STRESZCZENIE

Przerzuty nowotworowe stanowia ogromne wyzwanie kliniczne, poniewaz odpowiedzial-
ne sa za 90% wszystkich zgonéw spowodowanych rakiem. Stad tez istnieje silna potrzeba
zapobiegania tworzenia sie przerzutéw albo celowanego niszczenia juz istniejacych. Obec-
nie przyjmuje sie, ze zainicjowanie procesu przejécia epitelialno - mezenchymalnego (EMT)
w zréznicowanych nowotworach, moze silnie zwiekszaé potencjal migracyjny i inwazyjnosé
komoérek nowotworowych. Molekularnym zmianom zachodzacym podczas EMT towarzysza
zmiany morfologiczne, ktorych efektem jest zmiana fenotypu epitelialnego na mezenchy-
malny oraz nabycie przez komérki nowotworowe wzmozonej ruchliwosci i zdolnosci do
inwazji. Po utworzeniu przerzutu w miejscu odleglym od ogniska pierwotnego, komoérki
nowotworowe ulegaja procesowi odwrotnemu, przejsciu mezenchymalno 0- epitalialnemu
(MET), zyskujac z powrotem fenotyp epitelialny. To wlasnie zdolnos¢ komérki nowotwo-
rowej do przechodzenia z jednego stanu do drugiego, pozwala na jej trwale przystosowanie
sie do wymagajacych warunkow zmieniajacego sie Srodowiska i sprzyja powstawaniu prze-
rzutow.

W niniejszym artykule przegladowym oméwie dwa zasadnicze typy progre-
sji przerzutéw: typ plastyczny obejmujacy przejsciowy proces EMT-MET i typ
genetyczny obejmujacy wewnetrzne zmiany genetyczne utrzymujace komorki
w ciaglym stanie EMT.

Ta uproszczona klasyfikacja faczy ze soba klinicznie istotne aspekty spoczyn-
ku komérkowego, tropizmu tkankowego i opornosci na terapie, a takze wskazu-
je perspektywy strategii leczenia przerzutow.

WSTEP

Whbrew powszechnej opinii to nie guz pierwotny jest odpowiedzialny za
$mier¢ z powodu choroby nowotworowej. W 90% przypadkéw $mierc¢ spowo-
dowana jest ogniskami wtérnymi, czyli wlasnie przerzutami. Z tego tez powodu
nowotwory o najwiekszej Smiertelnosci to te najbardziej zlosliwe, czyli najcze-
Sciej przerzutujace [1]. Gdyby$my mogli zahamowac proces przerzutowania lub
juz na samym poczatku wykrycia choroby nowotworowej okresli¢ ztosliwosé
guza, pozwoliloby to na wprowadzenie odpowiedniego leczenia, ktére mogloby
prowadzi¢ do calkowitej remisji choroby.

Najlepszym sposobem opracowania skutecznych strategii terapeutycznych
jest zrozumienie biologii, ktora lezy u podstaw powstawania przerzutéw. Jedna
z podstawowych obserwacji odlegtych przerzutéw wywodzacych sie ze wszyst-
kich typéw nowotworéw pochodzenia nablonkowego (tj. rakéw) jest to, ze duza
cze$¢ z nich wykazuje zréznicowanie komoérkowe, czyli ich komoérki sa podobne
do komorek tkanki, z ktérej sie wywodza. Na pierwszy rzut oka wydaje sie to
trywialne, jednakze zdumiewa fakt, ze komorki rakowe musza rozprzestrzenic¢
si¢ przez cienka ,sie¢” naczyn krwionosnych, co oczywiscie byloby trudnym
zadaniem dla zréznicowanych nablonkowo skupisk komoérek nowotworowych.
Ponadto, zaréwno zréznicowane guzy pierwotne jak i odpowiadajace im prze-
rzuty czesto maja podobna heterogeniczna organizacje, ktéra charakteryzuje sie
regionami gdzie wystepuja réwniez komoérki nie wykazujace zréznicowania,
szczegblnie ma to miejsce na froncie inwazyjnym guza. To ,odréznicowanie”
(ang. dedifferentation) komoérek przypomina zjawisko EMT. Jest to zesp6l zmian
w morfologii i fizjologii komérek, ktére wiaza sie z oslabieniem potaczeni mie-
dzykomoérkowych. W wyniku tego procesu tkanka nowotworowa staje sie¢ mniej
lita, co prowadzi do oderwania pojedynczych komérek. Obecnie przyjmuje sie,
Ze zainicjowanie tego procesu w zréznicowanych nowotworach, moze silnie
zwigkszaé potencjal migracyjny i inwazyjnoéé¢ komérek nowotworowych [1].
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Na podstawie wynikéw badan z przerzutéw raka jelita
grubego, zaproponowano proces EMT i odwrotny proces
MET jako zjawisko przejsciowe, stanowiace sile napedo-
wa w tworzeniu przerzutéw. W tym modelu, komérki ra-
kowe, na froncie inwazyjnym guza, byty odréznicowane,
przypominajac stan EMT. Dodatkowo wykazywatly niski
poziom ekspresji E-kadheryny, ktéra jest markerem epite-
lialnym. Natomiast odwrdcenie tego niezréznicowanego
fenotypu, czyli MET, ktéry charakteryzowat sie ponowna
ekspresja E-kadheryny, zaobserwowano w przerzutach
tego raka do watroby [2]. Dalsze analizy profilu ekspres;ji
gendéw wskazaly, ze inwazyjne, odréznicowane komor-
ki rakowe lacza ze soba wlasciwosci EMT z fenotypem
przypominajacym komorki macierzyste (ang. stem cell-li-
ke phenotype). Doprowadzito to do koncepcji, ze na froncie
inwazyjnym guza (ang. invasive front) istnieja komorki,
ktore tacza ze soba cechy niezbedne do uzyskania przez
nie ruchliwosci, oraz posiadaja fenotyp przypominajacy
komoérki macierzyste. Z tego powodu zostaly nazwane
,migrujacymi rakowymi komérkami macierzystymi”,
ktére stanowia potencjalne zZrédlo powstawania przerzu-
tow [3]. Biologiczne i kliniczne konsekwencje tego od-
krycia sa dalekosiezne, poniewaz pokazuja, ze komorki
nowotworowe z nieprawidlowo aktywowanym progra-
mem EMT otrzymuja za jednym razem wszystkie cechy
niezbedne do rozsiewu jak i do tworzenia przerzutéw.

