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WSTEP

Badania majace na celu okreslenie roli trzustki w
procesach trawiennych posiadaja stosunkowo krotka historie, niecale
150 lat temu Bernard dowiodi, ze sok trzustkowy psow zawiera
substancje niezbedne do rozkitadu tluszczow. W 18380 roku Abelman,
fizjolog z pracowni Minkowskiego, dokonujac wyciecia trzustki u
psow zaobserwowal, zZe nastepuje nie tylko zle trawienie tluszczow
ale takze wuposledzeniu ulega trawienie 1 wchlanianie produktow
biatkowych. Obecnie wiadomo, ze sok trzustkowy zawiera obok wody i
elektrolitow, wydzielanych przez komérki  srodpecherzykowe i
przewodowe, takze szereg enzyméw trawiennych produkowanych przez
komérki pecherzykowe. Trzustka ludzka syntezuje i wydziela wiecej
protein przypadajacych na gram tkanki niz jakikolwiek inny narzad
oraz dostarcza 6-20 graméw dziennie enzyméw trawiennych w sSredniej
objetosci okolo 2.5 1 soku. Pod wzgledem funkcjonalnym trzustka
traktowana jest Jjako narzad zewnatrzwydzielniczy odpowiedzialny za
prawidiowe trawienie 1 wchlanianie tluszczowych, bialkowych oraz
weglowodanowych skladnikéw pokarmowych, a takze jako narzad
wewnatrzwydzielniczy produkujacy przede wszystkim insuline i
glukagon =zwiazane 2z regulacja metabolizmu organicznego ustroju

[1,2].



1. Regulacja zewnatrzwydzielniczej aktywnosci trzustki.

Produkcja 1 wydzielanie soku trzustkowego odbywa sie w
sposob ciagly. Wyrdznia sie wydzielanie podstawowe 1 popokarmowe
(trawienne), kiedy to ulega ono zwielokrotnieniu pod wplywem
roznorodnych bodzcow wydzielniczych. W dalszym ciagu trudno jest
okresli¢ podstawowa sekrecje u ludzi i zwierzat. Uwaza sie, ze jest
to wydzielanie zachodzace pomiedzy positkami przy braku czynnikow
pobudzajacych. Jednakze u wielu gatunkéw nie ma scistej granicy
pomiedzy koncem trzustkowej odpowiedzi na pokarm, a poczatkiem
sekrecji podstawowej. U psow aktywnos¢ trzustki osiaga bowiem
poziom podstawowy dopiero po 16-17 godzinach od posiitku [3,4].
Wydzielanie podstawowe jest prawdopodobnie efektem wspdidzialania
wielu mechanizméw neurohormonalnych. Odbywa sie ono dzieki ciaglej
lub fazowej sekrecji, glownie gastryny, cholecystokininy (CCK),
sekretyny, neurotensyny i motyliny w malych ilosciach [5]. Ponadto
zwiazane Jest prawdopodobnie z miejscowym uwalnianiem acetylo-
choliny i innych neurotransmiteréw z zakonczen trzustkowych nerwoéw
wydzielniczych. Atropina hamuje podstawowa sekrecje enzymow zarowno
przy zachowanych nerwach biednych, jak réwniez po wagotomii piennej
z usunieciem zwojow krezkowych gornych i trzewnych co wskazuje na
lokalna produkcje acetylocholiny w obrebie trzustki [6].

Kontrola sekrecji popositkowej, podobnie jak podstawowej,
zwigzana jest ze  wspodldzialaniem wielu roéznych czynnikow
neurohormonalnych (ryc.1). Wydzielanie trzustkowe ulega wzrostowi

juz na poczatku positku pod wplywem zapachu, smaku, zucia i
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poiykania spozywanego pokarmu. Od czasu doswiadczen Pawlowa na
psach z rzekomym karmieniem zwlekszona aktywnos¢ nerwéw bitednych
uwazana Jjest za gléwny czynnik stymulujacy wydzielanie trzustkowe w
tej poczatkowej fazie. Zostalo to potwierdzone przez szereg badan z
uzyciem atropiny, ktora w znaczacym stopniu redukuje wydzielanie
trzustkowe pobudzane rzekomym karmieniem. Zwiekszona produkcja i
sekrecja enzymow trawiennych Jjest prawdopodobnie efektem nie tylko
bezposredniego pobudzenia komérek pecherzykowych przez eferentne
widkna  wagalne, ale takze odbywa sie posrednio poprzez
cholinergicznie aktywowany wzrost wydzielania gastryny [2].
Trzustkowe wiokna wagalne uwalniaja obok klasycznego
neurotransmitera, jakim jest acetylocholina, takze inne substancje:
VIP (Vasoactive Intestinal Peptide), GRP (Gastrin Releasing
Peptide), cholecystokinine, neurotensyne, NPY (Neuropeptide Y),
substancje P, CGRP (Calcitonin Gene-Related Peptide), galanine,
enkefaliny [7-13]. Modyfikuja, one funkcje trzustki poprzez
pobudzanie lub hamowanie sekrecji soku trzustkowego.

Wzrost aktywnosci eferentnych wldkien nerwow bilednych,
zaopatrujacych trzustke, jest nie tylko pochodzenia osrodkowego, co
ma miejsce w fazie glowowej, ale takze zwiazany Jjest z odruchami
inicjowanymi w fazie Zoladkowej 1 Jjelitowej [14]. Efektem
rozciagania zoladka przez pokarm jest pobudzenie cholinergicznych,
wago-wagalnych odruchéw trzonowo-trzustkowych 1 odzwiernikowo-
trzustkowych [15-18]. Inicjacja odruchu trzonowo-trzustkowego u

psow poprzez rozciaganie zoladka balonem prowadzi do wzrostu



objetosci soku siegajacego do 6% maksymalnej odpowiedzi na
sekretyne 1 do wzrostu wyrzutu bialek trzustkowych do 20%
maksymalnej odpowiedzi na CCK [19]). Odruch antralno-trzustkowy Jjest
prawdopodobnie obok gastryny gitéwnym czynnikiem w fazie zotadkowej,
gdyz wyrzut bialka przez trzustke, po rozciagnieciu antrum u psow
moze siega¢ nawet do 50% maksymalnej reakcji na CCK, a wyrzut
wodoroweglanow do 10% maksymalnej odpowiedzi na sekretyne [2].
Przyjmuje sie, ze okolo 50% wydzielania trzustkowego pobudzanego
przez produkty trawienia biatek 1 tluszczéw Jest rezultatem
dzialania wago-wagalnych odruchoéw jelitowo-trzustkowych, ktore nie
tylko sa odpowiedzialne za faze jelitowa ale sa rowniez uwazane za
mechanizm szybkiego uwalniania enzyméw trawiennych w odpowiedzi na
kwasna, tres¢ zoltadkowa przechodzaca do dwunastnicy, gdy tymczasem
mechanizm odpowiedzi pdzZnej Jjest prawdopodobnie zwiazany =z
uwalnianiem hormonow Jelitowych [20-21]. Wynika to z rezultatéw
badan nad latencja odpowiedzi sekrecyjnej trzustki na stymulatory
jelitowe. U psow latencja wydzielania amylazy po dodwunastniczym
podaniu tryptofanu lub oleinianu byta krétsza niz po podaniu CCK do
zyly wrotnej. Atropina i wagotomia pienna wydiuza okres latencji
wydzielania trzustowego po tryptofanie czy oleinianie prawvie
10-krotnie pozostajac bez wplywu na latencje po CCK [22]. W
odréoznieniu od tych wynikoéw przypuszcza sie, ze wczesna sekrecja
pod wplywem zakwaszenia dwunastnicy, przy duzym spadku pH jest
raczej pochodzenia hormonalnego [2].

Obok nerwow cholinergicznych (blednych) i nerwow



adrenergicznych (trzewnych), pewna role pelnia niecholinergiczne
nieadrenergiczne nerwy autonomiczne, a ponadto hormony uwalniane z
komérek blony sluzowej Jjelit pod wplywem kwasnej tresci zZoladkowej
i produktow trawienia skitadnikoéw pokarmowych w Jjelitach. Jednym 2z
najsilniejszych bodzcow jelitowych sekrecji enzymow trzustkowych sa
produkty trawienia tiluszczéw. Dlugos¢é lancucha, rozpuszczalnosc
oraz szybkos¢ absorpcji sa czynnikami determinujacymi wielkosc
stymulacji trzustkowej przez produkty lipolityczne w swietle jelit.
Wyrzut enzyméw pod wptywem kwasow tluszczowych osiaga wartosc
niewiele mniejsza od maksymalnej odpowiedzi na podanie egzogennej
CCK, zas wydzielanie wodoroweglanow siega 60% maksymalnej sekrecji
posekretynowej [23,24].

Innym stymulatorem trzustkowym sa produkty trawienia biatek.
Peptydy i aminokwasy podane do jelit powoduja sekrecje soku o male]j
objetosci, ale bogatego w enzymy. Wykazano, ze z 13 aminokwasow
stymulujacych sekrecje enzyméw; tryptofan, fenyloalaniana, lizyna i
metionina wywoluja najwiekszy stopien pobudzenia. W odroéznieniu od
kwasow tluszczowych odpowiedz trzustki na dojelitowe podanie
aminokwasow jest mniejsza od maksymalnej reakcji na egzogenna CCK u
ludzi i pséw [25-27].

Zarowno kwasy tiluszczowe Jjak 1 aminokwasy wywieraja dzialanie
pobudzajace na trzustke poprzez uwalnianie hormonéw jelitowych.
Poziom cholecystokininy w osoczu wzrasta 5-10 razy powyzej wartosci
podstawowej u ludzi i =zwierzat pod wplywem produktéw rozpadu

tluszczow 1 bialek. Natomiast sekretyna uwalniana jest w wyniku



spadku pH w dwunastnicy, obecnosci 2zdici 1 produktéw trawienia
tluszczéw. Poza tymi dwoma podstawowymi hormonami odpowiedzialnymi
za faze Jjelitowa uwalniany Jjest szereg innych: neurotensyna, VIP,
substancja P, bombezyna, motylina [2,28]. Stwierdzono, ze pomiedzy
cholecystokinina, 1 sekretyna  zachodzi zjawisko potegowania
dzialtania czyli odpowiedz sekrecyjna na dwie roéwnoczesnie podane
substancje Jjest wieksza niz suma efektéw ich indywidualnego
dzialtania. O ile zachodzi potegowanie wydzielania wodoroweglanow to
prawdopodobnie ani u ludzi, ani u psoéw, nie dotyczy to wydzielania
enzymow. Natomiast u szczuréw i sSwinek morskich sekretyna oraz
cholecystokinina poteguja sie wzajmnie nie tylko przy wydzielaniu
elektrolitow ale takze i bialek [2].

Pomiedzy kontrola nerwowa a hormonalna trzustki istnieje
scisty zwiazek. Stymulujace dzialanie sekretyny i cholecystokininy
scisle zalezy od cholinergicznej aktywacji trzustki. Szereg prac
wykazalo, ze atropina podawana dozylnie silnie hamuje trzustkowa
sekrecje wodoroweglanow pobudzana sekretyna, Jjak roéwniez znosi
wspéldzialanie pomiedzy sekretyna a cholecystokinina [29-31].
Ponadto stwierdzono, ze wzrost wydzielania enzyméw wywolany przez
CCK-8 ulega w znacznym stopniu redukcji przez podana atropine [32].
Te obserwacje potwierdzaja istnienie wspdélzaleznosci pomiedzy
neurohormonalnymi uktadami kontrolujacymi wydzielanie trzustkowe.

Rozpatrujac czynniki modyfikujace =zewnatrzwydzielnicza
czynnos¢ trzustki nalezy wzias¢ pod uwage takze substancje

wydzielane przez wyspy trzustkowe. Na podstawie eksperymentow



stwierdzono, 2ze eliminacja insuliny, produktu komérek B, przez
podanie specyficznych przeciwcial, wywoluje znaczne obnizenie
sekrecji trzustkowej pobudzanej sekretyna, CCK-8 oraz pokarmem.
Wynika z tego, ze insulina wspomaga dziatanie bodzcéw stymulujacych
przy czym nie Jjest w pelni wyJjasniony mechanizm tego zjawiska.
Sugeruje sie, ze efekt dzialania insuliny na zewnatrzwydzielnicza
czynnos¢ trzustki zachodzi przynajmniej czesciowo na drodze
zahamowania lokalnego uwalniania somatostatyny bedacej produktem
koméorek D wysp Langerhansa 1 hamujacej na drodze parakrynnej
aktywnosé¢ wydzielnicza trzustki [14]. Pozostale hormony wydzielane
przez komorki wyspowe: glukagon, polipeptyd trzustkowy (Pancreatic
Polypeptide) wywieraja glownie dzialanie hamujace na sekrecyjna
aktywnos¢ komorek pecherzykowych [28].

Glownymi skladnikami wydzieliny trzustkowej sa biatlka,
elektrolity 1 woda. Zawartos¢ bialka w soku trzustkowym zalezy od
rodzaju bodzca wydzielniczego i czesto Jjest uiyygna Jako miernik
aktywnosci enzymatycznej soku, poniewaz bialtko trzustkowe to w
okoto S0%rdézne enzymy trawiace skladniki pokarmowe. Produkcja
enzyméw odbywa sie w szorstkiej siateczce endoplazmatycznej
znajdujacej sie u podstawy komérek pecherzykowych. Nastepnie nowo
utworzone czasteczki bialtka przemieszczaja sie w kierunku
wierzchotka komorki do aparatu Golgiego. W Jjego wakuolach
kondensacy jnych nastepuje dojrzewanie biatka i przeksztalcanie w
ziarna zymogenne. Proces uwalniania enzyméw trzustkowych =z

ziarnistosci  zymogennych odbywa sie na drodze egzocytozy
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uruchamianej dzieki zmianom srodkomérkowym zachodzacym pod wplywem
aktywacji receptorow blonowych przez czynnikil neurohormonalne
(ryc.2). Na podstawie badan nad izolowanymi komérkami pecherzkowymi
stwierdzono, ze wszystkie czynniki stymulujace wydzielanie enzymow
trzustkowych dziataja poprzez Jjeden 2z dwdéch gilownych typow
receptorow 1  sprzezen pobudzeniowo-wydzielniczych (stimulus-
secretion coupling). Pierwszy typ receptorow pobudzajs, peptydy z
rodziny gastrynowo-cholecystokininowej, peptydy bombezynopodobne,
peptydy zblizone struktura do substancji P oraz acetylocholina,
powodujac wzrost uwalniania jonéw wapnia =z  jego  Zrddet
srodkomérkowych. Natomiast drugi typ receptoréw pobudzaja hormony:
sekretyna i VIP, co aktywuje uklad cyklaza adenylowa-cAMP. Pomimo,
ze kazdy typ receptorow dziata poprzez inny rodzaj przekaznikow
srodkomérkowych, to koncowy efekt ich pobudzenia jest ten san,
czyli wzrost uwalniania enzyméw i elektrolitow do soku trzustkowego
[281]. ,

Enzymy trzustkowe mozna podzieli¢ na trzy klasy:
proteolityczne, lipolityczne, glikblityczne. Do grupy proteaz
nalezy trypsyna, chymotrypsyna A i B, elastaza oraz
karboksypeptydaza A i B. Ich cecha charakterystyczna jest to, ze
wydzielane sa przez komorki pecherzykowe w postaci nieaktywnych
prekursoréw, ktorych aktywacja nastepuje dopiero w sSwietle Jjelit
pod wplywem znajdujacej sie tam enterokinazy. Zapoczatkowany przez
enterokinaze proces aktywacji przebiega nastepnie autokatalitycznie

z udzialem czynnej Jjuz ©postaci trypsyny. Funkcja  proteaz
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WPLYW HORMONOW NA PRZEMIANY WEWNATRZ-
KOMORKOWE PROWADZACE DO POBUDZENIA
WYDZIELANIA ENZYMOW TRZUSTKOWYCH

PK-A - kinaza proteinowa PK-C - kinaza proteinowa C
pobudzana przez cAMP PI-4,5-P - 4,5-dwufosforan
CAM - kalmodulina fosfatydyloinozytolu
PP - fosfataza proteinowa Inozytol P5 - 1,4,5-trojfosforan

PK - kinaza proteinowa inozytolu

Ryc.2 S.H. Hootman, J.A. Williams, 1987



stanowiacych 80% enzyméw wydzielanych przez komdérki pecherzykowe
trzustki jest hydrolityczny rozklad biatka zawartego w pokarmie. W
efekcie dzialania endopeptydaz trzustkowych nastepuje rozpad
czasteczek Dbiatkowych na fragmenty polipeptydowe, od ktoérych
ulegaja odilaczeniu wolne aminokwasy pod wplywem egzopeptydaz soku
trzustkowego 1 brzezka prazkowanego. Do kolejnej grupy enzyméw
wydzielanych w nieczynnej postaci naleza enzymy lipolityczne:
lipaza trzustkowa, fosfolipaza i esteraza, ktérych zadaniem jest
trawienie ttuszczowych skltadnikéw pokarmowych. W odroznieniu od
proteaz i lipaz, enzym glikolityczny soku trzustkowego,
alfa-amylaza wuwalniana jest =z komoérek wydzielniczych w pelni
aktywnej postaci. Amylaza  trzustkowa hydrolizuje wewnetrzne
wiazania alfa-1,4-glikozydowe skrobi i w przeciwienstwie do amylazy
slinowej hydrolizuje takze surowa, nie gotowana skrobie rozpadajaca
sie na maltoze, maltotrioze i alfa-dekstryny [28].

