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Rakaste maticne celice: klju¢ do uspesnejSega
zdravljenja malignega melanoma?

Cancer Stem Cells: Key to Improved Treatment of Malignant Melanoma?
IZVLECEK
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mozna klini¢na uporabnost

Maligni melanom je nepredvidljiva, hitro napredujoca bolezen z najhitreje rastoco inci-
denco od vseh rakavih bolezni. Zanj je znacilna velika zmoZnost zasevanja in pogoste pono-
vitve, kar obstojeca sistemska terapija nezadovoljivo preprecuje. Kljub navidezni
ozdravitvi malignega melanoma z zdravljenjem po sodobnih smernicah se bolezen pogo-
sto ponovi. Razlog za to so verjetno rakaste maticne celice, ki s svojo plasti¢nostjo, samoob-
novo in hkratno odpornostjo na to terapijo preprecujejo ozdravitev bolnikov. Rakaste mati¢ne
celice so posebna, maloStevilna populacija celic v rakastem tkivu, ki delujejo kot sproZil-
ci nastanka, invazije in zasevanja tumorjev. Ceprav nekatere raziskovalne skupine Se ved-
no dvomijo v njihov obstoj, zanimanje za raziskovanje teh celic naglo naras¢a in prinasa
vedno ve¢ dokazov o njihovi pomembni vlogi pri rakavih obolenjih. Prav razumevanje
molekularnih mehanizmov njihovega delovanja lahko vodi do odkritja u¢inkovitejSe dia-
gnostike in terapije malignega melanoma. Zaradi vprasljive objektivnosti dermatosko-
pije se kot boljSa diagnosti¢na moZnost ponuja nekaj povrsinskih bioloskih oznacevalcev,
ki predstavljajo tudi moZne tarce za ciljano imunsko diagnostiko in zdravljenje malig-
nega melanoma.
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clinical applications

Malignant melanoma is an unpredictable, aggressive disease with the fastest growing
incidence among all cancers. Its high metastatic potential and the tendency to relapse
are poorly prevented with existing systemic therapy. In spite of apparent eradication
through treatment in accordance with most recent clinical guidelines, the disease is like-
ly to recur. Cancer stem cells with their plasticity, self-renewal ability and drug resist-
ance represent a highly probable culprit for these relapses. This special subpopulation
of cancer cells is relatively small in number, but harbors uncanny tumor initiation, inva-
sion and metastasis potential. While their very existence remains a controversy among
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research groups, the evidence for their prominent role in malignancies has multiplied
with the number of studies performed in this area in the past few years. Unraveling the
molecular mechanisms behind these cells' unique abilities could lead to novel strategies
in the diagnostics and treatment of malignant melanoma. Since the objectivity of der-
moscopy has been proven questionable, certain recently discovered biomarkers offer
a promising alternative. They may also serve as targets for immunotherapy and repro-
gramming that could lead to improving patient survival and potentially finally curing

this insidious disease.

MALIGNI MELANOM KOT
JAVNOZDRAVSTVENI PROBLEM
Maligni melanom (MM) je smrtonosna
rakava bolezen, ki po podatkih Pimienta in
sodelavcev vsako uro ubije enega bolni-
ka (1). Je najnevarnejsi tumor v dermatolo-
giji in hkrati velik javnozdravstveni prob-
lem, saj se njegova letna incidenca povecuje
za 5-7 %, kar je najhitreje med vsemi raka-
vimi obolenji (2). Pri obeh spolih skupaj
predstavlja 3,7 % vseh rakov in je po pogo-
stosti na osmem mestu (3). Se bolj zaskrblju-
joCe je dejstvo, da pogosto prizadene tudi
mlaj$o, aktivno populacijo in s tem povzro-
¢a veliko socialno breme (4).

MM nastane iz maligno spremenjenih
melanocitov, najpogosteje na soncu izpo-
stavljeni koZi (5). Teorija rakastih mati¢nih
celic (ki bo opisana v nadaljevanju) pa
navaja, da MM nastane iz maligno spreme-
njenih mezenhimskih mati¢nih celic, pred-
hodnic melanocitov.

Melanociti so pigmentne celice, ki raz-
vojno izvirajo iz celic nevralne cevi in izde-
lujejo pigment melanin. Najdemo jih v ba-
zalni plasti epidermisa, v lasnih meSickih,
dermalnem vezivu, v nekaterih sluznicah
(usta, spolovila, zadnji¢no podrocje, poZi-
ralnik), v bazalni plasti o€esne mreZnice in
na mozganskih ovojnicah (leptomenin-
gah), zato se lahko MM pojavi v katerem-
koli od teh organov. Vecina MM se vendar-
le razvije v koZi, kjer je Stevilo melanocitov
neprimerno vecje kakor v drugih tkivih.
Najpogosteje vznikne v intraepidermalnih,
redkeje v intradermalnih melanocitih. Poja-

vi se lahko na novo, neredko pa se razvije
iz predhodno obstojeCega melanocitnega
nevusa (0). Tveganje za razvoj MM linear-
no narasca s Stevilom melanocitnih nevu-
sov, tako da je pri tistih, ki imajo v sred-
njih letih na koZi vec kot 50 melanocitnih
nevusov, 4,8-krat vecje kot pa pri posamez-
nikih z manj kot 10 melanocitnimi nevu-
si (7). Kot dejavnike tveganja ocenjujemo
tudi gensko dispozicijo, starost nad 50 let,
svetlo koZo (tip I in II), sindrom atipi¢nih
nevusov, pojav lentigo maligna, Ze diagno-
sticiran MM v preteklosti in nemelanom-
ske koZne rake ter kot najpomembnejsi
nevarnostni dejavnik MM - ¢ezmerno son-
Cenje. Razvoj MM je verjetno povezan
z veCkratnimi son¢nimi opeklinami v mla-
dosti, a tudi s celokupno dozo ultravijoli¢-
nih Zarkov (8).

