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Poziom osteopontyny w surowicy krwi u
pacjentoéw z alkoholowg chorobg watroby,
leczonych z powodu alkoholowego zespotu
odstawiennego - doniesienie wstepne

Choroba alkoholowa watroby (ALD)
jest czestym nastepstwem uzaleznie-
nia od alkoholu, ktory zwieksza cho-
robowos¢ i Smiertelnos¢ w tej grupie
pacjentéw. Indukowanie procesu
zapalnego w uszkodzonej alkoholowo
watrobie jest momentem zwrotnym w
przebiegu ALD, gdyz moze doprowa-
dzi¢ do ostrych objawéw niewydolno-
Sci watroby lub przebudowy marskiej
watroby z nasileniem procesu witéknie-
nia i rozwojem nadcisnienia wrotnego.
Poszukujac biomarkera zapalenia i
wiéknienia watroby, uwage skierowano
na osteopontyne (OPN), biatko majace
udziatwe wczesnym okresie zapalenia
oraz w tak zwanym remodelingu uszko-
dzonych tkanek, polegajacym miedzy
innymi na wzmozeniu procesu fibro-
genezy. W badaniu wstepnym przeba-
dano grupe 12 pacjentéw w Srednim
wieku 44 lata, oraz Srednim czasem
uzaleznienia 16 lat, hospitalizowanych
z powodu zespotu odstawiennego.
U wszystkich pacjentéw rozpoznano
ALD: u 4 stluszczenie, u 3 zapalenie,
a u 5 marskos¢ watroby. Grupe kon-
trolng stanowito 19 pacjentéw. OPN
W surowicy oznaczana byla metoda
ELISA z wykorzystaniem odczynnikow
firmy Raybiotech. W grupie kontrolnej
poziom OPN miescit sie w przedziale
0 - 35 955 pg/ml, natomiast w grupie
badanej 0 - 338 280 pg/ml. U pacjentéw
ze sttuszczeniem watroby poziom OPN
byt ponizej granicy detekcji metody
(<50 pg/ml). Poziom OPN istotnie rost
w miare progresji ALD. Najwyzsze
poziomy OPN (>100 000 pg/ml) od-
notowano u pacjentéw z zapaleniem
watroby oraz zaawansowana marsko-
Scig watroby w okresie dekompensacji
watroby.

Wstep

Choroba alkoholowa watroby (ALD) jest
postepujacym schorzeniem w przebiegu
przewleklego naduzywania alkoholu. ALD
przebiega etapami, poczatkowo z obrazem
stluszczenia hepatocytéw, a nastepnie z

Alcoholic liver disease (ALD) is
consequence of alcohol addiction,
that increase morbidity and mortality
ofthose group of patients. Induction of
the inflammatory process in alcohol in-
jured liver is a turning pointin ALD, can
cause acute liver damage symptoms
or cirrhosis with increase of hepatic
fibrosis intensity and portal hyperten-
sion. Osteopontin (OPN) - a protein
associated with early inflammatory
process and remodeling of damaged
tissues with intensification of hepatic
fibrogenesis process, is considered to
be a biomarker of hepatic inflammation
and fibrosis. A group of 12 patients
with mean age - 44 years, mean alcohol
addiction time -16 years, hospitalized
because of alcohol withdrawal symp-
toms were examined in the preliminary
report. ALD was diagnosed in all pa-
tients, steatosis - in 4, inflammatory - in
3, cirrhosis - in 5. Control group were
19 healthy patients with no alcohol
addiction and liver disease in medical
history. Serum OPN level was measu-
red by ELISA method using reagents
from Raybiotech. Serum OPN level in
control group ranged 0-35 955 pg/ml,
in examined group ranged 0 - 338 280
pg/ml. OPN levels in serum of patients
with hepatic steatosis were under limit
of detection (<50 pg/ml). OPN serum
level increase was correlated to ALD
progression. The highest OPN levels
(>100 000 pg/ml) were observed in
patients with symptoms of the liver de-
compensation due to severe hepatitis
and advanced cirrhosis.

