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Hierarchie bunek v tkanich

Kmenové burky — ,self-renewal” - klon

Progenitor cell divisions
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Plné diferencované buriky - postmitotické — mélo progenitord tvofi spoustu

diferencovanych bb
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Symetrické a asymetricke déleni
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Sell S. Crit Rew. Oncol Hematol: 51, 2004

PDF byl vytvofen zkuSebni verzi FinePrint pdfFactory http://www.fineprint.cz

Symetrické déleni — kazda
dcefinna bb stejna jako
materska (klon bunék) - Self-
renewal - sebeobnoveni

Asymetrické — jedna dcefinna
bb stejna, druha zahajuje
proces diferenciace -
progenitorove bb — uchovavaji
si schopnost proliferace -
obnova tkani - Diferenciace
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Kmenové bunky

Pritomny ve vSech tkanich jako zasoba bb pro oan\/;UE
tkani a organu

Potencial pro terapii

@nciél pro vznik néd@

@ aktivni mechanismus sebeobnovy (self-renewal), AT LY | N

IIIII

Blood crils

vysoka proliferaéni aktivita
@) vetsi pravdepodobnost vzniku a kumulace mutaci
@ nemusi dediferencovat

Progenitorove bb - transformace je podminéna
znovuziskanim self-renewal

- dedeni existujicich mutaci do dalSich generaci, pak uz
staéi k transformaci 1 mutace
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Nadorové bunky

Mutace normalnich bb

@c& kmenovych bb 7

I'Jen nékteré nadorové bb jsou schopny u
imunodeficientnich mysi vyvolat nador!!

oy .y g
/ > £

(I:'-":"‘.;- et f(: pmgea_p2t

- tumorigenni bb = S

Existence nadorovych kmenovych bunék (cancer stem cells) byla
predpovézena pred vice nez 40 lety (jako funkéni heterogenita
nadoru), ale az v poslednim desetileti byly tyto bb
charakterizovany u hematopoetickych malignit, i u nadort prsu a
mozku.

Clarke, M.F., Biology of Blood and Marrow transplantation 11. 2005
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Kmenove a nadorove bunky

Spole¢né viastnosti

1) Extenzivni proliferaéni potencial a schopnost dat vznik nové
tkani (normalni x abnormalni)

2) Schopnost sebeobnovy (self- renewal) — spoleéne
mechanismy - nesmrtelnost

3) Schopnost tvofrit vyzralée bb — diferenciace
4) Nadorove kmenové bb mohou vznikat z normalnich k.b.

5) Metabolické signalni drahy, které jsou poruseny pri nadorove
transformaci hraji vyznamnou roli pri regulaci vyvoje
kmenovych bunék (Wnt, Shh, Notch)

6) Schopnost invazibility migrace a ristu v mistech vzdalenych
od sveho vzniku
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Kmenoveé a nadorové bunky

7) Dlouhé telomery, vysoka telomerazova aktivita
8) Vysoka exprese ABC transportéru — resistence k cytostatikim
9) Sekrece rustovych faktort a cytokint

10) Sekrece chemoatraktantt pro endotelialni progenitory —
angiogeneze

11) Mobilita — migrace normalnich k.b., metastazovani nadorovych

12) Exprese podobnych povrchovych receptort (CXCR4, Sca-1
antigen, CD133)
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Table 1. Nomrmal tissue/organ-specific stem cells are origin of cancer
stem cells for different tumors

Nomnal tissue Corresponding tumor
Hematopoietic stem cells Leukemias
Neural stem cells Brain tumors
Bronchial endocrine stem cells Small cell lung cancer
Mammarv gland epithelium stem cells | Breast cancer
Skeletal muscle satellite cells Rhabdomvosarcoma
Neuroectodermal stem cells Neuroblastoma

Renal tubular epithelium stem cells Willms tumaor
Retina pigment epithelium stem cells | Retinoblastoma

Liver oval stem cells Hepatoblastoma
Owarian epithelium stem cells Crvarian cancer
Cervical epithelium stem cells Cervical cancer

Ratajczak, Folia Histochemica and Cytobiologica, 43, 2005
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Sell S. Crit Rew. Oncol Hematol: 51, 2004
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Signalni drahy regulujici vyvoj kmenovych buneék |

nadorovou transformaci

Stem/progenitor cell seff-renewal Tumorgenesis
D réhy ZapOJ e n é V Haamatapoistic Epidermal G?bn
sebeobnovovani 5;? .
kmenovych bb a Q
udrzeni jejich _ , |
. Haematopoletic Meural Garm line

multipotence Py o
A zaroven jejich @@ i% i
narusSeni vede k
n é.d O I'OVé Haematopoietic Meural
transformaci

%@ 5 Mammary

Apoptdza - napk. zabrana apoptdze zvy3enou T ————

expresi bcl-2
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Signalni draha Wnt/b-catenin

