laparotomg, obejmujca rozcicie skory, warstwy mggniowej i otrzewnej (SO). W grupie
trzeciej po naeciu powlok brzusznych w linii g@odkowej jelita zostaly wytonione z
jamy brzusznej aetnica krezkowa gorna zostala uwidoczniona po pezstu jelit na
lewo. Nasgpnie ktnice zacknigto przy wyciu atraumatycznego zacisku naczyniowego na
czas 60 minut (okres niedokrwienia). Po usaini zacisku jelita umieszczono w jamie
otrzewnej, powloki brzuszne zaszyto szwem pojedymcz ciaglym. Zwierzta

pozostawiono na czas 2 h (okres wczesnej reperfudp 24h (péna reperfuzja) z
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wolnym dosgpem do wody. Na 30 min przed zabiciem podawano O0.L5omtworu

btekitu Evansa.

Przebieg déwiadczenia

Przed przysipieniem do realizacji projektu badawczego weemsych déwiadczeniach
oceniono wptyw eteru dietylowego na motogyprzewodu pokarmowego w poréwnaniu
do zwierat, ktérych nie poddano interwencji chirurgicznejN)J Nastpnie pomiary
migracji barwnika przeprowadzono w grupie SO or&z I/

W drugiej serii déwiadczé zbadano wplyw tezosentanu, BQ123 oraz BQ 788 sazpa
jelitowy w poszczegdllnych grupach. ¥ z substancji podawano dootrzewnowo 60
minut przed zabiegiem chirurgicznym. Tezosentan ap@ho we wzrastggych dawkach
od 3 do 30 mg/kg, BQ-123 i BQ-788 w dawkach od3 @o 1 mg/kg m.c. W grupie
kontrolnej zwierzta zamiast antagonisty otrzymywaly odpowiedniobjgtosé

rozpuszczalnika badanych substancji — DMSO. Progedabiegu przedstawiono na

schemacie 2.
Schemat 2
MODEL II
Brak dostepu Podaz substancji Procedury chirurgiczne Powrdt
do karmy farmakologicznych perystaltyki
< > <« - < > ————»
1h
Antagonisci UN
receptorow 1h 2 /24h 30min
18h endotelinowych
_— [ ] SO ____, Zaszycie Blekit Dekapitacja__,. Pomiar dtugosci

rany Evansa pasazu

I/R
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2.Badania in vitro

Doswiadczenia wykonywano na izolowanych skrawkacksmigtadkich jelita cienkiego
szczurdw.

Przed wykonaniem dwiadczé szczury byly pozbawiane jedzenia przez okres 18 h,

utrzymanym statym dogbem do wodyad libitum.

Model |

Zwierzeta podzielono na trzy grupy: UN, L+M oraz geup+M po wczéniejszym
podaniu tezosentanu. Po zabiegu chirurgicznym zeteetzyty ponownie dzielone na dwie
podgrupy. Zwiergta z pierwszej podgrupy zostaly pozostawione na riipmiast z
drugiej podgrupy na 24h. Tezosentan (10 mg/kg.) iyb sdl fizjologiczma podano 1 h

przed zabiegiem operacyjnym.

Model Il

Zwierzta podzielono na trzy grupy: gruppoddalm pozorowanej operacji, grap

poddam niedokrwieniu/reperfuzji oraz grgp poddan niedokrwieniu/reperfuzji po

wczesniejszym podaniu tezosentanu (niedokrwienie trwato hl reperfuzja 24h).

Tezosentan (10 mg/kg , i.p.) lub sdl fizjologiazpodano 1 h przed niedokrwieniem/

reperfuzy (I/R).

Bezpdrednio przed déwiadczeniem zwierga usmiercano poprzez przemieszczenie
kregbw szyjnych z przerwaniem rdzenia egowego. Naspnie ckciem w lini
posrodkowej otwierano jagbrzuszm i odpreparowywano jelito cienkie. Zaczygajod
odzwiernika oddzielano jelito cienkie od tkankicknej sieci, a do katnicy. Z czsci
srodkowej jelita cienkiego odcinano 7 cm odcinek ¢rit umieszczano w zlewce z
buforem Tyroda poddanym wczeej natlenieniu mieszanir5% CQ i 5% CQ przez
okres ok.10min. Zlewk z wypreparowanym odcinkiem jelita cienkiego pokrpwa
parafimem i przechowywano przez okres 4h w tempezatu4#C w celu

zminimalizowania skurczéw spontanicznych jelita &iego [Greenwood-Van Meerveld B
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i wsp. 2001]. Po tym czasie odcinano 4 cm odcindkajeienkiego, przecinano jelito
wzdtuz osi diugiej, otrzymujc skrawek misniowy jelita cienkiego w ksztalcie prostgh

o diugaci 4 cm i szerokgci 0,5cm. Preparat zawieszano w naczynkach inkubgclyjdo
narzdow izolowanych o pojemioi 15 ml. Naczynko byto wypetnione ptynem Tyroda o
nastpujacym skitadzie [mM]: NaCl — 136,9; KCI — 3,35; CaG 1,46; MgC} x 6 H,O —
1,1; NaHCQ - 11,9; NaHPQ, — 0,48; glukoza — 5,0. Przez czas trwaniéwdadczenia
ptyn znajdujicy sk w naczynku nasycano karbogenem (95%+@% CQ), a temperatur
przeptywajcego przez naczynie buforu utrzymano na poziomi®C3Bkurcz badano
metody izotoniczry przy pomocy przetwornika PIT 212 (C.O.T.M. Biahyjstoi
zapisywano przy iyciu rejestratora liniowego TZ 4200 (LaboratorniisBoje Praha,
Republika Czeska). Zawieszony skrawelesmiowy byt poddany ok. 30 min inkubacji
wstepnej & do osagnigcia petnej stabilizacji. Celem sprawdzenia reakty$enazytego do
doswiadczenia skrawka mginiowego zamykano przeptyw i podawano karbachol w
stezeniu 10° M. Po wysgpieniu skurczu wykonywano 30 min plukanie. Nasie
zamykano przeptyw i przygtowano do wisciwego eksperymentu. Karbachol (1nM -10
uM) badz ET-1, ET-3 (0.1 nM — 10 uM) byly podawane we wia@gych stzeniach w
15 minutowych odspach czasowych, bufor wymieniany byt co 5 minutk dglko
osiagnieto maksymalny skurcz, jelito ptukano przed powrotefagdici pocatkowej
skrawka. Przy iyciu jednego skrawka powstawaty tylko dwie niekuncyjae krzywe

stezenie-skurcz.

3. Pomiary sgzenia ET (1-21) w surowicy

Pomiary wykonano za pomgstandardowego testu immunoenzymatycznego (ELISA No.
BI-20052. Biomedica GmbH Vienna, Austria). Prébkivkipobrano z aorty dpionych
eterem szczuréw do a@hionych probowek. Nagbnie probowki wirowano przez 10 min
przy 3000g. Prébki surowicy przechowywano w tempezat -76C do czasu dalszej

obrébki zgodnie z zaleceniami producenta.



