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1. WSTEP

Nadaktywny pecherz moczowy (OAB — overactive bladder) zostal
zdefiniowany przez Migdzynarodowe Towarzystwo Kontynencji (ICS
-International  Continence Society) jako zespot objawow klinicznych
charakteryzujacy si¢ parciem naglacym, z lub bez nietrzymania moczu z powodu
parcia naglacego, czestomoczem oraz nokturia, przy nieobecno$ci lokalnych
czynnikow patologicznych ttumaczacych powstawanie takich objawow. Z pojecia

nadaktywnos$ci wylaczone zostaty zaburzenia czynnosci pgcherza moczowego
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spowodowane przez np. nowotwor, kamic¢ pgcherza moczowego, infekcje drog
moczowych, przeszkode podpecherzowa (np. tagodny rozrost gruczotu
krokowego) oraz zaleganie moczu po mikcji [1, 2]. Zgodnie z definicja ICS do
postawienia rozpoznania OAB nie jest konieczne wykonanie badania
urodynamicznego. Sktadowymi obrazu OAB sa na przyklad nadaktywnos¢
wypieracza, dyssynergizm wypieraczowo-zwieraczowy, ostry lub przewlekty bol
towarzyszacy fazie napetniania, badz tez fazie oprozniania pgcherza moczowego.

Patofizjologia pgcherza moczowego nadal pozostaje stosunkowo stabo
poznana, mimo iz mechanizmy kontrolujace czynno$¢ dolnych dréog moczowych
zostaly opisane. Bogate unerwienie aferentne 1 eferentne dolnych drog
moczowych, wielopoziomowo$¢ kontroli neuronalnej procesu mikcji,
roznorodno$¢ neuroprzekaznikéw autonomicznego uktadu nieadrenergiczno-
niecholinergicznego (NANC — non-adrenergic, non-cholinergic), jak roOwniez
,CZynno$¢ neuronalna” urotelium sprawia, iz OAB stanowi powazny problem
diagnostyczno - terapeutyczny wymagajacy odpowiedniego leczenia, gdyz czesto
objawy towarzyszace OAB prowadza u tych chorych do ograniczenia codzienne;j
aktywnosci, zaburzenia snu, zaburzen emocjonalnych (np. depresja) oraz spadku
jakosci zycia.

Wigkszo$¢ stosowanych lekow w terapii OAB ma dziatanie obwodowe. Ich
dziatanie polega gtownie na redukcji kurczliwos$ci migénia wypieracza pecherza
moczowego, badz oddzialywaniu na nerwy aferentne. Charakter i rola unerwienia
eferentnego, jak rowniez ich receptorow zostala dobrze poznana. Dzigki temu
obecnie leki antycholinergiczne stanowig leczenie pierwszego rzutu w przypadku
OAB, mimo to ich zastosowanie jest ograniczone z uwagi na wystgpowanie

szeregu dziatan niepozadanych (tj. sucho$¢ w jamie ustnej, zaburzenia widzenia,




zaparcia, senno$¢, uposledzenie funkcji poznawczych) prowadzacych do
zaprzestania terapii. Ograniczona liczba lekow stosowana w leczeniu OAB, stata
si¢ impulsem do poszukiwania nowych kierunkow leczenia farmakologicznego 1
do zglebienia wiedzy dotyczacej fizjologii 1 patofizjologii OAB. Problem tkwi
jednak nie w tym, aby zahamowa¢ kurczliwos$¢ pecherza moczowego, lecz aby
wyeliminowa¢ nadaktywno$¢ oddzialywujac na aferentne drogi nerwowe
odruchow z dolnych drég moczowych, jednocze$nie nie wpltywajac na
prawidlowy przebieg cyklu mikcyjnego. Ostatnio duze zainteresowanie budza
mozliwosci oddziatywania farmakologicznego na czuciowe mechanizmy
regulujace odruch mikcji, w szczegdlnosci na receptory waniloidowe TRPV1
(Transient Receptor Potential ion channel of the Vanilloid type 1) [3]. Mimo dos¢
dobrze poznanego charakteru unerwienia aferentnego pecherza moczowego,
warunkiem koniecznym stwarzajacym szans¢ opracowania wiasciwych metod
leczniczych OAB eliminujacych jego nadaktywnos$¢ jest doglebne poznanie
patofizjologii tegoz unerwienia. W chwili obecnej istnieje zgodno$¢ pogladéw, iz
podloze OAB ma gloéwnie charakter neurogenny. Dotychczasowe badania
wskazuja na wzmozony rdzeniowy odruch mikcji na tle aktywacji aferentnych
wlokien nerwowych typu C, jak rowniez rozwdj zapalenia neurogennego, jako

mechanizmy wiodace w patogenezie OAB.

1.1. Neurofizjologiczne aspekty funkcjonowania dolnych drog

moczowych

Mocz nieustannie produkowany przez nerki jest stale przemieszczany do
pecherza moczowego dzigki regularnej aktywnosci perystaltycznej moczowodow.

Przeciwnie oddawanie moczu jest fizjologicznym procesem zachodzacym




okresowo. Prawidtowa czynno$¢ dolnych drég moczowych wymaga wiasciwej
organizacji dwoch zasadniczych faz cyklu mikcyjnego: wypekniania 1
magazynowania moczu oraz oprozniania pgcherza moczowego. W procesach
tych bierze udzial migsien wypieracz pecherza moczowego, migs$nie gladkie i
zwieracz (mig$nie poprzecznie prazkowane) cewki moczowej oraz migénie dna
miednicy [4]. Wlasciwa koordynacja czasowa pracy tych migsni jest zlozona i
wymaga wzajemnego, wielopoziomowego wspotdziatania struktur centralnego
systemu nerwowego, wstepujacych 1 zstepujacych szlakdw unerwienia
somatycznego oraz autonomicznego uktadu nerwowego [5]. Struktury te
sprawuja $wiadoma (za posrednictwem kory mozgowej), jak 1 odruchowa
(o$rodki w moscie 1 ledzwiowo-krzyzowym odcinku rdzenia kregowego)
kontrole nad prawidtowym przebiegiem cyklu mikcyjnego [6]. Fizjologicznie w
fazie wypelniania 1 magazynowania moczu w pecherzu migsien zwieracz
zewnetrzny 1 wewnetrzny cewki moczowej, jak rowniez migsien dzwigacz
odbytu pozostaja w ciaglym napigciu. Natomiast migsien wypieracz jest w stanie
rozluznienia, co umozliwia zwigkszenie pojemnosci pgcherza przy niewielkim
wzroscie ci$nienia srodpecherzowego z zachowaniem prawidtowego czucia (tzw.
zjawisko akomodacji). W warunkach prawidtlowych migsien wypieracz nie
powinien wykazywaé spontanicznej aktywnosci skurczowej podczas tej fazy
cyklu mikcyjnego. Jesli okolicznos$ci nie pozwalaja na oddanie moczu, hamujacy
wplyw osrodkow nadmostowych na osrodek mikcji w istocie szarej mostowo-
srodmozgowiowej zapobiega automatycznemu rozpoczeciu mikcji w momencie
wypehienia pecherza, przy ktorym odczuwana jest pierwsza potrzeba oddania
moczu. U zdrowej osoby prowadzi to do rozkurczu wypieracza pecherza oraz

skurczu cewki moczowej 1 mig$ni dna miednicy, co umozliwia utrzymanie moczu




przez pewien czas. Dopiero w dogodnych warunkach dochodzi do oproznienia
pecherza moczowego dzigki skoordynowanemu skurczowi migsnia wypieracza i
rozluznienia aparatu zwieraczowego pecherza moczowego 1 cewki moczowej. Ta
Scista zalezno$¢ nastepujacych po sobie zdarzen zapewniajacych prawidtowa
organizacj¢ cyklu mikcyjnego uzmystawia wage¢ powiazan neurologicznych,

ktore warunkuje wlasciwa czynno$¢ dolnych drég moczowych.
1.1.1. Unerwienie i kontrola neuronalna pe¢cherza moczowego

Struktury 1 drogi nerwowe kontrolujace czynno$¢ pgcherza moczowego
mozna podzieli¢ na 4 zasadnicze tuki (pgtle) odruchowe oddawania moczu [7].
Petla 1 przebiega pomigdzy jadrami istoty siatkowate] mostu a grzbietowo-
przysrodkowa czgscia ptata czotowego. Pozostaje ona pod wptywem hamujacym
zwojOw podstawy, mozdzku, uktadu limbicznego. Natomiast okolica przednia
mostu 1 tylna czes¢ podwzgdrza pobudza jej aktywnos$¢. Petla ta odpowiada za
dowolna kontrolg¢ procesu mikcji podczas gdy, wlasciwie funkcjonujaca petla 11
warunkuje prawidtowy czas trwania odruchu migsnia wypieracza, az do momentu
catkowitego oprdznienia pgcherza. Sklada sig¢ z aferentnych (proprioceptywnych,
rdzeniowo-opuszkowych) szlakow nerwowych biegnacych od pgcherza do tworu
siatkowatego mostu oraz eferentnych (siatkowato-rdzeniowych) szlakow
dochodzacych do jader posrednio-bocznych odcinka krzyzowego rdzenia
krggowego 1 migsnia wypieracza. Pgtle III stanowia drogi dosrodkowe z
wypieracza dochodzace do jader nerwow sromowych w rdzeniu kr¢gowym 1 alfa-
motoneurony unerwiajace zwieracz zewngtrzny cewki moczowej. Pgtla ta
odpowiada za prawidtowa koordynacje wypieraczowo-zwieraczowa. Dodatkowo
nadrdzeniowe 1 segmentowe unerwienie zwieracza zewngtrznego cewki

moczowej tworzy IV petle. Aktywno$¢ poszczegdlnych petli odruchowych moze




ulec zmianie na skutek uwalniania szeregu neuromodulatoréw ukladu NANC
zmieniajacych odpowiedz postsynaptyczna, szczegdlnie komponenty czuciowej
uktadu nerwowego. Naleza do nich: substancja P, peptyd kodowany genem
kalcytoniny, wazoaktywny peptyd jelitowy, tlenek azotu, neuropeptyd Y,
serotonina, peptyd aktywujacy przysadkowa cyklaze adenylowa, galanina,
adenozynotrojfosforan [8-11].

Unerwienie obwodowe pecherza moczowego sklada si¢ ze
zintegrowanego zespolu nerwow czuciowych i ruchowych. W obrebie blony
Sluzowej 1 migsnidwki pecherza stwierdzono obecnos$¢ wielu receptorow
czuciowych, z ktérych informacja przebiega gléwnie zmielinizowanymi
wildknami grupy A podgrupy delta i bezmielinowymi grupy C. Wigkszos$¢ tych
drugich w warunkach prawidtowych nie wykazuje aktywnosci elektrycznej (tzw.
wilokna ,nieme”). Charakteryzuje je wolne przewodzenie dosrodkowych
sygnaléw (okoto 2 m/s), co jest zwiazane z brakiem ostonek mielinowych oraz
ich niewielka $rednica (okoto 0,2 um) [12]. Impulsacja eferentna przewodzona
jest widknami wysoce zmielinizowanymi - alfa-motoneuronami. Obecno$¢
aferentnych witokien nerwowych wykazano w nerwach somatycznych 1
autonomicznych unerwiajacych dolne drogi moczowe. Obwodowe unerwienie
czuciowe S$ciany pegcherza moczowego 1 cewki moczowe] biegnie drogami
aferentnymi gléwnie poprzez nerwy podbrzuszne oraz w mniejszym stopniu
przez nerwy miednicze 1 sromowe. Drogi aferentne sa odpowiedzialne za odbior i
przekazywanie informacji dotyczacej stopnia wypehienia pecherza moczowego
[4, 6]. W zakresie unerwienia czuciowego stwierdza si¢ w pewnym stopniu jego
specjalizacje w zakresie odbieranych bodzcow. Rozciaganie pecherza powoduje

wzrost  przeptywu  informacji z  mechanoreceptoréw ~w  nerwach




parasympatycznych (nn. miedniczne, w mniejszym stopniu nn. podbrzuszne).
Aktywacja nocyceptorow zwigksza przewodnictwo w nerwach sympatycznych
oraz parasympatycznych. Natomiast informacja dosrodkowa dotyczaca
rozciagania, przeplywu moczu, temperatury i1 bolu ze zwieracza i1 cewki
moczowej przewodzona jest nn. sromowymi.

1.1.2. Udzial czuciowych wlokien nerwowych typu C w regulacji

procesu mikcji
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Dotychczasowe obserwacje wykazaty, iz odruch mikgji jest indukowany z
sygnaldw pochodzacych z widkien A delta, gdyz wickszos¢ wilokien
dosrodkowych grupy C w warunkach prawidlowych nie wykazuje aktywnosci

elektrycznej [13]. Widkna C sa odpowiedzialne za odczucia zwiazane z

4-——' Pontine centres | ————
\
\
- A Sacral centres
\
1

afferent '

nerve A

AS fibre

A B

Ryc.1. A. Prawidlowe unerwienie aferentne pecherza moczowego przez wiokna A delta, z
niewielkg aktywnoS$cig synaptyczng wiokien C na poziomie rdzeniowym. B. Aktywacja ,,wtérnego
szlaku przewodzacego” przy braku wplywu osrodkéw nadrdzeniowych na osrodek krzyzowy
mikcji (np. po urazie rdzenia kregowego).

Pontine centers — o$rodki mostowe, Sacral centers — osrodki krzyzowe, Ad fibre afferent nerve —
aferentne wtokna grupy A podgrupa 8, C-fibre afferent nerve — aferentne wiokna grupy C [36. de
Ridder D, Baert L.: Vanilloids and the overactive bladder. BJU Int. 2000, 86: 172 - 180].

wypelieniem pegcherza moczowego - mechanorecepcja oraz odbiorem
,»sygnatow podraznieniowych” - nocycepcja (draznienie chemiczne, termiczne —
zimno, bodzce potencjalnie uszkadzajace barier¢ sluzowkowa) [14, 15]. Ich
stymulacja prowadzi do aktywacji mikcji. Ten ,alternatywny system
przewodzacy mediowany widknami C, zamykany na poziomie rdzenia
krggowego, jest jednym z wiodacych mechanizmow patogenezy OAB, jak
rowniez jest ,,nadrzegdnym szlakiem” aktywujacym mikcj¢ u chorych po urazie
rdzenia krggowego, u ktorych os$rodek krzyzowy mikcji pozostaje poza

modulujacym wptywem osrodkowego systemu nerwowego (Ryc.1.).
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U ludzi i zwierzat wtokna aferentne zostaty zidentyfikowane w warstwie
pods§luzowej oraz w obrgbie mig§nidwki wypieracza. Wtokna pods§luzowe tworza
sploty nerwowe lezace migdzy warstwami nabtonka, urotelium, niektoére z nich
zlokalizowane sa nawet w czgsci podstawnej urotelium. Najwigksza ich
koncentracj¢ stwierdzono w obrebie szyi i trojkata pecherza moczowego [16-19]
(Ryc.2.). Jeszcze kilka lat temu urotelium 1 btona podsluzowa byly uwazane za
bierna barier¢ mocz/krew. Obecnie urotelium jest uwazane za gldwna strukture
czuciowa. Wiele substancji zawartych w moczu dziala na urotelium i za jego

posrednictwem na mig$niowke pecherza dzigki obecnosci na jego powierzchni

A Urothelium _

® C-fiber, distension
8 Cfrber, distension

B . @ AS, contraction

S Ol muscie ® CCfiber, distension
® C-frber, distension

@ AJ, contraction

Ryc.2. A. Rozmieszczenie wlokien aferentnych w obrebie pecherza moczowego oraz drogi
transdukcji urotelialnych, mechano-aferentnych sygnalow. B. Potencjalne neuromodulatory
odpowiedzi aferentne;j.