Enzymy trzustki poza funkcjami trawiennymi biora rdéwniez
udzial w kontroli jej zewnatrzwydzielniczych czynnosci. Pierwsze
wstepne doniesienia na temat regulacyjnej roli proteaz pochodza z
1972 roku od Greena i Lymanna [32]. Obecnie wiadomo, ze u ludzi,
szczurow 1 swin enzymy proteolityczne hamuja sekrecje trzustkowa
zarowno W warunkach podstawowych Jjak i stymulowanych [33].
Natomiast u pséw 1 Swinek morskich wydzielanie trzustki jest
hamowane przez proteazy tylko w fazie jelitowej sekrecji
stymulowanej [30]. Regulacja zewnatrzwydzielniczej aktywnosci

trzustki przez proteazy na zasadzie ujemnego sprzezenia zwrotnego
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wydaje sie by¢ dominujacym mechanizmem kontrolnym u szczurow.
Zaobserwowano, ze podanie do Jjelit soku trzustkowego 1lub tylko
trypsyny czy chymotrypsyny Jjest ©przyczyna  znacznego spadku
wydzielania trzustkowego. Natomiast wyprowadzenie soku trzustkowego
na zewnatrz lub podanie do dwunastnicy inhibitora trypsyny np. Foy
305 powoduje wzrost wyrzutu enzyméw 1 elektrolitow oraz stezenia
cholecystokininy i sekretyny w osoczu. W uwalnianiu CCK i sekretyny
u szczurdow na skutek wyprowadzania soku trzustkowego na zewnatrz
uczestnicza, polipeptydy wydzielane przez btone s$luzowa Jjelit. W
przypadku CCK stwierdzono, ze co najmniej dwie substancje zwiazane
sa, z uwalnianiem tego hormonu. Jedna z nich nazwano peptydem
monitorujacym (monitor-peptide) posiadajacym strukture podobna do
trzustkowego inhibitora trypsyny i produkowanym przez trzustke, a
druga okreslana Jjako peptyd uwalniajacy CCK (CCK-releasing peptide
= CCK-RP) wydzielana Jjest przez bilone $luzowa dwunastnicy i
pozostaje pod kontrola cholinergiczna (ryc.3). U ludzi mechanizm
ujemnego sprzezenia zwrotnego z udzialem proteaz trzustkowych nie
jest w peilni wyjasniony. Trypsyna podana do dwunastnicy obniza
wyrzut biatek 1 poziom CCK w osoczu lecz zahamowanie proteaz
wywolujace zwiekszona sekrecje trzustkowa nie Jjest polaczone ze
wzrostem osoczowym CCK. W zwiazku 2z tym przypuszcza sie, ze
mechanizm ten nie =zalezy od CCK. Wskazuje nato takzefakt, :ze
preparat loxiglumid (bloker receptorow A dla CCK) u 1ludzi nie
powoduje zmniejszenia wydzielania stymulowanego wyprowadzaniem

soku, natomiast zjawisko to wystepuje po atropinie. Sugeruje to, ze
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regulacyjne dzialanie proteaz u ludzi jest zwiazane z mechanizmem
cholinergicznym [34-39].
2. Patogeneza ostrego zapalenia trzustki.

Wysoka aktywnosé roznych enzymow produkowanych przez
trzustke stworzyta koniecznosc¢ zaistnienia mechanizmow chroniacych
narzad przed autodestrukcja. Jedna z barier stanowi, wspomniane Jjuz
zjawisko oddzielnego syntetyzowania, magazynowania i wydzielania
enzyméw W postaci nieaktywnych prekursorow, ktore przechodza w
formy czynne dopiero w sSwietle jelit. Ziarna zymogendw, w postaci
ktorych spichrzane sa enzymy trzustkowe, rozdzielaja wewnatrz
komoérek blony lipoproteinowe. Ponadto zarowno sok trzustkowy Jjak i
sama tkanka trzustkowa zawieraja inhibitor polipeptydowy tworzacy z
aktywna trypsyna nieczynny kompleks co zapobiega wewnatrzkomorkowej
aktywacji enzymow trawiennych. Ten inhibitor nie unieczynnia jednak
w peini trypsyny stad pozostaja sladowe ilosci jej aktywnej postaci
w tkance trzustkowej. Przelamanie mechanizmow ochronnych prowadzi
do uszkodzenia komérek zewnatrzwydzielniczych 1 do nastepowego
rozwoju stanu zapalnego [28]. Powstanie zmian patologicznych jest
wynikiem uruchomienia srédtrzustkowej kaskady reakcji
enzymatycznych (ryc.4).

Istnieje szereg czynnikow prowadzacych do powstania stanu
zapalnego w trzustce. Sposrod nich nalezy przede wszystkim wymienic
choroby drog zéiciowych (giownie kamice zolciowa), zmiany w obrebie
przewoddéw trzustkowych, czynniki toksyczne (alkohol, 1leki), zmiany

naczyniowe 1 inne [28]. W warunkach doswiadzalnych zapalenie
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trzustki wywoluje sie wykorzystujac roznorodne modele stwarzajace
mozliwos¢ prowadzenia badan, ktoéore maja, na celu wyjasnienie genezy
zmian patologicznych.

Hiperstymulacja hormonalna typu CCK (np. ceruleina 1lub sama CCK)
prowadzi do rozwoju =zapalenia trzustki charakteryzujacego sie
masywnym obrzekiem 1 sSrdédmiazszowym odczynem zapalnym. Zmiany
rozwi jaja sie szybko osiagajac maksymalne nasilenie pomiedzy 3-6
godzina infuzji hormonu. Po kilku dniach od momentu powstania zmian
zapalnych rozpoczyna sie proces regeneracji trzustki [2,40-43].
Stan zapalny trzustki mozna wywola¢ u myszy podajac im diete uboga
w choline i wuzupelniona 0.5% DL-etionina. Rozwija sie wodwczas
krwotoczna martwica tkanki trzustkowej, ktoérej towarzyszy 100%
smiertelnos¢ po okolo czterech dniach od powstania uszkodzen.
Wspoiczynnik sSmiertelnosci zalezy od =zawartosci DL-etioniny w
pokarmie i od czasu trwania diety [44-46].

Infuzja 5% taurocholanu sodowego do wWspdlnego przewodu
trzustkowo-zolciowego u szczurdéw prowadzi takze do szybko
rozwi jajacej sie krwotocznej martwicy trzustki. Po 6 godzinach od
zakonczenia infuzji ogniska martwicy zajmuja 5,7% powierzchni
trzustki, a po 24 godzinach stanowia okolo 29.5% powierzchni.
Prawie 100% zwierzat ginie w ciagu 36 godzin od podaniu
taurocholanu sodowego [47].

Podwiazanie przewodu wspodlnego trzustkowo-zoélciowego u wiekszosci
zwierzat prowadzi do obrzeku trzustki =z niewielkim odczynem

zapalnym. Po kilku dniach 1lub tygodniach od podwiazania przewodu
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nastepuje atrofia tkanki gruczolowej trzustki [48].

Poza wymienlionymi, najczesciej stosowanymi, modelaml wywolywania
zapalenia trzustki zmiany patologiczne mozZzna otrzyma¢ przez
zaburzenie prawidiowego mikrokrazenia  trzustkowego stosujac
polistyrenowe mikrosfery [48], podajac wysokie dawki aminokwasow
np. lizyny [50] oraz przez wykorzystanie szeregu innych metod.

W moich badaniach postuzylam sie modelem polegajacym na
wywolywaniu uszkodzen pieciogodzinna, podskorna infuzja ceruleiny w
dawce 10 pupg/kg/h. Ceruleina bedaca strukturalnym analogiem CCK,
Jjest dekapeptydem, ktérego C-koncowy oktapeptyd Jjest identyczny =z
C-koncem endogennej cholecystokininy z ta roéznica, 2ze zamiast
metioniny w pozycji 6 znajduje sie treonina. Ceruleina wykazuje
pelny =zakres dzialania biologicznego CCK [43,51]. Konsekwencja
hiperstymulacji ceruleinowej Jjest zmniejszona sekrecja enzymow
przez komérki pecherzykowe do swiatla przewodu trzustkowego oraz
uwalnianie ich do podscieliska trzustki. Jedna, z najwczesnie]j
rozwi jajacych sie zmian jest obrzek srodmiaZzszowy bedacy rezultatem
dysfunkcji lozyska mikrokrazenia 1 zwiekszonego przechodzenia
biatka do przestrzeni okolokomérkowej. W obrebie ognisk zapalnych
pojawiaja sie neutrofile osiagajace szczyt pod wzgledem
liczebnosci pomiedzy 6 a 12 godzina po =zadzialaniu bodzca
uszkadzajacego (ryc.5). Fibroblasty i makrofagi obecne w tkance
trzustkowej staja sie dominujacym typem komérek zapalnych okolo 3
dnia [33]. Poza tym, podobnie jak podczas rozwoju zmian zapalnych w
trzustce u 1ludzi, w modelu doswiadczalnym dochodzi do wczesnego

wzrostu stezenia enzymow trawiennych w osoczu [33] (ryc.6).
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w osoczu. (Wg.

G. Scheele i G. Adler, 1987).

Do czynnikéw odpowiedzialnych za zapoczatkowanie i

rozwoj uszkodzen w przebiegu zapalenia trzustki prawdopodobnie

naleza:

- zahamowanie prawidiowego transportu bialek wydzielniczych;

- zmiany w  segregacji biatek trzustkowych W komérkach

pecherzykowych;

- aktywacja enzymow trawiennych w tkance trzustkowej.
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W warunkach prawidiowych zymogeny trzustkowe ulegaja
przemieszczeniu w obrebie komorki poprzez szereg bion
lipoproteinowych oddzielajacych przedzialy srédkomérkowe zanim
zostana, ostatecznie zmagazynowane w granulach sekrecyjnych
przeznaczonych do egzocytozy. Czynniki odpowiedzialne za kierowanie
ziarnistosci zymogennych ku wierzchotkowi komérek pecherzykowych
oraz czynniki wymagane do fuzji blon w czasie egzocytozy sa
nieznane. Redukcja egzocytozy w wierzchotkowej czesci komorek
trzustkowych jest prawdopodobnie przyczyna spadku sekrecji enzymoéow
do przewodu wyprowadzajacego W czasie =zapalenia, przy czym
mechanizm prowadzacy do zmniejszenia egzocytozy pozostaje wciaz
niewyjasniony [33]. Pecherzyki trzustkowe otrzymane od szczuréw z
ceruleinowym zapaleniem trzustki wykazuja zmniejszona reakcje na
neurohormonalna stymulacje oraz stwierdzono w nich zmniejszong
akumulacje zymogenu. Steer [33] sugeruje, ze spadek odpowiedzi
komoérkowej wystepujacy po hiperstymulacji moze b¥¢ przynajmniej w
czescil zwiazany z defektem wiazania stymulatorow sekrecyjnych.
Innym czynnikiem, ktory wydaje sie byé istotnym w zahamowaniu
wydzielania bialka do przewodu trzustkowego jest szkielet aktynowy
w szczytowej czesci komorek ulegajacy dezorganizacji w wyniku
hiperstymulacji [33].

Przeksztalcanie struktur srodkomérkowych  otoczonych btonami
lipoproteinowymi w degradacyjne struktury odbywa sie w procesach
fizjologicznych i patologicznych. Najczestsza postacia tego typu

zmian jest autofagia, kiedy cytozol i organella ulegaja
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przeksztalceniu w wakuole autofagiczne a nastepnie fuzji z obecnymi
Ww komérce lizosomami. Autofagiczne wakuole zlokallizowane sa zwykle
w srodkowej 1 podstawnej czesci komérek. Ziarnistosci zymogenne
znalezione w tych strukturach posiadaja zwykle blone, ktora nie
ulega degradacji. Autofagia wykorzystywana Jjest do odzysku
srodkomorkowych komponent blonowych przy czym moze zachodzi¢ pod
wplywem czynnikow fizjologicznych np. neurohormonalnej stymulacji
lub moze byc¢ odpowiedzia na uszkodzenie. Komérki pecherzykowe od
zdrowych szczuréw kontrolnych oraz od tych, ktore otrzymaly niska
dawke ceruleiny (0.25 ug/kg/h przez 3 godz) zawieraly minimalna
ilos¢ wakuoli autofagicznych. Maksymalna 12 godzinna stymulacja
ceruleing znacznie zwiekszyla ilosé wakuoli, natomiast
hiperstymulacja w znaczacy sposéb zwielokrotnita i znacznie
przyspieszyla tworzenie tych struktur [33]. Drugim rodzajem fuzji
srodkomérkowej jest krynofagia zachodzaca pomiedzy ziarnistosciami
zymogenéw a lizosomami przy czym bilony tych ziarnistosci ulegaja
destrukcji.

Glownym czynnikiem odpowiedzialnym za wewnatrzkomorkowa aktywacje
enzymow trzustkowych sa enzymy lizosomalne a przede wszystkim
katepsyna B. Jest to tiolowa proteaza, ktéra moze katalizowac
konwersje trypsynogenu do trypsyny wskutek czego nastepuje
prawdopodobnie inicjacja proteolitycznej kaskady wewnatrz komoérek
pecherzykowych [33] (ryc.7). Konsekwencja tych wszystkich zmian
powstajacych w obrebie cytozolu Jjest zaburzenie prawidlowe]j

wierzchotkowej dystrybucji zymogenu, patologiczna fuzja bton,
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boczno-przypodstawna egzocytoza prowadzaca do uwalniania aktywnych
enzymow trawiennych do przestrzeni miedzykomérkowej 1 w efekcie
destrukcja miazszu trzustki.

