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MODEL SOLTA — FARBERA JAKO PRZYKLAD WIELOETAPOWEJ
HEPATOKARCYNOGENEZY EKSPERYMENTALNEJ.

WSTEP

Rak watrobowokomoérkowy (HCC, ang.
hepatocellular carcinoma) stanowi 68% pier-
wotnych nowotwordéw watroby. Jest jednym z
dziesieciu najczesciej wystepujacych nowotwo-
row ztosliwych narzadéw migzszowych u czto-
wieka. Okoto 4,5% wszystkich guzéw ztosliwych
to HCC. Rocznie na te Smiertelna chorobe umie-
ra milion 0séb (Carriaga i Henson 1995, Casel-
man i A1t 1996, Hiitdt i wspotaut. 1996). Ze
wzgledu na rosnacy z roku na rok zaréwno
zasieg, jak i czestotliwos¢ zachorowan na HCC
stanowi on wazny problem medyczny i nauko-
wy. Poczatki badan hepatokarcynogenezy
eksperymentalnej siegajg lat piecdziesigtych
XX wieku. Od tej pory rozwinieto wiele modeli
badawczych z zastosowaniem réznych czynni-
kow inicjujacych i promujacych rozwoj HCC. W
toku licznych badan wykazano, ze hepatokar-
cynogeneza, podobnie jak procesy nowotworze-
nia przebiegajace w innych narzadach, jest wie-
loetapowa. Dlatego tez warunkiem przesledze-
nia rozwoju zmian preneoplastycznych i neo-
plastycznych, pojawiajgcych sie w procesie
hepatokarcynogenezy, jest wprowadzenie do
badan modeli eksperymentalnych, w ktérych
odpowiedZ komoérek watroby na stosowane
czynniki karcynogenne i mitogennejestw miare
zsynchronizowana. Zminimalizowany powinien
by¢ takze wptyw niespecyficznych efektéw, in-
terferujacych z procesem nowotworzenia, awy-
wotanych na przykiad podanymi czynnikami
chemicznymi. Rozwoj guza powinien przebiegac
w miare szybko, a kolejno pojawiajgce sie pato-

logiczne zmiany komorkowe, zwlaszcza na
wczesnych etapach hepatokarcynogenezy, win-
ny by¢ fatwo uchwytne. Znaczenie mozliwosci
detekcji zmian preneoplastycznych jest oczywi-
ste.

Przyktadem procedury spetniajgcej, przy-
najmniej w czesci, powyzsze wymogi jest mo-
del Solta-Farbera, okreslany w literaturze na-
zwiskami jego tworcow. W poznaniu sekwen-
cji i charakteru zmian komoérkowych podczas
hepatokarcynogenezy model ten odegrat pod-
wojng role. Z jednej strony, umozliwia bada-
nia komoérek proliferujgcych w miare synchro-
nicznie i dlatego jest stosowany obecnie mimo
rozwoju innych modeli doswiadczalnych. Z
drugiej strony — pomimo precyzyjnie rozpisa-
nych rél dla zastosowaych w modelu czynni-
kéw inicjacji i promocji — uzyskano zupetnie
nieoczekiwane wyniki cytologiczne. Pozwolity
one na sformutowanie nastepujacych pytan:
1) Czy w watrobie dorostych zwierzat obecne
sg komorki macierzyste? Jeéli tak, to 2) Ktére
komorki stanowiag populacje komérek macie-
rzystych ? i 3) Czy moga one odgrywac role w
procesie rozwoju pierwotnych nowotworéw
watroby, a zwlaszcza HCC? Nieuniknione sta-
je sie kolejne pytanie 4) Jakajest histogeneza
nowotworow watroby cztowieka? Spory i kon-
trowersje trwaja do dzis. W artykule przedsta-
wiono podstawy i zatozenia teoretyczne mode-
lu oraz omoéwiono liczne zmiany identyfikowane
w watrobie, zwlaszcza na poczatkowych eta-
pach hepatokarcynogenezy.

Stosowane skroty: 2-AAF — N-acetylo-2-aminoftuoren; ATPaza —adenozynotroéjfosfataza; DENA — N,N-die-
tylo-N-nitrozoamina; GGT — transpeptydaza y-glutamylowa; HCC — rak watrobowokomoérkowy; PGST —
forma tozyskowa transferazy glutationowej; PH - zabieg czesciowej hepatektomii.
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SCHEMAT | ZALOZENIA TEORETYCZNE MODELU

Proces hepatokarcynogenezy u szczuréw ra-
sy Fischer-344 inicjowany jest wedtug modelu
Solta-Farbera przez jednokrotne podanie
IV,IV-dietylo-IV-nitrozoaminy (DENA) w dawce
200 mg/kg masy ciata droga iniekcji dootrzew-
nowej. Kolejny etap eksperymentu to podanie w
diecie, po 14 dniach po DENA, 0.02% N-acety-
lo-2-aminofluorenu (2-AAF) przez kolejne dwa
tygodnie. Po siedmiu dniach podawania 2-AAF,
to znaczy w 21 dniu eksperymentu, wykonuje
sie zabieg czesciowej hepatektomii (PH, ang.
partial hepatectomy) (Solit i Farber 1976).

