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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-f 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-f3.

Results. The plasma level of TGF-[} was significantly higher in our subjects compared to the healthy
control group. The prognostic value of TGF-f 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 — Wstep. Uzaleznienie od alkoholu jest jednym z czynnikéw o najwigkszym znaczeniu
dla powstania wtdknienia watroby. Poniewaz patomechanizm widknienia watroby jest taki sam, nie-
zaleznie od etiologii, probuje si¢ prowadzi¢ oceng wldknienia za pomoca testow nieinwazyjnych,
opartych na badaniach stgzenia niektoérych sktadnikoéw macierzy pozakomoérkowej lub produktow
ich metabolizmu we krwi.

Celem niniejszej pracy byla ocena st¢zenia TGF-f u pacjentow z uzaleznieniem od alkoholu i proba
zbadania jego uzytecznosci w diagnozowaniu stanu watroby u osob z ZZA.

Metoda. Badaniami objgto 55 mezczyzn z kliniczna diagnoza uzaleznienia od alkoholu. U badanych
wykonano oznaczenia MCV, aktywnosci AST, ALT, GGT, stezenia TGF-3.

Praca sfinansowana z grantu przyznanego na badania wlasne przez Uniwersytet Mikotaja Koper-
nika, BW 12/2005.
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Wyniki. Stwierdzono znamiennie statystycznie wyzsze st¢zenie TGF u badanych pacjentéw w po-
réwnaniu z osobami zdrowymi z grupy kontrolnej. Wyjasnienia wymaga prognostyczna warto$¢
przydatno$ci TGF-P jako markera aktywnosci i chorob watroby przebiegajacych z wtdknieniem.

Stowa kluczowe: widknienie watroby, uzaleznienie od alkoholu, TGF-f3

WSTEP

Uzaleznienie od alkoholu jest jednym z czynnikéw o najwigkszym znaczeniu
dla rozwoju wloknienia watroby. Proces wtoknienia zwiazany jest z przebudowa
macierzy zewnatrzkomorkowej i poprzedza wystapienie marskosci (1).

Obecnie wiadomo, ze niezaleznie od pierwotnej przyczyny przewleklego
uszkodzenia watroby, patomechanizm wtoknienia jest podobny i podlega ogdlnemu
schematowi proces6w naprawczych tkanek (2, 3, 4).

State dziatanie czynnika uszkadzajacego powoduje wielokrotne powtarzanie
cyklu naprawy, prowadzace do nadmiernej akumulacji elementéw tkanki taczne;.
Czynnik uszkadzajacy powoduje uruchomienie kaskady mechanizméw prowadza-
cych do aktywacji komoérek gwiazdzistych — HSC (hepatic stellate cells) i ich
transformacji do miofibroblastéw produkujacych najwicksze ilosci ECM (extra-
cellular matrix) w uszkadzanej watrobie. Znacznie mniejsze ilosci tych czasteczek
sa wytwarzane przez hepatocyty i komorki srédblonka zatok (2, 3, 4, 5, 6, 7).

Przedstawia si¢ kilka modeli aktywacji HSC i przebiegu procesu widknienia.
Najogoélniej, w poczatkowym etapie aktywacji nastepuje inicjacja, faza przed-
zapalna powodowana gtownie przez bodzce parakrynne z sasiadujacych komorek
watroby, uwrazliwiajace HSC na dziatanie cytokin. Nastgpnie ma miejsce utrwala-
nie i kontynuowanie procesu widknienia, co zwiazane jest zardwno z parakrynnym,
jak i autokrynnym przekaznictwem mi¢dzykomorkowym.

Efektem aktywacji HSC jest wytwarzanie elementéw ECM (2, 3, 5, 7, 8, 9, 10).
W przebiegu procesu wiodknienia udziat biora czynniki wzrostowe, gtéwnie TGF-f3
(transforming growth factor-p), PDF (platelet derived growth factor) i inne cyto-
kiny odpowiedzialne za magazynowanie, rozmieszczenie i aktywnos$¢ biologiczna
biatek ECM (3, 11, 12, 13).

Sposréd wielu cytokin wptywajacych na aktywacje HSC najwigksze znaczenie
przypisuje si¢ TGF-f (3, 14). Zawsze ma miejsce stymulacja procesu przez TGF-3
(1, 2) — badz jako bezposredniego czynnika stymulujacego proliferacje HSC i trans-
formacje do miofibroblastéw, badz jako czynnika powodujacego bezposrednie nasi-
lenie ekspresji genow odpowiedzialnych za syntezg czastek, elementow ECM (5).

