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Vloga maticnih celic pri napredovanjuin

zdravljenju glioma

The role of stem cells in glioma progression and therapy

Mateja Obrez,' Helena Motaln," Urska Tajnsek,' Tamara Lah Turn3ek™?

Izviecek

Izvor tumorjev in stohasti¢no naravo procesa
karcinogeneze najbolje opisuje hierarhi¢ni mo-
del, ki predvideva obstoj tumorskih mati¢nih ce-
lic (TMC). Slednje predstavljajo populacijo celic
z neomejenim samoobnovitvenim potencialom,
ki so se sposobne diferencirati v vrste celic vseh
treh zarodnih linij in so manj ob¢utljive na ve-
¢ino protirakavih u¢inkovin. Zato predstavljajo
glavni vir za razvoj in rast tumorja, zaradi svoje
odpornosti na kemoterapijo pa so vzrok za po-
novitev bolezni. Za uspe$no zdravljenje moz-
ganskega tumorja glioma in njegove najbolj ma-
ligne oblike, glioblastoma multiformae (GBM),
bi zato bilo potrebno odstraniti prav vse TMC.
Zal slednjega zaradi prehitre infiltrativne vrasti
subpopulacije GBM celic z visoko izrazenimi
geni za gibljivost (migratom) v okolno zdravo
mozgansko tkivo, ni mozno dosedi s trenutno
uporabljanimi nacini zdravljenja (npr. kirurskim
izrezom).

Poleg TMC, ki so klju¢ne za razvoj in razrast
tumorja, tkivo tumorja vsebuje $e hematopoet-
ske mati¢ne celice, endotelne predniske celice in
mezenhimske mati¢ne celice (MMC). Delovanje
teh drugih vrst mati¢nih celic, kjer je bila celi-
cam MMC ze dokazana protitumorska aktivnost
v GBM, pa je odvisno od tumorskega mikrooko-
lja. Zal mehanizmi in delovanje MMC med mo-
dulacijo rasti tumorja preko parakrinih in nepo-
srednih interakcij z GBM (mati¢nimi) celicami
$e niso znani. Kljub temu pa mati¢ne celice, s
poudarkom na MMC, predstavljajo nove nosilce
npr. za ciljni vnos terapevtske ucinkovine v tu-
mor, ki bi lahko izboljsali u¢inkovitost trenutnih
protitumorskih terapij. Razvoj celi¢nih zdravil
veliko obeta, saj so MMC, poleg svojih imuno-
modulacijskih lastnosti, sposobne tudi usmerje-
nega gibanja v GBM in tam ucinkovati, o ¢emer
razpravlja ta prispevek.
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Abstract

The concepts of tumour origin and stochastic na-
ture of carcinogenesis are being challenged today
by hierarchical models that predict the existence
of cancer stem cells (CSCs), which are postulated
as unique cell population capable of infinite self
renewal, multilineage differentiation and having
a higher resistance to conventional cancer thera-
py-thus facilitating malignant growth and ther-
apy resistance. Accordingly, successful treatment
of adult brain tumour-glioma and its most ma-
lignant stage-glioblastoma multiforme (GBM),
would require the elimination of CSCs to avoid
tumour relapse. Yet, with available therapy (i.e.
surgery) in GBMs this cannot be achieved, due
to infiltrative growth of a subpopluation of GBM
cells with highly expressed migratory genes (mi-
gratome) into the normal brain tissue.

Besides CSCs - a proven prerequisite for tumour
development and progression, tumour bulk
mass also comprises haematopoietic stem cells,
endothelial progenitor cells and mesenchymal
stem cells (MSCs). The role of these other types
of stem cell was shown to largely depend on the
tumour microenvironment, where their con-
tradictory anti-tumour action was evidenced.
Yet, the exact mechanisms and MSC’s role in
cell-mediated modulation of tumour behaviour
via paracrine and direct interactions with GBM
(stem) cells still remain unknown. Nevertheless
these stem cells, particularly MSCs, may rep-
resent novel therapeutic vectors for enhanced
target-site delivery of chemotherapeutics, which
are urgently needed to improve efficiency of cur-
rent glioma treatment. So far, cell therapy using
MSCs appears promising, due to MSC'’s selective
tumour tropism and their immuno-modulatory
potential regarding treatment of GBM, which
will be discussed in this review.
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Uvod

Kljub znanstvenemu napredku in po-
speSenemu prenosu raziskovalnih izsledkov
v klini¢no prakso rak ostaja bolezen z dol-
gorocno groznjo ponovljivosti obolenja. Ob
tem nam razvoj celi¢ne biologije in vpelja-
va pristopov, ki vklju¢ujejo sodobne vidike
genomike, transkriptomike, proteomike in
drugih »-omik« (izraz, ki oznacuje uporabo
orodij sistemske biologije) razkrivajo potek
procesov, ki so nam bili pred komaj dese-
timi leti nepredstavljivi. Kljub povisani po-
javnosti raka belezimo znizanje smrtnosti in
porast prezivetja rakavih bolnikov. Zal to ne
drzi za najbolj maligno obliko mozganske-
ga raka - gliom, oziroma za njegovo najbolj
maligno stopnjo glioblastoma multiformae
(GBM), pri kateri se je prezivetje bolnikov
po diagnozi v zadnjih petih letih izboljsalo
le z 10 na 14 mesecev kljub uvajanju nekate-
rih ciljnih oblik zdravljenja.'

