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E.U. - encimska enota (angl. enzyme unit) 

EMT - prehoda fenotipa celic iz epitelialnega v mezenhimskega (angl. epithelial to 

mesenchymal transition) 

FBS- serum govejih zarodkov (angl. foetal bovine serum) 

GBM - glioblastomske celiĉne linije (U373, U251, U87) 

GBM CM - kondicioniran medij glioblastomskih celiĉnih linij 
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HIF-1- s hipoksijo inducirani faktor 1 (angl. hypoxia inducible factor-1) 

IFN-γ - interferon γ 

IgG - protitelo imunoglobulin G  

IL - interleukin 

miRNA - mikro RNA 

MMC - mezenhimske matĉne celice (MMC1, MMC2, MMC4) 

MMC CM – kondicioniran medij mezenhimskih matiĉnih celic 

MMP - matriksna metaloproteinaza 

mRNA - informacijska (angl. messenger) RNA 

NF-κB - jedrni transkripcijski faktor κB 

PAI - plazminogen aktivator inhibitor 

PBS- fosfatni pufer z NaCl (angl. phosphate buffered saline) 

PCR- veriţna reakcija DNA polimeraze (angl. DNA-polymerase chain reaction) 

RNA - ribonukleinska kislina (angl. ribonucleotid acid) 

RPM - vrtljaji na minuto (Revolutions per minute) 

rRNA - ribosomalna ribonukleinska kislina (acid) 

SDF-1 - angl. Stromal cell-derived factor-1  

siRNA- mala interferencna RNA (angl. small interfering RNA) 

TGF-β - transformirajoĉi rastni dejavnik α (angl. transforming growth factor α) 

TIMP - tkivni inhibitor metaloproteinaz (angl. tissue inhibitor of metalloproteinases) 

TNF-α - dejavnik tumorske nekroze α (angl. tumor necrosis factor-α) TNF-β 

uPA -  urokinazni plazminogenski aktivator 

uPAR - receptor urokinaznega plazminogenskega aktivatorja 

VEGF - vaskularni endotelijski rastni dejavnik (angl. vascular endothelial growth factor)  

WHO - Svetovna zdravstvena organizacija (angl. World Health Organization) 

Z-Phe-Arg-AMC - benziloksikarbonil-fenilalanin-arginin-AMC 
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SLOVARĈEK  

 

POJEM RAZLAGA 

(Proto) onkogen 
Onkogeni so geni, ki lahko povzroĉijo ali pa prispevajo k razvoju raka. Veĉina 

celic je podvrţena razvoju in programirani celiĉni smrti – apoptozi. Ĉe se onkogeni 

aktivirajo, lahko namesto apoptoze pride do proliferacije celic. Predpogoj je 

ponavadi mutacija sorodnih genov ali pa infekcija z virusi. Pomembno dejstvo je, 

da je se mutacija onkogenov ponavadi izrazi dominantno – dovolj je, da je prizadet 

samo en od dveh parnih kromosomov, zaradi ĉesar pride do onkogene 

transformacije (za razliko od tega tumorski supresorski geni ponavadi potrebujejo 

mutacijo obeh alelov, da pride do tumorjev - recesivni naĉin). Pomembno je 

poudariti, da onkogeni niso vedno povezani z rakom in imajo normalno funkcijo 

tudi v zdravih celicah. Ponavadi zdravo obliko onkogena imenujemo 

protoonkogen.  
Protoonkogen je normalen gen, ki se lahko zaradi mutacije, poveĉanega izraţanja 

(ekspresije) ali izgube ustrezne regulacije aktivira in postane onkogen. 

Protoonkogeni veĉinoma kodirajo beljakovine, ki urejujejo celiĉno rast in 

diferenciacijo ter apoptozo. Pogosto so udeleţeni v signalnih poteh mitogenih 

signalov. Ko se aktivirajo, zaĉno inducirati tumorsko rast.  

Angiogeneza Angiogeneza je fiziološki proces rasti novih ţil iz ţe obstojeĉih ţil s pomoĉjo 

angiogenih faktorjev. Angioge rastne faktorj (npr. vascularni endotelijski rastni 

dejavnik - VEGF), sprošĉajo makrofagi, pa tudi nekatere druge celice, npr. MMC 

in tumorske celice. Aktivirane endotelijske celice ţil potem  sprošĉajo 

plazminogene aktivatorje in druge encime med katerimi so tudi matriks 

metaloproteaze, ki selektivno razgradijo zunajceliĉne proteine, kar dovoljuje 

endotelijskim celicam migracijo. Angiogenza poteka tudi kot odgovor na tumorske 

celice in je pomembna terapevtska tarĉa pri zdravljenju malignih neoplazem. 

Apoptoza  Apoptoza je eden od tipov programirane celiĉne smrti. Ker gre za uravnavan 

proces, govorimo tudi o celiĉnem samomoru. V nasprotju z nekrozo- veĉinoma 

patološko obliko celiĉne smrti, apoptoza ne privede do vnetnega odgovora. Proces 

apoptoze lahko sproţijo zunanji dejavniki (aktivatorji), ki se veţejo na 

membranske receptorje, ali pa znotrajceliĉni signali, ki delujejo na mitohondrije. 

Za veĉino celiĉnih uĉinkov je kljuĉno delovanje proteinaz kaspaz, ki razgrajujejo 

celiĉne komponente, pomembni regulatorji pa so pripadniki bcl-2 druţine 

proteinov. Za normalno delovanje organizma je apoptoza nujno potrebna, saj se s 

tem odstranjujejo celice, ki so okuţene, imajo poškodovano DNA, so rakasto 

spremenjene ali so odveĉne (npr. pri razvoju organov pri zarodku).Odsotnost 

apoptoze pri odstranjevanju tovrstnih celic vodi v razliĉna obolenja. Z apoptozo so 

povezani tudi nekateri cisteinski katepsini (npr. CatB in CatL). 

Celična linija Definirana celiĉna populacija, ki jo daljše ĉasovno obdobje ohranjamo v kulturi in 

vitro. Po navadi pri teh celicah pride do spontane transformacije oz. 

dediferenciacije v bolj primitivno obliko, kar podaljša ţivljenjsko dobo celic. 

Celična terapija  
Zdravljenje s presaditvijo razliĉnih celiĉnih vrst. Ĉe gre za matiĉne celice te 

veĉinoma usmerimo v razvoj konĉno diferenciranih celic, ki jih potrebujemo, da z 

njimi »popravimo« okvarjene celice ali tkiva. Terapija s celicami je poleg genske 

terapije in tkivnega inţenirstva tretja vrsta naprednega zdravljenja.  

http://sl.wikipedia.org/wiki/Programirana_celi%C4%8Dna_smrt
http://sl.wikipedia.org/wiki/Nekroza
http://sl.wikipedia.org/wiki/Patologija
http://sl.wikipedia.org/wiki/Vnetje
http://sl.wikipedia.org/wiki/Receptor_%28biokemija%29
http://sl.wikipedia.org/wiki/Mitohondrij
http://sl.wikipedia.org/w/index.php?title=Proteinaza&action=edit&redlink=1
http://sl.wikipedia.org/w/index.php?title=Kaspaza&action=edit&redlink=1
http://sl.wikipedia.org/w/index.php?title=Bcl-2&action=edit&redlink=1
http://sl.wikipedia.org/wiki/DNA
http://sl.wikipedia.org/wiki/Rak_%28bolezen%29
http://sl.wikipedia.org/wiki/Zarodek
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Citokin Citokini so topni izloĉki celic, ki omogoĉajo medceliĉno komunikacijo, spodbudijo 

imunski odziv in razmnoţevanje celic. Termin citokin se nanaša na heterogeno 

skupino topnih proteinov in peptidov, ki v nanomolarnih in pikomolarnih 

koncentracijah delujejo kot humoralni regulatorji in v normalnih ali patoloških 

razmerah urejajo delovanje tkiv in celic. Nekateri jih delijo v tri skupine, t.j. 

limfokine (izloĉajo jih limfociti), interlevkine (v glavnem naj bi delovali na 

levkocite), in kemokine (ki naj bi posredovali kemotakso med celicami), vendar je 

ta razdelitev dandanes neustrezna, ker imajo mnogi citokini mešano delovanje vseh 

treh skupin. 

Embrionalna 

matična celica 

Pluripotentnea linija matiĉnih celic, ki izhajajo iz zgodnjega zarodka (~5 dan), 

preden se tvorijo embrionalne plasti. 

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 

doloĉene bolezni. Funkcionalni gen pri tem nadomesti okvarjeni gen. Zdravi gen 

lahko prenesemo v spolne celice, pri ĉemer se sprememba prenaša na potomce, ali 

pa v somatske celice bolnika, pri ĉemer se ta sprememba ne deduje. Obstaja veĉ 

naĉinov prenosa genov v celice (prenos z razliĉnimi vektorji), pa tudi veĉ naĉinov 

sprememb okvarjenega gena (nakljuĉna ali ciljana insercija zdravega gena v genom 

bolnika). Gene lahko z razliĉnimi metodami tudi vkljuĉimo, izkljuĉimo ali 
utišamo. Uspeh genskega zdravljenja je odvisen od uĉinkovite vstavitve 

terapevtskega gena na ustrezno tarĉno mesto v kromosomu, ne da bi pri tem 

povzroĉili neţeleno poškodbo celice, onkogeno mutacijo ali imunsko reakcijo.  

Glioblastom  
Najbolj maligna oblika gliomov, ki lahko nastane preko predhodno manj malignih 

vrst astrocitomov ali neposredno, posebno pri starejših bolnikih.  

Domovanje MMC 

(angl. MSC homing) 

Proces, pri katerem MMC kot odgovor na kemokine potujejo ven iz niš matiĉnih 

celic, migrirajo do mesta poškodbe, tam pa vdirajo v poškodovano tkivo 

Invazija Sposobnost širjenja, vdora (tumorskih) celic, v (normalno, zdravo) okoliško tkivo. 

