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lnfluence of vitamin E and coenzyme 010 on the ploliferation and molphological pattem' 
oł hepatocytes iń pigleis , ,

Surnmary

The aim of the study was to investigate the influence of coenzyme Q10 and vitamin E on the morphological
pattern and proliferation of the liver cells in piglets. The study was conducted on 40 piglets at the age of 10
weeks. Group I (control) = did not receive any substances, gr. II - received CoQ10 (120mg/animaliday) orally,
gr,III- CoQr0 and vitaminlE (0.l5g/animaVday) intramuscularly, gr. IV- only vitarnin F,. CoQ10 and vitamin
E supPlernentation was followed by 13 days of study. The levels of both substances in,,the plasma were deter-
mined by HPLC. The piglets were slaughtered on the 14tl' day of the expe riment. The assessment of the liver
morphological pattern was conducted using histopathological methods; PCNA expression in hepatocytes was
examined by means of immunohistochemistry; SDH and LDH activity by histochemistry. The results indicate
that CoQl0 supplementation does not influence the morpho|ogical pattern of the hepatocytes, nonetheless
administration of both vitamin E and CoQ10 or vitamin E alone has a beneficial effect on hepatocytes and
hepatic lobule morpholog}. Coenzyme Q10 marked|y increased the proliferation of hepatocytes, but there
yere,fewer PCNA-positive cells in th,e groupslwhich received both CoQ10 and vitamil E. In contrast, vitamin
E treatment reduced hepatocvte proliferation activiĘ.

Keywords: vitamin E, coenzyme Ql0, proliferation, hepatocytes, piglets

a -Tokoferol j est naj bar dztej aktywną biolo gicznie
formą witaminy E. Jego zasadniczą funkcj ą j est ochro-
na wielonienasyconych kwasów tŁuszczowych, lipo-
protein i fosfolipidów błon komórkowych przed per-
oksydacją. Niedobor tej witaminy u świń jest często
spotykany i powoduje między innymi uszkodzenie
mięśni szkieletowych, mięśnia sercowego, wątroby
oraz innych narządów. W procesie lszkadzania komó-
rek bardzo dużę znaczenie mają wolne rodniki (10,
24). Przy ich usuwaniu witamina E ulega utlenieniu
z wytw orzeniem rodnika a-tokoferoksylowego, który
możę być redukowany przęz koenzym Q10, kwas
askorbinowy, glutation i inne substancje (4,19,2],37),
Ponadto a-tokoferol obniza mitochondrialną konsump-
cję tlenu t działa jako substancja pomocnicza w elimi-
nowaniu O.' (anionorodnika nadtlenkowego) (23).
Dzięki obecności grup hydroksylowych i metylowych,
a-tokoferol moze Łączyc się z wielonienasyconymi
kwasami tłuszczowymi, co wpĘłva na stabilizację błon
plazmatycznych (28). Pełni rowniez rolę inhibitora
5 -lipoksygenazy odpowiedzialnej za powstawanie pro-
zapalnych cytokin i interleukiny-|B, modyfikuje ak-

tywność fosfolipazy A.2 i cyklooksygenazy, ma tł,ięc
wpływ na procesy degradacji i resyntezy glicerolofos-
folipidow oraz na procesy syntezy prostaglandyn (3,
5,9,25,33). Stwierdzono, że a-tokofęrol w stęzeniu
fizjo|ogicznym ma zdolność hamowania proliferacj i
komorek mięśni gładkich naczyń, a w stęzeni ach wyż-
szych dztała podobnie na komórki nerwiaka niedoj-
rzałego i fibroblasty. Zjawisko to jest wynikiem ha-
mow ani a aktywn o ś c i cy to zolicznej kinazy białek C (2,
6,29). Factor i wsp. (12) zaobserwowalinatomiast, ze
suplementacja witaminy E hamuje proliferację hepa-
tocytów i jednocześnieprzyczynia się do wzrosfu sta-
bilności DNA w wątrobie, co wpływa na obraz mor-
fologiczny komórek wątrobowych. W stanach niedo-
boru witaminy E ma miejsce nadprodukcja reaktyłi,-
nych cząsteczek tlenu, co w konsekwencji doprowa-
dza do uszko dzeni a błon plazmaĘ cznych, uwalni ania
wielu enzymów litycznych,uszkodzenia genomu i na-
silenia autolizy komórek (I2, 24, 26).

