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Effect of excretory-secretory products of Fasciola hepatica on the functioning of rat hepatocytes
Summary

Fasciolosis, caused by Fasciola hepatica is a hepatic parasitic infection that affects numerous mammal
species — mainly ruminants, and is still a major veterinary problem in Poland causing huge economic losses
in the cattle industry. The economic significance of fasciolosis is mainly due to direct losses caused by decrease
in weight gain, milking capacity and the confiscation of altered livers in slaughterhouse. The molecular mecha-
nisms of host-parasite interactions are still little known.

The aim of the study was to investigate changes in the metabolic activity of freshly isolated rat hepatocytes
exposed to excretory-secretor products (ESP) of Fasciola hepatica. The metabolic activity of isolated hepato-
cytes was determined with MTT and enzyme leakage tests. Hepatocytes were incubated with 0-1 mg/ml ES
proteins from 2 to 72 hours. It was found that both the concentration and longevity of ESP action may hamper
the metabolic activity of hepatocytes. Decrease in the metabolic activity of the cells correlated with an increase
in enzyme leakage (ALT, ASPAT and LDH). Moreover, it was found that the level of albumin in the medium
gradually decreased after 24 hrs of incubation with EPS, which may have resulted from an alternation of
protein synthesis in the cells treated with the liver fluke metabolites.

In conclusion, the results of the study indicate that ESP of Fasciola hepatica plays an important role in

damaging liver cells of the host during invasions.
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Fascjoloza, czyli choroba wywotana przez nalezaca
do przywr motylice watrobowa Fasciola hepatica sta-
nowi powazny problem epizotiologiczny i ekonomicz-
ny w hodowli przezuwaczy w Polsce i na §wiecie. Stra-
ty ekonomiczne w stadzie zarazonym F. hepatica sa
znaczne 1 wynikaja przede wszystkim ze zmniejszonych
przyrostow masy ciata (20), spadku mleczno$ci oraz
koniecznosci konfiskaty watrob w rzezni (17). Najwigk-
sze zniszczenia watroby w czasie inwazji F. hepatica,
powstaja na skutek mechanicznych uszkodzen, bgda-
cych wynikiem otar¢ kolczastego tegumentu oraz przy-
ssawek przemieszczajacych si¢ przywr oraz wystepo-
wania komorkowej reakcji zapalnej rozwijajacej sig
w organizmie zywiciela (8). Przypuszcza sig, ze takze
chemiczne substancje wydzielane lub aktywowane
przez przemieszczajace si¢ przywry w znacznym stop-
niu przyczyniaja si¢ do uszkadzania watroby zywiciela
ostatecznego. Jednakze doktadne mechanizmy uszko-
dzen tkanki watrobowej zywiciela ostatecznego przez
motylice watrobowa nadal sa mato poznane, a wigk-
szo$¢ wiedzy na ten temat bazuje na histopatologii

* Praca wykonana w ramach projektu badawczego nr 3PO6K 01724 finan-
sowanego przez KBN.

przywr in situ i analizie produktow ekskrecyjno-sekre-
cyjnych (ESP).

Migdzy gryzoniami — laboratoryjnymi zywicielami
motylicy watrobowej — wystepuja podobne réznice jak
migdzy przezuwaczami. Szczury, podobnie jak bydlo,
nabywaja odpornosci na powtorng inwazj¢ (14). Po-
niewaz choroba motylicza u bydfa, z racji rozpowszech-
nienia hodowli, jest w Polsce powazniejszym proble-
mem niz u innych zwierzat, logiczne i1 uzasadnione
wydawato si¢ wybranie szczura jako modelu laborato-
ryjnego do badania interakcji biatka pasozytnicze —
hepatocyt zywiciela. Na szczurach prowadzono wiele
badan nad przebiegiem inwazji Fasciola hepatica w r6z-
nych osrodkach naukowych, ale gléwnie w aspekcie
immunologicznym (3, 19, 24). Poznanie mechanizmow
uszkodzen watroby, a tym samym czynnikow, ktore je
indukuja, pomocne byloby w znalezieniu skutecznego
sposobu unieszkodliwiania pasozyta, zapobiegania nisz-
czenia tkanek zywiciela, co w konsekwencji prowadzi-
toby do ograniczania strat ekonomicznych w hodow-
lach zwierzat gospodarskich.

