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Kmenové bunky
a vznik nadorového onemocneéni

Tumorigeneze jako onemocnéeni
kmenovych bunek (1. cast)

1. Uvod

Letos uplynulo 220 let od narozeni jedno-
ho z nejslavnéjsich ceskych védci Jana
Evangelisty Purkyné. Tento rodak z Li-
bochovic u Lovosic se svymi objevy do-
tkl fady vyznamnych objevt v pfirodnich
védach, predevsim ve fyziologii. V polské
Vratislavi zalozil prvni evropsky fyziolo-
gicky tstav. Po navratu do Cech vystudo-
val medicinu na prazské univerzité (dokto-
ratr. 1818), stal u zalozeni ptirodovédného
&asopisu Ziva, byl spoluzakladatelem So-
kola, Hlaholu, Umélecké Besedy a Spolku
Iékart Ceskych. Patii mezi objevitele bu-
nécné teorie, ktera tika, ze zakladni jed-
notkou tél Zivo€icht i rostlin je buiika, ob-
sahujici protoplasmu (dnesni termin: cy-
toplasma). V soucasné dob¢ vime o buii-
kach mnohem vice nez Purkyné, ktery mél
k dispozici jen velmi nedokonaly mikro-
skop. Moderni technologie umoziuje stu-
dovat bunku a pochody v ni probihajici az
na molekulové tirovni. Mame terminy ge-
nom, transkriptom, proteom, metabolom,
které dohromady ptedstavuji zaklad po-
chodtl v zivych bunkach. Poznatky z této
oblasti vyrazné ovlivnily a ovliviiuji medi-
cinu. Dnes dovedeme rozpoznat pficinu
a spravn¢ 1&c¢it a vylécit fadu chorob, na
které se v minulosti ¢asto umiralo.
Nemuzeme vSak toto fici o nadorovych
onemocnénich. Pred Sedesati lety diagno-
za ,,rakovina“ znamenala rozsudek smrti,
ke kterému doslo dfive (to nejéastéji) ne-
bo pozdéji, s prazadnou nadé&ji na vyléce-
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ni. Soucasné objevy tuto hrozbu snizily,
ale zdaleka neodstranily. Rakovina je ve
vyspélych zemich stale na pfednim misté
morbidity a mortality. Ani nejnovejsi pro-
tinadorova terapie nedovede beze zbytku
odstranit vSechny nadorové bunky a za-
branit tak uplné navratu choroby nebo
rozsifeni metastaz.

Podle koncepce v soucasnosti velmi
studované po celém svété je bunécné slo-
zeni nadoru heterogenni; hlavni pFicinou
rekurence onemocnéni je existence vel-
mi malé frakce bunécné populace tumo-
ru, tzv. nadorové kmenové buiiky. Pokud
se 1 tyto bunky nepodaii eradikovat, na-
dor neni vylécen. Na tento problém je za-
meéfen soucasny onkologicky vyzkum.

2. Typy kmenovych bunék

Vsechny tkané zivocicht vznikaji z orga-
nove specifickych kmenovych bunek, kte-
ré jsou obdafeny schopnosti jednak opa-
kujici se samoobnovy, jednak diferenciace
na typy bunek urcitého organu nebo tka-
n¢. Tyto organové specifické buiiky se
odvozuji v prubéhu vyvoje jedince (onto-
geneze) od embryondlnich kmenovych
bunek.

Jsou tii druhy kmenovych bunék:

(a) embryonalni

(b) terminalni

(c) somatické neboli adultni kmenové
bunky

Embryonalni kmenové buiiky vznikaji
pti prvnich délenich oplozeného vajicka
(zygoty), jsou omnipotentni, tj. mohou se
z nich vyvinout vSechny bunky dospélé-
ho organismu (tuto vlastnost - omnipo-
tenci - si zachovavaji vSechny rostlinné
buiiky po celou dobu svého zZivota; rov-
néz tak n€ktefi primitivni zivocichové jako
nezmar nebo plosténky). Dalsim délenim
se z embryonalnich bunék tvofi tii zaro-
deéné listy: endoderm, ektoderm a meso-
derm. Lidské embryonalni kmenové bunky
si zachovavaji plnou omnipotenci pouze
do zacatku organogeneze, pak tato schop-
nost zacina byt omezena - stavaji se multi-
potentni.

