Komorki macierzyste raka nerki - pochodzenie i znaczenie

STRESZCZENIE

aki stanowia 85% guzow nerki. W Polsce kazdego roku raka nerki rozpoznaje sie u pra-

wie czterech tysiecy osob, a ponad dwa tysiace z nich umiera. Znanych jest kilka rodza-
jow raka nerki, sposrod ktorych najczesciej wystepujacym jest rak jasnokomorkowy (ang.
clear cell Renal Cell Carcinoma; ccRCC), ktory wystepuje w 80-90 proc. wszystkich przypad-
kow raka nerki. ccRCC nalezy do nowotworéw opornych na leczenie chemiczne i radiote-
rapie. Coraz wiecej danych wskazuje, iz masa nowotworu powstaje w efekcie podzialéw i
réznicowania niewielkiej liczby komoérek zwanych komérkami macierzystymi nowotworu
(komoérkami inicjujacymi guz, ang. cancer stem cells - CSC). CSC sa nie tylko odpowiedzial-
ne za rozw0j nowotworu, ale takze za wznowe, progresje choroby i jej opornosé na chemio- i
radioterapie. W pracy oméwiono pochodzenie CSC w raku nerki, ze szczegélnym uwzgled-
nieniem podtypu jasnokomérkowego.

WSTEP

Co roku rak nerki (ang. Renal Cell Cancer, RCC) jest diagnozowany u okoto
270000 oséb na $wiecie, z czego u prawie 80% pacjentéw to podtyp jasnoko-
moérkowy RCC. Umieralno$é na raka jasnokomoérkowego nerki (ccRCC) wynosi
okolo 50% [1]. Rak jasnokomoérkowy nerki znajduje sie w pierwszej dziesigtce
najczeéciej rozpoznawanych nowotworéw na $wiecie i w Polsce. Tylko w 40%
przypadkéw diagnozuje sie go w stadiach wezesnych (guz pT1-T2), w 25% przy-
padkoéw rozpoznaje sie chorobe w stadium znacznego zaawansowania miejsco-
wego (guz pT3), a u ponad 30% chorych nowotwor ten jest wykrywany w sta-
dium choroby przerzutowej (ang. metastatic Renal Cell Carcinoma, mRCC). Do-
datkowo, mimo leczenia poprzez nefrektomie (resekcje nerki), u 30% pacjentéw,
ktoérzy pierwotnie byli zdiagnozowani w stadium zaawansowania M0, rozwinie
sie choroba przerzutowa (M1). Raka ccRCC charakteryzuje wysoka opornosé
na chemioterapie i radioterapie, co negatywnie wplywa na mozliwosci terapeu-
tyczne i przezywalnosé pacjentéw. Przezywalnosé przy nieleczonym przerzu-
towym raku nerki wynosi ok. 5 miesiecy, a 29% chorych przezyje 12 miesiecy
[2]. W zwiazku z duza opornoscig ccRCC na chemioterapie oraz radioterapie,
wynikajaca z mechanizméw molekularnych, takich jak zjawisko opornosci wie-
lolekowej i wieloczynnikowej opornoéci wielolekowej, leczenie mRCC opierato
si¢ do niedawna wylacznie na immunoterapii cytokinami - interleuking 2 (IL-2)
i interferonem alfa-2a (IFN a-2a) [3]. Odkrycia z zakresu biologii molekularnej i
immunologii pozwolily w ostatnich 10 latach na opracowanie szeregu nowych
terapii celowanych i nowej generacji immunoterapii.

Waznym elementem patogenezy ccRCC jest inaktywacja genu von Hippel-
Lindau (VHL) w efekcie mutacji lub hipermetylacji promotora genu. Biatko VHL
jest supresorem nowotworéw. Inaktywacja, mutacja lub utrata obydwu alleli
(VHL -/-) promuje rozw6j nowotworu. Skutkiem utraty funkcji lub braku eks-
presji biatka VHLjest aktywacja szlaku czynnika aktywowanego hipoksja - HIF
(ang. hypoxia-inducible factor) oraz kompleksu mTOR (ang. mammalian target of
rapamycin) [4]. W 45% przypadkéw ccRCC znajdowana jest réwniez mutacja ge-
néw modyfikacji chromatyny oraz naprawy DNA, takich jak PBMR1 (ang. Po-
lybromo-1) oraz BAP1 (ang. BRCA1 associated protein-1), ktére rowniez sg supre-
sorem nowotworowym. Gen PBMRI znajduje si¢ na tym samym chromosomie
i tym samym ramieniu co gen VHL - zwieksza to prawdopodobienistwo delecji
obu genéw w wyniku jednego uszkodzenia chromosomu. Innymi czestymi mu-
tacjami opisywanymi w RCC s3g mutacje w genach SETD2 (ang. SET Domain
Containing 2), MET (ang. mesenchymal-epithelial transition factor) i MTOR (ang.
Mechanistic Target Of Rapamycin Kinase). Badania genetyki RCC doprowadzity
do opracowania terapii celowanych - antyangiogennych. Obecnie stosowanymi
na $wiecie lekami w celowanej terapii antyangiogennej (gléwnie) jasnokomérko-
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wego raka nerki sg sorafenib, sunitinib, pazopanib, aksity-
nib, kabozantynib, lenwatynib, bewacyzumab, ewerolimus
i temsirolimus. W Polsce program lekowy NFZ pozwala na
leczenie sunitynibem, sorafenibem, pazopanibem, aksytyni-
bem, ewerolimusem, kabozantynibem [5,6].