Celem badan byto okreslenie wptywu sekrecji i eks-
krecji F. hepatica (ESP) na funkcjonowanie komoérek
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watroby szczura poprzez oceng przezywalnosci hepa-
tocytow eksponowanych na rézne stgzenia tych biatek
(przy roznych czasach inkubacji z biatkami pasozytni-
czymi), oznaczenie aktywnos$ci enzymow indykatoro-
wych watroby i okreslenie poziomu albuminy (biatka
syntetyzowanego przez hepatocyty) po ekspozycji na
biatko pasozytnicze.

Material i metody

Uzyskiwanie bialek ES F hepatica. Produkty ES otrzy-
mywano podczas inkubacji dorostych, zywych przywr w 0,9%
NaCl lub w PBS pH 7,4 z dodatkiem 300 j.m. penicyliny
1100 pg streptomycyny w temp. 37°C przez 4-6 godzin. Uzys-
kany materiat zageszczano, uzywajac woreczkoéw dializacyj-
nych. Stezenia produktow ES okre§lano metoda Lowry’ego.

Zwierzeta. Do do$wiadczenia uzyto 20 sztuk szczuréw
szczepu Wistar o masie 250-300 g. Dwa tygodnie przed roz-
poczeciem eksperymentu, zwierzgta przechodzity okres kwa-
rantanny. Przez caly okres kwarantanny oraz bezposrednio
przed dniem eksperymentu zwierzgta mialy staly dostgp do
paszy (pasza LSK) oraz wody.

W celu otrzymania watroby, z ktérej izolowano hepatocy-
ty wykonywano na szczurach zabiegi chirurgiczne w petnej
narkozie. Procedura izolowania watroby i hepatocytow
zostata przeprowadzana wedlug zalecanego przez ECVAM
protokotu INVITTOX (protokot No. 20, 1999). Swiezo izo-
lowane hepatocyty hodowano w medium Williamsa z dodat-
kiem bydlgcej surowicy ptodowej, antybiotykow w sterylnych
warunkach w temperaturze 37°C, 100% wilgotnosci i 5% ste-
zeniu CO,. Przed doswiadczeniem okreslano zywotno$¢ wy-
izolowanych hepatocytow przy zastosowaniu bigkitu trypanu
(TB). Do badan wykorzystywano hepatocyty o zywotno$ci
powyzej 75%.

Ocena przezywalno$ci hepatocytow eksponowanych na
rézne stezenia ESP testem MTT. Przezywalno$¢ hepatocy-
tow inkubowanych w medium zawierajacej rozne stezenia
badanych antygenéw i przy zmiennym czasie ekspozycji na
antygen okreslano standardowym testem MTT. Wyizolowa-
ne hepatocyty nanoszono na plytki 96-dotkowe w koncowym
stezeniu 50 tys. komorek/dotek i umieszczano w inkubatorze
w 37°C, 5% CO, i 100% wilgotnosci powietrza. W celu ad-
hezji komorek do podtoza dotkéw pozostawiano komorki
w tych warunkach przez okres okoto 12 godzin. Po stwier-
dzeniu, ze komorki przykleity si¢ do podtoza dodawano do
kazdego dotka wczesniej przygotowane w medium antygeny
F hepatica. Zakres stosowanych stgzen ESP to: 0-1 mg/ml.
Hepatocyty inkubowano z okreslonymi st¢zeniami bialek
F hepatica przez okres 2, 6, 12, 24, 48 i 72 godzin. Procent
komorek przezywajacych okreslano na podstawie stosunku
absorbancji dla komorek traktowanych ESP do absorbancji
proby kontrolnej, dla ktorej przezywalnos¢ przyjgto za 100%
(komorki nie traktowane ESP).