Poniewaz patomechanizm wildoknienia watroby jest taki sam, niezaleznie od
etiologii, prébuje si¢ prowadzi¢ oceng wldknienia za pomoca testoOw nieinwazyj-
nych, opartych na badaniach stezenia niektorych sktadnikow macierzy pozako-
morkowej Iub produktéw ich metabolizmu we krwi (4).

Celem niniejszej pracy byta ocena stezenia TGF-f3 u pacjentow z uzaleznie-
niem od alkoholu i préba zbadania jego uzytecznosci w diagnozowaniu stanu wa-
troby u 0s6b z zespotem zaleznosci alkoholowej (ZZA).
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METODA

Badaniami objgto 55 mezczyzn z kliniczna diagnoza uzaleznienia od alkoholu
(zgodnie z ICD-10), leczonych na Oddziale Leczenia Uzaleznien Katedry 1 Kliniki
Psychiatrii CM UMK w Bydgoszczy. Badani nie byli uzaleznieni od innych sub-
stancji psychoaktywnych (z wyjatkiem nikotyny); $rednia wieku 43 lata, $redni
czas uzaleznienia 11 lat.

Grupg kontrolna stanowito 38 0sob o $redniej wieku 37 lat, ktore na podstawie
wywiadu zostaty zakwalifikowane jako osoby zdrowe i nie naduzywajace alkoholu.

U badanych wykonano oznaczenia MCV, aktywnosci AST, ALT, GGT, stezenia
TGF-fB. Oznaczenia wartosci MCV oraz aktywnosci enzymow wykonano testami
firmy Bio Merieux; warto$ci referencyjne: AST 4-34 U/, ALT 241 U/l, GGT
12-64 U/1, MCV 76-96 fl.

W celu oznaczenia pozioméw cytokiny TGF-f wykorzystano metodg immunoen-
zymatyczna ELISA. Wszystkie proby oznaczano przy uzyciu zestawow OptEIAT™
firmy Becton Dickinson. Oznaczenia dokonano w ptaskodennych, 96-dotkowych,
polistyrenowych mikroptytkach firmy Labsystems, ktore wczesniej optaszczono
monoklonalnymi, mysimi, anty-ludzkimi przeciwcialami pierwotnymi.

Absorbancj¢ badanych prob mierzono za pomoca automatycznego czytnika
typu iIEMS Reader MF (Labsystems NY, Finlandia). Obliczen dokonano przy uzy-
ciu programu komputerowego Genesis wersja 2.2, ktory pozwolil na analize da-
nych i ich przeliczenie na bezwzglgdne wartos$ci stgzen wyrazone w pg/ml.

W ocenie statystycznej wynikow postuzono si¢ programem statystycznym
SPSS-12.

Na wykonanie badan uzyskano zgode Komisji Bioetycznej Collegium Medi-
cum UMK w Bydgoszczy (KB/403/2004). Po przedstawieniu petnej informacji
dotyczacej badania i wyjasnieniu celu, pacjenci i osoby zdrowe z grupy kontrolnej
wyrazili zgodg na udzial w nim.

WYNIKI

Dane kliniczne i biochemiczne badanych oséb zebrano w tabeli 1.

Oceniono stgzenie TGF-B w grupie badanych mgzczyzn z ZZA i w grupie 0sob
zdrowych. Porownanie uzyskanych wynikoéw przedstawiono w tabeli 2.

Stwierdzono znamiennie statystycznie wyzsze stezenie TGF-f u badanych pa-
cjentdbw w poréwnaniu z grupa oso6b zdrowych.

Na nastgpnym etapie analizy statystycznej dokonano podzialu badanych pa-
cjentéw na podgrupy w zaleznosci od wartoSci MCV oraz aktywnosci enzymow:
AST, ALT, GGT. W jednej grupie znalazly si¢ osoby o prawidlowych warto$ciach
ocenianych enzymow i MCV, w drugiej o warto$ciach przekraczajacych zakres
normy. Nastgpnie w obu podgrupach oceniono stgzenie TGF-f3, wiek i czas trwa-
nia uzaleznienia.
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Tabela 1.

