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Souhrn
Nádorové kmenové buňky (cancer stem cells –  CSCs) jsou považovány za populaci buněk, která 
odpovídá za iniciaci a progresi nádoru, účastní se procesu metastazování a je možnou příčinou 
získané lékové rezistence a rekurence nádorů. CSCs disponují schopností sebeobnovy a mají 
tumorigenní potenciál. Funkční testy, které umožňují detekovat zmiňované vlastnosti, jsou 
hlavním nástrojem pro identifi kaci nádorových kmenových buněk. Tento článek přináší uce-
lený přehled in vivo a in vitro metod využívaných pro průkaz CSCs s důrazem na recentně zavá-
děné techniky detekce CSCs. Mezi nejčastěji prováděné funkční testy patří test tumorigenicity 
in vivo, testy tvorby sfér (sphere formation assay) a kolonií (colony- forming unit assay) a rovněž 
detekce tzv. vedlejší populace (side population). Dále jsou popsány metody zadržování de-
tekční značky (label- retention assay) a test aktivity aldehyddehydrogenázy.
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Summary
Cancer stem cells (CSCs) are considered to be a population of tumor cells, which are respon-
sible for tumor initiation and progression. They are also involved in metastasizing and may 
be a possible cause of multidrug resistance and tumor recurrence. CSCs possess the ability 
to self- renew and show a tumorigenic potential. Functional assays, which enable the detec-
tion of these properties, represent the main tool for identifi cation of CSCs. This article sum-
marizes both in vitro and in vivo methods used to identify the CSCs with emphasis on recently 
employed techniques of CSCs detection. In vivo tumorigenicity assay, sphere formation assay 
and colony- forming unit assay belong to the most commonly used functional assays. Further, 
label- retention assay and aldehyde dehydrogenase activity assay are described in this article.
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Úvod

Nádorové kmenové buňky (cancer stem 
cells –  CSCs) jsou defi novány jako sub-
populace buněk nádoru, které jsou 
schopny sebeobnovy a  mají potenciál 
diferencovat do všech typů nádoro-
vých buněk tvořících masu daného ná-
doru [1]. Dle tohoto modelu odpovídají 
CSCs za iniciaci a kontinuální růst nádoru 
a jsou také příčinou vysoké buněčné he-
terogenity, se kterou se u mnoha typů 
nádorů setkáváme  [2]. Navíc již v  řadě 
studií bylo prokázáno, že CSCs (podobně 
jako jiné druhy kmenových buněk) dis-
ponují zvýšenou odolností proti che-
moterapii a radioterapii [3– 5]. Z toho lze 
usuzovat, že právě CSCs by mohly být 
příčinou často se vyskytující získané lé-
kové rezistence a  rekurence nádorů, 
které představují v současnosti největší 
problém v  léčbě nádorových onemoc-
nění. Zatímco dosavadní léčba nádorů 
se zaměřuje především na redukci cel-
kové masy nádoru, limitem v dlouhodo-

bém vyléčení nemoci mohou být právě 
rezistentní CSCs, jež v  určitém čase po 
terapii dají vzniknout nové populaci ná-
dorových buněk –  často již rezistentních 
k původní léčbě. Zejména v posledním 
desetiletí proto CSCs představují vý-
znamnou oblast výzkumu nádorových 
onemocnění a recentní studie přinášejí 
slibné výsledky, kdy kombinovaná léčba 
zaměřující se mj. na CSCs vede k lepší lé-
čebné odpovědi [3].

