® Postepy Hig Med Dosw (online), 2016; 70: 1469-1482 www.phmd.pl

e-ISSN 1732-2693

Received:  2015.05.19
Accepted:  2016.09.15
Published: 2016.12.31

Rola nowotworowych komorek macierzystych
w patogenezie raka jelita grubego*®

The role of cancer stem cells in pathogenesis
of colorectal cancer

Magdalena Szarynska, Agata Olejniczak, Zbigniew Kmie¢

Katedra i Zakfad Histologii, Gdaniski Uniwersytet Medyczny

Stowa kluczowe:

Streszczenie

Rak jelita grubego jest bardzo powaznym problem klinicznym ze wzgledu na wciaz rosnaca
liczbe zachorowan, jak i ze wzgledu na trudno$ci w leczeniu pacjentdw, szczegélnie jesli
choroba jest juz w stadium zaawansowanym. W pracy kompleksowo oméwiono problemy
zwigzane z podtozem molekularnym rozwoju raka jelita grubego, a zwlaszcza z pojawieniem
sie nowotworowych komdrek macierzystych w obrebie nabtonka jelita i mechanizmami ich
proliferacji. Wykazano, ze nowotworowe komdrki macierzyste sa w znacznej mierze odpo-
wiedzialne za rozwdj opornosci na leczenie i tworzenie przerzutéw. Oméwiono tez role niszy
nowotworowych komérek macierzystych w progresji raka jelita grubego. Doktadne poznanie
mechanizmdéw transformacji nowotworowej oraz biologii nowotworowych komérek macie-
rzystych moze sie przyczyni¢ do wcze$niejszego wykrywania raka jelita grubego oraz rozwoju
skuteczniejszych terapii.
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Summary

Colorectal cancer (CRC) is the third most commonly diagnosed cancer, accounting for about
10% of total adult malignancies worldwide. The majority of CRC cases are diagnosed at the
late stage; thus the investigation of the pathogenesis of early-stage disease and its detection
could prevent formation of metastasis, a leading cause of death. This review highlights the
recent progress in the understanding of the development of cancer stem cells (CSCs) in the
colon epithelium and mechanisms of their proliferation. Moreover, we describe the role of
the CSCs in resistance to chemotherapy and formation of metastases. We present evidence for
the importance of the interactions between CSCs and their environment in the propagation
of the disease. It is hoped that further studies of colorectal cancer CSCs could be helpful in
the early detection and improved therapy of this neoplasm.
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WPROWADZENIE

Mimo ogromnego postepu, jaki sie dokonatl w medycynie
w ostatnich latach, choroby nowotworowe wcigz pozo-
staja gtdwna przyczyna zgondéw. Wsérdd nich wysoka
pozycje zajmuje rak jelita grubego (RJG). Nowotwory
jelita grubego sa trzecim najczesciej wystepujacym na
$wiecie nowotworem u mezczyzn (10%) i drugim u kobiet
(9%). Dla Polski dane statystyczne wynosza odpowiednio
12 i 10% zachorowan. Zachorowania wystepuja prawie
dwukrotnie cze$ciej w populacji mezczyzn niz kobiet.
Wiekszo$¢ zachorowant na nowotwory ztosliwe jelita
grubego wystepuje po 50 roku zycia (94%). Przezycia
5-letnie wirdd pacjentéw z nowotworami jelita grubego
w ciggu pierwszej dekady XXI w. nieznacznie wzrosty:
u mezczyzn: z 43,3 do 47,6%, natomiast u kobiet: z 44,1
do 49,1% (Krajowy Rejestr Nowotwordw, Polska Unia
Onkologii).

Uwaza sie, ze czas rozwoju RJG od zapoczatkowania
procesu nowotworowego do wystapienia klinicznych
objawéw wynosi od kilku do kilkudziesieciu lat [48].
Wsrédd czynnikéw sprzyjajacych powstaniu i rozwojowi
raka jelita grubego nalezy wymienié przede wszyst-
kim niewtasciwa diete, niewielkg aktywno$¢ fizyczna,
chroniczne stany zapalne oraz czynniki genetyczne
[46,80]. Na podstawie badan genetycznych, obserwa-
cji makroskopowych oraz mikroskopowych w 1990 r.
przedstawiono hipoteze wyjasniajgca procesy rozwoju
nowotworu zto$liwego z gruczolaka jelita (,,adenoma-
-carcinoma sequence”) [33]. Tysiace badan przeprowa-
dzonych w nastepnych latach potwierdzity stuszno$é
tego tzw. ,.kanonicznego szlaku” powstawania RJG dla
ponad 70% przypadkéw. Doktadne okre$lenie zmian
lezacych u podstawy patogenezy RJG u konkretnego
pacjenta jest bardzo wazne, poniewaz rzutuje to na péz-
niejsze decyzje dotyczace zastosowanej terapii [14].

Uwaza sie, ze rozwdj RJG (ryc. 1) zaczyna sie od poja-
wienia w nabtonku jelita matego ogniska dysplastycz-
nego i jego stopniowej przemiany i wzrostu do raka
inwazyjnego przez faze gruczolaka. Dysplazja obej-
muje zmiany ograniczone jedynie do warstwy nabton-
kowej, ktéra nie przekracza bariery btony podstawne;j.
Zmiany dotyczg morfologii enterocytéw oraz zabu-
rzen w architekturze tkanki, wskazujac na postepu-

jacy proces przemiany nowotworowej. W zalezno$ci
od zaawansowania zmian dysplazja klasyfikowana jest
jako lekka, $rednia lub ciezka. Im wyzszy stopieni dys-
plazji, tym wieksze prawdopodobieristwo jej przej-
$cia w raka. Dysplazja ciezka jest uznawana za zmiane
przedrakowg i wymaga dalszej diagnostyki, kontroli
i ewentualnego leczenia. Procesy powstawania gru-
czolaka i dalszej progresji choroby sa nastepstwem
skumulowania wielu genetycznych i epigenetycz-
nych aberracji potrzebnych do tego, aby prawidtowe
komérki organizmu ulegty przemianie do nowotwo-
rowych komdérek macierzystych. Zaburzenia doty-
czg zaréwno onkogendw (K-RAS, C-MY(), jak i gendw
supresorowych (APC, DCC, P53) i, co najwazniejsze,
zmiany w wielu genach sa niezbedne do tego, by
wywotaé transformacje nowotworowa. Te charakte-
rystyczne mutacje wywotujg niestabilno$é genomu,
czego nastepstwem jest zmiana liczby chromosoméw
i/lub zmiany w ich strukturze [14]. W wyniku nawar-
stwiajacych sie mutacji dochodzi do selekcji klonéw
komérkowych, w ktérych jest zaburzona prawidlowa
kontrola cyklu komérkowego, proliferacji i réznicowa-
nia. Komdrki sg zdolne do niekontrolowanych podzia-
téw i uniezalezniaja sie od mechanizméw indukujacych
apoptoze, co stanowi jeden z mechanizméw unikania
ich eliminacji przez uktad odpornosciowy [40].