Urothelium — nabtonek urotelialny, Smooth muscle — miesniowka gladka pecherza, Ad/C-fibres —
wlokna grupy Ad/C, Distension — rozcigganie, Contraction — skurcz, ATP — adenozynotrojfosforan,
NO - tlenek azotu, PGs — prostaglandyny, TKs — tachykininy, (+): wptyw aktywyjacy, (-): wptyw
hamujacy [43. Andersson KE.: Bladder activation: afferent mechanisms. Urology 2002; 59 (5
Suppl. 1): 43-50.].

szeregu receptoréw 1 kanatow jonowych [5, 20].
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Urotelium moduluje funkcje aferentnych i eferentnych widkien nerwowych oraz
migs$ni gladkich za posrednictwem uwalnianych mediatoréw stanu zapalnego
(neurokinin, prostaglandyn), czynnikéw wzrostu (NGF — nerve growth factor)
oraz neuropeptydéw w odpowiedzi na bodziec mechaniczny i nocyceptywny.
Powyzsze czynniki sprawiaja, ze urotelium moduluje aktywnos¢ (i
prawdopodobnie ,,kodowanie chemiczne”) obwodowych witdkien nerwowych
[21, 22]. Obecnie coraz wigksza rol¢ w patogenezie OAB przypisuje si¢
purynergicznym widéknom czuciowym, ktorych zasadniczym transmiterem jest
ATP, oddziatywujacy w pecherzu i cewce moczowej na szereg podtypoéw
receptoréw purynergicznych, zaréwno klasy PX jak i PY. Wazna rolg spetniaja
wlokna nerwowe wykazujacym ekspresje  polimodalnych  receptorow
waniloidowych klasy TRPV1 [9, 23, 24]. Ponadto istotne wydaja si¢ by¢
receptory tachynikinowe (NK-1 i1 NK-2) oraz receptory dla prostacykliny
zidentyfikowane na zakonczeniach wtokien nerwowych typu C [25, 26]. Odkryte
ostatnio przez Du 1 wsp. [27] receptory TRPA1 (Transient Receptor Potential ion
Channel of the Ankyrin type Al) zlokalizowane na aferentnych widknach typu C
unerwiajacych pecherz moczowy prawdopodobnie takze biora udziat w mechano-
i/lub nocycepcji. Wykazano, iz podaz agonistow TRPA1 prowadzi do rozwoju
nadaktywnos$ci pegcherza za posrednictwem tuku nerwowego mediowanego
wiloknami typu C. Dodatkowo, obserwacje Strenga i wsp. potwierdzaja ich
prawdopodobny udziat w transdukcji impulsacji aferentnej [28]. Mimo to rola
tych receptoréw w patogenezie OAB pozostaje niewyjasniona.

Wydaje sig, ze czutos¢ widkien C zalezy od stopnia ekspresji receptoréw
dla mediatoréw stanu zapalnego i czynnikow wzrostu. W patogenezie rozwoju

nadaktywnosci oraz nasilenia dolegliwo$ci w przebiegu OAB odgrywaja istotna
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role dwa zjawiska: proces sensytyzacji oraz lokalna efektorowa czynno$¢ wiodkien
nerwowych typu C. W procesie sensytyzacji dochodzi do zwigkszenia czutos$¢
tych wtokien na szereg bodzcéw dziatajacych na urotelium. Natomiast wzmozona
aktywacja wiokien C, a co za tym idzie nasilona lokalna efektorowa czynno$¢
tych wtokien prowadzi do rozwoju tzw. ,,zapalenia neurogennego” (Ryc.3.).

Wiadomo, ze nadwrazliwo$¢ wiokien aferentnych w przebiegu OAB objawia sig
nadmierna odpowiedzia na dzialanie agonistow, co moze intensyfikowac
dolegliwosci zgtaszane przez pacjentdéw z OAB. Yokoyama i wsp. [29] wykazali
zwigkszona odpowiedz na dziatanie agonistéw muskarynowych. Rowniez
Harrison 1 wsp. [30] zaobserwowali wystapienie nadwrazliwosci po podaniu
agonistow cholinergicznych oraz substancji otwierajacych kanaly potasowe w

mig$nidwce wypieracza.
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Ryc.3. Lokalna, efektorowa czynno$é aferentnych wlékien nerwowych typu C. Aktywacja
(waniloidy, bradykinina, jony H', etc.) widkien nerwowych wykazujacych ekspresje receptorow
waniloidowych (TRPV1) prowadzi do uwolnienia szeregu mediatorow (substancja P - SP, peptyd
kodowany genem kalcytoniny — CGRP, neurokinina A — NKA, etc.). Uwolnione neuromediatory
wplywaja m.in. na czynno$¢ naczyn krwionosnych, mastocytow oraz limfocytow prowadzac do
rozwoju tzw. ,,zapalenia neurogennego” i alergicznych reakcji o typie nadwrazliwosci.

Afferent nerve endings — zakonczenia nerwu czuciowego, Vanilloid receptor — receptor
waniloidowy (TRPV1), Vanilloid — waniloid (np. kapsaicyna, resiniferotoksyna), Blood vessel —
naczynie krwionos$ne, Vasodilatation and oedema — rozszerzenie naczyn i obrzek, Mast cell —
mastocyt, Lymphocyte — limfocyt, Release: histamine, NGF — nerve growth factor, interleukins —
uwolnienie: histaminy, czynnika wzrostu nerwow, interleukin, Hypersensitivity and allergy
reactions — nadwrazliwosc i reakcje alergiczne.

[97. Szallasi A, Blumberg PM.: Vanilloid (capsaicin) receptors and mechanisms. Pharmacol Rev
1999; 51: 159-212.].

1.2. Rola receptorow waniloidowych (TRPV1) czuciowych

zakonczen nerwowych pecherza moczowego

Polimodalne receptory uszkodzeniowe neuronow aferentnych TRPV1 sa
czujnikami potencjalnie uszkadzajacych bodZzcow takich jak: jony H',
anandamid, produkty lipooksygenazy, temperatura (> 43°C), zmiany skladu
moczu (spadek pH do 4,5 w przebiegu kwasicy ketonowej, wysoka osmolarnos¢:
2000mOsm/kg na skutek cukromoczu). Te btonowe integralne receptory
waniloidowe, ktorych naturalnym ligandem jest 8-metyl-N-vanillyl-6-nonamid
(KAPSAICYNA), zlokalizowane sa na nieselektywnych kanatach jonowych o
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wysokiej przepuszczalnosci dla Ca™ (Ryc.4.). Ich aktywacja poza indukcja
naptywu jonow wapnia, doprowadza do aktywacji mastocytéw, kinazy
proteinowej C, NADH-oksydoreduktazy oraz czynnika transkrypcji jadrowej
Bkga-1-kwasnej glikoproteiny [31]. Receptory TRPV1 sa nie tylko czujnikami
stopnia uszkodzenia §luzowki pecherza moczowego. Ich zwigkszona ekspresja na
neuronach czuciowych (tzw. wtoknach kapsaicyno-wrazliwych) spowodowana
przez mediatory bolowe, jak adenozynotrdjfosforan, bradykinina, prostaglandyny
(PGE,), prowadzi do sensytyzacji wtokien czuciowych (rozwo6j nadwrazliwosci
trzewnej), w konsekwencji prowadzac do zaburzen czynno$ciowych ze strony

dolnych drég moczowych (w szczegdlnosci pecherza moczowego).

Mechanizmy odpowiedzialne za sensytyzacje¢ 1 aktywacje kapsaicyno-wrazliwych

wldkien typu C nie zostaly w pelni wyjasnione. Do§wiadczenia Chuanga i wsp.

OCH;
OH

Capsaicin

Ryc.4. A. Agonista receptora TRPV1 — KAPSAICYNA. B. Struktura receptora
waniloidowego (TRPV1). Lancuchy aminokwasow przenikaja wielokrotnie btone komoérkowa
tworzac 6 petli (domen). Miedzy 5 a 6 domeng znajduje sie kanat jonowy. V, H, A, C, M, P —
miejsca wigzace odpowiednio dla: waniloid (np. kapsaicyna), jony H', kinaza proteinowa A,
kinaza proteinowa C, CaMKII (kinaza biatkowa zalezna od wapnia i kalmoduliny), PtdIns(4,5)P,
(bifosforan  4,5-fosfatydyloinozytolu). Ca — miejsce aktywne regulujace stopien
przepuszczalno$ei dla jonéw wapnia. [31. Nagy I, Santha P, Jancso G, Urban L.: The role of the

Vanilloid (capsaicin) receptor (TRPV1) in physiology and pathology. Eur J Pharmacol. 2004;
500: 351-369.].

[32] oraz Vizzarda i wsp. [33] wskazuja na udzial mediatorow stanu zapalnego,
glownie czynnika wzrostu nerwow w procesie sensytyzacji tych widkien.

Mediatory te rowniez prowadza do zmian potranslacyjnych receptorow TRPV1,
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co moze skutkowa¢ zmniejszeniem progu pobudliwosci tych receptorow i
prowadzi¢ do ich sensytyzacji lub aktywacji. Fakt ten potwierdzaja badania na
myszach wykonane przez Catering i wsp. [34] oraz Davisa 1 wsp. [35]. W obu
przypadkach autorzy oceniali wplyw szeregu bodzcéw nocyceptywnych na
reakcje bolowa zwierzat wykazujac, iz stan zapalny tkanek obwodowych
zmniejsza prog bolowy na bodziec termiczny, natomiast nie ma wpltywu u
zwierzat pozbawionych receptoréw TRPV1.

Jak dotad uwazano, iz bezmielinowe witokna czuciowe typu C wykazujace
pozytywna ekspresj¢ TRPV1 nie biora udzialu w regulacji cyklu mikcyjnego w
warunkach fizjologii, gdyz sa niewrazliwe na bodzce mechaniczne [36]. Birder i
wsp. [37] w pracy na myszach pozbawionych receptora TRPV1 wykazali, ze u
takich zwierzat dochodzi do zwigkszonej czgstosci oddawania moczu oraz
zwigkszonej czgstosci skurczow o niskiej amplitudzie nie wywotujacych mikcji.
Obserwacje te jednoznacznie wskazuja na udziat receptorow TRPV1 w procesie
mikcji nie tylko w stanach patologicznych (np. stan zapalny pecherza

moczowego), ale rowniez w warunkach prawidlowych.

1.3. Patofizjologia pecherza nadaktywnego

Termin ,,pecherz nadaktywny” zawiera w sobie takie pojgcia jak
czgstomocz (wielokrotne oddawanie niewielkich ilosci moczu spowodowane
bolesnymi parciami, wywolanymi patologicznymi skurczami pecherza podczas
jego wypetniania), nokturia (czeste oddawanie moczu w nocy), parcie naglace
(naglta,  niepohamowana  potrzeba  oddania  moczu  spowodowana
nieprawidlowymi skurczami pecherza, pojawiajqcymi sie w trakcie jego

wypetniania) czy tez nietrzymanie moczu z powodu parcia naglacego
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(mimowolny, niedajqcy sie powstrzymac wyciek moczu spowodowany parciami
naglgcymi) lub obserwowane w badaniu urodynamicznym skurcze fazowe
wypieracza o dowolnej amplitudzie i1 czasie trwania. ICS opisuje dwa rodzaje
nadaktywnos$ci wypieracza: terminalna (jako pojedynczy niekontrolowany skurcz
wypieracza pojawiajqcy sie przy pojemnosci cystometrycznej pecherza, ktory nie
moze by¢ zahamowany i w wyniku, ktorego nastepuje nietrzymanie moczu) oraz
fazowa (jako charakterystyczny obraz fal w zapisie krzywych urodynamicznych,
mogqcy prowadzic¢ do nietrzymania moczu) [2].

Zaproponowana niedawno przez Flissera 1 wsp. [128] urodynamiczna
klasyfikacja pacjentow z OAB, opierajaca si¢ na ocenie obecnosci nadaktywnosci
wypieracza, odczuwania skurczu przez pacjenta i1 zdolnosci do zahamowania
skurczu, stata si¢ przydatna w wyborze metody leczenia OAB. Okresla ona 4
typy OAB. Typ 1: pacjent ma objawy OAB, ale brak niekontrolowanych
skurczéw wypieracza. Typ 2: stwierdza si¢ niekontrolowane skurcze wypieracza,
pacjent je czuje 1 jest w stanie skurczy¢ zwieracz, przez co zapobiega wyciekowi
1 hamuje skurcz wypieracza. Typ 3: wystepuja niekontrolowane skurcze
wypieracza, pacjent je czuje 1 jest w stanie skurczy¢ zwieracz i zapobiec
wyciekowi, ale nie potrafi zahamowa¢ skurczu wypieracza. W chwili, gdy
zwieracz zmgezy si¢, nastepuje wyciek. Typ 4: wystepuja niekontrolowane
skurcze wypieracza. Pacjent nie jest w stanie ani skurczy¢ zwieracza, ani
zahamowac¢ skurczu wypieracza. Oddaje mocz w niekontrolowany sposob.

Pojecie ,,pecherz nadaktywny” 1lub ,pecherz nadreaktywny” bywa
uzywane wymiennie z ,nadreaktywno$cia wypieracza”. Jakkolwiek pierwsze
okresla zespot objawow klinicznych, drugie natomiast oznacza obiektywnie

stwierdzone w badaniu urodynamicznym skurcze pe¢cherza podczas jego
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napetniania  (Ryc.5.). Rozbiezno$¢ terminologii  dotyczacej ,,pgcherza
nadaktywnego” i ,,p¢cherza nadreaktywnego” charakteryzujaca de facto t¢ sama
jednostke chorobowa, jaka jest OAB, wydaje si¢ wynika¢ z odmiennych
patofizjologicznych mechanizméw wywotujacych objawy OAB tj. ,,zbyt czesta

reakcje”, badz ,,zbyt intensywna reakcje” pecherza na dziatajace bodzce [38].

0:20 0:40 1:00 1:20 1:40 2:00 2:20 2:40 3:00 3:20 3:40 4:00 4:20

Ryc.5. Wielokanatowy zapis cystometryczny u pacjenta z idiopatycznym nadaktywnym
pecherzem moczowym, ukazuje szereg mimowolnych skurczéw miesnia wypieracza
(strzatki). C.Vol — ilos¢ podanego ptynu infuzyjnego, P — ciSnienie srodbrzuszne, P, —
ciSnienie wypieracza, P — ciSnienie $rodpecherzowe. [119. Walsh PC, Retik AB,

Vaughan ED, Wein AJ: ,,Campbell’s Urology”. 8"Edition Vol.2. Chapter 25. Urodynamic
evaluation Saunders, ElsevierScience, 2002.].

Patofizjologia OAB jest nadal stosunkowo malo poznana. Wsrod wielu
mechanizmow prowadzacych do rozwoju nadaktywnos$ci najistotniejsze wydaja
si¢ by¢: zmniejszenie hamujacego dziatania kory mozgowej, zwigkszenie
aktywno$ci unerwienia aferentnego, zmniejszenie wrazliwosci wypieracza na
uwalniana acetylocholing oraz nieprawidtlowa kurczliwo$¢ wypieracza —
niezalezna od uktadu nerwowego [39].

Etiopatogeneza nadreaktywnosci jest ztozona. Istnieje wiele teorii powstawania
nadreaktywnosci. Dwie najbardziej uznane to teoria miogenna, sugerujaca

zaburzenia w czynnosci skurczowej mig$nia wypieracza i jego nadwrazliwosci na
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bodzce oraz neurogenna, sugerujaca zaburzenia w unerwieniu pecherza
moczowego jako pierwotna przyczyng nadreaktywnosci [40, 41]. Poznanie
modulujacego wplywu urotelium na aktywno$¢ zakonczen nerwowych 1 komoérek
mig$niowych potwierdza, iz w kazdym przypadku nadreaktywnosci bierze udziat
czynnik neuronalny (receptory, szlaki nerwowe) oraz mig$niowy (miofibroblasty)
[42, 43]. Ponadto nadreaktywnos$¢ moze mie¢ podiloze psychosomatyczne (np. w
przebiegu depresji, nerwic lgkowych), zapalne (z powodu nawracajacych infekcji
dolnych drég moczowych) lub nieznane - nadreaktywno$¢ idiopatyczna.

Pierwsze do$wiadczenia z chorymi z powaznymi dolegliwosciami ze
strony dolnych drég moczowych dotyczyly pacjentow z uszkodzeniem rdzenia
kregowego. Teoria neurogenna nadreaktywnos$ci znalazta swoje potwierdzenie w
przypadku pacjentow po urazie rdzenia krggowego, u ktérych dochodzi do
aktywacji witokien nerwowych typu C 1 powstania krétkiego (rdzeniowego)
odruchu mikcji, bez modulujacego wplywu osrodkowego uktadu nerwowego
[23]. Podobnie nadmierna aktywno$¢ wypieracza moze wystapi¢ w przebiegu
uszkodzenia kory mozgowej, demencji, badz choroby Parkinsona na skutek
zniesienia centralnego hamowania fazy wypelniania i magazynowania procesu
mikcji. U okolo 58% chorych z choroba Parkinsona lub zespotami
Parkinsonowskimi w badaniu urodynamicznym stwierdza si¢ nadreaktywnos$¢
wypieracza [47]. Yokoyama 1 wsp. wykazali u szczurow z zawalem
niedokrwiennym kory moézgowej spadek pojemnosci cystometrycznej o 50% w
poréwnaniu z grupa kontrolnag [48]. Takze w przypadku stwardnienia rozsianego,
na skutek zmian demielinizacyjnych w obrgbie centralnego systemu nerwowego,
dochodzi do zmniejszenia pojemnosci cystometrycznej pecherza oraz pojawienia

skurczéw nadreaktywnego wypieracza.

