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Despite significant progress in oncology, squamous
cell carcinomas of the head and neck remain a signi-
ficant therapeutic problem and effectiveness of
treatment has been remaining for the last 40 years.
Studies on the initiation of carcinogenesis has led to
the formulation of the two main theories describing
the development of cancer — stochastic theory and
the hierarchical theory. Hierarchical theories of cancer
formation assumes the existence of dominating cell
population in the tumor, known as cancer stem cells
(CSC) or tumor-initiating cells (TIC). Cancer stem
cells are isolated based on the expression of specific
markers. In head and neck squamous cell carcinoma
numerous publications relate to the expression of
CD44, CD24, CD133 and ALDH1A1 on tumor cells.
It seems that the CSC may be relevant in clinical
practice.

(Mag. ORL, 2017, 61, XVI, 9-22)
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Nowotwory gtowy i szyi zalicza sie do jednej
grupy ze wzgledu na ich zblizong patogeneze
oraz podobienstwo obrazu patomorfologicznego
1 przebiegu klinicznego. Ponad 90% ztosliwych
nowotworow wystepujacych w obszarze glowy
1 szyl to nowotwory pochodzenia nablonkowego
— raki ptaskonablonkowe (ang. head and neck
squamous cell carcinoma — HNSCC) wywodzace
sie z anatomicznych okolic gérnej czesci ukla-
dow pokarmowego 1 oddechowego, czyli z jamy
ustnej, gardia, krtani, jamy nosa, gruczotéw $li-
nowych, ucha, tarczycy lub zatok przynosowych.
Wiekszos¢ nowotworow tej grupy cechuje sie
glownie miejscowo-regionalnym wzrostem oraz
wzglednie malym ryzykiem przerzutéw odle-
glych. Niepowodzenie ich leczenia wigze sie
najczesciej z wystgpieniem miejscowej wznowy
lub wznowy w obrebie regionalnych weztéw
chionnych szyi (Kordek i in. 2007). Znieksztatce-
nia anatomiczne oraz dysfunkcje czynnos$ciowe
spowodowane zaréwno sama chorobg, jak i jej
leczeniem pociggaja za soba negatywne skutki
psychologiczne i spoteczne oraz znacznie pogar-
szajg jakosc¢ zycia chorych (De Graeff i in. 2000,
Howren iin. 2013).

Z danych epidemiologicznych wynika, ze za-
chorowalnos¢ na nowotwory ptaskonabtonkowe
glowy 1 szyi wykazuje statg tendencje wzrosto-
wa. Raki te stanowig 6-10% wszystkich nowo-
tworow zlosliwych oraz sg przyczyng 5% zgonow
z powodu chorob nowotworowych. Rocznie
w Polsce notuje sie okoto 6 tysiecy nowych za-
chorowan, a na calym Swiecie ponad 600 tysiecy
(2015, http://globocan.iarc.fr). W naszym kraju
najczestszym nowotworem piaskonabtonkowym
glowy i szyi u obu pici jest rak krtani, a nastep-
nymi z kolei sg: u mezczyzn raki dna jamy ustnej
oraz migdatka, a u kobiet raki migdatka i guzy
slinianek przyusznych.

Pomimo znacznego postepu w dziedzinie
onkologii HNSCC nadal stanowig istotny pro-
blem terapeutyczny, a efektywnosc¢ ich leczenia
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pozostaje na poziomie sprzed 40 lat (Carvalho
i in. 2005). Naturalny przebieg kliniczny oraz
rokowanie w poszczegoélnych przypadkach zalezy
miedzy innymi od umiejscowienia guza, stopnia
zaawansowania klinicznego, statusu regional-
nych weztéw chionnych gtowy i szyi oraz stopnia
zlosliwosci histologicznej nowotworu (Kordek
iin. 2007). W Polsce 5-letnie przezycie chorych
na nowotwor krtani w ciggu ostatnich 15 lat po-
zostawalo na poziomie 50,6% w przypadku mez-
czyzn, a w przypadku kobiet nieznacznie wzro-
sto: z 60,4% do 62,7%. Na Swiecie Srednie 5-letnie
przezycie dla chorych obojga pici wynosi 55%
(http://globocan.iarc.fr). Najgorsze wyniki lecze-
nia wigza sie z rakiem gardia dolnego. Nawet
gdy jest on rozpoznany w niskim stopniu za-
awansowania, b-letnie przezycie dotyczy tylko
okoto 30% chorych.

Wspoiczesne mozliwosci wczesnej diagno-
styki oraz leczenia nowotworow glowy i szyi sa
ograniczone z powodu niewyjasnionej patogenezy
tych rakéw. Pomimo postepu wiedzy medycznej
i licznych badan poswieconych biologii nowotwo-
row oraz molekularnemu podtozu kancerogenezy
nie udalo sie ustali¢ jednoznacznej przyczyny
procesu nowotworzenia. Wsrod wielu czynnikow
inicjujacych ten proces palenie tytoniu oraz nad-
mierne spozywanie alkoholu wystepuje w udo-
wodnionym zwigzku przyczynowym z czesto$cig
wystepowania HNSCC (Blot i in. 1988). W nowo-
tworach ustnej czesci gardia obserwuje sie wy-
stepowanie onkogennych typow HPV 16 i 18.
W badaniach zauwazalny jest znaczny wzrost
liczby chorych na HNSCC, u ktérych potwier-
dzono obecnos¢ HPV. Rosngca czestos¢ zachoro-
wan na nowotwory o wirusowej etiopatogenezie
wigze sie miedzy innymi ze zmiang zachowan
seksualnych (Castellsague i in. 2016).

Przetomowym odkryciem w badaniach nad no-
wotworami byto wyizolowanie w 1997 roku przez
J.E. Dicka i D. Bonneta nowotworowych komoérek
macierzystych (ang. cancer stem cells — CSC).
Identyfikacja tych komorek stata sie podstawa
do opracowania nowych teorii rozwoju choroby
nowotworowej, w ktérych uwzgledniono ztozo-
nos$¢ proceséOw kancerogenezy oraz zréznico-
wanie stopnia wrazliwosci komorek na leczenie.
Poznanie molekularnego podioza kancerogenezy
z uwzglednieniem znaczenia w tym procesie CSC
by¢ moze pozwoli zrozumie¢, dlaczego powszech-
nie stosowane leczenie przeciwnowotworowe jest
niewystarczajaco skuteczne. Wyjasnienie mecha-
nizmow nowotworzenia, przerzutowania oraz
opornosci na wdrozone schematy terapeutyczne
to bez watpienia jeden z priorytetéw wspoltczesnej
onkologii (Bonnet i Dick 1997).
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MODELE KANCEROGENEZY

Badania nad inicjacja kancerogenezy, promo-
Cja oraz progresja nowotworzenia, a takze nad po-
wstaniem wznowy doprowadzily do sformutowa-
nia dwoéch gtéwnych teorii opisujacych rozwdj
choroby nowotworowej — teorii stochastycznej
oraz teorii hierarchicznej (Major i in. 2013).