Patologicznym zmianom rozwijajacym sie w obrebie zrazikow
trzustkowych towarzyszy niedokrwienie narzadu. Wykazano, ze
istnieje scisty zwiazek pomiedzy spadkiem przeptywu krwi a
poglebianiem sie procesu chorobowego, chociaz nie stwierdzono czy
zmiany w krazeniu trzustkowym sa powodem czy tez skutkiem zmian
zapalnych. Na podstawie badan mozna wnioskowac, ze spadek przeplywu
krwi przez trzustke nie wywoluje jeszcze uszkodzenia tego narzadu
ale mu towarzyszy [52-80]. Ponadto stwierdzono, ze zmiany w
wielkosci przepiywu krwi przez trzustke odgrywaja bardzo wazna role
w regulacji jej aktywnosci sekrecyjnej [61-65]. Trzustkowy przepltyw
ulega zwiekszeniu w przypadku pobudzenia wydzielniczego co stanowi
fizjologiczna odpowiedz na wzrost =zapotrzebowania na tlen i

metabolity w wyniku stymulacji trzustki [52,63,64,66].

3. Biosynteza oraz wlasnosci tlenku azotu.

Poprzednie badania wykazaty, ze przekrwienie czynnosciowe
trzustki oraz niedokrwienie w przebiegu procesu zapalnego sg
czesciowo zwiazane z biosynteza tlenku azotu (NO), zaliczanego do
nowej grupy srodblonkowych mediatoréw biologicznych. Zdolnos¢ do
syntezowania i uwalniania tlenku azotu wykazuje szereg roznego typu
komorek, ktore dzieki temu posiadaja mozliwosé modyfikowania

przemian metabolicznych zachodzacych w ich sasiedztwie.
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Badania dotyczace NO prowadzone byly niezaleznie od
siebie z wykorzystaniem rozmaitych ukladéw biologicznych. W 1980
roku Furchgott 1 Zawadzki wykazali, 2ze naczynia krwionosne traca
zdolnos¢ rozkurczu pod wplywem acetylocholiny po usunieciu z nich
srodbionka. Ponadto stwierdzili, ze acetylocholina poprzez
dzialtanie na receptory komérek srodbilonka uwalnia z nich
maloczasteczkowa substancje, ktéra dyfunduje przez blony do komoérek
miesni gtadkich naczyn wywolujac 1ich rozkurcz. Substancja ta
zostala nazwana EDRF (Endothelium Derived Relaxing Factor) i
dopiero w 1987 roku wykazano, ze skutki jej dziatania i1 wlasnosci
sa identyczne z cechami charekteryzujacymi tlenek azotu [67-70].

Hibbs, Marleta wykazali, ze makrofagi traca zdolnosc¢
niszczenia komérek nowotworowych 1 drobnoustrojow gdy =z ich
srodowiska zostanie usunieta L-arginina wykorzystywana przez nie do
produkcji NO, ktory Jak sie okazalo Jjest mediatorem ich
cytotoksycznych wiasnosci [B68]. Hibbs =zidentyfikowal po raz
pierwszy bloker enzymu syntezujacego NO. Pochodne L-argininy a
zwlaszcza Jjej metylowe analogi skutecznie blokuja aktywnos¢ syntazy
tlenku azotu (NOS) i tym samym pozbawiaja makrofagi zdolnosci
niszczenia obcych komorek [68].

Makrofagi i1 komoérki srodblonka nie sa jedynymi miejscami,
w ktorych odbywa sie produkcja NO. Obecnos¢ syntazy NO wykazano w
osrodkowym ukiadzie nerwowym, zwlaszcza W neuronach
mozdzkowych, ktére uwalnialty czynnik o wlasnosciach NO oraz na

stwierdzeniu takiego czynnika w wyciagach mozgowych. Aktualnie
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wiadomo, ze aktywnos¢ enzymu syntezujacego NO posiadaja, réznorodne
populacje neurondéw mézgowych. W niektorych obszarach moézgu obecnosc
NOS wykazuja wszystkie neurony, zas w innych stanowia tylko 1-2%
danej grupy neurondéw np. W korze mozgowej, hipokampie. Nadal nie
Jjest sprecyzowana funkcja NO w ukladzie nerwowym. Przypuszcza sie,
ze pelni role mediatora w neurotoksycznych procesach zachodzacych
podczas udaru mozgowego. Niszczy neurony dzialajac na nie
bezposrednio 1lub poprzez udzial w tworzeniu substancji o znacznie
wyzszej niz on sam toksycznosci. Ponadto NO jest prawdopodobnie
zwiazany ze zmianami przewodnictwa synaptycznego lezacego u podstaw
procesow uczenia i zapamietywania [68,71].

Uwalnianie tlenku azotu stwierdzono nie tylko w
neuronach osrodkowego ukladu nerwowego,ale takze w neuronach
obwodowych, z zakonczen wlokien niecholinergicznego
nieadrenergicznego ukladu nerwowego (NANC). Razem 2z wczesniej
poznanymi neurotransmiterami NANC; VIP i ,ATP, NO Jjest
odpowiedzialny za rozkurcz miesni gtadkich przewodu pokarmowego.
Wydaje sie to potwierdza¢ fakt, ze stosujac blokery syntazy NO
mozna zmniejszy¢ w znacznym stopniu efekt stymulacji pradem
elektrycznym widkien NANC lub efekt dzialania VIP czy ATP[72-73].

Wyniki przeprowadzonych badan sugeruja, ze NO razem z
prostanoidami odpowiedzialny jest za regulacje zoladkowego
przeplywu krwi i utrzymanie integralnosci blony sluzowej zotladka.
Wynika to ze stwierdzenia obecnosci konstytutywnej postaciNOS w

homogenatach blony sSluzowej zotadka, Jjak roéwniez =z tego, ze
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zastosowanie inhibitorow syntazy NO prowadzi do poglebienia
uszkodzen wywotanych dzialaniem etanolu lub indometacyny. Efekt ten
mozna odwrécic stosujac L-arginine, aminokwas bedacy substratem w
produkcji NO lub egzogenne donory NO, np. nitroprusydek sodowy czy
nitrogliceryne. Ponadto okazalo sie, ze gastroprotekcyjne dziatanie
lekow: sukralfatu, lekéw alkalizujacych zawierajacych aluminium
takze zwiazane Jjest z aktywacja syntazy NO. Sugeruje sie rowniez,
ze NO zwiazany Jest nie tylko z gastroprotekcja ale i z procesami
gojenia przewleklych wrzodoéw zoladka poniewaz po podaniu L-argininy
substratu NO 1lub nitrogliceryny, donora  NO, zaobserwowano
zwiekszony przeptyw krwi w obrzezu wrzodowym oraz zwiekszona
angiogeneze w ziarninie pokrywajacej uszkodzenia [74-77].

Kolejne doniesienia dostarczaja coraz wiecej informacji
na temat miejsc syntezy NO i wudzialu tego gazu w procesach
fizjologicznych. Produkcja NO w plytkach zmniejsza ich zdolnosci do
adhezji 1 agregacji [78-79], zas$ obecnos¢ NO, w hepatocytach
zwiazana Jjest z Jjego udzialem Ww regulacji syntezy biatka
watrobowego [73].

Komorki wysp trzustkowych B i A zawieraja prawdopodobnie
obie postaci syntazy NO konstytutywna 1 indukowalna. Dziatanie
interleukiny-1 B (Il1-1 B) powoduje aktywacje indukowalnej syntazy
NO i produkcje duzych ilosci NO. Pelni on funkcje molekularnego
efektora , dzieki ktoéremu Il1-1 B hamuje wydzielanie insuliny.
Ponadto stwierdzono , 2ze L-arginina poteguje wydzielanie insuliny

pobudzane D-glukoza. W dalszym ciagu jak wida¢ istnieje wiele
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kontrowersji co do tego jaka role NO pelni w procesach zwiazanych z
uwalnianiem insuliny. Prawdopodobnie w zaleznosci od koncentracji i
czasu trwania jego produkcji wywiera zaréwno efekty fizjologiczne
Jak i patologiczne w obrebie wysp trzustkowych [80-81].

Szereg innych miejsc: nadnercza, nerki itd wykazuje
aktywnos¢ syntazy NO ale funkcja NO w tych tkankach jest w dalszym
ciagu nie w pelni wyjasniona [73].

Wszystkie poznane do tej pory mediatory biologiczne
posiadaja zupelnie odmienne witasnosci niz te, ktére charakteryzuja
NO, bedacy gazem o nieznacznej zdolnosci do rozpuszczania w wodzie.
Jego pdlokres rozpadu jest krétszy od 5 sekund (w roztworach wynosi
okolo 10 sekund) z powodu szybko nastepujacego utlenienia do
nieorganicznych nitrytow i1 nitratéw [82-84] (ryc.8). NO Jjest
niszczony rowniez przez aniony nadtlenkowe stad tez ich wymiatacz -
dysmutaza nadtlenkowa w znacznym stopniu wydluza okres | jego
aktywnosci biologicznej [69,70,85]. NO wykazuje duza zdolnos¢ do
taczenia sie z oksyhemoglobina 1 innymi biatkami zawierajacymi hem
[69,70,85)]. Dzieki cechujacej go lipofilnosci posiada ogromna
zdolnos¢ do dyfundowania przez blony komdorkowe [85]. W ten sposéb
przedostaje sie 2z nmiejsca syntezy np. 2z komoérek sroédblonka
naczyniowego do miejsca swojego dziatania w tym wypadku do
cytoplazmy sasiadujacych komorek miesni gtadkich naczyn, gdzie
pobudza aktywnos¢ cyklazy guanylowej, bialtka zawierajacego hem
(ryc.9). Dzieki wysokiemu powinowactwu NO do zelaza z grupy hemowej

nastepuje zmiana konformacji cyklazy guanylowej prowadzaca do
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wzrostu Jjej aktywnosci enzymatycznej. Nastepstwem tego jest
zwiekszenie syntezy cGMP z GTP, co z kolei stymuluje fosforylacje
biatka przez kinaze bialtkowa =zalezna od cGMP. Konsekwencja tych
zmian Jjest rozkurcz miesni gtadkich naczyn i wzrost przeplywu krwi
[71,73].

Substratem wykorzystywanym do produkcji tlenku azotu jest
L-arginina, aminokwas syntezowany przez komérki, ale nie zawsze w
ilosci pokrywajacej ich zapotrzebowanie, stad okresla sie go Jjako
aminokwas polpodstawowy. L-arginina wuczestniczy w roéznorodnych
cyklach biochemicznych zachodzacych w zZywym organizmie (ryc.10,
11). Poza cyklem mocznikowym w watrobie, L-arginina Jjest niezbedna
do produkcji kreatyny i poliamin. Synteza L-argininy przede
wszystkim Jjest 2zwiazana z obrotem substancji pomiedzy Jjelitami a
nerkami. Cytruline powstajaca w nablonku jelitowym z glutaminy krew
transportuje do nerek, gdzie ulega ona konwersji do L-argininy,
ktora zostaje nastepnie wykorzystana przez inne tkanki. Prawdopo-
dobnie cytrulina bedaca obok NO efektem dziatania NOS moze byc
wykorzystywana do odtwarzania substratu co zapewnialoby staly
srodkomorkowy poziom L-argininy. Vane wykazal, Ze komorki srod-
blonkowe aorty sa zdolne do konwersji cytruliny do L-argininy a
inni stwierdzili, ze proces ten moze zachodzi¢ takze w makrofagach
[86].

W zwiazku z tym, ze NO Jest bardzo nietrwala substancja
wiele jego wlasnosci poznano dzieki badaniom enzymu niezbednego do

Jjego produkcji. NOS wystepuje w postaci wielu izoform, z ktorych
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tylko trzy =zostaly do tej pory oczyszczone. Wszystkie izoformy
wykorzystuja, L-arginine Jjako podstawowy substrat w produkcji NO
oraz wszystkie ulegaja zablokowaniu przez nitro-analogi L-argininy.
Pod wzgledem strukturalnym postaci syntazy NO roéwniez sa podobne,
gdyz kazda Jjest flawoproteina zawierajaca FAD i FMN, ponadto ich
aktywnosc¢ Jest zalezna od obecnosci NADPH i 5.6.7.8-
tetrahydrobiopteryny (BH4). W makrofagach wykazano obecnosc NOS
indukowalnej (izoforma II) rozpoczynajacej swoja enzymatyczna
dzialalnosé¢ dopiero po poJjawieniu sie czynnika stymulujacego,
ktérym moga  byc: interferon gamma, TNF, interleukina-1 i
lipopolisacharydy bakteryjne. Produkuje duze ilosci NO przez wiele
godzin po Jjednorazowej aktywacji nie wymagajac ciaglej obecnosci
czynnikow pobudzajacych. Ten typ enzymu stwierdzono roéwniez w
hepatocytach a nawet s$lad w komérkach sroédblonka naczyniowego.
Izoformy I 1 III okreslane sa Jako enzymy konstytutywne, ktore
wykazuja ciagla aktywnos¢ niezaleznie od czynnikow inicjujacych. W
odroznieniu od syntazy indukowalnej wymagaja obecnosci kalmoduliny
i Jjondéw wapnia do uzyskania peinej aktywnosci enzymatycznej. W
neuronach moézgowych i moézdzkowych stwierdzono izoforme I. Podobnie
na podstawie badan immunohistochemicznych w zakonczeniach nerwowych
NANC wykazano obecnos¢ izoformy I 1lub postaci bardzo do niej
zblizonej. Izoforma III, kostytutywna =zalezna od kalmoduliny i
jonow wapnia, wystepuje przede wszystkim w srodbtonku naczyniowym i
jest odpowiedzialna za 95% produkcji NO w jego komorkach. Pozostala

czes¢ NO powstaje prawdopodobnie w wyniku aktywnosci syntazy
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indukowalnej [87-89]. Wszystkie ©postaci syntazy NO ulegaja
zahamowaniu pod wplywem strukturalnych analogéw L-argininy:

-L-NIO (N-iminoethyl-L-ornithine)

-L-NMMA (NG-monomethyl-L-arginine monoacetate)

-L-NNA (NG-nitro-L-arginine)

-L-NAME (NW-nitro-L-arginine methylester)
Zwiazki te wykazuja, roznego stopnia zdolnos¢ do hamowania
enzymatycznej aktywnosci syntazy NO. Na podstawie eksperymentow
stwierdzono, ze najsilniejszym inhibitorem Jjest L-NIO, nastepnie
L-NMMA i L-NNA a L-NAME wykazuje najmniejsza zdolnos¢ hamowania
[90]. Ponadto okazalo sie, 2ze dzialanie tych inhibitoréw mozna
odwrocic¢ poprzez rownoczesne podanie L-argininy czego nie mozna
osiagnac¢ stosujac D-arginine. Ze wzgledu na specyficzne wlasnosci
syntazy konstytutywnej polegajace na tym, 2e wymaga ona do
osiagniecia pelnej aktywnosci obecnosci kalmoduliny 1 Jjonow wapnia
istnieje dodatkowa mozliwosc JjeJ blokowania. Zastosowanie
antagonistéw kalmoduliny np: Mellitin, Trifluoroperazine roéwniez
prowadzi do =zahamowania syntezy tlenku azotu [91-92]. Aktywnosc
syntazy konstytutywnej NO jest kontrolowana takze przez sam NO na
zasadzie ujemnego sprzezenia zwrotnego. Wydluzenie polokresu
rozpadu tlenku azotu przez zastosowanie dysmutazy nadtlenkowej
znacznie zmniejsza jego produkcje natomiast oksyhemoglobina
niszczaca pozakomorkowy NO wzmaga aktywnos¢ syntazy [93].
Biosynteze NO mozna takze zablokowa¢ na poziomie transportu

blonowego L-argininy. Stwierdzono, 2e L-ornityna, L-lizyna hamuja
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wychwyt L-argininy przez komorki srédblonka naczyniowego co w
efekcie prowdzi do spadku syntezy NO [94]. Powyzsze aminokwasy nie
sa wykorzystywane Jjako substraty przez syntaze NO i nie wplywaja na
jej aktywnosc¢. Wilasnosci tlenku azotu, sposoby hamowania jego
syntezy czy Jjego udzial w procesach fizjologicznych w dalszym ciagu

nie sa do konca wyjasnione.
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CEL PRACY

Celem pracy jest wykazanie jaka role odgrywa tlenek azotu:
- w regulacji trzustkowego przepltywu krwi
- W regulacji sekrecji trzustki

- W patogenezie ostrego zapalenia trzustki

W zwiazku z tym zostalo przeprowadzonych szereg doswiadczen =z
wykorzystaniem:

- substratu tlenku azotu: aminokwasu L-argininy

- blokera syntazy NO: L-NNA ( NG-nitro-L-arginina)

- kombinacji obu powyzszych substancji

1. Badania nad sekrecja trzustkowa zostaly przeprowadzone in vivo
na szczurach z przewleklymi przetokami trzustkowymi oraz in vitro,
na izolowanych pecherzykach trzustkowych aby wykaza¢ czy tlenek
azotu dziala Dbezposrednio na zewnatrzwydzielnicza  aktywnosé
trzustki czy posrednio poprzez zmiany w trzustkowym przeplywie
krwi. Doswiadczenia wykonano w warunkach wydzielania podstawowego i
stymulowanego: pokarmem, infuzja ceruleiny, urecholiny, CCK-8 oraz
wyprowadzaniem soku trzustkowego na =zewnatrz. Zmiany sekrecji
trzustkowej zostaly okreslone na podstawie pomiaréw objetosci soku

trzustkowego, wielkosci wyrzutu bialka i aktywnosci amylazy.
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2. Pomiary przeplywu krwi zostaly wykonane metoda laserowa, na
zwierzetach znajdujacych sie w narkozie, w warunkach fizjologicznej

sekrecji trzustkowej oraz po wywolaniu zmian patologicznych.

