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dawki frakcjonowanej po 2 Gy.
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standardem uzywanym w celu jednolitego nazewnictwa i identyfikacji bialek
btonowych.
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STRESZCZENIE

Wstep. Glikoproteiny CD44s to jedna z duzych grup molekul adhezyjnych. CD44v6
stanowi jeden z ich wariantow, powstaty na drodze alternatywnego sktadania genow. W
tkankach ludzkich najsilniejsza ekspresj¢ CD44v6 wykazuja nabtonki wielowarstwowe
ptaskie. Prawidlowe komorki krypt jelitowych nie wykazuja obecnosci CD44v6. Biatko
to jest obecne w 61-100% rakow glowy i szyi oraz od 6-100% rakow jelita grubego. Ze
wzgledu na prawdopodobny udziat CD44v6 w transformacji nowotworowej oraz
tworzeniu przerzutow, biatko to jest potencjalnie obiecujacym celem terapii
ukierunkowanych molekularnie wykorzystujacych przeciwcialta monoklonalne anty-
CD44v6. Dotychczas nieznane sa ewentualne korzysci wynikajace z taczenia tej metody
leczenia z radioterapia (RT). Nieznana jest takze kinetyka zmian nasilenia ekspres;ji
CDA44v6 przed i po frakcjonowanej RT.

Cel pracy. Celem pracy bylo okreslenie wptywu RT na nasilenie ekspresji CD44v6 w

tkankach zdrowych oraz wycinkach nowotworow. Szczegotowe cele pracy

obejmowaty:

1. Okreslenie nasilenia ekspresji CD44v6 w prawidtowej btonie §luzowej jamy ustnej
oraz w rakach ptaskonabtonkowych rejonu glowy i szyi i ich ksenograftach.

2. Okreslenie wptywu RT na nasilenie ekspresji CD44v6 w blonie $luzowej jamy
ustnej, w komorkach ludzkich ksenograftow rakow gltowy i szyi i raka odbytnicy.

3. Okreslenie wptywu RT na nasilenie ekspresji CD44v6 w raku odbytnicy oraz w
sasiadujacej z guzem, niezmienionej btonie Sluzowe;.

4. Ocena ekspresji CD44v6 w raku odbytnicy w odniesieniu do klinicznych cech
chorego: wieku, pici, typu histologicznego oraz stopnia ztosliwosci histologicznej i
stopnia klinicznego zaawansowania.

5. Poréwnanie ekspresji CD44v6 w pierwotnym ognisku raka odbytnicy oraz w
przerzutach do regionalnych weztéw chtonnych.

Metody. Obecno$¢ biatka oraz jego rozmieszczenie w badanych tkankach oceniano na

skrawkach parafinowych za pomoca metody immunohistochemicznej (IHC) z

wykorzystaniem ludzkich przeciwcial monoklonalnych anty-CD44var(v6), klon VFF18

oraz mysiego biotynylowanego przeciwciata wtornego. Wszystkie probki poddano
analizie mikroskopowej z wykonaniem dokumentacji zdjgciowej. Nasilenie ekspresji

CD44v6 szacowano przy uzyciu skali 0-3. Badania na liniach komoérkowych
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przeprowadzono z zastosowaniem 7-14 tygodniowych myszy, u ktorych przed
wszczepieniem linii komorkowej zastosowano immunosupresj¢ poprzez napromienianie
calego ciata (TBI) pojedyncza dawka 4 Gy. Ksenografty napromieniano dawka
catkowita w zakresie 12-54 Gy w sposob frakcjonowany, 2-3 Gy na frakcje, 5-7 razy w
tygodniu w zalezno$ci od protokotu (200 kV, promieniowanie X). Lacznie zbadano 85
ksenograftow, w tym 36 pierwotnie nienapromienianych ksenograftow rakéw regionu
glowy 1 szyi, 6 ksenograftow otrzymanych przez zaszczepienie raka bedacego wznowa
po RT, 40 ksenograftow rakow regionu glowy i1 szyi po zastosowaniu roéznych
catkowitych dawek RT oraz 3 nienapromieniane ksenografty raka jelita grubego.
Wplyw RT na ekspresj¢ CD44v6 w prawidtowej btonie S$luzowej jamy ustnej
przeprowadzono u 22 chorych na zaawansowanego raka okolicy gtowy i szyi. Chorzy
otrzymywali RT w zalezno$ci od indywidualnych wskazan w dawkach catkowitych na
guz (TD) pomigdzy 54 Gy a 60 Gy. Biopsje blony §luzowej policzka pobierano przed
rozpoczgciem RT oraz bezposrednio po jej zakonczeniu.

Badania dotyczace raka odbytnicy przeprowadzono na dwoch grupach chorych.
Pierwsza z nich stanowito 45 chorych poddanych przedoperacyjnej RT. Stosowano
promieniowanie X (6, 15 i 18 MV) w dawkach od 25 do 50,4 Gy. Zabieg operacyjny w
grupie chorych poddanych krotkotrwatej RT tj. 25 Gy w 5 frakcjach (bez chemioterapii)
odbywal si¢ S$rednio po 6 dniach od zakoficzenia RT. Chorzy poddani
konwencjonalnemu napromienianiu (45-50,4 Gy w 25-28 frakcjach) operowani byli
$rednio po 51 dniach od zakonczenia RT. Przedmiotem oceny byly pobrane w trakcie
zabiegu wycinki blony S$luzowej prawidlowej odbytnicy, wycinki guza oraz zajgte
przerzutami wezty chlonne. Do oceny ekspresji w tkankach nienapromienianych
wykorzystywane zostaly takze wycinki prawidlowej odbytnicy, guza oraz zajgtych
przerzutami weztow chtonnych, pochodzace od 27 chorych, u ktérych wykonano
pierwotnie zabieg operacyjny metoda Dixon’a lub Miles’a. Uzyskane dane opracowano
przy uzyciu statystyki opisowej oraz programow statystycznych Sigma Plot, ANOVA
oraz Statistica 8.0.

Wyniki. Ekspresja CD44v6 w komorkach nienapromienianych pierwotnych rakéw
regionu glowy 1 szyi oraz ich ksenograftow byla znamiennie nizsza w pordéwnaniu z
ekspresja tego biatka w komodrkach blony sluzowej jamy ustnej pochodzacej od tych

samych chorych. W ksenograftach rakow ptaskonablonkowych regionu glowy i szyi



nasileniem ekspresji CD44v6 bylo zwiazane z cecha G a; im lepiej zrdéznicowany
histologicznie guz, tym wyzsze byto nasilenie ekspresji. Ponadto wykazano, ze niemal
w kazdym przeszczepialnym guzie istnieje pula komoérek niewykazujaca ekspresji
CD44v6 lub wykazujaca bardzo staba ekspresje, czgsto zlokalizowana w okolicy
torebki 1 naczyn krwiono$nych ksenograftu. Nasilenie ekspresji CD44v6 w
ksenograftach wywodzacych sig z linii FaDu (G3) i GL (G2) po zastosowaniu RT byto
znamiennie wyzsze w poréwnaniu do guzoéw nienapromienianych. Zaleznosci tej nie
obserwowano w grupie dobrze zrdznicowanych ksenograftow UTI14 (G1). Ekspresji
CD44v6 nie wykazano na powierzchni komodrek gruczolakoraka linii HT29. Blona
Sluzowa jamy ustnej wykazywala zrdznicowane nasilenie ekspresji CD44v6 w
zalezno$ci od warstwy nabtonka; najsilniejsze w warstwach $§rodkowych. W
prawidtowej blonie §luzowej jamy ustnej RT powodowala znamienne obnizenie
nasilenia ekspresji CD44v6 w komoérkach warstwy kolczystej i ziarnistej. Nie wykazano
obecnos$ci CD44v6 w komorkach prawidtowej btony $luzowej odbytnicy, zaréwno
poddanej, jak i1 nie poddanej RT. RT zwigkszata nasilenie ekspresji CD44v6 w
komorkach rakow odbytnicy w poréwnaniu z rakami nienapromienianymi. Nie byto
znamiennej roznicy w ekspresji pomigdzy rakami napromienianymi dawka 25 Gy oraz
poddanymi konwencjonalnej RT. Ekspresja CD44v6 w komorkach przerzutow do
weztow chtonnych byla nieznacznie nizsza niz w guzach pierwotnych. Nie bylo
znamiennych ro6znic w nasileniu ekspresji w weztach chlonnych przed i po RT.
Nasilenie ekspresji CD44v6 nie zalezato od stopnia zaawansowania klinicznego,
stopnia ztosliwosci G, plci, wieku oraz obecnosci przerzutow do regionalnych weztow
chlonnych.
Whnioski
1. W rakach ptaskonablonkowych rejonu glowy i szyi oraz w ich ksenograftach
ekspresja CD44v6 jest stabsza niz w prawidtlowych nabtonkach, z ktorych wywodza
si¢ te nowotwory. Nasilenie ekspresji CD44v6 jest zwiazane ze zrdéznicowaniem
guza. Brak lub mniejsza ekspresja wystgpuje glownie w komodrkach warstwy
przypodstawnej prawidlowego nablonka oraz w potencjalnie klonogennych
komorkach nowotworowych.
2. Frakcjonowana RT zmniejsza ekspresje CD44v6 w prawidlowym nabtonku jamy

ustnej, najprawdopodobniej w wyniku przyspieszenia repopulacji i odnowy



komorkowej, a przez to zaburzenia proceséw dojrzewania. W komorkach
nowotworowych ekspresja CD44v6 zwigksza si¢ pod wplywem RT, co moze by¢
wynikiem jej letalnego efektu w odniesieniu do klonogennych komorek, lub innych
nieznanych mechanizmow.

3. Wigkszos¢ rakow odbytnicy wykazuje ekspresje CD44v6, a jej nasilenie zwigksza
si¢ pod wptywem RT. Prawidlowa btona S$luzowa odbytnicy, zar6wno
napromieniana, jak i nienapromieniana, nie zawiera tego biatka.

4. Nasilenie ekspresji CD44v6 nie jest zwiazane z wiekiem, plcia oraz stopniem
zaawansowania klinicznego raka odbytnicy.

5. Ekspresja CD44v6 jest stabsza w przerzutach raka odbytnicy do regionalnych
weztow chtonnych w poréwnaniu do komorek guza pierwotnego, niezaleznie do
zastosowania RT.

RT jest dotychczas jedynym znanym zewngtrznym modulatorem nasilenia ekspresji

CD44v6. Zmniejszenie ekspresji CD44v6 pod wptywem RT w prawidtowej blonie

Sluzowej jamy ustnej oraz jej nasilenie w guzach nowotworowych poddanych RT moze

mie¢ istotne znaczenie przy podejmowaniu prob kojarzenia RT z przeciwcialami anty-

CD44v6. Uzyskane wyniki wymagaja dalszych badan na wigkszej grupie chorych.



ABSTRACT

Expression of adhesion protein CD44v6 in primary tumours, xenografts and

healthy tissues exposed to ionizing radiation

Background. Glycoproteins CD44s are a large group of adhesion molecules. CD44v6 is

one of the variants produced by the submission of alternative genes. Among the human

tissues the strongest expression of CD44v6 occurs in squamous cell epithelium. Normal

rectal crypts do not show the presence of CD44v6. This variant is present in 61-100% of

head and neck cancers and 6-100% of colon cancers. Due to the possible role of

CD44v6 in carcinogenesis and the development of cancer metastases, this protein is a

potentially promising target of molecular therapies using monoclonal anti-CD44v6

antibodies. Currently, the possible benefits of combining this method with radiation

therapy (RT) are unknown. Unknown is also an impact of RT on CD44v6 expression.

Study aim. The aim of this study was to determine the effect of ionizing radiation on

CDA44v6 expression level in healthy and cancerous tissue specimens.

1. To determinate differences in the expression of CD44v6 following RT of human
xenografts of the head and neck cancer, and colon adenocarcinoma cell line.

2. To compare the expression of CD44v6 in normal cells of the epithelium in the oral
mucosa before and after fractionated RT.

3. To evaluate the impact of RT on the expression of CD44v6 on cancer cells and in
the adjacent unchanged rectal mucosa before and after fractionated RT.

4. To assess the CD44v6 expression in relation to patients age, sex, histological tumor
type and degree, and initial clinical stage.

5. To comprise the CD44v6 expression in the primary tumor and in metastases to the
regional lymph nodes.

Methods. The presence of CD44v6 and its distribution in the examined tissues were

assessed on paraffin samples by Immunohistochemistry (IHC) using human monoclonal

anti-CD44var (v6) antibodies, clone VFF18, and a mouse biotynylated secondary

antibody. All samples were analyzed and photographed under the light microscope.

CDA44v6 expression was scored 0-3. Studied cell lines were transplanted into 7-14 week

old mice. To obtain mouse immunosuppression total body irradiation with a single dose

of 4 Gy was performed. Xenografts were irradiated with the dose of 12 to 54 Gy,

administered in 2-3 Gy fractions, 5-7 times a week. A total of 85 xenografts were
10



examined including 36 originally untreated xenografts of the HNSCC, 6 tumours
obtained by grafting the unirradiated primary SCC, 40 irradiated xenografts of the
HNSCC and 3 xenografts of colorectal cancer. Effect of RT on CD44v6 expression in
normal oral mucosa was examined in 22 patients with locally advanced HNSCC.
Patients received primary or postoperative RT according to the individual protocol with
the total tumor dose of 54 Gy to 60 Gy. Biopsies from buccal mucosa were performed
before and immediately after the end of irradiation.

Clinical studies included two groups of patients with rectal cancer. The first population
consisted of 45 patients with rectal cancer undergoing preoperative RT (6, 15 and 18
MYV) at doses ranging from 25 to 50.4 Gy. In patients undergoing short-term RT, i.e. 25
Gy in 5 fractions (without chemotherapy) surgery was performed after an average of 6
days following RT. Patients undergoing conventional RT (45-50.4 Gy in 25-28
fractions) were operated on after an average of 51 days following RT. Analysis included
tissue samples from the normal rectal mucosa, primary tumor and regional lymph nodes
collected at surgery. CD44v6 expression was also assessed in unirradiated normal rectal
mucosa, primary tumor and metastatic lymph nodes derived from 27 patients treated
with primary surgery by Dixon’s and Miles’s. Statistical analysis used descriptive
statistics and statistical programs Sigma Plot, ANOVA, and Statistica 8.0.

Results. Expression of CD44v6 was significantly lower on the cells of unirradiated
primary HNSCC and their xenografts than on untreated cells of the oral mucosa
originating from the same patients. Grading and level of CD44v6 expression were
comparable in xenografts and their tumors of origin. Better differentiated tumours
showed higher level of CD44v6 expression. In every xenograft there was a pool of cells
showing no or weak CD44v6 expression, typically located close to the xenograft
capsule and blood vessels. Expression of CD44v6 increased significantly after the RT in
FaDu (G3) and GL (G2) but not in the well-differentiated xenografts (UT14). CD44v6
expression was absent on adenocarcinoma cell line HT29. CD44v6 expression differed
in particular cell layers of the oral cavity mucosa, with the strongest expression in
granulomatous and spinous cell layers. In normal oral mucosa RT resulted in significant
reduction of CD44v6 expression in both middle layers. CD44v6 was absent in normal
rectal crypts, both irradiated and unirradiated. RT increased the level of CD44v6

expression on the surface of rectal cancer cells. CD44v6 expression in rectal tumors

11



irradiated with the dose of 25 Gy and 45-50.4 Gy did not differ significantly. CD44v6
expression in the cells of metastases to the lymph nodes was slightly lower than in

primary tumors. There was no increase in the CD44v6 expression in the lymph nodes

following RT. The level of CD44v6 expression in rectal cancer was not related to

clinical stage, histological grade, sex, age and the presence of metastases to regional

lymph nodes.

Conclusions.

1.

CD44v6 expression in HNSCC and their xenografts is lower than in their tissues of
origin. The level of CD44v6 expression is associated tumor grade differentiation.
Absence or low level of CD44v6 expression occurs in cancer cells that are
potentially clonogenic and in the germinal cell layer of normal epithelium.
Fractionated RT decreased the level of CD44v6 expression in normal oral epithelial
cells and cancers of it origin. Likely due to shortening of cell turnover time and an
increased repopulation resulting in abnormal cell maturation. CD44v6 expression in
cancer cells increased after RT may be due to killing of clonogenic cells or
switching of or on other cellular mechanisms.

Irradiated and unirradiated normal rectal mucosa shows no expression of CD44v6 as
opposed to rectal cancers witch typically demonstrate the presence of CD44v6.

In rectal cancer RT increases the level of CD44v6 perhaps due to switching on
different adhesion mechanisms characterized other types of epithelia including
multilayer squamous one.

Expression of CD44v6 is weaker in metastases of rectal cancer to lymph nodes
compared to the primary lesion. RT does not affect this expression in nodal
metastases.

CD44v6 expression in rectal cancer is not related to patient age, sex, grading and

initial clinical stage.

RT seems to be the only known external modulator of CD44v6 expression. The down-

regulation in CD44v6 expression in normal oral mucosa and its up-regulation in cancer

after RT may be of importance for combining RT with anti-CD44v6 antibodies.

Currently these results warrant confirmation in a larger group of patients.
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WSTEP

Nowotwory stanowia druga po chorobach ukladu sercowo-naczyniowego przyczyna
zgondw w Polsce i mimo postgpu w technikach leczenia, wyniki sa nadal
niezadowalajace. Jedna =z najbardziej obiecujacych metod leczenia sa terapie
ukierunkowane molekularnie, w tym z zastosowaniem swoistych przeciwcial. Obecnie
w praktyce klinicznej monoklonalne przeciwciata stosuje si¢ migdzy innymi w terapii
rozsianego raka piersi (trastuzumab), nowotwordw glowy 1 szyi (cetuksymab) i
uogodlnionego raka jelita grubego (bewacyzumab, pertuzumab, cetuksymab).
Prowadzone sa intensywne poszukiwania biatek mogacych stanowi¢ nowe punkty
uchwytu dla terapii ukierunkowanych molekularnie. Jednym z nich jest glikoproteina
CD44v6 nalezaca do rodziny bialek CD44. Dotychczasowa wiedza nie pozwala na
jednoznaczna oceng ewentualnych korzysci wynikajacych z zastosowania przeciwcial
anty-CD44v6 w leczeniu nowotworéw. Jak dotad nie udalo si¢ takze okresli¢
czynnikdw wplywajacych na nasilenie ekspresji CD44v6 w tym wptywu radioterapii
(RT).

1.1 Znaczenie oraz wystepowanie bialek CD44

Biatka CD44 to glikoproteiny stanowiace jedna z pigciu grup bialek adhezyjnych,
reprezentujace typ I biatek btonowych. CD44 po raz pierwszy opisano w roku 1980
jako antygen powierzchniowy limfocytow T 1 granulocytéw [1, 25, 103]. Biatko CD44
wystegpuje najczesciej w formie standardowej (CD44s). Ekspresjg glikoprotein z rodziny
CD44 stwierdzono migdzy innymi na powierzchni komoérek nablonkowych,
limfocytow, fibroblastoéw, komorek glejowych, komoérek Kupfera oraz komoérek
mezangium nerek. Jedynie kilka typéw komorek nie wykazuje ekspresji biatek CD44.
Naleza do nich hepatocyty, ptytki krwi, niektére linie komoérek limfocytarnych,
kardiomiocyty, komorki nablonka cewek nerkowych, niektore komorki jadra oraz skory
wiasciwej [11, 90, 102]. Rodzina bialek CD44 tworzy receptory powierzchniowe dla
ligandow wystepujacych gtownie w substancji zewnatrzkomoérkowej (ECM), takich jak
glikany, hialuroniany i kolagen [1, 86, 99]. Receptory CD44 kodowane sa przez
pojedynczy gen zlokalizowany w ramieniu krotkim ludzkiego chromosomu 11 (11p13-
pl4.1), zawierajacy 19 egzonow [119, 120]. Roéznorodno$¢ strukturalna biatek CD44

jest wynikiem alternatywnego skladania pojedynczego genu i dotyczy co najmniej 10 z
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19 egzondéw kodowanych w ludzkim genie CD44. Dzigki temu procesowi powstaja
warianty CD44 (CD44v) rozniace si¢ budowa domeny zewnatrzkomoérkowej [119, 120].
Do heterogennosci tej grupy czasteczek przyczyniaja si¢ takze procesy potranslacyjnej
obrobki biatek np. oligosacharydowa glikozylacja tancuchéw aminokwasowych [86],
przylaczanie reszt siarczanu chondroityny, siarczanu keratyny oraz fosforylacja biatek
w zewnatrzkomodrkowej czesci receptora [99]. Glikoproteiny CD44 posiadajace w
miejscu taczenia si¢ z ligandem czasteczke siarczanu heparanu nabywaja zdolnosci do
przytaczenia czynnikow wzrostowych 1 promowania wzrostu komodrki na drodze
transdukcji sygnatlu zaleznej od kompleksu receptor - czynnik wzrostu [8, 67, 140].
Lancuch biatkowy domeny wewnatrzkomorkowej oddzialuje z wieloma biatkami
cytoszkieletu, takimi jak ankyryna, merlina, c-src i ERM (ezryna, radyksyna, moezyna).
[12, 94, 108]. W ostatnich latach przedmiotem badan stala si¢ rola biatek CD44 w
przekazywaniu sygnatu i wydaje sig, ze ta ich funkcja jest nie mniejsza niz ich udziat w

adhezji komorkowej [57, 108].