Germinalni kmenove buriky jsou loka-
lizovany v gonadach; v dospélém orga-
nismu jsou zakladem pro tvorbu vajicka
anebo spermie, které umoznuji reprodukci
jedince.

Somatické kmenové buriky maji uzsi
diferenciaéni potencial; riizné typy téchto
kmenovych bunék proliferuji a diferencuji
ruzné. Adultni kmenova bunka je determi-
novana organem (tkani), z kterého pocha-
zi. Ma dlouhodoby replikac¢ni potencial
a schopnost jak samoobnovy tak diferen-
ciace az na zralou bunku pfislusného or-
ganu (Obr. 1).

Kmenové bunky v dospélém organis-
mu jsou vétsinou v klidovém (,,spicim®)
stadiu, ale jsou pfipraveny na podnét, kte-
ry navodi regeneraci poSkozené tkane.
Predpoklada se, ze normalni adultni kme-



nové bunky se vyskytuji v prislusné tkani
(organu) na ur¢itém misté oznacovaném
jako ,,stem cell niches* (loziska, utulky
kmenovych bunék), v némz jsou ,,ukotve-
ny*“ (Moore K. A., 20006). Toto lozisko se
sklada z riznych bunck stromatu, které
jednak slouzi pro vyzivu kmenovych bu-
n¢k a udrzovani v klidovém stavu, jednak
mohou aktivné ovliviiovat biochemické
pochody pii samoobnové nebo diferenci-
aci pisobenim na signalni transdukei. Pti
interakci mezi bunikami stromatu a nadoro-
vymi kmenovymi bunikami ptisobi fada
riznych cytokint a adheznich molekul ja-
kojeIL-6,1L-7, VEGF, CXCR-4, RANTES,
MIP-1, JAGGPP-1 aIGF-1 (Dierks Ch.,
2000). Hovoti se o fyziologické homeo-
staze kmenovych bun¢k. Dysregulace sig-
nalnich drah naruSuje normalni funkci to-
hoto loziska (atulku). Tato funkéni dysre-
gulace zpusobi, ze kmenové bunky se vy-
mani dozoru v misté pobytu, ktery ho
udrzuje v klidovém stadiu, a nastoupi ces-
tu samoobnovy vstupem do cyklu bunéc-
ného déleni a k rozvoji prekancer6znich
mechanismil, vyUstujicich az k maligni na-
dorové transformaci a ke vzniku tumoru
(Clarke M. F., 2006). Téchto lozisek muze
byt v urcité tkani vice, i kdyZz jsou nepatr-
na. Hovoii se o submikroprostfedi (sub-
microenvironment, submicroniches), které
mize rozdiln€ plisobit (rozdilna signaliza-
ce) na lokalni nadorové kmenové bunky,

z kterych pak vznikaji nadory rizné agre-
sivni. Jako pfiklad jsou uvadény dva typy

Rajaraman, R. et al., 2006

astrocytomu mozkové tkané zvaného také
glioblastoma multiforme, ktery mize byt
od pocatku velmi zhoubny (primarni glio-
blastom), na rozdil od sekundarniho glio-
blastomu, progredujiciho i ne¢kolik let (Zhu
Y, 2002, Sanai N., 2005).
U hemopoetickych nebo intestinalnich
kmenovych bunék a u systému vlasovych
vackl homeostaza kmenovych bunék od-
visi od rovnovahy mezi rist-inhibujicimi
signaly BMP a rtst-podnécujicimi signaly
Whnt. Déle bylo zjisténo, ze signalizace
osy SDF-1/CXCR4 vyvolava tvorbu na-
dorovych metastaz; exprese CXCR4 iden-
tifikuje migrujici nadorové kmenové bunky.
Kmenové bunky se mohou délit nejen
symetricky, ale t€z asymetricky, kdy jedna
dcefinna burka si zachova charakter pti-
vodni kmenové buriky, kdezto druha se
stava rychle proliferujicim progenitorem
se schopnosti diferenciace az na termi-
nalni zralou bunku ptislusné tkané (orga-
nu). Progenitorova buitka ma omezeny
pocet bunécnych déleni, pak diferencuje
nebo zanikne.

