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tvorbe metastdz a ich vyuzitie v nadorovej terapii
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V prehladovom ¢lanku sa uvadzaju pokroky v oblasti vyskumu kmenovych buniek so zameranim na ich tlohy v ludskom organizme a na
ich klinické vyuzitie. Pozornost je venovana tlohe mezenchymovych kmenovych buniek ako potencialneho prostriedku regeneracnej
mediciny. Diskutuje sa pévod nador iniciujucich buniek - nddorovych kmenovych buniek vratane ich dlohy pri vzniku metastaz. Zda
sa, ze nador iniciujuce bunky su zodpovedné za rezistenciu mnohych konvenénych nadorovych terapii, co méze vysvetlovat limitacie
tychto terapeutickych modalit. Diskutuje sa vlastnost mezenchymovych kmernovych buniek putovat do nadoru a ztcastnit sa na tvorbe
nadorovej stromy. Dostupnost mezenchymovych kmenovych buniek z ludského adipézneho tkaniva, moznost tieto bunky geneticky
modifikovat samovrazednymi génmi a ich schopnost vyhladat nador v organizme, tvori z nich atraktivny prostriedok nadorovej terapie
bez systémovej toxicity. V ¢lanku kratko sumarizujeme publikované vysledky z nasho laboratéria zamerané na cielent génovu terapiu
nadorov pomocou geneticky modifikovanych kmenovych buniek. Ukazuje sa, Ze terapia zalozena na kmenovych bunkach je perspek-
tivnym pristupom pri liecbe zdedenych a degenerativnych ochoreni a tiez liecebnou modalitou ludskych malignit.
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Role of stem cells in tumor initiation, metastasis formation and their use in cancer therapy

This review considers recent advances in the stem cell field focusing on the challenges and opportunities for their use in clinical practice.
Various kinds of stem cells and their roles in the human organism are in the review described. Attention is given to the role of mesenchymal
stem cells as a potential tool in regenerative medicine. The origin and consequences of existence of tumor-initiating cells known as cancer
stem cells is discussed also in context of metastasis formation. It seems that tumor-initiating cells might be responsible for resistance
to many conventional cancer therapies, which might explain the limitations of these therapeutic modalities. Furthermore, the review
focuses to tumor homing property of adult mesenchymal (stromal) stem cells. The feasibility of mesenchymal stem cells isolation from
human adipose tissue, their genetic modifications with suicide genes together with ability to find tumor in the organism make them
an attractive vehicle for cancer therapy without systemic toxicity. Published achievements from our laboratory in stem cell-based gene
cancer therapy are shortly summarized. Generally, it is believed that the stem cell therapies might be ideal future treatment modality

for inherited, degenerative diseases and in curing human malignancies as well.

Key words: stem cells, cancer stem cells, stem cell-based cancer gene therapy.

Uvod

V ostatnych desiatich rokoch sa nase poznat-
ky o kmenovych bunkéch rozsirili predovietkym
vdaka tomu, Ze sa nasli sposoby, ako ich izolovat
a kultivovat in vitro. Kmenové bunky sa tesia v su-
¢asnosti velkému zaujmu vedeckych pracovnikov
hlavne z toho dévodu, Ze ako sa ukazuje na zvie-
racich modeloch, je tu moZnost nahrady opot-
rebovanych a chorych tkaniv zdravymi bunkami,
¢o predstavuje revolucné zmeny v liecebnych
praktikdch. Ukazuju to aj prvé klinické studie rege-
neracnej mediciny. V onkoldgii sa nové poznatky
o kmenovych bunkach sustreduju na identifikaciu
n&dorovych kmenovych buniek, buniek ktoré su
inicidtormi rastu nddoru, na ich charakterizaciu, od
ktorej sa slubuje moznost novej cielenej lie¢by na-
dorov, ktord by mala byt lie¢bou pri¢innou, nie len
liecbou nasledkov. Tento smer terapie nédorov
je len v zaciatkoch a vyzaduje si dalsie poznatky.
Jednoducha predstava, Ze odstranenie nador
iniciujucich buniek povedie k vylie¢eniu pacienta,
ma aj podporu vo vseobecne zndmej skutoc¢nosti,
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Ze chirurgické odstranenie nadoru vo véasnom
Staddiu ma najlepsf terapeuticky vysledok, co do
prezivania pacientov. Cielend likvidacia nadoro-
vych kmenovych buniek je zatial viac-menej len
v teoretickej rovine, vyuzitie kmenovych buniek
na génovu terapiu naberd vsak jasné kontury
zacinajucimi klinickymi studiami.