Tudi splošen izraz za vdor, infiltracijo celic v tkivo. Celiĉna invazija je na splošno 

pomemben dogodek v progresivni, nekontrolirani proliferaciji tumorskih celic, 

prav tako pa je to tudi pomemben proces na specifiĉnih stopnjah embriogeneze in 

razvoja osebka. Invazijo celic med drugim omogoĉajo proteolizni encimi, ki 

razgradijo zunajceliĉni matriks, s ĉimer naredijo prostor za ppremestitev celic v 

medceliĉnino. Invazija tumorjev je povezana tudi z lizosomalnimi proteazami, 

imenovanimi cisteinski katepsini in t.i. matriks metaloproteinazami. Invazija je 

veĉfazen proces, nanjo pa vplivajo avtokrini in parakrini dejavniki, zunajceliĉni 

matriks, medceliĉne interakcije, ter celice tumorske strome.  

Katepsin Katepsin je encim iz skupine peptidaz, za katerega je znaĉilno, da ga v normalnih 

fizioloških pogojih v celici najdemo v lizosomu. V ĉloveških celicah so jih našli ţe 

veĉ kot 10 in so oznaĉeni s ĉrkami. Najveĉ katepsinov spada med peptidaze, ki 

imajo v aktivnem mestu aminokislino cistein (katepsini B, C, F, H, K, L, S, V, W, 

X), eden ima v aktivnem mestu serin (katepsin G) dva pa aspartat (asparaginsko 

kislino) (katepsina D in E). Glavna naloga katepsinov je razgradnja proteinov do 

krajših peptidov ali posameznih aminokislin. Po svoji aktivnosti so lahko ekso ali 

endo peptidaze. V celicah nastajajo v neaktivni obliki, po odcepu dela molekule pa 

preidejo v aktivno obliko. Izloĉajo se tudi ven iz celic. Potrebni so za normalni 

razvoj organov in tkiv, sodelujejo pa tudi v patoloških procesih. V veĉini rakavih 

http://sl.wikipedia.org/wiki/Encim
http://sl.wikipedia.org/wiki/Peptidaza
http://sl.wikipedia.org/wiki/Lizosom
http://sl.wikipedia.org/w/index.php?title=%C4%8Clove%C5%A1ka_celica&action=edit&redlink=1
http://sl.wikipedia.org/wiki/Aminokislina
http://sl.wikipedia.org/w/index.php?title=Cistein&action=edit&redlink=1
http://sl.wikipedia.org/w/index.php?title=Serin&action=edit&redlink=1
http://sl.wikipedia.org/wiki/Aspartat
http://sl.wikipedia.org/wiki/Protein
http://sl.wikipedia.org/wiki/Peptid
http://sl.wikipedia.org/wiki/Molekula
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celic je njihovo izraţanje povišano. V rakavih celicah sodelujejo pri razgradnji 

zunajceliĉnega matriksa, invaziji, angiogenezi, apoptozi… 

Kostni mozeg  
Mehko tkivo, ki se nahaja zlasti v plošĉatih kosteh, kot so medenica, prsnica, 

lobanja, rebra, hrbttenica in lopatica in v gobastem tkivu dolgih kosti (stegnenica, 

nadlahtnica). V kostnem mozgu poteka hematopoeza. Kostni mozeg vsebuje med 

razliĉnimi odraslimi celicami tudi veĉ vrst matiĉnih celic, npr. mezenhimske, 

krvotvorne in druge matiĉne celice.  

Matična celica (MC) 
Matiĉna celica (MC) je nediferencirana celica v ţivih bitjih, ki ima dve kljuĉni 

lastnosti: lastnost samoobnavljanja in lastnost pluripotentnosti. MC se 

samoobnavlja z nesimetriĉno delitvijo, pri ĉemer nastaneta ena njej enaka in druga, 

bolj diferencirana hĉerinska celica. Ta ima manjši razvojni potencial od prve, ker je 
bolj diferencirana. Samoobnavljanje omogoĉa vzdrţevanje populacije matiĉnih 

celic v konstantnem številu. Najosnovnejša matiĉna celica je embrionalna matiĉna 

celica. 

Mezenhimska 

matična celica 

(MMC) 

Mezenhimske matiĉne 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 razliĉne komponente zunajceliĉnega matriksa in 

razliĉne rastne dejavnike. So pluripotentne, diferencirajo se lahko v razliĉne celice 

mezodermalnega tkiva, kot so celice kosti, hrustanca, mišic, koţe, mašĉobne 

celice, del teh celic pa tudi v celice ekto- in endoderma, kamor spadajo npr. celice 

srĉne mišice, ţivĉne celice in hepatocite. Delujejo tudi imunomodulatorno na 

imunske celice - zmanjšujejo imunski odziv limfocitov B in T. So zelo uporabne za 

zdravljenje v regenerativni medicini, pa tudi za zdravljenje avtoimunskih bolezni. 
Nahajajo se tudi v kostnem mozgu, kjer se nahaja mnogo vrst matiĉnih celic. So 

izvor celic nekrvotvorih tkiv ter tvorijo razliĉne rastne dejavnike, potrebne za rast 

in diferenciacijo krvnih celic in ostalih tkiv.  

Neoplazma Nenormalna, nova rast tkiva. 

Niša matične celice 
Celiĉno mikrookolje, ki nudi podporo in draţljaje, ki so nujno potrebni za 

ohranjanje samoobnovitvenega potenciala matiĉnih celic (MC). Poznanih je veĉ 
vrst niš matiĉnih celic, ki se med seboj razlikujejo po celiĉnem in biokemiĉnem 

okolju. Znane so razliĉne niše, npr. niše mezenhimskih MC, ter posebne vrste niš 

rakavih MC.  

Pluripotentna 

matična celica 

Celica, sposobnatvoriti vse telesne celice, vkljuĉno z germinalnimi celicami in 

nekaj ali vsa ekstraembrionalna tkiva. Takšne so npr. embrionalne in mezenhimske 

matiĉne celice. 

Potentnost 
Obseg moţnosti za konĉno diferenciacijo celic. Poznamo toti-, pluri-, multi- in uni-

potene (matiĉne) celice. 

Rakava (tumorska) 

matična celica 

Samoobnavljajoĉa se celica, ki je odgovorna za ohranjanje, rast in metastaziranje 

tumorja. Tumorske matiĉne celice, ki jih je moţno identificirati pri nekaterih 

levkemijah in ĉvrstih tumorjih, so potencialne terapevtske tarĉe pri zdravljenju 

raka, ker so najbolj odporne na terapijo. 

Rastni dejavnik 
Rastni dejavniki (faktorji) so molekule, ki delujejo preko specifiĉnih receptorjev na 

površini celice. Spadajo v skupino citokinov. Ĉe se rastni dejavnik sprosti v kri, 

lahko deluje na oddaljene tarĉe (endokrini naĉin delovanja), na sosednje celice 

(parakrini naĉin delovanja) ali celo deluje tudi na samo celico, ki ga izloĉa 
(avtokrino delovanje). Delovanje rastnih dejavnikov je zelo pomembno pri celjenju 

poškodb in regeneraciji poškodovanih tkiv. Rastni dejavniki zaĉnejo delovati preko 

poti prenosa signalov, spremenijo transkripcijske faktorje, ki nato sproţijo prepis 

genov, ki doloĉijo usodo diferenciacije celic.  

Tumorsupresorski 

geni 

Geni, ki zaviralno regulirajo delitve celic in s tem potencialno tudi razvoj tumorja. 

Mutacije v teh genih veĉinoma povzoĉijo maligno transformacijo celic in njihovo 
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nenadzorovano delitev. 

Zunajcelični 

matriks (ECM) 

Zunajceliĉni matriks je del medceliĉnine in predstavlja mikrookolje med celicami, 

ki jim nudi oporo, orientacijo in omogoĉa medceliĉne interakcije in nastanek 

vezivnega tkiva. Ponavadi ga sestavljata intersticijski matriks in bazalna 

membrana. Intersticijski matriks se nahaja med celicami, bazalna membrana pa 

predstavlja sloj na katerega so pripete epitelne in endotelne celice. ECM tako 

omogoĉa materialno oporo, sidrišĉe celicam, loĉevanje tkiv enega od drugega in 
regulacijo medceliĉne komunikacije. V ECM se tudi lahko skladišĉijo rastni 

faktorji, ki se sprostijo, ko se ECM razgradi s pomoĉjo proteaz. ECM sestavljajo 

glikozaminoglikani (proteoglikani) povezani s fibroznimi proteini (kolagen, 

elastin), hialuronska kislina, fibronektin in laminin.  

 

 

 



1 
Jeriĉ B. Vseb. cisteinskih proteaz … v MMC … glioblastomskimi celiĉnimi linijami U87-MG, U373 in U251. 

   Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2010 

 

 

1 UVOD 

 

Glioblastomi (GBM) so najpogostejša in najbolj maligna oblika moţganskih tumorjev. 

Kljub modernim diagnostiĉnim metodam in zdravljenju je stopnja preţivetja bolnikov z 

GBM majhna, predvsem zaradi visoke invazivnosti tumorskih celic. Infiltracija 

glioblastomskih celic v okoliško moţganovino poteka kot invazija posamiĉnih tumorskih 

celic v zdravo moţganovino, kar onemogoĉa popolno operativno odstranitev tumorja, 

bolezen pa se zato velikokrat ponovi. Invazija tumorjev je povezana z lizosomalnimi 

proteazami, imenovanimi cisteinski katepsini, ki delujejo v kaskadi proteoliznih reakcij. 

Med kaskado proteoliznih reakcij prihaja do usmerjene hidrolize komponent 

zunajceliĉnega matriksa, kar omogoĉa invazijo celic. Katepsina B (CatB) in L (CatL) 

sodelujeta pri razvoju malignih tumorjev in njihovem metastaziranju. Oba se povezuje tudi 

z invazivnostjo gliomov, vendar predvsem vloga katepsina L v tem procesu ni dobro 

opredeljena. Raven izraţanja cisteinskih katepsinov je v glioblastomih poveĉana. Kljub 

temu, da se katepsini koncentrirajo v lizosomu, se izloĉajo tudi v zunajceliĉni prostor, kjer 

razgrajujejo komponente zunajceliĉnega matriksa. Aktivnost cisteinskih katepsinov je 

regulirana s sintezo, znotrajceliĉno razporeditvijo, v konĉni fazi pa tudi z njihovimi 

endogeni inhibitorji iz druţine cistatinov.  

