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Nowotwory g∏owy i szyi zalicza si´ do jednej
grupy ze wzgl´du na ich zbli˝onà patogenez´
oraz podobieƒstwo obrazu patomorfologicznego
i przebiegu klinicznego. Ponad 90% z∏oÊliwych
nowotworów wyst´pujàcych w obszarze g∏owy
i szyi to nowotwory pochodzenia nab∏onkowego
– raki p∏askonab∏onkowe (ang. head and neck
squamous cell carcinoma – HNSCC) wywodzàce
si´ z anatomicznych okolic górnej cz´Êci uk∏a-
dów pokarmowego i oddechowego, czyli z jamy
ustnej, gard∏a, krtani, jamy nosa, gruczo∏ów Êli-
nowych, ucha, tarczycy lub zatok przynosowych.
Wi´kszoÊç nowotworów tej grupy cechuje si´
g∏ównie miejscowo-regionalnym wzrostem oraz
wzgl´dnie ma∏ym ryzykiem przerzutów odle-
g∏ych. Niepowodzenie ich leczenia wià˝e si´
najcz´Êciej z wystàpieniem miejscowej wznowy
lub wznowy w obr´bie regionalnych w´z∏ów
ch∏onnych szyi (Kordek i in. 2007). Zniekszta∏ce-
nia anatomiczne oraz dysfunkcje czynnoÊciowe
spowodowane zarówno samà chorobà, jak i jej
leczeniem pociàgajà za sobà negatywne skutki
psychologiczne i spo∏eczne oraz znacznie pogar-
szajà jakoÊç ˝ycia chorych (De Graeff i in. 2000,
Howren i in. 2013).

Z danych epidemiologicznych wynika, ̋ e za-
chorowalnoÊç na nowotwory p∏askonab∏onkowe
g∏owy i szyi wykazuje sta∏à tendencj´ wzrosto-
wà. Raki te stanowià 6–10% wszystkich nowo-
tworów z∏oÊliwych oraz sà przyczynà 5% zgonów
z powodu chorób nowotworowych. Rocznie
w Polsce notuje si´ oko∏o 6 tysi´cy nowych za-
chorowaƒ, a na ca∏ym Êwiecie ponad 600 tysi´cy
(2015, http://globocan.iarc.fr). W naszym kraju
najcz´stszym nowotworem p∏askonab∏onkowym
g∏owy i szyi u obu p∏ci jest rak krtani, a nast´p-
nymi z kolei sà: u m´˝czyzn raki dna jamy ustnej
oraz migda∏ka, a u kobiet raki migda∏ka i guzy
Êlinianek przyusznych. 

Pomimo znacznego post´pu w dziedzinie
onkologii HNSCC nadal stanowià istotny pro-
blem terapeutyczny, a efektywnoÊç ich leczenia
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pozostaje na poziomie sprzed 40 lat (Carvalho
i in. 2005). Naturalny przebieg kliniczny oraz
rokowanie w poszczególnych przypadkach zale˝y
mi´dzy innymi od umiejscowienia guza, stopnia
zaawansowania klinicznego, statusu regional-
nych w´z∏ów ch∏onnych g∏owy i szyi oraz stopnia
z∏oÊliwoÊci histologicznej nowotworu (Kordek
i in. 2007). W Polsce 5-letnie prze˝ycie chorych
na nowotwór krtani w ciàgu ostatnich 15 lat po-
zostawa∏o na poziomie 50,6% w przypadku m´˝-
czyzn, a w przypadku kobiet nieznacznie wzro-
s∏o: z 60,4% do 62,7%. Na Êwiecie Êrednie 5-letnie
prze˝ycie dla chorych obojga p∏ci wynosi 55%
(http://globocan.iarc.fr). Najgorsze wyniki lecze-
nia wià˝à si´ z rakiem gard∏a dolnego. Nawet
gdy jest on rozpoznany w niskim stopniu za-
awansowania, 5-letnie prze˝ycie dotyczy tylko
oko∏o 30% chorych.

Wspó∏czesne mo˝liwoÊci wczesnej diagno-
styki oraz leczenia nowotworów g∏owy i szyi sà
ograniczone z powodu niewyjaÊnionej patogenezy
tych raków. Pomimo post´pu wiedzy medycznej
i licznych badaƒ poÊwi´conych biologii nowotwo-
rów oraz molekularnemu pod∏o˝u kancerogenezy
nie uda∏o si´ ustaliç jednoznacznej przyczyny
procesu nowotworzenia. WÊród wielu czynników
inicjujàcych ten proces palenie tytoniu oraz nad-
mierne spo˝ywanie alkoholu wyst´puje w udo-
wodnionym zwiàzku przyczynowym z cz´stoÊcià
wyst´powania HNSCC (Blot i in. 1988). W nowo-
tworach ustnej cz´Êci gard∏a obserwuje si´ wy-
st´powanie onkogennych typów HPV 16 i 18.
W badaniach zauwa˝alny jest znaczny wzrost
liczby chorych na HNSCC, u których potwier-
dzono obecnoÊç HPV. Rosnàca cz´stoÊç zachoro-
waƒ na nowotwory o wirusowej etiopatogenezie
wià˝e si´ mi´dzy innymi ze zmianà zachowaƒ
seksualnych (Castellsague i in. 2016).

Prze∏omowym odkryciem w badaniach nad no-
wotworami by∏o wyizolowanie w 1997 roku przez
J.E. Dicka i D. Bonneta nowotworowych komórek
macierzystych (ang. cancer stem cells – CSC).
Identyfikacja tych komórek sta∏a si´ podstawà
do opracowania nowych teorii rozwoju choroby
nowotworowej, w których uwzgl´dniono z∏o˝o-
noÊç procesów kancerogenezy oraz zró˝nico-
wanie stopnia wra˝liwoÊci komórek na leczenie.
Poznanie molekularnego pod∏o˝a kancerogenezy
z uwzgl´dnieniem znaczenia w tym procesie CSC
byç mo˝e pozwoli zrozumieç, dlaczego powszech-
nie stosowane leczenie przeciwnowotworowe jest
niewystarczajàco skuteczne. WyjaÊnienie mecha-
nizmów nowotworzenia, przerzutowania oraz
opornoÊci na wdro˝one schematy terapeutyczne
to bez wàtpienia jeden z priorytetów wspó∏czesnej
onkologii (Bonnet i Dick 1997).

MODELE KANCEROGENEZY

Badania nad inicjacjà kancerogenezy, promo-
cjà oraz progresjà nowotworzenia, a tak˝e nad po-
wstaniem wznowy doprowadzi∏y do sformu∏owa-
nia dwóch g∏ównych teorii opisujàcych rozwój
choroby nowotworowej – teorii stochastycznej
oraz teorii hierarchicznej (Major i in. 2013).

Stochastyczna teoria rozwoju 
choroby nowotworowej

Ju˝ na poczàtku ery zapoczàtkowanej przez
wielkich patologów eksperymentalnych XIX wie-
ku zauwa˝ono, ˝e wiele nowotworów wykazuje
zró˝nicowanie morfologiczne. J.P. Müller oraz
R. Virchow zaobserwowali pod mikroskopem wy-
jàtkowà ró˝norodnoÊç morfologicznà komórek
nowotworowych w obr´bie guza. Zjawisko to
okreÊlono terminem: heterogennoÊç guza, a t∏u-
maczono w dwojaki sposób. Wed∏ug pierwszej
koncepcji podczas podzia∏u komórek nowotwo-
rowych dochodzi do akumulacji losowych muta-
cji, które powodujà zró˝nicowanie genetyczne
komórek. Nabyte mutacje dajà pewnej grupie
komórek nowotworowych w guzie przewag´ kon-
kurencyjnà nad innymi komórkami, nieposiada-
jàcymi tej mutacji. Dzielàc si´ dalej, komórki te
tworzà tzw. klon komórek bardzo podobnych
pod wzgl´dem morfologicznym. Wed∏ug drugiej
koncepcji heterogennoÊç nowotworu mo˝e byç
wynikiem zró˝nicowanego mikroÊrodowiska ko-
mórek w obr´bie guza (Dick 2008).