W zalozeniach teoretycznych autorzy mode-
lu odwotali sie do wczedniejszych rozwazan
Haddowa (Soi1t i Farber 1976, Soit i wspoétaut.
1977), ktéryjuz w 1938 roku zwrocit uwage na
zjawisko ,selektywnej cytotoksycznosci” (ang.
selective cytotoxicity). Zaobserwowat on, ze ko-
morki nowotworowe rosng i namnazajg sie w
takich warunkach s$rodowiska, w ktérych ko-
morki prawidtowe nie przechodzg podziatéw ko-
maérkowych. Powigzat zatem fakt opornosci ko-
moérek nowotworowych na efekt cytotoksyczny,
wywierany przez rozne zwigzki chemiczne, z
rozwojem guza. W modelu Solta-Farbera, DENA
oprocz funkcji inicjatorowej réwnoczesnie indu-
kuje opornos$¢ na hepatotoksyny w populacji
zainicjowanych komorek, w ktérych urucho-
mione zostajg szlaki metaboliczne zwiazane ze
wzmozong detoksykacja ksenobiotykéw. Ko-
mdrki zainicjowane stajg sie w ten sposéb mniej
wrazliwe na zwigzki cytotoksyczne niz komorki
niezainicjowane. Sugerowano, ze ceche oporno-
sci nabywajg hepatocyty dosy¢ wczesnie, bo na
pierwszych etapach hepatokarcynogenezy, i
jest onawyrazem genetycznie uwarunkowanej,
fizjologicznej adaptacji komoérek do zmienio-
nych warunkoéw Srodowiskowych (Farber i
wspotaut. 1976, Farber 1987, Solt i Farber
1976).

Autorzy modelu zatozyli, ze 2-AAF podany w
niskiej, nieinicjujgcej dawce, z jednej strony
powinien powodowac zablokowanie aktywnosci
mitotycznej prawidtowych komoérek watroby, z
drugiej zas winien petni¢ funkcje czynnika se-
lekcyjnego wobec komoérek zainicjowanych.
Przyjeto takze, ze populacja takich ,,opornych”
hepatocytéw moze by¢ zastymulowana do pro-
liferacji czynnikiem promocyjnym o charakte-
rze mitogennym, jakim jest w tym modelu za-
bieg PH. Sugerowano wiec, ze jedynie komorki
zainicjowane, ktdre nabyty ceche opornosci, po-
winny proliferowac i w efekcie rozwoju klonal-
nego tworzy¢ kolejno: ogniska preneoplastycz-

ne, guzki neoplastyczne, a nastepnie zmiany
identyfikowane jako rak watrobowokomoérko-
wy. Ogniska preneoplastyczne to niewielkie
skupiska fenotypowo odmiennych komérek do-
brze zintegrowane z otaczajacaje parenchyma,
natomiast guzki neoplastyczne to duze, sfery-
czne skupienia zmienionych hepatocytéw,
wyraznie oddzielone od otaczajacej je parenchy-
my, ktorej komérki moga ulec ScieSnieniu na
skutek ucisku i rozpierania przez rozrastajaca
sie mase guzka (Solit i Farber 1976).

Wyniki analizy histologicznej potwierdzity
stusznos¢ zatozen teoretycznych, gdyz w trze-
cim tygodniu eksperymentu wyraznie widoczny
byt hamujacy wptyw 2-AAF na aktywnos¢ mito-
tyczna hepatocytéow prawidtowych. Byly one
jednak réwniez zaskakujace, poniewaz ujawni-
ty, ze w tych warunkach eksperymentalnych
jedynymi komorkami, ktére proliferuja, sa tak
zwane komorki owalne (ang. oval cells) (Soit i
wspoétaut. 1977).

Wzmozong proliferacje komorek owalnych
podczas hepatokarcynogenezy indukowanej w
innych modelach doswiadczalnych zaobserwo-
wat i opisat juz wczesniej twdérca omawianego
modelu profesor Farber (1956). Nieliczni bada-
cze sugerowali wéwczas, ze komorki te moga
wywodzi¢ sie z populacji komérek macierzys-
tych watroby, badz same moga stanowi¢ te
populacje. Przypuszczano jedynie, ze ich proli-
feracja w warunkach powaznego uszkodzenia
narzadu moze by¢ nowym typem regeneraciji,
angazujacym nieznany rodzaj pierwotnych ko-
morek obecnych w dojrzatym narzadzie. Ko-
morki te stanowity i stanowig nadal przedmiot
licznych badan. Nalezy zaznaczy¢, ze pierwsze
obserwacje poczynione podczas analizy zmian
histologicznych w modelu Solta-Farbera majg
niezwykle wazne znaczenie w badaniach biolo-
gii komérek macierzystych nie tylko watroby,
ale i trzustki, a takze w poznaniu histogenezy
pierwotnych nowotworéw watroby, to jest raka
watobowokomorkowego, raka przewodéw zot-
ciowych wewnatrzwatrobowych (CC, ang. cho-
langiocarcinoma), guza o typie mieszanym ia-
czacego cechy dwoéch pierwszych wymienio-
nych nowotworéw (HCC-CC, ang. combined
hepatocellular and cholangiocarcinoma lub
MHC, ang. mixed hepatocellular and cholangio-
carcinoma) i watrobiaka ptodowego. Ze wzgledu
na obszernos¢ pracy, zainteresowanego Czytel-
nika odsytam do najnowszych prac przeglado-
wych poswieconych tej problematyce (Marsza-
tek 1998, Marszatek 1999 a, b, c, d).
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ZMIANY CYTOLOGICZNE | ROZWOJ

Pomimo intensywnych badan i poszukiwan
jednoznacznych markeréw procesu inicjacji
trudno jest ustali¢ i zidentyfikowa¢ populacje
komorek zainicjowanych. Dlatego tez o skute-
cznosci i efektywnosci procesu inicjacji poczat-
kowo Swiadczy liczba powstajgcych ognisk
utworzonych przez zmienione pod wzgledem
morfologicznym komorki, wywodzace sie z ko-
morki zainicjowanej, a na dalszych etapach
liczba guzkéw neoplastycznych. Zmiany patolo-
giczne komorek identyfikowane sg na podsta-
wie ekspresji biatek, najczesciej enzymatycz-
nych, uznanych za markery procesu nowotwo-
rzenia (przykiad: glukozo-6-fosfataza, gamma
glutamylo transpeptydaza, forma tozyskowa
transferazy glutationowej). Dlatego tez okresla
sie je jako ogniska komorek enzymatycznie
zmienionych — EAF (ang. enzyme altered foci)
badz skrotem AHF (ang. altered hepatic foci).
Aktywnos¢ enzymoéw markerowych, na przy-
ktad glukozo-6-fosfatazy, adenotrdjfosfatazy
(ATPaza), (3-glukuronidazy, moze by¢ obnizona
w komorkach, natomiast y-glutamylotransfera-
zy (GGT) i formy tozyskowej transferazy gluta-
tionowej (PGST) moze ulega¢ podwyzszeniu.
Wydaje sie, ze PGST jest najbardziej czutym
markerem etapu preneoplazji dla wiekszosci,
cho¢, jak wykazano, nie dla wszystkich modeli
hepatokarcynogenezy eksperymentalnej (Oga-
wa | wspotaut. 1980, Tatematsu i wspotaut.
1988, Kato i wspotaut. 1993, Makpol i wspot-
aut. 1996, Cameron 1989).