~Klasyczne” wtasciwosci EMT wywoluja nieprawi-
dltowa ruchliwosé komoérek. Z kolei typowe wlasciwosci
komoérek macierzystych (ang. stemness properties), tj.: od-
pornos¢ na apoptoze, przejéciowy stan spoczynku (ang.
quiescence) i zdolnoé¢ do samoodnowy (ang. self-renewal),
pozwalaja na przezycie podczas rozsiania, kolonizacji w
miejscu przerzutéw, ewentualnej lekoopornosci i dtugo-
trwalego utrzymywania sie rakowych komoérek macie-
rzystych w organizmie (CSC ang. cancer stem cells) [1]. Ko-
nieczna jest dalsza charakterystyka CSC w réznych typach
guzoéw, aby wykazaé, czy rzeczywiscie wlasciwosci EMT
jak i wilasciwosci komérek macierzystych sa zawsze ze
soba powiazane.

Niemniej jednak ta kaskada odkry¢ pozwala na Iaczenie
teorii nowotworowych komérek macierzystych z koncepcja
zjawiska EMT - MET i skutkuje kompleksowa hipoteza o
nieprawidlowej plastycznosci fenotypowej komoérek, ktéra
umozliwia trwala adaptacje komoérek rakowych do trud-
nych zmian w §rodowisku guza [3].

Chociaz wiele wynikéw eksperymentalnych potwier-
dza role nieprawidlowej plastycznosci fenotypowej jako
jednej z sit napedowych przerzutéw, to od dawna wiado-
mo, ze u pacjentoéw nowotworowych moga wystepowac
rowniez niezréznicowane przerzuty. Nawet u indywidu-
alnego pacjenta heterogeniczno$¢ w statusie zréznicowa-
nia przerzutéw jest mozliwa, poniewaz wiele z nich w
jednym narzadzie moze by¢ zaréwno zréznicowanych
jak i niezréznicowanych, co wida¢ na przykladzie prze-
rzutéw w jelicie grubym, raku piersi i ptuc [4]. Stan zréz-
nicowania przerzutéw jest rowniez powigzany z wyni-
kiem klinicznym. Wykazano, Ze przerzuty z nieoperacyj-
nego raka jelita grubego do watroby, ktére wykazywaty
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niski poziom zréznicowania komoérkowego, korelowaty
ze stabym wspoélczynnikiem 2-letniego przezycia [5]. Co
ciekawe, wyglada na to, Ze te niezréznicowane przerzuty
nie wymagaja ponownego zréznicowania lub przejscia
procesu MET, aby mozliwa byta ich kolonizacja. Jest kilka
mozliwych wyjasnieri tego zjawiska, ktére bazuja raczej
na zmianach genetycznych, niz na plastycznosci fenoty-
powej komorek.

W tym artykule przegladowym zostanie oméwiona
rola plastycznosci komoérkowej jako kluczowego zjawi-
ska powstawania przerzutow wywodzacych sie z dobrze
zréznicowanych nowotworéw. Omoéwie réwniez wplyw
plastycznosci na gléwne aspekty przerzutéw, tj. ich roz-
przestrzenianie sie, kolonizacje, tropizm tkankowy, ni-
sze, opornos¢ na leczenie i perspektywy terapeutyczne.

MECHANIZM POWSTAWANIA PRZERZUTOW

Najwazniejsze elementy powstawania odleglych prze-
rzutéw, to rozprzestrzenianie sie komoérek nowotworo-
wych przez cienka sie¢ naczyn krwionosnych i ich kolo-
nizacja w nowym miejscu. W przeciwienstwie do niezréz-
nicowanych, anaplastycznych guzéw pierwotnych, wyda-
waloby sig, ze komorki z guzéw zréznicowanych nie beda
posiadaty niezbednych cech potrzebnych do ich rozsiewu,
a mimo to, one réwniez daja przerzuty. Dlatego na pod-
stawie obserwacji klinicznych, propozycja przejsciowego
zjawiska EMT - MET, skutkujacego nieprawidlowa pla-
stycznoscia fenotypowa jest prosta koncepcja wyjasniajaca
powstawanie przerzutow z nowotworéw o wysokim stop-
niu zréznicowania komérkowego [1].

TGFB,
hipoksja p33
i inne \/—\

A

+ +

S [
I~

> EMT » MET

» Stemness » Rdznicowanie

» Zahamowany wzrost » Proliferacja

» Lekoopornosé » Wrazliwos$¢ na leki

Rycina 1. Klasyfikacja przerzutéw. A) Typ plastyczny charakteryzuje si¢ powtér-
nie zréznicowanymi przerzutami (na niebiesko) i przejéciowq utratg réznico-
wania nabtonka (EMT), co prowadzi do fenotypu komoérek przypominajacych
komorki macierzyste (ang. stemness) (zaznaczone na czerwono). B) Typ genetycz-
ny charakteryzuje sie niezr6znicowanymi komoérkami, ktére nabywaja dodatko-
wych zmian genetycznych, uniemozliwiajacych powtérne zréznicowanie, a tym
samym tracg plastycznos¢ fenotypowa. Wiecej szczegétéw w tekscie. DTC- roz-
siane komorki nowotworowe.
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Aby wnikliwie przedstawi¢ temat, mechanizmu powsta-
wania przerzutéw nalezy réwniez przyblizy¢ zjawisko nie-
réznicowania guzéw wtérnych. W uproszczonej klasyfika-
¢ji dwoch podstawowych rodzajéw powstawania przerzu-
tow przedstawie.: typ I- plastyczny, oparty na plastycznosci
fenotypowej i typ II- genetyczny, indukowany wewnetrz-
nymi zmianami genetycznymi (Ryc. 1).

