
pokarmu, w konsekwencji prowadząc do 
wyniszczenia i śmierci (11, 12). Zwierzę-
ta zaczynają chorować w młodym wie-
ku, a śmierć następuje najczęściej w wie-
ku 2–4 lat, co sprawia, że znacznie spa-
da liczba osobników będących w wieku 
rozrodczym (9). Tryb życia tych intere-
sujących zwierząt (często dochodzi do 
walk pomiędzy osobnikami, które wal-
czą o  padlinę) sprawia, że ten mecha-
nizm roznoszenia się choroby jest bar-
dzo efektywny w rozprzestrzenianiu się 
nowotworu. Sprawia to, że nowotwór 
jest przyczyną szybkiego zmniejszania 
się populacji diabłów tasmańskich i ist-
nieje potencjalna możliwość całkowitego 
wymarcia tego gatunku w naturze w cią-
gu kilku dekad. Nie wydaje się, aby w roz-
przestrzenianiu się choroby jakąkolwiek 
rolę odgrywało spożywanie padliny lub, 
że choroba może być przenoszona przez 
jakieś wektory.

Guzy są często dobrze odgraniczone 
(87% przypadków), przybierają postać 
płaskich, jędrnych mas, często o owrzo-
działej sączącej powierzchni, zlokalizo-
wanych głównie na skórze części twarzo-
wej i w jamie ustnej (10). W większości 

przypadków (65%) u  chorych diabłów 
tasmańskich obserwuje się występowa-
nie przerzutów, najczęściej do węzłów 
chłonnych, płuc, śledziony, serca oraz 
otrzewnej.
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Badania z  zakresu biologii komórek 
nowotworowych oraz ich potencja-

łu proliferacyjnego i  metastatycznego 
oraz odpowiedzi na podane chemiote-
rapeutyki lub inne substancje o charak-
terze przeciwnowotworowym, jak rów-
nież charakterystyka farmakodynamiki 
tych związków w  komórkach transfor-
mowanych nowotworowo w pierwszym 
etapie badań przedklinicznych oraz w ba-
daniach naukowych, przeprowadzane są 
w warunkach in vitro. W tym celu wy-
korzystuje się komercyjnie dostępne li-
nie komórek nowotworowych, pozyska-
ne z banków linii komórkowych: ECACC 
(European Collection of Cell Cultures) 
lub ATCC (American Type Culture Col-
lection) bądź wyprowadza się taką li-
nię z  guza pobranego śródoperacyjnie. 

Badania w warunkach in vitro mają jed-
nak swoje ograniczenia, co sprawia, że 
interpretacja wyników końcowych bywa 
trudna i nie zawsze odzwierciedla odpo-
wiedź komórek nowotworowych wzra-
stających in vivo. Jest to związane przede 
wszystkim z tym, że większość komercyj-
nie dostępnych linii nowotworowych wy-
prowadza się, wykonując seryjne pasaże 
i prowadząc selekcję komórek w kierun-
ku pożądanych cech, takich jak ekspresja 
określonych genów, określone cechy mor-
fologiczne i funkcje. Podczas tego kontro-
lowanego wzrostu komórki nowotworowe 
nabywają cech fenotypowych, które po-
zwalają im zaadaptować się do warun-
ków in vitro (1). Ponadto w hodowlach 
jednowarstwowych (typu monolayer) 
komórki mają zapewniony łatwy dostęp 

do składników odżywczych i tlenu, w wy-
niku czego powstaje jednolita pod wzglę-
dem genotypowym i fenotypowym popu-
lacja komórek (2). Należy podkreślić, że 
komórkom nowotworowym hodowanym 
w takich warunkach brakuje złożoności 
budowy guza wzrastającego w warunkach 
in vivo, w tym unaczynienia i obecność 
komórek zapalnych (3). Hodowla komór-
kowa pozbawiona jest również macierzy 
zewnątrzkomórkowej (4). Stwarza to ko-
nieczność poszukiwania innych modeli 
doświadczalnych do badań onkologicz-
nych, na których można byłoby prowadzić 
badania z zakresu biologii nowotworów, 
jak również określać odpowiedź komó-
rek nowotworowych na podawane sub-
stancje przeciwnowotworowe.