W modelu Solta-Farbera proces proliferacji
hepatocytéw rozpoczyna siejuz po kilku dniach
od momentu inicjacji. Miedzy 7 a 14 dniem
eksperymentu ujawniono pierwsze komorki o
zwiekszonej ekspresji PGST (PGSTH. Poczatko-
wo tworzg one mate i nieliczne ogniska. Ich
liczba znaczaco wzrasta do 21 dnia ekspery-
mentu, aw 3 dniu po PH aktywna proliferacja
hepatocytow dotyczy przede wszystkim komoé-
rek PGST+ ( test z radioaktywng urydyng) (Solt
i Farber 1976, Solt i wspotaut. 1977, Ogawa i
wspétaut. 1980, Farber 1980, Tanno i Ogawa
1994, Cameron 1989). Efetywnos¢ procesu ini-
cjacji okreslit Farber (Farber 1980) jako jeden
hepatocyt zainicjowany na 106 hepatocytéw, to
jest okoto 103 zmienionych komoérek na 5 g
watroby.

W 21 dniu eksperymentu, w 30 godzinie po
PH, proliferacja przebiega wytacznie w komor-
kach ognisk i komorkach owalnych przy zniko-
mej proliferacji hepatocytéw zewnatrzognisko-
wych. W 22 dniu sferyczne ognisko liczy okoto
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4 000 komorek, za$ jego Srednica okoto 20
komoérek, natomiast guzki w 6 tygodniu ekspe-
rymentu osiggaja srednice 3-5 mm (Solti Far-
ber 1976, Solt i wspotaut. 1977, Matsumoto i
wspoétaut. 1988).

W eksperymentach przeprowadzonych w
modelu Solta-Farbera zbadano catkowity czas
trwania petnego cyklu komérkowego oraz po-
szczegolnych jego stadiéw. Analize przeprowa-
dzono po jednym i dwoéch miesigcach od mo-
mentu inicjacji, a otrzymane wyniki poréwnano
z odpowiednimi wartosciami dla regenerujacej
watroby szczura (Rotstein i wspotaut. 1984).
Stwierdzono, ze czas petnego cyklu komérkowe-
go, ktéry w regenerujgcej watrobie szczura wy-
nosi 33,6 godziny, wydtuzony jest do 38,6 go-
dzinjedynie w komérkach wczesnych, bojedno-
miesiecznych guzkéw. Wydtuzenie, dotyczace
fazy S cyklu komérkowego, wydaje sie by¢ efe-
ktem dziatania 2-AAF, ktérego aktywne meta-
bolity wchodzg w interakcje z DNA. Czas trwa-
nia fazy S w komérkach guzkéw w 2 miesigcu
eksperymentu odpowiada czasowi fazy S w he-
patocytach regenerujacej watroby szczura.
Mozna to wyttumaczy¢ ,ucieczkg” komérek od
hamujgcego mitoze dziatania pochodnych 2-
AAF. Stwierdzono réwniez, ze komérki formuja-
ce guzki w 2 miesigcu, podobnie jak hepatocyty
prawidtowej watroby szczura, podlegajg nor-
malnemu rytmowi dobowemu, ktéry wyraza sie
miedzy innymi dzienng odpowiedzig prolifera-
cyjng. Maksimum podziatéw komorek prawid-
towej watroby szczura przypada na godzine 10
rano. Sugeruje to istnienie podobnych mecha-
nizméw regulujagcych podzialy komoérkowe na
poczatkowym etapie procesu hepatokarcyno-
genezy, a zainicjowane komoérki proliferujg w
sposob synchroniczny, przynajmniej w poczat-
kowym okresie, to znaczy do 21-28 dnia ekspe-
rymentu (Rotstein i wspoétaut. 1984, Solt i
wspoétaut. 1977, Ogawa i wspotaut. 1980, Tate-
matsu | wspoOtaut. 1988).

W 14 dniu trwania eksperymentu zidentyfi-
kowano liczne ogniska ze wzmozong aktywno-
Scig GGT (GGTH). Ich charakter byt jednak nie-
jednorodny, gdyz zaréwno ogniska, jak i wczes-
ne guzki moga podlegac procesowi progresji lub
regresji. Progresja prowadzi w kierunku rozwo-
ju zmian nowotworowych, natomiast w wyniku
regresji zanikaja cechy Swiadczace o stanie
patologicznym komorki, co oznacza jej powrot
— pod wzgledem fenotypowym — do stanu
wyjsciowego (Solt i wspotaut. 1977, Farber
1980, Farber i Cameron 1980, Tatematsu |



130

wspétaut. 1983, Farber 1973). Okoto 40% og-
nisk wykazywato obnizong aktywnos¢ ATPazy,
okaoto 30% obnizong aktywnos¢ glukozo-6-fo-
sfatazy, okoto 19% — spadek aktywnosci obu
tych enzyméw jednocze$nie. W 26 dniu ekspe-
rymentu 98% ognisk i wczesnych guzkéw jest
GGT+, a aktywnosci ATPazy i glukozo-6-fosfa-
tazy sa obnizone w znaczacym odsetku zmian
neoplastycznych (Ogawa i wspétaut. 1980).

