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Abstract � Introduction. Alcohol dependence is one of the major factors involved in development of
hepatic fibrosis. Since the pathomechanism of hepatic fibrosis remains the same, regardless of its
etiology, attempts have been made towards the assessment of the fibrosis based on non-invasive
tests. These are based on the evaluation of extracellular matrix proteins or on the plasma levels of
their metabolites.
The aim of the present study was to evaluate the plasma TGH-$ levels in patients with alcohol
dependence, with an attempt at the assessment of its diagnostic value in regard to the state of the
liver in subjects with alcohol dependence.
Method. 55 male subjects with a diagnosis of alcohol dependence were studied. The following mark-
ers were assessed: MCV; activity of AST, ALT and GGT; and plasma level of TGF-$.
Results. The plasma level of TGF-$ was significantly higher in our subjects compared to the healthy
control group. The prognostic value of TGF-$ level assessment and its utility as a marker of activity
of hepatic diseases with fibrosis remains unclear and requires further studies.
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Streszczenie � Wstêp. Uzale¿nienie od alkoholu jest jednym z czynników o najwiêkszym znaczeniu
dla powstania w³óknienia w¹troby. Poniewa¿ patomechanizm w³óknienia w¹troby jest taki sam, nie-
zale¿nie od etiologii, próbuje siê prowadziæ ocenê w³óknienia za pomoc¹ testów nieinwazyjnych,
opartych na badaniach stê¿enia niektórych sk³adników macierzy pozakomórkowej lub produktów
ich metabolizmu we krwi.
Celem niniejszej pracy by³a ocena stê¿enia TGF-$ u pacjentów z uzale¿nieniem od alkoholu i próba
zbadania jego u¿yteczno�ci w diagnozowaniu stanu w¹troby u osób z ZZA.
Metoda. Badaniami objêto 55 mê¿czyzn z kliniczn¹ diagnoz¹ uzale¿nienia od alkoholu. U badanych
wykonano oznaczenia MCV, aktywno�ci AST, ALT, GGT, stê¿enia TGF-$.

Praca sfinansowana z grantu przyznanego na badania w³asne przez Uniwersytet Miko³aja Koper-
nika, BW 12/2005.
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Wyniki. Stwierdzono znamiennie statystycznie wy¿sze stê¿enie TGF u badanych pacjentów w po-
równaniu z osobami zdrowymi z grupy kontrolnej. Wyja�nienia wymaga prognostyczna warto�æ
przydatno�ci TGF-$ jako markera aktywno�ci i chorób w¹troby przebiegaj¹cych z w³óknieniem.

S³owa kluczowe: w³óknienie w¹troby, uzale¿nienie od alkoholu, TGF-$

WSTÊP

Uzale¿nienie od alkoholu jest jednym z czynników o najwiêkszym znaczeniu
dla rozwoju w³óknienia w¹troby. Proces w³óknienia zwi¹zany jest z przebudow¹
macierzy zewn¹trzkomórkowej i poprzedza wyst¹pienie marsko�ci (1).

Obecnie wiadomo, ¿e niezale¿nie od pierwotnej przyczyny przewlek³ego
uszkodzenia w¹troby, patomechanizm w³óknienia jest podobny i podlega ogólnemu
schematowi procesów naprawczych tkanek (2, 3, 4).

Sta³e dzia³anie czynnika uszkadzaj¹cego powoduje wielokrotne powtarzanie
cyklu naprawy, prowadz¹ce do nadmiernej akumulacji elementów tkanki ³¹cznej.
Czynnik uszkadzaj¹cy powoduje uruchomienie kaskady mechanizmów prowadz¹-
cych do aktywacji komórek gwia�dzistych � HSC (hepatic stellate cells) i ich
transformacji do miofibroblastów produkuj¹cych najwiêksze ilo�ci ECM (extra-
cellular matrix) w uszkadzanej w¹trobie. Znacznie mniejsze ilo�ci tych cz¹steczek
s¹ wytwarzane przez hepatocyty i komórki �ródb³onka zatok (2, 3, 4, 5, 6, 7).

