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RNAi RNA-interferenca 

RQC domena RecQ na C-terminalnem koncu  

SE standardna napaka (angl. standard error) 

shRNA kratka lasnična RNA (angl. short hairpin RNA) 

siRNA mala interferenčna RNA (angl. small interfering RNA) 

SZO svetovna zdravstvena organizacija 

Top1 DNA topoizomeraza 1 

U87-MG celice malignega glioma 

U/mL enot na mililiter raztopine (angl. units per volume solution) 

V/V volumski odstotek 

WRN helikaza RecQ, povezana z Wernerjevim sindromom (angl. Werner 

syndrome RecQ like helicase) 

γ-H2AX gama-H2AX 
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SLOVARČEK 

angiogeneza proces nastajanja novih krvnih žil iz že obstoječih žil 

astrociti najštevilčnejše celice glije, ki so pomembne za energijski 

metabolizem celotnih možganov 

astrocitom možganski tumor, ki se razvije iz celic astrocitov 

Baller-Geroldov 

sindrom 

redka genetska bolezen, pri kateri pride do prezgodnjega 

zraščanja možganskih kosti ter deformacije obraznih kosti, kosti 

v podlakti in dlani 

Bloomov sindrom vrsta pritlikavosti, ki se deduje avtosomno recesivno, bolniki pa 

so občutljivi na sončne žarke in imajo slabšo splošno imunsko 

zaščito 

celice glije podporne celice v centralnem živčnem sistemu, ki jih nadalje 

razdelimo na astrocite, oligodendrocite in celice mikroglije 

de novo od začetka, na novo 

difuzna infiltracija razpršeno širjenje oz. vdor celic v tkiva (organe), kjer običajno 

niso prisotne 

ekstracelularni 

(zunajcelični) matriks 

ali medceličnina je snov, ki zapolnjuje prostor med celicami in 

jim nudi oporo, orientacijo, omogoča medcelične interakcije ter 

nastanek vezivnega tkiva 

homologen enak po zgradbi in delovanju ali pa izhaja iz istega izvora 

(razvojno) 

in vitro izven živega, v epruveti ali v posodi za kulturo tkiva; izraz se v 

naravoslovju nanaša na procese v epruveti oziroma v umetnem 

okolju (laboratoriju) 

in vivo v živem organizmu; izraz se v naravoslovnem izrazoslovju 

uporablja za poskuse in procese, ki potekajo znotraj živega 

organizma 

konfluenca zlivanje, preraščenost dna gojitvene posodice s celicami; če so 

celice konfluentne, pomeni, da so popolnoma prerasle dno 

posode 
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XV 

krvno-možganska 

bariera 

pregrada iz endotelijskih celic, bazalne membrane, aksonov 

astrocitov in pericitov, ki selektivno uravnava vnos snovi iz krvi 

v možgane 

ksenotransplantacija presaditev celic, tkiva ali organa iz ene vrste v drugo vrsto 

(darovalec in prejemnik nista iste vrste); 

 ortotopična ~ presaditev na normalno mesto 

 ektopična ~ presaditev na drugo mesto glede na mesto 

odvzema 

maligen celica oz. skupina celic izgubi zmožnost strukturne 

diferenciacije, postanejo invazivne in tvorijo zasevke oz. 

metastaze 

metabolizem DNA proces vzdrževanja celične DNA – sinteza in razgradnja DNA, 

ki sta vpleteni tudi v podvojevanje in popravljanje DNA 

metastaza ali zasevek je skupek rakastih celic, ki se razširi iz prvotnega 

žarišča na drugo mesto v telesu, kjer začne enako bolezen 

mitotična smrt celična smrt v času mitoze 

možganske ovojnice možgane ovijajo tri ovojnice – pia mater, arahnoidea in dura 

mater 

nekroza neprogramirana celična smrt, do katere pride zaradi poškodbe 

celice 

oligoastrocitom možganski tumor, ki se razvije iz dveh vrst celic, astrocitov in 

oligodendrocitov 

oligodendrogliom možganski tumor, ki se razvije iz celic oligodendrocitov 

ortolog ortologni geni so prisotni v različnih vrstah in so podobni zaradi 

skupnega izvora, nastajajo s speciacijo 

pleomorfen celice so različnih oblik in velikosti 

prognoza napoved za potek bolezni glede na histološki tip tumorja, 

lokacijo, velikost, lokalno širjenje, zasevanje, starost in splošno 

stanje bolnika ter radio- in kemorezistentnost 

proliferacija rast in razmnoževanje celic 

proteaza encim, ki katalizira hidrolizo peptidnih vezi v proteinih 
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XVI 

RAPADILINO sindrom avtosomno recesivna bolezen, bolniki so nizke rasti in imajo še 

druge deformacije; kratica izhaja iz angl. radial 

hypoplasia/aplasia, patellae hypoplasia/aplasia and cleft or 

highly arched palate, diarrhoea and dislocated joints, little size 

and limb malformation, nose slender and normal intelligence 

reaktivna glioza molekularne, celične in funkcionalne spremembe astrocita, ki se 

pojavijo kot odgovor na poškodbe ali bolezni centralnega 

živčnega sistema 

Rothmund-Thomsonov 

sindrom 

redka avtosomno recesivna bolezen, ki se kaže kot motnja v 

pigmentaciji kože in občutljivost bolnika na svetlobo 

senescenca proces, ki vodi v prenehanje delitve celic, akumulacijo 

metabolnih produktov ali celično smrt 

subarahnoidni prostor prostor, ki se nahaja med možganskima ovojnicama pia mater in 

arahnoideo in je zapolnjen s cerebrospinalno tekočino 

Wernerjev sindrom avtosomno recesivna bolezen prezgodnjega staranja 
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1 UVOD 

1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 

Hitra rast, invazija, nekroza in angiogeneza so lastnosti izredno agresivnega glioblastoma (v 

nadaljevanju GBM), ki je med možganskimi tumorji najpogostejši. Slaba prognoza in kratka 

doba preživetja bolnikov ob standardnem zdravljenju s kirurgijo, kemoterapijo in 

radioterapijo sta glavna razloga za odkrivanje novih terapevtskih pristopov (Ocvirk, 2009; 

Kesari, 2011; Marumoto in Saya, 2012). Kot potencialna tarča se kaže encim RECQ1 iz 

družine helikaz RecQ, ki vzdržujejo stabilnost genoma (Hickson, 2003). 

V našem delu smo z uporabo fluorescenčne mikroskopije želeli preučiti vpliv utišanja 

helikaze RECQ1 na proliferacijo humanih glioblastomskih celic U87-MG, ki izražajo gen 

za rdeč fluorescentni protein DsRed. Proliferacijo celic smo spremljali tako in vitro kot tudi 

in vivo v zarodkih cebric. Cebrice (Danio rerio) so odličen vretenčarski model za raziskave 

rakavih celic in za razliko od mišjih modelov zahtevajo manj časa in laboratorijskega dela. 

Ksenotransplantacija fluorescentno označenih tumorskih celic omogoča opazovanje le teh v 

prosojnih zarodkih cebric pri visoki ločljivosti v realnem času (Yang in sod., 2013; Vittori 

in sod., 2015).  

1.2 NAMEN DELA 

Namen magistrskega dela je ugotoviti, ali utišanje RECQ1 vpliva na proliferacijo humanih 

glioblastomskih celic U87-MG DsRed in ali utišanje vpliva na njihov proliferacijski 

potencial oziroma na podvrženost celic k apoptozi. 

1.3 DELOVNE HIPOTEZE 

I. Utišanje izražanja helikaze RECQ1 bo upočasnilo proliferacijo celic U87-MG 

DsRed in vitro ter in vivo. 

 

II. Utišanje helikaze RECQ1 bo upočasnilo proliferacijo celic GBM ali zmanjšalo 

njihovo preživetje tako pri ortotopični implantaciji celic GBM v možgane zarodkov 

kot pri ektopični implantaciji v rumenjakovo vrečko. 

 

III. Utišanje helikaze RECQ1 bo povečalo podvrženost celic GBM k apoptozi in vivo. 
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2 PREGLED OBJAV 

2.1 GLIOBLASTOM 

Tumorje, ki se razvijejo iz celic glije, imenujemo gliomi in so najpogostejši tumorji v 

centralnem živčnem sistemu. Histološko jih razdelimo na astrocitome, oligodendrogliome 

in oligoastrocitome. Svetovna zdravstvena organizacija (angl. World Health Organization; 

WHO) glede na stopnjo malignosti deli astrocitome v štiri razrede (I–IV). GBM sodi v razred 

IV zaradi najnevarnejših značilnosti malignosti (nekroza, proliferacija ožilja, pleomorfizem) 

in je prav zaradi teh lastnosti tudi najbolj agresiven možganski tumor (Marumoto in Saya, 

2012). Hkrati predstavlja tudi najpogostejšo vrsto možganskih tumorjev s povprečno dobo 

preživetja okoli 15 mesecev. Incidenca GBM je do 3/100.000 prebivalcev na leto, prognoza 

bolnikov z GBM pa je slaba, saj 5 let po diagnozi preživi manj kot 5% bolnikov (Sl. 1) 

(Ocvirk, 2009; Thakkar in sod., 2014). 

 

Slika 1. Povprečna stopnja preživetja bolnikov z glioblastomom, ki z leti po postavitvi diagnoze močno 

upada (Thakkar in sod., 2014: 22). 

GBM se pojavljajo v predelu velikih možganov (najpogosteje v senčnem in temenskem 

režnju), možganskega debla ali malih možganov (Bruce in Kennedy, 2009; Urbańska in sod., 

2014). Metastaze izven možganov so zelo redke na račun hitre rasti tumorja in kratkega 

poteka bolezni ter zaradi odsotnosti limfnih žil v možganih (Bernstein in Woodard, 1995; 

Urbańska in sod., 2014). Kljub temu, da celice GBM ne vdirajo v krvne žile v možganih, pa 

ožilje vseeno predstavlja glavno pot migracije tumorskih celic v druge predele možganov 

(Bernstein in Woodard, 1995; Cuddapah in sod., 2014). Celice glioma med migracijo po 

žilah izpodrivajo aksone astrocitov, ki obdajajo krvne žile v možganih in so del krvno-

možganske bariere. Poleg tega razgrajujejo tudi bazalno membrano in tesne stike med 

celicami endotela, zaradi česar pride do izhajanja snovi iz žil. Razgradnja fizičnih ovir, med 

katere sodi tudi ekstracelularni matriks, je ena izmed lastnosti malignih celic. Celice GBM 

lahko migrirajo po perivaskularnem prostoru, ki obdaja ožilje v subarahnoidnem prostoru ali 



Hrovat K. Vpliv utišanja helikaze RECQ1 na proliferacijo glioblastomskih celic v cebricah. 

   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij Molekulske in funkcionalne biologije, 2016 

  

 

3 

preko možganskega parenhima, v katerem se nahajajo nevroni in celice glije. Sestava 

ekstracelularnega matriksa znotraj parenhima onemogoča migracijo tumorskih celic, zato le 

te izločajo različne proteaze, ki razgrajujejo komponente ekstracelularnega matriksa. 

Migracija celic lahko poteka tudi preko živčnih traktov v belini ali po subarahnoidnem 

prostoru (Sl. 2) (Alves in sod., 2011; Gritsenko in sod., 2012; Cuddapah in sod., 2014). 

 

Slika 2. Gliomi lahko migrirajo po različnih strukturah v možganih (a, b, c, d). Te poti je prvi opisal 

Hans Joachim Scherer leta 1938 (Cuddapah in sod., 2014: 4). 

Invazija tumorskih celic v druge predele možganov je pogost pojav, metastaziranje izven 

možganov pa zelo redko. Eden izmed dejavnikov, ki, poleg že naštetih, lahko vpliva na nizko 

pojavnost možganskih tumorjev izven možganov, je tudi pomanjkanje rastnih faktorjev oz. 

neustrezno okolje za rast tumorja v drugih predelih telesa (Alves in sod., 2011; Cuddapah in 

sod., 2014). Huang in sod. (1995) so ugotovili, da je pojav metastaz izven možganov pri kar 

95,9% bolnikov povezan z možganskimi operacijami (odstranitev tumorja, vstavljanje 

drenažnega spoja (angl. shunt)). Pri operaciji namreč lahko pride do poškodb možganskih 

ovojnic ali krvno-možganske bariere, kar omogoči prehod tumorskih celic v krvne ali limfne 

žile (Bernstein in Woodard, 1995; Kim in sod., 2014). 

Standardno zdravljenje GBM zajema maksimalno kirurško odstranitev tumorja, ki ji sledi 

kombinacija radioterapij in kemoterapij (običajno s temozolomidom) (Carlsson in sod., 

2014; Gallego, 2015). Način zdravljenja je odvisen predvsem od lokacije, lastnosti tumorja, 

med katerimi je pomembnejša heterogenost tumorja (Mrugala, 2013; Motaln in sod., 2015), 

ter starosti bolnika ob odkritju bolezni (Carlsson in sod., 2014). S prej naštetimi terapijami 

pa pogosto ne odstranimo vseh rakavih celic, zaradi česar se bolezen ponovi ali napreduje 

(Ocvirk, 2009; Gallego, 2015). Popolna odstranitev GBM s kirurškim posegom ni mogoča 

zaradi difuznih infiltrirajočih robov tumorja ali poškodb zdravega tkiva, ki bi nastale pri 

posegu (Mrugala, 2013; Gallego, 2015). Tudi zdravljenje s kemoterapijami ima svoje 

omejitve – veliko kemoterapevtikov namreč ne more prečkati krvno-možganske bariere. Ker 
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GBM sestavljajo različne vrste celic, kemoterapija ni enako učinkovita za vse vrste celic 

GBM (Mrugala, 2013; Motaln in sod., 2015). Poleg tega tumorske celice lahko razvijejo 

kemorezistenco, npr. zaradi hipoksije v tumorskem mikrookolju (Haar in sod., 2012), ki 

vpliva tudi na učinkovitost radioterapije (Chang in sod., 2007). 

Povprečna doba preživetja brez zdravljenja je le 3 mesece (Bruce in Kennedy, 2009), zato 

znanstveniki iščejo nove načine zdravljenja. Eden izmed teh pristopov je tarčno zdravljenje, 

s katerim vplivamo na prenos signalov, in pa biološka ter genska terapija, ki ponujata novo 

upanje za bolnike z GBM (Serša, 2009). 

2.1.1 Lastnosti GBM 

Aktivacija onkogenov in inaktivacija tumor-supresorskih genov vodita v nastanek GBM 

zaradi spremenjenega izražanja genov za proteine, ki sodelujejo pri ohranjanju celične 

homeostaze, regulaciji celičnega cikla in interakciji z drugimi celicami v centralnem 

živčnem sistemu (Goldlust in sod., 2008). Spremenjeno izražanje genov je povezano z 

malignimi značilnostmi GBM, kot so nekontrolirana delitev celic, difuzna infiltracija v 

okoliško tkivo možganov, nekroza, angiogeneza, upiranje celični smrti in genomska 

nestabilnost (Furnari in sod., 2007). 

