SVEUCILISTE U ZAGREBU
MEDICINSKI FAKULTET

Vanja Cviji¢

Maligne karakteristike tumorskih
matic¢nih stanica

DIPLOMSKI RAD

ZAGREB,2018



Ovaj diplomski rad izraden je na Katedri za patofiziologiju Medicinskog
fakulteta SveucilisSta u Zagrebu, pod vodstvom doc.dr. Filipa Sedli¢a, dr.

med. i predan je na ocjenu u akademskoj godini 2017./2018.

Mentor rada: doc. dr. Filip Sedli¢, dr.med.



Popis i objasnjenje kratica koristenih u radu:

AML-akutna mijeloicna leukemija

BCL2 - eng.B-cell lymphoma 2

CDK- kinaze ovisne o ciklinima (eng.cyclin-dependent kinase)

CKIl-kazein kinaza Il

CSC- tumorske mati¢ne stanice (eng.cancer stem cells)
DACT-engl.dishevelledbinding antagonist of beta catenin 2

DHH-eng.desert hedgehog

E2F- eng.E2transcription factor

EBV - Ebstein Barrov virus

EMT - epitelno-mezenhimalna tranzicija(eng.epithelial-mesenchymaltransition)
EPO - eritropoetin

ErbB - eng. epidermal growth factor family of receptor tyrosine kinases

FGF - fibroblastni ¢imbenik rasta (eng. fibroblast growth factor)

GBP -eng. GSK3p binding protein

GSK3p - engl.glycogen synthase kinase3f3

G-CSF- ¢imbenik rasta granulocita (eng.granulocyte-colony stimulating factor)

HER2- humani epidermalni receptor ¢imbenika rasta (eng.human epidermal growth

factor receptor2)

HPV- humani papiloma virus

IHH- eng.Indian hedgehog

IGF- inzulinu sli¢an ¢imbenik rasta(eng.insulin like growth factor)
JAK-janus kinaza (eng. Janus kinase)

LGR5-eng. L+leucine-rich repeat-containing G-protein coupled receptor 5



MCH-eng. major histocompatibility complex

NF-Kb- eng.nuclearfactorkappalight-chain-enhancer of activated B cells
NOD- eng.non-obese diabetic

NSC-neoplasticne maticne stanice (eng. neoplastic stem cells)
P13K-eng. phosphatidylinositol-3 kinase

RB1- retinoblastomski protein 1

SCID- eng. severe combined immunodeficiency

SHH- eng. sonic hedgehog

SMO- eng. smoothened

STAT- eng.signal transducer of activation

Tp53- tumor protein 53

TCF4/LEF —eng. T cell factor 4/lymphoid enhanced factor

VEGF-vaskularni endotelni ¢imbenik rasta (eng.vascular endothelial growth factor)



Sazetak

Summary
L Ao o 1
1.1 Maligni tUMONT ...ttt 1
(P P B T ] o (o = TP 1
P V28 = oo (=1 0 4 1o] (o T[] = ORI 1
L R 1] oo 1= IR 1
1.1.4 Biologija tumorskih stanica ............cooiiiiiiiii i 2
1.1.4.2 Promjene rasta i prezivljavanje tumorskih stanica ...............cccccceeevennnnnnn. 4
1.1.5 Metastaziran]e .......oo oo 5
1.1.6 Tumorska angiogeNEZa ..........cccoeviviiiiiiiiic e 7
2. MatiCNe STANICE .....ccoeeeeeeee e 8
P2 B B 1= o[ = TP 8
2.2.Uloga matiCnih StaniCa.............cceeiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee 9
3. Tumorske matiCne StaniCe..........coovriiiiiiiiii e 10
I Tt B =Y {1 0 o7 = TS U PP URPPPPPRPPIR 10
3.2 Razvoj koncepta tumorskih maticnih stanica ...............cccoooie i, 10
3.2.2 |dentifikacija i markeri tumorskih mati¢nih stanica ........................cen 11
3.3 Modeli KarCiNOGENEZE ..........u it e e e e e e eees 12
3.3.1 Hijerarhijski model ... 13
3.3.2 StohastiCki MOAEl............eiiiieeeee e 14
3.4.Regulacija rasta i razvoj tumorskih mati¢nih stanica..........cccccccccoooiiiiininnins 16
3.4.1Ul0ga CItOKING .....ccoeeieeiieeeee e 17
3.4.2 Signalizacijski putevi tumorskih matic¢nih stanica............cccccccceeiiiiiiininnn, 19
3.4.2.1 Wnt /BKatenin PUL.......eeeiiie e 20
3.4.2.2 Notch i BMI signaliazacijski put..............coooiiiiiiiiiiii e 21
3.4.2.3 Hedgehog singalizacijski puUt............cooiviiiiiiiiiii e 23
3.4.3 Uloga mikrookoliSa i medustaninih interakcija...........ccccooooviviiiiiiiiiniennns 26
3.4.4 Uloga hipOKSIJE .....ceeeieieieeeeeeee e 27
3.5 Udomljenje i abnormalno Sirenje tumorskih mati¢nih stanica ..................... 28
= | U= 30
B.ZANVAIE ... 31
L 1 =T =1 (1 = U 32

LAY\ 1 (o)L= J TP 37



Sazetak

Maligne karakteristike tumorskih mati¢nih stanica

Cvijic. V.

Maligni tumori su jedna od najuces$cih bolesti modernoga doba. U Hrvatskoj svaka
Cetvrta osoba oboli od nekoga oblika maligne bolesti. U lijeCenju malignih tumora
koristimo najCesc¢e kirusku terapiju, kemoterapiju (citostatike), hormonsku terapiju,
imunoterapiju i radioterapiju. Usprkos svim tim metodama i visoko razvijenim
protokolima lijeCenja recidivi tumora su Cesti. Povratak tumora nakon odredene
terapije najvjerojatnije potjeCe od zaostalih tumorskih stanica koje nisu uklonjene
lijeCenjem. Jedna od kljuénih karakteristika tumora je velika raznolikost tumorskih
stanica za koju se vjeruje da je nastala mutacijama i klonskom ekspanzijom
pojedinih tumorskih stanica. Rezistencija tumora na ne-kirurSke oblike lije€enja se
upravo pripisuje pojedinim podpopulacijama tumorskih stanica. Terapijska
intervencija mozZe djelovati kao selekcijski Cimbenik Ciji je rezultat ekspanzija
rezistentnih klonova. Povrh toga, povratak bolesti nakon terapije moze se objasniti i
postojanjem posebne podpopulacije tumorskih stanica koje se nazivaju tumorske
mati¢ne stanice (eng. cancer stem cells ili CSC). Tumorske mati¢ne prepoznate su u
onkologiji kao vazna ciljna. U radu Ce biti prikazane osnovne karakteristike tumorskih
i ne-tumorskih maticnih stanica. Prikazat ¢u i kratki razvoj modela tumorskih mati¢nih
stanica te pojasniti njihove osnovne karakteristke i ulogu u razumjevanju povrata
bolesti i rezistencije na kemoterapeutike. Kratko ¢u prikazati osnovne markere ovih
stanica te potencijalne mete za djelovanje kemoterapeutika. Takoder ¢u raspraviti i o
vaznosti nastavka istrazivanja tumorskih mati¢nih stanica u svrhu previadavanja

izazova na putu ka uspjesnom lijecenju onkolo$kih bolesnika.



Summary

Malignant properties of cancer stem cells

Cvijic. V

Cancer is one of the most common diseases of the modern era. In Croatia every
fourth person is diagnosed with some form of cancer. In treating cancer most
common therapeutic approaches are surgical therapy, chemotherapy, hormonal
therapy, immunotherapy and radiotherapy. Even though we have all these methods
and highly developed protocols for cancer treatment, relapse often occurs. Relapse
after certain therapy approach is more likely to be caused by some cancer cells
which have not all been eradicated by treatment. Almost all tumors are composed of
a heterogeneus cell population, making them difficult to treat. A small cell
subpopulation called cancer stem cells (CSCs) with a low proliferation rate and high
tumorigenic potential is thought to be responsible for cancer development,
metastasis and resistance to therapy. Cancer stem cells have been recognized as a
major target cell population in oncology in recent years, and considerable effort has
been made to identify novel CSC markers and target expression profiles as well as
to measure the response of these cells to various targeted drugs as curative cancer
therapy is effective only when a cancer stem cell subpopulation is completley
eradicated. This thesis will discuss main characteristis of normal and cancer stem
cells and the role of CSC in tumor relapse and resistance to standard chemotherapy
protocols. | will also write about the evolution of the CSC model, potential new
therapy targets and the importance of continuing the research on CSCs in order to

overcome the challenges to sucessfully treating oncological patients.






