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Streszczenie

Wstep: Do rozwoju choroby refluksowej (gastroesophageal
reflux disease — GERD) dochodzi w momencie zaburzenia réw-
nowagi pomiedzy czynnikami draznigcymi refluksatu
a czynnikami ochraniajacymi btone $luzowa przetyku. Prze-
wlekty stan zapalny przetyku moze doprowadza¢ do powaz-
nych powiktahh w postaci metaplazji Barretta i w konsekwen-
cji rozwoju raka przetyku. W ostatnich latach stwierdza sie
coraz czestsze wystepowanie refluksu jelitowo-zotadkowego
powiktanego rozwojem gruczolakoraka przetyku, zwtaszcza
w krajach o wysokim rozwoju cywilizacyjnym.

Cel: Podjecie proby stworzenia przewlektych modeli refluksu
przetykowego, ktére nasladuja te patologie u cztowieka, w celu
badania mechanizmu powstawania uszkodzen przetykowych,
ich poréwnanie oraz ocena przydatnosci do prowadzenia badah
nad wieloetapowym procesem nowotworzenia bez zasto-
sowania egzogennych kancerogenéw. Stworzenie modelu prze-
wlektego zapalenia przetyku mogtoby sie przyczyni¢ do opraco-
wania skutecznych metod zapobiegania i leczenia tych zmian.
Materiat i metody: W badaniach wykorzystano grupe 90
szczurbw rasy Wistar ptci mieszanej. Eksperyment przepro-
wadzono w trzech zasadniczych grupach badawczych, w kt6-
rych wykonano: A — potgczenia przetykowo-dwunastnicze bok
przetyku do boku dwunastnicy, B — potaczenie przetykowo-
-dwunastnicze koniec przetyku do boku dwunastnicy i C —
potaczenie przetykowo-dwunastnicze koniec przetyku do
boku dwunastnicy wraz z catkowita resekcja zotagdka. Dwa
pierwsze typy operacji (grupy A, B) charakteryzowat refluks
tresci mieszanej dwunastniczo-zotadkowej, a w trzecim typie
zabiegu (grupa C) uzyskano refluks tresci wytacznie alkalicz-
nej do przetyku.

Wyniki: We wszystkich trzech grupach zoperowanych zwierzat
po 1-3 mies. od zabiegu obserwowano zmiany morfologiczne
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Abstract

Introduction: Development of gastroesophageal reflux dis-
ease (GERD) takes place when the balance between irritant
and protecting mucous membrane mechanisms is impaired.
The chronic inflammation of the oesophagus results in seri-
ous complications including Barrett’s metaplasia progression
into esophageal adenocarcinoma. In the last few years the
incidence of chronic gastroesophageal reflux disease has
been increasing, especially in highly developed countries, and
this chronic disease may result in the development of
oesophageal adenocarcinoma, which is also observed with
increased frequency.

Aim: Creation and comparison of chronic gastroesophageal
reflux disease models, as well as estimation of their suitabili-
ty for the investigation of the process of natural carcinogene-
sis in the oesophagus.

Material and methods: Ninety Wistar rats were used for the
study on development of chronic oesophageal inflammation.
Three major groups, A — side to side anastomosis, B — side to
end anastomosis and C — side to end anastomosis with total
gastrectomy, were selected. In each group a different opera-
tion technique was performed to induce chronic oesophageal
reflux. Groups A and B were characterized by mixed gastro-
duodenal reflux while group C included animals with only
alkaline reflux.

Results: In all three experimental models of GERD the mor-
phological changes of the oesophageal mucosa were
observed by gross inspection starting 1 month after the sur-
gery. Under microscopic investigation chronic inflammation of
the oesophageal mucosa progressing to Barrett’s metaplasia
and in some cases to cancer was also confirmed.
Conclusions: All experimental animal models developed due
to GERD are highly reproducible and exhibit low mortality.
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struktury przetyku w postaci pogrubienia btony sluzowej prze-
tyku, nadzerek i owrzodzen, ktére byty wyraznie widoczne juz
podczas oceny makroskopowej. W badaniu mikroskopowym
u wiekszosci zwierzat stwierdzono przewlekty stan zapalny,
metaplazje Barretta oraz gruczolakoraka przetyku.

Whioski: Wykonane modele doswiadczalnego refleksu jelito-
wo-zotagdkowo-przetykowego cechuje duza powtarzalnos¢
obserwacji, znikoma $miertelnos¢ zwierzat, a uzyskane w ten
sposéb zmiany morfologiczne nasladuja kliniczny charakter
choroby. Zmiany te powstaja wytacznie na drodze naturalne-
go rozwoju, bez interwencji farmakologicznej w postaci
np. podawania substancji kancerogennych. Opracowane
modele pozwalajg na systematyczne prowadzenie badan
w stosunkowo dtugim czasie, co umozliwia poznanie patoge-
nezy uszkodzenia przetyku, mechanizméw kancerogenezy
w przebiegu GERD oraz ewentualnych sposobéw zapobiega-
nia rakowi przetyku na podtozu metaplazji Barretta.