Pokud draha neni aktivovana b-catenin je
navazan na adheriny v bunéénych spojich
nebo je v komplexu s axinem —fosforylovan,
pFistupny degradaci. Vazba \Wnt na receptor
— fosforylace Dsh proteinu, ktery asociuje s
axinem a brani Gsk-3 ve fosforylaci
negativnich regulatorii — axinu a APC
(adenomatous polyposis coli) a b-cateninu .
Nefosforylovany b-catenin je chranén pred
destrukci — je transportovan do jadra, kde
aktivuje transkripéni faktory (Tcf a Lef) a
umoziuje transkripci gentt podminujicich
proliferaci (cyclin D1, c-jun, c-myc).

Wnt —onkogen

Wnt/b-catenin signalizace — daleZita v
proliferaci a diferenciaci - dalezita pfi vyvoji a
pri kancerogenezi
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Figure 1 The canonical Wnt signalling pathway. In the absence of Wnt signalling
(left panel), B-catenin is in a complex with axin, APC and GSK3-8, and gets
phosphorylated and targeted for degradation. B-Catenin also exists in a cadherin-
bound form and regulates cell~cell adhesion. In the presence of Wit signalling (right
panel), B-catenin is uncoupled from the degradation complex and translocates to
the nucleus, where its binds Lef/Tcf transcription factors, thus activating targst
genes. (Adapted from ref, 44.)

Reya and Clevers, Nature434, 14 April, 2005
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Mechanismy vzniku nadorovych kmenovych bunek (CSC)

1) Transformaci tkanoveé
specifickych k.b. (NSC) nebo
progenitoru

2) ZDbb kostni dfené
iInkorporovanych v nespravny
¢as na nespravnée misto
(chronicky zanét, devastace
tkani zarenim)

: !1 | CSsC

3) Zaberantnich depozit [ ! \ /
embryonalnich kmenovych
bb(ESC) (Virchovova hypotéza) Esc | [Tescresc |

4)  Mutace vedouci k dediferenciaci
a imortalizaci diferencovanych
bb (familiarni rakoviny)

Ratajczak, Folia Histochemica and Cytobiologica, 43, 2005
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Kmenové bb jako terée mutaci @

U vétsiny nadoru jsou terée transformace neznamé

Uréité typy leukemii — kumulace mutaci v hematopoetickych
kmenovych bb

Dukazy: AML (akutni myeloidni leukemie) — fenotyp CD34+CD38-
stejny jako kmenové bb - jsou schopné transferovat leukémii do
iImunodeficientnich mysi, bb CD34+CD38+ to nedovedou

AML T8/21 — AML1-ETO chimericky transkript — u pacientti v remisi je
tento transkript i v normalnich hematopoetickych kmenovych bb v
kostni dreni — tyto bb nejsou leukemicke a mohou diferencovat —»
translokace vznika v normalnich hematopoetickych kmenovych bb a
az dalSi mutace vedou k leukémii
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Progenitorove bb jako terce mutaci

Model mySi s myeloidni leukémii vzniklé z progenitort — exprese

antiapoptotickeho bcl2 — zabrana apoptoze — klicova udalost pfi
vzniku myeloidnich leukémii

Mutace se akumuluji v kmenovych bb, ale jsou exprimovany az u
progenitorovych bb
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~Embryonal rest“ hypoteza

Tkanové kmenove bb jsou ekvivalentem drive popsanych ,,embryonal

rests” a vétSina nadoru vznika na zakladé zastavy dozravani bunééné
linie derivované z téchto bb

1! Nadorova tkan je méné diferencovana nez normalni tkan !!

Stupen diferenciace — dulezity prognosticky znak (grading)
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~Embryonal rest” hypotéza

V 19. a za€atkem 20. stoleti Virchow, Cohnheim, Ribbert a dalSi -
domnénky o embryonalnim pivodu nadort - rakovina vznika z
progenitoru podobnych embryonalnim nebo germinalnim bb
lokalizovanym na nespravnych mistech (Virchow’s embryonal rests)

Teratokarcinomy - embryonalni karcinomy — struktury pripominajici
embrya — vyskyt u mladsich dospélych v mistech podél migrace
embryonalnich bb

Nadory detského véku: Wilmsav tumor (nefroblastom) - ledviny —
nediferencovana mesodermalni tkan

Neuroblastomy

"N/

Mladsi déti horSi prognoza, starsi - nador diferencovanéjsi, priznive|s
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Dediferenciacni hypoteza

Rakovina muze byt vnimana jako blok ontogeneze,

problém kontroly progenitorovych bb svym okolim
(niche) nebo naruseni morfogeneze a diferenciace
N