1. Uvod

1.1 Maligni tumori

1.1.1 Definicija

Novotvorine su patoloSke tvorbe koje nastaju kao posljedica prekomjerne
proliferacije abnormalih stanica. Nazivaju se jo$ i neoplazmama ili tumorima (lat.
tumor — oteklina). Za maligne tumore rabi se i izraz rak. Maligni tumori rastu brze od
benignih tumora, rast im je infiltrativan pri ¢emu razaraju okolno tkivo. Osim
lokalnog Sirenja zlo¢udni tumori se mogu krvlju i limfom pro8iriti u udaljene dijelove
tijela. Takav nacin Sirenja se naziva metastaziranje (gré. metastasis - promjena

mjesta) (1).

1.1.2 Epidemiologija

Maligni tumori su jedna od najCesS¢ih bolesti modernog doba. Ucestalost svakim
danom raste. U 2012. godini je zabiljezeno 14,1 milijun novooboljelih pacijenata te
8,2 milijuna smrtnih sluCajeva u svijetu. NajCeS¢e dijagnosticirani karcinomi su
karcinom pluca (1,82 milijuna), karcinom dojke (1,67 milijuna) i kolorektalni karcinom
(1,36 milijuna). Tumori sa najviSom stopom mortaliteta su karcinom plu¢a (1,6
milijuna smrti) rak jetre (745.000 smrti ) i rak zeluca (723.000 smrti)(2). U Hrvatskoj
svaka Cetvrta osoba oboli odneke zlo¢udne bolesti. Pojavnost je presla 21.000
novooboljelih godiSnje, a polovica od toga broja godiSnje umre od raka. NajviSe ljudi
u Republici Hrvatskoj oboli od raka pluéa, debelog crijeva i dojke. Ono S&to je

zabrinjavajuce da je stopa pojave raka u Hrvatskoj u porastu (3).

1.1.3 Etiologija

Uzroci tumora su brojni, od €ega su tek neki su prepoznati. Tumori mogu biti

uzrokovani promjenama gena. Sklonost nastanku nekih tumora nasljedna, $to je



uvjetovano postojanjem mutacija. Primjeri takvih tumora su tumori ovojnica perifernih
Zivaca u neurofibromatozi tip 1, tumori debelog crijeva u obiteljskoj adenomatoznoj
polipozi. Cesto spominjani uzroci tumora su egzogeni kemijski i fizikalni karcinogeni,
na primjer rak plu¢a u pusaca ili tumori koZe uzrokovani ultraljubi€astim zrakama.
Virusi su takoder opisani kao etioloski Cimenici, na primjer HPV uzrokuje karcinom

vrata maternice; EBV virus ima ulogu u nastanku Burkittovog limfoma (1).

1.1.4 Biologija tumorskih stanica

Glavne karakteristike gotovo svih zlo¢undih novotvorina mogu se sazeti u nekoliko
glavnih skupina koje su prepoznali Hannah i Weiberg (Slika 1) (1,4). Neke od njih
su stalan poticaj na stani¢nu proliferaciju (deregulacijom stani¢nih cCimbenika
receptora rasta i njihovim izvanstani¢nih cimbenika), izbjegavanje usporavanja
proliferacije (dva glavna mehanizma su gubitak funkcije proteina/gena odgovornih za
usporavanje stani¢ne diobe/supresori tumorskog rasta) i gubitak kontakne stani¢ne
inhibicije rasta). Tumorske stanice takoder mogu izbjeéi programiranu stani¢nu smrt-
apoptozu (pomak ravnoteze izmedu proapoptotskih i antiapoptotskih mehanizama).
Opazen je i gubitak ograniCenja proliferacije (abnormalna aktivnost telomeraza
omogucuje neograniCenu replikaciju kromosoma). Tumorske stanice imaju
sposobnost razvitka novog krvotoka,invazije, metastaziranja i kolonizacije udaljenih
organa. Dodatno, tumori pokazuju joS jednu razinu sloZenosti ,a to je skupina
unovacenih,naocCigled normalih stromalnih stanica koje doprinose razvoju gore
navedenih karakteristika stvarajucu tumorski mikrookoli§ (eng. tumor

microenvironment) (5).
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Slika 1. Glavne karakteristike tumorskih stanica

Preuzeto iz (4).

1.1.4.1 Genske promjene

Genske promjene Cine bit neoplasti¢ne pretvorbe, a mogu se uociti u benignim i
malignim tumorima. Primjerice, svi lipomi imaju tipicne kromosomske promjene,
buduéi da se te kromosomske promjene nalaze u svim tumorskim stanicama.
Pretpostavlja se da su sve te stanice potekle iz jedne mati¢ne tumorske stanice koja
je razli¢ita od normalnih stanica. Potomci te prvotne mati¢ne stanice imaju istovjetan
genski ustroj kao i prvotna tumorska mati¢na stanica. Klonalno bujanje je jedna od
kljucnih znacajki svih tumora. Ukupna kolicha DNA je povecCana u jezgrama malignih
stanica $to se mozZe dokazati kvantitativnim mjerenjem DNA protonom citometrijom.
Citogeneticki se mogu dokazati brojne kromosomske abnormalnosti, npr. neke su

stanice triploidne ili tetrapoloidne. Strukturne kromosomske promjene €esto ukljuCuju



adicije, delecije, translokacije, stvaranje izokromosoma, itd. Genske promjene mogu
biti uzrokovane gubitkom, mutacijom ili aktivacijom pojedinih gena, posebice
protoonkogena, normalnih stanicnih gena, koji poprime funkciju onkogena i
pridonose zlocudnoj pretvorbi stanica. U nekim dolazi do inaktivacije tumor

supresorskih gena (1).

1.1.4.2 Promjene rasta i prezivljavanje tumorskih stanica

Tumorske stanice Cesto rastu nekontrolirano i slabo reagiraju na vanjske regulatore
rasta. Sto su stanice manje diferencirane, tumor obi¢no brze raste. Najuodljivije su
promjene u regulaciji mehanizma mitoze i apoptoze. U normalnim uvjetima stanice
odraslog organizma se ne dijele, nego se nalaze u GO fazi mitotiCkog ciklusa.
Tumorske stanice se ucestalije ukljuuju u G1, G2 ili S fazu ciklusa. Te stanice €Cine
frakciju rasta tumora. Nakon $to stanice udu u mitozu prelazak iz G1 u S fazu
odigrava se u dijelu ciklusa koji se naziva restrikcijska (R) to€ka. Na tom mjestu se
provjerava integritet DNA i stanica ulazi u sintetiCku fazu tek ako je DNA ispravna.
Regulaciju ove kontrole obavljaju ciklini D i E koji aktiviraju €itav niz kinaza ovisnih o
ciklinima (CDK). Ovi enzimi fosforiliziraju retinoblastomski protein (RB1) pri ¢emu se
oslobadaju proteini iz porodice E2F. Protein E2F promovira prelazak stanice preko R
toCke, a ako se E2F ne oslobodi zbog djelovanja inhibitora CDK, DNA ozljede ili
mutacije, onda se mitoza ne dogodi (Slika 2.). Bitnu ulogu ima i Tp53. U normalnim
uvjetima on sprjeCava ulazak u S fazu stanicama koje imaju defektnu DNA. U slucaju
inaktiviraju¢e mutacije, defektni Tp53 ne moZe djelovati na CDK inhibitore te nestaje
kontrola mitoti¢kog ciklusa. Apoptoza je fizioloSki programiran oblik stani¢ne smrti pri
kojoj tkiva zadrZavaju svoj normalni oblik i obujam. U nekim tumorima prekomjerna
ekspresija BCL2 gena uzorokuje pojacanu produkciju BCL2 proteina koji je

inhibitor apoptoze(1).
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Slika 2. Regulacija mitotickog ciklusa

Preuzeto iz (6).

