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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Teoria istnienia nowotworowych komoérek macierzystych (cancer stem cells — CSC) zyskuje co-
raz wigksze znaczenie w Swiecie medycyny. Liczne dowody badan in vivo oraz in vitro wska-
zuja, ze to wilasnie populacja niezréznicowanych, samoodnawiajacych si¢ komérek w guzie no-
wotworowym jest odpowiedzialna za odtwarzanie choroby i przerzutowanie. CSC, podobnie jak
zwykte komoérki macierzyste, funkcjonuja w otoczeniu innych komérek organizmu, tzw. niszy,
skad czerpia sygnaty do réznicowania i proliferacji. Zaburzenia w szlakach sygnatlowych mig-
dzy CSC a nisza, wynikajace m.in. z nabytych mutacji onkogennych, moga prowadzi¢ do nie-
kontrolowanych podziatéw komérek macierzystych, ich uniezaleznienia od pierwotnej niszy lub
zasiedlenia nowego mikrosrodowiska. CSC identyfikowane sa na podstawie ekspresji swoistych
markeréw — biatek btonowych lub enzyméw komérkowych. Do izolowania wykorzystuje si¢ naj-
czesciej metody oparte na pomiarze fluorescencji barwnika (uzyskiwanie populacji pobocznej,
SP) lub tez fluorescencji fluoroforu zwiazanego z przeciwciatem monoklonalnym skierowanym
przeciwko okreslonemu markerowi CSC. Inna metoda jest uzyskiwanie zré6znicowanych morfo-
logicznie klonéw z pojedynczej komorki: holo-, mero- lub paraklonéw. Standardowym testem in
vivo potwierdzajacym macierzysty charakter wyizolowanych komdérek jest tworzenie przez nie
guzéw w myszach NOD/SCID. Model ten moze jednak w pelni nie odzwierciedla¢ ztozonosci
chor6éb nowotworowych u ludzi. Rozwiazanie zagadki procesu onkogenezy, w tym istnienia no-
wotworowych komérek macierzystych, bez watpienia stanowi jeden z priorytetow wspétczesnej
medycyny, ktéry powinien si¢ przyczyni¢ do udoskonalenia standardowe;j terapii onkologiczne;j.

nowotwory ¢ komorki macierzyste ¢ onkogeneza * terapia przeciwnowotworowa ¢ markery
nowotworowych komérek macierzystych

Summary

Cancer stem cell theory gains increasingly greater significance in the world of medicine. Numerous
findings of scientific research in vivo and in vitro indicate that it is the population of undifferen-
tiated, self-renewing cells which is responsible for recurrence of cancer and metastasis. Similarly
to normal stem cells, cancer stem cells (CSC) function in the environment of the other cells of
the organism, called the niche, where they receive signals for differentiation and proliferation
processes. Disorders in the signaling pathways between CSC and the niche that result from e.g.
acquired oncogenic mutations may lead to uncontrolled proliferation of stem cells, gaining inde-
pendence from the primary niche or settling a new microenvironment. CSC are identified on the
basis of specific markers — membrane proteins or cell enzymes. Methods based on the measure-
ment of dye fluorescence (obtaining side population, SP) or fluorescence of the fluorophore con-
jugated with a monoclonal antibody directed against the specific CSC marker are used for iso-
lation. A different method obtains morphologically miscellaneous clones by single cell cloning:
holo-, mero- and paraclones. Tumor forming assay in NOD/SCID mice is a standard in vivo test
that confirms the stem character of isolated cells. However, this model may not fully reflect the
complexity of cancer illnesses in human beings. Solving the mystery of oncogenesis, including
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the existence of cancer stem cells, is undoubtedly one of the priorities of contemporary medici-
ne that should contribute to the improvement of cancer therapy.
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1. Czym sA KOMORKI MACIERZYSTE?

Komérki macierzyste sa niewyspecjalizowanymi komorka-
mi zdolnymi do réznicowania w wiele odmiennych typéw
komérek tworzacych tkanki i organy. Proces ich tworzenia
rozpoczyna si¢ juz podczas wczesnego etapu rozwoju za-
rodka, po zaptodnieniu. Komérki wezta zarodkowego oraz
pierwotnej ektodermy w blastocyscie moga si¢ réznicowaé
do kazdego typu komorek; nazywane sa totipotencjalny-
mi. Pierwotne komérki zarodkowe nazywane takze em-
brionalnymi (embrionic stem cells — EMS) to oddzielone
od komérek trofoblastu linie komérek zarodkowych o pet-
nym potencjale rozwojowym charakterystycznym dla da-
nego wezta zarodkowego. Dzigki swoim niezwyklym wta-
Sciwosciom sa czgsto wykorzystywane w modyfikacjach
transgenicznych i do uzyskiwania organizméw o ocze-
kiwanym genotypie. Na dalszym etapie rozwoju zarod-
ka nastepuje podzial na lini¢ komoérek ptciowych oraz so-
matycznych (pluripotencjalnych) [6]. Pula somatycznych
komoérek macierzystych - zdolnych do samoodnawiania
i nieskonczonej proliferacji — wystgpujaca we wszystkich
tkankach dojrzatego organizmu pelni rolg swoistego sys-
temu naprawczego, umozliwiajac zastgpienie martwych
komérek nowymi [37].

