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MODEL SOLTA — FARBERA JAKO PRZYKŁAD WIELOETAPOWEJ 
HEPATOKARCYNOGENEZY EKSPERYMENTALNEJ.

WSTĘP

Rak wątrobowokomórkowy (HCC, ang. 
hepatocellular carcinoma) stanowi 68% pier
wotnych nowotworów wątroby. Jest jednym z 
dziesięciu najczęściej występujących nowotwo
rów złośliwych narządów miąższowych u czło
wieka. Około 4,5% wszystkich guzów złośliwych 
to HCC. Rocznie na tę śmiertelną chorobę umie
ra milion osób (Carriaga  i Henson  1995, Casel- 
man i A lt  1996, H ildt i współaut. 1996). Ze 
względu na rosnący z roku na rok zarówno 
zasięg, jak i częstotliwość zachorowań na HCC 
stanowi on ważny problem medyczny i nauko
wy. Początki badań hepatokarcynogenezy 
eksperymentalnej sięgają lat pięćdziesiątych 
XX wieku. Od tej pory rozwinięto wiele modeli 
badawczych z zastosowaniem różnych czynni
ków inicjujących i promujących rozwój HCC. W 
toku licznych badań wykazano, że hepatokar- 
cynogeneza, podobnie jak procesy nowo tworze
nia przebiegające w innych narządach, jest wie
loetapowa. Dlatego też warunkiem prześledze
nia rozwoju zmian preneoplastycznych i neo- 
plastycznych, pojawiających się w procesie 
hepatokarcynogenezy, jest wprowadzenie do 
badań modeli eksperymentalnych, w których 
odpowiedź komórek wątroby na stosowane 
czynniki karcynogenne i mitogenne jest w miarę 
zsynchronizowana. Zminimalizowany powinien 
być także wpływ niespecyficznych efektów, in- 
terferujących z procesem nowotworzenia, a wy
wołanych na przykład podanymi czynnikami 
chemicznymi. Rozwój guza powinien przebiegać 
w miarę szybko, a kolejno pojawiające się pato

logiczne zmiany komórkowe, zwłaszcza na 
wczesnych etapach hepatokarcynogenezy, win
ny być łatwo uchwytne. Znaczenie możliwości 
detekcji zmian preneoplastycznych jest oczywi
ste.

Przykładem procedury spełniającej, przy
najmniej w części, powyższe wymogi jest mo
del Solta-Farbera, określany w literaturze na
zwiskami jego twórców. W poznaniu sekwen
cji i charakteru zmian komórkowych podczas 
hepatokarcynogenezy model ten odegrał pod
wójną rolę. Z jednej strony, umożliwia bada
nia komórek proliferujących w miarę synchro
nicznie i dlatego jest stosowany obecnie mimo 
rozwoju innych modeli doświadczalnych. Z 
drugiej strony — pomimo precyzyjnie rozpisa
nych ról dla zastosowaych w modelu czynni
ków inicjacji i promocji — uzyskano zupełnie 
nieoczekiwane wyniki cytologiczne. Pozwoliły 
one na sformułowanie następujących pytań: 
1) Czy w wątrobie dorosłych zwierząt obecne 
są komórki macierzyste? Jeśli tak, to 2) Które 
komórki stanowią populację komórek macie
rzystych ? i 3) Czy mogą one odgrywać rolę w 
procesie rozwoju pierwotnych nowotworów 
wątroby, a zwłaszcza HCC? Nieuniknione sta
je się kolejne pytanie 4) Jaka jest histogeneza 
nowotworów wątroby człowieka? Spory i kon
trowersje trwają do dziś. W artykule przedsta
wiono podstawy i założenia teoretyczne mode
lu oraz omówiono liczne zmiany identyfikowane 
w wątrobie, zwłaszcza na początkowych eta
pach hepatokarcynogenezy.

Stosowane skróty: 2-AAF — N-acetylo-2-aminofłuoren; ATPaza —adenozynotrójfosfataza; DENA — N,N-die- 
tylo-N-nitrozoamina; GGT — transpeptydaza y-glutamyl owa; HCC — rak wątrobowokomórkowy; PGST — 
forma łożyskowa transferazy glutationowej; PH -  zabieg częściowej hepatektomii.
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SCHEMAT I ZAŁOŻENIA TEORETYCZNE MODELU

Proces hepatokarcynogenezy u szczurów ra
sy Fischer-344 inicjowany jest według modelu 
Solta-Farbera przez jednokrotne podanie 
IV,IV-dietylo-IV-nitrozoaminy (DENA) w dawce 
200 mg/kg masy ciała drogą 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 
się zabieg częściowej hepatektomii (PH, ang. 
partial hepatectomy) (So lt i Farber  1976).

W założeniach teoretycznych autorzy mode
lu odwołali się do wcześniejszych rozważań 
Haddowa (Solt i Farber  1976, So lt i współaut. 
1977), który już w 1938 roku zwrócił uwagę na 
zjawisko „selektywnej cytotoksyczności” (ang. 
selective cytotoxicity). Zaobserwował on, że ko
mórki nowotworowe rosną i namnażają się w 
takich warunkach środowiska, w których ko
mórki prawidłowe nie przechodzą podziałów ko
mórkowych. Powiązał zatem fakt oporności ko
mórek nowotworowych na efekt cytotoksyczny, 
wywierany przez różne związki chemiczne, z 
rozwojem guza. W modelu Solta-Farbera, DENA 
oprócz funkcji inicjatorowej równocześnie indu
kuje oporność na hepatotoksyny w populacji 
zainicjowanych komórek, w których urucho
mione zostają szlaki metaboliczne związane ze 
wzmożoną detoksykacją ksenobiotyków. Ko
mórki zainicjowane stają się w ten sposób mniej 
wrażliwe na związki cytotoksyczne niż komórki 
niezainicjowane. Sugerowano, że cechę oporno
ści nabywają hepatocyty dosyć wcześnie, bo na 
pierwszych etapach hepatokarcynogenezy, i 
jest ona wyrazem genetycznie uwarunkowanej, 
fizjologicznej adaptacji komórek do zmienio
nych warunków środowiskowych (Farber  i 
współaut. 1976, Farber  1987, Solt i Farber  
1976).