Stochastyczna teoria rozwoju
choroby nowotworowej

Juz na poczatku ery zapoczatkowanej przez
wielkich patologéw eksperymentalnych XIX wie-
ku zauwazono, ze wiele nowotworéw wykazuje
zroznicowanie morfologiczne. J.P. Miiller oraz
R. Virchow zaobserwowali pod mikroskopem wy-
jatkowa roznorodnos$¢ morfologiczng komoérek
nowotworowych w obrebie guza. Zjawisko to
okreslono terminem: heterogennosc¢ guza, a ttu-
maczono w dwojaki sposéb. Wedlug pierwszej
koncepcji podczas podziatu komérek nowotwo-
rowych dochodzi do akumulacji losowych muta-
cji, ktére powoduja zrdéznicowanie genetyczne
komorek. Nabyte mutacje daja pewnej grupie
komorek nowotworowych w guzie przewage kon-
kurencyjng nad innymi komérkami, nieposiada-
jacymi tej mutacji. Dzielgc sie dalej, komorki te
tworza tzw. klon komoérek bardzo podobnych
pod wzgledem morfologicznym. Wedilug drugiej
koncepcji heterogennos¢ nowotworu moze by¢
wynikiem zréznicowanego mikrosrodowiska ko-
morek w obrebie guza (Dick 2008).

W 1976 roku P.C. Nowell zaproponowat tzw.
stochastyczny, klonalny model kancerogenezy.
Zgodnie z tym modelem nowotwoér powstaje z po-
jedynczej komorki, ktéra w ciggu swojego zycia aku-
muluje mutacje i staje sie komorka nowotworowa,
wykazujgca zdolnos¢ do niekontrolowanych podzia-
16w. Wszystkie komoérki guza sg identyczne (homo-
genne) i dysponuja takim samym potencjalem
rozwojowym, dlatego kazda z nich jest zdolna do in-
dukowania progresji nowotworu. Niejednorodnos¢
funkcjonalna wynika z losowych (stochastycznych)
czynnikow, wplywajacych na zachowanie poszcze-
golnych komérek guza. Moga to by¢ czynniki we-
wnetrzne np. zmienione stezenia czynnikow trans-
krypcyjnych lub zaburzenia szlakéw sygnatowych,
lub nabyte, do ktérych autor zaliczyt miedzy inny-
mi czynniki gospodarza, mikrosrodowiska, a takze
odpowiedZz immunologiczng. Zaproponowany przez
Nowella model bazuje na zalozeniu, ze nowotwoér
jest choroba proliferacyjng, i uzasadnia powstawa-
nie nowotworu w konsekwencji zmian przednowo-
tworowych (stopniowa progresja od metaplazji
poprzez dysplazje do nowotworu) (Nowell 1976,
Monroe i in. 2011) (ryc. 1).
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Ryc.1. Genetyczny model klonalnej progresji nowotworéw glowy i szyi — teoria stochastyczna (wg Nowell 1976

— w modyfikacji wlasnej)

Klonalny model kancerogenezy nie wyjasnia
jednak innych podstawowych cech nowotworu,
miedzy innymi heterogennosci komorek gu-
za pod wzgledem fenotypu, zdolnosci prolifera-
cji, potencjalu roéznicowania oraz opornosci
na zastosowana terapie. Nie uwzglednia takze
faktu, ze nie wszystkie komoérki guza posiadaja
potencjal nowotworzenia oraz przerzutowania
(Ricci-Vitiani i in. 2009). Mimo wskazanych nie-
dostatkdéw model ten stat sie podstawag wspoi-
czesSnie stosowanych metod leczenia nowotwo-
row, ktorych gléwnym celem jest niszczenie
szybko dzielgcych sie, proliferujgcych lub zrézni-
cowanych komorek guza. Ze wzgledu jednak
na czesto wystepujaca opornos$c na leczenie oraz
znaczne zroznicowanie cech nowotworéw nie
zaprzestano poszukiwan bardziej satysfakcjonu-
jacych interpretacji molekularnego podtoza nowo-
tworzenia (Zhang i in. 2010).

Hierarchiczna teoria rozwoju
choroby nowotworowej
— nowotworowe komoérki macierzyste

Istnienie nowotworowych komoérek macie-
rzystych podejrzewano od poczatkow XIX wieku.
W stuleciu tym powstalo wiele prac wskazujg-
cych na skomplikowang strukture nowotworéw
oraz ich histopatologiczne zréznicowanie.

W 1855 roku R. Virchow opisat histologiczne
podobienstwo potworniaka do tkanek rozwijajace-
go sie ptodu oraz zasugerowat mozliwos¢ zwigzku
miedzy tymi dwiema roznymi tkankami (Ribatti
2012). W 1961 roku C. Southam i A. Brunschwig
wykazali, ze komorki pobrane od chorych na no-
wotwor zlosliwy, a nastepnie wszczepione tym
samym chorym pod skoére tylko w niewielkim
stopniu formowaly nowe ogniska nowotworu
(Southam 1961). W 1985 roku dokonano odkry-
cia potwierdzajacego istnienie komorek nowo-
tworowych o cechach komorek macierzystych.
A.W. Hamburger i S.E. Salmon wykazali, ze nie
wszystkie komorki wyizolowane z guzow litych
maja te sama zdolnos¢ do proliferacji oraz nowo-
tworzenia. Tylko jedna na 1000 komoérek guza no-
wotworowego jest zdolna do tworzenia guza
(Hamburger i Salmon 1977). Wiekszos¢ badan
nad obecnoscig CSC przeprowadzono na nowo-