Terapie oparte na wykorzystaniu ludzkich komérek ma-
cierzystych hodowanych in vitro sa wielka nadzieja wie-
lu gatezi medycyny, m.in. regeneracyjnej, transplantologii
czy onkologii. Jednym z powszechnych schorzen, z ktérym
skutecznie si¢ walczy za pomoca transplantacji embrional-
nych komérek macierzystych jest cukrzyca — uwazana tez
za nieinfekcyjna epidemi¢ XXI wieku [37]. Wszczepione
do miazszu trzustki komoérki macierzyste majq za zadanie

zastapic uszkodzone komorki beta, zdolne do wydzielania
insuliny [11]. Réwniez w schorzeniach neurodegeneracyj-
nych, takich jak choroba Alzheimera czy Parkinsona lecze-
nie z wykorzystaniem komorek macierzystych pozwolito
na zahamowanie lub spowolnienie degeneracji mézgowia
u wigkszosci pacjentéw [21]. Podanie komérek macierzy-
stych moze by¢ nieocenione w odnowie i budowaniu im-
munokompetencji pacjenta w chorobie AIDS, poniewaz
spowalnia progresj¢ choroby oraz zmniejsza prawdopo-
dobienistwo wystapienia charakterystycznych powiktan
[26,28]. Nowatorskie terapie oparte na transplantacji ko-
morek macierzystych moga by¢ réwniez pomocne w od-
budowie elementéw morfotycznych krwi podczas che-
mioterapii stosowanej w chorobach nowotworowych, co
moze zapewni¢ bardziej efektywne leczenie oraz zmniej-
szy¢ dzialania niepozadane [32].

2. NowoTWOROWE KOMORKI MACIERZYSTE

Istnienie nowotworowych komérek macierzystych (can-
cer stem cells — CSC), thumaczace zjawisko heterogenno-
Sci w obrebie nowotworéw, podejrzewano juz ponad 40 lat
temu, jednakze 6wczesna nauka nie dysponowata wystar-
czajacymi narzedziami i technikami molekularnymi, aby
mozna bylo przeprowadzi¢ bardziej szczegdétowe badania.
Najwigcej dowodéw potwierdzajacych powyzsza hipote-
z¢ pochodzi z badan nad chorobami krwi, np. chronicz-
na biataczka szpikowa (acute myeloid leukemia — AML).
W chorobie tej dochodzi do zaburzenia procesu hemato-
poezy, co w konsekwencji przyczynia si¢ do akumulacji
niedojrzatych komérek niezdolnych do dalszego rézni-
cowania. Doktadne §ledzenie aberracji hematopoezy jest
mozliwe przez wprowadzenie ilo§ciowych testéw pomiaru
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Ryc. 1. CSCw niszach; udziat niszy w przerzutowaniu
komérek (wg [7] zmodyfikowano); 1 —
(SC o charakterze macierzystym, 2 —
odréznicowywanie komdrek prawidtowych
do nowotworowych CSC, 3 — przemiana
komérek nabtonka w mezenchymy (epithelial
to mesenchymal transition — EMT)

klonogennosci komérek biataczki. Wykazaty one, ze tyl-
ko cze$¢ komérek nowotworowych jest zdolna do prolife-
racji in vivo oraz in vitro [39].

Obecnie dysponujemy coraz wigksza liczba dowodéw na
istnienie pewnej puli komoérek, takze w przypadkach gu-
z6w litych (np. guzéw piersi czy mézgu), ktére maja cha-
rakter komoérek macierzystych zdolnych do samoodnawia-
nia [1,14]. Za nowotworowe komodrki macierzyste uznaje
si¢ populacj¢ niezr6znicowanych komérek, ktére moga zo-
sta¢ wyizolowane na podstawie ekspresji okreslonej cza-
steczki lub kombinacji czasteczek nazywanych markerami.
Komérki te wykazuja zwigkszona zdolnosé do onkogenezy
w poréwnaniu do zwyklej komérki nowotworowej, powo-
duja utworzenie guza nowotworowego u laboratoryjnych
myszy o obnizonej odpornosci (severe combined immuno-
deficiency — SCID), a takze moga by¢ odpowiedzialne za
przerzutowanie [3]. Zwykle komdrki nowotworowe maja
bardzo ograniczong lub nawet brak mozliwosci samood-
nawiania, co sugeruje, ze to wlasnie populacja nowotworo-
wych komoérek macierzystych moze by¢ odpowiedzialna za
wzrost i rozprzestrzenianie si¢ nowotworu. Ta rewolucyj-
na teoria rzuca zupetnie nowe §wiatto na diagnoze i sku-
teczne leczenie choréb nowotworowych.