Sferoidy

W ocenie skuteczności działania leków 
przeciwnowotworowych lub innych sub-
stancji o potencjalnym charakterze supre-
sorowym coraz częściej wykorzystuje się 
sferoidy (hodowle trójwymiarowe – 3D) 
– agregaty komórek nowotworowych, 
które hoduje się w warunkach in vitro. 
Wielokomórkowe sferoidy nowotworo-
we wykazują cechy guza wzrastającego 
w warunkach in vivo we wczesnej fazie 

Modele doświadczalne  
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Część I. Sferoidy i model in ovo
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jego wzrostu i dlatego uważane są za for-
mę pośrednią pomiędzy komórkami z ho-
dowli typu jednowarstwowego a guzem 
wzrastającym spontanicznie (4, 5, 6). Pod 
względem morfologicznym hodowle ko-
mórkowe w  kulturach 3D, a  zwłaszcza 
sferoidy, składają się z komórek o zróż-
nicowanym fenotypie, będących w fazie 
spoczynkowej cyklu komórkowego, proli-
ferujących oraz umiejscowionych w środ-
ku sferoidu komórek objętych zmianami 
martwiczymi (2, 7), gdyż ciśnienie par-
cjalne tlenu maleje w kierunku central-
nej części sferoidu. Komórki dzielące się 
występują głównie w 3–5 warstwach ze-
wnętrznych, natomiast komórki znajdu-
jące się w fazie spoczynkowej – w pobliżu 
obszarów centralnych (4). Oprócz zbliżo-
nej do guzów pobranych śródoperacyj-
nie morfologii, podobieństw sferoidów 
do guzów powstających spontanicznie 
należy również upatrywać w oddziaływa-
niach komórka-komórka, wewnątrzko-
mórkowych szlakach sygnałowych i eks-
presji genów. Odpowiedź sferoidów i gu-
zów wzrastających w warunkach in vivo 
na podane substancje przeciwnowotwo-
rowe jest zbliżona. Dawka IC50 (inhibi-
tory concentration, dawka substancji 

powodująca 50% maksymalnej inhibicji) 
komórek rosnących w formie jednowar-
stwowej, w klasycznych hodowlach 2D, 
jest niższa (7).

W  celu ustalenia optymalnej dawki 
radioterapii oraz jej skutków na aktyw-
ność proliferacyjną komórek nowotwo-
rowych sferoidy, po ich uprzednim na-
promienieniu, można także wszczepiać 
do mózgu dojrzałych płciowo szczurów 
(8). Domózgowe transplantacje sfero-
idów przeprowadza się także na płodach 
szczurzych (9). W  badaniach nad an-
giogenezą w nowotworach sferoidy im-
plantuje się również na błonę kosmów-
kowo–omoczniową zarodków ptaków 
w hodowlach ex ovo. Rozpatrując wyko-
rzystywanie sferoidów do tego typu do-
świadczeń należy wziąć pod uwagę roz-
miar mikroguza. Uważa się, że najlep-
sze rezultaty, wyrażone m.in. wysokim 
potencjałem angiogennym formujące-
go się w takich warunkach guza, otrzy-
muje się przeszczepiając sferoidy o roz-
miarach od 500 µm do 1 mm (10). Ogra-
niczenia wykorzystywania sferoidów do 
badań nad biologią nowotworów związa-
ne są z brakiem oddziaływań o charakte-
rze parakrynnym pomiędzy komórkami 
guza a komórkami gospodarza. Na przy-
kład braku wpływu czynników wzrosto-
wych, oddziaływań pomiędzy komórka-
mi nowotworowymi a komórkami układu 
krwiotwórczego lub komórkami nabłon-
kowymi oraz stresem komórek, który 
jest związany z ich hodowlą w nieogra-
niczonej przestrzeni. Warto podkreślić, 
że hodowla sferoidów nie jest wskaza-
na w przypadku komórek, które fizjolo-
gicznie przyjmują formę jednowarstwy, 
np. komórek nabłonka jelita grubego (6).

