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Streszczenie: Nowotworowe komórki macierzyste (CSCs) definiuje się jako frakcję komórek nowot-
worowych posiadającą zdolność klonogenną, wyrażających czynniki transkrypcyjne macierzystości 
takie jak Nanog, Nestin, Oct4 i Pax2. Nowotworowe komórki macierzyste, po raz pierwszy ziden-
tyfikowane w białaczce, opisano w ostatnich latach także w raku nerki (RCC). Komórki te potrafią 
formować sfery, in vitro różnicować się w komórki endotelialne i epitelialne, a co najważniejsze 
indukują guzy w myszach SCID. Techniki izolacji i badania CSCs wykorzystują właściwości spe-
cyficzne tych komórek, aby wydzielić je z masy guza nowotworowego lub hodowli komórkowej. 
Dziś znane są metody izolacji RCC CSCs oparte na powinowactwie do antygenu powierzchnio-
wego CD105 (endoglina). Podobnie komórki CD133+ w RCC są najprawdopodobniej populacją 
komórek CSC, a także komórki CXCR4. Podobnie do izolacji CSC wykorzystywana jest ocena 
ekspresji markerów wewnątrzkomórkowych w tym białka ALDH1, DNAJB8 oraz PIK3R1. Opisane 
metody izolacji pozwalają uzyskać komórki CSC z hodowli pierwotnych i ustabilizowanych linii 
komórkowych, a także hodowli komórek po izolacji z ksenograftów i w obecności leków. Dodat-
kową metodą izolacji CSC jest izolacja komórek tzw. populacji bocznej (SP) z wykorzystaniem 
barwnika Hoechst 33342 lub rodaminy (Rh123). Komórki o fenotypie SP wykazują ponadto wysoką 
aktywność enzymu ALDH1. Fenotyp macierzystości może być także indukowany poprzez manipu-
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lowanie składem pożywki do hodowli komórek. Podobnie stosowanie hodowli sfer komórkowych 
3D pozwala na uzyskanie warunków jeszcze bardziej zbliżonych do in vivo i wzrostu CSC. Ana-
logiczne właściwości ma hodowla komórkowa 2D przy obniżonym stężeniu czynników wzrostu. 
Odkrycie charakterystyki komórek o cechach macierzystości oraz metody ich pozyskiwania z linii 
komórkowych unikatową metodą badawczą jest zaledwie wstępem do dalszych badań. Ogromne 
zróżnicowanie markerów i metod izolacji RCC-CSC przyczynia się do trudności w określeniu opty-
malnej metody izolacji i wymaga dalszej optymalizacji.

Słowa kluczowe: nowotworzenie, ccRCC, nowotworowe komórki macierzyste

Summary: Cancer stem cells (CSCs) are defined as a fraction of tumor cells having a clonogenic 
ability, expressing stemness transcriptional factors such as Nanog, Nestin, Oct4 and Pax2. CSCs 
for the first time identified in leukemia, have also been recently described in renal cancer (RCC). 
These cells can form 3D spheres, that differentiate in vitro into endothelial and epithelial cells, and 
induce tumors in SCID mice. Isolation techniques and CSCs studies use the specific properties of 
these cells to separate them from tumor mass or cell culture. Today, methods for the isolation of 
RCC CSCs that are based on affinity to the surface antigen CD105 (endoglin) are known. Similar-
ly, CD133(+) cells in RCC are most likely CSCs as well as CXCR-4 cells. Similarly to the CSC 
isolation, the expression of intracellular markers is used, including ALDH1, DNAJB8 and PIK3R1. 
These isolation methods allow CSCs to be harvested from primary and stabilized cell line cultures 
as well as cell culture after isolation from xenografts and in the presence of drugs. An additional 
method of CSC isolation is the isolation of cells called side population (SP) with the use of Hoechst 
33342 dye or rhodamine (Rh123). SP cells display high ALDH1 activity. The parent phenotype can 
also be induced by manipulating the composition of the cell culture medium. Similarly, the cultiva-
tion of 3D cell spheres are conditions even closer to in vivo and promote CSC growth. The 2D cell 
culture with reduced concentration of growth factors has similar properties. The huge diversity of 
markers and methods of RCC-CSC insulation contributes to difficulties in determining the optimal 
method of isolation and requires further optimization.
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Wykaz stosowanych skrótów: ALDH1 – dehydrogenaza aldehydowa 1 (ang. Aldehyde Dehydro-
genase 1); CAIX – anhydraza węglanowa IX (ang. Carbonic Anhydrase IX); ccRCC – rak jas-
nokomórkowy nerki (ang. clear cell Renal Cell Cancer); CTC – krążące komórki nowotworowe 
(ang. Circulating Tumor Cells); CXCR4 – receptor chemokin typu 4 (ang. C-X-C chemokine Recep-
tor type 4); EMT – przemiana epitelialno mezenchymalna (ang. epithelial-mesenchymal transition); 
HIF – czynnik indukowany hipoksją (ang. Hypoxia-Inducible Factor); IL-2 – interleukina 2 (ang. 
Interleukin 2); INF – interferon (ang. Interferon); MET – przemiana mezenchymalno epitelialna 
(ang. Mesenchymal–Epithelial Transition); mTOR – kinaza mTOR (ang. mammalian Target Of 
Rapamycin); NCAM – cząsteczka adhezji komórek neuronowych (ang. Neural Cell Adhesion Mol-
ecule); ORR – poziom obiektywnych odpowiedzi (ang. Objective Response Rate); PDGF – płytko-
pochodny czynnik wzrostu (ang. Platelet-Derived Growth Factor); PFS – czas przeżycia wolnego 
od progresji (ang. Progression-Free Survival); RCC – rak nerki (ang. Renal Cell Cancer); TGF-1 
– transformujący czynnik wzrostu 1 (ang. Transforming Growth Factor beta 1); TIC – komórki 
inicjujące guza (ang. Tumor Initiating Cells); VEGF – czynnik wzrostu śródbłonka naczyń (ang. 
Vascular Endothelial Growth Factor); VHL – gen Hippela-Lindau (ang. Von Hippel–Lindau gene).
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WSTĘP

Obecnie nowotworowe komórki macierzyste definiuje się jako małą frakcję 
komórek nowotworowych posiadającą zdolność klonogenną, wyrażającą obec-
ność markerów macierzystości takich jak Nanog oraz Oct4, przy braku ekspresji 
markerów endotelialnych i epitelialnych. Ponadto, komórki te cechują się dużą 
plastycznością, czyli mogą różnicować się w różne linie komórkowe, potrafią 
rosnąć w sferycznych koloniach w warunkach nieadhezyjnych, oraz indukują in 
vivo nowotwory posiadające zróżnicowane i niezróżnicowane komórki podczas 
seryjnych przeszczepów ksengenicznych. Właściwości kancerogenne komórek są 
sprawdzane poprzez ich zdolność do tworzenia nowotworów po podaniu zwierzę-
tom o upośledzonej odporności, np. myszom SCID [1]. 