tworach uktadu krwiotworczego. Obecnos¢ CSC
in vivo po raz pierwszy potwierdzit w 1994 roku
J.E. Dick u chorego na ostrg biataczke szpikowa
(ang. acute myeloid leukemia — AML) (Lapidot
i in. 1994). Niedlugo potem wykazano, ze tylko
niewielka liczba komoérek w masie nowotworowej
jest fenotypowo podobna do komoérek macierzy-
stych, a przeszczepiona do myszy z uposledzong
odpornoscia immunologiczng (ang. non-obese
diabetic mice with severe combined immunodefi-
ciency disease, NOD/SCID — myszy z cukrzyca nie-
powodujaca otyltosci, z ostrym, zlozonym upo-
Sledzeniem odpornosci) subpopulacja komorek
o fenotypie CD34hi/CD38low odtwarza iden-
tyczng morfologicznie posta¢ AML (Bonnet i
Dick 1997). Od tego czasu powstaly liczne publi-
kacje, ktérych autorzy wykazywali obecnos¢ CSC
w réznych typach nowotworéw. W 2003 roku
Al-Hajj i wspoétpracownicy zidentyfikowali i wy-
izolowali, z wykorzystaniem antygenow powierzch-
niowych CD44+/CD24—, nowotworowe komorki
macierzyste w raku sutka, potwierdzajac tym
samym wystepowanie CSC w guzach litych.
W swojej pracy udowodnili, ze subpopulacja ko-
morek raka piersi o fenotypie CD44+/CD24— byta
w stanie odtwarza¢ heterogenny typ nowotworu.
Wykazali réwniez, ze niewielka liczba (100) komo-
rek o fenotypie CD44+/CD24— ma wtasciwosci
odtwarzania guza w warunkach doswiadczalnych
in vivo, a nawet wielokrotnie pasazowane komor-
ki zachowujg fenotyp CD44+/CDZ24— (Al-Hajj
i in. 2003). W kolejnych latach wystepowanie
CSC potwierdzono w innych guzach litych: w gu-
zie moOzgu, prostaty, jelita grubego, trzustki i raku
pluca (Singh i in. 2004, Collins i in. 2005, Dalerba
iin. 2007, Hoiin. 2007 Liiin. 2007, ). Obecnosc¢
CSC w rakach gtowy i szyi po raz pierwszy opisali
w 2007 roku M.E. Prince i wspoétpracownicy kto-
rzy przy uzyciu cytofluorymetrii przeptywowej
(ang. fluorescence activated cell sorting — FACS)
wyizolowali nowotworowe komoérki macierzyste,
wykorzystujgc obecnos¢ na ich powierzchni czaste-
czek CD44+. Wyizolowane z gtéwnej masy guza,
a nastepnie przeszczepione komorki o fenotypie
CD44+ w modelu doswiadczalnym wykazywaty
potencjal formowania guza oraz odtwarzania zréz-
nicowanej postaci nowotworu (Prince i in.2007).
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Powyzsze obserwacje pozwalaly wnioskowac,
ze w obrebie nowotworu istnieje pewna niewielka
populacja komorek nowotworowych zdolna do samo-
odnowy oraz odpowiedzialna za rozwéj nowotworu,
utrzymanie jego masy, a takze wznowe i tworzenie
przerzutow. Teoria hierarchiczna zakiada istnienie
komoérek odgrywajacych dominujaca role w guzie.
Nazwano je nowotworowymi komérkami macie-
rzystymi lub komorkami inicjujgcymi powstanie
nowotworu (ang. tumor-initiating cells — TIC)
(Wicha, Liu i Dontu 2006). Zgodnie ze stanowi-
skiem American Association for Cancer Research
nowotworowe komoérki macierzyste znajduja sie
na samym szczycie w hierarchii komoérek guza
nowotworowego (ryc. 2).

W swietle najnowszej wiedzy CSC wykazuja
potencjal formowania guza oraz odpowiadaja
za jego rozwdj i progresje. Maja rowniez zdol-
nos¢ tworzenia fenokopii guza, zaréwno w przy-
padku przerzutowania, jak i w modelach do-
$wiadczalnych in vivo (ksenografty). Ponadto sa
zdolne do samoodnowy oraz réznicowania sie
w rézne typy komoérek nowotworowych, czyli
maja cechy typowe dla somatycznych komorek
macierzystych (ang. adult stem cell — ASC),

a takze do réznicowania sie w kazdy rodzaj komo-
rek, co uzasadnia heterogenna posta¢ guza nowo-
tworowego (Wicha i in. 2006, Prince i in. 2007,
Dick 2008, ). Zaznaczmy w tym momencie, ze
jakkolwiek okreslenie: nowotworowe komorki ma-
cierzyste wskazuje na wspolne cechy CSC i macie-
rzystych komorek somatycznych, to jednak nie
okresla pochodzenia CSC (Al-Hajj i in. 2003,
Major, Pitty i Farah 2013).

Pochodzenie nowotworowych komorek ma-
cierzystych wcigz nie jest jednoznacznie po-
twierdzone. Transformacja prawidiowej komor-
ki w komoérke nowotworowa jest wieloetapowym
procesem. Wynika najprawdopodobniej z nagro-
madzenia mutacji w obrebie DNA (Hanahan i
Weinberg 2000). Mozliwe, ze CSC powstaja z pra-
widlowych (somatycznych) komoérek macierzy-
stych, ktore podlegajac dziataniu licznych czynni-
kéw kancerogennych, ulegaja przeksztatceniu
w nowotworowe komorki macierzyste na skutek
kumulacji zmian mutagennych (Monroe i in.
2011). CSC moga takze powstawac z czesciowo
zroznicowanych (progenitorowych) komorek
obecnych w danej niszy, a takze pochodzi¢ z ko-
moérek somatycznych w pelni zréznicowanych
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lub komoérek nowotworowych, ktére w wyniku
gromadzonych mutacji nabywaja cech CSC
(Krivtsov i in. 2006).

Jak zauwazono powyzej, w modelu hierar-
chicznym CSC stanowig niewielka pule komoérek
(<10%) w calej masie guza nowotworowego. Ich
obecnos$¢ wyjasnia watpliwe dotychczas aspekty
molekularnego podioza nowotworzenia. Uwaza
sie, ze istnienie nowotworowych komérek ma-
cierzystych moze by¢ przyczyna nieskutecznosci
dotychczasowych metod leczenia nowotworow.
Stosowane obecnie konwencjonalne terapie,
obejmujace chirurgie, radioterapie, chemiotera-
pie oraz immunoterapie, ukierunkowane sa
na niszczenie szybko dzielacych sie, proliferuja-
cych lub zréznicowanych komorek guza. Dziata-
nia te prowadza do redukcji masy nowotworu,
jednak z reguly sa nieefektywne, poniewaz ko-
morki CSC rzadko ulegaja podzialom, w czym
mozna upatrywac¢ przyczyn nawrotu choroby.
Poza tym udowodniono, ze CSC, podobnie jak
somatyczne komorki macierzyste, sa bardziej
oporne na dziatanie chemio- i radioterapii niz
pozostate komoérki guza (Gunthert i in. 1991,
Monroe i in. 2011), a takze dziela sie asyme-
trycznie. Asymetryczny podzial nowotworowej
komorki macierzystej polega na tym, ze wytwa-
rza ona komorke zréznicowang oraz jedng nie-
zroznicowana komérke macierzystg, co umozli-
wia utrzymanie liczby CSC na stalym poziomie.
Nalezy zauwazy¢, ze w prawidiowych warunkach
somatyczne komorki macierzyste rzadko ulegaja
podziatom (Jaenisch i Young 2008) (ryc. 2).

METODY IDENTYFIKACJI NOWOTWOROWYCH
KOMOREK MACIERZYSTYCH

Nowotworowe komorki macierzyste izoluje
sie na podstawie ekspresji okreslonych markeréw.
Najczesciej wykorzystuje sie w tym celu identyfi-
kacje czasteczek biatkowych wystepujacych na
powierzchni komoérek nalezacych do grupy CD
(ang. cluster of differentiation — CD). Innymi
metodami sg: oznaczanie aktywnosci enzymow
komoérkowych, np. dehydrogenazy aldehydowej
ALDH1A1, wuzyskiwanie populacji pobocznej
(ang. side population — SP) oraz wykorzystywanie
zdolnosci CSC do tworzenia kolonii komoérkowych
w hodowlach in vitro. Dotychczas nie znaleziono
jednego, uniwersalnego markera, ktérego obec-
nosc¢ pozwalataby zidentyfikowa¢ CSC. Dla kazde-
go nowotworu charakterystyczne sg inne markery,
na podstawie ktorych izoluje sie CSC z masy
guza (Alison i in. 2010). Subpopulacja komoérek
wyizolowana in vitro z wykorzystaniem wymienio-
nych metod jest nastepnie przeszczepiana do my-

sich modeli z uposledzona odpornoscia w celu
udowodnienia in vivo cech nowotworowych ko-
morek macierzystych, czyli zdolnosci do nowo-
tworzenia (ang. tumorigenicity) oraz zdolnosci
do samoodnowy (ang. self-renewing).