Autorzy modelu założyli, że 2-AAF podany w 
niskiej, nieinicjującej dawce, z jednej strony 
powinien powodować zablokowanie aktywności 
mitotycznej prawidłowych komórek wątroby, z 
drugiej zaś winien pełnić funkcję czynnika se
lekcyjnego wobec komórek zainicjowanych. 
Przyjęto także, że populacja takich „opornych” 
hepatocytów może być zastymulowana do pro
liferacji czynnikiem promocyjnym o charakte
rze mitogennym, jakim jest w tym modelu za
bieg PH. Sugerowano więc, że jedynie komórki 
zainicjowane, które nabyły cechę oporności, po
winny proliferować i w efekcie rozwoju klonal- 
nego tworzyć kolejno: ogniska preneoplastycz-

ne, guzki neoplastyczne, a następnie zmiany 
identyfikowane jako rak wątrobowokomórko- 
wy. Ogniska preneoplastyczne to niewielkie 
skupiska fenotypowo odmiennych komórek do
brze zintegrowane z otaczającą je parenchymą, 
natomiast guzki neoplastyczne to duże, sfery
czne skupienia zmienionych hepatocytów, 
wyraźnie oddzielone od otaczającej je parenchy- 
my, której komórki mogą ulec ścieśnieniu na 
skutek ucisku i rozpierania przez rozrastającą 
się masę guzka (Solt i Farber  1976).

Wyniki analizy histologicznej potwierdziły 
słuszność założeń teoretycznych, gdyż w trze
cim tygodniu eksperymentu wyraźnie widoczny 
był hamujący wpływ 2-AAF na aktywność mito- 
tyczną hepatocytów prawidłowych. Były one 
jednak również zaskakujące, ponieważ ujawni
ły, że w tych warunkach eksperymentalnych 
jedynymi komórkami, które proliferują, są tak 
zwane komórki owalne (ang. oval cells) (Solt i 
współaut. 1977).

Wzmożoną proliferację komórek owalnych 
podczas hepatokarcynogenezy indukowanej w 
innych modelach doświadczalnych zaobserwo
wał i opisał już wcześniej twórca omawianego 
modelu profesor Farber  (1956). Nieliczni bada
cze sugerowali wówczas, że komórki te mogą 
wywodzić się z populacji komórek macierzys
tych wątroby, bądź same mogą stanowić tę 
populację. Przypuszczano jedynie, że ich proli
feracja w warunkach poważnego uszkodzenia 
narządu może być nowym typem regeneracji, 
angażującym nieznany rodzaj pierwotnych ko
mórek obecnych w dojrzałym narządzie. Ko
mórki te stanowiły i stanowią nadal przedmiot 
licznych badań. Należy zaznaczyć, że pierwsze 
obserwacje poczynione podczas analizy zmian 
histologicznych w modelu Solta-Farbera mają 
niezwykle ważne znaczenie w badaniach biolo
gii komórek macierzystych nie tylko wątroby, 
ale i trzustki, a także w poznaniu histogenezy 
pierwotnych nowotworów wątroby, to jest raka 
wątobowokomórkowego, raka przewodów żół
ciowych wewnątrzwątrobowych (CC, ang. cho- 
langiocarcinoma), guza o typie mieszanym łą
czącego cechy dwóch pierwszych wymienio
nych nowotworów (HCC-CC, ang. combined 
hepatocellular and cholangiocarcinoma lub 
MHC, ang. mixed hepatocellular and cholangio
carcinoma) i wątrobiaka płodowego. Ze względu 
na obszerność pracy, zainteresowanego Czytel
nika odsyłam do najnowszych prac przeglądo
wych poświęconych tej problematyce (Marsza
łek 1998, Marszałek  1999 a, b, c, d).
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ZMIANY CYTOLOGICZNE I ROZWOJ CECHY OPORNOŚCI HEPATOCYTÓW

Pomimo intensywnych badań i poszukiwań 
jednoznacznych markerów procesu inicjacji 
trudno jest ustalić i zidentyfikować populację 
komórek zainicjowanych. Dlatego też o skute
czności i efektywności procesu inicjacji począt
kowo świadczy liczba powstających ognisk 
utworzonych przez zmienione pod względem 
morfologicznym komórki, wywodzące się z ko
mórki zainicjowanej, a na dalszych etapach 
liczba guzków neoplastycznych. Zmiany patolo
giczne komórek identyfikowane są na podsta
wie ekspresji białek, najczęściej enzymatycz
nych, uznanych za markery procesu nowotwo- 
rzenia (przykład: glukozo-6-fosfataza, gamma 
glutamylo transpeptydaza, forma łożyskowa 
transferazy glutationowej). Dlatego też określa 
się je jako ogniska komórek enzymatycznie 
zmienionych — EAF (ang. enzyme altered foci) 
bądź skrótem AHF (ang. altered hepatic foci). 
Aktywność enzymów markerowych, na przy
kład glukozo-6-fosfatazy, adenotrójfosfatazy 
(ATPaza), (3-glukuronidazy, może być obniżona 
w komórkach, natomiast y-glutamylotransfera- 
zy (GGT) i formy łożyskowej transferazy gluta
tionowej (PGST) może ulegać podwyższeniu. 
Wydaje się, że PGST jest najbardziej czułym 
markerem etapu preneoplazji dla większości, 
choć, jak wykazano, nie dla wszystkich modeli 
hepatokarcynogenezy eksperymentalnej (Oga- 
wa i współaut. 1980, Tatematsu i współaut. 
1988, Kato i współaut. 1993, Makpol i współ
aut. 1996, Cameron 1989).