Hodowle in ovo

W  ostatnich latach nastąpił znaczący 
wzrost zainteresowania badaniami na za-
rodkach ptasich, na których przeprowa-
dza się badania embriologiczne (11), tok-
sykologiczne (12), a  także onkologiczne. 
Z dostępnego piśmiennictwa wynika, że 
model ten jest z powodzeniem stosowany 
do oceny skuteczności działania substan-
cji o charakterze przeciwnowotworowym 
(13), jak również do badań nad mechani-
zmami angiogenezy w nowotworach (14) 
różnego pochodzenia.

Pierwsze opublikowane wyniki próby 
przeszczepiania komórek nowotworów 
złośliwych ssaków na błonę kosmówko-
wo-omoczniową (chorioallantoic mem-
brane – CAM) zarodków kury domowej 
pochodzą z 1912 r. (15), jednak rozwój 
prac traktujących o przydatności mode-
lu in ovo do badań nad onkogenezą przy-
padł na przełom XX i XXI wieku (16). 
Z dostępnych źródeł wynika, że na błonie 

kosmówkowo-omoczniowej zarodków pta-
ków można hodować odpowiednio przygo-
towane komórki nowotworowe pozyska-
ne śródoperacyjnie, np. gwiaździaka ana-
plastycznego, glejaka wielopostaciowego, 
skąpodrzewiaka, oponiaka, wyściółczaka 
i rdzeniaka (17). Innymi, szczególnie pre-
dysponowanymi do wzrostu na modelu 
in ovo nowotworami są: kostniakomięsak 
(18), rak gruczołu krokowego (19), jak rów-
nież złośliwe nowotwory układu hemato-
poetycznego, w tym chłoniaki (20). Mo-
delami wykorzystywanymi w doświad-
czalnych badaniach onkologicznych są 
zarodki kury domowej: leghorn biały (21, 
22, 23, 24) oraz ross 308 (25), a także prze-
piórki (26).

Błona kosmówkowo-omoczniowa for-
muje się czwartego dnia rozwoju zarodko-
wego ptaka, poprzez połączenie kosmów-
ki i omoczni. Szybkie tempo proliferacji 
komórek śródbłonka i różnicowanie na-
czyń krwionośnych oplatających tę błonę 
postępuje do 11 dnia życia zarodka (14). 
Błona kosmówkowo-omoczniowa zbu-
dowana jest z trzech warstw: ektodermy, 
która przylega do skorupy jaja, mezoder-
my pokrytej siecią naczyń krwionośnych 
i składnikami podścieliska oraz endoder-
my położonej od strony jamy omoczni. 
Grubość wszystkich trzech warstw rzadko 
przekracza 100 µm (16). Błona kosmów-
kowo-omoczniowa pełni funkcję narządu 
oddechowego zarodka, rezerwuaru pro-
duktów jego przemiany materii, a  tak-
że transportuje elektrolity (sód i  chlor-
ki) z omoczni i wchłania jony wapnia ze 
skorupy jaja, które są niezbędne w proce-
sie mineralizacji kości rosnącego zarodka. 
Rozpatrując możliwości uznania zarodków 
ptasich za potencjalny model wykorzysty-
wany w trakcie koniecznych doświadczal-
nych badań onkologicznych należy nad-
mienić, że układ immunologiczny zarod-
ka ptaka nie jest kompletnie rozwinięty 
aż do 10 dnia rozwoju. Obecność limfo-
cytów B stwierdza się dopiero w 11 dniu 
rozwoju zarodkowego, natomiast limfo-
cyty T we krwi obwodowej pojawiają się 
w 12 dniu. Z uwagi na lokalizację i łatwy 
dostęp do naczyń krwionośnych zarod-
ka ptaka, jak również późny rozwój jego 
układu immunologicznego, implantacja 
komórek nowotworowych na błonę ko-
smówkowo-omoczniową jest zabiegiem 
prostym technicznie i obarczonym nie-
wielkim ryzykiem odrzucenia przeszcze-
pu (27). Wydaje się, że jedynym czynni-
kiem ograniczającym znaczenie meto-
dy in ovo w badaniach onkologicznych 
są różnice w metabolizmie ptaka (biorcy 
komórek nowotworowych) i ssaka (daw-
cy tych komórek), a ściślej dotyczy to zja-
wiska lekooporności, choćby wrażliwości 
na chlormetynę, związku, na który ptaki 
są oporne (22).

