124 Radovavijevic T, i sar. Portokavai 3ant i CCK-Celije creva

Medicinski fakultet, Beograd
Institet za patolosku fiziologiu
Institul 22 medicimska istrazivanja

Originalni naucni rad
Ovigirial stwedy
LDK 61233/ 350855009323 4

VIORFOMETRLISKE 1 IMUNOHISTOHEMIJSKE OSOBINE CCK-CELLIA TANKOG
CREVA KOD PACOVA SA PORTOKAVNIM SANTOM

MORPHOMETRIC AND IMMUNOHISTOCHEMICAL PATTERNS OF DUODENAL CCK-CELLS
IN RATS WITH PORTACAVAL SHUNTS
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Sazetak - Tenminolateralni porrokavil Sant se smatrg eksperimentaliem maodelom hronidine @ umerene tnsuficipencije jelre, 1 pored
parcrneéaja funkceije jeire doveds 1do njenih morfoleikih promena, odnosnn atrofije jetre. Pored ovih, promene e desdvaju u pank-
reasy 1 tankom crev. Jetra ima snacqnu ulogu v metabolizmu 1 elimmacigi vecine gastro intestinalniby rormond, ukhutu_wn:_u | hale-
cistokinin (00K CCK-peptidi (CCE-% i CCR-22) putem poring vene prolaze krov jetry, pre ncpe Sto dospein o sistemsku
cirkulaciiu i do ciljnih tkiva 1! ovomn radu je kod pacova sa portokay nim Santom dokarana povedana cehipska wustina 1 funkcionalina
akivnost EJCER-pfndul;uju:iih celija u duodenumu 2o b se moglo dovesti o vezu sa troliimim efcktom {Zl_i.'ii na E‘f___'ilir!\{f]fl! pankreas
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Uvod

Terminolateralni portokavni Sant (PKS) izveden
na pacovima predstavlja podesan eksperi-mentalni
model hroniéne, umerene insuficijencije jetre, pri
emu  se razvija tunkcionalno  ostedenje  jetre
pracene brojnim metaboliékim 1 endokrinolodkim
poremecajima [1-9] Usled kompleinog skretanja
porine Krvi od jetre razvijaju se 1 morfoioske
promene jetre pracene atrofijom 1 nodularnom re-
veneracijom hepatocita [2.4 ,E}‘i .

Tetra ima znacajnu ulogu u metabolizmu 1 elim-
naciji vedine gastromtesunalnih hormena ukljutu-
juéi 1 helecistokinin (CCK ). U ciroz jetre ofteceno
je oslobadanje i/ili rezistencija na peptide creva kao
$to su wlukagonu-shican peptid-1 (GLP- 1), gastriém
inhibitorni polipeptid {élg} i CCK, ¢ime se pri
povecanim koncentracijama ovih peptida u krvi ob-
jasnjave poremecena sekrecija insulina posle oral-
nog opterecenia glukozom [10].

CCK sintetidu 1-¢elije koje su najbrojuije u duo-
denumu 1 proksimalnom jejunumu, a broj m s¢
smanjuje u distalnim delovima tankog creva. Pored
ovih celija, CCK sintetifu neuroni gastromntestinal-
nog trakra (GITY, tako da CCK deluje 1 kae hormon
1l kao neuropeptid. Ova) hormon Eripﬂda familiii
peptida vsovine mozak-crevo [11.12]. Imunchisto
hemijskim ispitivanjem endokrinog pankreasa pa-
cova dokazauo je postojanje CCK-celija. CCK-slié-
na imumereaktivoost nadena je u centru ostrvea en-
dokrinog pankreasa, kolokahzovana sa insulinom u
B-celijama, a glavna molekulama forma CCK je
CCK-8 [13].