Nalezy jednak podkresli¢, ze okoto 15% przypadkdéw
RJG rozwija sie wedtug innego szlaku molekularnego.
Rak rozwija sie najcze$ciej ze zmian pojawiajacych sie
w odcinku proksymalnym jelita grubego. W nabtonku
tych okolic stwierdza si¢ zmieniony wzér metylacji wysp
CpG oraz mutacje onkogenu BRAF [11]. Ostatnia grupa
przypadkdéw sa dziedziczne postaci RJG, ktére stanowia
3-5% wszystkich zachorowar [14]. Wrodzony rak jelita
grubego wystepuje w dwdch postaciach [2,5]. Jedna jest
zwigzana z mutacjg w genie biatka z kompleksu degra-
dujacego p-katening - APC (FAP - Familiar Adenoma-
tous Polyposis), a u podstawy drugiej leza niewydajne
mechanizmy naprawy uszkodzeri DNA wywotane muta-
cja w genach biatek Mis-mach Repair (MMR) (HNPCC/
Lynch Syndrom - Hereditary Nonpolyposis Colon Can-
cer). Oprécz wymienionych, opisano wystepowanie
rodzinnej postaci raka jelita grubego, lecz nie ziden-
tyfikowano w nich zadnej konkretnej mutacji lezacej
u podtoza rozwoju choroby [14,56].
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Sekwencja zaburzen genetycznych prowadzgcych do rozwoju raka jelita grubego

Nieprawidtowe biatko APC wigze sie do
‘ - - ‘ mikrotubul wrzeciona Aberracje
rowy nabtonek jelita
I ‘ Beta katenina - niekontrolowana proliferacja chromosomowe
‘ ‘ Mutacja i utrata APC ‘
Surwiwina = odporno$¢ na sygnaty
‘ Dysplastyczne ognisko w obrebie krypty ‘ proapoptotyczne
‘ Rozrost komdrek nabtonka ‘

‘ Woczesna forma gruczolaka ‘

‘ ‘ Zmiana metylacji DNA = Mutacja k-Ras ‘ ‘ C-Myc = niekontrolowana proliferacja

‘ Posrednia forma gruczolaka

Mutacja w DCC (gen supresorowy) ‘

Progresja choroby

@

Mutacja i utrata SMAD2/4 ‘

‘ Pdzna forma gruczolaka

Mutacja p53 = odpornos¢ na sygnaty proapoptotyczne ‘

=

‘ Rak gruczotowy

Akumulacja innych zmian genetycznych i epigenetycznych ‘

|
;

‘ Rak z przerzutami

Ryc. 1. Kolejnos¢ zmian morfologicznych i zaburzer genetycznych prowadzacych do rozwoju raka jelita grubego

NowoTwoROWE KOMORKI MACIERZYSTE

Dla wielu typéw nowotworédw wykazano, ze rozwijajg sie
zkomdrek o cechach przypominajacych komérki macie-
rzyste pluripotencjalne [83] okreslane jako ,,nowotwo-
rowe komérki macierzyste” (NKM) (cancer stem cells,
CSCs lub tumor initiating cells, TICs) [77,78,83]. Poja-
wienie sie pierwszej komdrki nowotworowej ttumaczy
teoria somatycznych mutacji, wedtug ktérej w ciagu
swojego zycia komérka akumuluje mutacje i staje sie
komdérka nowotworowa, gdy osiggnie zdolno$é do nie-
kontrolowanych podzialéw. Hanahan i Weinberg [40]
opisali zmiany, ktére zachodzg w czasie rozwoju nowo-
tworu: nabycie zdolnosci do nieograniczonej proliferacji
niezaleznej od obecnosci czynnikéw wzrostowych, opor-
nosci na czynniki hamujace wzrost i podziaty, oporno-
$ci na czynniki proapoptotyczne, zdolno$ci do indukcji
angiogenezy, do inwazji i przerzutowania. W procesie
transformacji nowotworowej komdrek zachodza réwniez
zmiany w ich metabolizmie energetycznym (przetgcze-
nie na metabolizm beztlenowy) - tzw. efekt Warburga
[63] oraz wyksztatcenie zdolno$ci ucieczki przed aktyw-
no$cig komérek uktadu odpornosciowego, tzw. immune
evasion [70]. NKM wyksztatcaja takze mechanizmy chro-
nigce je przed dzialaniem chemioterapeutykdw, m.in.
przez indukowanie ekspresji w btonie komérkowej duzej
liczby transporteréw z rodziny ABC. Wspomniane prze-
miany komérek prawidtowych w kierunku fenotypu
NKM mogg by¢ indukowane i podtrzymywane przez ich
mikro$rodowisko. Wykazano, ze warunki mikro$rodowi-
ska podtrzymujacego samoodnawiajace sie prawidtowe

komoérki macierzyste nabtonka jelitowego, sa takie same
dla nowotworowych komérek macierzystych [59,83].

Stwierdzono, ze NKM sg odpowiedzialne za oporno$é
guza na leczenia, mimo ze stanowia zaledwie 2,5% masy
guza RJG. Wiadomo, ze zaledwie 1 komdrka na 262 ma
wiasciwo$ci NKM [31,68,78]. Mimo ze ponad 75% pacjen-
téw udaje sie wyleczy¢ dzieki zastosowaniu konwen-
cjonalnej terapii, to wcigz u okoto 30% z nich ponownie
rozwijaja sie dysplastyczne polipy w $cianie jelita gru-
bego odpowiedzialne za progresje choroby nowotworo-
wej [82]. Za to zjawisko odpowiedzialne sg NKM, ktére
sa zdolne zaréwno do migracji i tworzenia przerzu-
téw, jak i do indukcji angiogenezy, by zapewnié komor-
kom niezbednych sktadnikéw odzywczych oraz tlenu.
Czas potrzebny do wznowy choroby jest zréznicowany,
zalezy od wielu czynnikéw, poczawszy od tych lezacych
w molekularnych podstawach choroby do czynnikéw
$rodowiskowych. Oszacowano, ze czas potrzebny do
zmiany tagodnej w nabtonku do raka wynosi przynaj-
mniej 20 lat [53]. Obserwacje dotyczace NKM zmuszaja
do zmiany w podejsciu terapeutycznym, ktére powinno
by¢ skierowane wtasnie przeciwko populacji komérek
inicjujacej rozwéj choroby, gdyz konwencjonalne lecze-
nie nie jest wystarczajace [69].

KoMORKI MACIERZYSTE NABLONKA JELITA

Jednowarstwowy walcowaty nabtonek jelita buduje
miliony gruczotéw (krypt) jelitowych tworzacych uktady
krypta/kosmek w jelicie cienkim oraz uktady krypt
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w okreznicy [72]. Stanowi jedng z najwazniejszych barier
w organizmie, ktéra odpowiada za regulacje absorp-
cji sktadnikéw odzywczych i wody oraz jedna z naj-
aktywniej odnawiajgcych sie i dynamicznych tkanek.
Scista kontrola proceséw, takich jak proliferacja, mor-
fogeneza i adhezja komdrek nabtonkowych, szczegdlnie
w czasie ich migracji podczas réznicowania sie, jest nie-
zbedna do prawidtowego funkcjonowania nabtonka i do
utrzymania homeostazy, nie dopuszczajac do rozwoju
nowotworu [95]. Wiekszo$¢ prac do$wiadczalnych doty-
czacych zaréwno prawidtowych komérek macierzystych
nabtonka, jak i ich znaczenia dla transformacji nowotwo-
rowej wykonano na jelicie cienkim myszy. Nabtonek ten
stal sie swego rodzaju modelowym uktadem do analizy
lokalizacji, funkgji i potencjatu komérek macierzystych.