3. Do okreslenia roli NO w patogenezie ostrego zapalenia trzustki
zostal wykorzystany doswiadczalny model polegajacy na wywolywaniu
uszkodzen wysokimi dawkami ceruleiny. Rozleglos¢ 1 intensywnosc
zmian patologicznych zostala oceniona na podstawie zmian ciezaru
trzustki, obrazu histopatologicznego oraz zawartosci biatka w

tkance trzustkowej.
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METODVYKA
Badania =zostaly przeprowadzone na okolo 300 szczurach
pici meskiej, rasy Wistar, o wadze 250-300 graméw. Zwierzeta byly
karmione granulatem zawierajacym =zestaw niezbednych skladnikow

pokarmowych oraz posiadaly swobodny dostep do wody.

I. Badania dotyczace sekrecji trzustkowej zostaly wykonane metods
in vivo na zwierzetach posiadajacych przewlekle przetoki trzustkowe
oraz in vitro wykorzystujac izolowane pecherzyki trzustkowe.
Badania in vivo

1. Zakladanie przetok trzustkowych.

Zwierzeta glodzono, z zapewnieniem swobodnego dostepu do
wody, przez 24 godziny poprzedzajace operacje wszywania przetok
trzustkowych. Zabieg zostal wykonany w narkozie eterowej. Powloki
Jamy brzusznej, po uprzedniej dezynfekcji, zostaly rozciete w lini
srodkowo-obo jczykowej prawej (dlugosé rozciecia wynosi okolo 1.5-2
cm). Nastepnie wydobyto dwunastnice oraz siec¢, w ktorej przebiega
przewdéd wspolny trzustkowo-zolciowy. Na wysokosci miejsca, w ktérym
przewod uchodzi do dwunastnicy =zostala nacieta Jjego sciana a
nastepnie wprowadzono do niego dren polietylenowy (PE 50), ktoéry
zostal przyszyty do sciany Jjelita nic¢mi chirurgicznymi. Taki sam
dren zostal wprowadzony do swiatla dwunastnicy w bliskim
sasiedztwie drenu trzustkowo-zoélciowego. Oba dreny za posrednictwem

plastykowego pierscienia wszytego w powloki brzuszne wyprowadzono
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na zewnatrz 1 polaczono w celu zapewnienia prawidlowego odplywu

soku trzustkowego z przewodu trzustkowo-zélclowego do dwunastnicy.

Calos¢ zabezpieczona jest metalowym, nierdzewnym naparstkiem
zdejmowanym na czas trwania eksperymentu (ryc.12). Po zakonczeniu
zabiegu zWwierzeta otrzymatlty kroplowke z roztworu soli
fizjologicznej i1 Chlorocidu (okolo 10 ml). Zszyte powloki brzuszne

pokryto warstwa Akutolu.

Ryc. 12 Schemat szpuli z dopasowanym tloczkiem oraz z przykreconym

do niej naparstkiem o ruchomym wieczku.
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W czasie zbierania soku trzustkowego (B) z roéwnoczesnym podawaniem

soku do dwunastnicy.
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Eksperymenty wydzielnicze rozpoczynano po uplywie okotlo
6-7 dni od operacji. W tym czasie =zwierzeta byly codziennie
umieszczane na czas okolo 1-2 godzin w pojedynczych klatkach,
zde jmowano ochronny naparstek, rozlaczano oba dreny a nastepnie w

celu sprawdzenia droznosci drenu trzustkowo-zdlciowego

przeplukiwano go niewielka iloscia roztworu soli fizjologicznej o

temperaturze 37°C [95-97].

2. Doswiadczenia wydzielnicze.

Przed kazdym doswiadczeniem szczury glodzono przez 24
godziny zapewniajac im swobodny dostep do wody. W czasie trwania
doswiadczen zwierzeta znajdowalty sie w indywidualnych klatkach typu
Bollman, z przetok zdejmowano chroniace je naparstki i roztaczano
dreny. Dren trzustkowo-zdélciowy byl wykorzystywany do otrzymywnia
soku trzustkowego, a dren dwunastniczy do Jjego reinfuzji do
dwunastnicy (ryc.13). Czas trwania kazdego doswiadczenia wynosit 3
godziny. Sok trzustkowy zbierano w 15 minutowych frakcjach,
przechowywano w temperaturze 4°C do momentu ukonczenia eksperymentu
a nastepnie mierzono objetos¢ kazdej probki oraz oznaczano
zawartosé w niej biatka i aktywnosc¢ amylazy .

Badania przeprowadzono W czterech grupach
eksperymentalnych, kazda liczyla po okolo 40 szczuroéw. Zwierzeta z
pierwszej grupy wykorzystano do badan nad wydzielaniem podstawowym.
Przez dren dwunastniczy podawano do jelit sok trzustkowy =z

szybkoscia 4 ml/h, rozcienczony w stosunku 1:4 z roztworem soli
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fizjologicznej.Druga grupe stanowily zwierzeta z reinfuzja soku
trzustkowego i pokarmows, stymulacja, trzustki. Szczury Kkarmiono
mieszanina bialego pieczywa i mleka w proporcji 1:1 przez pierwsze
15 minut trwania eksperymentu ([96-87]. W trzeciej grupie oprocz
reinfuzji soku wykonano hormonalne pobudzanie wydzielania
trzustkowego. Podawano podskérnie ceruleine w dawce 0.5 ug/kg/h
rozpuszczona W 0.8% NaCl, objetos¢ pojedynczej dawki wynosilta 1 ml.
Pierwsze wstrzykniecie zostalo wykonane na poczatku eksperymentu a
nastepnie powtdérzone dwukrotnie w odstepach godzinnych. Czwarta
grupa zwierzat nie otrzymala reinfuzji soku trzustkowego, wykonano
tutaj Jjedynie zbidérke soku  traktujac wyprowadzanie soku
trzustkowego Jako kole jny bodziec stymulujacy wydzielanie
trzustkowe.

W grupach eksperymentalnych wykonano cztery testy do
kazdego uzywajac po okoto 10 szczurow. Jeden z testow stanowitl
kontrole, ktora otrzymywala tylko iniekcje 0.9% NaCl i.v.. Kolejny
test polegal na dozylnym podaniu blokera syntazy tlenku azotu L-NNA
w dawce 2.5 mg/kg (bolus). Nastepny test to dozylne wstrzykniecie
substratu dla syntazy NO aminokwasu L-argininy w dawce S50 mg/kg
(bolus). Ostatni test polegal na podaniu kombinacji tych substancji
przy czym iniekcja zostala wykonana w dwéch etapach. Najpierw
podano L-NNA a poézniej L-arginine. Preparaty podawano po pierwszej
godzinie trwania eksperymentu do zyl ogonowych. Rozpuszczano Jje w
roztworze soli fizjologicznej i podawano w objetosci 1 ml. Roztwory

byly przygotowywane bezposrednio przed wykonaniem iniekcji.
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3. Oznaczanlie zawartosci biatka w probkach soku trzustkowego.
Wyrzut bialka trzustkowego zostal okreslony przy uzyciu
metody rutynowo wykorzystywanej w doswiadczeniach przeprowadzanych
w Instytucie Fizjologii. Z kazdej frakcji soku trzustkowego pobrano
10 ul i dopeiniono do objetosci 10 ml woda destylowana. Nastepnie
dokonano pomiaru spektrofotometrycznego przy di. fali 280 nm.
Otrzymany wynik pordéwnano =z krzywa standartowa wykreslona na

podstawie kolejnych rosnacych stezen bialka. Wielkos¢ wyrzutu

wyrazono w mg% [98,99].

4. Oznaczanie aktywnosci amylazy w soku trzustkowym.

Do oznaczania aktywnosci amylazy trzustkowej wykorzystano
metode Bernfelda [100]. 2Z kazdej otrzymanej frakcji soku
trzustkowego pobrano 20 ul soku po czym probke uzupeiniono buforem
fosforanowym o pH 6.3 do objetosci 0.5 ml i zanurzono w wodzie o
temperaturze o°c. Kolejny etap polegal na dodaniu do kazdej probki
po 0.5 ml zimnego substratu skrobiowego i nastepczej inkubacji w
temperaturze 30°C. Po 10 minutach probke ponownie umieszczono w
wodzie o temperaturze 0°C. W celu przerwania zachodzacej w soku
trzustkowym reakcji enzymatycznej dodano do kazdej frakcji po 0.5
ml tzw czynnika koloryzujacego (kwas 3,5 dwunitrosalicylowy, winian
sodowo-potasowy, 5 M NaOH) a nastepnie umieszczono probowki w
kapieli wodnej o temperaturze 100°C na okres 10 minut. Po uptywie

tego czasu probki zostaly ostudzone do temperatury pokojowej po
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czym dodano do kazdej po 10 ml podwé jnie destylowanej wody.

Optyczna gestosé¢ probek zawierajacych brazowy produkt reakcji

zostala okreslona fotometrycznie za pomoca =zielonego filtra

(dilugos¢ fal 540 nm). Otrzymany wynik 2z kolorymetru zostal

porownany 2z krzywa standartowa wykreslona na podstawie probek

Sslepych sporzadzonych z maltozy w taki sam sposéb Jjak probki

badane. Aktywnos¢ amylazy wyrazono w jednostkach miedzynarodowych:

U= 1 umol maltozy / min x ml roztworu

Badania in vitro

1. Izolowanie pecherzykow trzustkowych.

Badania in vitro zostaly przeprowadzone na pecherzykach
trzustkowych otrzymanych zgodnie 2z metoda Amsterdam [101-103].
Zwierzeta usmiercano przez dekapitacje i po otwarciu jamy brzusznej
izolowano trzustke, ktora nastepnie umieszczano w okolo 30 ml
roztworu buforujacego zawierajacego: Krebs Ringer Hepes Buffer
(Hepes, glutamina, glukoza, NaCl, KCl, KH2P04, CaClz, MgSOy
aminokwasy) z dodatkiem 0.1 mg/ml inhibitora trypsyny i albumin. Po
oczyszczeniu z tkanki tluszczowej trzustke rozpinano na pilytce
woskowej, rozdrabniano po czym nastrzykiwano 10 ml roztworu
kolagenazy o koncentracji 300-400 j m/10 ml. Przygotowany w ten
sposob preparat umieszczano w butelce Erlenmeyera, natleniono,

szczelnie zamykano 1 poddawano inkubacji w temperaturze 37°C w
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lazni wodnej =z wytrzasarka. Po 15 minutach zawartosé butelki
zostala trzykrotnie przeptukana 5 ml roztworu buforujacego po czym
dodano 5 ml swiezego roztworu kolagenazy, ponownie natleniono i
poddano inkubacji w takich samych warunkach jak wczesniej przez 20
minut. Po =zakonczeniu okresu inkubacji, w celu rozdzieleniu
pecherzykéw trzykrotnie zaaspirowano zawartosé¢ butelki Erlenmeyera
uzywajac pipet o coraz mniejszej srednicy: 1.2 mm, 0.8 mm, 0.5 mm,
po czym pecherzyki przefiltrowano (Nitex gauze 200 um) i
przeptukano 5 ml buforu. Kolejny etap polegal na wirowaniu
pecherzykéw (500 obrotéw/min) przez 15 sekund. Otrzymany w ten
sposob osad zostal oddzielony od supernatantu i1 rozpuszczony w 1-2
ml roztworu buforujacego. Powyzsza czynnosé¢ powtdrzono jeszcze
dwukrotnie a ostatecznie otrzymany osad rozpuszczono w 30-80 ml
buforu. Do przygotowanej w ten sposob =zawiesiny pecherzykow
dodawana byla testowana substancja w odpowiedniej koncentracji a
nastepnie po natlenieniu miata miejsce inkubacjg w temperaturze
37°C w tazni wodnej z wytrzasarka przez 20 minut. Po zakonczeniu
inkubacji zawiesina zostala poddana wirowaniu (1000 obrotow/min)
przez okres 5 minut. Oddzielony osad od supernatantu umieszczono w
1 ml buforu trawiacego o pH 7.5 aby rozpusci¢ pozostale blony
komorkowe i uwolni¢ amylaze znajdujaca sie jeszcze we wnetrzu

komorek pecherzykowych.

39



2. Badania wydzielnicze.

Wylzolowane pecherzyki zostaly wykorzystane do badan nad
wydzielaniem podstawowym i stymulowanym CCK-8 lub urecholina, ktore
dodawane byly do plynu inkubacyjnego w odpowiednich koncentracjach:
CCK-8 w koncentracji 107'%M a urecholina 10™°M. W obu przypadkach
tzn w warunkach podstawowych i stymulowanych wykonano po cztery
rodzaje testdéw, do kazdego wykorzystujac pecherzyki otrzymane od
dwoch szczurow. Plerwszy test stanowil kontrole a nastepne polegatly
na tym, ze do zawiesiny inkubacyjnej dodawano L-NNA, L-arginine lub
ich kombinacje. Substancje podawane byly we wzrastajacych

koncentracjach od 10™°M do 107°M.

3. Oznaczanie aktywnosci amylazy.

Aktywnos¢ amylazy oznaczono metoda Bernfelda [100] w
osadzie oraz w supernatancie otrzymanych po ostatnim wirowaniu.
Wyrazono Jja Jjako procent caltkowitej aktywnosci ‘amylazy (amylaza

zawarta w supernatancie i w osadzie).

I1. Pomiar przeplywu krwi przez trzustke.
1. Metodyka pomiaru przeplywu krwi przez trzustke.