Ocena systemow enzymatycznych i poziomu albuminy
hepatocytow szczurzych po ekspozycji na ESP Fasciola
hepatica. W celu wykonania testow okreslajacych aktywnosc¢
poszczegoblnych enzymow (aminotransferaza asparaginiano-
wa (AST), aminotransferaza alaninowa (ALT), dehydroge-
naza mleczanowa (LDH)) i poziomu albuminy prowadzono
hodowleg hepatocytow w 6-dotkowych ptytkach w medium
Williamsa (2 x 10° zywych komoérek/dotek). Zastosowano
czasy inkubacji 2-72 godzin i 0,1-1 mg/ml zakres stezen anty-
genow ESP. Aktywnos$¢ enzymow oznaczono w srodowisku
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zewnatrzkomorkowym (medium znad komorek) oraz w za-
wiesinie hepatocytow po rozbiciu komorek ultradzwigkami.
Wyniki do§wiadczenia przedstawiono, podajac aktywnosc
enzymo6w stwierdzona w medium jako procent calkowitej
aktywnos$ci enzymu w zawiesinie komorkowej. Do pomiaru
aktywnos¢ enzymdw i poziomu albuminy uzyto odczynnikdw
firmy Pointe Scientific. Odczynniki i pomiary zostaly wyko-
nane wedtug procedur zalecanych przez producenta.

Obliczenia statystyczne. Wyniki przedstawiono jako war-
tosci Srednie uzyskane w 8-11 niezaleznych doswiadczeniach
+ SD (p < 0,05 w odniesieniu do uktadu kontrolnego). Anali-
zg statystyczng uzyskanych wynikéw przeprowadzono przy
pomocy niesparowanego testu t-Studenta.

Wyniki i omowienie

Wieloletnie badania zawartos$ci materiatu ekskrecyj-
no-sekrecyjnego motylicy watrobowej potwierdzaja, ze
wigkszos¢ substancji wchodzacych w sktad ESP bierze
udzial w interakcji pasozyt—zywiciel (7), jednakze nie
zostata okreslona ich rola w uszkadzaniu watroby zy-
wiciela ostatecznego.

W materiale ES F. hepatica zidentyfikowano wiele
enzymow w tym roznych proteaz, ktore oprocz udziatu
w odzywianiu si¢ pasozyta, moga odgrywac rolg w roz-
puszczaniu tkanek zywiciela, uszkadzaniu tkanki wat-
roby 1 powodowaniu owrzodzen przewodow zotcio-
wych w czasie inwazji (5, 6). W obecnych badaniach
zaobserwowano, ze zarowno stezenie ESP, jak i1 czas
inkubacji z bialkami pasozytniczymi maja istotny wptyw
na przezywalnos¢ hepatocytow. Stosujac standardowy
test MTT stwierdzono, ze hepatocyty traktowane ESP
wykazuja si¢ nizsza aktywno$cia metaboliczna w po-
réwnaniu do komorek nie traktowanych biatkami mo-
tylicy watrobowej. Wraz ze wzrostem st¢zenia produk-
tow ekskrecyjno-sekrecyjnych, jak i wydluzaniem cza-
su inkubacji nast¢puje spadek przezywalnosci hepato-
cytow. Istotne statystycznie zmiany stwierdzono juz po
12-godzinnej inkubacji hepatocytow z ESP F. hepatica
o stezeniu 0,1 mg/ml. Najwyzszy spadek zanotowano
dla najwyzszych stezen ESP po czasie 72 godzin inku-
bacji i wynosil on dla st¢zenia 0,4 mg/ml — 37 + 5,3%,
a dla stezenia 1 mg/ml — 43,9 = 7,1%. Wptyw produk-
tow ekskrecyjno-sekrecyjnych na przezywalnos¢ szczu-
rzych hepatocytow przedstawiono na ryc. 1.

L L L L
2 godz. 6 godz. 12 godz. 24 godz.

48 godz.
Czas inkubaciji z ESP F. hepatica

72 godz.