1.2 1zoformy CD44 (CD44v)

Réznorodnos¢ wariantow CD44v zalezy w duzej mierze od alternatywnego sktadania
genoéw, podczas ktorego od 6 do 15 egzonow jest roznie wycinanych z nici mRNA.
Powoduje to powstanie izoform nazywanych wariantami 1.-10. (v1-v10) [98]. W
wariantowych postaciach CD44 egzony 6.-14. oraz 18. sa sktadane alternatywnie.
Proces ten dotyczy gltdéwnie zewnatrzkomorkowej czgsci receptora 1 powoduje zmiany
dlugosci biatkowego tancucha obecnego na powierzchni komorki. Numer danego
wariantu wskazuje, ktory z egzonéw pozostat w czasteczce mRNA (pozostate egzony
zostaja wyciete). W czasteczce biatka moze brakowa¢ dowolnej kombinacji sposrod 10
egzondéw (v1-v10), przy czym istnieja warianty, w ktorych pozostal wigcej niz 1 egzon
[94]. Biatko CD44v6 jest izoforma zawierajaca fragment lancucha aminokwasowego
kodowany przez egzon 10. (v6), natomiast pozostate egzony zostaja usunigte (Ryc. 1).
Obiektem  alternatywnego sktadania = mRNA moze by¢ takze domena
wewnatrzkomorkowa, czego wynikiem jest powstanie dwoch izoform o dtugim (ang.
long-tailed) Iub krotkim (ang. short-tailed) ogonie. W pierwszym przypadku egzon 18.
pozostal w czasteczce mRNA, w drugim - zostat z niej wycigty (Ryc. 1) [98, 142, 143].
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Ryec. 1 Alternatywne skladanie egzonéw kodujacych bialka z rodziny CD44

Rycina przedstawia schemat genu kodujacego biatko CD44. Gorna linia przedstawia numery egzonow w
genie CD44 wystepujacych u czlowieka w liczbie 19, a dolna 20 egzonéw u myszy. Egzony wystgpujace
w najczgstszej izoformie CD44s przedstawione sa w kolorze niebieskim. Kolorem zielonym oznaczono
egzony, ktore w wyniku sktadania gendéw pozostaja w czasteczce CD44, tworzac odpowiednie warianty
CD44v. Alternatywne sktadanie gené6w w domenie wewnatrzkomorkowej polega na wycigciu lub
pozostawieniu w czasteczce genu egzonu 18., dajac odpowiednio cze$¢ wewnatrzkomorkowa z krotkim
lub dtugim tancuchem aminokwasow.

Zrédto: W. i Ch. Knutson. “The hyaluronan receptor CD44”

1.3 Udzial bialek wariantéw CD44 w fizjologicznych i patofizjologicznych

procesach zachodzacych u ludzi

Biatlka z rodziny CD44 biora udziat w wielu procesach fizjologicznych i
patofizjologicznych, migdzy innymi w embriogenezie, hematopoezie, naptywie
limfocytéw do obwodowych narzadéow limfatycznych, zapaleniach, w agregacji i
migracji komoérkowej, retencji substancji okotokomoérkowej, powstawaniu i progresji
nowotworow oraz tworzeniu przez nie przerzutow [12, 13, 84, 154]. Stwierdzono
miedzy innymi, Ze oceniana metoda immunohistochemiczng (IHC) zdolno$¢ do syntezy
CD44 i CD44v wiaze si¢ z mozliwoscia tworzenia kolonii w hodowlach wielu linii
komorek nowotworowych oraz ze zdolnoscia do tworzenia przerzutow. Istnieja takze
doniesienia o tym, ze rozpuszczalna forma CD44 moze zapobiega¢ tworzeniu si¢ guzow
nowotworowych [143]. Przedmiotem poszukiwan jest rokownicza rola biatka CD44v6

oraz jego warto$¢ predykcyjna dla terapii celowanej z uzyciem przeciwcial anty-
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CD44v6. Ryc. 2 przestawia jedna z mozliwych drog oddzialywan CD44v na procesy
wzrostu i naciekania nowotworow oraz powstawanie przerzutow [8, 109].
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Ryc. 2 Przylaczenie HA do CD44 pobudza aktywacj¢ kinazy tyrozyny zaleznej od kompleksu
p185HER2, co bezposrednio wiaze ze soba dwa niezalezne szlaki przekazywania sygnatu tj. Sos-Ras,
pobudzajacy procesy wzrostu komoérek nowotworowych, oraz Tiaml-RhoA zaangazowany w procesy
naciekania sasiadujacych tkanek oraz powstawanie przerzutow.

Zrédlo: L. Y. W. Bourguignon “CD44- Mediated Oncogenic Signaling and Cytoskeleton Activation
During Mammary Tumor Progression” J Mam G Biol Neoplasm, (2001), 6, 287-297

Wydaje si¢ takze, ze gldwne czynniki angiogenezy — VEGF i bFGF oraz enzymy
degradacji macierzy MMP biora, w potaczeniu z CD44v, udziat w procesie ontogenezy
1 procesach determinujacych wiele cech biologicznych komoérek guza np. jego zdolnosé
do naciekania i migracji w zalezno$ci od biatek cytoszkieletu. Kompleksy CD44v —
elementy cytoszkieletu, odgrywaja wazna role w procesach przekazywania
zewnetrznych sygnaléw pomiedzy komoédrkami oraz pomiedzy komoérka a ECM, jak
rowniez  kontroli ~ wewnatrzkomorkowych — szlakow  transdukcji  sygnatu
odpowiedzialnych m.in. za nowotworzenie i tworzenie przerzutow. W niektorych

badaniach wykazano, ze w prawidlowych komorkach izoformy CD44 odgrywaja rolg
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jedynie na okre$lonych etapach dojrzewania, natomiast wydaje sig, ze w komodrkach

nowotworowych szlaki te ponownie si¢ uaktywniaja [57].
1.4 Adhezja komorkowa i procesy przekazywania sygnahu

Biatka z rodziny CD44 przylaczaja za pomoca domeny zewnatrzkomoérkowej kwas
hialuronowy, ktory jest jednym z podstawowych elementow ECM wielu tkanek oraz
btony podstawnej nabtonkow. Wspoldziata on migdzy innymi z proteoglikanami ECM,
dzigki czemu odgrywa istotna rol¢ w procesach adhezji komoérkowej, oddziatywaniach
macierz-komorka, degradacji hialuronianow, migracji komoérkowej oraz procesach
dojrzewania i1 roznicowania si¢ komorek [86, 87]. Sila i zakres potaczen kompleksu
CD44v-ECM uzalezniona jest od liczby miejsc wiazania HA z receptorem oraz gestosci
receptorowej i rodzaju izoform CD44 wystepujacych na powierzchni komorki [8, 12,
13, 152]. Molekularne podstawy przekazywania sygnatu w komodrkach nowotworowych

z udziatem receptorow CD44 s3 jednak nadal stabo poznane.

1.5 Prezentacja czynnikéw wzrostu z udziatlem CD44

Obecne w $rodowisku guza nowotworowego rozpuszczalne czasteczki czynnikow
wzrostu wptywaja na regulacj¢ szeregu jego cech, takich jak proliferacja, naciekanie i
tworzenie przerzutow [51]. W roku 1998 po raz pierwszy przedstawiono model
oddziatywania pomigdzy czynnikiem wzrostu a biatkami CD44 [109]. Zaobserwowano,
ze czasteczka HA moze wigza¢ inne czynniki wzrostu, np. EGF 1 tworzy¢ w polaczeniu
z biatkami CD44 kompleks czynnik wzrostu-HA-CD44. Z tego powodu receptory
CD44 obecne na powierzchni komoérek nowotworowych moga nie tylko posredniczy¢ w
przekazywaniu sygnatu do wngtrza komorki, ale takze prezentowa¢ czynnik wzrostu
innym receptorom wystgpujacym na tej samej komorce, na sasiednich komorkach 1 na
komorkach podscieliska. Ten rodzaj prezentowania antygenu byt wczesniej opisywany

dla keratynocytow naskorka [8].

1.6 Rozsiew nowotworu

Ekspresja biatek CD44, w tym CD44v6, moze nadawaé¢ komorkom guza zdolno$¢ do
tworzenia przerzutow [49, 115, 121, 155]. Wykazano, ze izoformy CD44v6, a takze v4-
7 1 v6-7 moga nadawa¢ komorkom potencjal do tworzenia przerzutow. Zjawisko to
stwierdzono w modelu szczurzym, na komoérkach nieprzerzutujacej linii nowotworu,

ktéra po pobudzeniu receptorow CD44v6 nabywala takich zdolnosci [49].
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Wstrzyknigcie przeciwcial przeciwko roznym wariantom CD44 prowadzito zarowno in
vitro (komorki szczurzego raka trzustki) jak i in vivo (w modelu szczurzym) do
opOznienia wystapienia przerzutow lub do calkowitego zablokowania rozsiewu
nowotworu [121]. Zauwazono, ze zmniejszenie ekspresji CD44v6 w nablonkach
ptaskich moze by¢ przejawem transformacji nowotworowej. Stwierdzono takze, ze
czasteczki CD44s wystepujace na powierzchni komorek zdolnych do tworzenia
przerzutdw wystepuja w zmienionej postaci — cze$¢ wystajaca ponad powierzchnie
btony komdrkowej jest wigksza i silnie glikozylowana [152, 154]. Wartos¢ rokownicza

CD44v6 w odniesieniu do tworzenia przerzutow jest jednak kontrowersyjna.

1.7 Ekspresja bialka CD44v6 w prawidlowych tkankach

W przeciwienstwie do formy standardowej, warianty CD44 w tym wariant 6. wystepuje
w prawidlowych tkankach tylko w niektorych fazach rozwoju. W Zyciu plodowym
CD44v6 bierze udzial w adhezji komorkowej 1 oddzialywaniach pomigdzy komorkami
nablonkowymi a mezenchymalnymi [152]. Oddziatywania nabtonek - podscielisko
mezenchymalne poprzez receptory CD44v6 pobudzaja wzrost i roznicowanie si¢
nabtonkow. Najprawdopodobniej CD44v6 odgrywa istotng role w odréznicowywaniu
si¢ poszczegOlnych tkanek nablonkowych oraz dojrzewaniu i wzroscie danego typu
nablonka, co ma miejsce juz we wczesnych stadiach rozwoju zarodka. W zyciu
pozaptodowym biatko CD44v6 obecne jest tylko na komodrkach niektorych typow
nabtonkdéw, takich jak naskorek, nabtonek jamy ustnej, gardia, przetyku, szyjki macicy,
gruczotu krokowego, a takze pneumocytach typu II nabtonka ptuc i na komorkach
nabtonka oskrzeli [54, 61]. W prawidlowym gruczole piersiowym komorki nablonka
wyscietajacego przewody mleczne nie wykazuja ekspresji CD44v6, podczas gdy
epitopy CD44v6 sa silnie eksponowane na powierzchni komorek mioepitelialnych [36].
Ekspresji CD44v6 nie wykazuja takze prawidlowe krypty jelitowe [57]. W
przeciwienstwie do nabtonkow ptaskich wydaje sig, ze w nowotworach pochodzenia
gruczotowego dochodzi do nadekspresji CD44v6, gdyz w wigkszosci przypadkow
receptor ten jest nieobecny na tkankach prawidtowych bedacych punktem wyjscia dla
nowotworu. W prawidlowym nabtonku ptaskim ekspresja CD44v6 jest ograniczona do
wczesnych stadiow rozwoju tkanki nablonkowej [113]. Prawidlowe ludzkie
keratynocyty skory posiadaja na swej powierzchni izoformy od v3 do v10 [61].
Nasilenie ekspresji CD44v6 jest zalezne od dojrzatosci komorek, co najlepiej widac¢ na
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przykladzie naskorka oraz nablonkow ptaskich, i jest odmienne w poszczegdlnych
warstwach nabtonka. W przypadku nablonkéw ptaskich nierogowaciejacych jamy
ustnej dorostych o0s6b, najsilniejsza ekspresja CD44v6 wystgpuje w warstwie
podstawnej 1 kilku rzedach komorek przypodstawnych warstwy kolczystokomorkowe;.
W nabtonkach rogowaciejacych CD44v6 wystepuje w komorkach wszystkich warstw z
wyjatkiem warstwy rogowej, z najsilniejsza ekspresja w warstwach mtodszych i
najstabsza w komorkach warstwy jasnej [4, 113]. Ekspresja CD44v6 w keratynocytach
znajdujacych si¢ w obrebie procesu zapalnego nie rézni si¢ w poréwnaniu do tkanek
zdrowych. Na komorkach spoczynkowych szpiku kostnego w tym w komorkach pnia,
wystepuje staba ekspresja CD44v6 lub jej brak [54, 100]. Dzigki zmniejszonej ekspresji
CD44v6 lub jej braku w komorkach rozrodczych uktadu krwiotworczego, skory
prawdziwej 1 krypt jelitowych oraz ich ograniczonemu wystgpowaniu do kilku warstw
komorek w obrebie nabtonkéw ptaskich, wzrasta znaczenie CD44v6 jako potencjalnego

celu dla terapii z udziatem anty-CD44v6.

1.8 Ekspresja CD44v6 w dysplastycznym nablonku jamy ustnej

W dysplazji $redniego stopnia (leukoplakia na brzusznej stronie jezyka) ekspresja
CD44v6 ograniczona jest $cisle do dolnych partii nablonka [4, 113]. W przypadku
atrofii, przejawiajacej si¢ klinicznie jako erytroplakia jezyka i ocenianej rowniez jako
dysplazja $redniego stopnia, komoérki CD44v6-dodatnie wystgpowaly w rdéznych
warstwach. W hyperplastycznym nabtonku dna jamy ustnej z nasilona dysplazja,
ekspresj¢ CD44v6 obserwowano we wszystkich warstwach nabtonka z wyjatkiem
warstwy rogowej [4, 113]. Plaskonablonkowe raki jamy ustnej wykazuja znacznie
nizsza ekspresj¢ CD44v6 niz zmiany dysplastyczne. Chorzy w podesztym wieku
wykazuje stabsza ekspresj¢ CD44v6 w tkankach prawidtowych i dysplastycznych w
poréwnaniu z mlodszymi chorymi [4, 113]. W innych badaniach nad ekspresja biatka
CD44v6 w tkankach dysplastycznych jamy ustnej stwierdzono niezmieniong [82] lub
obnizona [4] ekspresj¢ w pordwnaniu z tkankami prawidlowymi pochodzacymi z tego
samego rejonu jamy ustnej. Nasilenie ekspresji CD44v6 nie jest zwiazane z
histologicznym typem dysplazji czy innymi czynnikami kliniczno-patologicznymi [4,
113]. Wydaje sig, ze CD44v6 nie pozwala okresli¢ ryzyka przemiany zmian
przednowotworowych jamy ustnej w raki [113]. W rakach, zwlaszcza dobrze
zroznicowanych, nasilenie ekspresji CD44v6 jest podobne jak w tkankach
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prawidtowych lub dysplastycznych, ale w wigkszosci rakow ptaskonabtonkowych jest
ona stabsza niz w wyj$ciowych tkankach [34, 37, 81, 116, 127].

1.9 Ekspresja bialka CD44v6 w rakach ptaskonablonkowych

Ekspresje  CD44v6  stwierdzono w  tkankach  pochodzacych z  rakow
ptaskonabtonkowych niezaleznie od ich punktu wyjscia. W przerzutach rakéw
ptaskonablonkowych do weztéw chlonnych obserwowano mniejsze, rowne lub wigksze
nasilenie ekspresji CD44v6 w porownaniu do guzéw pierwotnych [55, 56, 81, 139].
Najsilniejsza ekspresje CD44v6 stwierdzono w guzach wywodzacych si¢ z nablonkoéw
okolicy gltowy i szyi [34, 37, 55, 56, 72, 81, 127, 142], przetyku [46, 55], skory [55,
125, 122] 1 oskrzeli [16, 38, 43, 55, 60, 91, 92, 101, 139], gdzie wystgpowata ona w
ponad 70% komorek guza. W rakach skory odsetek komodrek wykazujacych ekspresje
CD44v6  wynosit  100% [55, 125]. Na powierzchni komorek rakow
ptaskonabtonkowych glowy i szyi obserwuje si¢ czgsta 1 do$¢ jednorodna ekspresjg
CD44v6, przy czym zmniejsza si¢ ona wraz z postgpem nowotworzenia [4, 81]. Udziat
CD44v6 w rozwoju i progresji tych nowotworow pozostaje jednak niejasny. W innych
nowotworach nabtonkowych ekspresja CD44v6 wystgpuje rzadziej 1 jest mniej
jednorodna. W rakach szyjki macicy udziat komoérek wykazujacych ekspresje waha si¢
w szerokich granicach od 32% do 100% ($rednio ponizej 70%) [2, 3, 15, 23, 26, 69, 66,
70, 71, 129], a w raku sromu 33% [136].

1.10 Ekspresja bialka CD44v6 w rakach gruczolowych

Ekspresje CD44v6 stwierdzono we wszystkich typach rakéw pochodzenia
gruczotowego, przy wzglednie duzych réznicach pomigdzy nimi. Komorki pierwotnego
raka piersi wykazuja ekspresj¢ wariantu 6. w 65-88% komorek [36, 68, 93, 94, 126], a
komorki przerzutéw tego nowotworu do weztéw chtonnych - w 91-100%. Rokownicze
znaczenie ekspresji CD44v6 w raku piersi jest niejasne. W niektorych doniesieniach
cecha ta wiazata si¢ z gorszym rokowaniem [93, 126], w innych nie stwierdzono tej
zalezno$ci [68], a w jednym badaniu stwierdzono wrgcz wydluzenie przezycia w
przypadku ekspresji CD44v6 [50]. Wydaje sig, ze ekspresja biatek CD44 wiaze sig
natomiast ze zréznicowaniem komorek guza [40, 73, 118, 135].

W rakach gruczotowych ptluca mniej niz 50% przypadkow wykazywalo ekspresje
CD44v6 [16, 38, 139], cho¢ w jednym badaniu stwierdzono ja w okoto 95% guzéw
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[91]. Nasilenie ekspresji CD44v6 w rakach gruczotowych i ptaskonabtonkowych ptuca
jest podobne [16, 38, 55, 91, 101, 112, 139].

W rakach gruczotowych jelita grubego i odbytnicy [17, 23, 35, 76, 96, 97, 148, 149],
trzustki [44, 45, 117] oraz zotadka [55, 95, 150] ekspresj¢ CD44v6 wykazuje od 6% do
100% nowotworéow. W rakach tych zaobserwowano takze znamiennie mniejsza
ekspresj¢ w ogniskach przerzutowych w poréwnaniu ze zmianami pierwotnymi [35, 51,
55, 97]. W kilku badaniach obserwowano takze wystgpowanie duzej heterogennosci

rozktadu CD44v6 na powierzchni komoérek w obrebie jednego guza [71, 76, 88].

1.11 Ekspresja bialka CD44v6 w nowotworach nienablonkowych

Obecnosci CD44v6 nie stwierdzono na powierzchni komorek czerniaka ztosliwego [90,
125], glejaka wielopostaciowego [78, 111, 134] i nerwiaka zarodkowego [48],
natomiast w guzach wywodzacych si¢ z komorek Schwann’a (schwannoma) byta ona
staba [123]. Ekspresj¢ CD44v6 stwierdzono w 10-73% badanych probek biataczki
szpikowej [6, 65, 85], w 0-30% chtoniakoéw skory [88, 145], w okoto 28% chloniakoéw
Hodgkin’a i w 28-57% pozostatych chioniakow [114].

1.12 Przeciwciala monoklonalne anty — CD44v6 w badaniach klinicznych

W badaniach I i II fazy stosowano pochodzace od gryzoni przeciwciata monoklonalne
(U36, VFF18), przeciwciata chimeryczne (chU36) oraz 1gG pochodzenia ludzkiego
(BIWAA4) [18, 19, 20, 21, 22, 131]. We wszystkich badaniach z udziatem mysich IgG
obserwowano wystapienie reakcji typu ludzkie przeciwcialo przeciw IgG mysiemu
(human anti-mouse antiboby, HAMA [32] Stworzenie chimerycznego przeciwciata
(ludzko-mysiego) U36 (chU36) pozwolito w znacznej mierze wyeliminowa¢ reakcjg
immunologiczna typu HAMA i HAHA (human anti-human antibody) skierowana
przeciw obcogatunkowemu przeciwciatu [18, 20, 21, 33] W zadnym z powyzszych
badan pod wplywem przeciwciat anty CD44v6 nie uzyskano wydhuzenia DFS, OS,
regresji zmian lub znamiennej stabilizacji choroby. Jedno z badan II fazy dotyczyto
humanizowanego przeciwciala biwatuzumabu (BIWA4) polaczonego z izotopem renu,
186Re [10]. Stabilizacja choroby trwata od 6 do 21 tygodni i obserwowana byta tylko w
grupie chorych leczonych maksymalnymi dawkami [10]. Badanie I fazy z udziatem

biwatuzumabu (BIWI 1) potaczonego ze zwiazkiem chelatujacym - mertanzyna, zostato
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przerwane z uwagi na nasilone powiklania skorne, przy niewielkich korzysciach

klinicznych [136].

1.13 Przeciwciala monoklonalne anty — CD44v6 w diagnostyce obrazowej

W badaniu Borjesson’a i wsp. [11] stosowano przeciwcialo chimeryczne U36
znakowane cyrkonem 89 (*°Zr) jako radioznacznik w badaniach PET u chorych na
miejscowo zaawansowane raki glowy 1 szyi. Czulos¢ w odniesieniu do guza
pierwotnego wynosita 100%, a w odniesieniu do weziow chlonnych 72%.
Prawidtowos$¢ opisu PET potwierdzono operacyjnie u 112 na 121 badanych. Jest to
wynik porownywalny z zastosowaniem badania przy uzyciu fuzji tomografii

komputerowej oraz rezonansu magnetycznego.

1.14 Cele pracy

Celem niniejszej pracy byla ocena wpltywu napromieniania na nasilenie ekspresji

CD44v6 w guzach pierwotnych, ksenograftach, tkankach prawidtowych, wykazujacych

konstytutywna ekspresj¢ tego biatka oraz w tkankach nie wykazujacych ekspresji

CD44v6 przed zastosowaniem RT, ale mogacych wykazywac taka ekspresj¢ podczas

r6znych faz dojrzewania.

W niniejszej pracy zastosowano metody IHC wykrywania biatka CD44v6, ktore

umozliwiaja w prosty, szybki i wzglednie tani sposob oceni¢ ekspresj¢ receptorow

bialkowych. Do badan wykorzystano ksenografty rakéw glowy 1 szyi oraz

gruczolakoraka jelita grubego, a takze tkanki ludzkie takie jak btona $luzowa jamy

ustnej pobrana przed i po zastosowaniu RT oraz wycinki btony §luzowej odbytnicy i

raka odbytnicy uzyskane chirurgicznie przed i po zastosowaniu RT.

