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W artykule przedstawiono aktualny stan wiedzy na temat mechanizméw
odpowiedzialnych za rakotworcze dziatanie substancji chemicznych z grupy proli-
feratorow peroksysoméw (PPs), réznic gatunkowych we wrazliwosci oraz omo-
wiono poglady dotyczgce oceny ryzyka dla ludzi wynikajacego z oddziatywania
PPs rozpatrywanych jako niegenotoksyczne hepatokancerogeny Ulub promotory
raka watroby.

WSTEP

Chorobe nowotworowg mozna obecnie okre$lic jako wynik nagromadzenia sie
btedéw genetycznych w prawidtowej komorce, ktéra w konsekwencji przestaje podle-
ga¢ mechanizmom kontrolujacym wzrost komoérek. Uwaza sig, ze btedy dotyczg dwdch
klas genéw tj. onkogenow, pobudzajacych komdrki do proliferacji oraz antyonkogendw,
czyli genéw supresorowych, ktére spetniajg przeciwstawng role polegajagcqg na hamow-
aniu wzrostu komérek. Kazdy z dotychczas poznanych onkogendw ma swoéj odpowied-
nik w normalnym aparacie genetycznym komérki. Te prekursory onkogenow - zw.
protoonkogenami, a w zasadzie produkty tych gendéw mogg dziata¢ jako czynniki
wzrostu, receptory dla czynnikéw wzrostu, uczestniczy¢ w przenoszeniu sygnatéw trans-
dukcyjnych oraz petni¢ role czynnikdw transkrypcji na poziomie jadra [26, 27]. Spos$rdd
drugiej klasy genéw, tj. genéw supresorowych, najlepiej poznanym przedstawicielem
jest gen p53, ktérego produkt biatkowy jest niezbedny w procesach kontroli i regulacji
cyklu podziatowego komorki, replikacji DNA oraz w zaprogramowanym obumieraniu
komarki (apoptozie) [26, 29]. Wg Horsta [29] przewaga onkogendéw i niedobér czyn-
nikow przeciwnowotworowych powoduje wzrost nowotworowy, natomiast mata ilos¢
onkogendw z przewaga czynnikdw przeciwnowotworowych zapobiega powstawaniu
nowotworow.

Istnieje kilka mozliwych drog aktywacji komorkowych protoonkogendéw i zmiany ich
funkcji w onkogenng oraz unieczynnienia gendéw supresorowych; sg to réznego typu
mutacje indukowane miedzy innymi czynnikami gcnotoksycznymi, w tym substancjami
chemicznymi, ktére bezposrednio lub po aktywacji metabolicznej uszkadzajg strukture
DNA [26, 48].
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Nalezy przypomnieé, ze proces nowotworowy jest wieloetapowy, obejmujacy ini-
cjacje, promocje i progresje. Na etapie inicjacji dochodzi do pierwotnej, trwatej i nie-
odwracalnej zmiany o charakterze mutacyjnym w genomie pojedynczej komorki.
W konsekwencji powstaje nowy klon komorek, obdarzony zdolnoScig selektywnego
wzrostu w stosunku do otaczajacego je $rodowiska. Mianem promocji okreslany jest
proces, w ktérym nastepuje klonalny wzrost zainicjowanych komérek, tzn. takich,
w ktorych zostaty juz utrwalone pierwsze zmiany genetyczne. Ten etap rozwoju nowot-
woréw jest odwracalny i uwarunkowany dziataniem czynnikéw epigenetycznych, tzw.
promotoréw wzrostu nowotworowego [24, 26, 48]. Sugeruje sie, ze promocja zalezy
gtéwnie od zdolnoSci promotoréw do interakcji z receptorami komorkowymi. [24]
Mechanizm promocji nie jest ostatecznie poznany. Wiadomo jednak, Ze szereg niegeno-
toksycznych substancji chemicznych, nieodpowiednie odzywianie, endogenne hormony,
itp. - selektywnie stymulujg podziaty komérkowe, zwtaszcza w populacji zainicjowanych
wczesniej komorek [26, 48]. W konsekwencji powstaja dalsze btedy genetyczne,
a zwiaszcza nadmierna ekspresja genéw sterujgcych syntezg czynnikéw wzrostu i ich
receptoréw. Definicje procesu progresji mozna obecnie okresli¢ jako wynik naktadaja-
cych sie btedéw genetycznych spowodowanych utratg, inaktywacja, mutacjg lub nad-
mierng ekspresjg szeregu gendw. Stan progresji nowotworu charakteryzuje nasilajgca
sie destabilizacja genetyczna i ewolucja w kierunku wzrostu stopnia proliferacji komo-
rek oraz miejscowe naciekanie tkanek i narzadow [26].

