Magdalena Zakrzewska, Pawet P. Liberski © Aktualn Neurol 2011, 11 (2), p. 91-95

Received: 12.07.2011
Accepted: 12.07.2011
Published: 31.07.2011

Molekularna charakterystyka nowotworowych komorek macierzystych
i progenitorowych rdzeniaka

Molecular characteristics of cancer stem cells and progenitors in medulloblastoma

Zaktad Patologii Molekularnej i Neuropatologii, Uniwersytet Medyczny w Lodzi

Adres do korespondencji: Zaktad Patologii Molekularnej i Neuropatologii, Uniwersytet Medyczny w t.odzi, ul. Czechostowacka 8/10,
92-216 £.6dZ, tel.: 42 675 76 29, e-mail: magdalena.zakrzewska@umed.lodz.pl

Praca finansowana z grantu MNiSW, nr N401 180 32/3580

Streszczenie |

Rdzeniak (medulloblastoma, MB) jest w populacji dziecigeej najczestszym nowotworem osrodkowego uktadu nerwowego
(OUN) pochodzenia zarodkowego. W ostatnich latach, giownie w oparciu o profilowanie genomowe, wyrdzniono kilka
podtypow molekularnych tego nowotworu, co wskazuje na jego niejednorodne pochodzenie komérkowe. Gtownymi
zrodlami komorek prekursorowych rdzeniaka sg zewngtrzna warstwa ziarnista moézdzku (external granular layer,
EGL) oraz komorki warstwy okofokomorowej (cerebellar ventricular zone, CVZ). Wsrod innych struktur mogacych je za-
wiera¢ wymienia si¢ istot¢ biata mozdzku, dot réwnolegtoboczny oraz glej gwiaZdzisty Bergmanna. Neuralne komdrki
macierzyste i/lub progenitorowe obecne w tych obszarach charakteryzuja zachowanie zdoInosci do samoodnowy i wielo-
kierunkowego rdznicowania oraz zdolno$¢ do tworzenia neurosfer. Zachodzace w nich zmiany molekularne przyczynia-
ja si¢ do ewolucji w kierunku nowotworowych komérek macierzystych (tumuor stem cells, TSC). Jedng z cech wigkszosci
nowotworowych komorek macierzystych jest dodatni odczyn na obecno$¢ biatka CD133, obserwowany takze w pewnej
populacji komorek rdzeniaka. Ponadto w utkaniu rdzeniaka stwierdza si¢ obecno$¢ komorek CD133-negatywnych za-
chowujacych wiasciwosci nowotworowych komorek macierzystych, ale pozbawionych zdolnosci do tworzenia neurosfer.
Markerem ich obecnosci w rdzeniaku miataby by¢ ekspresja genu ATOHI. Wsrod innych molekularnych czynnikéw
identyfikujacych nowotworowe komdrki macierzyste w tym nowotworze wymieniano produkty biatkowe gendw FUT4,
CXCR4,NGFR, CALBI, OTX2, SOX2 i SOX9. Wtasciwa identyfikacja nowotworowych komérek macierzystych i/lub pro-
genitorowych stanowi podstawe do definiowania nowych celéw terapeutycznych i ukierunkowanego leczenia dzieci z tym
wysoce ztoliwym nowotworem.

Stowa kluczowe: dzieci, komorki macierzyste, komorki progenitorowe, leczenie, rdzeniak

Summary |

Medulloblastoma is the most common type of embryonal tumours in paediatric population. Recently, on the basis of
modern molecular analyses comprising gene expression profiling several molecular subtypes of that tumour were
described. One of the conclusions from such studies is plausible different cellular origin of medulloblastoma with vari-
ous molecular profiles. Up to now two main origins of precursors were proposed for this type of tumour, external gran-
ule layer (EGL) and cerebellar ventricular zone (CVZ). Recently other structures containing such cells (white matter of
the cerebellum, rhombic lip, Bergmann glia) were also identified. Neural stem cells and/or progenitors existing within
those regions have capacity to self-renew, multilineage differentiation and tendency to neurosphere formation. Molecular
alterations of precursor cells can transform them into tumour stem cells (TSC). TSC, like normal stem cells frequently
expresses CD133 protein, what was observed also in medulloblastoma. Moreover, CD133-negative cells without neuro-
sphere-like formation were also detected. Expression of ATOH! gene was proposed for identification of this type of cells.
Among other markers of TSC in medulloblastoma, expression of FUT4, CXCR4, NGFR, CALBI, OTX2, SOX2 and SOX9
genes was mentioned. Proper identification of tumour stem cells and progenitor cells in this high grade tumour may
become useful for individualizing of the therapy in children with medulloblastoma.
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tworem oSrodkowego uktadu nerwowego (OUN) pocho-
zenia zarodkowego o wielokierunkowym réznicowa-