20




Zgodnie z teoria miogenna, nadaktywno$¢ moze rozwina¢ si¢ na skutek
podpecherzowego utrudnienia w odplywie moczu (przeszkody) spowodowanego
tagodnym rozrostem gruczotu krokowego, zastawka cewki tylnej, dysfunkcja szyi
pecherza, nieprawidlowym dzialaniem zwieraczy podczas mikcji (brak synergii
wypieraczowo-zwieraczowej), badz znacznym obnizeniem przedniej Sciany
pochwy, jak rowniez zmianami pooperacyjnymi po leczeniu zabiegowym z
powodu nietrzymania moczu u kobiet [49]. Patofizjologia tych zmian jest wciaz
niejasna. Gtowna przyczyne upatruje si¢ w zaburzeniu funkcji samego migé$nia
wypieracza. Wiadomo, iz w przypadku przeszkody podpgcherzowej migsien
wypieracz wykazuje cechy przerostu objetosciowego ze zmniejszeniem ilosci
zakonczen nerwOw parasympatycznych — cholinergicznych [30]. Dochodzi do
zbliznowacenia jego $cian, spadku podatnosci i w konsekwencji do zwigkszenia
srodpecherzowych cisnien w fazie oprdzniania procesu mikcji. Prowadzi to do
spadku przeplywu krwi w obregbie $cian pecherza i aktywacji mechanizméw
odnerwienia  spowodowanego  ischemicznym  uszkodzeniem  splotow
srodsciennych. Odnerwienie ruchowe powoduje sensytyzacje migsniowki
gladkiej przez wzrost potencjatow blonowych i czesciowa depolaryzacje blony
komoérkowej migsniowki gtadkiej, co prowadzi do nadaktywnosci. W
eksperymentalnych modelach przeszkody podpecherzowej u szczurow wykazano
zwigkszenie gestosci unerwienia aferentnego i eferentnego oraz obecnos$ci
czynnika wzrostu nerwow [50]. Przyczyn tych zmian upatruje si¢ w procesach
niedokrwiennych 1 zwiazana z nimi hipoksja [30, 51].

U podstaw nadaktywnosci moze leze¢ tzw. zjawisko ,.kropli moczu w
cewce”. Jest ono szczegdlnie waznie u kobiet z wysitkowym nietrzymaniem

moczu, u ktérych u ponad 30% przypadkow stwierdza si¢ wspodlistniejaca
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nadreaktywnos$¢ wypieracza (posta¢ mieszana nietrzymania moczu). Zjawisko to
polega na przedostawaniu si¢ porcji moczu przez niewydolny aparat zwieraczowy
pecherza i cewki moczowej powodujac podraznienie chemiczne prowadzace do
odruchowego, nadaktywnego skurczu wypieracza oraz parcia naglacego, ktéremu
towarzyszy lub nie, nietrzymanie moczu. Odruch ten bierze udzial w prawidtowe]
fazie oprozniania pegcherza moczowego. Przeptyw moczu przez czesé
proksymalna cewki moczowej, przy rozluznionym zwieraczu, zwigksza cisnienie
srodpecherzowe, co utatwia mikcje [52]. Bump wykazat, iz podanie $rodka
miejscowo znieczulajacego (np. lidokainy) zmniejsza czgsto$¢ 1 amplitude
skurczéw wypieracza podczas perfuzji cewki moczowej, co potwierdza zjawisko
chemorecepcji cewkowe;j. [53].

Wykazano, ze depresja jest jedna z choréb zwigkszajacych ryzyko
powstania nadreaktywnosci. W jej przebiegu szczegolnie czesto dochodzi do
zaburzenia czynnos$ci szlakow 1 przewodnictwa serotoninergicznego, co
przypuszczalnie moze mie¢ wptyw na nieprawidtowe przewodzenie w obregbie
szlakow nerwowych unerwiajacych dolne drogi moczowe 1 w konsekwencji
zaburza¢ prawidlowy cykl mikcji [54]. Z przeprowadzonych badan
do$wiadczalnych na zwierzetach wynika, ze podaz agonistow receptoréw
serotoninergicznych redukuje aktywno$¢ uktadu parasympatycznego a nasila
uktadu sympatycznego 1 somatycznego, natomiast antagonisci maja dziatanie
przeciwne [55, 56]. Wielu pacjentéw leczonych z powodu nerwicy lgkowej cierpi
na dolegliwosci ze strony dolnych drog moczowych, w tym objawy sugerujace
nadaktywnos$¢. Jednak rola wymienionych schorzen w patofizjologii OAB nadal

pozostaje niewyjasniona [57].
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Omawiajac patofizjologi¢ OAB nalezy wspomnie¢ o pojgciu starzejacego
si¢ pecherza jako jednym z przyczyn nadreaktywnosci. Resnick 1 wsp. [58]
stwierdzili obecno$¢ objawow OAB u okoto 60% populacji starszych mezczyzn i
kobiet w os$rodkach opiekunczych. Na podstawie przeprowadzonych badan
urodynamicznych u tych chorych stwierdzono zmniejszona kurczliwo$¢ migsnia
wypieracza oraz jego nadreaktywnos$¢. Z wiekiem w pecherzu moczowym
dochodzi do szeregu zmian histopatologicznych, takich jak: zwigkszenie iloSci
nieprawidtowych potaczen miedzykomorkowych miocytow gladkich, zmian
niedokrwiennych oraz degeneracyjnych miocytéw 1 aksonow komorek
nerwowych [59]. German 1 wsp. [60] wykazali istnienie spontanicznej
aktywno$ci mechanicznej wynikajacej z nieprawidtowej struktury potaczen
miedzykomérkowych w przebiegu nadreaktywnosci spowodowanej denerwacja.

Kolejna hipoteza nadreaktywnos$ci jest zmniejszenie aktywnosci
estrogenowe] w grupie starszych kobiet [61]. Barta i wsp. [62] zaobserwowali
zmniejszona czulo§¢ migsnia wypieracza na aktywacje cholinergiczna 1
zmniejszona gestos¢ receptorow muskarynowych w pecherzach u szczurdéw po
podaniu estrogenéw. Nadal mato poznany jest wplyw hormondéw jajnikowych na
czynnos$¢ pecherza. Ich udziat sugeruje obecnos¢ receptorow estradiolowych w
komorkach zwojow czuciowych korzeni tylnych [63].

Zwigkszona  aktywacja  unerwienia  aferentnego w  przebiegu
nawracajacych infekcji dolnych drég moczowych wydaje si¢ by¢ przyczyna
zwigkszone] czestosci wystgpowania objawow OAB w tej grupie pacjentow.
Zapalenie moze powodowaé zmiany w przewodzeniu nerwowym na poziomie
narzadu docelowego, badz rdzenia kregowego [64]. Zwigkszona ekspresja

czynnika wzrostu nerwow, jak rowniez prostaglandyn i tachykin moze braé
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udziat we wzroscie impulsacji czuciowej prowadzac do skurczow wypieracza w

przypadku zakazenia uktadu moczowego [64, 65].

1.4. Doswiadczalne modele nadaktywnego pecherza

moczowego

Jak dotad opracowano kilka zwierzgcych modeli pgcherza nadaktywnego.
Rozwo6j nadreaktywnosci uzyskiwany jest dzigki dopecherzowej podazy szeregu
substancji draznigcych, indukujacych stan zapalny i/lub uszkodzenia bariery
sluzéwkowej pecherza moczowego takich jak: kwas octowy, ksylen, olej
musztardowy, terpentyna, dimetylosylfotlenek, siarczan protaminy, chlorek
potasu, kapsaicyna, adenozynotrojfosforan i cyklofosfamid [66-72].

Model pecherza nadaktywnego wywotany dootrzewnowa podaza
cyklofosfamidu (CYP — cyclophosphamide) indukujaca stan zapalny $cian
pecherza moczowego jest najlepiej poznanym i najczg$ciej wykorzystywanym
modelem w badaniach doswiadczalnych. Wyrézniamy trzy modele: ostry (rozwdj
nadaktywnosci zachodzi po uptywie 4 godz. od momentu podania CYP), podostry
(po 48 godz.) i przewlekty (po 7-10 dniach) [73, 74]. Akroleina, bedaca gtdwnym
metabolitem cyklofosfamidu, jest wydalana z moczem [75]. W obrgbie drog
moczowych pecherz moczowy jest najbardziej narazonym narzadem na drazniace
dzialanie akroleiny z uwagi na jego funkcje rezerwuarowa i zwiazana z tym
dhuzsza ekspozycje na toksyczne dziatanie metabolitéw CYP. Akroleina indukuje
obrzek, zapalenie i czgsto prowadzi do owrzodzen nabtonka drog moczowych. U
40% chorych terapia standardowa dawka CYP prowadzi do krwotocznego
zapalenia pecherza moczowego, zaburzen w oddawaniu moczu oraz

niekontrolowanych skurczow pe¢cherza. Ponadto opisano rzadkie przypadki
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nietrzymania moczu, refluksu moczowodowego oraz wtérnych nowotwordéw z
nabtonka urotelialnego [76-78]. Boucher 1 wsp. [79] zaobserwowali u szczuréw
po dootrzewnowej podazy CYP czgstsze oddawania matych objetosci moczu oraz
w przypadku modelu ostrego OAB, tzw. ,pain-related behaviour”
(charakterystyczna pozycja zwierzecia: zwinigcie w ,klebek”, zmniejszona
aktywno$¢  motoryczna  oraz  piloerekcja).  Dotychczasowe — badania
przeprowadzone na szczurach poddanych przewleklej podazy CYP wskazuja na
reorganizacj¢ kontroli neuronalnej procesu mikcji na skutek zmian czynno$ci
neurochemicznej [80, 81], witasnosci elektrofizjologicznych [82, 83] widkien
czuciowych oraz reorganizacji szlakow nerwowych na poziomie rdzenia [84].
Ponadto, pgcherze moczowe u szczuréw leczonych CYP wykazuja znaczne
uszkodzenia bariery Sluzowkowej, co skutkuje wzrostem przepuszczalnosci dla
wody, mocznika 1 innych skladnikow zawartych w moczu (szczegdlnie kinin).
Zwiazki te moga poprzez aktywacje podsluzéwkowych zakonczen widkien
aferentnych (gtownie typu C), komoérek urotelium oraz miocytow gladkich
mig$nia wypieracza, przyczynia¢ si¢ do nasilenia objawow OAB [74].
Nadreaktywno$§¢ w przebiegu stanu zapalnego pecherza moczowego
prawdopodobnie spowodowana jest przez sensytyzacj¢ mechanoreceptorow
wlokien aferentnych i/lub aktywacje ,,niemych” wiokien aferentnych typu C,
ktore w warunkach prawidtlowych sa nieaktywne na bodziec mechaniczny [84,

85].

1.5. Wyniki dotychczasowych badan
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1.5.1. Kapsaicyna a czynno$¢ widkien typu C 1 aktywnosé
motoryczna pecherza moczowego
Kapsaicyna, pierwotnie uzyskiwana z pieprzu i ostrej papryki rodzaju
Capsicum annuum (odpowiedzialna za ostry smak tych przypraw), obecnie jest
otrzymywana takze za pomoca syntezy chemicznej. Jej wiasciwosci
przeciwbolowe byly znane i wykorzystywane juz przez Inkéw w XII wieku. Po
raz pierwszy zostata wyizolowana z owocu papryki czerwonej w 1846 roku, a w
1930 roku dokonano jej sztucznej syntezy na drodze chemiczne;.
Wykazanie istnienia tzw. aferentnych, kapsaicyno-reaktywnych witokien
nerwowych typu C odpowiedzialnych za reorganizacje odruchu mikcji po urazie
rdzenia krggowego rozpoczglo erg neurotoksyn w leczeniu zachowawczym
zaburzen czynno$ciowych dolnych drog moczowych, w szczegdlnosci OAB. To
odkrycie umozliwilo zastosowanie neurotoksyny selektywnej wobec witokien
typu C — kapsaicyny. Pierwsze doniesienie o dopgcherzowym zastosowaniu
kapsaicyny w przypadku OAB zostato opublikowane w 1989 roku [86]. Trzy lata
pozniej Fowler 1 wsp. [87] potwierdzili jej korzystne dziatanie u chorych z OAB.
Dalsze badania doswiadczalne na zwierz¢tach doprowadzily do odkrycia
receptora waniloidowego TRPV1. Okazalo sig, ze kapsaicyna dzialajac
agonistycznie za posrednictwem receptora TRPV1 poczatkowo powoduje
pobudzenie aferentnych witokien typu C, a nastgpnie prowadzi do neurolizy i
porazenia transmisji czuciowej w zakresie tych wiokien [8, 88]. W fazie
pobudzenia dochodzi do naglego, masowego wydzielania neuropeptydow z
zakonczen nerwowych, co indukuje bol, wzrost przeptywu krwi i
przepuszczalno$ci naczyniowej, wzrost aktywnosci wydzielniczej oraz obrzgk

otaczajacych tkanek. T¢ kaskade szeregu nastepujacych po sobie procesow,
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wywotana nadmiernym ,,wyrzutem” neuropeptydow z zakonczen nerwowych,
okresla si¢ mianem zapalenia neurogennego. Faza pobudzenia spowodowana
podaza kapsaicyny oczywiscie prowadzi do nasilenia dolegliwos$ci pecherzowych
(par¢ naglacych) oraz wzmaga czucie bolu. To spowodowalo poszukiwanie innej
neurotoksyny, niemajacej dziatania pobudzajacego. Wykryta resiniferotoksyna
(RTX - resiniferotoxin), dziatajaca takze za posrednictwem receptoréw TRPV1
wywotuje jedynie porazenie neuronéw 1 dodatkowo prowadzi do zmiany
fenotypu komorek nerwowych (tzw. zjawiska plastycznosci neuronalnej -
zdolno$ci adaptacyjnej unerwienia do zmian struktury anatomicznej i
histologicznej unerwionych przez nie narzadéw). Dzigki tym wiasciwosciom
RTX znalazta szersze niz kapsaicyna zastosowanie, m.in. w leczeniu neurogennej
1 nieneurogennej nadreaktywnos$ci wypieracza oraz $srodmiazszowego zapalenia
pecherza moczowego. Efektywno$§¢ RTX zostata potwierdzona w wielu
badaniach klinicznych 1 waha si¢ w granicach 45-66% w zalezno$ci od rodzaju
schorzenia [89, 90].

Dopecherzowa  podaz  agonistow  receptorow  TRPV1  (kapsaicyny,
resiniferotoksyny) nasila aktywnos$¢ skurczowa migsniowki gladkiej pecherza
moczowego 1 prowadzi do rozwoju zapalenia neurogennego w obrebie jego $cian
[91, 92]. Najstarsza powszechnie akceptowana hipoteza tego zjawiska zaklada
bezposrednia aktywacj¢ kapsaicyno-wrazliwych aferentnych wtokien nerwowych
w warstwie pods§luzowej (za posrednictwem receptoréw TRPV1), prowadzac do
uwalniania substancji P, ktéra to prowadzi do sensytyzacji komorek migsniowych
prowadzac do wzrostu jej kurczliwosci [93]. Pozniejsze badania prowadzone na
zwierzgtach przez Fergusona i wsp. [94] oraz Birdera i wsp. [95] wykazaty

obecnos¢ dodatkowych receptorow TRPV1 w urotelium, ktérych aktywacja
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prowadzi do uwalniania ATP i w konsekwencji stymulacji zakonczen aferentnych
posiadajacych na swej powierzchni receptory P2Xs;. Rozciaganie mechaniczne
pecherza aktywuje witokna nerwowe wykazujace pozytywna ekspresje TRPV1
bezposrednio lub za posrednictwem ATP uwalnianego z urotelium. Wyniki badan
przeprowadzonych przez de Groata i wsp. [96] oraz Fowlera [97] wskazuja, ze u
podstaw patogenezy patologicznego odruchu mikcyjnego charakteryzujacego si¢
nietrzymaniem moczu z powodu parcia, zmniejszeniem pojemnosci pecherza i
okresowo refluksem moczowodowym lezy proces sensytyzacji kapsaicyno-
wrazliwych widkien nerwowych typu C spowodowany stanami zapalnymi, badz
urazem rdzenia kregowego. Selektywna denerwacja zakonczen czuciowych
wywotana przez dopecherzowa podaz kapsaicyny lub resiniferotoksyny
zmniejsza stopien nasilenia dolegliwosci w przebiegu wielu chordb
czynno$ciowych pecherza moczowego na skutek znoszenia rdzeniowego,
mediowanego witoknami typu C, odruchu mikcji w rezultacie prowadzac do
zmniejszenia czgstosci oprozniania pecherza i zwigkszenia pojemnosci pecherza
[98-102].

