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1. Streszczenie

Rak watrobowokomoérkowy (hepatocellular carcinoma, HCC) nalezy do
najczestszych pierwotnych nowotwordw watroby 1 rozwija si¢ zwykle w Srodowisku
przewleklego uszkodzenia narzadu, w ktorym wspotistniejg zapalenie, stres oksydacyjny,
zaburzenia biotransformacji ksenobiotykow oraz przebudowa struktury narzadu. Biorac
to pod uwage, poszukuje si¢ czynnikbw mogacych niwelowaé niekorzystne
konsekwencje tych procesow. Lisosan G (LG) jest nutraceutykiem o wlasciwosciach
antyoksydacyjnych i cytoprotekcyjnych, jednak jego wptyw na przebieg HCC nie zostat
dotychczas wystarczajaco poznany. Celem pracy byla ocena wptywu LG na przebieg
hepatokancerogenezy u szczurow, ze szczegdlnym uwzglednieniem aktywnosci uktadow
biotransformacji, stresu oksydacyjnego, proceséw zapalnych, markeréw roznicowania i

$mierci komorkowej oraz funkcji izolowanych hepatocytow.

Badania przeprowadzono na 90 samicach szczuréw Wistar losowo przydzielonych
do dziewigciu grup doswiadczalnych, obejmujacych zwierzeta zdrowe, po czesciowej
hepatektomii oraz z HCC. Zwierzgta w wyzej wymienionych grupach zywione byly dieta
standardowg lub dietg z dodatkiem 2,5% lub 5% LG. Nowotwor indukowano w modelu

laczacym czgsciowq hepatektomie z ekspozycja na dietylonitrozoaming.

Uzyskane wyniki wykazaty, ze LG najsilniej oddziatywat w watrobie objetej
procesem nowotworowym, gdzie zwigkszal aktywnos¢ enzymow antyoksydacyjnych i
detoksykacyjnych, w tym GST, SOD i katalazy, oraz obnizat stgzenie MDA 1 bialek
karbonylowanych. Jednocze$nie w grupach HCC przyjmujacych LG obserwowano
nizsze stezenia IL-6 1 RIPK3 oraz spadek poziomu NO 1 anionorodnika
ponadtlenkowego. Dodatek LG w diecie wigzat si¢ tez z wyzszg ekspresja HNF4a 1 TP53

oraz z obnizeniem poziomow AFP 1 PKM2.

Uzyskane wyniki potwierdzily antyoksydacyjne dzialanie LG wyrazone
ograniczeniem peroksydacji lipidow 1 oksydacyjnego uszkodzenia biatek. O ile LG
hamuje odréznicowywanie komoérek nowotworowych, o tyle pozostaje bez dodatniego
wplywu na szlaki regulujace programowang $mier¢ komorkowa - apoptoze 1 nekroptoze.
Brak jednoznacznego wptywu LG w przebiegu HCC uzasadnia koniecznos$¢ dalszych
badan przed zastosowaniem tego nutraceutyku w terapii wspomagajacej leczenie

nowotworow watroby.
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2. Abstract

Hepatocellular carcinoma (HCC) is one of the most common primary liver cancers and
typically develops in the setting of chronic liver injury, in which inflammation, oxidative
stress, disturbances in xenobiotic biotransformation, and structural remodelling of the
organ coexist. Consequently, considerable attention has been directed towards identifying
agents capable of mitigating the adverse consequences of these processes. Lisosan G (LG)
is a nutraceutical with antioxidant and cytoprotective properties. However, its effects on
the course of HCC have not yet been sufficiently elucidated. The aim of this study was to
evaluate the effects of LG on hepatocarcinogenesis in rats, with particular emphasis on
the activity of biotransformation systems, oxidative stress, inflammatory processes,
markers of cellular differentiation and cell death, and the functional activity of isolated

hepatocytes.

The study was conducted on 90 female Wistar rats randomly assigned to nine
experimental groups comprising healthy animals, animals subjected to partial
hepatectomy, and animals with HCC. Within these groups, the animals were fed either a
standard diet or a diet supplemented with 2.5% or 5% LG. HCC was induced using a

model combining partial hepatectomy with exposure to diethylnitrosamine.

The results demonstrated that the effects of LG were most pronounced in livers
affected by neoplastic transformation. In HCC, LG increased the activity of antioxidant
and detoxification enzymes, including GST, SOD, and catalase, while reducing the
concentrations of MDA and protein carbonyls. In addition, the HCC groups receiving LG
exhibited lower concentrations of IL-6 and RIPK3, as well as reduced levels of NO and
superoxide anion. Dietary supplementation with LG was also associated with increased

expression of HNF4a and TP53, together with reduced levels of AFP and PKM2.

The obtained results confirmed the antioxidant activity of LG, evidenced by the
attenuation of lipid peroxidation and oxidative protein damage. Although LG inhibits
tumor cell dedifferentiation, it exerts no beneficial effect on the pathways regulating
programmed cell death, namely apoptosis and necroptosis. The lack of an unambiguous
effect of LG in the course of HCC justifies the need for further studies prior to the

application of this nutraceutical in the adjuvant treatment of liver cancer.
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3. Wykaz skrotow

AFB1 — aflatoxin Bl — aflatoksyna B1
AFP — alpha-fetoprotein —
alfafetoproteina

AhR — aryl hydrocarbon receptor —
receptor arylowych weglowodorow
ALB/ALP — albumin-to-alkaline
phosphatase ratio — stosunek st¢zenia
albuminy do aktywnosci fosfatazy
alkalicznej

ALBI — albumin—bilirubin score —
wskaznik albuminowo-bilirubinowy

ALP — alkaline phosphatase — fosfataza
alkaliczna

ALT — alanine aminotransferase —
aminotransferaza alaninowa

AnH — aniline hydroxylase —
hydroksylaza anilinowa

ARE — antioxidant response element —
element odpowiedzi antyoksydacyjne;j
ARRIVE — Animal Research: Reporting
of In Vivo Experiments — wytyczne
raportowania badan in vivo na zwierzetach
AST — aspartate aminotransferase —
aminotransferaza asparaginianowa

ATP — adenosine triphosphate —
adenozynotrifosforan

ATPT7A — ATPase copper transporting
alpha — ATP-aza transportujaca miedz
typu alfa

ATP7B — ATPase copper transporting
beta — ATP-aza transportujgca miedz typu
beta

BAX — BCL2-associated X protein —
biatko proapoptotyczne BAX

BCAA — branched-chain amino acids —
aminokwasy rozgatezione

BCL-2 — B-cell lymphoma 2 — biatko
antyapoptotyczne BCL-2

BCLC — Barcelona Clinic Liver Cancer
— system klasyfikacji zaawansowania i
leczenia raka watrobowokomorkowego
Barcelona Clinic Liver Cancer

BHT — butylated hydroxytoluene —
butylowany hydroksytoluen

BqD — 7-benzyloxyquinoline debenzylase
— debenzylaza 7-benzylooksychinoliny
c¢DNA — complementary DNA —
komplementarny DNA

CDK4/6 — cyclin-dependent kinases 4 and
6 — kinazy zalezne od cyklin 41 6
CDKN2A / p16 — cyclin-dependent kinase
inhibitor 24 — inhibitor kinaz zaleznych
od cyklin 2A

CDNB — [-chloro-2,4-dinitrobenzene —
1-chloro-2,4-dinitrobenzen

COMMDI1 — copper metabolism MURR I
domain-containing- biatko zawierajace
domen¢ MURRI, zwigzane z
metabolizmem miedzi 1

CYP — cytochrome P450 — cytochrom
P450

CYP1A1 — cytochrome P450 family 1
subfamily A member I cytochrom P450,
rodzina 1, podrodzina A, izoforma 1
CYP1A2 — cytochrome P450 family 1
subfamily A member 2 cytochrom P450,
rodzina 1, podrodzina A, izoforma 2
CYP2E1 — cytochrome P450 family 2
subfamily E member 1 - cytochrom P450,
rodzina 2, podrodzina E, izoforma 1
CYP3A4 — cytochrome P450 family 3
subfamily A member 4 cytochrom P450,
rodzina 3, podrodzina A, izoforma 4
DAMP — damage-associated molecular
patterns — wzorce molekularne zwigzane z
uszkodzeniem

DCH — domestic cat hepadnavirus —
hepadnawirus kota domowego

DCPIP — 2,6-dichlorophenolindophenol
— 2,6-dichlorofenoloindofenol

DEN — diethyinitrosamine —
dietylonitrozoamina / N-
nitrozodietyloamina

DMEM — Dulbecco’s Modified Eagle
Medium — zmodyfikowane podtoze
Eagle’a wedtug Dulbecco

DNA — deoxyribonucleic acid — kwas
deoksyrybonukleinowy

DNPH — 2,4-dinitrophenylhydrazine —
2,4-dinitrofenylohydrazyna
DT-diaforaza / NQO1 —
NAD(P)H:quinone oxidoreductase 1
oksydoreduktaza chinonowa 1 zalezna od
NAD(P)H

E2F — E2F transcription factor —
czynnik transkrypcyjny E2F

EASL — European Association for the
Study of the Liver — Europejskie
Stowarzyszenie Badan nad Watroba
ECM — extracellular matrix — macierz
zewnatrzkomorkowa

ECOD — 7-ethoxycoumarin O-deethylase
— O-deetylaza 7-etoksykumaryny
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EDTA — ethylenediaminetetraacetic acid
— kwas etylenodiaminotetraoctowy
ELISA — enzyme-linked immunosorbent
assay — test immunoenzymatyczny

EMT — epithelial-mesenchymal transition
— przej$cie epitelialno-mezenchymalne
EROD — 7-ethoxyresorufin O-deethylase
— O-deetylaza 7-etoksyrezorfiny

FBS — fetal bovine serum — ptodowa
surowica bydleca

FDR — false discovery rate — odsetek
fatszywych odkry¢

G6P — glucose-6-phosphate — glukozo-6-
fosforan

G6PDH — glucose-6-phosphate
dehydrogenase

dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa
GGT — gamma-glutamyltransferase —
gamma-glutamylotransferaza

GSH — reduced glutathione — glutation
zredukowany

GST — glutathione S-transferase —
glutationowa S-transferaza

GSTP1 — glutathione S-transferase pi 1
— glutationowa S-transferaza pi 1

HBYV — hepatitis B virus — wirus
zapalenia watroby typu B

HCC — hepatocellular carcinoma — rak
watrobowokomorkowy

HCV — hepatitis C virus — wirus
zapalenia watroby typu C

HE — hematoxylin and eosin —
hematoksylina i eozyna

HNF40 — hepatocyte nuclear factor 4
alpha — jadrowy czynnik hepatocytarny 4
alfa

HO-1 — heme oxygenase 1 — oksygenaza
hemowa 1

IL-10 — interleukin 1 alpha —
interleukina 1 alfa

IL-6 — interleukin 6 — interleukina 6
JAK — Janus kinase — kinaza Janusowa
Keapl — Kelch-like ECH-associated
protein 1 — biatko 1 podobne do Kelch,
zwigzane z ECH

LG — Lisosan G

LG2,5% — dieta z 2,5% dodatkiem
Lisosanu G

LG5% — dieta z 5% dodatkiem Lisosanu
G

MAPK — mitogen-activated protein
kinase — kinaza biatkowa aktywowana
mitogenami

MASLD — metabolic dysfunction-
associated steatotic liver disease —

sthuszczeniowa choroba watroby zwigzana
z dysfunkcja metaboliczna

MASH — metabolic dysfunction-
associated steatohepatitis —
stluszczeniowe zapalenie watroby zwigzane
z dysfunkcja metaboliczna

MBOAT7 — membrane-bound O-
acyltransferase domain-containing 7 —
biatko zawierajace domene O-
acylotransferazy btonowej 7

MDA — malondialdehyde —
malonodialdehyd

miRNA — microRNA — mikroRNA
miR-122 — microRNA-122 — mikroRNA-
122

MLKL — mixed lineage kinase domain-
like pseudokinase — pseudokinaza
podobna do domeny kinazy linii mieszanej
mMRNA — messenger RNA —
informacyjny (matrycowy) RNA

MST1/2 — mammalian STE20-like protein
kinases I and 2 — kinazy biatkowe
podobne do STE20 ssakow 112

mTOR — mechanistic target of rapamycin
— mechanistyczny cel rapamycyny

MTT — 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-
diphenyltetrazolium bromide — bromek 3-
(4,5-dimetylo-2-tiazolilo)-2,5-
difenylotetrazolium

NADP* — nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate, oxidized form —
fosforan dinukleotydu
nikotynoamidoadeninowego, forma
utleniona

NADPH — nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate, reduced form —
fosforan dinukleotydu
nikotynoamidoadeninowego, forma
zredukowana

NANOG — Nanog homeobox — czynnik

transkrypcyjny NANOG

NBT — nitroblue tetrazolium — bigkit
nitrotetrazoliowy

NF-kB — nuclear factor kappa B —
jadrowy czynnik kB

NK — natural killer cells — komorki NK /
komorki naturalnej cytotoksycznosci

NO — nitric oxide — tlenek azotu

Nrf2 — nuclear factor erythroid 2-related
factor 2 — czynnik transkrypcyjny Nrf2
p21 — cyclin-dependent kinase inhibitor 14
— inhibitor kinaz zaleznych od cyklin 1A
p27 — cyclin-dependent kinase inhibitor 1B
— inhibitor kinaz zaleznych od cyklin 1B
p33 — tumor protein p53 — biatko p53
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PA — pyrrolizidine alkaloids — alkaloidy
pirolizydynowe

PAMP — pathogen-associated molecular
patterns — wzorce molekularne zwigzane z
patogenami

PBS — phosphate-buffered saline —
buforowany roztwor soli fosforanowe;j
PCR — polymerase chain reaction —
reakcja tancuchowa polimerazy

PD-L1 — programmed death-ligand 1 —
ligand programowanej $mierci 1

PDX — patient-derived xenograft —
ksenograft pochodzacy od pacjenta

PGA — polyglycolic acid — kwas
poliglikolowy

PH — partial hepatectomy — cze$ciowa
hepatektomia

PI3K/Akt — phosphoinositide 3-kinase /
protein kinase B kinaza 3-
fosfatydyloinozytolu / kinaza biatkowa B
PKM2 — pyruvate kinase M2 — kinaza
pirogronianowa M2

PNPLA3 — patatin-like phospholipase
domain-containing 3 biatko zawierajace
domeng fosfolipazy podobnej do patatyny 3
PP2A — protein phosphatase 24 —
fosfataza biatkowa 2A

qPCR — quantitative polymerase chain
reaction — ilo$ciowa reakcja tancuchowa
polimerazy

RASSF1A — Ras association domain
family member 1 isoform A — biatko
rodziny domeny asocjacyjnej Ras 1,
izoforma A

RB — retinoblastoma protein — biatko
retinoblastoma

RIPK1 — receptor-interacting
serine/threonine-protein

kinase I — kinaza biatkowa serynowo-
treoninowa 1 oddziatujaca z receptorem
RIPK3 — receptor-interacting
serine/threonine-protein

kinase 3 — kinaza biatkowa serynowo-
treoninowa 3 oddziatujgca z receptorem
RNA — ribonucleic acid — kwas
rybonukleinowy

RNS — reactive nitrogen species —
reaktywne formy azotu

ROS — reactive oxygen species —
reaktywne formy tlenu

RT-qPCR — reverse transcription
quantitative polymerase chain reaction —

ilo§ciowa reakcja tancuchowa polimerazy
poprzedzona odwrotng transkrypcja

SD — standard diet — dieta standardowa
SDS — sodium dodecyl sulfate —
dodecylosiarczan sodu

SOCS1 — suppressor of cytokine signaling
1 — supresor sygnalizacji cytokin 1

SOD — superoxide dismutase —
dysmutaza ponadtlenkowa

STAM — streptozotocin and high-fat diet
model — model taczacy streptozotocyng z
dieta wysokotluszczowa

STAT — signal transducer and activator
of transcription przekaznik sygnatu i
aktywator transkrypcji

STAT3 — signal transducer and activator
of transcription 3 przekaznik sygnatu i
aktywator transkrypcji 3

TAM — tumor-associated macrophages —
makrofagi zwigzane z nowotworem

TBA — thiobarbituric acid — kwas
tiobarbiturowy

TCA — trichloroacetic acid — kwas
trichlorooctowy

TM6SF2 — transmembrane 6 superfamily
member 2 — bialko przezbtonowe
nadrodziny 6, izoforma 2

TME — tumor microenvironment —
mikro$rodowisko nowotworowe

TNF-0 — tumor necrosis factor alpha —
czynnik martwicy nowotworow alfa
TNFR1 — tumor necrosis factor receptor
1 — receptor czynnika martwicy
nowotworow 1

TP53 — tumor protein p53 — gen
kodujacy biatko p53

Tris-HCl —
tris(hydroxymethyl)aminomethane
hydrochloride — chlorowodorek
tris(hydroksymetylo)aminometanu

UBA2 — ubiquitin-like modifier activating
enzyme 2 — enzym aktywujacy
modyfikator ubikwitynopodobny 2

VLDL — very low-density lipoprotein —
lipoproteina o bardzo malej gestosci
YAP/TAZ — Yes-associated protein /
transcriptional co-activator with PDZ-
binding motif — biatko zwigzane z Yes /
koaktywator transkrypcyjny z motywem
wigzacym PDZ
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Zmiany aktywnos$ci komorek nowotworowych eksponowanych na dziatanie Lisosanu G
w przebiegu doswiadczalnie wywotanego raka watrobowokomorkowego (HCC) u szczurow

4. Wstep

Rak watrobowokomorkowy (ang. hepatocellular carcinoma; HCC) stanowi okoto 75—
85% przypadkéw pierwotnych nowotwordw watroby u ludzi'. Niepokojace sg prognozy
wskazujace, ze do 2040 r. liczba nowych przypadkdéw raka watroby oraz zgonoéw z jego
powodu moze wzrosna¢ o ponad 55%, osiggajac odpowiednio okoto 1,4 mln nowych
rozpoznan i 1,3 mln zgondéw rocznie’. Podobna tendencja wzrostowa obserwowana jest
rowniez w medycynie weterynaryjnej, w ktorej HCC rozpoznawane u zwierzat
towarzyszacych jest istotnym problemem zarowno diagnostycznym, jak i
terapeutycznym.

Niezaleznie od pierwotnego czynnika etiologicznego HCC rozwija si¢ najczesciej w
srodowisku przewlektego uszkodzenia watroby, w ktérym utrzymujg si¢ bodzce
prozapalne, stres oksydacyjny oraz procesy widknienia®>. W wytycznych EASL
(European Association for the Study of the Liver) podkresla si¢, ze okoto 80-90%
przypadkéw HCC rozwija sie u pacjentéw z marskoécia watroby*. Ma to istotne
znaczenie kliniczne poniewaz rokowanie po rozpoznaniu HCC jest w duzej mierze
determinowane przez rezerw¢ czynnosciowa watroby, a nie wylacznie przez agresywnosé
komorek nowotworowych. W wielu przypadkach niekorzystne rokowanie w HCC
wynika z nakladania si¢ kilku czynnikdow: pdZnego rozpoznania, wspoOlistnienia
przewlektej choroby watroby oraz trwalej przebudowy migzszu narzadu, ktorej
towarzyszy naciek komorek zapalnych. Dodatkowo rokowanie pogarszaja: wysokie
ryzyko wznowy, nawet po pelnej resekcji, oraz heterogenno$¢ biologiczna guza, ktora
moze sprzyja¢ oporno$ci na chemioterapi¢. Dane kliniczne opisane w literaturze
wskazuja, ze wezesne rozpoznanie 1 zakwalifikowanie pacjenta do leczenia radykalnego
(obejmujacego resekcje, transplantacje lub techniki ablacyjne) przektadaja si¢ na
wydhuzenie przezycia pacjentow™®. Dominujace patomechanizmy HCC obejmuja
przewlekte zapalenie, nasilony stres oksydacyjny oraz zaburzong biotransformacje
ksenobiotykéw. Procesy te nie dotycza wyltacznie komorek nowotworowych, lecz
obejmujg rowniez komorki i struktury tworzace mikrosrodowisko guza (ang. tumor
microenvironment, TME). Z tego wzgledu coraz wigksze znaczenie przypisuje si¢
strategiom terapeutycznym ukierunkowanym nie tylko na bezposrednie zwalczanie
komoérek nowotworowych, ale roéwniez na modulacj¢ prokancerogennego

mikro$rodowiska tkankowego. Ma to szczeg6lne znaczenie w przewlektych chorobach
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watroby, w ktorych eliminacja czynnika pierwotnego jest niemozliwa, opdzniona lub

niepetna.

4.1 Pierwotne nowotwory watroby u zwierzat towarzyszacych

W medycynie weterynaryjnej] HCC oraz inne pierwotne nowotwory watroby stanowig
istotny problem kliniczny u zwierzat towarzyszacych, jednak rzeczywista liczba
ostatecznych diagnoz pozostaje niedoszacowana. Wynika to przede wszystkim z
trudnos$ci  diagnostycznych oraz ograniczonej swoisto$ci objawdw klinicznych.
Nowotwory watroby s3g czg¢sto rozpoznawane w stadium zaawansowanym, niekiedy
przypadkowo podczas badan obrazowych wykonywanych z innych wskazan. Ponadto,
nawet po ustaleniu rozpoznania wdrozenie leczenia onkologicznego, w tym chemio- i
radioterapii, bywa ograniczone czynnikami ekonomicznymi po stronie opiekunow
zwierzecia. U pséw HCC jest jedna z najczesciej rozpoznawanych postaci pierwotnych
nowotworow watroby, a jego obraz kliniczny i1 rokowanie zaleza $cisle od postaci guza
(guz lity, forma guzkowa/wieloogniskowa lub rozlana) oraz jego lokalizacji, ktora
bezposrednio warunkuje mozliwo$é resekcji’ '°. W badaniach klinicznych wykazano, ze
u psoéw z guzem litym, ograniczonym do jednego ptata leczenie chirurgiczne wigze si¢ z
dhugim przezyciem siggajacym ponad 1460 dni'!"!2, Korzystne rokowanie dotyczy przede
wszystkim przypadkow resekcyjnych. Postacie wieloogniskowe lub rozlane, a takze guzy
naciekajgce okoliczne naczynia krwionosne, istotnie ograniczajg mozliwosci skutecznej
terapii.

W swietle dotychczas opublikowanych danych klinicznych i sekcyjnych, u kotow
nowotwory watroby rozpoznaje si¢ rzadziej niz u psow, przy czym obok HCC istotny
udziat w tej grupie maja roéwniez nowotwory wywodzace si¢ z przewodow
zotciowych!>!*. Najnowsze prace przegladowe wskazuja na zwigzek zakaZenia
hepadnawirusem kotow domowych (ang. domestic cat hepadnavirus, DCH) z zapaleniem

watroby oraz przypadkami nowotworéw watroby u kotow!>17.

Pomimo réznic etiologicznych czgs¢ patomechanizméw HCC pozostaje wspolna dla
ludzi 1 zwierzat towarzyszacych. Naleza do nich przewlekle zapalenie, aktywacja
fibrogenezy, stres oksydacyjny, zmiany w mikrosrodowisku 1 strukturze narzadu oraz
nadzorze immunologicznym. W konsekwencji uzasadnione staje si¢ poszukiwanie

czynnikdw zdolnych do ograniczania procesOw podtrzymujacych prokancerogenng
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przebudowe watroby, szczegdlnie takich, ktére moglyby znalez¢ zastosowanie zarowno
w medycynie ludzkiej, jak i weterynaryjne;j.

Nalezy rowniez podkreslic, ze w weterynaryjnej praktyce klinicznej problem
nowotworow watroby nie ogranicza si¢ wylacznie do trudnosci diagnostycznych i
terapeutycznych zwigzanych z guzami pierwotnymi. W praktyce matych zwierzat, w tym
u pséw, watroba jest czestym miejscem przerzutdow migdzy innymi w przebiegu
chtoniaka, raka trzustki, raka gruczotu mlekowego, raka jelita, naczyniakomigsaka oraz
nowotworow z komoérek tucznych, natomiast u kotow przede wszystkim w przebiegu
chloniaka, nowotworow z komorek tucznych oraz rakoéw trzustki, jelit i nerki. Z tego
wzgledu diagnostyka powinna mie¢ charakter wieloetapowy i opiera¢ si¢ na lacznej
ocenie wynikow badan obrazowych, parametréw biochemicznych oraz weryfikacji

cytologicznej i histopatologiczne;.

4.2 Modele zwierzece w badaniach nad HCC

Modele zwierzgce stanowiag podstawowe narzedzie badania hepatokancerogenezy,
poniewaz umozliwiajg analiz¢ zalezno$ci mi¢dzy inicjacja nowotworzenia, przewleklym
uszkodzeniem migzszu, odpowiedzig zapalng, widknieniem 1 progresja zmian
nowotworowych.

W badaniach nad HCC wykorzystuje si¢ szereg modeli do§wiadczalnych, jednak do
tych najlepiej poznanych i1 ugruntowanych w literaturze zaliczy¢ nalezy: modele
chemicznej indukcji (toksykologiczne), modele dietetyczno-metaboliczne, modele
zwierzat modyfikowanych genetycznie, a takze modele transplantacyjne obejmujace
ksenografty, modele syngeniczne oraz ksenografty pochodzace od pacjenta (patient-

derived xenografts, PDX)'®17,

Modele oparte na dziataniu N-nitrozodietyloaminy (ang. diethylnitrosamine, DEN)
naleza do najpowszechniej stosowanych modeli badania hepatokancerogenezy. Ten
genotoksyczny kancerogen po bioaktywacji w watrobie generuje uszkodzenia DNA,
prowadzac do rozwoju ognisk przednowotworowych, a ostatecznie do HCC.
Kancerogenne dzialanie DEN zalezy od wieku, plci 1 predyspozycji genetycznych
zwierzat, co przektada si¢ na réznice w biologii guza, typie utrwalonych mutacji oraz

fenotypie zmian?®?2, W literaturze dobrze opisano modele dwuetapowe, obejmujace
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inicjacje 1 promocje, a takze warianty tych modeli uwzgledniajace regeneracje narzadu,
na przyktad czg$ciowa hepatektomie (ang. partial hepatectomy, PH).

W ukladzie eksperymentalnym opisanym w niniejszej dysertacji zastosowano
klasyczny dwuetapowy model kancerogenezy taczacy wymuszong regeneracje (PH) z
inicjacjg zalezng od DEN%*%*,

Rozwoj modeli dietetyczno-metabolicznych wynikal z potrzeby coraz wierniejszego
odtworzenia tych postaci HCC, ktore nie rozwijaja si¢ na tle ekspozycji toksycznej ani
zakazen wirusowych, lecz stanowig odlegle nastepstwo przewleklych zaburzen
metabolicznych prowadzacych do stluszczenia, zapalenia i widknienia watroby. Wraz ze
wzrostem udziatu metabolicznie uwarunkowanej stluszczeniowej choroby watroby (ang.
metabolic dysfunction-associated steatotic liver disease, MASLD) oraz metabolicznie
uwarunkowanego stluszczeniowego zapalenia watroby (ang. metabolic dysfunction-
associated steatohepatitis, MASH) w etiologii HCC zwigkszyto si¢ znaczenie modeli, w
ktorych rak watrobowokomoérkowy pojawia sie jako pdzne powiktanie dlugotrwatej
dysfunkcji metabolicznej. Mimo wielu korzysci plynacych z wykorzystania modeli
dietetyczno-metabolicznych pamigta¢ nalezy o ich ograniczeniach. Przyktadem tych
ograniczen moze by¢ brak klasycznej sekwencji etapow transformacji nowotworowe;j
obserwowanej u ludzi albo odmienny od ludzkiego fenotyp metaboliczny, na przyktad
bez typowej otylosci lub insulinoopornosci. Obserwowana moze by¢ rowniez nadmierna
toksyczno$¢ zastosowanej diety, co opisano w przypadku modeli mysich niealkoholowej

choroby sttuszczeniowej watroby>.

Do grupy modeli dietetyczno-metabolicznych nalezy migdzy innymi model STAM,
faczacy podanie streptozotocyny z dieta wysokottuszczowa lub modele dietetyczne
oparte na niedoborze choliny (w tym dieta pozbawiona choliny, oparta na zdefiniowanej
mieszaninie
L-aminokwasow oraz dieta wysokottuszczowa z niedoborem choliny). Niedobor choliny
zaburza synteze fosfatydylocholiny a w konsekwencji uposledza eksport lipoprotein o
bardzo matej gestosci (ang. very-low density lipoprotein, VLDL) z watroby. Defekt ten
sprzyja kumulacji triglicerydow w hepatocytach, nasileniu stresu oksydacyjnego oraz
aktywacji odpowiedzi zapalnej i fibrogenezy?®.