Kazda krypta jelitowa zawiera tubularna cze$¢ zakon-
czonag owalnym/okragltym dnem, ktére ma okoto 250-
300 komdrek z wyspecjalizowana domeng, podstawna
i apikalng [73]. W jelicie cienkim okoto dziesieciu krypt
jelitowych taczy sie w jednym kosmku jelitowym [57].

Zaréwno w jelicie cienkim jak i grubym w nabtonku
wystepujg trzy podstawowe typy dojrzatych komérek:
walcowate enterocyty (kolonocyty w jelicie grubym),
komérki wydzielajace $luz oraz endokrynowe. W prawi-
dlowych warunkach komérki te ulegaja ciagtemu ztusz-
czaniu i sg zastepowane przez nowe, bedace komérkami
potomnymi niewielkiej liczby komérek macierzystych
znajdujacych sie w dnie krypty jelitowej lub w jego
poblizu. Oszacowano, ze caly nabtonek jelita cienkiego
u myszy ulega wymianie co 2-5 dni [84]. Nalezy zauwa-
zy¢, ze w nablonku jelita cienkiego, w odrdznieniu od
jelita grubego, wystepuja takze komérki M, a w dnie
gruczotéw jelitowych komdérki Panetha, ktére stanowia
jeden z mechanizméw odporno$ci wrodzonej [26,84].
Wyzsze partie krypty jelitowej zajmujg komérki prekur-
sorowe, ktére sa odpowiedzialne za zwiekszenie liczby
komdérek podlegajacych réznicowaniu w kolejnych eta-
pach. Migruja wzdtuz dtugiej osi krypty w gére, a w jeli-
cie cienkim kontynuujg migracje jako dojrzate komérki
ku szczytowi kosmkéw jelitowych [26,72]. Cechy soma-
tycznych komdrek macierzystych z nabtonka jelitowego
wskazuja, ze komérki inicjujace rozwéj nowotworu
wywodzg sie z tej whasnie populacji [3,89].

Komérki macierzyste nablonka jelita cienkiego

Liczba komérek macierzystych w krypcie jelita cienkiego
jest trudna do precyzyjnego oszacowania ze wzgledu
na stosowane rézne metody badawcze opierajace ana-
lizy o rézne wiasciwosci tych komdérek. Wymienione
komérki bada sie pod wzgledem obecno$ci swoistych
markeréw btonowych, takich jak Lgr-5 lub testéw funk-
cjonalnych opartych na analizie cyklu komérkowego
w celu okre§lenia poziomu ich proliferacji. Na przyktad,
w krypcie jelitowej wykazano obecno$¢ 16 komérek Lgr-
5" ulokowanych miedzy komérkami Panetha [94] oraz 4
komérki Bmil* w pozycji +4 [84] (ryc. 2). Natomiast za
pomocg metody szacowania liczby komdrek proliferu-

jacych, wykazano, ze w krypcie znajduje sie okoto 15
komérek macierzystych w poblizu jej dna [26]. Wyko-
rzystujac metode traktowania komérek promieniami y
i przyjmujac, ze komérki o najwiekszym potencjale klo-
nogennym sg najwrazliwsze okreslono, ze na dnie krypty
znajduje sie zaledwie 3-6 nabtonkowych komérek macie-
rzystych [71]. Przedstawiono hipoteze o hierarchicznej
strukturze populacji okoto 36 komérek macierzystych
w dnie krypty jelitowej, obejmujacych pozycje 1-7 (ryc.
2). Wedtug niej, komérek macierzystych o najwiek-
szym potencjale klonogennym jest zaledwie 4-6, a po
ich apoptozie (wywotanej promieniowaniem y) kolejna
grupa komdérek, bardziej odporna, zastepuje pierw-
sza. Po zastosowaniu promieniowania y o jeszcze wiek-
szej mocy, ktére wywotato apoptoze dwéch pierwszych
populacji, trzecia grupa (okoto 24 komérek), zaczyna sie
dzieli¢ wypelniajac miejsca po utraconych komérkach
oraz zabezpieczajac potrzeby regeneracyjne tkanki [74].
Schematyczng strukture dolnej czesci krypty jelitowej
w jelicie cienkim i w zstepujacym odcinku jelita grubego
przedstawiono na rycinie 2.

Wedtug badari grupy Ricci-Vitiani krypty jelita cien-
kiego zawieraja dwie grupy komdrek macierzystych
[77,100]. W dolnej czeéci dna krypty znajduja sie aktywne
komdrki macierzyste o fenotypie Lgr-5*[4]. Druga grupa
komérek macierzystych umiejscawia sie w pozycji +4
dna krypty jelitowej. Sa to komérki uspione, charakte-
ryzuje je ekspresja Bmi-1 oraz TERT (podjednostka telo-
merazy o aktywnosci odwrotnej transkryptazy), ktére
mogg zastapi¢ komérki Lgr-5' [102,110]. Mata aktywnoséé
proliferacyjna komérek Lgr5"¢Bmi-1*TERT* wykazano
obserwujac segregacje znacznikéw radioaktywnych, ktére
nie ulegaly rozcieficzeniu w czasie kolejnych rund repli-
kacji w komérkach potomnych. Poczatkowo wysunieto
hipoteze o niesymetrycznym rozdziale nici DNA w czasie
podziatu. Matczyne nici miatyby by¢ segregowane zawsze
do komdrki o potencjale komérki macierzystej, a komérka
wiaczajaca program réznicowania miataby otrzymywad
nici DNA bez znacznikéw [58,74]. Dokladniejsze obser-
wacje wykazaty jednak, ze chromosomy sa segregowane
w sposéb przypadkowy w czasie podziatu, co potwier-
dzito przypuszczenia o niewielkiej aktywnosci prolifera-
cyjnej komérek macierzystych nabtonka jelita z pozycji
+4 krypty jelitowej [22,30,97]. W eksperymentach z wyko-
rzystaniem metody ablacji komérek Bmil* metodg miej-
scowo swoistej rekombinacji, wykazano, ze komérki te sa
niezbedne do utrzymania homeostazy w nabtonku jelita.
Po wylgczeniu ich aktywno$ci nabtonek stracit zdolnos$ci
regeneracji, obserwowano zanik krypt jelitowych oraz
$mier¢ zwierzat do$§wiadczalnych [84]. W odréznieniu od
komérek Lgr-57, ktére dziela sie ciagle, komérki o feno-
typie Bmi-1* ulegajg aktywacji dopiero po uszkodzeniu
tkanki lub w celu zastapienia komérek Lgr-5* w przypadku
wyczerpania ich puli [47,102].

