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Multiformni glioblastom (angl. Glioblastoma multiforme; GBM) je najbolj agresiven
mozganski tumor, ki ga je z operacijo in obsevanji tezko odstraniti, saj posamezne celice
infiltrirajo v okolisko zdravo mozganovino. Cilj zdravljenja je zato ucinkovito uniciti
glavno tumorsko maso skupaj z infiltriranimi rakastimi celicami v okoliski moZganovini.
Druga lastnost GBM je njegova heterogenost. Sestavlja ga vec razli¢nih celi¢nih tipov, ki se
med seboj razlikujejo po morfologiji, hitrosti rasti, stopnji malignosti in invazivnosti. Pri
zdravljenju raka danes najve¢ obetajo mezenhimske mati¢ne celice (MMC), saj po
implantaciji dokazano migrirajo k tumorju in v samo tumorsko maso. Zaradi te in drugih
lastnosti bi lahko genetsko spremenjene MMC uporabili kot transportno sredstvo za vnos
protirakave ucinkovine do tumorskih celic. Namen diplomske naloge je bil ovrednotiti
medsebojni vpliv MMC (MMCI1 in MMC2) in celi¢nih linij GBM (U373, U251 in U87) v
ko-kulturah ter z uporabo kondicioniranih gojis¢ (CM). Analizirali smo rastni odziv celic,
prisotnost mikrojeder (MJ) v celicah ter pojav apoptoze. Preverjali smo stopnjo proliferacije
vseh petih celi¢nih linij pri razli¢ni koli¢ini seruma (FBS) v gojis€u. Proliferacija MMC se
je stopnjevala sorazmerno s povecevanjem koli¢ine seruma v gojis¢u. Rast MMC je bila
najvecja v gojiscu z 20 % seruma, kar kaze na njihovo specifi¢no zahtevnost. Celi¢ne linije
GBM pa so stopnjevale rast do 10 % FBS v gojis¢u, med tem, ko je 20 % serum nanje
deloval zaviralno. To kaZe na prilagodljivost metabolizma celic GBM, ki so sposobne rasti
tudi v manj optimalnih pogojih, kot je sredica tumorja, kjer vlada hipoksija in pomanjkanje
hranil. Dokazali smo, da celice GBM stimulirajo rast MMC, medtem ko MMC zavirajo rast
GBM. Inhibicijo rasti smo opazili tudi v ko-kulturah razli¢nih linij GBM. CM celic GBM
zmanjSuje pojav MJ in apoptoticnih celic pri MMC, enako tudi CM MMC deluje na celice
GBM. Nasprotno pa CM celic U87 poveca Stevilo MJ v celicah U373 in U251 kar kaze na
obstoj hierarhije tudi med linijami GBM.
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Glioblastoma multiforme (GBM) is the most agressive brain tumor, hard to remove by surgery
and radiation due to a single cell invasion into healty surrounding brain tissue. The aim of
developing therapies is therefore effective destruction of the tumor mass together with the
elimination of all infiltrated cancer cells. Another feature of GBM is its heterogeneity. GBM
consists of different cell types which differ in morphology, growth rate, degree of malignancy
and invasiveness. In the treatment of cancer, mesenchymal stem cells (MSC) seem to be the
most promising, due to their proven ability to migrate and infiltrate the tumor. Considering all
these features, genetically modified MSC could be used as a transport vehicle for anti-cancer
drug delivery to tumor cells. The purpose of this study was to evaluate the interaction of MSC
(MSC1 and MSC2) and GBM cell lines (U373, U251 and U87) in co-cultures and the impact
of conditioned media (CM). Cell growth response, the presence of micronucleus (MN) in the
cells and the occurrence of apoptosis were analyzed. Proliferation response of all five cell lines
to different amounts of serum (FBS) in medium was also evaluated. We found higher MSC
proliferation in proportion to the increasing quantities of serum in the medium. MSC cells were
growing best in 20 % serum, displaying their high nutrient demand. Meanwhile, GBM cell
lines increased their growth in 10 % serum, whereas 20 % serum inhibited their growth. This
demonstrates the flexibility of GBM’s metabolism, which in vivo is necessary for cells to
survive in hipoxic and nutrient deprived regions of the tumor. Further, we proved that GBM
cells stimulate MSC cell growth while MSC cells inhibit the growth of GBM cells just as well
as GBM cell lines inhibit growth among themselves. CM of GBM cells reduces the incidence
of MN and apoptotic cells in MSC. Similar CM effect of GBM cells was noticed in MSC,
whereas the CM of U87 cells increased the presence of MN in U373 and U251 implying on
hierarchy among GBM cell lines.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

A absorbanca

AF barvilo Aleksa Fluor (sekundarno protitelo)

ATCC zbirka celi¢nih linij (angl. American Type Culture Collection)

BSA albumini iz govejega seruma (angl. Bovine Serum Albumin)
CM Kodicionirano gojis¢e (angl. Conditioned Medium)

CO, ogljikov dioksid

DAPI barvilo 4',6-diamidin-2-fenilindiol

dH,0 destilirana voda

DMEM | Dulbeccov modificirano gojisée za gojenje celic (angl. Dulbecco's Modified
Eagle Medium)

DMSO dimetil sulfoksid (angl. dimethysulfoxide)

FBS zarodni telecji/goveji serum (angl. Fetal Bovine Serum)

GBM mozganski tumor (angl. glioblastoma multiforme)

IL interlevkin

Ki-67 monoklonsko primarno protitelo proti proteinu Ki-67

kont kontrola

MC matic¢na celica

MEM osnovno gojisce za gojenje celi¢nih kultur (angl. Minimum Essential Medium)

MJ mikrojedro

MMC humana (¢loveska) mezenhimska mati¢na celica (angl. Mesenchymal stem
cell; MMC)

MTT raztopina za  kolorimetricen  test  (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide)

NMC nevroepitelijska mati¢na celica

nm nanometer

PBS fosfatni pufer s soljo (angl. Phosphate Buffered Saline)

plosce plosce za gojenje celic s 24 vdolbinami, proizvajalec Becton Dickinson
BD

PS Penicillin streptomicin

T25 plastenka za celi¢ne kulture s povrsino 25cm?

TGF- B Transformirajoci rastni dejavnik (angl. Transforming growth factor)

vrt./min | vrtljaji na minuto
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SLOVARCEK

POJEM

RAZLAGA

Angiogeneza

Angiogeneza je fizioloski proces rasti novih zil iz Ze obstojecih zil s
pomocjo angiogenih faktorjev. Angiogenza poteka tudi kot odgovor na
tumorske celice in je pomembna terapevtska tarca pri zdravljenju
malignih neoplazem.

Apoptoza

Apoptoza je eden od tipov programirane celi¢ne smrti. Proces apoptoze
lahko sprozijo zunanji dejavniki (aktivatorji), ki se vezejo na
membranske receptorje, ali pa znotrajcelini signali, ki delujejo na
mitohondrije. Za normalno delovanje organizma je apoptoza nujno
potrebna, saj se s tem odstranjujejo celice, ki so okuzene, imajo
poskodovano DNA, so rakasto spremenjene ali so odvecne (npr. pri
razvoju organov pri zarodku). Odsotnost apoptoze pri odstranjevanju
tovrstnih celic vodi v razli¢na obolenja.

Astrocit

Celica zvezdaste oblike, ki je pri sesalcih velinoma prisotna Vv
centralnem zivénem sistemu, kjer tvori razvejitev mozganov in
mozganske zile; hkrati pa je eden izmed gradnikov krvno-mozganske
pregrade.

Benigen

Nenevaren, neskodljiv.

Celi¢na linija

Definirana celi¢na populacija, ki jo daljSe casovno obdobje ohranjamo v
kulturi in vitro. Po navadi pri teh celicah pride do spontane
transformacije oz. dediferenciacije v bolj primitivno obliko, kar podaljsa
zivljenjsko dobo celic.

Celi¢na terapija

Zdravljenje s presaditvijo razliénih celi¢nih vrst. Ce gre za matiéne
celice te veinoma usmerimo v razvoj konéno diferenciranih celic, ki jih
potrebujemo, da z njimi »popravimo« okvarjene celice ali tkiva.
Terapija s celicami je poleg genske terapije in tkivnega inZenirstva tretja
vrsta naprednega zdravljenja.

Citokin

Citokini so topni izlocki celic, ki omogocajo medceli¢no komunikacijo,
spodbudijo imunski odziv in razmnoZevanje celic. Nekateri jih delijo v
tri skupine, t.j. limfokine (izlo¢ajo jih limfociti), interlevkine (v glavhem
naj bi delovali na levkocite) in kemokine (ki naj bi posredovali
kemotakso med celicami), vendar je ta razdelitev dandanes neustrezna,
ker imajo mnogi citokini meSano delovanje vseh treh skupin.

Diferenciacija (celic)

Proces, v katerem se manj specializirana celica razvije v bolj
specializirano.

Domovanje MMC

MSC homing)

(angl.

Proces, pri katerem MMC kot odgovor na kemokine potujejo ven iz ni$
mati¢nih celic, migrirajo do mesta poskodbe, tam pa vdirajo v
poskodovano tkivo.

Embrionalna mati¢na celica

Pluripotentna linija mati¢nih celic, ki izhajajo iz zgodnjega zarodka (~5
dan), preden se tvorijo embrionalne plasti.

Fetalni goveji serum

Obicajen dodatek k gojis€em za gojenje celic, ki se pridobiva iz seruma
nerojenih telet. Vsebuje razne rastne dejavnike. Kot dodatek k gojiséem
se uporablja zato, ker vsebuje malo protiteles in veliko rastnih faktorjev.
Glavna komponenta je globularni protein serumski albumin (BSA),
vsebuje pa tudi veliko drugih proteinov, ki ugodno wvplivajo na
prezivetje, rast in proliferacijo celic v kulturi.

Gensko zdravljenje (genska
terapija)

Gensko zdravljenje je vrsta naprednega zdravljenja. Z gensko terapijo
umestimo zdrave in funkcionalne gene v celice osebe, ki ima te gene
okvarjene zaradi dolo¢ene bolezni.

Gliacelica

Podporna celica v centralnem Zivénem sistemu.

Glioblastom

Najbolj maligna oblika gliomov, ki lahko nastane preko predhodno manj

malignih vrst astrocitomov ali neposredno, posebno pri starejsih
bolnikih.
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Herniacija v moZganih

Stanje, ko so mozgani, cerebrospinalna tekoc¢ina in krvne Zile potisnjene
ven iz obiCajnega mesta.

Invazija

Sposobnost §irjenja, vdora (tumorskih) celic, v (normalno, zdravo)
okolisko tkivo. Tudi sploSen izraz za vdor, infiltracijo celic v tkivo.
Celi¢na invazija je na splosno pomemben dogodek v progresivni,
nekontrolirani proliferaciji tumorskih celic.

In vivo

V zivem; izraz se v naravoslovju uporablja za procese, ki potekajo
znotraj zivega organizma.

In vitro

Izven zivega; izraz se v naravoslovju uporablja za poskuse in procese, ki
potekajo zunaj Zivega organizma.

Ko-kulture

Gojenje dveh razli¢nih celi¢nih linij skupaj, v istih pogojih, locenih S
filtrom, prepustnim za molekule, ne pa celice. Uporabljajo jih za
ugotavljanje medsebojih celi¢nih ucinkov.

Kondicionirano gojisce
(angl. Conditioned medium;
CM)

Gojisce, v katerem so rastoce celice izlocile razlicne molekule, kot so:
citokini, interlevkini in rastni faktorji.

Konfluenca

Zlivanje, prerai¢enost dna gojilne posodice s celicami. Ce so celice
konfluentne, pomeni, da so popolnoma prerasle dno plastenke.

Kostni mozeg

Mehko tkivo, ki se nahaja zlasti v plo$¢atih kosteh, kot so medenica,
prsnica, lobanja, rebra, hrbteni¢na vretenca in lopatica, ter v gobastem
tkivu dolgih Kkosti (stegnenica, nadlahtnica). V kostnem mozgu poteka
hematopoeza.

Maligen

Celica oziroma skupina celic izgubi zmoznost strukturne diferenciacije,
postanejo invazivne in tvorijo metastaze.

Mati¢na celica (MC)

Matic¢na celica (MC) je nediferencirana celica v zivih bitjih, ki ima dve
kljucni lastnosti: lastnost samoobnavljanja in lastnost pluripotentnosti.
MC se samoobnavlja z nesimetri¢no delitvijo, pri ¢emer nastaneta ena
njej enaka in druga, bolj diferencirana hcerinska celica. Ta ima manjsi
razvojni potencial od prve, ker je bolj diferencirana. Samoobnavljanje
omogoca vzdrZevanje populacije mati¢nih celic v konstantnem Stevilu.

Mezenhimska mati¢na

celica (MMC)

Mezenhimske mati¢ne celice spadajo med stromalne celice kostnega
mozga in imajo dvojno vlogo: a) predstavljajo izvor celic nekrvotvornih
tkiv in b) so hkrati hranilne in podporne celice za rast in diferenciacijo
krvotvornih ali krvnih celic in ostalih tkiv, saj sintetizirajo razli¢ne
komponente zunajceli¢nega matriksa in razlicne rastne dejavnike. So
zelo uporabne za zdravljenje v regenerativni medicini, pa tudi za
zdravljenje avtoimunskih bolezni. Najve¢ se jih nahaja v kostnem
mozgu.

Neoplazma

Nenormalna, nova rast tkiva.

Nisa matic¢ne celice

Celi¢no mikrookolje, ki nudi podporo in drazljaje, ki so nujno potrebni
za ohranjanje samoobnovitvenega potenciala mati¢nih celic (MC).
Poznanih je ve¢ vrst ni§ mati¢nih celic, ki se med seboj razlikujejo po
celicnem in biokemi¢nem okolju. Znane so razli¢ne niSe, npr. niSe
mezenhimskih MC ter posebne vrste nis rakavih MC.

Pasaza

Presaditev celic v celi¢ni kulturi; ponavadi presaditev opravimo, ko
celice v kulturi popolnoma prerastejo dno gojitvene plastenke (t.i.
konfluentno stanje).

Plastié¢nost

Sposobnost tkivnih mati¢nih celic (MC odraslega), da se spremenijo v
celico drugega kli¢nega lista ali da se spremenijo v odrasle celice
drugega tkiva, kamor jih pred tem prenesemo. Te znacilnosti pokazejo
tkivne mati¢ne celice kot odgovor na fizioloske potrebe ali drazljaje.

Pluripotentna mati¢na

celica

Celica, sposobna tvoriti vse telesne celice, vkljuéno z germinalnimi
celicami, in nekaj ali vsa ekstraembrionalna tkiva. TakSne so npr.
embrionalne in mezenhimske mati¢ne celice.

Potentnost

Obseg moznosti za konéno diferenciacijo celic. Poznamo toti-, pluri-,
multi- in unipotentne (mati¢ne) celice.
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XV

Povrsinski oznacevalci

Proteini na povrSini celice, ki so znacilni za dolocen tip celic. Zaznamo
jih z uporabo barvil, z barvili oznacenih protiteles ali z drugimi
detekcijskimi metodami.

Proliferacija (celi¢na)

Podvojevanje celic, njihova rast in razvoj. Rast in delitev celic
imenujemo tudi celi¢ni cikel, ki ima ve¢ faz. V fazi G1 se sintetizirajo
razliéni encimi, potrebni za podvojevanje DNA. V naslednji fazi S se
DNA oblikuje v dva enaka seta kromosomov. V tretji fazi G2 se
sintetizirajo proteini mikrotubulov, potrebni za delitev (mitozo). V Cetrti
fazi M pride do delitve jedra in citoplazme in nastanka nove membrane.
Faza M; mitoza je sestavljena iz zaporedja profaze, prometafaze,
metafaze, anafaze in telofaze, ki jim sledi citokineza (delitev
citoplazme).

Rakava (tumorska) mati¢na
celica

Samoobnavljajoca se celica, ki je odgovorna za ohranjanje, rast in
metastaziranje tumorja. Tumorske mati¢ne celice, ki jih je mozno
identificirati pri nekaterih levkemijah in ¢vrstih tumorjih, so potencialne
terapevtske tarce pri zdravljenju raka, ker so najbolj odporne na terapijo.

Rastni dejavnik

Rastni dejavniki so molekule, ki delujejo preko specifi¢nih receptorjev
na povrsini celice. Spadajo v skupino citokinov. Ce se rastni dejavnik
sprosti v kri, lahko deluje na oddaljene tarée (endokrini nacin
delovanja), na sosednje celice (parakrini nacin delovanja) ali celo deluje
tudi na samo celico, ki ga izlo¢a (avtokrino delovanje).

(Replikativna) senescenca

Ireverzibilna izguba proliferativne sposobnosti celic, ki je klju¢na za
prezivetje.

Samoobnavljanje
(samopomnoZevanje)

Posebna sposobnost mati¢ne celice, da s celi¢no delitvijo nastane vsaj
ena hcerinska celica, ki je popolnoma enaka materinski in ima enako
latentno sposobnost diferenciacije. VzdrZzevanje mati¢nosti je rezultat
sodelovanja S$tevilnih mehanizmov in izraZenosti t.i. pluripotentnih
genov. Celi¢na delitev je ponavadi asimetri¢na in zato se druga potomka
lahko usmeri v dolo¢eno smer razvoja.

Tkivno inZenirstvo

Uporaba celic, biokemi¢nih dejavnikov, sinteti¢nih nadomestkov in
inzenirskih metod za izboljSanje bioloske funkcije poskodovanega tkiva
0z. organa.

Transdeterminacija

Proces, pri katerem se predniSke mati¢ne celice ene usmeritve nenadoma
spremenijo v celice druge predniske usmeritve, npr. iz mezodermalnih
nastanejo ektodermalne prednice.

Transdiferenciacija

Proces, pri katerem se tkivne mati¢ne celice iz enega tkiva odraslega
spremenijo (oz. diferencirajo) v specializirane celice drugega tkiva.

Transdukcija

Prenos gena iz ene v drugo bakterijo s pomocjo bakteriofaga (vrsta
virusa). Z usmerjeno transdukcijo lahko prenesemo specificne gene v
gostiteljev kromosom.

Transformacija

Sprememba v obliki, strukturi in funkciji. Maligna transformacija:
sprememba normalne celice v maligno, ponavadi to pomeni, da celica
pridobi sposobnost neskonénega pomnozevanja.

Tripsin

Encim, ki razgrajuje proteine. Velikokrat ga uporabljamo za lo¢evanje
celic v celi¢ni kulturi od podlage.

Tumor-supresorski geni

Geni, ki zaviralno regulirajo delitve celic, in s tem potencialno tudi
razvoj tumorja. Mutacije v teh genih vedinoma povzro¢ijo maligno
transformacijo celic in njihovo nenadzorovano delitev.

VIR: RoZman in Jez, 2010
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1 UVvOD

NajpogostejSe bolezni cloveske populacije v sodobnem svetu so rak, bolezni srca in
krvozilnega sistema ter bolezni psihi¢nega izvora. Ne povzrocajo jih mikroorganizmi in
niso nalezljive, pa vendar njihova pogostost naras¢a. So posledica hitrega tempa zivljenja,
napacnega nacina prehranjevanja, premalo gibanja in stresa, ki je postal vsakdanji
spremljevalec ljudi. Rak tako ostaja eden glavnih vzrokov smrtnosti in obolevnosti po
svetu. Ce se bo trend nadaljeval, bo prav kmalu, glede na umrljivost, s prvega mesta
izpodrinil sréno-zilna obolenja. Zato je veliko raziskav usmerjenih k iskanju novih in
ucinkovitejSih zdravil za omejevanje te bolezni.

Tkivno inZenirstvo, regenerativna medicina in celi¢na terapija so multidisciplinarne vede,
ki s svojim pristopom predstavljajo novo upanje v zdravstvu. Ponujajo mozZnost
regeneracije poskodovanih tkiv in organov ter moznost povrnitve njihove normalne
funkcije in strukture. Gre torej za ustvarjanje zivih, funkcionalnih tkiv za zdravljenje
poskodb tkiv ali organov, ki ne funkcionirajo vec zaradi starosti, poskodb ali bolezni (Rada
in sod., 2009).

Matic¢ne celice ohranjamo v sebi vse zivljenje. Omogocajo nam, da se nasa tkiva in organi,
kljub Stevilnim tkivnim poskodbam in okvaram, do katerih prihaja v vsakdanjem zivljenju,
regenerirajo. V zadnjem desetletju je postalo jasno, da se nahajajo v vseh tkivih odraslega
Cloveka, iz katerih jih je mogoce tudi izolirati. Z njimi lahko zdravimo dolocene
degenerativne, rakave in druge bolezni. Mezenhimske mati¢ne celice (MMC; angl.
mesenchymal stem cells), s katerimi sem izvajala poskuse, lahko izoliramo iz tkiv
odraslega Cloveka, v nasem primeru iz kostnega mozga. So sposobne pritrjevanja na
podlago, razmeroma preprosto jih lahko gojimo, namnozimo ter ohranjamo v
nediferencirani obliki v pogojih in vitro. Njihovo pridobivanje tudi ni eti¢no sporno. Lahko
jih je gensko modificirati in delujejo imunosupresivno. Zaradi teh in drugih lastnosti
predstavljajo velik up v tkivnem inZenirstvu, genski terapiji in imunoterapiji.

Glioblastomi (GBM) so najpogostejSa in najbolj maligna oblika mozganskih tumorjev.
Kljub modernim diagnosti¢nim metodam in zdravljenju je stopnja prezivetja bolnikov s
tako obliko tumorja majhna, predvsem zaradi visoke invazivnosti tumorskih celic. Popolno
operativno odstranitev tumorja onemogoca infiltracija glioblastomskih celic v okoliSko
mozganovino, ki poteka kot invazija posami¢nih tumorskih celic v zdravo mozZgansko
tkivo (Jeric, 2010).