Koenzym Ql0 (ubichinon, ubidekarenorr) jest głów-
nym homologiem koenzymu Q w organizmie ssaków
(I I, 23), Naj lepiej poznaną funkcj ą koenzymu Q 1 0 j est



jego udziaŁw transporcie elektronów w mitochondrial-
nym łańcuchu oddechowym (18, 21). Forma zreduko-
wana - ub ichinon, działa jako lip ofi lny anĘoksydant,
zapobiegając powstawaniu i szerzeniu się wolnych
ro dnikóą p eroksydacj i lipidow błon p lazm aty czny ch
oraz oksydacj i białek i DNA (I3 , 14, 21 , 30) , Stabili-
zujebłony komórkowe, co czyni je bardziej odporny-
mi na działante proteaz oraz zapobiega wypĘwowi
z komorki różnychsubstancji (np. H,O, M8-*, K) (15),
Ub i chinon chroni takze błony ko mórkow e pr ze d dzia-
łaniem fosfolipazy A i katepsyn w przebiegu proce-
sow autolitycznych(l, 16, 2)).Koenzym Q10 ma rów-
nież zdolność regeneracji witaminy E. Niektórzy ba-
daczę uważają ze właśnie ochrona a-tokoferolu jest
główną funkcją ubichinonu, podczas gdy a-tokoferol
jest najważniejszym i najsilniejszym błonowym anty-
oksydantem (I9, 22, 3 1). Koenzym Q 10 btęrzę także
udział w aktywacji sygnałowych kinaz białkowych
wpĘwaj ących na proliferacj ę komórkow ą (7, 8, 32).

Wątroba jest narządem, w którym ma miejsce syn-
tęza orazwłączenie egzogennego CoQ 1 0 do endogen-
nej puli koenzymu Q (CoQ10 i CoQ9) (21). Ponieważ
CoQ i a-tokoferol są transportowane we krwi przez
lipoproteiny, ich poziom w surowicy jest także zależ-
ny od sprawności przebiegu syntezy lipoprotein w wą-
trobie (3,34).

Mając na uwadze wzajemne zalężnośct pomiędzy
witaminą E i koenzymem Q10, postanowiono ptze-
ślędzic wpływ suplementacji tych substancji naobraz
morfologiczny i proliferację komórek wątrobowych
u prostąt.

Materiał imetody
Badania przeprowadzono na 40 loszkach rasy wbp w wie-

ku l0 tygodni o średniej masie ciała 20 kg. Zwierzęta ży-
wiono rnieszanką pełnoporcjową grower-gran. w ilości
1,5 kgldzierrnie/na prosię, przy stałym dostępie do wody,
Zwierzęta utrzymywano u, dobrych warunkach zoohigie-
nicznych, Podzielono j e na cztery grupy. Grupa I - kontrol-
naltczyła 9 prosiąt. Grupa II 13 prosiąt, ktorym podawa-
noper os CoQl0 VITA CARE produkcjiJEMO-PHARM-
-AlS DANIA w jednej dawce po l20 mg dziennie w postaci
kapsułek, bezpośrednio po posiłku przez 13 kolejnych dni,
Grupa III l4 prosiąt, którym podawano CoQl0, w daw-
kach jak w grupie II oraz drogą iniekcji domięśniowej M-
taminum E (Tocopherolum aceticum), produkcji Polfa-
-Warszawa po 0,15 g dziennie na sztukę przez 13 kolej-
nych dni. Grupa IV - l4 prosiąt, którym podawano wita-
minę E, drogą iniekcji domięśniowej -podobnie jak w gru-
pie IIL Od wszystki ch zwierząt pobierano krew do analizy
chromatograftcznej w l, i l4. dniu doświadczenia. Zwie-
rzęta poddano eutanazji w 14. dniu doświaclczenia. Bezpo-
średnio po uśmierceniu pobierano wycinki wątrób. Wycin-
ki przeznaczone do badania histopatologicznego i immu-
nohistochemicznego utrwalano w zobojętnionej 10% for-
malinie, a następnie zataptano w bloczki parafinowe, z któ-
rych sporządzano skrawk i mikrotomowe. Wycink i przezna-
czone do badania histochemicznęgo zamrażanow płynnym
azocie, a następnie sporządzano skrawki kriostatowe.