I kmenovych bb chemikaliemi

Mutagenni faktory (chemikalie, zafeni, viry), zpasobi
iIndukci dediferenciace jiz diferencované bb -anaplazie

PDF byl vytvofen zkuSebni verzi FinePrint pdfFactory http://www.fineprint.cz



http://www.fineprint.cz

Nador jako specificky organ

Aberantni organ iniciovany nadorovou bb, ktera ziskala schopnost
neomezeného déleni diky akumulaci mutaci

Kmenove bb nadoru vzacne bb s neomezenym proliferaénim
potencialem, Fidi rast a propagaci nadoru

Nador i normalni tkan — heterogenni kombinace bb s riznym
diferenciaénim potencialem. Nadorové bb podléhaji procesiim
analogickym self-renewal a diferenciaci.

Jen nékteré bb nadoru jsou schopny extenzivni proliferace (1z 10000-
1 ze 100 nadorovych bb je schopna tvorit kolonie

Klonogenni leukemicke bb = leukemicke kmenové bb

11! Nova teorie vzniku nadoru vychazejici z kmenovych bb !!!
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Moznosti chovani kmenovych bb

Stem call é}j
Frogenitor @

cels ¥\

© ©
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Cifterentiated cells

a Depletion b Maintenance ¢ Expansion
‘O W- o B & Jm &
(L N i e R LSRR )b . ':":' Ve 9 3 . i
@ 0@ e 0o @@ € @@ 0@ o @@ @
@ Stem call Q Commitment to differentiation programme

Dick, J.E. Nature:423, 2003

Jen malo nadorovych buneék je tumorigennich = tumorigenni
bb jsou patrné nadorove kmenové bb
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Teorie vzniku a Sireni nadoru

(a) Stochastic modal (b} Cancer stem cal modal
xi,\---\'
@% ., 000
t"; ﬁg el X T
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®e (@i “ﬁ @ @-.'ﬁl (] Q'*E
iSfe] g @ rELXE
a1 1 B a2 a1 Il
Tumor growth ] [ Tumer growth | Mo tumer
Wang and Dick, Trends in Cell Blology 15 2005
TRENDS in C=f Biclogy

1) VSechny bb nadoru maji nizkou pravdépodobnost extenzivni
proliferace a v klonogenni assay se chovat jako nadorovée
kmenove bb -stochasticky model

2) VetSina bb nadoru ma jen omezenou moznost proliferace a
nemuze se chovat jako kmenové bb, ale mala ¢ast bb je schopna
extenzivne proliferovat a tvorit nador — model nadorovych
kmenovych bb
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Metastazovani

Podobné faktory reguluji transport normalnich kmenovych bb pri
regeneraci tkani a metastazovani nadorovych bb

Chemoatraktanty a
receptory

MNormal SC Gradient

& "- :
“ef.% = HGFISF |

Chronicky zanét

I

ey

UPREGULATED BY:

- Hypoaia Radlace

- Tissue'organ injury

! :‘:‘:l'::: ::-': LIF - Inflamation Poranéni, pOékaenll
3 - e - Radia/chemolharapy tkéné
~:-_‘:;'.'_:'. “  VEGF |

Inkorporace v
Cancer SC nespravny ¢as na
Ratajczak, Folia Histochemica and Cytobiologica, 43, 2005 nes p révn é m |,St0

Jednim z vedlejSich G€inka radio- a chemoterapie je vytvareni prostredi
pfitahujiciho metastazujici bb do ur€itych organu
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Rust nadoru - fFizen minoritnimi bb odolnymi vuéi
terapii (resistence k cytostatikum — ABC
transportéry, exprese antiapoptotickych proteint).

= Komplikace terapie

Klasicka terapie zmensi
nador usmrcenim bb s
limitovanym
proliferaénim
potencialem, kmenove bb
zZustanou a obnovi
nador!!

\

Drugs that
Wil turmour
stem cells

Drugs that kill
tumour cells

but netcancer I/ .
stem cells ELQ\
Y

Tumour shrinks .
\wws back K

Tumour loses its
ability to generate
new cells

. Tumour:
\_degenerates /

Il Terapie cilena na kmenové bb 11!

Reya T., et al., Nature: 414, 2001
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Diferenciacni terapie

Il Vyssi stupen diferenciace — nizsi malignita !!!

Pokusy s nao¢kovanim bb teratokarcinomu do normalni mysi
blastocysty. Blastocysta nejen kontrolovala rust téchto nadorovych
bb, ale bb byly i zaélenény do vyvijejiciho se embrya — dospéla mys s
normalné fungujici tkani nadoroveho puvodu — chiméra. Samec Terry
Tom takto vyvinute mysi mél potomky s genotypem nadorovych bb.