Buczacki i wsp. opublikowali w 2013 r. wyniki badan,
ktére ttumacza paradoks, ktéry méwi o jelitowych
komérkach macierzystych wyciszonych, lecz
jednocze$nie pozytywnych pod wzgledem markera
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Gruczot jelita
cienkiego

Gruczot czesci
zstepujacej jelita
| grubego

7 - Komoérki dojrzewajace

E Komorki prekursorowe amplifikujace
E] Komérki Panetha - j.c. / $luzowe - j.g.
Komérki macierzyste proliferujace
Komarki macierzyste wyciszone

Ryc. 2. Topografia komdrek dna krypt jelitowych jelita cienkiego (j.c) i czedci zstepujacej okreznicy (j.g). Cyfry oznaczaja umowne poziomy warstw komédrek

oznaczane od najnizszej czedci krypty jelitowej

komérek macierzystych aktywnie proliferujacych
- Lgr-5. Wedtug nich okoto 20% komérek Lgr-5* ma
charakter komdérek wyciszonych, ktére sie réznicuja
w komérki Panetha. Prawdopodobnie komérki Lgr5*
moga przejéciowo réznicowacl sie do komérek Panetha
i komérek enteroendokrynowych w nabtonku jelita, nie
tracac jednocze$nie mozliwosci powrotu do ,,macierzy-
stego” stanu, gdy dojdzie do uszkodzenia tkanki [17].
Podobne obserwacje dotycza komdrek prekursorowych
wywodzacych sie bezposrednio z komdrek macierzy-
stych Lgr-5". Ich identyfikacje oparto o analize ekspre-
sji jednego z ligandéw receptora Notch - DIl1. Komérki
Dll1hish miaty potencjal réznicowania sie do komérek
wydzielniczych, lecz réwniez cechowala je plastycz-
no$é pozwalajgca na odréznicowaniu do wczesniej-
szego stadium komdorki Lgr-5* po uszkodzeniu nabtonka
[113]. Podstawowe znaczenie komérek Lgr-5* w rege-
neracji nabtonka jelita zostato potwierdzono przez ich
selektywne unieczynnienie (dzieki metodzie delecji
fragmentu genu tego biatka), co wyrazilo sie zanikiem
krypt jelitowych. Poniewaz Lgr-5 wystepuje w bardzo
niewielu miejscach (w nabtonku uktadu pokarmowego,
mieszkach wlosowych), to nie zaobserwowano zabu-
rzeri w mikroarchitekturze innych narzgdéw w cza-
sie przeprowadzania eksperymentu [25,64]. Natomiast
unieczynnienie genéw kodujacych inne markery jelito-
wych komdrek macierzystych, biatek Rnf43 lub Znrf3,
doprowadzito do intensywnej ekspansji jelitowych
komérek macierzystych Lgr-5* oraz komérek Panetha
i powstawania gruczolakéw [32]. Mechanizm zjawi-
ska wydaje sie powigzany z funkcja biatka Rnf43, ktére
wraz z receptorem TNF (TROY, TNFRSF19), tworzg petle
negatywnej modulacji §ciezki sygnatowania biatek Wnt

zapewniajacej prawidlowe funkcjonowanie komdérek
macierzystych [32,112].

Analiza profilu ekspresji genéw w komérkach Lgr-5*
wyizolowanych z nabtonka jelita cienkiego myszy wyka-
zata podwyzszong aktywno$é genu Olfm4 oraz gendéw
biatek efektorowych $ciezki Wnt, w tym takich jak
Ascl2, Smoc2, Rnf43, ktére w modelu mysim sa réwniez
uznawane za swoiste markery macierzystych komérek
nabtonka jelita (tabela 1).

Komérki macierzyste nablonka jelita grubego

Jak wspomniano, wiekszo$¢ badari dotyczacych wiasci-
wosci i funkcji komdrek macierzystych nabtonka jelita
przeprowadzono na komérkach btony §luzowej jelita
cienkiego. Obecnos$é bardzo wielu podobieristw miedzy
mikroarchitektura gruczotéw jelitowych w jelicie cien-
kim i w jelicie grubym, pozwala na uznanie wynikéw
badari do$wiadczalnych dotyczacych proliferacji i réz-
nicowania komdrek w nabtonku jelita cienkiego za bar-
dzo prawdopodobny odpowiednik zmian zachodzgcych
w nabtonku jelita grubego.

W nabtonku wstepujacego odcinka jelita grubego
komérki Panetha zostajg zastgpione przez tzw. ,gte-
bokie komérki wydzielnicze” o fenotypie CD24*ckit*
[81]. Pomiedzy nimi znajduja sie spoczynkowe (quie-
scent) komérki macierzyste, a proliferujace komdérki
macierzyste Lgr-5sa umiejscowione powyzej gtebo-
kich komérek wydzielniczych. Wykazano, ze komdrki
macierzyste z pozycji 1-4 w nabtonku krypty pochodza
od komdrek z pozycji 4-9. Jezeli wykrywano komérki
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Tabela 1. Markery biatkowe komdrek macierzystych jelita oraz nowotworowych komérek macierzystych raka jelita grubego

Markery Funkcja Literatura
D29 B1integryna — adhezja komérek [115]
Musashi-1, Biatko regulatorowe taczace sie z RNA (RNA binding protein) - utrzymanie
Msi-1 komdrek w stanie niezréznicowanym, odpowiada za niesymetryczne podziaty, aktywuje [67,104]
Sciezke Notch
. Represor transkrypcji — odpowiada za utrzymanie chromatyny w stanie nieaktywnym
Bmi-1 . . ] [84]
transkrypcyjnie, obecny w wyciszonych komdrkach
GPR49, Receptor 5 sprzezony z biatkiem G, zawiera powtdrzenia bogate w leucyne (leucin-
Lar-5 rich repeat containing G protein-coupled receptor 5), gen dla tego biatka jest aktywowany (486,102,115
9 przez sciezke Wnt — odpowiada za samoodnowe komadrek, obecny w szybko dzielacych sie e
komdrkach
Dehydrogenaza aldehydowa, Enzym detoksyfikacyjny, przeksztatca retinol do kwasu
ALDH-1 ) ) T [44]
retinowego, ktory reguluje proliferacje
DCAMKL-1 (CaM kinase-like-1, kinaza, odpowiada za odporno$¢ na naswietlania, wiaze mikrotubule [60]
TERT Telomerase reverse transcriptase, telomerowa odwrotna transkryptaza, utrzymuje komorki (66]
w stanie uspienia, odpowiada za odporno$¢ na naswietlania
Komérki Acheate-scute-like 2, Nadrzedny czynnik transkrypcyjny regulujacy procesy dojrzewania, gen
) Ascl-2 ) AR Mma
macierzyste jest aktywowany przez Sciezke Wnt oraz Notch
nablonkajelta Olmf4 Olfactomedin 4, glikoproteina adhezyjna sekrecyjna, (1]
marker komdrek szybko dzielacych sie Lgr-5*
Ring Finger Protein 43, btonowa ligaza E3 ubikwityny, gen supresorowy, aktywowany jest
Rnf43 L ) . ; 321
przez Sciezke Wnt, odpowiada za stymulacje wzrostu komdrek
SPARC-related modular calcium-binding 2, gen aktywowany jest przez Sciezke Wnt,
Smoc2 odpowiada za indukgje angiogenezy, organizacje macierzy pozakomérkowej, biatko (100]
adhezyjne, inhibitor proteaz ptucnych i tetniczych, inhibitor czynnika BMP (bone
morphogenetic protein)
D133 Prominina 1 (Prom 1, AC133), l,)’fonowa gllktl)pro.te.lna, obecna w szybko dzielacych sie [13,41,78.118]
komdrkach, funkcja nie jest znana
ErbB Btonowy receptor kinazy tyrozynowej, |ndu!<UJe proliferacje komérek. 75.116]
Supresor nowotworéw
Leucine-rich repeats and immunoglobulin-like domains protein 1
Lrig1 Inhibitor receptoréw z rodziny EGFR [26,75]
Typowy dla komdrek macierzystych z dna krypty jelitowej
Sox9 Czynnik transkrypcyjny, obecny w szybko dzielacych sie komérkach [35]
DCC Deleted in colorectal cancer, glikoproteina btonowa, brak — niekontrolowana proliferacja, 62
odpornos¢ na sygnaty proapoptotyczne
D133 Prominina 1 (Prom 1, A(133.), btonowa gllkoprot.elpa, szybko dzielacych sie komérek [(13,41,78118]
macierzystych, funkcja nie jest znana
P Glikoproteina 1, receptor dla kwasu hialuronowego, czasteczka adhezyjna, odpowiada za
Nowotwlor(')we (D44 interakcje pomiedzy komérkami oraz pomiedzy komérkami a macierza pozakomérkowa, [13,41,115]
komorkl poprzez regulacje Sciezki Wnt odpowiada za utrzymanie wtasciwosci przez NKM
macierzyste
raka jelita (D166 ALCAM, Czgsteczka adhezyjna [13,115]
grubego ALDH Dehydrogenaza aldehydowa, Enzym detoksyfikacyjny, przeksztatca retinol do kwasu 4]
retinowego, ktory reguluje proliferacje
(D29 B1integryna — adhezja komdrek [115]
(D24 HSA (heat stable antygen), czasteczka adhezyjna [115]
ESA Epithelial specific antygen, EpCAM, czasteczka adhezyjna [24]
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Lgr-5" w nizszych partiach krypt, to byty one réwniez
pozytywne pod wzgledem markera CD24. Po doktadniej-
szej analizie komérki obecne w dnie krypty jelitowej,
zidentyfikowano jako wyciszone komdérki macierzyste,
ktére tworza pule zapasowych komdérek uaktywnianych
w stanach regeneracji nabtonka [36,49].