W 1976 roku P.C. Nowell zaproponowa∏ tzw.
stochastyczny, klonalny model kancerogenezy.
Zgodnie z tym modelem nowotwór powstaje z po-
jedynczej komórki, która w ciàgu swojego ̋ ycia aku-
muluje mutacje i staje si´ komórkà nowotworowà,
wykazujàcà zdolnoÊç do niekontrolowanych podzia-
∏ów. Wszystkie komórki guza sà identyczne (homo-
genne) i dysponujà takim samym potencja∏em
rozwojowym, dlatego ka˝da z nich jest zdolna do in-
dukowania progresji nowotworu. NiejednorodnoÊç
funkcjonalna wynika z losowych (stochastycznych)
czynników, wp∏ywajàcych na zachowanie poszcze-
gólnych komórek guza. Mogà to byç czynniki we-
wn´trzne np. zmienione st´˝enia czynników trans-
krypcyjnych lub zaburzenia szlaków sygna∏owych,
lub nabyte, do których autor zaliczy∏ mi´dzy inny-
mi czynniki gospodarza, mikroÊrodowiska, a tak˝e
odpowiedê immunologicznà. Zaproponowany przez
Nowella model bazuje na za∏o˝eniu, ˝e nowotwór
jest chorobà proliferacyjnà, i uzasadnia powstawa-
nie nowotworu w konsekwencji zmian przednowo-
tworowych (stopniowa progresja od metaplazji
poprzez dysplazj´ do nowotworu) (Nowell 1976,
Monroe i in. 2011) (ryc. 1).
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Ryc.1. Genetyczny model klonalnej progresji nowotworów g∏owy i szyi – teoria stochastyczna (wg Nowell 1976
– w modyfikacji w∏asnej)

Klonalny model kancerogenezy nie wyjaÊnia
jednak innych podstawowych cech nowotworu,
mi´dzy innymi heterogennoÊci komórek gu-
za pod wzgl´dem fenotypu, zdolnoÊci prolifera-
cji, potencja∏u ró˝nicowania oraz opornoÊci
na zastosowanà terapi´. Nie uwzgl´dnia tak˝e
faktu, ˝e nie wszystkie komórki guza posiadajà
potencja∏ nowotworzenia oraz przerzutowania
(Ricci-Vitiani i in. 2009). Mimo wskazanych nie-
dostatków model ten sta∏ si´ podstawà wspó∏-
czeÊnie stosowanych metod leczenia nowotwo-
rów, których g∏ównym celem jest niszczenie
szybko dzielàcych si´, proliferujàcych lub zró˝ni-
cowanych komórek guza. Ze wzgl´du jednak
na cz´sto wyst´pujàcà opornoÊç na leczenie oraz
znaczne zró˝nicowanie cech nowotworów nie
zaprzestano poszukiwaƒ bardziej satysfakcjonu-
jàcych interpretacji molekularnego pod∏o˝a nowo-
tworzenia (Zhang i in. 2010).

Hierarchiczna teoria rozwoju 
choroby nowotworowej 

– nowotworowe komórki macierzyste
Istnienie nowotworowych komórek macie-

rzystych podejrzewano od poczàtków XIX wieku.
W stuleciu tym powsta∏o wiele prac wskazujà-
cych na skomplikowanà struktur´ nowotworów
oraz ich histopatologiczne zró˝nicowanie.

W 1855 roku R. Virchow opisa∏ histologiczne
podobieƒstwo potworniaka do tkanek rozwijajàce-
go si´ p∏odu oraz zasugerowa∏ mo˝liwoÊç zwiàzku
mi´dzy tymi dwiema ró˝nymi tkankami (Ribatti
2012). W 1961 roku C. Southam i A. Brunschwig
wykazali, ˝e komórki pobrane od chorych na no-
wotwór z∏oÊliwy, a nast´pnie wszczepione tym
samym chorym pod skór´ tylko w niewielkim
stopniu formowa∏y nowe ogniska nowotworu
(Southam 1961). W 1985 roku dokonano odkry-
cia potwierdzajàcego istnienie komórek nowo-
tworowych o cechach komórek macierzystych.
A.W. Hamburger i S.E. Salmon wykazali, ˝e nie
wszystkie komórki wyizolowane z guzów litych
majà t´ samà zdolnoÊç do proliferacji oraz nowo-
tworzenia. Tylko jedna na 1000 komórek guza no-
wotworowego jest zdolna do tworzenia guza
(Hamburger i Salmon 1977). Wi´kszoÊç badaƒ
nad obecnoÊcià CSC przeprowadzono na nowo-

tworach uk∏adu krwiotwórczego. ObecnoÊç CSC
in vivo po raz pierwszy potwierdzi∏ w 1994 roku
J.E. Dick u chorego na ostrà bia∏aczk´ szpikowà
(ang. acute myeloid leukemia – AML) (Lapidot
i in. 1994). Nied∏ugo potem wykazano, ˝e tylko
niewielka liczba komórek w masie nowotworowej
jest fenotypowo podobna do komórek macierzy-
stych, a przeszczepiona do myszy z upoÊledzonà
odpornoÊcià immunologicznà (ang. non-obese
diabetic mice with severe combined immunodefi-
ciency disease, NOD/SCID – myszy z cukrzycà nie-
powodujàcà oty∏oÊci, z ostrym, z∏o˝onym upo-
Êledzeniem odpornoÊci) subpopulacja komórek
o fenotypie CD34hi/CD38low odtwarza iden-
tycznà morfologicznie postaç AML (Bonnet i
Dick 1997). Od tego czasu powsta∏y liczne publi-
kacje, których autorzy wykazywali obecnoÊç CSC
w ró˝nych typach nowotworów. W 2003 roku
Al-Hajj i wspó∏pracownicy zidentyfikowali i wy-
izolowali, z wykorzystaniem antygenów powierzch-
niowych CD44+/CD24–, nowotworowe komórki
macierzyste w raku sutka, potwierdzajàc tym
samym wyst´powanie CSC w guzach litych.
W swojej pracy udowodnili, ˝e subpopulacja ko-
mórek raka piersi o fenotypie CD44+/CD24– by∏a
w stanie odtwarzaç heterogenny typ nowotworu.
Wykazali równie˝, ̋ e niewielka liczba (100) komó-
rek o fenotypie CD44+/CD24– ma w∏aÊciwoÊci
odtwarzania guza w warunkach doÊwiadczalnych
in vivo, a nawet wielokrotnie pasa˝owane komór-
ki zachowujà fenotyp CD44+/CD24– (Al-Hajj
i in. 2003). W kolejnych latach wyst´powanie
CSC potwierdzono w innych guzach litych: w gu-
zie mózgu, prostaty, jelita grubego, trzustki i raku
p∏uca (Singh i in. 2004, Collins i in. 2005, Dalerba
i in. 2007, Ho i in. 2007 Li i in. 2007, ). ObecnoÊç
CSC w rakach g∏owy i szyi po raz pierwszy opisali
w 2007 roku M.E. Prince i wspó∏pracownicy któ-
rzy przy u˝yciu cytofluorymetrii przep∏ywowej
(ang. fluorescence activated cell sorting – FACS)
wyizolowali nowotworowe komórki macierzyste,
wykorzystujàc obecnoÊç na ich powierzchni czàste-
czek CD44+. Wyizolowane z g∏ównej masy guza,
a nast´pnie przeszczepione komórki o fenotypie
CD44+ w modelu doÊwiadczalnym wykazywa∏y
potencja∏ formowania guza oraz odtwarzania zró˝-
nicowanej postaci nowotworu (Prince i in.2007).
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Powy˝sze obserwacje pozwala∏y wnioskowaç,
˝e w obr´bie nowotworu istnieje pewna niewielka
populacja komórek nowotworowych zdolna do samo-
odnowy oraz odpowiedzialna za rozwój nowotworu,
utrzymanie jego masy, a tak˝e wznow´ i tworzenie
przerzutów. Teoria hierarchiczna zak∏ada istnienie
komórek odgrywajàcych dominujàcà rol´ w guzie.
Nazwano je nowotworowymi komórkami macie-
rzystymi lub komórkami inicjujàcymi powstanie
nowotworu (ang. tumor-initiating cells – TIC)
(Wicha, Liu i Dontu 2006). Zgodnie ze stanowi-
skiem American Association for Cancer Research
nowotworowe komórki macierzyste znajdujà si´
na samym szczycie w hierarchii komórek guza
nowotworowego (ryc. 2).