Normalni tkan obsahuje tfi rozdilné kom-
partmenty bunék:

(1) kompartment se schopnosti samoob-
novy, ktery obsahuje klidové kmenové
bunky

(i1) kompartment proliferujicich progeni-
toril

(iii) termindlni kompartment s diferenco-
vanymi a apoptotickymi burikami.

Oplodnene vajicko = zygot
Primordialni kmenova bunka

/ Qfﬂ)

Embryonalm kmenova
bunka (ECS)
schopna symetrického
logaritmického déleni
(pluripotentni)

Rezistentni viéi karcinogennim
vliviim v ¢éasné embryogenezi

Germmalnl kmenova
bunka (GSC)
schopna mitotické
amplifikace; terminalni
meiotické déleni
(uréena pro gonady)

Adultni kmenova bunka
(ACS)
(rezidentni tkanové
specificka kmenova b.)
Podili se na homeostaze
a regeneraci tkané.

(pluripotentni) a

(Vznika z ni az 200
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Obr. 1: Zdkladni typy normalnich kmenovych bunék a jejich viastnosti

Velmi dulezitou funkci kmenovych bu-
nék je regulace samoobnovy. Samoobno-
va je u nich nutnd, protoze jejich zivot-
nost musi trvat po celou dobu zivota pfi-
slusného jedince. Udrzuji pfitom rovnova-
hu mezi replikaci a diferenciaci bun¢k. Na
mechanismech, které toto realizuji, se po-
dileji signalni drahy, fidici vyvoj jedince
(ontogenezi).

Patii sem kupt. Oct-4, BMP (Bone
Morphogenic Protein), rodina Janus-ki-
nasy, Notch (regulace samoobnovy a dife-
renciace u nervovych kmenovych bungk),
Sonic hedgehog (Shh) (regulace adult-
nich nervovych progenitord a samoobno-
vy, vyznam pro biologii mozkovych nado-
i) a Wnt-signalizace (Wnt-proteiny jsou
extracelulani proteiny aktivujici receptor
Frizzled-rodiny a tim drahu inhibujici pro-
teolyzu B-kateninu, coZ umoziuje tran-
skripci genu pro TCF/LEF-proteiny, podi-
lejici se na samoobnov¢ a diferenciaci bu-
n€k) (Taipale J., 2001, Reya T., 2003).
Bmi-1 gen (¢len Polycomb rodiny) je dtile-
zity faktor pro samoobnovu kmenovych
bunék. Polycomb proteiny tvoii komplex
DNA-vazajicich proteint s gen-supreso-
rovou aktivitou. Mechanismus spociva
pravdépodobné v ,,umlcovani* (silencing)
gend navozenim modifikace chromatinu.
Mutantni varianta se podili na bunécné
proliferaci (Raaphorst F. M., 2001). Zvy-
Send exprese Bmi-1 genu byla prokazana
u nékolika nadori (Vogelstein B., 2004).
Patii sem dale signaliza¢ni kaskada epider-
malniho rtistového faktoru a jeho recepto-
ru ([EGF)/EGFR), ristového faktoru kme-
novych bunék a receptoru ([SCF]/KIT),
desti¢kového rustového faktoru s recep-
torem ([PDGF]/PDGFR) a,,sonic hedge-
hog* transkrip¢niho faktoru (SHH/PTCH/
GLI), jejichz reaktivace byla prokdzana
v kmenovych nadorovych bunkéch nebo
v tumor-iniciujicich bunkach (Mimeault
M., 2007). Hematopoetické kmenové bun-
ky (HSCs) pro jejich relativni snadnou do-
stupnost jsou Casto studované, i kdyz ani
u nich nejsou plné objasnény mecha-
nismy, které vedou ke zméné stavu relativ-
niho klidu (Go-faze) do rychle proliferujici
faze bunécného cyklu déleni navozené
kupt. stresem. Tento piechod potlacuji re-
gulaéni faktory p27 (KIP), coz je inhibitor
cyklin-dependentni kinazy (E-CDK-2)

