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Carcinogenesis in mammalian oral mucosa from the perspective of biomedical research

Summary

Neoplastic diseases are a challenge to modern medicine. The understanding of histological, molecular and
genetic transformation leading to cancer is essential in establishing methods for earlier diagnosis and better
treatment of oral cavity cancer, not only in humans but also in animals — in particular, in dogs and cats, which
develop oral cancer spontaneously. There are several methods of cancer modeling that expand research
capabilities. The following overview discusses different methods of inducing carcinogenesis in animals and
presents animal models used in the study of carcinogenesis. Publications reviewed in the paper discuss markers
used in the diagnosis of oral cancer and describe the concept of cancer stem cells.
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Opisywane w literaturze przypadki wystepowania
spontanicznych nowotworéw ptaskonabtonkowych re-
gionu glowy 1 szyi (HNSCC —head and neck squamous
cell carcinoma) dotycza przede wszystkim cztowieka.
Ma to zwigzek z czynnikami ryzyka, ktorymi s palenie
tytoniu 1 spozywanie alkoholu. Ryzyko HNSCC jest
2-4-krotnie wyzsze u palaczy i1 6-15-krotnie wyzsze
u palaczy i pijacych alkohol. Odr¢bng grupe czynnikow
stanowig infekcje wirusowe — w szczegolnosci zwigza-
ne z wirusem brodawczaka ludzkiego (HPV — human
papilloma virus) (26, 38).

U cztowieka HNSCC zajmuje szo6ste miejsce pod
wzgledem najczesciej wystepujacych nowotworow
z czego 48% zlokalizowanych jest w obrebie jamy ust-
nej (47) Najpowszechmejszym nowotworem umiej-
scow1onym w jamie ustnej jest rak ptaskonabtonkowy
jamy ustnej (OSCC — oral squamous cell carcinoma)
stanowigcy 90% nowotworéw wystepujacych w jej
obregbie (47). OSCC cechuje si¢ wysoka ztosliwoscia,
a przezywalno$¢ pacjentow ze zdiagnozowanym
tym typem raka jest nizsza niz 50%. Coraz czg¢sciej

OSCC rozpoznawany jest u ludzi mtodych (26, 47).
Przeprowadzone w Europie 1 Azji badania dotyczace
OSCC wykazaty, iz wsrdd populacji europejskiej
diagnozowany rak ptaskonabtonkowy najcze¢sciej
zlokalizowany jest w obrgbie nasady jezyka, a w przy-
padku populacji azjatyckiej, w obrgbie blony §luzowej
policzkow (51).

U zwierzat domowych OSCC wystepuje bardzo
rzadko, bowiem zwierzeta nie s3 w az takim stopniu
jak cztowiek narazone na typowe czynniki ryzyka.
Wyjatek stanowig samorzutne nowotwory jamy
ustnej diagnozowane u psow 1 kotow. Do czesciej
wystepujacych u psow nowotwordw zaliczany jest
rak ptaskonabtonkowy (SCC — squamous cell carci-
noma) diagnozowany w 20% przypadkow wszystkich
rozpoznanych SCC (35). Jednym z jego podtypow
jest brodawczak plaskonablonkowy (PSCC — papil-
lary squamous cell carcinoma), lokalizujacy sie takze
w obrebie jamy ustnej (29). U miodych psow wirus
brodawczaka (CPV — canine papilloma virus) moze
stanowi¢ przyczyne indukcji HNSCC (28). W przy-
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padku kotow nowotwory jamy ustnej stanowig 10%
wszystkich diagnozowanych u nich nowotworow,
z czego 75% to OSCC (35, 45).

Modele zwierzgce
w badaniach nowotworéw jamy ustnej

W pracach badawczych nad nowotworami wykorzy-
stuje si¢ modele zwierzece, pozwalajace na analizo-
wanie przebiegu kancerogenezy w warunkach in vitro
1 in vivo. Najczesciej stosowanymi w tych badaniach
zwierzgtami sg: chomik, mysz i szczur (45). Idealnym
modelem zwierzecym OSCC jest taki, ktory powstaje
spontanicznie — tutaj do badan in vivo dogodnymi
modelami moga by¢ pies i kot, u ktérych OSCC po-
wstaja wlasnie samoistnie. Doda¢ nalezy, ze HNSCC
z wigksza czestotliwo$cig rozwija si¢ u starszych kotow
niz psow (45).

Wystepowanie OSCC wsrod zwierzat jest dosé
rzadkie, dlatego nowotwory indukowane sg w sposob
sztuczny. Badania nad wptywem palenia tytoniu na
indukcje nowotwordw zapoczatkowaty stosowanie
zwigzkow onkogennych w praktyce laboratoryjnej (14,
36). Od tego czasu HNSCC u zwierzat laboratoryjnych
wywoluje si¢ przez traktowanie DMBA (7,12-dime-
thylbenzanthracene — 7,12-dimetylobenzantracen) lub
4NQO (4-nitroquinoline 1-oxide — I-tlenek 4-nitro-
chinoliny).