1.1.5 Metastaziranje

Metastaziranje tumora je proces pri kojemu se stanice zlocudnog tumora Sire u
udaljene djelove tijela od mjesta njegova nastanka. Metastaziranje je najpouzdaniji
znak da je neki tumor zapravo zlo¢udan. Iznimka od ovoga pravila opaZza se kod
zlo¢udnih tumora mozga koji ¢e zbog svoje intrakranijalne lokalizacije uzrokovati
smrt prije nego uspiju metastazirati. Dobro¢udni tumori nikada ne metastaziraju.
Sirenje zloéudnih novotvorina je sloZen proces koji se odvija u nekoliko koraka.
Relativho dobro su razjasSnjeni procesi invazije, cirkulacije te embolizacije prilikom
metastaziranja, dok je mehanizam proliferacije stanica u novoj lokaciji slabije
objasnjen. Da bi metastaziranje bilo moguce potrebno je da se unutar tumora stvori
klonovi tumorskih stanica koje mogu metastazirati. Glavna obiljezja tih stanica
jesu invazivnost i mobilnost. Invazivnost se osniva na izlu€ivanju litiCkih enzima koji
razgraduju molekule izvanstanichog matriksa. Mobilnost je osnovana na
poboljSanom stvaranju pseudopodija koji tumorskim stanicama omogucavaju
prolazak kroz matriks. Cini se da te stanice imaju sposobnost aktivacije makrofaga

koji zatim sudjeluju u razgradnji matriksa oslobadajuci tako put tim stanicama.



Slijedeci korak jest odvajanje stanica metastatskog klona od glavne tumorske mase i
rast prema krvnoj Zili, stanice rastu prema krvnoj zili jer iz nje dobivaju kisik i hranjive
tvari. Opisani proces se naziva emigracija. Nakon emigracije slijedi invazija kroz
krvnu Zilu te intravazacija. Bitnu ulogu u razgradnji bazalne membrane i ostalih
molekula izvanstani€nog matriksa imaju enzimi matriCne metaloproteinaze kao sto
su kolagenaza tip 1V i serinske proteaze kao $to je plazmin koji razgraduje laminin. U
normalnim uvijetima u tkivima se nalaze izravni ili neizravni inhibitori tih enzima kao
Sto su inhibitor aktivatora plazminogena i tkivni inhibitor metaloproteaza. Nakon $to
su tumorske stanice usle u krvne zile dolaze u kontakt sa trombocitima i Cimbenicima
zgruSavanja koji pospjesSuju agregaciju stanica u male nakupine i na taj nacin
stanice lakSe prezive i odupru se djelovanju imunomehanizama. Skupine tumorskih
stanica dospiju u male krvne Zile, gdje se zaustave i zalijepe na endotel kapilara.
Bitno je napomenuti da ih veéina zapravo ne prezivi u cirkulaciji no dovoljno jest da
manji broj prezivi i stvori novu koloniju. Tumorske stanice ¢e zatim djelovati na
endotelne stanice izazivajuc¢i njihovu retrakciju te djelovanjem litickih enzima
razgraditi bazalnu membranu i dospjeti u medustaniéni prostor (Slika 3) .Cini se da
samo neznatan broj stanica koje udu u tkivo poprimi proliferativni fenotip. Poznato
je da ga neke tumorske stanice pokazu tek nakon nekoliko godina. Nije potpuno
poznato koji Cimbenici odreduju prelazak iz spavaju¢e (eng. dormant) u vidljivu
metastatsku bolest. Rast tumorskih stanica ovisi o autokrinim ¢€ibenicima rasta Sto
ih same luce, ali i Cimbenicima rasta u tkivu u koje su se naselile. Da bi si osigurale

dovoljno hranijivih tvari i kisika tumorske stanice stimuliraju angiogenezu (1).
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Preuzeto iz (7).

1.1.6 Tumorska angiogeneza

Tumorske stanice ovise o dotoku krvi iz domacina. Tumori nemaju svoj vlastiti
krvotok te tumorske stanice moraju inducirati stvaranje i razvoj krvnih zila u tkivu
domacina. Ova tumorska angiogeneza nalikuje stvaranju krvnih Zila u
granulacijskom tkivu tijekom cijeljenja rane. Angiogeneza nastaje pod djelovanjem
C¢imbenika kao Sto su angiopoetin i Cimbenik koji stimulira rast endotelnih stanica
(VEGF). Ti C&imbenici su podrijetlom od tumorskih i upalnih stanica posebice

makrofaga koje su tumor infiltrirale iz okolnih tkiva (1).



2. Mati¢éne stanice

2.1. Definicija

MatiCne stanice imaju sposobnost neogranicenog dijeljenja u kulturi i
samoobnavljanja te diferencijacije u najmanje jedan tip visoko diferencirane
stanice(8). Takve sposobnosti imaju zahvaljujuéi asimetricnoj stani¢noj diobi, kojom
se proizvodi istovjetna multipotentna jedinka i dodatna progenitorna stanica sa
specijaliziranom funkcijom(9). Ovisno o vrstama stanica u koje se mogu diferencirati,
maticne stanice se mogu podjeliti na totipotentne, pluripotentne, multipotentne i
unipotentne. Totipotentne mati¢ne stanice imaju sposobnost stvaranja bilo koje
stanice u tijelu, ali i stanica koje Cine ekstraembrionalna tkiva (npr. zigota).
Pluripotentne mati¢ne stanice sposobne su proizvesti sve tipove stanica u tijelu,
odnosno sva tri zametna sloja, ali ne mogu proizvesti ekstraembrionalna tkiva (npr.
embrionalne stanice). Multipotentnemati¢ne stanice mogu proizvesti nekoliko vrsta
stanica u tijelu (npr. stanice pupkovine), a unipotentne samo jednu, (npr.epitelne

stanice koze) (Slika 4).

Fertilized Scell Blastocyst Cultured | oy
oocyte embryo stem cells TZh v\
~ = 1~ Neural cells
Yo ce ) 7 R
©) —> &8 — 8 ;} — ‘
N \\-' A s e
s 3 N N ®
oo Blood cells
Totipotent Pluripotent .o
Brain Neural cells Bone marrow Blood cells
&
-> %y -> — «alb > o0
S = 3 .
Multipotent Multipotent

Slika 4. Maticne stanice

Preuzeto iz(10).



2.2 Uloga mati¢nih stanica

U mnogim tkivima maticne stanice sluze za obnavljanje stanica. Dijele se bez
ogranicenja i zamjenjuju druge stanice za cijelog zivotnog vijeka organizma. Kada se
mati¢na stanica dijeli, svaka stanica potomak moze postati ili matiCha stanica ili
diferencirana stanica sa specijaliziranom funkcijom, npr. misi¢na stanica, eritrocit ili
neuron (asimetriéna dioba) (Slika 5). U nekim organima poput crijeva ili koStane
srzi mati¢ne se stanice stalno dijele kako bi osigurale popravak ostecenih tkiva. S
druge strane u nekim se tkivima mati¢ne stanice dijele samo u posebnim
okolnostima, kao primjerice u gusteraci ili jetri (11). Kada se maticne stanice
diferenciraju one svakim korakom postaju sve specijaliziranije. Unutarnji signali koji
utjeCu na diferencijaciju kontorlirani su genima dok su vanjski signali ovisni o

mikrookoliSu stanice.
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Slika 5. Dioba mati¢nih stanica

Preuzeto iz(10).



3. Tumorske mati¢ne stanice

3.1 Definicija

Tumorske mati¢ne stanice (CSC) predstavljaju kod brojnih tumora posebnu
podpopulaciju stanica koja ima sposobnost samoobnavljanja i klononalne
ekspanzije nasuprot diferenciranijim klonalnim stanicama koji imaju ogranic¢en
proliferativni potencijal (12,13). Tumorske mati¢ne stanice takoder pokazuju svojstvo
plastiénosti- mogu prelaziti izmedu stadija matiCne stanice i stadija diferenciranije
stanice. Sposobne su izbje¢i stanicnu smrt i metastazirati, iako mogu ostati i u
stadiju mirovanja (eng. dormant) duze vremena (14). Koncept tumorskih mati¢nih
stanica moze pojasniti zasto se maligni tumori nakon terapije vracaju te zasto se ne
postize dugotrajnija remisija. Opazeno je da citostatici djeluju viSe na stanice koje su
diferenciranije u odnosu na manje diferencirane tumorske matiCne stanice.
Tumorske matiCne stanice danas su prepoznate kao velika ciljna skupina stanica
u onkologiji elimacijom kojih bi se ostvarili bolji rezultati kod terapije malignih tumora
(15).