3. NowoTWOROWE | ZWYKLE KOMORKI MACIERZYSTE
~ PODOBIENSTWA | ROZNICE

Nowotworowe komdrki macierzyste maja bardzo wiele wta-
Sciwosci prawidlowych komérek macierzystych, gtéwnie
unikalne zdolnos$ci samoodnawiania, proliferacji, réznico-
wania i multipotencji. Udowodniono, ze jednym z czyn-
nikéw bezposrednio wptywajacych na podtrzymywanie
puli komoérek macierzystych jest specjalne mikrosrodowi-
sko, nazywane nisza [36]. Jest ona odpowiedzialna m.in.
za to czy komorka ,,wybierze” droge samoodnawiania,
czy tez r6znicowania do innego typu komorki, np. w celu
gojenia rany czy ubytku zdrowych komérek danej tkan-
ki. Budowa niszy jest ztozona — sktada si¢ z komoérek me-
zenchymalnych, uktadu immunologicznego, sieci naczyn
krwiono$nych, czynnikéw rozpuszczalnych, a takze kom-
ponentéw macierzy pozakomoérkowej [7]. Do utrzymania
swoich wtasciwosci i1 zdolnosci odnowy komérki macie-
rzyste potrzebuja sygnatléw od komorek niszy, w ktdrej wy-
stgpuja. Uwalniane zwiazki sygnatowe moga aktywowac

szlaki decydujace o dalszym losie komorki macierzyste;j.
Komorki te moga miec¢ takze fizyczny wplyw na podziat
komérki macierzystej. Podczas podziatu mitotycznego ko-
morka dzieli si¢ na dwie komoérki potomne, z czego jedna
dziedziczy przytaczenie do innych komérek niszy, nato-
miast druga aktywuje ekspresje genéw odpowiedzialnych
za szlaki réznicowania. W wyniku tego, w obrgbie niszy
— w niewielkiej odlegtosci od siebie — moga egzystowad
komorki zdolne do samoodnawiania oraz réznicujace si¢
[41]. Wynika to z niesymetrycznego podziatu komoérek
macierzystych: jedna z komoérek potomnych odbudowuje
rezerw¢ komoérek macierzystych, podczas gdy druga roz-
poczyna proces réznicowania [30]. Nisza jest rowniez od-
powiedzialna za zabezpieczanie przed niekontrolowanym
rozprzestrzenieniem komoérek macierzystych w organizmie
[10]. Nowotworowe komoérki macierzyste prawdopodob-
nie podlegaja podobnej regulacji w swoim mikrootoczeniu.
Wykazano, ze CSC nowotworu jelita grubego, aby zacho-
wac sprawny szlak sygnatowy Wnt (odpowiedzialny m.in.
za réznicowanie i proliferacj¢), wymagaja jednoczesnie sty-
mulacji przez czynnik wzrostu hepatocytéw (hepatocyte
growth factor - HGF) wydzielany przez komérki mezen-
chymalne. Potwierdza to wptyw komoérek obecnych w lo-
kalnym otoczeniu guza na zachowanie zdolnosci onkoge-
nezy przez komorki nowotworowe. Nisze CSC potozone
sq zazwyczaj w obrebie naczyn krwionosnych, co umozli-
wia péZniejsze przerzutowanie komérek nowotworowych.
Mikrootoczenie moze utrzymywac CSC nie tylko w stanie
komérek macierzystych (ryc. 1, pkt. 1), ale takze wptywac
bezposrednio na odréznicowywanie komérek prawidtowych
do nowotworowych CSC (ryc. 1, pkt. 2) oraz indukowac
przemiang komoérek nabtonka w mezenchymy (epithelial
to mesenchymal transition — EMT), co prowadzi do p6z-
niejszego przerzutowania (ryc.l, pkt. 3) [7]. Podejrzewa
sig, ze osiedlenie komdrek przerzutujacych do innych or-
ganéw moze by¢ poprzedzone utworzeniem nowej, pier-
wotnej niszy w miejscu przerzutu, ktéra umozliwia inicja-
cj¢ i rozrost wtérnych guzéw w innych tkankach.

Szczegbtowa rola niszy w kontroli i regulacji funkcji no-
wotworowych komérek macierzystych jest jednak wciaz
niewyjasniona [12].

Wiadomo, ze geny odpowiedzialne za kierowanie ko-
morki na droge samoodnawiania, a nie réznicowania, sa
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potencjalnymi onkogenami. Przyktadem moze by¢ gen Bmil,
pelniacy wazna rolg w syntezie czynnikéw transkrypceyj-
nych i represji epigenetycznej. Udowodniono, ze prawidlo-
we komorki macierzyste neuronéw moga zachowacé swoja
odrebnosé i zdolnosci do samoodnawiania jedynie wtedy,
gdy Bmil powoduje represj¢ genéw odpowiedzialnych za
promocje¢ réznicowania lub §mierci komérki [18]. W ten
sam sposéb guzy moga by¢ utrzymywane przez populacje
komérek nowotworowych o wtasciwosciach komérek ma-
cierzystych zdolnych do samoodnowy. W badaniach prze-
prowadzanych na mysim modelu biataczki wykazano, ze
obecnos¢ genu Bmil jest niezbedna do utrzymania i pro-
liferacji puli CSC. Natomiast w przypadku jego braku ko-
morki nie sa zdolne do samoodnawiania i ostatecznie ich
proliferacja zanika [27].

