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ABSTRACT

The evolution of normal cells into neoplastic cells involves many stages. This paper describes six characteristics of
tumour cells: maintenance of cell division-promoting signals, resistance to exogenous growth inhibitors, avoidance of
apoptosis, acquisition of the ability to undergo an infinite number of divisions, induction of angiogenesis as well as
activation of the ability to invade and metastasise. The listed and described characteristics of tumor cells are associated
with genomic instability and the production of inflammation. Genomic instability protes the formation of a diverse
pool of cells, and the accumulation of traits of tumor cells leads to inflammation. The progress of science has enabled
the addition of two further features acquired by cells during the process of neoplasia — modification of cellular metabo-
lism and avoidance of recognition by the immune system.
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STRESZCZENIE

Ewolucja komorki prawidtowej w nowotworowa obejmuje wiele etapow. W pracy opisano sze$¢ cech charakteryzuja-
cych komoérki nowotworowe: utrzymanie sygnatéw stymulujacych podzialy komoérkowe, oporno$é na egzogenne
inhibitory wzrostu, unikanie apoptozy, nabywanie zdolnosci do nieskonczonej liczby podziatow, indukcje¢ angiogenezy
oraz aktywacj¢ zdolnosci do inwazji i przerzutowania. U podloza wymienionych cech lezy nie tylko niestabilnosé
genomu promujgca wytworzenie zréznicowanej genetycznie puli komorek, ale takze stan zapalny, ktory wymaga
wystapienia wielu cech charakterystycznych dla komérek nowotworowych. Postep badan pozwolit doda¢ dwie kolejne
cechy nabyte przez komoérki w czasie nowotworzenia — modyfikacje metabolizmu komérkowego oraz unikanie rozpo-
znania przez system immunologiczny.
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Maintaining proliferation signals

The progress in cancer research has created the thesis
that tumours can not be considered only as a collec-
tion of dividing cells. Similarly, tumour biology can
not be understood as a simple set of neoplastic cells
characteristics because we should also take into ac-
count the existence and activity of normal cells in
tumours, which together form a specific neoplastic
microenvironment.

In healthy tissues, the number of cells is constant. On
their surface, cells have receptors sensitive to growth
factor receptors, which contain tyrosine kinase do-
mains. They launch many signalling pathways regulat-
ing the cell cycle, growth, survival and metabolism.
The source of proliferative signals, as well as their
nature, is not fully known due to paracrine informa-
tion transfer. The paracrine signal is characterized by
the diffusion of signals into intercellular spaces, ena-
bling communication with neighbouring cells. In turn,
endocrine signals provide long-distance information to
target cells. The analysis of both types of signalling is
difficult. Understanding proliferation signals is also
complicated by the location of growth factors in the
intercellular spaces and extracellular matrix. The pre-
cise action of enzyme systems releasing and activating
growth factors also hinders the understanding of nor-
mal cell proliferation mechanisms [1].

Mitogenic signalling has become better understood in
neoplastic cells [1]. These cells have the ability to pro-
duce ligands of growth factors, resulting in autocrine
proliferation. Another mechanism that supports prolif-
eration is the stimulation of normal cells in the tumour
stroma by neoplastic cells to produce growth factors.
The effect of crossing pathways derived from growth
factor receptors as well as cell preferences to choose
whether to signal above or below the receptor, on
maintaining the proliferation signal remains poorly
understood. It is known that some of the signalling
pathways in neoplastic cells that lie below the receptor
are activated, resulting in proliferation independent of
extracellular growth factors. It is known that about
40% of human melanomas have mutations that alter
the B-RAF protein conformation. This induces signal-
ling of the MR protein kinase pathway activated by
MAP (Microtubule-associated protein), independent
of growth systems [2]. Another example is mutations
in the subunits of various phosphatidylinositol 3-kina-
se isoforms (PI3K), which cause hyperactivity of
PI13K signalling, affecting mainly the AKT/PKB trans-
mitter (serum/threonine protein kinase) (Fig. 1) [3].
The negative feedback mechanism is responsible for
maintaining homeostasis in the flow of intracellular
signals. Damage to this mechanism can enhance the
proliferation signal, as exemplified by PTEN-pho-
sphatase which deactivates P13-kinase by decomposing
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Podtrzymanie sygnaléw proliferacyjnych

Postep w badaniach nad nowotworzeniem zaowoco0-
wat teza, wedhug ktorej guzy nowotworowe nie moga
by¢ rozpatrywane tylko jako zbior dzielacych si¢ ko-
morek. Podobnie biologia nowotworéw nie moze by¢
rozumiana jako prosty zestaw charakterystycznych
cech komorek nowotworowych, nalezy bowiem wzigé
pod uwagg istnienie i dziatalno$¢ prawidtowych ko-
morek w guzie, tworzacych wspdlnie swoiste mikro-
srodowisko guza.

W zdrowych tkankach liczba komérek jest utrzymy-
wana na staltym poziomie. Na swojej powierzchni
posiadajg receptory wrazliwe na odbieranie czynni-
kéw wzrostowych, zawierajace domeny kinazy tyro-
zynowej. Uruchamiaja wiele szlakow sygnatowych
regulujacych cykl komoérkowy, wzrost komorki, jej
przezycie i metabolizm. Zrédlo sygnatow prolifera-
cyjnych, a takze ich charakter nie zostaty do konca
poznane z powodu parakrynnego przekazywania in-
formacji. Sygnal parakrynny charakteryzuje si¢ dyfu-
zja sygnaldow w przestrzenie miedzykomorkowe,
umozliwiajac komunikacje z sasiednimi komoérkami.
Z kolei sygnat endokrynny zapewnia przekaz infor-
macji na duze odlegltosci do komorek docelowych.
Analiza obu typow sygnalizacji jest trudna. Poznanie
sygnatow proliferacyjnych komplikuje takze umiej-
scowienie czynnikdw wzrostu w przestrzeniach mig-
dzykomoérkowych i w macierzy pozakomorkowe;.
Precyzyjna dziatalno$¢ systemow enzymatycznych
uwalniajacych 1 aktywujacych czynniki wzrostowe
rowniez stanowi przeszkode w poznaniu mechani-
zmow proliferacji komoérek prawidtowych [1].

W komorkach nowotworowych sygnalizacja mitogen-
na zostata lepiej poznana [1]. Komorki te posiadaja
zdolno$¢ do produkowania ligandow czynnikow
wzrostowych, wskutek czego proliferacja nabiera cha-
rakteru autokrynnego. Innym mechanizmem podtrzy-
mania proliferacji jest stymulacja prawidlowych ko-
morek wewnatrz zrgbu guza przez komorki nowotwo-
rowe do wytwarzania czynnikow wzrostu.

Wpltyw krzyzujacych szlakéw pochodzacych z recep-
torow czynnika wzrostu, a takze preferencje komorki
co do wyboru sygnalizacji powyzej czy ponizej recep-
tora na podtrzymanie sygnatu proliferacji pozostaje
nie do kofica poznany. Wiadomo, ze w komorkach
nowotworowych cze$¢ szlakow sygnalizacyjnych le-
zacych ponizej receptora jest aktywowana, co skutku-
je proliferacja niezalezng od zewngtrzkomoérkowych
czynnikoéw wzrostu. Wiadomo, ze okoto 40% ludzkich
czerniakdw posiada mutacje powodujace zmiang kon-
formacji bialka B-RAF. Indukuje to niezalezng od
systeméw wzrostowych sygnalizacje $ciezki kinazy
biatkowej RAF aktywowanej przez MAP (Microtubu-
le-associated protein) [2]. Innym przyktadem sa mu-
tacje w podjednostkach réznych izoform 3-kinazy fos-
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its product — Phosphatidylinositol (3.4.5) trisphos-
phate (PIP3). Mutations in the genes encoding the
PTEN protein cause loss of its function [4], which
increases PI13K signal transmission. Such inhibition of
PTEN activity leads to the initiation of tumorigenesis,
which can be observed in many cancer models [5].
It should be mentioned that methylation of the PTEN
gene often causes tumour suppression in humans [6].

Another example is the mammalian target of rapamy-
cin (MTOR), which coordinates the growth and meta-
bolism of cells whose signals are transmitted in the
same or opposite direction of PI3K protein signals. In
some neoplastic cells, mTOR activity blocks PI3K
signal transmission by negative feedback [7]. For
example, the use of rapamycin inhibits mTOR activity
which stimulates PI13K protein activity and its effector
Akt/PKB, and this in turn increases the frequency of
cell proliferation [8]. It is believed that the existence
of negative feedback in different signal transmission
pathways is very common in human neoplastic cells

(Fig. 1) [9].
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fatydyloinozytolu (Phosphatidylinositol 3-kinase -
PI3K), ktére powoduja hiperaktywacje sygnalizacji
PI3K, co wptywa glownie na przekaznik AKT/PKB
(Serine/threonine protein kinase) (ryc. 1) [3].
Mechanizm ujemnego sprz¢zenia zwrotnego ma za
zadanie utrzymanie homeostazy w przeptywie sygna-
low wewnatrzkomérkowych. Uszkodzenia tego me-
chanizmu sa w stanie wzmagaé sygnatl proliferaciji,
czego przyktadem jest PTEN-fosfataza, ktora dezak-
tywuje Pl3-kinaz¢ poprzez rozktad jej produktu —
3,4,5,-trojfosforanu  fosfatydyloinozytolu (Phosphati-
dylinositol (3.4.5) trisphosphate — PIP3). Mutacje
w genach kodujacych biatko PTEN powodujg utrate
jego funkcji [4], co skutkuje zwigkszeniem przesyhu
sygnatu PI3K. Takie zahamowanie aktywnosci PTEN
prowadzi do inicjacji tumorogenezy, co mozna obser-
wowa¢ w wielu modelach rozwoju raka [5]. Nalezy
wspomnie¢, ze metylacja genu kodujacego PTEN
czesto powoduje zahamowanie rozwoju guzéw u lu-
dzi [6].

APOPTOZA

ZATRZYMANIE CYKLU
KOMORKOWEGO

NAPRAWA DNA

‘ CYKL KOMORKOWY | METABOLIZM

Fig. 1. Activation of the Akt/PKB pathway (Vivanco and Sawyers, 2002, modified).

Ryc. 1. Aktywacja $ciezki Akt/PKB (Vivanco i Sawyers, 2002, zmodyfikowano).

Recent research has undermined the validity of the
thesis that the continually increasing expression of
genes and protein transcriptional signals causes con-
tinuous proliferation of neoplastic cells. It has been
shown that the excessive activity of RAS, MYC and
RAF proteins can induce cell ageing. Cells from a cell
culture, having elevated concentrations of RAS pro-
teins, may transform into the non-proliferative state
and in turn, cells producing a reduced amount of RAS
do not age and continue to divide [5]. This is consid-
ered to be a kind of innate defence mechanism that
aims to eliminate cells that produce an excessive
number of signals promoting tumour growth.

Innym przyktadem jest kinaza mTOR (Mammalian
target of rapamycin), bedaca koordynatorem wzrostu
i metabolizmu komorki, ktorej sygnaty przekazywane
sa w tym samym lub przeciwnym kierunku do sygna-
tow biatka PI3K. W niektorych komorkach nowotwo-
rowych aktywno$¢ mTOR powoduje zablokowanie
przesytu sygnalu PI3K poprzez ujemne sprz¢zenie
zwrotne [7]. Na przyklad zastosowanie rapamycyny
prowadzi do zahamowania aktywnosci mTOR, co
skutkuje zwigkszeniem dzialania biatka PI3K i jego
efektora — Akt/PKB, ktory z kolei zwigksza czestotli-
wos¢ proliferacji komoérek [8]. Przypuszcza sig, ze
istnienie ujemnego sprzezenia zwrotnego w roéznych
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No response to growth arrest signal

In addition to the induction and maintenance of prolif-
eration, neoplastic cells have the ability to avoid sys-
tems that negatively control cell divisions involving
suppressor genes. Examples are two well-known genes
encoding TP53 and RB1 (Retinoblastoma protein),
which act in the systems that decide on entering the
proliferation pathway or activation of ageing and apo-
ptosis. The RB1 protein integrates signals from both
intracellular and extracellular sources. It determines
growth and division in neoplasms — cancer cells with
a dysfunctional RB1 protein pathway lack the ability
to critically control the cycle, allowing continuous
proliferation. On the other hand, the TP53 protein
receives signals related to cellular stress, it reacts, among
others, to signals that promote growth or abnormal
levels of glucose, oxygen, and high degrees of geno-
mic damage. In the case of signals indicating irrever-
sible damage to cellular subsystems, the TP53 protein
may initiate apoptosis. It should be noted that the
effects of TP53 activation are complex. They differ in
terms of the type of cell, strength, duration of the
stresssor action on the cell as well as the degree of
genomic damage [10,11].

