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WSTEP

Blona sluzowa przewodu pokarmowego jest obszarem nieustannie
narazonym na dziatanie czynnikéw drazniagcych, ktére moga wywolywac jej
uszkodzenia. Powtarzajace sig ostre uszkodzenia gérnego odcinka przewodu
pokarmowego powoduja czesto trudno gojace sie przewlekle zmiany w po-
staci nawracajacych owrzodzen.

Stosunkowo czesto wystepujacym schorzeniem jest wrzod tra-
wienny zoladka. Zwykle dotyczy on ludzi w pelni aktywnych zawodowo.
Szereg czynnikéw takich jak: stresy, emodje, nieregularne odzywianie, palenie
papieroséw, picie alkoholu przyczynia si¢ do oslabienia ukladu nerwowego
jak réwniez bezposrednio oddzialywuje na blong sluzowa, sprzyjajac jej usz-
kodzeniom. Istota choroby i podlozem dolegliwosci jest wytworzenie sie w
blonie §luzowej pojedynczego lub licznych ubytkow, ktérych powstanie przy-
pisuje sie ostatecznie trawigcemu dzialaniu kwasu solnego i pepsyny [1].
Ubytki te moga sie utrzymywac przez dluzszy czas i poglebiajac sig¢ docho-
dzi¢, poprzez blong $luzowa i podsluzowa, do warstwy miesniowe;j.

Etiologia choroby wrzodowej Zoladka nie jest w pelni wyjasniona.
Obecnie przyjmuje sie, iz prawidlowa struktura i czynnos¢ blony sluzowej
zoladka zalezy od wzajemnej réwnowagi pomiedzy czynnikami ochronnymi

i agresywnymi. Zesp6l czynnikéw odpowiedzialnych za utrzymanie blony
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sluzowej w prawidiowym stanie przyjeto okresla¢ mianem ,bariery §luzéw-
kowej” zotadka. Twérca tego pojecia, ktore pojawilo sie w literaturze gastro-
enterologicznej z poczatkiem lat szes¢dziesiatych, byt Davenport [2]. ,Bariere
Sluzé6wkowa” stanowi zespél czynnikéw natury czynnosciowej i morfologicz-
nej przeciwdzialajacych gwattownemu wnikaniu jonéw wodorowych ze
$wiatla zoladka do krwi, a jonéw sodowych w kierunku przeciwnym. Anato-
micznie barierg tg stanowi nablonek powierzchni blony §luzowej zlozony ze
Scisle do siebie przylegajacych komoérek. Prawidlowa struktura tluszczowo-
biatkowa blony komoérkowej oraz ,$ciste polaczenia” (“tight junctions”) mie-
dzy komorkami hamuja przenikanie substangi zjonizowanych. Latwo jednak
przepuszczaja substangje niezjonizowane i rozpuszczalne w ttuszczach [3].

Kontakt sluzé6wki z niektérymi skladnikami pokarmowymi lub le-
kami (np. aspiryna i innymi niesterydowymi lekami przeciwzapalnymi [4])
moze prowadzi¢ do wigkszego zluszczania sie komoérek powierzchownych
nablonka a takze do wystapienia nadzerek i glebszych uszkodzen. Réwniez
stres [5], substancje nekrotyzujace (np. etanol [6]), kwasy zélciowe [7] oraz
roztwory hiperosmotyczne [8] moga powodowac¢ rozlegie krwotoczne uszko-
dzenia blony $luzowej. Zmianom tym towarzyszy utrata ciaglosci nablonka
i zaburzenie bariery sluzéwkowej. Destrukga moze obejmowac rowniez gleb-
sze warstwy blony Sluzowej, w tym takze zaopatrujace w tlen i srodki odzy-
wiajace te blone naczynia krwionosne.

Powierzchowne uszkodzenie bariery sluzéwkowej jest zazwyczaj
odwracalne. Jednak pod wplywem powtarzajacego sig, dlugotrwalego dziala-
nia czynnika draznigcego mogg powsta¢ nieodwracalne, przewlekle zmiany
w blonie §luzowej. Moze réwniez zwigkszy¢ sig jej podatnosc¢ na trawiace
dzialanie soku zotadkowego, co z kolei tworzy podloze do powstania wrzodu

trawiennego.
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W warunkach prawidlowych czynnikami ochronnymi, zapobie-
gajacymi uszkodzeniom bariery sluzéwkowej zoladka, jest szereg sprzezo-
nych ze sobg mechanizméw takich jak ciagte wydzielanie alkalicznego $luzu,
szybka odnowa nablonka powierzchni oraz obfity przepltyw krwi [9, 10].
Réwniez prostaglandyny (PG) chronig komorki blony §luzowej przed uszko-
dzeniami wywolanymi przez czynniki nekrotyzujace. Zjawisko to nazwano
~Cytoprotekcja” [11]. Efekt ten zachodzi niezaleznie od zdolnosci prostaglan-
dyn do hamowania wydzielania zolagdkowego kwasu solnego i pepsyny [12].
Cytoprotekcyjny efekt prostaglandyn zachodzi poprzez wzmozenie przez te
czynniki przeptywu krwi w blonie sluzowej, zwigkszona produkcje ochronne-
go $luzu oraz pobudzenie wydzielania alkalicznego [9]. Prostaglandyny biorg
réwniez udzial w usprawnianiu proceséw transportu i odnowy komorkowe;j.

Dalsze badania nad tym zjawiskiem prowadzone w Instytucie Fi-
zjologii AM w Krakowie [9, 13, 14, 15] dowiodly, ze gastroprotekcja nie jest
wylacznie wlasciwoscia prostaglandyn i wykazuja jg rowniez inne czynniki.
Zalicza sie do nich epidermalny czynnik wzrostu (EGF) [16, 17], ktéry oprécz
silnych gastroprotekcyjnych wiasciwosci przyspiesza gojenie sie przewle-
ktych wrzodéw zoladka i dwunastnicy [15], chociaz jego mechanizm dziala-
nia nie jest w petni wyjasniony.

EGF zostal pierwotnie wyodrebniony przez Cohena [18], w 1962
roku, ze élinianek podzuchwowych myszy. Cohen badat bialka uwalniane po
stymulacji nerwowej ze $linianek. Zauwazyl, ze wstrzyknigcie mysim nowo-
rodkom oczyszczonego ekstraktu z podzuchwowych gruczoléw slinowych
powoduje wczedniejsze otwieranie powiek i przyspieszone wyrzynanie
zebow. W roku 1965 Cohen opublikowal wyniki dalszych badan [19] dowo-
dzac, ze EGF pobudza wzrost naskérka embrionéw pisklat w hodowli tkan-
kowej. Wlasnie na podstawie tych badan [19] stwierdzono, ze EGF stymuluje

synteze DNA i proliferacje komorek naskérka. Po opracowaniu sposobu
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izolacji EGE, w roku 1972, okreslono jego strukture peptydowsq i wlasciwosci
chemiczne [20, 21, 22].

Savage i inni wykazali [23], ze EGF jest polipeptydem zawieraja-
cym 53 aminokwasy, za$ Gregory ustalil, Ze strukturalnie peptyd ten jest
identyczny z urogastronem [20, 21, 24] — innym peptydem wyodrebnionym z
moczu, ktérego 37 aminokwaséw identycznych jest z aminokwasami znajdu-
jacymi sie¢ w EGE. Z tego tez powodu czesto stosuje sig, dla podkreslenia
podobnej struktury i biologicznej aktywnosci [25], identyczng nazwe dla obu
tych substancji URO — EGF.

Wzér strukturalny tych peptydéw przedstawia si¢ nastgpujaco
(r6znice w skladzie aminokwasowym pomiedzy EGF i urogastronem podano

w ramkach):



Asp—Ser—Glu Leu His
H—Asn—Ser—| —— |—Cys—Pro—| — |—Ser—| — —Asp—Gly——
Tyr—Pro—Gly ; Ser Tyr
Tyr Asp—His
— [—Met—Cys—Val—Gly— | ———— |—Leu—Cys—Tyr .
His Gly—Asn
Ala Lys Ala
———— lle—Glu—| — | —Leu—Asp—| — |—Tyr— — | —Cys
Ser Ser Thr
Val
Tyr—Gly— | — | —Val—Cys—Asn—
lle
Ile Glu Tyr
— | —Gly—} — | —Arg—Cys—Glu— —
Ser Asp Thr
Lys
HO—Arg—Leu—Giu—Trp—Trp— | — |—Leu—Asp—Arg—

Arg

EGF wystepuje jako pojedynczy polipeptydowy lanicuch o masie

molekularnej liczacej okolo 6000 daltonéw [20]. Moze by¢ takze czescia wig-

kszego kompleksu obecnego wewnatrz komérek nablonkowych gruczolu <li-

nowego. Jego masa molekularna osiaga wowczas okolo 74000 daltonow.

W dalszych badaniach wykazano, ze urogastron wykazuje

korzystne dzialanie na gojenie przewleklych owrzodzen, oraz ze efckt ten

zachodzi w dawkach minimalnych - nie hamujacych wydzielania kwasu
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zotadkowego [26, 27, 28, 29]. EGF i urogastron sa silnymi czynnikami mito-
gennymi zar6wno in vivo jak i in vitro. Jak wykazano, ich dzialanie polega na
pobudzaniu wzrostu syntezy kwaséw nukleinowych w komérkach nablon-
kowych zoladka [20, 30, 31].

Na podstawie badan wykazano obecno$¢ EGF w gruczolach
slinowych i slinie [20, 32, 33, 34, 35, 36], gruczolach dwunastniczych Brunne-
ra [35, 37, 38], a takze w trzustce i soku trzustkowym [39] oraz w nerce [38],
zaréwno u szczurdéw jak i u ludzi. Stwierdzono réwniez, ze EGF wystepuje
w duzych stezeniach w moczu [40]. Znacznie podwyzszone stezenie EGF
zaobserwowano takze w surowicy kobiet cigzarnych [41] oraz w mleku kar-
miacych [30].

Poczatkowe badania prowadzone na zwierzetach nad tkankowym
rozmieszczeniem EGF wykazaly, ze jego gléwnym Zrodiem jest slinianka pod-
zuchwowa [14, 18, 42]. Na tej podstawie przypuszczano, ze u ludzi sekrega
EGF do $liny zachodzi w wyniku nerwowego pobudzenia élinianek podzu-
chwowych. Dopiero badania prowadzone pod kierunkiem Thesleffa przy
uzyciu metod immunohistochemicznych [34] wykazaly, ze obecny w ludzkiej
Slinie EGF pochodzi przede wszystkim ze slinianki przyuszne;.

Uwalnianie EGF do $liny jest stymulowane przez VIP i ukiad
cholinergiczny, natomiast hamowane przez pobudzanie ukladu adrenergicz-
nego [43, 44]. W 1979 roku Tovey [45] stwierdzil, ze wydzielanie EGF jest
réwniez stymulowane mechanicznie przez zucie. Zalezy ono takze od stoso-
wanej diety [46, 47].

W badaniach Guthrie i Johnsona [48], a takze prowadzonych w
Instytucie Fizjologii AM w Krakowie [31] wykazano, ze EGF jest silnym sty-
mulatorem syntezy DNA i RNA. Maksymalny efekt jego dzialania podobny
jest do efektu wywolanego przez gastryne, gléwny czynnik troficzny w prze-

wodzie pokarmowym.
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Badania Feldmana i innych [49] wykazaly, ze EGF wzmaga aktyw-
nos¢ dekarboksylazy ornitynowej (ODC), kluczowego enzymu bioracego
udzial w biosyntezie poliamin [50). Aktywacja enzymu dekarboksylazy orni-
tynowej przez EGF odgrywa znaczng role w odnowie uszkodzonej $luzéw-
ki [50]. Stanowi w zwiazku z tym jeden z gléwnych mechanizméw dzialania
gastroprotekcyjnego i przeciwwrzodowego EGF.

Pézniejsze badania prowadzone przy uzyciu nowoczesnych tech-
nik biochemicznych wykazaly, ze epidermalny czynnik wzrostu stymuluje
komérki sluzowe zoladka do zwigkszonej syntezy glikoproteidéw [51, 52,
bedacych podstawowymi skladnikami ochronnego s$luzu, wydzielanego
przez $luzéwke zoladka i dwunastnicy. Odkrycie to moze mie¢ duze znacze-
nie poznawcze, w odniesieniu do wyjasnienia dzialania gastroprotekcyj-
nego EGF. Wydaje sie wigc bardzo prawdopodobnym, ze zawarty w §linie
EGF jest waznym fizjologicznym czynnikiem, odpowiedzialnym za ochrong
blony sluzowej zoladka i dwunastnicy. Dowodzi to, ze moze on pelni¢ istotng
fizjologiczna role nie tylko w pobudzaniu proceséw proliferaci i wzrostu
komérek blony $luzowej [53], ale réwniez przyczyniaé si¢ do utrzymania
integralnoéci sluzéwki zoladka [9, 17, 27, 54, 56). Proby zastosowania EGF
w leczeniu przewleklych wrzodéw zoladka [28, 55] i dwunastnicy [26, 28, 29]
wykazaly, ze przyspiesza on gojenie tych wrzodow.

