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ak kolczystokomoérkowy skéry (cSCC) jest drugim — po raku podstawnokomorko-

wym — najczesciej wystepujacym nowotworem u cztowieka. Rocznie w Stanach

Zjednoczonych stwierdza si¢ ponad 250 000 nowych przypadkéw. Objawy tego raka
to zwykle kontinuum zmian o nasilajagcym si¢ zaawansowaniu, poczawszy od zmiany pre-
kursorowej — rogowacenia sfonecznego, raka kolczystokomérkowego in situ, inwazyjnego
sSCC do przerzutowego SCC. W tym przegladzie oméwiono parametry kliniczne i mole-
kularne stosowane do okreslenia nowotworéw skéry i potaczono je z licznymi podej$ciami
eksperymentalnymi stosowanymi w badaniach tej choroby. Wyniki uzyskane w badaniach
modeli cSCC wyznaczajg nowe cele lecznicze.

Wprowadzenie

Rogowacenie stoneczne (actinic keratosis, AK) jest prawdopodobnie najczestszym wywo-
dzacym sie z keratynocytéw stanem przedrakowym u ludzi, stwierdza sie je gtéwnie u os6b
o jasnej karnacji w okolicach eksponowanych na promieniowanie sloneczne.!? Gléwnym
czynnikiem ryzyka AK jest skumulowana ekspozycja na promieniowanie ultrafioletowe (UV)
pochodzace ze stonica lub lamp opalajacych. Biorac pod uwage starzenie si¢ populacji ame-
rykanskiej, spodziewany jest wzrost czestosci wystepowania AK.3> Rogowacenie stonecz-
ne czesto stwierdza si¢ na skérze z ogniskami raka kolczystokomérkowego (cSCC).6 AK
postepuje do ¢SCC ze wskaznikiem ocenianym na 0,025 do 16% dla pojedynczej zmiany
rocznie.”8 U typowego chorego stwierdza si¢ 6-8 zmian, dlatego u pacjenta z wieloma ogni-
skami AK roczne ryzyko rozwoju inwazyjnego raka kolczystokomérkowego (SCC) wynosi
0,15-80%.%3%7 Ta duza réznica ryzyka $wiadczy o braku szczegétowej wiedzy na temat roz-
woju raka w naskérku. Ocenia sie, ze okolo 26% ognisk AK ulega regresji w ciggu roku.®
Prawdopodobiefistwo rozwoju ¢SCC lub zmian przerzutowych w przypadku AK lub u pa-
cjenta z mnogimi AK przedstawiono na rycinie 1.%10

Na poziomie histopatologicznym rogowacenie stoneczne charakteryzuje sie dysplazja,
z keratynocytami o atypowych, powiekszonych, nieregularnych i hiperchromatycznych ja-
drach. Ogniska AK charakteryzujg réwniez dezorganizacjg wzrostu, z zakléconym procesem
réznicowania, co prowadzi do pogrubienia warstwy rogowej z przetrwatymi jagdrami. Do
oceny dysplazji naskérkowej opracowano trzystopniowsg skale, podobng do stosowanej przy
dysplazji szyjki macicy.!! Srédnaskérkowa neoplazja keratynocytéw I stopnia (keratinocytic
intraepidermal neoplasia, KIN I) charakteryzuje sie atypia komérkowa w obrebie keratyno-
cytéw warstwy podstawnej, ograniczajacg sie do jednej trzeciej dolnej naskérka. W KIN II
atypowe keratynocyty zajmujg dolne dwie trzecie naskorka, a w KIN III wystepujg w calym
naskérku; to ostatnie stadium jest réwnoznaczne z rakiem in situ.!! Zlokalizowana atypia
naskérkowa w rogowaceniu stonecznym odzwierciedla cze$ciowe zaburzenia réznicowania,
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Rycina 1. Prawdopodobienstwo progresji zmian nowotworowych do raka inwazyjnego skory. Prawdopodobienstwo
rozwoju cSCC w przypadku 0séb z <5 lub >20 zmianami spowodowanymi rogowaceniem stonecznym (AK).%:10

podczas gdy catkowite zaburzenia réznicowania zwig-
zane sg z SCC in situ (SCCIS). Wskaznik regresji AK
wykazuje odwrotng zalezno$¢ ze stopniem dysplazji,
jak obserwuje sic w nabtonku pochwy.!? Podczas gdy
kryteria stopniowania KIN oceniaja makro- i mikrosko-
powe cechy AK, rozpoznanie genetycznych i moleku-
larnych nieprawidlowosci zwigzanych z tymi zmianami
dostarczyto danych mechanistycznych na temat patoge-
nezy zmian (ryc. 2).

W zrozumieniu progresji od AK do sSCC przydatny
jest klasyczny wielostopniowy model kancerogenezy.!3
Zgodnie z tym modelem mutacje w jednym genie, czesto
w genie supresorowym guza, mogg prowadzi¢ do roz-
woju zmiany prekursorowej charakteryzujacej sie zwiek-
szong niestabilno$cig genetyczng i utratg kontroli cyklu
komorkowego. Dodatkowe mutacje w innych onkoge-
nach umozliwiaja powstawanie dalszych cech neopla-
stycznych, prowadzacych do rozwoju raka inwazyjnego;
uwaza sig, ze liczba zmian genetycznych potrzebnych do
przejscia od prawidlowego nablonka do raka przerzu-
towego narzadéw wewnetrznych waha sie od czterech
do szesciu.!3> W modelach 3D ludzkiego naskérka wyka-
zano jednak, ze do wywolania SCC wystarczg zaledwie
dwie mutacje protoonkogenéw.!41> Lepsze zrozumienie
regulacji epigenetycznej ekspresji onkogenéw i antyon-
kogenéw dostarczy nowych informacji do juz zlozonej
regulacji wielostopniowego modelu kancerogenezy.