Pierwsza udang probe indukcji nowotworu prze-
prowadzit Salley. Po potraktowaniu btony §luzowej
chomika DMBA mozna byto histologicznie wyr6znié¢
cztery etapy kancerogenezy: hiperplazje, brodawczak,
nowotwor in situ i rak ptaskonablonkowy (20, 26,
37). W pdzniejszym okresie technika ta zostata udo-
skonalona. Lin i wsp. poprzez zastosowanie trzy razy
w tygodniu DMBA i nastgpnie sze$¢ razy w tygodniu
arekaidyny przez okres czterech tygodni uzyskali
czestotliwos¢ indukowania nowotwordw na poziomie
100% (20, 23). DMBA w komorkach ssakow ulega
aktywacji przez utworzenie reaktywnego diol-epoksy-
du, ktory z kolei ulega addycji do reszt adeninowych
1 guaninowych w DNA (49). Drugi zwigzek 4NQO
zastosowano do indukcji OSCC u szczurdéw i myszy
poprzez podanie go w formie zwigzku rozpuszczone-
go w wodzie pitnej (49). Aby zapoczatkowaé zmiany
nowotworowe, kancerogen 4NQO musiat by¢ poda-
wany zwierzgtom przez okres od dwoéch do trzech
miesiecy (20). 4NQO w komorkach wywoluje silny
stres oksydacyjny, a produkty jego metabolizmu wiaza
si¢ do DNA, glownie do reszt guaninowych. Szerszy
opis metabolizmu i zastosowania 4NQO w modelach
zwierzgeych zostal zaprezentowany przez Kanojia
1 Vaidya (17). Inni badacze wykazali, ze nowotwory in-
dukowane z wykorzystaniem DMBA 1 4NQO koreluja
ze zmiang ekspresji H-ras, Bel-2 (B cell lymphoma 2)
1 Bax (Bcl-2 associated X protein) (26).

Zastosowanie indukcji chemicznej u zwierzat do-
swiadczalnych pozwala doktadniej odzwierciedli¢
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zmiany, jakie zachodzg w trakcie kancerogenezy w ja-
mie ustnej u cztowieka, gdyz ryzyko zachorowania ko-
reluje z czynnikami onkogennymi, takimi jak palenie
tytoniu i spozywanie alkoholu (41). Guzy indukowane
umyszy SENCAR poprzez traktowanie btony §luzowej
DMBA 1 4NQO odzwierciedlaly zmiany przednowo-
tworowe 1 pdzniejsza przerzutowos¢, przypominajac
wielostopniowy proces kancerogenezy w obrebie jamy
ustnej czlowieka (41).

Do badan interakcji pomi¢dzy nowotworem, mi-
krosrodowiskiem i odpornosciag gospodarza stosuje
si¢ model chomika, u ktérego w tatwy spos6b mozna
przesledzi¢ rozwoj guza in vivo (45). U chomika, jako
modelu HNSCC, pewne kontrowersje budzi fakt, iz
zwierze to posiada worki policzkowe, co moze nie
w pelni odzwierciedlaé¢ patofizjologie i spontaniczny
rozwdj HNSCC u cztowieka (45). Chomik jako model
OSCC wykorzystywany jest do badan nad wptywem
czynnikdw onkogennych, hormonéw i sposobu odzy-
wiania na kancerogenezg, a takze jako Zrdédlo infor-
macji na temat mozliwosci zastosowania okreslonych
markeréw molekularnych 1 biologicznych. Pozwala
to na $ledzenie zachodzacych zmian genetycznych,
molekularnych i immunologicznych w czasie kance-
rogenezy (41, 42), a takze na testowanie potencjalnych
zwigzkow przeciwnowotworowych (24, 39, 42).

W przypadku szczurow do chemicznej indukeji
nowotworu wykorzystuje si¢ 4NQO, gdyz zastosowa-
nie DMBA nie przynosito oczekiwanych rezultatow
(prawdopodobnie ze wzgledu na ochronne dziatanie
szczurzeJ shny) (41). Nowotwory indukowane u szczu-
roOw w rejonie podniebienia z uzyciem 4NQO wyka-
zywaly histologicznie podobienstwo do nowotwordéw
jamy ustnej u cztowieka, cechowaly si¢ jednakze
wigkszym zréznicowaniem i wykazywaly mniejsza
ztos§liwos¢ (41).

Alternatywna metodg indukcji nowotworow jest
przeszczep tkanki nowotworowej. W celu uniknigcia
odrzucenia przeszczepu wymagane jest uzycie tkanki
identycznej genetycznie z tkankg biorcy (syngenicznej)
lub Zwierze; biorca musi cechowac si¢ obnizong odpor-
nosc1a, W praktyce laboratoryjne;j Wykorzystywane sq
nagie myszy, myszy bezgrasicze i myszy z ci¢zkim
niedoborem odpornosci (SCID) (32, 41, 45). Wymog
uzycia myszy SCID u ksenograftow prezentowany
jest jako wada tych modeli (20). Inokulacja podskérna
komorkowych linii nowotworowych stosowana jest
przy analizie skutecznosci dziatania lekow przeciw-
nowotworowych 1 nowych zwigzkow chemicznych,
ktore wykazywalyby nizsza cytotoksyczno$¢ (45).
Do zalet tego modelu nalezy krotki czas pomiedzy
inokulacja a indukcja nowotworu (45) W przypadku
przeszczepow syngenicznych, zwierzeta sg gotowe do
badania w ciggu 14 dni od inokulacji (41). W ekspe-
rymentach dokonuje si¢ takze przeszczepoéw ortoto-
powych, obejmujacych rézne lokalizacje. Najczesciej
sa to: podniebienie, jezyk, dzigsta (45). Zaleta trans-
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plantacji ortotopowych jest umiejscowienie guza
w konkretnych regionach anatomicznych. Modele te
stosowane sg w badaniach nad patogeneza i leczeniem
inwazyjnych form OSCC (45). Zhao i wsp. badali
antyrakowe wlasciwosci soli bambusowej. Myszom
ICR (Institute of Cancer Research) do btony $sluzowej
policzkow wszczepiono komorki nowotworowe U14.
Zaobserwowano spadek objetosci guzow u myszy,
ktérych blona §luzowa byta traktowana solg bambu-
sowa (57).

Odrebna grupe stanowig modele z wykorzystaniem
myszy transgenicznych, stuzacych gtownie do identy-
fikacji 1 okreslania roli w patogenezie specyficznych
genOw. Modele transgeniczne tworzone sg przez
indukowanie (knockin) lub wyciszanie (knockout)
specyficznych genéw onkogennych (45).

