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1. Wstep

1.1. Wprowadzenie

Niedroznos¢ jelit (ileus) to stan, w ktéorym z rdznych przyczyn dochodzi do
uposledzenia, badZz catkowitego zaniku pasazu tresci jelitowej do dalszych czesci

przewodu pokarmowego.

Ze wzgledu na przyczyne wyrdznia sie niedrozno$é mechaniczng i czynnosciowy. W
niedroznosci mechanicznej dochodzi do uposledzenia pasazu jelitowego poprzez
czynnik fizyczny, jak na przyktad zwezenie $wiatta jelita, uniemozliwiajacy przesuwanie
tresci pokarmowej, a w niedroznosci czynnosciowej do uposledzenia ruchéw

perystaltycznych sciany jelita.

Pooperacyjna niedroznos$¢ jelit (postoperative ileus) nalezy do grupy proceséw o
charakterze czynnosciowym i wystepuje gtdwnie po zabiegach chirurgicznych na jamie
brzusznej, ale takze czasem po duzych zabiegach poza nig. Charakteryzuje sie ztozong
patogenezg, a polega na zaniku ruchéw perystaltycznych trwajgcym od 2 do 3 dni od

zabiegu operacyjnego.

Objawami towarzyszgcymi pooperacyjnej niedroznosci jelit mogg by¢: zatrzymanie
eliminacji gazéw, wzdecia, nudnosci i wymioty oraz bdl brzucha. Typowo u ludzi
zahamowanie czynnosci propulsywnej przewodu pokarmowego trwa najkrocej w
zotagdku oraz jelicie cienkim, a najdtuzej, nawet do 72 godzin, w jelicie grubym. Do
powrotu czynnosci perystaltycznej przewodu pokarmowego dochodzi zwykle

samoistnie. Objawia sie to ustgpieniem bdlu, pojawieniem sie jelitowych tondw
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perystaltycznych oraz eliminacjg gazow lub stolca. Niedroznos¢ trwajaca dtuzej niz 72
godziny od operacji okreslana jest jako porazenna (Holte et al., 2002 [Drugs];

Livingston et al., 1990).

Pooperacyjna niedroznos¢ jelit jest stanem, ktory przedtuza czas hospitalizacji a takze
zwieksza jej koszt, poniewaz wigze sie ze zwiekszonym ryzykiem wystgpienia powiktan
takich jak zachtystowe zapalenie ptuc, a takze inne zakazenia szpitalne (Behm et al.,

2003).

Ze wzgledu na niedostateczne poznanie patomechanizmdw powstania pooperacyjnej
niedroznosci jelit, leczenie tego stanu pozostaje w duzej mierze objawowe. Obejmuje
ono odsysanie tresci zotadkowej, wyréwnywanie gospodarki elektrolitowej oraz
zywienie pozajelitowe. Skrdcenie czasu trwania pooperacyjnej niedroznosci jelit mozna
osiggng¢ za pomocg zastosowania znieczulenia przewodowego, zmniejszenie
inwazyjnosci zabiegu poprzez przeprowadzenie go metoda laparoskopowg, a takze
zmniejszenie ilosci zastosowanych opioidowych lekéw przeciwbdélowych (Holte et al.,

2002 [Drugs]; Livingston et al., 1990; Luckey et al., 2003).

Dodatkowy postep w leczeniu pooperacyjnej niedroznosci jelit osiggnieto poprzez
stosowanie ztozonych schematéw leczenia, a takie zastosowanie alvimopanu,
obwodowo dziatajgcego antagonisty receptoréw opioidowych (Marderstein et al.,
2008). Lek przeszedt randomizowane badania kliniczne (Lee et al., 2014) i zostat
niedawno zarejestrowany w Stanach Zjednoczonych Ameryki do krétkotrwatego
leczenia pooperacyjnej niedroznosci jelit u pacjentéw leczonych opioidowymi lekami

przeciwbdlowymi (Rodriguez, 2014). Wykazano takze jego skuteczno$¢ w tagodzeniu



objawéw pooperacyjnej niedroznosci jelit u pacjentéw po przebytym usunieciu

pecherza moczowego (Vora et al., 2014).

Waing role w patogenezie pooperacyjnej niedroznosci jelit odgrywajg odruchy
wspoifczulne. Pobudzenie uktadu wspodtczulnego w stanach fizjologicznych, oraz w
wyniku procedur chirurgicznych, wywotuje dziatanie hamujgce na perystaltyke
przewodu pokarmowego. Analiza piSmiennictwa pozwala na stwierdzenie, iz
zastosowanie antagonistéw receptordw adrenergicznych, a w szczegdlnosci
antagonisty receptora alfa2 adrenergicznego moze miec istotny wptyw na przebieg
pooperacyjnej niedroznosci jelit (Fukuda et al., 2005; Bauer et al., 2004). Szczegbtowy
opis roli uktadu wspétczulnego w regulacji funkcji perystaltycznej uktadu pokarmowego

zamieszczono w rozdziale 1.3.



1.2. Patofizjologia pooperacyjnej niedroznosci jelit

Pooperacyjna niedroznos¢ jelit jest procesem wieloczynnikowym. Jako jej przyczyny
opisywane sg odruchy neurogenne, odpowiedZ zapalna w S$cianie przewodu
pokarmowego, a takze dziatanie substancji farmakologicznych stosowanych w czasie

zabiegu operacyjnego (Bauer et al., 2004).

Przebieg pooperacyjnej niedroznosci jelit obejmuje dwie fazy: wczesng, trwajaca do 3
godzin i pézng, przedtuzajacy sie nawet do 72 godzin. We wczesnej fazie pooperacyjnej
niedroznosci jelit gtéwng role odgrywa pobudzenie mechanoreceptorow i
nocyceptoréw poprzez laparotomie oraz fizyczny masaz jelit podczas zabiegu
operacyjnego. Wykazano, ze dtugo$¢ naciecia powtok brzusznych podczas
wykonywania laparotomii u szczuréw ma wptyw na stopien nasilenia pooperacyjnej
niedroznosci jelit (Uemura et al., 2004). Stwierdzono, ze rowniez u cztowieka czas
trwania pooperacyjnej niedroznosci jelit koreluje ze stopniem inwazyjnosci zabiegu, w
tym dtugosci naciecia powtok. Przeprowadzenie operacji laparoskopowego usuniecia
jelita grubego, w poréwnaniu do tradycyjnej laparotomii, pomimo dtuzszego czasu
trwania zabiegu laparoskopowego, wigzato sie z krotszym czasem trwania
pooperacyjnej niedroznosci jelit zaréwno w przypadku raka jelita grubego, jak i pilnej
operacji powiktanej choroby uchytkowej (Letarte et al., 2014; Bedirili et al., 2014).
Pobudzenie wtdkien aferentnych, wywofane fizycznym stymulowaniem receptorow
jelita, powoduje powstanie odruchéw z uktadu wspdtczulnego, skutkujgcych
uposledzeniem motoryki przewodu pokarmowego i rozwinieciem fazy wczesnej

poopracyjnej niedroznosci jelit. Wykazano takze, iz zastosowanie w trakcie zabiegu na



jamie brzusznej guanetydyny (leku hamujgcego uwalnianie noradrenaliny z zakonczen
nerwowych, dziatajgcego obwodowo, w duzych dawkach powodujgcego catkowitg
sympatoplegie), johimbiny (antagonisty receptora alfa2 adrenergicznego), a takze
wczesniejszej sympatektomii, w sposob istotny przyspieszaty pasaz jelitowy po 3

godzinach od operacji (Fukuda et al., 2005).

W kilku badaniach opisywano takze wptyw podania kapsaicyny (organicznego zwigzku
chemicznego odpowiedzialnego za ostry smak papryki, agonisty receptorow VR1 w
zwojach czuciowych szczura, klasyfikowanego takze jako neurotoksyna) w okolice
zwojéw wspdifczulnych, a takze wptyw jej podania dootrzewnowo na ograniczenie
stopnia zwolnienia pasazu jelitowego. Tego efektu nie obserwowano przy podaniu
kapsaicyny w okolice gatgzek nerwu btednego. Sugeruje to, iz wrazliwe na kapsaicyne
aferentne wtdkna czuciowe zlokalizowane w Sluzéwce jelit, a takze w otrzewnej
trzewnej wspoéttowarzyszagce nerwom wspodtczulnym jelit odgrywaja role w rozwoju PI.
Podobny efekt jak po podaniu kapsaicyny w okolice zwojow wspdtczulnych na
ograniczenie zwolnienia pasazu obserwowano takie po zastosowaniu blokeréw
peptydu zwigzanego z genem kalcytoniny (calcitonin-gene-related-peptide, CGRP),
ktory jest prawdopodobnie mediatorem we widknach aferentnych biorgcych udziat w
przekazywaniu sygnatu zwigzanego z fizyczng stymulacjg podczas operacji. (Plourde et
al., 1993; Zittel, Rothenhofer et al., 1994; Zittel, Reddy et al., 1994; Zittel et al., 1998;
Zittel et al., 2001). Jednakze wptyw kapsaicyny podawanej w okolice zwojow
wspodtczulnych nie powodowat przywrdcenia perystalyki do poziomu obserwowanego
u zwierzat kontrolnych (Holzer et al., 1986). Innym mediatorem, ktéry moze miec
znaczenie w tym zjawisku jest wazoaktywny peptyd jelitowy (vasoactive intestinal

peptide, VIP) (Boeckxstaens et al., 2000).



Odruchy przewodzone przez uktad adrenergiczny nie sg jedynymi odruchami
wptywajgcymi na perystaltyke po zabiegu. Okazato sie, ze blokada adrenergiczna nie
powoduje przywrdcenia perystaltyki do poziomu uzyskiwanego u zwierzat kontrolnych,
u ktérych nie przeprowadzano operacji. Przypuszcza sie, ze innym odruchem, ktdry ma
wplyw na pasaz jelitowy po zabiegu operacyjnym, jest odruch przewodzony przez
widkna aferentne nerwdéw trzewnych, co powoduje niezwigzane z uktadem
adrenergicznym, a przewodzone przez nerw btedny spowolnienie pasazu jelitowego.
Wykazano, ze zahamowanie przekaznictwa zwigzanego z tlenkiem azotu powoduje
przyspieszenie pasazu w czesci nieobejmowanej przez blokade adrenergiczng czy

sympatektomie (Boeckxstaens et al., 1999; De Winter et al., 1997[Br J Pharmacol]).

Opisane powyzej odruchy neuronalne zachodzg szybko i sg odpowiedzialne za faze
wczesng pooperacyjnej niedroznosci jelit. Nie wptywajg one jednak na faze pding,
ktéra trwa nawet do 3 dni. Opisano, ze mechaniczny masaz jelit powoduje rekrutacje
obecnych w $cianie jelita makrofagdéw, ktére uwalniajg liczne substancje aktywne, w
tym tlenek azotu i prostaglandyny (Kalff et al., 2000). Dodatkowo uwalniane s3 liczne
cytokiny prozapalne jak TNF-q, interleukina-1B i biatko chemotaktyczne monocytow-1,
ktore powodujg zwiekszenie ilosci czgsteczek adhezyjnych na srédbtonku naczyn
miesnidwki jelita. Ta lokalna odpowiedzZ inicjuje rozpoczecie procesu zapalnego
powodujgcego mobilizacje komoérek zapalnych z krwiobiegu i dalsze uwalnianie
licznych czynnikéw prozapalnych (Kalff et al., 1999). Wptyw prostaglandyn i tlenku
azotu byt szeroko opisywany w pismiennictwie i badany réwniez w naszej jednostce

(Korolkiewicz et al., 2003, Korolkiewicz et al., 2004).



Innym zagadnieniem jest interakcja pomiedzy odruchami adrenergicznymi a reakcja
zapalng w Swietle miesniéwki przewodu pokarmowego. Z dostepnego pismiennictwa
wynika, ze masaz jelita nie tylko hamuje motoryke samego jelita w miejscu masazu, ale
moze takze powodowal trwajgce 24 godziny uposledzenie nieobjetego masazem
zotgdka zwierzecia doswiadczalnego (De Jonge et al., 2003). Jednym z mechanizmodw,
ktory jest odpowiedzialny za to zjawisko, jest pobudzanie pierwotnego neuronu
aferentnego przez stan zapalny w miejscu masazu. Powoduje to powstanie odruchu
hamujgcego do innych czesci przewodu pokarmowego. Badania scyntygraficzne
oprdzniania zotadka u myszy wykazaty role adrenergicznego odruchu hamujgcego
wywotywanego przez nacieki komérkowe w masowanym wczesniej jelicie. Wykazano
takze, iz efekt ten jest hamowany przez zastosowanie heksametonium (leku
blokujgcego zwoje nerwowe) lub guanetydyny (leku o dziataniu sympatykolitycznym)
(De Jonge et al., 2003). Mediatorem odpowiedzialnym za pobudzenie widkien
aferentnych moga by¢é miedzy innymi prostaglandyny produkowane w wyniku
aktywacji COX-2 w komérkach stanu zapalnego, aktywowanych w miejscu
wczesniejszego masazu jelita. Wykazano w badaniach na myszach i szczurach, iz
zastosowanie  przed  zabiegiem DFU (5,5-dimethyl-3-(3-fluorophenyl)-4-(4-
methylsulphonyl-2(5H)-furanonu), srodka blokujgcego selektywnie aktywnos¢ COX-2,
lub przeprowadzenie zabiegu u myszy pozbawionych genu kodujgcego COX-2,
powoduje zmniejszenie o okoto 50% ekspresji protoonkogenu c-fos bedacego
markerem aktywacji adrenergicznej w rdzeniu kregowym (Kreiss et al., 2003). Nie
wykazano jednakze wptywu selektywnych inhibitorow COX-2 na motoryke jelit i

oproéznianie zotagdka u zdrowych ochotnikow (Bouras et al., 2004).
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Dodatkowym czynnikiem, powodujagcym zahamowanie oprézniania zotgdka w
odpowiedzi na masaz jelita jest prawdopodobnie aktywacja komdrek tucznych.
Wykazano, ze po masazu jelit u myszy dochodzi do aktywacji komérek tucznych, co
potwierdzato znacznie podwyzszone stezenie proteazy-1 mastocytow w plynie
obecnym w jamie otrzewnowej. Obserwowano takie opdznione o ponad 24 h
oprdznianie zotadka. Efekty te byty hamowane przez wczesniejsze podanie ketotifenu,
srodka stabilizujgcego komorki tuczne i zapobiegajgcego ich degranulacji (De Jonge et

al., 2003).

Innym czynnikiem wptywajgcym na przedfuzenie czasu trwania pooperacyjnej
niedroznosci jelit jest stosowanie lekdéw w trakcie i po zabiegu operacyjnym.
Rutynowo, zaréwno w trakcie zabiegu, jak i w celu leczenia bdlu pooperacyjnego,
stosuje sie leki z grupy opioidéw. Leki z tej grupy poza oczekiwanym dziataniem
przeciwbdlowym maja tez wptyw na pasaz jelitowy. Typowo u 0sdb przyjmujacych je
przwlekle pojawiajg sie zaparcia. Opioidy dziatajg na jelito poprzez pobudzenie
receptorow opioidowych typu mi (W) i delta (6) znajdujgcych sie, poza osrodkowym
uktadem nerwowym, takze w S$cianie przewodu pokarmowego. Wykazano silne
dziatanie hamujgce egzogennych opioidéw bedgcych agonistami receptoréw pi & na
perystaltyke jelita, zarowno w badaniach na zwierzetach, jak i u ludzi (Bauer,
Szurszewski et al., 1991, Bauer, Sarr et al., 1991). Takze leki stosowane do indukcji i
podtrzymywania znieczulenia ogélnego wptywajg hamujgco na perystaltyke przewodu
pokarmowego. Efekt ten wykazano nawet u osdb, ktére byty poddawane znieczuleniu,
ale nie wykonywano u nich zabiegéw chirurgicznych (Livingston et al., 1999). U
zwierzat poddanych znieczuleniu halotanem obserwowano zniesienie lub znaczne

zahamowanie fazy Il wedrujgcego kompleksu mioelektrycznego (MMC). MMC
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(migrating myoelectric complex) to okresowe pobudzenia powstajgce i propagowane
w miesniowce jelit w regularnych odstepach czasu (w czasie gtodzenia zwykle co 5 — 10
minut), ktére zapoczatkowujg powstanie fali perystaltycznej w przewodzie
pokarmowym. Przy zastosowaniu enfluranu obserwowano zahamowanie fazy Il MMC,
jednakze nie wptywat on na faze lll. Podanie eteru dietylowego, srodka, ktéry nie jest
juz rutynowo stosowany do znieczulenia ogdlnego, wigzato sie z okresami wzmozonej
aktywnosci MMC, a obserwowany efekt utrzymywat sie po odzyskaniu swiadomosci
(Wright et al., 1982). Efekt eteru dietylowego na perystaltyke jelit ogranicza sie jednak
do okoto 1 godziny od zakoriczenia znieczulenia (De Winter et al.,, 1997 [Br J

Pharmacol], Bueno et al., 1978).
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1.3. Krétka charakterystyka budowy i funkcji
uktadu wspodtczulnego oraz jego wptywu na funkcje

skurczowq przewodu pokarmowego

Autonomiczny uktad nerwowy (AUN) sktada sie z dwodch gtéwnych czesci: uktadu
wspodfczulnego, nazywanego od docelowych neuroprzekaznikéw  uktadem
adrenergicznym oraz ukfadu przywspodtczulnego. AUN pozostaje pod kontrolg
osrodkowego uktadu nerwowego, ale pozostaje w gtdwnej mierze poza Swiadomg
wolg jednostki. Jego rolg jest kontrola niezaleznych od woli czynnosci fizjologicznych,
do ktérych nalezg regulacja czynnosci uktadéw krwionosnego, pokarmowego,
oddechowego, potliwosci, akomodacji, szerokosci zrenicy i innych. Wiekszos¢
narzagddéw posiada podwdjne unerwienie, zaréwno z wtdkien uktadu wspdtczulnego, jak
i przywspotczulnego. Dziatanie tych dwoch uktaddéw na narzady i tkanki jest w duzej

mierze, cho¢ nie zawsze, przeciwstawne.

