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1. WSTEP

Uszkodzenia blony §luzowej jamy ustnej przyjmujace posta¢ owrzodzen stanowia
czgsty problem kliniczny. W etiopatogenezie owrzodzen jamy ustnej podobnie jak w
dalszych odcinkach przewodu pokarmowego podkresla si¢ znaczenie zachwiania
réwnowagi pomigdzy mechanizmami zabezpieczajacymi integralno$§¢ komorek blony
Sluzowej 1 warstwy podsluzowej a polietiologicznymi czynnikami uszkadzajacymi.
Uszkodzenia btony $luzowej i podsluzowej jamy ustnej powstawaé moga na skutek
oslabienia bariery $luzéwkowej na tle choréb podstawowych, w przebiegu ktoérych
dochodzi do zaburzenia odzywiania i odnowy tkanek — stany takie spotka¢ mozna w
cukrzycy (175). Ponadto zapalenie i1 nastgpowe owrzodzenie blony Sluzowej jamy
ustnej stanowi manifestacj¢ uogolnionych choréb o podtozu immunologicznym takich,
jak np. zesp6t Sjogrena (128), toczen rumieniowaty (208), pecherzyca, zespot Behceta
(129). Najnowsze spostrzezenia dowodza, ze uposledzenie odnowy oraz uszkodzenia
btony §luzowej jamy ustnej wystgpuja w chorobach przebiegajacych z zaburzeniami
zoladkowo-jelitowymi takich jak np. choroba Crohna, celiakia, zespoly zlego
wchlaniania, niedokrwisto$¢ ztosliwa (32, 209, 215). Z owrzodzeniami spotykamy si¢
réwniez w zaburzeniach hematologicznych takich jak niedobor zelaza, kwasu foliowego
lub witaminy C i1 B12. Przyjmuje si¢ takze, ze owrzodzenia jamy ustnej, niekiedy
mocno nasilone stanowia stala komponentg proceséw o charakterze nowotworowym
przebiegajacych w obrgbie uktadu krwiotworczego takich jak niedokrwisto$é
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mielodysplastyczny, przewlekta granulomatoza, neutropenia (32, 103, 129, 136). Stany
zapalne blony S$luzowej z nastgpowym jej uszkodzeniem w postaci owrzodzen
obserwuje si¢ takze w przebiegu przewlektej niewydolnosci nerek, kiedy dochodzi do
znacznego wzrostu poziomu mocznika w osoczu i $linie (179). Czynniki jatrogenne, jak
powtarzane, systematyczne narazenie na promieniowanie jonizujace w przebiegu
radioterapii czy immunosupresja stosowana podczas leczenia choréb nowotworowych
prowadza do zwtoknien w obrgbie tkanek migkkich, co ogranicza przeplyw krwi i
podaz skladnikow odzywczych w obregbie tkanek, prowadzac ostatecznie do
uposledzenia odnowy blony $sluzowej jamy ustnej i powstawania uszkodzen (38, 149).
Czesta przyczyna wystgpowania owrzodzen jamy ustnej jest narazenie na bezposrednie
oddzialywanie dymu tytoniowego, w ktorym zawarta nikotyna prowadzi do przewlekte;
aktywacji 1 patologicznych  odpowiedzi  unerwienia  czuciowego  oraz
parasympatycznego blony $luzowej jamy ustnej (37). Nie mozna takze zapominaé, ze
czesta przyczyna powstawania owrzodzen jamy ustnej jest lokalne dziatanie silnych
czynnikow uszkadzajacych (chemicznych, fizycznych czy termicznych) zwiazanych z
ekspozycja na pokarm. Owrzodzenie blony S$luzowej jamy ustnej stanowi powazny
problem kliniczny z uwagi na znaczne unerwienie czuciowe tej okolicy, powodujace
silne doznania bolowe, ograniczajace czgsto mozliwo$¢ przyjmowania pokarmu,
funkcje aparatu mowy czy uniemozliwiajace utrzymywanie higieny jamy ustnej, co
wtornie prowadzi do nasilania si¢ objawdw a takze przechodzenia stanu chorobowego
na narzad zgbowy. Dlatego niezwykle waznym zagadnieniem jest poznanie czynnikow
modyfikujacych proces gojenia owrzodzen btony §luzowej jamy ustnej, co daje nadzieje
na przyspieszenie proceséw naprawczych. Wydaje sig, ze podobnie jak w pozostatych
odcinkach przewodu pokarmowego zasadnicze znaczenie dla podtrzymania zywotnos$ci
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uprzednim uszkodzeniu tkanek jest wlasciwy przeptyw krwi zapewniajacy odpowiednia
podaz substratow energetycznych i tlenu oraz pozwalajacy odprowadzi¢ produkty
metabolizmu. W okresie trwania uszkodzenia krew jest ponadto zrédlem komorek
uktadu immunologicznego produkujacych 1 uwalniajacych chemokiny, ktére
odpowiadaja za inicjacj¢ i podtrzymanie stanu zapalnego. Ponadto z krwia w miejsce
uszkodzenia dostarczane sa substraty macierzy komodrkowej, ktore warunkuja
odbudowe¢ uszkodzonych tkanek. Tkankowy przeplyw krwi jest precyzyjnie
regulowanym parametrem, zaleznym od obecnosci i aktywnosci lokalnych i ogélnych
mechanizmow kontroli, zwlaszcza neurogennej natury o szczegdlnym znaczeniu w
btonie §luzowej $cian jamy ustnej. Poznanie ich udzialu w rozwoju i przebiegu procesu
gojenia otwiera mozliwo$ci petniejszego zrozumienia tego mechanizmu, co stwarza

nadzieje na skuteczniejsze oddziatywanie terapeutyczne w tym stanie.

1.1. UNERWIENIE JAMY USTNEJ

Blona §luzowa jamy ustnej posiada ggste unerwienie czuciowe odpowiadajace za
dosrodkowa transmisj¢ impulsow czuciowych, ktore takze petnia funkcje ochronne za
posrednictwem ultrakrotkich odruchéw lokalnych (17, 42, 45, 66). Ponadto blona
Sluzowa jamy ustnej z uwagi na bogate ukrwienie otrzymuje liczne widkna nerwowe
kontrolujace czynno$¢ naczyn krwiono$nych, do ktérych naleza widkna ukladu
sympatycznego 1 parasympatycznego oraz wspéOlczulne witokna okotonaczyniowe.
Nerwy parasympatyczne docierajace w poblize naczyn biora udzial w unerwieniu

efektorycznym gruczoldw wydzielniczych (3, 120, 180).



Pomimo, ze unerwienie czuciowe btony §luzowej jamy ustnej pochodzi wytacznie
od nerwu trojdzielnego (56), towarzyszace mu komponenty uktadu autonomicznego
oraz zmienna gesto$¢ unerwienia sprawiaja, ze na tak malym obszarze jest ono bardzo
zréznicowane. Blona §luzowa pokrywa rézne okolice jamy ustnej, ktore otrzymuja
unerwienie z odmiennych zrédet (obszary te przenikaja si¢, a ich rozmieszczenie
wykazuje roéznice gatunkowe), co sprawia, ze nie mozna jej traktowacé jako obszaru
jednorodnie unerwionego (z unerwieniem z zakresu pojedynczego nerwu
czaszkowego), lecz nalezy rozpatrywaé poszczegdlne okolice z uwzglednieniem
odmiennych zrédet unerwienia pochodzacych z r6znych nerwow czaszkowych (56, 120,
153). Wydaje sig, ze zrdéznicowanie czgstosci wystgpowania pewnych schorzen
zapalnych jamy ustnej w roznych jej obszarach odzwierciedla te naturalne odmiennos$ci
morfologii oraz unerwienia. Z uwagi na réznice unerwienia btony $luzowej wyrdznié
mozna obszar okolicy policzka, powierzchni zewngtrznej oraz wewngtrznej dziasel,
podniebienia twardego 1 migkkiego, wargi goérnej i1 dolnej, oraz jezyka =z
uwzglednieniem roéznic unerwienia dotyczacych jego czgsci grzbietowej (6, 212).

Blona $luzowa pokrywajaca policzki otrzymuje unerwienie czuciowe z nerwu
szczekowego (druga galaz nerwu trojdzielnego) za posrednictwem nerwu
podoczodotowego oraz jego koncowych galezi zebodotowych goérnych tylnych,
zaopatrywana jest rowniez przez nerw zuchwowy za posrednictwem nerwu
policzkowego, ponadto dociera¢ tu moga takze koncowe gatazki nerwu twarzowego.
Blona §luzowa tej okolicy otrzymuje rowniez bogate unerwienie parasympatyczne,
ktére zaopatruje nie tylko gruczoty wydzielnicze, ale takze naczynia krwiono$ne. W
przypadku okolicy policzkdw jest ono podwdjne i1 obejmuje zaré6wno wldkna
pochodzace od zwoju skrzydlowo podniebiennego, jak i od zwoju usznego (49, 159,

174, 191).



Naczynia krwionosne tej okolicy otrzymuja unerwienie sympatyczne pochodzace
z dwu zrdédel: sympatycznych widkien okotonaczyniowych wywodzacych si¢ ze
splotow okotonaczyniowych duzych naczyn, takich jak tetnica szyjna zewngtrzna, oraz
neuronéw zazwojowych pochodzacych ze zwoju szyjnego gornego, ktére tacza si¢ na
swoim przebiegu na poziomie zwoju trojdzielnego i docieraja do okolicy naczyn
krwiono$nych, biegnac wzdhuz nerwu podoczodotowego i zgbodotowego dolnego oraz
ich gatezi (11, 71, 143, 146). Naczynia blony sluzowej policzka otrzymuja unerwienie z
uktadu sympatycznego, ktérego widkna uwalniajace jako glowny mediator
noradrenaling wywotuja efekty naczyniozwezajace (114, 164, 177, 188). Neurony
parasympatyczne za posrednictwem mediatorow, takich jak wazoaktywny peptyd
jelitowy (posiadajacy dominujace znaczenie w obrgbie jamy ustnej jako mediator
naczyniorozszerzajacy) oraz acetylocholina powoduja wzrost przeptywu krwi w obrebie
btony §luzowej (92, 93, 132).

Unerwienie czuciowe blony $luzowej wargi gornej jest podobne jak policzkow,
pochodzi od nerwu podoczodotowego (przez gataz wargowa gorna oraz galgzie
zgbodotowe gorne). Btona S$luzowa wargi dolnej otrzymuje unerwienie za
posrednictwem nerwu zuchwowego, poprzez nerw zg¢bodotowy dolny, ktéry oddaje
nerw brodkowy i galezie wargowe dolne. Okolice katéw ust zaopatruje nerw
policzkowy. Widkna parasympatyczne docierajace do tego obszaru, unerwiajace
naczynia i gruczoty pochodza od zwoju usznego, natomiast unerwienie sympatyczne
pochodzi od neurondéw splotow okotonaczyniowych (szczegdlnie w obregbie wargi
gornej) (6, 120, 127, 152, 156, 212).

W zakresie unerwienia czuciowego jezyk posiada niezwykle bogate unerwienie
przewodzace impulsy z receptoréw. Unerwienie czuciowe pochodzi przede wszystkim

od nerwu zuchwowego, ktory za posrednictwem nerwu jezykowego zaopatruje przednie

10



2/3 jezyka (a ponadto czes¢ blony $luzowej dna jamy ustnej). Pozostaly obszar btony
sluzowej jezyka zaopatrywany jest przez widkna pochodzace z nerwu jezykowo
gardlowego, ktore w okolice btony §luzowej jezyka przewodzone sa w obrgbie zwojow
czuciowych goérnych i dolnych. Wlékna pochodzace z nerwu twarzowego, ale
przebiegajace w obrgbie nerwu jezykowego stanowia droge dosrodkowa bodzcow
czuciowych przewodzonych przez strung begbenkowa. Przewodzenie impulsow z
receptorow smakowych brodawek grzybowatych odbywa si¢ za posrednictwem struny
begbenkowej, ktéra oddaje witokna przebiegajace wzdluz nerwu jezykowego oraz
podjezykowego, uczestniczacego w przewodzeniu wrazen czuciowych odpowiednio z
przedniej czg$ci jezyka oraz dna jamy ustnej. Impulsy z receptorow smakowych z
brodawek okolonych i liciastych przewodzi nerw jezykowo-gardtowy (6, 212).

Z punktu widzenia specjalizacji czynno$ciowej najwazniejsza funkcja struny
begbenkowej jest przewodzenie impulsacji brodawek jezyka. Nerw ten zawiera ponadto
komponente parasympatyczna unerwienia do gruczotow jezyka. Unerwienie czuciowe
podniebienia twardego oraz migkkiego nie rézni si¢ zasadniczo od unerwienia

pozostalych obszarow btony $§luzowej jamy ustnej (ryc.1).
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Rycina 1. Przedstawia ogolny schemat unerwienia naczyn podsluzowych powierzchni
Sciany policzka oraz jezyka. Unerwienie parasympatyczne btony S$luzowej policzka
pochodzi ze zwoju skrzydlowo podniebiennego i zwoju usznego, natomiast nerw
szczgkowy 1 zuchwowy wioda dosrodkowe bodzce czuciowe. Unerwienie
adrenergiczne naczyn policzka oraz jezyka pochodzi z sympatycznych nerwow
zazwojowych. Jezyk zaopatrywany jest czuciowo przez nerw zuchwowy, nerw
jezykowo gardtowy dostarcza impulsacje z uktadu parasympatycznego.

CGRP - peptyd pochodny genu kalcytoniny, SP — substancja P, Ach — acetylocholina,
VIP — wazoaktywny peptyd jelitowy, Na — noradrenalina, M — receptor muskarynowy,
V — receptor vipergiczny, o — adrenoreceptor alfa, CGRP, — receptor dla CGRP, NK, —
receptor neurokininowy 1,
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1.2. UNACZYNIENIE JAMY USTNEJ

Btona sluzowa jamy ustnej zaopatrywana jest w krew przez gal¢zie tetnicy szyjnej
zewnetrznej. Do naczyn tego regionu naleza: te¢tnica policzkowa, twarzowa (gatezie
koncowe) i podoczodotowa zaopatrujace btong sSluzowa policzka oraz tetnica jezykowa
z jej galeziami koncowymi, tetnica gleboka jezyka i1 podjezykowa a takze grzbietowa
jezyka zaopatrujacymi jezyk. Naczynia te na swoim przebiegu oddaja liczne galezie,
ktore lacza si¢ miedzy soba wytwarzajac gesta sie¢ naczyniowa w obregbie warstwy
brodawkowatej. Z sieci tej biora poczatek petle naczyniowe siggajace ku warstwie
podstawnej nabtonka. Cecha charakterystyczna odrozniajaca unaczynienie kapilarne
btony $luzowej od unaczynienia skory jest wystgpowanie bardzo gestej sieci kapilarne;j
w obrebie brodawek btony sluzowej jamy ustnej. Arteriole policzka maja tu niezwykle
krety przebieg (w porownaniu z innymi tkankami), ponadto posiadaja liczne
rozgal¢zienia, co zapewnia znacznego stopnia podatno$¢ na odksztatcenia mechaniczne
zwiazane z narazeniem tkanek policzka na rozne deformacje czynnos$ciowe (np.
znaczne rozciaganie przez pokarm). Przeptyw krwi w btonie §luzowej jamy ustnej jest
wigkszy niz skérze w warunkach temperatury komfortu cieplnego — zjawisko, ktore nie
zostalo do konca wyjasnione, lecz najpewniej zwiazane jest ze znacznym narazeniem
btony $sluzowej na uszkodzenia i koniecznoscia wigkszej zdolnoscia do regeneracji, co
warunkowane jest przez wigkszy przeptyw krwi w warstwie podsluzowej. Najwigkszy
przeplyw w obrebie blony Sluzowej jamy ustnej obserwuje si¢ w tkance pokrywajace;]
dzigsta. Odmiennos$cia unaczynienia btony $luzowej w porownaniu z unaczynieniem
skory a zarazem cecha charakterystyczna jest wystgpowanie licznych anastomoz

tetniczo-zylnych obnizajacych opor przeptywu w lozysku naczyn podsluzowych, co w
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polaczeniu z niskim oporem przeptywu na poziomie arteriol odpowiada za znaczna
warto$¢ przeptywu krwi w warunkach spoczynkowych. W przeciwienstwie do skory,
ktérej unaczynienie ma znaczenie w regulacji temperatury, anastomozy btony §luzowe;j
jamy ustnej nie biora udzialu w regulacji przeplywu kapilarnego zwiazanego z
fenomenem termoregulacji a ich znaczenie wydaje si¢ ograniczaé do zwigkszenia
zdolno$ci regeneracyjnych btony sluzowej jamy ustnej (150).

Mikrokrazenie jamy ustnej spetnia niezwykle istotne zadania, do ktorych nalezy
dostarczanie tlenu i glukozy do tkanek oraz odbieranie produktéw metabolizmu a w
szczegolnosci dwutlenku wegla i1 kationdow wodorowych. Wymiana ta moze zachodzié¢
dzigki specyficznej budowie niezwykle cienkiej Sciany kapilar, sktadajacej si¢ jedynie z
btony podstawnej i komorek srodbtonka, przez ktoéra zachodzi nieustannie dyfuzja wody
i gazoOw oddechowych zgodnie z ich gradientem chemicznym. Wymiana ta zalezy
przede wszystkim od liczby otwartych kapilar, im ilo$¢ ich jest wigksza tym wigksza
jest powierzchnia aktywnej wymiany (parametr ten opisuje matematycznie
wspotczynnik gestosci kapilarnej jako stosunek liczby kapilar otwartych do wszystkich
kapilar w danej objetosci tkanki). Wypehienie tozyska kapilarnego przez krew zalezy
w pierwsze] kolejno$ci od czynno$ci arteriol i zwieraczy prekapilarnych, ktore
kontroluja naptyw krwi z ukladu tetniczego wysokoci$nieniowego do tozysk
kapilarnych. Zwieracze prekapilarne znajduja si¢ pod bardzo precyzyjna kontrola
zarowno lokalna jak i1 zdalna. Kontrola zdalna polega na dostosowaniu czynno$ci
zwieraczy do aktualnego stanu czynno$ciowego organizmu i jest reprezentowana przez
wiokna sympatyczne pozazwojowe, ktére za posrednictwem mediatorow uwalnianych
ze swoich zakonczen maja zdolnos¢ kurczenia miocytow gladkich $ciany naczyniowej a
tym samym zmniejszania §wiatla naczyn. Zjawisko takie obserwowa¢ mozna w btonie

Sluzowej jamy ustnej w stanach wysitku submaksymalnego czy reakcji centralizacji
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krazenia, kiedy to dochodzi do redukcji przeptywu przez btong §luzowa w tym jamy
ustnej. Wptywy lokalne reprezentowane sa przez czynniki hormonalne i humoralne,
uwalniane bezposrednio ze $rdédblonka naczyniowego pod wplywem niedotlenienia,
takie jak metabolity kwasu arachidonowego, z ktorych najsilniejszym czynnikiem
naczyniorozszerzajacym w blonie §luzowej przewodu pokarmowego, w tym jamy
ustnej jest prostaglandyna I, (prostacyklina). Niedotlenienie tkanek lub pobudzenie
przez czynniki natury chemicznej czy mechanicznej powoduje ponadto aktywacje
lokalnych receptoréw nerwowych, ktére stanowia zakonczenia wtokien czuciowych w
tym cienkich witékien czuciowych typu C. Wiokna te, je$li zostana pobudzone
uwalniaja neuropeptydy o dzialaniu pobudzajacym na srédbtonek naczyniowy pod
wptywem ktorych aktywowana zostaje syntaza tlenku azotu (NOS) — izoforma
srodbtonkowa, co prowadzi do powstania tlenku azotu — molekuty gazowej silnie
rozszerzajacej naczynia krwionos$nie a tym samym utatwiajacej naptyw krwi tgtnicze;.
Neurohormonem o poznanym dzialaniu naczyniorozszerzajacym na drodze aktywacji
NOS jest CGRP (peptydu pochodnego genu kalcytoniny). Aktywacje neurondéw
czuciowych powodujaca przekrwienie $cian jamy ustnej obserwowa¢ mozna po
pobudzeniu wldkien czuciowych przez czynniki chemiczne np. alkaloidy roslin z
gatunku capsacium — widoczne jako ,,podraznienie” btony §luzowej, czego gtownym
komponentem jest przekrwienie. Czynniki tkankowe uwalniane z komorek
aktywowanych przez zmiany temperatury, niedotlenienie czy uraz, takie jak histamina,
bradykinina czy kationy wodorowe wykazuja takze wptyw relaksujacy na miocyty
gladkie $cian naczyn powodujac zwigkszenie przeptywu tkankowego oraz
przepuszczalnosci naczyn $rodblonka, co utatwia wymiang sktadnikéw odzywczych,
pozwalajac przyspieszy¢ regeneracje tkanek. Stan taki obserwowaé mozna w blonie

sluzowej jamy ustnej w warunkach hipoksji (przekrwienie blony $luzowej jest jedna z
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wczesnych oznak stanéw zatrucia utrudniajacych podaz tlenu). Ukrwienie btony
sluzowej jamy ustnej jest wigc wynikiem precyzyjnej i niezwykle czulej regulacji, ktéra
z jednej strony jest wrazliwa na sygnaly pochodzace z centralnego uktadu nerwowego,
ktére powstaja w roznych stanach organizmu, z drugiej zas$ reaguje na sygnaty lokalne,

ktére odzwierciedlaja potrzeby metaboliczne tkanki.