zapaleniem watroby, ktére doprowadza do
przebudowy marskiej oraz witdknienia wa-
troby. Patomechanizm uszkodzenia watroby
jest ztozony i nie do konca wyjasniony. Uwa-
za sie, ze istotnym momentem wplywajacym
na dalsza progresje uszkodzenia watroby
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jest rozwoj zapalenia indukowanego z jednej
strony stymulacjg uktadu odpornosciowego
przez produkty metabolizmu watrobowego
etanolu w uktadzie cytochomu CYP2E1,
a z drugiej przez bakteryjne endotoksyny
przedostajace sig do ukiadu krwionosnego
w wyniku uszkodzenia bariery jelitowej przez
etanol [2,7,8]. Metabolizm watrobowy etano-
luw ukladzie CYP2E1 wiedzie do uwalniania
wolnych rodnikéw tlenowych oraz peroksy-
dacji lipidow. Oba procesy powodujg uszko-
dzenie bezposrednie bton komérkowych i
organelli wewnatrzkomorkowych hepatocy-
tow. Powstanie martwicy komoérkowej przy-
czynia sig do indukowania komérek Kupffera
z uwolnieniem prozapalnych i stymulujgcych
wioknienie cytokin [7]. Endotoksyny wchio-
niete z przewodu pokarmowego sg wylapy-
wane z krgzenia wrotnego i neutralizowane
przez watrobowy ukladu retikuloendotelialny
(RES), zwlaszcza przez komérki Kupffera.
Aktywowane komorki Kupffera, bedace za-
razem makrofagami uwalniajg prozapalne
cytokininy, w tym TNF-a, TNF-B, interleu-
kiny (IL) -1, -6 oraz wolne rodniki (ROS) i
czynniki chemotaktyczne dla neutrofilow,
promujace migracje komérek zapalnych
do ognisk uszkodzenia migzszu watroby.
Kluczowg role w alkoholowym zapaleniu
watroby odgrywa TNF-a, ktérego poziom w
surowicy krwi koreluje z nasileniem zmian
zapalnych oraz ztym rokowaniem [2,10].
Dowodem na to jest hamowanie procesu
zapalnego wywotane podaniem swoistych
przeciwciat anty-TNF-a udokumentowane
w badaniach na gryzoniach [5,9]. TGF-B1
2dgrywa kluczowa role w rozwoju widknienia
watroby, poprzez transformacje watrobo-
wvych komoérek gwiezdzistych (HSCs) w
miofibroblasty. Dzieki temu zwieksza sie
orodukcja pozakomérkowej macierzy (ECM)
rozpoczecie wioknienia.

W ostatnim czasie zwraca sie uwage na
~ydzielang przez komorki Kupffera oste-
dpontyne (OPN), biatka nalezacego do ro-
1ziny matych, wigzacych integryny glikopro-
ein - SIBLING (ang. small integrin-binding
igand N-linked glycoprotein). Funkcja OPN
zwigzana jest z wieloma procesami, do kto-
'ych mozna zaliczyé funkcje ksztattowania
spojnosci tkanek podczas procesu zapalne-
3o, czy tez udziat we wczesnej odpowiedzi
©omorkowej. OPN wigze sie z integrynami
a powierzchni makrofagéw, tym samym
~ywoluje ich migracje i naciekanie ognisk
nartwiczych wywotanych przez czynnik
Iszkadzajacy watrobe. Efektem tego pro-
>esu jest zaostrzenie procesu zapalnego i
€90 podtrzymywanie. Badania wskazujg, ze
?PN stanowi jedng z kluczowych chemoki-
1in i cytokinin w procesie indukowania za-
’alenia i moze stanowic biomarker choroby
zapalnej watroby. Badania przeprowadzone
1a modelu zwierzecym [11] wskazuja, ze
2kspresja OPN wywotana podazg etanolu,
coreluje z podwyzszona aktywacja neu-
rofilow, tworzeniem przez nie naciekow
fapalnych (steatohepatitis) pod wptywem
ilkoholu. Potwierdzono takze wyzszg eks-
Jresje OPN u osobnikéw zenskich, co moze
lumaczy¢ wieksza podatnosé pici zenskiej
1a alkoholowe uszkodzenie watroby.

