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Badania z zakresu biologii komorek
nowotworowych oraz ich potencja-
tu proliferacyjnego i metastatycznego
oraz odpowiedzi na podane chemiote-
rapeutyki lub inne substancje o charak-
terze przeciwnowotworowym, jak row-
niez charakterystyka farmakodynamiki
tych zwiazkéw w komérkach transfor-
mowanych nowotworowo w pierwszym
etapie badan przedklinicznych oraz w ba-
daniach naukowych, przeprowadzane sa
w warunkach in vitro. W tym celu wy-
korzystuje si¢ komercyjnie dostepne li-
nie komoérek nowotworowych, pozyska-
ne z bankéw linii komérkowych: ECACC
(European Collection of Cell Cultures)
lub ATCC (American Type Culture Col-
lection) badZ wyprowadza sie¢ taka li-
nie z guza pobranego $rédoperacyjnie.
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Badania w warunkach ix vitro maja jed-
nak swoje ograniczenia, co sprawia, ze
interpretacja wynikéw koncowych bywa
trudna i nie zawsze odzwierciedla odpo-
wiedz komérek nowotworowych wzra-
stajacych in vivo. Jest to zwigzane przede
wszystkim z tym, ze wiekszo$¢ komercyj-
nie dostepnych linii nowotworowych wy-
prowadza sie, wykonujac seryjne pasaze
i prowadzac selekcje komoérek w kierun-
ku pozadanych cech, takich jak ekspresja
okreslonych gendw, okreslone cechy mor-
fologiczne i funkcje. Podczas tego kontro-
lowanego wzrostu komdrki nowotworowe
nabywaja cech fenotypowych, ktére po-
zwalaja im zaadaptowad sie¢ do warun-
kéw in vitro (1). Ponadto w hodowlach
jednowarstwowych (typu monolayer)
komérki maja zapewniony latwy dostep

do skfadnikéw odzywczych i tlenu, w wy-
niku czego powstaje jednolita pod wzgle-
dem genotypowym i fenotypowym popu-
lacja komdrek (2). Nalezy podkresli¢, ze
komérkom nowotworowym hodowanym
w takich warunkach brakuje zlozonosci
budowy guza wzrastajacego w warunkach
in vivo, w tym unaczynienia i obecno$¢
komérek zapalnych (3). Hodowla komér-
kowa pozbawiona jest réwniez macierzy
zewnatrzkomoérkowej (4). Stwarza to ko-
nieczno$¢ poszukiwania innych modeli
doswiadczalnych do badan onkologicz-
nych, na ktérych mozna byloby prowadzi¢
badania z zakresu biologii nowotwordw,
jak réwniez okresla¢ odpowiedZ komé-
rek nowotworowych na podawane sub-
stancje przeciwnowotworowe.

Sferoidy

W ocenie skutecznosci dziatania lekéw
przeciwnowotworowych lub innych sub-
stancji o potencjalnym charakterze supre-
sorowym coraz czesciej wykorzystuje sie
sferoidy (hodowle tréjwymiarowe — 3D)
— agregaty komérek nowotworowych,
ktore hoduje sie w warunkach in vitro.
Wielokomoérkowe sferoidy nowotworo-
we wykazujg cechy guza wzrastajacego
w warunkach in vivo we wczesnej fazie
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Experimental models in cancer research.
Part I. Spheroids and in ovo model
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The purpose of this article was to present the nov-
el approach for studying cancer under controlled
laboratory conditions. Development of cancer is
a complex biological process that requires com-
prehensive experimental systems for the investi-
gations. Until recently, cancer research was based
on the use of neoplastic cell lines as in vitro ex-
perimental models to study biology of tumor
cells. These models however, do not reflect all fea-
tures of human tumors. It has created the neces-
sity of developing more appropriate in vitro mod-
els. Here two novel models, namely: multicellular
tumor spheroids and chick chorioallantoic mem-
brane, are described. They both constitute more
realistic insight to the structural architecture and
differentiated functions of human cancer cells and
they could be successfully introduced into the re-
search. These models provide a valuable, reliable
alternatives to currently used animal models in
studying the growth of mammalian tumors and
tumor angiogenesis. They will also allow to min-
imize the number of animals used in preclinical