3.2 Razvoj koncepta tumorskih mati¢nih stanica

Teoriju tumorskih mati¢nih stanica prvi je opisao Moore 1973 godine (16).
Pretpostavlja se da se odrasla matiCna stanica koja razvije odredenu genetsku
mutaciju razvije u izvoriSnu tumorsku mati€énu stanicu (eng.cancer stem cell of
origin) koja se zatim stjecanjem novih genetskih mutacija razvije u tumorsku mati¢nu
stanicu dovodeé¢i do nastanka malignog tumora (17). Prvi dokazi o postojanju
tumorskih maticnih stanica su se pojavili 1997. godine kada su Bonnet i Dick izolirali
subpopulaciju leukemijskih stanica koje su bile CD34+ , a CD38-. Utvrdili su da je ta
populacija CD34+/CD38- stanica sposobna stvoriti tumorsku masu u NOD /SCID
miSevima (18). Prilikom istrazivanja CSC-a neoplastiCne stanice se injiciraju
intravenski, subkutano ili izravno u ciljane organe pokusnih Zzivotinja. Bitno je
razlikovati jednostavno odrZavanje tih presadaka od trajnog primanja presadka koji
zapravo upucuje na postojanje samoobnavljajucih tumorskih mati¢nih stanica (15).
Prvi dokazi o postojanju tumorskih mati¢nih stanica u solidnim tumorima uslijedili su

2002. Godine otkricem klonalnih stanica izoliranih iz humanih glioma (19). Tumorske
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matiCne stanice su zasada identificirane u tumorima mozga, dojke, kolona, jajnika,
prostate, melanoma te multiplog mijeloma (20). Postotak tumorskih mati¢nih stanica
identificiran unutar Citave tumorske populacije nije isti kod razli€itih tumora, i smatra
se da je broj tumorskih mati¢nih stanica podudaran s prognozom pacijenta. Druga
istrazivanja su pokazala da tumori koji su histoloski isti sadrzavaju razliCit postotak
tumorskih mati¢nih stanica varirajuci od 0.03% do priblizno 100% $to upucuje da je
broj maticnih stanica zapravo od sumnjive prognostiCke vrijednosti. MatiCne stanice
identificirane su raznim tehnikama koje ukljuCuju protutijela za povrSinske markere
kao CD133+. Tumorske matiCne stanice se sporo dijele te se pretpostavlja da su

zasluzne za otpornost tumora na terapiju (21).

3.2.2 Identifikacija i markeri tumorskih mati¢nih stanica

Postoji nekoliko razli¢itih pristupa koje mozemo primijeniti da bismo identificirali i
izdvojili populaciju tumorskih matiénih stanica. Siroko primjenjivana strategija je
uporaba antitjela koji se vezu na odredene povrSinske antigene koji su izrazeni na
tumorskim mati¢nim stanicama. Ekspresija antigena se najbolje utvrduje multicolor
protoCnom citometrijom. Neki od prepoznatih markera tumorskih mati¢nih stanica
navedeni su u tablici 1. Najbolje je koristiti kombinaciju proututjela kod detekcije i
identifikacije tumorskih mati¢nih stanica. Primjerice CD34 marker je povezan s
mati¢nim stanicam, ali ne nalazi se samo na hematopoetskim mati¢nim stanicama
ve¢ i na mastocitima, zametnim stanicama i mijelocitima. Obi¢no se koriste jedan ili
dva markera specificna za organ da se potvrdi hematopoetsko podrijetlo stanice ili
isklju€e leukociti u uzorcima dobivenim iz solidnih tumora. Dodatna protutjela se
koriste za razlikovanje tumorskih mati¢nih od diferenciranijih stanica. Kod solidnih
tumora glavni problem je $to markeri za razlikovanje zrelijih i nezrelih stanica nisu
dostupni. Kod kolorektnalog karcinoma i nekih drugih solidnih tumora Wnt ciljni gen
LGR5 je opisan kao potencijalni marker za tumorske mati¢ne stanice. Drugi markeri
kao CD44 su izrazeni na tumorskim stanicama, ali i na drugim stanicama
(leukocitima) koji se nalaze u istom organu. Glavni problem kod prepoznavanja

tumorskih mati¢nih stanica jest njihova plasti¢nost i heterogenost (15).
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Cell Surface Phenotypes of Cancer Stem Cells in Different
Tumor Types

Tumor Type Cell Surface Marker on the CSC

Leukemia[18] CD34+, CD38—, HLA-DR—, CD71—, CD90—, CD117—, CD123+
Breast[7 ] ESA+CD444+CD24—/low)

Brain[19, 20] CD133+, CD49f+, CD20+

Lung[21,22] CD1334, ABCG2(high)

Colon[10,23,24] CD133+, CD44+, CD1 66+, EpCAM+, CD24+
Pancreatic[25,26] | CD133+, CD44+, EpCAM+, CD24+

Melanomal11] CD20+

ARCG2 = ATP-binding cassette subfamily G member 2; C5C = cancar stem call; EpCAM = epithelial cell adha-
sion molecule; ESA = epithelial-specific antigen.

Tablica 1. Povrsinski markeri tumorskih mati¢nih stanica
Preuzeto iz (22).

3.3 Modeli karcinogeneze

Dugo vremena se smatralo da intratumorska heterogenost doprinosi progresiji
bolesti, utjeCe na djelotvornost terapije i na ukupno preZivijenje pacijenata. Dva
modela, hijerarhijski i stohasticki su predlozeni za razumijevanje progresije tumora i
heterogenosti. lako ne pridaju jednaku vaznost tumorskim maticnim stanicama u
progresiji tumora, ova dva modela se medusobno ne iskljuCuju i koncept stanic¢ne
plastiCnosti ih ujedinjuje u jedan model (23). U istrazivanju koje su proveli Chafer i
suradnici autori su pokazali da tumorske mati¢ne stanice kao i normalne mati¢ne
stanice mogu nastati de novo iz diferenciranijin stanica. Ovo otkrice je dodatak
hijerarhijskom modelu koji ne uzima u obzir posebni oblik stanicnhe plasticnosti za
koju se vjeruje da je posljedica stani¢nog okoliSa (23). Roesch i suradnici su otkrili
populaciju stanica (CSC) koja se sporo dijeli te su pokazali da ona moze odrzavati
rast melanoma i samobnavljanje (24). Bitno je poboljSati razumijevanje oba modela
da bismo dobili bolji uvid u heterogenost i dinamiku razliCitih subpopulacija stanica u
tumoru. Zakljuéno, glavna razlika stohastiCkodg i hijerarhijskog modela je da kod
stohastiCkog svaka stanica tumora ima potencijal da se pona$a kao tumorska

mati¢na stanica ako je izloZzena odredenim uvjetima odnosno podrazajima dok kod
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hijerarhijskog modela postoji jedna odredena podpopulacija stanica koja ima

potencijal da bude tumorska mati¢na stanica(12).

3.3.1 Hijerarhijski model

Hijerarhijski model je prvo prikazan kod akutne mijeloi¢ne leukemije (AML) kada je
bila prepoznata populacija stanica (leukemijske mati¢ne stanice) koja posjeduje
sposobnost samoobnavljanja, umnazanja i diferencijacije. Kod solidnih tumora
tumorske maticne stanice su prvo bile prepoznate kod karcinoma dojke, nakon toga
prisutnost tumorskih mati¢nih stanica je dokazana kod brojnih tumora. Hijerarhijski
model predlaze da samo odredena skupina stanica (tumorske mati¢ne stanice) ima
jedinstvenu sposobnost regeneriranja, umnazanja i diferenciranja u druge
subpopulacije i dugotrajne sposobnosti stvaranja klonova (eng. clone propagating
activity). One se nalaze na vrhu hijerarhije tumorskih stanica (Slika 6), i upravo o
njima ovisi odrzavanje i propagacija tumora te metastaziranje. Prema ovom
modelu do nastanka malignog tumora dolazi kada mati¢na stanica izbjegne
normalne nadzorne mehanizme te nastane tumorska mati€na stanica, dakle
hijerarhijski model model pretpostavlja da je da je tumorska matiCna stanica, stanica
podrijetla (eng. cell of origin). Hijerarhijski model predlaZze da ¢ée samo potpuna
eradikacija svih tumorskih mati¢nih stanica ukloniti i u potpunosti mogucénost relapsa.
Tumorske maticne stanice se ne djele brzo te to objasSnjava dijelom njihovu
otpornost na klasi¢nu kemoterapiju (25). Maligni tumori su obiljezeni proliferacijom i
ekspanzijom tkiva koja ni anatomski ni funkcionalno ne nalikuju na izvoriSni organ;
dakle regulacija samoobnavljanja, diferencijacije i proliferacije je poremeéena kod
tumorskih maticnih stanica. Prema hijerarhijskom modelu iste tumorske maticne
stanice mogu stvarati razliCite podtipove tumora unutar odredenog organa sto dovodi
do stani¢ne heterogenosti tumora. Glavno ograni¢enje ovoga modela jest da ne
uzima u obzir moguénost prelaska izmedu diferenciranog stadija i stadija mati¢ne

stanice (eng.stem like state) unutar jedne stanice (23).
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3.3.2 Stohasticki model