Markery powierzchniowe
Poniewaz do tej pory brak jednego, uniwersal-
nego markera identyfikujacego CSC, w dostepnym
piSmiennictwie przedstawiane sg liczne badania,
ktorych celem byta analiza jednoczes$nie kilku po-
tencjalnych markerow CSC.

Glikoproteina CD44

CD44 to wielofunkcyjna glikoproteina, sta-
nowigca jedna z pieciu grup biatek adhezyjnych,
reprezentujaca typ I biatek btonowych. Jej wy-
stepowanie stwierdzono na kilku typach komo-
rek mezenchymalnych i zarodkowych. CD44
po raz pierwszy zostata opisana w 1980 r. jako
antygen powierzchniowy limfocytéw T oraz gra-
nulocytéw. Bedac jednoczes$nie receptorem po-
wierzchniowym, CD44 odgrywa kluczowa role
w interakcjach komorki ze sktadnikami macierzy
pozakomorkowej (fibronektyna, glikanami, hia-
luronianami i kolagenem) (Zoller 2011).

Dzieki interakcji z kwasem hialuronowym
CD44 posredniczy w pobudzaniu proceséw adhe-
zji, agregacji, migracji i proliferacji komoérkowej
oraz w angiogenezie. Receptory adhezyjne (zwane
takze komoérkowymi czasteczkami adhezyjnymi,
ang. cell adhesion molecules — CAM), do ktérych
nalezy CD44, odgrywaja istotng role w morfoge-
nezie, utrzymywaniu integralnosci oraz migracji
komoérek nabtonka. Kazda z wymienionych wtasci-
wosci biologicznych CD44 ma istotne znaczenie
dla fizjologii komorki, jednak w warunkach nowo-
tworzenia obecno$¢ CD44 na powierzchni komo-
rek znacznie utatwia, a wrecz umozliwia ekspansje
nowotworowq. Zaburzenia ekspresji oraz wtasci-
wego funkcjonowania czasteczek adhezyjnych
powoduja zmiane wyksztalconych potaczen mie-
dzykomoérkowych oraz dezorganizacje cytoszkiele-
tu. Ma to wplyw na zdolnos¢ komoérek nowotworo-
wych do odrywania sie od masy guza, a tym sa-
mym zwieksza jego zdolnos¢ do inwazyjnosci
(Ohene-Abuakwa i Pignatelli 2000).

Inne funkcje przypisywane czasteczkom
CD44 to posredniczenie w oddziatywaniach mie-
dzy komorkami oraz udziat w aktywacji limfocy-
tow T, uwalnianiu cytokin i ruchu komorek
(Wang i in. 2009). Przyjmuje sie takze, ze CD44
moze utatwiac¢ degradacje macierzy zewnatrzko-
morkowej poprzez regulacje aktywnosci proteaz,
zwlaszcza metaloproteinaz, ktérych dzialanie
wykorzystywane jest w stanach zapalnych,
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gojeniu sie ran, a takze w czasie angiogenezy
1 penetracji tkanek przez komoérki nowotworowe
(Nikiel 2006). Wykazano, ze ekspresja biatek
CD44 zwigksza zdolno$¢ komoérek guza do two-
rzenia przerzutow (Manten-Horst i in. 1995).

Ekspresje CD44 stwierdzono na wielu ko-
morkach, miedzy innymi na komorkach nabton-
kowych, limfocytach, fibroblastach oraz komor-
kach glejowych. Brak ekspresji CD44 opisano
natomiast na powierzchni hepatocytow, plytek
krwi oraz komorek skory wiasciwej (Manten-
-Horst i in. 1995). CD44 wystepuje w postaci
wielu izoform, ktérych obecnos¢ jest wynikiem
alternatywnego sktadania mRNA (ang. alternative
splicing). Najczesciej wystepuje w postaci standar-
dowej (CD44s), jednak w wyniku alternatywnego
sktadania mRNA mogag powstawac izoformy réz-
nigce sie budowa domeny zewnatrzkomoérkowej.
Wariant niezawierajgcy regulowanych w tym
procesie eksonéw jest nazywany standardowym,
natomiast poszczegolne izoformy nazywa sie
wariantami (CD44v). U czlowieka opisuje sie
izoformy v1-v10.

W badaniach prezentowanych w dostepnym
pisSmiennictwie odnotowano znaczne réznice, jesli
chodzi o korelacje ekspresji CD44 z rokowaniem
w zaleznosci od lokalizacji nowotworu w obrebie
glowy 1 szyi. Niektore doniesienia wskazuja
na istotng warto$¢ prognostyczna CD44 w rakach
glowy i szyi, zwlaszcza w rakach jamy ustnej,
w ktorych nizsza ekspresja CD44 koreluje z wiek-
sza zdolnoscig do powstawania wznowy oraz two-
rzenia przerzutéw (Wang i in. 2009).

Chen i wspélpracownicy w swojej meta-
analizie oceniajacej znaczenie ekspresji CD44
w HNSCC nie wykazali istotnego zwigzku pomie-
dzy czynnikami kliniczno-patologicznymi (TNM)
a ekspresjg CD44 w rakach jamy ustnej. Zaob-
serwowali natomiast, ze wieksza ekspresja
CD44 wiaze sie z dtuzszym okresem zycia do wy-

Ryc.
(B) ekspresja CD44 w HNSCC w guzie T4, (C) ekspresja CD44 w kontrolnej blonie sluzowej; (x200)
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stapienia wznowy. W odniesieniu do raka krtani
autorzy wykazali, ze wyzsza ekspresja CD44 ko-
reluje z wiekszym zaawansowaniem guza wg
klasyfikacji TNM, nizszym jego zréznicowaniem
oraz krétszym okresem przezycia. Wskazali jedno-
czesnie, ze CD44 jest istotnym czynnikiem progno-
stycznym w grupie nowotworow o tej lokalizacji
(Chen i in. 2014). Przedstawione obserwacje
znajduja potwierdzenie w badaniach wtasnych,
w ktérych wykazalismy wiekszg ekspresje CD44
w guzach o wyzszym stopniu zaawansowania
TNM (Szafarowski 2016).

Reasumujac, mozna stwierdzic¢, ze nasilenie
ekspresji CD44 ma rézna wartos¢ prognostyczna
w HNSCC w zaleznosci od lokalizacji nowotwo-
ru, jednak wcigz brak wytltumaczenia, dlaczego
tak sie dzieje. Przedstawione fakty wskazuja
na CD44 jako czynnik o potencjalnej wartosci
diagnostycznej, ale ze wzgledu na do$¢ znaczne
rozbieznosci danych z pisSmiennictwa konieczne
sg dalsze badania w celu ustalenia roli CD44 jako
biomarkera CSC oraz w celu wyjasnienia znacze-
nia tych komorek w kancerogenezie. Reprezen-
tatywne obrazy mikroskopowe ekspresji CD44
przedstawiono na rycinie 3.