trials in medical experiments.
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jego wzrostu i dlatego uwazane sg za for-
me posrednia pomiedzy komérkami z ho-
dowli typu jednowarstwowego a guzem
wzrastajacym spontanicznie (4, 5, 6). Pod
wzgledem morfologicznym hodowle ko-
moérkowe w kulturach 3D, a zwlaszcza
sferoidy, sktadaja sie z komoérek o zréz-
nicowanym fenotypie, bedacych w fazie
spoczynkowej cyklu komérkowego, proli-
ferujacych oraz umiejscowionych w $rod-
ku sferoidu komoérek objetych zmianami
martwiczymi (2, 7), gdyz ci$nienie par-
cjalne tlenu maleje w kierunku central-
nej czesci sferoidu. Komérki dzielace sie
wystepuja gtéwnie w 3—5 warstwach ze-
wnetrznych, natomiast komérki znajdu-
jace sie w fazie spoczynkowej — w poblizu
obszaréw centralnych (4). Oprécz zblizo-
nej do guzéw pobranych $rédoperacyj-
nie morfologii, podobienstw sferoidéw
do guzdéw powstajacych spontanicznie
nalezy réwniez upatrywa¢ w oddziatywa-
niach komoérka-komérka, wewnatrzko-
morkowych szlakach sygnalowych i eks-
presji genéw. Odpowiedz sferoidéw i gu-
z6w wzrastajacych w warunkach in vivo
na podane substancje przeciwnowotwo-
rowe jest zblizona. Dawka IC, (inhibi-
tory concentration, dawka substancji

powodujaca 50% maksymalnej inhibicji)
komérek rosnacych w formie jednowar-
stwowej, w klasycznych hodowlach 2D,
jest nizsza (7).

W celu ustalenia optymalnej dawki
radioterapii oraz jej skutkéw na aktyw-
nos¢ proliferacyjna komoérek nowotwo-
rowych sferoidy, po ich uprzednim na-
promienieniu, mozna takze wszczepiad
do moézgu dojrzatych piciowo szczuréw
(8). Domoézgowe transplantacje sfero-
idéw przeprowadza sie takze na plodach
szczurzych (9). W badaniach nad an-
giogeneza w nowotworach sferoidy im-
plantuje sie réwniez na btone kosmoéw-
kowo—omoczniowa zarodkéw ptakéw
w hodowlach ex ovo. Rozpatrujac wyko-
rzystywanie sferoidéw do tego typu do-
$wiadczen nalezy wzia¢ pod uwage roz-
miar mikroguza. Uwaza sig, ze najlep-
sze rezultaty, wyrazone m.in. wysokim
potencjalem angiogennym formujace-
go sie w takich warunkach guza, otrzy-
muje sie przeszczepiajac sferoidy o roz-
miarach od 500 pm do 1 mm (10). Ogra-
niczenia wykorzystywania sferoidéw do
badar nad biologia nowotwordéw zwiaza-
ne sa z brakiem oddzialywan o charakte-
rze parakrynnym pomiedzy komérkami
guza a komérkami gospodarza. Na przy-
klad braku wplywu czynnikéw wzrosto-
wych, oddzialywan pomiedzy komérka-
mi nowotworowymi a komérkami ukladu
krwiotworczego lub komdrkami nabton-
kowymi oraz stresem komérek, ktéry
jest zwiazany z ich hodowla w nieogra-
niczonej przestrzeni. Warto podkreslic,
ze hodowla sferoidéw nie jest wskaza-
na w przypadku komérek, ktére fizjolo-
gicznie przyjmuja forme jednowarstwy,
np. komérek nabtonka jelita grubego (6).

Hodowle in ovo

W ostatnich latach nastapil znaczacy
wzrost zainteresowania badaniami na za-
rodkach ptasich, na ktérych przeprowa-
dza si¢ badania embriologiczne (11), tok-
sykologiczne (12), a takze onkologiczne.
Z dostepnego pi$miennictwa wynika, ze
model ten jest z powodzeniem stosowany
do oceny skutecznosci dzialania substan-
¢ji o charakterze przeciwnowotworowym
(13), jak réwniez do badan nad mechani-
zmami angiogenezy w nowotworach (14)
réznego pochodzenia.

Pierwsze opublikowane wyniki préby
przeszczepiania komoérek nowotworédw
ztoéliwych ssakéw na blone kosmoéwko-
wo-omoczniowa (chorioallantoic mem-
brane — CAM) zarodkéw kury domowej
pochodza z 1912 r. (15), jednak rozwdj
prac traktujacych o przydatnosci mode-
lu in ovo do badan nad onkogeneza przy-
pad! na przetom XX i XXI wieku (16).
Z dostepnych zrédet wynika, ze na blonie

kosméwkowo-omoczniowej zarodkéw pta-
kéw mozna hodowa¢ odpowiednio przygo-
towane komorki nowotworowe pozyska-
ne $rodoperacyjnie, np. gwiazdziaka ana-
plastycznego, glejaka wielopostaciowego,
skapodrzewiaka, oponiaka, wysciétczaka
i rdzeniaka (17). Innymi, szczegélnie pre-
dysponowanymi do wzrostu na modelu
in ovo nowotworami sa: kostniakomiesak
(18), rak gruczotu krokowego (19), jak row-
niez zlosliwe nowotwory uktadu hemato-
poetycznego, w tym chloniaki (20). Mo-
delami wykorzystywanymi w do$wiad-
czalnych badaniach onkologicznych sa
zarodki kury domowej: leghorn bialy (21,
22,23, 24) oraz ross 308 (25), a takze prze-
pidrki (26).