Rola czynnikéw posredniczacych w ochronnych i przeciwwrzodo-
wych efektach EGF nie jest w pelni poznana. Prawdopodobnie prostaglandy-
ny, klasyczne autakoidy ochronne, nie odgrywaja wigkszej roli, gdyz EGF
zapobiega takze powstawaniu wrzodow spowodowanych przez aspiryng po-
mimo, ze biosynteza prostaglandyn jest wowczas calkowicie zahamowa-
na [16, 17). Badania te kwestionuja wigc udzial endogennych prostaglandyn
jako gléwnych mediatoréw w mechanizmie dzialania EGF. Prace Olsena

i wspolpracownikéw [27, 29] wskazujq na cytoprotekcyjne dzialanic sliny
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i EGE. Okazato si¢ bowiem, iz EGF w dawkach nie hamujacych wydzielania
kwasu zoladkowego ostania blone §luzowa przed powstawaniem wrzodéw
dwunastniczych, indukowanych cysteamina. Wykazano réwniez [55, 56}, ze
usunigcie gruczoldow slinowych prowadzi do znacznego spadku endogenne-
go EGF oraz do zaniku blony $luzowej zoladka [56], a efektom tym mozna
zapobiec podajac egzogenny EGE.

Owrzodzenia blony §luzowej jamy ustnej maja odmienng etiologie
od uszkodzeri zoladkowo-jelitowych. Mozna je podzieli¢ na cztery grupy:
urazowe, o podlozu ogélnym, infekcyjne i nowotworowe [57, 58, 59]. \

Owrzodzenia urazowe powstajg na skutek dzialania czynnikéw
mechanicznych, termicznych i chemicznych. Moga by¢ rowniez wywolane
dzialaniem pradu elektrycznego, promieniami Roentgena i radem. W grupie
tej najczestszg przyczyna jest uraz mechaniczny. W praktyce klinicznej zaob-
serwowano uszkodzenia powierzchowne obejmujace tylko nablonek biony
sluzowej oraz uszkodzenia giebokie, polaczone z objeciem calej blony sluzo-
wej i podéluzowej. Stwierdzono ich zaleznos¢ od rodzaju czynnika mecha-
nicznego i sily jego dzialania. Zmiany pochodzenia mechanicznego powstaja
na skutek jednorazowego dzialania urazu o duzej sile ( ostry uraz mechanicz-
ny), badZ wielu slabych urazéw dzialajacych przez dluzszy okres czasu (prze-
wlekly uraz mechaniczny).

Jednymi z najczesciej wystepujacych zmian urazowych o charakte-
1ze owrzodzeniowym sg odlezyny. Spowodowane sg one m.in. uzytkowa-
niem protez zebowych. Zle wykonane badZ nieodpowiednio dopasowane
uzupelnienia protetyczne, protezy uszkodzone, rozchwiane i dlugo noszone
sa przyczyna powstawania ubytkoéw (poczatkowo plytkich, przy dluzej dzia-
lajacym bodZcu — drazacych w glab tkanek, o wyraznych zarysach, zgrubia-
tych brzegach, wznoszacych sig poza otaczajaca blong §luzowga). Owrzodzenia

te s3 réznej wielkosci i ksztaltu, dno ich pokryte jest szarym nalotem lub
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szaro-201taq wydzieling. Czgsto towarzyszy tym zmianom bél, zwlaszcza przy
spozywaniu pokarméw. Owrzodzenie odlezynowe tworzy sie réwniez przy
dlugotrwatym draznieniu przez ostre brzegi ubytkéw préchnicowych, nawi-
sajace wypelnienia, pojedyncze zgby stojace w tuku czy tez zgby stojace poza
lukiem z¢bowym.

Czynnikami sprzyjajacymi powstawaniu owrzodzeri odlezyno-
wych sg choroby krwi i uldadu krazenia, choroby przemiany materii, zabu-
rzenia w trofice blony sluzowej i niedobory witamin. Owrzodzenia wystepuja
w hipowitaminozie i awitaminozie PP, awitaminozie C, a takze w chorobach
z niedoborem kwasu foliowego i witaminy B12. Najczesciej maja one chara-
kter rozleglego zapalenia jamy ustnej z owrzodzeniami.

Do grupy owrzodzen urazowych nalezy wiaczy¢ takze afty Bedna-
ra, wystgpujace u niemowlat, a spowodowane zbyt energicznym oczyszcza-
niem przez matki blony sluzowej jamy ustnej niemowlgcia.

Owrzodzenia powstate w wyniku dzialania czynnika termicznego
zdarzaja si¢ najczesciej u malych dzieci (oparzenia goracymi posilkami)
i u dorostych, ktérzy z racji wykonywanych zawodéw narazeni sg na oparze-
nia blony sluzowej (kucharze, cukiernicy). Oparzenia I i Il stopnia wystepuja-
ce w tej grupie przebiegaja wraz z dolegliwosciami bolowymi, a nierzadko
towarzysza tym zmianom powiklania w postaci wtornych zakazen.

Czestymi uszkodzeniami blony Sluzowej a szczegélnie warg sa
owrzodzenia pochodzenia $wietlnego wywolane promieniami slonecznymi.
Zdarzajq sie one u ludzi narazonych na dlugotrwale dzialanie slorica tj. u rol-
nikéw, marynarzy i robotnikéw drogowych.

Owrzodzenia jamy ustnej powstale pod wplywem dzialania
srodkéw chemicznych spowodowane s3 kontaktem $luzéwki ze stezonymi
kwasami, zasadami lub ich solami (uszkodzenia spotykane u laborantow),

a takze dzialaniem na blone $luzowa niektérych lekéw: aspiryny, srodkow
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przyzegajacych (np. wysokoprocentowy roztwor azotanu srebra), srodkéw
stuzacych do dewitalizacji miazgi zebowej (trdjtlenek arsenu), obecnie nie
stosowanych. Owrzodzenia moga powsta¢ nie tylko na skutek bezposrednie-
go dzialania zwigzkéw chemicznych, ale réwniez w wyniku diugotrwalego
podawania niektorych lekéw, np. barbituranéw, izoprenaliny, cytostaty-
kéw [59, 60, 61, 62], antybiotykéw (streptomycyna) lub specyfikdw stosowa-
nych w leczeniu choréb reumatycznych (antypiryna, butazolina).

Uszkodzenia wywolane promieniami Roentgena i radu stosowa-
nymi w celach terapeutycznych, spotyka sie jako zmiany wystepujace bezpo-
Srednio lub po pewnym okresie czasu od przeprowadzonego leczenia nowo-
tworéw [57]. Sa to zmiany bolesne, z nieznacznym odczynem zapalnym,
charakteryzujace sig zwykle dtugim okresem gojenia.

Owrzodzenia blony $luzowej jamy ustnej o podlozu ogdélnym to-
warzysza m.in. chorobom krwi i ukladu krwiotworczego [57]. Szczegolnie
uwidaczniajg sig¢ w bialaczkach ostrych, dotycza gléwnie dziasel, warg, jezyka
i migdalkoéw. Sg one pokryte nalotem lub tkanka martwiczg, bardzo bolesne,
zwlaszcza przy dotyku, utrudniaja przyjmowanie pokarmow. Cigzkie, rozleg-
le owrzodzenia pojawiaja sie w agranulocytozie, umiejscawiajac si¢ na mig-
datkach, tukach podniebiennych, podniebieniu, dziastach i policzkach.

Do grupy owrzodzen o podlozu ogdélnym zaliczy¢ nalezy takze
owrzodzenia troficzne i neurotroficzne. Te pierwsze wystepuja po znieczule-
niach nasiekowych, spowodowane sa uciskiem wstrzyknigtego ptynu lub za-
krzepem w naczyniu krwionosnym, powodujacym niedokrwienie tkanek
(najczesciej zakrzep tetnicy podniebiennej) [63]. Z owrzodzeniami neurotrofi-
cznymi mamy do czynienia przy znieczuleniach blokujacych nerwy czuciowe
i przy jednoczesnym dzialaniu urazu. Uszkodzenia te maja nieregularny
ksztalt, duza dynamike szerzenia si¢ obwodowo i w glab, podminowane

brzegi, pokryte martwiczymi masami dno oraz nierzadko towarzysza im ob-
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nazenia kosci czy perforacje tkanek miekkich. Umiejscawiajg si¢ one giéwnie
na dzigstach, jezyku, podniebieniu, dnie jamy ustnej i policzkach.

Zmiany na blonie sluzowej jamy ustnej uwidaczniajg sie rowniez
w przebiegu niektdrych choréb zakaznych m.in. blonicy (zajete sa wtedy naj-
czgéciej dziasta, policzki, katy ust oraz wargi) i ospy wietrznej (do$¢ rozlegle
owrzodzenia powstaja przy zlewnej postaci osutki pecherzykowej).

Schorzenia dermatologiczne takie jak zapalenie skéry i jamy ustnej
Baadera (dermatostomatitis Baaderi) czy pecherzyce, przebiegaja z ostrymi
zmianami w jamie ustnej i owrzodzeniami pojawiajacymi sie na jezyku, dzia-
stach, policzkach, dnie jamy ustnej, podniebieniu twardym i miekkim oraz
gardle. Liszaj plaski Wilsona, jak réwniez rumient wielopostaciowy znamio-
nujg si¢ wystgpowaniem powierzchownych, lecz rozlegtych i bolesnych ow-
rzodzen [64, 65, 66].

Najczegsciej spotykanymi owrzodzeniami btony sluzowej, w grupie
owrzodzen o podlozu ogdlnym, sa afty Suttona (periadenitis mucosae necro-
tica recurrens) — cigzka posta¢ aft nawrotowych, o wieloprzyczynowym pod-
lozu [57]. Afty te w postaci dos¢ glebokich, kraterowatych owrzodzen z nacie-
czonymi brzegami i obrzgkiem podloza [67] umiejscawiajq si¢ gidownie w oto-
czeniu drobnych gruczoléw slinowych w obrebie warg, policzkéw, tukéw
podniebiennych i jezyka. S one bardzo bolesne, utrzymuja si¢ 4 — 6 tygodni,
a nawet dluzej, pozostawiajac po wygojeniu male, zaciagajace blizny, utrud-
niajace mowienie i zucie [68].

Trzecia grupa owrzodzen blony sluzowej jamy ustnej to owrzodze-
nia infekcyjne. Zaliczymy do niej zmiany powstale na sluzéwce w przebiegu
kily, gruzlicy, nieswoistych zakazen bakteryjnych, choréb grzybiczych i wiru-
sowych [57].

Owrzodzenie w kile pierwotnej jest twarde, nacieczone, dno jego

jest blyszczace, jakby wylakierowane, rézowe Ilub czerwono-miedziane.
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Zmiana wystepuje glownie na wargach, jezyku i dziaslach, jest okragla lub
owalna, na dziasle — poélksigzycowata. Jest ona pojedyncza, powoduje bél
przy zetknieciu z twardymi, kwasnymi czy slonymi pokarmami.

W przypadkach gruzlicy pierwotnej owrzodzenie jest plytkie, po-
kryte ziarning lub bialym nalotem, malo bolesne. Owrzodzenie towarzyszace
gruzlicy popierwotnej — wiasciwej (u chorych z czynna gruZlica pluc) umiej-
scawia si¢ glownie na wardze, jezyku, policzkach i w gardle [57, 66]. Cechuja
je nieregularne brzegi, nieréwne, poszarpane dno - z z6ttymi miekkimi ziar-
nistosciami Trelata. Odznacza sie duzg, trudna do zniesienia, bolesnoscia, do
bélu dolacza si¢ dodatkowo pieczenie, zaznaczajace si¢ zwlaszcza przy spozy-
waniu pokarmoéw stodkich i stonych.

W chorobach wirusowych najczestsza przyczyna owrzodzen blony
Sluzowej jamy ustnej byl wirus krowianki. Z powodu braku zachorowan
choroba ta nie figuruje obecnie w rejestrze WHO.

