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STRESZCZENIE

WSTEP: Cholestaza, inaczej zastoj zotci, pojawia si¢ wowczas, gdy dochodzi do zablokowania przeptywu zotci. Obecnie
wyroznia si¢ dwa rodzaje cholestazy: zewnatrzwatrobowg i wewnatrzwatrobowa. Do czynnikdw wywotujacych chole-
staze zalicza si¢ m.in.: alkoholowe i niealkoholowe stluszczenia watroby, infekcje, choroby drog zoétciowych, nowo-
twory drog zoélciowych czy choroby trzustki. Celem przeprowadzonych badan byta ocena cech cholestazy i zmian
w aktywno$ci metaloproteinaz 2 1 9.

MATERIAL | METODY: Material badawczy stanowito 36 szczuro6w samcoéw Szczepu Sprague-Dawley o masie ciata 350—
—420 g. Zwierzgta podzielono na 3 grupy badane i 3 grupy kontrolne, po 6 zwierzat w kazdej. W grupach badanych
wywotano model cholestazy zewnatrzwatrobowej. Zwierzeta z grup badanych i kontrolnych reoperowano kolejno po
uptywie 3, 7 i 14 dni. Aktywno$¢ wybranych metaloproteinaz okre$lono metoda zymograficzng. Nast¢pnie ocenie mi-
kroskopowej poddano preparaty histopatologiczne, oceniajac charakterystyczne dla watroby szczura cechy cholestazy.

WYNIKI: Wszystkie grupy poddano analizie statystycznej z uzyciem testu Kruskala i Wallisa dla warto$ci nieparame-
trycznych. Komputerowa analiza densytometryczna wynikow zymografii uzyskanych z pobranego materiatu wykazata
aktywno$¢ MMP-2 i MMP-9. Znamienne statystycznie réznice oznaczono w przypadku MMP-2, stwierdzajac jej pod-
wyzszong aktywnos¢ w grupach I C, III C (*p < 0,05) w poréwnaniu z grupami kontrolnymi. Zaobserwowano tendencjg
WZrostowa.
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K. Suszynski i wsp.: AKTYWNOSC METALOPROTEINAZ W WATROBIE SZCZURA

WNIOSKI: Wraz z uplywem czasu trwania cholestazy wzrasta aktywno$¢ MMP-2. Wyniki analizy histopatologicznej
wybranych cech cholestazy wykazaty, iz znamiennie wyzsze oceny uzyskiwaly zwierzeta w dos$wiadczalnym modelu
cholestazy.

StOWA KLUCZOWE

MMP-2, MMP-9, cholestaza zewnatrzwatrobowa, metaloproteinazy macierzy pozakomorkowej

ABSTRACT

INTRODUCTION: Cholestasis, otherwise known as bile stasis, occurs when the flow of bile is blocked. There are currently
two types of cholestasis: extrahepatic and intrahepatic. The factors causing cholestasis include alcoholic and non-
-alcoholic fatty liver disease, infections, biliary tract disease, biliary tract tumours or pancreatic disease. The aim of this
study was to assess the features of cholestasis and changes in the activity of metalloproteinases 2 and 9.

MATERIAL AND METHODS: The study material consisted of 36 male rats of the Sprague-Dawley strain weighing 350—
—420 g. The animals were divided into 3 study groups and 3 control groups, each with 6 animals. An extrahepatic
cholestasis model was induced in the study groups. In both groups, the animals were reoperated on consecutively after
3, 7 and 14 days. The activity of the selected metalloproteinases was assessed by zymography. The histopathological
preparations were then assessed microscopically, evaluating the characteristic features of cholestasis in rat liver.
RESULTS: All the groups were statistically analysed using the Kruskal-Wallis test for non-parametric values.
Computerised densitometric analysis of the zymography results obtained from the collected material showed the
presence of MMP-2 and MMP-9 activity. Statistically significant differences were determined for MMP-2, where its
activity was found to be elevated in groups | C, 11l C (*p < 0.05) compared to the control groups. An increasing trend
was observed.

CONCLUSIONS: MMP-2 activity increases with the duration of cholestasis. The results of the histopathological analysis
of selected features of cholestasis showed that significantly higher scores were obtained by the animals in the

experimental cholestasis model.
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WSTEP

Cholestaza (cholestasis; zastdj zotci) okreslana jest
w medycynie jako zaburzenie wynikajace z utrudnio-
nego przeplywu zoétci lub zahamowania jej wydziela-
nia; uczestniczg w niej hepatocyty i cholangiocyty. Pa-
tologia ta charakteryzuje si¢ podwyzszonym poziomem
kwasu zotciowego w watrobie i w osoczu, prowadzac
do uszkodzenia hepatocytow oraz drog zotciowych.
Wystepuje w roznych okolicznosciach klinicznych,
prowadzac do cigzkich zaburzen czynnosci watroby.
Drogi zolciowe stanowia integralna, anatomiczng
i czynno$ciowa cze$¢ watroby [1,2]. Do typowych
objawow cholestatycznej choroby watroby naleza:
przewlekle zmeczenie, §wiad skory, zaburzenia syn-
tezy enzymow watrobowych, bol stawow, zespot su-
chosci bton §luzowych, a takze niedobory witamin roz-
puszczalnych w tluszczach, zwtoknienie, marsko$¢ czy
nowotwory drog zoétciowych badz watroby [1,3]. Kon-
sekwencja cholestazy sa zaburzenia w procesach kra-
zenia jelitowo-watrobowego kwaséw zotciowych cho-
lanowych i wchtaniania jelitowego, co moze doprowa-
dzi¢ do wtornego uszkodzenia watroby [1]. Ze wzgledu
na miejsce wystgpowania zaburzenia cholestaze dzieli
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si¢ Na zewnatrzwatrobowg oraz wewnatrzwatrobowa
[4]. W praktyce klinicznej z cholestaza zewnatrzwatro-
bowa spotykamy sie¢ wowczas, gdy dochodzi do me-
chanicznego zablokowania przeptywu zoétci, np. wsku-
tek niedroznosci drog zotciowych badz patologiczne-
go wydzielania zotci i jej uwalniania do dwunastnicy
przez watrobg. Najczesciej wystepuje u pacjentoOw
z nowotworami pola trzustkowo-dwunastniczego (gto-
wy trzustki, brodawki Vatera i dystalnego odcinka drog
z0lciowych), kamica przewodowa i jatrogennymi
uszkodzeniami drog zétciowych. Do rzadszych przy-
czyn cholestazy zewnatrzwatrobowej zalicza si¢ prze-
wlekle zapalenie trzustki, zespot Mirizziego i wady
rozwojowe drog zotciowych. Z kolei do cholestazy we-
wnatrzwatrobowej dochodzi w sytuacji, gdy zo6t¢, nie
mogac wydosta¢ si¢ do przewodu pokarmowego, za-
czyna si¢ gromadzi¢ w watrobie lub przewodach z6t-
ciowych. Z czasem powoduje to wzrost ci$nienia
w drogach zotciowych, co w konsekwencji moze wply-
ng¢ nawet na uszkodzenie hepatocytow. Nastepnie
wzrasta st¢zenie metabolitow 1 zo6tci, co prowadzi do
ich odktadania si¢ w skorze, powodujac $wiad. Dodat-
kowo rozwija si¢ zottaczka. W wyniku niedoboru zélci
w przewodzie pokarmowym dochodzi do nieprawidto-
wosci w trawieniu tluszczow oraz wchtanianiu witamin
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rozpuszczalnych w ttuszczach (A, D, E i K). Wsrdd
przyczyn cholestazy wewnatrzwatrobowej wyrdznia
si¢: zwezenie wewnatrzwatrobowych drog zotciowych,
choroby zakazne, niedobdr alfa-1-antytrypsyny (cho-
roba dziedziczna), stan po zabiegach operacyjnych, no-
wotwory, przyjmowanie niektorych lekéw, cigze (cho-
lestaza cigzarnych) [1,5].