[Dkontrola M0,05 mg/ml 10,1 mg/ml M0,2 mg/ml W0,4 mg/ml B1 mg/ml |

Rye. 1. Wplyw produktéw ES na przezywalnos$¢ hepatocy-
téw szczurzych
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Ryec. 2. Zmiany poziomu aktywnosci aminotransferazy alani-
nowej w hepatocytach szczurzych traktowanych produkta-
mi ES pochodzacymi od E hepatica

Ryc. 3. Zmiany poziomu aktywnosci aminotransferazy aspa-
raginianowej w hepatocytach szczurzych traktowanych pro-
duktami ES pochodzacymi od F. hepatica
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Ryec. 4. Zmiany poziomu aktywnos$ci dehydrogenazy mlecza-
nowej w medium inkubacyjnym hepatocytach szczurzych
traktowanych produktami ES pochodzacymi od F. hepatica

Spadek przezywalnosci hepatocytow moze by¢ wy-
nikiem powaznych uszkodzen hepatocytow zwigzanych
m.in. z uszkodzeniem ich bton, a co za tym idzie — z wy-
ciekiem enzymow indykatorowych. Oceniajac stopien
integralno$ci bton komérkowych swiezo izolowanych
hepatocytow szczura testem uwalniania aminotransfe-
raz alaninowej i1 asparaginianowej stwierdzono, ze ak-
tywnos$¢ uwalnianych z komoérek enzymow wzrasta
wraz z wydtuzaniem czasu inkubacji z biatkami ESP.
Wzrost aktywnosci aminotransferaz byt istotny statys-
tycznie po 48-godzinnej inkubacji w zakresie wszyst-
kich stgzen EPS 1 wynosit odpowiednio 16-23,5% dla
ALT 1 13-17% dla ASPAT, w stosunku do catkowitej
wartos$ci aktywnosci tych enzymow stwierdzonej w za-
wiesinie komorek. Najwyzsza aktywnos$¢ — 35 + 7,5%
dla ALT (ryc. 2) 133 + 8,5% dla ASPAT (ryc. 3) odno-
towano przy zastosowaniu najwyzszego st¢zenia ESP
— 1 mg/ml po czasie 72 godzin. Podobnie test uwalnia-
nia dehydrogenazy mlecznowej pokazal, ze zastosowa-
nie wyzszego stezenia i wydtuzanie czasu inkubacji
sprzyja uszkodzeniu bton hepatocytow. Wyptyw LDH
z hepatocytow traktowanych produktami ekskrecyjno-
-sekrecyjnymi uzyskat nizsze wartosci w porownaniu
w ww. testami. Przy najwyzszym st¢zeniu ESP —
1 mg/ml i 72-godzinnej inkubacji aktywnos¢ LDH uwol-

Ryec. 5. Wplyw produktéw ES F hepatica na poziom albumi-
ny hepatocytow szczurzych

nionej z komoérek do medium inkubacyjnego wynosita
23,8 +£6,4% (ryc. 4). Badania in vivo prowadzone m.in.
przez Jemliego i wsp. (15) oraz przez Ferre 1 wsp. (13)
potwierdzaja, ze na skutek zniszczen tkanki watroby
podczas inwazji u r6znych gatunkow zwierzat, do krwi
zostaja uwolnione enzymy watrobowe. Dzigki badaniu
ich aktywnosci we krwi mozemy wnioskowa¢ o eta-
pach inwazji Fasciola hepatica. Enzymami, ktérych
aktywno$¢ najczesciej oznacza si¢ W 0sOCzu sg m.in.:
dehydrogenaza glutaminianowa i aminotransferaza ala-
ninowa, ich aktywno$¢ wzrasta w poczatkowej fazie
inwazji, a szczyt osiaga przy koncu stadium miazszo-
wego (12, 13, 15). W stadium z6tciowym choroby przy
braku zniszczeh miazszu, poziom enzymow spada, ale
pozostaje wyzszy niz w przypadku nie zarazonej kon-
troli.

Praca Kotodziejczyka i wsp. (16) pokazata, ze zmia-
nom w zdolnosciach antyoksydacyjnych watroby szczu-
row zarazonych F. hepatica oraz zmianom w struktu-
rze fosfolipidow bton komoérkowych hepatocytoéw to-
warzyszyla wzrastajaca aktywnos$¢ aminotransferazy
asparaginianowej i alaninowej, co potwierdzato znisz-
czenie komorek watroby. Uszkodzenia watroby, ktore
wystapity w czasie inwazji motylicy watrobowej u koz
zwiazanie byty m.in. ze wzrostem aktywnosci dehydro-
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genazy mleczanowej oraz gamma-glutamylotranspep-
tydazy w ich surowicy. Wyzsza aktywnos$¢ enzymow
obserwowano u zwierzat z rozleglymi zniszczeniami
tkanki (18).

