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Stemowe komorki nowotworowe

Przemystaw Janik

Wspolczesne terapie lekami przeciwnowotworowymi lub promieniowaniem jonizujgcym bardzo czesto powodujq dramatyczng
redukcje liczby komorek rakowych, jednak diugotrwale remisje lub catkowite wyleczenia sq raczej rzadkie. Wskazuje to
na istnienie frakcji komdrek opornych na leczenie chemiczne; sq one zapasowym rezerwuarem samoodnawiajgcych sie
komdrek nowotworowych. W populacji komdrek nowotworowych malq lub bardzo malq frakcje komorek stanowig komorki
klonogenne, a wsrod nich stemowe komaorki nowotworowe. Znajdowano je zarowno in vitro, jak i in vivo. Wiadomo, ze
komorki stemowe charakteryzujq si¢ wysokq opornosciq na leczenie chemiczne i promieniowanie. Mogq one natomiast
byc wrazliwe na inne formy terapii, np. indukujqcej ich wstepne roznicowanie. Logicznym wnioskiem wyplywajgcym z tych
rozwazan jest stworzenie nowego paradygmatu leczenia, ktory uwzglednialby stemowe komdrki nowotworowe jako istotny
cel terapii uzupelniajgcej po uprzednim zastosowaniu klasycznych metod cytoredukcji.

Cancer stem cells

Contemporary cancer treatment with either cytoreductive drugs or ionizing radiation induces a dramatic reduction of the
tumor cells number, nevertheless the curability or long term remissions are very rare. This advocates for the existence of
the separate tumor cell fraction highly resistant to the classical treatments. This particular cell fraction may account for
tumor regrowing ability. Because of their specific characteristic these resistant and clonogenic cells could be considered
as the “cancer stem cells” (CSC). In turn the “cancer stem cells” may be sensitive to a novel type of therapy which at first
leads to their differentiation and subsequently to elimination by classical cytoreduction. The main conclusion from these
considerations is an urgent need for a new paradigm for the tumor treatment with regard to the existence of this highly specific
CSC cell fraction.
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Podstawowa role w powstawaniu nowotwordw odgrywaja
mutacje, a nowotworowy fenotyp jest wynikiem akumu-
lacji kilku — kilkunastu nastepujacych po sobie mutacji,
np. w raku jelita [1] lub tez sprzezenia ich ze zmiana-
mi epigenetycznymi, np. metylacja chromatyny. Lajtha
[2; patrz tez Li i wsp., 3] przypuszcza, ze transformacja
moze by¢ zapoczatkowywana w narzadowo specyficznych
komorkach stemowych, z ktorych pewna frakcja po zmu-
towaniu moze by¢ rozpatrywana jako stemowe komorki
nowotworowe (cancer stem cells — CSC). Komorki te
wykazujg charakterystyczne cechy, takie jak: zdolnos¢
do samoodnowy, nielimitowany potencjal replikacyjny
oraz duzg zdolno&¢ do réznicowania w potomstwo o roz-
nym stopniu dojrzalosci [4]. Chociaz stemowe komorki
nowotworowe (CSC) stanowig stosunkowo nikla czgs¢
calej populacji guza, sg one niezwykle istotne dla wzrostu
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nowotworu, a zwlaszcza dla jego zdolnosci regeneracyjnej
po zastosowaniu chemio- lub radioterapii [5-10].

Obserwacje kliniczne wskazuja, ze tradycyjne formy
terapii skierowanej przeciw szybko lub wolno proliferuja-
cym komdrkom nowotworowym moga by¢ nieskuteczne
w niszczeniu CSC, ktore cechuja si¢ wysoka ekspresja
specyficznych, skierowanych na zewnatrz, ATP-zaleznych
systemow transportujacych (MDR- Multi Drug Resistan-
ce). Jezeli zastosowana terapia oszczedzi CSC, to wkrot-
ce musi nastapi¢ wznowa nowotworu.

W badaniach stemowych komorek nowotworowych
stosuje si¢ dwie drogi postepowania, zardwno w warun-
kach in vitro, jak i in vivo. Pierwsza z nich, to selekcja
CSC na drodze morfologicznego wyodregbnienia klonow
tych komorek — holoklonéw, albo tez ich izolacja metoda
EasySep lub MACS. Te ostatnie techniki opieraja si¢ na
elekromagnetycznym rozdziale komdrek osadzajacych sie
na metalowych kulkach optaszczonych mniej lub bardziej
specyficznymi przeciwcialami.