20

4. Zwigzki wykorzystywane do przeprowadzenia déwiadczen

Tezosentan otrzymano od firmy Actelion (SzwajcariddQ123, BQ788, kkit Evansa,
karbachol, ET-1, ET-2 i ET-3 zakupiono od Sigma-Addy Poznéa (Polska). Tezosentan,
BQ123, BQ788 rozrabiano zywajac kilku kropel DMSO (dimetylosulfotlenek) a
nastpnie uzupetniano obfos¢ zawiesiny sal fizjologiczra uzyskujpc odpowiednie
stezenie (Fresenius Kabi, Kutno). Eter dietylowy zakuyg od Polskich Odczynnikéw
Chemicznych w Gliwicach. Roztwor diitu Evansa przygotowywano w sposob opisany
przez Tanila i wsp., 50 mg barwnika rozpuszczano ml0.9% NaCl (Fresenius Kabi,
Kutno) [Tanila H i wsp. 1993].

5. Analiza statystyczna

Nie wykryto istotnych z punktu widzenia statystyego ré&nic w diuggci jelita cienkiego
pomigdzy poszczegoinymi grupami zwiatz dlatego zdecydowano esiprzedstawd
uzyskane wyniki jako pasgdickitu Evansa w jelicie cienkim w centymetracikredni bhd
standardowy (SEM). Warioi EGCs, przedstawiono jakosrednie ze wszystkich
eksperymentéw #redni bhd standardowy uzyskanych wynikow (SEM). WacioECsy
obliczono na podstawie programu komputerowego: Phaiogical Calculation System-
Pharm/PCS wersja 4.0.

Uzyskane dane poddano analizie statystycznej medadlizy wariancji (ANOVA) oraz
testem Bonferroniego zastosowanym pdaciee ANOVA. Wyniki oceniano jako

statystycznie znamienne dla p mniejszego od 0,05,(p¥%0
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IV. Wyniki
1. Badaniain vivo

Wplyw eteru dietylowego oraz zabiegéw chirurgiczmy@ perystaltyk jelit u szczuréw

W daswiadczeniach pilotowych pasajelitowy zwierzit nie poddawanych zabiegom
operacyjnym wynosit 62,68%5,89cm przy catkowitej diugai jelita cienkiego 1163,4 cm
(n=7). Znieczulenie eterem ani ngde skory nie wptyato w sposéb znaezy na diugécé
pasau barwnika Evansa w jelicie cienkim, ktory wynosdpmwiednio 57,88 2,49cm
przy catkowitej diugéci 125 +8,99cm oraz 66,80 10,25cm przy diugai 118:10,11
(n=8-10). Dlugéc¢ jelita cienkiego nie rinita sk statystycznie pomadzy badanymi

grupami zwierat.

Model |

Pasg jelitowy w grupach zwiet poddawanych zabiegom chirurgicznym we wczesnej
oraz p@nej fazie PNJ (odpowiednio 2 i 24 h od czasu praepadzenia zabiegu
operacyjnego).

We wczesnej i pinych fazach PNJ laparotomia oraz laparotomiagqzaina z chirurgiczn
manipulacy trzewi (L+M) znamiennie hamowata czyriéo propulsywn jelit w
poréwnaniu z grup kontrolm, zwierzit poddanych wycznie znieczuleniu eterem

dietylowym czy naciciu skéry (Wykres 1).
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Wykres 1

Wyniki pomiaru dtugéci jelita cienkiego wypetnionego barwnikiem Evansawierzt: w
grupie kontrolnej (UN), poddanych znieczuleniu eterdietylowym (E), naetiu skory
(SI), laparotomii (L), oraz laparotomii z mechanigznanipulacy trzewi (L+M).Wyniki w
kazdej grupie zwieragt (n=5-12) przedstawiono w centymetrach jakedni + sredni bhd
standardowy (SEM)?*** UN, E lub Sl vs. L lub LM (p<0.001)L vs. LM (p<0.05).

90+
80+
70+
60+
50+
40+
30+
20+

Pasaz jelitowy (cm)

Procedury chirurgiczne
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Dziatanie anatgonistow receptoréw endotelinowych maewoéj fazy wczesnej i pidej

PNJ (odpowiednio 2 i 24 h po zabiegu chirurgicznym

Tezosentan, BQ-123 oraz BQ-788 nie wywieraty wplywa perystaltyk trzewi w
grupach szczuréw poddanych laparotomii orazguaciskory .We wczesnej fazie PNJ, po
2 godzinach od zabiegdw chirurgicznych, tezoseii@mg/kg), BQ-123 (1mg/kg) oraz
BQ-788 (1mg/kg) nie wphwly na perystaltyk w zadnej z badanych grup zwietz
(Wykres 2).

Natomiast tezosentan, BQ123 oraz BQ-788 (0,1mg/kdjyracaly hamujcy wpltyw
manipulacji chirurgicznej trzewi na perystalgylpo 24 h od zabiegu chirurgicznego
(Wykres 3).
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Wykres 2

Efekt dziatania tezosentanu (T — 10mg/kg, i.p.), B&3 lub BQ-788 (1 mg/kg, i.p.) na
dlugas¢ odcinka jelita cienkiego wypetnionego barwnikiemaBsa w grupie zwiesar
kontrolnej  (UN), poddanej nagiu skory (Sl), poddanej laparotomii (L), oraz
laparotomii z nagpowa manipulacj trzewi (LM).Doswiadczenia zostaty przeprowadzone
2h po zakaczeniu procedur chirurgicznych. Wyniki wdej grupie zwiergt (n=5-12)
przedstawiono w centymetrach jakeedni * sredni bhd standardowy (SEM). Wyniki
zostaly poréwnane z odpowiedni grupami kontrolnynsaéeznosci statystyczne zostaty
obliczone metogl analizy wariancji (ANOVA) oraz testem Bonferroniegastosowanym
po teicie ANOVA. Po 2h?UN, UN+(T lub BQ123 lub BQ788), SI, SI+( T lub BQ& b
BQ788) vs. LAP, LAP+(, T lub BQ123 lub BQ788) LMM+( T lub BQ123 lub BQ788)
(p<0.001);°L, L+( T lub BQ123 lub BQ788) vs. LM, LM+( T lub B3 lub BQ788)
(p<0.01).