Reasumujac, CSC moga podlegac regulacji tymi samymi
szlakami molekularnymi jak prawidtowe komérki macie-
rzyste, co niewatpliwie moze si¢ przyczyni¢ do nieskutecz-
nej terapii przeciwnowotworowej.

Ré6znica migdzy CSC a zwyklymi komérkami macierzy-
stymi jest czgstos¢ ich wystgpowania. Inaczej niz zwykle
komorki macierzyste, obecne w tkance w bardzo matych
ilosciach, CSC stanowia dos¢ znaczna populacje komo-
rek nowotworowych. Oszacowano, ze w guzie piersi, do-
mniemane nowotworowe komoérki macierzyste o fenotypie
CD24-/CD44" stanowia 12-60% wszystkich komérek no-
wotworowych, natomiast w guzie jelita grubego o fenoty-
pie CD133*3,8-24,6% [1,19]. Niemniej znane sa réwniez
doniesienia, ze w przypadku nowotworéw stabo zrézni-
cowanych, nowotworowe komodrki macierzyste stanowia
wigkszos$¢ komorek guza [23].

Poniewaz komérki nowotworowe — zaleznie od sprzyja-
jacych warunkéw — moga ewoluowacd, to te o charakterze
zjadliwym oraz mato zréznicowanym beda wykazywacd
wzrostowa przewage nad innymi komdérkami nowotwo-
ru i beda przewazaé w obregbie guza. Stad tez w proce-
sie progresji nowotworu granica mi¢dzy nowotworowy-
mi komérkami macierzystymi a reszta komoérek moze sig
zaciera¢, a nawet zanika¢. Wspoétczesna nauka nie dyspo-
nuje uniwersalnym markerem CSC. Potwierdzono to wie-
lokrotnie, na przyktad w badaniach nad nowotworowymi
komérkami macierzystymi glejaka, ktore wykazuja tak fe-
notyp CD133*, jak i CD133", zaleznie od analizowanej czg-
Sci guza [5]. Podobna genetyczng dywergencj¢ wykazano
dla macierzystych komoérek nowotworu piersi o fenotypie
CD247/CD44+1 CD24*/CD44". Dane te moga wskazywac
zaréwno na znany fakt genetycznej heterogennosci nowo-
tworéw, jak i istnienie ciagtej selekcji najlepiej przystoso-
wanych do danego Srodowiska komérek [34].

4. NowoTWOROWE KOMORKI MACIERZYSTE A PROCES
NOWOTWORZENIA

Powszechnie uwaza sig, ze onkogeneza jest inicjowa-
na w zdrowych komérkach macierzystych danej tkanki
lub tez komérkach progenitorowych, powstatych z komé-
rek macierzystych. Istniejace w nich gotowe mechanizmy
samoodnawiania zapewniaja im dlugowiecznos¢ w da-
nej niszy. Co wigcej, komoérka bedaca czgscia stale odna-
wiajacej si¢ populacji, po oddzieleniu od niszy, moze si¢
sta¢ poczatkiem guza nowotworowego. Hipoteza inicjacji

nowotworzenia z komoérek macierzystych znalazta eks-
perymentalne potwierdzenie w przypadku takich nowo-
twordw, jak chroniczna biataczka szpikowa czy migsak
Ewinga. Odkryto jednak, ze bialaczki moga si¢ rozwijac
rowniez z bardziej zréznicowanych komoérek progenitoro-
wych, ktére na nowo nabyly zdolnosci samoodnawiania.
Wysunigto hipotezg o mozliwosci istnienia alternatywne-
go modelu powstawania CSC, pochodzacych od komérek
bardziej zr6znicowanych [2].

W zdrowym organizmie prawidlowe komoérki macierzyste
pozostaja w Scistej zaleznosci od swojego otoczenia ztozo-
nego z innych komorek, tworzacych tzw. nisze. Zazwyczaj
komorki niszy reguluja szlaki metaboliczne komérek ma-
cierzystych i niejako zabezpieczajq przed ich niekontro-
lowanym wzrostem. Istnieja jednak drogi, na ktérych na-
turalne bariery moga zosta¢ przetamane i rozpocznie sig
proces nowotworzenia [12]:

* Ekspansja komoérek niszy

Mutacje onkogenne nagromadzone w komérkach niszy
lub bezposrednio w samych komoérkach macierzystych
przyczyniaja si¢ do zwigkszenia populacji komoérek niszy.
Stymuluje to réwniez wzrost nieprawidtowych, nowotwo-
rowych komérek macierzystych.

e Zasiedlenie nowej niszy

CSC z mutacjami onkogennymi uzyskuja zdolnos¢ zasiedle-
nia odmiennego Srodowiska, co prowadzi do inwazji lokal-
nych tkanek i tworzenia przerzutéw, przy czym nowa nisza
dostarcza im sygnatéw niezbgdnych do samoodnawiania.