Rola nowotworowych komérek macierzystych
w indukgcji i progresji nowotworéw

Nowotworowe komorki macierzyste (CSCs — cancer
steam cells) definiuje si¢ na podstawie ich zdolnosci
do formowania drugorzedowych guzow, po ich wyizo-
lowaniu z guza pierwszorzedowego i przeszczepieniu
do myszy z obmzonq odpornoscw} (16).

Pojawienie si¢ pierwszej komorki nowotworowe;j
thumaczy teoria somatycznej mutacji, wedhug ktorej
komorka somatyczna w wyniku akumulacji mutacji
staje si¢ komorka nowotworowa (46), jednak wydaje
sig, ze wigksze szanse na zainicjowanie procesu nowo-
tworowego maja komorki macierzyste lub progenito-
rowe poprzez sekwencyjne nabycie mutacji lub zmian
epigenetycznych. Komoérka somatyczna musiataby
najpierw naby¢ cechy komorki mamerzystej (50).

Obecnie w literaturze wymienia si¢ trzy teorie opi-
sujace kancerogenezg. Teoria stochastyczna zaktada,
ze wszystkie komorki nowotworowe sa homogenne
pod wzgledem potencjalu rozwojowego i1 progresji
nowotworu. Teoria ta ma raczej charakter historyczny,
poniewaz w wielu do§wiadczeniach stwierdzono hete-
rogennos¢ komoérek nowotworowych (46). W dwoch
kolejnych koncepcjach ujeta jest rola CSCs. Pierwsza
koncepcja zaktada hierarchiczny rozwdj komorek.
W tej koncepcji tylko niektore komorki posiadaja
potencjat do formowania guza i zdolno$¢ do progre-
sji nowotworow. Drugi model klonalnej ekspansji
zaktada, ze w obrgbie guza istnieje komoérka CSC
z najkorzystniejszymi zmianami onkogennymi, ktora
dominuje nad pozostalymi komérkami CSCs. W trak-
cie trwania choroby inna komoérka CSC moze przejaé
dominacje, a takze uzyska¢ zdolnos¢ do zajecia nowej
niszy, przyczyniajac si¢ do powstania przerzutow (46).

Uwaza si¢, ze CSCs odpowiedzialne sg za indukcje
nowotworow, ich progresje, przerzutowos¢ i nawrét
choroby (15, 43). Pierwsza praca wykazujaca obec-
nos$¢ komorek macierzystych w guzach litych byta
praca Al.-Hajj i wsp. Myszom wszczepiano ludzkie
komorki raka piersi i tylko niewielka liczba komoérek
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byta w stanie zainicjowa¢ powstanie nowotworu.
Zdolne do indukcji guza byty komorki CSC (1, 15).
Jednym z czynnikow majacych wplyw na komorki
macierzyste jest mikrosrodowisko, czyli nisza. Nisza
»decyduje”, czy komorka przejdzie proces samo-
odnawiania, czy rdéznicowania. Mikrosrodowisko
komorkowe zabezpiecza organizm przed niekontrolo-
wanym rozprzestrzenianiem komoérek macierzystych.
CSCs prawdopodobnie nie podlegaja takiej regulacji
w swoim otoczeniu (53). Inna cecha roznigca komorki
macierzyste i CSCs dotyczy obecnosci tych komorek
w tkance. Komorki macierzyste obecne sa w tkance
w malej liczbie, w przeciwienstwie do CSCs stanowig-
cych znaczng populacje w obrebie tkanki (53).

Dehydrogenaza aldehydowa (ALDH — aldehyde
dehydrogenase) zastosowana jako marker komorek
macierzystych, po wszczepieniu myszom o obnizo-
nej odpornosci komdérek ALDH" przyczynita si¢ do
rozwoju nowotworu. Komorki ALDH" wykazywaty
charakter komoérek CSC (15, 22). Komorki ALDHPMe
moga by¢ pasazowane do r6znych modeli zwierzecych,
wykazujqc morfologlq 1 heterogenno$¢ nowotworu
wyjsciowego, i odegra¢ znaczacg role jako wysoce
specyficzny marker CSCs w HNSCC (4). Grupa enzy-
méw ALDH przeprowadza detoksykacje wewnatrzko-
morkowych aldehydow przez ich utlenienie i utatwia
utlenianie retinolu do kwasu retinowego we wczesnie
roznicujacych komorkach macierzystych (4).

Populacje komoérek CSC w HNSCC zostaty pier-
wotnie zidentyfikowane przez znakowanie CD44,
bedacego markerem komorek macierzystych w guzach
nablonkowych (4, 22). U myszy populacja komoérek
CD44" w HNSCC jest w stanie indukowa¢ kancero-
genezg 1 posiada wiele cech wlasciwych dla komorek
macierzystych (4, 34). W przypadku HNSCC z zacho-
wang wyrazng warstwowg hierarchig zré6znicowania
komorkowego stwierdzono ekspresje CD44 w war-
stwie podstawnej, przy braku ekspresji CD44 w ko-
morkach zroznicowanych (34). Dla potwierdzenia, ze
komorki warstwy podstawnej w obrebie guza stanowia
frakcje komorek niezr6znicowanych, zastosowano
barwienie z wykorzystaniem przeciwciat dla cytoke-
ratyny 5/14 (CK5/14, marker epidermalnych komoérek
macierzystych i progenitorowych) oraz przeciwciat dla
inwolukryny (IVL, marker zréznicowanych keratyno-
cytow). Populacja IVL"CD44 reprezentowata komorki
guza o fenotypie zréznicowanym, natomiast populacja
IVL CD44" odpowiadata komdrkom o fenotypie wia-
sciwym dla komorek warstwy podstawnej (34).