Szczegolowe cele pracy obejmowaty:

1. Okreslenie wptywu RT na nasilenie ekspresji CD44v6 w komorkach ludzkich
ksenograftow rakow glowy 1 szyi oraz gruczolakoraka jelita grubego.

2. Okreslenie wplywu RT na nasilenie ekspresji CD44v6 w komorkach btony §luzowej
prawidlowego nabtonka jamy ustne;.

3. Okreslenie wplywu RT na nasilenie ekspresji CD44v6 w komorkach nowotworu

ztosliwego oraz w sasiadujacej z guzem, niezmienionej btonie Sluzowej odbytnicy.
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4. Oceng ekspresji CD44v6 w rakach odbytnicy w odniesieniu do klinicznych cech
chorego: wieku, plci, typu histologicznego oraz stopnia ztosliwosci histologiczne;j i
stopnia zaawansowania klinicznego w chwili rozpoznania.

5. Porownanie ekspresji CD44v6 w ognisku pierwotnym oraz w przerzutach do

regionalnych weziow chtonnych.
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MATERIALY I METODY

2.1 Ludzkie raki przeszczepiane na myszy nu/nu, ksenografty

2.1.1 Myszy

Do doswiadczen uzyto meskie 1 zenskie osobniki ,,nagich myszy” NMRI (nu/nu) w
wieku 7-14 tygodni. Myszy hodowane byly w sterylnych pomieszczeniach
laboratoryjnych Centrum Do$wiadczalnego Wydziatu Medycznego Politechniki w
Dreznie (zdj. 2-1). Sposoéb hodowli zwierzat oraz przeprowadzania do§wiadczen byt
zgodny z niemieckim protokotem bioetycznym. Zachowany byt 12-godzinny cykl dnia i
nocy z uzyciem sztucznego $wiatta wlaczanego o godzinie 7.00 i gaszonego o 19.00.
Zwierzeta odzywiane byly komercyjnymi karmami dla zwierzat laboratoryjnych i
otrzymywaty wodg ad libitum. Temperatura w pomieszczeniu wynosita 26°C. Poziom
wilgotnos$ci powietrza wahatl si¢ w granicach od 50 do 60%. Ponadto zwierzgta objgte
bylty stala opieka weterynaryjng. Dla wywotania immunosupresji myszy, 2 dni przed
przeszczepieniem guza nowotworowego poddawano je napromienianiu catego ciata
(TBI) dawka 4 Gy (moc dawki 1 Gy/min.) przy uzyciu aparatu ortowoltowego

emitujacego promieniowanie X o energii 200 kV (0,5 mm Cu) [5].

/7

UH“ Wé\u‘

Zdj. 2-1. Myszy nu/nu z guzami przeszczepionymi w okolicy biodra, wykorzystywane w badaniach.
Laboratorium Radiobiologii Centrum Doswiadczalnego Wydzialu Medycznego Politechniki w DrezZnie,
Niemcy, zdjgcie wlasne.
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2.1.2 Guzy przeszczepiane myszom (ksenografty)

L.

MKG-hSCC grupa ludzkich rakoéw ptaskonabtonkowych o ztosliwosci G2 i G3
okolicy glowy 1 szyi otrzymanych jako ustabilizowane linie komorkowe w
Laboratorium Radiobiologii 1 Radioterapii Doswiadczalnej Wydzialu Medycznego
Politechniki w Dreznie, Niemcy:

1.1 MKG2 - wywodzacy sig z pierwotnego raka jezyka, ro$nie jako G2

1.2 MKG3 - wywodzi sig z raka jamy ustnej, histologicznie G2

1.3 MKG4 - wywodzacy si¢ z raka jamy ustnej, histologicznie G2/G3

1.4 MKGS - wywodzacy si¢ z raka jamy ustnej, histologicznie G3

1.5 MKG6 - wywodzacy si¢ z raka jamy ustnej, histologicznie G2

1.6 MKGY7 - wywodzacy sig z raka jamy ustnej, histologicznie G2

1.7 MKG9 - wywodzacy si¢ z raka dna jamy ustnej, histologicznie G2

1.8 MKG12 - wywodzacy si¢ z raka migdatka, histologicznie G3

FaDu-hSCC otrzymany w roku 1968 z Iludzkiego raka gardta dolnego
pochodzacego od hinduskiego pacjenta. Obecnie ta linia komérkowa utrzymywana
jest w ciaglym pasazu w American Type Culture Collection (ATCC) (Rockville,
MD, USA). Uzywany do badafh od lat 80. ubieglego stulecia. Linia komorkowa
FaDu ros$nie na myszach nu/nu jako niskozrdéznicowany rak bez zdolnosci
keratynizacji. W zakresie objetosci guza od 100-400 mm? éredni czas podwojenia
objetosci dla tego rodzaju guza okreslony zostat na okoto 4 dni [5]. W badaniach
doswiadczalnych wykazano, Zze nowotwor ten przeszczepiony na myszy nie
powoduje lub powoduje nieznaczng odpowiedz immunologiczna [107].

GL-hSCC jest linia komérkowa otrzymana w roku 1991 w Hamburgu, Niemcy z
miejscowo zaawansowanego ludzkiego raka ptaskonabtonkowego krtani [5].
Histologicznie ksenografty GL-hSCC rosna jako guzy $redniozréznicowane (G2),
posiadajace zdolno$¢ tworzenia keratyny. W zakresie objetosci guza od 100-400
mm? $redni czas podwojenia objgtosci dla tego rodzaju guza okreslony zostat na
okolo 8.6 dnia [58, 59]. GL-hSCC nie powoduje lub powoduje nieznaczna
odpowiedz immunologiczna u myszy nu/nu [58, 59].

UT-SCC-14 jest guzem pochodzenia ludzkiego otrzymanym w Klinice
Otorynolaryngologii — Chirurgii Gtowy i Szyi Uniwersytetu w Turku, Finlandia z

raka wolnej czgsci jezyka [47, 83]. Na myszkach nu/nu rosnie jako
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wysokozréznicowany nowotwor (G1) ze zdolnosécia do keratynizacji. Sredni czas
wzrostu objetosci od 100 do 400 mm® wynosi 5,6 dnia. Nie powoduje lub powoduje
nieznaczna odpowiedz immunologiczna u myszy nu/nu [59].

5. UT-SCC-5 jest guzem pochodzenia ludzkiego otrzymanym w Klinice
Otorynolaryngologii — Chirurgii Gtowy i Szyi Uniwersytetu w Turku, Finlandia z
raka wolnej czesci jezyka. Material do utworzenia tej linii komorkowej pobrany
zostat z przetrwalego guza 2-3 tygodnie po zakonczeniu radykalnej RT. Nastepnie
guz poddany byt pasazowaniu na myszkach nu/nu przez okoto 3 lata do uzyskania
trwalej linii komodrkowej. Na myszkach guz rosnie jako niskozroéznicowany,
nierogowaciejacy najczesciej G3, rzadziej G2.

6. UT-SCC-15 jest guzem pochodzenia ludzkiego wywodzacym si¢ z miejscowej
wznowy raka wolnej czeéci jezyka po przebytej wczesniej radykalnej RT.
Otrzymany w Klinice Otorynolaryngologii — Chirurgii Glowy i Szyi Uniwersytetu
w Turku, Finlandia. Na myszkach nu/nu ro$nie jako dobrze zrdéznicowany
nowotwor (G1) ze zdolnoscia do keratynizacji.

7. UT-SCC-33 jest rakiem ptaskonabtonkowym pochodzenia ludzkiego, wywodzacym
si¢ z guza dzigsta. Otrzymany w Klinice Otorynolaryngologii — Chirurgii Gtowy i
Szyi Uniwersytetu w Turku, Finlandia. Na myszkach nu/nu ro$nie jako dobrze lub
sredniozroznicowany nowotwor (G1 lub G2) ze zdolno$cia do keratynizacji.

8. SKX-SCC jest klonem komérkowym ustalonym w wyniku serii przeprowadzonych
pasazy z komorek pochodzacych z ludzkiego raka dna jamy ustnej o $rednim
stopniu ztosliwosci histologicznej. [27].

9. HT29 jest gruczolakorakiem wuzyskanym do badan od Dr. Bergmann z
Forschungszentrum, Rossendorf, Niemcy. Wykorzystana linia komorkowa
pochodzita z ATCC(ang. American Type Culture Collection). Komorki raka jelita
grubego bedace zrodlem HT29 zostaly wyizolowane w roku 1964 przez J. Fogh.
Linia HT29 zostata otrzymana przez wielokrotne pasazowanie pobranych komorek
w roku 1975 przez J. Fogh and G. Trempe. Ksenografty rosnace na myszkach nu/nu
histologicznie sa guzami G2.

W tabeli 2-1 przedstawiono punkty wyjscia, stopien ztosliwosci oraz liczbe

poszczegbdlnych ksenograftow. Lacznie poddano ocenie 155 skrawkow pochodzacych z

85 ksenograftow, w tym 36 pierwotnie nienapromienianych ksenograftow rakow
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ptaskonabtonkowych, 6 ksenograftoéw otrzymanych przez zaszczepienie guza bedacego
wznowa po RT, 40 ksenograftow rakow ptaskonabtonkowych po zastosowaniu réznych

dawek RT oraz 3 nienapromienianych ksenograftow raka jelita grubego.

Lokalizacja  Stopieft Stopien Guzy Laczna
zroznicowania . . Guzy po liczba
Ksenograft guza zroznicowania | bez RT, h
ierwotnego _ guza ksenograftu n RT,n Zbadanyc
P pierwotnego graftow
FaDu Gardto dolne G3 G3 5 10 15
GL Krtan Gl GliG2 6 16 22
UTSs Jezyk, wznowa G2 Gl 5 0 5
po RT
uUT14 Jezyk Gl G2iG3 5 14 19
UT15 Jezyk, wznowa Gl Gl 1 0 1
po RT
UT33 Jezyk Gl Gl 4 0 4
SKX Dno jamy ustnej G2 G2 3 0 3
Roézne okolice . .
MKG H&N G2i1G3 G2i1G3 13 0 13
HT29 Jelito grube G2 G3 3 0 3

Tabela 2-1. Wykaz badanych ksenograftow

2.1.2.1 Procedura przeszczepiania ksenograftow

W celu otrzymania przeszczepialnego guza (ksenograftu), mate fragmenty ludzkich
guzoéw wszczepiane byly podskornie w okolicy prawego biodra nagich myszy NMRI
nu/nu. W odniesieniu do ksenograftow rakow ptaskonabtonkowych MKG, male
fragmenty guzéw wszczepiane byly podskérnie na plecach myszek nu/nu. Kolejne
pasaze wszczepiane byly w okolice prawego biodra. Po osiagnigciu odpowiednich
rozmiarOw guzy byly pasazowane 4-5 krotnie na kolejnych zwierzg¢tach. Guzy byty
przeszczepiane w sterylnych warunkach, przy uzyciu standardowego znieczulenia
ketaming w dawce 120 mg/ kg m. c. oraz ksylokaina w dawce 16 mg/ kg m.c. podanych
pozajelitowo.

2.1.2.2 Procedura napromieniania zwierzat wiazka zewnetrzng

Napromienianie ksenograftow odbywato si¢ w warunkach sterylnych w pokoju
laboratoryjnym przy zastosowaniu wiazki o energii 200 kV (0,5 mm Cu). Odleglos¢
SSD wynosita 42 cm, a moc dawki 1.1-1,2 Gy/min. Zwierzgta byly napromieniane bez
znieczulenia 1 w czasie RT oddychaty powietrzem atmosferycznym. Stosowano ich

stabilizacje w specjalnych plastikowych tubach na ptytkach Lucite’a. Dodatkowo w
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polu napromieniania fiksowana byta noga, na ktoérej znajdowat si¢ ksenograft. W
przypadku guzéw FaDu, GL i UT-SCC-14 napromienianie rozpoczynato sie zgodnie z
zaplanowanym protokotem w dniu, w ktérym guz osiagnal $rednicg 6 mm. Guzy
kontrolne nie byly napromieniane. Zwierz¢ta napromieniane byly 6-18 frakcjami
podawanymi jeden raz dziennie. Ksenografty FaDu napromieniane byly dawka
frakcyjna 3 Gy, 7 dni w tygodniu natomiast UT14 oraz GL - dawka frakcyjna 2 Gy
rowniez 7 dni w tygodniu. Catkowita dawka RT podana zwierzetom z ksenograftem
FaDu miescita si¢ w granicach od 0 do 54 Gy a dla innych ksenograftow rakow
ptaskonablonkowych od 0 do 36 Gy. Poszczegélne zwierzgta byly wykluczane z
analizy, jezeli wystgpowaly znaczne nie$cisto$ci dozymetryczne, co w praktyce
oznaczalo przesunigcie konczyny z guzem w stosunku do zaplanowanego pola
napromieniania o wigcej niz 10%. Ksenografty rakow jelita grubego nie byly
napromieniane. Ksenografty rakow regionu glowy i szyi byly napromieniane wedlug

protokoldéw zamieszczonych w tabeli 2-2.

Grupa Grupa Grupa Grupa Schemat RT
Ksenogratft kontrc?lna 2 i 3 P 4p
Bez RT TD1 TD?2 TD 3 FD/ dni RT/tydz
FaDu 0Gy(n=5) | 36 Gy (n=4) | 45Gy (n=3) | 54 Gy (n=3) 3 Gy /7 dni /tydz.
GL 0Gy (n=6) | 12 Gy (n=6) | 24 Gy (n=5) | 36 Gy (n=6) 2 Gy /7 dni /tydz.
uT14 0Gy (n=5) | 12Gy (n=5) | 24 Gy (n=4) | 36 Gy (n=5) 2 Gy [7dni /tydz.

Tabela 2-2. Protokél napromieniania badanych ksenograftow

2.1.2.3 Procedura pobierania ksenograftow

Guzy FaDu, GL oraz UT14 pobierane byly w calosci wraz z torebka 24 godziny po
podaniu ostatniej frakcji RT, a ich $rednica wynosita 5-6 mm. Guzy kontrolne,
nienapromieniane, usuwane byty po osiagnigciu $rednicy 10-12 mm. Po pobraniu guzy
podlegaly  obrobce przygotowujacej je do badan z uzyciem metod
immunohistochemicznych (IHC). Usunigte ksenografty umieszczane byly na cata noc w
4% roztworze formaliny, a nast¢pnie zatapiane w cieklej parafinie. Bloczki parafinowe
krojone byly nozem mikrometrycznym na skrawki o grubosci 3 pum (Reicher-Jung
Cutting Machine, Rotationsmikrotom 2065), ktore byty nanoszone na szkietka pokryte
poli-L-lizyna. Nastgpnie preparaty byly suszone przez okoto 10-12 godzin w

temperaturze 37°C.
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2.1.3 Tkanka nablonkowa jamy ustnej oraz nowotwory wywodzace si¢ z linii

komorkowej MKG

Wycinki 8 prawidtowych tkanek nablonkowych pochodzace od 8 chorych na raka jamy
ustnej otrzymano z banku tkanek mieszczacego sie w Laboratorium Radiobiologii i
Radioterapii Doswiadczalnej Kliniki Radioterapii Wydziatu Lekarskiego im. Carl’a
Gustav’a Carus’a Politechniki w Dreznie, Niemcy. Probki te zostaty pobrane w trakcie
zabiegbéw operacyjnych. Od chorych tych pobrano wycinki rakéw, z ktérych otrzymano
linie MKG przez pasazowanie ich jako ksenografty na nagich myszkach. We
wszystkich pierwotnych rakach uzyskano histologicznie potwierdzenia rozpoznania i
okreslono stopien ich zto§liwosci. Wsrdd guzow byty 2 raki jezyka, 4 raki Scian jamy
ustnej, 2 raki dna jamy ustnej oraz 1 rak migdatka. Trzy sposrdéd 8 guzéw ocenione

zostaty jako niskozréznicowane (G3), pozostate jako sredniozroznicowane (G2).

2.2 Ludzkie tkanki prawidlowe i nowotworowe

2.2.1 Napromieniana i nienapromieniana blona sluzowa jamy ustnej

Badane probki pochodzity od chorych na potwierdzone histopatologicznie,
zlokalizowane raki regionu glowy 1 szyi (rak jamy ustnej lub czg$ci ustnej gardia) w
stopniu zaawansowania klinicznego od T1INO do T4N3. Pacjenci otrzymywali RT jako
podstawowe leczenie lub w uzupetnieniu zabiegu operacyjnego. Z badania wykluczono
chorych, ktorzy z jakiegokolwiek powodu otrzymali wczesniej RT, mieli zmiany w
obrazie morfologicznym krwi lub w badaniach biochemicznych, potwierdzone
przerzuty odlegle lub zty stan ogdlny (WHO PS 3 1 4 lub < 60 w skali Karnofsky’go).
W zaleznosci od indywidualnych wskazan, chorzy otrzymali RT w dawkach
catkowitych na guz w granicach 54-60 Gy. Szczegélowe informacje dotyczace
napromieniania poszczegdlnych chorych nie sa znane. Wycinki 0 wymiarach 5x5x5 mm
pobierane byty z przedniej czgsci btony §luzowej wewngtrznej powierzchni policzka
lub, jesli ta okolica nie byta napromieniana, z okolicy znajdujacej si¢ w polu leczenia. U
wszystkich chorych wycinki pobierano przed rozpoczgciem RT oraz bezposrednio po
jej zakonczeniu. Tkanki utrwalano w sposéb standardowy w 4% roztworze formaliny
oraz zatapiano w parafinie. Ta cz¢$¢ badan przeprowadzona byta w Klinice Radioterapii
(Government Medical College Indore M.P., India) oraz w Aksigen Hospital Care w

Bombaju, Indie. Nastgpnie probki te zostaly przewiezione do Laboratorium
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Radiobiologii Politechniki w Dreznie przez Prof. Dorr’a, gdzie dzigki jego uprzejmosci

zostaly udostgpnione autorce.

2.2.2 Wycinki z blony §luzowej i raka odbytnicy

Cato$¢ badan wykonano wyltacznie na materiale ludzkim obejmujacym grupg 72
chorych na raka odbytnicy, w tym 45 chorych leczonych poddanych RT poprzedzajacej
resekcj¢. Stosowano promieniowanie fotonowe X o energii 6, 151 18 Gy w dawkach od
25 do 50,4 Gy. Cze$¢ chorych otrzymata 2 cykle chemioterapii z udziatem 5-
fluorouracylu i kwasu foliowego w dawkach odpowiednio 350 mg/m? i 20 mg/m?
podanych jednoczasowo z frakcjami RT od 1. do 5. i od 20. do 25 dnia. Tabela 2-3
przedstawia zastosowany schemat RT oraz liczbe cykli CHT. Niektorzy chorzy z
powodu ztej tolerancji nie otrzymali pelnych 2 cykli chemioterapii. Biologiczna dawke
efektywna (BED) podana na guz obliczono dla o/f = 5 Gy, korzystajac z modelu
liniowo — kwadratowego (tabela 2-3) [14, 132].

BED = nd X -----mmmmmmmmmm-

n - liczba frakcji

d - dawka frakcyjna promieniowania

nd=catkowita dawka fizyczna

o/B- okresla promieniowrazliwo$¢ komorek, miara pojemnosci naprawczej komorek

Liczba dni od
zakonczenia RT
Dawka Dawka Liczba BED Liczba Liczba dni do zabiegu
calkowita RT | frakcyjna RT | frakcji | a/p=5Gy | chorych CHT operacyjnego
25 Gy 5 Gy 5 35,7 22 0 1-10 ($r. 6,3)
45-48,6 Gy 1,8 Gy 25-27 - 12 3-10
45-48,6 Gy 1,8 Gy 25-27 | 43,7- 47,2 4 0 18-88 (sr. 54,7)
50,4 Gy 1,8 Gy 28 49 1 0
50,4 Gy 1,8 Gy 28 - 6 2-10 3068 ($r. 47,0)

Tabela 2-3. Schematy leczenia stosowane u chorych na raka odbytnicy otrzymujacych
przedoperacyjng radioterapie lub radiochemioterapie

Zabieg operacyjny w grupie chorych otrzymujacych krétkotrwata RT (25 Gy w 5
frakcjach bez chemioterapii) odbywat sig srednio w 6,3 dniu od jej zakonczenia. Chorzy
otrzymujacy konwencjonalnie frakcjonowana RT (>45 Gy w 25-28 frakcjach)
operowani byli $rednio po 50,8 dniach od jej zakonczenia. Uzyskano od nich wycinKi

prawidtowej blony $luzowej odbytnicy (usunigte podczas zabiegow operacyjnych
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sasiadujace z guzem fragmenty tkanek niezmienionych nowotworowo oraz linia cigcia),
a od chorych z przerzutami do regionalnych weztéw chlonnych — takze wycinki z
wezlow chlonnych. Zbadano takze wycinki guza od 21 chorych pobrane przed
rozpoczeciem  przedoperacyjnej  RT.  Ekspresje¢  CD44v6 w  tkankach
nienapromienianych oceniano w wycinkach prawidtowej btony $luzowej odbytnicy
(dystalna linia cigcia chirurgicznego), rakach odbytnicy oraz zajgtych weztach
chtonnych pochodzacych od chorych poddanych pierwotnemu zabiegowi
operacyjnemu. fLacznie zbadano wycinki nowotworowe pochodzace od 27 chorych
operowanych metoda Dixon’a lub Miles’a w latach 1999-2006. Dane o chorych
uzyskano z historii chorob Kliniki Onkologii i Radioterapii Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego (GUMed.). W tabeli 2-4 przedstawiono taczne zestawienie zbadanych
tkanek.