GBM razdelimo v dve skupini, na primarne in sekundarne GBM. Večino GBM (90%) 

predstavljajo primarni GBM, ki nastanejo de novo in se pojavljajo pri starejših pacientih. 

Sekundarni GBM se običajno razvijejo iz difuznih (razred II po SZO) ali anaplastičnih 

astrocitomov (razred III po SZO) pri pacientih, mlajših od 45 let, prognoza pri teh bolnikih 

pa je bistveno boljša. Ti dve skupini GBM sta si histološko zelo podobni, medtem ko se 

genetsko in epigenetsko razlikujeta (Marumoto in Saya, 2012; Ohgaki in Kleihues, 2013). 

Pogosta genetska nepravilnost, ki jo najdemo pri 60–90% GBM, je izguba heterozigotnosti 

na daljši ročici desetega kromosoma (Sl. 3). Mutacija je značilna predvsem za GBM in redka 

pri drugih vrstah gliomov (Bruce in Kennedy, 2009). Za primarne GBM je značilna 

amplifikacija in/ali mutacija v genu EGFR, ki vodi v stalno aktivnost tega receptorja in lahko 

privede do proliferacije ter invazije tumorskih celic. Gen PTEN sodi med tumor-supresorske 

gene, njegova delecija pa sproži signalno pot AKT/mTOR, ki spodbuja preživetje, 

proliferacijo in invazijo celic primarnega GBM (Gladson in sod., 2010). Mutacije v tumor-

supresorskem genu P53 in amplifikacija ali povečano izražanje gena PDGFR so značilne za 

sekundarne GBM (Bruce in Kennedy, 2009). 
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Slika 3. Genetske spremembe, ki so povezane z nastankom primarnih in sekundarnih GBM. Delecija 

gena p16INK4a vodi v nenadzorovano delitev celic. Odebeljeno zapisani odstotki se statistično značilno 

razlikujejo med obema skupinama GBM (Ohgaki in sod., 2004: 3). 

Zaradi genetskih razlik med primarnimi in sekundarnimi GBM Kesari (2011) predpostavlja, 

da bo tudi odziv teh dveh skupin na tarčna zdravljenja drugačen. Seveda pa je poleg mutacij 

v genih potrebno upoštevati tudi vpliv tumorskih matičnih celic, heterogenost tumorja in 

tumorskega mikrookolja. Le s poznavanjem biologije tumorja lahko izboljšamo diagnozo in 

pripomoremo k razvoju tarčnih zdravil (Kesari, 2011). 

2.1.2 Proliferacija celic GBM 

Številne mutacije v genih, ki so vpleteni v uravnavanje celičnega cikla, vplivajo tudi na 

proliferacijo in senescenco celic GBM (Furnari in sod., 2007). p16Ink4a je od ciklina 

odvisen kinazni inhibitor, ki preko drugih proteinov vpliva na fosforilacijo proteina RB, ta 

pa je eden izmed proteinov, ki nadzirajo prehod celic iz faze G1 v fazo S celičnega cikla 

(Hahn in Weinberg, 2002; Sherr in McCormick, 2002). Nepravilnosti v signalni poti RB 

sprožijo signalno pot P53, ki poskrbi, da celice izstopijo iz celičnega cikla ali gredo v 

apoptozo (Sherr in McCormick, 2002). Mutacije genov p16INK4a, RB in P53 v GBM so 

pogoste, kar pomeni, da tumor-supresorski poti P53 in RB ne delujeta in tako se tumorske 

celice lahko kljub mutacijam delijo, se ne starajo in ne gredo v apoptozo (Campisi, 2003; 

Ohgaki in sod., 2004). 

2.2 HELIKAZE RECQ 

Geni skrbniki (angl. caretakers) s procesi popravljanja DNA vzdržujejo stabilnost genoma 

in tako preprečujejo nastanek tumorjev (Kinzler in Vogelstein, 1997; Bunz, 2008; Chu in 
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Hickson, 2009). Med gene skrbnike sodijo tudi helikaze DNA iz družine RecQ, katerih 

ortologe najdemo v prav vseh kraljestvih, od bakterij pa vse do ljudi (Hickson, 2003). Pri 

enoceličnih organizmih običajno najdemo le en protein iz družine RecQ, pri mnogoceličarjih 

pa več (Campisi, 2003; Sharma in sod., 2006). Ljudje imamo pet različnih helikaz RecQ – 

WRN, BLM, RECQ4, RECQ1 in RECQ5. Mutacije v genih treh homologov so povezane z 

avtosomno recesivnimi boleznimi, katerih sindromi so prezgodnje staranje in povečana 

nagnjenost bolnikov k razvoju raka (Pregl. 1) (Furuichi, 2001; Brosh, 2013). 

Preglednica 1. Okvara genov za helikaze RecQ v povezavi z genetskimi motnjami in pojavnostjo raka 

(Brosh, 2013: 36; Sidorova in Monnat, 2015: 2). 

Gen Bolezen Vrsta tumorja Funkcija helikaze 

WRN Wernerjev sindrom tumor na ščitnici, melanomi, 

meningeomi, sarkomi, kostni 

rak, levkemije in limfomi 

popravilo DSB, odziv na stres pri 

podvojevanju DNA 

BLM Bloomov sindrom epitelijski tumorji (npr. rak na 

debelem črevesu, dojkah in 

pljučih), levkemije, limfomi, 

redke vrste otroških tumorjev 

(npr. retinoblastom) 

popravilo DSB, popravilo napak, 

ki nastanejo pri podvojevanju 

DNA 

RECQ4 Rothmund-Thomsonov 

sindrom, Baller-

Geroldov sindrom, 

RAPADILINO sindrom 

kostni rak, limfomi podvojevanje DNA, vzdrževanje 

stabilnosti mitohondrijske DNA, 

popravilo endogenih poškodb baz 

Helikaze RecQ so encimi, ki energijo, pridobljeno s hidrolizo NTP (običajno ATP), 

uporabijo za odvijanje dvojne vijačnice DNA (Sharma in sod., 2006). Ti proteini se nahajajo 

v jedru celice (Furuichi, 2001) in so udeleženi pri podvojevanju DNA, rekombinaciji, 

popravljalnih mehanizmih (Bachrati in Hickson, 2008; Bohr, 2008), transkripciji (Croteau 

in sod., 2014) ter vzdrževanju dolžine telomer. Sodelujejo tudi pri prehodu celic iz faze G1 

v fazo S celičnega cikla (Hickson, 2003; Sharma in sod., 2006). DNA helikaze RecQ 

interagirajo tudi med seboj, tako da se njihove vloge v različnih metabolnih poteh DNA 

prekrivajo ali dopolnjujejo (Croteau in sod., 2014). 

2.2.1 Helikaza RECQ1 

RECQ1 (imenovana tudi RECQL ali RECQL1) je najmanjša (molekulska masa 73 kDa), a 

hkrati najpogostejša helikaza v človeških celicah (Sharma in Brosh, 2008). Protein 

sestavljata dve domeni – osrednja helikazna domena, katere vloga je vezava in hidroliza 

ATP, ter domena RQC, ki je odgovorna za vezavo DNA in interakcijo z drugimi proteini 

(Bennett in Keck, 2004; Chu in Hickson, 2009). Helikaza RECQ1 sodeluje pri odvijanju 

dvojne vijačnice DNA od konca 3' proti koncu 5' (Mendoza-Maldonado in sod., 2011), 

odvija pa tudi zanke D (angl. displacement loop) in Holliday-eve strukture (angl. Holliday 

Junction), ki nastanejo med homologno rekombinacijo (Sharma in sod., 2005). Sharma in 

Brosh (2007) sta ugotovila, da utišanje RECQ1 z RNA-interferenco vodi do povišanja 

izmenjave sestrskih kromatid (angl. sister chromatid exchange), kar je posledica 

neuspešnega popravljanja dvojnega preloma DNA s homologno rekombinacijo (Sharma in 
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Brosh, 2007). RECQ1 preprečuje izmenjavo sestrskih kromatid in tako vzdržuje stabilnost 

genoma (Sharma in Brosh, 2007; Sharma in Brosh, 2008). Preko interakcij s popravljalnimi 

encimi DNA (EXOI, MSH2/6, MLH1-PMS2) je RECQ1 vpletena v popravljanje 

neujemanja (angl. mismatch repair) in popravljanje z rekombinacijo (Doherty in sod., 2005). 

Helikaza RECQ1 posreduje tudi pri prileganju dveh komplementarnih enoverižnih molekul 

DNA (Sharma in sod., 2005). Rezultati raziskave Li in sod. (2014) kažejo na to, da RECQ1 

vpliva tudi na razvoj in napredovanje tumorjev, saj nadzoruje izražanje genov, ki spodbujajo 

migracijo, invazijo in metastaziranje rakavih celic (Li in sod., 2014).  

V hitro delečih se celicah, med katere sodijo tudi rakave, je sinteza proteina RECQ1 povišana 

(Futami in sod., 2008a). Povišano izražanje RECQ1 so zaznali pri GBM (Mendoza-

Maldonado in sod., 2011), raku jajčnikov (Sanada in sod., 2013) in raku spodnjega dela žrela 

(Arai in sod., 2011), kar je verjetno posledica popravljanja DNA-intermediatov, ki nastanejo 

med podvojevanjem (Sharma in Brosh, 2008). Za pravilno podvojevanje DNA je potreben 

encim Top1, ki prekine eno od verig DNA, spusti segment vijačnice skozi prelom in 

ponovno združi verigo DNA pred replikacijskimi vilicami ter na ta način zmanjša napetost, 

ki nastane zaradi odvijanja DNA (Avendaño in Menendez, 2008). Inhibitorji Top1 (npr. 

kamptotecin) so protirakave učinkovine, ki stabilizirajo komplekse Top1-DNA (angl. Top1-

DNA cleavage complex) (Pommier, 2009) in zaustavijo podvojevanje DNA. Helikaza 

RECQ1 sodeluje pri ponovni vzpostavitvi aktivnih replikacijskih vilic, ki so se zaustavile 

zaradi inhibicije Top1 (Berti in sod., 2013). 

Mutacije v genu za helikazo RECQ1 niso neposredno povezane z genetskimi boleznimi 

(Pregl. 1), vendar so polimorfizmi posameznih nukleotidov (angl. single nucleotide 

polymorphism) v tem genu povezani z zmanjšano možnostjo preživetja pacientov z rakom 

trebušne slinavke. Polimorfizem posameznih nukleotidov v genu za RECQ1 bi zato lahko 

služil kot napovedni dejavnik za potek bolezni in izid zdravljenja (Li in sod., 2006a; Li in 

sod., 2006b). 

2.2.1.1 RNA-interferenca 

RNA-interferenca (v nadaljevanju RNAi) je proces posttranskripcijskega utišanja genov z 

nastankom dvoverižne RNA (v nadaljevanju dsRNA), ki inducira razgradnjo pripadajoče 

informacijske RNA (v nadaljevanju mRNA). RNazni encim Dicer razreže dsRNA na ~22 

nukleotidov dolge male interferenčne RNA (v nadaljevanju siRNA), ki se povežejo s 

kompleksom RISC (angl. RNA induced silencing complex) in utišajo mRNA (Hannon in 

Rossi, 2004). Mehanizem RNAi je evolucijsko ohranjen pri številnih organizmih (rastline, 

Neurospora, Drosophila, Caenorhabditis, sesalci) in služi kot obramba pred virusi, sodeluje 

pri utišanju transpozonov, hkrati pa je lahko tudi del razvojnega programa pri evkariontih 

(Tijsterman in sod., 2002; Agrawal in sod., 2003). Sprva so znanstveniki mehanizem 

uporabljali za raziskovanje funkcij genov, danes pa RNAi skušajo uporabiti za zdravljenje 

različnih bolezni (Deng in sod., 2014). Gene v celicah sesalcev utišamo z uporabo siRNA. 

Za izražanje 21–23 nukleotidov dolge molekule dsRNA z dvema štrlečima nukleotidoma na 

koncu 3' se uporabljajo vektorski sistemi (Tuschl, 2002). Protismerne molekule siRNA se 
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povežejo s kompleksi nukleaz RISC in jih vodijo do tarčnih mRNA, ki so komplementarne 

protismernim siRNA. Kompleks RISC nato razreže tarčno mRNA, prepreči translacijo in 

tako je gen utišan (Chiu in Rana, 2003; Jackson in Linsley, 2010). 

Futami in sod. (2008a) so z utišanjem helikaze RECQ1 sprožili proces t. i. »mitotične 

katastrofe« oz. mitotične celične smrti ter s tem preprečili proliferacijo rakavih celic. 

Učinkovitost utišanja RECQ1 je odvisna od hitrosti celičnega cikla, okvare nadzornih točk 

zaradi mutacij, npr. v genu P53, ter od nivoja izražanja RECQ1. Ker RNAi ni imela vpliva 

na rast normalnih celic, bi RECQ1 lahko postala ena izmed molekularnih tarč v protirakavih 

zdravljenjih. Kljub vsem obetom za zdravljenje s siRNA pa ostaja glavni problem varna in 

specifična dostava molekul do tarčnih organov in tkiv (Futami in sod., 2008a; Futami in sod., 

2008b). 

V magistrski nalogi smo uporabili humane glioblastomske celice U87-MG DsRed, ki so jim 

raziskovalci na sinhrotonu Elettra v Bazovici pri Trstu vstavili ekspresijski vektor 

pSUPER.puro (Oligoengine) z zapisom za siRNA, ki se veže na mRNA za helikazo RECQ1 

in jo tako utiša. 

2.3 CEBRICE (Danio rerio) 

Cebrice (angl. zebrafish) so majhne sladkovodne ribe, pomembne kot modelni organizmi v 

raziskavah razvojne biologije, molekularne genetike, človeških bolezni ter tudi v 

toksikoloških študijah (Langheinrich, 2003). Prednosti cebric kot modelnih organizmov so 

(Langheinrich, 2003; Hill in sod., 2005; Kari in sod., 2007): 

 fiziološke in genetske podobnosti z ljudmi; 

 zunanja oploditev in razvoj, ki omogočata opazovanje in manipulacijo z zarodki; 

 majhna velikost ( < 1 mm v premeru) in prosojnost zarodkov omogočata relativno 

preprosto opazovanje notranjih organov pod mikroskopom; 

 številčen zarod, saj samička v enem tednu lahko izleže več kot 100 jajčec; 

 hiter razvoj zarodkov, saj se 48 ur po oploditvi že razvijejo glavni organi; 

 med organogenezo so zarodki prepustni za majhne molekule, kar olajša vnos snovi; 

 preprosto vzdrževanje, saj zarodke lahko gojimo kar v mikrotitrskih ploščah in s tem 

zmanjšamo stroške vzreje in stroške izvedbe poskusov. 