Wspodlne zastosowanie jako markerow ALDH1
1 CD44 do zidentyfikowania CSCs w HNSCC daje
wieksza specyficznos$¢ niz stosowanie tych markeréw
osobno (22). Oprocz ALDH 1 CD44 do wyznakowania
komorek CSC mogg by¢ uzyte markery epidermalnych
komoérek macierzystych, dla ktérych potwierdzono
wzrost ekspresji w przypuszczalnych komérkach CSC:
Oct-4, Nanog, CD117, CK19 (16).
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Markery bedace wskaznikami
procesu kancerogenezy

W diagnostyce i leczeniu OSCC istotne znaczenie
maja markery molekularne 1 biologiczne pozwalajace
wczesniej wykry¢ zmiany nowotworowe, zastosowaé
terapi¢ celowang, poglebi¢ wiedz¢ na temat procesow
zachodzacych w komodrkach normalnych i nowotworo-
wych. W przypadku tkanek nabtonkowych podstawo-
wymi markerami sg keratyny, ktorych wzor ekspres;ji
jest charakterystyczny dla typu nablonka 1 stadium
réznicowania poszczegdlnych warstw komorek.
W trakcie rozwoju nowotworu ekspresja keratyn jest
utrzymywana, ale zmianie ulega wzor ich ekspresji,
dlatego sg one wykorzystywane jako markery zmian
nowotworowych. W badaniach wykazano, ze w obrg-
bie guzoéw jamy ustnej zwiekszonej ekspresji ulegaja
keratyny K8/K18, K171K14 (2, 6, 12, 14, 18, 30, 48,
52), natomiast obnizong aktywnos$¢ wykazuja K4, K5,
K131K19(2,6, 18,19, 25,30, 36). W jednym z badan
analizowano ekspresje KRT76 w blonie §luzowej po-
liczkow chomika. Wykazano spadek ekspresji KRT76
nastepujacy przed rozwojem nowotworu. Keratyna
K76 jest charakterystyczna dla warstw obejmujacych
komorki roéznicujace si¢, dlatego obnizenie ekspres;ji
KRT76 moze mie¢ zwigzek z hiperproliferacja pro-
wadzaca do powstania zmian przednowotworowych.
Nie wykazano zmniejszonej aktywnosci KRT76
w przypadku zwigkszonej proliferacji btony $luzo-
wej indukowanej zranieniem lub stanem zapalnym
(2). Wykaz bialek keratynowych, z opisem struktury
1 funkcji zostat przedstawiony przez Bragulla i wsp.
(7) oraz przez Molla i wsp. (27).

Istotnymi markerami sg takze biatka z rodziny p53.
Biatka te chronig organizm przed uszkodzonymi lub
zmutowanymi komoérkami poprzez naprawg DNA lub
indukcje apoptozy. Reguluja metabolizm, proliferacjg,
réznicowanie, starzenie si¢ i $mier¢ komorki (54).
W komorkach nowotworach cztowieka frekwencja
zmutowanych bialek p53 przekracza 50%, natomiast
frekwencja zmienionych bialek p63 i p73 nie przekra-
cza 1% (11).

Bialko p53 sktada si¢ z sze$ciu domen: (1) domeny
aktywujacej transkrypcje I (TAD I — transactivation
domain I), (2) domeny aktywujacej transkrypcje II
(TAD II — transactivation domain II), (3) domeny
bogatej w proling (PRD — prolin-rich domain), (4)
domeny wigzacej DNA (DBD — DNA binding doma-
in), (5) domeny warunkujacej oligomeryzacj¢ biatka
(OD — oligomeriztion domain) i (6) C-koncowej do-
meny regulujacej wigzanie DNA (CTD — C-terminal
regulatory domain) (54, 55). Mutacje TP53 1 Ha-ras
w HNSCCs zalezne sg od czynnikoéw wywotujacych
kancerogeneze. Mutacje genu TP53 sg czestsze wérod
populaCJl W ktoreJ czynnikiem ryzyka jest palenie tyto-
niu i spozywanie alkoholu. Rzadziej tutaj sa spotykane
mutacje genu Ha-ras. W populacji, w ktorej gtownym
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czynnikiem ryzyka jest palenie tytoniu, frekwencja
mutacji TP53 jest nizsza, a czg¢$ciej obserwuje si¢
mutacje genu Ha-ras (8). W indukowanym nowo-
tworze blony $luzowej policzka u chomika czesciej
wystepowaly mutacje TP53 niz Ha-ras. Odnotowano
takze wzrost aktywnosci telomerazy (8).

Do tej rodziny naleza takze biatka p63. Wyro6znia si¢
10 polimorficznych biatek p63. Dwie grupy rdzniace
si¢ budowa N-koncowego tancucha aminokwasowego:
(1) TAp63 zawiera domene aktywujaca transkrypcje
TAD I, (2) ANp63 nie posiada domeny TAD I. Dodat-
kowo na podstawie roznicy na koncu karboksylowym
rozroznia si¢ po 5 izoform biatka dla kazdej grupy
(54). Biatko TAp63 produkowane jest w niewielkich
stezeniach 1 ulega szybkiej degradacji, hamuje cykl ko-
morkowy 1indukuje apoptoze. Myszy TAp63(—) czgsto
zapadaly na nowotwory 1 wystgpowaly u nich liczne
przerzuty (44, 54). Natomiast biatka ANp63 hamuja
dziatanie p53 1 TAp63 przez tworzenie kompleksow
z tymi biatkami lub wigzanie si¢ z receptorami p53 —
mogg sprzyjac¢ proliferacji 1 kancerogenezie. Biatka
ANp63 uznawane sg za onkogeny (54). Badania Sinha
1 wsp. wykazaty wzrost ekspresji p63 w przypadku
dysplazji 1 OSCC w poréwnaniu do btony $luzowe;j
normalnej (40). W normalnym nabtonku p63 ulega
ekspresji generalnie w warstwie podstawnej. W ob-
szarze dysplazji zaobserwowano ekspresje p63 w war-
stwie podstawnej i warstwach wyzszych nablonka.
Przy OSCC w kilku przypadkach zaobserwowano
ekspresje p63 ograniczong do warstw brzegowych
wysp nowotworowych. W pewnych przypadkach eks-
presje p63 obserwowano w komoérkach obwodowych
1 centralnych, a w pozostatych ekspresja p63 byta
rozproszona w catej tkance guza (40). Rola gendéw
p63 1 p73 w supresji nowotworow jest procesem zto-
zonym. Wiadomo, ze utrata funkcjonalnosci p63 1 p73
skutkuje kancerogeneza, jednak jest wiele doniesien
prezentujacych wykluczajace si¢ wyniki. Dodatkowo
liczba izoform p63 1 p73 komplikuje kwesti¢ roli tych
biatek w procesach nowotworowych (11, 13).