Glikoproteina CD24

CD24 jest powierzchniowg glikoproteing
zakotwiczong przez glikozylofosfatydyloinozytol
na powierzchni komoérek nowotworowych. Funk-
cjonuje w interakcjach komorka—komorka i ko-
moérka—macierz, jednak wiele funkcji tego biatka
pozostaje nieznane (Lee i in. 2010). CD24 po raz
pierwszy wykryto u myszy jako cieptostabilny
antygen, ktory nastepnie wykorzystywano jako
marker roznicowania sie komorek uktadu krwio-
tworczego i nerwowego. Sugeruje sie, ze obec-
nos¢ CDZ24 sprzyja powstawaniu przerzutéw.
CD24 jest ligandem P-selektyny — receptora
adhezji wystepujacego na aktywowanych komor-

s =i - 0

3. Reprezentatywne obrazy mikroskopowe ekspresji CD44: (A) kontrola izotypowa w HNSCC,



kach srodbionka i ptytkach krwi. Takie wspotod-
dzialywanie ulatwia przedostawanie sie komoérek
nowotworowych do krwiobiegu podczas prze-
rzutowania (Aigner i in. 1998). Ekspresje CD24
opisano w raku jajnika, piersi, prostaty, pecherza
moczowego, nerek, raku drobnokomoérkowym
ptuc oraz w innych ludzkich nowotworach (Allegra
1 Trapasso 2012). Zwigzek CD24 ze zdolnoscia
do przerzutowania podkresla role tego markera
jako czynnika prognostycznego oraz markera CSC.
W badaniach nad rakiem piersi udowodniono
obecnos¢ CD24 wraz z CD44 na powierzchni
macierzystych komorek nowotworowych. Jedno-
czesne wykorzystanie CD24 i CD44 do identyfi-
kacji CSC w innych nowotworach wzbudzito duze
zainteresowanie (Al-Hajj i in. 2003, Lee i in.
2010). W badaniach wiasnych potwierdziliSmy
zwigzek pomiedzy ekspresja CD24 a obecnoscig
przerzutow do wezlow chionnych 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 komoérek macierzystych (SC) oraz nowo-
tworowych komoérek macierzystych (CSC). Jest to
glikoproteina zbudowana z pieciu domen prze-
zblonowych, nalezaca do rodziny prominin. Po-
wszechnie wystepuje w mikrokosmkach i rzeskach
(Corbeil i in. 2001). Sugeruje sie, ze moze od-
grywac istotng role w utrzymywaniu odpowied-
niego sktadu lipidowego biony komorkowej,
jednak pelny zakres jej funkcji wciaz nie jest jed-
noznacznie wyjasniony (Roper i in. 2000). Gliko-
proteina CD133 po raz pierwszy zostata opisana
na powierzchni ludzkich komoérek macierzystych
uktadu hematopoetycznego w 1997 roku (Miraglia
iin. 1997). Ze wzgledu na wystepowanie na po-
wierzchni komérek uktadu hematopoetycznego

znalazla zastosowanie jako marker somatycz-
nych komoérek macierzystych. Kolejne badania
wykazaly jej wystepowanie na powierzchni SC
w roznych narzadach i tkankach, miedzy innymi
w tkance nerwowej, na powierzchni srédbtonka
naczyn, w komorkach nabtonka prostaty, na po-
wierzchni komorek progenitorowych (Peichev
i in. 2000, Uchida i in. 2000). Singh z zespotem
jako pierwsi uzyli CD133 jako markera CSC
w nowotworach osrodkowego uktadu nerwowego.
W kolejnych badaniach zaobserwowano wyste-
powanie CD133 na powierzchni komorek maja-
cych cechy CSC w biataczce, raku watroby i raku
prostaty (Yin i in. 1997, Singh i in. 2004, Collins
i in. 2005, Suetsugu i in. 2006).W przypadku
HNSCC komorki o fenotypie CD133hi wykazywaty
wiekszy potencjal proliferacyjny (ang. clonogeni-
city), wieksza zdolno$¢ do tworzenia klonow
w hodowli in vitro oraz wigkszy potencjat formo-
wania guza (ang. tumorigenicity) w modelu do-
Swiadczalnym myszy z uposledzona odpornoscig
w poréwnaniu z populacja CD133low (Wei i in.
2009). Dostepne wyniki badan eksperymental-
nych dowodza, ze CD133 jest jednym z marke-
row komorek macierzystych raka krtani (Zhou
iin. 2007).

Udowodniono ponadto, ze ekspresja CD133
jest wartosciowym czynnikiem prognostycznym
w raku jelita grubego oraz ze wigksza ekspresja
CD133 w raku jelita grubego i odbytnicy wigze
sie z gorszym rokowaniem, wiekszym zaawanso-
waniem nowotworu oraz wystepowaniem prze-
rzutow (Cheniin. 2013).

Mechanizm, w jakim CD133 bierze udziat
W rozwoju guza oraz powstawaniu przerzutéw,
nie jest dostatecznie poznany (Canis i in. 2012).
W badaniach wtasnych Canis i wspotpracownicy
wykazali, ze komorki o fenotypie CD133(+) maja
1000-krotnie wiekszy potencjal tworzenia guza
u myszy z uposledzona odpornoscia (SCID) niz

Ryc.4. Reprezentatywne obrazy mikroskopowe ekspresji CD24:
(B) ekspresja CD24 w guzie (NO) w HNSCC, (C) ekspresja CD24 w guzie (N+) w HNSCC; (x200)
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CD133(-) (Canis i in. 2013). Podobne wyniki
uzyskali Wei i wspotpracownicy (Wei i in. 2014),
jednak niewiele jest prac oceniajacych kliniczne
znaczenie ekspresji CD133 w HNSCC. Ravindran
i Devaraj wykazali istotng zaleznos$¢ pomiedzy
nasilong ekspresjg CD133 a wyzszym stopniem
zaawansowania rakow jamy ustnej (Ravindran
i Devaraj 2012). Cytowani Canis z zespolem
w przypadku rakow gtowy i szyi zaobserwowali
gorsze rokowanie w grupie chorych z nasilonag
ekspresjg CD133 (Canis i in. 2012). W kilku ba-
daniach wykazano, ze ekspresja CD133 zwig-
zana jest z obecnoscig przerzutéw do weziéw
chtonnych szyi, co potwierdzono takze w bada-
niach wtasnych (Szafarowski 2016). Yu i wspot-
pracownicy analizujgc 83 przypadki raka krtani,
opisali korelacje miedzy ekspresjg CD133 a stop-
niem ztosliwosci histologicznej, zaawansowaniem
pTNM i wystepowaniem przerzutéw do weziow
chtonnych. Wykazali takze, ze zaréwno catkowity
czas przezycia (OS), jak i czas do pierwszej wzno-
wy w przypadku chorych z ekspresjg CD133
byly znacznie krotsze niz w grupie chorych
CD133-ujemnych. Wyniki ich badan sugeruja, ze
ekspresja CD133 moze by¢ waznym czynnikiem
rokowniczym w rakach krtani (Yu i in. 2014). Z ko-
lei Lu i wspotpracownicy opisali korelacje pomiedzy
ekspresjg CD133 a obecnoscig przerzutéw do we-
zl6w chtonnych w rakach nagtosni (Luiin. 2011).