Základ modelu CSCs lze dohledat již 
v  roce 1855, kdy Rudolf Virchow před-
stavil teorii, podle které nádory vzni-
kají z  nezralých buněk  [6]. Termín „ná-
dorové kmenové buňky“ byl však použit 
až v  roce 1959  pro popis nepočetné 
populace buněk, jež byly rezistentní 
k  chemoterapii a  nacházely se u  nich 
odlišné chromozomální změny v porov-
nání s  ostatními buňkami nádoru  [7]. 
Následné transplantační experimenty 
in vivo a klonogenní testy in vitro prove-
dené v 70. letech minulého století potvr-

dily, že nádory mohou vznikat ze vzácně 
se vyskytujících buněk, které mají schop-
nost sebeobnovy a  jsou schopny reka-
pitulovat buněčnou heterogenitu pů-
vodního nádoru. S  rozvojem technik 
průtokové cytometrie a s přispěním po-
znatků o  bio logii kmenových buněk 
bylo možné izolovat CSCs z  nádorové 
tkáně na základě specifi ckých povrcho-
vých markerů, často shodných s  těmi, 
které se využívají pro identifi kaci adult-
ních kmenových buněk. Tímto přístu-
pem byly CSCs nejprve identifi kovány 
u  hematoonkologických malignit  [8], 
později u  karcinomu prsu  [9] a  poté 
u celé řady dalších solidních nádorů [10]. 
V současné době je sortování buněk na 
základě povrchových markerů obecně 
uplatňovaným přístupem při výzkumu 
CSCs. Specifita markerů CSCs se však 
může mezi jednotlivými typy nádorů 
lišit a  je nezbytné ověřit, zda izolovaná 
populace buněk disponuje základními 
vlastnostmi CSCs –  schopností sebeob-
novy a tumorigeneze. Pro tyto účely se 
využívají funkční testy, které lze dle me-
todického přístupu rozdělit na testy 
in vivo a  in vitro. V následujících kapito-
lách bude podán přehled těchto metod.

Funkční testy CSCs in vivo

Test tumorigenicity

Test tumorigenicity představuje dosud 
nejlepší funkční test fenotypu CSCs, kte-
rým lze současně ověřit schopnost se-
beobnovy i  schopnost vytvořit nádor, 
jenž rekapituluje buněčnou hetero-
genitu nádoru původního, a  to přímo 
v  prostředí in vivo. Principem testu je 
opakovaná transplantace testovaných 
buněk do zvířecího modelu, nejčastěji 
myši imunodeficientního kmene  –  ty-
picky NOD/ SCID (nonobese diabetic/ se-
vere combined immunodeficiency) 
(obr.  1)  [1]. Dle původu a  homogenity 
testované populace buněk bývá do 
vhodného místa myši injikováno 100 až 
několik miliónů buněk  [9,11,12]. Inji-
kace se obvykle provádí subkutánně, ale 
buňky lze transplantovat i  do jednotli-
vých orgánů –  mozku [11,13], svalu [12] 
či prsní žlázy  [14]. Myši jsou poté prů-
běžně kontrolovány a v případě nálezu 
nádoru nebo po uplynutí stanovené 
doby jsou usmrceny (obr. 2A). Schopnost 
tumorigeneze je hodnocena na základě 

Obr. 1. Schéma testu tumorigenicity.

Průkaz fenotypu CSCs je proveden opakovanou transplantací izolovaných buněčných po-
pulací, které jsou schopny po injikaci do imunodefi cientní myši vytvořit nádor.
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Potřeba sledovat interakce CSCs a mi-
kroprostředí in vivo vedla v posledních 
letech k rozvoji specializovaných metod 
založených na intravitální mikrosko-
pii a multifotonovém zobrazování  [27]. 
Pomocí těchto metod je možné v čase 
a při rozlišení jednotlivých buněk pozo-
rovat buňky exprimující fluorescenční 
protein přímo v myši bez nutnosti jejího 
usmrcení či narušení příslušné tkáně. 
To mimo jiné umožňuje sledování pů-
vodu buněk (lineage tracing), což po-
máhá lépe pochopit dynamiku tu-
morigeneze. V  recentních studiích 
byly fluorescenčně značené nádorové 
buňky získány dvěma způsoby: 1. vyu-
žitím trans genních kmenů myší, které 
spontánně vytvářejí nádory a  zároveň 
v  buňkách obsahují fl uorescenční pro-
tein s  regulovatelnou expresí  [28– 30], 
nebo 2. pomocí transdukce izolovaných 
buněk příslušnou fl uorescenční značkou 
a jejich xenotransplantací do imunodefi -
cientní myši [31]. Právě tento druhý pří-
stup, kdy je možné izolovanou populaci 
CSCs značit fl uorescenčním proteinem, 
injikovat do myši (případně i  společně 
s dalšími odlišně značenými populacemi 
buněk) a  sledovat v  čase, by se v  bu-
doucnu mohl stát optimálním rozšíře-
ním klasického testu CSCs in vivo.