Lp. Rodzaj badanej tkanki Liczba chorych

1 | Prawidlowa nienapromieniana btona sluzowa odbytnicy 27
2 | Prawidlowa btona $luzowa odbytnicy po RT 44
Zabieg operacyjny 27

3 | Nienapromieniany rak odbytnicy Biopsje 21
Lacznie 48

4 | Rak odbytnicy po RT 45
5 | Nienapromieniany wezet chtonny 14
6 | Wezet chlonny po RT 18

Tabela 2-4 Wykaz zbadanych tkanek pochodzacych od chorych na pierwotnego raka odbytnicy

2.3 Wykrywanie CD44v6 w skrawkach parafinowych guzow i tkanek

prawidlowych

Wszystkie tkanki utrwalane byly w 4% formalinie, zatapiane w parafinie 1 skrawane
nozem mikrometrycznym na skrawki o grubosci 2-3 um. Tkanki pochodzace od
chorych na raki regionu glowy 1 szyi oraz ksenografty wywodzace si¢ z rakow tego
regionu byly wybarwiane i analizowane w Laboratorium Radiobiologii i Radioterapii
Doswiadczalnej Politechniki w Dreznie, Niemcy. Tkanki prawidlowe 1 nowotworowe
pobrane od chorych na raka odbytnicy pochodzity z Zakltadow Patomorfologii z
Gdanska 1 Elblaga. Wszystkie wycinki krojone byly w  Laboratorium
Immunohistochemicznym Katedry 1 Zaktadu Patomorfologii GUMed (kierownik prof.
dr hab. n. med. Wojciech Biernat) Badania IHC oraz ich analiza wykonane zostalty w
Zaktadzie Histologii Katedry Histologii i Immunologii GUMed (kierownik prof. dr hab.

n. med. Jolanta Mysliwska. Parafinowe skrawki zaréwno tkanek prawidlowych, jak i
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nowotworowych, ,,odparafinowywano” przy uzyciu ksylenu (trzykrotnie po 10 minut),
a nastgpnie uwadniano w roztworach etanolu o malejacych stezeniach
(100%—100%—96%— 80%—70%—40%) po 3 minuty w kazdym. Nast¢pnie skrawki
plukano trzykrotnie w roztworze PBS (0,1 mol/l phosphate buffer solution, pH=7,4),
przygotowywanym bezposrednio przed uzyciem (NaCl + Na,HPO + K,HPO + woda
destylowana) lub wykorzystywano gotowy, komercyjnie dostgpny proszek do
przygotowywania PBS, rozpuszczany w wodzie destylowanej. Zgodnie ze
standardowymi protokotami wykorzystywanymi w badaniach z uzyciem IHC,
zastosowano metod¢ wzmocnienia antygenowego przy uzyciu mikrofali w buforze
cytrynianowym (mikrofala firmy Whirlpool, Szwecja, Model Vip20, 800W, bufor, 0,1
mol/l cytrynian sodu i kwas cytrynowy, pH=6, gotowanie przez 10 min.). Ten rodzaj
wzmocnienia antygenowego stosowany byt w odniesieniu do prawidtowych i
nowotworowych ludzkich tkanek. Ksenografty nie byly poddawane gotowaniu w
kuchence mikrofalowej. Nastgpnie tkanki chtodzone byly w lodzie przez okoto 30-45
min. Po kazdym nastgpnym kroku skrawki ptukane byty w PBS 3 x 5 min. Inkubacja z
odczynnikami odbywata si¢ w wilgotnej komorze w temperaturze pokojowej 20-25°C.
Obecnos¢ CD44v6 na powierzchni komorek wykrywano przy uzyciu zestawu Animal
Research Kit (DAKO ARK, Hamburg, Niemcy) oraz peroksydazy (DAKO K3954,
K3955) dla pierwotnych przeciwcial pochodzenia mysiego. W badaniach wykorzystano
pierwotne mysie przeciwcialo monoklonalne anti-human CD44 var (v6), klon VFF18,
podklasa IgG1. Wybrane przeciwciato charakteryzuje si¢ najwyzszym powinowactwem
do antygenu CD44v6 sposrod dostepnych obecnie przeciwciat anty-CD44v6 [55].
Wyjsciowe stezenie przeciwciata wynosito 1000 pg / 1 ml, natomiast stgzenie robocze
1:1000. Wszystkie odczynniki przechowywane byty w warunkach zalecanych przez

producenta tj. w temperaturze 4°C.

2.3.1 Protokol przygotowywania i aplikacji odczynnikow

1. Blokowanie peroksydazy przy uzyciu 0,03% H»O, — blokowanie aktywnosci
endogennej peroksydazy tkankowej - 5 min.

2. Inkubacja z biotynylowanym pierwotnym przeciwcialem (takze dodatnia i ujemna
kontrola) - 20 min.
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Krok 1: Wymieszanie skoncentrowanego przeciwciala pierwotnego ze
zmodyfikowana biotynylowana immunoglobuling przeciwko immunoglobulinie
mysiej w buforze Tris-HCI zawierajacym biatko nosnikowe i 15 mM azotek sodu
(NaN3). Rozpuszczalnik zawierat 1% albumin osocza wotowego.

Krok 2: Dodanie odczynnika blokujacego (mysie osocze rozpuszczone w buforze
Tris-HCI) i inkubacja w temperaturze pokojowe;j.

3. Inkubacja z kompleksem streptawidyna-peroksydaza w temperaturze 37°C.

4. Wykrywanie 1 lokalizacja zwiazanego kompleksu przeciwciat przy uzyciu
roztworu kompleksu DAB + chromogen (diaminobenzydyno-chromogen). Na
kazdy 1 ml buforu stosowano 1 kroplg roztworu DAB + chromogen.

5. Barwienie preparatdow hematoksylina celem uwidocznienia jader komorkowych.

6. Odwadniane skrawkow w roztworach alkoholu o wzrastajacych stezeniach
(40%—>—>—100%) po 3 minuty w kazdym i ich oczyszczanie w ksylenie 2x10
min.

7. Zamykanie preparatow przy uzyciu medium Entellan (Merck, Karlsruhe, Niemcy) 1
ich pokrywanie szkietkami nakrywkowymi.

8. Jako kontrol¢ ujemna uzywano preparaty, w ktorych zamiast przeciwciata
pierwotnego stosowano PBS. Wynik byt ujemny, gdy nie wykrywano ekspresji
biatka CD44v6.

2.4 Analiza ekspresji CD44v6 i ocena jej nasilenia

2.4.1 Analiza ekspresji CD44v6

Ekspresje¢ btonowa CD44v6 w komorkach tkanek zdrowych 1 tkanek nowotworowych
analizowano przy uzyciu opisanej metody IHC. Oceniono zwiazek pomigdzy ekspresja
biatka CD44v6 a histopatologiczng ztosliwoscia guza (wedhug skali G1-G3). Tkanki
byty analizowane przez autorke pracy przy uzyciu mikroskopu $wietlnego (MS) przy
catkowitym powigkszeniu 100—400x (Carl Zeiss MC80, Jena, Niemcy). Dla kazdego ze
skrawkow analiza byla przeprowadzona przy uzyciu powigkszenia 100x, 200x 1 400x.
Uzyskane wyniki zostaly zobrazowane zdjeciami z MS. Ekspresja glikoproteiny
CD44v6 analizowana byla takze pod katem heterogennosci w obrgbie komorek
pochodzacych z jednego guza (catkowita 1 niecatkowita ekspresja). Ekspresja CD44v6

dla kazdego badanego skrawka okreslana byta jakoSciowo wzrokowa metoda

33



porownawcza przy uzyciu czterostopniowej skali (od 0 do 3) wedlug ponizszego

schematu:
0 brak ekspresji btonowej
CD44v6
1 slaba ekspresja
2 srednia ekspresja
3 silna ekspresja

Wiynik interpretowano jako dodatni tylko w przypadku ewidentnej ekspresji blonowe;.
Z uwagi na heterogennos¢ w obrebie guza w poszczegélnych ksenograftach
pochodzacych od myszy, w kazdym skrawku okre§lano doktadnie procent komorek
wykazujacych ekspresjg¢ CD44v6 1 oceniano jej nasilenie w skali od 0 do 3. Nastgpnie
na przekroju przez najwigkszy wymiar ksenograftow okreslano Srednia arytmetyczna
ekspresji. Poniewaz tkanki nowotworowe pochodzace bezposrednio od ludzi stanowity
jedynie wycinki guzow, nie okreslano heterogenno$ci ekspresji w obrebie guza, a
jedynie jej obecno$¢ lub brak oraz $rednie nasilenie ekspresji w badanym wycinku. W
ludzkich tkankach prawidlowych analizowano nasilenie ekspresji CD44v6 w

poszczegdlnych warstwach nabtonka ptaskiego oraz catosciowo w nabtonku odbytnicy.
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2.4.2 Ocena nasilenia ekspresji CD44v6

Srednia ekspresja CD44v6 oceniana byla na podstawie analizy catego przekroju

badanego guza lub tkanki prawidlowej wedlug nastgpujacych zasad:

e Silna ekspresja (3 pkt.) - jezeli suma poszczegdlnych pol zywych komoérek w
obrebie guza ocenionych na 2 lub 3 punkty byta wigksza niz 80%, w tym wigcej niz
50% komorek zywych byto ocenionych na 3 punkty (na 2 punkty mniej niz 30%).

e Srednia ekspresja (2 pkt.) - jezeli suma komorek zywych okreslona jako 2 lub 3
znajdowala si¢ w zakresie 60-80%, a komodrki oceniane na 2 stanowily powyzej
50%.

e Staba ekspresja (1 pkt) - jezeli suma odsetka komodrek okreslonych jako 2 lub 3 byta
mniejsza niz 20% lub 80% zywych komoérek wykazywalo ekspresj¢ na poziomie 1
punktu.

e Ogniskowa ekspresja — jezeli CD44v6 stwierdzano w mniej niz 10% zywych
komorek (jeden przypadek guza FaDu).

e Brak ekspresji (0 pkt.) - jezeli guz nie wykazywat ekspresji CD44v6

W obrebie catego przekroju ksenograftu oceniany byt udziat komoérek martwiczych oraz

udzial obszaréw z perfami rogowymi. Komoérki z obszaréw rogowacenia w obrgbie

guza traktowane byly jako martwicze, nawet w przypadkach dobrze wyodrgbnionych,

prawidlowych jader komoérkowych. Wynikato to z ich pomijalnego znaczenia w

szerzeniu si¢ guza, Smierci komoérek po zastosowaniu RT oraz rokowaniu. Oprocz

analizy jakoSciowej blonowej ekspresji CD44v6 1 rozmieszczenia komorek

wykazujacych ekspresj¢ CD44v6 w obrgbie guza, badano takze ich rozmieszczenie w

odniesieniu do torebki guza oraz naczyn krwiono$nych.

2.5 Histologiczne zréznicowanie badanych guzéw nowotworowych

Histopatologiczne cechy badanych pierwotnych rakow regionu glowy 1 szyi okreslono
w Zakladzie Patomorfologii Politechniki w Dreznie. Stopien zréznicowania
ksenograftow ustalany byl przez autorkge we wspotpracy z patomorfologami z
Politechniki Drezdenskiej. W odniesieniu do tkanek odbytnicy stopien zréznicowania
histologicznego ustalany byt przez dr Malgorzate Gross z Zaktadu Patomorfologii
GUMed.
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Ocena stopnia ztosliwosci histologicznej dokonywana byta na podstawie standardowe;j
trojstopniowej skali G:

e Gl - dobrze zréznicowany guz, niski stopien zlosliwosci, komodrki wysoko
dojrzate, zroznicowane, o matym stopniu proliferacji, duza zdolno$¢ do
odtwarzania prawidlowych struktur

e G2 - érednio zréznicowany guz

o G3 - Zle zréznicowany guz, wysoki stopien zto§liwosci, czesto komorki
niezréznicowane lub anaplastyczne, szybko rosnace, naciekajace sasiednie
struktury, obecno$¢ ognisk martwicy, nadmierna proliferacja naczyn
krwiono$nych, liczne figury podzialu, niska zdolno$¢ odtwarzania

prawidtowych struktur tkankowych lub jej brak.

2.6 Ekspresja CD44v6 w komorkach ludzkich nablonkéw jamy ustnej

Ekspresj¢ CD44v6 oceniano w komorkach tkanek nabtonkowych pochodzacych od 28
chorych na raka rejonu glowy i szyi. Poszczeg6lne pary wycinkdw pobierane byty od
tego samego chorego przed rozpoczgciem RT oraz wkrétce po jej zakonczeniu. Tkanki
pobierane byly z przedniej czg$ci wewngtrznej blony policzka. Do koncowej analizy
wlaczono tkanki pochodzace od 22 chorych. Tkanki od pozostatych 6 chorych
odrzucono z powodow technicznych, takich jak artefakty lub zniszczenie tkanek,
uniemozliwiajacych ich obrobke lub analiz¢ mikroskopowa. Dodatkowo 8 biopsji
pobrano od chorych, ktoérzy nie byli napromieniani; ich raki okolicy glowy 1 szyi

stanowity punkty wyjscia dla ksenograftow MKG.

2.6.1 Kategorie ocenianych mikroskopowo uszkodzen popromiennych w blonie
Sluzowej jamy ustne;j

Wyrdzniono nastgpujace kategorie popromiennych uszkodzen btony $luzowej jamy

ustnej:

1  Aplazja: w badanej czesci skrawka brak zywych komorek, dopuszczalna obecnosé
komorek ptaskich, bezjadrowych.

2  Hipoplazja: zmniejszona liczba zywych komorek; wyrdzniono 3 stopnie hipoplazji
od stabo wyrazonej do silnie wyrazone;.

3 Hiperplazja: nawarstwienie wigkszej liczby komodrek niz normalnie w obrgbie

jednej warstwy.
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4  Parakeratoza: nieprawidlowe réznicowanie komorek, skrocenie czasu obrotu
komoérkowego do okoto 4-5 dni, ze zmniejszeniem liczby komoérek warstwy

ziarnistej. Obecno$¢ przetrwatych jader w komorkach warstwy rogowe;.

2.7 Metody statystyczne

Do analizy ekspresji oraz rozmieszczenia CD44v6 zastosowano statystyke opisowa.
Wyniki opracowano za pomoca programu SPSS for Windows (Statistical Package for
the Social Sciences), wydanie 11.5.1. Wyniki przedstawiono jako $rednia + SEM oraz
jako $rednia + SD. Dokonano opisowej analizy fragmentow guza o dodatniej 1 ujemne;j
ekspresji CD44v6. Opisano 1 przeanalizowano zalezno$¢ pomigdzy natgzeniem
ekspresji CD44v6 a potozeniem komoérek wzglgdem naczyn krwiono$nych i
powierzchni  ksenograftow. Poszczegdlne grupy pordOwnano przy uzyciu
komputerowych programoéw statystycznych: Sigma Plot (test t-Student’a), Statistica 8.0
(test t) oraz ANOVA. Minimalny poziom istotnosci statystycznej przyjeto dla p < 0,05.
Wartosci p w zakresie 0,05-0,1 byly interpretowane jako trend.
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WYNIKI

3.1 Ksenografty ludzkich rakow

3.1.1 Ekspresja CD44v6 w prawidlowej nienapromienianej blonie $luzowej

policzka

W zZadnym przypadku nie wykazano ekspresji CD44v6, ani w jadrze komorkowym ani
w cytoplazmie badanych komoérek. W nabtonku plaskim rogowaciejacym ekspresja
CD44v6 ograniczona byla do komorek warstwy podstawnej 1 przypodstawnej (tzw.
warstwa rozrodcza) i stabla w kierunku goérnych warstw. Najstabsza byta w warstwie
komorek ziarnistych i nie wystgpowata ona w ogole w warstwie komorek jasnych i
rogowych. Obraz taki wystgpowal w 6 sposrdd 8 badanych przypadkow (zdj. 3-1). W
pozostalych 2 przypadkach ekspresje obserwowano we wszystkich warstwach
nablonka, takze w warstwie komorek jasnych i w warstwie rogowej. W 7 na 8
przypadkéw najsilniejsza ekspresja (oceniona na 3 punkty), wystgpowata w warstwie
kolczystokomorkowej. W 4 przypadkach komorki warstwy podstawnej wykazywaty
rézny stopien ekspresji CD44v6 (punktacja od 0 do 2 punktow). W 2 z 8 badanych
tkanek najsilniejsza ekspresja CD44v6 widoczna byla w komorkach warstwy
podstawnej. W zadnym z badanych fragmentéw tkanek prawidtowych nie stwierdzono

obecnosci CD44v6 w komorkach podscieliska.

3.1.2 Wystepowanie CD44v6 na komorkach pierwotnych rakéow wywodzacych si¢

z blony Sluzowej jamy ustnej oraz ich ksenograftow

W 4 sposrod 8 przypadkéw stwierdzono znamiennie nizsza ekspresje CD44v6 w
wycinkach z nowotworéw pierwotnych 1 przeszczepionych w poréwnaniu do
pochodzacej od tych samych chorych prawidtowej tkanki nabtonkowej. Ekspresja
CD44v6 i jej rozklad na komoérkach prawidtowych byla inna niz nowotworach i

ksenograftach. Byta ona stabsza w guzach mniej zr6znicowanych (G2 i G3; tabela 3-1).
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Lokalizacia quza Stopien Stopien Ekspresja CD44v6
L ierWOtJnego zroznicowania  |zréZnicowania P i IS
P P g pierwotnego guza | ksenograftu rawidiowy | Uz Ksenograft
nablonek |pierwotny

1 | Rak dna jamy ustnej G2 G2 3 3 3

2 Rak jezyka G2 G2 3 3 3

3 Rak_blony sluzgwej G2 G1 3 3 3
jamy ustnej

4 Rak_blony sluzgwej G3 G3 3 1 1
jamy ustnej

5 Rak_blony sluzgwej G2 G2iG3 3 2 2
jamy ustnej

6 Rak_blony sluzgwej G2 G1 3 3 3
jamy ustnej

7 Rak jezyka G3 G2 3 1 2

8 Rak migdatka G3 G3 3 2 2

Tabela 3-1. Srednia ekspresja CD44v6 w skali od 0-3 dla réznych tkanek (prawidlowa blona
$luzowa jamy ustnej, guz pierwotny, ksenograft) pochodzacych od tego samego chorego. W jednym
przypadku stopien ztosliwosci histologicznej byt okreslony dla dwdch niezaleznych ksenograftow.

N
L

[y
L

Srechiavertost ekspresji CDIV6 (+5EM)

o
l

pranidiona blona sluzowa guzy pienwotne ksenografty

Wykres 3-1. Srednia warto$¢ ekspresji CD44v6: prawidlowa blona $luzowa (kolumna 1) = 3,0 £ 0,0;
guz pierwotny (kolumna 2) = 2,25 + 0,31; ksenograft (kolumna 3) = 2,37 + 0,26. Zaréwno guzy
pierwotne, jak i ksenografty wykazuja znamiennie nizsza ekspresj¢ CD44v6 w poréwnaniu z tkanka
prawidtowa pochodzaca z jamy ustnej, p odpowiednio 0,031 i 0, test t. Nie stwierdzono znamiennych
zmian w ekspresji wariantu 6 w ksenograftach w poréwnaniu z guzami pierwotnymi, p=0,76, test t -
Studenta.

Siedem sposréd 8 badanych grup guzéw pierwotnych 1 wywodzacych si¢ z nich
ksenograftow wykazywato bardzo podobne cechy fenotypowe w zakresie ekspresji
CD44v6. Cztery sposob 8 badanych grup tkanek nowotworowych wykazywato podobne
nasilenie ekspresji CD44v6 jak prawidtowa btona §luzowa. Btona $luzowa jamy ustnej

wykazywata jednak istotnie wigksza $rednia ekspresje CD44v6 w porOwnaniu z

tkankami  nowotworowymi (wykres 3-1). Ekspresja CD44v6 na komorkach
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prawidlowego nabtonka miata homogenny, kompletny rozktad (zdj. 3-1) podczas, gdy

rozktad ten na komodrkach nowotworowych byt niejednorodny.

Warstwa
komorek
podstawnych

Warstwa
komorek
kolczystych

Warstwa
komorek
ziarnistych

Warstwa
komorek
jasnych

Warstwa
rogowa

Zdj. 3-1 Ekspresja CD44v6 w prawidlowym nablonku wielowarstwowym plaskim rogowaciejacym
jamy ustnej (przednia, wewnetrzna powierzchnia policzka) pobranym od chorego na pierwotnego
raka jamy ustnej. Wszystkie warstwy nablonka z wyjatkiem warstwy komoérek jasnych i warstwy
zrogowaciate] (komorki CD44v6-ujemne), wykazuja silna ekspresjc CD44v6, z tendencja do jej
zmniejszania si¢ wraz ze stopniem dojrzewania komorek. Calkowite powigkszenie 100x.

Wykazano, ze w poréwnaniu do tkanki prawidlowej, na komorkach nowotworowych

ekspresja badanego antygenu byta cz¢sciej nickompletna (zdj. 3-2, 3-3).
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Zdj. 3-2 i 3-3 Ekspresja CD44v6 w nienapromienianych guzach pierwotnych wywodzacych si¢ z
jamy ustnej, G2. Widoczna wyrazna heterogenno$¢ ekspresji CD44v6 - od komoérek nie wykazujacych
obecnosci CD44vo6, okreslonej jako O (niebieska strzatka), do silnej ekspresji, okreslonej jako 3 (czarna
strzatka). Niebieska strzatka pokazuje komorki guza bez ekspresji CD44v6, sasiadujace z prawidtowa
tkanka i naciekajace ja, ze zwigkszonym udziatem komorek dzielacych sig. W obrebie guza widoczne jest
czgSciowe zachowanie cech prawidlowej tkanki nabtonkowej. Catkowite powigkszenie: Zdj. 3-2 100X,

zdj. 3-3 200x.

W obrebie kazdego z guzéw obserwowano pewien odsetek zywych komorek, ktore

wykazywaty ekspresj¢ CD44v6 w skali od 0-3. W badanych guzach obecna byta takze

41



stanowiaca mniej niz 10% zywych komorek frakcja nie wykazujaca ekspresji. Ponad
90% komorek wykazywato roézny stopien ekspresji CD44v6 (tabela 3-2). Stopien
heterogennosci w duzej mierze zalezal od stopnia zréznicowania guza. W obrgbie
guzéw pierwotnych o wysokiej dojrzatosci heterogenno$¢ rozktadu CD44v6 byta
mniejsza 1 bardziej zblizona do rozkladu w prawidlowym nabtonku. W obrgbie
ksenograftow, z uwagi na zaburzona architektur¢ tkankowa, podobienstwo to byto

mniej wyrazone (zdj. 3-4, 3-5).