Uktad wspotczulny sktada sie z osrodkéw znajdujgcych sie w odcinku piersiowym i
ledZzwiowym rdzenia kregowego. Wychodzace z osrodkéw rdzeniowych witdkna
nerwowe dochodzg do zwojéw kregowych, ktére u cztowieka i innych kregowcow tgcza
sie w dwa symetryczne pnie wspotczulne potozone symetrycznie wzdtuz trzondéw
kregowych, oraz do zwojéw potozonych dalej, jak przedkregowe czy zwdéj trzewny. W
zwojach znajdujg sie synapsy cholinergiczne, z ktérych widékna nerwowe uktadu
wspotczulnego zwane zazwojowymi, wydzielajgce z kolei noradrenaline docierajg do

tkanek docelowych. Szczegdlnym organem jest rdzern nadnerczy wywodzacy sie z
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neuroektodermy i zawierajgcy charakteryzujgce sie chromochtonnoscig komarki serii
APUD (Amine Precursor Uptake and Decarboxylation) i wydzielajgce adrenaline, oraz w
mniejszym stopniu noradrenaline bezposrednio do krwiobiegu. Rdzen nadnerczy
unerwiony jest przez przedzwojowe komorki uktadu wspdtczulnego wydzielajgce
acetylocholine. Uwalniana przez rdzen nadnerczy do krwiobiegu adrenalina dziata
obwodowo na zasadzie humoralnej na tkanki i organy pozbawione unerwienia

wspotczulnego (Berntson et al., 2006).

Uktad wspotczulny ulega pobudzeniu w przypadku bodZcow stresowych takich jak
wysitek fizyczny, zagrazajace i realne zagrozenia, uraz, krwotok, bdl, zabieg
chirurgiczny, niedotlenienie, hipoglikemia, wzburzenie psychiczne i inne. Dochodzi w
takim przypadku do wyrzutu amin katecholowych, gtéwnie adrenaliny, z rdzenia

nadnerczy.

Najwazniejszymi efektami wywotanymi przez wyrzut adrenaliny, a takze dziatanie
obwodowych nerwéw uktadu wspétczulnego w uktadzie krgzenia sg: zwiekszenie akcji
serca, sity skurczu miesnia sercowego i pobudliwos$ci miesnia sercowego oraz dziatanie
na obwodowe naczynia krwionosne obejmujace skurcz naczyn oporowych i trzewnych,
skurcz zylnych naczyn objetosciowych, a takze rozkurcz naczyid krwionosnych miesni
poprzecznie pragzkowanych. Nalezy pamietaé, iz obserwowany efekt netto na czestosé
akcji serca i ci$nienie tetnicze in vivo jest dodatkowo modyfikowany przez odruchy z
baroreceptorow i dziatanie uktadu przywspodtczulnego. Innymi obserwowanymi
efektami sg poszerzenie Swiatta oskrzeli, spadek kurczliwosci mies$niéwki przewodu
pokarmowego, skurcz zwieracza pecherza moczowego, spadek kurczliwosci ciezarnej

macicy oraz rozszerzenie Zrenicy. Metaboliczne efekty pobudzenia uktadu
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wspotczulnego obejmujg wzrost lipolizy w tkance ttuszczowej oraz wzrost glikogenolizy

w watrobie.

Juz w 1948 roku Ahlquist zaproponowat teorie receptorowg podzielit receptory
adrenergiczne w oparciu o efekt dziatania farmakologicznego lekdw na dwa podtypy:
alfa i beta. Dalsze badania doprowadzity do wyrdznienia kolejnych podtypdéw tych
receptorow (Widecka, 2007). Podziat receptoréw oparty na obserwacji efektow
wywotywanych przez selektywnych agonistdw i antagonistéw poszczegdlnych ich
podtypow potwierdzono ustalajgc ich lokalizacje metodami radioznakowania i

ostatecznie metodami inzynierii genetycznej.

Poczatkowo wsrdod receptorow beta wyrdzniano dwa podtypy receptora. Receptor
betal, ktéry wykazywat podobne powinowactwo do noradrenaliny i adrenaliny
zlokalizowany jest w sercu, osrodkowym ukfadzie nerwowym i tkance ttuszczowej,
natomiast receptor beta2, majgcy mate powinowactwo do noradrenaliny, odpowiada
za rozkurcz miesniowki gtadkiej niektérych naczyn, oskrzeli i innych narzadéw
trzewnych (Molinoff, 1984). Ten klasyczny podziat zostat uzupetniony o odkrycie
kolejnego podtypu receptora beta okreslanego symbolem beta3, odpowiedzialnego za
efekty niewyttumaczalne dziataniem na receptory betal i 2 (Emorine et al., 1989). Jego
obecno$é wykazano poczatkowo w tkance ttuszczowej, a nastepnie takze w sercu,
naczyniach, mozgu, jelicie, zotagdku, pecherzu moczowym, gruczole krokowym i innych

(Dessy et al., 2010, Coman et al., 2009).

Klasyczny podziat receptoréw alfa obejmuje dwa ich gtdwne podtypy. Receptor alfal
jest zlokalizowany postsynaptycznie zaréwno w osrodkowym ukfadzie nerwowym, jak i

poza nim, gdzie odpowiada za wiele obwodowych dziatan katecholamin, w tym skurcz
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naczyn obwodowych. Natomiast receptor alfa 2 zlokalizowany jest presynaptycznie i
reguluje wydzielanie noradrenaliny z zakonczern nerwowych i synaps adrenergicznych
(Molinoff, 1984). Stwierdzono, iz receptory alfal majg dalsze podtypy okreslane
symbolami alfalA, 1B i 1D, rdznigce sie powinowactwem do stosowanych
antagonistow i agonistéw oraz lokalizacjg w tkankach (Graham et al., 1996). Podobnie
receptory alfa 2 posiadajg kilka dalszych podtypéw okreslanych symbolami alfa2A, 2B i
2C. Z uwagi na trudnosci w uzyskaniu selektywnych antagonistéw poszczegdlnych
podtypow polimorfizm receptoréw alfa 2 opisano stosunkowo niedawno w oparciu o
badania na myszach ,knock-out” pozbawionych genéw dla poszczegdinych podtypow
receptora. Ich obecnos¢ potwierdzono w wielu tkankach, w tym w modzgu, ptytkach

krwi, adipocytach, makrofagach, a takze w miesnidwce gtadkiej. (Philipp et al., 2002).

Szczegblng czescig autonomicznego uktadu nerwowego jest ta, kontrolujgca funkcje
przewodu pokarmowego. Jest ona nazywana jelitowym uktadem nerwowym (enteric
nervous system, ENS) i przez niektérych autoréow jest uwazana za trzecig, poza
wspotczulnym i przywspotczulnym czes¢ AUN (Wood, Alpers et al., 1999, Katzung et al.,
2012). ENS sktada sie z neuronéw potozonych bezposrednio w S$cianie przewodu
pokarmowego od przetyku, az po koricowg cze$é odbytnicy, taczacych sie w tak zwane
sploty miesnidwkowe (splot Auerbacha) i sploty podsluzéwkowe (splot Meissnera). W
jego sktad wchodzg pierwotne widkna aferentne wrazliwe na stymulacje mechaniczng i
chemiczng, taczace je interneurony oraz neurony wykonawcze wptywajace na
wszystkie struktury przewodu pokarmowego, to jest: miesnidwke gtadka, komorki
rozrusznikowe, naczynia krwionosne, gruczoty wydzielnicze, $luzéwke, komorki
odpowiedzialne za odpowiedZ immunologiczng oraz komorki spetniajgce funkcje

endokrynne i parakrynne (Costa et al., 2000). ENS pozostaje pod kontrolg osrodkéw
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wyzszych, ktére petnig jednak gtéwnie funkcje modulacyjna. Jelitowe sploty nerwowe
otrzymujg impulsacje z zazwojowych wtdékien uktadu wspodtczulnego i
przywspotczulnego. Osrodki tych uktadow reagujg w sposdb odruchowy, w odpowiedzi
na impulsacje z widkien czuciowych przebiegajgcych razem 2z widknami
autonomicznymi, a dodatkowo pozostajg pod kontrolg wyzszych osrodkdw nerwowych

OUN (Wood, Alpers et al., 1999).

Perystaltyka przewodu pokarmowego jest regulowana gtéwnie przez neurony
potozone w splocie miesniowkowym (Auerbacha) otrzymujgce bezposrednig
impulsacje z czuciowych wtdkien Sluzowkowych. Miesnidwka gtadka przewodu
pokarmowego sktada sie z duzych zbiorow komdrek miesni gtadkich, potgczonych
elektrycznie za posrednictwem potgczen szczelinowych, funkcjonujgcych jako wieksze
jednostki elektromechaniczne. Potencjat btonowy miesni gtadkich jest modyfikowany
przez sie¢ spontanicznie depolaryzujgcych sie komodrek rozrusznikowych (komérek
Srédmigzszowych Cajala). Potencjat czynnosciowy wywotywany przez komorki
rozrusznikowe, a wraz z nim skurcze miesniowki gtadkiej, nie mogg by¢ propagowane
na wieksze odlegtosci, powodujgc powstawanie fali perystaltycznej na niewielkich
odcinkach przewodu pokarmowego, na przyktad we wpuscie czy dwunastnicy. Jednak
to witasnie ta spontaniczna aktywnos$¢ miesnidwki pozwala komdrkom splotéw

nerwowych na kontrolowanie réznych form czynnosci skurczowej (Costa et al., 2000).

Komérki motoryczne zlokalizowane w ENS obejmujg neurony pobudzajgce i hamujace.
Neurony pobudzajgce powodujg nasilenie ruchéw perystaltycznych i zwiekszenie
wydzielania w gruczotach jelitowych. Neuroprzekaznikami powodujacymi nasilenie

skurczéw miesnidwki gtadkiej sg acetylocholina, substancja P i neurokinina A (Maggi et
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al., 1997). Natomiast neurony hamujgce zwoju Auerbacha powodujg uposledzenie
kurczliwosci miesniowki gtadkiej. Ws$rdd neuroprzekaznikéw uznawanych jako
hamujgce wymienia sie tréjfosforan adenozyny (ATP), wazoaktywny peptyd jelitowy
(VIP), przysadkowy peptyd aktywujgcy cyklaze adenylanowg (PACAP) i tlenek azotu

(Burnstock, 2008; Jin et al., 1996).

ENS funkcjonuje odmiennie, niz inne czesci autonomicznego ukfadu nerwowego,
przekazujgce i realizujgce sygnaty pochodzgce z osrodkowego uktadu nerwowego.
Zawiera on pofgczenia wewnetrzne umozliwiajgce integracje i przetwarzanie sygnatéw,
podobnie jak to ma miejsce w rdzeniu kregowym czy mézgowiu, pozwalajgce mu na
prawidtowe petnienie swojej funkcji bez jakiejkolwiek zewnetrznej impulsacji
nerwowej z innych czesci AUN. Dlatego czasem okresla sie ENS jako ,jelitowy
minimdzg” (Wood, Alpers et al, 1999). Oznacza to, iz takze po catkowitym
odnerwieniu ENS jest w stanie zapewnié¢ prawidtowg perystaltyke i wydzielanie w

przewodzie pokarmowym.

Kontrola perystaltyki przez osrodki AUN wydaje sie petni¢ jedynie funkcje modulacyjna.
Od dawna zaktadano, iz to nerw btedny jest gtéwng drogg transmisji z OUN impulsacji
kontrolujacej perystaltyke przewodu pokarmowego, jednak szczegétowe mechanizmy
neurofizjologiczne tego wptywu poznano stosunkowo niedawno. Uwazano, iz wtdkna
nerwu btednego tworzg synapsy bezposrednio z komdrkami zwojow miesnidwkowych,
ktore z kolei bezposrednio zaopatrujg komérki efektorowe. Zaktadano przy tym, iz
perystaltyka pozostaje pod bezposrednig kontrolg OUN, co okazato sie jednak
nieprecyzyjne. Okazato sie, iz zakonczenia synaptyczne nerwu btednego znajdujg sie na

interneuronach ENS, a nie komdrkach motoneuronalnych. Ttumaczy to, dlaczego
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impulsacja ze stosunkowo nielicznych wtékien nerwu btednego wptywa na szerokie
grupy komoérek efektorowych, a takze, w jaki sposdb odnerwione jelito moze zachowac
swojg prawidtowa funkcje oraz szybko odpowiadac na zmiany z zakoriczen czuciowych

mechanoreceptoréw zlokalizowanych w $luzéwce (Wood, Alpers et al., 1999).

Uktad wspodtczulny rowniez wptywa na funkcje perystaltyczng przewodu
pokarmowego. Zazwojowe wtdkna uktadu wspdiczulnego tworzg synapsy z neuronami
ENS a takze unerwiajg naczynia krwionosne, $luzowke i wyspecjalizowane regiony
miesniowki. Wptyw uktadu wspdtczulnego na uktad pokarmowy jest obserwowany w
trakcie wysitku fizycznego, fizycznych czynnikdw stresowych, jak i stresu
psychologicznego. W odpowiedzi na pobudzenie z uktadu wspodtczulnego dochodzi do
przekierowania krwi z naczyn trzewnych do krgzenia systemowego. Innym efektem jest
zmniejszenie perystaltyki i wydzielania w przewodzie pokarmowym. Gtéwnym
neuromediatorem odpowiedzialnym za te efekty jest noradrenalina. Stwierdzono, iz
oddziatuje ona miedzy innymi bezposrednio na zwieracze, powodujgc ich skurcz w
trakcie zmniejszenia perystaltyki. To jednak jej dziatanie na neurony ENS jest
odpowiedzialne za zmniejszenie perystaltyki i wydzielania w przewodzie pokarmowym

(Wood, 1999).

Co wiecej stwierdzono takze, iz wptyw na czynnos¢ przewodu pokarmowego w czasie
stresu nie jest jedyng rolg uktadu wspodtczulnego w tym uktadzie. Zwoje
przedrdzeniowe funkcjonujg takze jako drogi przekazujgce sygnaty pomiedzy odlegtymi
czesciami przewodu pokarmowego. Sktadajg sie one z witdkien aferentnych
przekazujgcych do zwojow przedrdzeniowych sygnaty z receptoréw w $cianie jelita

oraz eferentnych witdkien adrenergicznych przekazujacych informacje z powrotem do
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ENS. Zaobserwowano, iz w dwdch fizycznie rozdzielonych czesciach jelita grubego
sSwinki morskiej potgczonych tylko nerwem miedzykrezkowym i zwojami krezkowymi
gornym i dolnym rozszerzenie jednej z czesci powoduje zmniejszenie perystaltyki
drugiego odcinka. Ten efekt nazywany jest hamujgcym odruchem jelitowo-jelitowym

(Szurszewski et al., 1983).

Stwierdzono, iz gtdwnym dziataniem noradrenaliny na komérki ENS jest tak zwane
hamowanie presynaptyczne. Efekt ten polega na ograniczaniu transmisji pobudzajgcej
w potgczeniach nerwowo miesniowych jelit poprzez wptyw na receptory alfa 2
adrenergiczne (Shen, Barajas-Lopez et al, 1990; Shen, Surprenant, 1990).
Noradrenalina w sposdb presynaptyczny redukuje uwalnianie serotoniny i substancji P
z izolowanych fragmentow jelita (Bartho et al., 1983; Jonakait et al., 1979). W wielu
badaniach potwierdzono takze wptyw hamujgcy pobudzenia presynaptycznych
receptorow alfa2-adrenergicznych na wydzielanie acetylocholiny (Del Tacca et al.,
1970; Fuder et al., 1995). W ten sposéb noradrenalina zmniejszajagc wydzielanie
acetylocholiny i innych neuroprzekaznikéw pobudzajgcych perystaltyke wywotuje

zahamowanie perystaltyki przewodu pokarmowego.
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2.Cel pracy

W wielu pracach wykazano poza wszelkg watpliwo$¢ wptyw odruchéw z uktadu
adrenergicznego na przebieg pooperacyjnej niedroznosci jelit u szczuréw, ale nie
udokumentowano dotgd szczegétowo roli poszczegdlnych podtypdw receptorow
adrenergicznych na przebieg tego schorzenia. Istniejg réowniez liczne badania
okreslajgce role niektérych antagonistow receptoréw adrenergicznych na pasaz
jelitowy po zabiegu operacyjnym, jednakze brak jest systematycznej oceny wszystkich
antagonistow na jednym modelu biologicznym. Dodatkowo w pismiennictwie brakuje
oceny jednoczesnego stosowania antagonistow rdéinych typow receptorow

adrenergicznych w pooperacyjnej niedroznosci jelit.
Celem tej pracy byto:

1. Usystematyzowanie wptywu antagonistow poszczegdlnych podtypdw
receptorow alfa i beta-adrenergicznych na pasaz jelitowy u szczuréw

poddanych standaryzowanym procedurom chirurgicznym w modelu in vivo.