Dane demograficzne i biochemiczne pacjentow

Demographical and biochemical data

Badany parametr X Zakres
Variable Average 8D Range
Wiek Age 43,14 8,651 24-59
Czas trwania uzaleznienia (lata
Length of dependence (yeaffs) : 11,20 7.67 233
TGF pg/ml 714,49 1789 0-8787
AST U/ 36,53 25,97 14-108
ALT U/ 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 2.

Poréwnanie st¢zenia TGF w grupie badanej i kontrolne;j

Comparison in levels of TGF in alcohol dependent subjects and control group

Grupa badana Grupa kontrolna
Badany parametr Alcohol dependent group Control group .
Variable n=55 n=38
X+SD X+SD
TGF pg/ml 714,49 +1789,09 63,72+276,75 | 0,029

Poréwnujac uzyskane wyniki stezenia TGF-B w grupach o normalnej i wysokiej
wartosci MCV 1 aktywnosci AST, ALT i GGT, w zadnym uktadzie nie stwier-
dzono roéznic istotnych statystycznie. Uzyskane wyniki przedstawione sa odpo-
wiednio w tabelach 3, 4, 5, 6.

Tabela 3.

Poréwnanie stgzenia TGF u pacjentéw o aktywno$ciach AST w normie 1 powyzej normy
Comparison in levels of TGF in alcohol dependent patients with AST activity with normal

and above normal range

Aktywnos$¢ AST Aktywno$¢ AST
W normie powyzej normy
Badany parametr Activity of AST Activity of AST b
Variable — normal range — above normal range
n=38 n=17
X+SD X+SD
TGF pg/ml 595,39 + 1446,79 980,70 +£2419,37 0,466
Wiek Age 4324+9,14 42,89 + 7,66 0,886
Czas trwania uzaleznienia (lata)
+ +
Length of dependence (years) 10,61:£7,70 12,56:£7,65 0,374
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Tabela 4.

Poréwnanie st¢zenia TGF u pacjentow o aktywnosciach ALT w normie i powyzej normy
Comparison in levels of TGF in alcohol dependent patients with ALT activity with normal

and above normal range

Aktywnos¢ ALT

Aktywnos¢ ALT

W normie powyzej normy
Badany parametr Activity of ALT Activity of ALT P
Variable — normal range — above normal range
n=38 n=17
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 uzaleznienia (lata)
+ +
Length of dependence (years) 10.80+7,70 12,05£7,75 0,563
Tabela 5.
Poréwnanie st¢zenia TGF u pacjentow o aktywnos$ciach GGT w normie i powyzej normy
Comparison in levels of TGF in alcohol dependent patients with GGT activity with normal
and above normal range
Aktywno$¢ GGT Aktywnos¢ GGT
W normie powyzej normy
Badany parametr Activity of GGT Activity of GGT P
Variable — normal range — above normal range
n=37 n=17
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 uzaleznienia (lata)
+ +
Length of dependence (years) 10,54+ 6,80 12,59%9,33 0,358
Tabela 6.
Poréwnanie stgzenia TGF u pacjentéw o wartosciach MCV w normie i powyzej normy
Comparison in levels of TGF in alcohol dependent patients with MCV with normal
and above normal range
Aktywno$¢ MCV Aktywno$¢ MCV
W normie powyzej normy
Badany parametr Activity of MCV Activity of MCV P
Variable — normal range — above normal range
n=37 n=17
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 uzaleznienia (lata) 11,68+ 6,90 10.41+7.36 0.530

Length of dependence (years)
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Cheac oceni¢ wpltyw czasu trwania uzaleznienia na warto$ci TGF-f, a takze
aktywnosci AST, ALT, GGT, MCYV, dokonano podzialu badanych na osoby o cza-
sie uzaleznienia do 10 lat oraz 10 lat i dtuzej. Por6wnano warto$ci TGF-p, AST,
ALT, GGT, MCV w obu tych grupach. Stwierdzono, ze osoby o krotszym czasie
trwania uzaleznienia miaty znamiennie wyzsze warto$ci TGF-p w poroéwnaniu do
0s0b o dluzszym czasie trwania, natomiast aktywnosci enzymow nie réznity sig
znamiennie. Wyniki przedstawiono w tabeli 7.

Tabela 7.