Wigkszos¢ chorych z zottaczka mechaniczng na tle po-
zostatych schorzen wymaga leczenia operacyjnego
[6,7]. Liczne wyniki badan wykazujace szereg zmian
patologicznych i upos$ledzenie funkcji watroby oraz
innych narzadow w przypadku cholestazy zewnatrzwa-
trobowej staly si¢ przestanka do stosowania u chorych
z z6ltaczka mechaniczng przedoperacyjnych zabiegow
drenazowych [8]. Nalezy do nich endoskopowe prote-
zowanie drog zotciowych, przezskdrny drenaz przez-
watrobowy (percutaneous transhepatic drainage — PTD)
czy drenaz sposobem Kehra. Od kilku lat dostepna jest
nowa technika drenazu drog zétciowych — drenaz w
asys$cie endosonografii (endoscopic ultrasound-guided
biliary drainage — EUS-BD), ktéry moze by¢ korzystna
alternatywa dla drenazu przezskérnego [9]. Badania
kliniczne wykazaly jednak, ze mimo normalizacji wy-
nikow badan laboratoryjnych u pacjentow z guzami
glowy trzustki odsetek powiktan pooperacyjnych po
pankreatoduodenektomii poprzedzonej zabiegiem dre-
nazowym nie jest mniejszy niz u pacjentow operowa-
nych z zbitaczka mechaniczng bez drenazu [10,11,
12,13,14]. Zaktadajac, iz przedoperacyjny drenaz drog
zotciowych nie poprawia wynikéw operacji, pojawia
si¢ pytanie, kiedy chorego nalezy operowaé — tak
szybko, jak to mozliwe, czy po uptywie pewnego czasu.
W literaturze brakuje prac odpowiadajacych na pytanie,
jaki jest wptyw czasu trwania cholestazy na wyniki le-
czenia operacyjnego. Poznanie zmian aktywnosci me-
taloproteinaz w cholestazie zewnatrzwatrobowej moze
si¢ przyczyni¢ do lepszego zrozumienia jej patofizjolo-
gii. Do oznaczen wybrano metaloproteinazy macierzy
pozakomorkowej 2 oraz 9 (matrix metalloproteinase 2
— MMP-2, matrix metalloproteinase 9 — MMP-9), po-
niewaz ich aktywacja wystepuje jako odpowiedZ na
uszkodzenie watroby. Aktywnos$¢ metaloproteinaz re-
gulowana jest na trzech poziomach: transkrypcji ge-
noéw, potranslacyjnej aktywacji zymogenow oraz inter-
akcji wydzielanych MMP ze specyficznymi inhibito-
rami TIMPs (tissue inhibitors of metalloproteinases;
tkankowe inhibitory metaloproteinaz). Wybrane dwie
zelatynazy stanowig gltowny sktadnik przestrzeni Dis-
sego, opisywanej jako wolna przestrzen pomi¢dzy mi-
krokosmkami hepatocytow a $rodbtonkiem sinusoidy.
Sa szczegoblnie zaangazowane w degradacje¢ kolagenu IV
i fibronektyny, dlatego tez ich zwigkszona aktywno$é
moze prowadzi¢ do rozwoju przewlektych, w tym cho-
lestatycznych chorob watroby.

Analizujac przeglad literatury, autorzy podjeli probe
oceny aktywnos$ci MMP-2 i MMP-9, poniewaz w prze-

ciwienstwie do pozostatych metaloproteinaz jako je-
dyne spelniajg kryteria i stanowig dobry biomarker do
oceny stopnia zaawansowania cholestazy.

Model zwierzecy wiarygodnie odwzorowuje stan fizjo-
logiczny lub patologiczny zachodzacy w innym organi-
zmie, umozliwia tez stosunkowo latwe zbadanie pro-
cesow biologicznych, takich jak rozwoj czy przebieg
chordb. Najczgsciej stosowanym modelem zwierzg-
cym w badaniach naukowych sa gryzonie, zwlaszcza
szczury (Rattus norvegicus) i myszy (Mus musculus).
W doswiadczeniu wykorzystano szczury ptci meskiej.
Samce szczuréw charakteryzujg si¢ bardziej stabilnym
srodowiskiem hormonalnym i mniejszymi wahaniami
masy ciala.