2. Ocena stezen leku potrzebnych do wywotania dziatania ochronnego na

perystaltyke w pooperacyjnej niedroznosci jelit u szczurow.

3. Préba oceny mechanizmdédw odpowiedzialnych za obserwowany efekt

ochronny na perystaltyke.

4. Ocena ewentualnej mozliwosci zastosowania antagonistow receptorow

adrenergicznych w leczeniu pooperacyjnej niedroznosci jelit u ludzi.
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3. Materiaty i metody

3.1. Zwierzeta doswiadczalne

Badania przeprowadzono na samcach szczurdw rasy Albino Wistar o masie ciata od 160
do 280 g. Szczury po odebraniu od dostawcy byly przetrzymywane w warunkach
kontrolowanej temperatury, wilgotnosci i oswietlenia. Zwierzeta byly zywione przy
uzyciu standardowej, komercyjnej paszy zwierzecej. Na 24 godziny przed rozpoczeciem
procedur chirurgicznych zwierzeta doswiadczalne nie miaty dostepu do paszy.

Zapewniano im natomiast nieograniczony dostep do wody pitnej.
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3.2. Opis procedur chirurgicznych

Wszystkie doswiadczenia wykonane w celu realizacji niniejszej pracy zostaty
przeprowadzone w Katedrze i Zaktadzie Farmakologii Gdarniskiego Uniwersytetu
Medycznego. Na przeprowadzenie doswiadczern uzyskano zgode Lokalnej Komisji
Bioetycznej do Spraw Doswiadczen na Zwierzetach przy Akademii Medycznej w

Gdansku.

Wszystkie doswiadczenia wykonywane byty w znieczuleniu eterem dietylowym. W
trakcie zabiegdw operacyjnych uzywano jatowych narzedzi i postepowano zgodnie z

zasadami aseptyki.

W fazie wstepnej zwierzeta byty losowo przydzielane do jednej z pieciu grup. W grupie
pierwszej, ktoéra byta grupg kontrolng, nie wykonywano zadnych procedur

chirurgicznych (Grupa UT).

Schemat 1. Przebieg procedur w grupie niepoddanej zadnym doswiadczeniom (UT).

Odstawienie karmy z pozostawieniem dostepu do Pomiar pasazu barwnika i dtugogci jelita

wody

24 h

Zabicie

zwierzecia
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W grupie drugiej, przeprowadzono jedynie znieczulenie eterem (E), bez

przeprowadzania procedur chirurgicznych.

Schemat 2. Przebieg procedur w grupie poddanej jedynie znieczuleniu eterowemu (E)

Odstawienie karmy z pozostawieniem dostepu do Podanie roztworu bfekitu Evansa Pomiar pasazu barwnika i
wody do zotadka dtugosci jelita

Rozpoczecie Zakoriczenie znieczulenia Zabicie

znieczulenia eterem zwierzecia

W kolejnych trzech grupach stanowigcych podstawe modelu pooperacyjnej
niedroznosci jelit u szczuréw przeprowadzono witasciwe procedury chirurgiczne:
naciecie skéry o standaryzowanej dtugosci 3 cm (Grupa Sl), petng laparotomie o
standaryzowanej dtugosci 3 cm (Grupa LT) oraz standaryzowang laparotomie o

dtugosci 3 cm i dodatkowo masaz jelit (Grupa L+M).

W celu wykonania interwencji manualnej, jelito delikatnie wyciggano z jamy brzusznej
uktadajgc na jatowym i zwilzonym gaziku. Nastepnie dodatkowo zwilzano jelito solg
fizjologiczng, aby zapobiec wysychaniu $ciany trzewi. W trakcie zabiegu utrzymywano
w polu operacyjnym temperature zapobiegajacg wychtodzeniu. Nastepnie
dokonywano masazu catej dtugosci jelita od dwunastnicy az do katnicy przy uzyciu

opuszek palcow w jatowych rekawicach. Procedure tg przeprowadzano szes$ciokrotnie
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w ciggu 6 minut, po czym jelito delikatnie wprowadzano z powrotem do jamy
brzusznej, a powtoki zszywano szwem warstwowym uzywajgc nici chirurgicznej. U

kazdego szczura zaktadano 3 szwy na miesien z otrzewng i 3 szwy na skore.

Kolejne procedury wykonywano po uptywie godziny, ze wzgledu na czas, ktéry wedtug
literatury jest niezbedny do wyeliminowania wptywu eteru na perystaltyke przewodu
pokarmowego (De Winter et al., 1997 [Br J Pharmacol]; Bueno et al., 1978). Po uptywie
tego czasu podawano osobnikom badanym dozotgdkowo, przez zagtebnik, 0,15 ml

roztworu btekitu Evansa (Evans blue).

Doktadnie po 30 minutach szczury byly zabijane przez dyssekcje rdzenia kregowego.
Nastepnie jame brzuszng rozcinano szerokim cieciem i zaktadano kleme na widoczne
najdalsze miejsce penetracji barwnika w jelicie. Po zabezpieczeniu majgcym
zapobiega¢ pasywnemu przesuwaniu barwnika w jelicie w trakcie jego dotykania,
delikatnie wyciggano jelita z jamy otrzewnowej przecinajgc krezke, unikajac przy tym
rozciggania tkanek. Jelito rozktadano na stole operacyjnym w sposéb umozliwiajacy
jego pomiar. Nastepnie mierzono przy pomocy linijki odlegtos¢ od odZwiernika do
zaklemowanego wczesniej miejsca najdalszej penetracji barwnika w jelicie cienkim.

Dodatkowo mierzono takze catkowitg dtugos¢ jelita.
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Schemat 3. Przebieg procedur w grupach modelowych, w ktérych wykonywano
naciecie skory (Sl), laparotomie (L) i laparotomie z masazem jelit (L+M).

Odstawienie karmy z pozostawieniem dostepu do Podanie roztworu bfekitu Evansa Pomiar pasazu barwnika i
wody do zotadka dtugosci jelita
/ Sl ----- >
10 min 1h
------------------------- — T ————-p
\ LM === »
Rozpoczecie znieczulenia i procedur Zakonczenie znieczulenia i Zabicie
chirurgicznych procedur chirurgicznych zwierzecia

Kolejne etapy doswiadczen miaty na celu ocene wptywu dootrzewnowego podania
rozpuszczalnika (CG) oraz badanych substancji na pasaz jelitowy barwnika Evansa u
szczuréw poddanych laparotomii z manipulacja jelit (L+M). W tym celu na 2 godziny
przed planowanym zabiegiem podawano badanemu zwierzeciu dootrzewnowo badang
substancje. Pozostate procedury wykonywano analogicznie jak w fazie

przygotowawczej.

Ponadto dla wybranych antagonistéw, to jest propranololu i johimbiny pasaz jelitowy
oceniono takze po wykonaniu jedynie laparotomii (L) lub jedynie trwajgcego 10 minut
znieczulenia eterem (E). W tym celu podobnie jak w poprzednich grupach, podawano

badane substancje dootrzewnowo na 2 godziny przed planowanym zabiegiem.
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Schemat 4. Przebieg procedur chirurgicznych oraz interwencje farmakologiczne we

wiasciwym etapie badania wptywu antagonistéw receptorow

adrenergicznych i L-NAME na pasaz jelitowy barwnika Evansa w modelu

pooperacyjnej niedroznosci jelit u szczuréw.

Odstawienie karmy z pozostawieniem
dostepu do wody

Rozpoczecie znieczulenia i
procedur chirurgicznych

Podanie roztworu btekitu
Evansa do zotgdka

Pomiar pasazu barwnika
i dtugosci jelita

L+M
2h
» E
L

Dootrzewnowe podanie badanej substancji
rozpuszczonej w 0,9% NaCl lub jedynie rozpuszczalnika

Zakonczenie znieczulenia i

procedur chirurgicznych

Zabicie

zwierzecia
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3.3. Przebieg doswiadczen

Pierwszy etap doswiadczen miat na celu ocene wptywu na pasaz jelitowy eteru
dietylowego, a takze procedur chirurgicznych o stopniowo zwiekszanej inwazyjnosci
jak naciecie skoéry, wykonanie jedynie laparotomii oraz wykonanie laparotomii i
nastepowego masazu jelit. Podstawowym celem etapu wstepnego byta ocena, w jakim
zakresie zastosowanie eteru dietylowego wptywa na pasaz jelitowy oraz ocena czy,
podobnie jak w przytoczonym wczesniej pismiennictwie, zwiekszenie nasilenia
inwazyjnosci zabiegu bedzie sie wigzato z wiekszym uposledzeniem aktywnosci
propulsywnej jelit, a co za tym idzie z odpowiednim zmniejszeniem pasazu barwnika w

jelicie cienkim w okresie pooperacyjnym.

W tym celu na pierwszym etapie doswiadczen porownywano pasaz jelitowy w grupie
szczuréw, u ktéorych nie wykonano zadnych procedur chirurgicznych, ale poddano
znieczuleniu eterem trwajgcemu okoto 10 minut (E), do grupy szczuréw niepoddanych

znieczuleniu eterem, ani zadnym procedurom chirurgicznym (UT).

Nastepnie oceniono pasaz jelitowy u szczuréw poddanych procedurom o kolejno
zwiekszajgcej sie inwazyjnosci: nacieciu skéry (Sl), laparotomii (L) i laparotomii ze

standaryzowanym masazem jelit (L+M).
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Tabela 1. Doswiadczenia wstepne oceniajgce pasaz jelitowy w grupach kontrolnych.

Nazwa grupy Symbol grupy
Szczury niepoddane zadnym procedurom uT
Szczury poddane jedynie znieczuleniu eterem E
Szczury poddane nacieciu skory SI
Szczury poddane laparotomii L
Szczury poddane laparotomii oraz masazowi jelit L+M

Drugi etap doswiadczen miat na celu ocene wptywu antagonistéw receptorow

adrenergicznych na pasaz jelitowy.

Szczury z grupy kontrolnej otrzymywaty 2 godziny przed zabiegiem, dootrzewnowo,
wstrzykniecie z 0,9 % NaCl, (bedacej rozpuszczalnikiem podawanych w grupach

badanych lekéw), w objetosci odpowiadajgcej podanej w grupie badanej.

Szczurom z grupy badanej podawano dootrzewnowo 2 godziny przed zabiegiem
kolejne leki: nieselektywnego antagoniste receptora beta-adrenergicznego,
propranolol oraz wybidrczych antagonistow receptora betal-, beta2- i beta3

adrenergicznego, odpowiednio metoprololu, ICI 118,551 oraz SR 58894A
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Tabela 2. Przebieg doswiadczen w grupach zwierzat badanych z zastosowaniem

antagonistow receptoréw beta-adrenergicznych.

Symbol
Nazwa grupy Dawka mg/kg m.c. ;Irupy
Grupa kontrolna (podano 0,9% NaCl) CG
Propranolol 10 - 45 P10-P 45
Metoprolol 2-100 M2 -M 100
ICl 118551 0,3-10 10,3-110
SR59230A 1-10 SR1-SR10

Nastepnie badano pasaz barwnika po podaniu nieselektywnego antagonisty receptora
alfa-adrenergicznego, fentolaminy oraz antagonistéw wybiérczych receptora alfal- i

alfa2-adrenergicznego, prazosyne i johimbine.

Tabela 3. Przebieg doswiadczen w grupach zwierzat badanych z zastosowaniem

antagonistow receptorow alfa-adrenergicznych.

Symbol
Nazwa gru Dawka mg/kg m.c.
grupy g/kg grupy
Grupa kontrolna (podano 0,9% NaCl) CG
Fentolamina 3-30 F3-P30
Pral-Pra
Prazosyna 1-10 10
Johimbina 3-30 J3-J30
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Trzeci etap dos$wiadczen miat na celu ocene czy substancje, w ktdrych przypadku
substancji, po zastosowaniu ktérych obserwowano korzystny wptyw na perystaltyke, tj.
propranolol i johimbina w dawkach najbardziej skutecznych majg wptyw na pasaz
jelitowy u szczurdw, u ktérych wykonano jedynie znieczulenie eterem oraz laparotomie

bez masazu jelit.

Tabela 4. Ocena wptywu najskuteczniejszych dawek propranololu i johimbiny po

zastosowaniu znieczulenia eterem oraz laparotomii.

Symbol

Nazwa grupy Dawka mg/kg m.c. Y
Znieczulenie eterem E

Znieczulenie eterem i johimbina 10 E+J10

Znieczulenie eterem i propranolol 30 E+P30
Laparotomia L

Laparotomia i johimbina 10 L+J10

Laparotomia i propranolol 30 L+P30

W  kolejnej serii doswiadczen badano wptyw jednoczesnego podania
najskuteczniejszych dawek propranololu i johimbiny na pasaz jelitowy u szczuréw, u

ktérych wykonano laparotomie i masaz jelit.

31




Tabela 5. Badanie wptywu tgcznego podania johimbiny i propranololu na pasaz
jelitowy u szczuréw, u ktérych wykonano laparotomie i masaz jelit w
poréwnaniu do szczurdwz grupy kontrolnej oraz szczuréw, u ktérych podano

johimbine w dawce 10 mg/kg m.c.

Symbol
Nazwa grupy Dawka mg/kg m.c. ;Irupy
Grupa kontrolna (podano 0,9% NaCl) CG
Johimbina 10 J10
Johimbina i propranolol 10i30 J10+P 30

Nastepnie badano wptyw L-NAME, proleku bedgcego prekursorem inhibitora
neuronalnego i endotelialnego enzymu NOS na pasaz jelitowy po wykonaniu
laparotomii z masazem jelit, po czym oceniono wplyw facznego podania

najskuteczniejszej dawki johimbiny i L-NAME.
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Tabela 6. Badanie wptywu fgcznego podania johimbiny i propranololu, oraz badanie

wptywu L-NAME oraz tacznego podania L-NAME i johimbiny po wykonaniu

laparotomii z masazem jelit.

Symbol

Nazwa grupy Dawka mg/kg m.c. ;rupy
Grupa kontrolna (podano 0,9% NaCl) CG
Johimbina 10 J10

L-NAME 10 LN 10

L-NAME 30 LN 30

L-NAME 100 LN 100

L-NAME i Johimbina 30i10 LN 30+J 10
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3.4. Zwigzki uzywane do doswiadczen

Do doswiadczen uzywano zwigzkéw zakupionych w tym celu u nastepujacych

dostawcow:

e Fentolamina, propranolol, prazosyna, johimbina, metoprolol, ICI
118,551 oraz SR 58894A oraz L-NAME zostaty zakupione w firmie
Sigma-Aldrich.

e Eter dietylowy zakupiono w Polskie Odczynniki Chemiczne, Gliwice.

e Roztwdr 0,9% NaCl zakupiono w firmie Frasenius Kabi, Kutno.

e Btekit Evansa zakupiono w firmie Sigma-Aldrich i przygotowywano
W nastepujacy sposéb: 50 mg barwnika rozpuszczano w 1 ml
roztworu 0,9% NaCl. Procedure wykonano w sposéb opisany przez
Tanila i wsp. (Tanila et al., 1993) i uzyty podczas doswiadczen w
naszej jednostce w toku poprzednich prac (Ciechanowicz et al.,

2002).
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3.5. Analiza statystyczna

Podczas badan mierzono catkowitg dtugos¢ jelita badanego zwierzecia od odzwiernika
do katnicy, oraz odlegtos¢ od odzwiernika do najdalszego miejsca penetracji barwnika.
Pomiedzy poszczegdlnymi grupami zwierzat nie wykryto istotnych statystycznie réznic
w dtugosci jelita cienkiego, dlatego wyniki analizy statystycznej przedstawiono w
postaci ilosci centymetrow od odzwiernika do najdalszego miejsca pasazu Btekitu

Evansa w jelicie w centymetrach + btgd standardowy Sredniej (SEM).

Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej wykorzystujgc program StatSoft, Inc.
(2011) STATISTICA (data analysis software system), version 10. www.statsoft.com z

licencjg on-site dla Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego.

Do analizy statystycznej uzyto metody jednoczynnikowe] analizy wariancji (ANOVA) i
testu post hoc Bonferoniego zastosowanego po tescie ANOVA. Wyniki uznano za
znamienne statystycznie dla wartosci prawdopodobieistwa testowego p mniejszego

od 0,05 (p<0,05).
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4. Wyniki

Ocena dtugosci jelita w grupach badanych.

W badanych grupach srednia dtugos¢ jelita we wszystkich grupach wyniosta 106,94 cm
t 3,43 cm. Nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic w dtugosci jelita cienkiego
pomiedzy grupami zwierzat uzytymi do doswiadczen. Srednie dtugosci jelit w

poszczegblnych grupach przedstawiono na Wykresie 1.