Dotychczasowe terapie i diagnozy raka opieraja si¢ na
zalozeniu, ze masa guza sklada sie z komoérek o podob-
nym potencjale wzrostowym, histopatologii i biochemii.
Nowotwory skladaja sie z niejednorodnej populacji komo-
rek o ré6znym stadium zréznicowania, co zostalo réwniez
udowodnione w ccRCC [7]. Wielu badaczom nowotwor
w swej budowie przypomina zdrowa tkanke [8]. W masie
guza znajduja sie¢ komorki o wyzszym potencjale regenera-
cyjnym i stad tez wziatl sie¢ pomyst, aby nazwac je macierzy-
stymi. Komorki macierzyste raka stanowia jego niewielki
procent. Przewazajaca wiekszos$¢ stanowia komorki o zni-
komej zdolnosci do odtworzenia guza czy przerzutowania
[9]. Z podobng proporcja mamy do czynienia w zdrowej
tkance. Prowadzi to do konkluzji, ze dotychczasowe terapie
nowotworéw oparte byly na ztych zalozeniach i skierowane
na najmniej inwazyjna, acz najliczniejsza cze$¢ guza, czyli
komérki somatyczne nowotworu [10]. Postulowane poten-
cjalne nowe metody leczenia RCC zakladaja specyficzna eli-
minacje komoérek macierzystych RCC lub zmuszenie tych
komoérek do réznicowania w bardziej podatne na konwen-
cjonalne terapie komorki somatyczne nowotworu [11].

KOMORKI MACIERZYSTE RAKA I ICH
WPEYW NA ROZWOJ] NOWOTWORU

Komorki macierzyste to niezr6znicowane komorki, kt6-
re charakteryzuja sie zdolnoscia do samoodnowy podczas
kolejnych podzialéw komoérkowych oraz posiadaja zdol-
nos¢ réznicowania w szerokie spektrum wyspecjalizowa-
nych komoérek. Komorki te charakteryzuja sie aktywacja
szlakow sygnalowych takich biatek jak: Notch, Hedgehog,
WNT (ang. int-1/wingless)/B-katenina, JAK/STAT (ang.
Janus kinase/Signal Transducer and Activator of Transcription
protein) oraz NFxB (ang. Nuclear factor-kB). Komérki pro-
genitorowe natomiast sa wczesnymi potomkami komoérek
macierzystych, ktére moga réznicowac sie w jedna lub wie-
cej linii komoérkowych, ale nie potrafiag zachowac zdolnosci
do réznicowania i nieprzerwanej samoodnowy [12]. Ko-
morki macierzyste moga dzieli¢ sie symetrycznie, na dwie
komérki macierzyste, lub asymetrycznie, tworzac komoérke
macierzysta i komoérke progenitorowa - utrzymujac dzieki
temu stalq populacje komoérek macierzystych.

Termin nowotworowe komoérki macierzyste (ang. can-
cer stem cells, CSC) jest najczesciej stosowany w literaturze
i jest stosowany réwniez przez nas w tej pracy, ale wywo-
tuje pewne kontrowersje. Termin ten zdaniem czesci bada-
czy sugeruje pochodzenie CSC od somatycznych komoérek
macierzystych (ang. adult stem cells), przy jednoczesnym re-
prezentowaniu przez nie wyraznie odmiennej subpopulacji
rézniacej sie od pozostatych komérek nowotworowych. Za-
tozZenia te nie zostaly jednoznacznie potwierdzone i dlatego
termin ,nowotworowe komoérki macierzyste” jest przez nie-
ktérych autoréw uznawany za nieprawidlowy. CSC moga
natomiast powstawaé poprzez odréznicowanie komorek
dojrzatych w procesie przejscia nablonkowo-mezenchymal-
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nego (ang. epithelial-to-mesenchymal transition, EMT). Inna,
szeroko uzywana nazwa, to komérki inicjujace rozwéj
guza (ang. tumor initiating cells, TIC), wydaje sie takze by¢
niewystarczajaco precyzyjna [13]. Obecnie nie jest bowiem
mozliwe okreslenie, ktore komoérki zaindukowaly rozwoj
guza in vivo, a mozna jedynie stwierdzi¢, jaka subpopulacja
komérek jest w stanie odtworzy¢ guz po wszczepieniu zwie-
rzetom o obnizonej odpornosci (np. myszy bezgrasicze). Ko-
lejny termin opisujgcy te komorki to komérki macierzysto-
idalne (ang. stemloid), ktéry ma sugerowaé podobieristwo
nowotworowych komoérek macierzystych i somatycznych
komorek macierzystych, ale tez wskazywag, ze nie sa to te
same rodzaje komorek [14]. Komérki propagujace guza
(ang. tumor propagating cells), komorki inicjujace przerzuty
(ang. metastasis initiating cells) oraz nowotworowe komorki
podobne do macierzystych (ang. tumor stem-like cells, cancer
stem cell-like cells) to kolejne okreslenia opisujgce udziat tych
komérek w rozwoju nowotworu, ktére z kolei nie sugeruja
ich pochodzenia od somatycznych komoérek macierzystych,
a opisujace istotne cechy biologiczne tych komoérek [15]. W
literaturze nazwy te stosowane sa zamiennie, zaleznie od
ustaleni konkretnej grupy badawczej, a poszukujac komplet-
nych danych dla danego nowotworu konieczne jest §ledze-
nie literatury dotyczacej wszystkich tych okreslen.