Pri 8% bolnikov odkrijemo druZinsko
obliko, za katero je znacilno, da se pojavlja
10-20let prej kot sporadi¢na oblika, prav
tako se veckrat opazi sinhrone/metahrone
multiple melanome ali prisotnost melano-
ma in raka trebusne slinavke v isti druZi-
ni (7). Sindrome druZinskega melanoma
povzro¢a mutacija genov CDKN2A (inhibi-
tor od ciklinov odvisne kinaze 24, angl. cyclin-
-dependent kinase inhibitor 2A), ki kodira pro-
teina p16 in ARF (angl. alternate reading fra-
me), ter CDK4 (od ciklinov odvisna kinaza 4,
angl. cyclin-dependent kinase 4). Nosilci teh
genov imajo vec kot 67-odstotno tveganje
za MM (5). Sporadi¢na in druZinska oblika
MM se histopatolosko in prognosti¢no v ni-
Cemer ne razlikujeta (9).
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Ce je MM odkrit v zgodnji fazi, preden
tumor predre bazalno membrano povrhnjice,
je petletno preZivetje bolnikov priblizno
99-odstotno. Stopnja petletnega preZivetja
pada z nara§¢anjem debeline melanoma in
je manj kot 10-odstotna pri bolnikih s si-
stemskim razsojem (10). MM sam ne po-
vzroca splosnih bolezenskih znakov, dokler
ne zaseva. Navadno zaseva najprej limfo-
geno v podrocne bezgavke, nato pa hema-
togeno na oddaljena mesta, predvsem
v pljuca, jetra, moZgane in kosti. Pri sum-
ljivih znamenjih morajo biti le-ta kirursko
izrezana z diagnosti¢nim varnostnim robom
2-5mm. Pri tumorjih, ki so debelejsi od
1 mm, napravimo tudi biopsijo varovalne
bezgavke. Za dodatno zdravljenje z interfe-
ronom se odlo¢imo glede na debelino
tumorija, globino invazije in patohistolos-
ki izvid varovalne bezgavke. U¢inki kemo-
terapije pri zdravljenju razsejanega MM so
nezadovoljivi, saj standardno zdravljenje
s kemoterapijo omogoca popolne odgovo-
re pri manj kot 5 9% bolnikov in delne odgo-
vore pri 25% bolnikov (7). Pri razsejani
bolezni se lahko posluZujemo dodatnih ope-
rativnih posegov in tudi obsevanja zasev-
kov, vendar je glavna vloga radioterapije le
v lajSanju teZav. V zadnjih treh letih so pri
zdravljenju razsejanega MM na voljo tudi
tar¢na zdravila (ipilimumab in vemurafi-
nib), s katerimi lahko doseZemo popoln
odgovor, ki pa obicajno zaradi razvoja odpor-
nosti traja le nekaj mesecev.

Izredno pomembno je, da tumor spoz-
namo in ga zdravimo v zgodnji fazi bolezni,
saj je v kasnejsih fazah MM zelo nepredvid-
ljiva bolezen s pestro klini¢no sliko od
spontanega zacasnega izboljSanja bolezni
do zasevanja in hitre smrti. MM Zal ostaja
tumor, katerega zdravljenje je Se vedno
dokaj neuspesno in smrtnost velika. V zad-
njih letih smo pric¢a izrazitemu napredku na
podrocju raziskovanja matic¢nih celic (MC)
in moZnostim, ki jih le-te ponujajo za uspes-
nejSe zdravljenje Stevilnih bolezni, vkljuc-
noz MM.

GLAVNE LASTNOSTI MATICNIH

CELIC

Maticne celice so funkcionalno nediferenci-

rane celice. V tkivih so malostevilne, po obli-

ki podobne majhnim limfocitom, sposobne
dolgotrajnega asimetricnega deljenja, pri
cemer na eni strani tvorijo v procesu samoob-
navljanja popolnoma enake kopije celic, na
drugi strani pa tvorijo nove linije bolj dife-
renciranih celic (11). Glede na njihovo spo-
sobnost diferenciacije jih lahko razdelimo

na toti-, pluri-, multi- in unipotentne (12, 13).