W Êwietle najnowszej wiedzy CSC wykazujà
potencja∏ formowania guza oraz odpowiadajà
za jego rozwój i progresj´. Majà równie˝ zdol-
noÊç tworzenia fenokopii guza, zarówno w przy-
padku przerzutowania, jak i w modelach do-
Êwiadczalnych in vivo (ksenografty). Ponadto sà
zdolne do samoodnowy oraz ró˝nicowania si´
w ró˝ne typy komórek nowotworowych, czyli
majà cechy typowe dla somatycznych komórek
macierzystych (ang. adult stem cell – ASC),

a tak˝e do ró˝nicowania si´ w ka˝dy rodzaj komó-
rek, co uzasadnia heterogennà postaç guza nowo-
tworowego (Wicha i in. 2006, Prince i in. 2007,
Dick 2008, ). Zaznaczmy w tym momencie, ˝e
jakkolwiek okreÊlenie: nowotworowe komórki ma-
cierzyste wskazuje na wspólne cechy CSC i macie-
rzystych komórek somatycznych, to jednak nie
okreÊla pochodzenia CSC (Al-Hajj i in. 2003,
Major, Pitty i Farah 2013).

Pochodzenie nowotworowych komórek ma-
cierzystych wcià˝ nie jest jednoznacznie po-
twierdzone. Transformacja prawid∏owej komór-
ki w komórk´ nowotworowà jest wieloetapowym
procesem. Wynika najprawdopodobniej z nagro-
madzenia mutacji w obr´bie DNA (Hanahan i
Weinberg 2000). Mo˝liwe, ˝e CSC powstajà z pra-
wid∏owych (somatycznych) komórek macierzy-
stych, które podlegajàc dzia∏aniu licznych czynni-
ków kancerogennych, ulegajà przekszta∏ceniu
w nowotworowe komórki macierzyste na skutek
kumulacji zmian mutagennych (Monroe i in.
2011). CSC mogà tak˝e powstawaç z cz´Êciowo
zró˝nicowanych (progenitorowych) komórek
obecnych w danej niszy, a tak˝e pochodziç z ko-
mórek somatycznych w pe∏ni zró˝nicowanych

Rycina 2. Stochastyczny oraz hierarchiczny model nowotworzenia (wg (Dick 2008), w modyfikacji w∏asnej)
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lub komórek nowotworowych, które w wyniku
gromadzonych mutacji nabywajà cech CSC
(Krivtsov i in. 2006).

Jak zauwa˝ono powy˝ej, w modelu hierar-
chicznym CSC stanowià niewielkà pul´ komórek
(<10%) w ca∏ej masie guza nowotworowego. Ich
obecnoÊç wyjaÊnia wàtpliwe dotychczas aspekty
molekularnego pod∏o˝a nowotworzenia. Uwa˝a
si´, ˝e istnienie nowotworowych komórek ma-
cierzystych mo˝e byç przyczynà nieskutecznoÊci
dotychczasowych metod leczenia nowotworów.
Stosowane obecnie konwencjonalne terapie,
obejmujàce chirurgi´, radioterapi´, chemiotera-
pi´ oraz immunoterapi´, ukierunkowane sà
na niszczenie szybko dzielàcych si´, proliferujà-
cych lub zró˝nicowanych komórek guza. Dzia∏a-
nia te prowadzà do redukcji masy nowotworu,
jednak z regu∏y sà nieefektywne, poniewa˝ ko-
mórki CSC rzadko ulegajà podzia∏om, w czym
mo˝na upatrywaç przyczyn nawrotu choroby.
Poza tym udowodniono, ˝e CSC, podobnie jak
somatyczne komórki macierzyste, sà bardziej
oporne na dzia∏anie chemio- i radioterapii ni˝
pozosta∏e komórki guza (Gunthert i in. 1991,
Monroe i in. 2011), a tak˝e dzielà si´ asyme-
trycznie. Asymetryczny podzia∏ nowotworowej
komórki macierzystej polega na tym, ˝e wytwa-
rza ona komórk´ zró˝nicowanà oraz jednà nie-
zró˝nicowanà komórk´ macierzystà, co umo˝li-
wia utrzymanie liczby CSC na sta∏ym poziomie.
Nale˝y zauwa˝yç, ˝e w prawid∏owych warunkach
somatyczne komórki macierzyste rzadko ulegajà
podzia∏om (Jaenisch i Young 2008) (ryc. 2).

METODY IDENTYFIKACJI NOWOTWOROWYCH
KOMÓREK MACIERZYSTYCH

Nowotworowe komórki macierzyste izoluje
si´ na podstawie ekspresji okreÊlonych markerów.
Najcz´Êciej wykorzystuje si´ w tym celu identyfi-
kacj´ czàsteczek bia∏kowych wyst´pujàcych na
powierzchni komórek nale˝àcych do grupy CD
(ang. cluster of differentiation – CD). Innymi
metodami sà: oznaczanie aktywnoÊci enzymów
komórkowych, np. dehydrogenazy aldehydowej
ALDH1A1, uzyskiwanie populacji pobocznej
(ang. side population – SP) oraz wykorzystywanie
zdolnoÊci CSC do tworzenia kolonii komórkowych
w hodowlach in vitro. Dotychczas nie znaleziono
jednego, uniwersalnego markera, którego obec-
noÊç pozwala∏aby zidentyfikowaç CSC. Dla ka˝de-
go nowotworu charakterystyczne sà inne markery,
na podstawie których izoluje si´ CSC z masy
guza (Alison i in. 2010). Subpopulacja komórek
wyizolowana in vitro z wykorzystaniem wymienio-
nych metod jest nast´pnie przeszczepiana do my-

sich modeli z upoÊledzonà odpornoÊcià w celu
udowodnienia in vivo cech nowotworowych ko-
mórek macierzystych, czyli zdolnoÊci do nowo-
tworzenia (ang. tumorigenicity) oraz zdolnoÊci
do samoodnowy (ang. self-renewing).

Markery powierzchniowe
Poniewa˝ do tej pory brak jednego, uniwersal-

nego markera identyfikujàcego CSC, w dost´pnym
piÊmiennictwie przedstawiane sà liczne badania,
których celem by∏a analiza jednoczeÊnie kilku po-
tencjalnych markerów CSC.

Glikoproteina CD44
CD44 to wielofunkcyjna glikoproteina, sta-

nowiàca jednà z pi´ciu grup bia∏ek adhezyjnych,
reprezentujàca typ I bia∏ek b∏onowych. Jej wy-
st´powanie stwierdzono na kilku typach komó-
rek mezenchymalnych i zarodkowych. CD44
po raz pierwszy zosta∏a opisana w 1980 r. jako
antygen powierzchniowy limfocytów T oraz gra-
nulocytów. B´dàc jednoczeÊnie receptorem po-
wierzchniowym, CD44 odgrywa kluczowà rol´
w interakcjach komórki ze sk∏adnikami macierzy
pozakomórkowej (fibronektynà, glikanami, hia-
luronianami i kolagenem) (Zoller 2011).