CSC wraz z innymi komérkami nowotworowymi, two-
rza takze populacje krazacych komoérek nowotworowych
(ang. circulating tumor cells, CTC), ktére sa odpowiedzialne
za powstawanie przerzutéw [16]. Proces przerzutowania
mozna bowiem podzieli¢ na trzy etapy: 1) Inwazja macie-
rzy zewnatrzkomoérkowej przez komoérki nowotworowe,
2) Penetracja $ciany naczyn krwionosnych przez komorki
nowotworowe, 3) Migracja z naczyn do tkanek i kolonizacja
nowej niszy przez komoérki propagujace guz [15]. Poziom
CTC we krwi pacjenta zalezy od rodzaju i stopnia zaawan-
sowania choroby (wielkosci guza pierwotnego, calkowitej
masy nowotworu, wielkosci i ilo$ci przerzutéw iin.) i waha
si¢ pomiedzy 1-10 komoérek na ml krwi, co oznacza, ze licz-
ba krazacych komérek nowotworowych w catym ciele wy-
nosi jednoczasowo miedzy 4 000 a 50 000. Zastanawiajace
moze by¢, dlaczego przy takiej wysokiej liczbie krazacych
komérek nowotworowych powstaje stosunkowo niewiele
ognisk przerzutowych. Tlumaczy sie to tym, ze wiekszos¢
CTC nie jest w stanie przezy¢ w nowym mikrosrodowi-
sku zdrowych organéw, ktére wyjsciowo nie promuje ich
proliferacji. Ogniska przerzutowe moga powstawac tylko
w przypadku, gdy CSC znajduja sie w sprzyjajacej niszy i
beda eksprymowac geny umozliwiajace im przezycie, pola-
czenie z macierza zewnatrzkomorkowa organu docelowego
przerzutu, a takze ucieczke przed ukladem odpornoscio-
wym [17].

POCHODZENIE NOWOTWOROWYCH
KOMOREK MACIERZYSTYCH

Pochodzenie CSC, jak wspomniano wyzej, nie zostalo w
pelni wyjasnione. Istnieja dwie gléwne hipotezy wyjasniaja-
ce powstawanie komoérek CSC. Pierwsza z nich to koncepcja
rezydujacych komorek macierzystych. Zgodnie z ta kon-
cepcja tkankowe komoérki macierzyste, badz progenitoro-
we, podczas zycia organizmu i kolejnych podzialéw mito-
tycznych akumuluja mutacje, ktére prowadza do zaburzen
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biologii komorki i do powstania komoérki nowotworowej
macierzystej [18]. Badania in vitro i in vivo sugerujq, ze zdro-
we komoérki macierzyste moga transformowacé w CSC [19].
W transformacji komérek macierzystych do CSC maja bra¢
udzial szlaki sygnalowe takie jak Hedgehog, Notch, Bmi-
1 (ang. Polycomb complex protein BMI-1), Wnt, PTEN (ang.
Phosphatase and tensin homolog), Shh (ang. Sonic hedgehog) i
Hox [20,21]. Wyrazne podobiefistwo pomiedzy zdrowymi
komoérkami macierzystymi a CSC, takie jak zdolnoé¢ do
samoodnowy, réznicowania si¢ w rézne subpopulacje ko-
morkowe, oraz opornos¢ na chemioterapie, radioterapie i
terapie celowane, rowniez przemawia za poprawnoscia tej
hipotezy.

Druga koncepcja wyjasniajaca zroédto CSC to przemiana
epitelialno-mezenchymalna (ang. epithelial-mesenchymal
transition, EMT) komérek nowotworowych. Jest to koncep-
¢ja wedlug ktérej CSC pochodza ze zréznicowanych komo-
rek okreslonej tkanki, ktére w wyniku mutacji uzyskaty ce-
chy macierzystosci odréznicowujac [22]. Wedlug tego mo-
delu CSC powstaja z przemiany nowotworowych komorek
epitelialnych do niespolaryzowanych komérek mezenchy-
malnych o cechach komérek macierzystych [23]. Mozliwosé¢
taka potwierdzaja do$wiadczenia z indukowanymi ko-
moérkami pluripotencjalnymi [24]. EMT pozwala dodatko-
wo komérkom migrowaé do innych lokalizacji, w ktérych
zachodzi proces przemiany mezenchymalno-epitelialnej
(ang. mesenchymal-epithelial transition, MET), co decyduje
o zdolnosci do inicjowania przerzutéw i jest regulowane
przez szlaki sygnalowe TGFp (ang. transforming growth fac-
tor beta 1), Wnt, FGF (ang. fibroblast growth factor), Hedgehog
i Notch [25,26]. Wymienione szlaki sygnalowe biorg udziat
w aktywacji czynnikéw transkrypcyjnych takich jak: SNAIL
(ang. snail [Drosophila homolog] family transcriptional repressor
1) i TWIST (ang. twist basic helix-loop-helix transcription fac-
tor 1), co z kolei zmniejsza poziom ekspresji E-kadheryny,
a zwieksza wimentyny i w komorkach aktywuje program
transkrypcyjny komoérek macierzystych z ekspresja genéw
macierzystosci takich jak Oct-4 i Nanog [23].