 

Nov, obetajoĉ pristop za zdravljenje glioblastomov, ki temelji na celiĉni in genski terapiji 

je transplantacija progenitorskih celic, kot so humane mezenhimske matiĉne celice 

(MMC). MMC so pluripotentne tkivne matiĉne celice, ki se nahajajo v razliĉnih tkivih in 

organih. Glioblastomi aktivno privlaĉijo MMC z izloĉanjem razliĉnih kemokinov 

(parakrino signalizaijo), zato bi MMC lahko uporabili kot vektor za dostavo proti-

tumorskih uĉinkovin k tumorskim celicam.  Mehanizem migracije MMC k GBM, ki 

verjetno temelji na odgovoru MMC na poškodovana tkiva ali onkogene celice, še vedno ni 

povsem jasen. Prav tako še niso znani vsi vplivi MMC na tumorske celice. Nekatere 

raziskave potrjujejo, da MMC zavirajo rast in razvoj tumorja, obstajajo pa tudi rezultati 

raziskav ki kaţejo, da lahko MMC v tumorskem okolju stimulirajo rast tumorja z 

izloĉanjem citokinov, rastnih in angiogenetskih faktorjev. Prisotnost, vsebnost in aktivnosti 

cisteinskih katepsinov B in L, njihova vloga v migraciji in invaziji MMC, pa tudi njihova 

vloga v komunikaciji s celicami GBM so še povsem novo in neraziskano podroĉje. 

 

Namen dela in cilj diplomske naloge je bil ovrednoti vpliv kondicioniranega medija 

humanih MMC na linije celic GBM in obratni vpliv, na ravni izraţanja, vsebnosti in 

aktivnosti katepsinov B in L. Kondicioniran medij ponazarja parakrino komunikacijo med 

celicami. V raziskavi smo uporabili tri klone mezenhimskih matiĉnih celic (MMC1, 

MMC2 in MMC4) in njihov kondicioniran medij ter tri razliĉne glioblastomske celiĉne 

linije (U373, U251 in U87-MG) in njih kondicioniran medij. Raven izraţanja cisteinskih 
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katepsinov B in L smo doloĉili z metodo PCR v realnem ĉasu, vsebnost katepsinov kot 

proteinov smo izmerili z metodo ELISA, aktivnosti katepsinov pa smo doloĉili s pomoĉjo 

inhibitorjev E-64c in CA074.  

 

Poznavanje vloge cisteinskih katepsinov v razliĉnih celicah nam omogoĉa, da lahko 

sklepamo o njihovi vlogi v celiĉnih procesih in komunikaciji med razliĉnimi celicami. 

Rezultati raziskave doprinašajo k boljšemu razumevanju parakrinega delovanja 

glioblastomskih celic na MMC in obratno, prakrinega delovanja MMC na celice GBM. 

 

 

1.1 DELOVNE HIPOTEZE 

 

Upoštevajoĉ ţe objavljene raziskave vemo, da med MMC in celicami GBM obstaja 

parakrina komunikacija (Kidd in sod., 2009). To pomeni, da celice doloĉene faktorje 

izloĉajo tudi v medij, ki jih obdaja, ter tako vplivajo na izraţanje, vsebnost in aktivnost 

katepsinov B in L v drugih (sosednjih) celicah. Zato predvidevamo, da bomo z merjenjem 

spremembe izraţanja, vsebnosti in aktivnosti cisteinskih katepsinov po medsebojni reakciji 

celic, lahko sklepali o njihovi vlogi v tej komunikaciji. 

 

Ker po naših podatkih celice GBM poveĉajo invazijo MMC predvidevamo, da bo 

kondicioniran medij celic GBM vplival na raven izraţanja, vsebnost in aktivnost 

katepsinov v MMC. MMC pa obratno zmanjšajo invazijo celic GBM, zato predvidevamo 

da bo imel tudi kondicioniran medij MMC vpliv na raven izraţanja, vsebnost in aktivnost 

katepsinov v celicah GBM. 

 

Nadalje vemo, da se MMC razlikujejo od celic GBM, zato predvidevamo, da se od njih 

razlikujejo tud na ravni izraţanja, vsebnosti in aktivnosti katepsinov B in L. 

 

Nazadnje predvidevamo, da med samimi kloni MMC ne bo razlik, na ravni izraţanja, 

vsebnosti in aktivnosti katepsinov, saj so si po osnovnih lastnostih zelo podobne. Glede na 

to, da linije GBM niso homogene pa predvidevamo, da bomo med njimi zaznali razlike v 

ravni izraţanja, vsebnosti in aktivnosti katepsinov. 
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2 PREGLED OBJAV 

2.1 SPLOŠNO O MATIĈNIH CELICAH 

 

Matiĉne celice so maloštevilna populacija nespecializiranih celic, ki jih najdemo v tkivu 

zarodka, pa tudi v tkivih odraslega ĉloveka. So nedefirencirane in sposobne dolgotrajnega 

asimetriĉnega deljenja, pri ĉemer v procesu samoobnavljanja tvorijo identiĉne kopije celic, 

na drugi strani pa tvorijo nove linije bolj diferenciranih celic. Pomembna lastnost matiĉnih 

celic je tudi plastiĉnost. Plastiĉnost  pomeni, da so se matiĉne  celice sposobne diferencirati 

v celice drugih tkiv in ne samo v celice tkiv iz katerega izhajajo. V doloĉenih primerih so 

celo sposobne preskoĉiti iz ene somatske linije v drugo, npr. iz mezoderma v endoderm, 

kar imenujemo transdiferenciacija. Z matiĉnimi celicami lahko zdravimo doloĉene  

degenerativne,  presnovne,  prirojene  in  rakave  bolezni,  še  bolj  pa  so uporabne za 

zdravljenje mehanskih poškodb tkiv in organov (Strbad in Roţman, 2005; Zipori, 2005; 

Roţman in sod., 2007). 

 

Poznamo veĉ vrst matiĉnih celic, ki imajo razliĉne razvojne potenciale. V grobem matiĉne 

celice glede na njihov izvor lahko razdelimo na dve skupini: embrionalne matiĉne celice, 

ki se nahajajo v blastocisti (zarodku) in matiĉne celice odraslega, ki jih imenujemo tudi 

tkivno specifiĉne matiĉne celice in jih lahko izoliramo iz fetusa ali post natalno (Can, 

2008). Po sposobnosti diferenciacije pa matiĉne celice lahko razdelimo na toti-, pluri-, 

multi- in unipotentne (Slika 1). Totipotentne celice so se sposobne diferencirati v vse 

celiĉne vrste in trofoblast. V odraslem ĉloveku je tako veĉ kot 200 razliĉnih celiĉnih vrst, 

ki izvirajo iz ene same celice zigote oz. oplojenega jajĉeca. Pluripotentne celice so se 

sposobne diferencirati v vse tri celiĉne plasti (mezoderm, ektoderm in endoderm), ne pa v 

trofoblast. Take so npr. krvotvorne matiĉne celice in mezenhimske matiĉne celice. 

Multipotentne celice (tudi oligopotentne) so se sposobne diferencirati v veĉ celiĉnih vrst, 

vendar ne v vse. Take so npr. krvotvorne  matiĉne  celice.  Unipotentne  matiĉne  celice  pa  

so  se  sposobne diferenciati le v eno celiĉno vrsto. Imenujemo jih tudi celice prednice 

(progenitorji). Take so npr. predniške epitelne matiĉne celice (Roţman in sod., 2007). 

Pluripotentne matiĉne celice odraslega lahko podrobneje razdelimo še na multipotentne 

prednice odraslega (MAPC, angl. multipotent adult progenitor cells), celice MIAMI (angl. 

marrow-isolated adult multilineage inducible cells), embrionalnim matiĉnim celicam 

podobne celice iz popkovniĉne krvi (CBE, angl. cord blood-derived embryonic-like stem 

cells), celice hMASC (angl. human multipotent adult stem cells, celice VSEL (angl. very 

small embryonic-like stem cells), embrionalne matiĉne celice odraslega (ESC-A, angl. 

embryonic stem cell of adult (Jiang in sod, 2002; D'Ippolito in sod., 2004; McGruckin in 

sod., 2005; Beltrami in sod., 2007; Kucia in sod., 2006; Virant-Klun in sod., 2008). V 

zadnjem ĉasu pa se vse veĉ govori tudi o tumorskih matiĉnih celicah, ki se asimetriĉno 
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delijo v tumorsko progenitorsko celico, ta pa je vir razliĉnih fenotipov malignih celic 

(Zhou in sod., 2009). 

 

Matiĉne celice lahko osamimo iz zarodka na stopnji morule in blastociste, lahko pa tudi iz 

popkovniĉne krvi novorojenca oziroma posteljice ali kostnega mozga odraslega ĉloveka, 

nahajajo pa se tudi v drugih tkivih odraslega ĉloveka (Slika 1, D) (Zipori 2005; Strbad in 

Roţman, 2005). Tako v vsakem organu obstaja mesto ali niša, ki je bogata s tkivnimi 

matiĉnimi celicami. Niša matiĉnih celic je celiĉno mikrookolje, ki nudi podporo in 

draţljaje, ki so nujno potrebni za ohranjanje samoobnavljanja in sposobnosti diferenciacije 

matiĉnih celic, hkrati pa tudi uravnava njihovo aktivnost (Ho in Wagner, 2007). Matiĉne 

celice zato lahko najdemo v epitelu, prebavilih, skeletnih mišicah, oĉeh, jetrih, dojki, zobni 

pulpi, koţi, lasnih mešiĉkih, periferni  krvi, mašĉobnem  tkivu,  testisih,  prostati in v 

ovarijih (Zipori, 2005; Strbad in Roţman, 2005). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 1: (A, B):  Stopnje v razvoju ĉloveka, kjer lahko najdemo matiĉne celice z razliĉnim razvojnim 

potencialom. (C): Korelacija kljuĉnih razvojnih stopenj z razvojnim potencialom matiĉnih celic. (D): Nova 

odkritja dokazujejo, da pluripotentne matiĉne celice obstajajo tudi v odraslem osebku. (Zipori, 2005) 
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2.2 MEZENHIMSKE MATIĈNE CELICE  

2.2.1 Lastnosti mezenhimskih matičnih celic 

 

Humane mezenhimske matiĉne celice (MMC, angl. mesenchymal stem cells, mesenchymal 

stromal cells) so definirane kot samo-obnavljajoĉe se, pluripotentne matiĉne celice, ki se 

nahajajo v razliĉnih tkivih in se lahko diferencirajo v veĉ razliĉnih tipov mezenhimskih 

tkiv (da Silva Meirelles in sod., 2008). MMC kaţejo razvojni potencial za diferenciacijo v 

osteoblaste, hondrocite, adipocite in mišiĉne celice (Slika 2). Zelo majhna populacija teh 

matiĉnih celic odraslega, imenovana MAPC (multipotentna prednica odraslega, angl. 

multipotent adult progenitor cell), ki so jih izolirali iz kostnega mozga in mora biti 

vzdrţevana pod striktnimi pogoji gojenja, pa ima celo sposobnost diferenciacije v celiĉne 

tipe z lastnostmi visceralnega mezoderma (miocite), nevroektoderma (ţivĉne celice) ali 

endoderma (hepatocite) (Jiang in sod., 2002; Wagner in sod., 2005).  