W modelu Solta-Farbera proces proliferacji 
hepatocytów rozpoczyna się już po kilku dniach 
od momentu inicjacji. Między 7 a 14 dniem 
eksperymentu ujawniono pierwsze komórki o 
zwiększonej ekspresji PGST (PGST+). Początko
wo tworzą one małe i nieliczne ogniska. Ich 
liczba znacząco wzrasta do 21 dnia ekspery
mentu, a w 3 dniu po PH aktywna proliferacja 
hepatocytów dotyczy przede wszystkim komó
rek PGST+ ( test z radioaktywną urydyną) (Solt 
i Farber 1976, Solt i współaut. 1977, Ogawa i 
współaut. 1980, Farber 1980, Tanno i Ogawa 
1994, Cameron 1989). Efetywność procesu ini
cjacji określił Farber (Farber 1980) jako jeden 
hepatocyt zainicjowany na 106 hepatocytów, to 
jest około 103 zmienionych komórek na 5 g 
wątroby.

W 21 dniu eksperymentu, w 30 godzinie po 
PH, proliferacja przebiega wyłącznie w komór
kach ognisk i komórkach owalnych przy zniko
mej proliferacji hepatocytów zewnątrzognisko- 
wych. W 22 dniu sferyczne ognisko liczy około

4 000 komórek, zaś jego średnica około 20 
komórek, natomiast guzki w 6 tygodniu ekspe
rymentu osiągają średnicę 3-5 mm (Solt i Far
ber 1976, Solt i współaut. 1977, Matsumoto i 
współaut. 1988).

W eksperymentach przeprowadzonych w 
modelu Solta-Farbera zbadano całkowity czas 
trwania pełnego cyklu komórkowego oraz po
szczególnych jego stadiów. Analizę przeprowa
dzono po jednym i dwóch miesiącach od mo
mentu inicjacji, a otrzymane wyniki porównano 
z odpowiednimi wartościami dla regenerującej 
wątroby szczura (Rotstein i współaut. 1984). 
Stwierdzono, że czas pełnego cyklu komórkowe
go, który w regenerującej wątrobie szczura wy
nosi 33,6 godziny, wydłużony jest do 38,6 go
dzin jedynie w komórkach wczesnych, bo jedno
miesięcznych guzków. Wydłużenie, dotyczące 
fazy S cyklu komórkowego, wydaje się być efe
ktem działania 2-AAF, którego aktywne meta
bolity wchodzą w interakcję z DNA. Czas trwa
nia fazy S w komórkach guzków w 2 miesiącu 
eksperymentu odpowiada czasowi fazy S w he- 
patocytach regenerującej wątroby szczura. 
Można to wytłumaczyć „ucieczką” komórek od 
hamującego mitozę działania pochodnych 2- 
AAF. Stwierdzono również, że komórki formują
ce guzki w 2 miesiącu, podobnie jak hepatocyty 
prawidłowej wątroby szczura, podlegają nor
malnemu rytmowi dobowemu, który wyraża się 
między innymi dzienną odpowiedzią prolifera- 
cyjną. Maksimum podziałów komórek prawid
łowej wątroby szczura przypada na godzinę 10 
rano. Sugeruje to istnienie podobnych mecha
nizmów regulujących podziały komórkowe na 
początkowym etapie procesu hepatokarcyno
genezy, a zainicjowane komórki proliferują w 
sposób synchroniczny, przynajmniej w począt
kowym okresie, to znaczy do 21-28 dnia ekspe
rymentu (Rotstein i współaut. 1984, Solt i 
współaut. 1977, Ogawa i współaut. 1980, Tate
matsu i współaut. 1988).

W 14 dniu trwania eksperymentu zidentyfi
kowano liczne ogniska ze wzmożoną aktywno
ścią GGT (GGT+). Ich charakter był jednak nie
jednorodny, gdyż zarówno ogniska, jak i wczes
ne guzki mogą podlegać procesowi progresji lub 
regresji. Progresja prowadzi w kierunku rozwo
ju zmian nowotworowych, natomiast w wyniku 
regresji zanikają cechy świadczące o stanie 
patologicznym komórki, co oznacza jej powrót 
— pod względem fenotypowym — do stanu 
wyjściowego (Solt i współaut. 1977, Farber 
1980, Farber i Cameron 1980, Tatematsu i
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współaut. 1983, Farber  1973). Około 40% og
nisk wykazywało obniżoną aktywność ATPazy, 
około 30% obniżoną aktywność glukozo-6-fo- 
sfatazy, około 19% — spadek aktywności obu 
tych enzymów jednocześnie. W 26 dniu ekspe
rymentu 98% ognisk i wczesnych guzków jest 
GGT+, a aktywności ATPazy i glukozo-6-fosfa- 
tazy są obniżone w znaczącym odsetku zmian 
neoplastycznych (Ogawa i współaut. 1980).