Mechanizmy molekularne przemiany EMT w guzach no-
wotworowych nie sg obecnie do korica scharakteryzowane,
ale biorac pod uwage udzial w obu procesach szlakéw prze-
kazywania sygnalu zaleznych od Wnt oraz TGF-p mozna
podejrzewac, ze embrionalne i nowotworowe EMT prze-
biegaja podobnie [27]. W patogenezie raka nerki szczegdl-
na role odgrywa czynnik TNF-a (ang. tumor necrosis factor
alpha). Jako czynnik antynowotworowy TNF-a jest natural-
nie produkowany przez zaktywowane makrofagi. Mimo ze
jego wysoka ekspresja skutkuje aktywacja proceséw prze-
ciwnowotworowych, to niska ekspresja w komorkach no-
wotworu stymuluje jego wzrost i rozw6j. Zawartosé TNF-a
w osoczu koreluje z pogarszajacym sie stanem pacjenta,
wzrostem masy nowotworu i ro$nie wraz ze wzrostem
przerzutéw RCC. Efektem komérkowym dziatania TNF-a
w RCC jest spadek ekspresji typowo nabtonkowej E-kadhe-
ryny, a wzrost mezenchymalnej wimentyny, co jest zjawi-
skiem typowym dla EMT. Moze to oznaczaé, iz TNF-a jest
induktorem EMT. Co wiecej, pobudzane przez TNF-a ko-
moérki RCC latwiej tworza sfery komoérkowe 3D, a wiec po-
tencjalne nowe guzy. Blokada Sciezki sygnalowej rozpocze-
tej przez TNF-a powoduje wyciszenie EMT w hodowlach
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komérek RCC, a to oznacza, ze TNF-a jest waznym czynni-
kiem w tym procesie, a co za tym idzie i w karcynogenezie
RCC [28]. Zgodnie z omawiang koncepcja procesy MET i
EMT zachodzac w tkance nowotworowej, w tym RCC, maja
istotny wplyw na rozwdj choroby i opornosci na terapie
przeciwnowotworowe, w tym terapie celowane stosowane
w RCC jak sunitynib, sorafenib czy ewerolimus [29].

Niezaleznie od dwoéch powyzszych hipotez, komérki
macierzyste raka nerki (RCC-CSC) pochodza z tkanki na-
blonkowej proksymalnych kanalikéw nerkowych. Komoérki
RCC powstalego z tkanki nabtonkowej kanalikéw nerko-
wych cechujg sie opornoscia na chemioterapie i radiote-
rapie oraz maja wysoki potencjal angiogenny. Co istotne,
udowodniono juz, ze komoérki RCC uwalniajac egzosomy,
poprzez zawarte w nich cytokiny indukuja przeprogramo-
wanie sgsiednich komoérek tak, aby dzialaly promujaco na
tworzenie sie guza [30-32]. Egzosomy wydzielane przez z
RCC-CSC o fenotypie CD105+ moga modyfikowa¢ mikro-
srodowisko guza, indukowaé angiogeneze i sprzyjac¢ po-
wstawaniu niszy, w ktérej moze dochodzi¢ do uwalniania i
osadzania sie kolejnych komérek przerzutujacych [33]. Eg-
zosomy te zawieraja liczne mRNA oraz miRNA, IncRNA,
czy circRNA indukujace angiogeneze w guzach przerzu-
towych RCC. Po wstrzyknieciu myszom SCID, egzosomy
te stymuluja takze wzrost komoérek endotelialnych oraz
nowych naczyn krwionoénych. Wstrzykiwanie do krwio-
obiegu egzosoméw z komérek CD105+ powoduje w efek-
cie znaczne zwigkszenie liczby ognisk przerzutowych w
ptucach w modelu mysim (myszy SCID). Poréwnanie RNA
obecnego w egzosomach pochodzacych z hodowli CSC
i pozostalych komoérek nowotworowych guza wykazato
zwigkszona obecno$¢ transkryptéw bialek pro-angiogen-
nych: VEGF (ang. vascular endothelial growth factor A), FGF,
angiopoetyny 1, MMP2 (ang. matrix metallopeptidase 2) oraz
MMP9 [33] w wypadku egzosoméw z CSC. Egzosomy po-
dane do hodowli RCC moga zaindukowac ekspresje biatek
CXCR4 i MMP-9 w komoérkach 786-O z guza pierwotnego
ccRCC [34]. Nowsze badania pokazuja, ze egzosomy wy-
dzielane przez komoérki CD105+ zawieraja biatka, mikro-
-RNA i mRNA, ktére moga by¢ przenoszone (endocytoza)
do komérek biorcéw i wywotywacé fenotypowe i epigene-
tyczne zmiany prowadzace do progresji nowotworu a tak-
ze ucieczki immunologicznej. Poprzez egzosomy komorki
CD105+ zakl6caja réznicowanie monocytéw - utrzymy-
wana jest ekspresja markera CD14, a jednoczesnie komorki
nie nabywaja markeréw aktywacji, takich jak CD83 i CD40,
czy markeréw CD80, CD86 lub CD1a, a4 integryny a4 oraz
CDb54. Podobnie, ekspresja czasteczki prezentujacej antygen
HLA-DR jest znaczaco nizsza w obecnosci CSC CD105 +. W
efekcie monocyty te nie sa w stanie indukowac odpowiedzi
komérek T CD3+ i ich aktywacji, co chroni komoérki RCC
przed eliminacja poprzez uklad odpornosciowy.