Z raziskavami na podro¢ju interakcij med mezenhimskimi mati¢nimi celicami in
glioblastomskimi celi¢nimi linijami Zelimo pridobiti nove informacije glede njihovega
odziva v direktnih in indirektnih ko-kulturah. Te informacije bodo pripomogle k razvijanju
novih metod za zdravljenje GBM. Glioblastomi izlo¢ajo citokine (kemokine), zaradi
katerih MMC aktivno migrirajo na mesta, kjer se tumor nahaja, in tam vdirajo v tumorsko
tkivo (Kidd in sod., 2009). Zaradi te in drugih lastnosti bi bile MMC zelo uporabne v
celi¢ni terapiji, kot dostavni sistem za razli¢ne protitumorske ucinkovine (Nakamura in
sod., 2004).
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1.1 NAMEN DELA IN DELOVNE HIPOTEZE

Osnovni namen diplomske naloge je bil ovrednotiti vpliv humanih mezenhimskih mati¢nih
celic (MMC) dveh razlicnih donorjev na proliferacijo, kromosomsko nestabilnost in
apoptozo pri treh razliénih glioblastomskih celi¢nih linijah (GBM) in obratno, vpliv treh
razliénih linij GBM na MMC ter vpliv celic U87 na celice U373 in U251 in obratno.
Vplive smo preverjali v indirektnih ko-kulturah in s kondicioniranim gojis¢em (CM), ki
ponazarja parakrino komunikacijo med celicami. V diplomski nalogi smo analizirali:

1.

Vpliv koli¢ine seruma v gojiscu na proliferacijo dveh klonov MMC (MMCI in
MMC2) in treh klonov GBM (U87, U373, U251).

Med skupinama celic MMC in GBM pri¢akujemo razlike v odzivu na vsebnost
seruma v gojis¢u. MMC so bolj zahtevne in obcutljive glede hranil za svojo rast
in metabolizem, zato jih potrebujejo vec. Celice GBM pa so prilagodljivejse in
manj zahtevne, saj morajo svojo rast prilagoditi specifi¢nim pogojem v tumorju,
kot je pomanjkanje kisika in hranil ter s svojo rastjo prehiteti normalne celice v
tkivu.

Vpliv ko-kultur in kondicioniranih goji$¢ na proliferacijo celic.

Iz prej$njih objav vemo, da celice GBM z izloCanjem citokinov (kemokinov)
privlatijo MMC, pove€ajo njihovo invazivnost in proliferacijo. Zato smo
predvidevali, da se bo proliferacija MMC, ob prisotnosti celic in kondicijskega
gojis¢a GBM, povecala. Glede na dosedanje rezultate raziskav, predvidevamo
tudi, da humane MMC zmanjsajo proliferacijo celic GBM. Predpostavljamo, da
se bo to izkazalo tako v indirektnih ko-kulturah kot v poskusu s CM.

Pri vplivu celic U87 (GBM) na U251 in U373 (GBM) ter obratno smo postavili
hipotezo, da lahko razli¢ne linije GBM, zaradi razli¢ne objavljene metabolne
aktivnosti, razli¢no delujejo med sabo na rast. Iz objav tudi vemo, da so in vivo
tumorji sestavljeni iz mase heterogenih celic, ki se med sabo razlikujejo v
hitrosti proliferacije. Zato tukaj predvidevamo, da bodo dolo¢ene celice GBM
vplivale na rast ostalih celic GBM, tako v ko-kulturah, kot v poskusu s CM in
vitro.

Vpliv kondicioniranega gojiS¢a celi¢nih linij na kromosomsko nestabilnost (pojav
mikrojeder; MJ) in pogostost apoptoze pri celicah.

Pri vplivu celic GBM na MMC pri¢akujemo spremembo Stevila MJ in pojava
apoptoze, saj je znano, da imajo celice GBM zelo nestabilen genom. Iz objav
vemo, da MMC potujejo na mesto poskodb in vnetja kjer aktivno sodelujejo pri
regeneraciji tkiva, zato smo postavili hipotezo, da bodo MMC vplivale na
pogostost pojavljanja MJ in apoptoti¢nih celic pri U87 (GBM).

Podobno smo postavili hipotezo pri celi¢nih linijah GBM, da bodo celi¢ne linije
med seboj vplivale na prisotnost MJ in apoptoti¢nih celic.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 MATICNE CELICE

Celice, ki se v ¢loveskem telesu ohranjajo vse zivljenje in omogocajo, da se tkiva in organi
obnavljajo, imenujemo mati¢ne celice (angl. stem cells; MC). So malostevilne
nediferencirane celice, po obliki podobne majhnim limfocitom, sposobne dolgotrajnega
asimetri¢nega deljenja, pri Cemer na eni strani tvorijo v procesu samoobnavljanja identi¢ne
kopije celic, na drugi strani pa tvorijo nove linije bolj diferenciranih celic. Pri tem najprej
nastanejo celice prednice (prekurzorji) specializiranih tkivnih celic in iz njih nato
funkcionalne celice razli¢nih tkiv (Bongso in Lee, 2005).

Mati¢ne celice se lahko razvijejo v razlicne vrste celic. Mati¢ne celice lahko razdelimo
glede na njihovo sposobnost diferenciacije: na toti-, pluri-, multi- in unipotentne (Scholer,
2007):

e Totipotentne celice so se sposobne diferencirati v vse celi¢ne vrste, vklju¢no s spermiji
in jajceci. Ob zdruZitvi spermija z jaj¢no celico nastane zigota (ena sama embrionalna
mati¢na celica), ki se nato trikrat deli do 8 totipotentnih mati¢nih celic. Ko se te celice
razdelijo naprej so Ze pluripotentne. V odraslih sesalcih in v ¢loveku je tako ve¢ kot
200 razli¢nih celi¢nih vrst, ki izvirajo iz ene same celice zigote oz. oplojenega jajceca.

e Pluripotentne celice so se sposobne diferencirati v vse tri celicne plasti (mezoderm,
ektoderm in endoderm), ne pa v trofoblast, to je v del blastociste, ki se ugnezdi v steno
maternice in se kasneje razvije v posteljico. Take so embrionalne maticne celice
(izhajajo iz zgodnjega zarodka ~5 dan) in mezenhimske mati¢ne celice.

e Multipotentne celice (tudi oligopotentne) so se sposobne diferencirati v ve¢ celi¢nih
vrst, vendar ne v vse. Take so npr. mieloi¢ne krvotvorne mati¢ne celice.

e Unipotentne maticne celice so se sposobne diferencirati le v eno celi¢no vrsto.
Imenujemo jih tudi celice prednice (progenitorji). Take so npr. predniske epitelne
maticne celice.

e Pomembna lastnost mati¢nih celic je plasticnost. To pomeni sposobnost prilagoditve
mati¢nih celic, da jih lahko iz njihovega naravnega okolja presadimo v novo
mikrookolje, kjer pridobijo lastnosti, ki ustrezajo novemu okolju. Mati¢ne celice so
torej, poleg samoobnavljanja in diferenciacije, sposobne v doloc¢enih primerih celo
preskociti iz ene somatske linije v drugo (npr. iz mezoderma v endoderm). Plasti¢nost
0z. spremenljivost mati¢nih celic je osupljiva in ima $tiri sposobnosti (Krause, 2002;
Martin-Rendon in Watt, 2003):
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1. iz sposobnosti za dediferenciacijo, tj. razvoja odrasle ali linijsko usmerjene celice
prednice v bolj primitivne oblike,

2. iz sposobnosti za transdeterminacijo; tj. spremembe iz ene v drugo predniSko
celi¢no linijo,

3. 1z sposobnosti za transdiferenciacijo, tj. sposobnosti, ki omogoci diferencirani
celici, da pridobi fenotipske znacilnosti druge diferencirane celice,

4. ter celo iz sposobnosti za fuzijo z drugimi, ze diferenciranimi celicami v tkivu, iz
Cesar lahko nastane popolnoma nov tip celic .

Mati¢ne celice lahko osamimo iz zarodka na stopnji morule in blastociste (embrionalne
mati¢ne celice), popkovni¢ne krvi novorojenca oziroma posteljice in iz kostnega mozga
odraslega ¢loveka. Sele v zadnjem desetletju pa je postalo jasno, da se nahajajo tudi v
razliénih drugih tkivih odraslega ¢loveka in jih imenujemo tudi tkivne maticne celice ali
mezenhimske mati¢ne celice (Can, 2008). Odgovorne so za obnavljanje odmrlih celic in
popravljanje tkivnih poskodb. Mezenhimske mati¢ne celice najdemo v epitelu, prebavilih,
skeletnih misicah, oceh, jetrih, dojki, zobni pulpi, kozi, lasnih mesickih, periferni krvi,
mascobnem tkivu, testisih, prostati, v ovarijih ... (Zipori, 2005; Strbad in RoZzman, 2005).
Tako v vsakem organu obstaja mesto ali niSa, ki je bogata z mezenhimskimi mati¢nimi
celicami. NiSa MMC je celicno mikrookolje, ki nudi podporo in drazljaje, ki so nujno
potrebni za ohranjanje samoobnavljanja in sposobnosti diferenciacije mati¢nih celic, in
hkrati uravnava njihovo aktivnost (Ho in Wanger, 2007). Pomemben vir MC je kostni
mozeg (KM), Kkjer se nahajajo mezenhimske MC, krvotvorne MC in hemangioblasti. Te
razliéne vrste MC je mogoce iz KM najprej izolirati, nato pa oznaciti glede na njihove
oznacevalce in tako lociti. Oznacevalci so doloCene celi€ne povrSinske molekule,
imenovane CD (angl. Cluster of Differentiation). Tako pridobljene in lo¢ene celice so
primerne za raziskave, uporabo v regenerativni medicini, za tkivno inZenirstvo in za
celi¢no zdravljenje (Strbad, 2004).

2.2 MEZENHIMSKE MATICNE CELICE

Mezenhimske mati¢ne celice (angl. mesenchymal stem cells; MMC) so torej pluripotentne
celice, izolirane iz tkiva odraslega ¢loveka in se lahko diferencirajo v razli¢ne celi¢ne linije
(kostne, hrustan¢ne, mas¢obne, misi¢ne celice). Prva sta jih leta 1996 opisala Friedestein in
Petrakova, ki sta jih izolirala iz kostnega mozga. So redke in eno najdemo na 10.000-
100.000 drugih celic kostnega mozga. Friedestein je prvi razvil metode za njihovo izolacijo
in gojenje (Jackson in sod., 2007; Strbad, 2004).

Mednarodni svet za tkivni inZiniring je postavil tri minimalne kriterije, s pomocjo katerih
lahko definiramo MMC (Dominici in sod., 2006):

1. sposobnost pritrditve na podlago gojitvene plastenke,
2. 95 % prisotnost izrazanja za MMC specifi¢nih oznacevalcev,

3. sposobnost diferenciacije in vitro v osteoblaste, adipocite in hondroblaste.
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2.2.1 Viri mezenhimskih mati¢nih celic

Mezenhimske maticne celice se nahajajo v niSah razli¢nih tkiv, kjer tkivna posebnost
dolo¢enega mikrookolja vpliva na specificne razlike v njihovi kvaliteti in sposobnosti
odzivanja na razlicne okoljske signale. Pomembnost izvora celic se odraza tako v starostno
kot bolezensko pogojenih razlikah med izoliranimi kloni mezenhimskih mati¢nih celic
(Motaln, 2008). Glavni, najbogatejsi in najpogostejsi vir MMC je kostni mozeg. MMC
spadajo med stromalne celice kostnega mozga (Locatelli in sod., 2007). MMC so prisotne
tudi v popkovni¢ni krvi (Kern in sod., 2006). Postopek odvzema popkovnice in
popkovni¢ne krvi je za mater in otroka nebole¢, enostaven in varen. Porocajo tudi 0
prisotnosti MMC v amnijski membrani in tekoc¢ini. Vsebovali naj bi ve¢ MMC kot
popkovnic¢na kri (Alberts in sod., 2007). Nenazadnje pa so z raziskavami uspeli dokazati
prisotnost MMC tudi v mozganih, pljucih, periferni krvi, epiteliju, prebavilih, skeletnih
miSicah, oceh, jetrih, periferni krvi, zobni pulpi, kozi, lasnih meSickih, mas¢obnem tkivu,
modih, jajénikih in nekaterih drugih organih (Jackson in sod., 2007).

2.2.2 Lastnosti, izolacija in diferenciacija mezenhimskih mati¢nih celic

Mezenhimske mati¢ne celice so morfolosko in fenotipsko zelo raznolika populacija
mati¢nih celic v kostnem mozgu. Celice so dolge in ozke, vretenaste oblike, vsebujejo
veliko, okroglo jedro s poudarjenim jedrcem, ki je obkrozeno s kromatinskimi delci, zato je
jedro dobro vidno. V citoplazmi je manjSa koli¢ina Golgijevih aparatov, zrnatega
endoplazmatskega retikuluma, mitohondrijev in ribosomov. Celice v pogojih in vitro
rastejo v monosloju, pritrjene na podlago, imajo orientirano rast, ko pa dosezejo veéjo
konfluenco, se zacnejo prepletati. Po dosezeni maksimalni zapolnjenosti gojitvene
povrSine se zaradi kontaktne inhibicije njihova rast ustavi in potrebno jih je presaditi
(Netter, 1987; Brighton in Hunt, 1991; Strbad, 2004).

MMC dolo¢amo s preto¢no citometrijo glede na njihove specifiéne oznacevalce
(povrsinske antigene). MMC so negativne za tri krvotvorne oznacevalce CD14, CD34,
CD45 in antigene CD4, CD8, CD1la, CD15, CD16, CD25, CD31 (endotelijski
oznacevalec), CD33, CD49b, CD49d, CD49f, CD50, CD62e, CD62l, CD62p, CD8O0,
CD86, CD106, CD117, kadherin V, glikoforin A, kompleks HLA-DR in HLA razreda II.
Pozitivne pa so na CD10, CD13, CD29 (B-integrin), CD44, C49¢ (a5-integrin), CD54
(ICAM-1), CD58, CD71, CD73 (SH3), CD90, CD105, CD146, CD166, izrazajo HLA
razreda | in CD123, ter razli¢no izrazajo FLK1 (KDR), CD133/1 in CD133/2. Pri nizjih
pasazah je stopnja izraZanja povrSinskih antigenov vecja kot pri vi§jih pasazah, kar kaze na
to, da se v telesu verjetno nahaja heterogena populacija MMC (Alberts in sod., 2007; Gang
in sod., 2004; Kogler in sod., 2006; Rubio in sod., 2005; Wang in sod., 2005). Ker noben
nacin izolacije ni optimalen, so kulture MMC vedno kontaminirane in ne moremo govoriti
0 100 % homogenosti populacije MMC. Zato ne moremo zagotovo trditi, katere vrste celic
se nahajajo v kulturi (Jackson in sod., 2007), lahko pa to preverimo z metodami celi¢nega
sortiranja, kot je preto¢na citometrija.

Ker imajo MMC sposobnost, da se v kulturi prilepijo na plasticno podlago, jih je
razmeroma preprosto osamiti iz vzorcev in namnoziti do zadostnega Stevila, potrebnega za
raziskave in klini€no uporabo. Z ustreznimi rastnimi dejavniki in citokini lahko te celice
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vzdrzujemo v nediferenciranem stanju, v katerem tudi po Stevilnih pasazah ohranijo
plasti¢nost in potentnost. MMC so se v pogojih in vivo in in vitro sposobne diferencirati v
celice kosti, hrustanca, celice sréne in skeletne miSice, nevronske celice, celice tetiv ter
mascobno in vezivno tkivo (Pittenger in sod., 1999). To omogoca, da jih uporabimo pri
zdravljenju poskodb mezenhimskega tkiva; tj. pri zlomih kosti, osteoporozi, obrabi
hrustanca ipd. Nekatere raziskave kazejo, da se lahko MMC po transplantaciji diferencirajo
in vgradijo v kosti, miSice, pljua, mozgane, srce, jetra, gastrointestinalni trakt in
krvotvorni sistem (Anjos-Afonso in sod., 2004). Alviano in sod. (2007) pripisujejo MMC
izolirane iz popkovni¢ne krvi, ki imajo vi§ji potencial kot MMC, izolirane iz kostnega
mozga (Goodwin in sod., 2007).

Mezenhimske matic¢ne

P celice (MMC)
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Slika 1: Diferenciacija MMC (Hematopoietic and mesenchymal stromal cell pathway, 2010)

2.2.3 Gojenje mezenhimskih mati¢nih celic v pogojih in vitro

Pravilna izbira sestave gojiS€a za gojenje MMC je zelo pomembna, saj vpliva na
proliferacijski in diferenciacijski potencial celic. DMEM je §iroko uporabno osnovno
gojis¢e, ki ga je priporoCila svetovna organizacija FDA (angl. Food and Drug
Administration) (Kogler in sod., 2006). Pomembna je tudi kakovost plastike za ustrezno
adhezijo celic pri izolaciji in razmnozevanju MMC (Sotiropoulou in sod., 2006).

Na razvojni potencial MMC oz. njihovo sposobnost diferenciacije vpliva tudi vir, iz katerega
pridobimo celice, $tevilo pasaZz in konfluenca ter nadin shranjevanja celic. Proliferacijski
potencial MMC je mo¢no odvisen tudi od starosti (20-60 let) (Stolzing in sod., 2008) in
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zdravja donorja. Pri starejSih donorjih so ugotovili znizanje proliferacijskega potenciala.
Merili so tudi oksidativne spremembe ter senescenco in povzeli, da prisotne oksidativne
spremembe vplivajo na kakovost MMC. S starostjo v donorju prihaja tudi do krajSanja
dolzine telomernih regij pri donorskih MMC (Graakjear in sod., 2007). Pri visjih pasazah
ali konfluenci pride do delne izgube oz. spremembe diferenciacijskega potenciala MMC. Po 8—
15 pasazah MMC namre¢ postanejo senescentne in se prenehajo deliti (Motaln in sod., 2010;
Ho in Wagner, 2007).

2.2.4 Komunikacija mati¢nih celic z ostalimi celicami

V vsakem organu je lokacija ali niSa, bogata s tkivnimi mati¢nimi celicami, ki prebivajo v
podpopulaciji stromalnih celic, ki kontrolirajo njihovo aktivnost. MMC v svoje okolje
izloCajo Stevilne topne faktorje, kot so citokini, interlevkini in rastni faktorji, s pomocjo
katerih komunicirajo z drugimi celicami v tkivu (ni$i), npr. z osteoklasti in stromalnimi
celicami (Wilson in Trumpp, 2006).

MMC v pogojih in vitro izlo¢ajo rastne faktorje, kot so epitelijski kemotakti¢ni dejavnik za
nevtrofilce-78 (angl. epithelial noutrophil-activating peptide-78, ENA-78), kolonije
stimulirajoCi faktor za granulocite in makrofage (angl. granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor, GM-CSF), z rastjo povezani onkogeni (angl. growth related oncogene),
IL-1pB, IL-6, IL-8, kemoatraktantni protein 1 za monocite (angl. monocyte chemoattractant
protein-1, MCP-1), oncostatin M (OSM), vaskularni endotelijski rastni dejavnik (angl.
vascular endothelial growth facor, VEGF), fibroblastni rastni dejavnik FGF-4 (angl.
human fibroblast growth factor), FGF-7, FGF-9, granulocitni kemotakti¢ni protein-2 (angl.
granulocyte chemotactic protein-2, GCP-2), vezavni protein za inzulinu podoben rastni
dejavnik tipa 1 IGFBP-1 (angl. insulinlike growth factor-binding protein), IGFBP-2,
IGFBP-3, IGFBP-4, protein, ki inducira interferon (angl. interferon inducible protein-10,
IP-10), makrofagni vnetni protein-3a (angl. macrophage inflammatory protein-3a, MIP-
3a), makrofagni zavirajo¢i faktor (angl. macrophage-inhibiting factor), osteoprotegerin,
PARC (angl. pulmonary and activation regulated chemokine), PIGF (angl.
posphatidiylinositol glycan class F), TGF-B2, TGF-B3, tkivni zaviralec metaloproteinaz
TIMP-1 (angl. tissue inhibitor of metalloproteinase) in TIMP-2. Osnovni profil izlocanja
citokinov je med razli¢nimi viri MMC enak, spreminjajo se le koncentracije. Na raven
izlo¢anja citokinov vpliva morfologija MMC; agregati MMC ali sferoidi izlo¢ajo do 20-
krat ve¢ VEGF, FGF-B, angiogenina, prokatepsina B, IL-11 in kostnega morfogenetskega
proteina-1 (BMP-1) v primerjavi s celicami, gojenimi v monosloju (Liu in sod., 2005;
Chen in sod., 2008; Kinnaird in sod., 2004; Nagaya in sod., 2004; Tang in sod., 2005).

Motaln in sod. (2010) so dokazali, da celice GBM v pogojih in vitro povecajo proliferacijo
in invazijo MMC. Glioblastomi izlo¢ajo citokine (kemokine), zaradi katerih MMC aktivno
migrirajo na mesta, kjer se tumor nahaja, in tam vdirajo v tumorsko tkivo (Kidd in sod.,
2009). Zaradi teh lastnosti bi bile MMC zelo uporabne v celi¢ni terapiji, kot dostavni
sistem za razli¢ne protitumorske u¢inkovine (Nakamura in sod., 2004).
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2.2.5 Vloga mezenhimskih mati¢nih celic v telesu
Mezenhimske mati¢ne celice imajo v telesu dvojno vlogo:

1. Pomembne so pri ustvarjanju nise krvotvornih mati¢nih celic, predstavljajo mati¢ne
celice za nekrvotvorna tkiva ter sintetizirajo razlicne komponente zunajceli¢nega
matriksa in razlicne rastne faktorje (Locatelli in sod., 2007).

2. MMC potujejo na poSkodovana mesta in aktivno sodelujejo v regeneraciji tkiva. Z
izlo¢anjem citokinov in rastnih faktorjev lahko vzpostavijo homeostazo in
zmanjSajo lokalno vnetje ter se diferencirajo v enega ali vec¢ celi¢nih tipov, ki so v
tkivu poskodovani (Bianco in sod., 2001; Pittenger in sod., 1999; Spees in sod.,
2003).