Trzustkowy przeptyw krwi mierzono technika laserowa
Dopplera przy uzyciu Laserflo, model BPM 403 A (Blood Perfusion
Monitor Vasamedics Inc., St Paul, MN USA). Wartos$c¢ zerowa przeplywu
zostala okreslona przez przylozenie sondy do neutralnej powierzchni

np. bialej bibuly. Powierzchnia emisji promienia laserowego wynosi
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1 mm a glebokos¢ penetracji tkanek 3-5 mm. Wartosc przepltywu

wyrazona W ml/min/100 g tkanki byla bezposrednio odczytywana z

monitora przepltywomierza. Technika tg byl mierzony calkowity

przeplyw krwi przez trzustke [98-99].

2. Pomiar przeplywu krwi podczas wydzielania podstawowego i
stymulowanego.

Zwierzeta, u ktérych dokonywano pomiardw znajdowaly sie w
narkozie wywotanej podaniem Vetbutalu (0.5 ml/kg i.p.). Pomiary
dokonywano co 15 minut przykladajac sonde przepiywomierza do
przedniej powierzchni trzustki w trzech roznych miejscach (wynik
traktowany byl Jjako srednia pomiarow otrzymanych z tych miejsc).
Calkowity czas trwania eksperymentu wynosit dwie godziny. W
odstepach pomiedzy pomiarami rozciete powloki brzuszne laczono
spinakami Backhausa oraz pokrywano platkami gazy nasaczonej
roztworem soli fizjologicznej o temperaturze 37°C.

Pomiary przepiywu krwi =zostaly wykonane w warunkach
podstawowych i stymulowanych ceruleina (0.5 wug/kg/h s.c.).
Przeprowadzono test kontrolny oraz testy z dozylnym podaniem L-NNA
w dawce 2.5 mg/kg, L-argininy w dawce 50 mg/kg lub obu substancji

rownoczesnie. Do kazdego testu wykorzystano po 2-3 szczury.
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III. Badania dotyczace patogenezy ostrego zapalenia trzustki.

1. Wywolywanie ostrego zapalenia trzustki.

Zwierzeta glodzono, pozostawiajac im swobodny dostep do
wody, przez 18 godzin poprzedzajacych poczatek eksperymentu.
Szczury umieszczano, na czas trwania doswiadczenia, w pojedynczych
klatkach typu Bollman. Ostre zapalenie trzustki otrzymywano przez
podawanie podskérne ceruleiny w dawce 10 ug/kg/h, z szybkoscia 1
ml/h, przez okres pieciu godzin. Ceruleina rozpuszczona byta w

roztworze soli fizjologicznej, przygotowywano ja bezposrednio przed

eksperymentem [98-99].

2. Badania 2z wykorzystaniem eksperymentalnego modelu ostrego
zapalenia trzustki.

Eksperymenty przeprowadzono na dwoch grupach zwierzat.
Pierwsza stanowily szczury z ostrym zapaleniem trzustki wywolanym w
wyzej opisany sposob zas druga grupa obejmowala szczury, ktore
otrzymaly pieciogodzinna podskorna infuzje 0.9% NaCl z szybkoscia 1
ml/h. Przed rozpoczeciem infuzji ceruleiny 1lub roztworu soli
fizjologicznej kazda grupe podzielono na cztery podgrupy liczace po
6-8 zwierzat. Jedna z nich stanowila kontrole, ktora otrzymatlta
wylacznie ceruleine lub 0.9% NaCl. W nastepnych podgrupach podano
do zyly ogonowej bolus L-NNA w dawce 20 mg/kg lub L-argininy w
dawce 100 mg/kg lub obie substanc je razem (najpierw L-NNA a podzniej

L-arginine). Iniekcji dokonywano w momencie rozpoczecia infuzji
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ceruleiny lub soli fizjologicznej.

3. Pomiar przeplywu krwi w trzustce.

Po zakonczeniu pieciogodzinnej infuzji zwierzeta usypiano
Vetbutalem (0.5 ml/kg i.p.). Powloki Jjamy brzusznej rozcinano w
lini srodkowej ciala a nastepnie po ekspozycji trzustki dokonywano

pomiaréw przepltywu krwi metoda laserowa Dopplera podobnie Jjak we

wczesnie jszych eksperymentach.

4, Badanie histologiczne trzustki.

Badanie zostalo wykonane przez dwéch doswiadczonych
histologow, ktorzy nie byli poinformowani  jakiego rodzaju
substancje byly testowane. Z trzustki pobierano wycinek, ktory
umieszczano w 10% formalinie a nastepnie barwiono hematoksylina i
eozyna. W ocenie preparatoéow brano pod uwage:

a) obrzek, ktoérego rozleglosc¢ okreslano w czterostopniowej skali:
O-brak obrzeku
1-obrzek miedzyzrazikowy
2-obrzek miedzyzrazikowy ze sladami wewnatrzzrazikowego
3-obrzek miedzyzrazikowy i silnie zaznaczony wewnatrzzrazikowy
b) infiltracje leukocytéw stopniowana:
O-brak infiltracji
l-niewielka infiltracja okolonaczyniowa
2-infiltracja okolonaczyniowa ze $ladami infiltracji rozlanej

3-silnie zaznaczona infiltracja leukocytow
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c) stopien wakuolizacji wyrazony poprzez procent komérek, ktore
ulegly temu procesowi:

O-brak wakuolizacji

1-mniej niz 25% komoérek uleglo wakuolizacji

2-25%-50% komoérek uleglo wakuolizacji

3-wiecej niz 50% komorek uleglo wakuolizacji

5. Ocena zawartosci bialka w trzustce.

Zawartosc¢ biatka w trzustach wyizolowanych ze szczurow,
ktore poddano pieciogodzinnej hiperstymulacji ceruleinowej zostala
okreslona na podstawie metody Lowrego [104]. Metoda ta byla

wielokrotnie  wykorzystywana w badaniach przeprowadzonych w

Instytucie Fizjologii.

IV. Statystyczne opracowanie wynikow
Analiza statystyczna zostala dokonana w ,oparciu o test
t-Studenta. Wszystkie wyniki podano Jjako sSrednie * odchylenie
standardowe, za statystycznie znamienne uznajac te, ktorych

wartosci p < 0,05.
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PREPARATY UZYWANE DO DOSWIADCZEN

L-NNA (NG-Nitro-L-Arginina), Sigma Chemical Co P.0.Box 14508
St Louis, MO 63178

L-Arginina (/Elektrolyt-Konzentrat L-Arginin-hydrochlorid 21%
Braun), B.Braun Melsungen AG, 3508 Melsungen

Caeruleina Takus 40ug (Ceruleid Tris-(diethylamin)-Salz 3
H20), Farmitalia Carlo Erba Gmbh-7800 Freiburg

CCK-8, Squibb Inc. Princetown N.Y.

Urecholine (betanechol chloride) MSD, 5 mg per ml, Merck Sharp
and Dohme

Collagenase Sigma Chemical Co (Clostridiopeptidase A, EC
3.4.2.4.3) from Clostridium histolyticum typ VII

Vetbutal, Pulawskie Zaklady Przemysiu Bioweterynaryjnego-

Biowet

Chlorocid - EGIS, Zaklady Farmaceutyczne Budapeszt, Wegry.
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WYNIKTI BADAN

1. Sekrecja trzustki w badaniach in vivo oraz in vitro.

W badaniach nad wydzielaniem trzustki u zwierzat =z
przewleklymi przetokami trzustkowymi wykorzystano trzy rodzaje
bodzcow stymulujacych aktywnosé komorek pecherzykowych. Pokarm
podawany przez pierwsze 15 minut trwania eksperymentu spowodowal
wzrost wyrzutu biatka trzustkowego o 83% w stosunku do kontroli.
Sekrecja protein utrzymywala sie na tym poziomie przez trzy godziny
zbierania probek soku trzustkowego (ryc.14). Kolejnym bodzcenm
uzytym do pobudzenia wydzielania trzustkowego byta
ceruleina-strukturalny analog cholecystokininy. Wykonano
trzygodzinna, podskérna infuzje ceruleiny (0.5 wug/kg/h). Wyrzut
bialka w ciagu pierwszej godziny infuzji wzrést o 110% w poréwnaniu
z kontrola. Nastepnie zmniejszyt! sie o okolo ,50%. Wartosc¢ ta
utrzymywala sie przez kolejne dwie godziny eksperymentu (ryc.14).
Wyprowadzanie soku trzustkowego na zewnatrz spowodowalo stopniowy
wzrost wydzielania trzustkowego. Maksymalny wyrzut bialka =zostatl
osiagniety pod koniec drugiej godziny pomiarow, byl wéwczas wiekszy
o B3% od wartosci kontrolnej i utrzymal sie na tym poziomie do
konca trwania eksperymentu (ryc.14). Wydzielanie amylazy przez
komorki pecherzykowe trzustki uleglo podobnym zmianom pod wplywem

bodzcow stymulujacych jak wyrzut biatka trzustkowego (tabela 1).
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W czasie trwania trzygodzinnego eksperymentu in vivo
sekrecja biaitka w warunkach podstawowych wykazywala niewielkie
wahania osiagajac wartosé¢ srednia okolo 24 mg/h. Dozylna iniekcja
L-NNA, blokera syntazy tlenku azotu, w dawce 2.5 mg/kg wykonana po
godzinie wydzielania podstawowego spowodowala niewielki spadek
wyrzutu bialtka wynoszacy 21% (ryc.15,15a). Substrat wykorzystywany
do syntezy NO L-arginina podany w dawce 50 mg/kg, w taki sam sposob
Jjak bloker, nie wplynal znaczaco na zmiane wydzielania bialka
(ryc.15,15b). Natomiast L-arginina (50 mg/kg i.v.) podana razem z
L-NNA (2.5 mgr/kg i.v.) spowodowala prawie calkowite zniesienie
hamujacego dziatania blokera w stosunku do wydzielania biatka
trzustkowego (ryc.15,15¢c). Wydzielanie amylazy uleglo podobnym
zmianom jak wyrzut biatka po L-NNA, L-argininie lub ich kombinacji
(tabela 1).

Podanie zwierzetom pokarmu na poczatku doswiadczenia bylo
przyczyna wzrostu wydzielania biatka do sredniej,wartosci 47 mg/h
utrzymujacej sie przez trzy godziny trwania pomiaréw. Po iniekcji
L-NNA (2.5 mgs/kg 1i.v.) wykonanej po godzinnej zbidrce soku
trzustkowego sekrecja bialka ulegla redukcji o 57% (ryc. 16, 16a).
Natomiast po podaniu L-argininy (50 mg/kg i.v.) nie otrzymano
statystycznie znamienne j zmiany wartosci wyrzutu biatka
(ryc. 16, 16b). Hamowanie popokarmowej sekrecji protein przez L-NNA
uleglo prawie calkowitemu zniesieniu gdy razem z blokerem podano
L-arginine. Wyrzut Dbialtka byl wowczas mniejszy od wartosci

uzyskanych w grupie kontrolnej Jjedynie o 10% (ryc. 16,16c).
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Sekrecja amylazy wykazywala w przeprowadzonych testach podobny

profil zmian (tabela 1).

W kolejnej grupie zwierzat =z przewleklymi przetokami
trzustkowymi, w ktérej bodzcem stymulujacym byla ceruleina (0.5
ug/kg/h-3 godz s.c.) wyrzut bialka osiagnal w pierwszej godzinie
infuzji wartos¢ 54.3 mg/h, a nastepnie ulegt! redukcji do 40.9 mg/h
utrzymujac sie na tym poziomie do konca pomiaréw. Po podaniu L-NNA
(2.5 mgrskg i.v.) wyrzut bialka zmniejszyl! sie o 37% (ryc.17,17a).
Efekt ten zostal czesciowo odwrécony przez L-arginine (50 mg/kg
i.v.) podana rownoczesnie z inhibitorem syntazy NO (ryc.17,17c).
Iniekcja samej L-argininy spowodowala dalszy wzrost wydzielania
trzustkowego przy czym nie osiagnal on statystycznej znamiennosci
(ryc.17,17b). Podobnie jak sekrecja protein przedstawia sie
wydzielanie amylazy (tabela 1).

Wyprowadzanie soku trzustkowego na zewnatrz spowodowalo
stopniowy wzrost sekrecji bialtka. W pilerwszej godzinie eksperymentu
$rednia wartos¢ wyrzutu wyniosta 36 mg/h, a nastepnie wzrosta do 42
mg/h pod koniec drugiej godziny obserwacji. Redukcja wyrzutu
protein o 53% =zostala spowodowana podaniem L-NNA (ryc. 18, 18a).
Réwnoczesna iniekcja L-argininy w znacznym stopniu ostabila
hamujace dzialanie L-NNA na wyrzut biatka, ktory w tym tescie byl
mniejszy Jjedynie o 19% od wartosci kontrolnej (ryc.18,18c).
Administracja L-argininy spowodowala malo istotna zmiane wielkosci
wydzielania biatka pobudzanego odprowadzaniem soku trzustkowego

(ryc.18,18b). Uwalnianie amylazy przez komdrki pecherzykowe rowniez
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w tych testach wykazywalo podobny charakter zmian jak wyrzut bialka
trzustkowego (tabela 1).

Rozproszone izolowane pecherzyki trzustkowe wykazywaly
spontaniczne uwalnianie amylazy zaréwno w warunkach podstawowych
Jak 1 stymulowanych. Pod wptywem CCK-8 (10'12M) lub wurecholiny
(10-SM) nastapil! prawie trzykrotny wzrost sekrecji amylazy przez
komorki pecherzykowe. Wydzielanie amylazy w warunkach podstawowych
oraz stymulowanych nie uleglo w istotny sposéb zmianie po dodaniu
we wzrastajacych koncentracjach (10°°M - 107°M) do srodowiska

inkubacyjnego L-NNA, L-argininy lub ich kombinacji (tabela 2).

2. Przeplyw krwi przez naczynia trzustkowe.

Pomiaru przeptywu krwi przez trzustke dokonano przy
uzyciu laserowego przeplywomierza Dopplera. W warunkach wydzielania
podstawowego przeptyw Kkrwi przez trzustke wynosit okolo 41
ml/min/100g u zwierzat znajdujacych sie w narkozie¢. Iniekcja L-NNA
(2.5 mg/kg i.v.) spowodowala spadek wielkosci przeplywu o 25% przy
czym réwnoczesne podanie L-argininy (50 mg/kg 1i.v.) =znosilo
calkowicie dzialanie inhibitora syntazy tlenku azotu. Podanie samej
L-argininy zwiekszylo przeplyw o 16% w porownaniu z wartoscia
kontrolna (ryc.19). Pod wplywem stymulacji hormonalnej (ceruleina
0.5 ug/kg/h s.c.) przeptyw wzroslt o 68% w stosunku do kontroli.
Taka sama dawka L-NNA Jjaka zostala uzyta w pierwszym tescie byla
przyczyna redukcji przeplywu o 55%. Rownoczesnie podana L-arginina

prawie calkowicie znosila hamujace dzialtanie L-NNA. Iniekcja
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wylacznie L-argininy spowodowala wzrost przeplywu o niecate 20% w
poréwnaniu z wartoscia przeplywu po podaniu ceruleiny (ryc.18).

3. Zmiany morfologiczne i krazeniowe powstajace w czasie ostrego

zapalenia trzustki.