a Mad-1, ptsobici jako antagonista MYC
(Walkley C. R., 2005; McArthur G. A.,
2002). Studium mechanismu, kterymi
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HSCs navozuji samoobnovu a diferenciaci
jako je aktivace nebo inhibice transkripc-
nich faktord, regulatorit bunécného cyklu
a gend ovliviujicich strukturu chromoso-
md, je dulezité pro hledani cilovych ele-
ment( terapeutického zasahu (Stein M. L.,
2004) (obr. 2, 3).
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svétlovala riznorodosti mikroprostredi
nadorovych bunék a spoluptisobenim ge-
netickych subklond, vzniklych pfi postup-
né se hromadicich riznorodych somatic-
kych mutacich. Dalsi vysvétleni mtize byt
takové, ze nador je komplexni utvar troj-
rozmérné tkang, v niz nadorové bunky se
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Obr. 2: Signalni drahy podilejici se na samoobnové tumor-iniciujicich bunék (onkogenni signalizace)
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Obr. 3: Predpokladand interakce signalizace onkogenni kaskddy tumor-iniciujicich bunék

3. Nadorové kmenové bunky

Ackoliv nador za¢ina monoklonalni ex-
panzi, vétsina nadord obsahuje v dal$im
vyvoji heterogenni populaci nadorovych
bunék. Tato pozorovani se obvykle vy-
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staly funkcionaln€ heterogenni jako di-
sledek jejich diferenciace. Podle tohoto
scénate pusobi nador jako ,karikatura“
prislusné normalni tkang, jejiz rozvoj je

udrzovan proliferaci nikoliv normalnich
kmenovych bunék uréitého organu, ale

jim odpovidajicich patologickych nadoro-
vych kmenovych bunék. Nadorové bunky
a jejich prostiedi, tj. bunky stromatu jako
jsou fibroblasty, myofibroblasty, endote-
lové bunky, pericyty, a cetné zanétlivé
bunky spolu s bunkami imunitniho systé-
mu na sebe vzajemné plisobi a vytvari
komplexni signaliza¢ni sit’, kterda miize vy-
razn€ ovlivnit rozvoj nadoru (obr. 4).

Z této heterogenni skupiny bun¢k tvo-
ficich nador se vymezuje mala subpopula-
ce, jejiz vlastnosti se podobaji kmenovym
bunkam a které byly nazvany nadorové
kmenové bunky (CSCs) (Clarke M. F.,
20006). V jejich definici musi byt dvé za-
kladni charakteristiky: (1).musi mit schop-
nost samoobnovy, (2) musi poskytnout
které umoznuji jeho rozvoj (Lee J. T,
2007). Dalsi dulezitou vlastnosti nadoro-
vych kmenovych bunék je rezistence viici
konven¢ni cytotoxické chemoterapii. Jsou
totiz v Go-fazi, mimo cyklus buné¢ného
déleni, tedy na n¢ nemuize ptsobit cyklus-
specificka chemoterapie. Kromé toho na-
dorové kmenové bunky jsou rezistentni
téz vuci poskozeni DNA, protoze jsou
schopné asynchronni DNA-syntézy,
vcetné moznosti DNA opravy. Nadorové
kmenové bunky vykazuji vyssi obsah
anti-apoptozovych proteini (jako je rodi-
na Bcl-2) a inhibitord apoptozy, nez maji
bunky diferencované. Dal§im faktorem,
ktery je chrani pied toxickymi latkami, je
schopnost exprimovat velké mnozstvi
transportérovych proteinti jako je ABCG2
(BCRP) nebo P-glykoprotein, které piipad-
né toxiny z bunky rychle vypudi. Nadoro-
vé kmenové bunky také unikaji imunolo-
gické reaktivité hostitelského organismu
(Wicha M. S., 2006).