After reaching the appropriate population density, nor-
mal cells cease to divide, which is called contact inhi-
bition. This phenomenon does not occur in cultures of
many types of tumour cells, suggesting that a similar
mechanism is blocked during tumour formation. There
are two possible mechanisms that explain contact
inhibition.

The first mechanism is based on the product of the
NF2 gene, the neurofibromin-2 protein. The NF2 gene
has long been regarded as a tumour suppressor be-
cause the loss of its function leads to neurofibromatosis
type 2. The Neurofibromin-2 protein is responsible for
the joining of of adhesion molecules (e.g. E-cadherin)
on the cell surface with the transmembrane receptor
containing the tyrosine kinase domain (e.g. EGF recep-
tor), and thus it is responsible for strengthening cell
adhesion that occurs with cadherin [12].

The second mechanism is based on the LKB1 epithelial
polarization protein which maintains tissue cohesion
and creates the epithelial structure. The LKB1 protein
reverses the promitogenic effect of the Myc oncogene
in solid epithelial structures. In turn, due to the inhibi-
tion of LKB1 expression, epithelial cohesion is desta-
bilized and epithelial cells become susceptible to the
action of Myc. The role of LKB1 as a tumour suppres-
sor is also suspected as it is damaged in certain human
neoplasms, confirming its anti-proliferative effect [13].
Frequently, both these mechanisms work synchro-
nously and enable the formation of complex tissue
structures by suppressing undesirable proliferative sig-
nals. At the same time, in many cancers their deactiva-
tion contributes to uncontrolled tumour growth.
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$ciezkach przesylu sygnatu jest w ludzkich komoérkach
nowotworowych bardzo powszechne (ryc. 1) [9].
Najnowsze badania podwazyly trafno$¢ tezy, ze ciagle
zwigkszajaca si¢ ekspresja genoéw i sygnatow tran-
skrypcyjnych biatek skutkuje ciagla proliferacjg ko-
morek nowotworowych. Wykazano, ze nadmierna
aktywnos¢ biatek RAS, MYC i RAF moze doprowa-
dzi¢ do indukcji starzenia si¢ komorki. Komorki z ho-
dowli komérkowej, majace zwigkszone stgzenie biatek
RAS, mogg przej$¢ w stan nieproliferacyjny, a z kolei
komorki produkujace zmniejszong ilo$¢ biatka RAS
nie starzeja si¢ i nadal si¢ dzielg [5]. Uznawane jest to
za pewien rodzaj wrodzonych mechanizméw obron-
nych, ktére maja na celu eliminacj¢ komorek produku-
jacych nadmierng ilo$¢ sygnalow sprzyjajacych roz-
WOojowi howotworu.

Brak reakcji na sygnal zahamowania wzrostu

Poza indukcja 1 podtrzymywaniem proliferacji komor-
ki nowotworowe majg zdolno$¢ unikania systemow
negatywnie kontrolujacych podzialy komérkowe, anga-
zujacych geny supresorowe. Przykladem moga byc
dwa dobrze poznane geny kodujace biatko TP53 i RB1
(Retinoblastoma protein), dziatajace w systemach de-
cydujacych o wejsciu na drogge proliferacji lub o akty-
wacji starzenia si¢ i apoptozy.

Biatko RBI1 integruje sygnaly ze zrodet wewnatrz-
i zewnatrzkomorkowych. Decyduje o wzro$cie i po-
dziatach w nowotworach — komorkom rakowym z dy-
sfunkcyjnag $ciezka biatka RB1 brakuje mozliwosci
krytycznego sterowania postepem cyklu, co pozwala
na ciagta proliferacje. Z kolei biatko TP53 odbiera
sygnaly zwigzane ze stresem komoérkowym, migdzy
innymi reaguje na sygnaly promujace wzrost czy
nieprawidlowy poziom glukozy, tlenu oraz na wysoki
stopien uszkodzenia genomu. W razie sygnatow wska-
zujacych na nieodwracalne uszkodzenie komorko-
wych podsysteméw, biatko TP53 moze uruchomié
apoptoze. Trzeba zauwazy¢, ze skutki aktywacji TP53
sg ztozone. Roznig sig zarowno w zaleznosci od typu
komorki, jak i od sity oraz czasu trwania stresora na
komoérke, a takze od stopnia zniszczenia genomu
[10,11].

Prawidtowe komorki po osiagnigciu odpowiedniej
gestosci populacji zaprzestaja podziatdow, co okresla
si¢ mianem hamowania kontaktowego. Zjawisko to
nie wystgpuje w hodowlach wielu typéw komorek
nowotworowych, co sugeruje, ze podobny mechanizm
jest blokowany podczas tworzenia si¢ guza. Istnieja
dwa mozliwe mechanizmy wyjasniajagce hamowanie
kontaktowe.

Pierwszy mechanizm opiera si¢ na produkcie genu
NF2, biatku neurofibrominy-2. Gen NF2 diugo byt
uwazany za supresor nowotworow, gdyz utrata jego
funkcji prowadzi do neurofibromatozy typu 2. Biatko
neurofibrominy-2 odpowiedzialne jest za polaczenie



Initiation of angiogenesis

During embryonic development, the circulatory sys-
tem is made up of hemangioblast, while blood cells
and blood vessels are built of angioblast that is not
present in the postnatal period. Endothelial progenitor
cells (EPC) constitute the population of cells in the
peripheral blood of adults with differentiation poten-
tial similar to angioblast [14,15].

During embryogenesis, the formation of blood vessels
occurs as a result of the creation of new endothelial
cells and their merging into vessels in the process of
vascularization [16]. New blood vessels transform into
functional arteries, while new blood vessels are also
formed from already existing ones, both in the process
of arteriogenesis. The process of neoplasia activates
angiogenesis, creating an ever-expanding vascular net-
work as a result of so-called sprouting angiogenesis of
endothelial cells and capillary ends [17], which ena-
bles tumour growth and nourishment [18]. The blood
vessels created inside tumours as a result of conti-
nuous angiogenesis differ from normal tissue vessels
[19]. The malignant vascular system is characterized
by premature capillary hyperplasia, overly extensive
vascular branching, a larger size, irregular blood flow,
micro-haemorrhages and abnormal levels of endothe-
lial cell proliferation. In neoplasms, angiogenesis is
induced by proangiogenic signals that are initiated
already in the early stages of tumour growth. Mono-
cytes/macrophages participate in regulation of the vas-
cular maturation process, and are responsible for con-
trolling the interactions between vascular cells [20].
Angiogenesis is observed already in benign lesions,
also in carcinoma in situ [21]. In different neoplasms,
this process occurs at different rates. Some tumours,
such as highly aggressive adrenal adenocarcinoma, are
characterized by a poor blood system and contain
ischemic regions, but with high levels of proliferation.
Other neoplasms, such as neuroendocrine adrenal car-
cinoma, have an extensive network of blood vessels.
Similar differences suggest the existence of a primary
angiogenic signal that induces neovascularization con-
trolled with varying intensity by both neoplastic cells
and the tumour microenvironment.

The known pro and antiangiogenic factors are VEGF-A
(vascular endothelial growth factor-A) and thrombos-
pondin 1 (TSP1). The VEGF-A gene encodes ligands
that are responsible for the growth of new blood ves-
sels during prenatal and postnatal development while
maintaining endothelial cell homeostasis and during
physiological and pathological changes in the body
[22]. The production of VEGF-A protein has been
found in gastric tumours [23]. The final stages of the
formation of a new blood vessel remain under the
control of Ang-1 (Angiopoietin-1) and Ang-2 (Angio-
poietin-2) proteins, which combine with their cellular
receptor Tie-2 (Receptor tyrosine kinase) [24]. Tie-2
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czastek adhezyjnych (np. E-kadheryn) na powierzchni
komorki z transblonowym receptorem zawierajacym
domeng kinazy tyrozynowej (np. receptor EGF), przez
co odpowiada za umacnianie adhezji komoérkowej
zachodzacej przy pomocy kadheryn [12].

Drugi mechanizm opiera si¢ na biatku polaryzacji na-
btonkow LKBI, utrzymujacym spojnosé¢ tkanki i two-
rzacym struktur¢ nablonka. Biatko LKBI1 odwraca
efekt promitogenny onkogenu Myc w statych struktu-
rach nablonkowych.

Z kolei w wyniku hamowania ekspresji LKB1 spoj-
no$¢ nabtonka ulega destabilizacji i komorki nabton-
kowe stajg si¢ podatne na dziatanie Myc. Podejrzewa
si¢ takze role¢ LKB1 jako supresora nowotworowego,
ktory ulega uszkodzeniu w pewnych ludzkich nowo-
tworach, co potwierdza jego dziatanie antyprolifera-
cyjne [13]. Czesto obydwa wymienione mechanizmy
dziataja synchronicznie i umozliwiaja powstanie zto-
zonych struktur tkankowych poprzez ttumienie niepo-
zadanych sygnatéw proliferacyjnych, a jednoczes$nie
ich dezaktywacja w wielu nowotworach przyczynia
si¢ do niekontrolowanego wzrostu guzow.

Inicjowanie procesu angiogenezy

Podczas rozwoju embrionalnego uktad krazenia two-
rzony jest z hemangioblastu, a komorki krwi i naczy-
nia krwionos$ne z angioblastu, ktory nie wystepuje
w okresie postnatalnym. Populacj¢ komoérek obecnych
we krwi obwodowej oséb dorostych o podobnym
potencjale réznicowania do angioblastu stanowig pre-
kursorowe komorki $rodbtonka — EPC (Endothelial
progenitor cells) [14,15].

W czasie procesu embriogenezy tworzenie naczyn
krwiono$nych nastgpuje w wyniku powstawania no-
wych komoérek srodbtonkowych, taczenia si¢ ich
W naczynia w procesie waskularyzacji [16], tworzenia
nowych naczyn krwionos$nych, ulegajacych prze-
ksztalceniu w funkcjonalne tetnice w procesie arterio-
genezy, i tworzenia nowych naczyn krwiono$nych
Zjuz istniejacych w procesie angiogenezy. Proces
nowotworzenia aktywuje angiogenezg, tworzac ciagle
rozrastajaca si¢ sie¢ naczyn w wyniku tzw. paczkowa-
nia (sprouting angiogenesis) komorek $rodbtonka
$cian i koncoéw naczyn witosowatych [17], co pozwala
na rozrost i odzywianie si¢ guza [18]. Naczynia krwio-
nos$ne wytworzone wewnatrz guzow w wyniku ciagtej
angiogenezy roznig si¢ od naczyn tkanek prawidto-
wych [19]. Nowotworowy system naczyniowy charak-
teryzuje si¢ przedwczesnym rozrostem wlosowatym,
zbyt rozlegtym rozgalezieniem naczyn, wigkszymi ich
rozmiarami, nieregularnym przeptywem krwi, mikro-
krwotokami i nieprawidlowym poziomem proliferacji
komoérek $rodbtonka. W nowotworach angiogeneza
indukowana jest przez sygnaty proangiogenne, ktore
sg inicjowane juz w poczatkowych fazach rozwoju
nowotworow. W regulacji procesu dojrzewania naczy-
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receptor activation triggers a cascade of signals that
affect the interactions between vascular endothelial
cells and the surrounding supporting cells, leading to
the remodelling of immature blood vessels and stabili-
zation of mature vessels. An increase in the angiopoi-
etin production in neoplastic cells has also been
demonstrated in colorectal cancer [25]. Kinase D1 is
involved in regulating angiogenesis by influencing the
VEGF pathway [26]. Vessel normalization is possible
thanks to drugs targeted at the VEGF pathway. Thera-
py targeted at the VEGF pathway, in combination
with other anticancer drugs, lead to improved efficacy
in the treatment of cervical, gastric, lung, colorectal,
ovarian and breast cancer [27,28].

TSP-1 protein, angiostatin and endostatin belong to
the group of endogenous angiogenesis inhibitors that
are present in the blood systems of mice and humans.
They act as physiological regulators modulating short-
term angiogenesis during tissue renewal and wound
healing.

