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				STRESZCZENIE

				Przerzuty nowotworowe stanowią ogromne wyzwanie kliniczne, ponieważ odpowiedzial-ne są za 90% wszystkich zgonów spowodowanych rakiem. Stąd też istnieje silna potrzeba zapobiegania tworzenia się przerzutów albo celowanego niszczenia już istniejących. Obec-nie przyjmuje się, że zainicjowanie procesu przejścia epitelialno - mezenchymalnego (EMT) w zróżnicowanych nowotworach, może silnie zwiększać potencjał migracyjny i inwazyjność komórek nowotworowych. Molekularnym zmianom zachodzącym podczas EMT towarzyszą zmiany morfologiczne, których efektem jest zmiana fenotypu epitelialnego na mezenchy-malny oraz nabycie przez komórki nowotworowe wzmożonej ruchliwości i zdolności do inwazji. Po utworzeniu przerzutu w miejscu odległym od ogniska pierwotnego, komórki nowotworowe ulegają procesowi odwrotnemu, przejściu mezenchymalno 0– epitalialnemu (MET), zyskując z powrotem fenotyp epitelialny. To właśnie zdolność komórki nowotwo-rowej do przechodzenia z jednego stanu do drugiego, pozwala na jej trwałe przystosowanie się do wymagających warunków zmieniającego się środowiska i sprzyja powstawaniu prze-rzutów.

				W niniejszym artykule przeglądowym omówię dwa zasadnicze typy progre-sji przerzutów: typ plastyczny obejmujący przejściowy proces EMT-MET i typ genetyczny obejmujący wewnętrzne zmiany genetyczne utrzymujące komórki w ciągłym stanie EMT.

				Ta uproszczona klasyfikacja łączy ze sobą klinicznie istotne aspekty spoczyn-ku komórkowego, tropizmu tkankowego i oporności na terapię, a także wskazu-je perspektywy strategii leczenia przerzutów.

				WSTĘP

				Wbrew powszechnej opinii to nie guz pierwotny jest odpowiedzialny za śmierć z powodu choroby nowotworowej. W 90% przypadków śmierć spowo-dowana jest ogniskami wtórnymi, czyli właśnie przerzutami. Z tego też powodu nowotwory o największej śmiertelności to te najbardziej złośliwe, czyli najczę-ściej przerzutujące [1]. Gdybyśmy mogli zahamować proces przerzutowania lub już na samym początku wykrycia choroby nowotworowej określić złośliwość guza, pozwoliłoby to na wprowadzenie odpowiedniego leczenia, które mogłoby prowadzić do całkowitej remisji choroby.

				Najlepszym sposobem opracowania skutecznych strategii terapeutycznych jest zrozumienie biologii, która leży u podstaw powstawania przerzutów. Jedną z podstawowych obserwacji odległych przerzutów wywodzących się ze wszyst-kich typów nowotworów pochodzenia nabłonkowego (tj. raków) jest to, że duża część z nich wykazuje zróżnicowanie komórkowe, czyli ich komórki są podobne do komórek tkanki, z której się wywodzą. Na pierwszy rzut oka wydaje się to trywialne, jednakże zdumiewa fakt, że komórki rakowe muszą rozprzestrzenić się przez cienką „sieć” naczyń krwionośnych, co oczywiście byłoby trudnym zadaniem dla zróżnicowanych nabłonkowo skupisk komórek nowotworowych. Ponadto, zarówno zróżnicowane guzy pierwotne jak i odpowiadające im prze-rzuty często mają podobną heterogeniczną organizację, która charakteryzuje się regionami gdzie występują również komórki nie wykazujące zróżnicowania, szczególnie ma to miejsce na froncie inwazyjnym guza. To „odróżnicowanie” (ang. dedifferentation) komórek przypomina zjawisko EMT. Jest to zespół zmian w morfologii i fizjologii komórek, które wiążą się z osłabieniem połączeń mię-dzykomórkowych. W wyniku tego procesu tkanka nowotworowa staje się mniej lita, co prowadzi do oderwania pojedynczych komórek. Obecnie przyjmuje się, że zainicjowanie tego procesu w zróżnicowanych nowotworach, może silnie zwiększać potencjał migracyjny i inwazyjność komórek nowotworowych [1].

			

		

	
		
			
				96	https://postepybiochemii.ptbioch.edu.pl/

			

		

		
			
				Na podstawie wyników badań z przerzutów raka jelita grubego, zaproponowano proces EMT i odwrotny proces MET jako zjawisko przejściowe, stanowiące siłę napędo-wą w tworzeniu przerzutów. W tym modelu, komórki ra-kowe, na froncie inwazyjnym guza, były odróżnicowane, przypominając stan EMT. Dodatkowo wykazywały niski poziom ekspresji E-kadheryny, która jest markerem epite-lialnym. Natomiast odwrócenie tego niezróżnicowanego fenotypu, czyli MET, który charakteryzował się ponowną ekspresją E-kadheryny, zaobserwowano w przerzutach tego raka do wątroby [2]. Dalsze analizy profilu ekspresji genów wskazały, że inwazyjne, odróżnicowane komór-ki rakowe łączą ze sobą właściwości EMT z fenotypem przypominającym komórki macierzyste (ang. stem cell-li-ke phenotype). Doprowadziło to do koncepcji, że na froncie inwazyjnym guza (ang. invasive front) istnieją komórki, które łączą ze sobą cechy niezbędne do uzyskania przez nie ruchliwości, oraz posiadają fenotyp przypominający komórki macierzyste. Z tego powodu zostały nazwane „migrującymi rakowymi komórkami macierzystymi”, które stanowią potencjalne źródło powstawania przerzu-tów [3]. Biologiczne i kliniczne konsekwencje tego od-krycia są dalekosiężne, ponieważ pokazują, że komórki nowotworowe z nieprawidłowo aktywowanym progra-mem EMT otrzymują za jednym razem wszystkie cechy niezbędne do rozsiewu jak i do tworzenia przerzutów.