Funkční testy CSCs in vitro

Oproti metodám in vivo jsou in vitro 
testy fenotypu CSCs výhodné zejména 
z  důvodu menší časové a  fi nanční ná-

nicity, kdy od injekce testovaných buněk 
do vytvoření nádoru uplyne často i ně-
kolik měsíců, je jedna z nevýhod tohoto 
testu. CSCs mohou během této doby 
projít řadou genetických a  epigenetic-
kých změn, což znesnadňuje interpretaci 
výsledků testu  [1]. Využití více imuno-
defi cientních kmenů myší, NSG a NOG, 
se proto jeví jako vhodná optimalizace 
testu.

Další limit testu tumorigenicity může 
představovat mikroprostředí v  místě 
transplantace a způsob injikace buněk. 
Je známo, že kmenové buňky jsou do 
značné míry závislé na produkci sig-
nálů od okolního stromatu [19]. Při ex-
perimentech, kdy byly do myší injiko-
vány smíšené populace nádorových 
buněk a fi broblastů asociovaných s ná-
dorem (cancer-associated fibroblasts), 
došlo ke zvýšení agresivity a  velikosti 
nádoru  [20]. Kombinace nádorových 
buněk s  normálními diploidními fi bro-
blasty měla po transplantaci do myši 
efekt opačný. Výsledky ně kte rých studií 
ukazují, že i samotné nádorové stroma 
ovlivňuje okolní buňky a  původně ne-
nádorové buňky umístěné do jeho blíz-
kosti se pravděpodobně v důsledku ge-
netických či epigenetických změn stávají 
tumorigenními [21– 24]. Míra tumorige-
nicity může být také zvýšena přidáním 
mitoticky inaktivovaných podpůrných 
buněk (feeder cells) nebo MatrigeluTM, 
který obsahuje proteiny extracelulární 
matrix [1,16,25,26].

poměru počtu zvířat, u kterých se vyvi-
nul nádor, k počtu celkově injikovaných. 
Mezi další kritéria hodnocení pak patří 
velikost nádoru, doba do nálezu tumoru 
a počet injikovaných buněk. Schopnost 
sebeobnovy je však potřeba dále ově-
řit opakovanou izolací CSCs z xenograf-
tového nádoru a jejich transplantací do 
dalšího zvířete (obr. 1) [1].

Ve většině prvotních prací prokazu-
jících přítomnost nepočetné populace 
CSCs u  různých typů nádorů byly pro 
test tumorigenicity využívány NOD/ SCID 
myši. V posledních letech ale byly publi-
kovány práce, které ukázaly, že tumo-
rigenicita testovaných buněk (a  tedy 
i senzitivita testu) může být výrazně zvý-
šena použitím více imunodefi cientních 
trans genních myších kmenů NOD/ SCID/
/ IL2Rγnull, NOD/ ShiLtSz-scid/ IL2Rγnull (NSG) 
a  NOD/ ShiJic-scid/ IL2Rγnull (NOG), ne-
soucích mutaci v genu pro řetězec gama 
receptoru pro interleukin-2 [15]. Použi-
tím NSG myší se u maligního melanomu 
zvýšilo vypočítané zastoupení CSCs 
z původně publikovaných 0,0001 % na 
25 %, přičemž nádory u myší vznikaly již 
při injikaci jediné buňky [16]. Podobně 
došlo ke zvýšení tumorigenicity u leuke-
mických kmenových buněk [17]. Ačko-
liv u ně kte rých solidních nádorů, např. 
adenokarcinomu pankreatu, nebyla po-
zorována změna ve frekvenci výskytu 
CSCs [18], využití NSG myší obecně zkrá-
tilo dobu do prvního nálezu nádoru. 
Právě časová náročnost testu tumorige-

Obr. 2. Ukázky našich výsledků funkčních testů CSCs u rabdomyosarkomu a osteosarkomu. 

