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Immunohistochemical assesment of etanol induced danger
of hepatocytes’ damage
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Streszczenie

Biodegradacja alkoholu etylowego zachodzi gléwnie w watrobie i to ona najbardziej jest narazona na toksyczne dziatanie jego
i jego metabolitu aldehydu octowego. W patogenezie alkoholowego uszkodzenia watroby istotng role odgrywaja wolne rodniki i stres
tlenowy komorki. Wolne rodniki uszkadzaja btony komérkowe, wywotujac peroksydacje lipidow i zwiekszaja ich przepuszczalnos¢.

W niniejszej pracy oceniono immunohistochemicznie ekspresje biatka HSP70 - markera wczesnych zagrozen komérkowych
w hepatocytach watroby szczuréw poddanych dziataniu etanolu. Zbadano wptyw czynnika czasu oraz dawki etanolu na ekspresje biatka
szoku cieplnego HSP70.

Uzyte do do$wiadczenia samce szczura podzielono na 8 réwnolicznych grup - po 8 osobnikéw. Grupy do$wiadczalne stanowity
samce, ktérym podano jednorazowo per os sonda dozotadkowa 0,5ml 40% alkoholu etylowego i dekapitowano po 1, 3, 8112 godzinach
Samice z grupy kontrolnej dekapitowano po 2 osobniki po 1, 3, 81 12 godzinach od poczatku doswiadczenia.

Preparaty watroby pobrane do badan analizowano immunohistochemicznie standardowa tréjstopniowa metoda wykrywajac biatko HSP70.

Jednorazowa dawka etanolu 0,5ml podana w niniejszym do$wiadczeniu ok. 300 gramowym szczurom odpowiada dawce ok.
130ml etanolu podanej jednorazowo 80kg mezczyznom. Po godzinie od spozycia takiej ilosci alkoholu zawarto$¢ jego we krwi wynosi
okoto 0,95 promila, po 3 godzinach 0,6 promila, a po 8 godzinach alkohol jest juz zupenie eliminowany z krwi.

Wyniki badan w niniejszym do$wiadczeniu wskazuja na zaangazowanie biatek szoku cieplnego 70 w proces ochrony hepatocytéw
przed toksycznym, niszczacym dziataniem etanolu. Wzrost ekspresji badanych biatek odnotowano juz w godzine po dawce alkoholu.
Utrzymywat sie on na podobnym poziomie po 3 godzinach i po 8 godzinach czasie ,w ktérym podana dawka alkoholu zwykle jest juz elimi-
nowana z krwioobiegu. Dopiero po 12 godzinach poziom ekspresji biatka HSP70 spadt do poziomu obserwowanego w grupie kontrolnej.

Stowa kluczowe: etanol, HSP70, watroba

Abstract

Biodegradation of ethanol takes place mainly in the liver and liver is the most exposed to alcohol-and its metabolite acetaldehyde.
Free radicals and oxygen stress are responsible for alcohol induced destructions of the liver. Free radicals induce peroxidation of mem-
branous lipids and increase membranes’ permeability.

In present study we evaluated in immunohistochemical way expression of HSP 70 protein - biomarker of early ethanol induced
danger in the cells. We examined an influence of time and dose of alcohol on HSP70 expression.

The study material consisted of white Wistar male rats divided into 5 equal groups - 8 individuals each Experimental groups: rats received
per os single dose of 0,5ml 40% ethanol and were decapitated after 1, 3, 8 and 12 hours. Control group: 8 rats decapitated after 1, 3, 8 and 12 hours
of experiment - 8 individuals. Specimens of liver were examined using standard three-step immunohistochemical method to detect HSP70.

Single dose 0,5 ml of ethanol given to 300 g rats is similar to single dose 130ml of given to 80kg men. One hour after such a dose
the concentration in blood is 0,95%o, after 3 hours 0,6%0 and after 8 hours alcohol is eliminated from blood.

Results in present study show that HSP70 takes part in protection of hepatocytes’ proteins against ethanol induced toxicity.