				„Klasyczne” właściwości EMT wywołują nieprawi-dłową ruchliwość komórek. Z kolei typowe właściwości komórek macierzystych (ang. stemness properties), tj.: od-porność na apoptozę, przejściowy stan spoczynku (ang. quiescence) i zdolność do samoodnowy (ang. self-renewal), pozwalają na przeżycie podczas rozsiania, kolonizacji w miejscu przerzutów, ewentualnej lekooporności i długo-trwałego utrzymywania się rakowych komórek macie-rzystych w organizmie (CSC ang. cancer stem cells) [1]. Ko-nieczna jest dalsza charakterystyka CSC w różnych typach guzów, aby wykazać, czy rzeczywiście właściwości EMT jak i właściwości komórek macierzystych są zawsze ze sobą powiązane.

				Niemniej jednak ta kaskada odkryć pozwala na łączenie teorii nowotworowych komórek macierzystych z koncepcją zjawiska EMT – MET i skutkuje kompleksową hipotezą o nieprawidłowej plastyczności fenotypowej komórek, która umożliwia trwałą adaptację komórek rakowych do trud-nych zmian w środowisku guza [3].

				Chociaż wiele wyników eksperymentalnych potwier-dza rolę nieprawidłowej plastyczności fenotypowej jako jednej z sił napędowych przerzutów, to od dawna wiado-mo, że u pacjentów nowotworowych mogą występować również niezróżnicowane przerzuty. Nawet u indywidu-alnego pacjenta heterogeniczność w statusie zróżnicowa-nia przerzutów jest możliwa, ponieważ wiele z nich w jednym narządzie może być zarówno zróżnicowanych jak i niezróżnicowanych, co widać na przykładzie prze-rzutów w jelicie grubym, raku piersi i płuc [4]. Stan zróż-nicowania przerzutów jest również powiązany z wyni-kiem klinicznym. Wykazano, że przerzuty z nieoperacyj-nego raka jelita grubego do wątroby, które wykazywały 

			

		

		
			
				niski poziom zróżnicowania komórkowego, korelowały ze słabym współczynnikiem 2-letniego przeżycia [5]. Co ciekawe, wygląda na to, że te niezróżnicowane przerzuty nie wymagają ponownego zróżnicowania lub przejścia procesu MET, aby możliwa była ich kolonizacja. Jest kilka możliwych wyjaśnień tego zjawiska, które bazują raczej na zmianach genetycznych, niż na plastyczności fenoty-powej komórek.

				W tym artykule przeglądowym zostanie omówiona rola plastyczności komórkowej jako kluczowego zjawi-ska powstawania przerzutów wywodzących się z dobrze zróżnicowanych nowotworów. Omówię również wpływ plastyczności na główne aspekty przerzutów, tj. ich roz-przestrzenianie się, kolonizację, tropizm tkankowy, ni-sze, oporność na leczenie i perspektywy terapeutyczne.

				MECHANIZM POWSTAWANIA PRZERZUTÓW

				Najważniejsze elementy powstawania odległych prze-rzutów, to rozprzestrzenianie się komórek nowotworo-wych przez cienką sieć naczyń krwionośnych i ich kolo-nizacja w nowym miejscu. W przeciwieństwie do niezróż-nicowanych, anaplastycznych guzów pierwotnych, wyda-wałoby się, że komórki z guzów zróżnicowanych nie będą posiadały niezbędnych cech potrzebnych do ich rozsiewu, a mimo to, one również dają przerzuty. Dlatego na pod-stawie obserwacji klinicznych, propozycja przejściowego zjawiska EMT – MET, skutkującego nieprawidłową pla-stycznością fenotypową jest prostą koncepcją wyjaśniającą powstawanie przerzutów z nowotworów o wysokim stop-niu zróżnicowania komórkowego [1].

			

		

		
			
				Rycina 1. Klasyfikacja przerzutów. A) Typ plastyczny charakteryzuje się powtór-nie zróżnicowanymi przerzutami (na niebiesko) i przejściową utratą różnico-wania nabłonka (EMT), co prowadzi do fenotypu komórek przypominających komórki macierzyste (ang. stemness) (zaznaczone na czerwono). B) Typ genetycz-ny charakteryzuje się niezróżnicowanymi komórkami, które nabywają dodatko-wych zmian genetycznych, uniemożliwiających powtórne zróżnicowanie, a tym samym tracą plastyczność fenotypową. Więcej szczegółów w tekście. DTC- roz-siane komórki nowotworowe.
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				Aby wnikliwie przedstawić temat, mechanizmu powsta-wania przerzutów należy również przybliżyć zjawisko nie-różnicowania guzów wtórnych. W uproszczonej klasyfika-cji dwóch podstawowych rodzajów powstawania przerzu-tów przedstawię.: typ I- plastyczny, oparty na plastyczności fenotypowej i typ II- genetyczny, indukowany wewnętrz-nymi zmianami genetycznymi (Ryc. 1).

				TYP I – PLASTYCZNY

				W typie plastycznym, przerzuty mają zróżnicowany fe-notyp. Zachodzi tu przejściowy proces przemiany komó-rek, zaczynając od EMT, który umożliwia inwazję i rozsia-nie komórek nowotworowych. Natomiast do kolonizacji i wytworzenia makroprzerzutów, niezbędny jest odwrotny proces, czyli MET i ponowne różnicowanie się komórek. Podsumowując, proces ten charakteryzuje się wysoką pla-stycznością fenotypową, która jest inicjowana i regulowana głównie przez warunki środowiskowe guza (Ryc. 1a).

