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Abstract — Introduction. Matrix metalloproteinase-9 (MMP-9) belongs to the family of zinc-depend-
ent endoproteinases, implicated in several pathological processes. The contribution of MMP-9 to the
mechanism of alcoholic and diabetic polyneuropathies is not known and requires explanation.
Methods. The expression of MMP-9 in serum was studied in 31 patients with chronic alcohol abuse,
29 with type 2 diabetes, and 20 healthy controls. The type of polyneuropathy (involvement of axon
or myelin) was evaluated by electrophysiological methods (EMG and nerve conduction velocity).
The MMP-9 level was determined with ELISA method. For statistical comparison of differences
t-Student test and analysis of variances with “post-hoc” Duncan test were used. The evaluated material
was divided according to clinical duration of polyneuropathy and electrophysiological pattern.
Results. The expression of MMP-9 in serum of patients with either type of polyneuropathy did not
differ significantly from that seen in the control material. However, when both types of polyneuropathy
were compared with themselves, the higher value of MMP-9 in alcohol polyneuropathy reached the
level of statistical significance, but it would not justify to point out that overexpression of MMP-9
may be involved in the mechanism of nerve injury in this form of polyneuropathy.
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Streszczenie — Wstep. Metaloproteinaza macierzy zewnatrzkomoérkowej-9 (MMP-9) nalezy do
rodziny endoproteinaz cynkowo-zaleznych, powiazanych z wieloma procesami patologicznymi.
Udziat MMP-9 w mechanizmie alkoholowej i cukrzycowej polineuropatii nie jest znany i wymaga
wyjasnienia.

Metoda. Ekspresj¢ MMP-9 w surowicy badano u 31 pacjentéw przewlekle naduzywajacych alkoholu
iu 29 z typem 2 cukrzycy oraz u 20 osob z grupy kontrolnej. Typ polineuropatii (uszkodzenie
aksonalne czy mieliny) oceniano przy uzyciu metod elektrofizjologicznych (EMG i szybko$¢ prze-
wodnictwa nerwowego). Poziom MMP-9 oceniano metoda ELISA. Dla statystycznej oceny réznic
zastosowano test t-Studenta oraz analizy wariancji z testem post-hoc Duncana. Badany materiat
podzielono wedtug czasu trwania polineuropatii i obrazu elektrofizjologicznego.

Zrddto finansowania pracy: $rodki wtasne uczelni.

39



Grazyna Michatowska-Wender, Grazyna Adamcewicz, Mieczystaw Wender

Wyniki. Ekspresja MMP-9 w surowicy u pacjentéw w obu typach polineuropatii nie réznila si¢ istotnie
od obserwowanej w materiale kontrolnym. Natomiast przy poréwnaniu obu typéw polineuropatii,
wyzsze wartosci MMP-9 w alkoholowej polineuropatii osiagngly poziom statystycznej istotnosci.
Na tej podstawie nie ma jednak danych do przyjgcia, ze nadekspresja MMP-9 moze by¢ zwiazana
z mechanizmem uszkodzenia nerwdw w tej postaci polineuropatii.

Stowa kluczowe: MMP-9, polineuropatia alkoholowa, polineuropatia cukrzycowa

WSTEP

Metaloproteinazy macierzy (substancji) zewnatrzkomorkowej — MMP naleza
do rodziny cynkowo-zaleznych endoproteinaz, ktére sa efektorami remodelo-
wania zewnatrzkomérkowych sktadnikow tkanek w procesach patologicznych.
W zaleznos$ci od powinowactwa do réznych typow substratu sktadnikéw macierzy
zewnatrzkomorkowej dziela si¢ na kolagenazy (MMP-1, -8, -13), gelatinazy
(MMP-2, -9), stremelizyny (MMP-3, -10, -11), matrilizyny (MMP-7), metalopro-
teinazy typu blonowego (MMP-14, -15, -16, -24) i metaloelastazy (MMP-12).