Liczne obserwacje wskazujg, ze oprocz kancerogendw genotoksycznych wzrasta
liczba srodowiskowych substancji chemicznych, ktore nie tworzg adduktow z DNA, nie
stymulujg syntezy naprawczej materialu genetycznego i w powszechnie stosowanych
testach na mutagenno$¢ dajag negatywne wyniki; natomiast w diugookresowych bada-
niach zywieniowych wywotujg ztosliwe nowotwory réznych narzadéw i tkanek zwierzat
laboratoryjnych [8, 23, 50, 65], a w dwustopniowym modelu kancerogenezy inicjowanej
czynnikami genotoksycznymi oddziatywujg na etapie promocji [8, 48, 50]. Pomimo
dynamicznego rozwoju badan, mechanizmy lezagce u podstaw takiego dziatania nie sg
wyjasnione. Stwarza to szereg probleméw w kompleksowej identyfikacji oraz ocenie
ryzyka dla ludzi wynikajgcego z odziatywania zwigzkéw rozpatrywanych jako niegeno-
toksyczne kancerogeny i/lub promotory wzrostu nowotworowego.
Proliferatory peroksysomow

Do niegenotoksycznych hepatokancerogenow i/lub promotoréw raka watroby nalezg
miedzy innymi tzw. proliferatory proksysoméwl (PPs), stanowigce heterogenng grupe
zwigzkoéw pod wzgledem budowy chemicznej, aktywnosci biologicznej i farmakologicz-
nej [6, 23, 46, 52]. PPs budzg powszechne zainteresowanie, poniewaz obejmujg liczne
zanieczyszczenia przemystowe, rozpuszczalniki organiczne, leki oraz grupe $rodkéw
stosowanych w ochronie roslin (Tabela 1) [6]. Jest zatem zrozumiate, ze liczba prac

1  Peroksysomy sg cytoplazmatycznymi organellami wystepujacymi we wszystkich komaérkach
ssakow, oprocz czerwonych ciatek krwi. W peroksysomach wystepujg m. in. enzymy uczestni-
czace w B-oksydacji nasyconych i nienasyconych kwaséw ttuszczowych o dtugich tancuchach
oraz katalaza rozktadajgca produkt reakcji: nadtlenek wodoru do wody i tlenu. Narzadem
szczegblnie bogatym w peroksysomy jest watroba.
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Tabela 1. Wykaz substancji chemicznych stymulujacych proliferacje peroksysoméw w
watrobie myszy i szczura
Chemicals which shown to produce peroxisome proliferation in mice and rats.

dotyczaca mechanizméw dziatania tej wiasnie grupy niegenotoksycznych substancji
chemicznych jest najwieksza.
Mechanizmy proliferacji peroksysomoéw

Pojawienie sie nowotworéw watroby poprzedza u myszy i szczura wzrost liczby
i $rednicy peroksysoméw w komoérkach migzszowych narzadu [1, 6, 23, 46]. W kon-
sekwencji wzrasta aktywno$¢ enzymow peroksysomalnych uczestniczacych w B-oksy-
dacji kwasow ttuszczowych np. oksydaza Acylo CoA oraz aktywnos¢ peroksysomalnej
katalazy [6, 23]. Proliferacja peroksysomoéw i wzrost wskaznikowych enzymow sg pre-
cyzyjnie regulowane na drodze mechanizmu receptorowego. Issemann i wsp6pr. [33,
34] udowodnili, ze PPs aktywujg receptory z rodziny receptoré6w hormondéw steroidow-
ych, ktére nazwano Peroxisome Proliferator Activated Receptors (PPARS).