Wstep

Choroba refluksowa (gastroesophageal reflux dise-
ase — GERD) jest najczestsza chorobg przetyku. Niewiel-
kie okresowe zarzucanie do przetyku zotagdkowo-jelito-
wej tresci pokarmowej wystepuje u kazdego cztowieka
i nie powoduje dolegliwosci czy zmian w btonie §luzo-
wej. O GERD moéwi sie woéwczas, gdy dochodzi do prze-
tamania mechanizméw obronnych, ktére w warunkach
normalnych zapobiegaja rozwojowi choroby. Zaburzona
zostaje rownowaga pomiedzy mechanizmami ochrania-
jacymi i czynnikami draznigcymi obecnymi w tresci
zotagdkowo-jelitowej, co prowadzi do rozwoju stanu
zapalnego btony sluzowej przetyku. Chroniczne zapale-
nie i wieloletni wywiad GERD moze w konsekwencji
doprowadzi¢ do powaznych powiktafh zagrazajacych
zyciu chorego [1]. Poczatkowym etapem powiktan GERD
jest metaplazja jelitowa, w ktorej stwierdza sie obec-
nos¢ nabtonka jelitowego zastepujgcego nabtonek wie-
lowarstwowy ptaski. Kolejnym stadium transformacji
nowotworowe;j jest dysplazja niskiego i wysokiego stop-
nia, a w konsekwencji rozwéj raka przedinwazyjnego
oraz inwazyjnego przetyku.

W ostatnich latach coraz czesciej notuje sie przy-
padki wystapienia refluksu jelitowo-zotadkowego, doty-
czy to przede wszystkim krajow o wysokim rozwoju
cywilizacyjnym, tj. mieszkancéw Ameryki Pétnocnej
i Europy Zachodniej, w tym Polski. Liczba stwierdzonych
przypadkow zwieksza sie rowniez w krajach azjatyckich
[2]. Zapadalnos¢é na GERD ocenia sie na ok. 85 zachoro-
wah na 100 tys. mieszkafncéw rocznie, a czestosé wyste-
powania wynosi 5% i stale wzrasta [3-5].

Refluks przetykowy w wielu przypadkach powoduje
znaczne pogorszenie jakosci zycia chorych. Mimo tego
u czesci pacjentéw przebieg schorzenia jest bezobjawo-
wy i nie informuja oni o zadnych dolegliwosciach, nie
bedac Swiadomymi choroby [1]. Dtugotrwata ekspozycja

Macroscopic and microscopic assessment of oesophageal
inflammation that developed in response to experimental
reflux confirmed that these models are suitable and useful for
determination of the pathogenesis of Barrett’s related
oesophageal cancer.

Sluzéwki przetyku na kontakt z trescig Zotadkowa
i utrzymujace sie zapalenie sprzyja uszkodzeniu komo-
rek btony sluzowej, doprowadzajac w konsekwencji do
zastgpienia nabtonka wielowarstwowego ptaskiego
przez nabtonek walcowaty z obecnoscig komérek kub-
kowatych (metaplazja jelitowa). Zmiany takie okresla sie
mianem przetyku Barretta (Barrett’s esophagus — BE).
Choroba refluksowa jest ustalonym czynnikiem ryzyka
BE [6]. Obszary lokalnej metaplazji jelitowej s3 obarczo-
ne wysokim prawdopodobiefstwem powstania komo-
rek z duzym potencjatem nowotworowym. Obecnie wie-
lu autoréw stan ten okresla jako najwyzszy stopief
zaawansowania GERD. Wystepowanie w btonie $sluzo-
wej przetyku metaplastycznych komérek typu jelitowe-
g0 sprzyja rozwojowi gruczolakoraka (esophageal ade-
nocarcinoma — EAC) i dlatego BE uwaza sie klinicznie za
stan przednowotworowy. Nabtonek BE podlega ciggtej
odnowie i jego stata ekspozycja na pulsacyjne dziatanie
refluksatu najprawdopodobniej zmienia transdukcje
sygnalna kierujaca procesem proliferacji i réznicowania
komorek. Przetyk Barretta jest stanem odwracalnym,
utrzymywanie sie jednak stanu zapalnego w przebiegu
GERD moze nasila¢ przechodzenie BE w EAC [7].
Zapadalnos¢ na EAC zwieksza sie w znacznie szyb-
szym tempie w poréwnaniu z utrzymujaca sie na statym
poziomie zapadalnoscig na raka ptaskonabtonkowego
przetyku [2]. Ponadto liczba zanotowanych przypadkéw
EAC w ostatnich latach wzrasta bardziej dynamicznie niz
innych nowotworéw przewodu pokarmowego [8].
U osbb z rozlegta metaplazja jelitowa (nieprawidtowy
nabtonek na odcinku dtuzszym niz 3 cm) ryzyko wysta-
pienia raka przetyku w stosunku do catej populacji
zwieksza sie 30-125-krotnie. Nowotwor stwierdza sie
juz uok. 10% chorych z rozpoznaniem BE [6]. Refluks nie
tylko kwasnej tresci zotadkowej, ale szczegblnie zasado-
wej tresci dwunastniczej odgrywa wazna role w patoge-
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nezie powstawania BE i sprzyja rozwojowi gruczolakora-
ka przetyku [4, 9-11]. Przewlekty refluks dwunastniczo-
-zotadkowo-przetykowy jest uznanym czynnikiem ryzy-
ka rozwoju BE i gruczolakoraka. Rokowanie w EAC jest
zte, chociaz wraz z rozwojem technik leczenia operacyj-
nego, chemio- i radioterapii prognozy przezycia w prze-
biegu raka przetyku stopniowo sie poprawity. Obecnie
5-letni czas przezycia dotyczy 10-15% chorych, co nie
jest optymistycznym wynikiem, nawet w poréwnaniu
z 4-procentowg szansg przezycia, jakg mieli chorzy na
raka w latach 70. XX w. [12-17].