Experimental models in cancer research. 
Part I. Spheroids and in ovo model

Urbańska K., Sokołowska J., Department 
of Morphological Sciences, Faculty of 
Veterinary Medicine, Warsaw University of Life 
Science – SGGW

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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Implantacji komórek nowotworowych 
zawieszonych w  medium hodowlanym 
dokonuje się w  miejscu występowania 
naczyń krwionośnych błony kosmówko-
wo-omoczniowej. Po zabiegu jaja zabez-
piecza się plastrem przepuszczającym po-
wietrze i ponownie umieszcza w aparacie 
lęgowym (25). Formowanie guza rozpo-
czyna się już 2–5 dni po inokulacji komó-
rek nowotworowych; wkrótce potem guz 
zaczynają oplatać naczynia krwionośne. 
Proces angiogenezy obejmuje też miąższ 
nowotworu. Tak rozpoczyna się faza szyb-
kiego wzrostu nowotworu (27). W zależ-
ności od pochodzenia i liczby przeszcze-
pianych komórek nowotworowych, jak 
również ich aktywności proliferacyjnej, 
formujące się nowotwory osiągają masę 
nawet 500–600 mg już w niecały tydzień 
po implantacji. W  tym czasie komórki 
nowotworowe mogą opuścić pierwotne 
ognisko i tworzyć mikroprzerzuty w na-
rządach zarodka (16). W miejscu implan-
tacji komórek nowotworowych stwier-
dza się silny obrzęk błony kosmówko-
wo-omoczniowej (28). Opisywano także 
przeszczep komórek ludzkiej linii kost-
niakomięsaka na błonę kosmówkowo-
-omoczniową w  miejsce, w  którym nie 
występowały naczynia krwionośne (29), 
a także wszczepianie komórek nowotwo-
rowych do woreczka żółtkowego zarod-
ka (22). Komórki nowotworowe pocho-
dzenia astrocytarnego można implanto-
wać także do komór mózgu zarodków 
ptaków. Morfologia tak uzyskanych gu-
zów jest podobna do guzów powstają-
cych z  przeszczepionych komórek tych 
samych linii do mózgu gryzoni labora-
toryjnych (21).

Skuteczność hodowli nowotworów 
w warunkach in ovo zależy m.in. od liczby 
komórek nowotworowych, które pasażuje 
się na błonę kosmówkowo-omoczniową 
zarodka ptaka. Jak wynika z badań, wraz 
ze wzrostem stężenia inokulowanych ko-
mórek maleje współczynnik przeżycia za-
rodków ptaków. Powodzenie hodowli ko-
mórek nowotworowych na modelu in ovo 
uwarunkowane jest także odpowiednim 
momentem pasażu komórek na błonę 
kosmówkowo-omoczniową (29). Innym 
czynnikiem limitującym jest rodzaj no-
wotworu. Najintensywniejszy rozwój guza 
obserwuje się po wszczepieniu nowotwo-
rów łagodnych, które nie są pochodze-
nia neuroektodermalnego, np. oponiak. 
Dynamika wzrostu glejaka jest znacz-
nie mniejsza, jakkolwiek glejaki o więk-
szym stopniu złośliwości rosną szybciej 
w  porównaniu do guzów sklasyfikowa-
nych jako mniej złośliwe (17). Za pozy-
tywny wynik doświadczenia z wykorzy-
staniem błony kosmówkowo-omocznio-
wej do hodowli komórek nowotworowych 
uznaje się obecność guzów o rozmiarach 