CCK ostvaruje svoje dejstve u GIT preko pen-
fernih receptora (CCK-A), a v mozgo 1 perifernim
nervima preko centralnih receptora (CCK-B/eastrin)
[11,02.14.13]. Pored orojnih biolodkih  dejstava
CCK, [11,12.16] stimuli$e glukozno-zavisnu sekre-
ciju msulina, jer je dokazano pestojanje receptora

71 CCK na B-éelijama Langerhansovih ostrvaca. [n-
sulinotropna aktivnost C-terminalnog dela CORK-3
zasmiva s¢ na akinvacip fosfolipare C. hdrolig
fosfatidil-inozitola | stvaranju sekundarmh messen-
verg diacilglicerola (DAG) 1 noatol 3-fosfata (IP5)
"17.18]. Drugi mehanizam (e signalni put fosfoli-
paza AZ-arahidonska kiselina. jer je dokazano da
arahidonska kiselina povecava preuzimanje ck-
stracelularnog Ca™ i oslobadanje ntracclularnog
Ca® 1z skladista, regulise aktivnost protein kinaze C
znadajne za egzocitozy 1 olakiava fuziju sekretornih
oranula sa membranom P-Celije omogudavajuti eg-
zocitozu {19]. Precizna uloga UCK u regulaciji sck-
recije insulina i glukagona joé uvek je nedovoljno
jasna, ali nesumnjivo ukljuéuje kompleksnu inte-
graciju dejstava neuralnih 1 humorain:h puteva, kao
i razliéite forme CCK [12].

Regulacija sekrecije CCK odvija se i preko sek-
recije tripsin-senzitiviih peptida: monitor peptid 1z
pankreasa 1 CCK-releasing tfaktwor {tripsin-sensi-
tivna supstancija) iz creva kop rzludem u hwmen
creva deluju na endokrine ceiye koje sintetisu CUK
[11.20].

Zhop ofteéene funkcivnalne aktivnosti hepato-
cita u PKS i poznate uloge jetre u metabolizmo
eliminaciji CCK, "odloZzena” eliminacija CCK 1z
citkulacije mogla b1 bitr odgovorna 7a vedu akti-
vaciu COK-A receptora. U ekspenimentalnog cirozi
jetre Kod pacova pokazano je da jo povedanje kon-
centracije CCK u plazmi odgovorno za hiperfunk-
ciju 1 iperplaziju pankreasa. Stoga je cilj ovog
Istrazivanja bio da se ispitaju imunohistohemijske |
morfometrjske osobine CCK-celija tankog creva
kod pacova sa PKS.

Materijal i metode

L' eksperimentima su keriséenl muZjact pacova
Wistar soja. telesne mase 180-250 grama. Zivotinje
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511 Suvane u Eqiﬂdinﬂcinim kavezima 1 hranjene stan-
dardnom briketiranom hranom uz slobodan pristup
vodi, U prostari)e gde su smestene odravani su op-
timalna temperatura (21-23'C) 1 vlainost vazduha,
Zivetinge su podeljene u dve grupe: PES - eksperi-
mentalng grupa Zivatinga na kojnna je izveden PRS,
(n =271 1 K - kontrolna grupa neoperisanih zivo-
fnga; (n=11).

Hivurska telmika PKS

Kkao model za dobijanje hronicne insuficijencije
jetre karidcena je hirurska tehnika terminolateralne
(erd-fo-side)  portokavne  anastomoze po Lee |
Fishera [21]. koju je modifikovao Bismuth | sarad-
mic1 [, Operacija je 1izvedena v sterilnnm uslovima,
nz pomoc lupe sa vgradenim svetlom {uvelicanje
2.0 puta). Za vreme cperacije Fivetinje su bile pod
etarskom anestezijom. OUsam nedelja nakon opera-
crje, Zivoetinge su Zrtvovane. a zalim su o omercne
leZine jetre 1 pankreasa i uzimani uzorci odoovara-
Jucih segmenata rankog creva za morfometrijsko i
imunostohemijsko dokazivanje CCK-dclija. Tak-
ode, isecci thiva pankreasa su koridéeni za patohis-
teloska ispitivanja.

Dunohistohenijske tebnike

Perolisidaza-anti-peroksidaze (PAP). Za detek-
ciju CCKS8-imunorcaktivaih éelija u tankom crevu
koriscena je PAP wehnika po Stenbervery.