Pasa jelitowy (cm)

Procedury chirurgiczne i farmakologiczne
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Wykres 3

Efekt dziatania tezosentanu (T — 10mg/kg, i.p.), B&3 lub BQ-788 (1 mg/kg, i.p.) na
dlugas¢ odcinka jelita cienkiego wypetnionego barwnikiemaBsa w grupie zwiear
kontrolnej  (UN), poddanej nagiu skory (Sl), poddanej laparotomii (L), oraz
laparotomii z nagpowa manipulacj trzewi (LM).Doswiadczenia zostaty przeprowadzone
24h po zakaczeniu procedur chirurgicznych. Wyniki w Ad®j grupie zwiera (n=7-20)
przedstawiono w centymetrach jakeedni * $redni bhd standardowy (SEM). Wyniki
zostaly poréwnane z odpowiedni grupami kontrolnynsaéeznosci statystyczne zostaty
obliczone metogl analizy wariancji (ANOVA) oraz testem Bonferroniegastosowanym
po técie ANOVA. UN, UN+(T lub BQ123 lub BQ788), vs. L, L+(, T lub@23 lub
BQ788) L+M, L+M+( T lub BQ123 lub BQ788) (p<0.0018I, SI+( T lub BQ123 lub
BQ788) vs L, L+ (T lub BQ123 lub BQ788), LM, LM+( Tub BQ123 lub BQ788)
(p<0.05);°L, L+( T lub BQ123 lub BQ788) vs LM, LM+( T lub B@B lub BQ788)
(p<0.05):%LM vs LM+( T lub BQ123 lub BQ788), p<0.001.

1004 —/—

Pasa jelitowy (cm)

=
+

Procedury chirurgiczne i farmakologiczne
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Model Il

PNJ w przebiegu I/R:

W okresie od 2 do 24 h po wywotaniu niedokrwier@p8rfuzji, pasa ulegt znacznemu
spowolnieniu (Wykres 4). Anatgaiti receptoréw endotelinowych: tezosentan, BQ-123
oraz BQ-788 nie wplyneli na perystalykelit w grupie UN, w grupie poddanej
znieczuleniu eterem ani SO.

Tezosentan, BQ-123 oraz BQ-788 w sposobzmgleod czasu oraz podanej dawki
zapobiegat agciowo rozwojowi fazy wczesnej oraz pej PNJ w grupie zwiest

poddanych I/R w przebiegu zabiegu chirurgiczneggkidsy 5-9).

Wykres 4

Wyniki wielkosci pasau jelitowego w grupie kontrolnej zwiegtz (UN), oraz w grupach
SO, i I/R (60min niedokrwienia z napbwa 2-24h reperfuz). Wyniki przedstawioneas
jako dtuga¢ jelita cienkiego wypetnionego barwnikiem w centyraeh §rednia +sredni

btad standardowy (SEM); n=6-10J-UN vs. SO or I/R (P<0.001)"*SOvs. I/R (p<0.001).
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Wykres 5

Krzywa zalenosci ochronnego dziatania tezosentanu od czasu wsrezpoddanych 1 h
niedokrwieniu z nagpowa 2 h reperfuz (I/R).

Tezosentan (Tez) zostat podany w dawce 10 mg/kg, 45-90 min przed indukgj
niedokrwienia. Wyniki przedstawionea gako dluga¢ jelita cienkiego wypetnionego
barwnikiem w centymetractirednia +sredni bhd standardowy (SEM); n=6-9). I/R vs.
I/R+Tez (podany 45 i 60 min przed I/R, p<0.001)R vs. I/IR+Tez (podany 90 min przed
I/R, p<0.01);*I/R+Tez (60 min przed I/Rys. I/R+Tez (podany 45 i 90 min przed I/R,
p<0.001).

I /R
70+ [ 11/R+Tez (45 min)
I/R+Tez (60 min) #HH#
’g 60 - I/R+Tez (90 min) k%
L -
? 504
o
T 404
)
6_5 30+ Kokok
**
20- _
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Wykres 6

Krzywa zalenoéci dawka-efekt dotyara dobroczynnego efektu tezosentanu (1-
30mg/kg, i.p. podanego 1lh przed I/R) na szgbkpasau jelitowego u zwierat
poddanych 1 h niedokrwieniu z ngstwa 2 h reperfuz (I/R). Wyniki przedstawioneas
jako dtuga¢ jelita cienkiego wypetnionego barwnikiem w centyraeh §rednia +sredni

FHE

btad standardowy (SEM); n=6-12)IR vs. I/[R+Tez (3 mg/kg, p<0.05): I/R vs. IIR+Tez
(10 mg/kg, p<0.001)"I/R+Tez (1 mg/kgys. /R+Tez (10 mg/kg, p<0.001}** I/R+Tez
(3 mg/kg) vs. I/R+Tez (10 mg/kg);" I/IR+Tez (10 mgl/kg)vs. I/R+Tez (30 mg/kg,

p<0.001).
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Wykres 7

Dziatanie tezosentanu (Tez) (10mg/kg, podanego Izedpl/R) na szybks pasau

jelitowego u szczuréw poddanych I/R ( 1 h niedolemie z nagpows 2-24h reperfuz).

Zwierzeta zostaly podzielone w sposdb zrandomizowany tercgrupy: kontrola (UN),

poddam pozorowanej operacji (SO) oraz podddfR. Wyniki przedstawione asjako
dhugas¢ jelita cienkiego wypetnionego barwnikiem w centyraeh §rednia +sredni bhd

standardowy (SEM); n=6-12}.UN-24vs. SO-24 (p<0.01)!**UN-2; -4; -12; -18; -24ss.

SO-2:-4; -12; IIR-2; -4; -12; -18; -24 (p<0.001QN-12vs. I/R+Tez-12 (p<0.05); UN-2,

-4, -18vs. IIR+Tez-2; -4 (p<0.01)?*80—12; -18vs. I/R-12; -18 (p<0.01)f#80—2; -4; -24
vs. I/R-2; -4; -24 (p<0.001); /R-18s. /IR+Tez-18 (p<0.01)"'lIR-2; -4; -24vs. IR+Tez-2;
I/R+Tez-4; IR+Tez-24 (p<0.001)
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Wykres 8

Dziatania BQ-123(0.1-1 mg/kg i.p., podanego 1 h przed I/R). Wynikézentowane as
jako dtugag¢ jelita cienkiego wypetnionego ¢kitem Evansa u zwiegt poddanych 1 h
niedokrwieniu z nagpowa 2 mdz 24 h reperfuzi. Wyniki przedstawioneasjako dtugg¢

jelita cienkiego wypetnionego barwnikiem w centymelra ¢redniafredni bhd

standardowy (SEM); n=6-12) . Przy 2ads 24 h reperfuzji: I/R vs. I/R+BQ-123
(1mg/kg, p<0.001)***I/R+BQ-123 (0.1 mg/kg) lubl/R+BQ-123 lub" I/R+BQ-123 (0.3
mg/kg)vs. I/R+BQ-123 (1 mg/kg, p<0.01 lub p<0.001 odpowiednio

I /R
70 - I/R+BQ123 (0.1 mg/kg)
E==I/IR+BQ123 (0.3 mg/kg)
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Wykres 9

Dziatanie BQ-788 (0.1-1 mg/kg i.p., podanego 1 hedr#/R) Wyniki prezentowaneas
jako dtugag¢ jelita cienkiego wypetnionego ¢kitem Evansa u zwiegt poddanych 1 h
niedokrwieniu z nagpowa 2 mdz 24 h reperfuzi. Wyniki przedstawioneasjako dtugg¢
jelita cienkiego wypetnionego barwnikiem w centyraetr §rednia + éredni bhd
standardowy (SEM); n=6-12) .