Prema stohastickom modelu svaka stanica unutar tumora ima jednaku
vjerovatnost da je ishodiSna stanica tumora ovisno o intrinzicnim (razina
transkripcijskih faktora, singlizacijski putevi) i ekstrinzicnim ¢imbenicima (mikrookolis,
imunoloski odgovor domacina) i da olakSava inicijaciju i progresiju tumora (Slika 6).
Djelovanje ovih cCimbenika je nepredvidivo odnosno nasumic¢no te dovodi do
heterogenosti kod ekspresije povrSinskin markera, markera sazrijevanja ili
sposobnosti inicijacije tumora. Glavna pretpostavka ovog modela je dakle da su sve
stanice tumora jednako osjetljive na takve ¢imbenike te da tumorske stanice mogu
prelaziti iz jednog stanja u drugo jer ovi Cimbenici ne dovode do trajnih promjena;
odredena populacija stanica ¢e steci odgovarajuc¢i set mutacija i razviti sposobnost
progresije i metastaziranja, dakle postati ¢e ishodiSne stanice tumora ( eng. tumor
initiating cells) (25). Stohasticki model se oslanja na €injenicu da je rak bolest koja je
definirana prekomjernim umnazanjem stanica i stjecanjem mutacija gena stani¢nog
ciklusa Sto doprinosi klonalnoj ekspanziji u inaCe normalnim odraslim somatskim
stanicama. Napredne tehnike sekvencioniranja genoma pokazale su da je maligni
tumor jednoga pacijenta zapravo heterogena mjesavina genetski razliCitin
subklonova. lako je mutacijsko opterecenje varijabilno izmedu tipova tumora; tipicni
tumor sadrzi dvie do osam vodecih mutacija koji reguliraju tri glavna staniCna
procesa: sudbinu stanice, prezivljenje i odrzavanje genoma (23). Vecina postojecih
terapijskih pristupa jest temeljena na ovome modelu, i usmjerena je na masu
tumorskih stanica jer se drzi za sve da imaju potenicijal biti izvorne stanice tumora,
dakle lijekovi djeluju na masu stanica (eng. bulk), a ne na ciljne manje skupine
stanica (CSC) (25).
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3.4 Regulacija rasta i razvoj tumorskih mati¢nih stanica

Zasada ne znamo joS puno o regulaciji rasta i prezivljavanju tumorskih maticnih
stanica. Razvojna faza tumorske mati¢ne stanice moze trajati godinama ako ne i
desetlje¢ima. U ranoj fazi (prefazi) razvoja raka tumorske mati¢ne stanice mogu biti
sporo proliferiraju¢e stanice koje stvaraju male skupine supklonova. U ovoj fazi
razvoja ove stanice zovemo premalignima neoplastiénim matiénim stanicama
(NSC). Kasnije kada su ove premaligne stanice stekle dovoljan broj mutacija i
naucCile kako izbje¢i normalne nadzorne mehanizme njihove stanice Kkceri
(eng.progeny) se djele i stvaraju tumorsku masu, tada te stanice nazivamo
tumorskim maticnim stanicama (CSC). Sli¢nosti i razlike premalignih i malignih
tumorskih stanica prikazane su u tablici 2. U toj ranoj fazi razvoja tumorske mati¢ne
stanice (premaligna faza) mehanizmi i molekule koji reguliraju rast, prezivljenje i
asimetricnu stani¢nu diobu mogu biti sli¢ni, ako ne i isti kao u normalne mati¢ne
stanice; to su citokini i njihovi receptori, kemotakticne molekule, receptori za
udomljenje, proapoptotiCke i antiapoptoticke molekule i signalizacijski putevi koji

reguliraju samoobnavljanje i diobu (15).

Defining properties Premalignant NSC Malignant NSC = CSC/LSC
Self renews Yes
wele Darmant o very dowly oycling Slowdy cycling of mose rapidy oding
mmediate tumarinitiating potentia Ne® Ve
Leng-term umarinitiating potantia Facultative otential® Yes

Numbsers of matic acquined molecular ledony  Aelatively low Relatively high
QUTE Eis

Drug respansa

“The potential of a NSC to produce a neoplastic condtion does not mean that this cell can form a tumeor within a cenain time period; however, after a centain
latency perlod, when a suffident number of molecular lesions have been accumulated, these premalignant N5C may transfiorm to fully malignant NSC {=CSC150
that have immediate tumaor-init ating capadity in wivo'in patients as well as in K5G mice. In a subset of patients, premalignant N5C will never convert into fully
malignant NSC (= CSCLSC). NEC, neoplastic stem calls; CSCALSC, cancer stem cells/leukemic stem celk.

Tablica 2. Sli€nosti i razlike malignih i premalignih matiénih stanica (15)
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3.4.1 Uloga citokina

Brojna istraZzivanja ukazuju na to da je citokinska mreza bitna komponenta
regulacije rasta, samoobnavljanja, prezivljenja i diferencijacije tumorskih mati¢nih
stanica. Opisano je da su receptori porodice epidermalih faktora rasta ukljuCujudi
HER2 izrazeni i na epitelnim tumorskim maticnim stanicama (15). HER 2 (eng.
human epidermal growth factor receptor) je ¢lan ErbB porodice transmembranskih
receptorskih tirozin kinaza. Njegova ekspresija je pove¢ana kod 20 - 30 % sluCajeva
invazivnih karcinoma dojke. HER2 singnalizacijski put je slozena mreza koja se
sastoji od membranskih receptora i njihovih liganda, protein kinaza te regulatornih
gena koji utjeCu na brojne staniCne funkcije kao S$to su prezivijenje stanica,
proliferacija stanica te aktivacija brojih transkripcijskih puteva. U normalnim tkivima je
ekspresija HER2 membranskog proteina niska. Povecana ekspresija je opazena kod
karcinoma dojke, jajnika i Zeluca. Bitan korak nakon dijagnoze karcinoma dojke jest
odrediti HER2 status ne bi li se karcinom mogao uspjesnije lijeciti. Karcinomi koji
imaju povecanu  ekspresiju HER 2 osjetljiviji su na doksorubicin i otporniji na
hormonalnu terapiju. Takoder se kod pacijentica s HER2 pozitivnom metastatskog
bolesti koriste brojni anti HER 2 lijekovi kao $to su humanizirana monoklonska
protutjela Trastuzumab i Pertuzumab i inhibitor tirozin kinaze Lapatinib (27) (Slika
7). IGF (eng. insulin like growth factor) i FGF (eng. fibroblast growth factor) receptori
imaju takoder bitnu ulogu kod solidnih tumora te su Cesto izrazeni na tumorskim
maticnim stanicama. Klinicki bitno pitanje je da li tumorske ili leukemijske mati¢ne
stanice sadrze receptore za EPO, G-CSF iz razloga jer su upravo ti citokini ¢esto
primjenjivani u sklopu terapije anemije vezane uz bolest ili neutropenije koja je
posljedica  kemoterapije. Primjerice  kod akutne mijeloicne leukemije,
mijelodisplasti¢nog sindroma, leukemijske mati¢ne stanice eksprimiraju receptore za
G-CSF, ali nisu opazeni receptori za EPO, ali kod tumorskih mati¢nih stanica u

nekim tumorima (npr. melanom) opazena je ekspresija receptora za eritropoetin (15).
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Preuzeto iz (28).
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3.4.2 Signalizacijski putevi tumorskih mati¢nih stanica