Przedstawia siê kilka modeli aktywacji HSC i przebiegu procesu w³óknienia.
Najogólniej, w pocz¹tkowym etapie aktywacji nastêpuje inicjacja, faza przed-
zapalna powodowana g³ównie przez bod�ce parakrynne z s¹siaduj¹cych komórek
w¹troby, uwra¿liwiaj¹ce HSC na dzia³anie cytokin. Nastêpnie ma miejsce utrwala-
nie i kontynuowanie procesu w³óknienia, co zwi¹zane jest zarówno z parakrynnym,
jak i autokrynnym przeka�nictwem miêdzykomórkowym.

Efektem aktywacji HSC jest wytwarzanie elementów ECM (2, 3, 5, 7, 8, 9, 10).
W przebiegu procesu w³óknienia udzia³ bior¹ czynniki wzrostowe, g³ównie TGF-$
(transforming growth factor-$), PDF (platelet derived growth factor) i inne cyto-
kiny odpowiedzialne za magazynowanie, rozmieszczenie i aktywno�æ biologiczn¹
bia³ek ECM (3, 11, 12, 13).

Spo�ród wielu cytokin wp³ywaj¹cych na aktywacje HSC najwiêksze znaczenie
przypisuje siê TGF-$ (3, 14). Zawsze ma miejsce stymulacja procesu przez TGF-$
(1, 2) � b¹d� jako bezpo�redniego czynnika stymuluj¹cego proliferacje HSC i trans-
formacje do miofibroblastów, b¹d� jako czynnika powoduj¹cego bezpo�rednie nasi-
lenie ekspresji genów odpowiedzialnych za syntezê cz¹stek, elementów ECM (5).

Poniewa¿ patomechanizm w³óknienia w¹troby jest taki sam, niezale¿nie od
etiologii, próbuje siê prowadziæ ocenê w³óknienia za pomoc¹ testów nieinwazyj-
nych, opartych na badaniach stê¿enia niektórych sk³adników macierzy pozako-
mórkowej lub produktów ich metabolizmu we krwi (4).

Celem niniejszej pracy by³a ocena stê¿enia TGF-$ u pacjentów z uzale¿nie-
niem od alkoholu i próba zbadania jego u¿yteczno�ci w diagnozowaniu stanu w¹-
troby u osób z zespo³em zale¿no�ci alkoholowej (ZZA).
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METODA

Badaniami objêto 55 mê¿czyzn z kliniczn¹ diagnoz¹ uzale¿nienia od alkoholu
(zgodnie z ICD-10), leczonych na Oddziale Leczenia Uzale¿nieñ Katedry i Kliniki
Psychiatrii CM UMK w Bydgoszczy. Badani nie byli uzale¿nieni od innych sub-
stancji psychoaktywnych (z wyj¹tkiem nikotyny); �rednia wieku 43 lata, �redni
czas uzale¿nienia 11 lat.

Grupê kontroln¹ stanowi³o 38 osób o �redniej wieku 37 lat, które na podstawie
wywiadu zosta³y zakwalifikowane jako osoby zdrowe i nie nadu¿ywaj¹ce alkoholu.

U badanych wykonano oznaczenia MCV, aktywno�ci AST, ALT, GGT, stê¿enia
TGF-$. Oznaczenia warto�ci MCV oraz aktywno�ci enzymów wykonano testami
firmy Bio Merieux; warto�ci referencyjne: AST 4�34 U/l, ALT 2�41 U/l, GGT
12�64 U/l, MCV 76�96 fl.

W celu oznaczenia poziomów cytokiny TGF-$ wykorzystano metodê immunoen-
zymatyczn¹ ELISA. Wszystkie próby oznaczano przy u¿yciu zestawów OptEIATM

firmy Becton Dickinson. Oznaczenia dokonano w p³askodennych, 96-do³kowych,
polistyrenowych mikrop³ytkach firmy Labsystems, które wcze�niej op³aszczono
monoklonalnymi, mysimi, anty-ludzkimi przeciwcia³ami pierwotnymi.

Absorbancjê badanych prób mierzono za pomoc¹ automatycznego czytnika
typu iEMS Reader MF (Labsystems NY, Finlandia). Obliczeñ dokonano przy u¿y-
ciu programu komputerowego Genesis wersja 2.2, który pozwoli³ na analizê da-
nych i ich przeliczenie na bezwzglêdne warto�ci stê¿eñ wyra¿one w pg/ml.

W ocenie statystycznej wyników pos³u¿ono siê programem statystycznym
SPSS-12.