Wykorzystano szczurzy zwierzecy model szczepu
Sprague-Dawley, tatwy w prowadzeniu hodowli i 0 ta-
godnym usposobieniu. Zastosowanie w badaniach mo-
deli zwierzgcych pozwala symulowa¢ warunki chole-
stazy, a uzyskane wyniki odnie$¢ do organizmu ludz-
kiego. Model zwierzgcy umozliwia wielokrotne powta-
rzanie badan i opracowanie metod najmniej inwazyj-
nych. Po zabiegu zwierzeta wybudzajg si¢ 1 Zyja na tyle
dlugo, aby mozna bylo oceni¢ efekty cholestazy i po-
réwnaé aktywno$¢ wybranych metaloproteinaz.
Metaloproteinazy macierzy pozakomorkowej sg grupa
enzymow proteolitycznych zdolnych do trawienia
sktadnikéw macierzy pozakomorkowej (extracellular
matrix — ECM) [15]. Gtéwna rola metaloproteinaz jest
degradacja biatek ECM, takich jak kolagen, laminina,
proteoglikany i fibronektyny. Dziatanie to utatwia mi-
gracj¢ komorek, powoduje tez uwolnienie czynnikow
wzrostu, oddziatujacych na komérki [16]. Dodatkowo
metaloproteinazy w warunkach fizjologicznych kontro-
luja embriogeneze, regulujg procesy rozwojowe, po-
czawszy od implantacji zarodka w jamie macicy, po-
przez rozwoj ptodu, pordd i dalszy rozwoj osobniczy.
Decyduja o prawidlowej migracji komorek, stymuluja
wzrost komorek nerwowych, biora udziat w budowie
tkanki zrebowej wszystkich narzadéw oraz w angioge-
nezie. Uczestnicza w procesie tworzenia receptorow
komoérkowych, a takze w wielu procesach immunolo-
gicznych [16]. Metaloproteinazy biorg udziat w reakcji
zapalnej poprzez degradacje¢ sktadnikow btony pod-
stawnej naczyn, co umozliwia komérkom odpowiedzi
zapalnej przedostanie si¢ do uszkodzonych tkanek.
Warunkuja prawidlowe gojenie si¢ ran i tworzenie
blizn poprzez wlasciwa odnowe tkanki tacznej. Uczest-
nicza takze w regeneracji nerwéw obwodowych [17].
Metaloproteinazy 2 i 9 s zelatynazami nalezacymi do
czwartej klasy MMP. Pierwsza z nich, MMP-2 (zelaty-
naza A), jest biatkiem o masie czasteczkowej 72 kDa,
obecnym w wigkszosci komorek organizmu, gltéwnie
za§ w ukladzie nerwowym; jej substratami sg liczne
biatka ECM i biatka mieliny. Z kolei MMP-9 (zelaty-
naza B), o masie czgsteczkowej 92 kDa, jest charakte-
rystyczna dla leukocytéw, miocytow, $rodbtonka na-
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czyn, tkanki nerwowej oraz licznych guzow; do jej sub-
stratow zalicza si¢ liczne biatka ECM (szczegdlnie ko-
lageny) oraz biatka mieliny [16,18].

Zaburzenia przemian ECM leza u podstaw wielu scho-
rzen degeneracyjnych, zapalnych oraz nowotworo-
wych. Aktywnos$¢ metaloproteinaz zauwazono takze
w obrebie osrodkowego uktadu nerwowego (OUN).
Liczne badania dowodza, Zze enzymy te uczestnicza
W procesach zapalnych, uszkadzajac barier¢ krew—
—mozg, a takze warunkuja zwigkszenie naptywu leuko-
cytow, uwalnianie cytokin czy czynnikow wzrosto-
wych [16]. Zwickszong ekspresje MMP obserwuje si¢
w roznych stanach patologicznych, m.in. w chorobach
neurodegeneracyjnych: chorobie Alzheimera, chorobie
Parkinsona, stwardnieniu zanikowym bocznym, choro-
bie Huntingtona, stwardnieniu rozsianym, a takze
w stanach neurozapalnych, takich jak urazowe uszko-
dzenie mozgu, zapalenie opon mozgowych i udar. Roz-
wijajace si¢ neurozapalenie stymuluje aktywnos$¢
MMP w barierach OUN, co przyczynia si¢ do wzrostu
przepuszczalnosci bariery.

Metaloproteinazy moga by¢ takze wykorzystywane
W monitorowaniu réznych stanow zapalnych. Cechuja
si¢ podwyzszong aktywno$cia zwigzana ze Stanami pa-
tologicznymi, m.in. w rozwoju choréb reumatycznych,
przewlektych stanach zapalnych, formowaniu guzéw
czy chorobach ukladu krazenia. Zelatynazy A i B sg
podstawowymi metaloproteinazami opisywanymi w re-
modelingu serca. Moga wigc petni¢ istotng funkcje,
przyjmujac role markera w badaniach terapeutycznych,
poniewaz MMP-2 jest proponowana jako potencjalny
biomarker we wczesnych zmianach chorobotwoérczych
w obrebie serca. Ponadto moze by¢ wykorzystywana
jako biomarker poznego wtdknienia i ciezkiej przebu-
dowy serca u pacjentdw kardiologicznych [19].

W wyniku uszkodzenia mig¢énia szkieletowego spowodo-
wanego degradacja ECM dochodzi do uwolnienia z niej
réznych czynnikéw wzrostu, ktore modyfikuja tym sa-
mym swoj wplyw na mioblasty i widokna migsniowe.
Enzymami zaangazowanymi w przeksztalcanie struktu-
ry macierzy poprzez degradacje jej sktadnikoéw sg MMP
[18]. Jak wynika z przegladu literatury, podstawowsg
funkcja MMP-9 w uszkodzonym mies$niu na etapie
miolizy jest degradacja biatlek ECM oraz ulatwianie
proliferacji badz migracji mioblastéw. Zauwazono row-
niez, ze poziom syntezy MMP-9 w uszkodzonej tkance
mig$niowej jest zwigzany z rozwojem stanu zapalnego
oraz martwica wiokien. Z kolei synteza MMP-2 wiaze
si¢ z przeksztatceniem srodowiska komorkowego, to-
warzyszacym powstawaniu nowych wiokien w p6zniej-
szych etapach regeneracji [20,21,22].