A. Xenograftový nádor v podkoží myši kmene NOD/SCID/IL2Rγnull po injikaci rabdomyosarkomových buněk. Šipka označuje lokalizaci ná-
doru. B. Sarkosféry vytvořené z osteosarkomové linie OSA-02.
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vých proteinů spadajících do rodiny 
ABC (ATP-bind ing cassette) transpor-
térů, které jsou mimo jiné odpovědné 
za transport xenobio tik  [46,47]. V  sou-
vislosti s CSCs je z této skupiny nejčastěji 
zkoumaný protein ABCG2, jehož zvýšená 
exprese je považována za možnou pří-
činu rezistence CSCs k chemoterapeuti-
kům [47,48]. Při detekci nebo izolaci CSCs 
na základě SP je proto nezbytné provést 
kontrolní experiment s využitím ně kte-
rého z inhibitorů ABCG2 proteinu –  nej-
častěji se používají verapamil [49] nebo 
fumitremorgin C [50].

Určitou nevýhodou detekce SP fl uoro-
chromem Hoechst 33342  je nutnost 
použití excitačního UV laseru (355 nm), 
který nebývá v základní konfi guraci ob-
vykle používaných průtokových cy-
tometrů. Jako alternativu k  barvivu 
Hoechst 33342 lze použít rhodamin 123 
(Rho123), který je vylučován stejným 
typem membránového transportéru 
a  jeho excitace se provádí pomocí zá-
kladního modrého laseru (488 nm) [38].

Test zadržování detekční značky

Další in vitro metodou pro identifi-
kaci CSCs izolovaných ze solidních ná-
dorů je test schopnosti zadržování de-
tekční značky v  buňce (label- retention 
assay) [51– 53]. V literatuře lze najít pod 
označením „label- retention assay“ dvě 
metody značení buněk.

Původní metoda vychází z  hypo-
tézy existence „nesmrtelného řetězce“ 
(immortal strand hypothesis) a  jejím 
cílem je průkaz kmenových buněk po-
mocí značení mateřského řetězce DNA 
H3- thymidinem nebo bromdeoxyuri-
dinem  [51,54]. Testované buňky jsou 
nejprve označeny ně kte rým z  těchto 
prekurzorů a  po několika buněčných 
děleních je u nich detekována intenzita 
signálu. Během asymetrického dělení 
by měly kmenové buňky zadržovat zna-
čený mateřský („nesmrtelný“) řetězec 
a do dceřiné buňky by měl být předáván 
pouze nově vzniklý neznačený řetězec. 
Jiným vysvětlením pro zadržování de-
tekční značky by mohl být prodloužený 
buněčný cyklus CSCs oproti ostatním 
buňkám nádoru. U buněk, které nemají 
vlastnosti CSCs, by mělo jejich dělením 
docházet k rozředění značených řetězců 
v populaci dceřiných buněk [55].

omezuje pohyb buněk a tím i jejich mož-
nou agregaci [37,38].

Obdobu testu tvorby sfér představuje 
test tvorby kolonií z jednobuněčné sus-
penze v  měkkém agaru (soft agar co-
lony- forming assay), v  němž je také 
ověřována schopnost sebeobnovy, tu-
morigenity a klonogenity CSCs [37,40]. 
Dělením jednotlivých buněk dochází 
v  agaru ke vzniku trojrozměrných bu-
něčných kolonií.