Profilaktyka GERD najczesciej polega na stosowaniu
odpowiedniej diety, zmianie trybu zycia, redukcji masy
ciata, udawaniu sie na spoczynek w pozycji z uniesio-
nym tutowiem, ograniczeniu palenia tytoniu i spozycia
alkoholu oraz ograniczeniu pokarméw bogatych w ttusz-
cze, ktére zmniejszaja napiecie spoczynkowe dolnego
zwieracza przetyku (lower esophageal sphincter — LES).

Lekami pierwszego wyboru sg inhibitory pompy pro-
tonowej (IPP). Ich skuteczno$¢ wéréd obecnie stosowa-
nych farmaceutykéw jest najwieksza. Efektywnie i dtu-
gotrwale hamujg produkcje kwasu solnego w zotadku,
zmniejszajac tym samym potencjat draznigcy refluksa-
tu. Sa szczegblnie zalecane w chorobie przebiegajacej ze
znacznym nasileniem objawoéw. Lekiem drugiego wybo-
ru sg inhibitory receptora histaminowego H,. Ich mecha-
nizm dziatania w GERD polega réwniez na zmniejszeniu
poziomu wydzielania zotagdkowego w celu zwiekszenia
protekgji btony sluzowej przetyku. Mimo mozliwosci far-
makologicznych i potwierdzonej skutecznosci lekéw
z tych grup, GERD jest chorobg przewlekta, nawracajaca
i wymagajaca dtugotrwatej farmakoterapii [4]. Leczenie
wspomagajace i zalecane w przypadkach choroby
o tagodniejszym przebiegu bez cech zapalenia przetyku
to m.in. leki z grupy antacida zobojetniajace kwas solny
i leki prokinetyczne poprawiajace kinetyke goérnego
odcinka przewodu pokarmowego. Ich skutecznosé jest
jednak nieznaczna, a w wielu sytuacjach kwestionowa-
na, zwtaszcza w kontekscie prokinetykéw, ze wzgledu
na ich udowodnione dziatania niepozadane.

W przypadku matej skutecznosci lub braku efektu
leczenia farmakologicznego i w zaleznosci od stopnia
zaawansowania choroby mozliwe jest leczenie chirur-
giczne. Wykonuje sie zabiegi antyrefluksowe, takie jak
laparoskopowa funduplikacja sposobem Nissena
(wytworzenie mankietu z dna Zotadka otaczajacego
przetyk) czy tez zabiegi endoskopowe (wytworzenie
dodatkowych fatdéw btony sluzowej w okolicach wpu-
stu) [18].

W dotychczas przeprowadzonych eksperymentach
opisano wiele rodzajéw modeli ostrego zapalenia prze-
tyku u zwierzat doswiadczalnych. Naghama i wsp. opra-
cowali jedng z metod wywotywania ostrego zapalenia
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przetyku [19]. Metoda ta polega na podwiazaniu
odzwiernika i czesSci rezerwuarowej wpustu zotadka, co
utatwia zarzucanie tresci do przetyku. Pierwsze uszko-
dzenia mozna zaobserwowac po kilku godzinach. Tsuji
i wsp. opracowali metode krotkotrwatego podawania
stezonego kwasu octowego na surowicowke przetyku
[20]. Metoda opracowana przez Omure i wsp. [21] pole-
ga na zatozeniu podwiazki w zakresie opuszki dwunast-
nicy, co utrudnia pasaz tresci pokarmowej i powoduje
refluks przetykowy. W wiekszosci opisanych przypad-
kéw uzyskane zmiany maja charakter ostrych uszko-
dzen btony Sluzowej przetyku obserwowanych w ciggu
dni lub tygodni po ich indukcji. W praktyce klinicznej
przebieg GERD jest jednak przewlekty i najczesciej wie-
loletni. Ostatnio opracowano réwniez kilka metod
wywotywania przewlektego stanu zapalnego btony $lu-
zowej przetyku. Technika opracowana przez Nishijima
i wsp. polega na wykonaniu catkowitej gastrektomii
z zespoleniem kohca przetyku z boczng sciang jelita
czczego w odlegtosci 4 cm od wiezadta Treitza [7]. Meto-
de polegajaca na wykonaniu zespolenia konca przetyku
z bokiem jelita czczego bez resekcji Zotadka opracowali
Lewrat i Clark [22-24]. Wedtug Naito i wsp. [4] skutecz-
nym sposobem badania mechanizmu uszkodzen przety-
ku jest uzyskanie refluksu Zzotagdkowo-dwunastniczego
poprzez wykonanie zespolenia bocznej Sciany przetyku
z wolng boczng sciang dwunastnicy. Opracowano takze
metody operacyjnej kaniulacji przetyku polegajace na
statym wlewie substancji draznigcych do Swiatta przety-
ku [25].

Cel

Na podstawie doswiadczehn wtasnych oraz opubliko-
wanych badah dotyczacych patologii BE podjeto probe
poréwnania trzech doswiadczalnych modeli refluksu
przetykowego, oceniajac zmiany makroskopowe i mikro-
skopowe powstate w btonie $luzowe] przetyku oraz
przydatnosé tych modeli do prowadzenia badan nad
wieloetapowym procesem nowotworzenia bez zastoso-
wania egzogennych kancerogenow.