Wobec braku réznic w dtugosci jelit wsrdd badanych szczuréw uznano, iz dopuszczalne
bedzie przedstawienie wynikow pracy w postaci odlegtosci pasazu barwnika w jelicie
od odzwiernika, do najdalszego miejsca, w ktéorym widoczny byt Btekit Evansa
wyrazonego w centymetrach + btad standardowy (SEM), pomijajgc przy tym dtugosc

jelit.
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Wykres 1. Dtugos¢ jelita cienkiego mierzona od odzwiernika do katnicy we wszystkich

Dtugos¢ jelita (cm)
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grupach szczuréw uzytych do doswiadczed. Wyniki w grupach o

liczebnosci n = 4 — 14 przedstawiono jako dtugos$¢ jelita w cm + btad

standardowy (SEM). Przy uzyciu testu jednoczynnikowego ANOVA i testu

post hoc Bonferoniego nie stwierdzono istotnych statystycznie rdznic

pomiedzy grupami.
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Wptlyw eteru dietylowego i zastosowanych procedur chirurgicznych na pasaz
jelitowy.

W grupie kontrolnej zwierzat niepoddanych zadnym procedurom ani znieczuleniu
eterem (grupa UT) pasaz Btekitu Evansa wynosit 59,37 + 4,10 cm. W grupie, w ktérej
nie wykonano zadnych procedur chirurgicznych, a jedynie znieczulono eterem
dietylowym (E) pasaz jelitowy barwnika wynidst 55,37 + 4,10 cm. Nie obserwowano
istotnych statystycznie réznic pomiedzy grupa, ktérg poddano znieczuleniu eterem (E)

w porownaniu do grupy kontrolnej (UT).

W grupach poddanych procedurom chirurgicznym obserwowano nastepujace
rezultaty: wséréd szczuréw poddanych standaryzowanemu nacieciu skéry (Sl) pasaz
jelitowy mierzony odlegtoscig przesuniecia barwnika w jelicie wynosit 53,87 + 4,10 cm;
w grupie poddanej laparotomii (L) pasaz barwnika wynosit 32,00 £+ 3,50 cm, natomiast
w grupie poddanej laparotomii i standaryzowanemu masazowi jelit (L+M) pasaz
barwnika wynosit 12,28 + 4,38 cm. Nie wykazano istotnych statystycznie rdéznic w
pasazu jelitowym barwnika Evansa pomiedzy szczurami w grupie kontrolnej a
szczurami poddanymi nacieciu skory. Wykazano natomiast réznice statystycznie na
zatozonym poziomie istotnosci pomiedzy grupg kontrolng, a grupa poddang
laparotomii i grupg poddang laparotomii oraz masazowi jelit. Obserwowane réznice w
pasazu jelitowym barwnika po poszczegdlnych procedurach  kontrolnych

przedstawiono na wykresie 2.
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Wykres 2. Uzyskane wartosci pasazu jelitowego barwnika w doswiadczeniach

Pasaz (cm)
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wstepnych w grupie niepoddanej zadnym procedurom (UT) i grupach
poddanych: znieczuleniu eterem (E), nacieciu skory (Sl), laparotomii (L) i
laparotomii z masazem jelit (L + M). Wyniki przedstawiono w cm pasazu
barwnika Evansa w jelicie od odZwiernika * bfagd standardowy (SEM).
Istotne statystycznie rdznice pomiedzy grupami o liczebnoscin =7 — 11
uzyskano: UT, E i SI vs L (p<0,003), UT, Ei Sl vs L + M (p<0,0001), a takze

pomiedzy Lvs L + M (p<0,02).
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Wptlyw antagonistow receptorow beta-adrenergicznych na pasaz jelitowy barwnika

po laparotomii i masazu jelit.

Grupg kontrolng byty szczury, u ktérych przed zabiegiem laparotomii i masazu jelit
podano dootrzewnowo 3 ml 0,9% NaCl na 2 godziny przed zabiegiem operacyjnym
(CG). W grupie tej obserwowano pasaz jelitowy, oznaczony jako ilos¢ cm od

odzwiernika, na ktére przesuniety zostat barwnik Evansa wynoszgcy 11,0 + 2,43 cm.

W grupie, w ktdrej podano propranolol (P 30 i P 45) w dawce 30 i 45 mg/kg m.c.
stwierdzono zwiekszenie pasazu jelitowego barwnika do odpowiednio 23,75 + 1,71 cm
i 22,5 + 2,43 cm, stwierdzono przy tym istotnos¢ statystyczng na zatozonym poziomie
istotnosci. W grupie, w ktorej zastosowano propranolol w dawce 10 mg/kg (P 10)
stwierdzono przyspieszenie pasazu barwnika do 18,00 + 1,88 cm, jednakie nie
stwierdzono w tym przypadku istotnej statystycznie rdéznicy z grupg kontrolng. W
grupie, w ktérej podano propranolol w dawce 60 i 100 mg/kg m.c. obserwowano zgon

zwierzgt badawczych przed zakonczeniem eksperymentu.
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Wykres 3. Wptyw zastosowania propranololu w dawkach 10 — 45 mg/kg m.c. (P 10 —
45) na pasaz jelitowy barwnika w grupie poddanej laparotomii i masazowi
jelit w poréwnaniu do grupy kontrolnej (CG). Wyniki przedstawiono w cm
pasazu barwnika Evansa w jelicie od odZzwiernika + btad standardowy
(SEM). Istotne statystycznie réznice pomiedzy grupami o liczebnoscin =6 —

12 uzyskano: P 30 vs CG (p<0,002) i P 45 vs CG (p<0,02).
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W grupach szczuréw, w ktérych podawano przed zabiegiem operacyjnym metoprolol
w dawkach 2, 10, 30 i 100 mg/kg m.c., ICI 118,551 w dawkach 0,3, 1, 3 i 10 mg/kg m.c.
oraz SR 58894A w dawkach 1, 3 i 10 mg/kg m.c. nie zaobserwowano istotnego

statystycznie przyspieszenia pasazu jelitowego barwnika w pordéwnaniu do grupy
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kontrolnej. Zwiekszenie pasazu barwnika Evansa w poréwnaniu do grupy kontrolnej na
granicy istotnosci statystycznej (p=0,055) osiggnieto dla grupy metoprololu 100 mg/kg
m.c., jednakze dalsze zwiekszanie dawki okazato sie niemozliwe ze wzgledu na

wywotywanie bradykardii i hipotonii powodujgcych $mieré zwierzat testowych.
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Wykres 4. Wptyw zastosowania metoprololu w dawkach 2 — 100 mg/kg m.c (M 2 - M
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100), ICI 118,551 w dawkach 0,3 — 3 mg/kg m.c. (10,3 —13), SR 58894A w
dawkach 1 — 10 mg/kg m.c. (SR 1 — SR 10) na pasaz jelitowy barwnika
Evansa w grupie poddanej laparotomii i masazu jelit w poréwnaniu do
grupy kontrolnej (CG). Nie obserwowano istotnych statystycznie réznic
pomiedzy grupami o liczebnosci n =4 — 10 na zatozonym poziomie wartosci

prawdopodobienstwa testowego p<0,05.
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Wptlyw antagonistow receptoréw alfa-adrenergicznych na pasai jelitowy barwnika

Evansa po laparotomii i masazu jelit.

W grupach szczuréw, w ktérych podawano przed zabiegiem operacyjnym fentolamine
w dawkach 3, 10 i 30 mg/kg m.c., prazosyne w dawkach 1, 3, 6 i 10 mg/kg m.c. nie
zaobserwowano istotnego statystycznie przyspieszenia pasazu jelitowego barwnika w

poréwnaniu do grupy kontrolne;.

W grupie, w ktdrej zastosowano johimbine w dawkach leku 10 i 30 mg/kg m.c. (J 10 J
30) obserwowano istotne statystycznie przyspieszenie pasazu barwnika w poréwnaniu
do grupy kontrolnej. Najwieksze przyspieszenie pasazu barwnika Evansa obserwowano
po dawce 10 mg/kg m.c.: pasaz barwnika w tej grupie wynosit 42,70 * 2,50 cm. W
grupie, w ktorej zastosowano dawke 30 mg/kg m.c. obserwowano odpowiednio pasaz
barwnika Evansa wynoszacy 32,60 £ 3,54 cm. Obserwowano takze przyspieszenie
pasazu barwnika, wynoszace 21,35 + 2,11 cm, w poréwnaniu do grupy kontrolnej, w
grupie, w ktorej zastosowano 3 mg/kg m.c. johimbiny (J 3), jednakze nie odnotowano

istotnosci statystycznej na zatozonym poziomie p<0,05.
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Wykres 5. Ocena wptywu antagonistéw receptora alfa-adrenergicznego na pasaz
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jelitowy barwnika po wykonaniu laparotomii i masazu jelita w grupach, w
ktérych podano fentolamine w dawkach 3 — 30 mg/kg m.c. (F 3 — F 30),
prazosyne w dawkach 1 — 10 mg/kg m.c. (Pra 1 — Pra 10) i johimbine w
dawkach 3 — 30 mg/kg m.c. (J 3 —J 30) w porédwnaniu do grupy kontrolne;j
(CG). Wyniki przedstawiono w cm pasazu barwnika Evansa w jelicie od
odzwiernika * btad standardowy (SEM). Istotne statystycznie réznice
pomiedzy grupami o liczebnosci n =5 — 14 uzyskano: J 10 vs CG (p<0,0001) i

130 vs CG (p<0,002).
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Ocena wptywu podania johimbiny i propranololu na pasaz jelitowy barwnika Evansa
u szczuréw poddanych jedynie znieczuleniu eterowemu, oraz szczuréw poddanych

laparotomii.

U szczurdéw, u ktérych wykonano jedynie znieczulenie eterem (E) podanie johimbiny w
dawce 10 mg/kg m.c. i propranololu w dawce 30 mg/kg m.c., t.j. w dawkach, w ktérych
optymalnie zwiekszaty one pasaz jelitowy barwnika po laparotomii i masazu jelit nie
stwierdzono istotnych statystycznie réznic w pasazu jelitowym barwnika pomiedzy

grupamiEaE+J10oraz E + P 30.

Podobnie u szczuréw, u ktérych wykonano jedynie laparotomie (L) podanie johimbiny
w dawce, w ktdérej optymalnie zwiekszata ona pasaz jelitowy barwnika po laparotomii i
masazu jelit, nie stwierdzono istotnych statystycznie rdznic w pasazu jelitowym

barwnika pomiedzy grupami.
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Wykres 6. Wptyw podania johimbiny w dawce 10 mg/kg m.c. i propranololu w dawce
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30 mg/kg m.c. u szczuréw poddanych znieczuleniu eterem (E + J 10 oraz E +
P 30) lub laparotomii (L + J 10 oraz L + P 30) w poréwnaniu do grup, w
ktorych wykonano odpowiednio jedynie znieczulenie eterem (E) lub
laparotomie (L). P Wyniki przedstawiono w cm pasazu barwnika Evansa w
jelicie od odzwiernika + btgd standardowy (SEM). Podanie lekow nie
spowodowato istotnego statystycznie zwiekszenia pasazu barwnika po
znieczuleniu eterem ani laparotomii na zatozonym poziomie wartosci

prawdopodobienstwa testowego p<0,05. Grupy miaty liczebno$é n=5—11.
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Ocena synergistycznego dziatania optymalnych dawek propranololu i johimbiny na
pasaz jelitowy barwnika Evansa.

W grupie zwierzat, ktédrym przed zabiegiem L+M podano jednocze$nie optymalng
dawke johimbiny wynoszgcg 10 mg/kg m.c i propranololu wynoszgcg 30 mg/kg m.c.
obserwowano zwiekszenie pasazu jelitowego barwnika do 36 + 4,83 cm, stwierdzono
przy tym istotng statystycznie réznice w porownaniu do grupy kontrolnej (CG) na
zatozonym poziomie wartosci prawdopodobienstwa testowego p mniejszego od 0,05
(p<0,05). Nie stwierdzono istotnej statystycznie rdznicy pomiedzy przyspieszeniem
pasazu barwnika obserwowanym po zastosowaniu wytgcznie johimbiny w dawce 10

mg/kg m.c., a tacznym zastosowaniem optymalnych dawek propranololu i johimbiny.
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Wykres 7. Poréwnanie skutecznosci tgcznego podania johimbiny w dawce 10 mg/kg
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m.c. i propranololu w dawce 30 mg/kg m.c. (J 10 + P 30) na przyspieszenie
pasazu jelitowego barwnika po wykonaniu laparotomii i masazu jelit w
poréwnaniu do grupy kontrolnej (CG) i grupy, w ktérej podano wytgcznie
johimbine w dawce 10 mg/kg m.c. (J 10). Wyniki przedstawiono w cm
pasazu barwnika Evansa w jelicie od odzwiernika * btad standardowy
(SEM). Istotne statystycznie rdznice pomiedzy grupami o liczebnoscin =5 —
10 uzyskano w przypadku J 10 + P 30 vs CG (p<0,004) i J 10 vs CG
(p<0,0001). Brak synergistycznego dziatania obu lekéw w poréwnaniu do

grupy J 10 (p>0,05).
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Ocena wptywu L-NAME oraz wspdlnego podania L-NAME i johimbiny na pasaz

jelitowy barwnika Evansa po laparotomii i masazu jelit.

W grupach, w ktérych podano L-NAME w dawkach 10, 30 i 100 mg/kg m.c.
obserwowano odpowiednio przyspieszenie pasazu barwnika do 22,14 + 3,15 cm, 28,33
+ 3,41 cm i 20,8 £ 3,73 cm. W przypadku dawki 30 mg/kg m.c. obserwowano istotne
statystycznie przyspieszenie pasazu barwnika w poréwnaniu do grupy kontrolnej (CG).
Jednakze przyspieszenie pasazu barwnika po zastosowaniu L-NAME w dawce 30 mg/kg
m.c. byto mniejsze niz po zastosowaniu johimbiny w dawce 10 mg/kg m.c., po
zastosowaniu ktorej pasaz barwnika wynosit 42,7 + 2,70 cm w grupie laparotomii i

masazu jelit. Rdznica ta byta istotna statystycznie.

Po jednoczesnym podaniu przed zabiegiem L-NAME w dawce 30 mg/kg m.c. i
johimbiny w dawce 10 mg/kg m.c. obserwowano istotne statystycznie przyspieszenie
pasazu jelitowego barwnika do 27,28 + 3,23 cm w grupie laparotomii i masazu jelit w
poréwnaniu do grupy kontrolnej. W poréwnaniu do grupy, w ktérej podano wytgcznie
johimbine w dawce 10 mg/kg m.c. przyspieszenie pasazu barwnika Evansa byto istotnie

statystycznie mniejsze.
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Wykres 8. Przyspieszenie pasazu jelitowego barwnika Evansa po wykonaniu
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laparotomii i masazu jelit w grupach, w ktdrych podano L-NAME w
dawkach 10 -100 mg/kg m.c. (LN 10 — 100) oraz L-NAME w dawce 30
mg/kg m.c. facznie z johimbing w dawce 10 mg/kg m.c. (LN 30 +J 10) w
poréwnaniu do grupy kontrolnej (CG) i grupy, w ktérej podano wytgcznie
johimbine w dawce 10 mg/kg m.c. (J 10). Wyniki przedstawiono w cm
pasazu barwnika Evansa od odzwiernika + btad standardowy (SEM). Istotne
statystycznie zwiekszenie pasazu uzyskano w grupach LN 30 vs CG (p<0,02)
i LN 30 +J 10 vs CG (p<0,02). Zwiekszenie pasazu barwnika byto istotnie
statystycznie mniejsze w grupach LN 30 vs J 10 (p<0,04) oraz LN 30 +J 10 vs

J10 (p<0,03). Liczebnos¢ grup wynosita n =5 —10.
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Nazwa grupy
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5. Dyskusja

Rola ukfadu wspdtczulnego w regulacji perystaltyki jelit byta juz przedmiotem wielu
badan. W tej pracy dokonano analizy udziatu poszczegélnych typow i podtypow
receptorow adrenergicznych w modelu biologicznym pooperacyjnej niedroznosci jelit u

szczurow.

Zastosowana w tej pracy metodyka jest zgodna z dobrg praktyka laboratoryjng i bytfa
juz wczesniej stosowana (De Winter et al., 1997 [Br J Pharmacol]; Korolkiewicz et al.,
2003; Ciechanowicz et al., 2006). Zwierzeta uzyte do doswiadczen byty traktowane w
sposdéb humanitarny, a ich usSmiercenie przeprowadzano w sposdb szybki i
ograniczajagcy do niezbednego minimum ich cierpienia, w sposéb zgodny z

zezwoleniem wydanym przez lokalng Komisje Bioetyczng.