* Uniezaleznienie od niszy

Genetyczne zmiany w CSC uniezalezniajq je od pierwotne-
go mikrosrodowiska i pozwalaja na autonomiczne podzia-
ly oraz samoodnawianie. Takie uniezaleznienie od wtasnej
niszy jest prawdopodobnie przyczyna zeztosliwiania pier-
wotnie tagodnych zmian nowotworowych.

e Zaburzenia w procesie réznicowania
Mutacje w czesciowo juz zréznicowanej komédrce proge-
nitorowej powoduja, ze nabywa ona wlasciwosci komorki

macierzystej i samoodnawiania.

5. IDENTYFIKACJA NOWOTWOROWYCH KOMOREK MACIERZYSTYCH

5.1 Markery nowotworowych komérek macierzystych

Nowotworowe komorki macierzyste sa bardzo czgsto pro-
spektywnie izolowane na podstawie ekspresji okreslo-
nych markeréw. Najczgsciej sa to czasteczki wystgpujace
na powierzchni komérek nalezace do grupy CD (cluster
of differentiation), jak cho¢by popularny marker CD133.
Analizie poddawane sa takze st¢zenia enzymdéw cytopro-
tekcyjnych, np. dehydrogenazy aldehydowej ALDH lub
poziom ekspresji transporteréw z grupy ABC, pelniacych
gtéwna role w opornosci wielolekowej [17]. Jak dotad nie
znaleziono uniwersalnego markera, na podstawie obec-
nosci ktérego mozna byloby zidentyfikowaé CSC kazde-
go nowotworu (tabela 1) [2].
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Tabela 1. Gtdwne markery definiujace ludzkie nowotworowe komérki macierzyste

Marker Przyktady nowotworow Opis funkgji
(D24 trzustki sjaloglikoproteina; ligand dla P-selektyny; umozliwia komdrkom
przyfaczanie sie do ptytek krwi i tworzenie zakrzepu chroniacego
komdrki nowotworowe w krazacej krwi podczas inwazji
(D44 piersi, jelita grubego, zotadka, gtowy i szyi, glikoproteina wystepujaca na powierzchni komorek, taczy sie
watroby, jajnika, trzustki, gruczotu krokowego z hialuronianem; czesto wystepuje w réznych izoformach
(D90 ostra biataczka T limfoblastyczna synonim: Thy-1. Biatko zakotwiczone w glikozylofosfatydyloinozytolu
(D105 nerek biatko integralne btonowe typu 1
117 jajnika synonim: protoonkogen c-kit. Receptor czynnika wzrostu
mastocytow/komdrek macierzystych
D133 ostra biataczka B limfoblastyczna dziedi; synonim: prominina 1, biatko btony plazmatycznej wystepujace
jelita grubego, endometrium, watroby, ptuc, kosci, ~ w btonie plazmatycznej. Przeciwciata wykrywaja dwa
jajnika, trzustki, gruczotu krokowego, odmienne glikozylowane epitopy, z czego (D133/2 jest czesciej
miesak Ewinga wykorzystywany. Ekspresja (D133 jest zalezna od fazy cyklu
komdrkowego
(D166 jelita grubego zasteczka adhezyjna zaktywowanych leukocytow (activated
leukocyte cell adhesion molecule -ALCAM)
ALDH piersi, jelita grubego, gtowy i szyi, kosci nadrodzina genéw ALDH kodujaca enzymy detoksyfikujace. Wysoka
ekspresja ALDH moze utrudniac eradykacje guza nowotworowego
Bmil mézqu, biataczka biatko Polycomb, supresor genéw ink4a oraz arf
EpCam jelita grubego, trzustki glikozylowane biatko btonowe integralne typu 1; zaangazowane
w szlak sygnatowy Wnt stymulujacy m.in. proliferacje komdrek
a2p1 piersi, gruczotu krokowego integryna, biatko btonowe posredniczace m.in. w procesach adhezj,
migradji i roznicowania
B-katenina gruczotu krokowego, zofadka, piersi podjednostka kompleksu biatkowego kadheryny, integralny

komponent szlaku Wnt

5.2 Metody stosowane do identyfikacji i izolowania
nowotworowych komoérek macierzystych

5.2.2. Metody in vitro
* Populacja poboczna (side population — SP)

Jednym ze sposobéw wyodrebniania populacji komérek no-
wotworowych jest uzyskiwanie populacji pobocznej, w ktorej
barwniki fluorescencyjne nie sa akumulowane. W metodzie
tej komorki macierzyste wykazuja podwyzszong ekspresje
biatek opornosci wielolekowej o zdolnosci aktywnego trans-
portu zwigzkéw poza obreb komérki — transporteréw ABCB1
(glikoproteiny P) i ABCG2. Fluorescencyjne zwiazki, takie
jak Hoechst 33342 lub DyeCycle Violet, bedace substratami
tych biatek sa aktywnie wypompowywane z komorki i taka
populacja wykazuje niewielka fluorescencje po wzbudzeniu
w Swietle lasera. Dla odréznienia, w komérkach prawidto-
wych niebgdacych macierzystymi, o niskiej ekspresji powyz-
szych biatek, Hoechst 33342 efektywnie wnika do wnetrza
komdrki i interkaluje migdzy pary zasad w DNA, co skut-
kuje wysokimi wartoSciami fluorescencji [3].