Druga droga postgpowania, to wymuszenie czynni-
kami cytoredukcyjnymi ograniczenia populacji komorek
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nowotworowych do tych niewrazliwych na leki chemiczne,
np. doksorubicyne. Frakcja takich przetrwalych komoérek
bedzie wzbogacona w lekooporne CSC. Poniewaz gestos¢
CSC ulegnie wzglednemu zwigkszeniu po leczeniu cyto-
redukcyjnym, to ich obecno$¢ mozna bedzie monitoro-
waé przez oznaczanie marker6w typowych dla komorek
stemowych, np. antygendéw powierzchniowych CD 133,
CD 34, CD2 i innych. Nastepnie komorki te moga by¢
poddane dzialaniu innej grupy zwiazkow, ktére spowo-
duja zatrzymanie ich wzrostu lub indukcje r6znicowania,
takich jak: cyclopamina, Gleevec, retinoidy, kalcitrol.
W warunkach eksperymentalnych in vitro skutki tych
dziatan moga by¢ mierzone testami MTT lub/i wydaj-
noSciag klonowania charakterystyczng dla danej frakcji.
Natomiast w warunkach klinicznych mozna oczekiwac, ze
sumaryczny wynik dziatan skierowanych zar6wno prze-
ciw komoérkom nowotworowym, jak i przeciw CSC bedzie
znacznie skuteczniejszy terapeutycznie. Ten system lecze-
nia, po eksperymentalnej jego weryfikacji, moze zostac
wykorzystany w klinice. Optymistycznie myslac, moze on
doprowadzi¢ do catkowitej lub chocby czesciowej elimi-
nacji stemowych komoérek nowotworowych, a tym samym
ograniczy¢ wznowy nowotworow.

W tym miejscu warto przypomnie¢, ze klinicznie
obserwowana masa guzoéw miesci si¢ w szerokim zakre-
sie od 0,5 g do 0,5 kg wagi, co odpowiada Srednio licz-
bie od 2x107 do 10!! komdrek. Aby guz osiggnat istotne
rozmiary, potrzebne jest okolo 30-40 podwojen liczac
od momentu powstania pojedyncze] stransformowane;j
komorki nowotworowej. Jesli frakcja stemowych komo-
rek w guzie jest szacowana na okofo 0,5% catej populacji
komorek (11, 12), to dziatanie skierowane wybidrczo na
CSC stanie si¢ istotne terapeutycznie dopiero wtedy,
gdy pozostata populacja zostanie znaczaco zredukowana
w wyniku leczenia konwencjonalnego. Teoretycznie, cal-
kowita ilo$¢ komorek guza po leczeniu cytoredukeyjnym,
a przed wlaczeniem terapii anty-stemowej nie powinna
przekraczac liczby 10°-10° komodrek lub nawet mniejszej.
Wzrasta wtedy znaczaco odsetek stemowych komoérek
opornych na tradycyjne sposoby leczenia i terapia ude-
rzajaca w CSC staje si¢ bardziej efektywna.

Powracajac jeszcze raz do rozwazan na temat tempa
wzrostu komorek nowotworowych nalezy podkresli¢, ze

po konwencjonalnym dzialaniu cytoredukcyjnym pozo-
staje przewaznie okoto 10592 10° komérek. Do osiagnie-
cia przecigtnej, istotnej klinicznie wielkosci guza, miesz-
czgcej sie w granicach 1010 lub 101 komorek, potrzebne
byloby okoto 10-15 podwojen populacji, co w wymiarze
czasowym daje Srednio 600-900 dni (zaktadajac Sredni
czas podwojenia na 60 dni). Redukcja populacji komo-
rek stemowych pozostatych po leczeniu cytoredukcyjnym
przy zatozeniu jej 50% skuteczno$ci, dawataby wydtuze-
nie wspomnianego czasu o dodatkowe 300-600 dni (5-10
podwojen), co znaczaco zwigkszytoby Sredni czas przezy-
cia pacjentow (Tab. I).