Wszystkie procedury przeprowadzono w znieczuleniu ogdélnym eterem dietylowym.
Niewatpliwg zalety tego zwigzku jest fakt, iz w przeciwienstwie do innych zwigzkéw jak
halotan czy izofluran, ma on niewielki i ograniczony w czasie do 1 godziny wptyw na
perystaltyke przewodu pokarmowego u szczuréw (De Winter et al.,, 1997 [Br J
Pharmacol]; Bueno et al., 1978) co potwierdzono w réwniez w przeprowadzonych
doswiadczeniach. Wadg eteru dietylowego jest fakt, iz znieczulenie nim jest trudne do
prowadzenia w praktyce, a dawka stosowanego leku nie jest standaryzowana.
Gtebokos¢ uzyskanego znieczulenia ocenia sie na podstawie odpowiedzi na bodziec
bolowy oraz gtebokos¢ oddechdéw badanego zwierzecia. Przedawkowanie eteru

dietylowego prowadzi do zahamowania osrodkéw rdzenia przedfuzonego

52



wywotujgcego zapas¢ krgzeniowg i zatrzymanie oddechu. W toku badan zdarzyto sie
pie¢ przypadkow przedawkowania eteru prowadzacych do $mierci zwierzecia, byty to
jednak przypadki incydentalne. Zwierzeta te wytgczono z badania i analizy
statystycznej. Inng wadg zastosowanego znieczulenia jest fakt, iz indukcja znieczulenia
zachodzi stosunkowo wolno, w poréwnaniu do izofluranu czy nawet halotanu. Wynika
to z faktu, iz eter dietylowy ma wysoki wspdtczynnik rozpuszczalnosci krew:gaz
wynoszacy 12,1. Dla poréwnania wspoéfczynnik ten dla izofluranu wynosi 1,4, a dla
halotanu 2,3. W praktyce oznacza to, iz znieczulane zwierze przechodzi przez klasyczne
fazy znieczulenia wg Guedela, tj. faze pierwszg obejmujgcg analgezje, faze druga
obejmujgcg pobudzenie, przechodzac do fazy trzeciej witasciwego znieczulenia
chirurgicznego. W czasie prowadzenia znieczulenia najbardziej niepozadana jest faza
druga, z uwagi na fakt, iz dochodzi w niej do pobudzenia zwierzecia, a takze
przyspieszenia oddechu i akcji serca oraz podwyziszenia ci$nienia tetniczego krwi
wynikajgce z pobudzenia uktadu wspodtczulnego. Charakterystyczne jest ponadto
wywotywanie w tej fazie catkowitej niepamieci. Czas trwania fazy drugiej mozna
skréci¢ poprzez szybkie zwiekszanie stezenia eteru dietylowego w mieszaninie
oddechowej (Katzung et al., 2012) i tak wifasnie postepowano w toku badan
wykonanych do tej pracy. W czasie wykonywania badan czas znieczulenia byt
jednakowy dla wszystkich grup, niezaleznie od rodzaju przeprowadzanego zabiegu i
wynosit 10 min. W doswiadczeniach kontrolnych wykonanych w ramach tej pracy
wykazano, iz zmniejszenie pasazu barwnika w grupie szczuréw znieczulonych eterem
dietylowym, ale niepoddanych zabiegom operacyjnym wynosito jedynie 6,8%, w
porownaniu do pasazu barwnika obserwowanego u szczuréw niepoddanych zadnym

procedurom, przy czym roéznica ta nie byta istotna statystycznie. Pozwala to na
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stwierdzenie, iz zastosowany do znieczulenia ogdlnego eter dietylowy nie wptywa w
istotny sposdb na perystaltyke jelit w zaproponowanym modelu pooperacyjnej

niedroznosci jelit u szczuréw.

Wybrany model badawczy pooperacyjnej niedroznosci jelit opiera sie na obserwacji, iz
stopien zahamowania perystaltyki przewodu pokarmowego jest uzalezniony od sity i
rodzaju bodzca bélowego zastosowanego podczas zabiegu operacyjnego. Obejmuje on
wykonanie naciecia skory, laparotomii i laparotomii z masazem jelit w celu wywotania
odpowiedniego stopnia pooperacyjnego spowolnienia perystaltyki jelit. Zaréwno
naciecie skéry, jak i laparotomia wykonywana w ramach tego badania miaty
standaryzowang dtugos¢ 3 cm. Wykazano bowiem, iz dtugo$¢ wykonanego ciecia,
szczegblnie w zakresie miesnidwki, wptywata na stopien spowolnienia perystaltyki jelit
(Uemura et al., 2004). Masaz jelit przeprowadzano po wyciggnieciu ich poza obreb
jamy brzusznej, uktadajac je na jatowej gazie. Trudnos$é tego zabiegu polega na fakcie,
iz jelito szczura zawieszone jest na delikatnej krezce. Zbyt gwattowne lub silne
pocigganie wywotuje uszkodzenie same] krezki, jak i przebiegajgcych w niej naczyn
krezkowych. Wigze sie to z dodatkowymi uszkodzeniami moggcymi mieé wptyw na
wyniki eksperymentu. Dlatego podczas przeprowadzania badan przyktadano jak
najwiekszg starannos¢ do delikatnej manipulacji jelitem, aby nie dopusci¢ do
uszkodzen krezki czy jej naczyn. Przypadki widocznego duzego uszkodzenia
odnotowano w o$miu przypadkach, a zwierzeta te zostaty wytgczone z badania i
analizy statystycznej. Masaz jelita cienkiego przeprowadzano w sposéb
standaryzowany opuszkami palcéw w jatowych rekawicach, 6 krotnie od odzwiernika
do katnicy. Czas trwania masazu byt zblizony dla wszystkich zwierzat poddanych

badaniom i wynosit okoto 6 minut. Czas trwania catego zabiegu operacyjnego od
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rozpoczecia ciecia chirurgicznego do zatozenia ostatniego szwu byt réwniez
standaryzowany i wynosit 10 minut. W trakcie zabiegu masazu jelit, a takze innych
przeprowadzanych procedur, utrzymywano statg temperature 3841 stopni Celcjusza w
polu operacyjnym stosujgc promiennik ciepta, a temperature kontrolowano przy uzyciu
termometru z sondg umieszczong w bezposrednim sgsiedztwie pola operacyjnego.
Pozwolito to na zapobieganie wychfadzania zwierzecia w trakcie zabiegu i utrzymanie
standardowych warunkéw zabiegu. Stosowanie promiennika ciepta wigzato sie z
koniecznoscig statego zwilzania jelit jatowym roztworem 0,9 % chlorku sodu w celu

zapobiegania ich wysychaniu.

Model ten, pomimo swoich niewatpliwych zalet, posiada réwniez pewne ograniczenia.
Pierwszg, i by¢ moze najwazniejszg wadg wybranego modelu, jest fakt, iz u ludzi
gtdwna czescig jelita narazong na porazenie jest jelito grube, podczas gdy u szczuréw w
czasie trwania pooperacyjnej niedroznosci jelit zatrzymanie perystaltyki jest
najbardziej znamienne w jelicie cienkim (Holte, et al., 2002 [Minerva Anestesiol]).
Dodatkowo, wybrany model ocenia jedynie wczesng faze pooperacyjnej niedroznosci
jelit u szczura, pomijajac faze opdziniong wystepujacg po niedokrwieniu-reperfuzji
zwigzanej z zabiegami operacyjnymi na jelitach (tugowska-Umer, 2009). Moze to

utrudni¢ aplikacje praktyczng wynikéw tej pracy u ludzi.

Pomiar pasazu jelitowego w toku badaih oceniano poprzez pomiar odlegtosci od
odzwiernika do najdalszego punktu migracji niebieskiego barwnika Evansa podanego
przez sonde do zotadka. Wszystkim zwierzetom poddanym badaniom podawano
standaryzowang ilos¢ barwnika wynoszagcg 0,15 ml. Pomiar przeprowadzano

bezposrednio po usmierceniu zwierzecia, a na jelito zaktadano kleme uniemozliwiajgca
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pasywne przesuwanie barwnika w jelicie podczas jego wyciggania i preparacji. Nalezy
jednak zwrdci¢ uwage na fakt, iz niektérzy autorzy poddajg w watpliwosé korelacje
pasazu jelitowego barwnika mierzonego u szczuréw bezposrednio w jelicie cienkim z
nasileniem pooperacyjnej niedroznosci jelit, wskazujgc, iz badanie radiologiczne przy
uzyciu barytu pozwala na lepszg ocene nasilenia Pl (Lee et al., 2002). Z drugiej strony,
zdaniem innego autora, zmniejszenie penetracji barwnika w jelicie cienkim wydaje sie
dobrze korelowac¢ ze stopniem zahamowania aktywnosci elektrycznej jelita oraz
wedrujgcego kompleksu mioelektrycznego MMC (Kelley et al., 1993; Ruwart et al.,
1980). Kolejnym ograniczeniem, na ktdre nalezy zwréci¢ uwage jest fakt, iz pasaz
jelitowy barwnika Evansa mierzony przy uzyciu znacznika podanego przez sonde do
zotagdka odzwierciedla nie tylko czynnos¢ propulsywna jelit, ale takze czas oprdzniania
zofadka. Z drugiej jednak strony, wyniki pomiaréw pasazu btekitu Evansa w jelicie
cienkim szczurow uzyskane w fazie przygotowawczej niniejszej pracy wykazaty
powtarzalnos¢ wynikdw i korelacje ze stopniem inwazyjnosci przeprowadzonego
zabiegu, co pozwala stwierdzi¢, iz wybrany sposéb pomiaru pasazu w zadowalajgcy

sposodb odzwierciedla faze wczesng pooperacyjnej niedroznosci jelit u szczuréw.

Nalezy podkreslié, iz wszystkie alternatywne modele badawcze, ktérymi mozna bytoby
zastgpi¢ model wybrany do niniejszej pracy, posiadajg swoje wady oraz zalety.
Wybrany model jest stosunkowo prosty i powtarzalny, co wykazano w toku badan, a
ponadto bada pasaz jelitowy barwnika w sposdéb nieinwazyjny w uktadzie in vivo, co
niewatpliwie jest jego zaletg. Model byt juz wielokrotnie z powodzeniem uzywany
zaréowno w naszym, jak i innych osrodkach (De Winter et al., 1997 [Br J Pharmacol];

Ciechanowicz et al., 2006; De Winter et al., 1997 [Eur J Pharmacol]).
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W badaniach wstepnych, przeprowadzony w celu oceny czy przeprowadzenie
standaryzowanych zabiegdw ma wptyw na pasaz jelitowy barwnika obserwowano, iz
zwiekszenie inwazyjnosci bodzZca zastosowanego podczas operacji ma proporcjonalny
wptyw na spowolnienie pasazu substancji znacznikowej. W grupie szczurdow, u ktérych
wykonano jedynie naciecie skéry, obserwowano spowolnienie pasazu barwnika 0 9,2 %
w poréwnaniu do szczuréw, u ktdérych nie wykonano zadnych procedur (grupa UT).
Analiza statystyczna nie wykazata istotnosci statystycznej tego spowolnienia. W
kolejnych grupach obserwowano natomiast bardziej nasilone i statystycznie istotne
spowolnienie pasazu btekitu Evansa w jelicie. W grupie, w ktérej zastosowano
laparotomie obserwowano zmniejszenie pasazu jelitowego barwnika Evansa o 46,2 %
w poréwnaniu do grupy UT, natomiast w grupie, w ktérej dodatkowo wykonano masaz
jelit zmniejszenie pasazu barwnika wynosito 79,3 %, w pordwnaniu do grupy UT.
Podobne efekty obserwowali inni badacze uzywajacy wybranego modelu (De Winter et
al., 1997 [Br J Pharmacol]; Korolkiewicz et al., 2003; Ciechanowicz et al., 2006).
Uzyskane wyniki pozwalajg stwierdzié, iz zaréwno wykonana w sposéb standaryzowany
laparotomia, jak i masaz jelit, wywotuje istotne statystycznie spowolnienie perystaltyki,
podobne do tego, ktore obserwuje sie w pooperacyjnej niedroznosci jelit. Szybkos¢
powrotu perystaltyki, oraz nasilenie pasazu jelitowego barwnika badane jest w
wybranym modelu w sposéb powtarzalny, co pozwolito przeprowadzi¢ kolejne etapy

eksperymentdow z uzyciem badanych substancji.

Badane w toku tej pracy substancje podawano dootrzewnowo na 2 godziny przed
planowanym zabiegiem przy uzyciu cienkiej igty, w sposdb jak najmniej traumatyczny.
Wada tej drogi podania jest fakt, iz aby lek podawany dootrzewnowo przeszedt do

krwiobiegu, musi najpierw zosta¢ wchioniety z powierzchni otrzewnej. Czes¢ leku

57



wchtaniana przez otrzewng trzewng przechodzi przez krgzenie wrotne do watroby,
podlegajgc efektowi pierwszego przejscia. W przypadku zadnego z uzytych zwigzkow
efekt ten nie ma jednak wiekszego znaczenia. Z drugiej strony, powierzchnia otrzewnej
jest duza, co zapewnia dobre wchtanianie, a podanie leku na 2 godziny przed
zabiegiem zapewnia odpowiednig ilo$¢ czasu na prawidtowe jego wchfanianie. Inng
wadg tej drogi podania jest fakt, iz ewentualna niewchtfonieta czes¢ podanego leku
znajduje sie w bezposrednim sgsiedztwie organu badanego, tj. jelita cienkiego.
Rozwazano tez alternatywne drogi podania, jednakie kazda z nich posiadata
ograniczenia uniemozliwiajgce jej uzycie. Droga dozylna jest trudna technicznie,
poniewaz dostepne naczynia szczura sg niewielkie, a precyzja niezbedna do
prawidtowego naktucia naczynia i podania leku wymagatby wstepnego znieczulenia
ogdlnego. Ponadto po podaniu drogg dozylng substancje takie jak propranolol czy
metoprolol mogtyby spowodowac¢ hipotonie, nasilong bradykardie, czy nawet wywotaé
przejSciowy blok serca. Inne substancje jak fentolamina czy prazosyna, mogtyby
spowodowac nasilong hipotonie wywotang rozkurczem naczyn. Z kolei podanie
domiesniowe zostato zdyskwalifikowane ze wzgledu na objetos¢ rozpuszczalnika

niezbedng do przygotowania podawanych lekéw.

Rozpoczynajac ocene znaczenia uzyskanych wynikdw nalezy zwrdcié uwage na efekt
obserwowany po zastosowaniu nieselektywnego antagonisty receptoréw beta-
adrenergicznych, propranololu. W toku badan zaobserwowano istotne statystycznie
przyspieszenie pasazu jelitowego barwnika po podaniu dawek 30 i 45 mg/kg m.c.
propranololu. Dalsze zwiekszanie dawek do 60 i 100 mg/kg m.c. powodowato $Smieré
wiekszosci badanych zwierzat ze wzgledu na dziatanie na receptory betal

adrenergiczne w sercu i wywotywane efekty krgzeniowe. Zwiekszenie pasazu barwnika
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w jelicie po zastosowaniu propranololu byto niewielkie i osiggato dla dawek 30 i 45

mg/kg m.c. odpowiednio 40% i 38,3 % pasazu obserwowanego w grupie UT.

W kolejnych badaniach stwierdzono, iz propranolol nie wykazywat efektu
przyspieszajgcego na pasaz barwnika po zastosowaniu go u szczuréw, u ktérych

wykonano jedynie znieczulenie eterem lub jedynie laparotomie.

Propranolol jest antagonistg nieselektywnym, blokujgcym zaréwno receptory betal,
jak i beta2 adrenergiczne. Kolejne badania miaty na celu prébe oceny czy selektywna
blokada poszczegdlnych podtypow receptorédw betal, 2 i 3-adrenergicznych wywota
podobny efekt na perystaltyke jak propranolol. Uzyskane wyniki badan wskazujg
jednak na brak istotnego statystycznie wptywu zastosowania metoprololu, ICI-118,551
oraz SR58894A na przyspieszenie pasazu jelitowego barwnika. Powyzsze wyniki mogg
wskazywac na fakt, iz to nie dziatanie receptorowe propranololu stoi za zwiekszeniem

pasazu barwnika po jego zastosowaniu przed operacja.