Jednak wieksze zainteresowanie budzi struktura i funk-
cja nabtonka odcinka zstepujgcego jelita grubego ze
wzgledu na to, ze wiekszo$¢ RJG rozwija sie wiadnie w tym
odcinku. Na dnie krypt tego odcinka jelita znajduja sie
komérki wydzielajace §luz podobne do komérek kubko-
wych o fenotypie CD24"cKit". Miedzy nimi umiejscawiaja
sie wysokie walcowate komdrki z wakuolami o fenotypie
Lgr-5°, ktére sg prawdopodobnie komdrkami macierzy-
stymi o duzym potencjale proliferacyjnym [75]. Komdrki
wakuolarne Lgr-5"°¢ byty wykrywane dopiero od pozy-
cji +18, jednocze$nie niedojrzate, proliferujace komérki
wydzielajace $luz znajdowano w obszarze 1-6 krypty jeli-
towej [9]. Te ostatnie komdrki nie miaty morfologii typo-
wej dla komdérek §luzowych, mialy mniej ziarnistosci
wydzielniczych, lecz profil transkrypcyjny byt typowy
dla komdrek kubkowych (Spdef®) [39]. Na podstawie ana-
lizy fenotypu i wtadciwosci okreslono, ze w przedziale 1-7
wspdtwystepuja komdrki macierzyste i komérki §luzowe
podobne do komdérek kubkowych (dominujace w pierw-
szych pozycjach) oraz pierwsze komérki prekursorowe
[9,26,49], co rézni ten odcinek od jelita cienkiego, w ktd-
rym populacje o réznym potencjale sag umiejscowione
w oddzielnych strefach. Powyzej strefy 1-7 znajduje sie
strefa prekursorowych komdérek przejsciowo amplifikujg-
cych i réznicujacych sie. Mechanizm lezacy u podstawy
aktywacji wyciszonych komérek macierzystych nie jest
jeszcze doktadnie poznany, lecz wiadomo juz, ze komdrki
te sa pozytywne pod wzgledem biatka Lrigl, ktére odpo-
wiada za aktywno$¢ proliferacyjng [75,116]. Populacje
komorek Lgr-5* i Lrigl* wspStwystepuja w obrebie dna
krypt, lecz po analizie transkryptomu, okazato sie, ze
nie sg tozsame. Obie populacje zawieraly markery komé-
rek macierzystych, takie jak CD133, Bmil oraz mTERT,
lecz tylko komérki Lgr-5* wykazywaly ekspresje Olfak-
tomedyny4, podczas gdy komdrki Lrigl byty pozytywne
pod wzgledem biatek hamujgcych wzrost i réznicowa-
nie [26,109]. Komérki Lrigl* sa komdrkami wyciszonymi
w stanie homeostazy. Gen tego biatka jest genem supreso-
rowym, a utrata jego funkcji prowadzi do rozwoju gruczo-
laka [75,116]. Przej$cie miedzy komérkami Lrigl* a Lgr-5*
zachodzi tylko w przypadku uszkodzenia tkanki, nie zda-
rza sie to w warunkach fizjologicznych [75].

KoMORKI MACIERZYSTE JELITA MOGA ULEC TRANSFORMACI
NOWOTWOROWE)

Wedlug powszechnie przyjetej koncepcji rak jelita gru-
bego rozwija sie zgodnie ze schematem ,bottom-up”
[77,91]. Komérka macierzysta nablonka jelitowego ule-
gajaca transformacji nowotworowej, dzielac sie w sposéb
niekontrolowany wytwarza duzo komdrek potomnych,
ktére stopniowo zastepuja wszystkie komdrki nabtonka
krypty jelitowej, od dna do szczytu krypty w procesie

zwanym konwersjg klonalna [77,91]. Wykazano, ze mar-
ker Lgr5 ulega ekspresji na wysokim poziomie w komdr-
kach wielu linii RJG oraz ze profil ekspresji gendw jest
bardzo podobny miedzy NKM analizowanych linii RJG
i prawidtowymi komdrkami macierzystymi dna krypty
jelitowej [107].

Jednoczesnie, pojawity sie dowody na istnienie alter-
natywnego schematu rozwoju RJG - ,,top-down” [91],
wedtug ktérego konwersja klonalna zaczyna sie od
odréznicowanej komérki ze szczytu krypty. W badaniach
na liniach komérkowych wykazano, ze pod wplywem
aktywacji szlaku Wnt nastepuje sekrecja czynnika mar-
twicy nowotworu, TNF. TNF indukuje ekspresje czynnika
transkrypcyjnego NF-kB, ktéry moze pobudzaé odrézni-
cowanie sie dojrzatej komérki nabtonka jelita do stanu
bardziej pierwotnej nowotworowej komérki macierzy-
stej [88]. Biatko onkogenne k-Ras moze stymulowaé
czynnik NF-kB, nasilajac proces transformacji nowo-
tworowej przez indukowanie odréznicowywania sie doj-
rzatych komérek z uszkodzonym biatkiem Apc [100]. Na
podstawie przedstawionych informacji mozna przypusz-
czaé, ze dopéki jelitowe komérki macierzyste aktywnie
proliferuja po uszkodzeniu tkanki (np. w warunkach
stanu zapalnego), pod wptywem duzej aktywnosci szlaku
Wnt, dopdty istnieje duze prawdopodobienistwo, ze
przyczyni sie to do odréznicowania sie ktérej$ z komdé-
rek nabtonka jelitowego i nabycia przez nig cech nowo-
tworowej komdrki macierzystej.