Na skutek uszkodzen bton cytoplazmatycznych he-
patocytow oprocz wycieku enzymow watrobowych do
krwi przy dtuzej trwajacych uszkodzeniach, moze do-
chodzi¢ do obnizenia poziomu albuminy we krwi. Na
ryc. 5 pokazano zmiany w medium inkubacyjnym po-
ziomu albuminy uwolnionej z hepatocytéw inkubo-
wanych z ESP Fasciola hepatica. Zaobserwowano, ze
do 12. godziny inkubacji poziom albuminy w medium
wzrasta, co moze wiazac si¢ z wyptywem albuminy
z komorek posiadajacych uszkodzona btong. Stopnio-
wy spadek st¢zenia albuminy w medium inkubacyjnym
zostat stwierdzony od 24. godziny inkubacji z ESP. Przy-
czyn tego zjawiska mozna upatrywaé w zaburzeniu syn-
tezy albuminy w hepatocytach. Najwyzszy spadek ste-
zenia albuminy, ktory mial miejsce przy najdtuzszym
czasie ekspozycji na ESP 1 najwyzszym st¢zeniu stoso-
wanych biatek pasozytniczych koresponduje z najwigk-
szym spadkiem przezywalnosci hepatocytéw oraz wy-
ciekiem aminotransferaz i dehydrogenazy mleczanowe;j,
co niezbicie $wiadczy o powaznych uszkodzeniach he-
patocytow. W stadium miazszowym inwazji migrujace
przywry niszczac tkanki watroby, powoduja uposledze-
nie jej funkcji, co odzwierciedla si¢ w obnizeniu pozio-
mu albumin osocza u owiec i cielat (22). U szczurow
w tym stadium inwazji obnizony poziom albumin ko-
relowal z intensywnoscia inwazji (23). Niemniej jed-
nak w zaawansowanym stadium inwazji, straty krwi
1 bialek sa znaczne, a uszkodzona watroba nie jest
w stanie przywroci¢ prawidlowego poziomu albumin.
Uposledzenie watroby jest m.in. wynikiem procesow
reorganizacji jej funkcji, dlatego stopniowa utrata
albumin w osoczu wystepuje u wszystkich gatunkow
zywicielskich 1 zaczyna si¢ od momentu rozpoczgcia
odzywiania si¢ przywr (4).

Badania wykazaty, ze produkty ekskrecyjno-sekre-
cyjne Fasciola hepatica odgrywaja istotna rol¢ w uszka-
dzaniu hepatocytow szczura. Elektroforeza materiatu
ES uzytego do doswiadczen potwierdzita obecnos¢ bia-
tek o masie 26-30 kDa, ktore uprzednio scharakteryzo-
wano jako proteinazy cysteinowe — katepsyny L i B (9,
21, 25) oraz bialek z rodziny saponin (SAP2) o masie
46 kDa (11) (wyniki nie zostaty przedstawione w pra-
cy). Prawdopodobnie m.in. proteinazy cysteinowe obec-
ne w materiale ekskrecyjno-sekrecyjnym braty udzial
w procesach, prowadzacych do uszkodzen bton cyto-
plazmatycznych hepatocytow 1 tym samym przyczynia-
jac sig¢ do wycieku enzyméw indykatorowych 1 §mierci
komorek. Potwierdzeniem litycznego dzialania tych
enzymoOw na tkanki gospodarza moze by¢ fakt, iz oby-
dwie formy katepsyn L1 i L2 maja zdolno$¢ lizy kola-
genu, laminin i fibronektyn, co wyraznie wskazuje na
udzial tych proteaz w odzywianiu si¢ pasozyta i, by¢
moze, takze na udziat w pozaustrojowym trawieniu tka-
nek gospodarza, co w ten sposob usprawniatoby pene-
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tracj¢ tkanek podczas wedrowki mtodocianych przywr
(1, 2). Regularne uwalnianie proteinaz cysteinowych
przez pasozyta oraz ich wysoka stabilno$¢ w srodowi-
sku zewngtrznym (obojetnym pH) potwierdzaja realny
udziat tych biatek w patologii watroby, ktéra ma miejs-
ce w czasie fascjolozy (10).
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