Material i metody

Charakterystyka zwierzat
doswiadczalnych

Do badania wybrano grupe 90 biatych szczuréw rasy
Wistar w wieku 7-10 tyg., ptci mieszanej, o masie ciata
200-250 g. Przed zabiegiem szczury przechowywano
w metalowych klatkach w standardowych warunkach
laboratoryjnych: temperatura powietrza 22 +3°C, wilgot-
nos¢ powietrza 55 +5%, w cyklach 12-godzinnych
dzien/noc. Zwierzeta zywiono granulatem i nie ograni-
czano im dostepu do wody pitnej. Szczury aklimatyzo-
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wano w powyzszych warunkach przez 7 dni. Ekspery-
ment przeprowadzono w trzech zasadniczych grupach
badawczych A, B i C, rozniacych sie wykonanym
zabiegiem chirurgicznym w celu wywotania refluksu
przetykowego (ryc. 1.). W grupie A i B przy zachowanym
zotadku uzyskano refluks tresci mieszanej (zotadkowo-
-dwunastniczej), a w grupie C przy usunietym zotadku
uzyskano czysty refluks tresci alkalicznej (dwunastni-
czej). Catoksztatt badan przeprowadzono zgodnie
z Deklaracjg Helsifiska i po pisemnej akceptacji Lokalnej
Komisji Etycznej Uniwersytetu Jagiellonskiego.

Techniki zabiegoéw chirurgicznych

Zwierzeta gtodzono przez 24 godz. przed zabiegiem,
natomiast dostep do wody ograniczono 4 godz. przed
operacja. Zastosowano znieczulenie ogblne w postaci
dootrzewnowej iniekcji pentobarbitalu w stezeniu
50 mg, w dawce 30-35 mg/kg m.c. Preparat zmieszano
z solg fizjologiczna w proporcji 1 : 4 i aplikowano
dootrzewnowo w objetosci 0,8-1,2 ml powstatego roz-
tworu w zaleznosci od masy ciata zwierzecia.

Pierwszy typ — zabieg A — polegat na wykonaniu
zespolenia bok przetyku do boku dwunastnicy. Powtoki
brzuszne przecieto w linii posrodkowej ciata na odcinku
ok. 3,5 cm, rozpoczynajac ciecie od mostka do pepka
(ostrze 15). Dostep do przetyku uzyskano przez przecie-
cie wiezadta watrobowo-zotadkowego i po wypreparo-
waniu okolicznych tkanek. Przetyk oddzielono na tepo
z ominieciem i oszczedzeniem nerwéw btednych. Na
bocznej (lewej) Scianie przetyku wykonano linijne nacie-
cie dtugosci ok. 12 mm, rozpoczynajac 3 mm powyzej
wpustu zotadka i w kierunku dogtowowym. Ciecie
wykonano na mozliwie najdtuzszym odcinku przetyku
w celu uzyskania jak najwiekszego obszaru narazonego
na dziatanie tresci zotagdkowo-jelitowej. Zwieracz dolny
przetyku nacieto linijnie na dtugosci ok. 1-2 mm, bez
przerywania ciggtosci Sluzowki (miesien pozostawiony
bez szycia), utatwito to zarzucanie tresci pokarmowej
w dolnym odcinku przetyku. W Scianie dwunastnicy,
w odlegtosci ok. 5 cm od odZzwiernika, na biegunie prze-
ciwnym do krezki wykonano owalne naciecie dtugosci
12 mm. Dwunastnice uformowano w petle i wykonano
zespolenie bok przetyku z bokiem dwunastnicy w miej-
scach wczesniej wykonanych nacigé. Sciane przetyku
z jelitem zszyto jedng warstwa pojedynczych szwow
wezetkowych w liczbie ok. 14-16 na kazde zespolenie
(ryc. 2.).

Drugi typ — zabieg B — polegat na wykonaniu zespo-
lenia koniec przetyku do boku dwunastnicy [22, 23].
Po wypreparowaniu na tepo przetyk poprzecznie prze-
cieto w odlegtosci ok. 3-4 mm od wpustu zotadka,
tak aby w mozliwie jak najwiekszym zakresie usunaé
zwieracz dolny przetyku. Kikut zotadka z dolnym zwiera-

czem podwigzano (Vicryl 5-0) w celu zamkniecia jego
Swiatta i przemieszczono w okolice podwatrobowa.
W odlegtosci ok. 5 cm od odZwiernika zotadka wykona-
no w Scianie dwunastnicy okragty otwér o Srednicy
przetyku, tj. 2-3 mm. Koniec przetyku zszyto z dwunast-
nica jedna warstwga pojedynczych szwéw wezetkowych
w liczbie 6-8. Zabiegi A i B charakteryzuje wystepowa-
nie refluksu tresci mieszanej, Zotadkowo-jelitowe;.
Modele te najlepiej odwzorowujg warunki patologiczne
wystepujace u ludzi chorujacych na GERD (ryc. 3.).