niu wystepujacym w populacji dziecigeej’. W ostatnich latach,
giéwnie w oparciu o profilowanie genomowe, wyrozniono kilka
podtypéw molekularnych tego nowotworu, m.in. dwie giowne
podgrupy zwigzane z aktywacja komorkowych szlakow sygna-
towych WNT i SHH. Aktywacja roznych szlakow sygnafowych
w przebiegu onkogenezy rdzeniaka wskazuje na jego niejedno-
rodne pochodzenie. Ten heterogenny nowotwor w obrebie utka-
nia tkankowego zawiera komorki o réznorodnych funkcjach,
w tym takze komorki macierzyste (stem cells, SC).
Gtownymi Zrodfami tego rodzaju komorek w rdzeniaku sg ze-
wnetrzna warstwa ziarnista mozdzku (external granular layer,
EGL) oraz komorki warstwy okotokomorowej (cerebellar ven-
tricular zone, CVZ). Neuralne komorki macierzyste i/lub proge-
nitorowe obecne w tych obszarach charakteryzuja zachowanie
zdolnosci do samoodnowy i wielokierunkowego roznicowania,
zdolno$¢ do tworzenia neurosfer i obecnos¢ odczynu dla pod-
stawowego ich markera — glikoproteiny CD133. Oprocz tych
dwoch stosunkowo dobrze udokumentowanych stref anato-
micznych jako Zrodta komdrek macierzystych i/lub progenito-
rowych wymienia si¢ takze istote biata mézdzku, komorki po-
tozone w obrebie dotu rownolegtobocznego dajace poczatek
jadrom mozdzku oraz komorki glejowe Bergmanna, ktore, po-
dobnie jak inne komorki gleju gwiazdzistego, zachowujg cechy
komdrek macierzystych®¥.
Zmiany molekularne, do ktorych dochodzi w neuralnych ko-
morkach macierzystych i komorkach progenitorowych, sa bez-
posrednig przyczyng pojawienia si¢ komoérek o fenotypie no-
wotworowych komorek macierzystych (tumour stem cells,
TSO), ktdre uwaza si¢ za kluczowe dla proceséw rozpoczyna-
jacych transformacj¢ nowotworowa. Istniejg takze przestanki
sugerujace mozliwo$¢ pochodzenia nowotworowych komorek
macierzystych rdzeniaka od komorek zréznicowanych. Teoria
ta opiera sig na pozytywnych wynikach badan prowadzonych
na modelach zwierzgcych, w trakcie ktdrych ze zrdznicowa-
nych neurondw uzyskano wzrost siatkowczaka, innego nowo-
tworu pochodzacego z komérek zarodkowych™?),
Wydaje si¢ zatem, ze to wiasnie prawidtowe komorki macierzy-
ste sg gtownym celem dla mutagenow. Komorki te dzieki du-
zej zdolnoSci do samoodnowy sg istotnym elementem wptywa-
jacym na progresje procesu nowotworowego. Nalezy si¢ takze
spodziewac, ze moga mie¢ znaczacy wplyw na odpowiedz te-
rapeutyczng. Eliminacja nowotworowych komdrek macierzy-
stych moze zatem stanowiC istotny aspekt w procesie leczni-
czym®'. Etap ten jednak musi by¢ poprzedzony ich wlasciwa
identyfikacja w oparciu o cechy molekularne i/lub immunofe-
notypowe.
Obecnos¢ nowotworowych komdrek macierzystych bedacych
zrodiem rdzeniaka zostata potwierdzona w wielu niezaleznych
badaniach, a zidentyfikowanie tego rodzaju komorek w utka-
niu nowotworu stafo si¢ znaczacym krokiem w zrozumieniu
jego biologii. Przyczynito si¢ to takze do podjecia prob wyko-
rzystania tej wiedzy do okreSlenia przyczyn niepowodzen tera-
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Jedng z cech wyrdzniajacych wickszo$¢ nowotworowych ko-
morek macierzystych, jak rowniez prawidfowych komorek ma-
cierzystych, jest obecno$¢ odczynu dla Srédbtonowego biatka
CD133, kodowanego przez gen PROM11%1%. Poczatkowo bial-
ko to byto opisywane jako marker nowotworowych komorek
macierzystych w nowotworach ukfadu krwiotwodrczego. Na-
stepnie obecno$¢ komorek CDI133-pozytywnych potwierdzo-
no takze w pierwotnych nowotworach o wysokim stopniu zfo-
Sliwosci rozwijajacych sie w OUN. Analizy takie w wickszoSci
przypadkow dotyczyly glioblastoma, dla ktérego opisano tak-
ze zwigzek pomigdzy obecnoscig glikoproteiny CD133 a radio-
opornoscig i gorszym rokowaniem¢!?.

