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Souhrn

Nadorové kmenové bunky (cancer stem cells — CSCs) jsou povazovany za populaci bunék, ktera
odpovida za iniciaci a progresi nadoru, Gcastni se procesu metastazovani a je moznou pficinou
ziskané lékové rezistence a rekurence nador(. CSCs disponuji schopnosti sebeobnovy a maji
tumorigenni potencidl. Funk¢ni testy, které umoznuji detekovat zmifované vlastnosti, jsou
hlavnim nastrojem pro identifikaci nadorovych kmenovych bunék. Tento ¢lanek prinasi uce-
leny prehled in vivo a in vitro metod vyuzivanych pro prikaz CSCs s d{irazem na recentné zava-
déné techniky detekce CSCs. Mezi nejcastéji provadéné funkeni testy patii test tumorigenicity
in vivo, testy tvorby sfér (sphere formation assay) a kolonii (colony-forming unit assay) a rovnéz
detekce tzv. vedlejsi populace (side population). Dale jsou popsany metody zadrzovani de-
tekeni znacky (label-retention assay) a test aktivity aldehyddehydrogenazy.
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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 identification 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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FUNKCNITESTY PRO DETEKCI NADOROVYCH KMENOVYCH BUNEK

Uvod

Nadorové kmenové buriky (cancer stem
cells - CSCs) jsou definovany jako sub-
populace bunék nadoru, které jsou
schopny sebeobnovy a maji potencial
diferencovat do vsech typd nadoro-
vych bunék tvoficich masu daného na-
doru [1]. Dle tohoto modelu odpovidaji
CSCs za iniciaci a kontinudlnirdst nédoru
a jsou také pric¢inou vysoké bunécné he-
terogenity, se kterou se u mnoha typu
nadord setkdvame [2]. Navic jiz v fadé
studii bylo prokazéno, ze CSCs (podobné
jako jiné druhy kmenovych bunék) dis-
ponuji zvySenou odolnosti proti che-
moterapii a radioterapii [3-5]. Z toho Ize
usuzovat, ze pravé CSCs by mohly byt
pficinou casto se vyskytujici ziskané Ié-
kové rezistence a rekurence nadord,
které predstavuji v soucasnosti nejvétsi
problém v [é¢bé nddorovych onemoc-
néni. Zatimco dosavadni lé¢ba nadord
se zaméfuje predevsim na redukci cel-
kové masy nadoru, limitem v dlouhodo-

bém vyléceni nemoci mohou byt pravé
rezistentni CSCs, jez v urcitém case po
terapii daji vzniknout nové populaci na-
dorovych bunék - ¢asto jiz rezistentnich
k plvodni [é¢bé. Zejména v poslednim
desetileti proto CSCs predstavuji vy-
znamnou oblast vyzkumu nadorovych
onemocnéni a recentni studie pfindseji
slibné vysledky, kdy kombinovana lécba
zamérujici se mj. na CSCs vede k lepsi |é-
¢ebné odpovédi [3].

Z3aklad modelu CSCs Ize dohledat jiz
v roce 1855, kdy Rudolf Virchow pred-
stavil teorii, podle které nadory vzni-
kaji z nezralych bunék [6]. Termin ,na-
dorové kmenové bunky” byl véak pouzit
az v roce 1959 pro popis nepocetné
populace bunék, jez byly rezistentni
k chemoterapii a nachdzely se u nich
odlisné chromozomalni zmény v porov-
nani s ostatnimi burikami nadoru [7].
Nasledné transplantacni experimenty
in vivo a klonogenni testy in vitro prove-
dené v 70. letech minulého stoleti potvr-
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Obr. 1. Schéma testu tumorigenicity.