Test tvorby kolonií

Princip této metody je podobný jako 
u předchozího testu. Suspenze jednot-
livých buněk izolované populace se vy-
seje na kultivační misku a po určité době 
se vyhodnotí počet kolonií (obvykle 
musí být tvořeny více než 30– 70  buň-
kami)  [41– 44]. Kultivace však probíhá 
za adherentních podmínek v  médiu 
s  přídavkem séra. Povrch kultivač-
ních misek může být případně potažen 
MatrigelemTM [41].

V minulém roce byl publikován po-
stup, který test tvorby kolonií do značné 
míry automatizuje  [44]. Buňky byly tří-
děny metodou FACS (fl uorescence-acti-
vated cell sorting, třídění buněk pomocí 
fl uorescence) na základě exprese povr-
chových markerů CSCs a jednotlivě au-
tomaticky vysety do 96jamkových nebo 
384jamkových mikrotitračních desti-
ček. Tento přístup výrazně zkracuje ča-
sovou a manuální náročnost testu a díky 
použití vícejamkových destiček umož-
ňuje velmi rychlé kvantitativní hodno-
cení, např. fl uorescenčním skenovacím 
cytometrem [45].

Detekce vedlejší populace

Vedlejší populace (side population –  SP)
je definována jako populace buněk, 
která je schopna z  cytoplazmy vylu-
čovat fluorescenční barvivo Hoechst 
33342  [46]. Tento fl uorochrom s  emis-
ním maximem 460  nm (modrá barva 
spektra) má schopnost vázat se na DNA 
a v tomto stavu lze navíc detekovat emisi 
i  v  červené části spektra. Toho se vyu-
žívá při průtokové cytometrii, případně 
při FACS, kdy SP vykazuje výrazně nižší 
fl uorescenci v červeném spektru oproti 
modrému spektru.

K vypuzování fluorescenčního bar-
viva dochází aktivitou membráno-

ročnosti. I přesto je nutné výsledky zís-
kané in vitro ověřit testem in vivo. Dobře 
navržený funkční test in vitro by měl mít 
dostatečnou specifi tu a citlivost pro de-
tekci nízce zastoupené populace CSCs 
a zároveň by měl umožňovat kvantita-
tivní hodnocení. Mezi nejčastěji využí-
vané funkční testy in vitro patří: 1. test 
tvorby buněčných sfér (sphere formation 
assay), 2. test tvorby kolonií (colony- for-
ming unit –  CFU assay), označovaný též 
jako klonogenní test, 3. detekce vedlejší 
populace (side population –  SP analysis), 
4. test zadržování detekční značky 
v buňce (label- retention assay) a 5. test 
aktivity aldehyddehydrogenázy [1,32]. 

Test tvorby buněčných sfér

Průkaz schopnosti původně jednotlivých 
buněk dělit se a vytvářet sféry –  tedy ku-
lovité shluky buněk  –  umožňuje kvan-
tifikovat aktivitu a  sebeobnovu CSCs 
(obr. 2B) [33]. Test je prováděn v médiu 
s defi novaným obsahem růstových fak-
torů, aby se minimalizovalo působení 
externích buněčných signálů, a za nead-
herentních podmínek kvůli ověření ne-
závislosti na adherenci k substrátu. Pro 
ověření sebeobnovy CSCs je nutné sféry 
opakovaně pasážovat –  sféry jsou enzy-
maticky převedeny na suspenzi jednot-
livých buněk a  opětovně kultivovány 
za defi novaných podmínek [34,35]. Dle 
počtu zformovaných sfér v druhé a dal-
ších generacích lze určit nejen schop-
nost sebeobnovy, ale také klonogenity 
příslušných buněk.

Buněčné sféry byly odvozeny z  celé 
řady nádorů a často bývají nazývány dle 
tkáňového původu nebo názvu nádoru 
(uvedeno v  závorce): neuronální ná-
dory (neurosféry) [13,36], karcinom prsu 
(mamosféry)  [14], rabdomyosarkom
(rabdosféry)  [12], osteosarkom (sarko-
sféry) [37,38], karcinom tlustého střeva 
(kolonosféry) [39], karcinom pro staty
(prostasféry) [40] a  hepatom (hepato-
sféry) [41]. 