* Cytometria przeptywowa (fluorescence activated cell
storting — FACS)

Metoda FACS umozliwia sortowanie heterogennej miesza-
niny komoérek w oparciu o charakterystyke fluorescencji

i zalamania Swiatta. W izolowaniu CSC najczesciej stosuje
si¢ kilka swoistych przeciwcial monoklonalnych przeciwko
charakterystycznym dla danej tkanki markerom skoniugo-
wanych z réznobarwnymi fluoroforami. Dzigki precyzyj-
nej selekcji otrzymanych wynikéw mozna nie tylko do-
kona¢ pozytywnej, badZ negatywnej selekcji wybranych
komorek, ale takze oddzieli¢ je od pozostatych, otrzymu-
jac w ten sposo6b jednorodna populacje [13].

» Klonowanie z pojedynczej komorki (single cell cloning)

Metoda ta polega na uzyskiwaniu klonéw z pojedynczych
komérek nowotworowych, zréznicowanych pod wzgle-
dem morfologicznym. Udowodniono, ze z trzech rodza-
jow klonéw: holo-, mero- i paraklonéw, to wtasnie holoklo-
ny utworzone sa z komérek podobnych do macierzystych,
wykazujacych ekspresje¢ takich markeréw, jak CD44 lub
B-katenina, ktére w do§wiadczeniach in vivo generowaty
guzy nowotworowe [42].

5.2.3. Metody in vivo

Badania in vivo nad komérkami macierzystymi, w tym réw-
niez nowotworowymi, przeprowadzane sa najczesciej na
zwierzecym modelu z uzyciem myszy o obnizonej odpo-
wiedzi immunologicznej, nazywanych tez skrétem NOD/
SCID (nonobese diabetic/severe combined immunodeficient).
I tak, u zwierzat z nabyta cukrzyca, ktére maja zwigkszona
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sktonno$¢ do choréb nowotworowych, wprowadzenie dodat-
kowej recesywnej mutacji na chromosomie 16 powoduje upo-
Sledzenie rozwoju limfocytéw T i B oraz komérek NK [8].
Takie mutanty stanowig szeroko wykorzystywany i wiarygod-
ny model zaréwno w badaniach nad komérkami macierzy-
stymi, jak i w immunologii, onkologii czy transplantologii.

Standardem w testach funkcjonalnych CSC in vivo jest test
onkogenezy u myszy NOD/SCID. Najczgsciej jest on po-
przedzony opisanym juz wczesniej testem selekcji klonéw
in vitro, gdzie ludzkie komérki nowotworowe pochodza-
ce najczgsciej z biopsji z guza hodowane sg w matym za-
geszczeniu tworzac charakterystyczne sfery zwane holo-,
para- lub meroklonami. Do uzyskanych kolonii dodaje
si¢ przeciwciata monoklonalne, zwykle przeciwko mar-
kerowi powierzchniowemu CD133. Komoérki pozytywne
CD133* sg nastgpnie kilkakrotnie pasazowane i namna-
zane, odtwarzajac pierwotne kolonie z jakich pochodza.
Tak wyselekcjonowane populacje sa poddawane kseno-
transplantacji, czyli wszczepieniu do organizmu o innym
pochodzeniu niz dawca komdrek. Poniewaz organizma-
mi takimi sg zwierzgta laboratoryjne z uposledzong od-
powiedzia systemu immunologicznego, mozliwa jest oce-
na rozwoju guza nowotworowego bez ryzyka odrzucenia
przeszczepu [2]. Poczatkowo sadzono, ze CSC wystepu-
ja w guzach nowotworowych w niewielkiej liczbie, ponie-
waz wygenerowanie potomnego guza po ksenotransplan-
tacji do laboratoryjnych myszy wymagato wykorzystania
bardzo duzej liczby ludzkich komérek nowotworowych.
Okazato si¢ jednak, ze ludzkie komorki inaczej zachowu-
ja sie w organizmie odmiennego gatunku, czyli w §rodo-
wisku niekompatybilnym immunologicznie. Badania prze-
prowadzone tylko w obrebie jednego gatunku, np. myszy,
wskazuja na wrecz odwrotng zalezno$¢ — czgste wystepo-
wanie nowotworowych komorek macierzystych w guzach
nowotworowych. Wykazano, ze zaledwie 10 mysich ko-
morek nowotworowych CSC chloniaka i ostrej biataczki
szpikowej (AML), po transplantacji do innego, immuno-
i histokompatybilnego organizmu jest w stanie utworzy¢
guz [22]. Wyniki badan nad czgstoscia wystgpowania CSC
w guzach nowotworowych wyraznie wskazuja na zaleznos¢
indukowania guza od srodowiska immunologicznego bior-
cy. Srodowisko, w ktérym nie wystepuja komérki natural
killers (NK) jest szczegdlnie sprzyjajace rozwojowi guzéw
nowotworowych: na 254 transplantacje pojedynczych ko-
morek nowotworowych az 27% zakonczyto sig rozwojem
guza nowotworowego [31].

