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Significance of stem cells in hepatocarcinogenesis in rats

Summary

Hepatic oval cells (OC) are considered to be the stem cells of the liver and have been linked to the develop-
ment of hepatocellular carcinoma HCC, one of the most lethal cancers. The objective of this study was to
analyse the proliferative response of OC obtained from rats receiving diethylnisamine DEN. In addition, we
investigated the effects of resveratrol (Res) on the proliferation and oxidative markers of OC in vitro. OC
isolated by in situ collagenase liver perfusion methods were treated with different concentrations of Res for
24,48 and 72 hours. At the end of these periods the proliferative activity of OC, the release of superoxide anion
by OC and the medium concentration of malonylodialdehyd were analyzed .

The proliferation of OC cultured without Res increased from IP = 0.945 + 0.02 to IP = 1.525 + 0.031 after
24 and 72 hours respectively. A marked (p < 0.05) inhibition of OC proliferation was observed in the presence
of 1.0 pM, 25 uM and 100 pM of Res. A significant decrease in the release of O,~. by OC, observed throughout
the experimental period, was attributed to the presence of 25 unM of Res. Exposition of OC to 100 pM of
Res inhibited the release of O,. only after 48 and 72 hours of incubation. The presence of 25 upM of Res
resulted in the depletion of MDA level, which did not exceed 0.19+0.009 nM.

Proliferative activity of OC isolated from carcinogenic rats intensified throughout the culture period. When
subjected to the carcinogenic effect of DEN, Res exerts anti-proliferative influence on OC. Moreover, our

results provide evidence that Res attenuates oxidative stress during hepatocarcinogenesis.
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Dotychczas uwazano, ze to nadmierna proliferacja
dojrzatych hepatocytow jest zrédtem nowotworéw
watroby, w tym przede wszystkim raka watrobowo-
komorkowego (hepatocellular carcinoma — HCC).
Nowotwor ten pojawia si¢ niezaleznie od wieku u lu-
dzi oraz u starych pséw, rzadziej kotéw i koni (4, 7,
14). Wyniki ostatnich badan przeprowadzonych na
zwierzecych modelach hepatokarcinogenezy wskazu-
ja na uprzednia aktywacje bipotencjalnych komoérek
macierzystych watroby jako momentu zapoczatkowu-
jacego HCC (11, 13). Komorki te, nazywane ze wzgle-
du na ksztalt jadra komorkami owalnyml (KO), nie
biora udzialu w fizjologicznej regeneracji narzadu. Na-
tomiast pobudzane po rozleglej (2/3 masy watroby)
hepatektomii oraz po cigzkich i chronicznych stanach
uszkodzen watroby warunkuja pelna jej regeneracje
(11, 13). Wytwarzany w takich przypadkach przez
komorki Kupffera czynnik martwicy nowotworow
(TNFa) stymuluje KO do podzialéw, powodujac ich
rozplem. Z kolei uwalniane przez aktywowane ko-

morki gwiazdziste (HSC) czynniki wzrostu (np. EGF,
TGF-a, HGF) uruchamiaja sygnalizacj¢ nasilajaca ich
wzrost 1 roznicowanie do hepatocytéw lub/i cholan-
giocytow (8, 19). Okazalo sig, ze po nowotworowe]
transformacji izolowanych KO, a nastgpnie transplan-
tacji dochodzi do nadmierne;j ich proliferacji, uposle-
dzenia r6znicowania i zapoczatkowania guzogenezy.
Istotny w przebiegu transformacji nowotworowej KO
jest udziat produktow genow, tj. c-myc, c-Ha-ras, p53
oraz koneksyn bedacych specyficznymi biatkami trans-
btonowymi, niezbgdnymi do utworzenia i dziatania
tzw. potaczen szczelinowych (gap junctions) (7). Trans-
geniczne myszy, ekspresjonujace w nadmiarze onko-
gen c-myc w KO, dotknlqte zostaja rakiem watro-
bowokomorkowym za$ ,,wyltaczenie” ekspresji tego
genu prowadzi do regresji nowotworu z apoptoza lub
roznicowaniem KO.

Biorac pod uwagg powyzsze cechy KO, postano-
wiono okresli¢ aktywno$¢ proliferacyjna tych komo-
rek wyizolowanych od szczuréw, poddanych dziata-
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niu chemicznego karcinogenu (diethylnitrozoaminy —
DEN) o dziataniu genotoksycznym. Ponadto, opierajac
si¢ na dotychczasowych wynikach badan wskazuja-
cych na antyproliferacyjne i antyoksydacyjne dziata-
nie resveratrolu (Res), postanowiono zbada¢ wplyw
tego fitoestrogenu na proliferacjg oraz parametry row-
nowagi oksydoredukcyjnej KO w warunkach in vitro.