Diagnostika gliomov Ze desetletja temelji
na analizi morfologije tumorskih celic, na
podlagi katere se po dolo¢itvi izvora celic
(astrociti, oligodendroglialne celice, epen-
dimalne celice) in upostevanju agresivnosti
tumorja (prisotnost nekroze, jedrnih poli-
morfizmov, mitoz) oznaci stopnja tumorja.>
Med gliomi lo¢imo astrocitom (stopnja I in
II po lestvici WHO), anaplasti¢ni astroci-
tom (stopnja III po lestvici WHO) in glio-
blastoma multiformae (GBM; stopnja IV po
lestvici WHO).> Medtem ko se pri mlajsih
bolnikih GBM razvija preko maligne preo-
brazbe tumorjev nizje stopnje astrocitnega
ali oligodendroglialnega izvora (sekundar-
ni GBM), se pri starejsih bolezen pojavi de
novo (primarni GBM). Bioinformatska ana-
liza izrazanja genov/molekularnih oznace-
valcev v teh dveh heterogenih skupinah raz-
krije, da je mozno ti dve skupini tumorjev
dodatno razvrstiti v pronevralni, nevralni,
klasi¢ni in mezenhimski podtip. Na osnovi
izrazanja genov v GBM se poleg dolocanja
Stevila kopij genov, vsebnosti mikroRNA in
metilacijskih vzorcev izpopolnjuje atlas ge-
noma rakavih celic (TCGA), ki ze omogoca
izvedbo integriranih analiz na ve¢ ravneh,
ki bodo prispevale k boljsemu razumevanju
razvoja GBM.*

Vzrok razli¢nih podtipov GBM je naj-
verjetneje razlicen celi¢ni izvor. Teorijo o

razvoju raka iz t. i. mati¢nih celic so prvi¢
razvili Ze v 19. stoletju na osnovi podob-
nosti med razvojem zarodkov in rakavih
tvorb, pri ¢emer naj bi rakavo tkivo nastalo
iz majhne populacije embrionalnih celic, ki
so ostale ‘pozabljene’ v odraslih tkivih. Sele
pred dobrim desetletjem so se pojavile mo-
derne razlage razvoja tumorjev iz tkivnih
matic¢nih celic, ki se preobrazijo v tumorske
mati¢ne celice (TMC).® Splo$no velja, da je
razvoj in rast tumorja zelo kompleksen pro-
ces, ki ga uravnavajo stevilni geni, onkogeni
in tumorski supresorji. V procesu iniciacije
tumorja se ti geni nepovratno spremenijo,
zaradi Cesar pride do nekontroliranega pod-
vajevanja celic in kasneje do aktiviranja ge-
nov za njihovo gibljivost.® Iniciacija tumorja
se lahko pri¢ne Ze v zgodnjem Zivljenjskem
obdobju, a dejanska razrast sledi $ele vec let
kasneje, ko se ob vse vedji verjetnosti vpliva
tumorskih promotorjev in zaradi staranja
tkiv spremenijo pogoji, potrebni za razvoj
bolezni. To se kaze v eksponencialni pora-
sti incidence raka pri ljudeh med 50. in 55.
letom.”®

Rast tumorja poteka hkrati z ustvarja-
njem razlik med subpopulacijami tumorskih
celic, ki jih povzroca tumorsko mikrookolje.
Slednje v zacetni fazi rasti deluje zavirajo-
¢e, vendar se med napredovanjem tumorja
spremeni v okolje, ki podpira tumorsko rast
in omogoci njegovo invazijo in metastazira-
nje. To celi¢no in strukturno okolje tumorja
se zacne spreminjati in preoblikovati med
rastjo tumorske mase. V tem procesu igrajo
klju¢no vlogo interakcije med subpopula-
cijami tumorskih celic in celicami normal-
nega tkiva.” Sele s poznavanjem lastnosti
tumorskih celic, medcelicne komunikacije
in dejavnosti mikrookolja, tj. celic tumorske
strome in zunajcelicnega matriksa, bo mo-
zno razumeti razvoj in rast GBM.°

Po razkritju vloge stromalnih celic v tu-
morju je prislo do razvoja novih terapev-
tskih pristopov za ciljno zdravljenje raka, ki
ne stremijo le k unic¢enju TMC, temve¢ tudi
k protirakavi modulaciji samih stromalnih
celic. K tem pri$tevamo znotraj tumorja ce-
lice imunskega sistema, fibroblaste in endo-
telijske celice, ki lahko izvirajo iz infiltrira-
nih predniskih in normalnih mati¢nih celic:
hematopoetskih in mezenhimskih mati¢nih
celic (MMC). Zaradi svojih specifi¢nih la-
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Slika 1: Izvor tumorskih
maticnih celic. Prikazane
S0 mozne poti nastanka
glioblastomskih mati¢nih
celic. Nastanejo lahko

s preoblikovanjem
nevralnih mati¢nih celic
(1). Zreli astrociti se
lahko de-diferencirajo

v predniSke celice
nevralnega tkiva(2), te
pa se lahko preoblikujejo
v mutirane predniske
celice (3) in naprej

v glioblastomske
mati¢ne celice (4). Tudi
maligne glioblastomske
celice se lahko po Se
neznanem mehanizmu
de-diferencirajo v
glioblastomske mati¢ne
celice (5).