Rast , funkcija , sposobnost samoobnavljanja i maligne ekspanzije neoplazmatskih
maticnih stanica regulirani su slozenom mrezom signalnih kaskada i molekula.
Onkogenska signalizacija potjeCe od tri razliCite skupine molekula. Prva skupina su
vodece (eng.driver) lezije, odnosno primarne onkogenske kinaze koje su Cesto
specificne za neku bolest kao §to je to slucaj sa BCR/ABL kod kroni¢ne mijeloi¢ne
leukemije. Druga skupina i tre¢a skupina jesu Siroko eksprimirane mutirane
onkogenske kinaze te citokinima aktivirane kinaze mati¢nih stanica koje imaju ulogu
u rastu i / ili prezivljenju neoplazmatske maticne stanice. Nizvodna signalizacijska
mreza te tri navedene skupine Cesto se preklapa te nadopunjuje ponekada
ostvarujuci sinergisticki ucCinkak na nizvodnu aktivaciju i onkogenezu. U ranom
stadiju razvoja malignih tumora vode¢a mutacija i ostali inaCe fizioloSki mehanizmi
mogu imati vodecu ulogu. Medutim kako bolest napreduje sve viSe onkogenskih
signalnih molekula i puteva postaje aktivho, dakle u uznapredovalom stadiju maligne
bolesti, dodatne signalne kaskade i mreze sve viSe dobivaju na vaznosti kod
ekspanzije i razvoja otpornosti tumorskih matic¢nih stanica. Sve tri opisane skupine
molekula smatramo potencijalnih ciljnim mjestima za djelovanje kemoterapeutika kod
solidnih tumora i leukemija. Unatrag zadnjih 15 godina neke vode¢e mutacije kinaza
(eng.driver kinases) su prepoznate kao kao glavni ciljevi terapije. Najistaknutiji
primjer jest koriStenje inhibitra BCR/ABL tirozin kinaze kod kroniCne mijeloiCne
leukemije koji dovode od znacfajnog i dugotrajnog odgovora na terapiju. Bitno je
napomenuti da tumorske (neoplazmatske) mati¢ne stanice ne mogu biti u potpunosti
eradicirane uporabom ovih lijekova jer one Cesto prezive i rastu neovisno o glavnoj
vodec¢oj mutaciji Sto je u ovom slu€aju BCR/ABL tirozin kinaza. Nova istrazivanja su
usmjerena na otkrivanje dodatnih molekularnih lezija i signalnih puteva ne bi li se
otkrila nova potencijalna ciljna mjesta djelovanja kemoterapeutika. Brojni novi putevi
za koje je dokazano da imaju ulogu kod preZivljavanja i odrzavanja tumorskih

mati¢nih stanica su otkriveni no njih ¢esto dijele i normalne mati¢ne stanice (15).
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3.4.2.1 Wnt /Bkatenin put

U ljudi postoji 19 gena iz Wnt porodice koji kodiraju evolucijski saCuvane
glikoproteine - ligande. Wnt signalni put se sastoji od heterodimernog receptora
koji je sastavljen od dva tipa transmembranskih proteina na koje se vezu pozitivni ili
negativni regulatori stanicnog rasta. Ukoliko se vezu pozitivni regulatori, dolazi do
translokacije [B-katenina u jezgru i aktivacije obitelji o B-kateninu ovisnih
transkripcijskih faktora dok vezivanje negativnih regulatora ihnibira ovaj proces.
Jedan od negativnih regulatora Wnt signalnog puta je proteinski produkt gena
DACT2 (eng. dishevelled binding antagonist of beta catenin 2) koji djeluje kao tumor
supresor, stoga je njegova ekspresija smanjena u kolorektalnom karcinomu i
karcinomima Zeluca. WNT put se aktivira putem membranskih receptora Frizzled.
Aktivirani receptor u suradnji s LRP5 (engl. low-density lipoprotein receptor related
protein 5) aktivira citoplazmatski protein ,dishevelled” (od eng. dishevel = stvaranje
nereda), koji skupa s GBP (eng. GSK3p binding protein) inhibira GSK3B kinazu
(eng.glycogen synthase kinase-3B) (29). GSK3B kinaza sastavnica je
multiproteinskog kompleksa koji se sastoji joS od aksina, , konduktina, p-katenina i
kazein kinaze Il (CKIl), koji ima ulogu kod dvostupanjskefosforilacije i posljedi¢ne
razgradnje -katenina putem ubikvitinsko-proteasomskog sustava (UPS). Inhibicijom
GSK3p kinaze dolazi do stabilizacije B-katenina, Sto rezultira njegovim gomilanjem u
stani¢noj jezgri, stvaranjem kompleksa B-katenina s transkripcijskim ¢imbenikom
TCF4/LEF (eng. T cell factor 4/lymphoid enhanced factor) te kona¢no pokretanja
procesa transkripcije 20-ak razliitih gena uklju¢enih u procese stani¢nog
razmnozavanja, apoptoze i metastaziranja. B-katenin, osim aktivacije
transkripcije, ima ulogu i u stabilizaciji medustanicnih spojeva, sluze¢i kao
premosnica izmedu E-kadherina i aktina (30). B-katenin direktno inhibira
transkripcijski ¢imbenik NF-kB, €ime se inhibira niz unutarstani¢nih procesa
uklju¢enih u apoptozu (31). Wnt/B kateninski put ima ulogu kod odrzavanja i
samoobnavljanja neoplazmatskih maticnih stanica kod leukemija, melanoma te
karcinoma dojke, plu¢a i jetre. Trenutno se razvijaju novi ljekovi koji bi djelovali na
izvanstanicne Wnt ligande i njihove receptore. Kako cijeli mehanizam signalizacije
jo$ uvijek nije potpuno poznat, potrebna su daljnja istraZivanja i kliniCka ispitivanja
koja bi dala strategije kojima bi se moglo specifi¢no djelovati na pojedine mutacije ili
vrste tumora (32). Buduci je Wnt signalizacija uklju¢ena u odrZzavanje homeostaze
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mati¢nih stanica i regeneraciju tkiva, posebice u gastrointestinalnom epitelu, epitelu
koZe i dlacnim folikulima, posljedica djelovanja na tumorske stanice je i znatna
nespecificna toksiCnost za zdrave stanice , zbog €ega su potencijalne nuspojave
ozbiljne (33).
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Slika 5. Wnt signalni put

Preuzeto iz (34).

3.4.2.2 Notch i BMI signaliazacijski put

Notch signalni put je bitan Cimbenik samoobnavljanja kod karcinoma dojke, kolona ,
glioblastoma, melanoma, adenokarcinoma pluca, jajnika, prostate ,endometrija i
jednjaka (15). U mnogim tumorima opisana je prekomjerna ili konstitutivna ekspresija
Notch signalnoga puta, kao posljedica pogresSne regulacije. Notch signalizacija
ukljuCena je u odredivanje stani¢ne sudbine tijekom embriogeneze i kod odraslih
tkiva (35). Ima ulogu u odrzavanju populacije mati¢nih (progenitorskih) stanica, ali i u
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odrzavanju ravnoteze izmedu proliferacije, diferencijacije i apoptoze stanica (36).
Neodgovarajuéa aktivacija dovodi do nastanka signala koji stimuliraju proliferaciju
stanica, dovode do ograni¢ene diferencijacije i sprijeCavanja apoptoze tumorskih
stanica (37) (Slika 8). Dodatno, deregulacija Notch signalizacijskog puta je povezana
sa mobilizacijom i Sirenjem primarnih tumorskih stanica na udaljene lokacije.
Primjerice,kod karcinoma dojke tumorske stanice Cesto metastaziraju u kosti i u
mozak gdje tkivni mikrookoli§ pojaCava metastatski rast tih tumorskih stanica
sekrecijom faktora rasta i liganda koji aktiviraju brojne puteve koji su bitni za
metastaziranje kao Sto su to izmedu ostalih Notch,Wnt i Hedgehog. Takoder je
pokazano kako je Notch vazan u procesu angiogeneze. Progresivni razvoj i
metastaziranje karcinoma uvelike ovise o vaskularnoj opskrbi hranjivim tvarima (38).
Notch signalizacijski put pridonosi prezivljavanju malignih stanica Sto rezultira
loSijom prognozom za pacijente. Notch signalni put dakle ima bitnu ulugu i kod
normalnih i tumorskih mati¢nih stanica. Jednom aktiviran s ligandom , Notch receptor
s e premjesta u jezgru i veZze se sa DNA — veZuéim proteinima zapoc€injuci kaskadnu
transdukciju u stanici. Notch signalizacijski put je jedan od naj¢eS¢e proucavanih
cilinih mjesta djelovanja lijekova kod ciljanja tumorskih mati¢nih stanica jer su one
populacija stanica koje su otporne na standardne metode lijeCenja kao Sto su
kemoterapija i zraenje, ali su osjetljive na inhibiciju signalizacijskih puteva kao Sto
je to Notch signalni put te je razvijeno nekoliko Notch inhibitora , Notch inhibitori
mogu poboljSati odgovor na kemoterapiju ; dodatno bitno je odrediti koji pacijenti
mogu imati najviSe koristi od takvog tipa terapije, dakle bitno je definirati pouzdane
biomarkere koji mogu mijeriti aktivhost Notch signalizacijskog puta kod tumorskih
mati¢nih stanica(38).