Jak w przypadku innych nowotworéw, cSCC jest
wyrazem upo$ledzonej stabilno$ci genomu, ktéra uta-
twia nowe mutacje.1® Mechanizm prowadzacy do nie-
stabilno$ci genomu keratynocytéw prawdopodobnie
wynika z indukowanej UVB inaktywacji biatka p53,
poniewaz okolo 58% cSCC cechuje si¢ sygnaturowy-
mi mutacjami UVB typu tranzycji CC—TT i C—T.!7
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Znaczenie p53 w kancerogenezie indukowanej UVB
zostalo potwierdzone u myszy p53-/-, ktére charaktery-
zuje zwiekszona sktonno$é do rozwoju zmian typu AK
i sSCC wtérnych do ekspozycji na UVB.!® Od czasu
poczatkowych obserwacji mutacji w p53 indukowa-
nych promieniowaniem UV, inne zespoly badawcze
potwierdzily obecno$é mutacji p53 w istotnym odset-
ku przypadkéw ¢SCC.19-21

Gen p53 jest czesto zmutowany w ogniskach AK, co
wskazuje na to, ze zmiany dysplastyczne cechujg si¢ na-
bytymi poczgtkowymi mutacjami genetycznymi jeszcze
zanim przeksztalca si¢ w ¢SCC.2022 W dodatkowych
badaniach wykazano duze rozpowszechnienie (74%)
mutacji p53 w niezmienionej skérze eksponowanej na
stofice w poréwnaniu do skéry nieeksponowanej (5%)23
i ustalono, ze do nabywania mutacji dochodzi na pozio-
mie onkogenéw. Spdjne z tymi odkryciami jest stwier-
dzenie mutacji w biatku p53 w 40% SCCIS, co wska-
zuje, ze utrata p53 nastgpita wcze$niej niz pojawienie
sie guza.?* Natomiast niektére nowotwory ztosliwe na-
rzadéw wewnetrznych wykazujg mutacje genu p53 jako
ostatnie zdarzenie w rozwoju nowotworu po powstaniu
zmiany inwazyjnej.25-%7

W ¢SCC u czlowieka ma miejsce nieprawidlowa ak-
tywacja EGFR i Fyn, kinazy tyrozynowej z rodziny Src
(SFK), prowadzaca do zmniejszenia syntezy mRNA dla
P53 oraz stezenia tego biatka przez mechanizm zalezny
od c-Jun,?82% co ujawnia kolejny mechanizm kontroli
funkcji p53. Dodatkowe zdarzenia molekularne zwigza-
ne z rozwojem AK obejmujg zwickszong aktywacje lub
stezenie SFK, EGFR, Myc i ATF-3.30-33 Ponadto w AK
stwierdzano réwniez zwiekszong aktywno$é 5’-fosfata-
zy polifosforanu inozytolu, co moze powodowaé wzrost
natezenia przekazywania sygnatu PI3K/Akt.34
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Prawidfowa skéra
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guzkowe w skorze
lub narzadach

Nasilenie przekazywania
sygnaféw (pobudzenie,
nadekspresja, amplifikacja)

Redukcja przekazywania
sygnatéw (deaktywacja,
represja transkrypcji lub
translacji lub delecja genu)

Zmiany w genomie
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warstwa podstawna, keratynocyty z tuska keratynocyty keratynocyty
warstwa kolczysta parakeratotyczng wnikajgce do skoéry w skorze wtasciwej,
i warstwa wiasciwej weztach chfonnych
ziarnista z tfuska lub narzadach
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Rycina 2. Kliniczne, histologiczne i molekularne poréwnanie AK, SCC i przerzutowego cSCC. Przedstawiono czeste
kliniczne, histologiczne i molekularne cechy nowotworéw skory cztowieka.

z naskdrkiem
ras Fyn/SFKs c-myc
bcl-2 STAT-3 B-1
integryna MMP

Oprocz takich zmian
jak w cSCC: VEGF
(ras) MMP2 MMP7

Zwiekszona niestabilnos¢ genomowa
prowadzgca do translokacji chromosomow,
izochromosomoéw, delecji genéw i amplifikacji

W badaniach immunohistochemicznych AK oce-
niajagcych stezenie p53 uzyskiwano rézne wyniki,
ale wiele z nich potwierdzito zwickszone stezenie
tego bialka w komoérkach pochodzacych ze zmian,
co prawdopodobnie jest wynikiem zwiekszonej sta-
bilnosci zmutowanego biatka p53.3> Aby powigzaé swo-
iste mutacje p53 obserwowane w ludzkich AK ze zmie-
nionym stanem czynno$ciowym i stabilno$cig bialek,
potrzeba wiekszej liczby badan mechanistycznych.

W badaniach dotyczacych utraty heterozygotycz-
noéci w AK wykazano zmiany genetyczne w naste-
pujacych loci: 3p, 9p, 9q, 13q, 17p i 17q; dane te

40

wskazuja, ze istotna niestabilno$¢ genomowa jest juz
obecna na etapie przednowotworowym AK.3¢ Nie
stwierdzono jednak, aby zmienione geny, microRNA
(miRNA) i dlugie niekodujace RNA (IncRNA) byly
zwigzane z mechanizmami prowadzacymi do rozwo-
ju nowotworu.

Utrate heterozygotyczno$ci obserwowano w ¢SCC
na chromosomie 9p w przypadku 13 sposréd 16 guzéw
pierwotnych.37 Utrata heterozygotycznosci p16, regu-
latora cyklu komérkowego mieszczacego sie w tym
obszarze, moze by¢ zwigzana z przejsciem AK w ¢SCC
(38), a utrata funkcji p16 jest czestsza w przypadku
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¢SCC w poréwnaniu ze zmianami przednowotworo-
wymi.3>4! Dodatkowe loci utraty heterozygotycznosci
w cSCC wlaczaja 3p, 2q, 8p i 13 oraz dodatkowe allele
na 3q i 8q.%7

Amplifikacja i mutacje aktywujace onkogenu Ras
zostaly stwierdzone w przypadkach SCC i AK.4243
Spoérdd trzech genéw Ras, onkogen Hras (Harvey
rat sarcoma virus) jest zwykle zmutowany w populacji
ogoblnej.** Czasteczki Ras sg rodzing biatek wiagzacych
GTP, ktére nalezg do najczesciej zmutowanych genéw
w nowotworach czlowieka.*> Ostatnie dane z katalo-
gu mutacji somatycznych w nowotworach (COSMIC;
Sanger Institute) wskazujg, ze 21% ¢SCC ma muta-
cje aktywujace Ras (9% Hras, 7% Nras, 5% Kras).40
Wszystkie charakterystyczne mutacje w kodonach 12,
13 i 61 H-Ras sg zlokalizowane naprzeciwko dimeréw
pirymidynowych (C-C) i prawdopodobnie wynikajg
z ekspozycji na UVB.#2