Nevýhodou počátečních experimentů 
prováděných v tekutém médiu byla sku-
tečnost, že mohlo docházet k agregaci 
buněk, a sféry tak mohly vznikat z více 
než jedné buňky, přičemž tento aspekt 
je ale zásadním kritériem pro hodno-
cení testu. Uvedený problém lze překo-
nat použitím semisolidního média, které 
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stejně jako pro vývoj protinádorových 
léčiv obecně. Nádorové sféry představují 
lepší model solidního nádoru v podmín-
kách in vitro než buňky pěstované jako 
monolayer. Automatizovaná příprava 
kolonií umožňuje vysoce efektivně tes-
tovat a  kvantifi kovat účinky léčiv. Sle-
dování původu buněk u  transgenních 
kmenů myší může v budoucnu ukázat, 
které populace buněk jsou v organizmu 
použitou léčbou ovlivněny. Lze očeká-
vat, že při dalším vývoji funkčních testů 
CSCs bude snaha lépe postihnout i vliv 
nádorového mikroprostředí na funkci 
CSCs a  testy budou rozšiřovány o  me-
tody sledování původu buněk, které po-
mohou charakterizovat interakce CSCs 
a ostatních buněk nádoru.
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Druhá z  metod označovaných jako 
„label- retention assay“ využívá stabilní 
značení buněk fl uorochromy [52,56]. Při 
buněčném dělení dochází k rovnoměr-
nému rozdělení těchto fl urochromů do 
dceřiných buněk, a tedy ke snížení fl uo-
rescence jednotlivých buněk na polo-
vinu. Po určitém počtu dělení (obvykle 
8– 10) dojde ke snížení intenzity fluo-
rescence na úroveň neznačených buněk. 
Hodnocením fluorescence jednotli-
vých buněk lze potom určit míru prolife-
race dané populace buněk. Pro značení 
buněk je využíváno fl uorescenční bar-
vivo CFSE (carboxyfl uorescein diacetate 
succinimidylester), které volně prostu-
puje přes plazmatickou membránu a ko-
valentně se váže na proteiny v buňkách, 
nebo sondy PKH26 a DiI, jež se vážou na 
plazmatickou membránu. Na základě vy-
soké fl uorescence v důsledku prodlouže-
ného buněčného cyklu byla pomocí této 
metody detekována populace buněk, 
která vykazuje další znaky typické pro 
CSCs, jako je zvýšená schopnost tvorby 
kolonií, tumorigeneze in vivo a exprese 
markerů kmenových buněk [57].

Test aktivity aldehyddehydrogenázy

Exprese aldehyddehydrogenázy (ALDH) 
je specifi cká pro kmenové buňky, a  je 
proto využívána jako jeden z jejich mar-
kerů [58]. Měření aktivity ALDH pomocí 
štěpení specifického substrátu patří 
mezi funkční testy fenotypu CSCs  [59]. 
Substrát označovaný jako BAAA 
(BODIPY aminoacetaldehyde) proniká 
difuzí do buňky, kde je štěpen pomocí 
ALDH na BAA (BODIPY amino acetate) 
a dochází tak k emisi fl uorescence, která 
může být kvantifi kována pomocí průto-
kové cytometrie. Buňky s vysokou inten-
zitou fl uorescence (a tedy vysokou akti-
vitou ALDH) jsou považovány za CSCs. 
V  současnosti existuje komerčně do-
stupný systém pro detekci aktivity ALDH 
pod označením Aldefl uorTM.

Závěr

Funkční testy pro detekci buněk s  fe-
notypem CSCs představují nepostra-
datelnou součást aktuálního výzkumu 
nádorových onemocnění. Metodické 
přístupy, které byly pro účely detekce 
CSCs vyvinuty, jsou postupně využí-
vány i pro výzkum léčiv cílených na CSCs 
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