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Streszczenie: Nowotworowe komorki macierzyste (CSCs) definiuje si¢ jako frakcj¢ komorek nowot-
worowych posiadajaca zdolno$¢ klonogenna, wyrazajacych czynniki transkrypcyjne macierzystosci
takie jak Nanog, Nestin, Oct4 i Pax2. Nowotworowe komorki macierzyste, po raz pierwszy ziden-
tyfikowane w biataczce, opisano w ostatnich latach takze w raku nerki (RCC). Komorki te potrafia
formowac¢ sfery, in vitro roznicowac si¢ w komorki endotelialne i epitelialne, a co najwazniejsze
indukuja guzy w myszach SCID. Techniki izolacji i badania CSCs wykorzystuja wtasciwosci spe-
cyficzne tych komorek, aby wydzieli¢ je z masy guza nowotworowego lub hodowli komorkowe;.
Dzi$ znane sg metody izolacji RCC CSCs oparte na powinowactwie do antygenu powierzchnio-
wego CDI105 (endoglina). Podobnie komdrki CD133+ w RCC sg najprawdopodobniej populacja
komoérek CSC, a takze komérki CXCR4. Podobnie do izolacji CSC wykorzystywana jest ocena
ekspresji markerow wewnatrzkomorkowych w tym biatka ALDH1, DNAJBS oraz PIK3R1. Opisane
metody izolacji pozwalaja uzyska¢ komoérki CSC z hodowli pierwotnych i ustabilizowanych linii
komoérkowych, a takze hodowli komorek po izolacji z ksenograftow i w obecnosci lekow. Dodat-
kowa metoda izolacji CSC jest izolacja komorek tzw. populacji bocznej (SP) z wykorzystaniem
barwnika Hoechst 33342 lub rodaminy (Rh123). Komorki o fenotypie SP wykazuja ponadto wysoka
aktywnos$¢ enzymu ALDH1. Fenotyp macierzysto$ci moze by¢ takze indukowany poprzez manipu-
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lowanie sktadem pozywki do hodowli komoérek. Podobnie stosowanie hodowli sfer komérkowych
3D pozwala na uzyskanie warunkow jeszcze bardziej zblizonych do in vivo i wzrostu CSC. Ana-
logiczne wlasciwosci ma hodowla komodrkowa 2D przy obnizonym stgzeniu czynnikow wzrostu.
Odkrycie charakterystyki komorek o cechach macierzystosci oraz metody ich pozyskiwania z linii
komorkowych unikatowa metoda badawcza jest zaledwie wstgpem do dalszych badan. Ogromne
zroéznicowanie markeréw i metod izolacji RCC-CSC przyczynia si¢ do trudnosci w okresleniu opty-
malnej metody izolacji i wymaga dalszej optymalizacji.

Stowa kluczowe: nowotworzenie, ccRCC, nowotworowe komorki 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 ALDHI 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.

Keywords: carcinogenesis, ccRCC, cancer stem cells

Wykaz stosowanych skrotow: ALDH1 — dehydrogenaza aldehydowa 1 (ang. Aldehyde Dehydro-
genase 1); CAIX — anhydraza weglanowa IX (ang. Carbonic Anhydrase 1X); ¢¢cRCC — rak jas-
nokomoérkowy nerki (ang. clear cell Renal Cell Cancer); CTC — krazace komorki 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 hipoksja (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 — czasteczka adhezji komdrek neuronowych (ang. Neural Cell Adhesion Mol-
ecule); ORR — poziom obiektywnych odpowiedzi (ang. Objective Response Rate); PDGF — ptytko-
pochodny czynnik wzrostu (ang. Platelet-Derived Growth Factor); PFS — czas przezycia wolnego
od progresji (ang. Progression-Free Survival); RCC — rak nerki (ang. Renal Cell Cancer); TGF-1
— transformujacy czynnik wzrostu 1 (ang. Transforming Growth Factor beta 1); TIC — komorki
inicjujace guza (ang. Tumor Initiating Cells); VEGF — czynnik wzrostu §rodbtonka naczyn (ang.
Vascular Endothelial Growth Factor); VHL — gen Hippela-Lindau (ang. Von Hippel-Lindau gene).
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WSTEP

Obecnie nowotworowe komorki macierzyste definiuje si¢ jako matg frakcje
komorek nowotworowych posiadajaca zdolno$¢ klonogenna, wyrazajaca obec-
no$¢ markeréw macierzystosci takich jak Nanog oraz Oct4, przy braku ekspresji
markerow endotelialnych i epitelialnych. Ponadto, komorki te cechuja si¢ duza
plastyczno$cia, czyli moga réznicowaé si¢ w rdzne linie komoérkowe, potrafig
rosng¢ w sferycznych koloniach w warunkach nieadhezyjnych, oraz indukuja in
vivo nowotwory posiadajace zroéznicowane i niezroznicowane komorki podczas
seryjnych przeszczepow ksengenicznych. Wiasciwosci kancerogenne komorek sg
sprawdzane poprzez ich zdolnos$¢ do tworzenia nowotwordéw po podaniu zwierze-
tom o uposledzonej odpornosci, np. myszom SCID [1].

Nowotworowe komorki macierzyste moga dzieli¢ sig¢ w sposob asymetryczny,
wowczas powstaje jedna nowotworowa komorka macierzysta oraz jedna nowo-
tworowa komorka progenitorowa jak rowniez w sposob symetryczny, w ktérym
powstaja dwie identyczne nowotworowe komorki macierzyste. Podejrzewa sie,
ze nowotworowe komoérki macierzyste moga rowniez dzieli¢ si¢ symetrycznie na
dwie komorki progenitorowe, tym samym zmniejszajac populacje nowotworo-
wych komoérek macierzystych w guzie. Nowotworowe komorki progenitorowe,
analogicznie do zdrowych komorek progenitorowych, sg wezesnym stadium zroz-
nicowania nowotworowych komoérek macierzystych, z ograniczonym potencja-
lem samoodnowy oraz rdéznicowania [2].

CSC zostaly po raz pierwszy zidentyfikowane w biataczce [3], a nastgpnie
w wielu guzach litych takich jak glejak, rak piersi, gruczolu krokowego, trzustki,
jelita grubego, watroby, ptuc, jajnika [4], a takze rak nerki [5]. Waznym czynnikiem
w rozwoju nowotworu i powstawaniu CSC jest niedobor tlenu. Hipoksja induku-
je w komoérkach nowotworowych cechy macierzystosci lub wregez stymuluje je do
uzyskania takiego fenotypu, zwiekszajac ich opornos¢ na leki i ograniczajac wrazli-
wos$¢ na apoptoze [6]. Dodatkowo brak tlenu aktywuje czynnik HIF-1, co indukuje
synteze czynnikow wzrostu potrzebnych do unaczynienia nowotworu, a unaczynie-
nie utatwia migracje i przerzutowanie nowotworu [7, 8]. W proces wzrostu CSC
i angiogenezy tkanki raka zaangazowane sg takze komorki CAF (ang. Cancer As-
sociated Fibroblasts) bedace czgscia zrgbu guza. Ponad 40% CAF powstaje w pro-
cesie EMT [9-11].