Pieciogodzinna, podskérna infuzja ceruleiny w dawce 10

ug/kg/h  spowodowala rozwéj zmian patologicznych w tkance

trzustkowej wszystkich szczuréw uzytych do badan. Pojawil sie
znacznego stopnia obrzek sroédzrazikowy, ktéremu towarzyszyil
okolonaczyniowy naciek leukocytéw oraz wakuolizacja 25% komoérek
(tabela 3). Ciezar trzustki 2zwiekszyl! sie ponad dwukrotnie
(ryc.20), a =zawartos¢ w niej bialka wzrosta o 22% (ryc.21).
Iniekcja L-NNA (20 mg/kg 1i.v.) na poczatku infuzji ceruleiny
znacznie poglebita zmiany histologiczne a zwlaszcza obrzek i naciek
leukocytarny (tabela 3). Ponadto nastapil! dalszy wzrost wagi
trzustki (ryc.20) i zawartosci w niej biatka (ryc.21). W pordéwnaniu
z kontrola, ciezar wzrést! o 120% a zawartos¢ biatka o 37%.
L-arginina (100 mg/kg i.v.) podana podobnie jak inhibitor syntazy
NO spowodowala, ze uszkodzenia powstajace pod wplywem
hiperstymulacji ceruleinowej byly znacznie mniejsze mieszczac sie
pomiedzy O a 1 stopniem histologicznej skali zmian patologicznych
(tabela 3). Podobnie ciezar trzustki i zawartos¢ w niej bialka byly
znacznie mniejsze od wartosci tych parametrow po infuzji wylacznie
ceruleiny (ryc.20,21). W tescie, w ktorym podano L-NNA razem z

L-arginina na poczatku indukcji  stanu zapalnego otrzymane

50



uszkodzenia byly znacznie slabiej wyrazone w poréwnaniu ze zmianami
powstalymi  pod wplywem L-NNA i ceruleiny. Pod wzgledem
histologicznym zmniejszyl! sie przede wszystkim okolonaczyniowy
naciek leukocytéw oraz liczba zwakuolizowanych komoérek (tabela 3).
Jak rowniez szczegdlnej redukcji ulegla zawartosc¢ biatka w trzustce
(ryc.21).

U zwierzat, ktore otrzymaly wylacznie iniekcje L-NNA (20
mg/kg 1.v.) zaobserwowano sredniego stopnia obrzek, niewielka
infiltracje leukocytow oraz brak wakuolizacji komérek (tabela 3).
Zmiany te byly znacznie slabiej wyrazone w porownaniu z
uszkodzeniami poceruleinowymi. Ciezar trzustki wzrést o 53%
(ryc.20), a zawartos¢ bialtka o 13% (ryc.21). Podanie L-argininy
(100 mg/kg 1i.v.) razem z L-NNA w znacznym stopniu zapobieglo
powstaniu powyzszych zmian. W badaniach histologicznych
zaobserwowano miernego stopnia obrzek srodzrazikowy, a pozostale
parametry oscylowly wokél normy (tabela 3, ryc.20,21). Podobnie po
iniekcji samej L-argininy nie wystapily zadne znaczace zmiany
odbiegajace od kontroli (tabela 3, ryc.20,21).

Przeplyw krwi przez trzustke zmierzony po pieciogodzinnej
infuzji ceruleiny ulegl 50% redukcji w pordwnaniu z przeplywem w
grupie kontrolnej. Iniekcja L-NNA (20 mg/kg i.v.) na poczatku
infuzji spowodowata dalszy spadek przeplywu o 15%. Efekt ten uleg!
odwréceniu po rownoczesnym podaniu L-argininy (100 mg/kg i.v.). U
szczurow, ktorym wstrzyknieto L-arginine na poczatku infuzji

ceruleiny przeplyw krwi byl nizszy od wartosci kontrolnej tylko o
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18% (ryc.22).
L-NNA bez towarzyszacej hiperstymulacji ceruleinowej
spowodowal 35% spadek przeplywu, przy czym L-arginina powodowala

powrot do normy (ryc.22).
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SPIS RYCIN

Ryc.14. Wydzielanie bialka przez komorki pecherzykowe trzustki in
vivo w warunkach podstawowych (kontrola) i stymulowanych (pokarmem,
ceruleina 0.5 ug/kg/h s.c., wyprowadzaniem soku trzustkowego na
zewnatrz). Do kazdego doswiadczenia trwajacego 3 godziny
wykorzystano 10 szczurow z przewleklymi przetokami trzustkowymi.
Pojedyncza kolumna odpowiada wielkosci wyrzutu biatka w ciagu
Jjednej godziny (wielkos¢ wyrzutu wyrazona Jjako % kontroli).

*oznacza statystyczna znamiennos$é wynikéw w odniesieniu do kontroli
przy p<0,05.

Ryc. 15. Zmiany wydzielania in vivo Dbialka trzustkowego w
warunkach podstawowych spowodowane dozylnym podaniem: 0.8% NaCl
(kontrola), L-NNA (2.5 mg/kg), L-Argininy (50 mg/kg) lub kombinacji
obu substancji. Kazdy test wykonano na 10 szczurach z przewleklymi
przetokami trzustkowymi. *oznacza statystyczna znamiennos¢ wynikow
w odniesieniu do kontroli przy p<0,05. **oznacza statystyczna
znamiennos¢ wynikéw w odniesieniu do wartosci otrzymanych w tescie
z L-NNA przy p<0,05.

Ryc.15a. Wptyw dozylnej iniekcji L-NNA (2.5 mg/kg) na wielkosc
wyrzutu bialtka trzustkowego obserwowany po pierwszej 1 drugiej
godzinie od momentu podania (czas pomiaréw 3 godziny). Wydzielanie
biatka odbywa sie w warunkach podstawowych. Pojedyncza kolumna
odpowiada wielkosci wyrzutu biatka trzustkowego w ciagu jednej
godziny (mg/h). Do doswiadczenia uzyto 10 szczuréw posiadajacych
przewlekle przetoki trzustkowe.

Ryc. 15b. Doswiadczenia wykonano identycznie Jjak przedstawia
ryc.2a z ta roéznica, ze zwierzeta otrzymalty L-Arginine (50 mg/kg
i.v.).

Ryc.15c. Doswiadczenia wykonano tak Jjak przedstawia ryc.2a, z tym
2e zwierzeta otrzymalty L-NNA (2.5 mg/kg i.v.) oraz L-Arginine (50
mg/kg i.v.).

Ryc.16. Zmiany wydzielania in vivo bialka trzustkowego
stymulowanego pokarmem wywolane dozylna iniekcja: 0.8% NaCl
(kontrola), L-NNA (2.5 mgrkg), L-Argininy (50 mg/kg) lub kombinacji
L-NNA i L-Argininy. Do kazdego 3-godzinnego doswiadczenia uzyto po
10 SZCZUrow. *oznacza statystyczna znamiennosc wynikow W
odniesieniu do kontroli przy p<0,05. **oznacza statystyczna
znamiennos¢ wynikow w odniesieniu do wartosci otrzymanych w tescie
z L-NNA przy p<0,05.
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Ryc. 16a. 'Wplyw dozylnej iniekcji L-NNA (2.5 mg/kg) na wielkosé
wyrzutu bialka obserwowany po pierwszej i drugiej godzinie od
momentu podania (czas pomiaru 3 godz). Wydzielanie zachodzi w
warunkgch stymulowanych pokarmem. Do doswiadczenia uzyto 10
szczurow z przewleklymi przetokami trzustkowymi. Pojedyncza kolumna
odpowiada wielkosci wyrzutu biatka w ciagu godziny ( mg/h).

Ryc.16b. Doswiadczenie 1identyczne z przedstawionym na ryc.3a.
Zwierzeta otrzymaty L-Arginine (50 mg/kg i.v.).

Ryc. 16c. Doswiadczenie identyczne z przedstawionym na ryc. 3a.

Zwierzeta otrzymaty L-NNA (2.5 mg/kg i.v.) oraz L-Arginine ( 50
mg/kg i.v.).

Ryc.17. Zmiany wydzielania bialka trzustkowego w czasie
stymulacji ceruleina 0.5 ug/kg/h s.c. spowodowane dozylnym
podaniem: 0.9% NaCl (kontrola), L-NNA (2.5 mgrkg), L-Argininy (50
mg/kg) lub obu substancji rownoczesnie. Kazdy 3-godzinny
eksperyment wykonano na 10 szczurach posiadajacych przewlekle
przetoki trzustkowe. *oznacza statystyczna znamiennos¢ wynikow w
odniesieniu do kontroli przy p<0,05. **oznacza statystyczna

znamiennos¢ wynikow w odniesieniu do wartosci otrzymanych w tescie
z L-NNA przy p<0,05.

Ryc.17a. Zmiany wielkosci sekrecji bialek spowodowane dozylnym
podaniem L-NNA (2.5 mg/kg) obserwowane po pierwszej 1 drugiej
godzinie od podania (czas pomiaru 3 godziny). Wydzielanie
stymulowane ceruleina 0.5 ug/kg/h s.c. Pojedyncza  kolumna
prezentuje wyrzut biatka w ciagu Jjednej godziny (mg/h).
Wykorzystano 10 szczurow z przewleklymi przetokamis trzustkowymi.

Ryc.17b. Warunki jak na ryc 4a. Szczury otrzymaly L-Arginine (50
mg/kg i.v.).

Ryc.17c. Warunki Jjak na ryc.4a. Szczury otrzymaty L-NNA (2.5
mg/kg i.v.) oraz L-Arginine (50 mg/kg i.v.).

Ryc.18. Zmiany wydzielania bialka trzustkowego w czasie
odprowadzania soku trzustkowego na zewnatrz powodowane dozylna
iniekcja: 0.08% NaCl, L-NNA (2.5 mg/kg), L-Argininy (50 mg/kg) lub
obu substancji réwnoczesnie. Kazdy 3-godzinny test wykonano na 10
szczurach z przewleklymi przetokami trzustkowymi. *oznacza
statystyczna znamiennosc¢ wynikow w odniesieniu do kontroli przy
p<0,05. **oznacza statystyczna znamiennos¢ wynikow w odniesieniu do
wartosci otrzymanych w tescie z L-NNA przy p<0, 05.
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Ryc.18a. Wplyw dozylnej iniekcji L-NNA (2.5 mg/kg) na wielkosc
wyrzutu bialka trzustkowego po pierwszej 1 drugiej godzinie od
momentu podania (czas pomiaru 3 godziny). Wydzielanie stymulowane
wyprowadzaniem soku trzustkowego na zewnatrz. W doswiadczeniu
wykorzystano 10 szczuréw z przewleklymi przetokami trzustkowymi.

?azda)kolumna odpowiada wyrzutowi biatka w ciagu Jjednej godziny
mg/h).

Ryc.18b. Warunki doswiadczalne jak na ryc.4a. Szczurom podano
L-Arginine (50 mg/kg i.v.).

Ryc.18c. Warunki doswiadczalne jak na ryc.4a. Zwierzeta otrzymaly
L-NNA i L-Arginine.

Ryc.19. Przeptyw krwi przez trzustke w warunkach wydzielania
podstawowego 1 stymulowanego ceruleina 0.5 wug/kg/h s.c. Zmiany
spowodowane podaniem i.v.: 0.9% NaCl, L-NNA (2.5 mg/kg), L-Argininy
(50 mg/kg) 1lub obu substancji razem. Kazdy 2-godzinny test
przeprowadzono na 2 szczurach znajdujacych sie w narkozie. P<0.05.
*oznacza statystyczna znamiennos¢ wynikéw w odniesieniu do wartosci
otrzymanych w tescie z ceruleina przy ©p<0,05. ¥*oznacza
statystyczna, znamiennos¢ wynikow w odniesieniu do wartosci
otrzymanych w tescie z ceruleina + L-NNA przy p<O0,0S.

Ryc. 20. Waga trzustek u szczurow po: 5-godz infuzji s.c. 0.9%
NaCl (kontrola); 5-godz infuzji s.c. ceruleiny (10 ug/kg/h); S-godz
infuzji s.c. ceruleiny poprzedzonej iniekcja i.v. L-NNA (20 mg/kg),
L-Argininy (100 mgs/kg) lub obu substancji razem; S5-godz infuzji
s.c. 0.9% NaCl poprzedzonej iniekcja 1i.v. L-NNA (20 mg/kg),
L-Argininy (100 mg/kg) lub obu substancji. Kazdy test wykonano na
6-8 szczurach. *oznacza  statystyczna  znamiennos¢ wynikow w
odniesieniu do kontroli przy p<0,05. **oznacza statystyczna
znamiennos$¢ wynikow w odniesieniu do testu z ceruleina przy p<0,05.
*¥x*o7nacza statystyczna, znamienos¢ wynikéw 2z odniesieniu do
wartosci otrzymanych w tescie z L-NNA przy p<0,0S5.

Ryc.21. Zawartosc biatka W trzustkach (mg). Warunki
doswiadczenia Jjak na ryc.20. *oznacza statystyczna znamiennosc
wynikow w odniesieniu do kontroli przy p<0,0S5. **oznacza
statystyczna znamiennos¢ wynikow w odniesieniu do testu z ceruleina
przy p<0,05. **¥oznacza statystyczna znamienos¢ wynikéw z
odniesieniu do wartosci otrzymanych w tescie z L-NNA przy p<O0,0S.

55



Ryc.22. Przeplyw krwi przez trzustke. Warunki Jjak na ryc.20.

*oznacza statystyczna znamiennosé wynikéw w odniesieniu do kontroli
przy p<0,085. **oznacza

statystyczna  znamiennos¢ wynikow W
odniesieniu do testu =z ceruleina przy p<0,05. ***oznacza
statystyczna, znamiennosé¢é wynikéw z odniesieniu do wartosci
otrzymanych w tescie z L-NNA przy p<O0,05.
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TABELA 1

Wydzielanie amylazy [U/h] in vivo w warunkach podstawowych i

stymulowanych (pokarmem, ceruleina-0.5 ug/kg/h, wyprowadzaniem soku

trzustkowego na zewnatrz). Zmiany po podaniu L-NNA (2.5 mg/kg

i.v.), L-argininy (50 mg/kg i.v.) lub ich kombinacji
trzygodzinnych doswiadczen (iniekcji

w trakcie

dokonywano pomiedzy pierwsza a
druga godzina). Kazdy test przeprowadzono na okolo 10 szczurach.

*oznacza statystyczna znamiennos¢ wynikow w odniesieniu do kontroli
przy p<0,05. ¥*¥oznacza statystyczna  znamiennos$é wynikow w

odniesieniu do wartosci otrzymanych w tescie z L-NNA przy p<O0,05.

WYDZIELANIE AMYLAZY [U/h]

podstawowe pokarm ceruleina wyprowadzanie
soku
trzustkowego
kontrola 6028 + 1388 16456 + 4867 14237 + 1230 12960 + 3610
* * *
L-NNA 5112 + 1207 9182 + 1045 7122 + 1208 8644 + 1431
L-Arg 56068 + 1431 17114 + 2167 13561 + 1057 12901 + 1200
L-NNA
+
* ¥ * ¥ * ¥
L-Arg 6088 + 1007 13279 + 1865 11561 + 2060 12065 + 1315




TABELA 2

Oznaczanie aktywnosci amylazy [% calkowitego wyrzutu] uwolnionej z
izolowanych pecherzykéw trzustkowych w warunkach podstawowych i
stymulowanych (CCK-8 : 107 "M, wurecholina : 107°M). Do plynu
inkubacyjnego dodawano L-NNA, L-arginine 1lub ich kombinacje we
wzrastajacych koncentrac jach (10'5-10_3M). Kazdy test
przeprowadzono na 2 szczurach. Statystyczna znamiennosé wynikow

oznaczono W odniesieniu do kontroli przy p<0,05.

WYDZIELANIE AMYLAZY [ % kontroli ]

podstawowe CCK-8 (107'®M)  urecholina (107°M)
kontrola 4.6 + 0.5 12.2 + 1.3 11.7 + 0.6
L-NNA 10™°M 3.7 + 1.0 11.4 + 2.0 12.3 + 1.9
107*M 3.1 + 0.3 12.3 + 1.1 11.3 + 1.4
1073M 2.7 + 0.4 11.8 + 2.0 10.5 + 1.7
L-Arg 107°M 4.6 + 0.4 10.8 + 1.0 10.2 + 0.6
107*M 5.5 + 1.5 8.5 + 1.7 1.2 + 1.7
107°M 4.1 + 0.1 10.8 + 1.0 10.4 + 1.8
L-NNA 107°M
.



