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Acute myeloid leukaemia (AML) is a neoplasm originating in early haematopoietic proge-
nitor cells. Each AML clone contains a subpopulation of leukaemic stem cells (LSCs). LSCs
have the capacity to repopulate AML in NOD/SCID mice and regrow leukaemia in
patients after remission period. LSCs are characterized by CD34+CD38-Lin-CD33+/-CD123+
immunophenotype. The currently available data show that LSCs play a pivotal role in drug
resistance. Many studies and clinical trials are being conducted to eradicate LSCs using
different forms of target therapy.
© 2014 Polskie Towarzystwo Hematologdéw i Transfuzjologéw, Instytut Hematologii i
Transfuzjologii. Published by Elsevier Urban & Partner Sp. z o.0. All rights reserved.

Ostre biataczki szpikowe (Acute Myeloid Leukaemia; AML)
stanowig heterogenng grupe choréb wywodzacych sie
z nowotworowo stransformowanych komérek macierzy-
stych, prekursorowych lub ukierunkowanych liniowo szpiku,
ktére pod postacia komérek blastycznych naciekajg szpik,
krew i inne tkanki [1]. W ostatnich latach zwrécono uwage
na fakt, ze w kazdym przypadku AML populacja komérek
biataczkowych jest zréznicowana pod wzgledem stopnia
dojrzatosci, a szczegblng role w samoodnawianiu nowo-
tworu odgrywajg bialaczkowe komérki macierzyste (Leukae-
mic Stem Cells; LSCs) [2]. U kazdego chorego na AML klon
biataczkowy zorganizowany jest w sposéb hierarchiczny na
wzér prawidlowej hematopoezy. Na szczycie tej hierarchii
sg LCSs, jako jedyne komérki majace zdolnosé utrzymania

dlugoterminowego wzrostu bialtaczki [3, 4]. Lapidot i wsp.
pierwsi dokonali opisu LSCs jako komérek inicjujgcych
rozwéj bialaczki po ksenogenicznym przeszczepieniu do
organizmu myszy z ciezkim niedoborem odpornosci (SCID)
[5]. Doswiadczenie Lapidot i wsp. w pdzniejszym czasie
zostalo udoskonalone na modelu myszy NOD/SCID [3].

Modele udzialu macierzystych komoérek
bialaczkowych w leukemogenezie

Model hierarchiczny leukemogenezy nie jest jedynym
obowigzujacym. Poza nim znane sj jeszcze dwa inne: naj-
starszy stochastyczny i najnowszy ,,model niszy”’. Model
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hierarchiczny oparty jest na idei, ze wtasciwosci pluripotencji
i dojrzalosci dotyczace tej samej komorki wzajemnie sie
wykluczajg. Biataczkowe komérki macierzyste, podobnie jak
ich prawidlowe odpowiedniki, majg zdolno$¢ do samood-
nowy i wielopotencjalnego rozwoju, natomiast traca je jako
dojrzate komorki biataczkowe [3]. W stochastycznym modelu
kazda komérka biataczkowa ma potencjalne zdolnosci inicjo-
wania leukemogenezy, a zmiana ich wtasciwosci nastepuje
pod wplywem czynnikéw zewnetrznych i wewnetrznych,
przyczyniajgcych sie do powstania mutacji klonalnej [6].
Ostatnio zaproponowano trzeci model leukemogenezy, zakta-
dajacy, ze dojrzate komoérki biataczkowe mogg ,,uwstecznic¢
sie” do LSCs, podtrzymujagc w ten sposéb proliferacje [4].
Zdolno$¢ do ,cofania sie w rozwoju” wykazywaé moga
zaréwno komorki szpiku, jak i zrebu, uformowane w tzw.
nisze [7]. Podobnie jak w przypadku prawidlowej hemato-
poezy, komérki tworzgce populacje biataczkows znajdujg sie
w stanie stalej fluktuacji odpowiedzialnej za zmiane fenotypu
na bardziej lub mniej dojrzaty.