Reasumujac, w praktyce metody in vitro i in vivo czgsto sa
stosowane kolejno [40], uzupelniane diagnostyka labora-
toryjna. Na przyktad nowotworowe linie komérkowe czg-
sto bada si¢ wstepnie pod wzgledem ekspresji najpopular-
niejszych markeréw dla CSC, takich jak CD133, CD44 czy
CD24 wykorzystujac metod¢ FACS, a nastgpnie ich zdol-
nos¢ do onkogenezy jest poréownywana w testach in vivo
u myszy NOD/SCID [25].

6. NOWE STRATEGIE TERAPII PRZECIWNOWOTWOROWE

Skuteczna terapia przeciwnowotworowa powinna zwalczaé
zaréwno zréznicowane komorki guza, jak i populacje no-
wotworowych komdérek macierzystych. Konwencjonalne,
powszechnie stosowane strategie, takie jak chemio-, radio-
czy immunoterapia moga jedynie unieszkodliwia¢ szyb-
ko rosnace, zréznicowane komoérki nowotworowe (ryc. 2).
Skutkuja one zatem redukcja masy guza, ale nie zwalcza-
ja komdrek mogacych inicjowaé jego powstawanie. W re-
zultacie, po kilku miesiagcach moze nastapi¢ nawrét choro-
by, a pozostate komérki nowotworowe wykazuja wigksza
inwazyjnos¢ i opornos¢ na leki, co jest negatywnym pro-
gnostykiem dalszej terapii.

Do skonstruowania swoistej chemioterapii niezbgdna jest
szczegbdtowa identyfikacja markeréw nowotworowych ko-
morek macierzystych. Idea celowanego i selektywnego
leczenia skierowanego przeciwko wybranym komérkom
nowotworowym wywoluje wiele entuzjazmu w $wiecie
medycznym, niestety wcigz brakuje wiarygodnych danych
pozwalajacych na wprowadzenie takiego leczenia u ludzi.
Nowe strategie terapeutyczne opieraja si¢ najczesciej na
blokowaniu kaskad sygnalowych zaangazowanych w proces
samoodnawiania nowotworowych komoérek macierzystych
ijednoczesnie zatrzymywania wzrostu zréznicowanych ko-
morek nowotworu. W tym celu stosuje si¢ np. niskocza-
steczkowe zwiazki lub swoiscie dzialajace przeciwciata,
ktére moga doprowadzi¢ nie tylko do redukcji catkowitej
masy guza, ale i eradykacji puli nowotworowych komo-
rek macierzystych. Przyktadem takiej nowatorskiej terapii
moze by¢ zastosowanie mieszaniny docetakselu, standardo-
wego cytostatyku z grupy antracyklin i jabtczanu sunitini-
bu (SU11248), zwiazku oddziatujacego na czynniki wzro-
stu VEGF-1, PDGF-a oraz B/KIT/FLT-3, ktéra testowano
w ksenoprzeszczepach raka gruczotu krokowego PC-3
u myszy [16]. Obiecujace dla nowych terapii wydaja sie
réowniez nowe klasy czasteczek peptydowych, np. E4orf4
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[9] czy brewininy 2R (brevinin-2R) [15], ktére wykazuja
zdolnosci do pdétswoistego zabijania komdrek nowotwo-
rowych, a nawet ,,przekierowywania” wybranych szlakéw
komérkowych na promowanie $Smierci komorki zamiast jej
proliferacji [24]. W eksperymentalnej terapii nowotworu
piersi zastosowano leczenie wykorzystujace modyfikowa-
ne, polimeryczne, pegylowane micele zawierajace pakli-
taksel oraz salinomycyng. Udowodniono, ze strategia taka
eliminuje komdrki nowotworowe wraz z CSC znacznie sku-
teczniej niz konwencjonalne leczenie [43]. Poniewaz wie-
le typéw nowotworéw wykazuje swoiste profile ekspresji
mikroRNA, podejmowane sg takze préby terapii z zastoso-
waniem tych czasteczek [20]. W glejakach, transfekcja ma-
cierzystych komérek nowotworowych mikroRNA-124 oraz
mikroRNA-137 skutkuje zatrzymaniem cyklu komérkowe-
go i dalszym réznicowaniem komérek o fenotypie CD133*
[35]. W innym modelu wykazano, ze mikroRNA-34 powo-
duje inhibicj¢ samoodnawiania nowotworowych komoérek
macierzystych w trzustce o fenotypie CD44'/CD133* za-
réwno in vivo, jak i in vitro [2,25]. Inne strategie terapeu-
tyczne moga zaktada¢ zatrzymanie inwazji i procesu prze-
rzutowania przez blokowanie integryn lub markera CD44
na powierzchni komorki nowotworowej [3].