Modele ksenograftow, polegajace na wszczepieniu komorek ludzkich myszom
immunoniekompetentnym s3 uzyteczne w badaniach farmakologicznych, ale ich

ograniczeniem pozostaje brak petnej odpowiedzi immunologicznej gospodarza oraz
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czgsto uproszczone TME. Modele ortotopowe, w ktorych material nowotworowy
wszczepia si¢ do watroby, lepiej odtwarzaja warunki narzadowe, w tym perfuzj¢, macierz
1 lokalne interakcje komorkowe, dlatego sg czesciej rekomendowane do badan terapii

27 Modele PDX prowadza do zachowania

miejscowych oraz oceny inwazyjnosci
heterogennosci guza dzigki czemu wierniej odzwierciedlajg typ guza obserwowany u
pacjentow z HCC, jednak wymagaja immunoniekompetentnego gospodarza. Modele
humanizowane, zawierajace komponent ludzkiej odpowiedzi immunologicznej, s3
obiecujace, lecz kosztowne 1 obarczone zmienno$cig rekonstrukcji ukladu

immunologicznego.

4.3 Wybrane czynniki etiologiczne HCC u zwierzat towarzyszacych i

ludzi.

4.3.1 Predyspozycje genetyczne i rasowe

W etiologii HCC coraz wigksze znaczenie przypisuje si¢ predyspozycjom
genetycznym, ktore moga warunkowac przebieg wtoknienia, odpowiedz na uszkodzenie
migzszu watroby oraz mechanizmy magazynowania 1 usuwania lipidow przez
hepatocyty. W medycynie czlowieka dobrze udokumentowano zwigzek polimorfizmow
genow uczestniczagcych w metabolizmie lipidow 1 patogenezie MASLD z ryzykiem
rozwoju HCC, dotyczy to przede wszystkim polimorfizmu pojedynczego nukleotydu w
genach PNPLA3 (I1148M), TM6SF2 (E167K) oraz MBOAT7 (rs641738). Fizjologicznie
biatko PNPLA3 uczestniczy w hydrolizie triglicerydow zgromadzonych w kroplach
thuszczowych, natomiast polimorfizm [148M oslabia ten proces i sprzyja kumulacji
lipidéw w hepatocytach. Biatko TM6SF2 warunkuje prawidtowy montaz i wydzielanie
czasteczek VLDL, a powodujacy substytucje aminokwasu allel E167K ogranicza eksport
triglicerydow z watroby, nasilajagc ich wewnatrzkomérkowa akumulacje. Z kolei
MBOAT?7 katalizuje acylacje fosfatydyloinozytolu 1 uczestniczy w przebudowie
fosfolipidow blonowych, podczas gdy obecno$¢ allelu rs641738 wigze si¢ z obnizeniem
aktywnosci tego szlaku, zaburzeniem sktadu lipidéw blonowych oraz nasileniem
odpowiedzi zapalnej.

Konsekwencja zaburzen funkcji wymienionych genéw jest akumulacja lipidow w

hepatocytach, wzrost lipotoksyczno$ci, nasilenie stresu oksydacyjnego i utrzymywanie
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si¢ przewleklego zapalenia, co sprzyja witoknieniu oraz zwigksza ryzyko rozwoju
HCC?%,

U zwierzat towarzyszacych najlepiej scharakteryzowano genetycznie uwarunkowane
zaburzenia gospodarki miedzig, prowadzace do jej przewleklego gromadzenia w
watrobie. Delecja COMMDI1 u bedlington terrierdw zaburza szlak odpowiedzialny za
usuwanie miedzi z hepatocytow i uposledza jej wydzielanie do zotci. U labrador
retrieverow 1 dobermanow istotne znaczenie przypisuje si¢ mutacjom w genie ATP7B,
kodujacym ATP-aze transportujaca miedz do aparatu Golgiego i do zo6tci. U labrador
retriever6w opisano rowniez polimorfizm genu ATP7A, kodujacego biatko
odpowiedzialne za transport miedzi przez btony komorkowe, zwlaszcza w enterocytach.
Zmiana ta moze wplywa¢ na ilo§¢ miedzi wchlanianej i1 ostatecznie odktadanej w
watrobie. W konsekwencji zaburzenia funkcji tych gendéw prowadza do przewleklej
retencji miedzi w watrobie, nasilenia stresu oksydacyjnego, uszkodzen biatek i DNA oraz
podtrzymywania przewleklego procesu zapalnego. Nalezy jednak podkresli¢, ze u cz¢sci
ras psow predysponowanych do chordb spichrzeniowych miedzi, takich jak west
highland white terrier czy dalmatynczyk, wystepowanie tej jednostki chorobowej jest
dobrze udokumentowane w literaturze klinicznej, jednak dotychczas molekularne
podtoze tej predyspozycji nie zostato jednoznacznie okre§lone*’.

Aktualne dane wskazujg rowniez, ze do czynnikow ryzyka rozwoju HCC u psow
nalezy przede wszystkim wiek zwierzgcia. Choroba ta najczesciej rozpoznawana jest u
osobnikéw starszych, zwykle w wieku >10 lat’. Z kolei w badaniu przeprowadzonym na
Uniwersytecie Tokijskim w latach 20062012 wykazano, ze shih tzu i1 yorkshire terrier

nalezaly do ras o najwyzszej czestosci HCC wérdd nowotwordw hepatocytarnych?! .

4.3.2 Zakazenia wirusowe

Przewlekle zakazenia wirusowe watroby naleza do najwazniejszych przyczyn HCC u
ludzi, a zakazenia wirusem zapalenia watroby typu B (hepatitis B virus, HBV) 1 wirusem
zapalenia watroby typu C (hepatitis C virus, HCV) przez wiele dekad stanowity
dominujace czynniki etiologiczne®’. W przebiegu przewleklej infekcji wirusowej
utrzymujacy si¢ proces zapalny prowadzi do aktywacji komorek gwiazdzistych watroby,
wildknienia oraz stopniowej przebudowy prawidiowej struktury migzszu. Procesy te

tworza $rodowisko sprzyjajace transformacji nowotworowe;j>®. Kancerogenne dziatanie
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HBYV wynika z integracji wirusowego DNA z genomem gospodarza oraz modyfikacji
licznych szlakéw komorkowych, w tym m.in. Wnt/B-katenina, MAPK, STAT, PI3K/Akt
oraz Notch, prowadzacych do zwigkszonej proliferacji hepatocytéw, zahamowania
apoptozy, zaburzen réznicowania i progresji nowotworu. Z kolei HCV jako wirus RNA,
oprocz wywotywania przewleklego zapalenia w watrobie indukuje charakterystyczne
zmiany epigenetyczne, obejmujgce migdzy innymi hipermetylacje promotoréw genow
supresorowych®®. Te epigenetyczne modyfikacje obnizaja ekspresje gendw i oslabiaja
mechanizmy ograniczajgce proliferacje komdrkowa. Szczegdlnie istotne sg modyfikacje
rejonéw promotorowych dotyczace genu CDKN2A/pl16, kodujacego inhibitor kinaz
cyklinozaleznych 4 i 6 (CDK4/6), hamujacego przejscie komorki z fazy G1 do fazy S. W
wyniku utraty lub ostabienia aktywnosci tego inhibitora biatko retinoblastoma (RB) ulega
fosforylacji a czynnik transkrypcyjny E2F zostaje uwolniony spod jego hamujacego
wptywu, czego skutkiem jest niedostateczna kontrola cyklu komorkowego. Wyciszeniu
w przebiegu zakazenia HCV ulega rowniez gen RASSF1A kodujacy biatko supresorowe
o tej samej nazwie, uczestniczace w kontroli cyklu komoérkowego, stabilizacji mikrotubul
oraz aktywacji szlakow proapoptotycznych, w tym osi Hippo/MST. Jego hipermetylacja
ostabia apoptoze i sprzyja przezyciu komoérek z uszkodzonym genomem. Wirus ten

wplywa rowniez na biatko hamujace sygnalizacje cytokinowa zalezng od osi JAK/STAT.

Metylacja rejonéw promotorowych genu SOCS1 prowadzi do przedtuzonej aktywacji
szlakéw proliferacyjnych i prozapalnych®>. Nastepstwem zakazenia HCV jest tez
zaburzona regulacja potranskrypcyjna zalezna od miR-122, ostabiajaca kontrole genow
zwigzanych z proliferacja, odpowiedzig zapalng i transformacja nowotworowa przez
nadekspresje tych protoonkogenow?.

Mimo iz do niedawna infekcje wirusowe byly uznawane za gltowne czynniki
etiologiczcne  HCC u ludzi, obecnie coraz wigksze znaczenie przypisuje si¢
stluszczeniowym chorobom watroby. Warto zaznaczy¢, ze u zwierzat czynniki wirusowe
nie stanowig wiodacej przyczyny rozwoju HCC. Jednak jak wskazano wcze$niej,
najnowsze prace sugerujg udziat zakazenia DCH w onkogenezie watrobowej u kotow, co
moze by¢ wigzane z  mechanizmami  przypominajacymi  HBV-zalezng

hepatokancerogeneze, poniewaz DCH jest filogenetycznym analogiem tego wirusa.'”

4.3.3 Choroby metaboliczne i stluszczeniowe watroby
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Jak wspomniano powyzej, u ludzi coraz wigkszy udziat w etiologii HCC maja
zaburzenia metaboliczne zwigzane z otyloscia, insulinoopornoscia i cukrzyca typu 2,
ktore sprzyjaja wtoknieniu, stresowi oksydacyjnemu oraz prokancerogennemu TME7°,
Podobne zjawisko obserwowane jest u psoOw i1 kotow, u ktorych coraz czesciej notowane
sa przypadki otyloSci i zaburzen metabolicznych. Liczni autorzy wskazuja Scisla
korelacje wystepowania otylosci u kotow z rozwojem insulinoopornosci, wyzszym
ryzykiem cukrzycy typu 2 oraz nadmierng akumulacjg kropli tluszczu w watrobie

prowadzacych do lipidozy watrobowej***!.

Sthuszczenie watroby u pséw bywa obserwowane w przebiegu wybranych chorob, w
tym wrodzonych zespolen wrotno-obocznych oraz zaburzen endokrynnych. Dostgpne
dane sugeruja, ze akumulacja lipidow w watrobie pséw moze wspotwystepowaé z
nadczynno$cig kory nadnerczy, a takze rozwojem przewleklego procesu zapalnego i
wldknienia, sprzyjajacego transformacji nowotworowej hepatocytéw. Ze wzgledu na
ograniczong liczbe danych pro- 1 retrospektywnych wiazacych sttuszczeniowa chorobe

watroby z HCC zalezno$¢ ta wymaga dalszego potwierdzenia***,

4.3.4 Przewlekly proces zapalny

W patogenezie HCC przewlekle choroby przebiegajace z utrzymujacym si¢ procesem
zapalnym, w tym choroby autoimmunologiczne i cholestatyczne nalezy rozpatrywac nie
tylko jako odrebne jednostki chorobowe, lecz takze jako element zjawiska typu field
effect czyli ,,pola nowotworowego”. W takim Srodowisku wspotistniejg 1 wzajemnie
wzmacniaja si¢ procesy zwigkszajace zarOwno tempo powstawania zmian somatycznych,
jak 1 prawdopodobienstwo ich utrwalenia w wyniku presji selekcyjnej. W
przebudowujacej si¢ watrobie zwigksza si¢ liczba cykli proliferacyjnych hepatocytoéw 1
komorek progenitorowych, co statystycznie zwigksza liczbe szans na wystgpienie btgdow
replikacyjnych i ich utrwalenie w komoérkach potomnych. Jednocze$nie w przebiegu
przewlektego zapalenia w tkance narzadu utrzymuje si¢ stres oksydacyjny i nitrozacyjny
generowany przez komorki odczynu zapalnego, dysfunkcyjne mitochondria, a w
cholestazie rowniez przez toksyczne kwasy zolciowe ***. Nalezy rowniez pamietaé o
charakterystyczne;j dla  procesu  przewlektego przebudowie macierzy
zewnatrzkomoérkowej (ang. extracellular matrix, ECM). Zmiana sktadu ECM polega na
wzro$cie zawartosci kolagenu, zmianie sktadu proteoglikanow oraz zwigkszeniu

mechanicznej ,,sztywnosci tkanki”, rozumianej jako zmniejszenie jej fizjologicznej
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elastycznosci i podatnosci na odksztalcenia 4. Konsekwencja tych zmian jako$ciowych
w tkance jest zwickszona czestotliwo$¢ aktywacji szlakow mechanotransdukcji za
posrednictwem integryn oraz efektorow YAP/TAZ. Procesy te sprzyjaja przezyciu
komorek w warunkach stresu, promujg komorki odznaczajace si¢ mniej zréznicowanym
fenotypem 1 ulatwiaja adaptacje hepatocytéw do mikrosrodowiska o ograniczonej
perfuzji oraz zmienionej waskulaturze **¥. W przewlektych hepatopatiach dlugotrwata
ekspozycja na cytokiny 1 mediatory zapalne, m.in. interleuking 6 (IL-6), czynnik
martwicy nowotworow o (TNF-a), interleuking 1 o (IL-la) aktywuje szlaki
transkrypcyjne taczace proces zapalny z mechanizmami przezycia i kontroli cyklu
komorkowego.

Jednymi z najlepiej poznanych i udokumentowanych w kontekscie kancerogenezy
watrobowej sa szlak jadrowego czynnika kB (NF-«kB) oraz o$ IL-6/JAK/STAT3%. Po
translokacji do jadra komodrkowego NF-kB integruje sygnaty odbierane z
mikro$rodowiska narzadu i1 w zalezno$ci od panujacych w nim warunkéw moze
promowaé przezycie komorek z uszkodzonym DNA, nasila¢ ekspresj¢ czynnikow
proangiogennych oraz przebudowujacych ECM, a takze wzmacnia¢ szlaki zapalne
podtrzymujace remodeling tkanki**. Podobnie aktywacja osi IL-6/JAK/STAT3 w
przewlektej chorobie watroby sprzyja proliferacji, ogranicza apoptoz¢ i1 wspiera
immunosupresyjne TME. Ponadto w literaturze podkresla si¢, ze biatko STAT3 jako
wazny efektor taczacy =zapalenie z nowotworzeniem, ma nie tylko znaczenie

patogenetyczne, lecz takze translacyjne i terapeutyczne™’.

Przewlekle zapalenie watroby u pséw jest jednostka heterogenng’!, jednak wiele
mechanizmow przewleklej hepatopatii wykazuje podobienstwo miedzy gatunkami.
Dlatego rowniez u tego gatunku podczas hepatokancerogenezy powstaje
mikro$rodowisko zapewniajace przewage adaptacyjng i proliferacyjng transformowanym
hepatocytom. Jednocze$nie retrospektywne analizy patomorfologiczne wskazuja, Ze
marskos$¢ watroby wystepuje tylko u niewielkiego odsetka pséw z HCC. Odréznia to ten
gatunek od ludzi, u ktorych rak watrobowokomoérkowy najczesciej rozwija si¢ na podtozu
marskos$ci migzszu. Sugeruje to, ze u psow czes$¢ przypadkow HCC powstaje de novo lub
w przebiegu przewleklych hepatopatii zwigzanych z utrzymywaniem si¢ niszy
prozapalnej i profibrotycznej 7-1°.

Warunki sprzyjajace inicjacji i progresji procesu nowotworowego u kotow tworza

natomiast przewlekle zespoly zapalne drog zotciowych (cholangitis/cholangiohepatitis
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complex). Aktualne dane literaturowe wskazuja, ze szczegodlna podatno$¢ kotow na
choroby drog zotciowych moze wynika¢ m.in. ze specyfiki ich anatomii. Przewdd
zotciowy wspolny u tego gatunku uchodzi do dwunastnicy wspolnie z przewodem
trzustkowym. Anatomia ta sprzyja szerzeniu si¢ proceséw chorobowych w obrebie
watroby, drog zétciowych i trzustki. Cholangitis u kotow stanowi jednostk¢ heterogenng
i obejmuje przede wszystkim posta¢ neutrofilowg oraz limfocytarng, rdéznigce si¢
etiopatogeneza, przebiegiem klinicznym i konsekwencjami dla tkanek narzadu. Z tego
wzgledu przewlekte zespoly zapalne drog zotciowych u kotow mozna uzna¢ za istotng
przyczyne dtugotrwatej przebudowy migzszu watroby, przy czym bezposrednie dane
epidemiologiczne laczace okreslone fenotypy cholangitis z rozwojem HCC pozostaja

jednak ograniczone.’>*,

Centralna rola zapalenia i stresu oksydacyjnego w hepatokancerogenezie uzasadnia
wdrazanie interwencji terapeutycznych ukierunkowanych na ograniczanie obu tych
procesow. Utrzymujace si¢ sygnaty zapalne oraz przewlekle obciazenie oksydacyjne nie
tylko zwigkszaja czestos¢ uszkodzen DNA, lecz takze podtrzymuja mikrosrodowisko
sprzyjajace przezyciu w nim wylacznie komorek cechujacych si¢ przewaga wzrostowa a
tym samym progresji zmian przednowotworowych. Z tego wzgledu procesy te stanowig
racjonalne cele zarbwno w profilaktyce jak 1 w terapii. W tym kontek$cie na znaczeniu
nabieraja produkty pochodzenia naturalnego oraz nutraceutyki, przy czym ich
potencjalna uzytecznos¢ nie musi wynika¢ z dziatania przeciwnowotworowego sensu
stricto, lecz z modulacji szlakow zapalnych 1 prooksydacyjnych poprzedzajacych etap
transformacji.

Szczegblnie istotny moze by¢ wplyw takich interwencji na biotransformacje
ksenobiotykdéw poprzez regulacje aktywnosci enzymoéw cytochromu P450 (CYP P450)
oraz rownolegle wzmacnianie endogennej obrony antyoksydacyjnej. W konsekwencji
ukierunkowana modulacja zapalenia oraz reakcji oksydoredukcyjnych moze stanowié¢
komponent profilaktyki, a przede wszystkim terapii wspomagajacej u pacjentéw z HCC,
zaréwno ludzi jak i1 zwierzat, u ktérych eliminacja przyczyny pierwotnej nie zawsze jest

mozliwa lub wystarczajaca.

4.3.5 Toksyny i kancerogeny chemiczne
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Ze wzgledu na kluczowa rol¢ w biotransformacji zwigzkéw chemicznych watroba jest
znacznie bardziej narazona na dziatanie substancji toksycznych niz inne narzady. Wynika
to zarowno z wysokiej aktywnosci metabolicznej hepatocytow, w tym uktadow zaleznych
od CYP P450, jak i1 ze specyfiki ukrwienia czynnos$ciowego, ktére dostarcza do watroby
substancje wchlonigte z przewodu pokarmowego. W hepatocytach zwigzki te s3
nastgpnie poddawane metabolizmowi, biotransformacji i sprzeganiu. W konsekwencji
watroba staje si¢ jednym z gtownych narzadow docelowych dla prokancerogennych
zwiazkow o potencjale genotoksycznym lub cytotoksycznym, z ktorych w warunkach

przewlektej ekspozycji powstaja znaczne ilo$ci reaktywnych metabolitow.

Aflatoksyna B1, metabolit grzyboéw z rodzaju Aspergillus, m.in. A. flavus, A.
parasiticus, czgsto zanieczyszczajacy produkty spozywcze, takie jak ziarna zbdz, orzechy
i kukurydza, a takze pasze dla zwierzat, nalezy do najlepiej opisanych mykotoksyn o
potencjale kancerogennym. Podczas biotransformacji aflatoksyna Bl zostaje
przeksztalcona przez izoformy cytochromu P450, przede wszystkim CYP3A4 1 CYP1A2,
do aktywnego biologicznie epoksydu (AFB1-8,9-exo-epoxide). Metabolit ten wykazuje
silng reaktywnos¢ z DNA, tworzac glownie addukty do guaniny. Powstawanie takich
adduktoéw sprzyja niestabilnosci genomu i transformacji nowotworowej>*. Rownocze$nie
biotransformacja aflatoksyny B1 prowadzi do generowania reaktywnych form tlenu (ang.
reactive oxygen species, ROS), czego nastgpstwem jest nasilony stres oksydacyjny, a w
konsekwencji peroksydacja lipidow oraz uszkodzenie biatek, bton komodrkowych 1

mitochondriow>”.

W literaturze opisano roéwniez inne mykotoksyny stanowigce potencjalne zagrozenie,
jednak w odniesieniu do wielu z nich dane pozostaja fragmentaryczne >¢. Odrebng grupe
hepatotoksyn stanowig toksyny sinicowe w tym mikrocystyna-LR °7. U zwierzat
ekspozycja na mikrocystyny, wynikajaca przede wszystkim ze spozycia wody ze
zbiornika objetego zakwitem sinic, moze w warunkach przewlektego uszkodzenia
migzszu sprzyja¢ promocji hepatokancerogenezy.

Spozycie alkoholu stanowi u ludzi jeden z gléwnych czynnikow etiologicznych
marsko$ci watroby, a w konsekwencji takze HCC. Ryzyko zalezy od dawki i czasu
ekspozycji, a progresja choroby zalezna jest m.in. od ptci, wieku, wspotistnienia chordb
metabolicznych, takich jak otylo$s¢ 1 cukrzyca oraz predyspozycji genetycznych.
Patomechanizm zmian indukowanych alkoholem obejmuje: 1) powstawanie aldehydu

octowego oraz adduktow biatkowych i DNA, 2) stres oksydacyjny wynikajacy m.in. z
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aktywacji szlakow zaleznych od enzymow CYP, 3) zaburzenie integralnosci bariery
jelitowej 1 naptyw wzorcéw molekularnych zwigzanych z patogenami (ang. pathogen-
associated molecular patterns, PAMP) oraz wzorcoéw zwigzanych z uszkodzeniem (ang.
damage associated molecular patterns, DAMP) ktére nasilajg proces zapalny, 4)

przyspieszenie procesu wloknienia i przebudowy watroby 3858

Obok wczesniej omowionych czynnikow istotng role odgrywaja chemiczne
kancerogeny i prokancerogeny, ktorych znaczenie ujawnia si¢ szczegdlnie wyraznie w
warunkach przewlektej ekspozycji oraz wspotistniejacego uszkodzenia watroby. Do tej
grupy nalezy zaliczy¢ N-nitrozoaminy oraz ich prekursory, azotyny i azotany. Zwigzki te
wystepuja w niektérych produktach spozywczych, zwlaszcza fermentowanych,
konserwowanych i peklowanych, lecz powstaja rowniez endogennie w warunkach
nasilonej nitrozacji. W przebiegu przewlektego procesu zapalnego, w tym o podtozu
infekcyjnym, zwigkszona produkcja tlenku azotu i jego reaktywnych pochodnych sprzyja
tworzeniu zwigzkéw N-nitrozowych. Istotne znaczenie ma roéwniez przewlekla
ekspozycja na metale cigzkie 1 pétmetale, w tym arsen nieorganiczny obecny w wodzie
pitnej. Wykazano zwigzek migdzy dlugotrwatym spozywaniem wody zanieczyszczonej
tym pierwiastkiem a zwigkszonym ryzykiem zgonu z powodu raka watroby. Kolejnym
szeroko rozpowszechnionym czynnikiem Srodowiskowym jest dym tytoniowy, ktory
zawiera liczne prokancerogeny wymagajace bioaktywacji, w tym wielopierscieniowe
weglowodory aromatyczne. Dane literaturowe wskazuja, ze zardwno palenie tytoniu jak
1 ekspozycja bierna na dym tytoniowy zwigkszaja ryzyko rozwoju HCC.

U zwierzat gospodarskich i wolno zyjacych dobrze opisanym problemem sg alkaloidy
pirolizydynowe (PA), obecne w niektorych roslinach oraz wystepujace jako
zanieczyszczenia pasz. Po bioaktywacji w watrobie zwigzki te wykazuja wtasciwosci
genotoksyczne. Przewlekle narazenie na PA moze prowadzi¢ do dysfunkcji watroby, a w

modelach do$wiadczalnych wykazano ich potencjat kancerogenny.

4.4 Rola biotransformacji ksenobiotykéw 1 bariery redoks w

hepatokarcynogenezie

Cytochromy P450 tworza nadrodzing hemoprotein zlokalizowanych gltownie w
siateczce $rodplazmatycznej hepatocytow, a czeSciowo takze w mitochondriach. Petnig

funkcje podstawowego uktadu metabolicznego odpowiedzialnego za biotransformacje
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ksenobiotykow oraz licznych zwiazkow endogennych. Cykl katalityczny enzymow CYP,
sprzgzony z reduktaza NADPH-cytochrom P450, umozliwia przebieg reakcji utleniania,
lecz jednoczesnie moze prowadzi¢ do ,,ucieczki” elektronow i1 generowania ROS, co
czyni te enzymy potencjalnym zroédtem stresu oksydacyjnego oraz uszkodzen DNA w

watrobig®®-6!

. Biotransformacja ksenobiotykéw moze zatem dziala¢ ochronnie przez
ograniczanie kumulacji toksyn, ale rowniez w wyniku bioaktywacji prokancerogenow,
zwigksza¢ pule reaktywnych metabolitow zdolnych do tworzenia adduktow DNA i

inicjowania hepatokancerogenezy®>®*.

4.4.1 Faza I biotransformacji ksenobiotykow

Faza I biotransformacji obejmuje reakcje funkcjonalizacji, takie jak hydroksylacja, O-
dealkilacja i epoksydacja. Ich zasadniczym skutkiem jest zwykle zwigkszenie polarnosci
czasteczek, co przygotowuje je do dalszego metabolizmu i wydalenia. Nalezy jednak
podkresli¢, ze proces ten nie zawsze ma charakter ochronny. W wielu przypadkach
prowadzi bowiem do powstawania metabolitow bardziej reaktywnych biologicznie niz
zwigzek pierwotny.

Do enzyméw zaangazowanych w te reakcje nalezy m.in. rodzina CYP1, obejmujaca
izoformy CYPIA1l 1 CYP1A2. Enzymy te uczestnicza w metabolizmie zwigzkoéw
polarnych i1 arylowych, w tym wielopierscieniowych weglowodorow aromatycznych. Ich
aktywno$¢ pozostaje silnie zalezna od aktywacji receptora arylowego (ang. aryl
hydrocarbon receptor, AhR). Pobudzenie AhR nasila ekspresj¢ enzymow z rodziny
CYPI, zwigkszajac zdolnos¢ komodrki do bioaktywacji czesSci prokancerogenow. W
konsekwencji ro$nie pula reaktywnych metabolitow posrednich zdolnych do uszkadzania
DNA. Jezeli wysokiej aktywnosci tej izoformy towarzyszy proces zapalny oraz
ograniczona wydolnos¢ endogennych uktadow antyoksydacyjnych, zwigksza sie¢
prawdopodobiefstwo  utrwalenia niekorzystnych —mutacji podczas podzialow
komorkowych.

Funkcjonalnym markerem aktywnosci enzymow z rodziny CYPI, zwlaszcza
CYPIAI, jest aktywno$¢ O-deetylazy 7-etoksyrezorfiny (ang. 7-ethoxyresorufin O-
deethylase, EROD) 6264,

Izoforma CYP2E1 stanowi jeden z najwazniejszych enzymow taczacych ekspozycije

na nitrozoaminy z inicjacja hepatokancerogenezy. W modelu indukcji HCC przez DEN
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zwigzek ten pelnigcy funkcje inicjatora genotoksycznego ujawnia swdj mutagenny
potencjat dopiero po metabolicznej aktywacji zaleznej od CYP2EL. W wyniku tego
procesu powstajg reaktywne metabolity posrednie, w tym zwigzki etylujace zasady
azotowe DNA®%, Potwierdzeniem udziatu CYP2E1 w bioaktywacji DEN sa wyniki
doswiadczen z wykorzystaniem myszy z unieczynnionym genem Cyp2el. U zwierzat
tych wykazano znaczne oslabienie hepatokancerogenezy indukowanej DEN, co
jednoznacznie wskazuje, ze enzym CYP2EI jest gtowng izoformg odpowiedzialng za
bioaktywacje tego kancerogenu w warunkach in vivo®’. Jednocze$nie w modelach
przewlektej ekspozycji na DEN opisywano spadek ekspresji i aktywnosci CYP2EL w
zaawansowanych zmianach nowotworowych®. Wykazano réwniez, ze niska ekspresja
CYP2E1 w tkance guza moze wspolwystepowac z bardziej agresywnym fenotypem oraz

69

by¢ niepomy$lnym czynnikiem rokowniczym Funkcjonalnym wskaznikiem

aktywnosci CYP2El we frakcji mikrosomalnej jest aktywno$¢ hydroksylazy aniliny

(ang. aniline hydroxylase, AnH)°.