Wyroéznia si¢ tkankowe inhibitory metaloproteinaz
(TIMPs) zdolne do ich inaktywacji. Obecnie znane sg
cztery izoformy TIMPs (TIMP-1, -2, -3, -4), z ktorych
kazda jest zdolna do blokowania wigkszos$ci metalopro-
teinaz. Sg to czgsteczki o masie 21-28 kDa, stabilizo-
wane szeScioma wigzaniami disiarczkowymi [23].
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Nieswoistym inhibitorem wszystkich metaloproteinaz
jest produkowana przez watrob¢ a2-makroglobulina
[16,23]. Zaburzenie stosunku MMPs do TIMPs w $cia-
nach naczyn ma znaczenie w procesie ich niszczenia
W przebiegu miazdzycy oraz w patomechanizmie tet-
niakow. Metaloproteinazy odgrywaja istotng rolg¢ w pa-
tomechanizmie choréb autoimmunologicznych — ukta-
dowego tocznia trzewnego, reumatoidalnego zapalenia
stawow i in. Podwyzszong aktywnos¢ MMPs wyka-
zano rowniez w zmienionych zapalnie odcinkach jelita
w chorobie Le$niowskiego i Crohna. Metaloproteinazy
biora istotny udziat w rozroscie nowotworow. Wydzie-
lane s3 przez komorki nowotworowe, leukocyty oraz
komorki podporowe. Wykazano dodatnig korelacje
miedzy aktywnoscia MMPs w guzie nowotworowym
a jego sktonnoscia do naciekania i przerzutow. Zalez-
no$¢ taka stwierdzono w przypadku glejakow ztosli-
wych, raka piersi, nerki, jelita grubego, prostaty i pe-
cherza moczowego. Udziat MMPs w szerzeniu si¢ ko-
moérek nowotworowych polega na uszkadzaniu $cian
naczyn i uwalnianiu czynnikow wzrostowych. Zabu-
rzenia aktywnosci MMPs i TIMPs wykazano w mar-
sko$ci watroby zar6wno alkoholowej, jak i pozapalnej,
a takze w hemochromatozie. Nadmierne widknienie
watroby w przebiegu marskosci spowodowane jest
prawdopodobnie niedostateczna degradacja kolagenu,
wynikajaca ze spadku aktywno$ci MMPs i wzrostu ak-
tywnosci TIMPs [15,24,25].

Badanie metaloproteinaz w ptynach ustrojowych i wy-
ciggach tkankowych polega na oznaczaniu ich aktyw-
nosci 1 stgzenia. Stezenie okresla si¢ za pomocg testu
immunoenzymatycznego ELISA (enzyme-linked immu-
nosorbent assay). Aktywno$¢ natomiast ocenia sie me-
todg zymograficzng, ktora obejmuje zymograficzny
rozdziat biatek z wizualng identyfikacja enzymatycznej
aktywnosci wybranego biatka [26]. Zymografia jest
metoda prosta, czulg i potilosciowa. Dla MMP-2 prog
wykrywalnosci wynosi okoto 10 pg [27,28].

Celem niniejszej pracy byty ocena aktywnosci MMP-2
i MMP-9 w watrobie szczura w doswiadczalnym mo-
delu cholestazy z uwzglgdnieniem czasu jej trwania
oraz analiza histopatologiczna wybranych, charaktery-
stycznych cech cholestazy z zastosowaniem technik
mikroskopowych.

MATERIAL | METODY

Opieka nad zwierzgtami i postgpowanie z materiatem
byly zgodne z zasadami 3R (replacement, reduction,
and refinement). Wszystkie doswiadczenia przeprowa-
dzane byly zgodnie z obowigzujacg Ustawg z dnia
21 stycznia 2005 r. o doswiadczeniach na zwierzetach,
po wczesniejszym uzyskaniu zgody Lokalnej Komisji
Etycznej do Spraw Do$wiadczen na Zwierzgtach w Ka-
towicach. Materiat badawczy stanowito 36 szczurow
samcow szczepu Sprague-Dawley o masie ciata 350—
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—420 g. Wszystkie zwierzeta przez caly czas ekspery-
mentu przebywaty w klatkach, w temp. 20°C, wilgot-
nosci wzglednej 59—69% oraz cyklu o§wietlenia 12/12.
Zwierzeta z grup bada-nych przed zabiegiem umiesz-
czane byly po 5 sztuk w jednej klatce, po zabiegu kazdy
osobnik przebywat osobno. Zwierzgta karmiono pasza
standardowa do dnia zabiegu wlacznie. Po zabiegu
przez 24 godz. otrzymywatly jedynie wodg, nastgpnie
dalej byly karmione pasza standardowa. Zwierzeta po-
dzielono na 3 grupy badane oraz 3 grupy kontrolne, po
6 zwierzat w kazde;j.

Zabiegi operacyjne przeprowadzano w znieczuleniu
ogblnym ksylazyng i ketaming podawanymi domigs-
niowo w dawkach: ksylazyna 10 mg/kg m.c., ketamina
30 mg/kg m.c. U zwierzat z grup badanych wywotano
cholestaze zewnatrzwatrobowa poprzez podwigzanie
i przecigcie przewodu zotciowego wspolnego. Zabieg
wykonywano z cigcia posrodkowego po uprzednim
ogoleniu i odkazeniu pola operacyjnego. Przewod zot-
ciowy wspolny podwigzywano dwiema podwigzkami,
nastepnie przecinano go pomig¢dzy nimi dla zapew-
nienia catkowitego przerwania ciaglosci. U zwierzat
z grup kontrolnych wykonano laparotomi¢ i manipula-
cj¢ na przewodzie zélciowym wspolnym, co polegato
na odpreparowaniu przewodu od pozostatych struktur
wiezadla watrobowo-dwunastniczego, podobnie jak
przed zatozeniem podwiazek.

Zwierzeta z grup badanych i kontrolnych reoperowano
po uptywie 3 (I grupa), 7 (11 grupa) i 14 dni (I11 grupa).
Zabiegi rowniez wykonywano w znieczuleniu ogdlnym
ksylazyna i ketaming, podawanymi domig¢$niowo w ta-
kich samych dawkach jak uprzednio. Po odkazeniu
pola operacyjnego jame¢ brzuszng otwierano z cigcia
posrodkowego przez blizng. Zwierzgta poddawano
eutanazji przez przedawkowanie pentobarbitalu sodu
(200 mg/kg m.c. i.p.).