Dzi´ki interakcji z kwasem hialuronowym
CD44 poÊredniczy w pobudzaniu procesów adhe-
zji, agregacji, migracji i proliferacji komórkowej
oraz w angiogenezie. Receptory adhezyjne (zwane
tak˝e komórkowymi czàsteczkami adhezyjnymi,
ang. cell adhesion molecules – CAM), do których
nale˝y CD44, odgrywajà istotnà rol´ w morfoge-
nezie, utrzymywaniu integralnoÊci oraz migracji
komórek nab∏onka. Ka˝da z wymienionych w∏aÊci-
woÊci biologicznych CD44 ma istotne znaczenie
dla fizjologii komórki, jednak w warunkach nowo-
tworzenia obecnoÊç CD44 na powierzchni komó-
rek znacznie u∏atwia, a wr´cz umo˝liwia ekspansj´
nowotworowà. Zaburzenia ekspresji oraz w∏aÊci-
wego funkcjonowania czàsteczek adhezyjnych
powodujà zmian´ wykszta∏conych po∏àczeƒ mi´-
dzykomórkowych oraz dezorganizacj´ cytoszkiele-
tu. Ma to wp∏yw na zdolnoÊç komórek nowotworo-
wych do odrywania si´ od masy guza, a tym sa-
mym zwi´ksza jego zdolnoÊç do inwazyjnoÊci
(Ohene-Abuakwa i Pignatelli 2000).

Inne funkcje przypisywane czàsteczkom
CD44 to poÊredniczenie w oddzia∏ywaniach mi´-
dzy komórkami oraz udzia∏ w aktywacji limfocy-
tów T, uwalnianiu cytokin i ruchu komórek
(Wang i in. 2009). Przyjmuje si´ tak˝e, ˝e CD44
mo˝e u∏atwiaç degradacj´ macierzy zewnàtrzko-
mórkowej poprzez regulacj´ aktywnoÊci proteaz,
zw∏aszcza metaloproteinaz, których dzia∏anie
wykorzystywane jest w stanach zapalnych,
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gojeniu si´ ran, a tak˝e w czasie angiogenezy
i penetracji tkanek przez komórki nowotworowe
(Nikiel 2006). Wykazano, ˝e ekspresja bia∏ek
CD44 zwi´ksza zdolnoÊç komórek guza do two-
rzenia przerzutów (Manten-Horst i in. 1995).

Ekspresj´ CD44 stwierdzono na wielu ko-
mórkach, mi´dzy innymi na komórkach nab∏on-
kowych, limfocytach, fibroblastach oraz komór-
kach glejowych. Brak ekspresji CD44 opisano
natomiast na powierzchni hepatocytów, p∏ytek
krwi oraz komórek skóry w∏aÊciwej (Manten-
-Horst i in. 1995). CD44 wyst´puje w postaci
wielu izoform, których obecnoÊç jest wynikiem
alternatywnego sk∏adania mRNA (ang. alternative
splicing). Najcz´Êciej wyst´puje w postaci standar-
dowej (CD44s), jednak w wyniku alternatywnego
sk∏adania mRNA mogà powstawaç izoformy ró˝-
niàce si´ budowà domeny zewnàtrzkomórkowej.
Wariant niezawierajàcy regulowanych w tym
procesie eksonów jest nazywany standardowym,
natomiast poszczególne izoformy nazywa si´
wariantami (CD44v). U cz∏owieka opisuje si´
izoformy v1–v10.

W badaniach prezentowanych w dost´pnym
piÊmiennictwie odnotowano znaczne ró˝nice,  jeÊli
chodzi o korelacj´ ekspresji CD44 z rokowaniem
w zale˝noÊci od lokalizacji nowotworu w obr´bie
g∏owy i szyi. Niektóre doniesienia wskazujà
na istotnà wartoÊç prognostycznà CD44 w rakach
g∏owy i szyi, zw∏aszcza w rakach jamy ustnej,
w których ni˝sza ekspresja CD44 koreluje z wi´k-
szà zdolnoÊcià do powstawania wznowy oraz two-
rzenia przerzutów (Wang i in. 2009).

Chen i wspó∏pracownicy w swojej meta-
analizie oceniajàcej znaczenie ekspresji CD44
w HNSCC nie wykazali istotnego zwiàzku pomi´-
dzy czynnikami kliniczno-patologicznymi (TNM)
a ekspresjà CD44 w rakach jamy ustnej. Zaob-
serwowali natomiast, ˝e wi´ksza ekspresja
CD44 wià˝e si´ z d∏u˝szym okresem ̋ ycia do wy-

stàpienia wznowy. W odniesieniu do raka krtani
autorzy wykazali, ˝e wy˝sza ekspresja CD44 ko-
reluje z wi´kszym zaawansowaniem guza wg
klasyfikacji TNM, ni˝szym jego zró˝nicowaniem
oraz krótszym okresem prze˝ycia. Wskazali jedno-
czeÊnie, ̋ e CD44 jest istotnym czynnikiem progno-
stycznym w grupie nowotworów o tej lokalizacji
(Chen i in. 2014). Przedstawione obserwacje
znajdujà potwierdzenie w badaniach w∏asnych,
w których wykazaliÊmy wi´kszà ekspresj´ CD44
w guzach o wy˝szym stopniu zaawansowania
TNM (Szafarowski 2016).

Reasumujàc, mo˝na stwierdziç, ˝e nasilenie
ekspresji CD44 ma ró˝nà wartoÊç prognostycznà
w HNSCC w zale˝noÊci od lokalizacji nowotwo-
ru, jednak wcià˝ brak wyt∏umaczenia, dlaczego
tak si´ dzieje. Przedstawione fakty wskazujà
na CD44 jako czynnik o potencjalnej wartoÊci
diagnostycznej, ale ze wzgl´du na doÊç znaczne
rozbie˝noÊci danych z piÊmiennictwa konieczne
sà dalsze badania w celu ustalenia roli CD44 jako
biomarkera CSC oraz w celu wyjaÊnienia znacze-
nia tych komórek w kancerogenezie. Reprezen-
tatywne obrazy mikroskopowe ekspresji CD44
przedstawiono na rycinie 3. 

Glikoproteina CD24
CD24 jest powierzchniowà glikoproteinà

zakotwiczonà przez glikozylofosfatydyloinozytol
na powierzchni komórek nowotworowych. Funk-
cjonuje w interakcjach komórka–komórka i ko-
mórka–macierz, jednak wiele funkcji tego bia∏ka
pozostaje nieznane (Lee i in. 2010). CD24 po raz
pierwszy wykryto u myszy jako ciep∏ostabilny
antygen, który nast´pnie wykorzystywano jako
marker ró˝nicowania si´ komórek uk∏adu krwio-
twórczego i nerwowego. Sugeruje si´, ˝e obec-
noÊç CD24 sprzyja powstawaniu przerzutów.
CD24 jest ligandem P-selektyny – receptora
adhezji wyst´pujàcego na aktywowanych komór-

Ryc. 3. Reprezentatywne obrazy mikroskopowe ekspresji CD44: (A) kontrola izotypowa w HNSCC,
(B) ekspresja CD44 w HNSCC w guzie T4, (C) ekspresja CD44 w kontrolnej b∏onie Êluzowej; (x200)