2.2.6 Uporaba mezenhimskih mati¢nih celic v medicini

Za uporabo v regenerativni medicini je bilo indentificiranih in preucevanih Ze veliko
razli¢nih tipov matic¢nih celic. Med najbolj raziskane sodijo embrionalne maticne celice, ki
imajo podobne terapevtske lastnosti kot MMC (Karussis in sod., 2008), vendar je njihov
terapevtski potencial omejen zaradi razli¢nih dejavnikov (Mallam in sod., 2010). Pri
vbrizgavanju embrionalnih mati¢nih celic se pojavi povecana moznost za nastanek tumorja
ter moznost, da bo pacientov imunski sistem zavrnil vbrizgane mati¢ne celice (Karussis in
sod., 2008; Mallam in sod., 2010). Raziskave embrionalnih mati¢nih celic in njihova
uporaba so tudi eti¢no sporni, saj se jih izolira iz oplojenih zarodkov (Karussis in sod.,
2008; Yang in sod., 2010). Zaradi teh omejitev imajo MMC prednost, saj so eti¢no
sprejemljive in jih je razmeroma lahko izolirati ter gojiti v pogojih in vitro.

Nediferencirane MMC je mogoce diferencirati v najrazlicnejsa tkiva (Slika 1). Pri tem ima
uporaba lastnih (avtolognih) MMC veliko prednosti pred uporabo tujih (alogenih), saj pri
njihovi presaditvi ne pride do zavrnitvene reakcije. Pri uporabi alogenih MMC pa imajo
presadki enako usodo kot presajeni tuji organi, ki jo doloca tkivna skladnost med
darovalcem in prejemnikom. MMC so imunosupresivne, kar pomeni, da zmanjSajo
imunski odgovor, zato so tudi primerne za uporabo pri alogenih transplantacijah (Leung in
sod., 2006; Ryan in sod., 2005).

Mezenhimske mati¢ne celice uporabljajo za zdravljenje razli€nih napak, bolezni in
poskodb, kot so sréno-Zilne bolezni, poskodbe hrbtenjace, pri poSkodbah kosti in hrustanca
ter avtoimunskih boleznih (Caplan, 2010). V zadnjih letih veliko raziskav poteka na
podrocju uporabe MMC za zdravljenje multiple skleroze (Guo in sod., 2010; Capello in
sod., 2009). Na razliénih vrstah zivali potekajo tudi predklini¢ne raziskave bioloskih
uc¢inkov MMC pri sladkorni bolezni, melanomu, avtoimunskem encefalomielitisu, akutni
ledvi¢ni odpovedi, srénemu infarktu, zavrnitvi ob presaditvi koze, artritisu, poSkodbi
mreznice, akutni poSkodbi pljuc¢, odpovedi jeter, itd. (Ucelli in sod., 2008).
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2.3  SPLOSNE ZNACILNOSTI RAKAVIH CELIC IN TUMORJEV

Rak je sploSno ime za obsezno skupino razli¢nih bolezni, katerih glavna znacilnost je
nenadzorovana rast spremenjenih, rakavih celic. V patologiji raka je osnovna in
najpomembnejsa delitev na benigni (nerakotvoren) in maligni tumor (rakotvoren). Benigni
ali primarni tumor ne kaze niti morfoloskih niti klini¢nih znakov invazije v okoliska tkiva
ali tvorbe zasevkov (metastaz), kar pomeni, da je omejen le na mesto nastanka. Maligni
tumor pa ima sposobnost invazivnega vraS€anja v sosednja tkiva ali razSirjanja preko
obtocil in/ali limfnega sistema v oddaljena tkiva, kjer tvori metastaze oziroma sekudarne
tumorje (Ramzi in sod., 1999).

Poznamo tri glavne modele nastanka tumorja: model klonalne evolucije, stohasti¢en model
in hierarhicen model nastanka tumorja. Razvila se je tudi kombinacija modela klonalne
evolucije in hierarhi¢nega modela, kjer sta obe teoriji zdruzljivi in se celo dopolnjujeta.
Hipoteza o klonalni evoluciji tumorskih populacij pravi, da tumor nastane iz enake vrste
celic (hipoteza o monoklonalnem razvoju trdi, da tumor nastane iz ene same poskodovane
(mutirane) celice). Stohasticen model razlaga, da se tumor lahko razvije iz vsake celice ter
da se v tumorju lahko nahajajo razli¢ni celi¢ni tipi, ki imajo sposobnost tvorbe tumorja
(metastaziranja), odvisno od mikrookolja, v katerem se nahajajo, in njihovi interakciji z
ostalimi celicami v nisi. Hierarhi¢en model temelji na rakavih mati¢nih celicah (tumorske
mati¢ne celice), ki v asimetri¢nih celi¢nih delitvah tvorijo mati¢nim celicam podobne
celice in heterogeno populacijo tumorskih celic. Te tumorske celice so zato tudi genetsko
enake. Rakave mati¢ne celice so definirane kot rakave celice, ki so po lastnostih podobne
normalnim mati¢nim celicam in so lahko vir vseh celi¢nih tipov, ki se nahajajo Vv
dolo¢enem tumorju. Domnevajo, da so rakave mati¢ne celice locena populacija v tumorju
in povzrocajo ponovitve ter metastaziranje tumorjev. Rakave mati¢ne celice lahko izvirajo
iz razli¢nih populacij celic. Nastanejo lahko iz normalnih matic¢nih celic, iz progenitorskih
celic, diferenciranih normalnih celic ali pa diferenciranih tumorskih celic, ki se de-
diferencirajo do mati¢ne celice Ugotovili so, da imajo rakave mati¢ne celice Stevilne poti
in gene, enake normalnim mati¢nim celicam, ter da le-te igrajo osnovno vlogo v razvoju
tumorja (Bjerkvig in sod., 2009; Reya in sod., 2001; Bjerkvig in sod., 2005).

Nastanek rakave celice lahko razdelimo na tri stopnje (Novakovi¢ in sod., 2009):

o Iniciacija: med podvojevanjem DNA se kopicijo mutacije, katerih posledica je
nenadzorovano izrazanje protoonkogenov in/ali inaktivacija tumor-supresorskih
genov;

o Promocija: podvojujejo se celice z mutacijami, s ¢imer se kopi¢ijo nove mutacije,
katerih Stevilo raste sorazmerno s Stevilom celi¢nih delitev;

o Progresija: izrazijo se maligne lastnosti: tvori se tumorsko krvozilje.
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Tumorske celice imajo nekaj skupnih lastnosti (Novakovi¢ in sod., 2009):

o intenzivne delitve (neoplazija): celice postanejo zaradi mutacij komponent v celi¢ni
signalizaciji manj odvisne ali popolnoma neodvisne od rastnih faktorjev za rast,
prezivetje in delitev, v nekaterih primerih pa celice same proizvajajo rastne faktorje,
in s tem stimulirajo lastne delitve, kar imenujemo avtokrina rastna stimulacija;

. genetska nestabilnost: kopi¢enje mutacij, ki ovirajo to¢no podvojevanje dednega
materiala, popravljanje napak ter sprememb na ravni kromosomov (npr. prelomi);

o neodvisnost od kontaktne inhibicije — pomeni, da migracija in proliferacija celic ni
preprecena kljub tvorbi stikov s sosednjimi celicami,

o »nesmrtnost« — zaradi reaktivacije telomeraz se lahko celice neomejeno delijo, saj
telomeraze konstantno vzdrzujejo dolzino telomernih regij na koncu kromosomov;

o odpornost proti apoptozi — zaradi mutacij, ki prizadenejo komponente kontrolnih
tock celi¢nega cikla se proces programirane celi¢ne smrti kljub napakam ne aktivira;

o angiogeneza — rakave celice spodbujajo rast krvnih Zil, s ¢imer omogoc¢ajo dovod
hrane in kisika, odvod ogljikovega dioksida in presnovkov ter metastaziranje;

o manjsa adhezivnost — rakaste celice so nenormalno invazivne, v veliki meri zaradi
spremenjenih stikov celica—zunajceli¢ni matriks in celica—celica;

o povecano izloCanje proteaz — k invazivnosti prispeva tudi izloCanje proteaz, ki
razgrajujejo proteine v medceli¢nini, kar omogoca prodiranje celic v sosednja tkiva;

o metastaziranje — rakave celice lahko vdrejo v druga tkiva in tam tvorijo nove
metastaze.

Razli¢ni tumorigeni dejavniki postopoma spreminjajo lastnosti celic v smeri manjSe
odzivnosti na signale, ki regulirajo rast, smrt (apoptozo) in diferenciacijo celic. Signalni
geni tako vplivajo na vstop celice v celi€ni ciklus za spodbujanje celicne delitve. V
normalnih celicah so to protoonkogeni, ki so v malignih celicah mutirani v onkogene (npr.
c-myc). Normalno te gene kontrolirajo tisti, ki so sposobni zavreti celico v celi¢ni delitvi in
jih imenujemo tumorsupresorski geni (npr. p53). V primeru mutacije protoonkogena ali
tumorsupresorskih genov se preneha kontrola nad celi¢nim ciklom in zavrt je tudi proces
apoptoze, ki v zdravem organizmu skrbi za celi¢no smrt (Pecorino, 2008).
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2.4  MOZGANSKI TUMORII - GLIOMI

Na splogno mozganske tumorje delimo (Sustar, 2010):

a)

b)

glede na celi¢ni tip, ki prevladuje:

J ependimomi izvirajo iz ependimalnih celic,

o oligodendrogliomi izvirajo iz oligodendrocitov,

° astrocitomi izvirajo iz astrocitov,

o meSani gliomi (npr. oligoastrocitomi) so sestavljeni iz ve¢ vrst celic glije,
na podlagi patoloske ocene:

o gliomi nizke stopnje niso anaplasti¢ni, so benigni,

o gliomi visoke stopnje so anaplasti¢ni, pogosto infiltrirani v okolisko
mozganovino in so maligni,

glede na lokacijo v mozganih:

o supratentorialni gliomi se nahajajo v velikih mozganih, prizadenejo pa
ve¢inoma odrasle,

o infratentorialni gliomi se nahajajo v malih moZganih, veéinoma
prizadenejo otroke.

Astrocitome najpogosteje delimo dalje po lestvici Svetovne zdravstvene organizacije (angl.
WHO) (Louis in sod., 2007):

stopnja I: pilocitni astrocitom in subependimom (2 % vseh astrocitomov); sta
pocasi rastoca, benigna in pogojno ozdravljiva,

stopnja II: astrocitom (8 % vseh); pocasi rasto¢, invaziven, navadno benigen, lahko
se razvije v maligno obliko ali napreduje v vi§jo stopnjo, najpogosteje prizadene
otroke,

stopnja Ill: anaplasti¢ni astrocitom (20 % vseh); maligen, cilj zdravljenja je
kirurSka odstranitev ¢im vecjega dela tumorja brez poskodb klju¢nih nevroloskih
funkcij,

stopnja IV: glioblastom (ali multiformni glioblastom — GBM); najpogoste;jsi,
najbolj invaziven mozganski tumor.
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Kljuéni proces pri napredovanju astrocitomov po lestvici Svetovne zdravstvene
organizacije iz stopnje | do stopnje IV je angiogeneza (Slika 2), ki jo spremlja nekroza,
najpogosteje okoli hipoksi¢nih regij. Prisotnost hipoksicnih regij in rast tumorja vodi v
povecano izrazanje proangiogenih faktorjev. Nanje vplivajo tudi genetske spremembe
(Brat in sod., 2003).

a) zdravi b) astrocitom  c) anaplasticni astrocitom d) glioblastom
mozgani (stopnja I1) (stopnja I11) (stopnja 1V)
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Slika 2: Histoloske rezine astrocitomov. (a) S puséico je oznaena belina v zdravih mozganih. (b) V
astrocitomih posamezne tumorske celice vdrejo v tkivo centralnega Zivénega sistema (trikotniki), struktura
beline je identi¢na kot v zdravih moZganih (pus¢ica). (c) Stevilo tumorskih celic se poveda, njihova oblika je
nepravilna, opaziti je mitozo. Angiogeneza je pospesena, stene kapilar so stanjSane (puscica). (d) V GBM je
prisotna mikrovaskularna proliferacija (puscica), pogosto pa je opazna tudi mikrovaskularna hiperplazija
okoli mest nekroz (*) (Brat in sod., 2003).

2.4.1 Multiformni glioblastom in invazivnost

Glioblastom (GBM) najveckrat nastane v predelu velikih mozganov (lat. Cerebrum) (Slika
3), redkeje ga najdemo v mozganskem deblu (lat. Truncus cerebri) in hrbtenjaci (lat.
Medulla spinalis). Navadno se hitro §iri v druge dele mozganov, izven mozganov pa
obi¢ajno ne tvori metastaz (Bruce in Kennedy, 2009).
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glioblastomi

meduloblastomi

Slika 3: Mesto v mozganih, kjer se lahko razvije glioblastom (Hadjipanayis in Van Meir, 2009)

Poznamo dve obliki glioblastomov. Primarni GBM predstavljajo vec¢ino GBM,
najpogosteje prizadenejo odrasle osebe, starejse od 50 let. Zrastejo de novo, kar pomeni, da
ni dokazov, da je bila prej prisotna kaksna druga manj maligna oblika. So izredno maligni,
bolniki brez zdravljenja imajo v povprecju Se tri mesece zivljenja. Sekundarni GBM pa so
znacilni za osebe, mlajse od 45 let. Razvijejo se iz astrocitomov. Bolniki z zadetnim
astrocitomom imajo boljSo prognozo in lahko ob uspesnem zdravljenju Zivijo tudi ve¢ kot
deset let od prvega diagnosticiranja astrocitoma. Ce pa bolniku odkrijejo GBM, ki se je
razvil iz astrocitoma, lahko Zivi e najve¢ eno leto (Ohgaki in Kleihues, 2007).

Prvi diagnosti¢ni znaki, ki jih lahko opazimo na histoloSkih preparatih, so nekroze,
pleomorfne celice (razliénih oblik) in celicna jedra ter mikrovaskularna proliferacija
(brstenje kapilar) (Holland, 2000). GBM navzven kaZejo enak histoloski fenotip, vendar
bioloski znaki (npr. rast in diferenciacija) nakazujejo razlike. Razli¢ni podtipi GBM so
lahko posledica razli¢nih izvornih celic (Fan in sod., 2007). GBM so tako poimenovali
zaradi velike heterogenosti, saj ga sestavlja veliko razli€nih celi¢nih tipov. Nekaterih od
teh celi¢nih tipov imajo zvezdasto obliko in izrazajo GFAP (angl. glial fibrillary acidic
protein) in beljakovino S100, drugi celi¢ni tipi pa so majhne in nediferencirane okrogle
celice, pomesane s stromalnimi elementi (astrociti, mikroglia) (Hadjipanayis in Van Meir,
2009). Razlike so tudi znotraj skupine primarnih in sekundarnih GBM zaradi molekularne
heterogenosti znotraj in v okolici tumorja (Phillips in sod., 2006). GBM so na podlagi
razlik v izraZzanju genov (med drugim receptorja epidermalnega rastnega faktorja (angl.
epidermal growth factor receptor; EGFR), nevrofibromina 1 (angl. neurofibromin 1; NF1)
in PDGFRA/IDHL1 (angl. platelet-derived growth factor receptor/isocitrate dehidrogenase)
razvrstili v §tiri razrede: pronevralni, nevralni, klasi¢ni in mezenhimski GBM (Preglednica
1). Med njimi ima nevralni, ki izraza genski profil, podoben diferenciranim mozganskim
celicam, najboljSo prognozo. Tudi zdravljenje je odvisno od razreda, v katerega je GBM
uvrscen.
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Preglednica 1: Glavne znaé&ilnosti razredov glioblastomov (Phillips in sod., 2006; Verhaak in sod., 2010)

PRONEVRALNI NEVRALNI KLASICNI MEZENHIMSKI
Histolo$ki razred | razred WHO IlI ali razred WHO IV z | razred WHO IV razred WHO IV z
razred WHO IV z ali ali brez nekroz z vidnimi vidnimi nekrozami
brez nekroz nekrozami
Morfologija celic astrociti ali astrociti ali astrociti astrociti
oligodendrociti oligodendrociti
Oblika primarni GBM, ki primarni GBM, ki | primarni GBM, primarni GBM ali
lahko napreduje v lahko napreduje v ki lahko preoblikovan
mezenhimski razred mezenhimski napreduje v pronevralni, nevralni
razred mezenhimski ali klasi¢ni GBM
razred
Starost bolnikov | vecina mlajsih od 40 | starejsi od 50 let ( | starejsi od 50 let starejsi od 50 let
let povprecna starost (povprecna (povprecna starost 58
60 let) starost 55 let) let)
Prognoza dobra (12 mesecev) dobra (14 slaba (6 slaba (3 mesece)
mesecev) mesecev)
Histoloski Olig2, DLL3, BCAN Olig2, DLL3, PCNA, TOP2A CHI3L1/YKL40,
oznacevalci TOP2A CD44, VEGF
Tkivna moZzgani odraslih mozgani odraslih HMC, kost, hrustanec,
podobnost limfoblasti gladko miSicevije,
endotelij, dendriti¢ne
celice
Bioloski proces nevrogeneza nevrogeneza proliferacija angiogeneza
Analogne nevroblasti nevroblasti NMC in/ali NMC
moZganske celice migrirajoce
celice
Kromosomske brez sprememb brez sprememb trisomija podvojen kromosom
spremembe kromosoma 7 in 7, monosomija
delecija kromosoma 10
kromosoma 10q
Aktivirana Notch Notch Akt Akt
sighalna pot

Poskodbe DNA, ki se izraZzajo v kromosomskih spremembah, kot so nenormalna oblika
kromosomov, izguba dela kromosoma (delecija), podvojitve (duplikacija), translokacije,
inverzije in druge spremembe, so glavni razlog za nastanek raka. Zaradi razli¢nih vzrokov,
kot so izmikanje regulaciji celi¢nega cikla, neobcutljivost na rastne inhibitorne signale,
izogibanje celi¢ni smrti in nesposobnost staranja, pride do prekomerne delitve in kopicenja
celic (Hanahan in Weinberg, 2000). Genetsko ozadje GBM se razlikuje med primarnimi in
sekundarnimi GBM. Pri obeh je najpogostejSa izguba heterozigotnosti na kromosomu 10q;
dalj$i rocici desetega kromosoma. Ta mutacija je specificna za GBM in jo redko najdemo
pri drugih tipih gliomov. Za celice primarnega glioblastoma (pa tudi rakave celice na
splosno) je znacilno izrazito poviSano izrazanje EGFR (Ichimura in sod., 1998; Von
Deimling in sod., 2000). EGFR je transmembranski protein (receptor), ki vsebuje
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zunajcelicni del, ta pa predstavlja vezavno mesto za vezavo rastnih faktorjev, kot sta
epidermalni rastni faktor EGF (angl. epidermal growth factor) in transformirajoci rastni
faktor TGF a (angl. transfroming growth factor alpha). Pojavlja se tudi mutacija v PTEN-
intracelulazni fosfatazi, ki je kljucni ¢len v signalni poti, ki omogoca supresijo tumorskih
genov. Za sekundarne GBM pa sta znacilni delecija in/ali zamenjava v p53
tumorsupresorskem genu ter amplifikacija ali prekomerno izrazanje gena PDGF-o (Ohgaki
in Kleihues, 2007).

Invazija in metastaziranje tumorjev je glavni razlog za smrt pacientov z rakom ter danes
predstavlja zahtevno znanstveno in klini¢no vpraSanje. Multiformni glioblastom lahko
oznaCimo kot agresivno in invazivno neoplazmo. Glavni problem konvencionalnega
zdravljenja (operacija, radioterapija, kemoterapija) je, da kljub fizi¢ni odstranitvi tumorja
ne odstranijo popolnoma vseh tumorskih celice, saj le-te invadirajo v okolisko tkivo. Zato
so raziskave usmerjene ne le v unicenje glavne tumorske mase, ampak tudi tumorskih
celic, ki se razprsijo globoko v normalno okolisko mozganovino (Bexell in sod., 2010).

2.4.2 Moznosti zdravljenja gliomov

V tumorju najdemo zelo heterogeno populacijo celic: maligne celice z razlicnimi
mutacijami, imunske celice, fibroblaste in endotelne celice, ki tvorijo ozilje tumorja.
Usmerjeno zdravljenje raka torej cilja na razlicne tarcne celice v tumorju. Vecina
obstojecih naCinov zdravljenja je usmerjena proti tumorskim celicam. Za uspes$no
zdravljenje je potrebno uniciti tiste tumorske celice, ki so sposobne celi¢ne delitve. Takih
celic (tumorskih mati¢nih celic) je v tumorju do 20 %. Za popolno ozdravitev je potrebno
odstraniti vse do zadnje, drugace lahko tumor ponovno izraste (SerSa, 2009). Ker
posamezne celice GBM infiltrirajo v okoliSko moZganovino, je zdravljenje bolnikov zelo
otezeno. Cilj zdravljenja je zato zagotoviti bolniku ¢im boljSo kakovost zivljenja. Terapija
zajema kirurSko odstranitev, ki zaradi same narave tumorja ne more biti popolna, ter
kombinacijo obsevanja in kemoterapije. Prezivetje je odvisno od starosti bolnika (mlajsi
bolniki zivijo dlje), ter od velikosti in tipa tumorja. Smrt bolnika je posledica velikosti
tumorja, herniacije centralnega Zivénega sistema (vkle$Cenje/izboCenje mozganov) in
prekinitve klju¢nih elementov Zivénega sistema, potrebnih za Zivljenje (Bruce in Kennedy,
2009).