Pobrang tkanke wazono. Jednorazowo waga tkanki
wynosita okolo 0,8 g. Do pobranej tkanki dodawa-
no roztwér R1 o sktadzie 0,01 M CaCly, 0,25-proc.
Triton X-100. Cato$¢ homogenizowano homogeniza-
torem ultradzwigkowym (Ultrasonic Processor) przez
1 min w temp. 4°C. Uzyskany homogenat wirowano
przez 30 min przy 6000 obr./min. Po odwirowaniu
otrzymano supernatant T, gdzie znajdowata si¢ frak-
cja rozpuszczalna w Tritonie, oraz osad nr 1. Osad
umieszczano w buforze do ekstrakcjina ciepto o sktadzie
0,056 M TRIS, pH 7,4, 0,1 M CaCl; i worteksowano.
Proces ten zachodzit przez 15 min w temp. 60°C.
Tak zawieszony osad wirowano przez 30 min przy
10 000 obr./min. W ten sposdb otrzymano supernatant
HE i osad nr 2. Nastgpnie z supernatantu wytragcano
biatko. Do tego celu uzyto 96-proc. alkoholu etylowego
schtodzonego do temp. —70°C. Po wytraceniu probke
wirowano przez 5 min. w chtodni przy 15 300 xg. Po
usunigciu etanolu otrzymywano osad nr 3. Elektrofo-
rez¢ przeprowadzano w zelu poliakrylamidowym za-

wierajacym zelatyng w stezeniu 2 mg/ml zelu. Roz-
dziaty elektroforetyczne przygotowywano w pionowych
zelach poliakrylamidowych. Stosowano 12,5-proc. Zel
rozdzielajacy (12,1875-proc. akrylamid; 0,3125-proc.
N,N"Metylenobisakrylamid; 0,225 M TRIS, pH 8,8;
0,1-proc. sodowy siarczan dodecylu (SDS); 0,04-proc.
nadsiarczan amonu (APS); 0,075-proc. N,N,N",N"me-
tyleno-etyleno-diamine (TEMED)) oraz 5-proc. zel za-
geszczajacy  (4,875-proc.  akrylamid; 0,125-proc.
N,N"Metylenobisakrylamid; 0,0125 M TRIS, pH 6,8;
0,1-proc. SDS; 0,1-proc. APS; 0,2-proc. TEMED);
wszystkie odczynniki firmy Sigma-Aldrich. Komore
0 wymiarach 140 x 100 % 1,2 mm wypetniano zelem
rozdzielajagcym. Zel nawarstwiano 1 ml mieszaniny
alkoholu butylowego i 0,2-proc. roztworem SDS w sto-
sunku 1 : 1 i pozostawiano na 120 min do polimeryza-
cji. Nastgpnie nanoszono zel zageszczajacy, ktory po-
limeryzowal w czasie 15-20 min. Komor¢ z zelami
umieszczano w zestawie do elektroforezy, ktory wypet-
niano buforem przewodzacym (3 g Tris; 14,4 g glicyny;
0,1 g SDS na 1 1 buforu). Przed nanoszeniem probek
wykonywano tzw. pre-run, poddajacy zel dziataniu
pradu statego o natezeniu 10 mA przez 190 min. Probke
biatka mieszano z buforem do nanoszenia (0,02 M
TRIS, pH 8,8; 0,002 M EDTA; 5-proc. SDS; 10-proc.
2-merkapto-etanol; 0,2-proc. biekit bromofenolowy)
w stosunku 2 : 1. Nastepnie nanoszono do kieszonki
W zelu zageszczajacym wyizolowane frakcje w objeto-
$ci nieprzekraczajacej 40 pl. Elektroforeze prowa-
dzono pradem stalym o nat¢zeniu 5 mA do momentu
wejscia biekitu bromofenolowego do zelu rozdzielaja-
cego, nastegpnie zwigkszano natezenie pradu do 10 mA.
Elektroforeze konczono, gdy bigkit bromofenolowy
znajdowat si¢ w odlegtosci okoto 15 mm od konca zelu.
Kazdorazowo, obok probek badanych, nanoszono na
zel mieszaning biatek wzorcowych MMP-2 i MMP-9.
Po zakonczeniu elektroforezy zele ptukano 2-krotnie
po 15 min w 2,5-proc. Tritonie. Nastgpnie umieszczano
w buforze do inkubacji w 37°C na 48 godz. Zele bar-
wiono przez 1 godz. w 0,1-proc. Coomassie Brilliant
Blue w 40-proc. propan-2-olu.

W celu uwidocznienia wytrawionych z udziatem Zela-
tynaz prazkéw zele odbarwiono w mieszaninie meta-
nolu, lodowatego kwasu octowego i wodzie destylowa-
nej. Metaloproteinazy z grupy zelatynaz trawia zela-
tyne znajdujaca si¢ w zelu poliakrylamidowym, pozo-
stawiajac biaty prazek. Odbarwianie prowadzono do
momentu pojawienia si¢ maksymalnego kontrastu mie-
dzy bialymi prazkami a niebieskim ttem.
Dokumentacj¢ prowadzono kazdorazowo po zakoncze-
niu elektroforezy. W tym celu zele suszono i fotografo-
wano. Analiz¢ rozdziatéw elektroforetycznych prze-
prowadzono za pomoca opracowanego w tym celu pro-
gramu obliczeniowego do oceny masy molowej biatek
po rozdziatach elektroforetycznych w zelach poliakry-
lamidowych i1 agarozowych, wykorzystujac oprogra-
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mowanie NI Vision for LabWindows/CVI ver. 7.1.
Mase czasteczkowg biatek obliczono na podstawie
wzorcOw mas czasteczkowych.

Wycinki przeznaczone do oznaczania aktywnosci i ste-
zen metaloproteinaz umieszczono w probowkach
Eppendorf w temp. —70°C. Do badania histopatologicz-
nego pobierano wycinki o objetosci okoto 1 cm®z plata
posrodkowego watroby i zalewano formaling. Ciala
zwierzat umieszczano w przeznaczonych do tego celu
pojemnikach, przekazywanych nastgpnie do utylizacji
przez spalenie.

Dla okreslenia adekwatnego testu statystycznego dla
prob przeprowadzono test normalno$ci pozwalajacy na
sprawdzenie hipotezy, ze populacja ma okres$lony typ
rozktadu. W przypadkach gdy wyniki testow wskazy-
waly na odchylenia od rozktadu normalnego, stoso-
wano test U Manna i Whitneya oraz nieparametryczng
alternatywe analizy wariancji w postaci testu Kruskala
i Wallisa. Testy nieparametryczne wykorzystywane sa
do weryfikacji nieparametrycznych hipotez. Ocenia sig¢
ro6znice migdzy probami, co sprawdza hipoteze zerows.
Jesli roznice sg duze — wymagaja odrzucenia hipotezy
zerowej. Dla prob niepowigzanych stosowano test U
Manna i Whitneya, z kolei dla powiazanych test Wil-
coxona, ktory bada istotno$¢ réznicy sumy rang obser-
wacji w dwoch probach. Za pomoca testu Kruskala
i Wallisa badano, czy pomiedzy kilkoma grupami
istniejg roznice statystycznie istotne. Test nie wymaga
zatozen co do rozktadu normalnego i homogenicznosci
wariancji. W przypadku zmiennych powigzanych za-
stosowano test Friedmana z analiza post-hoc Dunn
z korekta/poprawka Bonferroniego.