W pismiennictwie mozna znalez¢ sprzeczne informacje na temat wptywu propranololu
na pasaz jelitowy w pooperacyjnej niedroznosci jelit u szczurow. W badaniu
przeprowadzonym u pacjentdw poddanych resekcji jelita grubego stwierdzono, iz
dozylne podawanie propranololu skraca czas do wystgpienia stolca (Hallerback et al.,
1987). W innym badaniu stwierdzono, iz podawanie doustne propranololu rozpoczete
przed i kontynuowane po zabiegu operacyjnym nie skraca czasu trwania niedroznosci,
oraz pozostaje bez wptywu na aktywnosé elektryczng jelita grubego (Ferraz et al.,
2001). W obu przypadkach podawano dawki znacznie nizsze niz zastosowane w

niniejszej pracy.
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Do préby wyjasnienia wptywu propranololu na przyspieszenie pasazu barwnika w
zastosowanym modelu pooperacyjnej niedroznosci jelit nalezy rozwazy¢ jego
dodatkowe witasnosci farmakodynamiczne. Lek ten jest nie tylko modelowym,
nieselektywnym antagonistg receptorow betal i beta 2-adrenergicznych. W duzych
dawkach przypisuje sie mu takze dziatanie stabilizujgce btony komérkowe podobne do
lidokainy. Ustalono, iz efekt ten jest niezalezny od blokady receptoréow
adrenergicznych, poniewaz wystepuje rowniez po zastosowaniu stereoizomeru R(+)
(dawniej okreslanego jako d-propranolol), ktéry ma okoto 100 razy stabsze
powinowactwo do receptora beta od stereoizomeru S(-) propranololu (Mehvar et al.,
2001). Ponadto efekt ten nie byt obserwowany po zastosowaniu metoprololu.
Stwierdzono, iz dziatanie to oparte jest na hamowaniu aktywnosci zaleznych od
napiecia kanatéw sodowych (Wang et al., 2010). Wptyw na kanaty sodowe moze
wywotywac dziatanie znieczulajgce miejscowo. Co wiecej, w badaniach in vitro
obserwowano takze dziatanie anty-oksydacyjne propranololu stosowanego w duzych
dawkach. Dziatanie to polegato na zmniejszeniu produkcji rodnikéw tlenowych
zwigzanym z neutralizowaniem przez propranolol dziatania na btone komoérkowa
neutrofili cztowieka takich cytokin prozapalnych jak: fosfolipidy, LPC, PAF czy LPAF.
Podobnie jak w przypadku poprzedniej cytowanej pracy, w tym badaniu obserwowano
jednakowgq skuteczno$¢ obu stereoizomerdw propranololu, a takze nie obserwowano
go po zastosowaniu innych beta-blokeréw, w tym metoprololu (Anderson et al., 1996).
Inni autorzy obserwowali obecnos¢ na powierzchni makrofagéw receptoréw beta2-
adrenergicznych. Po zastosowaniu propranololu obserwowano zmniejszenie produkcji
wolnych rodnikéw tlenowych w makrofagach, co wigzano z blokowaniem przez ten lek

receptorow beta2-adrenergicznych. Nie stosowano jednak w tym badaniu zadnego z
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selektywnych antagonistow receptorow beta-adrenergicznych, co nie pozwala
potwierdzi¢, iz to wtasnie antagonizm wzgledem receptora beta-2 adrenergicznego, a
nie dziatanie stabilizujgce btony komérkowe, jest odpowiedzialne za ten efekt (Shen et

al., 1994).

W trakcie badan wykonanych w ramach tej pracy podawano propranolol droga
dootrzewnowg, w stosunkowo duzych dawkach wynoszacych 30 i 45 mg/kg m.c. W
oparciu o wyniki uzyskane w tej pracy nie mozna jednoznacznie okresli¢ mechanizmu
przyspieszenia pasazu barwnika po premedykacji propranololem. Obserwacja, iz efekt
dziatania leku pojawia sie w stosunkowo duzych dawkach, oraz brak efektu na pasaz
jelitowy barwnika po podaniu selektywnych antagonistéw receptorow adrenergicznych
betal, 2 i 3, pozwala na wysuniecie hipotezy, iz obserwowane przyspieszenie pasazu
barwnika moze by¢ zwigzane z dziataniem stabilizujgcym bfony propranololu,

wywotujgcym efekt miejscowo znieczulajgcy oraz anty-oksydacyjny na neutrofile.

Dawki propranololu niezbedne do wywotania tego efektu sg tak duze, iz w przypadku
zastosowania ich u ludzi dosztoby do nasilonych dziatan niepozgdanych ze strony
uktadu sercowo-naczyniowego, jak hipotonia, bradykardia czy blokada uktadu
bodzcoprzewodzgcego serca. Ogranicza to, lub wrecz uniemozliwia, praktyczng
aplikacje propranololu w takich dawkach, w pooperacyjnej niedroznosci jelit u ludzi,
ale otwiera droge do poszukiwania selektywnego zwigzku wptywajgcego na aktywnosc
elektryczng jelit i wywotujgcego efekt anty-oksydacyjny, ale pozbawionego

niekorzystnych dziatan na ukfad krazenia.

Ponadto nalezy zwrdéci¢ uwage, iz we wspomnianym juz wczes$niej kontrolowanym

badaniu prospektywnym przeprowadzonym na ludziach, w ktdrym oceniano wptyw

61



akceptowalnych dawek propranololu wynoszgcych 80-160 mg na dobe, nie
stwierdzono istotnej statystycznie rdéznicy w skracaniu objawdw pooperacyjnej
niedroznosci jelit, jak i mierzonej bezposrednio aktywnosci elektrycznej jelit po
zastosowaniu propranololu w poréwnaniu z placebo (Farraz et al.,, 2001). Z tego
powodu nie przeprowadzono dalszych badan zwigzanych z wptywem propranololu na

kurczliwos$é jelita w izolowanych preparatach jelita.

Kolejny etap doswiadczern obejmowat wptyw antagonistéw receptoréw alfa-
adrenergicznych na pasaz jelitowy barwnika Evansa. Nie obserwowano przyspieszenia
pasazu barwnika po zastosowaniu nieselektywnego antagonisty receptoréw alfa-
adrenergicznych fentolaminy, ani po zastosowaniu antagonisty receptoréw alfal-

adrenergicznych prazosyny.

Przyspieszenie pasazu barwnika zaobserwowano natomiast po zastosowaniu johimbiny
we wszystkich podanych dawkach. Efekt przyspieszenia pasazu barwnika byt zalezny od
dawki i osiggnat maksymalng wielkos¢ po podaniu 10 mg/kg m.c. Istotnosé
statystyczng na zatozonym poziomie p<0,05 uzyskano dla dawek 10 i 30 mg/kg m.c. dla
ktorych obserwowany pasaz barwnika wynosit odpowiednio 71,9% i 54,9 % pasazu

barwnika osiggnietego w grupie UT.

Aby wyjasni¢ ochronne dziatanie johimbiny na prace jelit po laparotomii i operacyjnym
masazu jelit nalezy przypomnie¢, iz lek ten jest antagonistg receptoréow alfa2-
adrenergicznych. S3 to receptory obecne zaréwno w osrodkowym uktadzie nerwowym,
gtownie jako receptory presynaptyczne, a takze na obwodzie, w miesnidwce gtadkiej,
adipocytach, ptytkach krwi czy monocytach. | to wiasnie obecnos¢ receptoréw alfa-2

adrenergicznych w miesnidwce przewodu pokarmowego oraz na monocytach wydaje
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sie odgrywac kluczowg role w ochronnym dziataniu johimbiny w pooperacyjnej

niedroznosci jelit.

Jak zaznaczono w rozdziale 1 tej pracy pooperacyjna niedroznos$é jelit sktada sie z
dwdch faz: wczesnej i péinej. Dowiedziono, iz kluczowa role w ocenianej w tej pracy
fazie wczesnej spowalniania pasazu jelitowego u gryzoni po masazu jelit odgrywaja
odruchy z nocyceptoréw i mechanoreceptoréw jelita powodujgce aktywacje uktadu
wspoiczulnego oraz uktadu okreslanego jako nieadrenergiczny i nieadrenergiczny
(Boeckxstaens et al., 1999; Boeckxstaens et al., 2000; De Winter et al., 1998).
Zastosowanie lekéw o dziataniu sympatykolitycznym, jak rezerpina czy guanetydyna,
przed operacjg laparotomii i masazu jelit powodowato zmniejszenie hamujgcego
dziatania zabiegu na pasaz jelitowy (De Winter et al., 1997 [Br J Pharmacol]), czy

poprawe oprdzniania zotgdka u myszy (De Jonge et al., 2003).

Nalezy podkresli¢, rola receptoréow alfa-2 adrenergiczne nie ogranicza sie jedynie do
roli autoreceptoréw, regulujgcych wydzielanie noradrenaliny w zakonczeniach
neurondéw adrenergicznych. Funkcjonujg one takze jako heteroreceptory w innych
komodrkach nerwowych, w tym cholinergicznych. Stwierdzono, ze u wielu gatunkow
zwierzat laboratoryjnych pobudzenie receptoréow alfa-2 adrenergicznych powoduje
zahamowanie wydzielania acetylocholiny z cholinergicznych zakonczen nerwowych.
Jest to spowodowane zmniejszeniem naptywu jonéw wapnia (Ca®*) do komérek
nerwowych, prawdopodobnie w zwigzku z hiperpolaryzacjg btony komdrkowej wtdrnej
do zwiekszonej przepuszczalnosci dla jondw potasu (Langer, 1997). Receptory alfa-2
adrenergiczne sg zlokalizowane presynaptycznie miedzy innymi w ukfadzie

pokarmowym i regulujg jego motoryke. Uposledzenie uwalniania acetylocholiny w
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odpowiedzi na stymulacje adrenoreceptorow powoduje uposledzenie kurczliwosci
miesniowki jelita cienkiego (Fuder et al., 1995) i miesnidowki zotgdka w warunkach in
vitro (Yokotani et al., 1993). Nalezy podkresli¢, iz przyspieszenie pasazu jelitowego
barwnika po premedykacji przed zabiegiem johimbing w optymalnej dawce 10 mg/kg
m.c. nie przywraca pasazu jelitowego do poziomu obserwowanego u szczurow
poddanych jedynie znieczuleniu eterowemu (E) bez przeprowadzania jakichkolwiek
zabiegdw operacyjnych. Ponadto johimbina nie wptywa na pasaz jelitowy barwnika u
szczuréw poddanych wytacznie znieczuleniu eterowemu (E+J10). Wskazuje to na fakt,
iz uposledzenie wydzielania acetylocholiny w odpowiedzi na stymulacje adrenergiczng
jest mato istotnym, a juz na pewno nie jest jedynym czynnikiem odpowiadajgcym za

uposledzenie pasazu jelitowego w pooperacyjnej niedroznosci jelit.

Potwierdzeniem tej tezy moze by¢ ponadto obserwacja, iz johimbina podana przed
zabiegiem u szczurdw poddanych jedynie laparotomii nie zwieksza statystycznie
istotnie pasazu btekitu Evansa w poréwnaniu do szczuréow poddanych laparotomii, u
ktorych nie stosowano johimbiny. Podanie johimbiny powodowato migracje barwnika
u szczuréw poddanych laparotomii do 60 % pasazu barwnika obserwowanego u
szczuréw UT, podczas gdy u szczurdw niepoddanych interwencji farmakologicznej
laparotomia powodowata migracje barwnika osiggajacg 53,8 % pasazu

obserwowanego w grupie UT.

Innym mechanizmem, poprzez ktéry alfa-2 adrenoreceptory wptywaja na uposledzenie
pasazu jelitowego po masazu jelit jest ich wptyw na komérki zapalne uktadu fagocytow
jednojagdrzastych. Efekt ten rozpoczyna sie juz po kilkudziesieciu minutach od operacji.

Potwierdzono, iz w miesnidwce jelit poddanych masazowi dochodzi do znacznej
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infiltracji przez leukocyty, co koreluje ze stopniem nasilenia pooperacyjnej
niedroznosci jelit (Kalff et al., 1998, Kalff et al., 1999). Nie stwierdzono jednak, aby
podanie johimbiny zmniejszato infiltracje miesniéwki przewodu pokarmowego
poddanego masazowi jelit przez leukocyty (Kreiss et al., 2004), co pozwala sgdzi¢, iz to
jej wptyw na funkcje komérek odpornosciowych, raczej niz na ich ilos¢, odpowiada za
efekt tego leku w zmniejszaniu nasilenia pooperacyjnej niedroznosci jelit. Stwierdzono,
iz pobudzenie alfa-2 adrenoreceptoréw przez uwalniang odruchowo w trakcie zabiegu
noradrenaline powoduje zwiekszenie ekspresji mRNA indukowalnej syntazy tlenku
azotu (iNOS), co powoduje zwiekszenie produkcji tlenku azotu w makrofagach
rezydujgcych w miesnidwce jak i leukocytach infiltrujgcych jg po masazu jelit u gryzoni.
(Kreiss et al., 2004). Nalezy podkresli¢, iz tlenek azotu (NO) jest waznym transmiterem
o dziataniu hamujgcym na perystaltyke przewodu pokarmowego. Wykazano, iz
powoduje on hiperpolaryzacje w miesnidwce okreznej jelit i hamuje jej spontaniczng
kurczliwosé (Stark et al., 1993; Stark et al., 1991; Zyromski et al., 2001). Zahamowanie
produkcji NO przez selektywnego antagoniste jego produkcji oraz brak jego syntezy u
myszy ,knock-out”, nieposiadajgcych genu syntetazy iNOS zmniejszato podatnosé
gryzoni na rozwdj pooperacyjnej niedroznosci jelit po ich masazu (Kalff et al., 2000;

Korolkiewicz et al., 2003).

Stwierdzono takze, przy pomocy metody HPLC-ED (High-Performance Liquid
Chromatography with Electrochemical Detection), iz makrofagi, jak i inne komorki
jednojadrzaste uktadu odpornosciowego majg zdolnos¢ do produkcji katecholamin
(Cosentino et al., 2000). Wykazano takze, iz noradrenalina wydzielana przez makrofagi
pobudzajgc receptory alfa2-adrenergiczne powoduje w sposdb autokrynny zwiekszenie

produkcji cytokin prozapalnych takich jak TNF-alfa. Co wiecej wykazano, iz
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zastosowanie antagonisty receptora alfa2-adrenergicznego powoduje zmniejszenie
produkcji TNF-alfa stymulowanej w sposdb autokrynny przez makrofagi (Spengler et
al., 1994). Pozwala to sgdzi¢, iz autostymulacja makrofagdw przez wydzielang przez nie
noradrenaline moze stymulowaé réwniez wydzielanie NO w miesnidwce jelit. Nie
wyklucza to jednak wptywu na wydzielanie NO noradrenaliny wydzielanej z zakoriczen

neuronalnych (Kreiss et al., 2003).

W moich badaniach wykazatem, iz zastosowanie L-NAME, ktory jest inhibitorem iNOS u
gryzoni powodowato w dawce 30 mg/kg istotne przyspieszenie pasazu jelitowego
barwnika Evansa w pordéwnaniu do grupy kontrolnej (CG) po masazu jelit osiggajgce
47,7 % pasazu barwnika obserwowanego w grupie UT. Wyniki te byty zbiezne z
uzyskanymi we wczesniejszych innych badaniach prowadzonych w naszej Katedrze

(Korolkiewicz et al., 2004).

W moich badaniach zastosowanie tgczne johimbiny w optymalnej dawce 10 mg/kg w
potaczeniu z L-NAME w dawce 30 mg/kg nie wykazywato efektu synergistycznego, a
przyspieszenie pasazu barwnika Evansa, ktére byto istotne statystycznie w pordwnaniu
do grupy kontrolnej (CG) osiggneto 45,94% pasazu barwnika obserwowanego u
szczuréw niepoddanych zadnym zabiegom (UT). Pozwala to domniemywaé, ze efekt
dziatania johimbiny, przynajmniej czesciowo opiera sie na zmniejszaniu indukcji iNOS i

produkcji tlenku azotu (NO).

Co wiecej, wptyw tgcznego zastosowania L-NAME z johimbing na pasaz jelitowy byt
mniejszy, niz zastosowanie samej johimbiny w dawce 10 mg/kg, gdzie obserwowano
pasaz barwnika Evansa osiggajacy 71,9% pasazu w grupie UT. Wskazuje to na fakt, iz

johimbina poza wptywem na receptory alfa2-adrenergiczne uktadu fagocytow
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jednojgdrzastych ma réwniez inne mechanizmy ochronnego dziatania na pasaz jelitowy
we wczesnej fazie pooperacyjnej niedroznosci jelit u szczurdw, a zastosowanie tgczne z
L-NAME zmniejsza ten efekt. Nie opisano wczesniej w pismiennictwie efektu
wspodlnego zastosowania inhibitora iNOS i antagonisty receptora alfa2-
adrenergicznego, wobec czego trudno jest okresli¢, dlaczego taczne ich stosowanie

zmniejsza efekt ochronny johimbiny. Obserwacja ta wymaga dalszych badan.

Ciekawg obserwacja jest fakt, iz johimbina zastosowana w optymalnej dawce 10 mg/kg
tgcznie z propranololem w dawce 30 mg/kg powodowata nieznacznie mniejsze
przyspieszenie pasazu barwnika Evansa w porownaniu do grupy, w ktérej zastosowano
samg johimbine w dawce optymalnej, jednakze bez istotnej statystycznie rdznicy
(odpowiednio 60,6% i 71,9 % pasazu barwnika obserwowanego w grupie UT). W
badaniach przeprowadzonych przez innych badaczy potwierdzono, iz makrofagi
posiadajg zardwno receptory afa2-adrenergiczne, jak i beta-2 adrenergiczne. W
badaniach in vitro zablokowanie receptoréw alfa-2 adrenergicznych idazoksanem
(ktéry jest antagonistg tych receptoréow, a takze receptoréow imidazolinowych)
powodowato zmniejszenie produkcji wolnych rodnikdw tlenowych, a takze
zmniejszenie stezenia azotyndw w makrofagach. Z kolei zastosowanie propranololu,
jak opisano powyzej, powodowato w makrofagach jedynie zmniejszenie produkcji
wolnych rodnikéw tlenowych. Efekt ten przypisywano blokadzie przez propranolol
receptorow beta2-adrenergicznych na powierzchni makrofagéw, jednakze nie
potwierdzono tego poprzez zastosowanie selektywnego antagonisty receptora beta2-
adrenergicznego. Stwierdzono takze, iz tgczne zastosowanie idazoksanu i propranololu
ma czesciowo antagonistyczne dziatanie wzgledem siebie, co jest spdjne z

przeprowadzonymi w toku tej pracy badaniami in vivo (Shen et al., 1994).
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Podsumowujgc, wykonane badania pozwalajg stwierdzié, iz zarowno zastosowanie
propranololu, jak i johimbiny przed planowanym zabiegiem operacyjnym w
zastosowanym modelu pooperacyjnej niedroznosci jelit u szczurow powodowato
istotne statystycznie przyspieszenie pasazu barwnika w jelicie w pordwnaniu do
szczuréw niepoddanych farmakoterapii. Skuteczniejszym lekiem okazata sie johimbina,
jednakze nie przywracata ona pasazu jelitowego btekitu Evansa do poziomu
obserwowanego w grupie niepoddanej zadnym zabiegom. Jednoczesnie faczne
zastosowanie optymalnych dawek propranololu i johimbiny nie wptywato
synergistycznie na przyspieszenie pasazu barwnika w zastosowanym modelu. Ponadto
zaobserwowano, iz jednoczesne podanie johimbiny z L-NAME nie wykazywato dziatania
synergistycznego na zwiekszenie zahamowanego masazem jelit pasazu barwnika w
jelicie, a pasaz btekitu Evansa w tej grupie byt mniejszy, niz w grupie, w ktérej podano

jedynie optymalng dawke johimbiny.