Zdj. 3-4, 3-5 Ekspresja CD44v6 na powierzchni komérek ksenograftéw ludzkich rakéw jamy
ustnej, przedstawionych na zdj. 3-3-3-5. Na zdjeciu 3-6 ksenograftu raka jamy ustnej, histologicznie
G1, ekspresja jest silna, homogenna (oceniona jako 3). W guzie przedstawionym na zdjeciu 3-7,
wywodzacym sig z raka jezyka, graft histologicznie G2, zaznaczona jest wyrazna heterogennos¢ ekspresji
CD44v6. Calkowite powigkszenie: 100x.
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Udziat komorek raka wykazujacych poréwnywalne nasilenie ekspresji CD44vo6,

okreslane w skali od 0-3 byl w obu grupach nowotworéw podobny (tabela 3-2, zdj. 3-5,
3-6).

Zdj. 3-6 Obecnos¢ CD44v6 na powierzchni komorek pierwotnego, nienapromienianego raka
jezyka, histologicznie G2. Widoczna jest znaczna heterogenno$¢ ekspresji biatka CD44v6. Czarna
strzatka wskazuje intensywna ekspresjg, zielona staba. Zielona strzatka wskazuje takze nickompletng
ekspresje blonowa CD44v6. Niebieska strzatka wskazuje komodrki nie wykazujace ekspresji CD44vo6.
Czerwona strzatka pokazano tkanke taczna nie wykazujaca ekspresji CD44v6. Catkowite powigkszenie:
200x.

Ekspresja CD44v6 Guz pierwotny (n=8) [%0] Ksenograft (n=9) [%0]
0 8+3 543
1 18+6 10£5
2 18+3 25+10
3 56+8 59+14

Tabela 3-2 Heterogenno$¢ guzow w zakresie ekspresji CD44v6. Procentowy udziat zywych komorek
wykazujacych ekspresjg CD44v6 w obrgbie guzow pierwotnych i przeszczepialnych. Wyniki
przedstawiono jako $rednia + SEM. Brak roznic pomigdzy badanymi grupami w zakresie ekspresji
CDA44v6 (p>0.05, test t - Studenta).

W rakach pierwotnych, gdzie czg¢sciowo zachowany jest charakter tkanki, komorki
mtodsze wykazuja stabsza ekspresj¢ CD44v6 w poréwnaniu z odpowiadajacymi im
komorkami prawidtowego nabtonka. W 5 sposréd 8 badanych pierwotnych rakow
glowy i szyi komorki bezposrednio sasiadujace i naciekajace tkanke prawidlowa nie
wykazywaty ekspresji CD44v6 lub byta ona staba (0-1; zdj. 3-2, 3-3). Zaleznos$¢ te
obserwowano jedynie w okolicach, gdzie spodziewana jest obecno$¢ komorek zdolnych

do naciekania prawidlowych tkanek, niezaleznie od tego czy naleza one do puli
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komorek pnia. Figury podzialu obserwowano w wigkszosci w komoérkach nie
wykazujacych ekspresji badanego biatka, sasiadujacych z tkankami prawidtowymi.
Jednakze wystgpowaly one takze w komorkach CD44v6-dodatnich i wykazywaty rozne
nasilenie ekspresji. Podziaty obserwowano najczesciej w komorkach CD44v6-

ujemnych lub stabo dodatnich (0 lub 1).

3.1.3 Ekspresja CD44v6 w ksenograftach ludzkich rakéw plaskonablonkowych

glowy i szyi

3.1.3.1 Smier¢ komoérek guza po napromienianiu

Obliczenia przeprowadzono oceniajac wzrokowo udzial powierzchni guza zajmowane;j
przez zywe komorki po zastosowaniu wzrastajacych dawek RT. We wszystkich

badanych guzach stwierdzono malejacy udzial zywych komoérek wraz ze wzrostem
dawki (ryc. 3-1 do 3-3).

FaDu

% zywej powierzchni (Srednia, SEM)
I
3
——e—
% zywej powierzchni ($rednia, SEM)
»
S
—e—i

o 10 20 30 40 50 60 o 10 20 30 40 50 60

dawka catkowita (Gy) dawka catkowita (Gy)
Ryc. 3-1 Ryc. 3-2

uT14

80 o

40 o

20 o

% zywej powierzchni ($rednia, SEM)
@
3
.
—e—
—e—

0 10 20 30 40 50 60

dawka catkowita (Gy)

Ryc. 3-3

Ryc. 3-1, 3-2, 3-3 Procentowy udzial powierzchni guza zajmowanej przez zywe komorki w
zaleznoSci od podanej calkowitej dawki RT w guzach FaDu, GL i UT14. Wyniki przedstawiono jako
$rednia £SEM.
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3.1.3.2 Ekspresja CD44v6 na powierzchni badanych ksenograftow

Lacznie przeanalizowano ekspresj¢ CD44v6 w 155 skrawkach pochodzacych z 81
ksenograftow rakéw ptaskonabtonkowych okolicy glowy i szyi i 3 ksenograftow raka
gruczotowego jelita grubego. Wszystkie ksenografty rakow ptaskonabtonkowych
wykazywaty blonowa ekspresjg¢ CD44v6. W obrgbie poszczegdlnych ksenograftow
guzy wykazywaly rozne nasilenie ekspresji CD44v6 od stabego do bardzo silnego.
Reakcja IHC w zywych komorkach wykazywata wysoka heterogennos$¢ zaré6wno w
obrebie jednego guza, jak i w poszczeg6lnych grupach. Tylko 1 sposrod 15 badanych
guzéw FaDu, nienapromieniany, wykazywal ogniskowa ekspresj¢ CD44v6, przy czym
udziat komorek wykazujacych ekspresj¢ CD44v6 stanowil mniej niz 10% zywych
komorek (zdj.3-7).

Zdj. 3-7 Ogniskowa ekspresja CD44v6 w obrebie nienapromienianego ksenograftu FaDu, G3.
Komorki wykazujace ekspresj¢ badanego bialka stanowia mniej niz 10% powierzchni zywych komorek.
Strzatka wskazuje czg$¢ martwicza guza, nieswoiscie zabarwiong przez chromogen. Powigkszenie: 100x
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Zaden z badanych ksenograftow HT29 (3/3) otrzymanych z raka jelita grubego nie
wykazywat ekspresji CD44v6, (tabela 3-3; zdj. 3-8).

Zdj. 3-8 HT29, nienapromieniany ksenograft raka gruczolowego wywodzacego si¢ z jelita grubego,
G3. Guz w calosci nie wykazuje ekspresji CD44v6. Czarnymi strzatkami zaznaczono przyktadowe
komorki bedace w fazie podziatu. Widoczne liczne figury podziatu (wysoki wskaznik mitotyczny).
Powigkszenie: 200x
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3.1.3.3 Obecnos¢ CD44v6 na powierzchni komoérek nienapromienianych
ksenograftow ludzkich rakow
Nasilenie Komorki Udzial % w calkowitej powierzchni
Stopien ekspresji CD44v6 (+) | Wskaznik guza
n |zréznico- jako % nasilenia L. o
Guz wania C(I%4;1;/ 6 komérek ekspresji K;;“v(v’zkl Martwica Kereg_;;mza
G 5 zywych +SD . Sr+ SD ,
Sr £+ SD $r+SD Sr+SD Sr +SD
FaDu | 5 G3 1,4+1,14 55+43 77,0£22,1 | 66,2+31,5 |33,8+31,5| 0,0£0,0
GL |6]| G1/G2 |1,83+0,98 79 £ 26 144,6+13,5 (61,67 £21,37|27,5+£21,39| 11,0+5,0
uT14 |5 Gl 3,0£0,0 99,8 +£0,0 299,4+ 0,0 | 71,0+ 17,82 |13,4 + 15,66 16,0 +9,0
UT5*| 5| G2/G3 |2,6+0,55| 98,0£1,0 |254,8+0,78|55,0+21,51 |44,621,05| 0,4+1,0
UT33 | 4 Gl 3,0£0,0 99,0+ 0,0 297,0+ 0,0 | 55,0 £ 63,64 45,0 + 63,64| 1,5+0,7
UTi5*| 1 Gl 3,0£0,0 97,0+ 0,0 291,0£0,0 | 80,0£0,0 | 18,0+0,0 | 2,0+0,0
SKX |3 G2 2,5+0,71 99,0+ 1,0 247,0+0,86 | 40,5 +41,72 |159,5+41,7| 0,0+0,0
HT29 | 3 G3 0,0£0,0 0,0£0,0 0,0+ 0,0 75,0 £20,0 |25,0=+20,0 -

* Graft otrzymany z guza bedacego wznowa po RT, usunigty 2-3 tyg. po zakonczeniu radykalnej RT

Tabela 3-3. Ekspresja CD44v6 na powierzchni komorek nienapromieniowywanych ksenograftow.
W tabeli przedstawiono s$rednia warto$¢ ckspresji CD44v6, procentowy udzial komoérek CD44v6-
dodatnich w odniesieniu do wszystkich komoérek zywych w obrgbie przekroju guza oraz procentowy
udziat zywych pdl, martwicy oraz obszaréw keratynizacji w obrebie guza.

Dla ksenograftow rakow regionu glowy i szyi $rednia warto§¢ ekspresji zalezata w

duzej mierze od stopnia zrdznicowania histologicznego. Najbardziej dojrzate
histologicznie ksenografty (UT14 i UT33) wykazywaly najbardziej homogenna, silna
ekspresj¢ CD44v6 w pordwnaniu z pozostatymi guzami (tabela 3-3). Silng ekspresjg
CD44v6 wykazywato 99,8% zywych komorek ksenograftow UT14 1 99% w UT33 (zd;.

3-9).
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Zdj. 3-9 Réwnomierna, silna ekspresja CD44v6 w nienapromienianym UT14, G1. Komorki
bezposrednio przylegajace do tkanki tacznej na powierzchni od strony naczyn krwiono$nych wykazuja
wyraznie stabsza, niekompletna ekspresj¢ CD44v6 (zotta strzatka). Czarng strzalka zaznaczono obszar
keratynizacji. Mysia tkanka taczna nie wykazuje ekspresji CD44v6. Powigkszenie: 200x.

Ksenografty GL, mniej dojrzate histologicznie, wykazywaly wigksza heterogennosé i
mniejsze nasilenie ekspresji CD44v6. Stopien ztosliwosci histologicznej w 3 sposrod 6
guzéw GL okre$lono jako G2 i gléwnie te 3 guzy wykazywaly $rednie nasilenie
ekspresji CD44v6 (zdj. 3-10). Srednio wyrazona ekspresje CD44v6 obserwowano takze
w $rednio zréznicowanych guzach SKX. Najstabsza ekspresja wystgpowala w
komorkach niskozréznicowanych ksenograftow FaDu (G3) wywodzacych si¢ z raka
gardta dolnego (zdj. 3-7 i 3-11). UT5 i UT15. Przeszczepy wzndéw po RT, wykazywatly
srednia ekspresje CD44v6, zalezna w duzej] mierze od stopnia zroznicowania
nowotworu (tabela 3-3). Nasilenie ekspresji CD44v6 w zalezno$ci od stopnia G dla
nienapromienianych ksenograftow FaDu (G3), GL (G2) i UT14 (G1) przedstawiono na
rycinach 3-4, 3-5 i 3-6.
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Zdj. 3-10 Heterogennos$¢ ekspresji CD44v6 w obrebie nienapromienianego ksenograftu GL-SCC,
G2. Ekspresja CD44v6 jest slabsza w poblizu naczyn krwiono$nych. Komorki potozone dalej od
naczynia wykazuja silna ekspresj¢. Czarna strzalka zaznaczono obszar keratynizacji w obrgbie guza,
zaliczany do czg$ci martwej guza. Powigkszenie: 100x.

Zdj. 3-11 Heterogennos¢ ekspresji CD44v6 w obrebie nienapromienianego guza FaDu, G3. Komorki
wykazuja ekspresje oceniona na 0, 1 lub 2. Silniejsza ekspresje wykazuja komorki oddalone od naczynia
krwionos$nego, zaznaczonego pomaranczows strzatka. Komorki nie wykazujace obecno$ci CD44v6 oraz
wykazujace jego niska ekspresje znajduja sie w bliskim sasiedztwie naczynia krwiono$nego. Zotta
strzatka zaznaczono komorki wykazujace staba, niekompletna ekspresjg CD44v6. Powigkszenie: 200x.
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3.1.3.4 Ekspresja CD44v6 na powierzchni komoérek napromienianych

ksenograftow ludzkich rakow regionu glowy i szyi

Komorki napromienianych ksenograftow ludzkich rakéw ptaskonablonkowych o
srednim (GL) i1 niskim (FaDu) stopniu zréznicowania histologicznego wykazywaly
znamienny wzrost ekspresji CD44v6 w poréwnaniu z guzami nienapromienianymi.
Zaleznosci tej nie obserwowano w ksenograftach wysokozroznicowanych (UT14).
Ryciny 3-4, 3-5 i 3-6 przedstawiaja S$rednie nasilenie ekspresji CD44v6 dla

poszczegdlnych grup nowotworéw w zaleznos$ci od catkowitej dawki RT.

uT14 GL

R R

2,5 1

2,0 q

15 4

1,0 4

Ekspresja CD44v6, warto$¢ ($rednia, SEM)
Ekspresja CD44v6, warto$¢ ($rednia, SEM)

05 T T T T T T 0,5
0 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60

dawka catkowita (Gy) dawka catkowita (Gy)

Ryc. 3-4 Ryc. 3-5
FaDu
. w0 % w0 50 o0 Ryc. 3-4, 3-5, 3-6. Zmiany nasilenia ekspresji
Dawka calkowita (Gy) CD44v6 w ksenograftach UT14, GL i FaDu po
RT. Wyniki przedstawiono jako $rednig ekspresje
RyC. 3-6 CD44v6 (0-3) + SEM w zalezno$ci od podanej

dawki catkowite;.

UT14 - brak znamienno$ci pomigdzy badanymi grupami (p = 1,00, test t).

GL - we wszystkich napromienianych grupach ekspresja CD44v6 byla znamiennie wyzsza w porownaniu
do grupy kontrolnej. Warto$ci p wynosily odpowiednio: 0,009, 0,013, 0,03. W grupach poddanych RT
ekspresja CD44v6 nie byta zwigzana z dawka RT (p=1,00, test t).

FaDu - w grupie napromienianej dawka 36 Gy obserwowano znamienny wzrost nasilenia ekspresji
CD44v6 w porownaniu z nienapromienianymi ksenograftami FaDu (p=0,023). Zwigkszanie dawki
powyzej 36 Gy nie powodowato dalszego, istotnego wzrostu nasilenia ekspresji CD44v6 (p=1,00).
Zaobserwowano jedynie trend do nasilenia ekspresji CD44v6 po zastosowaniu dawki 54 Gy w
porownaniu z dawka 45 Gy; p=0,096.
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3.1.3.5 Heterogenno$¢ ekspresji CD44v6 w komorkach poszczegélnych grup

ksenograftow

W obrebie poszczegolnych ksenograftow obserwowano grupy komorek o roéznym
nasileniu ekspresji CD44v6 - od jej braku do silnego odczynu (ocenianego jako 3).
Obserwowano duze zréznicowanie (6-100%) pod wzgledem udziatu komorek CD44v6-
dodatnich w obrebie badanych guzéw FaDu. Sze$¢ sposrod 80 zbadanych ksenograftow
wykazywato ekspresje CD44v6 w mniej niz 50% zywych komorek. Trzynascie sposrod
80 ksenograftow wykazywalo staba ekspresje CD44v6. Staba ekspresje CD44v6 lub jej
brak obserwowano gléwnie blisko powierzchni guza, wokét naczyn krwiono$nych i w
sasiedztwie tkanki tacznej. Komorki nie wykazujace ekspresji CD44v6 wystgpowaty
zwykle w grupach od kilku do kilkunastu, tworzac guzkowa strukture, rzadziej byto to
skupisko pojedynczych komorek rozproszonych w tkance tacznej (zdj. 3-13 do 3-17).
Ryc. 3-7, 3-8, 3-9 przedstawiaja heterogenno$¢ ekspresji CD44v6 w poszczegdlnych
grupach ksenograftow i jej zmiany w zaleznosci od zastosowanej dawki RT. Udziat
komorek nie wykazujacych ekspresji CD44v6 byt $cisle zwigzany ze stopniem
ztos$liwosci histologicznej guza. Komorki CD44v6-ujemne obecne byly we wszystkich
guzach o wysokim stopniu ztosliwoséci (G3) 1 wystepowaly rzadziej w guzach G2.
Najmniejszy odsetek komorek CD44v6-ujemnych obserwowano w guzach dobrze
zréznicowanych (G1) np. UT14 (zd;.3-9, 3-10, 3-11). Zaréwno w guzach
nienapromienianych, jak 1 napromienianych heterogennos$¢ ekspresji CD44v6byla
najwigksza w poblizu naczyn i tkanki tacznej guza. W guzach napromienianych, z
powodu zniszczenia ich struktury histologicznej oraz struktury naczyn krwiono$nych,
zalezno$¢ ta byta mniej widoczna. W przypadku dawek RT powyzej 24 Gy zalezno$¢ ta
nie wystgpowala w zadnym z badanych ksenograftow. Jednakze niezaleznie od dawki
RT, niemal w kazdym przypadku obecne byly ogniska komodrek nie wykazujacych
ekspresji CD44v6. RT powodowata znamienne obnizenie udzialu komoérek CD44v6-
ujemnych w poréwnaniu do guzéw nienapromienianych. Niezaleznie od dawki RT w
prawie wszystkich guzach wystgpowal mniej wigcej staly udziat komodrek nie

wykazujacych ekspresji CD44v6 (zdj. 3-13 do 3-17).
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Ryc. 3-7, 3-8, 3-9. Heterogenno$¢ ekspresji CD44v6 w obrebie poszczegélnych grup ksenograftow w
zaleznosci od dawki RT. Poszczegolne stupki przedstawiaja procentowy udzial komorek o
poszczegodlnych stopniach nasilenia ekspresji CD44v6 w zaleznosci od dawek RT. Kolorami zaznaczono
nasilenie ekspresji wedtug przyjetej skali od 0 do 3 (patrz legenda).
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Zdj. 3-13 Heterogenno$¢ ekspresji bialkka CD44v6 w obrgbie napromienianego ksenograftu UT14,
6x2 Gy (TD=12 Gy). Komorki niewykazujace obecnosci CD44v6 wystgpuja w bliskim sasiedztwie
tkanki tacznej, w poblizu torebki guza (czarna strzatka). Niebieskimi strzatkami zaznaczono obszary
keratynizacji, zaliczane do martwej czgsci guza. Mysia tkanka laczna nie wykazuje obecnosci CD44v6.
Powigkszenie: 100x

Zdj. 3-14 Heterogenno$¢ ekspresji CD44v6 na powierzchni komérek napromienianego graftu GL,
12x2 Gy (TD=24 Gy). Niebieska strzatka zaznaczono powierzchni¢ guza. Czarna strzatka zaznaczono
martwicg po zastosowaniu RT. Pomi¢dzy nimi widoczny ,.kotnierz” z zywych komoérek. Nie widaé
naczyn krwiono$nych. Ekspresja CD44v6 wzrasta wraz z oddalaniem si¢ od powierzchni guza.
Powiekszenie: 100x
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Zdj. 3-15 Heterogenno$¢ w obrebie napromienianego GL, 18x2 Gy (TD=36 Gy). Granica zywych
komoérek po zastosowanej RT ograniczona jest do kilku warstw komoérek znajdujacych si¢ bezposrednio
przy powierzchni guza (niebieska strzatka). W cze$ci centralnej widoczne ,hallo” po wyptukanych
tkankach martwiczych. Czarna strzatka wskazuje przylegajaca do komorek pozostatos¢ tkanek
martwiczych. Czerwona strzatka zaznaczono komorki niewykazujace ekspresji CD44v6. Tkanki
martwicze wybarwiaja si¢ nieswoiscie chromogenem. Powigkszenie: 200x

Zdj. 3-16 Ekspresja CD44v6 w guzie FaDu napromienianym dawka 12x3 Gy (TD=36 Gy).
Heterogenno$¢ ekspresji CD44v6 wystgpuje gtownie w sasiedztwie tkanki tacznej (czarna strzatka) oraz
drobnych naczyn krwiono$nych odchodzacych prostopadle od wigkszego naczynia (niebieska strzatka).
Wraz z oddalaniem si¢ od naczyn krwiono$nych komoérki wykazuja coraz silniejsza ekspresjg¢ CD44v6,
okreslong jako 3. Powigkszenie: 100x
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Zdj. 3-17 Ekspresja bialka CD44v6 na komérkach FaDu, G3 napromienianego dawka 15x3 Gy
(TD=45 Gy). Komérki nie wykazujace ekspresji CD44v6, “rozsypane” sa w réznej wielkosci skupiskach
w obrebie bogatej tkanki facznej bedacej torebka guza nacieczona przez te komorki. Czarna strzatka
zaznaczono powierzchnie guza. Widoczne jej przekraczanie (czerwona strzatka). Powiekszenie: 100x

Tylko w 2 przypadkach guzy FaDu wykazywaty ekspresj¢ CD44v6 we wszystkich
zywych komorkach. Jeden z tych guzoéw byt napromieniany dawka 45 Gy a drugi 54
Gy. W niskozroznicowanych guzach FaDu (G3) ekspresja byta bardziej heterogenna, a
komorki wykazywaty niekompletny odczyn. W guzach FaDu (G3) nie wykazano
znamiennych roznic ekspresji biatka CD44v6 w zadnej z badanych grup (p > 0,1). W
przypadku nienapromienianych guzéw GL (G2), w 2 z 6 ksenograftow stwierdzono
ekspresj¢ w 100% komoérek. W napromienianych guzach ekspresj¢ CD44v6 we
wszystkich komoérkach stwierdzono w 3 sposréd 6 guzow GL napromienianych dawka
12 Gy, 3 sposrdd 5 napromienianych dawka 24 Gy i w 2 sposrdéd 6 napromienianych
dawka 36 Gy. We wszystkich grupach guzow GL (G2) RT znamiennie zwigkszala
udzial komoérek wykazujacych silna ekspresic CD44v6 (p < 10°). W grupie nie
poddanej RT, udziat komorek wykazujacych ekspresje CD44v6 oceniong jako 0, 1 lub 2
byl podobny (p > 0,1). Dawka 12 Gy znamiennie zwigkszata udziat zywych komorek
wykazujacych $rednia ekspresje CD44v6 (oceniona jako 2) w pordwnaniu z komorkami
nie wykazujacymi ekspresji (p< 0,05). RT powodowata znamienne obnizenie udziatu
komorek CD44v6-ujemnych w poréwnaniu do grupy nie leczonej (p < 107).