Na wykonanie badañ uzyskano zgodê Komisji Bioetycznej Collegium Medi-
cum UMK w Bydgoszczy (KB/403/2004). Po przedstawieniu pe³nej informacji
dotycz¹cej badania i wyja�nieniu celu, pacjenci i osoby zdrowe z grupy kontrolnej
wyrazili zgodê na udzia³ w nim.

WYNIKI

Dane kliniczne i biochemiczne badanych osób zebrano w tabeli 1.
Oceniono stê¿enie TGF-$ w grupie badanych mê¿czyzn z ZZA i w grupie osób

zdrowych. Porównanie uzyskanych wyników przedstawiono w tabeli 2.
Stwierdzono znamiennie statystycznie wy¿sze stê¿enie TGF-$ u badanych pa-

cjentów w porównaniu z grup¹ osób zdrowych.
Na nastêpnym etapie analizy statystycznej dokonano podzia³u badanych pa-

cjentów na podgrupy w zale¿no�ci od warto�ci MCV oraz aktywno�ci enzymów:
AST, ALT, GGT. W jednej grupie znalaz³y siê osoby o prawid³owych warto�ciach
ocenianych enzymów i MCV, w drugiej o warto�ciach przekraczaj¹cych zakres
normy. Nastêpnie w obu podgrupach oceniono stê¿enie TGF-$, wiek i czas trwa-
nia uzale¿nienia.
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Porównuj¹c uzyskane wyniki stê¿enia TGF-$ w grupach o normalnej i wysokiej
warto�ci MCV i aktywno�ci AST, ALT i GGT, w ¿adnym uk³adzie nie stwier-
dzono ró¿nic istotnych statystycznie. Uzyskane wyniki przedstawione s¹ odpo-
wiednio w tabelach 3, 4, 5, 6.

Wiek Age 43,14 8,651 24�59

Czas trwania uzale¿nienia (lata)
Length of dependence (years)

11,20 7,67 2�33

TGF pg/ml 714,49 1789 0�8787

AST U/l 36,53 25,97 14�108

ALT U/l 40,32 30,98 6�113

GGT U/l 94,57 112,80 12�559

MCV fl 97,42 4,89 87,3�110,2

Tabela 1.
Dane demograficzne i biochemiczne pacjentów
Demographical and biochemical data

Badany parametr
Variable

X
Average SD

Zakres
Range

X ± SD X ± SD

TGF pg/ml 714,49 ± 1789,09 63,72 ± 276,75 0,029

Tabela 2.
Porównanie stê¿enia TGF w grupie badanej i kontrolnej
Comparison in levels of TGF in alcohol dependent subjects and control group

Badany parametr
Variable

Grupa badana
Alcohol dependent group

n = 55

Grupa kontrolna
Control group

n = 38 P

X ± SD X ± SD

TGF pg/ml 595,39 ± 1446,79 980,70 ± 2419,37 0,466

Wiek Age 43,24 ± 9,14 42,89 ± 7,66 0,886

Czas trwania uzale¿nienia (lata)
Length of dependence (years)

10,61 ± 7,70 12,56 ± 7,65 0,374

Tabela 3.
Porównanie stê¿enia TGF u pacjentów o aktywno�ciach AST w normie i powy¿ej normy
Comparison in levels of TGF in alcohol dependent patients with AST activity with normal
and above normal range

Badany parametr
Variable

Aktywno�æ AST
w normie

Activity of AST
� normal range

n = 38

Aktywno�æ AST
powy¿ej normy
Activity of AST

� above normal range
n = 17

P
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X ± SD X ± SD

TGF pg/ml 595,39 ± 1446,79 980,70 ± 2419,37 0,466

Wiek Age 42,90 ± 8,98 43,63 ± 8,12 0,764

Czas trwania uzale¿nienia (lata)
Length of dependence (years)

10,80 ± 7,70 12,05 ± 7,75 0,563

Tabela 4.
Porównanie stê¿enia TGF u pacjentów o aktywno�ciach ALT w normie i powy¿ej normy
Comparison in levels of TGF in alcohol dependent patients with ALT activity with normal
and above normal range