Druhy kmenovych buniek

Na zéklade povodu kmerovych buniek roz-
lisujeme embryondlne kmenové bunky, ktoré sa
daju ziskat z vnutornej vrstvy embrya v predim-
planta¢nom $tadiu a dospelé kmeriové bunky,
ktoré sa nachadzaju ako nediferencované bunky
v dospelych tkanivach. DéleZitou vlastnostou
oboch typov je ich schopnost sebaobnovy, ¢o
je dané zvlastnym asymetrickym spésobom ich
delenia, kedy vznika jedna bunka totozna s p6-
vodnou bunkou a jedna progenitorova predur-
¢end na dalsiu diferenciaciu.

Na zaklade diferencia¢ného potenciélu rozde-
[ujeme kmenové bunky na totipotentné, pluripo-
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tentné a multipotentné. Embryondiné kmenoveé
bunky su totipotentné, lebo z jednej bunky méze
vzniknut cely organizmus vratane embryondlnych
tkaniv potrebnych pre vyvoj jedinca (placenta).
Pluripotentné kmeriové bunky st schopné produ-
kovat bunky odvodené od vsetkych zarodoc¢nych
vrstiev (endoderm, ektoderm, mesoderm) a zaro-
docné bunky, ale nie extra embryonalne tkaniva.
Multipotentné kmeriové bunky sa mézu diferenco-
vat na mnoho typov buniek, vacsinou Specifickych
pre urcité tkaniva (napr. hematopoetické kmenové
bunky, neurdine, mezenchymové).

Dospelé kmenové bunky sa zvacsia nacha-
dzaju v pokojovej faze bunkového cyklu, a preto
sU Casto charakterizované schopnostou seba-
obnovy a schopnostou diferencidcie na bunky,
ktoré vykondvaju vysoko Specializované funkcie.
Viyznamnou vlastnostou je aj ich nesmrtelnost,
¢ize schopnost dlhodobej reprodukcie v orga-
nizme, €o suvisf s ich vysokou rezistenciou k cy-
totoxickym latkam a s ich Gi¢innou DNA opravou.
Mezenchymové kmeriové bunky (MSC), podobne
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ako hematopoetické kmeriové bunky, su deri-
vované z mezodermu. MSC sa taktieZ nazyvaju
stromdlne bunky, lebo v kostnej dreni sltizia ako
podporné bunky hematopoetickym kmerovym
bunkdm. Prace z ostatnych rokov ukazuju, ze
[udské mezenchymové bunky sa nachddzaju vo
vdetkych vaskularizovanych tkanivach tela a Ze su
odvodené z pericytov alebo su s nimi identické.
MSC tvoria stromu tkaniva, stabilizuju krvné ka-
pilary tym, Zze obklopuju ich endotelové bunky
v mnohych vaskularizovanych organoch, napr.
v tukovom tkanive, v svalovych tkanivach skeletu,

v pankrease, v zubnom vacku, v placente (odkial

sa aj daju izolovat). Dospelé kmerové bunky su
schopné sebaobnovy a vykonévaju v organizme
obnovu opotrebovanych diferencovanych buniek
a opravy poskodenych tkaniv. Vdaka ich transdi-
ferencia¢nému potenciélu sa stavaju nadejnymi
kandiddtmi na terapiu réznych ochoreni. Na rozdiel
od embryondlnych kmerovych buniek, v pripade
dospelych kmenovych buniek neexistuju ziadne
etické vyhrady vyuzivat ich pre vyskum a liecbu.