Znaczenie macierzy pozakomaérkowej
i sktadowych btony podstawnej
w SCC

Interakcje miedzy komérkami guza a macierza poza-
komoérkowsg i blong podstawng (basement membrane
zone, BMZ) sa waznymi determinantami nowotworze-
nia i majg znaczenie w cSCC.4’

Laminina 332 i jedno z tgczacych sie z nig bia-
tek, integryna a6p4, okazaly sie potrzebne w nowo-
tworzeniu na modelu mysim ksenograftu ludzkiego
SCC.!* W tym modelu powstawanie guza z ludzkich
keratynocytéw zmienionych w wyniku ekspresji
HRAS i IkBa za posrednictwem retrowiruséw zosta-
to catkowicie zahamowane przez skierowane prze-
ciwko lamininie 332 lub B4 integrynie przeciwciala
blokujace. Kolagen VII jest sktadowa wiékien kotwi-
czgcych blone podstawng w skérze wlasciwej. W mo-
delu 3D SCC deplecja kolagenu VII posredniczona
si-RNA promowata migracje, inwazje, dezorganizo-
wala réznicowanie i przej$cie nabtonkowo-mezen-
chymalne.*8 Do okreslenia profili ekspresji genéw
komponentéw nablonkowych i mezenchymalnych
guzéw waznych dla kancerogenezy wykorzystano
model 3D.%° Ekspresja Bl-integryn i ich ligandéw
koreluje z progresjg guza w skérze czlowieka, tak
wiec dalsza charakteryzacja mitogennych mechani-
zméw sygnatowych miedzy HRAS i kompleksem in-
tegryna/BMZ prawdopodobnie wzbogaci wiedze na
temat patogenezy cSCC.
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Identyfikacja pochodzenia komaédrek
w SCC

Komérki macierzyste zlokalizowane w wybrzuszeniu
mieszka wlosowego, w warstwie podstawnej naskor-
ka miedzymieszkowego oraz komérki macierzyste
naskérka maja potencjal samoodnawiania sie i wie-
lokierunkowego réznicowania. Podejrzewano, ze sg
to komérki, z ktérych powstaje cSCC.50 W chemicz-
nym modelu kancerogenezy ¢SCC 7,12-dimetylo-1,2-
-benzantracen (DMBA) inicjowal tworzenie sie guza
w naskérku myszy leczonych 5-fluorouracylem (5-FU),
substancjg, ktéra zabija komérki naskérka w fazie
czynnej cyklu komérkowego.>! Dane te wskazuja, ze
guzy powstajg z komérek macierzystych naskérka nie-
wrazliwych na 5-FU pozostajacych w fazie spoczynku,
a nie z szybko dzielacych si¢ komérek naskérka. Przy
ekspresji onkogennego Hras w ponadpodstawnych ko-
moérkach mysiego naskérka pod wplywem promotora
genu keratyny 10 w miejscu zranienia obserwowano
tagodne brodawczaki i tagodne nowotwory skéry.>2
Kiedy ten sam onkogen ulegal ekspresji w mieszku
wlosowym pod wptywem promotora genu dla keraty-
ny 5, u dorostych myszy dochodzito do rozwoju ¢SCC
i niektérych rakéw wrzecionowatokomérkowych.>3
Innym sposobem identyfikacji pierwotnych komoérek
cSCC byla ekspresja konstytutywnie czynnej zmuto-
wanej postaci KRAS (G12D) na poziomach fizjologicz-
nych w kilku przedziatach naskérkowych wykorzystu-
jacych uktad CRE-Lox indukowany tamoksyfenem.>*
Ekspresja zmutowanego KRAS w komoérkach macie-
rzystych wybrzuszenia pochewki mieszka wlosowe-
go, ale nie w komérkach macierzystych, prowadzila
do rozwoju brodawczakéw. Chociaz ekspresja KRAS
G12D sama w sobie nie byta wystarczajaca do wywo-
tania ztosliwej transformacji, potaczenie tego onkoge-
nu z utrata p53 w komérkach macierzystych wybrzu-
szenia pochewki spowodowalo rozwdj inwazyjnego
SCC; polaczenie to nie prowadzito do powstania no-
wotworu w przejSciowych, namnazajacych sie komér-
kach macierzystych. Dostepne sg réwniez dowody na
to, ze w odpowiedzi na zranienie skéry w regionie wy-
brzuszenia pochewki naskérka komérki pochodzace
ze szpiku kostnego moga osiedla¢ sie i réznicowaé sie
w kierunku komérek macierzystych keratynocytéw.>>
Komorki pochodzace ze szpiku kostnego cechuja sie
zdolnoscig transformacji zlosliwej przy utrzymuja-
cej sie stymulacji (np. przewleklym stanie zapalnym)
w ich nowym $rodowisku.>®3%57 Biorac pod uwage
réznice w komoérkach macierzystych naskérka i deter-
minantach nowotworzenia miedzy myszami a ludzmi,
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dalsze badania na temat znaczenia namnazajacych sie
komoérek nowotworu sg uzasadnione.

CECHY PATOFIZJOLOGICZNE CSCC
Protoonkogeny z rodziny Ras przekazujg sygnaly do-
tyczace wzrostu komorki i proliferacji przez zwigzane
z blong kinazy tyrozynowe receptoréw (receptor tyrosi-
ne kinase, RTK). Ras moze ulega¢ aktywacji przez am-
plifikacje genéw, mutacje aktywujace lub nadekspresje
RTK. Nieprawidtowa aktywacja Ras sprzyja kilku klu-
czowym cechom guza, takim jak mitogeneza, opornosé
na apoptoze, opornosé na leki oraz angiogeneza.*