Totipotentne celice so sposobne tvoriti celo-

ten organizem, vklju¢no z ekstraembrional-

nim tkivom. Pluripotentne celice so sposobne
tvoriti vse telesne celice, vklju¢no s spolni-

mi celicami, ne morejo pa tvoriti celotnega

zarodka in ekstraembrionalnih tkiv. Multi-

potentne celice (tudi oligopotentne) lahko
tvorijo razli¢ne tipe celic, ki pa vse pripada-
jo isti zarodni plasti. Unipotentne MC so spo-
sobne diferenciacije le v eno celi¢no vrsto.
Imenujemo jih tudi celice prednice (proge-
nitorji). Poseben tip MC je inducirana plu-
ripotentna maticna celica (iPS). To je repro-
gramirana, Ze diferencirana telesna celica, ki
jo preko aktivacije specifi¢nih prepisoval-
nih dejavnikov spremenimo v pluripoten-
tno MC (14). Za odkritje, da je taksna preobraz-
ba mogoca, sta Yamanaka in Gurdon prejela
Nobelovo nagrado za medicino leta 2012.
Pomembna lastnost MC je plasti¢nost

(slika 1). To pomeni sposobnost prilagoditve

MC na novo mikrookolje. Pridobijo namre¢

lastnosti celic mikrookolja, v katerega jih

presadimo. Plasti¢nost oz. spremenljivost

MC zajema Stiri sposobnosti (15, 10):

« sposobnost za dediferenciacijo, tj. sposob-
nost razvoja odrasle ali linijsko usmerje-
ne celice prednice v primitivnejSe oblike,

+ sposobnost za transdeterminacijo, tj. spre-
membo iz ene v drugo prednisko celic-
no linijo,

+ sposobnost za transdiferenciacijo, tj. spo-
sobnost, ki omogoci diferencirani celici,
da pridobi fenotipske znacilnosti druge
diferencirane celice, in
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+ sposobnost za fuzijo z drugimi, Ze dife-
renciranimi celicami v tkivu, iz ¢esar lah-
ko nastane popolnoma nov tip celic.

MC lahko osamimo iz zarodka peti dan po

oploditvi (embrionalne MC), iz popkovnic-

ne krvi novorojenca in iz kostnega mozga
odraslega ¢loveka. Sele v zadnjem desetlet-
ju je postalo jasno, da se MC nahajajo tudi

v razli¢nih drugih tkivih odraslega ¢loveka.

Imenujemo jih tkivne MC oz. mezenhim-

ske maticne celice (MMC). Odgovorne so za

obnavljanje odmrlih celic in popravljanje
tkivnih poSkodb (18). MMC so morfolosko
in fenotipsko zelo raznolika populacija

MC (19). Najdemo jih v epiteliju, prebavi-

lih, skeletnih miSicah, o€eh, jetrih, dojki, zob-

ni pulpi, koZi, lasnih meSickih, periferni krvi,
mascobnem tkivu, testisih, prostati, ovari-
jih, moZganih, pljucih in nekaterih drugih
organih (20-22). V vsakem od teh organov
imajo MMC svoje mikrookolje ali niSo, ki
jim nudi podporo in draZljaje za uravnava-
nje njihove aktivnosti (23). Celice, ki tvori-

jo niSo, imajo klju¢no vlogo pri namesc¢anju,
rasti, razmnoZevanju in diferenciaciji MMC.

Stevilni geni igrajo vlogo pri narekova-
nju usode MC in pri dolo€anju njene funkci-
je. Ti geni so: BMI1, NOTCH, SHH in WNT
in ravno oni vodijo tudi signalne poti, ki so
vklju€ene v razvoj malignih bolezni. Klasi¢-
na definicija malignosti vklju¢uje sposob-
nost rakavih celic, da preZivijo in se mnoZijo
v nedogled, njihovo sposobnost, da vdrejo
v sosednje tkivo in da zasevajo v oddalje-
na podrodja v telesu. Izgleda, da rakave celi-
ce zaobidejo pravila, ki strogo omejujejo
Zivljenjsko dobo celic in njihovo rast ter raz-
mnoZevanje. Podobno velja za MC, saj so
zaradi sposobnosti samoobnove nesmrtne,
vendar pri zdravih MC stroga genetska regu-
lacija omejuje njihovo zmoZnost neomeje-
ne rasti in diferenciacije. Podobnosti med
MC in rakavimi celicami nakazujejo, da je
okvara v genetski regulaciji MC nacin, kako
se mnogo malignomov pricne, obnavlja in
§iri (24).
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Slika 1. Mehanizmi, ki omogotajo izredno plasti¢nost maticnih celic (17). 1 - dediferenciacija, 2 - transde-
terminacija, 3 - transdiferenciacija, 4 - celi¢na fuzija, MC - maticna celica.



Med Razgl. 2014; 53 (2):

237

RAKASTE MATICNE CELICE -
RESNICNI KRIVCI ZA NASTANEK
RAKA

Zacetki raziskovanja MC segajo v leta med
1950 in 1960, ko so bili odkriti temeljni
principi razvoja zdravih tkiv. Takrat so odkri-
li tudi, da pri rakavih celicah obstaja podob-
na hierarhija kot pri zdravih in podprli
teorijo, da so celice, podobne mati¢nim, kri-
ve za nastanek Stevilnih rakavih bolezni.
Prve rakaste maticne celice (RMC) so pre-
poznali leta 1994 pri levkemiji, prvi dokaz
o prisotnosti RMC pri solidnih tumorjih pa
so objavili leta 2003. RMC predstavljajo
majhen deleZ tumorskih celic v rakavem tki-
vu in imajo vse lastnosti normalnih MC,
razen sposobnosti natan¢nega uravnavanja
celi¢nih delitev (24, 25).