Nadorové kmenové bunky

Neustdle narastajuci pocet publikacii doka-
zUje, Ze vo vacsine, ak nie vo vsetkych zhubnych
nadoroch, sa nachadza minoritnd populdcia
buniek, ktoré maju biologické vlastnosti kme-
novych buniek. Tieto nddorové kmeriové bunky
sU schopné iniciovat vznik nddoru — indukovat
tumorigenézu. SU charakterizované biologicky
tak, Ze malé mnozstvo tychto ludskych buniek
je schopné vyvolat nddor na imunodeficientnej
mysi, ktory svojim polyklondlnym zlozenim je to-
tozny s pévodnym nadorom, z ktorého naddoro-
vé kmenové bunky boliizolované. St prirodzene
rezistentné na slcasné existujlce cytostatika
a radioterapiu. Prace ukazuju, ze nddory vzni-
kaju z normalnych kmeriovych buniek a/alebo
z progenitorovych buniek ich mutaciou, ¢o je
doévod pre ich bunkovu heterogenitu. Niektoré
udaje nevylucuju moznost vzniku nddorovych
kmenovych buniek zo somatickej bunky takou
mutéciou, ktord aktivuje gény pre sebaobno-
vu, typicku viastnost kmenovych buniek. Vznik
nadorovych kmenovych buniek a ich funkciu
v nadore zndzornuje obrazok 1.

Normalna kmerova bunka a multipotentna
progenitorovad bunka mézu mutovat, pricom si
zachovavaju svoje vlastnosti. V doésledku asy-
metrického delenia tak vznikd jedna nddorova
kmenové bunka a jedna mutovana bunka, ktora
ma moznost Ciastocne aberantne sa diferencovat,
a preto vysledkom je nador zloZzeny z naddorovych
buniek a buniek, ktoré st schopné iniciovat nédor.
V nddore su potom rézne klony buniek, ktoré
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dalsou mutdciou a epigenetickymi zmenami
tvoria polyklénovy nador spolu s pritomnymi
sebaobnovujucimi sa kmenovymi nddorovymi
bunkami. Nie je vyliceny aj ndhodny vznik dalsich
kmerovych nadorovych buniek. Existuju doka-
zy, 7e aj diferencované bunky sa mézu zmenit
v doésledku mutdcif na bunky s viastnostami kme-
novych buniek rediferencidciou. Podrobnejsie
vlastnosti kmerovych nadorovych buniek su
popisané v literarnych prehladoch (1, 2).
Existencia nddorovych kmenovych buniek
bola prvykrat dokdzana pri leukémiach (3).
Leukemické bunky vznikaju z kmenovych buniek
v dosledku poruchy v ich schopnosti diferenco-
vat sa (obrdzok 2). Zvécsa su charakterizované pri-
tomnostou alebo nepritomnostou $pecifickych

povrchovych znakov. Neskér sa podarilo identi-
fikovat nddorové kmeriové bunky aj v nddoroch
prsnika, mozgu a v dalsich typoch solidnych na-
dorov (4). Stéle viac prevlada nézor, ze vsetky
nadory st pbvodom z kmenovych buniek.
Objavenie nddorovych kmenovych buniek ma
velky dopad na sti¢asnu terapiu nddorov a vysvet-
[uje mnohé klinické pozorovania. Pozoruje sa, Ze
nador sa niekedy, aj o niekolko rokov po Uspesnej
terapii, znova objavi a spravidla je velmi rezistentny
na dalsiu liecbu. Je to v désledku pritomnosti na-
dor iniciujucich kmenovych buniek, ktoré svojou
prirodzenou rezistenciou odolali Gc¢inku predcha-
dzajucej cytotoxickej chemoterapii, radioterapii
a molekulovej cielenej terapii. Spomenuté terapie
sU totiz nasmerované na deliace sa bunky, zatial ¢o