Z tego tez wzgledu pierwsze proby poszukiwania nowotwo-
rowych komorek macierzystych w utkaniu rdzeniaka skupia-
ty sie na potwierdzeniu obecnosci komdrek CD133-pozytyw-
nych. Badania prowadzone na liniach komérkowych rdzeniaka
oraz na materiale pochodzacym z guz6w pierwotnych potwier-
dzity obecno$¢ frakeji komorek wykazujacych cechy neuralnych
komorek macierzystych CD133-pozytywnych tworzacych neu-
rosfery. Tego rodzaju komdrki w analizowanych dotychczas
rdzeniakach byly umiejscowione przede wszystkim w sasiedz-
twie komorek §rddblonka drobnych naczyfi krwiono$nych, kto-
re stanowily dla nich specyficzng nisz¢ dostarczajacg czynni-
kow wzrostowych i elementow podporowych niezbednych do
podtrzymania ich funkcji®.

Znaczenie obecnoSci markera CD133 w komérkach rdzeniaka
nie jest do kofica ustalone i wcigz trwaja badania majace usta-
li¢ jego ewentualng przydatno$¢ kliniczng. W badaniach in vitro
(linia komorkowa DAQY) wykazano zwigzek pomigdzy nad-
mierng ekspresjq genow MMP9 i MMPI14 a stopniem inwazyj-
nosci, radioopornoscig i zdolnoscig do tworzenia przerzutow
poprzez neurosfery CD133-pozytywne. Zwiazek ten, zaob-
serwowany przez zespol Annabi 1 wsp., zostat zinterpretowa-
ny jako potencjalna mozliwo$¢ wykorzystania hamowania ak-
tywnosci tych biafek przy opracowywaniu terapii celowanej'”.
Metaloproteinazy MMP9 i MMP14 s3 enzymami o istotnym
znaczeniu w rozwoju wielu nowotworow, gdzie odgrywaja role
czynnikdw degradujacych kolagen btony podstawnej naczyf
1 macierzy zewnatrzkomdrkowej. Przyczynia si¢ to do niekon-
trolowanego wzrostu, migracji 1 inwazyjno$ci komérek nowo-
tworowych oraz wigze si¢ z tendencjg do tworzenia odlegtych
przerzutow.

Kolejnym elementem, ktory moze by¢ wykorzystany w trakcie
opracowywania terapii nakierowanej na eliminacje nowotwo-
rowych komorek macierzystych, sg blokery szlaku sygnafowe-
go NOTCH ulegajacego aktywacji w komdrkach CD133-po-
zytywnych®. Wskazuje si¢ takze na celowo$¢ uwzglednienia
w leczeniu dzieci z rdzeniakiem elementow terapii antyangio-
gennej ze wzgledu na koncentracjg komorek CD133-pozytyw-
nych w okolicy naczyi krwiono$nych ™.

W ostatnim czasie w piSmiennictwie pojawifo si¢ doniesienie,
ktorego celem byta analiza zwigzku pomigdzy ekspresja genu
PROMI a przebiegiem choroby u dzieci z rdzeniakiem. Grupa
Raso i wsp. wykazata na podstawie badan 45-osobowej grupy
chorych istotny statystycznie zwigzek pomigdzy podwyzszo-
nymi poziomami ekspresji genu a niekorzystnym rokowaniem
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oraz tendencjg do tworzenia przerzutéw. Ze wzgledu na wielo-
czynnikowe pochodzenie rdzeniaka tego rodzaju wyniki mogg
mie¢ znaczenie glownie jako dodatkowy element pozwalajacy
na precyzyjng oceng ryzyka choroby nowotworowej i podjecie
wlaciwych decyzji terapeutycznych.