Gelatinaza MMP-9, tacznie z MMP-2 odgrywa istotna rol¢ w uszkodzeniu sys-
temow barier krew—mozg 1 krew—nerw w takich chorobach zapalnych uktadu nerwo-
wego, jak doswiadczalne autoimmunologiczne zapalenie mézgu i rdzenia — EAE
i bakteryjne zapalenie opon (1). Dlatego tez duzo uwagi poswigca si¢ udziatowi
metaloproteinazy-9 w wielu procesach patologicznych w osrodkowym i obwodo-
wym uktadzie nerwowym.

Poziom MMP-9 w ptynie mozgowo-rdzeniowym i w surowicy uwazany jest za
potencjalny wskaznik aktywno$ci choroby, wskazujacy na utrzymywanie si¢ proce-
su zapalnego u chorych ze stwardnieniem rozsianym (2). Ekspresja MMP-9 jest pod-
wyzszona w surowicy chorych ze stwardnieniem bocznym zanikowym (3). Ci ostat-
ni autorzy — Demestre i wsp. — podkreslaja, ze aktywne MMP-9 w surowicy moze
pochodzi¢ nie tylko z uszkodzonych mig$ni czy nerwow, ale rowniez z krazacych
komoérek krwi. Krazaca MMP-9 wydaje si¢ bra¢ udziat w zaburzeniach nerwéw ob-
wodowych w demielinizacyjnym zespole Guillain-Barré (4). Obserwacje te sg zgod-
ne z wezesniejszymi badaniami Kieseiera i wsp., ktdrzy stwierdzili wzrost aktyw-
nosci MMP-9 w nerwach kulszowych w do$wiadczalnym autoimmunologicznym
zapaleniu nerwow u szczuréw rasy Lewis oraz w zespole Guillain-Barré (5).

Jak stwierdziliSmy w naszych poprzednich badaniach (6), istnieja znaczne
roznice w udziale niektorych cytokin w patomechanizmie alkoholowe;j i cukrzyco-
wej polineuropatii. Ekspresja chemotaktycznego czynnika biatkowego-1 (MCP-1)
w surowicy byla wyzsza, na granicy istotnos$ci statystycznej w postaci demielini-
zacyjnej alkoholowej polineuropatii. Poziom czynnika stymulujacego wzrost czer-
niaka (GRO-«) byt wyzszy u pacjentow z alkoholowa polineuropatia i w postaci
demielinizacyjnej neuropatii cukrzycowe;.

Pomimo znaczenia MMP-9 w procesach patologicznych uktadu nerwowego,
udzial MMP-9 w mechanizmie polineuropatii alkoholowej i cukrzycowej nie jest
znany i wymaga wyjasnienia.
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MATERIAL I METODA

Badana populacja polineuropatii obejmuje 31 0séb z historig przewlektego alko-
holizmu oraz 29 z 2 typem cukrzycy. Grupa alkoholowej polineuropatii sktada sig
z 8 kobiet i 23 mezczyzn. Sredni wiek chorych wynosit 54,5 lat + 14,7 (zakres od
28 do 61 lat). Grupa polineuropatii cukrzycowej sktadata si¢ z 8 kobiet i 21 mez-
czyzn. Sredni wiek w tej grupie to 48,3 lat + 17,6 (zakres od 20 do 70 lat).

Tabela 1.
Ekspresja MMP-9 w surowicy pacjentdw z polineuropatia alkoholowa w pg/ml
Expression of MMP-9 in serum of patients with alcoholic polyneuropathy in pg/ml

Polineuropatia alkoholowa Alcoholic polyneuropathy
Grupa Typ Type Czas trwania Clinical duration
kontrolna Oioje? Demiclinizacyjny Demielinizacyjno-
Control ola D L aksonalny 2-8 lat =10 lat
emyelinating S
Demyelinating axonal
n=20 n =731 n=12 n=19 n=12 n=19
3,71 4,72 4,23 5,04 4,11 5,02
+2,28 +2,76 +2,39 +2,99 +2,16 +3,01
p=0,106 p=0,326 p=0,430
post-hoc Duncan test t-test t-test

Srednia = SD, Mean + SD

p — roznice w stosunku do materiatu kontrolnego, p — differences vs control material

Tabela 2.