Endostatin leads the signalling cascade: ephrins, Tu-
mour necrosis factor-o. (TNF-a) and is a cell adhesion
regulator. Angiostatin inhibits angiogenesis by reduc-
ing proliferation as a result of extending the G, resting
phase in the cell cycle [29] and disrupts normal func-
tioning of the connections between endothelial cells,
thereby inducing apoptosis. Reducing tumour vascu-
larization significantly increases the level of neo-
plastic cell apoptosis [30]. The antiangiogenic action
of angiostatin makes it possible to be used in antineo-
plastic therapy [30].

In turn, thrombospondin 1 is an extracellular glyco-
protein that inhibits the proliferation and migration of
endothelial cells as a result of interaction with CD36
on the surface of these cells. The TSP1 fragment binds
to CD36, which leads to the expression of fatty acid
synthase (FAS) ligand. The caspase cascade is activat-
ed, resulting in cell apoptosis.

The methods of angiogenesis evaluation can be divid-
ed into direct [31,32] and indirect [33,34]. The direct
methods are based on histopathological tests consist-
ing of microscopic analysis of specimens to be exami-
ned, whereas indirect methods are used to determine
angiogenic cytokine concentrations, mainly VEGF
[33].

Avoiding apoptosis

Thanks to the apoptosis mechanism, improperly divi-
ding or severely damaged cells are removed naturally.
This is so-called programmed cell death. It is charac-
terized by the activation of many specific biochemical
pathways and synthesis of new proteins, or the pres-
ence of signalling particles, such as TNF-o (35) or
FAS ligand (36). The multidimensional nature of the
ways to avoid apoptosis most likely reflects the num-
ber of signals it induces.
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nia biorag udzial monocyty/makrofagi, odpowiadajace
za kontrole wzajemnych oddziatywan pomiedzy ko-
morkami utworzonych naczyn [20].

Tworzenie naczyn krwiono$nych obserwuje si¢ juz
w zmianach niezto$liwych, takze w dysplazjach (car-
cinoma in situ) [21]. W réznych nowotworach proces
ten nastgpuje z réznym natgzeniem. Niektore guzy, jak
wysoce agresywny gruczolakorak nadnerczy, charak-
teryzuja si¢ ubogim systemem krwionosnym i zawie-
raja rejony niedokrwione, lecz o wysokim poziomie
proliferacji. Inne nowotwory, jak np. neuroendokryn-
ny rak nadnerczy, maja rozbudowana sie¢ naczyn
krwiono$nych. Podobne rdéznice sugerujg istnienie
pierwotnego sygnalu angiogennego, wywolujacego
neowaskularyzacj¢ kontrolowang ze zroéznicowanym
natgzeniem przez zaréwno komorki nowotworowe,
jak 1 mikrosrodowisko guza.

Znanymi czynnikami pro- i antyangiogennymi sa
czynnik wzrostu $rodbtonka VEGF-A (Vascular endo-
thelial growth factor-a) i trombospondina TSP1
(Trombospondin 1). Gen VEGF-A koduje ligandy,
ktére odpowiedzialne sa za wzrost nowych naczyn
krwiono$nych w trakcie rozwoju prenatalnego i post-
natalnego podczas utrzymania homeostazy komorek
srodbtonka oraz podczas fizjologicznych i patologicz-
nych zmian w organizmie [22]. Produkcj¢ biatka
VEGF-A stwierdzono w guzach zoladka [23]. Kon-
cowe etapy powstawania nowego naczynia krwiono-
$nego pozostajg pod kontrolg biatek Ang-1 (Angio-
poietin-1) i Ang-2 (Angiopoietin-2), ktore taczg si¢ ze
swoim receptorem komorkowym Tie-2 (Receptor
tyrosine kinase) [24]. Aktywacja receptora Tie-2 uru-
chamia kaskad¢ sygnalow, wplywajacych na oddzia-
lywania migdzy komodrkami §rodbtonka naczyn i ota-
czajacymi je komoérkami podporowymi, co doprowa-
dza do przebudowy niedojrzatych naczyn krwiono-
$nych i stabilizacji naczyn dojrzatych. Wzrost produk-
cji angiopoetyn w komoérkach nowotworowych wyka-
zano takze w raku jelita grubego [25]. Kinaza D1
bierze udzial w regulowaniu angiogenezy poprzez
wplyw na $ciezke VEGF [26]. Normalizacja naczyn
mozliwa jest dzigki lekom celowanym w $ciezke
VEGF. Terapie celowane w $ciezke VEGF, w pola-
czeniu z innymi lekami przeciwnowotworowymi, pro-
wadza do poprawy skutecznosci w leczeniu nowotwo-
row szyjki macicy, zotadka, ptuc, okreznicy i odbytni-
cy, jajnika i sutka [27,28].

Biatka TSP-1, angiostatyna i endostatyna nalezg do
grupy endogennych inhibitorow angiogenezy, ktoére
obecne sa w uktadach krwiono$nych u myszy i czto-
wieka. Dzialaja jako fizjologiczne regulatory modulu-
jace krotkotrwatg angiogeneze podczas odnowy tkanki
1 gojenia si¢ ran.

Endostatyna prowadzi kaskad¢ sygnalizacji efryny,
TNF-o (Tumor necrosis factor-a) oraz jest regulato-
rem adhezji komorkowej. Angiostatyna hamuje angio-
geneze poprzez zmniejszenie proliferacji na skutek



Apoptosis regulators can be divided into extracellular
signals inducing cell death based on FAS ligand, and
intracellular integrating signals of various kinds. Each
of them aims to activate proteases — caspase 8 and 9,
respectively — by activating the proteolytic cascade
until the final apoptosis phase, where the cell under-
goes gradual disintegration and is absorbed by phago-
cytosis by macrophages.

The apoptotic pathway begins when the apoptotic
inducer transmits a signal between the receptors and
effectors, controlled by the B-cell leukaemia (Bcl)
protein family. In turn, Bcl-2 protein [37] and, to
a lesser extent, Bcl-xL, Bel-w, Mcl-1, A-1 proteins are
apoptosis inhibitors [21]. Bcl-2 family proteins share
at least one of the four regions called Bcl-2 homology
domains (BH) BH1-BH4. These domains condition
the structure and function of the proteins. All four of
them occur only in anti-apoptotic proteins. The func-
tion of Bcl-2 proteins consists primarily of connecting
to pro-apoptotic Bax and Bac proteins, which are
embedded in the outer mitochondrial membrane. In
turn, the stimulated multi-domain death effectors Bax
and Bac disrupt the cohesion of the mitochondrial
membrane, thereby inducing the secretion of pro-
apoptotic signalling proteins into the cytoplasm, the
most important of which is cytochrome c. The re-
leased cytochrome causes a caspase cascade whose
proteolytic effects induce changes leading to apoptosis
[38].

Apoptosis can also be triggered by tumour suppressor
TP53 as a DNA-damage causing factor inducing
apoptosis by increasing the expression of NOx and
Puma [39], as a response to DNA damage and other
chromosome disorders. On the other hand, insufficient
signals from the survival factor can lead to apoptosis
by overexpression of the Bim protein [38]. Excessive
signal generation by the Myc protein also triggers
apoptosis [40]. Neoplastic cells have developed many
strategies to circumvent apoptosis. These include the
loss of TP53 protein function [39] as a DNA damage
suppressor, as well as an increase in the expression of
anti-apoptotic regulators or survival signals by de-
creasing the secretion of Bax, Bim and Puma pro-
apoptotic factors. Stoppage of the ligand-induced
signalling pathway is also important to inhibiting
apoptosis (Fig. 2) [38].

Signalling pathways activated during apoptosis such
as the P13K/Act and mTOR kinases pathway cross the
pathways controlling autophagy. Autophagy is an
important physiological response of cells induced in
the conditions of cellular stress. It allows the cells to
break up organelles such as ribosomes and mitochon-
dria, and the resulting breakdown products are used in
biosynthesis and metabolic reactions. The organelles
to be digested are surrounded by intracellular vesicles,
which then bind to lysosomes, and the organelles
decompose under the influence of lytic enzymes. As

A. Derkacz i wsp.: MOLECULAR MECHANISM OF NEOPLASIA

wydtuzenia fazy spoczynku Go w cyklu komoérkowym
[29] i zaburza prawidlowe funkcjonowanie potaczen
pomigdzy komoérkami $rodbtonka, indukujac tym sa-
mym apoptoz¢. Zmniejszenie unaczynienia guza zna-
czaco podnosi poziom apoptozy komoérek nowotwo-
rowych [30]. Antyangiogenne dziatanie angiostatyny
stwarza mozliwo$¢ wykorzystania jej w terapii anty-
nowotworowej [30].

Z Kkolei trombospondyna 1 to pozakomoérkowa gliko-
proteina, ktéra hamuje proliferacje i migracje komoérek
$rédblonka w wyniku wytworzonej interakcji z CD36
na powierzchni tych komoérek. Fragment TSP1 taczy
si¢ z CD36, co doprowadza do ekspresji ligandu FAS
(Fatty acid synthase). Uruchamia si¢ kaskada kaspaz,
w wyniku czego dochodzi do apoptozy komoérek.
Metody oceny procesu angiogenezy mozna podzieli¢
na bezposrednie [31,32] i posrednie [33,34]. Metody
bezposrednie opieraja si¢ na badaniach histopatolo-
gicznych, polegajacych na analizie mikroskopowej
badanego wycinka materialu, natomiast w metodach
posrednich stosuje si¢ oznaczenia stezenia cytokin
angiogennych, gtéwnie VEGF [33].

Unikanie apoptozy

Dzigki mechanizmowi apoptozy w sposob naturalny
usuwane sg nieprawidtowo dzielace si¢ lub powaznie
uszkodzone komorki. Jest to tzw. programowana
$mier¢ komodrkowa. Charakteryzuje si¢ ona aktywacja
wielu swoistych szlakéw biochemicznych, aktywacja
syntezy nowych biatek czy obecnoscig czastek sygna-
lizujacych, takich jak TNF-o (35) czy ligandu FAS
[36]. Wieloogniskowos¢ sposobdw unikania apoptozy
najprawdopodobniej odzwierciedla liczbe sygnatow,
jakie ja indukuja.

Regulatory apoptozy dziela si¢ na zewnatrzkomorko-
we sygnaly indukujace $mier¢ komorki, oparte na
ligandzie FAS, i na wewnatrzkomérkowe integrujace
sygnaly o réznorodnym charakterze. Kazdy z nich
dazy do aktywacji proteazy — odpowiednio kaspazy 8
i 9 — uruchamiajac kaskade proteolizy, az do ostatecz-
nej fazy apoptozy, gdzie komoérka ulega stopniowej
dezintegracji i zostaje pochtonieta na drodze fagocy-
tozy przez makrofagi.

Sciezka apoptotyczna ma swoj poczatek, gdy induktor
apoptozy przekazuje sygnal pomigdzy receptorami
a efektorami, kontrolowany przez rodzing bialek Bcl
(B-cell leukemia). Z kolei biatko Bcl-2 [37],
a w mnigjszym stopniu biatka: Bcl-xL, Bcl-w, Mcl-1,
A-1, sa inhibitorami apoptozy [21]. Bialka z rodziny
Bcl-2 maja wspdlny co najmniej jeden z czterech
regiondOw nazywanych domenami homologicznymi
z Bcl-2 (Bcl-2 homology domains — BH) BH1-BH4.
Domeny te warunkuja strukture oraz funkcje biatek.
Wszystkie cztery wystepuja tylko w biatkach antya-
poptotycznych. Dziatanie biatek Bcl-2 polega przede
wszystkim na taczeniu si¢ do bialek proapoptotycz-
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Fig. 2. Course of angiogenesis [Kang, Reynolds, 2009, modified].
Ryc. 2. Przebieg angiogenezy (Kang, Reynolds, 2009, zmodyfikowano).

result of this process, small mass metabolites are cre-
ated, which allow the survival of many neoplastic
cells in difficult conditions of nutrient deficiency.
Among the autophagic effectors are proteins mediat-
ing in the formation of vesicles and delivering them to
lysosomes.