Prikaz fenotypu CSCs je proveden opakovanou transplantaci izolovanych buné¢nych po-
pulaci, které jsou schopny po injikaci do imunodeficientni mysi vytvofit nador.

dily, Ze nddory mohou vznikat ze vzicné
se vyskytujicich bunék, které maji schop-
nost sebeobnovy a jsou schopny reka-
pitulovat buné¢nou heterogenitu puG-
vodniho nadoru. S rozvojem technik
pritokové cytometrie a s prispénim po-
znatk(l o biologii kmenovych bunék
bylo mozné izolovat CSCs z nadorové
tkané na zakladé specifickych povrcho-
vych markerd, ¢asto shodnych s témi,
které se vyuzivaji pro identifikaci adult-
nich kmenovych bunék. Timto pfistu-
pem byly CSCs nejprve identifikovany
u hematoonkologickych malignit [8],
pozdéji u karcinomu prsu [9] a poté
u celé rady dalsich solidnich nador@ [10].
V soucasné dobé je sortovani bunék na
zdkladé povrchovych markerd obecné
uplatiovanym pfistupem pfi vyzkumu
CSCs. Specifita markert CSCs se vsak
mUze mezi jednotlivymi typy nadort
lisit a je nezbytné ovérit, zda izolovana
populace bunék disponuje zakladnimi
vlastnostmi CSCs — schopnosti sebeob-
novy a tumorigeneze. Pro tyto ucely se
vyuzivaji funkeni testy, které Ize dle me-
todického pfistupu rozdélit na testy
in vivo a in vitro. V nasledujicich kapito-
lach bude podén prehled téchto metod.

Funk¢ni testy CSCs in vivo

Test tumorigenicity

Test tumorigenicity pfedstavuje dosud
nejlepsi funkcni test fenotypu CSCs, kte-
rym lze soucasné ovéfit schopnost se-
beobnovy i schopnost vytvofrit nador,
jenz rekapituluje buné¢nou hetero-
genitu nadoru plivodniho, a to pfimo
v prostiedi in vivo. Principem testu je
opakovand transplantace testovanych
bunék do zvifeciho modelu, nejéastéji
mysi imunodeficientniho kmene - ty-
picky NOD/SCID (nonobese diabetic/se-
vere combined immunodeficiency)
(obr. 1) [1]. Dle plvodu a homogenity
testované populace bunék byva do
vhodného mista mysi injikovano 100 az
nékolik miliond bunék [9,11,12]. Inji-
kace se obvykle provadi subkutanné, ale
bunky lze transplantovat i do jednotli-
vych organt - mozku [11,13], svalu [12]
¢i prsni zlazy [14]. Mysi jsou poté pra-
bézné kontrolovény a v pfipadé nalezu
nadoru nebo po uplynuti stanovené
doby jsou usmrceny (obr. 2A). Schopnost
tumorigeneze je hodnocena na zakladé
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Obr. 2. Ukazky nasich vysledka funkénich testt CSCs u rabdomyosarkomu a osteosarkomu.

A. Xenograftovy nador v podkozi mysi kmene NOD/SCID/IL2Ry, , po injikaci rabdomyosarkomovych bunék. Sipka oznacuje lokalizaci na-
doru. B. Sarkosféry vytvorené z osteosarkomové linie OSA-02.

poméru poctu zvifat, u kterych se vyvi-
nul nddor, k poctu celkové injikovanych.
Mezi dalsi kritéria hodnoceni pak patii
velikost nddoru, doba do nélezu tumoru
a pocet injikovanych bunék. Schopnost
sebeobnovy je vsak potieba dale ové-
fit opakovanou izolaci CSCs z xenograf-
tového nadoru a jejich transplantaci do
dalsiho zvitete (obr. 1) [1].