Expression of HSP70 increased in one hour after dose of ethanol and was on the same level after 3 and 8 hours. Its level decreased
after 12 hours and was like in control group.
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Wstep

Etanol szybko wchtania sie z przewodu pokarmo-
wego i przenika do krwi. Jego lipofilny charakter sprawia,
ze tatwo wchlaniany jest w catym przewodzie pokarmo-
wym poczawszy od jamy ustnej przez zotadek (ok. 20%)
i jelito cienkie (ok. 80%) [1]. Metabolizm alkoholu etylowego
rozpoczyna sie juz w zotadku przy udziale dehydrogenazy
alkoholowej (ADH) i aldehydowej (ALDH) [2]. Biodegradacja
zachodzi jednak gtéwnie w watrobie i zwigzana jest z utle-
nianiem zachodzacym w dwdéch etapach [3]. Najpierw -
powstaje acetaldehyd, a nastepnie tworzy sie kwas octowy.
Enzymy katalizujace te reakcje to dehydrogenaza alkoholo-
wa; enzymy MEOS (Microsomal Ethanol Oxidizing System)
oraz mniej zbadany enzym peroksysomalny [4]. Watroba jest
wiec gtéwnym miejscem zachodzenia metabolizmu alkoholu,
i zwykle ulega najpowazniejszym uszkodzeniom.

Toksyczne dziatanie acetaldehydu i alkoholu etylo-
wego wplywa na naczynia krwionos$ne, miesien sercowy,
komérki nerwowe w korze mézgowej, przeltyk dwunast-
nice, zotadek, trzustke [5].

W 1962 roku Ritoss odkryt, ze w odpowiedzi na
podwyzszong temperature organizm syntetyzuje liczne
biatka. Dzi$ wiemy, ze sa to biatka szoku cieplnego (HSP -
Heat Shock Proteins), a ich ekspresja ro$nie w odpowiedzi
na dziatanie na komdrki czynnikéw odbieranych przez nie
jako stresowe [6]. Naleza do nich: infekcje, toksyny, meta-
le ciezkie, gtodzenie, hipoksja, promieniowanie ultrafiole-
towe a takze alkohol [7]. MoZna z powodzeniem uznac je
za markery stresu komérkowego|[8].

Inng funkcja biatek szoku cieplnego jest ,opieka”(stad
inna nazwa ,biatka opiekunicze”) nad innymi biatkami pet-
nigcymi wazne funkcje Zyciowe. Ze wzgledu na ,zasieg”
dziatania wyrézniono dwie grupy biatek opiekunczych:

Jedne dziatajg jako monomery, rozpoznajgce odsto-
niete, hydrofobowe odcinki biatek. Odcinki takie mozna
znalez¢ np. w tancuchu polipeptydowym, ktéry wysuwa
sie z rybosomu podczas translacji. Biatka opiekuncze z tej
grupy biora wiec udziat w nadawaniu ksztattu $wiezo
wytworzonym biatkom. Do tej grupy zaliczamy badane
w niniejszym do$wiadczeniu biatko HSP70.

Inne to biatka opiekuncze majace zdolnos¢ do two-
rzenia znacznie wiekszych komplekséw przestrzennych.
Dzieki energii z ATP moga one ,rozplata¢” uszkodzone
biatko, ktore nastepnie przyjmuje pozadany ksztatt.

Biatka szoku cieplnego naleza do kilku rodzin, r6z-
nigcych sie miedzy soba masg czasteczkowa: rodzina
HSP100(100kDA), HSP90, HSP70 (70kDa), hsp60, hsp20
(18-30kDa).

Oprécz roli opiekunczej speiniajg réwniez role pro-
teaz (biatek stresowych). Ich rola jest degradacja zdenatu-
rowanych biatek, ktérych odbudowa nie jest mozliwa
nawet w wyniku dziatania biatek opiekunczych [9].

W niniejszej pracy oceniono immunohistochemicznie
ekspresje biatka HSP70 - markera wczesnych zagrozen
komérkowych w hepatocytach watroby szczuréw podda-
nych dziataniu etanolu. Zbadano wptyw czynnika czasu oraz
dawki etanolu na ekspresje biatka szoku cieplnego HSP70.

Materiatl i Metody

Do pracy uzyto 40 szczuréw - samcow biatych
szczepu Wistar, o poczatkowej masie ciala ok. 300g,
w wieku ok. 3 miesiecy.

Szczury pochodzity z hodowli wsobnej Zaktadu Hi-
stologii i Embriologii Akademii Medycznej w Lublinie.
Zwierzeta odzywiano standardowa pasza - LSM, pojono
ad libitum woda.

Przebywaly one w Zwierzetarni Katedry i Zaktadu
Histologii i Embriologii Akademii Medycznej w Lublinie,
w temperaturze otoczenia 20 + 2 stopnie Celsjusza i wil-
gotnosci ok. 60%.