Obrdzok 1. \/znik nador iniciujucich buniek — nddorovych kmenovych buniek.
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Obrdzok 2. \/znik a vlastnosti leukemickej kmenovej bunky.
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kmeriové bunky sa len zriedkavo delia. Zlyhanie
terapie moze byt spésobené aj nedostatocnou
Ucinnostou cytotoxickej terapie a genetickou insta-
bilitou nddorovych buniek. Relaps nddoru po stan-
dardnej liecbe v dosledku existencie nadorovych
kmeniovych buniek je zndzorneny na obrazku 3.
Mnozstvo nador iniciujucich buniek v nddoroch je
rézne v rozsahu, od zlomku do desiatok percent,
pricom agresivnejsie nadory obsahuju tychto bu-
niek viac (5). Velké mnozstvo kmenovych buniek
pri akutnej myeloidnej leukémii v case diagndzy
predikuje vysokd minimalnu rezidudlnu chorobu
a zIé prezivanie (6). Maligny glioblastém predsta-
vuje nador s velkym poctom nddor iniciujucich
buniek, ¢o koresponduje s jeho zlou progndzou.
Suhrnne o nadorovych kmerovych bunkéach v ma-
lignych glioblastémoch pojednéva publikacia (7).
Nadorové kmeriové bunky maju schopnost pu-
tovat v organizme a vyhladat si vhodné miesto
s im vyhovujucim mikroprostredim, ¢o je spojené
s vznikom metastaz.

V sucasnosti prebieha vo svete intenzivny vys-
kum, cielom ktorého je zistit molekulové rozdiely

medzi normalnymi a nddorovymi kmenovymi
bunkami - n&dor iniciujucimi bunkami. Na zékla-
de poznania tychto odlisnosti by sa dala vypra-
covat cielend terapia nasmerovana na nadorové
kmenové bunky. Sucasny stav tychto aktivit je
stborne dostupny (8).

Kmenovymi bunkami nasmerovana
liecba nadorov

Vyuzitie mezenchymovych kmenovych bu-
niek (MSC) pre terapiu nadorov je zalozené na zis-
tenf, Ze mezenchymové kmenové bunky izolované
7 kostnej drene alebo tukového tkaniva rozoz-
navaju naddor ako poskodenie tkaniva a putuju do
miesta vznikajuceho nadoru v snahe toto posko-
denie opravit (9). Ich migracné schopnosti smerom
k naddorovym bunkam sprostredkuju rozpustné
faktory a zdpalové signély uvoliiované z nadoru, na
zaklade ¢oho sa MSC stdvaju sucastou nddorovej
masy a tvoria podpornu nadorovu stromu. Okrem
toho expresia integrinov na cirkulujucich z MSC
derivovanych prekurzorovych bunkach podporuje
adhezivne procesy k nadorovym krvnym kapila-

Obrdzok 3. Dosledky existencie nddorovych kmenovych buniek.
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Obrdzok 4. Schematické znazornenie krokov pri cielenej terapii geneticky modifikovanymi
kmenovymi bunkami. Z liposukciou ziskaného tukového tkaniva sa izoluju mezenchymové
kmenové bunky. Po namnozeni buniek sa do nich vloZi génovy komplex cytozindeaminazy
pomocou retrovirusového vektora. Antibiotickou selekciou sa ziska populécia terapeutickych
buniek, ktoré sa namnozia do dostato¢ného mnozstva. Terapeutické bunky po i. v. podani
putuju k nddorom a stavaju sa ich sucastou. Podava sa 5-fluorocytozin, ktory sa na mieste
nadoru meni na 5-fluorouracil, ¢im dochédza k likvidacii nddoru a aj k smrti terapeutickych buniek.
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ram. V experimentoch sa ukdzalo, ze MSC sa po
systémovom intravendznom podani integruju do
nadorov a mikroskopickych nadorovych [ézif (10).
Migra¢nd schopnost MSC sa dd vyuZit na transport
liekov ¢i génovu terapiu priamo v nadore (11).

Pre terapeutické Ucely sa ludské mezenchy-
mové kmenové bunky daju izolovat z kostnej
drene (BM-MSC), ale aj zo stromdélnej vaskuldrnej
frakcie adipézneho tkaniva (AT-MSC). Nenasli sa
vyrazné rozdiely medzi BM-MSC a AT-MSC (12).
Lahké dostupnost z tuku izolovanych MSC a daleko
vyssi vytazok ich uprednostriuje na pouZitie v te-
rapii zaloZenej na kmenovych bunkéch. V nasom
laboratériu sme dokazali a dalsi autori to potvrdili,
Ze terapeutickymi génmi modifikované AT-MSC si
zachovali schopnost migrécie do vsetkych doteraz
testovanych ludskych nadorov (13, 14, 15, 16).