Dandanes razvijajo nove, uc¢inkovitejSe in bolniku prijaznejSe nacine zdravljenja GBM
(Bexell in sod., 2010):

o imunoloski pristop z monoklonskimi in poliklonskimi protitelesi, ki bi direktno
inhibirala rast tumorja in/ali povzro¢il celi¢no citotoksi¢nost,

. genska terapija, pri kateri bi s pomocjo (npr. retrovirusnega) prenosa vnesli letalne
gene v tumorske celice,

o uporaba virusnih vektorjev, ki bi se na tarénem mestu pomnozevali in posledi¢no
povzro€ili lizo tumorskih celic.
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Slabost teh pristopov je, da so v pogojih in vitro zelo uspe$ni, medtem ko in vivo niso, saj
se celice ne morejo prosto razsirjati in zato ne morejo migrirati k tumorju ali najti
posameznih infiltriranih celic. Zato tukaj dobijo prednost MMC. Migracijske sposobnosti
transduciranth MMC omogoc¢ajo ucinkovitejSo dostavo genov v tumor v primerjavi z
vbrizganjem virusnega vektorja (Miletic in sod., 2007). MMC selektivno migrirajo na
podroc¢je poskodb in vnetij, kjer so vklju¢ene v obnovo tkiva (Wojakowski in sod., 2008).
Ker gliomi z izlocanjem mnogih angiogenih in vnetnih citokinov (IL-8, TGF-f1, NT-3,...)
ponazarjajo poskodbo, specifi¢no privlac¢ijo MMC, da prodrejo v tumor (Birnbaum in sod.,
2007; Loebinger in Janes, 2010). V pogojih in vivo so MMC, izolirane iz kostnega mozga,
uspesno naselile tumorje (Aboody in sod., 2000; Nakamizo in sod., 2006). Raziskave na
miskah so pokazale, da obsevanje tumorja povec¢a migracijo vbrizganih MMC do tumorja,
saj se migracija MMC vedno poveca na obsevana mesta (Klopp in sod., 2007). Obsevanje
povzroca poveCanje vnetne komponente, ki MMC privlaéijo k tumorjem (Bexell in sod.,
2010). Dokazano je tudi, da kondicionirano gojis¢e celic GBM (enako kot ko-kulture celic
GBM in MMC) poveca invazijo MMC (Motaln in sod., 2010). Pri podganah (in vivo) so
MMC tudi zmanjsale velikost tumorja (Nakamizo in sod., 2006; Nakamura in sod., 2004).
Ker MMC potujejo k gliomom in se vanje infiltrirajo, predstavljajo pomemben ¢len pri
oblikovanju strategije, s katero bi do tumorskih celic dostavili protirakave ucinkovine
(Loebinger in Janes, 2010).

2.4.3 Uporaba mezenhimskih mati¢nih celic pri zdravljenju gliomov

Zaradi lastnosti MMC so moznosti njihove uporabe pri zdravljenju gliomov (Bexell in
sod., 2010) naslednje:

. Uporaba v genski terapiji

Gre za prenos specificnega gena do tumorskih celic (transdukcija), kjer nanje specifi¢no
vplivajo. Z vnosom terapevtskega gena v tarCno tkivo se inducira izraZanje
tumorsupresorskih genov, utiSa se izraZzanje dominantnih onkogenov, spodbudi imunski
odziv, aktivira encime za nastanek citotoksi¢nih produktov, deluje antiangiogeno ali
onkoliticno (Pecorino, 2008). V zaletnih raziskavah pri zdravljenju gliomov so uporabili
gen timidin kinaze virusa Herpes simplex (HSV-tk), ki v tar¢nih celicah spremeni
predhodno vnesen ganciklovir v njegovo toksi¢no obliko, ta potem zavira sintezo DNA,
kar vodi v celi¢éno smrt (Pulkkanen in Yla-Herttuala, 2005). Terapevtski geni, ki so se
izkazali za uéinkovite, so Se: tumor-supresorski gen p53, anti-sense oligonukleotidi in
siRNA-molekule, ki s specificno vezavo na tarcno mMRNA onkogena zavirajo njegovo
izrazanje, geni za interlevkine, HLA-B7 in MHC, ki stimulirajo protirakavi imunski
odgovor (Palmer in sod., 2006).

o MMC Kot prenasalke citokinov

MMC so uporabne za dostavo imunomodulatornih citokinov, ki spodbujajo gostiteljev
protitumorski imunski odziv. Zaviranje tumorske rasti so dokazali s Stevilnimi
imunomodulatornimi snovmi, kot so: interleukin-2 (Nakamura in sod., 2004), interleukin-
12 (Elzaouk in sod., 2006; Hong in sod., 2009), interleukin-18 (Xu in sod., 2009),
interferon-a (Sato in sod., 2005), interferon-f (Studeny in sod., 2002) in CXC3CLI1 (Xin in
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sod., 2007). Terapevtski ucinek gre pogosto pripisati poveCani tumorski infiltraciji
protitumorskih imunskih celic, kot so: CD4" in CD8" T celice ter naravne celice ubijalke
(Nakamura in sod., 2004; Xin in sod., 2007).

J MMC kot prenasalke onkoliti¢nih virusov

Glavna ovira pri uporabi direktnih prenasalcev onkoliti¢nih virusov je visoka imunogenost
virusnih delcev. Preden jih lahko uporabimo za antitumorsko delovanje, je potrebno
onkoliti¢ne viruse nevtralizirati z imunolosko reakcijo (Yamamoto in Curiel, 2010). Da bi
resili ta problem, so raziskave usmerjene v razvoj celi¢nih vektorjev za prenos onkoliti¢nih
virusov (Power in Bell, 2007). Z uporabo celic kot prenasalcev bi virus dostavili naravnost
v tumor, in ga s tem zascitili pred gostiteljevim imunskim sistemom. MMC bi tako lahko
uporabili kot prenasalke onkoliticnega adenovirusa (CRAd), ki bi ga zaradi svoje
usmerjene migracije prenesle v tumor in do posameznih celic, Kkjer bi se sprostil in tako
okuzil tumorske celice (Sonabend in sod., 2008). Terapevtski ucinek onkoliticnega
adenovirusa, ki so ga do tumorskih celic prenesli s pomoé¢jo MMC, je bil dokazan in vivo v
poskusih na miskah, ki so jim vsadili ¢loveski gliom (Komarova in sod., 2006; Yong in
sod., 2009).

o Zaviranje angiogeneze tumorjev

Odkritje, da pri intratumorski implantaciji MMC kolonizirajo tudi ozilje tumorja, je
pokazalo novo terapevtsko tar€o, posebej za dobro oziljene tumorje, med katere spada tudi
multiformni glioblastom (Bexell in sod., 2009). Novo nastalo ozilje tumorja je poglavitno
za njegovo rast in preskrbljenost s snovmi, zato bi MMC lahko uporabili kot dostavni
mehanizem za antiangiogene ucinkovine, ki bi delovale na kapilare in Zzile rastoCega
tumorja, in s tem zavrle njegovo rast. Pri ciljnem unienju tumorskega endotelija in
tumorskih pericit se je pokazal zaviralni u¢inek pri rasti tumorja (Bergers in sod., 2003).
Zadnje raziskave kaZejo mozZnost, da bi lahko intratumorsko implantirane MMC (izraZajo
podobne markerje kot pericite) delovale kot tumorske pericite. Te sodelujejo pri oZiljanju
in vzpostavitvi preto¢nih kapilar za preskrbo tumorja, pri tem pa bi to imelo tudi pozitivno
stran, saj bi se tako povecal pretok krvi po kapilarah tumorja in s tem tudi dotok
ucinkovitih protitumorskih imunskih celic (Hamzah in sod., 2008), kar bi prav tako vodilo
v zmanj$anje tumorja.

2.4.4 Tveganja uporabe mezenhimskih mati¢nih celic pri zdravljenju gliomov

Glavni namen implantiranih MMC naj bi bila migracija in dostava terapevtskih substanc
do tistih delov tumorja, ki so pri operaciji nedostopni. Problem predstavljajo predvsem
celice, ki so se infiltrirale v okolisko moZganovino in so lahko novo ZariS¢e tumorja.
Preden bi protirakave strategije, ki temeljijo na MMC, zaceli uporabljati v klini¢nih
terapijah, je potrebno identificirati in ¢imbolj zmanjSati vsa tveganja, ki se ob tem
pojavljajo. Celice je za raziskave in klinicno uporabo potrebno namnoziti do zadostne
koli¢ine. Pri gojitvi in namnoZevanju celic pa eno od tveganj predstavlja gojitveni medij, ki
vsebuje FCS, saj vsebuje nedefinirano meSanico proteinov, rastnih faktorjev, hormonov,
aminokislin, itd. Zato je uporaba FCS pri gojenju celic, genov in tkivno-inzenirskih
produktov zelo tvegana. Podjetja razvijajo alternative, med drugim tudi sistem gojenja
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MMC v gojiscu brez FBS. Tveganja uporabe MMC pri klini¢nih aplikacijah so Se (Bexell
in sod., 2010):

o maligna transformacija MMC: pri dolgotrajni kultivaciji v pogojih in vitro
maligno transformirajo,

o sprememba fenotipa MMC v fibroblastom podobne tumorske celice in
pospesena rast tumorja,

o spremenjene imunomodulatorne lastnosti MMC bi lahko zavrle
antitumorski imunski odgovor,

o fuzija. MMC s tumorskimi celicami, kar lahko potencialno privede do
povecane rasti, odpornosti proti zdravilom ter invazije tumorskih celic.

2.5 PROLIFERACIJSKI TESTI

Pri izolaciji celic iz tkiv, gojenju celic, uporabi v poskusih, gojenju za klini¢ne aplikacije,
in vivo diagnostiki, ipd. je potrebno stalno preverjanje rasti, napredovanja, diferenciacije
ter fenotipskih lastnosti opazovanih celic. MMC se Ze uporablja za zdravljenje nekaterih
obolenj, so pa tudi obetajo¢ kandidat za uspeSnejSe zdravljenje invazivnih in agresivnih
tumorjev, predvsem multiformni glioblastom, katerega celice nenadzorovano invadirajo v
okolisko mozganovino in tam tvorijo nove neoplazme. Proliferacijski testi merijo hitrost
rasti celic. Ze sam osnovni potencial se med celi¢nimi linijami razlikuje. S testi pa lahko
ugotavljamo spreminjanje rasti (pozitivno ali negativno) ob dolo¢enih pospesevalnih ali
zaviralnih faktorjih.

2.5.1 Protein Ki-67

Pri enem od testov kot oznacevalec uporabljajo protein Ki-67. Je nehistonski protein, ki ga
najdemo v jedru celice in je to¢no povezan s celi¢no proliferacijo. V ¢loveSskem genomu se
gen za ta protein nahaja na kromosomu 10g25. Obstajata dve izomorfni obliki proteina
velikosti 395 in 320 kDa. Izrazanje gena se skozi celi¢ni cikel spreminja (Smith in sod.,
2005). Med interfazo lahko protein zaznamo samo znotraj jedra, medtem ko se v mitozi
vecina beljakovin preseli na povrSino kromosomov. Dejstvo, da je beljakovina prisotna v
vseh aktivnih fazah celi¢nega cikla (G1, S, G2, med mitozo), med fazo mirovanja celice
(GO) pa je ni, predstavlja ta protein odlicnega oznaevalca za ugotavljanje rasti neke
celi¢ne populacije (Scholzen in Gerdes, 2000).

Protitelo Ki-67 se uporablja tudi v prognosti¢ne namene pri rakavih obolenjih. Z njim
ugotavljajo proliferacijski indeks tumorjev, ki sovpada z velikostjo tumorjev ali stopnjo
diferenciacije (Brown in Gatter, 2002). Tumorske celice imajo spremenjeno izrazanje
onkogenov in tumor-supresorskih genov ter so sposobne zaobiti apoptozo. Te celice
izrazajo ve¢ proteina Ki-67, ker se kar naprej delijo — proliferirajo. Ki-67 se uporablja za
zgodnje odkrivanje tumorjev, napoved poteka bolezni in za spremljanje odziva na terapijo
(Scholzen in Gerdes, 2000; Smith in sod., 2005).
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S proliferacijskim oznacevalcem lahko ob spremljanju proliferacije MMC merimo tudi
nastop senescence. Shibata je dokazal, da postopen upad proliferacijskih sposobnosti
MMC vodi v nastop senescence. Senescentne celice so negativne na proliferacijski marker
Ki-67 in pozitivne na marker senescence (aktivnost encima beta-galaktozidaza) (Shibata in
sod., 2007).

252 TestMTT

Test MTT je enostavna, kvantitativna in natan¢na kolorimetricna metoda za doloCevanje
Stevila celic, ki ga je opisal Mossman (1983). Uporabljamo ga, kadar hocemo dolo¢iti vpliv
doloc¢ene snovi, elementa, gojisca ali citotoksi¢nega elementa na celi¢no proliferacijo.

MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolijev bromid) je rumena vodotopna snov,
ki jo mitohondrijska dehidrogenaza metabolno aktivnih celic reducira v vijolicaste
nevodotopne kristale formazana (Slika 4). Ti so topni v dimetilsulfoksidu (DMSO),
izopropanolu in drugih organskih topilih. Zveza med koli¢ino nastalega formazana in
Stevilom zivih celic je pri homogeni populaciji v optimalnem obmocju linearna in
specifi¢na za vsako celi¢no linijo. Metoda pa je predvsem primerna za celice, ki rastejo v
enem sloju ali v suspenziji (Sever, 2007).

Glavna prednost tega testa je hitrost. Test lahko od¢itamo ze nekaj minut po dodatku
topila, v katerem se formazan raztaplja. Sprememba barve je opazna tudi s prostim
oc¢esom, kar je zelo koristno, ¢e rezultate potrebujemo takoj. Test pokriva zelo Siroko
obmocje gostote celic, iz Cesar je razvidno, da test lahko zazna zelo majhno Stevilo zivih
celic (Mossman, 1983).

/© mitohondrijska
}\I—N dehidrogenaza NH
{ Y | > |
N=N |

N

Br~ 3 /

Slika 4: Struktura MTT in njegov formazanski produkt (Greiner Bio-One, 2011)

26 TEST KROMOSOMSKE NESTABILNOSTI - TEST MIKROJEDER

Ljudje smo izpostavljeni najrazli¢nejSim rakotvornim (karcinogenim) dejavnikom, kot so
kemikalije, radiacija, virusi in drugo. Glavne stopnje v procesu nastajanja raka so iniciacija
(zacetek), napredovanje in Sirjenje tumorskega tkiva. Zaetek raka zaznamujejo poSkodbe
DNA v celici ali populaciji celic. Ce taka poskodba ni popravljena, lahko vodi v genetske
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mutacije. Rast celic z genetskimi mutacijami privede do stopnjujoce se genomske
nestabilnosti ter spremembe v izrazanju genov, zaradi ¢esar se razvijejo v tumorske celice
(Pitot, 1989). Proces nastanka raka torej lahko opiSemo kot kopic¢enje sprememb v genih,
ki regulirajo celicno homeostazo, kot so onkogeni, tumorsupresorski geni, geni, Ki
regulirajo apoptozo in geni za popravljanje DNA (Stanley, 1995).

Kromosomska nestabilnost je posledica poskodb DNA, ki se izrazi na kromosomski ravni.
Studije, ki to preudujejo, so pomemben del genetske toksikologije, saj so kromosomske
mutacije pomemben element pri nastanku raka. Test mikrojeder je postal ena od
prednostnih metod za ocenjevanje poskodb dednega materiala, saj z njim lahko zanesljivo
merimo tako kromosomske poskodbe, kot njihove izgube. V osnovi test z uporabo
morfoloskih kriterijev lahko meri genotoksi¢nost in citotoksi¢nost: kromosomske
poskodbe, izgube kromosomov, kromosomsko reorganizacijo (nukleoplazmatske
povezave), zaviranje celicne delitve, nekrozo in apoptozo (Fenech, 2000).

Za uspesno in varno uporabo MMC v klini¢nih aplikacijah je potrebno pozornost usmeriti
tudi v njihovo genomsko/kromosomsko stabilnost, saj bi v nasprotnem primeru lahko
implantirane MMC same postale maligna neoplazma. Znano je, da 30 % MMC, ki vstopijo
v fazo senescence, kaze v kariotipu trisomijo 8. kromosoma (dodaten kromosom) (Rubio in
sod., 2005). Pri 20. pasazi MMC postanejo poliploidne (predvsem tetraploidne), kasneje pa
aneuploidne (nenormalno Stevilo kromosomov; ve¢ ali manj) (Izadpanah in sod., 2008).

Mikrojedro je izvenjedrno telo kromatinskega materiala, ki je posledica:
1. zloma kromosoma — klastogenost (Slika 5A),
2. motenega delovanja delitvenega vretena — aneugenost (Slika 5B),
3. razli¢nih mehanskih vzrokov kromosomskih zlomov in izmenjav (Slika 5C: 1-4),

4. apoptoze (Slika 5C: 5).



Hvala P. Primerjava fenotipskih lastnosti mezenhimskih ... glioblastomskih ... indirektni ko-kulturi.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za zootehniko, 2011

21

Zlom Kromosoma (klastogenost)

_d. X Mikojedro, kivsebuje

\ + kromosomski fragment
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+ Motnja v delovanju delitvenega vretena
(aneugenost)
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WMikrojedra, ki vsebuje
"\ * ‘A(.L celoten kromosom
A
U
+ Kromosom

Delitveno vreteno

Drugi mehanizmi nastanka mikrojeder
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Slika 5: Nastanek mikrojeder. A — zlom kromosoma; B — moteno delovanje delitvenega vretena; C — razli¢ni
mehanski vzroki kromosomskih zlomov in izmenjav (1: prepocasno anafazno potovanje kromosoma, ki

Ostane zunaj jedra, 2: neaktivnost kinetohora (skupek beljakovin na centromeru), 3: mocan kromosomski

most, 4: prepletenost kromosomov, 5: apoptoza) (prirejeno po Heddle in sod., 1991).

V prvem primeru mikrojedro vsebuje kromosomski fragment, ki mu manjka centromer,
zato se imenuje acentri¢ni fragment, v drugem pa je v mikrojedro vkljucen celoten
kromosom. Obi¢ajno je mikrojedro, ki vsebuje celoten kromosom, vec¢je od tistega, ki

vsebuje samo fragment (Slika 5A in Slika 5B) (Heddle in sod., 1991).
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Velikost
fragmenta

Velikost C . i = N,
celice >

Slika 6: Nastanek mikrojedra iz acentri¢nega fragmenta. Velikost fragmenta in velikost celice lahko vplivata
na to, ali se bo fragment vkljugil v héerinsko jedro ali bo postal mikrojedro. A — vegji fragment v majhni

celici postane mikrojedro, B — majhen fragment se v majhni celici vklju¢i v nastajajoce glavno jedro; C —
majhen fragment v veliki celici postane mikrojedro (Heddle in sod., 1991).

Fragment brez centromera (odsotnost kinetohora) in kromosom, ki ni pripet na delitveno
vreteno, v anafazi celi¢ne delitve ne moreta usmerjeno potovati na pol celice, kjer se
kasneje oblikuje novo jedro. Zato ostaneta zunaj glavnega jedra, kar je lahko odvisno od
velikosti fragmenta (ali kromosoma) in velikosti celice. Manjsi fragment se v majhni celici
lazje vklju¢i v nastajajoc¢e glavno jedro (Slika 6B), vecji fragment pa v isti celici bolj
verjetno postane mikrojedro (Slika 6A). Podobno manjsi fragment v veliki celici obi¢ajno
ostane zunaj glavnega jedra in postane mikrojedro, saj v vecji celici kromosomi v anafazi
prepotujejo daljSo razdaljo in je verjetnost, da bo odlomljeni fragment v bliZini
novonastajajocega jedra, majhna (Slika 6C). Vsi acentri¢ni fragmenti ne postanejo
mikrojedra po prvi celini delitvi, ampak se nekateri podvojijo in postanejo mikrojedra v
drugi ali eni od naslednjih celi¢nih delitev (Heddle in sod., 1991). Kadar se kromosom (ali
fragment) ne vklju¢i v novo nastalo jedro in ga v telofazi celi¢ne delitve obda jedrna
membrana, postane mikrojedro. Kromosom se nato odvije in postopoma prevzame
morfologijo jedra v interfazi (Fenech, 2000).