A B C
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kach Êródb∏onka i p∏ytkach krwi. Takie wspó∏od-
dzia∏ywanie u∏atwia przedostawanie si´ komórek
nowotworowych do krwiobiegu podczas prze-
rzutowania (Aigner i in. 1998). Ekspresj´ CD24
opisano w raku jajnika, piersi, prostaty, p´cherza
moczowego, nerek, raku drobnokomórkowym
p∏uc oraz w innych ludzkich nowotworach (Allegra
i Trapasso 2012). Zwiàzek CD24 ze zdolnoÊcià
do przerzutowania podkreÊla rol´ tego markera
jako czynnika prognostycznego oraz markera CSC.
W badaniach nad rakiem piersi udowodniono
obecnoÊç CD24 wraz z CD44 na powierzchni
macierzystych komórek nowotworowych. Jedno-
czesne wykorzystanie CD24 i CD44 do identyfi-
kacji CSC w innych nowotworach wzbudzi∏o du˝e
zainteresowanie (Al-Hajj i in. 2003, Lee i in.
2010). W badaniach w∏asnych potwierdziliÊmy
zwiàzek pomi´dzy ekspresjà CD24 a obecnoÊcià
przerzutów do w´z∏ów ch∏onnych szyi (Szafarow-
ski 2016). Reprezentatywne obrazy mikrosko-
powe ekspresji CD24 przedstawiono na rycinie 4.

Glikoproteina CD133
CD133 (prominina-1) jest markerem po-

wierzchniowym wykorzystywanym do identyfi-
kacji komórek macierzystych (SC) oraz nowo-
tworowych komórek macierzystych (CSC). Jest to
glikoproteina zbudowana z pi´ciu domen prze-
zb∏onowych, nale˝àca do rodziny prominin. Po-
wszechnie wyst´puje w mikrokosmkach i rz´skach
(Corbeil i in. 2001). Sugeruje si´, ˝e mo˝e od-
grywaç istotnà rol´ w utrzymywaniu odpowied-
niego sk∏adu lipidowego b∏ony komórkowej,
jednak pe∏ny zakres jej funkcji wcià˝ nie jest jed-
noznacznie wyjaÊniony (Roper i in. 2000). Gliko-
proteina CD133 po raz pierwszy zosta∏a opisana
na powierzchni ludzkich komórek macierzystych
uk∏adu hematopoetycznego w 1997 roku (Miraglia
i in. 1997). Ze wzgl´du na wyst´powanie na po-
wierzchni komórek uk∏adu hematopoetycznego

znalaz∏a zastosowanie jako marker somatycz-
nych komórek macierzystych. Kolejne badania
wykaza∏y jej wyst´powanie na powierzchni SC
w ró˝nych narzàdach i tkankach, mi´dzy innymi
w tkance nerwowej, na powierzchni Êródb∏onka
naczyƒ, w komórkach nab∏onka prostaty, na po-
wierzchni komórek progenitorowych (Peichev
i in. 2000, Uchida i in. 2000). Singh z zespo∏em
jako pierwsi u˝yli CD133 jako markera CSC
w nowotworach oÊrodkowego uk∏adu nerwowego.
W kolejnych badaniach zaobserwowano wyst´-
powanie CD133 na powierzchni komórek majà-
cych cechy CSC w bia∏aczce, raku wàtroby i raku
prostaty (Yin i in. 1997, Singh i in. 2004, Collins
i in. 2005, Suetsugu i in. 2006).W przypadku
HNSCC komórki o fenotypie CD133hi wykazywa∏y
wi´kszy potencja∏ proliferacyjny (ang. clonogeni-
city), wi´kszà zdolnoÊç do tworzenia klonów
w hodowli in vitro oraz wi´kszy potencja∏ formo-
wania guza (ang. tumorigenicity) w modelu do-
Êwiadczalnym myszy z upoÊledzonà odpornoÊcià
w porównaniu z populacjà CD133low (Wei i in.
2009). Dost´pne wyniki badaƒ eksperymental-
nych dowodzà, ˝e CD133 jest jednym z marke-
rów komórek macierzystych raka krtani (Zhou
i in. 2007).

Udowodniono ponadto, ˝e ekspresja CD133
jest wartoÊciowym czynnikiem prognostycznym
w raku jelita grubego oraz ˝e wi´ksza ekspresja
CD133 w raku jelita grubego i odbytnicy wià˝e
si´ z gorszym rokowaniem, wi´kszym zaawanso-
waniem nowotworu oraz wyst´powaniem prze-
rzutów (Chen i in. 2013).

Mechanizm, w jakim CD133 bierze udzia∏
w rozwoju guza oraz powstawaniu przerzutów,
nie jest dostatecznie poznany (Canis i in. 2012).
W badaniach w∏asnych Canis i wspó∏pracownicy
wykazali, ˝e komórki o fenotypie CD133(+) majà
1000-krotnie wi´kszy potencja∏ tworzenia guza
u myszy z upoÊledzonà odpornoÊcià (SCID) ni˝

Ryc.4. Reprezentatywne obrazy mikroskopowe ekspresji CD24: (A) kontrola izotypowa w HNSCC,
(B) ekspresja CD24 w guzie (N0) w HNSCC, (C) ekspresja CD24 w guzie (N+) w HNSCC; (x200)

CA B C
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CD133(–) (Canis i in. 2013). Podobne wyniki
uzyskali Wei i wspó∏pracownicy (Wei i in. 2014),
jednak niewiele jest prac oceniajàcych kliniczne
znaczenie ekspresji CD133 w HNSCC. Ravindran
i Devaraj wykazali istotnà zale˝noÊç pomi´dzy
nasilonà ekspresjà CD133 a wy˝szym stopniem
zaawansowania raków jamy ustnej (Ravindran
i Devaraj 2012). Cytowani Canis z zespo∏em
w przypadku raków g∏owy i szyi zaobserwowali
gorsze rokowanie w grupie chorych z nasilonà
ekspresjà CD133 (Canis i in. 2012). W kilku ba-
daniach wykazano, ˝e ekspresja CD133 zwià-
zana jest z obecnoÊcià przerzutów do w´z∏ów
ch∏onnych szyi, co potwierdzono tak˝e w bada-
niach w∏asnych (Szafarowski 2016). Yu i wspó∏-
pracownicy analizujàc 83 przypadki raka krtani,
opisali korelacj´ mi´dzy ekspresjà CD133 a stop-
niem z∏oÊliwoÊci histologicznej, zaawansowaniem
pTNM i wystepowaniem przerzutów do w´z∏ów
ch∏onnych. Wykazali tak˝e, ˝e zarówno ca∏kowity
czas prze˝ycia (OS), jak i czas do pierwszej wzno-
wy w przypadku chorych z ekspresjà CD133
by∏y znacznie krótsze ni˝ w grupie chorych
CD133-ujemnych. Wyniki ich badaƒ sugerujà, ̋ e
ekspresja CD133 mo˝e byç wa˝nym czynnikiem
rokowniczym w rakach krtani (Yu i in. 2014). Z ko-
lei Lu i wspó∏pracownicy opisali korelacj´ pomi´dzy
ekspresjà CD133 a obecnoÊcià przerzutów do w´-
z∏ów ch∏onnych w rakach nag∏oÊni (Lu i in. 2011). 