Podobnie, istotng rol¢ w progresji nowotworow
1 przerzutach odgrywaja metaloproteinazy macierzy
zewnatrzkomoérkowej (MMPs — matrix metallopro-
teinases), grupa endoproteaz zalezna od cynku (31).
Z MMPs powigzane sg tkankowe inhibitory metalopro-
teinaz (TIMPs — tissue inhibitors of MMPs). Wykazano
wzrost ekspresji MMP-2 1 MMP-9 w komorkach
nowotworowych myszy, jednoczesnie odnotowujac
spadek ekspresji TIMP-1 i TIMP-2 (58).

Jednym z najbardziej rozpowszechnionych czynni-
kow transkrypeyjnych, regulujacych ekspresj¢ gendw
niezbednych do proliferacji komorek, odgrywajacych
role w reakcjach zapalnych i adhezji komorek jest
NF-«B. Zlokalizowany jest w cytoplazmie, w for-
mie zwigzanej z biatkowym inhibitorem IxB (58).
Fosforylacja IxB przez kinazg IxB (IKK — IkB kina-
se) powoduje jego dysocjacje i aktywacje czynnika



NF-kB. NF-kB podlega translokacji do jadra komor-
kowego 1 reguluje ekspresje genow (21). U myszy
z przeszczepionymi komorkami nowotworowymi
U14 odnotowano wzrost markerow stanow zapalnych
NF-kB oraz powolny wzrost w trakcie inokulacji cy-
klooksygenazy-2 (COX-2 — cyclooxygenase-2) i in-
dukowanej syntetazy tlenku azotu (iNOS — inducible
nitric oxide synthase). Poziom ekspresji [kB-a ulegt
obnizeniu w poréwnaniu do komorek zdrowych (58).
COX-2 jest enzymem katalizujagcym przeksztatcenie
kwasu arachidonowego do prostanoidéw (prostaglan-
dyn, prostacyklin). Ekspresja COX-2 jest skorelowana
z kancerogenezg i stanem zapalnym. Wysoki poziom
COX-2 zostat zaobserwowany w 75% przypadkoéw
HNSCCs u cztowieka. W przypadku OSCCs u kotéw
wysoki poziom ekspresji COX-2 odnotowano u 18%
(45).

Dla indukc;ji i progresji nowotworow znaczenie ma
niestabilno$¢ genomu, interakcja z genami niekodu-
jacymi, szczegbdlnie mikroRNA (miRNA). miRNA
regulujg ekspresje wielu gendow na poziomie posttran-
skrypcyjnej interakcji z mRNA (45, 56). Odgrywaja
istotng role w rozwoju komorek. Deregulacja ekspresji
miRNA powigzana jest z procesami nowotworowymi,
takze z HNSCC (10). miR-21 uwazany jest za onko-
gen. Wzrost ekspresji miR-21 koreluje ze spadkiem
ekspresji PTEN (phosphatase and tensin homolog
deleted on chromosome ten), ktérego biatko jest inhi-
bitorem szlaku 3-kinazy fosfatydyloinozytolu (PI3K
— phosphatidylinositide 3-kinases). miR-21 poprzez
hamowanie ekspresji PTEN przyczynia si¢ do wzrostu
proliferacji i hamowania apoptozy (10). W badaniach
stwierdzono w przypadku HNSCC wzrost ekspresji
miR-7, miR-155, miR-130b, miR-233, miR34b oraz
spadek ekspresji miR-100, miR-99a, miR-125b,
miR375 (45). Yata i wsp. w swoich badaniach wykazali
réznice w ekspresji dziewigciu typow miRNA pomig-
dzy subpopulacjami komérek ALDH1"e" i ALDHI'"
w obrebie populacji HNSCC. Ponadto w komorkach
ALDH1"¢" zmniejszonej ekspresji podlegaty miR-424,
let7a, miR-6836, miR-6873 i miR-7152, a zwigkszong
aktywnos¢ wykazywata czasteczka miR-147b (56).

W diagnostyce i terapii nowotworow istotne jest
takze zrozumienie dziatania mechanizméw apoptozy.
Znajomos¢ szlakow apoptotycznych pozwala identy-
fikowa¢ nowe zwigzki dziatajace proapoptotycznie
1 przeciwnowotworowo (33). W zdrowej komorce
antyapoptyczne bialko Bcl-2 ulega ekspresji na ze-
wnetrznej btonie mitochondrialnej. Cytoplazmatyczne
bialtko proapoptotyczne Bax przylaczajac si¢ do we-
wnetrznej btony mitochondrialnej, wplywa na wzrost
jej przepuszczalnosci. Podczas apoptozy uwalniany
z mitochondriow do cytoplazmy cytochrom ¢ wigze si¢
z Apaf-1 (apoptotic protease activating factor-1), przy-
czyniajac si¢ do aktywacji prokaspazy-9. Kaspaza-9
aktywuje kaspaze-3 1 kaspaze-7 napgdzajace proces
apoptozy (5). W komorkach blony sluzowej policzkow
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myszy z wszczepionymi komérkami nowotworowymi
U14 wykazano wzrost ekspresji Bcl-2 1 spadek aktyw-
nos$ci Bax, kaspazy-3 i kaspazy-9 (58).