Fenotyp macierzystych komoérek biataczkowych

Fenotyp macierzystych komorek bialaczkowych ustalono
przez analogie do prawidlowych macierzystych komorek
krwiotwérczych (Haematopoietic Stem Cells; HSCs). Za pow-
szechny antygen LSCs, podobnie jak HSCs uwazany jest
antygen CD34. Wykazano jednak, Ze nie jest on specyficzny
tylko dla HSCs i LSCs, a jego ekspresja wystepuje takze na
komérkach prekursorowych oraz komoérkach endotelialnych

[2, 8]. Stad tez LCSs muszg zosta¢ odréznione od tych
komoérek przy uzyciu innych markeréw powierzchniowych.
Od komoérek endotelialnych rézni je ekspresja antygenu
CD45, natomiast od bardziej dojrzatych komoérek szpiku LSCs
réznig sie brakiem specyficznych antygenéw liniowych,
takich jak: CD2, CD3, CD14, CD15, CD16, CD19, CD24, CD56,
CD66b, CD41, glikoforyna A, jak réwniez HLA-DR i CD38. Stad
tez powszechnie akceptowanym podstawowym fenotypem
LSCs jest: CD34+CD38-Lin- [2]. Komoérki o takim fenotypie
przeszczepione myszom NOD/SCID wywolujg rozwdj bia-
taczki. Pojawily sie jednak doniesienia, ze rozwoj biataczki
mozna takze uzyskaé, przeszczepiajac komoérki CD34+CD38+
[9]. Taussing i wsp. wykazali, ze rozw6j AML w modelu
ksenogenicznym mozna uzyskaé, wszczepiajgc myszom za-
réwno komorki CD34+CD38-, jak CD34+CD38+, z tym ze
dawka tych drugich komérek musi by¢ wieksza [10]. Bardzo
istotnym zagadnieniem jest mozliwo$¢ odréznienia, a nastep-
nie oddzielenia prawidtowych HSCs od LSCs. Jest to koniecz-
ne dla przeprowadzenia prawidtowych analiz immunologicz-
nych i genetycznych. Poza tym znalezienie antygendéw obec-
nych na LSCs i nieobecnych na HSCs gwarantuje powodzenie
terapii celowanej ukierunkowanej na komérki biataczkowe
i oszczedzajgcej prawidlowe komorki krwiotwoércze. Takim
antygenem wydaje sie by¢ tancuch « receptora dla interleu-
kiny 3 (IL3) - CD123 [11]. Jest on nieobecny na HSCs, natomiast
czesto wykrywalny na LSCs. Wykazanie ekspresji antygenu
CD33 na wielu klonach LSCs, przy jego braku na HSCs, dato
nadzieje na zniszczenie macierzystych komoérek biataczko-
wych przy uzyciu przeciwciala monoklonalnego anty-CD33
(Mylotarg) [6, 12, 13]. Wydaje sie wiec, ze immunofenotyp
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Ryc. 1 - Immunofenotyp krwiotwérczych i biataczkowych komérek macierzystych
Fig. 1 - Immunophenotype of haematopoietic and leukaemic stem cells
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LSCs mozna opisa¢ jako: CD34+CD38-Lin-CD33+/-CD123+.
Charakterystyke immunofenotypowa HSCs i LSCs przedstawia
rycina 1.

Znaczenie macierzystych komérek biataczkowych
w opornosci na leczenie

Standardowym leczeniem pierwszoliniowym u chorych na
AML jest schemat cytostatyczny ,,3+7” (daunorubicyna +
cytarabina). Odsetek catkowitych remisji (Complete Remission;
CR) po tego typu chemioterapii wynosi 50-75%, a 5-letnie
przezycie siega 40% (Overall Survival; OS), nawet przy zasto-
sowaniu wysokodozowanej chemioterapii i transplantacji
komérek krwiotworczych [14, 15]. Przyczyny niepowodzen
nalezy upatrywaé w przetrwaniu w organizmie chorego
komoérek biataczkowych, opornych na zastosowane leczenie,
pod postaciag aktywnej bialaczki lub choroby resztkowej
(Minimal Residual Disease; MRD), ktéra staje sie zrédiem
odrodzenia nowotworu. W réznych badaniach klinicznych
wykazano, ze duzy odsetek LSCs w populacji biataczkowej
koreluje z niekorzystnym przebiegiem. Witte i wsp. wyka-
zali, ze u dzieci chorych na AML odsetek komoérek CD34+
CD38-CD45-/low powyzej 0,83% wszystkich komérek biatacz-
kowych szpiku koreluje z przezyciem wolnym od zdarzen
(Event Free Survival; EFS, p = 0.04) [16]. Wang i wsp. wyrdznia-
jac LSCs jako FISH+CD34+CD38-, stwierdzili, ze odsetek tych
komérek > 1% catej populacji biataczkowej wydluza zaréw-
no EFS, jak i OS (odpowiednio 0,0018 i 0,0037) [15]. Badania
Ran i wsp. wykazaly, ze duzy odsetek LSCs w szpiku
chorych na AML jest silniejszym czynnikiem prognostycz-
nym niz zmiany cytogenetyczne [17].