Another common point of autophagy and apoptosis is
the Becin-1 protein belonging to the subfamily of
apoptosis-inducing protein regulators [42]. Their BH3
domain allows binding of the Bcl-2/Bcl-xI protein.
The stress-factorized BH3 domain releases Becin-1
from Bcl-2/Bcl-xI, allowing it to activate autophagy.
This is achieved by secreting the proapoptotic Bax and
Bac proteins that trigger apoptosis. The BH3 domain
can induce apoptosis and autophagy depending on the
physiological state of the cell. The induction of au-
tophagy can probably be a barrier to carcinogenesis
which begins independently or together with apopto-
sis. Autophagy is another obstacle that must be over-
come in the process of cancerogenesis. In turn, nutri-
ent deficiency, radiation therapy and certain cytotoxic
drugs can induce autophagy and thus protect neo-
plastic cells and consequently, suppress the desired
effect of cellular stress.

During stress, cancer cells contract through autophagy
and enter latency, in which they become resistant to
treatment with very potent anticancer drugs. There are
no known genetic or physiological conditions that
determine when and how autophagy allows cells to
survive, and when it leads to their death. Detailed
knowledge of apoptotic and antiapoptotic pathways
and understanding of the functions of regulatory pro-
teins involved in these pathways enable sensitization
of neoplastic cells to apoptosis, thus improving the

nych Bax i Bac, ktore sg osadzone w zewnetrznej
btonie mitochondrialnej. Z kolei pobudzone wielodo-
menowe efektory $mierci Bax i Bac zaklocajg spoj-
no$¢ zewngtrznej btony mitochondrialnej, powodujac
przez to wydzielenie do cytoplazmy proapoptotycz-
nych protein sygnalizacyjnych, z ktoérych najwazniej-
szym jest cytochrom c. Uwolniony cytochrom powo-
duje kaskade kaspaz, ktérej proteolityczne dziatania
indukujg zmiany prowadzace do apoptozy [38].

Szlaki sygnatowe aktywowane podczas apoptozy, jak
sciezka P13K/Akt i kinaz mTOR, krzyzuja si¢ ze
Sciezkami kontrolujacymi autofagi¢. Autofagia to
wazna fizjologiczna reakcja komorki indukowana
w stanach stresu komoérkowego. Umozliwia komor-
kom rozbijanie organelii, takich jak rybosomy czy
mitochondria, a powstate produkty rozpadu uzywane
sa w biosyntezie i reakcjach metabolicznych. Organel-
le, ktéore maja by¢ strawione, zostaja otoczone przez
wewnatrzkomérkowe pecherzyki, ktore nastepnie
facza si¢ z lizosomami, a organelle pod wplywem
enzymow litycznych ulegaja rozktadowi. W wyniku
tego procesu powstaja metabolity o malej masie,
umozliwiajgce przetrwanie wielu komorkom rakowym
w trudnych warunkach niedoboru sktadnikéw odzyw-
czych. Wérod efektorow autofagii znajduja si¢ biatka
posredniczace w formowaniu pecherzykéw i dostar-
czaniu ich do lizosomow.

Kolejny punkt wspolny autofagii i apoptozy to biatko
Becin-1, nalezace do podrodziny regulatoréw biatko-
wych indukujacych apoptozg [42]. Ich domena BH3
pozwala wigzaé biatka Bcl-2/Bcl-xl. Domena BH3
sprzezona z czynnikiem stresu uwalnia Becin-1 od
Bcl-2/Bcl-x1, przez co umozliwia mu uruchomienie
autofagii. Jest to mozliwe dzieki wydzielaniu proapo-
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effectiveness of current therapies. This is possible due
to the extrinsic induction of apoptosis by TRAIL sig-
nalling or inhibition of the antiapoptotic activity of
Bcl-2 protein or IAP protein [43,44].

Unrestricted replication potential

Normal cells have a limited number of growth and
division cycles. This involves natural proliferation
barriers, the entry of cells into an irreversible non-
proliferative state, and cell death. Tumour formation
requires neoplastic cells to have unlimited replication
potential and the transition from properly dividing
cells to a continuous-dividing population which is
referred to as immortalization.

Telomeres — protecting chromosome ends — are im-
portant in unrestricted replication. The length of telo-
meric DNA in a cell dictates how many generations of
cells will appear before the majority of telomeres have
been destroyed and consequently lose their protective
functions. It is possible to immortalize cancer cells by
maintaining a sufficient length of telomeric DNA.
This condition can be achieved by the increased ex-
pression of telomerase or by a recombination-based
telomere maintenance mechanism. Telomerase is an
enzyme that adds repetitive telomeres to the ends of
chromosomes, thereby extending telomeric DNA and
is able to counter progressive telomere shortening
[45].

The induction of ageing in certain cells can be delayed
or even eliminated by improving conditions created
within the culture. Primary cells newly isolated from
the tissue to initiate tissue culture can grow unhin-
dered until a crisis and the induction of apoptosis
initiated by critically shorted telomeres [46,47,48,49].
Ageing induced by excessive or unstable oncogenic
signalling is a defence mechanism against neoplasia,
which has its origins in multiple deviations from the
norm of proliferation, in high levels of carcinogenic
signalling, and telomere shortening.

The ability to invade and form metastases

The progression of neoplasms is associated with their
ability to create metastases. This is a complex process
and includes: disconnection of primary tumour cells,
transition to the basal membrane, entry into blood or
lymphatic vessels, cell survival during migration
without adhesion, settling in a new localization, transi-
tion from vessels to surrounding tissues, forming
a secondary focus, adaptation and change of the local
microenvironment to adapt it to its own needs. To
prevent metastases, a protein called E-cadherin main-
tains cell adhesion by producing intercellular connec-
tions. The increased expression of E-cadherin acts
antagonistically to the formation of metastases. In turn,
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ptotycznych bialek Bax i Bac, ktore uruchamiajg apo-
ptozg. Domena BH3 moze indukowa¢ apoptozg i auto-
fagi¢ w zaleznos$ci od fizjologicznego stanu komorki.
Prawdopodobnie indukowanie autofagii moze byc
bariera dla kancerogenezy powstajacej niezaleznie lub
w polaczeniu z apoptoza. Autofagia to kolejna prze-
szkoda, ktora musi byé pokonana w procesie kancero-
genezy. Z kolei niedobor sktadnikow odzywczych,
radioterapia, pewne cytotoksyczne leki moga wywotac
wzmozong autofagi¢, a tym samym chroni¢ komorki
nowotworowe, a co za tym idzie ttumi¢ pozadane
dziatanie wywolania stresu komdrkowego.

Podczas stresu komdrki nowotworowe kurcza si¢ na
drodze autofagii, przechodzac w stan u$pienia,
w ktorym stajg sie oporne na leczenie bardzo silnymi
lekami o dziataniu przeciwnowotworowym.

Nie sa znane warunki genetyczne i fizjologiczne de-
cydujace o tym, kiedy i w jaki sposob autofagia umoz-
liwia komérkom przetrwanie, a kiedy prowadzi do ich
$mierci.

Szczegdtowe poznanie §ciezek apoptotycznych i anty-
apoptotycznych oraz zrozumienie funkcji biatek regu-
latorowych zaangazowanych w te szlaki pozwala na
uwrazliwienie komérek nowotworowych na apoptoze,
a tym samym poprawe skutecznosci obecnych terapii.
Mozliwe jest to dzigki zewnatrzpochodnemu wywota-
niu apoptozy poprzez sygnalizacj¢ TRAIL lub zaha-
mowanie antyapoptotycznej aktywnosci biatka Bcl-2
lub biatka TAP [43,44].

Nieograniczony potencjal replikacyjny

Komoérki prawidtowe podlegaja ograniczonej liczbie
cykli wzrostu i podziatbw. Wigza si¢ z tym naturalne
bariery proliferacji, wejscie komorki w nieodwracalny
stan nieproliferacyjny, a takze $mieré komorkowa.
Tworzenie guza wymaga od komoérek nowotworo-
wych nieograniczonego potencjalu replikacyjnego,
a przejscie od komorek dzielgcych si¢ prawidtowo do
populacji posiadajacej zdolnosé ciagtego dzielenia si¢
okresla si¢ jako uniesmiertelnianie.

Telomery — chronigce zakonczenia chromosoméw —
maja duze znaczenie w nieograniczonej replikacji.
Dlugos¢ telomerowego DNA w komorce dyktuje, jak
wiele pokolen komoérek zdazy si¢ pojawi¢ zanim
wigkszo$¢ telomerow ulegnie zniszczeniu, a w konse-
kwencji utraci funkcje ochronne. Unie$miertelnienie
komorek rakowych jest mozliwe dzigki utrzymaniu
wystarczajacej dlugosci telomerowego DNA. Stan ten
moze by¢ osiagnigty poprzez wzmozong ekspresje
telomerazy lub poprzez mechanizm podtrzymania
funkcji telomerazy oparty na rekombinacjach. Telo-
meraza jest enzymem dodajagcym powtorzone sekwen-
cje telomerowi do koncoOw chromosoméw, przez co
rozszerza telomerowe DNA i jest w stanie przeciw-
dziata¢ postgpujacemu skracaniu telomerow [45].
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the reduced expression of this protein enhances this
ability. Another cadherin protein, N-cadherin, is ex-
pressed during the migration of mesenchymal cells
and neurons in organogenesis. Over-expression of this
protein in a developed organism allows tumour inva-
sion.

Epithelial-mesenchymal transition (EMT) regulates
a particular type of invasiveness known as mesen-
chymal [50]. Two other types of invasiveness have
also been identified. The first type is collective inva-
sion, typical of squamous cell carcinomas, where
clusters of neoplastic cells in whole invade adjacent
tissues. Such neoplasms rarely metastasise, hence this
type of invasion does not have certain functions that
facilitate their formation. The second type of inva-
siveness — the "amoeboid"” form of invasion — is more
common. Each cell exhibits morphological plasticity,
which allows slipping through the slits in the extracel-
lular matrix, as opposed to tracing paths through neo-
plastic cells as in the case of mesenchymal and collec-
tive invasiveness [51].

It is not currently known whether neoplastic cells
involved in collective and amoeboid invasion use EMT
or may benefit from completely different, unknown
invasive processes.

As a result of the EMT phenomenon, epithelial cells
lose their characteristic features, such as polarity,
intercellular interaction and adhesion to the basilar
membrane. In return, they acquire more mobility and
the ability to migrate.

Transcription factors: Snail, Slug, Twist and Zeb1/2
lead EMT transition and related migration processes.
These factors are also secreted by many malignant
tumours. Some EMT regulators during over-expres-
sion cause metastases [52]. It is possible that EMT-
-inducing transcription factors are able to induce most
of the stages of invasion cascade and metastases be-
yond the colonization stage. The temporal stability
and nature of the mesenchymal state that arose as a re-
sult of EMT is not known.

In 2011, Hananan and Weinberg observed the secre-
tion of transcriptional factors that induce EMT in cer-
tain non-epithelial tumour types, i.e. sarcomas and
neuroectodermal tumours, but their role in the pro-
gramming of malignant traits in these malignancies is
poorly documented. It is not entirely clear whether
acquisition of the features of invasiveness by neo-
plastic cells is triggered by EMT activation, or whe-
ther there are yet other alternative programs that direct
invasiveness and metastasis.

The mutual penetration of stromal cells and tumour
cells is a part of the acquired ability for invasive growth
and metastasis. Mesenchymal stem cells (MCSs) found
in the tumour stroma secrete CCL5/RANTES as a re-
sponse to neoplastic cell signals. Then CCL5 interacts
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Indukcja starzenia si¢ w pewnych komoérkach moze
by¢ opdzniona lub nawet wyeliminowana dzigki po-
lepszeniu warunkoéw stworzonych wewnatrz kultury.
Pierwotne komoérki $wiezo wyizolowane z tkanki
w celu zapoczatkowania hodowli tkankowej moga
rozrastac si¢ bez przeszkod, az do momentu kryzysu
i do indukcji apoptozy zapoczatkowanej przez kry-
tycznie skrocone telomery [46,47,48,49]. Starzenie si¢
indukowane przez nadmierne lub niestabilne sygnali-
zowanie onkogenne jest mechanizmem obronnym
przed nowotworzeniem, ktéory ma swoj poczatek
w wielorakich odchyleniach od normy dotyczacych
proliferacji, w wysokich poziomach sygnalizacji kan-
cerogernnej 1 w skroceniu telomerow.