 

 

 

Slika 2: Diferenciacijske sposobnosti MMC (Hematopoietic and mesenchymal sromal cell pathway, 2010) 
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Komite za mezenhimske in tkivne matiĉne celice mednarodnega zdruţenja za celiĉno 

terapijo (ISCT) je predlagal tri minimalne kriterije s pomoĉjo katerih lahko definiramo 

MMC: 1) sposobnost pritrditve na plastiko gojitvene posode; 2) >95% prisotnost izraţanja 

za MMC specifiĉnih oznaĉevalcev in >95% odsotnost izraţanja oznaĉevalcev, ki so 

specifiĉni za hematopoetske ali endotelijske celice in 3) sposobnost diferenciacije in vitro v 

osteoblaste, adipocite in hondroblaste (Dominici in sod., 2006). Podrobneje so MMC 

negativne za tri hematopoetske oznaĉevalce: CD14, CD34, CD45 in antigene CD4, CD8, 

CD11a, CD15, CD16, CD25, CD31 (endotelijski oznaĉevalec), CD33, CD49b, CD49d, 

CD49f, CD50, CD62e, CD62l, CD62P, CD80, CD86, CD106, CD117, kadherin V, 

glikoforin A, poglavitni histokompatibilnostni kompleks HLA-DR in HLA razreda II. 

Obratno pa so MMC pozitivne za CD10, CD13, CD29 (β-integrin), CD44, CD49e (α5-

integrin), CD54 (ICAM-1), CD58, CD71, CD73 (SH3), CD90, CD105, CD146, CD166, 

CD271, vimentin, citokeratin 8 citokeratin 18, nestin, in von Willebrand faktor. Šibko 

izraţajo HLA razreda I in CD123, ter so variabilne v izraţanju FLK1 (KDR), CD133/1 in 

CD133/2. Stopnja izraţanja površinskih antigenov je pri niţjih pasaţah višja kot pri višjih 

pasaţah MMC, kar kaţe na to, da se v telesu verjetno nahaja heterogena populacija MMC 

(Gang in sod., 2004; Alviano in sod., 2007; Rubio in sod., 2005; Wang in sod., 2005; 

Kogler in sod., 2006). 

 

 

2.2.2 Viri in izolacija mezenhimskih matičnih celic 

 

Glavni in najbogatejši, ĉeprav ne edini vir MMC je kostni mozeg. MMC spadajo med 

stromalne celice kostnega mozga (Locatelli in sod., 2007) in so zelo redke, saj najdemo le 

eno na 10000–100000 drugih celic kostnega mozga (Strbad, 2004). MMC so tisti del 

populacije celic kostnega mozga, ki se pri gojenju v celiĉni kulturi pritrdijo na dno 

gojitvenih posod in tvorijo kolonije celic vretenaste oblike, podobne fibroblastom. Prva, ki 

sta opisala MMC iz kostnega mozga sta bila Friedestein in Petrakova, leta 1996, 

Friedestein pa je prvi razvil tudi metode za njihovo izolacijo in gojenje (Jackson in sod., 

2007). Poleg kostnega mozga pa se MMC nahajajo tudi v drugih tkivih ĉloveškega telesa, 

kot so: mašĉobno tkivo, popkovnica, popkovniĉna kri, horionski vili placente, amnionska 

tekoĉina, periferna kri, pljuĉa idr. (Roţman in sod., 2007).  

 

MMC, ki so izolirane iz razliĉnih tkiv se med seboj razlikujejo glede na fenotip in razvojni 

potencial (Bianco in sod., 2008). Taka heterogenost je moţna funkcija razliĉnega 

mikrookolja, iz katerega so izolirane in lahko odseva tudi v funkcijskih razlikah med njimi 

(da Silva Meirelles in sod., 2008). Od naĉina gojenja in vira izolacije (donorja) pa je 

odvisna tudi hitrost rasti MMC. Prav tako obstajajo tudi razlike med kloni MMC, ki so 

izolirani iz istega vira. Te razlike se kaţejo v proliferacijski zmogljivosti in in vitro 
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ţivljenjski dobi celic. Na podlagi razliĉne hitrosti rasti lahko klone MMC, izolirane iz 

kostnega mozga, razdelimo v hitro in poĉasi rastoĉe (Motaln in sod., 2010; Kogler in sod., 

2004; Bernardo in sod., 2007; Wagner in sod., 2008).  

 

Uĉinkovitost izolacije MMC je odvisna od naĉina izolacije, njihovega vira, shranjevanja 

vzorcev in transportnih pogojev. S 100% uĉinkovitostjo lahko izoliramo MMC iz kostnega 

mozga, mašĉobnega tkiva in popkovnice, izolacija iz sveţe popkovniĉne krvi  pa je le 30% 

do 63% uĉinkovita.  Najmanj uĉinkovita je izolacija MMC iz vzorcev popokovniĉne krvi, 

shranjene z zamrzovanjem (krioprezervacijo) (Rebelatto in sod., 2008; Kern in sod., 2006; 

Bieback in sod., 2004).  

 

 

2.2.3 Gojenje mezenhimskih matičnih celic in vitro 

 

Z ustreznimi rastnimi  dejavniki  in  citokini  lahko  te  celice  vzdrţujemo  v  

nediferenciranem  stanju,  v katerem lahko tudi po številnih pasaţah ohranijo vse lastnosti, 

ali pa jih usmerimo v ţelen celiĉni tip (Roţman in sod., 2007). Diferenciacijo MMC sicer 

lahko usmerjamo s spreminjanjem pogojev rasti kot so dodatek razliĉnih rastnih faktorjev, 

hipoksija, rast na razliĉnih ogrodjih, mehanski ali elektriĉni draţljaji (Bonora-Centralles in 

sod., 2009; Volkmer in sod., 2010; Myllymaa in sod., 2010; Rentsch in sod., 2009; Liedert 

in sod., 2009; Genovese in sod., 2009). Na razvojni potencial MMC oz. njihovo 

sposobnost diferenciacije vplivajo še vir iz katerega pridobimo celice, število pasaţe in 

konfluenca ter naĉin shranjevanja celic. Pri višjih pasaţah ali konfluenci pride do delne 

izgube oz. spremembe v razvojnem potencialu MMC. Po 8-15 pasaţah MMC namreĉ 

postanejo senescentne in se prenehajo deliti (Motaln in sod., 2010; Wagner in Ho, 2007).  

 

 

2.2.4 Komunikacija mezenhimskih matičnih celic z ostalimi celicami 

 

V nišah mezenhimskih matiĉnih celic v razliĉnih tkivih se nahajajo tudi drugi celiĉni tipi, 

kot so osteoklasti, stromalne in endotelijske celice ter zunajceliĉni matriks (Wilson in 

Trumpp, 2006; Forsberg in sod., 2005). MMC v nišah izloĉajo številne citokine in rastne 

faktorje, ki imajo tako parakrino kot avtokrino funkcijo (Caplan in Dennis, 2006). S 

pomoĉjo teh molekul potekata komunikacija in odziv MMC na druge celice. In vitro MMC 

izloĉajo številne citokine, interlevkine (IL) in rastne faktorje kot so epitelijski kemotaktiĉni 

dejavnik za nevtrofilce-78 (angl. epithelial neutrophil-activating peptide-78, ENA-78), 



8 
Jeriĉ B. Vseb. cisteinskih proteaz … v MMC … glioblastomskimi celiĉnimi linijami U87-MG, U373 in U251. 

   Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2010 

 

 

kolonije stimulirajoĉi faktor za granulocite in makrofage (angl. granulocyte-macrophage 

colony-stimulating factor, GM-CSF), rastnemu sorodni onkogeni proteini (angl. growth  

related oncogene), IL-1β, IL-6, IL-8, kemoatraktantni protein 1 za monocite (angl. 

monocyte chemoattractant protein-1, MCP-1), onkostatin M (OSM), vaskularni 

endotelijski rastni dejavnik (angl. vascular endothelial growth factor, VEGF), fibroblastni 

rastni dejavnik FGF-4 (angl. human fibroblast growth factor), FGF-7, FGF-9, granulocitni 

kemotaktiĉni 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, interferon inducibilen protein-10 (angl. 

interferon inducible protein-10, IP-10), makrofagni vnetni protein-3a (angl. macrophage 

inflammatory protein-3a, MIP-3a), makrofage zavirajoĉi faktor (angl. macrophage-

inhibiting factor), osteoprotegerin, PARC (angl. pulmonary and activation regulated 

chemokin), PIGF (angl. phosphatidiylinositol glycan class F), TGF-β2, TGF-β3, tkivni 

zaviralec metaloproteinaz TIMP-1 (angl. tissue inhibitor of metalloproteinase) in TIMP-2 

(povzeto v Preglednici 1). Osnovni profil izloĉanja citokinov se med razliĉnimi viri MMC 

celic ne razlikuje, spreminjajo se le koncentracije. Na raven izloĉanja citokinov vpliva 

morfologija MMC; agregati MMC ali sferoidi izloĉajo do 20x višje koncentracije VEGF, 

FGF-β, angiogenina, prokatepsina B, IL-11 in kostnega morfogenetskega proteina-1 

(BMP-1) v primerjavi z monosloji (Liu in Hwag, 2005; Chen in sod., 2003; Kinnaird in 

sod., 2004a; Nagaya in sod., 2004; Tang in sod., 2005).  
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Preglednica 1: Analiza prisotnosti proteinov v kondicioniranem mediju MMC (Chen in sod., 2008) 

IME PROTEINA OKRAJŠAVA INT. DETEK. 