Po 2 h reperfuzji” IIR vs. IR+BQ-788 (1mg/kg, p<0.001%)!* I/R+BQ-788 (0.1 mg/kg)
lub " I/R+BQ-788 (0.3 mg/kg)ys. I/IR+BQ-788 (1 mg/kg, p<0.001). Po 24 h reperfuzji:
“1/R vs. IR+BQ-788 (1mg/kg, p<0.01f;**I/R+BQ-788 (0.1 mg/kgys. /IR+BQ-788 (1
mg/kg, p<0.001).

/R
704 I/R+BQ788 (0.1 mg/kg)
—_ 1111 I/R+BQ788 (0.3 mg/kg)
g 604 E=—31/R+BQ788 (1 mg/kg)
2 50- =
=
D, 40- — - -
b
S 304 'y
204 el m
10
0 e

24 h
Reperfuzja
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2. Badaniain vitro
Krzywa zalénosci efektu skurczowego izolowanych odcinkéw jelitdaerkiego od
stezenia karbacholu [0.1nM — ZM].

Model |

Karbachol wywotat zaleny od stzenia skurcz neni gtadkich pod postagitypowych
krzywych dawka-efekt w zakresie od 1-300 nM w geugontrolnej. EGy wynosito
34.90+7.86 nM (n=8). L+M spowodowata znace zahamowanie motoryki przewodu
pokarmowego powodaf przesuricie krzywej w prawo zwgkszapc EGo do wartgci
776+£31.26 nM i 299 +14.92 nM odpowiednio po 2 i 2d4 zabiegu chirurgicznego
(p<0.01). Podanie tezosentanu przed chirurgicemanipulacy trzewi spowodowato
przesunicie krzywej odpowiedzi na karbachol w lewo olajpc EGy do wartgci
77.15+10.62 w fazie giej PNJ (24h) (n=15, p<0.05; wykres 10).
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Wykres 10

Nie kumulacyjne krzywe stenie-skurcz dotyeze ekspozycji skrawkow rgini gtadkich

jelit na karbachol. Wyniki & przedstawione jako procent maksymalnego skurczu jako
odpowiedzi na podanie karbacholu w wzragtggh stzeniach. Dane przedstawiong s
jako srednietSEM dla 11-15 rénych skrawkow mesni izolowancych w grupach zerizat

poddawanych zabiegom chirurgicznym amgm stopniu inwazyjni .
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Model II

Karbachol wywotat zalene od stzenia skurcze mini gtadkich pod postagitypowych
krzywych dawka-efekt w zakresie od 1-300 nM w dgeugontrolnej. EGy wynosito
9.69+1.23 nM (n=11). I/R spowodowalo znacz przesurcie krzywej w prawo
zwiekszajc EG;p do wartgci 0.86+0.03uM po 2 h (n=12) od reperfuzji oraz 0.27+0.04
uM po 24h (n=15).0Oba rezultaty ndity sic od uzyskanych w grupie kontrolnej zwigtrz
(p<0.001). Podanie tezosentanu przed I/R spowodopralesuricie krzywej odpowiedzi
na karbachol w lewo obirajac EGy do 34.83+4.20 nM po 2h reperfuzji (n=12) i do
49.44+10.72 nM po 24 h reperfuzji (n=10) (Wykre3.11

Wykres 11

Nie kumulacyjne krzywe stenie-skurcz dotycze ekspozycji skrawkow rgini gtadkich
jelit na karbachol. Wyniki § przedstawione jako procent maksymalnej odpowiedzi
izolowanych skrawkow mini gtadkich na podawany karbachol.

Dane przedstawione §ako srednietSEM dla 11-15 rénych skrawkow msni.
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Dziatanie ET-1 oraz ET- 3 na kurczliwég izolowanych fragmentdw jelita cienkiego

Wykazano ostabienie sity skurczu jelita przez ETJak i ET-3 we fragmentach jelita
wczesniej poddanych niedokrwieniu w poréwnaniu do jeNtgpreparowanego z grupy
zwierzat kontrolnych obserwdp przy tym istotne zwkszenie EGy. EGs dla skrawkow
poddanych dziainiu ET-1 wynosito 2,74+0,21, digimentow jelita wczmiej poddanych
niedokrwieniu z nagpowa reperfuzj, a nasipnie poddanych dziataniu ET-1 E&C
wynosito 35,00+1,24 nM; w grupie skrawkoéw poddanyiataniu ET-3  E€ wynosito
6,461£0,35 nM , natomiast w grupie poddanej niedo&nivi/reperfuzji a nagpnie
dziataniu ET-3 Egwynosito 36,55+4,56 (Wykres 12).

Wykres 12

Nie kumulacyjne krzywe stenie-skurcz dotyezre ekspozycji skrawkow mgéni gtadkich
jelit na dziatanie ET-1 oraz ET-3. Wynikih przedstawione jako procent maksymalnej
odpowiedzi izolowanych skrawkow edni gtadkich zwierat kontrolnych oraz poddanych
niedokrwieniu/reperfuzji na podawane izopeptydddatelinowych.

Dane przedstawione §ako srednietSEM dla 11-15 rgnych skrawkow misni.
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Stezenie ET(1-21) w surowicy

Stezenie ET(1-21) w surowicy 2 h po zalezeniu reperfuzji wzrosto w poréwnaniu do
grupy zwierat SO. S¢zenie to wynosito odpowiednio 16.51+0.46 pg/ml w pigzej
grupie oraz 4.68+0.40pg/ml w drugiej grupie; (p<Lp Sezenie ET(1-21) bylo wisze
w grupie zwierzt, w ktérej podano tezosentan: 25.53+1.19pg/ml wopoaniu do grupy
ktorej nie premedykowano tezosentanemezé&tie ET(1-21) powracato do waéth

kontrolnych w 24h po reperfuzji (wykres 13).

Wykres 13

Zmiany stzenia ET(1-21) w surowicy u zwiegzpoddanych niedokrwieniu oraz
premedykowanych tezosentanem. Niedokrwienie tweajl h z nagpowg 2-24 h
reperfuzj. Zwierzta premedykowane tezosentanem otrzymaty go w daweeglky i.p.,
1 h przed interwengjchirurgiczry. Dane pokazane $akosredniaSEM (n=5-7). ***SO
vs. I/R2i I/R2+Tez!**I/IR2+Tezvs. I/IR2. Skroty: SO-grupa poddana pozorowanej
operacji (sham operated), I/R 2 lub I/R 24- prébkiikpobierane odpowiednio 2-24 h od
reperfuzji, I/R 2+Tez lub I/R 24+Tez- probki krwbpierane odpowiednio 2-24 h od

reperfuzji od zwierat premedykowanych tezosentanem.
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V. Dyskusja

W przeprowadzonych dwiadczeniach potwierdzono udziat receptoréw,Efaz EE w
patogenezie niedroosci jelit wywotywanej zjawiskiem niedokrwienia z negowa
reperfuzj trzewi (I/R) oraz manipulacji chirurgicznej trze(li+M).