1.3. HISTORIA BADAN NEUROSENSORYCZNEJ KONTROLI

MIKROKRAZENIA

Pierwsze doniesienie na temat rozszerzenia naczyn bedacego nastepstwem
aktywacji neuronow sensorycznych autorstwa Goltza pochodzi z roku 1874.
Obserwacje te, ktorych mechanizmu wowczas nie umiano wyjasni¢, zostaly
potwierdzone przez Baylisa (7), ktory zauwazyl, ze w warunkach stymulacji zwojow
grzbietowych dochodzi do rozszerzenia naczyn obwodowych. Proby wyjasnienia
mechanizmu trojfazowej reakcji naczyniowej skéry na bodziec mechaniczny a
zwlaszcza odleglych efektow urazu miejscowego doprowadzity do sformuowania przez
Lewisa w roku 1927 (126) pierwszej koncepcji odruchu widkienkowego. Odkrycie
substancji P (SP) w roku 1931 przez Eulera i Gadduma (40), ktéra wykazywata

aktywno$¢ naczyniorozszerzajaca i zwigkszata przepuszczalno$¢ naczyn a jednocze$nie
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stanowila produkt aktywowanych neuronéw byto znaczacym krokiem w kierunku
odkrycia odruchu witékienkowego, czego najblizej byt Lembeck w roku 1953 (125),
ktory udowodnit, ze SP jest produkowana i uwalniana przez neurony czuciowe. Jednak
dopiero badania Janco 1 Szolcosanyiego (99) przeprowadzone pod koniec Ilat
sze$¢dziesiatych, ktorzy odkryli narzedzie farmakologiczne, jakim jest kapsaicyna,
pozwalajace na selektywna aktywacje neurondéw czuciowych otworzyly droge do
sformutowania teorii odruchu wtokienkowego. Ponadto autorzy ci w toku swoich badan
odkryli reakcje naczyniowa polegajaca na relaksacji naczyn i zwigkszeniu ich
przepuszczalnosci w odpowiedzi na stymulacje mediatorami neurogennymi, co okreslili
jako zapalenie neurogenne - zjawisko o duzym znaczeniu zaréwno fizjologicznym jak i
patologicznym (61, 82, 84, 88, 161, 195, 196). Zrozumienie fizjologii wtokien
czuciowych 1 ich znaczenia w kontroli szerokosci naczyn krwiono$nych w odpowiedzi
na stymulacje neuronéw czuciowych typu C wymagalo poznania receptoréw oraz
mediatorow uktadu sensorycznego. Do najwazniejszych etapow na tej drodze zaliczy¢
mozna odkrycie i opisanie znaczenia peptydu pochodnego genu kalcytoniny (CGRP) na
poczatku lat osiemdziesiatych (2, 178, 180) oraz odkrycie i opisanie receptorow
vanilloidowych dla kapsaicyny (VR1) w roku 1997 (24). Wspodtczesne badania
koncentrujace si¢ wokoét znaczenia widkien czuciowych typu C w réznych procesach
patologicznych zaleznych od zaburzen przepltywu krwi wskazuja na ich kluczowa role
w mediacji tych zjawisk i tym samym otwieraja droge do opracowania skutecznych

strategii postgpowania leczniczego.
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1.4. FIZJOLOGIA I ZNACZENIE ODRUCHU WLOKIENKOWEGO W

BELONIE SLUZOWEJ JAMY USTNEJ

Regulacja funkcji naczyn blony §luzowej jamy ustnej przez widkna czuciowe
odbywa si¢ przy udziale tzw. odruchu wtdkienkowego (77, 78, 80, 85, 87, 119, 203).
Jego podloze morfologiczne stanowia czuciowe wildkna niezmielinizowane lub
posiadajace bardzo cienka powtoke mielinowa, nie przekraczajaca Srednicy 1,5 um (dla
wiokien typu C), oraz 5 um (dla cienko zmielinizowanych witokien Ab). Wiokna te
charakteryzuja si¢ bardzo wolnym przewodzeniem impulsow czuciowych (okoto 2,5
cm/sek). Neurony te sa bardzo rozpowszechnione w okolicach ciata, ktére maja
bezposredni kontakt z otoczeniem lub substancjami pochodzenia egzogennego
(pokarm) 1 w duzej mierze odpowiadaja za unerwienie czuciowe poszczegodlnych
obszaréw jamy ustnej. Najwigksze ich nagromadzenie spotyka si¢ w obrgbie skory oraz
btony $luzowej, gdzie ich rozgalezione zakonczenia pelnia rol¢ receptoryczna.
Receptory takie z uwagi na rodzaj odbieranych bodzcéw mozna okres§la¢ jako
polimodalne, poniewaz sa wrazliwe nie tylko na bodzce mechaniczne, ale takze na
termiczne czy osmotyczne (w przypadku btony §luzowej) (9, 44, 50, 119). Witokna
czuciowe przewodza informacje dosrodkowo za posrednictwem rogoéw tylnych rdzenia.
W przypadku jamy ustnej pierwsze neurony drogi czuciowej przebiegaja w obrgbie
galezi nerwu trdjdzielnego, docieraja do zwoju Gassera, gdzie wytwarzaja potaczenie
synaptyczne z neuronem przewodzacym informacje do wzgoérza, w ktorym druga
synapsa zlokalizowana jest w obrgbie jadra brzuszno tylno przysrodkowego (VPM),
skad trzeci neuron dociera do kory mézgowej przedczotowej (w tym wieczka czotowo

ciemieniowego), gdzie dochodzi do us§wiadamiania bodzcow czuciowych (51, 112, 113,
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134, 153, 214). Sam odruch wiokienkowy funkcjonujacy w $cianie jamy ustnej
aktywowany jest na poziomie pierwszego neuronu. Charakterystyczna cecha nerwéw
funkcjonujacych na tym poziomie tkankowym jest zdolno$¢ wysytania informacji
zwrotnej do okolicy warstwy pods§luzowej, co realizowane jest przy udziale odgatezien
o charakterze wypustek okre§lanych jako kolaterale (62, 161, 194, 196, 199).
Zakonczenia tych neuronow cechuje obecno$¢ poszerzonych odcinkéw okreslanych
mianem zylakowato$ci, z okolic ktorych uwalniane sa neuropeptydy (48, 84, 109, 133,
176). Niekiedy tez informacja w postaci mediatorow peptydergicznych wysylana moze
by¢ w obrebie wtokien wstecznych pobudzanych w obrebie splotdéw nerwowych (brak
jest jednoznacznych dowodow na poparcie takiej mozliwosci w jamie ustnej, natomiast
mechanizm taki jest dobrze poznany w dalszych odcinkach przewodu pokarmowego np.
Scianie zotadka czy jelita) (87, 115, 165). Informacja przewodzona wstecznie w obrebie
pobudzonych neuronéw sensorycznych prowadzi do aktywacji ich zakonczen, z ktorych
uwalniane sa neuromediatory. Te molekuty sygnalowe z uwagi na swoja budowg (oligo
1 polipeptydowa) okreslane sa jako neuropeptydy. Dzialanie neuropeptydow polega na
relaksacji naczyn krwiono$nych, zwigkszeniu ich przepuszczalnosci oraz dzialaniu
aktywujacym na gruczoly wydzielnicze. Aktywacja stanowi odpowiedz na dziatanie z
zewnatrz silnego bodzca (faktycznie lub potencjalnie uszkadzajacego), co pozwala na
rozwinigcie reakcji obronnej tkanek, ktére dzigki lokalnemu przekrwieniu zdolne sa
skuteczniej broni¢ si¢ przed nastgpstwami uszkodzenia, co w pierwszej kolejnosci
skutkuje przyspieszonym gojeniem tkanek (17, 22, 42, 45, 79, 86). Aktywacja
gruczotow wydzielniczych w obrgbie blony §luzowej jamy ustnej ma znaczenie w
przypadkach chemicznej etiologii uszkodzen, kiedy wydzielane wodorowegglany oraz

woda zawarte w $luzie pozwalaja ograniczy¢ rozlegto$¢ uszkodzen.
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Badania ostatniej dekady pokazaty, ze aktywacja odruchu wildkienkowego w
obrgbie btony $luzowej jamy ustnej ma znaczenie ochronne nie tylko w miejscu
zadzialania bodzca, ale takze prowadzi¢ moze do przekrwienia tkanek okolicznych, co
pozwala ograniczy¢ rozlegto§¢ oddziatywania czynnika uszkadzajacego. Sytuacja taka
wystgpuje, gdy dochodzi do pobudzenia neurondéw czuciowych blony Sluzowej
przyzgbia, co prowadzi nie tylko do lokalnego wzrostu przeptywu, ale takze indukuje
zmiany w obrgbie miazgi zegba, do ktérych naleza wzrost produkcji neuropepdydow
oraz ich uwalniania, czemu towarzyszy zwigkszenie przeptywu (25, 26, 108, 176).
Podobne zaleznosci odkryto w przypadku stymulacji miazgi zgba, gdzie aktywacja
neuronéw czuciowych, oprécz impulsacji czuciowej w obrebie nerwow dosrodkowych
wywolywata efekt naczyniorozszerzajacy w obrgbie blony $luzowej przyzebia
manifestujacy si¢ lokalnym wzrostem przeplywu (67, 68, 148, 182). Zaleznosci te
wydaja si¢ mie¢ duze znaczenie w rozwoju i przebiegu chordb przyzebia, a ponadto
moga sta¢ si¢ obszarem docelowym farmakologicznego postgpowania leczniczego.
Odruch wtokienkowy pomimo, ze stanowi miejscowa reakcje na bodziec i z uwagi na
swoj lokalny zakres jest zjawiskiem samoograniczajacym sig, ktore podlega kontroli
uktadu autonomicznego. W obrebie tkanek migkkich jamy ustnej wykazano obecnos¢
czynnych receptordw oy, o oraz Y; dla mediatoréw adrenergicznych (odpowiednio
noradrenaliny - NA i neuropeptydu Y - NPY), ktore ograniczaja nie tylko uwalnianie,
ale takze powstawanie neuropepdydow (15, 69, 110). Mozliwos¢ wzajemnego
oddzialywania neuronéw sensorycznych i adrenergicznych na siebie moze ttumaczy¢
ich blisko$¢ (obie populacje lokalizuja si¢ wokdét naczyn warstwy pods§luzowej, w
ktérych $cianie zlokalizowane sa swoiste receptory dla mediatorow obu uktadow) (3,
12, 155). Adrenergiczne wplywy hamujace na zakonczenia efektoryczne ukladu

sensorycznego moga zosta¢ przelamane w sytuacji aktywacji duzej liczby zakonczen

20



czuciowych przez powtarzajace si¢ lub dziatajace na duzym obszarze bodzce o duzej
sile lub w sytuacji oddzialtywania swoistych czynnikow aktywujacych neurony
czuciowe (kapsaicyna). W stanach takich dochodzi do powstania tzw. zjawiska
zapalenia neurogennego polegajacego na reakcji naczyniowej o znacznej sile, ktora
wywoluje cechy stanu zapalnego, w tym ocieplenie 1 obrzek towarzyszace przekrwieniu
z nastgpowa wtorna reakcja bolowa (43, 64, 119, 203, 207, 211). Zapalenie neurogenne
wykazuje potencjatl naprawczy tkanek w przypadku aktywacji fizjologicznej, moze by¢
jednak stanem o charakterze uszkadzajacym w sytuacji, gdy indukowany jest przez
silnie oddziatujace czynniki aktywujace (kapsaicyna, resinferotoksyna) (17, 44, 203).

W obszarze jamy ustnej widkna czuciowe zaangazowane sa w odruch
naczyniorozszerzajacy, ktory oparty jest o dzialanie relaksujace wtokien
parasympatycznych, co spotykane jest wylacznie w tym odcinku uktadu pokarmowego
(160, 211). Pobudzenie wtokien czuciowych przebiegajacych w obrgbie gal¢zi nerwu
trojdzielnego aktywuje jadra uktadu parasympatycznego pnia mozgu, zwrotna
odpowiedz aktywowanych witdkien parasympatycznych wywoluje cholinergiczne
rozszerzenie naczyn i wzrost przeplywu. Bodzce z jader uktadu parasympatycznego
przewodzone sa za posrednictwem zwoju usznego oraz skrzydlowo podniebiennego
przez neurony zaopatrujace okolice blony §luzowej $cian jamy ustnej (146, 160, 211).
Mechanizm ten wydaje si¢ by¢ istotnym sposobem kontroli naczyn krwiono$nych w
obrebie jamy ustnej uzupelniajacym dziatanie odruchu naczyniorozszerzajacego,
mediowanego przez kolaterale nerwéw czuciowych w warunkach aktywacji przez

bodzce uszkadzajace tkankg jamy ustnej (ryc.2).
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Rycina 2. Przedstawia podtoze morfologiczne oraz znaczenie fizjologiczne tuku
odruchu wildokienkowego. Pobudzenie zakonczen czuciowych w okolicy uszkodzenia
(owrzodzenie) blony $luzowej jamy ustnej aktywuje widkna czuciowe, na skutek czego
antydromowo przewodzone sa impulsacje w obrgbie kolateral tych wlokien.
Neuropeptydy uwalniane z ich zakonczen powoduja poszerzenie $wiatla naczyn
krwionosnych. Nastgpstwem zwigkszonej podazy tlenu, substancji energetycznych i
czynnikOdw wzrostu jest wzrost metabolizmu 1 przyspieszona odnowa tkanek wyrazona
nasileniem proceséw gojenia. Aktywno$¢ neurondow czuciowych na poziomie zwojow
przedkrggowych podlega wplywom nerwowym ograniczajacym ich aktywnos$¢.

CGRP — peptyd pochodny genu kalcytoniny, SP — substancja P, NKA — neurokinina A
CGRP; - receptor dla CGRP, NK,, NK, — receptory neurokininowe, GLC — glukoza,
EGF — nablonkowy czynnik wzrostu.
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1.5. CZYNNIKI AKTUWUJACE ODPOWIEDZ NEUROSENSORYCZNA

Charakterystyczna cecha neurondéw czuciowych jest odpowiedz na dzialanie
kapsaicyny, ktorej podanie lokalne wywotuje wzmozenie aktywnosci elektrycznej w
tych neuronach oraz prowadzi do nasilonego uwalniania ich mediatorow -
neuropeptydow. Zdolno$¢ cienkich, niezmielinizowanych neuronéw C oraz stabo
zmielinizowanych neuronéw A delta do reakcji na kapsaicyn¢ zwigzana jest z
obecno$cia na ich powierzchni swoistych receptorow okre§lanych jako receptory
vanilloidowe (24, 91, 194). Aktualnie opisanych zostalo wiele podtypoéw receptorow
kapsaicynowrazliwych, ktéorych wspdlna cecha jest zdolno$¢ do otwierania drogi
transblonowej dla jonéw w odpowiedzi na oddzialtywanie kapsaicyny. Receptory
kapsaicynowrazliwe tworza rodzing okresowo aktywowanych kanalow jonowych
okreslanych jako TRPV (Transient Receptor Potential), ktéore wykazuja podobna
budowe¢ do innych receptorow sprzgzonych z kanalami jonowymi (receptory
przezbtonowe o szesciu przebijajacych btong domenach) (14, 23, 24). Istotne jest, ze
kanaty jonowe TRPV sa aktywowane nie tylko przez swoiste czynniki takie jak
kapsaicyna czy resinferotoksyna, ale takze przez nieswoiste oddziatlywania jak jony
wodorowe, temperatura czy roznica stezen jonéOw (gradient osmotyczny), co thtumaczy¢
moze odpowiedz zapalng mediowana przez neurony czuciowe na oddziatywania natury
fizycznej (1, 89, 151). Pierwszym odkrytym, sklonowanym i najlepiej poznanym
pozostaje receptor VR, dla ktorego okreslono nie tylko swoistych agonistow (wsrod
ktorych obok kapsaicyny 1 resinferatoksyny znalazly si¢ takze piperyna i zigeron -
sktadniki pieprzu, jak réwniez valleal czy cinnamodial - aktywne sktadniki imbiru), ale

takze wiele swoistych antagonistow do ktorych naleza: kapsazepina czy czerwien
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rutenu (16, 215). Obecnos$¢ receptora VR, Scisle koreluje z immunorekatywno$cia
neurondow dla CGRP oraz SP, ktore sa uwalniane wraz innymi mediatorami, takimi jak
PACAP czy galanina w odpowiedzi na aktywacje receptora VR,. Oprécz lokalizacji na
powierzchni cienkich, wolno przewodzacych neuroné6w metodami immunohistochemii i
elektrofizjologii wykazano obecno$¢ receptorow VR; w obrgbie neurondw zwojow
grzbietowych rdzenia krggowego, gdzie ich rola polega na aktywacji neurondéw
czuciowych, modyfikacji czynno$ciowej drogi przewodzenia bolu oraz stymulacji
produkcji i uwalnia niektérych neuropepdydéw w tym SP (95). Druga najwazniejsza
(poza neuronami $réd$ciennymi $ciany przewodu pokarmowego i skory) lokalizacja
receptorow typu TRPV sa zwoje nerwu trojdzielnego i ich odgatezienia (1, 89, 207).
Uwaza sig, ze obecne w tej lokalizacji receptory kapsaicyno - wrazliwe zdolne sa
indukowa¢ aktywno$¢ neuropochodnych procesow zapalnych, co niejednokrotnie
zachodzi z dala od miejsca aktywacji neurondw przez czynniki drazniace. Wydaje sig,
ze receptory TRPV a w szczegdlnosci receptory VR, sa najwazniejszymi aktywatorami

wiokien sensorycznych uczestniczacych w kontroli naczyn blony sluzowej jamy ustne;.
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1.6. CHARAKTERYSTYKA NEUROMEDIATOROW UKLADU

SENSORYCZNEGO

Jak wspomniano wczesniej, w odpowiedzi na aktywacj¢ neurondéw czuciowych
uwalniane sa liczne mediatory neuropeptydowe. Molekuly te powstaja na skutek
odcinania fragmentow oligopeptydowych z wielkich czasteczek polipeptydow, co
zachodzi w obrgbie rybosoméw zlokalizowanych na powierzchni szorstkich siateczek
srédblonkowych formujacych konce CIS cystern Golgiego. Nastgpnie w toku obrobki
potranslacyjnej substancje te ulegaja licznym modyfikacjom, w wyniku ktérych
uzyskuja aktywnos$¢ biologiczna (35). Tak uformowane molekuly sygnalowe zostaja
upakowane w tzw. duzych pecherzykach wydzielniczych o tzw. gestym rdzeniu.
Bodzce o duzych amplitudach i dlugim czasie trwania powodujace dokomoérkowy
naptyw  wapnia prowadza do uwolnienia neuropepdydow z  zakonczen
presynaptycznych. W toku badan nad zjawiskami indukowanymi przez pobudzenie
neurondw czuciowych wykazano, ze do mediatorow neurosensorycznych o
najwazniejszym znaczeniu zaliczy¢ mozna substancje P oraz CGRP. Neuropeptydy te
uwazane s3 za gtowne mediatory zapalenia powstajacego na podtozu neurogennym.
CGRP uwazany jest za glowny czynnik wywotujacy rozkurcz miocytow gladkich $cian
naczyn krwionos$nych a tym samym rozszerzenie tych ostatnich, natomiast SP jest
podstawowym mediatorem powodujacym wzrost przepuszczalno$ci §cian naczyn.

CGREP jest szeroko rozpowszechniony w uktadzie nerwowym, jednak najwigksza
ilos¢ tego neuropeptydu spotyka si¢ w obrgbie witokien sensorycznych $ciany przewodu
pokarmowego, réwniez w jamie ustnej. Substancja ta odkryta w roku 1982 jako

alternatywny produkt transkrybcji genu dla kalcytoniny jest 37 aminokwasowym
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polipeptydem wykazujacym powinowactwo do receptora CGRP, oraz CGRP,, przy
czym receptor CGRP, jest szczegdlnie obecny w obrgbie $cian naczyn oraz gruczotach.
CGREP jest czynnikiem rozszerzajacym naczynia krwiono$ne, ktory to efekt zalezny jest
zarowno od bezposredniego oddziatywania na migénie gtadkie $ciany naczyniowej (52,
54, 62, 190, 193, 198, 215), ale takze jest wywolywany przez naczyniorozszerzajace
mediatory produkowane przez $rodblonek naczyniowy, z ktorych najwazniejszym jest
tlenek azotu (NO) (41, 104, 109, 111, 138, 199). W toku badan nad biologia i
znaczeniem CGRP odkryto antagonistow CGRP, do ktérych naleza fragmenty
oryginalnego 37 — aminokwasowego lancucha (fragmenty zawierajace sekwencje
sygnalowe i1 bedace selektywnymi blokerami kompetencyjnymi dla receptora CGRP)),
naleza do nich CGRP 537 oraz CGRP 1,37 (8, 17, 47). Odkrycie znaczenia CGRP oraz
antagonistow dla jego receptoréw pozwolito na dalsza analize biologicznej roli tego
peptydu, a takze udzialu w réznych procesach patologicznych takich jak zapalenie
btony $luzowej powstajacej w odpowiedzi na biologiczne, chemiczne oraz mechaniczne

czynniki draznigce obecne w jamie ustnej (36, 37, 43, 107) (ryc.3).
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Rycina 3. Przedstawia mechanizm dzialania CGRP na $ciang naczynia krwiono$nego.
Zmiany przepuszczalnosci kanatow jonowych dla potasu oraz wapnia prowadza do
hyperpolaryzacji komoérek migéni gladkich §cian naczyn a tym samym ich rozkurczu,
czego nastepstwem jest zwigkszenie szerokosci §wiatla naczynia 1 wzrost przepltywu.
Istotne znaczenie odgrywa zwigkszenie syntezy gazowego mediatora - tlenku azotu
(NO), ktorego oddzialywanie takze prowadzi do rozkurczu migéni gladkich $cian
naczyn i zwigkszenia $wiatta naczynia. Wzrost przeptywu w obrgbie oporowych naczyn
krwiono$nych powoduje nasilenie przeplywu na poziomie sieci kapilarnych ze
wzrostem liczby czynnych kapilar i czynnej powierzchni dla dyfuzji O,. Zwigkszona
podaz tlenu jest bardzo istotna dla zjawiska protekc;i.

CGRP — peptyd pochodny genu kalcytoniny, CGRP, — receptor dla CGRP, CA —
cyklaza adenylowa, CAMP — cykliczny adenozynomonofosforan, gK+ - przezbtonowy
prad potasowy, gCa++ - przezblonowy prad wapniowy, NOS — syntaza tlenku azotu,
CGMP - cykliczny guanozynomonofosforan.
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Substancja P jest 11 aminokowasowym oligopeptydem odkrytym juz w 1931
roku. Molekuta ta podobnie jak CGRP jest obecna w zakresie unerwienia przez neurony
czuciowe, szczegllnie w obrebie blony §luzowej wszystkich odcinkow przewodu
pokarmowego. Wystepuje rowniez w obrebie zwojow przykregowych uktadu
sympatycznego oraz w mniejszej ilosci w obregbie zwoju nerwu trdjdzielnego (9, 133,
145, 206). W jamie ustnej immunoreaktywnos$¢ dla SP odkryto w okolicy przyzebia,
btony sluzowej podniebienia, dna jamy ustnej oraz w dnie kieszonki dziastowej (4, 65,
210). Jednym z istotnych efektow biologicznych substancji P jest jej wplyw na
metabolizm tkanki kostnej (50). SP nalezy do rodziny tachykinin, do ktoérej zalicza si¢
takze neurokining A, neurokining B, jak rowniez neuropeptydy K i delta. Tachykininy
oddziatluyja na tkanki docelowe za posrednictwem populacji receptoréw
neurokininowych, ktore sa wspolne dla grupy tych mediatorow, ale wykazuja
zroznicowane powinowactwo do receptoréw neurokininowych. Substancja P wywiera
efekty biologiczne za posrednictwem receptorow neurokininowych (NK), przy czym
jest swoistym agonista wzgledem receptora NK1, natomiast neurokininy NKA oraz
NKB wywotuja swoje efekty glownie za posrednictwem receptorow NK2 oraz
odpowiednio NK3 (76, 121, 124, 184, 186, 187, 192, 193). W ukladzie receptorowym
neurokinin nie spotyka si¢ zjawiska obligatoryjnej swoistosci (poszczegolne mediatory
maja zdolno$¢ pobudzania wszystkich receptorow w tej grupie), co jest nastgpstwem
istnienia wspodlnej pigcio aminokwasowej sekwencji w okolicy N konca tancucha
polipeptydowego, zdolnej oddziatywa¢ na miejsca aktywne transmembranowych
receptorow polipeptydowych. Posrdd tachykinin SP wykazuje najwigksza aktywnos¢
jako mediator stanu zapalnego 1 efekt ten zwiazany jest ze zwigkszaniem
przepuszczalnosci naczyn kapilarnych. SP dziala takze naczyniorozszerzajaco

(synergistycznie z CGRP, wraz z ktorym jest najczg$ciej uwalniana) podobnie jak
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CGRP stymuluje wydzielanie z gruczotéw blony sluzowej jamy ustnej (4, 63, 65, 111,
131). Charakteryzujac efekty neuropepdydéw w tym CGRP oraz SP nalezy réwniez
wspomnie¢ o ich wpltywie na uklad immunologiczny, gdzie peptydy te wykazuja
dziatanie stymulujace na komodrki uktadu immunologicznego, w tym neutrofile i
makrofagi, ktore wykazuja ekspresje zarowno receptorow CGRP; jak i NK (5, 70, 130,
170). Wydaje sig, ze to dziatanie neuropepdyddéw na uktad immunologiczny jest jednym
z mechanizméw aktywacji zapalenia i zwiazanych z nim proceséw naprawczych
zachodzacych nie tylko w nastgpstwie przekrwienia danej okolicy i zwigkszenia
przepuszczalnosci tkanek, ale takze na skutek bezposredniej stymulacji komoérek uktadu

immunologicznego (ryc.4).
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Rycina 4. Przedstawia molekularny mechanizm dziatania neuropeptydu — substancji P
(SP). SP uwalniana z zakonczen wiokien czuciowych oddzialuje za posrednictwem
swoistych receptorow neurokininowych NK;. Aktywacja receptora NK;, powoduje
wzrost syntezy prostaglandyny E (PGE,), co na drodze obnizenia §rddkomoérkowego
stgzenia wapnia prowadzi do rozkurczu migsni gladkich $cian naczyn. Ponadto
aktywacja mastocytow 1 zwigkszone uwalnianie histaminy powoduje wzrost
przepuszczalnosci naczyn kapilarnych. Nastgpowy obrzek jest jedna z komponent
neuropochodnego stanu zapalnego. Zwigkszenie przeptywu krwi, podazy sktadnikoéw
odzywczych i tlenu na skutek zarowno posredniego jak 1 bezposredniego oddziatywania
SP zwigksza zdolno$¢ tkanki do regeneracji a tym samym stanowi element zjawiska
protekcji.