Obecnie wiadomo, ze marker CD133 nie jest jedynym czyn-
nikiem pozwalajacym na identyfikacje nowotworowych komo-
rek macierzystych stanowigcych zrodto nowotworu. Obecno$é
komorek CD133-negatywnych zachowujacych wiasciwosci no-
wotworowych komoérek macierzystych wykazano dotychczas
w glioblastoma i rdzeniaku®?", Komorki te, w odréznieniu od
komoérek CD133-pozytywnych, pozbawione sg zdolnosci do
tworzenia neurosfer, a markerem ich obecnoSci w rdzeniaku
miataby by¢ ekspresja genu ATOH1, bedacego markerem neu-
ralnych progenitordw, i ekspresja antygenu CD15 kodowane-
go przez gen FUT4%*?. Gen ATOH koduje biatko zawierajace
motyw heliks-petla-heliks, aktywujace transkrypcje poprzez ka-
set¢ E (E box), zwigzane z rozwojem ukfadu nerwowego. Gen
kontroluje proliferacjg, roznicowanie 1 migracj¢ prekursoro-
wych komorek zewnetrznej warstwy ziarnistej mozdzku, roz-
nicowanie komorek neuralnych, a takze wiele procesow meta-
bolicznych, w tym biogenezg rybosomdw. Zachodzi to giéwnie
poprzez modulacjg aktywnosci szlakow sygnatowych NOTCH
i SHH oraz kontrolg aktywnosci ponad 50 genow, m.in. GLI2,
CCND2, PTCHD2, MXD3, MXD4 i MYCN®**», Nadekspresja
genu przede wszystkim wiaze si¢ z duzym potencjatem prolife-
racyjnym i progresja rdzeniaka, podczas gdy do jego zapoczat-
kowania oprdcz nadekspresji genu niezbedna jest takze akty-
wacja szlaku SHH®.

Ekspresja antygenu CD135, bgdacego drugim markerem tych
komorek, zachodzi w OUN zaréwno w komorkach macierzy-
stych, jak i zroznicowanych. Read i wsp. wykazali, ze komdr-
ki charakteryzujace si¢ nadmierng ekspresja genow ATOH!I
1 FUT4 sq oporne na czynniki proapoptotyczne i rznicujace.
Subpopulacja ta zostata przez autoréw okreslona mianem pro-
genitorowych komorek rdzeniaka, posiadajacych znacznego
stopnia zdolno$¢ do propagacji nowotworu w modelach zwie-
rzgeych genetycznie zblizonych do podtypu desmoplastyczne-
go/guzkowego rdzeniaka®”. Ten podtyp histologiczny nowo-
tworu umiejscowiony jest giéwnie w obrebie potkul mozdzku,
a za zrodio jego pochodzenia uwaza si¢ neuralne komorki pre-
kursorowe zewngtrznej warstwy ziarnistej moézdzku®. Zgod-
nie z klasyfikacja molekularng rdzeniaka charakteryzuje sig on
aktywacja szlaku SHH, czego konsekwencjg jest nadmierna

proliferacja komorek warstwy ziarnistej. Wsroéd markeréw mo-
lekularnych zlokalizowanych tam komorek macierzystych i/lub
progenitorowych oprécz wspomnianych juz gendéw ATOHI
1FUT4 wymieniano takze geny CXCR4 1 NGFR. Biatko CXCR4
kontroluje przebieg cyklu komdrkowego oraz odpowiada za
procesy migracji komdrek. NGFR to biatko z rodziny neurotro-
fin 1 ich receptoréw bedace kluczowym elementem kontrolu-
jacym procesy rozwojowe mézdzku. W procesach neurogene-
zy odgrywa podwdjng rolg. W obecnosci réznych neurotrofin
jest zaangazowane w indukcjg apoptozy, a po utworzeniu kom-
pleksow z receptorami z rodziny Trk stymuluje procesy proli-
feracyjne. Aktywno$¢ NGEFR jest niezbgdna do wzrostu licz-
by synaps i rozgateziefi dendrytycznych. Nadekspresja genu,
obecna zwlaszcza w obszarach o wzmozonej proliferacji, byta
zwigzana z silnym odczynem dla markera proliferacji komorek
Ki-67 i z progresja procesu nowotworowego. Komorki rdze-
niaka charakteryzujace si¢ obecnoscig biatka NGFR nie wyka-
zywaly obecnosci biatka CD133.