Badania tych receptoréw wykazaty wystepowanie czterech form PPARs, tj. formy
o, p, ¥, 5, z ktérych PPs najsilniej aktywuja forme a [7, 25, 37]. Powstajacy ligand
tworzy heterodimer [35, 36, 38] z innym receptorem retinoidowym X; dimer wigzac
sie ze specyficzng sekwencja DNA, oddziatywuje na transkrypcje gendéw kodujacych
enzymy uczestniczace w metabolizmie kwaséw ttuszczowych [36, 63], w tym roéwniez
mikrosomalng formg cytochromu P-4504A (uczestniczy w v-oksydacji kwasoéw ttusz-
czowych) [47].

Mechanizmy rakotworczego dziatania PPs

Ashby i wspotpr. [1] sugerowali zalezno$¢ pomiedzy proliferacjg peroksysoméw
u myszy i szczura, wzrostem wskaznikowych enzymoéw peroksysomalnych a dziataniem
hepatokancerogennym PPs (Tabela IlI). Pomimo sugerowanej korelacji mechanizmy
lezagce u podstaw rakotwdrczego dziatania PPs u gryzoni pozostajg nadal problemem
dyskusyjnym. Wysunieto w tym zakresie szereg mozliwych hipotez (Rycina 1). Rozpa-
trywane koncepcje zaktadajg, oprocz proliferacji peroksysomow, stymulacje proliferacji
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Korelacja pomiedzy proliferacjg peroksysoméw a hepatokancerogeneza u myszy

i szczuréw
Correlation between hepatic peroxisome proliferation and hepatocarcinogene-

sis in mice and rats

Tabela II.

PP - proliferacja peroksysoméw
HC - nowotwory watroby

ASER - gladka siateczka srédplazmatyczna

Rye. 1. Mechanizmy lezace u podstaw rakotwdrczego dziatania proliferatdbw perok-

sysomow (wg Bentleya [7]).
Fig. 1 Mechanisms of tumor by peroxisome proliferators (after Bentley [7]).
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hepatocytow [6, 9, 42, 53], posrednie dziatanie genotoksyczne (hipoteza stresu oksy-
dacyjnego) [6, 18, 39, 51] jak rowniez oddziatywanie PPs jako promotoréw wzrostu
nowotworowego [10, 11, 12].

Wyrazem wzrostu liczby i $rednicy peroksysomow u myszy i szczura jest powiek-
szenie watroby na drodze hipertroficznego? przerostu z towarzyszagcg wzmozong pro-
liferacjag hepatocytéw (wzrost syntezy DNA i aktywnosci mitotycznej) [6, 23, 53].
Proliferacje hepatocytéw poprzedza aktywacja protoonkogenéw czynnikéw transkryp-
cyjnych (c-myc i c-fos) [23, 24], ktére z kolei aktywujg geny zmuszajagce komaérke do
wzrostu. Zdolno$¢ do stymulowania replikacji komdrek w docelowych narzadach
i tkankach jest wspdlng cechg wszystkich zwiazkéw rozpatrywanych jako niegenotok-
syczne kancerogeny i/lub promotory wzrostu nowotworowego [9, 19, 24]. Niegenotok-
syczne kancerogeny wzmagajg wzrost komorek bezposrednio na zasadzie mechanizmu
receptorowego, badz posrednio poprzez dzialania cytotoksyczne i w konsekwencji
odnowe regeneracyjng [16, 19, 21, 41]. Co wiecej - w watrobie szczura stwierdzono
tez dwie fazy proliferacji komoérek pod wplywem bezposrednich czynnikéw mitogen-
nych: namnazanie sie hepatocytow wytacznie w okresie pierwszych dni narazania oraz
proliferacje persystentng, utrzymujaca sie na niskim poziomie przez kilka miesiecy [16,
19]. Nalezy sadzi¢, ze PPs aktywuja w watrobie gryzoni plejotropowy efekt, obejmujacy
réwniez wzmozong proliferacje hepatocytéw. Jednakze wiekszos¢ PPs wywotuje jedynie
przejsciowy wzrost namnazania sie hepatocytéw, z maksimum przypadajagcym w ok-
resie pierwszych dni podawania zwigzkdéw; [6, 9, 23] nastepnie, pomimo kontynuowania
narazenia, proces replikacji komérek powraca do normy. Zaktadajac, ze proces nowo-
tworowy jest wieloetapowy, trudno zatem wigza¢ przyczynowo te wczesne zmiany
z rozwojem raka [17, 45, 53]. PrzejSciowy wzrost proliferacji komorek rozpatrywany
jest w piSmiennictwie jako wczesny wskaznik oddziatywania niegenotoksycznych zwigz-
kéw w procesie kancerogenezy [23, 28].