METODY IZOLACJI CSC

Techniki izolacji i badania CSCs wykorzystuja wtasciwosci specyficzne tych
komorek, aby wydzieli¢ je z masy guza nowotworowego lub hodowli komoérko-
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wej. Cechg wyrozniajaca CSC wykorzystywang do izolacji jest zarowno ekspresja
biatek—markerow powierzchniowych (przeglad w tab. 1), tworzenia kolonii, czy
oporno$¢ na barwienie znacznikami fluorescencyjnymi. Techniki izolacji CSCs
mozna podzieli¢ na opierajgce si¢ na parametrach fizycznych (takich jak wiel-
kos¢, czy gestosc) lub na powinowactwie (chemiczne, magnetyczne, elektryczne
[12]. Techniki oparte na powinowactwie sg obecnie czg$ciej stosowane ze wzgle-
du na ich wicksza precyzje [13]:

- FACS (ang. Fluorescence-Activated Cell Sorting) — metoda oparta na cytomet-
rii przeptywowej. Do sortowanych komorek przylaczaja si¢ przeciwciata potaczone
ze znacznikiem fluorescencyjnym, co pozwala na izolowanie subpopulacji komoérek
o wysokiej lub niskiej ekspresji okreslonych antygenow;

- MACS (ang. Magnetic Activated Cell Sorting) — wykorzystuje przeciwciata
potaczone z superparamagnetycznymi nanoczastkami (o srednicy rzedu 100 nm), co
pozwala na rozdzielenie subpopulacji komorek w gradiencie pola magnetycznego.

OCENA EKSPRESJI MARKEROW POWIERZCHNIOWYCH

Izolacja komérek CD105+

Metode MACS wykorzystano w oznaczaniu antygenu powierzchniowego
CD-105, bedacego potencjalnym markerem macierzysto$ci. Komorki zostaly
wyznakowane przeciwcialami monoklonalnymi (mAb) z magnetycznymi kulka-
mi. Inkubacja trwata 20 min. po czym komorki zostaty przeptukane dwukrot-
nie i zawieszone w buforze MACS (PBS pozbawione Ca** i Mg?* wzbogacone
0 1% BSA i 5mM EDTA) w stezeniu 2 x 107 komorek/80 pl. Po ptukaniu komorki
zostaty rozdzielone przy pomocy kolumny magnetycznej zgodnie z zaleceniami
producenta [5].

W raku nerkowokomoérkowym Bussolati et al. zidentyfikowali matg (mniej
niz 10%) populacje komorek, wyrazajacych marker CD105, charakteryzujacych
si¢ wlasciwosciami komorek propagujacych guzy [5]. Komoérki CD105+ charak-
teryzuja si¢ obecnoscig markeréow mezenchymalnych takich jak CD44, CD90,
CD146 1 CD29, jak rowniez markeréw komodrek macierzystych takich jak Nanog,
Nestin, Oct4 i Pax2. Co wigcej, majg wtasciwosci klonogenne, potrafig formowac
sfery, in vitro r6znicowac si¢ w komorki endotelialne i epitelialne, a co najwaz-
niejsze ze 100% czgstoscig indukuja guzy w myszach SCID [5]. Nalezy jednak
zaznaczy¢, ze w tych badaniach przy hodowli komoérek CD105+ uzyto surowicy
oraz deksametazonu, ktore znane sa z indukowania réznicowania si¢ wielu rodza-
jow komorek pluripotencjalnych [14, 15].

Populacja komoérek nowotworowych eksprymujaca CD105 jest potencjalna
populacja TIC. Zbadano wptyw hipoksji na angiogeneze¢ oraz jej role w komor-
kach CD105 pozytywnych. Do tych celow pozyskano lini¢ komorkowa HDMEC
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pochodzacg z ludzkich skérnych komorek srodbtonkowych naczyn wlosowatych
(ang. Human Dermal Microvascular Endothelial Cells, HDMEC). Warunki hi-
poksji uzyskano przez mieszaning gazow: 0,2% tlenu, 5% dwutlenku wegla oraz
94,8% azotu. Ekspozycja byla prowadzona przy temperaturze 37°C. Hodowle
kontrolne o tej samej konfluencji byty prowadzone w warunkach normoksji (20%
tlenu, 5% dwutlenku wegla 1 75% azotu). Badania wykazaty, ze hipoksja powo-
duje wzrost ekspresji genu CD105. Co wigcej, komorki o podwyzszonej ekspresji
CD105 w warunkach hipoksji byty mniej podatne na apoptoze, co sugeruje feno-
typ CSC [6]. Zbadano tez komorki raka pobrane z nerek pacjentow po radykalnej
nefrektomii. Udato si¢ otrzymac 3 histotypy i 2 linie jasnokomoérkowe. Komorki
z podwyzszong ekspresja CD105 wykazywaly znacznie silniejsze cechy macie-
rzystosci od komorek nieeksponujacych tego biatka [5]. Przebadano réwniez ko-
morki ztosliwego oponiaka. Badanie prowadzono nie tylko po to zeby stwierdzi¢,
czy s3 one komorkami macierzystymi, ale takze, aby zdefiniowa¢ tkanki, w kto-
rych komorki te mogg réznicowac. W badaniu uzyto komoérek wyizolowanych
z pierwotnej linii RM (ang. Rhabdoid Meningioma). Wyprowadzono z nich réw-
niez komoérki CD105 pozytywne i przebadano. Do izolacji komérek CD105 po-
zytywnych uzyto systemu MACS. Zbadano tez formowanie sfer przez te komorki
i poréwnano ilos¢ sfer formowanych przez obie populacje. Wyniki pokazaty, ze
populacja komérek RM CD105 pozytywnych moze by¢ utrzymywana przez 50
generacji i charakteryzuje si¢ efektywniejszg proliferacjg i formowaniem sfer niz
komorki CD105 negatywne. Eksperymenty in vivo wykazaty, ze komorki CD105
pozytywne maja znacznie wyzszy potencjal odtwarzania kompletnych tkanek
nowotworowych w myszach bezgrasiczych niz CD105 negatywne. Odkryto p6z-
niej, iz komorki CD105 pozytywne moga réznicowac w adipocty i osteocyty [16].
Subpopulacje komorek CD105 pozytywnych zidentyfikowano takze w kseno-
graftach RCC oraz guzach pobranych od pacjentow. Komorki te charakteryzo-
waty si¢ zdolno$cia tworzenia sfer in vitro oraz guzoéw u myszy. Guzy u myszy
z komorek CD105 pozytywnych powstawaty takze przy niskiej podanej liczbie
komorek.

