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Streszczenie

Ogodlnie przyjmuje sie, ze ostre zapalenie trzustki (OZT) jest choroba, w ktorej trzustka ulega uszkodzeniu przez wtasne
enzymy trawienne. Mechanizmy odpowiedzialne za wewnatrzkomorkowa aktywacje enzymdw nie sa do konca wyjasnione.
W pracy dokonano przegladu badan ultrastrukturalnych, ktore byly najbardziej istotne w badaniach nad patogenezg OZT.
Przedstawiono ultrastrukturalne dowody na potwierdzenie najwazniejszych hipotez patogenetycznych: kolokalizacji i autofa-
gii. Podkreslono role badan ultrastrukturalnych w powigzaniu zaburzeh w mikrokrazeniu trzustkowym z nasileniem choroby,
jak rowniez w potwierdzeniu roli rodnikow tlenowych w patogenezie OZT.
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Summary

Acute pancreatitis is generally believed to be a disease in which the pancreas is injured by digestive enzymes that it
normally produces. The mechanisms responsible for intracellular activation of digestive enzyme zymogens have not been
elucidated with certainty. This paper reviews the ultrastructural changes in acinar pancreatic cells which have been the most
significant in elucidation of pathogenesis of acute pancreatitis. This review focuses on the ultrastructural evidences suppor-
ting the validity of the main pathogenetic hypotheses: co-localization and autophagy. The paper emphasizes the role of ultra-
structural studies in the connection of pancreatic microcirculation disturbances with severity of disease and the importance

of oxygen radicals in the pathogenesis of acute pancreatitis.
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Ostre zapalenie trzustki (OZT) wg koncepcji przyje-
tej przez wielu badaczy jest chorobg z samotrawienia
charakteryzujaca sie proteolityczng destrukcjg migz-
szu, martwicg $cian naczyn krwionosnych prowadza-
cg do krwotokdéw, martwica tkanki ttuszczowej oraz
odczynem zapalnym. Powszechnie przyjmuje sie, ze
kluczowym mechanizmem w patogenezie OZT jest
przedwczesna aktywacja trypsynogenu, ktéra zapo-
czatkowuje sekwencje zdarzen prowadzacych do we-
wnatrzkomoérkowej aktywaciji enzymow trzustkowych.
Fizjologicznie trawienne enzymy trzustkowe zawarte
w ziarnisto$ciach zymogenu sg odseparowane od en-
zyméw lizosomalnych ,zamknietych” w lizosomach.
W warunkach prawidtowych niektére z enzymow tra-
wiennych, np. amylaza, lipaza, DNAaza, RNAaza sg

wydzielane przez komorki trzustkowe w formie aktyw-
nej, ale inne, potencjalnie niebezpieczne, np. trypsyna,
chymotrypsyna, fosfolipaza, elastaza, karboksypepty-
daza sa syntetyzowane jako nieaktywne proenzymy,
ktérych aktywacja zachodzi dopiero po ich przejsciu do
dwunastnicy, gdzie enterokinaza aktywuje trypsynogen
do trypsyny, ktéra z kolei katalizuje aktywacje innych
proenzymaow.

Tak wiec zasadniczym problemem stato sie wy-
jasnienie, jakie zmiany zachodza w komdrkach
trzustkowych we wczesnych okresach OZT, ktdre
doprowadzaja do wewnatrzkomodrkowej aktywaciji
enzymow. Byto to impulsem do przeprowadzenia wie-
lu badan nie tylko biochemicznych i czynnosciowych,
ale rowniez morfologicznych, w tym ultrastrukturalnych
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przy uzyciu eksperymentalnych modeli OZT. Jedng z
wazniejszych hipotez jest tzw. hipoteza kolokalizaciji
(co-localization hypothesis) (1). Punktem wyjscia do
jej powstania byly gtéwnie badania ultrastrukturalne.
Przy uzyciu techniki freeze fracture i mikroskopii elek-
tronowej wykazano, ze najwczes$niejsze zmiany ultra-
strukturalne w dos$wiadczalnym obrzekowym cerule-
inowym OZT dotyczg bton ziarnisto$ci zymogenu i bton
plazmatycznych komérek pecherzykowych trzustki (2).
Stwierdzono, ze blokada egzocytozy ziarnisto$ci zymo-
genu, upos$ledzenie dojrzewania wakuoli zageszcza-
jacych (normalnie proces ten prowadzi do segregacji
enzyméw trawiennych i lizosomalnych) oraz zlewanie
sie ziarnisto$ci zymogenu prowadzito do formowania
duzych, ograniczonych btonami wakuoli wewnatrzcy-
toplazmatycznych, ktére we wszystkich stadiach swe-
go rozwoju zawieraty enzymy trawienne i lizosomalne
(2, 3, 4, 5, 6, 7). Ta wspotlokalizacja jest istotna w roz-
woju OZT poniewaz enzymy lizosomalne, takie jak np.
katepsyna B sg zdolne do aktywowania trypsynogenu
i wyzwalania kaskady enzyméw trzustkowych (8, 9).
Badania ultrastrukturalne z immunolokalizacjg wykaza-
ty, ze aktywacja trypsynogenu ma miejsce w wakuolach
cytoplazmatycznych, a powstata trypsyna jest uwalniana
do cytosolu (10, 11). Role katepsyny B w wewnatrzko-
morkowej aktywacji trypsynogenu potwierdzity ostatecz-
nie badania Halangka i wsp. (12), ktérzy stwierdzili, ze u
myszy pozbawionych genu katepsyny ctsb gen (-) aktyw-
no$¢ trypsyny w trzustce w indukowanym ceruleing OZT
byta o ponad 80% nizsza niz u zwierzat ctsb gen (+), a
badania ultrastrukturalne wykazaty mniejsze uszkodzenie
komorek pecherzykowych. Badania Van Acker i wsp. (13)
potwierdzity, ze aktywacja trypsynogenu oraz zwiekszenie
kruchosci struktur subkomorkowych sg zalezne od aktyw-
nosci katepsyny B. Nowe badania ultrastrukturalne pota-
czone z immunobarwieniem w mikroskopie elektrono-
wym wykazaty uszkodzenie bton komérkowych komérek
pecherzykowych w ceruleinowym i taururocholanowym
OZT co prowadzito do naptywu wapnia oraz penetracji al-
bumin i IgG do cytoplazmy (14).