Intratumorova heterogenita podie tra-
dicni predstavy predpoklada, ze vSechny
nadorové buiky jsou obdaieny schop-
nosti vytvaret nové nadorové bunky
(tumorigenni kapacita) jednoduchou pro-
liferaci transformovanych bun¢k. V tomto
modelu je intratumorova heterogenita vy-
svétlovana klonalni diverzitou transfor-
movanych bunék na zdklad¢€ rizného typu
mutaci (genetickych alteraci). Naproti
tomu alternativni, tzv. ,hierarchicky* mo-
del kmenovych bunék, je zalozen na mys-
lence, ze nador udrzuje svoji proliferacni

aktivitu pomoci minoritni subpopulace na-
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Obr: 5: Vznik nadorové proliferace (jako patologicka samoobnova)

dorovych bunék, které maji vlastnosti po-
dobné kmenovym bunkam (,,stem-like*
properties):

(1) schopnost samoobnovy (tj. schopnost
proliferace bez jakékoli diferenciace nebo
maturace a bez ztraty proliferacni aktivity)
(2) samoregulace poc¢tu kmenovych bu-
nek vyvazenim samoobnovy oproti dife-
renciaci dcefinnych bunék

(3) schopnost diferenciace a maturace do-
statecné pro rekonstituci a dlouhodobé
preziti vSech funkénich elementt v daném
souboru bunék (tj. bunééné linii, organu,
tkané nebo neoplastickém klonu) (Schu-
lenburg A., 2006).

S tim souvisi dalsi dtlezité vlastnosti
jako schopnost exprimovat telomerazu,
ktera umoziuje opakované déleni napojo-
vanim odstépeného telomeru pii déleni
bunky, dale schopnost aktivovat antiapo-
ptézové drahy, zvySovat aktivitu membra-
novych ABC-transportéri, které vypuzuji
z bunky skodlivé latky (protinadorové
léky) a schopnost migrace a tvofeni meta-
staz (Wicha M. S., 2000).

U nadorovych kmenovych bunék se
potencial samoobnovy realizuje patolo-
gickymi mechanismy. Hovofi se o dysre-
gulaci samoobnovy (self-renewal), exce-
sivni proliferaci a aberantni diferenciaci

na riznorodé potomstvo nadorovych bu-
nék, vyust'ujici do intratumorové hetero-
genity. Ale i mezi nadorovymi bunkami

v tumoru urcitého organu (tkan¢) existuje
dalsi heterogenita charakterizovana rtiz-
nym stupném potencialu samoobnovy
(Nakagawa T, 2007). Byly také nalezeny
ruzné histologické typy nadorovych bu-
nék v témze organu. Stale jesté neni zcela
jasné, z kterych bunék se nador rozviji.
Zda to jsou maligne transformované rezi-
duélni kmenové buiky piislusné tkané
(organu), tedy nadorové kmenové bunky,
nebo az jejich bezprostiedni progenitory
nebo dediferencované ,,zralé* bunky. Razi
se proto termin tumor-iniciujici bunky
(LeeJ. T., 2007) (obr. 5).

Abnormalni vlastnosti nadorovych
kmenovych bunék mohou narusit homeo-
stazu lokalniho mikroprostfedi (dysregula-
tion of stem cell-niche homeostasis). Ale
také obracené, dysregulace tumorového
mikroprostedi véetné genetickych a epi-
genetickych alteraci mtize ovliviiovat
vlastnosti tumorovych kmenovych bunék
a podporovat progresi nadoru. Neni do-
sud jasné, zda vSechny tumorové kmeno-
v¢é bunky nebo jen jejich specificka pod-
skupina v daném nadorovém mikropro-
stiedi je odpovédna za udrzovani (rozvoj)
tumoru, jeho relaps nebo metastazy.

Fenotyp kmenovych bunék,
identifikace normalnich a na-
dorovych kmenovych bunék

Dosud mnoho nevime o fenotypu kmeno-
vych bunék, vyskytujicich se v riznych
tkanich nebo organech za fyziologickych
a patologickych stavti. Nékteré markery
kmenovych buné¢k se vyskytuji v fadé
tkani, jiné je mozno detekovat pouze v ur-
¢itém organu.

Prikladem Siroce rozsifenych antigenti
jsou markery AC133, Bmi, Musashi-1 an-
tigen nebo Oct-4. Nejlépe byly fenotypo-
v¢ charakterizovany hematopoetické kme-
nové bunky jako Lin-negativni/CD45-po-
zitivni/CD34-pozitivni/CD38-negativni
bunky.