I/R jest skomplikowanym problemem klinicznym ze wezfyl na trudnéci diagnostyczne
oraz ograniczone nibwosci terapeutyczne [Yasuhara, 2005], $zav przypadku

interwencji chirurgicznej znagea role w rozwoju PNJ odgrywajbod:ce nocyceptywne

. . _ -1 Sf : Kol
JAlican i wsp., 1998]. W zastosowanych modelachéwdadczalnych wykorzystano - {fzggﬁ‘k?‘i‘u”’tf‘,’n‘:;wi‘;n";

okresowe zamkagtie przeptywu w dtnicy krezkowej gornej z nagiowy reperfuzy oraz
bod:ce nocyceptywne o #ym stopniu nasilenia: nacie skory (Sl), laparotomia (L)

oraz laparotomia z nagtowg ewenteragji manipulacy chirurgiczry trzewi (L+M).

Tezosentan, BQ-123 i BQ-788 nie wplywaly na tramsmnacznika w jelitach w
nastpujacych grupach zwiegt doswiadczalnych: UN, E, SI, SO lub L. Obserwacje 4e s

zgodne z wczZmiej opublikowanymi spostrzeniami dotycacymi braku dziatania

bosentanu, BQ-485, BMS182874, BQ-788 oraz IRL162(persytaltyk jelita cienkiego
swinek morskich i myszKuwahara i wsp., 2000, Matwyshyn i wsp., 2006]. &t BQ- -~ { iy Sy

czcionki: Automatyczny

- { Sformatowano: Kolor

Zdania g podzielone, jak wykazgjinni autorzy, BQ-485 i BQ-788 hamujtranzyt /{Sformatowano: Kolor

czcionki: Automatyczny

Laparotomia, chirurgiczna manipulacja trzewigqoabona lub nie patzona z wytonieniem
tetnicy krezkowej gérnej prowadzi do znacznego oshalai znacznika tranzytu jelitowego
w poréwnaniu do zwiet z grup UN, E czy Sl. Efekt hanugly jest nasila I/R, przy czym
mozna go obserwowaw okresie 2—24 h reperfuzji [Udassin i wsp., 19d&assoun i wsp.,
2001]. Jest to zgodne z wénéej opublikowanymi danymi, wykazagymi, ze okresowe
niedokrwienie powodowato nasilone i diugotrwate amlowanie perystaltyki przewodu

pokarmowego [Udassin i wsp., 1995; Hassoun i w€i1P Jednak inni autorzy wykazali,
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ze bosentan lub PD156252 odwracaty zahamowanie p#gjsttylko w fazie pénej I/R,

to znaczy w okresie 1-3 dnjAfican i wsp., 1998; Unluer i wsp., 2000]. PozoL,ne”{f;g;?k?:tmzﬂgtygfyr J

niezgodnéci pomidzy pracami mizna prawdopodobnie ztgé na karb rénic . | Kod pola zostat zmieniony |

. Sformatowano: Kolor
met0d0|Og|CZnyCh- czcionki: Automatyczny

Tezosentan, BQ-123 oraz BQ-788 odwracaly zahamowpaggu zarowno w fazie
wczesnej jak i pdznej I/R, w spos6b zalg od dawki i czasu podania zwku; natomiast
zaden z anatgonistow receptoréw endotelinowych kézat s¢ skuteczny w zapobieganiu
rozwojowi wczesnej fazy PNJ wywotanej chirurgigzmanipulacy trzewi (L+M).
Tezosentan, BQ-123 i BQ-788 hamowaty rozwoj fazynep PNJ po L+M. Tezosentan
byt zwiazkiem najbardziej skutecznym , jednaknite sily dzialania tezosentanu, BQ-

123 i BQ-788 nie oghrely istotnaici statystycznej.

W doswiadczeniach wsgpnych wykazano,ze niedokrwienie ostabia kurczlii®
skrawkow mégsni gtadkich jelit na dziatanie agonistéw receptoréndotelinowych oraz
karbacholu w déwiadczeniach przeprowadzonydh vitro. Zaburzenia zaréwno fazy
wczesnej oraz pej w przebiegu I/R tagodzito zastosowanie tezasantW przypadku
PNJ spowodowanej L+M dziatanie tezosentanu widotae tylko w czasie fazy pde;,

w daoswiadczeniachn vitro.

Nie mazna podj¢ sie proby pelnego wygmienia molekularnych podstaw ochronnego
mechanizmu dziatania antagonistéw receptorow endaotelich w przebiegu I/R lub po
L+M w oparciu wyhcznie o wyniki powyszych bada Jedma z hipotez, ktéra ma
tlumaczy dobroczynne dziatanie antagonistow receptorow tfidowych w przebiegu
I/R jest poprawa ukrwienia trzewi, odgryweag kluczowa role w utrzymaniu prawidtowej
perystaltyki. Dziatanie takie wykazywaly ngstjace substancje farmakologiczne: TAK-

Sformatowano: Kolor J

044, BQ-788 oraz BQ-4855pnose i wsp., 2001; Oktar i wsp., 2000]. W fazégngj .-~ { czcionki: Automatyczny

reperfuzji znacaca role mogy odgrywa& wiasciwosci przeciwzapalne antagonistéw

receptoréw ET, ktore zaobserwowano dla bosentasmpsentanu, BQ-123 i BQ-788

_ -] Sformatowano: Kolor
czcionki: Automatyczny

77777.777777 .777. 777777777777777777777777 .7777777777 777.7. 77777 o "~ { sformatowano: Kolor
podwyzszone sgzenie ET-1 obserwowano w okresie 1-3 h reperfugjinfose i wsp., czcionki: Automatyczny }
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2001; Yamanaka i wsp., 1997]. Zjawisko to nasilobglo w grupie zwierat
otrzymupcych tezosentan. Wytlumaczeniem tego zjawiskaenimy¢ mechanizm dziatania

, . .. . . - Sf : Kol
tezosentanu, ktory blokuje gzanie ET z receptorami bez wplywu na syateZ [Clozeli .- {fzggﬁ‘k?‘i‘u”’tf‘,’n‘:;wi‘;n";

wsp., 1999;Loffler i wsp., 2003] z& wzrost stzenia ET(1-21) jest prawdopobnie

spowodowany zahamowaniem a@@nia s¢ wydzielanych w sposob aglty ET z

. . . . . _ -1 Sformatowano: Kolor
receptorami. Podobne dziatanie udowodniono dla lesanoraz TAK-044 $unose i .- deonki: Automatyczny

. P . i iei _ - Sf t : Kol
wsp., 2001; Yamanaka i wsp., 1997; Hramoto i wspQQ72 Innym, mniej nggwk?mm;tyc‘;r?yf

prawdopodobnym wytlumaczeniem magtby¢thamugcy efekt tezosentanu na receptory

w ptucach, ktére biarudziat w rozktadaniu peptydéw z rodziny ET.