Przeprowadzono takze badania majace na celu zba-
danie ekspresji gendéw w nowotworach jamy ustnej
1 ustalenie potencjalnych genéw majacych wplyw na
rozwdj 1 progresje choroby (3, 9).

Badania prowadzone nad nowotworami btony $lu-
zowej jamy ustnej daja wglad w procesy zachodzace
w komorkach. Do badan wykorzystuje si¢ rozne mode-
le zwierzgce. Kazdy z modeli ma swoje wady 1 zalety,
ale informacje uzyskane z poszczegélnych doswiad-
czen pomagaja zrozumie¢ patogenez¢ OSCC. Model
nowotworu policzka u chomika pozwala przesledzi¢
proces kancerogenezy i opracowac skuteczne strategie
leczenia. Genetycznie modyfikowane myszy pozwalaja
ustali¢ role okreslonych genéw w trakcie onkogenezy.
Modele podskornych ksenograftéw u nagich myszy
sa czesto wykorzystywane w badaniach przedklinicz-
nych. Guzy umiejscowione w miejscu ortotopowym
pozwalaja $ledzi¢ interakcje migdzy komoérkami nowo-
tworowymi i zdrowymi w ich naturalnym §rodowisku.

PiSmiennictwo

1. Al-Hajj M., Wicha M. S., Benito-Hernandez A., Morrison S. J., Clarke M. F.
Prospective identification of tumorigenic breast cancer cells. Proc. Academy
Sciences USA 2003, 100, 3983-3988.

2. Ambatipudi S., Bhosale P. G., Heath E., Pandey M., Kumar G., Kane S.,
Patil A., Maru G. B., Desai R. S., Watt F. M., Mahimkar M. B.: Downregulation
of keratin 76 expression during oral carcinogenesis of human, hamster and
mouse. PLoS One 2013, 8, ¢70688.

3. Ambatipudi S., Gerstung M., Pandey M., Samant T., Patil A., Kane S.,
Desai R. S., Schiiffer A. A., Beerenwinkel N., Mahimkar M. B.: Genome-
wide Expression and Copy Number Analysis Identifies Driver Genes in
Gingivobuccal Cancers. Genes Chromosomes Cancer 2012, 51, 161-173.

4. Bhaijee F., Pepper D. J., Pitman K. T., Bell D.: Cancer stem cells in head and
neck squamous cell carcinoma: A review of current knowledge and future
applications. Head Neck 2012, 34, 894-899.

5.Blanc C., Deveraux Q. L., Krajewski S., Janicke R. U., Porter A. G., Reed
J. C., Jaggi R., Marti A.: Caspase-3 Is Essential for Procaspase-9 Processing
and Cisplatin-induced Apoptosis of MCF-7 Breast Cancer Cells. Cancer Res.
2000, 60, 4386-4390.

6. Boldrup L., Coates P. J., Gu X., Nylander K.: DeltaNp63 isoforms regulate
CD44 and keratins 4, 6, 14 and 19 in squamous cell carcinoma of head and
neck. J. Pathol. 2007, 213, 384-391.

7.Bragulla H. H., Homberger D. G.: Structure and functions of keratin proteins
in simple, stratified, keratinized and cornified epithelia. J. Anat. 2009, 214,
516-559.

8.Chang K. W., Sarraj S., Lin S. C., Tsai P. I, Solt D.: P53 expression, p53
and Ha-ras mutation and telomerase activation during nitrosamine-mediated
hamster pouch carcinogenesis. Carcinogenesis 2000, 21, 1441-1451.

9.Chen C., Mendez E., Houck J., Fan W., Lohavanichbutr P, Doody D., Yueh B.,
Futran N. D., Upton M., Farwell D. G., Schwartz S. M., Zhao L. P.: Gene ex-
pression profiling identifies genes predictive of oral squamous cell carcinoma.
Cancer Epidemiol. Biomarkers Prev. 2008, 17, 2152-2162.

10. Courthod G., Franco P, Palermo L., Pisconti S., Numico G.: The role of
microRNA in head and neck cancer: current knowledge and perspectives.
Molecules 2014, 19, 5704-5716.

11. Détsch V., Bernassola F., Coutandin D., Candi E., Melino G.: p63 and p73,
the Ancestors of p53. Cold Spring Harb. Perspect. Biol. 2010, 2.

12. Fillies T., Werkmeister R., Packeisen J., Brandt B., Morin P, Weingart D.,
Joos U., Buerger H.: Cytokeratin 8/18 expression indicates a poor prognosis
in squamous cell carcinomas of the oral cavity. BMC Cancer 2006, 6, 10.

13. Flores E. R., Sengupta S., Miller J. B., Newman J. J., Bronson R., Crowley D.,
Yang A., McKeon F., Jacks T.: Tumor predisposition in mice mutant for p63
and p73: Evidence for broader tumor suppressor functions for the p53 family.
Cancer Cell 2005, 7, 363-373.



Med. Weter. 2017, 73 (2), 82-87

14. Gires O., Mack B., Rauch J., Matthias C.: CK8 correlates with malignancy
in leukoplakia and carcinomas of the head and neck. Biochem. Biophys. Res.
Commun. 2006, 343, 252-259.