KOMORKI MACIERZYSTE ZDROWE] NERKI

Zdrowa tkanka nerki zawiera komorki zdolne do prolife-
racji, formowania sfer i przejawiajace inne cechy macierzy-
stoéci - komorki macierzyste zdrowej nerki (ang. renal stem
cells, RSC). Pierwszy raz wyizolowano te komérki z nerek
dorostych szczuréw uzywajac warunkéw hodowli komor-
kowej dla, znanej wczesniej, hodowli komérek progenitoro-
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wych pochodzacych ze szpiku kostnego. Komorki te ekspry-
mowaly wimentyne i CD80 (thy1.1), ale nie eksprymowaty
cytokeratyny. Wiekszos¢ tych komoérek eksprymowata na-
tomiast biatko powierzchniowe CD44. Na komoérkach RSC
nie obserwowano ekspresji SSEA-1, CD-11b, CD45, CD133,
CD106, MHC Kklasy I i II, CD31, oraz NCAM. Komoérki te
hodowane w obecnosci czynnika wzrostu fibroblastow 2
(FGF2), TGF-p2 oraz czynnika hamujacego biataczke (ang.
leukemia inhibitory factor, LIF) formowaty sfery komoérkowe i
eksprymowaly cytokeratyne. W obecnosci VEGF zyskiwaty
morfologie nablonkowg i eksprymowaty m. in. CD105. Ko-
morki te byly zdolne do proliferacji, w opisanych powyzej
warunkach restrykcji czynnikéw wzrostowych, co odré-
znialo je od zréznicowanych komoérek nerki [35].

Ludzkie komérki progenitorowe nerki zostaty wyizolo-
wane z kory usunietych chirurgicznie zdrowych fragmen-
tow nerek. Komoérki CD133+ zostaly wyizolowane z frak-
¢ji tubularnej metoda sortowania magnetycznego (MACS)
- ekspresja antygenu CD133 zostala wcze$niej wykazana
w komoérkach macierzystych i progenitorowych. Komoérki
CD133+ réznicowaly in vitro w komorki epitelialne i endo-
telialne. Po implantacji podskérnej myszom SCID komoérki
te formowaly struktury tubularne eksprymujace markery
zréznicowanych komoérek nerki. Po podaniu dozylnym
myszom SCID, ktérych nerki byly uszkodzone w wyniku
podania glicerolu, komoérki CD133+ migrowaly do nerek
i zagniezdzaly sie w kanalikach nerkowych [36]. Kanaliki
nerkowe wydaja sie wiec by¢ nisza dla komérek macierzy-
stych dorostej nerki. Bombelli i wsp. [37] scharakteryzowali
populacje komérek macierzystych jako komorki o fenoty-
pie CD133+/CD24- oraz przejawiajace wysoka aktywnosé
enzymu ALDH-1 w stosunku do zréznicowanych komoérek
somatycznych nerki. Potwierdzona zostala wiec obecnos¢
RSC u 0s6b dorostych.

ROLA MARKEROW POWIERZCHNIOWYCH KOMOREK
MACIERZYSTYCH RCC W FIZJOLOGII KOMORKI

Biomarkery molekularne pomagaja w planowaniu lecze-
nia, dzieki mozliwosci dokladniejszego ocenienia m. in. in-
dywidualnego ryzyka progresji choroby i/lub odpowiedzi
na okreélone terapie. Takimi markerami moga by¢ wiasnie
biatka opisane jako specyficzne dla CSC, gdyz to obecnosé
CSC wydaje sie decydowacé o nawrotach i opornosci na tera-
pie nowotworu. Jak juz zostalo wczeéniej zaznaczone, CSC
sa gtéwnie izolowane na podstawie markeréw molekular-
nych, ktére moga odgrywac istotna fizjologiczna role w zy-
ciu komorki (Tab. 1). Analiza funkgji bialek uznawanych za
biomarkery molekularne RCC-CSC pozwala wnioskowac,
Ze poza znaczeniem diagnostycznym biatka te majg takze
znaczenie dla samego procesu patogenezy RCC, progresji
choroby i narastania lekoopornosci.

CD105

CD105 (endoglina) jest integralna glikoproteing blonowg,
ktoéra ulega ekspresji gléwnie w komoérkach endotelialnych
naczyn wlosowatych, tetnic i zyl, jak rowniez w aktywowa-
nych monocytach, niektérych komérkach biataczkowych i
syncytiotrofoblascie (wielojadrowych komérkach lozyska,
ktére znacznie zwiekszaja powierzchnie wymiany sklad-
nikéw odzywczych miedzy matka a plodem) [38]. CD105
jest receptorem bialek transformujacego czynnika wzrostu
(ang. transforming growth factor) TGF-1 oraz TGF-3. CD105
indukuje proliferacje poprzez Sciezke sygnalowa zalezna
m.in. od kinazy ALK1 (ang. activin receptor-like kinase 1).
Dodatkowo, hipoksja (poprzez HIF-1) stymuluje ekspresje
endogliny, podczas gdy aktywacja $ciezki TNF-a hamuje
ekspresje CD105. Sciezka sygnalowa TGF-B/Endoglina, ak-
tywowana podczas hipoksji typowo wystepujacej w RCC,
hamuje apoptoze poprzez zmniejszanie ekspresji kaspaz 3

Tabela 1. Antygeny CSC i ich znaczenie biologiczne w funkcjonowaniu komérki RCC.