Zwierzeta podzielono na 8 réwnolicznych grup - po
8 samcéw. Grupy doswiadczalne [, II, III, IV - samce, ktorym
podano jednorazowo per os sondg dozotadkowa 0,5ml 40%
alkoholu etylowego i dekapitowano po 1, 3, 8 i 12 godzinach.
Samce z grupy kontrolnej V -dekapitowano po 2 osobniki po
1, 3,81 12 godzinach od poczatku do$wiadczenia.

Wycinki watroby szczuréw pobrane do badan immu-
nohistochemicznych utrwalone byty w 10% formalinie od-
wodnione we wzrastajacych stezeniach alkoholi, przeswie-
tlone w ksylenie i zatopione w bloczkach parafinowych.
Bloczki pocieto na 5pm preparaty, ktére umieszczono na
szkietkach silenizowanych. Do badan uzyto po dwa prepara-
ty z badanego narzadu od kazdego osobnika. Preparaty od-
parafinowywano w ksylenie i malejacych stezeniach alkoholu
etylowego. Nastepnie preparaty poddane byly obrébce
cieplnej w $rodowisku kwasnym. Potem w preparatach
blokowano endogenna peroksydaze inkubujac je w 0,3%
roztworze H202. Nastepnie inkubowano z kréliczym prze-
ciwciatem pierwotnym HSP70 (Lab Vision Ab-3; RB-080-A0)

W nastepnej kolejnosci do uzyskania reakcji immu-
nohistochemicznej uzywano zestawu gotowych do uzycia
odczynnikéw firmy DakoCytomation w sktad ktérego
wchodzity biotynylowane przeciwciato wtérne przeciwko
przeciwcialom mysim, streptawidyna sprzegnieta z perok-
sydaza chrzanowg; AEC - substrat-barwnik reakcji z pe-
roksydaza chrzanowg Preparaty barwiono hematoksylina.

Dokumentagji fotograficznej dokonano przy uzyciu Co-
lour Video Camera CCD-IRIS (Sony) potgczonej z komputerem.

Wyniki badan immunohistochemicznych oceniano
jakosciowo biorac pod uwage intensywnos$¢ barwnego
odczynu w miejscu reakcji antygen-przeciwciato w bada-
nych narzadach szczura, w poszczegdlnych grupach. Oce-
niono takze ilosciowo przy uzyciu programu komputero-
wego Analysis-pro, wersja 3 (Soft Imaging System GmbH,
Niemcy). Analize obrazu mikroskopowego w powieksze-
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niu 125x oceniajaca ekspresje biatka przeprowadzono
oceniajac z kazdego preparatu 3 losowo wybrane miejsca,
kazde o powierzchni 781193,35 um?2. Liczono pole po-
wierzchni komérek wykazujacych odczyn dodatni (+).
Uzyskane wyniki badan zestawiono w postaci $red-
nich oraz odchylenia standardowego $redniej i opracowa-
no statystycznie postugujac sie testem ONEWAY ANOVA.
Przyjeto 5% ryzyka btedu wnioskowania i istotnos¢ staty-
styczng réznic przy p mniejszym lub réwnym 0,05.

Wyniki

Reakcja barwna w watrobie samcéw szczura
w miejscu wigzania biatka HSP70 z przeciwcialem byta
obecna ogniskowo we wszystkich badanych grupach.

Odczyn immunohistochemiczny oceniany ilosciowo
wzrdst istotnie statystycznie godzine po podaniu alkoholu
etylowego w poréwnaniu z kontrola.

Na podobnym poziomie utrzymywat sie jeszcze po
318 godzinach. Po 12 godzinach zmniejszyt sie do pozio-
mu obserwowanego kontroli (tab.1, 2).

Dyskusja

W metabolizmie etanolu w watrobie istotng role od-
grywa dehydrogenaza alkoholowa, ktéra katalizuje reakcje
przejscia etanolu w aldehyd octowy przy udziale czasteczek
NAD*. W tej reakcji NAD* zamieniany jest w NADH. Zmiana
stosunku NADH/NAD+ powoduje zaburzenie réwnowagi
oksydo-redukcyjnej i powstanie stresu tlenowego [10].

Aldehyd octowy z powodu wysokiej reaktywnosci
uwazany jest za gléwny zwigzek uczestniczacy w patoge-
nezie alkoholowego uszkodzenia watroby.