Wykonane badania nie pozwalaja jednoznacznie okresli¢é mechanizmu dziatania
ochronnego johimbiny i propranololu na pasaz jelitowy u szczuréw w modelu
pooperacyjnej niedroznosci jelit. Wiadomo, iz pooperacyjna niedroznosc jelit jest
procesem wieloczynnikowym. W jej patogenezie opisano role wielu czynnikéw i
uktadéw, w  tym: rozlegtosci  zabiegu  operacyjnego, typu  zabiegu
(laparoskopowy/klasyczny), uktadu adrenergicznego, mediatoréw zapalnych, wolnych
rodnikow tlenowych, tlenku azotu wydzielanego w odpowiedzi na indukcje NOS,
tachykinin, opioidéw stosowanych w trakcie zabiegu operacyjnego, a takie lekéw
stosowanych do znieczulenia ogdlnego. Praca ta skupiata sie na systematycznej ocenie
roli poszczegdlnych podtypow receptoréow adrenergicznych w patogenezie tej

jednostki chorobowej. Wykonane badania potwierdzity, iz uktad adrenergiczny

68



aktywowany w trakcie zabiegu na jamie brzusznej i obejmujgcego masaz jelit ma
hamujgcy wptyw na perystaltyke jelit oraz pasaz jelitowy we wczesne] fazie
pooperacyjnej niedroznosci jelit u szczuréw. Uzyskane wyniki sugerujg jednoczesnie, iz
uktad adrenergiczny nie jest jedynym czynnikiem wywotujgcym porazenie jelit, a
patogeneza pooperacyjnej niedroznosci jelit jest w istocie wieloczynnikowa, gdyz pasaz
jelitowy barwnika Evansa obserwowany in vivo po podaniu johimbiny czy propranololu
nie byt przywracany do poziomu obserwowanego u szczuréw niepoddawanych

zabiegom operacyjnym.
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6. Whnioski

1. Wptyw katecholamin wydzielanych w trakcie masazu jelit jest jednym z
istotnych czynnikdw w patogenezie pooperacyjnej niedroznosci jelit u szczurow

2. Sposrdd badanych antagonistdow receptoréw adrenergicznych jedynie
zastosowanie propranololu oraz johimbiny powodowato efekt przyspieszajacy
pasaz jelitowy po zabiegu operacyjnym obejmujgcym masaz jelit, przy czym nie
obserwowano synergistycznego efektu przy jednoczesnym zastosowaniu obu
lekéw w optymalnych dawkach

3. W oparciu o przeprowadzone badania nie mozna jednoznacznie okredli¢
mechanizmu ochronnego dziatania propranololu na pasaz jelitowy. Brak efektu
po selektywnych antagonistach poszczegdlnych podtypdw receptoréw betal, 2
i 3-adrenergiczncych moze sugerowa¢, iz mechanizmem odpowiedzialnym za
ten efekt moze by¢ obserwowanie bardzo przy duzych stezeniach propranololu
dziatanie stabilizujgce btony, wywotujace znieczulenie miejscowe oraz efekt
anty-oksydacyjny

4. Dziatanie ochronne johimbiny na pasaz jelitowy w pooperacyjnej niedroznosci
jelit u szczuréw zwigzane jest z blokada receptora alfa2 adrenergicznego.
Uzyskane wyniki wykazujgce brak synergistycznego efektu johimbiny z L-NAME
sugerujg, iz gtdwnym mechanizmem dziatania johimbiny w pooperacyjnej
niedroznosci jelit moze byc¢ jej dziatanie na receptory alfa-2 adrenergiczne w

uktadzie fagocytow jednojadrzastych rezydujagcych w miesnidwee jelit,
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powodujgce zmniejszenie indukcji iNOS i spadek produkcji tlenku azotu oraz
wolnych rodnikéw tlenowych

Dodatkowym, ale mato istotnym dziataniem johimbiny moze by¢ oddziatywanie
na heteroreceptory alfa-2 adrenergiczne w neuronach cholinergicznych. Ich
zablokowanie powoduje zniesienie hamujgcego dziatania noradrenaliny na
wydzielanie acetylocholiny w cholinergicznych zakoriczeniach nerwowych
uktadu pokarmowego i nasilenie perystaltyki

Przeprowadzone badania pozwalajg wysnuc¢ wniosek, iz johimbina mogtaby
znalez¢ zastosowanie w zapobieganiu rozwojowi lub zmniejszaniu nasilenia
pooperacyjnej niedroznosci jelit u ludzi. W pismiennictwie nie ma dotad prac
oceniajacych jej skutecznosc u pacjentéw poddawanych zabiegom operacyjnym

na jamie brzuszne;.
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8.Schematy, tabele i wykresy

Schemat 1. Przebieg procedur w grupie niepoddanej zadnym doswiadczeniom (UT).

Odstawienie karmy z pozostawieniem dostepu do
wody

24 h

Pomiar pasazu barwnika i dtugosci jelita

Zabicie

zwierzecia

Schemat 2. Przebieg procedur w grupie poddanej jedynie znieczuleniu eterowemu (E)

Odstawienie karmy z pozostawieniem dostepu do

wody

Rozpoczecie
znieczulenia

Podanie roztworu btekitu Evansa

do zotadka

Pomiar pasazu barwnika i

dtugosci jelita

30 min N

Zakoriczenie znieczulenia
eterem

Zabicie

zwierzecia
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Schemat 3. Przebieg procedur w grupach modelowych, w ktérych wykonywano
naciecie skoéry (Sl), laparotomie (L) i laparotomie z masazem jelit (L+M).

Odstawienie karmy z pozostawieniem dostepu do Podanie roztworu bfekitu Evansa Pomiar pasazu barwnika i
wody do zotadka dtugosci jelita
Sl —==-- »
10 min 1h
------------------------- — T ————-p
(LY >
Rozpoczecie znieczulenia i procedur Zakonczenie znieczulenia i Zabicie
chirurgicznych procedur chirurgicznych zwierzecia

Schemat 4. Przebieg procedur chirurgicznych oraz interwencje farmakologiczne we
wiasciwym etapie badania wptywu antagonistéw receptorow
adrenergicznych i L-NAME na pasaz jelitowy barwnika Evansa w modelu

pooperacyjnej niedroznosci jelit u szczuréw.

Odstawienie karmy z pozostawieniem Rozpoczecie znieczulenia i Podanie roztworu btekitu Pomiar pasazu barwnika
dostepu do wody procedur chirurgicznych Evansa do zotgdka i dtugosci jelita
LM - ---~- >
2h 10 min
> E -—---
Lo >
Dootrzewnowe podanie badanej substancji Zakonczenie znieczulenia i Zabicie
rozpuszczonej w 0,9% NaCl lub jedynie rozpuszczalnika procedur chirurgicznych zwierzecia
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Tabela 1. Doswiadczenia wstepne oceniajgce pasaz jelitowy w grupach kontrolnych.

Nazwa grupy Symbol grupy
Szczury niepoddane zadnym procedurom uT
Szczury poddane jedynie znieczuleniu eterem E
Szczury poddane nacieciu skory Sl
Szczury poddane laparotomii L
Szczury poddane laparotomii oraz masazowi jelit L+M

Tabela 2. Przebieg doswiadczen w grupach zwierzat badanych z zastosowaniem

antagonistow receptoréw beta-adrenergicznych.

Symbol
Nazwa grupy Dawka mg/kg m.c. grupy
Grupa kontrolna (podano 0,9% NaCl) CG
Propranolol 10-45 P10-P45
Metoprolol 2-100 M2 -M 100
ICI 118551 0,3-10 10,3-110
SR59230A 1-10 SR1-SR10
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Tabela 3. Przebieg doswiadczen w grupach zwierzat badanych z zastosowaniem

antagonistow receptordéw alfa-adrenergicznych.

Symbol
Nazwa gru Dawka mg/kg m.c.
grupy 8/Kg grupy
Grupa kontrolna (podano 0,9% NaCl) CG
Fentolamina 3-30 F3-P30
Pral-Pra
Prazosyna 1-10 10
Johimbina 3-30 J3-J30

Tabela 4. Ocena wptywu najskuteczniejszych dawek propranololu i johimbiny po

zastosowaniu znieczulenia eterem oraz laparotomii.

Symbol

Nazwa grupy Dawka mg/kg m.c. grupy
Znieczulenie eterem E

Znieczulenie eterem i johimbina 10 E+J10

Znieczulenie eterem i propranolol 30 E+P30
Laparotomia L

Laparotomia i johimbina 10 L+J10

Laparotomia i propranolol 30 L+P30
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Tabela 5. Badanie wptywu tgcznego podania johimbiny i propranololu na pasaz

jelitowy u szczuréw, u ktérych wykonano laparotomie i masaz jelit w

poréwnaniu do szczurdw z grupy kontrolnej oraz szczurdw, u ktoérych

podano johimbine w dawce 10 mg/kg m.c.

Symbol
Nazwa grupy Dawka mg/kg m.c. ;Irupy
Grupa kontrolna (podano 0,9% NaCl) CG
Johimbina 10 J10
Johimbina i propranolol 10i30 J10+P 30

Tabela 6. Badanie wptywu tgcznego podania johimbiny i propranololu, oraz badanie

wptywu L-NAME oraz tgcznego podania L-NAME i johimbiny po wykonaniu

laparotomii z masazem jelit.

Symbol

Nazwa grupy Dawka mg/kg m.c. gyrupy
Grupa kontrolna (podano 0,9% NaCl) CG
Johimbina 10 J 10

L-NAME 10 LN 10

L-NAME 30 LN 30

L-NAME 100 LN 100

L-NAME i Johimbina 30i10 LN30+J10
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Wykres 1. Dtugosc¢ jelita cienkiego mierzona od odzwiernika do katnicy we wszystkich

Dtugos¢ jelita (cm)

120 |

110

100

90

80 |

70

60 t

50

grupach szczuréw uzytych do doswiadczen. Wyniki w grupach o

liczebnosci n = 4 — 14 przedstawiono jako dtugos$¢ jelita w cm + btad

standardowy (SEM). Przy uzyciu testu jednoczynnikowego ANOVA i testu

post hoc Bonferoniego nie stwierdzono istotnych statystycznie rdznic

pomiedzy grupami.
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13 15 17 19 21 23 25 27 29 31
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Wykres 2. Uzyskane wartosci pasazu jelitowego barwnika w doswiadczeniach

Pasaz (cm)

70

60

50

40 |

30

20

10 |

wstepnych w grupie niepoddanej zadnym procedurom (UT) i grupach
poddanych: znieczuleniu eterem (E), nacieciu skory (Sl), laparotomii (L) i
laparotomii z masazem jelit (L + M). Wyniki przedstawiono w cm pasazu
barwnika Evansa w jelicie od odZwiernika *+ btad standardowy (SEM).
Istotne statystycznie rdznice pomiedzy grupami o liczebnosci n =7 — 11
uzyskano: UT, E i SI vs L (p<0,003), UT, Ei Sl vs L + M (p<0,0001), a takze

pomiedzy Lvs L + M (p<0,02).

I p<0,0001 1

o |

p<0,02

uT E SI L L+M

Nazwa grupy
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Wykres 3. Wptyw zastosowania propranololu w dawkach 10 — 45 mg/kg m.c. (P 10 —
45) na pasaz jelitowy barwnika w grupie poddanej laparotomii i masazowi
jelit w porédwnaniu do grupy kontrolnej (CG). Wyniki przedstawiono w cm
pasazu barwnika Evansa w jelicie od odZzwiernika * btgd standardowy
(SEM). Istotne statystycznie réznice pomiedzy grupami o liczebnoscin=6 —

12 uzyskano: P 30 vs CG (p<0,002) i P 45 vs CG (p<0,02).

28

I p<0,02 1
26 | | p<0,002

24 |
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CG P10 P30 P45
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Wykres 4. Wptyw zastosowania metoprololu w dawkach 2 — 100 mg/kg m.c (M 2 - M

Pasaz (cm)

22

20

18

16 |

14 |

12

10 |

100), ICI 118,551 w dawkach 0,3 —3 mg/kg m.c. (10,3 —13), SR 58894A w
dawkach 1 — 10 mg/kg m.c. (SR 1 — SR 10) na pasaz jelitowy barwnika
Evansa w grupie poddanej laparotomii i masazu jelit w pordwnaniu do
grupy kontrolnej (CG). Nie obserwowano istotnych statystycznie réznic
pomiedzy grupami o liczebnosci n =4 — 10 na zatozonym poziomie wartosci

prawdopodobienstwa testowego p<0,05.

cCG M2 M10 M30 M100 10,3 I1 I3 110 SR1 SR3 SR10

Nazwa grupy
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Wykres 5. Ocena wptywu antagonistow receptora alfa-adrenergicznego na pasaz

Pasaz (cm)

50
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35 t

30

25t
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10 |

jelitowy barwnika po wykonaniu laparotomii i masazu jelita w grupach, w
ktérych podano fentolamine w dawkach 3 — 30 mg/kg m.c. (F 3 — F 30),
prazosyne w dawkach 1 — 10 mg/kg m.c. (Pra 1 — Pra 10) i johimbine w
dawkach 3 — 30 mg/kg m.c. (J 3 —J 30) w porédwnaniu do grupy kontrolne;j
(CG). Wyniki przedstawiono w cm pasazu barwnika Evansa w jelicie od
odzwiernika * btad standardowy (SEM). Istotne statystycznie réznice
pomiedzy grupami o liczebnosci n =5 — 14 uzyskano: J 10 vs CG (p<0,0001) i

130 vs CG (p<0,002).

I p<0,002 1

J p<0,0001 ‘

CG F3 F10 F30 Pra1 Pra3 Pra6 Pra10 J3 J10 J30

Nazwa grupy
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Wykres 6. Wptyw podania johimbiny w dawce 10 mg/kg m.c. i propranololu w dawce

Pasaz (cm)

65
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35
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10 |

30 mg/kg m.c. u szczuréw poddanych znieczuleniu eterem (E +J 10 oraz E +
P 30) lub laparotomii (L + J 10 oraz L + P 30) w porédwnaniu do grup, w
ktorych wykonano odpowiednio jedynie znieczulenie eterem (E) lub
laparotomie (L). P Wyniki przedstawiono w cm pasazu barwnika Evansa w
jelicie od odzwiernika + btgd standardowy (SEM). Podanie lekéw nie
spowodowato istotnego statystycznie zwiekszenia pasazu barwnika po
znieczuleniu eterem ani laparotomii na zatozonym poziomie wartosci

prawdopodobienstwa testowego p<0,05. Grupy miaty liczebno$é n=5—11.

E E+J10 E+P30 L L+J10 L+P30

Nazwa grupy
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Wykres 7. Poréwnanie skutecznosci tgcznego podania johimbiny w dawce 10 mg/kg

Pasaz (cm)
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m.c. i propranololu w dawce 30 mg/kg m.c. (J 10 + P 30) na przyspieszenie
pasazu jelitowego barwnika po wykonaniu laparotomii i masazu jelit w
poréwnaniu do grupy kontrolnej (CG) i grupy, w ktérej podano wytgcznie
johimbine w dawce 10 mg/kg m.c. (J 10). Wyniki przedstawiono w cm
pasazu barwnika Evansa w jelicie od odzwiernika * bfad standardowy
(SEM). Istotne statystycznie rdznice pomiedzy grupami o liczebnoscin =5 —
10 uzyskano w przypadku J 10 + P 30 vs CG (p<0,004) i J 10 vs CG
(p<0,0001). Brak synergistycznego dziatania obu lekéw w poréwnaniu do

grupy J 10 (p>0,05).