Wykazano do$wiadczalnie, ze aktywacja samej on-
kogennego Ras jest niewystarczajaca do indukcji SCC
w ludzkich keratynocytach.>® Istotne jest natomiast
polaczenie nadekspresji Ras z pobudzeniem media-
tora CDK4 progresji cyklu komérkowego lub zmia-
ng aktywno$ci NF-xB, majaca na celu ominiecie fazy
spoczynku G1 po$redniczonej przez Ras i wywotanie
nowotworzenia w naskérku.!4 NF-xB jest istotne dla
zahamowania wzrostu keratynocytéw, blokada tego
szlaku wywotuje ¢SCC w doswiadczalnych modelach
mysich.5%%0 Hiperproliferacja naskérka wtérna do blo-
kady NF-xB wigzala sie z wyzszymi poziomami biatka
CDK4, co powodowalo powigzanie kontroli fazy G1/S
cyklu komérkowego z regulujacymi wzrost funkcjami
NF-xB.5® Wywotlane eksperymentalnie guzy przypomi-
naly ludzkie ¢SCC, wykazujac obnizenie E-kadheryny
i indukcje angiogennych i inwazyjnych czynnikéw ko-
mérkowych. 141545

W jednym z ostatnich badan z wykorzystaniem linii
komorkowej ludzkich keratynocytéw (HaCaT) wykaza-
no, ze kinaza Fyn jest efektorem onkogennego Ras.t!
W tych badaniach onkogenny Hras powodowat silng
indukcje mRNA Fyn, ale niezwigzanych kinaz Src lub
Yes.®! Fyn byla potrzebna do inwazji komérek i ich ru-
chliwosci, jak réwniez do aktywacji ogniskowej kinazy
adhezyjnej indukowanej Hras.®! Hras powoduje zwiek-
szenie mRNA Fyn przez mechanizm zalezny od Akt,
a poniewaz Fyn pobudza szlak PI3K/Akt, moze wzma-
gaé ekspresje przez mechanizm dodatniego sprze¢zenia
zwrotnego.2 Dane te sugeruja obecnos$é ciekawego
zwigzku biologicznego miedzy Ras i Fyn w nowotwo-
rach skéry, ktéry powinien byé¢ dalej zbadany i ktéry
méglby by¢ wykorzystany przez stosowanie miejscowe
drobnoczateczkowych inhibitoréw kinazy (SMKI) wy-
korzystywanych w leczeniu nowotworéw uktadowych
i majacych wlasciwosci fizyczne konieczne do pene-
tracji przez skore. Celem idealnego SMKI jest Fyn,
zwigzane kinazy tyrozynowe oraz kinazy szlaku Ras.
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Zahamowanie tych sygnaléw mogloby dziala¢ chemo-
ablacyjne na AK i ¢SCC. Jednym z potencjalnych kan-
dydat6éw jest dazatynib, ktérego masa czasteczkowa jest
mniejsza niz 500 daltonéw, a jego celem sg liczne kina-
zy tyrozynowe, w tym Fyn.62

Wykazano, ze kinazy tyrozynowe z rodziny SFK,
w tym Fyn, bedace regulatorami proliferacji komérek, in-
wazji i tworzenia przerzutéw, odgrywajg role w patoge-
nezie cSCC.2%61.63-65 Czasteczka Scrasm (Src-activating
and signalling molecule) jest substratem i negatywnym
regulatorem SFK.%¢:67 Scrasm zmniejsza prolifera-
cje keratynocytéw, promuje réznicowanie i negatyw-
nie reguluje sygnalizacje EGFR i SFK w pierwotnych
keratynocytach czlowieka.®®%® W badaniach immu-
nohistochemicznych wykazano, ze stezenie Srcasm
w ludzkich AK i ¢SCC jest zmniejszone w poréwna-
niu z przylegajacym niezmienionym naskoérkiem. 468
Zdolno$¢ Fyn do wywolywania nowotworzenia skéry
potwierdzono w mysim modelu K14-Fyn Y528F (opisa-
nym ponizej), w ktérym dochodzi do przednowotworo-
wych zmian przypominajacych AK i ¢cSCC migdzy 5-8
tygodniem zycia.2? W analizie tych zmian wykazano ak-
tywacje trzech proonkogennych szlakéw przekazywa-
nia sygnaléw: PDK-1/Akt/mTOR, MEK/ERK i STAT3.
Pobudzenie tych szlakéw wraz z wywotanym przez Fyn
zmniejszeniem p53 i Notchl jest silnym onkogennym
sygnatem mogacym spowodowaé samoistny rozwdj
guza nawet na podlozu C57BL/6 opornym na rozwdj
nowotworéw.2? Zwigkszajace sie stezenie Srcasm wraz
z transgenem K14-Srcasm catkowicie hamuje nowo-
tworzenie skéry wywotane Fyn. Znaczenie tych prze-
prowadzonych na myszach obserwacji in vivo potwier-
dzono przez odkrycie, ze u cztowieka ¢SCC cechuje sie
zwiekszonym stezeniem Fyn i aktywno$cig SFK wraz
ze zmniejszong aktywnodcig Srcasm w pordéwnaniu
z przylegla niezmieniong skéra.2? Dane te potwierdzaja
hipoteze, ze Srcasm dziata jako supresor guza w ludz-
kim cSCC i ze hamowanie SFK lub wzmacnianie dzia-
fania Srcasm moze byé potencjalng strategia terapeu-
tyczng w nowotworach skory.