Rodzina CYP3A, a zwlaszcza izoforma CYP3A4, odpowiada za watrobowy
metabolizm wielu lekow i innych zwigzkoéw egzogennych. Od sprawnosci tego uktadu
zalezy rowniez poziom ekspozycji tkanek obwodowych na substancje pochodzace z
przewodu pokarmowego’!. W toku hepatokancerogenezy dochodzi do odréznicowania
metabolicznego komodrek nowotworowych, co przejawia sie utrata wyspecjalizowanych
funkcji enzymatycznych migzszu watroby. Proces ten obejmuje m.in. uproszczenie
profilu metabolicznego oraz istotny spadek ekspresji 1 aktywnosci enzymow
detoksykacyjnych, w tym CYP3 A4, co ogranicza zdolno$¢ komorek guza do prawidtowe;j
biotransformacji ksenobiotykow’?.

Zjawisko to ma znaczenie kliniczne, poniewaz niska ekspresja CYP3A4, podobnie jak
innych przedstawicieli rodziny CYP3A, byla wigzana z krotszym przezyciem chorych.
Cze$¢ autoroOw uznaje zatem utrate aktywnosci CYP3A4 za ceche wspotwystepujaca z
wyzszym stopniem odréznicowania komoérek guza oraz bardziej agresywnym
przebiegiem choroby’. Markerem aktywnosci CYP3A4/CYP3A w mikrosomach
watrobowych jest aktywno$¢ debenzylazy 7-benzylooksychinoliny (ang. 7-
benzyloxyquinoline debenzylase, BqD). 7.

4.4.2 Faza Il biotransformacji ksenobiotykoéw
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Faza Il biotransformacji obejmuje reakcje sprz¢gania, m.in. z glutationem, siarczanami
i kwasem glukuronowym. Ich wspolnym celem jest zwigkszenie rozpuszczalno$ci
metabolitow w srodowisku wodnym oraz zmniejszenie ich reaktywnosci chemicznej. W
konsekwencji metabolity powstale w fazie I tracg w fazie II zdolnos¢ do uszkadzania

struktur komérkowych i ulegajg eliminacji z organizmu.

Szczegdlnie istotne w hepatokancerogenezie sg uktady zalezne od glutationu,
poniewaz uczestniczag w bezposredniej neutralizacji reaktywnych metabolitow
generowanych w fazie I. Glutationo-S-transferaza (ang. glutathione S-transferase; GST)
katalizuje ich sprzeganie z glutationem, ograniczajac zdolno$¢ tych zwigzkéw do
tworzenia adduktoéw z DNA 1 biatkami. W przewlekle uszkodzonej watrobie ekspresja
izoformy GSTP1 moze ulega¢ obnizeniu. Jednocze$nie wykazano, ze wyzsza aktywno$¢
GSTP1 w komorkach HCC moze wigza¢ si¢ z hamowaniem proliferacji i

korzystniejszym fenotypem guza.”.

Konsekwencje zmian aktywnos$ci enzymow detoksykacyjnych zaleza od etapu procesu
nowotworowego. Na etapie inicjacji sprawna detoksykacja ogranicz uszkodzenia DNA,
natomiast w guzie juz uformowanym te same uktady moga zwigksza¢ przezycie komorek
nowotworowych i pogarsza¢ odpowiedz na leczenie. Z tego wzgledu zmiany aktywnosci
GST nalezy interpretowa¢ zaré6wno z punktu widzenia podatno$ci komodrek na
uszkodzenia materialu genetycznego, jak 1 w konteks$cie opornosci na wybrane leki

cytostatyczne °.

Oksydoreduktaza NAD(P)H:chinon 1 (ang. NAD(P)H:quinone oxidoreductase 1,
NQO1), okreslana takze jako DT-diaforaza, jest kolejnym enzymem zaliczanym do II
fazy biotransformacji oraz do ukladu obrony antyoksydacyjnej. Katalizuje ona
dwuelektronowa redukcje chinondw, dzigki czemu ogranicza powstawanie ROS w
przebiegu reakcji redoks. W wielu nowotworach, w tym w HCC, obserwuje si¢ jej
nadekspresje’’. Zjawisko to ma niekorzystne znaczenie rokownicze, poniewaz
zwigkszona  aktywnos¢ DT-diaforazy wigze si¢ ze  stabilizacjag  biatek
antyapoptotycznych, co sprzyja przezyciu komoérek nowotworowych 75,

Poza enzymami fazy Il wazng role w ograniczaniu stresu oksydacyjnego podczas
biotransformacji odgrywaja klasyczne enzymy antyoksydacyjne, takie jak dysmutaza
ponadtlenkowa (ang. superoxide dismutase, SOD) i katalaza. Ich zadaniem jest
neutralizacja ROS powstajacych w komorce. Wykazano, ze w przebiegu HCC wyzsza

aktywno$¢ SOD w tkance guza moze wigzac si¢ z dtuzszym czasem przezycia pacjentow
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po resekcji. Nie oznacza to jednak, Ze wzmacnianie obrony antyoksydacyjnej jest w

kazdym kontekscie korzystne”’.

W dojrzatych komoérkach nowotworowych moze ono sta¢ si¢ elementem adaptacji do
warunkoéw stresu metabolicznego. Dhugotrwata aktywacja szlakéw antyoksydacyjnych,
na przyktad zaleznych od jadrowego czynnika erytroidealnego 2 (ang. nuclear factor
erythroid 2-related factor 2, Nrf2), zmniejsza nasilenie stresu oksydacyjnego i
peroksydacji lipidow oraz hamuje ferroptoze, co w konsekwencji utatwia przezycie

komoérek guza i zwicksza ich oporno$¢ na stosowang terapie. .

4.5 Programowana §mier¢ komorki 1 transformacja nowotworowa

Hepatokancerogeneza jest procesem wieloetapowym. Rozpoczyna si¢ od uszkodzen
materialu genetycznego oraz zaburzen szlakow kontrolujacych proliferacje komorkowa.
Zmiany te s3 nast¢pnie utrwalane w kolejnych cyklach podziatowych pod wplywem
przewlektego zapalenia, stresu oksydacyjnego i1 postepujacej przebudowy struktury
narzadu. W konsekwencji dochodzi do powstania komorek cechujacych sie zdolnoscia
do autonomicznej proliferacji, unikania nadzoru immunologicznego, ekspansji klonalnej
oraz nie$miertelnoéci replikacyjnej 8'.

Zaburzenie rownowagi migdzy sygnatami proapoptotycznymi i antyapoptotycznymi
stanowi kluczowe zjawisko w przebiegu transformacji nowotworowej. Do przezycia
komorek z uszkodzonym genomem przyczyniajg si¢ zarowno spadek aktywnosci biatek
proapoptotycznych, jak i wzrost ekspresji czynnikéw hamujacych $mier¢ komorki.
Zmiana ta nie tylko zwigksza szans¢ przetrwania komorki juz uszkodzonej, lecz takze
utatwia dalszg selekcje subpopulacji komorkowych bardziej odpornych na stres
srodowiskowy, hipoksje i dziatanie czynnikow cytotoksycznych 5283,

Najlepiej poznang forma programowanej $mierci komorki pozostaje apoptoza. Jest to
proces $cisle kontrolowany, przebiegajacy z udzialem kaspaz i nieaktywujacy reakcji
zapalnej. W jej toku obserwowane jest obkurczenie komorki, kondensacja chromatyny,
fragmentacja jadra oraz powstawanie cialek apoptotycznych, ktore nastepnie sa usuwane
przez komorki fagocytujace®.

Sprawna apoptoza ma znaczenie fundamentalne, poniewaz pozwala eliminowac

komorki  z  uszkodzonym DNA, nieprawidlowo aktywowanymi szlakami
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proliferacyjnymi lub zaburzona kontrola cyklu komoérkowego. Ostabienie tego
mechanizmu umozliwia przezycie 1 dalsza proliferacje¢ komodrek obcigzonych
niestabilno$cia genetyczng, co zwigksza prawdopodobienstwo utrwalenia zmian
inicjujacych kancerogeneze®.

Apoptoza nie jest jedyng formg programowanej $mierci komorki, ktorej zaburzenia
przyczyniaja si¢ do hepatokancerogenezy. Coraz wigksza uwage zwraca si¢ na
nekroptoze, czyli programowang $mier¢ komoérki zwigzang z utratg integralnosci btony
komorkowej i uwalnianiem DAMP. Aktywacja tego szlaku regulowanej $mierci skutkuje
rekrutacja komoérek uktadu odpornosciowego, nasileniem miejscowego procesu
zapalnego oraz wtornym pobudzeniem procesOw naprawczych i proliferacyjnych. Rola
nekroptozy w procesach nowotworowych jest zatem niejednoznaczna. Moze ona sprzyjac
eliminacji komodrek zmienionych nowotworowo, jednak jej przewlekta aktywacja moze
rowniez wspottworzy¢ Srodowisko sprzyjajace przebudowie tkanki i1 dalszemu
rozwojowi nowotworu %7 Proces ten jest najczesciej indukowany przez sygnalizacje
zalezng od receptoréw S$mierci, zwlaszcza TNFR1, w warunkach jednoczesnego
zahamowania aktywnos$ci kaspazy 8. Zahamowanie szlakéw apoptozy prowadzi do
aktywacji w komorce kinaz RIP1 i RIP3 oraz utworzenia tzw. nekrosomu. Nastepnie
RIPK3 fosforyluje biatko MLKL (mixed lineage kinase domain like pseudokinase), ktore
po oligomeryzacji przemieszcza si¢ do blony komorkowej. Dochodzi wowczas do
formowania w niej poréw oraz naptywu jondéw, co w konsekwencji prowadzi do obrzeku
komorki 1 jej ostatecznego pegknigcia. W HCC wspomniana powyzej niejednoznaczna
natura nekroptozy jest szczegolnie wyrazna. Dane do§wiadczalne wskazuja, Ze ostabienie
osi RIPK3/MLKL moze zmniejsza¢ czgsto$¢ rozwoju raka watroby, co przemawia za
udziatem nekroptozy w podtrzymywaniu przewleklego =zapalenia sprzyjajacego
hepatokancerogenezie. Jednoczesnie w materiale pochodzacym od chorych wzrost
ekspresji markerow nekroptozy bywal wigzany z wigkszym naciekiem limfocytow T 1
lepszym rokowaniem. Oznacza to, ze nekroptoza moze dziala¢ zaréwno
przeciwnowotworowo, przez zwigkszenie = immunogennos$ci  guza, jak 1

pronowotworowo, przez utrwalanie zapalnej przebudowy TME.

W procesach nowotworowych znaczenie przypisuje si¢ réwniez innym formom
regulowanej $mierci komorki, takim jak pyroptoza 1 ferroptoza, cho¢ ich rola w HCC jest

bardziej ztozona. Pyroptoza wiaze si¢ z aktywacja zapalnej odpowiedzi komorkowej i

str. 27



uwalnianiem cytokin prozapalnych, natomiast ferroptoza jest S$ciSle zwigzana z

zaburzeniami gospodarki zelazem oraz nasileniem peroksydacji lipidow.

Obie formy $mierci mogg w okreslonych warunkach ogranicza¢ przezycie komorek
nowotworowych, ale moga tez wtérnie wptywa¢ na TME przez nasilanie stresu
oksydacyjnego, reakcji zapalnej i odpowiedzi regeneracyjne;j 5.

W watrobie zachowanie prawidlowego obrotu komorkowego rozumianego jako
rownowaga migdzy $miercig komodrek a proliferacja ma szczegodlne znaczenie. Jest to
narzad o duzym potencjale regeneracyjnym, dlatego kazdy wzrost §mierci komdrkowe;j
uruchamia mechanizmy odnowy tkankowej. W warunkach krotkotrwalego uszkodzenia
odpowiedz taka ma charakter adaptacyjny i sluzy przywrdceniu prawidtowej struktury
narzadu. Inaczej dzieje si¢ wtedy, gdy uszkodzenie, zapalenie i stres oksydacyjny
utrzymuja si¢ przewlekle. Powtarzajace si¢ procesy $mierci i odnowy komorek
zwigkszaja liczbe podzialow proliferujacych hepatocytow, a tym samym zwigkszaja
ryzyko utrwalania mutacji i selekcji hepatocytéw o przewadze wzrostowej®.

W warunkach przewlektego uszkodzenia narzadu powstaje uklad, w ktérym
uszkodzenie komorek, ich $mier¢ 1 nastgpcza odnowa tkanki pozostaja ze sobg $cisle
sprzgzone. Taki stan sprzyja utrwalaniu mutacji i tworzy warunki do selekcji klonalnej

obcigzonych komérek *°.

4.5.1 Inicjacja

Etap inicjacji obejmuje utrwalenie zmian genetycznych i epigenetycznych, ktore
nadaja komodrce przewage przezywalnosci lub zdolno$¢ do proliferacji w warunkach
stresu tkankowego. Kluczowa role petnig tu szlaki odpowiedzi na uszkodzenie DNA oraz
mechanizmy kontroli cyklu komorkowego, ktorych centralnym elementem jest biatko
p53 kodowane przez gen TP53 °!. Mutacje w tym genie w HCC wiazg si¢ z agresywnym
fenotypem guza i gorszym rokowaniem dla pacjenta *>. Wynika to z ostabienia eliminacji
komorek z krytycznymi uszkodzeniami genomu oraz ich zwigkszonej sktonnosci do
nabywania cech komoérek progenitorowych. Jak opisano powyzej, podczas inicjacji
kancerogenezy szczegdlnego znaczenia nabiera roéwnowaga migdzy sygnatami
proapoptotycznymi z ekspresja BAX na czele a antyapoptotycznymi, gdzie kluczowa rolg
odgrywa m.in. inhibitor apoptozy BCL-2. Ocena ekspresji wyzej wymienionych biatek
w tkance nowotworowej stanowi funkcjonalny marker podatno$ci komorki na eliminacje

lub przezycie, w zwigzku z tym zmiany ich ekspresji analizowano jako jeden z
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biomarkeréw prognostycznych®!'. Podkresla to, ze przelamanie apoptozy jest jednym z
kluczowych warunkéw utrwalenia zmian inicjujacych®. Réwnolegle do zaburzef
szlakow $mierci komorkowej, zachodzi wczesne zachwianie roznicowania hepatocytow.
Jadrowy czynnik hepatocytow 4o (ang. hepatocyte nuclear factor 4 alpha, HNF4a)
odpowiada w komodrce za rozwoj dojrzatego fenotypu hepatocytarnego. Dane
literaturowe wskazuja, ze wysoka ekspresja HNF4a blokuje ich przej$cie w komorki o
cechach komorek macierzystych. Ponadto czynnik ten jest inhibitorem przej$cia
epitelialno-mezenchymalnego komorek (ang. epithelial-mesenchymal transition; EMT),
ktore odgrywa kluczowsg role w procesie metastazy. °>**. W praktyce oznacza to, Ze na
wczesnym etapie transformacji istotna jest nie tylko liczba mutacji, ale takze to, czy
komorka utrzymuje fenotyp dojrzalego hepatocytu, czy przechodzi w fenotyp mniej
zrbéznicowany, bardziej plastyczny i podatny na selekcj¢. Majac na wzgledzie powyzsze,
wskazuje si¢, ze zwickszanie ekspresji HNF4a lezy u podstaw tak zwanej terapii
réznicujacej w HCC.
4.5.2 Promocja

Promocja wigze si¢ z aktywacja niekontrolowanej proliferacji komoérek zmienionych
w warunkach przewlektego procesu zapalnego. Cytokiny prozapalne, zwtaszcza 1L-6 i
TNF-a, petnig funkcj¢ kluczowych mediatorow osi zapalenie—przezycie—proliferacja.
Aktywacja osi IL-6/JAK/STAT3 jest szeroko opisywana jako mechanizm promujacy
rozw6] HCC, miedzy innymi przez nasilenie szlakéw proliferacyjnych, hamowanie
apoptozy i ksztattowanie immunosupresyjnych wiasciwosci TME>*?*, Szlaki mediowane
przez TNF-a moga kierowa¢ los komorki w odmienny sposob. W warunkach sprawne;j
aktywnosci kaspaz sygnat TNF-o moze uruchamia¢ apoptoze, natomiast przy blokadzie
apoptozy lub zaburzeniu aktywnosci kaspazy 8 dochodzi do aktywacji nekroptozy
regulowanej przez RIPK1 1 RIPK3.
Rola aktywacji osi RIPK1/RIPK3 jest jednak ztoZona, poniewaz jak juz wspomniano
szlak ten moze dziata¢ korzystnie przez indukcj¢ programowanej $mierci i wzmacniac¢
procesy zapalne. Z tego wzgledu w HCC obserwuje si¢ niejednoznaczno$¢ efektow
zwigzanych

z aktywacja tych kinaz®*°.
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4.5.3 Progresja

Na etapie progresji komodrki nowotworowe przystosowuja si¢ do wzrostu w
niekorzystnych warunkach, przeksztatcajag mikrosrodowisko 1 wymykaja si¢ nadzorowi
immunologicznemu. Waznym elementem tej adaptacji jest przeprogramowanie
metabolizmu. Opisane przez Ottona Warburga nasilenie glikolizy mimo dostgpnosci
tlenu wiaze si¢ z wysoka aktywnoscia kinazy pirogronianowej M2 (ang. pyruvate kinase
M2, PKM2). Znaczenie PKM2 wykracza jednak poza jej funkcje metaboliczng. Jej
wysoka aktywno$¢ moze rowniez sprzyja¢ unikaniu odpowiedzi przeciwnowotworowe;j
przez zwigkszanie ekspresji ligandu programowanej S$mierci komorek 1 (ang.

programmed death-ligand 1, PD-L1)'%%-101,

Zmianom metabolicznym towarzysza utrata cech dojrzatego hepatocytu
(odroéznicowanie) oraz wzrost plastyczno$ci  fenotypowej komorek — guza.
Odréznicowanie nie ogranicza si¢ przy tym do zmiany morfologii komorek, lecz
obejmuje takze ostabienie ekspresji genoéw odpowiedzialnych za funkcje hepatocytow
oraz reekspresj¢ biatek ptodowych lub biatek typowych dla komorek macierzystych.
Postepujace odroznicowanie komérek HCC zwigksza ich zdolno$¢ do przystosowania sig¢
do hipoksji, niedoboru substratow energetycznych i zmiennych sygnatéw pochodzacych
z mikrosrodowiska. Nabywanie cech komorek macierzystych sprzyja ponadto
samoodnowie, odtwarzaniu heterogenicznej populacji komoérek guza oraz mniejszej
wrazliwo$ci na chemioterapeutyki, co moze zwigksza¢ ryzyko rozwoju w guzie
pierwotnym subpopulacji komoérek lekoopornych i1 podzniejszego nawrotu choroby.
Odréznicowanie moze rowniez wspotwystgpowaé z EMT, ulatwiajac migracje,
naciekanie otaczajacych tkanek i rozsiew komoérek nowotworowych. Stan zréznicowania
nalezy zatem traktowac jako dynamiczny element progresji HCC, przy czym przesunigcie
w stron¢ fenotypu progenitorowego wigze si¢ z wigkszg agresywnoscig guza 1 gorszym

rokowaniem., 92103

Jednym z przejawdéw tych procesow moze by¢ ponowna ekspresja alfa-fetoproteiny
(AFP), biomarkera onkofetalnego szeroko wykorzystywanego w praktyce klinicznej u
chorych na HCC. Ponowna wysoka ekspresja tego bialka nie ogranicza si¢ wyltacznie do
roli biomarkera diagnostycznego i prognostycznego w HCC %419 Opisywano udzial
AFP w procesach zwigzanych z inwazja, przerzutowaniem i lekoopornoscia, a takze z
ostabieniem odpowiedzi przeciwnowotworowej przez modulowanie funkcji komorek

dendrytycznych, komérek NK i limfocytow T!06107,
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4.6 Nutraceutyki jako element wsparcia zywieniowego 1 terapii
wspomagajacej w HCC

Pojecie nutraceutyku, mimo braku ugruntowanej, jednoznacznej definicji odnosi si¢
do substancji lub mieszanin pochodzenia zywno$ciowego, takich jak produkty
fermentacji, frakcje roslinne, wybrane aminokwasy, lipidy bioaktywne i zwigzki
fitochemiczne, ktére w dawkach przekraczajacych standardowe spozycie wraz z dieta,
moga wywiera¢ mierzalny efekt biologiczny. W ujeciu funkcjonalnym nutraceutyk
zajmuje miejsce posrednie miedzy klasyczng interwencja zywieniowg a farmakoterapig.
Celem jego zastosowania nie jest wylacznie korekta niedoboréw ani wzbogacenie diety,
lecz ukierunkowane oddzialywanie na okreslone patomechanizmy. W tym znaczeniu
nutraceutyki nalezy odr6zni¢ od zywnosci funkcjonalnej, ktorej efekt wynika z typowego
spozycia w ramach diety, oraz od suplementow diety rozumianych jako preparaty
uzupetiajace niedobory zywieniowe.

Korzysci z wlaczenia nutraceutykow w HCC wynikaja przede wszystkim z ich
potencjalnej zdolno$ci do modulowania patomechanizmow, ktoére poprzedzaja
transformacje nowotworowa lub podtrzymuja mikrosrodowisko sprzyjajace selekcji
klonalnej. Do kluczowych celow takiej interwencji naleza: (1) przewlekte zapalenie i
sygnalizacja proproliferacyjna obejmujaca szlaki NF-kB, IL-6/JAK/STAT3, (2) stres
oksydacyjny 1 adaptacja redoks w tym o§ Nrf2-ARE oraz aktywnos$¢ enzymow
antyoksydacyjnych, (3) deregulacja biotransformacji ksenobiotykow zwigzana z
zaburzeniem réwnowagi miedzy faza 1 i II, oraz (4) zaburzenia osi jelito—watroba
wynikajace ze zmiany mikrobioty, przepuszczalnos$ci bariery jelitowej i naptywu
sygnatow prozapalnych do krazenia wrotnego.

W praktyce nutraceutyki nalezy zatem rozwaza¢ nie jako leczenie
przeciwnowotworowe sensu stricto, lecz jako zwiazki niwelujace niekorzystne tlo
prozapalno-prooksydacyjne, czyli warunki sprzyjajace inicjacji, promocji i progresji
zmian nowotworowych. Nalezy jednak uwzgledni¢ odmienne konsekwencje takiej
interwencji w zalezno$ci od etapu choroby. W fazie inicjacji i promocji wzmacnianie
bariery redoks moze ogranicza¢ uszkodzenia DNA, natomiast w rozwinigtym guzie
przewlekta aktywacja odpowiedzi antyoksydacyjnej moze sta¢ si¢ elementem adaptacji

komérek nowotworowych i sprzyjaé ich przezyciu w warunkach stresu. %819,
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W odréznieniu od rutynowych modyfikacji zywieniowych, nutraceutyki moga
wchodzi¢ w obszar potencjalnie istotnych interakcji farmakokinetycznych i
farmakodynamicznych. Cze$¢ z nich moze modulowac ekspresje i aktywnos$¢ enzymow
CYP P450, enzymow Il fazy biotransformacji oraz transporteréw btonowych. W
przewlektych chorobach watroby znaczenie tych interakcji wzrasta ze wzgledu na
zmniejszong rezerwe¢ metaboliczng narzadu, czestg polifarmakoterapi¢ oraz waskie okno

terapeutyczne wielu stosowanych lekow.

Z perspektywy klinicznej i badawczej nutraceutyk powinien by¢ zatem traktowany
jako preparat mogacy modyfikowa¢ odpowiedz na farmakoterapi¢ a przed wiaczeniem
takiego zwigzku jako terapii wspomagajacej nalezy rowniez uwzgledni¢ ryzyko dziatan
niepozadanych, w tym hepatotoksycznos$ci idiosynkratycznej lub zaleznej od dawki.
Ograniczeniem ich zastosowania jest tez trudno$¢ w utrzymaniu ich jakosci i
powtarzalno$ci sktadu. Dotyczy to zwlaszcza kompozycji wielosktadnikowych,
poniewaz brak standaryzacji, zmienno$¢ miedzy partiami oraz niestabilno$¢ sktadnikow
aktywnych istotnie rzutuja na przewidywalno$¢ efektu klinicznego. W praktyce
zastosowanie nutraceutyku powinno by¢ poprzedzone szczegdtowa ocena: (1)
standaryzacji 1 jako$ci preparatu, (2) bezpieczenstwa stosowania w warunkach
niewydolnosci watroby, (3) ryzyka interakcji z lekami, oraz (4) wytypowaniem grupy
pacjentow z HCC, u ktérych wiaczenie dodatkowego postgpowania przynosi wymierne
korzysci.

W literaturze klinicznej najlepiej udokumentowane sg nutraceutyki ukierunkowane na
stan odZywienia i ograniczenie sarkopenii, poniewaz czynniki te bezposrednio wplywaja
na rokowanie pacjentow, tolerancje na leczenia oraz ryzyko powiklan u pacjentow z
przewlekta chorobg watroby lub HCC. Przyktadem takiej interwencji jest zwigkszona
podaz aminokwasoéw rozgatezionych (BCAA), ktorej celem jest poprawa bilansu
biatkowego 1 zachowanie kondycji tkanki migsniowej. Prace przegladowe dotyczace
wsparcia zywieniowego wymieniajg réwniez kurkuminoidy, stilbeny, w tym resweratrol,
katechiny, flawonoidy oraz izotiocyjaniany jako czasteczki plejotropowe, zdolne do
hamowania sygnatéw prozapalnych, utrzymania homeostazy redoks i regulacji ekspresji
gendw. Swoje dziatanie ujawniaja réwniez poprzez mechanizmy epigenetyczne i
regulacie miRNAM"®!!  Kurkumina wykazuje dzialanie przeciwzapalne i
antyoksydacyjne hamujac m.in. szlak IL-6/JAK/STAT3. Jej wplyw na parametry

biochemiczne oraz tlo metaboliczne i zapalne w MASLD jest dobrze opisany, jednak
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wcigz brakuje jednoznacznych dowodéw potwierdzajacych jej bezposrednia skutecznosé
w HCC!'"2,

Jednym z kandydatéw do dalszych badan w obszarze terapii wspomagajacej i
potencjalnej profilaktyki wtornej jest Lisosan G (LG), wielosktadnikowy nutraceutyk
pochodzenia roslinnego. Preparat ten jest pozyskiwany z ziarna pszenicy (Triticum
sativum) w procesie fermentacji z udziatem bakterii mlekowych i1 drozdzy, a nastgpnie
utrwalany w postaci proszku do podazy doustnej. Zainteresowanie LG wynika z jego
potencjalnego wielokierunkowego dzialania. Kompleks zwigzkéw fenolowych, frakcji
btonnika oraz mikrosktadnikow odzywczych moze modyfikowa¢ odpowiedz zapalna,
homeostaze redoks i uktady detoksykacyjne, czyli szlaki kluczowe w inicjacji 1 promocji
hepatokancerogenezy. W badaniach na pierwotnych hepatocytach szczura wykazano
wzrost aktywnos$ci antyoksydacyjnej i detoksykacyjnej pod wplywem LG, natomiast w
modelach in vivo obserwowano dzialanie cytoprotekcyjne w warunkach nasilonego
obcigzenia oksydacyjnego 1 zapalnego. Opisywano réwniez ograniczenie toksycznos$ci
wywolanej cisplatyng '35, Frakcja fenolowa LG aktywuje szlaki cytoprotekcyjne, w
tym 0§ Nrf2—-ARE oraz zwigksza aktywno$¢ enzymow fazy 11 biotransformacji i obrony
antyoksydacyjnej, do ktorych zaliczy¢ nalezy DT-diaforaze, HO-1 i uktad glutationowy,
ograniczajac pule reaktywnych metabolitow i1 poziom stresu oksydacyjnego w
hepatocytach. Frakcja btonnikowa moze korzystnie wplywa¢ na mikrobiote i procesy
fermentacji jelitowej, podczas gdy antyoksydanty lipofilne, tokoferole 1 tokotrienole
stabilizujg potencjal redoks bton komoérkowych hamujac peroksydacje lipidow.
Jednoczesnie wielosktadnikowa natura LG wymaga funkcjonalnej oceny jego
zastosowania. Kluczowe pozostaje zatem pytanie, czy zywieniowy dodatek LG
modyfikuje przebieg procesu nowotworowego przektadajac si¢ na wymierne korzysci z
jego stosowania. Z tego wzgledu zasadne jest ukierunkowanie badan wlasnych na
parametry bezposrednio powigzane z dynamika HCC oraz na funkcjonalnga oceng
aktywnos$¢ ukladdéw biotransformacji i obrony antyoksydacyjnej. Taki sformulowany
problem badawczy tworzy pomost pomiedzy teoretycznymi przestankami o dziataniu

tego nutraceutyku a weryfikacjg jego dziataniem w modelu in vivo.