Wyciszenie genu CD105 przez shRNA (ang. short hairpin RNA) i CRISPR/
cas9 zmniejszato ekspresj¢ markerow macierzystosci oraz zdolno$¢ do tworzenia
sfer, a nasilato starzenie komorek. Ponadto wyciszenie ekspresji CD105 zmniej-
szalo zdolno$¢ tworzenia guzow u myszy oraz oporno$¢ komorek na chemiote-
rapi¢ gemcytabing. Fenotyp macierzystosci zalezny od ekspresji CD105 byt wy-
razany przez regulacje genow CDA, MYC i NANOG, a CDA bylo demetylaza
MYC i NANOG [17]. Nokaut transglutaminazy TG2 w przerzutowych komor-
kach Caki-1 zmniejszal ekspresj¢ CD44, CD73 oraz CD105 [18]. Z kolei izofor-
ma mb-IL-15 o krotkim czasie pottrwania (tmb-IL-15) chronita komorki macier-
zyste CD105+ przed $miercig komorkowa wywotang deprywacja serum [19].
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TABELA 1. Potencjalne markery komorek macierzystych raka nerki
TABLE 1. Potential markers of renal caner stem cells

Potencjalny

Werytikacja

Badane linie

marker fenotypu CSC Metoda selekeji komorkowe Literatura
Hoechst 33342, Cytometria .
ALDH1/SP ALDEFLUOR proeplywowa Nerkowe: ACHN, KRC/Y [39]
Jajnikowe: AMOC-2,
ALDHI1 ALDEFLUOR MACS HUOA, OVCAR-3, ES-2, [38]
RMG-1,TOV-21G
Cytometria Nerkowe: 769P, 786-0, OS-
SP Hoechst 33342 przeptywowa -RC-2, SN12C, SKRC39 [44]
Cytometria Nerkowe: ACHN, CAKI-1,
DNAJB8/SP| Hoechst 33342 Y SMKT-R2 i SMKT-R3; nerko- [40]
przeptywowa
we (mysz): RenCa
StQZGI.lle Rodamina 123 Cytometria Nerkowe: 786-O [43]
rodaminy przeptywowa
CD105 hipoksj a./ Immunocytochemia Naczyniowe: HDMEC [6]
normoksja
CD105 Formowanie sfer MACS Nerkowe linie pierwotne [5]
CD105 Formowanie sfer MACS Linie pierwotne oponiaka [16]
CD133 Angiogeneza MACS Nerkowe linie pierwotne [20]
Roéznicowanie
CD133 w osteoblasty MACS Nerkowe linie pierwotne [22]
i adipocyty
. Cytometria
CXCR4 Formowanie sfer Nerkowe: RCC-26, RCC-53 [28]
przeptywowa
. Cytometria Nerkowe Caki-1, Caki-2,
CXCR4 Formowanie sfer przeplywowa 789-0, 769-P [29]
Hodowla w Oporno$¢ na .
Oct-4 Kapsule docetaksel Nerkowe (mysz): RENCA [53]
ALDHI | ALDEFLUOR Cytometria Nerkowe: ACHN, CAKI-2 | [45]
przeplywowa
Niska
. . Knock-out metoda [Nerkowe: HK-2, 786-O, A-704
ekspresja Formowanie sfer CRISPR/Cas9 oraz linie pierwotne [41]
PIK3RI Zumep
Formowanie Sfer, .
ALDHI1 ALDEFLUOR Immunocytochemia Nerkowe SN12C [46]
Ekspresja CD133+ Cytometria L
CTR2 . CD24+ proeplywowa Nerkowe linie pierwotne [24]
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Izolacja komérek CD133+

Bruno i wsp. [20] zbadali implikacje obecnosci komorek CD-133 pozytywnych
w raku nerki. Przebadano 30 przypadkow raka nerki. Nalezaty do nich 23 komorki
linie jasnokomoérkowe, 4 papilarne, jedna chromofobowa i dwa nieokreslone raki
nerki. Do izolacji komoérek postuzono si¢ metoda MACS. Badania wykazaty, ze
CD133 pozytywne sg zdolne do formowania naczyn krwionosnych po wszczepie-
niu myszom SCID. TIC eksprymujace CD133 zostaty wykryte rowniez w innych
typach nowotworéw takich jak rdzeniaki czy glejaki. Komorki pochodzenia na-
btonkowego reprezentuja ten sam fenotyp z wysoka ekspresja CD133 [21]. Po-
dobne badania na r6znych liniach pierwotnych raka nerki przeprowadzili Abassi
1 wsp. [22] 1 stwierdzili, ze komoérki CD133+ w raku nerki sg najprawdopodob-
niej populacjg komoérek CSC. Guzy ccRCC zawieraja zwiekszona liczbe komorek
CD133+, ktore eksprymuja marker komorek macierzystych oraz charakteryzuja
si¢ powolna proliferacjg. Komorki te nie byty zdolne do indukowania guzéw po
transplantacji, ale sprzyjaty formowaniu guzow przez zréznicowane komorki no-
wotworowe [23].

Komoérki CD133 wyizolowano takze zlinii pierwotnych. Okazalo sig¢, ze
wszystkie linie je posiadatly, co wigcej 85% z nich miato tez marker CD24. Komorki
CD133+ CD24+ posiadaty duze stezenie biatka powierzchniowego CTR2, pehiace-
go wazng role w lekoopornosci. CTR2 uznano za dobry marker macierzystos-
ci. W opozycji do wynikow innych grup, Gallagginte i wsp. nie zaobserwowali
w badanych komorkach obecnosci biatka CD105. Subpopulacja komérek CD133+/
CD24+/CTR2+ ccRCC posiadata pewne cechy macierzystosci, w tym zdolnos¢ do
roéznicowania in vitro oraz indukowania angiogenezy in vivo [24]. W ksenograftach
wigksza liczba komorek koeksprymujacych CD133 1 CXCR4 byta obecna w obsza-
rach guza przylegajacych do nekrozy niz w obszarach unaczynionych. Ich liczba
takze znaczgco wzrastata w wyniku leczenia sunitynibem w obszarach otaczaja-
cych nekroze. Sutynitynib indukowat takze opornos$¢ na swoje wlasne dziatanie ter-
apeutyczne poprzez indukowanie hipoksji w obszarach otaczajacych nekroze, gdzie
obserwowano wigkszg liczbe komorek macierzystych [8].

W linii komorkowej 786-O ekspresja jadrowego HIF-1a korelowata z ekspre-
sja CD133. Ekspresja CD133 byta tez indukowana chlorkiem kobaltu, co sugeru-
je, ze hipoksja wptywa na ekspresj¢ CD133 [25].

Komorki CD133+/CD24+ charakteryzuja si¢ zwickszong ekspresja marke-
row macierzystosci CTR2, BCL-2, MDR1, OCT-4, KLF4 niz komoérki populacji
ogolnej, a takze wieksza zdolnoscig do samoodnowy i zwigkszona opornoscia na
cisplatyne i sorafenib. Maja tez wigksza zdolnos$¢ do przerzutowania i indukowa-
nia guzow in vivo. Komorki CD133+/CD24+ eksprymuja na wysokim poziomie
Notchl, Notch2, Jaggedl, Jagged2, DLL1 and DLL4. Farmakologiczna inhibi-
cja Notchl lub Notch2 za pomocg MRK-003 lub endogennego inhibitora Numb
powodowata utrate cech komoérek macierzystych. Nadekspresja Notchl powodo-
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wala zwigkszony poziom CXCR4 i hamowata chemotaksje indukowang SDF-1
w komorkach CSC RCC in vitro. Traktowanie inhibitorem CXCR4 odwracalo ten
efekt. Sugeruje to, ze szlak sygnatowy Notch odpowiada za promowanie chemo-
taksji RCC za posrednictwem osi sygnalowej SDF-1/CXCR4 [26].