2.7 APOPTOZA CELIC

Apoptoza je najpogostejSa in dobro definirana oblika programirane celi¢ne smrti, ki je
nujna za embrionalni razvoj, delovanje imunskega sistema in vzdrzevanje homeostaze tkiv
vecceliénih organizmov (Jacobson in sod., 1997). Med apoptozo pride do razpada jedra in
razpada citoplazme v telesca, obdana z membrano (t.i. apoptotska telesa). Apoptotske
celice vsebujejo skupek jedrnih fragmentov brez normalnega jedra (Babi¢, 2008). V
nepravilno podvojeni ali poskodovani celici se inducira pot programirane celicne smrti in
tako prepreci nadaljnje podvojevanje, ki bi privedlo do kopicenja poskodb. Rakave celice
so razvile sposobnosti izogibanja apoptotskim mehanizmom, zato se kljub poskodbam
neomejeno delijo. Okvare na poti celi¢ne smrti so poglavitne za razvoj raka. Ceprav je
odpornost proti apoptozi tesno povezana s tumorigenezo, se lahko smrt celic aktivira tudi
preko neapoptotskih poti, kot so nekroza in avtofagija (Okada in Mak, 2004).
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Mutacije v proapoptotskem tumorsupresorskem genu p53 so najpogostejSe genetske
napake pri ¢loveskem raku. Gen p53 kodira jedrni fosfoprotein, ki se v vseh normalnih
celicah nahaja v nizki koncentraciji (Lai in sod., 2007). Gen p53 kontrolira izraZanje
proteina p21. Ce gen p53 mutira, ne more veé uspe$no nadzorovati sestavljanja DNA in
posledi¢no primanjkuje proteina p21, ki bi se vezal s CDK2 in bi kot »signal stop«
zaustavil nadaljnjo delitev celice. Zato se celice delijo nekontrolirano in tvorijo tumor (The
p53 tumor..., 2008).
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 KEMIKALIE IN LABORATORIJSKA OPREMA

3.1.1 Kemikalije

Preglednica 2: Uporabljene kemikalije

Kemikalija Proizvajalec

PBS, 10x PAA Laboratories
DMEM, D5921,1x Sigma

MEM (rdeci), 1x Biochrom AG

FBS Biochrom AG, Nemcija
L-glutamin, 2 mM PAA Laboratories, Avstrija
Penicilin/ PAA Laboratories, Avstrija

streptomicin

Na piruvat, 100 mM

Gibco, Invitrogen, ZDA

Neesencialne aminokisline Sigma
Tripsin-EDTA, Gibco

0,25 %, 1x

Poli-L- lizin, Sigma

100 pg/ml

Destilirana voda NIB
Metanol Sigma, ZDA
Triton Sigma

BSA Sigma
Primarno protitelo proti Ki- | Cahbiochem

67

Sekundarno protitelo proti
Ki-67 (AF 488 anti rabbit)

Invitrogen, ZDA

Barvilo Hoechst, 5 pg/ml Sigma

Vklopni reagent Invitrogen, ZDA
Etanol RDH, Nemcija
MTT Sigma

DMSO Sigma

Ocetna Kislina Sigma
Akridinoranz Invitrogen, ZDA
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3.1.2 Laboratorijska oprema

Preglednica 3: Uporabljena laboratorijska oprema

Laboratorijska oprema

Proizvajalec

Brezprasna celi¢na komora — laminarij

Iskra, Slovenija

Inkubator s 5 % CO,, 37 °C

Kambic, Slovenija

Tehtnica Zelezniki, Slovenija
Vodna kopel, 37 °C Precision Scientific Inc
Centrifuga Tehtnica Zelezniki PLC-322

Centrifugirke (15 ml)

Corning 430791

Centrifugirke (50 ml)

Corning 430829

Digestorij

Koetterman, Nemcija

Invertni svetlobni mikroskop

Reichert-Jung, Avstrija

Fluorescentni mikroskop Eclipse E800

Nikon, Japonska

Plastenke za celi¢ne kulture s perforiranim Corning, ZDA
zamaskom 25 cm?
Plastenke za celi¢ne kulture s perforiranim Corning, ZDA

. 2
zamaSkom 75 cm

Plosce za gojenje celic (24 vdolbin)

Falcon, Francija

Inserti za plosce (24 vdolbin),
0,4 pm membrana

Becton Dickinson, Francija

Mikrotitrske plo$¢e za gojenje celic Costar, ZDA

(96 vdolbin)

Kriogene viale (2 ml) Costar, ZDA
Nastavki za pipete (0,1-10 pl) Costar, ZDA
Nastavki za pipete (10-100 pl) Costar, ZDA
Nastavki za pipete (100-1000 pl) Costar, ZDA
Pipete (2, 10, 20, 200, 1000 pl) Biohit
Avtomatska pipeta IBS, Integra Biosciences
Stripete (5, 10, 25, 50 ml) Costar, ZDA
Mikrocentrifugirke (epice) (1 ml, 1,5 ml, 2 ml) Costar, ZDA
Objektna stekla Brand

Krovna stekelca (premer 12 mm) Brand

Pinceta NIB
Hemocitometer Brand, Nemcija
Hladilnik Gorenje, Slovenija

Zamrzovalna skrinja (20 °C)

Gorenje, Slovenija

Zamrzovalna skrinja (-80 °C)

Angelantoni scientifica

Aluminijasta folija

NIB

Filtri 0,20 mm Corning, Nemcija
Case Duran, Schott
Brizge (10, 50 ml) BD Plastik
Plastenke (250 ml) Corning, ZDA

Parafilm

American National Can. TM, ZDA

se nadaljuje
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nadaljevanje

Laboratorijska oprema Proizvajalec

Stresalnik Biosan, ZDA

Digitalni fotoaparat Nikon, Coolpix 995
Spektrofluorimeter GENios Tecan, Salzburg, Avstrija

3.2 CELICNE LINIJE

Celicam, ki so predhodno izolirane iz tkiv, moramo zagotoviti ustrezne pogoje, da lahko
prezivijo tudi zunaj organizma, v pogojih in Vvitro. Z ustreznim hranilnim gojis¢em, ki je
sestavljeno iz hranilnih snovi, rastnih faktorjev in antibiotikov, zagotovimo vse potrebno
za njihovo prezivetje, rast in razmnozevanje. Pogoji morajo biti ¢imbolj podobni tistim v
organizmu, zato ima gojis¢e ustrezno vrednost pH (7,4) ter ustrezno temperaturo. Celice
sesalcev gojimo v inkubatorju pri 37 °C in atmosferi s 5 % CO,. Rastne faktorje celicam
zagotovimo z dodajanjem seruma tele¢jih zarodkov (angl. Fetal Bovine Serum; FBS) v
gojisce. Plastenke, v katerih gojimo celi¢ne linije, morajo biti sterilne, omogocati morajo
pritrjevanje celic na podlago. Vsa laboratorijska oprema mora biti sterilna, da ne pride do
kontaminacije. Pomembno je, da celice pri gojenju v pogojih in vitro ohranijo lastnosti
tkiva, iz katerega izvirajo.

3.2.1 Humane mezenhimske mati¢ne celice

V poskusih smo uporabljali celice pasaz od 2-10. Zaporedna Stevilka pasaze pomeni,
kolikokrat smo celice presadili (pasirali) v novo plastenko. V preglednici 4 so navedeni
podatki o izvoru in opravljenih testih mezenhimskih celi¢nih linij, ki smo jih uporabljali v
poskusu.

Preglednica 4: Izvor mezenhimskih celi¢nih linij

OZNAKA KATALOSKA ST. DONOR OPRAVLJENI TESTI
MMC1 Lonza moski, 36 let testirani na viruse (HIV, HBV,
7TF3458 HCV), mikoplazme, bakterije,

kvasovke, glive;

90 % pozitivni na povrsinske
antigene: CD105, CD166, CD29,
CD44; negativni na hematopoetske
markerje: CD14, CD34, CD45

MMC2 Lonza moski, 19 let testirani na viruse (HIV, HBV,
6F4393 HCV), mikoplazme, bakterije,
kvasovke, glive;

90 % pozitivni na povrsinske
antigene: CD105, CD166, CD29,
CDA44; negativni na hematopoetske
markerje: CD14, CD34, CD45
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3.2.2 Celicne linije GBM

V preglednici 5 je naveden izvor in znacilnosti celi¢nih linij GBM, ki smo jih v poskusu
uporabljali.

Preglednica 5: Izvor celi¢nih linij GBM

OZNAKA | DONOR ZNACILNOSTI
us7 ATCC o maligne celice iz multiformnega glioblastoma
Zenska, 44 let o morfolosko so epitelne celice, imajo zvezdasto obliko,
(bela rasa) rastejo pritrjene na podlago

linija je po $tevilu kromosomov haploidna

U373 ATCC
moski, 61 let
(bela rasa)

maligne celice iz tumorja glioblastoma-astrocitoma
morfolosko so epitelne celice

rastejo v monosloju, pritrjene na podlago
tumorigene

U251 ATCC, humane celice maligne celice iz multiformnega glioblastoma
morfolosko epitelne celice, zvezdasta oblika
rastejo v monosloju, pritrjene na podlago

linija je po $tevilu kromosomov hipotriploidna

ATCC —angl.: American type culture collection

3.3 PRIPRAVA RAZTOPIN IN GOJISC

3.3.1 Priprava raztopin

Vse raztopine, ki smo jih uporabljali pri delu, smo sterilno pripravili in jih hranili pri
pogojih, ki jih je zahtevala dolocena raztopina.

3.3.2 Priprava gojis¢ za gojenje celi¢nih kultur in vitro

Gojisca smo pripravljali v sterilne 250 ml plastenke. Najprej smo odpipetirali FBS, ki smo
mu dodali ostale dodatke. Ustrezno koli¢ino gojis¢a DMEM smo odpipetirali v plastenko
in nato vanjo filtrirali (velikost por 0,20 um) pripravljen FBS. S filtracijo smo odstranili
drobir, ki bi bil lahko citotoksicen za celice. GojiS¢a smo shranjevali v hladilniku pri 4 °C.
Vsakih 14 dni smo gojis¢a pripravljali v sveze plastenke, ¢e PS in L-glutamina nismo
porabili sproti, smo po 14 dnevih vzeli svezega. Pred uporabo smo gojis¢a v vodni kopeli

cev v

Preglednica 6: Sestava gojisca za gojenje MMC

Sestavine Koli¢ina za 100 ml
DMEM (Sigma D5921) 76 ml

FBS 20 ml

L — glutamin (2 mM) 1mi

Penicilin streptomicin (100x raztopina) 1ml

Neesencialne aminokisline (10 mM) 1ml

Natrijev piruvat (100 mM) 1ml
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Preglednica 7: Sestava gojis¢a za gojenje U87, U373 in U251

Sestavine Koli¢ina za 100 ml
DMEM (Sigma D5921) 86 ml

FBS 10 ml

L — glutamin (2 mM) 1mi

Penicilin streptomicin (100x raztopina) 1ml

Neesencialne aminokisline (10 mM) 1mi

Natrijev piruvat (100 mM) 1mi

Preglednica 8: Sestava eksperimentalnega gojis¢a

Sestavine Koli¢ina za 100 ml
MEM 88 ml

FBS 10 ml

L — glutamin (2 mM) 1ml

Penicilin streptomicin (100x raztopina) 1ml

Kondicionirano gojis¢e smo pripravili tako, da smo normalno rasto¢im celicam pri 70 %
konfluenci odpipetirali staro gojisce in dodali eksperimentalno gojisce ter jih inkubirali 24
ur. Tega smo nato odpipetirali v centrifugirko in centrifugirali pri 1000 vrt./min 5 min.
Supernatant smo do uporabe zamrznili v oznacenih kriovialah pri —80 °C. Pred uporabo v
poskusu smo ga redc¢ili z eksperimentalnim gojis¢em v razmerju 1 : 1.

3.3.3 Priprava krovnih stekelc, prevlecenih s poli-L-lizinom
Stekelca smo pripravljali s sterilno opremo v brezprasni komori.

» v sterilno petrijevko premera 12 mm smo prenesli 30-40 steriliziranih krovnih
stekelc,

» dodali smo 15 ml raztopine poli-L-Lizina (¢ = 20 pg/ml),

» petrijevko s potopljenimi stekelci smo ovili s parafilmom in jo na stresalniku
stresali dve uri,

» po dveh urah smo stekelca 3-krat po 30 minut spirali z destilirano vodo (10-15 ml),

» postavili smo jih pokonéno ob rob sveze petrijevke in jih ¢ez noc¢ susili v brezprasni
komori,

» posusena stekelca smo spravili v sterilno oznaceno petrijevko in shranili za
nadaljnje poskuse.
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Za stekelca, prevleCena s poli-L-lizinom, je znacilno, da omogocajo pritrjevanje celic.
Celice so tako primerne za imunohistokemicna barvanja, pri katerih so mo¢no podvrzene
spiranju. Tehniko gojenja celic na takih stekelcih smo uporabili pri imunohistokemi¢nem
barvanju s protitelesom Ki-67.

3.4 METODE DELA
3.4.1 Gojenje celi¢nih linij in vitro

3.4.1.1 Gojenje mezenhimskih mati¢nih celic

Vse postopke s celi¢nimi linijami smo izvajali s sterilno opremo v brezprasni celi¢ni
komori. Uporabljali smo gojis¢a z 20 % vsebnostjo seruma (Preglednica 6). Celi¢ne
kulture smo gojili v sterilnih plastenkah za celi¢ne kulture in jih inkubirali v inkubatorju
pri 37 °C in 5 % atmosferi CO, kar ustreza pogojem v ¢loveskem telesu. Trikrat tedensko
smo jim zamenjali gojise. Uporabljali smo plastenke velikosti 25 in 75 cm?. Z invertnim
mikroskopom smo preverjali konfluenco, obliko ter obnasanje celic v pogojih in vitro. Pri
70 % konfluenci, to je pri 70 % pokritosti dna plastenke, smo jih presadili s postopkom
tripsinizacije. Tripsin je proteoliti¢ni encim, ki razgrajuje medceli¢ne povezave.

Postopek presajanja celic:
» kulturi enoslojnih celic smo odstranili gojisce,

» celice smo sprali z 1 x PBS, da smo odstranili ostanek gojis¢a, ki bi lahko zaviralo
delovanje tripsina,

> dodali smo tripsin (1 ml/25 cm? plastenko) ter pustili 2-5 minut, da so se povezave
med celicami razgradile, kar smo preverjali pod mikroskopom,

dodali smo sveze gojisce, ki je ustavilo delovanje tripsina,
enoceli¢no suspenzijo smo z 10 ml pipeto prenesli v sterilno 15 ml centrifugirko,

centrifugirali smo 5 minut pri 1000 vrt./min,

vV V V VY

odpipetirali smo gojisée skoraj do peleta, pretresli centrifugirko, da se je pelet
razbil in resuspendirali v doloceni koli¢ini gojis¢a, ki smo ga izbrali glede na
Stevilo celic v suspenziji in Zeleno Stevilo celic v sveZi plastenki,

» doloceno kolic¢ino (Preglednica 9) smo prenesli v svezo plastenko in dodali sveze
gojisce.

Najmanjsa koli¢ina gojisca v 25 cm? plastenki je 5 ml, v 75 cm? pa 12 ml.
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3.4.1.2 Stetje celic
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Slika 7: Mreza hemocitometra za Stetje celic (Qwikstep, 2011)

Na hemocitometru (Slika 7) prestejemo celice na §tirih kvadratih povrsine 1 mm? in $tevilo
celic izratunamo po formuli:

N=((1 + 2 + 3 + 4)/4)* R *K, ,

N — Stevilo celic
1, 2, 3, 4 — stevilo celic v posameznem kvadratu
R — faktor red¢enja; koli¢ina suspenzije, iz katere smo vzeli vzorec za Stetje (npr. 10 ml)

Kp — faktor za izracun Stevila celic v 1 ml suspenzije; globina komore hemocitometra je 0,1
mm, povrSina vsakega kvadratka je 1 mm?, torej je volumen suspenzije 0,1 pl in K, = 10%,

3.4.1.3 Gojenje celi¢nih linij GBM

Celi¢ne linije U373, U251 in U87 smo gojili v gojis¢u z 10 % FBS (Preglednica 7). V 34
dneh so dosegle 70 % konfluenco, nato smo jih s postopkom tripsinizacije presadili v nove
gojitvene plastenke. Presajanje poteka po istem postopku kot za MMC, gostota nasaditve
celic je navedena v Preglednici 9.
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Preglednica 9: Priporogena gostota celic za nasaditev T25

Vrsta celic Gostota celic T25

MMC 5000—6000 1,3-1,5 x 10° celic
celic/cm?

U373, U251 15.000 celic/cm? 3,8-4,5 x 10° celic

us7 15.000 celic/lem” | 3,8-4,5 x 10° celic

3.4.2 Shema poskusov

Za vse poskuse smo uporabljali t.i. eksperimentalno gojisce (Preglednica 8). Celice smo po
odmrznitvi najprej pustili, da so se prilagodile na pogoje gojenja, jih enkrat presadili, nato
pa uporabili v poskusih. Vse celice za poskuse so bile pred uporabo v poskusu vsaj 70 %
konfluentne. Za vsak poskus smo naredili tri ponovitve. Podatke smo uvozili v program
Excel (Microsoft Office), kjer smo jih statisticno obdelali in pri tem uporabili Studentov t-
test z dvodelno porazdelitvijo in dvovzorc¢no neenako varianco. Za statisticno znacilnost
smo uporabili mejo tveganja 0,05 (p<0,05), kar pomeni, da lahko z ve¢ kot 95 %
verjetnostjo trdimo, da se povpreéji dveh vzorcev statisti¢no znaéilno razlikujeta.

3.4.2.1 lzvedba poskusa za serumsko odvisnost

S poskusom smo zeleli preveriti, kako se MMC in celi¢ne linije GBM odzivajo na razli¢no
koli¢ino seruma v gojis¢u ter kak$na je razlika v odvisnosti od koli¢ine seruma med njimi.
Poskus smo izvedli v treh ponovitvah. Za ugotavljanje $tevila Zivih celic smo uporabili
MTT-test.

Nastavitev poskusa

» V plosce BD (plosce za gojenje celic s 24 vdolbinami) smo odpipetirali suspenzijo
posameznih celic vsake celi¢ne linije: MMC, U373, U251 in U87.

» Za vsako linijo smo nasadili 12 vdolbin z gostoto celic: MMC 10.000 celic/ml
gojis¢a/vdolbino, GBM pa 36.000 celic/ml gojis¢a/vdolbino.

» Plosce smo dali ¢ez no¢ v inkubator in naslednji dan odpipetirali staro gojisce,
vdolbine smo sprali z 1 x PBS.

» Dodali smo pripravljena gojis¢a z razlicno koncentracijo seruma (0, 1, 10, 20 %)
(Preglednica 10).

» Po treh dneh (72 urah) inkubacije smo dodali MTT (100 pl/1 ml gojis¢a) in pustili
v inkubatorju 3 ure.

» 'V digestoriju smo odpipetirali gojisce, dvakrat sprali z 1 x PBS in dodali 250 pl
DMSO, da so se kristal¢ki formazana raztopili.
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» Na mikrotitrsko plos¢o (s 96 vdolbinami) smo od vsake prej$nje vdolbine
odpipetirali po 100 ul v dve vdolbini na mikrotitrski plo§c¢i in na spektrofluorimetru
kolorimetri¢no izmerili absorbanco pri valovni dolzini 570 nm in referenc¢ni valovni
dolzini 690 nm (A570/690).

Preglednica 10: Priprava 30 ml goji$¢a z razli¢nim odstotkom seruma

0 % seruma 1 % seruma 10 % seruma 20 % seruma
FBS / 300 pl 3ml 6 ml
Penicilin strept. 300 pl 300 pl 300 pl 300 pl
L-glutamin 300 pl 300 pl 300 ul 300 ul
DMEM 30 ml 29,7 ml 27 ml 24 ml
Skupaj 30mi 30mi 30 mi 30mi

3.4.2.2 Proliferacijski test s Ki-67

Poskus je bil sestavljen iz dveh delov. V prvem smo celice gojili v kondicioniranem
gojis¢u (MMC in GBM v U87 CM in obratno), v drugem delu pa smo celice gojili v
indirektnih ko-kulturah (MMC in GBM s celicami U87 in obratno) (Slika 8). Za gojenje
celic v ko-kulturah smo uporabili filtrske vstavke (pore 0,4 um) za plosc¢e s 24 vdolbinami
(BD Falcon).

Postopek

» Celice smo nasadili v vdolbine BD plosce, v katerih so bila stekelca, ki smo jih
predhodno prevlekli s poli-L-lizinom (glej pripravo stekelc).

» Nasadili smo 5000 celic/stekelce.
» Plos¢e smo dali v inkubator in pustili 3 ure, da so se celice pritrdile na stekelca.

» Dodali smo se 800 pl svezega eksperimentalnega gojisca v vdolbine za kontrolo,
ter kondicionirano gojis¢e (od MMC in GBM na celice U87 in obratno), skupaj 850
ul/vdolbino.

» Kondicionirano gojis¢e smo red¢ili z eksperimentalnim 1 : 1, da je dovolj hranilnih
snovi za normalno rast celic.

» Inkubirali smo tri dni (72 ur).

» Pri poskusih s filtrskimi vstavki smo po 3 urah inkubacije v vdolbine odpipetirali
750 ul eksperimentalnega gojiS¢a/vdolbino, na vrh smo nastavili filtrski vstavek, v
katerega smo pred tem nasadili 5000 celic/50 ul/vstavek. V vstavek smo dodali Se
150 ul eksperimentalnega gojisca, skupno 950 pl/vdolbino.
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INDIREKTNE KO-KULTURE

e Filtrski vstavki (pore 0.4 um)

MNMC (GBM)
)]
«— GBM (MMC)

¢ Uporaba kondicioniranega gojisca (CM)

CM

celice

Slika 8: Indirektne ko-kulture: uporaba filtrskih vstavkov (Boyden chambre) in uporaba kondicioniranega
gojiséa (CM)

Barvanje celic na antigen Ki-67

Barvanje je potekalo nesterilno v temni sobi. Po fiksaciji smo odpipetirali metanol in
pustili, da so se plos¢e posusile ter jih shranili pri 4 °C do uporabe. Ko smo zaceli z
barvanjem, smo jih rehidrirali z 1 x PBS, 15 min pri sobni temperaturi. Med vsakim
korakom smo stekelca sprali v 1 x PBS, ki smo ga imeli pripravljenega v casi.
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Postopek

» Odstranili smo gojis¢e, dodali nesterilen 1 x PBS, s katerim smo dvakrat sprali vse
vdolbine.

» Za fiksacijo celic na stekelca smo uporabili mrzli (-20 °C) metanol (0,5
ml/vdolbino) in pustili 15 min na sobni temperaturi.

» Metanol smo odstranili in celice sprali z 1 x PBS.

» Stekelca smo s pinceto polozili na pripravljene podlozke.

» Med vsakim naslednjim korakom smo stekelca spirali z 1 x PBS.

» Na stekelca smo s pipeto kanili 100 pl 0,1 % tritona in pustili 10 min. Triton je
sprozil postopek permeabilizacije. V celiéni membrani je naredil pore, da so
protitelesa lahko prehajala skozi.

» Dodali smo 100 pl 4 % BSA (10-15 min), ki je preprecil nespecificne vezave
protiteles.

» Dodali smo 100 pl primarnega monoklonskega protitelesa, ki smo ga red¢ili 1 : 200
(v 1 x PBS) in pustili na sobni temperaturi 1 uro.

» Od tukaj naprej smo vse delali v zatemnjenem prostoru.

» Na stekelca smo odpipetirali 100 ul sekundarnega protitelesa (AF 488), ki smo ga
red¢ili 1 : 500 (v 1 x PBS), ter pustili 1 uro.

» Nato smo odpipetirali 100 pl barvila Hoechst, ki smo ga red¢ili 1 : 1000 (v 1 x
PBS) in pustili delovati 5 min. To barvilo je obarvalo vsa jedra, kar nam je
pomagalo pri Stetju skupnega Stevila celic.