Ostatnio Hashimoto i wsp. (15) zaproponowali teorie
autofagii dla aktywacji trypsynogenu w OZT. Badacze
ci wykonali niezwykle interesujgce badania z uzyciem
mikroskopu elektronowego i oznaczania ekspres;ji
microtubule-associated protein 1 light chain 3 w OZT
nad rolg zjawiska autofagocytozy w aktywacji trypsy-
nogenu w komérkach pecherzykowych trzustki — przy
pomocy tych technik wykazali, ze cytoplazmatyczne
wakuole powstajgce w komérkach pecherzykowych
w indukowanym cholecystokining OZT majg charak-
ter wakuoli autofagowych. W celu przeanalizowania
roli makroautofagii w OZT uzyli myszy pozbawionych
genu autofagii (autophagy-related 5 gen) w komoérkach
pecherzykowych trzustki. Okazato sie, ze u zwierzat
tych nie rozwineto sie OZT, a tylko niewielki, ograniczo-
ny obrzek, a aktywacja trypsynogenu byta znacznie
zredukowana. Wyniki te sugeruja, ze proces autofa-
gocytozy zwieksza dewastacje komoérek pecherzyko-
wych przez aktywacje trypsynogenu do trypsyny we
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wczesnych stadiach OZT. Réwniez najnowsze badania
potwierdzajg kluczowe znaczenie autofagocytozy OZT
(16). W naszych pracach w przebiegu OZT indukowa-
nego ceruleing (17, 18, 19) w wiekszosci komoérek pe-
cherzykowych trzustki obserwowali$my liczne, réznej
wielkosci wakuole — niektére z nich zawieraty fatwe do
identyfikacji organelle komérkowe, takie jak czescio-
wo zdegradowane ziarnisto$ci zymogenu, fragmenty
szorstkiej sieci $rédplazmatycznej, mitochondria, w
innych obserwowali$my tylko amorficzng zawarto$¢
i/lub btoniaste struktury (ryc. 1). Podobne, aczkolwiek
bardziej nasilone zmiany stwierdzali$my w martwiczo-
-krwotocznym taurocholanowym OZT (20, 21). Obraz
ten odpowiada tzw. makroautofagii, ktérg definiuje sie
jako sekwestracje czesci cytoplazmy obejmujacg nie
tylko rozpuszczalne biatka, ale takze organelle komor-
kowe do tzw. autofagosoméw. Przez potgczenie sie
z lizosomami autofagosomy stajg sie autolizosomami
zawierajgcymi enzymy hydrolityczne, ktére nie tylko
degradujg sekwestrowany materiat, ale réwniez hydro-
lizujg trypsynogen do trypsyny (katepsyna B) (15, 22,
23). W naszych badaniach aktywacja trypsynogenu
byta 3-4-krotnie wyzsza u zwierzat z OZT niz w grupie
kontrolnej (17, 18, 20).

Fragment komorki pecherzykowej z wakuolami
autofagowymi — jedna z nich zawiera ziarnistosci zymoge-
nu (Z2), fragmenty sieci srodplazmatycznej, mitochondrium.
Pow. x 7000. Ceruleinowe OZT. Badania wtasne.

Ryc. 1.