4.7 Cel pracy 1 hipotezy badawcze
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Celem niniejszej pracy jest ocena wptywu Lisosanu G, nutraceutyku pochodzenia
ros$linnego na wybrane parametry biochemiczne, molekularne i komérkowe w przebiegu
doswiadczalnie wywotanego HCC u szczurow ze szczegdlnym uwzglednieniem
aktywnosci uktadow biotransformacji ksenobiotykdéw i1 obrony antyoksydacyjnej oraz
markeréw odpowiedzi zapalnej, réznicowania, metabolizmu i regulacji $mierci

komoérkowe;j.
W ramach realizacji celu gldéwnego wyznaczono nastepujace cele szczegotowe:

1. Ocena wptywu LG na przyrosty masy ciata oraz wybrane parametry biochemiczne
surowicy krwi, obejmujace aktywnos¢ wybranych enzymoéw watrobowych oraz stezenie

albuminy.

2. Okreslenie wptywu LG na aktywno$¢ wybranych reakcji biotransformacji
ksenobiotykéw  zaleznych od cytochromu P450 oraz aktywno$¢ enzymow

detoksykacyjnych i antyoksydacyjnych w watrobie.
3. Ocena wplywu LG wobec oksydacyjnych modyfikacji lipidow 1 biatek.

4. Okreslenie wpltywu LG na stezenie wybranych biatek zwigzanych z odpowiedzia

zapalna, regulacja $mierci komérkowej oraz fenotypem komorek watroby.

5. Ocena aktywno$ci metabolicznej oraz statusu oksydacyjnego hepatocytdw in vitro.

Przyjeto nastgpujace hipotezy badawcze:

1. Lisosan G modyfikuje aktywno$¢ uktadow biotransformacji ksenobiotykow i
obrony antyoksydacyjnej w nowotworowej watrobie szczurOw poprzez
ograniczenie oksydacyjnych uszkodzen lipidow 1 bialek.

2. Lisosan G wplywa na wybrane markery odpowiedzi zapalnej a regulujac
czasteczki wlaczone w programowang S$mier¢ wzbudza w komorkach
nowotworowych szlaki apoptozy i nekroptozy.

3. Lisosan G nasila réznicowanie komorek nowotworowych watroby poprzez
regulacje ekspresji gendéw zwigzanych z tym procesem

4. OdpowiedZ na Lisosan G jest zr6znicowana w zalezno$ci od jego zawartosci

diecie oraz rodzaju uszkodzenia watroby
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Zmiany aktywnos$ci komorek nowotworowych eksponowanych na dziatanie Lisosanu G
w przebiegu doswiadczalnie wywotanego raka watrobowokomorkowego (HCC) u szczurow

5. Material i metody

5.1 Uktad do$wiadczalny 1 przebieg doswiadczenia

5.1.1 Zwierzgta

Doswiadczenie przeprowadzono z wykorzystaniem 90 samic szczuréw wedrownych
(Rattus norvegicus) szczepu Wistar w wieku 8 tygodni, pozyskanych z Osrodka
Medycyny Doswiadczalnej Uniwersytetu Medycznego w Lublinie. Zwierzgta poddano
standardowemu okresowi kwarantanny i aklimatyzacji, w trakcie ktorego losowo
przydzielono je do grup kontrolnych i eksperymentalnych. Szczury utrzymywano w
standardowych dla gatunku warunkach §rodowiskowych obejmujacych temperature w
zakresie 22°C+2, cykl $wiatto/ciemnoéé — 12h/12h oraz wilgotno$é 55%=10. Przez caty
okres eksperymentu zwierzeta miaty nieograniczony dostep do wody i paszy.

Diete standardowa (SD) stanowita pelnoporcjowa mieszanka paszowa dla zwierzat
laboratoryjnych (LSM, Agropol, Motycz, Polska). Diety eksperymentalne, przygotowane
przez wyzej wymieniong firme, przygotowano na bazie SD przez dodatek 2,5%
nutraceutyku LG (LG2,5%) oraz 5% LG (LG5%). Diety eksperymentalne byty

izokaloryczne 1 izobiatkowe w stosunku do SD. Sklad SD przedstawiono w tabeli 1.

Skladnik analityczny Jednostka Zawartos¢
Biatko ogdlne % 16,00
Thuszcz surowy % 2,80
Popiot surowy % 7,00
W1b6kno surowe % 5,00
Lizyna % 0,80
Aminokwasy siarkowe % 0,50
Wapn % 1,10
Fosfor % 0,70
Sod % 0,22
Witamina A j.m./kg 8000
Witamina D3 j-m./kg 1000
Witamina E mg/kg 50

Tabela 1. — Sklad pelmoporcjowej mieszanki paszowej stanowigcej diet¢ standardowg (SD)

oraz podstawe diet eksperymentalnych (LG 2,5% 1 LG5%)
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5.1.2 Ukiad doswiadczalny

Schemat uktadu doswiadczalnego przedstawiono na rycinie 1.

Uklad doswiadczalny
Szczury Wistar
n=90
! l
Kontrolna PH HCC
(n = 30) (n = 30) (n = 30)

- . .

: L :

~

~

T

Dieta standardowa (SD) Dieta standardowa (SD) Dieta standardowa (SD)
n=10 n=10 n=10
Dieta z dodatkiem 2,5% LG Dieta z dodatkiem 2,5% LG Dieta z dodatkiem 2,5% LG
(LG 2,5%) (LG 2,5%) (LG 2,5%)
n=10 n=10 n=10
Dieta z dodatkiem 5% LG Dieta z dodatkiem 5% LG Dieta z dodatkiem 5% LG
(LG 5%) (LG 5%) (LG 5%)
n=10 n=10 n=10

et

Rycina 1. Schematyczny uktad grup do§wiadczalnych

W pierwszym dniu doswiadczenia (TO) przeprowadzono zabieg cze$ciowe]

1.m.

hepatektomii (PH). Zabieg polegat na resekcji 2/3 masy watroby 1 byl wykonywany
zgodnie z klasycznym modelem Higginsa i Andersona''® u zwierzat z grup PH i HCC.
Szczury znieczulano ogolnie przy uzyciu chlorowodorku medetomidyny (Dorbene Vet,
1 mg/ml, Laboratorios SYVA, Leon, Hiszpania) w dawce 0,1 mg/kg m.c. i.m. oraz

ketaminy (Vetaketam, 100 mg/ml, Vet-Agro, Lublin, Polska) w dawce 90 mg/kg m.c.

Po indukcji znieczulenia jame brzuszng otwierano w linii biatej, a nastepnie usuwano

chirurgii drobnych gryzoni.

dwa ptaty watroby po wczesniejszym podwigzaniu naczyn nicig PGA (Atramat, Meksyk).

Rang zamykano dwuwarstwowo 1 zabezpieczano zgodnie z zasadami postepowania w
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Zmiany aktywnos$ci komorek nowotworowych eksponowanych na dziatanie Lisosanu G
w przebiegu doswiadczalnie wywotanego raka watrobowokomorkowego (HCC) u szczurow

W okresie pozabiegowym zwierz¢ta objeto antybiotykoterapig (amoksycylina,
Amoxycylina 20% LA, Alfasan International B.V., Woerden, Holandia, 20 mg/kg m.c.)
oraz analgezja (meloksykam, Melovem 5 mg/ml, Dopharma Research B.V.,
Raamsdonksveer, Holandia, 2 mg/kg m.c.). Po siedmiodniowym okresie
rekonwalescencji rozpocze¢to podawanie paszy eksperymentalnej a szczurom z grup HCC
rozpoczeto podawanie DEN - genotoksycznego kancerogenu, w wodzie do picia w
stezeniu 50 mg/L, zgodnie z opisanym przez Solta i wsp'!’. dwuetapowym modelem
indukcji HCC. W okresie indukcji HCC zwierzgta monitorowano klinicznie oraz raz w
tygodniu kontrolowano mase ciata. Ponadto okreslano tygodniowe spozycie paszy i
wody.

Doswiadczenie przeprowadzono na podstawie zgody Lokalnej Komisji Etycznej do
spraw Doswiadczen na Zwierzetach w Lublinie (uchwata nr 37/2023 z dnia 3 kwietnia
2023 r. do wniosku nr 28/2023). Procedury eksperymentalne z wykorzystaniem zwierzat
przeprowadzono w Wiwarium Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu
Przyrodniczego w Lublinie. Wszystkie procedury wykonano zgodnie z obowigzujacymi

krajowymi i europejskimi aktami prawnymi oraz wytycznymi ARRIVE 2.0

5.2 Pobieranie materiatu biologicznego

O ile nie zaznaczono inaczej w tekscie, wszystkie odczynniki chemiczne uzyte w
doswiadczeniu pochodzily z firmy Sigma-Aldrich (Merck, St. Louis, MO, USA).

W  czterech punktach czasowych, obejmujacych TO (przed rozpoczeciem
doswiadczenia), T1 (14 dzien doswiadczenia), T6 (49 dzien doswiadczenia) oraz T12 (91
dzien, zakonczenie do§wiadczenia) od kazdego zwierzgcia pobierano krew peing z zyly
ogonowej. Materiat umieszczano w jatowych probowkach bez antykoagulantu. Proboéwki
bez antykoagulantu niezwtocznie wirowano w celu oddzielenia surowicy, ktorg nastgpnie
transportowano na lodzie 1 przechowywano w temperaturze —80°C do czasu wykonania

analiz biochemicznych.

W czasie T12, podczas procedury rozpoczynajacej izolacje komorek watroby, po
uprzednim wykonaniu perfuzji watroby roztworem Krebsa—Ringera (szczegdtowy opis
procedury przedstawiono w rozdziale dotyczacym izolacji pierwotnych hepatocytow)

pobierano fragmenty wybranych ptatow watroby 1 doktadnie je przemywano w celu
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wyplukania elementéw morfotycznych krwi. W grupach HCC material pobierano z
miejsc objetych procesem nowotworzenia. Po pobraniu wycinka miejsce to
zabezpieczano jalowg gabka zelatynowg Spongostan (Ethicon, Raritan, NJ, USA).
Cze$¢ S$wiezego materialu przeznaczano do przygotowania homogenatow
wykorzystywanych w dalszych analizach, w tym w testach ELISA. Prébki umieszczano
w jatowych krioproboéwkach, natychmiast schtadzano na lodzie, homogenizowano w
roztworze buforowym z dodatkiem inhibitorow proteaz (cOmplete™, Roche, Bazylea,
Szwajcaria), a nastepnie przechowywano w temperaturze —80°C do czasu dalszych
oznaczen. Druga cze$¢ tkanki przeznaczano do izolacji RNA; fragmenty o masie
nieprzekraczajacej 30 mg niezwlocznie przenoszono do roztworu stabilizujagcego RNA
(RNAlater, Thermo Fisher Scientific , Waltham, MA, USA), a nastepnie przechowywano
w warunkach ultraniskiej temperatury, bez rozmrazania, zgodnie z zaleceniami

producenta zestawow do izolacji.

Kolejne fragmenty tkanek utrwalano w 10% oboje¢tnej, buforowanej formalinie w celu
wykonania analiz histopatologicznych. Probki natychmiast zanurzano w roztworze,
zachowujac stosunek objetosci formaliny do objetosci tkanki wynoszacy co najmniej
10:1, a nastgpnie przechowywano przez minimum 24 godziny w temperaturze pokojowej

przed dalszym procesowaniem histologicznym.

Caty pobrany materiat utrzymywano pod $cista kontrola temperatury i zabezpieczano
przed degradacja enzymatyczng oraz oksydacyjna poprzez szybkie chtodzenie,
ograniczenie czasu manipulacji probkami do niezbednego minimum oraz maksymalne
zmniejszenie ekspozycji na podwyzszong temperature. Kazda probke oznaczano datg
pobrania, numerem zwierz¢cia oraz numerem grupy doswiadczalnej, co zapewnialo pelng

identyfikowalno$¢ materiatu biologicznego.

5.3 Izolacja 1 hodowla hepatocytow

Izolacje hepatocytow przeprowadzano metoda enzymatycznej perfuzji watroby,
stanowigca standardowa metode izolacji hepatocytow ssaczych!'®!"®. Po wykonaniu
laparotomii i odstonigciu narzagdoéw jamy brzusznej kaniulowano zyle wrotng przy uzyciu
jatowej kaniuli, zapewniajac stabilne umocowanie kaniuli oraz brak przecieku roztworu
perfuzyjnego. Nastepnie watrobg poddawano sekwencyjnej perfuzji grawitacyjnej przy

stalym przeptywie 25-35 ml/min. Procedurg rozpoczynano od perfuzji buforem Krebsa-
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Zmiany aktywnos$ci komorek nowotworowych eksponowanych na dziatanie Lisosanu G
w przebiegu doswiadczalnie wywotanego raka watrobowokomorkowego (HCC) u szczurow

Ringera pozbawionym jonéw Ca*" i zawierajacym 0,5 mmol/L EDTA, ktérego zadaniem
byto rozluznienie potaczen miedzykomoérkowych przez chelatacj¢ jonéw wapnia. Po
etapie chelatacji narzad przeptukiwano buforem Krebsa-Ringera bez Ca*>* i EDTA w celu
usuni¢cia pozostatosci roztworu chelatujgcego. Ostatnim etapem perfuzji bylo podanie
roztworu Krebsa-Ringera zawierajacego kolagenaze typu IV w stezeniu 0,05%-0,1%, w
temperaturze 37°C, w celu kontrolowanej degradacji macierzy zewnatrzkomoérkowej i
rozluznienia struktury zrazikowej. Perfuzje¢ prowadzono do momentu widocznego

zwiotczenia platow watrobowych, swiadczgcego o utracie integralnosci zrebu tkanki.

Po zakonczeniu perfuzji watrobg przenoszono aseptycznie na jatowa szalke Petriego
zawierajacg podtoze hodowlane DMEM/Ham’s F-12 (1:1, v/v), gdzie rozdrabniano ja
mechanicznie. Uzyskang zawiesing komorek przesaczono przez nylonowe sita o Srednicy
poréw 100 pum, a nastepnie kilkukrotnie wirowano przy matej predkosci (ok. 2500 rpm
przez 3 minuty) w celu plukania zawiesiny i usuniecia zanieczyszczen. Zywotno$é
komorek oceniano bezposrednio po izolacji metoda barwienia biekitem trypanu,
odrzucajac preparaty, w ktorych zywotnos$¢ spadala ponizej 85%.

Ostateczng zawiesing hepatocytéw przygotowywano w podtozu DMEM/Ham’s-F12 z
10% dodatkiem ptodowej surowicy bydlecej (FBS), deksametazonu, insuliny i
mieszaniny antybiotykow (penicylina/streptomycyna/nystatyna). Komorki wysiewano na
24-dotkowe ptytki hodowlane w gestosci 2x10° komorek/ml, dbajac o roOwnomierne
rozmieszczenie zawiesiny 1 zapewnienie odpowiedniej adhezji komoérek do podioza.
Hodowle utrzymywano w temperaturze 37°C, w atmosferze 5% CO: 1 95% wilgotnosci.
Do$wiadczenie in vitro rozpoczynano po 48 godzinach od wysiewu, kiedy hepatocyty
osiggaty pelng adhezj¢. Analizy wykonywano w czterech punktach czasowych: po 24 h,
48 h, oraz 7 1 14 dniach od uzyskania adhez;ji.

Aktywnos$¢ metaboliczng hepatocytow oceniano za pomoca testu MTT, opartego na
redukcji  zottej soli  tetrazolowej, bromku  3-(4,5-dimetylo-2-tiazolilo)-2,5-
difenylotetrazoliowego, do nierozpuszczalnego, purpurowego formazanu przez
mitochondrialne dehydrogenazy komorkowe. Po zakonczeniu inkubacji podtoze w
dotkach usuwano i zastgpowano roztworem MTT (0,5 mg/ml), inkubowano przez 2—4
godziny, a nastgpnie rozpuszczano powstaly formazan w 10% roztworze
dodecylosiarczanu sodu (SDS). Absorbancj¢ oznaczano spektrofotometrycznie przy
dhugosci fali 570 nm z korekcja tta przy 630—690 nm. Wyniki przedstawiano jako procent

aktywnos$ci metabolicznej wzgledem kontroli.
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Wytwarzanie tlenku azotu (NO) oceniano posrednio na podstawie stezenia azotynow
(NOz"), stanowigcych stabilny produkt przemian NO w podtozu hodowlanym. Rowne
objetosci probki podtoza oraz S$wiezo przygotowanego odczynnika Griessa,
zawierajacego sulfanilamid (10 mg), dichlorowodorek N-(1-naftylo)etylenodiaminy (1
mg) oraz 2,5% kwas ortofosforowy(V) (HsPOas; Avantor Performance Materials),
mieszano, a nastepnie inkubowano przez 10 min w temperaturze pokojowej. Po inkubacji
oznaczano absorbancj¢ spektrofotometrycznie. St¢zenie azotyndw wyznaczano na

podstawie krzywej standardowej sporzadzonej z NaNO: 1 wyrazano w uM.

Wytwarzanie anionorodnika ponadtlenkowego (O2") oceniano metoda redukcji bigkitu
nitrotetrazoliowego (NBT). Rowne objetosci podtoza hodowlanego i 0,1% roztworu NBT
mieszano oraz inkubowano przez 10 min w temperaturze pokojowej. Absorbancje
powstajacego produktu redukcji NBT oznaczano spektrofotometrycznie. Stopien

redukcji NBT interpretowano jako posredni wskaznik wytwarzania O2".

5.4 Analizy biochemiczne surowicy krwi

Oznaczenia parametrOw biochemicznych w surowicy, obejmujace aktywnos$¢
aminotransferaz alaninowej (ALT) 1 asparaginianowej (AST), y-glutamylotransferazy
(GGT), fosfatazy alkaicznej (ALP) oraz stezenie albuminy, wykonywano przy uzyciu
analizatora biochemicznego BS-120 (Mindray, Shenzhen, Chiny), zgodnie z zaleceniami

producenta dotyczacymi metodyki i procedur kalibracyjnych.

5.5 Izolacja RNA 1 qPCR

Izolacje catkowitego RNA z fragmentéw watroby przeprowadzano z wykorzystaniem
komercyjnego zestawu RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Niemcy), zgodnie z
zaleceniami producenta. Fragment tkanki o masie nieprzekraczajacej 20 mg
homogenizowano mechanicznie w 350 pl buforu RLT zawierajacego 1% J-
merkaptoetanolu, do uzyskania jednorodnego homogenatu. Nastepnie homogenat
przenoszono do probowek RNase-free 1 wirowano przez 3 minuty przy 30 000 rpm w
celu usunigcia nierozdrobnionych fragmentéow tkanki. Klarowny supernatant
przenoszono do nowych probowek, dodawano réwna objetos¢ 70% etanolu, a catos§¢

doktadnie mieszano przez kilkukrotne odwrocenie probowki.
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Zmiany aktywnos$ci komorek nowotworowych eksponowanych na dziatanie Lisosanu G
w przebiegu doswiadczalnie wywotanego raka watrobowokomorkowego (HCC) u szczurow

Uzyskang mieszanine nanoszono na kolumny RNeasy Mini, umozliwiajgc wigzanie
RNA z membrang krzemionkowa. Kolumny poddawano sekwencyjnemu ptukaniu
buforami RW1 oraz dwukrotnie RPE, kazdorazowo odwirowujac zgodnie z instrukcja
zestawu (ok. 10 000 rpm przez 15 s). Po zakonczeniu plukania kolumne dodatkowo
wirowano w celu jej osuszenia, a nastegpnic RNA eluowano w objetosci 40 ul wody
RNase-free. Elucj¢ poprzedzano 1-minutowg inkubacja na membranie, po czym
prowadzono wirowanie przy 10 000 rpm przez 60 s. Otrzymany preparat RNA
przechowywano w temperaturze —80°C do czasu dalszych analiz, unikajac powtarzanych
cykli zamrazania i rozmrazania. St¢Zenie oraz czysto$¢ wyizolowanego RNA oznaczano
spektrofotometrycznie z uzyciem aparatu NanoDrop One (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA). Do syntezy komplementarnego DNA (¢cDNA) wykorzystywano
250 ng RNA catkowitego. Reakcje odwrotnej transkrypcji prowadzono z uzyciem
zestawu TranScriba Kit (A&A Biotechnology, Gdansk, Polska), w obecno$ci starterow
oligo(dT), zgodnie z zaleceniami producenta, w termocyklerze T100™ Thermal Cycler
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Uzyskane cDNA wykorzystywano nastgpnie do analizy
ekspresji genow metoda real-time PCR (RT-qPCR) z zastosowaniem barwnika SYBR™
Green. Reakcje prowadzono z uzyciem zestawu RT PCR Mix SYBR™ (A&A
Biotechnology, Gdansk, Polska), w obecnosci specyficznych starteréw (Genomed,
Warszawa, Polska; sekwencje starterow przedstawiono w tabeli 2), w objetosci koncowej
10 pl, zgodnie z zaleceniami producenta. Amplifikacje prowadzono w aparacie CFX
Opus 96 Real-Time PCR System (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Wartosci Ct
odczytywano 1 analizowano z wykorzystaniem oprogramowania CFX Maestro Software

(Bio-Rad, Hercules, CA, USA).

Wzgledng ekspresje gendéw obliczano metodg 2744

, przyjmujac ekspresj¢ pB-aktyny
jako kontrolg endogenng (gen referencyjny). W obliczeniach stosowano zaleznosci:

ACt = Ct(genu docelowego) — Ct(genu referencyjnego),

AACt = ACt(proby badanej) — ACt(proby kontrolnej),

a znormalizowang ekspresj¢ wyrazano jako wspotczynnik zmian R (fold change): R =
2-AACE

Wartosci R interpretowano nastgpujaco: 0,8—1,2 jako ekspresj¢ porownywalng z
kontrola,

R < 0,8 jako obnizong ekspresje, natomiast R > 1,2 jako podwyZszong ekspresje genu.
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Temperatura | Zrédlo
Gen Sekwencja startera
przylaczania | literaturowe

F: 5-GAAGACTCCAGGTAGGAAGC-3'
Tp53 52°C 120
R: 5-GTCTCTCCCAGGACAGGTA-3'

F: 5°- CGAGCTGATCAGAACCATCA-3’
Bax 52°C 121
R: 5’-CTCAGCCCATCTTCTTCCAG-3’

F: 5-“TGCAGAGATGTCCAGTCAGC-3'
Bcl2 59°C 12
R: 5-CATCCACAGAGCGATGTTGT-3'

F: 5°-AAATGTGCAGGTGTTGACCA-3’
Hnf4a 57°C 123
R: 5°-CACGCTCCTCCTGAAGAATC-3’

F: 5°-CCCGCGGAGTACAACCTTCT-3’
B-aktyna 60°C 124
R: 5’- CGT CAT CCA TGG CGA ACT-3’

Tabela 2. Sekwencje starterow uzyte do reakcji real-time PCR.

5.6 Testy immunoenzymatyczne

Stezenia wybranych biatek prozapalnych oraz biatek regulatorowych szlakéw Smierci
komoérkowej w homogenatach watroby oznaczano z wykorzystaniem komercyjnych
zestawow immunoenzymatycznych typu ELISA firmy Cloud-Clone Corp. (Katy, TX,
USA), zgodnie z zaleceniami producenta. Analizowano: RIPK3, RIPK1, BAX, IL-6,
TNF-a, AFP, PKM2.

Fragmenty watroby o masie nieprzekraczajacej 100 mg homogenizowano w
schtodzonym buforze do homogenizacji tkanek, przygotowanym na bazie buforu
fosforanowego z dodatkiem inhibitorow proteaz. Homogenizacj¢ prowadzono
mechanicznie przy uzyciu homogenizatora (Diax 900, Heidolph Instruments, Schwabach,
Niemcy) w warunkach chtodzenia na lodzie, a nastgpnie probki wirowano w temperaturze
4°C (10000 rpm, 10-15 min), w celu usuniecia resztek tkanek oraz frakcji
nierozpuszczalnych. Klarowny supernatant przenoszono do nowych, jatowych
probowek, oznaczano w nim st¢zenie biatka metoda Lowry’ego, po czym probek

uzywano bezposrednio do testow ELISA.

Przed wykonaniem oznaczen wszystkie odczynniki oraz probki doprowadzano do
temperatury pokojowej. Plytki dostarczone w zestawach zawieraly studzienki

optaszczone przeciwcialami swoistymi dla odpowiednich antygenéw (RIPK1, RIPK3,
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BAX, IL-6, TNF-0, AFP, PKM2). Krzywe wzorcowe przygotowywano przez seryjne
rozcienczenia standardéw dostarczonych przez producenta w odpowiednim buforze
rozcienczajagcym, zgodnie z kartg katalogowg zestawu. Homogenaty tkanek rozcienczano
w buforze dostarczonym w zestawie, tak aby miescily si¢ w zakresie liniowosci krzywej
kalibracyjnej. Do kazdej studzienki nanoszono odpowiednig objetos¢ standardu lub
probek badanych. Nastepnie dodawano roztwdr przeciwciala detekcyjnego, a plytki
inkubowano przez czas okreslony przez producenta w temperaturze pokojowej lub 37°C.
Po zakonczeniu inkubacji ptytki kilkukrotnie ptukano buforem do mycia w celu usunigcia
niezwigzanego materialu. Po etapie wigzania antygen—przeciwcialo oraz dodaniu
koniugatu enzymatycznego do studzienek wprowadzano roztwor substratu
chromogennego. Ptytki inkubowano w ciemnosci przez czas wskazany przez producenta,
a nastepnie reakcje zatrzymywano przez dodanie roztworu hamujgcego reakcjg.
Absorbancje w poszczegolnych studzienkach mierzono przy dtugosci fali 450 nm przy
uzyciu czytnika ptytek SPECTROstar Nano (BMG Labtech, Ortenberg, Niemcy).
Zgodnie z wytycznymi producenta zestawdéw wyniki wyrazano jako stgzenie
oznaczanego biatka odniesione do zawarto$ci biatka catkowitego oznaczonego metoda
Lowry’ego, co umozliwialo poréwnanie probek o zrdznicowanej zawartosci biatka.
Wszystkie pomiary wykonywano w co najmniej dwoch powtorzeniach technicznych, a
w kazdej serii oznaczen uwzglgdniano kontrole tta (blank) oraz kontrolg bez antygenu,

co pozwalato na ocen¢ ewentualnego sygnatu nieswoistego.

5.7 1zolacja frakcji mikrosomalnej 1 cytozolowe]

Izolacje frakcji mikrosomalnej 1 cytozolowej z tkanki watroby prowadzono metoda
réznicowego ultrawirowania. Jako bufor homogenizacyjny zastosowano roztwor
zawierajacy fosforan dipotasowy (K-HPO4) w stgzeniu 0,10 mol/l, chlorek potasu (KCl)
w stezeniu 0,15 mol/l oraz EDTA w ste¢zeniu 1,4 mmol/l, o pH 7,4. Wszystkie roztwory
przygotowywano w wodzie dejonizowanej, a nastgpnie schtadzano do 4°C przed
uzyciem.

Okoto 1 g swiezej tkanki watrobowej homogenizowano na lodzie w odpowiednie;j
objetosci schlodzonego buforu homogenizacyjnego (4 ml/g tkanki), wykorzystujac
homogenizator mechaniczny, do uzyskania jednorodnego homogenatu pozbawionego

widocznych fragmentow tkankowych. Uzyskany homogenat przenoszono do
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schtodzonych probéwek i wirowano przez 30 minut w temperaturze 4°C z predkoscia 10
000 rpm. Po =zakonczeniu wirowania supernatant, zawierajacy lzejsze frakcje
subkomoérkowe, ostroznie zbierano, unikajac naruszenia osadu, 1 przenoszono do

probowek przystosowanych do ultrawirowania.

Nastepnie supernatant wirowano w ultrawirdwce w temperaturze 4°C przez 70 minut
z predkoscig 33 000 rpm. Uzyskany po tym etapie supernatant stanowil frakcje
cytozolows. Frakcje te niezwlocznie rozdzielano na odpowiednie obj¢tosciowo alikwoty
w jatowych, schtodzonych probdéwkach, a nastepnie natychmiast zamrazano w cieklym
azocie 1 przechowywano w temperaturze —80°C do czasu analiz, unikajac wielokrotnych

cykli zamrazania i rozmrazania.

Osad powstaty po pierwszym ultrawirowaniu, zawierajacy gtownie frakcje blonowe,
w tym struktury mikrosomalne, zawieszano ponownie w 15 ml schlodzonego buforu
homogenizacyjnego. Zawiesing doktadnie mieszano na lodzie do pelnego rozproszenia
osadu, a nastepnie ponownie wirowano w ultrawiréwce w identycznych warunkach przez
45 minut. Po zakonczeniu drugiego ultrawirowania supernatant odrzucano, natomiast
osad pozostajacy na dnie proboéwki uznawano za frakcje mikrosomalng. Osad ten
zawieszano w odpowiedniej objetosci schiodzonego buforu homogenizacyjnego,
uzyskujac koncentrat frakcji mikrosomalnej, ktory nastepnie natychmiast zamrazano w
cieklym azocie 1 przechowywano w temperaturze —80°C do czasu dalszych oznaczen
enzymatycznych.