Epithelial-neutrophil activating peptide ENA-78 + 

Granulocyte colony-stimulating factor G-CSF + 

Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor GM-CSF +/- 

Growth-related oncogene GRO + 

Growth-related oncogene α, CXCL1 GRO-α +/- 

CCL1 I-309 + 

Interleukin-1α IL-1α ++ 

Interleukin-1β IL-1β + 

Interleukin-2 IL-2 + 

Interleukin-3 IL-3 + 

Interleukin-4 IL-4 + 

Interleukin-5 IL-5 +/- 

Interleukin-6 IL-6 +++ 

Interleukin-7 IL-7 +/- 

Interleukin-8 IL-8 ++ 

Interleukin-10 IL-10 + 

Interleukin-12 IL-12 + 

Interleukin-13 IL-13 +/- 

Interleukin-15 IL-15 +/- 

Interferon γ IFN-γ +/- 

Monocyte chemoattractrant protein-1, CCL2 MCP-1 ++ 

Monocyte chemoattractrant protein-2, CCL8 MCP-2 +/- 

Monocyte chemoattractrant protein-3, CCL7 MCP-3 +/- 

Macrophage colony-stimulating factor M-CSF + 

Macrophage derived chemokine MDC + 

Monokine induced by IFN-Gamma, CXCL9 MIG +/- 

Macrophage inhibitory protein- 1β, CCL4 MIP-1β ++ 

Macrophage inhibitory protein- 1δ MIP-1δ + 

Regulated on activatition normal T cell-expressed and secreted, CCL5 RANTES + 

Stem cell factor SCF + 

Stromal cell- derived factor 1 SDF-1 + 

Thymus- and activation- related chemokine, CCL17 TARC +/- 

Transforming growth factor-β1 TGF-β1 +/- 

Tumor necrosis factor-α TNF-α + 

Tumor necrosis factor-β TNF-β + 

Epidermal growth factor EGF + 

Insulin-like groth factor-1 IGF-1 ++ 

Angiopoietin  Ang ++++ 

Oncostatin M OSM ++ 

Trombo poietin  TPO ++ 

se nadaljuje 
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IME PROTEINA OKRAJŠAVA INT. DETEK. 

Vascular endothelial growth factor  VEGF ++++ 

Platelet derived growth factor-BB PDGF-BB + 

Leptin Leptin + 

Braine derived neurotrophic factor BDNF ++ 

B lymphocyte chemoattractant, CXCL 13 BLC +/- 

CCL23 Ck β8-1 +/- 

Eotaxin  Eotaxin +/- 

Eotaxin-2 Eotaxin-2 +/- 

Eotaxin-3 Eotaxin-3 + 

Fibroblast growth factor-4 FGF-4 + 

Fibroblast growth factor-6 FGF-6 + 

Fibroblast growth factor-7 FGF-7 + 

Fibroblast growth factor-9 FGF-9 ++ 

FMS- related tyrosine kinase 3 ligand Flt-3 ligand + 

Fractalkine Fractalkine ++ 

Granulocyte kemotactic protein-2 GCP-2 +/- 

Glial cell line- derived neurotrophic factor GDNF ++ 

Hepatocyte growth factor HGF +++ 

IGF binding protein-1 IGFBP-1 + 

IGF binding protein-2 IGFBP-2 ++ 

IGF binding protein-3 IGFBP-3 ++ 

IGF binding protein-4 IGFBP-4 ++ 

Interleukin 16 IL-16 +/- 

Interferon-inducible protein of 10 kDa, CXCL10 IP-10 + 

Leukaemia inhibitory factor LIF ++ 

Tumor necrosis factor (ligand) super family, member 14 LIGHT + 

CCL13 MCP-4 +/- 

Macrophage migration inhibitory factor MIF +/- 

Macrophage inflammatory protein-3α MIP-3α + 

Neutrophil-activating peptide-2 NAP-2 ++ 

Neutrophin 3 NT-3 + 

Neutrophin 4 NT-4 + 

Osteoprotegrin OPTGRN ++ 

CCL18 PARC + 

Placenta growth factor  PIGF ++ 

Transforming growth factor- β2 TGF-β2 + 

Transforming growth factor- β3 TGF-β3 + 

Metalloproteinase inhibitor-1 TIMP-1 ++++ 

Metalloproteinase inhibitor-2 TIMP-2 ++++ 

 

Legenda: intenziteta detetkcije je oznaĉena z - nezaznavno; +/-  šibko zaznavno; + ~ ++++ intenziteta 

pozitivne detekcije. 

nadaljevanje 
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2.2.5 Vloga mezenhimskih matičnih celic v telesu 

 

Povišana ali zniţana produkcija citokinov in vivo lahko vpliva na interakcije med celicami. 

(Motaln in sod., 2010). MMC tako preko kemokinov delujejo imuno modulatorno, kar 

poslediĉno privede do imunosupresije dendritiĉnih celic, limfocitov B in limfocitov T. MMC 

sodelujejo tudi pri razvoju limfocitov B in T ter podpirajo rast in diferenciacijo krvotvornih 

matiĉnih celic (Abdi in sod., 2008; Nair in sod., 2010). Za veliko faktorjev, ki podpirajo rast in 

razvoj krvotvornih matiĉnih celic je bilo nedavno dokazano, da tudi pospešijo regeneracijo in 

celjenje nehematopoetskega tkiva. Številne študije dokazujejo da MMC ali njihov 

kondicioniran medij spodbujajo obnovo tkiv in zmanjšujejo vnetja po kadiovaskularnih 

boleznih, srĉnem in moţganskem infarktu, poškodbah hrbtenjaĉe, hrustanca in kosti, Kronovi 

bolezni, reakciji presadka proti gostitelju (angl. graft-versus-host disease) pri tranplantacijah 

kostnega mozga ter izboljšajo celjenje ran pri diabetesu (Nauta in Fibbe, 2007; Martens in sod., 

2006; Keating, 2006; Amado in sod., 2005; Li in sod., 2005). Poleg tega kondicioniran medij 

MMC, gojenih v hipoksiĉnih pogojih, ki posnema naravno okolje poškodovanega ali 

okvarjenega/tumorskega tkiva, stimulira migracijo in proliferacijo endotelijskih celic ter 

migracijo makrofagov. Ĉeprav je znano, da MMC izloĉajo citokine in molekule zunajceliĉnega 

matriksa, s ĉimer vplivajo na parenhimske celice in celjenje poškodovanih tkiv, toĉen 

mehanizem teh procesov še vedno ni poznan (Chen in  sod., 2008). 

 

Veĉstopenjski proces migracije MMC na mesta poškodovanih tkiv verjetno regulirajo 

spremembe v mikrookolju. Moţno je, da v matiĉnih celicah pride do spremembe regulacije 

transkripcije, kot odgovor na signale iz okolja. Posledica tega so migracija,  sprememba rasti in 

diferenciacije MMC (Korbling in Estrov, 2003; Wilson in Trumpp, 2006). Migracijo MMC na 

mesta poškodb omogoĉajo receptorji za kemokine, ki se sprošĉajo pri poškodbah tkiva (Wynn 

in sod., 2004; Sordi in sod., 2005; Son in sod., 2006;  Birnbaum in sod., 2007). Tak proces, v 

katerem MMC kot odgovor na kemokine potujejo ven iz niš matiĉnih celic, migrirajo do mesta 

poškodbe, tam pa vdirajo v poškodovano tkivo z angleškim izrazom imenjujemo »homing« 

(Motaln in sod., 2010; Neth in sod., 2006). Predvidevajo, da MMC nato na mesto poškodbe 

preko izloĉanja razliĉnih faktorjev privlaĉijo še makrofage in endotelijske celice, s ĉimer 

pospešijo celjenje ran (Chen in  sod., 2008). Dokazano je, da MMC ali njihov kondicioniran 

medij preko pararakrinih mehanizmov (angiogenih citokinov in rastnih faktorjev) stimulirata 

perfuzijo ishemiĉnega tkiva in s pomoĉjo endotelijskih celic sproţi nastanek cevastih struktur 

(Gruber in sod., 2005; Kinnaird in sod., 2004b). Poleg izloĉanja parakrinih faktorjev ki 

stimulirajo endogene popravljalne mehanizme, k regeneraciji tkiva lahko prispevajo še drugi 

mehanizmi matiĉnih celic kot sta diferenciacija MMC v specifiĉne celice tkiva in  fuzija MMC 

z obstojeĉimi celicami tkiva (Mazhari in Hare, 2007; Grinnemo in sod., 2006). 
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2.2.6 Uporaba mezenhimskih matičnih celic v medicini 

 

MMC so slabo imunogene, zato bi bile uporabne pri alogenih transplantacijah in bi zmanjšale 

potrebo po uporabi imunosupresivov. Njihova uporaba ni etiĉno sporna, poleg tega pa imajo še 

visok potencial za diferenciacijo v razliĉne tkivne celiĉne tipe in jih je razmeroma  preprosto 

izolirati ter namnoţiti do zadostnega števila, potrebnega za kliniĉno uporabo. Zaradi vseh 

naštetih razlogov, izraţanja tropizma za poškodovana tkiva,  moĉnih imunosupresivnih efektov 

in spodbujanja angiogeneze imajo MMC ogromen potencial za uporabo tako v regenerativni 

medicini kot tudi za zdravljenje številnih bolezenskih stanj (Sasaki in sod., 2008; Zhang in 

sod., 2007; Toma in sod., 2002). Lahko jih uporabimo pri zdravljenju poškodb 

mezenhimskega tkiva, tj. pri zlomih kosti, osteoporozi, obrabi hrustanca ipd. Te celice so 

tudi sposobne transdiferenciacije iz mezoderma v ektoderm - iz njih  namreĉ  lahko  

nastanejo  tako  kardiomiociti  kot  tudi  ţivĉne  celice,  npr.  astrociti  in nevroni (Roţman 

in sod., 2007).  