W piÊmiennictwie dost´pne sà tak˝e wyniki
badaƒ Chiou i wspó∏pracowników w których wi´k-
sza ekspresja CD133 korelowa∏a z wi´kszym za-
awansowaniem guza oraz gorszym rokowaniem
u chorych na raka jamy ustnej (Chiou i in. 2008).
Udzia∏ CD133 w patomechanizmie tworzenia prze-
rzutów pozostaje nieznany. Z badaƒ Yu i wspó∏-
pracowników wynika, ˝e w guzach z ekspresjà
CD133 dochodzi do zmniejszenia ekspresji genu
KAI1/CD82 (ang. metastasis suppressor protein),

który jest genem supresji przerzutów (Yu i in.
2014), a ponadto aktywacja kinazy bia∏kowej Src
umo˝liwia przemian´ nab∏onkowo-mezenhymalnà
(ang. epithelial-mesenchymal transition – EMT)
a tym samym powstanie przerzutów. Na podsta-
wie swoich badaƒ Chen z zespo∏em stwierdzili, ˝e
CD133 mo˝e stanowiç substrat dla kinazy Src,
a poprzez domen´ wewnàtrzkomórkowà mo˝e
wp∏ywaç na polaryzacj´ komórki oraz inicjacj´
procesu EMT (Chen i in. 2011). Reprezentatywne
obrazy mikroskopowe ekspresji CD133 przedsta-
wiono na rycinie 5. 

Dehydrogenaza aldehydowa (ALDH)
Dehydrogenaza aldehydowa (ALDH) jest we-

wnàtrzkomórkowym enzymem wyst´pujàcym
w wielu komórkach organizmu ludzkiego. Naj-
wi´kszà ekspresj´ ALDH obserwuje si´ w hepato-
cytach. Rolà ALDH jest utrzymanie homeostazy
komórkowej oraz ochrona przed szkodliwym dzia-
∏aniem aldehydów. Jest to g∏ówny enzym katali-
zujàcy reakcj´ utleniania aldehydów, zwiàzków
powstajàcych w wyniku metabolizmu alkoholi,
a tak˝e amin biogennych, leków i ksenobiotyków.
Do tej pory opisano fizjologiczne wyst´powanie 19
ludzkich izoform ALDH, mi´dzy innymi w wàtrobie,
nerkach, erytrocytach i p∏ucach. Cechujà si´ one
znacznà swoistoÊcià wobec ró˝nych substratów
oraz ró˝nià si´ lokalizacjà komórkowà i narzàdowà
(Pors i Moreb 2014). Jednà z izoform ALDH jest
ALDH1. Jej rola biochemiczna to przede wszyst-
kim udzia∏ w konwersji aldehydu octowego (karcy-
nogenu) do kwasu octowego, udzia∏ w utlenianiu
retinolu do kwasu retinowego – niezb´dnego do pra-
wid∏owego rozwoju tkanek, szczególnie nab∏on-
ków, oraz zapewnianie homeostazy organizmu.
PodkreÊla si´ tak˝e rol´ kwasu retinowego w em-
briogenezie (Duester 2000). Retinoidy, zarówno
syntetyczne, jak i naturalne pochodne witaminy A,

Ryc. 5. Reprezentatywne obrazy mikroskopowe ekspresji CD133: (A) kontrola izotypowa w HNSCC (x200),
(B) ekspresja CD133 w guzie (N0) w HNSCC (x200), (C) ekspresja CD133 w guzie (N+) w HNSCC (x100)

A B C
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wp∏ywajà na ró˝nicowanie oraz rozwój HNSCC.
Przedmiotem badaƒ by∏a tak˝e ocena ich zdolnoÊci
do chemoprewencji w rozwoju HNSCC (Lippman
i in. 1993). Poprzez udzia∏ w procesie metabolizo-
wania retinolu ALDH1 bierze udzia∏ w regulacji
odpowiedzi metabolicznej na diet´ wysokot∏usz-
czowà. Uwa˝a si´ tak˝e, ˝e poprzez regulacj´ sy-
gna∏ów kwasu retinowego odpowiada za regulo-
wanie samoodnowy i ró˝nicowania normalnych
komórek macierzystych oraz CSC (Visus i in. 2011).

W izoformie ALDH1 wyró˝nia si´ trzy podgrupy:
izoformy ALDH1A1, ALDH1A2 oraz ALDH1A3.
W wi´kszoÊci badaƒ z u˝yciem ALDH jako markera
nowotworowych komórek macierzystych wykorzy-
stywano izoenzym ALDH1A1 (Pors i Moreb 2014).

W zwiàzku z funkcjà, jakà pe∏ni ALDH1A1
w metabolizmie alkoholu, odgrywa ona istotnà
rol´ w opornoÊci na chemioterapeutyki generu-
jàce toksyczne aldehydy, np. cyklofosfamid. Wy-
kazano, ˝e aktywnoÊç enzymatyczna ALDH1A1
w nowotworowych komórkach macierzystych raka
jelita grubego jest wi´ksza ni˝ w pozosta∏ych ko-
mórkach. Wydaje si´, ˝e jest to g∏ówna przy-
czyna opornoÊci na leczenie cyklofosfamidem.
Udowodniono, ˝e inhibicja aktywnoÊci enzymu
in vitro uwra˝liwia komórki rakowe na cyklo-
fosfamid (Dylla i in. 2008).

Ginestier i wspó∏pracownicy jako pierwsi
wykazali, ̋ e ALDH1 mo˝e byç markerem zarówno
somatycznych, jak i nowotworowych komórek
macierzystych. W ich badaniach komórki wyizolo-
wane z wykorzystaniem ekspresji ALDH1 two-
rzy∏y guz w modelach zwierz´cych. Autorzy ci
wykazali tak˝e, ˝e w raku sutka ekspresja ALDH1
jest istotnym czynnikiem rokowniczym wystà-
pienia przerzutów oraz wià˝e si´ z gorszym ro-
kowaniem (Ginestier i in. 2007). W wielu publi-
kacjach potwierdzono w odniesieniu do ró˝nych
typów nowotworów, ˝e ALDH1 jest wartoÊcio-

wym markerem do izolacji CSC (Huang i in. 2009).
Chen z zespo∏em jako pierwsi udowodnili, ̋ e ko-
mórki wyodr´bnione z HNSCC, wykazujàce eks-
presj´ ALDH majà wi´kszy potencja∏ nowotwo-
rzenia oraz sà bardziej oporne na radioterapi´
w porównaniu z komórkami niewykazujàcych
ekspresji ALDH (Chen i in. 2009). Prince i wspó∏-
pracownicy przedstawili badania, w których
komórki wykazujàce du˝à ekspresj´ ALDH od-
twarza∏y struktur´ guza w 24 na 25 przypadków
myszy z upoÊledzonà odpornoÊcià po ksenoprzesz-
czepie, podczas gdy komórki z ma∏à ekspresjà
ALDH wykaza∏y takie dzia∏anie tylko w 3 spoÊród
36 przeszczepów. Podobne wyniki otrzymali Kri-
shnamurthy i wspó∏pracownicy (Krishnamurthy
i in. 2010). Clay i wspó∏pracownicy wykazali, ˝e
niewielka liczba komórek guza o du˝ej ekspresji
ALDH mo˝e odtwarzaç nowotwór po transplan-
tacji do organizmu myszy z upoÊledzonà odpor-
noÊcià. W badaniach tych autorów komórki o feno-
typie du˝ej ekspresji ALDH wykazywa∏y wi´kszà
swoistoÊç w izolacji CSC ni˝ antygen powierzch-
niowy CD44 (Clay i in. 2010). Visus z zespo∏em
jako pierwsi udowodnili potencjalnà mo˝liwoÊç
immunoterapii ukierunkowanej na CSC. Autorzy
ci wytworzyli w warunkach in vitro limfocyty
T CD8+, które wykazywa∏y zdolnoÊç do elimino-
wania nowotworowych komórek macierzystych
z du˝à ekspresjà ALDH1A1 w rakach g∏owy
i szyi, piersi, trzustki, a ponadto hamowa∏y
wzrost guza oraz wyd∏u˝a∏y czas prze˝ycia
w modelach doÊwiadczalnych. Wyniki ich badaƒ
sugerujà, ˝e macierzyste komórki nowotworowe
wykazujàce ekspresj´ ALDH1A1 mogà byç celem
immunoterapii z wykorzystaniem limfocytów T. 