Poziom aktywnosci PGST oraz GGT zbadano
takze na dalszych etapach hepatokarcynogene-
zy, tojestw 4, 8, 20, 35i 50 tygodniu (Tatema-
tsu iwspotaut. 1988). Od 4 tygodnia zmniejsze-
nie aktywnosci GGT zaobserwowano w niewiel-
kiej czesci ognisk, w ktorych wysoki poziom
PGST wydawat sie by¢ stabilny. W 8 tygodniu
eksperymentu komorki wylonionych guzkoéw
neoplastycznych charakteryzowata znaczna
aktywnos$¢é PGST i wyrazny spadek aktywnosci
GGT, postepujacy az do catkowitego zaniku w
miare rozwoju guza. Zanalizowane w tym eks-
perymencie komorki wszystkich HCC takze ce-
chowat brak aktywnosci GGT oraz wzmozona
aktywno$¢ PGST. Od 20 tygodnia aktywno$¢
enzymow w guzkach neoplastycznych sugero-
wata nastepowanie procesu formowania ,guz-
kow w guzkach” (ang. nodules within nodules),
a zanik aktywnosci GGT autorzy wiazg raczej z
procesem progresji zmian w kierunku HCC, niz
z procesem regresji guzkéw. Utrzymujacy sie w
dtuzszym czasie i nie podlegajgcy fluktuacjom,
awiec stabilny wzrost aktywnosci PGST pozwa-
la sadzi¢, ze w omawianym modelu wiasnie ten
enzym jest najlepszym markerem zaréwno pro-
cesu inicjacji, jak i rozwoju guza (Tatematsu |
wspoétaut. 1988).

Takze Makpo1 i wspétaut. (1996) zanalizo-
wali aktywnosci GGT, PGST i alkalicznej fosfa-
tazy zar6wno w komorkach watroby, jak i w
surowicy krwi szczuréw w 4, 6, 8, 12 i 16
tygodniu trwania eksperymentu. Spadek
aktywnosci GGT zaréwno w surowicy krwi, jak
i w komérkach watroby pomiedzy 6 a 12 tygo-
dniem w poréwnaniu z wysoka aktywnoscig w
4 tygodniu, mozna ttumaczy¢, zdaniem auto-
row, regresjg czesci zmian o charakterze pre-
neoplastycznym. Ponowny wzrost aktywnosci
GGTw 16 tygodniu eksperymentu autorzy wig-
Zg z procesem progresji guza (Makpol i wspot-
aut. 1996).

Od momentu wytonienia sie guzkéw neopla-
stycznych rozpoczyna sie zatem etap ich zréz-
nicowania fenotypowego, a rozwdj niewielkiej tylko
czesci, to jest 5%-15% guzkow, postepuje w Kie-
runku HCC. Rak watrobowokomérkowy in stalu
nascendi, identyfikowany jako guz typu trabeku-
larnego (beleczkowatego), dobrze, Srednio lub sta-
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bo zréznicowany, rozpoznawany jest histologi-
cznie w 7-8 miesigcu trwania eksperymentu
(Solt i Farber 1976, Soit i wspétaut. 1977).

Wzrost aktywnosci enzymow fazy Il, miedzy
innymi PGST, GGT, UDP-glukuronylo-transfe-
razy i DT-diaforazy, ujawniony w zainicjowa-
nych komorkach, w guzkach neoplastycznych
orazw komdrkach HCC, wigze sie ze zjawiskiem
opornosci komoérek na cytotoksyczne dziatanie
wielu zwigzkow chemicznych, w tym i karcyno-
genéw (Farber 1987, Roomi i wspétaut. 1985,
Cameron 1989). Rowniez spadek aktywnosci
enzymoéw fazy | metabolizmu ksenobiotykéw,
na przyktad cytochromoéw typu P-450, jest zwia-
zany z cecha opornosci, ktérej wyrazem jest
miedzy innymi obnizenie zdolnosci komorek
zainicjowanych do aktywacji prokarcynogenéw,
zmniejszenie ilosci aktywnych metabolitow kar-
cynogenéw kowalencyjnie zwigzanych z DNA,
RNA i biatkami, czy tez brak efektu nekrotycz-
nego po zastosowaniu dawek toksycznych dla
komoérek prawidtowych (Farber 1987, Roomi i
wspotaut. 1985, Farber i wspétaut. 1976). Wy-
kazano, ze w omawianym modelu komoérki guz-
kéw neoplastycznych sg prawie catkowicie
oporne na dawke czterochlorku wegla, letalng
dla 100% szczurdow prawidtowych grupy kon-
trolnej. Autorzy sugeruja wrecz ochronny cha-
rakter zmian, jakie zaszty w komérkach watro-
by szczura podczas hepatokarcynogenezy, co
wyraza sie zmniejszeniem Smiertelnosci szczu-
réw grupy badanej do 7% (Harris i wspotaut.
1989).

Po ekspozycji hepatocytéw guzkow, induko-
wanych w modelu Solta-Farbera, na rézne
zwiazki chemiczne, na przyktad 2-AAF, feno-
barbital, obserwuje sie réwniez zmiany w obre-
bie cytoszkieletu (Nizard i wspoétaut. 1993).
Charakteryzujg sie one miedzy innymi mniej-
sza, w poréwnaniu z komérkami watroby pra-
widtowej, wrazliwoscig i podatnoscig wilokien
F-aktyny na fragmentacje, a tubuliny na depo-
limeryzacje. Nizard iwsp6taut. (1993) sugeruja,
ze zmiany te majg zwigzek ze zjawiskiem opor-
nosci wielolekowej i sa wyrazem przeksztatco-
nego w kierunku aktywnej detoksykacji profilu
metabolicznego zainicjowanych komoérek. He-
patocyty, w ktérych stwierdza sie wzmozong
aktywnos¢ PGST oraz GGT, sg w mniejszym
stopniu zmienione niz komoérki prawidtowe, a
takze te, w ktérych nie stwierdza sie podwyzszo-
nego poziomu tych markeréw (Nizard i wspot-
aut. 1993). O pojawieniu sie cechy opornosci w
komoérkach guzkéw neoplastycznych Swiadczy
takze wzrost zaréwno transkryptéw genéw mdr
(ang. multidrug resistance), jak i produktow
biatkowych tych genéw, tak zwanej glikoprotei-
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ny P (P-gp) (Teeter i wspdtaut. 1993). Wyniki
wielu prac potwierdzajg zatozenia modelu, kto-
ry w pismiennictwie okreslanyjest rowniezjako
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model opornych hepatocytéw — ,Hepatocyte-
resistant model”.