Trzeci typ — zabieg C — polegat na wykonaniu zespo-
lenia koniec przetyku do boku dwunastnicy z catkowitg
resekcja zotadka. Przecieto wiezadto watrobowo-zotad-
kowe. Nastepnie na tepo wypreparowano zotadek
i dokonano podwiazania wszystkich krwawigcych naczyh
w celu ograniczenia wynaczynienia krwi podczas resekcji
7otadka. Zotadek odcieto ponad wpustem ok. 3-4 mm
powyzej LES. Blizszy odcinek dwunastnicy podwigzano
i uwolniono od Zotadka. W odlegtosci ok. 5 cm od wytwo-
rzonego kikuta dwunastnicy wykonano na przeciwle-
gtym do krezki brzegu okragty otwoér o srednicy 2-3 mm
w zaleznosci od Srednicy przetyku. Zespolenie przetyku
z dwunastnica przeprowadzono za pomoca pojedyn-
czych jednowarstwowych szwéw wezetkowych w liczbie
6-8. W ten sposéb w tej grupie zwierzat sprowokowano
refluks wytacznie tredci dwunastniczej (alkaliczny), ktére-
mu przypisuje sie najwiekszy potencjat wywotywania
zmian o typie metaplazji jelitowej (ryc. 4.) [4, 7].

W zaleznosci od warunkéw anatomicznych zespole-
nia przetykowo-jelitowe wykonywano przy uzyciu
szwoéw Surgilon 7-0 lub 8-0 na atraumatyzujacej igle,

A B C

Ryc. 1. Schemat przedstawiajacy modele zabie-
gow wykorzystywanych do wywotania przewle-
ktego refluksu przetykowego

Fig. 1. Schematic presentation of different surgi-
cal interventions used in this study to develop
a chronic gastroesophageal reflux oesophagitis
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Ryc. 2. Gtoéwne etapy wykonania zespolenia przetykowo-dwunastniczego bok przetyku do boku dwunast-
nicy. (A) Mobilizacja i uwolnienie przetyku od otaczajacych tkanek. (B) Mobilizacja i wyznaczenie miejsca
zespolenia na dwunastnicy. (C) Wykonanie naciecia przetyku. (D) Wykonanie owalnego naciecia w $cianie
dwunastnicy. (E) Poczatek wykonania zespolenia. (F) Zakonczenie wykonywania zespolenia

Fig. 2. Main stages of side-to-side oesophago-duodenal anastomosis. (A) Mobilization and release of oeso-
phagus from surrounding visceral tissue. (B) Mobilization and fixing the place of anastomosis on duodenal
wall. (C) Incision in oesophageal wall to form anastomosis. (D) Incision in duodenal wall to form anastomo-
sis. (E) Primary anastomosis at the beginning of surgical operation. (F) Final appearance of anastomosis at
the end of surgical operation
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Ryc. 3. Zespolenie koniec przetyku do boku dwunastnicy z repozycja zotadka. (A) Mobilizacja i uwolnienie
przetyku od otaczajacych tkanek. (B) Podwiazanie potaczenia przetykowo-zotadkowego. (C, D) Poprzeczne
przeciecie przetyku i repozycja kikuta zotadka wraz z LES pod watrobe. (E) Mobilizacja dwunastnicy z wyko-
naniem okragtego otworu na jej przeciwlegtej scianie do krezki w celu wykonania zespolenia koniec do
boku. (F) Zespolenie przetyku z dwunastnica

Fig. 3. Main stages of end-to-side oesophago-duodenal anastomosis with reposition of the stomach.
(A) Mobilization and release of oesophagus from the surrounding visceral tissues. (B) Ligation of the oeso-
phago-gastric junction. (C, D) Cross cut of oesophagus with reposition of the stomach stump together with
LES under the liver. (E) Mobilization of duodenum and making round hole in free wall of duodenum to carry
out end-to-side anastomosis. (F) Oesophago-duodeno anastomosis

Przeglad Gastroenterologiczny 2011; 6 (3)



182 Rafat Pabianczyk, Jolanta Majka, Danuta Drozdowicz, Katarzyna Urbarczyk, Tomasz Brzozowski

Zoladek
z kikutem
przetyku i

dwunastnis

Ryc. 4. Catkowita gastrektomia z zespoleniem koniec przetyku do boku dwunastnicy. (A) Mobilizacja i uwol-
nienie przetyku od otaczajacych tkanek. (B) Uwolnienie zotadka wraz z LES od przetyku. (C) Uwolnienie
zotadka od dwunastnicy z podktuciem kikuta dwunastnicy i repozycja pod watrobe. (D) Podktucie duzych
naczyh zaopatrujacych zotadek. (E) Resekcja zotadka. (F) Wykonanie zespolenia koniec przetyku do boku
dwunastnicy

Fig. 4. Total gastrectomy and end-to-side oesophago-duodeno anastomosis. (A) Mobilization and release of
oesophagus from near tissues. (B) Release of stomach with LES from oesophagus. (C) Release of stomach
from duodenum using sutures to close duodenal stump and its reposition from the liver. (D) Suturing to clo-
se blood vessels surrounding the stomach. (E) Gastrectomy (removal of the stomach). (F) Formation of end-
to-side oesophago-duodenal anastomosis
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wielofilamentowych, niewchtanialnych. Krwawiagce
naczynia podkuwano Vicrylem 6-0. W ramach profilak-
tyki okotooperacyjnej przed zamknieciem powtok
brzusznych aplikowano dootrzewnowo cefuroksym
(cefalosporyna Il generacji o szerokim spektrum dziata-
nia bakteriob6jczego) w dawce 165 mg/kg m.c. Powtoki
brzuszne zamknieto dwoma warstwami szwéw ciagtych
(Dexon 4-0), oddzielnie zszywajac odpowiednio otrzew-
na z miesniami i skére. Podskérnie zwierzetom podawa-
no 20 ml soli fizjologicznej w okolice karku w celu uzu-
petnienia ptynéw utraconych w trakcie operacji. Po
zabiegu zwierzeta uzyskaty dostep do wody po 24 godz.,
a zywienie wprowadzano po 48 godz. od zabiegu. Po
okresie okotooperacyjnym dla kazdej z grup zwierzat
stworzono identyczne warunki bytowania oraz nieogra-
niczony dostep do wody i pozywienia.