Nowotworowe komórki macierzyste mogą dzielić się w sposób asymetryczny, 
wówczas powstaje jedna nowotworowa komórka macierzysta oraz jedna nowo-
tworowa komórka progenitorowa jak również w sposób symetryczny, w którym 
powstają dwie identyczne nowotworowe komórki macierzyste. Podejrzewa się, 
że nowotworowe komórki macierzyste mogą również dzielić się symetrycznie na 
dwie komórki progenitorowe, tym samym zmniejszając populację nowotworo-
wych komórek macierzystych w guzie. Nowotworowe komórki progenitorowe, 
analogicznie do zdrowych komórek progenitorowych, są wczesnym stadium zróż-
nicowania nowotworowych komórek macierzystych, z ograniczonym potencja-
łem samoodnowy oraz różnicowania [2].

CSC zostały po raz pierwszy zidentyfikowane w białaczce [3], a następnie 
w wielu guzach litych takich jak glejak, rak piersi, gruczołu krokowego, trzustki, 
jelita grubego, wątroby, płuc, jajnika [4], a także rak nerki [5]. Ważnym czynnikiem 
w rozwoju nowotworu i powstawaniu CSC jest niedobór tlenu. Hipoksja induku-
je w komórkach nowotworowych cechy macierzystości lub wręcz stymuluje je do 
uzyskania takiego fenotypu, zwiększając ich oporność na leki i ograniczając wrażli-
wość na apoptozę [6]. Dodatkowo brak tlenu aktywuje czynnik HIF-1, co indukuje 
syntezę czynników wzrostu potrzebnych do unaczynienia nowotworu, a unaczynie-
nie ułatwia migracje i przerzutowanie nowotworu [7, 8]. W proces wzrostu CSC 
i angiogenezy tkanki raka zaangażowane są także komórki CAF (ang. Cancer As-
sociated Fibroblasts) będące częścią zrębu guza. Ponad 40% CAF powstaje w pro-
cesie EMT [9-11].

METODY IZOLACJI CSC

Techniki izolacji i badania CSCs wykorzystują właściwości specyficzne tych 
komórek, aby wydzielić je z masy guza nowotworowego lub hodowli komórko-
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wej. Cechą wyróżniającą CSC wykorzystywaną do izolacji jest zarówno ekspresja 
białek–markerów powierzchniowych (przegląd w tab. 1), tworzenia kolonii, czy 
oporność na barwienie znacznikami fluorescencyjnymi. Techniki izolacji CSCs 
można podzielić na opierające się na parametrach fizycznych (takich jak wiel-
kość, czy gęstość) lub na powinowactwie (chemiczne, magnetyczne, elektryczne 
[12]. Techniki oparte na powinowactwie są obecnie częściej stosowane ze wzglę-
du na ich większą precyzję [13]:

- FACS (ang. Fluorescence-Activated Cell Sorting) – metoda oparta na cytomet-
rii przepływowej. Do sortowanych komórek przyłączają się przeciwciała połączone 
ze znacznikiem fluorescencyjnym, co pozwala na izolowanie subpopulacji komórek 
o wysokiej lub niskiej ekspresji określonych antygenów;  

- MACS (ang. Magnetic Activated Cell Sorting) – wykorzystuje przeciwciała 
połączone z superparamagnetycznymi nanocząstkami (o średnicy rzędu 100 nm), co 
pozwala na rozdzielenie subpopulacji komórek w gradiencie pola magnetycznego. 

OCENA EKSPRESJI MARKERÓW POWIERZCHNIOWYCH

Izolacja komórek CD105+
Metodę MACS wykorzystano w oznaczaniu antygenu powierzchniowego 

CD-105, będącego potencjalnym markerem macierzystości. Komórki zostały 
wyznakowane przeciwciałami monoklonalnymi (mAb) z magnetycznymi kulka-
mi. Inkubacja trwała 20 min. po czym komórki zostały przepłukane dwukrot-
nie i zawieszone w buforze MACS (PBS pozbawione Ca2+ i Mg2+ wzbogacone 
o 1% BSA i 5mM EDTA) w stężeniu 2 x 107 komórek/80 μl. Po płukaniu komórki 
zostały rozdzielone przy pomocy kolumny magnetycznej zgodnie z zaleceniami 
producenta [5].

W raku nerkowokomórkowym Bussolati et al. zidentyfikowali małą (mniej 
niż 10%) populację komórek, wyrażających marker CD105, charakteryzujących 
się właściwościami komórek propagujących guzy [5]. Komórki CD105+ charak-
teryzują się obecnością markerów mezenchymalnych takich jak CD44, CD90, 
CD146 i CD29, jak również markerów komórek macierzystych takich jak Nanog, 
Nestin, Oct4 i Pax2. Co więcej, mają właściwości klonogenne, potrafią formować 
sfery, in vitro różnicować się w komórki endotelialne i epitelialne, a co najważ-
niejsze ze 100% częstością indukują guzy w myszach SCID [5]. Należy jednak 
zaznaczyć, że w tych badaniach przy hodowli komórek CD105+ użyto surowicy 
oraz deksametazonu, które znane są z indukowania różnicowania się wielu rodza-
jów komórek pluripotencjalnych [14, 15]. 

Populacja komórek nowotworowych eksprymująca CD105 jest potencjalną 
populacją TIC. Zbadano wpływ hipoksji na angiogenezę oraz jej rolę w komór-
kach CD105 pozytywnych. Do tych celów pozyskano linię komórkową HDMEC 
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pochodzącą z ludzkich skórnych komórek śródbłonkowych naczyń włosowatych 
(ang. Human Dermal Microvascular Endothelial Cells, HDMEC). Warunki hi-
poksji uzyskano przez mieszaninę gazów: 0,2% tlenu, 5% dwutlenku węgla oraz 
94,8% azotu. Ekspozycja była prowadzona przy temperaturze 37oC. Hodowle 
kontrolne o tej samej konfluencji były prowadzone w warunkach normoksji (20% 
tlenu, 5% dwutlenku węgla i 75% azotu). Badania wykazały, że hipoksja powo-
duje wzrost ekspresji genu CD105. Co więcej, komórki o podwyższonej ekspresji 
CD105 w warunkach hipoksji były mniej podatne na apoptozę, co sugeruje feno-
typ CSC [6]. Zbadano też komórki raka pobrane z nerek pacjentów po radykalnej 
nefrektomii. Udało się otrzymać 3 histotypy i 2 linie jasnokomórkowe. Komórki 
z podwyższoną ekspresją CD105 wykazywały znacznie silniejsze cechy macie-
rzystości od komórek nieeksponujących tego białka [5]. Przebadano również ko-
mórki złośliwego oponiaka. Badanie prowadzono nie tylko po to żeby stwierdzić, 
czy są one komórkami macierzystymi, ale także, aby zdefiniować tkanki, w któ-
rych komórki te mogą różnicować. W badaniu użyto komórek wyizolowanych 
z pierwotnej linii RM (ang. Rhabdoid Meningioma). Wyprowadzono z nich rów-
nież komórki CD105 pozytywne i przebadano. Do izolacji komórek CD105 po-
zytywnych użyto systemu MACS. Zbadano też formowanie sfer przez te komórki 
i porównano ilość sfer formowanych przez obie populacje. Wyniki pokazały, że 
populacja komórek RM CD105 pozytywnych może być utrzymywana przez 50 
generacji i charakteryzuje się efektywniejszą proliferacją i formowaniem sfer niż 
komórki CD105 negatywne. Eksperymenty in vivo wykazały, ze komórki CD105 
pozytywne mają znacznie wyższy potencjał odtwarzania kompletnych tkanek 
nowotworowych w myszach bezgrasiczych niż CD105 negatywne. Odkryto póź-
niej, iż komórki CD105 pozytywne mogą różnicować w adipocty i osteocyty [16]. 
Subpopulację komórek CD105 pozytywnych zidentyfikowano także w kseno-
graftach RCC oraz guzach pobranych od pacjentów. Komórki te charakteryzo-
wały się zdolnością tworzenia sfer in vitro oraz guzów u myszy. Guzy u myszy 
z komórek CD105 pozytywnych powstawały także przy niskiej podanej liczbie 
komórek. 