Biatko Znaczenie biologiczne

Transblonowa glikoproteina, petni wazng role w organizacji blony komorkowej, cho¢ niejasna jest jej konkretna

CD133 (prominina)

funkcja. W zdrowych komérkach, zwigzane z naprawa tkanki. Komoérki CD133+ nie maja wlasciwosci rakotworczych,
ale znacznie wspomagaja wzrost i waskularyzacje guza. Nadekspresja CD133 wystepuje w komérkach

macierzystych hematopoetycznych i srédblonkowych. Znaczenie w nowotworzeniu nie jest jasne [65].

CXCR4

Receptor a chemokiny SDF-1, ktéra jest zwigzana z przerzutami. Odgrywa role w transporcie komérek
macierzystych podczas rozwoju embrionalnego oraz przy uszkodzeniu i regeneracji tkanek [55, 56].

NCAM

Glikoproteina powierzchniowa, ktéra jest wskaznikiem neuroendokrynnego réznicowania komorek [62].
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i 8. Doktadne mechanizmy molekularne angiogenezy zwig-
zanej z CD105 nie sa w pelni poznane [38]. W badaniach z
wykorzystaniem myszy pozbawionych CD105 (nokautéw)
wykazano, ze CD105 odgrywa zasadnicza role w angioge-
nezie, rozwoju naczyn krwionoénych oraz uktadu krazenia
juz u wezesnych zarodkéw myszy [39]. W komoérkach en-
dotelialnych wykazano, ze endoglina oddziatuje z zyksyna
(ang. zyxin), ZRP-1 (ang. zyxin-related protein), tctex2b (ang.
domain-containing protein 2) oraz arestyna (ang. arrestin) i
poprzez te interakcje reguluje adhezje, migracje oraz pro-
liferacje komorek. Proliferacja indukowana przez endogli-
ne w komorkach endotelialnych jest nasilana przez $ciezke
sygnatowa TGF-B/ALK1 i fosforylacje bialek Smad1/5/8.
Kompleks endogliny, TBRII oraz ALK1/ALK2 reguluje fos-
forylacje Ras, a nastepnie ERK1/2 1w ten sposéb wptywa na
funkcje komorek [40].

CD133

CD133 (prominina-1) to biatko blonowe o pieciu dome-
nach transbtonowych, ktérego dokladne funkcje pozostaja
nadal nie w pelni wyjasnione i sa badane przez liczne ze-
spoly biologéw molekularnych. Uwaza sie, ze CD133 jest
odpowiedzialna za utrzymanie wlasciwej topologii btony
komoérkowej. Interakcje pomiedzy cholesterolem i CD133
sugeruja, ze CD133 odgrywa istotna role w utrzymaniu
odpowiedniego stezenia lipidéw w obrebie blony komor-
kowej [41]. CD133 jest markerem hematopoetycznych ko-
morek macierzystych [42]. W zdrowych komérkach biatko
CD133 jest zwiazane z naprawq tkanek [43]. Przy uzyciu
macierzy ekspresji tkankowej (ang. tissue expression array)
stwierdzono, ze mRNA CD133 jest silnie eksprymowane w
tkankach takich jak nerka, gruczot sutkowy, tchawica, gru-
czot slinowy, tozysko, trzustka, przewédd pokarmowy i ja-
dra [44]. W przebiegu nefrogenezy multipotencjalne komor-
ki NCAM1+/CD133- réznicuja w komoérki progenitorowe
NCAM1+/CD133+, ktére nastepnie ulegaja réznicowaniu
w komorki nefronéw ICAM1-/CD133+[45].

Najnowsze badania wykazuja zwigzek pomiedzy CD133
i beztlenowym metabolizmem komorek, poniewaz CD133
przejawia zdolnoé¢ inhibicji endocytozy receptora trans-
feryny, co prowadzi do zablokowania wychwytu zelaza,
a tym samym prowadzi do obnizenia aktywnosci fosfory-
lacji oksydacyjnej w mitochondriach [46]. Badania ziden-
tyfikowaty CD133 jako marker nowotworowych komoérek
macierzystych w wielu ludzkich nowotworach [47], jednak-
ze komorki te nie wykazuja wlasciwosci guzotwoérczych
w ksenoprzeszczepach w raku nerki, natomiast znacznie
wspomagaja wzrost guza i jego waskularyzacje. Istnieja teo-
rie, wedlug ktérych w raku nerkowokomoérkowym mikro-
srodowisko moze rekrutowac zdrowe komorki CD133 oraz
promowac ich wiaczanie we wzrost guza [48].