Nakon deparafinizacije i blokiranja endogene
peroksidaze 0.3% H.O. v meranolu, tkivai preseci
su inkubirani u 10% normalnom svinjskom serumu
na sobnoj temperaturl, 30 minuta. Polom je blokira-
tuci serum odliven. a inkubacija je nastavijena v pri-
marnom antbiserumu (DAKQ, Denmark, Code No,
ADSGE) preko noti na 4°C. Na preparate je potom
nanet svinjski anti-ze¢ji lgc antiscrum u razhla-
zenpu 123400 u toku 43 min na 22°C. Konaéno., pre-
parati su mkubiran u o ozeéjem PAP  kompleksy
{razblazenje 1:30) u ko 45 minuta na 229C. Vi.
enalizacija imunoreaktivnih mesta vriena je u rast-
voru XAB-HCIH.O, (0.7 mM 3,3-diamino-henzidin
- HOIAL002% H,O.) u TRIS-HC] puferu pH 7. 6, 5
i, Kao opsti rastvarad antiseruma i sredstvo £a is-
piranje izmedn raziicioh koraka v toku imunahisto-
hemipske procedure bojenja, koriscen je 0.01 M

fosfatni puler pH 7.4, Jedra su kontrastirana Maye-
rovim hematcksilinom.

Morfometrijske analize na nivou

opticke mikroskopije

[z serpe uzoraka ducdenuma, jejunuma 1 ileuma
po tri preseka medusobnog rastojanja od 50 pm
obojena imunchistohemijshom metodom korigéena
su za konvencionalnu morfemetrijsku analizu broja
CCK-munoreaktivnih ¢elya [22].

Statisticka obrada rezidtata
U statisticko] obradi I;mdillilkil koriscem su Stu-
dentov t-lest 1 Manney- Whitnev test.

Rexultati

Fromene u teizini jetre 1 pankreasa operisanih
7ivotinja u vdnosu na kontrolnu neeperisanu srupu
prikazane su u Tabeli ! Resultati pokazuju da su
zivolinje sa PKS na kraju eksperimentalnog perioda
(osam nedeljy od operacie) imale znatno redu
kovanu tezinu jetre. kako izrazenu u apsolutno;
vrednosts tako 1 relativiu tezinu, v poredenju sa
rontrolnim  neoperisanim - Zivotinjama  (p=0.01}).
Nasuprot tome, vredrosti apsolutne (p<0.01} i rela-
tivie (p=<0.03) tezine pankreasa bile su znatno vise
kod operisanih Zivotinja sz PKS u odnosu na kon
trolue neoperisane zivotinje.

FPabela 1. Apsolutna 1 orelativia lefina jetre | pankreasa na
kraju cksperimenta

Table 1. dbsolute and relutive weight of iver and pavcreas
tig g of the EXNErinte Rl

Litupe Vedwma el Lover weduiy Tezing pankreasa

2ivoing Frdierrudin e i

Pt wroup . Agsolutna dpd Helarema 0% Apsohena gy Belalives (%

Aladite gy Tqiitetative  Abwelocde)  Ta¥Relulive 1%
i*= Tg) Lg)
Kin=11) &%= 134 2954048 0772027 033=0 ]
C =l |
PES(n=2T1 %124 2154 1,12+ GA9+0,17¢
PUS (=27 1323%= 025%+ 0.34%=
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U egzokrinom delu pankreasa Zivetings sa PKS
uotavala s¢ diskretna &1 uierena hipertrotija aci
nusnih celija. Retko su bile prisutne fokalne zone
parenhimske degeneracije, nekroze i fibroze. Posto-

Jala je umerena steatoza (Slika 1), Artericle su bile

zadebljalih zidova. U kanali¢ima se nisu vocavali
proteinsk! cilindr: | konkremenla,

Ostrvca su pokazivala gradu tipiénu za jukstas-
leniéni deo pankreasa (dorzalni primordium), sa
arakteristicnim rasporedom § brojéamm odnosom

pojedinih tipova endokrinih éclija (Slika 23 Krvni
sudovi ostrvaca bili su dilatirani. Na rutinski obo-

jenim (hematoksilin-cozinom) preparatima Eﬂu}:re—

asa nyje bilo uwoCljive proliferacije it skleroze
ostrvaca, kao ni perisinusoidne fibroze. Takede,
msu  primecent  znact  ¢cliskog  oste¢enja  u



126 Radosavijevié T, i sar. Portokavni Sant i COK-celije creva

Slika 1. Pankreas Zivounie a PKS Uociti lipidne kapi u -
inusnum celijama, Polutank: prescks toluwdin plave. x20