Napromienianie dawka 12 i 24 Gy powodowalo znamienny wzrost odsetka komorek
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wykazujacych silng ekspresj¢ CD44v6 (3) w poréwnaniu do grupy nienapromienianej
(p=0,029) a dla dawki 36 Gy obserwowano trend do wzrostu odsetka komorek
wykazujacych silna ekspresj¢ CD44v6 (p=0,086). W przypadku guzéw UT14, G1, silna
ekspresje we wszystkich komoérkach stwierdzono w wigkszosci badanych ksenograftow.
W wigkszosci przypadkéw dobrze zréznicowanych guzow UT14 (Gl) ekspresja byla
silna, homogenna i catkowita. Jedynie w 3 przypadkach guzéw UT14 stwierdzano od
90 do 99% komorek CD44v6-dodatnich. Wsrod nich jeden guz byl nienapromieniany,
jeden otrzymat dawke 12 Gy i jeden 24 Gy. W grupach UT14 (Gl) otrzymujacych
rozne dawki RT (TD = 0 Gy, 12 Gy, 24 Gy lub 36 Gy), udziat komoérek wykazujacych
silng ekspresjg, byt znamiennie wyzszy niz komoérek wykazujacych $rednia, staba, lub
brak ekspresji (p < 10®). Nie stwierdzono znamiennych réznic w nasileniu ekspresji

CD44v6 w zaleznos$ci od dawki RT (p>0,1).

3.2 Tkanki ludzkie

3.2.1 Wplyw napromieniania na ekspresje CD44v6 w komoérkach blony Sluzowej
jamy ustnej
W prawidlowym nienapromienianym nabtonku wielowarstwowym plaskim blonowa
ekspresj¢ CD44v6 stwierdzano w komorkach warstwy podstawnej, kolczystej oraz
ziarnistej. W 9 sposrod 22 przypadkoéw komorki warstwy podstawnej (Stratum basale)
nie stwierdzano ekspresji CD44v6 a w pozostatych 13 przypadkach byta ona nasilona w
roznym stopniu. Jezeli komorki warstwy podstawne] wykazywaty ekspresje CD44vo6,
byla ona staba lub niekompletna od strony przylegania do btony podstawnej i
zwigkszata sig¢ w kierunku przeciwlegtego, dystalnego bieguna komorki (zdj. 3-18 do 3-
20). W prawidtowej, nienapromienianej btonie Sluzowej jamy ustnej, najsilniejsza
ekspresje CD44v6 obserwowano w dwoch srodkowych warstwach nabtonka - w
kolczystokomorkowej 1 komorek ziarnistych. Ekspresja w tych warstwach byta silna 1
jednorodna na calej powierzchni komorek. Ekspresja CD44v6 malata wraz ze wzrostem
dojrzatosci komorek nabtonkowych w kierunku powierzchni nabtonka. Coraz mniej
receptorow CD44v6 obserwowano w komorkach warstwy jasnej, az do catkowitej lub
prawie catkowitej utraty CD44v6 na powierzchni komodrek warstwy rogowej. W
polozonych najblizej powierzchni nablonka i bliskich ztuszczeniu komorkach warstwy

jasnej, brak ekspresji CD44v6 odnotowano w 17 sposrod 22 wycinkach. Tabela 3-4
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przedstawia ekspresj¢ CD44v6 w poszczegdlnych warstwach nienapromienianego

ludzkiego nabtonka wielowarstwowego ptaskiego pochodzacego z jamy ustne;j.

Zdj. 3-18, 3-19 Ekspresja CD44v6 w nienapromienianym, prawidlowym nablonku pochodzacym z
przedniej wewnetrznej powierzchni policzka chorego na zaawansowanego raka rejonu glowy i szyi.
Czarne strzatki wskazuja komorki podstawne, wykazujace zmniejszona ekspresj¢ CD44v6. Niebieska
strzatka zaznaczono CD44v6-ujemne komorki warstwy podstawnej. Komoérki warstwy kolczystej i
ziarniste] wykazujq najsilniejsza ekspresj¢ CD44v6 (czerwone strzatki). Powigkszenie odpowiednio na
zdjeciu 3-18 100x, na zdjeciu 3-19: 200x
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W nablonku jamy ustnej napromienianym dawka w zakresie 54-60 Gy, stwierdzono

znamiennie mniejsze nasilenie ekspresji CD44v6 na powierzchni  warstwy

kolczystokomorkowej oraz ziarnistej (tabela 3-5) w porownaniu do tych samych warstw

w nabtonku nienapromienianym (tabela 3-4). Ryc. 3-10 przedstawia nasilenie ekspresji

CD44v6 w poszczeg6lnych warstwach nabtonka przed i po RT.

Nienapromieniany nablonek jamy ustnej (n=22)
Nasilenie ekspresji CD44v6 Srednie nasilenie
Warstwa 0 1 ) 3 ekspresji SEM
Podstawnokomoérkowa 9 8 1 4 1,00 0,23
Kolczystokomorkowa 0 0 1 21 2,95 0,04
Komorek ziarnistych 0 0 3 19 2,86 0,07
Komorek jasnych 17 0 0 5 0,68 0,27

Tabela 3-4. Ekspresja CD44v6 w poszczegélnych warstwach nienapromienianego prawidlowego

ludzkiego nablonka jamy ustnej 22 chorych na zaawansowanego raka glowy i szyi

Napromieniany nablonek jamy ustnej (n=22)
Nasilenie ekspresji CD44v6 , . R
Srednie nasilenie
Warstwa 0 1 2 3 ekspresji SEM
Podstawnokomorkowa 12 6 1 3 0,77 0,23
Kolczystokomorkowa 0 8 8 6 1,91 0,17
Komorek ziarnistych 0 11 5 6 1,77 0,19
Komorek jasnych 12 4 3 3 0,86 0,18

Tabela 3-5. Ekspresja CD44v6 w poszczegolnych warstwach napromienianego prawidlowego

ludzkiego nablonka jamy ustnej 22 chorych na zaawansowanego raka okolicy glowy i szyi
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Ryc. 3-10. Zmiany w nasileniu
ekspresji CD44v6 w poszczegdlnych
warstwach nablonka jamy ustnej po
RT u chorych na raka glowy i szyi.
Na schemacie przedstawiono s$rednie
nasilenie  ekspresji w  warstwach
nienapromienianego nabtonka
(ciemnozielone shupki) 1 nablonka
napromienianego (jasnozielone stupki).
W  warstwie Kkolczystej i ziarnistej
stwierdzono  znamienne  obnizenie
ekspresji CD44v6 po zastosowaniu RT,
(p odpowiednio 6,6x107 i 2,38x107).
W pozostatych warstwach, podstawnej
i rogowej nie stwierdzono istotnych
zmian w nasileniu ekspresji CD44v6 (p
odpowiednio 0,49 i 0,62).



W napromienianej blonie $luzowej jamy ustnej komorki warstw podstawnej i jasnej
wykazywaty wyraznie slabsza ekspresjg¢ CD44v6 lub jej brak w porownaniu do dwoch
srodkowych warstw (tabela 3-4 i 3-5, schemat 3-10). W obu badanych grupach tkanek
nie bylo istotnych zmian w nasileniu ekspresji CD44v6 pomig¢dzy warstwa podstawna a
warstwa komorek jasnych (p>0,05). W warstwie komoérek jasnych po RT obserwowano
wigksza liczbe przetrwalych jader komorkowych w porownaniu do grupy nieleczonej i
wykazywata ekspresje CD44v6. W komorkach pleomorficznych po RT obserwowano
zmniejszona ekspresje CD44v6, podczas gdy komorki o zachowanej, prawidlowej
strukturze dla danej warstwy wykazywaly silng ekspresje¢ CD44v6 (zdj. 3-20, 3-21).
Komorki warstwy podstawnej poddane RT mialy ksztalt cylindryczny, podczas gdy
komorki te w nabtonku nienapromienianym byly szes$cienne lub niemal okraglte. We
wszystkich tkankach napromienianych dawkami radykalnymi pomigdzy 54 a 60 Gy
(n=22) stwierdzano roézne zmiany charakterystyczne dla odczynow popromiennych,
takie jak $redniego i duzego stopnia hipoplazja (n= 22), ogniskowa aplazja (7 z 22) oraz
hiperkeratynizacja (2 z 22). W 6 sposréd 22 przypadkoéw hipoplazja komorkowa
wspotwystgpowata z ogniskami aplazji. W 1 przypadku w catym badanym skrawku
stwierdzono rozlang aplazj¢ i brak komorek progenitorowych, z obecnoscia jedynie
komorek plaskich. Nabtonek hipoplastyczny byt okoto 2-2,5x ciefiszy oraz miat o okoto
50% mniejsza 0golng liczbg komodrek w porownaniu z nablonkiem nienapromienianym.
Scienczenie dotyczylo wszystkich warstw nablonka, w szczegélnosci warstwy
kolczystej i ziarnistej (zdj. 3-20, 3-21). W przypadkach, w ktorych wystepowaty
ogniska aplazji, obserwowano zjawisko naprawy uszkodzen po RT w postaci
wynabtonkowywania uszkodzonych fragmentow przez nadpelzanie komodrek z
otaczajacych fragmentow nablonka do ognisk aplazji i zastgpowania w tym miejscu
zabitych komorek rozrodczych. W Zadnym przypadku nie stwierdzono ekspresji
CD44v6 w komorkach nadpetzajacych w rejony anaplastyczne (zdj. 3-22, 3-23). W
przypadku hiperkeratynizacji nablonek stawat si¢ okoto 2-2,5x grubszy w zakresie
warstwy jasnej, z licznymi sptaszczonymi nawarstwionymi komorkami bezjadrowymi
w warstwie rogowej 1 normalnymi lub nieco tylko $cieniczatymi warstwami kolczysta i

ziarnista.
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Zdj. 3-20, 3-21 Obraz mikroskopowy wycinka prawidlowej blony §luzowej przedniej wewnetrznej
powierzchni policzka u chorego na raka rejonu glowy i szyi poddanego RT dawka calkowita 54-60
Gy. Na obu zdjgciach widoczna jest duzego stopnia hipoplazja komoérkowa z nasilong odnowa
komorkowa w warstwie rozrodczej (tj. w warstwie podstawnej oraz przypodstawnej). Komorki warstwy
rozrodczej (czarna strzalka) wykazuja obnizona ekspresj¢ CD44v6 w poréwnaniu do komorek innych
warstw nablonka. Widoczne jest duze zaburzenie architektoniki tkanki, szczegdlnie w zakresie warstw
srodkowych, znaczne $cienczenie tych warstw (niebieska strzatka) oraz rézne nasilenie ekspresji CD44v6
w zalezno$ci od dojrzatosci komorek w obregbie warstwy. Zatarte sg granice pomigdzy warstwa kolczysta
i ziarnista. Z6Ma strzatka zaznaczono warstwe komorek jasnych, zawierajacych liczne przetrwate jadra
komorkowe. Silnie brazowe zabarwienie komorek warstwy rogowej wynika gldwnie z nieswoistego
zabarwienia chromogenem resztek komorkowych. Zdjecia przedstawiaja ten sam skrawek tkankowy przy
powigkszeniu 100x (zdjecie 3-20) oraz (200x zdjecie 3-21).
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Zdj. 3-22, 3-23 Ogniskowa aplazja w obrgbie napromienianej blony $luzowej jamy ustnej po
zakonczonej RT dawka 54-60 Gy (czerwona strzalka). Zapalenie blony s$luzowej indukowane
promieniowaniem jonizujacym. Widoczne wynablonkowywanie komorkami CD44v6-ujemnymi
naptywajacymi z otoczenia. Jest to jeden ze sposobow naprawy tkanki po zadziataniu czynnika
uszkadzajacego. Na zdjgciu 3-23 w dnie ogniska anaplazji widoczne sa liczne szybko dzielace si¢
komorki rozrodcze, nie wykazujace ekspresji CD44v6 (czerwona strzatka). Powigkszenie 100x
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3.2.2 Ekspresja bialka CD44v6 na powierzchni komérek napromienianej i
nienapromienianej prawidlowej blony sluzowej odbytnicy

Prawidtowa btona $luzowa odbytnicy, zarbwno napromieniana, jak i nienapromieniana,

nie wykazywata ekspresji CD44v6 (Zdj.3-24 i 3-25). Zbadano 27 tkanek nie poddanych

RT oraz 44 tkanki napromieniane, w tym 21 par tkanek pochodzacych od tych samych

chorych. Zdjecia 3-24 i 3-25 przedstawiaja obraz odpowiednio blony S$luzowej

nienapromienianej oraz napromienianej catkowita dawka 25 Gy.

Zdj. 3-24. Prawidlowa nienapromieniana blona $luzowa odbytnicy pochodzaca od chorego na
pierwotnego raka odbytnicy. Nie wykazano ekspresji CD44v6 w komorkach krypt prawidtowej btony
$luzowej odbytnicy. Powigkszenie 400x
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Zdj. 3-25. Prawidlowa blona §luzowa odbytnicy pochodzaca od chorego na pierwotnego raka
odbytnicy, poddana RT dawka 5x5 Gy (TD=25 Gy). Nie wykazano ekspresji CD44v6 w komoérkach
krypt prawidtowej blony §luzowej odbytnicy poddanych dziataniu RT. Powigkszenie 100x

3.2.3 Ekspresja CD44v6 na powierzchni komodrek napromienianych i

nienapromienianych rakéw odbytnicy

Nie wykazano znamiennych réznic w nasileniu ekspresji pomigdzy grupami
otrzymujacymi roézne catkowite dawki indukcyjnej wytacznej radioterapii (tabela 3-7)
lub radioterapii w skojarzeniu z chemioterapia (tabela 3-8). Dawka catkowita
zastosowanej RT nie wptywatla takze na ekspresj¢ CD44v6 w komorkach przerzutow do

regionalnych weztéw chtonnych (tabela 3-9).

Dawka biologiczna RT [Gy] Srednie

(BED) % nasilenie

, o/B= 5 Gy dla kontroli chorych ekspresji

Protokél RT miejscowej n n=45 CD44v6 + SD
krotkotrwata RT, 25 Gy/5
frakcjach, FD=5 Gy 35,7 22 49 1,86 + 0,99
konwencjonalna RT, 45-50,4

Gy/ 25-28 frakcjach, FD=1,8 Gy 43,7-49,0 23 51 1,96 + 0,82

Tabela 3-7. Ekspresja CD44v6 w tkankach po krotkotrwalej i konwencjonalnej RT. Nie stwierdzono
istotnych roznic pomigdzy grupa otrzymujaca RT krotkotrwata (TD=25 Gy w 5 frakcjach) i
konwencjonalna ( 45-50,4 Gy w 25-28 frakcjach), p=0,73, test-t
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, . Liczba %, Srednie nasilenie ekspresji
Lp. Protokol leczenia chorych =45 CD44v6 + SD pres)
25 Gy/5 fr., FD=5 Gy
1 bez CHT 22 49 1,86 £0,99
RT, 45-50,4 Gy/ 25-28 fr., FD=1,8 Gy
2 z CHT 18 40 2,0£0,77
RT, 45-50,4 Gy/ 25-28 fr., FD=1,8 Gy
3 bez CHT 5 11 1,80 £1,10

Tabela 3-8. Ekspresja CD44v6 w napromienianych tkankach w zalezno$ci od calkowitej dawki RT
oraz jednoczesnego stosowania chemioterapii. Nie stwierdzono istotnych roéznic pomigdzy grupami
otrzymujacymi dawke 25 Gy w 5 frakcjach, oraz dawke w granicach 45-50,4 Gy w 25-28 frakcjach z lub
bez CHT (dla1i2p=0,32,dlali3p=0,45i2i3p=0,32, test-t)

, Liczba Srednie nasilenie ekspresji
Protokol RT chorych %, n=45 CD44v6 £ SD P
krotkotrwata RT, 25 Gy/5
frakcjach, FD=5 Gy 8 18 1,00 £ 0,76
konwencjonalna RT, 45-50,4 Gy/
25-28 frakcjach, FD=1,8 Gy 10 22 0,80 + 0,42

Tabela 3-9. Ekspresja CD44v6 w komérkach nowotworowych pochodzacych z przerzutow do
wezléow chlonnych w zalezno$ci od dawki RT. Nie stwierdzono znamiennych réznic w nasileniu

ekspresji biatka CD44v6 w komodrkach przerzutow weztowych w zaleznosci od catkowitej dawki RT
(p=0,49, test-t)

Schemat zastosowanej radioterapii nie wptywal takze na ekspresjg¢ CD44v6 w obrebie
przerzutow do weztow chtonnych (tabela 3-10). Obraz graficzny uzyskanych wynikow
przedstawiono na ryc. 3-11, 3-12 i 3-13.

Liczba zbadanych chorych Srednie nasilenie ekspresji
Rodzaj tkanki : CD44v6£SD
Krotkotrwala | Konwencjonaln Krotkotrwala Konwencjonalna
RT aRT RT RT
Guz przed RT 11 10 1,45+ 0,82 1,30 £0,48
Guz po RT 22 23 1,86 £ 0,99 1,96 + 0,82
Wezet chtonny po RT 8 10 1,00 £ 0,76 0,80 +0,42

Tabela 3-10. Srednie nasilenie ekspresji CD44v6 w réznych tkankach w zaleinosci od
zastosowanego schematu radioterapii. W zadnej z badanych grup tkanek nie stwierdzono istotnego

wplywu zastosowanego schematu radioterapii na ekspresj¢ CD44v6. Dla wszystkich badanych grup p>
0,05, test-t
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Ryc. 3-11, 3-12, 3-13. Srednia ekspresja CD44v6 w réinych tkankach w zaleznosci od
zastosowanego schematu RT. W zadnej z badanych grup tkanek nie stwierdzono istotnego wptywu
zastosowanej dawki RT na ekspresje CD44v6. Na schematach podano wartosci p dla testu t - Studenta.
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Lacznie zbadano skrawki pochodzace od 45 chorych napromienianych dawka catkowita
w granicach 25-50,4 Gy w tym 21 kobiet (47%) oraz 24 mezczyzn (53%). Srednie
nasilenie ekspresji CD44v6 + SD wynosito u kobiet 1,40 £ 0,89 a u mezczyzn 1,97 +
0,86 (p=0,053). Srednie nasilenie ekspresji CD44v6 + SD w grupie > 65 r.z. wynosito
2,08 £ 0,78, a w grupie < 65 r.z 1,71 = 1,01 (p=0,086). U 18 chorych (41%)
napromienianych przedoperacyjnie stwierdzono wyjsciowo przerzuty do regionalnych
weztow chlonnych. Srednie wzgledne nasilenie ekspresji CD44v6 + SD w guzie
pierwotnym w tej grupie wynosi 2,00 £+ 0,84. W grupie chorych N- poddanej RT (n=26,
59%) $rednie wzgledne nasilenie ekspresji CD44v6 wynosito 1,88 + 0,95 (p=0,34). W
grupie poddanej RT ekspresja CD44v6 w guzach pierwotnych nie byla zwiazana z
obecnoscia przerzutéw do regionalnych weztéw chtonnych, p = 0,34, test t — Studenta.
Obserwowano natomiast trend w kierunku wigkszej ekspresji CD44v6 w
nienapromienianych rakach (n=27) z cecha N+ (n=16, 59% badanej populacji) w
poréwnaniu z chorymi N- (n=11, p=0,08). Srednie nasilenie ekspresji CD44v6 + SD
wynosito w grupie nienapromienianej z wyjsciowym zajeciem weztow chtonnych 1,56
+ 0,63, a u chorych bez przerzutéw weztowych 1,18 £+ 0,60. W Zadnej z badanych grup
nie wykazano znamiennych roznic w ekspresji CD44v6 w zaleznos$ci stopnia

zaawansowania klinicznego oraz stopnia zto§liwosci histologicznej (tabela 3-11).

Stopien . n chorych z Srednie Stopien zlo§liwosci Srednie
zaawansowania grupy 45, L . . - A
L nasilenie histologicznej G nasilenie
klinicznego, % grupy k = h h K -
skala Dukes’a badanej ekspresji (n chorych z grupy 45, ekspresji
CD44v6 + SD % grupy badanej) CD44v6 + SD

Bl n=12, 27 1,92 +0,79 G1(n=5, 11) 1,40 + 0,89

B2 n=14, 31 1,86+ 1,10 G2 (n=32, 71) 1,97 £ 0,86

C1 n=4,9 1,87 + 0,92 G3 (n=5, 11) 1,60 + 1,14

c2 n=15, 33 2,25+0,50 Nie &Cfg"‘;;‘o ¢ 2,67+0,58

Tabela 3-11. Ekspresja CD44v6 w tkankach napromienianych dawka calkowita od 25 do 50,4 Gy w
zaleznos$ci od zaawansowania klinicznego ocenianego w skali Dukes’a oraz stopnia zloSliwoSci
histologicznej G. W badanej grupie nie bylo chorych w stopniach zaawansowania A i D, zatem stopni
tych nie ujgto w tabeli. Brak znamiennosci statystycznych dla wszystkich grup, test t — Studenta.