Zmiany o charakterze owrzodzen wystepuja cz¢sto w przebiegu
choréb nowotworowych. Obraz kliniczny tych owrzodzen jest niejednolity.
Owrzodzenia moga by¢ niebolesne [69], stan wezlow chlonnych zalezy od
zaawansowania choroby.

Reasumujac, opisane wyzej owrzodzenia s3 roéznej wielkosci,
ksztaltu, r6znej glebokosci, dotycza réznego umiejscowienia na blonie sluzo-
wej jamy ustnej. Z racji umiejscowienia w jamie ustnej i mozliwosci narazenia
na ciagle draznienie w czasie spozywania pokarmow oraz czeste wywiazy-
wanie si¢ infekcji wywolanej przez flore bakteryjna jamy ustnej, bolesnos¢
tego typu owrzodzen jest stosunkowo duza. Brak jest zupelnie informacji o
patomechanizmie powstawania tych uszkodzeni i roli czynnikow fizjologicz-
nych bioracych udzial w gojeniu owrzodzeri blony $luzowej jamy ustnej oraz

ewentualnie czynnikéw i mechanizméw;, ktore posredniczq w tym procesie.
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Jezeli EGF odgrywa rolg naturalnego czynnika ochraniajacego blo-
ng $§luzowa zoladka, to wyjasnienia wymagalby mechanizm przeciwow-
rzodzeniowego dzialania EGF w odniesieniu do blony $luzowej jamy ustne;.
Nieliczne dotad préby kliniczne [70] dowiodly, ze stosowanie EGF u ludzi
wspomaga gojenie si¢ wrzodéw zoladka. Stwierdzono réwniez, ze lina po-
brana od pacjentow z czynnym wrzodem dwunastnicy zawiera mniej
EGF [71], co moze by¢ czynnikiem patogenetycznym w rozwoju wrzodu
i wskazywac na istotna rolg tego czynnika w mechanizmach utrzymujacych
integralnos¢ blony sluzowej zaré6wno zoladka, dwunastnicy jak i jamy ustne;j.

Niektérzy chorzy z reumatoidalnym zapaleniem stawéw wykazu-
ja zmniejszone wydzielanie Sliny i obnizong zawartos¢ w niej EGF [72]. Cho-
1Zy ci sg szczegOblnie narazeni na rozwdj uszkodzen trawiennych w przewo-
dzie pokarmowym, zwlaszcza w warunkach pobierania drazniacych lekow
takich jak niesterydowe $rodki przeciwzapalne, ktére stanowia dodatkowy

czynnik uszkadzajacy dla blony $luzowej tego przewodu.



CEL I ZALOZENIA
PRACY

Liczne badania doswiadczalne i kliniczne maja na celu wykrycie
skutecznych lekéw, zapobiegajacych wystepowaniu wrzodéw blony sluzowej
jamy ustnej i zotadka lub przyspieszajacych ich gojenie.

Przewleklos¢ owrzodzen i ich nawrotowy charakter sugerujq po-
tizebe zastosowania nie tylko lekéw przyspieszajacych gojenie poszczegdl-
nych zmian, ale réwniez lekéw cytoprotekcyjnych [9, 73], ktére dzialaja zapo-
biegawczo i chronig blone Sluzowa przed szkodliwymi czynnikami uszkadza-
jacymi.

W swietle przedstawionych we wstepie wynikow badan nie zosta-
la w pelni okreslona rola oraz mechanizm dzialania EGF w procesie gojenia
si¢ wrzodéw zoladka i dwunastnicy. Ponadto brak jest zupelnie opracowari
na temat udziatlu tego czynnika w powstawaniu i gojeniu si¢ owrzodzen
blony sluzowej jamy ustne;j.

Zaré6wno mechanizm dzialania jak i rola fizjologiczna EGF w goje-
niu przewleklych uszkodzen jamy ustnej nie sa znane.

Celem mojej pracy bytlo:

1. Opracowanie modelu doswiadczalnego wywolywania przewleklych ow-
rzodzeri jamy ustnej i — poréwnawczo — owrzodzeri zoladka oraz wyka-

zanie znaczenia EGF w procesie gojenia sig tych zmian.
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Przesledzenie dynamiki gojenia wrzodéw jezyka i zoladka u zwierzat
zaréwno z zachowanymi jak i usunigtymi sliniankami - gléwnym endo-
gennym Zrédlem EGE

Podawanie szczurom z zachowanymi lub usunietymi éliniankami egzo-
gennego EGF, aby przekonac sig, czy peptyd ten stosowany doustnie ma
wplyw na szybkos$¢ gojenia wywolanych wrzodéw.

Wykazanie czy istnieje korelacja migdzy gojeniem przewleklych owrzo-
dzen na Sluzéwce jezyka i w zoladku a przeplywem krwi w miejscu
owrzodzenia.

Wyjasnienie czy o-difluorometyloornityna (DFMO) - czynnik hamujacy
produkcje endogennych poliamin [15], wptywa na szybkos¢ gojenia sig
wrzodow jezyka i zoladka.

Zbadanie czy indometacyna — $rodek hamujacy biosynteze prostaglan-
dyn [16, 17] - wplywa na proces gojenia owrzodzen jezyka lub wrzodow
zoladka.



MATERIAL I METODYKA

1. Dane ogoélne

Badania przeprowadzono na 380 szczurach biatych pici mieszanej
rasy Wistar o wadze 220 — 300 g. Zwierzeta (w wiekszoéci 3-miesieczne szczu-
ry) przebywaly w klatkach w dobrze oswietlonym i wietrzonym pomieszcze-
niu. Karmiono je standardowym granulatem, w warunkach swobodnego do-
stepu do wody pitnej. Wszystkie eksperymenty rozpoczynano w godzinach
rannych pomiedzy 9°° a 10°°.

2.  Wywolywanie wrzodéw octowych w zotadku i na jezyku

Do wywolywania wrzodéw uzywatam stezonego (100%) kwasu
octowego, zgodnie z oryginalng metoda zaproponowang przez Okabe i Pfeif-
fera [74] a zmodyfikowana w trakcie badari prowadzonych w Instytucie Fizjo-
logii AM w Krakowie [14]. W wyniku zastosowania tej eksperymentalnej
techniki, w miejscu gdzie przylozono kwas na blong surowicza zoladka po-
wstawala nekroza glebiej polozonej blony sluzowej, podsluzowej i rozwijal sig
wrz6d. Po dwoéch dniach uszkodzenia te nabieraly charakteru wrzodéw prze-

wlekiych, obejmujacych calg grubosé blony sluzowej i podsluzowej, si¢gajac
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Rye. 1. Schemat wywolywania wrzodow jezyka i zoladka przy uzyciu 100% kwasu octo-
wego.

do warstwy mieéniéwki blony $luzowej (muscularis mucosae). Wrzody wy-
wolywane wedlug tej metody, goja sie samoistnie w ciggu 2-3 tygodni, co
stwarza mozliwoéé badania dynamiki ich gojenia w stosunkowo krotkim
czasie oraz oceny dzialania réznych czynnikéw fizjologicznych i lekow na
szybkoéé tego procesu.

Wybrane do wywolania uszkodzen zwierzgta usypialam pentobar-
bitalem (Evipan Natrium), podawanym dootrzewnowo w iloéci 60 mg/kg i
ukladalam na stoliku operacyjnym. Nastepnie skalpelem chirurgicznym prze-
cinalam znarkotyzowanym zwierzetom skore i powloki brzuszne w linii srod-

kowej ciala. Ostroznie wyjmowalam zoladek zwracajac uwagg na naczynia












-24-

Sluzowa jezyka przez okres 1 minuty, po czym jezyk osuszalam i przemywa-
fam letnim roztworem soli fizjologicznej, postgepujac podobnie jak przy wy-

wolywaniu wrzodoéw zoladkowych (Ryc. 4.).

3. Usuwanie gruczoléw slinowych

W celu dokonania sialoadenektomii szczury poddawatam narko-
zie stosujac dootrzewnowo pentobarbital w iloéci 60 mg/kg. Po unierucho-
mieniu zwierzecia na stoliku operacyjnym, przecinatam skére okolicy szyjnej

powyzej gornego brzegu mostka. Rozsuwajac powloki miesniowe, odstania-

==

Y

wezty
chtonne

slinianka
podzuchwowa

Ryc. 5. Schemat przedstawiajacy zespdl slinianck (szczura), ktore usuwano w narkozie
pentobarbitalowej.
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lam gruczoty élinowe, podwiazywalam tetnice i Zyle Sliniankowa. Za pomoca
pincety chirurgicznej usuwalam najpierw §linianki podzuchwowe i podjezy-
kowe, a p6Zniej przyuszne (Ryc. 5.). Miejsce zabiegu lokalnie posypywalam
antybiotykiem (Chlorocid, Polfa) i zabezpieczalam szwem chirurgicznym,
a skoére w odcinku szyjnym odkazatlam plynem z dodatkiem 50% etanolu.
Szczury pozostawaly w klatkach przez okres 8-10 dni od zabiegu, po czym
wywolywatam u nich wrzody na jezyku lub w Zoladku postepujac identycz-

nie jak w przypadku zwierzat z nienaruszonymi sliniankami.

4. Przebieg eksperymentu

Owrzodzenia na jezyku wywolalam u 180-ciu zwierzat, podzielo-
nych na dwie grupy. Pierwsza obejmowala te z zachowanymi gruczolami
linowymi, a wiec szczury, u ktérych tylko przecinano skdrg (rzekoma opera-
cja). Druga grupe stanowily zwierzeta z usunietymi sliniankami.

Przed rozpoczeciem badan obie grupy podzielitam dodatkowo na
5 podgrup, ktérym podawano odpowiednio:

A — EGF w dawce 100 pg/kg-dzien doustnie (p.o.);

B — DFMO (a-difluorometyloornityna) w dawce 200 mg/kg-
dzien dootrzewnowo (i.p.);

C — kombinacje DFMO w dawce 200 mg/kg-dzien (i.p.) wraz
z EGF w dawce 100 pg/kg-dzien (p.o.);

D — indometacyne w dawce 2 mg/kg-dzien dootrzewno-
wo (i.p.);
E — stanowiaca grupe kontrolng, ktéra nie otrzymywala zad-

nych preparatow.
Kazda podgrupa liczyla 8-10 zwierzat. EGF rozpuszczalam w

0,9% roztworze NaCl i podawalam w wodzie do picia, uwzgledniajac wczeg-
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niejsze wlasne obserwacje, ze spozycie dzienne wody przez szczura o wadze
250 g wynosi srednio 30 ml.

Wrzody zoladkowe wywolalam u 200-tu zwierzat i dokonalam
analogicznego podzialu na grupy i podgrupy jak w przypadku szczuréw z
owrzodzeniami jezykowymi. Zwierzeta otrzymywaly testowane preparaty w
ilodci identycznej jak szczury z owrzodzeniami na jezyku, stosujac DFMO i
indometacyne w injekcji dootrzewnowej, zas dzienng ilos¢ EGF rozpuszcza-

lam w wodzie pitnej.

5. Pomiar przeptywu krwi w mikrokrazeniu blony sluzowej

jezyka oraz zotadka

Badanie przeptywu krwi przeprowadzatam przy pomocy przepty-
womierza laserowego Dopplera (Laserflow, Vasamedics, St Paul, MN, USA).
Zasada dzialania tego przyrzadu opiera si¢ na pomiarze miejscowych zmian
przeptywu krwi z uwzglednieniem ruchu krwinek i objetosci przeplywajacej
kawi. Gléwna czes¢ aparatu stanowi zglebnik swiattowodowy, ktéry przeka-
zuje do monitora zmiany szybkosci przeplywu krwi w naczyniach blony
sluzowej w momencie zetknigcia koncéwlki zglebnika z powierzchnia zaopa-
trywana przez te naczynia. Wartosci przeplywu wyswietlane s na czytniku
elektronicznym, a odczyty wyraza sie w ml/min/ 100 g tkanki (Ryc. 6.).