W ostatnich badaniach wykazano, ze mRNA PKC-§
jest znaczgco zmniejszone w ludzkich ¢SCC w po-
réwnaniu z naskoérkiem, co sugeruje, ze zmniejszone
stezenie PKC-63 jest istotne w nowotworzeniu indu-
kowanym UVB.7? Fyn powoduje fosforylacje PKC-5,
a PKC-6 z kolei jest waznym regulatorem apoptozy
wywotanej UVB; istotne bedzie okreslenie, jak Fyn
i Srcasm regulujg fosforylacje PKC-68 i poziom bial-
ka/mRNA oraz jak to koreluje z apoptoza indukowang
UVB.71'72
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Szlak przekazywania sygnaléw Notch jest zaanga-
zowany zaréwno w rozwdéj prawidlowego naskérka,
jak i w patogeneze cSCC.”® Szlak Notch reguluje wiele
waznych proceséw komérkowych, wlaczajac utrzyma-
nie komoérek macierzystych, decyzje o losie komorek,
réznicowaniu, proliferacji i apoptozie.”* U sakéw wy-
stepujg cztery biatka Notch; Notch 1 ulega ekspresji
we wszystkich warstwach ludzkiego naskérka, pod-
czas gdy Notch 2 ulega ekspresji w warstwie podstaw-
nej naskoérka.”® Szlak przekazywania sygnatéw Notch
promuje réznicowanie keratynocytéw na drodze kilku
mechanizméw, w tym indukcje inhibitora cyklu ko-
mérkowego p21, wykazano, ze zmniejsza prolifera-
cje i zwieksza réznicowanie keratynocytéw zarodka
przez aktywacje kaspazy 3 i PKC-8.7> W kilku chirur-
gicznie usuni¢tych ludzkich ¢SCC ekspresja Notch 1
byla nizsza w poréwnaniu z grupg kontrolng bez
zmian skérnych.’® Notch 1 jest bezpoérednim celem
transkrypcyjnym p53 w ludzkich keratynocytach?¢
i biorac pod uwage czesto$¢ mutacji p53 na wcze-
snych etapach patogenezy AK i ¢SCC, spadek ekspre-
sji Notch 1 moze by¢ skutkiem modyfikacji biatka p53
w zmianach skérnych. Stezenie Notch 1 spada pod
wplywem EGFR i Fyn na drodze zahamowania trans-
krypcji p53 w mechanizmie, ktéry angazuje réwniez
c-Jun.282% 7 tego wzgledu skutkami onkogennymi
aktywacji EGFR i Fyn sg zmniejszenie ekspresji p53
i Notch 1. Wykazano, ze wykorzystany jako supresor
keratynocytéw Notch 1 hamuje szlaki sygnalowe Wnt
i Sonic hedgehog (Shh) odpowiedzialne za powstawa-
nia nowotworu u myszy pozbawionych Notch 1.7477
Utrata czynnego szlaku przekazywania sygnatéw Notch
1 w pierwotnych ludzkich keratynocytach oraz naskérku
myszy prowadzi do nieprawidlowej aktywacji -kateniny,
efektora szlaku sygnalowego Wnt. Natomiast ekspresja
dominujacej aktywnej postaci Notch 1 w keratynocy-
tach pierwotnych hamuje aktywacje za po$rednictwem
B-kateniny i zmniejsza stezenie p-kateniny w zmianach
typu SCC i BCC w mysich modelach chemicznie wywo-
lywanej kancerogenezy.”” Utrata Notch moze hamowaé
mechanizmy naprawcze DNA i szlaki proapoptotycz-
ne, uwrazliwiajac komérki na mutageny chemiczne.”’
RzeczywiScie, wstrzykniecie myszom pierwotnych ke-
ratynocytéw pozbawionych Notch 1, z ekspresja akty-
wowanego biatka Ras lub keratynocytéw wykazujacych
ekspresje Ras, leczonych inhibitorem szlaku sygnatowe-
go Notch powoduje tworzenie sie stabo zréznicowanych,
bardzo inwazyjnych ¢cSCC.7¢ Wyniki te wskazuja, ze pro-
onkogenne mutacje przy braku Notch 1 moga zwickszaé
potencjat ztosliwo$ci nowotworu.
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STAT3 nalezy do rodziny czynnikéw transkryp-
cyjnych modelujacych rézne geny docelowe zaanga-
zowane w apoptoze, angiogeneze i regulacje cyklu
komérkowego. Znaczenie STAT3 i nowotworzenia
indukowanego UVB oceniano wykorzystujac modele
myszy transgenicznych i pozbawionych genu, z kon-
stytutywnie aktywnym STAT3 ulegajacym ekspresji
w skorze (K5-Stat3C) lub bez ekspresji STAT3 w sko-
rze.”® Po ekspozycji na UVB, myszy K5-Stat3C rozwi-
jaly ¢SCC z wieksza czesto$cig i mnogoscig w poréw-
naniu z myszami z grupy kontrolnej.”® Brak STAT3
w naskérku chronit myszy przed nowotworzeniem
indukowanym przez UVB. Naskérek myszy K5-STAT3
charakteryzowal sie zwiekszong ekspresja mediatora
antyapoptotycznego Bcl-xl, a w konsekwencji keraty-
nocyty w tym modelu byty oporne na apoptoze indu-
kowang przez UVB.#” Diagram kluczowych zdarzen
sygnalowych promujacych tworzenie ¢SCC przedsta-
wiono na rycinie 3.

Mysie modele SCC

Zrozumienie nowotworéw czlowieka opiera sie na mo-
delach doswiadczalnych wykorzystywanych do bada-
nia inicjacji i progresji nowotworzenia, a jednocze$nie
jest przez te modele ograniczane. Myszy transgeniczne
i pozbawione wybranych genéw (knock-out) okazaty sie
przydatnymi modelami in vivo badania nowotworzenia
naskorkowego. Ekspresja transgeniczna kinaz ErbB2,
Src, Fyn i MEK-1 napedzana promotorami keratyny
w naskérku moze samoistnie spowodowa¢é raka skory,
prowadzac do rozwoju ¢SCC.2%646579 UJ myszy trans-
genicznych K14-Fyn Y528F wykazujacych ekspresje
pobudzonej postaci Fyn w naskérku rozwijaja ptaskie
zmiany przednowotworowe przypominajace AK u czto-
wieka, a nie brodawczaki, ktére sg obserwowane w kla-
sycznym dwustopniowym modelu kancerogenezy che-
micznej, ale nie w skérnych nowotworach cztowieka
indukowanych UVB.2° Badania te wskazujg na to, ze
pobudzenie szlaku EGFR/Fyn/Src/Erk jest kluczowe dla
tworzenia cSCC. Potwierdzeniem tej hipotezy moze by¢
fakt, ze myszy transgeniczne K14-ER:Ras z indukowa-
nym tamoksyfenem Hras G12V wykazujg hiperplazje
naskérkowg zalezng od Ras z upo$ledzonym réznico-
waniem przypominajagcym SCCIS.% Inne linie myszy
transgenicznych o zwiekszonej aktywnosci STAT3 réw-
niez wykazuja samoistng i indukowang UVB neoplazje
skéry prowadzaca do vSCC.”8

Chociaz myszy transgeniczne sg dobrym modelem in
vivo do badania tworzenia sie cSCC, r6znice w budowie
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skory miedzy myszami a ludZmi ograniczajg bezpos$red-
nig korelacje modeli mysich z chorobg cztowieka (ryc. 4).
Ponadto, istniejg réznice w przekazywaniu sygnaléw
w komorce i profilach czynno$ciowych onkogenéw
i genéw supresorowych guza miedzy myszami a ludz-
mi. Na przyklad cze$é transformacji Ras przebiega za
poérednictwem aktywacji Ral w komérkach ludzkich,
podczas gdy u myszy odbywa si¢ to za poSrednictwem
Raf.8! Dlatego korelacja obserwacji doswiadczalnych
z modeli mysich z tkankami ludzkimi jest kluczowa do
wykazania znaczenia u ludzi.