W pisSmiennictwie dostepne sg takze wyniki
badan Chiou i wspoéipracownikéw w ktorych wiek-
sza ekspresja CD133 korelowala z wiekszym za-
awansowaniem guza oraz gorszym rokowaniem
u chorych na raka jamy ustnej (Chiou i in. 2008).
Udziat CD133 w patomechanizmie tworzenia prze-
rzutow pozostaje nieznany. Z badan Yu i wspo6t-
pracownikéw wynika, ze w guzach z ekspresja
CD133 dochodzi do zmniejszenia ekspresji genu
KAI1/CD82 (ang. metastasis suppressor protein),

ktory jest genem supresji przerzutow (Yu i in.
2014), a ponadto aktywacja kinazy biatkowej Src
umozliwia przemiane nabtonkowo-mezenhymalna
(ang. epithelial-mesenchymal transition — EMT)
a tym samym powstanie przerzutéw. Na podsta-
wie swoich badan Chen z zespotem stwierdzili, ze
CD133 moze stanowi¢ substrat dla kinazy Src,
a poprzez domene wewnatrzkomoérkowg moze
wplywa¢ na polaryzacje komorki oraz inicjacje
procesu EMT (Chen i in. 2011). Reprezentatywne
obrazy mikroskopowe ekspresji CD133 przedsta-
wiono na rycinie 5.

Dehydrogenaza aldehydowa (ALDH)

Dehydrogenaza aldehydowa (ALDH) jest we-
wnatrzkomorkowym enzymem wystepujacym
w wielu komoérkach organizmu ludzkiego. Naj-
wieksza ekspresje ALDH obserwuje sie w hepato-
cytach. Rola ALDH jest utrzymanie homeostazy
komorkowej oraz ochrona przed szkodliwym dzia-
laniem aldehydow. Jest to gtéwny enzym katali-
zujacy reakcje utleniania aldehydow, zwigzkow
powstajacych w wyniku metabolizmu alkoholi,
a takze amin biogennych, lekéw i ksenobiotykéw.
Do tej pory opisano fizjologiczne wystepowanie 19
ludzkich izoform ALDH, miedzy innymi w watrobie,
nerkach, erytrocytach i ptucach. Cechuja sie one
znaczng swoistoscig wobec réznych substratow
oraz roznig sie lokalizacja komoérkows i narzgdowa
(Pors i Moreb 2014). Jedna z izoform ALDH jest
ALDHI1. Jej rola biochemiczna to przede wszyst-
kim udziat w konwersji aldehydu octowego (karcy-
nogenu) do kwasu octowego, udziat w utlenianiu
retinolu do kwasu retinowego — niezbednego do pra-
widlowego rozwoju tkanek, szczegoélnie nabton-
kow, oraz zapewnianie homeostazy organizmu.
Podkresla sie takze role kwasu retinowego w em-
briogenezie (Duester 2000). Retinoidy, zaréwno
syntetyczne, jak i naturalne pochodne witaminy A,
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Ryc. 5. Reprezentatywne obrazy mikroskopowe ekspresji CD133: (A) kontrola izotypowa w HNSCC (x200),
(B) ekspresja CD133 w guzie (NO) w HNSCC (x200), (C) ekspresja CD133 w guzie (N+) w HNSCC (x100)
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wplywajg na réznicowanie oraz rozwdj HNSCC.
Przedmiotem badan byta takze ocena ich zdolnosci
do chemoprewencji w rozwoju HNSCC (Lippman
1in. 1993). Poprzez udzial w procesie metabolizo-
wania retinolu ALDH1 bierze udziat w regulacji
odpowiedzi metabolicznej na diete wysokotlusz-
czowq. Uwaza sie takze, ze poprzez regulacje sy-
gnaléw kwasu retinowego odpowiada za regulo-
wanie samoodnowy i réznicowania normalnych
komorek macierzystych oraz CSC (Visusiin. 2011).

W izoformie ALDH1 wyréznia sie trzy podgrupy:
izoformy ALDH1A1, ALDH1AZ oraz ALDHI1AS3.
W wiekszosci badan z uzyciem ALDH jako markera
nowotworowych komorek macierzystych wykorzy-
stywano izoenzym ALDH1A1 (Pors i Moreb 2014).

W zwiagzku z funkcjg, jaka peini ALDH1A1
w metabolizmie alkoholu, odgrywa ona istotnag
role w opornosci na chemioterapeutyki generu-
jace toksyczne aldehydy, np. cyklofosfamid. Wy-
kazano, ze aktywnos¢ enzymatyczna ALDH1A1
w nowotworowych komérkach macierzystych raka
jelita grubego jest wieksza niz w pozostatych ko-
morkach. Wydaje sie, ze jest to giéwna przy-
czyna opornosci na leczenie cyklofosfamidem.
Udowodniono, ze inhibicja aktywnosci enzymu
in vitro uwrazliwia komérki rakowe na cyklo-
fosfamid (Dylla i in. 2008).

Ginestier i wspoipracownicy jako pierwsi
wykazali, ze ALDH1 moze by¢ markerem zaré6wno
somatycznych, jak i nowotworowych komorek
macierzystych. W ich badaniach komorki wyizolo-
wane z wykorzystaniem ekspresji ALDH1 two-
rzyly guz w modelach zwierzecych. Autorzy ci
wykazali takze, ze w raku sutka ekspresja ALDH1
jest istotnym czynnikiem rokowniczym wystg-
pienia przerzutdw oraz wigze sie z gorszym ro-
kowaniem (Ginestier i in. 2007). W wielu publi-
kacjach potwierdzono w odniesieniu do réznych
typow nowotworow, ze ALDH1 jest wartoscio-

wym markerem do izolacji CSC (Huang i in. 2009).
Chen z zespolem jako pierwsi udowodnili, ze ko-
morki wyodrebnione z HNSCC, wykazujace eks-
presje ALDH maja wiekszy potencjal nowotwo-
rzenia oraz sa bardziej oporne na radioterapie
w poréwnaniu z komoérkami niewykazujacych
ekspresji ALDH (Chen i in. 2009). Prince i wspot-
pracownicy przedstawili badania, w ktorych
komorki wykazujgce duza ekspresje ALDH od-
twarzaly strukture guza w 24 na 25 przypadkéw
myszy z uposledzong odpornoscig po ksenoprzesz-
czepie, podczas gdy komorki z matg ekspresja
ALDH wykazaty takie dziatanie tylko w 3 sposréd
36 przeszczepéw. Podobne wyniki otrzymali Kri-
shnamurthy i wspotpracownicy (Krishnamurthy
iin. 2010). Clay i wspoipracownicy wykazali, ze
niewielka liczba komoérek guza o duzej ekspresji
ALDH moze odtwarza¢ nowotwor po transplan-
tacji do organizmu myszy z uposledzong odpor-
noscig. W badaniach tych autoréw komorki o feno-
typie duzej ekspresji ALDH wykazywaty wieksza
swoisto$¢ w izolacji CSC niz antygen powierzch-
niowy CD44 (Clay i in. 2010). Visus z zespolem
jako pierwsi udowodnili potencjalng mozliwos¢
immunoterapii ukierunkowanej na CSC. Autorzy
ci wytworzyli w warunkach in vitro limfocyty
T CD8+, ktére wykazywaty zdolnos¢ do elimino-
wania nowotworowych komorek macierzystych
z duza ekspresja ALDH1Al1l w rakach gtowy
i szyi, piersi, trzustki, a ponadto hamowatly
wzrost guza oraz wydluzaly czas przezycia
w modelach doswiadczalnych. Wyniki ich badan
sugerujg, ze macierzyste komorki nowotworowe
wykazujgce ekspresje ALDH1A1 moga byc¢ celem
immunoterapii z wykorzystaniem limfocytow T.
Przytoczone badania potwierdzaja znacze-
nie ALDH1A1 jako markera CSC (Visus i in.
2011), ale ocena prognostycznej przydatnosci
ekspresji ALDH1 w nowotworach wcigz jest nie-
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Ryc. 6. Reprezentatywne obrazy mikroskopowe ekspresji ALDH1A1l: (A) kontrola izotypowa w HNSCC,