NAJWAZNIEISZE ZMIANY GENETYCZNE ZWIAZANE Z POWSTANIEM
NOWOTWOROWYCH KOMOREK MACIERZYSTYCH W RAKU JELITA
GRUBEGO

Teoretycznie, kazda dowolna komérka moze zakumulo-
wadé tyle zmian, zaréwno w sekwencji DNA (mutacje), jak
i zmian epigenetycznych, w wyniku ktérych moze ulec
transformacji do nowotworowej komérki macierzystej.
NKM maja nieograniczony potencjat do podziatéw i réz-
nicowania sie w komdrki nowotworowe o réznym stop-
niu zréznicowania oraz komdrki nowotworowe petnigce
rézne funkcje w obrebie guza, co odpowiada za jego
heterogennosé, a ich zdolno$¢ do migracji sprzyja two-
rzeniu przerzutéw. Istnienie ,,wyjsciowej” nowotworo-
wej komdrki macierzystej, ktéra zapoczatkowata rozwdj
ostrej biataczki szpikowej u myszy SCID charakteryzuja-
cych sie brakiem odpowiedzi komérkowej, po raz pierw-
szy opisali Lapidot i wsp. w 1994 r. [52]. Wystepowanie
NKM inicjujacej karcynogeneze w przypadku RJG opi-
sano po kilku latach, kiedy Ricci-Vitiani i wsp. wyizolo-
wali komérki CD133* z guza jelita grubego [77]. Klonalna
ewolucja proliferujacych NKM moze doprowadzi¢ do
tego, ze zyskaja lub wrecz przeciwnie, traca swoje cechy
typowe dla komdrek macierzystych. Jest to przewaz-
nie kontrolowane przez warunki mikro$rodowiska roz-
woju nowotworu [110]. Teoretycznie, w kazdej odrebnej
niszy tkankowej, takie zréznicowane klonalne ekspansje
moga zachodzié niezaleznie od siebie [98]. Dowodem na
to moga by¢ zmiany fenotypu NKM raka jelita grubego,
ktére po nabyciu zdolno$ci do inwazji i tworzenia prze-
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rzutéw zmieniaja swéj fenotyp z CD133"" na CD133'
[78]. Nalezy przy tym zaznaczy¢, ze obecno$¢ markera
CD133 nie jest niezbedna do funkcjonowania NKM raka
jelita grubego i tworzenia przerzutéw. W modelu mysim
komérki RJG o fenotypie CD133" wytwarzaty bardziej
agresywne klony CD133"¢, ktére tworzyly guzy po kse-
notransplantacji [92].

Efektory $ciezki Wnt w czasie embriogenezy petnia
gtéwna role jako morfogeny zaangazowane w wiele
proceséw zwiazanych z proliferacja, réznicowaniem,
migracjg komdrek oraz ich polaryzacja. Po zakoticze-
niu réznicowania ta $ciezka sygnalizacyjna jest nie-
zbedna do prawidtowego funkcjonowania tkankowych
komérek macierzystych i prekursorowych, np. w czasie
regeneracji tkanek po ich uszkodzeniu [51,90]. Mutacje
genu APC (adenomotous polyposis coli), ktéry koduje
biatko stanowigce sktadnik kompleksu degradujacego
p-katenine, wykrywane sa u okoto 80% chorych na RJG
oraz lezg u podstaw rozwoju rodzinnej postaci RJG -
Familiar Adenomatous Polyposis (FAP) [56]. Mutacje
APC, indukujace wzmozong aktywnos$¢ $ciezki Wnt,
powoduja nagromadzanie sie czynnej postaci f-kateniny
w jadrze komérkowym i aktywacji transkrypcji genéw
zwigzanych z proliferacja i réznicowaniem sie komérek
nawet przy braku sygnatéw ze strony ligandéw szlaku
Wnt. Poza tym, biatko Apc taczy sie m.in. z mikrotubu-
lami, a w wyniku mutacji jego genu moze doprowadzi¢
do zaburzenia funkcji wrzeciona kariokinetycznego i do
powstawania aberracji chromosomowych w czasie licz-
nych podziatéw (indukowanych przez p-katenine) [98].

Jednak w komérkach nowotworowych RJG uszkodze-
niu moga ulegal takze inne $ciezki sygnatowe regulu-
jace proliferacje, dojrzewanie, migracje i/lub apoptoze,
tj. TGF-B lub Notch-1 [21,93], co prowadzi do utraty ich
funkcji, zwiagzanych m.in. z zahamowaniem podzia-
téw komérkowych. Wprawdzie wysoka ekspresja biatka
Notch-1 jest typowa dla prawidtwych komérek macie-
rzystych jelita, ale jednocze$nie nadekspresja Notch-1
jest jednym z molekularnych wyréznikéw NKM w RJG.
Wykazano, ze ekspresja Notch-1 jest 10-30 razy wyzsza
w komérkach RJG pobranych od pacjentéw w poréwna-
niu z komercyjnymi liniami nowotworowymi stosowa-
nymi rutynowo w do$wiadczeniach [21,93]. Nadekspresja
Notch-1 chroni komérki raka przed sygnatami proapop-
totycznymi oraz powoduje represje gendw zwigzanych
zréznicowaniem [21,93].

Waznym elementem w mechanizmach karcynogenezy sa
mutacje w obrebie genu DCC (deleted in colorectal can-
cer), ktére wykrywane sa u ponad 70% chorych na raka
jelita grubego [62]. Gdy dochodzi do utraty prawidlowej
funkcji tego biatka, zaburzona zostaje $ciezka regulu-
jaca dojrzewanie komdrek nabtonka. Gen DCC jest bar-
dzo duzym genem (zawiera przynajmniej 29 eksonéw),
ktérego transkrypcja dzieki mechanizmom alternatyw-
nego splicingu moze dostarcza¢ kilka produktéw biatko-
wych. Wszystkie znane izoformy DCC s3 glikoproteinami
btonowymi majacymi jedna domena transbtonowa.

Wykazano, ze utrata aktywno$ci DCC byta zwigzana
z gorszym rokowaniem u chorych na RJG i ze wzrostem
czestosci przerzutéw [62]. Receptor DCC, prawdopodob-
nie przez oddzialywania z biatkiem netryna 1, reguluje
proliferacje i dojrzewanie komdrek w obrebie krypt jeli-
towych. Wraz z przesuwaniem sie komdrek dojrzewaja-
cych w gdre gruczotu jelitowego, duzej redukcji ulega
poziom netryny 1, co wlacza proapoptotyczng funkcje
receptora DCC, ktéry aktywuje kaspaze 9 [62].