Badany parametr
Variable

Aktywno�æ ALT
w normie

Activity of ALT
� normal range

n = 38

Aktywno�æ ALT
powy¿ej normy
Activity of ALT

� above normal range
n = 17

P

X ± SD X ± SD

TGF pg/ml 956,86 ± 2120,43 229,01 ± 517,78 0,171

Wiek Age 42,53 ± 8,93 44,55 ± 8,29 0,405

Czas trwania uzale¿nienia (lata)
Length of dependence (years)

10,54 ± 6,80 12,59 ± 9,33 0,358

Tabela 5.
Porównanie stê¿enia TGF u pacjentów o aktywno�ciach GGT w normie i powy¿ej normy
Comparison in levels of TGF in alcohol dependent patients with GGT activity with normal
and above normal range

Badany parametr
Variable

Aktywno�æ GGT
w normie

Activity of GGT
� normal range

n = 37

Aktywno�æ GGT
powy¿ej normy
Activity of GGT

� above normal range
n = 17

P

X ± SD X ± SD

TGF pg/ml 563,99 ± 1438,55 816,60 ± 1987,38 0,628

Wiek Age 43,79 ± 7,98 42,67 ± 9,1 0,648

Czas trwania uzale¿nienia (lata)
Length of dependence (years)

11,68 ± 6,90 10,41 ± 7,36 0,530

Tabela 6.
Porównanie stê¿enia TGF u pacjentów o warto�ciach MCV w normie i powy¿ej normy
Comparison in levels of TGF in alcohol dependent patients with MCV with normal
and above normal range

Badany parametr
Variable

Aktywno�æ MCV
w normie

Activity of MCV
� normal range

n = 37

Aktywno�æ MCV
powy¿ej normy
Activity of MCV

� above normal range
n = 17

P
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Chc¹c oceniæ wp³yw czasu trwania uzale¿nienia na warto�ci TGF-$, a tak¿e
aktywno�ci AST, ALT, GGT, MCV, dokonano podzia³u badanych na osoby o cza-
sie uzale¿nienia do 10 lat oraz 10 lat i d³u¿ej. Porównano warto�ci TGF-$, AST,
ALT, GGT, MCV w obu tych grupach. Stwierdzono, ¿e osoby o krótszym czasie
trwania uzale¿nienia mia³y znamiennie wy¿sze warto�ci TGF-$ w porównaniu do
osób o d³u¿szym czasie trwania, natomiast aktywno�ci enzymów nie ró¿ni³y siê
znamiennie. Wyniki przedstawiono w tabeli 7.

X ± SD X ± SD

TGF pg/ml 1354,61 ± 2439,42 140,59 ± 371,82 0,011

AST U/l 33,54 ± 22,40 39,23 ± 28,92 0,405

ALT U/l 37,86 ± 29,19 42,55 ± 32,82 0,566

GGT U/l 77,82 ± 75,39 110,20 ± 138,54 0,279

MCV fl 97,23 ± 4,91 97,60 ± 4,95 0,776

Tabela 7.
Porównanie warto�ci MCV, stê¿enia TGF, aktywno�ci AST, ALT, GGT u pacjentów
o czasie uzale¿nienia krótszym ni¿ 10 lat oraz 10 lat i d³u¿szym
Comparison of values of MCV, levels of TGF, activity of AST, ALT, GGT in patients
with length of alcohol dependence shorter than 10 years and longer than 10 years

Badany parametr
Variable

Czas trwania uzale¿nienia
< 10 lat

Length of dependence
< 10 years

n = 26

Czas trwania uzale¿nienia
10 lat i >

Length of dependence
10 years and >

n = 29

P

X ± SD X ± SD

Wiek Age 43,93 ± 8,24 38,07 ± 7,40 0,022

Czas trwania uzale¿nienia (lata)
Length of dependence (years)

11,40 ± 7,39 8,96 ± 5,95 0,270

AST U/l 36,49 ± 25,92 35,50 ± 27,92 0,904

ALT U/l 38,85 ± 28,50 41,29 ± 36,51 0,799

GGT U/l 83,53 ± 92,72 100,21 ± 151,75 0,629

MCV fl 97,16 ± 4,73 97,50 ± 5,95 0,629

Tabela 8.
Porównanie warto�ci MCV, wieku, czasu trwania uzale¿nienia, aktywno�ci AST, ALT, GGT
u pacjentów o nieoznaczalnych warto�ciach TGF i u pozosta³ych osób
Comparison of values of MCV, age, length of dependence, activity of AST, ALT, GGT
in alcohol dependent subjects