Raziskave in vitro so za razliko od raziskav in vivo bolj preproste, hitrejše, potekajo na 

celičnih ali tkivnih kulturah v strogo nadzorovanih pogojih in omogočajo lahko 

kvantifikacijo rezultatov ter dobro ponovljivost. Poskusi potekajo v umetnem okolju in 

poenostavljeno posnemajo pogoje v organizmu ter nam omogočajo preučevanje 

molekularnih mehanizmov. Kljub temu pa pogoji v raziskavah in vitro ne odražajo dejanskih 

razmer v živem organizmu, zato je rezultate teh raziskav treba potrditi še z raziskavami in 

vivo. Cebrice predstavljajo odličen vretenčarski modelni organizem za raziskave 

proliferacije rakavih celic v realnem času (Batista Napotnik in Mlinarič-Raščan, 2005; Trdan 

Lušin in Trontelj, 2011; Vittori in sod., 2015). Ljudje si s cebricami delimo veliko genetskih 
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ter fizioloških podobnosti in kar 70% človeških genov ima vsaj en homologni gen v cebricah 

(Howe in sod., 2013; Zhao in sod., 2015). Vseeno pa je pri interpretaciji rezultatov potrebno 

upoštevati, da se mikrookolje v zarodkih cebric zaradi filogenetske oddaljenosti lahko 

razlikuje od tistega v človeškem telesu (Konantz in sod., 2012; Vittori in sod., 2015). 

V poskusih za magistrsko nalogo smo zarodkom cebric v možgane (ortotopično) ali 

rumenjakovo vrečko (ektopično) injicirali humane glioblastomske celice. Celice izražajo 

gen za rdeč fluorescentni protein DsRed, kar nam je omogočilo opazovanje zarodkov s 

fluorescenčnim mikroskopom (Sl. 4). 

 

Slika 4. Ektopično (levo) in ortotopično (desno) injicirane celice glioblastoma v 48 ur starih zarodkih 

cebric pri 40× povečavi. Merilo: 200 μm. 
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3 MATERIAL IN METODE 

3.1 MATERIAL 

3.1.1 Kemikalije in reagenti 

Preglednica 2. Uporabljene kemikalije in reagenti ter njihovi proizvajalci. 

Kemikalija ali reagent Proizvajalec 

Akridin oranžno (A-6014) Sigma 

CaCl2 ∙ 2H2O (kalcijev klorid dihidrat, 1176 mg/L, 102382) Merck Millipore 

DMEM (D5921) Sigma 

Fetusni serum goveda (10500-064)  Gibco 

Fosfatni pufer s soljo (10×, 14200-067) Gibco 

Geneticin (1 mg/mL, 11811-023) Gibco 

Goveji serumski albumin (A9418) Sigma 

KCl (kalijev klorid, 22 mg/L, 104936) Merck Millipore 

L-glutamin (2 mM, G7513) Sigma 

MEM (1×, 51200-046) Gibco 

MEM NEAA (100×, M7145) Sigma 

Metanol (100%, 106009) Merck Millipore 

MgSO4 ∙ 7H2O (magnezijev sulfat heptahidrat, 493 mg/L, 105886) Merck Millipore 

NaHCO3 (natrijev hidrogen karbonat, 252 mg/L, 131638) Panreac AppliChem 

Na-piruvat (100 mM, 100×, 11360-039) Gibco 

N-feniltiourea (≥98%, P7629) Sigma-Aldrich 

Paraformaldehid (95%, 158127) Sigma-Aldrich 

Penicilin in streptomicin (10,000 U/mL penicilina, 10 mg/mL streptomicina, 

100×, P0781)  

Sigma 

Poli-L-lizin (založna koncentracija 400 μg/mL, P6282) Sigma 

Propidijev jodid (P4170) Sigma 

Puromicin (založna koncentracija 1 mg/mL) Sigma 

Sredstvo proti bledenju fluorescence (P36930) Molecular Probes 

Trikain (98%, E10521) Sigma-Aldrich 

Tripan modro (0,4%, T-8154)  Sigma 

Tripsin-EDTA (0,25%, 1×, 25200-056) Gibco 

Triton X-100 (T8787) Sigma 

3.1.2 Laboratorijska oprema in plastični ter stekleni pripomočki 

Preglednica 3. Uporabljena laboratorijska oprema in njihovi proizvajalci. 

Laboratorijska oprema Tip in proizvajalec 

Analitska tehtnica CP225D, Sartorius 

Avtomatska pipeta (angl. pipetboy) IBS Integra Biosciences 

Brezprašna komora – laminarij Biosafe 2, Ehret GmbH 

c-[MaxPro]3-130, Iskra Pio 

M12, Iskra 

Celični inkubator Sanyo 

Centrifuga PLC-322, Tehtnica Železniki 

Hladilnik (4 °C) Gorenje 

se nadaljuje 
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Nadaljevanje preglednice 2. Uporabljena laboratorijska oprema in njihovi proizvajalci. 

Laboratorijska oprema Tip in proizvajalec 

Inkubator za cebrice ICP 500, Memmert 

Invertni mikroskop Nikon Diaphot 

Nikon Eclipse TS100 

Fluorescenčni invertni mikroskop Nikon Eclipse Ti s 

programsko opremo NIS elements 

Nikon Eclipse TE300 – s programsko opremo NIS 

elements (različica F 2.30) 

Mikroinjektor  Tritech research 

Namizni vibracijski stresalnik MS 1 Minishaker, IKA 

MS 3 digital, IKA 

Pipete 0,5–10 μL, 10–100 μL, 20–200 μL, 100–1000 μL, 

Corning Lambda 

Stereomikroskop Nikon SMZ1500 

Vakuumski sesalnik (Vacuboy in Vacusafe) Integra Biosciences 

Zamrzovalnik -20 °C, Beko 

-80 °C, Angelantoni scientifica 

Preglednica 4. Uporabljeni plastični, stekleni pripomočki in drobni laboratorijski material ter njihovi 

proizvajalci. 

Plastični in stekleni pripomočki Tip in proizvajalec 

Borosilikatina steklena kapilara Naprava za vlečenje kapilar P-97, Sutter Instrument  

Centrifugirke 15 mL, 50 mL, Corning 

Gojitvene plastenke 25 cm2, 75 cm2, Corning 

Hemocitometer 0,00025 mm2; Bürker-Türk, Blau Brand 

Kapalke (angl. Pasteur pipettes) 3 mL, Brand 

Krovno stekelce 24 ∙ 40 mm, Thermo Scientific 

Magnetno mešalo in magnetne palčke Tehtnica Železniki 

Mikrocentrifugirke 0,5 mL, 1,5 mL, 2 mL, Corning 

Mikrotitrske plošče 24 vdolbinic, Cellstar; 

48 in 96 vdolbinic, Nunclon 

Nastavki za pipete 0,5–10 μL, 10–100 μL, 20–200 μL, 100–1000 μL, Costar 

Objektno stekelce 76 ∙ 36 mm, Thermo Scientific 

Okrogla krovna stekelca Premer 12 mm, 1001/12, Assistent 

Parafilm American National Can. 

Petrijevke 100 ∙ 20 mm, Costar 

Pinceta  SS135-Inox-E, Dumont 

Stripete 5 mL, 10 mL, 25 mL, 50 mL, Costar 

3.1.3 Protitelesa 

Preglednica 5. Uporabljena protitelesa in njihovi proizvajalci. 

Protitelo Proizvajalec 

Kunčja poliklonska primarna protitelesa proti Ki-67 (ab15580) Abcam 

Kozja protikunčja sekundarna protitelesa, konjugirana z Alexa Fluor® 488 (A-11054) Molecular probes 

Ki-67 je jedrni protein, ki se izraža samo v aktivnih fazah celičnega cikla, zato ga 

uporabljamo kot označevalec za proliferirajoče celice (Scholzen in Gerdes, 2000). 
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3.1.4 Celična linija U87-MG 

V vseh poskusih smo uporabili celično linijo U87-MG (ATCC® HTB-14™)1, ki so jo leta 

1966 izolirali iz 44-letnega belopoltega moškega. Morfološko gre za epitelijske celice, ki 

rastejo pritrjene na podlago (Sl. 5) (ATCC, 2014). 

 

Slika 5. Divji tip glioblastomskih celic U87-MG v celični kulturi pri 100× povečavi. Celice so morfološko 

podobne astrocitom in z večanjem konfluence začnejo tvoriti mreže. Merilo: 100 μm (fotografirala Barbara 

Breznik). 

Preglednica 6. Uporabljeni celični kloni in njihov opis. 

Oznaka celičnega klona Lastnosti 

U87-MG DsRed (divji tip) U87-MG z vstavljenim vektorjem pCMV DsRed-Express2 

U87-MG DsRed non-shRNA RECQ1  U87-MG z vstavljenima vektorjema pCMV DsRed-Express2 in 

pSUPER.puro brez zapisa za shRNA RECQ1 

U87-MG DsRed shRNA RECQ1 U87-MG z vstavljenima vektorjema pCMV DsRed-Express2 in 

pSUPER.puro z zapisom za shRNA, katere tarča je mRNA za 

RECQ1 

V besedilu, na slikah in na grafih smo zaradi boljše preglednosti uporabili krajše oznake za 

posamezen celični klon in sicer divji tip (namesto U87-MG DsRed (divji tip)), non-shRNA 

(namesto U87-MG DsRed non-shRNA RECQ1) in shRNA (namesto U87-MG DsRed 

shRNA RECQ1).  

                                                 
1 ATCC – angl. American Type Culture Collection; HTB-14 – dostopna koda celične linije 
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3.1.4.1 Ekspresijski vektor pCMV DsRed-Express2 (Clontech) 

Celično linijo U87-MG so na Nacionalnem inštitutu za Biologijo genetsko modificirali z 

vnosom ekspresijskega vektorja pCMV DsRed-Express2 (Sl. 6). Gen DsRed-Express2 se 

nahaja za aktivnim promotorjem PCMV IE (angl. human cytomegalovirus immediate early 

promoter), kar omogoča stalno izražanje gena za rdeč fluorescentni protein DsRed. Celice, 

v katerih nastaja rdeč fluorescentni protein, lahko zaznamo s fluorescenčno mikroskopijo, 

kar olajša vizualizacijo celic glioblastoma. Ekscitacijska valovna dolžina proteina DsRed je 

okoli 554 nm, emisijski maksimum pa okoli 591 nm. Kaseta z rezistenco proti neomicinu 

(Neor) omogoča selekcijo celic z vstavljenim vektorjem in sicer tako, da v gojišče dodamo 

geneticin (Clontech, 2015).  

 

Slika 6. Shema ekspresijskega vektorja pCMV DsRed-Express2 (Clontech, 2015). 

3.1.4.2 Ekspresijski vektor pSUPER.puro (Oligoengine) 

Na sinhrotronu Elettra v Bazovici pri Trstu (Elettra-Sincrotrone Trieste) so v celice U87-

MG DsRed vnesli vektor pSUPER.puro (Sl. 7). V celice U87-MG DsRed non-shRNA 

RECQ1 so vnesli prazen vektor pSUPER.puro, celicam U87-MG DsRed shRNA RECQ1 pa 

vektor pSUPER.puro, v katerega so med restrikcijski mesti BgIII in HindIII vstavili 

dvoverižno zaporedje oligonukleotidov. Veriga oligonukleotidov vsebuje smerno (angl. 

sense) in protismerno (angl. antisense) zaporedje devetnajstih nukleotidov (angl. N-19 target 

sequence), ki sta ločena z devetimi nukleotidi, ki po transkripciji tvorijo lasnico. S 

transkripcijo nastane kratka lasnična RNA (shRNA), ki se nato cepi na smerno in 

protismerno siRNA. Protismerna siRNA se veže na tarčno zaporedje v mRNA za helikazo 

RECQ1. Celice z vstavljenim vektorjem selekcioniramo z dodatkom puromicina v gojišče 

(Oligoengine, 2011). 
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Slika 7. Shema ekspresijskega vektorja pSUPER.puro z vstavljenim promotorjem gena za polimerazo-

III H1-RNA (Oligoengine, 2011). 

3.1.5 Gojišča in raztopine za celične klone 

Vsa pripravljena gojišča smo do uporabe hranili v hladilniku (4 °C). Zaradi zakasnjene 

dostave medija DMEM smo za pripravo gojišč namesto DMEM en teden uporabljali medij 

MEM, ki je prav tako priporočen medij za gojenje celic U87-MG. 

3.1.5.1 Sestava gojišča za divji tip celic U87-MG DsRed: 

̶ 86% (V/V) DMEM 

̶ 10% (V/V) FBS 

̶ 1 mL NEAA (100× založna raztopina) 

̶ 1 mL P/S (100 U/mL penicilina in 0,1 mg/mL streptomicina) 

̶ 0,02 mM L-glutamin 

̶ 1 mM Na-piruvat 

̶ 0,1 mg/mL geneticina 

3.1.5.2 Sestava gojišča za celična klona non-shRNA in shRNA: 

̶ 86% (V/V) DMEM 

̶ 10% (V/V) FBS 

̶ 1 mL NEAA (100× založna raztopina) 

̶ 1 mL P/S (100 U/mL penicilina in 0,1 mg/mL streptomicina) 
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̶ 0,02 mM L-glutamin 

̶ 1 mM Na-piruvat 

̶ 0,25 μg/mL puromicina 

3.1.5.3 Priprava 1× PBS: 

50 mL 1× PBS pripravimo tako, da zmešamo 5 mL 10× PBS in 45 mL dsH2O. 

3.1.5.4 Priprava 4% BSA: 

10 mL 4% BSA pripravimo tako, da zatehtamo 0,4 g BSA in do oznake 10 mL dolijemo 1× 

PBS. 

3.1.5.5 Priprava 0,1% Triton X-100: 

10 mL 0,1% Triton X-100 pripravimo tako, da zatehtamo 0,01 g Triton X-100 in dolijemo 

10 mL 1× PBS. 

3.1.6 Mediji in raztopine za delo z zarodki cebric 

3.1.6.1 Sestava vode ISO s PTU: 

̶ 294 mg/L CaCl2 ∙ 2H2O 

̶ 5,5 mg/L KCl 

̶ 123,25 mg/L MgSO4 ∙ 7H2O 

̶ 63 mg/L NaHCO3 

̶ 0,005% PTU 

3.1.6.2 Priprava 0,08% trikaina (trikain metansulfonat): 

100 mL raztopine trikaina pripravimo tako, da zatehtamo 0,08 g trikaina in do oznake za 100 

mL dolijemo vodo ISO. 