Odnowa komorek stemowych w organizmie jest
kontrolowana migdzy innymi poprzez drogi sygnatowe
WNT i Sonic Hedgehog (SHH) [13]. AktywnoS¢ ich jest
niezbedna w wielu procesach fizjologicznej odnowy,
takich jak: gojenie ran, odnowa krypt jelitowych, neu-
rogeneza czy aktywnos$¢ krwiotworcza. Stata stymulacja
zarowno WNT, jak i SHH prowadzi do wzrostu populacji
niezréznicowanych komérek macierzystych. Natomiast
ich inhibicja moze by¢ wykorzystana w terapii nowotwo-
rOw w celu ograniczenia ekspansji CSC.

W pierwszej z tych drog sygnalowych biatko WNT,
reagujac ze specyficznym receptorem Frizzled (Fz)
i pod wplywem zmian aktywnoSci fosforylacyjnej kina-
zy GSK3p, indukuje translokacje¢ B-kateniny do jadra
komorkowego i polaczenie jej z kompleksem transkryp-
cyjnym aktywujacym ekspresje gendw proproliferacyj-
nych.

Drugim systemem sygnalowym jest Sonic Hedgehog
(SHH). Proteina Hedgehog reguluje aktywnos$¢ dwdch
receptoréw: Patched 1 (PTCHL) oraz Smoothened
(SMO). W wyniku aktywacji biatko SMO po uwolnieniu
z btony komoérkowej aktywuje proproliferacyjne czynniki
transkrypcyjne GLI 11 2, co réwniez skutkuje ekspansja
niezréznicowanych komorek stemowych.

Szlaki transdukcji sygnatlow WNT i SHH moga by¢
hamowane przez ich naturalnych lub chemicznych anta-
gonistow takich jak np. WIF1, niesterydowe leki prze-
ciwzapalne, cyclopamina [13, 14], a tym samym wptywac
réwniez na tempo wzrostu stemowych komoérek nowo-
tworowych.

Tab. 1. Prognozowany efekt terapii skierowanej przeciw nowotworowym komoérkom macierzystym

Wielkos$¢ Liczba Konieczna liczba podwojen Czas wzrostu guza
komoérek
Guz klinicznie 0d05g 5x107 25 1500 dni
diagnozowalny do 0,5 kg 10" ($mier¢) (okoto 4,1 lat)
Cytoredukcja ok. 5x10° 10 600 dni
0 95% komorek (do osiagniccia granicy (>2lat)
diagnozowalnosci
5x107 komorek)
Cytoredukcja CSC ok. 1x10° 5-10 Zysk (szacunkowe wydtuzenie
050% (dodatkowa liczba podwojen czasu wzrostu nowotworu)
konieczna do efektu j.w.) 300-600 dni

* jedno podwojenie 60 dni



Istotng cechg komorek macierzystych jest ich zdol-
no$¢ do réznicowania. Mozna przypuszczaé, ze ceche te
wykazuja réwniez nowotworowe komorki macierzyste
[15]. Potwierdzajg to badania z uzyciem retinoidéw lub
analogdéw witaminy D wykazujace, ze dodatek tych czyn-
nikéw rdznicujacych prowadzi do zwolnienia proliferacji
i indukcji roznicowania (a wigc lekowrazliwosci) komorek
nowotworowych.

W wigkszoS§ci nowotwordw, gtownie rakow, wyka-
zano obecno$¢ markeréw powierzchniowych, ktorych
obecnos¢ jest kojarzona z narzagdowymi komdrkami ste-
mowymi [16, 17]. Komoérki nowotworowe centralnego
uktadu nerwowego eksprymuja markery BMI1 i CD133,
natomiast w raku piersi wykazano obecno$¢ molekut
CD24, CD44 oraz wysoka aktywno$¢ szlakow Wnt oraz
Shh wysoko-specyficznych dla komorek macierzystych.
W raku jelita grubego cze$¢ populacji ekspresjonuje
CD133 za$ w raku prostaty — CD44 i CD 133. Komorki
nowotworowe wywodzace si¢ z uktadu krwiotworczego
wykazuja wysoka ekspresje CD34, CD38, CD150, cKit
oraz VEGF i bFGF charakterystyczna dla hematopoe-
tycznych komorek progenitorowych [16] (Tab. II).

Tab. I1. Markery powierzchniowe CSC w réznych typach nowotworéw

[16,17]
Guz mdzgu CD133, BMI 1
Rak piersi CD44, BMI 1, Wnt, SHH
Rak jelita grubego CD133
Rak trzustki CD44, CD133
Rak prostaty CD44, CD133

ZnajomoS¢ tych markerow i ich zwiazkOw z poszcze-
g6lnymi lokalizacjami nowotworéw moze by¢ pomocna
zardwno w selekcjonowaniu komodrek stemowych jak
i monitorowaniu skutecznosci terapii tak cytotoksyczne;j
jak i dodatkowej (inicjujacej réznicowanie) na wielko$¢
ich populacji.