Przekaznictwo TNF za posrednictwem TNFR2, zwigkszona ekspresja TNFR2
promowata wchodzenie w cykl komérkowy komoérek RCC CD133+, w komoérkach
tej subpopulacji wigksza byta indukcja $mierci komérkowej przez cyklofosfamid
niz w populacji ogoélnej. Selektywne zaangazowanie receptora TNFR2 przez TNF
moze indukowac¢ proliferacje komorek CD133+ i zwieksza¢ podatnos¢ na cytotok-
sycznos$¢ [23].

Izolacja komorek CXCR4+

W 2005 r. odkryto, ze po utracie aktywnosci biatka VHL, ro$nie aktywnos¢
receptora chemokin CXCR4 [27]. Uznano go przez to za potencjalny marker ma-
cierzysto$ci. Przebadano linie komorkowe raka nerki, m. in. pochodzaca od pa-
cjenta w I stadium choroby oraz pochodzaca od pacjenta w IV stadium choroby,
ktore znaczaco roznily si¢ zdolnoscig tworzenia sfer. Podejrzewano, ze moga by¢
za to odpowiedzialne komoérki CSC. Odkryto, ze tylko komorki linii pochodzacej
od pacjenta w IV stadium choroby zawieraja marker CXCR4. Co wigcej, komorki
CXCR4+ stanowily wiekszos¢ komorek w uformowanych sferach i wykazywa-
ty podwyzszona ekspresj¢ genow powigzanych z macierzystoscig oraz odporno-
$cig na inhibitory kinaz: sunitynib, sorafenib lub pazopanib. Blokowanie $ciezki
sygnatowej powigzanej z CXCR4 skutkowato podwyzszeniem wrazliwosci ko-
morek na te leki [28]. Podobne wyniki otrzymata grupa Micucci i wsp. podczas
badan nad liniami RCC: Cakil, Caki2, 786-O i 769-P. W trakcie eksperymentu
polegajacego na formowaniu sfer komoérkowych, okazato sie, ze eksprymujace
marker CXCR4 sg dominujaca populacjg wsrod otrzymanych sfer. Inhibicja szla-
ku CXCR4-zaleznego powodowata zahamowanie rozwoju sfer [29]. CSC za po-
srednictwem pecherzykow pozakomorkowych potrafig indukowa¢ w zdrowych
komorkach fenotyp z wysoka ekspresja CXCR4 [30].

Ekspresja CXCR4 jest regulowana poprzez szlak sygnatowy B-kateniny (ko-
dowanej przez gen CTNNBI). Nokaut CTNNBI powoduje obnizenie ekspresji
ICAM-1, VCAM-1, CXCR4 oraz CCL18, a nadekspresja CTNNBI zwigksza tez
ekspresje ICAM-1, VCAM-1, CXCR4 i CCL18. Nokaut CTNNBI powoduje za-
hamowanie proliferacji, migracji, zdolnosci do inwazji, a takze powoduje induk-
cje apoptozy [31].

Ekspresja CXCR4 jest tez regulowana przez szlak sygnatowy wersykanu
(VCAN). Nokaut VCAN hamowat proliferacj¢ i indukowat apoptoze w komor-
kach Caki-2 oraz 786-0, co bylo zwigzane ze zmianami ekspresji genow zwig-
zanych ze szlakiem sygnalowym TNF: TNFa, BID i BAK. Brak ekspresji VCAN
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znaczaco obnizyt tez zdolno$¢ komérek do migracji i inwazji, co korelowato z ob-
nizeniem ekspresji MMP7 i CXCR4 [32].

Ekspresje CXCR4 reguluje takze galektyna-1, bialko z grupy lektyn. Nokaut
galektyny-1 zmniejszat ekspresj¢ CXCR4 w komorkach RCC, a przywrécenie
ekspresji CXCR4 przywracato zdolnos¢ klonogenna, EMT oraz zdolnos$¢ do in-
dukowania angiogenezy [33].

Izolacja komorek NCAM+

Subpopulacja komoérek NCAM+ guza Wilmsa (nephroblastoma) byta wysoce
klonogenna i nadeksprymowata geny-markery macierzystosci oraz topoizomera-
z¢ 2A (TOP2A4) — niekorzystny marker prognostyczny dla tego nowotworu. Trak-
towanie komorek inhibitorami topoizomerazy powodowato nie tylko zmniejsze-
nie ekspresji TOP2A, ale tez NCAM i WT1. NCAM moze by¢ wigc markerem
komorek macierzystych guza Wilmsa [34]. Kluczowa wydaje si¢ jednak nega-
tywna selekcja pod wzglegdem CD133. Komorki NCAM1+/CD133- przejawialy
fenotyp macierzystosci, w przeciwienstwie do komorek NCAM1+/CD133+ oraz
NCAMI1-/CD133-, ktore miaty ograniczong zdolno$¢ samoodnowy i inicjowania
guzdw [35].

OCENA EKSPRESJI MARKEROW WEWNATRZKOMORKOWYCH

Izolacja komérek ALDHI1+

Pomimo iz metoda okres$lania stezenia czynnika ALDH1 (ang. Aldehyde De-
hydrogenase 1 — dehydrogenazy aldehydu octowego) w komdrkach zostata juz
wczesniej opracowana [36, 37], to obecnie najczesciej stosowana jest metoda AL-
DEFLUOR firmy Stem Cell Technologies ™. Zgodnie z zaleceniami producenta,
komorki sg zawieszane w buforze ALDEFLUOR (1mmol/I/1x10¢ komoérek) za-
wierajacym substrat dla ALDH (ang. Boron-dipyrrometheneaminoacetaldehyde,
BAAAA), a nastepnie inkubowane przez 50 min. w temperaturze 37°C. Do kaz-
dej probki dodaje si¢ specyficzny inhibitor ALDH (ang. Diethylaminobenzaldehy-
de, DEAB) (50 mmol/l). Wybarwione komoérki moga by¢ potem dalej badane przy
uzyciu cytometrii przeptywowej. W takim przypadku, komoérki sa wybarwiane
dodatkowo jodkiem propidyny (ang. Propidium lodide, P1, 1mg/ml) [38, 39].