				Molekularne podstawy plastyczności komórkowej

				Najważniejszą zasadą leżącą u podstaw powstawania przerzutów typu I jest fakt, iż EMT (a zarazem fenotyp ko-mórek podobny do komórek macierzystych) jest przejścio-wy i odwracalny. Jakie są natomiast podstawowe zmiany molekularne, które umożliwiają plastyczność i adaptację komórkową do różnych wyzwań środowiskowych, oraz jak kontrolowane są te procesy?

				Liczne badania wykazały, że ważną rolę w indukcji pro-cesu EMT odgrywają represory transkrypcyjne, które często obejmują wzajemne interakcje z mikroRNA. Seria publikacji 

			

		

		
			
				wskazała, że plastyczność komórkowa jest wywierana przez wzajemną pętlę sprzężenia zwrotnego między rodziną in-duktorów EMT, czyli ZEB (ZEB1 i ZEB2), a rodziną miR-200 jako induktora różnicowania epitelialnego [6,7]. W ramach tej pętli, ZEB hamuje transkrypcję miR-200 , z kolei miR-200 hamuje translację ZEB. To sprawia, że obydwa czynniki kontrolują swoją wzajemną ekspresję (Ryc. 2). ZEB1 wywo-łuje EMT i stan podobny do tego, który jest charakterystycz-ny dla komórek macierzystych, nie tylko poprzez bezpo-średnie hamowanie ekspresji markerów nabłonkowych, ale także poprzez tłumienie własnego represora - miR-200. Co istotne, miR-200 wywołuje różnicowanie nie tylko poprzez bezpośrednie wyciszenie swojego represora- ZEB1, ale tak-że poprzez bezpośrednie zahamowanie translacji czynni-ków komórek macierzystych oraz epigenetycznych regula-torów związanych z komórkami macierzystymi, takimi jak BMI1 [8] i SUZ12 [9]. Potencjalne konsekwencje kliniczne tego procesu są dalekosiężne. ZEB1 jest silnym induktorem inwazji komórek nowotworowych i jest konieczny do gene-rowania przerzutów w modelach zwierzęcych [2]. Ponadto, jego wysoka ekspresja, u pacjentów cierpiących na różne nowotwory jak np. rak piersi, wiąże się z gorszym roko-waniem. Co ciekawe, w niektórych typach raka, takich jak rak jajnika, endometrium czy rak trzustki, wysoka ekspresja miR-200 również wiąże się ze złym rokowaniem [10]. Wy-jaśnieniem tak sprzecznych wyników na poziomie moleku-larnym może być to, że chociaż obniżona ekspresja miR-200 nasila rozprzestrzenianie się komórek nowotworowych, to jego ponowna ekspresja, poprzez indukowanie procesu MET, ma kluczowe znaczenie dla kolonizacji przerzutów i tworzenia makroprzerzutów [11].

				Pętla sprzężenia zwrotnego ZEB-miR-200 odgrywa rów-nież kluczową rolę w kontrolowaniu lekooporności. Wyka-

			

		

		
			
				Rycina 2. Pętle sprzężenia zwrotnego regulujące fenotypową plastyczność. Cytokiny jak np. TGFβ, hipoksja, stymulują ekspresję aktywatorów EMT z rodziny ZEB i ro-dziny SNAIL, które indukują związaną z EMT ruchliwość komórek, fenotyp komórek macierzystych, zatrzymanie wzrostu i lekooporność. Aktywatory EMT połączone są w podwójnie ujemnych pętlach sprzężenia zwrotnego z członkami rodziny miR-200 i miR-34 wywołującymi MET. Aktywatory EMT bezpośrednio hamują transkrypcję mikroRNA (miRNA) i odwrotnie, miRNA blokują translację induktorów EMT. p53 aktywuje ekspresję obu rodzin miRNA, przesuwając w ten sposób pętle sprzężenia zwrotnego w kierunku MET, różnicowania nabłonka, proliferacji i wrażliwości na leki w komórkach nowotworowych.
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				zano, że ekspresja ZEB1 nadaje oporność na inhibitory re-ceptora naskórkowego czynnika wzrostu (EGFR) i na stan-dardowe chemioterapeutyki, takie jak gemcytabina [12]. Z drugiej strony wrażliwość na leki może zostać przywrócona przez nadekspresję rodziny miR-200 [12].

				Słabością zaproponowanego modelu ZEB-miR-200, jako czynnika napędzającego plastyczność fenotypową było to, że inne silne induktory EMT, takie jak SNAIL1 (znany rów-nież jako SNAI1), nie są regulowane przez miR-200, a zatem nie są bezpośrednio kontrolowane przez tę pętlę.

				Problem ten został rozwiązany wraz z odkryciem, że SNAIL1 jest osadzony w drugiej pętli sprzężenia zwrotne-go wraz z miR-34, która, co ciekawe, kieruje się tymi samy-mi zasadami (Ryc. 2). Mówiąc najprościej, SNAIL1 hamuje transkrypcję członków rodziny miR-34, a z kolei miR- 34 hamują translację SNAIL1 [13,14] Co więcej, SNAIL inicju-je EMT, fenotyp charakterystyczny dla komórek macierzy-stych i lekooporność, a rodzina miR-34 indukuje MET, róż-nicowanie i wrażliwość na leki.