3.1.6.3 Priprava 4% PFA (formalina): 

Najprej smo pripravili založno raztopino 8% PFA in sicer tako, da smo zatehtali 4 g PFA in 

do oznake za 50 mL dolili dsH2O. Raztopino smo nato segreli do 60 °C in po kapljicah 

dodajali 1 M NaOH do pH 7,5. Na koncu smo raztopino redčili z 2× PBS v razmerju 1:1 

(V/V). 
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3.2 METODE 

3.2.1 Delo s celičnimi linijami 

3.2.1.1 Gojenje celične linije 

Celice smo gojili v plastenkah za gojenje celic pod stalnimi pogoji v celičnem inkubatorju 

(37 °C, 5% CO2, z vlago nasičena atmosfera). Rast celic smo opazovali pod invertnim 

mikroskopom in ko so dosegle 70–80% konfluentnost, smo celice presadili. Presajanje celic 

je potekalo v aseptičnih pogojih v laminariju. Najprej smo z vakuumskim sesalnikom 

odstranili gojišče in celice sprali s 5 mL 1× PBS. Po 2 min smo PBS odstranili ter dodali 1,5 

mL 0,25% tripsin-EDTA, ki celice odlepi s površine. Plastenko smo med 5 minutno 

inkubacijo rahlo stresali, po 5 min pa dodali 5 mL svežega gojišča in tako zaustavili 

delovanje tripsina. Suspenzijo celic smo prenesli v 15 mL centrifugirko in centrifugirali 3 

min pri 1000 obr./min. Po centrifugiranju smo odstranili supernatant ter resuspendirali celice 

v 1 mL svežega gojišča. Celice smo prešteli, nato pa ustrezni volumen celic prenesli v novo 

plastenko za gojenje celic, v katero smo predhodno dodali približno 5 mL ustreznega gojišča 

(odvisno od volumna celic, ki smo ga dodali v plastenko). Plastenke smo po presaditvi 

prenesli v celični inkubator. 

3.2.1.2 Štetje celic 

Celice smo po vsaki tripsinizaciji prešteli in sicer tako, da smo 10 μL celične suspenzije 

dodali v 40 μL barvila tripan modro, vse skupaj dobro premešali in nato na hemocitometer 

prenesli 10 μL celične suspenzije z barvilom. Barvilo tripan modro prodre samo v mrtve 

celice, medtem ko žive celice ostanejo neobarvane. Pod invertnim mikroskopom smo 

prešteli žive celice v štirih kvadratkih velikosti 1 mm2, ter po enačbi (1) izračunali število 

celic v celični suspenziji. 

(𝑨 + 𝑩 + 𝑪 + 𝑫) ∙  𝑹 ∙  𝑲𝑷  ∙  𝑽𝒔𝒖𝒔𝒑𝒆𝒏𝒛𝒊𝒋𝒆

𝟒
 

… (1) 

A, B, C, D število celic v 1 mm2 kvadratku 

R faktor redčenja (v primeru, da 10 μL celične suspenzije zmešamo s 40 μL 

tripan modrega, je faktor redčenja 5) 

Kp 104 (volumen suspenzije pod stekelcem je 0,1 μL in če želimo izračunati 

število celic v 1 mL suspenzije, moramo vrednost pomnožiti z 104) 

Vsuspenzije volumen suspenzije 
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3.2.2 Proliferacija celic U87-MG DsRed in vitro 

3.2.2.1 Priprava celičnih klonov za poskus in vitro 

Teden dni pred poskusom in vitro smo vse celične klone gojili v mediju z geneticinom ter 

tako preprečili, da bi na rezultate poskusa vplivala vrsta antibiotika v gojišču. V vsakem 

poskusu smo hkrati uporabili vse tri celične klone (shRNA, non-shRNA in divji tip), ki smo 

jih pripravili po enakem postopku. Po odstranitvi gojišča smo celice spirali 2 min s 5 mL 1× 

PBS, nato pa tripsinizirali 5 min. Tripsin-EDTA uporabljamo za ločevanje celic z dna 

gojitvene plastenke – tripsin je proteolitični encim, ki cepi proteine celičnih stikov med 

celicami ter stikov celic s podlago, medtem ko EDTA veže kalcijeve in magnezije ione, ki 

bi inaktivirali tripsin (Gilbert in sod., 2006). Delovanje tripsina smo zaustavili tako, da smo 

dodali 5 mL gojišča z geneticinom. Po centrifugiranju (3 min pri 1000 obr./min) smo 

odstranili supernatant, celice resuspendirali v 1 mL gojišča z geneticinom ter odvzeli 10 μL 

celične suspenzije za štetje celic s hemocitometrom. Ko smo izračunali število celic v 1 mL, 

smo izračunali ustrezno redčitev, da smo dobili 3000 celic v 200 μL gojišča. Po 200 μL 

gojišča s 3000 celicami smo prenesli v posamezne vdolbinice mikrotitrske plošče s 96 

vdolbinicami. Mikrotitrsko ploščo smo nato prenesli v celični inkubator (37 °C, 5% CO2, z 

vlago nasičena atmosfera) ter počakali tri ure, da so se celice pritrdile na dno vdolbinic. Za 

vsak celični klon smo uporabili 12 vdolbinic, celoten poskus pa smo ponovili trikrat. 

3.2.2.2 Slikanje celic v poskusu in vitro 

Celice smo prvič slikali tri ure po tem, ko smo jih prenesli v mikrotitrsko ploščo, ter enkrat 

dnevno naslednje tri dni. Vsako vdolbinico mikrotitrske plošče smo slikali na invertnem 

mikroskopu (Nikon Eclipse TE300) pri 40× povečavi in z enakimi nastavitvami, uporabili 

pa smo set filtrov za ekscitacijo z zeleno svetlobo ter zajem emisije v rdečem delu spektra. 

Čas zajemanja slike je bil 2 s. Po vsakem slikanju smo mikrotitrsko ploščo prenesli nazaj v 

celični inkubator. Poskus je trajal štiri zaporedne dni, kot dan 0 pa štejemo tisti dan, ko smo 

nastavili poskus. 

3.2.3 Test proliferacije z imuncitokemijskim barvanjem proti označevalcu Ki-67 

3.2.3.1 Priprava poli-L-lizinskih stekelc 

Najprej smo pripravili 15 mL raztopine poli-L-lizina in sicer tako, da smo zmešali 14,250 

μL dsH2O in 750 μL poli-L-lizina (končna koncentracija raztopine je bila 20 μg/mL). 

Molekule poli-L-lizina so namreč pozitivno nabite in se dobro vežejo na trdne površine ter 

hkrati tudi z negativno nabitimi molekulami, npr. tistimi na površini celic (Mazia in sod., 

1975). Raztopino poli-L-lizina smo prelili čez okrogla krovna stekelca v sterilni petrijevki 

za tkivne kulture. Petrijevko smo zatesnili s parafilmom, jo za tri ure položili na namizni 

stresalnik (sobna temperatura, 300 stresljajev na min) ter ves čas preverjali, da so stekelca 

res potopljena – v nasprotnem primeru smo stekelca potopili s sterilnim nastavkom za pipeto. 

Po triurni inkubaciji smo odstranili raztopino poli-L-lizina, dodali 8 mL dsH2O in petrijevko 

stresali na namiznem stresalniku (sobna temperatura, trikrat po 15 min). Po spiranju smo 
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petrijevko prenesli v laminarij in s sterilno pinceto stekelca postavili na rob petrijevke. 

Stekelca smo čez noč pustili v prižganem laminariju, da so se posušila, naslednji dan pa jih 

prenesli v sterilno petrijevko, ki smo jo nato zatesnili s parafilmom. 

3.2.3.2 Nasajanje celic U87-MG DsRed na poli-L-lizinska stekelca 

V mikrotitrsko ploščo s 24 vdolbinicami smo prenesli pripravljena poli-L-lizinska stekelca 

– za vsak celični klon po dve stekelci. Postopek priprave celičnih suspenzij je bil enak kot 

postopek priprave celičnih klonov za poskus in vitro (poglavje 3.2.2.1), le da smo celice 

redčili tako, da smo imeli v 1 mL gojišča 5000 celic, ki smo jih nato prenesli v vdolbinico 

mikrotitrske plošče na stekelce. Za vsak celični klon smo tako pripravili dve paraleli, celoten 

poskus pa smo ponovili dvakrat. Mikrotitrsko ploščo s celicami smo za 24 ur prenesli v 

celični inkubator (37 °C, 5% CO2, z vlago nasičena atmosfera). Naslednji dan smo z 

vakuumskim sesalnikom odstranili gojišče in v vsako vdolbinico dodali 0,5 mL 100% 

metanola, s katerim smo celice fiksirali. Nato smo mikrotitrsko ploščo zatesnili s parafilmom 

in jo prenesli v zamrzovalnik (-80 °C). 

3.2.3.3 Imunocitokemijsko barvanje 

Pred barvanjem smo mikrotitrsko ploščo vzeli iz zamrzovalnika (-80 °C), odstranili metanol 

in stekelca petkrat sprali z 1× PBS. Sledila je permeabilizacija celic z 0,1% Triton X-100. 

Po inkubaciji (10 min) pri sobni temperaturi smo stekelca petkrat sprali z 1× PBS. Na vsako 

stekelce smo kanili 3–4 kapljice 4% BSA in tako blokirali nespecifična vezavna mesta, po 

15 min inkubaciji pri sobni temperaturi pa petkrat sprali stekelca z 1× PBS. Sledilo je 

dodajanje kunčjih poliklonskih primarnih protiteles proti Ki-67, ki smo jih redčili 500×, tako 

da je bila končna koncentracija protiteles 1 μg/mL. Na vsako stekelce smo dodali 60 μL 

redčenega protitelesa in jih inkubirali eno uro pri sobni temperaturi. Stekelca smo po 

inkubaciji petkrat sprali z 1× PBS, nato pa na vsako stekelce dodali 80 μL redčenih kozjih 

protikunčjih sekundarnih protiteles (500× redčenje, končna koncentracija sekundarnega 

protitelesa je bila 1 μg/mL) ter stekelca inkubirali 90 min pri sobni temperaturi. Po barvanju 

označevalca Ki-67 s sekundarnimi protitelesi smo stekelca sprali (petkrat z 1× PBS) in dodali 

80 μl redčenega propidijevega jodida (PI, končna koncentracija je bila 2 μg/mL), s katerim 

smo obarvali jedra oz. DNA. Inkubaciji (5 min) pri sobni temperaturi je sledilo spiranje 

(petkrat z 1× PBS). Krovna stekelca smo dobro osušili in jim na stran, na kateri so bile 

nasajene celice, dodali dve kapljici sredstva proti bledenju fluorescence (angl. antifade 

mountant). Z isto stranjo smo krovna stekelca prenesli na objektna stekelca. Robove krovnih 

stekelc smo premazali s prozornim lakom in jih do slikanja hranili v zamrzovalniku (-20 °C). 

3.2.3.4 Štetje deleža celic U87-MG DsRed, pozitivnih za Ki-67  

Celice smo prešteli s pomočjo invertnega fluorescenčnega mikroskopa Nikon Eclipse Ti. 

Najprej smo uporabili set filtrov za ekscitacijo z zeleno svetlobo, s katero smo zaznali s PI 

obarvana jedra celic, ki so svetila rdeče. Z uporabo seta filtrov za ekscitacijo z modro 

svetlobo smo zaznali zeleno obarvana jedra, ki so bila pozitivna za jedrni protein Ki-67. 
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Razmerje med pozitivnimi jedri in vsemi jedri, obarvanimi s PI, nam pove delež 

proliferirajočih celic v vzorcu.  

3.2.4 Proliferacija celic U87-MG DsRed in vivo v zarodkih cebric (Danio rerio) 

3.2.4.1 Priprava celičnih klonov za ksenotransplantacijo 

Za poskuse in vivo smo hkrati uporabili vse tri celične klone, ki smo jih teden dni pred 

poskusom gojili v gojišču za divji tip celic z dodatkom geneticina, tako da so celice pred 

poskusom rasle v enakih pogojih. Vse tri celične klone smo za injiciranje v zarodke pripravili 

po enakem postopku. 

Začeli smo z odstranitvijo gojišča in spiranjem le tega z dodatkom 5 mL 1× PBS. Po 2 min 

smo odstranili PBS in dodali 1,5 mL 0,25% tripsin-EDTA ter stresali plastenko s celicami. 

Po 5 min smo dodali gojišče z geneticinom ter celice pred prenosom v 15 mL centrifugirko 

dobro resuspendirali s pipeto, da smo »razbili« skupke celic. Celično suspenzijo smo 

centrifugirali 3 min pri 1000 obr./min, odstranili medij s tripsinom in dodali 1 mL 1× PBS 

ter celice dobro resuspendirali s pipeto in namiznim stresalnikom, nato pa odvzeli 10 μL 

celične suspenzije za štetje celic. Nato smo dodali še 9 mL 1× PBS, da smo medij dodatno 

sprali, in ponovno centrifugirali 3 min pri 1000 obr./min. Po centrifugiranju smo odstranili 

čim več PBS. Glede na število celic v posameznem celičnem klonu smo celice dobro 

resuspendirali v določenem volumnu 1× PBS, da smo dobili končno koncentracijo 3 ∙ 107 

celic/ml. Suspenzijo celic smo previdno prenesli v 0,5 mL mikrocentrifugirko. 

3.2.4.2 Priprava zarodkov za poskus in vivo ter ksenotransplantacija U87-MG DsRed v 

zarodke cebric 

Postopki uporabe zarodkov cebric so bili odobreni s strani Komisije za medicinsko etiko 

Republike Slovenije pri Ministrstvu za zdravje Republike Slovenije (št. dovoljenja 

92/06/12). 

Poskusi so bili izvedeni na zarodkih rib cebric (divji tip, linija AB), ki smo jih vzgojili v 

akvariju Oddelka za genetsko toksikologijo in biologijo raka na Nacionalnem inštitutu za 

Biologijo v Ljubljani v skladu s smernicami za vzdrževanje rib cebric OECD (OECD, 2006). 

Zarodke smo 24 ur po oploditvi premestili iz akvarijske vode v petrijevko z vodo ISO v 

skladu s standardom ISO 7346-3 (ISO, 1996), z dodatkom 0,005% PTU (postopek priprave 

vode ISO je opisan v poglavju 3.1.6.1). PTU inhibira encim tirozinazo, ki sodeluje pri 

pretvorbi tirozina v melanin, zaradi odsotnosti pigmenta pa je omogočena lažja vizualizacija 

struktur v notranjosti zarodkov (Camp in Lardelli, 2001; Li in sod., 2012). Vsak poskus je 

trajal štiri zaporedne dni – dan 0 predstavlja dan, ko smo nastavili poskus. 

Pred poskusom smo zarodke cebric uspavali z 0,08% trikainom, tako da je bila končna 

koncentracija trikaina v petrijevki z vodo ISO 0,02%. Zarodkom smo s pincetami pod 

stereomikroskopom previdno odstranili horionsko ovojnico, po tem pa še večino tekočine v 

petrijevki, kar je olajšalo injiciranje celic v zarodke. S podaljšanim nastavkom za pipeto smo 
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v borosilikatno stekleno kapilaro prenesli 5 μL celične suspenzije ter kapilaro namestili v 

mikroinjektor. Z mikroinjektorjem smo injicirali 50–100 celic ortotopično v možgane ali 

ektopično v rumenjakovo vrečko dva dneva starih zarodkov cebric. Zarodke, v katere nismo 

vnesli dovolj celic, smo izločili iz nadaljnje analize. Posamezen zarodek z injiciranimi 

celicami smo z 1 mL tekočine prenesli v vdolbinico mikrotitrske plošče z 48 vdolbinicami. 

