Ontogeneza 1 homeostaza organizmow
wielokomorkowych jest funkcjg interakcji
miedzy komorkami a skladnikami ich ,,nisz”

Sktadniki niszy:

- komorki podscieliska

- macierz zewngtrzkomorkowa
- czynniki humoralne




»\Nisza” jako mikrosrodowisko komorek pozostajace z

Mediatory wymiany informacii
miedzy komorka a ,.nisza”:

- czynniki humoralne (np. czynniki wzrostowe
| cytokiny — oddziatywania ,,krynne”

- adhezja komoérkowa (Sciezki sygnatowe

gana bodzcoéw mechanicznych (za
em bialek adhez;ji



® Ontogeneza 1 organogeneza organizmow
wielokomorkowych

Interakcje miedzy komorkami a ich mikrosrodowiskiem, czyli
,,n1sZ3”’, w toku organogenezy
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Niezroznicowane komorki Zmiany wlasciwosci ,,niszy” prowadza To za$ skutkuje modyfikacja
»progenitory” wysytajg sygnaty (ECM,  do ukierunkowanego réznicowania wlasciwosci niszy skutkujaca
GFs) do ,,srodowiska” powodujac komorek w jej obrgbie utrwaleniem fenotypu specyficznego

zmiang jego wlasciwosci tkankowo



Typy symetrii podzialow komorek

(1) Podzial symetryczny generujacy dwie
komorki potomne o takim samym )
fenotypie (np. komorki macierzyste;

® O
(2) Podziat asymetryczny generujacy jedna S
komorke réznicujaca lub zréznicowang
—homeostaza/status quo; * ®

(3) Podzial symetryczny generujacy dwie ®
|dentyczne komorki réznicujace lub

ZI'OZIllCOW&I’lC ’ ’

(4) Podzial asymetryczny generujacy nie ()
|dentyczne komorki roéznicujace lub

Zroznicowane. * ’



Podzial asymetryczny neuroblastow

NUmR-arr-

Knoblich lab (www.imba.oeaw.ac.at



Populacja komorek macierzystych determinuje samoodnowe
tkanki regulujgc rownowage miedzy podziatami
symetrycznymi I asymetrycznymi
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micro.magnet.fsu.edu/cells/nucleus/nucleus.html

http://cellbio.utmb.edu/Cellbio/nuclear_envelope.htm


http://micro.magnet.fsu.edu/cells/nucleus/nucleus.html

"Es liegt also am Eiplasma, nicht an
den Kernen, zu welchem Teil des
Embryos sich die Teile des Keimes
entwickeln."

Hans Spemann, 1914

'It depends on the plasma, not on the nuclei, into
which part of the embryo the parts of the egg
develop.'

,, 1o cytoplazma, a nie jadro decyduje o tym, w jaka
czes¢ zarodka rozwinie si¢ dany fragment komorki
jajowej”



Podzial asymetryczny

Self-renewal
A Extrinsic regulation

Differentiation

7 AN
-

.

N

Self-renewal

B Intrinsic regulation
Differentiation
; ‘ | @

YamashitaY M et al. Cold Spring Harb Perspect Biol
2010;2:a001313




Asymetria podzialow komorek macierzystych a ich
interakcje w obrebie ,,niszy”

1. Segregacja biatek 1 organelli

- neuroblasty Drosophila dziedziczace
atypowgq izoform¢ PKC zachowujg fenotyp
komorki macierzystej

- spektrosom pozostaje w komorce
macierzystej.....

germiine

...hipoteza ,,niesmiertelnego
centrosomu’

T Pericentriolar
Subdistal material
appendages

3. Orientacja wrzeciona
kariokinetycznego

- zwykle réwnolegta do warstwy podscieliska, lub blony
podstawnej —cho¢ zdarzajg si¢ fluktuacje o & 1-TIRC Y  Subdistal appendages
niezidentyfikowanym znaczeniu @ Anchoring complex ===, Microtubules

- powoduje to, ze komoérki potomne wystawione sg na
gradienty morfogenow, np. czynnikoéw z rodziny
BMP