Zdolno$¢ do inwazji i przerzutowania

Progresja nowotworow wigze si¢ z ich zdolnoscig do
tworzenia przerzutow. Jest to ztozony proces i zalicza
si¢ do niego: odlaczenie komorek guza pierwotnego,
przejsécie przez btong podstawna, przedostanie si¢ do
naczyn krwionosnych lub limfatycznych, przezycie
komorek podczas wedrowki w warunkach braku
adhezji, zasiedlenie nowych lokalizacji, przejscie z na-
czyn do otaczajacych tkanek, utworzenie wtornego
ogniska oraz przystosowanie i zmiana lokalnego mi-
kro§rodowiska w celu dostosowania go do wiasnych
potrzeb. Aby przeciwdziata¢ przerzutowaniu, biatko
0 nazwie E-kadheryna utrzymuje przyleganie komorek
poprzez wytwarzanie potaczen migedzykomorkowych.
Zwigkszona ekspresja E-kadheryny dziata antagoni-
stycznie do tworzenia si¢ przerzutow. Z kolei zmniej-
szona ekspresja tego biatka nasila t¢ mozliwos¢. Inne
biatko z rodziny kadheryn, N-kadheryna, ulega eks-
presji podczas migracji komoérek mezenchymalnych
oraz neuronéw w czasie organogenezy. Nadekspresja
tego biatka w wyksztalconym organizmie umozliwia
inwazj¢ nowotworowa.

Proces EMT (Epithelial-mesenchymal transition)
reguluje szczegblny typ inwazyjnosci okre§lany mia-
nem mezenchymatycznego [50]. Zidentyfikowano
takze dwa inne typy inwazyjnosci. Pierwszy typ to
inwazja kolektywna, typowa dla rakéw ptaskokomor-
kowych, polegajaca na tym, iz skupiska komorek
nowotworowych w catosci naciekaja na przylegte
tkanki. Nowotwory takie rzadko tworza przerzuty,
wigc ten typ inwazji nie posiada pewnych funkcji,
ktore utatwiaja ich tworzenie. Drugi typ inwazyjnosci
— ,,ameboidalna” forma inwazji — jest czesciej spoty-
kana. W jej trakcie kazda komoérka przejawia morfo-
logiczng plastyczno$¢, ktéra umozliwia przeslizgiwa-
nie si¢ przez szczeliny w macierzy zewnatrzkomor-
kowej, w odrdznieniu od torowania sobie Sciezki po-
przez komorki nowotworowe w przypadku mezen-
chymatycznej i kolektywnej inwazyjnosci [51].



with tumour cells to stimulate invasion. On the pe-
riphery of the tumour, macrophages can promote local
invasion by providing matrix-damaging enzymes,
such as cysteine-cathepsin proteases or metallopro-
teinases.

In metastatic breast cancer, tumour associated macro-
phages (TAMs) provide epidermal growth factor
(EGF) to breast cancer cells, while neoplastic cells
stimulate macrophages by means of CSF-1 (Cerebro-
spinal fluid-1). Interactions of this kind facilitate in-
travasation and the spread of metastases.

Neoplastic cells that have passed through EMT in the
initial invasion and metastatic spread may undergo
areverse process known as mesenchymal-epithelial
transition (MET) [50]. This plasticity may result in the
formation of new cancer colonies, histopathologically
similar to early stage cancer cells that have never
undergone EMT. Probably, cancer cells only partially
pass through EMT, thus acquiring new mesenchymal
features and still possessing epithelial features.

The process of forming metastases can be divided into
two main phases: the physical spread of cancer cells to
distant tissues and their adaptation to foreign micro-
environments. These two phases lead to colonization,
or the growth of micrometastases to the size of macro-
scopic tumours. Colonization is not strictly linked to
physical spread, as is demonstrated by the examples
of patients with multiple micrometastases that have
never grown into macroscopic metastatic tumours.

In the case of neoplasms of the breast or melanoma,
a primary tumour may release systemic suppressors
that cause micrometastases to be dormant, and surgi-
cal removal of the primary tumour exacerbates metas-
tases. Macroscopic metastases may appear decades
after surgery or pharmacological removal of the pri-
mary tumour [53]. Such secondary tumours clearly
reflect dormant micrometastases that have solved the
complex problem of tissue colonization. Micrometas-
tases may lack other skills due to the characteristics of
cancer needed for vigorous growth such as the ability
to activate angiogenesis. Under experimental condi-
tions, dormant micrometastases were unable to form
macroscopic tumours, which was attributed to their
inability to activate angiogenesis. In addition, recent
studies have shown that the lack of nutrients can lead
to intensive autophagy, as a result of which cancer
cells contract and enter a state of reversible latency.
When the microenvironment of the tissue changes, for
example access to nutrients appears, such cells can
again begin to grow and proliferate. Other microme-
tastasis latency mechanisms may include suppressive
growth signals produced in normal tissues of the ex-
tracellular matrix.

Both in mice and humans, neoplastic cells can spread
very early, spreading from seemingly non-invasive,
still non-malignant pathological lesions [54,55]. What
is more, micrometastases may originate from primary,

A. Derkacz i wsp.: MOLECULAR MECHANISM OF NEOPLASIA

Obecnie nie wiadomo, czy komorki nowotworowe
biorace udziat w kolektywnej i ameboidalnej inwazji
korzystajg z przejscia nabtonkowo-mezenchymalnego
EMT czy moze korzystaja z zupelnie odmiennych,
niepoznanych procesow inwazyjnych.

W wyniku zjawiska EMT komorki nabtonkowe traca
swoje charakterystyczne cechy, takie jak polarno$c,
oddzialywanie miedzykomorkowe i przyleganie do
blony podstawnej. W zamian nabywaja wigksza ru-
chliwo$¢ i zdolno$¢ do migrowania. Czynniki tran-
skrypcyjne: Snail, Slug, Twist 1 Zebl/2, prowadza
przej$cie EMT i powiazane z nim procesy migracyjne.
Czynniki te s wydzielane rowniez przez wiele ztosli-
wych guzow. Niektore z regulatorow EMT podczas
nadekspresji wywotuja przerzuty [52]. Mozliwe, ze
czynniki transkrypcyjne indukujagce EMT sa w stanie
indukowa¢ wigkszo$¢ etapow kaskady inwazji i prze-
rzutéw, poza etapem kolonizacji. Czasowa stabilnos¢
i natura stanu mezenchymalnego, ktéra zaistniata
w wyniku EMT, nie jest do konca poznana.

Hanahan i Weinberg w 2011 zaobserwowali wydzie-
lanie czynnikéw transkrypcyjnych indukujacych EMT
w pewnych nienablonkowych typach guzow, tj.
w migsakach i guzach neuroektodermalnych, lecz ich
rola w programowaniu cech zlosliwych w tych guzach
jest stabo udokumentowana. Nie do konca wiadomo
réwniez, czy nabywanie inwazyjnosci komorek nowo-
tworowych nastepuje poprzez aktywacje EMT, czy tez
istnieja niepoznane jeszcze alternatywne programy
kierujace inwazyjnoScia i przerzutowaniem.
Wzajemne przenikanie si¢ komorek zrebu oraz komo-
rek nowotworowych jest czescig nabytej zdolnosci do
inwazyjnego wzrostu i przerzutoéw. Mezenchymatycz-
ne komorki zrgbu (Mesenchymal stem cell, MCSs)
obecne w zrebie guza wydzielaja CCL5/RANTES
jako odpowiedz na sygnaly pochodzace z komorek
nowotworowych. Nastepnie CCL5 wzajemnie oddzia-
hija z komorkami nowotworowymi, stymulujacymi
inwazje. Makrofagi na peryferiach guza moga sprzy-
ja¢ lokalnej inwazji poprzez dostarczanie enzymow
niszczacych macierz, np. proteazy cysteino-katepsy-
nowe lub metaloproteinazy.

W przerzutowym raku piersi makrofagi skojarzone
zrakiem (tumor associated macrofages — TAMS)
dostarczaja czynnik wzrostu naskorka (epidermal
growth factor — EGF) do komorek raka piersi, podczas
gdy komorki nowotworowe stymuluja makrofagi za
pomocg CSF-1 (Cerebrospinal fluid-1). Interakcje
tego rodzaju utatwiaja intrawazacje¢ do uktadu kraze-
nia i rozszerzanie przerzutow.

Komoérki nowotworowe, ktore przeszty przez EMT
W poczatkowej inwazji i przerzutowym rozprzestrze-
nianiu si¢, mogg przejs¢ przez proces odwrotny, zwa-
ny przejsciem mezenchymalno-nablonkowym (Me-
senchymal-epithelial transition — MET) [50]. Ta pla-
styczno$§¢ moze skutkowa¢ formowaniem nowych
kolonii rakowych, podobnych histopatologicznie do
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tumours that are not visibly invasive, but have neo-
vasculature that lacks coherence in the vascular lu-
men. Although neoplastic cells can spread from such
precancerous lesions and settle in the bone marrow or
other tissues, it is not known whether they can colo-
nize sites and develop into evident micrometastases.
Tumour cells that have spread from a primary tumour
to distant tissues can no longer benefit from activated
signals inducing invasion or EMT nor from stroma
signals that had been used in the initial tumour.

Most disseminated cancer cells are usually poorly
adapted, at least initially, to the microenvironment of
the tissue in which they have settled. However, some
types of tissue microenvironments are assumed to
favour the development of disseminated neoplastic
cells. Each type of disseminated tumour cell must
adapt appropriately in order to survive in the microen-
vironment of the foreign tissue. Such adaptations may
require the activation of hundreds of different coloni-
zation programs, each corresponding to a specific can-
cer cell and specific microenvironment.

Having developed such an ability to colonize cells
in colonies, which is adapted each individual tissue,
they can spread further, not only to new places in the
body, but also return to the primary tumour. Coloniza-
tion programs, which are tissue-specific and evident
among primary tumour cells, may have originated not
in the classic development of primary tumours, but in
cells that resettled at the site of the primary tumour.
Cell phenotypes as well as gene expression programs
for tumour cell populations found in primary tumours
can be significantly modified by inverse migration of
their progeny cells from distant metastases.

Additional features of neoplastic cells

Two additional tumour features that have an influence
on the pathogenesis of neoplastic diseases have been
added to the previously developed neoplasia model.
One of them is the ability of tumour cells to modify
and redirect metabolism, which leads to more effec-
tive maintenance of proliferation. Cancer cells also
gain the ability to bypass the immune system, in par-
ticular T and B lymphocytes. Inflammation, which is
generated by the innate immune system cells, aims to
fight infection and heal wounds, while in neoplasms it
instead has an impact on the maintenance of tumour
characteristics. These additional features of tumour
cells have not yet been finally confirmed, therefore
they are not main features and are called emerging
characteristics.

There are properties of neoplastic cells that influence
the acquisition of characteristic features and emerging
features. They include genomic instability and muta-
genicity that result in a series of genetic changes that
accelerate tumour progression.
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komorek w poczatkowym stadium raka, ktére nigdy
nie przeszty przez EMT. Prawdopodobnie komorki
rakowe przechodzg przez EMT tylko czgéciowo, na-
bywajac w ten sposob nowe mezenchymatyczne cechy
i jednoczesnie ciaggle posiadajac cechy nabtonkowe.
Proces tworzenia przerzutoéw moze by¢ podzielony na
dwie gtowne fazy: fizyczne rozprzestrzenianie si¢ ko-
morek rakowych do oddalonych tkanek i ich adaptacja
do obcych mikrosrodowisk. Te dwie fazy prowadza
do kolonizacji, czyli wzrostu mikroprzerzutow do
postaci makroskopijnych guzéw. Kolonizacja nie jest
$cisle polaczona z fizycznym rozprzestrzenianiem sig,
co pokazuja przyklady pacjentow, u ktorych liczne
mikroprzerzuty nigdy nie urosty do makroskopijnych
rozmiaréw guzow przerzutowych.