Wyciszenie genu CD105 przez shRNA (ang. short hairpin RNA) i CRISPR/
cas9 zmniejszało ekspresję markerów macierzystości oraz zdolność do tworzenia 
sfer, a nasilało starzenie komórek. Ponadto wyciszenie ekspresji CD105 zmniej-
szało zdolność tworzenia guzów u myszy oraz oporność komórek na chemiote-
rapię gemcytabiną. Fenotyp macierzystości zależny od ekspresji CD105 był wy-
rażany przez regulację genów CDA, MYC i NANOG, a CDA było demetylazą 
MYC i NANOG [17]. Nokaut transglutaminazy TG2 w przerzutowych komór-
kach Caki-1 zmniejszał ekspresję CD44, CD73 oraz CD105 [18]. Z kolei izofor-
ma mb-IL-15 o krótkim czasie półtrwania (tmb-IL-15) chroniła komórki macier-
zyste CD105+ przed śmiercią komórkową wywołaną deprywacją serum [19].
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TABELA 1. Potencjalne markery komórek macierzystych raka nerki
TABLE 1. Potential markers of renal caner stem cells

Potencjalny 
marker

Weryfikacja
fenotypu CSC Metoda selekcji Badane linie

komórkowe Literatura

ALDH1/SP Hoechst 33342, 
ALDEFLUOR

Cytometria 
przepływowa Nerkowe: ACHN, KRC/Y [39]

ALDH1 ALDEFLUOR MACS
Jajnikowe: AMOC-2, 

HUOA, OVCAR-3, ES-2, 
RMG-1,TOV-21G

[38]

SP Hoechst 33342 Cytometria 
przepływowa

Nerkowe: 769P, 786-O, OS-
-RC-2, SN12C, SKRC39 [44]

DNAJB8/SP Hoechst 33342 Cytometria 
przepływowa

Nerkowe: ACHN, CAKI-1, 
SMKT-R2 i SMKT-R3; nerko-

we (mysz): RenCa
[40]

Stężenie
rodaminy Rodamina 123 Cytometria 

przepływowa Nerkowe: 786-O [43]

CD105 hipoksja/
normoksja Immunocytochemia Naczyniowe: HDMEC [6]

CD105 Formowanie sfer MACS Nerkowe linie pierwotne [5]

CD105 Formowanie sfer MACS Linie pierwotne oponiaka [16]

CD133 Angiogeneza MACS Nerkowe linie pierwotne [20]

CD133
Różnicowanie 
w osteoblasty 
i adipocyty

MACS Nerkowe linie pierwotne [22]

CXCR4 Formowanie sfer Cytometria 
przepływowa Nerkowe: RCC-26, RCC-53 [28]

CXCR4 Formowanie sfer Cytometria 
przepływowa

Nerkowe Caki-1, Caki-2, 
789-O, 769-P [29]

Oct-4 Hodowla w 
kapsule

Oporność na 
docetaksel Nerkowe (mysz): RENCA [53]

ALDH1 ALDEFLUOR Cytometria 
przepływowa Nerkowe: ACHN, CAKI-2 [45]

Niska
ekspresja 
PIK3R1

Formowanie sfer Knock-out metodą 
CRISPR/Cas9

Nerkowe: HK-2, 786-O, A-704 
oraz linie pierwotne [41]

ALDH1 Formowanie Sfer, 
ALDEFLUOR Immunocytochemia Nerkowe SN12C [46]

CTR2 Ekspresja CD133+ 
i CD24+

Cytometria 
przepływowa Nerkowe linie pierwotne [24]
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Izolacja komórek CD133+
Bruno i wsp. [20]  zbadali implikacje obecności komórek CD-133 pozytywnych 

w raku nerki. Przebadano 30 przypadków raka nerki. Należały do nich 23 komórki 
linie jasnokomórkowe, 4 papilarne, jedna chromofobowa i dwa nieokreślone raki 
nerki. Do izolacji komórek posłużono się metodą MACS. Badania wykazały, że 
CD133 pozytywne są zdolne do formowania naczyń krwionośnych po wszczepie-
niu myszom SCID. TIC eksprymujące CD133 zostały wykryte również w innych 
typach nowotworów takich jak rdzeniaki czy glejaki. Komórki pochodzenia na-
błonkowego reprezentują ten sam fenotyp z wysoką ekspresją CD133 [21]. Po-
dobne badania na różnych liniach pierwotnych raka nerki przeprowadzili Abassi 
i wsp. [22] i stwierdzili, że komórki CD133+ w raku nerki są najprawdopodob-
niej populacją komórek CSC. Guzy ccRCC zawierają zwiększoną liczbę komórek 
CD133+, które eksprymują marker komórek macierzystych oraz charakteryzują 
się powolną proliferacją. Komórki te nie były zdolne do indukowania guzów po 
transplantacji, ale sprzyjały formowaniu guzów przez zróżnicowane komórki no-
wotworowe [23].

Komórki CD133 wyizolowano także z linii pierwotnych. Okazało się, że 
wszystkie linie je posiadały, co więcej 85% z nich miało też marker CD24. Komórki 
CD133+ CD24+ posiadały duże stężenie białka powierzchniowego CTR2, pełniące-
go ważną rolę w lekooporności. CTR2 uznano za dobry marker macierzystoś-
ci. W opozycji do wyników innych grup, Gallagginte i wsp. nie zaobserwowali 
w badanych komórkach obecności białka CD105. Subpopulacja komórek CD133+/
CD24+/CTR2+ ccRCC posiadała pewne cechy macierzystości, w tym zdolność do 
różnicowania in vitro oraz indukowania angiogenezy in vivo [24]. W ksenograftach 
większa liczba komórek koeksprymujących CD133 i CXCR4 była obecna w obsza-
rach guza przylegających do nekrozy niż w obszarach unaczynionych. Ich liczba 
także znacząco wzrastała w wyniku leczenia sunitynibem w obszarach otaczają-
cych nekrozę. Sutynitynib indukował także oporność na swoje własne działanie ter-
apeutyczne poprzez indukowanie hipoksji w obszarach otaczających nekrozę, gdzie 
obserwowano większą liczbę komórek macierzystych [8].