W celu wykonania pomiaru przeplywu krwi w poszczegdinych
podgrupach szczury plytko narkotyzowalam eterem i wykonywalam badania
bezposrednio po wywolaniu wrzodu oraz co druga dobe w okresie trwania
doswiadczenia, przyjmujac jako dzieni ,0” ten, w ktérym wywolano owrzo-
dzenie. Przeplyw krwi mierzylam w dnie owrzodzenia, na jego brzegu, a tak-

ze w zdrowej, nie zmienionej czgsci blony sluzowej jezyka oraz zoladka.
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cigciu w celu utrwalenia, do 10% formaliny, zbuforowanej do pH = 7. Naste-
pnie przekazywalam ten material do pracowni histologicznej Katedry Pato-
morfologii Akademii Medycznej w Krakowie. Preparaty histologiczne wyko-
nano pod kierunkiem prof. J.Stachury uzywajac standardowej techniki bar-
wienia hematoksyling i eozyna. Kazdy preparat oceniany byl trzykrotnie
przez dwoch histologéw, ktérzy nie znali tematéw poszczegodlnych ekspery-

mentow.

8. Statystyczne opracowanie wynikow

Analize statystyczng wykonano w oparciu o test t-Studenta [75].
Wszystkie wyniki podawano jako $rednie = wartosci odchylenia stan-

dardowego, za statystycznie znamienne uznajac te, ktérych wartosci P’ < 0,05.

9. Preparaty uzyte do eksperymentu

EGF - IC], Alderley Park, Anglia.

Indometacyna — Polfa, Polska.

DEMO - Merrell Dow Research Institute, Cincinnati, Ohio, USA.
Chlorocid - Polfa, Polska.

Evipan Natrium — Polfa, Polska.

Eter - Polfa, Polska.
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Rye. 9. Zmiany wielkosci owrzodzen jezyka od ,0” do 11-go dnia po ich wywotaniu.
Gwiazdki oznaczaja znamienna statystycznie (P<0,05) roznice w pordwnaniu z
powierzchnia uszkodzenia w dniu ,,0”.

uszkodzenia — do wartoéci 4,3 = 1,8 mm? (spadek o okoto 69% w stosunku do
powierzchni wyjsciowej).
W 11-tym dniu po wywolaniu owrzodzenia stwierdzilam obecnos¢

blizny, sSwiadczacej o calkowitym wygojeniu si¢ zmiany.

2. Badanie przeplywu krwi w mikrokrazeniu blony sluzowej
jezyka
Rycina 10 przedstawia wzajemna relacje¢ pomigedzy powierzchnia
owrzodzenia jezyka a przeplywem krwi w jego dnie i na brzegu w kolejnych
dniach obserwagji po wywolaniu wrzodu. Przeptyw krwi w nie uszkodzonej
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Ryc.10.  Przeplyw krwi (w postaci stupkéw) w nie uszkodzonej blonie $luzowej jezyka
oraz w dnie i brzegu owrzodzenia w réznych dniach badania po jego wywotaniu.
Linia ciagla oznacza zmiany wielkosci powierzchni owrzodzenia w poszczegol-
nych dniach badania. Gwiazdkami oznaczono statystycznie znamienne (I’<0,05)
zmniejszenie warto$ci przeplywu krwi w stosunku do danych uzyskanych
w zdrowej §luzéwece. Krzyzyki obrazuja znamienny statystycznie (P<0,05) wzrost
przeptywu krwi w stosunku do wartosci kontrolnej.

blonie $luzowej jezyka wynosit 45 + 2,5 ml/min/ 100 g. Zastosowanie kwasu
octowego na blone §luzowa jezyka powoduje natychmiastowy spadek prze-
plywu zaré6wno w dnie jak i na brzegu uszkodzenia, osiagajac wartosci odpo-
wiednio 15 + 2,5 i 25 = 4 ml/min/100 g (zmniejszy}l si¢ w dnie o 66,7%, zas
w brzegu o 44,5% w stosunku do kontrolnego przeptywu w nie zmienionej
blonie Sluzowej jezyka).

W 2-gim dniu przeptyw krwi w dnie wrzodu utrzymywal si¢ na
podobnym poziomie jak w dniu ,0”. Tymczasem jego wartos¢ na brzegu

uszkodzenia podniosta sie do 57,5 = 4,5 ml/min/100 g. Stanowilo to znamien-
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ny statystycznie wzrost o 380% w stosunku do wartosci przeptywu mierzone-
go w dnie w dniu ~0”.

W 4-tej dobie przeplyw w dnie ulegl znamiennemu podwyzszeniu
w stosunku do 2-giego dnia, wciaz jednak wykazujac znamiennie statystycz-
nie nizsza wartos¢, niz przeplyw w brzegu uszkodzenia. W 4-tym dniu odno-
towalam dalszy wzrost przeplywu, o okolo 50%, w stosunku do wartosci
rejestrowanej w dniu drugim.

Széstego dnia przeptyw krwi zaréwno w dnie jak i na
brzegu wrzodu osiagnal najwyzsze wartosci, odpowiednio 86 =25
191 = 4,5ml/min/100 g. Brak bylo znamiennej statystycznie réznicy pomie-
dzy przeplywem w dnie i na brzegu owrzodzenia.

W kolejnych dniach badan (dzieri 8-my i 11-ty) przeptyw stopnio-
wo sie obnizal w stosunku do wartosci zarejestrowanych w 6-tym dniu. Spa-
dek ten nie osiagnal jednak réznicy znamiennej statystycznie.

Wartosci przeplywu na brzegu owrzodzenia i w dnie wrzodu
utrzymywaly sie od 4-go dnia po wywotaniu owrzodzenia na poziomie zna-
miennie wyzszym, niz ten w nienaruszonej blonie sluzowej. Ten podwyzszo-
ny przeplyw krwi zanotowano takze po zupelnym wygojeniu w miejscu bli-

zny poowrzodzeniowej.

3. Histologiczne badanie §luzowki jezyka

Rycina 11 przedstawia obraz histologiczny przewlekltego owrzo-
dzenia jezyka. Jak wida¢, nablonek pokrywajacy jezyk jest zupelnie zniszczo-
ny, a dno owrzodzenia pokryte martwiczymi masami. W glebszych war-
stwach widoczna jest tkanka ziarninowa z licznymi kapilarami, fibroblastami

i naciekiem zapalnym.
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Kolejne zdjecie (ryc. 12) przedstawia obraz blizny po owrzodzeniu
jezyka w 11-tym dniu po jego wywolaniu. Pokrywajacy blizne po owrzodze-
niu nablonek wielowarstwowy plaski jest w pelni wyksztalcony, a w glebi,

w blaszce wlasciwej widoczne sg zmiany bliznowate.

4. Wplyw usuniecia $linianek na szybko$¢ gojenia sie

owrzodzenia jezyka

Na rycinie 13 przedstawiono zmiany wielkosci powierzchni ow-
rzodzen w kolejnych dniach po ich wywolaniu w blonie sluzowej jezyka,
u zwierzat z zachowanymi i usunietymi $liniankami. Obserwacje prowadzi-
tam w dniu rozpoczecia doswiadczenia (dziert ,07) i kolejno w 2-gim, 4-tym,
6-tym, 8-mym i 11-tym dniu po wywolaniu wrzodu.

Wszystkim zwierzetom grupy kontrolnej (rzekoma operagja) za-
rowno z zachowanymi, jak i usunietymi $liniankami, wywotalam wrzody,
ktérych wyjSciowa powierzchnia wynosita 13,8 mm?2. W drugiej dobie
u szczuréw z zachowanymi $liniankami zaobserwowalam wzrost wielkosci
powierzchni wrzodu (o okolo 4%), za$ u zwierzat bezsliniankowych powierz-
chnia osiagnela wartos¢ 17,2 + 1,0 mm?2, co stanowilo wzrost o okolo 25%. Ten
ostatni wzrost osiggal znamiennos¢ statystyczna w stosunku do wartosci wyj-
sciowych, ale nie byl znamienny w przypadku szczuréw z zachowanymi
Sliniankami.

U osobnikéw z zachowanymi i usunietymi $liniankami rozleglosc
owrzodzenia stopniowo malata (w 4-tym dniu odpowiednio o 15% i 18%., w
6-tym dniu 0 63% i 56%, a w 8-mym dniu 0 75% i 70% w stosunku do wartosci
w dniu ,,0”).

W 11-tym dniu doswiadczenia zarejestrowalam prawie zupelne

wygojenie owrzodzer, zaréwno w jednej jak i w drugiej grupie zwierzat. Brak
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Ryc.13.  Réznice w rozleglosci owrzodzen jezyka u szczuréw z zachowanymi (kontrola) i
usunigtymi Sliniankami w kolejnych dniach badania (,,0” — 11 dzieR). Krzyzykiem
oznaczono statystycznie znamienny (P<0,05) wzrost powierzchni owrzodzenia w
stosunku do wartosci kontrolnej.

bylo znamiennych statystycznie réznic w rozleglosci owrzodzen pomiedzy

grupa szczuréw z zachowanymi i usunigtymi sliniankami.

5.  Wplyw EGF na szybkos$¢ gojenia owrzodzen jezyka
u zwierzat z zachowanymi §liniankami i po usunigciu
Slinianek
Rycina 14 przedstawia wplyw doustnego podawania EGF (dzienna
dawka ~ 100 ug/kg) na wielko$¢ powierzchni uszkodzenia w grupie zwierzat

z zachowanymi §liniankami.
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W ciagu 11-dniowej obserwacji powierzchnia owrzodzen ulegala
stopniowej redukcji w stosunku do wartosci wyijsciowej w dniu ,,0”. Podawa-
nie EGF spowodowalo znamienne statystycznie zmniejszenie powierzchni
uszkodzen (w stosunku do grupy kontrolnej, ktorej nie podawano EGF) w dniu
2-gim, 4-tym i 6-tym od dnia indukdji tych uszkodzer. W dniach 8-mym i
11-tym, gdy zasieg powierzchni owrzodzen przyjmowal najnizsze wartosci,
brak bylo znamiennych statystycznie réznic w wielkosci powierzchni wrzo-
dow. W 11-tym dniu badania zaobserwowalam niemal catkowite wygojenie w
grupie zwierzat zar6wno z zachowanymi, jak réwniez usunigtymi §liniankami.

Rycina 15 obrazuje wplyw doustnego podawania EGF (dawka

dzienna - 100 pg/kg) na zmiany wielkosci powierzchni uszkodzenia w gru-
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Ryc.14.  Wplyw doustnego podawania EGF na zasieg owrzpdzeﬁ u'szczur;;):(') :) ;;2?:1
nymi $liniankami. Gwiazdki 0znaczaja statystyczme znamleggi\:( , .
miedzy zwierzetami kontrolnymi, a tymi ktorym podawano EGF.
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Ryc.15. Wplyw doustnego podawania EGF na zasi¢g owrzodzefi u szczurbw z usunigty-
mi $liniankami. Gwiazdki oznaczaja statystycznie znamienng (P<0,05) roznicg
miedzy zwierzetami kontrolnymi a tymi, ktérym nie podawano EGF.

pie zwierzat z usunietymi gruczolami slinowymi. U zwierzat otrzymujacych
EGF obserwowalam poczynajac od 2-giego dnia doswiadczenia, Znamienny
statystycznie spadek wielkosci powierzchni uszkodzen w stosunku do warto-
Sci kontrolnej. Réznica ta zanikala w 11-tym dniu, gdy powierzchnia
owrzodzen osiagala najnizsze wartosci i gdy nastgpowalo niemal calkowite
ich wygojenie u szczuréw bezsliniankowych (zarowno tych otrzymujacych,

jak i nie otrzymujacych EGF).
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6. Wplyw DFMO i indometacyny na gojenie sie owrzodzen
jezyka u zwierzat z zachowanymi lub usunietymi

gruczotami §linowymi

Gojenie si¢ owrzodzet: na blonie sluzowej jezyka u szczuréw z za-
chowanymi Sliniankami i u zwierzat po usunieciu $linianek, otrzymujacych
indometacyne¢ (2 mg/kg dootrzewnowo) lub DFMO (w jednorazowej do-
otrzewnowej injekcji w ilosci 200 mg/kg/ dzien) przedstawiaja ryciny 16 i 17.

Indometacyna znacznie opdZniala gojenie owrzodzen, zaréwno
u szczurdw z zachowanymi, jak i usunietymi gruczolami slinowymi, zwie-
kszajac zasieg uszkodzenia w 6-tym dniu od jego wywolania (odpowiednio z
wartosci 13,8 mm? do 74 +1,1 mm? i 9,0+1,8 mmz, co oznacza statystycznie
znamienny wzrost odpowiednio o 45,1% i 50% w stosunku do kontroli).