Skrawki parafinowe barwiono HE, PAS wg McManusaoraz
immunohistochemicznie wybarwiano PCNA (Proliferating
Cell Nuclear Antigen). W skrawkach kriostatowych ozna-
czano aktywność dehydrogenazy bursztynianowej SDH
i mleczanowej LDH wg met, Nachlasa. Ocenę aktywności
dehydrogenaz oraz występowania glikogenu w hepatocy-
tach strefy centralnej, środkowej i obwodowej zrazików
waJrObowl.ch przeprowadzano pr4, u;zyciu zestawu do kom_
puterowej analizy obtazu, w skład ktorego wchodziły: ka-
mera Panasonic CCD, mikroskop świetlny Motic, karta
akwizycji obrazl z zastosowaniem programu komputero-
wego LUCI A 3,52. Analizę statystyczną uzyskanych wy-
ników dokonano metodą analizy wariancji (test F) dla do-
świadczeń jedno- i dwuczynnikowych, a istotnośc różnic
określono w oparciu o test q SNK (Studenta-Newmana-
-Keulsa).

Do oznaczenia obecności w jądrach antygenu PCNA
wykorzystano przeciwciała monoklonalne, mysie, anty-
-PCNA (DAKO) należące do klonu PC-10 (IgG2 kappa),
u,rozcieńczerriu l : 150. W barwieniu zastosowano uni-
wersalny zestaw firmy DAKO-ARKTM (Animal Research
Kit), Peroxidase, przeznaczony do barwienia immunohi-
stochemicznego skrawków parafi nowy ch przy uzyc iu my-
sich pierwotnych przeciwciał. Technikę barwienia oparto
o metodę immunoperoksydazową z wykorzystaniem kom-
pleksu streptavidyna-biotyna-peroksydaza, eliminującą
mozliwośc wystąpienia reakcji niespecyficznych. Po od-
parafinowaniu i nawodnieniu, preparaty przeznaczone do
oznacz,ania PCNA, um i e s zczono w buforze cytryn i anowyt1l
o pH 6,0, następnie gotowano w kuchence mikrofalowej
dwarazy po 5 minut, przy mocy 650 W celem odsłonięcia
antygenów. W celu inaktywacji endogennej peroksydazy,
preparaty przez 5 minut inkubowano w obecności zawarte-
go w zestawie blokera peroksydazy. Przedprzystąpieniem
do dalszego barwienia tnieszano oddzielnie przeciwciała
anty-PCNA z biotynylowaną anty-mysią immunoglobuli-
ną (wtórne przeciwciało) w odpowiednich stosunkach wy-
liczonych wg wzorów. W ten sposob uzyskano wiązanie
biotynylowanego wtórnego przeciwciała z pierwotnym
przeciwciałem. Do tych kompleksow dodawano nonnalną
mysią surowicę Bloking Reagent, którawiązała pozosta-
łą niezw iązaną w poprzedni ch reakcj ach biotynylowaną
anty-mysią immunoglobulinę, zmniej szając w ten sposób
mozliwość wystąpienia interakcj i z endogenną imrnunoglo-
buliną zawartąw tkance. Uzyskane w ten sposób biotyny-
lowane pierwotne przeciwciała, nakładano na preparaty i in-
kubowano przez 15 + 5 minut. W dalszej kolejności nakła-
dano na szkiełka streptawidynę znakowaną peroksydazą
a następnie użyto3,3'diaminobenzydyny (DAB) jako chro-
mogenu, w celu uzyskania barwnego produkfu reakcji, Pre-
par aty następnie podbarwiono hernatoksylina" odwodnio-
no i zamykano \Ą, balsarnie kanadyjskim. Kontrolę nega-
tlłvną wyko nan o z uży ci em pr ze c iwc i ał I gG2 kapp a, nato -