W linii komórkowej 786-O ekspresja jądrowego HIF-1α korelowała z ekspre-
sją CD133. Ekspresja CD133 była też indukowana chlorkiem kobaltu, co sugeru-
je, że hipoksja wpływa na ekspresję CD133 [25].

Komórki CD133+/CD24+ charakteryzują się zwiększoną ekspresją marke-
rów macierzystości CTR2, BCL-2, MDR1, OCT-4, KLF4 niż komórki populacji 
ogólnej, a także większą zdolnością do samoodnowy i zwiększoną opornością na 
cisplatynę i sorafenib. Mają też większą zdolność do przerzutowania i indukowa-
nia guzów in vivo. Komórki CD133+/CD24+ eksprymują na wysokim poziomie 
Notch1, Notch2, Jagged1, Jagged2, DLL1 and DLL4. Farmakologiczna inhibi-
cja Notch1 lub Notch2 za pomocą MRK-003 lub endogennego inhibitora Numb 
powodowała utratę cech komórek macierzystych. Nadekspresja Notch1 powodo-
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wała zwiększony poziom CXCR4 i hamowała chemotaksję indukowaną SDF-1 
w komórkach CSC RCC in vitro. Traktowanie inhibitorem CXCR4 odwracało ten 
efekt. Sugeruje to, że szlak sygnałowy Notch odpowiada za promowanie chemo-
taksji RCC za pośrednictwem osi sygnałowej SDF-1/CXCR4 [26]. 

Przekaźnictwo TNF za pośrednictwem TNFR2, zwiększona ekspresja TNFR2 
promowała wchodzenie w cykl komórkowy komórek RCC CD133+, w komórkach 
tej subpopulacji większa była indukcja śmierci komórkowej przez cyklofosfamid 
niż w populacji ogólnej. Selektywne zaangażowanie receptora TNFR2 przez TNF 
może indukować proliferację komórek CD133+ i zwiększać podatność na cytotok-
syczność [23].

Izolacja komórek CXCR4+
W 2005 r. odkryto, że po utracie aktywności białka VHL, rośnie aktywność 

receptora chemokin CXCR4 [27]. Uznano go przez to za potencjalny marker ma-
cierzystości. Przebadano linie komórkowe raka nerki, m. in. pochodzącą od pa-
cjenta w I stadium choroby oraz pochodzącą od pacjenta w IV stadium choroby, 
które znacząco różniły się zdolnością tworzenia sfer. Podejrzewano, że mogą być 
za to odpowiedzialne komórki CSC. Odkryto, że tylko komórki linii pochodzącej 
od pacjenta w IV stadium choroby zawierają marker CXCR4. Co więcej, komórki 
CXCR4+ stanowiły większość komórek w uformowanych sferach i wykazywa-
ły podwyższoną ekspresję genów powiązanych z macierzystością oraz odporno-
ścią na inhibitory kinaz: sunitynib, sorafenib lub pazopanib. Blokowanie ścieżki 
sygnałowej powiązanej z CXCR4 skutkowało podwyższeniem wrażliwości ko-
mórek na te leki [28]. Podobne wyniki otrzymała grupa Micucci i wsp. podczas 
badań nad liniami RCC: Caki1, Caki2, 786-O i 769-P. W trakcie eksperymentu 
polegającego na formowaniu sfer komórkowych, okazało się, że eksprymujące 
marker CXCR4 są dominującą populacją wśród otrzymanych sfer. Inhibicja szla-
ku CXCR4-zależnego powodowała zahamowanie rozwoju sfer [29]. CSC za po-
średnictwem pęcherzyków pozakomórkowych potrafią indukować w zdrowych 
komórkach fenotyp z wysoką ekspresją CXCR4 [30].

Ekspresja CXCR4 jest regulowana poprzez szlak sygnałowy β-kateniny (ko-
dowanej przez gen CTNNB1). Nokaut CTNNB1 powoduje obniżenie ekspresji 
ICAM-1, VCAM-1, CXCR4 oraz CCL18, a nadekspresja CTNNB1 zwiększa też 
ekspresję ICAM-1, VCAM-1, CXCR4 i CCL18. Nokaut CTNNB1 powoduje za-
hamowanie proliferacji, migracji, zdolności do inwazji, a także powoduje induk-
cję apoptozy [31].

Ekspresja CXCR4 jest też regulowana przez szlak sygnałowy wersykanu 
(VCAN). Nokaut VCAN hamował proliferację i indukował apoptozę w komór-
kach Caki-2 oraz 786-O, co było związane ze zmianami ekspresji genów zwią-
zanych ze szlakiem sygnałowym TNF: TNFα, BID i BAK. Brak ekspresji VCAN 
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znacząco obniżył też zdolność komórek do migracji i inwazji, co korelowało z ob-
niżeniem ekspresji MMP7 i CXCR4 [32].

Ekspresję CXCR4 reguluje także galektyna-1, białko z grupy lektyn. Nokaut 
galektyny-1 zmniejszał ekspresję CXCR4 w komórkach RCC, a przywrócenie 
ekspresji CXCR4 przywracało zdolność klonogenną, EMT oraz zdolność do in-
dukowania angiogenezy [33].

Izolacja komórek NCAM+
Subpopulacja komórek NCAM+ guza Wilmsa (nephroblastoma) była wysoce 

klonogenna i nadeksprymowała geny-markery macierzystości oraz topoizomera-
zę 2A (TOP2A) – niekorzystny marker prognostyczny dla tego nowotworu. Trak-
towanie komórek inhibitorami topoizomerazy powodowało nie tylko zmniejsze-
nie ekspresji TOP2A, ale też NCAM i WT1. NCAM może być więc markerem 
komórek macierzystych guza Wilmsa [34]. Kluczowa wydaje się jednak nega-
tywna selekcja pod względem CD133. Komórki NCAM1+/CD133- przejawiały 
fenotyp macierzystości, w przeciwieństwie do komórek NCAM1+/CD133+ oraz 
NCAM1-/CD133-, które miały ograniczoną zdolność samoodnowy i inicjowania 
guzów [35].