 

MMC pa so uporabne tudi v onkologiji, saj tumorji z izloĉanjem doloĉenih citokinov ravno 

tako kot tkivne poškodbe stimulirajo migracijo MMC k tumorju. S posegom v sekretorne  poti 

medsebojne komunikacije MMC in tumorskih celic bi tako lahko MMC uporabili za 

zdravljenje razliĉnih tumorjev (Nakamura in sod., 2004; Motaln in sod., 2010).  
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2.3 SPLOŠNE ZNAĈILNOSTI RAKAVIH CELIC IN TUMORJEV 

 

V zdravem organizmu je delitev celic kontroliran proces, celice se za rast organov in 

njihovo obnavljanje delijo glede na potrebe doloĉenega tkiva. Zato je delitev celic zavrta 

ob zadostni koliĉini celic in pospešena v primeru potrebe po novih celicah (Serša, 2009). 

Pri zdravih celicah so po vsaki delitvi konĉni segmenti kromosomov (telomere) krajše. Ko se 

po doloĉenem številu povsem skrajšajo, se celica neha deliti. V tumorski celicah pa deluje 

telomeraza, ki je v veĉini zdravih celic ni. Ta encim pri vsaki delitvi prepreĉi, da bi se 

telomerni konci skrajšali. Ker se telomerni konci pri delitvi ne krajšajo veĉ kot v zdravih 

celicah, transformirana tumorska celica nima veĉ omejenega števila delitvenih ciklusov. Celica 

se zato zaĉne nebrzdano deliti, postane nesmrtna (Alberts in sod., 2004: 726-728).  

 

Maligno transformirane celice nastajajo pod vplivom karcinogenih dejavnikov, ki 

povzroĉajo mutacije v genih. Te mutacije niso smrtne za celico, ampak omogoĉajo 

nadaljnjo celiĉno delitev teh mutiranih celic. Poleg tega lahko vplivajo na nastanek raka 

tudi dejavniki, kot so hormoni in drugi promocijski dejavniki, ki ne delujejo direktno na 

DNA molekulo, ampak spodbujajo celiĉno delitev. Vedno veĉ pa je znanih mutacij v naših 

celicah, ki so podedovane od naših staršev, to so t.i. dedne mutacije. Vsi ti dejavniki 

vplivajo na nastanek raka tako, da je potrebno veĉ zaporednih, ĉasovno loĉenih dogodkov 

(mutacij) in signalov, da doseţe neka zdrava celica v našem organizmu vse spremembe, ki 

so potrebne za njeno transformacijo v rakavo celico (Pecorino, 2008). Razliĉni dejavniki 

tako postopoma  spreminjajo lastnosti celic v smeri manjše odzivnosti na signale, ki 

regulirajo rast, smrt (apoptozo) in diferenciacijo celic. Tako signali za spodbujanje celiĉne 

delitve vplivajo na gene v celici, ki spodbudijo celico da vstopi v celiĉni ciklus. V 

normalnih celicah so to protoonkogeni, ki so v malignih celicah mutirani v onkogene (npr. 

c-myc, N-myc). Ti geni pa so pod kontrolo genov, ki so sposobni zavreti celico v celiĉni 

delitvi, torej so sposobni ustaviti celice v celiĉnem ciklusu, imenujemo jih tumor 

supresorski geni (npr. p53, Rb). V primeru mutacije protoonkogena ali tumorsupresorskih 

genov se izgubi kontrola nad celiĉnim ciklusom, zavrt pa je tudi proces apoptoze, ki v 

zdravem organizmu skrbi za celiĉno smrt (Pecorino, 2008; Tannock in Hill 2007). 

 

Maligno spremenjena celica je zaradi nakopiĉenih mutacij manj diferencirana kot 

normalna celica. Zato ima taka celica poleg sposobnosti neskonĉne celiĉne delitve, tudi 

veĉjo mobilnost in invazivnost, da lahko potuje v bliţnje bezgavke ali vstopa v ţilje in v 

obeh primerih tvori oddaljene metastaze ali zasevke. Rakave celice imajo poleg tega še 

sposobnost izloĉanja angiogenih dejavnikov, ki spodbujajo rast ţilja tumorjev (Slika 3) 

(Hanahan in Weinberg, 2000). V tako mutiranih celicah prihaja tudi do mutacij genov, ki 

skrbijo za popravljanje napak pri prepisovanju DNA in na splošno za prepoznavanje napak 

v genomu celice. V zadnjem ĉasu ugotavljajo, da k maligni transformaciji doprinesejo tudi 
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mutacije v regijah DNA molekule, ki kodirajo mikro RNA molekule (miRNA). Te miRNA 

uravnavajo izraţanje proteinov na posttranslacijskem nivoju, na nivoju razgradnje 

sporoĉilne RNA (mRNA). Ĉe je torej miRNA mutirana in je vpletena v kontrolo izraţanja 

proto-onkogena ali tumor supresorskega gena, lahko ta mutacija doprinese k maligni 

transformaciji celic (Pecorino, 2008; Tannock in Hill 2007; Serša, 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 3: Lastnosti malignih celic. Tumor je kompleksno tkivo sestavljena iz malignih in stromalnih celic, ki 

jih predstavljajo imunske celice, fibroblasti in endotelne celice ţilja tumorja. Maligne celice imajo nekaj 

znaliĉnih bioloških lastnosti, kot so izogibanje apoptozi, samozadostnost v rastnih signalih, neobĉutljivost na 

protirastne signale, trajna angiogeneza, nenadzorovana celiĉna delitev in invazija v sosednja tkiva in 

metastaziranje (Serša, 2009) 

 

V tkivu tako nastane prva maligna celica, ki tvori z nadaljnjimi delitvami vse številĉnejšo 

populacijo celic. Ob nadaljnjih delitvah se te celice nadalje spreminjajo zaradi genetske 

nestabilnosti in postajajo vse bolj agresivne. Tako v tumorju nastaja heterogena populacija 

celic, ki so si po genotipu in fenotipu razliĉne. Do nekaj milimetrov velikosti tumorja  se te 

celice prehranjujejo z difuzijo kisika in hraniv iz bliţnjih ţil. To fazo rasti tumorjev 

imenujemo avaskularna faza rasti, ki lahko traja tudi veĉ let. Ko pa maligne celice 

pridobijo še lastnosti izloĉanja angiogenih dejavnikov, se v njih zgodi angiogeni preklop, 
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sproţi se angiogeneza tumorjev. Novo nastalo ţilje tumorja omogoĉi rakavim celicam 

intenzivno delitev (Tannock in Hill, 2007; Pecorino, 2008; Folkman, 2007). 

 

Obstajajo trije glavni modeli nastanka tumorja: model klonalne evolucije raka, stohastiĉen 

model nastanka tumorja in hirarhiĉen model nastanka tumorja. Veĉina tumorjev nastane iz 

enega samega klona celice, v katerem pride do maligne transformacije. Taka maligna 

celica naprej tvori številĉnejšo populacijo tumorskih celic, ki tvorijo maso heterogenih 

tumorskih celic (Bjerkvig in sod., 2009). Leta 1976 je Nowell predstavil idejo, da rak 

nastane kot posledica številnih mutacij, ki vodijo v nastanek tumorja z akomulacijo 

genetskih sprememb (Nowell, 1976). V zadnjem desetletju so ta zelo star koncept nastanka 

tumorja preoblikovali na podlagi teorije o rakavih matiĉnih celicah (Bjerkvig in sod., 

2009). Ta koncept razlaga nastanek tumorja iz abnormalnega podtipa matiĉnim celicam 

podobnih celic, ki v asimetriĉnih celiĉnih delitvah tvorijo matiĉnim celicam podobne celice 

in heterogeno populacijo tumorskih celic. Te tumorske celice so zato tudi genetsko  enake. 

Ugotovili so, da imajo tumorske matiĉne celice številne poti in gene enake tistim v 

normalnih matiĉnih celicah, ter da le-te igrajo esencialno vlogo v razvoju tumorja (Reya in 

sod., 2001; Tysness in Bjerkvig, 2007). Stohastiĉen model razlaga, da se v tumorju 

nahajajo razliĉni celiĉni tipi, ki imajo sposobnost tvorbe tumorja, odvisno od mikrookolja v 

katerem se nahajajo in njihovih interakcij z ostalimi celicami v niši. Variabilnost tumorski 

lastnosti je znaĉilna tako za tumorje z enako diagnozo kot tudi v enakih tumorjih v 

razliĉnih ĉasovnih obdobjih. Tumor naj bi tako nastal iz somatskih celic, ki imajo zaradi 

doloĉene mutacije selektivno prednost za proliferacijo (Bjerkvig in sod., 2009; Cahill in 

sod., 1999). Hierarhiĉen model temelji na rakavih matiĉnih celicah. Rakave matiĉne celice 

so definirane kot rakave celice, ki so po lastnosti podobne normalnim matiĉnim celicam in 

so lahko vir vseh celiĉnih tipov, ki se nahajajo v doloĉenem tumorju. V skladu s 

hierarhiĉnim modelom so rakave matiĉne celice tumorigene celice, ki tvorijo tumor v 

procesih samo-obnavljanja in diferenciacije. Smatra se, da so rakave matiĉne celice loĉena 

populacija v tumorju in pozvzroĉajo ponovitve ter metastaziranje tumorjev. Rakave 

matiĉne celice lahko izvirajo iz razliĉnih populacij celic; nastanejo lahko iz normalnih 

matiĉnih celic, iz progenitorskih celic, diferenciranih normalnih celic ali pa diferenciranih 

tumorskih celic, ki se de-diferencirajo do matiĉne celice (Bjerkvig in sod., 2009). 

 

Kot ţe bilo ţe omenjeno so tumorji celiĉno in molekularno zelo heterogeni, znotraj njih pa 

najdemo tudi rakave matiĉne celice. Novejše raziskave kaţejo na to, da rakave matiĉne 

celice nastanejo delno kot posledica prehoda fenotipa stromalnih komponent tumorja iz 

epitelialnega v mezenhimskega (EMT, angl. epithelial to mesenchymal transitions) (Singh 

in Settleman, 2010). EMT je transdiferenciacijski program, ki je sicer potreben pri 

normalnem razvoju embrionalnega tkiva, vendar dokazano poteka tudi v tumorjih. Proces 

EMT lahko regulirajo razliĉni citokini in rastni faktorji kot so TGFβ. Prav aktivnost teh 

istih faktorjev pa je pri malignem napredovanju tumorjev precej spremenjena. Kot 
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posledica indukcije EMT rakave celice pridobijo invazivne lastnosti in metastazirajo. Vse 

veĉ dokazov pa je tudi o tem, da EMT ne le povzroĉa veĉje metastaziranje, ampak 

pripomore tudi k odpornosti tumorja na razliĉna zdravila (Singh in Settleman, 2010). 