TYPI-PLASTYCZNY

W typie plastycznym, przerzuty maja zréznicowany fe-
notyp. Zachodzi tu przejSciowy proces przemiany komo-
rek, zaczynajac od EMT, ktéry umozliwia inwazje i rozsia-
nie komoérek nowotworowych. Natomiast do kolonizacji i
wytworzenia makroprzerzutéw, niezbedny jest odwrotny
proces, czyli MET i ponowne réznicowanie si¢ komorek.
Podsumowujac, proces ten charakteryzuje sie wysoka pla-
stycznoscia fenotypowa, ktora jest inicjowana i regulowana
glownie przez warunki srodowiskowe guza (Ryc. 1a).

MOLEKULARNE PODSTAWY
PLASTYCZNOSCI KOMORKOWE]

Najwazniejsza zasada lezaca u podstaw powstawania
przerzutéw typu I jest fakt, iz EMT (a zarazem fenotyp ko-
moérek podobny do komérek macierzystych) jest przejscio-
wy i odwracalny. Jakie sa natomiast podstawowe zmiany
molekularne, ktére umozliwiaja plastycznosé i adaptacje
komoérkowa do réznych wyzwan srodowiskowych, oraz jak
kontrolowane s3 te procesy?

Liczne badania wykazaly, ze wazng role w indukgji pro-
cesu EMT odgrywaja represory transkrypcyjne, ktére czesto
obejmuja wzajemne interakcje z mikroRNA. Seria publikacji

wskazala, Ze plastycznoéé komérkowa jest wywierana przez
wzajemna petle sprzezenia zwrotnego miedzy rodzing in-
duktoréw EMT, czyli ZEB (ZEB1 i ZEB2), a rodzing miR-200
jako induktora réznicowania epitelialnego [6,7]. W ramach
tej petli, ZEB hamuje transkrypcje miR-200, z kolei miR-200
hamuje translacje ZEB. To sprawia, ze obydwa czynniki
kontroluja swoja wzajemna ekspresje (Ryc. 2). ZEB1 wywo-
tuje EMT i stan podobny do tego, ktory jest charakterystycz-
ny dla komérek macierzystych, nie tylko poprzez bezpo-
$rednie hamowanie ekspresji markeréw nabtonkowych, ale
takze poprzez tlumienie wlasnego represora - miR-200. Co
istotne, miR-200 wywoluje réznicowanie nie tylko poprzez
bezposrednie wyciszenie swojego represora- ZEBI, ale tak-
ze poprzez bezposrednie zahamowanie translacji czynni-
kéw komoérek macierzystych oraz epigenetycznych regula-
toréw zwigzanych z komérkami macierzystymi, takimi jak
BMI1 [8] i SUZ12 [9]. Potencjalne konsekwencje kliniczne
tego procesu sa dalekosiezne. ZEB1 jest silnym induktorem
inwazji komérek nowotworowych i jest konieczny do gene-
rowania przerzutéw w modelach zwierzecych [2]. Ponadto,
jego wysoka ekspresja, u pacjentéw cierpigcych na rézne
nowotwory jak np. rak piersi, wiaze si¢ z gorszym roko-
waniem. Co ciekawe, w niektérych typach raka, takich jak
rak jajnika, endometrium czy rak trzustki, wysoka ekspresja
miR-200 réwniez wigze si¢ ze zlym rokowaniem [10]. Wy-
jasnieniem tak sprzecznych wynikéw na poziomie moleku-
larnym moze by¢ to, ze chociaz obnizona ekspresja miR-200
nasila rozprzestrzenianie si¢ komoérek nowotworowych,
to jego ponowna ekspresja, poprzez indukowanie procesu
MET, ma kluczowe znaczenie dla kolonizacji przerzutéw i
tworzenia makroprzerzutow [11].

Petla sprzezenia zwrotnego ZEB-miR-200 odgrywa réw-
niez kluczowa role w kontrolowaniu lekoopornosci. Wyka-

Typ plastyczny

Guz tagodny Guz
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FENOTYP .
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pierwotny
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ZROZINICOWANY

DT1C Przerzut
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> . .
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Rycina 2. Petle sprzezenia zwrotnego regulujace fenotypowa plastycznosé. Cytokiny jak np. TGF, hipoksja, stymulujg ekspresje aktywatoréw EMT z rodziny ZEB i ro-
dziny SNAIL, ktore indukujg zwigzana z EMT ruchliwos¢ komorek, fenotyp komérek macierzystych, zatrzymanie wzrostu i lekoopornosé. Aktywatory EMT polaczone
sa w podwojnie ujemnych petlach sprzezenia zwrotnego z cztonkami rodziny miR-200 i miR-34 wywolujagcymi MET. Aktywatory EMT bezposrednio hamuja transkrypcje
mikroRNA (miRNA) i odwrotnie, miRNA blokuja translacje induktor6w EMT. p53 aktywuje ekspresje obu rodzin miRNA, przesuwajac w ten sposéb petle sprzezenia
zwrotnego w kierunku MET, réznicowania nablonka, proliferacji i wrazliwoéci na leki w komoérkach nowotworowych.
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zano, ze ekspresja ZEB1 nadaje opornos¢ na inhibitory re-
ceptora naskérkowego czynnika wzrostu (EGFR) i na stan-
dardowe chemioterapeutyki, takie jak gemcytabina [12]. Z
drugiej strony wrazliwosé na leki moze zostaé przywrécona
przez nadekspresje rodziny miR-200 [12].