Materialy i metody

Do do$wiadczenia uzyto 10-tygodniowych szczurdéw rasy
Wistar (samice, 200-250 g). W celu indukcji KO wykona-
no w znieczuleniu o golnym czgsciowa hepatektomig (PH),
poprzez usuniecie lewego i prawego ptata watroby, a na-
stepnie po 7-dniowym okresie rekonwalescencji podawa-
no 0,005% roztwor diethylnitrozoaminy (DEN) w wodzie
do picia. Po 6 tygodniach przyjmowania karcinogenu prze-
prowadzono izolacj¢ KO metoda perfuzji watroby bufo-
rem Krebsa-Ringera: a) zawierajacym EGTA, b) nie za-
wierajacym jonow Ca*" i EGTA, c) zawierajacym kola-
genaze typu IV (17). Watrobg umieszczono w podtozu
DMEM-HAMS12, rozdrobniono, przefiltrowano, a nastep-
nie poddano trawieniu (1 godz., 37°C) w roztworze PBS
zawierajacym: kolagenazg, protezg E, trypsyng i DNazg I.
W kolejnym etapie zawiesing komorek wirowano w gra-
diencie Percolu (2000 rpm, 20 min). Po przeptukaniu ko-
morki zawieszono w podloZu DMEM-HAMSI12 z dodat-
kiem: plodowej surowicy bydlgcej, 1nsu11ny, heparyny
i mieszaniny antybiotykow, a nastgpnie wysiano do 24-dot-
kowych ptytek (5 x 10° komérek/ml). Zywotno$é komérek
wyizolowanych w obu grupach do$wiadczalnych, ocenio-
na na podstawie barwienia bigkitem trypanu, wynosita 75-
-85%. Po 24 godzinach przyklejone do podtoza komorki
inkubowano: bez dodatku Res; [ — z dodatkiem 1,0 uM/ml
Res; 11 — z dodatkiem 25 puM/ml Res; 111 — z dodatkiem 100
puM/ml do pozywki hodowlane;.

Po 24, 48 i 72 godz. inkubacji analizowano aktywno$¢
proliferacyjna komoérek na podstawie testu MTT oraz uwal-
nianie anionorodnika ponadtlenkowego (O,”) (16, 17).
Aktywno$¢ proliferacyjna KO mierzono metoda kolory-
metryczng z uzyciem odczynnika MTT (sél tetrazolowa
(3-[4,5-dimethylthiazol-2yl] diphenylotetrazolium bromide).
Absorbancj¢ odczytywano przy dtugosci fali 570 nm,
a uzyskane wyniki gestosci optycznej (OD) wykorzystano
do obliczenia indeksu proliferacji (IP). Wytwarzanie O,
przez komorki oceniono za pomoca reakcji Conffera. Na
plytce 96-dotkowej 50 pl hodowli i 100 pl 0,1% roztworu
biekitu tetrazoliowego (NBT) inkubowano 10 min. w tem-
peraturze pokojowej. Wyniki odczytano w OD (przy dtu-
gosci fali 545 nm) i1 za pomoca wspotczynnika ekstynkcji
réwnego 21,1 nM przeliczono na nM anionu ponadtlenko-
wego wytwarzanego przez 1 x 10° komorek. Aldehyd dwu-
malonowy (MDA) oznaczano w podtozu hodowlanym
metoda spektrofotometryczna (18). Do 1 ml zebranego pod-
loza dodano 2,5 ml TCA (1,22 M w 0,6 M HCI). Po inku-
bacji w temperaturze pokojowej zawiesina zostala zmie-
szana z 1,5 ml TBA (kwasu tiobarbiturowego) i wstawiona
do tazni wodnej na 25 minut. Po wystudzeniu dodane zo-
stato 4 ml butanolu, zworteksowane i zwirowane przez 10
min. przy 1500 x g. Zawarto$¢ MDA mierzona byta wobec
czystego butanolu przy dtugosci fali 532 nm.