Poréwnanie wartosci MCV, stezenia TGF, aktywnosci AST, ALT, GGT u pacjentow
o0 czasie uzaleznienia krotszym niz 10 lat oraz 10 lat i dtuzszym

Comparison of values of MCYV, levels of TGF, activity of AST, ALT, GGT in patients
with length of alcohol dependence shorter than 10 years and longer than 10 years

Czas trwania uzaleznienia | Czas trwania uzaleznienia
<10 lat 10 lat i >
Badany parametr Length of dependence Length of dependence P
Variable < 10 years 10 years and >
n=26 n=29
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 +491 97,60+ 4,95 0,776
Tabela 8.
Poréwnanie wartosci MCV, wieku, czasu trwania uzaleznienia, aktywnosci AST, ALT, GGT
u pacjentdow o nieoznaczalnych wartosciach TGF i u pozostatych osob
Comparison of values of MCV, age, length of dependence, activity of AST, ALT, GGT
in alcohol dependent subjects
Pacjenci Pacjenci
wartosci TGF =0 wartosci TGF >0
Patients Patients
Bad. t
acany parame r TGF levels =0 TGF levels >0 P
Variable
n=41 n=14
X+SD X+SD
Wiek Age 43,93 +8,24 38,07+ 7,40 0,022
Czas trwania uzaleznienia (lata)
+ +
Length of dependence (years) 11,40+7,39 8,96:+5,95 0,270
AST U/ 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
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Na ostatnim etapie analizy dokonano poréwnania wieku, czasu trwania uzalez-
nienia, warto§ci MCV oraz aktywno$ci AST, ALT i GGT u badanych ze wzglgdu
na poziom stezenia TGF-B. W tym celu spo$réd badanych wyodrebniono grupe
o nieoznaczalnej warto$ci st¢zenia TGF-f i porownano wiek, czas trwania uzalez-
nienia oraz aktywnosci AST, ALT i GGT z danymi uzyskanymi u pozostatych
badanych. Stwierdzono, Ze osoby o nieoznaczalnie niskich st¢zeniach TGF-f3 byty
istotnie starsze od pozostalych, natomiast nie r6znity si¢ od nich co do czasu trwa-
nia uzaleznienia, warto$ci MCV oraz aktywnosci AST, ALT i GGT. Wyniki przed-
stawiono w tabeli 8.

DYSKUSJA

Naduzywanie alkoholu jest, obok zakazen wirusowych, jedng z najczgstszych
przyczyn chordb watroby w Polsce (8). Istotna rola w rozwiazywaniu tego proble-
mu przypada czutej i specyficznej diagnostyce laboratoryjnej. Alkohol wptywa na
bardzo wiele réznych proceséw w organizmie. Organem najbardziej narazonym
na toksyczne dziatanie alkoholu, z racji swojej funkcji metabolizujacej alkohol
i detoksykacyjnej, jest watroba — wigkszos$¢ zatem stosowanych testow stuzy ocenie
czynno$ci watroby (15).

Dane epidemiologiczne dotyczace przebiegu chordb watroby z powodu nad-
uzywania alkoholu sa zblizone, charakter i nasilenie zmian czynno$ciowych moze
by¢ jednak rozne. U wszystkich 0s6b naduzywajacych alkoholu zmieniona jest
funkcja metaboliczna watroby (16).

Wiadomo, ze pierwszym etapem w przebiegu choroby alkoholowej watroby
jest stluszczenie, moze ono przej$¢ w zapalenie watroby, a ostatnim etapem bywa
marskosé. Wedlug oceny réznych autorow sthuszczenie watroby rozwija si¢ u ok.
21% os6b naduzywajacych alkoholu (17) lub u prawie wszystkich naduzywaja-
cych (18), zapalenie watroby — u ok. 10% (15) i 17% (19). Marskos¢, wedhug roz-
nych danych, powstaje u 15-20% chorych (16, 18), ale tez u 7,4% chorych (17).

Pewna rozbiezno$¢ danych epidemiologicznych wynika zapewne z faktu, ze
cecha szczeg6lna alkoholowych uszkodzen watroby jest zmienno$¢ osobnicza,
zalezna od wielu nie do konca wyjasnionych czynnikow, ktore w duzym stopniu
decyduja o wystapieniu objawow (17). U cze$ci 0osob, mimo dlugotrwatego spo-
zywania alkoholu, nie dochodzi do uszkodzenia watroby ze zmianami morfo-
logicznymi, a jedynie do zaburzen czynno$ciowych tego narzadu (16).