Badany parametr
Variable

Pacjenci
warto�ci TGF = 0

Patients
TGF levels = 0

n = 41

Pacjenci
warto�ci TGF >0

Patients
TGF levels >0

n = 14

P
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Na ostatnim etapie analizy dokonano porównania wieku, czasu trwania uzale¿-
nienia, warto�ci MCV oraz aktywno�ci AST, ALT i GGT u badanych ze wzglêdu
na poziom stê¿enia TGF-$. W tym celu spo�ród badanych wyodrêbniono grupê
o nieoznaczalnej warto�ci stê¿enia TGF-$ i porównano wiek, czas trwania uzale¿-
nienia oraz aktywno�ci AST, ALT i GGT z danymi uzyskanymi u pozosta³ych
badanych. Stwierdzono, ¿e osoby o nieoznaczalnie niskich stê¿eniach TGF-$ by³y
istotnie starsze od pozosta³ych, natomiast nie ró¿ni³y siê od nich co do czasu trwa-
nia uzale¿nienia, warto�ci MCV oraz aktywno�ci AST, ALT i GGT. Wyniki przed-
stawiono w tabeli 8.

DYSKUSJA

Nadu¿ywanie alkoholu jest, obok zaka¿eñ wirusowych, jedn¹ z najczêstszych
przyczyn chorób w¹troby w Polsce (8). Istotna rola w rozwi¹zywaniu tego proble-
mu przypada czu³ej i specyficznej diagnostyce laboratoryjnej. Alkohol wp³ywa na
bardzo wiele ró¿nych procesów w organizmie. Organem najbardziej nara¿onym
na toksyczne dzia³anie alkoholu, z racji swojej funkcji metabolizuj¹cej alkohol
i detoksykacyjnej, jest w¹troba � wiêkszo�æ zatem stosowanych testów s³u¿y ocenie
czynno�ci w¹troby (15).

Dane epidemiologiczne dotycz¹ce przebiegu chorób w¹troby z powodu nad-
u¿ywania alkoholu s¹ zbli¿one, charakter i nasilenie zmian czynno�ciowych mo¿e
byæ jednak ró¿ne. U wszystkich osób nadu¿ywaj¹cych alkoholu zmieniona jest
funkcja metaboliczna w¹troby (16).

Wiadomo, ¿e pierwszym etapem w przebiegu choroby alkoholowej w¹troby
jest st³uszczenie, mo¿e ono przej�æ w zapalenie w¹troby, a ostatnim etapem bywa
marsko�æ. Wed³ug oceny ró¿nych autorów st³uszczenie w¹troby rozwija siê u ok.
21% osób nadu¿ywaj¹cych alkoholu (17) lub u prawie wszystkich nadu¿ywaj¹-
cych (18), zapalenie w¹troby � u ok. 10% (15) i 17% (19). Marsko�æ, wed³ug ró¿-
nych danych, powstaje u 15�20% chorych (16, 18), ale te¿ u 7,4% chorych (17).

Pewna rozbie¿no�æ danych epidemiologicznych wynika zapewne z faktu, ¿e
cech¹ szczególn¹ alkoholowych uszkodzeñ w¹troby jest zmienno�æ osobnicza,
zale¿na od wielu nie do koñca wyja�nionych czynników, które w du¿ym stopniu
decyduj¹ o wyst¹pieniu objawów (17). U czê�ci osób, mimo d³ugotrwa³ego spo-
¿ywania alkoholu, nie dochodzi do uszkodzenia w¹troby ze zmianami morfo-
logicznymi, a jedynie do zaburzeñ czynno�ciowych tego narz¹du (16).