Gliohlastomske
maticne celice

Mutirane predniske

celice glioblastoma

Glioblastomske
celice

stnosti, ki jih bomo opisali v nadaljevanju,
so MMC primerne za razvoj celi¢nih nosil-
cev zdravil (vektorjev). Z vnosom genetsko
modificiranih celic MMC bi bilo namrec¢
mozno prodreti v osr¢je tumorja in uniciti
tumorske (mati¢ne) celice ter prepreciti po-
noven pojav GBM.

Izvor raka

Rak je bolezen, ki se razvije v komple-
ksnem vecstopenjskem procesu karcinoge-
neze. Prvi korak (iniciacija) vkljucuje ko-
picenje poskodb v celicah zaradi razli¢nih
zunanjih in notranjih dejavnikov. Sledita
mu promocija s pospeSenim nekontroli-
ranim podvajanjem poskodovanih celic in
invazivna razrast tumorja po telesu. Med
karcinogenezo rakave celice pridobijo spe-
cificne lastnosti, kot so: neobcutljivost na
rastne zaviralce, sprememba celi¢nega cikla
in neomejen podvojitveni potencial, odpor-
nost na apoptozo, sposobnost tvorbe novih
zil (angiogeneza), in kar je najpomembnej-
$e, sposobnost prodiranja v okolna in od-
daljena tkiva.'® Za razumevanje nastanka
in razvoja raka je potrebno poznati tudi
delovanje normalnih celic znotraj tumorske
mase, t.i. tumorsko stromo. Te celice lah-
ko pomagajo tumorskim celicam pridobiti
maligne lastnosti s posredno parakrino ali
neposredno kontaktno komunikacijo in iz-
menjavo signalnih molekul. S tem ustvarjajo
ugodno mikrookolje za rast tumorske mase
in metastaziranje tumorja po telesu."!
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Ob tem se pojavi vprasanje, katere celice
so prva tarca teh poskodb? V tem prispev-
ku se bomo osredoto¢ili na celice, ki so po-
trebne za razvoj in rast tumorja, tj. na tumor
iniciacijske celice (TIC), imenovane tudi tu-
morske mati¢ne celice (TMC), ki sicer niso
nujno prva tarca poskodb. Dediferenciacija
TIC v aktivno delece se maligne rakave ce-
lice je odvisna od razli¢nih genetskih mu-
tacij in od njihove sposobnosti prilagajanja
tumorskemu mikrookolju. Splosno priznani
hierarhi¢ni model razvoja raka razlaga ra-
zvoj neoplazije na istem ali drugem mestu v
telesu z obstojem majhne populacije TMC,
kar podpirajo razli¢ni in vivo poskusi orto-
topskega vbrizgavanja TMC v zivalske mo-
dele.”?

TMC lahko nastanejo iz razli¢nih vrst ce-
lic znotraj obolelega tkiva.' Slika 1 prikazuje
to na primeru nastanka GBM mati¢ne celi-
ce. Med razvojem tumorja TMC pridobijo
gibljivost (migracijski fenotip), s ¢imer lah-
ko povzrocijo razvoj tumorja na oddaljenem
mestu (metastaze),'* lahko pa so gibljive ze
njihove izvorne celice.'* Prehod iz negibljive
v gibljivo obliko naj bi tudi pri TMC potekal
z epitelno mezenhimsko preobrazbo (EMP).
Na ta vidik gibljivosti in invazije TMC se v
veliki meri usmerjajo raziskave pri GBM. Za
GBM so znacilne moc¢no invazivne TMC, ki
pa ne metastazirajo izven lobanjskega pro-
stora. Zaradi odpornosti TMC na kemo- in
radioterapijo'® pa te predstavljajo tudi glav-
no tarco za ciljno zdravljenje raka. Trditev,
da je rak zgolj bolezen (tumorskih) mati¢nih
celic,' nadgrajujejo raziskave, ki dokazujejo,
da se fenotip TMC v celoti izrazi le ob speci-
fi¢ni interakciji s tumorskim mikrookoljem
(hipoksija, modulacija TMC s presnovki
stromalnih celic itd.) v t. i. niSah tumorskih
mati¢nih celic.”

Glioblastom

Danes najsirSe priznana teorija o na-
stanku TMC pravi, da heterogenost znotraj
tumorja ni zgolj posledica naklju¢nih mu-
tacij in evolucije posameznih klonov celic,
temve¢ rezultat medceli¢ne komunikacije
in hierarhi¢nih odnosov znotraj tumorske
mase, katerega vrh zasedajo TMC.'*! Tudi
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TMC se lahko dalje z dodatnimi mutacijami
in epigenetskimi modifikacijami dediferen-
cirajo v razli¢ne tipe TMC, ki so lahko celo
bolj agresivni kot njihove predhodnice. V
tumorski masi se tako lahko vzpostavi do-
minanten odnos ali pa pride le do sobivanja
razli¢nih vrst TMC.'?