» Na oznacena objektna stekelca smo kanili kapljico vklopnega medija, ki ohranja
fluorescenco. Stekelca smo sprali v 1 x PBS in jih polozili na kapljico s celicami,
obrnjenimi navzdol na objektna stekelca.

» Tako pripravljene preparate smo do analize shranili pri —20 °C.

» Preparate smo gledali pod fluorescencnim mikroskopom. Najprej smo presteli

skupno $tevilo celic pod DAPI, nato pa $e obarvane s Ki-67 pod zelenim filtrom
oznake G2. Steli smo celice, pozitivne na Ki-67, katerih jedra so se mocno svetila
in imela dobro viden rob.
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3.4.2.3 Priprava poskusa za test kromosomske nestabilnosti

Mikronukleus (MN) ali mikrojedro (MJ) je del kromosoma ali cel kromosom, ki se po
celi¢ni delitvi ni pravilno razporedil v jedro hcerinske celice. Povecanje Stevila mikrojeder
je pokazatelj povecanja preloma kromosomov in nepravilnosti pri celi¢ni delitvi.

Priprava celic

» Celice smo nasadili v BD plosc¢e, v katerih so bila stekelca, ki smo jih predhodno
prevlekli s poli-L-lizinom.

» Nasadili smo jih z gostoto 5000 celic/50 pl/vdolbino.
» Plosce smo polozili v inkubator za 3 ure, da so se pritrdile na stekelca.

» Dodali smo $e 800 ul svezega eksperimentalnega gojis¢a v vdolbine za kontrolo,
ter kondicionirano gojis¢e (od U87 na MMC in GBM in obratno), skupaj 850
ul/vdolbino.

» Kondicionirano gojis¢e smo red¢ili z eksperimentalnim 1 : 1, da je bilo dovolj
hranilnih snovi za normalno rast celic.

» Inkubirali smo tri dni (72 ur) in s tem zagotovili, da so se celice najmanj enkrat
delile.

» Po izteku inkubacije smo celice dvakrat sprali z 1 x PBS in jih 5 min inkubirali v
hipotoni¢nem pufru na 37 °C, da je citoplazma celic nabreknila.

» Celice smo 2 x 2 minuti fiksirali z ledeno mrzlo mesanico absolutnega metanola in
6 % ocetne Kisline.

» Fiksativ smo nato odpipetirali in stekelca posusili.
» Plos¢e smo do analize hranili na 4 °C.
Barvanje stekelc in Stetje MJ

Celice smo barvali z akridin oranznim barvilom in jih opazovali ter S§teli pod
fluorescen¢nim mikroskopom z zelenim filtrom z oznako G2. Barvilo akridin oranz
pripravimo z red¢enjem zaloZne raztopine s koncentracijo 10 pg/ml, da dobimo delovno
raztopino s koncentracijo 3 pg/ml. Red¢imo z 1 x PBS. Kapljico barvila smo kanili na
objektno steklo in nanjo polozili krovno stekelce. Predhodno smo jih 15 min rehidrirali v 1
x PBS. Presteli smo vsaj 1000 celic na vzorec.
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Kriteriji za dolo¢anje mikrojeder (Fenech, 2000):
» premer mikrojedra ni vecji kot 1/3 premera glavnega jedra,
= mikrojedra niso povezana z glavnim jedrom,
= mikrojedra so povezana enako ali bolj intenzivno kot glavna jedra.

Na vsakem vidnem polju smo belezili MJ, apoptoticne celice in skupno Stevilo celic.
Podatke smo vpisovali v tabelo programa Excel in za statisti¢no analizo podatkov uporabili
Student-ov test ali t-test. Apoptotski indeks (AI) smo izra¢unali na naslednji nacin:

Al = stevilo apoptoti¢nih celic/Stevilo vseh celic .....(1)
MJ = Stevilo MJ/ stevilo vseh celic

V poskusu nismo uporabili testa CBMN (angl. cytokinesis-block micronucleus assay), kjer
s citohalazinom B blokiramo citokinezo (delitev citoplazme na dve celici) z razkrojem
kontraktilnega obroca. Mikrojedra se izrazijo samo takrat, ko je koncana celi¢na delitev,
zato so razvili metodo, ki zaustavi celice po koncani delitvi jedra (Fenech, 2000 in 2006).
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4 REZULTATI
4.1 CELICNE LINIJE

4.1.1 Mezenhimske mati¢ne celice (MMC1, MMC?2)

V poskusih smo uporabljali dva klona humanih mezenhimskih mati¢nih celic, ki smo jih
gojili po priporo¢ilih prodajalca (Lonza) (Slika 9, 10). Klon MMC1 raste pocasneje od
klona MMC2 (Motaln in sod., 2010). Morfolosko so MMC podobne fibroblastom.
Nacepljali smo jih z gostoto 5.000-6.000 celic/cm?. Pri tej gostoti nacepljanja so celice
dosegle 70-80 % konfluenco v 6-8 dneh in nato smo jih presadili v novo plastenko. Goyjili
smo jih v gojiscu z 20 % toplotno inaktiviranega FBS.

Slika 9: Mezenhimske mati¢ne celice (klon MMC1), 100x poveéava. Klon MMCI spada med pocasneje
rasto¢e klone, zato ima manj$o gostoto celic kot klon MMC2.

Slika 10: Mezenhimske mati¢ne celice (klon MMC2), 100x povecava. Klon MMC 2 je hitreje rastoéi klon in
ima ob istem ¢asu v primerjavi z MMCI1 veéjo gostoto celic.
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4.1.2 Glioblastomske celi¢ne linije (U87, U373, U251)

V raziskavi smo uporabljali rakave celi¢ne linije U373, U251 in U87 (Slika 11, Slika 12,
Slika 13), izolirane iz multiformnega glioblastoma, ki smo jih dobili iz zbirke ATCC.
Izvirajo iz istega tipa tumorja, vendar so med njimi razlike. Vse tri linije rastejo pritrjene
na podlago in so po morfologiji podobne zivénim celicam. MorfoloSko sta si U373 in
U251 bolj podobni, U87 pa tvori znacilno mrezo in okrogle skupke z diferenciranimi
celicami.

Celi¢ni liniji U373 in U251 smo nacepljali z gostoto 10.000 celic/cm? in jih gojili v gojiscu
z 10 % toplotno inaktiviranega FBS (glej poglavje 3.3.2). Celice so hitro rastoce in smo jih
presajali pri 70-80 % konfluenci, ki so jo dosegle v 3—4 dneh. Celi¢no linijo U87 smo
nacepljali z gostoto 15.000 celic/cm? in jih gojili v gojid¢u z 10 % toplotno inaktiviranega
FBS.

Slika 12: Celice U251, 100x povecava
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Slika 13: Celice U87, 100x povecava

4.2 REZULTATI POSKUSOV

4.2.1 Serumska odvisnost

Zanimala nas je proliferacija celic pri razlicni koncentraciji seruma (FBS) v gojiscu.
Poskus smo nastavili z dvema klonoma MMC ter tremi linijami celic GBM (U373, U251
in U87). Poskus smo trikrat ponovili. Testirali smo gojis¢a z 0, 1, 10 in 20 % seruma. Po
72 urah smo uéinek preverili s testom MTT. Zive celice namre¢ s svojim encimom
dehidrogenazo reducirajo MTT v kristale formazana. Tega potem raztopimo v DMSO in
izmerimo absorbanco. Stopnja absorbance je linearno odvisna od $tevila zivih celic.
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Slika 14: Odvisnost rasti celi¢nih linij od koli¢ine seruma v gojis¢u. V poskusu smo uporabili MMC (1 in 2)
ter celice GBM (U373, U251 in U87), kjer smo ugotavljali njihov odziv na koli¢ino FBS-a v gojiscu (0, 1,
10, 20 %). Poskus smo opravili v treh ponovitvah. Trend odziva MMC se razlikuje od celic GBM.
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Sliko 14 lahko razdelimo v dve skupini, na levi strani je skupina MMC (MMCL1 in MMC2)
na desni pa skupina celic GBM (U373, U251 in U87). Pri obeh klonih MMC se rast
linearno povecuje sorazmerno s koli¢ino seruma v gojis¢u, tako je njihova proliferacija
najvisja pri 20 % seruma v gojiscu. Pri klonu MMCI1 je najvecji preskok iz 10 na 20 %

.....

rahlo pocasneje kot MMC?2, kar potrjuje, da je MMCI1 pocasi rastoci klon.

Celicam GBM najbolj ustreza gojisc¢e z 10 % seruma, pri 20 % pa se njihova rast Ze
zmanjSuje. Celice GBM kazejo vi§jo stopnjo proliferacije (stolpci so visji), saj rastejo
hitreje kot MMC. Pri celicah U87 (GBM) pa je ta razlika Se vec¢ja. U87 najbolje rastejo v
viden iz 1 na 10 % seruma v gojis¢u. Najbolj se izrazi pri U251, kjer se je koli¢ina celic
kar podvojila, potem pri U87, najmanj pa je preskok viden pri U373. Ce med sabo
primerjamo obe skupini (MMC in GBM) opazimo, da so pri GBM stolpci precej visji kot
pri MMC. Glavna razlika je, da MMC najbolje proliferirajo pri 20 % seruma v gojiscu,
GBM pa pri 10 %.
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4.2.2 Barvanje na antigen Ki-67

Za ugotavljanje vpliva kondicioniranega gojis¢a ter celic v ko-kulturah na rast in
proliferacijo MMC in celic GBM smo uporabili metodo oznacevanja celic s protitelesom
proti proteinu Ki-67 ter barvilom Hoechst. Poskus je bil sestavljen iz dveh delov. V prvem
delu smo celice gojili v kondicioniranem gojis¢u (MMC in GBM v U87 CM in obratno), v
drugem delu pa smo celice gojili v indirektnih ko-kulturah (MMC in GBM s celicami U87
in obratno). Za poskus s kondicioniranim gojis¢éem smo celice z gostoto 5000 celic//50
ul/vdolbino nasadili na stekelca, prevleéena s poli-lizinom. Za gojenje celic v ko-kulturah
smo uporabili filtrske vstavke (pore 0,4 um) za plosce s 24 vdolbinami (BD plosce). Po
tren dneh smo opravili barvanje s protitelesom Ki-67 in barvilom Hoechst. Izvedli smo po
tri zaporedne neodvisne poskuse s ko-kulturami in po tri s kondicioniranim gojis§¢em.
Rezultate smo prikazali kot razmerje med Stevilom proliferajoc¢ih celic (Ki-67 +) in
celotnim $tevilom celic (barvilo Hoechst +) (Slika 15, Slika 16).

Slika 15: Celice obarvane z barvilom Hoechst, 100x povecava

Slika 16: Celice po barvanju s protitelesom Ki-67, 100x povecava
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4.2.2.1 Dolocanje vpliva celic U87 na rast in proliferacijo MMC

Iz slike 17 je razvidno, da MMC pod vplivom snovi, ki jih izlo¢ajo celice U87, povecajo
svojo proliferacijo. Klon MMCI1 je v obeh primerih statisticno znacilno povecal svojo
proliferacijo. Proliferacija MMCL se v ko-kulturah poveca za 28 %, v poskusu s CM celic
U87 pa za 55 %. Klon MMC2 v ko-kulturi s celicami U87 ne kaze odstopanj od kontrole, v
poskusu s CM celic U87 pa kaze za 31 % povisano proliferacijo glede na kontrolo, vendar
ucinek ni statisticno znacilen. V poskusu, kjer so MMC rasle v kondicioniranem gojiscu
celic U87, je razviden vecji uc¢inek na MMC. Pri obeh kontrolah rasti, kjer so celice rasle
samo v eksperimentalnem gojisCu, je opaziti, da klon MMCI raste rahlo pocasneje od
klona MMC?2, vendar razlika ni statisti¢no znacilna.
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Slika 17: Vpliv celic U87 na proliferacijo MMC. Prikaz vpliva ko-kultur (a) in kondicioniranega gojis¢a (b)
GBM na rast in proliferacijo klonov MMC1 in MMC2. MMC so bile 72 ur izpostavljene vplivu celic GBM
ali njithovemu CM. Vpliv smo dolo¢ili z metodo barvanja na antigen Ki-67. Poskus je bil ponovljen trikrat za
oba dela (ko-kulture in CM). CM je bil razredéen z eksperimentalnim gojis¢em 1 : 1. Vpliv je statisti¢no
znacilen, ¢e je p<0.05 (¥).
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4.2.2.2 Dolocanje vpliva MMC na rast in proliferacijo celic U87

Slika 18 prikazuje vpliv MMC na proliferacijo celic U87. Tako pri ko-kulturah, kot pri
poskusu s CM je razvidno, da celice U87 pod vplivom snovi, ki jih izlo¢ajo MMC,
zmanj$ajo svojo proliferacijo. Pri ko-kulturah sta oba klona MMC statisticno znacilno
vplivala na zmanjSanje proliferacije celic U87. V poskusu s CM pa smo statisti¢no
znacilno razliko dobili samo pri celicah, rastocih v MMC1 CM, ¢eprav so enako razliko
pokazale tudi pri MMC2. Pri ko-kulturah sta oba klona MMC zmanjsala rast celic U87 za
23 % glede na kontrolo. Pri poskusu s CM pa se je rast zmanjsala za 14 %.

a) b)
70 370 r . _|_
g | T < L
§ 60 T £ 60 1 T
€ 50 I T S 50 r
S0t L 8 40 ¢
530 | © 30 r
<20 f é 20
10 10 r
O 1 1 ) 0 1 1 1
A > v 3l o o
N \@@O \@@O v \‘\N\Cf\' N\@(ﬂ’
Q 4
$ & \)g;l\ \)rg\\
ko-kulture CM

Slika 18: Vpliv MMC na proliferacijo celic U87. Prikaz vpliva ko-kultur (a) in kondicioniranega gojis¢a (b)
MMC na rast in proliferacijo celic U87. Celice U87 so bile poskusnim pogojem izpostavljene 72 ur. Vpliv
smo dolo¢ili z metodo barvanja na antigen Ki-67. Poskus je bil ponovljen trikrat za oba dela (ko-kulture in
CM). Vpliv je statisti¢no znacilen, ¢e je p<0.05 (*).
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4.2.2.3 Dolocanje vpliva celic U87 na rast in proliferacijo celic U373 in U251

Slika 10 prikazuje proliferacijo celic U373 in U251 pod vplivom celic U87 v ko-kulturah
in v njihovem CM. Trend je na obeh straneh isti, celice U87 in njihov CM zaviralno
delujejo na rast celic U373 in U251, vendar smo statisti¢no znacilno razliko dobili samo
pri zmanjSanju proliferacije celic U373, rasto¢ih v ko-kulturi s celicami U87. V ko-
kulturah se je celicam U373 zmanjsala proliferacija za 16 %, U251 za 14 %, v poskusu s
CM pa se je proliferacija celic U373 in U251 zmanjSala za 19 % glede na kontrolo. Iz
kontrole, kjer so celice v obeh primerih rasle samo v eksperimentalnem gojiscu, je
razvidno, da je celi¢na linija U373 rasla hitreje kot celi¢na linija U251.
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Slika 19: Vpliv celic U87 na proliferacijo celic U373 in U251. Prikaz vpliva ko-kultur (a) in
kondicioniranega gojis¢a (b) U87 na rast celic U373 in U251. Celice U373 in U251 so bile poskusnim
pogojem izpostavljene 72 ur. Vpliv smo dolocili z metodo barvanja na antigen Ki-67. Poskus je bil ponovljen
trikrat (ko-kulture in CM). Vpliv je statistino znadilen, ¢e je p<0.05 (*).
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4.2.2.4 Dolocanje vpliva celic U373 in U251 na rast in proliferacijo celic U87

Slika 20 prikazuje vpliv celic U373 in U251 na proliferacijo celic U87. Trend je enak pri
ko-kulturah in CM, celice U373 in U251 zaviralno delujejo na rast celic U87. Pri vseh je to
statisticno znacilno. Tako pri ko-kulturah kot pri poskusu s CM je trend zaviranja
proliferacije celic U87 enak. Pri ko-kulturah so celice U87 za 42 % zmanjsale svojo rast, v
poskusu s CM pa za 69 %.
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Slika 20: Vpliv celic U373 in U251 na proliferacijo celic U87. Prikaz vpliva ko-kultur (a) in
kondicioniranega gojisca (b) U373 in U251 na rast in proliferacijo celic U87. Celice U87 so bile poskusnim
pogojem izpostavljene 72 ur. Vpliv smo dolocili z metodo barvanja na antigen Ki-67. Poskus je bil ponovljen
trikrat za oba dela (ko-kulture in CM). Vpliv je statisti¢no znacilen, ¢e je p<0.05 (*).
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4.2.3 Kromosomska nestabilnost — test mikrojeder

Mikrojedro (MJ) je del kromosoma ali cel kromosom, ki se po celi¢ni delitvi ni pravilno
razporedil v jedro h¢erinske celice. Povecanje Stevila mikrojeder je pokazatelj povecanja
preloma kromosomov in nepravilnosti pri celicni delitvi. Ugotavljali smo vpliv
kondicioniranega gojis¢a MMC na celice GBM in obratno. Celice smo nasadili na stekelca,
prevlecena s poli-lizinom z gostoto 5000 celic/vdolbino. Kondicionirano gojis¢e smo
redcili z eksperimentalnim v razmerju 1 : 1. Poskus smo naredili v treh ponovitvah. Celice
so bile poskusnim pogojem izpostavljene 72 ur. Nato smo jih fiksirali in obarvali z akridin
oranznim barvilom za opazovanje in Stetje pod mikroskopom. Pri Stetju MJ smo
uporabljali kriterije za dolo¢anje MJ po Fenechu (2000).

Kriteriji za doloCanje mikrojeder:

o premer mikrojedra ni vecji kot 1/3 premera glavnega jedra,
o mikrojedra niso povezana z glavnim jedrom,
o mikrojedra so povezana enako ali bolj intenzivno kot glavna jedra.

mikrojedro

Slika 21: Celici z mikrojedrom, 100x povecava
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4.2.3.1 Dolocanje vpliva celic U87 na prisotnost mikrojeder pri MMC

Slika 22 prikazuje vpliv celic U87 na prisotnost MJ pri MMC. Dodatek CM celic U87 pri
obeh klonth MMC zmanjsa prisotnost mikrojeder, pri MMCI je to tudi statisti¢no znacilno.
Povpre¢no stevilo MJ v kontroli pri MMC1 je bilo 15/1000 celic. Z dodanim
kondicioniranim gojis¢éem celic U87 pa se je Stevilo MJ znizalo za 33 %. Razlika je
statistiCno znacilna. Pri klonu MMC?2 je Stevilo MJ v kontroli visje, 25 MJ/1000 celic in z
dodatkom CM celic U87 pa se zniza za 24 %. Z MTT testom smo vzporedno preverjali
proliferacijo celic in ugotovili, da kondicionirano gojis¢e ni delovalo toksi¢no, saj so se
celice med poskusom normalno delile.
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Slika 22: Vpliv celic U87 na prisotnost mikrojeder pri MMC (a) in prikaz proliferacije celic med poskusom
(b). MMC so bile 72 ur izpostavljene kondicioniranemu gojis¢u (redéenje 1 : 1 z eksperimentalnim gojisem)
celic U87. Celice smo nato fiksirali in jih obarvali z barvilom akridin oranz. Poskus smo ponovili trikrat.
Proliferacijo smo preverjali z MTT testom. Vpliv je statistiCno znacilen, ¢e je p<0.05 (*).
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4.2.3.2 Dolocanje vpliva MMC na prisotnost mikrojeder pri celicah U87

Slika 23 prikazuje vpliv MMC na prisotnost MJ pri celicah U87. Vpliv klonov MMC je
zmanjSal prisotnost MJ pri celicah U87. V kontroli celic U87 je bilo povpre¢no 52
MJ/1000 celic. Z dodatkom kondicioniranega gojis¢a MMCI se je Stevilo MJ statisti¢no
znacilno znizalo za 33 %. Z dodatkom CM MMC?2 pa se je Stevilo znizalo za 23 %. Trend
je bil pri dodatku CM MMC2 enak, vendar vpliv ni bil statisti¢no znacilen. Ce primerjamo
kontrole poskusov s testom MJ, vidimo, da imajo najmanj MJ v kontroli MMCL, sledijo
MMC2, nato pa celice U87. Uc¢inek CM celic U87 s podobno intenziteto deluje na
prisotnost MJ pri MMC1, kot obratno kondicionirano gojis¢e MMC1 na U87.
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Slika 23: Vpliv MMC na prisotnost mikrojeder pri celicah U87 (a) in prikaz proliferacije celic med poskusom
(b). Celice U87 so bile 72 ur izpostavljene kondicioniranemu gojis¢u MMC (redéenje 1 : 1 z
eksperimentalnim goji§¢em). Celice smo nato fiksirali in jih obarvali z barvilom akridin oranz. Proliferacijo
smo preverjali z MTT testom. Vpliv je statisticno znacilen, ¢e je p<0.05 (*).
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4.2.3.3 Dolocanje vpliva celic U87 na prisotnost mikrojeder pri celicah U373 in U251

1z slike 24 je razvidno, da u¢inek CM celic U87 poveca prisotnost MJ pri celicah U373 in
U251. Pri celicah U373 je Stevilo MJ v kontroli 75/1000 celic, vpliv kondicioniranega
gojisca celic U87 pa stevilo MJ poveca za 43 %. Povecanje MJ pri U373 je statisti¢no
znacilno. Pri celicah U251 je bilo v kontroli 180 MJ/1000 celic, vpliv CM celic U87 pa je
Stevilo zvisal za 17 %. Trend pri U251 je enak kot pri U373, vendar vpliv ni statisti¢no
znaédilen. Ce primerjamo kontrole celic U373, U251 in MMC (Slika 22), je pri celicah
U251 prisotnih veliko ve¢ MJ kot pri U373 in MMC.
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Slika 24: Vpliv celic U87 na prisotnost mikrojeder pri celicah U373 in U251 (a) in prikaz proliferacije celic
med poskusom (b). Celice U373 in U251 so bile 72 ur izpostavljene kondicioniranemu gojis¢u (red¢enje 1 : 1
z eksperimentalnim gojiséem) celic U87. Celice smo nato fiksirali in jih obarvali z barvilom akridin oranz.
Proliferacijo smo preverjali s testom MTT (*).
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4.2.3.4 Dolocanje vpliva celic U373 in U251 na prisotnost mikrojeder pri celicah U87

Na sliki 25 lahko opazimo, da je bilo pri celicah U87 v kontroli povpreéno 52 MJ/1000
celic, vpliv kondicioniranega gojisca celic U373 je statisti¢no znacilno zmanjsal Stevilo MJ
za 25 %. Enak trend opazimo tudi pri vplivu CM celic U251, Kkjer se je prisotnost MJ pri
celicah U87 zmanjala za 23 %, vendar razlika ni bila statisti¢no znacilna. Ce primerjamo
kontroli celic U87 iz obeh poskusov s testom MJ, opazimo, da je prisotnost MJ pri obeh
enaka.
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Slika 25: Vpliv celic U373 in U251 na prisotnost mikrojeder pri celicah U87 (a) in prikaz proliferacije celic
med poskusom (b). MMC so bile 72 ur izpostavljene kondicioniranemu gojis¢u (redéenje 1 : 1 z
eksperimentalnim gojis¢em) celic U87. Celice smo nato fiksirali in jih obarvali z barvilom akridin oranz.
Proliferacijo smo preverjali z MTT testom. Vpliv je statisti¢no znadilen, ¢e je p<0.05 (¥).
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4.2.4 Apoptoza

Apoptoza je programirana celi¢na smrt, ki je bistvena za normalen potek Zivljenja. Ce
pride v DNA ali celici do poskodb, se aktivira postopek apoptoze, ki celico odstrani.
Rakave celice so razvile sposobnosti izogibanja apoptotskim mehanizmom, zato se kljub
poskodbam neomejeno delijo. Okvare na poti celi¢ne smrti so poglavitni vzroki za razvoj
raka.