OCENA EKSPRESJI MARKERÓW WEWNĄTRZKOMÓRKOWYCH

Izolacja komórek ALDH1+
Pomimo iż metoda określania stężenia czynnika ALDH1 (ang. Aldehyde De-

hydrogenase 1 – dehydrogenazy aldehydu octowego) w komórkach została już 
wcześniej opracowana [36, 37], to obecnie najczęściej stosowana jest metoda AL-
DEFLUOR firmy Stem Cell Technologies TM. Zgodnie z zaleceniami producenta, 
komórki są zawieszane w buforze ALDEFLUOR (1mmol/l/1x106 komórek) za-
wierającym substrat dla ALDH (ang. Boron-dipyrrometheneaminoacetaldehyde, 
BAAAA), a następnie inkubowane przez 50 min. w temperaturze 37°C. Do każ-
dej próbki dodaje się specyficzny inhibitor ALDH (ang. Diethylaminobenzaldehy-
de, DEAB) (50 mmol/l). Wybarwione komórki mogą być potem dalej badane przy 
użyciu cytometrii przepływowej. W takim przypadku, komórki są wybarwiane 
dodatkowo jodkiem propidyny (ang. Propidium Iodide, PI, 1mg/ml) [38, 39].

Izolacja komórek DNAJB8+
Ekspresja genu DNAJB8 (ang. DnaJ Heat Shock Protein Family (Hsp40) Mem-

ber B8) zachodzi w komórkach raka m.in. RCC i sprzyja zwiększeniu populacji 
komórek SP w stosunku do reszty komórek nowotworu, co wykazały badania na 
zarówno na mysiej (RenCa) jak i ludzkiej (ACHN) linii komórkowej raka nerki. 
Nie wszystkie jednak komórki z nadekspresją DNAJB8 były komórkami SP [40].
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PIK3R1

Lin i wsp. [41] zaproponowali niską ekspresję PIK3R1 (ang. Phosphoino-
sitide-3-Kinase Regulatory Subunit 1) jako marker macierzystości. Przebadano 
linie komórkowe RCC ACHN, 786-O i A-704 oraz liczne linie pierwotne raka 
nerek. Zaobserwowano, że ekpresja PIK3R1 jest tym niższa im bardziej zaawan-
sowane jest stadium choroby. Po wyciszeniu ekspresji genu przy pomocy trans-
formacji badane komórki wykazywały zwiększoną proliferację, migrację i EMT. 
Komórki z genem PIK3R1 inaktywowanym metodą CRISPR/Cas9 były oporne 
na genetycynę (czynnik G418).

IZOLACJA KOMÓREK POPULACJI BOCZNEJ

Izolacja komórek tzw. populacji bocznej (ang. Side Population, SP) jest metodą 
izolacji komórek macierzystych opartą nie na obecności określonych antygenów, 
ale na różnicowaniu komórek w zależności od ich zdolności „wypompowywania” 
barwnika Hoechst 33342. Barwnika tego używa się najczęściej do odróżniania ko-
mórek żywych od martwych. Okazało się jednak, że w niektórych komórkach za-
wartość barwnika Hoechst 33342 jest znacznie mniejsza niż w innych komórkach, 
co wskazywało na zdolność aktywnego „wypompowywania” barwnika. Późniejsze 
badania wykazały, że ta populacja komórek ma także silne cechy macierzystości 
[42]. Metodą izolacji SP można izolować komórki z tkanek nowotworowych raka 
nerki [39]. Komórki o przynajmniej 80% konfluencji zostały odczepione od dna 
butelki do hodowli za pomocą akutazy i zawieszone w PBS w stężeniu 1x106/ml 
z 2% FBS i inkubowane w 5 μg/ml Hoechst 33342 w 37°C przez 60 min. Próbki 
zostały wypłukane i zwirowane. Potem zawieszono je w 2 ml zimnego PBSu z 2% 
FBS. Następnie dodano jodek propidyny  w stężeniu 1 mg/ml oraz przefiltrowano 
przez membranę o porach 40 μm. 

Komórki propagujące guza zostały zidentyfikowane w raku nerki, również przy 
użyciu potencjału wykluczenia rodaminy 123 (ang. Rhodamine 123 efflux assay). 
Rh123 jest używana do wykrywania stanów obniżonej aktywności mitochondrial-
nej w komórkach spoczynkowych. Komórki posiadające duży potencjał wyklucza-
jący Rh123 w linii komórkowej 786-O mają właściwości komórek macierzystych, 
takie jak duża aktywność proliferacji, możliwość różnicowania się w różne rodzaje 
linii komórkowych oraz oporność na promieniowanie [43]. 

Metoda izolacji SP była wykorzystywana też przez inne grupy badawcze. Pod-
czas przeprowadzania tej metody, często stosowane były pewne modyfikacje. Ko-
mórki mogą być mobilizowane trypsyną zamiast akutazy, a następnie zawieszone 
w ciepłym RPMI 1640 zawierającym 2% FBS i 10mmol/l HEPES. Standardowa 
inkubacja z 5 μg/ml. Hoechst 33342 może być wydłużona do 90 min w kąpieli 
wodnej z mieszaniem w trakcie. Takie modyfikacje można znaleźć w publikacji 
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Huang i wsp. z 2013 r. [44]. Dodatkowo po wirowaniu, komórki były tu zawie-
szane w zimnym HBSS zawierającym 2% FBS i HEPES w stężeniu 10mmol/l. 
Inną możliwością jest zawieszenie komórek w podgrzanym już RPMI z 5% FBS. 
Hoechst 33342 może zostać dodany w ostatecznym stężeniu 2,5 μg/ml [40].

Do barwienia SP wykorzystuje się też rodaminę. Na początku komórki zbie-
rano z podłoża przy pomocy trypsyny (0.25%), dwukrotnie przepłukano PBSem 
i zawieszono w lodowatym RPMI z 5% FBS. Komórki rozcieńczono do gęstości 
1x106cells/ml. i inkubowano w 37oC przez 10 min. w 5% stężeniu CO2. Następ-
nie dodano fluorescencyjnego barwnika Rh123 w stężeniu 10 µg/ml. i inkubo-
wano przez 20 min. w ciemności. Komórki płukano dwukrotnie PBSem i prze-
chowywano w 4oC aż do przeprowadzenia cytometrii przepływowej przy użyciu 
FACS Calibur. Komórki zostały następnie rozdzielone na dwie grupy. Pierwsza 
to komórki o podwyższonym stężeniu rodaminy (Rh123high), a druga komórki 
o niskim stężeniu (RH123low) [43]. Pomimo podobieństw proceduralnych do 
barwienia Hoechst 33342, użycie rodaminy prowadzi potencjalnie do otrzymania 
innych wyników. Lu i wsp. [43] badali korelację pomiędzy zawartością rodami-
ny w komórkach RCC, a cechami macierzystości. Badania prowadzono na linii 
786-O. Komórki wyizolowano przy pomocy barwnika rodaminy123. Komórki 
rozdzielone zostały na posiadające wysokie stężenie tego barwnika i te z niskim 
stężeniem. Co ciekawe Lu i wsp. uważają, że wyizolowana przez nich populacja 
komórek to komórki SP, mimo iż nie używali barwnika Hoechst 33342. Uważają, 
że tę populację można pozyskać albo przy pomocy barwnika Hoechst 33342 albo 
rodaminy 123. Efekty ich badań wykazały, że komórki o wysokim stężeniu roda-
miny wykazują cechy CSC.