Glede na genetske analize humanih tu-
morjev obstaja $est genetsko razli¢nih pod-
tipov GBM, ki naj bi izvirali iz razli¢nih
vrst TMC oz. v primeru GBM iz razli¢nih
tipov gliomskih mati¢nih celic (GMC).""’
Ta ideja izhaja iz klasi¢nega modela o ra-
zvoju glioma, ki je izvor glioma razlagal z
maligno preobrazbo astrocitov.> Ce to idejo
nadgradimo z obstojem GMC, katerih vir
so nevralne mati¢ne celice (NMC), dobimo
osnovo za razvoj razli¢nih genotipov GBM.
Znano je, da v normalnih pogojih iz NMC
nastajajo glialni in nevralni tipi celic, v pri-
meru mutacij pa bi se iz NMC lahko razvile
razlicne genetsko opredeljene vrste GMC.
Po drugi strani pa se lahko heterogene GMC
razvijejo tudi iz poskodovanih tkivnih celic
po zdruzitvi s tkivnimi MMC in po maligni-
zaciji, ki ji sledi, s ¢imer pridobijo mati¢ne
lastnosti."®'? Vecina objav govori v prid hi-
potezi'® o razvoju stabilnih GMC iz razli¢-
nih podvrst celic znotraj gliomskih tkivnih
nis$ ele po medsebojnem delovanju s stro-
malnimi celicami.*

Mati¢ne lastnosti GMC se v veliki meri
prekrivajo z lastnostmi NMC. Oboje izraza-
jo doloc¢ene skupne molekularne oznaceval-
ce, med katere sodijo Nestin, SOX3, MSH]1,
CDz5, Integrina6, A2Bs5, LICAM idr., ki vsi
sodelujejo predvsem pri zaviranju diferenci-
acije celic.'” Ze desetletje se za izolacijo in
identifikacijo GMC uporablja povrsinski ce-
li¢ni epitop CD133, imenovan prominin-1, ki
ga sicer izrazajo tudi drugi tipi mati¢nih ce-
lic.* Dokazano kombinacija razli¢nih ozna-
cevalcev, npr. CD133 skupaj z nestinom, ki se
izraza kar v80-90 % vseh GBM?? in SOX2 ali
MSI-1, korelira z naras¢ajoco invazivnostjo
GBM in slab$im prezivetjem bolnikov.>**?*
In vitro dokazi potrjujejo tudi spreminjanje
CD133 negativnih celic v CD133 pozitiv-
ne celice,”?’ torej nastanek mati¢nih celic
iz predhodno 7e diferenciranih celic,”® ki
lahko nato tvorijo tumor in vivo. Za razvoj
terapij, usmerjenih proti GMC, pa bi bilo

potrebno odkriti nove, povsem specifi¢ne
molekularne oznacevalce za GMC.

Tkivna niSa mati¢nih celic predstavlja
okolje, v katerem se nahajajo mati¢ne celice.
Med stromalnimi in mati¢nim celicami zno-
traj nie poteka prenos metabolitov in med-
celi¢na komunikacija, ki preprecuje diferen-
ciacijo mati¢nih celic. Primera normalnih
ni$ MC sta kostni mozeg s hematopoetskimi
mati¢nimi celicami in MMC ter subventri-
kularno obmocje mozganov, kjer se nahajajo
NMC. Niso poleg strukturnih zunajceli¢nih
elementov sestavljajo $e fibroblasti, endote-
lijske in imunokompetentne celice. Znotraj
GBM tkiva se GMC nise oblikujejo ob Zilah
v hipoksi¢nih obmo¢jih,> ki omogocajo
vzdrzevanje mati¢nih lastnosti GMC. V hi-
poksi¢nih pogojih se v GMC poveca izraza-
nje AKT kinaze, povi$a anaerobna glikoliza
(imenovana Warbourgov u¢inek) '* in anti-
apoptotska aktivnost. Tukaj z asimetri¢nimi
delitvami GMC proizvajajo predniske celice,
ki imajo ve¢jo potrebo po kisiku.' Zato je
lahko, a ne izklju¢no, njihova nadaljnja rast
odvisna od de novo angiogeneze.*®

Hipoksija vpliva na lastnosti in delovanje
TMC znotraj tumorjev ter izrazanje njiho-
vih molekularnih oznacevalcev.®® In vivo
pri GBM hipoksi¢ne regije sovpadajo s po-
vi$anim izrazanjem CD133, Nestina, Olig-2,
MSH-1 in SOX-2.*! Predvideva se, da hipo-
ksija preko mitohondrijev aktivira promo-
torje genov Hif, ki so klju¢ni za kontrolirano
izrazanje CD133 v GMC. Tako se Hifia, ki
ga izrazajo CD133- GMC, izrazi le v mocno
hipoksi¢nih pogojih (pod 1% kisika), med-
tem ko do izrazanja Hif2a pri CD133+GMC
pride ze pri vi$jih parcialnih tlakih kisika
(2-5%). Aktivhost GMC v tumorju je tako
dejansko odvisna od mikrookolja, pri ¢emer
Hif2a stabilizira proliferacijo GMC, med-
tem ko Hifia uravnava njihovo invazijo.*'