Staboscia zaproponowanego modelu ZEB-miR-200, jako
czynnika napedzajacego plastycznosé fenotypowa bylo to,
ze inne silne induktory EMT, takie jak SNAIL1 (znany réw-
niez jako SNAI1), nie sg regulowane przez miR-200, a zatem
nie sa bezposrednio kontrolowane przez te petle.

Problem ten zostal rozwiazany wraz z odkryciem, zZe
SNAILI jest osadzony w drugiej petli sprzezenia zwrotne-
go wraz z miR-34, ktéra, co ciekawe, kieruje sie tymi samy-
mi zasadami (Ryc. 2). Méwiac najprosciej, SNAIL1 hamuje
transkrypcje czlonkéw rodziny miR-34, a z kolei miR- 34
hamuja translacje SNAIL1 [13,14] Co wiecej, SNAIL inicju-
je EMT, fenotyp charakterystyczny dla komérek macierzy-
stych i lekoopornosé, a rodzina miR-34 indukuje MET, r6z-
nicowanie i wrazliwos¢ na leki.

Podczas gdy wiele juz wiadomo na temat zewnatrzko-
moérkowej i wewnatrzkomoérkowej kontroli induktoréw
EMT, to nadal niewiele wiadomo o tym, co aktywuje eks-
presje zarowno miR-200, jak i miR-34. Co ciekawe, trans-
krypcja obu rodzin mikroRNA jest indukowana przez
P53, umieszczajac jeden z najwazniejszych supresoréw
nowotworowych w centrum regulacji plastycznosci feno-
typowej [15]. Znaczenie tego odkrycia dla biologii raka
jest istotne, poniewaz sugeruje, ze dla plastycznosci fe-
notypowej wymagana jest prawidlowa funkcja p53. Czy
w konsekwencji mutacje p53 sa sposobem na genetyczne
zatrzymanie raka w stanie EMT? Pomyst ten zyskat apro-
bate dzieki odkryciu pokazujacemu, ze epigenetyczne
inaktywacje gendw mir-34 moga zastapi¢ utrate funkcji
P53 w raku jelita grubego [16]. Jednak duza liczba mutacji
P53 w wielu typach nowotwordéw, jak réwniez w guzach
zréznicowanych, sugeruje, ze sama mutacja p53 nie jest
wystarczajgca do utrzymania komoérek w cigglym stanie
EMT. Konieczne zatem bedzie zbadanie, czy mutacje w
p53 koreluja z innymi znanymi lub nieznanymi zmiana-
mi genetycznymi, aby utrzymac stan EMT w niezréznico-
wanych guzach i ich przerzutach.

DLACZEGO PRZERZUTY PONOWNIE SIE ROZNICUJA?

Chociaz prawdopodobnie istnieje kilka odpowiedzi na
to pytanie, jedna z najbardziej prawdopodobnych jest to,
ze w przypadku zréznicowanych guzéw, zdolnosci do
wzrostu i rozprzestrzeniania sie, wzajemnie sie wyklucza-
ja. Potwierdzily to badania inwazyjnego raka jelita grube-
go, gdzie komorki, ktére przeszty EMT, wykazywaly niski
poziom markera proliferacji Ki67. Natomiast wzmozona
proliferacje zaobserwowano w zréznicowanych regionach
zar6wno guza pierwotnego, jak i przerzutéw [17]. To su-
geruje, ze MET lub ponowne réznicowanie komorek jest
konieczne, aby przezwyciezy¢ zatrzymanie wzrostu guza
zwiazane z EMT. Dodatkowo, zostalo to potwierdzone w
badaniu, gdzie komoérki inwazyjne wykazywaly ekspresje
inhibitora cyklu komorkowego i markera starzenia INK4A
(znanego réwniez jako p16). Warto zaznaczy¢, ze ekspresja
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INK4A w inwazyjnych komérkach nowotworowych kore-
lowata ze ztym rokowaniem u pacjentéw ze zréznicowa-
nym rakiem jelita grubego [2,18-19].

Zahamowanie wzrostu (ang. growth arrest) jest rowniez
cechag wielu prawidtowych komérek macierzystych wyste-
pujacych w tkankach, a takze wielu krazacych komorek
nowotworowych (CTC, ang. circulating tumour cells) i roz-
sianych komérek nowotworowych (DTC, ang. disseminated
tumor cells). Analiza szpiku kostnego pokazata, ze duza
czeé¢ DTC wykazuje wlasciwosci komérek macierzystych
i przebywa w stanie spoczynku, czyli fazie GO/GI1 cy-
klu komérkowego [20]. Zatrzymanie cyklu komérkowego,
ktore jest ewidentne podczas inwazji i rozprzestrzeniania
si¢ komoérek nowotworowych, mozna réwniez wyjasnic
na poziomie molekularnym. Od dawna wiadomo, ze in-
dukcja EMT poprzez transformacje czynnika wzrostu-3
(TGFp) wiaze sie ze zmniejszona proliferacjq i zatrzyma-
niem wzrostu komoérek nablonka, co dzieje sie za sprawa
zwiekszonej ekspresji np. ZEB1 [1]. Z kolei Vega i wsp.
wykazali, ze SNAIL1 moze bezposrednio wywolywac za-
trzymanie wzrostu poprzez zahamowanie ekspresji cykli-
ny D2. Co wiecej, SNAIL bezposrednio hamuje réwniez
ekspresje antygenu jadrowego proliferujacych komorek
(PCNA ) [21,22].