Bitno je napomenuti da Notch ima dvojnu prirodu i ovisno o tipu stanica, stanicnom
okruzenju i opsegu aktivacije (39) moze djelovati kao i tumor supresor. BioloSke
osobitosti tog signalnog puta objasnjavaju ovo svojstvo, buduc¢i da Notch
signalizacija kao takva sudjeluje u diferencijaciji u jednim tkivima, a odrZavanju
fenotipa mati¢nih stanica u drugima. Tumor supresorska uloga primjeé¢ena je kod

nekih neuroendokrinih tumora i sitnostani¢nog karcinoma pluca, (40).
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Slika 8. Uloga Notch signalizacijskog puta kod malignih tumora

Preuzeto iz (41).

3.4.2.3 Hedgehog singalizacijski put

Tijekom normalnog razvoja, Hh signalni put sudjeluje u proliferaciji stanica ,
polarnosti tkiva i njihovoj diferencijaciji u razli€ite organe. U odrasloj dobi djeluje kao
regulator aktivnosti matiCnih stanica, stimuliraju¢i samoobnavljanje u mnogobrojnim
tkivima. Kod sisavaca postoje tri Hedgehog gena koji kodiraju za ligande: sonic
hedgehog (SHH), Indian hedgehog(IHH) i desert hedgehog(DHH) od kojih svaki ima
karakteristi¢énu ulogu. Oni su eksprimirani u razliitim tkivima u razli¢itim stadijima
razvoja organizama. IHH se povezuje sa diferencijacijom hrskavice dok je DHH
povezan sa razvojem zametnih i Schwannovih stanica. SHH je razvojni morfogen u
ljudi uklju¢en u formiranje gradijenta koji odreduje razvoj udova centralnog Ziv€anog
sustava, aksijalnog skeleta i vazan je signal tijekom razvoja probavila u kraljeznjaka

(21). Ukoliko ligandi nisu prisutni, signalni je put inaktiviran. Vezanjem bilo kojeg od
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ova tri liganda na transmembranski proteinski receptor Patched (Ptch) dolazi do
aktivacije signalne kaskade (51). Prestaje inhibicija drugog transmembranskog
receptora i proto-onkoproteina smoothened (Smo) i dolazi do otpustanja i
translokacije transkripcijskih faktora Gli (Gli1, Gli2 i Gli3) koji posjeduju domenu s
cinkovim prstima u jezgru. Tamo dolazi do aktivacije ciljanih gena koji utjeCu na
proliferaciju i prezivljavanje stanica (42). Slika 9. prikazuje aktivaciju Hh puta. Gli1 i
Gli2 djeluju kao aktivatori, dok Gli3 djeluje uglavhom kao represor . Gli transkripcijski
faktori djeluju na mnoge nizvodne gene, medu kojima su VEGF koji sudjeluje u
angiogenezi, transformirajuci faktor rasta, ciklini i drugi, od kojih neki djeluju kao
onkogeni (43). Hedgehog signalni put ima ulogu kod samoobavljanja u brojnim
malignim bolestima kao Sto su karcinom dojke, karcinom kolona, glibolastom,
karcinom gusteraCe , leukemija, meduloblastom i bazocelularni karcinom. Aberantna
aktivacija ovog signalnog puta dovodi do razvoja malignih tumora transformirajudi
adultne mati¢ne stanice u tumorske. Signal s hedgehog receptora se nizvodno
prenosi signalnim molekulama, a vecina tih molekula je trenutno predmet istraZivanja
(21) (Slika 9). Mnogi inhibitori Hh signalnog puta, poput Vismodegib-a i Sonigegib-
a danas se koriste u lijeCenju karcinoma te predstavljaju obecCavajucu skupinu
lijekova posebice u pacijenata s loSom prognozom (Slika 9) (44). Pokazalo se kako
inhibicija Hh signalnog puta djeluje suprimiraju¢e na rast tumorskih stanica, njihovu
sposobnost invazije okolnih tkiva i stanicnu pokretljivost. Takoder dovodi do indukcije
programirane stani¢ne smrti i de-diferencijacije(42). Vismodegib je oralni inhibitor
Hh signalnog puta i najdalje je dospio u KliniCkim istrazivanjima. PocCetna kliniCka
istraZivanja kod bazocelularnog karcinoma i meduloblastoma su bila uspjesna te je
lijek odobren u SAD-u za lije€enje uzapredovalih stadija bazocelularnog karcinoma.
Detaljni mehanizmi djelovanja Hh signalizacije jo$ uvijek su nepoznati i zahtijevaju
daljnja istrazivanja. Bududéi da u razliCitim tipovima tumora ovaj signalni put moze biti
aktiviran razliitim mehanizmima, razumijevanje specificnog djelovanja u odredenim
tumorima moze pomoci kod odabira optimalne strategije lijeCenja putem inhibicije

signalnog puta (44).
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Preuzeto iz (45).

Bitno je joS spomenuti BMI-1 signalni put koji je povezan sa samoobnavljanjem i

diferencijacijom humanih mati¢nih stanica. Najznacajniji ucinci su povezani s

hematopoezom,

razvojem skeleta i Ziv€anog sustava. PojaCana ekspresija i

amplifikacija BMI-1 signalnog puta otkrivena je u brojim malignim bolestima poglavito

leukemijama i limfomima. Druge studije povezuju BMI-1 singalni put sa gliomima,

nazofaringealnim karcinomima i tumorima jajnika. Nedavno pronadena je poveznica

izmedu Hedgehog signalnog puta i BMI-1 gena kod malignih tumora dojke,

bazocelularnog carcinoma, meduloblastoma i karcinoma jednjaka. Predlozeno je da

je kod karcinoma dojke BMI-1 gen prisutan kod nizvodne signalizacije Hh puta (21).

Singnalni putevi za koje se jo$ vjeruje da bi mogli biti vazni kod prezivljavanja ,diobe

i diferencijacije tumorskih mati¢nih stanica jesu PI3 kinaza mTOR put,RAS-RAF-

MEK-EKR put i JAK STAT(15).
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3.4.3 Uloga mikrookolisa i medustanic¢nih interakcija

Ovisno o stadiju razvoja i tipu maligne bolesti rast i samoobnavljanje tumorskih
mati¢nih stanica se oslanjaju na permisivni mikrokolis. U normalnim uvijetima
mati¢ne stanice se nalaze u posebnom mikrookoliSu (eng. stem cell niche) koji ima
ulogu u regulaciji odrzavanja i samoobnavljanja i diferencijacije matiCnih stanica
sekrecijom parakrinih ¢imbenika ili direktnim kontaktom (eng.cell to cell). U ranom
stadiju razvoja maligne bolesti mikrookoliS moZze regulirati rast i samoobnavljanje
premalignih neoplazmatskih stanica na sli€an nacin kao i normalnih mati¢nih stanica.
Dakle, tumorske mati¢ne stanice takoder se nalaze unutar svog mikrookolisa (eng.
cancer stem cell niche) koji ima ulogu u odrzavanju populacije tumorskih mati¢nih
stanica. Molekule koje imaju bitnu ulogu kod interakcije mikrookolisa i tumorskih
mati¢nih stanica jesu adhezijske molekule, kemotakti¢ni faktori, citokini i receptori
faktora rasta. Bitne komponente tumorskog mikrookoliSa jesu joS vezivne stanice,
imunosne stanice i izvanstaniéni matriks. Bitno je napomenuti da su tumorske
stanice sposobne izbje¢i imunosni nadzor tj.citotoksi¢no djelovanje NK i CD8+
limfocita privlaenjem imunosupresivnih stanica, proizvodnjom imunosupresivnih
faktora i aktivacijom imunosnih kontrolnih to¢aka (eng. immune checkpoints) koje
dovode do anergije i apoptoze T limfocita. Ekspresija MCH -1 | MCH -2 proteina koji
su neophodni za prepoznavanje od strane T-limfocita je kod tumorskih mati¢nih
stanica smanjena. Takoder, hipoksija i gradijent kalcija mogu doprinijeti interakciji
tumorskih mati¢nih stanica i okoline i samoobnavljanju mati¢nih stanica u normalnim
i (pre)malignim uvjetima. Nabrojani Cimbenici  skupno odrzavaju mati¢nost
(eng.stemness) tumorskih mati¢nih stanica svojim utjecajem na signalizacijske
puteve koji reguliraju samoobnavljanje, proliferaciju i diferencijaciju, kao $to su Wnt
B katenin, Hedgehog ili Notch (15,25).
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3.4.4 Uloga hipoksije