Rast tumorja je povezana s ponavljajo-
¢im se spreminjanjem fenotipa tumorskih
celic iz hitro delecih se celic, ki povecajo
maso neoplasti¢nega tkiva, v migracijske
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celice, ki so odgovorne za Sirjenje tumorja.
Tumorske celice se lahko med pridobiva-
njem migracijskih sposobnosti tudi dedi-
ferencirajo in pridobijo lastnosti mati¢nih
celic - postanejo podobne GMC.**** Mo-
lekularni dogodki, ki botrujejo procesom
spreminjanja fenotipa tumorskih celic, se
nanasajo na epitelijsko-mezenhimsko pre-
obrazbo (EMP) in obratno mezenhimsko-
-epitelijsko preobrazbo (MEP) tumorskih
celic."* Oba procesa se izmenjujeta med ra-
zvojem tkiv in organov in se najverjetneje
odvijata tudi med spreminjanjem migracij-
sko-invazivnih lastnosti tumorskih (GMCQC)
celic.’®!* Tako bi CD133+GMC lahko z EMP
pridobile sposobnost migracije. Ko dosezejo
izbrano mesto v mozganskem parenhimu,
pa bi jim MEP omogocil ugnezdenje in pre-
tvorbo nazaj v stacionarne delece se celice.
Zal natanéen mehanizem EMP/MEP pri
GMC $e ni znan. Vse vec publikacij kaze na
hipoteti¢ni model, ki opisuje CD133 pozitiv-
ne celice kot neinvazivno populacijo GMC
s potencialom za reverzibilno preklapljanje
med stacionarnim CD133(+) in invazivnim
CD133(-) fenotipom.*

Pri nadrtovanju protiinvazivne terapije
je potrebno upostevati nabor oznacevalcev
migrirajoc¢ih celic, na katerega vpliva tudi
zunajceli¢ni matriks (ZCM). Med preobraz-
bo iz stacionarnega v migracijski fenotip se
celicam spremeni morfologija in/ali vklopi
t.i. degradom,’ ki vklju¢uje npr. aktivacijo
proteaz, potrebnih za preoblikovanje ZCM
v gliomu.*® Migracija je lahko odvisna od
proteaz (mezenhimski tip) ali pa tudi ne
(ameboidni tip gibanja), vendar je v obeh
primerih odvisna od sposobnosti celic, da
spremenijo svojo obliko. Ta sprememba se
najverjetneje tudi pri celicah GBM zgodi
med procesom, podobnim EMP.*®

In vitro in in vivo so za invazijo GBM
pomembne proteaze,’”*® ki so v dolocenih
tipih tumorja dober napovednik prezivetja
bolnikov.>*** Njihova proteolizna aktivnost
in invazija je povezana z vzorcem razgra-
dnje kolagena I, ki se razlikuje med NMC in
CD133+GMC, Kjer izrazanje CD133 obratno
korelilra z aktivnostjo proteaze katepsina
B.>* GMC so torej manj invazivne od pred-
niskih celic in Sele z izgubo izrazanja CD133
in aktiviranjem proteoliznih genov pridobi-
jo invazijski potencial. Ce povzamemo, rast
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tumorja omogocajo genetski in epigenetski
mehanizmi, ki GMC omogocajo pridobitev
tumorigenih lastnosti.

Mezenhimske maticne
celice (MMC)

MMC, imenovane tudi tkivne mati¢ne
celice, so prisotne v vseh tkivih.** Dolo¢a jih
socasna prisotnost $tevilnih molekularnih
oznacevalcev in znacilne fenotipske lastno-
sti,** da so (1) sposobne pritrditve na pla-
sticno podlago, (2) da izrazajo vec kot 95 %
specifi¢cnih mezenhimskih oznacevalcev in
ne izrazajo hematopoetskih in endoteljsikih
oznacevalcev ter (3) imajo sposobnost in vi-
tro diferenciacije v osteoblaste, adipocite in
hondroblaste.*! Najve¢ MMC je mozno izo-
lirati iz aspiratov kostnega mozga, mascob-
nega tkiva, popkovine (Whartonove Zolice)
in amnijske membrane, medtem ko je $tevi-
lo celic izoliranih iz sveze popkovni¢ne krvi,
moc¢no odvisno od postopka izolacije.**
MMC so fenotipsko zelo heterogene celice,
saj se njihov fenotip razlikuje glede na upo-
rabljeno tkivo in starost osebkov.*®

Poleg heterogenosti tumorskih celic in
TMC** naletimo v celi¢ni stromi ali parenhi-
mu tumorja tudi na zelo heterogene popula-
cije drugih vrst mati¢nih celic, med drugim
tudi MMC, ki v tumor migrirajo iz kostne-
ga mozga. Slednje so gibljive in sposobne
usmerjene migracije vzdolz citokinskega
gradienta do posameznih tumorskih celic.
Njihova natan¢na vloga v tumorskih tkivnih
nisah je predmet Stevilnih raziskav. Komu-
nikacija strome s tumorskimi celicami se v
tumorju odvija parakrino preko citokinov,
rastnih dejavnikov in njihovih receptorjev
ter zunajceli¢nih proteaz’ ali pa neposredno
preko presledkovnih stikov in eksosomov.*?
Stroma predstavlja potencialno novo tera-
pevtsko tarco, saj so celice strome tumorja
manj odporne na protitumorske uc¢inkovine;
unicenje ustrezno modulirane strome pa bi
tako preprecilo tudi rast tumorja. Na samo
stromo moc¢no vplivajo MMC, ki iz kostne-
ga mozga in krvi*® pridejo v tumor, kjer ko-
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Slika 2: Neposredno
so-gojenje MMC in GBM
celic. Slika prikazuje
ko-kulture MMCiin
GBM celi¢ne linije
U87-MG (transfecirane
z rdece fluorescirajo¢im
plazmidom) v razmerju
celic 1:1. (A) slika s
fazno-kontrastnim
mikroskopom; (B)