Zjawisko to, polegajace na wyjsciu komoérki ze stanu
spoczynku do stanu aktywnej proliferacji w celu stwo-
rzenia makroprzerzutéw zostalo potwierdzone w wielu
badaniach. U pacjentek z rakiem piersi, rozsiane komorki
nowotworowe (DTC) moga utrzymywac sie w stanie uspio-
nych mikroprzerzutéw, przez lata po usunieciu guzéw
pierwotnych. Przejscie od mikroprzerzutéow do rosngcych
makroprzerzutéw wymaga przejscia od stanu uspienia do
proliferacji. Co istotne, przejscie to, zwane kolonizacjg, uwa-
Za sie za ostatni etap powstawania przerzutéw. Wykazano
eksperymentalnie, ze chociaz wigekszos¢ krazacych komo-
rek nowotworowych (CTC) przezywa proces rozsiewu i po-
nownej adhezji, to tylko okoto 0,01% z nich jest si¢ w stanie
zagniezdzi¢ i przeksztalcié w makroprzerzuty. Co wiecej,
kolonizacja mozliwa jest przez ponowna ekspresje rodziny
miR-200, co w konsekwencji prowadzi do réznicowania na-
blonka [4]. Warto zauwazy¢, ze ekspresja miR-200 sprzyja
réwniez proliferacji i wzrostowi komérek rakowych [23].

Podsumowujac, na poziomie molekularnym petle sprze-
Zenia zwrotnego miedzy ZEB i miR-200 oraz SNAIL i miR-
34 moga stanowic istotny czynnik wplywajacy na plastycz-
noéc fenotypowa i zarazem I typ przerzutéw.

CZYNNIKI INICJUJACE MET I PONOWNE
ROZNICOWANIE KOMOREK

Ze wzgledu na odwracalny charakter EMT w komoér-
kach zaangazowanych w inwazje i rozsiew komoérek no-
wotworowych w przerzutach typu I, kluczowa kwestig
jest to, co wywotuje proces MET. Najprawdopodobniej nie
jest to wewnatrzkomoérkowy proces komoérek nowotworo-
wych, lecz jest to proces zalezny od czynnikéw zewnetrz-
nych i srodowiska. W tym kontekécie nalezy rozwazy¢
czynniki zwigzane z nisza przerzutowsq, jako te, ktére
umozliwiaja lub wywotuja MET w rozsianych komor-
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kach nowotworowych (DTC). Nalezy jednak pamieta¢, ze
rakowe komorki macierzyste sa zmienione genetycznie i
nie reaguja w podobny sposéb na bodzce zewnetrzne, jak
prawidlowe komorki (macierzyste). Wiele czynnikéw ini-
cjujacych EMT zostalo juz zidentyfikowanych [1], jednak
znacznie mniej wiadomo o induktorach MET. Ciekawa hi-
poteze, zaproponowal 15 lat temu Steven Frisch, méwiac,
ze réznicowanie nabtonka jest domys$lng Sciezka komor-
kowa [24]. Gdyby tak bylo, EMT mogloby wystapi¢ tylko
w obecnosci pozytywnych wyzwalaczy EMT, a ich brak
zawsze skutkowalby powstaniem nabtonka. Istnieja dane
molekularne, ktére czeSciowo potwierdzaja te hipoteze.
Na przyklad, ekspresja E-kadheryny moze ustabilizowa¢
MET poprzez zwiazanie pP-kateniny i skladnika czynnika
jadrowego-xB (NF-xB), p65, hamujgc w ten sposob induko-
wany przez SNAIL1 proces EMT [25]. Wyniki te wskazuja,
Ze istnieje prég wymaganego poziomu E-kadheryny do in-
dukowania ,, domyslnego” szlaku stabilizujacego fenotyp
epitelialny. Ponadto kontakt niezré6znicowanych komorek
nowotworowych z normalnymi komérkami nabtonkowy-
mi moze skutkowac ich réznicowaniem si¢ do nabtonka.
Zostalo to wykazane w przypadku komorek raka prostaty
i komorek raka piersi w mysim modelu przerzutéw do wa-
troby [26,27]. W tym procesie moze by¢ zaangazowanych
wiele Sciezek, ale wykazano, Ze bialko morfogenetyczne 7
(BMP7?) indukuje MET w fibroblastach nerkowych oraz w
komérkach raka prostaty i piersi, zmniejszajac w ten spo-
sob ich zdolnos¢ do tworzenia przerzutéw do kosci [4]. Je-
sli MET jest niezbedny do utworzenia makroprzerzutéw,
woéweczas niezdolnosé do poddania sie MET w okres$lonych
narzadach z powodu braku sygnaléw, moze réwniez od-
grywacé role w tropizmie tkankowym obserwowanym w
przypadku przerzutéw z réznych typow guzéw.

Potwierdzaja to badania na mysim modelu raka piersi.
Wykazano, ze rekrutacja szpikowych komérek progeni-
torowych do niszy w ptucach byla niezbedna do wywo-
tania MET w rozsianych komérkach nowotworowych
(DTC) i pdézniejszego tworzenia makroprzerzutéw [28].
Aktywna rola okreslonych czynnikéw srodowiskowych
w wywolywaniu MET, a tym samym definiowaniu tro-
pizmu tkankowego w przypadku okreslonych nowotwo-
row, rowniez przemawialaby przeciwko réznicowaniu
jako ,domyslnej Sciezce”. Dalsza identyfikacja takich
czynnikéw moze mie¢ duze znaczenie kliniczne w zapo-
bieganiu przerzutom typu l. Z drugiej strony, tworzenie
niezréznicowanych przerzutéw typu II jest prawdopo-
dobnie bardziej niezalezne od bodzcéw srodowiskowych
i napedzane wewnetrznie, zwlaszcza przez akumulacje
zmian genetycznych.