Podobnie w przypadku PNJ po L+M znacg role zdaje st odgryw& uwalnianie ET
towarzysace L+M. Wykazano,ze w czasie rozleglych zabiegéw chirurgicznych
obejmupcych znacznego stopnia maniputacjtrzewi takich jak gastrektomia,
ezofagotomia lub hepatektomia w przeciggvie do ograniczonych interwencji np.
nackcia skory dochodzito do znacznego wzrostezestia ET w surowicy [Shirakami i
wsp, 1995; Goldmann i wsp.,2008]. Wzros¢zehia ET byt proporcjonalny do czasu
trwania zabiegu [Shirakami i wsp, 1995] co za@rzynajmniej cgciowo wyjani¢ brak
skutecznéci terapeutycznej anatgonistow receptorow ET we esoej fazie PNJ
wywotanej L+M oraz brak wzrostu ¢genia 2 h po L+M. W organizmie ETas
substancjami o dziataniu auto- lub parakrynnym, awiazku z tym s¢zenia peptydow
mierzone w surowicy krwi obwodowej gnacznie risze nk stzenie w miejscu dziatania
[Masaki, 2004; Huang, 2005].

Rozwaajac zalety i wady zastosowanych modeli gmecych niedranosci jelit
spowodowanej interwengijchirurgiczry lub zjawiskiem I/R naley stwierdzé, ze @ one
stosunkowo proste technicznie w wykonaniu a jedewse daé dobrze ilustryg
zachodace procesy fizjologiczne. Zahamowaniu tranzytu ¢eliégo towarzyszy
ostabienie aktywrgzi elektryczno-mechanicznej e$ni gtadkich przewodu pokarmowego
brak potencjalu iglicowego oraz obeénb wedrujacego kompleksu mioelektrycznego

[Rukebusch | wsp., 1995; Ruwart i wsp., 1980; &egll wsp.,1993]. Z drugiej strony czas
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trwania pooperacyjnej niedmasci jelit w warunkach klinicznych zatg w gtéwnej
mierze od powrotu perystaltyki w aflnie okeznicy [Person i wsp., 2006], podczas gdy w
zastosowanych modelach transfer barwnika posiade kwnponenty: propulsywne ruchy
zofadka i jelita cienkiego. Wzajemne zatesci tych dwdch sktadnikéw sstrudne do
okreslenia. Powysza praca wykazatae profilaktyczne podanie antagonistow recetporéow
ET zapobiega rozwojowi niedronosci jelit w przebiegu I/R oraz L+M. Pomimae
mechanizm dzialania ochronnego tych azkibw mae by wieloczynnikowy blokada

receptoréw ET ma pierwsza@dne znaczenie w odpowiedzi organizmu.
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VI. Whnioski

1.

Endogenne endoteliny uwalniane podczas zabiegomrgitznych uczestniazw
powstawaniu zjawiska pooperacyjnej niegraici jelit. W hamowaniu czynriai
skurczowej misni gtadkich jelita biog udzial oba podtypy receptoréw
endotelinowych: EXi ETg,

Zastosowanie antagonistow receptorow endotelinbwyc sposob zafmy od
dawki czsciowo pozwala odwroéihamujicy wptyw na perystaltyk p&znej fazy
przeprowadzonej manipulacji chirurgicznej oraz olgwienia trzewi, we

wczesnej jak i pgnej fazie reperfuz;ji.

Chociz mechanizm protekcyjnego dziatania antagonistow tecéyw
endotelinowych nie jest w pelni wyjasiony blokada receptoréw endotelinowych
moze sté sig potencjalnym sposobem zapobiegania powstawaniuaieaici jelit

po zabiegach chirurgicznych.
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VII. W ykresy

Wykres 1

Wyniki pomiaru dtugéci jelita cienkiego wypetnionego barwnikiem Evansawierzt: w
grupie kontrolnej (UN), poddanych znieczuleniu eterdietylowym (E), nagtiu skory
(S1), laparotomii (L), oraz laparotomii z mechanigznanipulacy trzewi (L+M).Wyniki w
kazdej grupie zwiergt (n=5-12) przedstawiono w centymetrach jakedni + sredni bhd
standardowy (SEM)?**UN, E lub Sl vs. L lub LM (p<0.001)L vs. LM (p<0.05).

Pasaz jelitowy (cm)

Procedury chirurgiczne
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Wykres 2

Dziatanie tezosentanu (T — 10mg/kg, i.p.), BQ-128B0-788 (1 myg/kg, i.p.) na diugd
odcinka jelita cienkiego wypetnionego barwnikiemalBga w grupie zwiegt. kontrolnej
(UN), poddanej naeciu skory (Sl), poddanej laparotomii (L), oraz legamii z
nastpowa manipulacy trzewi (LM).Daswiadczenia zostaly przeprowadzone 2h po
zakaiczeniu procedur chirurgicznych. Wyniki w Abej grupie zwiergt (n=5-12)
przedstawiono w centymetrach jakeedni * sredni bhd standardowy (SEM). Wyniki
zostaly poréwnane z odpowiedni grupami kontrolnynsadeznosci statystyczne zostaty
obliczone metog analizy wariancji (ANOVA) oraz testem Bonferroniegastosowanym
po teicie ANOVA. Po 2h?UN, UN+(T lub BQ123 lub BQ788), SI, SI+( T lub BQ& b
BQ788) vs. LAP, LAP+(, T lub BQ123 lub BQ788) LMM+( T lub BQ123 lub BQ788)
(p<0.001);"L, L+( T lub BQ123 lub BQ788) vs. LM, LM+( T lub B23 lub BQ788)
(p<0.01).

Pasa jelitowy (cm)

Procedury chirurgiczne i farmakologiczne
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Wykres 3

Dziatanie tezosentanu (T — 10mg/kg, i.p.), BQ-128B0-788 (1 myg/kg, i.p.) na diugd
odcinka jelita cienkiego wypetnionego barwnikiem Esa w grupie zwietg: kontrolnej
(UN), poddanej naeciu skory (Sl), poddanej laparotomii (L), oraz legamii z
nastpowa manipulacy trzewi (LM).Dcswiadczenia zostaly przeprowadzone 24h po
zakaiczeniu procedur chirurgicznych. Wyniki w Adej grupie zwiergt (n=7-20)
przedstawiono w centymetrach jakeedni * sredni bkd standardowy (SEM). Wyniki
zostaly poréwnane z odpowiedni grupami kontrolnynsadeznosci statystyczne zostaty
obliczone metogl analizy wariancji (ANOVA) oraz testem Bonferroniegastosowanym
po técie ANOVA. UN, UN+(T lub BQ123 lub BQ788), vs. L, L+(, T lub@23 lub
BQ788) L+M, L+M+( T lub BQ123 lub BQ788) (p<0.0018I, SI+( T lub BQ123 lub
BQ788) vs L, L+ (T lub BQ123 lub BQ788), LM, LM+( Tub BQ123 lub BQ788)
(p<0.05);°L, L+( T lub BQ123 lub BQ788) vs LM, LM+( T lub B@B lub BQ788)
(p<0.05):%LM vs LM+( T lub BQ123 lub BQ788), p<0.001.