Ekspresja MMP-9 w surowicy chorych z polineuropatia cukrzycowa w pg/ml
Expression of MMP-9 in serum of patients with diabetic polyneuropathy in pg/ml

Polineuropatia cukrzycowa Diabetic polyneuropathy
Typ Type Czas trwania Clinical duration
Grupa i . Demielini-
kontrolna O%oje;n D;::;le.llim- Aksonaln zacyjno-
Control ot yiny Y aksonalny 2-8 lat 29 lat
Demyelina- | Axonal L
. Demyelinating
ting
axonal
n=20 n=29 6 19 4 n=12 n=14
3,71 3,18 2,73 2,36 3,45 3,18 3,29
+2,28 +1,55 +1,46 +0,65 +1,67 +1,71 +1,48
p = 0,494 p=0,386 p=20,730
post-hoc Duncan test ANOVA t— test

Srednia = SD, Mean + SD

p — roznice w stosunku do materiatu kontrolnego, p — differences vs control material

41



Grazyna Michatowska-Wender, Grazyna Adamcewicz, Mieczystaw Wender

W obrazie klinicznym polineuropatii alkoholowej i cukrzycowej dominowaty
objawy ruchowe (opadanie stop i rak), parestezje, ostabienie czucia powierzchnio-
wego oraz bol w konczynach dolnych, rzadziej géornych. Badania elektrofizjolo-
giczne wykazywaly cechy uszkodzenia cienkich wtokien ruchowych i grubych
skornych wiokien czuciowych. Wczesne objawy wyrazaly si¢ obnizeniem am-
plitudy odpowiedzi czuciowych i ruchowych, przy prawidlowej lub minimalnie
obnizonej szybkos$ci przewodzenia. Dalsze zwolnienie szybkos$ci przewodzenia
wystgpowato w miarg zmniejszania si¢ amplitudy odpowiedzi i byto oznaka wtor-
nego do aksonalnego uszkodzenia demielinizacyjnego.

Grupg polineuropatii alkoholowej podzielono na dwie podgrupy, jedna — z cza-
sem trwania objawow krotszym niz 9 lat i druga — z przebiegiem klinicznym dtuz-
szym niz 10 lat. Grupa z polineuropatia cukrzycowa zostata podzielona w zalez-
nosci od przebiegu klinicznego na dwie podgrupy, jedna — z krétszym czasem
trwania choroby (od 2 do 8 lat) i druga — z objawami klinicznymi polineuropatii
trwajacymi dtuzej niz 9 lat.

Grupa kontrolna sktadata si¢ z 20 zdrowych oséb ($rednia wieku 49,1 lat + 16,8,
zakres od 23 do 78 lat).

Poziom MMP-9 w surowicy krwi byt okreslany dwukrotnie za pomoca testu
ELISA, z zastosowaniem zestawu MMP-9 (Quantikine, system R&D, USA). Dla
statystycznej oceny réznic pomigdzy grupami z polineuropatia i grupa kontrolna
zastosowano test t-Studenta oraz analiz¢ wariancji z testem post-hoc Duncana.

WYNIKI

Ekspresja MMP-9 w surowicy krwi chorych z polineuropatia alkoholowa i cu-
krzycowa nie roznila si¢ istotnie od materiatu kontrolnego. Szczegdtowe wyniki
przedstawiaja tabele 1 i 2. Przy poroéwnaniu obu typow polineuropatii, wyzszy
poziom MMP-9 w polineuropatii alkoholowej osiagnal poziom istotnosci staty-
stycznej (tab. 3).