Lacznie zbadano 48 rakow odbytnicy poddanych pierwotnej resekcji lub biopsji
wycinajacej oraz 45 rakow poddanych resekcji po zastosowaniu przedoperacyjnej RT
lub uzupetniajacej radiochemioterapii. Ekspresje CD44v6 w obu grupach stwierdzono
odpowiednio w 94% i 89% badanych wycinkéw. Srednie nasilenie ekspresji przed i po
RT wynosit0 1,40 + 0,64 1 1,91 + 0,90 (p=0,002); (ryc. 3-14). Na zdjeciach 3-26 i 3-27

przedstawiono ekspresje CD44v6 na nienapromienianych komorkach raka odbytnicy.
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Zdjgcia 3-28 i 3-29 przedstawiaja ekspresje po zastosowaniu napromieniania guza

pierwotnego dawka catkowita odpowiednio 25 Gy i 45 Gy.
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Ryc. 3-14. Srednie nasilenie ekspresji CD44v6 na komérkach napromienianych i
nienapromienianych guzéw odbytnicy. Wycinki rakow nienapromienianych pochodza od chorych
pierwotnie leczonych operacyjnie (n=48), a rakéw napromienianych od chorych poddanych
przedoperacyjnej RT (n=45). Stwierdzono znamiennie wyzsza ekspresj¢ CD44v6 na powierzchni
komorek napromienianych w poréwnaniu z grupa nienapromieniang, p= 0,002, test t — Studenta.
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Zdj. 3-26 i 3-27. Pierwotny nienapromieniany rak gruczolowy odbytnicy. Srednie nasilenie
ekspresji CD44v6. Poszczegdlne komorki wykazuja rézne nasilenie ekspresji CD44v6. Czerwona
strzatka zaznaczono komorki o silnej ekspresji, czarna komoérki wykazujace staba ekspresje CD44vo6.
Powigkszenie odpowiednio 100 i 200x
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Zdj. 3-28. Pierwotny rak gruczolowy odbytnicy po RT 5x5 Gy. Silna ekspresja CD44v6 na
powierzchni komoérek. Powigkszenie100x

Zdj. 3-29. Pierwotny rak gruczolowy odbytnicy po RT z CHT 25x1,8 Gy. W obrgbie przetrwatych
komorek raka stwierdza si¢ Srednia ekspresje CD44v6. Powigkszenie 200x
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Na podstawie poréwnania ekspresji CD44v6 w 21 parach tkanek pochodzacych od tych
samych chorych, stwierdzono zwigkszenie ekspresji CD44v6 po zastosowaniu RT

(p=1x10"®); (tabela 3-12 i rycina 3-15).

Ekspresja CD44v6 Guz odbytnicy przed RT Guz odbytnicy po RT
0 1 2
1 12 0
2 7 11
3 1 8
Srednia + SD 1,38 + 0,67 2,19+ 0,87

Tabela 3-12. Ekspresja CD44v6 w komorkach raka odbytnicy przed i po RT, TD=25-50,4 Gy.
Poszczegodlne pary tkanek nienapromienianych (wycinki diagnostyczne) oraz guzéw operowanych po
zakonczeniu RT pochodza od tych samych chorych, n=21. Wykazano istotny wzrost nasilenia ekspresji
pod wptywem RT, p=1x10", test t.
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Ryc. 3-15. Ekspresja CD44v6 na powierzchni komérek raka odbytnicy przed i po RT, TD = 25-50,4
Gy. Poszczegodlne pary tkanek nienapromienianych (wycinki diagnostyczne) oraz guzéw operowanych po
zakonczeniu RT, pochodza od tych samych chorych, n=21. Stwierdzono znamienne nasilenie ekspresji po
RT, p=1x107, t - test.

3.2.4 Ekspresja CD44v6 na powierzchni komorek przerzutow raka odbytnicy do

regionalnych wezlow chlonnych

Lacznie zbadano 18 zawierajacych przerzuty weziow chtonnych pochodzacych od

chorych poddanych przedoperacyjnej radioterapii oraz 14 od chorych poddanych

pierwotnej resekcji odbytnicy. Srednia ekspresja w weztach nienapromienianych (n=14)

wynosita 1,00 + 0,55, a w wezlach napromienianych (n=18) - 0,89 + 0,58, (p=0,29, test

t-Studenta). Ponadto poréwnano ekspresj¢ CD44v6 w komorkach napromienianych i
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nienapromienianych guzéw pierwotnych 1 przerzutow do weztow chlonnych
pochodzacych od tych samych chorych. Stwierdzono znamiennie stabsza ekspresj¢
CD44v6 w weztach chlonnych w porownaniu z ekspresja w guzie pierwotnym.
Zalezno$¢ ta wystgpowata zard6wno w przerzutach napromienianych, jak i

nienapromienianych (tabele 3-13 i 3-14).

Ekspresja CD44v6 Guz odbytnicy rlienapromieniany Przerzut wgzlowy_ nienapromieniany
n=14 n=14
0 1 2
1 4 11
2 9 2
3 0 0
Srednia + SD 1,57 + 0,65 1,00 + 0,55

Tabela 3-13. Ekspresja CD44v6 komérkach raka odbytnicy i przerzutach do regionalnych weziéw
chlonnych u chorych, ktérzy nie otrzymywali wczesniej RT. Poszczegdlne pary tkanek pochodza od
chorych pierwotnie operowanych z powodu miejscowo-regionalnie zaawansowanego raka odbytnicy.
Wykazano istotnie mniejsza ekspresje CD44v6 w komorkach przerzutow weztowych w porownaniu do
komorek guza pierwotnego (p=5,6x10", test t — Studenta).

Ekspresja CD44v6 Guz odbytnicy_napromieniany Przerzut wgzlovzy napromieniany
n=18 n=18
0 1 4
1 3 12
2 9 2
3 5 0
Srednia + SD 2,00 + 0,84 0,89 +0,58

Tabela 3-14. Ekspresja CD44v6 w komorkach pierwotnego ogniska raka odbytnicy i przerzutach
do regionalnych wezlow chlonnych po RT calkowita dawka 25-50,4 Gy. Poszczegdlne pary tkanek
pochodza od chorych poddanych przedoperacyjnej RT 2z powodu miejscowo-regionalnie
zaawansowanego raka odbytnicy. Wykazano istotne zmniejszenie ekspresji CD44v6 na komoérkach
napromienianych przerzutow weztowych (p=4,7x10°®, test t — Studenta).
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DYSKUSJA

4.1 Metody oceny ekspresji CD44v6

Dostepne przeciwciata monoklonalne przeciw wariantom CD44 umozliwiaja ich
wykrywanie za pomoca metod IHC zarowno w skrawkach parafinowych, jak i
mrozonych. Obecnie dostgpnych jest kilka rodzajow przeciwcial monoklonalnych anty-
CD44v6. Sa to m.in. 2F10, VFF4, VFF7, VFF18 (BIWA 1), U36, V6B3, HB-256 oraz
var 3.1 [39, 55, 75, 116, 141]. W ciagu okoto 30 lat od odkrycia CD44v6 pojawito sie
wiele doniesien na temat ekspresji tego bialka na ludzkich komorkach zaréwno
prawidtowych, jak i nowotworowych. Otrzymywano rozniace si¢ od siebie wyniki,
czesto zalezne od zastosowanego przeciwciata lub sposobu otrzymania, przygotowania i
obrobki materialu tkankowego. W réznych badaniach dotyczacych tego samego typu
nowotworu np. raka odbytnicy, udzial guzow wykazujacych ekspresj¢ CD44v6 zawarty
byt w granicach od 6 do 100% [35, 51, 55, 97]. Podobna sytuacja dotyczy raka szyjki
macicy, gdzie ekspresj¢ w zalezno$ci od metody wykrywania stwierdzano w 32% do
100% guzow [55]. Jednym z mozliwych wyjasnien jest rozne powinowactwo
antygenowe przeciwcial monoklonalnych stosowanych w poszczegolnych badaniach.
Przeciwciatlo VFF7 wydaje si¢ mie¢ mniejsze powinowactwo do CD44v6 w
poréwnaniu z klonami VFF4, VFF18 czy 2F10 [55] i1 jego uzycie moze zaniza¢ wyniki.
Wyzsza ekspresje stwierdzono w $wiezo mrozonych skrawkach [26], zwlaszcza przy
zastosowaniu przeciwcial o wysokim powinowactwie do CD44v6 np. VFF18, 2F10
oraz jednoczasowym wzmacnianiu antygenowym przy uzyciu mikrofali.

W wigkszosci prac w odniesieniu zarowno do tkanek prawidtowych, ksenograftow, jak 1
pierwotnych guzoéw nowotworowych stosowano metod¢ wzmacniania antygenowego za
pomoca mikrofali. Napromienianie mikrofalami prawidlowej btony $luzowej jamy
ustnej powoduje wzrost antygenowosci komoérek warstwy podstawnej [112]. W
niniejszej pracy w odniesieniu do tkanek ludzkich réwniez stosowano wzmocnienie
antygenowe. W przypadku ksenograftow metoda ta powodowata znaczne uszkodzenia
tkanek, uniemozliwiajace przeprowadzenie wiarygodnej analizy, dlatego jej nie
stosowano. W wigkszos$ci prac za wynik dodatni uwazano stwierdzenie CD44v6 w co
najmniej 10% komorek. W poszczegolnych pracach rozpigtos¢ ta sigga jednak od 5%
do 50% [34, 56, 68, 118]. W niektorych doniesieniach wyniki oceniano z

uwzglednieniem intensywno$ci barwienia, najczesciej w skali 1+ do 3+ , a takze
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uwzgledniano lub nie uwzgledniono komorek, ktéore wykazywaty staba ekspresje
CD44v6. Z powodu tych rozbieznosci proponuje si¢ wykorzystanie nowoczesnych
technik molekularnych (m.in. PCR) do wykrywania zwigkszonej ekspresji CD44v6 w
wycinkach z ognisk przerzutowych. Sugerowano takze, ze analiza st¢zenia
rozpuszczalnego antygenu CD44v6 w plynach ustrojowych moze by¢ przydatna we
wczesnym wykrywaniu nawrotu nowotworu [26, 36, 40, 71]. Z uwagi na
retrospektywny charakter przeprowadzonych badan, niemozliwe bylo wykorzystanie
swiezych skrawkow ani analiza stezenia CD44v6 w surowicy krwi. Wykorzystane
zostaly skrawki parafinowe w potaczeniu z przeciwcialem monoklonalnym o wysokim
powinowactwie do CD44v6 (klon VFF 18), a ekspresj¢ CD44v6 oceniano przy uzyciu
najczesciej stosowanej skali od 0 do 3. Uzyskane wyniki trudno jest odnie$¢ do innych
doniesien, gdyz tylko nieliczne z nich wykorzystywaly identyczne metody wykrywania

I analizy.

4.2 Pierwotne raki oraz ksenografty ludzkich rakow okolicy glowy i szyi

4.2.1 Ekspresja CD44v6 w zaleznoS$ci od cech demograficznych i klinicznych guza

Wydaje sig, ze nasilenie ekspresji CD44v6 nie jest zwiazane z wiekiem chorych [82].
Zalezno$¢ taka wykazano tylko w jednym doniesieniu dotyczacym wptywu wieku na
poziom ekspresji CD44v6 i na transformacj¢ nowotworowa komoérek nabtonkowych
[112]. W niniejszym materiale w odniesieniu do raka odbytnicy stwierdzono
nieznamiennie wyzsza ekspresj¢ CD44v6 u chorych po 65. roku zycia. W badanej
populacji nie stwierdzono istotnych roznic w ekspresji CD44v6 w zaleznosci od pici. Z
uwagi na brak szczegdlowych danych klinicznych chorych nie mozna bylo ocenié¢
wptywu wieku na ekspresj¢ CD44v6 w badanych nabtonkach jamy ustnej i rakach
regionu glowy 1 szyi. W niektérych doniesieniach wykazano staba lub brak ekspresji
CD44v6 w pierwotnych rakach ptaskonablonkowych okolicy gtowy 1 szyi [80], rakach
endometrium [42] oraz w rakach z komorek przejsciowych [62] jezeli towarzyszyty im
przerzuty do okolicznych weztow chtonnych. Cecha ta w odniesieniu do chorych na

raki glowy 1 szyi w niniejszej pracy nie byta znana.

4.2.2 Ksenografty jako model ludzkich rakow
W niniejszym badaniu wykorzystano ludzkie guzy przeszczepione na myszy nu/nu.
Ksenografty takie sa dobrym modelem, bowiem z duza wiernoscia zachowuja cechy

pierwotnych ludzkich nowotworow [63]. Dotyczy to takze ekspresji CD44v6. W
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badaniach poréwnujacych 8 rakow pierwotnych i ksenograftow MKG wywodzacych si¢
z tych rakow nie stwierdzono réznic w nasileniu ekspresji CD44v6 oraz heterogennosci
komorek w obrebie nowotworow. W 2 przypadkach mimo pasazowania otrzymane
ksenografty byty lepiej zréznicowane histologicznie w porownaniu z guzami, z ktérych
si¢ wywodzity. Moglo to by¢ spowodowane heterogennoscia guza pierwotnego pod
wzgledem zroznicowania komorek. O stopniu G guza decyduje najnizej zréznicowana
frakcja komoérek. Do otrzymania ksenograftu wykorzystuje si¢ tylko niewielki fragment
guza pierwotnego, ktory mogt zawiera¢ komorki lepiej zroéznicowane. Ostatecznie
ksenograft zachowuje cechy histologiczne frakcji przeszczepionej, a nie calego guza
pierwotnego. Ksenografty badano na myszach pozbawionych witasnej odpornosci co
prawie catkowicie eliminuje ewentualny wplyw uktadu immunologicznego na rozwoj
przeszczepionego raka [107, 59]. Cechy tej nie obserwuje si¢ w pierwotnych
nowotworach, rozwijajacych si¢ w organizmie posiadajacym okre$lona odpornos¢. W
mysim modelu ludzkie pozostaja jedynie tkanki nowotworowe, a jako obce gatunkowo,
zostaja zawsze otorbione mysia tkanka taczna. Ztosliwe nowotwory czlowieka z reguty
nie posiadaja torebki lacznotkankowej. Naczynia i tkanka taczna wewnatrz guza takze
sa mysie, co moze by¢ korzystne w badaniach, w ktorych ludzka tkanka taczna mogtaby
wykazywac antygenowo$¢ w stosunku do badanego biatka. Podobnie jak mysia, ludzka
tkanka taczna nie wykazuje ekspresji CD44v6. Mysie pochodzenie naczyn ksenograftu
moze mie¢ wplyw na adhezje komodrkowa i obserwowane zmniejszenie ekspres;ji
CD44v6 w bezposrednim sasiedztwie naczyn 1 torebki guza. Z drugiej strony komorki
prawie catkowicie pozbawione CD44v6 znajdowatly si¢ w miejscach, gdzie doszto do
nacieczenia torebki i gdzie potencjalnie znajdowaty si¢ komoérki majace zdolnos¢ do

naciekania i podzialow.

4.3 Porownanie ekspresji CD44v6 na komorkach prawidlowej blony
Sluzowej jamy ustnej oraz pierwotnych rakow i ksenograftow
wywodzacych si¢ z tej okolicy

W niniejszej pracy porownano ekspresj¢ CD44v6 w komorkach btony Sluzowej jamy

ustnej, pierwotnych rakach jamy ustnej oraz otrzymanych z nich ksenograftach.

Wszystkie grupy tkankowe pochodzity od tych samych chorych. Przeprowadzone

badania wykazaly obecno$¢ silnej ekspresji badanego biatka na powierzchni komorek

prawidlowego nablonka jamy ustnej i obnizong w guzach pierwotnych i ksenograftach.

Nasilenie ekspresji CD44v6 w komorkach rakéw i ksenograftow byto podobne.
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Potwierdza to tezg, ze ksenografty sa dobrym modelem do badan nad ludzkimi guzami.
Stopien obnizenia nasilenia ekspresji w rakach pierwotnych i ksenograftach w
porownaniu do ekspresji w prawidlowej btonie $luzowej byl zwiazany ze stopniem
ztosliwosci. Zmniejszenie ekspresji CD44v6 w rakach okolicy glowy 1 szyi oraz na
liniach komoérkowych wywodzacych si¢ z tych rakow wykazano w wigkszos$ci

opublikowanych badan [113, 127].

4.4 Napromieniana i nienapromieniana prawidlowa blona Sluzowa jamy

ustnej

Udowodniono, ze CD44v6, obok innych molekut adhezyjnych warunkuje w dorostym
zyciu tworzenie prawidtowej architektury nabtonka [113], a w ptodowym zyciu bierze
udzial w rozwoju tkanki nablonkowej poprzez oddzialywanie pomigdzy ta tkanka i
tkanka mezenchymalna [153]. Prawdopodobnie CD44v6 odgrywa istotna rolg w
procesach wzrostu i1 dojrzewania. Prawidlowa ekspresja CD44v6 wzmacnia wigzy
pomigdzy komorkami oraz pomigdzy komodrkami a macierza migdzykomorkowa [30,
153]. W wigkszosci dostepnych doniesien wykazano obecno$¢ CD44v6 w komorkach
warstwy podstawnej, kolczystej oraz proksymalnej czg$ci warstwy ziarnistej nablonkow
ptaskich rogowaciejacych. W niektorych pracach silng ekspresje CD44v6 stwierdzano
w komorkach wszystkich warstw nabtonka z wyjatkiem warstw gornych (rogowych). W
niektorych doniesieniach twierdzono zmniejszona ekspresje CD44v6 lub jej catkowity
brak w warstwie podstawnej oraz w komorkach warstwy jasnej [80]. W badaniach
Kunishi’ego [80] stosowano podobne jak w niniejszej pracy metody przygotowywania
tkanek 1 ich wybarwiania, z wyjatkiem pierwotnego przeciwciala (stosowano klon 2F10
0 podobnym, wysokim powinowactwie do badanego antygenu). Wyniki uzyskane przez
tych autoréw byly podobne.

Zabijanie komorek pnia podczas kolejnych frakcji RT powoduje postgpujaca utratg
liczby komorek, ktére w warunkach fizjologicznych uzupelniaja utrate komoérek
powierzchownych. Udowodnionym morfologicznym skutkiem wczesnych zmian
popromiennych odpowiedzialnych za rozwdj =zapalenia bton §$luzowych jest
zmniejszenie liczby komoérek w warstwach nabtonka, prowadzace do powstania
hipoplazji oraz ognisk aplazji komoérkowej. Jako odpowiedz na dziatanie czynnika
uszkadzajacego obserwowano takze hiperplazj¢ w napromienianym nablonku,
zaburzenie architektoniki tkanki nabtonkowej i zmiang ksztattu komorek [156]. Zmiany

takie wykazano roéwniez w niniejszych badaniach. U podstaw tych zjawisk lezy
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zmniejszenie catkowitej liczby komorek rozrodczych w warstwach podstawnej i
przypodstawnej. Przyjmuje sig, ze komorki pnia maja nieograniczong lub prawie
nieograniczona mozliwos¢ podzialéw, co pozwala na odtwarzanie nablonka i naprawe
uszkodzen. Zdolnos$¢ komorek rozrodczych do podzialdw i naprawy uszkodzen DNA
warunkuje tolerancj¢ tkanek na dzialanie RT. W czasie konwencjonalnej RT
wprowadza si¢ co 5 frakcji dwudniowe przerwy, podczas ktorych dochodzi do
regeneracji uszkodzonych tkanek prawidlowych. Obserwowane po RT zmiany liczby
komorek pozostaja w $cistym zwiazku z czasem obrotu komoérkowego (TOT, ang.
turnover time), czyli czasem od powstania do ztluszczenia komorki nabtonka.
Prawidlowy TOT dla nabtonka jamy ustnej wynosi u myszy 5-6 dni, a u czlowieka 7
dni [29, 130]. Czas utajenia efektu RT dla cztowieka wynosi mniej niz 2 tygodnie [29].
RT powoduje skrocenie TOT nabtonka jezyka myszy z fizjologicznego 5,2 do okolo 3,2
dnia [31, 30]. Czas podzialu komorkowego dla komorek pnia nabtonka myszy po RT
skraca sig¢ z okoto 3,5 dnia do mniej niz 1 dnia [30]. W niniejszej pracy liczba komodrek
nabtonka po zastosowaniu terapeutycznej dawki 54-60 Gy zmniejszata sig o okoto 50%.
Stwierdzono zburzenie prawidtowej struktury histologicznej oraz 2-2,5-krotne
zmniejszenie tacznej liczby komorek we wszystkich warstwach napromienianego
nablonka. W prawidtowej btonie §luzowej jamy ustnej RT powodowala znamienne
obnizenie ekspresji CD44v6. Spadek ekspresji CD44v6 pod wplywem RT moze
czgsciowo ttumaczy¢ morfologiczne zmiany popromienne na poziomie komorkowym i
tkankowym. Zmniejszenie ekspresji CD44v6 moze powodowal obserwowane w
niniejszych badaniach zaburzenie dojrzewania i przemieszczania si¢ komorek w
warstwach nabtonka, a takze skraca¢ TOT 1 przyspiesza¢ zluszczanie komorek.
Przyczyna obserwowanego zmniejszenia ekspresji CD44v6 moze by¢ zwigkszenie
udziatu mniej dojrzalych komoérek w porownaniu do nieleczonego nabtonka. Innym
mozliwym wytlumaczeniem jest przyspieszenie repopulacji (ang. accelerated
repopulation) obserwowane w napromienianych nabtonkach po okoto 3-4 tygodniach
od rozpoczgcia RT [30]. W 1990 roku Kummermehr i Dorr po raz pierwszy
zaproponowali model opisujacy reorganizacj¢ odnowy uszkodzonego promieniowaniem
nabtonka [28]. Model ten obejmuje przyspieszenie podzialdéw komoérek rozrodczych
oraz zmiang sposobu odtwarzania puli komorek pnia z asymetrycznego (jedna komodrka
potomna pozostaje w warstwie podstawnej, druga dojrzewa i wedruje do kolejnych

warstw) na symetryczny (obie komorki rozrodcze wedruja do wyzsze] warstwy
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komorek). Zmiany te pozwalaja na podtrzymanie funkcji nablonka oraz zastapienie
komorek uszkodzonych przez promieniowanie komorkami zdolnymi do prawidlowych
podziatéw. Jesli komorki rozrodcze rzeczywiscie wykazuja nizsza ekspresje CD44v6 w
porownaniu do komorek warstw $rodkowych nabtonka (kolczystej i1 ziarnistej), to
model przyspieszenia odnowy komoérkowej thumaczyltby catkowite obnizenie ekspresji
CD44v6 obserwowane w badaniach IHC w warstwach $rodkowych nabtonka, do
ktorych przemieszczaja si¢ komorki rozrodcze i komorki mniej dojrzate. Hipoteze te
dodatkowo wspiera obserwowana w niniejszych badaniach migracja komoérek CD44v6-
ujemnych, zdolnych do podziatéw, ,,nadpelzajacych” do ognisk aplazji w celu
wynabtonkowania uszkodzenia tkanki. Na tym etapie badan nie mozna jednak
wykluczy¢ zmian w metabolizmie komdérkowym po zastosowaniu RT i modyfikowaniu
ilosci antygenu gromadzacego si¢ na powierzchni w wyniku zadziatania mechanizméw
wewnatrzkomorkowych, powodujacych rzeczywiste obnizenie ekspresji CD44v6 na

dojrzatych komorkach warstwy kolczystej 1 ziarnistej.