Teorija rakaste matic¢ne celice pravi, da
so RMC izvor malignosti in edine celice v ra-
kavem tkivu, ki so sposobne obseZne rasti,
razmnoZevanja in tvorbe novega rakavega
tkiva. Razvijejo se iz normalnih MC ali nji-
hovih nezrelih potomcev z maligno preo-
brazbo (24). MoZno je tudi, da MC nosijo
genetske napake, ki se fenotipsko izrazijo le
pri celicah potomkah, te pa se nato obna$a-
jo kot RMC (26). Trditev, da je rak bolezen
MC, nadgrajujejo raziskave, ki dokazujejo,
da se fenotip RMC v celoti izrazi le ob spe-
cificnem medsebojnem delovanju s tumor-
skim mikrookoljem (pomanjkljiva oskrba
s kisikom, uravnavanje RMC s presnovki
stromalnih celic itd.) v nisah RMC (27, 28).
Nekateri raziskovalci poudarjajo niSo MC kot
najpomembnejsi dejavnik pri nastanku raka.

Dolgo je veljalo, da lahko vsaka rakava
celica, ki ostane v telesu, ponovno sproZi bole-
zen. Zaradi tega so obstojece terapije (kemo-
in radioterapija) usmerjene v unicenje ¢im
vecjega Stevila rakastih celic, vendar je kljub
temu prognoza bolnikov slaba, e posebej pri
tistih s solidnimi tumorji, kot je MM. Na pod-
lagi teorije RMC lahko pridemo do zakljucka,
da bi usmerjeno unic¢enje RMC predstavlja-
lo mnogo ucinkovitej$i nacin zdravljenja
Stevilnih rakavih obolenj, tudi MM.

RAKASTE MATICNE CELICE

PRI MALIGNEM MELANOMU
Splosne lastnosti melanomskih
rakastih maticnih celic

Prvi¢ so bile opisane leta 2002 (29). Ze leto
kasneje so opazovali nenavadno plasti¢nost
tumorskih celic v MM in njihovo fenotip-
sko heterogenost, ki jo je teZko razloZiti dru-
gace kot s prisotnostjo RMC (30). Prvi kon-
kretni podatki o RMC pri MM segajo v leto
2005, ko so odkrili, da MM ni nobena izjema
glede lastnosti mnogih tumorjev, da vsebu-
jejo populacije, ki so sposobne samoobnove
in diferenciacije v melanogene, osteogene,
hondrogene in adipogene celice. To odkrit-
je je bilo moZno zaradi ugodne lastnosti teh
celic, da v kulturi tvorijo kroglice, ki med
seboj niso zra$€ene in jih je zato enostav-
no lociti od drugih celic (31). Zlati standard
za preucevanje sposobnosti tvorjenja tumor-
jev RMC je presaditev celi¢ne populacije,
preciScene iz vzorca bolnikovega tumorja,
v imunsko oslabljen misji model. Ti posku-
si so se v primeru MM izkazali za nekoliko
teZavne zaradi visoke imunogenosti mela-
nomskih RMC (MRMC). Bolj kot je model
imunsko zavrt, bolj razli¢no bo tumorsko
mikrookolje od fizioloSkega, kar lahko vodi
v drugacno obnaSanje presajenega tumor-
ja in vpra$ljivo uporabnost prenosa rezul-
tatov na ¢loveski model (32).

Kot vse RMC so tudi MRMC sposob-
ne rasti, razmnoZevanja, diferenciacije in
samoobnove. Poleg tega imajo viSjo sposob-
nost tvorjenja tumorjev od drugih RMC, kar
bi lahko razloZilo visoko malignost in nag-
nenje MM k zasevanju (29). Po fenotipski
heterogenosti MM lahko sklepamo, da izvi-
rajo iz celic, ki so sposobne diferenciacije
v vec razli¢nih linij (30, 31). Tudi po dolgo-
trajni delitvi celice MM ohranjajo svojo
morfolosko in biolo8ko plasti¢nost ter naprej
izraZajo razvojne gene in receptorje NOTCH,
WNT, CD133, CD34, C-KIT, nestin in kost-
ni morfogeni protein (angl. bone morphoge-
nic protein) (30, 33, 34). Terapevtsko morda
najpomembne;j$a znacilnost RMC je njiho-
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va odpornost na kemo- in radioterapijo ter
hkratna sposobnost tvorbe novih tumorjev,
kar se kaZe s pogostimi ponovitvami po Se
tako popolnem izboljSanju. Bolniki z MM
so namre¢ pogosto navidezno popolnoma
ozdravljeni s pomo¢jo kirurgije, kemotera-
pije in/ali radioterapije, nato pa se bolezen
¢ez nekaj ¢asa ponovi, najveckrat v razseja-
ni obliki. To se sklada s splo$no znanimi last-
nostmi MC - njihovo odpornostjo na kemicne
in fizikalne Skodljive dejavnike, ki izvirajo iz
njihove fenotipske tihosti (angl. quiescence)
ter sposobnosti diferenciacije, rasti in raz-
mnoZevanja (35). Tako lahko kljub uni¢enju
vedjega dela tumorja, v kar je usmerjena
sodobna terapija, te celice ponovno sproZi-
jo pojav bolezni. V teh primerih je progno-
za obicajno slaba, zato bi bilo klju¢nega
pomena, da zdravljenje zajame tudi RMC.