ZL)AWISKA EPIGENETYCZNE ZWIAZANE Z ROZWOJEM RAKA JELITA
GRUBEGO

Procesy epigenetyczne nie sg zwigzane ze zmiang
sekwencji DNA, lecz sg to potencjalnie odwracalne
modyfikacje prowadzace do utraty stabilno$ci genomu
i do transkrypcji genéw nietypowych dla danej tkanki,
ktére zwykle sa dziedziczone w wyniku podziatu
komérki wyjsciowej w ramach tzw. imprintingu [12].
Wydaje sie, ze zmiany epigenetyczne moga wywieraé
duzo wiekszy wptyw na komérki w czasie procesu nowo-
tworzenia w poréwnaniu z samymi mutacjami [12,40].
Moga by¢ zwiazane ze zmiana wzoru metylacji DNA lub
histonéw (hipometylacja, hipermatylacja, brak imprin-
tingu) i zmiana konformacji chromatyny oraz moga
by¢ wywolane przez czasteczki miRNA (mate niekodu-
jace RNA). Najwazniejsze zmiany epigenetyczne lezace
u podstawy rozwoju raka jelita grubego przedstawiono
w tabeli 2.

Sugeruje sie, ze zmiana wzoru metylacji DNA, ktéra
moze wptywaé na ekspresje gendw w taki sposéb, ze
zajdzie transformacja nowotworowa zachodzi nieza-
leznie od funkgji, jaka petni¢ bedzie dane biatko (biatka
$ciezek sygnalizacyjnych, adhezyjne, receptorowe czy
transportowe), lecz raczej opiera sie to na istnieniu
pewnych sekwencji w obrebie promotora takich genéw
[12,82]. Hipermetylacja wysp CpG moze unieczynnié
fragmenty DNA, w obrebie ktérych znajduja sie geny
supresorowe [48]. Znaczenie CIMP (CpG Island Methyla-
tor Phenotype) dla rozwoju RJG po raz pierwszy opisano
w 1999 r. [105]. U pacjentéw ze sporadyczna postacig RJG
z niestabilno$cig mikrosatelitarng o fenotypie CIMP-+,
obserwowano cze$ciej mutacje genu K-RAS, a rzadziej
mutacje genu TP53 w poréwnaniu z grupg CIMP- [105].

MIKROSRODOWISKO NOWOTWOROWYCH KOMOREK MACIERZYSTYCH
RAKA JELITA GRUBEGO

Nisza tkankowa komérek macierzystych w obrebie
krypty jelita grubego jest dynamicznym $rodowiskiem,
na ktdre sktadajg sie komérki macierzyste i pozostate
komdrki obecne w nabtonku (§luzowe, endokrynowe
i limfocyty $§rédnabtonkowe) oraz w tkance tgcznej
zrebu, takie jak limfocyty, makrofagi, fibroblasty, mio-
fibroblasty oraz miocyty, otoczone sktadnikami macie-
rzy pozakomédrkowej. Nisza krypty jelitowej reaguje na
zmieniajgce sie warunki otoczenia, zaréwno czynni-
kéw obecnych w $wietle jelita, jak i w otaczajacej tkance
i dostosowuje sie do nich zapewniajac tym samym ada-

1476



Szaryniska M. i wsp. — Rola nowotworowych komérek macierzystych...

Tabela 2. Zmiany epigenetyczne lezace u podstawy rozwoju raka jelita grubego

Typ zmian . . L .
epigenetycznydh Ich znaczenie dla progresji raka jelita grubego Literatura
Powoduje aktywacje transkrypcji protoonkogenéw.
Hipometylaga Wystepuje u 8-10% gruczolakéw okreznicy i gruczolakorakdw. 18,19.37]

Typowa dla retrotranspozondw LINE-1, ktére poprzez swoje zdolnosci do przemieszczania sie w obrebie genomu
odpowiadaja za rekombinacje nieuprawniong (niezalezng od sekwengji homologicznej).

Hipermetylacja

Hipermetylacja promotorow gendw dla biatek w obrebie wysp CpG
prowadzi do represji ekspresji wielu genéw.
Zostato to opisane dla promotoréw gendw biatek supresorowych/ onkogennych:
« UCHL1 (ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase L1),
+ p16 (inhibitor komplekséw cyklin i kinaz zaleznych od cyklin),
- DKK-1 (antagonista biatka Wnt),
« APC (adenomatous polyposis coli),
« ID4 (DNA binding/Inhibitor of differentiation family of transcription factors),
« HIPP1/TPEF (transmembrane protein containing epidermal growth factor and follistatin domain).

[20,27,38,105,108,117]

Zanik imprintingu

Obserwowany u okoto 40% pacjentow.
Brak metylacji genu c-myc w obrebie sekwengji 5'-CCGG-3" powoduje wzrost ekspresji tego genu.
Geny dla biatek CDH3 (P-kadheryna) i (D133 ulegaja demetylacji
w wiekszosci przypadkéw zaawansowanych rakéw jelita grubego.
U 85-91% pacjent6w z niestabilno$cig mikrosatelitarna wykryto zanik imprintingu
w obrebie obu alleli genu dla czynnika wzrostu IGF2 (insulin-like growth factor 2).

[23,38,85]

miRNA

Mate niekodujace czasteczki o dtugosci 19-22 nukleotydéw.
Odpowiadaj za aktywacje transkrypcji poprzez wiazanie sie do sekwencji 3'-UTR czasteczki mRNA
lub reguluja funkcje samych gendw.

Szacuje sie, e az 30% wszystkich gendw dla biatek posiada w swoich promotorach miejsca wiazania dla miRNA.

(zasteczka miRNA-21 reguluje ekspresje gendw supresorowych - genéw biatek zaangazowanych
w tworzenie przerzutow:
Tropomiozyna 1 (TPM1),
PDCD4 (programmed cell death 4 protein),
Maspina.

Ekspresja gendw dla tych biatek jest obnizana przez wzrost poziomu miRNA-21 w komérce (mi-RNA obniza
poziom translaji tych biatek), a inhibicja miRNA-21 zwieksza proliferacje i migracje komérek nowotworowych.
Promotor miRNA-21 zawiera sekwencje rozpoznawana przez czynnik STAT3,
ktory z kolei jest indukowany przez IL-6.

IL-6 wzrasta w czasie zaréwno stanu zapalnego, w czasie rozwoju nowotworu i starzenia sie komorki.
Nowotworowe komdrki macierzyste raka jelita grubego oporne na chemioterapie
miaty podwyzszony poziom miRNA-21.

Biatko p53 jest czynnikiem transkrypcyjnym dla gendw czasteczek mi-RNA-34, ktdra:

« hamuje cykl komdrkowy,

- zdolno$¢ do inwazji i tworzenia przerzutéw przez komdrki nowotworowe,

- indukuje proapoptotyczne whasciwosci p53.

[6,76,82,119]

Modyfikacje
histonow

Catkowity zanik acetylacji histonu H4 byt pierwsza zmiang tego typu opisana dla raka jelita grubego.
Acetylacja H3 i H4 jest kluczowa dla ekspresji 15-LOX-1 (15-lipoxygenase-1).
Spadek transkrypdji tego biatka jest typowy dla RJG.
Hipoacetylacja H4:
« Opisano dla gruczolakoraka.
- Powoduje wyciszenie genu regulowanego przez N-myc.
Hipoacetylacja H3:
- Opisano dla raka jelita grubego z przerzutami do watroby i dla gruczolakoraka.
« Powoduje spadek transkrypdji inhibitora p21.