Ve vétsiné prvotnich praci prokazu-
jicich ptitomnost nepocetné populace
CSCs u rliznych typd nadord byly pro
test tumorigenicity vyuzivany NOD/SCID
mysi. V poslednich letech ale byly publi-
kovany prace, které ukazaly, ze tumo-
rigenicita testovanych bunék (a tedy
i senzitivita testu) mdze byt vyrazné zvy-
sena pouzitim vice imunodeficientnich
transgennich mysich kmen( NOD/SCID/
/IL2Ry, ,» NOD/ShiLtSz-scid/IL2Ry , (NSG)
a NOD/Shilic-scid/IL2Ry, , (NOG), ne-
soucich mutaci v genu pro fetézec gama
receptoru pro interleukin-2 [15]. Pouzi-
tim NSG mysi se u maligniho melanomu
zvysilo vypocitané zastoupeni CSCs
z plvodné publikovanych 0,0001 % na
25 %, pti¢emz naddory u mysi vznikaly jiz
pfi injikaci jediné buriky [16]. Podobné
doslo ke zvyseni tumorigenicity u leuke-
mickych kmenovych bunék [17]. A¢ko-
liv u nékterych solidnich nador(, napf.
adenokarcinomu pankreatu, nebyla po-
zorovana zména ve frekvenci vyskytu
CSCs [18], vyuziti NSG mysi obecné zkra-
tilo dobu do prvniho nélezu nadoru.
Pravé ¢asova narocnost testu tumorige-

nicity, kdy od injekce testovanych bunék
do vytvofeni nadoru uplyne ¢asto i né-
kolik mésic, je jedna z nevyhod tohoto
testu. CSCs mohou béhem této doby
projit fadou genetickych a epigenetic-
kych zmén, coZ znesnadnuje interpretaci
vysledkl testu [1]. Vyuziti vice imuno-
deficientnich kmend mysi, NSG a NOG,
se proto jevi jako vhodna optimalizace
testu.

Dalsi limit testu tumorigenicity mize
predstavovat mikroprostiedi v misté
transplantace a zpUsob injikace bunék.
Je zndmo, ze kmenové burky jsou do
zna¢né miry zavislé na produkci sig-
nall od okolniho stromatu [19]. Pfi ex-
perimentech, kdy byly do mysi injiko-
vany smisené populace naddorovych
bunék a fibroblastd asociovanych s na-
dorem (cancer-associated fibroblasts),
doslo ke zvyseni agresivity a velikosti
nadoru [20]. Kombinace nadorovych
bunék s normélnimi diploidnimi fibro-
blasty méla po transplantaci do mysi
efekt opacny. Vysledky nékterych studii
ukazuji, Ze i samotné nadorové stroma
ovliviuje okolni buriky a ptvodné ne-
nadorové bunky umisténé do jeho bliz-
kosti se pravdépodobné v disledku ge-
netickych ¢i epigenetickych zmén stavaji
tumorigennimi [21-24]. Mira tumorige-
nicity mGze byt také zvySena pfidanim
mitoticky inaktivovanych podpurnych
bunék (feeder cells) nebo Matrigelu™,
ktery obsahuje proteiny extracelularni
matrix [1,16,25,26].

Potfeba sledovat interakce CSCs a mi-
kroprostredi in vivo vedla v poslednich
letech k rozvoji specializovanych metod
zalozenych na intravitalni mikrosko-
pii a multifotonovém zobrazovani [27].
Pomoci téchto metod je mozné v case
a pfi rozliseni jednotlivych bunék pozo-
rovat bunky exprimujici fluorescen¢ni
protein pfimo v mysi bez nutnosti jejiho
usmrceni ¢i naruseni pfislusné tkané.
To mimo jiné umoznuje sledovani pa-
vodu bunék (lineage tracing), coz po-
maha lépe pochopit dynamiku tu-
morigeneze. V recentnich studiich
byly fluorescenéné znacené nadorové
bunky ziskany dvéma zpGsoby: 1. vyu-
zitim transgennich kmen0 mysi, které
spontdanné vytvareji nddory a zéroven
v bunikadch obsahuji fluorescenc¢ni pro-
tein s regulovatelnou expresi [28-30],
nebo 2. pomoci transdukce izolovanych
bunék pfislusnou fluorescencni znackou
a jejich xenotransplantaci do imunodefi-
cientni mysi [31]. Pravé tento druhy pfi-
stup, kdy je mozné izolovanou populaci
CSCs znacit fluorescen¢nim proteinem,
injikovat do mysi (pfipadné i spole¢né
s dalsimi odlisné znacenymi populacemi
bunék) a sledovat v ¢ase, by se v bu-
doucnu mohl stat optimalnim rozsire-
nim klasického testu CSCs in vivo.