ROZWOJ CECHY NIEZALEZNEGO | EKSPANSYWNEGO WZROSTU KOMOREK

Analize wzrostu guzkéw w modelu Solta-
Farbera przeprowadzonow 1, 2, 4, 6i 8 miesiag-
cu eksperymentu. Wyroézniono trzy fazy: pier-
wszg — szybkiego wzrostu, pomiedzy 1 a 2
miesigcem, drugg — wolnego wzrostu, pomie-
dzy 2 a 6 miesigcem oraz trzecig — ponownie
szybkiego wzrostu, pomiedzy 6 a 8 miesigcem.
Czas, potrzebny do wyznakowania radioaktyw-
na tymidyng 50% populacji komorek guzkow w
2 i 4 miesigcu, wynosi 12 dni, a w 6 miesigcu
tylko 6 dni (Rotstein i wspétaut. 1986). Wczes-
ne zmiany charakteryzuje nieznaczna liczba he-
patocytédw apoptotycznych oraz podniesiony do
8,9-13,1% indeks znakowania radioaktywng
tymidyng. W komérkach parenchymy, otacza-
jacej guzki, indeks ten wynosi on 0,5-0,8%.
Populacja proliferujagcych komoérek w guzkach
w 2, 4 i 6 miesigcu trwania eksperymentu
wynosita odpowiednio 4%, 4% i 8%, zas w ota-
czajacej guzki parenchymie — jedynie 0,4%.

W rozwijajacych sie guzkach liczba apopto-
tycznych hepatocytow jest znaczaca iw 2 i 6
miesigcu wynosi odpowiednio 3% i 7%. Wzrost
liczby hepatocytow apoptotycznych podczas
hepatokarcynogenezy byt zaskakujacy, gdyz
komorki nowotworéw maja obnizony indeks
apoptotyczny. Autorzy sugeruja, ze nasilenie
apoptozy w guzkach identyfikowanych na
pozniejszych etapach nowotworzeniajest rezul-
tatem miedzy innymi zmienionej dostepnosci
szeroko rozumianych czynnikéw odzywczych
komorek. Rozwo6j guzkéw preneplastycznych
prowadzi bowiem do zmiany cytoarchitektoniki
w obrebie zrazika i do rearanzacji otaczajgcego
guzki zrebu watroby. Dlatego tez guzki majg
wyitgcznie unaczynienie tetnicze i nie dopltywa
do nich krew odzywcza, ktéra w watrobie pra-
widtowej ptynie w naczyniach zatokowych. Zda-
niem autoréw, w tym przypadku proces apopto-
zy moze by¢ zatem stymulatorem regeneracji i
w ten sposob wptywaé na progresje guzkdw.
Wzmozona proliferacja genetycznie zmienio-
nych komodrek guzkéw, rekompensujaca liczbe
komdérek utraconych w efekcie apoptozy, moze
sta¢ sie zrodiem kolejnych mutacji, ktérych
akumulacja prowadzi do rozwoju nowtworu
(Rotstein i wspotaut. 1986).

Proces wzmozonej proliferacji komoérek, ob-
serwowany we wczesnych zmianach preneopla-
stycznych, zdaniem Farbera (1988), mozna tra-

ktowacé jako forme wzrostu, ktéry prowadzi je-
dynie do kompensacji masy narzadu utraconej
na skutek zabiegu czesciowej hepatektomii. Ta-
kie zwiekszenie liczby komoérek nie prowadzi
zatem do uruchomienia mechanizméw kontrol-
nych i dlatego tez na tym etapie liczba komoérek
apoptotycznych jest znikoma. Z kolei guzki
identyfikowane na pdzniejszych etapach hepa-
tokarcynogenezy charakteryzuje, podobnie jak
narzad prawidtowy, obecno$¢ mechanizmoéw
kontrolujgcych liczbe komérek. Posiadajg one
zatem zdolnos$¢ do zachowania stanu réwnowa-
gi pomiedzy procesem wzmozonej proliferacji a
procesem apoptozy. Farber (1988) przypusz-
cza, ze nasilony proces apoptozy, obserwowany
w guzkach pézniejszych, jest stymulowany
przez wzrost liczby komorek powyzej wartosci
krytycznej, to znaczy takiej liczby komorek,
ktora odpowiada stanowi réwnowagi procesow
apoptozy i proliferacji. Jednocze$nie sugeruje
on, ze w miare rozwoju zmian w procesie hepa-
tokarcynogenezy, w komérkach guzkéw naste-
puje jednak utrata zdolnosci do utrzymania
procesow proliferacji i apoptozy w stanie réow-
nowagi. Stanowi to kolejny krok w kierunku
zeztodliwienia (Farber 1988).

Wyrazem rozwoju komérek guzkéw jest naby-
ciew 6 miesigcu ich wzrostu nowej cechy, nieobe-
cnej w 2 i 4 miesigcu, a mianowicie wzmozonej i
trwatej aktywnosci proliferacyjnej. W odpowiedzi
na zastosowany drugi, dodatkowy czynnik mito-
genny, komorki z 6-miesiecznych guzkow aktyw-
nie proliferujgjeszcze w 14i 21 dniu, podczas gdy
wzmozona aktywnos¢ proliferacyjna komorek z
2-miesiecznych guzkoéw wygasa po 7 dniach od
momentu ekspozycji na taki czynnik. Ceche nie-
zaleznego lub czesciowo niezaleznego wzrostu
ujawniajg komorki neoplastyczne stosunkowo
pézno, bo w okolo 6 miesigcu procesu hepatokar-
cynogenezy (Ogawa i wspotaut. 1980, Rotstein
i wspotaut. 1986).