V ostatnych siedmych rokoch sme ukazali
v experimentoch na imunodeficentnych nahych
mysiach, Ze ludské AT-MSC ziskané z liposukéné-
ho materidlu po modifikdcii so samovrazedny-
mi génmi, sa daju vyuzit na cielend nddorovu
génovu terapiu. Pripravili sme ludské stromélne
kmenové bunky s integrovanym fiznym génom
kvasinkového pévodu (cytozindeaminaza: fosfo-
ribosyltransferaza). Takto modifikované AT-MSC,
ktoré oznacujeme ako terapeutické bunky CDy-
AT-MSC, po intravendznom podani Specificky
putuju do nadoru, kde konvertuju relativne ne-
toxické ,predliecivo” 5-fluorocytozin (Ancotil) na
silny protinddorovy liek 5-fluorouracil. V nasich
publikdcidch sme ukdzali, ze terapeutické bunky
zabijaju ludské nddorové bunky kolorektalne-
ho karcinému (14), melanému (15) a nddorové
bunky odvodené z kostnej metastdzy karcino-
mu prostaty (16) v podmienkach in vitro. Stcasne
v pokusoch in vivo sme ukazali, Ze dochddza
k vyznamnej inhibicii rastu nddoru po systémovej
aplikécii terapeutickych buniek nahym mysiam
s [udskymi xenotransnplantatmi tychto nadorov
bez pozorovatelnej systémovej toxicity 5-fluo-
rouracilu (14, 15, 16). Druhym casto vyuzivanym
samovrazednym systémom v génovej terapii je
tymidinkindza virusu Herpes simplex v kombindcii
s ganciklovirom (HSV-tk/GCV) vhodnd pre mozgo-
vé nadory. Vyuzili sme nase vcasnejsie skisenosti
s tymto systémom génovej terapie na pripravu
AT-MSC exprimujucich HSV-tk. V sdlade s inymi au-
tormi (9) nase vysledky ukazali, Ze HSVtk-AT-MSC
za pritomnosti predlieciva gancikloviru zabfjaju
bunky ludského glioblastomu tzv. efektom zabi-
janie susednych buniek (bystander effect) (17).

Schematicky je potencidlne vyuZitie me-
zenchymovych kmenovych buniek izolovanych
7 tukového tkaniva na génovu terapiu cielenud na
n&dor zndzornené na obrazku 4.

www.solen.sk | 2010; 5 (1) | Onkolégia



Prehladové cldnky

Hlavna vyhoda v pouziti dospelych kme-
novych a/alebo progenitorovych buniek ako
transportnych prostriedkov na liecbu nddorov
spociva v doteraz nedosiahnutelnej terapeutic-
kej Specifickosti. Mezenchymové kmerové bun-
ky izolované z kostnej drene alebo z tukového
tkaniva sa vyznacuju nddorovym tropizmom pre
primarne nddory a taktiez pre metastazy, tak ako
sa to ukdzalo v predklinickych studiach. O vyuziti
nadorového tropizmu mezenchymovych buniek
na génovu terapiu pri vyuZitf viacerych génov
je suborne diskutované v ¢lanku (18). Druhou
vyhodou na kmenovych bunkach zaloZenej
terapie je, ze pouzité bunky je mozné mani-
pulovat podla zelania tak, aby prezivali dlhsie
alebo kratkodobo. V pripade nami pouzivanych
samovrazednych génov dojde aj k likvidacii te-
rapeutickych geneticky modifikovanych buniek
po prekonaniich vnutornej, ¢asto daleko vyssej,
rezistencie ako maju bunky nddorové. Tretou vy-
hodou je, Ze kmenové bunky putuju v organiz-
me k nddoru bez ohladu na lokalizaciu, velkost
a tkanivovy povod. Vynimocna vlastnost tychto
buniek prekracovat krvni mozgovu bariéru pos-
kytuje atraktivnu moznost lie¢by mozgovych
nadorov. Podla doteraz zndmych prac ludské
mezenchymové kmenové bunky maju nizku
imunogénnost v désledku toho, Zze neexprimuju
MHC antigény Il triedy a kostimula¢né molekuly
(19, 20). Tym sa otvara moznost pouZitia aj alo-
génnych terapeutickych kmenovych buniek.
Zaujimavé diagnostické vyuZitie mezenchymo-
vych buniek oznac¢enych magnetickymi nano-
partikulami publikoval nedavno Loebinger et
al. (21). Oznacené MSC z kostnej drene nestratili
svoju schopnost putovat k nddorom, a tak bolo
moZné magnetickou rezonanciou diagnostiko-
vat aj plicne metastdzy. Podobné zistenie sme
urobili aj v nasom laboratdériu s AT-MSC.