DOWODY KLINICZNE NA ISTNIENIE
PLASTYCZNOSCI KOMORKOWE]

Wystepowanie zréznicowanych przerzutéw zostalo po-
twierdzone klinicznie. Jednak nadal pozostaje kwestia dys-
kusyjna [29], czy zjawisko EMT rzeczywiscie wystepuje w
nowotworach, przy czym to pytanie jest gtéwnie wywolane
blednym pogladem, ze EMT w komorce rakowej jest row-
noznaczne z calkowitym przejéciem do czystego fenoty-
pu mezenchymalnego, jak ma to miejsce podczas rozwoju
osobniczego.
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Niedawno wykazano, ze inicjujace nowotwor komorki z
ksenograftu ludzkiego raka okreznicy, moga tworzy¢ prze-
rzuty do watroby tylko wtedy, gdy maja komoérki macierzy-
ste i wykazuja zdolnosci do samoodnowy [30]. Co wiecej,
plastycznos$é fenotypowa nie ogranicza sie tylko do ko-
moérek nowotworowych, poniewaz jest szczegdlnie wazna
podczas rozwoju embrionalnego. Na przyktad EMT indu-
kuje gastrulacje, po ktérej nastepuje MET przy implantacji
w celu utworzenia trofoektodermy, pierwszego nablonka
embrionalnego. Plastycznoé¢ fenotypowa, ktéra obejmuje
procesy EMT i MET, ma réwniez kluczowe znaczenie w na-
prawie tkanek, a jej nieprawidtowa aktywacja jest widoczna
w procesach patologicznych, takich jak zwiéknienie narza-
déw [31].

Od prawie 20 lat wiadomo, ze wczesne stadium raka je-
lita grubego, ktéry wykazuje paczkujacy fenotyp (ang. bud-
ding-type), ma gorsze rokowanie, niz rak nie wykazujacy
tego fenotypu (ang. non-budding). Jednak fakt, iz paczkujace
komorki rakowe prezentuja fenotyp EMT i maja cechy ko-
morek macierzystych zostal odkryty znacznie pdZniej [4].
Wysoki poziom EMT w inwazyjnych obszarach zréznico-
wanych guzéw pierwotnych, koreluje z niekorzystnym wy-
nikiem klinicznym i staba przezywalnoscia we wczesnym
stadium raka jelita grubego [32]. Dodatkowe badania wy-
kazaly, ze zte rokowanie zwigzane z paczkujacym rakiem
jelita grubego jest spowodowane przerzutami do weztéw
chionnych, a takze odleglymi przerzutami do watroby lub
pluc [4].

W guzie pierwotnym raka piersi, odsetek rakowych ko-
morek macierzystych CD44 + CD24 low koreluje ze zwigk-
szonym ryzykiem odlegtych przerzutéw. Co uderzajace,
przerzuty wysiane z tych guzéw czasami wykazuja wyzsze
wskazniki réznicowania w poréwnaniu z guzem pierwot-
nym, na co wskazuje zwiekszona ekspresja CD24. U pacjen-
tek ze zloSliwym rakiem piersi, liczba CTC wykazujacych
fenotyp EMT i markery rakowych komoérek macierzystych
jest silnie zwiekszona. Ponadto liczba rozsianych komorek
nowotworowych (DTC) koreluje ze ztym rokowaniem [33].

Istnieje réwniez coraz wiecej dowodow eksperymental-
nych, ktére potwierdzaja istnienie zjawiska EMT. W mysim
modelu raka piersi MMTV-PyMT, krazace komorki nowo-
tworowe (CTC), dodatnie pod wzgledem markera komérek
macierzystych CD90, sa odpowiedzialne za przerzuty do
ptuc. Natomiast w réznicowanych, rosngcych przerzutach,
odsetek komoérek CD90 + ponownie ulega zmniejszeniu
[34]. Chaffera i wsp. po raz pierwszy wykazali znaczenie
ponownego zréznicowania dla wzrostu makroprzerzutéw.
Selekcja in vivo linii komoérek raka pecherza TSU-PR1 do-
prowadzila do powstania subklonéw mezenchymalnych,
ktére mialy wysoka zdolnosé do inwazji, rozprzestrzeniania
sie i tworzenia mikroprzerzutéw [35]. Natomiast komorki te
nie byly w stanie przeksztalci¢ sie w makroprzerzuty. Tylko
subklony o fenotypie nablonkowym tworzyly makroprze-
rzuty po wstrzyknieciu do uktadu krazenia. Podobne wy-
niki uzyskano stosujac izogeniczny system czterech linii ko-
morkowych raka piersi. Jedynie nablonkowy klon 4T1 eks-
prymujacy E-kadheryne i miR-200 tworzyl makroprzerzuty,
podczas gdy mezenchymalny klon 4T07, chociaz rozsiewal
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i tworzyl wiecej mikroprzerzutéw, nie generowat makro-
przerzutéw. Co ciekawe, transfekcja miR-200 do 4T07 po-
budzala MET i umozliwiata wzrost makroprzerzutéw [36].
Niedawno, stosujac ten sam system hodowli komérkowych,
Korpal i wsp. wykazali, Ze ponowna ekspresja miR-200 jest
absolutnie konieczna do kolonizacji przerzutéw. W zwiaz-
ku z tym ponowna ekspresja miR-200 nie tylko napedza
réznicowanie nablonka, ale takze sprzyja wzrostowi makro-
przerzutéw, poprzez bezposrednie zablokowania SEC23A,
ktoéry posredniczy w wydzielaniu bialek hamujacych prze-
rzuty, takich jak biatko wigzace insulinopodobny czynnik
wzrostu 4 (IGFBP4) i antygen 1 rurkowo-$rédmigzszowego
zapalenia nerek (TINAGL1) [11].