Skutkiem dziatania kapsaicyny jest wystepowanie dolegliwosci w trakcie jej
dopecherzowego podawania, pomimo to neurotoksyna ta jest gldwnie
wykorzystywana jako narzedzie farmakologiczne w doswiadczalnych badaniach
nad czynnoscia wiokien typu C, dzigki jej wysokiej swoistosci wzgledem

receptorow TRPV1.

1.5.2. Lidokaina a czynno$¢ witdkien typu C 1 aktywnos$é

motoryczna pecherza moczowego
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Lidokaina jest lekiem przeciwbdlowym typu amidowego shluzacym do
miejscowego znieczulania. Mechanizm jej dzialania polega na odwracalnym
zahamowaniu przewodnictwa impulsow we widknach nerwowych (szczegdlnie
typu C) poprzez blokowanie pompy sodowo-potasowej i1 zahamowanie
przepuszczalno$ci blony neuronu dla jondw sodu oraz poprzez stabilizacje blony
komorki nerwowej [103, 104].

Liczne obserwacje kliniczne wykazaty, ze lidokaina zmniejsza stopien
nasilenia fazy pobudzenia aferentnych widkien nerwowych typu C, prowadzac do
ztagodzenia dolegliwos$ci odczuwanych przez pacjenta (bol pecherza, parcia
naglace, uczucie pieczenia/palenia w podbrzuszu) w trakcie dopegcherzowej
instylacji kapsaicyny, dzigki czemu znalazta zastosowanie w terapii OAB [105-
107]. Ponadto zmniejsza ona ryzyko wystapienia dysrefleksji autonomicznej
indukowanej kapsaicyna, szczegolnie u pacjentow po urazie rdzenia krggowego
w odcinku szyjnym [108]. Badania Dasgupta i wsp. [109] przeprowadzone wsrod
pacjentow z OAB potwierdzity, iz dopecherzowa podaz lidokainy blokuje
przewodnictwo  nocyceptywne z  pecherza ~moczowego  zmniejszajac
nieprzyjemne doznania podczas instylacji kapsaicyny, zarazem nie wplywajac na
jej skuteczno$¢. Dodatkowo znalazta zastosowanie w terapii Srodmiazszowego
zapalenia pgcherza moczowego [110]. Badania doswiadczalne na zwierzetach
oraz urodynamiczne u ludzi po urazie rdzenia krggowego oraz ze schorzeniami
naczyn mézgowych wykazaly, ze lidokaina zmniejsza aktywno$¢ skurczowa i
zwigksza pojemnos¢ pecherza moczowego [111-113]. Z kolei Oh 1 wsp. [114] w
do$wiadczeniu in vitro ocenili wplyw anestetykow miejscowych (m.in. lidokainy)
na aktywnos$¢ skurczowa migsniowki ludzkiego pecherza moczowego.

Zaobserwowali ich wplyw hamujacy na aktywno$¢ skurczowa migsniowki
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indukowana chlorkiem potasu, karbacholem, badz stymulacja polem
elektrycznym. Ponadto wykazali, ze mniejsze dawki lokalnego anestetyku
hamuja odpowiedz skurczowa migsnidéwki pecherza indukowana impulsami
nerwowymi, natomiast wicksze hamuja odpowiedz pochodzenia nie-
neurogennego (KCIl, karbachol). Powyzsze obserwacje wskazuja na zlozono$¢
mechanizmow dziatania $rodkéw znieczulenia miejscowego na czynno$c
mig$niowki pecherza moczowego.

Z kolei molekularne mechanizmy tlumaczace brak pobudzenia zakonczen
nerwowych typu C po ekspozycji na lidokaing nadal pozostaja do konca
niewyjasnione. Jak dotad uwazano, ze lidokaina wplywa na funkcje komodrek
nerwowych poprzez zmiang przepuszczalnosci kanatow jonowych dla sodu i
wapnia. Hipoteza zaproponowana, przez Crafta i wsp. [115] mowi, ze proces
pobudzenia komorki zalezy glownie od naptywu jonéw Na', podczas gdy naptyw
jonow Ca"™ przewaza w zjawisku desensytyzacji. Hipoteze t¢ potwierdzaja
badania przeprowadzone na zwierzgtach. Otéz Craft 1 wsp. [116] obserwowali, iz
niespecyficzny broker kanaléw jonowych (czerwien rutenowa - Rutenium red)
zatrzymuje napltyw jonow Ca™ i Na' do komorki nerwowej jednocze$nie
zapobiegajac jej pobudzeniu i1 desensytyzacji. Z kolei Catteralla i wsp. [117]
wykazali, ze blokery kanatow sodowych (lidokaina, tetrakaina) jedynie
zapobiegaja  depolaryzacji komodrek nerwowych. Natomiast badania
eksperymentalne Lefflera i wsp. [107] wykonane na myszach i1 szczurach in vitro
oceniajace wplyw lidokainy na czynno$¢ widkien czuciowych podwazaja
dotychczasowe tezy tlumaczace brak fazy pobudzenia po podaniu lidokainy.
Autorzy ci wykazali, iz lidokaina aktywuje zakonczenia aferentne typu C za

posrednictwem receptoréw waniloidowych: TRPV1 a w mniejszym stopniu
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TRPAI1 oraz indukuje uwalnianie peptydu kodowanego genem kalcytoniny z
izolowanej skory 1 zakonczen nerwowych. Fakty te czg§ciowo tlumacza
przyczyng bolu odczuwanego przez pacjentow podczas podazy lidokainy.
Ponadto zaobserwowali ,gleboka” desensytyzacje witokien typu C po
przedtuzonej ekspozycji tych wtokien na lidokaing, a w przypadku powtarzalnych
ekspozycji dochodzito do rozwoju tachyfilaksji, czyli zjawiska utraty wrazliwosci

receptoréw 1/lub komorki na czynnik aktywujacy.

2. ZALOZENIA PRACY
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Wyniki  dotychczasowych badan nad doswiadczalnym pecherzem
nadaktywnym wskazuja na wzmozony rdzeniowy odruch mikcji spowodowany
sensytyzacja aferentnych wiokien nerwowych typu C oraz rozwdj zapalenia
neurogennego, jako mechanizmy ,,wiodace” w patogenezie nadaktywnego
pecherza moczowego [84, 85]. Terapia dopecherzowa przy uzyciu kapsaicyny,
badz lidokainy tylko cze$ciowo zmniejsza dolegliwosci pecherzowe [89, 109].
Obserwacje te sugeruja obecno$¢ dwoch rodzajow wiokien aferentnych typu C:
kapsaicyno — wrazliwych 1 kapsaicyno - opornych w S$luzowce pecherza. W
zwiazku z tym, spodziewanym efektem dopegcherzowej podazy kapsaicyny i
lidokainy u zwierzat z OAB jest zmniejszenie stopnia nadreaktywno$ci mig$nia
wypieracza pgcherza moczowego oraz poprawa parametrow cystometrycznych.
Wykazanie tych zalezno$ci bedzie potwierdzeniem polimodalnego charakteru
wilokien typu C i ich udzialu w patogenezie OAB. Dodatkowo, przedmiotem
zainteresowania niniejszej pracy jest ocena tzw. lokalnej ,,efektorowej” czynnosci
wilokien typu C w mechanizmie zapalenia neurogennego, polegajacej m.in. na
aktywacji szeregu komorek zapalnych za posrednictwem uwolnionych
neurotransmiterow z ich zakonczen [97]. Spodziewany wzrost stopnia nasilenia
stanu zapalenia w obrebie $cian pgcherza moczowego dodatkowo potwierdzi rolg

tych wiokien w patogenezie OAB.
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3. CEL PRACY

Celem pracy jest ocena udziatu aferentnych widkien nerwowych typu C w
patogenezie nadaktywnego pecherza moczowego i regulacji procesu mikcji

w jego przebiegu podczas badania urodynamicznego.

Pomocnicze cele:

Podczas eksperymentu zostaty ocenione:

1) wplyw ostrej 1 przewleklej podazy cyklofosfamidu na aktywnos$¢
motoryczna pgcherza moczowego i1 stopien nasilenia stanu zapalnego w
obregbie jego $cian,

2) wpltyw dopecherzowej instylacji kapsaicyny na aktywno$¢ motoryczna
pecherza moczowego u osobnikow zdrowych oraz z przewlektym OAB,

3) wplyw dopecherzowej instylacji lidokainy na aktywno$¢ motoryczna

pecherza moczowego u osobnikdéw zdrowych oraz z przewlektym OAB.
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4. MATERIAL I METODYKA BADAN

Wszystkie opisane ponizej procedury zostaly przeprowadzone w
laboratorium Katedry Patofizjologii Collegium Medicum Uniwersytetu
Jagiellonskiego ~w  Krakowie  (Polska).  Przeprowadzane  procedury
eksperymentalne zostaly zaakceptowane przez Komisje Etyczna ds. Doswiadczen

na Zwierzetach Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie.

4.1. Zwierzeta

Do badan uzyto ogotem 66 szczuréw rasy Wistar, o masie ciata 200-275g.
Wszystkie badania zostaty przeprowadzone na osobnikach pftci zenskiej, z uwagi
na mniejsze ryzyko uszkodzenia aparatu zwieraczowego cewki moczowej i
pecherza moczowego podczas cewnikowania pecherza moczowego przez cewke
moczowa, W porownaniu z osobnikami ptci meskiej. W zgodzie z zasadami
protokotu doswiadczen eksperymentalnych zwierzgta przebywaty w suchych,
klimatyzowanych pomieszczeniach, o stalej temperaturze 25°C i wilgotnos$ci oraz
12-godzinnym naswietleniu periodycznym. Zwierzgtom zapewniono pojedyncze,
codziennie wymieniane klatki oraz swobodny dostgp do wody i standardowej
paszy (Labofeed, Kcynia, Polska). Na 16 godzin przed kazda procedura

chirurgiczna zwierzgta byly pozbawiane pokarmu.

4.2. Znieczulenie

Zwierzg¢ta byly znieczulane przy uzyciu wodnego roztworu uretanu,
podawanego dootrzewnowo, co zapewnialo szybka indukcj¢ oraz tatwe
wyprowadzenie zwierzgcia z narkozy [120]. Do zabiegdéw operacyjnych i badania

cystometrycznego stosowano uretan w dawce naleznej (1,2 g/kg m.c.). Natomiast
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przed dopgcherzowa instylacja kapsaicyny w ilosci 1/3 dawki naleznej (0,4 g/kg
m.c.), z uwagi na jego potencjalne toksyczne wlasciwosci. Wyniki
dotychczasowych badan wskazuja, iz ten typ znieczulenia w najmniejszym
stopniu zaburza fizjologiczny proces mikcji w porownaniu z innymi $rodkami
anestetycznymi, tj. ketamina i ksylazyna, pentobarbital, izofluran, propofol.
Jakkolwiek wykazano, iz uretan prowadzi to niewielkiego zmniejszenia
pojemnos$¢ pecherza moczowego w poroOwnaniu z osobnikami przytomnymi
[121]. Natomiast nie wptywa na aktywnos$¢ skurczowa migsnia wypieracza oraz
nie wykazuje dzialania depresyjnego na faze oprozniania procesu mikcji [122,
123]. W naszych badaniach wykorzystany zostal nastgpujacy preparat: uretan -

Urethane (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA).

4.3. Grupy badawcze

Wszystkie zwierzeta wilaczone do eksperymentu zostaly losowo
przydzielone do o$miu grup badawczych, u ktorych przeprowadziliSmy badanie
cystometryczne w znieczuleniu ogélnym przy uzyciu 0,9% roztworu NaCl (z
wylqczeniem Grupy VIII — grupa ,,sham”). Dodatkowo pobrano pecherze moczowe
osobnikow z grupy I, 11, IIT 1 VIII celem oceny stopnia nasilenia stanu zapalnego
w obrgbie ich $cian (Ryc.8.).

Grupa I: grupa kontrolna (n=12).

Grupa II: model ostry OAB (n=12): otrzymywatla jednorazowo CYP w dawce
200mg/kg m.c.

Grupa III: model przewlekly OAB (n=12): otrzymywata CYP 4-krotnie: w 1,

3,5, 7 dniu eksperymentu; w dawce 75 mg/kg m.c.
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Grupa IV: model przewlekly OAB z dopecherzowg instylacja kapsaicyny
(n=6): otrzymywata CYP 4-krotnie: w 1, 3, 5, 7 dniu eksperymentu; w dawce 75
mg/kg m.c. oraz kapsaicyng jednorazowo w 7 dniu eksperymentu.

Grupa V: model przewlekly OAB z dopecherzowg instylacja lidokainy (n=6):
otrzymywata CYP 4-krotnie: w 1, 3, 5, 7 dniu eksperymentu; w dawce 75 mg/kg
m.c. oraz lidokaing jednorazowo w 8 dniu eksperymentu.

Grupa VI: grupa kontrolna z dopecherzowg instylacja kapsaicyny (n=6):
otrzymywata jednorazowo kapsaicyne.

Grupa VII: grupa kontrolna z dopecherzowa instylacja lidokainy (n=6):
otrzymywatla jednorazowo lidokaing.

Grupa VIII: grupa kontrolna ,,sham” (n=6).

4.4. Procedura chirurgiczna
4.4.1. Implantacja cewnika cystometrycznego do pegcherza

moczowego

Po zastosowaniu znieczulenia ogdlnego 1 przygotowaniu pola
operacyjnego cigciem posrodkowo-dolnym powtok brzusznych, dtugosci 1,5 cm,
dotarto na tepo do przestrzeni przedotrzewnowej i wypreparowano pecherz
moczowy od otaczajacych tkanek. Nastepnie w szczycie pecherza moczowego,
ku tytowi od wigzadta pgpkowego posrodkowego, wykonano nacigcie dtugosci
Imm, przez ktére do $Swiatta pecherza moczowego wprowadzono polietylenowy
cewnik (Srednica zewnetrzna: 0,97mm, Srednica wewnetrzna: 0,58mm; BALT,
Polska), ktéry zostat umocowany szwem kapciuchowym przy uzyciu nici
chirurgicznej 4-0 1 igly khujacej: 1/2¢, 10 mm (Silkam, BBraun, Tuttlingen),

wedlug powszechnie przyjetego schematu [120].
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4.4.2. Pobranie pgcherza moczowego do badania histologicznego

Celem procedury bylo uzyskanie materialu do oceny stopnia nasilenia
stanu zapalnego w obrgbie ich §cian. Pecherze moczowe o rownej liczebnosci
zostaly pobrane w czterech grupach: I, II, III, VIII (n=6). Procedura zostata
wykonana bezposrednio po zakonczeniu badania cystometrycznego, po
uprzednim usmierceniu zwierzg¢cia przez przedawkowanie lekow znieczulajacych
(Pentobarbital 200 mg/kg m.c., dootrzewnowo), zgodnie z wytycznymi American

Public Health Service in Bowman School of Medicine [124].

4.5. Podaz srodkow farmakologicznych

4.5.1. Zwierzecy model nadaktywnego pecherza moczowego

Cyklofostamid - CYP (Endoxan, BaxterOncology, Niemcy) byt podawany
dootrzewnowo w postaci roztworu wodnego (200mg/5ml) w schemacie ostrym
(jednorazowo w dawce 200 mg/kg m.c. [73]) 1 przewlektym (4-krotnie w dawce
75 mg/kg m.c w 1, 3, 5, 7 dniu eksperymentu [120]). Powyzsze schematy podazy
CYP umozliwity uzyskanie ostrego i przewleklego stanu zapalnego pecherza

moczowego prowadzacego do rozwoju jego nadaktywnosci.
4.5.2. Desensytyzacja aferentnych widkien nerwowych typu C

W  znieczuleniu og6lnym, dopgcherzowej instylacji 1mM roztworu
kapsaicyny (CAP - capsaicin) dokonywano przy uzyciu polietylenowego cewnika
(Srednica zewnetrzna: 0,97mm, Srednica wewnetrzna: 0,58mm; BALT, Polska)
wprowadzanego przez cewke¢ moczowa. Kazdorazowo podawano dopgcherzowo
ImM roztwdr CAP o objetosci 0,3 ml (grupa kontrolna), badz 0,2ml (zwierzgta z
OAB) z predkoscia podazy 0,15 ml/min. Po uptywie 15 minut od momentu

zakonczenia instylacji ewakuowano roztwdér CAP przez delikatny ucisk
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podbrzusza, a nastepnie ptukano pecherz moczowy przy uzyciu 0,5 ml soli
fizjologicznej (0,9% NaCl) z predkoscia 0,15 ml/min. Podazy CAP dokonano
wedlug schematu opisanego przez Komiyama i wsp. [125], z wlasna modyfikacja
dotyczaca objetosci, szybkosci podazy i czasu instylacji roztworu kapsaicyny. Po
uptywie 24 godzin od momentu zakonczenia instylacji rozpoczynano procedurg

badania cystometrycznego (Ryc.6.).