Izolacja komorek DNAJB8+
Ekspresja genu DNAJBS (ang. DnaJ Heat Shock Protein Family (Hsp40) Mem-
ber B8) zachodzi w komorkach raka m.in. RCC i sprzyja zwickszeniu populacji
komorek SP w stosunku do reszty komorek nowotworu, co wykazaly badania na
zarowno na mysiej (RenCa) jak i ludzkiej (ACHN) linii komérkowej raka nerki.
Nie wszystkie jednak komorki z nadekspresja DNAJBS byty komorkami SP [40].
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PIK3R1

Lin i wsp. [41] zaproponowali niska ekspresje PIK3RI (ang. Phosphoino-
sitide-3-Kinase Regulatory Subunit 1) jako marker macierzystosci. Przebadano
linie komérkowe RCC ACHN, 786-0 i A-704 oraz liczne linie pierwotne raka
nerek. Zaobserwowano, ze ekpresja PIK3R] jest tym nizsza im bardziej zaawan-
sowane jest stadium choroby. Po wyciszeniu ekspresji genu przy pomocy trans-
formacji badane komorki wykazywaty zwigckszong proliferacj¢, migracje i EMT.
Komoérki z genem P/K3RI inaktywowanym metodg CRISPR/Cas9 byly oporne
na genetycyne (czynnik G418).

I1ZOLACJA KOMOREK POPULACJI BOCZNEJ

Izolacja komorek tzw. populacji bocznej (ang. Side Population, SP) jest metoda
izolacji komoérek macierzystych oparta nie na obecnosci okre§lonych antygenow,
ale na réznicowaniu komoérek w zaleznosci od ich zdolnosci ,,wypompowywania”
barwnika Hoechst 33342. Barwnika tego uzywa si¢ najczesciej do odrézniania ko-
morek zywych od martwych. Okazato si¢ jednak, ze w niektorych komorkach za-
warto$¢ barwnika Hoechst 33342 jest znacznie mniejsza niz w innych komorkach,
co wskazywato na zdolno$¢ aktywnego ,,wypompowywania” barwnika. Pozniejsze
badania wykazaty, ze ta populacja komoérek ma takze silne cechy macierzystosci
[42]. Metoda izolacji SP mozna izolowa¢ komorki z tkanek nowotworowych raka
nerki [39]. Komorki o przynajmniej 80% konfluencji zostaty odczepione od dna
butelki do hodowli za pomocg akutazy i zawieszone w PBS w stezeniu 1x10%ml
z2% FBS iinkubowane w 5 pg/ml Hoechst 33342 w 37°C przez 60 min. Probki
zostaty wyptukane i zwirowane. Potem zawieszono je w 2 ml zimnego PBSu z 2%
FBS. Nastepnie dodano jodek propidyny w stezeniu 1 mg/ml oraz przefiltrowano
przez membrang o porach 40 pm.

Komoérki propagujace guza zostaly zidentyfikowane w raku nerki, rowniez przy
uzyciu potencjalu wykluczenia rodaminy 123 (ang. Rhodamine 123 efflux assay).
Rh123 jest uzywana do wykrywania stanéw obnizonej aktywno$ci mitochondrial-
nej w komorkach spoczynkowych. Komorki posiadajace duzy potencjat wyklucza-
jacy Rh123 w linii komoérkowej 786-O majg wlasciwosci komorek macierzystych,
takie jak duza aktywnos$¢ proliferacji, mozliwos¢ roznicowania si¢ w rozne rodzaje
linii komorkowych oraz opornos$¢ na promieniowanie [43].

Metoda izolacji SP byta wykorzystywana tez przez inne grupy badawcze. Pod-
czas przeprowadzania tej metody, czgsto stosowane byly pewne modyfikacje. Ko-
morki mogg by¢ mobilizowane trypsyna zamiast akutazy, a nastgpnie zawieszone
w cieplym RPMI 1640 zawierajacym 2% FBS i 10mmol/l HEPES. Standardowa
inkubacja z 5 pg/ml. Hoechst 33342 moze by¢ wydtuzona do 90 min w kapieli
wodnej z mieszaniem w trakcie. Takie modyfikacje mozna znalez¢ w publikacji
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Huang i wsp. z 2013 r. [44]. Dodatkowo po wirowaniu, komorki byly tu zawie-
szane w zimnym HBSS zawierajacym 2% FBS i HEPES w stgzeniu 10mmol/I.
Inng mozliwoscig jest zawieszenie komorek w podgrzanym juz RPMI z 5% FBS.
Hoechst 33342 moze zosta¢ dodany w ostatecznym stezeniu 2,5 pg/ml [40].

Do barwienia SP wykorzystuje si¢ tez rodamine. Na poczatku komorki zbie-
rano z podloza przy pomocy trypsyny (0.25%), dwukrotnie przeptukano PBSem
1 zawieszono w lodowatym RPMI z 5% FBS. Komorki rozcienczono do gestosci
1x10°cells/ml. i inkubowano w 37°C przez 10 min. w 5% stezeniu CO,. Nastep-
nie dodano fluorescencyjnego barwnika Rh123 w stezeniu 10 pg/ml. i inkubo-
wano przez 20 min. w ciemno$ci. Komorki ptukano dwukrotnie PBSem i prze-
chowywano w 4°C az do przeprowadzenia cytometrii przeptywowej przy uzyciu
FACS Calibur. Komorki zostaly nastgpnie rozdzielone na dwie grupy. Pierwsza
to komoérki o podwyzszonym stezeniu rodaminy (Rh123high), a druga komorki
o niskim stezeniu (RH123low) [43]. Pomimo podobienstw proceduralnych do
barwienia Hoechst 33342, uzycie rodaminy prowadzi potencjalnie do otrzymania
innych wynikoéw. Lu 1 wsp. [43] badali korelacj¢ pomigdzy zawarto$cia rodami-
ny w komorkach RCC, a cechami macierzystosci. Badania prowadzono na linii
786-0. Komorki wyizolowano przy pomocy barwnika rodaminy123. Komorki
rozdzielone zostaty na posiadajgce wysokie stezenie tego barwnika i te z niskim
stezeniem. Co ciekawe Lu i wsp. uwazaja, ze wyizolowana przez nich populacja
komorek to komorki SP, mimo iz nie uzywali barwnika Hoechst 33342. Uwazaja,
ze t¢ populacje mozna pozyskac albo przy pomocy barwnika Hoechst 33342 albo
rodaminy 123. Efekty ich badan wykazaty, ze komorki o wysokim st¢zeniu roda-
miny wykazujg cechy CSC.