Blona kosméwkowo-omoczniowa for-
muje sie czwartego dnia rozwoju zarodko-
wego ptaka, poprzez polaczenie kosméw-
ki i omoczni. Szybkie tempo proliferacji
komorek srédblonka i réznicowanie na-
czyn krwionos$nych oplatajacych te btone
postepuje do 11 dnia zycia zarodka (14).
Blona kosméwkowo-omoczniowa zbu-
dowana jest z trzech warstw: ektodermy,
ktéra przylega do skorupy jaja, mezoder-
my pokrytej siecia naczyn krwiono$nych
i sktadnikami podscieliska oraz endoder-
my polozonej od strony jamy omoczni.
Grubo$¢ wszystkich trzech warstw rzadko
przekracza 100 pm (16). Blona kosméw-
kowo-omoczniowa pelni funkcje narzadu
oddechowego zarodka, rezerwuaru pro-
duktéw jego przemiany materii, a tak-
ze transportuje elektrolity (séd i chlor-
ki) z omoczni i wchlania jony wapnia ze
skorupy jaja, ktdre sa niezbedne w proce-
sie mineralizacji kosci rosnacego zarodka.
Rozpatrujac mozliwosci uznania zarodkéw
ptasich za potencjalny model wykorzysty-
wany w trakcie koniecznych do$wiadczal-
nych badan onkologicznych nalezy nad-
mieni¢, ze uktad immunologiczny zarod-
ka ptaka nie jest kompletnie rozwiniety
az do 10 dnia rozwoju. Obecno$¢ limfo-
cytow B stwierdza si¢ dopiero w 11 dniu
rozwoju zarodkowego, natomiast limfo-
cyty T we krwi obwodowej pojawiaja sie
w 12 dniu. Z uwagi na lokalizacje i fatwy
dostep do naczyn krwionoénych zarod-
ka ptaka, jak réwniez pézny rozwdj jego
ukladu immunologicznego, implantacja
komoérek nowotworowych na blone ko-
smoéwkowo-omoczniowq jest zabiegiem
prostym technicznie i obarczonym nie-
wielkim ryzykiem odrzucenia przeszcze-
pu (27). Wydaje sie, ze jedynym czynni-
kiem ograniczajacym znaczenie meto-
dy in ovo w badaniach onkologicznych
sa réznice w metabolizmie ptaka (biorcy
komorek nowotworowych) i ssaka (daw-
cy tych komérek), a §cislej dotyczy to zja-
wiska lekoopornosci, cho¢by wrazliwosci
na chlormetyne, zwiazku, na ktéry ptaki
sa oporne (22).
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Implantacji komérek nowotworowych
zawieszonych w medium hodowlanym
dokonuje si¢ w miejscu wystgpowania
naczyn krwionoénych btony kosméwko-
wo-omoczniowej. Po zabiegu jaja zabez-
piecza sie plastrem przepuszczajacym po-
wietrze i ponownie umieszcza w aparacie
legowym (25). Formowanie guza rozpo-
czyna si¢ juz 2—5 dni po inokulacji komé-
rek nowotworowych; wkrétce potem guz
zaczynaja oplata¢ naczynia krwionos$ne.
Proces angiogenezy obejmuje tez miazsz
nowotworu. Tak rozpoczyna sig faza szyb-
kiego wzrostu nowotworu (27). W zalez-
nosci od pochodzenia i liczby przeszcze-
pianych komérek nowotworowych, jak
réwniez ich aktywnosci proliferacyjnej,
formujace si¢ nowotwory osiagaja mase
nawet 500—-600 mg juz w niecaly tydzien
po implantacji. W tym czasie komorki
nowotworowe moga opusci¢ pierwotne
ognisko i tworzy¢ mikroprzerzuty w na-
rzgdach zarodka (16). W miejscu implan-
tacji komérek nowotworowych stwier-
dza sie silny obrzek btony kosmdéwko-
wo-omoczniowej (28). Opisywano takze
przeszczep komorek ludzkiej linii kost-
niakomiesaka na btone kosmoéwkowo-
-omoczniowa w miejsce, w ktérym nie
wystepowaly naczynia krwionos$ne (29),
a takze wszczepianie komérek nowotwo-
rowych do woreczka z6ttkowego zarod-
ka (22). Komoérki nowotworowe pocho-
dzenia astrocytarnego mozna implanto-
wacé takze do komér mézgu zarodkow
ptakéw. Morfologia tak uzyskanych gu-
z6w jest podobna do guzéw powstaja-
cych z przeszczepionych komoérek tych
samych linii do mézgu gryzoni labora-
toryjnych (21).