Poziom aktywności PGST oraz GGT zbadano 
także na dalszych etapach hepatokarcynogene- 
zy, to jest w 4, 8, 20, 35 i 50 tygodniu (Tatem a- 
tsu  i współaut. 1988). Od 4 tygodnia zmniejsze
nie aktywności GGT zaobserwowano w niewiel
kiej części ognisk, w których wysoki poziom 
PGST wydawał się być stabilny. W 8 tygodniu 
eksperymentu komórki wyłonionych guzków 
neoplastycznych charakteryzowała znaczna 
aktywność PGST i wyraźny spadek aktywności 
GGT, postępujący aż do całkowitego zaniku w 
miarę rozwoju guza. Zanalizowane w tym eks
perymencie komórki wszystkich HCC także ce
chował brak aktywności GGT oraz wzmożona 
aktywność PGST. Od 20 tygodnia aktywność 
enzymów w guzkach neoplastycznych sugero
wała następowanie procesu formowania „guz
ków w guzkach” (ang. nodules within nodules), 
a zanik aktywności GGT autorzy wiążą raczej z 
procesem progresji zmian w kierunku HCC, niż 
z procesem regresji guzków. Utrzymujący się w 
dłuższym czasie i nie podlegający fluktuacjom, 
a więc stabilny wzrost aktywności PGST pozwa
la sądzić, że w omawianym modelu właśnie ten 
enzym jest najlepszym markerem zarówno pro
cesu inicjacji, jak i rozwoju guza (Tatematsu  i 
współaut. 1988).

Także Makpol  i współaut. (1996) zanalizo
wali aktywności GGT, PGST i alkalicznej fosfa
tazy zarówno w komórkach wątroby, jak i w 
surowicy krwi szczurów w 4, 6, 8, 12 i 16 
tygodniu trwania eksperymentu. Spadek 
aktywności GGT zarówno w surowicy krwi, jak 
i w komórkach wątroby pomiędzy 6 a 12 tygo
dniem w porównaniu z wysoką aktywnością w 
4 tygodniu, można tłumaczyć, zdaniem auto
rów, regresją części zmian o charakterze pre- 
neoplastycznym. Ponowny wzrost aktywności 
GGT w 16 tygodniu eksperymentu autorzy wią
żą z procesem progresji guza (Makpo l  i współ
aut. 1996).

Od momentu wyłonienia się guzków neopla
stycznych rozpoczyna się zatem etap ich zróż
nicowania fenotypowego, a rozwój niewielkiej tylko 
części, to jest 5%-15% guzków, postępuje w kie
runku HCC. Rak wątrobowokomórkowy in stalu 
nascendi, identyfikowany jako guz typu trabeku- 
larnego (beleczkowatego), dobrze, średnio lub sła

bo zróżnicowany, rozpoznawany jest histologi
cznie w 7-8 miesiącu trwania eksperymentu 
(So lt  i Farber  1976, Solt  i współaut. 1977).

Wzrost aktywności enzymów fazy II, między 
innymi PGST, GGT, UDP-glukuronylo-transfe- 
razy i DT-diaforazy, ujawniony w zainicjowa
nych komórkach, w guzkach neoplastycznych 
oraz w komórkach HCC, wiąże się ze zjawiskiem 
oporności komórek na cytotoksyczne działanie 
wielu związków chemicznych, w tym i karcyno- 
genów (Farber  1987, Roomi i współaut. 1985, 
Cam eron  1989). Również spadek aktywności 
enzymów fazy I metabolizmu ksenobiotyków, 
na przykład cytochromów typu P-450, jest zwią
zany z cechą oporności, której wyrazem jest 
między innymi obniżenie zdolności komórek 
zainicjowanych do aktywacji prokarcynogenów, 
zmniejszenie ilości aktywnych metabolitów kar- 
cynogenów kowalencyjnie związanych z DNA, 
RNA i białkami, czy też brak efektu nekrotycz
nego po zastosowaniu dawek toksycznych dla 
komórek prawidłowych (Farber  1987, Roomi i 
współaut. 1985, Farber  i współaut. 1976). Wy
kazano, że w omawianym modelu komórki guz
ków neoplastycznych są prawie całkowicie 
oporne na dawkę czterochlorku węgla, letalną 
dla 100% szczurów prawidłowych grupy kon
trolnej. Autorzy sugerują wręcz ochronny cha
rakter zmian, jakie zaszły w komórkach wątro
by szczura podczas hepatokarcynogenezy, co 
wyraża się zmniejszeniem śmiertelności szczu
rów grupy badanej do 7% (Harris i współaut. 
1989).

Po ekspozycji hepatocytów guzków, induko
wanych w modelu Solta-Farbera, na różne 
związki chemiczne, na przykład 2-AAF, feno- 
barbital, obserwuje się również zmiany w obrę
bie cytoszkieletu (N izard i współaut. 1993). 
Charakteryzują się one między innymi mniej
szą, w porównaniu z komórkami wątroby pra
widłowej, wrażliwością i podatnością włókien 
F-aktyny na fragmentację, a tubuliny na depo- 
limeryzację. N izard i współaut. (1993) sugerują, 
że zmiany te mają związek ze zjawiskiem opor
ności wielolekowej i są wyrazem przekształco
nego w kierunku aktywnej detoksykacji profilu 
metabolicznego zainicjowanych komórek. He- 
patocyty, w których stwierdza się wzmożoną 
aktywność PGST oraz GGT, są w mniejszym 
stopniu zmienione niż komórki prawidłowe, a 
także te, w których nie stwierdza się podwyższo
nego poziomu tych markerów (N izard i współ
aut. 1993). O pojawieniu się cechy oporności w 
komórkach guzków neoplastycznych świadczy 
także wzrost zarówno transkryptów genów mdr 
(ang. multidrug resistance), jak i produktów 
białkowych tych genów, tak zwanej glikoprotei-
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ny P (P-gp) (Teeter  i współaut. 1993). Wyniki 
wielu prac potwierdzają założenia modelu, któ
ry w piśmiennictwie określany jest również jako

model opornych hepatocytów — „Hepatocyte- 
resistant model”.