				Podczas gdy wiele już wiadomo na temat zewnątrzko-mórkowej i wewnątrzkomórkowej kontroli induktorów EMT, to nadal niewiele wiadomo o tym, co aktywuje eks-presję zarówno miR-200, jak i miR-34. Co ciekawe, trans-krypcja obu rodzin mikroRNA jest indukowana przez p53, umieszczając jeden z najważniejszych supresorów nowotworowych w centrum regulacji plastyczności feno-typowej [15]. Znaczenie tego odkrycia dla biologii raka jest istotne, ponieważ sugeruje, że dla plastyczności fe-notypowej wymagana jest prawidłowa funkcja p53. Czy w konsekwencji mutacje p53 są sposobem na genetyczne zatrzymanie raka w stanie EMT? Pomysł ten zyskał apro-batę dzięki odkryciu pokazującemu, że epigenetyczne inaktywacje genów mir-34 mogą zastąpić utratę funkcji p53 w raku jelita grubego [16]. Jednak duża liczba mutacji p53 w wielu typach nowotworów, jak również w guzach zróżnicowanych, sugeruje, że sama mutacja p53 nie jest wystarczająca do utrzymania komórek w ciągłym stanie EMT. Konieczne zatem będzie zbadanie, czy mutacje w p53 korelują z innymi znanymi lub nieznanymi zmiana-mi genetycznymi, aby utrzymać stan EMT w niezróżnico-wanych guzach i ich przerzutach.

				DLACZEGO PRZERZUTY PONOWNIE SIĘ RÓŻNICUJĄ?

				Chociaż prawdopodobnie istnieje kilka odpowiedzi na to pytanie, jedną z najbardziej prawdopodobnych jest to, że w przypadku zróżnicowanych guzów, zdolności do wzrostu i rozprzestrzeniania się, wzajemnie się wyklucza-ją. Potwierdziły to badania inwazyjnego raka jelita grube-go, gdzie komórki, które przeszły EMT, wykazywały niski poziom markera proliferacji Ki67. Natomiast wzmożoną proliferację zaobserwowano w zróżnicowanych regionach zarówno guza pierwotnego, jak i przerzutów [17]. To su-geruje, że MET lub ponowne różnicowanie komórek jest konieczne, aby przezwyciężyć zatrzymanie wzrostu guza związane z EMT. Dodatkowo, zostało to potwierdzone w badaniu, gdzie komórki inwazyjne wykazywały ekspresję inhibitora cyklu komórkowego i markera starzenia INK4A (znanego również jako p16). Warto zaznaczyć, że ekspresja 

			

		

		
			
				INK4A w inwazyjnych komórkach nowotworowych kore-lowała ze złym rokowaniem u pacjentów ze zróżnicowa-nym rakiem jelita grubego [2,18-19].

				Zahamowanie wzrostu (ang. growth arrest) jest również cechą wielu prawidłowych komórek macierzystych wystę-pujących w tkankach, a także wielu krążących komórek nowotworowych (CTC, ang. circulating tumour cells) i roz-sianych komórek nowotworowych (DTC, ang. disseminated tumor cells). Analiza szpiku kostnego pokazała, że duża część DTC wykazuje właściwości komórek macierzystych i przebywa w stanie spoczynku, czyli fazie G0/G1 cy-klu komórkowego [20]. Zatrzymanie cyklu komórkowego, które jest ewidentne podczas inwazji i rozprzestrzeniania się komórek nowotworowych, można również wyjaśnić na poziomie molekularnym. Od dawna wiadomo, że in-dukcja EMT poprzez transformację czynnika wzrostu-β (TGFβ) wiąże się ze zmniejszoną proliferacją i zatrzyma-niem wzrostu komórek nabłonka, co dzieję się za sprawą zwiększonej ekspresji np. ZEB1 [1]. Z kolei Vega i wsp. wykazali, że SNAIL1 może bezpośrednio wywoływać za-trzymanie wzrostu poprzez zahamowanie ekspresji cykli-ny D2. Co więcej, SNAIL bezpośrednio hamuje również ekspresję antygenu jądrowego proliferujących komórek (PCNA ) [21,22].

				Zjawisko to, polegające na wyjściu komórki ze stanu spoczynku do stanu aktywnej proliferacji w celu stwo-rzenia makroprzerzutów zostało potwierdzone w wielu badaniach. U pacjentek z rakiem piersi, rozsiane komórki nowotworowe (DTC) mogą utrzymywać się w stanie uśpio-nych mikroprzerzutów, przez lata po usunięciu guzów pierwotnych. Przejście od mikroprzerzutów do rosnących makroprzerzutów wymaga przejścia od stanu uśpienia do proliferacji. Co istotne, przejście to, zwane kolonizacją, uwa-ża się za ostatni etap powstawania przerzutów. Wykazano eksperymentalnie, że chociaż większość krążących komó-rek nowotworowych (CTC) przeżywa proces rozsiewu i po-nownej adhezji, to tylko około 0,01% z nich jest się w stanie zagnieździć i przekształcić w makroprzerzuty. Co więcej, kolonizacja możliwa jest przez ponowną ekspresję rodziny miR-200, co w konsekwencji prowadzi do różnicowania na-błonka [4]. Warto zauważyć, że ekspresja miR-200 sprzyja również proliferacji i wzrostowi komórek rakowych [23].

				Podsumowując, na poziomie molekularnym pętle sprzę-żenia zwrotnego między ZEB i miR-200 oraz SNAIL i miR-34 mogą stanowić istotny czynnik wpływający na plastycz-ność fenotypową i zarazem I typ przerzutów.