Funkéni testy CSCs in vitro

Oproti metoddm in vivo jsou in vitro
testy fenotypu CSCs vyhodné zejména
z dlvodu mensi ¢asové a finan¢ni na-
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ro¢nosti. | pfesto je nutné vysledky zis-
kané in vitro ovérit testem in vivo. Dobre
navrzeny funkcni test in vitro by mél mit
dostatecnou specifitu a citlivost pro de-
tekci nizce zastoupené populace CSCs
a zaroven by mél umoznovat kvantita-
tivni hodnoceni. Mezi nejcastéji vyuzi-
vané funk¢ni testy in vitro patfi: 1. test
tvorby buné¢nych sfér (sphere formation
assay), 2. test tvorby kolonii (colony-for-
ming unit — CFU assay), oznacovany téz
jako klonogenni test, 3. detekce vedlejsi
populace (side population — SP analysis),
4. test zadrzovani detekéni znacky
v burice (label-retention assay) a 5. test
aktivity aldehyddehydrogendzy [1,32].

Test tvorby bunécnych sfér

Prdkaz schopnosti pavodné jednotlivych
bunék délit se a vytvaret sféry — tedy ku-
lovité shluky bunék - umoznuje kvan-
tifikovat aktivitu a sebeobnovu CSCs
(obr. 2B) [33]. Test je provadén v médiu
s definovanym obsahem rlistovych fak-
tord, aby se minimalizovalo plsobeni
externich bunécnych signald, a za nead-
herentnich podminek kvli ovéfeni ne-
zavislosti na adherenci k substratu. Pro
ovéreni sebeobnovy CSCs je nutné sféry
opakované pasazovat — sféry jsou enzy-
maticky pfevedeny na suspenzi jednot-
livych bunék a opétovné kultivovény
za definovanych podminek [34,35]. Dle
poctu zformovanych sfér v druhé a dal-
sich generacich Ize ur¢it nejen schop-
nost sebeobnovy, ale také klonogenity
pfislusnych bunék.

Bunécné sféry byly odvozeny z celé
fady nador( a casto byvaji nazyvany dle
tkanového plvodu nebo nazvu nadoru
(uvedeno v zédvorce): neurondlni na-
dory (neurosféry) [13,36], karcinom prsu
(mamosféry) [14], rabdomyosarkom
(rabdosféry) [12], osteosarkom (sarko-
sféry) [37,38], karcinom tlustého stieva
(kolonosféry) [39], karcinom prostaty
(prostasféry) [40] a hepatom (hepato-
sféry) [41].

Nevyhodou pocatecnich experimentt
provadénych v tekutém médiu byla sku-
te¢nost, Ze mohlo dochézet k agregaci
bunék, a sféry tak mohly vznikat z vice
nez jedné burky, pficemz tento aspekt
je ale zasadnim kritériem pro hodno-
ceni testu. Uvedeny problém lze preko-
nat pouzitim semisolidniho média, které

omezuje pohyb bunék a tim i jejich moz-
nou agregaci [37,38].

Obdobu testu tvorby sfér predstavuje
test tvorby kolonii z jednobunééné sus-
penze v mékkém agaru (soft agar co-
lony-forming assay), v némz je také
ovérovdna schopnost sebeobnovy, tu-
morigenity a klonogenity CSCs [37,40].
Délenim jednotlivych bunék dochazi
v agaru ke vzniku trojrozmérnych bu-
nécnych kolonii.

Test tvorby kolonii

Princip této metody je podobny jako
u pfedchoziho testu. Suspenze jednot-
livych bunék izolované populace se vy-
seje na kultiva¢ni misku a po urcité dobé
se vyhodnoti pocet kolonii (obvykle
musi byt tvofeny vice nez 30-70 buni-
kami) [41-44]. Kultivace vsak probiha
za adherentnich podminek v médiu
s pfidavkem séra. Povrch kultivac-
nich misek mlze byt pfipadné potazen
Matrigelem™ [41].