Celem pracy byta ocena poziomu OPN
¥ surowicy krwi u osob uzaleznionych od
ikkoholu, poszukiwanie korelacji poziomu
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OPN z czasem uzaleznienia od alkoholu,
zaawansowaniem klinicznym alkoholowej
choroby watroby, aktywnoscig enzymow
watrobowych i parametréw zapalnych.

Materiat i metoda

Grupe badang stanowili pacjenci pici
meskiej uzaleznienieni od alkoholu, hospi-
talizowani w oddziale ostrych zatru¢ Kliniki
Toksykologii UJCM w Krakowie celem le-
czenia detoksykacyjnego. Kazdy pacjent
miat wykonane rutynowe badanie fizykalne,
badania laboratoryjne oraz obrazowe (USG
jamy brzusznej) pod katem alkoholowej cho-
roby watroby (sttuszczenie, zapalenie, mar-
skos¢), przeprowadzane w ramach pobytu w
szpitalu. Badania laboratoryjne wykonywano
w Zaktadzie Diagnostyki Katedry Biochemii
Klinicznej Uniwersytetu Jagiellonskiego
Collegium Medicum w Krakowie. U kazde-
go pacjenta oznaczano w surowicy OPN.
OPN oznaczano w Pracowni Toksykologii
Analitycznej i Terapii Monitorowanej UJCM
w Krakowie. Zastosowano metode ELISA,
reagenty Human Osteopontin (OPN) ELISA
Kit firmy RayBiotech. Granica detekcji me-
tody <50 pg/ml.

Badanie USG jamy brzusznej przepro-
wadzano na aparacie GE Vivid 4. Grupe
kontrolng stanowito 19 zdrowych dotychczas
nie leczacych sie mezczyzn, bez wywiadu
naduzywania alkoholu. Na przeprowa-
dzenie badania uzyskano zgode Komisiji
Bioetycznej Uniwersytetu Jagiellonskiego
w Krakowie nr K/ZDS/002434.

Wyniki badan

Badang grupe stanowito 12 mezczyzn,
w wieku 25 - 61 lat (Sredni wiek 44 lata)
uzaleznionych od alkoholu. Okres uzalez-
nienia wynosit od 5 - 30 lat (Srednio 16 lat).
U kazdego pacjenta obserwowano w trakcie
pobytu rozwdj objawéw alkoholowego ze-
spotu odstawiennego.

U 4 pacjentdw nie stwierdzono podwyz-
szonego poziomu OPN. U 8 poziom OPN
miescit sie¢ w przedziale od 1 280 - 338 280
pa/ml. W grupie kontrolnej u 11 pacjentéw
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poziom OPN wynosit 0, a u 8 pacjentow
miescit sie¢ w przedziale 780 - 35 955 pg/mi.
W tej liczbie u 4 nie przekraczat 4 000 pg/ml,
a u pozostatych 4 miescit sie¢ w przedziale
1 300 - 36 000 pg/ml (rycina 1).

Pacjenci z grupy badanej, u ktérych nie
stwierdzono w surowicy krwi OPN, byli w
Srednim wieku 46 lat, z okresem trwania
uzaleznienia srednio 13 lat, u ktorych w
badaniach laboratoryjnych wykazano pod-
wyzszong aktywnosé transaminaz, GGTP,
jednak w badaniu fizykalnym nie stwierdza-
no objawow uszkodzenia watroby. Badanie
USG jamy brzusznej wskazywato na cechy
stluszczenia migzszu watroby.

U 2 pacjentoéw (pacjent nr 7, 8 w tabeli
1), u ktérych klinicznie rozpoznano niewy-
réwnang marskos¢ watroby stwierdzono
poziom OPN ponizej 1 000 pg/ml. Sredni
czas uzaleznienia wynosit 17,5 lat. U obu
obecne byty objawy kliniczne nadcisnienia
wrotnego, niewielkiego stopnia zéitaczka,
wodobrzusze, obrzeki obwodowe. W ba-
daniach laboratoryjnych stwierdzano niskg
aktywnos¢ enzymow watrobowych, ujemne
markery zapalenia. U obu obecna byta
umiarkowanego stopnia matoptytkowosé
oraz dwukrotnie wydiuzony INR bez jawnych
klinicznie oznak skazy krwotoczne;.