Sposréd zbadanych dotychczas PPs wyjatek stanowi metyloklofenapat i Wy-146433,
ktore stymulujag w watrobie szczuréw utrzymujacy sie proces replikacji hepatocytow
(odpowiednio przez 26 i 60 tyg.). [5, 20, 40]. Powyzsze obserwacje moga sugerowac,
ze w przypadku tych PPs proliferacja per se jest przyczyng ich dziatania hepatokancero-
gennego, poniewaz replikacji komorek przypisuje sie kluczowa role na poszczeg6lnych
etapach procesu nowotworowego [9, 14, 64]. Jednakze rola proliferacji per se w che-
micznej kancerogenezie jest niejasnym i ciggle kontrowersyjnym problemem. Wg Miel-
nicka i wsp. [43, 44, 45] oraz Weisteina [64], brak ilosciowej korelacji pomiedzy
proliferacjg komaérek a dziataniem kancerogennym substancji chemicznych potwierdza
hipoteze, ze odnowa regeneracyjna oraz utrzymujacy sie efekt mitogenny nie jest
wystarczajgcym czynnikiem do inicjacji i promocji nowotworu. Z drugiej za$ strony,
wielu autoréw [9, 19, 41, 59] upatruje w proliferacji komoérek bezposredniag przyczyne
wzrostu nowotworowego. Uzasadniajgc takie stanowisko postulujg oni, ze wzmozony
proces proliferacji: 1) skraca czas niezbedny do reperacji uszkodzern DNA, 2) na etapie
inicjacji utrwala mutacje przekazujac uszkodzenie genetyczne komérkom potomnym,
3) jest warunkiem wystepowania aberracji chromosomowych: delecji i amplifikacji

hipertrofia - zwiekszenie masy lub objetosci komorek,
kwas 4-chloro-6-(2,3-ksylidyno)-2-pirymidynylo-triooctowy
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genu, 4) moze by¢ przyczyng btedéw w replikacji DNA, 5) na etapie promocji wzmaga
klonalny wzrost wczes$niej zainicjowanych nowotworowo komdrek. Sprzecznych po-
gladéw na ten temat roli proliferacji komorek w chemicznej kancerogenezie nalezy
upatrywaé¢ w braku informacji na temat molekularnych podstaw oddziatywania sub-
stancji chemicznych na cykl komérkowy, replikacje i apoptoze komoérek. Udowod-
niono, ze klasyczne promotory raka skory tj. estry forbolu indukujg kinaze biatkowg C
(PCK). Enzym ten aktywuje czynnik transkrypcji API, ktéry odgrywa centralng role
w przekazywaniu sygnatdw w komorce poprzez ekspresje szeregu gendéw, w odpo-
wiedzi na traktowanie komdrek estrami forbolu i innymi mitogenami. Nie mozna
zatem wykluczyé mozliwosci, ze inne niegenotoksyczne kancerogeny i/lub promotory
wzrostu nowotworowego zmieniajg kontrole ekspresji gendéw lub oddziatywujg na
specyficznych etapach sygnalizacji transbtonowej i wewngtrzkomdérkowej, stymulujac
w ten sposéb wzmozony proces proliferacji komorek oraz klonalny wzrost komorek
zainicjowanych nowotworowo.

Tabela [11l. Ro6znice gatunkowe w proliferacji peroksysoméw w warunkach in vitro
Species differences in peroxisome proliferation in vitro

-) wynik negatywny; +) wynik pozytywny; ND) nie badano

Tabela V. Rdznice gatunkowe w proliferacji peroksysomdw in vivo
Species differences in peroxisome proliferation in vivo

-) wynik negatywny; +) wynik pozytywny; ND) nie badano
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Tabela V. Wplyw lekéw stosowanych przeciw lipidemii miazdzycy na proliferacje perok-
sysomow u ochotnikéw
Peroxisomal response to hypolipidemic drugs administered to human volunteers