V minulém roce byl publikovan po-
stup, ktery test tvorby kolonii do zna¢né
miry automatizuje [44]. Bunky byly tfi-
dény metodou FACS (fluorescence-acti-
vated cell sorting, tfidéni bunék pomoci
fluorescence) na zékladé exprese povr-
chovych markert CSCs a jednotlivé au-
tomaticky vysety do 96jamkovych nebo
384jamkovych mikrotitrac¢nich desti-
Cek. Tento pristup vyrazné zkracuje Ca-
sovou a manualni naro¢nost testu a diky
pouziti vicejamkovych desti¢ek umoz-
nuje velmi rychlé kvantitativni hodno-
ceni, napf. fluorescencnim skenovacim
cytometrem [45].

Detekce vedlejsi populace
Vedlejsi populace (side population — SP)
je definovana jako populace bunék,
kterd je schopna z cytoplazmy vylu-
¢ovat fluorescencni barvivo Hoechst
33342 [46]. Tento fluorochrom s emis-
nim maximem 460 nm (modrd barva
spektra) ma schopnost vazat se na DNA
avtomto stavu Ize navic detekovat emisi
i v Cervené casti spektra. Toho se vyu-
ziva pfi pratokové cytometrii, pfipadné
pfi FACS, kdy SP vykazuje vyrazné nizsi
fluorescenci v ¢erveném spektru oproti
modrému spektru.

K vypuzovani fluorescen¢niho bar-
viva dochazi aktivitou membréano-

vych proteinl spadajicich do rodiny
ABC (ATP-binding cassette) transpor-
térQ, které jsou mimo jiné odpovédné
za transport xenobiotik [46,47]. V sou-
vislosti s CSCs je z této skupiny nej¢astéji
zkoumany protein ABCG2, jehoz zvysend
exprese je povazovana za moznou pfi-
¢inu rezistence CSCs k chemoterapeuti-
kdam [47,48]. Pfi detekci nebo izolaci CSCs
na zakladé SP je proto nezbytné provést
kontrolni experiment s vyuzitim nékte-
rého z inhibitorl ABCG2 proteinu - nej-
Castéji se pouzivaji verapamil [49] nebo
fumitremorgin C [50].

Urcitou nevyhodou detekce SP fluoro-
chromem Hoechst 33342 je nutnost
pouziti excita¢niho UV laseru (355 nm),
ktery nebyva v zdkladni konfiguraci ob-
vykle pouzivanych pratokovych cy-
tometrG. Jako alternativu k barvivu
Hoechst 33342 Ize pouzit rhodamin 123
(Rho123), ktery je vylu¢ovan stejnym
typem membranového transportéru
a jeho excitace se provadi pomoci z&-
kladniho modrého laseru (488 nm) [38].

Test zadrzovani detek¢ni znacky

Dalsi in vitro metodou pro identifi-
kaci CSCs izolovanych ze solidnich na-
dor0 je test schopnosti zadrzovani de-
tekeni znacky v bunce (label-retention
assay) [51-53]. V literatufe Ize najit pod
oznacenim ,label-retention assay” dvé
metody znaceni bunék.