U pacjenta nr 6 (tab. 1) zmierzono
poziom OPN 42 780 pg/ml, jednak poza
stwierdzanymi u pacjenta objawami klinicz-
nymi i laboratoryjnymi uszkodzenia watroby
o charakterze zapalenia watroby, w obrazie
klinicznych dominowata rabdomioliza z
niewydolnoscig nerek oraz stanem zapal-
nym ptuc.

U 5 pacjentéow odnotowano najwyzszy
poziom OPN mieszacy sie¢ w przedziale
10000 - 340 000 pg/ml. W tej grupie podob-
ny obraz kliniczny (zapalenie watroby) i po-
ziomu OPN ok. 180 000 pg/l stwierdzono u 2
pacjentoéw w wieku 25-26 lat, o stosunkowo
krétkim okresie uzaleznienia wynoszacym
5 lat. U pacjentéow w obrazie klinicznym
dominowata zéitaczka, hepatomegalia,
istotnie podwyzszona aktywno$¢ enzymow
watrobowych, dwukrotnie wydtuzony wskaz-
nik INR oraz podwyzszone markery stanu

¢ grupa badana

SV SVEVEVICRTRW R
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numer pacjenta

Rycina 1

Poziom osteopontyny (pg/ml) w surowicy krwi u pacjentéw w grupie badanej i kontroinej.
Osteopontin serum level (pg/ml) in patient's of the study group and control group.
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Tabela |

Poréwnanie poziomu OPN z stanem klinicznym pacjenta i okresem naduzywania etanolu.
Comparison between OPN serum level, patient's clinical status and the period of ethanol abuse.

Pacjent
Wiek
[lata)

Okres uzaleznienia [lata)
Zespot odstawienny
Objawy
kliniczne wskazujace na
uszkodzenie watroby
Anemia
WBC
[podwyzszona leukocytoza]

CRP
[mg/])

PLT
[trombocytopenia]
ALT
un
AST
un
GGTP
[un
Bilirubina calkowita
[umol/l]

INR
[wydtuzenie)

USG jamy brzusznej

Hipoalbuminemia
Amoniak
[umolil]
hepatomegalia
echogenicznosc
wzmozona
redukcja rysunku
naczyniowego
spelnomegalia
wodobrzusze
OPN
[pg/mi]

Zottaczka,
hepatomegalia, | + -
goraczka

(zgon) 42 |15 +

+++ - 3N | 8xN | 200xN | 242 ++

338280

Zottaczka,
hepatomegalia,
wodobrzusze,

obrzeki - +
obwodowe,
skaza
krwotoczna

+++ ++ 2N | IN nb 502 +

223780

Zoftaczka,
hepatomegalia,
wodobrzusze, | -

obrzeki
obwodowe

4+

nb - N IN N 156 ++

185280

Zottaczka,

. +++4
hepatomegalia

++ - 2xN | 3xN 8xN 550 +

181030

Z6ttaczka,
hepatomegalia
wodobrzusze, | + -

obrzeki
obwodowe

2xN 4xN 40 ++

109530

Z0ttaczka,
hepatomegalia, | - +
rabdomioliza

+++ + 2xN | 8xN nb 102 -

42780

ZoMaczka,
hepatomegalia,
wodobrzusze,

obrzeki
obwodowe,
2ylaki przetyku

1.5xN nb 45 2N

nb nb + + + + | - 9780

ZoMtaczka,
hepatomegalia
wodobrzusze,

obrzeki
obwodowe,
Zylaki przetyku

4xN 51 1.5xN

1280

9. 49 | 15 | + | hepatomegalia | + -

nb +++ N IN | 15xN 2N

nb nb + + + + | -

10. 4 |20 + brak - -

nb N N N 2N

oo |-+ | o+ -]

1. 61 10| + brak - -

nb + 15xN | 1.5xN nb

nb nb - + + I

12. 34 10| + brak - -

Z|lZ2|lZ|=2

nb N N 6xN nb

o|lo|lo|o

nb nb - + + - -

nb - nie badano

zapalnego (WBC, CRP).