slika s fluorescentnim
mikroskopom, na kateri
vidimo Lle fluorescirajote—
U87-MG celice; (C)
prekrivanje slik A in B.
Vise slike so posnete pod
100X povecavo, merilo
na sliki je enako 100
pm. 1z slike je razvidna
sprememba nacina
gibanja in sposobnost
proliferacije obeh vrst
celic po 24 urnem in 72
urnem so-gojenju.
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municirajo s tumorskimi celicami predvsem
preko kemokinov.*”** Ker je vloga MMC v
tumorju odvisna od vrste tumorja, hipoksije
in drugih stromalnih celic ter zunajceli¢ne-
ga matriksa, potekajo intenzivne raziskave
vpliva biolosko aktivnih molekul, ki jih izlo-
¢ajo tako stromalne kot tumorske celice, na
fenotip tumorskih celic.*>*’

Da pridejo v glioblastom, morajo MMC
iz kostnega mozga in perifrerne krvi prec-
kati krvno-mozgansko prepreko.”® V.GBM
okolju se predvidoma spremenijo v t.1i. gli-
oblastomske MMC (gbMMC). Ceprav sle-
dnje v GBM S$e niso bile dokazane, potekajo
intenzivni poskusi njihove izolacije in ka-
rakterizacije. Za razjasnitev komunikacije
med MMC in tumorskimi celicami tudi v
nadem laboratoriju izvajamo in vitro Studije
neposrednih (direktnih) in posrednih so-
kultur tumorskih celic (U87-MG) in MMC.
S posrednim sogojenjem celic U87-MG in
MMC smo dokazali, da MMC zavirajo rast
in invazijo U87-MG, ki v stiku z MMC po-
stanejo senescentne, medtem ko se samim
MMC poveca delitveni potencial.>' Natan¢-
na analiza izrazanja genov in izlocenih cito-
kinov celic MMC in U87-MG v sokulturi je
potrdila regulacijsko vlogo citokina CCL2/
MCP-1 pri znizanju invazije celic U87-MG.*!

Nasprotno pa se MMC in U87-MG v di-
rektni sokulturi povezejo v funkcionalni in
strukturni sincicij, ki spremeni sposobnost
gibanja in razmnoZzevanja obeh vrst celic®
(Slika 2). V sinciciju se celice GBM lahko
transdiferencirajo v druge tipe celic, kar
dokazujejo rezultati fuzije tumorskih celic
in MMC.>®> Ravno zato je direktno in po-
sredno medceli¢no komunikacijo potrebno
upostevati pri razvoju novih protitumorskih
terapij, ki temeljijo na MMC. Ob tem seve-
da najboljse tarc¢e predstavljajo mediatorji

signalnih poti, ki se aktivirajo ob neposre-
dnem stiku celice MMC z GBM. Analiza
celotnega transkriptoma v modelu MMC/
GBM direktnih sokultur je razkrila pove-
¢ano izrazanje bradikininskega receptor-
ja (BDKRB1). Ker je dokazano, da kinini z
aktiviranjem receptorjev. BDKRB1 in BD-
KRB2 uravnavajo vsebnost kalcija in sen-
zibilizacijo nevronov®* je mozno, da s tem
celice MMC povzrocajo tudi apoptozo in
diferenciacijo tumorskih celic v nevralne ce-
lice.>>*® Verjamemo torej, da je s pristopom
sistemske biologije mozno odkriti Se ostale
spremenjene signalne poti in razloziti potek
fenotipskih sprememb znotraj heterogenih
tumorskih kompleksov upostevajoc razlicne
vrste celic, ki tumor sestavljajo in prispevajo
k njegovim lastnostim.

Zaradi napredka raziskav na podrocju
biologije mati¢nih celic danes zdravljenje
z MMC dojemamo kot stvarno moznost v
klini¢ni praksi in si od nje veliko obetamo.
Zdravljenje raka s celi¢no terapijo bo najver-
jetneje uspesnejse od zdravljenj, ki temeljijo
na rekombinantnih proteinih (bioloska tera-
pija) in kemi¢nih spojinah (kemoterapija),
saj slednjih ni mogoce ciljno vnesti v tumor,
kot to omogocajo MMC z usmerjenim gi-
banjem celo do posameznih GBM celic.*”**
Zdravljenje na osnovi MMC nosilcev ima
prednosti celo pred antiangiogenimi uéin-
kovinami, ki v GBM ne delujejo, ker pov-
zrocajo Stevilne stranske ucinke, saj se je
izkazalo, da ob sicer uspe$no zmanj$anem
oziljenju celo pospesijo gibljivost in prodi-
ranje GBM celic iz nastalih hipoksi¢nih pre-
delov v zdravo mozganovino.*”*’

Ceprav literatura navaja moZnosti zdra-
vljenja tudi z drugimi vrstami MC, zara-
di eti¢ne oporecnosti izolacije in visokega
in vivo malignega potenciala npr. humane
embrionalne mati¢ne celice (EMC) in in-
ducirane pluripotentne celice (iPS) niso
tako primerne za uporabo v klini¢ni pra-
ksi®® kot alogene MMC, ki zaradi imunske
inertnosti v veliki meri prezivijo presaditev.
Zato razvoj novih zdravljenj na osnovi mo-
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dificiranih celic poteka predvsem z MMC
razli¢nega izvora (kostni mozeg, mas¢obno
tkivo itd.). Za uspesno klini¢no uporabo je
slednje potrebno namnoziti in vitro, pri ce-
mer je njihova rast odvisna od rastnih fak-
torjev, citokinov in hipoksije, ki pospesuje
tudi njihovo razmnoZevanjev tumorjih.>**°
Z namnozenimi avtolognimi MMC se pri
presaditvi izognemo imunski zavrnitvi in za
razliko od uporabe EMC tudi moznemu de
novo nastanku tumorjev.