Skuteczno$¢ hodowli nowotworéw
w warunkach in ovo zalezy m.in. od liczby
komorek nowotworowych, ktére pasazuje
sie na btone kosméwkowo-omoczniowa
zarodka ptaka. Jak wynika z badan, wraz
ze wzrostem stezenia inokulowanych ko-
morek maleje wspoélczynnik przezycia za-
rodkéw ptakéw. Powodzenie hodowli ko-
mérek nowotworowych na modelu in ovo
uwarunkowane jest takze odpowiednim
momentem pasazu komoérek na blone
kosméwkowo-omoczniowa (29). Innym
czynnikiem limitujacym jest rodzaj no-
wotworu. Najintensywniejszy rozwéj guza
obserwuje sie po wszczepieniu nowotwo-
réow tagodnych, ktére nie sa pochodze-
nia neuroektodermalnego, np. oponiak.
Dynamika wzrostu glejaka jest znacz-
nie mniejsza, jakkolwiek glejaki o wiek-
szym stopniu zlosliwosci rosna szybciej
w poréwnaniu do guzéw sklasyfikowa-
nych jako mniej ztosliwe (17). Za pozy-
tywny wynik doswiadczenia z wykorzy-
staniem btony kosméwkowo-omocznio-
wej do hodowli komérek nowotworowych
uznaje sie obecnos$¢ guzéw o rozmiarach

Zycie Weterynaryjne * 2012 « 87(10)

powyzej 2 mm, z widocznym obszarem
waskularyzacji na jego powierzchni (27).
Zakonczenie hodowli nowotworu z wy-
korzystaniem zarodkéw ptasich przepro-
wadza sie 17, 18, 19 lub 20 dnia rozwoju
zarodkowego (23, 25), cho¢ opisano takze
przypadki wyklucia sie pisklat z zaimplan-
towanymi wcze$niej komdrkami nowo-
tworowymi (21). Wydaje sie, ze decydu-
jacy wplyw na morfologie guza uformo-
wanego w wyniku implantacji komérek
nowotworowych na blone kosméwko-
wo-omoczniowq (a takze w innych ukla-
dach dos$wiadczalnych, na przyklad do
moézgu gryzoni laboratoryjnych) ma ro-
dzaj wykorzystanej linii nowotworowe;j.
Nie wszystkie dostepne komercyjnie li-
nie maja bowiem fenotyp guza pierwot-
nego. Za predykcyjna linie nowotworo-
wa chetnie wykorzystywana w badaniach
przedklinicznych uznaje si¢ np. U251,
ktorej komorki, a takze guz z nich ufor-
mowany wykazuje wszystkie najwazniej-
sze cechy genetyczne i fenotypowe gle-
jaka wzrastajacego spontanicznie (30).
W warunkach in ovo mozna takze hodo-
wacé fragmenty guzéw pozyskanych sréd-
operacyjnie (31, 32).

Podsumowanie

Zasadnos$¢ wykorzystywania zwierzat
do badan onkologicznych od lat wzbu-
dza kontrowersje. Wydaje sie, ze bada-
nia w warunkach iz vitro stanowia alter-
natywe dla badan na zwierzetach. Dzigki
zastosowaniu tego rodzaju modeli do-
$wiadczalnych mozna prowadzi¢ prace
m.in. nad genami i szlakami molekular-
nymi zaangazowanymi w proces onkoge-
nezy czy pewne badania dotyczace oce-
ny skutecznosci substancji o dzialaniu
przeciwnowotworowym. Jednakze takie
uktady do$wiadczalne nie sa w stanie od-
tworzy¢ wielu skomplikowanych interak-
cji jakie zachodza pomiedzy komérkami
wzrastajacego guza nowotworowego a or-
ganizmem gospodarza, takie jak oddzia-
tywania na poziomie komoérka-podscie-
lisko guza, reakcji uktadu odpornoscio-
wego czy dzialan niepozadanych nowych
lekéw przeciwnowotworowych. Stad tez
nie da si¢ catkowicie wykluczy¢ badan
prowadzonych na zwierzetach.
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