Pavodni metoda vychéazi z hypo-
tézy existence ,nesmrtelného fetézce”
(immortal strand hypothesis) a jejim
cilem je prikaz kmenovych bunék po-
moci znaceni matefského retézce DNA
H3-thymidinem nebo bromdeoxyuri-
dinem [51,54]. Testované burnky jsou
nejprve oznaceny nékterym z téchto
prekurzord a po nékolika bunécnych
délenich je u nich detekovana intenzita
signalu. BEhem asymetrického déleni
by mély kmenové buriky zadrZovat zna-
¢eny mateisky (,nesmrtelny”) fetézec
a do dcefiné buriky by mél byt predavan
pouze nové vznikly neznaceny fetézec.
Jinym vysvétlenim pro zadrzovani de-
tekéni znacky by mohl byt prodlouzeny
buné¢ny cyklus CSCs oproti ostatnim
bunikdm nadoru. U bunék, které nemaji
vlastnosti CSCs, by mélo jejich délenim
dochézet k rozfedéni znacenych fetézcl
v populaci dcefinych bunék [55].
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Druhd z metod oznacovanych jako
Jlabel-retention assay” vyuziva stabilni
znaceni bunék fluorochromy [52,56]. Pfi
buné¢ném déleni dochazi k rovhomér-
nému rozdéleni téchto flurochroma do
dcefinych bunék, a tedy ke snizeni fluo-
rescence jednotlivych bunék na polo-
vinu. Po urc¢itém poctu déleni (obvykle
8-10) dojde ke snizeni intenzity fluo-
rescence na uroven neznacenych bunék.
Hodnocenim fluorescence jednotli-
vych bunék Ize potom urcit miru prolife-
race dané populace bunék. Pro znaceni
bunék je vyuzivano fluorescencni bar-
vivo CFSE (carboxyfluorescein diacetate
succinimidylester), které volné prostu-
puje pres plazmatickou membranu a ko-
valentné se véze na proteiny v burikach,
nebo sondy PKH26 a Dil, jez se vaZou na
plazmatickou membranu. Na zékladé vy-
soké fluorescence v dlsledku prodlouze-
ného bunééného cyklu byla pomoci této
metody detekovana populace bunék,
kterd vykazuje dalsi znaky typické pro
CSCs, jako je zvysena schopnost tvorby
kolonii, tumorigeneze in vivo a exprese
markert kmenovych bunék [57].

Test aktivity aldehyddehydrogenazy
Exprese aldehyddehydrogenazy (ALDH)
je specifickd pro kmenové bunky, a je
proto vyuzivana jako jeden z jejich mar-
ker( [58]. Méfeni aktivity ALDH pomoci
Stépeni specifického substratu patfi
mezi funk¢ni testy fenotypu CSCs [59].
Substrdt oznacovany jako BAAA
(BODIPY aminoacetaldehyde) pronika
difuzi do bunky, kde je stépen pomoci
ALDH na BAA (BODIPY amino acetate)
a dochdzi tak k emisi fluorescence, ktera
muze byt kvantifikovdna pomoci prato-
kové cytometrie. Bunky s vysokou inten-
zitou fluorescence (a tedy vysokou akti-
vitou ALDH) jsou povazovany za CSCs.
V soucasnosti existuje komeré¢né do-
stupny systém pro detekci aktivity ALDH
pod oznacenim Aldefluor™.

Zaveér

Funkéni testy pro detekci bunék s fe-
notypem CSCs predstavuji nepostra-
datelnou soucast aktualniho vyzkumu
nadorovych onemocnéni. Metodické
pristupy, které byly pro ucely detekce
CSCs vyvinuty, jsou postupné vyuzi-
vany i pro vyzkum léciv cilenych na CSCs

stejné jako pro vyvoj protinddorovych
|é¢iv obecné. Nadorové sféry predstavuji
lepsi model solidniho nddoru v podmin-
kach in vitro nez bunky péstované jako
monolayer. Automatizovand pfiprava
kolonii umoznuje vysoce efektivné tes-
tovat a kvantifikovat ucinky léciv. Sle-
dovani plvodu bunék u transgennich
kmend mysi mize v budoucnu ukazat,
které populace bunék jsou v organizmu
pouzitou lé¢bou ovlivnény. Lze oceka-
vat, Ze pfi dalSim vyvoji funkcnich testl
CSCs bude snaha Iépe postihnout i vliv
nadorového mikroprostiedi na funkci
CSCs a testy budou rozsifovany o me-
tody sledovéni ptvodu bunék, které po-
mohou charakterizovat interakce CSCs
a ostatnich bunék nadoru.
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