ALDH1

Dehydrogenaza aldehydowa (ALDH1, ALDH1A1) jest
enzymem cytozolowym odpowiedzialnym za utlenianie
wewnatrzkomoérkowych aldehydéw do kwaséw karboksy-
lowych [49]. ALDH jest obecny w wielu kompartymentach
w komorce, chociaz w réznych izoformach - w mitochon-
driach, cytoplazmie i retikulum endoplazmatycznym. R6z-
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ne izoformy ALDH1 s3 rozmieszczone w wielu tkankach,
ale najwyzsze stezenie zaobserwowano w watrobie i w
nerkach. Ostatnio stwierdzono, Ze jedna z gléwnych funk-
cji ALDH1 jest katalizowanie przeksztalcania retinolu do
kwasu retinowego i w zwigzku z tym ALDH1 odgrywa tak-
Ze istotna role w rozwoju embrionalnym. Ueda i wsp. [50]
wykazali, ze komorki ALDH1+ posiadajg wieksze zdolno-
Sci tworzenia guzéw i z wieksza wydajnoscia formuja sfe-
ry niz komérki ALDH1-. Ponadto, badania na komérkach
ALDH1+ w warunkach hipoksji i ekspozycji na leki wyka-
zaly, ze komérki ALDH1+ s oporne na terapie konwen-
cjonalnie stosowane przy leczeniu raka nerki [50]. Wysoka
aktywnoé¢ ALDH1 zostata tez opisana w ludzkich oraz my-
sich komoérkach macierzystych i progenitorowych [51,52].
Zwigkszona aktywno$¢ ALDH w populacji komoérek ma-
cierzystych zostala zaobserwowana nie tylko w guzach li-
tych, w tym RCC, ale takze w szpiczaku mnogim oraz w
ostrej biataczce szpikowej. Guzy o zwiekszonej aktywnosci
ALDH1 charakteryzuja si¢ wysoka lekoopornoscia [53,54].

CXCR4

Receptor chemokin typu 4 (CXCR4) jest receptorem
dla SDF-1 (ang. a-chemokine stromal-derived factor) i nalezy
do grupy metabotropowych receptoréw transbtonowych
sprzezonych z biatkiem G (ang. G protein-coupled receptors,
GPCRs), ktére sa powszechnie eksprymowane w wielu
zdrowych komérkach i tkankach, wliczajac w to neurony,
tkanki limfatyczne oraz komorki hematopoetyczne [55,56].
CXCR4 odgrywa wazna role w transporcie komoérek ma-
cierzystych podczas rozwoju, uszkodzenia i regeneracji
tkanek. CXCR4 jest zwigzany z przerzutami do kosci w
przypadku raka piersi i prostaty, poprzez oddzialywanie z
ligandem SDF-1, ktéry odgrywa role w tworzeniu guzéw i
przerzutéw. Obnizenie aktywnosci CXCR4 moze okazac sie
dobra strategia terapeutyczna w leczeniu bialaczek, a takze
choroby przerzutowej u pacjentéw z rakiem, w tym RCC.
Strategie terapeutyczne obejmuja zaréwno leki drobnocza-
steczkowe, jak i immunoterapie [57,58].

CD44

CD44 jest glikoproteing powierzchniowo-transblono-
wa, pierwotnie zidentyfikowana na limfocytach. Zewna-
trzkomérkowa domena CD44 jest gléwnym receptorem
czasteczki macierzy zewnatrzkomorkowej, jaka jest kwas
hialuronowy. Kwas hialuronowy jest bezsiarczanowym
glikozoaminoglikanem, ktéry reguluje procesy adhezji ko-
morkowej, migracji i proliferacji oraz utrzymuje réwnowa-
ge osmotyczng macierzy zewnatrzkomoérkowej poprzez
interakcje z receptorem CD44 [59]. Istnieje korelacja po-
miedzy nadekspresja kwasu hialuronowego i potencjatem
przerzutowym komorek nowotworowych. Zaburzenia od-
dzialywania komérka-macierz poprzez CD44 s3 zwigzane
z powstawaniem przerzutéw i inwazja komérek nowotwo-
rowych w organach docelowych przerzutéw [60]. CD44 jest
biatkiem odpowiedzialnym za adhezje komérkows, ktore
wydaje sie odgrywac role w inwazji komoérek nowotworo-
wych oraz w powstawaniu przerzutéw, poprzez posredni-
czenie w interakcjach miedzy komérkami nowotworowymi
a srodowiskiem. Zmieniona ekspresja CD44 w komorkach
nowotworowych sugeruje mechanizm prowadzacy do
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przerzutowania oraz dodatkowo moze dostarczac informa-
¢ji prognostycznych dla pacjentéw (wysoka ekspresja - zte
rokowanie).

NCAM

Czasteczka adhezji komérek neuronowych (ang. neural
cell adhesion molecule, NCAM) nalezy do nadrodziny im-
munoglobulin (IgSF) i glikoprotein powierzchniowych ko-
morki. Po raz pierwszy NCAM zostata wykryta w uktadzie
nerwowym, gdzie odgrywa role w zaleznej od wapnia ad-
hezji komérkowej. NCAM jest rowniez wskazZnikiem (mar-
kerem) neuroendokrynnego réznicowania komorek. Nie-
indukowane jak i indukowane mezenchymalne komérki
nerki ptodu eksprymuja NCAM - jako specyficzny antygen
powierzchniowy komoérki - az do osiagniecia okresu oko-
toporodowego. Indukowane komoérki mezenchymalne, po
przemianie mezenchymalno epitelialnej na niedojrzatych
komoérkach kanalikéw podczas rozwoju nefronu, szybko
traca ekspresje NCAM [61]. Ponowna ekspresja NCAM jest
wykrywana podczas procesu regeneracji w kanalikach ner-
kowych [62] jak réwniez w raku jasnokomoérkowym nerki
oraz przy przerzutach RCC, m.in. do oérodkowego ukladu
nerwowego (OUN) i nadnerczy [63].