Po prenosu vseh zarodkov v vdolbinice je sledilo slikanje. Poskus z injiciranjem celic U87-

MG DsRed v možgane zarodkov smo ponovili trikrat, v rumenjakovo vrečko pa petkrat in 

na ta način dokazali preverljivost in ponovljivost poskusa ter točnost podatkov. 

3.2.4.3 Slikanje in gojenje zarodkov cebric 

Zarodke cebric smo slikali štiri zaporedne dni – na dan, ko smo injicirali celice U87-MG 

DsRed v rumenjakovo vrečko ali možgane ter še naslednje tri dni. Slikali smo z invertnim 

mikroskopom (Nikon Eclipse TE300) pri 40× povečavi, vsako vdolbinico oz. zarodek z 

enakimi nastavitvami. Uporabili smo set filtrov za ekscitacijo z zeleno svetlobo in zaznali 

emisijo celic v rdečem delu spektra. Čas zajemanja slike je bil 333 ms. 

Po prvem slikanju smo v vsako vdolbinico mikrotitrske plošče skoraj do vrha dolili vodo 

ISO z 0,005% PTU in prenesli mikrotitrske plošče v inkubator pri 31 °C. Pred vsakim 

naslednjim slikanjem smo zarodke cebric uspavali z 0,08% trikainom (v vsako vdolbinico 

smo kanili 3–4 kapljice), po slikanju pa zamenjali vso tekočino s svežo vodo ISO z 0,005% 

PTU. 

3.2.4.4 Fiksacija zarodkov s 4% paraformaldehidom 

Po štiridnevnem opazovanju in slikanju smo zarodke cebric s čim manj vode ISO prenesli v 

2 mL mikrocentrifugirke – zarodke smo dali v tri mikrocentrifugirke, odvisno od tega, kateri 

celični klon (shRNA, non-shRNA, divji tip) smo jim injicirali. Nato smo s pipeto odstranili 

še preostanek tekočine ter v vsako mikrocentrifugirko dolili 1 mL 4% PFA. Po 24 urah smo 

4% PFA nadomestili z 1× PBS ter mikrocentrifugirke shranili v hladilniku pri 4 °C.  

3.2.5 Detekcija apoptotičnih celic U87-MG DsRed v zarodkih cebric z barvilom 

akridin oranžno 

Izbrali smo štiri dni stare zarodke cebric, ki so v možganih imeli injicirane celice U87-MG 

DsRed (približno 10 osebkov za vsak celični klon) ter jim po slikanju in menjavi tekočine v 

vdolbinicah mikrotitrske plošče dodali 4 μL barvila akridin oranžno. Naslednji dan smo 

tumorske celice v zarodkih slikali z invertnim mikroskopom (Nikon Eclipse TE300) pri 

100× povečavi – najprej smo uporabili set filtrov za ekscitacijo z zeleno svetlobo za 

detekcijo celic U87-MG DsRed, nato pa še set filtrov za ekscitacijo z modro svetlobo za 

detekcijo apoptotičnih celic U87-MG DsRed.  
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3.2.6 Analiza slik in obdelava podatkov 

Vse slike smo shranjevali v formatu .tif, slike proliferacije celic in vitro ter in vivo pa nadalje 

analizirali s programom ImageJ (različica 1.49v; Abràmoff in sod., 2004; Ferreira in 

Rasband, 2012). Podatkov, pridobljenih z analizo slik na dan 0 (takrat ko smo nastavili 

poskus), nismo upoštevali pri obdelavi podatkov. Ti podatki niso relevantni, saj se celice in 

vitro med dnevoma 0 in 1 pritrjajo na površino ter se premikajo, pri poskusu in vivo pa se 

prav tako premeščajo v možganih in oblikujejo skupke. 

3.2.6.1 Analiza slik proliferacije celic in vitro ter obdelava podatkov 

Slike smo odprli s programom ImageJ, izbrali 8-bitno vrsto slike ter za vsak celični klon 

nastavili zgornjo in spodnjo mejo (angl. Threshold) sivine, ki jo bo program zajel za analizo. 

S funkcijo »analiza delcev« (angl. Analyze particles) smo analizirali delce oz. celice, večje 

od 20 pikslov2 in dobili parameter »Integrated density« (v nadaljevanju ID), ki predstavlja 

seštevek vrednosti pikslov oz. je produkt površine in srednje vrednosti sivine izbranih 

območij slike (Ferreira in Rasband, 2012). Površino in ID vsake slike smo shranili v 

programu Microsoft Office Excel 2013. 

Najprej smo izračunali povprečen ID posamezne celice za posamezen celičen klon v 

programu Microsoft Office Excel 2013, ki smo ga uporabili v kasnejših izračunih. Povprečen 

ID posamezne celice smo izračunali iz ID na dan 0 poskusa. Pri izračunu povprečja smo 

izločili tiste meritve celic, pri katerih je bila površina večja od 250 pikslov2, saj je šlo za 

skupek celic in ne za posamezno celico. Celice z večjo površino (nad 200 pikslov2) smo 

preverili tudi na sliki in tako ugotovili ali gre res za posamezno celico ali za skupek celic. 

Povprečen ID posamezne celice za posamezen klon smo izračunali po enačbi (2). 

𝑰𝑫𝑷𝑪 =
𝑰𝑫𝟏 + 𝑰𝑫𝟐 +  𝑰𝑫𝟑 + ⋯ + 𝑰𝑫𝟏𝟐

š𝒕. 𝒗𝒔𝒆𝒉 𝒎𝒆𝒓𝒊𝒕𝒆𝒗
 

… (2) 

IDPC ID posamezne celice posameznega klona na dan 0 

ID1–12 seštevek meritev ID na posamezni sliki (12 slik – 12 vdolbinic) 

Nato smo sešteli vrednosti vseh ID na posamezni sliki na določen dan. Ta seštevek smo delili 

z IDPC, rezultat pa je bilo ocenjeno število celic na sliki na določen dan poskusa. Nazadnje 

smo izračunali še relativno povečanje števila celic na sliki po enačbi (3). 

𝒓Š𝑻 =
𝑿𝟏−𝟑

𝑿𝟏
 

… (3) 

rŠT relativno povečanje števila celic 

X1–3 ocenjeno število celic prvi ali drugi ali tretji dan poskusa 
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X1 ocenjeno število celic prvi dan poskusa (dan 1) 

Tako smo dobili relativno spremembo števila celic v vsaki vdolbinici. S povprečenjem 12 

vdolbinic smo izračunali relativno spremembo števila celic za posamezne celične klone. 

3.2.6.2 Analiza slik proliferacije celic in vivo ter obdelava podatkov 

Slike smo odprli s programom ImageJ, izbrali 8-bitno vrsto slike ter za vsak celični klon, ki 

je bil injiciran v možgane ali rumenjakovo vrečko zarodkov, nastavili zgornjo in spodnjo 

mejo sivine. Nato smo z uporabo orodja »Rectangular« ali »Polygon selection« označili 

območje celic U87-MG DsRed in tako izločili okoliški šum. S funkcijo »Measure« smo 

dobili ID, dobljene podatke pa obdelali v programu Microsoft Office Excel 2013. Za vsak 

osebek smo izračunali relativno vrednost ID in sicer tako, da smo vrednost ID na določen 

dan poskusa delili z vrednostjo ID na drugi dan poskusa (dan 1). Iz relativnih deležev smo 

izračunali še povprečno relativno vrednost ID določenega celičnega klona, ki je bil injiciran 

v zarodek. Osebkov s premalo injiciranimi celicami U87-MG DsRed nismo analizirali.  

3.2.7 Obdelava slik 

Slike, prikazane v Rezultatih (poglavje 4), smo obdelali s programoma GIMP (različica 

2.8.14) in Adobe Photoshop (različica 14.2.1 x64). 

3.2.8 Statistična obdelava podatkov 

Za grafično predstavitev podatkov smo uporabili program Microsoft Office Excel 2013, 

rezultati na grafih pa so podani kot povprečje ± standardna napaka (v nadaljevanju SE). Za 

vse urejene skupine podatkov smo izrisali histograme in ugotovili, da frekvenčna 

porazdelitev podatkov ni normalna. Tako smo se odločili, da bomo za primerjavo dveh 

neodvisnih vzorcev uporabili neparametrični Mann-Whitneyev U-test, za statistično 

obdelavo treh neodvisnih vzorcev pa Kruskal-Wallisov test. Gre za neparametrično različico 

analize variance, ki smo jo dopolnili z Dunnovim post-hoc testom. Oba statistična testa smo 

opravili s programom GraphPad Prism (različica 5.01) z enako stopnjo tveganja (0,05). 

Skupine, pri katerih je bila izračunana vrednost p < 0,05, smo smatrali za statistično značilno 

različne. Na grafih smo z * označili statistične razlike med celičnima klonoma shRNA in 

non-shRNA, ki smo jih primerjali z Mann-Whitneyevim U-testom. Statistična primerjava, 

opisana v Razpravi (poglavje 5), se nanaša na statistično analizo z Mann-Whitney U-testom, 

razen v primerih, ko je primerjava s Kruskal-Wallisovim testom specifično navedena. 
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4 REZULTATI 

V vseh poskusih smo uporabili tri celične klone – celice s trajno utišano helikazo RECQ1 

(shRNA), celice s praznim vektorjem za RNA-interferenco (non-shRNA), s katerimi smo 

primerjali proliferacijo utišanih celic ter celice divjega tipa, ki smo jih uporabili za 

izključitev vpliva praznega vektorja na proliferacijo celic. 

4.1 UGOTAVLJANJE ŠTEVILA PROLIFERIRAJOČIH CELIC U87-MG DSRED V 

POSKUSU IN VITRO 

Za ugotavljanje vpliva utišanja helikaze RECQ1 smo na mikrotitrsko ploščo nasadili tri 

različne klone celic U87-MG DsRed (shRNA, non-shRNA, divji tip) in preko jakosti 

fluorescence celic spremljali proliferacijo celic in vitro s pomočjo fluorescenčne 

mikroskopije. Vsi trije celični kloni namreč izražajo gen za rdeč fluorescentni protein 

DsRed, ki ga detektiramo z zeleno ekscitacijsko svetlobo. Preko jakosti izsevane svetlobe 

smo izračunali število celic v posamezni vdolbinici mikrotitrske plošče za posamezen dan 

in tako izračunali število celic posameznega celičnega klona vsak dan poskusa (Sl. 8, 9).  

 

Slika 8. Časovni prikaz proliferacije glioblastomskih celic U87-MG DsRed (shRNA, non-shRNA, divji 

tip) v poskusu in vitro. Preko jakosti fluorescence celic smo spremljali proliferacijo celic pri 40× povečavi. 

Merilo: 400 μm. 
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Slika 9. Spreminjanje relativnega števila glioblastomskih celic U87-MG DsRed (shRNA, non-shRNA, 

divji tip) v odvisnosti od časa. Vrednosti na grafu predstavljajo povprečje ± SE; * predstavlja p < 0,05 med 

shRNA in non-shRNA; n (za vsak celični klon) = 36.  

Porast v številu celic pri vseh celičnih klonih je razviden že na Sl. 8, dejanske razlike v 

številu celic pa so se pokazale že 2. dan poskusa med divjim tipom celic in celicami z 

vstavljenim plazmidom pSUPER.puro (Sl. 9). Porast v številu celic med prvim in drugim 

dnevom poskusa pri divjem tipu je bil 40% ± 3,1%, pri shRNA 24,4% ± 2,2% in pri non-

shRNA 21% ± 2,3%. Razlike med divjim tipom celic in ostalima dvema celičnima klonoma 

so statistično značilne, med shRNA in non-shRNA pa ne (p = 0,2821). Tretji dan poskusa so 

se razlike med posameznimi celičnimi kloni še povečale in so statistično značilne, kar smo 

dokazali tudi s Kruskal-Wallisovim testom (p < 0,0001). Največjo razliko v porastu 

relativnega števila celic od prvega dneva poskusa so imele celice divjega tipa (88% ± 4,7%), 

najmanjšo pa celice z utišano helikazo RECQ1 (38% ± 4,1%). Iz naklona krivulje celic 

shRNA med 2. in 3. dnevom lahko vidimo, da je hitrost rasti tega celičnega klona v 

primerjavi z drugima dvema bistveno počasnejša. Razlike v proliferaciji utišanih (shRNA) 

in kontrolnih celic (non-shRNA) na tretji dan poskusa so statistično značilno različne (p = 

0,0009). 
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4.2 UGOTAVLJANJE DELEŽA PROLIFERIRAJOČIH CELIC U87-MG DSRED Z 

IMUNOCITOKEMIJSKIM BARVANJEM PROTEINA KI-67 

Preko deleža pozitivnih celic za jedrni protein Ki-67 smo s testom proliferacije z 

imunocitokemijskim barvanjem proteina Ki-67 zaznali število proliferirajočih celic in 

ugotovili vpliv utišanja helikaze RECQ1 na proliferacijo celic in vitro (Sl. 10). 

 

 

Slika 10. Prikaz testa proliferacije s fluorescentnim barvanjem označevalca Ki-67 v glioblastomskih 

celicah U87-MG DsRed pri 200× povečavi. (A) S propidijevim jodidom obarvana jedra celic, ki svetijo 

rdeče. (B) Zeleno obarvana jedra, pozitivna za jedrni protein Ki-67. (C) Prekrivanje rdeče in zelene 

fluorescence jedra nam pove, da celica proliferira. Merilo: 100 μm. 
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Slika 11. Relativni delež proliferirajočih glioblastomskih celic v odvisnosti od celičnega klona (shRNA, 

non-shRNA, divji tip). Vrednosti na grafu predstavljajo povprečje ± SE; n (preštetih stekelc; shRNA) = 3; n 

(preštetih stekelc; non-shRNA) = 7 ; n (preštetih stekelc; divji tip) = 4. 

Povprečni relativni delež proliferirajočih celic pri divjemu tipu celic je v primerjavi s 

kontrolnimi celicami non-shRNA višji za 29%, v primerjavi z utišanimi celicami pa kar za 

42% (Sl. 11). Poleg tega lahko opazimo, da je večina celic divjega tipa proliferira, medtem 

ko je povprečni relativni delež proliferirajočih celic pri utišanih celicah nižji od 50%. Razlike 

med relativnimi deleži proliferirajočih celic niso statistično značilne. 

4.3 UGOTAVLJANJE PROLIFERACIJE CELIC U87-MG DSRED V POSKUSU IN 

VIVO V ZARODKIH CEBRIC (Danio rerio) 

Poskus in vitro je potekal v mikrotitrskih ploščah, torej v umetnem okolju. Prav zato smo 

rezultate skušali potrditi še s poskusom in vivo, kar pomeni, da smo proliferacijo celic 

spremljali v živih organizmih. Glioblastomske celice smo ksenotransplantirali tako v 

rumenjakovo vrečko zarodkov cebric kot tudi v možgane ter preverili, ali lokacija celic 

vpliva na proliferacijo celic. Proliferacijo celic smo spremljali z merjenjem jakosti 

fluorescence proteina DsRed, ki ga izražajo vsi celični kloni.  
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4.3.1 Proliferacija celic U87-MG DsRed v rumenjakovi vrečki zarodkov cebric 

 

Slika 12. Časovni prikaz proliferacije glioblastomskih celic U87-MG DsRed (shRNA, non-shRNA, divji 

tip) v rumenjakovi vrečki zarodkov cebric. Preko jakosti fluorescence celic smo spremljali proliferacijo 

celic pri 40× povečavi. Merilo: 200 μm. 