TYP IT - GENETYCZNY

Przerzuty genetyczne typu Il maja niezréznicowany fe-
notyp, niezaleznie od ich pierwotnego guza, ktéry moze by¢
réznicowany lub niezréznicowany. Ich inwazyjne i rozsiane
komoérki nowotworowe sa w permanentnym stanie EMT
i jedynie stabe, ponowne réznicowanie tych komorek jest
mozliwe i/lub konieczne do utworzenia makroprzerzutéw

(Ryc.1b).

Jakie jest ich pochodzenie i dlaczego nie musza sie po-
nownie réznicowaé? Prawdopodobny scenariusz zaklada,
Ze pierwotny guz byl wczesniej zréznicowany, ale jego wy-
brane subklony, majace fenotyp przypominajacy komorki
macierzyste i EMT, sa utrzymywane na stale w tym stanie
poprzez serie zmian genetycznych i zewnetrzne sygnaly.

Klinicznie najbardziej prawdopodobna i istotng przyczy-
na przejscia guza zréznicowanego do niezréznicowanego
jest leczenie cyklami chemioterapii. Guzy, ktére nawracaja
po leczeniu chemioterapig, moga by¢ wysoce oporne, mniej
zréznicowane i silnie przerzutujace. Potwierdza to wiele
obserwagji klinicznych.

Dobrym przykladem jest rak piersi. Leczenie pacjentek
ze zréznicowanym rakiem piersi przez 3 miesiace konwen-
cjonalnymi hormonami i chemioterapia skutkowalo nawra-
cajacymi, niezréznicowanymi guzami o fenotypie EMT i no-
wotworowych komérek macierzystych (CD44 + CD24low),
a takze agresywnym, niskoklaudynowym (ang. claudin-low)
profilem [31,37]. Inne doniesienia wykazaly, Ze po zasto-
sowaniu chemioterapii, w organizmie pozostaja rakowe
komorki macierzyste o fenotypie EMT, ktoére s Zroditem
wznowy guza pierwotnego i przerzutéw [38].

Dlaczego natomiast rakowe komoérki macierzyste z prze-
rzutéw typu II nie przechodza MET? Mozliwym wytlu-
maczeniem moze by¢ to, ze cykle chemioterapii powoduja
zmiany genetyczne w tych komorkach, ktére pozwalaja za-
réwno na utrzymanie kluczowych cech komérek macierzy-
stych (szczeg6lnie opornosc na leki i samoodnawianie), jak
i na trwalg niekontrolowana proliferacje. W tym przypad-
ku samoodnawianie si¢ komoérek macierzystych zostatoby
odfgczone od stanu spoczynku komérek macierzystych, a
zatem ponowne zréznicowanie bytoby mato prawdopodob-
ne i potencjalnie niepotrzebne w przypadku generowania
makroprzerzutéw. Rezultatem bylby wysoce proliferujg-
cy, lekooporny guz o trwalym fenotypie komoérek macie-
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rzystych i EMT, ktéry w ten sposéb uzyskat juz wszystkie
cechy rozsiewu i kolonizacji przerzutéw bez koniecznosci
ponownego réznicowania. Niedawne odkrycie wewnatrz-
nowotworowej heterogenicznosci pod wzgledem ekspres;ji
gendéw, mutacji genéw i rearanzacji genomu wskazuje, ze
wiele nowotworéw moze szybko przystosowac sie do sil se-
lekcyjnych, takich jak chemioterapia, dzieki réznorodnosci
podklonéw genetycznych obecnych w guzie [39]. Jednak
w tym scenariuszu pozostaje gléwne pytanie: jakie sa klu-
czowe zmiany genetyczne, ktére utrzymujg guzy w stanie
EMT, a jednoczes$nie umozliwiaja proliferacje oraz co spra-
wia, ze ponowne zréznicowanie staje sie niepotrzebne pod-
czas kolonizacji i tworzenia makroprzerzutéw?

Biorac pod uwage niedawno odkryta role p53 w kon-
trolowaniu plastycznosci fenotypowej poprzez regulacje
ekspresji cztonkéw rodziny miR-200 i miR-34, mutacje p53
moga by¢ wazne dla utrzymania komoérek w stanie EMT.
Niemniej jednak duza liczba mutacji p53 réwniez w zréz-
nicowanych nowotworach sugeruje, ze mutacje p53 nie sa
wystarczajace do utrzymania tego stanu, co podkresla ko-
nieczno$¢ dodatkowych mutacji, w celu przezwyciezenia
stanu spoczynku lub starzenia sie. Dlatego wazne bedzie,
aby znaleZ¢ nowe zmiany genetyczne, ktére wywoluja prze-
rzuty typu II, by¢ moze we wspoétpracy z mutacjami w p53.
Ponadto, jesli tropizm tkankowy jest cze$ciowo definiowa-
ny przez zdolnos¢ do wywotywania MET, czy oznacza to,
ze niezréznicowane przerzuty typu II wykazuja mniejszy
tropizm? Dokladne badanie przerzutéw do rzadkich i odle-
glych miejsc mogloby odpowiedzie¢ na to pytanie.