Mechanizmy opornosci indukowane przez
bialaczkowe komorki macierzyste

Przyczyny opornosci LSCs na konwencjonalne formy terapii
sg zlozone [6, 13]. Najwazniejsze sposrdd nich to:
zwigkszona ekspresja blonowych bialek wielolekowej
opornoéci (Multidrug Resistance; MDR, Breast Cancer Resis-
tance Protein; BCRP),

zwiekszona ekspresja molekul adhezyjnych (CD44, CXCR4),
decydujacych o silniejszym ,zagniezdzeniu sie” LSCs
w niszach,

zaburzenia apoptozy (zwiekszona aktywno$¢ NF-«B),

- zaburzenia réznicowania i dojrzewania (PML/RAR«)

- zaburzenia ekspresji i funkcji szlakéw sygnatéw komorko-
wych (Wnt, PI3K/Akt/mTOR, TGF-beta/FOXO3a, Rac, Ras,
Hedgehog, miRNA),

zwiekszona ekspresja receptorowych kinaz tyrozynowych
(BCR/ABL, KIT, FLT3, PDGFRB, FMS).

Doktadne poznanie wyzej wymienionych i innych
mechanizméw opornosci AML, zwigzanych z LSCs, moze
przyczyni¢ sie do opracowania nowych, skutecznych form
terapii chorych na ostre biataczki szpikowe.

Macierzyste komorki biataczkowe jako nowy cel
terapii

W poszukiwaniu nowych, efektywnych sposobéw leczenia
chorych na AML zwrécono sie w ostatnich latach ku
mozliwo$ciom zniszczenia LSCs. Mozliwosci destrukcyjnego
dzialania na LSCs sg rézne i te aktualnie dostepne, jak

Tabela I - Cele terapii, zwiazane z macierzystymi komérkami biataczkowymi

Table I - Targets of therapy associated with leukaemic stem cells

Cel terapii

Lek

biatka powierzchniowe obecne na LSCs
1. CD33

2. biatka wielolekowej opornosci
3.CD123

inhibitory molekut adhezyjnych (mobilizacja LSCs z niszy)
1. CD44
2. CXCR4
pobudzanie apoptozy
NF-«B
pobudzanie réznicowania
PML/RARa

inhibitory kinazy tyrozynowej
kinaza tyrozynowa BCR/ABI
kinaza tyrozynowa FLT3
hamowanie szlakoéw sygnatowych
biatka Hedgehog
szlak Wnt
szlak PI3K/Akt/mTOR
szlak Rac
immunoterapia

przeciwcialo monoklonalne anty-CD33 sprzezone z kalicheamycyna
(gemtuzumab ozogamicin, mylotarg)

cyklosporyna, walspodar, zosuquidar

przeciwcialo monoklonalne anty-IL3R sprzezone z toksyng btoniczg
interleukina 3 sprzezona z toksyna bloniczg

przeciwcialo monoklonalne anty-CD44
pleryksafor, G-CSF

partenolid, inhibitory proteasomu

tretynoina (ATRA)
tréjtlenek arsenu

imatynib, nilotynib, dazatynib
inhibitory FLT3 (CEP701- lestaurtynib)

inhibitory biatek szlakéw sygnatowych (cyklopamina, resweratrol)

interferon a
komérki dendrytyczne
allogeniczna transplantacja komoérek krwiotwérczych
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i znajdujgce sie w badaniach klinicznych zestawione zostaly
w tabeli I.

Jednym z pierwszych celéw terapii zwigzanych z LSCs
stal sie antygen CD33, obecny na ukierunkowanych liniowo,
prekursorowych, ale takze czesto na macierzystych komor-
kach biataczkowych, a przy tym nieobecny na prawidlowych
komérkach krwiotwoérczych. Liczne badania kliniczne wyka-
zaly, ze zastosowanie przeciwciala monoklonalnego anty-
CD33, sprzezonego z kalicheamycyng (gemtuzumab ozoga-
micin, mylotarg), lacznie z chemioterapia indukujacg remi-
sje prowadzi do wydtuzenia EFS i OS, dzieki eradykacji LSCs
u wielu chorych [18, 19, 20]. Przeciwciala monoklonalne,
skierowane przeciwko innym biatkom powierzchniowych,
podlegaja obecnie badaniom klinicznym. Bardzo obiecujgco
prezentuja sie wstepne wyniki leczenia opornych postaci
AML interleuking 3 (IL-3), sprzezong z toksyna bloniczg,
ukierunkowang na receptor « dla IL-3 [21]. Prowadzone s3
takze doSwiadczenia na zwierzetach z przeciwciatami
monoklonalnymi skierowanymi przeciwko receptorom dla
IL-3 1 IL-1 [6, 13].