Najbardziej charakterystycznym skutkiem nadu¿ywania alkoholu jest st³usz-
czenie w¹troby. Jest ono odwracalne, choæ czêsto wspó³istnieje ze zmianami
zw³óknieniowymi mog¹cymi prowadziæ do marsko�ci (17). Nie ma bowiem pod-
staw do twierdzenia, ¿e st³uszczenie prowadzi do trwa³ych zmian w postaci zw³ók-
nienia i marsko�ci, jednak alkohol � czynnik etiologiczny st³uszczenia � jest
równocze�nie substancj¹ pobudzaj¹c¹ w³óknienie i ró¿nego rodzaju uszkodzenia
komórek w¹troby (16).
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Alkoholowe uszkodzenie w¹troby nie wystêpuje u wszystkich osób nadu¿ywa-
j¹cych alkoholu. W przypadku osób spo¿ywaj¹cych systematycznie znaczne ilo�ci
alkoholu uszkodzenie w¹troby wystêpuje tylko u 77% (16).

W³óknienie w¹troby jest procesem dynamicznym, zale¿y od nasilenia i czasu
trwania uszkodzenia narz¹du. Uznaje siê, ¿e decyduj¹cym badaniem w rozpozna-
niu w³óknienia w¹troby jest jej biopsja. Z uwagi na inwazyjno�æ tego badania
próbuje siê dokonywaæ oceny stanu w¹troby badaniami mniej inwazyjnymi
� wprowadza siê oznaczenia biochemicznych wska�ników rozwijaj¹cego siê pro-
cesu w³óknienia (5, 11).

Udzia³ cytokin w przebiegu chorób w¹troby nie jest ostatecznie wyja�niony.
Wiadomo jednak, ¿e dzia³aj¹ zarówno profibrogennie, jak i antyfibrogennie (3).
Uznaje siê wp³yw wielu cytokin na pobudzenie lipocytów i ich transformacji do
miofibroblastów produkuj¹cych najwiêksze ilo�ci ECM (3, 5). Transformuj¹ce
czynniki wzrostu pobudzaj¹ w³óknienie (7, 10, 13, 14).

Najwiêksze znaczenie spo�ród cytokin przypisuje siê TGF-$. Z funkcji, jakie
spe³nia TGF-$ w organizmie do najwa¿niejszych nale¿y wp³yw na sk³ad substan-
cji pozakomórkowej ECM, zwi¹zanej z procesami w³óknienia. W obrêbie w¹troby
TGF-$ hamuje proliferacjê hepatocytów, stymuluje syntezê bia³ek macierzy ze-
wn¹trzkomórkowej, odgrywa istotn¹ rolê w procesie apoptozy (1, 3, 12, 13, 14, 15).

Wykazano, ¿e stê¿enie tej cytokiny w w¹trobie wzrasta znacz¹co w przebiegu
przewlek³ych chorób w¹troby, proporcjonalnie do stopnia zaawansowania w³ók-
nienia (3, 20).

Mazur i wsp. równie¿ potwierdzaj¹ podwy¿szone stê¿enie TGF-$ u chorych
z przewlek³ym zapaleniem w¹troby (1). Potwierdza to w swoich badaniach
Gressner i wsp., uznaj¹c, ¿e TGF mo¿e kandydowaæ na markera fibrogenezy
w przewlek³ych chorobach w¹troby (21). W badaniach w³asnych, zgodnie z dany-
mi z literatury, stwierdzono istotnie wy¿sze stê¿enie TGF-$ u pacjentów z uzale¿-
nieniem od alkoholu ni¿ u osób zdrowych z grupy kontrolnej, co wskazywa³oby
na nasilenie zmian w obrêbie w¹troby. Ocena zaawansowania choroby w¹troby
wydaje siê byæ jednak nie do okre�lenia przy zastosowaniu stê¿enia TGF-$ jako
wyznacznika czy parametru diagnozuj¹cego.

Wyja�nienia wymaga prognostyczna warto�æ przydatno�ci TGF-$ jako markera
chorób w¹troby przebiegaj¹cych z w³óknieniem.

Ograniczeniem naszej pracy jest brak kobiet w próbie badawczej.

Wnioski
1. U pacjentów z uzale¿nieniem od alkoholu stwierdzono istotnie wy¿sze stê-

¿enie TGF-$ w porównaniu z osobami zdrowymi z grupy kontrolnej.
2. Oznaczanie stê¿enia TGF-$ w surowicy krwi pacjentów z ZZA jest testem

ma³o przydatnym w ocenie stopnia zaawansowania choroby w¹troby.
3. Wyja�nienia wymaga prognostyczna warto�æ przydatno�ci TGF-$ jako mar-

kera chorób przebiegaj¹cych z w³óknieniem.
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