ROZWÓJ CECHY NIEZALEŻNEGO I EKSPANSYWNEGO WZROSTU KOMÓREK

Analizę wzrostu guzków w modelu Solta- 
Farbera przeprowadzono w 1, 2, 4, 6 i 8 miesią
cu eksperymentu. Wyróżniono trzy fazy: pier
wszą — szybkiego wzrostu, pomiędzy 1 a 2 
miesiącem, drugą — wolnego wzrostu, pomię
dzy 2 a 6 miesiącem oraz trzecią — ponownie 
szybkiego wzrostu, pomiędzy 6 a 8 miesiącem. 
Czas, potrzebny do wyznakowania radioaktyw
ną tymidyną 50% populacji komórek guzków w 
2 i 4 miesiącu, wynosi 12 dni, a w 6 miesiącu 
tylko 6 dni (Rotstein  i współaut. 1986). Wczes
ne zmiany charakteryzuje nieznaczna liczba he
patocytów apoptotycznych oraz podniesiony do 
8,9-13,1% indeks znakowania radioaktywną 
tymidyną. W komórkach parenchymy, otacza
jącej guzki, indeks ten wynosi on 0,5-0,8%. 
Populacja proliferujących komórek w guzkach 
w 2, 4 i 6 miesiącu trwania eksperymentu 
wynosiła odpowiednio 4%, 4% i 8%, zaś w ota
czającej guzki parenchymie — jedynie 0,4%.

W rozwijających się guzkach liczba apopto- 
tycznych hepatocytów jest znacząca i w 2 i 6 
miesiącu wynosi odpowiednio 3% i 7%. Wzrost 
liczby hepatocytów apoptotycznych podczas 
hepatokarcynogenezy był zaskakujący, gdyż 
komórki nowotworów mają obniżony indeks 
apoptotyczny. Autorzy sugerują, że nasilenie 
apoptozy w guzkach identyfikowanych na 
późniejszych etapach nowo tworzenia jest rezul
tatem między innymi zmienionej dostępności 
szeroko rozumianych czynników odżywczych 
komórek. Rozwój guzków preneplastycznych 
prowadzi bowiem do zmiany cytoarchitektoniki 
w obrębie zrazika i do rearanżacji otaczającego 
guzki zrębu wątroby. Dlatego też guzki mają 
wyłącznie unaczynienie tętnicze i nie dopływa 
do nich krew odżywcza, która w wątrobie pra
widłowej płynie w naczyniach zatokowych. Zda
niem autorów, w tym przypadku proces apopto
zy może być zatem stymulatorem regeneracji i 
w ten sposób wpływać na progresję guzków. 
Wzmożona proliferacja genetycznie zmienio
nych komórek guzków, rekompensująca liczbę 
komórek utraconych w efekcie apoptozy, może 
stać się źródłem kolejnych mutacji, których 
akumulacja prowadzi do rozwoju nowtworu 
(Rotstein i współaut. 1986).

Proces wzmożonej proliferacji komórek, ob
serwowany we wczesnych zmianach preneopla- 
stycznych, zdaniem Farbera  (1988), można tra

ktować jako formę wzrostu, który prowadzi je
dynie do kompensacji masy narządu utraconej 
na skutek zabiegu częściowej hepatektomii. Ta
kie zwiększenie liczby komórek nie prowadzi 
zatem do uruchomienia mechanizmów kontrol
nych i dlatego też na tym etapie liczba komórek 
apoptotycznych jest znikoma. Z kolei guzki 
identyfikowane na późniejszych etapach hepa
tokarcynogenezy charakteryzuje, podobnie jak 
narząd prawidłowy, obecność mechanizmów 
kontrolujących liczbę komórek. Posiadają one 
zatem zdolność do zachowania stanu równowa
gi pomiędzy procesem wzmożonej proliferacji a 
procesem apoptozy. Farber  (1988) przypusz
cza, że nasilony proces apoptozy, obserwowany 
w guzkach późniejszych, jest stymulowany 
przez wzrost liczby komórek powyżej wartości 
krytycznej, to znaczy takiej liczby komórek, 
która odpowiada stanowi równowagi procesów 
apoptozy i proliferacji. Jednocześnie sugeruje 
on, że w miarę rozwoju zmian w procesie hepa
tokarcynogenezy, w komórkach guzków nastę
puje jednak utrata zdolności do utrzymania 
procesów proliferacji i apoptozy w stanie rów
nowagi. Stanowi to kolejny krok w kierunku 
zezłośliwienia (Farber  1988).