Ugotavljali smo prisotnost apoptoze v rakavih in mezenhimskih mati¢nih celicah.
Preverjali smo vpliv kondicioniranega gojis¢a MMC na celice GBM in obratno, ter vpliv
GBM celic med seboj. Celice smo nasadili na stekelca, prevlecena s poli-lizinom z gostoto
5000 celic/50 pl/vdolbino. Kondicionirano gojis¢e smo redCili z eksperimentalnim v
razmerju 1 : 1. Poskus smo naredili v treh ponovitvah. Celice so bile poskusnim pogojem
izpostavljene 72 ur. Nato smo jih fiksirali in obarvali z akridin oranznim barvilom za
opazovanje in Stetje pod mikroskopom.

Kriterij za Stetje apoptoti¢nih celic ter razloCevanje med apoptoti¢nimi in nekroti¢nimi
celicami (Fenech, 2000):

o apoptoti¢ne celice: imajo ve¢ jedrnih teles, v katerih je zgo$cen kromatin,
citoplazma je neposkodovana, robovi jedra so ostri, vidni in neposkodovani,

o nekroti¢ne celice: imajo bledo citoplazmo z velikim Stevilom vakuol, jedro je
precej poSkodovano, celica lahko skozi poSkodovano membrano izgublja
citoplazmo in ima delno unicene jedrne strukture.

Slika 26: Apoptoza celic v celi¢ni kulturi, 100x povecava
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4.2.4.1 Dolocanje vpliva celic U87 na pogostost apoptoze pri MMC

Iz slike 27 je razviden trend zmanjSevanja prisotnosti apoptotoze pri MMC pod vplivom
kondicioniranega gojisca celic U87, vendar vpliv ni bil statisti¢no znacilen. V kontroli
MMCI1 najdemo manj apoptoti¢nih celic kot v kontroli MMC2. Apoptoti¢ni indeks MMC1
v kontroli je 0,44 %, pri MMC2 pa 0,86 %. Vpliv kondicioniranega gojisc¢a celic U87 pri
klonu MMC1 zmanjsa apoptozo celic za 14 %, pri klonu MMC2 pa za 34 %.
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Slika 27: Vpliv celic U87 na pogostost apoptoze pri MMC. MMC so bile 72 ur izpostavljene
kondicioniranemu gojis¢u (red¢enje 1 : 1 z eksperimentalnim) celic U87. Celice kontrole so rasle samo v
eksperimentalnem gojis¢u. Celice smo nato fiksirali in jih obarvali z barvilom akridin oranz. Vpliv je
statisti¢no znacilen, ¢e je p<0.05 (¥).
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4.2.4.2 Dolocanje vpliva MMC na pogostost apoptoze pri celicah U87

Iz slike 28 je razvidno, da je bilo v kontroli celic U87 apoptoti¢nih celic 0,79 %, vpliv
kondicioniranega gojis¢éa MMCI1 je zmanjsal njihovo apoptozo na 0,32 % (apoptoza se je
zZmanjsala za 59 %), vpliv CM MMC?2 pa na 0,59 % (apoptoza se je zmanjSala za 25 %).
Vpliv kondicioniranega gojiséa MMCI1 je statisticno znacilno vplival na pogostost
apoptoze celic U887, pri MMC2 CM pa je razlika opazna, vendar ni statisti¢no znacilna.
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Slika 28: Vpliv MMC na pogostost apoptoze pri celicah U87. Celice U87 so bile 72 ur izpostavljene
kondicioniranemu gojis¢éu MMC (redCenje 1 : 1 z eksperimentalnim). Celice kontrole so rasle samo v
eksperimentalnem gojis¢u. Celice smo nato fiksirali in jih obarvali z barvilom akridin oranz. Vpliv je
statisti¢no znacilen, ¢e je p<0.05 (*).
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4.2.4.3 Dolocanje vpliva celic U87 na pogostost apoptoze pri celicah U373 in U251

Iz slike 29 je razvidno, da vpliv CM celic U87 zmanjSuje prisotnost apoptoze pri MMC,
vendar razlike niso bile statisticno znacilne. V kontroli celic U373 je bilo apoptoti¢nih
celic 5,45 %, pri U251 pa 9,72 %. Vpliv kondicioniranega gojisca celic U87 je pri celicah
U373 zmanjSal pogostot apoptoze za 20 %, pri U251 pa za 32 %.
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Slika 29: Vpliv celic U87 na pogostost apoptoze pri celicah U373 in U251. Celice U373 in U251 so hile 72
ur izpostavljene kondicioniranemu gojiscu (redcenje 1 : 1 z eksperimentalnim) celic U87. Celice kontrole so
rasle samo v eksperimentalnem gojis¢u. Celice smo nato fiksirali in jih obarvali z barvilom akridin oranz.
Vpliv je statistiCno znacilen, ¢e je p<0.05 (*).
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4.2.4.4 Dolocanje vpliva celic U373 in U251 na pogostost apoptoze pri celicah U87

Iz slike 30 je razvidno, da se pri celicah U87, ki so rasle v kondicioniranem gojiscu celic
U373 in U251, statisticno znacilno zmanjsa pogostost apoptoze in pri obeh je razlika
statisticno znacilna. V kontroli celic U87, ki so rasle samo v eksperimentalnem gojiscu, je
bilo apoptoti¢nih 0,79 %, vpliv CM celic U373 je zmanjSal pogostost apoptoze pri celicah
U87 na 0,51 % (pogostost apoptoti¢nih celic se je manjsala za 35 %), Se bolj pa je vplival
CM celic U251, ki je apoptoticni indeks celic U87 zmanjSal na 0,33 % (pogostost
apoptoti¢nih celic se je zmanjSala za 58 %).
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Slika 30: Vpliv celic U373 in U251 na pogostost apoptoze pri celicah U87. Celice U87 so bile 72 ur
izpostavljene kondicioniranemu gojiscu (redéenje 1 : 1 z eksperimentalnim) celic U373 in U251. Celice
kontrole so rasle samo v eksperimentalnem gojis¢u. Celice smo nato fiksirali in jih obarvali z barvilom
akridin oranz. Vpliv je statisti¢no znacilen, ¢e je p<0.05 (*).
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

Med celicami v tkivih obstaja parakrina komunikacija. Osnovni namen diplomske naloge
je bil ovrednotiti vpliv humanih mezenhimskih mati¢nih celic (MMCI1 in MMC2) dveh
razli¢nih donorjev na tri razli¢ne glioblastomske celi¢ne linije (GBM — U87, U373, U251)
in obratno, vpliv treh razli¢nih linij GBM na MMC na ravni serumske odvisnosti,
proliferacije, kromosomske nestabilnosti in pojava apoptoze. Vplive smo preverjali v ko-
kulturah ter s kondicioniranim gojis¢em, ki ponazarja parakrino komunikacijo med
celicami.

5.1.1 Serumska odvisnost

Pogoji in vitro kultivacije MMC vplivajo na njihov proliferacijski potencial ter
diferenciacijske sposobnosti, kar se izraza v razli¢ni morfologiji celic/celi¢ne linije. Kadar
jih gojimo v normalnih pogojih in vitro, MMC rastejo v enem sloju, ¢e pa pogoji postanejo
hipoksi¢ni (pomanjkanje kisika), za¢nejo celice pospeseno rasti in dosezejo do 30-kratno
povecanje rasti (Grayson in sod., 2007). Pri gojenju celic za klinicno uporabo bo potrebno
optimizirati postopke izolacije, gojenja in diferenciacije mati¢nih celic. Pomembna je
gostota celic, ki jo nasadimo v gojitveno posodo, koncentracija seruma v gojiscu, kakovost
gojis¢a in inkubacijski ¢as (Thomas in sod., 2008). Uporaba ustreznega gojis¢a je
najpomembnejSa stvar za uspeSno gojenje MMC. Osnovno gojis€e vsebuje glukozo,
aminokisline, ione vklju¢no s kalcijem, magnezijem, kalijem, natrijem, fosfatom in
dodanim Zivalskim serumom v koncentraciji od 10 do 20 % (Eagle, 1955).

Serum igra pomembno vlogo pri spodbujanju celi¢ne rasti in vitro z zagotavljanjem
bistvenih faktorjev, kot so aminokisline, minerali, rastni faktorji in hormoni, vsebuje
vitamine in druge faktorje, deluje kot pH pufer in zagotavlja inhibitorje proteaz (Nolta,
2006). Pri poskusu serumske odvisnosti smo opazovali odziv posameznih celi¢nih linij pri
razliéni koncentraciji seruma v gojiscu (0, 1, 10, 20 %). Pri MMC se je proliferacija
povecevala sorazmerno s povecevanjem vsebnosti seruma v gojiScu, najvecja je bila pri 20
% koncentraciji seruma. V nekaterih objavah so pri raziskavah uporabili 10 % FBS v
gojis¢u (Sotiropoulou in sod., 2005; Sart in sod., 2010; Perez-llzarbe in sod., 2009) v
nekaterih pa 20 % (Shahdadfar in sod., 2005; Liu in sod., 2007). Z uporabo 10 % FBS Se
vedno lahko zagotovimo dobro proliferacijo celic ter porabimo manj seruma, lahko pa
uporabimo manj seruma in v gojis¢ée dodamo kemic¢no definirane pripravke rastnih
faktorjev. Z naSim rezultatom smo potrdili rezultate raziskave Yokoyame in sod. (2008), ki
so v poskusu uporabili koncentracijo 0,1 %, 1 % in 10 %, ter dobili podoben trend, vendar
so namesto DMEM osnovnega gojisca uporabili MF gojisce, da so izboljsali proliferacijo.
Ugotavljajo tudi, da obstaja moznost, da FBS v gojisc¢u pospesi diferenciacijo celic. Enak
trend v poskusu z avtolognim serumom (AS) so ugotovili tudi Stute in sod. (2004), kjer je
bila proliferacija celic v 10 % avtolognem serumu primerljiva s tisto v 10 % FBS, v
poskusu pa so uporabili 1, 3 in 10 % avtologni serum. Kot kazejo nasi rezultati, MMC
rastejo tudi v gojiscu brez seruma, kar so dokazali tudi Pochampally in sod. (2004), saj so
celice prezivele v gojiscu brez FBS od 2 do 4 tedne. Klon MMC1 je pocasneje rastoci klon
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kot MMC2 (Motaln in sod., 2010), kar lahko opazimo na sliki 14. Pred uporabo je
potrebno serum temeljito testirati, kar nakazuje, da bi bilo gojisce nujno potrebno kemi¢no
definirati (Nolta, 2006). Z uporabo FBS pride v gojisce tudi nezazelen vir ksenogenih
antigenov ter tveganje za prenos onesnazenja (prioni, virusi, zoonoze). Obstaja tudi
potencialna moznost za sekundarne ucinke pri kasnejsi klinicni uporabi MMC (Berger in
sod., 2006). Zaradi tega se lahko ob dodatku vecje koli¢ine seruma v gojisce (od 10-20 %)
prikrijejo ali spremenijo uc¢inki drugih dodanih faktorjev (Nolta, 2006).

Protokoli za gojenje MMC standardno predvidevajo uporabo toplotno inaktiviranega
seruma govejih zarodkov (FBS). Vendar ima uporaba FBS poleg zgoraj omenjenih
potencialnih virov okuzbe tudi ekonomske, eticne in znanstvene zadrzke, zato so raziskave
usmerjene k pridobivanju novih alternativnh zamenjav. Znanstveni problem uporabe FBS
je citotoksi¢nost nekarakteriziranih faktorjev v serumu, nepredvidljive rastne karakteristike
celic, razli¢na razpoloZljivost, razlike med samimi serijami (lot numbers), tveganje zaradi
moznosti kontaminacije z bakterijami, virusi, prioni, nanobakterijami (Simonetti in sod.,
2007), mikoplazmami, kvasovkami in endotoksini. Nekaterih od teh ni mogoce odstraniti
iz seruma. Poleg tega so serumske komponente, kot so imunoglobulini, transkripcijski
faktorji, razlicni rastni faktorji ter nekatere nedefinirane komponente prisotne v zelo
razlicni koli¢ini, kar lahko vpliva na celi¢ne funkcije, rast in fenotipsko/genotipsko
stabilnost gojenih celic. Problem predstavlja tudi pojav ksenogenih antigenov v serumu,
kar bi lahko privedlo do anafilakti¢énega imunskega odziva pacienta, ki je prejel MMC.
Naslednji velik problem je neeti¢no zbiranje krvi iz tele¢jih zarodkov ter ogromno Stevilo
ubitih zarodkov, kar ni v skladu s cilji sodobnih in vitro biomedicinskih raziskav, Ki
zagovarjajo zmanjSevanje oz. prepreCevanje uporabe zivali v znanstvenih raziskavah.
Celice za svojo rast nujno potrebujejo specificne rastne faktorje in druge nedefinirane
snovi, ki so prisotne v serumu, zato je veliko raziskav usmerjenih k razvijanju novih
alternativnih moznosti za zamenjavo njegove uporabe, kot je ¢loveski serum (alogenski in
avtologni), alogenski serum iz popkovni¢ne krvi, derivati ¢loveskih trombocitov, kemi¢no
definirano gojis¢e, kjer ne uporabimo Zzivalskega seruma (serum-free medium), ampak
osnovnemu gojis¢u samo dodamo kemiéno dolocene komponente, ki so drugace prisotne v
serumu (Tekkatte in sod., 2011).

V nasem poskusu se pri vseh treh GBM celi¢nih linijah pri koncentraciji 0, 1 in 10 %
proliferacija celic povecuje, vrh pa doseze pri 10 % seruma v gojiS€u. Pri gojenju celi¢nih
linij GBM za uporabo v poskusih smo zasledili razliéne vrednosti seruma v gojis¢éu. Od 5
% FBS (Camphausen in sod., 2005) do najveckrat uporabljenih 10 % FBS v gojiscu
(Maletinska in sod., 2000; Yu in sod., 2008). Najvecji preskok kazejo celice U251, saj se
pri 10 % seruma proliferacija zelo poveca, nato pa pri 20 % spet precej pade. Na splo§no
pri razliéni koncentraciji najbolje rastejo celice U87, ki so tudi najpogostje uporabljena
celi¢na linija v poskusih na gliomih (Yu in sod., 2008). Tudi za GBM celice razvijajo
gojisc¢e brez seruma, ki so mu potem dodani razli¢ni rastni faktorji in druge snovi glede na
poskus, saj se celice v takem gojiS¢u drugace odzivajo tudi na dolo¢ene protitumorske
uc¢inkovine (Jacobsson in sod., 2000). Rakavim celicam se metabolizem spreminja, so bolj
odporne in ne potrebujejo tako optimalnih pogojev za svojo rast. Sposobne so rasti tudi v
manj optimalnih pogojih kot je sredica tumorja, kjer vlada hipoksija in pomanjkanje hranil.
To se odraza tudi v serumski odvisnosti in vitro.
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5.1.2 Ovrednotenje proliferacije — barvanje Ki-67

5.1.2.1 Vpliv celic GBM na proliferacijo MMC, in obratno

MMC in celice GBM komunicirajo z izlo¢anjem razli¢nih citokinov, interlevkinov, rastnih
faktorjev ter drugih topnih izloc¢kov in tako medsebojno vplivajo na rast in proliferacijo.
Kot odziv na te kemokine implantirane MMC potujejo k tumorjem in se vanje vgradijo
(Kidd in sod., 2009). Ta sposobnost je danes predmet Stevilnih raziskav na podrocju
mezenhimskih mati¢nih celic, ker jih Zelimo uporabiti kot prenasalce razlicnih terapevtskih
ucinkovin do samega tumorja ter njegovih metastaz.

V dveh razli¢nih poskusih smo zeleli opredeliti odziv MMC na prisotnost celic GBM ali
njihovega CM. Pri poskusu s ko-kulturami smo MMC in GBM gojili prostorsko locene s
selektivno prepustno membrano (pore 0,4 um), pri drugem poskusu pa smo MMC gojili v
kondicioniranem gojis¢u celic GBM. Za dolo¢anje proliferacije smo uporabili metodo
barvanja s Ki-67. Iz rezultatov je razvidno, da prisotnost celic GBM o0z. njihovega
kondicioniranega gojis¢a pospesuje rast MMC, kar je v skladu z objavo Birnbauma in sod.
(2007). Enak trend kaze ucinek celic GBM na invazivno sposobnost MMC (Schichor in
sod., 2006; Motaln in sod., 2010). MMC v telesu sodelujejo pri regeneraciji
poskodovanega tkiva, na mestu poskodbe zmanjSajo vnetje ter se po potrebi diferencirajo v
eno ali ve¢ tkivnih celic. Tumor organizmu predstavlja tudi neke vrste poskodbo,
ogrozenost, zato MMC kaZejo velik tropizem do njih in migrirajo k njim ter v njihovo
sredico. Tumorji privla¢ijo MMC s kemokini, ki jih izlo¢ajo (IL-1, IL-6, IL-8, TGF-B1,
EGF, PDGF, nevrotropini, VEGF-A (Schicor in sod., 2006) in so podobni tistim, Ki jih
izlo¢ajo celice poskodovanega tkiva. Nakamizo (2006) in Birnbaum (2007) sta z uporabo
kondicioniranega gojis¢a glioma celic potrdila migracijo MMC, zaradi citokinov, ki jih
izloCajo gliomi. Pri poskusu, kjer smo uporabili CM celic GBM, je razlika vidna pri obeh
klonih, vedar je samo pri MMCI1 statisticno zna¢ilna. MMC v kontroli so v poskusu s CM
rasle intenzivneje, kot v poskusu s ko-kulturami. Klonu MMCI, rastoCemu v CM celic
GBM, se je proliferacija statisticno znacilno povecala. Glede na literaturo je klon MMC1
uvrs¢en med pocasneje rasto¢e, MMC2 pa med hitreje rastoce klone (Motaln in sod., 2010;
Jeri¢, 2010). To lahko opazimo tudi v nasem primeru, ¢e primerjamo kontroli obeh
poskusov, saj klon MMCI raste rahlo po¢asneje kot klon MMC2. Kot navaja Motaln s sod.
(2010) se proliferacija celic zaradi vpliva GBM poveca le pri pocasi rastocih klonih
(MMC1), kar se je pokazalo tudi v nasem primeru.

Naredili smo tudi obratna poskusa, kjer smo opazovali vpliv klonov MMC1 in MMC2 na
proliferacijo celic U87 (GBM). V prvem primeru smo celice gojili v ko-kulturi z MMCL1 in
MMC?2 (Slika 18a), v drugem pa smo uporabili njihovo kondicionirano gojisce (Slika 18b).
Rezultati kazejo, da so MMC zaviralno delovale na proliferacijo celic GBM, kar je v
skladu z objavo Qiao in sod. (2008), ki pravi, da MMC lahko zavirajo rast tumorja in vivo
ter zmanjsajo proliferacijo/invazijo celic hepatoma in glioma in vitro. Tudi Kucerova s sod.
(2010) pravi, da MMC zavirajo proliferacijo glioblastomske celi¢ne linije SMGBA ter
incidenco tumorja ter, da ko-kulture BMGBA|MMC spominjajo na vnetje (Mantovani in
sod., 2008). Nakamizo s sod. (2006) je v poskusu in vivo na zivalih pokazal zdravilni
ucinek MMC, ki so sprosc¢ale interferon B3, na vsadek celic U87. Enak trend zmanjSevanja
se kaze tudi pri vplivu MMC na invazivno sposobnost celic GBM. MMC zavirajo maligni
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fenotip rakavih celic z zmanjSevanjem izrazanja onkogenov (c-myc, jedrni antigen
proliferajocih celic, survivin in B-katenin) in povecujejo latentno dobo tumorja (Qiao in
sod., 2008). Ce opazujemo kontrolo celic U87 (GBM) pri obeh poskusih, lahko opazimo,
da celice v poskusu s ko-kulturami bolj proliferirajo.