Wszystkie etapy procedury, poczawszy od homogenizacji, przez kolejne etapy
wirowania, az po porcjowanie i zamrazanie frakcji, prowadzono w warunkach obnizone;j
temperatury (na lodzie lub w 4°C), ograniczajac czas manipulacji probkami do
niezb¢dnego minimum. Celem takiego postgpowania byla maksymalna ochrona
badanych frakcji przed degradacja biatek i spadkiem aktywnoS$ci enzymatycznej, co jest

kluczowe dla wiarygodnosci pdzniejszych analiz biochemicznych.

5.8 Okreslenie aktywnosci enzymow cytochromu P450,

detoksykacyjnych 1 antyoksydacyjnych

Aktywno$¢ wybranych enzymoéw mikrosomalnych sprzezonych z uktadem
cytochromu P450 oraz enzymow detoksykacyjnych i antyoksydacyjnych oznaczano we

frakcjach mikrosomalnych oraz cytozolowych uzyskanych zgodnie z procedurg opisang
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w rozdziale 5.7. Pomiary fluorescencji wykonywano przy uzyciu fluorymetru LS 45
(PerkinElmer, Waltham, MA, USA), natomiast oznaczenia spektrofotometryczne w
spektrofotometrze dwuwigzkowym Lambda 365+ (PerkinElmer, Waltham, MA, USA) z
wykorzystaniem kuwet kwarcowych lub plastikowych, w zaleznosci od metody, o
dhugosci drogi optycznej 1 cm. Aktywno$¢ enzymatyczng wyrazano jako ilo$¢ produktu
reakcji powstajaca w jednostce czasu, przeliczong na 1 mg biatka catkowitego frakcji,
oznaczonego metodg Lowry’ego.

Przed wykonaniem oznaczen odpowiednie objetosci frakcji mikrosomalnej lub
cytozolowej rozmrazano pojedynczo na lodzie, unikajac powtornych cykli zamrazania i
rozmrazania. W razie potrzeby probki rozcieniczano schtodzonym buforem
odpowiadajagcym warunkom reakcji, tak aby uzyska¢ liniowy zakres odpowiedzi
enzymatycznej. Wszystkie inkubacje prowadzono w tazni wodnej o stabilizowanej

temperaturze 37°C, a odczynniki przygotowywano bezposrednio przed uzyciem.

5.8.1. Aktywnos¢ ECOD

Aktywnos¢ ECOD oznaczano z wykorzystaniem 7-etoksykumaryny jako substratu i
pomiaru fluorescencji powstajacej 7-hydroksykumaryny. Przygotowywano bufor Tris-
HCI (pH 7.,4), roztwér MgClz, roztwor 7-etoksykumaryny w etanolu, bufor glicynowo-
NaOH (pH 10,3) oraz roztwory kofaktoréw uktadu przenos$nikow elektronéw: NADP-,
glukozo-6-fosforanu (G6P) oraz dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej; (G6PDH),
tworzacych regenerujacy uktad NADPH. Dla kazdej probki przygotowywano mieszaning
reakcyjng zawierajacg bufor Tris-HCI, MgCl., 7-etoksykumaryne, frakcje mikrosomalng
oraz roztwor kofaktoréw (NADP*, G6P) w objetosci koncowej 1 ml. Dla kazdej probki
wykonywano co najmniej trzy powtoOrzenia techniczne oraz dwie proby Slepe, bez
aktywnego enzymu. Mieszaniny reakcyjne preinkubowano przez 5 minut w tazni wodnej
w temperaturze 37°C. Do prob $lepych dodawano kwas trojchlorooctowy (TCA) w celu
natychmiastowego zatrzymania reakcji enzymatycznej, natomiast do prob badanych
dodawano G6PDH, inicjujac regeneracje NADPH 1 wlasciwg reakcje enzymatyczng.
Inkubacj¢ kontynuowano przez kolejne 10 minut w temperaturze 37°C. Po uptywie czasu
inkubacji reakcje zatrzymywano przez dodanie TCA do préb badanych, po czym do
wszystkich probowek dodawano bufor glicynowo-NaOH, energicznie mieszano (vortex,

ok. 15 s) 1 wirowano przez 5 minut przy ok. 3000 rpm. Fluorescencj¢ produktu, 7-
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hydroksykumaryny, mierzono w supernatancie fluorometrycznie przy dlugosci fali

wzbudzenia ok. 390 nm i emisji 440nm.

5.8.2. Aktywno$¢ EROD

Aktywnos¢ EROD oznaczano z wykorzystaniem 7-etoksyrezurfiny jako substratu i
pomiaru fluorescencji powstajacej rezurfiny. Przygotowywano bufor Tris-HCI (pH 7.,4),
roztwor MgClz, 7-etoksyrezurfiny rozpuszczonej w niewielkiej objetosci etanolu,
roztwory kofaktoréw (NADP*, G6P) oraz G6PDH. Dla kazdej probki przygotowywano
mieszaning zawierajacg bufor Tris-HCI, MgCl., 7-etoksyrezurfiny, frakcj¢ mikrosomalng
i uktad kofaktorow. Dla kazdej probki wykonywano trzy powtorzenia techniczne i dwie
proby Slepe. Mieszaning preinkubowano przez 5 minut w temperaturze 37°C. Do prob
Slepych dodawano roztwér NaOH, natomiast do prob badanych dodawano G6PDH,
inicjujgc reakcje. Po kolejnych 5 minutach inkubacji w temperaturze 37°C reakcje
zatrzymywano przez dodanie NaOH, a nastgpnie probki wirowano (3000 rpm, 5 minut)
w celu usunigcia ewentualnych stracen.

Fluorescencj¢ rezurfiny mierzono fluorometrycznie przy dtugosci fali wzbudzenia ok.

530 nm i emisji ok. 585 nm

5.8.3 Aktywnos¢ AnH

Aktywno$¢ AnH oznaczano z wykorzystaniem aniliny jako substratu, a powstajacy
produkt reakcji oznaczano spektrofotometrycznie po reakcji barwnej z fenolem. Dla
kazdej probki przygotowywano mieszaning zawierajaca bufor fosforanowy, MgCl,
aniling, frakcj¢ mikrosomalng oraz uktad kofaktorow (NADP*, G6P). Dla kazdej probki
wykonywano trzy powtoérzenia techniczne oraz dwie proby §lepe. Po preinkubacji (5
minut, 37°C) do prob slepych dodawano TCA, natomiast do préb badanych dodawano
G6PDH, inicjujac reakcje enzymatyczng. Inkubacje prowadzono przez 30 minut w
temperaturze 37°C. Po zakonczeniu inkubacji reakcj¢ zatrzymywano przez dodanie TCA,
a nastepnie probki wirowano przez 10 minut w 4000 rpm. Supernatant mieszano z 2%
roztworem fenolu (1:1, v/v) i inkubowano przez kolejne 30 minut w tazni wodnej w 37°C,
umozliwiajac  pelne rozwinigcie reakcji  barwnej. Absorbancj¢  mierzono

spektrofotometrycznie przy dtugosci fali 630 nm
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5.8.4. Aktywno$¢ BqD

Aktywno$¢ enzymatyczng BqD oznaczano z wykorzystaniem 7-benzylooksychinoliny
jako substratu fluorogenicznego. Dla kazdej probki przygotowywano mieszaning
zawierajacg bufor Tris-HCl, MgCl., 7-benzylooksychinoling, frakcj¢ mikrosomalng oraz
kofaktory. Dla kazdej probki wykonywano trzy powtorzenia techniczne i dwie proby
$lepe. Mieszaniny preinkubowano przez 5 minut w temperaturze 37°C. Do prob slepych
dodawano acetonitryl w objetosci zatrzymujacej reakcje, natomiast do prob badanych
dodawano G6PDH. Inkubacje prowadzono przez 15 minut w temperaturze 37°C, po
czym reakcje zatrzymywano przez dodanie acetonitrylu. Nastepnie do wszystkich probek
dodawano bufor Tris-HCI, doktadnie mieszano i wirowano (4000 rpm, 6 minut) w celu

usunigcia ewentualnych stracen.
Fluorescencj¢ produktu debenzylacji mierzono przy dtugosci fali wzbudzenia 410 nm

1 emisji 530 nm.

5.8.5. Aktywnos¢ katalazy

Aktywno$¢ katalazy oznaczano spektrofotometrycznie, $ledzac spadek absorbancji
nadtlenku wodoru (H:0:) przy dlugosci fali 240 nm w spektrofotometrze
dwuwigzkowym. Do oznaczenia przygotowywano bufor fosforanowy (50 mmol/L, pH
7,0) oraz $wiezy roztwor H>O:. Probke badang stanowita odpowiednio rozcienczona
frakcja cytozolowa w buforze fosforanowym z dodatkiem H:0., natomiast probke
odniesienia stanowita taka sama objetos¢ rozcienczonej frakcji cytozolowej z dodatkiem
buforu bez H>0.. Pomiar prowadzono w kuwetach kwarcowych, w temperaturze 25°C,
rejestrujac spadek absorbancji przy 240 nm co 15 sekund przez 2 minuty.

Aktywnos¢ katalazy obliczano na podstawie nachylenia krzywej zaniku absorbancji

H20: (¢ = 39,4 M 'cm™), podajac wynik jako pmol H20: roztozonego/min/mg biatka.

5.8.6. Aktywnos¢ DT-diaforazy
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Aktywnos$¢ DT-diaforazy oznaczano metoda spektrofotometryczng z wykorzystaniem
dichlorofenoloindofenolu (DCPIP) jako akceptora elektronéw. Przygotowywano bufor
fosforanowy (50 mmol/L, pH 7,4), roztwor DCPIP oraz roztwor NADPH. Probke badang
stanowita frakcja cytozolowa rozcienczona w buforze fosforanowym z dodatkiem
DCPIP, natomiast probke odniesienia stanowita ta sama mieszanina bez NADPH. Po
ustabilizowaniu temperatury w kuwecie do probki badanej dodawano NADPH, inicjujac
reakcj¢ redukcji DCPIP, a do prébki odniesienia dodawano réwnowazng objetos¢ buforu.
Zmiang¢ absorbancji DCPIP monitorowano przy dtugosci fali 630 nm przez 3 minuty,
wykonujac odczyty co 15 sekund. Spadek absorbancji w czasie odpowiadat szybkosci
redukcji DCPIP. Aktywno$¢ enzymu wyrazano w jednostkach na mg biatka na podstawie

wspotczynnika ekstynkcji DCPIP oraz nachylenia krzywej zmian absorbancji.

5.8.7. Aktywnos$¢ dysmutazy ponadtlenkowej (SOD)

Aktywnos¢ SOD oznaczano metoda opartg na hamowaniu autooksydacji pirogalolu w
srodowisku zasadowym, monitorujgc zmiang absorbancji przy dtugosci fali 420 nm. Do
kuwety dodawano bufor Tris-HCI, frakcj¢ cytozolowa oraz, po ustabilizowaniu w
temperaturze 37°C, roztwor pirogalolu, rozpoczynajac natychmiast rejestracje wzrostu
absorbancji przez 2 minuty, z odczytami co 15 s. Aktywno$¢ SOD obliczano jako procent
inhibicji szybkosci autooksydacji pirogalolu w obecnosci badanej probki wzgledem

kontroli bez enzymu.

5.8.8 Aktywnos¢ GST

Aktywnos¢ GST oznaczano metoda spektrofotometryczng z wykorzystaniem 1-
chloro-2,4-dinitrobenzenu (CDNB) jako substratu modelowego. Reakcje monitorowano,
sledzac wzrost absorbancji kompleksu zredukowanego glutationu (GSH) i CDNB przy
340 nm. Przygotowywano roztwdr GSH, roztwér CDNB oraz bufor PBS (pH 6,5) jako
bufor reakcyjny. Dla kazdej proby przygotowywano koktajl reakcyjny o objetosci 1 ml,
zawierajacy: 980 ul PBS pH 6,5, 10 pl roztworu CDNB oraz 10 pl roztworu GSH.
Mieszaning doktadnie mieszano az do uzyskania klarownego roztworu. Do kazdej
kuwety dodawano 900 pl przygotowanego koktajlu reakcyjnego i inkubowano przez 5
minut w temperaturze 30°C w komorze spektrofotometru. Nastepnie do proby badanej

dodawano 100 pl frakcji cytozolowej, natomiast do proby $lepej 100 pl buforu PBS.
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Zmiang¢ absorbancji przy 340 nm rejestrowano w trybie kinetycznym przez 5 minut, z
pomiarami co 15 sekund. Aktywnos$¢ GST obliczano na podstawie nachylenia krzywe;j
zmian absorbancji w czasie, wykorzystujac wspotczynnik ekstynkcji kompleksu GSH—

CDNB (¢ 9,6 mM'cm™), i wyrazano jako umol produktu/min/mg bialka.

5.8.9. Oznaczenie stezenia malonodialdehydu (MDA)

Stezenie MDA jako wskaznika peroksydacji lipidow, oznaczano z wykorzystaniem
reakcji MDA z kwasem tiobarbiturowym (TBA). Homogenat tkanki inkubowano przez
10 minut z TCA w celu denaturacji biatek i ich wytracenia, a nast¢gpnie dodawano roztwor
TBA rozpuszczony w NaOH. Probki inkubowano w tazni wodnej w temperaturze
wrzenia przez 15 minut, umozliwiajac powstanie kompleksu MDA-TBA. Po ostudzeniu
probek dodawano n-butanol, energicznie wytrzasano przez okoto 10 minut, a nast¢gpnie
wirowano przez 10 minut przy 4000 rpm. Goérng warstwe butanolows, zawierajaca
kompleks MDA-TBA, zbierano i mierzono jej absorbancje przy dtugosci fali 532 nm.
Stezenie MDA obliczano na podstawie krzywej kalibracyjnej przygotowanej z uzyciem

standardu MDA, wyrazajac wynik w nmol MDA/mg biatka.

5.8.10 Oznaczenie stezenia biatek karbonylowanych

Poziom bialek karbonylowanych, jako wskaznik oksydacyjnych modyfikacji biatek,
oznaczano metoda z uzyciem 2,4-dinitrofenylohydrazyny (DNPH). Okoto 1 g tkanki
homogenizowano na lodzie w buforze zawierajacym butylowany hydroksytoluen (BHT),
KCl oraz EDTA, na lodzie, w celu ograniczenia wtornej oksydacji. Dla kazdej probki
wykonywano trzy powtdrzenia techniczne i dwie préby Slepe. Do homogenatu w
probkach badanych dodawano roztwor DNPH, natomiast do prob slepych zamiast DNPH
dodawano réwnowazng objetos¢ HCI jako kontrole tta. Probki inkubowano przez 1
godzing w temperaturze pokojowej, utrzymujac cigglte mieszanie w celu zapewnienia
pelnej reakcji bialek z DNPH. Po zakonczeniu inkubacji do wszystkich probek dodawano
TCA, a probdéwki wytrzasano horyzontalnie przez 15 minut. Nastgpnie wirowano przez
10 minut przy 3000 rpm, zlewano supernatant, a otrzymany osad ptukano trzykrotnie w
mieszaninie etanol/octan etylu (1:1, v/v), kazdorazowo wytrzasajac probki i odwirowujac
osad. Po zakonczeniu plukania osad zawieszano w roztworze guanidyny, intensywnie

wytrzasano horyzontalnie przez 15 minut, a nastgpnie wirowano przez 10 minut przy
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3000 rpm w celu usunigcia nierozpuszczonych resztek. Absorbancje supernatantu

mierzono w kuwecie kwarcowej przy dhugosci fali 390 nm.

5.9 Analiza statystyczna

Analize statystyczng przeprowadzono przy uzyciu programéw STATISTICA 13.1
(StatSoft Polska, Krakoéw), GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software, San Diego, CA,
USA) oraz $rodowiska R (R Core Team, Wieden, Austria). Dane zaprezentowano jako
srednie wraz z odchyleniem standardowym. W badaniu zastosowano modele
wieloczynnikowe uwzgledniajace wplyw diety, uszkodzenia watroby badz czasu, a takze
interakcje pomigdzy tymi czynnikami. W przypadku pomiarow powtarzanych u tych
samych osobnikdéw, w celu uwzglednienia korelacji wewnatrzgrupowych, zastosowano
btedy standardowe odporne na grupowanie wedlug identyfikatora zwierzecia. Istotnosé
efektow gtownych oraz interakcji weryfikowano za pomoca testow Walda opartych na
statystyce y>. Wartosci p dla testow globalnych korygowano metoda Benjaminiego—
Hochberga, aby kontrolowa¢ odsetek fatszywych odkry¢ (FDR). Szczegotowe
poroéwnania miedzy grupami oparto na estymowanych $rednich brzegowych (EMM) z

zastosowaniem korekty Sidéka dla testow wielokrotnych.

W analizach uwzgledniajacych uszkodzenie watroby zestawiano diety w obrebie tej
samej grupy oraz grupy w obrebie tej samej diety; w analizach czasowych pordéwnywano
natomiast diety w poszczegolnych punktach pomiarowych oraz kolejne punkty czasowe
w ramach tej samej diety. Site i kierunek zalezno$ci pomiedzy udzialem LG w diecie a
analizowanymi parametrami oceniono za pomocg wspoiczynnika korelacji Pearsona (r).
Poniewaz przeprowadzono wiele jednoczesnych testow korelacji, uzyskane wartosci p
poddano korekcie Benjaminiego—Hochberga, a tak skorygowane wartosci oznaczano
jako q. Za istotne statystycznie uznawano zalezno$ci, dla ktorych q < 0,05. Dla
pozostalych testow za prog istotnosci przyjeto skorygowang wartos¢ p < 0,05.

Wyniki analizy RT-qPCR opracowano metodag ACt/AACt, przyjmujac B-aktyne jako
gen referencyjny, a grupe zdrowych zwierzat karmionych SD jako kalibrator. Wzgledna
ekspresje genow wyliczono metoda 2724t | przy czym wlasciwe obliczenia statystyczne
przeprowadzono bezposrednio na wartosciach ACt w odniesieniu do kazdego genu

osobno.
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6. Wyniki

6.1 Masa ciata, spozycie paszy 1 wody

Cotygodniowe pomiary wykazaly najszybsze przyrosty masy ciala u zwierzat
kontrolnych, wolniejszy przyrost po PH oraz najwolniejszy w grupie HCC. Tendencja ta

byta wyrazna i nasilata si¢ wraz z czasem trwania do§wiadczenia. (Ryc. 2)

Zastosowanie LG wigzato si¢ ze zwigkszeniem przyrostOw masy ciata zarowno w
grupie kontrolnej, jak i w grupach z nowotworowym oraz nienowotworowym
uszkodzeniem watroby. W grupie kontrolnej poczatkowa masa ciata zwierzat wynosita
255,0 £ 11,95 g i stopniowo rosta przez caly okres doswiadczenia, osiggajac w punkcie
koncowym (T12) $rednio 368,3 + 16,24 g u zwierzat zywionych SD, 392,7 £ 4,42 gu
zwierzat zywionych LG2,5% oraz 388,0 + 9,06 g u zwierzat zywionych LG5%. W tym
samym punkcie czasowym w grupie PH wartosci te wynosity odpowiednio 339,7 + 19,21
g, 346,5 + 26,07 g oraz 343,0 + 14,34 g dla SD, LG2,5% i LG5%. U szczurow z HCC
masa ciata w T12 byta nizsza niz w grupie kontrolnej i PH, wynosita 279,3 + 17,1 g przy
SD, 293,3 + 24,51 g przy LG2,5% oraz 292,5 + 15,47 g przy LG5%. W grupie HCC
zywionej SD masa ciala w ostatnim tygodniu dos$wiadczenia, po wcze$niejszym
niewielkim wzro$cie, byta zblizona do wartosci obserwowanej w czwartym tygodniu
doswiadczenia (odpowiednio 276,6 = 15 g vs 279,3 = 17,1 g). Dodatek LG w obu
dawkach nie powodowat istotnych zmian przyrostdéw masy ciata w grupie kontrolnej i
PH, natomiast w grupie HCC wigzat si¢ z istotnym statystycznie (p< 0,05) wzrostem
masy ciata zwierzat. W tej grupie w T12 obserwowano 293 + 24,5 g przy LG2,5%1292,5
+ 15,5 g przy LG5%.

W trakcie doswiadczenia spozycie paszy przez jednego osobnika pozostawato
wzglednie stabilne we wszystkich grupach. Najwyzsze $rednie tygodniowe spozycie
paszy wynoszace 92,8 + 8,76 g obserwowano w T2 w grupie PH otrzymujacej SD,
natomiast najnizsze w T1 w grupie HCC otrzymujacej paszg LG2,5% (67,4 £ 9,28 g).
Nie stwierdzono jednak istotnych rdznic w spozyciu paszy migdzy grupami
eksperymentalnymi. Srednie tygodniowe pobranie paszy przez jednego szczura w
poszczeg6lnych grupach przedstawiono na rycinie 3

Podobnie dzienne spozycie wody przez szczury pozostawato stale w catym okresie
doswiadczenia 1 nie r6znito si¢ istotnie pomiedzy grupami, wynoszac od 19,8 ml/dzien
do 24,3 ml/dzien.
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Rycina 2. Masa ciata zwierzat w kolejnych punktach doswiadczenia. Przedstawiono $rednie
warto$ci masy ciala (g) = odchylenie standardowe w punktach czasowych T0O-T12 dla zwierzat
kontrolnych (A), po PH (B) oraz z HCC (C), zywionych SD lub dietami z 2,5% (LG2,5%) 1 5%
(LG5%) dodatkiem LG.
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Rycina 3. Srednie pobranie paszy przez jednego szczura w kolejnych punktach
doswiadczenia. Przedstawiono $rednie wartosci pobrania paszy (g) + odchylenie standardowe w
punktach czasowych TO-T12 dla zwierzat kontrolnych (A), po PH (B) oraz z HCC (C),
zywionych SD lub dietami z 2,5% (LG2,5%) i 5% (LG5%) dodatkiem LG.
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6.2 Parametry biochemiczne surowicy krwi

6.2.1 Albumina

W grupie kontrolnej w TO surowicze stezenie albuminy bylo zblizone niezaleznie od
stosowanej diety 1 miescito si¢ w zakresie 3,7 g/dL-3,8 g/dL. W kolejnych punktach
do$wiadczenia w grupie SD obserwowano wzrost do 4,10 + 0,3 g/dL w T1, a nastepnie
obnizenie do 3,64 = 0,22 g/dL w T12. W grupie LG2,5% stezenie albuminy nie obnizato
si¢ w koncowej fazie doswiadczenia, w T6 1 T12 pozostawalo wysokie i wynosito
odpowiednio 3,97 + 0,25 g/dL oraz 3,93 + 0,22 g/dL. Odmienny przebieg obserwowano
po zastosowaniu diety LG5%, gdzie w T12 stezenie albuminy obnizato si¢ do 3,28 + 0,22
g/dL. Wykazane réznice miaty znaczenie statystyczne (p< 0,05). Zwierzgta po PH
wykazywaty tagodny spadek surowiczego stezenia albuminy od TO do T6, a zastosowanie
LG nie zmienialo istotnie statystycznie tej tendencji. W modelu HCC stgzenie albuminy
réwniez obnizato si¢ w czasie. W grupie SD warto$ci zmniejszaty si¢ z 3,80 + 0,40 g/dL
w TO do 3,25 +£ 0,35 g/dL-3,27 + 0,26 g/dL w T6-T12. Jedynie LG5% sprzyjat
utrzymaniu w T12 wyzszego surowiczego stg¢zenia albuminy, wynoszacego 3,49 + 0,26

g/dL, jednak r6znice mi¢dzy dietami nie osiggaly progu istotnosci statystycznej. (Ryc. 4)
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Rycina 4. Stgzenie albuminy w surowicy krwi. Przedstawiono $rednie stezenie albuminy
(g/dL) + odchylenie standardowe w punktach czasowych TO-T12 dla zwierzat kontrolnych (A),
po PH (B) oraz z HCC (C), zywionych SD lub dietami z 2,5% (LG2,5%) i 5% (LG5%) dodatkiem

LG.
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6.2.2 Fosfataza alkaliczna

Aktywnos$¢ ALP w grupie kontrolnej zywionej SD wahata si¢ od 75,21 £ 12,00 U/L w
TO0 do 79,00 + 11,85 U/L w T12. U zwierzat kontrolnych zywionych LG2,5% aktywno$¢
ALP utrzymywata si¢ na zblizonym poziomie i w T12 wynosita 79,00 = 10,54 U/L.
Odmienny przebieg zmian obserwowano u zwierzat zywionych LG5%. W tej grupie LG
poczatkowo, do T6, wigzal si¢ z nizszg aktywnoscig ALP (69,82 + 10,01 U/L vs 80,94 +
10,00 U/L; p = 0,046), a nastepnie z jej wzrostem do 97,00 + 14,55 U/L w T12.

Jak przedstawiono na rycinie 5B w grupie zwierzat z nienowotworowym
uszkodzeniem watroby, niezaleznie od stosowanej diety, najwyzsze wartoSci ALP
obserwowano w T1. W tej grupie jedynie wyzszy dodatek LG powodowal istotny
statystycznie (p=0,045) spadek aktywnosci ALP w ostatnim tygodniu do$wiadczenia
(69,00 £12,42 U/L w T12, LG5%). U zwierzat z nowotworowym uszkodzeniem watroby
aktywnos¢ ALP wyraznie wzrastala wraz z czasem trwania do$wiadczenia. W
poréwnaniu z TO juz w T1 obserwowano znaczny wzrost aktywnosci ALP, niezaleznie
od stosowanej diety. Maksymalne wartosci aktywnosci enzymu notowano w ostatnim
tygodniu doswiadczenia. W T12 aktywnos$¢ ALP wynosita
274,98 + 44,00 U/L u zwierzat zywionych SD, 240,70 + 45,00 U/L u tych zywionych
LG2,5% oraz 260,22 + 45,00 U/L dla LG5%. Obie dawki LG wykazywaly tendencje do
obnizania aktywnos$ci ALP wzgledem SD, jednak réznice te nie osiggaly istotnosci
statystycznej
(Ryc. 5C).
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Rycina 5. Aktywnos$¢ fosfatazy alkalicznej w surowicy krwi. Przedstawiono $rednig
aktywno$¢ ALP (U/L) w punktach czasowych TO-T12 dla zwierzat kontrolnych (A), po PH (B)
oraz z HCC (C), zywionych SD lub dietami z 2,5% (LG2,5%) i 5% (LG5%) dodatkiem LG.
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6.2.3 Aminotransferaza alaninowa

Aktywnos$¢ ALT u zwierzat kontrolnych zywionych SD utrzymywala si¢ na niskim
poziomie, z maksymalng wartoscig 28,83 + 3,18 U/L w T12. Zaréwno 2,5%, jak i 5%
dodatek LG skutkowat podobng aktywnoscia w T12 (26,73 + 3,48 U/L dla 2,5% 1 28,40
+ 2,74 U/L dla 5% dodatku LG).

W grupie PH, niezaleznie od stosowanej diety, obserwowano wzrost aktywnosci ALT
w T1 (ryc. 6B). Nastepnie aktywno$¢ ALT stopniowo si¢ obnizala, osiagajac najnizsze
warto$ci w T12. Dieta z 2,5% dodatkiem LG wigzata si¢ z najnizszg aktywnoscig ALT
sposrdd wszystkich wariantow Zywienia w tej grupie (47,75 £ 11,93 U/L w T12), a
warto$¢ ta byla istotnie nizsza wzgledem SD, jak i LG5% (w obu przypadkach p <0,001).

Najwyzsza aktywno$¢ ALT obserwowano u szczurow z HCC, zwlaszcza zywionych
SD. W tej grupie aktywno$§¢ ALT wzrastalta do 290,97+60,0 U/L w TI12. Jak
przedstawiono na
rycinie 6C, LG w obu dawkach przejsciowo ograniczat wzrost aktywnosci tego enzymu.
Najwyrazniejszy efekt obserwowano w T6, kiedy aktywnos$¢ ALT u szczuréw zywionych
LG2,5% byta nizsza niz u zwierzat zywionych LG5% (101,90 = 30,57 vs. 149,65 + 44,89
U/L, p = 0,021) 1 znacznie nizsza niz u tych karmionych SD (233,30 + 69,90 U/L, p <
0,001). W kolejnych punktach czasowych aktywno$¢ ALT ponownie wzrastala, zblizajac

si¢ do warto$ci obserwowanych w SD. (Ryc. 6)
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Rycina 6. Aktywno$¢ aminotransferazy alaninowej w surowicy krwi. Przedstawiono $rednig
aktywnos$¢ ALT (U/L) + odchylenie standardowe w punktach czasowych T0-T12 dla zwierzat
kontrolnych (A), po PH (B) oraz z HCC (C), zywionych SD lub dietami z 2,5% (LG2,5%) 1 5%
(LG5%) dodatkiem LG.
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6.2.4 Aminotransferaza asparaginianowa

W grupie kontrolnej zywionej SD aktywno$¢ AST pozostawata stabilna w przebiegu
doswiadczenia i wynosita 84,21 = 10,00 U/L w T1, 88,05 + 12,00 U/L w T6 oraz 83,34
+ 16,67 U/L w T12. Podobny przebieg obserwowano u szczuréw zywionych dietami z
dodatkiem LG. W grupie kontrolnej zywionej LG2,5% aktywnos¢ AST w punkcie
koncowym wynosita 81,67 + 4,33 U/L, natomiast w grupie LG5% 83,00 + 2,80 U/L.