[1,54,99,120]
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ptacje komérek macierzystych oraz optymalne warunki
do ich przezycia, proliferacji i réznicowania [90,110].

NKM, ktére w czasie rozwoju nowotworu zastepuja pra-
widtowe komérki macierzyste, maja duzy wptyw na
swoja nisze. Wydzielaja m.in. czynniki proangiogenne,
co zwieksza doptyw krwi [79]. Nisza nowotworowa rézni
sie od prawidlowej niszy krypty jelitowej obecnos$cia
zrekrutowanych prekursorowych komérek srédbtonka,
makrofagéw, aktywowanych fibroblastéw i miofibro-
blastéw, ktére moga przybraé postaé tzw. ,,cancer asso-
ciated fibroblasts” (CAF). Komérki swoja aktywnoscia
wspieraja rozwdj choroby przez indukcje angiogenezy,
rekrutacje prekursoréw dla komérek $rédbtonka oraz
rearanzacje macierzy pozakomdrkowej. Fibroblasty
i miofibroblasty kontrolujag warunki niszy oraz uktad
odpornosciowy przez wydzielanie wielu dziatajacych
miejscowo cytokin i czynnikéw wzrostu, m.in. TNF-a,
IL-6, czynnika wzrostu hepatocytéw (HGF), ktéry jest
aktywatorem $ciezki Wnt [61,114]. Fibroblasty wydzie-
laja chemokiny CXCL1 i CXCL2 oraz cytokiny IL-1p i IL-6,
co zwieksza angiogeneze i progresje i choroby [29].

Populacja komérkowa, ktéra wywiera znaczny wptyw
na warunki niszy sprzyjajace rozwojowi nowotworu,
progresji choroby, tworzeniu przerzutéw oraz oporno-
$ci na leczenie to mezenchymalne komérki macierzy-
ste (MKM). Wykazano ich obecno$¢ i aktywno$¢ w wielu
rodzajach guzéw litych, w tym w raku jelita grubego
[55,96]. Wpltyw MKM na rozwdj nowotworu zaznacza
sie bardzo wczeénie przez wiele mechanizméw. MKM
obecne w $cianie okreznicy w odpowiedzi na stymula-
cje IFN-y lub TNF-a, wydzielajg duze ilo$ci czynnikéw
proangiogennych (VEGF) [55]. Rekrutuja komdrki $réd-
btonka przez wydzielanie chemokiny CXCL12 [65].
Wykazano, ze wydzielana przez MKM IL-6 pobudza
w prawidlowych komdrkach macierzystych ekspresje
markeréw typowych dla NKM indukujac przez to rozwdj
nowotworu w mysim modelu RJG [106]. Interleukina-6
indukuje sekrecje endoteliny-1 (ET-1) przez komérki
nowotworowe, ktéra jest czynnikiem chemotaktycz-
nym endoteliocytéw i ich prekursoréw [45]. Wyka-
zano to przez ksenotransplantacje mieszaniny komdrek
linii HT-29 oraz nienowotworowych MKM do organi-
zmu myszy. Zaobserwowano réwniez obiecujacy wynik
hamowania rozwoju nowotworu u myszy po zastoso-
waniu przeciwcial anty-IL-6 lub anty-ET-1 [45]. Cho-
rzy na RJG, u ktérych we krwi obwodowej wykrywa sie
wyzsze stezenia IL-6 i VEGF cechujg sie wyzszym stop-
niem zaawansowania choroby i obecno$cia przerzutéw
[28,50].

ZNACZENIE INTERLEUKIN 4 1 6 W PROGRESJI RAKA JELITA GRUBEGO

Wykazano, ze autokrynna sekrecja IL-4 przez komdrki
nowotworowe chroni je przed apoptoza i chemiote-
rapeutykami [34,104]. Wysokie stezenia tej cytokiny

wykrywano w hodowlach komérek RJG o fenotypie
CD133" i Msi*, a brak jej byto w czasie hodowli prawi-
dtowych kolonocytéw [103]. Jednoczesnie, blokowanie
receptora IL-4 lub indukowanie mutacji w obrebie genu
tej cytokiny, przywracato ich wrazliwo$é na oxalipla-
tyne, 5-fluorouracyl lub TRAIL. Miato to bezpo$redni
zwigzek ze spadkiem ekspresji biatek antyapoptotycz-
nych, takich jak Bcl-xL, cFlip oraz Ped, ktérych wysoki
poziom obserwuje sie w komdrkach raka jelita grubego.
Zjawisko to obserwowano zaréwno w dojrzatych komér-
kach guza CD133"8, jak i w NKM CD133" [103].

Interleukina 6 jest wydzielana przez aktywowane
makrofagi, monocyty oraz same komdrki nowotwo-
rowe. W badaniach in vitro wykazano, ze IL-6 stymuluje
proliferacje komérek réznych linii RJG i wzrost kolonii
NKM w sposéb zalezny od dawki [42,87], a takze zwiek-
sza inwazyjno$¢ komérek nowotworowych oraz indu-
kuje angiogeneze [42,87]. Podwyzszone stezenie IL-6
w surowicy krwi u chorych na RJG ze $rednim zaawan-
sowaniem choroby sugeruje jej wplyw na progresje
choroby [15,16]. W badaniach in vitro IL-6 wigzala sie
do swojego rozpuszczalnego receptora, ktéry nastep-
nie indukowat fosforylacje STAT3 i podziaty komérek
nowotworowych [7,8]. Mechanizm, ktéry odpowiada za
wzrost stezenia IL-6 w surowicy krwi chorych na RJG
nie jest jeszcze jednoznacznie wyjasniony. Jedna z teo-
rii méwi o roli polimorfizmu par G/C w obrebie pro-
motora genu IL-6 (w pozycji -174). Allel z nukleotydem
cytozynowym w pozycji -174 (-174C) ulega transkryp-
cji mniej wydajnie w poréwnaniu z allelem, ktéry ma
nukleotyd guanylowy (-174G) w obrebie promotora
[10]. Najnowsze metaanalizy dotyczace tego problemu
zdaja sie jednak wykluczaé zwiazek wystepowania kté-
rej$ z postaci z wiekszym ryzykiem zachorowalnosci
na RJG [43]. Innym wyttumaczeniem jest sugerowana
amplifikacja genu IL-6, ktérg zaobserwowano u cho-
rych na glejaka [101].

PopsumowaNie

Badania nad wlasciwo$ciami somatycznych komdrek
macierzystych odpowiedzialnych w warunkach fizjolo-
gicznych za regeneracje komédrek nabtonka jelita, stano-
wily punkt wyj$cia do poznania cech nowotworowych
komérek macierzystych w raku jelita grubego. Od czasu,
gdy udowodniono istnienie populacji NKM o wysokim
potencjale proliferacyjnym, sa one uwazane za jedna
z gtéwnych przyczyn niepowodzeni terapii przeciwno-
wotworowej w RJG, a tym samym stanowi¢ powinny
nowy, wazny cel terapeutyczny. Z tego wzgledu wydaje
sie, ze inhibitory $ciezek proproliferacyjnych i pro-
przezyciowych tacznie z czynnikami cytotoksycznymi
i indukujacymi réznicowanie sie nowotworowych
komérek macierzystych moga stworzy¢ podstawe
bardziej skutecznego leczenia chorych na raka jelita
grubego.
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