 

Slika 13. Spreminjanje relativne jakosti fluorescence v rumenjakovi vrečki zarodkov cebric v 

odvisnosti od časa. Vrednosti na grafu predstavljajo povprečje ± SE; n (shRNA) = 41; n (non-shRNA) = 59; 

n (divji tip) = 87. Statistično značilne razlike niso bile dokazane. 



Hrovat K. Vpliv utišanja helikaze RECQ1 na proliferacijo glioblastomskih celic v cebricah. 

   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij Molekulske in funkcionalne biologije, 2016 

  

 

28 

Jakost fluorescence se pri vseh treh celičnih klonih od začetka do konca poskusa ni bistveno 

spremenila (Sl. 12, 13). Celice shRNA niso proliferirale, saj se jakost fluorescence skoraj ni 

spremenila. Največjo spremembo med 1. in 3. dnevom poskusa smo zaznali pri celicah non-

shRNA (26,9% ± 13,2%), nekoliko nižjo pa pri divjem tipu celic (15,9% ± 6,7%), vendar 

razlike med posameznimi celičnimi kloni niso bile statistično značilne. 

4.3.2 Proliferacija celic U87-MG DsRed v možganih zarodkov cebric 

 

Slika 14. Časovni prikaz proliferacije glioblastomskih celic U87-MG DsRed (shRNA, non-shRNA, divji 

tip) v možganih zarodkov cebric. Preko jakosti fluorescence celic smo spremljali proliferacijo celic pri 40× 

povečavi. Merilo: 200 μm. 
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Slika 15. Spreminjanje relativne jakosti fluorescence v možganih zarodkov cebric v odvisnosti od časa. 

Vrednosti na grafu predstavljajo povprečje ± SE; * predstavlja p < 0,05 med shRNA in non-shRNA; n 

(shRNA) = 64; n (non-shRNA) = 55 ; n (divji tip) = 52. 

Jakost fluorescence divjega tipa celic GBM je v možganih naraščala skoraj linearno, vsak 

dan za približno 20% (Sl. 15). Poleg tega se je jakost fluorescence divjega tipa celic 

statistično razlikovala od drugih dveh tipov (shRNA in non-shRNA) že drugi dan poskusa, 

kar se je pokazalo tudi tretji dan poskusa. Med kontrolnimi celicami non-shRNA in shRNA 

so se statistično značilne razlike pokazale na tretji dan poskusa (p = 0,0295). Sprememba 

jakosti fluorescence med 1. in 3. dnevom poskusa je bila pri celicah non-shRNA 31,1% ± 

4,3%, pri shRNA pa le 18,1% ± 3,7%. Tudi pri celicah shRNA je bil porast fluorescence 

praktično linearen, vsak dan poskusa je jakost fluorescence narasla za približno 9%. 
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Slika 16. Primerjava spreminjanja relativne jakosti fluorescence glede na mesto ksenotransplantacije 

celic in vivo v zarodkih cebric v odvisnosti od časa. Primerjava jakosti fluorescence utišanih celic shRNA 

(A), kontrolnih celic non-shRNA (B) in celic divjega tipa (C). Vrednosti na grafu predstavljajo povprečje ± 

SE; * predstavlja p < 0,05. 

Primerjava rezultatov poskusov in vivo (Sl. 16) je pokazala, da mesto implantacije celic 

GBM vpliva na njihovo proliferacijo. Jakost fluorescence vseh treh celičnih tipov, 

implantiranih v možgane, je bila na tretji dan poskusa višja od tiste pri celicah, implantiranih 

v rumenjakovo vrečko zarodkov cebric. Največje razlike na tretji dan poskusa so se pokazale 

med divjim tipom celic (23%; Sl. 16C) in pri utišanih celicah (18%; Sl. 16A), te razlike pa 

so bile tudi statistično značilne. 

4.4 UGOTAVLJANJE APOPTOTIČNIH CELIC V MOŽGANIH ZARODKOV 

CEBRIC (Danio rerio) 

Z dodajanjem barvila akridin oranžno k zarodkom cebric smo želeli ugotoviti ali utišanje 

helikaze RECQ1 sproži apoptozo celic ali vpliva le na njihovo proliferacijo. Apoptozo celic 

smo spremljali v možganih živih zarodkov cebric. Posamezni fluorescenčni kanali slik, ki 

smo jih združili v Sliko 17, so v Prilogi A. 
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Slika 17. Apoptotične glioblastomske celice U87-MG DsRed (shRNA, non-shRNA, divji tip) v 

možganih zarodkov cebric, označene s puščico, 100× povečava. Merilo: 200 μm. 

Apoptotične celice v možganih zarodkov cebric smo opazili pri vseh treh celičnih klonih (Sl. 

17), vendar razlike v številu apoptotičnih celic med posameznimi celičnimi kloni niso 

statistično značilne. 

4.5 POTOVANJE GLIOBLASTOMSKIH CELIC V POSKUSU IN VIVO 

Centralni živčni sistem se pri cebricah začne razvijati že 9 ur po oploditvi jajčeca, medtem 

ko se možgani in hrbtenjača oblikujejo 48 ur po oploditvi (Kari in sod., 2007; Vittori in sod., 

2015). Celice GBM smo ksenotransplantirali v dva dneva stare zarodke cebric, ki imajo 

dobro vidne možgane in hrbtenjačo. V času poskusa smo opazili potovanje glioblastomskih 

celic iz možganov v posteriorni del hrbtenjače tri dni starega zarodka cebrice (Sl. 18). 

Neobdelani sliki zarodka cebrice in fluorescence glioblastomskih celic sta v Prilogi B. Iz 

črno-rdeče fluorescenčne slike glioblastomskih celic U87-MG DsRed je namreč bolje 

razvidna fluorescenca v predelu hrbtenjače zarodka. 

 

Slika 18. Zarodek cebrice z injiciranimi glioblastomskimi celicami U87-MG DsRed v možganih zadnji 

dan poskusa, pri katerem smo opazili potovanje tumorskih celic v posteriorni del (obkroženo) vzdolž 
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hrbtenjače pri 40× povečavi. Legenda: SP – sprednji možgani (prosencephalon); SR – srednji možgani 

(mesencephalon); Z – zadnji možgani (rhombencephalon); H – hrbtenjača. Merilo: 200 μm. 

 
Slika 19. Fluorescenčni kanal slik invazije celic U87-MG DsRed (obkroženo) iz možganov v posteriorni 

del zarodka vzdolž hrbtenjače pri 40× povečavi. S puščicami so označene skupine celic, ki so se odcepile 

iz migrirajočih celic. Merilo: 200 μm. 

Prvi dan po implantaciji so se posamezne celice združile v skupke oz. tumorje v možganih 

zarodkov (Sl. 19). Potovanje celic U87-MG DsRed (divji tip) smo opazili 24 ur po 

ksenotransplantaciji celic v možgane zarodka cebrice (Sl. 18, 19). To smo opazili le pri enem 

od 171 osebkov, ki smo jim injicirali celice GBM v možgane, medtem ko invazije celic 

vzdolž hrbtenjače nismo opazili pri zarodkih, ki smo jim injicirali celice v rumenjakovo 

vrečko. Glavnina premika glioblastomskih celic se je zgodila 24 ur po ksenotransplantaciji 

celic v možgane in sicer za 442 μm (merjeno od sredine najbolj desnega skupka celic do 

sredine skupka obkroženih celic), medtem ko so se naslednji dan premaknile le za 23 μm. 

Če primerjamo sliko na dan 2 in dan 3 opazimo, da se sta se od celic, ki migrirajo v 

posteriorni del, odcepili še dve skupini celic, ki sta na Sl. 19 označeni s puščico. Bližja 

skupina celic je oddaljena za 33 μm, druga pa kar za 332 μm. Iz Sl. 19 je razvidno tudi, da 

so celice po invaziji v predel hrbtenjače preživele, ne pa tudi, ali so se delile, saj porasta v 

jakosti fluorescence teh celic nismo zaznali. 
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5 RAZPRAVA 

Glioblastom je najbolj maligen možganski tumor s kratko dobo preživetja bolnikov. 

Nekontrolirana proliferacija celic, difuzna infiltracija v okoliško tkivo možganov, nekroza, 

angiogeneza ter izogibanje apoptozi so lastnosti GBM, ki vplivajo na slabo prognozo in 

otežujejo zdravljenje. Ker trenutna zdravljenja ne omogočajo popolne odstranitve tumorskih 

celic, pogosto pride do ponovitve in napredovanja bolezni (Kesari, 2011) in prav zato so 

novi terapevtski pristopi nujno potrebni. 

Helikaze RecQ vzdržujejo stabilnost genoma in tako preprečujejo razvoj tumorjev, zato jih 

smatramo za skrbnike genoma. Mutacije v genih treh helikaz iz družine RecQ (BLM, WRN, 

RECQ4) so povezane z povečano možnostjo za razvoj tumorjev, medtem ko utišanje gena 

za RECQ1 poveča občutljivost rakavih celic na zdravljenje s hidroksiureo, temozolomidom, 

kamptotecinom in tudi na sevanje. Zaradi utišanja oz. napak v delovanju helikaz RecQ se 

poveča število napak v DNA, kar vpliva tudi na proliferacijo celic (Hickson, 2003; Sharma 

in Brosh, 2007; Mendoza-Maldonado in sod., 2011). Prav helikaze RecQ bi zaradi naštetih 

lastnosti lahko postale potencialne tarče zdravljenja rakavih bolnikov in zato smo v okviru 

magistrske naloge želeli preučiti vpliv utišanja helikaze RECQ1 na proliferacijo 

glioblastomskih celic. 

5.1 PROLIFERACIJA CELIC U87-MG DSRED V POSKUSU IN VITRO 

Vpliv utišanja helikaze RECQ1 smo najprej preverili s primerjavo treh celičnih klonov v 

poskusu in vitro. Glioblastomske celice smo gojili v mikrotitrski plošči in preko jakosti 

fluorescence tumorskih celic preverili stopnjo proliferacije. Celice shRNA so imele 

vstavljen plazmid z zapisom za shRNA, katere tarča je mRNA za RECQ1. Statistično 

značilne razlike med divjim tipom celic in ostalima celičnima klonoma kažejo na to, da na 

proliferacijo glioblastomskih celic očitno vpliva vstavljen plazmid p.SUPER.puro. 

S poskusom in vitro smo potrdili, da je helikaza RECQ1 vpletena v proliferacijo celic, kar 

je v skladu z našimi pričakovanji. Utišanje helikaze namreč močno upočasni rast in 

proliferacijo glioblastomskih celic U87-MG DsRed, kar je pokazala statistična razlika na 

tretji dan poskusa med kontrolnimi celicami non-shRNA in celicami s trajno utišano 

helikazo. Rezultati našega poskusa in vitro se skladajo z rezultati predhodne raziskave 

Mendoza-Maldonado in sod. (2011), kjer so vpliv utišanja RECQ1 na proliferacijo celic 

preverili preko števila in velikosti kolonij celic. Ugotovili so, da je izražanje RECQ1 v 

glioblastomskih celicah močno povišano v primerjavi z normalnimi okoliškimi tkivi, kar je 

lahko povezano tudi z nizko proliferacijsko stopnjo možganskih celic. Utišanje helikaze 

RECQ1 pa ni vplivalo na proliferacijo fibroblastov (normalne nerakave celice), kar so s 

svojo raziskavo potrdili tudi Futami in sod. (2008a). Tudi pri normalnih celicah lahko pride 

do poškodb DNA ali napak pri podvojevanju DNA, vendar imajo te za razliko od rakavih 

celic delujoče nadzorne točke na koncu faze G1 in tudi G2, ki zaustavijo celični cikel. Šele 

ko so vse napake popravljene, se celični cikel lahko nadaljuje. Rakave celice imajo pogosto 

okvarjene nadzorne točke celičnega cikla, zato v mitozo lahko vstopijo z napakami v DNA, 
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kar vodi v mitotično smrt. Učinek povišanega izražanja helikaze RECQ1 je učinkovitejše 

popravljanje napak v DNA in s tem preprečitev mitotične smrti. Verjetno so celice s 

povišanim izražanjem RECQ1 posledično tudi bolj odporne na običajne terapije 

glioblastoma, ki temeljijo na poškodovanju DNA (obsevanje v kombinaciji s 

temozolomidom), ker bolj učinkovito popravljajo napake v DNA (Futami in sod., 2008a; 

Mendoza-Maldonado in sod., 2011). Mendoza-Maldonado in sod. (2011) so dokazali, da so 

celice U87-MG DsRed z utišano helikazo RECQ1 bolj občutljive na temozolomid. 

Utišanje RECQ1, ki sodeluje pri popravljanju DNA, povzroči mitotično celično smrt rakavih 

celic zaradi nepopravljenih napak v DNA. Hitrost proliferacije rakavih celic, stopnja 

povišanega izražanja RECQ1 in prisotnost okvar nadzornih točk so tisti dejavniki, ki 

določajo, koliko rakavih celic bo utišanje helikaze RECQ1 vodilo v mitotično celično smrt. 

5.2 TEST PROLIFERACIJE Z IMUNOCITOKEMIJSKIM BARVANJEM PROTI 

OZNAČEVALCU KI-67 

Izražanje gena za jedrni protein Ki-67 je povezano s proliferacijo celic. Protein se v času 

interfaze nahaja v jedru celic, med mitozo pa večinoma na površini kromosomov. Ker se Ki-

67 izraža v vseh aktivnih fazah celičnega cikla (G1, S, G2, mitoza), ne pa tudi v fazi 

mirovanja (G0), ga uporabljamo kot označevalec za proliferirajoče celice (Scholzen in 

Gerdes, 2000). Delež proliferirajočih tumorskih celic služi kot napovedni dejavnik za potek 

bolezni (angl. prognostic factor) in izid zdravljenja (angl. predictive factor) ter kot 

diagnostično orodje za določitev vrste tumorja (Li in sod., 2015). 

V magistrski nalogi smo pristnost antigena Ki-67 zaznali z indirektno imunofluorescenco. 

Na antigen smo vezali neoznačeno primarno protitelo, na katerega smo nato specifično 

vezali sekundarno protitelo s fluorescentnim barvilom, ki nam je omogočilo detekcijo Ki-

67. Zanimalo nas je, ali utišanje helikaze RECQ1 vpliva na proliferacijo celic GBM. 

Rezultati niso pokazali statistično značilnih razlik med kloni, zato ne moremo trditi, da 

utišanje RECQ1 z RNAi vpliva na proliferacijo celic GBM. V poskusu je bil relativni delež 

proliferirajočih celic shRNA v povprečju nižji tako od deleža celic non-shRNA kot tudi od 

divjega tipa celic U87-MG DsRed, prav tako pa je bil delež proliferirajočih celic z 

vstavljenim ekspresijskim vektorjem pSUPER.puro nižji kot pri celicah divjega tipa, kar se 

sklada z rezultati poskusa proliferacije in vitro. Kljub temu bi morali poskus ponoviti 

večkrat, da bi lahko potrdili ali z gotovostjo ovrgli te rezultate. Če odsotnost značilnih razlik 

med kloni odraža dejansko stanje, potem bi lahko manjši prirast števila celic shRNA pripisali 

predvsem mitotični smrti in ne zmanjšanemu deležu proliferirajočih celic v kulturi. 