Fig. 1. Pancreas of the ammal with portoeavnl shind (FCS
Lipidd draplets o acinus can be observed, Semithin section. fu
hiedente Blue, x 20

astrvcima. inflamacijske reakcije i de nmove formi
ranja endokrinih cefija van ostrvaca  (duktulo-
insularna probiferaca),

Slika 2. lukstasplenicni deo pankreasa sivatinge sa PRS
Karakrensican egled. raspored 1 veliding Langerhansovin
perevaca Polumanki presek; oluwdin plave, 20

Fig. 2. Juxuaplense regeon of the pancreas in the animal wiih

P8 Dypecal pattecn, distribntion and size of Langerbians is-
terk. Semithen sechion, tulnidive hhe x 200

Tahela 2. Morfornetryska analiza CCKE-imunorcakuvail en-
reroendokrml celin u razlhditim se@mertima ankow crova
spitrvanih Zivotinga

Table 2. Morphometric gnalvsiy of CCK-Simmuanoreaciog

crteroendocring cells in difieent seapents of tue small ries-

tewe af tmvesticated animals
[roj COK-8 produkupsah endokanih celija 1000 caiteled celya

-

nikore Number of CCX-A-producmg macosel eprihediol colls (0N

aof ertthelial mucazal cofls

DsodenuiyDwedensm  Jepmumddeperiem Touime ieun

Fom=111
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* 3 D3 pell Al

Moerfometrijska apaliza bropnoste CCK&-nmu-
noercaktivaih éelya u razliciim segmentima tankog
creva ispitivanih Zivetinja prikazana je u Tabeli 2.
Rezultati  ulirastrukturnog ispitivanja  endokrigih
celija tankog creva u]]‘;{‘ri?i:lnil'l zivotinja sa PRS 1
kortrolnih neaperisanih zivotinga prikazani su u Ta-
heh 3.

Tabela 3. Ulwastrukturea anahza 1 celijn tankog vrova ispin-
vanih Zivotinga

Table 3. Uitrastructural analysts of duodean! f-cedly in ihe -
vesdigaied arimals

Ultrastrekmome karaktenstike sckretormd granoda | celija

Pl emsteueniral patfern af seoreiory groanules af §-cells

a
n

m
=

Promera 240-300 nm; okrugle: vmerend Jesko ostmcliing
sredizte i blsko naleels memboana! 2802500 e e dteiee-
ter. ranitd celly moderate denvins of e osseopdiitn

araittife and clasely related pembrane

PRECS  Iste osnoviee karakteristise kao kod kentrebndh Bavoligs,
alt sa bresoijim granulama kope e iZESIIE gusio aur-
ot sredises The owne comoe featyres w0y e coirol
cripimrei . b Bhese codiy Aave a e prpcain i e et remLe fes

v R FCRR A HE dertse osnniopil :g‘-'-"-'-"'-'-'-!-'lc".l'

= == o

! pbe ispitivane grupe Zivotinja morfometrl)ska
analiza COK8-produkujucih celya, markiranih nmu-
nohistohemijski, pokazala je karakteristicnu distri
buciju kako dui razliitih segmenata tankoy creva,
tako 1 u odnosn na osovinu vilus-koipta, Naime, ove
¢elije su najbrojnije u duodenumu 1 pretezno su lo-
kalizovane u bazalnom delu kripti. Medutin, u duo-
denumu Fivotinja sa PKS doslo je do znafajnog
povecanja brojnosu ovill &elija u odnosu na kon
trolne neoperisane Zivotinje (shike 3, 4).

Eicktronskomikroskopska studna je pokazala da
su | celije tankog creva u cbe grupe ispitivanth zi-
votinga tnale generalno nenarnsenu ullrastruklurnu
oradu. Naime, CCK8-produkujuée celite su entero-
endokrine celije otvorenoyg tipa sz karakteristicoim
okruglim sekretornim granulama promera 240-300
nm. umereno gustog osmofilnog sredista 1 blisko
nalegle graniéne membranc. Kod Zivotinga sa PRS |
¢elije tankog creva su imale iste csnovne ultrastruk-
turne karakienstike  ahh sa  daleko  brogminm
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Slike 3 i 4, COKE-produkuivec celije { =) o dusdenumu kontralng 2ivotinge (levo) 1 Zrvotinge sa PES {desno), Uoditi vecu brajnost
Colign kod Prvolinge su PRS. PAFR, 530 (Jevo) i x20 (desro)
Fig. 3 and 4. OCR-Y-producing cells (=2} in the dundenum of the controd animal (lefl) and enimal with POS (righe). PAP. x30 flefty
arcd x 20 Mg, Numerous CUK-8 producine cells in the animal vl PUS can b seen