				CZYNNIKI INICJUJĄCE MET I PONOWNE RÓŻNICOWANIE KOMÓREK

				Ze względu na odwracalny charakter EMT w komór-kach zaangażowanych w inwazję i rozsiew komórek no-wotworowych w przerzutach typu I, kluczową kwestią jest to, co wywołuje proces MET. Najprawdopodobniej nie jest to wewnątrzkomórkowy proces komórek nowotworo-wych, lecz jest to proces zależny od czynników zewnętrz-nych i środowiska. W tym kontekście należy rozważyć czynniki związane z niszą przerzutową, jako te, które umożliwiają lub wywołują MET w rozsianych komór-
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				kach nowotworowych (DTC). Należy jednak pamiętać, że rakowe komórki macierzyste są zmienione genetycznie i nie reagują w podobny sposób na bodźce zewnętrzne, jak prawidłowe komórki (macierzyste). Wiele czynników ini-cjujących EMT zostało już zidentyfikowanych [1], jednak znacznie mniej wiadomo o induktorach MET. Ciekawą hi-potezę, zaproponował 15 lat temu Steven Frisch, mówiąc, że różnicowanie nabłonka jest domyślną ścieżką komór-kową [24]. Gdyby tak było, EMT mogłoby wystąpić tylko w obecności pozytywnych wyzwalaczy EMT, a ich brak zawsze skutkowałby powstaniem nabłonka. Istnieją dane molekularne, które częściowo potwierdzają tę hipotezę. Na przykład, ekspresja E-kadheryny może ustabilizować MET poprzez związanie β-kateniny i składnika czynnika jądrowego-κB (NF-κB), p65, hamując w ten sposób induko-wany przez SNAIL1 proces EMT [25]. Wyniki te wskazują, że istnieje próg wymaganego poziomu E-kadheryny do in-dukowania „domyślnego” szlaku stabilizującego fenotyp epitelialny. Ponadto kontakt niezróżnicowanych komórek nowotworowych z normalnymi komórkami nabłonkowy-mi może skutkować ich różnicowaniem się do nabłonka. Zostało to wykazane w przypadku komórek raka prostaty i komórek raka piersi w mysim modelu przerzutów do wą-troby [26,27]. W tym procesie może być zaangażowanych wiele ścieżek, ale wykazano, że białko morfogenetyczne 7 (BMP7) indukuje MET w fibroblastach nerkowych oraz w komórkach raka prostaty i piersi, zmniejszając w ten spo-sób ich zdolność do tworzenia przerzutów do kości [4]. Je-śli MET jest niezbędny do utworzenia makroprzerzutów, wówczas niezdolność do poddania się MET w określonych narządach z powodu braku sygnałów, może również od-grywać rolę w tropizmie tkankowym obserwowanym w przypadku przerzutów z różnych typów guzów.

				Potwierdzają to badania na mysim modelu raka piersi. Wykazano, że rekrutacja szpikowych komórek progeni-torowych do niszy w płucach była niezbędna do wywo-łania MET w rozsianych komórkach nowotworowych (DTC) i późniejszego tworzenia makroprzerzutów [28]. Aktywna rola określonych czynników środowiskowych w wywoływaniu MET, a tym samym definiowaniu tro-pizmu tkankowego w przypadku określonych nowotwo-rów, również przemawiałaby przeciwko różnicowaniu jako „domyślnej ścieżce”. Dalsza identyfikacja takich czynników może mieć duże znaczenie kliniczne w zapo-bieganiu przerzutom typu I. Z drugiej strony, tworzenie niezróżnicowanych przerzutów typu II jest prawdopo-dobnie bardziej niezależne od bodźców środowiskowych i napędzane wewnętrznie, zwłaszcza przez akumulację zmian genetycznych.

				DOWODY KLINICZNE NA ISTNIENIE PLASTYCZNOŚCI KOMÓRKOWEJ

				Występowanie zróżnicowanych przerzutów zostało po-twierdzone klinicznie. Jednak nadal pozostaje kwestią dys-kusyjną [29], czy zjawisko EMT rzeczywiście występuje w nowotworach, przy czym to pytanie jest głównie wywołane błędnym poglądem, że EMT w komórce rakowej jest rów-noznaczne z całkowitym przejściem do czystego fenoty-pu mezenchymalnego, jak ma to miejsce podczas rozwoju osobniczego.

			

		

		
			
				Niedawno wykazano, że inicjujące nowotwór komórki z ksenograftu ludzkiego raka okrężnicy, mogą tworzyć prze-rzuty do wątroby tylko wtedy, gdy mają komórki macierzy-ste i wykazują zdolności do samoodnowy [30]. Co więcej, plastyczność fenotypowa nie ogranicza się tylko do ko-mórek nowotworowych, ponieważ jest szczególnie ważna podczas rozwoju embrionalnego. Na przykład EMT indu-kuje gastrulację, po której następuje MET przy implantacji w celu utworzenia trofoektodermy, pierwszego nabłonka embrionalnego. Plastyczność fenotypowa, która obejmuje procesy EMT i MET, ma również kluczowe znaczenie w na-prawie tkanek, a jej nieprawidłowa aktywacja jest widoczna w procesach patologicznych, takich jak zwłóknienie narzą-dów [31].

				Od prawie 20 lat wiadomo, że wczesne stadium raka je-lita grubego, który wykazuje pączkujący fenotyp (ang. bud-ding-type), ma gorsze rokowanie, niż rak nie wykazujący tego fenotypu (ang. non-budding). Jednak fakt, iż pączkujące komórki rakowe prezentują fenotyp EMT i mają cechy ko-mórek macierzystych został odkryty znacznie później [4]. Wysoki poziom EMT w inwazyjnych obszarach zróżnico-wanych guzów pierwotnych, koreluje z niekorzystnym wy-nikiem klinicznym i słabą przeżywalnością we wczesnym stadium raka jelita grubego [32]. Dodatkowe badania wy-kazały, że złe rokowanie związane z pączkującym rakiem jelita grubego jest spowodowane przerzutami do węzłów chłonnych, a także odległymi przerzutami do wątroby lub płuc [4].