7. NIESCISLOSCI | WATPLIWOSCI TOWARZYSZACE ISTNIENIU
NOWOTWOROWYCH KOMOREK MACIERZYSTYCH

Testy wykorzystujace ksenotransplantacje dostarczyty do-
wodow potwierdzajacych istnienie nowotworowych komé-
rek macierzystych. Powstaje jednak zasadnicze pytanie: na
ile realistycznym modelem rozwoju nowotworéw ludzkich
sa ksenoprzeszczepy u myszy z uposledzona odpornoscia?
Wiadomo, ze przeszczepione ludzkie komérki nowotwo-
rowe, aby rosna¢ i utworzy¢ guz musza najpierw zaadop-
towac sig¢ do obcego srodowiska. Mozliwe, ze to wilasnie
zdolnosci adaptacji komoérek do nowego otoczenia, a nie
ich zakodowane mozliwosci onkogenezy, odgrywaja gtow-
na role w procesie wzrostu guza.

Niektore badania wykorzystujace transgeniczne myszy jako
modele biataczek wskazuja, ze zaréwno komoérki nowotwo-
rowe o fenotypie komérek macierzystych, jak i niemajace
takich cech sa w stanie indukowaé proces nowotworowy
u myszy ,,.biorcéw” [22]. Powyzsze wyniki moga by¢ thu-
maczone przypuszczeniem, ze modele ksenoprzeszczepéw
zawieraja wigcej komorek inicjujacych guz niz pierwotnie
sadzono. Szczegdlnie w przypadkach guzéw litych, komor-
ki nowotworowe wymagaja sasiedztwa komorek srodbton-
ka i fibroblastéw oraz wydzielanych przez nie czynnikéw
parakrynnych. Ludzkie komérki nowotworowe przeszcze-
pione do obcego organizmu sa pozbawione takiego oto-
czenia, musza wigc — do wlasciwego wzrostu — rekrutowaé
mysie zdrowe komérki Srédbtonka i macierzy pozakomor-
kowej. Przeszczepiajac t¢ sama frakcjg ludzkich komoérek

PismiennicTwo

nowotworowych do réznych rejonéw organizmu myszy za-
obserwowano, ze nie w kazdej czeSci ciata powstaje guz.
Z kolei suplementacja tych samych przeszczepéw zdrowy-
mi komérkami macierzy pozakomoérkowej, Srodbtonka lub
mezynchymalnymi znacznie zwigksza prawdopodobien-
stwo nowotworzenia. Rodzi si¢ wigc pytanie, ktéry z po-
wyzszych wynikéw badan odzwierciedla i obrazuje praw-
dziwa zdolnos¢ onkogenezy komdrek nowotworowych [34].

Kolejna niedogodnoscia w stosowaniu mysiego modelu jest
to, ze organizmy zwierzat laboratoryjnych z uposledzona
odpornoscia nie maja limfocytéw ani makrofagéw — komo-
rek, ktore odgrywaja wazna rolg w procesach angiogenezy,
metastazy 1 wzrostu guza. Chociaz badania nad ulepsza-
niem mysich modeli do ksenotransplantacji wciaz trwa-
ja, mozliwe, ze nigdy nie beda w stanie w petni odzwier-
ciedla¢ ztozonosci procesu nowotworowego cztowieka.

Istnienie CSC zaklada, ze tylko komérki o charakterze
macierzystych maja zdolnosci do samoodnawiania, nato-
miast pozostale komérki nowotworowe — jesli nie sg za-
stgpowane przez nowe — wymieraja. Wedtug tego zatoze-
nia, zmiany genetyczne moga akumulowac si¢ wytacznie
w komoérkach macierzystych, podczas gdy reszta komorek
nowotworowych uwazana jest za zréznicowane i uksztat-
towane ewolucyjnie. Gléwnym problemem powyzszej hi-
potezy jest implikowanie stabilnosci genetycznej w obre-
bie guza oraz odrzucenie mozliwosci nabywania fenotypu
komorek macierzystych przez bardziej zréznicowane ko-
morki nowotworowe, co udowodniono w przypadku zréz-
nicowanych komoérek nowotworowych z nabyta mutacja
w obrebie genu PB-kateniny [38] lub po aktywacji czynni-
ka transkrypcyjnego FOXC2 [4].

Kolejna niescistoscia teorii istnienia CSC jest zatozenie,
ze nowotworowe komorki macierzyste od poczatku wyka-
zuja opornos¢ na leczenie i tylko eliminacja ich komérek
progenitorowych zapewni terapeutyczny sukces. Komorki
progenitorowe powinny wigc pozosta¢ wrazliwe na che-
mioterapig przez caty okres jej trwania, dopdki nie pojawi
si¢ opornos¢. Zatozenie to — jak wiemy — jest oczywiscie
btedne, poniewaz jednym z markeréw CSC jest podwyz-
szona ekspresja biatek opornosci wielolekowej ABCBI1
czy ABCG2 [29,33].

Zwolennicy istnienia CSC sugeruja, Zze moga one réwniez
ewoluowacd i nabywac genetyczne zmiany zalezne od pre-
sji Srodowiskowej w organizmie, co jest sprzeczne z nasza
wiedza o zréznicowaniu i genetycznej niestabilnosci no-
wotwordw. Rozwiazanie zagadki procesu nowotworzenia,
w tym istnienia nowotworowych komdérek macierzystych,
bez watpienia stanowi jeden z priorytetow wspotczesne;j
medycyny, ktéry powinien si¢ przyczyni¢ do udoskonale-
nia standardowej terapii onkologiczne;.
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