Pri razvoju protirakavih terapij je tako
na prvem mestu varnost uporabe MMC®',

Tabela 1: MMC kot terapevtski vektorji pri terapiji raka.

IL-2, IL-7, IL-12,
IL-18

Direkten proti-tumorski odziv ali pozitivna
regulacija vnetnega odziva in imunskega

PREGLEDNI CLANEK/REVIEW

ki se, kot dokazujejo nedavne $tudije, med
namnozevanjem in vitro maligno ne preo-
brazijo.®> Nativne normalne MMC bi zato
lahko za razliko od nesmrtnih klonov upo-
rabljali brez tveganja za bolnika.®® Varnost
bolnikov je potrebno potrditi tudi z upora-
bo MMC v in vivo mikro-okolju tumorja,
kjer pa ni izkljucena fuzija tumorske celice
in MMC in transdiferenciacija celic, ki bi
lahko povzrocila nastanek TMC in ponoven
razvoj tumorja.

Glavne znacilnosti u¢inkovine Slabostivnosa Prednosti vnosa
ucinkovin brez MMC ucinkovinzMMC

Predzdravila

Antiangiogene
ucinkovine

Pro-apoptotski
proteini

Antagonisti
rastnih faktorjev

(Tudi kombinacija
interlevkinov

z IFN-y ali
CX3CL1.)

IFN-q, IFN-B

CD, HSV-TK, GCV,
CPT-11

CRAd

TSP

TRAIL

NK4

odgovora preko aktivacije citotoksi¢nih
Llimfocitov in NK celic. Zavrto metastaziranje
v bezgavke in druge organe, T apoptoza,

T infiltracija limfocitov.

Interferoni poviSajo imunski odziv na razli¢ne
infekcije, prav tako poviSajo imunski odziv

na tumorske celice. Povzrodijo: | delitev
tumorskih celic, T apoptoza, | prekrvavitev
tumorja.

Samo predzdravilo je za telo neSkodljivo,
vendar pa njegov metabolit predstavlja
toksi€no komponento za selektivno unicenje
tumorskih celic. MMC izlo¢ajo pred-zdravilo
in selektivno uniCujejo okoliske hitro delece
se tumorske celice.

» Dostava ucinkovine
na mesto tumorja in
selektivno delovanje
na tumorske celice.

» MSC celice, ki izlo¢ajo
TRAIL, so odporne na
s TRAIL posredovano
apoptozo.

» Toksi¢nost ob
sistemskem doziranju.
» Stranski ucinki.
Zaradi delovanja
imunskega sistema je
sistemsko doziranje OV
velikokrat neucinkovito,
deluje tudi na druge
celice (krvni obtok).

Naravni ali gensko spremenjeni virusi, ki
okuzijo neoplasti¢ne celice ne pa normalnih.
MMC uporabimo kot gostiteljske celice za
replikacijo, transport in lokalno spros¢anje
oVv.

Antiangiogene ucinkovine zmanjSajo premer
Zilja in s tem tudi pretok ter povecajo sloj
pericitov okoli kapilar. S tem prekinejo oskrbo
tumorskih celic s krvjo. S tem se doseze
normalizacija strukture in funkcije krvnega
Zilja ter zmanjSanje tumorja. MMC, ki pridejo
v tumor, so podobne tumorskim pericitam.
Lahko jih tudi spremenimo tako, da izrazajo
antiangiogene ucinkovine.

Indukcije apoptoze zaradi aktivacije kaspaz,
kar v kon¢ni fazi vodi v propad rakave celice,
medtem Ko je zdravim celicam prizaneseno.

Zaviranje rastnih faktorjev, ki spodbujajo rast
tumorja in angiogenezo.

Okrajsave: MMC — mezenhimske maticne celice, T —povisano, J —znizano, IL — interlevkin, IFN — interferon, CX3CLI - T-celi¢ni kemoatraktant,
CD - citozin deaminaza, HSV- TK — herpes simpleks virus timidin kinaza, GCV — ganciklovir, CPT-11 — kamptotecin-11 (irinotekan), CRAd — pogojno

replicirajo¢i onkolizni adenovirusi, OV~ onkilitiéni virusi; TSP — trombospondin, TRAIL — apoptozo inducirajoéi ligand, soroden TNF, NK4 — antagonist

HGF, HGF — hepatocitni rastni faktor

*Tabela nasteva agense ki se uporabljajo v zdravljenju raka, njihove glavne znacilnosti ter slabosti sistemskega vnosa in prednosti vnosa z MMC.