W grupie zwierzat z zachowanymi gruczolami slinowymi, podanie
DFMO powodowalo nieznamienny statystycznie wzrost powierzchni owrzo-
dzen do 5,6 = 1,1 mm?, a wiec o okolo 10% w stosunku do powierzchni
owrzodzenn w grupie kontrolnej. Stosowanie DFMO nie ograniczalo efektow
podawanego doustnie EGE. W grupie szczuréw bezéliniankowych podanie
DFMO powodowalo redukcje powierzchni owrzodzen do 4,2+ 1,7 mm?, czyli
0 31,7% w stosunku do grupy kontrolnej. Spadek ten nie osiagal jednak zna-
miennosci statystycznej. Podanie DFMO nie mialo rowniez w tej grupie zwie-

rzat istotnego statystycznie wplywu na efekty dzialania EGF.
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Ryc.16.  Owrzodzenia jezyka u szczuréw z zachowanymi §liniankami 6 dni po wywolaniu
uszkodzen. Wptyw doustnego podawania EGF, dootrzewnowej injekcji indome-
tacyny lub DFMO oraz réwnoczesnego stosowania EGF i DFMO. Gwiazdki ozna-
czajq statystycznie znamienna (P<0,05) r6znice¢ miedzy efektami jakie uzyskano
u zwierzat, ktére otrzymywaly odpowiednie preparaty i u tych, ktérym nie poda-
wano tych preparatéw.
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Ryc.17.  Owrzodzenia jezyka u szczurbw z usunigtymi sliniankami po uptywie 6-ciu dni
od wywolania uszkodzen — wplyw doustnego podawania EGF, dootrzewnowej
injekcji indometacyny lub DFMO oraz réwnoczesnego stosowania EGF i DFMO.
Gwiazdki oznaczaja statystycznie znamienna (P<0,05) réznicg¢ migdzy efektami
jakie uzyskano u zwierzat, ktore otrzymywaty odpowiednie preparaty i u tych,
ktérym nie podawano tych preparatéw.

7. Gojenie wrzodow zoladka o r6znej powierzchni

Rycina 18 przedstawia obraz makroskopowy przewleklego wrzo-
du zoladka o powierzchni wyjsciowej 28 mm? (w dniu ,,0”).

Na rycinie 19 zobrazowano dynamike gojenia wrzodéw zoladka o
roznej powierzchni wyjsciowej (7,7 mm?, 13,8 mm?, 28 mm?). Obserwagje
prowadzilam w drugim, siédmym, czternastym i dwudziestym pierwszym
dniu po wywolaniu uszkodzen.

Wrzody, ktérych wyjsciowa powierzchnia wynosila okoto 7,7 mm?,

ulegaly w 14-tym dniu samoistnemu wygojeniu, przy czym w dniu 7-mym
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Ryc.19. Dynamika gojenia wrzodéw zotadka o réznej powierzchni wyjsciowej. Gwiazdki
oznaczaja statystycznie znamienng (P’<0,05) réznice miedzy powierzchnia wyj-
$ciowa w dniu ,0” a powierzchnia w 7-mym, 14-tym i 21-szym dniu badan.

okoto 40,6%. W 14-tym dniu zanotowalam zmniejszenie powierzchni wrzodu

0 94,8% (powierzchnia wynosila 2,1 = 0,4 mm?).

8. Badanie przeptywu krwi w mikrokrazeniu blony sluzowe;j
zoladka

Rycina 20 przedstawia relacj¢ pomigdzy powierzchnia wrzodu zo-
ladka a przeplywem krwi w dnie i na brzegu owrzodzenia w kolejnych

dniach badania. Przeplyw krwi w zdrowej, nie uszkodzonej blonie sluzowej
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zoladka wymosit 46,0 = 3,5 ml/min/100 g. Przeplyw mierzony bezposrednio
po wywolaniu uszkodzenia (dzies ,0”) byl znacznie nizszy niz ten w nie
uszkodzonej blonie Sluzowej. W dnie wrzodu przeplyw osiagnal wartos¢
80+ 20 ml/min/100 g a na brzegu owrzodzenia wynosil on
13,0 + 2ml/min/100 g. Przeptyw krwi byl wiec odpowiednio o0 82,6% i 71,7%

mniejszy w poréwnaniu z przeplywem kontrolnym.
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Ryc.20.  Przeplyw krwi (w postaci stupkéw) w nienaruszonej blonie §luzowej zoladka
oraz w dnie i na brzegu wrzodu a takze powierzchni wrzodu (w postaci linii
ciaglej) w kolejnych dniach badania. Gwiazdki oznaczaja statystycznie znamienna
(P<0,05) réznice migdzy przeptywem w nienaruszonej blonie $luzowej a przepty-
wem w réznych dniach badania. Informuija takze o statystycznie istotnym zmniej-
szeniu powierzchni wrzodéw w stosunku do wartosci wyjsciowej. Krzyzyki po-
kazuja wzrost przeptywu krwi na brzegu owrzodzenia w stosunku do przeptywu
w dnie wrzodu.
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W 2-gim dniu po zabiegu przeplyw wykazywal nieco wyzsze
wartosci, szczegblnie na brzegu owrzodzenia, gdzie osiagal wartogé
22,0+ 3 ml/min/100 g. W 7-mym dniu zarejestrowalam réwniez niewielki
wzrost przeplywu krwi, zarbwno w dnie owrzodzenia jak i na jego brzegu
(odpowiednio 12,5 = 2 ml/min/100 g i 26,5 = 3,5 ml/min/100 g). W 14-tym
dniu  przeplyw na brzegu owrzodzenia wzrést do wartosci
40,0 = 4,5 m1/min/100 g i nie réznil sie znamiennie od wartoéci przepltywu
w nie uszkodzonej blonie Sluzowej. Tymczasem w dnie wrzodu przeptyw
krwi wynosit 30,0 + 3,5 ml/min/100 g i byl nadal znamiennie nizszy (spadek
0 34,8%) od przeplywu w nie uszkodzonej blonie sluzowej.

9. Histopatologiczne badania Sluzowki zotadka

Ryc. 21A ukazuje obraz histologiczny wyksztalconego wrzodu zo-
ladka w okresie gojenia. Widoczny ubytek blony sluzowej wypelnia tkanka
ziarninowa z licznymi naczyniami krwiono$nymi i naciekiem zapalnym. Blo-
na §luzowa na brzegu owrzodzenia wykazuje ubytki sluzéwki oraz cystowate
poszerzenia gruczoléw zotadkowych.

Kolejna rycina (21B) przedstawia obraz histologiczny w okresie
stwierdzanego makroskopowo wygojenia. Blona §luzowa pokrywajaca blizng
wykazuje obecno$¢ cystowato poszerzonych gruczotow zoladkowych ze sta-

bo zréznicowanymi komérkami i zmniejszong sieciq naczyn kapilarnych.
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10. Wplyw usuniecia $linianek na szybkos$¢ gojenia sie
wrzodéw zoladka

Procentowe zmiany szybkosci gojenia wrzodéw zoladkowych

u szczuréw z zachowanymi gruczotami slinowymi, ktérym przez 7 dni poda-

wano

s6l fizjologiczna (kontrola) lub doustnie EGF (dzienna dawka

100 png/kg) przedstawia rycina 22. U szczuréw z zachowanymi Sliniankami,

stan wygojenia w 7-mej dobie, wynosit 41 = 1%. W réwnolegle obserwowane;j

grupie zwierzat z zachowanymi $liniankami, traktowanej EGF, obserwowa-

fam znacznie szybszy proces gojenia (92 + 0,5%).

s2YBKOSE GOJENIA (%)

Ryc. 22.
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Szybkos$¢ gojenia wrzodéw zofadka u szczurow z zachowanymi i usunigtvmi
$liniankami po 7-miu dniach stosowania EGF lub soli fizjologicznej (vehiculum).
Gwiazdki oznaczaja statystycznic znamienne (P<0,05) przyspieszenic gojenia
w stosunku do gojenia wrzodu w grupie kontrolnej, otrzymupcej sol fizjologics-
na. Krzyzyk okreéla znamienny statystvcznic spadek szvbkotci gojenia w pomw.
naniu do grupy kontrolnej z zachowanymi 4liniankami otrzymujacej vehiculum
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U zwierzat z usunietymi' gruczotami slinowymi szybkos$¢ gojenia
wrzod6éw byla nizsza, niz u tych z zachowanymi gruczolami. Podawanie
doustne EGF znamiennie statystycznie przyspieszalo gojenie uszkodzeni w
grupie zwierzat bezsliniankowych (szybko$¢ gojenia osiagnela wartoéé
75 0,8%). Brak bylo znamiennych statystycznie réznic w szybkosci gojenia
wrzodéw pod wplywem EGF pomiedzy szczurami z zachowanymi a usunie-

tymi sliniankami.

11. Wplyw EGF na szybko$¢ gojenia wrzodow zotadka

Wplyw stosowania EGF w dawce dziennej 100 pg/kg na wielkos¢
uszkodzen zoladkowych po 7-miu i po 14-tu dniach leczenia przedstawia
rycina 23. Wyjsciowa powierzchnia wrzodéw w dniu ,,0” wynosita 13,8 mm?2.

Po 7-miu dniach, w grupie zwierzat otrzymujacych jedynie s6l
fizjologiczng (vehiculum), powierzchnia wrzodéw malata do 8,2 = 0,6 mm?2.
Powierzchnia wrzodu zmniejszyla sie zatem o 40,6% w stosunku do wartosci
wyjsciowej. W grupie szczuréw leczonych podawanym doustnie EGE, powie-

2, co stanowilo zmniejszenie o 78,3%.

rzchnia ta wynosita 3,0 = 0,4 mm

U zwierzat, ktorym podawano EGF dootrzewnowo, zaobserwowa-
lam zmniejszenie powierzchni wrzodu do 1,5 = 0,4 mm?, a wiec o okolo 89%
(w stosunku do grupy kontrolnej bez EGF).

W 14-tym dniu badania powierzchnia wrzodu, w grupie zwierzat
otrzymujacych tylko sél fizjologiczna ulegala dalszemu statystycznie zna-
miennemu zmniejszeniu o 84,8% (w stosunku do powierzchni wyjsciowej w
dniu ,,0”) i o okoto 70% (w stosunku do kontroli po 7-miu dniach).

Po 14-tu dniach powierzchnia wrzodéw, w grupie zwierzat otrzy-

mujacych doustnie EGE, wynosila 02 = 0,1 mm?2. Zmalala wiec o 98,6% w

stosunku do powierzchni wyjsciowej. U szczuréw, ktérym podawano w tym
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Ryc.23.  Efekty doustnego (p.0.) i dootrzewnowego (i.p.) podawania EGF przez 7 i 14 dni
na zmiany powierzchni wrzodu. Gwiazdki oznaczaja znamienne statystycznie
(P<0,05) zmniejszenie powierzchni wrzodu w stosunku do jej wartosci wyjscio-
wej. Krzyzyki pokazuja znamienne statystycznie (P<0,05) zmniejszenie powierz-
chni wrzodu w grupie zwierzat otrzymujacych sél fizjologiczng (vehiculum).

czasie EGF droga dootrzewnows, réwniez obserwowalam znamienny staty-
stycznie spadek wielkosci powierzchni uszkodzen do 0,1 = 0,1 mm?. Odpo-

wiada to okolo 99,3% wygojenia.
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12. Wptyw DFMO na gojenie wrzodéw zoladka u szczuréw

z zachowanymi i usunietymi $liniankami

Gojenie wrzodow zoladka u szczuréw otrzymujacych dootrzewno-
wo DFMO (dzienna dawka 200 mg/kg), doustnie EGF (100 ug/ kg-dzien) lub
réwnoczesnego stosowania tych preparatow obrazuje rycina 24 i 25.

W grupie zwierzat z zachowanymi $liniankami, podanie DFMO
op6znialo gojenie w stosunku do kontroli z solg fizjologiczna. EGF wywoty-
wal wyrazne przyspieszenie gojenia (po 7-miu dniach wynioslo ono ponad

60% w stosunku do wartosci kontrolnej). Réwnoczesne stosowanie DFMO
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Ryc.24.  Wplyw stosowania EGF, DFMO osobno oraz réwnoczesnego pod.awania EGF
i DFMO u szczuréw z zachowanymi $liniankami. Gwiazdki oznaczaja statystycz-
nie znamienne (P<0,05) zmniejszenie powierzchni w stosm?ku do grupy z wrzo-
dem w dniu ,0”. Krzyzyk obrazuje znamienne statystycznie (P<0.05) zmniejsze-
nie powierzchni wrzodéw w stosunku do grupy kontrolnej i do grupy przyjmuja-
cej kombinacje EGF plus DFMO.