citoplazmatskim - sckretornim granulama izrazito
crustog esmioflines sredidta

Diskusija

Terminolateraln: PKS se smatra eksperimental-
nin modelom hroniéne 1+ umerene  msuticljencije
wlre, te pored poremecaja funkcije jetre [2-8] do-
vodi 1o de menth morfoloskih promena [9.23] Ta-
kode, poremcda)i nastaju 1w pankreasu. kao [ ou
ke creva [24.23].

Rezultath ovog 1strazivanja pokazuju da su zivo-
tinje sa PKS na kraju eksperimentalnog perioda
fosam nedelia od operacije) imale znatne reduko
vanu lezing jetre, rzrazenu kake v apsolutnog vre-
dnosn tako 1 relativon tezinu, u poredenju sa kon-
lralnim neoperisanim zivotinjama. | drugi autor! o
PKS najéesce opisuju atrofiju jetre u pacova, pasa i
doveka |4.9.23],

Vrednosu apsolutne 1 relativie tezine pankreasa
bife su znatno vise Kod operisanih Zivotinga sa PKS
u odrosu na kontrolne neoperisane zivotinge, Pored
uticaja na egrokrinu sekreciiu pankreasa. pokazano
Je da COK stimulize rast ovog organa, Smatra se da
e ovay efekat fiziolodki, s obzirom da nzimanje per
oy inhibitora ripsina, ko stimulize oslobadanic ¢i-
dogenog CCK dovodi do rasta pankreasa, a da ireti-
ranje rivotinfa sa aolagonistima receptora za CCk
1ZRziva niggovu atrofiju. Medu GIT hormonima,
CUR I gastrin stimuhiu rast pankreasa preho CCK-
A receptora uzrokujuéi hipertrofiju | hiperplaziju,
OUNDSNO povelanje leZine pankreasa povecanjam

sadrzaja dezoksinbonukleinske kisetine (DNKY i ri-
hcmu]-:]]cinsk{; kiseline (RNK} [14]. Rast pankreasa
e rezuitat hipertrofije 1 hiperplazije acinusnih éeli-
14, 510 s¢ odrazava povecanjem teZine organa. pove-
canim sadr7ajem enzima, ukupne RNK 1 DNK, |
povecanom inkorperacijom tmidina. Uz to. doka-
gano je da tretman czzozenim CCK obrrava rece-
neraciju pankreasa nakon pankreatitisa izazvanog
davanjem etionina i da je endogeni CCK ukljucen u
regencraciju pankreasa nakon pankrestitisa indu-
hovanog ceruleinom [12,14.26]. f

Rezultati oveg istrazivaiia kod pacova sa PKS
pokazali su povecanu Celijsku gustinu i funkeio-
natnu akuvnost COK-8-produkwyedib éclija u duo
denumu, Sto b se moglo dovesti u vezu sa trofitnim
efekrom CCK na egzokrinr pankreas, Nujme, Ny-
lander | saradnici [24] su pokazal da PKS kod pa-
cova povecava troficm efekat COK na pankreas.
da je za to odgovorna povedana koncentriacija intes-
rinalnih supstancija u cirkulacijt koja uslovljava po-
vecanu osetljivost CCK-A receplora na acinusnim
cclijama za CCK mehanizmom koji je de sada
nerazjasnien. Poznato je da peptid kol oslobada pa-
strin (GRP) ima rakode troficni efekat na pankreas,
dovodect do njegove hiperpluzije sa povecanjem
sadrzaja DNK 1 ukupne tcame organa, bilo di-
rektnim dejstvom, bilo indirektno preko CCK [26],
pa bi eventualna povecana sekrecija GRP takode
mogla biti odgovorna za hiperplaziju @ hipenrofiju
cazokrinog pankreasa. Zhog piekoliko ostecene
funkeionalne aktiviosti hepatocita n PKS i poznate
uloge jetre u metabolizmu 1 ¢liminacti CCK,
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"odlozena” eliminaciia CCK iz cirkulacije mogla bi
biti cdzevorna za vecu aktivaciju CCK-A receptora.
1l eksperimentalnoj cirozi jetre kod pacova po-
kazano je da je pevecana koncentracnja CCK u
plazmi odgovorna za hiperfunkciju i hiperpiaziju
pankreasa [25],