PLC - fosfolipaza C, PIP, — fosfatydylo inozytolo difosforan, IP; — trdjfosforan
inozytolu, DAG — diacyloglicerol, COX; — cyklooksygenazal, PGE, — prostaglandyna
Es, EPR — receptor dla metabolitow kwasu arachidonowego (prostaglandynowy).
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1.7. PATOFIZJOLOGIA OWRZODZENIA I MECHANIZMY GOJENIA

BELONY SLUZOWEJ JAMY USTNEJ

Owrzodzenie blony S$luzowej jamy ustnej jest rodzajem penetrujacego,
powierzchownego uszkodzenia tkanek, stanowi ubytek btony Sluzowej 1 pod§luzowe;j
mogacy obejmowac btong migsniowa. W obrgbie owrzodzenia wyr6zni¢ mozna dno —
nekrotyczny obszar tkanek poddanych bezpos$redniemu uszkodzeniu, brzeg
owrzodzenia, ktory stanowi obszar przejsciowy pomiedzy tkanka zdrowa i zmieniona
martwiczo oraz obszar tkanki zdrowej otaczajacej owrzodzenie, ktdra cho¢ nie jest
zmieniona morfologicznie podlega istotnym zmianom czynno$ciowym w okresie
gojenia owrzodzenia.

Brzeg owrzodzenia jest obszarem, w ktorym zachodza procesy naprawcze
prowadzace do pokrycia tkanki martwiczej dna przez zregenerowana btong $luzowa i
podsluzowa. Zlozony proces gojenia z uwagi na chronologi¢ zjawisk naprawczych
podzieli¢ mozna na trzy fazy: zapalenia, formowania nowej tkanki oraz jej przebudowy
(29). W okresie zapalenia, w obszar tkanki nieuszkodzonej graniczacej z tkanka
nekrotyczna docieraja elementy morfotyczne krwi, w tym fibroblasty i ptytki krwi
zawierajace w swych ziarnistosciach peptydy zdolne stymulowaé wzrost i rozwdj
tkanek, z ktérych najsilniejszy potencjal regeneracyjny wykazuja polipeptydowe
czynniki wzrostu— niezbedne w procesie odbudowy prawidtowo zrdéznicowanych i
unaczynionych tkanek. Do najwazniejszych czynnikow stymulujacych regeneracje
tkanek naleza: ptytkopochodny czynnik wzrostu (PDGF), ktéry stymuluje fibroblasty,
pobudza produkcj¢ kolagenu oraz angiogenezg, srodbtonkowy czynnik wzrostu (EGF)
odpowiedzialny za wzrost nablonka w okolicy uszkodzonej, fibroblastyczny czynnik

wzrostu (FGF) o kompleksowym dziataniu stymulujacym na komorki $rodbtonka,
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fibroblasty i1 angiogenezg, ale takze wywotujacy powstanie macierzy pozakomorkowej
oraz transformujacy czynnik wzrostu (TGF) - czynnik chemotaktyczny pobudzajacy
wzrost komérek mezenchymalnych nabtonka i $rédbtonka (39, 142). Okres zapalenia
charakteryzuje rozluznienie migsniowki gtadkiej naczyn i nastgpowy wzrost przeptywu
oraz przepuszczalno$ci naczyn, co pozwala na zwigkszenie podazy tlenu i $rodkéw
odzywczych w okolice gojenia, ale takze umozliwia przenikanie komorek
mezenchymalnych przez $ciany naczyn. Procesy te zachodza w obrgbie
nieuszkodzonych tkanek przyleglych do obszaru uszkodzenia. Nagromadzenie
odpowiedniej liczby komoérek oraz macierzy pozakomorkowej (kolagenu oraz
proteoglikandw) tworzacych ziarning, pozwala rozpocza¢ druga faze gojenia, ktora
stanowi odbudowa nowej tkanki. W tym okresie zjawiskiem kluczowym warunkujacym
powstanie prawidtowej, petnowartosciowej tkanki, mogacej stuzy¢ jako bariera dla
czynnikow zewngtrznych jest angiogeneza (201). Proces angiogenezy zachodzi w
obrgbie uformowanej tkanki ziarninowej i rozpoczyna go proteoliza btony podstawne;j,
ktéra pozwala wytworzy¢ kanal przeptywu w obrebie przysziego naczynia. Nastgpnym
etapem formowania naczynia jest tworzenie $ciany naczyniowej, inicjowane przez
wrastanie komorek $rodblonka (46). Etap ten wymaga aktywacji limfocytow,
monocytow oraz fibroblastow 1 jest uzalezniony od ztozonych interakcji pomigdzy
molekutami adhezyjnymi oraz elementami morfotycznymi krwi. Do najwazniejszych
molekut nalezy czasteczka naczyniowej adhezji powierzchniowej (VCAM,)
odpowiedzialna za indukcje proteaz pozwalajacych wytworzy¢ kanat naczyniowy oraz
czasteczka powierzchniowej adhezji $rédbtonka (PECAM), stymulujaca wzrost
srédblonka oraz aktywujaca ekspresje integryn niezbednych do wytworzenia potaczen
migdzykomodrkowych typu zlacz S$cistych, co ostatecznie przeksztalca warstwe

nowopowstalych komoérek $rodbtonka i macierzy podstawnej w pelnowarto$ciowa
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blong wewngtrzna naczynia (139, 147, 185). Rozw6j naczyn jest zjawiskiem
kluczowym dla odbudowy tkanek, gdyz jedynie dobrze unaczyniona ziarnina, w ktorej
zapewniona jest podaz tlenu, substancji odzywczych i1 czynnikow wzrostu moze
wytworzy¢ pelnowartosciowa tkanke podstawna, do czego niezbgdna jest aktywacja
fibroblastow i dalsza synteza kolagenu. Wytworzona tkanka podstawna zawierajaca
kolagen, macierz proteoglikanowa oraz sie¢ fibroblastow i naczyn wypetnia obszar
uszkodzenia. Ostatnia faza naprawy jest przeksztalcenie tkanki (remodeling), w czasie
ktérego zachodza skomplikowane procesy nawiazywania potaczen migdzybtonowych i
formowania przestrzennego uktadu uksztattowanych elementdow komoérkowych w
obrgbie odnawiajacej si¢ tkanki (183). Wsrdd licznych zjawisk zachodzacych w tym
okresie do najwazniejszych nalezy odbudowa bariery nablonkowej pokrywajacej obszar
nowopowstatej tkanki. W procesie tym na etapie indukcji i migracji komoérek nablonka
gléwna role odgrywaja kadheryny, natomiast na etapie budowy zlacz $cistych miedzy
komoérkami $rédblonka z podtozem kluczowe znaczenie wykazuja czasteczki z grupy
integryn (integryny alfa 2 oraz alfa 3), ktore stanowa receptory dla kolagenu i lamininy
(147). Wytworzenie pelnowartosciowych naczyn oraz odtworzenie nablonka pozwala
na pelna odbudowg obszaru uszkodzenia przez pokrycie tkanki martwiczej
zréznicowang tkanka prawidtowa. Proces ten oparty na licznych zaleznosciach o typie
sprzezen zwrotnych, jesli zostanie zapoczatkowany 1 pobudzony przez czynniki wzrostu
wykazuje duza autonomig. Jest on zalezny w znacznym stopniu od utrzymania
prawidlowego przeptywu krwi w miejscu uszkodzenia, ktdry zapewnia podaz
wszystkich komoérkowych 1 poza morfotycznych czynnikéw oraz ewakuacje
metabolitow. Z tego powodu uwaza sig, ze ukrwienie strefy gojenia ma znaczenie

decydujace dla procesow naprawy (19, 20, 45, 85, 87, 115, 117, 137, 213).
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1.8. ZNACZENIE PRZEPLYWU KRWI W MECHANIZMIE GOJENIA

OWRZODZEN

W  Swietle wspotczesne] wiedzy wydaje sig, ze glownym czynnikiem
umozliwiajacym regeneracj¢ blony $luzowej jamy ustnej obok czynnikéw wzrostu i
molekut adhezyjnych uwalnianych w okolicy uszkodzenia przez komorki jest podaz
tlenu 1 sktadnikow odzywczych z krwia (97, 162, 163, 168). Zapotrzebowanie
energetyczne uszkodzonych i regenerujacych si¢ tkanek jest bardzo duze z uwagi na
nasilone procesy podziatéw komodrkowych i réznicowania (22, 29, 117, 200).
Zapotrzebowanie to pokrywa uktad naczyniowy, ktory zdolny jest dostarczy¢ w miejsce
uszkodzenia wigksza ilo$¢ krwi, w wyniku rozszerzenia naczyn doprowadzajacych
krew do obszaru mikrokrazenia (arteriol), co jest nastepstwem rozkurczu mig$niowki
gladkiej $ciany naczynia, na skutek czego dochodzi do zwigkszenia catkowitego
przeplywu krwi w jednostkach mikrokrazenia (62, 87, 97). Wzrost catkowitego
przeplywu przez uktad naczyniowy w danej objetosci tkanki, chociaz niezbgdny, nie
jest wystarczajacy dla pokrycia zwigkszonego zapotrzebowania energetycznego tkanek.
Niezbgdny jest w tym przypadku wzrost powierzchni wymiany tlenu oraz sktadnikow
odzywczych, ktory nastgpuje dzigki zwigkszeniu liczby aktywnych kapilar w obrgbie
danej objetosci tkanki. Parametr ggstosci kapilarnej (stosunek catkowitej liczby kapilar
do liczby kapilar aktywnych) stuzy do matematycznego opisu tego zjawiska. Potaczenie
wzrostu powierzchni wymiany oraz zwigkszenie przeptywu krwi pozwala na
rzeczywiste zwigkszenie zuzycia tlenu przez tkanki a tym samym pokrycie ich
nasilonego zapotrzebowania metabolicznego (169).

Badania ostatniej dekady pokazuja, ze neuropeptydy odgrywaja rolg w protekc;ji

tkanek, poniewaz wykazuja zdolno$¢ do zwigkszania catkowitego przeptywu krwi w
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naczyniach, powierzchni wymiany naczyniowej oraz niekiedy przepuszczalno$ci
kapilar, co ma istotny wptyw na dynamike proceséw naprawczych w fazie zapalenia po
dokonanym uszkodzeniu (13, 79, 80, 81, 94, 202). Podraznienie zakonczen nerwow
czuciowych w obrgbie jamy ustnej powoduje aktywacje zylakowato$ci i uwolnienie
neuropepdydow, z ktorych CGRP oraz SP stanowia najwazniejsze czynniki modulujace
lokalny przeplyw w tkance, a tym samym odgrywaja istotng rol¢ w mechanizmie
protekcji (18, 33, 42, 44). CGRP jest peptydem, ktorego efekty naczyniorozszerzajace
zostaty juz do$¢ dobrze poznane. W obregbie naczyn mikrokrazenia, gtownie arteriol,
CGRP dziata na ich migénie gladkie za posrednictwem receptora CGRP;, ktorego
aktywacja prowadzi do wzrostu aktywnosci cyklazy adenylowej, w nastgpstwie czego
dochodzi do wzrostu poziomu cAMP 1 aktywacji kinazy A, ktéra fosforyluje,
zwigkszajac w ten sposob przepuszczalno$¢é kanalow potasowych (ATP wrazliwych)
(90, 173). Wzrost przepuszczalno$ci kanaléw jonowych dla potasu w obregbie miocytow
gladkich powoduje ich rozkurcz i rozszerzenie arterioli, a tym samym zwigkszenie
przeplywu w lozysku naczyniowym. Receptory dla CGRP znajduja si¢ takze na
komorkach $rodbtonka - ich aktywacja nasila generacje tlenku azotu (przede wszystkim
w nastepstwie aktywacji izoformy $rédbtonkowej syntazy NO), czego nastgpstwem jest
wzrost uwalniania tej molekuly - tlenek azotu pobudzajac produkcj¢ cyklicznego
guanozyno-monofosforanu (cGMP) wykazuje silne dziatanie rozkurczajace na miocyty
gladkie $ciany naczyniowej, co dodatkowo istotnie zwigksza przeplyw naczyniowy
(140, 141). Obydwa te mechanizmy oddziatywania CGRP na migénie gtadkie (posredni
1 bezposredni) maja znaczenie w procesie neurogennego rozszerzenia naczyn zaleznego
od CGRP (53, 96, 161, 165, 192, 215). W obre¢bie jednostek mikrokrazenia w zakresie
arteriol wigksze znaczenie wydaje si¢ odgrywaé¢ mechanizm bezposredni zalezny od

kanatow potasowych, natomiast mechanizm NO zalezny peitni przewazajaca rolg w
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obrebie drobnych naczyn doprowadzajacych oraz w réznych odcinkach tetnic
migsniowych (18, 137, 160, 167). Substancja P oddzialujaca za posrednictwem
receptora NK, powoduje rozszerzenie naczyn (efekt ten jest znacznie mniej nasilony i
krotszy czasowo w porownaniu z efektami oddzialywania CGRP) i zalezny wytacznie
od lokalnie zwigkszonej syntezy tlenku azotu. Jednak gtownym efektem oddzialywania
endogennego SP In vivo na naczynia jest wzrost przepuszczalnosci ich $cian, ktory
nastepuje nie tylko na skutek bezposredniego oddziatywania za posrednictwem
receptora NK,, ale takze aktywacji mastocytéw 1 lokalnego wzrostu uwalniania
histaminy (41, 96, 109, 131).

Wspdlnym efektem oddzialywania CGRP oraz SP uwalnianych przez
aktywowane wiokna czuciowe jest wzrost catkowitego przeptywu krwi w obrebie
naczyn, arteriol i kapilar mikrokrazenia oraz wzrost wymiany tlenu i sktadnikow
odzywczych w obrgbie tkanki przylegltej do obszaru uszkodzenia, co pozwala na
aktywacje 1 migracje fibroblastow w obrgbie obszaru granicznego migdzy tkanka
zdrowa a okolica uszkodzenia. Angiogeneza we wczesnym etapie gojenia w strefie
gojenia uszkodzenia (ziarniny), ktéra stanowi kluczowy proces dla przywrdcenia
integralno$ci uszkodzonej tkanki moze zachodzi¢ wylacznie w warunkach nie
zaburzonej  perfuzji naczyn krwiono$nych  komunikujacych z  obszarem
nowopowstajacego unaczynienia (13, 55, 75, 79, 138, 144). Skuteczna ewakuacja
produktow przemiany materii przez zwigkszony przeptyw krwi w procesie stymulacji
przez neuropeptydy jest niezbgdnym warunkiem prawidtowej regeneracji w miejscu

uszkodzenia (ryc.6).

36



Zadzialanie czynnika

uszkadzajacego
ﬂ 4 Podazy tlenu i glukozy
4 liczby komorek krwi
W miejscul uszkodzenia R——
Ubytek blony | Organizacja
Sluzowej ziarniny

Angiogeneza

*PDGF
4+ TGFE

4 02

Rozplem komoérek
podscieliska

!

Wytworzenie blizny

Rycina 5. Przedstawia mechanizm neuro - humoralnej kontroli jednostki mikrokrazenia.
Aktywacja wildkien czuciowych prowadzi do uwolnienia CGRP oraz SP z ich
zakonczen. Neuropeptydy dziatajac za posrednictwem swoistych receptorow CGRP;
oraz NK, na drodze oddziatywan bezposrednich oraz za posrednictwem NO prowadza
do relaksacji migsnidwki gladkiej $Scian naczyn i zwigkszenia przeplywu w jednostce
mikrokrazenia. Nastgpstwem jest zwigkszenie podazy tlenu i glukozy oraz dostarczenie
komorek zapalenia 1 czynnikdw wzrostu w miejsce uszkodzenia. Czynniki te istotnie
nasilaja angiogenezg i namnazanie si¢ komoérek podscieliska, czego nastgpstwem jest
wytworzenie pelnowartosciowej blizny w miejscu uszkodzenia. Przedstawiono takze
wiokna adrenergiczne, ktérych wplywy na naczynia krwiono$ne mediowane przez
swoiste receptory adrenergiczne sa przeciwstawne do oddziatywan uktadu
sensorycznego.

CGRP — peptyd pochodny genu kalcytoniny, SP — Substancja P, NO — tlenek azotu,
NPY — neuropeptyd Y, NA — noradrenalina, Y, — receptor neuropeptydowy 1, o, —
adrenoreceptor oy, . — adrenoreceptor ., BK — bradykinina, His — histamina, PGs —
prostaglandyny
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2. CEL PRACY:

Celem niniejszych badan bylo okre$lenie wptywu wildkien czuciowych i ich
mediatordw na proces gojenia ostrych owrzodzen blony sluzowej policzka i jezyka ze
szczegolnym uwzglednieniem ich znaczenia w kontroli przeptywu tkankowego krwi.

Szczegdtowymi celami przeprowadzonych badan byto:

* Okreslenie wptywu aktywnosci podstawowej widkien czuciowych typu C w
kontroli przeptywu tkankowego w prawidlowej blonie §luzowej oraz brzegu owrzodzen
jamy ustnej oraz zbadanie ich znaczenia w modulacji procesu gojenia ostrych
owrzodzen btony $luzowej policzka 1 jgzyka.

* Wyjasnienie roli mediatora uktadu sensorycznego - CGRP w regulacji
przeplywu tkankowego w obregbie prawidtowej blony sluzowej oraz brzegu owrzodzen
jamy ustnej oraz poznanie znaczenia tego neuropeptydu w modulacji procesu gojenia
ostrych owrzodzen btony §luzowej policzka i jgzyka.

* Okreslenie znaczenia receptoréw peptydergicznych w kontroli przeptywu
tkankowego w prawidlowej btonie §luzowej 1 brzegu owrzodzen jamy ustnej oraz
wyjasnienie ich udzialu w modulacji procesu gojenia ostrych owrzodzen blony §luzowej
policzka 1 jezyka.

* Okreslenie znaczenia mikrokrazeniowego przeptywu krwi w obszarze
uszkodzenia btony §luzowej w procesie jej gojenia w spoczynku oraz w warunkach

stymulacji receptorow peptydergicznych.
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3. MATERIAL | METODY

Badania doswiadczalne zostaly przeprowadzone na szczurach rasy Wistar, obu
ptci, wagi 200 — 240g. Zwierzgta przed eksperymentem przebywaty w pomieszczeniu o
stalej temperaturze pokojowej z zachowanym dwunastogodzinnym cyklem $wietlnym.
Zwierzgta otrzymywaly standardowy pokarm dla gryzoni, miaty takze zapewniony staty
dostgp do wody. Na 24 godziny przed eksperymentem zwierz¢ta nie otrzymywaty
pokarmu, majac staty dostgp do wody. Narkozg (Vetbutal 25 mg/kg Biovet Putawy)
podawano dootrzewnowo w okresie nie przekraczajacym 60 minut przed planowanym
doswiadczeniem. Zwierzgta po uspieniu umieszczane byly na stole operacyjnym, stata
temperatura ciala utrzymywana byla przy za pomoca systemu grzewczego
kontrolowanego za pomoca doodbytniczego termistora (FST TR-100). Przed
przystapieniem od eksperymentu dokonywano kontrolnego pomiaru wartosci przepltywu
mikrokrazeniowego w blonie $luzowej policzka oraz jezyka u zwierzat w
poszczegolnych grupach doswiadczalnych. Ostre owrzodzenie w obrgbie grzbietowej
czesdci jezyka oraz policzka wywotywano za pomoca polietylenowego wydrazonego
cylindra o $rednicy 4mm, ktory przykladano do powierzchni tkanek i po uzyskaniu
szczelnego potaczenia migdzy tkanka a brzegiem cylindra ten ostatni wypetniano na 30
sekund 50 ulL 70% kwasu octowego. Nastepnie kwas ewakuowano a tkanke
przeplukiwano sola fizjologiczna. Po uplywie 120 min od indukcji owrzodzenia
dokonywano kontrolnego pomiaru wartosci przeptywu mikrokrazeniowego w obrgbie
prawidtowej blony sluzowej policzka oraz jezyka i brzegu owrzodzen. Po uptywie 7 dni
od indukcji uszkodzen zwierzg¢ta byly usypiane przez dootrzewnowe podanie Vetbutalu

(25 mg/kg). Nastgpnie dokonywano pomiarow przepltywu mikrokrazeniowego w
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obrebie zdrowej btony Sluzowej policzka i1 jezyka oraz w brzegu owrzodzen,
planimetrycznie mierzono powierzchni¢ uszkodzen i pobierano tkanke celem analizy
histologicznej owrzodzen, nastgpnie zwierzg¢ta usmiercano przez dootrzewnowe

podanie znacznej ilo$ci $rodka znieczulajacego (Vetbutal).

Badania przeprowadzono zgodnie z wytycznymi i za zgoda Komisji Bioetycznej

Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego.

3.1. INNE PROCEDURY I TECHNIKI EKSPERYMENTALNE

Dla okreslenia roli unerwienia sensorycznego w modulacji potencjatu
naprawczego blony $luzowej jamy ustnej dokonywano chemicznej eliminacji tej
sktadowej unerwienia. Odnerwienie sensoryczne uktadu nerwowego przeprowadzano
za pomoca techniki farmakologicznej denerwacji stosujac w tym celu neurotoksyne —
kapsaicyng (Sigma), ktora w postaci 1% roztworu podawano zwierz¢tom podskdrnie w
narkozie eterowej przez okres trzech dni w odstgpach 12-godzinnych we wzrastajacych
dawkach — (odpowiednio 2, 5, 10 oraz 50 mg. substancji podawanej kazdemu
odnerwionemu zwierzgciu do$wiadczalnemu). Po 10 dniach od indukcji odnerwienia
sensorycznego wykonywano test rogowkowy (aplikacja kropli 1% roztworu kapsaicyny
na rogdwke) pozwalajacy stwierdzi¢ czy ablacja unerwienia byta skuteczna. Pozytywny
test rogowkowy-dodatni test na odruch powiekowy u zwierzgcia, ktéremu podano
krople 1 procentowego roztworu kapsaicyny na rogowke wskazujacy na niekompletne

odnerwienie czuciowe wykluczat zwierzg z dalszych badan.
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W celu wykazania znaczenia lokalnego przeptywu krwi w procesie gojenia
owrzodzen jamy ustnej w grupie zwierzat (n = 8) dokonano przewlektego
niedokrwienia tkanek jamy ustnej. W grupie tej nacinano powtoki po stronie lewej w
stosunku do krtani i tchawicy na dlugosci okoto Smm, rozpoczynajac cigcie okoto 2 mm
od lewego kata zuchwy. Po dokonaniu cigcia skérnego odstaniano podzuchwowe
gruczoty $linowe, ktore odpreparowywano. Odstonig¢te migé$nie proste szyi i powigzie
oddzielono bez uzycia ostrych narzedzi w celu uniknigcia krwawienia. Nastgpnie
wypreparowywano lewa tgtnice szyjna zewnetrzng i po oddzieleniu jej od powigzi pod
naczynie podktadano ni¢ chirurgiczna, naczynie zwezano celem osiagnigcia okluzji
okoto 50%. Stopien okluzji naczynia oceniano za pomoca przeptywomierza
ultrasonograficznego (elektroda RS1 — 1,5 mm $rednicy). Wartos¢ przeplywu
catkowitego 18 ml/min (wzrost ponad 35% w stosunku do kontroli) uznawano za
znamienny dla redukcji $wiatta naczynia o okoto 50% (obliczany z wzoru Puisella dla
predkosci przeptywu krwi przez naczynia sztywne przy parametrze D nie

przekraczajacym 2 mm).

3.2. ZASTOSOWANE SUBSTANCJE FARMAKOLOGICZNE

Zwierzeta doswiadczalne w poszczegodlnych grupach otrzymywaly zgodnie z
planem badan nastgpujace substancje aktywne: dootrzewnowo CGRP (50mg/kg)
(Sigma) oraz CGRPs.3; (50mg/kg) (Sigma), podskérnie podawano kapsaicyng (Sigma)
(roztwor 1% wedtug opisanego wyzej protokotu). Substancje czynne podawane byty co

48 godzin w okresie gojenia uszkodzen w postaci roztworu w soli fizjologiczne;j.
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3.3. PROCEDURY POMIAROWE

W badaniach zastosowano nastgpujace procedury pomiarowe:

Pomiar calkowitego przeptywu krwi w obrebie tetnicy szyjnej wspolnej w grupie
zwierzat, u ktérych dokonywano czeéciowej okluzji lewej tetnicy szyjnej (w celu oceny
stopnia redukcji przeplywu). Do pomiaréw uzyto sondy 1RS o przekroju 1,5 mm
wykorzystujacej zjawisko przesunigcia fazowego fali ultradzwigkowej na strumieniu
przemieszczajacych si¢ krwinek. Sygnal podawany byt do przetwornika (Altron T407),
ktéry z zastosowaniem analizy Dopplerowskiej podaje wynik w czasie rzeczywistym
jako objetosci krwi przeplywajacej w jednostce czasu (ml/min). Metode ta przy
zastosowaniu sondy i algorytmow przetwornika dedykowanych dla matych naczyn
charakteryzuje wysoka precyzja i niski btad pomiaru (57).