-51-

WRZODY ZOLADKA

-
N

3
t

®

F-
+

I
g

POWIERZCHNIA WRZODU (mm?2)
o

DZIEN 0 KONTROLA EGF DFMO EGF +
DFMO

PO 7-MIU DNIACH

Ryc.25.  Wplyw stosowania EGF, DFMO osobno oraz kombinacji EGF i DFMO u szczurow
z usunigtymi gruczolami $linowymi. Gwiazdki oznaczaja statystycznie znamien-
ne (P<0,05) zmniejszenie powierzchni w stosunku do grupy z wrzodem w dniu
»0”. Krzyzyk obrazuje znamienne statystycznie (P<0,05) zmniejszenie powierzch-
ni wrzodéw w stosunku do grupy kontrolnej i do grupy przyjmujacej kombinacje
EGF plus DFMO.

i EGF hamowato powierzchnig¢ wrzodéw w stosunku do grupy z EGF row-
niez o okoto 60%. Wielkos¢ powierzchni wrzodu w tej grupie osiagneta podo-

bne wartosci jak grupa kontrolna i nie stwierdzitam réznicy znamiennej staty-

stycznie pomigdzy tymi grupami.
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13. Wplyw indometacyny na gojenie wrzodow zotadka

u szczuréw z zachowanymi i usunietymi sliniankami

Dzienne podawanie indometacyny dootrzewnowo w* dawce
2 mg/kg przez okres 7-miu dni, prowadzilo do znamiennego statystycznie
wzrostu powierzchni wrzodéw zotadka w poréwnaniu ze zmianami tej po-
wierzchni u szczuréw kontrolnych, nie otrzymujacych indometacyny.

Doustne stosowanie EGF znamiennie przyspieszalo gojenie tych
wrzodo6w, zmniejszajac powierzchnie o okolo 75% —u szczuréw z zachowany-

mi $liniankami lub o okolo 72% — u szczuréw z usunigetymi gruczotami slino-
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Ryc.26.  Wplyw stosowania EGF, indometacyny osobno oraz rownoczesnego podawania

EGF i indometacyny na zmiany powierzchni wrzodu u szczurbw z zachowanymi
$liniankami. Gwiazdki oznaczaja znamienny statystycznie (P<0,05) spadek, a
krzyzyk znamienny statystycznie (P<0,05) wzrost powierzchni wrzodow w sto-
sunku do zmian tej wartosci w grupie kontrolnej.
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wymi (Ryc. 26 i 27). W grupie zwierzat, ktérym podawano EGF w kombinagji
z indometacyna, powierzchnia wrzodéw byla zblizona do tej, jaka zanotowa-
lam w grupie zwierzat otrzymujacych tylko EGF i powierzchnia wrzodu w

obydwoch grupach nie réznila si¢ znamiennie.
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Ryc.27. Wptyw stosowania EGF, indometacyny osobno oraz kombinacji EGF i indometa-
cyny na zmiany powierzchni wrzodu u szczuréw z usunietymi $liniankami.
Gwiazdki oznaczaja znamienny statystycznie (P<0,05) spadek, a krzyzyk zna-
mienny statystycznie (P<0,05) wzrost powierzchni wrzodéw w stosunku do
zmian powierzchni w grupie kontrolne;j.



DYSKUSJA

Uszkodzenia blony Sluzowej przewodu pokarmowego o charakte-
1ze przewlektych owrzodzen posiadaja wiele wspélnych cech z przewleklymi
ranami powlok skérnych. W obu przypadkach brak jest ciaglosci nablonka
powierzchni, a w dnie ubytku rozwija sie tkanka ziarninowa, zlozona gléwnie
z nowo powstajacych naczyn kapilarnych (angiogeneza) oraz licznych komé-
rek zapalnych i fibroblastéw (proliferacja). W procesie ich gojenia wyréznia
sie te same klasyczne etapy: naprawczo-zapalny, proliferacyjny i przebudowy
tkanki [76]. Badania Laato i wspétpracownikéw [77, 78] wykazaly, ze EGF
dawkozaleznie stymuluje tworzenie tkanki ziarninowej i proliferacje komoérek
oraz zwigksza przeplyw krwi w doswiadczalnej tkance ziarninowej. W in-
nych badaniach dowiedziono, ze EGF pobudza réwniez produkgje i odkiada-
nie kolagenu w doswiadczalnej ziarninie [79].

Z powyzszych badan wynika, ze w procesie gojenia wrzodow i ran
istotne znaczenie posiada tworzenie nowych kapilaréw i proliferacja zaréwno
fibroblastéw, jak i komoérek nablonkowych. EGF pobudza powyzsze zmiany
(proliferacje i angiogenezg), przyspieszajac w ten spos6b proces gojenia.

Celem moich badan bylo okreslenie wplywu EGF - podawanego
egzogennie i uwalnianego endogennie — na dynamike gojenia doswiadczalnie

wywolanych owrzodzen blony $luzowej jamy ustnej oraz zoladka. Te dwa
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obszary wywolywania wrzod6w dobralam celowo, aby zbada¢ proces gojenia
w warunkach bez udzialu kwasu solnego i pepsyny (jama ustna) oraz
z udzialem tych czynnikéw (zoladek). Wrzody na jezyku i w zoladku wywo-
tywalam przy uzyciu zmodyfikowanej [14] metody Okabe i wspdtpracowni-
kow [74], stosujac lokalnie 100% kwas octowy. Aplikacja kwasu w tych obsza-
rach powodowala natychmiastowa nekroze blony sluzowej i podsluzo-
wej [14], prowadzac do rozwoju przewleklego owrzodzenia. Dotychczas me-
toda z uzyciem kwasu octowego byla stosowana tylko do wywotywania do-
swiadczalnych wrzod6w Zzotadka [14, 28, 74] lub dwunastnicy [28]. W obecnej
pracy po raz pierwszy zastosowalam te technike do wywolywania owrzodzen
blony Sluzowej jamy ustnej. W tym celu wybratlam atwo dostepna do obser-
wagji pokrywajaca jezyk blone $luzowa. W ludzkiej blonie sluzowej jezyka
moga rozwijac sig uszkodzenia w wyniku dziatania réznych czynnikéw. Pro-
filaktyka i leczenie tych uszkodzen, zgodnie z doniesieniami, ktére przedsta-
wilam we wstgpie, stanowia powazny problem terapeutyczny. Z nielicznych
prac z tego zakresu wynika, ze brak jest skutecznych lekéw, ktére przyspie-
szalyby gojenie przewleklych, trudno gojacych si¢ uszkodzen jamy ustnej.
Ferraro i inni [80, 81] oraz Solomon [82] wykazali, ze sukralfat zaliczany do
Klasycznych lekéw przeciwwrzodowych, przyspiesza gojenie owrzodzen ja-
my ustnej powstajacych w wyniku powikian po chemioterapii. Wyniki tych
badar nie znalazly jednak w pelni potwierdzenia w pracy Shenepa [83]. Do-
wi6dl on, ze sukralfat odznacza sie silnymi wlasciwosciami adhezyjnymi do
blony §luzowej jamy ustnej i redukuje rozwéj lokalnej infekdji bakteryjnej. Lek
ten nie zapobiega jednak owrzodzeniom zapalnym jamy ustnej (tzw. mucosi-
tis), powstalym w nastgpstwie chemioterapii nowotworowej u dzieci [83].
Biorac pod uwage istotne znaczenie proliferacji komorkowej i an-
giogenezy w gojeniu oraz kluczowa role EGF dla tych proceséw, zbadalam

dynamike gojenia owrzodzen blony sluzowej jezyka i zoladka w warunkach
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niedoboru endogennego EGF wskutek usuniecia élinianek, a takze po uzupel-
nieniu deficytu EGE poprzez podawanie tego peptydu do wypijanej przez
zwierzeta wody. Ponadto przy uzyciu laserowego przeptywomierza okreéla-
lam zmiany przeptywu krwi w dnie, na brzegu wrzodu i w zdrowej tkance
celem oceny udzialu czynnika krazeniowego w procesie gojenia.

Analiza wynikéw moich badan dowodzi, ze EGF ma silnie przy-
spieszajacy wplyw na proces gojenia przewlektych wrzodéw wywolanych na
blonie Sluzowej jezyka i zoladka. Gojenie ulega wyraznemu opéznieniu
u zwierzat z usunigtymi $liniankami, co stanowi dowéd na to, ze endogenny
EGF odgrywa kluczowa role w naturalnym procesie odnowy uszkodzonej
blony sluzowej jezyka i zoladka. Podawanie EGF zwierzetom bez$linianko-
wym, a wigc pozbawionym gléwnego endogennego zZrédla tego czynnika,
przyspieszato proces gojenia, potwierdzajac szczegolne znaczenie EGF w pra-
widlowym przebiegu gojenia uszkodzen blony sluzowej. Ponadto wykaza-
lam, ze dynamika procesu gojenia jest $cisle zwiazana ze wzrostem lokalnego
przeptywu krwi w obszarze wrzodu.

Odkrycie EGF w 1962 roku przez Cohena [18, 19] w mysich gru-
czolach §linowych i wyizolowanie tego peptydu przez Gregorego i wspolpra-
cownikéw [20, 21, 22] stanowilo istotny postep w pézniejszych badaniach nad
czynnikami i mechanizmami bioracymi udzial w gojeniu sig r6znego pocho-
dzenia ran i ubytkéw blony $luzowej. Dalsze badania nad lokalizacja EGF
wykazaly, ze peptyd ten jest obecny gléwnie w $liniankach podzuchwowych,
a takze w gruczotach dwunastniczych Brunnera [23, 24, 25]. Wystepuje on
takze w niewielkim stezeniu w osoczu krwi w postaci wolnej oraz zwiazanej
z elementami morfotycznymi, gléwnie z piytkami. Dalsze badania w kierun-
ku funkdi jakie peini w ustroju wykazaly, ze EGF jest silnym stymulatorem
produkcji DNA i RNA. EGF pobudza proces proliferacji komérek nablonko-
wych i nienablonkowych (16, 17, 28, 31, 53], regulujac w ten spos6b procesy
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gennych prostaglandyn [16, 17, 84]. Podawanie samego EGF bez wspoéldziala-
nia z czynnikami uszkadzajacymi nie wplywa na generadje prostaglandyn w
blonie Sluzowej zoladka [16, 17]. Wiadomym jest fakt, ze podawany doustnie
EGF nie hamuje sekredji zoladkowej kwasu i pepsyny, a pomimo to wykazano
skuteczno$¢ tego czynnika w zapobieganiu uszkodzeniom zaleznym od obe-
cnosci kwasu np. wrzodéw aspirynowych i stresowych [17, 85]. Antysekrecyj-
ny wplyw EGF po podaniu parenteralnym nie moze tlumaczy¢ jego udziatu
w zapobieganiu ostrym uszkodzeniom np. etanolowym, gdyz rozwéj tych
uszkodzen nie zalezy od obecnosci kwasu, a wigze sie raczej z bezposrednim
dzialaniem etanolu na komérki blony $luzowej zZoladka oraz z uszkodzeniem
naczyn mikrokrazenia tej blony.

Ostatnie badania wykazaly, ze efekt protekcyjny EGF i pobudzaja-
cy wplyw tego czynnika na syntez¢ DNA zalezy czesciowo od poliamin [85].
Dowodem na to, ze interakcja migdzy EGF a poliaminami odgrywa istotng
role w protekcji zotadka, przeciwko ostrym uszkodzeniom stresowym, sa
badania z a-difluorometyloornityna (DFMO), ktéra jest inhibitorem dekarbo-
ksylazy ornitynowej (ODC) — kluczowego enzymu biosyntezy poliamin.
Weczeéniejsze badania Feldmana i wspélpracownikéw [49] wykazaly bowiem,
ze EGF stymuluje aktywno$¢ dekarboksylazy ornitynowej i przez to zwigksza
produkgcje poliamin. W badaniach Konturka i wspdlpracownikéw [85], stoso-
wanie DFMO, znosilo protekcyjny wplyw EGF na rozw¢j uszkodzen streso-
wych, dowodzac, ze poliaminy posrednicza w ochronnych wlasciwosciach
tego czynnika. Usunigcie Slinianek wzmagalo wrazliwos¢ blony sluzowej zo-
tadka na dzialanie stresu i pojawienie sig uszkodzer, a efektowi temu u szczu-
réw z zachowanga biosynteza poliamin zapobiegano podajac egzogenny EGF.
W przypadku zablokowania endogennych poliamin przez DFMO, dzialanie

gastroochronne EGF ulegalo zniesieniu.