Zaradi Ze omenjene teZnje, da oblikuje-
jo kroglice, ki med seboj niso zraScene,
nekatere raziskave MRMC imenujejo tudi
sferoidne celice (angl. spheroid cells). To je
sicer znacilno na primer tudi za RMC Ziv¢-
nega sistema, kar ni presenecenje, saj naj
bi MC tako v koZi kot tudi v Zivénem tkivu
imele skupni izvor v embrionalnih celicah
nevralne cevi (29). Vemo namre¢, da so mul-
tipotentne celice, ki izvirajo iz nevralne cevi,
prisotne v koZi sesalcev (2, 30). Poleg tega
MRMC izraZajo receptor za rastni dejavnik
nevralne cevi CD271, kar bi lahko predstav-
ljalo dodaten dokaz skupnega izvora teh
celic (36, 37). Med razvojem predhodniki
melanocitov nastanejo v nevralni cevi, od
koder migrirajo do bazalne plasti koZe,
lasnih foliklov in drugih lokacij, kjer jih naj-
demo v odraslem organizmu. Pri tem pre-
potujejo velike razdalje (38). Morda je prav
ta sposobnost migracije tista, ki omogoca
tako veliko zmoZnost zasevanja MM (39).
Tudi nagnjenje MM, da tvori smrtno nevar-
ne zasevke v moZganih, verjetno izvira
prav iz sorodnosti melanocitov s celicami
Zivénega sistema in mehanizmov, ki jim
omogocajo mobilnost po nevralni cevi med
embriogenezo.

V lasnih foliklih so opisani zreli mela-
nociti, ki skrbijo za pigmentacijo las in
melanocitne MC, ki so odgovorne za vzdr-
Zevanje melanocitnega sistema (40). Slednje
so fenotipsko nezrele (slabo diferencirane),
nepigmentirane celice s pocasnim celi¢nim
ciklom in so sposobne diferenciacije v pig-
mentirane melanocite ter migracije iz
lasnih foliklov v epidermis. Prav seStevek
razli¢nih signalov niSe, v kateri se te celice
znajdejo, odloca o njihovi konéni usodi (29).

Oznacevalci melanomskih
rakastih maticnih celic

Kot vse MC so tudi MRMC slabo diferen-
cirane, zato je prepoznavanje specifi¢nih
biolo8kih oznacevalcev teZavno. Do sedaj
poznani mozni oznacevalci za MRMC so
ALDHI1A, CXCR6, Oct4, CD271, CD133 in
ABCG2, CD20, ABCBS5 in morda Se drugi
(31,37, 41-45).

Od teh je mogoce posebej zanimiv
ABCBS5, transporter ABC in ¢lan druZine gli-
koproteinov P, ki posreduje odpornost MM
na kemoterapijo z doksorubicinom (40).
Poleg tega se ABCB5 izraZa predvsem v po-
sebni skupini na kemoterapijo odpornih
CD133-pozitivnih celic, kar pomeni, da
morda oznacuje primitivnejSe melanomske
celice (44, 46, 47). Melanomske celice, ki so
ABCB5-pozitivne, imajo vecjo sposobnost
tvorjenja tumorjev kot celice, ki so za ta
oznacevalec negativne, imajo pa tudi vec-
jo sposobnost samoobnove in diferenciacije.
IzraZanje ABCB5 se povecuje z napredo-
vanjem bolezni, sistemska imunoterapija
s protitelesi proti ABCB5 pa je pri misih
znatno zavrla rast tumorjev in izboljsala
preZivetje (45). ABCB5 izraZajo tudi tumor-
ske celice, ki so prisotne v krvi bolnikov
z razsejanim MM in po ksenotransplanta-
ciji v imunsko oslabljene misi tvorijo zasev-
ke, hkrati pa je njihova koncentracija v krvi
pacientov povezana z napredovanjem bolez-
ni in preZivetjem (48).

Drug dejavnik, ki zadnje ¢ase vzbuja
zanimanje, je CD271, znan tudi kot nevro-
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tropinski receptor z nizko afiniteto p75.
CD271-pozitivne celice namre¢ tako v imun-
sko oslabljenih miSih kot tudi v gojeni
¢loveski koZi tvorijo tumorje in imajo
sposobnost zasevanja, medtem ko je pri
CD271-negativnih celicah ta sposobnost
neprimerno manjsa (37). Celice, ki izraZajo
ta dejavnik, so tudi multipotentne in spo-
sobne tvoriti celice z lastnostmi melanoci-
tov, nevronov, gladkih miSic in celic glije.
Torej so po definiciji MC (49).