Rudi ispitivania fizioloskog 7nacaja endogenog
wastrina i CCK na regulaciju rasta intaktne jetre il
jetre u o regeneracijl, Chen i _saradnici [28] su
spiivali efekat izﬂfmnnmg PKS kad pacova, kao i
PKS udruenog sa hipergastrinemijom i hiperhole-
cistokinemijom na tezinu jetre 1 sadrza] DNK u
ovom organu. Hipergastrinemiju su indukovali treti-
ranjem Zivotinia omeprazolom (inhibitor protonske
pumoe} it fundektomijom, a hiperholecistokinemiju
pankreatobiljjarnem diverzijom. Parcijalna hepatek-
tomija je izvodena radi izazivanja regeneracije jetre.
Rezultati ovog istrazivanja su pokazali da endogena
hipergastrinemija i hiperholecistokinemija nemaju
stimulacijski efekat na rast intaktne jetre § jetre u re-
generacij, a autori su ponove istakli znacaj portae
cirkulacije w odrzavanju normalne strukture ovog
organa |28
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Summuory

Tntroduction

Lwid-te-gidle portacaval shant (PO N performed in rais i5 an ap-
peipeicde capelimerial moded of cheonie iver nsafficiency
Fancitenal hepatic mfury inflowed by numercus melubolic and
ehdocrine divorders develops, ay welll Die to impaired finic-
chadted hepadic astivity i PON and 1o the well brown rale of the
frver i € UK melabobism and chinanation. delined COR Blaod-
stream edimintion may e responsihle jor tnereased CUK-A re-
ceptar acinedty  Thepefore, wo myvestigated immlnohisiocte-
meicen! coaed morpdometric featives of ducdenal OO R-celiv td rols
with 1705,

Marerial and methods

Warle W intar rary (180 - 230 bodhy weiaht) wepre nised (0 this ex-
pr e FEN-
aremals fexperimental gronp (n=27) which undenvent an op-
ergiiont vl O - mneperated animals feonmral group (i 114
Nurgical rechnigue

Erd-to-side poripogveal amgsfomosis was creabed ssing Hhe ech
sl af Lo agd Fisher, modified by Bismueh et al Eight weeky
affer the operanion oaimedy were sacrificed. Panereatic and
h':':_.t:'f:' e M El!_.."\-__"'!:.!.!‘.\',‘i YT TS .:'I.l'l'n"l.'fi'l {.'l'n'fir _'|-'{.¢!'I'.|'.'I|'.-'.|'I|?.'_l.' fﬂrc..f_.'n".-' |".;'r1'.-*.'.' L A

Fhe gaentady were déivided fotn fwo proem

priate segments of the small vifesiine were nsed for mtorplio-
mEirte and immunotisiceendoal OO K cedls deferminaiion.
Tmmunchistochemical fechmigoe

Peraxidase-amiperexidase (0AF technivie described By Soen-
herger way appiied for deteciion of Dneestveonl OO K-immunorea-
cfive oelis

Resulty

Cher revulis indicare that olehn weeks gfter cperaiion loer
welght was reduced in gnimaly with POS compared to controf
avpikials (pe 0T To the conteary, in conlparasios with covirod
antmals, the parcreatic wirht was oreaved (g 00 Tn the
exocring poancreas of raty wich POY there wery pad droslels
and pertraply of the acinus celly The morphiometric analisis
af CCK-tmmunoreaciive colls in differens small jmtestine seg-
manty thchcotes that o Dhe dwocleniom .;'s_.'- aiants welh Y
there was o significant cell increase campared o controf, unop-
ermted dommaly.

Conclixion

M liver cirrhosiy, plasma COK-5 concentration increases. fn
P8 performed in rats, ay an experimennial mode! of chirore
frver snvufficieney, prodiferation of £ K-celle or the small inies-
fre feads fo pancreatic fiveeriropny and fperplasia
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