1004 —/—

Pasa jelitowy (cm)

=
+

Procedury chirurgiczne i farmakologiczne
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Wykres 4

Wyniki wielkosci pasau jelitowego w grupie kontrolnej zwiegz (UN), oraz w grupach
SO, i /R (60min niedokrwienia z napbwa 2-24h reperfuz, Wyniki prezentowaneas
jako dtuga¢ jelita cienkiego wypetnionego barwnikiem w centyraeh §rednia +sredni

btad standardowy (SEM); n=6-1GJ-UN vs. SO or I/R (P<0.001)"SOvs. I/R (p<0.001).
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Wykres 5

Krzywa zalenoici protekcyjnego dziatania tezosentanu od czaszcausdéw poddanych 1
h niedokrwieniu z nagpowa 2 h reperfuz (I/R).

Tezosentan (Tez) zostat podany w dawce 10 mg/kg, 4590 min przed indukgj
niedokrwienia. Wyniki prezentowanea gako dlugdé¢ jelita cienkiego wypetnionego
barwnikiem w centymetractirednia +sredni bhd standardowy (SEM); n=6-9). I/R vs.
I/R+Tez (podany 45 i 60 min przed I/R, p<0.001)R vs. I/IR+Tez (podany 90 min przed
IIR, p<0.01);*I/R+Tez (60 min przed I/Rys. I/R+Tez (podany 45 i 90 min przed I/R,

p<0.001).
I /R
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Wykres 6
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Krzywa zalenoici dawka-efekt dotyara dobroczynnego efektu tezosentanu (1-

30mg/kg, i.p. podanego 1lh przed I/R) na szgbkpasau jelitowego u zwierzt

poddanych 1 h niedokrwieniu z ngsdbwa 2 h reperfuzj (I/R). Wyniki prezentowaneas

jako dtuga¢ jelita cienkiego wypetnionego barwnikiem w centyraeh §rednia +sredni
btad standardowy (SEM); n=6-12)IR vs. I/[R+Tez (3 mg/kg, p<0.05): I/R vs. IIR+Tez
(10 mg/kg, p<0.001)"I/R+Tez (1 mg/kgys. /R+Tez (10 mgl/kg, p<0.001}** I/R+Tez
(3 mg/kg) vs. I/R+Tez (10 mg/kg);*IIR+Tez (10 mgl/kg)vs. I/R+Tez (30 mg/kg,

p<0.001).
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Wykres 7

Dziatanie tezosentanu (Tez) (10mg/kg, podanego Izedpl/R) na szybks pasau

jelitowego u szczuréw poddanych I/R ( 1 h niedolemie z nagpows 2-24h reperfuz).

Zwierzeta zostaly podzielone w sposdb zrandomizowany tercgrupy: kontrola (UN),

poddam pozorowanej operacji (SO) oraz podddfR. Wyniki przedstawione asjako

dhugas¢ jelita cienkiego wypetnionego barwnikiem w centyraeh §rednia +sredni bhd

standardowy (SEM); n=6-12}.UN-24vs. SO-24 (p<0.01)!**UN-2; -4; -12; -18; -24ss.

SO-2:-4; -12; IIR-2; -4; -12; -18; -24 (p<0.001QN-12vs. I/R+Tez-12 (p<0.05); UN-2,

-4, -18vs. IIR+Tez-2; -4 (p<0.01)?*80—12; -18vs. I/R-12; -18 (p<0.01)f#80—2; -4; -24
vs. I/R-2; -4; -24 (p<0.001); /R-18s. /IR+Tez-18 (p<0.01)"'lIR-2; -4; -24vs. IR+Tez-2;
I/R+Tez-4; IR+Tez-24 (p<0.001)
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Wykres 8

Dziatanie BQ-123(0.1-1 mg/kg i.p., podanego 1 h przed I/R). Wynikiqurstawione &
jako dtugaé¢ jelita cienkiego wypetnionego ¢kitem Evansa u zwiegt poddanych 1 h
niedokrwieniu z nagpowa 2 badz 24 h reperfuz. Wyniki prezentowaneagako dtugg¢
jelita cienkiego wypetnionego barwnikiem w centymelra ¢redniasredni bhd
standardowy (SEM); n=6-12) . Przy 2ads 24 h reperfuzji:  I/R vs. I/R+BQ-123

(1mg/kg, p<0.001)***I/R+BQ-123 (0.1 mg/kg) lubl/R+BQ-123 lub" I/R+BQ-123 (0.3
mg/kg)vs. I/R+BQ-123 (1 mg/kg, p<0.01 lub p<0.001 odpowiednio

I /R
704 ZZA1/IR+BQ123 (0.1 mg/kg)
E=I1/IR+BQ123 (0.3 mg/kg)
3 60 IO I/R+BQ123 (1 mg/kg)
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Wykres 9

Dziatanie BQ-788 (0.1-1 mg/kg i.p., podanego 1 hedr#/R) Wyniki przedstawioneas
jako dtugaé¢ jelita cienkiego wypetnionego ¢kitem Evansa u zwiegt poddanych 1 h
niedokrwieniu z nagpowa 2 badz 24 h reperfuz. Wyniki prezentowaneagako dtugg¢
jelita cienkiego wypetnionego barwnikiem w centyraetr §rednia + éredni bhd
standardowy (SEM); n=6-12) .

Po 2 h reperfuzji” I/R vs. IR+BQ-788 (1mg/kg, p<0.001%)!* I/R+BQ-788 (0.1 mg/kg)
lub " I/R+BQ-788 (0.3 mg/kg)ys. I/IR+BQ-788 (1 mg/kg, p<0.001). Po 24 h reperfuzji:
“1/R vs. IR+BQ-788 (1mg/kg, p<0.01f;**I/R+BQ-788 (0.1 mg/kgys. /IR+BQ-788 (1
mg/kg, p<0.001).

I /R
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Wykres 10

Nie kumulacyjne krzywe stenie-skurcz dotyeze ekspozycji skrawkow rgini gtadkich

jelit na karbachol. Wyniki & przedstawione jako procent maksymalnego skurczu jako
odpowiedzi na podanie karbacholu w wzragtggh stzenaich. Dane przedstawiong s
jako srednietSEM dla 11-15 rénych skrawkéw mgsni izolowancych w grupach zwrizat

poddawanych zabiegom chirurgicznym amgm stopniu inwazyjrsei .

100- —
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Wykres 11

Nie kumulacyjne krzywe stenie-skurcz dotyeze ekspozycji skrawkow rgini gtadkich
jelit na karbachol. Wyniki & przedstawione jako procent maksymalnej odpowiezi
izolowanych skrawkow mini gtadkich na podawany karbachol.