VLOGA MELANOMSKIH RAKASTIH
MATICNIH CELIC PRI NASTANKU,
RASTI, SIRJENJU IN PONOVITVI
MALIGNEGA MELANOMA

MM je ena izmed najagresivnej$ih oblik
raka z veliko zmoZnostjo zasevanja. Funk-
cionalne genomske raziskave so v zadnjih
letih pokazale, da so za zasevanje tumorjev
odgovorne predvsem specifi¢ne, maloSte-
vilne subpopulacije rakastih celic v primar-
nem tumoriju, ki tvorijo le priblizno 1 %
mase tumorja (50). Te populacije se v svo-
jih znacilnostih zanimivo ujemajo z znacil-
nostmi fiziolo§8kih MC in RMC. Tipi celic in
signalne poti, ki so pomembne Vv fiziolo§-
ki rasti in razmnoZevanju ter migraciji,
igrajo pomembno vlogo tudi pri invaziji in
zasevanju tumorskih celic (51, 52). Ena
izmed tak$nih signalnih poti je pot Wnt, po
kateri se sproZi prenos katenina 3 od celi¢-
nih stikov k celi¢nemu jedru in posledi¢no
prekinitev celi¢nih stikov (53, 54). TakSna
prekinitev medceli¢nih vezi vodi v unicenje
neokrnjenosti epitelija in njegovo pretvor-
bo v mezenhimsko tkivo, kar imenujemo
tranzicija epitelija v mezenhim (angl. epithe-
lial to mesenchymal transition, EMT). EMT
je pomemben mehanizem v embrionalnem
razvoju pa tudi v napredovanju rakavih
bolezni, saj pri prekinitvi medceli¢nih sti-
kov ne pride le do unicenja neokrnjenosti
epitelija, ampak tudi do odstopa celic od nji-
hove podlage in posledi¢no raznosa teh celic
v bliZnja ali oddaljena tkiva, kar lahko pov-
zro€a invazijo in zasevke (55). Vzorci izra-

Zanja regulatorja EMT Slug so povezani
z vzorci izraZanja preostalih genov, ki so
pomembni pri oblikovanju in migraciji
nevralne cevi med razvojem, hkrati pa je
Slug nujen za sposobnost zasevanja primar-
nih ¢loveskih melanocitov, ki so bili in
vitro genetsko preobraZeni v rakasto stanje.
Ta sposobnost je pri rakastih koznih celicah
drugega izvora (fibroblasti, epidermalne
celice) mnogo manj3a (56). Se en meha-
nizem torej, ki MM omogoca tako veliko
zmoznost zasevanja in ki je skupen mela-
nocitom in drugim celicam izvora nevralne
cevi. MM je, tako kot rak nasplosno, v svo-
ji osnovi genetska bolezen.

Poleg drugih onkogenov, ki jih povezu-
jemo z nastankom raka, pri MM poznamo
gen NEDD9, ki povzroca invazijo in zase-
vanje melanocitov, prav tako pa je njego-
vo izraZanje v vzorcih bolnikov povezano
z napredovanjem MM (57). Zanimivo je,
da povecano izraZanje NEDD9 najdemo tudi
v Cloveskih fizioloskih CD133-pozitivnih
popkovni¢nih MG, ki so bile izpostavljene
pomanjkljivi oskrbi s kisikom (58). Znano
je, da pomanjkljiva oskrba s kisikom pove-
¢a zmoZnost zasevanja rakastih celic (59).
Zal je pomanjkljiva oskrba s kisikom vse
prej kot redko stanje v malignih tumorjih,
v katerih oZiljenost tumorja pogosto neza-
dostno sledi njegovi rasti, povzrocijo pa jo
lahko tudi razli¢ne vrste terapije, ki tako ali
drugace spreminjajo stanje oskrbe tumor-
ja s kisikom (kirurgija, obsevanje itd.).

Obstajajo tudi nasprotujoci dokazi, ki
nam dajo misliti, da MRMC morda niso tako
pomembne za nastanek tumorjev: kar prib-
lizno 25 % vseh celic MM je namrec¢ sposob-
nih tvoriti tumorje v imunsko oslabljenih
mis§ih NOD/SCID IL2R c null (60). Tvorba
tumorjev v imunsko oslabljenih miSih in
ljudeh z vsaj delno zmoZnim imunskim
sistemom se ne srecuje z enakimi ovirami.
Vprasljivo je torej, ali bi tudi v ljudeh vseh
teh 25 % celic MM tvorilo nove tumorije. Se
posebej zato, ker MM sodi med bolj imu-
nogene vrste tumorjev in zaradi odsotno-
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sti mnogih normalnih ¢loveskih imunskih
mehanizmov v teh mi$ih ni presenetljivo,
da je tako velik deleZ celic sposoben tvoriti
tumorje. Protitumorskim imunskim meha-
nizmom so se sicer sposobne izogniti le red-
ke celice, ki imajo prav lastnosti RMC, kar
potrjujejo poskusi na misih, ki so manj izra-
zito imunsko oslabljene (61).