- 59 .-

Wyniki powyzszych badarn dotyczace gastroprotekcyjnego wply-
wu EGF przeciw powstawaniu ostrych uszkodzeri nie koniecznie mozna od-
niesc bez zastrzezen do efektéw tego peptydu na gojenie przewleklych uszko-
dzen blony Sluzowej jezyka lub zoladka. Okazalo sie bowiem, ze cytoprote-
keyjna zdolnos¢ prostaglandyn nie odgrywa istotnej roli w procesie gojenia
przewleklych uszkodzen [14]. Niepowodzeniem zakoriczyly sig tez proby za-
stosowania, w dawkach cytoprotekcyjnych (nie hamujacych wydzielania zo-
ladkowego), prostaglandyn naturalnych lub ich stalych analogéw zaréwno w
przypadku leczenia eksperymentalnych wrzodéw octowych zoladka i dwu-
nastnicy u szczuréw [14] oraz u ludzi z czynng postacia wrzodu zotadka czy
dwunastnicy [86]. |

Poniewaz udzial prostaglandyn w procesie gojenia jest kwestiono-
wany, zapewne inne czynniki i mechanizmy s3 odpowiedzialne za dynamike
tego procesu. W zwiazku z tym postanowilam sprawdzi¢, czy EGF przyspie-
sza gojenie przewleklych wrzodéw jezykowych i zolagdkowych. Zastosowa-
fam w tym celu zmodyfikowana metode Okabe i wspélpracownikéw [74] do
wywolywania tych uszkodzeri w blonie §luzowej zoladka i przystosowatam
te technike do wywolywania przewlekle gojacych sie uszkodzen jezykowych.
Wedlug oryginalnych zalozen tej metody, w celu wywolania wrzodu octowe-
go stosowano podsluzéwkowa injekcje 100% kwasu octowego lub przyklada-
no na surowicéwke zotadka 70 ul 100% kwasu octowego przez okres 60
sekund [74]. Niemal natychmiast powstawaly martwicze uszkodzenia blony
$luzowej oraz blony podsluzowej, ktére po 2-3 dniach przechodzily w trudno
gojace sig przewlekle owrzodzenia sluzowki, z wyrazng tendencja do perfora-
Gi i penetracji w kierunku przylegtych organow (giownie watroby i sledzio-
ny). Stwierdzono, ze wrzodom tym towarzyszg hypersekrecja soku zotadko-
wego i zaburzenia ze strony oprozniania zoladkowego. Zaleta tego modelu

bylo wystepowanie makroskopowych i mikroskopowych analogii w stosun-
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ku do przewleklych wrzodéw trawiennych wystepujacych u ludzi. Podsta-
wowymi cechami tych wrzodéw jest okresowa nawrotowos¢ i chronicznoéé.
Zmodyfikowalam wigc metodg Okabe i skrocitam czas ekspozydji kwasu oc-
towego na blonie surowiczej do 20 sekund, a po usunieciu kwasu przemywa-
lam Zoladek letnig solg fizjologiczna i dokladnie go osuszalam. Zapobiegato
to perforacji, zaS wrzody, w zaleznoéci od wyjsciowych rozmiaréw, ulegaty
w ciagu okolo 2-3 tygodni catkowitemu wygojeniu. W przypadku owrzodzen
jezykowych wydluzylam czas ekspozycji kwasu octowego do 60 sekund.
Wstepne badania z kréotsza ekspozycja jezyka na ten kwas wykazaly jedynie
obecnos¢ powierzchownych uszkodzen, gojacych sie¢ w ciagu 3—4 dni. Po
zastosowaniu tych modyfikacji wrzody jezykowe goily sie niemal calkowicie
w ciggu 11 dni, a wigc krocej niz wrzody zoladkowe o tych samych wyijscio-
wych rozmiarach. Przypuszczalnie o szybszym tempie gojenia si¢ uszkodzen
w tym obszarze decyduje obecno$¢ bogatszego unaczynienia sluzéwki jezyka
i jej staly kontakt ze $lina obfitujacgq w rézne czynniki ochronne, w tym giow-
nie EGF.

Badania immunohistochemiczne wykazaly, ze EGF jest syntetyzo-
wany przez komorki pecherzykowe i przewody wyprowadzajace slinianek,
a uwalniany wraz ze §ling do przewodu pokarmowego [32, 33, 34, 35, 36, 37].
Niewielkie iloéci EGF wystepuja réwniez w blonie sluzowej zoladka, przy
czym nie okreslono dotychczas czy jest on produkowany przez komorki slu-
z6wki zoladka czy tez gromadzi si¢ w nich w wyniku adsorpdji ze swiatla
przewodu pokarmowego.

Wyniki moich badan dowodza, ze EGF znaczaco przyspiesza pro-
ces gojenia sig wrzodow zoladkowych i jezykowych. Obserwacja ta potwier-
dza rezultaty wczesniejszych doswiadczen prowadzonych w Instytucie Fizjo-
logii a dotyczacych skutecznosci EGF w przyspieszaniu gojenia przewleklych

wrzodoéw 2olqdkowo-dwunastniczych, zachodzacego w warunkach wzrostu
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syntezy DNA i RNA [28]. W badaniach tych EGF stumulowal proliferagje
komorek blony Sluzowej i synteze RNA i DNA. Thumaczy to jego udzial w
procesie gojenia. W moich badaniach EGF przyspieszal gojenie wrzod6w tak-
ze po jego podaniu doustnym, co w zasadzie wyklucza udzial wydzielania
zoladkowego HCl i pepsyny w tym gojeniu. Wczesniejsze prace dowiodly
bowiem, ze EGF dziala antysekrecyjnie tylko po podaniu parenteralnym, na-
tomiast nie wykazuje tych wlasciwosci przy podaniu doustnym lub dozolad-
kowym {16, 17, 28].

Usunigcie Slinianek prowadzi ~ uwzgledniajac poprzednie donie-
sienia — do znacznego spadku zawarto$ci EGF w §luzéwece zoladka [27, 28].
Poréwnujac szybko$¢ gojenia u zwierzat z zachowanymi $liniankami moglam
doswiadczalnie stwierdzi¢, ze usuniecie gruczoléw slinowych wyraZznie ha-
mowato gojenie owrzodzen zoladka i jezyka. Wczesniej podobne efekty w
gojeniu wrzodéw u zwierzat po sialoadenektomii, otrzymali Olsen i wspo6l-
pracownicy [26, 27], a badania Skinnera [56] dowiodly, ze usuniecie slinianek
prowadzi do atrofii §luzéwki i ze zjawisku temu przeciwdziala egzogennie
podawany EGF lub $lina z jego zawartosciag. W moich badaniach podawanie
egzogennego EGF zwierzetom bezsliniankowym znosito efekt opdZnienia go-
jenia wrzodow zoladka i jezyka, spowodowany usunigciem tych gruczolow.

Zachowanie odpowiedniego przeplywu krwi jest jednym z naj-
wazniejszych czynnikéw wplywajacych na integralnos¢ blony sluzowej zo-
ladka oraz cytoprotekge [9, 73]. Ostatnie publikacje rowniez potwierdzaja
znaczenie przeplywu krwi w bezposrednim otoczeniu wrzodu [87] dla pra-
widlowego procesu gojenia si¢ owrzodzenia. Powstawanie naczyn na brzegu
uszkodzenia oraz w tkance ziarninowej w dnie wrzodu i w nastgpstwie tego
wzrost szybkosci przeplywu krwi wspomaga proces gojenia. Za glowny ele-
ment tego procesu uwaza sig — obok zwigkszonej syntezy fibroblastoéw i proli-

feracji ~ takze zwigkszony dowoz tlenu i skladnikéw odzywczych. Niemale
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znaczenie w utrzymaniu prawidlowego przeptywu krwi, w miejscu wytwo-
rzonego owrzodzenia, wydaje si¢ mie¢ otrzewna pobudzajaca angiogeneze
w tkance ziarninowej dna wrzodu [11].

W mojej pracy, zmniejszenie sie wielkoéci owrzodzenia jezykai zo-
ladka, swiadczace o postepujacym gojeniu, bylo $cisle skorelowane wilagnie ze
wzrostem przeptywu krwi w obregbie tego uszkodzenia. Owrzodzenia jezyka,
w ktorych wzrastal przeplyw goily sie szybciej niz wrzody zoladka, gdzie
zmniejszony przepltyw krwi i réZznica w tym przeplywie pomigedzy brzegiem
a dnem wrzodu utrzymywala si¢ niemal do korica procesu gojenia, czyli do
14-ego dnia po jego wywolaniu. W przypadku owrzodzen jezykowych rézni-
ca ta wystgpowala juz w dniu wywolania zmiany. Najwieksza wartos¢ osiaga-
fa w 2-gim dniu doswiadczenia, ale juz w 6-tym przeplyw krwi w brzegu nie
roznit si¢ znamiennie od przeplywu w dnie owrzodzenia, uzyskujac wyzsze
wartosci niz przepltyw w nie uszkodzonej blonie sluzowej jezyka. Wyniki tych
obserwadji sugeruja, iz przyspieszone gojenie owrzodzen jezyka jest wyni-
kiem wigkszego, niz w zoladku przeplywu krwi w obrgbie tego uszkodzenia.
Jest to prawdopodobnie zwiazane z nasilona angiogeneza, ktora wystepuje na
skutek stalego kontaktu owrzodzenia z duzym stezeniem EGF, wydzielanym
wraz ze $lina. Dzieje si¢ tak zwlaszcza w otoczeniu wrzodu jezyka, gdyz
dostajacy sie do zoladka, wraz ze $ling, EGF ulega cze¢sciowej inaktywadji
przez kwas solny i pepsyne [18]. Jego dzialanie stymulujace proliferacj¢ ko-
mérkowa i przepltyw krwi w tkance ziarninowej w obrebie uszkodzenia jest
wigc odpowiednio stabsze, co wplywa na wolniejszy przebieg procesu gojenia
w zoladku (Ryc. 28).

Z najnowszych badan wynika, ze EGF i jego receptory wykryto w
$luzé6wee zoladka, w bezposrednim otoczeniu wrzodu [88, 89]. Tarnawski
i Stachura [89] wykazali, w badaniach immunocytochemicznych, ze receptory

EGF wystgpuja w nie zmienionej blonie ¢luzowej zoladka, w strefie prolifera-






-64 -

rozwdj owrzodzenia. Wydaje si¢ wiec bardzo prawdopodobnym, ze zwie-
kszona ekspresja EGF i jego receptoré6w w obrebie owrzodzeri blony Sluzowej
zoladka pobudza mechanizm odnowy komérkowej, wzmaga proliferacje
1 migracje komorek zoladkowych oraz proces nablonkowania i tworzenia bli-
zny, przyspieszajac w ten sposéb gojenie.