 

 

2.4 MOŢGANSKI TUMORJI 

 

Moţganski tumorji so zelo heterogena skupina, tako po vrsti celic iz katerih nastanejo, kot 

tudi po naĉinih in izidu zdravljenja (Leviĉar in sod., 2002). WHO (World Health 

Organization) deli tumorje centralnega ţivĉevja glede na njihov izvor na tumorje 

nevroepitelnega tkiva, kranialnih in paraspinalnih ţivcev, moţganskih ovojnic, sedelne 

regije, tumorje zarodnih celic, limfome in hematopoetske neoplazme ter metastaze iz 

drugih delov telesa. Tumorji nevroepitelnega tkiva so nadalje razdeljeni na astrocitne, 

oligodendroglialne, oligoastrocitne, ependimske, nevralne in mešane nevro-glialne, 

tumorje horoidnega pleksusa, epifizne regije, embrionalne in druge nevroepitelne tumorje. 

Astrocitni tumorji se delijo tudi še naprej, tako glede na njihov (teoretiĉni) celiĉni izvor kot 

po stopnjah malignosti (Louis in sod., 2007). Histološka klasifikacija WHO deli 

astrocitome na štiri stopnje. Prva in druga stopnja so nizko maligni astrocitomi, tretja in 

ĉetrta stopnja pa visoko maligni, vkljuĉno z anaplastiĉnim astrocitomom in multiformnim 

glioblastomom (Preglednica 2) (Kleinhaus in sod., 1993, cit. po Magdiĉ in Sinkoviĉ, 

2003). Astrocitomi ĉetrte stopnje po WHO so izredno agresivni, s hitrim pred- in po-

operacijskim razvojem. Sodijo med najbolj smrtonosne tumorje nasploh, ĉeprav redko 

metastazirajo izven centralnega ţivĉevja. Histološkim znakom malignosti se pridruţijo 

nekroze, obseţna proliferacija ţilja in difuzna infiltracija posamiĉnih celic v zdravo tkivo. 

Vse standardne terapije, ki se uporabljajo pri teh bolnikih imajo veĉinoma zgolj paliativni 

uĉinek (Maher in sod., 2001; Radner in sod., 2002; Ohgaki in Kleihues, 2005; Louis in 

sod., 2007).  

 

Preglednica 2: Klasifikacija astrocitnih tumorjev po WHO (Louis in sod., 2007) 

DELITEV GLEDE NA CELIČNI IZVOR STOPNJA MALIGNOSTI PO WHO 

pilocitni astrocitom 

subependimski velikoceliĉni astrocitom 
I 

pilomiksoidni astrocitom 

pleomorfni ksantoastrocitom 

difuzni astrocitom 

 

II 

anaplastiĉni astrocitom III 

mutiformni glioblastom 

velikoceliĉni glioblastom 

gliosarkom 

 

IV 
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Moţganski tumorji so lahko primarni ali sekundarni. Najpogostejši so sekundarni ali 

metastatski tumorji, pri ĉemer gre za zasevke iz drugih primarnih rakov - dojke, pljuĉ, 

ĉrevesa idr. Najpogostejši primarni moţganski tumorji pa so gliomi (Društvo onkoloških 

bolnikov Slovenije). Gliomi zajemajo vse primarne tumorje centralnega ţivĉnega sistema, 

ki so glialnega izvora (nastanejo iz opornih celic moţgan tj. glialnih celic) (Rao, 2003). 

Glede na izvorno celico jih delimo v 2 skupini: astrocitome in oligodendrogliome. 

Pojavljajo se lahko v benigni obliki, v anaplastiĉni obliki ali kot glioblastom. Hitrost rasti 

kot tudi preţivetje sta odvisna od vrste (histološke slike) tumorja in njegove lege. 

 

Zaenkrat edini potrjeni okoljski dejavnik tveganja za razvoj moţganskih tumorjev je 

dolgotrajna izpostavljenost ionizirajoĉim sevanjem. Kljub nekaterim študijam trenutno ni 

jasne povezave med razvojem moţganskih tumorjev in prehrano ali izpostavljenostjo 

elektromagnetnim sevanjem, npr. bivanjem v bliţini elektriĉnih daljnovodov in uporabo 

prenosnih telefonov. (Ohgaki in Kleihues, 2005; Hardell in sod., 2007) 

 

 

2.4.1 Multiformni glioblastom 

 

Glioblastoma multiformae ali multiformni glioblastom je najbolj agresivna in najbolj 

invazivna oblika moţganskih tumorjev, ki ima najslabšo prognozo od vseh oblik gliomov. 

Poleg obiĉajne obstaja še nekaj posebnih histoloških razliĉic glioblastomov (Preglednica 

2), ki lahko poleg znakov glialnega izvora kaţejo še znake drugaĉne, npr. mezenhimske 

diferenciacije, vendar so ti primeri redki (Louis in sod., 2007). Glede na nastanek bolezni 

loĉimo primarne in sekundarne glioblastome. Primarni glioblastomi, ki predstavljajo 

veĉino, nastajajo »de novo«, brez predhodnih dokazov o bolezni, med tem ko se 

sekundarni glioblastomi razvijejo iz tumorjev II in III stopnje po WHO, najverjetneje z 

akomulacijo genetskih sprememeb. Obiĉajno se razvijejo pri mlajših bolnikih, 5-10 let po 

odstranitvi prvotnega tumorja in predstavljajo manj kot 5% vseh glioblastomov (Maher in 

sod., 2001; Ohgaki in Kleihues, 2007). Povpreĉna starost ob odkritju je 62 let, incidenca 

glioblastoma pa s starostjo narašĉa (Magdiĉ in Sinkoviĉ, 2003). Bolniki s to obliko 

gliomov preţivijo do 15 mesecev (Hoelzniger in sod., 2007). 

 

Genetske spremembe, ki spremljajo nastanek primarnih glioblastomov vkljuĉujejo 

podvajanje gena receptorja za epidermalni rastni faktor EGFR (angl. epidermal growth 

factor receptor) in izgubo kromosoma 10. Za celice primarnega glioblastoma (pa tudi 

rakave celice na splošno) je znaĉilno izrazito povišano izraţanje EGFR (Ichimura in sod., 

1998; Von Deimling, 2000). EGFR je transmembranski protein (receptor), ki vsebuje 

zunajceliĉni del, ki predstavlja vezavno mesto za vezavo rastnih faktorjev kot sta 
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epidermalni rastni faktor EGF (angl. epidermal growth factor) in tranformirajoĉi rastni 

faktor α TGFα (angl. transforming growth factor alpha). Drugi, znotrajceliĉni del EGFR 

ima tirozin kinazno aktivnost. Vezava liganda na EGFR povzroĉi dimerizacijo receptorjev, 

poveţeta se lahko bodisi dva EGFR ali en EGFR in kateri drugi receptor iz druţine 

ERBBR. Dimerizacija povzroĉi tirozin kinazno aktivnost v znotrajceliĉnem delu EGFR ter 

avtofosforilacijo proteina. Temu sledi iniciacija kaskadnih reakcij katerih posledica so: 

zmanjšana apoptoza, poveĉana invazivnost in metastaziranje,  poveĉana angiogeneza in 

poveĉana celiĉna proliferacija. EGFR lahko mutira tako, da je tirozinska kinaza stalno 

aktivna ali pa mutirajo geni za rastne faktorje, kar povzroĉi višjo koncentracijo rastnih 

faktorjev v tumorskih celicah (Baselga, 2002, cit. po Ocvirk 2008). 

 

V 30% primerov glioblastoma pride tudi do delecije ali mutacije gena PTEN (imenovan 

tudi MMAC1ali TEP1). V sekundarnih glioblastomih, ne pa tudi v primarnih, pogosto 

pride do mutacije gena p53 (Von Deimling, 1992; Von Deimling, 1993; Li, 1997). 

Nedavno so znanstveniki odkrili še dva gena, ki naj bi imela najveĉji nadzor nad razvojem 

glioblastomov. To sta gena C/EBPβ in Stat3, ki delujeta skupaj in kot transkripcijska 

faktorja aktivirata še stotine drugih genov za transformacijo moţganske celice v zelo 

agresivno in migratorno tumorsko celico. Gena reprogramirata ţivĉne matiĉne celice v 

nenormalno mezenhimsko linijo. Mezenhimski fenotip pa je v multiformnih glioblastomih 

znak agresivnega tumorja, ki ima zelo slabo prognozo (Carro in sod., 2010). Gena sta 

aktivna pri 60% bolnikov z diagnozo multiformnega glioblastoma. Tarĉno usmerjeno 

zdravljenje s supresijo obeh dveh genov hkrati bi bil lahko v kombinaciji z razliĉnimi 

zdravili zelo uĉinkovit terapevtski pristop pri zdravljenju teh bolnikov (Paddock, 2009).  