Iwasaki, Suda, Cancer Sci, 2009; 100:1166; Morrison&Spradling, Cell; 2008



Pozycja centrosomu determinowana dystrybucjg ,,adherens
junctions” decyduje o plaszczyznie podzialu komorki w niszy
stromalnej 1 epithelialnej

Centrosome

Spindle —
Plane of cell
cleavage

é h

Adherens ~
junction

. y,

o e e e -

Stromal niche:
asymmetric division

Marthiens V et al. J Cell Sci 2010;123:1613-1622

Epithelial niche: symmetric divisio




Nisze ,,stabilne” 1 systemy regulacji podziatu asymetrycznego

Derepression

A) Ostabienie sygnatu Daughter
hamujacego réznicowanie o

Stromal cells

Specification

Daughter
B) Indukcja okreslonego wzoru

@ cell
roznicowania przez komorke
macierzysta ISC

Extracellular
membrane

R

Morrison&Spradling, Cell 132 (2008)



Lateralne hamowanie

Szlak sygnalowy zalezny
od Notch

Signaling Cell
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Lasky & Wu, 2005, Pediatric Research, 57:104R




Kadherynozalezne kontakty miedzykomorkowe
determinujg plaszczyzne¢ wrzeciona kariokinetycznego

rypt-Villus__ _'f'\‘ e _;'-,' "~ __ .. Enterocyte Goblet  Enteroendocrin A e cadnerin-catenin complex
Junction \ Cell Cell

A 2 4

Transit-Amplifying
Compartment

Extracellular

Plasma membrane
SRS

_ "Stem cell zone" model

- ) <) o

Enterocyte ngillcl Enlcrogn'c:ocrin Cytoplasm
e e

N * Extracellular domain
. A { \ .

2+
¢ Ca
Transit-Amplifying
Compartment

Baum B , Georgiou M J Cell Biol 2011;192:907-917

Paneth CBC
cell

Marthiens V et al. J Cell Sci 2010;123:1613-1622




Pozycja centrosomu determinowana dystrybucjq ,,adherens
junctions” decyduje o plaszczyznie podzialu komorki w niszy
stromalnej 1 epithelialnej

Centrosome

Spindle —
Plane of cell
cleavage

é h

Adherens ~
junction

L

spithelial niche: symmetric e

. y,

o e e e -

Stromal niche:
asymmetric division

Marthiens V et al. J Cell Sci 2010;123:1613-1622




Rozwadj nowotworow jest funkcja zaburzen (a)symetrii i plaszczyzny
podzialow komorek macierzystych i ich bezposredniego potomstwa




Spekulatywny model interakcji miedzy szlakami sygnalowymi
zaleznymi od integryn i kadheryn w determinowaniu asymetrii
podzialow komorkowych

ntegrin signalling
Centrosome

Spindle

Adherens
junction™

Symmetric division Asymmetric division

Marthiens V et al. J Cell Sci 2010;123:1613-1622



Zaburzenia adhezji a topografia niszy

A An epithelial niche A stromal niche B Integrin loss in a stromal niche

Wild type

\ / - J. - BPS integrin
“ subunit

Basal lamina
mutant

C Cadherin loss in a stromal niche D Integrin loss in an epithelial niche

Stem
cell

1

Marthiens V et al. J Cell Sci 2010;123:1613-1622



‘ Z.aburzenia funkcji ,,niszy” komorek macierzystych moga
wspomagac rozwoj choroby nowotworowe;j

Under Hormal Physiclogical Conditions:

Ragulated prokisrabicn and
propar difienantiation

[Ghbmscent) sigral (i or in iviskon, bul stil
i thi stk of sl Cyching)

In Cancers or Tumors
Diorminang
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Uncanirslled prolileration
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Komorki macierzyste lub wezesne progenitory Zaburzenia komunikacji miedzy komorkami
macierzystymi a ich mikrosrodowiskiem prowadza
do zaniku kontroli asymetrii podziatow, a w
konsekwencji do rozwoju nowotworu

tkankowe dajg poczatek nowotworowi

Czyz J., Wobus A.M. Differentiation (2001) 68: 167-174 Li&Neaves; Cancer Res; (2006); 66:4553



Od komérki do organu...