Vétsina téchto antigent je spojena
s rtiznymi bunéénymi funkcemi. V nékte-
rych organech jsou i rozdily mezi kmeno-
vymi buiikami a jejich progenitory; piikla-
dem muze byt regulace kontaktu bunka-
bunka. V nékolika organech jsou antigeny
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odpovédné za charakter intercelularniho
kontaktu pomoci tésnych spoju (gap-
junction) (=GJIC) nejvice exprimovany ve
zralych bunkach, ale chybi (jsou inaktivni)
v bunikach maligné transformovanych

(Schulenburg A., 2006).

Tabulka uvadi (dosud identifikované)
povrchové membranové markery u solid-
nich tumort (Tab. 1).

Mnozstvi nddorovych kmenovych bu-

Povrchovy marker/ biomarker

Typ nadoru (s vlastnostmi kmenovych bunék)
Hemoblastézy e AML CD34/CD38-, Thy-1', KIT
e Myelom CD138
Prs CD44’, CD24™"
Ovarium CD44", Oct-3/4, Nanog, EGFR
(klon) Vinmentin, E-kadherin
Mozek e glioblastom, meduloblastom, CD133"/nestin, neurosféry
astrocytom, ependymom

e primarni gangliogliom CD133"/nestin, neurosféry

Melanom CD20", melanoma-sferoidy

Kost (sarkom)

Scro-1*, CD105, CD44"

Kolon a rektum

a: EpCAM™"/CD44°/CD166"

b: CD133
Hlava a krk CD44'/BMi-1*
Jatra CD133"
Plice Sca-1', CD45, PECAM’, CD34"
Melanom CD20"
Pankreas CD44", CD24", ESA"
Prostata CD44", a2p1™", CD133"

Tab. 1: Povrchové markery solidnich tumorii

nek v nadorové tkani byva velmi malé;
u rozvinutych nadort tvoii obvykle méné
nez 1% (LeeJ. T., 2007). Jejich prikaz
neni snadny.

Jsou uvadény tii mozné metodologic-
ké postupy, které by mohly izolovat
a identifikovat nadorové kmenové bunky:
(a) vyuziti markerti na povrchu buné¢-
nych membran
(b) kultivace bunck za urcitych specific-
kych podminek
(c) izolace (obohaceni) velmi malé popula-
ce nadorovych kmenovych bun¢k (proge-
nitorl) pomoci ,,fluorescence-activated
cell sorting™ (FACS) s pouzitim specific-
kych protilatek proti povrchovym antige-
nim (CD34, CD138,CD20,CD133,CD44)
a vymyvaci techniky s Hoechstovym bar-
venim (Mimeault M., 2007). ,,Zlatym stan-
dardem* definujicim nadorové kmenové
bunky jsou opakované transplantace na
zvitecim modelu (Sakashita H., 2007).

(Podrobna literatura u autora:
Jjaromasopust@seznam.cz)

Soutéz Soutéz

Milé Ctendaiky, vaZeni Ctendri,

Soutéz

Soutéz

Soutéz

Soutéz

pro ty z vas, kteri radi soutézi, jsme pripravili nekolik otdazek, které se tykaji obsahu clankii tohoto vydani Labor Aktuell.
T7i vylosovani vyherci se mohou tésit na publikaci Laboratorni diagnostika (T. Zima a kol., 2007). Hodné zdbavy pri hledani

odpovedi preje redakce Labor Aktuell.

Otazka & 1:

Jak se jmenuje americka diagnosticka spolecnost, kterou koupil Roche Holding AG v letosnim roce?

Otazka ¢. 2:

Jaké bodové ohodnoceni podle Glasgow Coma Scale (GCS) maji pacienti se strednim traumatickym poskozenim mozku?

Otazka ¢. 3:

Kdy byly prijata prvni Mezinarodni opiova dohoda, kterou podepsalo trindct zemi sveta?

Otazka ¢. 4:

Na jaké webové adrese najdete plné znéni dokumentu Mezindrodniho panelu expertii ke klinickému vyuziti NT-proBNP

z letosniho roku?

Otazka C. 5:
Vyjmenujte tri druhy kmenovych bunék.

Odpovédi zasilejte, prosim, na e-mailovou adresu: prague.labor-aktuell@roche.com
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