Komórki o fenotypie SP wydawały się być komórkami macierzystymi raka. 
Komórki te wykazują wysoką aktywność enzymu ALDH1. Ueda i wsp. [39] ba-
dali linie komórkowe raka nerki ACHN ze złośliwego przerzutu raka nerki oraz 
KRC/Y z guza pierwotnego pacjenta z RCC. Z tych linii odseparowano komórki 
SP, a następnie sprawdzono poziom ALDH1 w komórkach SP i NSP (ang. Non-
-Side Population). Aby odróżnić komórki o wysokiej aktywności ALDH1 od tych 
o niskiej, użyto techniki ALDEFLUOR [39, 42]. Wyniki badań zdawały się po-
twierdzać tezę o macierzystości SP, ponieważ dane komórki SP zgodnie z ocze-
kiwaniami wykazywały wyższą oporność na antybiotyki, łatwiej formowały sfe-
ry komórkowe oraz częściej wywoływały nowotwory u myszy NOD/SCID niż 
komórki NSP. Fenotyp SP cechował się też wyższą aktywnością ALDH1, choć 
nie każda komórka SP wyrażała również tę cechę. Badacze doszli do wniosku, 
że badanie aktywności ALDH1 to lepsza metoda izolacji TIC niż izolacja popu-
lacji SP [39]. W 2013 badania na komórkach nabłonka jajnika potwierdziły te 
wyniki. Przebadano 6 linii gruczolakorakowych: 3 surowicze (AMOC-2, HUOA 
i OVCAR-3) i 3 pierwotne (ES-2, RMG-1 i TOV21G). Do izolacji komórek użyto 
techniki ALDEFLUOR do badania aktywności ALDH1. Komórki z dużą aktyw-
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nością białka ALDH1 częściej formowały sfery, były bardziej inwazyjne i bar-
dziej karcinogenne [38].

Metoda ALDEFLUOR została również wykorzystana do pozyskania komórek 
z linii ACHN i CAKI-2 do dalszych badań nad wpływem BMP-2 na CSC RCC. 
Komórki poddane tej metodzie izolacji wykazywały cechy macierzystości takie 
jak wyższa ekspresja Oct3/4a, wyższy potencjał proliferacyjny oraz sferotwór-
czy czy wyższa ekspresja Nanog i Pax-2. Komórki o wysokim stężeniu ALDH1, 
poddane działaniu BMP-2, traciły cechy nowotworowe, a zyskiwały cechy oste-
oblastów [45]. W badaniach na nerkowej linii SN12C wyodrębniono z tej linii 
populację komórek tworzącą sfery i adherentnych komórek. Z wykorzystaniem 
metody ALDEFLUOR wykazano, że komórki tworzące sfery mają sześciokrotnie 
wyższą aktywność enzymu ALDH-1 [46, 47].

Sam fenotyp SP jest dla niektórych badaczy wystarczającym markerem macie-
rzystości. W pięciu liniach komórkowych: 759P, 786-O, OS-RC-2, SN12C i SKR39 
sprawdzono efektywność usuwania przez komórki barwnika Hoechst 33342. Metoda 
izolacji komórek SP miała jednak pewne modyfikacje. Komórki SP udało się wyizolo-
wać, ale nie wiadomo jaki byłby efekt przy użyciu standardowej procedury. Komórki 
pozyskane tą metodą ulegały częstym podziałom, łatwiej odtwarzały swoją populację. 
Zauważono też wyższą oporność na chemioterapię i radioterapię oraz formowanie 
nowotworów w myszach NOD/SCID. Szczególnie wysokie stężenie komórek SP za-
obserwowano w linii 769-P [39, 43]. 

INDUKOWANIE FENOTYPU MACIERZYSTOŚCI

SFERY KOMÓRKOWE I HODOWLA KOMÓRKOWA 3D

Podczas poszukiwań markerów macierzystości ważnym jest, aby warunki ho-
dowli komórek były jak najbliższe natywnym. Stąd zrodziła się idea hodowli sfer 
komórkowych. W takich hodowlach komórki mogą rosnąć warstwami, co może 
być unikatowym źródłem informacji o lokalizacji komórek macierzystych we-
wnątrz guza u pacjenta. Warunki hodowli trójwymiarowe powinny też sprawić, 
iż komórki będą rosły w sposób bliższy wzrostowi w warunkach natywnych, a co 
za tym idzie, badania na nich będą bardziej miarodajne. Aby otrzymać pływające 
i nie-adherentne sfery Bussolati i wsp. [5] wysiali komórki w zagęszczeniu 103 
kom/ml w podłożu bez surowicy – DMEM-F12 wzbogacone o bFGF (ang. basic 
Fibroblast Growth Factor), 20ng/ml EGF, 5μg/ml insuliny oraz 0,4% BSA. Sfery 
były rozdzielane co 7-10 dni przez inkubację w roztworze do nieenzymatycznej 
dysocjacji  przez 2 min. a następnie pasażowane w 37oC. Aby określić zdolność 
badanych komórek do formowania sfer, zostały one porozdzielane do płytki 96 
– dołkowej. Do każdego dołka trafiła jedna sfera i 200μl pożywki. Co każde 5 
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dni dodawano 25μl medium do każdego dołka. Po 14 dniach komórki z każdego 
dołka zostały zliczone.

Stosowane są różne metody formowania sfer komórkowych. W jednej z nich 
kultury mogą być rozbijane na pojedyncze komórki, a te umieszczane w komorze 
96 – dołkowej po 300 – 500 komórek na każdy dołek. Komórki są hodowane 
w medium pozbawionym surowicy (DMEM) wzbogaconym o heparynę (5g/ml), 
EGF (ang. Epidermal Growth Factor) i bFGF (obydwa 20ng/ml), insulinę (20ng/
ml), B27, N2 (1:100) oraz hLIF (ag. human Leukemia Inhibitory Factor) (100ng/
ml) [16] W procedurze Gassenmaier i wsp. [28] zastosowano jeszcze inne mo-
dyfikacje. Oprócz pożywki pozbawionej serum, EGF i bFGF znajdziemy też 2% 
B27 oraz 1% mieszaniny insuliny, transferryny, selenu i czynnika X. Stosowane 
są też metody z użyciem 10% bFGF [48] lub kombinacji 20ng/ml EGF i bFGF, 
2% B27 i 1% N2 [41] oraz 20ng/ml bFGF, 20ng/ml EGF i B27, ale już bez insu-
liny, heparyny, czy innych suplementów [46]. 

Inna metoda izolacji komórek propagujących guza została wykorzystana przez 
Zhong et al., zauważyli oni podobieństwa pomiędzy komórkami tworzącymi sfe-
ry (ang. sphere-forming cells) a komórkami propagującymi guza. Hodowla linii 
komórkowej SK-RC-42 w sferach 3D (ang. 3D sphere culture system) bez suro-
wicy oraz z suplementacją EGF oraz bFGF pozwoliła na wyizolowanie komórek 
posiadających właściwości samoodnowy oraz ekspresję genów charakterystycz-
nych dla komórek macierzystych. Co więcej, wyizolowane komórki, w porówna-
niu do komórek hodowanych metodami 2D, tworzyły guzy oraz były oporne na 
chemioterapię oraz radioterapię [49]. 