Pod wplywem dziatania aldehydu octowego uszkodze-
niu ulegaja lizosomy w komoérkach uwalniajgce hydrolazy.
Skutkiem tego s3 zaburzenia w usuwaniu wolnych rodnikéw
tlenowych [11]. Powoduje to wzrost wrazliwosci komdrek na

stres tlenowy. Wolne rodniki uszkadzajg btony komdrkowe
wywotujac peroksydacje lipidow i zwiekszaja ich przepusz-
czalno$¢ [12]. Alkohol jest okreslany, jako zwigzek, ktory nie
ma swoistego receptora. Uwaza sie, Ze jego wplyw na tkanki
jest zwigzany ze zmiang przepuszczalnosci bton lipidowych.

Opisywane w literaturze zmiany obserwowane w wa-
trobie po dzialaniu alkoholu to alkoholowe stluszczenie,
alkoholowe zapalenie oraz alkoholowa marsko$¢ watroby.

Sttuszczenie watroby jest spowodowane nadmier-
nym gromadzeniem sie w niej lipidéw. Troéjglicerydy
gromadza sie w siateczce $rédplazmatycznej hepatocy-
téw, co powoduje powiekszenie jej rozmiardw.

Aldehyd octowy tworzy trwate zwigzki addycyjne
z biatkami watroby. Immunologiczna reakcja na te zwigzki lezy
u podstaw patogenezy poalkoholowego zapalenia watroby.

Jednorazowa dawka etanolu 0,5ml podana w niniej-
szym doswiadczeniu ok. 300 gramowym szczurom odpo-
wiada dawce ok. 130ml etanolu podanej jednorazowo
80kg mezczyznom. Po godzinie od spozycia takiej ilo$ci
alkoholu zawartos¢ jego we krwi wynosi okoto 0,95 pro-
mila, po 3 godzinach 0,6 promila, a po 8 godzinach alkohol
jest juz zupetnie eliminowany z krwi.

Wyniki badan w niniejszym do$wiadczeniu wskazu-
ja na zaangazowanie biatek szoku cieplnego 70 w proces
ochrony hepatocytéow przed toksycznym, niszczacym
dziataniem etanolu. Wzrost ekspresji badanych biatek
odnotowano juz w godzine po dawce alkoholu. Utrzymy-
wat sie on na podobnym poziomie po 3 godzniach i po
8 godzinach czasie, w ktérym podana dawka alkoholu
zwykle jest juz eliminowana z krwioobiegu. Dopiero po
12 godzinach poziom ekspresji biatka HSP70 spadt do
poziomu obserwowanego w grupie kontrolnej.

Biatko HSP70 jest uwazane za biochemiczny marker
Srodowiskowego stresu, np. ekspozycji na toksyny [7], czy tez
endogenng czastke stanowigca sygnat niebezpieczenstwa.

Tab. 1. Srednie pole powierzchni w um2 zajmowanej przez dodatni odczyn immunochistochemiczny dla biatka HSP70 na

badanej powierzchni: 781193,35 um?2w grupach kontrolnych. Odchylenie standardowe i One way ANOVA test

Watroba HSP70 ONEWAY ANOVA
Srednia 412640,7 344481,1 344343,4 198972,4 195514 p<0,001
Odchylenie standardowe 31653,53 47083,55 39657,66 11681,67 15157,22

Tab. 2. Test t-studenta - istotno$¢ statystyczna réznic pomiedzy badanymi grupami w $rednim polu powierzchni zajmo-

wanej przez dodatni odczyn immunochistochemiczny dla HSP70

watroba HSP70
Po 1 godz Po 3 godz Po 8 godz Po 12godz
Po 1 godz
Po 3 godz 0,1
Po 8 godz 0,08 0,99
Po 12 godz 0,001 0,04 0,03
kontrola 0,002 0,03 0,009 0,77
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Zadaniem molekularnych przyzwoitek, do ktérych na-
lezy HSP 70 jest zapobieganie uszkodzeniom biatek, ktére
mogtyby doprowadzi¢ do ich degradacji. Schmitz i wsp. [13]
opisali HSP70 jako biatko, ktére ochrania komoérke przed
sygnatami $mierci.

W niniejszym doswiadczeniu wzrost odczynu dla
HSP70 byt odpowiedzig badanych komérek na uszkadza-
jacy je stres tlenowy (dziatanie wolnych rodnikéw). Ek-
presja HSP70 wzrosta juz w godzine po podaniu alkoholu,
a zmniejszyta sie dopiero gdy alkohol zostat wyelimino-
wany z krwioobiegu.

Etanol wyzwolit ekspresje biatek chronigcych hepato-
cyty przed jego toksycznym dziataniem. Wzrost iloSci biatka
HSP70 w komoérkach pod wptywem alkoholu etylowego
mozna uzna¢ za czynnik prognostyczny ich zagrozenia.
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