W przypadku nowotworow piersi czy czerniaka pier-
wotny guz moze uwalnia¢ systemowe czynniki supre-
sorowe, ktore sprawiajg, ze mikroprzerzuty sg uspio-
ne, a chirurgiczne usunigcie guza pierwotnego powo-
duje nasilenie przerzutow. Makroskopijne przerzuty
moga pojawia¢ si¢ po dziesigtkach lat od usunigcia
chirurgicznego lub farmakologicznego wyeliminowa-
nia guza pierwotnego [53]. Takie nowotwory wtorne
ewidentnie odzwierciedlaja uspione mikroprzerzuty,
ktore rozwigzaty zlozony problem kolonizacji tkanek.
Mikroprzerzutom moze brakowaé innej umiejg¢tnosci
wynikajacej z cech charakterystycznych raka, potrzeb-
nej do energicznego wzrostu, takiej jak umiejetnosé
aktywowania angiogenezy. W warunkach ekspery-
mentalnych u$pione mikroprzerzuty nie byly w stanie
utworzy¢ makroskopijnych nowotwordéw, co przypi-
sano ich niemozno$ci aktywowania aniogenezy. Po-
nadto ostatnie badania ukazaly, ze brak substancji
pokarmowych moze prowadzi¢ do intensywnej auto-
fagii, wskutek ktorej komorki rakowe kurcza sig
i wchodza w stan odwracalnego u$pienia. Gdy zmieni
si¢ mikrosrodowisko tkanki, np. pojawi si¢ dostep do
sktadnikéw odzywczych, takie komorki mogg znowu
zaczaé intensywnie rosngé i proliferowaé. Inne me-
chanizmy us$pienia mikrometastatystycznego moga
zawieraC supresorowe sygnaly wzrostu wytwarzane
w prawidlowych tkankach macierzy zewnatrzkomor-
kowe;j.

Zaré6wno u myszy, jak i ludzi komorki nowotworowe
moga rozsiewac si¢ bardzo wczesnie, rozprzestrzenia-
jac si¢ z pozornie nieinwazyjnych jeszcze niezeztosli-
wionych zmian patologicznych [54,55]. Ponadto mi-
kroprzerzuty moga pochodzi¢ z pierwotnych guzow,
ktére nie s w widoczny sposob inwazyjne, ale posia-
daja neowaskulature, ktorej brakuje spojnosci w §wia-
tlach naczyn. Chociaz komdrki nowotworowe moga
rozsiewaé si¢ z takich zmian przednowotworowych
i osadzi¢ si¢ w szpiku kostnym lub innych tkankach,
nie wiadomo, czy moga kolonizowa¢ miejsca i rozwi-
jac si¢ do postaci istotnych makroprzerzutow. Komor-
ki nowotworowe, ktore z poczatkowego guza rozprze-



Genetic instability

Some genetic mutations provide cell subclones with
selected characteristics that allow them to grow and
dominate in the local tissue environment. Multi-stage
tumour development can be thus seen as the advance-
ment of clonal expansion. It is possible to start its
following stages by cells acquiring the mutated geno-
type. Inherited phenotypes, for instance the inactiva-
tion of tumour suppressor genes, may also be acquired
through epigenetic mechanisms, such as DNA meth-
ylation, histone modification or non-mutational altera-
tions in gene expression regulation [56].
The rate of spontaneous mutations during every cell
division is usually very slow, which is conditioned by
DNA repair systems. When acquiring further muta-
tions needed to initiate cancerogenesis, cancer cells
often increase the rate of mutation. This variability has
been achieved through increased sensitivity to muta-
genic factors as well as through the already existing
genomic damage. Additionally, mutation accumula-
tion can be accelerated by damage to the systems
responsible for overall genomic stability. Under nor-
mal conditions, these systems direct genetically dam-
aged cells either on the path of apoptosis or ageing.
Their key element is the gene coding TP53 protein,
referred to as the "guardian of the genome" [57]. The
task of such genes as TP53 is to:
— detect DNA damage and activating repair mecha-
nisms
— activate DNA repair systems
— deactivate and intercept mutagenic molecules be-
fore destroying DNA.
From the genetic point of view, these "caring" genes
behave similarly to tumour suppressor genes as their
functions may be lost during its development. These
losses are caused either by inactivating mutations or
epigenetic repression.
The loss of telomeric DNA in many tumours generates
karyotype instability and the associated amplification
and removal of chromosomal segments. Genetic chan-
ges vary from one type of neoplasm to another. Dam-
age to the structural maintenance and repair systems
of the genome affects genomic stability [58].
Discovering the pathways responsible for the response
to DNA damage going beyond conventional cell re-
pair and survival, or directing a cell to the pathway of
apoptosis, and provides new cancer treatment strate-
gies [59].

Metabolism

Continuous, uncontrolled proliferation is the essence
of neoplastic disease because it requires the adaptation
of energy metabolism to drive growth and cell divi-
sion. Under aerobic conditions, normal cells process
glucose into pyruvate in the process of glycolysis and
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strzenity si¢ do odlegtych tkanek, nie moga juz czer-
pa¢ korzysci z aktywowanych sygnalow indukujacych
inwazj¢ czy EMT oraz z sygnalow zrgbu, z ktorych
korzystaty znajdujac si¢ w guzie w poczatkowym sta-
dium.

Wigkszo$¢ rozsianych komorek rakowych zazwyczaj
jest stabo zaadaptowana, przynajmniej poczatkowo,
do mikrosrodowiska tkanki, w ktorej si¢ znalazly.
Jednakze, niektére typy mikrosrodowisk tkankowych
z zalozenia sg przyjazne rozwojowi rozsianych komo-
rek nowotworowych. Kazdy rodzaj rozsianej komorki
nowotworowej musi odpowiednio si¢ przystosowac,
by przetrwa¢ w mikro§rodowisku obcej tkanki. Takie
adaptacje moga wymagaé aktywacji setek roznych
programow kolonizacyjnych, z ktorych kazdy bedzie
odpowiadat konkretnej komdrce nowotworowej i kon-
kretnemu mikro$rodowisku.

Rozwingwszy taka dopasowang do kazdej tkankKi
z osobna umiejetnos¢ kolonizowania komoérki w kolo-
niach moga rozsiewac si¢ dalej, nie tylko do kolejnych
nowych miejsc w organizmie, ale takze wraca¢ do gu-
za pierwotnego. Programy kolonizacyjne charaktery-
styczne dla danych tkanek, ktére sa ewidentne wsrod
komorek guza pierwotnego, moga bra¢ swoj poczatek
nie w klasycznym rozwoju pierwotnego nowotworu,
ale od komorek, ktore osadzity si¢ powtornie w miej-
scu pierwotnego guza. Fenotypy komorek, a takze
programy ekspresji genow populacji komorek nowo-
tworowych znajdujacych si¢ w guzach pierwotnych,
moga ulec znacznej modyfikacji na skutek odwrotnej
migracji ich komoérek potomnych z odlegtych przerzu-
tow.

Cechy dodatkowe komérek nowotworowych

Do wczeéniej opracowanego modelu nowotworzenia
dodano dwie dodatkowe cechy charakterystyczne no-
wotworu, ktore wywieraja wplyw na patogenezg cho-
réb nowotworowych. Jedna z nich jest umiejgtnosc
modyfikowania i przekierowania metabolizmu przez
komorki nowotworowe, co prowadzi do bardziej efek-
tywnego utrzymania proliferacji. Komoérki rakowe zy-
skuja takze zdolno§¢ omijania systemu immunologicz-
nego, w szczegdlnosci limfocytéw T i B. Stan zapal-
ny wygenerowany przez komorki wrodzonego syste-
mu immunologicznego ma na celu zwalczanie infekcji
i gojenie ran, natomiast w nowotworach zamiast tego
wplywa na utrzymywanie cech charakterystycznych
raka. Wymienione dodatkowe cechy komoérek nowo-
tworowych nie zostaly jeszcze ostatecznie potwier-
dzone, dlatego tez nie zalicza si¢ ich do charaktery-
stycznych cech glownych i nazywa wylaniajacymi sig
cechami.

Istnieja wlasciwosci komoérek nowotworowych, ktore
wplywaja na nabycie cech charakterystycznych i cech
nazwanych wytaniajagcymi. Zalicza si¢ do nich niesta-
bilno$¢ genomu i zdolno$¢ do mutowania, ktdre powo-
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into carbon dioxide in the mitochondria. Under anaer-
obic conditions, inefficient glycolysis is the main
process. Otto Warburg was the first to observe anoma-
lies in energy metabolism in cancer cells. He noted
that even in the presence of oxygen, tumour cells can
reprogram glucose metabolism, resulting in a condi-
tion called "aerobic glycolysis." Such an override in
metabolism seems illogical as tumour cells have to
compensate for an 18-fold lower rate of ATP produc-
tion by glycolysis compared to mitochondrial oxida-
tive phosphorylation [60]. The energy deficit is com-
pensated by the activation of glucose transporters,
especially GLUT1, which significantly increase the
import of glucose to the cytoplasm. This phenomenon
has been documented in many human cancers. It has
been shown that glycolytic drive is associated with
activated oncogenes (e.g. MYC) [61] and mutant tu-
mour suppressors (e.g. TP53), whose mutations in
tumour cells act to their advantage.

The dependence of tumour cells on glycolysis can be
further highlighted in hypoxia, which affects many
tumours: systems reacting to hypoxia work pleiotropi-
cally to regulate the activity of glucose transporters
and many other enzymes in glycolysis pathways. Both
RAS and hypoxia can independently increase the
concentration of hypoxia-inducible transcription factor
1 (HIFla) [38] and HIF2a (Hypoxia-inducible tran-
scription factor 2), which in turn regulate glycolysis.
Functional justification of the glycolytic switch in
tumour cells is elusive because of the relatively low
efficiency of ATP production in glycolysis compared
to mitochondrial oxidative phosphorylation [60]. An
increased level of glycolysis can direct its intermedi-
ates to different pathways, including the synthesis of
nucleosides and amino acids. In addition, the metabo-
lism described by Warburg appears to be present in
a number of rapidly dividing embryonic tissues, which
once again suggests its role in supporting extensive
biosynthesis programs required for active cell proli-
feration.

Some tumours contain subpopulations of neoplastic
cells that differ from each other in terms of energy
production pathways. The first subpopulation consists
of glucose-dependent (Warburg effect) cells that se-
crete lactate, while cells from the second subpopula-
tion selectively import and use the lactate produced by
their neighbours as the main source of energy, using
part of the citric acid cycle. These two populations
apparently operate in symbiosis: oxygen-depleted
cancer cells depend on glucose as fuel and absorb
lactate as waste, which in turn is imported and selec-
tively used as fuel by better oxygenated cells [62].
Such cooperation between cells reflects the adaptation
of normal physiological mechanisms by tumour cells,
such as in the muscles. It is clear that oxygenation in
the range from normal oxygen concentration to hy-
poxia in cancer cells is not necessarily static, probably
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duja powstanie serii zmian genetycznych przyspiesza-
jacych progresj¢ guza.

Niestabilno$¢ genomu

Pewne zmutowane genotypy warunkujg subklonom
komorek wybrane cechy, umozliwiajace ich przyrost
i dominacje w $rodowisku lokalnej tkanki. Wieloeta-
powy rozwdj guza moze by¢ wigc ukazany jako po-
step klonalnej ekspansji. Uruchamianie kolejnych jej
etapow jest mozliwe poprzez nabywanie przez ko-
morki zmutowanego genotypu. Dziedziczone fenoty-
py, np. inaktywacja genéow supresorowych guza, moga
by¢ nabyte takze poprzez mechanizmy epigenetyczne,
takie jak metylacja DNA i modyfikacje histonow czy
tez niemutacyjne zmiany regulacji ekspresji gendéw
[56].
Tempo spontanicznych mutacji jest zazwyczaj bardzo
wolne podczas kazdego podziatu komorek, co zapew-
niajg systemy naprawy DNA. Podczas nabywania ko-
lejnych mutacji potrzebnych, by rozpocza¢ kancero-
geneze, komorki rakowe czesto zwiekszaja tempo mu-
tacji. Ta zmienno$¢ zostata osiagnigta dzigki zwigk-
szonej wrazliwosci na czynniki mutagenne oraz po-
przez istniejace juz uszkodzenia genomu. Dodatkowo
akumulacja mutacji moze zosta¢ przyspieszona przez
uszkodzenia systemow odpowiedzialnych za ogdlng
stabilno$¢ genomu. Systemy te w warunkach prawi-
dlowych kieruja genetycznie zniszczone komorki albo
na drogg apoptozy, albo starzenia si¢. Ich kluczowym
elementem jest gen kodujacy biatko TP53, okreslane
jako ,.straznik genomu” [57]. Zadaniem genow, takich
jak gen TP53, jest:
— wykrywanie uszkodzen DNA i aktywacja mecha-
nizmdéw naprawczych,
— aktywowanie systemOw naprawy zniszczonego
DNA,
— dezaktywacja i przechwycanie czasteczek muta-
gennych zanim zniszczg DNA.
Z genetycznego punktu widzenia te ,opiekuncze”
geny zachowuja si¢ podobnie do genow supresoro-
wych guza, gdyz ich funkcje moga zosta¢ utracone
podczas jego rozwoju. Straty te powodowane sg albo
przez inaktywujgce mutacje, albo poprzez epigene-
tyczng represje.
Utrata telomerowego DNA w wielu guzach generuje
kariotypowa niestabilno$¢ oraz powigzang z nig am-
plifikacj¢ i usuwanie segmentow chromosomowych.
Zmiany genetyczne roznia si¢ od siebie w zaleznosci
od typu nowotworu. Utrata telomerowego DNA
w wielu guzach generuje kariotypowa niestabilno$é
oraz powigzang z nig amplifikacj¢ i usuwanie segmen-
tow chromosomowych. Uszkodzenia w systemach
podtrzymywania struktury i naprawy genomu wpty-
waja na niestabilnos¢ genomu [58].
Poznanie szlakow odpowiedzi na uszkodzenia DNA
wychodzgcych poza konwencjonalne $ciezki naprawy



due to the instability and chaotic organization of neo-
plastic neovasculature [60]. Modified metabolism
occurs in neoplastic cells as commonly as other fea-
tures called characteristic features. Determining re-
programmed energy metabolism as a new emerging
feature seems reasonable, emphasizing both its rele-
vance and unresolved issues around functional inde-
pendence from the main characteristic features [45].