.Zaangaiowanie komorek macierzystych w homeostaze tkanek

. Niejednolita (skoéra) lub jednolita (krew) populacja komorek
macierzystych determinuje samoodnowe tkanki

R ’ "o
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Stopien zrdznicowania

Populacja komorek macierzystych daje poczatek wszystkim komorkom tkanki



B. Rezydentna populacja komorek macierzystych zdolna jest do
roznicowania we wszystkie (?) fenotypy charakterystyczne dla
tkanki nie podlegajacej samoodnowie

Progenitory




Zmutowane somatyczne komorki macierzyste jako
® zrodto nowotworow

Rozwoj guza pierwotnego

Inicjacja nowotworu

Czynniki inicjujace
Mutacje genow regulatorowych

Zaburzenia proporcji miedzy podziatem
symetrycznym i asymetrycznym

Inwazyjna komoérka macierzysta

Mozliwe cechy odpowiedzialne za inwazyjnos¢ komorek nowotworowych:

- Ruchliwos¢

- Cechy reologiczne
- Aktywno$¢ enzymow proteolitycznych @
- Ekspresja biatek adhez;ji
- Koneksyny

- Reaktywno$¢ na chemoatraktanty Guz wtorny




,,Odrdznicowane” komorki efektorowe jako zrédto nowotwordw

Progenitory




Whniosek:
Somatyczne komorki macierzyste lub/i aktywne
proliferacyjnie progenitory tkankowe moga by¢ zdolne do
transformacji nowotworowej

- Zahamowanie roznicowania komorek macierzystych
lub/i progenitorowych w dojrzale fenotypy

- Anaplazja-odroznicowanie komorek




,,Embrionalne” pochodzenie nowotworow

-Potworniaki (teratocarcinoma) przypominaja morfologicznie wczesne zarodki (Virchov, 1863,

1885)

- Pluripotencja komorek teratocarcinoma

i w

VSELs

Nowotwor



W toku ontogenezy nastepuje stopniowe przesuniecie
rownowagl miedzy komorkami wykazujgcymi
fenotyp charakterystyczny dla komorek
macierzystych a komorkami
,.,terminalnie” zroznicowanymi, na korzysc tych

drugich

Komorki o charakterze ,,embrionalnym” wcigz moga
rezydowac¢ w niektorych tkankach wspotdecydujac o
ich zdolnosc1 do regeneracji



Sca-1*Lin"CD45- BM-derived VSELs are viable and diploid cells

Scanning Electron Microscopy (SEM)
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c2Autostrada komorkowa”

W dorostych organizmach
rezydowac¢ moze populacja
komorek o fenotypie
»embrionalnym”, ktora
podejrzewana jest o to, ze
stanowi ,,pogotowie
ratunkowe” dla
uszkodzonych tkanek

Te same komorki moga
dawac poczatek
,,specyficznym tkankowo™
nowotworom...

Blau et al., Cell 2001



Whniosek:
Komorki stanowiace pozostalos¢ komorek ‘embrionalnych’ daja
poczatek niektorym nowotworom rozwijajacym si¢ we w pelni
uksztaltowanym organizmie

LEmbryonal rest hypothesis”.

Jakie fakty przemawiajq za tezq zakladajaca, ze
komorki macierzyste daja poczatek nowotworom?



Podobienstwa mi¢edzy somatycznymi komorkami
macierzystymi a komorkami nowotworowymi

Table 1. Normal Stem Cells and Malignant Cells share many characteristics

- Their capacity for self-renewal renders them essentially immortal

- Possess long telomeres, high activity of telomerase and high expression of ABC transporters
(efflux pump) that is responsible for their relative resistance to certain types of cytostatics

- Secrete several growth factors, cytokines and angiopoietic factors — predisposition for autocrine
growth & stimulation of angiogenesis

- Similar pathways are involved in their self renewal/proliferation (Wnt, Sonic Hedhehog and Notch
signaling, Polycomb genes - Bmi-1, EZH2).