U pozostalych 3 pacjentéw, w $rednim
wieku 47 lat, ze srednim okresem uzaleznie-
nia 21,5 lat odnotowano najwyzsze poziomy
OPN w przedziale 110 000 - 339 000 pg/ml.
Klinicznie u pacjentéw rozpoznano niewy-
rébwnang marskos¢ watroby, w przebiegu
ktorej dominowata zéttaczka, wodobrzusze,
obwodowe obrzeki, skaza krwotoczna, a
w badaniach laboratoryjnych: anemizacja,
umiarkowana matoptytkowosé, podwyz-
szone markery zapalenia, hiperamonemia.
W jednym z tych przypadkéw odnotowano
zgon pacjenta. Wyniki pomiaru OPN w su-
rowicy, a odnotowanym stanem klinicznym
pacjentéw grupy badanej przedstawiono
w tabeli I.

544

Dyskusja

Wedtug aktualnego stanu wiedzy alko-
holowe uszkodzenie watroby jest sekwencjg
kilku zdarzen; wzrostu przepuszczalnosci
btony sluzowe;j jelita wzgledem bakteryjnych
endotoksyn oraz stresu oksydacyjnego
wynikajgcego z indukcji metabolizmu al-
koholu w ukfadzie cytochromalnym. Kom-
binacja tych dwdch czynnikdéw wiedzie do
aktywacji komérek Kupffera z uwolnieniem
szeregu cyto- i chemokinin, wsrdéd ktorych
jako najwazniejsze dla dalszego postepu
uszkodzenia watroby uwaza sie TNF-a,
TGF-B, a ostatnio OPN. Wydzielana przez
komoérki Kupffera OPN stymuluje poprzez
integryne avp3 komorki gwiezdziste (HSC)
do transformacji w miofibroblasty wytwa-
rzajgce pozakomoérkowag macierz (ECM) w

wiekszosci kolagen-l. Jednoczesnie OPM
powoduje zahamowanie pozakomoérkowe
metaloproteazy-13 (MMP 13). W efekcie do
chodzi do silnego pobudzenia fibrogenezy
bliznowacenia migzszu watroby. Mechanizm
ten jest niezalezny od stymulacji komaorel
gwiezdzistych przez TGF-B. Wydzielanie
OPN stymulujg in vivo oraz in vitro produk
ty ROS, natomiast antyoksydanty hamuje
wydzielanie OPN [3,6]. Uposledzenie de
gradacji powstatych wiékien kolagenowych
ktére akumulujg sie w pozakomoérkowe
macierzy (ECM) jest tez charakterystycz
nym zjawiskiem obserwowanym podczat
widknienia w przebiegu marskosci watroby
Komorki gwiezdziste w zdrowej watrobi¢
przebywajg w obrebie watrobowych sinu
soid (przestrzeni Dissego). W przypadkt

P. Hydzik i wsp



przewlekiego uszkodzenia watroby proces
uszkodzenia dotyczy najczes$ciej komorek
watrobowych wewnatrz ptacikow i dlatego
aktywowane komorki gwiezdziste nabywaja
wiasciwosci mobilnych, prozapalnych i za-
czynaja wytwarzaé kolagen. Aktywowane
HSC migrujg i akumulujg si¢ w miejscach
uszkodzenia migzszu, gdzie potrzebna jest
naprawa, wydzielajgc do przestrzeni mig-
dzykomorkowej duze ilosci ECM. Proces ten
nazwano remodelingiem pozakomérkowej
macierzy. Podtrzymywanie aktywacji komo-
rek gwiezdzistych wiedzie do przewlekiego
procesu widknienia z wytwarzaniem blizn
tacznotkankowych, a ostatecznie zwidknie-
niem watroby.

Zwiekszona ekspresja OPN jest odpo-
wiedzig na proces zapalny, komorkowy stres
oksydacyjny i uszkodzenie, a podawanie
antyoksydantéw zmniejsza produkcjg OPN
[4,12].