N rodzaj kontroli
A - pacjenci przed terapig przeciwmiazdzycows
B - poréwnanie z piSmiennictwem
C - populacja generalna

Wi iele uwagi poswiecono tez peroksysomalnym enzymom utleniajgcym, poniewaz
pierwszy etap w metabolizmie kwasow tluszczowych, katalizowany przez oksydaze
Acylo CoA, polega na przeniesieniu elektronu na tlen czasteczkowy i wytwarzaniu
nadtlenku wodoru. Nadtlenek wodoru w reakcji Habera-Weisa moze generowac rodnik
hydrosylowy i tlen atomowy. Stwierdzono, ze PPs stymulujag w watrobie gryzoni 5 -
20 - krotny wzrost aktywnosci oksydazy AcyloCoA i zaledwie 2-krotny wzrost katalazy.
Na podstawie tych obserwacji wysunieto przypuszczenie [18, 39, 51, 54], ze r6znice
w syntezie i degradacji nadtlenku wodoru, prowadzg do powstawania wysoce reakty-
wnych rodnikéw tlenowych, powodujacych peknigcia nici DNA oraz uszkodzenia zasad
typu 8- hydroksydezoksyguanozyny. Potwierdzeniem tego zatozenia byly obserwacje
wskazujgce miedzy innymi, ze narazenie szczuréw na PPs wywotuje w cytoplazmie
komérek watroby spadek aktywnoS$ci peroksydazy glutatinowej i dysmutazy nadtlenk-
owej [13, 22], enzymo6w chroniacych organizm przed szkodliwym dziataniem wolnych
rodnikéw tlenowych oraz wzrost nadtlenku wodoru w homogenatach badanego
narzadu [61]. Wykazano tez nieznaczny wzrost 8-hydroksydezoksyguanozyny w watro-
bie szczuréw pod wpltywem szeregu PPs [13, 60], jednakze uszkodzenie dotyczyto
mitochondrialnego a nie jadrowego DNA [13, 44]. Znakomita wiekszo$¢ PPs daje
negatywne wyniki w testach na dziatanie mutagenne i klastogenne. Wyjatkami sg
klofibrat, nafenopin i Wy-14643, ktore indukowaty wymiany chromatyd siostrzanych,
aberracje chromosomowe oraz mikrojgdra w hepatocytach szczura i cztowieka hodo-
wanych w warunkach in vitro [30, 55, 57, 62]. Wyniki te nie sg zaskakujgce z uwagi na
znaczne réznice w budowie chemicznej PPs. Jednakze z przytoczonych danych wynika,
ze problem stresu oksydacyjnego nalezy uznac za nierozstrzygniety [7].

R6znice gatunkowe w odpowiedzi na PPs

Badania Shera i wsp. [58], potwierdzity wystepowanie w watrobie cztowieka recep-
tora PPARa homologicznego do receptora myszy. Jednakze zestawienie danych za-
warte w tabeli 111 i IV wskazuje na wystepowanie znacznych rdznic gatunkowych
w odpowiedzi na PPs. Poréwnujac wyniki badan prowadzonych na réznych gatunkach
zwierzagt w warunkach in vitro i in vivo mozna zauwazy¢ szczeg6lng wrazliwo$é myszy
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i szczuréw na dziatanie PPs; chomik charakteryzuje sie wrazliwos$cia, natomiast watpli-
wosci budzi proliferacja peroksysoméw u $winki morskiej oraz u naczelnych i ludzi [2,
6, 7, 25]. W dostepnym pismiennictwie z tego zakresu dotyczacym ludzi mozna stwier-
dzi¢ zaréwno pozytywne jak i negatywne wyniki uzyskane na ochotnikach w warunkach
in vivo (Tabela V). Natomiast w doswiadczeniach prowadzonych na hepatocytach
cztowieka hodowanych w warunkach in vitro, uzyskano jednoznaczng odpowiedZ ne-
gatywna. Brak odpowiedzi w warunkach in vivo przypisuje sie niskiej ekspresji PPARa.
Jednakze krotki okres pottrwania peroksysomow (36 godz.) oraz gwattowny ich spadek
po przerwaniu stosowania zwigzkéw moze sugerowac, ze wyniki badan in vivo nie sg
przekonywujagcym dowodem o braku wrazliwosci ludzi na PPs [15]. Ponadto, szereg
PPs stanowi grupe skutecznych lekéw przeciw lipidemii miazdzycy; sugeruje to role
receptora PPARa w utrzymywaniu homeostazy lipidowej u ludzi [25]. W $wietle tych
faktow intrygujacy jest brak proliferacji peroksysomoéw w watrobie cztowieka.