Do sporzadzenia roztworu kapsaicyny wykorzystane zostaly nastgpujace preparaty:
kapsaicyna — Capsaicin (Sigma-Aldrich, Niemcy) oraz specjalnie przygotowany rozpuszczalnik z
0,9% roztworu NaCl (BaxterTerpol, Polska) [80%], Tween 80 (Sigma-Aldrich, Niemcy) [10%]
oraz absolutnego roztworu alkoholu etylowego [10%]. W nawiasach kwadratowych podano,

wyrazony w procentach, objetosciowy udziat poszczegolnych sktadnikow w rozpuszczalniku.

4.5.3. Podaz srodka miejscowo znieczulajacego — lidokainy (LDK)

W znieczuleniu ogdélnym dokonywano dopgcherzowsa instylacje 0,3 ml
(grupa kontrolna), badz 0,2 ml (zwierz¢ta z pgcherzem nadaktywnym) 2%
roztworu LDK, z predkoscia podazy 0,15 ml/min., przy uzyciu polietylenowego
cewnika (Srednica zewnetrzna: 0,97mm, Srednica wewnetrzna: 0,58mm,; BALT,
Polska) wprowadzanego przez cewke moczowa. Po uplywie 30 minut od
momentu zakonczenia instylacji ewakuowano roztwor LDK przez delikatny ucisk
podbrzusza 1 rozpoczynano procedur¢ badania cystometrycznego (Ryc.6.).
Podazy LDK dokonano wedtug schematu opisanego przez Avelino i wsp. [126], z

wlasna modyfikacja dotyczaca objgtosci roztworu lidokainy.

Wykorzystano nast¢pujacy preparat: lidokaina — roztwér 20mg/ml, Lignocainum

hydrochloricum 2% (Polfa, Warszawa, Polska).
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4.6. Schemat badania

Podczas eksperymentu oceniona zostata aktywno$¢ motoryczna pgcherza

moczowego oraz stopien nasilenia stanu zapalnego w obrgbie jego Scian w

r6znych protokotach patofizjologicznych.

4.6.1. Ocena aktywnos$ci motorycznej pecherza moczowego

W znieczuleniu ogdlnym, celem oceny aktywnos$ci motorycznej pgcherza

moczowego, zostalo przeprowadzone badanie cystometryczne po uptywie 1

godziny od momentu implantacji cewnika cystometrycznego w pgcherzu.

" Pecherz
‘_"\ MOCTOwWy

()

Trojkranik 2

cystometryczny Tréjkranik 1

Pompa nfuzyina

Q,OQ QP

Przetwornik
cisnienioey

Przedwzrmacriacz

Wzmacriacz

E omputer

Oprogramowatie
FowerLab/85F

Ryc.6. Schemat aparatury do badania cystometrycznego u szczuréw.

Cewnik potaczono za posrednictwem dwoéch trojkranikow z pompa infuzyjna

(Unipan340A, Polska), zapewniajaca stala predkos$¢ podazy ptynu infuzyjnego o

wartosci réwnej 0,046 ml/min., przetwornikiem ci$nieniowym (UFI, MorroBay,

CA, USA) oraz systemem wzmacniaczy: wzmacniacza podstawowego ML110-
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BridgeAmp (ADInstruments, Australia) 1 przedwzmacniacza
DualBioAmp/Stimulator (ADInstruments, Australia), przeksztatcajacym wahania
ci$nienia $rodpgcherzowego na impulsy elektryczne. Uzyskane impulsy byly

monitorowane 1 analizowane przy uzyciu oprogramowania PowerLab/8SP

| ‘\m  ‘

'\‘\

Ryc.7. Stanowisko badawcze.

(ADInstruments, Castle Hill, Australia) (Ryc.6., Ryc.7.) [74].

Badanie cystometryczne zostato przeprowadzone odpowiednio w:

Grupie I: w 1 dniu eksperymentu,

Grupie II: w 1 dniu eksperymentu, po uptywie S5h od podania CYP,

Grupie III: w 8 dniu eksperymentu, po uptywie 24h od podania 4-¢j dawki CYP

Grupie IV: w 8 dniu eksperymentu, po uptywie 24h od podania 4-e¢j dawki CYP i
dopegcherzowej instylacji CAP,

Grupie V: w 8 dniu eksperymentu, po uptywie 24h od podania 4-¢j dawki CYP,
w tym 30 min. po dopgcherzowej instylacji LDK,

Grupie VI: w 2 dniu eksperymentu, po uptywie 24h od dopgcherzowej instylacji

CAP,
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Grupie VII: w 1 dniu eksperymentu, po uplywie 30 min. od dopecherzowe;j

Tdzied

1 zodz.
orepat (] - —— >
..-'l CZAas
1 dzien 4 ondz 1 godz.
Grupa It = = ’{}i R >
h cZas
3 5 3 dzien
1 * * a ! 23 godz, l 1 godz
Grupa ITI O —
8 dzien
! * 3 * 5 * I 23 godz, 1 gndz
Grupa IV - I—(jll—_—bczas
3 7 3 dzien
! x * ° * 23 godz, Nff 30 win.
Grupa ¥V )
e CczZas
1 ; 2 dzien
23 godz,
Grupa VI I—( }Iﬂ— -
o CZAas
Tdzien

- 30 min.
Grupa VII| o >
N oZas

'I\.:' Frieczulenie dawkg nalezng uretanu (1,2 akg m.c.) s inplartacia cevenika [l Cystometria * 45 godz.
200 moky mo. CYP . 75 mohg mae. CYP ip. .Znieczulenie 113 dawki nalezne] uretanu (04 gkg m.c.)
nstylacia kapsaicyny ™ natyvlacia lidokainy

Ryec.8. Protokoly eksperymentalne w poszczegélnych grupach badawczych.

instylacji LDK (Ryc.8.).

Analizie poddano 5 kolejnych cykli mikcyjnych w poszczegolnych grupach
badawczych (I-V, VII), po uzyskaniu stabilno$ci zapisu, oceniajac nastepujace
,podstawowe” parametry cystometryczne (Ryc.9.):

1. $rodpecherzowe ci$nienie bazalne (BP — basal pressure): ci$nienie
wypieracza bezposrednio po skurczu wypieracza wywolujacego wyciek
moczu [cmH,0],

2. $rodpecherzowe cisnienie progowe (PT — threshold pressure): ci$nienie
wypieracza bezposrednio przed skurczem wypieracza wywotujacego wyciek
moczu [cmH,0],

3. $rodpecherzowe cisnienie szczytowe (MVP — micturition voiding pressure):

maksymalne ci$§nienie generowane przez wypieracz podczas mikeji [cmH>O],
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4. okresy miedzyskurczowe (ICI — intercontraction interval): okres pomigdzy
dwoma kolejnymi skurczami wypieracza wywotujacymi wyciek moczu
[min.],

5. podatnos¢ S$ciany pecherza (Compliance): wskaznik obrazujacy relacje
pomigdzy zmiang objgtosci pecherza, a zmiang ci$nienia wypieracza.

Obliczamy ja ze wzoru: Compliance = fBC / TP-BP [ml/cmH,0],

MIKCJA MVP
PT \ /

BP

ICI
fBC

Ryc.9. Parametry opisujace cykl mikcyjny.

6. czynnosciowa pojemnos$¢ pecherza (fBC — functional bladder capacity):
objetos¢ bezposrednio przed skurczem wypieracza wywolujacego wyciek
moczu [ml]. Obliczamy ze wzoru: ICI [min] X Viy [ml/min.]. Vi — predkos¢
podazy ptynu infuzyjnego.

Ponadto oceniono wspotczynniki (,,dodatkowe” parametry cystometryczne) jak

dotad nie wykorzystywane do oceny urodynamicznej u zwierzat. Ponizsze

parametry umozliwiaja dokladniejsza oceng¢ aktywno$ci motorycznej mig$nia

wypieracza pecherza moczowego:
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7. indeks motoryczny pgcherza moczowego: rozumiany jako pole powierzchni
pod wykresem, w jednostce czasu [cmH,O x s/min.]. Analizie poddano 10-
minutowe przedziaty zapisu cystometrycznego,

8. wskaznik aktywnosci / nadreaktywnos$ci mig$nia wypieracza (DI - detrusor
activity index / DOI - detrusor overactivity index) [40, 127]: zdefiniowany
jako iloraz sumy amplitud wszystkich skurczow w fazie wypelniania procesu
mikcji 1 czynno$ciowej pojemnosci pecherza [cmH,O/ml]. Obliczamy ze
wzoru: DI (DOI) = (A +A,+...+MVP) / fBC.

7 uwagi na brak prawidtowych cykli mikcyjnych w grupie VI analizie poddano

10-minutowe interwaly zapisu cystometrycznego oceniajac indeks motoryczny.

4.6.2. Ocena stopnia nasilenia stanu zapalnego w obrgbie $cian

pecherza  moczowego w  roznych  protokotach
patofizjologicznych

Do badan pobrano fragmenty pegcherza moczowego, ktore nastgpnie

ptukano w soli fizjologicznej. Wycinki utrwalano przez 24h w 9% formalinie w

roztworze buforu fosforanowego (PBS, pH=7,4). Pobrane wycinki plukano

nastgpnie w biezacej wodzie przez 2 h, a nastgpnie odwadniano przy pomocy
roztworoOw etanolu o wzrastajacych stezeniach (od 50% do 100%). Przed
zatopieniem w parafinie preparaty przeprowadzano przez odpowiednie roztwory
ksylenu w celu ich przeswietlenia. Z ksylenu wycinki przeniesiono do mieszaniny
ksylenu i parafiny biatej, w stosunku 1:1 i inkubowano w temperaturze 37°C
przez okoto 2 godziny. Nastgpnie poszczegoélne fragmenty tkanek przenoszono
dwukrotnie do czystej parafiny biatej i inkubowano w temperaturze okoto 62°C.

Po uptywie 2h, preparaty zatapiano w bloczki przy pomocy metalowych ramek.
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Bloczki parafinowe przechowywano w lodéwce. Nastepnie bloczki krojono na
mikrotomie, a skrawki po umieszczeniu na szkietku podstawowym suszono.

W celu oceny histologicznej nasilenia stanu zapalnego preparaty barwiono
rutynowo metoda hematoksylina — eozyna (HE). Analizie poddano dziesigc
kolejnych pol widzenia w poszczegdlnych preparatach przy uzyciu mikroskopu
swietlnego AXIOPHOT (Zeiss, Niemcy). Celem oceny stopnia nasilenia stanu
zapalnego w obregbie pgcherza moczowego postuzono si¢ skala zaproponowana
przez Cayana i1 wsp. [133] oraz Bjorlinga 1 wsp. [132], opierajaca si¢ na ocenie 4
parametréw: stopnia abrazji $§luzéwki pecherza moczowego, obecnosci
wynaczynienia krwi (wylewy krwawe w preparacie), nasilenia obrzeku oraz
stopnia nacieku przez komorki zapalne (neutrofile oraz komdrki jednojadrzaste)
$ciany pecherza moczowego.

Abrazja Sluzowki definiowana jako erozja §luzéwki pecherza moczowego, zostata

oceniona w poszczegolnych polach widzenia przy powigkszeniu 100x, w skali

punktowej 0-1 pkt., odpowiednio O pkt.: brak abrazji, 1 pkt.: widoczna abrazja.
Ostateczny wynik uzyskiwano pomnazajac przez 100, iloraz catkowitego wyniku z dziesigciu pol

widzenia i maksymalnego mozliwego wyniku.

Wylewy krwawe zostaly ocenione w poszczegdlnych polach widzenia przy

powigkszeniu 100x, w skali punktowej 0-1 pkt., odpowiednio O pkt.: brak
wynaczynienia krwi, 1 pkt.: widoczne wynaczynienie krwi.

Ostateczny wynik uzyskiwano pomnazajac przez 100, iloraz catkowitego wyniku z dziesigciu pol

widzenia i maksymalnego mozliwego wyniku.

Obrzek tkanek w poszczegdlnych polach widzenia oceniono przy powigkszeniu
200x, w skali punktowej 0-3 pkt., odpowiednio O pkt.: brak obrzeku, 1 pkt.:
tagodny obrzgk (brak zmiany szerokosci warstwy pods$luzowej), 2 pkt.:
umiarkowany obrzgk (wzrost szerokosci warstwy podsluzowej, < 2-krotnie), 3
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pkt.: cigzki obrzek (wzrost szeroko$ci warstwy podsluzowej, > 2-krotnie).
Ostateczny wynik uzyskiwano pomnazajac przez 100, iloraz catkowitego wyniku z dziesigciu pol

widzenia i maksymalnego mozliwego wyniku.

Naciek sciany pecherza moczowego przez komorki zapalne (neutrofile oraz_

komorki jednojadrzaste) zostat oceniony w poszczegolnych polach widzenia przy

powigkszeniu 400x, w skali punktowej 0-3 pkt., odpowiednio O pkt.: brak
pozanaczyniowych komorek zapalnych, 1 pkt.: < 20 komorek, 2 pkt.: 20 — 45

komorek, 3 pkt.: > 45 komorek zapalnych w duzych polach widzenia.

Ostateczny wynik uzyskiwano pomnazajac przez 100, iloraz catkowitego wyniku z dziesigciu pol

widzenia i maksymalnego mozliwego wyniku.

Dodatkowo preparaty barwiono metoda biekitu toluidyny, co umozliwiato
oznaczenie komorek wykazujacych metachromazj¢ (komorki tuczne -
mastocyty). Skrawki parafinowe o grubosci 3-5 mikronow (mikrotom
saneczkowy) suszono na szkietku podstawowym w temperaturze 37°C, a
nastepnie odparafinowano przy uzyciu odpowiednich stezen ksylenu, uwodniono
w roztworach etanolu (malejace stgzenia — od 100% do 50%) 1 wody
destylowanej. Tak przygotowane preparaty zanurzano na 1 min. w 0,05%
roztworze biegkitu toluidyny w buforze weronalowym (roztwor wodny), w
temperaturze pokojowej. Kolejno preparaty plukano w wodzie destylowane;,
suszono 1 zamykano w DPX (Dibutyl Polystyrene Xylene, Merck, Niemcy).
Analizowano liczbe komoérek wykazujacych metachromazjg, przy uzyciu
mikroskopu swietlnego AXIOPHOT (Zeiss, Niemcy) w 20 polach widzenia przy

powigkszeniu 100x.
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5. ANALIZA STATYSTYCZNA WYNIKOW

Wptyw CYP, CAP i LDK na aktywno$¢ motoryczna pgcherza moczowego
oraz stopien nasilenia jego nadreaktywno$ci w modelu przewlektym OAB zostat
oceniony przez porOwnanie analizowanych parametréw cystometrycznych w
obrebie badanych grup zwierzat. Uzyskane wyniki odnoszone byly do wynikéw
badania kontrolnego. Z uwagi na stwierdzony brak normalno$ci rozktadow
badanych parametréw zastosowano nastgpujace nieparametryczne testy
statystyczne: test Kruskal-Wallisa oraz test Manna-Whitney’a.

Analizie poddano parametry cystometryczne pigciu kolejnych cykli
mikcyjnych, ktére pdzniej usredniono 1 na tak wuzyskanych wynikach
przeprowadzono analiz¢ statystyczna, przy uzyciu pakietu statystycznego
Statistica 8. W analizie wynikow parametrow cystometrycznych 1 stopnia
nasilenia stanu zapalnego w grupie kontrolnej, z ostrym i przewlekltym OAB
postuzyliSmy si¢ testem Kruskal-Wallisa, a w przypadku stwierdzenia
wystepowania istotnych réznic przeprowadzano ,,post hoc” test wielokrotnych
poréwnan Duncana. W sytuacji, gdy analiza testem Kruskal-Wallisa nie
wykazywata roznic pomigdzy badaniami konczyliSmy wnioskowanie
statystyczne. Wyniki grup kontrolnych po CAP i LDK byly poréwnywane testem
Manna-Whitney’a. Natomiast analiz¢ $rednich wartosci indeksu motorycznego
przeprowadzono testem Kruskal-Wallisa.