				W guzie pierwotnym raka piersi, odsetek rakowych ko-mórek macierzystych CD44 + CD24 low koreluje ze zwięk-szonym ryzykiem odległych przerzutów. Co uderzające, przerzuty wysiane z tych guzów czasami wykazują wyższe wskaźniki różnicowania w porównaniu z guzem pierwot-nym, na co wskazuje zwiększona ekspresja CD24. U pacjen-tek ze złośliwym rakiem piersi, liczba CTC wykazujących fenotyp EMT i markery rakowych komórek macierzystych jest silnie zwiększona. Ponadto liczba rozsianych komórek nowotworowych (DTC) koreluje ze złym rokowaniem [33].

				Istnieje również coraz więcej dowodów eksperymental-nych, które potwierdzają istnienie zjawiska EMT. W mysim modelu raka piersi MMTV-PyMT, krążące komórki nowo-tworowe (CTC), dodatnie pod względem markera komórek macierzystych CD90, są odpowiedzialne za przerzuty do płuc. Natomiast w różnicowanych, rosnących przerzutach, odsetek komórek CD90 + ponownie ulega zmniejszeniu [34]. Chaffera i wsp. po raz pierwszy wykazali znaczenie ponownego zróżnicowania dla wzrostu makroprzerzutów. Selekcja in vivo linii komórek raka pęcherza TSU-PR1 do-prowadziła do powstania subklonów mezenchymalnych, które miały wysoką zdolność do inwazji, rozprzestrzeniania się i tworzenia mikroprzerzutów [35]. Natomiast komórki te nie były w stanie przekształcić się w makroprzerzuty. Tylko subklony o fenotypie nabłonkowym tworzyły makroprze-rzuty po wstrzyknięciu do układu krążenia. Podobne wy-niki uzyskano stosując izogeniczny system czterech linii ko-mórkowych raka piersi. Jedynie nabłonkowy klon 4T1 eks-prymujący E-kadherynę i miR-200 tworzył makroprzerzuty, podczas gdy mezenchymalny klon 4T07, chociaż rozsiewał 
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				i tworzył więcej mikroprzerzutów, nie generował makro-przerzutów. Co ciekawe, transfekcja miR-200 do 4T07 po-budzała MET i umożliwiała wzrost makroprzerzutów [36]. Niedawno, stosując ten sam system hodowli komórkowych, Korpal i wsp. wykazali, że ponowna ekspresja miR-200 jest absolutnie konieczna do kolonizacji przerzutów. W związ-ku z tym ponowna ekspresja miR-200 nie tylko napędza różnicowanie nabłonka, ale także sprzyja wzrostowi makro-przerzutów, poprzez bezpośrednie zablokowania SEC23A, który pośredniczy w wydzielaniu białek hamujących prze-rzuty, takich jak białko wiążące insulinopodobny czynnik wzrostu 4 (IGFBP4) i antygen 1 rurkowo-śródmiąższowego zapalenia nerek (TINAGL1) [11].

				TYP II – GENETYCZNY

				Przerzuty genetyczne typu II mają niezróżnicowany fe-notyp, niezależnie od ich pierwotnego guza, który może być różnicowany lub niezróżnicowany. Ich inwazyjne i rozsiane komórki nowotworowe są w permanentnym stanie EMT i jedynie słabe, ponowne różnicowanie tych komórek jest możliwe i/lub konieczne do utworzenia makroprzerzutów (Ryc.1b).

				Jakie jest ich pochodzenie i dlaczego nie muszą się po-nownie różnicować? Prawdopodobny scenariusz zakłada, że pierwotny guz był wcześniej zróżnicowany, ale jego wy-brane subklony, mające fenotyp przypominający komórki macierzyste i EMT, są utrzymywane na stałe w tym stanie poprzez serie zmian genetycznych i zewnętrzne sygnały.

				Klinicznie najbardziej prawdopodobną i istotną przyczy-ną przejścia guza zróżnicowanego do niezróżnicowanego jest leczenie cyklami chemioterapii. Guzy, które nawracają po leczeniu chemioterapią, mogą być wysoce oporne, mniej zróżnicowane i silnie przerzutujące. Potwierdza to wiele obserwacji klinicznych.

				Dobrym przykładem jest rak piersi. Leczenie pacjentek ze zróżnicowanym rakiem piersi przez 3 miesiące konwen-cjonalnymi hormonami i chemioterapią skutkowało nawra-cającymi, niezróżnicowanymi guzami o fenotypie EMT i no-wotworowych komórek macierzystych (CD44 + CD24low), a także agresywnym, niskoklaudynowym (ang. claudin-low) profilem [31,37]. Inne doniesienia wykazały, że po zasto-sowaniu chemioterapii, w organizmie pozostają rakowe komórki macierzyste o fenotypie EMT, które są źródłem wznowy guza pierwotnego i przerzutów [38].

				Dlaczego natomiast rakowe komórki macierzyste z prze-rzutów typu II nie przechodzą MET? Możliwym wytłu-maczeniem może być to, że cykle chemioterapii powodują zmiany genetyczne w tych komórkach, które pozwalają za-równo na utrzymanie kluczowych cech komórek macierzy-stych (szczególnie oporność na leki i samoodnawianie), jak i na trwałą niekontrolowaną proliferację. W tym przypad-ku samoodnawianie się komórek macierzystych zostałoby odłączone od stanu spoczynku komórek macierzystych, a zatem ponowne zróżnicowanie byłoby mało prawdopodob-ne i potencjalnie niepotrzebne w przypadku generowania makroprzerzutów. Rezultatem byłby wysoce proliferują-cy, lekooporny guz o trwałym fenotypie komórek macie-

			

		

		
			
				rzystych i EMT, który w ten sposób uzyskał już wszystkie cechy rozsiewu i kolonizacji przerzutów bez konieczności ponownego różnicowania. Niedawne odkrycie wewnątrz-nowotworowej heterogeniczności pod względem ekspresji genów, mutacji genów i rearanżacji genomu wskazuje, że wiele nowotworów może szybko przystosować się do sił se-lekcyjnych, takich jak chemioterapia, dzięki różnorodności podklonów genetycznych obecnych w guzie [39]. Jednak w tym scenariuszu pozostaje główne pytanie: jakie są klu-czowe zmiany genetyczne, które utrzymują guzy w stanie EMT, a jednocześnie umożliwiają proliferację oraz co spra-wia, że ponowne zróżnicowanie staje się niepotrzebne pod-czas kolonizacji i tworzenia makroprzerzutów?