W grupach zwierzat kontrolnych oraz otrzymujacych preparaty farmakologiczne
dokonywano kontrolnego pomiaru $redniego cis$nienia tgtniczego w celu ustalenia czy
podawane substancje nie powoduja nieprzewidzianych efektéw krazeniowych (efekty te
badano na dwu losowo wybranych osobnikach z kazdej grupy dos$wiadczalnej) w
trakcie trwania gojenia (w 72 godzinie gojenia). Zwierzeta byly sztucznie wentylowane
w tym celu nacinano powtoki nad krtania i tchawica na dlugosci okolo 1,5 cm,
rozpoczynajac cigcie w potowie odleglosci migdzy katami zuchwy. Po dokonaniu cigcia
skornego odstaniano podzuchwowe gruczoty $linowe, ktére odpreparowywano.
Odstonigte migénie proste szyi i powigzie oddzielono bez uzycia ostrych narzedzi w
celu uniknigcia krwawienia. Odslonigta tchawicg wypreparowywano a nastgpnie
podktadano ni¢ chirurgiczna, tchawic¢ przecinano w celu wprowadzenia

polietylenowego drenu o przekroju 3 mm, ktérego koniec taczono z respiratorem
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uzywajac nastgpujacych parametréw wentylacji: czgstos¢ oddechu 40 razy na minute,
objetos¢ oddechowa 1,5 ml. Respirator pobierat powietrze pokojowe o temperaturze
okoto 26° C 1 wilgotnosci okoto 50% zapewniajac komfort cieplny. Do dosercowego
konca odstonigtej tetnicy szyjnej wspolnej lewej zwierzg¢cia wprowadzano dren
polietylenowy o $rednicy 2mm. Wypehiony sola, wolny koniec drenu taczono z
przetwornikiem elektromagnetycznym potaczonym z kardiomonitorem (STATHAM).
Po zwolnieniu zacisku i usunig¢ciu powietrza z uktadu oraz wyrdéwnaniu ci$nien za
pomoca mikrozaworo6w, monitorowano cisnienie skurczowe, rozkurczowe oraz $rednie,
ktorych przebieg obserwowano na ekranie monitora w postaci krzywej w czasie
rzeczywistym oraz rejestrowano. Wartosci chwilowe ci$nienia sredniego przedstawiane

byty na ekranie w formie numerycznej.

34. POMIAR PRZEPLYWU MIKROKRAZENIOWEGO W BLONIE

SLUZOWEJ 1 PODSLUZOWEJ POLICZKA I JEZYKA

Przeptyw w splotach naczyniowych pods$luzowych badano za pomoca elektrody
firmy Perimed numer 407 wykorzystujacej do badania przeptywu $wiatlo lasera
rubidowego o dlugosci fali 560 nm, gdzie przeptyw oceniany byl na podstawie
przesunigcia fazowego wiazki $wiatta odbitego od powierzchni przemieszczajacych si¢
krwinek. Analiza Dopplerowska sygnatu wykorzystywana przez przetwornik cyfrowy
Perimed 4001 Master pozwala wyrazi¢ wielko$¢ przeptywu w badanej tkance
w jednostkach arbitralnych 1 jest uznana jako wiarygodna metoda stuzaca ocenie
przeplywu w blonie $§luzowej 1 podsluzowej tkanek jamy ustnej (57). Przeplyw

tkankowy oceniano w czasie 30 sekund. Elektroda pomiarowa byla unieruchamiana
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przy uzyciu statywu dedykowanego urzadzeniu. Koncowka elektrody umieszczana byta
prostopadle do powierzchni btony §luzowej. Dla zapewnienia mozliwie statych
warunkow rejestracji pozycja tkanek jamy ustnej byla ustalana za pomoca specjalnie
zaprojektowanego uchwytu nie wywierajacego nacisku na S$ciang policzka czy
stabilizowanego je¢zyka. Btona s$luzowa przed dokonaniem pomiaru byla zwilzana
roztworem 0,9% soli fizjologicznej. Pomiaréw dokonywano w pomieszczeniu
zaciemnionym w celu uniknigcia interferencji $wiatla widzialnego z dlugosciami
okotopomiarowymi i pomiarowymi wiazki §wiatta laserowego. Przetwornik Perimed
4001 Master byt kazdorazowo podtaczany do rejestratora. Do rejestracji wykorzystano
komputer PC z platforma programowa Microsoft Windows 98, zakres rejestrowanych
parametréw, sposob ich odwzorowania graficznego w postaci krzywych oraz
uwzgledniany w pomiarach blad statystyczny zaprogramowano w Jezyku Borland
Delphi. Po dokonanej obrébce matematycznej danych cyfrowych w czasie
rzeczywistym dokonywano wizualizacji usrednionych danych za pomoca krzywych,
odrebnych dla kazdego eksperymentu. Po dokonanej obrobce dane byly rejestrowane na

dyskach optycznych.

3.5. POMIAR POWIERZCHNI USZKODZEN BLONY SLUZOWEJ I OCENA
HISTOLOGICZNA STOPNIA TYCH USZKODZEN

Planimetryczna ocena obszaru uszkodzen oparta zostata na statystycznej analizie
barwnej obrazu cyfrowego po jednorazowej geometrycznej dekonwolucji obrazu
(program ProVision Microsoft). Oceny planimetrycznej uszkodzen po zakonczeniu
reperfuzji dokonywano w poszczeg6élnych grupach zwierzat do§wiadczalnych w obrebie
sciany policzka oraz powierzchni jezyka. Po ekspozycji btony $luzowej dokonywano

zdjg¢ cyfrowych kamera Lumix EZ20 technika makrofotografii stosujac state nastawy
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czasu otwarcia migawki i1 przyslony oraz ustalona odlegtos¢ obiektywu od preparatu —
okoto 4 cm, co zapewnito ich poréwnywalnos¢. Dalsza obrobka cyfrowa zdjgcia
polegala na wzmocnieniu kontrastow barwnych w zakresie czerwieni za pomoca
algorytmu dekonwolucji w zakresie $wiatta widzialnego a nastgpnie okresleniu
procentowego udzialu obszaréw zmienionych martwiczo oraz na tle niedokrwienia
btony sluzowe;.

Tkanki byty pobierane (fragment policzka zawierajacy owrzodzenie oraz odcinek
jezyka) 1 utrwalane w 10% buforowanej formalinie, a nastepnie przeprowadzane do
parafiny w procesorze tkankowym Hypercenter XP firmy Shandon. Procedura ta
obejmuje umieszczenie materialu kolejno: w 70% roztworze etanolu, 95% roztworze
etanolu, czterokrotnie w 100% roztworze etanolu, trzykrotnie w ksylenie i dwukrotnie
w parafinie w temperaturze 60°C. Z kostek parafinowych skrojono skrawki o grubosci 5
um i po odparafinowaniu barwiono rutynowo hematoksylina i eozyna.

Preparaty histologiczne tkanki btony $luzowej jamy ustnej w poszczegélnych
grupach eksperymentalnych oceniane byly przez doswiadczonego histopatologa (dr
Wojciech Szczepanski, Katedra Patomorfologii CMUJ), ktéory okreslat ich
przynaleznos$¢ do poszczegdlnych stopni skali wiasnej. Skala wlasna stworzona zostata
na podstawie funkcjonujacej skali stosowanej dla oceny uszkodzen btony $luzowej
sciany przewodu pokarmowego (btony $luzowej jelita) (172), zmian dokonano po
uwzglednieniu specyfiki i odmienno$ci obrazu histologicznego gojacej si¢ blony
sluzowej jamy ustnej. Wyniki badan histologicznych opracowane dla poszczegoélnych
grup doswiadczalnych sklasyfikowane pod wzgledem przynaleznosci do skali
uszkodzenia analizowane byly statystycznie a nastgpnie wyniki wyrazano jako
procentowe odchylenie od kontroli, ktéra stanowila prawidlowa btona S$luzowa

(policzka oraz jgzyka).
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Na podstawie zrdéznicowania obrazu histologicznego tkanek po 7 dniowym
okresie gojenia, wyrdzniono stopnie roznicujace stan blony S$luzowej od stanu
najmniejszego nasilenia zmian patologicznych (wysoki stopien wygojenia) do zmian o
duzym nasileniu (niski stopien wygojenia).

Stopien I — Blona $luzowa pokryta nabtonkiem bez cech nacieku zapalnego
(Ryc.6)

Stopien II - Btona $luzowa pokryta nabtonkiem ptaskim z cechami podsluzowego
nacieku zapalnego (Ryc.7)

Stopien III — Owrzodzenie czg§ciowo wygojone z obszarem centralnym ziarniny i
uogo6lnionym naciekiem zapalnym (Ryc.8)

Stopien IV — Owrzodzenie nie wygojone, pokryte ziarning, z uogdlnionym

naciekiem zapalnym (Ryc.9)
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Ryc. 6 przedstawia obraz histologiczny zagojonej blony sluzowej - btona §luzowa
pokryta nabtonkiem bez cech nacieku zapalnego (odpowiada stopniowi I wg. skali

wlasnej).
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Ryc. 7 przedstawia obraz histologiczny blony $luzowej w przebiegu procesu
gojenia - blona §luzowa pokryta nablonkiem z cechami nacieku zapalnego (odpowiada

stopniowi II wg. skali wlasnej).

Ryc. 8 przedstawia obraz histologiczny blony Sluzowej z czgSciowo wygojonym
owrzodzeniem z obszarem centralnym ziarniny i uogoélnionym naciekiem zapalnym w

obrebie btony podsluzowej - (odpowiada stopniowi III wg. skali wtasnej).
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Ryc. 9 przedstawia obraz histologiczny nie wygojonego owrzodzenia blony
sluzowej pokrytego ziarning z uog6lnionym naciekiem - (odpowiada stopniowi IV wg.

skali wlasnej).

Ryc. 10 Obraz $wiezego uszkodzenia powstalego w wyniku bezposredniego
kontaktu powierzchni btony $luzowej jamy ustnej z 70% kwasem octowym. Widoczny

jest obszar tkanki martwiczej otoczonej przez obszar niedokrwienia.
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Ryc. 11 Obraz gojacego si¢ owrzodzenia, w obrgbie ktéorego uformowany jest

martwiczy krater oraz brzeg z aktywna tkanka ziarninowa.

Ryc. 12 Obraz zagojonego owrzodzenia. Na powierzchni blony $luzowej jezyka

widoczna jest blizna.
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Ryc. 13 Rycina przedstawia metodyke planimetrycznej oceny powierzchni
owrzodzen — przyklad uformowanego, nie zagojonego owrzodzenia, w obrgbie ktorego
wyrdzni¢ mozna powierzchnig krateru oraz brzegu. Na podstawie liczby kratek o boku

0,1 mm? zawartych w obrebie owrzodzenia oceniana jest jego powierzchnia.

l

Tkankajezyka Histologi’czna ocena
-_ preparatéw
Tkankapoliczka tkankowych
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—_—
30 sek

P Statystyczne
. Planimetryczna ocena
[ Owrzodzenie ] hand [ 1y ]—" opracowanie

wielkosciowrzodzenia ol
wynikéw
7 dniowy proces
gojenia >

Owrzodzenie czesciow Pomiar przeptywu
zagojone/nie zagojone tkankowego krwi

Ryc. 14 Przedstawia schemat obrazujacy metodyke badan z uwzglednieniem
najwazniejszych etapoéw doswiadczen. Uwzgledniono metodyke indukcji owrzodzen
oraz rodzaj wykonanych pomiarow.
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3.6. STATYSTYKA

Dla poszczegdlnych grup obliczono wartosci srednie i odchylenie standardowe.
Srednia warto$¢ z grupy kontrolnej przyjeto jako 100%, co stanowilo wartosci
odniesienia dla grup badanych. W poszczeg6élnych grupach badanych obliczono warto$¢
srednia, ktora wyrazono jako % w odniesieniu do S$redniej uzyskanej w grupie
kontrolne;j. Istotnos¢ statystyczna réznic pomig¢dzy wartosciami $rednich obliczano przy
pomocy testu t’Studenta (Statistica 5.1.) - Microsoft. Obliczano warto$¢ Srednia 1

odchylenie standardowe.

3.7. GRUPY DOSWIADCZALNE:

W celu wyjasnienia znaczenia unerwienia czuciowego w kontroli lokalnego
mikrokrazenia i w modulacji zdolnosci regeneracyjnych btony §luzowej jamy ustnej

przeprowadzono stosownie do celu pracy nastgpujace serie do§wiadczen.

Grupy doswiadczalne serii A

. Grupa 1 — grupa kontrolna, (n=8). U zwierzat tej grupy wywolywano
owrzodzenia btony §luzowej jamy ustnej (na powierzchni policzka i j¢zyka) a nastgpnie
byly one pozostawione na okres 7 dni ze swobodnym dostgpem do pokarmu i wody.
Zwierzgta nie otrzymywaly preparatow farmakologicznych. 120 minut po indukcji
owrzodzen dokonywano pomiaréw mikrokrazeniowego przeptywu krwi w prawidtowej
btonie §luzowej oraz brzegu owrzodzenia, pomiar powtarzano po okresie 7 dni gojenia a
nastgpnie po uspieniu zwierzat pobierano tkanki celem morfologicznej oceny

uszkodzen.
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. Grupg 2 — stanowity zwierzgta (n=8), u ktorych wywotywano czgsciowe,
jednostronne niedokrwienie btony S$luzowej jamy ustnej przez 50% okluzje tetnicy
szyjnej wspodlnej, u ktorych nastgpnie po stronie niedokrwienia indukowano
owrzodzenia blony Sluzowej jamy ustnej jak w grupie 1 1 postgpowano z nimi
analogicznie przez okres 7 dni. Zwierzgta te rowniez nie otrzymywatly preparatow
farmakologicznych, 120 minut po indukcji owrzodzen oraz po okresie gojenia (7 dni)
dokonywano u nich pomiaru $luzowkowego przeptywu krwi i stopnia uszkodzenia

btony sluzowe;.

Grupy do$wiadczalne serii B

Seria ta obejmuje grupy, na ktérych przeprowadzano oceng roli unerwienia
czuciowego w modulacji procesu gojenia owrzodzen btony $luzowej jamy ustnej (na
powierzchni policzka i1 jgzyka) u zwierzat, otrzymujacych preparaty farmakologiczne
oddziatujace selektywnie na uklad sensoryczny ustalono nastgpujace grupy
dos$wiadczalne:

* Grupa 3 — (n=8) dootrzewnowe podanie agonisty receptora CGRP; (CGRP 50

mg/kg i.p.). CGRP podano 30 minut przed eksperymentem.

* Grupa 4 — dootrzewnowe podanie antagonisty receptora CGRP; (CGRP 5.3, — 50
mg/kg). CGRP g.3; podano 30 minut przed eksperymentem.

* Grupa 5 — dootrzewnowe podanie agonisty receptora CGRP, (CGRP 50 mg/kg
1.p.) po wezesniejszym podaniu antagonisty receptora CGRP; (CGRP g3; — 50 mg/kg).
CGRPs.3; 0raz CGRP podawane byty 60 oraz 20 (odpowiednio) minut przed wlasciwym

eksperymentem.
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* Grupa 6 — chroniczna denerwacja sensoryczna po podaniu kapsaicyny (2, 5, 10 1
50 mg). Kapsaicyna podawana byta w formie 1% wodno/alkoholowego roztworu we
wzrastajacych dawkach 2, 5, 10 oraz 50 mg. z zachowaniem 12 godzinnych odstgpow
czasu (miedzy podaniem kolejnych dawek). Chronicznego odnerwienia dokonano 7 dni
przed do$§wiadczeniem.

* Grupa 7 — dootrzewnowe podanie agonisty receptora CGRP, (CGRP 50 mg/kg
1.p.) u zwierzat po chronicznej denerwacji sensorycznej indukowanej podaniem
kapsaicyny (2, 5, 10 1 50 mg/72h). Kapsaicyna podawana byta w wyzej opisany sposob.

CGRP podane zostato 30 minut przed eksperymentem.

Grupy doswiadczalne serii C

W tej serii dokonano oceny roli unerwienia czuciowego w modulacji procesu
gojenia owrzodzen btony §luzowej jamy ustnej u zwierzat z uprzednio operacyjnie,
jednostronnie ograniczonym przeptywem w obrgbie btony §luzowej jamy ustnej (na
powierzchni policzka i jezyka) celem oceny roli unerwienia sensorycznego w kontroli

mikrokrazenia i w procesie gojenia. Ustalono nastepujace grupy doswiadczalne:

* Grupa 8 — (n=8) dootrzewnowe podanie agonisty receptora CGRP, (CGRP 50

mg/kg i.p.). CGRP podano w odstgpie 30 minutowym przed do§wiadczeniem.

* Grupa 9 — dootrzewnowe podanie antagonisty receptora CGRP; (CGRP 537 — 50

mg/kg) CGRP 537, podano w odstepie 30 minutowym przed do§wiadczeniem.

e Grupa 10 — podskoérne podanie neurotoksyny - kapsaicyny (2, 5, 10 1 50

mg/72h). Kapsaicyna podawana byla w formie 1% wodno/alkoholowego roztworu we
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wzrastajacych dawkach 2, 5, 10 oraz 50 mg. z zachowaniem 12 godzinnych odstgpow
czasu (miedzy podaniem kolejnych dawek). Chronicznego odnerwienia dokonano 7 dni

przed do$wiadczeniem.

4. WYNIKI

Wyniki badan uzyskane w przeprowadzonych eksperymentach przedstawione
zostaly w postaci warto$ci usrednionych z uwzglednieniem wielkosci odchylen
statystycznych (Test t’Studenta) 1 przedstawione w formie wykresow, gdzie
poszczegblne kolumny reprezentuja S$rednie warto$ci parametréw uzyskanych w
przebiegu dziesigciu do$wiadczen, ktore analizowano statystycznie a nastgpnie
przedstawiono w formie procentowych odchylen poréwnywanych do kontroli lub
warto$ci  $rednich danego parametru w poszczegdlnych grupach (zmiany w
histologicznej skali wlasnej). We wszystkich grupach doswiadczalnych oceniano
zmiany mikrokrazeniowego przeplywu krwi w brzegu owrzodzen na blonie $luzowej

jezyka i policzka.

Wyniki uzyskane w serii A

Grupa 1 - kontrolna, zwierzgta, u ktérych indukowano owrzodzenie na
powierzchni btony $luzowej policzka 1 jezyka bez podawania preparatow
farmakologicznych. U zwierzat tych dokonano pomiaréw wartosci spoczynkowych
mikrokrazeniowego przeplywu krwi w btonie §luzowej oraz w brzegu owrzodzenia. 120
minut po indukcji owrzodzen przeplyw w tkance prawidlowej policzka oraz jezyka
wynosit 414 PU oraz odpowiednio 66+5 PU. Przeptyw mikrokrazeniowy

zarejestrowany w brzegu owrzodzenia wynosit 82+8 PU oraz 101£12 PU (odpowiednio
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dla zmian wywotanych na policzku oraz jezyku). Po 7 dniach dokonywano pomiaréw
przeptywu krwi w prawidtowej btonie $luzowej policzka i1 jezyka w otaczajacej tkance
zdrowej oraz brzegu owrzodzen. Przeptyw mikrokrazeniowy w prawidlowej blonie
$luzowej wynosit 41+7 PU oraz 66+5 PU (odpowiednio policzka i jezyka). Srednia
warto$¢ przeptywu mikrokrazeniowego w brzegu owrzodzenia wyniosta 38+8 PU oraz
614 PU (odpowiednio dla blony s$luzowej policzka 1 jezyka). Dokonywano
planimetrycznej oceny powierzchni owrzodzen, ponadto pobierano tkanki w celu
histologicznej oceny uszkodzen. Bezposrednio po indukcji uszkodzen owrzodzenia
blony §luzowej na powierzchni policzka i jezyka wykazywaty powierzchnig 44+0,5 mm?.
W ocenie histologicznej owrzodzenia osiagnely 4 stopnien uszkodzenia bez cech
nacieku zapalnego (uszkodzenie wczesne). Po 7 dniach gojenia powierzchnia
owrzodzenh osiagnela 1,5+0,2 mm *i wykazywala drugi stopien uszkodzenia oceniana w
skali histologiczne;.

Grupa 2 - kontrolna, u zwierzat, u ktérych wcze$niej wywotano czgsciowe,
jednostronne niedokrwienie btony §luzowej jamy ustnej i po stronie niedokrwienia
indukowano owrzodzenia na powierzchni btony §luzowej policzka i jezyka. Zwierzgtom
tym bez podawania preparatow farmakologicznych pozostawiano swobodny dostep do
pokarmu i wody. Po 7 dniach dokonywano pomiaréw przeptywu krwi w uprzednio
niedokrwionej prawidtowej btonie sluzowej policzka i jezyka oraz brzegu owrzodzen. U
zwierzat tych dokonano pomiaréw wartosci spoczynkowych mikrokrazeniowego
przeptywu krwi w blonie §luzowej oraz brzegu owrzodzenia. 120 minut po indukcji
owrzodzen przeplyw w tkance prawidtowej policzka oraz jezyka wynosit 21+5 PU oraz
odpowiednio 36+£7 PU (Ryc.23). Przeplyw mikrokrazeniowy zarejestrowany w brzegu
owrzodzenia wynosil 44+8 PU oraz 67+9 PU (odpowiednio dla zmian wywotanych na

policzku oraz jezyku). Po 7 dniach dokonywano pomiaréw przeptywu krwi w
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prawidtowej blonie $luzowej policzka i1 jezyka w otaczajacej tkance zdrowej oraz
brzegu owrzodzen. Przeptyw mikrokrazeniowy w prawidtowej btonie §luzowej wynosit
28+8 PU oraz 41+6 PU (odpowiednio policzka i jezyka). Srednia warto$é¢ przeptywu
mikrokrazeniowego w brzegu owrzodzenia wyniosta 48+7 PU oraz 70£9 PU
(odpowiednio dla blony S$luzowej policzka i1 jezyka) (Ryc.24). Dokonywano
planimetrycznej oceny powierzchni owrzodzen, ponadto pobierano tkanki w celu
histologicznej oceny uszkodzen. Bezposrednio po indukcji uszkodzen owrzodzenia
blony $luzowej na powierzchni policzka i jezyka mialy powierzchnie 4+0,5 mm?*. W
ocenie histologicznej owrzodzenia osiagngly 4 stopien uszkodzenia bez cech nacieku
zapalnego (uszkodzenie wczesne). Po 7 dniach gojenia powierzchnia owrzodzen

osiagneta 3+0,3 mm

1 wykazywata trzeci stopien uszkodzenia oceniana w skali
histologicznej (Ryc.25).
Wartosci powierzchni uszkodzen btony $luzowej jamy ustnej (osobno dla btony
sluzowej policzka oraz jezyka) obliczone na podstawie obrazu makroskopowego po 7
dniach gojenia, po opracowaniu statystycznym przyjete zostaty za 100%. Podobnie
zarejestrowane warto$ci przeplywu mikrokrazeniowego w brzegu owrzodzen
indukowanych na powierzchni jgzyka oraz policzka przyjete zostaly za 100%, do czego
poréwnywano zmiany S$rednich wartosci LDBF w grupach zwierzat otrzymujacych
preparaty farmakologiczne.
Wyniki uzyskane w serii B

Grupa 3 - w ktorej dootrzewnowo podawano agonist¢ receptora CGRP; (CGRP 50
mg/kg). Po 120 minutach od indukcji owrzodzen na powierzchni blony $luzowe;j
zarejestrowano znamienny (p<0,005) wzrost LDBF w brzegu owrzodzen o 36 oraz 20%

w poréwnaniu do kontroli (odpowiednio dla jezyka i policzka) (Ryc.17). Po 7 dniach

gojenia zarejestrowano znamienny (p<0,005) wzrost przeplywu mikrokrazeniowego w
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okolicy brzegu owrzodzenia o 60 i 51% (odpowiednio dla powierzchni jezyka i
policzka) (Ryc.20). W siodmym dniu gojenia uszkodzenie btony S$luzowej i
podsluzowej oceniane technikami histologicznymi na powierzchni jgzyka osiagngto
stopien zerowy, natomiast w obrebie policzka stopien pierwszy (Ryc.21). Poréwnanie
obrazéw makroskopowych owrzodzen wykazalo znamienna (p<0,005) redukcj¢ ich
powierzchni w poréwnaniu do kontroli o 90 1 50% (odpowiednio dla owrzodzen na
powierzchni jezyka i policzka).