Uzyskane wyniki przedstawiono w postaci tabel oraz wykresow
stupkowych opartych na warto$ciach $rednich z wasami prezentujacymi

odchylenie standardowe (SD - standard deviation). Za statystycznie znamienne
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przyjeliSmy te wyniki testow, dla ktorych poziom prawdopodobienstwa bigdu byt
mniejszy lub rowny 0,05 (p<0,05).

6. OMOWIENIE WYNIKOW

W przeprowadzonych eksperymentach obserwowalismy wplyw ostrej 1
przewlekte; podazy cyklofosfamidu, jak réwniez dopgcherzowych instylacji
kapsaicyny oraz lidokainy na aktywno$¢ motoryczna pgcherza moczowego 1
stopien jego nadaktywnosci. Ponadto oceniliSmy wplyw cyklofosfamidu na
stopien nasilenia stanu zapalnego oraz aktywnos$¢ komorek wykazujacych

metachromazj¢ w obrgbie $ciany pgcherza moczowego.

6.1. Wplyw cyklofosfamidu na aktywnos¢ motoryczng pecherza

moczowego

Zgodnie z wczesniejszymi obserwacjami badane zwierzgta prezentowaty
charakterystyczne objawy behawioralne wystepujace w czasie ostrej podazy
CYP. Bezposrednio po dootrzewnowej injekcji 1 kilkuminutowym okresie
wzmozonej aktywnos$ci motorycznej wszystkie badane osobniki wykazywaty
zmniejszona aktywnos$¢ ruchowa, piloerekcjg, a nastgpnie przyjmowaty
specyficzng pozycje ciata, tj. zwinigcie w ,.klebek”. Powyzszych objawdéw nie
prezentowaty zwierzeta poddane przewlektej podazy cyklofosfamidu.

W badanych grupach zwierzat odpowiednio w reakcji na ostra 1 przewlekta
podaz CYP obserwowaliSmy rozwdj nadaktywnosci pecherza moczowego
charakteryzujacej si¢ spadkiem $rednich warto$ci Srodpgcherzowego ci$nienia
szczytowego odpowiednio o 21,5% 1 21%, okresow miedzyskurczowych o 71,5%
1 59%, czynnos$ciowej pojemnosci pecherza o 71,6% 1 59,2% oraz jego

podatnosci o 39% 1 49,1%. Jak rowniez, wzrostem S$rednich warto$ci
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srodpecherzowego cisnienia bazalnego odpowiednio o 226,4% 1 136,4%, indeksu

motorycznego pecherza moczowego o 66,9% i

40,6%

oraz wskaznika

nadreaktywnosci mig$nia wypieracza o 576,1% 1 215%, w stosunku do grupy

kontrolne;.

Dodatkowo w modelu ostrym OAB obserwowaliSmy wzrost

srodpecherzowego cisnienia progowego o 32% w stosunku do grupy kontrolne;j

(Tab.1., Ryc.10-13).

Tabela 1. Podstawowe i dodatkowe parametry cystometryczne osobnikow

zdrowych oraz po ostrej i przewlekle

podazy cyklofosfamidu.

Grupa I -

Grupa II -

Grupa III -

Istotno$é

KONTROLNA OAB ostry | OAB przewlekly | roznic
Cisnienie bazalne: p<0,001
BP [omit0] 1,40 + 0,60 4,57 +1,20 3,31+ 1,85
Cisnienie progowe: 5,68+ 1,22 7,50 2,11 6,88+1,93 | P00
PT [cmH,O]
Cisnienie szczytowe: p<0,001

+ + +

VIVP [t O 2741£486 | 21,51+3,12 | 21,67+1,94 ;
Okresy “0.001
miedzyskurczowe: 5278+1,549 | 1,503+0,736 | 2,149+0350 | P~%
ICI [min.]
Podatnosc: Compliance | o591 0019 | 0,036+0,031 | 0,030+0007 | P~%00
[ml/cmH,0]
Czynnosciowa <0.001
pojemnodé pecherza: | 0,243 0,071 | 0,069+0,034 | 0,099 +0,016 | P
fBC [ml]
Wskaznik aktywnosci/ <0.001
nadreaktywnodci: 121,92 £32,98 | 824,36 + 327,57 | 384,03 + 181,68 | P50
DI/ DOI [emH,O/ml]
Index motoryczny: 185,64 + 45,95 | 309,90 + 135,03 | 261,00 +33,92 | P7%;004

MI [cmH,O x s/min.]

a - wyniki testow “post hoc” Duncana przedstawiono na odpowiednich wykresach stupkowych.
* statystycznie znamienne roznice pomiedzy grupg I a grupa 11 i III (p<0,05).
** statystycznie znamienne roéznice pomiedzy grupa I a grupa II (p<0,05).

*E* statystycznie znamienne roznice pomiedzy wszystkimi grupami(p<0,05).

Poréwnanie zapiséw cystometrycznych modelu ostrego i przewleklego wykazato

jedynie réznice w $rednich wartosciach srodpecherzowego cisnienia bazalnego

oraz wskaznika nadreaktywnos$ci migsnia wypieracza.
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Zapis CMG -badanie kontrolne
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Zapis CMG -badanie kontrolne

2007-03-17 10:31:05.453
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39:10 40:00 40550 41540 230 a3:20 4810 4500

Ryc.10. Zapis cystometryczny: badanie kontrolne (Grupa I). Pojedynczy cykl mikcyjny

(rycina dolna). Faze oprozniana pecherza moczowego cyklu mikcyjnego oznaczono

strzatka.
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Channel 1 @mH20)

Zapis CMG -model ostry OAB

2007-07-08 14:38:16.781
40
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Ryc.11. Zapis cystometryczny: model ostry nadaktywnego pecherza moczowego (Grupa
II). Pojedynczy cykl mikcyjny (rycina dolna). Faze oprozniana pgcherza moczowego

cyklu mikcyjnego oznaczono strzatka.
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Zapis CMG -model przew lekly OAB

20070520 12:06:09.694
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Ryc.12. Zapis cystometryczny: model przewlekly nadaktywnego pecherza moczowego
(Grupa III). Pojedynczy cykl mikcyjny (rycina dolna). Faze oprozniana pecherza

moczowego cyklu mikcyjnego oznaczono strzatka.
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Ryc.13. Podstawowe i dodatkowe parametry cystometryczne u osobnikéw zdrowych (I), z ostrym (II) i
przewleklym (IIT) nadaktywnym pecherzem moczowym.
Na wykresie przedstawiono wyniki badania ,, post hoc” Duncana.

6.2. Wplyw Kkapsaicyny oraz lidokainy na aktywnos$¢
motoryczng pecherza moczowego

Podczas naszych doswiadczen u zwierzat poddanych jednorazowej

dopecherzowej instylacji 1mM roztworu kapsaicyny (CAP) stwierdziliSmy
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hamujacy wplyw tej neurotoksyny na aktywno$¢ motoryczna (skurczowa)

migénia wypieracza uniemozliwiajacy prawidlowe

moczowego (Tab.2.).

oproznianie pegcherza

Tabela 2. Podstawowe i dodatkowe parametry cystometryczne osobnikow

zdrowych oraz po dopecherzowej instylacji 1mM roztworu kapsaicyny i

2% roztworu lidokainy.

Grupa VI - Grupa VII - .,
Grupa - Istotno$¢
KONTROLNA | KONTROLNA + | KONTROLNA | .. ..
KAPSAICYNA | + LIDOKAINA
Cisnienie bazalne: p=0,329
BP [cmH,0] 1,40 £ 0,60 --- 1,70 £ 0,58 NS
Ci$nienie progowe: p=0,542
+ - +
PT [emH,0] 5,68 £1,22 5,33 £0,88 NS
Cisnienie szczytowe: p=0,971
+ - +
MVP [emH,0] 27,41 £4,86 27,33+0,70 NS
i : =0,003
;)Cklresy migdzyskurczowe: 5.278 + 1,549 . 7.770 = 1,308 p=0,
[min. ] "
Podatnosc¢: Compliance p<0,001
[ml/cmHO] 0,059+ 0,019 --- 0,106 = 0,029 .
Czynno$ciowa pojemnos¢ p=0,004
pecherza: fBC [ml] 0,243 £0,071 --- 0,357 £ 0,060 .
Wskaznik aktywnosci/ =0.003
nadreaktywnosci: DI/ DOI | 121,92 + 32,98 --- 182,62 + 38,75 .
[cmH,O/ml]
Ind ¢ Test K-W
ndex motoryczny: _
MI [emH:O x s/min.] 185,64 £45,95| 203,75 £ 54,10 | 209,98 £42,86 | p 1(3;;43

* statystycznie znamienne rdznice pomiedzy grupa I a grupa VII (p<0,05).

Na podstawie przeprowadzonych badan cystometrycznych zaobserwowalismy, iz

dopecherzowa podaz CAP prowadzi do catkowitej dezorganizacji prawidtowego

cyklu mikcyjnego (Ryc.14.). W fazie wypelniania 1 magazynowania moczu

stwierdzilismy zwigkszona

spontanicznag aktywno$¢ migénia wypieracza,

zarejestrowana jako skurcze fazowe wypieracza pecherza moczowego o niskiej

amplitudzie przy towarzyszacym zwigkszonym cisnieniu S$rodpgcherzowym.

Podczas gdy, w fazie oprozniania nie obserwowalismy prawidlowej aktywnosci
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skurczowej wypieracza (generacji $rodpgcherzowego ci$nienia szczytowego —

MVP).

Tel 1 EmHZ0)

Chan

Zapis CMG - ImM KAPSAICYNA

2007-06-19 15:57:00.093
40

Staty, kroplowy wyciek moczu przez cewke moczowa

10:00 11:40 13:20 15:0 140 18:20 20:00 21:40 23:20 25:00 26:40

Zapis CMG - 1mM KAPSAICYNA

2007-06-19 15:57:00.093

Staty, kroplowy wyciek moczu przez cewke moczowa

ReTT GmAz0)

Than

16:40 17:30 18:20 19:10 20:00 20:50 21:40 22:30 23:20 24110 25:00 25:50

Ryc.14. Zapis cystometryczny: po dopecherzowej instylacji 1ImM roztworu kapsaicyny
(Grupa VI). 10-minutowy zapis aktywnos$ci motorycznej pecherza moczowego (rycina

dolna). (------- ): poczatek statego, kroplowego wycieku moczu przez cewke moczowa.
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Na skutek braku okresowo generowanych MVP przez miesien wypieracz i w
konsekwencji niemoznosci catkowitego oproznienia pecherza moczowego z
moczu obserwowaliSmy stale utrzymujgcq sie retencje moczu, a w momencie
uzyskania krytycznego wypelnienia (maksymalnej pojemnosci cystometrycznej)
pecherza rejestrowaliSmy staty, kroplowy wyciek moczu przez cewke moczowa.
W uwagi na brak prawidlowych cykli mikcyjnych w ocenie aktywnosci

motorycznej pecherza moczowego postuzyliSmy sie jedynie indeksem
motorycznym.
Odmiennie dopecherzowa podaz 2% roztworu lidokainy (LDK) nie

zaburzata prawidtowego przebiegu cyklu mikcyjnego (Ryc.15., Ryc.16.).

Olkresy migdzyskurczowe [min.] Podatno$é¢ [ml/ cmH20]
=0,003
10 < P > 0,16 P £<0,001 o
0,14 B >
8
0,12
6 T 0,10
0,08
4 0,06 T
0,04
2
0,02
[ T 0,00
| Vi | Vil
Czynnosciowa pojemno$¢ pecherza [ml] ‘Wslaznik aktywnosci / nadreaktywnosci migs$nia wypieracza
p=0,004 [emH20/ml]
Pl
~ »_
0,40
300
0,30 "|' 250 - p=0,003 -~
~ >
200
0,20 150 T
0,10 100
50
0,00 T [
I Vil | Vil

Ryc.15. Wybrane parametry cystometryczne u osobnikéw zdrowych (I) oraz po dopecherzowej instylacji
lidokainy (VII).
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W  poréwnaniu

zapisami

cystometrycznymi

osobnikow

zdrowych,

obserwowaliSmy wzrost $rednich warto$ci okresow migdzyskurczowych o

47,2%, podatnosci $cian o 79,7% 1 czynnosciowe] pojemnosci pecherza

moczowego o 47%. Ponadto LDK prowadzita do wzrostu wskaznika aktywnosci

migs$nia wypieracza o 49,8%. Wydaje si¢, ze obserwacja ta mogta by¢ efektem

wynikajacym ze wzmozonej aktywno$ci skurczowe] migénia wypieracza,

16.3.

Tabel

moczowego

- nadreaktywnosci

Wplyw  kapsaicyny

przewl

awowe 1 dodatkowe par?

pecherza moczowego (Tab.2., Ryc.15.).

oraz  lidokainy na st g'efl

lego nadaktywnego pe¢

Pry'cystometryczne osobnikéw

przewleklym nadaktywnym pe¢cherzem [ joczowym bez i po dopecherzowej

instylacji ImM roztworu kapsaicyny o

2% roztworu lidokainy.

cyklu mikcyjnego oznaczono strzatka.

Grupalll— 1 _ _ ﬁgllpn V- Grupa V — Istotnos¢
OAB przewlekly | OAB przewlekty | OAB przewlekty roznic *
+ KAPSAICYNA | + LIDOKAINA
Cisnienie pazalne: 331 +1.85 3.23 +0.31 2.02 ) Tlest K-W
BP [cmH,0O] ’ ’ ’ ’ ’h 17 ’ f p40,163 (NS)
Cisnienie progowe: 6,88 + 1,93 8280770 | |5, % 42 | #0010
PT [cmH.0]
Cisnienie §zczytowe: 21,67 + 1,94 23,43 +1,33 28,93 2,6 p=<0,001
MVP [cmEE-IZO]A |
i [
Okresy | 2,149+0,350 | 5,852+0,886 | [4,853+0,7 p=0.001
mig¢dzyskurczowe:
[CI [min. ] k A f_‘i,
Podatno$d: CmnWNWWmW%, +0,010 0,066 = 0,01 Opigapp<0,001
ks
[ml/cmH,0] -
Czynnosclowal 0,099 +0,016 1 0270+0,040 { 0,223 +0,036 | $<0,001
pojemnoé pqu‘umLa. - - - - *AK

Ryc.16. Zapis cystometryczny: po dopecherzowej instylacji 2% roztworu lidokainy (Grupa
VII). Pojedynczy cykl mikcyjny (rycina dolna). Fazg oprézniana pgcherza moczowego

I [cmH,0O x s/min.]

FHRFF

a - wyniki testow “post hoc” Duncana przedstawiono na odpowiednich wykresach stupkowych.
* statystycznie znamienne roznice pomigdzy grupa IV a grupaLS/ﬁ(pSO,OS).
** statystycznie znamienne roznice pomigdzy grupa III a grupa V oraz pomigdzy grupa IV a grupa V (p<0,05).

**%* gtatystycznie znamienne roznice pomigdzy wszystkimi grupami (p<0,05).
**E* gtatystycznie znamienne roznice pomiedzy grupa 11 a grupa IV i V (p<0,05).
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Ryc.17. Wybrane parametry cystometryczne u osobnikéw z przewleklym pecherzem nadaktywnym (III)
oraz po dopecherzowej instylacji kapsaicyny (IV) i lidokainy (V).
Na wykresie przedstawiono wyniki badania ,, post hoc”” Duncana.

W stosunku do osobnikow z przewleklym OAB, dopgcherzowa instylacja
kapsaicyny  oraz  lidokainy  prowadzita ~do  wydluzenia  okresow
miedzyskurczowych odpowiednio o 172,3% 1 126%, wzrostu podatnosci $cian o
80% 1 120% oraz czynnos$ciowe] pojemnosci pecherza moczowego o 173% 1
125,2%. Obserwowany spadek stopnia nadreaktywnosci skutkowal zmniejszona
spontaniczng aktywnoscia skurczowa mig$nia wypieracza w fazie wypelniania 1

magazynowania procesu mikcji, co znalazto odzwierciedlenie w ksztalcie
krzywej cystometrycznej, jak rowniez zostato potwierdzone spadkiem wskaznika

nadreaktywnosci mies$nia wypieracza odpowiednio o 319,8% 1 178,4% oraz
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indeksu motorycznego pecherza moczowego o 23,5% 1 27,3%. (Ryc.17., Tab.3.).
Zaskakujaco u osobnikow z przewlekltym OAB po LDK obserwowaliSmy wzrost
amplitudy skurczéw wypieracza inicjujacych mikcj¢ (MVP) w poréwnaniu z
osobnikami kontrolnymi z przewleklym OAB (28,93 + 2,68 vs. 21,67 + 1,94

cmH,0, p<0,001).