Inflammation

Primary theories assumed that immune responses
reflect the attempt to destroy tumours by the immune
system and indeed there is increasing evidence for
anti-tumour reactions in different types of neoplasms.
It is known, however, that there are mechanisms to
avoid the destruction of the tumour caused by the
immune system. Inflammation in tumours facilitates
carcinogenesis and progression, and thus helps malig-
nancies in the early stages of acquiring characteristic
features. The correlation between inflammation and
the pathogenesis of cancer is also important [63].

In some cases, inflammation is already visible at the
earliest stages of neoplasia and promotes tumour
growth. It can support the characteristic features of
tumours by supplying the neoplastic environment with
bioactive molecules, such as growth factors support-
ing proliferation signalling, survival factors that limit
cell death, pro-angiogenic factors, matrix modifying
enzymes, supporting angiogenesis, invasion and me-
tastasis as well as induction signals activating EMT
and other processes that facilitate tumour characteris-
tic features.

In addition, inflammatory cells secrete reactive oxy-
gen species that in turn act mutagenically on nearby
cells and thereby accelerate their genetic evolution
towards malignancy. The long-term theory of immu-
nological surveillance suggests that cells and tissues
are constantly monitored by the immune system which
is in constant alert, and that such immunological sur-
veillance is responsible for recognizing and eliminat-
ing the vast majority of tumours in the initial stage, as
well as emerging tumours [64]. Solid tumours that
actually appear are able to avoid detection by various
weapons of the immune system or they can limit the
range of immunological activities and thus avoid de-
struction. It can be assumed that the role of defective
immunological monitoring is confirmed by the inten-
sive development of tumours in immunosuppressed
patients. Most of them are, however, tumours caused
by a virus, and this suggests that controlling this class
of neoplasms normally depends on reducing the virus
in infected patients, in part by eliminating infected
cells. These observations cast light on the likely role
of the immune system in reducing the formation of
more than 80% of tumours of non-viral aetiology.
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i przezycia komorki lub skierowanie komorki na
$ciezke apoptozy stwarza mozliwos$ci opracowania no-
wych strategii leczenia przeciwnowotworowego [59].

Metabolizm

Ciagla, niekontrolowana proliferacja reprezentuje
kwintesencj¢ choroby nowotworowej, gdyz wymaga
przystosowania metabolizmu energetycznego tak, aby
napgdza¢ wzrost i podzial komoérki. W warunkach
tlenowych normalne komorki przetwarzaja glukozg do
pirogronianu w procesie glikolizy, a nast¢gpnie do
dwutlenku wegla w mitochondriach. W warunkach
anaerobowych gléwnym procesem jest mato wydajna
glikoliza. Otto Warburg jako pierwszy zaobserwowat
anomalie metabolizmu energii w komodrkach nowo-
tworowych. Zauwazyl, Zze nawet w obecnosci tlenu
komorki nowotworowe moga przeprogramowac me-
tabolizm glukozy, co doprowadza do stanu zwanego
»aerobows glikolizg”. Takie przesterowanie metaboli-
zmu wydaje si¢ nielogiczne, gdyz komorki nowotwo-
rowe musza zrekompensowa¢ 18-krotnie nizsza wy-
dajnos¢ produkcji ATP zapewnianej przez glikolizg
w stosunku do mitochondrialnej fosforylacji oksyda-
cyjnej [60]. Deficyt energetyczny jest wyrownywany
przez uruchamianie transporteréow glukozy, szczegdl-
nie GLUT1, co znacznie zwigksza import glukozy do
cytoplazmy. Zjawisko to zostalo udokumentowane
w wielu ludzkich nowotworach. Okazalo sig, ze nape-
dzanie glikolityczne jest zwigzane z aktywowanymi
onkogenami (np. MYC) [61] i zmutowanymi supreso-
rami nowotwordéw (np. TP53), ktorych mutacje w ko-
morkach nowotworowych dziataja na ich korzys¢.
Zalezno$¢ komorek nowotworowych od glikolizy
moze by¢ jeszcze podkreslona w warunkach niedotle-
nienia, ktore dotyczy wielu guzoéw: systemy reakcji na
hipoksje dziataja plejotropowo, aby regulowaé dziata-
nie transporteréw glukozy i wielu innych enzymow
w $ciezkach glikolizy. Zaréwno biatko RAS, jak i hi-
poksja moga samodzielnie zwigkszaé st¢zenia czynni-
kow transkrypcji HIFla (Hypoxia-inducible trans-
cription factor 1) [38] i HIF2a (Hypoxia-inducible
transcription factor 2), ktore z kolei reguluja glikoli-
z¢. Funkcjonalne uzasadnienie glikolitycznego prze-
tacznika w komorkach nowotworowych jest nie-
uchwytne, ze wzgledu na stosunkowo niska efektyw-
no$¢ wytwarzania ATP w procesie glikolizy, w sto-
sunku do mitochondrialnej fosforylacji oksydacyjnej
[60]. Zwigkszony poziom glikolizy pozwala na kiero-
wanie jej pOlproduktow na rézne Sciezki, w tym do
syntezy nukleozydéw i aminokwasow. Ponadto, me-
tabolizm opisany przez Warburga wydaje si¢ obecny
w wielu szybko dzielacych sie tkankach zarodkowych,
co po raz kolejny sugeruje role we wspieraniu szeroko
zakrojonych programow biosyntezy, ktore sa wyma-
gane dla aktywnej proliferacji komorek.
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In recent years, increasingly stronger evidence from
experiments in mice and clinical epidemiology sug-
gests that the immune system acts as an important
barrier to the formation and development of tumours
[65]. When mice deprived of various components of
the immune system were evaluated for the develop-
ment of tumours caused by carcinogens, the tumours
were observed to grow more frequently and more
rapidly in immunodeficient mice compared to immu-
nocompetent ones. In particular, deficiencies in the
function of CD8 + cytolytic T cells (CTLs), CD4 + Thl
helper cells, or natural killer cells (NK cells) led to
a significant increase in the number of tumours. Re-
search results indicate that at least in some experi-
mental models, both innate and adapted immune
mechanisms are capable of significantly contributing
to immunological surveillance and thus to tumour
destruction.

Transplantation experiments have shown that neo-
plastic cells that originally developed in mice with
immune deficiencies are often ineffective in the for-
mation of secondary tumours in synergistic immuno-
competent hosts, while tumour cells from immuno-
competent mice are equally effective in causing ma-
lignancies in both types of hosts. Highly immunogenic
neoplastic cell clones are routinely eliminated in im-
munocompetent hosts — the process is called immuno-
editing [50]. As a result of this process, tumour cells
recruit only those cells which are immunogenically
weak, using them for the growth and generation of
homogeneous tumours. Such cells can then colonize in
both immunodeficient and immunocompetent hosts,
becoming immune cells under the control of neo-
plastic cells. Conversely, when cancer cells are formed
in patients with immune deficiencies, they are not
selectively destroyed and may instead prosper with
their immunogenic counterparts. While cells derived
from such unedited tumours are serially transplanted
to syngeneic recipients, immunogenic cancer cells are
discarded as a result of destruction by the competent
immune systems of secondary tumours.

In the case of these particular experiments, the ques-
tion remains as to whether chemical carcinogens caus-
ing such tumours are susceptible to the generation of
neoplastic cells that are particularly immunogenic.
Clinical epidemiology increasingly confirms the exist-
ence of anti-cancer immunological reactions in some
human cancers. For example, patients with colorectal
or ovarian neoplasms into which many CTL and NK
cells infiltrate, have better prognosis than those
lacking such a number of NK lymphocytes [66,67].
For these particular experiments, no answer remains
as to whether chemical carcinogens causing such tu-
mours are susceptible to the generation of neoplastic
cells that are particularly immunogenic. Clinical epi-
demiology increasingly confirms the existence of anti-
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Niektore guzy zawieraja w sobie subpopulacje komo-
rek nowotworowych, ktore r6znig si¢ od siebie Sciez-
kami wytwarzania energii. Pierwsza subpopulacja
sktada si¢ z zaleznych od glukozy (,,efekt Warburga™)
komorek, ktore wydzielaja mleczan, natomiast ko-
morki drugiej subpopulacji selektywnie importuja
i wykorzystuja mleczan wytwarzany przez ich sgsia-
dow, jako glowne zrédto energii, uzywajac do tego
czeSci cyklu kwasu cytrynowego. Te dwie populacje
najwidoczniej dziataja w symbiozie: niedotlenione
komorki nowotworowe zaleza od glukozy bedacej pa-
liwem i wchtaniajacej mleczan jako odpad, ktory jest
Z kolei importowany i wybidrczo uzywany jako pali-
wo przez lepiej dotlenione komorki [62]. Taka wspot-
praca migdzy komorkami odzwierciedla zaadaptowa-
nie przez komoérki nowotworowe prawidtowych me-
chanizméw fizjologicznych, dziatajacych np. w mig-
$niach. Jest oczywiste, ze dotlenienie w zakresie od
prawidtowego stezenia tlenu do hipoksji w komorkach
nowotworowych niekoniecznie jest statyczne, praw-
dopodobnie w wyniku niestabilnosci i chaotyczne;j
organizacji neowaskulatury nowotworu [60]. Zmie-
niony metabolizm wyst¢puje w komodrkach nowotwo-
rowych tak powszechnie, jak inne cechy nazwane
cechami charakterystycznymi. Wyznaczenie przepro-
gramowanego metabolizmu energii jako nowej wyta-
niajacej sie cechy wydaje sie zasadne, podkresla bo-
wiem zar6wno jego istotno$¢, jak i nierozwigzane
kwestie wokot funkcjonalnej niezaleznosci od charak-
terystycznych cech gtownych [45].

Stan zapalny

Pierwotne teorie zaktadaly, ze reakcje immunologicz-
ne odzwierciedlajg proby zniszczenia guza przez
uktad odpornosciowy i rzeczywiscie istnieje coraz
wiecej dowodéw na przeciwnowotworowe reakcje
w réznych typach nowotworowych. Wiadomo nato-
miast, ze istniejg mechanizmy prowadzace do unika-
nia destrukcji guza, spowodowane] dziataniem syste-
mu odporno$ciowego. Stan zapalny w nowotworach
ulatwia kancerogeneze i progresjg, a co si¢ z tym
wigze, pomaga nowotworom w poczatkowym stadium
nabywania charakterystycznych cech. Istotna jest row-
niez korelacja pomigdzy stanem zapalnym a patoge-
neza raka [63].