Przedstawione w artykule koncepcje dotyczace podstaw rakotwdrczego dziatania
PPs moga wskazywaé, ze zwiagzki tego typu dzialajg u gryzoni na zasadzie mechaniz-
mu(ow), ktore nie wystepujg u ludzi. Preferowany przez wielu autoréw poglad, ze
zwigzki tego typu nie stwarzajg wiekszego zagrozenia dla ludzi [3, 6] moze by¢
przedwczesny w $wietle dowodéw wskazujacych, ze PPs przypominajg oddziatywanie
promotoréw raka hamujac apoptoze hepatocytéw [4, 56]. Rola apoptozy komdrek
w kancerogenezie jest obecnie jednym z najczesciej dyskutowanych problemow [32,
49, 57]. Uwaza sie bowiem, ze $mier¢ komorek w apoptozie utrzymuje w dorostym
organizmie homeostaze tkankowa, przeciwdziatajgc rozrostom hiperplastycznym i neo-
plastycznym poprzez eliminacje komérek przednowotworowych i nowotworowych.
Ponadto ocena ryzyka zdrowotnego dla ludzi powinna dotyczy¢ poszczegdlnych
zwigzkéw a nie catej grupy PPs. Np. Miedzynarodowa Agencja Badah nad Rakiem
przeanalizowata dotychczasowe wyniki badan klofibratu i gemfibrozilu, umieszczajac
te dwa PPs w grupie substancji chemicznych, ktére nie moga by¢ klasyfikowane pod
wzgledem dziatania rakotworczego dla ludzi (grupa 3) [31].

Na obecnym etapie wiedzy konieczna wydaje sie wstepna identyfikacja oraz wykry-
wanie $rodowiskowych czynnikéw chemicznych, ktére wywotuja w watrobie gryzoni
wzrost proliferacji peroksysomoéw, a jednocze$nie wykazujg zdolno$¢ do stymulacji
proliferacji komorek watroby i hamowania ich apoptozy.

D. Palut
PEROXISOME PROLIFERATION AND HEPATOCARCINOGENESIS

Summary

Peroxisome proliferators are diverse group of chemicals which are regarded as rodent
hepatocarcinogens and/or liver tumor promoters. These compounds when administered to rats
and mice produce a dramatic increase in the size and number of hepatic peroxisomes and
increase in activities of enzymes involved in beta-oxidation of fatty acids. Peroxisome prolifera-
tion is acompanied by hepatocyte proliferation and liver growth. The steroid hormone receptors
superfamily have been identified that can be activated by peroxisome proliferators and are called
Peroxisome Proliferator Activated Receptors (PPARs). It is therefore suggests that PPARs
mediate the pleiotropic effects of peroxisome proliferators including enzyme induction, perox-
isome proliferation, cell proliferation and hepatocarcinogenesis. Although the correlation of
peroxisome proliferation and hepatocarcinogenesis is striking, the mechanism(s) by which this
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class of chemicals induce tumor is still understood; however several other hypothesis have been
advanced. One is based on knowledge that hydrogen peroxide is produced during the increase
in peroxisomal fatty acid oxidation. An excess of hydrogen peroxide can lead to oxidative stress
(generation of reactive oxyden species), DNA damage and possibly to tumor initiation. In ro-
dents, an alternative mechanism is the promotion of spontaneously initiated lesions by sustained
cell proliferation. Thirdly, it is conceivable that sustained growth stimulation may be sufficient
for tumor formation. Marked species differences are apparent in response to peroxisome
proiiferators. Rats an mice are extremely responsive species, and hamsters show an intermediate
response, while guinea pigs, monkeys and humans appear to be relatively non-responsive. In the
light of these data it seems likely that risk to humans from peroxisome proiiferators may be
overestimated. However, peroxiome proiiferators have shown to produce the other effects such
as the suppression of hepatocyte apoptosis which could be an important factor in their
hepatocarcinogenic response.
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