563

Tab. 1. Srednia procentowa zawarto$¢ resweratrolu w podio-
zu hodowlanym w warunkach do$wiadczalnych

Wyjsciowe stezenie
Res w podtozu 24 godz. 48 godz. 72 godz.
hodowlanym
Res 1 pg/ml 925+8,2 ND ND
Res 25 pg/ml 87,0:2,38 815x74 78,2+ 8,5
Res 100 pg/ml 78,0 £ 10,5 75,0 £ 18,2 69,5 +12,0

Objasnienie: ND — poziom nieoznaczalny wybrana metoda

Stezenie Res w podtozu hodowlanym oznaczono meto-
da wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) (15).
Rozdziatu dokonano w uktadzie faz odwroconych przy uzy-
ciu kolumny LiChrospher 100 RP C18 (250 X 4 mm, 5 um)
i detekcji UV (dtugoscei fali 1 =220 nm). Stgzenie Res obli-
czano w stosunku do standardéw zewnetrznych wg wzoru:

C,=C/A xA,
gd21e Cp — oznacza stqzenle Res w danej probee; C — stq—
zenie standardu; A_— pole powierzchni piku standardu
—pole powierzchni piku Res po analizie probki. Opierajqc
si¢ na ubytku standardu wewngtrznego w kazdej probcee,
uwzgledniono straty powstate podczas ekstrakcji.

Dla kazdego badanego parametru réznice migdzy $red-
nimi wartosciami kontrolnymi a badanymi poréwnywano,
uzywajac testu t-Studenta i analizowano programem Stati-
stica.pl.

Wyniki i omowienie

Aktywnos$¢ proliferacyjna KO izolowanych od
szczuréw poddanych dziataniu DEN i inkubowanych
bez dodatku Res wzrastata od 0,945 + 0,02 do 1,525
+ 0,031, odpowiednio, po 24 1 72 godzinach (ryc. 1).
Res we wszystkich uzytych w doswiadczeniu steze-
niach znaczaco (p < 0,05) hamowat prohferaCJQ KO.
Zastosowanie 100 uM Res wiazato si¢ z najnizszym

indeksem proliferacji, widocznym juz w 24. godzinie
hodowli (IP = 0,81 + 0,014). Po 72 godzinach Res

1,8
1,61
1,41
1,21
1,01
0,81

0,61 — bez dodatku Res
| -=- Res 1

0.4 — Res 25

0.21 Res 100

IP

0 . .
24 48 72
czas hodowli (godz)

Ryec. 1. Indeks proliferacji KO inkubowanych bez dodatku
Res oraz w warunkach ekspozycji na jego wzrastajace steze-
nia (n =10, X = s)

Objasnienie: * p < 0,05 w poréwnaniu do hodowli bez dodatku
Res
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Ryec. 2. Wplyw Res na poziom uwalnianego przez KO anio-
norodnika ponadtlenkowego (n =10, X £5)
Objasnienie: jak na ryc. 1
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Rye. 3. Stezenie MDA w podlozu hodowlanym w przebiegu
hodowli KO bez resweratrolu oraz z jego dodatkiem we wzra-
stajacych stezeniach (n =10, x % s)

Objasnienie: a, b, ¢ — warto$ci oznaczone réznymi literami rdz-
nig sig istotnie statystycznie przy p < 0,05

w tym stgzeniu rowniez istotnie ograniczat prolifera-
cje KO do IP =0,97 £ 0,04.

W hodowlach KO bez dodatku Res uwalnianie O,
nasilato si¢ w czasie trwania do§wiadczenia, osiaga-
jac wartos¢ 0,076 nM/5 x 10° komoérek w 72. godz.
(ryc. 2). Res w stezeniu 25 uM znamiennie zmniej-
szal przez caty okres inkubacji uwalnianie O, w KO.
Najwyzsze st¢zenie Res ograniczato uwalnianie tego
rodnika jedynie po 48 i 72 godz. inkubacji, odpowied-
nio, do 0,045 nM/5 x 10° komoérek 1 0,037 nM/5 x 103
komorek.

Bez dodatku Res obserwowano najpierw wzrost
(0,76 + 0,03 po 48 godz.), a nastgpnie niewielki spa-
dek (0,7 £ 0,07 po 72 godz.) stezenia MDA w podtozu
hodowlanym (ryc. 3). Po najnizszym stgzeniu Res
(1 uM /ml) zawarto$¢ aldehydu obnizata si¢ jedynie
przez pierwsze 48 godzin. Znaczacy (p < 0,05) spa-
dek MDA, utrzymujacy sig przez caly okres inkubacji
KO, obserwowano jedynie pod wplywem 25 uM Res,
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gdzie maksymalna warto§¢ MDA nie przekraczata 0,19
+ 0,009 nM.