Grupa 4 - w ktorej dootrzewnowo podawano antagonist¢ receptora CGRP; —
(CGRP 537 — 50 mg/kg). Po 120 minutach od indukcji owrzodzen na powierzchni btony
sluzowej zarejestrowano znamienna (p<0,005) redukcje LDBF w brzegu owrzodzen o
25 oraz 20% w pordéwnaniu do kontroli (odpowiednio dla jezyka i policzka) (Ryc.17).
Po 7 dniach gojenia zarejestrowano znamienna (p<0,005) redukcje przeplywu
mikrokrazeniowego w okolicy brzegu owrzodzenia o 35 i 20% (odpowiednio dla
powierzchni jezyka i policzka) (Ryc.20). W siédmym dniu gojenia uszkodzenie btony
Sluzowej 1 podsluzowej oceniane technikami histologicznymi na powierzchni j¢zyka
osiagneto stopien trzeci, natomiast w obrgbie policzka stopien drugi (Ryc.21).
Poréwnanie obrazéw makroskopowych owrzodzen wykazato znamienny (p<0,005)
wzrost ich powierzchni w poréwnaniu do kontroli o 110 i 60% (odpowiednio dla
owrzodzen na powierzchni jgzyka i policzka).

Grupa 5 — w ktorej dootrzewnowo podano agoniste receptora CGRP; (CGRP 50
mg/kg i.p.) po wezesniejszym podaniu antagonisty receptora CGRP; (CGRP 537 — 50
mg/kg). Po 120 minutach od indukcji owrzodzen na powierzchni blony $luzowe;j
zarejestrowano znamienng (p<0,005) redukcj¢ LDBF w brzegu owrzodzen o 20 oraz
15% w poréwnaniu do kontroli (odpowiednio dla jezyka i policzka) (Ryc.27). Po 7

dniach gojenia  zarejestrowano znamienna (p<0,005) redukcje¢ przeplywu
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mikrokrazeniowego w okolicy brzegu owrzodzenia o 29 i 18% (odpowiednio dla
powierzchni jezyka i policzka) (Ryc.20). W siédmym dniu gojenia uszkodzenie btony
Sluzowej 1 podsluzowej oceniane technikami histologicznymi na powierzchni j¢zyka
osiagneto stopien trzeci, natomiast w obrgbie policzka stopien drugi (Ryc.21).
Poréwnanie obrazéw makroskopowych owrzodzen wykazato znamienny (p<0,005)
wzrost ich powierzchni w poréwnaniu do kontroli o 95 i 40% (odpowiednio dla
owrzodzen na powierzchni jgzyka i policzka).

Grupa 6 — w ktorej dokonano chronicznej denerwacji sensorycznej po podaniu
kapsaicyny (2, 5, 10 i 50 mg/72h). Po 120 minutach od indukcji owrzodzen na
powierzchni blony $luzowej zarejestrowano znamienng (p<0,005) redukcj¢ LDBF w
brzegu owrzodzen o 40 oraz 20% w poroéwnaniu do kontroli (odpowiednio dla j¢zyka i
policzka) (Ryc.17). Po 7 dniach gojenia zarejestrowano znamienna (p<0,005) redukcje
przeplywu mikrokrazeniowego w okolicy brzegu owrzodzenia o 55 i 30%
(odpowiednio dla powierzchni jgzyka i policzka) (Ryc.20). W siédmym dniu gojenia
uszkodzenie blony $§luzowej i podsluzowej oceniane technikami histologicznymi na
powierzchni jezyka osiagneto stopien czwarty, natomiast w obrgbie policzka stopien
trzeci (Ryc.21). Poréwnanie obrazow makroskopowych owrzodzen wykazato
znamienny (p<0,005) wzrost ich powierzchni w poréwnaniu do kontroli o 80 1 85%
(odpowiednio dla owrzodzen na powierzchni jgzyka i policzka).

Grupa 7 — w ktorej dootrzewnownowo podano agoniste receptora CGRP; (CGRP
50 mg/kg i.p.) u zwierzat po chronicznej denerwacji sensorycznej po podaniu
kapsaicyny (2, 5, 10 i 50 mg/72h). Po 120 minutach od indukcji owrzodzen na
powierzchni blony S$luzowej nie zarejestrowano znamiennych roéznic LDBF w
porownaniu do kontroli (zaréwno dla jezyka jak i policzka) (Ryc.17). Po 7 dniach

gojenia nie zarejestrowano znamiennej redukcji przeplywu mikrokrazeniowego w
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okolicy brzegu owrzodzenia (zaréwno dla powierzchni jezyka i policzka) (Ryc.20). W
siodmym dniu gojenia uszkodzenie btony §luzowej i podsluzowej oceniane technikami
histologicznymi na powierzchni j¢zyka oraz policzka osiagngto stopien drugi (Ryc.21).
Poréwnanie obrazéw makroskopowych owrzodzen wykazalo znamienna (p<0,005)
redukcj¢ ich powierzchni w poréwnaniu do kontroli o 40 i 34 % (odpowiednio dla
owrzodzen na powierzchni jgzyka i policzka).

W ponizszych grupach analizowano znaczenie redukcji przeplywu w obrgbie
btony $luzowej jamy ustnej, co osiagano przez czesciowe zacisnigcie tetnic szyjnych
wspolnych. Kontrolg stanowily zwierzgta z ograniczonym przeptywem w obregbie btony
sluzowej jamy ustnej, nie otrzymujace preparatow farmakologicznych.

Wyniki uzyskane w serii C.

Grupa 8 — w ktorej dootrzewnownowo podano agoniste receptora CGRP; (CGRP
50 mg/kg i.p.) u zwierzat z ograniczonym jednostronnie przeplywem w obrgbie blony
sluzowej jamy ustnej. Po 120 minutach od indukcji owrzodzen w obrgbie blony
sluzowej zarejestrowano znamienny (p<0,005) wzrost LDBF w brzegu owrzodzen
btony $luzowej jezyka o 25% w poréwnaniu do kontroli. Po 7 dniach gojenia
zarejestrowano znamienny (p<0,005) wzrost przeptywu mikrokrazeniowego w okolicy
brzegu owrzodzenia w obrgbie btony $luzowej jezyka 36%. Wartosci LDBF w tkance
policzka byly niezmienione. W siédmym dniu gojenia uszkodzenie btony sluzowej i
podsluzowej oceniane technikami histologicznymi na powierzchni jgzyka osiagngto
stopien drugi, natomiast w obrgbie policzka stopien trzeci (Ryc.26). Pordéwnanie
obrazéw makroskopowych owrzodzen wykazalo znamienna (p<0,005) redukcje ich
powierzchni w poréwnaniu do kontroli o 34 1 18% (odpowiednio dla owrzodzen na

powierzchni jezyka i policzka) (Ryc.28).
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Grupa 9 - w ktorej dootrzewnowo podawano antagonist¢ receptora CGRP; —
(CGRP 337 — 50 mg/kg) u zwierzat z ograniczonym jednostronnie przeptywem w
obrebie btony S$luzowej jamy ustnej. Po 120 minutach od indukcji owrzodzen na
powierzchni blony $luzowej zarejestrowano znamienng (p<0,005) redukcj¢ LDBF w
brzegu owrzodzen o 25 oraz 18% w poroéwnaniu do kontroli (odpowiednio dla j¢zyka i
policzka). Po 7 dniach gojenia zarejestrowano znamienna (p<0,005) redukcj¢ przeptywu
mikrokrazeniowego w okolicy brzegu owrzodzenia o 35 i 23% (odpowiednio dla
powierzchni jezyka i policzka). W sid6dmym dniu gojenia uszkodzenie btony sluzowej i
podsluzowej oceniane technikami histologicznymi na powierzchni jezyka i policzka
osiagneto stopien czwarty (Ryc.26). Obraz makroskopowy owrzodzen nie wykazywat
r6éznic w porownaniu do kontroli - owrzodzenia pozostawaly nie zagojone (Ryc.28).

Grupa 10 - po chronicznej denerwacji sensorycznej po podaniu kapsaicyny (2, 5,
10 i 50 mg/72h) w warunkach jednostronnego ograniczenia przeplywu w obrebie btony
sluzowej jamy ustnej. Po 120 minutach od indukcji owrzodzen na powierzchni blony
sluzowej zarejestrowano znamienna (p<0,005) redukcje LDBF w brzegu owrzodzen o
29 oraz 21% w porownaniu do kontroli (odpowiednio dla jezyka i policzka). Po 7
dniach  gojenia  zarejestrowano znamienna (p<0,005) redukcje przeptywu
mikrokrazeniowego w okolicy brzegu owrzodzenia jezyka o 29 i 18%. W siédmym
dniu gojenia uszkodzenie blony S§luzowej i podsluzowej oceniane technikami
histologicznymi na powierzchni jezyka i policzka osiagngto stopien czwarty (Ryc.26).
Obraz makroskopowy owrzodzen nie wykazywat roznic w porownaniu do kontroli -

owrzodzenia pozostawaly nie zagojone (Ryc.28).
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Porownanie $redniej warto$ci przeplywu mikrokrazeniowego w brzegu owrzodzenia
j¢zyka oraz zdrowej btonie §luzowej jezyka 120 min. po ekspozycji na kwas octowy.

200 A Oprzeptyw w prawidtowej btonie $luzowej jezyka

Oprzeptyw w brzegu owrzodzenia jezyka
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Ryc. 15 przedstawia $rednia wartos¢ przeptywu mikrokrazeniowego krwi
zarejestrowanego w brzegu owrzodzenia oraz w obrgbie zdrowej btony $luzowej na
powierzchni jezyka 120 minut po jej ekspozycji na dziatanie 70% kwasu octowego.
Kontrolg stanowia zwierzgta nie otrzymujace preparatow farmakologicznych. Przeptyw
mikrokrazeniowy rejestrowano w grupach zwierzat otrzymujacych CGRP (50 mg/kg
i.p.), bloker receptoréw CGRP; (CGRP 537 50mg/kg i.p.), CGRP po zastosowaniu
blokera receptoréw CGRP; (CGRP g.3; 50mg/kg i.p.), oraz u zwierzat po zastosowaniu
chronicznej denerwacji sensorycznej przez aplikacje neurotoksyny - kapsaicyny bez
oraz po podaniu CGRP (50 mg/kg i.p.), odnerwienia dokonano sposobem opisanym w
rozdziale metodyka. Przedstawione wyniki stanowia $rednia uzyskana w grupach n = 8
zwierzat. Gwiazdki oznaczaja znamienna statystycznie roznice S$redniej warto$ci
przeplywu w porownaniu do zarejestrowanego w grupie kontrolnej (za warto$¢
kontrolng przyjeto Sredni przeptyw mikrokrazeniowy rejestrowany w prawidtowe;j
btonie $luzowej). Krzyzyki oznaczaja znamienne roznice przeptywu zarejestrowane w
obrebie brzegu owrzodzenia oraz tkanki prawidlowej w obregbie grup otrzymujacych te
same preparaty farmakologiczne.
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Porownanie $redniej warto$ci przeplywu mikrokrazeniowego w brzegu owrzodzenia
policzka oraz zdrowej btonie §luzowej policzka 120 min po ekspozycji na kwas octowy.

200 A Oprzeptyw w prawidtowej btonie $luzowej policzka

Oprzeptyw w brzegu owrzodzenia policzka
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Ryc. 16 przedstawia $rednia wartos¢ przeptywu mikrokrazeniowego krwi
zarejestrowanego w brzegu owrzodzenia oraz w obrgbie zdrowej blony §luzowej na
powierzchni policzka 120 minut po jej ekspozycji na dziatanie 70% kwasu octowego.
Kontrolg stanowia zwierzgta nie otrzymujace preparatow farmakologicznych. Przeptyw
mikrokrazeniowy rejestrowano w grupach zwierzat otrzymujacych CGRP (50 mg/kg
i.p.), bloker receptoréw CGRP; (CGRP 537 50mg/kg i.p.), CGRP po zastosowaniu
blokera receptorow CGRP; (CGRP 37 50mg/kg i.p.), oraz u zwierzat po zastosowaniu
chronicznej denerwacji sensorycznej przez aplikacje neurotoksyny — kapsaicyny, bez,
oraz po podaniu CGRP (50 mg/kg i.p.), odnerwienia dokonano sposobem opisanym w
rozdziale metodyka. Przedstawione wyniki stanowia $rednig uzyskana w grupach n = 8
zwierzat. Gwiazdki oznaczaja znamienna statystycznie roznice S$redniej warto$ci
przeplywu w pordwnaniu do zarejestrowanego w grupie kontrolnej (za warto$¢
kontrolna przyjeto Sredni przeptyw mikrokrazeniowy rejestrowany w prawidlowe;j
btonie §luzowej). Krzyzyki oznaczaja znamienne roznice przeplywu zarejestrowane w
obrgbie brzegu owrzodzenia w obregbie grup otrzymujacych te same preparaty
farmakologiczne w poréwnaniu z prawidtowa btona §luzowa.
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Srednia warto$é przeptywu mikrokrazeniowego w brzegu owrzodzenia jezyka i
policzka 120 min po ekspozycji na kwas octowy — pordwnanie.

200 H Oprzeptyw w brzegu owrzodzenia jezyka

Oprzeptyw w brzegu owrzodzenia policzka
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Ryc. 17 przedstawia $rednia wartos¢ przeptywu mikrokrazeniowego krwi
zarejestrowanego w brzegu owrzodzenia na powierzchni jezyka i policzka 120 minut po
ekspozycji btony Sluzowej na dziatanie 70% kwasu octowego. Kontrolg stanowia
zwierzeta nie otrzymujace preparatow farmakologicznych. Przeptyw mikrokrazeniowy
rejestrowano w grupach zwierzat otrzymujacych CGRP (50 mg/kg 1i.p.), bloker
receptorow CGRP; (CGRP 53, 50mg/kg i.p.), CGRP po zastosowaniu blokera
receptorow CGRP;, (CGRP g3; 50mg/kg i.p.), oraz u zwierzat po zastosowaniu
chronicznej denerwacji sensorycznej przez aplikacje neurotoksyny - kapsaicyny bez
oraz po podaniu CGRP (50 mg/kg i.p.), odnerwienia dokonano sposobem opisanym w
rozdziale metodyka. Przedstawione wyniki stanowia $rednia uzyskana w grupach = 8
zwierzat. Gwiazdki oznaczaja znamienna statystycznie roznicg S$redniej warto$ci
przeptywu w poréwnaniu do zarejestrowanego w grupie kontrolnej. Krzyzyki oznaczaja
znamienna roznic¢ przeptywu w obrgbie brzegu owrzodzen na policzku i jezyku w
obrebie grup otrzymujacych te same preparaty farmakologiczne.
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Poréwnanie S$redniej wartosci przeptywu mikrokrazeniowego w brzegu owrzodzenia
jezyka oraz zdrowej btonie Sluzowej jezyka 7dni po ekspozycji na kwas octowy.
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Ryc.18 przedstawia $rednia wartos¢ przeptywu  mikrokrazeniowego  krwi
zarejestrowanego w brzegu owrzodzenia oraz w obrgbie zdrowej btony $luzowej na
powierzchni jezyka 120 minut po jej ekspozycji na dziatanie 70% kwasu octowego.
Kontrolg stanowia zwierzgta nie otrzymujace preparatow farmakologicznych. Przeptyw
mikrokrazeniowy rejestrowano w grupach zwierzat otrzymujacych CGRP (50 mg/kg
i.p.), bloker receptoréw CGRP; (CGRP 537 50mg/kg i.p.), CGRP po zastosowaniu
blokera receptoréw CGRP; (CGRP g.3; 50mg/kg i.p.), oraz u zwierzat po zastosowaniu
chronicznej denerwacji sensorycznej przez aplikacje neurotoksyny - kapsaicyny bez
oraz po podaniu CGRP (50 mg/kg i.p.), odnerwienia dokonano sposobem opisanym w
rozdziale metodyka. Przedstawione wyniki stanowia $rednia uzyskana w grupach n = 8
zwierzat. Gwiazdki oznaczaja znamienna statystycznie roznice S$redniej wartoSci
przeplywu w porownaniu do zarejestrowanego w grupie kontrolnej (za warto$¢
kontrolng przyjeto Sredni przeptyw mikrokrazeniowy rejestrowany w prawidtowe;j
btonie $luzowej). Krzyzyki oznaczaja znamienne roznice przeptywu zarejestrowane w
obrebie brzegu owrzodzenia oraz tkanki prawidlowej w obregbie grup otrzymujacych te
same preparaty farmakologiczne.
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Poréwnanie $redniej warto$ci przeplywu mikrokrazeniowego w brzegu owrzodzenia
policzka oraz zdrowej btonie §luzowej policzka 7 dni po ekspozycji na kwas octowy.
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Ryc. 19 przedstawia $rednia warto§¢ przeptywu mikrokrazeniowego krwi
zarejestrowanego w brzegu owrzodzenia oraz w obrgbie zdrowej btony Sluzowej na
powierzchni policzka 120 minut po jej ekspozycji na dziatanie 70% kwasu octowego.
Kontrolg stanowia zwierzgta nie otrzymujace preparatow farmakologicznych. Przeptyw
mikrokrazeniowy rejestrowano w grupach zwierzat otrzymujacych CGRP (50 mg/kg
1.p.), bloker receptorow CGRP, (CGRP s3; 50mg/kg i.p.), CGRP po zastosowaniu
blokera receptoréw CGRP; (CGRP g3; 50mg/kg i.p.), oraz u zwierzat po zastosowaniu
chronicznej denerwacji sensorycznej przez aplikacje neurotoksyny - kapsaicyny bez
oraz po podaniu CGRP (50 mg/kg i.p.), odnerwienia dokonano sposobem opisanym w
rozdziale metodyka. Przedstawione wyniki stanowia $rednig uzyskana w grupach n = 8
zwierzat. Gwiazdki oznaczaja znamienna statystycznie roznice S$redniej wartosci
przeplywu w pordéwnaniu do zarejestrowanego w grupie kontrolnej (za warto$¢
kontrolna przyjeto $redni przeptyw mikrokrazeniowy rejestrowany w prawidlowe;j
btonie $luzowej). Krzyzyki oznaczaja znamienne roznice przeptywu zarejestrowane w
obrebie brzegu owrzodzenia oraz tkanki zdrowej w obregbie grup otrzymujacych te same
preparaty farmakologiczne.
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Srednia warto$é przeptywu mikrokrazeniowego w brzegu owrzodzenia jezyka i
policzka w 7 dniu gojenia po ekspozycji na kwas octowy — poréwnanie.
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Ryc. 20 przedstawia $rednia wartos¢ przeptywu mikrokrazeniowego krwi
zarejestrowanego w brzegu owrzodzenia na powierzchni jezyka i policzka w 7 dniu
gojenia po ekspozycji blony §luzowej na dzialanie 70% kwasu octowego. Kontrolg
stanowia zwierzg¢ta nie otrzymujace preparatow farmakologicznych. Przeptyw
mikrokrazeniowy rejestrowano w grupach zwierzat otrzymujacych CGRP (50 mg/kg
i.p.), bloker receptoréw CGRP; (CGRP 537 50mg/kg i.p.), CGRP po zastosowaniu
blokera receptorow CGRP; (CGRP g.3; 50mg/kg i.p.), oraz u zwierzat po zastosowaniu
chronicznej denerwacji sensorycznej przez aplikacje neurotoksyny - kapsaicyny bez
oraz po podaniu CGRP (50 mg/kg i.p.), odnerwienia dokonano sposobem opisanym w
rozdziale metodyka. Przedstawione wyniki stanowia $rednia uzyskana w grupach n = 8
zwierzat. Gwiazdki oznaczaja znamienna statystycznie roznice S$redniej warto$ci
przeplywu w poréwnaniu do zarejestrowanego w grupie kontrolnej. Krzyzyki oznaczaja
znamienna roznic¢ przeptywu w obrgbie brzegu owrzodzen na policzku 1 jezyku w
obrgbie grup otrzymujacych te same preparaty farmakologiczne.
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Stopien uszkodzenia blony §luzowej jezyka i policzka w 7 dniu gojenia oceniany przy
zastosowaniu histologicznej skali wtasne;j.
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Stopien uszkodzenia bton sluzowych policzka i jezyka po
7 dniach gojenia ( histologiczna skala wtasna )

Ryc. 21 przedstawia $redni stopien uszkodzenia blony $luzowej jezyka i1 policzka
oceniony za pomoca histologicznej skali wiasnej. Kontrole stanowia zwierzeta nie
otrzymujace preparatow farmakologicznych. Przeptyw mikrokrazeniowy rejestrowano
w grupach zwierzat otrzymujacych CGRP (50 mg/kg i.p.), bloker receptoréw CGRP,
(CGRP g.37 50mg/kg 1.p.), CGRP po zastosowaniu blokera receptorow CGRP; (CGRP .
37 50mg/kg i.p.), oraz u zwierzat po zastosowaniu chronicznej denerwacji sensorycznej
przez aplikacje neurotoksyny - kapsaicyny bez oraz po podaniu CGRP (50 mg/kg i.p.),
odnerwienia dokonano sposobem opisanym w rozdziale metodyka. Przedstawione
wyniki stanowia $rednia uzyskana w grupach n = 8 zwierzat. Gwiazdki oznaczaja
znamienng statystycznie rdznicg¢ Sredniego stopnia uszkodzenia blony S$luzowej w
porownaniu do okreslonego w grupie kontrolnej. Krzyzyki oznaczaja znamienna
réznice stopnia uszkodzenia blony S$luzowej policzka 1 jezyka w obrebie grup
otrzymujacych te same preparaty farmakologiczne.
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Porownanie $redniej wielkosci powierzchni owrzodzenia blony S$luzowej jezyka i
policzka w 7 dniu gojenia po ekspozycji na kwas octowy.
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Stopien uszkodzenia bton sluzowych policzka i jezyka po 7
dniach gojenia ( histologiczna skala wtasna )

Ryc. 22 przedstawia poréwnanie Sredniej warto$¢ powierzchni owrzodzen na
powierzchni jgzyka oraz policzka w 7 dniu gojenia po ekspozycji blony §luzowej na
dzialanie 70% kwasu octowego. Kontrol¢ stanowia zwierz¢ta nie otrzymujace
preparatéw farmakologicznych. Powierzchnie owrzodzen bony $luzowej policzka i
jezyka rejestrowano w grupach zwierzat otrzymujacych CGRP (50 mg/kg i.p.), bloker
receptorow CGRP; (CGRP s3; 50mg/kg i.p.), CGRP po zastosowaniu blokera
receptorow CGRP; (CGRP 53, 50mg/kg i.p.), oraz u zwierzat po zastosowaniu
chronicznej denerwacji sensorycznej przez aplikacje neurotoksyny - kapsaicyny bez
oraz po podaniu CGRP (50 mg/kg i.p.), odnerwienia dokonano sposobem opisanym w
rozdziale metodyka. Przedstawione wyniki stanowia $rednia uzyskana w grupach n = 8
zwierzat. Za pomoca gwiazdek oznaczono znamienne statystycznie roznice $redniej
wielko$ci powierzchni owrzodzenia w poréwnaniu do zarejestrowanego w grupie
kontrolnej. Krzyzyki oznaczaja znamienna roznice Sredniej wielkosci powierzchni
owrzodzen na policzku i jezyku w obrgbie grup otrzymujacych te same preparaty
farmakologiczne.
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Srednia warto$é przeptywu mikrokrazeniowego w brzegu owrzodzenia jezyka i
policzka 120 min po ekspozycji na kwas octowy u zwierzat z ograniczonym
przeptywem tkankowym, kontrolg stanowia zwierzeta o prawidtowym przeptywie krwi.
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Ryc. 23 przedstawia $rednia warto$¢ przeptywu mikrokrazeniowego krwi
zarejestrowanego w brzegu owrzodzenia na powierzchni jezyka i policzka 120 minut po
ekspozycji blony S$luzowej na dziatanie 70% kwasu octowego u zwierzat z
ograniczonym przeptywem tkankowym na skutek czg$ciowej okluzji (okoto 60%)
tetnicy szyjnej. Kontrole stanowia zwierzgta o prawidlowym przeplywie krwi, nie
otrzymujace preparatdéw farmakologicznych. Przedstawione wyniki stanowia $rednia
uzyskana w grupach n = 8 zwierzat. Za pomoca gwiazdek oznaczono znamienne
statystycznie roznice warto$ci przeptywu w porownaniu do zarejestrowanego w grupie
kontrolnej. Krzyzyk oznacza znamienna rdznice przeplywu w obregbie brzegu
owrzodzen na policzku i1 jezyku w grupie zwierzat, u ktdrych ograniczono przeplyw
krwi.
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Srednia warto$é przeptywu mikrokrazeniowego w brzegu owrzodzenia jezyka i
policzka w 7 dniu gojenia owrzodzen u zwierzat z ograniczonym przeptywem
tkankowym, kontrolg stanowia zwierzeta o prawidtowym przeptywie krwi.
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Ryc. 24 przedstawia $rednia warto$¢ przeptywu mikrokrazeniowego krwi
zarejestrowanego w brzegu owrzodzenia na powierzchni jezyka i policzka w 7 dniu
gojenia owrzodzen po ekspozycji btony §luzowej na dzialanie 70% kwasu octowego u
zwierzat z ograniczonym przepltywem tkankowym na skutek czgsciowej okluzji (okoto
60%) tetnicy szyjnej. Kontrolg stanowia zwierzgta o prawidlowym przeptywie krwi, nie
otrzymujace preparatow farmakologicznych. Przedstawione wyniki stanowia Srednia
uzyskang w grupach n = 8 zwierzat. Za pomoca gwiazdek oznaczono znamienne
statystycznie rdznice wartosci przeptywu w porownaniu do zarejestrowanego w grupie
kontrolnej. Krzyzyk oznacza znamienna rdéznicg przeptywu w obrgbie brzegu
owrzodzen na policzku 1 jezyku w grupie zwierzat, u ktorych ograniczono przepltyw
krwi.
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Stopien uszkodzenia btony S$luzowej jezyka 1 policzka oceniany za pomoca
histologicznej skali wtasnej w 7 dniu gojenia po ekspozycji na kwas octowy u zwierzat
z ograniczonym przeplywem tkankowym, kontrol¢ stanowia zwierzgta o prawidtowym
przeptywie krwi.