Niekodujace RNA w SCC

Oproécz mutacji w klasycznych genach kodujacych
biatka rozwdj i progresja SCC pozostaje prawdopo-
dobnie pod wplywem zmian w swoistych niekoduja-
cych transkryptach RNA, wiaczajac krétkie, o zblizo-
nej strukturze, okoto 22-nukleotydowe miRNA i dtugie
(200-nt do 100 kb) o strukturze zréznicowanej IncRNA.
Poniewaz ten aspekt jest badany od niedawna, brakuje
mechanistycznych szczeg6léw na temat roli tych cza-
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steczek w nowotworach skéry. Biorac pod uwage ich
wzrastajace znaczenie jako czynnikéw regulujacych za-
rowno gléwne szlaki zwigzane z nowotworami, takie
jak p53 w tkankach, jak i zwigzane z utrzymywaniem
sie¢ komérek macierzystych w naskérku,®3 jest prawdo-
podobne, ze beda one odgrywaé podobng role w ¢SCC.

Zgodnie z prawdopodobnym znaczeniem miRNA
w rozwoju c¢SCC guzy SCC sg zwigzane ze zwigkszo-
ng aktywnoscig Drosha, kluczowego elementu potrzeb-
nego do dojrzewania miRNA.8* Ponadto profil miRNA
w naskorku jest w SCC zmieniony, zar6wno nowotwor,
jak i keratynocyty eksponowane na UVA wykazuja
podwyzszone stezenie miR21.85 Mocne dowody prze-
mawiajg za znaczeniem miR21 jako onkomiru, ktéry
hamuje geny supresorowe guza w nowotworach na-
btonkowych.86:837 W guzach SCC réwniez stwierdza
sie mniejsze stezenie miR203,%5 antagonisty czynni-
ka transkrypcyjnego p63 niezbednego do proliferacji
i utrzymania naskérkowych komoérek macierzystych
i podwyzszonych w SCC.

MdM2 jest ujemnym regulatorem p53, a allel MdM?2
SNO309 G jest zwigzany z nieznacznie zwiekszonym
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Model Hodowla skoéry 2D Organotypowa Ksenograft in vivo Transgeniczne Eksplanty hodowli
hodowla skory modele mysie ludzkiej skory
Zalety tatwos¢ Bezposrednie Jedyna metoda Bezposrednia Pefna skoéra ludzka
zastosowania manipulacje badania tkanki inzynieria
i manipulacji genetyczne za pomocg  ludzkiej in vivo w 3D genetyczna
genetycznych lentiwirusow opracowana metodami Mozliwos¢ analizy
Doktadna inzynierii genetycznej  wielu genéw
architektonicznie Pozostafe zalety takie
matryca i zrab 3D same jak w hodowli
Replikacja komorka- organotypowe;j
ecm interakcja
i inwazja
Wady Brak cech tkanki 3D  Bez immunoregulacji Bez regulacji Skéra myszy Musi by¢
Bez immunoregulacji Bez krazenia, immunologicznej rézni sie od skory wykorzystana
Bez krazenia ograniczona dyfuzja Biologia myszy cztowieka w krétkim czasie
Podatne na dryft Trudne jednakowe
zwigzany z selekcjg manipulacje
genetyczne
Rycina 4. Analiza poré6wnawcza modeli stosowanych w badaniu cSCC. Wady i zalety powszechnie stosowanych modeli.

ryzykiem rozwoju cSCC.88 OdpowiedZ na zniszczenie
DNA wtlacza indukcje IncRNA, takich jak ncRNA zwia-
zane z p21 aktywowane uszkodzeniem DNA (p21 as-
sociated ncRNA DNA-damage, PANDA), ktére reguluje
zalezng od p53 transkrypcje genéw proapoptotycznych,
takich jak FAS.# Do tej pory nie jest jednak jasne, czy
PANDA lub inne IncRNA biorg udzial w odpowiedzi na
uszkodzenie DNA pod wptywem UVB posredniczone
przez p53. Obecnie brakuje wynikéw badan wigzacych
lub ustalajacych znaczenie IncRNA dla rozwoju ¢SCC,
chociaz ostatnie dowody wskazujg, ze co najmniej jeden
transkrypt, ktérego ekspresja zwigzana jest z gorszym
rokowaniem (HOTAIR), zwieksza inwazyjno$é¢ komo-
rek raka piersi.’® Poniewaz ponad 90% genomu ulega
transkrypcji, z czego wigkszo$¢ stanowig sekwencje
niekodujace, przyszte badania analizujgce transkrypty
moga wykry¢ swoiste IncRNA zwigzane z SCC, z pew-
nymi swoistymi sekwencjami lub motywami struktural-
nymi odgrywajacymi istotng role w powstawaniu no-
wotworu.

SCC wywotane lekami

Jest wiele sytuacji klinicznych, w ktérych zwiekszo-
ne tworzenie cSCC wigze sie z chorobami i stosowa-
niem lekéw. Zrozumienie dzialan biologicznych tych
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lek6w na skére daje nowy wglad w biologie ludzkiego
SCC in vivo.