Zapis CMG -model przewlekly OAB + TmM KAPSAICYNA

Zapis CMG -model przewlek'y OAB + ImM KAPSAICYNA

1l bt
i ol

Ryc.18. Zapis cystometryczny: model przewlekly nadaktywnego pecherza moczowego po
dopecherzowej instylacji 1mM roztworu kapsaicyny (Grupa IV). Pojedynczy cykl
mikcyjny (rycina dolna). Faze oprdzniana pegcherza moczowego cyklu mikcyjnego

oznaczono strzatka.
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Ryec.19. Zapis cystometryczny: model przewlekly nadaktywnego pecherza moczowego po
dopecherzowej instylacji 2% roztworu lidokainy (Grupa V). Pojedynczy cykl
mikcyjny (rycina dolna). Faze oprdzniana pgcherza moczowego cyklu mikcyjnego

oznaczono strzatka.
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6.4. Wplyw cyklofosfamidu na stopien nasilenia stanu zapalnego
i aktywnos¢ mastocytow o obrebie Sciany pecherza

moczowego

Nasze wyniki potwierdzaja, iz ostra i przewlekta podaz cyklofosfamidu
prowadzi do wzrostu stopnia nacieku $cian pecherza moczowego przez komorki
zapalne oraz nasilenia obrzeku tkanek (Tab.4.).

Tabela 4. Ocena stopnia nasilenia stanu zapalnego w obregbie Scian pecherza

moczowego osobnikow zdrowych oraz po ostrej i przewleklej

podazy cyklofosfamidu.

Grupa I - Grupa II - Grupa I1I - Istotnogé
KONTROLNA | OABostry | OAB przewlekly | roznic

Ilo$¢ mastocytow 6,73 £2,09 11,97 £ 6,02 1,48 £ 0,71 p=0;002
Abrazja $luzowki | 833+645 | 52,08+16,61 | 3125+1896 | P00
Wylewy krwawe | 16,67+ 17,08 | 33,33 24,58 | 8333+2041 | P o004
Obrzek tkanek 2638+ 11,07 | 75,70+11,00 | 82,67+718 | Po002
llos¢ komérek 32,65+ 18,14 | 69431822 | 6458=1509 | P07
zapalnych

* statystycznie znamienne roznice pomigdzy grupa I a grupa I1 i III oraz pomigdzy grupa II a grupa III (p<0,05).
** statystycznie znamienne roznice pomigdzy grupa I a grupa II (p<0,05).

*** statystycznie znamienne roznice pomigdzy grupa I a grupa III oraz pomigdzy grupa II a grupa III (p<0,05).
**** statystycznie znamienne roznice pomiedzy grupa I a grupa 11 i III (p<0,05).

Przewlekta podaz CYP prowadzita do bardziej nasilonych zmian
krwotocznych w obrgbie $cian w poréwnaniu do modelu ostrego. Odmiennie
jednorazowa podaz CYP w wigkszej dawce prowadzita gtownie do uszkodzen
Sluzéwki o charakterze abrazji. Analiza stopnia nacieku $cian pgcherza przez
mastocyty wskazuje, iz w przebiegu OAB dochodzi do zmian ich aktywnos$ci
odpowiednio w modelu ostrym do wzrostu, natomiast odmiennie w przebiegu
przewlektego do dramatycznego ich spadku (Ryc.20.).
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Ryc.20. Obraz mikroskopowy $ciany pecherza moczowego — barwienie HE (1-3A) oraz obraz
mikroskopowy $ciany pgcherza moczowego z oceng aktywnosci komorek wykazujacych
metachromazj¢ — barwienie bigkitem toluidyny (1-3B) w osobnika zdrowego (1A, 1B), z pecherzem
nadaktywnym w modelu ostrym (2A, 2B) i przewlektym (3A, 3B).
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7. DYSKUSJA

Liczne dotychczasowe obserwacje wskazuja, iz terapia przy uzyciu
cyklofosfamidu prowadzi do uszkodzenia ochronnej bariery S$luzéwkowej i
rozwoju chemicznego zapalenia pgcherza moczowego z jego nadaktywnoscia
zaréwno u zwierzat, jak i u ludzi. Za najistotniejszy czynnik sprawczy uwazany
jest jego drazniacy metabolit wydalany z moczem — akroleina [75].
Patomechanizmy chemicznego zapalenia indukowane cyklofosfamidem zostaty
dos¢ dobrze poznane. Jakkolwiek wigkszos¢ dotychczasowych badan
eksperymentalnych  dotyczy  gléwnie  analizy  zmian  wlasciwosci
neurochemicznych [80, 81] i elektrofizjologicznych [82, 83] aferentnych wtokien
nerwowych unerwiajacych dolne drogi moczowe, jak i aktywnosci tuku
odruchowego na poziomie rdzenia krggowego procesu mikcji [84] oraz oceny
histologicznej $cian pgcherza moczowego [73, 74, 134]. Nadaktywnos$¢ ta wydaje
si¢ by¢ wynikiem dwodch patomechanizmdw, tj. procesu sensytyzacji mechano-
wrazliwych aferentnych wtokien nerwowych oraz aktywacji “niemych” wtokien
typu C, ktore sa niewrazliwe w warunkach prawidlowych na rozciaganie
pecherza moczowego [84].

Stosowanie cyklofosfamidu wiaze si¢ z szeregiem dzialan niepozadanych
ze strony drég moczowych. U szczurOw zaobserwowano czgstomocz,
zmniejszenie objetosci pecherza moczowego indukujacej skurcz wypieracza
powodujacego mikcje oraz spadek amplitudy skurczoOw migé$nia wypieracza [82,
77, 136]. Opisywane zaburzenia cyklu mikcyjnego obserwowano w réznych
protokotach eksperymentalnych indukujacych chemiczne zapalenie pgcherza, w
zalezno$ci od dawki (75 — 200 mg/kg), czasu terapii (4 godziny — 12 dni) i
czestosci  podazy cyklofosfamidu [73, 74, 134]. Wigkszo$¢ ewaluacji
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urodynamicznych u zwierzat z OAB opisuje czesto$¢ mikcji, okresy migdzy
skurczami wywotlujacymi mikcje oraz ich amplitudg.

Podczas naszego eksperymentu, w reakcji na ostra i przewlekta podaz
cyklofosfamidu, obserwowalis§my spadek wartosci amplitudy $rédpecherzowego
ciSnienia  szczytowego, okresow miedzyskurczowych 1 czynnos$ciowej
pojemnosci pgcherza moczowego. Jak réwniez, wzrost aktywnosci skurczowe;j
migs$nia wypieracza charakteryzujacej si¢ generacja wickszej ilos¢ skurczow nie
wywotujacych mikeji (tzw. skurcze NVCs - ,,non-voiding contractions”). Mimo
wprowadzenia niewielkich modyfikacji  protokotow eksperymentalnych
powyzsze obserwacje sa zgodne do opisywanych poprzednio [68, 73, 74, 135].
ZaobserwowaliSmy takze wzrost §rédpecherzowego cisnienia bazalnego i brak
roznic w srodpecherzowych cisnieniach progowych w obu modelach OAB oraz
spadek podatnosci $cian w modelu przewleklym.

Przeciwnie Giuliano 1 wsp. [137] wykazali wzrost §rédpecherzowego ci$nienia
bazalnego i indukujacego mikcje dla skurczoOw inicjujacych i nie inicjujacych
mikcje u szczuréw leczonych cyklofosfamidem, podczas cystometrii w
znieczuleniu ogodlnym z uzyciem izofluranu. Ponadto, Hu i wsp. [134] u
przytomnych szczuro6w w ostrym 1 podostrym modelu OAB opisali istnienie
istotnej nadreaktywnosci ze wzrostem S$rodpecherzowego cisnienia bazalnego,
progowego 1 indukujacego mikcje.

Obserwowane przez nas zmiany S$rodpgcherzowego ci$nienia bazalnego w
przebiegu OAB najpewniej sa wynikiem zaburzenia zdolnosci do relaksacji
komorek migsniowych §ciany pecherza moczowego. Fakt ten moze by¢ zwiazany

ze zmianami w ekspresji genow kodujacych biatka receptorowe, jak rowniez z

63




modulacja stopnia syntezy i uwalniania neurotransmiterow w obrebie pecherza
moczowego 1 unerwiajacych go aferentnych wtokien nerwowych.

Dodatkowo, Vizzard 1 wsp. [33] wykazali, iz stopien uwalniania
neurotransmiteréw z aferentnych zakonczen nerwowych $cisle jest zwiazany ze
stanem zapalnym w obrgbie $cian pecherza moczowego. Stan zapalny moze
prowadzi¢ do zmian wihasciwosci drogi czuciowej prowadzac do redukcji progu
bolowego (zjawiska allodynii) oraz wzmocnienia czutosci na bodziec bdélowy
(zjawiska hyperalgezji).

Opisane przez wielu autoréw odmienne zachowanie si¢ amplitudy skurczéw
wypieracza inicjujace mikcje najpewniej sa wynikiem modulujacego wptywu
roznych $rodkéw anestetycznych (m.in. uretan, izofluran) na aktywno$¢
centralnego 1 obwodowego system nerwowego kontrolujacego czynnos¢ dolnych
drog moczowych. Nalezy przypuszcza¢, iz $rodki anestetyczne zaburzaja
prawidlowa czynno$¢ nadrdzeniowych osrodkéw kontrolujacych mikcje 1 w
konsekwencji zmieniaja odpowiedz mechanoreceptorow na rozciaganie $cian
pecherza moczowego, prowadzac do ostabienia skurczoéw migsnia wypieracza.
Wyniki dotychczasowych badan wskazuja, iz uretan w najmniejszym stopniu
zaburza fizjologiczny proces mikcji [121].

Jak dotad do oceny aktywnosci motorycznej pecherza moczowego
stosowane sa tzw. podstawowe parametry cystometryczne tj. srédpecherzowe
cisnienie bazalne, progowe, szczytowe; okresy migdzyskurczowe; pojemnos¢
pecherza 1 podatno$¢ jego Scian. Natomiast w ocenie cystometrycznej stopnia
nadreaktywnosci migénia wypieracza u zwierzat, nadal nie postuzono si¢
dodatkowymi parametrami, tj. indeksem aktywnosci (DI), badz nadreaktywnosci

(DOI) wypieracza oraz indeksem motorycznym pecherza moczowego (MI).
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Pomimo tego, ze jedna ze standardowych metod oceny stopnia nasilenia
nadreaktywnosci wypieracza u ludzi jest wlasnie analiza DOI [40]. Rowniez
indeks motoryczny jest parametrem szeroko stosowanym w ocenie aktywnosci
skurczowej migsniowki gladkiej (szczegdlnie przewodu pokarmowego).

Nasza analiza cystometryczna wykazata wzrost DOI oraz MI w obu modelach
OAB, jakkolwiek znacznie bardziej nasilone zmiany DOI obserwowano w
modelu ostrym.

Obserwacje aktywno$ci motorycznej pegcherza moczowego podczas
badania urodynamicznego sktonity nas do wprowadzenie nowego parametru
“czynnos$ciowe] pojemnosci pecherza moczowego - fBC” 1 zastapienie nim
dotychczas uzywanego w ocenie urodynamicznej u zwierzat, tj. ,,pojemnosci
pecherza - BC”. Pojecie fBC okresla doktadnie objetos¢ moczu (ptynu
infuzyjnego podczas cystometrii) indukujacego aktywno$¢ skurczowa pecherza
moczowego, a zarazem pomija w analizie objeto$¢ zalegajacego moczu w
pecherzu przed kazdym kolejnym cyklem mikcyjnym, ktorej ocena jest wrecz
niemozliwa przy jednoczesnym zachowaniu ciagtosci badania cystometrycznego.

Liczne kliniczne obserwacje wskazuja na $cisty zwiazek objawow
zglaszanych przez pacjentow z OAB z wystgpowaniem mimowolnych skurczow
migs$nia wypieracza [138]. Z klinicznego punktu widzenia nasilenie objawow
OAB okresla stopien nadaktywnos$ci pecherza moczowego, ktory czgsciowo jest
uzalezniony od profilu/charakteru skurczow nie inicjujacych i inicjujacych
mikcje. Wydaje si¢ on by¢ zaleznym do stopnia napigcia $ciany pecherza
moczowego (Scisle odpowiadajacego wartoSciom ci$nienia bazalnego) i
podatnosci jego Scian, determinowana zdolno$cia migsnia wypieracza do

relaksacji. Warto$¢ indeksu DI / DOI zalezny od charakteru wszystkich skurczoéw
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w fazie napelniania procesu mikcji, w zwiazku z tym w przeciwienstwie do
srodpecherzowego cisnienia szczytowego, indeks DI/DOI bardziej precyzyjnie
charakteryzuje aktywno$¢ skurczowa wypieracza. Dodatkowo MI zalezy od
wartos$ci  $srodpecherzowego cisnienia bazalnego (stopnia napigcia $cian),
wszystkich skurczow w fazie napelniania procesu mikcji oraz podatnosci, co
wydaje si¢ by¢ bardziej pomocne przy ocenie aktywnosci motorycznej pecherza.
Powyzsze fakty dobitnie obrazuja, iz indeks nadreaktywnos$ci, jak 1 indeks
motoryczny sa przydatne w ocenie stopnia nasilenia nadreaktywnosci migs$nia
wypieracza pecherza moczowego.

Poznanie udzialu unerwienia aferentnego typu C w regulacji procesu
mikcji w przebiegu OAB wydaje si¢ mie¢ duze znaczenie kliniczne. Wiasciwa
modulacja aktywnosci aferentnych widkien typu C regulujacych dzialanie
dolnych drog moczowych pozwoli wyeliminowa¢ nadreaktywno$¢ migsnia
wypieracza pecherza moczowego, jednocze$nie nie wplywajac na jego
kurczliwo$¢. Liczne dotychczasowe obserwacje, ktorych wyniki zostaty
przytoczone we wstepie niniejszej pracy wskazuja na udzial czuciowych witdkien
typu C, posiadajacych receptory waniloidowe TRPVI1, w regulacji cyklu
mikcyjnego w warunkach prawidtowych, jak réwniez w przebiegu pecherza
nadaktywnego.

Kolejnym celem naszej pracy byla doktadniejsza ocena udzialu
aferentnych widkien nerwowych typu C w regulacji procesu mikcji w przebiegu
OAB. Wiadomo, iz terapia dopecherzowa przy uzyciu kapsaicyny, badz
lidokainy tylko cze$ciowo zmniejsza dolegliwosci pecherzowe u chorych z OAB

[89, 109].
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Na podstawie dotychczasowych badan eksperymentalnych wydaje si¢, iz dwa
patomechanizmy sg istotne w zmniejszeniu stopnia nasilenia OAB po terapii
kapsaicyna, tj. desensytyzacja witokien typu C 1 oslabienie neurogennej
odpowiedzi zapalnej zaleznej od aktywnos$ci tych witokien. Obserwacje te
sugeruja obecnos¢ w Sluzéwce pecherza dwoch rodzajéow witokien aferentnych
typu C: kapsaicyno — wrazliwych 1 kapsaicyno - opornych. W zwiazku z tym, w
naszych badaniach przyjeliSmy hipotezg, ze stwierdzenie zmniejszenia stopnia
nadreaktywnosci migsnia wypieracza pgcherza moczowego przez poprawe
parametréw  cystometrycznych w odpowiedzi na dopecherzowa podaz
kapsaicyny, badz lidokainy u zwierzat z OAB, bedzie potwierdzeniem
polimodalnego charakteru wiokien typu C a zarazem dowodem ich udziatu w
patogenezie pecherza nadaktywnego.

Obserwowane przez nas zmiany parametréw cystometrycznych u zwierzat
z przewleklym OAB po dopecherzowej instylacji ImM roztworu kapsaicyny
wykazuja, iz desensytyzacja wtokien typu C zmniejsza stopien nadreaktywnos$ci
migs$nia wypieracza przyczyniajac si¢ do poprawy parametréw cystometrycznych
procesu mikcji — wydluzenia okresow migdzyskurczowych, zwigkszenia
czynnosciowe] pojemnosci pecherza 1 jego podatno$ci, zmniejszenia indeksu
nadreaktywnosci, indeksu motorycznego oraz czgstosci skurczow  nie
inicjujacych mikcj¢. Nasze obserwacje sa podobne do tych opisanych przez
Komiyama 1 wsp. [125], ktorzy wykazali oslabienie rytmicznych skurczow
wypieracza, po instylacji dopgcherzowej kapsaicyny 1 resiniferotoksyny, u
zdrowych szczurdow 1 osobnikoOw z uszkodzonym rdzeniem krggowym.