powyżej 2 mm, z widocznym obszarem 
waskularyzacji na jego powierzchni (27). 
Zakończenie hodowli nowotworu z wy-
korzystaniem zarodków ptasich przepro-
wadza się 17, 18, 19 lub 20 dnia rozwoju 
zarodkowego (23, 25), choć opisano także 
przypadki wyklucia się piskląt z zaimplan-
towanymi wcześniej komórkami nowo-
tworowymi (21). Wydaje się, że decydu-
jący wpływ na morfologię guza uformo-
wanego w wyniku implantacji komórek 
nowotworowych na błonę kosmówko-
wo-omoczniową (a także w innych ukła-
dach doświadczalnych, na przykład do 
mózgu gryzoni laboratoryjnych) ma ro-
dzaj wykorzystanej linii nowotworowej. 
Nie wszystkie dostępne komercyjnie li-
nie mają bowiem fenotyp guza pierwot-
nego. Za predykcyjną linię nowotworo-
wą chętnie wykorzystywaną w badaniach 
przedklinicznych uznaje się np. U251, 
której komórki, a także guz z nich ufor-
mowany wykazuje wszystkie najważniej-
sze cechy genetyczne i fenotypowe gle-
jaka wzrastającego spontanicznie (30). 
W warunkach in ovo można także hodo-
wać fragmenty guzów pozyskanych śród-
operacyjnie (31, 32).

Podsumowanie

Zasadność wykorzystywania zwierząt 
do badań onkologicznych od lat wzbu-
dza kontrowersje. Wydaje się, że bada-
nia w warunkach in vitro stanowią alter-
natywę dla badań na zwierzętach. Dzięki 
zastosowaniu tego rodzaju modeli do-
świadczalnych można prowadzić prace 
m.in. nad genami i szlakami molekular-
nymi zaangażowanymi w proces onkoge-
nezy czy pewne badania dotyczące oce-
ny skuteczności substancji o  działaniu 
przeciwnowotworowym. Jednakże takie 
układy doświadczalne nie są w stanie od-
tworzyć wielu skomplikowanych interak-
cji jakie zachodzą pomiędzy komórkami 
wzrastającego guza nowotworowego a or-
ganizmem gospodarza, takie jak oddzia-
ływania na poziomie komórka-podście-
lisko guza, reakcji układu odpornościo-
wego czy działań niepożądanych nowych 
leków przeciwnowotworowych. Stąd też 
nie da się całkowicie wykluczyć badań 
prowadzonych na zwierzętach.
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Otyłość u psów, podobnie jak i u ludzi, 
jest chorobą powodowaną przewle-

kłym dodatnim bilansem energetycznym 
i objawia się nagromadzeniem nadmiernej 
ilości tkanki tłuszczowej. W populacji ludz-
kiej jest ona zagrożeniem szczególnym, gdyż 
osób z nadmierną masą ciała jest więcej niż 
niedożywionych (1, 2). Otyłość może być 
przyczyną pierwotnych zaburzeń czynno-
ści czy struktury tkanek oraz narządów lub 
jedynie im towarzyszyć. Dwoma podstawo-
wymi typami otyłości są: otyłość regulacyj-
na, będąca wypadkową genotypu i zaburzeń 
behawioralnych, oraz otyłość metaboliczna. 
Celem artykułu jest przedstawienie endo-
krynogennych przyczyn i skutków drugie-
go z wymienionych typów otyłości u psów. 
Szacuje się, że u ponad 80% psów otyłych 
występują zaburzenia hormonalne, takie jak: 
niedoczynność tarczycy, zespół Cushinga, 
cukrzyca oraz wyspiak trzustki (1, 3, 4). Nie 
można jednak tego faktu uogólniać i należy 

pamiętać, że zaburzenia w układzie dokrew-
nym mogą występować razem z otyłością 
i być od niej niezależne. Poznanie tych rela-
cji pozwala endokrynologowi na prawidłowe 
leczenie przyczynowe otyłości. Ułatwia rów-
nież farmakologiczne kontrolowanie apety-
tu i nadzór nad ilością spożywanych kalorii.