				Biorąc pod uwagę niedawno odkrytą rolę p53 w kon-trolowaniu plastyczności fenotypowej poprzez regulację ekspresji członków rodziny miR-200 i miR-34, mutacje p53 mogą być ważne dla utrzymania komórek w stanie EMT. Niemniej jednak duża liczba mutacji p53 również w zróż-nicowanych nowotworach sugeruje, że mutacje p53 nie są wystarczające do utrzymania tego stanu, co podkreśla ko-nieczność dodatkowych mutacji, w celu przezwyciężenia stanu spoczynku lub starzenia się. Dlatego ważne będzie, aby znaleźć nowe zmiany genetyczne, które wywołują prze-rzuty typu II, być może we współpracy z mutacjami w p53. Ponadto, jeśli tropizm tkankowy jest częściowo definiowa-ny przez zdolność do wywoływania MET, czy oznacza to, że niezróżnicowane przerzuty typu II wykazują mniejszy tropizm? Dokładne badanie przerzutów do rzadkich i odle-głych miejsc mogłoby odpowiedzieć na to pytanie.

				PERSPEKTYWY

				Proponowana klasyfikacja progresji przerzutów na dwa główne typy odzwierciedla sytuację w idealnych przy-padkach. Jednak w praktyce klinicznej oba typy mogą się płynnie pokrywać z dominacją jednego lub drugiego typu. Mimo to klasyfikacja przerzutów na te dwa typy pozwa-la na wyraźne powiązanie z ważnymi aspektami biologii przerzutów, takimi jak rola sygnałów środowiskowych i niszy przerzutów w porównaniu z kluczowymi zmianami genetycznymi, tropizmem tkankowym, uśpieniem, a także z wyzwaniami klinicznymi, zwłaszcza przezwyciężaniem odporności na leczenie. Obecnie powszechnie uważa się, że oporność ta dotyczy komórek o fenotypie podobnym do komórek macierzystych [3]. Zróżnicowaną masę guza można często całkowicie wyeliminować za pomocą radio-terapii i/lub chemioterapii, ale uważa się, że nawrót choro-by u takich pacjentów jest spowodowany przeżywającymi nowotworowymi komórkami macierzystymi. Ich oporność w porównaniu ze zróżnicowanymi komórkami rakowymi może wynikać z mechanizmów istniejących w komórkach macierzystych zapewniających ich długotrwałe przeżycie oraz zdolności nowotworowych komórek macierzystych do istnienia w stanie uśpienia (spoczynku) [40].

				Rzeczywiście, komórki rakowe, które przechodzą EMT i wykazują cechy komórek macierzystych, są bardziej odpor-ne na induktory apoptozy i starzenia, czyli na dwa mecha-nizmy, o których wiadomo, że hamują rozwój nowotworu [1]. Istnieje wiele przykładów pokazujących związek EMT z opornością na leki w różnych typach raka.
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				Rosnąca wiedza na temat powiązań molekularnych mię-dzy fenotypami przypominającymi komórki macierzyste raka, a EMT oraz molekularnymi podstawami plastyczno-ści fenotypowej oferuje wiele możliwości terapeutycznych. Jednak takie strategie muszą uwzględniać główną różnicę między plastycznością typu I, a genetycznymi przerzutami typu II - to znaczy zdolność do ponownego różnicowania. Zdolność ta potencjalnie umożliwi ponowną wrażliwość na konwencjonalną chemioterapię w przypadku plastyczności typu I, ale nie w przypadku typu II genetycznego. Rzeczy-wiście, wrażliwość na leki można przywrócić poprzez ekto-pową nadekspresję rodziny miR-200 [12], przypuszczalnie dlatego, że pomagają one przywrócić stan zróżnicowany. Dlatego obiecującą i prostą strategią mogłoby być ponowne zróżnicowanie rakowych komórek macierzystych.

				Prawdopodobnie nie można pobudzić przerzutów ge-netycznych typu II w celu różnicowania i przywrócenia chemowrażliwości. Zatem jedynym sposobem leczenia przerzutów typu II jest bezpośrednie celowanie w komór-ki charakteryzujące się stanem EMT i fenotypem komórek macierzystych. Opracowanie leków, które wybiórczo celują w rakowe komórki macierzyste, przyniosłoby korzyści obu typom przerzutów, ale jest to trudne zadanie. Obecnie pro-wadzone są badania in vitro i przedkliniczne w celu zna-lezienia kombinacji leków, które wybiórczo celują w szlaki sygnałowe aktywne w komórkach macierzystych i proge-nitorowych, takie jak WNT [41], Hedgehog (HH)[42], AKT – mTOR [43,44] i szlaki Notch [45].