Stan zapalny w niektorych przypadkach jest widoczny
juz na najwczesniejszych etapach nowotworzenia
i sprzyja wzrostowi nowotworé6w. Moze wspomagaé
cechy charakterystyczne nowotworu poprzez zaopa-
trzenie Srodowiska nowotworu w bioaktywne cza-
steczki, np. czynniki wzrostu podtrzymujace sygnali-
zacj¢ proliferacyjna, czynniki przetrwania ogranicza-
jace $mier¢ komorki, czynniki proangiogenne, enzymy
modyfikujagce macierz, wspomagajace angiogeneze,
inwazje¢ i przerzuty, oraz indukcyjne sygnaty aktywu-



cancer immune reactions in some human cancers. For
example, patients with colorectal or ovarian neo-
plasms into which many CTL and NK cells infiltrate
have better prognosis than those lacking such numer-
ous NK cells [66,67].

It has been observed that some recipients of trans-
planted organs, subjected to immunosuppression,
develop tumours coming from the donors, suggesting
that in seemingly healthy donors, cancer cells were
kept in a state of latency by the fully functioning im-
mune system. However, the epidemiology of patients
undergoing continuous immunosuppression does not
indicate a significantly increased incidence of major
non-viral forms of human cancers. This may be an
argument against the importance of immunological
surveillance as an effective barrier to cancerogenesis
and cancer development [4]. Nevertheless, patients
undergoing immunosuppression as well as those with
HIV are predominantly immunodeficient, especially in
T and B cells, and thus do not represent complex im-
mune deficiencies. In contrast, in genetically modified
mutant mice lacking both NK and CTL cells, complex
immune deficiency occurs. It is therefore possible that
such patients, thanks to NK cells and other innate
immune cells, still have immune defense capability
against cancer.

Tumour microenvironment

Tumour microenvironment is a kind of niche for neo-
plastic cells that ensures their existence and enables
further progression [68]. Initially, the microenviron-
ment was considered to be a homogeneous structure.
It is now known that it is composed of of a variety of
cells, including tumour fibroblasts, immune cells,
endothelial cells of lymphatic and blood vessels, pe-
ripheral blood and lymphatic pericytes and the extra-
cellular matrix. The cellular multiplicity of the tumour
microenvironment makes cancer cells gain some kind
of autonomy [69]. By ensuring tumour cells existence,
microenvironmental cells affect invasive tumour
growth, colonization of further organs, and redirection
of the immune system function favourable for neo-
plastic cells [64].

SUMMARY

Discovering and understanding molecular mechanisms
managing neoplasia increases the effectiveness of
modern antineoplastic therapies and attempts to con-
quer tumours. Therefore, both neoplastic cells and
tumour-specific microenvironmental cells have be-
come goals of modern cancer therapy. Although drugs
act directly on tumour cells and are targeted at specific
molecular pathways, they are ineffective as neoplastic
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jace EMT i inne procesy stanowigce udogodnienie dla
cech charakterystycznych nowotworu.

Ponadto komorki zapalne wydzielajg reaktywne formy
tlenu, ktore z kolei dziatajg mutagennie na pobliskie
komorki, a przez to przyspieszaja ich genetyczna
ewolucj¢ w kierunku zeztosliwienia. Wieloletnia teo-
ria nadzoru immunologicznego sugeruje, ze komorki
i tkanki sg bezustannie monitorowane przez pozosta-
jacy w pogotowiu uklad odporno$ciowy oraz ze taki
nadzér immunologiczny jest odpowiedzialny za roz-
poznawanie i eliminacj¢ zdecydowanej wigkszosSci
nowotworoOw w stadium poczatkowym, a takze po-
wstajacych guzéow [64]. Lite nowotwory, ktére rze-
czywiscie si¢ pojawiaja, s3 w stanie unikna¢ wykrycia
przez réznorodnag bron uktadu immunologicznego lub
potrafia ograniczy¢ zasigg dzialan immunologicznych,
a przez to unikna¢ zniszczenia. Mozna przypuszczac,
ze rola wadliwego monitoringu immunologicznego
potwierdza intensywny rozwdj nowotworow u pacjen-
tow z immunosupresja. Wickszos$¢ z nich to jednakze
nowotwory wywotywane przez wirus, co sugeruje, ze
kontrola nad ta klasa nowotworéw normalnie zalezy
od zredukowania wirusa u zakazonych pacjentéw, po
czesci przez wyeliminowanie zainfekowanych komo-
rek. Obserwacje te rzucajg $wiatlo na prawdopodobng
role uktadu immunologicznego w ograniczeniu po-
wstawania ponad 80% guzoéw 0 hiewirusowej etiolo-
gii.

W ostatnich latach coraz mocniejsze dowody pocho-
dzace zardwno z doswiadczen na myszach, jak
i z epidemiologii klinicznej sugeruja, ze uktad odpor-
nos$ciowy dziata jak istotna bariera do formowania
i rozwoju guza [65]. Kiedy myszy pozbawione roz-
nych sktadnikéw uktadu immunologicznego poddane
zostaty ocenie pod katem rozwoju guzéw wywotywa-
nych przez czynniki rakotworcze, zaobserwowano, ze
nowotwory rosng czesciej i szybciej u myszy z niedo-
borem odporno$ci w porOwnaniu z myszami immunoO-
kompetentnymi. W szczegdlnosci niedobory w funkcji
CD8+ cytotoksycznych limfocytow T (Cytolytic T cel
— CTLs), komoérek pomocniczych T CD4+ Thl lub
komoérek NK (natural killer) prowadzity do znacznego
wzrostu liczby nowotworow. Wyniki badan wskazuja,
ze przynajmniej w niektorych modelach eksperymen-
talnych zar6wno wrodzone, jak i zaadaptowane me-
chanizmy uktadu immunologicznego sa w stanie przy-
czyni¢ si¢ znacznie do nadzoru immunologicznego,
a przez to do zniszczenia nowotworu.

Eksperymenty transplantacyjne wykazaty, ze komorki
nowotworowe, ktére poczatkowo powstaly u myszy
Z niedoborami odporno$ciowymi, sg czesto nieefek-
tywne w tworzeniu wtornych guzow u synergicznych
immunokompetentnych gospodarzy, podczas gdy
komorki nowotworowe guzéw powstatych u immuno-
kompetentnych myszy sa tak samo efektywne w wy-
wotywaniu guzow u obydwu typoéw gospodarzy. Wy-
soce immunogenne klony komoérek rakowych sa ruty-
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cells become drug-resistant. Drugs directed against
normal tumour microenvironment cells may also fail
to function because of their ability to induce drug
resistance. Access to neoplastic cells is also limited
due to the increased interstitial pressure within tu-
mours and slowed blood flow in neoplastic vessels.
The genetic instability of cancer cells contributes to
the disappearance of therapeutic goals, hence ongoing
studies in the search for new therapeutic targets and
new generation drugs that will be effective in cells
resistant to the drugs used to date.
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nowo eliminowane u immunokompetentnych gospo-
darzy — proces zwany jest immunoedycja [50]. W wy-
niku tego procesu komorki nowotworowe rekrutuja
tylko komorki, ktore sa stabo immunogenne, wyko-
rzystujac je do wzrostu oraz do generowania jednoli-
tych guzow. Takie komorki moga potem kolonizowac
u gospodarzy zarowno z niedoborami odpornosci, jak
i tych immunokompetentnych, stajac si¢ komodrkami
odpornos$ciowymi pod wiadaniem komdrek nowotwo-
rowych. Odwrotnie, kiedy komorki rakowe powstaja
U pacjentéw z niedoborami odpornosci, nie sg selek-
tywnie niszczone i moga w zamian prosperowac z ich
immunogennymi odpowiednikami. Podczas gdy ko-
morki pochodzace z takich nieedytowanych nowotwo-
rOw sa seryjnie transplantowane do syngenicznych
odbiorcow, immunogenne komorki rakowe sa odrzu-
cane w wyniku niszczenia przez kompetentne uktady
odporno$ciowe wtornych guzow.

W przypadku tych konkretnych eksperymentow bez
odpowiedzi pozostaje pytanie, czy chemiczne czynni-
ki rakotworcze wywotujace takie guzy sa podatne na
generowanie komorek nowotworowych, ktore sa
szczegolnie immunogenne. Epidemiologia Kliniczna
coraz czesciej potwierdza istnienie antyrakowych
reakcji immunologicznych w niektorych ludzkich
nowotworach. Na przyktad pacjenci z nowotworami
jelita grubego lub jajnikow, do ktorych przenika wiele
komorek CTL i NK, majg lepsze rokowania niz ci,
ktorym brakuje takich licznych limfocytow NK
[66,67].

U niektorych biorcéw z przeszczepionymi organami
poddanych immunosupresji zaobserwowano, ze roz-
wijaja si¢ u nich nowotwory pochodzace od dawcy, co
sugeruje, ze u pozornie zdrowych dawcow komorki
rakowe trzymane byly w stanie u$pionym przez
W pelni dzialajacy uktad odpornosciowy. Epidemiolo-
gia pacjentow poddawanych ciaglej immunosupresji
nie wskazuje jednak na istotnie zwigkszone wystepo-
wanie wazniejszych form niewirusowych ludzkich
nowotworow. Moze to stanowi¢ argument przeciwko
waznos$ci nadzoru immunologicznego, jako efektyw-
nej bariery dla kancerogenezy i rozwoju raka [4].
Jednakze pacjenci poddani immunosupresji oraz pa-
cjenci z HIV przewaznie przejawiajg niedobory od-
pornosciowe, szczegdlnie w komorkach T i B, a tym
samym nie reprezentuja ztozonych niedoboréw od-
pornoéciowych. Dla kontrastu, u genetycznie modyfi-
kowanych zmutowanych myszy, ktérym brakuje za-
rowno komoérek NK, jak i CTL, nastgpuje zlozony
niedobdr odpornosciowy. Mozliwe jest wiec, ze tacy
pacjenci dzigki komérkom NK i innym wrodzonym
komoérkom odpornosciowym ciagle posiadajg zdol-
no$¢ do obrony immunologicznej przed rakiem.
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Mikrosrodowisko guza

Mikro$rodowisko guza stanowi pewnego rodzaju
nisz¢ dla komorek nowotworowych zapewniajacg im
byt i umozliwiajaca dalsza progresj¢ [68]. Poczatkowo
mikrosrodowisko uwazane bylo za struktur¢ homo-
genna. Obecnie wiadomo, ze tworza je roznorodne
komorki, do ktorych naleza: nowotworowe fibrobla-
sty, komorki uktadu odpornosciowego, komorki $rod-
btonkowe naczyn krwiono$nych i limfatycznych, pe-
rycyty naczyn krwionos$nych i limfatycznych, a takze
macierz pozakomorkowa. Wieloskladnikowo$¢ ko-
morkowa mikrosrodowiska guza sprawia, ze komorki
nowotworowe uzyskuja pewnego rodzaju autonomi¢
[69]. Zapewniajac byt komoérkom nowotworowym,
komorki mikrosrodowiska maja wplyw na inwazyjny
rozrost guza, na kolonizacj¢ kolejnych narzadow oraz
na przekierowanie funkcji uktadu immunologicznego
na korzystne dla komoérek nowotworowych [64].

PODSUMOWANIE

Poznanie i zrozumienie molekularnych mechanizméw
kierujacych nowotworzeniem zwigksza skuteczno$é
wspotczesnej terapii przeciwnowotworowej i prob
ugodzenia w piete achillesowa nowotworu.

Celami wspolczesnej terapii przeciwnowotworowej
staja si¢ dlatego zarowno komorki nowotworowe, jak
i swoiste dla nowotworéw komorki mikrosrodowska.
Cho¢ stosowane leki dziatajg bezposrednio na komoér-
ki nowotworowe i skierowane sg na konkretne $ciezki
molekularne, okazuja si¢ nieskuteczne. Komorki no-
wotworowe stajg si¢ lekooporne. Leki skierowane
przeciwko prawidlowym komoérkom tworzacym mi-
kro$rodowisko nowotworowe réwniez moga nie spel-
nia¢ swojej funkcji, z uwagi na ich zdolnos¢ do indu-
kowania lekoopornosci.

Dostep lekéw do komorek nowotworowych jest ogra-
niczony takze z powodu zwigkszonego cisSnienia
$rédmigzszowego panujacego wewnatrz guzow nowo-
tworowych i spowolnionego przeptywu krwi w na-
czyniach nowotworowych. Niestabilno§¢ genetyczna
komorek nowotworowych przyczynia si¢ do zaniku
celow terapeutycznych, stad tez trwajg nieustanne
badania w poszukiwaniu nowych celow terapeutycz-
nych i lekow nowych generacji, ktore bedg wywierac
wptyw na komorki oporne na dotychczas zastosowane
leki.
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