Ta nowa cecha, ktdérajest niezalezna i ciggta
proliferacja prowadzgca do wzrostu liczby ko-
morek, wydaje sie odzwierciedla¢ zmiany, jakie
zaszty na poziomie genomu w mechanizmach
kontrolujgcych cykl komérkowy. Zmiany te ma-
ja charakter nieodwracalny, a komorki, w kté-
rych one nastapity, traca zdolnosé powrotu do
swego stanu podstawowego. Jest to cecha, jakg
posiada populacja komoérek nowotworowych.
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Guzki, ktorych komorki nabyty ceche ekspan-
sywnego wzrostu, maja charakter stabilny,
trwaty i podlegajg procesowi progresji (Rotstein
i wspdtaut. 1986). Wykazano, ze z przetrans-
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plantowanych komadrek guzkoéw rozwijajg sie u
biorcy zmiany o charakterze nowotworowym
(Laishes | wspOtaut. 1978).

ZMIANY MATERIALU JADROWEGO — ZMIANY EKSPRESJI BIALEK

Znaczaca i postepujaca w czasie reorganiza-
cje materiatu jadrowego, wyrazajaca sie miedzy
innymi dekondensacjg chromatyny, wykazano
w hepatocytach na réznych etapach nowotwo-
rzenia wywotanych postepowaniem wedtug mo-
delu Solta-Farbera (Barboro i wspétaut. 1993).
Proces relaksacji chromatyny, wyraznie widocz-
ny w hepatocytach 16-tygodniowych guzkéw,
prowadzi praktycznie do zaniku obszaréw
skondensowanej chromatyny w guzkach 46
tygodniowych. Na podstawie analizy charakte-
ru i stopnia dekondensacji chromatyny w ko-
mérkach guzkéw i w proliferujacych hepatocy-
tach po PH, autorzy sugeruja, ze proces dekon-
densacji chromatyny jest elementemjej reorga-
nizacji zwigzanej raczej z procesem hepatokar-
cynogenezy a nie z aktywnoscia proliferacyjng
hepatocytow, kiedy dekondensacja ma chara-
kter krotkotrwaly, przejsciowy. Moze by¢ zatem
uznany za ceche transformacji nowotworowej
(Barboro iwspé’raut. 1993)

Niewiele wiadomo o specyficznych biatkach
jadrowych, pojawiajacych sie w ogniskach pre-
neoplastycznych na etapie poprzedzajacym wy-
tonienie sie guzkdéw neoplastycznych, w poréw-
naniu ze wspomnianymi, cytoplazmatycznymi
biatkami o charakterze znacznikéw (Thorgeir-
rson i Wirth 1989). Szczegdlng role w procesie
karcynogenezy odgrywajg produkty biatkowe
onkogenéw komorkowych. Wzrost ekspresji on-
kogenow: myc, H-ras czy K-ras zaobserwowano
w indukowanych zgodnie z procedurg Solta-
Farbera guzkach neoplastycznychw 11, 13i 21
tygodniu ich rozwoju oraz w komérkach HCC
(Nagy | wspotaut. 1988, Garcea i wspotaut.
1989). Porsch-HAIlIstrom | wspoétaut. (1989)
wykazali réwniez 2-4-krotny wzrost ekspresji
onkogenéw mycifos w 11 i 15 tygodniu oraz w
7 i 12 miesigcu rozwoju guza indukowanego
zgodnie z metoda Solta-Farbera, nie obserwujac
jednoczesnie zmiany ekspresji onkogenu H-ras.
Réwniez Pascate i wspotaut. (1996) wykazali
3-10 krotny wzrost ilosci kopii genu c-myc w
12, 30 i 54 tygodniu trwania eksperymentu, to
jest w 80% guzkoéw okreslonych jako wczesne,
w 65% guzkéw poéznych oraz w 85% HCC. Au-
torzy sugerujg zwigzek amplifikacji tego genu z
populacja komérek preneoplastycznych, ktore
przejawiajac wiekszy potencjat proliferacyjny,
maja wieksza mozliwos¢ progresji w kierunku

zeztosliwienia (Pascale i wspélaut. 1996). W
toku dalszych badan ujawniono zalezna od pici
ekspresje onkogenu myc i ets podczas hepa-
tokarcynogenezy u szczuréw. Najwczesniej, bo
w 11 tygodniu, ekspresji ulega onkogen myc u
samcow, zas obydwa onkogeny ulegajg wzmo-
zonej ekspresji u przedstawicieli obu ptci w 8 i
11 miesigcu eksperymentu (Beer i wspoétaut.
1988, Feo 1992). Stosujac analize typu ,North-
ern biot” i hybrydyzacje in situ, wykazano wy-
soki poziom ekspresji tego onkogenu nie tylko
w proliferujgcych komérkach owalnych i zasa-
dochtonnych hepatocytach, ale réwniez w po-
pulacjach komérek pojawiajacych sie w mode-
lu, w ktérym pominieto etap inicjacji. W komaor-
kach tych jednak po 10 tygodniach, gdy obraz
mikroskopowy tkanki odpowiada ponownie wa-
trobie prawidlowej, ekspresja onkogenu myc
powraca do poziomu wyjsciowego. Autorzy su-
geruja, ze wczesny i stabilny wzrost ekspresji
onkogenu mycw klasycznym modelu Solta-Far-
bera zwigzany jest z procesem nie tylko prolife-
racji, ale takze z krytycznym dla hepatokar-
cynogenezy zablokowaniem prawidtowego pro-
cesu réznicowania hepatocytow (Nagy i wspot-
aut. 1988). Z kolei Beer i wspétaut. (1986) nie
stwierdzili wzrostu ekspresji onkogenu myc na
wczesnym etapie hepatokarcynogenezy indu-
kowanej DENA mimo amplifikacji tego genu w
HCC czy watrobiaku Morrisa.