Wydaje sie, ze dobrym celem zwigzanym z LSCs sg biatka
wielolekowej opornosci, w duzym stopniu odpowiedzialne
za oporno$¢ tych komoérek na chemioterapie. Niestety,
w wiekszoSci przypadkéw zastosowanie inhibitoréw MDR
Igcznie z cytostatykami prowadzi réwnoczesnie do uszko-
dzenia prawidtowych HSCs, ktére réwniez wykazujg duza
ekspresje bialek opornosci (cyklosporyna, walspodar). Wiek-
sze nadzieje na dzialanie ukierunkowane tylko na LSCs dajg
inhibitory 3. generacji, ktére podlegajg obecnie badaniom
klinicznym (zosuquidar) [1, 22].

Kolejne dziatania zwiekszajgce mozliwosci zniszczenia
LSCs polegajg na ich mobilizacji z niszy komérkowych i tym
samym wystawieniu na cel chemioterapii. Silne dzialanie
mobilizujgce wywiera pleryksafor, bedacy inhibitorem wigza-
nia CXCR4 i SDF-1. Lek ten wykorzystywany jest do mobiliza-
cji obwodowych komoérek krwiotwdrczych w procedurze
transplantacji, stad tez u chorych na ostre bialaczki powinien
by¢ stosowany z duzg ostroznoscig i w odpowiedniej sekwen-
cji z chemioterapig. Badania nad skutecznoscig tego typu
terapii sg aktualnie prowadzone [23]. Podobne dzialanie
w stosunku do CXCR4 wywiera G-CSF. Metody polegajace na
,primingu”, tj. uwrazliwianiu komérek bialaczkowych na
chemioterapie przez wyprzedzajgce podawanie G-CSF sg juz
w wielu o$rodkach uznanymi formami leczenia [24]. Badane
sg obecnie takze inne inhibitory molekul adhezyjnych, m.in.
przeciwcialo monoklonalne anty-CD44 [13].

Z dostepnych form terapii, ktére mogg doprowadzi¢ do
eliminacji LSCs, nalezy wymieni¢ leki pobudzajgce réznico-
wanie komoérkowe (tretynoina, tréjtlenek arsenu) i inhibitory
kinazy tyrozynowej BCR/ABL (TKI: imatynib, dazatynib). O ile
warto$¢ tretynoiny jako skutecznego leku u chorych na AML
zostala dobrze udokumentowana, o tyle zastosowanie TKI
w chorych na ostre biataczki podlega obecnie intensywnym
badaniom [2, 25]. Toczg sie takze badania nad wartoscig
terapeutyczng inhibitora kinazy tyrozynowej FLT3 - lesataur-
tynibu [26].

Najmniej zaawansowane, ale budzace najwiecej nadziei
sg badania nad inhibitorami czgstek szlakdéw sygnatowych,
odgrywajacych istotng role w metabolizmie LSCs. Badane s3g
obecnie m.in. inhibitory bialek Hedgehog, szlaku PI3K/Akt/

mTOR, Wnt i Rac [13]. Kobune i wsp. w hodowli komoérkowej
wykazali uwrazliwienie komérek AML CD34+ na cytarabine
pod wplywem cyklopaminy, naturalnej substancji, pozyski-
wanej z roélin liliowatych i bedgcej inhibitorem biatek
Hedgehog [27]. Podobny efekt hamujacy szlak biatak Hedge-
hog w komérkach LSCs w warunkach hodowli wywiera
resweratrol [28].

Najbardziej skutecznymi, aktualnie dostepnymi sposo-
bami eradykacji LSCs z organizmu chorego sg rézne formy
immunoterapii: interferon «, komérki dendrytyczne oraz
allogeniczna transplantacja szpiku i infuzja limfocytéw
dawcy poprzez efekt graft versus leukemia [29, 30].

Podsumowanie

Badania nad ostrg biataczks szpikowa wykazaly w ostatnich
latach, ze kluczowg role w opornosci na standardowe formy
terapii odgrywa populacja biataczkowych komérek macie-
rzystych. Dzialania naukowcéw idg w kierunku opracowania
efektywnych metod identyfikacji i izolacji LSCs, poznania
patomechanizméw ich funkcjonowania i przede wszystkim
znalezienia skutecznych sposobéw ich eradykacji. Coraz
liczniejsze publikacje, dotyczace tego tematu formulujg
bardzo obiecujace wnioski. Wydaje sie, ze najlepszy skutek
odniesie terapia polegajagca na réwnoczesnym atakowaniu
wielu celé6w na powierzchni i wewngtrz LSCs poprzez
zastosowanie lekéw o réznym mechanizmie dzialania, co
zwane jest zaawansowang terapig celowang (Advanced Tar-
geted Drug Therapy; ATDT).
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