Catkowita przezywalnos¢ zwierzat po zabiegach
w grupie A, B i C wyniosta odpowiednio 100%, 97%
i 94%. Najczestsza przyczyna zgonu nie zostata zdiagno-
zowana, w dwoch przypadkach zgon nastapit w wyniku
krwotoku pooperacyjnego, a w jednym przypadku
z powodu zapalenia otrzewnej. W trakcie prowadzenia
badah wyraznie zauwazalny byt wyniszczajacy wptyw
GERD na stan ogélny zwierzat, objawiajacy sie przede
wszystkim znaczna utrata masy ciata, apetytu, spad-
kiem aktywnosci zyciowej i ogélnoustrojowym wynisz-
czeniem. Poza wyzej wymienionymi objawami ogélnymi
nie stwierdzono wptywu zabiegu na Smiertelnos¢ i 3-mie-
sieczny cykl eksperymentu przezyty wszystkie pozostate
zwierzeta.

Schemat badan

Zwierzeta karmiono granulatem stanowigcym pet-
nowartosciowe pozywienie bogate w niezbedne sktad-
niki odzywcze, witaminy, makro- i mikroelementy.
W trakcie badania ilos¢ granulatu nie byta ograniczana.
Szczury przechowywano w warunkach standardowych.
Po uptywie 1, 2 i 3 mies. od zabiegu 1/3 przypadkowo
wybranych osobnikéw z kazdej z grup usypiano przez
podanie dootrzewnowo letalnej dawki pentobarbitalu.
Zmieniony chorobowo przetyk usuwano proksymalnie
od wysokosci gardta i dystalnie z fragmentem dwunast-
nicy w miejscu wykonanego zespolenia. Przetyk po
wypreparowaniu przeptukano solg fizjologiczng i prze-
cieto podtuznie na catej dtugosci, tacznie z otwarciem
miejsca zespolenia. Zmiany histologiczne powstate
w btonie Sluzowej przetyku poddano szczegbtowej ana-
lizie makro- i mikroskopowe;.

Ocena makroskopowa

W zmienionym chorobowo przetyku badano takie
cechy, jak: poszerzenie Swiatta, zakres uszkodzen $lu-
zéwki wzdtuz osi dtugiej, gtebokos¢ uszkodzen, stopien

rozpulchnienia sluzéwki, obecnos¢ owrzodzen, guzéw
nowotworowych i innych nieprawidtowosci. Powierzch-
nie uszkodzeh btony Sluzowej przetyku sklasyfikowano
wg 5-stopniowej skali rozlegtosci uszkodzen —indeks LSI
(lesion score index), gdzie: 1 = 0%, 2 = 25%, 3 = 50%,
4 =75%i5 =100% powierzchni sluzéwki przetyku obje-
tej uszkodzeniem. Kazdorazowo wykonano dokumenta-
cje fotograficzng powstatych uszkodzeh w poszczegél-
nych okresach czasowych zmian rozwijajacych sie
podczas przewlektego zapalenia przetyku.

Ocena mikroskopowa

Biopsje btony sluzowej przetyku pobierano z dystal-
nej czesci przetyku w obszarze obejmujacym anastomo-
ze. Preparaty utrwalano w roztworze formaliny o steze-
niu 10% i poddawano ocenie w Katedrze Patomorfologii
UJCM (dr med. Katarzyna Urbanczyk). Z kazdego frag-
mentu pobrano 3-6 wycinkéw, ktére utrwalono wg
standardowych procedur z uzyciem odpowiednich roz-
tworéw i wykonano skrawki o grubosci 3 um. Preparaty
barwiono rutynowo hematoksyling i eozyna oraz dodat-
kowo metoda alcian blue + PAS. W badaniu histopatolo-
gicznym okreslono poziom zaawansowania zmian tkan-
kowych, stopien odréznicowania komérek, metaplazje,
dysplazje i obecnos¢ komérek nowotworowych. Powsta-
te zmiany opisano za pomocag 5-stopniowej skali
zaawansowania zmian histologicznych HSI (histological
score index), gdzie: 0 oznacza wystepowanie zapalenia,
2 — metaplazje jelitowa, 3 — dysplazje, a 4 — gruczolako-
raka.

Wyniki

W przeprowadzonym eksperymencie wykazano,
ze u zoperowanych zwierzat w grupach A, B i C po upty-
wie 1, 2 i 3 mies. od zabiegu doszto do rozwoju zmian
morfologicznych btony Sluzowej przetyku, poréwnywal-
nych z wygladem makroskopowym zdrowej btony sluzo-
wej zwierzat niepoddanych zabiegom zespolen. Zmiany
makroskopowe przetyku powstaty u tych zwierzat bez
stosowania egzogennych kancerogendw, wytacznie
w wyniku przeprowadzonych zabiegdéw chirurgicznych.