Przytoczone badania potwierdzajà znacze-
nie ALDH1A1 jako markera CSC (Visus i in.
2011), ale ocena prognostycznej przydatnoÊci
ekspresji ALDH1 w nowotworach wcià˝ jest nie-

Ryc. 6. Reprezentatywne obrazy mikroskopowe ekspresji ALDH1A1: (A) kontrola izotypowa w HNSCC,
(B) ekspresja ALDH1A1 w guzie T1, (C) ekspresja ALDH1A1 w guzie T4 (x200)

A B C
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jednoznaczna i wymaga wyjaÊnienia (Zhou i Sun
2014). W niektórych publikacjach wykazano,
˝e nadekspresja ALDH1A1 wià˝e si´ z gorszym
rokowaniem u chorych na raka sutka, p∏uc, trzust-
ki i prostaty (Tomita i in. 2016). Z metaanalizy
przeprowadzonej przez Liu i wspó∏pracowników
wynika, ˝e zwi´kszona ekspresja ALDH1A1 kore-
luje z wyst´powaniem przerzutów do w´z∏ów
ch∏onnych, ni˝szym zró˝nicowaniem guza, wiel-
koÊcià guza oraz ze z∏à prognozà u chorych
na raka sutka (Liu i in. 2014). Z drugiej strony
inni autorzy wykazali, ˝e ekspresja ALDH1 wià˝e
si´ z lepszym rokowaniem w raku jajnika oraz
w niedrobnokomórkowym raku p∏uc (Chang i in.
2009, Dimou i in. 2012).

Zale˝noÊç pomi´dzy ekspresjà ALDH1A1
a czynnikami klinicznymi i histopatologicznymi
oraz rokowaniem u chorych na HNSCC wcià˝
jest przedmiotem badaƒ (Zhou i Sun 2014). Ko-
ukourakis i wsp. wykazali, ̋ e wyst´powanie eks-
presji ALDH1A1 w miejscowo zaawansowanych
HNSCC wià˝e si´ z lepszym rokowaniem (Kouko-
urakis i in. 2012). Wi´kszoÊç publikacji wskazuje
jednak na negatywnà rol´ ALDH1A1 w rozwoju
HNSCC (Szafarowski 2016). Analiza wyników
badaƒ w∏asnych potwierdzi∏a, ˝e wyst´powanie
ekspresji ALDH1A1 w rakach g∏owy i szyi jest
niezale˝nym czynnikiem rokowniczym pi´cio-
krotnie zmniejszajàcym szans´ prze˝ycia (Szafa-
rowski 2016). 

Podsumowaniu ocen wykorzystania ALDH1A1
jako markera CSC w HNSCC jest poÊwi´cona
metaanaliza dokonana przez Zhou i wspó∏pra-
cowników Jest to pierwsza metaanaliza dotyczà-
ca wykorzystania ALDH1A1 jako markera CSC
w rakach g∏owy i szyi. Jej wyniki dowodzà, ˝e
ekspresja ALDH1A1 istotnie koreluje z mniejszym
zró˝nicowaniem guza, obecnoÊcià przerzutów
do regionalnych w´z∏ów ch∏onnych, z gorszym
ca∏kowitym pi´cioletnim okresem prze˝ywal-
noÊci (OS) oraz czasem wystàpienia pierwszej
wznowy. Autorzy analizy sugerujà, ˝e badanie
ekspresji ALDH1mo˝e pos∏u˝yç do wyró˝nienia
chorych obarczonych ryzykiem niepowodzenia
leczenia (Zhuo i in. 2015). Reprezentatywne ob-
razy mikroskopowe ekspresji ALDH1A1 przed-
stawiono na rycinie 6. 

Metody in vitro
Populacja poboczna

Identyfikacja populacji pobocznej jest jednà
z metod umo˝liwiajàcych wyodr´bnienie popu-
lacji nowotworowych komórek macierzystych
w warunkach in vitro. W metodzie tej wykorzy-
stuje si´ zdolnoÊç nowotworowych komórek ma-
cierzystych do aktywnego transportu zwiàzków

poza komórk´, co jest mo˝liwe dzi´ki zwi´kszo-
nej ekspresji bia∏ek b´dàcych transporterami
b∏onowymi z grupy ABC (ang. binding cassette,
ATP – bia∏ka opornoÊci wielolekowej). Barwniki
fluorescencyjne, które sà naturalnymi substra-
tami dla tych bia∏ek, takie jak Hoechst 33342 lub
DyeCycle Violet, nie gromadzà si´ w komórce,
lecz sà aktywnie transportowane na zewnàtrz.
W zwiàzku z tym po wzbudzeniu w Êwietle lasera
populacja CSC wykazuje niewielkà fluorescencj´.
W pozosta∏ych komórkach, o ma∏ej aktywnoÊci
b∏onowych bia∏ek ABC, barwniki DyeCycle Violet
aktywnie wnikajà do wn´trza, co powoduje po-
wstanie wysokich wartoÊci fluorescencji (Monroe
i in. 2011).

Klonowanie z pojedynczej komórki 
– test selekcji klonów

Metoda klonowania z pojedynczej komórki
(ang. single cell cloning) polega na uzyskiwaniu
klonów z pojedynczych komórek nowotworo-
wych, zró˝nicowanych pod wzgl´dem morfolo-
gicznym. Na podstawie badaƒ wykazano, ̋ e w wa-
runkach in vitro nowotworowe komórki macie-
rzyste umieszczone w specjalnym Êrodowisku
pozbawionym surowicy po dodaniu czynników
wzrostu majà zdolnoÊç do tworzenia wieloko-
mórkowych klonów w postaci trójwymiarowych
sfer (ang. tumor sphere formation). W takich
warunkach wi´kszoÊç komórek nowotworowych
ulega apoptozie. 

W HNSCC wyodr´bnione w ten sposób po-
pulacje komórek cechowa∏y si´ du˝à ekspresjà
CD44 oraz CD133, czyli markerów typowych dla
CSC. Uzyskane w ten sposób CSC w przypadku
raków jamy ustnej cechowa∏y si´ znacznym po-
tencja∏em tworzenia guza w modelach doÊwiad-
czalnych (Singh i in. 2004, Okamoto i in. 2009,
Zhang i in. 2010).

Metody in vivo
Test onkogenezy u myszy

W celu identyfikacji CSC wykorzystuje si´
tak˝e testy in vivo przeprowadzane na myszach
z zespo∏em znacznego niedoboru odpornoÊci
(ang. severe combined immunodeficiency – SCID).
Test onkogenezy u myszy poprzedzony jest testem
selekcji klonów in vitro (opisanym powy˝ej).
Do uzyskanych klonów dodaje si´ przeciwcia∏a,
np. anty-CD44. Komórki pozytywne sà wielo-
krotnie pasa˝owane, a nast´pnie namna˝ane.
Wyselekcjonowane w ten sposób kolonie komór-
kowe sà poddawane ksenotransplantacji, czyli
wszczepieniu do innego organizmu ni˝ dawca,
np. myszy NOD/SCID. Taki schemat post´powa-
nia diagnostycznego umo˝liwia dok∏adnà ocen´
klinicznej roli CSC w nowotworzeniu.
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Hipoteza zak∏adajàca, ˝e brak skutecznoÊci
powszechnie stosowanego leczenia przeciwnowo-
tworowego wynika z istnienia nowotworowych
komórek macierzystych wydaje si´ bardzo intere-
sujàca. Prowadzone badania molekularne majà
na celu poznanie tych cech nowotworu, które po-
zwolà okreÊliç dynamik´ wzrostu miejscowego
oraz mechanizm tworzenia przerzutów, a tym sa-
mym umo˝liwià wyodr´bnienie grupy chorych
najbardziej zagro˝onych niepowodzeniem lecze-
nia. Badania oceniajàce kliniczne znaczenie teorii
uwzgl´dniajàcej istnienie CSC sà oparte na eks-
presji markerów powierzchniowych oraz ekspresji
ALDH. Wytypowanie biomarkera identyfikujàcego
CSC jest obecnie jednym z celów onkologii (Qian
i in. 2014). Pomimo licznych badaƒ, jak dotàd nie
ustalono jednoznacznego stanowiska w kwestii ro-
li CSC w HNSCC. Chocia˝ nie wszyscy naukowcy
sà przekonani o dominujàcej roli CSC w nowo-
tworzeniu, w piÊmiennictwie mo˝na znaleêç
na ten temat liczne publikacje. 