Komorki o fenotypie SP wydawaty si¢ by¢ komérkami macierzystymi raka.
Komorki te wykazuja wysoka aktywnos$¢ enzymu ALDH1. Ueda i wsp. [39] ba-
dali linie komérkowe raka nerki ACHN ze ztosliwego przerzutu raka nerki oraz
KRC/Y z guza pierwotnego pacjenta z RCC. Z tych linii odseparowano komorki
SP, a nastepnie sprawdzono poziom ALDH1 w komodrkach SP i NSP (ang. Non-
-Side Population). Aby odrézni¢ komodrki o wysokiej aktywnosci ALDHI od tych
o niskiej, uzyto techniki ALDEFLUOR [39, 42]. Wyniki badan zdawaty si¢ po-
twierdzac tez¢ o macierzystosci SP, poniewaz dane komorki SP zgodnie z ocze-
kiwaniami wykazywaty wyzsza oporno$¢ na antybiotyki, tatwiej formowaty sfe-
ry komorkowe oraz czesciej] wywotywaly nowotwory u myszy NOD/SCID niz
komorki NSP. Fenotyp SP cechowatl si¢ tez wyzsza aktywnosciag ALDHI1, cho¢
nie kazda komoérka SP wyrazala réwniez t¢ cech¢. Badacze doszli do wniosku,
ze badanie aktywnosci ALDHI1 to lepsza metoda izolacji TIC niz izolacja popu-
lacji SP [39]. W 2013 badania na komorkach nabtonka jajnika potwierdzity te
wyniki. Przebadano 6 linii gruczolakorakowych: 3 surowicze (AMOC-2, HUOA
1 OVCAR-3) i 3 pierwotne (ES-2, RMG-11 TOV21G). Do izolacji komorek uzyto
techniki ALDEFLUOR do badania aktywnosci ALDH1. Komoérki z duzg aktyw-
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noscig biatka ALDH1 cze$ciej formowaly sfery, byly bardziej inwazyjne i bar-
dziej karcinogenne [38].

Metoda ALDEFLUOR zostata rowniez wykorzystana do pozyskania komorek
z linii ACHN 1 CAKI-2 do dalszych badan nad wptywem BMP-2 na CSC RCC.
Komoérki poddane tej metodzie izolacji wykazywaly cechy macierzystosci takie
jak wyzsza ekspresja Oct3/4a, wyzszy potencjal proliferacyjny oraz sferotwor-
czy czy wyzsza ekspresja Nanog i Pax-2. Komorki o wysokim stezeniu ALDHI,
poddane dziataniu BMP-2, tracity cechy nowotworowe, a zyskiwaty cechy oste-
oblastow [45]. W badaniach na nerkowej linii SN12C wyodrgbniono z tej linii
populacje komorek tworzaca sfery i adherentnych komorek. Z wykorzystaniem
metody ALDEFLUOR wykazano, ze komorki tworzace sfery maja szesciokrotnie
wyzsza aktywnos$¢ enzymu ALDH-1 [46, 47].

Sam fenotyp SP jest dla niektorych badaczy wystarczajacym markerem macie-
rzystosci. W pieciu liniach komérkowych: 759P, 786-O, OS-RC-2, SN12C i SKR39
sprawdzono efektywno$¢ usuwania przez komorki barwnika Hoechst 33342. Metoda
izolacji komoérek SP miata jednak pewne modyfikacje. Komorki SP udato si¢ wyizolo-
wac, ale nie wiadomo jaki byltby efekt przy uzyciu standardowej procedury. Komorki
pozyskane ta metodg ulegaly czestym podziatom, tatwiej odtwarzaty swoja populacje.
Zauwazono tez wyzsza opornos¢ na chemioterapi¢ i radioterapi¢ oraz formowanie
nowotworow w myszach NOD/SCID. Szczegolnie wysokie st¢zenie komorek SP za-
obserwowano w linii 769-P [39, 43].

INDUKOWANIE FENOTYPU MACIERZYSTOSCI

SFERY KOMORKOWE I HODOWLA KOMORKOWA 3D

Podczas poszukiwan markeréw macierzystosci waznym jest, aby warunki ho-
dowli komorek byty jak najblizsze natywnym. Stad zrodzila si¢ idea hodowli sfer
komorkowych. W takich hodowlach komdrki mogg rosngé warstwami, co moze
by¢ unikatowym zrédtem informacji o lokalizacji komoérek macierzystych we-
wnatrz guza u pacjenta. Warunki hodowli trojwymiarowe powinny tez sprawic,
iz komorki bedg rosty w sposob blizszy wzrostowi w warunkach natywnych, a co
za tym idzie, badania na nich beda bardziej miarodajne. Aby otrzymac plywajace
i nie-adherentne sfery Bussolati i wsp. [5] wysiali komérki w zageszczeniu 10°
kom/ml w podtozu bez surowicy — DMEM-F12 wzbogacone o bFGF (ang. basic
Fibroblast Growth Factor), 20ng/ml EGF, 5pg/ml insuliny oraz 0,4% BSA. Sfery
byty rozdzielane co 7-10 dni przez inkubacje w roztworze do nieenzymatyczne;j
dysocjacji przez 2 min. a nastepnie pasazowane w 37°C. Aby okresli¢ zdolnos¢
badanych komorek do formowania sfer, zostaly one porozdzielane do ptytki 96
— dotkowej. Do kazdego dotka trafita jedna sfera i 200ul pozywki. Co kazde 5
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dni dodawano 25ul medium do kazdego dotka. Po 14 dniach komoérki z kazdego
dotka zostaty zliczone.

Stosowane sg r6zne metody formowania sfer komorkowych. W jednej z nich
kultury moga by¢ rozbijane na pojedyncze komorki, a te umieszczane w komorze
96 — dotkowej po 300 — 500 komorek na kazdy dotek. Komoérki sa hodowane
w medium pozbawionym surowicy (DMEM) wzbogaconym o heparyng¢ (5g/ml),
EGF (ang. Epidermal Growth Factor) i bFGF (obydwa 20ng/ml), insuling (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. Oprocz pozywki pozbawionej serum, EGF i1 bFGF znajdziemy tez 2%
B27 oraz 1% mieszaniny insuliny, transferryny, selenu i czynnika X. Stosowane
sg tez metody z uzyciem 10% bFGF [48] lub kombinacji 20ng/ml EGF i bFGF,
2% B27 1 1% N2 [41] oraz 20ng/ml bFGF, 20ng/ml EGF i B27, ale juz bez insu-
liny, heparyny, czy innych suplementow [46].

Inna metoda izolacji komorek propagujacych guza zostata wykorzystana przez
Zhong et al., zauwazyli oni podobienstwa pomi¢dzy komoérkami tworzacymi sfe-
ry (ang. sphere-forming cells) a komérkami propagujacymi guza. Hodowla linii
komérkowej SK-RC-42 w sferach 3D (ang. 3D sphere culture system) bez suro-
wicy oraz z suplementacja EGF oraz bFGF pozwolita na wyizolowanie komorek
posiadajacych wlasciwosci samoodnowy oraz ekspresje genow charakterystycz-
nych dla komorek macierzystych. Co wigcej, wyizolowane komorki, w porowna-
niu do komoérek hodowanych metodami 2D, tworzyly guzy oraz byly oporne na
chemioterapi¢ oraz radioterapi¢ [49].