Wyniki oceny makroskopowe;j

Zaawansowanie powstatych zmian byto najwyraz-
niej widoczne w grupie C, zasieg zmian makroskopo-
wych byt jednak najwiekszy w modelu A, gdyz uszko-
dzenia obserwowano na prawie catej dtugosci przetyku.
W grupie B i C zmiany zlokalizowane byty gtéwnie w 1/3
dolnej przetyku. Zmiany makroskopowe polegaty na
znacznym rozpulchnieniu btony Sluzowej przetyku,
poszerzeniu Swiatta przetyku, ponadto u wiekszosci
zwierzat wystepowaty owrzodzenia i egzofityczne guzy
mogace sugerowac proces nowotworowy. W grupie B
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Ryc. 5. Pordwnanie zmian makroskopowych sluzéwki przetyku. (A) Przetyk prawidtowy. (B) Uszkodzenia
powstate po miesigcu. (C) Uszkodzenia powstate po 2 mies. (D) Uszkodzenia powstate po 3 mies.

Fig. 5. Comparison of macroscopic lesions of the oesophageal mucosa. (A) Intact oesophagus. (B) Oesophageal
lesions after one month. (C) Oesophageal lesions after 2 months. (D) Oesophageal lesions after 3 months

zmiany powstate w wyniku dziatania tresci mieszanej
zotagdkowo-dwunastniczej byty najmniej zaawansowa-
ne. We wszystkich przypadkach stwierdzono znaczne
Scienczenie btony Sluzowej przetyku oraz zwiekszenie
grubosci Sciany przetyku, zwtaszcza w obrebie zespole-
nia. Dodatkowo w obrebie zmian makroskopowych
zaobserwowano biatawe, guzowate zmiany o egzofi-
tycznym, podtuznym charakterze wzrostu wyscielajace
btone $luzowa. Nieprawidtowosci strukturalne byty row-
niez zauwazalne w obrebie wpustu zotadka i w tkan-
kach przylegtych do przetyku (ryc. 5.).

Wyniki oceny mikroskopowe;j

W badaniu mikroskopowym we wszystkich przypad-
kach stwierdzono przewlekte zapalenie btony Sluzowej
przetyku, poczynajac od matego do duzego stopnia. Oce-
niony histologicznie naciek zapalny sktadat sie gtéwnie
z limfocytow, plazmocytéw i znacznej liczby eozynofiléw,
w nielicznych przypadkach stwierdzono neutrofile. Opi-
sany nieswoisty naciek zapalny i ziarnina obejmowaty
gtownie blaszke wtasciwa sluzéwki przetyku. Nabtonek
wielowarstwowy ptaski rogowaciejacy pokrywajacy slu-
z6wke we wszystkich preparatach wykazywat rozrost
brodawkowaty i akantotyczny. Réwniez we wszystkich
modelach stwierdzono rozrost warstwy przypodstawnej
(hyperplasia basalis). Czesto obserwowano owrzodze-
nia, ktére obejmowaty cata grubos¢ blaszki wtasciwej,
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a w ich dnie stwierdzano obecnos¢ ziarniny. Brzegi
owrzodzer wyscielat nabtonek wielowarstwowy ptaski
wykazujacy cechy regeneracji i rozrostu akantotycznego.
W licznych przypadkach potwierdzono rozlegta metapla-
zje Barretta z cechami dysplazji na odcinku 2-6 mm.
Najwyrazniej zmiany o typie BE wystepowaty w modelu
z wykonang gastrektomia (tres¢ alkaliczna) i w drugiej
kolejnosci w modelu z anastomozg bok do boku (model
A). Ogniskowo potwierdzono obecnosé¢ raka ptaskona-
btonkowego czesciowo rogowaciejacego o Srednicy do
3 mm. W wielu przypadkach opisano wieloogniskowy
naciek raka gruczotowego wielkosci ok. 2 x 4 mm. Licz-
ba opisanych przypadkéw BE i EAC po 3 mies. ekspery-
mentu przekraczata 42%. Fain i wsp. w podobnym bada-
niu przez 4 mies. od wykonania zabiegu stwierdzili 48%
potwierdzonych histopatologicznie przypadkéw EAC [9],
natomiast Miwa i wsp. po 50 tyg. od wykonania zabiegu
potwierdzili EAC az u 72% zbadanych zwierzat [26].
Zmiany metaplastyczne w znamiennej wiekszosci byty
zlokalizowane tuz przy granicy wykonanych zespolef,
a guzy nowotworowe na ich obszarze (ryc. 6.).

Omoéwienie

Z badan przeprowadzonych w Katedrze Fizjologii
CMUJ wynika, ze stworzone modele doswiadczalnego
przewlektego zapalenia przetyku nasladujg kliniczny
rozw6j patologii przewlektego zapalenia przetyku u czto-
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Ryc. 6. Histopatologia btony sluzowej przetyku. (A) Gruczolakorak naciekajacy sciane przetyku. (B, C) Meta-
plazja Barretta z niekompletnym rozwojem kosmkéw i krypt

Fig. 6. Oesophageal mucosa histology. (A) Adenocarcinoma infiltrating wall of oesophagus. (B, C) Barrett’s
metaplasia with incomplete development of villi and crypts

wieka, szczegblnie w przypadku refluksu jelitowo-zotad-
kowo-przetykowego. Dotychczas w wiekszosci prac opi-
sywano przede wszystkim modele ostrego zapalenia
przetyku, wzglednie kilkudniowej czy kilkutygodniowej
obserwacji po indukgji refluksu zotagdkowo-przetykowe-
go. W praktyce klinicznej przebieg GERD jest jednak
przewlekty, najczesciej wieloletni i dochodzi wéwczas do
powaznych powiktan, takich jak metaplazja Barretta czy
rozw6j raka. W opisywanych modelach uzyskano zmia-
ny histopatologiczne ocenione w Katedrze Patomorfolo-
gii CMUJ jako: 1) metaplazja Barretta, 2) ogniska dys-
plastyczne matego, Sredniego i duzego stopnia oraz
3) ogniska gruczolakoraka przetyku. Potwierdza to
poprawnos¢ przyjetych metod wywotywania tych zmian
oraz stwarza mozliwosci terapeutyczne w postaci testo-
wania lekéw zapobiegajacych tego typu uszkodzeniom.