Jungerman i wsp. (24) stwierdzili, postugujac sie
badaniami ultrastrukturalnymi z uzyciem p/ciat przeciw
aktynie i beta-tubulinie, postepujgca degradacje tych
biatek strukturalnych w obrebie mikrotubul i mikrofila-
mentéw — zdaniem tych badaczy jest to najwcze$niej-
sza morfologiczna zmiana w ceruleinowym OZT, ktora
moze prowadzi¢ do zaburzeh w segregaciji, transpor-
cie i wydalaniu enzyméw trawiennych. Za zjawisko to
moga by¢ m.in. odpowiedzialne wolne rodniki tlenowe,
ktérym przypisuje sie istotng role w inicjacji i rozwoju



Udziat mikroskopii elektronowej w badaniach nad patogenezg ostrego zapalenia trzustki

OZT (25, 26, 27, 28, 29). Zastosowanie w przebiegu do-
$wiadczalnego OZT antyoksydantéw, np. tauryny (30),
melatoniny (31) czy allopurinolu (32) w sposéb istotny
poprawiato stan organelli komérkowych w badaniu w
mikroskopie elektronowym. Z przytoczonych przykta-
dow wynika, ze ocena ultrastrukturalna wniosta istotny
wktad do potwierdzenia roli rodnikéw tlenowych w pa-
togenezie OZT.

Dzieki badaniom ultrastrukturalnym stwierdzono,
ze powstajace w przebiegu stymulacji ceruleing waku-
ole wewnatrzcytoplazmatyczne zlewajg sie z boczng
badZz podstawna, zamiast szczytowa, czescig btony
plazmatycznej (ryc. 2), wydalajac swojg zawarto$¢ do
przestrzeni srédmigzszowej, co z kolei prowadzi do
narastania obrzeku (2, 33, 34). W przestrzeni srodmiaz-
szowej znajdowaty sie czasem fragmenty zniszczonych
komorek pecherzykowych z ziarnisto$ciami zymogenu
(ryc. 3). Tak wiec uczynnione enzymy znajdujace sie w
tkance srodmigzszowej gruczotu, jak réwniez obserwo-
wane w mikroskopie elektronowym ,wyrzucanie” ziar-
nistosci zymogenu do tkanki $rédmigzszowej moga
prowadzi¢ do uwalniania czynnikow wazoaktywnych i
zaburzen w mikrokrazeniu trzustkowym, ktére jest uwa-
zane za istotny czynnik w patogenezie OZT (35, 36).

Badania ultrastrukturalne przyczynity sie w znacz-
nym stopniu do powigzania zaburzeh w mikrokrgzeniu
trzustkowym a rozwojem OZT. Uposledzenie mikro-
krgzenia we wczesnych stadiach OZT moze odgry-
wag istotng role w progresji zmian obrzekowych do
zmian krwotocznych i/lub martwiczych. Takano i wsp.
(33) stwierdzili, ze potgczenie ceruleinowego OZT ze
stresem prowadzito do stwierdzanej ultrastrukturalnie
destrukcji komoérek s$rédbtonka oraz zakrzepicy we
wiosniczkach — gtéwnie z tymi zmianami strukturalny-
mi w obrebie ukfadu wto$niczkowego autorzy wiagzali
przejscie OZT obrzekowego w krwotoczne. Brackett i
wsp. (37) zwrécili uwage na obrzek komoérek srédbton-
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Ryc. 2. Wakuole wewnatrzcytoplazmatyczne zlewajgce
sie z podstawng czescig btony komorki pecherzykowej.
Pow. x 4400. Ceruleinowe OZT. Badania wtasne.

ka z formowaniem elektronowo przeziernych, wpukla-
jacych sie do $wiatta naczyn babli (blebs), odcinkowg
dezintegracje naczyniowych bton podstawnych, jak réw-
niez uszkodzenie mitochondriéw zaréwno w komaérkach
$rodbtonka, jak i miesni gtadkich btony $rodkowej tetni-
czek w OZT indukowanym zamknieciem petli dwunastni-
cy (the closed duodenal loop technique). Réwniez nasze
badania ultrastrukturalne wykazaty zalezno$¢ miedzy na-
sileniem zmian zapalnych a stanem naczyn w trzustce.
Zaréwno w ceruleinowym, jak i martwiczo-krwotocznym
OZT czesto stwierdzali$my znaczny obrzek (ryc. 4), a cza-
sem catkowitg destrukcje komorek $rodbtonka, spora-
dyczne pekanie naczyn krwiono$nych, a takze obecno$¢
skupisk ptytek krwi i granulocytow w $wietle naczyn.
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Ryc. 3. Fragment uszkodzonej komoérki pecherzykowej z ziar-
nistoéciami zymogenu w obrebie obrzeknietej przestrzeni
$rédmiazszowej (*). CL — $wiatto naczynia krwiono$nego.
Pow. x 7000. Ceruleinowe OZT. Badania wiasne.
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Ryc. 4. Znaczny obrzek komorek $rodbtonka (E). AC — komor-
ka pecherzykowa. Pow. x 7000. Ceruleinowe OZT. Badania
wiasne.
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Zmiany w ukfadzie naczyniowym byty zdecydowanie
mniej wyrazone w obrzekowej postaci OZT.!
Reasumujac, mozna stwierdzi¢, ze badanie techni-
ka mikroskopii elektronowej zmian zachodzacych na
poziomie subkomérkowym w przebiegu ostrego za-
palenia trzustki istotnie przyczynito sie do wyjasniania
patogenezy tego schorzenia. Szczegdlnie wazny, jesli
nie decydujacy, wydaje sie udziat badan ultrastruktu-
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