TABELA 3

Zmiany histologiczne w postaci obrzeku, nacieku leukocytow i

wakuolizacji komoérek pecherzykowych wywolywane: 5-godz infuzja 0.9%
NaCl s.c.; 5-godz infuzja ceruleiny (10 pg/kg/h) s.c.; 5-godz
infuzja ceruleiny (10 pg/kg/h) s.c. poprzedzona iniekcja L-NNA (20
mg/kg 1.v.), L-argininy (100 mg/kg i.v.) lub ich kombinacji; 5-godz
infuzja 0.8% NaCl s.c. poprzedzona iniekcja L-NNA (20 mg/kg i.v.),
L-argininy (100 mg/kg 1i.v.) 1lub ich kombinacji. Kazdy test
przeprowadzono na 6-8 szczurach. *oznacza statystyczna znamiennoscé
wynikow w odniesieniu do wartosci otrzymanych w tescie z ceruleinag
przy p<0,05. **oznacza  statystyczna  zaniennosé¢  wynikow w

odniesieniu do wartosci otrzymanych w tescie z ceruleina + L-NNA
przy p<0,05.

ZMIANY HISTOLOGICZNE

obrzek naciek wakuolizacja
(0-3) (0-3) (0-3)

kontrola 0 0 0
ceruleina 1.50 + 0.13 1.25 + 0.26 ° 1.30 + 0.18

* * *
ceruleina + L-NNA 2.80 + 0.22 1.75 + 0.14 1.68 + 0.17

* * #*
ceruleina + L-Arg 1.00 + 0.15 0.75 + 0.12 0.60 + 0.10
ceruleina +

* ¥ * ¥ * ¥
L-NNA + L-Arg 2.00 + 0.14 1.14 + 0.12 0.85 £ 0.21
L-NNA 1.18 + 0. 14 0.74 + 0.14 0
L-Arg 0.28 + 0.10 0 6]

L-NNA + L-Arg 0.24 + 0.05 0 0



DYSKUSJA

Efektem zewnatrzwydzielniczej aktywnosci trzustki jest
produkcja i wydzielanie przede wszystkim enzymoéw, niezbednych do
prawidlowego trawienia i wchlaniania skladnikow pokarmowych. Sok
trzustkowy zawierajacy wode i elektrolity wydzielane przez komoérki
srodpecherzykowe i przewodowe oraz enzymy, ktorych zrodiem sa
komorki pecherzykowe wydzielany Jjest nie tylko pod wplywem
pobudzajacych bodzcéw pokarmowych ale takze przy ich braku w
okresie miedzytrawiennym.

W =zaleznosci od miejsca bedacego zrodiem czynnikow
stymulujacych odpowiedzZz sekrecyjna trzustki na pokarm podzielono na
trzy fazy: glowowa, zoltadkowa i Jjelitowa przyjmujac rownoczesnie,
ze Jjest to umowne, gdyz powyzsze fazy wzajemnie na siebie zachodza
lub wystepuja, jednoczesnie [2].

Pokarm dziala stymulujaco na trzustke poprzez szereg
mechanizméw, 2z ktérych kluczowa role przypisuje sie mechanizmom
nerwowym 1 hormonalnym oraz $cislej interakcji pomiedzy nimi.
Regulacja nerwowa wydzielania trzustkowego zwiazana Jest przede
wszystkim ze stymulacja nerwéw blednych, ktéra w fazie glowowej
Jjest pochodzenia osrodkowego natomiast w zoladkowej 1 Jjelitowej
pochodzenia obwodowego. Tres¢ zoladkowa przechodzac do dwunastnicy
powodu je z kolei uwalnianie hormonow Jjelitowych glownie
cholecystokininy, sekretyny 1 neurotensyny, ktore wykazuja silne

dzialanie stymulujace na trzustke [28].
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Zewnatrzwydzielnicza aktywnosc¢ trzustki zalezy nie tylko

od czynnikéw nerwowych i hormonalnych bedacych bezsprzecznie

wiodacymi ale takze od innych mechanizmoéw, ktdérym przypisuje sie

pewne znaczenie w kontroli wydzielania trzustkowego. Przede

wszystkim nalezy nadmieni¢ o roli proteaz trzustkowych, ktoére na
zasadzie ujemnego sprzezenia zwrotnego modyfikuja aktywnosc
trzustki. W ich dzialaniu regulacyjnym posrednicza, w zaleznosci od
gatunku, takie substancje Jjak: cholecystokinina, sekretyna,

neurotensyna [30,32-39]. Ponadto prawdopodobnie roéwniez kwasy
zolciowe spelniaja funkcje sSrodjelitowych modulatorow sekrecji
enzyméw trawiennych poprzez réznorodne mechanizmy =zapobiegajace
przedwczesnej inhibicji popokarmowego wydzielania trzustkowego
[30].

Badania przeprowadzone w ciagu ostatnich lat sugeruja
istnienie réznych neuromodulatoréw wplywajacych na funkcjonowanie
wydzielniczych elementéw trzustki. Przypuszcza sie, ze Jednym z
takich czynnikéw jest tlenek azotu. Wykorzystujac substrat syntazy
tlenku azotu Jjakim Jest polpodstawowy aminokwas L-arginina oraz
selektywny bloker NOS L-NNA, przeprowadzilam szereg doswiadczen
majacych na celu okreslenie roli NO w regulacji sekrecji trzustki.
Rezultaty sugeruja, ze NO modyfikuje wydzielanie trzustkowe ale
tylko w warunkach in vivo, gdyz w eksperymentach in vitro
przeprowadzonych na izolowanych pecherzykach nie zaobserwowano

zadnego efektu jego dzialania.
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W badaniach przeprowadzonych na zwierzetach z przewleklymi
przetokami trzustkowymi stwierdzono, Ze hamowanie syntazy NO przez
L-NNA wywiera niewielki wplyw na podstawowa sekrecje. Rownoczesne
podanie L-argininy odwraca niemal catkowicie dzialanie L-NNA
przywracajac wielkos¢ wyrzutu bialka i

amylazy do wartosci

kontrolnych.

Zastosowanie L-NNA u szczurdw, u ktérych sekrecja byla
stymulowana pokarmem, ceruleina, lub wyprowadzaniem soku
trzustkowego na zewnatrz spowodowalo znacznego stopnia zmniejszenie
wartosci badanych parametrow okreslajacych aktywnos¢ trzustki.
Wyrzut protein, ktoéry ulegl! prawie dwukrotnemu zwiekszeniu w wyniku
dziatania bodzcow pokarmowych zmniejszyl! sie o okolo B60% po
zablokowaniu enzymu syntezujacego tlenek azotu. Takie zmiany
dotyczyly takze wydzielania amylazy. Sekrecja bialek 1 amylazy
stymulowana wyprowadzaniem soku na zewnatrz roéwniez ulegla
zahamowaniu w B80% pod wptywem L-NNA, a wydzielanje poceruleinowe
spadlo o okolo 37%. W powyzszych grupach hamujacy efekt L-NNA na
wielkos¢ wyrzutu bialek i amylazy trzustkowej ulegl czesciowemu lub
prawie calkowitemu odwroéceniu przy rownoczesnym podaniu z L-NNA
substratu dla produkcji NO, czyli aminokwasu L-argininy. Dozylne
stosowanie samej L-argininy nie modyfikowalo w sposob znamienny
wielkoscli sekrecji trzustkowej w warunkach podstawowych i
stymulowanych u zwierzat z przewleklymi przetokami trzustkowymi.

Podobne obserwacje pochodza z badan Molero i Malagelady,

ktérzy po podaniu szczurom Z przetokami trzustkowymi L-NAME
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otrzymali redukcje wyrzutu amylazy w warunkach podstawowych i

stymulowanych ceruleina. Efekt ten ulegl czesciowemu odwréceniu po
podaniu L-argininy [105]. Konturek i wsp. stwierdzili, ze u psoéwvw

popokarmowy 1 hormonalnie pobudzany wzrost sekrecji trzutkowej

ulega takze znacznemu oslabieniu po =zablokowaniu przez L-NNA

produkcji endogennego NO [106].

Mechanizm dziatania NO, wuwolnionego z L-argininy, na
zewnatrzwydzielnicza  funkcje trzustki nie Jjest wyjasniony.
Trzustkowa odpowiedz na odprowadzanie soku czy karmienie u
szczurow, przynajmniej w czescl zachodzi przy udziale hormonow
Jjelitowych, szczegdélnie cholecystokininy. W zwiazku z tym efekt
supresji syntazy NO przez L-NNA moéglby byc zwiazany ze zmiana
uwalniania tych hormonéw, tym bardziej ze W doswiadczeniach
przeprowadzonych na psach popokarmowy wzrost stezenia gastryny i
CCK w osoczu ulegl znacznej redukcji pod wpiywem L-NNA [106]. Taka
mozliwos¢ zostala wzieta pod uwage przy poréynywaniu efektu
dzialania L-NNA na wydzielanie pobudzane endogenna cholecystokinina
uwalniana pod wplywem pokarmu czy odprowadzania soku trzustkowego z
efektem dzialania L-NNA na wydzielanie pobudzane ceruleina. W obu
przypadkach hamowanie syntezy NO spowodowalo podobna redukeje
sekrecji, ktora wracala catkowicie 1lub czesciowo do wartosci
wy jsciowych wylacznie po zastosowaniu L-argininy. Wynika z tego, ze
spadek sekrecji bialka przez komorki pecherzykowe nie Jjest
powiazany wylacznie z hamowaniem wydzielania hormonow Jjelitowych.

Pobudzanie zewnatrzwydzielniczych elementow  trzustki
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przez pokarm zwiazane Jjest nie tylko z mechanizmami hormonalnymi,

ale takze nerwowymi. W zwiazku =z tym hamowanie popokarmowego

wydzielania biatka trzustkowego przez L-NNA moze sugerowac, ze

endogenny NO posredniczy w aktywacji komoérek sekrecyjnych przez

nerwy bledne. W badaniach, w ktoérych podawano psom L-NNA otrzymano

redukcje wyrzutu enzymow trzustkowych w warunkach stymulacji

popokarmowej oraz rzekomego karmienia, gdzie aktywnos¢ nerwow

blednych Jjest dominujacym mechanizmem regulujacym wydzielanie

trzustkowe [1086].

Holst badajac role NO w egzokrynnej sekrecji trzustki
pobudzal elektrycznie nerwy bledne w izolowanych, perfundowanych
trzustkach sSwin. Odpowiedz trzustki na pobudzenie nerwowe oraz
infuzje VIP ulegla =zahamowaniu po zastosowaniu L-NAME. Zarowno
L-arginina Jjak nitroprusydek sodowy, egzogenny donor NO, znosily
hamujace dzialtanie L-NAME [107].

W doswiadczeniach z wuzyciem inhibitora syntazy NO i
L-argininy przeprowadzonych na izolowanych pecherzykach
trzustkowych wykazano, ze ani pod wplywem L-NNA, ani tez
L-argininy, nie ulega zmianie sekrecja amylazy w warunkach
podstawowych, lub stymulowanych CCK-8 czy urecholina. W zwiazku 2z
tym moza sadzi¢, ze NO obecny w tkance trzustkowej nie pochodzi =z
komorek sekrecyjnych, oraz ze spadek wydzielania powstajacy po
zablokowaniu syntazy NO zalezy nie tyle od bezposredniego wplywu
produktu tej syntazy na trzustke, ale od efektu posredniego

obserwowanego wylacznie in vivo. Prawdopodobnie endogenny tlenek
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azotu kontroluje podstawowa i stymulowana, zewnatrzwydzielnicza

aktywnos¢ trzustki poprzez modyfikowanie wielkosci trzustkowego
przeptywu krwi.

Przeplyw krwi traktowany jest jako bardzo istotny czynnik
regulujacy wydzielanie trzustkowe [108]. Poprzednie badania
zwiazane z zastosowaniem ADH [108], leukotrienu C4 [64], PYY [65]
wykazaly, ze zmniejszeniu przeplywu krwi przez naczynia trzustkowe
towarzyszy! spadek wydzielania trzustkowego. Podajac bloker NOS
otrzymalam nie tylko spadek wyrzutu bialka w eksperymentach in vivo
ale takze znaczna redukcje przeplywu wynoszaca przy wydzielaniu
podstawowym okolo 30% a przy stymulowanym ceruleina okolo 55%.
Ponadto hamujace dzialtanie L-NNA ulegalo odwréceniu po L-argininie.
Podobnie Molero i Malagelada zaobserwowali, ze L-NAME nie tylko
zmnie jsza wyrzut amylazy ale 1 podnosi systemowe cisnienie tetnicze
{1068]. W badaniach przeprowadzonych w Instytucie Fizjologii psom
podawano L-NNA uzyskujac niewielkiego stopnia zmiane przepiywu
krwi, gdy rownoczesnie stosowano egzogenny donor NO nitrogliceryne.
Natomiast uzycie wylacznie blokera =znaczaco redukowalo calkowity
przeptyw krwi przez trzustke [109,110]. Spadek trzustkowego
krazenia by! wiekszy w warunkach pobudzenia sekrecyjnego niz w
warunkach spoczynkowych co sugeruje, ze NO zwiazany Jjest gitownie z
przekrwieniem czynnosciowym wynikajacym z lokalnego metabolicznego
zapotrzebowania.

W zwiazku z tym, ze inhibitor syntazy NO nie posiada

wlasnych specyficznych naczynio-kurczacych zdolnosci (111)

62



zmnlejszenie wielkosci krazenia trzustkowego wynika raczej =z

zahamowania biosyntezy endogennego czynnika rozszerszajacego

naczynia. Jest to zgodne z obserwacja, ze L-arginina uwazana za

substrat konieczny do syntezy tlenku azotu w komérkach srodblonka

zapobiega calkowicie hamujacemu efektowi dzialania L-NNA na

krazenia trzustkowe.

Podobnie Jjak kontrola egzokrynnej czynnosci trzustki nie
do konca pozostaje wyjasniona patogeneza ostrego zapalenia
trzustki. Mechanizm powstawania zmian patologicznych zwiazany jest
z zalamaniem sie naturalnych barier zapobiegajacych srédtrzustkowej
aktywacji enzymow trawiennych. W warunkach doswiadczalnych obraz
zmian histologicznych zalezy od modelu wywolywania stanu zapalnego.
W przypadku hiperstymulacji wysokimi dawkami ceruleiny (10 pg/kg/h)
mozna. obserwowa¢ rozwéj srodmiazszowego obrzeku z odczynem zapalnym
oraz postepujaca wakuolizacja komoérek pecherzykowych. <Z reguly
zapalenie trzustki wywolywane ceruleina nie prowadzi do smierci
zwierzat, a po uplywie 2-3 dni obserwowane sa postepujace procesy
regeneracyjne [2,40,41].

Wykorzystujac model hiperstymulacji hormonalnej prze-
prowadzilam badania majace na celu stwierdzenie czy synteza NO
posiada wplyw na przebieg procesu chorobowego. Pieciogodzinna
infuzja ceruleiny w dawce 10 pg/kg/h powodowala wzrost masy
trzustki i zawartosci w niej bialka. Ponadto wystapily zmiany
histologiczne oceniane na podstawie stopnia obrzeku, infiltracji

neutrofilow i liczby komorek, ktore ulegty wakuolizacji. Podanie
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inhibitora syntazy NO, L-NNA w dawce 20 mgr/kg i.v. na poczatku

infuzji ceruleiny spowodowalo dalszy wzrost masy trzustki i

zawartosci protein, jak réwniez nasilenie zmian histologicznych.