Stopniowe i harmonijne narastanie zmian w zasto-
sowanych modelach umozliwia obserwacje kolejnych
etapdéw kancerogenezy w jej naturalnym przebiegu, pro-
wadzacym do konwersji BE w EAC bez uzycia substancji
chemicznych, ktére mogtyby przyspieszy¢ ten proces.
Ponadto w wiekszosci przeprowadzonych dotychczas
badan, w ktérych sprawdzano wptyw kancerogenéw na
rozwéj nowotworu, uzyskane zmiany potwierdzone
w badaniu histopatologicznym miaty charakter rakéw
ptaskonabtonkowych [22, 27-29]. W obecnym modelu
w znamiennej wiekszosci doszto do rozwoju gruczolako-
raka, ktéry jest najczestszym histologicznym typem
nowotworu transformujacym z BE.

W przypadku modelu A, czyli zespolenia bok przety-
ku do boku dwunastnicy, powstajace zmiany narastaja
stopniowo i systematycznie. Model ten z punktu widze-
nia mozliwosci prowadzenia eksperymentéw w dtugim
czasie wydaje sie najbardziej przydatny. Czas poswieco-
ny na wykonanie zabiegu jest najkrétszy ze wszystkich
prezentowanych przypadkéw i wynosi ok. 30 min. Prze-
zywalnos¢ w tej grupie zwierzat jest najwieksza, a dtu-

go utrzymujacy sie dobry stan ogélny w przebiegu cho-
roby umozliwia prowadzenie dtugoterminowych badan.
Autorzy sadza, ze pozwala to uzyska¢ obiektywne,
powtarzalne i wiarygodne wyniki dotyczace skuteczno-
sci testowanych lekéw i innych nowatorskich metod
leczenia.

W chirurgicznym modelu C — zespolenie koniec prze-
tyku do boku dwunastnicy z repozycja zotadka — ze
wzgledu na alkaliczny refluks tresci jelitowej, ktéremu
przypisuje sie najwieksze znaczenie w patogenezie BE,
uzyskano obrazy histologiczne o najwyzszym stopniu
zaawansowania zmian metaplastycznych i dysplastycz-
nych. Po wykonaniu tego typu zabiegu stwierdzono naj-
wiekszg liczbe nowotworéw - gruczolakorakéw -
potwierdzonych w badaniu histopatologicznym. Ekspe-
ryment z zastosowaniem tego modelu ze wzgledu na
agresywny przebieg i szybkie wyniszczenie organizmu
moze by¢ jednak stosowany w cyklach o krotszym cza-
sie trwania. Wymaga on réwniez wiekszego doswiad-
czenia chirurgicznego i szczegblnej starannosci podczas
resekcji zotadka w celu unikniecia powiktan, jakie
wystepuja najczesciej w tym typie zabiegu. Czas wyko-
nania jest najdtuzszy, czesto ponad godzine w celu
wykonania catkowitego chirurgicznego zaopatrzenia
zwierzat.

W modelu B uzyskano refluks tresci mieszane;j.
Zmiany patologiczne zachodza najwolniej ze wszystkich
zaproponowanych procedur operacyjnych. Zakres zmian
powstatych w przetyku réwniez jest najmniejszy. Zabieg
technicznie cechuje sie srednig trudnoscia wykonania,
a czas operacji wynosi ok. 45 min.

Wykonane modele doswiadczalnego przewlektego
refluksu jelitowo-zotagdkowo-przetykowego cechuje
duza powtarzalnosé obserwacji, a uzyskane w ten spo-
s6b wyniki morfologiczne i czynnosciowe nasladuja kli-
niczny charakter zapalenia przetyku. Opracowane
modele umozliwiaja systematyczne prowadzenie badah
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w dtugim czasie, co utatwia i umozliwia poznanie pato-
genezy zmian oraz mechanizméw kancerogenezy
w przebiegu GERD.

Przeprowadzone badania Swiadcza o tym, Ze nie tyl-
ko kwasna tresé Zotagdkowa, ale przede wszystkim alka-
liczna tres¢ dwunastnicza zawierajgca sole zétciowe
i aktywne enzymy trzustkowe przyczynia sie do rozwoju
ztosliwej transformacji BE w EAC. Chirurgiczne modele
refluksu umozliwiajg Sledzenie kaskady zmian zacho-
dzacych w kolejnych etapach choroby w warunkach
doswiadczalnych i przede wszystkim daja mozliwosé
wigczenia dtugoterminowej farmakoterapii na wybra-
nych etapach nowotworzenia w celu opéznienia lub cat-
kowitej eliminacji progresji stanu zapalnego i metaplazji
Barretta w kierunku zmian o typie nowotworowym.
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