Gloéwnym zadaniem badaf stemowych komorek
nowotworowych byto i jest poznanie wtasSciwosci CSC

oraz wykorzystanie tej wiedzy do znalezienia efektywnych
sposobow redukcji ich wzrostu w warunkach klinicznych.
Mozna to osiagnac przez zastosowanie specyficznych inhi-
bitoréw drog przekazywania sygnaldw istotnych dla CSC
(np. WNT Iub SHH) czy tez przez stosowanie innych,
bardziej selektywnie dziatajacych zwiazkow i przeciwcial.
Naleza do nich Gleevec (ligand c-kit), przeciwciata anty
CD20, a takze czynniki promujace roznicowanie komo-
rek macierzystych [10, 15].

Wystepowanie subpopulacji komoérek stemowych
w warunkach in vitro wykazali Locke i McKenzie dla
kilku nowotworowych linii komoérkowych [18], co pdZniej
zostalo wielokrotnie potwierdzone przez innych badaczy.
Obecnos¢ i utrzymywanie si¢ CSC w warunkach hodowli
in vitro stwarza unikalne warunki eksperymentalne do
badan biologicznej charakterystyki CSC jak i efektow
proponowanej ,anty-stemowej” terapii przeciwnowo-
tworowej [18].

Zgodnie z obserwacjami McKenzie [18] komorki
nowotworowe in vitro hodowane we wzglednie niskiej
gestosci moga rosnaé badz w postaci homogennych, gesto
upakowanych kolonii lub tez w heterogennych skupiskach
komorkowych dosé szybko rozpraszajacych sie na podto-
zu. Te pierwsze nazwane zostaly holoklonami, podczas
gdy drugie — paraklonami. Holoklony, co podkreslaja
autorzy publikacji, moga by¢ odpowiednikiem rozro-
stu typowego dla stemowych komoérek nowotworowych
w warunkach hodowli in vitro [5, 18]. Ceche t¢ mozna
wigc wykorzysta¢ do okreSlenia liczby holoklonéw (row-
nowaznika obecnosci CSC) w badanej populacji. Stosujac
opisane juz wcze$niej procedury klasycznej cytoredukcji,
mozna doprowadzi¢ do wzglednego wzbogacenia bada-
nych linii komo6rkowych w komorki stemowe, a nast¢pnie
eksponowac je na dziatania substancji ”drugiego rzutu”
o przypuszczalnych wiasciwoSciach ,,anty-stemowych”,
dobranych na podstawie wstepnej analizy molekularne;j
czy immunohistochemicznej. Zastosowanie tego schema-
tu doSwiadczalnego z uzyciem doksorubicyny i Gleevecu
w eksperymentach na komorkach mysiego raka jelita
CT-26 przedstawione sa w Tabeli III (A. Lipiec — dane
niepublikowane)

Mozna przypuszczaé, ze opisane doswiadczenie
polegajace na dwustopniowym traktowaniu komorek
nowotworowych preparatami o réznych stopniach spe-

Tab. III. Redukcja liczby kolonii komérkowych in vitro po wylacznym
lub skojarzonym traktowaniu doksorubicyna i Gleeveciem

Gestos¢ wysiania: Srednia liczba kolonii n Odchylenie %

200 komorek/plytke komorkowych prob standardowe
Kontrola 48,5 81 9,8 100%
Doxorubicyna
0,01ug/ml 27 42 11 55%
Gleevec
10 uM 21,6 30 11,4 44.5%
Doxorubicyna + Gleevec
(0,01lug/ml + 10uM) 42 10 23 8,6%

A. Lipiec: dane niepublikowane.
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cyficzno$ci w stosunku do komoérek stemowych bedzie
stanowi¢ impuls do préby wprowadzenia nowego para-
dygmatu leczenia nowotwordw. Ten schemat leczenia
sprowadzalby si¢ do wstepnego intensywnego leczenia
cytostatykami, a rownoczesnie lub nastepnie lekami indu-
kujacymi réznicowanie lub(i) zatrzymujacymi w inny spo-
s6b samoodnowe stemowych komoérek nowotworowych.
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