15. Homa A., Krél M.: Nowotworowe komorki macierzyste. Zycie Wet. 2015, 90,
144-146.

16.Jones K. B., Klein O. D.: Oral epithelial stem cells in tissue maintenance and
disease: the first steps in a long journey. Int. J. Oral Sci. 2013, 5, 121-129.

17. Kanojia D., Vaidya M. M.: 4-nitroquinoline-1-oxide induced experimental
oral carcinogenesis. Oral Oncol. 2006, 42, 655-667.

18. Karantza V.: Keratins in health and cancer: more than mere epithelial cell
markers. Oncogene 2011, 30, 127-138.

19. Khanom R., Sakamoto K., Pal S. K., Shimada Y., Morita K., Omura K., Miki Y.,
Yamaguchi A.: Expression of basal cell keratin 15 and keratin 19 in oral squa-
mous neoplasms represents diverse pathophysiologies. Histol. Histopathol.
2012, 27, 949-959.

20. Kim S.: Animal models of cancer in the head and neck region. Clin. Exp.
Otorhinolaryngol. 2009, 2, 55-60.

21. Koprowska K., Czyz M.: Molekularne mechanizmy dziatania partenolidu —
stary lek z nowa twarza. Postgpy Hig. Med. Dosw. 2010, 64, 110-114.

22. Krishnamurthy S., Dong Z., Vodopyanov D., Imai A., Helman J. 1., Prince
M. E., Wicha M. S., Nor J. E.: Endothelial cell-initiated signaling promotes
the survival and self-renewal of cancer stem cells. Cancer Res. 2010, 70,
9969-9978.

23.Lin L. M., Chen Y. K., Lai D. L., Huang Y. L.: Minimal arecaidine concen-
trations showing a promotion effect during DMBA-induced hamster cheek
pouch carcinogenesis. J. Oral Pathol. Med. 1996, 25, 65-68.

24. Manoharan S., Balakrishnan S., Menon V. P, Alias L. M., Reena A. R.:
Chemopreventive efficacy of curcumin and piperine during 7,12-dimethyl-
benzaanthracene-induced hamster buccal pouch carcinogenesis. Singapore
Med. J. 2009, 50, 139-146.

25. Mikami T., Cheng J., Maruyama S., Kobayashi T., Funayama A., Yamazaki M.,
Adeola H. A., Wu L., Shingaki S., Saito C., Saku T.: Emergence of keratin 17
vs. loss of keratin 13: their reciprocal immunohistochemical profiles in oral
carcinoma in situ. Oral Oncol. 2011, 47, 497-503.

26. Mognetti B., Di Carlo F., Berta G. N.: Animal models in oral cancer research.
Oral Oncol. 2006, 42, 448-460.

27.Moll R., Divo M., Langbein L.: The human keratins: biology and pathology.
Histochem. Cell Biol. 2008, 129, 705-733.

28. Munday J. S., Tucker R. S., Kiupel M., Harvey C. J.: Multiple oral carcinomas
associated with a novel papillomavirus in a dog. J. Vet. Diagn. Invest. 27,
221-225.

29. Nemec A., Murphy B. G., Jordan R. C., Kass P. H., Verstraete F. J.: Oral
papillary squamous cell carcinoma in twelve dogs. J. Comp. Pathol. 2014,
150, 155-161.

30. Ohkura S., Kondoh N., Hada A., Arai M., Yamazaki Y., Sindoh M., Takahashi M.,
Matsumoto 1., Yamamoto M.: Differential expression of the keratin-4,-13, -14,
-17 and transglutaminase 3 genes during the development of oral squamous
cell carcinoma from leukoplakia. Oral Oncol. 2005, 41, 607-613.

31. Pergol P, Nowak-Stepniowska A., Drela K., Padzik-Graczyk A.: Znaczenie
komorek macierzystych w inicjacji i rozwoju nowotworow. Post. Biochemii
2013, 59, 45-52.

32. Piotrowska H., Myszkowski K., Abraszek J., Kwiatkowska-Borowczyk E.,
Amarowicz R., Murias M., Wierzchowski M., Jodynis-Liebert J.: DMU-212
inhibits tumor growth in xenograft model of human ovarian cancer. Biomed.
Pharmacother. 2014, 68, 397-400.

33. Piotrowska H., Myszkowski K., Ziolkowska A., Kulcenty K., Wierzchowski M.,
Kaczmarek M., Murias M., Kwiatkowska-Borowczyk E., Jodynis-Liebert J.:
Resveratrol analogue 3,4,4°,5-tetramethoxystilbene inhibits growth, arrests
cell cycle and induces apoptosis in ovarian SKOV-3 and A-2780 cancer cells.
Toxicol. Appl. Pharmacol. 2012, 263, 53-60.

34. Prince M. E., Sivanandan R., Kaczorowski A., Wolf G. T., Kaplan M. J.,
Dalerba P, Weissman I. L., Clarke M. F., Le Ailles: 1dentification of a sub-
population of cells with cancer stem cell properties in head and neck squa-
mous cell carcinoma. Proc. Nat. Academy Sciences USA 2007, 104, 973-978.

35. Rathore K., Alexander M., Cekanova M.: Piroxicam inhibits Masitinib-induced
cyclooxygenase 2 expression in oral squamous cell carcinoma cells in vitro.
Transl. Res. 2014, 164, 158-168.

36. Sakamoto K., Aragaki T., Morita K., Kawachi H., Kayamori K., Nakanishi S.,
Omura K., Miki Y., Okada N., Katsube K., Takizawa T., Yamaguchi A.: Down-
regulation of keratin 4 and keratin 13 expression in oral squamous cell carci-
noma and epithelial dysplasia: a clue for histopathogenesis. Histopathology
2011, 58, 531-542.

37.8Salley J. J.: Experimental carcinogenesis in the cheek pouch of the Syrian
hamster. J. Dent. Res. 1954, 33, 253-262.