Ostatnio opisano zachowanie ekspresji NGFR w niewielkiej
grupie rdzeniakow klasycznych, co rzuca cief na podnoszony
czgsto zwigzek pomiedzy obecnoscig tej zmiany a podtypem
desmoplastycznym/guzkowym. Barnes i wsp. tlumaczg t¢ ob-
serwacje mozliwoscig klonalnego rozwoju komorek resztko-
wych wywodzacych si¢ z warstwy ziarnistej mozdzku®”.
Zrédiem rdzeniakow zlokalizowanych wlinii srodkowej mozdz-
ku majg by¢ z kolei komorki warstwy okotokomorowej. Za mar-
kery komdrek macierzystych i/lub progenitorowych tej okolicy
uwaza si¢ czynniki transkrypcyjne z rodziny NEUROD i biat-
ka wigzace wapf, kalbindyny, w tym produkt genu CALBI.
Nadekspresja tych biatek wigzata si¢ z niekorzystnym przebie-
giem klinicznym podtypu klasycznego rdzeniaka. Cz¢S¢ no-
wotwordw, ktore nie wykazywaly podwyzszonych poziomow
CALBI, zachowywata nadekspresj¢ czynnika transkrypcyjnego
OTX2, obecnego w zewngtrznej warstwie ziarnistej mozdzku.
Ekspresja OTX2 wykazywata dodatnig korelacje z obecnoscig
nisko zroznicowanych komorek o duzym potencjale prolifera-
cyjnym i cechami anaplazji. W procesy regulacyjne tych komo-
rek oraz wzrost rdzeniaka oprocz genu OTX2 zaangazowany
jest prawdopodobnie gen BMII. Przemawia to za mozliwoscig
pochodzenia czescei rdzeniakow klasycznych, ktorych przyczy-
ng powstania s mechanizmy molekularne inne niz aktywacja
szlaku SHH, réwniez z komorek warstwy ziarnistej®2+3%,
Kolejnymi opisanymi dotychczas markerami nowotworowych
komorek macierzystych sq geny SOX2 i SOX9. Sutter i wsp.

Obszar anatomiczny Podtyp histologiczny Lokalizacja Zmiany molekularne Aktywacja szlakow sygnatowych

T NGFR
_ T ATOH1

Zewnetrzna warstwa ziarnista i iy SHH

(czeé¢ przednia) Desmoplastyczny/guzkowy Pétkule mozdzku ; I%(F(g[l NOTCH
T FUT4

Zewnetrzna warstwa ziarnista Linia Srodkowa Torx2

(czes¢ tylna) Klasyczny mozdzku T BMIT e

Warstwa okofokomorowa Klasyczny lr-rllglza dS’er?l? kowa ; (()/Z(él I\Vll;)NTZH

Tabela 1. Cechy molekularne trzech najwazniejszych obszarow zawierajgcych komdrki progenitorowe rdzeniaka

AKTUALN NEUROL 2011, 11 (2), 91-95

93



94

SYMPOZJUM — MEDULLOBLASTOMA

w rdzeniakach uzyskanych in vitro z neuronalnych komorek
macierzystych wykazali ekspresje genow, ktdra nie byta obec-
na w nowotworach wywodzacych si¢ z komdrek zewnetrznej
warstwy ziarnistej mozdzku. JednoczeSnie w guzach tych nie
stwierdzano ekspresji genéw uznawanych za markery rdze-
niakow wywodzacych si¢ z warstwy ziarnistej (ATOH1). Eks-
presja gendw SOX2 1SOX9 obecna w obrebie istoty bialej byta
réwniez zwigzana z gorszym rokowaniem®" (tabela 1).
Podstawowym celem przytoczonych w niniejszym przegladzie
badaf jest wiasciwa identyfikacja nowotworowych komorek
macierzystych i/lub progenitorowych oraz ich markerow. Taka
wiedza powinna stanowi¢ podstawy do definiowania nowych
celow terapeutycznych i opracowywania ukierunkowanego le-
czenia tego wysoko zfosliwego nowotworu, jakim jest rdze-
niak. Wymiernym efektem dotychczasowych osiagnie¢ na polu
biologii molekularnej, uwzgledniajacych obecno$¢ nowotwo-
rowych komdrek macierzystych, jest stosowanie inhibitorow
szlaku SHH, np. cyklopaminy. Preparat ten jest blokerem $rod-
btonowego biatka SMO, budujacego razem z biatkiem PTCH
receptor SHH, przekazujacy sygnat do wnetrza komorki.
Stosowanie leku u dzieci z rdzeniakiem hamuje wzrost guza po-
przez ograniczenie proliferacji i indukcje apoptozy. Potencjal-
ne korzysci terapeutyczne prawdopodobnie bedg takze zwigza-
ne ze stosowaniem wybidrczego inhibitora SMO, wismodegibu
(GDC-0449), w przypadku ktorego w trakcie II fazy badaf kli-
nicznych obserwowano szybkg regresje nowotworu. Ze wzgle-
du na pobudzajacy wptyw aktywacji szlaku SHH na procesy
angiogenezy, gtownie poprzez regulacje ekspresji naczyniowo-
-Srodbtonkowego czynnika wzrostu oraz angiopoetyn, leczenie
tego rodzaju preparatami moze wigzac si¢ rowniez z hamowa-
niem nowotworowej angiogenezy, co moze stanowi¢ dodatko-
wa korzys¢ dla chorych z rdzeniakiem®3,
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