KONTROLA ZTT KONTROLA ZTT

" _ - _
N ~

Stopien uszkodzenia btony sluzowej jezyka i policzka po
siedmiu dniach gojenia owrzodzen ( histologiczna skala

uszkodzenie btony $luzowej jezyka uszkodzenie btony $luzowej policzka

Ryc. 25 przedstawia stopien uszkodzenia blony §luzowej jezyka i policzka oceniany za
pomoca histologicznej skali wtasnej w 7 dniu gojenia po ekspozycji btony §luzowej na
dziatanie 70% kwasu octowego u zwierzat z ograniczonym przeptywem tkankowym na
skutek czgsciowej okluzji (okoto 60%) tetnicy szyjnej. Kontrolg stanowia zwierzgta o
prawidlowym przeplywie krwi, nie otrzymujace preparatow farmakologicznych.
Przedstawione wyniki stanowia §rednig uzyskana w grupach n = 8 zwierzat. Za pomoca
gwiazdek oznaczono znamienne statystycznie rdznice stopnia uszkodzenia btony
Sluzowej w poréwnaniu do zarejestrowanego w grupie kontrolnej. Krzyzyk oznacza
znamienna réznicg stopnia uszkodzenia blony $luzowej policzka i jezyka w grupie
zwierzat, u ktorych ograniczono przeptyw krwi.
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Stopien uszkodzenia btony §luzowej jezyka i policzka w 7 dniu gojenia u zwierzat z
ograniczonym przeptywem tkankowym oceniany przy zastosowaniu histologicznej skali
wilasnej.
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Ryc. 26 przedstawia $redni stopien uszkodzenia btony §luzowej jezyka i policzka w 7
dniu gojenia owrzodzen oceniony za pomoca histologicznej skali wtasnej. Kontrolg
stanowia zwierzg¢ta nie otrzymujace preparatow farmakologicznych. Przeptyw
mikrokrazeniowy rejestrowano w grupach zwierzat otrzymujacych CGRP (50 mg/kg
1.p.), bloker receptorow CGRP; (CGRPs.3; 50mg/kg i.p.) oraz neurotoksyng - kapsaicyn¢
(2, 5,10 1 50 mg/72h). Przedstawione wyniki stanowia $rednig uzyskana w grupach n =
8 zwierzat. Za pomoca gwiazdek oznaczono znamienne statystycznie réznice stopnia
uszkodzenia btony $§luzowej w porownaniu do zarejestrowanego w grupie kontrolne;j.
Krzyzyk oznacza znamienna rdznicg stopnia uszkodzenia blony $luzowej policzka i
jezyka, w grupie zwierzat, u ktoérych ograniczono przepltyw krwi.
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Powierzchnia owrzodzen btony §luzowej policzka i jezyka u zwierzat z ograniczonym
przeplywem tkankowym w poréwnaniu do kontroli. Kontrol¢ stanowia zwierzeta o
prawidlowym przeptywie krwi.
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Ryc. 27 przedstawia zmiang powierzchni owrzodzen (% w porownaniu do kontroli)
oceniany planimetrycznie w 7 dniu gojenia po ekspozycji blony §luzowej na dziatanie
70% kwasu octowego u zwierzat z ograniczonym przeplywem tkankowym. Kontrolg
stanowia zwierzgta o prawidlowym przeptywie krwi, nie otrzymujace preparatdw
farmakologicznych. Przeplyw tkankowy zostal ograniczony przez okoto 60% okluzje
tetnicy szyjnej. Przedstawione wyniki stanowia $rednia uzyskana w grupach n = 8
zwierzat. Gwiazdka oznacza znamiennie r6zne w porownaniu do kontroli. Krzyzyk
oznacza znamienne rozne wartosci pomigdzy wielkoScia uszkodzen na jezyku i
policzku w obrgbie grupy zwierzat z ograniczonym przeptywem tkankowym.
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Powierzchnia owrzodzen btony $sluzowej jezyka i policzka u zwierzat z ograniczonym
przeplywem tkankowym w poréwnaniu do kontroli. Kontrolg¢ stanowia zwierzgta nie
otrzymujace preparatow farmakologicznych.
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Ryc. 28 przedstawia zmiang powierzchni owrzodzen blony sluzowej jezyka 1 policzka
(% w porownaniu do kontroli) oceniany planimetrycznie w 7 dniu gojenia po
ekspozycji blony S$luzowej na dziatanie 70% kwasu octowego u zwierzat z
ograniczonym przeptywem tkankowym. Kontrolg stanowia zwierzgta nie otrzymujace
preparatow farmakologicznych. Przeptyw mikrokrazeniowy rejestrowano w grupach
zwierzat otrzymujacych CGRP (50 mg/kg i.p.), bloker receptoréow CGRP; (CGRPs.3;
50mg/kg i.p.) oraz neurotoksyny - kapsaicyny (2, 5, 10 i 50 mg/72h). Przedstawione
wyniki stanowia $rednia uzyskana w grupach n = 8 zwierzat. Gwiazdka oznacza
znamiennie rézne w porownaniu do kontroli. Krzyzyk oznacza znamiennie rézne
warto$ci pomigdzy wielko$cia uszkodzen na jezyku i policzku w obrgbie grup z
ograniczonym przeptywem tkankowym.
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5. DYSKUSJA

Blona sluzowa przewodu pokarmowego odgrywa bez watpienia najwazniejsza
rol¢ w utrzymaniu homestazy organizmow zwierzat wyzszych 1 czlowieka. Ogromna
powierzchnia tej blony stanowi niezwykle precyzyjna barier¢ oraz miejsce
intensywnego, bardzo dokladnie kontrolowanego kontaktu organizmu z otaczajacym
srodowiskiem zewngtrznym. Blona ta dzigki jej niezwyklym morfologicznym i
funkcjonalnym cechom oraz zlozonym mechanizmom lokalnej 1 ogolnej regulacji z
wielka precyzja 1 selektywnos$cia umozliwia wprowadzenie do S$rodowiska
wewngetrznego  wody, elektrolitéw, witamin 1 substratéw budulcowych oraz
energetycznych. Blona §luzowa jest tez miejscem eliminacji z organizmu wielu
produktéw metabolizmu. Jej selektywnos¢ w kontaktach organizmu z mikrokosmosem
jest zapewniona przez barier¢ immunologiczna, ktéra jest doskonale rozwinigta.
Powyzsze zadania homeostatyczne sa wypetniane poprzez fizjologiczna aktywno$¢
btony zwiazang z procesami wydzielania, trawienia oraz wchlaniania.

O ogromne;j roli blony $luzowej przewodu pokarmowego w utrzymaniu stato$ci
srodowiska wewngtrznego $wiadczy fakt istnienia precyzyjnych mechanizméw kontroli
jej funkcji. Mechanizmy nerwowej kontroli funkcji blony S$luzowej zwiazane sa z
istnieniem niezwykle intensywnego unerwienia receptoréw i jej efektorow przez
srddscienne sieci neuronalne nieadrenergiczne, niecholinergiczne i sensoryczne, ktore
wspolnie z unerwieniem zewnatrzpochodnym tworza 0§ mozgowo — jelitowa. OS ta jest
najprecyzyjniejszym mechanizmem dostarczania informacji niezbgdnych do kontroli
czynnosci efektorow wydzielniczych i ruchowych w narzadzie obwodowym, jakim jest
przewod pokarmowy a zwlaszcza jego blona §luzowa. Nalezy rowniez podkresli¢, ze
funkcje btony §luzowej zwiazane z jej homeostatycznymi zadaniami sa kontrolowane
przez lokalne i ogdlne mechanizmy hormonalnej natury, ktére sa zintegrowane z
regulacja nerwowa.

Te niezwykle odpowiedzialne zadania btona Sluzowa moze wypetnia¢ dzigki
wlasciwemu zabezpieczeniu wilasnych potrzeb metabolicznych 1 mechanizmow
transportu do i od blony po stronie ptynu tkankowego. Oczywistym zatem jest fakt, ze
to lokalny przeptyw krwi dostosowany do aktualnej aktywnos$ci metabolicznej,

transportowej 1 immunologicznej determinuje jej homeostatyczne zadania.
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Blona $luzowa przewodu pokarmowego ma zréznicowana morfologi¢ i
czynnosci w zaleznos$ci od jej lokalizacji.

We wstepie niniejszej rozprawy dos¢ szczegotowo przedstawiono aktualna
wiedzg dotyczaca fizjologii 1 patologii btony §luzowej jamy ustnej, ktorej regulacja
ukrwienia oraz relacja przeptywu krwi z procesami gojenia uszkodzen byla istota
wykonanych badan. Nalezy podkresli¢, ze blona §luzowa, wyscielajaca jame ustng ma
szczegblne znaczenie. Rola btony §luzowej jamy ustnej w zasadzie jest taka sama jak w
innych odcinkach przewodu pokarmowego, jednak proporcje pomigdzy zakresami jej
czynno$ci sa odmienne niz w dalszych odcinakach tego uktadu. Przede wszystkim
btona §luzowa jamy ustnej 1 jezyka ma doskonale somatycznie unerwienie czuciowe,
ktore sprawia, ze istnieje $wiadoma ocena i1 kontrola pokarmu, plynu i innych
elementow Srodowiska zewngtrznego wprowadzonych do tego poczatkowego odcinka
przewodu pokarmowego. Ocena ta dotyczy takich cech jak przydatno$¢ lub tez
szkodliwo$¢ lokalna 1 og6lna.

Z uwagi na szczegollng role jamy ustnej obejmujaca jej ,,pierwszy” kontakt ze
srodowiskiem zewngtrznym, staje si¢ ona odcinkiem przewodu pokarmowego
szczegoOlnie narazonym na uszkodzenia o réznej genezie. Dlatego tez btona $luzowa
jamy ustnej posiada wspomniane juz wczesniej mechanizmy protekcyjne oraz zdolnosé
do intensywnej regeneracji. Lokalne czynniki uszkadzajace o znacznej sile patogennej
uszkadzaja blong Sluzowa jamy ustnej w czasie zdrowia. Blona ta jest tez tatwo
uszkadzana przez stabe patogeny przy wspotistnieniu wielu schorzen systemowych.
Wtedy to dochodzi do powstania nadzerek 1 owrzodzen blony Sluzowej w roéznych
miejscach jamy ustnej, co w efekcie prowadzi do zaburzenia homeostatycznych zadan
tej czgsci przewodu pokarmowego.

Przeptyw krwi przez kazde tozysko naczyniowe zalezy od wartosci ci$nienia
napgdowego 1 oporu przeptywu. Cisnienie napedowe zalezy za$ od wartosci t¢tniczego 1
zylnego ci$nienia krwi, zwiazane jest z ogolna hemodynamika ukladu sercowo —
naczyniowego. Opor przeptywu zalezy gtoéwnie od promienia naczyn i lepkosci krwi.
Jesli ogo6lne warunki hemodynamiczne sa wzglednie stale to lokalny narzadowy
przeptyw krwi zalezy od lokalnego oporu przeplywu, czyli gtownie od szerokosci
naczyn krwiono$nych, poniewaz lepkos¢ krwi nie ulega gwattownym zmianom 1 tylko
w niektorych stanach patologicznych znacznie si¢ zmienia. Szeroko$¢ naczyn

krwiono$nych zalezy gtoéwnie od aktywnosci skurczowej migsni gtadkich obecnych w
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ich $cianach. Mig$nie te kurczac si¢ lub rozkurczajac, czynnie zmieniaja szerokos¢
naczyn 1 w rezultacie ilo$¢ przeptywajacej przez nie krwi.

Lokalny narzadowy przeptyw krwi zalezy od szeregu fizycznych, chemicznych i
nerwowych czynnikow oddzialujacych na migénie gladkie $cian naczyn. Niektore z tych
czynnikow odgrywaja role w kontroli przeptywu krwi, ktora w kazdym tozysku
naczyniowym posiada podobna ogo6lna charakterystykg. Wigkszo$¢ obszarow
naczyniowych dysponuje specyficznymi, wlasnymi regulatorami przeptywu krwi, ktére
zabezpieczaja ich funkcjonalne potrzeby. Odmienne s3a zwlaszcza mechanizmy
odpowiedzialne za istnienie ujemnego sprzg¢zenia zwrotnego migdzy aktywno$cia
mie$ni gladkich $cian naczyn oporowych przedwlosowatych i pozawlosowatych oraz
zwieraczy  przedwlo$niczkowych ~a  aktywnoscia  metaboliczna ~ komorek
zlokalizowanych w ich sasiedztwie. Analiza elementow pgtli tego sprzgzenia ujemnego
determinujacego makro — 1 mikrokrazeniowy przeplyw krwi jest jednym z
fundamentalnych problemoéw badawczych dotyczacych krazenia narzadowego.

Krazenie $luzowkowe jamy ustnej jest ztozonym obszarem naczyniowym,
ktérego naturalne mechanizmy kontrolne nieustannie dostosowuja przeptyw krwi i
ukrwienie do aktualnych funkcjonalnych i metabolicznych potrzeb tej btony.

Podstawowa kwestia, ktora miata by¢ wyjasniona w rezultacie niniejszych badan
to rola unerwienia sensorycznego przez widkna bezmielinowe typu C w kontroli
Sluzowkowego mikrokrazenia w jamie ustnej szczura w warunkach prawidlowych.
Ponadto celem badan bylo okreslenie udziatu unerwienia sensorycznego blony sluzowej
policzka 1 jezyka w dynamice gojenia do§wiadczalnego jej uszkodzenia oraz wykazanie
ewentualnego zwiazku pomig¢dzy ukrwieniem blony §luzowej a procesem jej gojenia.

Zastosowanie w niniejszych badaniach neurotoksyny, jaka jest kapsaicyna
pozwolito na uzyskanie dowodéw wskazujacych na to, ze czuciowe neurony typu C
biora udzial w tonicznej kontroli szeroko$ci naczyn blony §luzowej jamy ustne;.
Krazeniowym efektem chronicznej denerwacji sensorycznej byla redukcja
mikrokrazeniowego przeptywu krwi przez blong Sluzowa jezyka i policzka (ryc. 15,
16).

To niedokrwienie jest znamienne 1 znacznego stopnia oraz utrzymuje si¢ przez
caly okres prowadzenia obserwacji. Fenomen ten wystgpuje rowniez w innych
obszarach btony $luzowej przewodu pokarmowego (20, 22, 34, 102). Obserwowane
niedokrwienie blony S$luzowej jest nastgpstwem pozbawienia zakonczen neurondow

sensorycznych przekaznikowych neuropeptydow (17, 72, 98, 100, 101, 203).
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Wystapienie reakcji niedokrwiennej uzupeilnia wiedzg dotyczaca roli czuciowych
neuronéw w kontroli szerokos$ci naczyn btony §luzowej jamy ustnej, wskazuje ona na
toniczne, naczyniorozszerzajace dziatanie. Do niedawna uwazano, ze tylko
adrenergiczne nerwy wspoélczulne wykazuja toniczna aktywno$¢ naczynioruchowa, co
dotyczyto réwniez blony $luzowej catego przewodu pokarmowego. Wyniki niniejszych
badan dowodza, ze w btonie §luzowej jamy ustnej naczynia krwionosne w warunkach
podstawowych znajduja si¢ pod tonicznym naczyniorozkurczowym wplywem
neuronow sensorycznych a wyeliminowanie tego wplywu prowadzi do skurczu naczyn i
niedokrwienia btony §luzowe;.

Okreslenie w przeprowadzanych badaniach roli neuronéw sensorycznych w
kontroli §luzéwkowego przeptywu krwi w jamie ustnej, nie wyjasnito jednak w pelni
mechanizmu oddzialywania pomigdzy tymi neuronami a mig¢$niami gladkimi $cian
jednostek mikrokrazeniowych btony Sluzowej. Jednak wyniki wcze$niejszych badan
dowiodly niewatpliwie, Zze neurony sensoryczne oddzialywaja na najblizsze otoczenie
przez uwalniane neuroprzekazniki, ktérymi sa czuciowe neuropeptydy, gtéwnie CGRP,
co zostalo omowione we wstepie do niniejszej dysertacji.

Opierajac si¢ na dotychczasowej wiedzy dotyczacej natychmiastowych
krazeniowych efektow kapsaicyny stosowanej miejscowo na btonie $luzowej nalezy
stwierdzi¢, ze wywotuje ona wzrost lokalnego przeptywu krwi (1, 60, 89, 207) w
nastgpstwie rozszerzania naczyn oporowych. Neurotoksyna ta w poczatkowym okresie
dzialania na neurony czuciowe doprowadza bowiem do lawinowego uwalniania z nich
neuropeptydodw naczyniorozszerzajacych, gtownie CGRP.

Ten bezposredni efekt naczyniowy dziatania kapsaicyny jest odpowiednikiem
naturalnego pobudzania zakonczen czuciowych, jakie ma miejsce w warunkach
fizjologicznych badz tez patologicznych. Pobudzenie neuronéw czuciowych btony
Sluzowej jamy ustnej a Scislej ich zakonczen zlokalizowanych w poblizu naczyn
krwionos$nych moze mie¢ swa przyczyne w samej btonie §luzowej, badz tez w obecnych
tam chemo — i/lub mechanoreceptorach. Obecno$¢ w btonie §luzowej receptorow,
ktérych pobudzenie aktywuje =zlokalizowane tam wiokna sensoryczne tworzy
miejscowy, wewnatrz Sluzowkowy uktad homeostatyczny, ktory w istotny sposob
moduluje szeroko$¢ naczyn krwionosnych i tym samym przeptyw krwi w zaleznosci od
fizyko — chemicznego oddziatywania tresci jamy ustnej na blong $luzowa.

W niniejszych badaniach nie analizowano natychmiastowych efektow

mikrokrazeniowych lokalnego nasluzowkowego podania kapsaicyny, poniewaz sa one
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juz dobrze poznane (61, 82, 84, 88, 161, 195, 196). Majac jednak na uwadze ewentualne
aplikacyjne znaczenie poczynionych obserwacji ocenione zostaty efekty dziatania
egzogennego CGRP na badane parametry. CGRP jest glownym neuroprzekaznikiem
neuronéw sensorycznych, zatem logicznym wydato si¢ uzycie tego neuropeptydu do
uzyskania precyzyjnych danych o efektach aktywacji i mechanizmie dzialania
neuronow sensorycznych.

W zastosowanym modelu uszkodzenia btony §luzowej jamy ustnej wykazano, iz

po 120 minutach od chwili wywotania uszkodzenia w brzegu tak indukowanego
owrzodzenia przeptyw krwi jest znamiennie mniejszy w poréwnaniu z przeptywem
kontrolnym, zar6wno na blonie §luzowej jezyka (ryc. 15) jak i policzka (ryc.16). Takie
zmiany przeplywu $luzowkowego krwi sa typowe dla tego modelu doswiadczalnego a
ich mechanizm zostat juz wyjasniony w licznych wcze$niejszych badaniach (10, 44, 66,
157, 203, 207). Jak juz wcze$niej wspomniano denerwacja sensoryczna zmniejsza
znamiennie kontrolny sluzéwkowy przeptyw krwi 1 przeptyw w brzegu owrzodzenia
jezyka oraz policzka (ryc.17). Stopien zmniejszenia przeplywu krwi w brzegu
owrzodzenia 120 minut od momentu uszkodzenia jest znamiennie wigkszy niz w
zdrowej btonie §luzowej (ryc.15, 16). Natomiast w 7 dniu od momentu indukcji
uszkodzenia w brzegu owrzodzen wystgpuje znamienne przekrwienie w porownaniu do
zdrowej btony sluzowej (ryc. 18, 19).
Egzogenny CGRP zgodnie z oczekiwaniami wywotywat znaczne przekrwienie zdrowe;j
btony $luzowej oraz w brzegu owrzodzen zaréwno w btonie sluzowej jezyka i policzka,
przy czym po 7 dniach wzrost przeptywu w brzegu owrzodzeh przewyzszal znamiennie
stopien tego przyrostu w prawidtowej blonie §luzowej w obu badanych miejscach
(ryc.20).

W kolejnych doswiadczeniach oceniono udzial receptora CGRP,, ktdérego
naturalnym agonista jest CGRP w mediowaniu badanych efektow krazeniowych 1 roli w
dynamice gojenia uszkodzen btony $luzowej jamy ustnej. Okazato sig, ze CGRP .37
bedacy antagonista receptora CGRP; znamiennie zmniejsza przeptyw krwi w zdrowe;j
btonie §luzowej jamy ustnej oraz w brzegu owrzodzen jezyka i policzka po 120
minutach 1 po 7 dniach od indukcji uszkodzen (ryc.17, 20). Takie efekty krazeniowe
antagonisty receptorow CGRP potwierdzaja istnienie ich tonicznej aktywacji, ktorej
wynikiem jest tonicznie utrzymujacy si¢ efekt naczyniorozkurczowy za$ ich blokada
znosi to dzialanie. Efektywno$¢ blokady receptorow CGRP; zostata potwierdzona

zniesieniem krazeniowych efektow egzogennego CGRP (ryc.17, 20).
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Analiza poréwnawcza krazeniowych efektow denerwacji sensorycznej i blokady
receptorow CGRP, wykazala, ze krazeniowe efekty denerwacji dotyczace stopnia
zmniejszenia Sluzowkowego przeplywu krwi sa znamiennie wigksze niz te
obserwowane po zablokowaniu receptorow CGRP, Spostrzezenie to wskazuje, iz
neurony sensoryczne blony $luzowej jamy ustnej uwalniaja CGRP jako gléwny
przekaznik a ponadto uwalniaja jeszcze inny lub inne czynniki naczyniorozszerzajace,
ktore dziataja przez inne receptory. Wielce prawdopodobnym wydaje sig, iz tym
neuroprzekaznikiem jest SP (76, 121, 124, 184, 186, 187, 192, 193).