(B) ekspresja ALDH1A1 w guzie T1, (C) ekspresja ALDH1A1 w guzie T4 (x200)
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jednoznaczna i wymaga wyjasnienia (Zhou i Sun
2014). W niektorych publikacjach wykazano,
ze nadekspresja ALDH1A1 wigze sie z gorszym
rokowaniem u chorych na raka sutka, ptuc, trzust-
ki i prostaty (Tomita i in. 2016). Z metaanalizy
przeprowadzonej przez Liu i wspotpracownikéw
wynika, ze zwiekszona ekspresja ALDH1A1 kore-
luje z wystepowaniem przerzutow do weztéw
chionnych, nizszym zréznicowaniem guza, wiel-
koscig guza oraz ze zlg prognoza u chorych
na raka sutka (Liu i in. 2014). Z drugiej strony
inni autorzy wykazali, ze ekspresja ALDH1 wigze
sie z lepszym rokowaniem w raku jajnika oraz
w niedrobnokomorkowym raku ptuc (Chang i in.
2009, Dimouiin. 2012).

Zalezno$¢ pomiedzy ekspresja ALDH1A1l
a czynnikami klinicznymi i histopatologicznymi
oraz rokowaniem u chorych na HNSCC wciaz
jest przedmiotem badan (Zhou i Sun 2014). Ko-
ukourakis i wsp. wykazali, ze wystepowanie eks-
presji ALDH1A1 w miejscowo zaawansowanych
HNSCC wiaze sie z lepszym rokowaniem (Kouko-
urakis iin. 2012). Wiekszos$¢ publikacji wskazuje
jednak na negatywna role ALDH1A1 w rozwoju
HNSCC (Szafarowski 2016). Analiza wynikéw
badan wtasnych potwierdzita, ze wystepowanie
ekspresji ALDH1A1 w rakach glowy i szyi jest
niezaleznym czynnikiem rokowniczym piecio-
krotnie zmniejszajacym szanse przezycia (Szafa-
rowski 2016).

Podsumowaniu ocen wykorzystania ALDH1A1
jako markera CSC w HNSCC jest poswiecona
metaanaliza dokonana przez Zhou i wspoipra-
cownikow Jest to pierwsza metaanaliza dotyczg-
ca wykorzystania ALDH1A1 jako markera CSC
w rakach gtowy i szyi. Jej wyniki dowodza, ze
ekspresja ALDH1A1 istotnie koreluje z mniejszym
zroznicowaniem guza, obecnoscig przerzutéw
do regionalnych weztéw chtonnych, z gorszym
catkowitym piecioletnim okresem przezywal-
nosci (OS) oraz czasem wystgpienia pierwszej
wznowy. Autorzy analizy sugeruja, ze badanie
ekspresji ALDH1moze postuzy¢ do wyréznienia
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 jedna
z metod umozliwiajacych wyodrebnienie popu-
lacji nowotworowych komoérek macierzystych
w warunkach in vitro. W metodzie tej wykorzy-
stuje sie zdolno$¢ nowotworowych komoérek ma-
cierzystych do aktywnego transportu zwigzkéw
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poza komoérke, co jest mozliwe dzieki zwiekszo-
nej ekspresji biatek bedacych transporterami
btonowymi z grupy ABC (ang. binding cassette,
ATP — biatka opornosci wielolekowej). Barwniki
fluorescencyjne, ktére sa naturalnymi substra-
tami dla tych biatek, takie jak Hoechst 33342 lub
DyeCycle Violet, nie gromadza sie w komorce,
lecz sg aktywnie transportowane na zewnatrz.
W zwiazku z tym po wzbudzeniu w swietle lasera
populacja CSC wykazuje niewielka fluorescencje.
W pozostaltych komoérkach, o matej aktywnosci
btonowych biatek ABC, barwniki DyeCycle Violet
aktywnie wnikaja do wnetrza, co powoduje po-
wstanie wysokich wartosci fluorescencji (Monroe
iin. 2011).

Klonowanie z pojedynczej komorki
— test selekgcji klonéw

Metoda klonowania z pojedynczej komorki
(ang. single cell cloning) polega na uzyskiwaniu
klonéw z pojedynczych komérek nowotworo-
wych, zréznicowanych pod wzgledem morfolo-
gicznym. Na podstawie badan wykazano, ze w wa-
runkach in vitro nowotworowe komorki macie-
rzyste umieszczone w specjalnym Srodowisku
pozbawionym surowicy po dodaniu czynnikéw
wzrostu maja zdolnos¢ do tworzenia wieloko-
morkowych klonéw w postaci tréjwymiarowych
sfer (ang. tumor sphere formation). W takich
warunkach wiekszos¢ komoérek nowotworowych
ulega apoptozie.

W HNSCC wyodrebnione w ten sposéb po-
pulacje komorek cechowatly sie duza ekspresja
CD44 oraz CD133, czyli markeréw typowych dla
CSC. Uzyskane w ten sposéb CSC w przypadku
rakoéw jamy ustnej cechowaly sie znacznym po-
tencjalem tworzenia guza w modelach doswiad-
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 sie
takze testy in vivo przeprowadzane na myszach
z zespolem znacznego niedoboru odpornosci
(ang. severe combined immunodeficiency— SCID).
Test onkogenezy u myszy poprzedzony jest testem
selekcji klondéw in vitro (opisanym powyzej).
Do uzyskanych klonéw dodaje sie przeciwciata,
np. anty-CD44. Komoérki pozytywne sa wielo-
krotnie pasazowane, a nastepnie namnazane.
Wyselekcjonowane w ten sposéb kolonie komor-
kowe sa poddawane ksenotransplantacji, czyli
wszczepieniu do innego organizmu niz dawca,
np. myszy NOD/SCID. Taki schemat postepowa-
nia diagnostycznego umozliwia doktadng ocene
klinicznej roli CSC w nowotworzeniu.