WYNIKI

Preparaty do badania histopatologicznego zostaly przy-
gotowane w Katedrze i Zaktadzie Patomorfologii i Dia-
gnostyki Molekularnej Slaskiego Uniwersytetu Me-
dycznego w Katowicach, a ocenione w Katedrze i Za-
ktadzie Patomorfologii i Cytologii Onkologicznej Uni-
wersytetu Medycznego im. Piastow Slaskich we Wro-
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ctawiu. W ocenie mikroskopowej preparatow histopa-
tologicznych zastosowano wtasng poétilo§ciowa 4-stop-
niowa skal¢ punktowsa, opracowang na potrzeby niniej-
szego badania. W dostepnym pismiennictwie nie zna-
leziono skali spetniajgcej kryteria, ktore umozliwityby
wiarygodne odzwierciedlenie wynikdéw. Stworzona
przez autorow skala uwzglednia charakterystyczne dla
watroby szczura cechy cholestazy, 0znaczone jako: A —
ogniska martwicy z rozproszonym naciekiem limfocy-
tarnym, B — naciek limfocytarny niezalezny od mar-
twicy, C — proliferacja kanalikow zotciowych z posze-
rzeniem $wiatla, D — rozrost tkanki tacznej widknistej
i siateczki, E — zastdj z6kci w hepatocytach (tab. 1).
Cechy A-C i E opisano za pomocg wspomnianej
4-stopniowej skali, oceniajacej stopien rozwoju/zaa-
wansowania danej cechy: 0 — brak zmian, 1 — zmiany
matego stopnia, lekkie (light), 2 — zmiany umiarkowa-
nego stopnia, $rednie (moderate), 3 — zmiany duzego
stopnia (significant). Ceche D opisano jako: 0 — brak
wloknienia, 1 — wildknienie wrotne, 2 — widknienie
wrotne i okolowrotne oraz z wypustkami, 3 — widknie-
nie przgstowe i przegrodowe.

Grupy badane i kontrolne zostaly opisane w nastepuja-
cy sposob: | C — grupa z cholestaza po uptywie 3 dni,
I K — grupa kontrolna po uptywie 3 dni, Il C — grupa
z cholestaza po uptywie 7 dni, Il K — grupa kontrolna
po uptywie 7 dni, Il C — grupa z cholestaza po uplywie
14 dni, 11l K — grupa kontrolna po uptywie 14 dni.
Wszystkie dane poddano analizie statystycznej testem
Kruskala i Wallisa dla wartos$ci nieparametrycznych.
W tabelach I1-VII przedstawiono wyniki tej analizy
Z zaznaczeniem znamiennosci statystycznej dla wybra-
nych grup.

Komputerowa analiza densytometryczna wynikow zy-
mografii wykazata aktywnosci MMP-2 i MMP-9. Zna-
mienne statystycznie roznice 0znaczono w przypadku
MMP-2, stwierdzajac wicksza jej aktywnos¢ w gru-
pach I C, 11l C (tab. IV i V) w poréwnaniu z grupami
kontrolnymi, przy czym tendencja ta nasilata si¢ wraz
z uptywem czasu cholestazy. Istotnie znamienne ro6z-
nice zauwazono réwniez pomigdzy grupami I C, 11 C
(tab. I1), 1 C, 111 C (tab. lll) oraz I C, 111 C (tab. VII).
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Tabela I. Wyniki badania histopatologicznego badanych grup z uwzglednieniem stopnia zaawansowania kazdej cechy (A-E)
Tabela I. Results of histopathological examination of examined groups, taking into account severity of each feature (A-E)

Stopien zaawansowania cechy
Numer
Grupa preparatu A B c D E
o(1|2(3|0|1}2(3|0|1|2|3|]0|1[2|3|[0|1]2]|3
1 X X X X
2 X X X X X
3 X X X X X
IC
4 X X X X X
5 X X X X X
6 X X X X X
1 X X X X X
2 X X X X X
3 X X X X X
IK
4 X X X X
5 X X X X
6 X X X X X
1 X X X X X
2 X X X X X
3 X X X X X
IIc
4 X X X X X
5 X X X X
6 X X X X
1 X X X X X
2 X X X X X
3 X X X X
K
4 X X X X X
5 X X X X X
6 X X X X X
1 X X X X X
2 X X X X X
3 X X X X
e
4 X X X X X
5 X X X X X
6 X X X X X
1 X X X X
2 X X X X X
3 X X X X X
K
4 X X X X
5 X X X X
6 X X X X X
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Tabela II. Warto$ci Srednich i odchylenia standardowego przy poréw-
naniugrup ICillC
Table II. Values of means and standard deviation when comparing
groups | Cand Il C

Tabela V1. Wartosci $rednich i odchylenia standardowego przy poréw-
naniu grup Il CiK
Table VI. Values of means and standard deviation when comparing
groups Il C and K

Grupa Srednia Odchylenie standardowe Grupa Srednia Odchylenie standardowe
IC 75,00 9,1 Ic 60,01 8,1
Ic 60,01 8,1 K 58,06 8,5
p<0,05 p=07

Tabela lll. Wartosci $rednich i odchylenia standardowego przy poréw-
naniugrup lCilll C
Table IIl. Values of means and standard deviation when comparing
groups Il Cand Ill C

Grupa Srednia Odchylenie standardowe
IIc 60,01 8,6
e 96,00 124
p <0,05

Tabela IV. Wartosci rednich i odchylenia standardowego przy poréw-
naniu grup Il CiK
Table IV. Values of means and standard deviation when comparing
groups lll C and K

Grupa Srednia Odchylenie standardowe
lnc 96,00 9,1
K 58,06 8,5
p<0,05

Tabela V. Wartosci $rednich i odchylenia standardowego przy poréw-
naniu grup | Ci K
Table V. Values of means and standard deviation when comparing
groups | C and K

Tabela VII. Wartosci Srednich i odchylenia standardowego przy poréw-
naniugrup ICilllC
Table VII. Values of means and standard deviation when comparing
groups | Cand Ill C

Grupa Srednia Odchylenie standardowe
IC 75,00 9,1
lnc 96,00 12,4
p<0,05

Wyniki analizy histopatologicznej

Ryciny 1-5 ilustruja wyniki ocen preparatéw histopa-
tologicznych dla wybranych cech cholestazy (ozna-
czonych jako A-E) w zaleznosci od czasu jej trwania,
z zaznaczeniem odchylenia standardowego.