Wskazuje to na poglebienie uszkodzen po zahamowaniu syntazy tlenku
azotu. Rownoczesne podanie L-argininy w dawce 100 mg/kg w znacznym
stopniu zmniejszylo niekorzystny efekt ©blokera w =zakresie
wszystkich badanych parametrow, Jjak roéwniez zmniejszylo zmiany
powstale pod wplywem samej hiperstymulacji hormonalnej. Ponadto
okazalo sie, 2ze iniekcja tylko L-NNA (20 mg/kg) powoduje
wystapienie uszkodzen podobnych, Jak przy wysokich dawkach
ceruleiny, a wiec wzrost masy trzustki, zawartosci bialka oraz
obrzek i infiltracje leukocytow. Badane parametry znacznie
odbiegaly od wartosci kontrolnych nie osiagajac Jjednak poziomu
zmian poceruleinowych (nie wystepuje wakuolizacja komoérek). Wynika
z tego, ze wysokie dawki L-NNA moga indukowa¢ uszkodzenia
nasladujace obrzekowe zapalenie trzustki wywolywane  supra-
maksymalnymi dawkami ceruleiny. Zmianom tym mozna zapobiec podajac
w tym samym czasie co L-NNA L-arginine

Zmiany morfologiczne i histologiczne korelowaly ze
zmianami przeptywu krwi przez trzustke. Ceruleina spowodowala ponad
50% spadek przeplywu, ktory ulegl dalszemu obnizeniu po L-NNA.
Przeplyw powracal do wartosci wyjsciowych po L-argininie. Rezultaty
badan sugeruja, ze NO poprzez kontrole wielkosci przeplywu krwi
przez naczynia trzustkowe ingeruje w przebieg procesu zapalnego

rozwi jajacego sie w obrebie narzadu. Molero i Malagelada [105]

64



podajac L-NAME otrzymali pogorszenie przebiegu zapalenia trzustki

Wwywolywanego ceruleins u Szczurow, co miedzy innymi wyrazalo sie
wzrostem poziomu amylazy w osoczu z 25.6 U/ml do wartosci 46 U/ml.
Nitroprusydek sodowy, nitrogliceryna redukowalty podwyzszony poziom
amylazy oraz zmniejszaly spadek przeptywu krwi wywolywany supresja
NO. Z powyzszych badan wynika, ze synteza NO moze byc¢ traktowana

nie tylko Jjako kolejne ogniwo kontroli zewnatrzwydzielniczej

funkcji trzustki ale takze jako proces zmniejszajacy skutki
dzialania czynnikow wywolujacych zmiany zapalne w obrebie trzustki.
Przy czym NO dziala poprzez regulacje wielkosci przeptywu krwi
przez naczynia trzustkowe.

Wyniki badan przeprowadzonych przez Closa i wsp. [112]
sugeruja, ze zmiany syntezy prostanoidéw we wczesnych etapach
martwiczo-krwotocznego ostrego =zapalenia trzustki wywotlywanego
doprzewodowa, infuzja 5% taurocholanu sodowego moga byc przynajmniej
w czesci wynikiem wzrostu produkcji NO. Zw;ekszona synteza
eikozanoidow obok zwiekszonej 1ilosci wolnych rodnikow tlenowych
traktowana Jest Jako prawdopodobna przyczyna poglebiania
poczatkowych uszkodzen indukowanych solami zolciowymi. Podanie
blokera syntazy NO L-NAME przed infuzja taurocholanu sodowego
zmnie jszalo poziom 6-keto-PGF1 (metabolitu prostacyklin) oraz TXB2
(metabolitu tromboksanu A2) w tkance trzustkowej. Close twierdzi,
ze wynika to =z faktu obecnosci syntazy konstytutywnej NO w
komérkach srodblonka naczyniowego i ptytkach gdzie odbywa sie takze

produkcja prostanoidow. Wskutek tego wydaje sie, ze generowanie
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eikozanoidéw srédblonkowych i plytkowych zachodzi za posrednictwem

mechanizmu zalezZnego od NO. Jednakze mozliwe jest takze, z2e =za

wzrost syntezy prostanoidow W ostrym =zapaleniu trzustki

odpowiedzialne sa inne mechanizmy np. zwiekszenie srodkomérkowego

poziomu Jjondw wapnia czy powstawanie wolnych rodnikéw tlenowych.
Ponadto Matheis i wsp. [113,114] zaobserwowali, stosujac L-NAME w

prewencji uszkodzen sercowych, ze supresja syntazy NO moze

prowadzi¢ do rozwoju wybroczyn w obrebie trzustki a nawet

martwiczo-krwotocznego zapalenia trzustki co koreluje z wynikami

moich badan. Z kolei Foitzik i wsp. [115] twierdzi, =ze
niedokrwienie trzustki Jjest w stanie doprowadzi¢ do catlkowite]
destrukeji komérek trzustkowych dziatajac niezaleznie od
srodkomorkowe j aktywacji proteaz.

Jedna, z przyczyn spadku przeplywu krwi w czasie zapalenia
trzustki wywolywanego ceruleina, Jjak wykazalam, byla blokada
syntezowania NO. Prowadzilo to prawdopodobnie do niedokrwienia
tkanek, konsekwencja czego byl spadek sekrecyJjnej aktywnosci
komoérek pecherzykowych 1 spadek liczby komorek o prawidlowej
strukturze i funkcjach.

Powyzsze wyniki wskazuja, ze obok w miare dobrze
udokumentowanych poprzednio nerwowych i hormonalnych mechanizmow
regulujacych zewnatrzwydzielnicza aktywnoscé trzustki prawdopodobnie
takze tlenek azotu moze by¢ uwazany za kolejny czynnik zwiazany z

ta regulacja. Wyniki moich badan dowodza, ze glownym mechanizmem za

posrednictwem ktoérego NO realizuje sie w kontroli funkcji trzuski
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Jest przeplyw krwi przez naczynia trzustkowe. Podobnie W
patogenezie ostrego zapalenia trzustki zmiany w obrebie krazenia

trzustkowego zalezne od NO modyfikuja rozwoéj zmian patologicznych.
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WNIOSKI

1. Inhibitor syntazy tlenku azotu - L-NNA, podany szczurom

posiadajacym przewlekle przetoki trzustkowe, spowodowal niewielki

spadek wyrzutu bialtka i amylazy w warunkach podstawowych, natomiast
znacznie hamowal wydzielanie trzustki pobudzane pokarmem, ceruleina

czy wyprowadzaniem soku trzustkowego na zewnatrz.

2. Hamujacy efekt dzialania L-NNA ulegl prawie calkowitemu

odwroceniu we wszystkich wykonanych testach przy rownoczesnym

podaniu L-argininy.

3. Substrat NO L-arginina nie spowodowala zmian w wydzielaniu
trzustkowym w warunkach podstawowych i stymulowanych podczas badan

in vivo.

4. L-NNA, L-arginina lub kombinacja obu substancji nie wywarly
zadnego wplywu na spontaniczne uwalnianie amylazy przez izolowane
pecherzyki trzustkowe, zaréwno podczas sekrecji podstawowej Jjak i

stymulowanej.

5. L-NNA powodowal redukcje przeplywu Kkrwi przez trzustke przy czym
jego dzialanie uleglo odwréceniu przy rownoczesnym podaniu

L-argininy.
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6. Uszkodzenia w obrebie trzustki rozwijajace sie w wyniku

hiperstymulacji ceruleinowej ulegly nasileniu pod wptywem L-NNA.

7. L-arginina nie tylko zmniejszyla zmiany poceruleinowe, ale takze

zredukowala uszkodzenia wywolane infuzja ceruleiny polaczonej z

podaniem L-NNA.

8. Samo L-NNA stosowane w duzej dawce powodowalo rozwéj zmian w

obrebie trzustki, ktére nasladowaly uszkodzenia wywolywane
ceruleina, przy czym stopien ich nasilenia byl mniejszy. L-arginina

podana razem z L-NNA zapobiegla jego uszkadzajacemu dzialaniu.

9. Przeplyw krwi przez trzustke zredukowany po pieciogodzinnej
infuzji ceruleiny wykazywal dalsza tendencje spadkowa gdy dodatkowo
zastosowano L-NNA. Podanie L-argininy nie tylko zapobieglo temu

efektowi ale takze podnioslo przeplyw poceruleinowy.
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STRESZCZENTIE

Produkcja oraz wydzielanie enzymow trawiennych i
elektrolitow bedacych podstawowymi skladnikami soku trzustkowego
pozostaje pod kontrola wielu roéznych mechanizmoéw neurohormonalnych.
Aktywnos¢ nerwéw blednych jest Jjednym =z wiodacych czynnikow
decydujacych o wielkosci sekrecji trzustkowej. W zaleznosci od
rodzaju dzialajacych bodzcow, stymulacja nerwow blednych moze byc
pochodzenia osrodkowego, co ma miejsce w fazie glowowej sekrecji
trzustkowej lub moze by¢ wynikiem odruchow wago-wagalnych w fazie
zoladkowej 1 Jjelitowej. Produkty degradacji pokarméw powoduja
uwalnianie hormonow Jjelitowych bedacych obok czynnikéw nerwowych
niezwykle istotnymi regulatorami zewnatrzwydzielniczej aktywnosci
trzustki. Produkcja oraz wydzielanie enzymow zwiazane sa przede
wszystkim z cholecystokinina, natomiast sekretyna stymuluje giownie
sekrecje elektrolitéw. Pomiedzy czynnikami nerwowymi i hormonalnymi
istnieje scisla interakcja umozliwiajaca prawidlowe funkcjonowanie
elementow wydzielniczych trzustki.

Sok trzustkowy zawiera bogaty zestaw enzymow trawiacych
zarowno ttuszcze Jjak 1 biatka oraz weglowodany. Sposrod nich
proteazy spelniaja takze funkcje regulacyjne w stosunku do
wydzielania trzustkowego, przy czym W mechanizmie tego zjawiska

wydaja sie uczestniczyc¢ substanc je hormonalne.
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W zwiazku z tym, ze enzymy trzustkowe cechuja sie duza

aktywnoscia trawienna, istnieje szereg barier zabezpieczajacych

narzad przed autodestrukcja. Jedna 2z nich stanowi zjawisko

oddzielnego syntezowania, magazynowania oraz wydzielania enzymow w
postaci nieaktywnych prekursoréw, ktére przechodza w formy czynne

dopiero w swietle jelit. Prekursory magazynowane Jjako ziarnistosci

zymogenne rozdzielone s3, wewnatrz komorek przez biony
lipoproteinowe. Sok trzustkowy Jjak i sama trzustka zawieraja
inhibitor polipeptydowy tworzacy z trypsyna nieczynny kompleks co
zapobiega wewnatrznarzadowe j aktywacji enzymow trawiennych.
Naruszenie ktoérejkolwiek z Dbarier ochronnych 1lub niedobor
inhibitora prowadzi do uruchomienia $rodtrzustkowej kaskady
uaktywniania enzyméw proteolitycznych i nastepczego rozwoju zmian
patologicznych.

Wykazano, ze rozwdj procesu chorobowego scisle koreluje z
wielkoscia przeptywu krwi przez trzustke. Poza tym przeptyw krwi
Jjest istotnym czynnikiem regulujacym aktywnosc¢ sekrecyjna trzustki
w warunkach fizjologicznych.

Celem mojej pracy bylo wykazanie Jjaka role odgrywa tlenek
azotu (NO), produkowany miedzy innymi przez komorki srodblonka
naczyniowego, W regulacji sekrecji i przeptywu krwi przez trzustke
oraz w rozwoju zmian zapalnych. Stosujac bloker syntazy NO
stwierdzono u zwierzat z chronicznymi przetokami trzustkowymi
znaczny spadek W wydzielaniu bialka i amylazy przez Kkomorki

pecherzykowe trzustki. Szczegolnie silnie bylo to wyrazone podczas
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wydzielania stymulowanego pokarmen, ceruleina czy odprowadzanien

soku trzustkowego na zewnatrz. Hamujace dzialanie L-NNA ulegalo

czesciowemu lub calkowitemu odwréceniu przy rownoczesnym podaniu

L-argininy substratu dla NOS. Sama L-arginina nie wplywala w

istotny sposéb na wielkosé stymulowanej 1 podstawowej sekrecji
trzustkowej. W przeciwienstwie do zmian w wydzielaniu trzustkowym
in vivo podajac L-NNA, L-arginine lub obie substancje razem do
srodowiska inkubacyjnego izolowanych pecherzykéw trzustkowych nie
zaobserwowano istotnych zmian w uwalnianiu amylazy w warunkach
podstawowych i stymulowanych.

Kolejnym etapem badan bylo okreslenie wudzialu NO w
patogenezie ostrego zapalenia trzustki. Eksperymenty przeprowadzono
z uzyciem modelu wywotywania zapalenia trzustki wysokimi dawkami
ceruleiny. Podawanie L-NNA na poczatku infuzji ceruleiny znacznie
poglebilo uszkodzenia tkanki trzustkowej. Zwiekszyl sie ciezar
trzustki oraz zawartos¢ w niej bialka, a w badaniu histologicznym
zaobserwowano znacznie rozleglejszy obrzek, naciek zapalny, wieksza
liczba komoérek ulegla wakuolizacji w pordéwnaniu z grupa, ktora
otrzymala tylko infuzje ceruleiny. L-arginina zastosowana na
poczatku eksperymentu nie tylko zmniejszyla nasilenie zmian
poceruleinowych ale takze uszkodzen rozwijajacych sie po ceruleinie
i L-NNA. Zaobserwowano rowniez, ze L-NNA podany w wysokiej dawce
prowadzi sam do rozwoju zmian patologicznych podobnie Jjak po
hiperstymulacji hormonalnej przy czym ich rozleglosc¢ Jjest znacznie

mnie jsza. Jednoczesne podanie L-argininy jest w stanie zapobiec
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temu procesowi.

W badaniach nad przeplywem krwi przez trzustke

stwierdzono, ze nastepuje Jego spadek po L-NNA w warunkach

wydzielania podstawowego i stymulowanego oraz, ze mozna temu

zapobiec podajac L-arginine. Ponadto okazalo sie, ze patologiczna
dawka ceruleiny redukuje przeptyw krwi przez trzustke. Spadek
wielkosci przeplywu Jjest wiekszy gdy =zostanie dodatkowo podany
L-NNA. L-arginina zapobiega powyzszym efektom.

Na podstawie otrzymanych wynikow mozna stwierdzic¢, ze w
wrunkach fizjologicznych NO wplywa na sekrecje trzustkowa na drodze
posredniej prawdopodobnie poprzez zmiany przepiywu krwi przez
trzustke. Dowodem na to Jjest fakt, ze przy redukcji przeplywu
nastepuje rownolegle spadek wielkosci wydzielania trzustkowego ale
tylko podczas badan in vivo.

Podobnie NO wplywa na przebieg procesu =zapalnego
rozwi jajacego sie w trzustce za posrednictwem zmian w krazeniu
trzustkowym. Zahamowanie syntezy NO-czynnika rozkurczajacego
miesnie gtadkie naczyn prowadzi do poglebienia procesu chorobowego.
Wynika z tego, ze tlenek azotu zaliczany do nowej klasy mediatorow
biologicznych dziatajac poprzez regulacje przeplywu krwi moze byc
traktowany Jjako czynnik wplywajacy na zewnatrzwydzielnicza
aktywnos¢ trzustki, Jjak rowniez Jjako czynnik zwiazany z patogeneza

ostrego zapalenia trzustki.
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