Kliniczne zastosowanie lidokainy w terapii OAB sprowadza si¢ do

instylacji dopecherzowej bezposrednio przed podaza kapsaicyny w celu
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zmniejszenia dolegliwosci pecherzowych zwiazanych z wstepna faza sensytyzacji
widkien typu C.

Podobnie jak kapsaicyna, lidokaina podawana dopecherzowo w grupie
osobnikow z przewlektym OAB zmniejszata stopien nasilenia nadaktywnosci.
Obserwowalismy  wydluzenie  okresow  miedzyskurczowych,  wzrost
czynnosciowe] pojemnosci pecherza 1 jego podatnosci. Przeciwnie do
kapsaicyny, podaz lidokainy prowadzita do wzrostu indeksu nadreaktywnosci
(DOI). Wyzsze wartosci DOI sa spowodowane wigksza amplituda skurczéw
wypieracza w koncowym etapie fazy wypetniania procesu mikcji. Zaskakujaco w
grupie zwierzat z przewleklym OAB po dopecherzowej podazy 2% roztworu
lidokainy obserwowali$my wyzsza amplitude skurczow wypieracza inicjujacych
mikcje w porownaniu z osobnikami kontrolnymi z przewleklym OAB.
Odmiennie kapsaicyna nie wywotywata takiego efektu na amplitudg
generowanych srodpecherzowych cisnien szczytowych. Wydaje sig, ze za istotne
patomechanizmy  opisywanych zmian indeksu nadreaktywnos$ci oraz
srodpecherzowego cisnienia szczytowego mozna uzna¢ dwa zjawiska. Pierwszy
wynikajacy z braku wstegpnej fazy pobudzenia mig$nia wypieracza, obecnej w
reakcji na kapsaicyneg, prowadzacej do ,,cz¢sciowego” wyczerpania aktywnos$ci
mig$niowki pecherza moczowego i1 w konsekwencji do ostabienia skurczéw
wypieracza. Mozliwy jest takze drugi patomechanizm bezposrednio zwiazany z
przekaznictwem NANC, tj. desensytyzacja wildkien typu C zaburzajaca
modulujacy wptyw NANC na aktywno$¢ unerwienia eferentnego pecherza
moczowego w konsekwencji zaburzajacy wiasciwa generacj¢ skurczow

inicjujacych mikcje.
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Dodatkowo celem doktadniejszego poznania udziatu wiokien typu C w
regulacji procesu mikcji ocenilismy wptyw modulacji tych widkien na przebieg
prawidtowego cyklu mikcyjnego. Nasza analiza urodynamiczna wykazala, iz
dopecherzowa podaz kapsaicyny prowadzi do calkowitej dezorganizacji
prawidtowego cyklu mikcyjnego. W fazie wypelniania i magazynowania moczu
stwierdziliSmy zwigkszona spontaniczna aktywno$¢ migsnia wypieracza,
zarejestrowana jako skurcze fazowe wypieracza o niskiej amplitudzie przy
zwigkszonym cis$nieniu $srodpecherzowym. Podczas gdy w fazie oprdzniania nie
obserwowaliSmy prawidtowej aktywnos$ci skurczowej wypieracza w
konsekwencji uniemozliwiajacej catkowite oproznienia pg¢cherza moczowego z
moczu z nastgpowym statym, kroplowym wyciekiem moczu. Odmiennie
lidokaina nie zaburzata prawidlowego przebiegu cyklu mikcyjnego u zdrowych
osobnikow. Prowadzita do wzrostu okreséw migdzyskurczowych, czynnosciowe;j
pojemnosci pecherza moczowego 1 jego podatnosci oraz indeksu aktywnoSci.
Wyzej opisane zmiany przebiegu procesu mikcji oraz parametréw
cystometrycznych w reakcji na modulacj¢ aktywnos$ci witokien typu C przez
kapsaicyng 1 lidokaing u osobnikéw zdrowych oraz z pgcherzem nadaktywnym sa
dowodem, iz aferentne wtokna typu C sa istotne w regulacji procesu mikcji w
warunkach fizjologicznych oraz w przebiegu pecherza nadaktywnego.

Aktualne doniesienia wskazuja rowniez na udzial widkien typu C wykazujacych
dodatnia ekspresjg¢ receptorow waniloidowych - ankyrynowych TRPAI w
regulacji procesu mikcji. Badania Du 1 wsp. [27] wykazaty, iz podaz agonisty
receptorow TRPA1 prowadzi do rozwoju nadaktywnos$ci pecherza moczowego.
Leffler 1 wsp. [107] stwierdzili, iz lidokaina aktywuje zakonczenia aferentne typu

C za posrednictwem receptoréw TRPV1 1 w mniejszym stopniu TRPA1. Fakty te
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czesciowo tlumacza przyczyne bolu odczuwanego przez pacjentow podczas
podazy lidokainy. Ponadto zaobserwowali oni ,,gleboka” desensytyzacje widkien
typu C po przedtuzonej ekspozycji tych widkien na lidokaing. Podobne zjawisko
moze mie¢ miejsce w obrebie dolnych drog moczowych. Powyzsze dane
pozwalaja stwierdzi¢, iz poprawa parametrOw cystometrycznych po podazy
lidokainy jest wynikiem, co najmniej dwoch patomechanizmow. Zalezy nie tylko,
jak dotad uwazano, od blokowania pompy sodowo-potasowej 1 zahamowania
przepuszczalno$ci btony neuronu dla jonéw sodu i stabilizacji blony, ale rowniez
od modulacji aktywno$ci widkien typu C wykazujacych ekspresje receptorow
TRPV11TRPAL.

Liczne dotychczasowe badania eksperymentalne wykazaty, iz aktywacja
wlokien nerwowych wykazujacych ekspresj¢ receptorow waniloidowych TRPV1
prowadzi do uwolnienia szeregu mediatoréw, modulujacych czynno$¢ naczyn
krwiono$nych, mastocytow oraz limfocytow prowadzac do rozwoju tzw.
,zapalenia neurogennego” 1 w konsekwencji do nadaktywno$ci pecherza
moczowego. Christensen 1 wsp. [129] oraz Saban i1 wsp. [130] opisali
wystepowanie duzej liczby mastocytow w $cistym sasiedztwie peptydergicznych,
bezmielinowych wlokien nerwowych typu C, wydzielajacych substancje P,
peptyd kodowany genem kalcytoniny oraz w mniejszym stopniu wazoaktywny
peptyd jelitowy. Mimo dobrze poznanych stosunkéw anatomicznych mastocytow
1 bezmielinowych witokien nerwowych, nadal w dotychczasowej literaturze nie
znajdujemy oceny wptywu cyklofosfamidu na aktywno$¢ mastocytow.

Z tego powodu w naszych badaniach przyje¢lismy hipoteze, ze dowodem udziatu
wldkien typu C w regulacji procesu mikcji w przebiegu OAB moga by¢ zmiany

stopnia neurogennej odpowiedzi zapalnej w obrebie §ciany pgcherza moczowego
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w reakcji na podaz cyklofosfamidu. Podczas naszego doswiadczenia oceniliSmy
stopien nasilenia stanu zapalnego 1 aktywnos$ci komorek wykazujacych
metachromazj¢ w obregbie $cian pecherza moczowego w przebiegu ostrego i
przewlektego OAB. Obserwowany przez nas wzrost stopnia nasilenia stanu
zapalnego, aktywnos$ci komorek zapalnych 1 mastocytow (w modelu ostrym OAB)
dobitnie wskazuje na udzial wiokien typu C w patofizjologii zapalenia
neurogennego i rozwoju nadaktywnosci. Natomiast spadek ilo§ci mastocytow w
modelu przewlektym OAB najpewniej wynika z dlugotrwalego, toksycznego
wplywu cyklofosfamidu 1 jego metabolitow na te komorki.

Wykazanie przez nas udziatu wiokien typu C oraz mastocytéw w regulacji
mikcji w przebiegu OAB oraz istnienia S$cistej zaleznosSci pomigdzy stopniem
abrazji $luzéwki a indeksem nadreaktywnos$ci, okresami migdzyskurczowymi i
funkcjonalna pojemnoscia pecherza wydaje si¢ mie¢ duze znaczenie kliniczne.
Pozwala to z duzym prawdopodobienstwem zatozy¢, iz modulacja aktywnosci
unerwienia aferentnego pecherza moczowego 1/lub zmniejszanie stopnia
uszkodzenia $luzéwki pecherza (m.in. stosujac glikozaminoglikany), jak réwniez
ostabienie aktywnos$ci mastocytow u chorych z OAB bedzie stanowi¢ jedna z
alternatywnych metod leczniczych (obok standardowej terapii lekami
antycholinergicznymi) majaca na celu zmniejszaniu ciezkosci OAB, a zarazem

poprawe jakosci zycia tych chorych.
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8. WNIOSKI

1.

Terapia przy uzyciu cyklofosfamidu prowadzi do rozwoju chemicznego
zapalenia pgcherza moczowego 1 wtornie do nadreaktywno$ci migsnia
wypieracza pecherza moczowego.

Dopecherzowa podaz kapsaicyny, jak rowniez lidokainy zmniejsza stopien
nadreaktywnosci migsnia wypieracza w przebiegu przewleklego
nadaktywnego pg¢cherza moczowego przyczyniajac si¢ do czesciowej
poprawy parametrow cystometrycznych procesu mikcji. Obserwacje te
potwierdzaja obecno$¢ kapsaicyno — wrazliwych 1 kapsaicyno — opornych
aferentnych widkien typu C.

Wplywy modulacji aktywnosci witdkien typu C przez kapsaicyng i
lidokaing u osobnikow zdrowych oraz z przewleklym pecherzem
nadaktywnym na prawidlowy przebieg procesu mikcji sa dowodem, iz
aferentne wiokna typu C sa istotne w regulacji procesu mikcji w
warunkach fizjologicznych oraz w przebiegu OAB.

Wzrost stopnia nasilenia stanu zapalnego, aktywnosci komorek zapalnych
1 mastocytow (w modelu ostrym OAB) w reakcji na cyklofosfamidu
dobitnie wskazuje na udziat wiokien typu C w patofizjologii zapalenia

neurogennego 1 rozwoju nadaktywnosci pgcherza moczowego.
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9. STRESZCZENIE (Summary)

Cyclophosphamide (CYP) treatment induces chemical cystitis leading to
bladder overactivity (OAB) in animals and humans. There is a great number of
OAB models evaluations, which consider the bladder histology, as well as
alterations in neurochemical, electrophysiological properties of bladder afferent
neurons and reflex arcs activity in the spinal cord. The former aim of our study
was to investigate the influence of acute and chronic models of CYP-induced
cystitis on urinary bladder motor activity in rats.

The pivotal backgrounds for OAB development are as follows: the C-
fibres sensitisation or degree of sensitivity to various stimuli acting on the
urotelium and local effector function of afferent C-fibres endings leading to
neurogenic inflammation. Previous studies have suggested that different types of
unmyelinated afferent C-fibres, such as capsaicin-sensitive and capsaicin-
resistant mediate the voiding reflex in overactive bladder [5]. Due to the
polymodal features of afferent C-fibres, this study also investigates the
urodynamic effect of primary afferent neuronal modulation on detrusor activity
and the severity of neurogenic inflammatory response within bladder walls in
normal and overactive bladder model rats.

Experiments were performed on 66 female rats. OAB was induced by
intraperitoneal administration of cyclophosphamide. All the surgical procedures

and urodynamic studies were performed under urethane anaesthesia. Cystometry
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was done after an hour recovery period from the surgical procedure. All animals
were randomly divided into eight groups: control, acute and chronic OAB,
chronic OAB after capsaicin or lidocaine instillation, control capsaicin or
lidocaine instillation, sham group. The measurements represent the average of
five bladder micturition cycles. We analyzed: basal, threshold, micturition
voiding pressure; intercontraction interval; compliance; functional bladder
capacity; motility index; detrusor overactivity index. After urodynamic evaluation
the rats were sacrificed, the bladder was removed through a lower midline
abdominal incision. The specimen was split longitudinally and processed for
histological examination. The severity of inflammation was examined in each
section according to 4 criteria, including mucosal abrasion, hemorrhage,
leukocyte infiltration and edema. Additionally we estimated the activity of
mastocytes within the bladder’s walls.

Our results show that acute and chronic cyclophosphamide administration
lead to extent neurogenic inflammation and activity of inflammatory cells then
subsequently to OAB development. In healthy rats intravesical instillation of
capsaicin causes complete inhibition of detrusor contractility resulting in
improper voiding function of the bladder, whereas lidocaine has no influence on
micturition cycles in intact animals. In addition, intravesical instillation of
capsaicin and lidocaine reduces the severity of detrusor overactivity of OAB rats
causing improvement of cystometric parameters.

This observation supports the hypothesis, that in the pathophysiology of an
overactive bladder two types of unmyelinated afferent C-fibres: capsaicin-

sensitive and capsaicin-resistant play an important role.
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Ryciny:

Rycina Opis
1 A. Prawidlowe unerwienie aferentne pecherza moczowego. B. Aktywacja ,,wtdrnego szlaku przewodzacego” .
2 A. Rozmieszczenie wiokien aferentnych w obrgbie pecherza moczowego oraz drogi transdukcji urotelialnych,
mechano-aferentnych sygnatow. B. Potencjalne neuromodulatory odpowiedzi aferentne;.
3 Lokalna, efektorowa czynno$é¢ aferentnych wiokien nerwowych typu C.
4 A. Agonista receptora TRPV1 — KAPSAICYNA. B. Struktura receptora waniloidowego (TRPV1).
5 Wielokanatowy zapis cystometryczny u pacjenta z idiopatycznym nadaktywnym pegcherzem moczowym.
6 Schemat aparatury do badania cystometrycznego u szczuréw.
7 Stanowisko badawcze.
8 Protokoty eksperymentalne w poszczegdlnych grupach badawczych.
9 Parametry opisujace cykl mikcyjny.
10 Zapis cystometryczny: badanie kontrolne (Grupa I).
11 Zapis cystometryczny: model ostry nadaktywnego pecherza moczowego (Grupa II).
12 Zapis cystometryczny: model przewlekty nadaktywnego pecherza moczowego (Grupa III).
13 Podstawowe i dodatkowe parametry cystometryczne u osobnikéw zdrowych (I), z ostrym (II) i przewlektym (III)
nadaktywnym pecherzem moczowym.
14 Zapis cystometryczny: po dopgcherzowej instylacji 1mM roztworu kapsaicyny (Grupa VI).
15 Wybrane parametry cystometryczne u osobnikéw zdrowych (I) oraz po dopecherzowej instylacji lidokainy (VII).
16 Zapis cystometryczny: po dopgcherzowe;j instylacji 2% roztworu lidokainy (Grupa VII).
17 Wybrane parametry cystometryczne u osobnikéw z przewleklym pgcherzem nadaktywnym (III) oraz po dopgcherzowe;j
instylacji kapsaicyny (IV) i lidokainy (V).
18 Zapis cystometryczny: model przewlekly nadaktywnego pgcherza moczowego po dopgcherzowej
instylacji 1mM roztworu kapsaicyny (Grupa IV).
19 Zapis cystometryczny: model przewlekly nadaktywnego pgcherza moczowego po dopgcherzowej
instylacji 2% roztworu lidokainy (Grupa V).
Obraz mikroskopowy $ciany pgcherza moczowego — barwienie HE (1-3A) oraz obraz mikroskopowy $ciany pgcherza
20 moczowego z ocena aktywnosci komoérek wykazujacych metachromazjg — barwienie bigkitem toluidyny (1-3B) w
osobnika zdrowego (1A, 1B), z pecherzem nadaktywnym w modelu ostrym (2A, 2B) i przewlektym (3A, 3B).
Tabele:
Tabela Opis
1 Podstawowe i dodatkowe parametry cystometryczne osobnikéw zdrowych oraz po ostrej i przewleklej podazy
cyklofosfamidu.
2 Podstawowe i dodatkowe parametry cystometryczne osobnikéw zdrowych oraz po dopgcherzowe;j instylacji ImM
roztworu kapsaicyny i 2% roztworu lidokainy.
3 Podstawowe i dodatkowe parametry cystometryczne osobnikéw z przewlektym nadaktywnym pgcherzem moczowym
bez i po dopecherzowej instylacji ImM roztworu kapsaicyny oraz 2% roztworu lidokainy.
4 Ocena stopnia nasilenia stanu zapalnego w obrgbie $cian pgcherza moczowego osobnikéw zdrowych oraz po ostrej i

przewlektej podazy cyklofosfamidu.
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