miast kontrolę pozytywn ąprzęprow adzono w komercyjnie
przygotowanych przez firmę DAKO skrawkach. W uzy-
skanych preparatach, przy powiększeniu {$Qx, określano
liczbę komóręk intensywnie wybarwiających się chromo-
genem (PCNA++), liczbę komórek wykazujących ślady
obecności antygenu pcNA+ orazliczbękomórek nie wy-
kazulących obecności antygenu PCNA-, Uzyskane wyniki



analizowano statystycznie przy zastosowa-
niu testu NIR i programu komputerowego
Statistica 6,0,

W pobranej krwi z żyĘ czczej przedniej
do probówek z heparyną o znaczano poziom
CoQ10 i a-tokoferolu w osoczu metodą
HPLC (High-PerforTnance Liquid Chroma-
tographic Method). Próbki l<rwi z grupy I
posłuzyĘ do wykonania matrycy do ozna-
czania koenzymu Q10 i a-tokoferolu. Do
wykonania roztworu wzorcowego CoQ10
uzyto Coenzyme Q10 Sigma-Aldrich, na-
tomiast jako wzorca do oznaczania witami-
ny E uzyto a-tokoferolu Sigma-Aldrich.
Jako rozpus zczalnlka użyto n-heksanu S ig-
ma-Aldrich. Do 0,5 ml osocza zwierząt do-
dawano 0,5 ml metanolu i 2,5 ml n-heksa-
nu. Następnie mieszano przez I minutę
i dwukrotnie wirowano w temp. 4"C,przez
5 minut przy obrotach 3000/min1. Po od-
wlrowanlu scl€ ądo oddziel-
nej probówki, a wano 2.5 ml
n-heksanu i pon w takich sa-

z^próbki osocza wynoszącego 83,600ń, zaś dla koenzymu
Q10 - 83,43yo,

sorb (TM) RP-18 (5pm), produkcji Merck - Niemcy, Za-
stosowano fazę ruchomą składającą się z 80% metanolu
i 20%o n-heksanu przy szybkości przepływrr l ml/min. Po-
miary przeplowadzono przy )":280 nm. Stosując opisane
powyzej warunki analtzy czas retencji a-tokoferolu wyno-
sił: 3,94B + 0,085 min., zas czas reiencjl koenzymu Ql0
był równy: 1 1,8l7 + 0,172 min,

()znaczeń dokonano stosując metodę standardu zewnętrz-
nego (metoda krzywej wzorcowej). Zarejestrowane w tych
warunkach krzywe wzorcowe były liniowe w zakresie:
0 1w zakresie 0,1-70 pglm1
d 1rzywych wzorcowych,
z alitów w badanych prób-
k

y : 0,0006x + 0,79BB12: 0,9933 dla a-tokoferolu (gdzie:
x - powierzchnia pod pikiem, y - stęzenie)

y:0,00004x + 0,86312: 0,992 dlakoenzymu Ql0 (gdzie:
x - powierzchnia pod pikiem, y - stęzenie).

orazp < 0,0l).

Wyniki iomówienie

tralnej w porównaniu z grupą kontrolną i tóżnice te były

Ryc. l. Zwyrodnienie miąższowe i wodniczkowe komórek wą-
trobowych u prosięcia z grupy [. Barw. HE, pow. 240x

Tab. 1. zmiany histopatologiczne stwierdzone w wątrobie badanych zwierząt

Grupa

l-kontrolna l lt-coolo
n=9 l n=lg

lll - Co010 +

Vil.E,n=14
lV - Vil. E

n = 14
przekrwienie zrazików

Zwyrodnienie miąższowe
hepatocytów w slrelie
centtalnej uazików

Zwytodnienie wodniczkowe
hepatocylów

0gniskowe nacieki komólek
limlo id a lnyc h

0becność pseudOzrazików

Bozplem lkanki łącznej
mię dzyzrazikowe j

0 gniska martwicy skrzepowe j

hepalocylów

3

6

5

1

2

1

,t

5

8

4

1

7

5

5 3

1

1

6

5



Ryc.2. Dlżazawartość glikogenu w komórkach wątrobowych
u świni z grupy lV. Barwienie PAS wg McManusa, pow. 240x