MOZNA KLINICNA UPORABNOST
MozZnosti za diagnostiko
malignega melanoma
Zlati standard za diagnostiko MM danes
predstavlja klini¢ni pregled z (digitalno) der-
matoskopijo, ki ji sledi histopatoloska pre-
iskava za dokonc¢no potrditev, ¢e je koZno
znamenje sumljivo za MM. Usposobljeni
dermatologi lahko z zanesljivostjo prepoz-
najo napredovale stopnje MM na podlagi
meril ABCDE, vendar MM pri svojih zgod-
njih in najbolj ozdravljivih fazah pogosto
posnema histoloSko benigne lezije (62). Der-
matoskopija izbolj$a diagnosti¢no natanc-
nost za MM za 5-30% (63). Vendar pa so
raziskave tudi potrdile, da je diagnosti¢na
natanc¢nost dermatoskopije mocno odvisna
od izkuSenj izvajalca, da je tehnika zelo sub-
jektivna, brez kvantitativnih meril in da
mnogokrat vodi tudi do nepotrebnih kirur-
8kih izrezov (62, 63). Navadno je samo eno koz-
no znamenje od 30-40 izrezanih dejansko
MM (63). Raziskave kaZejo, da skoraj enega
od treh MM ni mogoce diagnosticirati z upo-
rabo dermatoskopije (64). Tako zdravniki
kot bolniki bi imeli koristi od natan¢nejSe in
zanesljivejSe diagnosti¢ne metode, ki bi lah-
ko podala objektivno in kvantitativno oce-
no lezij ter bila dovolj obcutljiva in specificna,
da bi lahko zaznala MRCM in s tem MM in
situ, torej zacetno fazo bolezni, ki jo lahko
v 100 % ozdravimo Ze s kirur§kim izrezom.
Zgornja meja za zaznavo cirkulirajo¢ih
rakavih celic s preto¢no citometrijo je prib-
liZno ena rakava celica na 100,000 levko-
citov (65). Zavedati se je treba, da je sama
prisotnost rakavih celic v krvnem obtoku
znanilka sistemske bolezni, torej bi bila tudi

pri teoretino neomejeni obc¢utljivosti prei-
skava negativna pri resni¢no lokalno ome-
jeni bolezni. Logaritemska krivulja padanja
Stevila rakavih celic pri sistemskem zdrav-
ljenju se mo¢no razlikuje med populacijama
RMC in preostalih rakavih celic. Ker so RMC
odpornejSe na zdravljenje od drugih popu-
lacij rakavih celic, njihova koncentracija
verjetno manj izrazito - e sploh - pade med
zdravljenjem, po zakljucku zdravljenja pa ver-
jetno naraste. RMC so namre¢, sodec po dose-
danjih raziskavah, vir repopulacije rakavih
celic po zdravljenju. TeZava nastane, ker so
populacije RMC tako majhne, da jih je z me-
todami, kot je pretocna citometrija, teZko
meriti. Prav tako imamo teZave, ko jih posku-
Samo lociti od preostalih rakavih celic, saj
za to potrebujemo specifi¢ne oznacevalce, ki
se razlikujejo pri razli¢nih vrstah RMC.

Z vezavo oznacenih protiteles, speci-
fiénih za povrSinske bioloSke oznacevalce
MRMC, bi lahko dolocali rakaste celice, ki
so ostale po kirurski terapiji (prepreceva-
nje zasevkov) kot tudi oddaljene zasevke
(angl. staging). IzraZanje Ze omenjenega
ABCBS5 je povezano z napredovanjem bolez-
ni in s preZivetjem bolnikov z MM, zato je
zanimiv kot moZen diagnosti¢ni oznaceva-
lec. Izvedba bi bila mogoca z uporabo imu-
nohistokemije na tkivnih rezinah, pridoblje-
nih z izrezom tumorja. Tako bi lahko zaznali
tudi mikroskopske ponovitve v kirur§kem
robu. Klini¢no bi lahko imunoscintigrafsko
iskali lokalne ponovitve bolezni z radioak-
tivno oznacenimi protitelesi in gamakame-
ro. Lahko bi uporabili tudi lokalno fluores-
cencno barvanje v ¢asu izreza.

Za natancnejSe preucevanje dinamike
populacij RMC in njihovega vpliva na popu-
lacije drugih rakastih celic bi bilo treba raz-
viti obcutljivejSe metode za njihovo zazna-
vanje.

MozZnosti za terapijo malignega
melanoma

Morda je eden izmed osnovnih razlogov za
nezadostnost dosedanjih sistemskih terapij
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MM in rakavih bolezni na splos$no unice-
nje ve€jega dela tumorja, ne pa tudi RMC.
Te so potem sposobne obnoviti celotni
tumor ali, e slabSe, zasevati v oddaljene
dele telesa in tako namesto lokaliziranega
tumorja bolezen postane sistemska. Na
osnovi naSega poznavanja RMC obstajata
dve moZnosti za terapijo: te celice popolno-
ma odstraniti z uporabo protiteles in povr-
Sinskih antigenov kot tar¢ (moZna tarca je
na primer povrsinski oznacevalec CD271) ali
pa jim vzeti sposobnost samoobnove z re-
programiranjem specifi¢nih signalnih in
prepisovalnih poti (66). To lahko doseZemo
z uporabo nekaterih prepisovalnih dejavni-
kov kot je Sox-10. ZmanjSanje aktivnosti
Sox-10 vodi v zmanjSano rast in razmnoZe-
vanje, upocasnjen celi¢ni cikel, zmanj$ano
preZivetje celic in apoptozo, kar popolnoma
ustavi tvorbo melanomov v ksenotrans-
plantiranih misih, izrazito pa zmanjsa tudi
Stevilo CD271-pozitivnih celic in vitro, torej
prav Sox-10 morda regulira Stevilo MRMC
v MM (67, 68).