87

38. Schierl M., Patel D., Ding W., Kochhar A., Adhami K., Zhou X. K., Dannenberg
A. J., Granstein R. D.: Tobacco smoke-induced immunologic changes may
contribute to oral carcinogenesis. J. Investig. Med. 2014, 62, 316-323.

39. Singh A. K., Manoharan S., Vasudevan K., Rajasekaran D., Manimaran A.,
Suresh K.: Anti-cell proliferative and anti-angiogenic potential of androgra-
pholide during 7,12- dimethylbenz(a)anthracene induced hamster buccal pouch
carcinogenesis. Asian Pac. J. Cancer Prev. 2013, 14, 6001-6005.

40. Sinha A., Chandra S., Raj V., Zaidi I, Saxena S., Dwivedi R.: Expression of p63
in potentially malignant and malignant oral lesions. J. Oral Biol. Craniofac.
Res. 2015, 5, 165-172.

.Smith L. P, Thomas G. R.: Animal models for the study of squamous cell
carcinoma of the upper aerodigestive tract: A historical perspective with
review of their utility and limitations. Part A. Chemically-induced de novo
cancer, syngeneic animal models of HNSCC, animal models of transplanted
xenogeneic human tumors. Int. J. Cancer 2006, 118, 2111-2122.

42.Sophia J., Kiran K. T. K., Kowshik J., Mishra R., Nagini S.: Nimbolide, a neem
limonoid inhibits Phosphatidyl Inositol-3 Kinase to activate Glycogen Synthase
Kinase-3beta in a hamster model of oral oncogenesis. Sci. Rep. 2016, 6,22192.

43. Statkiewicz M., Malecki M.: Macierzyste komorki nowotworowe a opornosé
nowotworow na terapi¢. Nowotwory 2009, 59, 456-463.

44.Su X., Chakravarti D., Cho M. S., Liu L., Gi Y. J., Lin Y.-L., Leung M. L.,
El-Naggar A., Creighton C. J., Suraokar M. B., Wistuba I., Flores E. R.: TAp63
suppresses metastasis through coordinate regulation of Dicer and miRNAs.
Nature 2010, 467, 986-990.

45. Supsavhad W., Dirksen W. P, Martin C. K., Rosol T. J.: Animal models of
head and neck squamous cell carcinoma. Vet. J. 2016, 2010, 7-16.

46. Szarynska M., Kmie¢ Z.: Rola nowotworowych komorek macierzystych
W patogenezie i terapii chorob nowotworowych. Forum Med. Rodz. 2011, 5,
47-56.

47. Tanaka T, Tanaka M.: Oral carcinogenesis and oral cancer chemoprevention:
areview. Patholog. Res. Int. 2011, 2011, 431246.

48. Toyoshima T, Vairaktaris E., Nkenke E., Schlegel K. A., Neukam F. W., Ries J.
Cytokeratin 17 mRNA expression has potential for diagnostic marker of oral
squamous cell carcinoma. J. Cancer Res. Clin. Oncol. 2008, 134, 515-521.

49. Vairaktaris E., Spyridonidou S., Papakosta V., Vylliotis A., Lazaris A., Perrea D.,
Yapijakis C., Patsouris E.: The hamster model of sequential oral oncogenesis.
Oral Oncol. 2008, 44, 315-324.

50. Visvader J. E., Lindeman G. J.: Stem cells and cancer — The promise and
puzzles. Mol. Oncol. 2010, 4, 369-372.

51. Warnakulasuriya S.: Global epidemiology of oral and oropharyngeal cancer.
Oral Oncol. 2009, 45, 309-316.

52.Wei K. J., Zhang L., Yang X., Zhong L. P, Zhou X. J., Pan H. Y., Li J., Chen
W. T, Zhang Z. Y.: Overexpression of cytokeratin 17 protein in oral squamous
cell carcinoma in vitro and in vivo. Oral. Dis. 2009, 15, 111-117.

53. Wieczorek K., Niewiarowska J.: Nowotworowe komorki macierzyste. Postepy
Hig. Med. Dosw. 2012, 66, 629-636.

54. Wysocka-Dubielecka K. M., Majewski S., Loza K.: The role of p63 proteins
in tumorigenesis and the significance of their expression in the diagnosis of
skin and female genital tract neoplasms. Przegl. Dermatol. 2015, 6, 550-557.

55. Yang A., Kaghad M., Wang Y., Gillett E., Fleming M. D., Détsch V., Andrews
N. C., Caput D., McKeon F.: p63, a p53 Homolog at 3q27-29, Encodes
Multiple Products with Transactivating, Death-Inducing, and Dominant-
Negative Activities. Mol. Cell 1998, 2, 305-316.

56. Yata K., Beder L. B., Tamagawa S., Hotomi M., Hirohashi Y., Grenman R.,
Yamanaka N.: MicroRNA expression profiles of cancer stem cells in head and
neck squamous cell carcinoma. Int. J. Oncol. 2015, 47, 1249-1256.

57.Zhao X., Deng X., Park K. Y., Qiu L., Pang L.: Purple bamboo salt has
anticancer activity in TCA8113 cells in vitro and preventive effects on buccal
mucosa cancer in mice in vivo. Exp. Ther. Med. 2013, 5, 549-554.

58.Zhao X, Pang L., Qian Y., Wang Q., Li Y., Wu M., Ouyang Z., Gao Z., Qiu L.:
An animal model of buccal mucosa cancer and cervical lymph node metastasis
induced by Ul4 squamous cell carcinoma cells. Exp. Ther. Med. 2013, 5,
1083-1088.

4

—_

Adres autora: dr hab. Bartosz Kempisty, ul. Swiecickiego 6, 60-781
Poznan, Poland; e-mail: bkempisty@ump.edu.pl