Test proliferacije bi bilo smiselno ponoviti na večjemu številu vzorcev celic in tudi na 

histoloških rezinah fiksiranih zarodkov cebric. 
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5.3 PROLIFERACIJA CELIC U87-MG DSRED IN VIVO V ZARODKIH CEBRIC 

(Danio rerio) 

Za učinkovitost oz. toksičnost novih zdravil ter za predklinične raziskave se kot modelni 

organizmi uporabljajo predvsem miši. Miši so pomemben model tudi v raziskavah biologije 

tumorjev in pri odkrivanju novih zdravil, vendar so stroški vzreje in izvedbe poskusov 

visoki, zaradi česar miši niso primerne v primerih testiranja večjega števila zdravil (Welker 

in sod., 2016). Cebrice so zaradi številnih prednosti, kot so visoka genetska homologija z 

ljudmi in prosojnost zarodkov, odličen vretenčarski modelni organizem. V zadnjem času se 

uporabljajo tudi za preučevanje razvoja raka in vivo, predvsem na področju raziskav 

angiogeneze, metastaziranja, testiranja protirakavih učinkovin in določanja toksičnosti 

zdravil (Zhao in sod., 2015). Ksenotransplantacija fluorescentno označenih tumorskih celic 

v zarodke cebric omogoča opazovanje tumorskih celic pri visoki ločljivosti v realnem času 

(Vittori in sod., 2015).  

V magistrski nalogi smo celice U87-MG DsRed implantirali tako v rumenjakovo vrečko kot 

tudi v možgane dva dneva starih zarodkov cebric. Z ektopično implantacijo celic smo 

preverili, ali mesto implantacije vpliva na proliferacijo celic. Ortotopična implantacija v 

možgane zarodkov pa predstavlja vnos celic v okolje, podobno tistemu v človeških 

možganih. Možgani so kompleksen organ, v katerem so prisotni drugi tipi celic, signalne 

molekule in ekstracelularni matriks in prav to je glavna razlika med poskusoma in vivo ter 

in vitro. Cebrice so odličen modelni organizem, saj predstavljajo kompleksnejše okolje za 

raziskave rakavih celic v primerjavi z raziskavami in vitro, hkrati pa poskusi potekajo hitreje 

in bolj etično v primerjavi z drugimi živalskimi modeli (Cuddapah in sod., 2014; Vittori in 

sod., 2015). 

5.3.1 Proliferacija celic U87-MG DsRed v rumenjakovi vrečki zarodkov cebric 

Izbira mesta, kamor bomo injicirali celice, je ključnega pomena pri ksenotransplantaciji celic 

v zarodke cebric. Ortotopična ksenotransplantacija celic ni vedno možna, saj se anatomska 

zgradba cebric in ljudi razlikuje, npr. ksenotransplantacija rakavih celic pljuč, dojk in 

prostate. Mesto injiciranja celic je odvisno tudi od razvojnega stadija zarodka, saj razvoj 

cebric poteka zelo hitro, zato lahko pride do spremembe v strukturi telesa in organov. Prav 

rumenjakova vrečka, kamor so drugi raziskovalci pogosto vnesli humane rakave celice, je 

posebna struktura, ki se pri cebricah popolnoma reabsorbira le 6–7 dni po oploditvi, kar 

pomeni, da je ksenotransplantacija celic v rumenjakovo vrečko mogoča le v zgodnejših 

razvojnih stopnjah. Rumenjakova vrečka je v primerjavi z zadnjimi možgani precej velika 

struktura, kar olajša injiciranje večjega števila celic. Rumenjakova vrečka predstavlja okolje, 

bogato s hranili, kar lahko spodbudi proliferacijo celic, hkrati pa gre za brezcelično oz. 

acelularno okolje, kar onemogoči pasiven transport injiciranih celic v druge predele telesa 

(Haldi in sod., 2006; Konantz in sod., 2012; Wertman in sod., 2016).  

Pri ksenotransplantaciji celic v rumenjakovo vrečko moramo upoštevati, da se bo 

mikrookolje v vrečki zaradi resorpcije rumenjaka spreminjalo (Vittori in sod., 2015). Prav 

sprememba mikrookolja pa lahko vpliva tudi na proliferacijo glioblastomskih celic. Kot kaže 
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je rumenjakova vrečka okolje, v katerem humane celice glioblastoma ne proliferirajo ali pa 

proliferirajo zelo počasi (Vittori in sod., 2015), kar smo v poskusu potrdili. Pri zelo počasni 

proliferaciji razlike med celicami shRNA in kontrolnimi kloni niso bile razvidne, zato lahko 

drugo hipotezo delno ovržemo. V odsotnosti proliferacije torej preživetje celic z zmanjšanim 

izražanjem RECQ1 v rumenjakovi vrečki ni tako izrazito zmanjšano.  

5.3.2 Proliferacija celic U87-MG DsRed v možganih zarodkov cebric 

V zadnjem času se za raziskave razvoja tumorjev, angiogeneze, invazije, signalnih poti in 

testiranja zdravil uporabljajo cebrice, ki kažejo potencial za modelni organizem za raziskave 

gliomov (Lally in sod., 2007; Peal in sod., 2010; Lal in sod., 2012; Rampazzo in sod., 2013; 

Kitambi in sod., 2014; Eden in sod., 2015). Ksenotransplantacija glioblastomskih celic v 

možgane zarodkov cebric omogoča razvoj in preučevanje tumorja v okolju, ki je podobno 

tistemu v človeških možganih (Vittori in sod., 2015). 

Poskus ortotopične ksenotransplantacije je pokazal statistično razliko v proliferaciji utišanih 

celic shRNA in kontrolnih celic non-shRNA, kar pomeni, da utišanje helikaze RECQ1 

vpliva na proliferacijo celic U87-MG DsRed. Drugo hipotezo o upočasnjeni proliferaciji 

utišanih celic in vivo v možganih cebric lahko delno potrdimo. Statistične razlike drugi dan 

poskusa med divjim tipom celic in ostalima celičnima klonoma kažejo na to, da divji tip 

celic hitreje proliferira. Hkrati se rezultati poskusa ortotopične ksenotransplantacije celic 

U87-MG DsRed skladajo z rezultati poskusa in vitro, le da so bile relativne spremembe pri 

slednjem nekoliko večje. Tako pri in vitro kot pri in vivo poskusu v možganih so se 

statistično značilne razlike pokazale šele tretji dan poskusa. Proliferacija celic v možganih 

rib cebric zelo dobro sovpada z njihovo proliferacijo in vitro, kar pomeni, da so možgani 

cebric zelo primerni za potrjevanje poskusov proliferacije glioblastomskih celic in vitro, ter 

da so poskusi in vitro relevantni za raziskave proliferacije celic GBM. Ker utišanje helikaze 

RECQ1 upočasni proliferacijo humanih glioblastomskih celic le in vitro ter v možganih, ne 

pa tudi v rumenjakovi vrečki zarodkov cebric, lahko prvo hipotezo le delno potrdimo. 

Arai in sod. (2011) so v svoji raziskavi in vivo ugotovili, da injiciranje siRNA, katere tarča 

je mRNA za RECQ1, zmanjša rast tumorja na spodnjem delu žrela pri miših. Ko so poleg 

siRNA v miši injicirali še cisplatin (CDDP), se je rast tumorja na račun zvišanja poškodb 

DNA in apoptoze oz. mitotične celične smrti še dodatno zmanjšala (Arai in sod., 2011). 

Kljub temu, da je zdravljenje z RNAi izredno obetavno, pa je pri tem ključnega pomena tudi 

varna in specifična dostava tarčnega zdravila do tkiv in organov. Leta 2008b so Futami in 

sod. dokazali, da je lokalna ali sistemska dostava RECQ1-siRNA z dodatkom 

polietilenamina (PEI) ali kationskih liposomov uspešno preprečila proliferacijo rakavih celic 

v miših (Futami in sod., 2008b). Učinkovitost utišanja RECQ1 oz. število mrtvih rakavih 

celic je pogojeno s proliferacijskim potencialom, s številom mutacij v rakavih celicah, ki 

vplivajo na delovanje nadzornih točk celičnega cikla in z nivojem izražanja helikaze 

RECQ1. Glioblastomske celice izpolnjujejo vse tri pogoje, saj je stopnja proliferacije celic 

visoka, večina celic GBM ima mutiran gen P53, ki sodeluje pri nadzoru celičnega cikla, 
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hkrati pa povečano izražajo RECQ1 (Futami in sod., 2008b; Mendoza-Maldonado in sod., 

2011). 

Helikaza RECQ1 je tako potencialna tarča za zdravljenje malignih tumorjev z RNAi v 

kombinaciji s kemoterapevtiki (Futami in Furuichi, 2015), saj odsotnost RECQ1 pripomore 

k večji občutljivosti celic GBM za zdravljenje s hidroksiureo ali temozolomidom (Mendoza-

Maldonado in sod., 2011). V prid zdravljenja z RNAi govori tudi dejstvo, da utišanje RECQ1 

nekoliko upočasni rast normalnih celic in vitro, a ne povzroči mitotične smrti (Futami in 

sod., 2008a). Tudi Tao in sod. (2014) so dokazali, da je izražanje RECQ1 v rakavih celicah 

jezika povišano in da utišanje gena za to helikazo vpliva na proliferacijo rakavih celic v 

miših. Pokazali so tudi, da utišanje helikaze RECQ1 zmanjša izražanje imunosupresivnih 

dejavnikov, interlevkina 10 (IL-10) in žilnega endotelnega rastnega dejavnika (VEGF), ki 

nadzorujejo migracijo tumorskih celic. Imunosupresivni dejavniki namreč zavirajo 

delovanje imunskega sistema, kar je ena izmed glavnih lastnosti tumorskih celic. Helikaza 

RECQ1 torej vpliva na izražanje genov, ki so vpleteni v migracijo, invazijo in 

metastaziranje, kar so dokazali tudi Li in sod. (2014) (Hanahan in Weinberg, 2011; Thomas 

in sod., 2012; Li in sod., 2014; Tao in sod., 2014). Glede na rezultate raziskav v magistrski 

nalogi lahko zaključimo, da helikaza RECQ1 predstavlja odlično molekularno tarčo za 

zdravljenje rakavih bolnikov. Utišanje RECQ1 je vplivalo na proliferacijski potencial celic 

in zmanjšalo proliferacijo glioblastomskih celic tako in vitro kot in vivo v možganih 

zarodkov cebric. 

Primerjava ektopične in ortotopične ksenotransplantacije celic je pokazala, da 

glioblastomske celice najhitreje proliferirajo v možganih, kar je povezano tudi s hitrostjo 

napredovanja bolezni in visoko stopnjo smrtnosti bolnikov z GBM (Urbańska in sod., 2014). 

Na napredovanje glioblastoma močno vpliva mikrookolje v možganih. Celice mikroglije, 

možganski makrofagi in makrofagi, ki vdirajo v tumor, sestavljajo kar 30% mase tumorja. 

Interakcija astrocitov in endotelijskih celic z GBM sproži proces reaktivne glioze in 

angiogeneze. Mikrookolje GBM namreč lahko sproži pretvorbo normalnih astrocitov v 

reaktivne, le ti pa z izločanjem določenih snovi lahko vplivajo na biologijo tumorja. Rezultati 

raziskav kažejo na to, da možgansko mikrookolje prispeva k boljši rasti in širjenju GBM 

(Graeber in sod., 2002; Wu in sod., 2010; Alves in sod., 2011; Charles in sod., 2012). Tudi 

z rezultati naših raziskav smo dokazali, da celice GBM bolje proliferirajo v možganih kot v 

rumenjakovi vrečki zarodkov cebric. S tem smo pokazali, da je ortotopična implantacija 

glioblastomskih celic bolj primerna za raziskave proliferacije celic kot ektopična 

implantacija. Enake rezultate so dobili tudi Vittori in sod. (2015), ki so dokazali, da sta 

preživetje in proliferacija glioblastomskih celic boljša, če celice implantiramo v možgane. 

Možgani cebric za razliko od rumenjakove vrečke predstavljajo okolje, ki je bolj podobno 

tistemu v človeških možganih in prav zato so rezultati takšnih raziskav bolj relevantni. Poleg 

tega po nekaj dneh zaradi razvoja zarodka cebrice pride do skrčitve rumenjakove vrečke, kar 

se ne zgodi z možgani (Vittori in sod., 2015). Celice glioblastoma zelo redko metastazirajo 

izven možganov (Urbańska in sod., 2014), zato so raziskave v možganih in ne v rumenjakovi 

vrečki zarodkov cebric ključnega pomena. 
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Poskus proliferacije in vitro ter in vivo v možganih zarodkov cebric bi bilo smiselno 

podaljšati še za nekaj dni, saj so se statistično značilne razlike v proliferaciji celic pokazale 

prav na zadnji dan poskusa. Tako bi lahko še bolje ocenili, kakšen vpliv ima utišanje helikaze 

RECQ1 na proliferacijo celic U87-MG DsRed v daljšem časovnem obdobju. 

5.4 APOPTOZA CELIC U87-MG DSRED V MOŽGANIH ZARODKOV CEBRIC 

(Danio rerio) 

Apoptoza je proces celične smrti, ki je pomemben za normalen razvoj organizma ali kot 

obrambni mehanizem. Prva morfološka sprememba celic v procesu apoptoze je skrčitev 

celic in zgostitev citoplazme, medtem ko celični organeli ostanejo nedotaknjeni. Nato pride 

do kondenzacije in fragmentacije jedrne DNA, ki jima sledita še razpad jedra in nastanek 

apoptotskih telesc, ki jih fagocitirajo sosednje celice (Saraste in Pulkki, 2000; Elmore, 2007). 

V magistrski nalogi smo skušali ugotoviti, ali tudi tumorske celice v zarodkih cebric 

odmirajo v procesu apoptoze. Za ta poskus smo uporabili fluorescentno barvilo akridin 

oranžno, ki lahko preči celično membrano ter omogoča preprosto in hitro detekcijo 

apoptotičnih celic pri večjem številu zarodkov. Akridin oranžno obarva tako žive kot 

apoptotične celice. V živih celicah deluje kot indikator pH, saj se zadržuje v kislem okolju 

(v lizosomih in fagosomih), hkrati pa obarva tudi DNA in RNA. DNA se ob vezavi z akridin 

oranžnim obarva svetlo zeleno, RNA pa rdeče. Apoptotične celice se za razliko od živih 

celic obarvajo močneje in ob osvetlitvi z modro svetlobo svetijo svetlo zeleno (Mpoke in 

Wolfe, 1997; Han in Burgess, 2010; Sarkissian in sod., 2014). 