Wyrazem rozwoju komórek guzków jest naby
cie w 6 miesiącu ich wzrostu nowej cechy, nieobe
cnej w 2 i 4 miesiącu, a mianowicie wzmożonej i 
trwałej aktywności proliferacyjnej. W odpowiedzi 
na zastosowany drugi, dodatkowy czynnik mito- 
genny, komórki z 6-miesięcznych guzków aktyw
nie proliferują jeszcze w 14 i 21 dniu, podczas gdy 
wzmożona aktywność proliferacyjna komórek z 
2-miesięcznych guzków wygasa po 7 dniach od 
momentu ekspozycji na taki czynnik. Cechę nie
zależnego lub częściowo niezależnego wzrostu 
ujawniają komórki neoplastyczne stosunkowo 
późno, bo w około 6 miesiącu procesu hepatokar
cynogenezy (Ogawa i współaut. 1980, Rotstein  
i współaut. 1986).

Ta nowa cecha, którą jest niezależna i ciągła 
proliferacja prowadząca do wzrostu liczby ko
mórek, wydaje się odzwierciedlać zmiany, jakie 
zaszły na poziomie genomu w mechanizmach 
kontrolujących cykl komórkowy. Zmiany te ma
ją charakter nieodwracalny, a komórki, w któ
rych one nastąpiły, tracą zdolność powrotu do 
swego stanu podstawowego. Jest to cecha, jaką 
posiada populacja komórek nowotworowych.
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Guzki, których komórki nabyły cechę ekspan
sywnego wzrostu, mają charakter stabilny, 
trwały i podlegają procesowi progresji (R o tste in  
i współaut. 1986). Wykazano, że z przetrans-

plantowanych komórek guzków rozwijają się u 
biorcy zmiany o charakterze nowotworowym 
(La ish e s  i współaut. 1978).

ZMIANY MATERIAŁU JĄDROWEGO — ZMIANY EKSPRESJI BIAŁEK

Znaczącą i postępującą w czasie reorganiza
cję materiału jądrowego, wyrażającą się między 
innymi dekondensacją chromatyny, wykazano 
w hepatocytach na różnych etapach nowotwo- 
rzenia wywołanych postępowaniem według mo
delu Solta-Farbera (Ba r b o r o  i współaut. 1993). 
Proces relaksacji chromatyny, wyraźnie widocz
ny w hepatocytach 16-tygodniowych guzków, 
prowadzi praktycznie do zaniku obszarów 
skondensowanej chromatyny w guzkach 46 
tygodniowych. Na podstawie analizy charakte
ru i stopnia dekondensacji chromatyny w ko
mórkach guzków i w proliferujących hepatocy
tach po PH, autorzy sugerują, że proces dekon
densacji chromatyny jest elementem jej reorga
nizacji związanej raczej z procesem hepatokar
cynogenezy a nie z aktywnością proliferacyjną 
hepatocytów, kiedy dekondensacja ma chara
kter krótkotrwały, przejściowy. Może być zatem 
uznany za cechę transformacji nowotworowej 
(Bar b o r o  i współaut. 1993).

Niewiele wiadomo o specyficznych białkach 
jądrowych, pojawiających się w ogniskach pre
neoplastycznych na etapie poprzedzającym wy
łonienie się guzków neoplastycznych, w porów
naniu ze wspomnianymi, cytoplazmatycznymi 
białkami o charakterze znaczników (Th o r g e ir - 
r so n  i W ir th  1989). Szczególną rolę w procesie 
karcynogenezy odgrywają produkty białkowe 
onkogenów komórkowych. Wzrost ekspresji on- 
kogenów: myc, H-ras czy K-ras zaobserwowano 
w indukowanych zgodnie z procedurą Solta- 
Farbera guzkach neoplastycznych w 11, 13 i 21 
tygodniu ich rozwoju oraz w komórkach HCC 
(Na g y  i współaut. 1988, Ga r c e a  i współaut. 
1989). Po r sc h -HAllstr ó m  i współaut. (1989) 
wykazali również 2-4-krotny wzrost ekspresji 
onkogenów myc i fos w 11 i 15 tygodniu oraz w 
7 i 12 miesiącu rozwoju guza indukowanego 
zgodnie z metodą Solta-Farbera, nie obserwując 
jednocześnie zmiany ekspresji onkogenu H-ras. 
Również Pasc a le  i współaut. (1996) wykazali 
3-10 krotny wzrost ilości kopii genu c-myc w 
12, 30 i 54 tygodniu trwania eksperymentu, to 
jest w 80% guzków określonych jako wczesne, 
w 65% guzków późnych oraz w 85% HCC. Au
torzy sugerują związek amplifikacji tego genu z 
populacją komórek preneoplastycznych, które 
przejawiając większy potencjał proliferacyjny, 
mają większą możliwość progresji w kierunku

zezłośliwienia (Pa s c a le  i współaut. 1996). W 
toku dalszych badań ujawniono zależną od płci 
ekspresję onkogenu myc i ets podczas hepa
tokarcynogenezy u szczurów. Najwcześniej, bo 
w 11 tygodniu, ekspresji ulega onkogen myc u 
samców, zaś obydwa onkogeny ulegają wzmo
żonej ekspresji u przedstawicieli obu płci w 8 i 
11 miesiącu eksperymentu (B e e r  i współaut. 
1988, F eo  1992). Stosując analizę typu „North
ern biot” i hybrydyzację in situ, wykazano wy
soki poziom ekspresji tego onkogenu nie tylko 
w proliferujących komórkach owalnych i zasa- 
dochłonnych hepatocytach, ale również w po
pulacjach komórek pojawiających się w mode
lu, w którym pominięto etap inicjacji. W komór
kach tych jednak po 10 tygodniach, gdy obraz 
mikroskopowy tkanki odpowiada ponownie wą
trobie prawidłowej, ekspresja onkogenu myc 
powraca do poziomu wyjściowego. Autorzy su
gerują, że wczesny i stabilny wzrost ekspresji 
onkogenu myc w klasycznym modelu Solta-Far
bera związany jest z procesem nie tylko prolife
racji, ale także z krytycznym dla hepatokar
cynogenezy zablokowaniem prawidłowego pro
cesu różnicowania hepatocytów (Na g y  i współ
aut. 1988). Z kolei B e e r  i współaut. (1986) nie 
stwierdzili wzrostu ekspresji onkogenu myc na 
wczesnym etapie hepatokarcynogenezy indu
kowanej DENA mimo amplifikacji tego genu w 
HCC czy wątrobiaku Morrisa.