PACJENCI PO PRZESZCZEPIENIU NARZADOW

Populacja szczegblnie wysokiego ryzyka rozwoju ¢SCC
sg pacjenci po przeszczepieniu narzadéw. Leczenie im-
munosupresyjne jest kluczowe w zapobieganiu odrzu-
cania przeszczepu, ale moze predysponowaé¢ do wielu
dzialan niepozadanych, wiaczajac zakazenia skoéry,
nowotwory i nie tylko.”! ¢SCC jest najczestszym no-
wotworem u pacjentéw po przeszczepieniu narzadéw,
a jego ryzyko wzrasta 60-100-krotnie w tej populacji
chorych w poréwnaniu z osobami bez uposledzonej
odpornosci.’>?3 Dwoma podstawowymi lekami sto-
sowanymi w immunosupresji w tej grupie chorych sg
azatiopryna, inhibitor syntezy puryn oraz cyklospory-
na, inhibitor kalcyneuryny. Wykazano, ze azatiopry-
na zwieksza wrazliwo$¢ na UVA.”* W odréznieniu od
UVB energia wysylana przez $wiatto UVA zwykle nie
jest wystarczajgca do spowodowania bezposredniego
uszkodzenia DNA.?3 Promieniowanie UVA moze jed-
nak bezposrednio uszkadzaé DNA przez stres oksyda-
cyjny, wykazano, ze azatiopryna nasila powstawanie
reaktywnych form tlenu spowodowanych uszkodze-
niem DNA.?* Cyklosporyna i inne inhibitory kalcy-
neuryny niezaleznie od swojego dzialania na uktad
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immunologiczny gospodarza promujg tworzenie si¢
nowotworu.’39>% Cyklosporyna powoduje pobudzenie
wzrostu guza u myszy ze SCID, u ktérych nie wyste-
puje odpowiedz immunologiczna typu komérkowego.?®
Dodatkowo, w przeprowadzonym niedawno badaniu
wykazano, ze cyklosporyna moze wplywaé¢ na tworze-
nie sie SCC u 0s6b po przeszczepach narzadéw, przez
przeciwdzialanie starzeniu sie komérek, zaleznemu od
p53.%> Poza immunosupresjg farmakologiczng réwniez
inne elementy wptywajace rozwdéj guza, takie jak uszko-
dzenie DNA indukowane UV, wirusy brodawczka ludz-
kiego czy interakcje guz-zrab, okazaly si¢ braé udziat
w rozwoju zmian u biorcéw przeszczepow.?%93

Worykonazol jest triazolem drugiej generacji, le-
kiem przeciwgrzybiczym szeroko stosowanym w lecze-
niu aspergillozy inwazyjnej i kandydozy, szczegélnie
u 0séb z uposledzeniem odpornosci. Od czas dopusz-
czenia leku przez FDA w 2002 roku, przewlekta terapia
worykonazolem wigzata si¢ ze zwigkszonym ryzykiem
inwazyjnego ¢cSCC u pacjentéw z immunosupresja,
wlaczajac biorcéw narzadéw wewnetrznych lub szpi-
ku, pacjentéw z zakazeniem HIV lub przewlekla cho-
robg ziarniniakowa.?” Ostatnio przeprowadzone bada-
nie kliniczno-kontrolne wykazato, ze worykonazol jest
niezaleznym czynnikiem ryzyka rozwoju ¢SCC u oséb
po przeszczepie pluca.’® Mechanizm kancerogenezy
indukowanej worykonazolem nie jest znany, ale ekspo-
zycja na UV ma najprawdopodobniej znaczenie, szcze-
gblnie biorgc pod uwage, ze u pacjentéw stwierdza
sie powodowang lekiem nadwrazliwoéé na $wiatlo.7
Worykonazol nie pochtania $wiatla w zakresie UV, ale
jego pierwotny metabolit N-tlenek worykonazolu moze
absorbowa¢ promieniowanie UVA i UVB. Lek jest me-
tabolizowany do formy N-tlenku przez enzymy cyto-
chromu p450 umiejscowione w watrobie i nablonku
jelita. Keratynocyty réwniez wykazuja ekspresje wielu
enzyméw cytochromu p450, co zwigksza prawdopo-
dobienstwo bezposredniej oksydacji worykonazolu
mediowanej keratynocytami.?® Szlaki przekazywania
sygnaléw pobudzane przez worykonazol i jego meta-
bolit sg obecnie przedmiotem badan. U oséb przewle-
kle stosujgcych worykonazol zalecane jest regularne
badanie skéry oraz stosowanie filtréw przeciwsltonecz-
nych.

METODY | MOZLIWOSCI TERAPEUTYCZNE

Obecne metody leczenia AK to leczenie miejscowe lub
zniszczenie zmiany. NajczeSciej stosowanymi lekami
miejscowymi do leczenia AK sg fluorouracyl, imikwi-
mod i diklofenak. Fluorouracyl jest chemioterapeu-
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tykiem hamujacym synteze zaréwno RNA, jak i DNA,
ktérego celem sg komérki dzielace sie — odsetek tych
komérek w AK jest wiekszy w poréwnaniu z przylega-
jacym naskoérkiem.!00.101 Fluorouracyl powoduje istot-
ne dzialania niepozadane, do ktérych nalezy nasilony
stan zapalny, owrzodzenia, a nawet bliznowacenie.
Jego stosowanie wigze si¢ z wyraznie gorsza jakoScia
zycia pacjentéw,!02 dlatego ma wiele wad jako lek miej-
scowy pierwszego rzutu.

Imikwimod, agonista TLR7, dziala przez mechanizm
immunologiczny wywotujacy stan zapalny prowadzacy
do eliminacji AK. Stan zapalny przypomina w swoim
nasileniu i na poziomie molekularnym tuszczyce i jest
zwigzany z wywolywaniem reakcji autoimmunologicz-
nych, takich jak lysienie plackowate i bielactwo.!03
Innym lekiem miejscowym czesto stosowanym w le-
czeniu AK jest diklofenak, miejscowy niesteroidowy lek
przeciwzapalny o niejasnym mechanizmie dzialania
na AK. W ostatnio przeprowadzonych badaniach doty-
czacych diklofenaku i imikwimodu stwierdzono stabe
dziatanie terapeutyczne z niskimi wskaznikami ust¢po-
wania zmian i istotnym podraznieniem.!%* Najczesciej
stosowane w AK leki miejscowe cechuja sie istotny-
mi wadami, wlaczajac podraznienie, obnizong jako$é
zycia oraz ograniczong skuteczno$é. Uzyskane wyniki
wskazuja na potencjalne korzysci opracowania leczenia
miejscowego ukierunkowanego na patofizjologie AK
bez wywotywania podraznienia skoéry.