CAIX

Anhydraza weglanowa IX (CAIX) jest transblonowym
biatkiem z rodziny enzymow, ktére katalizuja odwracalna
reakcje uwodnienia dwutlenku wegla do wodoroweglanu i
protonu. Reakcja ta umozliwia komérkom nowotworowym
przetrwanie w kwasnym mikrosrodowisku poprzez utrzy-
manie neutralnego pH. CAIX ulega ekspresji w raku jasno-
komérkowym nerki, gléwnie w wyniku indukcji przez HIE-
1a, co w RCC jest spowodowane warunkami hipoksyjnymi
oraz inaktywacja genu VHL. CAIX nie ulega ekspresji w
tkankach zdrowej nerki dlatego stanowi dobry marker RCC.
Ulega ona takze szczeg6lnie wysokiej ekspresji w RCC-CSC
ktérych opornosé na dziatanie terapii moze m.in. by¢ zwig-
zana wlasnie z funkcja fizjologiczna anhydrazy [64].

INNE PROPONOWANE MARKERY

Inne potencjalne markery RCC-CSC to m. in. CD24, CD31
oraz CD34. CD24 to glikoproteina powierzchniowa zaanga-
zowana w adhezje i przerzutowanie komoérek nowotworo-
wych. Prawdopodobnie odgrywa ona takze role w angioge-
nezie [65]. Fenotyp CD133+ i CD24+ uznaje sie za typowy
dla komérek torebki Bowmana [32]. Z kolei CD31 jest czyn-
nikiem adhezyjnym érédbtonka, eksprymowanym gléwnie
przez plytki krwiiwiekszosé subpopulacji leukocytow. Jego
ekspresja rosnie przy polaczeniach miedzykomoérkowych.
CD31 uczestniczy tez w regulacji migracji leukocytéw przez
Sciany zylne, ale w CSC - w tym RCC-CSC - ulega wysokiej
ekspresji w guzach litych pomimo niskiej ekspresji w zdro-
wym organie [66]. Z kolei CD34 jest biatkiem blonowym z
rodziny sialomucyn, ulegajacym wysokiej ekspresji w po-
czatkowych stadiach hematopoezy i angiogenezy [67]. Brak
ekspresji CD34 jest waznym czynnikiem przy stwierdzaniu
fenotypu komoérek mezenchymalnych, a ekspresja wraz z
CD133 dla komérek hematopoetycznych i srédblonkowych
oraz RCC-CSC [68,69].
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PODSUMOWANIE

Komoérki macierzyste raka nerki (RCC-CSC) pochodza z
tkanki nablonkowej proksymalnych kanalikéw nerkowych.
Powstaja w wyniku mutacji komoérek macierzystych, czy
tez poprzez odréznicowanie komoérek somatycznych nerki i
charakteryzuja sie ekspresja na powierzchni specyficznego
zestawu bialek. CD105 (endoglina) bedaca integralng gli-
koproteing blonowg, indukuje proliferacje poprzez Sciezke
sygnatowa zalezng od ALK1 (ang. activin receptor-like kinase
1). Z kolei receptor chemokin typu 4 (CXCR4) sprzezonych
z biatkiem G bierze udzial w sygnalizacji komérkowej in-
dukujacej migracje komorek. Jednoczesnie biatko NCAM,
bedace czlonkiem nadrodziny immunoglobulin (IgSF) gli-
koprotein powierzchniowych wydaje sie odgrywa role w
zaleznej od wapnia adhezji komérkowej. Istotnym biatkiem
w fizjologii RCC-CSC jest takze anhydraza weglanowa IX
(CAIX), katalizujaca odwracalng reakcje uwodnienia dwu-
tlenku wegla do wodoroweglanu i protonu, co umozliwia
komérkom przetrwanie w kwasnym mikrosrodowisku.
Istotnymi szlakami sygnatowymi aktywowanymi w komor-
kach RCC-CSC sa szlaki takie jak Hedgehog, Notch, Bmi-1,
Wnt, PTEN, Shh i Hox.
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ABSTRACT

Cancers account for 85% of renal tumors. In Poland renal cancer is diagnosed in almost four thousands patients every year and two thousands
of them dies. The most common subtype of renal cancer is clear cell renal cell carcinoma (ccRCC), which accounts for 80-90% of all renal
cancer cases. ccRCC is resistant to chemo- and radiotherapy. More and more data suggest that tumor growth is a result of proliferation and
differentiation of a small population of cells called cancer stem cells (CSC). CSCs are responsible for tumor progression and for the resistance
to chemo- and radiotherapy. This publication covers the role the CSCs and their origin in renal cell carcinoma, with particular emphasis on

clear cell subtype.
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