				Jednak poważny problem dla przyszłych strategii tera-peutycznych może wynikać z zasadniczych różnic w biolo-gii prawidłowych komórek macierzystych i rakowych ko-mórek macierzystych. Molekularne podstawy tych różnic nie są dobrze poznane i prawdopodobnie wynikają z pod-stawowych zmian genetycznych, które zakłócają normalną hierarchię komórek macierzystych, progenitorowych i zróż-nicowanych oraz sprawiają, że komórki nowotworowe są znacznie bardziej elastyczne we wzajemnym przekształca-niu się między tymi stanami. Ważną konsekwencją jest to, że rakowe komórki macierzyste mogą ponownie powstać z nienowotworowych komórek macierzystych poprzez akty-wację programu EMT [46,47]. Czy zatem musimy celować we wszystkie typy subpopulacji komórek rakowych (rako-we komórki macierzyste, CTC, DTC zróżnicowane komór-ki rakowe) w tym samym czasie? Takie obawy wskazują, że jakakolwiek terapia jednym środkiem prawdopodobnie zakończy się niepowodzeniem, co dodatkowo podkreśla znaczenie opracowania terapii skojarzonych, ukierunkowa-nych na różne etapy kaskady przerzutów.
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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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STRESZCZENIE

rzerzuty nowotworowe stanowia ogromne wyzwanie kliniczne, poniewaz odpowiedzial-

ne saza 90% wszystkich zgonéw spowodowanych rakiem. Stad tez istnieje silna potrzeba
zapobiegania tworzenia si¢ przerzutéw albo celowanego niszczenia juz istniejacych. Obec-
nie przyjmuje sig, ze zainicjowanie procesu przejécia epitelialno - mezenchymalnego (EMT)
w zréznicowanych nowotworach, moze silnie zwiekszac potencjal migracyjny i inwazyjnos¢
komérek nowotworowych. Molekularnym zmianom zachodzacym podczas EMT towarzysza
zmiany morfologiczne, ktérych efektem jest zmiana fenotypu epitelialnego na mezenchy-
malny oraz nabycie przez komérki nowotworowe wzmozonej ruchliwosci i zdolnoéci do
inwazji. Po utworzeniu przerzutu w miejscu odleglym od ogniska pierwotnego, komorki
nowotworowe ulegaja procesowi odwrotneny, przejéciu mezenchymalno 0- epitalialnemu
(MET), zyskujac z powrotem fenotyp epitelialny. To wlaénie zdolnos¢ komérki nowotwo-
rowej do przechodzenia z jednego stanu do drugiego, pozwala na jej trwale przystosowanie
sie do wymagajacych warunkéw zmieniajacego sie érodowiska i sprzyja powstawaniu prze-
rzutéw.

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 komérki
w ciaglym stanie EMT.

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

WSTEP

Whrew powszechnej opinii to nie guz pierwotny jest odpowiedzialny za
smierc z powodu choroby nowotworowej. W 90% przypadkow smieré spowo-
dowana jest ogniskami wtornymi, czyli wlasnie przerzutami. Z tego tez powodu
nowotwory o najwiekszej smiertelnosci to te najbardziej zlosliwe, czyli najcze-
sciej przerzutujace [1]. Gdybysmy mogli zahamowac proces przerzutowania ub
juz na samym poczatku wykrycia choroby nowotworowej okreslic zlosliwo
guza, pozwoliloby to na wprowadzenie odpowiedniego leczenia, ktére mogloby
prowadzi¢ do calkowitej remisji choroby.

Najlepszym sposobem opracowania skutecznych strategii terapeutycznych
jest zrozumienie biologii, ktéra lezy u podstaw powstawania przerzutow. Jedna
z podstawowych obserwadji odleglych przerzutéw wywodzacych sie ze wszyst-
kich typow nowotworéw pochodzenia nablonkowego (. rakéw) jest to, ze duza
czesé z nich wykazuje zréznicowanie komérkowe, czyli ich komérki sa podobne
do komorek tkanki, z ktorej sie wywodza. Na pierwszy rzut oka wydaje sie to
trywialne, jednakze zdumiewa fakt, ze komorki rakowe musza rozprzestrzenic
sie przez cienka ,sie¢” naczyn krwionosnych, co oczywiscie byloby trudnym
zadaniem dla zréznicowanych nablonkowo skupisk komérek nowotworowych.
Ponadlto, zaréwno zréznicowane guzy pierwotne jak i odpowiadajace im prze-
1zuty czesto maja podobna heterogeniczna organizacje, ktéra charakteryzuje sie
regionami gdzie wystepuja rowniez komorki nie wykazujace zréznicowania,
szczeg6lnie ma to miejsce na froncie inwazyjnym guza. To ,odréznicowanie”
(ang. dedifferentation) komérek przypomina zjawisko EMT. Jest to zespol zmian
w morfologii i fizjologii komorek, ktore wiaza sie z oslabieniem polaczeri mie-
dzykomérkowych. W wyniku tego procesu tkanka nowotworowa staje sie mniej
lita, co prowadzi do oderwania pojedynczych komérek. Obecnie przyjmuge sie,
e zainicjowanie tego procesu w zréznicowanych nowotworach, moze silnie
zwieksza¢ potencjal migracyjny i inwazyjnosé komérek nowotworowych [1].

Postepy Biochemii 67 (2) 2021

Dr Karolina Bajdak-Rusinek™

Zaklad Genetyki Klinicznej, Slaski Uniwersy-
tet Medyczny, ul. Medykéw 18, 40-752, Kato-
wice, Polska

hitps:/doi.org/10.18388/pb.2021_378
kbajdak-rusinek@

Sautor  korespondujacy:
sum.edu.pl

Slowa Kluczowe: EMT, MET, przerzuty nowo-
tworowe, plastycznoé¢ komérkowa

Wykaz najwazniejszych skrétow: CSC - rako-
we komérki macierzyste (ang. cancer stem cells),
CTC - krazace komérki nowotworowe (ang.
circulating tumour cells), DTC - rozsiane komor-
Ki nowotworowe (ang. disseminated tunior cells),
EMT - przejicie epitelialno-mezenchymalne
(ang. epithelial-mesenchymal transition), MET-
- przejécie mezenchymalno-epitelialne (ang.
‘mesenclymal-epithelial transition), miRNA - mi-
kroRNA (ang. microRNA)





OEBPS/image/5.png