Hodowla 3D pozwala na uzyskanie warunków jeszcze bardziej zbliżonych 
do in vivo. Metodę takiej hodowli zaproponowali Jain i wsp. [50] W 2011 roku 
kolejna grupa badawcza wykorzystała tę technikę w badaniu komórek raka nerki. 
Komórki wysiano na płytkach 6-dołkowych w zagęszczeniu 15000 komórek na 
dołek i hodowano przez 5 dni w 4 ml. pożywki RPMI 1640 z 10% NCS na dołek, 
aż do 75%-85% konfluencji. Następne kroki były jak w publikacji z 1995 r. [50]. 
To znaczy, że 100 ml 0,8% agarozy rozpuszczono w MEM a następnie trzymano 
w temperaturze 51-53oC i zmieszano z 1,5 x 105 komórek. Zawiesina komórkowa 
została niezwłocznie przeniesiona do oleju mineralnego o temperaturze pokojowej 
przy użyciu sterylnej, plastikowej pipety. Ten krok służy wytworzeniu półpłynne-
go jądra kapsuły. Po odpłukaniu oleju mineralnego i całonocnej hodowli w 37oC 
i 5% CO2 jądro zostało zwinięte przy pomocy plastikowej łyżeczki zawierającej 
około 1ml 4,5% roztwór agarozy w MEM o temperaturze 61-63oC. Ten krok po-
służył do stworzenia agarozowego płaszcza jądra. Przed zakrzepnięciem kapsuła 
została przeniesiona do oleju mineralnego i przepłukana raz jeszcze RPMI. Na-
stępnie kapsuły inkubowano w 37°C, w 5% CO2. W jądrach kapsuł znajdowało 
się od 100000 do 250000 komórek. Hodowano je w 90 milimetrowych szalkach 
Petriego w stężeniu: 10 kapsuł/40ml RPMI z 10% NCS. Medium wymieniano co 
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tydzień. Aktywność metaboliczną określano przy pomocy procedury MTT. Ak-
tywność metaboliczna rosła wraz z proliferacją komórek w kolonii. Stwierdzono 
również, że stare komórki są zastępowane nowymi [51].

HODOWLA KOMÓRKOWA 2D PRZY OBNIŻONYM 
STĘŻENIU CZYNNIKÓW WZROSTU

Fenotyp macierzystości może być także indukowany poprzez manipulowa-
nie składem pożywki [22]. Komórki raka nerki pierwotnie hodowane w odpo-
wiednim dla nich medium, zostały podzielone na dwie grupy. W celu pozyskania 
osteocytów pierwszą grupę przeniesiono do medium DMEM z FBS, 10-7M dek-
sametazonu, 10mM β-glicerolu oraz 50 µg/mL kwasu askorbinowego. Do pozy-
skania zaś adipocytów, w drugiej grupie zastosowano medium złożone z DMEM 
z wysoką zawartością glukozy, wzbogacone o 10%FBS, 1% L-glutaminy, 1% 
mieszaniny streptomycyny/penicyliny, 1 µM deksametazonu, 1 µl mindometacy-
ny, 500 µM 3-izobutylo-1-metyloksantyny oraz 10 µg/ml ludzkiej rekombinowa-
nej insuliny. Medium było zmieniane dwa razy w tygodniu a następnie zastoso-
wano barwienie alizaryną i czerwienią oleistą. Barwienie alizaryną uwidaczniało 
złogi wapnia w komórkach (osteocyty), a czerwień oleista lipidy (adipocyty). Tak 
przeprowadzone doświadczenie pozwoliło stwierdzić, że w badanym przypadku, 
komórki CD133+ są pluripotencjalne, a rezultaty innych przeprowadzonych przez 
grupę badań pozwoliły dojść do wniosku, że są to CSC.

KO-HODOWLA KOMÓRKOWA

Makrofagi stymulują nowotwór do przejścia w stan metastatyczny, a ich obec-
ność w hodowli sprawia, że komórki RCC intensywniej eksprymują takie potencjal-
ne markery macierzystości jak CD117, CD133, czy Nanog. Większa liczba komórek 
jest zdolna do formowania sfer niż w hodowli bez obecności makrofagów. Sugeruje 
to, że makrofagi indukują w RCC proces EMT. Początkowo komórki nowotwo-
rowe i makrofagi są hodowane oddzielnie w RPMI z 10% FBS. Komórki THP-1 
są aktywowane do różnicowania w makrofagi przy pomocy PMA (ang. Phorbol 
12-Myristate 13-Acetate). Po namnożeniu komórek, hodowle linii nowotworowych 
przenosi się do 6-dołkowej płytki, a w każdym dołku umieszcza się insert z makro-
fagami. Insert jest oddzielony od hodowli membraną z porami 4 μm [52]. 

HODOWLA KOMÓREK PO IZOLACJI Z KSENOGRAFTÓW

Ksenografty guzów pobranych od pacjentów (ang. Patient-Derived Xeno-
grafts, PDX) są wszczepiane zwierzętom o obniżonej odporności. Po zainduko-
waniu guza, materiał zazwyczaj pobiera się do dalszych badań. Okazuje się, że 
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przejście komórek przez „środowisko mysie” znacząco wpływa na fenotyp komó-
rek. Przeprowadzono badania tą metodą na komórkach RCC, gdzie po pobraniu 
ksenograftów zbadano ich właściwości CSC, hodując je w medium selektywnym 
DMEM-LG (DMEM z niską zawartością glukozy). W takich samych warunkach 
umieszczono linię pierwotną, z której wyprowadzono uprzednio ksenografty. 
Okazało się, że linia pierwotna nie rośnie w takich warunkach w przeciwieństwie 
do linii PDX. Ponadto linie PDX eksprymowały markery macierzystości takie jak 
CD133, CD105, czy wysoki poziom ALDH. Formowały też sfery komórkowe. 
Mechanizmy procesów, które zaszły w badanej linii RCC nie zostały jeszcze po-
znane, niemniej wykorzystaniem PDX stanowi obiecującą metodę badania CSC 
w RCC. Liczba CSC w ksenograftach może wzrosnąć nawet 10-krotnie w wyni-
ku dodania do mikrośrodowiska ksenograftu ludzkiego osocza oraz fibroblastów 
zaangażowanych w rozwój raka (ang. Cancer-Associated Fibroblasts, CAF). 
Bardziej wydajna, z punktu widzenia hodowli CSC, jest również iniekcja całych 
fragmentów tkanki, zamiast zawiesiny komórkowej. Taki sposób postępowania 
wydaje się również lepiej odwzorowywać warunki natywne nowotworu [47].