Injekce leukemickych bb do placenty 10 denniho mysiho plodu -
iIndukce hematopoeticke maturace a vyskyt normalnich bilych
krvinek nesoucich znaky leukemickych bb

| bb neuroblastomu a melanomu byly diferencovany v embryonalnim
prostredi
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Diferenciacni terapie

11l Nadorové bb mohou zastavit proliferaci a diferencovat !

Terapeuticka aplikace diferenciaénich latek
— RA (retinoid acid, Vitamin A)

ATRA (all-trans-retinoic acid) — akutni promyeloticka leukémie
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" ﬁ)} Rad cells

ErP

Reya T., et al., Nature: 414, 2001

CLP — common lymphoid progenitors — prekurzory vSech lymphoidnich bb

CMP - common myeloid progenitors — prekurzory vSech myeloidnich bb
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Leukémie — priklad malignity kmenovych bb

oS
%
I| , 12" ..-' -.-\'.'
- o Qf e
V@ — @ — @
. L s 2 S B
o e |
..... Frogenitor o &
cell  precursor :

Froganito: cell Mature cell

AML- nediferencované blasty —
preziti mesice

CML - stfedné diferencované
bb - preziti roky

Chronicka lymfocytarni I. —
dobre diferencované — preziti
desetileti

Vzhledem k vysokemu stupni sebeobnovovani jsou kmenové bb dobrym teréem

leukemickeé transformace

CML (chronicka myeloidni leukémie) — prvni priklady genetickych abnormalit
spojenych s rakovinou a potvrzeni klonalniho charakteru

AML (akutni myeloidni leukémie) klonalni choroba aberantni hematopoeza -
akumulace funkéné nezralych blastt, které neumi normalné diferencovat
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Model iniciace a progrese leukémie

Initial hit causes Acquired genetic changes
expansion of transfomed disrupt normal developme ntal
stem cell poal. programs in downstream leukemic
Su hsequent mutations occur progenitors, Ieeu:ling to
in this e-xp’-mjvad further expansion
target pool.
@

co:%’ “5% LQ

[.13 @ i
Salf-renswing r-:.) Ii

stam call [b]\. pp;;;g:.ﬁ;ii Leukemia
Commitmant and

®
c differentiation @- 'ié?@ (, /dqﬁ
(-

ogp, — Ysese,
Initial hit s retained but @ @

does not cause expansion -
of ransformed stem call pool Additional transforming events in

restricted progenitors lead
to expansion. In order to genarate
L3Cs, these mutations must
reactivate the cell's
self-renswal machinery.

Wang and Dick, Trends in Cell Biology 15, 2005

TRENDS i Call Binlog)r

Transformujici mutace v kmenovych bb - a) klonalni expanze - terée pro dalSi mutace
— ty jsou prenaseny na progenitorove bb (leukemické kmenové bb = kmenové bb)

b) Iniciaéni mutace nevede ke klonalni expanzi, ale pretrvava i v dalSich generacich,
dalSi mutace v progenitorovyh bb muze vést k obnové self-renewal a tvorbé
leukemickych kmenovych bb (leukemické kmenové bb = progenitoroveé bb).
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Proc je jednodussi transformace kmenovych bb ?

a) U bb kde je aktivni
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Wang and Dick, Trends in Cell Biology 15, 2005
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Dukazy existence kmenovych nadorovych bb

Jen mala €éast populace nadorovych bb je schopna extenzivni proliferace

colony-forming assay — mysi myelom — 1 z 10000-100 bb byla schopna
tvorit kolonie

nao€kovani zdrave mysi — 1-4% bb tvofilo kolonie ve sleziné
Klonogenni leukemické bb = leukemickeé kmenove bb
Jen 1z 1000-5000 bb CA plic, ovaria nebo neuroblastomu tvorila kolonie

V pfipadech solidnich nadoru bylo nalezeno malé mnozstvi diseminovanych
nadorovych bb u pacientu, ktefi neméli metastazy — mozna jim imunitni systém
nedovoli se rozrist nebo to potvrzuje domnénku, Ze jen nékteré (a to kmenové)
bb jsou schopny expanze

Transplantace nadorové kmenové bb — stejna historie vyvoje nadoru i hierarchie
bb, jako u puvodniho nadoru. Hierarchie bb je podobna jako u vyvijejici se
tkane.

Neuspeésnost leéby — vySSi resistence kmenovych bb - vysoka exprese ABC
transportérd a antiapoptotickych proteint
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Teorie kmenovych nadorovych bb

predpoklada:

Rakovina je hierarchicka nemoc jejiz rozvoj je podporovan
populaci vzacnych kmenovych bb

Pro Uspésnou terapii nadoru je nutné zasahnou nadoroveé
kmenove bb. Proto je nutné stanovit a charakterizovat vlastnosti
techto bb

Studium charakteristik kmenovych bb muaze odhalit i vlastnosti bb
nadorovych
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