PERSPEKTYWY

Proponowana klasyfikacja progresji przerzutéw na dwa
glowne typy odzwierciedla sytuacje w idealnych przy-
padkach. Jednak w praktyce klinicznej oba typy moga sie
plynnie pokrywac z dominacja jednego lub drugiego typu.
Mimo to klasyfikacja przerzutéw na te dwa typy pozwa-
la na wyrazne powigzanie z waznymi aspektami biologii
przerzutéw, takimi jak rola sygnatéw srodowiskowych i
niszy przerzutéw w poréwnaniu z kluczowymi zmianami
genetycznymi, tropizmem tkankowym, u$pieniem, a takze
z wyzwaniami klinicznymi, zwlaszcza przezwyciezaniem
odpornosci na leczenie. Obecnie powszechnie uwaza sie,
ze oporno$¢ ta dotyczy komorek o fenotypie podobnym
do komorek macierzystych [3]. Zréznicowana mase guza
mozna czesto catkowicie wyeliminowac za pomoca radio-
terapii i/lub chemioterapii, ale uwaza sie, Ze nawrét choro-
by u takich pacjentow jest spowodowany przezywajacymi
nowotworowymi komérkami macierzystymi. Ich opornosé
w poréwnaniu ze zréznicowanymi komérkami rakowymi
moze wynikaé¢ z mechanizméw istniejacych w komorkach
macierzystych zapewniajacych ich dlugotrwate przezycie
oraz zdolnosci nowotworowych komérek macierzystych do
istnienia w stanie u$pienia (spoczynku) [40].

Rzeczywiscie, komorki rakowe, ktére przechodza EMT i
wykazuja cechy komoérek macierzystych, sa bardziej odpor-
ne na induktory apoptozy i starzenia, czyli na dwa mecha-
nizmy, o ktérych wiadomo, ze hamuja rozw6j nowotworu
[1]. Istnieje wiele przykladéw pokazujacych zwiazek EMT z
opornoscig na leki w réznych typach raka.
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Rosnaca wiedza na temat powigzar molekularnych mie-
dzy fenotypami przypominajacymi komoérki macierzyste
raka, a EMT oraz molekularnymi podstawami plastyczno-
Sci fenotypowej oferuje wiele mozliwosci terapeutycznych.
Jednak takie strategie musza uwzgledniaé¢ gtéwna réznice
miedzy plastycznoscia typu I, a genetycznymi przerzutami
typu II - to znaczy zdolnoé¢ do ponownego réznicowania.
Zdolnos¢ ta potencjalnie umozliwi ponowna wrazliwo$¢ na
konwencjonalna chemioterapie w przypadku plastycznosci
typu I, ale nie w przypadku typu Il genetycznego. Rzeczy-
wiécie, wrazliwos¢ na leki mozna przywréci¢ poprzez ekto-
powa nadekspresje rodziny miR-200 [12], przypuszczalnie
dlatego, ze pomagaja one przywroci¢ stan zréznicowany.
Dlatego obiecujaca i prosta strategia mogloby by¢ ponowne
zréznicowanie rakowych komoérek macierzystych.

Prawdopodobnie nie mozna pobudzi¢ przerzutéw ge-
netycznych typu II w celu réznicowania i przywrdcenia
chemowrazliwosci. Zatem jedynym sposobem leczenia
przerzutéw typu II jest bezposrednie celowanie w komor-
ki charakteryzujace sie stanem EMT i fenotypem komoérek
macierzystych. Opracowanie lekéw, ktére wybioérczo celuja
w rakowe komorki macierzyste, przyniostoby korzysci obu
typom przerzutéw, ale jest to trudne zadanie. Obecnie pro-
wadzone sa badania in vitro i przedkliniczne w celu zna-
lezienia kombinacji lekéw, ktére wybidrczo celuja w szlaki
sygnalowe aktywne w komoérkach macierzystych i proge-
nitorowych, takie jak WNT [41], Hedgehog (HH)[42], AKT
- mTOR [43,44] i szlaki Notch [45].

Jednak powazny problem dla przyszlych strategii tera-
peutycznych moze wynikaé z zasadniczych réznic w biolo-
gii prawidlowych komérek macierzystych i rakowych ko-
moérek macierzystych. Molekularne podstawy tych réznic
nie sa dobrze poznane i prawdopodobnie wynikaja z pod-
stawowych zmian genetycznych, ktére zaki6caja normalna
hierarchie komoérek macierzystych, progenitorowych i zréz-
nicowanych oraz sprawiajg, ze komoérki nowotworowe sa
znacznie bardziej elastyczne we wzajemnym przeksztalca-
niu si¢ miedzy tymi stanami. Wazna konsekwencja jest to,
ze rakowe komorki macierzyste moga ponownie powstaé z
nienowotworowych komoérek macierzystych poprzez akty-
wacje programu EMT [46,47]. Czy zatem musimy celowaé
we wszystkie typy subpopulacji komérek rakowych (rako-
we komoérki macierzyste, CTC, DTC zr6znicowane komor-
ki rakowe) w tym samym czasie? Takie obawy wskazuja,
ze jakakolwiek terapia jednym $rodkiem prawdopodobnie
zakoniczy sie niepowodzeniem, co dodatkowo podkresla
znaczenie opracowania terapii skojarzonych, ukierunkowa-
nych na rézne etapy kaskady przerzutéw.
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ABSTRACT

Metastasis is of great clinical importance as it is responsible for more than 90% of cancer-related mortality. Therefore, there is a strong need
to prevent metastasis formation or to target existing metastases. It is currently assumed that initiating the epithelial-mesenchymal transition
(EMT) process in differentiated cancers may strongly increase the migration potential and invasiveness of cancer cells. Molecular changes
occurring during EMT are accompanied by morphological changes, the effect of which is the change of the epithelial phenotype to the mesen-
chymal one and the acquisition by cancer cells of increased mobility and the ability to invade. After metastasis is formed at a site distant from
the primary tumor, cancer cells undergo the reverse process, the mesenchymal-epithelial transition (MET), regaining the epithelial phenotype.
This ability of the tumour cell to switch from one state to the other allows permanent adaptations to the demanding conditions of a changing
environment and promotes the formation of metastasis. In this review, I discuss two principle types of metastatic progression: phenotypic
plasticity involving transient EMT-MET processes and intrinsic genetic alterations keeping cells in an EMT and stemness state. This simpli-
fied classification integrates clinically relevant aspects of dormancy, metastatic tropism and therapy resistance, and implies perspectives on

treatment strategies against metastasis
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