Rl,c. 3. Obecność komórek wątrobowych PCNA++, PCNA+
i PCNA- u świni zgrapy Il, wykazujących wysoką akĘwność
proliferacyjną. Barwienie immunohistochemiczne PCNA,
pow. 480x

statystycznie istotne (p < 0,05), natomiast w strefie środ-
kowej i obwo dowej aktywno ść dehydro g enaz była b ar -
dzo wysoka. Zwtększona aktywność tych enzymów
wskazuje na lepsząfunkcję mitochondriów w procesach
oddechowych komórek i wytwarzaniu ATP. Wyższy
poziom energetyczny komórek może by c wykorzysta-
ny w procesie proliferacji i produkcji substancji biał-
kowych hepatocytów.

Komórki wątrobowe gromadzlły rożną ilość gliko-
genu, mniej ziarnistości stwierdzano w komórkach stre-
fy centralnej zrazlków, więcej - w środkowej i obwo-
dowej. Ilość glikogenu w komórkach wątrobowychza-
Ieży odjakości i ilości pobieranego pokarmu oraz od
toczących się procesów katabolicznych. W prawidło-
wych hepato cytach występuj ą l ic zne zlarnisto ś c i gliko -
genu. Analiztlląc uzyskane preparaty zwątrob stwier-
dzono większe ilości glikogenu w hepatocytach u świń
otrzymujących koenzym Q10 i witaminę E (ryc.2),
a różnice te w porównaniu z grupąkontrolną byĘ sta-

Ęstycznie istotne (p < 0,05). Większa zawartośc gliko-
genu predysponowała komórki wątrobowe do lepszych
procesów przemiany materii i energii.

Ekspresję antygenu PCNA obserwowano w części
komórek waJrobowych w postaci obfi tych ńogow barw -

nika, co świadczy, ze komórki te były w trakcie cyklu
komórkowego i ulegały podziałowi. Obecność dużej
|iczby takich komórek świadczy o duzej aktywności
proliferacyjnej. W części komórek wątrobowych reak-
cjana obecność PCNA była słaba, w postaci śladowych
złogów brązowego bar.wnika, Komórki te mozna uwa-
żac za nowo powstałe, w których białko PCNA uległo
juz częściowej degradacji, lub za komórki wchodzape
w cykl komorkowy, w których ilość tego białka będzie
wzrastac. Częśc komórek nie wykazywała nawet śla-
dowych ilości białka PCNA, można je uważać zako-
mork i w fazle mi ędzyp o d ziałow ej . Analiza uzys kanych
preparatów wskazuje, że istnieje stały poziom prolife-
racyjny komórek wątrobowych, niezbędny do wyrow-
nania uszkodzonych i zużytych komórek. Podawanie
koenzymu QI) przyczyniło się do wzrostu liczby ko-
mórek będących w trakcie podziału (ryc. 3), arożnicę
te byĘ statystycznie istotne (p < 0,05). Nieznacznie
mni ej s zą aktywno ś ć pro liferacyj ną komórek wątrob o -
wych stwierdzono przy po daw atil łącznym ko en zymu
Ql0 i witaminy E, jednak była ona większa niz w gru-
pie kontrolnej, a różnice te byĘ również statystycznie
istotne. Podawanię witaminy F, przyczyniło się do
zmniej szenia pro li feracj i komorek wątrobowych, była
ona mniej sz a niż w grupi e kontrolnej, j ednakże r óżnicę
te nie byĘ staĘstycznie istotne. Srednią aktywność pro-
liferacyjnąw grupach przedstawiono na ryc.4.