S u zu ki i współaut. (1995) zbadali immuno- 
histochemicznie ekspresję onkogenu jun  i fos 
we wczesnych ogniskach neoplastycznych, in
dukowanych zgodnie z procedurą Solta-Farbe
ra w 24, 42 dniu oraz 35 tygodniu trwania 
eksperymentu. Niezależną od stałej i wysokiej 
ekspresji białka PGST, wzmożoną ekspresję ge
nu jun  wykazano dopiero w komórkach HCC, 
przy minimalnej ekspresji w 24 i 42 dniu i 
całkowitym braku ekspresji białka Fos. Nieza
leżna od czynnika API i onkogenu jun, wysoka 
ekspresja białka PGST sugeruje, że podczas 
hepatokarcynogenezy w procesie transkrypcji 
odgrywają rolę niezidentyfikowane czynniki, in
ne niż w tkance prawidłowej. Gen jun  odpowia
da, jak się wydaje, za utrzymanie wysokiej eks
presji białka PGST dopiero na bardziej zaawan
sowanym etapie nowotworzenia (S u zu ki i 
współaut. 1995).
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Analizie ilościowej i jakościowej poddano 
także białka jąderkowe o wysokim powinowac
twie do jonów srebra, to jest białka Ag-NOR. 
Białka zbadano w komórkach guzków neopla- 
stycznych i komórkach HCC odpowiednio w 36 
i 60 tygodniu hepatokarcynogenezy indukowa
nej zgodnie z modelem Solta-Farbera. Wyniki 
badań porównano z wynikami analizy białek 
hepatocytów prawidłowych i komórek wątroby 
marskiej (Trere i współaut. 1996).

Analiza ilościowa wykazała stopniowy 
wzrost poziomu całkowitych białek Ag-NOR 
podczas hepatokarcynogenezy. Stwierdzono, że 
istotne ilościowe zmiany dotyczą głównie nu- 
kleoliny i, w mniejszym stopniu, białka B23. W 
toku analizy porównawczej białek Ag-NOR ko
mórek wątroby prawidłowej i wątroby marskiej, 
komórek guzków i komórek HCC nie ujawniono 
różnic jakościowych. Nie wykazano również nie
zrównoważonej syntezy różnych białek Ag-

NOR, procentowy bowiem udział dwóch wymie
nionych komponentów w ogólnej ilości tych 
białek pozostaje we wszystkich badanych ko
mórkach na stałym poziomie (około 80%). Wy
kazano natomiast, że stopniowy wzrost ilości 
nukleoliny i białka B23 podczas hepatokar
cynogenezy, związany jest z procesem wzmożo
nej proliferacji komórek. Świadczy o tym wzrost 
indeksu znakowania radioaktywną tymidyną w 
komórkach guzków i komórkach HCC, który to 
indeks wynosi odpowiednio 1,77% i 5,1% , w 
porównaniu z indeksem komórek prawidło
wych, który wynosi on 0,08% (Trere i współaut.
1996). Wyniki badań białek Ag-NOR, podczas 
hepatokarcynogenezy eksperymentalnej, po
twierdziły związek między wzrostem ilości tych 
białek, szybkością proliferacji komórek a sto
pniem zaawansowania zmian nowotworowych. 
Znaczenie tych badań dla diagnostyki medycz
nej jest oczywiste.

ZMIANY PLOIDII HEPATOCYTÓW

Podczas hepatokarcynogenezy indukowa
nej zgodnie z procedurą Solta-Farbera następu
je zahamowanie poliploidyzacji hepatocytów, 
mającej miejsce podczas rozwoju i wzrostu wą
troby prawidłowej. Komórki wątroby charakte
ryzuje wysoki stopień poliploidalności, będący 
wyrazem postępującego procesu ich różnicowa
nia się. Zmiany w procesie poliploidyzacji hepa
tocytów wyrażają się 4-5-krotnym wzrostem 
liczby hepatocytów diploidalnych w porówna
niu z tkanką prawidłową, w której stanowią one 
zaledwie około 10-15% komórek (Canuto  i 
współaut. 1993, Deleener  i współaut. 1987, 
Styles i współaut. 1985, Saeter  i współaut.

1989). Diploidalne hepatocyty reprezentują 40- 
60% populacji komórek guzków w 6 tygodniu 
eksperymentu, a ich liczba wzrasta do 70-90% 
w guzkach preneoplastycznych i HCC. Odwró
cenie stosunku liczby jąder tetraploidalnych do 
diploidalnych na rzecz tych ostatnich potwier
dzono na różnych etapach rozwoju guza, to jest 
w 5, 7, 9 i 12 miesiącu (Canuto  i współaut.
1993). Komórki pierwotnych nowotworów wą
troby są głównie aneuploidalne i diploidalne. Te 
ostatnie dominują w guzie, podobnie jak na 
pierwszych etapach rozwoju wątroby (Mel- 
chiorri i współaut. 1994).