- Express similar surface receptors (e.g., CXCR4, Sca-1, CD133, a6 integrin, c-kit, c-met, LIF-R)

Kucia&Ratajczak, J. Physiol. Pharmacol, 2006



Heterogennos¢ fenotypowa komorek
nowotworowych

Rozwoj guza pierwotnego

Inicjacja nowotworu

Czynniki inicjujace

) ) Zaburzenia proporcji miedzy podziatem
Mutacje genow regulatorowych symetrycznym i asymetrycznym

Inwazyjna komoérka macierzysta

Mozliwe cechy odpowiedzialne za inwazyjnos¢ komorek nowotworowych:

- Ruchliwos¢

- Cechy reologiczne
- Aktywno$¢ enzymow proteolitycznych @
- Ekspresja biatek adhez;ji
- Koneksyny

- Reaktywno$¢ na chemoatraktanty Guz wtorny




Model karcinogenezy organizmow wielokomorkowych —
funkcja ,,niszy”

Interakcje migdzy komorkami macierzystymi a ich a ich ,,niszami” ...

Zaburzenia komunikacji mi¢dzy komorkami a ich ,,nisza” decydujq o toku
rozwoju nowotworu



1. Akumulacja zmian genetycznych w komorkach macierzystych

2. Zaburzenia komunikacji migdzy komoérkami a ich
mikrosrodowiskiem, czyli ,,niszg”

- oddziatywania ‘krynne”

- oddziatywania ‘baryczne”




Nisza a rozw0j raka

Normal HSC In rs LIC occupies HSC niche, higacks pro- @
nicha. Niche g.:\ems survival and maintenance signaling
cel quiescence and J
survival £ B
= Leukemic cells disrupls  Njcha promotes leukemic
// /, //. niche signaling progression

Leukemic call hjacks HSC
niche to re-install LIC
characterstics

Ongoing depandence

transformaton expansion depending on on niche signals??
aberrant niche signaling

Primary dysfunction  Ongoing dependence
of niche causes on niche signaling?
susceptibility to Clonal selection and

Haematologica. 2011.96(7):1041-1048

Komorki inicjujace
nowotwor konkurujg z
TSSCs o nisze;
Komorki inicjujace
nowotwor modyfikuja
nisze TSSCs w sposob
im odpowiadajacy;
Dysfunkcja niszy
inicjuje karcinogeneze;
Poprzez wplyw na
stabilnos¢ genetyczng
komorek;

Poprzez promocj¢
wzrostu komorek o
Zmienionym genomie


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/core/lw/2.0/html/tileshop_pmc/tileshop_pmc_inline.html?title=An%20external%20file%20that%20holds%20a%20picture%2C%20illustration%2C%20etc.%0AObject%20name%20is%20961041.fig1.jpg%20%5BObject%20name%20is%20961041.fig1.jpg%5D&p=PMC3&id=3128224_961041.fig1.jpg

- Funkcja ,,Niszy” czyli mikrosrodowiska komorek w
transformacji nowotworowej

Czyz J., Wobus A.M. Differentiation (2001) 68: 167-174

Neo

Mediatory wymiany informaciji
miedzy komorka a ..nisza” wspomagajace
transformacje nowotworowa:

- zaburzenia funkcji endo- i egzogennych
czynnikéw humoralnych— oddziatywania
,krynne”

- modyfikacje sktadu macierzy
miedzykomorkowej oraz ekspresji receptorow
adhezji komorkowej, np. integryn i kadheryn

- zmiany rdwnowagi mechanochemicznej; W
obrebie ,,niszy”, prowadzace do zaburzen
wymiany bodzcoOw mechanicznych miedzy
komorka a jej mikrosrodowiskiem

-deregulacja bezposredniej wymiany
metabolitow za posrednictwem zlacz
szczelinowych