Pri vseh treh celičnih klonih smo zaznali apoptotične celice in sicer preko prekrivanja zelene 

(obarvanje celic z akridin oranžnim) in rdeče fluorescence (fluorescentni protein DsRed). 

Poleg tega so astrociti zarodkov bistveno manjši od celic U87-MG DsRed. Telo normalnih 

astrocitov meri približno 10 μm v premeru, telo glioblastomske celice pa vse do 60 μm 

(Kucheryavykh in sod., 2012). Apoptotične celice smo zaznali le pri nekaj zarodkih, zato 

rezultati tega poskusa niso statistično značilni. Zaradi odsotnosti statističnih razlik ne 

moremo trditi, da utišanje helikaze RECQ1 poveča nagnjenost glioblastomskih celic k 

apoptozi, torej lahko ovržemo tretjo hipotezo. Kljub temu bi bilo poskus smiselno ponoviti 

na večjem številu osebkov, saj bi tako lahko dobili drugačne rezultate. Pokazali smo, da je 

apoptoza razmeroma redek dogodek, vendar vseeno dovolj pogost, da smo ga zaznali. 

Futami in sod. (2008a) so ugotovili, da je utišanje RECQ1 z RNAi v različnih vrstah rakavih 

celic sprožilo proces mitotične katastrofe. Ker imajo številne rakave celice okvarjene 

nadzorne točke v celičnem ciklu, pomeni, da lahko s poškodovano DNA vstopijo v mitozo. 

Nato pride do zaustavitve celičnega cikla v času mitoze, saj ne pride do razvrščanja 

kromosomov na dva dela, kar povzroči mitotično celično smrt. Proces mitotične katastrofe 

pa je ključen dogodek pri zdravljenju s protirakavimi učinkovinami, ki poškodujejo DNA 

(Futami in sod., 2008a). Citotoksični učinki in razvoj rezistence so glavni problem 

zdravljenja z radioterapijo in kemoterapijo. Izražanje helikaze RECQ1 je povišano v 

številnih rakavih celicah, kar kaže na pomembno vlogo te helikaze DNA pri vzdrževanju 

genomske stabilnosti hitro proliferirajočih celic. Utišanje RECQ1 bi v kombinaciji s 
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standardnimi zdravljenji pripomoglo k povišanju poškodb DNA v rakavih celicah in 

posledično tudi k boljšemu učinku zdravljenja (Futami in sod., 2010; Brosh, 2013). 

Zdravljenje z malo interferenčno RNA (siRNA) preko RNA-interference ima številne 

prednosti, saj se siRNA specifično veže na tarčno informacijsko RNA (mRNA), sodeluje pri 

razgradnji tarčne mRNA in je stabilna v citoplazmi, kar pomeni, da so za zdravljenje 

potrebne nizke koncentracije siRNA (Futami in Furuichi, 2015). Poleg tega utišanje helikaze 

RECQ1 ne vpliva na normalne celice, kar so v raziskavah dokazali Futami in sod. (2008a).  

Rezultati imunocitokemijskega barvanja proti označevalcu Ki-67 in barvanja z barvilom 

akridin oranžno niso bili statistično značilni, zato ne moremo zaključiti ali je mehanizem, ki 

vpliva na zmanjšano proliferacijo utišanih celic shRNA, zmanjšan proliferacijski potencial 

ali mitotična celična smrt. Barvanje proti označevalcu Ki-67 nakazuje na zmanjšan 

proliferacijski potencial celic s trajno utišano helikazo RECQ1, vendar ni statistično 

značilno. Tudi barvanje z akridin oranžnim potrjuje odmiranje glioblastomskih celic z 

apoptozo, vendar smo zaznali premalo apoptotičnih celic pri kateremkoli celičnem klonu, da 

bi lahko trdili, da je zmanjšana proliferacija posledica mitotične celične smrti. 

5.5 POTOVANJE GLIOBLASTOMSKIH CELIC V POSKUSU IN VIVO 

Večina glioblastomov se pojavi v hemisferah velikih možganov, redki v možganskem deblu, 

izjemoma pa tudi v malih možganih in v hrbtenjači (Bruce in Kennedy, 2009; Ocvirk, 2009). 

Metastaze GBM izven možganov so izjemno redke in se pojavljajo s frekvenco 0,44%. Preko 

cerebrospinalne tekočine ali krvi metastaze GBM potujejo do vranice, popljučnice, pljuč, 

limfnih vozlov, jeter, kosti, trebušne slinavke in tankega črevesa. Glavni razlogi za nizko 

pojavnost glioblastomskih metastaz so verjetno prisotnost krvno-možganske bariere, 

odsotnost limfnih žil v možganih, hitra rast tumorja in kratek potek bolezni (Robert in 

Wastie, 2008; Urbańska in sod., 2014). 

V poskusu in vivo smo opazili potovanje glioblastomskih celic U87-MG DsRed (divji tip) v 

posteriorni del dva dneva starega zarodka cebrice, pri katerem se je krvno-možganska bariera 

še razvijala (Fleming in sod., 2013). V našem poskusu smo potovanje celic v posteriorni 

smeri opazili že tretji dan po oploditvi, vendar ni šlo za metastaziranje, temveč za invazijo. 

Invazija celic običajno poteka po živčnih traktih v belini ali po površini krvnih žil, prav 

infiltrirajoča rast v okoliško tkivo v možganih pa je ena izmed lastnosti glioblastoma, ki 

onemogoči popolno kirurško odstranitev tumorja in vpliva na slabo prognozo bolnikov (Gole 

in sod., 2012; Gritsenko in sod., 2012). Invazijo celic iz možganov po hrbtenjači v 

posteriorni smeri zarodkov cebric so opazili tudi v drugih raziskavah, celice pa naj bi 

potovale s hitrostjo nekaj sto mikrometrov na dan (Vittori in sod., 2015; Vittori in sod., 

2016), kar smo dokazali tudi v našem primeru. Celic U87-MG DsRed nismo opazili izven 

centralnega živčnega sistema, kar kaže na to, da celice ne potujejo znotraj ožilja in sovpada 

z opažanji pri ljudeh (Bernstein in Woodard, 1995; Gritsenko in sod., 2012; Vittori in sod., 

2016). Vittori in sod. (2016) so uspeli pokazati, da invazija glioblastomskih celic poteka po 

centralnem kanalu v hrbtenjači. Potovanje celic GBM poteka podobno kot potovanje 

mezenhimskih celic in sicer s pomočjo psevdopodijev. Potuje lahko posamezna celica ali pa 
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veriga celic, kar se je zgodilo v našem primeru (Friedl in Wolf, 2003; Gole in sod., 2012). 

Dejstvo, da smo invazijo celic opazili le pri enem od 171 osebkov z implantiranimi celicami 

U87-MG DsRed v možganih, je lahko povezano z mielinizacijo aksonov, saj se mielinska 

ovojnica v centralnem živčnem sistemu cebric razvije med 4. in 7. dnem po oploditvi, prav 

aksoni pa so ena izmed poti invazije (Brösamle in Halpern, 2002; Gritsenko in sod., 2012). 

Raziskava Vittori in sod. (2016) je pokazala, da je invazija glioblastomskih celic U87-MG 

DsRed dokaj pogost dogodek, saj so potovanje teh celic v posteriorni smeri opazili pri tretjini 

(35% ± 5%) vseh osebkov z injiciranimi celicami GBM. 

Iz rezultatov, pridobljenih v sklopu magistrske naloge, lahko zaključimo, da so cebrice 

primeren modelni organizem za ksenotransplantacijo glioblastomskih celic in da je za 

opazovanje proliferacije celic U87-MG DsRed potrebna implantacija teh celic v možgane 

zarodkov cebric. Z in vitro ter in vivo poskusi smo pokazali, da utišanje helikaze RECQ1 z 

RNA-interferenco vpliva na proliferacijo glioblastomskih celic, zato RECQ1 lahko 

smatramo kot potencialno tarčo za zdravljenje bolnikov z glioblastomom. Rezultati, 

pridobljeni v sklopu magistrske naloge, so lahko osnova za nadaljnje raziskave na področju 

proliferacije glioblastomskih celic v zarodkih cebric. Razumevanje mehanizma, preko 

katerega utišanje helikaze RECQ1 vpliva na proliferacijo celic in načina dostave siRNA do 

glioblastomskih celic v možganih zarodkov cebric, bi pripomoglo k razvoju novih tarčnih 

zdravil, ki bi v kombinaciji s standardnim zdravljenjem privedli do višje stopnje preživetja 

bolnikov z glioblastomom. 
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6 SKLEPI 

V tej nalogi smo ovrednotili vpliv utišanja helikaze RECQ1 na proliferacijo glioblastomskih 

celic in na podlagi pridobljenih rezultatov lahko zaključimo: 

 Utišanje helikaze RECQ1 zmanjša proliferacijo celic GBM in vitro. 

 

 Utišanje helikaze RECQ1 zmanjša proliferacijo celic in vivo v možganih zarodkov 

cebric. 

 

 Razlike v proliferaciji celic U87-MG DsRed v možganih zarodkov cebric sovpadajo 

z rezultati poskusov in vitro, kar pomeni, da so poskusi in vivo v možganih primerni 

za potrjevanje poskusov in vitro, ter da so rezultati poskusov in vitro relevantni. 

 

 Mesto ksenotransplantacije (rumenjakova vrečka ali možgani) vpliva na proliferacijo 

glioblastomskih celic v zarodkih cebric. Proliferacija celic U87-MG DsRed je boljša 

v možganih, zato je ortotopična ksenotransplantacija zarodkov cebric bolj primerna 

za opazovanje proliferacije globlastomskih celic od ektopične ksenotransplantacije. 

 

 Utišanje helikaze RECQ1 vpliva na proliferacijo celic U87-MG DsRed, vendar 

zaradi odsotnosti statističnih razlik ne moremo potrditi ali je zmanjšana proliferacija 

posledica povišane stopnje apoptoze ali zmanjšanega proliferacijskega potenciala 

celic. 

 

 Glioblastomske celice lahko iz možganov po hrbtenjači potujejo v posteriorni del 

zarodka cebrice. 
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7 POVZETEK 

Cebrice (Danio rerio) so izredno pomemben modelni organizem za raziskovanje človeških 

bolezni, še posebej za raziskovanje tumorjev. Cebrice imajo podoben vzorec izražanja genov 

v rakavih celicah kot ljudje, kar je poleg prosojnosti zarodkov njihova glavna prednost. 

Ksenotransplantacija fluorescentno označenih tumorskih celic omogoča opazovanje le teh v 

živih zarodkih. V našem poskusu smo se osredotočili na proliferacijo glioblastomskih celic 

U87-MG DsRed. Glioblastom je najpogostejši možganski tumor in zaradi številnih malignih 

lastnosti, med katere sodi tudi nekontrolirana proliferacija celic, tudi tumor z najvišjo stopnjo 

smrtnosti. Povprečna doba preživetja bolnikov z GBM je kljub zdravljenju izredno kratka, 

zato so novi terapevtski pristopi nujno potrebni. V poskusih za magistrsko nalogo smo se 

osredotočili na helikazo RECQ1, ki sodeluje pri replikaciji in popravljanju DNA ter na ta 

način ohranja stabilnost genoma in posredno vpliva tudi na proliferacijo celic. Izražanje te 

helikaze je v številnih rakavih celicah, tudi v glioblastomskih, povišano. Celice GBM imajo 

namreč številne mutacije v genih in okvarjene nadzorne točke v celičnem ciklu, zato morajo 

poškodbe DNA popraviti pred prehodom v mitozo. Povišano izražanje gena za RECQ1 

omogoči popravilo poškodb na DNA pred mitozo, saj pri rakavih celicah ne pride do 

zaustavitve celičnega cikla, ki normalnim celicam omogoča popravilo napak na DNA. 

Zanimalo nas je, ali bo utišanje helikaze RECQ1 z RNA-interferenco vplivalo na 

proliferacijo celic GBM. V poskusih smo uporabili tri celične klone – celice divjega tipa, 

celice s trajno utišano helikazo RECQ1 (shRNA) in celice, ki imajo vstavljen prazen vektor 

in služijo kot kontrola za utišane celice. Najprej smo izvedli poskus in vitro v mikrotitrskih 

ploščah in ugotovili, da utišanje RECQ1 zniža proliferacijo celic GBM. Nato smo za 

ugotavljanje deleža proliferirajočih celic imunocitokemijsko obarvali protein Ki-67, ki se 

izraža samo v aktivnih fazah celičnega cikla. Med celičnimi kloni nismo zaznali statistično 

značilnih razlik v deležu proliferirajočih celic. Ker poskus in vitro poteka v umetnem okolju 

in tako ne odraža razmer znotraj živega organizma, smo tumorske celice injicirali še v 

zarodke cebric in sicer v rumenjakovo vrečko ter možgane. Tudi tu smo proliferacijo celic 

spremljali preko jakosti fluorescence celic GBM in ugotovili, da pri ortotopični implantaciji 

najslabše proliferirajo celice z utišano helikazo RECQ1, medtem ko pri ektopični 

implantaciji vsi kloni kažejo nizko proliferacijo. Rezultati tega poskusa kažejo na to, da na 

proliferacijo glioblastomskih celic vpliva mikrookolje v možganih zarodkov, rezultati 

merjenja proliferacije v možganih pa sovpadajo s tistimi, pridobljenimi v poskusu in vitro. 

Nazadnje smo preverili, ali utišanje helikaze RECQ1 poviša podvrženost celic k apoptozi in 

vivo v možganih zarodkov cebric. Razlik v številu apoptotičnih celic pri posameznem 

celičnem klonu nismo zaznali, delež apoptotičnih celic pa je bil nizek, kar ne potrjuje 

mitotične celične smrti kot mehanizma vpliva utišanja RECQ1 na proliferacijo, čeprav je 

možno tudi, da gre zgolj za preveč kratkotrajen in preredek dogodek, da bi ga lahko merili z 

izbrano metodo. 

Rezultati naših poskusov kažejo na RECQ1 kot potencialno molekularno tarčo in poudarjajo 

pomembnost nadaljnjih raziskav za uporabo RNA-interference v zdravljenju rakavih 

bolnikov. 
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PRILOGE 

Priloga A. Preglednica s prvotnimi fluorescenčnimi kanali slik barvanja zarodkov cebric z akridin oranžnim, 

ki smo jih za prikaz v Rezultatih (poglavje 4.4) obdelali s programoma GIMP in Adobe Photoshop. Merilo: 

200 μm. 
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Priloga B. Preglednica s prvotnima slikama zarodka cebrice, pri katerem smo opazili potovanje tumorskih 

celic v posteriorni smeri. Levo je presevna slika zarodka cebrice, desno pa fluorescenčna slika glioblastomskih 

celic. Združeno sliko, prikazano v Rezultatih (poglavje 4.5) smo obdelali s programoma GIMP in Adobe 

Photoshop. Merilo: 200 μm. 

  

 

 