Dane przedstawione §ako srednietSEM dla 11-15 rénych skrawkow mgsni.
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Nie kumulacyjne krzywe stenie-skurcz dotyexe ekspozycji skrawkow rgini gtadkich

jelit na dziatanie ET-1 oraz ET-3. Wynikih przedstawione jako procent maksymalnej

odpowiedzi izolowanych skrawkow esdni gtadkich zwierat kontrolnych oraz poddanych

niedokrwieniu/reperfuzji na podawane izopeptyddwaelinowych. Dane przedstawione

sa jakosrednietSEM dla 11-15 rénych skrawkdw nasni.
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Wykres 13

Zmiany stzenia ET(1-21) w surowicy u zwietz poddanych niedokrwieniu oraz
premedykowanych tezosentanem. Niedokrwienie tweajl h z nagpowa 2-24 h
reperfuzj. Zwierzta premedykowane tezosentanem otrzymaty go w da®eedtkg i.p.,

1 h przed interwengjchirurgiczry. Dane pokazane gako sredniacSEM (n=5-7). ***SO

vs. I/IR2 i I/IR2+Tez,***l/IR2+Tez vs. I/R2. Skréty: SO-grupa poddana pozorowanej
operacji (sham operated), I/R 2 lub I/R 24- prokiii pobierane odpowiednio 2-24 h od
reperfuzji, /R 2+Tez lub I/R 24+Tez- probki krwiopierane odpowiednio 2-24 h od
reperfuzji od zwierat premedykowanych tezosentanem.
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IX. Streszczenie

Pooperacyjna nied?ooi¢ jelit jest to zahamowanie czyniwd motorycznej przewodu
pokarmowego trwage do 3 dni. PNJ najegiej wysepuje po zabiegach chirurgicznych
dotycacych jamy brzusznej, a w szczegdloo przewodu pokarmowego. Zaburzenie
prowadzi do wydtaenia okresu hospitalizacji chorych oraz @wmiza koszty leczenia. Z
powodu niejasnej etiologii, dagine metody lecznicze dotycjedynie posipowania
objawowego, takiego jak agwianie pozajelitowe czy wspomages rehabilitacja.

W kontroli prawidtowej pracy przewodu pokarmowederbe udziat autonomiczny uktad
nerwowy, a take wiele hormondéw i transmiterow takich jak NO, VHebstancja P czy
endoteliny. Endotelinyasszeroko obecne w catym przewodzie pokarmowym, gwdh

na motoryk jelit zaleey od gatunku zwier, segmentu jelita, rodzaju aktywowanego
receptora oraz interakcji z innymi mediatorami. Ré¢ory endotelinowe EJ i ETg &1
zaangaowane w patogenezzaburzé czynndci ruchu motorycznego, jelit do ktorej
dochodzi w stanach przejowego niedokrwienia, w etkich oparzeniach czy w ostrym
zapaleniu trzustki. Przedmiotem pracy byto wykazazig antagorici receptoréw EX i
ETg ostabiaj rozwéj PNJ wywotanej manipulacghirurgiczry jelita badz niedokrwieniem

Z nas¢powa reperfuzj.

W pracy badawczej zostaly wykorzystane dwa modeléwiddczalne. Badania
wykonywano w warunkachivivo oraz n vitro . Dodatkowo oznaczanozg@oziom ET-1
W surowicy.

W modelu pierwszym badano czy antagonieceptoréw endotelinowych: BQ-123 (BT
BQ-788 (EE) oraz tezosentan (&Ti ETg) mog ostabé zahamowanie perystaltyki
wywotane manipulagj chirurgiczry jelit. Pasa jelitowy byt mierzony przez pomiar
dhugdsci jelita wypetnionego substanacgnacznikow, po naciciu skory (Sl), laparotomii
(L) oraz laparotomii z manipulacjtrzewi (L+M). Zwierzta znieczulano eterem

dietylowym.
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Zwierzeta losowo podzielono na dwie podgrupy w zat#ci od czasu, na ktory
pozostawiono je po manipulacji chirurgicznej: 2 fata wczesna PNJ) lub 24 h (faza
pézna PNJ). Znieczulenie etrem dietylowym oraz edei skory (Sl) nie wplygto na
perystaltyk jelit. Natomiast, zaréwno laparotomia (L) jak i &ptomia z manipulagj
jelita (L+M) ostabity pasa jelitowy w poréwnaniu do grupy kontrolnej (UN). Z@sentan
(10mglkg), BQ-123 and BQ-788 (10mglkg) zmniejszyhhamowanie motoryki jelit w

fazie p&nej PNJ; nie miaty jednak wptywu na rozwéj PNJ widamczesne;.

W drugim modelu déwiadczalnym badano protekcyjny wptyw antagonistosepgorow
endotelinowych: BQ-123 (Ed), BQ-788 (ETE); tezosentan (Edi ETg) na PNJ wywotan
przegciowym niedokrwieniem jelita cienkiego. Niedokrwieniuzyskano poprzez
zatazenie zacisku chirurgicznego netrtice krezkowa gérm na czas 1 h. Pasgelitowy,
oznaczany analogicznie jak w modelu pierwszym, migraayh w grupie kontrolnej (UN)
oraz w grupach zwiestz poddanych naeciu skéry (Sl), niedokrwieniu z nagtowg
reperfuzy (I/R, reperfuzja 2 §dz 24 h), oraz grupie poddanej pozorowanej ope(&c)).
Znieczulenie eterem dietylowym ani ngaie skory nie wptyato na szybké¢ przesuwania
sie barwnika w stosunku do grupy kontrolnej. Natomiasttéowno w grupie poddanej
pozorowanej operacji jak i u zwietzpoddanych przemijagemu niedokrwieniu jelita
obserwowano znageze zahamowanie pagsaw porownaniu do grupy kontrolnej. Podanie
tezosentanu (1-10 mg/kg), BQ123 oraz BQ788 (0.1-1kg)gzadziatalo ochronnie na
wywotane przejciowym niedokrwieniem zahamowanie perystaltyki jelt; sposob
zalezny od dawki i czasu, zarowno w fazie wczesnej (3ak)i p&znej (24 h)reperfuz;ji.
Poziom ET(1-21) w surowicy byt zelkiszony 2 h po reperfuzji w poréwnaniu do grupy
SO. Udziat endotelin w kontrolowaniu kurczligad migsni przewodu pokarmowego
potwierdzity tez przeprowadzone badariiavitro.

W niniejszej pracy wykazanoz ioba typy receptorow endotelinowych hiondziat w
patogenezie PNJ, a zastosowanie antagonistow tgchptorow cgciowo pozwala
odwroct hamujcy wpltyw na perystaltyk niedokrwienia trzewi, zarébwno we wczesnej

jak i p&nej fazie reperfuzji, oraz fazy pidej przeprowadzonej manipulacji chirurgiczne;.