Istotnych i ciekawych informacji dostarcza pordwnanie zmian $luzowkowego
przeptywu w brzegu uszkodzen jezyka 1 policzka po 120 min 1 7 dniach od ich
wywotania. Okazato sig, ze denerwacja sensoryczna redukuje przeplyw znamiennie
bardziej w brzegu owrzodzenia j¢zyka niz w brzegu owrzodzenia policzka niezaleznie
od okresu pomiaru. Ponadto egzogenny CGRP znacznie bardziej zwigksza przeplyw
krwi w brzegu owrzodzenia jezyka niz w brzegu owrzodzenia policzka (ryc.17,20). To
ostatnie spostrzezenie zdaje si¢ wskazywac, ze blona §luzowa j¢zyka posiada wigksza
gesto$¢ unerwienia sensorycznego i1 receptorow CGRP, niz btona §luzowa policzka.
Obserwacja ta moze zatem tlumaczy¢ fakt, ze btona $luzowa jezyka jest mniej podatna
na uszkodzenia 1 cechuje si¢ wigksza dynamika gojenia (ryc.21, 22).

Istotnym celem niniejszych badan byla rowniez proba wyjasnienia roli
neurondw sensorycznych w fenomenie protekcji i1 restytucji uszkodzonej btony
sluzowej jamy ustne;.

Badania nad stanem zapalnym towarzyszacym chorobom przyzebia oraz proby
ograniczania bolow ze¢bopochodnych pozwolily szczegdétowo scharakteryzowac
unerwienie czuciowe jamy ustnej. Wielu autorow dowiodlo, Zze w unerwieniu
czuciowym jamy ustnej uczestnicza cienkie witokna kapsaicyno - wrazliwe, ktore
stanowia wigkszos¢ w pordéwnaniu z populacja wiokien o grubych ostonkach
mielinowych (11, 43, 51, 67, 71). Badania prowadzone w celu zrozumienia ich roli
fizjologicznej 1 interakcji z innymi typami unerwienia maja na celu okreslenie
skutecznych sposobow walki z bolem zgba i1 tkanek przyzgbia, ktére stanowia
niejednokrotnie znaczacy problem pojawiajacy si¢ w trakcie 1 po zakonczeniu leczenia
uzebienia. Do innych zespoléw chorobowych, w ktorych unerwienie czuciowe wydaje
si¢ mie¢ istotna rol¢ naleza choroby przyzgbia, gdzie podczas przewleklego stanu
zapalnego zapoczatkowanego przez czynniki mikrobiologiczne dochodzi¢ moze do

dhlugotrwatego pobudzania wtokien czuciowych i1 uwalniania neuropepdydéw, co moze
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prowadzi¢ do znacznego wzmozenia stanu zapalnego okolicy przyzgbia, ktore jesli nie
zostanie opanowane moze powodowac utratg uzegbienia (16, 44, 134, 135). Badania te
dostarczaja wiele dowodoéw wskazujacych na istotna rol¢ unerwienia czuciowego i
mediatoréw tego unerwienia w utrzymywaniu integralno$ci tkanek jamy ustnej,
podobnie jak ma to miejsce w innych odcinkach przewodu pokarmowego.

Pomimo istotnego znaczenia klinicznego 1 zainteresowania znaczeniem efektow
neurogennych w kontroli stanéw zapalnych i procesOw gojenia w obrgbie jamy ustnej,
znaczenie widkien czuciowych w procesie gojenia blony §luzowej nie zostalo calkiem
wyjasnione. W niniejszej pracy dokonano analizy roli widkien czuciowych w modelu
trwajacego 7 dni gojenia chemicznie indukowanych, do§wiadczalnych owrzodzen btony
sluzowej jamy ustnej 1 jezyka.

Prace Szolcosaniego i Bartho z konca lat sze$¢dziesiatych ubieglego stulecia
pokazaty i dowiodly, ze wyciag z czerwonej papryki - kapsaicyna (8-methyl-N-vanillyl-
6-nonenamid) zdolna jest pobudza¢ wtokna czuciowe 1 stymulowaé je do uwalniania
neuropepdydow, a stosowana w wigkszych dawkach prowadzi takze do ich selektywne;j
degeneracji, co sprawia, ze substancja ta stanowi bardzo uzyteczne narzgdzie
farmakologiczne pozwalajace bada¢ znaczenie unerwienia czuciowego (17, 72, 98, 100,
101, 203). W niniejszej pracy zastosowano kapsaicyng we wzrastajacych dawkach w
celu stymulacji lub tez pozbawienia zwierzat unerwienia sensorycznego. U zwierzat z
ablacja sensoryczna obserwowano znaczaco slabszy proces regeneracji btony §luzowe;j
objawiajacy si¢ zwigkszeniem powierzchni uszkodzen 1 pogorszeniem obrazu
histologicznego po 7 dniach gojenia w poroéwnaniu do kontroli. Wyniki tych
doswiadczen koreluja z obserwacjami badaczy analizujacymi znaczenie unerwienia
czuciowego w procesie gojenia owrzodzen w pozostatych odcinkach przewodu
pokarmowego jak zoladek, dwunastnica czy jelito cienkie oraz regeneracji gruczolow
takich jak watroba czy trzustka uszkadzanych w modelach eksperymentalnych przez
rozne substancje chemiczne (20, 22, 34, 102). Mechanizm dowiedzionego w ten sposéb
znaczenia unerwienia czuciowego w promocji procesOw naprawczych nie jest catkiem
jasny z uwagi na wielokierunkowe wptywy mediatorow neuropeptydowych
uwalnianych z ich zakonczen. W toku wczes$niejszych badan nad rola wtokien
czuciowych typu C w mechanizmie dziatania czynnikdéw uszkadzajacych btong §luzowa
wykazano, ze neuropeptydy uwalniane z zakonczen neurondéw czuciowych zdolne sa
bezposrednio pobudza¢ angiogenezg, komodrki ukltadu immunologicznego czy

fibroblasty (5, 27, 46, 79), jednak w przebiegu doswiadczen In vivo ocena tych
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bezposrednich mechanizméw dziatan neuropepdydéw na poziomie komérkowym nie
jest mozliwa. Analiza zmian $luzowkowego przeplywu krwi przeprowadzona w
niniejszej pracy, wykazala, ze denerwacja sensoryczna prowadzi do redukcji przeptywu
krwi w brzegu owrzodzenia zarowno w okresie 120 minut po indukcji owrzodzen -
ostrej fazie rozwijajacego si¢ zapalenia, jak i po 7 dniach ich gojenia. Obserwacje te sa
zgodne ze spostrzezeniami badaczy opisujacymi znamienna redukcje przeplywu
mikrokrazeniowego jako jeden z efektow odnerwienia czuciowego tkanek przewodu
pokarmowego (20, 34, 85, 105, 118, 122).

Badania prowadzone w latach osiemdziesiatych poprzedniego stulecia dowiodly,
ze za efekty naczyniowe wtokien czuciowych odpowiadaja neuropeptydy uwalniane z
ich zakonczen a zwlaszcza produkt alternatywnego skladania transktybtu genu
kalcytoniny, 36 aminokwasowy peptyd — CGRP, ktory wykazuje silne lokalne dziatanie
naczyniorozszerzajace (44, 52, 61, 134, 186, 193). Nieodwracalne uszkodzenie
unerwienia czuciowego a zarazem brak uwalniania naczyniorozszerzajacych
neuropepdydow ogranicza zjawisko przekrwienia czynno$ciowego obserwowanego w
tkankach, w obrgbie ktorych zachodzi zjawisko regeneracji (117, 137). Do$wiadczenia
majace na celu poznanie mechanizméw gojenia w roéznych odcinkach przewodu
pokarmowego dowodza, ze redukcja przeplywu mikrokrazeniowego, a tym samym
zaburzenie podazy sktadnikow odzywczych i tlenu oraz zmniejszone odprowadzanie
metabolitow z obszaru niedokrwionego prowadza do ostabienia proceséw regeneracji
tkanek (62, 87, 88).

Ponadto bezposrednich dowodéw na zasadnicze znaczenie ukrwienia tkanek w
procesie ich regeneracji dostarczyly do$wiadczenia, w ktérych cze$ciowo sztucznie
ograniczono doptyw krwi do jamy ustnej. Wyniki tych do$wiadczen jednoznacznie
wskazuja, ze zabieg taki prowadzi do znamiennej redukcji warto$ci przeptywu w strefie
brzeznej — gojenia owrzodzen zaréwno po ich indukcji, jak 1 w 7 dniu gojenia, co
znamiennie zwalnia dynamike regeneracji blony §luzowe;.

Przeprowadzone wtlasne badania dotyczace roli unerwienia sensorycznego w
kontroli ukrwienia btony §luzowej policzka i1 jezyka dowiodly, iz unerwienie to
odgrywa istotng role¢ w warunkach fizjologicznych oraz w stanach uszkodzenia btony
Sluzowej. Wyniki tych obserwacji wskazuja, ze sensorycznie indukowane zmiany
mikrokrazenia $luzowkowego sa gldwnie odpowiedzialne za stopien uszkodzenia i

dynamike gojenia doswiadczalnych uszkodzen blony sluzowej policzka i jezyka.
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Celem potwierdzenia roli ukrwienia w rozwoju i gojenia si¢ do$wiadczalnych
uszkodzen przeprowadzono eksperymenty na zwierzgtach, u ktéorych uprzednio
ograniczano mechanicznie ukrwienie jamy ustne;.

U zwierzat tych po siedmiu dniach gojenia nadal obserwowano niezagojone
owrzodzenia, ktorych obraz makroskopowy nie byt istotnie rézny od obrazéw
kontrolnych. W przypadku owrzodzen jezyka w grupach z ograniczonym przeptywem
mikrokrazeniowym u zwierzat, u ktorych dokonano selektywnego odnerwienia wtokien
czuciowych wystgpowato znamienne pogorszenie obrazu histologicznego btony
Sluzowej 1 podsluzowej jezyka, ktoremu towarzyszylo zmniejszenie przeptywu krwi.
Wyniki tych doswiadczen wskazuja, ze pomimo licznych wielokierunkowych lokalnych
oddziatywan neuropoeptydow na tkanki, zasadnicze znaczenie dla procesu regeneracji
ma ich zdolno$¢ do zwigkszania przeptywu mikrokrazeniowego w obrgbie brzegu
owrzodzenia, co pozwala na regeneracje w postaci calkowitego odtworzenia ciaglosci
btony §luzowej 1 pod§luzowej oraz umozliwia regeneracj¢ unaczynienia tych warstw.

Niezwykle interesujacych obserwacji, ktére dodatkowo wskazuja na istotna role
ukrwienia w modulacji procesu gojenia dostarczylo pordwnanie zakresu i dynamiki
procesu regeneracji tkanki policzka i jezyka w grupach z prawidlowym jak i
ograniczonym przeptywem krwi. Obserwowano, ze u zwierzat, u ktorych wczesniej
ograniczono ukrwienie tkanek jamy ustnej w obr¢bie policzka, nie obserwowano réznic
obrazu histologicznego 1 makroskopowego uszkodzen w poréwnaniu do kontroli,
natomiast analiza obrazu tkanki jgzyka wykazala znamienne pogorszenie obrazu
histologicznego w poréwnaniu do kontroli. Wydaje sig¢, ze powyzsze obserwacje
odzwierciedlaja réznice anatomiczne unerwienia blony S$luzowej jezyka i1 policzka,
gdzie w pierwszym przypadku do istotnych komponent wykazujacych wptywy
naczyniowe naleza okolonaczyniowe wtokna sympatyczne, a peptydergiczne
unerwienie czuciowe odpowiada za rozkurcz zwieraczy prekapilarnych, a tym samym
wzmozone ukrwienie zarowno prawidlowych jak i uszkodzonych tkanek (11, 42, 45,
71, 146). W tkance policzka naczyniozwegzajaca aktywno$¢ widkien sympatycznych
roéwnowazona jest nie tylko przez wptywy unerwienia sensorycznego, ale takze swoiste
oddziatywanie wtokien parasympatycznych uwalniajacych ze swoich zakonczen
mediatory naczyniorozszerzajace, takie jak Ach oraz VIP (92, 131, 159, 160, 211).
Wydaje sig, ze taki sposob unerwienia policzka odpowiedzialny jest za istotnie mniejsza
zalezno$¢ kontroli szeroko$ci naczyn i tym samym procesu regeneracji jego tkanek od

aktywnosci widkien czuciowych w poréwnaniu do tkanki jezyka, co odzwierciedla
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mniejsza zalezno$¢ od odnerwienia sensorycznego. W grupach, w ktérych ograniczano
przeplyw tkankowy obserwowano odmienne w (porownaniu do zwierzat z zachowanym
prawidtlowym  ukrwieniem) efekty oddzialywania komponent unerwienia
autonomicznego. W warunkach sztucznego ograniczenia doptywu krwi, tkanki policzka
zostaja niedokrwione, a jednym z nastgpstw tego stanu jest ograniczenie podazy tlenu i
substancji odzywczych. W sytuacji tej najpewniej przekroczony zostaje prog
wydolno$ci procesow regeneracyjnych, co sprawia, ze tkanka wykazuje brak
reaktywnosci na selektywna ablacj¢ ukltadu sensorycznego, ktora posiada udowodnione
dziatanie uszkadzajace. Tkanka jezyka otrzymujaca obustronne unaczynienie z galgzi
tetnicy jezykowej 1 podjezykowej, ktora w sytuacji cze$ciowe]j okluzji tetnicy szyjnej
przyjmuje funkcj¢ krazenia obocznego pozostaje w obszarze nieznacznie tylko
zmienionego ukrwienia (123, 212) (w przeprowadzonych pomiarach rdéznice w
poréwnaniu z tkanka zdrowa byly zamienne, ale istotnie mniejsze niz w przypadku
tkanki policzka). Stan taki sprawia, ze tkanka jezyka jest znacznie mniej zalezna od
czesciowej, jednostronnej okluzji tetnic szyjnych. Pomimo, ze obraz makroskopowy
uszkodzen nie wykazuje znamiennych réznic w poréwnaniu do kontroli to jednak obraz
histologiczny istotnie rdzni si¢ w poréwnaniu do kontroli. W grupach tych obserwuje
si¢ dalsze pogorszenie obrazu histologicznego w porownaniu do kontroli dla tej grupy,
co koreluje z znamiennie nizszym przeplywem krwi bedacym nastgpstwem nie tylko
ograniczenia przeptywu, ale takze sensorycznego odnerwienia jezyka. Obserwacje
powyzsze rzucaja nowe $wiatlo na zespoly przewlektych owrzodzen bton §luzowych.
Schorzenia takie obserwowane gtownie u ludzi cierpiacych na cukrzycg, chorych w
przebiegu immunosupresji oraz niektore choroby nowotworowe (129, 209).
Przedstawiony model do$wiadczalny pokazuje, Ze gojenie owrzodzen zalezy nie tylko
od lokalnych zmian ukrwienia na poziomie mikrokrazenia w przebiegu zmian
charakterystycznych dla mikroangiopatii cukrzycowej, ale takze wykazuje silna
zaleznos¢ od catkowitego przeptywu krwi w obrgbie tozyska naczyniowego.
Spostrzezenia te wydaja si¢ by¢ istotne, poniewaz u osdb prezentujacych zmiany w
przebiegu wyzej wymienionych schorzen uposledzenie przeptywu na poziomie
mikrokrazenia niejednokrotnie koreluje ze zmianami w obregbie duzych naczyn, w tym
dystrybucyjnych tetnic migsniowych szyi. Ponadto w chorobach tych niezwykle istotna
rol¢ odgrywa niewydolno$§¢ unerwienia czuciowego, ktore w przebiegu stabiej
unaczynionych warstw btony podsluzowej ulega uszkodzeniu jako pierwsze dajac

wyraz mikroneuropatii przechodzacej w polineuropatie, ktora nie tylko stanowi, jak
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dotychczas sadzono problem regulacji wydzielania i motoryki przewodu pokarmowego,
ale takze w istotny sposob moze modyfikowac¢ (jak pokazaty niniejsze doswiadczenia)
odnowe bton §luzowych, w tym btony sluzowej jamy ustne;.

Przeprowadzona analiza farmakologiczna dowiodla, Ze unerwienie czuciowe pelni
zasadnicza rolg w procesach odnowy blony $luzowej jamy ustnej, przy czym wyniki
doswiadczen wskazuja, ze zdolnos¢ unerwienia czuciowego do zwigkszania ukrwienia
tkanki na poziomie mikrokrazenia jest czynnikiem w gtownej mierze odpowiedzialnym
za obserwowane przyspieszenie procesu gojenia. Mechanizm tych oddziatywan w
obrebie tkanej jamy ustnej pozostaje slabo poznany. Badania nad mechanizmem
naczyniorozszerzajacego oddzialywania wildkien sensorycznych w réznych lozyskach
naczyniowych dowodza, ze posréod neuropeptydéw uwalnianych z zakonczen
aktywowanych cienkich wiokien czuciowych zasadnicze znaczenie odgrywa CGRP.
Peptyd ten oddzialuje za posrednictwem swoistego receptora CGRP, i prowadzi do
zmniejszenia aktywnosci skurczowej migsni gladkich $cian naczyn krwionos$nych,
czego nastepstwem jest rozszerzenie naczyn i wzrost przeptywu krwi (53, 96, 134, 161,
192). Mechanizm ten ma znaczenie przede wszystkim w obrgbie naczyn oporowych
jednostek mikrokrazenia i prowadzi do zwigkszenia lokalnego przepltywu krwi w
okolicy unerwianej przez pobudzone wlokna czuciowe. Zmiany przepuszczalnosci
jonowej bton komérkowych komorek migsni gtadkich §cian naczyn krwiono$nych i ich
nastgpowa hiperpolaryzacja sa odpowiedzialne za efekty oddzialywania CGRP, ktory to
mechanizm zostat odkryty w toku badan neurofizjologicznych tkanek zaopatrywanych
przez wtokna czuciowe. Szczegotowe badania mechanizmu oddzialywania CGRP na
uktad naczyniowy w obrgbie jamy ustnej dowodza, ze w naczyniorozszerzajacym
oddziatywaniu CGRP przewaza mechanizm posredniego oddzialywania oparty na
stymulacji $rodblonka, czego nastgpstwem jest wzmozona synteza i uwalnianie
czynnikOw naczyniorozszerzajacych (jak tlenek azotu). Ich dziatanie o charakterze
parakrynnym prowadzi do rozszerzenia naczyn prekapilarnych, w tym zwieraczy
prekapilarnych, a tym samym zwigkszenia przeptywu mikrokrazeniowego w obrgbie
Sciany jamy ustnej oraz j¢zyka. Efekt takiej stymulacji jest dlugotrwatly - dluzszy w
poréwnaniu z efektami obserwowanymi jako nastgpstwo bezposredniego oddzialywania
na komoérki migsni gladkich §cian naczyn, co zwigksza podaz tlenu i1 substancji
odzywczych dlugo po aktywacji unerwienia czuciowego (25, 37 54, 61, 124, 192, 193,
198). Efekt odlegly w postaci objawdéw reakcji zapalnej jak zwigkszenie

przepuszczalno$ci naczyniowej zalezy w pierwszej kolejnosci od obecnosci substancji
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wazoaktywnych wydzielanych w odpowiedzi na oddziatywanie neuropeptydow.
Badania nad fizjologia unerwienia czuciowego pokazuja, ze obok CGRP innym
neuropeptydem promujacym wzrost przeptywu w lozyskach mikrokrazenia jest
Substancja P (SP), ktorej efekty naczyniowe zalezne sa od aktywacji szybko
metabolizowanych przekaznikoéw natury humoralnej takich jak histamina. Z uwagi na
sposob oddziatywania SP, jego efekty naczyniowe sa krotkotrwale 1 w znacznej mierze
polegaja na zwigkszaniu przepuszczalnosci Scian naczyn krwionos$nych, co pozwala na
zwigkszona wymiang pomi¢dzy osoczem 1 przestrzenia zewnatrzkomorkowa, a w
stanach przewleklego zapalenia neurogennego odpowiedzialne jest za komponentg
obrzekowa zapalenia (41, 66, 111, 131, 158). W Swietle badan neurofizjologicznych
wydaje sig, ze w warunkach In vivo pozostale neuropeptydy uwalniane z zakonczen
wiokien czuciowych w poblize naczyn krwiono$nych warstwy podsluzowej odgrywaja
marginalne znaczenie w kontroli szerokosci naczyn krwiono$nych (124, 131, 192).
Dlatego tez w niniejszej pracy, w ktorej analizowano znaczenie unerwienia czuciowego
W procesie gojenia obejmujacym pelne przeksztalcenie tkanki ziarninowej (okres
czterech dob) skupiono si¢ na badaniu znaczenia CGRP jako peptydu o najlepiej
udokumentowanym udziale w procesach gojenia tkanek przewodu pokarmowego.
Stosowano egzogennie podawany CGRP oraz swoisty bloker receptoréw CGRP; —
fragment 8 — 37 tancucha aminokwasowego peptydu (134). Zastosowanie egzogennego
CGRP prowadzito do znamiennego morfologicznie przyspieszenia procesu gojenia
owrzodzen zaré6wno w obrgbie btony S$luzowej jezyka jak i policzka, czemu
towarzyszylta istotna poprawa obrazu histologicznego tkanek w obszarze uszkodzen w
poréwnaniu do kontroli dla powyzszych grup. Obserwacje te sa zbiezne ze
spostrzezeniami autoré6w wskazujacych na znaczenie CGRP w procesie gojenia
owrzodzen btony S$luzowej zotadka oraz jelit (85, 79, 115, 154, 161). W pracach
wykonywanych na materiale zwierzgcym badacze podkreslaja istotny wzrost
tkankowego przeptywu krwi obserwowany po zastosowaniu CGRP. Obserwacje takie
dotyczyly zarowno blony S§luzowej przewodu pokarmowego (szczegdlnie czgsto
opisywane w obrebie zoladka) jak i narzadéw miazszowych, w tym watroby i trzustki
(34). Podobne zjawiska krazeniowe obserwowano w obrgbie tkanek jamy ustnej
policzka 1 jezyka, tak w obrebie tkanki prawidiowej, jak 1 w brzegu indukowanych
chemicznie owrzodzen.

Dla mozliwie najpeiejszej analizy znaczenia CGRP jako mediatora widkien

neuronéw ukladu sensorycznego w jamie wustnej poréwnywano wartosci
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mikrokrazeniowego przeptywu krwi oraz obrazy morfologiczne 1 histologiczne
owrzodzen w obrebie jezyka 1 policzka w grupach zwierzat pozbawionych unerwienia
czuciowego, w ktorych nie podano oraz podawano CGRP. W grupach pozbawionych
unerwienia sensorycznego gojenie owrzodzen i przeplyw mikrokrazeniowy w ich
brzegu jest znamiennie uposledzony, jednak podawanie CGRP w tych grupach istotnie
przyspieszato gojenie owrzodzen zardwno na powierzchni jgzyka jak 1 policzka, czemu
towarzyszyt wzrost przeptywu mikrokrazeniowego w obrebie brzegu owrzodzen
rejestrowany w roznych okresach gojenia. Wyniki tych do$wiadczen dowiodly, ze
podobnie jak w innych odcinkach uktadu pokarmowego CGRP jest zasadniczym
czynnikiem pos$rod mediatorow neuropeptydowych uwalnianych z zakonczen widkien
czuciowych zwigkszajacym zywotno$¢ tkanek 1 stymulujacym proces odnowy.
Prawdopodobnie dziatanie to zwiazane jest ze znacznym (w pordéwnaniu do innych
mediatorow neuropeptydowych) potencjatem angiogennym CGRP oraz jego zdolno$cia
do zwigkszania ukrwienia tkanek w okolicy zaopatrywanej przez wtokna czuciowe.
Badania immunohistologiczne pokazuja ponadto, ze wtdkna czuciowe zlokalizowane w
obrgbie policzka oraz jezyka wykazuja znaczng immunoreaktywno$¢ wzglgdem CGRP,
co odpowiada duzej gestosci peptydu w tych zakonczeniach (45, 58, 73, 111, 152).
Protekcyjne dziatanie CGRP moze wigc by¢ zwiazane nie tylko z jego swoistym i
nieswoistym dzialaniem troficznym, ale takze z wigksza (w pordwnaniu do pozostatych
mediatoréw neuropeptydowych) jego iloscia w obrgbie zakonczen wtokien czuciowych
jamy ustne;j.