Suzuki i wspétaut. (1995) zbadali immuno-
histochemicznie ekspresje onkogenu jun ifos
we wczesnych ogniskach neoplastycznych, in-
dukowanych zgodnie z procedura Solta-Farbe-
ra w 24, 42 dniu oraz 35 tygodniu trwania
eksperymentu. Niezalezng od stalej i wysokiej
ekspresji biatka PGST, wzmozong ekspresje ge-
nu jun wykazano dopiero w komorkach HCC,
przy minimalnej ekspresji w 24 i 42 dniu i
catkowitym braku ekspresji biatka Fos. Nieza-
lezna od czynnika API i onkogenujun, wysoka
ekspresja biatka PGST sugeruje, ze podczas
hepatokarcynogenezy w procesie transkrypcji
odgrywaja role niezidentyfikowane czynniki, in-
ne niz w tkance prawidtowej. Genjun odpowia-
da, jak sie wydaje, za utrzymanie wysokiej eks-
presji biatka PGST dopiero na bardziej zaawan-
sowanym etapie nowotworzenia (Suzuki i
wspoétaut. 1995).
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Analizie ilosciowej i jakosciowej poddano
takze biatka jaderkowe o wysokim powinowac-
twie do jonéw srebra, to jest biatka Ag-NOR.
Biatka zbadano w komdrkach guzkéw neopla-
stycznych i komérkach HCC odpowiednio w 36
i 60 tygodniu hepatokarcynogenezy indukowa-
nej zgodnie z modelem Solta-Farbera. Wyniki
badarn poréwnano z wynikami analizy biatek
hepatocytow prawidtowych i komoérek watroby
marskiej (Trere i wspotaut. 1996).

Analiza ilosciowa wykazata stopniowy
wzrost poziomu catkowitych biatek Ag-NOR
podczas hepatokarcynogenezy. Stwierdzono, ze
istotne ilosciowe zmiany dotyczg gtéwnie nu-
kleoliny i, w mniejszym stopniu, biatka B23. W
toku analizy poréwnawczej biatek Ag-NOR ko-
morek watroby prawidtowej i watroby marskiej,
komorek guzkow i komdérek HCC nie ujawniono
réznicjakosciowych. Nie wykazano réwniez nie-
zrbwnowazonej syntezy roznych bialek Ag-

ZMIANY PLOIDII

Podczas hepatokarcynogenezy indukowa-
nej zgodnie z procedurg Solta-Farbera nastepu-
je zahamowanie poliploidyzacji hepatocytow,
majacej miejsce podczas rozwoju i wzrostu wa-
troby prawidtowej. Komérki watroby charakte-
ryzuje wysoki stopien poliploidalnosci, bedacy
wyrazem postepujacego procesu ich réznicowa-
nia sie. Zmiany w procesie poliploidyzacji hepa-
tocytow wyrazajg sie 4-5-krotnym wzrostem
liczby hepatocytéw diploidalnych w poréwna-
niu z tkanka prawidtowa, w ktorej stanowig one
zaledwie okoto 10-15% komoérek (Canuto i
wspotaut. 1993, Deleener i wspoOtaut. 1987,
Styles | wspoOtaut. 1985, Saeter i wspoélaut.
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NOR, procentowy bowiem udziat dwéch wymie-
nionych komponentéw w ogoélnej ilosci tych
biatek pozostaje we wszystkich badanych ko-
mérkach na statym poziomie (okoto 80%). Wy-
kazano natomiast, ze stopniowy wzrost ilosci
nukleoliny i biatka B23 podczas hepatokar-
cynogenezy, zwigzanyjest z procesem wzmozo-
nej proliferacji komorek. Swiadczy o tym wzrost
indeksu znakowania radioaktywna tymidyng w
komodrkach guzkéw i komérkach HCC, ktoéry to
indeks wynosi odpowiednio 1,77% i 5,1% , w
poréwnaniu z indeksem komoérek prawidto-
wych, ktorywynosi on 0,08% (Trere i wspoOtaut.
1996). Wyniki badan biatek Ag-NOR, podczas
hepatokarcynogenezy eksperymentalnej, po-
twierdzity zwigzek miedzy wzrostem ilosci tych
biatek, szybkoscig proliferacji komorek a sto-
pniem zaawansowania zmian nowotworowych.
Znaczenie tych badan dla diagnostyki medycz-
nej jest oczywiste.

HEPATOCYTOW

1989). Diploidalne hepatocyty reprezentujg 40-
60% populacji komoérek guzkéw w 6 tygodniu
eksperymentu, a ich liczba wzrasta do 70-90%
w guzkach preneoplastycznych i HCC. Odwré-
cenie stosunku liczbyjader tetraploidalnych do
diploidalnych na rzecz tych ostatnich potwier-
dzono na réznych etapach rozwoju guza, to jest
w 5 7, 9 i 12 miesigcu (Canuto i wspétaut.
1993). Komorki pierwotnych nowotworow wa-
troby sg gtéwnie aneuploidalne i diploidalne. Te
ostatnie dominujg w guzie, podobnie jak na
pierwszych etapach rozwoju watroby (Mel-
chiorri i wspétaut. 1994).