Wiele publikacji odnosi si´ do ekspresji
CD44, CD24, ALDH1A1 oraz CD133 w komórkach
nowotworowych w przypadkach nowotworów
p∏askonab∏onkowych g∏owy i szyi (Stuelten i in.
2010). Z analizy dost´pnego piÊmiennictwa wy-
nika, ˝e glikoproteina CD44 jest najcz´Êciej bada-
nym oraz wydaje si´ najistotniejszym markerem
nowotworowych komórek macierzystych w HNSCC
(Koukourakis i in. 2012). Analiza przeprowa-
dzonych badaƒ pozwala na stwierdzenie, ˝e ko-
mórki obdarzone fenotypem CD44+/CD24+ oraz
CD133+ wykazujà opornoÊç na stosowanà
chemioterapi´, a komórki o du˝ej ekspresji
ALDH1A1 wykazujà zdolnoÊç do samoodnowy
i du˝y potencja∏ nowotworzenia (Ginestier i in.
2007, Zhang i in. 2010). 

W analizowanym piÊmiennictwie zwraca
uwag´ fakt znacznie nasilonej ekspresji marke-
rów macierzystych komórek nowotworowych.
W hierarchicznej koncepcji nowotworzenia do-
minuje poglàd, ˝e CSC stanowià niewielkà pul´
komórek w ca∏ej masie guza. Tymczasem w nie-
których publikacjach podano, ̋ e nawet ponad 90%
komórek raka wykazuje ekspresj´ np. glikoproteiny
CD133, co zaobserwowano równie˝ w naszych
badaniach (Oliveira i in. 2014, Szafarowski 2016).
Warto si´ zatem zastanowiç, czy stosowane mar-
kery rzeczywiÊcie pozwalajà na izolacj´ CSC. Lu
i wspó∏pracownicy uwa˝ajà, ̋ e ekspresja CD133
nie jest swoista dla CSC ze wzgl´du na zbyt du˝à
liczb´ pozytywnie wybarwionych komórek w ma-
sie guza (70–85%) (Lu i in. 2011). Xu i wspó∏pra-
cownicy sàdzà, ˝e tak˝e ekspresja ALDH1A1 nie

mo˝e byç markerem CSC, gdy˝ wyst´puje w po-
nad 1/4 komórek (Xu i in. 2012). Tak nasilona eks-
presja badanych markerów byç mo˝e sugeruje
ich ograniczonà czu∏oÊç w identyfikacji nowo-
tworowych komórek macierzystych. Nale˝y pa-
mi´taç, ˝e badane biomarkery sà tak˝e, a mo˝e
przede wszystkim bia∏kami, które odgrywajà
istotnà rol´ w metabolizmie i biologii komórek
nowotworowych. W Êrodowisku guza w czasie
jego szybkiego wzrostu dochodzi do hipoksji,
która najprawdopodobniej nasila ekspresj´ ba-
danych bia∏ek. Istnieje tak˝e hipoteza sugerujà-
ca, ̋ e opornoÊç na leczenie wynika z nadmiernej
aktywnoÊci badanych markerów, b´dàcej efek-
tem ich nadekspresji, a nie z obecnoÊci oraz nad-
miernej aktywnoÊci samych CSC (Koukourakis
i in. 2012, Xu i in. 2012).

Ekspresja markerów CSC 
w zmianach przednowotworowych

Obecnie nie dysponujemy markerem, który
umo˝liwi∏by ocen´ ryzyka progresji zmian przed-
nowotworowych do raka inwazyjnego w obr´bie
g∏owy i szyi. Jedynie histopatologiczna ocena stop-
nia dysplazji mo˝e wiarygodnie odzwierciedlaç
nasilenie zmian. Obiecujàce wydaje si´ wykorzy-
stanie glikoproteiny CD133 oraz ALDH1A1 jako
markerów ryzyka progresji zmian ∏agodnych i dys-
plazji w obr´bie nab∏onka jamy ustnej i gard∏a
w kierunku nowotworu z∏oÊliwego.

W dost´pnym piÊmiennictwie prezento-
wane sà prace sugerujàce narastanie nasilenia
ekspresji CD133 oraz ALDH1A1 poczàwszy
od prawid∏owej b∏ony Êluzowej poprzez dyspla-
zj´ do nowotworu z∏oÊliwego (Ravindran i Deva-
raj 2012, Abdulmajeed, Dalley i Sarah 2013, Liu
i in. 2013, Sun i in. 2013). Liu i wspó∏pracownicy
jako pierwsi ocenili CD133 i ALDH1A1, uznajàc
ich ekspresj´ za marker progresji zmian ∏agodnych
w kierunku zmian z∏oÊliwych. Autorzy ci sugerujà,
˝e wi´ksza ekspresja ALDH1A1 i CD133 wià˝e si´
z odpowiednio cztero- i dwókrotnie wi´kszym
ryzykiem przemiany nowotworowej leukoplakii
jamy ustnej (Liu i in. 2013). Podobne wyniki
przedstawiali w swoich pracach Visus z zespo-
∏em co sugeruje istotnà rol´ ALDH1A1 w pro-
gresji zmian przednowotworowych (Visus i in.
2011, Liu i in. 2013). Oliveira i wspó∏pracownicy
zaobserwowali brak ekspresji CD133 w prawi-
d∏owej b∏onie Êluzowej, natomiast wi´kszà eks-
presj´ (do 60%) w rakach j´zyka (Oliveira i in.
2014), a Sun i wspó∏pracownicy wykazali wzrost
nasilenia ekspresji CD133 wraz z progresjà
zmiany (Sun i in. 2013). Dane te sugerujà nie-
zwykle prawdopodobny udzia∏ ALDH1A1 oraz
CD133 w patogenezie raka jamy ustnej. Wst´pne
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dane z piÊmiennictwa oraz wyniki badaƒ w∏asnych
sugerujà znaczenie ALDH1A1 oraz CD133 jako
potencjalnych biomarkerów do wczesnego wy-
krywania leukoplakii jamy ustnej o du˝ym po-
tencjale zez∏oÊliwienia. Liu i wspó∏pracownicy
sugerujà, ˝e ∏àczne zastosowanie tych dwóch
markerów mog∏oby byç u˝yte w celu wyodr´b-
nienia chorych z grupy podwy˝szonego ryzyka
(Liu i in. 2013). Niewàtpliwie konieczne sà dal-
sze badania majàce na celu ustalenie czu∏oÊci
oraz swoistoÊci badanych biomarkerów.

Wydaje si´, ˝e CSC mogà mieç znaczenie
w praktyce klinicznej. Byç mo˝e w przysz∏oÊci
rutynowe przeprowadzenie proponowanych
oznaczeƒ pozwoli na wy∏onienie chorych zagro-
˝onych niepowodzeniem leczenia, a tym samym
przesàdzi o koniecznoÊci wdro˝enia ich w przy-
padku dog∏´bnej diagnostyki i umo˝liwi w∏àcze-
nie zindywidualizowanej terapii.  ●
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