HODOWLA KOMÓRKOWA W OBECNOŚCI LEKÓW

Sprawdzano wpływ dwóch leków: pacitakselu i docetakselu na komórki Ren-
Ca. Obydwa leki mają negatywny wpływ na metabolizm i proliferację nowotwo-
ru, ale w linii RenCa występowała subpopulacja komórek opornych na docetaksel. 
Komórki te  charakteryzowały się podwyższoną ekspresją genu OCT4, charakte-
rystyczną dla komórek macierzystych. Subpopulacja komórek opornych na leki 
była zdolna do zaindukowania guza in vivo [53]. Hodowla komórek w obecności 
sunitynibu umożliwiła wyselekcjonowanie komórek CD133 i CXCR4 – pozytyw-
nych. Cechowały się one wyższą tumorogennością [54]. 

DALSZE KIERUNKI ROZWOJU BADAŃ NAD KOMÓRKAMI 
MACIERZYSTYMI RAKA NERKI

Wyniki poszczególnych badań powinny być przydatne w praktycznym za-
stosowaniu metod i wykrywaniu markerów komórek macierzystych raka. W tym 
celu muszą być one porównywalne. Odkrycie charakterystyki komórek o cechach 
macierzystości oraz metody ich pozyskiwania z jednej lub paru linii unikatową 
metodą badawczą jest zaledwie wstępem do dalszych badań. Ogromne zróżnico-
wanie markerów i metod izolacji RCC-CSC przyczynia się do trudności w okre-
śleniu optymalnej metody badań.

Pierwsze niespójności znajdziemy w metodzie SP. Ueda i wsp. [39] stosują do 
zawieszania komórek zimny roztwór FBS i PBS, zaś grupa Huang i wsp. używa 
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ciepłego roztworu i dodatkowo znajduje się w nim HEPES. Czas inkubacji w barw-
niku Hoechst 33342 różni się półtorakrotnie. Publikacja Nishizawa i wsp. podaje zaś 
w swej procedurze dwukrotnie niższe stężenie Hoechst 33342 oraz dwuipółkrotnie 
wyższe stężenie FBS w roztworze zawieszającym. Mimo tych różnic wszystkie trzy 
grupy piszą, iż korzystały z tej samej metody. Wszystkie trzy publikacje dotyczą 
komórek nerki, jednak tylko jedna linia komórkowa ACHN powtarza się i to tylko 
w dwóch grupach – Nishizawa i wsp. [40] oraz Ueda i wsp. [39]. Grupy te badały do-
datkowo dwa różne markery powierzchniowe: DNAJB8 i ALDH1. Populacja komó-
rek z wysoką ekspresją DNAJB8 pokrywała się częściowo z komórkami SP, ale nie 
stanowią one tej samej populacji. ALDH1 zdaje się być lepszym wyznacznikiem ma-
cierzystości od SP. Podobne wyniki zaobserwowali Wang i wsp. Potwierdziły to też 
badania Kuroda i wsp. które były prowadzone na komórkach nabłonka jajnika, lecz 
z użyciem tej samej metody identyfikacji komórek o wysokiej zawartości ALDH1 
[38-40, 44, 45]. Istotność tego markera została jednak odrzucona przez inną grupę ba-
dawczą, również pracującą na raku nerki. Uznano, że poziom ALDH1, przebadany tą 
samą metodą co w dwóch uprzednio przytoczonych publikacjach, jest zbyt zmienny, 
a przez to zupełnie niewiarygodny [28], czemu jednak przeczą badania Zhang i wsp., 
choć prowadzone były również na komórkach nerkowych [46].

Lu i wsp. [43] również twierdzą, że do rozróżnienia komórek macierzystych 
nowotworu stosowali metodę SP mimo iż używali rodaminy 123, a nie Hoechst 
33342. Grupę zadziwiło, iż wyniki były zupełnie niespójne z rezultatami innych 
grup badawczych bazujących na Hoechst 33342. Grupa bazowała w swych zało-
żeniach m.in. na publikacji Huls i wsp. [55], w której stwierdzono, że transpor-
tery BCRP są odpowiedzialne za fenotyp SP ponieważ powodują niskie stężenie 
zarówno barwnika Hoechst 33342 jak i rodaminy 123. Dodają, że rodamina 123 
może też być eksportowana z komórki przez transportery P-gp. Dane te pochodzą 
z trzech publikacji: Litman i wsp. [56]; Honjo i wsp. [57] oraz de Jonge-Peeters 
i wsp. [58]. Dwie pierwsze traktują o mechanizmach lekooporności opartych na 
białkach eksportujących leki z komórki, w tym rodaminę 123. Nie znajduje się tam 
jednak żadna informacja o Hoechst 33342 [56, 57]. Ostatnia publikacja powtarza 
informację o komórkach SP identyfikowanych za pomocą tych dwóch barwników 
[58], jednakże opiera się na publikacji Goodell i wsp. [42]. W niej znajdziemy 
informacje, że rodamina 123 okazała się niezbyt użyteczna w badaniach w poszu-
kiwaniu komórek macierzystych z uwagi na fakt, iż zbyt słabo odróżniała wybar-
wione komórki od innych. Badacze jedynie przewidują, że efekt odniesiony przy 
użyciu Hoechst 33342 powinien się powtórzyć przy rodaminie [42]. Zatem wyniki 
grupy badawczej Lu i wsp. najprawdopodobniej w ogóle nie dotyczą komórek SP.

Trzy z prezentowanych grup badawczych podjęły się przetestowania białka CD-
105 jako markera macierzystości. Każda badała inną tkankę. Li i wsp. do weryfika-
cji swoich wyników zastosowali test wzrostu w hipoksji [6]. Dwie pozostałe grupy 
badawcze korzystały z metody opierającej się o formowanie sfer przez wyizolowane 



METODY IZOLACJI KOMÓREK MACIERZYSTYCH RAKA NERKI 131

komórki. Zadziwiają jednak różne wariancje komponentów mediów. Standardem jest 
używanie podłoża DMEM, 20ng/ml EGF oraz 20ng/ml bFGF. Jednakże Bussolatti 
i wsp. używają dodatkowo BSA i insuliny, a Hu i wsp. insulinę ale w 4 razy wyż-
szym stężeniu oraz heparynę, a Gassenmeier i wsp. dodali B27 i mieszaniny insuliny, 
transferryny, selenu i czynnika X (Invitrogen). Ten zespół badał komórki nerkowe jak 
Bussolatti i wsp., ale pod kątem białka CXCR4 oraz z użyciem BSA i insuliny. Po-
dobne warunki jak u Gassenmeier i wsp. zachowali Hang i wsp. ale użyli dwukrotnie 
niższego stężenia bFGF oraz użyli suplementu N-2 (Invitrogen). Lin i wsp. stworzyli 
kombinację 20 ng/ml FGF i bFGF 2% B27 i 1%N-2, a Zhang i wsp. taką samą, ale 
bez N-2 [5, 16, 28, 41, 46, 48]. To głębokie zróżnicowanie sprawia poważny problem 
i wątpliwości w porównywaniu wyników badań poszczególnych grup, zwłaszcza, że 
celem formowania sfer nie było tu określenie optymalnego medium, a potwierdzenie, 
że populacja komórek eksprymujących dany marker może być uznana za macierzyste.
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