Tabela 3.

Ekspresja MMP-9 w surowicy chorych z polineuropatia alkoholowa w porow-
naniu z cukrzycowa w pg/ml

Expression of MMP-9 in serum of patients with alcoholic versus diabetic poly-
neuropathy in pg/ml

Grupa kontrolna

Polineuropatia cukrzycowa

Polineuropatia alkoholowa

Control Diabetic polyneuropathy | Alcoholic polyneuropathy
n=20 n=29 n=31
3,71 3,18 4,72
+2,28 +1,55 +2,76
alkoholowa versus cukrzycowa p=0,030

alcoholic versus diabetic

post-hoc Duncan test
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OMOWIENIE

Zewnatrzkomorkowe proteinazy sa waznymi regulatorami czynnosci tkanek w wie-
lu zjawiskach zyciowych, poczynajac od morfogenezy i dojrzewania, a takze
w wielu procesach patologicznych zapalnych, zwyrodnieniowych i proliferacyjnych.

Zagadnienie udzialu metaloproteinaz macierzy zewnatrzkomorkowej (MMP),
w tym metaloproteinazy 9 (MMP-9), w mechanizmie uszkodzen tkanki nerwowej,
zar6wno w warunkach in vitro, jak 1 in vivo jest aktualnie przedmiotem dyskusji
(7, 8,9, 10). Przyjmuje si¢, ze metaloproteinazy — lacznie z aktywnymi komorka-
mi T szczegdlnie typu CD4 (pomocnicze) oraz CD8 — sg mediatorami uszkodzen
neuronalnych, prowadzacych z kolei do zwyrodnienia aksonow i demielinizacji.
Szczegoblnie interesujace byto stwierdzenie, ze ostre uszkodzenie aksonalne
w stwardnieniu rozsianym jest potaczone ze wzrostem aktywnosci MMP-9 (9).

Ekspresja MMP-9 w cukrzycy jest przedmiotem wyraznych kontrowersji. Na
duzym materiale pacjentow z typem 2 cukrzycy Lee i wsp. nie stwierdzili réznic
w ekspresji w catej badanej grupie, w poréwnaniu z materiatem kontrolnym, jak
rowniez w podgrupach podzielonych wedhug wieku, czasu trwania cukrzycy, wy-
sokosci ci$nienia krwi i st¢zenia lipidow w surowicy (11). W przeciwienstwie do
tych wynikow, Derosa i wsp. na podstawie rozleglych badan podali, ze poziom
MMP-9 byt podwyzszony u chorych z cukrzyca, co moze wskazywaé na nie-
prawidlowa przemiang macierzy zewnatrzkomorkowej (12).

W naszych badaniach nie stwierdzili§my wyzszych wartosci MMP-9 w alko-
holowej i cukrzycowej polineuropatii w poréwnaniu z warto§ciami kontrolnymi.
Jest jedynie bardzo uderzajaca istotnie wyzsza ekspresja MMP-9 w alkoholowe;j
polineuropatii w poréwnaniu z cukrzycowa. Nie jest to jednak wystarczajacym
argumentem do udowodnienia tezy, ze zwigkszona ekspresja MMP-9 moze by¢
powiazana z mechanizmem uszkodzenia nerwow w tej postaci polineuropatii. Ist-
nieja dane doswiadczalne wskazujace na wptyw minocyklin na obnizenie aktyw-
nosci MMP-9 (7). W pierwszych probach klinicznych w stwardnieniu rozsianym
prébowano zmniejszy¢ w ten sposob zwyrodnienie wtokien nerwowych w mozgu.
(13). Moze to wskazywac, ale na razie tylko hipotetycznie, na mozliwo$¢ uzycia
minocyklin dla zmniejszenia uszkodzen nerwow w polineuropatii alkoholowe;.
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