IMPLIKACJE KLINICZNE

Hipoteza zakladajgca, ze brak skutecznosci
powszechnie stosowanego leczenia przeciwnowo-
tworowego wynika z istnienia nowotworowych
komorek macierzystych wydaje sie bardzo intere-
sujgca. Prowadzone badania molekularne maja
na celu poznanie tych cech nowotworu, ktére po-
zwolg okreslic dynamike wzrostu miejscowego
oraz mechanizm tworzenia przerzutow, a tym sa-
mym umozliwig wyodrebnienie grupy chorych
najbardziej zagrozonych niepowodzeniem lecze-
nia. Badania oceniajgce kliniczne znaczenie teorii
uwzgledniajgcej istnienie CSC sg oparte na eks-
presji markeréw powierzchniowych oraz ekspres;ji
ALDH. Wytypowanie biomarkera identyfikujgcego
CSC jest obecnie jednym z celow onkologii (Qian
1in. 2014). Pomimo licznych badan, jak dotad nie
ustalono jednoznacznego stanowiska w kwestii ro-
li CSC w HNSCC. Chociaz nie wszyscy naukowcy
sg przekonani o dominujgcej roli CSC w nowo-
tworzeniu, w piSmiennictwie mozna znalez¢
na ten temat liczne publikacje.

Wiele publikacji odnosi sie do ekspres;ji
CD44, CD24, ALDH1A1 oraz CD133 w komoérkach
nowotworowych w przypadkach nowotworow
ptaskonabtonkowych gtowy i szyi (Stuelten i in.
2010). Z analizy dostepnego piSmiennictwa wy-
nika, ze glikoproteina CD44 jest najczesciej bada-
nym oraz wydaje sie najistotniejszym markerem
nowotworowych komoérek macierzystych w HNSCC
(Koukourakis i in. 2012). Analiza przeprowa-
dzonych badan pozwala na stwierdzenie, ze ko-
morki obdarzone fenotypem CD44+/CD24+ oraz
CD133+ wykazujg opornos¢ na stosowang
chemioterapie, a komorki o duzej ekspresji
ALDH1A1 wykazujg zdolnos¢ do samoodnowy
1 duzy potencjal nowotworzenia (Ginestier 1 in.
2007, Zhang i in. 2010).

W analizowanym piSmiennictwie zwraca
uwage fakt znacznie nasilonej ekspresji marke-
row macierzystych komorek nowotworowych.
W hierarchicznej koncepcji nowotworzenia do-
minuje poglad, ze CSC stanowig niewielkg pule
komorek w calej masie guza. Tymczasem w nie-
ktorych publikacjach podano, ze nawet ponad 90%
komorek raka wykazuje ekspresje np. glikoproteiny
CD133, co zaobserwowano rowniez w naszych
badaniach (Oliveira i in. 2014, Szafarowski 2016).
Warto sie zatem zastanowic, czy stosowane mar-
kery rzeczywiscie pozwalaja na izolacje CSC. Lu
1 wspolpracownicy uwazajg, ze ekspresja CD133
nie jest swoista dla CSC ze wzgledu na zbyt duzag
liczbe pozytywnie wybarwionych komoérek w ma-
sie guza (70-85%) (Luiin. 2011). Xu i wspoéipra-
cownicy sadzg, ze takze ekspresja ALDH1A1 nie

moze by¢ markerem CSC, gdyz wystepuje w po-
nad 1/4 komoérek (Xuiin. 2012). Tak nasilona eks-
presja badanych markeréw by¢ moze sugeruje
ich ograniczona czulo$¢ w identyfikacji nowo-
tworowych komoérek macierzystych. Nalezy pa-
mietac¢, ze badane biomarkery sg takze, a moze
przede wszystkim biatkami, ktére odgrywaja
istotng role w metabolizmie i biologii komoérek
nowotworowych. W srodowisku guza w czasie
jego szybkiego wzrostu dochodzi do hipoks;ji,
ktéra najprawdopodobniej nasila ekspresje ba-
danych bialtek. Istnieje takze hipoteza sugerujg-
ca, ze opornosc na leczenie wynika z nadmiernej
aktywnosci badanych markeréw, bedacej efek-
tem ich nadekspresji, a nie z obecnosci oraz nad-
miernej aktywnosci samych CSC (Koukourakis
iin. 2012, Xuiin. 2012).

Ekspresja markeréw CSC
w zmianach przednowotworowych

Obecnie nie dysponujemy markerem, ktory
umozliwitby ocene ryzyka progresji zmian przed-
nowotworowych do raka inwazyjnego w obrebie
glowy i szyi. Jedynie histopatologiczna ocena stop-
nia dysplazji moze wiarygodnie odzwierciedlac¢
nasilenie zmian. Obiecujgce wydaje sie wykorzy-
stanie glikoproteiny CD133 oraz ALDH1A1 jako
markerow ryzyka progresji zmian tagodnych i dys-
plazji w obrebie nabionka jamy ustnej i gardia
w kierunku nowotworu ziosliwego.

W dostepnym piSmiennictwie prezento-
wane sg prace sugerujace narastanie nasilenia
ekspresji CD133 oraz ALDH1A1 poczawszy
od prawidlowej btony sluzowej poprzez dyspla-
zje do nowotworu zlosliwego (Ravindran i Deva-
raj 2012, Abdulmajeed, Dalley i Sarah 2013, Liu
iin. 2013, Suniin. 2013). Liu i wspoipracownicy
jako pierwsi ocenili CD133 i ALDH1A1, uznajac
ich ekspresje za marker progresji zmian fagodnych
w kierunku zmian ztosliwych. Autorzy ci sugeruja,
ze wieksza ekspresja ALDH1A1 i CD133 wiaze sie
z odpowiednio cztero- i dwoékrotnie wiekszym
ryzykiem przemiany nowotworowej leukoplakii
jamy ustnej (Liu i in. 2013). Podobne wyniki
przedstawiali w swoich pracach Visus z zespo-
fem co sugeruje istotna role ALDH1A1 w pro-
gresji zmian przednowotworowych (Visus i in.
2011, Liuiin. 2013). Oliveira i wspoipracownicy
zaobserwowali brak ekspresji CD133 w prawi-
diowej btonie $luzowej, natomiast wiekszg eks-
presje (do 60%) w rakach jezyka (Oliveira i in.
2014), a Sun i wspoipracownicy wykazali wzrost
nasilenia ekspresji CD133 wraz z progresja
zmiany (Sun i in. 2013). Dane te sugeruja nie-
zwykle prawdopodobny udziat ALDH1A1 oraz
CD133 w patogenezie raka jamy ustnej. Wstepne
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dane z piSmiennictwa oraz wyniki badan wtasnych
sugerujg znaczenie ALDH1A1 oraz CD133 jako
potencjalnych biomarkeréw do wczesnego wy-
krywania leukoplakii jamy ustnej o duzym po-
tencjale zezlosliwienia. Liu i wspélpracownicy
sugerujg, ze laczne zastosowanie tych dwdéch
markeréw mogtoby by¢ uzyte w celu wyodreb-
nienia chorych z grupy podwyzszonego ryzyka
(Liu i in. 2013). Niewatpliwie konieczne sg dal-
sze badania majgce na celu ustalenie czulosci
oraz swoisto$ci badanych biomarkeréow.

PISMIENNICTWO

Wydaje sie, ze CSC moga miec¢ znaczenie
w praktyce klinicznej. By¢ moze w przyszlosci
rutynowe przeprowadzenie proponowanych
oznaczen pozwoli na wylonienie chorych zagro-
zonych niepowodzeniem leczenia, a tym samym
przesadzi o koniecznosci wdrozenia ich w przy-
padku dogtebnej diagnostyki i umozliwi wigcze-
nie zindywidualizowanej terapii. @
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