Analizujac uzyskane wyniki dla cech A-D, znamien-
nie wyzsze oceny w skali uzyskaty szczury z grup ba-
danych. Dla cechy A warto$¢ p wynosi 0,0112, nato-
miast dla cechy B 0,0005. Uzyskane wyniki w grupie
szczuréw z cholestazg cechujg si¢ istotnoscig staty-
styczng. Znamiennie wyzZsze oceny w porownaniu

Grupa Srednia Odchylenie standardowe z grupami kontrolnymi uzyskaly takze cechy chole-
c 7500 91 stazy: C—p = 0,004 oraz D — p = 0,0078. Cecha E wy-
' ' kazata brak istotnych réznic statystycznych.
K 58,06 8,5
p<0,05
H cholestaza
H kontrola
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Ryc. 1. Wyniki oceny ognisk martwicy z rozproszonym naciekiem limfocytarnym w kolejnych badaniach (cecha A).
Fig. 1. Results of assessment of necrotic foci with diffuse lymphocytic infiltration in subsequent examinations

(feature A).
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Ryc. 2. Wyniki oceny naciekéw limfocytarnych niezaleznych od martwicy w kolejnych badaniach (cecha B).
Fig. 2. Results of assessment of lymphocytic infiltrations independent of necrosis in subsequent examinations
(feature B).

m cholestaza
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Ryc. 3. Wyniki oceny proliferacji kanalikéw zotciowych z poszerzeniem $wiatta w kolejnych badaniach (cecha C).
Fig. 3. Results of assessment of bile duct proliferation with dilated lumen in subsequent examinations (feature C).
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Ryc. 4. Wyniki oceny rozrostu tkanki facznej wioknistej i siateczki w kolejnych badaniach (cecha D).
Fig. 4. Results of assessment of hyperplasia of fibrous connective tissue and reticulum in subsequent examinations
(feature D).
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Ryc. 5. Wyniki oceny zastoju zétci w hepatocytach w kolejnych badaniach (cecha E).
Fig. 5. Results of assessment of bile stasis in hepatocytes in subsequent examinations (feature E).

DYSKUSJA

Do$wiadczenia polegajace na wywotaniu cholestazy
zewnatrzwatrobowej u zwierzat przez podwigzanie
przewodu zotciowego wspolnego w celu badania zabu-
rzen roznych funkcji watroby 1 innych narzadéw oraz
oceny wplywu wybranych substancji na rozw6j chole-
stazy byly juz wykonywane i opisywane w literaturze.
Modele zwierzece czgsto wykorzystuje sie w badaniach
naukowych w celu zrozumienia mechanizmow leza-
cych u podstaw ostrego i przewleklego uszkodzenia
watroby. Wickszo$¢ tego typu badan zostata przepro-
wadzona na szczurach [29,30,31,32].

Jak wynika z przegladu literatury, istnieja takze prace
dotyczace oceny stezenia wybranych metaloproteinaz
W 0soczu pacjentow z pierwotnym nadci$nieniem tet-
niczym [15]. Ocenie poddano roéwniez aktywno$é
MMP w chorobach neurodegeneracyjnych OUN [33].
Lucas-Grzelczyk i wsp. [34] wykazali korelacje mig-
dzy zwigkszong ekspresja MMP-2 w tkance guza a sta-
nem Kklinicznym czy wystepowaniem przerzutow. W li-
teraturze naukowej wciaz jednak niewiele jest donie-
sien na temat oceny aktywno$ci metaloproteinaz
w cholestazie. To temat, ktory nadal wymaga doktad-
nego poznania.

Badania Guedesa i wsp. [35] potwierdzity, ze w wyniku
cholestazy pojawiaja si¢ modyfikacje i zmiany w $cia-
nie pgcherzyka zotciowego. Przewody odprowadzajace
701¢ staja si¢ cienkie i sztywne, dochodzi do rozwoju
martwicy o charakterze ogniskowym, co przyczynia si¢
do wycieku toksycznych substancji. Wydzielaja si¢ hy-
drofobowe kwasy zolciowe, wywolujac uszkodzenia
watroby. W wyniku nagromadzenia soli zétciowych
btony hepatocytéw zostaja uszkodzone, co powoduje
wzrost poziomu aminotransferaz w osoczu. Dodatkowo
w grupie badanych szczurow, u ktorych wywotano
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cholestaze zewnatrzwatrobowa poprzez podwigzanie
drog zotciowych, autorzy zaobserwowali takze wyzsza
aktywno$s¢ MMP-2 w poréwnaniu z grupa kontrolna.
Udowodniono to réwniez w naszym badaniu. We wiok-
nieniu watroby MMP-2 wykazuje ekspresj¢ w miofi-
broblastach i moze petnic role profibrogenna [36].
Wzrost stezenia MMP-2 moze by¢ spowodowany akty-
wacja komorek gwiazdzistych watroby (hepatic stel-
late cells — HSCs), ktore w przypadku uszkodzenia wa-
troby przechodzg z fazy spoczynku do fazy aktywacji.
Dlatego tez patofizjologia wtdknienia watroby pozo-
staje w $cistym zwigzku z procesem aktywacji HSCs
[35,37]. Proces ten sktada si¢ z dwoch etapow: inicjacji,
okreslanej takze faza przedzapalng, oraz rozwinigcia
i podtrzymywania aktywacji, konczacego sie¢ faza rezo-
lucji w okresie, gdy choroba watroby wygasa [38].