** Reference so podane v Shah (2012)%3
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Precej predklini¢nih raziskav je bilo
opravljenih na presaditvi nemodificiranih
MMC v razlicne modele tumorjev pri la-
boratorijskih zivalih. Te so potrdile razli-
¢en odziv tumorjev na injicirane MMC, kar
potrjuje hipotezo, da vlogo MMC doloca
vrsta tumorja oz. je odvisna od njegovega
mikrookolja. Tako MMC dokazano zavira-
jo rast celic GBM,** Kaposijevega sarkoma®*
in karcinoma debelega crevesa, medtem ko
imajo nasproten ucinek na celice melanoma
A375* ter na celice tumorja dojke, plju¢ in
prostate.®® Videti je torej, da so tumorsko
specificne pro- in antitumorigene lastno-
sti MMC najverjetneje klju¢no odvisne od
celi¢nega izvora tumorja in sestave njegove
strome.*”*®

Kljub vsemu pa vecina dejstev govori v
prid uporabi MMC v vlogi nosilca za ciljni
vnos proti-tumorske uéinkovine,®® kar bi
bilo izjemno uporabno za zdravljenje in-
vazivnih in infiltrativnih tumorjev, kot so
maligni gliomi in plju¢ne metastaze. MMC
je za to vlogo potrebno prej genetsko mo-
dificirati za nastanek in lokalno sprosc¢anje
specifi¢nih protitumorskih u¢inkovin.*” Za
to lahko uporabimo razli¢ne pristope,®® ka-
terih kon¢ni ucinek je izrazanje transgena in
lokalno inducirano izloc¢anje zZelene terapev-
tske molekule npr. interlevkina, interferona,
kemic¢ne ucinkovine, antiangiogenega de-
javnika ali onkoliznega virusa (glej Tabelo 1)
ob neposrednem stiku MMC s tumorsko
celico.®®

Z genetsko modificiranimi MMC je
mozno, razen na tumorske celice, ucinko-
vati tudi na druge celice tumorske strome.
Dokazano je, da retrovirusno modificirane
MMC (angl. ‘mesenkillers’) poleg tumorskih
celic ciljno zavirajo tudi rast tumorskih fib-
roblastov (TF),*” derivatov endogenih stro-
malnih MMC*' v modelu melanoma in gli-
oma misi in podgan. Ta terapevtski pristop,
ki vkljucuje virusno modifikacijo MMC, je
bil kasneje nadgrajen za invazivne vrste raka
z uporabo t. i. pogojno delecih se adenoviru-
sov CRAds (angl. ‘conditionally replicating

adenovirus’). V tem primeru imajo virusno
modificirane MMC le vlogo vmesnega no-
silca,® ki sluZi zgolj za namnozevanje viru-
sov CRAds in njihovi ciljni dostavi na mesto
tumorja, zaradi Cesar je virusni u¢inek delo-
vanja v tumorju mnogo vedji, kot ¢e le viruse
neposredno vbrizgavamo.*”**

Pri zdravljenju glioma bi z uporabo ge-
netsko modificiranih mati¢nih celic (pred
ali po klasi¢nem zdravljenju) lahko izboljsa-
li neucinkovitost klasi¢nega zdravljenja pri
odstranjevanju tumorskih celic, posamezno
infiltriranih globoko v normalen mozganski
parenhim. Injicirane MMC so namrec spo-
sobne usmerjeno potovati k GBM, celo do
posameznih celic GBM,”®”! kamor bi tako
lahko ciljno dostavile ‘citotoksicno’ ucin-
kovino in s tem povzrocile odmiranje le
tumorske celice, prizanesle pa celicam nor-
malnega mozganskega tkiva,”* ¢esar ni mo¢
doseci z uveljavljenim na¢inom zdravljenja.

Zakljucek

Kljub vidnemu uspehu predklini¢nih
raziskav o ucinkovitosti in varnosti nosil-
cev MMC bo za prenos izsledkov v klini¢no
uporabo potrebno odgovoriti na $e kar nekaj
vprasanj. Pri uvedbi celi¢nega zdravljenja bo
potrebno upostevati tako teznjo celic MMC
po povecanju protumorigene strome tu-
morja kot tudi njihovo imunosupresivno in
protirakavo vlogo. Ker je potreba po novih
nacinih zdravljenja raka v klini¢ni praksi ve-
lika, verjamemo, da bodo rezultati raziskav
na MMC kmalu preverjeni $e s klini¢nimi
$tudijami. V teku so Ze najmanj 4 klini¢ne
Studije za zdravljenje tumorjev z uporabo
mati¢nih celic.®® Pri zdravljenju mozganskih
tumorjev z MMC pa bo za izboljsanje ucin-
ka zdravljenja potrebno natan¢no opredeliti
in optimizirati $e nacin identifikacije ustre-
zne tarce. Pri tem naj poudarimo, da so te
tar¢e tumorske mati¢ne celice (TMC), ki so
tudi predmet intenzivnih raziskav, kot smo
jih povzeli v prvem delu tega prispevka. Me-
nimo, da bo mogoce le z dobrim poznava-
njem in nadaljnjimi raziskavami vloge tako
nemodificiranih kot modificiranih MMC
tudi za najbolj usodno in odporno vrsto mo-
zganskih tumorjev — glioblastomov, razviti
uc¢inkovito zdravljenje.
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