Po PH maksymalng aktywno$¢ AST obserwowano juz w T1 i wynosita ona 231,60 +
36,00 U/L (SD), 214,21 + 34,87 U/L (LG2,5%), 201,69 + 33,82 U/L (LG5%).
Najwyrazniejsze réznice migdzy dietami obserwowano w punkcie kohcowym
doswiadczenia. W T12 aktywno$¢ AST byta wyzsza w grupie LG5% niz w SD (173,67
+ 38,20 U/L vs 118,00 £25,96 U/L; p <0,001) oraz wyzsza niz w grupie LG2,5% (173,67
+ 38,20 U/L vs 131,00 + 28,82 U/L; p = 0,019). W grupie LG2,5% koncowa aktywnos¢
AST byta nizsza niz w LG5%, natomiast w poréwnaniu z SD r6znica ta nie osiggata

istotnos$ci statystyczne;.

U zwierzat z HCC aktywno$¢ AST utrzymywata si¢ na wysokim poziomie przez caly
okres doswiadczenia. U zwierzat zywionych SD wartosci wzrastaty do maksimum 356,66
+ 99,86 U/L w T6, a nastgpnie nieznacznie obnizaly si¢ do 352,18 + 70,12 U/L w T12.
Po zastosowaniu LG2,5% aktywnos¢ AST w T6 1 T12 bylta nizsza niz w SD 1 wynosita
odpowiednio 171,50 = 48,02 U/L (p <0,001) oraz 310,52 + 65,24 U/L. W grupie LG5%
wartos$ci tego parametru wynosity 233,00 + 65,24 U/L w T6 (p = 0,005) oraz 327,16 +
59,36 U/L w T12. (Ryc. 7)
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Rycina 7. Aktywno$¢ aminotransferazy asparaginianowej w surowicy krwi. Przedstawiono
srednig aktywnos$¢ AST (U/L) + odchylenie standardowe w punktach czasowych TO-T12 dla
zwierzat kontrolnych (A), po PH (B) oraz z HCC (C), zywionych SD lub dietami z 2,5%
(LG2,5%) 1 5% (LG5%) dodatkiem LG.
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6.2.5 y-glutamylotransferaza

U szczurow kontrolnych, niezaleznie od stosowanej diety, aktywnos¢ GGT w

surowicy wykazywata jedynie niewielkie odchylenia i oscylowata wokot 0,5 U/L.

Po PH aktywnos$¢ GGT wzrastata we wszystkich grupach w T1, a nast¢gpnie obnizata
sie w T6 1 T12 wzgledem tego punktu czasowego, przy czym przebieg zmian zalezat od

rodzaju diety.

W grupie SD aktywno$¢ GGT wynoszaca 2,50 + 0,25 U/L w T1 obnizata si¢ do 1,20
+0,24 ULwT611,25+0,17 U/Lw T12. W grupie LG2,5% aktywno$¢ GGT osiggata
maksimum 2,34 £+ 0,22 U/L w T1, nastgpnie obnizata si¢ do 0,80 £+ 0,25 U/L w T6, po
czym wzrastata do 1,49 + 0,22 U/L w T12. Zwierzgta z grupy PH zywione LG5%
cechowata maksymalna aktywno$¢ wynoszaca 2,11 + 0,21 U/L w T1, ktora w kolejnych
punktach czasowych sukcesywnie obnizata si¢ do 0,89 + 0,23 U/L w T6 1 0,66 + 0,10
U/Lw T12. Juz w T1 najnizszg aktywnos¢ GGT obserwowano w grupie LG5%, a réznica
wzgledem SD byfa istotna statystycznie (p < 0,05). W T6 szczury z obu grup zywionych
LG wykazywaty nizsze wartosci GGT niz SD; rdznice te byly istotne zaréwno dla
LG2,5% (0,80 £ 0,25 U/L vs 1,20 + 0,24 U/L; p < 0,05), jak i dla LG5% (0,89 + 0,23 U/L
vs 1,20 £ 0,24 U/L; p <0,05). W punkcie koncowym doswiadczenia najnizszg aktywnos¢
GGT utrzymywala grupa LG5%, a wartos¢ ta byla nizsza niz w SD (0,66 + 0,10 U/L vs
1,25+ 0,17 U/L; p <0,001). W grupie LG2,5% aktywno$¢ GGT w T12 byta wyzsza niz
w SD (1,49 £ 0,22 U/L vs 1,25+ 0,17 U/L; p < 0,05).

Szczury z HCC charakteryzowatly si¢ wyraznym wzrostem aktywnos$ci GGT w czasie
we wszystkich grupach. W grupie SD parametr ten wzrastat z 0,5 U/L w TO do 2,33 +
0,30 U/L w T1, nastepnie do 12,32 + 2,99 U/L w T6, osiagajac w T12 wartos$¢ 138,66 +
41,59 U/L. Po zastosowaniu LG2,5% aktywnos¢ GGT wynosita 2,01 = 0,21 U/L w T1,
11,85 £ 2,99 U/L w T6 oraz 58,00 = 17,40 U/L w T12. W grupie LG5% wartosci tego
parametru wynosity odpowiednio 2,22 + 0,28 U/L, 16,35 + 3,12 U/L oraz 57,75 + 17,32
U/L. Miedzy T1 1 T6 aktywno$¢ GGT pozostawata zblizona migdzy dietami, natomiast
najwyrazniejsze roéznice obserwowano w punkcie koncowym doswiadczenia. W T12
zarowno w grupie LG2,5%, jak 1 LG5% wartosci GGT byly nizsze niz w SD
(odpowiednio 58,00 + 17,40 U/L oraz 57,75 + 17,32 U/L vs 138,66 £ 41,59 U/L; oba p <
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0,001). Pomiedzy obiema dawkami LG w T12 nie stwierdzono istotnej statystycznie

roéznicy. (Ryc. 8)

A
3_
— -~ Kontrolna SD
S -# Kontrolna LG2,5%
24 —+ Kontrolna LG5%
Qo
‘Q
W
o
:
= = = = 8
<
0 1 I I I
TO T T6 T12
Punkt czasowy (tydzien)
B
3
— -~ PHSD
=} % PHLG2,5%
E 24 -+ PHLG5%
]
Q
‘0w
o
£ 1+
£
«q
0 1 I I I
TO ™ T6 T12
C Punkt czasowy (tydzien)
200
—_ -~ HCCSD
S 50— - HCC LG2,5%
- —+ HCC LG5%
o
Q 100
‘W
o
c
S 50
x
<
0 i T T
TO T T6 T12

Punkt czasowy (tydzien)

Rycina 8. Aktywno$¢ y-glutamylotransferazy w surowicy krwi. Przedstawiono S$rednig
aktywnos$¢ GGT (U/L) + odchylenie standardowe w punktach czasowych T0-T12 dla zwierzat
kontrolnych (A), po PH (B) oraz z HCC (C), zywionych SD lub dietami z 2,5% (LG2,5%) 1 5%
(LG5%) dodatkiem LG.
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6.3 Enzymy biotransformacji i markery stresu oksydacyjnego

6.3.1 Enzymy biotransformacji fazy I
6.3.1.1 ECOD

W grupie kontrolnej aktywno$¢ ECOD pozostawata na zblizonym poziomie niezaleznie
od rodzaju stosowanej diety. Srednia warto$¢ tego parametru wynosita 155,0 + 21,20
nmol 7-hydroksykumaryny/mg"-min™' u zwierzat zywionych SD, 153,0 + 18,86 u
zwierzat zywionych LG2,5% oraz 154,0 + 21,12 u zwierzat zywionych LG5%. Po PH
aktywnos$¢ ECOD byta wyraznie wyzsza po zastosowaniu LG niz przy SD. W tej grupie
LG istotnie (p < 0,05 oraz p < 0,001) zwickszat aktywnos¢ ECOD do 171,4 + 28,29 dla
LG2,5% oraz 171,6 + 23,18 dla LG5%. W modelu HCC aktywnos¢ ECOD osiagata
najnizsze wartosci 1 wynosita 75,0 £ 13,80 przy SD. Po zastosowaniu paszy LG
obserwowano wzrost tego parametru do 104,8 + 24,39 dla LG2,5% oraz 104,3 + 17,29
dla LG5%. W obu przypadkach wzrost wzgledem SD byt istotny statystycznie
(odpowiednio p < 0,05 oraz p <0,001). (Ryc. 9)

6.3.1.2 EROD

W grupie kontrolnej aktywno$¢ EROD pozostawata stabilna i nie wykazywata istotnych
zmian po zastosowaniu LG. Srednie wartosci wynosity 55,0 + 5,89 pmol
rezorfiny/mg'-min~! dla SD, 54,0 + 8,95 dla LG2,5% oraz 54,5 + 2,48 dla LG5%. W
grupie PH aktywno$¢ EROD, podobnie jak aktywnos¢ ECOD, wzrastata po zastosowaniu
obu dawek LG. Watroby szczurow zywionych SD cechowaty si¢ srednig aktywnos$cig
EROD wynoszaca 50,0 = 7,31, natomiast dodatek LG zwigkszal aktywnos$¢ tego enzymu
do 63,68 + 10,20 dla LG2,5% (p < 0,005) oraz 62,91 + 10,86 dla LG5% (p < 0,05). W
modelu HCC aktywno$¢ EROD byta najnizsza dla SD i wynosita 24,0 + 2,38. Watroby
szczurow z HCC zywionych dietami z dodatkiem LG cechowaly si¢ aktywnoscig
wynoszacg 32,95 + 2,84 dla LG2,5% (p <0,001) oraz 35,49 + 7,24 dla LG5% (p <0,001).
(Ryc. 10). W grupie HCC stwierdzono dodatnie korelacje pomiedzy obecnoscig LG w
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diecie a wzrostem aktywnosci ECOD (r = 0,611; p = 0,00266; q = 0,0100) i EROD (r =
0,725; p =0,00033; q = 0,0033).

ECOD
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Typ uszkodzenia watroby

Rycina 9. Aktywno$¢ ECOD. Przedstawiono $rednie warto$ci + odchylenie standardowe dla zwierzat
kontrolnych, po PH oraz z HCC, zywionych SD lub dietami z 2,5% (LG2,5%) i 5% (LG5%) dodatkiem
LG. Shupki oznaczone ta samg litera wskazujg brak istotnych statystycznie roznic. Réznice pomigdzy
typami uszkodzenia watroby w obrebie tej samej diety oznaczono wielkimi literami, natomiast réznice
pomiedzy dietami w obrgbie tej samej grupy oznaczono matymi literami. Aktywnos¢ ECOD wyrazono
jako ilos¢ 7-hydroksykumaryny (nmol) powstatej w czasie 1 minuty w przeliczeniu na 1 mg biatka (nmol
7-hydroksykumaryny/mg'-min"). Za istotne statystycznie przyj¢to wartosci p < 0,05.
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Rycina 10. Aktywno$¢ EROD. Przedstawiono $rednie wartosci + odchylenie standardowe dla
zwierzat kontrolnych, po PH oraz z HCC, zywionych SD lub dietami z 2,5% (LG2,5%) 1 5%
(LG5%) dodatkiem LG. Shupki oznaczone tg samg literg wskazujg brak istotnych statystycznie
roéznic. Roznice pomigdzy typami uszkodzenia watroby w obrgbie tej samej diety oznaczono
wielkimi literami, natomiast r6znice pomigdzy dietami w obrebie tej samej grupy oznaczono
matymi literami. Aktywno§¢ EROD wyrazono jako ilo$¢ rezorfiny (pmol) powstalej w czasie 1
minuty w przeliczeniu na 1 mg biatka (pmol rezorfiny/mg'-min.) Za istotne statystycznie
przyjeto wartosci p < 0,05.
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6.3.1.3 AnH

W grupie kontrolnej aktywnos$¢ AnH pozostawata niska i nie wykazywata istotnych
réznic miedzy dietami. Srednie warto$ci wynosity 1,55 + 0,26 pmol p-aminofenolu
/mg'min' dla SD, 1,52+ 0,21 dla LG2,5% oraz 1,53 + 0,26 dla LG5%. Podobnie niskie
1 zblizone warto$ci AnH obserwowano w grupie PH, gdzie aktywno$¢ wynosita 1,70 +
0,28 dla SD, 1,68 £ 0,31 dla LG2,5% 1 1,69 + 0,36 dla LG5%. Istotnie wyzsza aktywno$¢
tego enzymu notowano u zwierzat z HCC (p< 0,001), a maksimum aktywnosci tego
enzymu wykazano u szczurow z HCC zywionych SD (7,20+1,88). Obie dawki LG
obnizaty aktywno$¢ AnH do 4,90 + 1,28 (LG2,5%) 1 5,30+0,86 (LG5%), jednak warto$ci
te nadal pozostawaly istotnie wyzsze niz w grupie kontrolnej i PH (p < 0,001 oraz p =

0,002) (Ryc. 11)

6.3.1.4 BqD

W grupie kontrolnej aktywno$¢ BqD byla stabilna i utrzymywala si¢ na zblizonym
poziomie niezaleznie od rodzaju diety. Srednie wartosci, bez istotnych réznic
statystycznych, wynosity 145,0 £ 18,15 pmol 7-hydroksychinoliny /mg ' min* dla SD,
143,0 £ 14,52 dla LG2,5% oraz 144,0 + 23,90 dla LG5%. W watrobach po PH aktywnos¢
BqgD wazrastata po zastosowaniu LG do 173,30 £20,51 (LG 2,5%) 1 172,97 + 20,60 (LG
5%), przy istotnosci statystycznej wzgledem SD (p < 0,001). Wyrazne zahamowanie (p
< 0,05) aktywnosci BqD obserwowano w grupie HCC. O ile dodatek LG wynoszacy 5%
skutkowat aktywnoscig BqD zblizong do obserwowanej przy zywieniu SD, o tyle 2,5%

LG utrzymywat aktywno$¢ na poziomie 68,69 + 12,99 (Ryc. 12)
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Rycina 11. Aktywno$¢ AnH. Przedstawiono §rednie wartos$ci £ odchylenie standardowe dla zwierzat
kontrolnych, po PH oraz z HCC, zywionych SD lub dietami z 2,5% (LG2,5%) i 5% (LG5%) dodatkiem
LG. Shupki oznaczone ta samg litera wskazuja brak istotnych statystycznie réznic. Réznice pomiedzy
typami uszkodzenia watroby w obrebie tej samej diety oznaczono wielkimi literami, natomiast roznice
pomigdzy dietami w obrebie tej samej grupy oznaczono matymi literami. Aktywno§¢ AnH wyrazono jako
ilo§¢ p-aminofenolu (pmol) powstatej w czasie 1 minuty w przeliczeniu na 1 mg biatka (pmol p-
aminofenolu /mg!-min'.) Za istotne statystycznie przyjeto wartosci p < 0,05.
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Rycina 12. Aktywno$¢ BqD. Przedstawiono $rednie warto$ci + odchylenie standardowe dla
zwierzat kontrolnych, po PH oraz z HCC, zywionych SD lub dietami z 2,5% (LG2,5%) i 5%
(LG5%) dodatkiem LG. Shupki oznaczone tg samg literg wskazujg brak istotnych statystycznie
roznic. Roznice pomigdzy typami uszkodzenia watroby w obrebie tej samej diety oznaczono
wielkimi literami, natomiast réznice pomigdzy dietami w obrebie tej samej grupy oznaczono
malymi literami. Aktywno$¢ BqD wyrazono jako ilo§¢ 7-hydroksychinoliny (pmol) powstatej w
czasie 1 minuty w przeliczeniu na 1 mg bialka (pmol 7-hydroksychinoliny /mg'-min'.) Za
istotne statystycznie przyjeto wartosci p < 0,05.
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6.3.2 Enzymy fazy Il i uktad antyoksydacyjny

6.3.2.1 GST

W grupie kontrolnej aktywno$¢ GST utrzymywala si¢ na zblizonym poziomie mig¢dzy
dietami i wynosita odpowiednio 0,1249 + 0,0172 umol GSH-CDNB/ mg"'min*, 0,1318
+ 0,0146, 0,1290 + 0,0174 dla SD, LG2,5%, LG5%. Jak przedstawiono na rycinie 13, w
grupie PH aktywno$¢ GST istotnie wzrastala u zwierzat zywionych LG (p < 0,001). W
porownaniu z SD (0,1349 + 0,0303), aktywno$¢ tego enzymu wynosita 0,1639 + 0,0119
dla LG2,5% oraz 0,1646 + 0,0212 dla LG5%. Najnizsza aktywnos$¢ GST obserwowano
w grupie zwierzat z nowotworowym uszkodzeniem watroby zywionych SD (0,0549 +
0,0150). LG w obu dawkach zwickszal aktywno$¢ enzymu do 0,0809 + 0,0228 dla
LG2,5% oraz 0,0770 + 0,0156 dla LG5%. Wzgledem SD zmiany te byly istotne
odpowiednio przy p = 0,002 oraz p =0,011. (Ryc. 13)

6.3.2.2 DT-diaforaza

Jak przedstawiono na rycinie 14, aktywno$¢ DT-diaforazy pmol DCPIP/mg ' min™"' w
grupie kontrolnej oraz u zwierzat po PH, pozostawala na zblizonym poziomie. Niewielki
wzrost aktywnosci tego enzymu w grupie PH nie osiggal istotnosci statystycznej.
Odmiennie w grupie HCC obserwowano istotne (p < 0,05) obnizenie aktywnosci DT-
diaforazy w poroéwnaniu z grupa kontrolng 1 PH. W tej grupie LG zwigkszal aktywnos¢
enzymu wzgledem SD do 1,55 + 0,28 (LG2,5%) 1 1,47 = 0,35 (LG 5%), jednak zmiana

ta osiggala niewielkga istotno$¢ statystyczng.
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Rycina 13. Aktywno$¢ GST. Przedstawiono $rednie warto$ci + odchylenie standardowe dla zwierzat
kontrolnych, po PH oraz z HCC, zywionych SD lub dietami z 2,5% (LG2,5%) i 5% (LG5%) dodatkiem
LG. Shupki oznaczone ta samg litera wskazuja brak istotnych statystycznie réznic. Réznice pomiedzy
typami uszkodzenia watroby w obrebie tej samej diety oznaczono wielkimi literami, natomiast réznice
pomigdzy dietami w obrebie tej samej grupy oznaczono matymi literami. Aktywno$¢ GST wyrazano jako
ilo$¢ kompleksu GSH-CDNB (umol) w czasie 1 minuty w przeliczeniu na 1 mg biatka (umol GSH-CDNB/
mg !min'). Za istotne statystycznie przyjeto wartosci p < 0,05.
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Rycina 14. Aktywno$¢ DT-diaforazy. Przedstawiono s$rednie wartosci + odchylenie
standardowe dla zwierzat kontrolnych, po PH oraz z HCC, zywionych SD lub dietami z 2,5%
(LG2,5%) 1 5% (LG5%) dodatkiem LG. Stupki oznaczone ta sama literg wskazujg brak istotnych
statystycznie roznic. Roznice pomigdzy typami uszkodzenia watroby w obrebie tej samej diety
oznaczono wielkimi literami, natomiast réznice pomigdzy dietami w obrebie tej samej grupy
oznaczono matymi literami. Aktywno$¢ DT-diaforazy wyrazano jako ilo$¢ zredukowanego
DCPIP w czasie 1 minuty w przeliczeniu na 1 mg biatka (umol DCPIP/mg™"-min"). Za istotne
statystycznie przyjeto wartosci p < 0,05.
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6.3.2.3 Katalaza

Nie wykazano istotnych zmian aktywnos$ci katalazy migdzy dietami w grupie
kontrolnej. Nieco wyzsza aktywnos$¢ obserwowano w grupie PH, jednak réwniez w tej
grupie, roznice miedzy dietami pozostawaly niewielkie. Widoczna byla tendencja do
wyzszych warto$ci po zastosowaniu LG, ale nie osiggala ona istotnosci statystycznej.
Najwyzsza aktywnos$¢ katalazy notowano w grupie HCC, zarowno u zwierzat zywionych
SD, jak i u zywionych LG. Maksymalng warto§¢ obserwowano dla LG2,5% (1322,59 +
96,33 umol H202/mg'-min™), nizsza dla LG5% (1312,91 = 99,31), natomiast najnizsza
aktywno$¢ w grupie HCC stwierdzono przy SD (1184,66 £ 107,91). Wzgledem SD obie
zastosowane dawki LG zwigkszaty aktywnos$¢ katalazy w sposob istotny ( odpowiednio

p <0,001 oraz p = 0,002). (Ryc. 15)

6.3.2.4 Dysmutaza ponadtlenkowa

W grupie kontrolnej aktywnos$¢ SOD wynosita 63,0 + 10,53 U/mg dla SD, 66,0 £ 11,45
dla LG2,5%, 65,0 = 8,75 dla LG5%. Wyzsza aktywnos$¢ SOD obserwowano w grupie
PH, zwlaszcza u zwierzat otrzymujacych diety z LG, warto$ci wynosity odpowiednio
70,0 + 13,76; 82,47 + 10,66; 84,09 = 12,92 dla SD, LG2,5% 1 LG5%. Jak przedstawiono
na rycinie 16
u szczurow z HCC aktywnos$¢ tego enzymu antyoksydacyjnego byta najnizsza przy SD i
wynosita 30,0 = 11,41. Zastosowanie LG w dawce 2,5% powodowato wzrost aktywnosci
do 47,65 + 15,05, a LG5% do 45,78 + 11,49. Wzrost ten byt istotny statystycznie w
poréwnaniu z SD (odpowiednio p = 0,038 oraz p = 0,000).
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Rycina 15. Aktywnos¢ katalazy. Przedstawiono $rednie wartosci + odchylenie standardowe
dla zwierzat kontrolnych, po PH oraz z HCC, zywionych SD lub dietami z 2,5% (LG2,5%) 1 5%
(LG5%) dodatkiem LG. Shupki oznaczone ta sama literg wskazujg brak istotnych statystycznie
roznic. Roéznice pomigdzy typami uszkodzenia watroby w obrgbie tej samej diety oznaczono
wielkimi literami, natomiast réznice pomigdzy dietami w obrgbie tej samej grupy oznaczono
malymi literami. Aktywno$¢ wyrazano jako ilo§¢ rozlozonego H:O: w czasie 1 minuty w
przeliczeniu na 1 mg biatka (umol H20: /mg biatka/min). Za istotne statystycznie przyjeto
wartosci p < 0,05.
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Rycina 16. Aktywno$¢ SOD. Przedstawiono $rednie warto$ci = odchylenie standardowe dla
zwierzat kontrolnych, po PH oraz z HCC, zywionych SD lub dietami z 2,5% (LG2,5%) i 5%
(LG5%) dodatkiem LG. Shupki oznaczone tg samg literg wskazujg brak istotnych statystycznie
roéznic. Réznice pomigdzy typami uszkodzenia watroby w obrebie tej samej diety oznaczono
wielkimi literami, natomiast rdéznice pomigdzy dietami w obrebie tej samej grupy oznaczono
matymi literami. Aktywno$¢ wyrazano w jednostkach aktywnosci enzymatycznej (U) na 1 mg
biatka (U/mg). Za istotne statystycznie przyjeto wartosci p < 0,05.
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6.3.2.5 MDA

Jak przedstawiono na rycinie 17, zarowno w grupie kontrolnej, jak i w grupie PH
stezenie MDA w watrobie pozostawato niskie, a jego wartosci byty do siebie zblizone.
W poréwnaniu z obiema tymi grupami stezenie MDA w watrobie zwierzat z HCC istotnie
wzrastato niezaleznie od stosowanej diety, osiggajac warto$¢ maksymalng u szczurdéw
zywionych SD (50,0 £ 13,06 nmol/mg). Zastosowanie LG2,5% 1 LG5% w grupie
szczurOw z nowotworem istotnie obnizato stezenie MDA odpowiednio do 34,0 = 6,07

nmol/mg (p = 0,002) i 36,0 £ 9,66 nmol/mg (p=0,011).

6.3.2.6 Biatka karbonylowane

Podobnie jak w przypadku MDA, zaréwno grupa kontrolna (od 2,70 + 0,43 nmol/mg
do 2,90 £ 0,36 nmol/mg) jak i grupa PH (od 3,10 + 0,50 nmol/mg, do 3,50 £+ 0,44
nmol/mg) wykazywaty niskie st¢zenie biatek karbonylowanych w watrobie. Jedynie
grupa HCC charakteryzowata si¢ wielokrotnie wyzszym st¢zeniem tych biatek (p <0,05).
Jak przedstawiono na rycinie 18, dodatek LG obnizal st¢Zenie bialek karbonylowanych
wzgledem maksymalnej warto$ci obserwowanej przy zywieniu SD (28,0 + 7,96
nmol/mg) do 19,0 + 5,63 nmol/mg dla LG2,5% oraz 20,5 + 4,87 nmol/mg dla LG5%.
Istotno$¢ statystyczng uzyskano dla dawki LG2,5% (p = 0,023). Pomimo obnizenia po
zastosowaniu LG, wartos$ci biatek karbonylowanych w grupie HCC nadal pozostawatly

znacznie wyzsze niz w grupie kontrolnej 1 PH.
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Rycina 17. Stgzenie MDA. Przedstawiono $§rednie warto$ci + odchylenie standardowe dla
zwierzat kontrolnych, po PH oraz z HCC, zywionych SD lub dietami z 2,5% (LG2,5%) i 5%
(LG5%) dodatkiem LG. Shupki oznaczone tg sama litera wskazuja brak istotnych statystycznie
roznic. Roznice pomigdzy typami uszkodzenia watroby w obrgbie tej samej diety oznaczono
wielkimi literami, natomiast r6éznice pomigdzy dietami w obrgbie tej samej grupy oznaczono
malymi literami. Za istotne statystycznie przyjeto wartosci p < 0,05
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Rycina 18. St¢zenie biatek karbonylowanych. Przedstawiono $rednie wartosci + odchylenie
standardowe dla zwierzat kontrolnych, po PH oraz z HCC, zywionych SD lub dietami z 2,5%
(LG2,5%) 1 5% (LG5%) dodatkiem LG. Stupki oznaczone tg sama literg wskazujg brak istotnych
statystycznie roznic. Roznice pomigdzy typami uszkodzenia watroby w obrebie tej samej diety
oznaczono wielkimi literami, natomiast réznice pomiedzy dietami w obrebie tej samej grupy
oznaczono malymi literami. Za istotne statystycznie przyjeto wartosci p < 0,05
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6.4 Markery biatkowe oznaczane metoda ELISA
6.4.1 BAX

W grupie kontrolnej stezenie biatka BAX pozostawato zblizone migdzy dietami 1
miescito si¢ w zakresie od 10,30 = 2,89 ng/mg do 10,87 + 2,35 ng/mg. W grupie szczurow
z nienowotworowym uszkodzeniem watroby najwyzsze stezenie BAX w homogenacie
watroby oznaczono u zwierzat zywionych SD (14,54 + 4,02 ng/mg). Jedynie 5% dodatek
LG istotnie (p = 0,046) obnizat stezenie tego biatka (10,75 + 3,83 ng/mg)

Jak przedstawiono na rycinie 19, podobny kierunek zmian wykazano w grupie HCC.

W tej grupie LG5% najsilniej obnizal stezenie tego biatka (10,32+2,84 ng/mg, p = 0,005).

6.4.2 RIPK1

Dane przedstawione na rycinie 20 wskazuja, ze w grupie kontrolnej jedynie LG2,5%
istotnie zmniejszat stgzenie RIPK 1. Warto$¢ tego parametru wynosita 6,19 + 1,90 ng/mg

1 byla istotnie nizsza niz przy zywieniu SD (p = 0,002).