W zdrowej watrobie homeostaza ECM jest precyzyjnie
regulowana stalg przemiang kierowang przez grupe
enzymow MMP oraz ich specyficznych inhibitoréw —
TIMPs. W razie przewlektego uszkodzenia tkanki wa-
trobowej HSCs ulegaja aktywacji i rznicuja si¢ do fe-
notypu fibroblastow. W aktywowanych HSCs ekspre-
sja TIMP-1 jest szczegdlnie podwyzszona, co prowadzi
do zahamowania aktywnosci MMP, a nastgpnie na-
gromadzenia bialek macierzy w przestrzeni pozako-
morkowej. W zdrowej tkance watroby istnieje rowno-
waga migdzy TIMP a MMP, ktére kontrolujg usuwanie
i sktadanie ECM. W trakcie fibrogenezy rownowaga ta
zostaje zaburzona, co powoduje wzrost ekspresji
TIMPs i MMPs z nadmiarem TIMPs i tym samym za-
hamowaniem degradacji macierzy. Zatem aktywowane
HSCs mogg rowniez wptywaé na regresje wioknienia
poprzez uwalnianie proteaz degradujacych ECM [39].
Proces wloknienia watroby jest zwigzany z zaburze-
niem dynamicznej rownowagi mig¢dzy synteza a degra-
dacja prawidlowych bialek ECM. Rozwija si¢ w wy-
niku przewlektego uszkodzenia watroby, ktoére moze
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by¢ wywotane czynnikami toksycznymi, zaburzeniami
metabolicznymi lub procesami autoimmunologicznymi
[40]. Dodatkowo obserwuje si¢ takze typowe cechy hi-
stopatologiczne u zwierzat poddanych podwiazaniu
drog zo6tciowych. W wyniku odktadania si¢ ECM roz-
wija si¢ przegroda widknista z obecnos$cia ztogdéw, co
indukuje zwldknienie tkanki [4,35,41]. Obecnie w celu
oceny stopnia zwtoknienia watroby oprocz biopsji Wy-
korzystuje si¢ elastografi¢ — prosta, nieinwazyjna me-
tod¢ diagnostyczna, stosowang takze u pacjentow
z chorobami autoimmunologicznymi i cholestatycz-
nymi watroby [42].

W badaniach wtasnych zaobserwowano m.in. rozrost
tkanki tacznej widknistej i siateczki, istotnie wyzszy
statystycznie w zwierzegcym modelu cholestazy.
Zmiany dotyczyty takze innych badanych cech chole-
stazy, tj. proliferacji kanalikéw zoélciowych, nacieku
limfocytarnego niezaleznego od martwicy czy rozwoju
ogniska martwicy, ktére w modelu badawczym cecho-
waty si¢ znamiennie wyzsza oceng. W praktyce klinicz-
nej cholestatyczne choroby watroby nadal pozostaja
glownym problemem dla pediatréw [43,44,45], choé
choroby te wystepuja rowniez u kobiet cigzarnych
[46,47,48,49,50,51].

Diagnostyka roznicowa cholestazy jest trudna z uwagi
na mnogos¢ przyczyn, dlatego niejednokrotnie stanowi
wyzwanie diagnostyczno-terapeutyczne. Mimo iz z6t-
taczka cholestatyczna wystepuje u niemowlat dosy¢
rzadko (1 na 2500 zywo urodzonych dzieci), stanowi
bardzo wazne zagadnienie w pediatrii z powodu szybko
postepujacych nieodwracalnych zmian destrukcyjnych
w obrebie watroby i drog zétciowych. U niemowlat juz
1-miesigczny zastdj zotci moze przyczynic si¢ do zot-
ciowej marskosci watroby. Niezdiagnozowane choroby
metaboliczne, mogace by¢ przyczyna cholestazy, pro-
wadza do niedorozwoju psychoruchowego dzieci;
w wielu przypadkach mozna temu zapobiec, stosujac
np. odpowiednig diete eliminacyjng. U pacjentdw pe-
diatrycznych w okresie niemowlecym bardzo trudno
roznicowa¢ cholestazg wewnatrz- i zewnatrzwatrobo-
wa na podstawie nieprawidlowosci w badaniach bio-
chemicznych [52].

U dorostych czgsto§¢ wystepowania pierwotnego zapa-
lenia drog zotciowych (primary biliary cholangitis —
PBC) wykazuje zréznicowanie geograficzne, z najwyz-
sza zapadalno$cia w USA, a najnizsza w Australii.
W krajach zachodnich zachorowalno$¢ na PBC wynosi
0,3-5,8 na 100 000 oséb, chorobowos¢ 1,9-40,2 na
100 000 osob, z wyrazna dominacja kobiet w wieku
40-60 lat [1]. Przyczyny prowadzace do rozwoju cho-
lestazy w wieku niemowlgcym obejmuja: deficyt cy-
trynu, postepujaca rodzinng cholestaze wewnatrzwa-
trobowg typu 4, utrate ekspresji receptora farnezoido-
wego X, deficyt aktywnosci kortyzolu badz rodzinna
hipercholanemie [43]. W obowiazujacej dotychczas de-
finicji jako przyczyne cholestazy przyjmowano zmniej-
szong synteze i sekrecje zotci do dwunastnicy. Defini-
cja wymaga jednak modyfikacji, poniewaz w patoge-
nezie cholestazy coraz czesciej podkresla si¢ role zabu-
rzonego metabolizmu badz transportu kwasow zotcio-
wych w obrebie hepatocytow [43].

Warto podkresli¢, ze nie brano pod uwage symulacji
cholestazy u pacjentow pediatrycznych. Jesli zabieg
wykonywano by na szczurach, ktorych waga bylaby
odzwierciedleniem wagi noworodka, mogtoby dojs$¢ do
wigkszej §miertelno$ci szczuréw i problemu z ich wy-
budzeniem ze wzglgdu na niska wage.

Poznanie aktywnos$ci wybranych enzymow oraz wie-
dza na temat rozwoju zmian histopatologicznych
w obrgbie badanych tkanek pozwalajg na dobor odpo-
wiedniego postgpowania terapeutycznego U pacjentow
z cigzkimi zaburzeniami czynnos$ci watroby, co moze
stanowi¢ obiecujaca perspektywe leczenia.

WNIOSKI

1. Wraz z uplywem czasu cholestazy wzrasta aktyw-
no$¢ MMP-2.

2. Rozrost tkanki tacznej wioknistej 1 siateczki jest
istotnie wyzszy statystycznie u zwierzat w doswiad-
czalnym modelu cholestazy w porownaniu z gru-
pami kontrolnymi.
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