4.5 Zmiany ekspresji CD44v6 w napromienianych i nienapromienianych

ksenograftach rakow regionu glowy i szyi

W wigkszos$ci dostgpnych doniesien wykazano silng ekspresj¢ CD44v6 na komorkach
prawidlowego nabtonka wielowarstwowego ptaskiego rogowaciejacego oraz jej
zmniejszanie si¢ w procesie transformacji nowotworowe;j tej tkanki [81, 127]. Mniejsza
ekspresjg CD44v6 obserwowano takze w dysplazjach natonkowych s$redniego 1 duzego
stopnia [4, 127], a postgp procesu transformacji zwiazany byt z dalszym jej obnizaniem
[4, 80]. W jednym z doniesien autorzy wykazali podobny poziom ekspresji CD44v6 w
tkankach dysplastycznych 1 tkankach prawidlowych [82]. Obnizenie nasilenia CD44v6
moze by¢ zwiazane z obserwowanym w trakcie transformacji nowotworowe;j
zmniejszeniem adhezji i rozluznieniem wigzi pomigdzy komdrkami, co prowadzi do
zaburzenia architektoniki tkanki i pozwala na przekraczanie btony podstawnej przez
komorki nowotworu [73, 125, 122, 149]. Doniesienia na temat ekspresji CD44v6 w
tkankach dysplastycznych 1 rakach ptaskonablonkowych sa jednak sprzeczne i trudno
jednoznacznie okresli¢ rolg tego biatka w procesie powstawania i progresji nowotworu
[4, 81, 116, 127].

Zbadano szereg zewnetrznych 1 wewngtrznych czynnikéw, ktore mogltyby wptywac¢ na
nasilenie ekspresji CD44v6. Na podstawie badan in vitro na liniach komorkowych ze

ekspresja CD44v6 nie jest modulowana przez czynniki wewnatrzpochodne takie jak:
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czynniki wzrostu, fibronektyna, laminina, siarczan heparanu, chondroityng i kolagen
typu II oraz czynniki zewngtrzne: MTX, tunikamycyng czy retinol [127]. Odsetek
komorek CD44v6-dodatnich w rakach glowy 1 szyi waha si¢ w poszczegdlnych
doniesieniach w granicach od 61 do 100%, w wigkszo$ci pomigdzy 95 i 100%. Dla
rakow skory jest on najwyzszy i bliski 100%. W niniejszych badaniach wykazano
stabsza ekspresje CD44v6 w guzach nowotworowych w poréwnaniu z prawidlowym
nabtonkiem, aczkolwiek w obu przypadkach byta ona obecna. Obserwowano znaczna
heterogennos¢ ekspresji  glikoproteiny CD44v6 w obrgbie poszczegdlnych rakow
pierwotnych oraz w przeszczepianych guzach. Byla ona jednak wyrazna tylko w guzach
o $rednim i1 wysokim stopniu ztosliwosci (G2 i G3) 1 dotyczyla ksenograftow linii FaDu
1 GL. Tylko jeden rak FaDu wykazywal ogniskowa ekspresj¢ CD44v6; dodatnie
komorki stanowily 6% komorek zywych. W pozostatych guzach udzial komorek
wykazujacych ekspresje CD44v6 wynosit od 55 do 99%. W niniejszych badaniach w
obregbie kazdego z ksenograftow istnialy pule komorek niewykazujacych ekspresji
CD44v6 lub wykazujacych staba, niekompletna ekspresj¢ btonowa. Komorki te byly
zlokalizowane z reguty w poblizu naczyn krwiono$nych lub podtorebkowo, a ich udziat
byt zwigzany z cecha G. Obserwowano takze wigkszy odsetek figur podziatu w
komorkach niewykazujacych ekspresji CD44v6 lub wykazujacych staby odczyn. Jezeli
komorki rozrodcze prawidtowego nabtonka wykazuja staba ekspresje CD44v6 lub brak,
to mozna wnioskowac, ze te same cechy w ksenograftach zwiazane sa z ich potencjatem
rozrodczym. Hipotez¢ te¢ wydaje si¢ potwierdza¢ obserwacja, ze raki gorzej
zréznicowane 1 z wyzszym indeksem mitotycznym, wykazywaly na ogoél nizsza
ekspresj¢ CD44v6 1 mialy wyzszy odsetek komorek CD44v6-ujemnych i slabo
dodatnich. Ta frakcja komorek, zlokalizowana blisko naczyn i powierzchni guza, miala
zapewniony doplyw substancji odzywczych oraz tlenu, niezbgdnych do
przeprowadzania podziatow komorkowych 1 przezycia. Jezeli nasilenie ekspresji
CD44v6 rzeczywiscie wptywa na zdolno$¢ do tworzenia przerzutow, to lokalizacja w
poblizu naczyn i torebki, ulatwiajaca przekraczanie tkanki tacznej, moze sugerowac ich
potencjalna zdolno$¢ do szerzenia si¢. W obrgbie komodrek CD44v6-ujemnych
pierwotnych rakow regionu glowy 1 szyi, w bezposrednim sasiedztwie naciekanych
prawidtowych tkanek znajdowano figury podziatlowe. W obrebie ognisk raka komorki z
widocznymi figurami podzialu wykazywaty jednakze rézne nasilenie ekspresji CD44vo6,

przy czym dominowaty komoérki wykazujace brak ekspresji lub jej niskie nasilenie. W
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obrgbie nowotworu wystgpuja takze komorki prawidlowe i komodrki nowotworowe
wtornie nabywajace zdolnos¢ roznicowania do komorek dojrzatych, pozostajace czesto
w fazie Gy cyklu komorkowego. Ta frakcja komorek moze pod wptywem roéznych
bodzcow ponownie zaczaé si¢ dzieli¢ i, jako komorki lepiej zréznicowane, moga
wykazywac silng ekspresje antygen CD44v6.

Postulowany jest wplyw réznych wariantow CD44, w tym wariantu 6., na zdolno$¢
nowotworow do tworzenia przerzutow [49, 115, 121, 155]. Izoformy v4-7 oraz v6-7
zmienialy przeszczepiane na myszy, nie tworzace przerzutow linie komoérkowe w guzy
tworzace odlegle przerzuty [49]. Wigkszo$¢ autorow sugeruje jednak mniejsza
ekspresje CD44v6 w pierwotnych nowotworach, guzach przerzutowych i tkankach
dysplastycznych w poréwnaniu z normalnym nabtonkiem skéry [116], blony $luzowej
krtani [128] oraz blony $luzowej jamy ustnej [4]. Na modelu zwierzgcym zauwazono,
ze zablokowanie CD44v6 oraz innych wariantow CD44 przeciwciatami
monoklonalnymi powodowalo zablokowanie tworzenia przerzutow lub znaczne
obnizenie ich liczby [121]. Niektérzy autorzy sugeruja, ze obecno$¢ CD44v6 na
komoérkach rakow jelita grubego 1 odbytnicy oraz komodrkach chioniakow
nieziarniczych jest zwiazane z bardziej agresywnym przebiegiem choroby [148]. W
niektorych ludzkich nowotworach zmiany w nasileniu ekspresji CD44v6 moga by¢
zwiazane z gorszym rokowaniem i czgstszym wystgpowaniem odlegltych przerzutow,
jednakze nie zostato to ostatecznie udowodnione.

Proces tworzenia przerzutow nowotworowych jest ztozony i1 nie do konca poznany.
Wydaje si¢ jednak prawdopodobne, ze komodrki zdolne do tworzenia przerzutow musza
mie¢ zaburzona adhezje w stosunku do innych komoérek guza oraz macierzy
zewnatrzkomoérkowej. Zmniejszenie liczby czastek adhezyjnych na powierzchni takiej
komorki moze by¢ jednym z etapéw nabywania przez nia zdolnosci do migracji i
tworzenia przerzutow [89]. Prawdopodobnie zmniejszenie adhezji ulatwia proces
oddzielania si¢ i zluszczania gérnych warstw komorek nabtonka. Obecny stan wiedzy
nie pozwala jednak jednoznacznie odpowiedzie¢ na pytanie, czy zmniejszenie ekspresji
CD44v6 powoduje nabywanie przez komorki zdolnosci do wedrowania i tworzenia
przerzutow. Sugerowano, ze zahamowanie CD44v6 swoistym pierwotnym
przeciwcialem zaburza w duzym stopniu oddzialywania migdzykomorkowe oraz
oddziatywania z elementami macierzy zewnatrzkomorkowej [86]. Najprawdopodobniej

jest to bardziej zlozony proces, w ktorym mniejsze nasilenie ekspresji CD44v6 jest
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tylko jednym z zachodzacych zjawisk, niekoniecznie = najwazniejszym.
Najprawdopodobniej nie ma jednej czasteczki odpowiedzialnej za nabywanie przez
komorke zdolnosci do zainicjowania tworzenia przerzutu, a raczej sa to ztozone procesy
i dotycza wielu grup czasteczek adhezyjnych. By¢ moze sekwencja receptorow adhezji
obecnych lub nieobecnych na komérce, decyduje przynajmniej w czgsci o nabyciu
zdolno$ci migracji i o miejscu rozwoju przerzutu. Hipoteza ta moglaby thumaczy¢
zaobserwowana w niniejszej pracy obecnos¢ w guzach frakcji komorek ubogich w
antygen CD44v6, a rozpatrywanych potencjalnie jako komorki klonogenne i/lub zdolne
do tworzenia przerzutow. Wymaga to jednak zbadania obecno$ci innych czastek adhez;ji
na badanych komorkach oraz kinetyki ich zmian w komorkach klonogennych, przy
potwierdzeniu ich klonogennego charakteru. Badania te powinny tez by¢ poszerzone o
profil zmian ekspresji czasteczek adhezyjnych analizowany w badaniach
molekularnych. Obecnie nie mozna traktowa¢ obnizenia ekspresji CD44v6 jako
markera procesu tworzenia przerzutdéw ani jednoznacznie potwierdzi¢, ze obnizenie
ekspresji CD44v6 w nabtonku prawidtowym jest przejawem toczacej si¢ kancerogenezy
[82].

RT znamiennie zwigkszata nasilenie ekspresji CD44v6 na komodrkach rakow gorzej
zréznicowanych 1 nie wpltywatla na jej nasilenie w nowotworach wysoko
zrdznicowanych (np. w raku UT14), ktore wyjsciowo cechowala silna, homogenna
ekspresja CD44v6. RT, obok zabijania dzielacych sig komorek i pozornego zwigkszenia
ekspresji CD44v6, by¢ moze wywotuje takze rozne procesy, ktore nie zostaly jeszcze
do konica poznane np. z powodu odczynow zapalnych, swoistych cytokin lub z zjawiska
bystandander effect. Wiaczenie lub wytaczenie pod wptywem RT nieznanych
dotychczas mechanizméw moze zwigksza¢ ekspresj¢ CD44v6 w napromienianych
guzach. Badania wplywu RT na nasilenie ekspresji CD44v6 ma charakter pionierski i

nie znajduje odniesienia w dostgpnym pismiennictwie.

4.6 Ekspresja CD44v6 w napromienianych i nienapromienianych rakach

odbytnicy oraz prawidlowej blonie §luzowej odbytnicy

W niniejszych badaniach nienapromieniana prawidlowa blona $§luzowa odbytnicy nie
wykazywata ekspresji CD44v6, co potwierdza wczesniejsze doniesienia [41, 66]. Blona
Sluzowa odbytnicy pokryta jest jednowarstwowym nabtonkiem cylindrycznym
zaliczanym do nabtonkéw gruczotowych. Pomigdzy dojrzatymi komoérkami nabtonka

wystepuja  komoérki  kubkowe  (kom.  gruczotowe) oraz  komorki  pnia.
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Najprawdopodobniej ich oddziatywania migdzykomorkowe oparte sa na innych
mechanizmach adhezji niz w nabtonku wielowarstwowym ptaskim i odbywaja si¢ bez
udziatu CD44v6. W niektérych doniesienia sugerowano, ze przy uzyciu przeciwciata
VFF7 mozna stwierdzi¢ staba ekspresje wewnatrzcytoplazmatyczna biatka CD44v6
zlokalizowana w okolicy jadra komoérkowego [23]. Nie ma doniesien na temat wplywu
RT na nasilenie ekspresji CD44v6 w prawidtowej blonie $luzowej odbytnicy.
Wykazano ogniskowa ekspresje CD44v6 w blonie Sluzowej objetej nieswoistym
procesem zapalnym, takim jak wrzodziejace zapalenie jelita grubego lub choroba
Les$niowskiego-Crohna [41]. W btlonie §luzowej poddanej zarowno krotkotrwatej jak i
konwencjonalnej RT, nie stwierdzono ekspresji CD44v6. Moze to mie¢ zwiazek z tym,
ze proces zapalny po RT w badanych tkankach byt reakcja na bezposrednie zadziatanie
bodZca uszkadzajacego, tj. promieniowania jonizujacego, a nieswoiste zapalenia jelit sa
procesami przewlektymi, trwajacymi lata. Zmiana zdolno$ci komoérki do ekspresji
biatka CD44v6 moze $wiadczy¢é o procesie zlosliwienia i by¢ jego wskaznikiem.
Potwierdzono zwigkszone ryzyko rozwoju raka jelita grubego u chorych na nieswoiste
zapalenia jelit 1 obecno$¢ ogniskowej ekspresji CD44v6 moze by¢ zwiazana z toczacym
si¢ procesem transformacji nowotworowej. Teze t¢ potwierdza obecnos$¢ ognisk
ekspresji CD44v6 w kryptach o zwigkszonym indeksie proliferacji [41]. Badania IHC
oraz badania molekularne z zastosowaniem metody RT-PCR wykazaly znamienne
zwigkszenie ekspresji CD44v6 w ulegajacej transformacji nowotworowej blonie
sluzowej odbytnicy [151]. W innym badaniu stwierdzono wystgpowanie CD44v6 na
powierzchni komoérek tagodnych polipéw jelita grubego i odbytnicy (27% badanych
polipow wykazywato t¢ ceche), na gruczolakach (ekspresja w 7-25% badanych tkanek)
oraz na komodrkach wczesnych rakow wywodzacych si¢ z gruczolakéw (54%
przypadkéw). Potwierdza to wzrost zdolno$ci do ekspresji CD44v6 wraz z postgpem
procesu nowotworzenia [41].

Mimo postepu, wyniki leczenia chorych na raka odbytnicy pozostaja niezadowalajace.
Oczekuje sig, ze dotaczenie terapii ukierunkowanych molekularnie do stosowanych
obecnie skojarzonych metod leczenia moze istotnie poprawi¢ miejscowa kontrolg
nowotworu oraz zmniejszy¢ ryzyko rozwoju odlegtych przerzutow. Jak dotad w
leczeniu raka odbytnicy nie stosuje si¢ skojarzenia immunoterapii z RT. Uzycie w
niniejszej pracy modelu raka odbytnicy byto celowe, poniewaz jest to jeden z niewielu

nowotworow wykazujacych ekspresje CD44v6, w ktorym stosuje si¢ przedoperacyjna
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RT. Poza tym, w jednym bloku tkankowym oprdcz pierwotnego guza znajduje si¢ takze
prawidlowa btona §luzowa oraz zajete przerzutami wezly chlonne. Wykazany w
niniejszej pracy wzrost ekspresji CD44v6 w rakach odbytnicy w porownaniu do
prawidtowej blony §luzowej oraz zmian tagodnych potwierdza wczesniejsze doniesienia
[147, 151]. Nasilenie ekspresji CD44v6 nie zalezy od stopnia zaawansowania
klinicznego, stopnia zto§liwosci histologicznej i obecnosci przerzutow do regionalnych
wezlow chtonnych oraz do watroby [66, 105, 151]. Nie ma doniesien na temat ekspresji
CD44v6 w odniesieniu do pici. W niniejszym badaniu nie wykazano rdznic w ekspres;ji
CD44v6 u mezczyzn i u kobiet. W niektorych doniesieniach stabsza ekspresje lub jej
brak stwierdzano w guzach o wigkszych wymiarach oraz w guzach naciekajacych cala
ciang jelita [66]. W niniejszym badaniu nie przeprowadzono takiej analizy. Inni
autorzy wykazali zmniejszong ekspresjg¢ CD44v6 w zaawansowanych rakach odbytnicy
[149]. W wigkszosci dostgpnych doniesien wykazano takze zmniejszona ekspresje
CD44v6 lub jej brak w guzach przerzutowych, zarowno w weztach chtonnych, jak i w
przerzutach do watroby [7, 23]. Zmniejszenie nasilenia ekspresji w przerzutach do
weztow chlonnych potwierdzity takze niniejsze badania. Moze to potwierdza¢ hipoteze,
ze zdolno$¢ komodrek nowotworowych do tworzenia przerzutow zalezy migdzy innymi
od nasilenia ekspresji CD44v6. W badaniach Peng’a i wsp. [105, 106] stwierdzono
znamienny zwiazek pomigdzy nasileniem ekspresji CD44v6 a catkowitym czasem
przezycia i czasem do progresji. Z uwagi na zbyt krotki czas obserwacji, trudnos$ci
logistyczne i brak mozliwo$ci prowadzenia dtugotrwatej obserwacji, w niniejszej pracy

nie oceniano rokowniczej wartosci ekspresji CD44v6.

4.7 Podsumowanie

Poznanie szeregu biatek antygenowych, w tym CD44v6, ich rozmieszczenia oraz
kinetyki zmian pod wptywem réznych bodzcoéw, pozwala lepiej zrozumie¢ biologig
nowotworow oraz stwarza potencjalne mozliwosci wdrozenia celowanych terapii.
Zmniejszenie ekspresji CD44v6 moze by¢ jednym z ciagu zdarzen towarzyszacych
procesowi powstawania i progresji raka i moze by¢ zwiazane ze stopniem jego
dojrzato$ci. Zmniejszenie ekspresji CD44v6 obserwowane po napromienieniu
prawidlowej btony $luzowej jamy ustnej moze wynika¢ z nasilenia repopulacji oraz
przyspieszeniu odnowy komorkowej, a przez to zaburzenia procesow dojrzewania
komoérek w poréwnaniu z nablonkiem nienapromienianym. Zmiany w nasileniu
ekspresji CD44v6 moga by¢ skutkiem zabijania mniej dojrzatych komoérek, majacych
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zdolno$¢ do dzielenia si¢ lub by¢ spowodowane zmianami w mechanizmach
komorkowych regulujacych nasilenie ekspresji danego receptora na skutek zadziatania
bodzca uszkadzajacego, jakim jest promieniowanie jonizujace. Wptyw frakcjonowane;j
RT na ekspresj¢ biatka CD44v6 w guzach nowotworowych oraz w prawidlowym
nabtonku wydaje si¢ odmienny. Wzrost nasilenia ekspresji CD44v6 w guzach
nowotworowych poddanych RT moze stanowi¢ przestankg dla prob kojarzenie RT z
terapia anty-CD44v6. Jak dotad promieniowanie jonizujace jest jedynym znanym
zewnetrznym modulatorem nasilenia ekspresji CD44v6. Uzyskane wyniki wymagaja
jednak dalszych badan, obejmujacych wigksze grupy chorych. W prowadzonych
obecnie badaniach klinicznych znajduje si¢ kilka przeciwcial monoklonalnych anty-
CD44v6. Najlepsze wyniki i zarazem najkorzystniejszy profil terapeutyczny uzyskano
po zastosowaniu ludzkich przeciwciat anty-CD44v6 (biwatuzumab). W badaniach
znajduja si¢ takze koniugaty biwatuzumabu oraz lekéw cytotoksycznych [104]. Jak
dotad nie ma prac na temat skutecznosci jednoczasowej RT oraz podawania przeciwcial
monoklonalnych anty-CD44v6. Nawet jezeli obecne wyniki nie znajda odniesienia
klinicznego, beda one stanowily przyczynek w poszukiwaniu zmian ekspres;ji

receptoréw na powierzchni komorek poddanych dziataniu RT.

4.8 Whnioski:

1. W rakach ptaskonabtonkowych rejonu glowy i szyi oraz w ich ksenograftach
ekspresja CD44v6 jest stabsza niz w prawidlowych nabtonkach, z ktérych
wywodza si¢ te nowotwory. Nasilenie ekspresji CD44v6 jest zwiazane ze
zréznicowaniem guza. Brak lub mniejsza ekspresja wystgpuje gléwnie w
komorkach warstwy przypodstawnej prawidtowego nabtonka oraz w potencjalnie
klonogennych komodrkach nowotworowych.

2. Frakcjonowana RT zmniejsza ekspresj¢ CD44v6 w prawidlowym nablonku jamy
ustnej, najprawdopodobniej w wyniku przys$pieszenia repopulacji i odnowy
komorkowej, a przez to zaburzenia procesOw dojrzewania. W komorkach
nowotworowych ekspresja CD44v6 zwigksza si¢ pod wplywem RT, co moze by¢
wynikiem jej letalnego efektu w odniesieniu do klonogennych komorek, lub innych
nieznanych mechanizméw.

3. Wigkszos¢ rakow odbytnicy wykazuje ekspresje CD44v6, a jej nasilenie zwigksza
si¢. pod wptywem RT. Prawidlowa blona S$luzowa odbytnicy, zarowno
napromieniana, jak i nienapromieniana, nie zawiera tego biatka.
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4. Nasilenie ekspresji CD44v6 nie jest zwigzane z wiekiem, plcia oraz stopniem
zaawansowania klinicznego raka odbytnicy.

5. Ekspresja CD44v6 jest stabsza w przerzutach raka odbytnicy do regionalnych
wezlow chtonnych w poréwnaniu do komorek guza pierwotnego, niezaleznie do

zastosowania RT.
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