Hodowla 3D pozwala na uzyskanie warunkéw jeszcze bardziej zblizonych
do in vivo. Metode takiej hodowli zaproponowali Jain i wsp. [5S0] W 2011 roku
kolejna grupa badawcza wykorzystata te technike w badaniu komorek raka nerki.
Komorki wysiano na ptytkach 6-dotkowych w zageszczeniu 15000 komorek na
dotek i hodowano przez 5 dni w 4 ml. pozywki RPMI 1640 z 10% NCS na dotek,
az do 75%-85% konfluencji. Nastepne kroki byty jak w publikacji z 1995 r. [50].
To znaczy, ze 100 ml 0,8% agarozy rozpuszczono w MEM a nastepnie trzymano
w temperaturze 51-53°C i zmieszano z 1,5 x 10° komoérek. Zawiesina komorkowa
zostala niezwtocznie przeniesiona do oleju mineralnego o temperaturze pokojowe;j
przy uzyciu sterylnej, plastikowej pipety. Ten krok stuzy wytworzeniu potptynne-
go jadra kapsutly. Po odplukaniu oleju mineralnego i catonocnej hodowli w 37°C
15% CO, jadro zostalo zwinigte przy pomocy plastikowej tyzeczki zawierajgce;j
okoto 1ml 4,5% roztwoér agarozy w MEM o temperaturze 61-63°C. Ten krok po-
shuzyt do stworzenia agarozowego ptaszcza jadra. Przed zakrzepnigciem kapsuta
zostala przeniesiona do oleju mineralnego i przeptukana raz jeszcze RPMI. Na-
stepnie kapsuty inkubowano w 37°C, w 5% CO,. W jadrach kapsul znajdowato
si¢ od 100000 do 250000 komorek. Hodowano je w 90 milimetrowych szalkach
Petriego w stezeniu: 10 kapsul/40ml RPMI z 10% NCS. Medium wymieniano co
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tydzien. Aktywno$¢ metaboliczng okreslano przy pomocy procedury MTT. Ak-
tywno$¢ metaboliczna rosta wraz z proliferacja komorek w kolonii. Stwierdzono
rowniez, ze stare komorki sg zastgpowane nowymi [51].

HODOWLA KOMORKOWA 2D PRZY OBNIZONYM
STEZENIU CZYNNIKOW WZROSTU

Fenotyp macierzystosci moze by¢ takze indukowany poprzez manipulowa-
nie sktadem pozywki [22]. Komorki raka nerki pierwotnie hodowane w odpo-
wiednim dla nich medium, zostaly podzielone na dwie grupy. W celu pozyskania
osteocytOw pierwsza grupe przeniesiono do medium DMEM z FBS, 107M dek-
sametazonu, 10mM f-glicerolu oraz 50 pg/mL kwasu askorbinowego. Do pozy-
skania za$ adipocytéw, w drugiej grupie zastosowano medium ztozone z DMEM
z wysoka zawarto$cig glukozy, wzbogacone o 10%FBS, 1% L-glutaminy, 1%
mieszaniny streptomycyny/penicyliny, 1 uM deksametazonu, 1 pl mindometacy-
ny, 500 uM 3-izobutylo-1-metyloksantyny oraz 10 pg/ml ludzkiej rekombinowa-
nej insuliny. Medium byto zmieniane dwa razy w tygodniu a nastgpnie zastoso-
wano barwienie alizaryng i czerwienig oleistg. Barwienie alizaryna uwidaczniato
zlogi wapnia w komorkach (osteocyty), a czerwien oleista lipidy (adipocyty). Tak
przeprowadzone doswiadczenie pozwolilo stwierdzi¢, ze w badanym przypadku,
komorki CD1337 sg pluripotencjalne, a rezultaty innych przeprowadzonych przez
grupe badan pozwolily dojs¢ do wniosku, ze sg to CSC.

KO-HODOWLA KOMORKOWA

Makrofagi stymulujg nowotwor do przej$cia w stan metastatyczny, a ich obec-
no$¢ w hodowli sprawia, ze komorki RCC intensywniej eksprymujg takie potencjal-
ne markery macierzystosci jak CD117, CD133, czy Nanog. Wigksza liczba komorek
jest zdolna do formowania sfer niz w hodowli bez obecno$ci makrofagdéw. Sugeruje
to, ze makrofagi indukujg w RCC proces EMT. Poczatkowo komorki nowotwo-
rowe i makrofagi sa3 hodowane oddzielnie w RPMI z 10% FBS. Komorki THP-1
sa aktywowane do roznicowania w makrofagi przy pomocy PMA (ang. Phorbol
12-Mpyristate 13-Acetate). Po namnozeniu komoérek, hodowle linii nowotworowych
przenosi si¢ do 6-dotkowej ptytki, a w kazdym dotku umieszcza si¢ insert z makro-
fagami. Insert jest oddzielony od hodowli membrang z porami 4 pm [52].

HODOWLA KOMOREK PO IZOLACJI Z KSENOGRAFTOW

Ksenografty guzow pobranych od pacjentéw (ang. Patient-Derived Xeno-
grafts, PDX) sa wszczepiane zwierz¢tom o obnizonej odpornosci. Po zainduko-
waniu guza, material zazwyczaj pobiera si¢ do dalszych badan. Okazuje si¢, ze



METODY IZOLACJI KOMOREK MACIERZYSTYCH RAKA NERKI 129

przejscie komorek przez ,,srodowisko mysie” znaczgco wptywa na fenotyp komo-
rek. Przeprowadzono badania tg metoda na komdrkach RCC, gdzie po pobraniu
ksenograftow zbadano ich wtasciwosci CSC, hodujac je w medium selektywnym
DMEM-LG (DMEM z niskg zawartoscig glukozy). W takich samych warunkach
umieszczono lini¢ pierwotng, z ktorej wyprowadzono uprzednio ksenografty.
Okazato sig, ze linia pierwotna nie ro$nie w takich warunkach w przeciwienstwie
do linii PDX. Ponadto linie PDX eksprymowaty markery macierzystos$ci takie jak
CD133, CD105, czy wysoki poziom ALDH. Formowaty tez sfery komorkowe.
Mechanizmy procesow, ktore zaszty w badanej linii RCC nie zostaty jeszcze po-
znane, niemniej wykorzystaniem PDX stanowi obiecujaca metodg badania CSC
w RCC. Liczba CSC w ksenograftach moze wzrosna¢ nawet 10-krotnie w wyni-
ku dodania do mikrosrodowiska ksenograftu ludzkiego osocza oraz fibroblastow
zaangazowanych w rozwdj raka (ang. Cancer-Associated Fibroblasts, CAF).
Bardziej wydajna, z punktu widzenia hodowli CSC, jest rowniez iniekcja catych
fragmentoéw tkanki, zamiast zawiesiny komorkowej. Taki sposob postegpowania
wydaje si¢ rowniez lepiej odwzorowywaé¢ warunki natywne nowotworu [47].

HODOWLA KOMORKOWA W OBECNOSCI LEKOW

Sprawdzano wptyw dwoch lekdéw: pacitakselu i docetakselu na komorki Ren-
Ca. Obydwa leki maja negatywny wpltyw na metabolizm i proliferacje nowotwo-
ru, ale w linii RenCa wyst¢powata subpopulacja komorek opornych na docetaksel.
Komorki te charakteryzowaly si¢ podwyzszong ekspresja genu OCT4, charakte-
rystyczng dla komoérek macierzystych. Subpopulacja komoérek opornych na leki
byta zdolna do zaindukowania guza in vivo [53]. Hodowla komorek w obecnosci
sunitynibu umozliwita wyselekcjonowanie komoérek CD133 i CXCR4 — pozytyw-
nych. Cechowaly si¢ one wyzsza tumorogennoscia [54].