ZMIANY W METABOLIZMIE BIAŁEK

Obniżony poziom katabolizmu białek w ko
mórkach nowotworowych, w porównaniu z pra
widłowymi, jest jednym z mechanizmów odpo
wiedzialnych za akumulację i zachowanie ich 
dla fazy wzrostu guza (Kisen i współaut. 1993, 
Seglen i współaut. 1990, Tayek  i współaut.
1988). Obniżony poziom katabolizmu białek 
stwierdzono w hepatocytach w czasie karcyno- 
genezy, indukowanej zgodnie ze zmodyfikowa
ną wersją modelu Solta-Farbera, na etapie: pre- 
neoplazji, w komórkach guzków neoplastycz- 
nych w 5, 7, 9 i 12 miesiącu oraz w komórkach 
HCC. Sądzi się, że za proces zmniejszonego 
tempa degradacji białek wewnątrzkomórko
wych odpowiedzialna jest modulacja lizosomal- 
nego trawienia, która polega na obniżeniu 
aktywności hydrolitycznej i zdolności do auto-

fagii. Jednym z mechanizmów warunkujących 
obniżenie aktywności hydrolaz i redukcję tem
pa wewnątrzkomórkowej proteolizy w lizoso- 
mach komórek guzków indukowanych 2-AAF 
jest spadek stężenia jonów wodorowych w wa- 
kuolach przedlizosomowych (Canuto  i współ
aut. 1993, K isen i współaut. 1993, Anderson  i 
współaut. 1989). Zjawisko redukcji proteolizy, 
a więc i degradacji białek, dotyczy również ko
mórek nienowotworowych, ale aktywnie prolife- 
rujących, na przykład w czasie wzrostu wątroby 
w ontogenezie, w okresie niedożywienia organi
zmu oraz po zabiegu PH w trakcie kompensa
cyjnego przyrostu masy narządu (Canuto  i 
współaut. 1993, Cajone  i B ernelli-Zazzera  
1980, Cuervo  i współaut. 1995).
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MODEL SOLTA-FARBERA A CZYNNIKI BIOLOGICZNE

Analiza wpływu czynników biologicznych: 
płci i wieku zwierząt na efektywność oryginalnej 
procedury Solta-Farbera wykazała, że zarówno 
ogniska preneoplastyczne, jak i pierwsze zmia
ny nowotworowe pojawiają się szybciej u sam
ców niż u samic, co — być może — zależy od, 
uwarunkowanej dymorfizmem płciowym, róż
nej sekrecji czynników wzrostu komórek 
(Porsch -H A llstróm  i współaut. 1989). Z kolei, 
najwięcej ognisk hepatocytów PGST+ w 8 tygo
dniu eksperymentu stwierdzono w przypadku 
indukcji hepatokarcynogenezy u 6-tygodnio- 
wych szczurów, choć obecność licznych zmian 
wykazano również u zwierząt starszych, to jest 
26 i 46 tygodniowych (Hasegawa i współaut. 
1991). Porównując efekt promocyjny innych 
czynników mitogennych, takich jak: czterochlo
rek węgla (CCU) i D-galaktozamina (DGA), po
wodujących nekrozę odpowiednio w środkowej 
części zrazika (centrilobular) i obszarze wokół 
żyły wrotnej (periportal), stwierdzono, że bar
dziej efektywna od C CI4 jest DGA, choć zabieg

częściowej hepatektomii wydaje się być naj
skuteczniejszym czynnikiem promocyjnym w 
omawianym modelu (Ts u d a  i współaut. 1987).

W literaturze przedmiotu funkcjonują różne 
modyfikacje oryginalnej metodyki Solta-Farbe
ra, które prowadzą do redukcji okresu utajenia 
guza i przyspieszają rozwój HCC (Deleener  i 
współaut. 1987, Van Goethem  i współaut. 
1993). Rozszerzeniem tego modelu jest proce
dura zakładająca oprócz klasycznych etapów 
inicjacji i promocji, dodatkowy, drugi etap pro
mocji. Etapy inicjacji i promocji są w zasadzie 
podobne jak w modelu Solta-Farbera, choć 
2-AAF stosowany jest w wyższym stężeniu 
(0.03%), zaś zabieg częściowej hepatektomii za
stąpiony jednokrotną dawką czterochlorku wę
gla (2 ml/kg). Dodatkowym czynnikiem promo
cyjnym jest 0,05% fenobarbital, podawany w 
wodzie pitnej począwszy od 8 dnia po zakończe
niu pierwszego etapu promocji aż do końca 
eksperymentu.

UWAGI KOŃCOWE

Pomimo intensywnych badań procesu 
hepatokarcynogenezy, prowadzonych od mo
mentu skonstruowania w 1976 roku modelu 
„Opornych hepatocytów”, mechanizm zarówno 
powstawania, jak i rozwoju zmian nowotworo
wych nie został w pełni poznany i nadal stanowi 
przedmiot badań, o czym świadczą liczne pub

likacje na ten temat. Jedną z wielu kwestii, jakie 
pozostają nadal do wyjaśnienia w tym tak 
wszechstronnie badanym modelu, jest pozna
nie wszystkich mechanizmów działania zarów
no DENA, zabiegu częściowej hepatektomii, jak 
i 2-AAF, a zwłaszcza zrozumienie pełnej roli tego 
ostatniego związku (Pascale  i współaut. 1996).

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

Sum mary

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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