Badając poziom witaminy E i koenzymu Ql0 w oso-
czu stwierdzono ich wzrost ll zwierząt po suplementa-
cjt,przy czymnajwiększy, staĘsĘcmie istotny (p < 0,01)
w grupie III, w stosunku do pozostaĘch grup, co przed-
stawiono w tab. 2. Okazuje się, ze istnieją pewne za-
lezności pomiędzy suplementacją CoQ10 i a-toko-
ferolu a stęzeniem, wychwytem i retencjątych substan-
cji we krwi i narządach. Lass i wsp, (21), jak również
Lass i Sohal (23) zaobsetwowali, ze suplementacja ko-
enzymu Q10 powoduje wzrost poziomu a-tokoferolu
w mitochondriach wątroby, mięśnia sercowego, mięśni
szkieletowych i nerek. Na tej podstawie stwierdzili, że
zjawisko to jest wynikiem wpĘrł,u CoQ na regenerację
mitochondrialnego a-tokoferolu orazllub ma miej sce
zjawisko sprzęzonęgo mitochondrialnego wychwytu
obu tych substancji. Zauważono równiez, że wzrost
a-tokoferolu w diecie podnosi koncentrację endogen-
nego koenzymu Q w wątrobie, śledzionie i osoczu, co

23
glupy doświadczalne

Ryc. 4. AkĘrvność proliferacyjna komórek wątrobowych w po-
szczególnych gru pach zw ierząt
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można tłumaczyc wzTo-
stem syntezy lub obniże-
nieIn rozpadu tego zwiĘ-
ku (l7,35), ponadto
wzrasta zdolność wy-
chwytu egzogennego
CoQ do plazmy i komó-
rek wątrobowych (35).
Uzyskane wyniki własne
badania poziomu koen-
zym:uQl0 w osoczuprzy
suplementacj i witarniny
E potwierdzają wyniki
uzyskane przez innych
autorów, jednocześnie
sugerują ze podawanie CoQ nie wpływa w sposób sta-
tystycznie istotny na wzrost poziolnu witaminy E w pla-
zrnie, Celem potwierdzenia tych wyników niezbędne
są dalsze badania.

Przeprowadzone badania wskazuj a, ze supl ementa-
cja koenzymu Q10 nie wpłyłva w sposób istotny na
obraz morfologiczny komorek wątrobowych. Natomiast
witamina E podawana łącznte zkoenzymern QlO lub
osobno, ma korzystny wpłyrv na tnorfologię komórek
i zrazlków wątrobowych, pobudza komórki do więk-
szego grolnadzenia glikogenu i wzrostu aktywności mi-
tochondrialnych enzymów oddechowych. Podawanie
CoQ1 0 zwiększa aktywność proliferacyjną komórek
wątrobowych, która była nleznacznlc ntższa w przy-
padku zw i etzal otrzym uj ących j ednocześn ie w i taminę
E. Natomiast suplementacja samej witarniny E zmniej-
sza liczbę komorek waJrobowych będapych w trakcie
podziału.

Reasumujap, należy stwierdzic, ze mimo różnych
ef-ektów dziaŁania witaminy E i koenzymu Q10, są one
niezbędne, wzajemnie się uzupełniająw regulacji wie-
lu procesów zyciowych komórek.
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a-tokolerolu w 0sOczu na pOcząlku

doświadczenia (przed suplementacją)

ałokolelolu w osoczu p0 zakończeniu
dośw iadczen ia

Co010 w ostlczu na pOcząlku

doświadczenia (pned suplemenlacją)

Co010 w osoczu p0 zakończeniu
dośw iadczenia

6,89 t 1,32

7,66 x2,92

1,14 ł0,'l7

1,16 t 0,33

7,96 t 1,75

9,82 t 3,11

1,08 t 0,09

1,25 ł0,24**

7 ,45 ł 0,27

11,55 t 2,13-

1,04 t 0,05

1 ,24 t 0,13-

7 ,67 ł 2,62

10,72 x2,16

1

1

14 t 0

17 t 0

19

18

Objaśnicnia: * istotnośc przy p < 0,05, ** p < 0,0l