Ne ostaja pa le pri poskusih in vitro in
na imunsko oslabljenih misih. Leta 2012 je
bila izvedena pilotska Studija na devetih bol-
nikih z razsejanim MM v IV. stadiju, ki so
jih zustaljeno terapijo (kirurgija, kemotera-
pija, obsevanje) ozdravili vidnih znakov
bolezni, a so jih uvrstili v skupino z viso-
kim tveganjem za njeno ponovitev. Bolni-
ke so zdravili z rituksimabom, protitelesi
proti CD20. Po dveh letih zdravljenja in opa-
zovalni dobi 42 mesecev sta bili dve tret-
jini bolnikov brez znakov ponovitve bolezni
in brez pomembnej$ih neZelenih ucinkov ali
znakov toksi¢nosti (69).

RAZPRAVA

Bolnikom ne smemo vlivati laZnega upanja
glede ozdravitve s ciljanjem izvornih celic
MM. V rokah Se nimamo tak$nega zdravi-
la. Obetavni rezultati raziskav, ki jih ome-
njava v ¢lanku, podZigajo veliko dodatnih
vprasanj na nivoju molekularne biologije
in odgovori nanje bi lahko prinesli dodaten

pomen za zdravljenje raka. Za sedaj pa
predstavljajo zgolj podlago za klini¢ne razi-
skave in razvoj novih tar¢nih zdravil. Prav
tako ne moremo pric¢akovati, da bi na pri-
mer zgolj doloCeno protitelo delovalo kot
samostojna terapija za unic¢enje vseh MM.
Vecjo ucinkovitost bi lahko pri¢akovali
s kombinirano terapijo, na primer kemote-
rapija in protitelo, usmerjeno v MRMC, kar
bi lahko predstavljalo za MM usoden dvoj-
ni udarec.

Glede na vlogo RMC kot sproZilk ponov-
nega pojava bolezni po odstranitvi vseh nje-
nih vidnih znakov bo v prihodnosti vloga
ciljanja RMC v terapiji raka verjetno pred-
vsem Vv preventivi ponovitve rakave bolezni
po uspe$nem zdravljenju, kar danes pred-
stavlja enega najvec¢jih izzivov v onkologiji.
Ta problem je v primeru MM Se toliko izra-
zitejsi, zato bo vloga odstranitve preosta-
lih RMC verjetno prav tu prisla najbolj do
izraza.

ZAKLJUCEK

Podroc¢je RMC nasploh je izrazito nova,
toda v zadnjih letih zelo vroca tema v bio-
znanosti. To prav tako velja za MC pri MM.
Morda 8e bolj kot pri kaksni drugi vrsti raka,
saj je MM izjemno nepredvidljiva, smrtono-
sna in zahrbtna bolezen. Predvsem njegovo
nagnjenje, da se kljub navidezni ozdravitvi
pogosto ponavlja, nas je stalo Ze mnogo
Zivljenj, Zal neredko tudi mladih. Stevilna
odkritja najnovejsih raziskav so pomemb-
no prispevala k na§emu razumevanju mole-
kularnih mehanizmov te bolezni, pri¢a pa
smo bili tudi Ze prvim poskusom uporabe
njihovih izsledkov na ljudeh.

Pomembno vpraSanje je, kako bomo
odkritje melanomskih rakastih celic upora-
bili v prid bolnikom, ki so Ze oboleli za tem
smrtonosnim tumorjem, in preprecili pono-
vitev bolezni ter kako bomo to odkritje upo-
rabili za diagnosticiranje MM in situ, ko je
uspesno zdravljenje Se mogoce. Najobetav-
nejsi moZen bioloski oznacevalec za diag-
nostiko je morda prav ABCB5, ki oznacuje
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nezrele melanomske celice in izraZanje kate-
rega je povezano z napredovanjem bolez-
ni. V raziskavah na misih se je izkazal tudi
kot zelo u¢inkovita tar¢a za sistemsko imu-
noterapijo s protitelesi. Druga obetavna tar-
¢a je povrS§inski antigen CD271. Naslednjo
mozZnost zdravljenja predstavlja reprogra-
miranje specifi¢nih signalnih in prepiso-
valnih poti, na primer s prepisovalnim dejav-
nikom Sox-10, znamenom odvzeti MRMC
sposobnost samoobnove. Samo z zdravlje-
njem, ki bi zajelo tudi RMC, bi bili kemo-

in radioterapija lahko uspesni in popolna
ozdravitev bolnikov v napredovalih stadi-
jih bolezni sploh mogoca.

Upajmo, da bo v prihodnosti ¢im vec
pilotskih raziskav na ljudeh in bodo tako
izsledki poskusov na Zivalih lahko pokazali
svojo vrednost tudi v klini¢ni praksi. S tem
bi lahko kon¢no dosegli napredek v zdrav-
ljenju MM in rakavih bolezni nasploh ter
omogocili ozdravitev tudi bolnikom z raz-
sejano boleznijo.
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