Zaréwno w grupie PH, jak 1 w grupie HCC Zzywienie LG nie wptywalto znaczaco na
stezenie RIPK 1. W grupie HCC warto$ci wynosity 8,90 + 2,83 ng/mg dla SD, 8,53 +£2,95
ng/mg dla LG2,5% oraz 8,04 + 3,27 ng/mg dla LG5%.
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BAX

W SD
B LG2,5%
B LG 5%

Kontrolna PH HCC
Typ uszkodzenia watroby

Rycina 19. Stezenie biatka BAX. Przedstawiono §rednie warto$ci + odchylenie standardowe
dla zwierzat kontrolnych, po PH oraz z HCC, zywionych SD lub dietami z 2,5% (LG2,5%) 1 5%
(LG5%) dodatkiem LG. Shupki oznaczone tg sama litera wskazuja brak istotnych statystycznie
roznic. Roznice pomigdzy typami uszkodzenia watroby w obrgbie tej samej diety oznaczono
wielkimi literami, natomiast réznice pomigdzy dietami w obrgbie tej samej grupy oznaczono
malymi literami. Za istotne statystycznie przyje¢to wartosci p < 0,05

RIPK1

W SD
M LG2,5%
B LG 5%

Kontrolna PH HCC
Typ uszkodzenia watroby

Rycina 20. Stgzenie biatka RIPK 1. Przedstawiono $rednie wartosci + odchylenie standardowe
dla zwierzat kontrolnych, po PH oraz z HCC, zywionych SD lub dietami z 2,5% (LG2,5%) 1 5%
(LG5%) dodatkiem LG. Shupki oznaczone tg samg literg wskazujg brak istotnych statystycznie
roéznic. Roznice pomigdzy typami uszkodzenia watroby w obrebie tej samej diety oznaczono
wielkimi literami, natomiast réznice pomigdzy dietami w obregbie tej samej grupy oznaczono
malymi literami. Za istotne statystycznie przyje¢to wartosci p < 0,05
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6.4.3 RIPK3

W grupie kontrolnej najwyzsze stezenie RIPK3 obserwowano przy SD (8,41 + 2,61
ng/mg). Stezenie tej kinazy ulegato istotnemu obnizeniu u szczurow zywionych LG2,5%
(6,08 £ 1,49 ng/mg, p <0,001). Po PH najwyzsze stezenie RIPK3 rowniez notowano przy
SD (11,09 + 3,47 ng/mg). W tej grupie obie dawki LG obnizaly stezenie tego bialka,
odpowiednio do 9,70 = 3,74 ng/mg dla LG2,5% 1 8,17 = 3,41 ng/mg dla LG5%).
Najwyzsze stezenie RIPK3 obserwowano w grupie HCC otrzymujacej SD (12,85 + 3,18
ng/mg). Dodatek LG istotnie obnizat stezenie RIPK3 do wartosci 7,66 + 3,03 ng/mg dla
LG2,5% 1 7,80 + 0,93 ng/mg dla LG5% (p <0,001). (Ryc. 21)

644 IL-6

W grupie kontrolnej LG wywierat zalezny od dawki wpltyw na stezenie IL-6 w
watrobie. O ile nizsza dawka LG obnizata stezenie tej cytokiny do wartosci 4,76 = 1,27
pg/mg, o tyle LG5% zwigkszat jej st¢zenie do 6,88 + 2,72 pg/mg. W grupach PH 1 HCC
diety zawierajace LG obnizaly st¢zenie IL-6 w watrobie. Najnizsze, wynoszace 4,65 +

1,96 pg/mg stezenie IL-6 obserwowano w grupie PH zywionej LG5% .

W grupie HCC LG w obu dawkach istotnie obnizat st¢zenie tej interleukiny do 7,17 +
2,24 pg/mg dla LG2,5% oraz 6,18 + 2,29 pg/mg dla LG5% (odpowiednio p = 0,001 ip <
0,001) (Ryc. 22). W grupie HCC obecno$¢ LG w diecie korelowata ujemnie z poziomem
IL-6 (r = —0,603; p = 0,00067; q = 0,00533) oraz RIPK3 (r = —0,700; p = 0,00067; q =
0,00533). Srednie poziomy tych markeréw w grupach otrzymujacych LG byly

odpowiednio o 36,0% 1 39,8% nizsze niz w SD.
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RIPK3

W SD
B LG2,5%
B LG 5%

Kontrolna PH HCC
Typ uszkodzenia watroby

Rycina 21. Stezenie biatka RIPK3. Przedstawiono $rednie wartosci + odchylenie standardowe
dla zwierzat kontrolnych, po PH oraz z HCC, zywionych SD lub dietami z 2,5% (LG2,5%) 1 5%
(LG5%) dodatkiem LG. Shupki oznaczone ta samg literg wskazujg brak istotnych statystycznie
roznic. Roéznice pomigdzy typami uszkodzenia watroby w obrgbie tej samej diety oznaczono
wielkimi literami, natomiast réznice pomigdzy dietami w obrebie tej samej grupy oznaczono
malymi literami. Za istotne statystycznie przyjeto wartosci p < 0,05

II-6

B SD
B LG2,5%
B LG 5%

1l-6

Kontrolna PH HCC

Typ uszkodzenia watrobhy

Rycina 22. Stezenie biatka IL-6. Przedstawiono srednie warto$ci + odchylenie standardowe
dla zwierzat kontrolnych, po PH oraz z HCC, zywionych SD lub dietami z 2,5% (LG2,5%) 1 5%
(LG5%) dodatkiem LG. Shupki oznaczone tg samg literg wskazujg brak istotnych statystycznie
roznic. Roznice pomigdzy typami uszkodzenia watroby w obrebie tej samej diety oznaczono
wielkimi literami, natomiast réznice pomigdzy dietami w obrgbie tej samej grupy oznaczono
matymi literami. Za istotne statystycznie przyjgto wartosci p < 0,05
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6.4.5 TNF-a

W grupie kontrolnej zywienie SD wigzalo si¢ z najwyzszym watrobowym st¢zeniem
TNF-a, wynoszacym 16,41 + 4,20 pg/mg. Zastosowanie LG2,5% obnizato ten poziom
do 12,63 + 4,40 pg/mg, a LG5% do 12,63 + 4,22 pg/mg, rdznica osiggala istotnos¢
statystyczng na poziomie p = 0,039. W grupie PH istotny statystycznie spadek stezenia
TNF-a obserwowano wylacznie po zastosowaniu LG5%, do wartosci 12,62 + 3,53 pg/mg
(p < 0,05). Najwyzsze stezenia tej cytokiny prozapalnej obserwowano w grupie HCC 1
wynosity one odpowiednio 18,62 + 5,01 pg/mg dla SD, 17,56 + 4,16 pg/mg dla LG2,5%
oraz 15,99 + 4,59 pg/mg dla LG5%. (Ryc. 23)

6.4.6 AFP

Zaré6wno w warunkach kontrolnych, jak i u zwierzat po PH stezenie AFP w
homogenacie watroby nie przekraczalo 5 ng/mg. W obu tych grupach nie odnotowano
réwniez istotnych zmian tego markera po zastosowaniu LG. Jak przedstawiono na rycinie
24, w grupie HCC stezenie AFP wzrastalo prawie szeSciokrotnie, osiagajac u szczuroOw
zywionych SD 24,50 + 4,35 ng/mg (p < 0,05). Zastosowanie obu dawek LG wigzato si¢
z nizszym stezeniem AFP, wynoszacym 19,50 + 5,65 ng/mg dla LG2,5% oraz 20,20 +
6,54 ng/mg dla LG5%, jednak wartosci te nadal pozostawaty wielokrotnie wyzsze niz w

grupie kontrolnej i PH. (Ryc. 24)

6.4.7 PKM2

W warunkach kontrolnych suplementacja LG, szczegolnie w dawce 5%, wigzala si¢
ze spadkiem stezenia PKM2 do najnizszej warto$ci, wynoszacej srednio 1,23 £+ 0,25
ng/mg, co przedstawia rycina 25. W grupie PH LG nieznacznie zwigkszatl stezenie tej
kinazy, do wartosci nieprzekraczajacej 2,26 + 0,97 ng/mg po zastosowaniu LG5%. U
zwierzat z indukowanym HCC, niezaleznie od stosowanej diety, stezenie PKM2 osiagato
wielokrotnie wyzsze wartosci niz w grupach kontrolnej i PH (p < 0,05). Wartosci te
wynosity 19,80 £+ 5,41 ng/mg dla SD, 15,90 + 4,70 ng/mg dla LG2,5% oraz 18,00 + 8,26
ng/mg dla LG5%.

str. 78



Zmiany aktywnosci komoérek nowotworowych eksponowanych na dziatanie Lisosanu G
w przebiegu doswiadczalnie wywotanego raka watrobowokomorkowego (HCC) u szczurow

W SD
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B LG 5%
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Typ uszkodzenia watroby

Rycina 23. Stezenie biatka TNF-a. Przedstawiono $rednie wartos$ci = odchylenie standardowe
dla zwierzat kontrolnych, po PH oraz z HCC, zywionych SD lub dietami z 2,5% (LG2,5%) 1 5%
(LG5%) dodatkiem LG. Shupki oznaczone ta samg literg wskazuja brak istotnych statystycznie
roznic. Roznice pomigdzy typami uszkodzenia watroby w obrgbie tej samej diety oznaczono
wielkimi literami, natomiast réznice pomiedzy dietami w obrebie tej samej grupy oznaczono
matymi literami. Za istotne statystycznie przyjgto wartosci p < 0,05
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Rycina 24. Stgzenie biatka AFP. Przedstawiono $rednie wartosci + odchylenie standardowe
dla zwierzat kontrolnych, po PH oraz z HCC, zywionych SD lub dietami z 2,5% (LG2,5%) 1 5%
(LG5%) dodatkiem LG. Shupki oznaczone tg samg literg wskazujg brak istotnych statystycznie
roznic. Roznice pomigdzy typami uszkodzenia watroby w obrgbie tej samej diety oznaczono
wielkimi literami, natomiast réznice pomigdzy dietami w obrgbie tej samej grupy oznaczono
malymi literami. Za istotne statystycznie przyjeto wartosci p < 0,05
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PKM2
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Kontrolna PH HCC

Typ uszkodzenia watroby

Rycina 25. Stgzenie biatka PKM2. Przedstawiono $rednie wartosci + odchylenie standardowe
dla zwierzat kontrolnych, po PH oraz z HCC, zywionych SD lub dietami z 2,5% (LG2,5%) 1 5%
(LG5%) dodatkiem LG. Shupki oznaczone ta samg literg wskazuja brak istotnych statystycznie
roznic. Roznice pomigdzy typami uszkodzenia watroby w obrgbie tej samej diety oznaczono
wielkimi literami, natomiast réznice pomiedzy dietami w obrebie tej samej grupy oznaczono
matymi literami. Za istotne statystycznie przyjgto wartosci p < 0,05

6.5 Ekspresja gené6w marker6w rdznicowania 1 programowanej

smierci

6.5.1 Bax

W grupie kontrolnej wartos$ci wzglednej ekspresji genu Bax pozostawaty zblizone przy
zywieniu SD 1 po zastosowaniu LG2,5%, osiggajac odpowiednio R = 1,00 + 0,48 oraz R
= 1,05 + 0,82. Zastosowanie LG5% powodowato obnizenie ekspresji tego genu do R =
0,62 £0,51. W grupie PH najnizszg ekspresj¢ Bax obserwowano przy zywieniu SD (R =
0,27 + 0,22). Zywienie LG zwickszato ekspresje tego genu, przy czym silniejszy efekt
obserwowano po zastosowaniu LG5% (R = 0,81 + 0,52) niz LG2,5% (R = 0,65 + 0,46).
Szczury z HCC charakteryzowaly si¢ najwyzsza ekspresja Bax przy SD, gdzie osiggata
ona wartos¢ R = 2,07 £ 0,22. Dodatek LG obnizat ekspresj¢ tego genu istotnie
statystycznie przy LG2,5% (R = 0,74 £ 0,36; p < 0,05). Dawka LG5% réwniez obnizata
ekspresje Bax, jednak stabiej (R = 1,66 + 0,61), co widoczne jest na rycinie 26 A.
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6.5.2 Bcl2

W grupie kontrolnej najwyzsza wzgledna ekspresje genu Bcl2 obserwowano u
szczurow zywionych SD (R = 1,00 + 0,62). Dodatek L(G2,5% obnizat ten poziom do R =
0,76 + 0,33, a zastosowanie LG5% prowadzito do jeszcze wyrazniejszego spadku, do R
=0,52+0,22 (p <0,05). Najwyzsza ekspresj¢ Bcl2 u zwierzat po PH oznaczono w grupie
zywionej LG5% (R = 1,77 £ 0,64), natomiast najnizsza, istotnie r6znigcg si¢ od wartosci
obserwowanej przy wyzszej dawce nutraceutyku, w grupie otrzymujacej LG2,5% (R =
0,59 + 0,28; p < 0,05). W grupie HCC wartosci ekspresji Be/2 dla SD 1 LG2,5% byty
zblizone i wynosily odpowiednio R = 0,82 + 0,56 oraz R = 0,90 £ 0,68. W tej grupie
LG5% zwigkszat ekspresje Bc/2 do R = 1,21 + 0,38. (Ryc. 26 B)

6.5.3 Hnf4a

W grupie kontrolnej wartosci wzglednej ekspresji genu Hnf4a pozostawaty stosunkowo
stabilne miedzy stosowanymi dietami i nie wykazywaty istotnych roznic. Po PH ekspresja
Hnf4o byla wyraznie obnizona (p<0,05) przy SD i wynosila R = 0,59 + 0,28. Dodatek
LG zwicgkszat ekspresje tego genu; warto$ci wynosity odpowiednio R = 1,78 £ 0,19 dla
LG2,5% oraz R = 1,94 £+ 0,59 dla LG5%. Najnizsze wartosci ekspresji Hnf4o notowano
w grupie HCC, z minimum przy diecie SD (R = 0,23 = 0,12). Obie dawki LG zwigkszaty
ekspresje Hnf4o niemal trzykrotnie, do R = 0,65 + 0,37 dla LG2,5% 1 R = 0,64 + 0,23 dla
LG5%. (Ryc. 26 C)

6.54 Tp53

W grupie kontrolnej suplementacja LG prowadzita do wzrostu ekspresji 7p53, przy czym
silniejszy efekt obserwowano po zastosowaniu LG5% (R = 1,84 + 0,96) niz LG2,5% (R
=1,59+0,16). W grupie PH ekspresja Tp53 byla istotnie wyzsza niz w grupie kontrolne;j
niezaleznie od wariantu zywienia (p < 0,05). Najwyzsza warto$¢ obserwowano po
zastosowaniu LG2,5%, gdzie osiggata ona R = 3,76 = 0,19. W grupie HCC najnizsza
ekspresje Tp53 stwierdzono przy zywieniu SD —-(R = 0,63 £ 0,27). Zastosowanie LG
zwigkszalo ekspresje tego genu, szczegodlnie w wyzszej dawce, dla ktorej uzyskano

warto$é R = 2,94 + 0,75. (Ryc. 26 D)
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Rycina 26. Wzgledna ekspresja genéw zwigzanych z regulacja apoptozy i réznicowaniem
hepatocytow: (A) Bax, (B) Bcl2, (C) Hnf4a oraz (D) Tp53. Przedstawiono srednie warto$ci
wzglednej ekspresji genow (R) = odchylenie standardowe dla zwierzat kontrolnych, po
czegsciowej hepatektomii (PH) oraz z rakiem watrobowokomorkowym (HCC), zywionych dieta
standardowa (SD) lub dietami z 2,5% (LG2,5%) i 5% (LG5%) dodatkiem Lisosanu G (LG).
Wzgledng ekspresje gendw wyznaczono metodg 2 4%, z wykorzystaniem B-aktyny jako genu
referencyjnego. Stupki oznaczone ta sama litera wskazujg brak istotnych statystycznie roznic.
Réznice pomigdzy typami uszkodzenia watroby w obrebie tej samej diety oznaczono wielkimi
literami, natomiast roznice pomiedzy dietami w obrgbie tej samej grupy oznaczono matymi
literami. Analize statystyczng przeprowadzono na wartosciach ACt z zastosowaniem modelu
wieloczynnikowego, a porOwnania szczegoétowe wykonano testami post hoc z korekta
wielokrotnych poréwnan metoda Sidéka. Za istotne statystycznie przyjeto wartosci p < 0,05.

6.6 Aktywnos¢ izolowanych pierwotnych hepatocytow

6.6.1 Aktywno$¢ oksydoredukcyjna mitochondriéw
W grupie kontrolnej aktywnos$¢ oksydoredukcyjna mitochondridow utrzymywata sie na
zblizonym poziomie. Wartosci po LG2,5% byly jedynie nieznacznie wyzsze niz przy SD,
natomiast po LG5% osiggaly najwyzszy poziom we wszystkich punktach czasowych (24
h, 48 h, 7 dni i1 14 dni) i byly istotnie wyzsze zard6wno wzgledem SD (we wszystkich
przypadkach p < 0,001), jak i wzgledem LG2,5% (p < 0,05). W czasie hodowli

str. 82



Zmiany aktywnos$ci komorek nowotworowych eksponowanych na dziatanie Lisosanu G
w przebiegu doswiadczalnie wywotanego raka watrobowokomorkowego (HCC) u szczurow

hepatocytow w grupie kontrolnej wartosci pozostawaly stabilne przy SD i LG2,5%,
natomiast po LG5% obserwowano dalszy wzrost aktywnosci w 7. i 14. dobie. W
komorkach izolowanych od szczurow z grupy PH aktywnos$¢ oksydoredukcyjna
mitochondriéw byla nizsza niz w grupie kontrolnej. Suplementacja LG wigzala si¢ z
wyzszymi warto$ciami niz SD, zwlaszcza w 7. 1 14. dobie, jednak réznice te na ogdt nie
osiggaty istotnosci statystycznej. Jedynie po 14 dniach w grupie LG2,5% odnotowano
istotnie wyzszg aktywno$¢ niz przy SD (p = 0,040). Najwieksze réznice miedzy punktami
czasowymi 1 dietami obserwowano w modelu HCC, w ktorym aktywnosc
oksydoredukcyjna mitochondriow byta najnizsza przy SD. Dodatek LG w obu dawkach
czesciowo ograniczat ten spadek, zapewniajac istotnie wyzsze warto$ci we wszystkich

analizowanych punktach czasowych (p <0,05). (Ryc. 27)

6.6.2 Stezenie NO
W grupie kontrolnej stezenie NO zwigkszato si¢ stopniowo wraz z czasem trwania
hodowli we wszystkich wariantach zywienia. Najwyzsze warto$ci obserwowano przy
SD, natomiast po LG5% byly one istotnie nizsze we wszystkich punktach czasowych (p
< 0,05). W grupie PH stezenie NO bylo wyzsze niz w grupie kontrolnej. Suplementacja
LG wigzala si¢ z obnizeniem stezenia NO, szczegOlnie po zastosowaniu dawki 5%.
Najwyzsze wartosci NO oraz najwigksze rdéznice pomiedzy dietami obserwowano w
modelu HCC,-w ktérym LG5% wigzat si¢ z istotnie nizszym stezeniem NO w medium

hodowlanym (p < 0,05). (Ryc. 28)

6.6.3 Anionorodnik ponadtlenkowy
Najwyzsze stezenie anionorodnika ponadtlenkowego w medium hodowlanym w grupie
kontrolnej obserwowano przy SD. Wartosci po zastosowaniu LG5% byty istotnie nizsze
niz przy SD we wszystkich punktach czasowych (24 h, 48 h, 7 dni i 14 dni; p <0,05). W
grupie PH steZenie anionorodnika ponadtlenkowego byto wyzsze niz w grupie kontrolne;.
Suplementacja LG wigzala si¢ z obnizeniem warto$ci tego parametru, szczegolnie po
zastosowaniu LG5%, dla ktorego we wszystkich punktach czasowych obserwowano
najnizsze wartosci (p< 0,01). Najwyzsze st¢zenie anionorodnika ponadtlenkowego oraz
najwieksze réznice pomigdzy dietami obserwowano w modelu HCC. Dodatek-LG w obu
dawkach wigzat si¢ z obnizeniem jego stezenia we wszystkich analizowanych punktach

czasowych (p <0,05). (Ryc. 29)
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Rycina 27. Aktywno$¢ oksydoredukcyjna hepatocytow izolowanych od zwierzat kontrolnych i
eksperymentalnych. Przedstawiono $rednie wartosci procentowe + odchylenie standardowe dla
hepatocytow izolowanych od zwierzat kontrolnych (A), PH (B) oraz z HCC (C), zywionych SD
lub dietami z dodatkiem LG w dawce 2,5% (LG2,5%) i 5% (LG5%). Stupki oznaczone tg samg
literg wskazuja brak istotnych statystycznie rdznic. Wielkie litery oznaczaja réznice pomiedzy
typami uszkodzenia watroby w obrebie tej samej diety, natomiast male litery wskazujg rdznice
pomigdzy dietami w obrebie tego samego stanu funkcjonalnego watroby. Za istotne statystycznie
przyjeto wartosci p < 0,05.
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Rycina 28. Stezenie NO w medium hodowlanym. Przedstawiono $rednie wartosci (uM) +
odchylenie standardowe w analizowanych punktach czasowych dla hepatocytéw izolowanych od
zwierzat kontrolnych (A), po PH (B) oraz z HCC (C), zywionych SD Iub dietami z dodatkiem
LG w dawce 2,5% (LG2,5%) i 5% (LG5%). Stupki oznaczone ta sama litera wskazuja brak
istotnych statystycznie roznic. Wielkie litery oznaczajg réznice pomiedzy typami uszkodzenia
watroby w obrebie tej samej diety, natomiast mate litery wskazuja rdéznice pomigdzy dietami w
obrgbie tego samego stanu funkcjonalnego watroby. Za istotne statystycznie przyjgto wartosci p
<0,05.
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Rycina 29. Stezenie anionorodnika ponadtlenkowego w medium hodowlanym. Przedstawiono
srednie warto$ci (nM) + odchylenie standardowe w analizowanych punktach czasowych dla
hepatocytow izolowanych od zwierzat kontrolnych (A), po PH (B) oraz z HCC (C), zywionych
SD lub dietami z dodatkiem LG w dawce 2,5% (LG2,5%) 1 5% (LG5%). Stupki oznaczone tg
sama literg wskazujg brak istotnych statystycznie réznic. Wielkie litery oznaczaja rdznice
pomigdzy typami uszkodzenia watroby w obrgbie tej samej diety, natomiast male litery wskazuja
roéznice pomigdzy dietami w obrebie tego samego stanu funkcjonalnego watroby. Za istotne
statystycznie przyjeto wartosci p < 0,05.
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6.7 Ocena histopatologiczna watroby

W badaniu makroskopowym powierzchnia watroby wykazywata niejednorodne
zabarwienie, z licznymi rozsianymi ogniskami o rdznej wielkosci i barwie. Widoczne
byly réwniez pojedyncze wypukle zmiany guzkowe, miejscowo zmieniajace zarys
narzadu, co widoczne jest na rycinie 30 A.

W preparatach mikroskopowych stwierdzono rozw6j zmian nowotworowych
odpowiadajacych HCC. W miazszu watroby obecne byty ogniska proliferacji atypowych
hepatocytow, prowadzace do zaburzenia prawidtowej architektury zrazikowej. Komorki
nowotworowe tworzyly nieregularne, pogrubiate beleczki i1 skupiska komorkowe,
miejscami o uktadzie pseudogruczotowym. Komérki budujace zmiany wykazywaty
wyrazng atypi¢, obejmujacg zroznicowanie wielkosci komoérek i jader, powiekszenie
jader komorkowych, zwigkszenie stosunku jadrowo-cytoplazmatycznego oraz
nieregularny zarys jader. W obrebie zmian obserwowano réwniez komorki o zmienionej
morfologii, odrézniajace si¢ od otaczajacych hepatocytéw. Towarzyszacym elementem
obrazu byly nacieki limfocytarne oraz cechy przewlektego uszkodzenia miazszu watroby.

(Ryc. 30 B)

A Watroba in situ B Obraz mikroskopowy HCC

Rycina 30. Makroskopowy obraz watroby szczuréw z grupy HCC. (A) Widok narzadu in situ;
Widoczne ogniska o zréznicowanej barwie oraz wypukle zmiany na powierzchni watroby (B)
Obraz mikroskopowy HCC. Widoczne atypowe wielokatne hepatocyty o ziarnistej cytoplazmie.
Barwienie H+E. Powigkszenie x 200.
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7.  Dyskusja

Rak watrobowokomoérkowy rozwija si¢ zwykle w watrobie przewlekle uszkodzonej,
w ktorej wtoknienie, proces zapalny, stres oksydacyjny i przebudowa mikrosrodowiska
watroby wzajemnie wzmacniajg proces nowotworzenia. Hepatokancerogeneza to proces
wieloetapowy, w ktorym istotne sa nie tylko czynniki prokancerogenne, bedace
bezposredniag przyczyna uszkodzenia DNA 1 powstania mutacji aktywujacej
protoonkogeny lub wyciszajacej geny supresorowe, lecz takze interakcje z
mikro$rodowiskiem otaczajacym transformowane komoérki. Wyrazem takiego
wzajemnego oddziatywania sa obserwacje Baglieri i wsp.!? wskazujace, Ze wtdknienie
oraz wzmozona aktywnos$¢ komorek zrgbu wspottworzag warunki do progresji HCC.
Przewlekte uszkodzenie struktury watroby i1 towarzyszacy mu proces zapalny stanowig
kluczowa sktadowg tych interakeji, co potwierdzaja badania Xu i wsp.>’. Wskazali oni na
role interleukiny 6, jako cytokiny prozapalnej ktora nie tylko wzmacnia towarzyszace
wzrostowi guza nowotworowego zapalenie, ale przez o$ IL-6/STAT3 promuje
proliferacje komoérek. Majac na wzgledzie tak zlozony obraz zmian w funkcji zarowno
komorek nowotworowych jak i nienowotworowych intensywnie poszukuje si¢ nowych
zwigzkOw o potencjale terapeutycznym, ktore nie beda dziataly jako typowe leki
przeciwnowotworowe, lecz beda wptywaly na modyfikacj¢ mikrosrodowiska guza, w
ktérym procesy neoplastyczne bgda utrudnione lub zahamowane.

Jednym z takich zwigzkow jest nutraceutyk otrzymywany z fermentowanej pszenicy
Lisosan G. Dotychczas poczynione obserwacje wskazuja, ze produkty fermentacji zboz,
sa od dawna wykorzystywane w profilaktyce i terapii chorob watroby oraz wymiernie
wplywaja na przyspieszenie procesdOw regeneracyjnych w tym narzadzie'?°. Nadal
brakuje jednak badan oceniajacych wplyw nutraceutykéw bazujacych na
fermentowanych zbozach na funkcj¢ komorek 1 zmiany mikrosrodowiska w warunkach
hepatokancerogenezy.

Uzyskane w tej pracy wyniki wskazuja na potencjal LG do modyfikacji przebiegu
hepatokancerogenezy. Nalezy jednak podkresli¢, Ze te same procesy antyoksydacyjne i
detoksykacyjne, na ktorych przebieg wptywa LG, maja odmienne znaczenie w HCC w
zaleznosci od etapu choroby. We wczesnych etapach nasilenie mechanizmow
antyoksydacyjnych 1 detoksykacyjnych ogranicza st¢zenie reaktywnych metabolitow, a

tym samym moze zmniejsza¢ mutagenne uszkodzenia DNA.
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W zaawansowanych fazach procesu nowotworowego moze jednak sprzyja¢ adaptacji
komoérek nowotworowych do przewlekltego stresu. Badanie, cho¢ wykonane na
zwierzecym modelu eksperymentalnej indukcji HCC, stanowi istotny wstep do dalszych

analiz nad zastosowaniem tego nutraceutyku w terapii wspomagajacej pacjentow z HCC.

7.1. Lisosan G a wczesne etapy hepatokarcynogenezy: inicjacja i

podatno$¢ na uszkodzenie

Wykorzystane w niniejszym doswiadczeniu analizy biochemiczne koncentrowaly si¢
na okresleniu aktywnos$ci enzymatycznej poszczegoélnych rodzin lub izoform CYP,
bedacej wyrazem ich funkcjonalnej sprawnosci. Wskaznikiem ogdlnej aktywnosci
monooksygenaz mikrosomalnych jest ECOD, na ktorego zmian¢ wptywa kilka
izoenzymow cytochromu P450. Aktywno$¢ enzymatyczna EROD natomiast jest
uznawana za wskaznik izoform CYP1A1/CYP1A2, podobnie aktywnos¢ AnH jest w
duzej mierze wigzana ze sprawnoscia CYP2E1 a BgD z CYP3A. Zaprezentowane w
niniejszej pracy wyniki $wiadcza o tym, ze LG zmieniat funkcjonalny profil reakcji
mikrosomalnych, cho¢ zmiany te nie s3 jednoznaczne. Stwierdzonemu wzrostowi
aktywnosci ECOD 1 EROD 1 nieznacznego stopnia wzrostowi aktywno$ci BqD
towarzyszyto obnizenie aktywnos$ci enzymu odpowiedzialnego za metabolizm
nitrozoamin. Wynik ten z jednej strony moze wskazywa¢ na bardziej zréznicowany
fenotyp metaboliczny hepatocytéw, co ma znaczenie kliniczne, poniewaz w ludzkim
HCC czgsto stwierdza si¢ obnizenie ekspresji CYP1A2, a niski poziom tego enzymu w
tkance guza koreluje z wigkszg czestoscig inwazji do naczyn i krotszym przezyciem

127 7 drugiej strony enzymy CYPI

pacjentow po resekcji, wolnym od nawrotu
uczestniczag roéwniez w bioaktywacji cze$ci prokancerogendw pochodzacych ze

srodowiska.