KO wyizolowane od szczurow poddanych dziataniu
DEN charakteryzowatly si¢ narastajaca aktywnos$cia
proliferacyjna z jednoczesnym nasilonym uwalnianiem
przez nie anionorodnika ponadtlenkowyego. DEN
jako karcinogen $rodowiskowy jest metabolizowana
w watrobie do reaktywnych metabolitow etylowych,
ktére wechodzac w interakcje z DNA hepatocytow ha-
muja ich proliferacj¢ oraz powoduja ich uszkodzenie
(1,2). Wielu autorow (3, 5, 12, 13), w tym po raz pierw-
szy Wilson i Leduc, wykaza%o iz masowe uszkodze-
nie hepatocytow 1 w zwiazku z tym brak fizjologicz-
nej regeneracji narzadu jest sygnatem do pobudzenia
puli ,,rezerwowych komoérek owalnych”. Aktywacja
bipotencjalnych KO obserwowana jest przede wszyst-
kim w chronicznych uszkodzeniach watroby, tj. cigz-
kim zatruciu alkaloidami pyrrolizydynowymi u koni,
w chorobie Tyzzera na tle Clostridium piliforme, w he-
mochromatozie, aflatoksycznym rozleglym zapaleniu
watroby czy kamicy zolciowej oraz u psow na tle
chronicznego hepatitis (3, 12). Poza doniosta rola KO
W regeneracji watroby podnosi si¢ ich udziat w wat-
robowej karcinogenezie, a w szczegdlnosci powsta-
waniu HCC (5, 13). Dotychczasowe badania wtasne,
oparte na modelu watrobowej karcinogenezy, wska-
Zuja, iz zapoczatkowanie neoplazji byto poprzedzone
aktywacja komorek owalnych, ich nadmierna prolife-
racja bez jednoczesnego rdéznicowania do hepatocy-
tow 1/lub cholangiocytow (17). W proliferacyjnej od-

Absorbance

Ryc. 4. Rozdzial chromatograficzny resweratrolu (25 pg/ml)
w podlozu hodowlanym po 48 godz. (A) oraz 72 godz. hodow-
li (B)
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powiedzi KO na dziatanie chemicznego uszkodzenia
watroby bierze udziat szereg czynnikéw wzrostu, tj,
EGF (epidermal growth factor), TGFa (transforming
growth factor-a)), HGF (hepatocyte growth factor), ro-
dzina TNF (tumor necrosis factor) oraz interferon-y.
(9, 10). Dziatanie EGF 1 TGFa wiaze si¢ z aktywacja
receptorowe] (EGFR) kinazy tyrozynowej. Z kolei
wytwarzany zarowno w watrobie, jak 1 poza nia HGF
faczy si¢ z odmiennym receptorem (c-met), nasilajac
proliferacje KO (9).

Wobec braku skutecznej terapii HCC coraz czesciej
zwraca si¢ uwage na ,,chemoprewencje” tego typu
nowotworu z uzyciem naturalnych sktadnikow pokar-
mowych, do ktérych nalezy m.in. resweratrol (1, 2).
Szereg dotychczasowych wynikow badan wskazuje,
iz ta fitoaleksyna, obok wplywu na proces zapalny
towarzyszacy karcinogenezie, moduluje proliferacje
1 apoptozg komorek w roznych typach nowotworow.
Ponadto wpiywa na angiogenezg 1 potencjal metasta-
tyczny guzéw nowotworowych (1, 2). Zastosowany
w niniejszym do$§wiadczeniu Res hamowat aktywno$¢
proliferacyjna KO in vitro, a efekt ten pozostawat
niezalezny od zastosowanego stgzenia fitoestrogenu.
W stosunku do uwalniania przez KO anionorodnika
ponadtlenkowego udziat Res nie byt juz tak jedno-
znaczny. Jedynie fitoestrogen w srednim i najwyzszym
stezeniu skutecznie ograniczat uwalnianie O, . Podob-
nie Res wplywat na poziom MDA, ograniczajac tym
samym jego mutagenny i karcmogenny wpltyw na ko-
morki. Uzyskane wyniki wlasne wydaja si¢ potwier-
dza¢ osiagnigcia Bishayee 1 wsp. (2), ktorzy wykazali
ze Res obecny w diecie w niskich stgzeniach nie ha-
mowat promocji guzoéw watroby wywotanych poda-
waniem szczurom 3,3°,4,4’-tetrachlorobifenylu. Z dru-
giej jednak strony, regulujac ekspresje biatek i czynni-
kéw transkrypeyjnych wiaczonych w syntezg DNA
i cykl komorkowy (p53, cykliny, CDK — cell division
kinases, NFkB, MAPKs), Res uznawany jest przez
wielu autoréw za skuteczny czynnik chemoprewen-
cyjny (1, 2, 6). Jego dziatanie przeciwzapalne pole-
gajace na hamowamu aktywnosci cykooksygenazy-2
(COX-2), a tym samym ograniczeniu wytwarzania
prostaglandyn, nasila efekt hepatoprotekcyjny (6).

Whioski

Obok dziatania antyoksydacyjnego, resweratrol
wplywal hamujaco na proliferacj¢ komorek owalnych,
wzbudzanych podawaniem chemicznego karcinogenu
U SZCZUrow.
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