5.1.2.2 Vpliv celic U87 na proliferacijo celic U373 in U251, ter obratno

Multiformni glioblastom je najbolj pogost in smrten primarni rak centralnega zivénega
sistema. Tumorji imajo zelo dobro razvit zilni sistem, so zelo odporni na radio- in
kemoterapijo, lahko globoko difundirajo v zdravo okolisko mozganovino in jih je zaradi
tega tezko kirursko odstraniti (Fulci in sod., 2002). GBM so tako poimenovali zaradi velike
heterogenosti, saj ga sestavlja veliko razli¢nih celi¢nih tipov, ki imajo razli¢no morfologijo
in razli¢no fiziologijo rasti. Celice, izolirane iz multiformnega glioblastoma, imajo razli¢no
koli¢ino citoplazme. Veliko jih je zvezdaste oblike, prisotne so multipolarne celice.
Opazimo lahko jedrni plemorfizem in ve¢jedrne celice. V nasih poskusih smo uporabili
celi¢ni tip U87 z zvezdasto obliko ter celi¢na tipa U251 in U373, ki sta majhna in okrogle
oblike. Najbolj so invazivne celice U251, manj U373 in najmanj U87 (Motaln in sod.,
2009). Zanimalo nas je, kako celice U87 in njihovi izlo¢ki vplivajo na celice U251 in U373
ter obratno. Uporabili smo metodo barvanja na antigen Ki-67.

V obeh primerih, tako pri ko-kulturah kot pri poskusu s CM, lahko opazimo, da celice U87
zaviralno delujejo na proliferacijo celic U373 in U251, torej je najmanj invaziven klon
(U87) zmanjsal proliferacijo dveh bolj invazivnih (U251 in U373), vendar pri obeh s
priblizno enako intenziteto. Ce primerjamo kontrole medsebojnega vpliva celic GBM,
lahko opazimo, da ima najvi§jo proliferacijo U373, sledita mu U251 in U87, kar se ne
sklada z objavljenimi rezultati poskusa Speli¢ (2009), kjer so celice U87 proliferirale
najhitreje, na drugem mestu so bile U251, sledile so $e U373. V nasem poskusu v obeh
primerih (ko-kulture in CM) U373 kazejo vi§jo proliferacijo, kar bi lahko bila posledica
boljSe celi¢ne kulture U373, napak v nastavitvi poskusa (gostota nacepljenih celic) ali pa
individualne napake pri Stetju Ki-67 pozitivnih celic. Predvidevamo lahko, da celice U87
zaradi hitre proliferacije in zato vecjega izloCanja citokinov, zavirajo rast ostalih dveh
klonov.

Pri obratnem poskusu smo opazovali vpliv celic U373 in U251 na proliferacijo celic U87 v
delovale na proliferacijo celic U87. V poskusu, Kjer so celice U87 rasle v s selektivno
membrano (pore 0,4 um) locenem prostoru skupaj s celicami U373 in U251, se je njihova
CM celic U373 in U251 prav tako zaviralno deloval na proliferacijo celic U87, zmanjsala
se je za 69 %. Razvidno je, da so U251, ki so bolj invazivne, moc¢neje vplivale na
proliferacijo celic U87. Iz poskusov medsebojnega vpliva celic GBM, ki so prisotne v
tumorju, lahko sklepamo, da celice zaviralno vplivajo ena na drugo, saj se vsaka »bori« za
prevlado. Ene z vec¢jo stopnjo proliferacije (U87), druge z vecjo stopnjo invazivne
sposobnosti (U251 in U373). V nasih poskusih z indirektnimi ko-kulturami je vpliv celic
U373 in U251 zmanjSal proliferacijo celic U87. Ker pa je v tumorju specificno
mikrookolje (npr. tudi hipoksi¢no okolje v ve€jih tumorjih), specificna komunikacija med
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samimi malignimi celicnimi linijami, komunikacija s celicami v okolju tumorja ter
specifi¢ne signalne poti, se morajo celice prilagajati na hierarhijo v tumorju. Macklin in
Lowengrub (2006) sta odkrila, da je vrsta morfoloskih odzivov, ki so odvisni predvsem od
tumorskega mikrookolja, razporejena v tri kategorije: invazija tkiva preko fragmentacije
zaradi hipoksi¢nega mikrookolja, invazivna rast proti podro¢ju, bogatemu s hranili, in
kompaktna rast v tkivu, bogatem s hranili. Tudi Hu in Polyak (2008) sta objavila, da igra
tumorsko mikrookolje pomembno vlogo pri nastanku raka, rasti, napredovanju, invaziji in
metastaziranju tumorja, vendar so molekularne osnove teh mehanizmov slabo raziskane.

5.1.3 Kromosomska nestabilnost

5.1.3.1 Vpliv celic GBM na pojav mikrojeder pri MMC, in obratno

Poskodbe DNA, ki se izrazajo v kromosomskih spremembah, kot so nenormalna oblika
kromosomov, izguba dela kromosoma (delecija), podvojitve (duplikacija), translokacije,
inverzije in druge spremembe, so glavni razlog za nastanek raka. Te spremembe se v
naslednji celi¢ni delitvi veinoma izrazijo kot mikrojedra. Zaradi razli¢nih vzrokov, kot so
izmikanje regulaciji celi¢nega cikla, neobcutljivost na rastne inhibitorne signale, izogibanje
celicni smrti in nesposobnost staranja, pride do prekomerne delitve in kopicenja celic
(Hanahan in Weinberg, 2000). Posebej moramo biti previdni pri uporabi MMC v klini¢nih
aplikacijah, kjer gojimo MMC v pogojih in vitro, saj bi se lahko iz senescentne MMC
razvila rakasta celica. MMC zelimo uporabiti kot transportno sredstvo za razlicne
ucinkovine, zato moramo preuciti njihovo morebitno kromosomsko nestabilnost, kot odziv
na prisotnost GBM celic, ki ponazarjajo tumorsko tkivo.

Opazovali smo vpliv celic GBM na prisotnost mikrojeder pri MMC, kjer smo pri obeh
klonih MMC opazili, da se je ob prisotnosti kondicioniranega gojis¢a celic U87 pogostost
mikrojeder zmanjsala. Pri pocasi rasto¢em klonu MMCI1 je vpliv CM celic U87 tudi
statistiéno znaéilen (p<0,05). Ce primerjamo kontroli MMC1 in MMC2, je razvidno, da
ima MMC1 manj MJ/1000 celic kot MMC2. Iz tega sklepam, da se v celici manj
kromosomskih poskodb izrazi kot MJ, ker klon pocasneje proliferira (Motaln in sod.,
2010), celice pocasneje pridejo skozi celi€no delitev in kromosomske spremembe se
pocasneje izrazajo v obliki MJ. MMC, ki preidejo v senescentno fazo, kjer je zaustavljena
njihova proliferacija v 30 % izrazajo trisomijo kromosoma 8 (Rubio in sod., 2005), kar bi
lahko vplivalo na naSe razultate, vendar smo uporabljali celice do pasaze 10. V poskusu
nismo uporabili testa CBMN (angl. cytokinesis-block micronucleus assay), kjer s
citohalazinom B blokiramo citokinezo (delitev citoplazme na dve celici) z razkrojem
kontraktilnega obroca (Fenech, 2000), zato rezultati niso tako natan¢ni. Pri nadaljih
Studijah bo potrebno veliko pozornosti usmeriti tudi v epigenetske spremembe in
senescenco MMC gojenih in vitro, saj se lahko pojavljajo potencialno nevarne genetske
anomalije (Motaln in sod., 2010).

Za tumorske celice so znacilne kromosomske poskodbe, ki posledi¢no vodijo do
nenadzorovane rasti tumorske mase. Zato smo pri celicah GBM pricakovali vecjo
prisotnost mikrojeder kot pri MMC, kar so nas$i poskusi potrdili. Vpliv kondicioniranega
gojis¢a MMC je zmanjsal pogostost mikrojeder pri celicah U87 (GBM). Vpliv CM celic
pocasi rastocega klona MMCI1 je malo ve¢ji kot vpliv CM hitreje rasto¢ih MMC2. Tako
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kot se pod vplivom CM MMC zmanjsa prisotnost MJ pri U87 se je zmanjsala tudi
proliferacija, kar je mogoce povezano s tem, da se manjkrat delijo in je zato manj MJ,
vendar test MTT ni pokazal, da bi MMCI1 rasle pocasneje. MMC v telesu, z migriranjem
na mesto poSkodbe ali vnetja ter izloCanjem rastnih faktorjev in citokinov, aktivno
sodelujejo pri regeneraciji tkiv. Predpostavljamo, da se MMC na tumorske celice in
njihove topne faktorje odzivajo kot na poskodbo tkiva. Podobno navajajo tudi Kucerova in
sod. (2010) ter Mantovani in sod. (2008), da se ob stiku MMC in GBM ustvari vnetno
mikrookolje. 1z tega bi lahko sklepali, da MMC, ki zaradi izlockov tumorskih celic
invadirajo v tumorsko sredino, z izloCanjem rastnih faktorjev in citokinov na tumorske
celice tudi pozitivno in regenerativno vplivajo. Obstaja torej moznost, da bi aplicirane
MMC pravilno dosegle posSkodovan organ/tumor, vendar ne bi vzpostavile njegove
funkcije in bi mogoce celo pospesile rast tumorja (Motaln in sod., 2010). Primer so
preddiferencirane kardiomiocite, Ki in vivo niso uspe$no naselile mi§jega srca (Tatsumi in
2009). To bi se lahko izrazilo tudi v zmanjSanju kromosomskih poskodb. Vsekakor so
potrebne nadaljnje raziskave vpliva MMC na tumorske celice, saj je potrebno pri uporabi
le-teh za dostavni mehanizem protirakavih u¢inkovin dobro preuciti tudi vpliv samih celic
na tumorsko maso.

5.1.3.2 Vpliv celic U87 na pojav mikrojeder pri celicah U373 in U251, ter obratno

Multiformni glioblastom je sestavljen iz celic, ki imajo razlicen fenotip in so razli¢nega
izvora. Celi¢ni tipi med sabo komunicirajo z izlo¢anjem topnih faktorjev. Ce celi¢ne linije
razvrstimo po stopnji invazivnosti, je najbolj invaziven U251, sledi U373, najmanj pa U87
(Motaln in sod., 2009). Ce jih razvrstimo glede na hitrost rasti, je najhitreje rasto¢i U87,
sledi U373 in najpocasneje U251 (Speli¢, 2009). Preverjali smo, kako trije razli¢ni tipi
celic GBM (U87, U373 in U251) vplivajo eden na drugega, opazovali pa smo spremembo
kromosomske stabilnosti, ki se izraza v pogostosti mikrojeder. Zanimalo nas je, ali se
pogostost MJ pri U87 zmanjsa ali poveca pod vplivom CM celic U251 in U373, ter
obratno.

Vpliv kondicioniranega gojis¢a celic U87 je pri U373 in U251 povecal Stevilo MJ. Pri
celicah U373 se je pogostost MJ zaradi vpliva CM U87 povecala za 43 %, pri U251 pa za
17 %. Kontrola U251 ima 150 % ve¢ MJ kot kontrola U373. Pri proliferaciji smo imeli
obraten trend zmanjSevanja celic U251 in U373 zaradi vpliva celic U87. Celice U87 so
izmed uporabljenih treh tipov celic GBM najhitreje rastoce, zato bi lahko izlocile vecjo
koli¢ino topnih faktorjev, ki bi povzrocili povecanje MJ pri celicah U373 in U251, hkrati
pa jih zaustavile v rasti. Potrebno bi bilo narediti primerjalni poskus s ko-kulturami, Kjer bi
celice rasle istocasno v gojis¢u, lo¢ene samo s filtrom (pore 0,4 um).

V drugem poskusu, kjer smo celicam U87 dodali kondicionirano gojis¢e celic U373 in
U251, je njihov vpliv zmanjSal pojavnost MJ pri celicah U87. Oba tipa celic GBM sta
priblizno enako zmanjsala pojavnost MJ, vendar je bila le pri CM celic U373 povezava
statisti¢no znacilna (p<0,05). Enak trend smo imeli tudi pri proliferaciji, saj so celice U87
pod vplivom celic U251 in U373 ali njihovega CM zmanjsale svojo proliferacijo. Ce
primerjamo kontrole vseh treh GBM, opazimo razliko v pogostosti MJ. Najve¢ jih imajo
celice U251, sledijo celice U373, najmanj pa se pojavljajo pri U87. Isti trend opazimo pri
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invazivnosti posameznih celi¢nih linij. Glede na hitrost proliferacije pa je ravno obratno:
U87, ki je najhitreje rasto¢, ima najmanj MJ, najpocasneje rasto¢ U251 pa jih ima najvec.
Proliferacija in invazija sta si izkljucujoci. 1z tega bi lahko sklepali, da ima mogoce U87
najboljse popravljalne mehanizme, ki popravljajo napake pri celi¢ni delitvi in odstranjujejo
MJ.

5.1.4 Apoptoza

5.1.4.1 Vpliv celic GBM na pojav apoptoze pri MMC, in obratno

Apoptoza je najpogostejSa in dobro definirana oblika programirane celi¢ne smrti (Jacobson
in sod., 1997). Med drugim povzro¢i razpad jedra in citoplazme v telesca, obdana z
membrano (t.i. apoptotska telesa). Apoptotske celice so nenormalne, ker vsebujejo skupek
jedrnih fragmentov brez normalnega jedra (Babi¢, 2008). Z raziskavami Zelimo ovrednotiti
pogostost apoptoze pri mezenhimskih in GBM celi¢nih linijah ter u¢inek celic GBM na
MMC, in obratno.

Ob primerjavi kontrol MMC1 in MMC2 lahko vidimo, da je pri MMC1 manj apoptotskih
celic, iz Cesar sklepamo, da zaradi pocasnejSe proliferacije klona MMCI. Celice, ki so
rasle v CM celic U87, imajo manj MJ kot kontrola. Vpliv CM je pri MMC2 bolj opazen,
saj proliferirajo hitreje in je u€inek vidne;jsi.

Vpliv CM MMC je torej zmanjSal pogostost apoptoze pri celicah U87. MMC delujejo
regenerativno na posSkodovana tkiva in pomagajo vzpostavljati homeostazo, zato bi lahko v
tem primeru pozitivno vplivale na celi¢ni cikel tumorskih celic in tudi uéinkovale na
njihove popravljalne mehanizme ter tako zmanjSale njihovo apoptozo. Potrebne so
nadaljnje raziskave, ki bodo podrobno razjasnile u¢inek implantiranih MMC v tumorju.

5.1.4.2 Vpliv celic U87 na pojav apoptoze pri celicah U373 in U251 ter obratno

Rakave celice so razvile sposobnost izogibanja apoptotskim mehanizmom, zato se kljub
poskodbam neomejeno delijo. Mutacije v proapoptotskem tumorsupresorskem genu p53 so
najpogostejSe genetske napake pri ¢loveskem raku (Lai in sod., 2007). Odpornost proti
apoptozi je tesno povezana s tumorigenezo (Maher, 2008).

Ugotavljali smo medsebojne interakcije treh celi¢nih linij GBM (U87, U373 in U251). V
poskusu smo preverjali pogostost apoptoze pri celicah U251 in U373, ki so rasle v CM
celic U87. Rezultati kazejo zmanjSanje Stevila apoptoti¢nih celic zaradi uc¢inka CM. Pri
celicah U251 je ucinek vecji kot pri U373.

V obratnem poskusu so celice U87 rasle v CM celic U373 in U251. Topni faktorji, ki so jih
celice izlocale v kondicionirano gojis€e, so statisticno znacilno zmanjSali pogostost
apoptoze celic U87. Ker celi¢ne linije skupaj rastejo v tumorski masi, rezultat kaze, da si
med sabo pomagajo vzpostavljati ravnovesje. Celice ena na drugo pozitivno vplivajo in z
zmanjsevanjem apoptoti¢nih celic je vec celic, ki se delijo in tako tumor lahko hitreje raste.
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Ce primerjamo kontrole vseh treh GBM, je trend isti kot pri MJ. Najmanj apoptoti¢nih
celic ima U87, veliko ve¢ pa jih imata U373 in najve¢ U251. Povzamemo lahko, da so
celice U251 najbolj maligne, saj imajo najve¢ MJ, najve¢ apoptotskih celic in so najbolj
invazivne. Predpostavljamo, da imajo zaradi slabse proliferacije pocasnejSe popravljalne
mehanizme za odstranitev poskodovanih celic iz kulture. Celicam U251 sledijo U373, nato
pa U87, ki rastejo najhitreje, vendar so najmanj invazivne, imajo najmanj MJ in
apoptoti¢nih celic, kar bi lahko bila posledica uspesnih popravljalnih mehanizmov. Ce bi
predpostavili, da bi se vse tri celi¢ne linije GBM pojavile v istem tumorju, bi mogoce
celice U87 predstavljale glavnino tumorske mase, saj hitro rastejo in povecujejo tumor ter
se prepletajo v mreze, celice U251 pa bi invadirale v okoliSko mozganovino in tvorile nove
metastaze.

5.2 SKLEPI

o Razli¢na koli¢ina seruma v gojis¢u razli¢no vpliva na proliferacijo MMC in
GBM.

o Celice GBM povecajo proliferacijo MMC, obratno pa MMC zavirajo rast GBM.

o Pri interakcijah med GBM CM in ko-kulture s celicami U87 zavirajo rast U373 in
U251 ter obratno.

o Kondicionirano gojisce celic U87 vpliva na zmanjSanje prisotnosti MJ v MMC in

obratno tudi CM MMC zmanjsa prisotnost MJ pri U87.

. CM celic U87 poveca prisotnost MJ pri U373 in U251, pri obratnem poskusu pa
se prisotnost MJ pri celicah U87 zmanjSa zaradi vpliva CM celic U373 in U251.

o Vpliv CM celic U87 je zmanjsal pojav apoptoti¢nih celic pri MMC in enako je
vpliv CM MMC zmanjsal pogostost apoptoze pri U87.

o Kondicionirano gojisce celic U87 je vplivalo na zmanj$ano $tevilo apoptoti¢nih
celic pri U373 in U251, enako pa sta CM celic U373 in U251 zmanjsali apoptozo
pri U87.
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6 POVZETEK

Maticne celice so Ze nekaj Casa sinonim upanja za uspesnejSe zdravljenje in regeneracijo
Stevilnih bolezenskih stanj, med njimi tudi nekaterih zelo agresivnih bolezni, kot je pojav
mozganskega tumorja v svoji najbolj maligni obliki — Multiformni glioblastom. Ti so zelo
agresivni in jih z operacijo ne moremo popolnoma odstraniti, saj posamezne celice
invadirajo v okolisko tkivo in tam tvorijo nove metastaze. Mezenhimske mati¢ne celice so
zaradi svojega regeneracijskega potenciala, multipotentnosti, plasti¢nosti in enostavnega
gojenja v pogojih in vitro pomemben kandidat za uporabo pri zdravljenju, saj tudi
dokazano migrirajo na mesto tumorja in se vanj vgradijo. Zaradi te lastnosti bi jih uporabili
kot transportno sredstvo za prenos protirakavih u¢inkovin v samo tumorsko maso oziroma
do posameznih infiltriranih tumorskih celic.

Pri gojenju celic za klini¢no uporabo bo potrebno optimizirati postopke izolacije, gojenja
in diferenciacije. Serum igra pomembno vlogo pri celi¢ni rasti in vitro. Sestava seruma je
slabo poznana in serum je lahko tudi vir citotoksi¢nih snovi. Zato so raziskave usmerjene v
uporabo gojis¢a brez seruma z dodatki rastnih in drugih potrebnih faktorjev. Pri MMC se
trend rasti povecuje sorazmerno s povecevanjem koli¢ine seruma v gojiscu. Pri celicah
GBM pa je trend pove€evanja rasti do 10 % seruma v gojiScu, pri 20 % pa proliferacija
upade, saj se njihov metabolizem stalno spreminja in prilagaja zaradi hipoksi¢nih pogojev
ter pomanjkanja hranil v tumorju. Zaradi tega niso tako zahtevne glede hranil, kar se je
izkazalo v serumskem poskusu in vitro.

MMC in celice GBM komunicirajo z izlo¢anjem razli¢nih citokinov, interlevkinov, rastnih
faktorjev ter drugih topnih izlo¢kov, in tako medsebojno vplivajo na rast in proliferacijo. V
poskusu s Kko-kulturami in kondicioniranim gojis¢em smo dokazali, da celice GBM
povecajo proliferacijo MMC, in sicer bolj pri pocasi rastocih kot pri hitreje rastocih klonih.
V obratnem poskusu pa smo dokazali, da MMC zavirajo rast celic GBM. Pri primerjavi
interakcij med celicami GBM smo opazili, da hitro rasto¢e U87 zavirajo rast U251 in
U373, ter obratno, tudi U373 in U251 zavirajo rast U87.

Kromosomska nestabilnost je glavni znak tumorigeneze. V nasem primeru je CM celic
U87 zmanjsal prisotnost MJ v MMC. Obratno je tudi CM MMC zmanjsal pogostost MJ pri
celicah U87. V poskusu s tremi celi¢nimi tipi GBM CM celic U87 poveca prisotnost MJ
pri U373 in U251, v obratnem poskusu pa se pri U87 prisotnost MJ zmanjSa zaradi vpliva
CM celic U373 in U251. Ce predpostavimo, da bi se te tri celiéne linije pojavile v istem
tumorju, bi lahko celice U87 predstavljale glavnino tumorske mase, saj hitro rastejo in
povecujejo tumor ter se prepletajo v mreze, celice U251 pa bi invadirale v okoliSko
mozganovino in tvorile nove metastaze.

Apoptoza je programirana celicna smrt, s katero organizem odstrani stare in poSkodovane
celice. Vpliv CM celic U87 je zmanjsal pojav apoptoti¢nih celic pri MMC in enako je
vpliv CM MMC zmanjsal pogostost apoptoze pri celicah U87. Enak rezultat smo dobili pri
GBM, CM celic U87 je vplival na zmanjSano stevilo apoptoti¢nih celic pri U373 in U251,
enako pa sta CM celic U373 in U251 zmanjsali apoptozo pri U87. Predvidevamo, da imajo
celice, ki rastejo hitreje in imajo manj apoptoti¢nih celic boljse popravljalne mehanizme, ki
1z kulture odstranijo poskodovane celice.
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