Jak stwierdzić otyłość?

W naukach medycznych istnieją rozma-
ite metody oceny otyłości i  otłuszcze-
nia, jak np. chociażby najbardziej po-
pularne obliczanie u ludzi współczynni-
ka masy ciała (body mass index – BMI). 
W praktyce weterynaryjnej u psów przy-
jęło się po prostu uważać, że nadwaga 
(nadmierna masa ciała) występuje wte-
dy, gdy masa ciała jest o 15% wyższa od 
optymalnej dla danego osobnika, nato-
miast z otyłością mamy do czynienia po 
przekroczeniu jej o 30% (ryc. 1; 1). Wśród 
licznych dodatkowych metod oceny masy 
ciała u  psów zwraca uwagę coraz bar-
dziej popularny, półilościowy i  subiek-
tywny wskaźnik – BCS (body condition 
scoring). W skali 9-stopniowej stosowa-
ny jest on zazwyczaj przez lekarzy wete-
rynarii, zaś w 7-stopniowej przez właści-
cieli zwierząt (5, 6). Metoda ta opiera się 
na wizualnej i palpacyjnej ocenie tkanki 
tłuszczowej podskórnej oraz oszacowaniu 
otyłości brzusznej i stopnia wykształce-
nia mięśni. Ważne jest jednak doświad-
czenie i  subiektywna ocena lekarza ba-
dającego, gdyż u  psów trudno określić 

właściwą masę ciała, nawet u osobników 
rasowych spełniających kryteria podawa-
ne przez organizacje kynologiczne.

Wzrost masy ciała nie powinien być 
w znaczeniu klinicznym zawsze utożsa-
miany z otyłością. Rzadkim zaburzeniem 
endokrynologicznym niezwiązanym z oty-
łością, lecz koniecznym do uwzględnienia 
w rozpoznaniu różnicowym jest akrome-
galia, która występuje u psów dorosłych 
i polega na przeroście tkanki łącznej, ko-
ści oraz narządów jamy brzusznej w odpo-
wiedzi na wzrost stężenia hormonu wzro-
stu (7). U pacjentów stwierdza się zwykle 
postępującą sztywność chodu, sztywność 
szyi, wzrost masy ciała, zwiększone pra-
gnienie i wielomocz, duszność wdecho-
wą, przerost skóry w okolicy głowy i szyi, 
przerost języka i poszerzenie przestrze-
ni międzyzębowych. W większości przy-
padków choroba ta powikłana nietoleran-
cją glukozy występuje u  suk, u których 
prowadzona jest antykoncepcja hormo-
nalna z użyciem gestagenów lub w fazie 
metoestrus. Doprowadza to do nadpro-
dukcji somatotropiny w gruczole mleko-
wym (8, 9, 10). Choroba może być rów-
nież, aczkolwiek bardzo rzadko, wywołana 
obecnością gruczolaka somatotropowego 
przysadki (11).

Co jest pierwotne, otyłość,  
czy zmiany w układzie dokrewnym?

Odpowiedź na to pytanie zawsze zależy od 
konkretnego rozpatrywanego przypadku. 
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The aim of this paper was to present the endocrine 
aspects of obesity in dogs. Obesity may cause numer-
ous diseases including endocrinopathy and many en-
docrine diseases are accompanied by obesity. These 
relationships and ties associated with the hormo-
nal activity can be evaluated and applied in clini-
cal practice. Most important problems of the influ-
ence of dogs’ obesity on the clinical picture of en-
docrinopathy and endocrinotherapy are presented 
and discussed.
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