DALSZE KIERUNKI ROZWOJU BADAN NAD KOMORKAMI
MACIERZYSTYMI RAKA NERKI

Wyniki poszczegodlnych badan powinny by¢ przydatne w praktycznym za-
stosowaniu metod i wykrywaniu markerow komorek macierzystych raka. W tym
celu musza by¢ one porownywalne. Odkrycie charakterystyki komoérek o cechach
macierzystosci oraz metody ich pozyskiwania z jednej lub paru linii unikatowg
metoda badawczg jest zaledwie wstepem do dalszych badan. Ogromne zrdznico-
wanie markerow i metod izolacji RCC-CSC przyczynia si¢ do trudno$ci w okre-
sleniu optymalnej metody badan.

Pierwsze niespdjnosci znajdziemy w metodzie SP. Ueda i wsp. [39] stosuja do
zawieszania komorek zimny roztwor FBS i PBS, zas grupa Huang i wsp. uzywa
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cieplego roztworu i dodatkowo znajduje si¢ w nim HEPES. Czas inkubacji w barw-
niku Hoechst 33342 r6zni sie pottorakrotnie. Publikacja Nishizawa i wsp. podaje za$
w swej procedurze dwukrotnie nizsze stezenie Hoechst 33342 oraz dwuipotkrotnie
wyzsze stezenie FBS w roztworze zawieszajagcym. Mimo tych roznic wszystkie trzy
grupy pisza, iz korzystaty z tej samej metody. Wszystkie trzy publikacje dotycza
komorek nerki, jednak tylko jedna linia komérkowa ACHN powtarza si¢ i to tylko
w dwoch grupach — Nishizawa i wsp. [40] oraz Ueda 1 wsp. [39]. Grupy te badaty do-
datkowo dwa r6zne markery powierzchniowe: DNAJB8 i ALDH1. Populacja komo-
rek z wysoka ekspresja DNAJBS pokrywata si¢ czgsciowo z komorkami SP, ale nie
stanowig one tej samej populacji. ALDH1 zdaje si¢ by¢ lepszym wyznacznikiem ma-
cierzystosci od SP. Podobne wyniki zaobserwowali Wang 1 wsp. Potwierdzily to tez
badania Kuroda i wsp. ktore byly prowadzone na komorkach nabtonka jajnika, lecz
z uzyciem tej samej metody identyfikacji komoérek o wysokiej zawartos§ci ALDHI1
[38-40, 44, 45]. Istotnos¢ tego markera zostata jednak odrzucona przez inng grupe ba-
dawcza, rowniez pracujgca na raku nerki. Uznano, ze poziom ALDH1, przebadany ta
samg metoda co w dwoch uprzednio przytoczonych publikacjach, jest zbyt zmienny,
a przez to zupetnie niewiarygodny [28], czemu jednak przecza badania Zhang i wsp.,
cho¢ prowadzone byty réwniez na komorkach nerkowych [46].

Lu i wsp. [43] rowniez twierdza, ze do rozréznienia komodrek macierzystych
nowotworu stosowali metode SP mimo iz uzywali rodaminy 123, a nie Hoechst
33342. Grupe¢ zadziwilo, iz wyniki byly zupetie niespdjne z rezultatami innych
grup badawczych bazujacych na Hoechst 33342. Grupa bazowata w swych zalo-
zeniach m.in. na publikacji Huls i wsp. [55], w ktorej stwierdzono, ze transpor-
tery BCRP sg odpowiedzialne za fenotyp SP poniewaz powoduja niskie stezenie
zaré6wno barwnika Hoechst 33342 jak i rodaminy 123. Dodaja, ze rodamina 123
moze tez by¢ eksportowana z komorki przez transportery P-gp. Dane te pochodza
z trzech publikacji: Litman i wsp. [56]; Honjo i wsp. [57] oraz de Jonge-Peeters
i wsp. [58]. Dwie pierwsze traktuja o mechanizmach lekooporno$ci opartych na
biatkach eksportujgcych leki z komorki, w tym rodaming 123. Nie znajduje si¢ tam
jednak zadna informacja o Hoechst 33342 [56, 57]. Ostatnia publikacja powtarza
informacj¢ o komoérkach SP identyfikowanych za pomoca tych dwoch barwnikow
[58], jednakze opiera si¢ na publikacji Goodell i wsp. [42]. W niej znajdziemy
informacje, ze rodamina 123 okazata si¢ niezbyt uzyteczna w badaniach w poszu-
kiwaniu komorek macierzystych z uwagi na fakt, iz zbyt stabo odrozniata wybar-
wione komorki od innych. Badacze jedynie przewiduja, ze efekt odniesiony przy
uzyciu Hoechst 33342 powinien si¢ powtorzy¢ przy rodaminie [42]. Zatem wyniki
grupy badawczej Lu i wsp. najprawdopodobniej w ogdle nie dotycza komorek SP.

Trzy z prezentowanych grup badawczych podjely si¢ przetestowania biatka CD-
105 jako markera macierzystosci. Kazda badata inng tkanke. Li i wsp. do weryfika-
cji swoich wynikdéw zastosowali test wzrostu w hipoksji [6]. Dwie pozostate grupy
badawcze korzystaty z metody opierajacej si¢ o formowanie sfer przez wyizolowane
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komorki. Zadziwiaja jednak r6zne wariancje komponentow mediow. Standardem jest
uzywanie podtoza DMEM, 20ng/ml EGF oraz 20ng/ml bFGF. Jednakze Bussolatti
i wsp. uzywaja dodatkowo BSA i insuliny, a Hu i wsp. insulin¢ ale w 4 razy wyz-
szym stezeniu oraz heparyne, a Gassenmeier i wsp. dodali B27 i mieszaniny insuliny,
transferryny, selenu i czynnika X (Invitrogen). Ten zespo6t badat komorki nerkowe jak
Bussolatti i wsp., ale pod katem biatka CXCR4 oraz z uzyciem BSA i insuliny. Po-
dobne warunki jak u Gassenmeier i wsp. zachowali Hang i wsp. ale uzyli dwukrotnie
nizszego stezenia bFGF oraz uzyli suplementu N-2 (Invitrogen). Lin i wsp. stworzyli
kombinacj¢ 20 ng/ml FGF i bFGF 2% B27 i 1%N-2, a Zhang i wsp. takg sama, ale
bez N-2 [5, 16, 28, 41, 46, 48]. To glebokie zréznicowanie sprawia powazny problem
1 watpliwosci w porownywaniu wynikow badan poszczegdlnych grup, zwlaszcza, ze
celem formowania sfer nie byto tu okreslenie optymalnego medium, a potwierdzenie,
ze populacja komorek eksprymujacych dany marker moze by¢ uznana za macierzyste.
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