ZMIANY W METABOLIZMIE BIALEK

Obnizony poziom katabolizmu biatek w ko-
moérkach nowotworowych, w poréwnaniu z pra-
widtowymi, jest jednym z mechanizméw odpo-
wiedzialnych za akumulacje i zachowanie ich
dla fazy wzrostu guza (Kisen i wspotaut. 1993,
Seglen i wspotaut. 1990, Tayek i wspoétaut.
1988). Obnizony poziom katabolizmu biatek
stwierdzono w hepatocytach w czasie karcyno-
genezy, indukowanej zgodnie ze zmodyfikowa-
nawersja modelu Solta-Farbera, na etapie: pre-
neoplazji, w komérkach guzkéw neoplastycz-
nychw 5, 7, 9 12 miesigcu oraz w komorkach
HCC. Sadzi sie, ze za proces zmniejszonego
tempa degradacji biatek wewnatrzkomoérko-
wych odpowiedzialnajest modulacja lizosomal-
nego trawienia, ktéra polega na obnizeniu
aktywnosci hydrolitycznej i zdolnosci do auto-

fagii. Jednym z mechanizméw warunkujacych
obnizenie aktywnosci hydrolaz i redukcje tem-
pa wewnatrzkomoérkowej proteolizy w lizoso-
mach komdrek guzkéw indukowanych 2-AAF
jest spadek stezenia jonow wodorowych w wa-
kuolach przedlizosomowych (Canuto i wspo6t-
aut. 1993, Kisen i wspotaut. 1993, Anderson i
wspoétaut. 1989). Zjawisko redukcji proteolizy,
a wiec i degradacji biatek, dotyczy réwniez ko-
moarek nienowotworowych, ale aktywnie prolife-
rujacych, na przyktad w czasie wzrostu watroby
w ontogenezie, w okresie niedozywienia organi-
zmu oraz po zabiegu PH w trakcie kompensa-
cyjnego przyrostu masy narzadu (Canuto i
wspotaut. 1993, Cajone i Bernelli-Zazzera
1980, Cuervo i wspoétaut. 1995).
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MODEL SOLTA-FARBERA A CZYNNIKI

Analiza wpltywu czynnikéw biologicznych:
ptci i wieku zwierzat na efektywnos$c¢ oryginalnej
procedury Solta-Farbera wykazata, ze zaréwno
ogniska preneoplastyczne, jak i pierwsze zmia-
ny nowotworowe pojawiajg sie szybciej u sam-
céw niz u samic, co — by¢ moze — zalezy od,
uwarunkowanej dymorfizmem piciowym, roz-
nej sekrecji czynnikéw wzrostu komorek
(Porsch-HAIlIstrom i wspotaut. 1989). Z kolei,
najwiecej ognisk hepatocytow PGST+w 8 tygo-
dniu eksperymentu stwierdzono w przypadku
indukcji hepatokarcynogenezy u 6-tygodnio-
wych szczuréw, choé obecnos¢ licznych zmian
wykazano réwniez u zwierzat starszych, to jest
26 i 46 tygodniowych (Hasegawa i wspétaut.
1991). Poréwnujgc efekt promocyjny innych
czynnikow mitogennych, takichjak: czterochlo-
rek wegla (CCU) i D-galaktozamina (DGA), po-
wodujacych nekroze odpowiednio w Srodkowej
czesci zrazika (centrilobular) i obszarze wokot
zyly wrotnej (periportal), stwierdzono, ze bar-
dziej efektywna od CCl4 jest DGA, cho¢ zabieg

UWAGI

Pomimo intensywnych badan procesu
hepatokarcynogenezy, prowadzonych od mo-
mentu skonstruowania w 1976 roku modelu
»,Opornych hepatocytéw”, mechanizm zaréwno
powstawania, jak i rozwoju zmian nowotworo-
wych nie zostat w petni poznany i nadal stanowi
przedmiot badan, o czym Swiadczg liczne pub-
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BIOLOGICZNE

czesciowej hepatektomii wydaje sie byé naj-
skuteczniejszym czynnikiem promocyjnym w
omawianym modelu (Tsuda i wspotaut. 1987).

W literaturze przedmiotu funkcjonuja rézne
modyfikacje oryginalnej metodyki Solta-Farbe-
ra, ktére prowadza do redukcji okresu utajenia
guza i przyspieszaja rozw6j HCC (Deleener i
wspotaut. 1987, Van Goethem i wspélaut.
1993). Rozszerzeniem tego modelu jest proce-
dura zakladajgca oprécz klasycznych etapéw
inicjacji i promocji, dodatkowy, drugi etap pro-
mocji. Etapy inicjacji i promocji sa w zasadzie
podobne jak w modelu Solta-Farbera, cho¢
2-AAF stosowany jest w wyzszym stezeniu
(0.03%), zas zabieg czesciowej hepatektomii za-
stgpiony jednokrotng dawka czterochlorku we-
gla (2 mi/kg). Dodatkowym czynnikiem promo-
cyjnym jest 0,05% fenobarbital, podawany w
wodzie pitnej poczawszy od 8 dnia po zakoncze-
niu pierwszego etapu promocji az do korica
eksperymentu.

KONCOWE

likacje na ten temat. Jedna z wielu kwestii, jakie
pozostajg nadal do wyjasnienia w tym tak
wszechstronnie badanym modelu, jest pozna-
nie wszystkich mechanizméw dziatania zaréw-
no DENA, zabiegu czesciowej hepatektomii, jak
i 2-AAF, a zwlaszcza zrozumienie petnej roli tego
ostatniego zwigzku (Pascale i wspétaut. 1996).

THE SOLT — FARBER MODEL AS AN EXAMPLE OF MULTISTAGE EXPERIMENTAL HEPATO-
CARCINOGENESIS

Summary

There are many models for studying hepatocarci-
nogenesis as a multistep process but not all provide syn-
chronism in the development of altered cells population.
One of the most useful models for studying multistep
experimental hepatocarcinogenesis and step-by-step ana-
lysis of the sequence of liver cell carcinoma development is
the “Hepatocyte resistant models”, so called the Solt-Farber

regimen. The article presents the theoretical basis of this
model and changes occurring during hepatocarcinogenesis:
histological and biochemical alterations, cell growth dy-
namic alterations, alterations in nuclear material, ploidy
and protein influence of biological factors on hepatocarci-
nogenesis and modifications of this model are also dis-
cussed.
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