Kisik je bitan regulator staniCchog metabolizma,prezivljavanja i diobe stanica. U
uvjetima smanjene koncentracije kisika kao odgovor stanice na hipoksiju povecava
se aktivnost inducibilnih faktora hipoksije (HIF). Hipoksija je kod malignih tumora
posljedica brzog rasta tumorskih stanica za Cciji metabolizam dostupna opskrba
kisikom viSe nije dostatna. HIF-ovi reguliraju brojne signalne puteve vezane uz
glikogenolizu, angiogenezu, apoptozu i invaziju (Slika 10.). U solidnim tumorima
podrucja hipoksije su Siroko rasporstanjena zbog abnormalne vaskularizacije i
podrucja nekroze (46). HIF1a i HIF2a su klju€ni posrednici kod u€inaka hipoksije u
malignih tumora (47). Zasada se malo zna kojim to€no mehanizmom hipoksija
regulira samoobnavljanje i proliferaciju tumorskih mati¢nih stanica. Hipoksija promice
mati¢nost aktivacijom gena i de-diferencijacijom. Poveana ekspresija HIF-ova
povezana je u konacnici sa losijim ishodom, otpornosti na kemoterapiju i agresivnijim
fenotipom tumora. Dakle hipoksi¢ni mikrokolis kao cilino mjesto djelovanja
kemoterapije moze povecati uspjesSnost lijeCenja eliminiraju¢i subpopulaciju
tumorskih mati¢nih stanica. Hipoksi¢ne tumorske mati¢ne stanice kocCe proliferaciju i
aktivaciju i inhibiraju imunonadzor CD8+ limfocita. Hipoksija $titi tumorske maticne
stanice od kemoterapije i radioterapije i olakSava preZivljavanje tumorskih maticnih
stanica putem signalnih puteva akitiviranih reakitivnim spojevima kisika(eng. reactive
oxygen species, ROS) (23). Bitno je uoditi da hipoksija povecava ekspresiju ne samo
HIF-ova vec i nekoliko citokina koji reguliraju rast i angiogenezu primjerice SDF-1 ili
VEGF. Navedeni citokini potiCu tumorsku angiogenezu. Vazno je istaknuti da
hipoksija moze potaknuti stvaranje ROS-a u neoplazmatskim mati¢nim stanicama
Sto dovodi do lomova DNA i poveéava mutagenezu potiCuéi stvaranje malignijih
supklonova. Zaklju¢no, hipoksija moze biti okidaC onkogeneze i maligne progresije
kao i otpornosti tumorskih mati¢nih stanica. Hipoksija takoder poti¢e podpopulaciju
tumorskih stanica koje imaju invazivni metastatski fenotip i sposobnost
metastaziranja (23).
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Preuzeto iz (48).

3.5 Udomljenje i abnormalno Sirenje tumorskih mati¢nih stanica

Udomljenje ili utkivljenje (eng. homing) mati¢nih stanica je fizioloSki proces.
Primjerice hematopoetske matiCne stanice se mogu izolirati iz periferne krvi i
podlijezu procesu udomljenja u brojnim organima. U vecini solidnih organa mati¢ne
stanice ne prolaze proces redistribucije i udomljenja osim ako se ne transformiraju u
metastazirajue tumorske matiCne stanice. Metastaziranje i invazija tumorskih
mati¢nih stanica je sloZeni proces. Kod solidnih tumora bitnu ulogu imaju
citoadhezijski receptori ukljuCujuéi integrine, selektine, CD44 ili Clanove kadherinske
obitelji. Vecina ovih receptora za udomljenje ukljuCujuéi kemokinske receptore i
ligande molekula matriksa kao $to su L1 ili CD44 su otkriveni na tumorskim mati¢nim
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stanicama. L1 je eksprimiran na rubovima invazivnog karcinoma kolona i njegovih
metastaza. Isto vrijedi i za CD44 i CD133 Sto upucuje da ove molekule imaju ulogu
kod invazije i progresije bolesti. Za vrijeme progresije bolesti tumorske maticne
stanice prestaju biti ovisne u interakcijama sa specificnim mikrookoliSem te se Sire u
druge organe (metastaziranje). U epitelnih tumora redistribucija tumorskih maticnih
stanica je olakSana epitelno-mezenhimalnom tranzicijom(EMT), procesom koji je
povezan sa gubitkom specificnih adhezijskim veza izmedu stanica karcinoma i
okoline. L1 i E-kadherin su povezani sa procesom epitelno mezehnimalne tranzicije
kod solidnih tumora (15). Pretpostavlja se da se metastatske tumorske mati¢ne
stanice jednostavno razviju iz tumorskih maticnih stanica koje su evoluirale kroz
progresiju tumora (23). Osobine potrebne za samo metastaziranje razlikuju od onih
koje su bithe za pojavu metastatske bolesti mjesecima ili godinama kasnije. Stadij
mirovanja je kljuCan problem kod povrata bolesti i metastatskog Sirenja maligne
bolesti nakon dugih perioda latencije ,primjerice kod melanoma,karcinoma dojke i
leukemije. Buduci da se stanice koje su u stadiju mirovanja jako sporo dijele (eng.
proliferatively quiescent) radi Cega prezZive kemoterapiju $to dovodi do relapsa.
Zaklju¢no , malo se zna o tome na koji to¢no nacin mikrookoli§ regulira izlazak iz
stadija mirovanja, o signalizacijskim putevima koji su tada aktivni te to i dalje ostaje
problem koji je potrebno rijeSiti da bismo uspjesSnije lijeCili oboljele od malignih
tumora (23).
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4. Zaklju€ak

Tumorske maticne stanice predstavljaju podpopulaciju stanica unutar tumora koje
imaju sposobnost samoobnavljanja, diferencijacije i tumorigeneze. Koncept
tumorskih matic¢nih stanica kao ishodisnih stanica tumora je danas Siroko prihvaéen
Bitnu ulogu u regulaciji svojstava tumorskih mati¢nih stanica ima citokinska
mreza,hipoksija i mikrookoliS. lako joS ne postoje odgovori na brojna pitanja o
signalnim putevima i svojstvima tumorskih mati¢nih stanica, brojna istrazivanja
ukazuju na to da je terapija kurativha samo kada su tumorske matiCne stanice u
potpunosti eradicirane. U zadnjih nekoliko godina razvijeni su novi protokoli lijeCenja
koji su usmijereni na tumorske maticne stanice s ciljem ostvarenja boljih rezultata
kod lijeCenja onkoloskih pacijenata. Zbog sliCnosti signalnih puteva tumorskih i
normalnih mati¢nih stanica nuspojave tih lijekova Cesto su ozbiljne te je potrebno
nastaviti istrazivanja s ciliem otkrivanja lijekova sa selektivnijim djelovanjem na
tumorske matiCne stanice. Terapija usmjerena iskljuivo na tumorske matiCne
stanice nije dovoljna da sprijeCi relaps i metastaziranje. Samo kontinuirani razvoj i
kombinacija kemoterapeutika i ostalih oblika lijeCenja koji djeluju na razli€ita ciljna
mjesta moze dovesti do poboljSanja prezivljenja i boljih ishoda lije€enja pacijenata s
malignim tumorima uz manje nuspojava. Trenutacni terapijski protokoli kontroliraju
proliferaciju stanica i rast tumora , ali ne eliminiraju u potpunosti sve stanice jer se

tumorske mati¢ne stanice sporo djele, preZivljavaju te dovede do relapsa.
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