Poza EGF i bFGF pewne znaczenie w procesach proliferacyjnych
i naprawczych blony Sluzowej moze mie¢ takze transformacyjny czynnik
wzrostu alfa (TGFq). Ostatnie badania Polka i wspétpracownikow [92] zdaja
si¢ potwierdzac rolg lokalnie produkowanego TGFa w protekgji blony $luzo-
wej przed uszkodzeniem. TGFq, obok EGF, nalezy do najsilniejszych czynni-
kow pobudzajacych wzrost komérkowy, a jednoczesnie wykazuje znaczne
podobienstwo strukturalne do EGE. Dziala takze na ten sam co EGF receptor
w blonie Sluzowej zoladka. Polk [92] wykazal zwigkszong ekspresje
TGF mRNA i zwigkszone uwalnianie TGFo po uszkodzeniu blony sluzowej
zoladka przez taurocholan sodu. Nie stwierdzil jednak, w tych samych wa-
runkach doswiadczalnych, zwigkszonej ekspresji EGF i jego receptorow. Pod-
wazaloby to istotng rol¢ EGF w procesach protekgdji i gojenia blony sluzowej
zoladka. Wprawdzie uszkodzenia solami z6lciowymi nie moga by¢ odnoszo-
ne do przewleklych wrzodéw np. octowych, ale fakt, ze nie udalo si¢ wykazac
w blonie §luzowej ekspresji EGF méglby wskazywad, iz poprzednio obserwo-
wane zwiekszone stezenie EGF w obrebie wrzodu jest raczej konsekwencjg
gromadzenia EGF ze $wiatla zoladka niz wynikiem zwigkszonej produkdj
tego peptydu w uszkodzonej wrzodem bionie Sluzowej. Wyniki badan do-
swiadczalnych wykazuja kilkakrotnie wieksze wigzanie znakowanego radio-
aktywnym jodem EGF z nisza wrzodowa zoladka, niz z sasiadujaca z wrzo-
dem, nienaruszona blong sluzowa [28]. To wiazanie EGF w obrebie wrzodu

moze stanowi¢ wazny rezerwuar tego czynnika pobudzajacego lokalne proce-

sy odnowy i gojenia wrzodu.
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Do najwazniejszych czynnikéw endogennych, ktore regulujq
wzrost komoérkowy zalicza sie poliaminy, giéwnie sperming i putrescyne.
Czynniki te, podobnie jak EGF i TGFaq, wzmagaja synteze kwaséw rybonu-
Kleinowych i pobudzaja proces proliferacji komérek blony sluzowej [50, 93].
Poniewaz EGF stymuluje dekarboksylaze ornitynowa, gléwny enzym biosyn-
tezy poliamin [85], zdecydowatam sie zbada¢ czy istnieje wzajemna interakcja
pomigdzy tymi substancjami a EGF. W moich badaniach DFMO, nieodwracal-
ny inhibitor ODC i syntezy poliamin [93], nieznacznie tylko wplywal na
szybko$¢ gojenia owrzodzen jezyka, ale wyraznie opézniat gojenie wrzodow
zoladka. Swiadczy to o tym, ze endogenne poliaminy uczestnicza raczej
w procesach gojenia blony sluzowej zoladka niz jezyka. Wyniki moich badan
wskazuja na szersze spektrum dziatania EGF niz poliamin, gdyz EGF przy-
spieszal gojenie uszkodzen zaréwno na jezyku, jak i w zoladku. Gdy jedno-
czednie stosowano DFMO to w wigkszym stopniu eliminowano efekt gojenia
wywolany przez EGF w zoladku niz na jezyku. To odwrécenie przyspieszaja-
cego wplywu EGF na gojenie wrzodéw zoladka przez DFMO zaznaczylo sig
wyraznie zaréwno u zwierzat bezsliniankowych, jak i z zachowanymi slinian-
kami, wskazujac tym samym na posredniczaca rolg poliamin w mechanizmie
gojenia si¢ owrzodzen zotadkowych pod wplywem EGF. Wyniki te potwier-
dzaja wczeéniejsze badania [85] odnosnie udzialu poliamin w gastroprote-
kcyjnym dzialaniu EGF przeciwko uszkodzeniom stresowym. Efekt zniesie-
nia protekcji EGF przez DFMO korelowal w tych badaniach [85] z catkowitym
zahamowaniem aktywnosci ODC. Biorac pod uwage poprzednie i prezento-
wane w tej samej pracy wyniki mozna uznaé posredniczacy role poliamin
w procesach zaréwno protekdji poprzedzajacych powstawanie ostrych uszko-

dzen, jak i gojenia przewleklych wrzodoéw przez EGE.

Jak wspomniano we wstepie, nie jest w pelni wyjasnione czy

prostaglandyny, odznaczajace sie silnym dzialaniem gastroprotekeyj-
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nym [11, 12, 13, 73], uczestnicza w procesie gojenia wrzodéw pod wply-
wem EGF. Nie ulega watpliwosci, ze zahamowanie endogennej syntezy pro-
staglandyn przez indometacyne [87] op6Znia proces gojenia. Mechanizm tego
dzialania indometacyny nie jest calkowicie wyjaéniony, chociaz tlumaczy sie
go spadkiem zawartosci prostaglandyn, szczegélnie w brzegu owrzodzenia
i zmniejszeniem przeplywu krwi w tym obszarze [87]. Moje badania w petni
potwierdzaja hamujace dzialanie indometacyny na gojenie przewleklych
wrzodow zoladka, wywolanych kwasem octowym. Powierzchnia tych wrzo-
déw (po uplywie 7 dni) byla u szczuréw leczonych indometacyna okoto 2-3
razy wigksza, anizeli u zwierzat kontrolnych, ktérym nie podawano tego
srodka. EGF stosowany u zwierzat otrzymujacych indometacyne byl jednak
tak skuteczny, jak u zwierzat, ktérym jej nie podawano. Na podstawie tych
wynikdw mozna wnioskowa¢, ze endogenne prostaglandyny maja wpraw-
dzie istotne znaczenie w gojeniu wrzodéw zoladka, ale nie wplywaja na
przyspieszenie tego gojenia przez EGE. Dowodzi to, ze brak jest interakgji na
proces gojenia miedzy prostaglandynami a EGF.

Z badar przeprowadzonych przez Konturka [94] wynika, ze indo-
metacyna nie wplywa zasadniczo na przeplyw krwi w brzegu owrzodzenia.
W przeciwieristwie do obserwacji Hirose i wspéipracownikow [87] jej dziala-
nie, op6Zniajagce proces gojenia, nie zalezy od redukgji przeplywu krwi
w brzegu uszkodzenia. Wigze si¢ jednak prawdopodobnie z innymi, dotych-
czas jeszcze nie wyjasnionymi mechanizmami i czynnikami. Przypuszczalnie
glownym czynnikiem opézniajacym gojenie wrzodéw przez indometacyneg
jest zmniejszenie kumulacji EGF w obrebie wrzodu, spowodowane obnijzo-
nym wiazaniem EGF przez receptory w tkance ziarninowej, w obrebie wrzo-
du [95]. Efekt dzialania indometacyny sprowadza si¢ zatem do spadku gro-

madzenia i dzialania EGF w procesie gojenia.
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Reasumujac, ustawicznie produkowany przez slinianki i wydziela-
ny ze $ling EGF gromadzi si¢ w obrebie ubytkéw blony §luzowej wyscielajacej
jame ustng oraz zoladek. Tworzy sie tam miejscowy rezerwuar EGF dzialaja-
cego poprzez swoiste receptory pobudzajaco na biosynteze poliamin, prolife-
racje komorek i angiogeneze w tkance ziarninowej (Ryc. 28). Procesy te pro-
wadza do wzrostu przeplywu krwi w otoczeniu wrzodu, przyspieszajac jego

gojenie.



WNIOSKI

Owrzodzenia blony Sluzowej jamy ustnej i zoladka maja podobny chara-
kter pod wzgledem morfologicznym i wykazujg podobny przebieg goje-
nia.

EGF zaréwno pochodzenia egzogennego jak i endogennie wydzielany
przez slinianki, przyspiesza gojenie przewleklych owrzodzeri blony $lu-
zowej jezyka i zoladka.

Rozwojowi owrzodzen blony sluzowej jezyka i zoladka towarzyszy po-
czatkowa redukcja przeplywu krwi w miejscu uszkodzenia, szczegdlnie
w jego dnie, natomiast proces gojenia przebiega rownolegle do wzrostu
tego przeplywu.

Proces gojenia owrzodzen jezyka zachodzi szybciej niz gojenie wrzodow
zoladka. Wiaze sie to z wiekszym, niz w zoladku przeplywem krwi w ob-
rebie uszkodzonej sluzéwki jezyka.

Zahamowanie cyklooksygenazy prostaglandynowej przez indometacyne
znacznie opdZnia proces gojenia owrzodzer jezyka i zoladka, co wskazu-

je na udzial endogennych prostaglandyn w procesie gojenia.



- 69 -

Dzialanie EGF pobudzajace proces gojenia zachodzi, szczegdlnie w przy-
padku wrzodow zoladka, za posrednictwem stymulacji dekarboksylazy
ornitynoweji poliamin.

EGF moze miec znaczenie i zastosowanie w leczeniu owrzodzen jamy
ustnej i zoladka, przyspieszajac proces odnowy i regeneracje blony sluzo-

wej.



STRESZCZENIE

Blona sluzowa wyscielajaca gérny odcinek przewodu pokarmowe-
go jest ustawicznie narazona na dzialanie czynnikéw draznigcych i wrzodo-
tworczych. Powstawaniu uszkodzen zapobiega jednak szereg sprzezonych ze
soba mechanizmoéw, a szczegélnie ciggle wydzielanie alkalicznego sluzu, wy-
soki przeptyw krwi oraz szybka odnowa komoérek blony Sluzowej. Istotne
znaczenie dla bariery sluzéwkowej ma generacja endogennych prostaglandyn
oraz uwalnianie epidermalnego czynnika wzrostu (EGF).

Udzial EGF i prostaglandyn w procesie gojenia wrzodow zoladka
jest stosunkowo dobrze poznany, natomiast niewiele wiadomo o ich roli i zna-
czeniu w gojeniu owrzodzen blony Sluzowej jamy ustnej.

Celem mojej pracy bylo:

1. Opracowanie modelu do$wiadczalnego przewleklych owrzodzen jamy
ustnej (jezyka) i poréwnanie dynamiki gojenia tych wrzodoéw z szybko-
$cig gojenia sig wrzodow zoladka.

2. Okreslenie roli przeplywu krwi w procesie gojenia tych dwoch typow
owrzodzen.

3. Zbadanie roli i znaczenia EGF, poliamin i prostaglandyn w procesie

gojenia.
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Badania przeprowadzilam na 380 szczurach bialych rasy Wistar,
u ktérych wywotywalam, przy uzyciu kwasu octowego, wrzody jezyka i zo-
ladka. Rozwijaly sie one niemal natychmiast po zastosowaniu tego kwasu,
nabierajac, po uptywie 2-3 dni, charakteru wrzodéw przewlektych.

Gojenie wrzodéw jezyka trwalo 11 dni, zas wrzody zoladka goilty
sie w ciagu 21 dni.

W przypadku wrzodéw jezyka, bezposrednio po ich wywolaniu
obserwowalam spadek wartosci przeplywu krwi w obrebie dna i brzegu
owrzodzenia, ale w nastgpnych dniach wystepowal znaczny wzrost tego
przeplywu utrzymujacy si¢ przez caly okres gojenia. Tymczasem przeplyw
krwi w obrebie wrzodu zoladka, zwlaszcza w jego dnie, byl obnizony przez
caly okres trwania obserwagiji i narastat wolniej, powracajac do stanu wyijscio-
wego dopiero w 14-tym dniu.

Usunigcie $linianek — gléwnego Zrédla endogennego EGF - nie
wpitywalo zasadniczo na dynamike gojenia owrzodzen jezyka, ale stosowanie
egzogennego EGE, przyspieszalo ten proces zaréwno u szczuréw z usunigty-
mi, jak i zachowanymi dliniankami. Przeprowadzone badania wykazaly, ze
nie zachodzi wzajemna interakcja pomiedzy EGF a poliaminami, poniewaz
przyspieszajacy wplyw EGF na proces gojenia zachodzil rowniez w obecnosci
a-difluorometyloornityny (DFMO) - blokera dekarboksylazy ornitynowej,
kluczowego enzymu w syntezie poliamin. W przeciwienstwie do tego, stoso-
wanie indometacyny, inhibitora syntezy prostaglandyn, spowodowalo zna-
mienne zahamowanie procesu gojenia, co wskazuje na istotna role prostaglan-
dyn w tym procesie.

W przypadku wrzodoéw zoladka, usuniecie slinianek znacznie
zwalniato proces gojenia, a stosowanie EGF u zwierzat zaréwno z zachowa-
nymi, jak i usunietymi gruczolami slinowymi przyspieszalo ten proces. Stoso-

wanie DFMO w znacznym stopniu eliminowalo szyvbkos¢ gojenia wrzodow
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zoladka u zwierzat otrzymujacych EGE. Podawanie EGF przywracalo pra-
widlowe gojenie, mimo stosowania indometacyny, zaréwno u zwierzat bez-
Sliniankowych jak i z zachowanymi $liniankami. Wskazuje to na brak udzialu
endogennych prostaglandyn w pobudzajacym gojenie wrzodéw dzialaniu
EGF.

Na podstawie powyzszych wynikéw wnioskuje, ze owrzodzenia
blony sluzowej jezyka i zoladka maja podobny pod wzgledem morfologicz-
nym charakter, ale inna dynamike gojenia. Prawdopodobnie wiaze sie to z
réznicami w przepltywie krwi w obu rodzajach owrzodzen.. W przypadku
wrzod6w jezyka, przeptyw krwi jest znacznie wyzszy i ma to wieksze znacze-
nie w gojeniu tych wrzodéw niz wrzodéw zoladka.

Reasumujac, zaréwno w gojeniu wrzodéw jezyka, jak i zoladka,
znaczaca role odgrywaja czynniki fizjologiczne takie jak EGF i prostaglandy-
ny, ktére wzmagajg szybkos¢ tego procesu poprzez stymulacje przeplywu
krwi oraz przez przyspieszanie proceséw regeneracji blony sluzowej i angio-

genezy.
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