Ostatnie innowacje byly zwigzane ze stosowaniem
malych czasteczek korygujacych deficyty sygnatowe
w nowotworach. Podawanie ogdlne malych czasteczek
wzmagajacych dziatanie p53, takich jak CP-31398,
moze hamowaé indukowang UVB kancerogeneze
u myszy (ryc. 5).105 Imatynib (Gleevec) i zwigzki po-
krewne okazaly sie przydatne w leczeniu nowotworéw
zwigzanych ze zwigkszong aktywno$cig kinazy tyrozy-
nowej, w tym przewlektej biataczki szpikowej i guzéw
podscieliska przewodu pokarmowego z mutacja c-kit
(ryc. 5).106-109 Jak wspomniano wczesniej, ogélne stoso-
wanie matych czasteczek ukierunkowanych na kinazy
napedzajace nowotwoér lub aktywujgce antyonkogenne
szlaki przekazywania sygnaléw moze by¢ wykorzystane
w terapii AK i ¢SCC; Pierwszym krokiem jest identy-
fikacja przenikajacych przez skére malych czasteczek,
ktérych celem bytyby szlaki istotne dla tworzenia si¢
zmian. Dobrymi narzedziami przesiewowymi w iden-
tyfikacji potencjalnych lekéw miejscowych w leczeniu
AK i ¢SCC sg oméwione w tym artykule mysie modele
raka skory i przeszczep ksenogeniczny ludzkiej skory
opracowanej metodami inzynierii genetycznej.
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Zmieniona nowotworowo komoérka ulega nie-

kontrolowanym podzialom i staje sie niewrazli-

wa na sygnaly, co powoduje stopniowy rozrost
guza w tkance macierzystej i niszczenie otaczaja-
cych struktur. Proces prowadzacy do powstania no-
wotworu nosi nazwe procesu nowotworzenia albo
kancerogenezy. Artykul opisuje szczegétowo zmiany
zachodzace w keratynocycie, doprowadzajace do
transformacji nowotworowej. Dla pelnego zrozumie-
nia tych skomplikowanych przemian warto przypo-
mnieé najwazniejsze jego etapy.

Kancerogeneza to proces dtugotrwaly, wigzacy
si¢ ze zmianami genetycznymi i epigenetycznymi
w komoérce, w rezultacie czego zmienia si¢ ekspresja
gendéw zaangazowanych w regulacje cyklu komérko-
wego: protoonkogenéw, genéw supresorowych lub
gen6éw mutatorowych. Komérka nowotworowa jest
niewrazliwa na sygnaly kierujace ja na droge samo-
béjczej Smierci.

W procesie kancerogenezy wyréznia sie trzy zasad-
nicze etapy: inicjacje, promocje¢ i progresje. Inicjacja to
wystgpienie pierwszej nieodwracalnej mutacji. W dru-
gim etapie dochodzi do nagromadzenia zmian gene-
tycznych i epigenetycznych doprowadzajacych do kon-
wersji komérki zmutowanej w nowotworows, ktéra
dalej ulega niekontrolowanym podzialom, co moze
trwaé wiele lat. Podczas progresji nowotwér rozwija
sie, nabiera zdolnosci do naciekania tkanek i tworzenia
przerzutéw. Wyrdznia sie takze niekiedy etap preinicja-
cji, okreslajacy ekspozycje na czynniki kancerogenne.
Najwazniejszym kancerogenem zwigzanym z rozwojem
raka kolczystokomérkowego skory jest promieniowa-
nie ultrafioletowe. Ekspozycja na czynnik kancerogen-
ny moze jednak trwaé przez cale zycie i nie prowadzi¢
do powstania nowotworu. Zwieckszona podatnos$¢ nie-
ktérych komoérek na dzialanie kancerogenéw wigze
sie z wystepowaniem niestabilno$ci genetycznej, ktéra

moze ujawniaé sie jako niestabilno$¢ chromosomalna,
czyli nagromadzenie aberracji liczbowych i struktural-
nych chromosoméw. Zmiana dlugosci alleli powstata
w wyniku zwigkszenia badZ zmniejszenia liczby powté-
rzen nukleotydowych okreslana jest jako niestabilnosé
mikrosatelitarna, ktérej wynikiem jest powstanie krét-
kich sekwencji tandemowych, réwnomiernie roztozo-
nych, o nie do korica poznanej roli. Za pomocg analiz
wybranych sekwencji mikrosatelitarnych mozna ozna-
czyé utrate heterozygotycznosci, okreslajacg utrate
dwoch alleli tego samego genu, co moze wystgpi¢ na
kazdym etapie rozwoju nowotworu.

Zmiany w ekspresji genéw niezwigzane bezpo-
$rednio z sekwencja DNA okreslane sg jako niestabil-
no$¢ epigenetyczna i w przypadku nowotworéw po-
jecie to dotyczy genéw odpowiedzialnych za procesy
réznicowania i proliferacji komérek, regulacje cyklu
komoérkowego, naprawe DNA, aktywno$é czynnikéw
wzrostu i apoptoze.

Kluczowg role w procesie nowotworzenia odgry-
wajg onkogeny; geny, ktére ulegajac ekspresji powo-
dujg przeksztalcenie sie zdrowej komérki w nowo-
tworowa. Prawidlowe wersje onkogenéw nazywa sie
protoonkogenami. Ich aktywacja zachodzi przez mu-
tacje lub amplifikacje, przy czym mutacje protoonko-
gen6éw maja charakter dominujacy. Onkogeny okresla-
ne sg trzycyfrowymi kodami i wyréznia sie onkogeny
zwigzane z czynnikami wzrostu (sis, fms, ras) oraz on-
kogeny jadrowe, kodujace czynniki transkrypcyjne, re-
gulujgce ekspresje innych genéw (myc, jun, fos, erbA).

Geny mutatorowe odpowiadajg za utrzymanie
integralnosci DNA 1 biorg udzial w procesach na-
prawczych uszkodzonego materialu genetycznego.
Mutacje genéw mutatorowych prowadzg do mikro-
satelitarnej niestabilnosci genomu i warunkujg zwiek-
szong predyspozycje do nowotworzenia. W prawidto-
wych komoérkach geny supresorowe transformacji
nowotworowej funkcjonuja jako ujemne regulatory
cyklu komérkowego. Wtasciwosci onkogennych na-
bierajg w wyniku mutacji powodujacych utrate ich
prawidtowej funkcji.

Wiasciwosci gendéw supresorowych wykazuje gen
p53, ktéry chroni komérke przed uszkodzeniami pro-
wadzacymi do transformacji nowotworowej. Mutacje
genu p53 obserwuje sic w okolo 50% nowotwordéw
cztowieka, w tym w raku kolczystokomérkowym skory.
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