W modelach opartych na indukcji HCC przez DEN o nasileniu procesu
hepatokarcynogenezy decyduje nie tylko obecno$¢ samego prokancerogenu, lecz przede
wszystkim wydajno$¢ jego metabolicznej aktywacji w hepatocytach. Enzym CYP2EI1
uczestniczy w przemianie DEN do reaktywnych metabolitoéw etylujacych, zdolnych do
tworzenia adduktow DNA, w tym O-6-etyloguaniny, oraz do nasilania stresu

oksydacyjnego. Powstate uszkodzenia materialu genetycznego, utrwalane nastepnie
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podczas proliferacji hepatocytow, sprzyjaja przetrwaniu 1 ekspansji komorek
wykazujacych cechy komorek przednowotworowych. Wiasnie dlatego model DEN
pozwala analizowa¢ nie tylko koncowy efekt kancerogenny, ale rowniez zaleznos$¢
pomiedzy biotransformacjg ksenobiotyku, uszkodzeniem DNA 1 dalsza progresja zmian
nowotworowych!2. Znaczenie tego mechanizmu potwierdzaja obserwacje Kang i wsp.®’,
wedlug ktorych brak CYP2E] istotnie ograniczatl hepatokarcynogenez¢ indukowang
DEN in vivo. Niemniej jednak, pomimo istotnej roli tej izoformy w generowaniu
genotoksycznych pochodnych nitrozoamin, praca Ho i wsp. * ujawnila, ze niska
ekspresja CYP2El w rozwinigtym HCC wigze si¢ z wigkszym rozmiarem guza,
intensywnym naciekaniem na naczynia krwiono$ne, nizszym stopniem zrdznicowania
komorek i krotszym przezyciem chorych. Pozorna sprzeczno$¢ w interpretacji zmian
aktywnosci tego enzymu wynika z odmiennej roli CYP2El na réznych etapach
hepatokancerogenezy. W fazie inicjacji hepatokarcynogenezy wysoka aktywnos¢
CYP2El ma zatem znaczenie niekorzystne, poniewaz zwicksza pule reaktywnych
metabolitow N-nitrozowych pochodnych amin, a opisywane obnizenie ekspresji CYP2E1
w obrgbie rozwinigtego juz guza wskazuje na silne metaboliczne uproszczenie funkcji

hepatocytow, a tym samym jest cechg biologicznie bardziej agresywnego nowotworu.

Wyniki uzyskane dla enzymow fazy II biotransformacji wskazuja, ze LG przesuwat
kierunek reakcji w stron¢ neutralizacji reaktywnych metabolitow generowanych przez
reakcje I fazy. Odzwierciedleniem nasilenia obrony antyoksydacyjno-detoksyfikacyjnej
jest wzrost aktywnosci GST 1 DT-diaforazy potaczony z jednoczesnym obnizeniem
poziomu markerow uszkodzen oksydacyjnych. Oba enzymy naleza do podstawowych
komponentéw uktadu ochronnego komorki kontrolowanego przez czynnik Nrf2
Uzyskane wyniki pozostaja zgodne z wczesniejszymi obserwacjami dotyczacymi tego
nutraceutyku, $wiadczacych o indukowaniu przez LG odpowiedzi przeciwrodnikowej
zaleznej od Nrf2!'3. W szerszym ujeciu mozna stwierdzi¢ ze, obniZonej aktywnosci
zwigzane] z Dbioaktywacja prokancerogenu towarzyszyla wigksza sprawno$¢
mechanizmow jego detoksykacji. Wydaje si¢ zatem ze LG rowniez w warunkach in vivo

aktywuje szlaki zalezne Nrf2.

W warunkach homeostazy czynnik ten jest wigzany przez biatko Keapl i kierowany
do degradacji proteasomalnej. Wzrost stezenia reaktywnych form tlenu lub zwiazkow

elektrofilowych, ktéry obserwowany jest w przebiegu kancerogenezy, degraduje biatko
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Keapl, stabilizuje czynnik Nrf2 i umozliwia jego translokacj¢ do jadra komorkowego,
gdzie pobudza endogenne szlaki odpowiedzi antyoksydacyjnej ARE (antioxidant
response element) aktywujac jednoczesnie geny kodujace m.in. DT-diaforazy, GST, HO-
1 oraz enzymy syntezy glutationu. W przewlekle uszkodzonej watrobie aktywowanie
tego szlaku w hepatocytach pelni funkcje ochronng. Efekt taki nie jest jednak zawsze
korzystny, przeciwnowotworowy, poniewaz rozpatrywac go nalezy przez pryzmat etapu
kancerogenezy na ktoérym zostat stwierdzony. Te same mechanizmy antyoksydacyjne w
rozwinigtym 1 uksztalttowanym guzie nowotworowym wzmacniajg zdolnos¢ komorek
nowotworowych do przetrwania w warunkach stresu oksydacyjnego, a nawet w
warunkach dziatlania chemioterapeutykéw. Utrwalona aktywacja Nrf2 sprzyja
powstawaniu populacji komoérek o zmniejszonej wrazliwo$¢ na sorafenib, a
eksperymentalne zahamowanie osi Nrf2-ARE zwigkszylo wrazliwo$¢ komorek na 5-
fluorouracyl i doksorubicyne oraz potwierdzilo udziat tego szlaku w mechanizmach
lekoopornosci komérek nowotworowych 2. 0§ Nrf2 nalezy rozpatrywaé przez pryzmat
jej wptywu na los komorki. Jej oslabienie obniza zdolno$ci obronne i zwigksza podatno$¢
na uszkodzenia, co w przypadku nowotworéw utatwia ich eliminacje, natomiast jej

aktywacja zapewnia komoérkom przewage adaptacyjng w zmienionym mikrosrodowisku.

Podobnie do osi Nrf2-ARE osobnego omodwienia wymaga kazdy z indukowanych
przez nig enzymow, poniewaz wzrost ich aktywnosci przektada si¢ w odmienny sposob
na biologiczng agresywnos¢ komorek guza. Pronowotworowe znaczenie DT-diaforazy

wykazano w pracy Xue i wsp.'3’

gdzie byla ona wlaczona w ograniczenie indukowane;j
przez lenwatynib akumulacji ROS aktywujacej szlaki apoptozy, sprzyjajac opornosci na
ten lek. Ponadto Chen i wsp.'*! wykazali, ze zalezny od UBA2 proces SUMOylacji DT-
diaforazy w reszcie lizyny 240 zmienia aktywnos¢ osi PP2A/MAPK 1 sprzyja proliferacji,
migracji oraz inwazji komorek HCC. Niekorzystnie postrzega¢ nalezy rowniez wyniki

uzyskane przez Tang i wsp., '*

ktorzy wykorzystujac analizy wieloomiczne i
przestrzenng ocen¢ TME, powiazali wysoka ekspresje DT-diaforazy w komorkach HCC
z przewaga TAM o fenotypie M2 oraz gorszym rokowaniem pacjentow. W kontrze do
powyzszych obserwacji wielu autoréw wskazuje antynowotworowy potencjat enzymow

II fazy biotransfmacji, w tym np. GST. Liu i wsp. '3

wykazali, ze wysoka ekspresja
GSTP1 moze hamowac proliferacje komorek HCC, co wigzali ze zmniejszong
fosforylacja Akt oraz zwigkszong ekspresjq inhibitorow kinaz zaleznych od cyklin (p21 i

p27). Dostepne sa rowniez dane $wiadczace o tym ze wysoka ekspresja DT-diaforazy
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obnizata ekspresje BCL-2 oraz zwigkszata poziom BAX i kaspazy 3, prowadzac do

nasilenia apoptozy'>*.

Biorac pod uwage czynniki sprzyjajace hepatokancerogenezie podkreslenia wymaga,
ze to wlasnie przewlekly stres oksydacyjny taczy uszkodzenie DNA z aktywacjg szlakow
zapalnych, regeneracja kompensacyjng i1 regulowang $miercia komoérkowa, ktore
wspolnie ksztattuja przebieg transformacji nowotworowej. Wiaczenie LG u pacjentdw na
tym etapie, przez wykazane dzialanie wzmagajace odpowiedz antyoksydacyjng i

remodelujace aktywnos$¢ wybranych izoform CYP P450 mogtoby op6zni¢ rozwoj HCC.

7.2. Lisosan G a promocja nowotworzenia: przewlekte zapalenie 1 §mier¢

komorkowa

Przewlekte zapalenie stanowi pomost miedzy chronicznym uszkodzeniem watroby a
promocjg HCC. Jednym z przejaw6w tego jest opisana przez Nenu i wsp.'* IL-6 jako
cytokina sprzyjajaca proliferacji i przebudowie TME. Podobnie He i Karin* wskazali, Ze
aktywacja szlakow NF-kB i IL-6-STAT3 tworzy sprze¢zony uklad taczacy zapalenie z
nowotworzeniem w watrobie, a nowsze opracowanie Zhang i wsp.'*® podkre$la réwniez
role szlaku STAT3 w zmianach aktywno$ci komorek uktadu odpornosciowego w
przebiegu HCC. W procesie nowotworowym mniej jednoznaczna jest rola TNF-a, ktory
z jednej strony podtrzymuje przewlekly proces zapalny i1 ogdlnoustrojowe konsekwencje
choroby nowotworowej, a z drugiej jednak strony wspiera rowniez mechanizmy
cytotoksyczne '¥7. Te dwa oblicza jej aktywnosci znajdujg réwniez odwzorowanie w
nomenklaturze, wszak ten czynnik okreslany jest zarowno jako kachektyna/kacheksyna

jak 1 czynnik martwicy nowotworow.

Przez wzglad na obnizenie st¢zenia IL-6 po zastosowaniu LG w HCC wnioskowaé
mozna, ze preparat ostabia sygnal przekazywany przez o$ IL-6/STAT3, co z kolei wigze
si¢ ze stabszg proliferacjg komoérek nowotworowych. O ile LG zmieniatl st¢zenia IL-6,
nie obserwowano jego istotnego wptywu na TNF-a. Brak wyraznego obnizenia TNF-a
pod wptywem LG moze wskazywa¢ na selektywny charakter dzialania tego

nutraceutyku.

Analizujac wptyw procesu zapalnego na dynamike rozwoju HCC wspomnie¢ nalezy
rowniez o roli RIPK1 i RIPK3. Kondylis i Pasparakis'*® opisali kinazy RIP jako

czasteczki regulacyjne, ktére decydujg o tym, czy komorka w uszkodzonej watrobie
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aktywuje odpowiedz sprzyjajaca przezyciu i aktywacji NF-kB, czy tez przechodzi w
kierunku programowanej $mierci komorkowej jaka jest nekroptoza. W warunkach
sprzyjajacych nekroptozie RIPK3 uczestniczy w aktywacji MLKL, co prowadzi do
uszkodzenia blony komorkowej 1 uwalniania czasteczek alarmowych DAMP. Czasteczki
pobudzaja komorki odpornosciowe oraz podtrzymuja wytwarzanie cytokin, a w
przewlekle uszkadzanej watrobie moga nasila¢ zapalenie i proliferacje kompensacyjng.
Kinaza RIP1 pelni w tym ukfadzie funkcje szczegdlnie ztozona, poniewaz moze
regulowa¢ zaréwno nekroptoze, jak i sygnalizacje NF-kB oraz apoptoze '*. Tezy zawarte
w pracy Tayir i wsp.'*° podkreslaja, ze nekroptoza w HCC ma podwojny charakter, gdyz
moze ogranicza¢ przezycie czgsci komorek nowotworowych, ale rownocze$nie
wzmacnia¢ prozapalne konsekwencje uwalniania DAMP do mikro$rodowiska guza i tym
samym utrwala¢ procesy sprzyjajace progresji guza.

Majac to na uwadze, wartym zauwazenia jest fakt, ze obserwowanemu obnizeniu
stezenia RIPK3 po zastosowaniu LG nie towarzyszyta porownywalna zmiana RIPKI.
Poszerzajac te obserwacje o wyniki dotyczace osi BAX/BCL2 stwierdzi¢ nalezy, ze LG
nie dzialala klasycznie proapoptotycznie lub pronekroptotycznie, lecz moze ostabia¢
komponent odpowiedzi zalezny od RIPK3, ktory w przewlekle uszkadzanej watrobie
sprzyja podtrzymaniu zapalenia. Potencjalnym nastgpstwem takiej modulacji jest
ograniczenie uszkodzenia blon komoérkowych, uwalniania DAMP oraz wtdrnej rekrutacji
i aktywacji komorek zapalnych 41142,

Znaczenie odpowiedzi zapalnej w kancerogenezie wykracza poza same cytokiny 1
kinazy. Istotne sg réwniez syntezowane de novo, w §rodowisku guza reaktywne formy
azotu. Dios-Barbeito i wsp'*®. wskazuja, Zze w warunkach zwickszonego wytwarzania
anionorodnika ponadtlenkowego NO moze tworzy¢ reaktywne formy azotu, w tym
nadtlenoazotyn, ktore silnie uszkadzaja lipidy, biatek i DNA. Utrzymujacy si¢ stres
oksydacyjny i nitrozacyjny nie jest zatem wylacznie nastepstwem choroby wynikajacym
np. z dysfunkcyjnych mitochondriow. Jest to przede wszystkim zjawisko aktywujace
szlaki adaptacyjne, wspierajgce plastycznos$¢ metaboliczng i utatwiajace komorkom HCC
przetrwanie w niekorzystnym $rodowisku!**!%3, Obnizenie stezenia NO i anionorodnika
ponadtlenkowego obserwowane w hodowli hepatocytow izolowanych od zwierzat z
HCC, przy zachowanej wyzszej aktywnosci oksydoredukcyjnej komoérek, wskazuje na
ograniczenie ich aktywnos$ci prooksydacyjnej, przy zachowaniu zdolnosci komoérek do

odpowiedzi adaptacyjnej o czym $wiadczy niezmieniona sprawnos$¢ mitochondriow.
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7.3. Lisosan G a progresja 1 fenotyp komorki nowotworowe;j

Progresja nowotworu wigze si¢ m.in. z zaburzeniami procesu prawidlowego
réznicowania komorek. Wobec tego w przebiegu hepatokancerogenezy waznym staje si¢
analiza markeré6w réznicowania wskazujacych na dojrzaly fenotyp komorki. Do
glownych czynnikow odpowiedzialnych za dojrzewanie hepatocytow zaliczy¢ nalezy
HNF4a. Jak wykazuja liczni autorzy spadek ekspresji HNF4a wigze si¢ z nasileniem
transformacji  epitelialno-mezenchymalne;  komoérek  (EMT),  zaburzeniami
metabolicznymi a tym samym wicksza agresywnoscig komoérek HCC '*° . Wérod
czynnikow molekularnych istotng rolg¢ peini réwniez TP53 uczestniczacy w kontroli
cyklu komorkowego, naprawie DNA 1 ograniczaniu ekspansji komoérek o niestabilnym
genomie. Ranjbar-Niavol i wsp'¥. wskazuja, ze réwnowaga p53/NANOG
wspotksztattuje stan roznicowania komorek raka watroby . Ekspresj¢ HNF4a i TP53
nalezy wigc rozpatrywaé wspolnie jako czynniki , ktore decyduja o fenotypie i funkcji
komorki nowotworowe;.

Przedstawiony w niniejszej pracy wzrost ekspresji HNF4a pod wplywem LG oraz
réwnolegly wzrost TP53 w grupie HCC wskazuja na utrzymywanie przez komorki
fenotypu bardziej zréznicowanego. Taki kierunek zmian mozna taczy¢ z wczedniej
omoéwiong zmiang homeostazy redoks i zapalenia. Przewlekte uwalnianie ROS/RNS, IL-
6 oraz sygnaly ptynace z komorek mikrosrodowiska moga aktywowaé proliferacje 1
metaboliczne przeprogramowanie komoérek HCC. Ograniczenie tych czynnikow
przeklada si¢ na czgsciowe zachowanie funkcji hepatocytow. Nie oznacza to co prawda
przywrdcenia prawidtowej funkcji tych komorek w przebiegu HCC, jednak wyniki te
wskazuja, ze LG moze ogranicza¢ utrat¢ przez komorki ich aktywnosci metabolicznej, a
tym samym moze spowalnia¢ progresj¢ choroby.

Uzyskane obserwacje uzupetiaja wyniki zmian pozioméw AFP i PKM2. Nizszym
wartosciom AFP 1 PKM2 w grupach otrzymujacych LG towarzyszylo mniejsze
obcigzenie metaboliczne. Kim i wsp.!*® wskazali ze, AFP moze wspiera¢ wzrost komorek
HCC przez aktywacje szlaku PI3K/Akt/mTOR, promowaé przezycie komorek przez
wplyw na Bcl-2 oraz uczestniczy¢ w immunosupresji i lekoopornosci. Z kolei jak
wykazali Wan i wsp. ¥, PKM2 reguluje tempo przemian energetycznych w HCC i

wptywa nie tylko na glikolize, ale réwniez na sygnalizacj¢ PI3K/Akt/mTOR 1 MAPK. W
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wymierny sposob zatem aktywno$¢ tej kinazy przektada si¢ na wzrost guza, przezycie
komorek oraz ich zdolno$¢ do progresji. Nowsze opracowania wskazuja réwniez, ze
PKM2 moze warunkowa¢ zmiany epigenetyczne i odpowiedz komorki na stres, co czyni
to biatko jednym z centralnych markeréw plastycznosci fenotypowej komorki HCC ',
Biorgc pod uwage catoksztatt obserwowanych po LG zmian mozna powiedzie¢, ze
ograniczenie zapalenia i stresu oksydacyjnego zmniejsza presj¢ na metaboliczng
adaptacje¢ komorek a wraz z nig slabnie ekspresja markeréw zwigzanych z bardziej
agresywnym fenotypem, rownoczesny wzrost HNF4a odpowiada utrzymaniu przez
komorki ich funkcji. Wyniki wilasne zatem wskazuja, ze Lisosan G oslabia

przeprogramowanie metaboliczne.

7.4. Lisosan G a rezerwa czynnosciowa watroby 1 ogdlna kondycja

organizmu

W ocenie klinicznej HCC aktywno$¢ guza nie moze by¢ rozpatrywana wylacznie przez
samg aktywno$¢ komorek, bez odniesienia jej do funkcji i1 rezerwy czynno$ciowe]
watroby. Strategia BCLC (Barcelona Clinic Liver Cancer - system oceny zaawansowania
oraz doboru leczenia dla pacjentow z HCC) podkresla, ze postepowanie terapeutyczne w
HCC jest nierozerwalnie zwigzane z oceng wydolno$ci watroby, a nowsze opracowania
dotyczace wykorzystania prognostycznego wskaznika ALBI (albumina-bilirubina)
wskazuja, ze albumina 1 bilirubina tworzg obiektywny uktad parametréw stuzacy do

oceny funkcji narzadu 1317133,

Najbardziej korzystne dziatanie Lisosanu G wyrazato si¢ w spadku aktywnosci GGT.
Jest to korzystna obserwacja poniewaz metaanaliza przeprowadzona przez Huang i
wsp'>*. potwierdzita dodatnig korelacje utrzymujacej sie wysokiej aktywnosci GGT z
gorszym rokowaniem u chorych z HCC.

Dodatek LG do diety wptywat rowniez na pozostate analizowane enzymy watrobowe.
Obnizenie surowiczej aktywnosci ALT 1 AST po zastosowaniu LG S$wiadczy o
mniejszego stopnia uszkodzeniu migzszu i zachowaniu rezerwy czynno$ciowej narzadu.

Zalezno$¢ miedzy albuming a ALP jest rowniez opisywana w piSmiennictwie jako

prognostyczny wskaznik oceny funkcji narzadu i rokowania w HCC'>®, Wyzsze wartosci
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ALB/ALP w grupach otrzymujacych LG w punkcie koncowym HCC moga sugerowac

lepsze rokowanie u pacjentow.

W HCC réwniez spadek masy ciata, niedozywienie i1 sarkopenia naleza do
najwazniejszych czynnikdw pogarszajacych rokowanie oraz tolerancj¢ pacjenta na
leczenia. Cespiati i wsp. podkreslili, ze sarkopenia negatywnie wpltywa na wyniki
leczenia HCC '>%. Obnizona masa mie$niowa i niekorzystny sktad ciata wiaza sic z
gorszym przezyciem po leczeniu radykalnym lub paliatywnym '*7. W tym kontekscie
utrzymanie wyzszej masy ciala po Lisosan G nalezy interpretowac korzystnie, poniewaz
preparat  ten  ograniczal  cze$¢  niekorzystnych  nastgpstw  przewleklej

hepatokarcynogenezy dla kondycji ogdlnej zwierzat.

7.5 Nieliniowy charakter odpowiedzi na zr6znicowany udzial LG w diecie

W badaniach nad produktami wielosktadnikowymi oczekiwanie, ze wigkszy udziat
preparatu w diecie wywota proporcjonalnie silniejsza odpowiedz biologiczna, nie zawsze
jest uzasadnione. Wang i Wang'*® oraz Yadav'*® opisujg zjawisko hormezy zywieniowe;
jako odpowiedz adaptacyjna, w ktorej efekt zalezy od intensywnos$ci bodzca, jego czasu
oraz stanu komorki. Z tego wzgledu nie mozna jednoznacznie okreslic ktora z
obserwowanych diet, z 2,5% czy 5% udzialem LG, wykazywata skuteczniejszy efekt
biologiczny, pomimo tego ze kierunek zmian pozostawat spdjny. Dla czesci parametrow
zauwazalng przewaga odznaczalo si¢ zastosowanie 2,5% dodatku (np. aktywnos¢ BqD i
GST), podczas gdy dla innych byt to 5% dodatek (np. ekspresja BAX 1 generowanie NO)

Dane dotyczace samego LG przemawiaja za tym ze jego dziatanie najsilniej
uwidacznia si¢ w komorkach o uposledzonej funkcji. Analizujac dostgpne dane
literaturowe wida¢ ze w badaniu przeprowadzonym przez La Marca i wsp.!"® jego
dziatanie w hepatocytach byto najsilniejsze w tych komorkach ktore poddano stresowi

160 ydowodniono ze u

oksydacyjnemu, a w badaniu przeprowadzonym przez Pozzo i wsp.
zdrowych krolikow efekt dziatania LG byl marginalny. Zbiezne z tymi obserwacjami sa
wyniki uzyskane w niniejszej pracy. PorOwnanie trzech standw watroby uwidacznia ze w
warunkach zdrowia odpowiedz na LG byta niewielka, natomiast po PH i w HCC
obserwowano znaczacy wplyw tego nutraceutyku. Kuklin i wsp'®'. wykazali, Ze
krzyzowanie si¢ szlakow Nrf2 i NF-xB reguluje proliferacj¢ hepatocytow w watrobie

prawidlowej 1 uszkodzonej. Badanie to pomaga zrozumie¢, dlaczego odpowiedz na LG
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moze rozni¢ si¢ miedzy regeneracja a hepatokarcynogeneza. W jednym przypadku celem
homeostazy jest odtworzenie migzszu, w drugim odpowiedz komoérek obcigzona jest

trwalym wspotistniejacym niekorzystnym TME.

7.6. Znaczenie translacyjne 1 kierunki dalszych badan

Wyniki niniejszej pracy wskazuja, ze LG moze modyfikowa¢ elementy srodowiska
prokancerogennego: roéwnowage redoks, komponent zapalny, funkcjonalny profil

biotransformacji oraz cz¢$¢ markerow fenotypu i kondycji narzadu.

Analiza tak ztozonego i polietiologicznego procesu, jakim jest hapatokancerogeneza
wymaga kompleksowej oceny nie tylko funkcji samych komorek, ale rowniez komorek
wchodzacych w sktad TME. Obserwacje takie bedg szczegdlnie istotne, gdyz Gu i wsp!®2,
wykazali, ze mikrosrodowisko okotoguzowe ma wiasny profil proteomiczny zwigzany z
HCC. Biorac to pod uwage, dalszy kierunek badan powinien obejmowaé réwniez
réwnolegla oceng¢ ekspresji mRNA, poziomu biatka 1 aktywnosci katalityczne;j
konkretnych izoform CYP oraz bezposredni pomiar adduktéow DNA zwigzanych z
ekspozycja na DEN. Uzupetienie tych badan o parametry funkcji mitochondrialne;j,
potencjat blony, zuzycie tlenu, produkcje ATP, mitochondrialne ROS 1 markery
mitofagii, pozwolitloby potaczy¢ obserwowang odpowiedZz redoks z metabolizmem 1
przezyciem komorki. Taki projekt umozliwitby rozdzielenie wptywu LG na wczesng

bioaktywacje prokancerogenu od jego pdzniejszych nastepstw w TME.

Ocena translacyjna powinna obejmowac rowniez bezpieczenstwo farmakokinetyczne.

Wielu autorow 63163

zwraca uwage, ze preparaty pochodzenia naturalnego moga
modulowa¢ CYP, transportery oraz inne elementy farmakokinetyki lekow
przeciwnowotworowych. Poniewaz w niniejszym badaniu LG zmieniat profil aktywnosci
mikrosomalnej, ewentualne wykorzystanie go jako elementu postepowania
wspomagajacego wymaga uprzedniej oceny interakcji z lekami stosowanymi w HCC i
przewlektych chorobach watroby.

Podsumowujac, LG w badanym modelu dziatal przez ograniczenie stresu
oksydacyjnego 1 nitrozacyjnego, modulacj¢ enzyméw Dbiotransformacji 1 ukladu
antyoksydacyjnego oraz ostabienie prozapalnej sygnalizacji, szczegdlnie zaleznej od IL-

6. Zmianom tym towarzyszylo ograniczenie czeSci wskaznikdw uszkodzenia

hepatocytow, $mierci komorkowej 1 niekorzystnego fenotypu HCC, co wskazuje na
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czgsciowe oslabienie $rodowiska sprzyjajacego progresji nowotworu. Zakres oraz
kierunek tej odpowiedzi zalezaty jednak od stanu funkcjonalnego watroby i udzialu LG
w diecie. Uzyskane wyniki wstepne sg obiecujacg przestanka do podjecia dalszych badan

nad tym nutraceutykiem.
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L.

Zmiany aktywnos$ci komorek nowotworowych eksponowanych na dziatanie Lisosanu G
w przebiegu doswiadczalnie wywotanego raka watrobowokomorkowego (HCC) u szczurow

Whioski

Lisosan G, wptywajac korzystnie na utrzymanie masy ciala zwierzat z rakiem
watrobowokomorkowym oraz jednoczes$nie podtrzymujac rezerwe czynnosciowg
watroby, wykazuje potencjal do zastosowania w terapii wspomagajacej leczenie
tego nowotworu.

Lisosan G niejednoznacznie wptywa na mikrosomalny metabolizm
ksenobiotykéw. Jego korzystne dziatanie wigze si¢ z obnizeniem aktywnosci
AnH, a tym samym ograniczeniem bioaktywacji kancerogenu, przy
jednoczesnym wzro$cie aktywnosci ECOD 1 EROD oraz BqD, wskazujacych na

utrzymanie metabolicznego zroznicowania komorek.

. Uzyskane wyniki potwierdzily, ze Lisosan G antyoksydacyjnie moduluje

mikrosrodowisko guza, poprzez ograniczenie peroksydacji lipidow 1 hamowanie
oksydacyjnego uszkodzenia biatek. Ponadto niezaleznie od uzytej w
doswiadczeniu dawki LG hamuje zapalny komponent hepatokarcynogenezy
zalezny od osi IL-6—RIPK3.

Majac na uwadze fakt obnizonego stezenia biatka pro-nekroptotycznego RIPK3
oraz brak przesunigcia réwnowagi BAX/BCL-2 w kierunku odpowiedzi
proapoptotycznej, nalezy wnioskowac, ze LG nie nasila programowanej $mierci
komorkowej na drodze apoptozy ani nekroptozy. Z drugiej jednak strony,
zwigkszajac ekspresje HNF4oa 1 TP53, nutraceutyk utrzymuje korzystny,
zréznicowany fenotyp komorek.

Opierajac si¢ na wynikach aktywnosci enzymow antyoksydacyjnych 1
detoksykacyjnych, markerow zapalenia oraz analizowanej in vitro aktywnos$ci
komorek, nalezy stwierdzi¢, ze w wigkszo$ci przypadkow dziatanie LG jest
niezalezne od jego dawki.

Brak jednoznacznego wptywu LG w przebiegu HCC na szlaki programowane;j
$mierci komorkowej oraz jego ztozony wplyw na metabolizm ksenobiotykow
uzasadniajg konieczno$¢ dalszych badan przed zastosowaniem tego nutraceutyku

w terapii wspomagajacej leczenie nowotworéw watroby.
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