Modele kancerogenezy

A Clonal evolution model

http://dx.doi.org/10.1016/j.stem.2012.05.007



http://dx.doi.org/10.1016/j.stem.2012.05.007

Somatyczne komorki macierzyste i komorki nowotworowe

charakterystyczne dla danej tkanki wykazuja podobna ekspresje
markerow powierzchniowych

Tkanka Typ nowotworu Markery SSCs Markery CSCs
Krew Leukemia CD34*CD38Thyl'Linn  CD34*CD38Thyl-
Lin-

Gruczol sutkowy Carcinoma CD24med CD44+*CD24'ow ESA* Lin-
Mozg Neuroblastoma CD133* Lin- CD133*Nestin*-
Skora Melanoma CD133* Lin- CD133*Nestin*-

Prostata Carcinoma CD133*a,p," CDA44* CD133*a,B,"

SSCs - normalne komorki macierzyste

CSCs — ‘rakowe’ komorki macierzyste
(Lietal., 2007, Vaish, 2007)



Potencjal kancerogenny CSC in vivo

CSC with self-renewal
and tumor initiation
potential

Viable tumor cel
lacking tumor
initiation potential
Fractionation
of cells and injection
into immunodeficient mice

'Xenograft resembling
the human parental tumor
No tumor

Non-CSCs
Fractionation of

cells and injection into
secondary mice

No tumor

Secondary
xenograft

O'Brien C A et al. Clin Cancer Res 2010;16:3113-3120



Postulowana rola nowotworowych komorek
macierzystych w remisji choroby nowotworowej

Origin of cancer stem cells (CSC) Conventions chemotherapy:

Kills tumor cells but may spare
cancer stem cells

Komorki +— (1) csc
‘./ Cancer stem cell

Somatyczne i (the only cell type with Amor initially shrinks

long term self-renewal capacity) by 99% but grows back
\ 1 o} / =
\n. - N &

Specyficzne tkankowo # A\ e <
, . . J Novel drugs that eliminate .
Komorki ln\aClel‘Z}’Ste ﬂ ' Y | cancer stem cells \
| ( 7~ %

- Komorki
G‘ . . ”en’lbl‘ionah‘le” new cells and eventually degenerates

" L
) Ratajczak et. 2003

Tumor loses its ability to constantly produce

(Modified from Reya et al., 2001)

Cechy funkcjonalne embrionalnych 1 somatycznych komorek
macierzystych:

- zdolnos¢ do samoodnawiania
- pluripotencja, multipotencja, unipotencja...
- ... aprzede wszystkim wolna proliferacja...

...pozostajg rowniez charakterystyczne dla macierzystych komorek nowotworowych...




Wolna proliferacja komorek macierzystych
stanowl o Ich sile !

unction

Compartment

tkankowo specyficzne
komorki macierzyste
dzielg si¢ wolno...

Q. tem ool zone” model - ..,.ale nieprzerwanie. ..
gy, ool .
ell C‘ell
,,,,,,,,,,, ] - dajac poczatek
subpopulacjom o réznych
fenotypach

Barker&Clevers, Genes&Development; 2008



Sciezki samoodnowy rakowych komérek macierzystych

Py o
{ < @I
Autonomous self-renewal capacity (’K GHQ‘;‘/@ ___Additional pathway stimulation
by one or more pathways @ @ required for self-renewal
@R @ |

Stromal cell:
Wit & /LK—A\ Wnt
- - C : 4 Notch
Notch ()
HedgehogC<@> \@ > Hedgehog
Self-renewal No self-renewal No signal to self- Stromal activation of
pathways activated ability renew by stroma self-renewal signal

No Tumor

CCR Focus
O'Brien C A et al. Clin Cancer Res 2010;16:3113-3120




Bariery zastosowania komorek
macierzystych w terapii

- Bariery etyczne

- Pozyskiwanie | propagacja

- Ukierunkowane réznicowanie
- Bariera iImmunologiczna

- Integracja do tkanki — komunikacja migdzykomorkowa

-Potencjat kancerogenny
komorek macierzystych