Zaver

Dospelé mezenchymové kmenové bun-
ky sluzia v organizme na opravu poskodenych
a opotrebovanych tkaniv tela. Vyskytuju sa vo
vietkych orgdnoch a daju sa izolovat z kostne;j
drene a vo vd¢som mnozstve aj z tukového tka-
niva. Mezenchymové kmenové bunky sa javia
ako velmi nddejny liecebny prostriedok pre rege-
neracnu terapiu celého radu zévaznych ludskych
chorodb. Genetickd modifikdcia kmenovych bu-
niek ex vivo s naslednou transplantaciou zme-
nenych buniek pacientovi je moznd. Stratégiou
takej génovej terapie je nahradit nefunkéné,
alebo zle fungujtice gény v kmenovych bunkach
¢loveka génmi spravne regulovanymi a produ-
kujucimi normalne fungujtce bielkoviny.

Onkolégia | 2010;5 (1) | www.solen.sk

Hromadia sa dokazy o tom, Ze vo vécsine
zhubnych nadoroch sa nachddza mald po-
puldcia buniek, ktoré maju biologické vlast-
nosti kmenovych buniek. Nadorové kmerové
bunky — nddor iniciujice bunky su prirodzene
rezistentné na cytostatikd a radioterapiu. SU
zodpovedné za relaps nddorov po konvenc¢nej
lie¢be vyustujucich spravidla do terapeuticky
rezistentnych nadorov. Mnozstvo nador iniciuju-
cich buniek v nddoroch je rézne - od zlomku do
desiatok percent, pri com agresivnejsie nadory
obsahuju tychto buniek viac. Kmenové nadoro-
vé bunky maju schopnost putovat v organizme
a vyhladat si vhodné miesto s vyhovujucim
mikroprostredim, kde mézu tvorit metasta-
zy. Intenzivny vyskum vlastnosti nddorovych
kmenovych buniek sa snazi objavit spdsob ich
cieleného nicenia, ¢o by mohla byt pricinna
liecba nadorov.

VyuZitie mezenchymovych kmenovych
buniek v terapii nddorov je zalozené na zisten,
Ze mezenchymové kmenové bunky izolované
z kostnej drene alebo tukového tkaniva rozoz-
navaju nador ako poskodenie tkaniva a v snahe
opravit toto poskodenie putuju do miesta vzni-
kajuceho nadoru a taktiez do metastaz. V ex-
perimentoch na imunodeficientnych nahych
mysiach sme ukazali, ze ludské mezenchymové
kmenoveé bunky ziskané z liposukéného materi-
alu po modifikécii so samovrazednymi génmi sa
daju vyuZit na cielent nddorovu génovu terapiu.
Kmenové bunky s integrovanym kvasinkovym
génom cytozindeamindzy po intravendznom
podanf Specificky putuju do nédoru, kde kon-
vertuju relativne netoxické ,predliecivo” 5-fluo-
rocytozin (Ancotil) na silné proti nddorové liecivo
5-fluorouracil. V nasich publikacidch sme ukazali,
Ze terapeutické bunky zabijaju ludské nddorové
bunky kolorektélneho karcindmu, melanému
a nadorové bunky odvodené z kostnej meta-
stazy karcindmu prostaty bez pozorovatelnej
systémovej toxicity 5-fluorouracilu. Kmenovymi
bunkami cielena génova terapia nadorov sa javi
ako nové lie¢ebnd modalita s doteraz nedosiah-
nutelnou terapeutickou specificitou.
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