Z uwagi na stwierdzone istotne znaczenie CGRP w mediacji efektow
naczyniowych ukladu sensorycznego oraz jego udzialu w procesach gojenia tkanek
jamy ustnej postanowiono dokona¢ pehiejszej analizy znaczenia tego peptydu
wlaczajac w to analizg receptorowa. W celu analizy mechanizmu receptorowego
oddziatywania CGRP stosowano bloker receptora CGRP, - CGRP 5 _ 3; fragment.
Podanie tej substancji kompetycyjnie blokujacej miejsca aktywne w obrebie receptorow
CGRP spowodowato istotne pogorszenie obrazu makroskopowego oraz histologicznego
tkanek, jak rowniez wywotalo znaczaca redukcje wielkosci  przeplywu
mikrokrazeniowego w brzegu owrzodzenia zarowno w ostrej fazie indukcji zapalenia
jak 1 w 7 dniu gojenia owrzodzen. Ponadto zastosowanie CGRP po podaniu blokera
receptora CGRP, nie powodowalo istotnego zwigkszenia warto$ci przeptywu w wyzej
wspomnianych okresach oraz nie zmienialo obrazu stopnia uszkodzenia tkanek w

poréwnaniu do grupy zwierzat, w ktérej podano wytacznie bloker. Eksperymenty te
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dowodza istotnego znaczenia receptora CGRP, w mediacji efektow naczyniowych oraz
biologicznych CGRP w tkance policzka 1 jezyka. Doswiadczenia niniejsze pokazaly, ze
znaczenie pozostatych uktadéw receptorowych dla CGRP w zjawisku protekcji jest
marginalne, podobnie jak w obrgbie innych narzadéw przewodu pokarmowego, gdzie
znaczenie receptora CGRP, obecnego na niektorych komoérkach serii APUD oraz
niewielkiej populacji komoérek uktadu immunologicznego oraz $rodbtonka jest znikoma
(28, 30, 35, 45, 74, 84, 197). Sytuacja taka wynika najpewniej nie tylko ze znacznie
mniejszej liczby receptorow, ale takze jest nastgpstwem nieobecnosci receptora CGRP;
w lokalizacji bezposrednio na komoérkach migsniowki gladkiej $cian naczyn, co moze
thumaczy¢, dlaczego ich znaczenie w kontroli szerokosci naczyn krwiono$nych, jak
rowniez wplyw na procesy odnowy jest niewielki.

Interesujacych obserwacji dostarczylo poréwnanie procesu gojenia tkanki jezyka
i policzka w obregbie poszczegélnych grup doswiadczalnych, w ktorych analizowano
znaczenie uktadu sensorycznego 1 jego mediatorow. Obserwowane znamiennie
mniejsze roznice stopnia uszkodzenia tkanki w obrazie histologicznym oraz
morfologicznym w obrgbie tkanki jgzyka w poréwnaniu do tkanek policzka w 7 dniu
ich gojenia wskazuja na wigksza reaktywnos¢ tkanki jezyka poddanej oddzialywaniu
mediatorow peptydergicznych 1 aktywacji ich receptorow. W tkance jezyka
obserwowano znamiennie wigksze zmiany przeptywu mikrokrazeniowego oraz istotne
réznice szybko$ci regeneracji tkanki w obrgbie owrzodzen po modyfikacji, jakim
poddawano uktad sensoryczny. Wydaje si¢, ze zjawisko w pierwszej kolejnosci
zwigzane jest z uwarunkowaniami natury anatomicznej. W obrgbie tkanki policzka
obecne sa liczne dodatkowe komponenty unerwienia naczyniorozszerzajacego nie
funkcjonujace w tkance jezyka — gldwnie unerwienie parasympatyczne uwalniajace na
swoich zakonczeniach acetylocholing oraz wazoaktywny peptyd jelitowy, ktore w tej
lokalizacji wykazuja duzy potencjat oddzialywania naczyniorozszerzajacego na tkanki
(71, 120, 160, 143, 211). Wydaje sig, ze to bogate unerwienie obejmujace takze
zewngtrzne powierzchnie dziaset poznane z uwagi na znaczenie, jakie przypisuje si¢ mu
ze wzgledu na przebieg chordb przyzebia odgrywa niezwykle istotna rolg¢ w modulacji
procesu gojenia bton Sluzowych. Pomimo, ze w warunkach patologii zwigzanych z
kolonizacja bakteryjna, silne obrzeki wazoaktywne begdace nastepstwem indukcji
przewleklego zapalenia neurogennego moga prowadzi¢ do niszczenia aparatu
wigzadlowego zgba i nawet jego utraty (co sprawia, ze mechanizmy te sa rozpoznawane

przez niektorych autoréw jako cel walki z chorobami przyzebia), o tyle ograniczona
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lokalna stymulacja uktadu sensorycznego w modelach doswiadczalnych znamiennie
zwigksza potencjal odnowy tkanek (10, 106, 204). Wydaje sig, ze zwigkszone
unerwienie naczyniorozszerzajace tkanki policzka sprawia, ze jest ona mniej podatna na
stres zwigzany z selektywnym odnerwieniem w zakresie uktadu sensorycznego, co
moze thumaczy¢ istotnie mniejsze réznice w odpowiedzi uktadu naczyniowego na
zniszczenie tego uktadu czy blokowanie uktadoéw receptorowych dla CGRP.

Interesujacych wnioskow dostarczyto porownanie analizy znaczenia CGRP oraz
jego receptora w grupach z zachowanym prawidlowym przeptywem krwi oraz
przeplywem ograniczonym przez czgsciowa okluzjg tgtnic szyjnych. W grupach, w
ktorych zredukowano przeptyw krwi przez zastosowanie chronicznej czg$ciowej
jednostronnej okluzji tetnic szyjnych obserwowano znamienne réznice w przebiegu
procesu odnowy tkanek po podaniu egzogennego CGRP (w poréwnaniu do grup o
zachowanym prawidlowym przeptywie krwi) wyrazone zmniejszeniem powierzchni
uszkodzen po zastosowaniu CGRP oraz ich istotnym zwigkszeniem po zastosowaniu
blokera receptora CGRP, (efekty te byly poréwnywalne z obserwowanymi w grupie, w
ktérej dokonano odnerwienia sensorycznego). U zwierzat, u ktérych ograniczono
przeplyw tkankowy obserwowane rdéznice warto$ci przeplywu mikrokrazeniowego w
brzegu owrzodzenia oraz zmiany dynamiki procesu gojenia oceniane makroskopowo
oraz histologicznie po zastosowaniu CGRP oraz jego blokera a takze w grupie, w ktorej
zwierzgta poddano selektywnemu odnerwieniu w zakresie ukladu sensorycznego w
tkance byly podobne jak w przypadku zwierzat z zachowanym prawidlowym
przeptywem krwi. W grupach tych, chociaz obserwowano znamienng redukcjg
dynamiki procesu regeneracji tkanki jezyka analiza statystyczna procesu gojenia
wykazata, ze oddzialywanie mediatorow uktadu sensorycznego bylo podobne, jak u
zwierzat z prawidlowym przeptywem, gdzie w pordwnaniu do kontroli dla grup o
zredukowanym przeptywie krwi obserwowano znamienna poprawg¢ obrazu
histologicznego, co korelowalo ze zwigkszeniem przeptywu w obrebie tkanek.
Natomiast w obrgbie tkanek policzka u zwierzat z indukowanym czg$ciowym
niedokrwieniem tkanek po podaniu CGRP obserwowano brak istotnego przyspieszenia
procesu gojenia w obrazie makroskopowym bez towarzyszacej poprawy obrazu
histologicznego.

W przypadku tkanki policzka podawanie CGRP nie wywotywato poprawy obrazu
histologicznego oraz nie przyspieszalo znamiennie procesu gojenia owrzodzen. Wydaje

sig, ze czesciowa okluzja tetnic szyjnych wywolala tak znaczace obnizenie
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natlenowania tkanek i1 podazy substancji odzywczych, ze odnowa tkanki byla
niemozliwa, co uwidoczniono na preparatach histologicznych oraz podczas badan
makroskopowych. Blokowanie receptoréow CGRP; podobnie jak odnerwienie
sensoryczne w obrgbie tkanek policzka nie wywotalo znamiennych réznic w
porownaniu do kontroli zaréwno w zakresie obrazow makroskopowych (w grupach
tych nie obserwowano gojenia zmian), jak 1 w obrazie histologicznym (w ktorych
widoczny byl brak cech gojenia). W przypadku tkanki policzka obserwowano tak
Znaczne ograniczenie procesu gojenia w nastgpstwie redukcji przeptywu tkankowego,
ze modyfikacje uktadu sensorycznego pozostawaly bez wplywu zar6wno na obraz
histologiczny jak 1 makroskopowy owrzodzen. Natomiast tkanka jezyka zachowala
reaktywno$¢ na mediatory uktadu sensorycznego, poniewaz podawanie egzogennego
CGRP prowadzito do zwigkszania warto$ci przeptywu mikrokrazeniowego oraz
przyspieszato proces gojenia. Podawanie blokera receptorow CGRP, czy chemiczna
ablacja ukladu sensorycznego wywotywata znamienne pogorszenie obrazu
histologicznego tkanek, czemu towarzyszylo zwigkszenie powierzchni uszkodzen. W
grupach tych obserwowano ponadto znamienne rdéznice wartosci przeplywu
tkankowego w obrebie jezyka w grupach zwierzat z zachowanym oraz zniszczonym
unerwieniem czuciowym.

Wydaje sig, ze rdéznice w obrazie histologicznym w obrgbie tkanek jezyka oraz
policzka obserwowane pomigdzy grupami, w ktorych modyfikowano czynno$¢ uktadu
sensorycznego po czgsciowym ograniczeniu przeptywu tkankowego sa w pierwszej
kolejno$ci wynikiem znacznie lepszego ukrwienia tkanek jezyka w pordéwnaniu do
policzka. Warunki anatomiczne sprawiaja, ze zaopatrzenie jezyka w krew moze by¢
obustronne, co nabiera duzego znaczenia w przypadku jednostronnej czg¢$ciowej okluzji
(121, 212). Tkanka policzka pozbawiona jest mozliwo$ci kompensacji jednoimiennego,
jednostronnego obnizenia ci$nienia perfuzyjnego, co sprawia, ze w przypadku takiego
ograniczenia przeptywu gojenie jest znacznie wolniejsze a odpowiedz na czynniki
farmakologiczne stabsza czy nawet zniesiona. Dotychczas brak jest analiz klinicznych
zrdznicowania czgstosci wystgpowania chordb troficznych w obrgbie zewngtrznej
powierzchni dzigset 1 policzka oraz jezyka. Wyniki niniejszej pracy wskazujace na
istotne zrdznicowanie procesu gojenia owrzodzen jamy ustnej w zaleznosci od ich
lokalizacji w jamie ustnej sugeruja potrzebg przeprowadzenia takich badan.

Analiza mikrokrazeniowego przeplywu krwi po podaniu CGRP wykazata

znamienne zwigkszenie przeptywu zarowno w obrebie tkanek policzka jak 1 jezyka, z
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czym prawdopodobnie zwiazane byto istotne zwigkszenie szybko$ci gojenia zmian. W
grupach tych szczegdlnie znaczace wzmozenie przeplywu obserwowano w brzegu
owrzodzenia po 7 dniach gojenia, co odzwierciedla przebieg fizjologicznych proceséw
naprawczych 1 odpowiada okresowi, w ktorym dochodzito do uksztattowania struktury
naczyn mikrokrazenia jako nastgpstwa neowaskularyzacji uformowanego zrebu
tkankowego. Za obserwowany efekt odpowiedzialna jest najpewniej zwigkszona
reaktywno$¢ nowych naczyn oraz efekt utrzymujacej si¢ stymulacji przez czynniki
wzrostu o dzialaniu synergistycznym z CGRP i znamiennie zwigkszajacych efekt jego
dzialania. Efekt istotnego wzrostu przeplywu w tkance brzegu owrzodzenia
obserwowany w krotkim okresie po indukcji uszkodzen byl najpewniej zwiazany ze
znamiennym zwigkszeniem przeplywu w obrebie zdrowej tkanki przyleglej, co stanowi
istotny mechanizm promujacy gojenie, poniewaz pozwala na znacznie szybsze
formowanie ziarniny i wzrost naczyn w obregb nowopowstalej tkanki. Znaczna korelacja
wielkosci przepltywu mikrokrazeniowego z obrazem morfologicznym 1 histologicznym
tkanek wskazuje na dominujace znaczenie ukrwienia tkanki dla procesu jej regeneracji.

Wyniki przedstawione w niniejszej pracy pokazaly dominujace znaczenie unerwienia
czuciowego w protekcji btony §luzowej jamy ustnej, ktore wykazuje zdolnosci
ochronne w pierwszej kolejnosci za posrednictwem zwigkszonego przeptywu krwi w
obrebie tkanek aktywowanych przez bodzce uszkadzajace. Wiadomo jednak, ze
przewlekta aktywnos$¢ uktadu sensorycznego, ktéry indukuje proces zapalenia
neurogennego wykazuje wptyw niszczacy na tkanki. Wydaje si¢ wigc, ze umiejgtnosé
farmakologicznej kontroli aktywnosci uktadu sensorycznego pozwolitaby nie tylko
stymulowaé proces gojenia owrzodzen ale takze otworzylaby droge dla ochrony przed
chorobami zapalnymi jamy ustnej. Wiedza o tych procesach otwiera szerokie
mozliwo$ci opracowania nowych strategii leczenia tych powszechnych schorzen jamy

ustnej.
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WNIOSKI

Unerwienie sensoryczne btony §luzowej jamy ustnej odgrywa istotna rolg w
kontroli §luzoéwkowego przeptywu krwi. Neurony te wykazuja toniczny wplyw
naczyniorozszerzajacy, ktorego wyeliminowanie prowadzi do redukcji

przeplywu krwi przez blong sluzowa.

W mechanizmie sensorycznie indukowanych naczyniorozkurczowych efektow
mikrokrazeniowych posredniczy jako gltéwny neuroprzekaznik CGRP begdacy
agonista receptora CGRP; umiejscowionego w efektorach Scian naczyn blony

sluzowej jamy ustne;.

W niniejszych  badaniach  dowiedziono roéwniez, Ze sensoryczne
naczynioruchowe unerwienie btony jamy ustnej w istotny sposob utrzymuje
homeostazg mikrokrazenia tego lozyska w stanie ischemii indukowanej
zmniejszeniem doptywu krwi do tego tozyska z gtownych zaopatrujacych go

tetnic.

Przeprowadzone badania dowiodly, Ze neurosensorycznie kontrolowane
mikrokrazeniowe zmiany §luzowkowego przepltywu krwi odgrywaja dominujaca
role w dynamice procesu gojenia doswiadczalnych uszkodzen btony Sluzowe;j
jamy ustnej ocenionych morfologicznie. Te adaptacyjne reakcje mikrokrazenia
btony $luzowej przyspieszaja gojenie jej uszkodzen poprzez wzrost lokalnego
ukrwienia tkanki. Ponadto dokonana farmakologiczna analiza dowiodla, ze
zniszczenie neuronow czuciowych poteguje uszkodzenie btony $luzowej 1

zwalnia proces jej gojenia poprzez uposledzenie mikrokrazenia.

Istotnym spostrzezeniem dokonanym w tych badaniach jest wykazanie, ze
lokalne naczyniowo-ruchowe mikrokrazeniowe reakcje indukowane przez
neurony czuciowe w blonie Sluzowej policzka sa znamiennie stabsze niz te
obserwowane w blonie $luzowej jezyka. Fenomen ten moze by¢ tlumaczony

wigksza gestoscia zakonczen sensorycznych w blonie §luzowej jezyka.
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7. STRESZCZENIE W JEZYKU POLSKIM

Jama ustna, ktéra stanowi pierwszy odcinek przewodu pokarmowego w duzym
stopniu narazony na uszkodzenia, wykazuje bardzo bogate unerwienie czuciowe, w
wigksze] czeSci reprezentowane przez cienkie witokna niezmielinizowane. Mediatory
uwalniane z zakonczen aktywowanych wilokien czuciowych wykazuja dziatanie
ochronne bton §luzowych przewodu pokarmowego. Znaczenie unerwienia czuciowego
w protekcji i procesach gojenia blony sluzowej jamy ustnej pozostaje stabo poznane.

Celem niniejszych badan bylto okreslenie znaczenia wildkien czuciowych 1
mediatorow uwalnianych z ich zakonczen w procesie gojenia eksperymentalnych
owrzodzen jamy ustnej oraz poznanie mechanizméw lezacych u podtoza tych zjawisk.

Badanie przeprowadzono na szczurach rasy Wistar obu plci. Zwierzg¢ta podzielono
na 10 grup, z ktérych kazda liczyta po 8 zwierzat. U zwierzat wywotywano chemiczne
owrzodzenia na powierzchni blony §luzowej jezyka i policzka przez aplikacje 70%
kwasu octowego przez 30 sekund podanego w sztancy o $rednicy 4 mm. Kontrolg
stanowily zwierzg¢ta nie otrzymujace preparatow farmakologicznych, u ktorych
indukowano owrzodzenia btony §luzowej jamy ustnej (na powierzchni policzka 1
jezyka). U zwierzat tych oceniano wyniki gojenia po 7 dniach od indukcji uszkodzen:
grupg 1 stanowily zwierz¢ta o prawidlowym przeplywie krwi, w grupie 2 ograniczano
przeptyw tkankowy przez czesciowa okluzje tetnic szyjnych. Grupy 3 — 7 z
zachowanym prawidlowym przeptywem krwi otrzymywaty: grupa 3 - CGRP - 50
mg/kg i.p., grupa 4 - CGRP 537, — 50 mg/kg i.p., grupa 5 - CGRP - 50 mg/kg i.p. oraz
CGRP 537 — 50 mg/kg i.p., grupa 6 — kapsaicyna 0,1% s.c. Grupa 7 - kapsaicyna 0,1%
s.c. + CGRP 50 mg/kg i.p. Grupy 8-10 z ograniczonym przeptywem tkankowym
otrzymywaty: grupa 8 - CGRP 50 mg/kg i.p., Grupa 9 - CGRP s3; — 50 mg/kg i.p.,
Grupa 10 — kapsaicyna 0,1% s.c. Badano warto$¢ przeplywu mikrokrazeniowego w
brzegu owrzodzenia 120 min. po indukcji uszkodzeh oraz w 7 dniu gojenia. Nastgpnie
powierzchnie uszkodzen oceniano planimetrycznie oraz pobierano tkanki do oceny
histologicznej uszkodzen (po obrobce zostaly przygotowane w formie preparatow
barwionych). Wyniki zostaly opracowane statystycznie przy uzyciu programu statistica
5.1 Uzyskano nastgpujace wyniki: chemiczna ablacja widkien czuciowych czy
blokowanie receptora CGRP;, jak rowniez blokowanie receptora CGRP,; z nastgpowym

podawaniem CGRP prowadzily do znamiennego wzrostu powierzchni uszkodzen
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ocenianych planimetrycznie a w obrazie histologicznym pogorszenia w skali wiasne;.
Zjawisku temu towarzyszyla istotna redukcja przeptywu mikrokrazeniowego (LDBF) w
poréwnaniu do kontroli zarowno w poczatkowym jak i koncowym okresie gojenia.
Podanie CGRP prowadzito do istotnej poprawy obrazu histologicznego oraz
przyspieszenia gojenia tkanek z towarzyszacym LDBF w brzegu owrzodzen.
Ograniczenie przeptywu mikrokrazeniowego prowadzito do znamiennej redukcji
szybkosci gojenia owrzodzen zaré6wno na policzku jak i jezyku, w obrebie btony
Sluzowej jezyka podanie CGRP wywotato czg§ciowa poprawe histologicznego obrazu
owrzodzen, btona §luzowa policzka pozostawata nie zagojona.

Wyniki niniejsze pozwalaja stwierdzi¢, ze wlokna czuciowe obecne w jamie
ustnej a zwlaszcza CGRP uwalniane z zakonczen neuronow tego ukladu zwigkszaja
znamiennie zdolno$¢ regeneracji blony §luzowej réznych obszaréow jamy ustnej. Za
zjawisko to odpowiedzialna jest zdolno$¢ mediatorow uktadu sensorycznego a w
pierwszej kolejnosci CGRP do zwigkszania przeptywu tkankowego, ktorego wzrost w

brzegu owrzodzenia istotnie wzmaga proces ich gojenia.
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8. STRESZCZENIE W JEZYKU ANGIELSKIM

The oral cavity as the first contact area with food is exposed to injury from
various noxious factors. It is known that walls of the oral cavity are densely innervated,
especially by thin unmielinated sensory fibers. Mediators released from the endings of
activated sensory neurons increase resistance of the mucosa of the digestive tract and
promote healing of the injuries. However, the importance of sensory innervation in
protection and healing of the oral mucosa is still not recognized in sufficient degree.

The aim of the present study was to establish the importance of sensory fibers
and mediators released from their endings in the healing of the experimentally induced
chemical ulcerations of the oral cavity and to evaluate mechanism which underlies their

action.
The experiments were carried out with Wistar rats of both sexes. The animals

were divided to 10 experimental groups, with 8 animals in each. The surface chemical
ulcerations to the buccal and tongue mucosa were evoked by 70% acetic administered in
a 4 mm diameter plastic mold for 30 second. The control group consisted of animals
with induced ulceration of the oral mucosa (at the surface of bucca and tongue) and no
pharmacological substances administered (group 1 and 2). The ulcer healing effects
were examined after 7 days from the induction. Group 1 consisted of animals with
normal carotid blood flow; in the group 2, carotid blood flow was limited by a partial
carotid occlusion. Groups 3-7 with the maintained normal carotid blood flow were
preadministered as follows: group 3 — CGRP: 50 mg/kg 1.p., group 4 - CGRP g37: 50
mg/kg 1.p., group 5 — CGRP: 50 mg/kg i.p. and CGRP 5.3, — 50 mg/kg i.p., group 6 —
kapsaicin 0,1% s.c. Group 7 - kapsaicin 0,1% s.c. + CGRP: 50 mg/kg i.p. Groups 8-10,
with the limited carotid blood flow were preadministered as follows: group 8 with
CGRP: 50 mg/kg 1.p.; group 9 - CGRP 537 : 50 mg/kg i.p.; and group 10 — kapsaicin
0,1% s.c. The value of the microcirculatory blood flow was measured in the ulcer
margin 120 minutes after induction of acetic ulcers and on the 7th day of healing. The
area of ulcerations was then examined planimetrically and the ulcerated tissues were
collected for histological processing (in the form of stained preparations) and for

examinations.
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The recorded data were statistically analyzed using Statistica 5.1 PC based
program. The following results were obtained: chemical ablation of the sensory fibers or
blockade of CGRP1 receptors, also followed by CGRP administration markedly
increased the area of the planimetrically examined ulcerations and caused worsening of
their histological picture (according to the author’s own scale). This was accompanied
by a significant reduction of microcirculatory blood flow (LDBF) in comparison to the
control groups, both in the initial and final healing periods. CGRP administration
markedly improved the histological picture and accelerated healing of the tissues with
concomitant LDBF in the ulcer margin. The reduction of microcirculatory blood flow
markedly decelerated healing of buccal and tongue mucosa ulceration. Administration
of CGRP induced a partial improvement in the histological picture of the ulcerations in
the area of tongue mucosa, whereas the buccal mucosa ulcerations remained unhealed.

The obtained results indicate that sensory neurons, present in the walls of the
oral cavity, and particularly CGRP released from endings of neurons markedly increase
the regeneration of various parts of the oral mucosa. This is primarily associated with
the ability of peptydergic mediators of sensory system, especially CGRP, to increase
tissue blood flow in the ulcer margin which is an important factor sustaining their

healing process.
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