[ p<0,004 1
I 1
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CG J10 P30+J10
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Wykres 8. Przyspieszenie pasazu jelitowego barwnika Evansa po wykonaniu

Pasaz (cm)
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laparotomii i masazu jelit w grupach, w ktdérych podano L-NAME w
dawkach 10 -100 mg/kg m.c. (LN 10 — 100) oraz L-NAME w dawce 30
mg/kg m.c. facznie z johimbing w dawce 10 mg/kg m.c. (LN 30 +J 10) w
poréwnaniu do grupy kontrolnej (CG) i grupy, w ktérej podano wytgcznie
johimbine w dawce 10 mg/kg m.c. (J 10). Wyniki przedstawiono w cm
pasazu barwnika Evansa od odzwiernika + btad standardowy (SEM). Istotne
statystycznie zwiekszenie pasazu uzyskano w grupach LN 30 vs CG (p<0,02)
i LN 30 +J 10 vs CG (p<0,02). Zwiekszenie pasazu barwnika byto istotnie
statystycznie mniejsze w grupach LN 30 vs J 10 (p<0,04) oraz LN 30 +J 10 vs

J10 (p<0,03). Liczebnos¢ grup wynosita n =5 —10.

CG J10 LN 10 LN 30 LN 100 LN30+J10

Nazwa grupy
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9. Streszczenia

9.1. Streszczenie

Wstep: Pooperacyjna niedroznos¢ jelit to czynnosciowe zmniejszenie perystaltyki jelit i
pasazu jelitowego wystepujgce gtéwnie po operacjach na jamie brzusznej i
obejmujgcych manipulacje jelit. Jest to proces odwracalny, ale jego wystgpienie
powoduje zwiekszenie dyskomfortu pacjenta, wydtuzenie hospitalizacji oraz znaczne
zwiekszenie kosztéw leczenia. Leczenie pooperacyjnej niedroznosci jelit opiera sie

obecnie w gtéwnej mierze na leczeniu objawowym.

Patogeneza pooperacyjnej niedroznosci jelit nie zostata w petni wyjasniona. Na rozwdj
tego powiktania ma wptyw wiele czynnikdéw, zaréwno mechanicznych jak i
humoralnych. Wsrdd czynnikdw wywotujgcych pooperacyjng niedroznosé jelit opisuje
sie wptyw mediatorow uktadu wspédtczulnego wydzielanych w trakcie inwazyjnego

zabiegu na jamie brzuszne;.

Cel pracy: Okreslenie wptywu antagonistow poszczegdlnych podtypdw receptoréw
adrenergicznych na motoryke jelit w modelu pooperacyjnej niedroznosci jelit u

szczurdéw poprzez pomiar pasazu barwnika Evansa w jelicie cienkim.

Materiaty i metody: Zastosowany model badawczy pooperacyjnej niedroznosci jelit u
szczuréw obejmuje faze wczesng tego powiktania. Opiera on sie na obserwacji, iz
zahamowanie perystaltyki jest proporcjonalne do zastosowanego podczas zabiegu
bodzca bélowego. W modelu tym perystaltyke okreslano na podstawie odlegtosci, na

jaka dochodzito do pasazu w jelicie cienkim btekitu Evansa podanego przez sonde do
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zotgdka szczura. Badania przeprowadzano w znieczuleniu eterem dietylowym. W
pilotazowej serii doswiadczern poddawano szczury operacji polegajgcej na nacieciu
skory (SI), laparotomii (L) i laparotomii z masazem jelit (L+M). Oceniano rowniez wptyw
zastosowania wytgcznie znieczulenia eterowego (E) a takze pasaz barwnika u szczuréw
niepoddanych zadnym procedurom (UT). W czesci badawczej podawano
dootrzewnowo poszczegdlnych antagonistéw receptorow adrenergicznych oraz L-
NAME i badano ich wptyw na pasaz jelitowy barwnika Evansa po wykonaniu
laparotomii i manipulacji jelit (L+M). Ponadto oceniono wptyw wybranych
antagonistow receptorow adrenergicznych na pasaz barwnika po wykonaniu jedynie

znieczulenia eterem (E) oraz jedynie laparotomii (L).

Whyniki: Nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic w dtugosci jelit u badanych
szczurdw, dlatego wyniki przedstawiono w postaci odlegtos$ci w cm od odzwiernika do
najdalszego miejsca migracji barwnika Evansa w jelicie. Pasaz jelitowy barwnika po
zastosowaniu znieczulenia eterem dietylowym bez zabiegu (E) wynosit 55,37 £ 4,10 cm
i nie wykazywat statystycznej réznicy z pasazem barwnika obserwowanym u szczuréw z
grupy kontrolnej (UT) niepoddanych zadnym zabiegom, u ktérych wynosit on 59,37 +
4,10 cm. W grupie Sl pasaz jelitowy wynosit 53,87 + 4,10 cm i nie wykazywat istotnej
statystycznie réznicy z grupg UT. Po zastosowaniu L pasaz jelitowy ulegat zmniejszeniu

do 32,0 + 3,5 cm, natomiast po zastosowaniu L+M do 12,28 + 4,38 cm.

Zastosowanie przed zabiegiem operacyjnym propranololu powodowato czesciowe
odwrdcenie hamujgcego wptywu masazu jelit na pasaz jelitowy barwnika Evansa.
Wynosit on odpowiednio dla dawek 10, 30 i 45 mg/kg m.c.: 18,00 + 1,88 cm, 23,75 *

1,71 cm i 22,5 + 2,43 cm i dla dwdch ostatnich dawek wykazywat istotne statystycznie
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przyspieszenie pasazu barwnika w pordéwnaniu do grupy kontrolnej (CG), w ktérej

pasaz wynosit 11,00 + 2,43 cm.

Nie obserwowano przyspieszenia pasazu jelitowego barwnika Evansa po zastosowaniu
selektywnych antagonistow receptoréw betal, 2 i 3-adrenergicznego metoprololu, ICI

118,551 i SR58894A.

Zastosowanie johimbiny w dawkach 3, 10 i 30 mg/kg m.c. powodowato zalezne od
dawki przyspieszenie pasazu jelitowego barwnika Evansa do 21,35 £+ 2,11 cm, 42,70 +

2,50 cmi 32,6 £ 3,54 cm. Dla 2 ostatnich grup odnotowano istotnos¢ statystyczna.

Zastosowanie nieselektywnego antagonisty receptorow alfa-adrenergicznych
fentolaminy oraz selektywnego antagonisty receptora alfal-adrenergicznego
prazosyny nie wykazato ochronnego dziatania tych lekdéw na pasaz jelitowy barwnika

Evansa w zastosowanym w tej pracy modelu pooperacyjnej niedroznosci jelit.

Nie wykazano synergistycznego efektu jednoczesnego zastosowania optymalnych
dawek 30 mg/kg mc. propranololu i 10 mg/kg mc. johimbiny na pasaz jelitowy
barwnika Evansa. W grupie tej byt on nieznacznie mniejszy od obserwowanego po
podaniu optymalnej dawki johimbiny i wynosit 36,48 + 4,83 cm, jednakze dla réznicy

tej nie stwierdzono istotnosci statystyczne;j.

Ponadto zastosowanie zaréwno propranololu, jak i johimbiny u szczuréw poddanych
znieczuleniu eterowemu bez wykonywania procedur chirurgicznych nie powodowato
istotnego statystycznie przyspieszenia pasazu barwnika w pordwnaniu do grupy, w
ktorej zastosowano jedynie znieczulenie eterowe. W grupie, w ktérej wykonano

laparotomie bez masazu jelit podanie johimbiny powodowato przyspieszenie pasazu
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barwnika do 36,25 + 3,26 cm, a podanie propranololu w dawce 30 mg/kg. m.c.
spowolnienie pasazu barwnika do 29,6 + 4,12 cm, jednakze nie obserwowano istotnej
statystycznie rdznicy w poréwnaniu do grupy L, w ktdérej pasaz wynosit 32,00 + 2,78

cm.

Po podaniu L-NAME w dawkach 10, 30 i 100 mg/kg m.c. pasaz jelitowy barwnika
Evansa wynosit odpowiednio 22,14 + 3,23 cm, 28,33 + 3,49 cm i 20,8 * 3,82 cm, przy
czym istotne statystycznie przyspieszenie pasazu barwnika w poréwnaniu do CG
obserwowano jedynie w grupie N30. tgcznie podanie L-NAME i johimbiny w
optymalnych dawkach odpowiednio 30 i 10 mg/kg m.c. nie wykazywato dziatania
synergistycznego, a pasaz barwnika w tej grupie wynosit 27,28 + 3,23 cm.
Przyspieszenie pasazu barwnika byto istotnie statystycznie mniejsze niz w grupie J10, w

ktorej pasaz wynosit 42,7 £ 2,70 cm.

Whnioski: Przeprowadzone badania pozwalajg stwierdzi¢, iz mediatory uktadu
adrenergicznego majg wplyw na spowolnienie pasazu jelitowego w pooperacyjnej
niedroznosci jelit u szczuréw. Efektywnie przeciwdziata temu zastosowanie przed
operacjg johimbiny, powodujac przywrdcenie pasazu jelitowego do poziomu
zblizonego do obserwowanego po wykonaniu jedynie laparotomii. Nie wykazano
synergistycznego dziatania L-NAME i johimbiny na pasaz jelitowy, ktéry po tacznym
zastosowaniu tych $rodkdw byt mniejszy, niz po zastosowaniu jedynie johimbiny.
Ponadto johimbina nie powodowata przyspieszenia pasazu barwnika u szczuréw, u
ktorych wykonano jedynie laparotomie, co w oparciu o cytowane publikacje wskazuje

raczej na komérkowe, a nie odruchowe dziatanie tej substancji.
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Co wiecej z przeprowadzonych badan wynika, iz obserwowane po zastosowaniu
duzych dawek propranololu, niewielkie przyspieszenie pasazu jelitowego po masazu
jelit, wynikato raczej z jego dziatania stabilizujgcego btony, niz dziatania
receptorowego, jako, ze po zastosowaniu selektywnych antagonistow poszczegdlnych
podtypdw receptora beta-adrenergicznego nie obserwowano tego efektu. Z
dostepnego piSmiennictwa wynika, iz podobnych badan dotyczacych dziatania
selektywnych antagonistéw receptora beta-adrenergicznego w modelu in vivo dotad

nie publikowano.

Co wiecej w wykonanych badaniach nie obserwowano synergistycznego wptywu
optymalnych dawek johimbiny 10 mg/kg m.c. i propranololu 30 mg/kg m.c. Pasaz
jelitowy w tej grupie wynosit 36,0 + 4,83 cm i byt mniejszy od obserwowanego w
grupie, w ktérej zastosowano optymalng dawke johimbiny, gdzie wynosit on 42,7 +
3,41 cm, przy czym nie wykazano tu istotnej statystycznie rdznicy. Trend wskazuje
jednak, iz podobnie jak w cytowanych wczesniej badaniach in vitro, rowniez in vivo
taczne zastosowanie propranololu i antagonisty receptora alfa-2 wykazuje niewielkie

dziatanie antagonistyczne.
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9.2. Abstract

Background: Postoperative ileus (PI) is defined as transient bowel dysmotility following
abdominal surgery with gut manipulation. The process is reversible, but leads to
increased patient suffering, prolonged hospitalization and increased hospitalization

costs. Current treatment techniques of PI mainly involve supportive measures.

Mechanisms underlying development of Pl have not been fully explained. Both
mechanical and humoral factors are related to Pl pathogenesis. The release of
sympathetic mediators occurring during invasive abdominal surgery has been

described as one of mechanisms involved in Pl induction.

Aim: To evaluate the influence of antagonists of individual adrenergic receptor

subtypes on bowel motility following abdominal surgery in rat model of PI.

Materials and methods: The experimental design of Pl employed in this study involves
the early phase of this complication. It is based on the observation that inhibition of
peristalsis is proportional to the applied pain stimulus during the procedure. Bowel
motility in this model is determined by the distance over which the passage of Evans
blue introduced via orogastric tube occurred in the small intestine. All procedures
were performed under diethyl ether anaesthesia. In pilot series of experiments rats
underwent surgical procedures of skin incision (SI), laparotomy (L) and laparotomy
with gut manipulation (L+M). The intestinal transit of dye in rats undergoing exclusive
diethyl ether anaesthesia without surgical procedures (E) and untreated rats (UT) was

also evaluated. In following series of experiments rats were given intraperitonealy
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individual adrenergic receptor subtypes antagonists and L-NAME respectively, and the
influence of administered agents on intestinal transit of Evans blue was evaluated
following laparotomy and gut manipulation (L+M). Additionally intestinal transit of dye
in rats given selected adrenergic antagonists undergoing diethyl ether anaesthesia (E)

or laparotomy (L) was evaluated.

Results: No statistically significant differences in the length of intestine in tested rats
were observed, so the results were presented as the distance in cm from the pylorus
to the farthest points of Evans blue migration in the intestine. Evans blue migrated
over the distance of 55,37 * 4,10 cm in rats undergoing exclusive diethyl ether
anaesthesia without surgical procedures (E) and no statistically significant difference
with untreated rat group (UT) was observed, in which dye transit was 59,37 + 4,10 cm.
Dye migration in Sl group was 53,87 + 4,10 cm and also shown no statistical difference
with UT group. In rats undergoing laparotomy (L) and laparotomy with gut
manipulation (L+M) dye passage was reduced to 32,0 + 3,5 cm and 12,28 + 4,38 cm

respectively.

Propranolol administered prior to surgical procedure has shown protective effect on
Evans blue migration in rats undergoing L+M. Intestinal dye transit for propranolol
doses of 10, 30 and 45 mg/kg was 18,00 + 1,88 cm, 23,75+ 1,71 cm and 22,5+ 2,43 cm
respectively, and for last two doses statistically significant increase of dye passage was
noted compared to Evans blue transit of 11,00 + 2,43 cm in the control group (CG). No
acceleration of dye migration was seen following administration of selective betal, 2
and 3 adrenergic receptor antagonists metoprolol, ICI 118,551 and SR58894A

respectively.
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Evans blue migration after administration of 3, 10 and 30 mg/kg of yohimbine
increased dye migration in dose dependent manner, to 21,35 + 2,11 cm, 42,70 + 2,50
cm and 32,6 + 3,54 cm respectively. For two later doses statistically significant increase

in dye passage was achieved compared to UT.

Administration of the nonselective alpha - adrenoreceptor antagonist phentolamine
and the selective alphal - adrenergic receptor antagonist prazosine showed no
protective effects of these drugs on intestinal Evans blue transit in the employed

experimental model of PI.

There was no evidence of the synergistic effect of the concurrent application of
optimal doses of 30 mg/kg propranolol and 10 mg/kg yohimbine on intestinal Evans
blue transit. Dye migration of 36.48 + 4.83 cm seen in this group was slightly lower
(with no statistical significance) than that observed after administration of optimal

dose of yohimbine.

Furthermore, the administration of either propranolol or yohimbine in ether
anesthetized rats has not resulted in statistically significant acceleration of dye
migration compared to untreated, ether anesthetized rats (E). In rats undergoing
laparotomy the administration of 10 mg/kg yohimbine resulted in statistically non-
significant increase in Evans blue migration to 36.25 + 3.26 cm, and the administration
of 30 mg/kg propranolol nonsignificantly reduced dye migration to 29.6 + 4.12 cm,

compared to the L group, in which dye passage achieved 32.00 + 2.78 cm.

Administration of L -NAME in the dose of 10, 30 and 100 mg/kg increased Evans blue
migration to 22.14 + 3.23 cm, 28.33 + 3.49 and 20.8 cm * 3.82 cm , wherein a

statistically significant acceleration of dye passage compared to the CG was observed
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only in the N30 group. Concurrent administration of L- NAME and yohimbine at
optimal doses of 30 and 10 mg/kg showed no synergistic effect. Evans blue migration
in this group was 27.28 + 3.23 cm, and was significantly lower than seen in J10 group,

where it achieved 42.7 £2.70 cm .

Conclusions: Results allow us to conclude that adrenergic mediators have an impact on
intestinal transit delay in the postoperative ileus in rats. Administration of yohimbine
before surgery that involved gut manipulation effectively counteracts Pl development,
resulting in the restoration of intestinal dye transit to a level similar to that observed
after laparotomy. There was no evidence of the synergistic effect of L- NAME and
yohimbine on intestinal dye transit, and the effect of concurrent use of these agents
on the intestinal dye transit acceleration was inferior to sole yohimbine administration.
Furthermore, in rats undergoing laparotomy yohimbine has not increased Evans blue
migration, which based on the cited publications suggest rather cellular, not a reflex

mechanism of action of this agent in PI.

Moreover, the study shows that slight acceleration of intestinal dye transit after
surgery with gut manipulation observed at high doses of propranolol is rather
connected with membrane-stabilizing action, than the receptor blocking effect, as this
effect was not observed upon the application of selective antagonists of various
subtypes of beta-adrenergic receptor. The available literature indicates that similar
trials with selective beta adrenergic receptor subtype antagonists in an in vivo model

have not yet been published.

What is more, performed experiments showed no synergistic effect of optimal doses

of yohimbine (10 mg/kg) and propranolol (30 mg/kg). Intestinal dye migration of 36.0 *
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4.83 cm seen in this group was slightly lower than that of 42.7 + 3.41 cm observed
after administration optimal dose of yohimbine. No statistically significant difference
was seen between those groups, however the trend shows that, as in the case of in
vitro studies cited earlier, concurrent in vivo application of propranolol and an alpha -2

antagonist exhibits slight antagonistic effect.
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