Najbardziej charakterystycznym skutkiem naduzywania alkoholu jest stlusz-
czenie watroby. Jest ono odwracalne, cho¢ czgsto wspoélistnieje ze zmianami
zwloknieniowymi mogacymi prowadzi¢ do marskosci (17). Nie ma bowiem pod-
staw do twierdzenia, ze stluszczenie prowadzi do trwalych zmian w postaci zwlok-
nienia i marskos$ci, jednak alkohol — czynnik etiologiczny sttuszczenia — jest
rownoczesnie substancja pobudzajaca wtoknienie i r6znego rodzaju uszkodzenia
komorek watroby (16).
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Alkoholowe uszkodzenie watroby nie wystgpuje u wszystkich os6b naduzywa-
jacych alkoholu. W przypadku osob spozywajacych systematycznie znaczne ilosci
alkoholu uszkodzenie watroby wystepuje tylko u 77% (16).

Wildknienie watroby jest procesem dynamicznym, zalezy od nasilenia i czasu
trwania uszkodzenia narzadu. Uznaje sig, ze decydujacym badaniem w rozpozna-
niu wloknienia watroby jest jej biopsja. Z uwagi na inwazyjnos¢ tego badania
probuje si¢ dokonywac oceny stanu watroby badaniami mniej inwazyjnymi
— wprowadza si¢ oznaczenia biochemicznych wskaznikow rozwijajacego si¢ pro-
cesu wtoknienia (5, 11).

Udziat cytokin w przebiegu chorob watroby nie jest ostatecznie wyjasniony.
Wiadomo jednak, ze dziataja zarowno profibrogennie, jak i antyfibrogennie (3).
Uznaje si¢ wptyw wielu cytokin na pobudzenie lipocytéw i ich transformacji do
miofibroblastoéw produkujacych najwigksze ilosci ECM (3, 5). Transformujace
czynniki wzrostu pobudzaja wioknienie (7, 10, 13, 14).

Najwieksze znaczenie sposrod cytokin przypisuje sie TGF-B. Z funkcji, jakie
spetnia TGF-f w organizmie do najwazniejszych nalezy wptyw na sktad substan-
cji pozakomorkowej ECM, zwiazanej z procesami wtoknienia. W obrgbie watroby
TGF- hamuje proliferacjg¢ hepatocytow, stymuluje syntezg biatek macierzy ze-
wnatrzkomorkowej, odgrywa istotna rol¢ w procesie apoptozy (1, 3, 12, 13, 14, 15).

Wykazano, ze stezenie tej cytokiny w watrobie wzrasta znaczaco w przebiegu
przewlektych choréb watroby, proporcjonalnie do stopnia zaawansowania wiok-
nienia (3, 20).

Mazur i wsp. rdwniez potwierdzaja podwyzszone stezenie TGF-p u chorych
z przewlektym zapaleniem watroby (1). Potwierdza to w swoich badaniach
Gressner i wsp., uznajac, ze TGF moze kandydowaé na markera fibrogenezy
w przewlektych chorobach watroby (21). W badaniach wtasnych, zgodnie z dany-
mi z literatury, stwierdzono istotnie wyzsze stezenie TGF-P u pacjentow z uzalez-
nieniem od alkoholu niz u 0s6b zdrowych z grupy kontrolnej, co wskazywatoby
na nasilenie zmian w obrgbie watroby. Ocena zaawansowania choroby watroby
wydaje sie by¢ jednak nie do okreSlenia przy zastosowaniu stezenia TGF-p jako
wyznacznika czy parametru diagnozujacego.

Wyja$nienia wymaga prognostyczna wartos¢ przydatnosci TGF-p jako markera
chordb watroby przebiegajacych z wtoknieniem.

Ograniczeniem naszej pracy jest brak kobiet w probie badawcze;.

Whioski
1. U pacjentow z uzaleznieniem od alkoholu stwierdzono istotnie wyzsze stg-
zenie TGF-p w poroéwnaniu z osobami zdrowymi z grupy kontrolne;j.
2. Oznaczanie stgzenia TGF- w surowicy krwi pacjentow z ZZA jest testem
mato przydatnym w ocenie stopnia zaawansowania choroby watroby.
3. Wyjasnienia wymaga prognostyczna warto$¢ przydatnosci TGF-f3 jako mar-
kera chorob przebiegajacych z widknieniem.
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