Wszyscy pacjenci z grupy badanej nale-
zeli do czynnych alkoholikéw i pomiar OPN
poprzedzat tygodniowy, lub wielotygodniowy
ciag alkoholowy, podczas, ktérego spozywa-
li przecietnie okoto 500 ml 40% alkoholu na
dobe. W takiej sytuacji uruchamia sie me-
chanizm aktywacji CYP2E1 i indukcji stresu
oksydacyjnego, z nastepczg peroksydacjg
lipidow i uszkodzeniem komodrek watrobo-
wych. Stwierdzono, ze sama peroksydacja
lipidow pobudza komérki gwiezdziste do
fibrogenezy, a komorki Kupffera do produk-
cji prozapalnych cytokinin [7]. W indukcii
uszkodzenia watroby ma znaczenie takze
metabolizm etanolu przebiegajacy z udzia-
tem dehydrogenazy alkoholowej. Generuje
on powstawanie zredukowanego nukleotydu
dwuadeninowego (NADH), ktory promuje
rozwoj stluszczenia watroby poprzez sty-
mulacje syntezy kwasow tluszczowych przy
jednoczesnym spowolnieniu ich utleniania.
Utlenianie powstajgcego w tym szlaku
aldehydu octowego do octanu generuje
powstawanie ROS z uwagi na uszkodzenie
mitochondriéw, a wiasciwie biatek tancucha
oddechowego z nastgpowa generacjg wol-
nych rodnikow tlenowych i zwigkszeniem
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stresu oksydacyjnego [1].

Wg danych przedstawionych w tabeli |
u 4 pacjentéw (nr 9,10,11,12), pomimo
diugiego okresu uzaleznienia od alkoholu,
jak i dtugotrwatego ciggu alkoholowego po-
przedzajacego pomiar OPN, i jak wydawac
sie moglo generujgcego stres oksydacyjny
nie stwierdzono podwyzszonego poziomu
OPN (OPN ponizej granicy detekcji metody).
Klinicznie u tych pacjentéw mozna bylo roz-
poznac jedynie sttuszczenie watroby (obraz
USG watroby, brak objawéw klinicznych,
niskie wartosci prob watrobowych, brak
markeréw zapalenia).

Zaskakujaca obserwacjg s dwaj pa-
cjencinr 7, 8 z rozpoznang zaawansowang
marskoscig watroby z cechami nadcisnienia
wrotnego, jednak z najnizszymi dla calej
grupy wartosciami poziomu OPN mieszcza-
cymi sie w przedziale 1 280 - 9 780 pg/ml.
Nalezy sadzi¢, ze brak aktywnego procesu
zapalnego u tych pacjentéw decydowat o
niskich poziomach OPN pomimo najpraw-
dopodobniej zaawansowanego procesu
widknienia watroby.

Najwyzszy poziom OPN odnotowano u
pacjentéw nr 1-6. Byli to pacjenci zaréwno
na etapie zapalenia watroby, jak i marskosci,
a przebieg kliniczny wskazywat na znaczng
dynamike uszkodzenia watroby z objawami
petnej dekompensacji watroby z dominujaca
nasilong zéttaczka, wodobrzuszem, obrze-
kami obwodowymi, skazg krwotoczng. W
badaniach laboratoryjnych odnotowano
podwyzszone wskazniki zapalenia oraz
aktywnos¢ enzymow watrobowych.

Whioski

1. Poziom OPN w surowicy krwi u pa-
cjentéw z alkoholowg chorobg watroby jest
istotnie wyzszy niz u pacjentéw zdrowych
bez wspotistniejacej choroby watroby i nie
naduzywajacych alkoholu.

2. W oparciu o uzyskane wyniki, pomiar
OPN wydaje sie mieé¢ pozytywnga korelacje
z nasileniem procesu zapalnego migzszu
watroby oraz dekompensacjg marskosci

watroby. Powyzsze obserwacje wymagajg
potwierdzenia na wiekszej liczbie pacjen-
tow.
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