 

 

 

2.4.2 Invazivnost glioblastomov 

 

Celiĉna invazija je na splošno pomemben dogodek v progresivni, nekontrolirani 

proliferaciji celic, prav tako pa je to tudi pomemben proces na specifiĉnih stopnjah 

embriogeneze in razvoja osebka (Tysnes in Mahesparan, 2001). Infiltracija 

glioblastomskih celic iz glavne tumorske mase v okoliško moţganovino poteka kot 

invazija posamiĉnih tumorskih celic, pri ĉemer pa prihaja do le minimalnih poškodb 

obstojeĉih struktur moţganskega tkiva. Invazija je veĉfazen proces, nanjo pa vplivajo 

avtokrini in parakrini dejavniki, zunajceliĉni matriks, medceliĉne interakcije, ter celice 

tumorske strome (Giese in Westphal, 1996). Širjenje in invazivna rast glioblastomov nista 

tudi nujno povezana s stopnjo malignosti (Schiffer in sod., 1998). 
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Invazijo verjetno sproţijo signali, ki so povezani z razvojem zakisanega, hipoksiĉnega 

okolja v tumorju. Do tega pride ko tumor preseţe velikost, ki omogoĉa normalno oskrbo 

celic v notranjosti s kisikom in hranili ter odstranjevanje metabolnih produktov. Najbolje 

prouĉen signal, ki sproţi povišanje izraţanja genov povezanih z invazijo, kot so proteaze in 

TGFα, je HIF-1 (angl. hypoxia inducible factor-1). Nadalnje vzdrţevanje invazije pa je 

potem odvisno od tumorskih avtokrinih in parakrinih signalov, ki jih izloĉajo tako 

tumorske kot tudi okoliške celice (Hoelzinger in sod., 2007; Kaur in sod., 2005).  Signali, 

ki sproţijo invazijo, hkrati doloĉijo tudi njeno zaĉetno smer. Delujejo kot kemorepelent, ki 

celice usmeri stran od slabih, hipoksiĉnih pogojev za ţivljenje. Ko pa celice zapustijo 

tumorsko maso pridejo v okolju, kjer z normalno koncentracijo kisika (Werbowetski in 

sod., 2004). Ko vdirajoĉe glioblastomske celice preĉkajo moţganski parenhim, nanje 

vplivajo zunajceliĉni signali, ki usmerjajo invazijo, podobno kot se to dogaja pri migraciji 

ţivĉnih prekurzorskih celic tekom nevralnega razvoja. Nadaljevanje invazije in njena smer 

sta sedaj odvisni tako od interakcij in faktorjev, ki jih posredujejo okoliške ne-tumorske 

celice in zunajceliĉni matriks, kot tudi od avtokrinih zank, ki jih ustvarjajo vdirajoĉe celice 

same (Hoelzinger in sod., 2007, 2008). 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 4: Proces invazije po stopnjah. Na napredujoĉem koncu celice se oblikujejo invadopodiji (1), ki 

vzpostavijo kontakt z zunajceliĉnim matriksom (2). Sledi usmerjeno razgrajevanje matriksa (3), s ĉimer se 
ustvari prostor za premik glavne celiĉne mase (4). Ob tem celica na svojem zadnjem koncu še prekine 

povezave z okoliškimi celicami in matriksom (5) (Gole, 2009).  
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Med invazijo tumorskih celic prihaja do sprememb v adheziji celic, proteolitiĉne 

razgradnje zunajceliĉnega matriksa in migracije, za kar pa so potrebne tudi strukturne 

spremembe zunajceliĉnega matriksa (Tysnes in Mahesparan, 2001). Na celiĉnem nivoju je 

invazija posamiĉnih celic veĉstopenjski proces (Slika 4). Priĉne se z oblikovanjem 

invadopodijev na napredujoĉem koncu celic, kjer filamenti citoskeleta potisnejo celiĉno 

membrano naprej. Sledi vzpostavitev kontaktov med napredujoĉo celiĉno membrano in 

okoliškim zunajceliĉnim matriksom s pomoĉjo integrinov in adhezija celice na novo 

mesto. Vzpostavitev kontaktov z zunajceliĉnim matriksom sproţi signalne poti, ki na 

mesto napredovanja privlaĉijo površinske proteaze, ki nato v proteolitski kaskadi 

usmerjeno razgradijo zunajceliĉni matriks ter naredijo prostor za celico. Take proteolitiĉne 

modifikacije komponent zunajceliĉnega matriksa, kot sta laminin in fibronektin  še 

pospešijo širjenje tumorskih celic. S kontrakcijo zadnjega dela se naprej premakne še 

glavnina celiĉne mase, ki mora ob tem na svojem zadnjem delu še prekiniti povezave z 

ostalimi celicam in okoliškim matriksom. S ponavljanjem cikla prekinjanja starih, 

vzpostavljanja novih povezav in razgradnje zunajceliĉnega matriksa se celica poĉasi 

premika v smeri invazije. Hitrost procesa je pogojena z moĉjo interakcij vdirajoĉe celice z 

drugimi celicami v tkivu, ki invazijo upoĉasnjujejo, in njeno sposobnostjo vzpostavljanja 

povezav z okoliškim matriksom, kar proces pospešuje. Izguba medceliĉnih povezav in 

velika sposobnost interakcij z zunajceliĉnim matriksom se tako odrazita v visoki 

invazivnosti, znaĉilni za glioblastome (Bellail in sod., 2004, cit. po Gole, 2009; Sahai, 

2005, cit. po Gole, 2009; Hegedüs in sod., 2006, cit. po Gole, 2009; Strojnik in sod., 2005). 

 

Zunajceliĉni matriks prostorninsko predstavlja le 20% moţganovine. Glavne sestavine 

normalnega zunajceliĉnega matriksa moţganov so hialuronan, proteoglikani kot sta 

verzikan in agrekan, tenascin C, trombospondin in glikozaminoglikani- hialuronska kislina, 

hondroitin-sulfat, keratan-sulfat in heparan-sulfat. Ker ne vsebuje fibrilarnih proteinov kot 

so kolageni in fibronektin, ki bi mu dali trdnost, gre za zelo rahlo strukturo, ki pa je zaradi 

svoje kemijske sestave vseeno slabo prehodna za tumorske celice (Giese in Westphal, 

1996; Bellail in sod., 2004). Transformirane glia celice zato pri invaziji preferenĉno sledijo 

anatomskim strukturam kot so mielinizirani aksoni, bazalna lamina ţil in subependima, pri 

ĉemer pa ne vdirajo v lumen ţil (Maher in sod., 2001; Bellail in sod., 2004; Hoelzinger in 

sod., 2007). Zunajceliĉni matriks, ki obdaja prostor okrog ţil predstavlja veĉino 

zunajceliĉnega matriksa v moţganih odrasle osebe. Zaradi svoje drugaĉne sestave 

zunajceliĉni matriks, ki se nahaja okrog teh struktur omogoĉa laţjo invazijo tumorskih 

celic. Veĉinoma ga sestavljajo kolageni tipa IV in V, fibronektin, laminin, vitronektin, 

heparin-supat proteoglikani in glikozaminoglikani (Rao, 2003). Poleg tega tumorske celice 

aktivno spreminjajo sestavo zunajceliĉnega matriksa. Tumorski matriks, ki s tem nastaja, je 

dobro prehoden za glioblastomske celice. Veĉinoma gre za odebelitve in rahljanje bazalnih 

lamin ţilja, tudi na novo nastajajoĉe tumorske mikrovaskulature. S tem se poveĉata tako 

skupna prostornina matriksa kot prostornina praznega prostora v njem. S kemijskega 
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stališĉa so v tumorskem matriksu povišane vsebnosti laminina, fibronektina in kolagenov 

(Giese in Westphal, 1996; Zámecník in sod., 2004; Liang in sod., 2005). 

 

Na proces invazije vplivajo tudi ne-tumorske celice v tumorskem tkivu - t.i. stromalne 

celice, ki jih tumorske celice aktivno privlaĉijo, da sodelujejo v tumorskih procesih. Pri 

bolj invazivnih glioblastomih s slabšo prognozo preţivetja je na primer opaziti višje 

izraţanje genov, ki sodelujejo pri migraciji makrofagov na mesto. Makrofagi v gliomih in 

tudi drugih tumorjih spodbujajo invazijo preko vrste citokinov, ki posredujejo povišano 

produkcijo proteaz, potrebnih za razgradnjo zunajceliĉnega matriksa (Mueller in Fusenig, 

2004; Sameni in sod., 2003; Pollard, 2004; Liang in sod., 2005). 

 

Študije kaţejo, da sposobnost tumorskih celic za razgradnjo zunajceliĉnega matriksa z 

izloĉanjem proteoliznih encimov korelira z njihovo invazivnostjo. Za veĉino primarnih 

moţganskih tumorjev se sklepa, da njihova invazija vsaj delno poteka s pomoĉjo proteaz- 

serinskih, cisteinskih in metaloproteaz, ki se prehajajo skozi tkivno pregrado, vezivno 

tkivo, spodbudijo prestrukturiranje ţil in uniĉijo normalno moţgansko tkivo. Ker so 

imunohistološke analize pokazale prisotnost kolagena, fibronektina, laminina in kolagena 

tipa IV na meji med zdravim moţganskim tkivom in gliomskimi celicami (Rao, 2003), 

lahko proteaze, ki te komponente zunajceliĉnega matriksa razgrajujejo poveţemo z 

invazivnostjo tumorskih celic. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 5: Multiformni glioblastom (Christaras, 2006). Rumene pušĉice prikazujejo invazijo tumorskih celic iz 

glavne tumorske mase v okoliško moţganovino.  
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2.5 PROTEAZE 

 

Proteaze, proteinaze oz. peptidaze, so encimi, ki katalizirajo razgradnjo beljakovin v 

manjše peptide oz. popolno razgradnjo do aminokislinskih preostankov. Proteaze so 

razvršĉene v posamezne razrede in klane. Glede na katalitski mehanizem delimo proteaze 

na veĉ razredov – serinske, aspartatne, cisteinske proteaze, matriksne metaloproteaze 

(MMP) in druge (Puente in sod., 2003, cit. po Vozelj in sod.; Rawlings in Barett, 1993, cit. 

po Vozelj in sod., 2007). 

 

Cisteinske proteaze so pogosto prisotne v telesu (od vseh 561 genov, ki kodirajo za 

proteaze, je 148 tistih, ki kodirajo za cisteinske proteaze). Najbolj poznane ĉloveške 

cisteinske proteaze so katepsini, ki se v aktivirani obliki najpogosteje nahajajo v lizosomih. 

Pri cisteinskih proteazah poznamo 16 razliĉnih druţin. Cisteinski katepsini spadajo v klan 

CA (Turk in sod., 2001). V razred cisteinskih proteaz spadajo katepsini B, C, F, H, K, L,O, 

S,V, W in X (Premzl in sod. 2003). Najbolj splošna vloga cisteinskih katepsinov je 

lizosomska razgradnja proteinov kot del celiĉnega reciklaţnega sistema. To se odraţa tudi 

v vsenavzoĉi prisotnosti cisteinskih katepsinov v telesnih tkivih. Veĉina cisteinskih 

katepsinov ima tudi zelo specifiĉne vloge in nekateri temu primerno razporeditev zgolj v 

doloĉenih tkivih oz. organih, prisotni pa so lahko tudi v drugih celiĉnih razdelkih in ne le v 

lizosomih (Victor in Sloane, 2007; Vasiljeva in Turk, 2008). 

 

 

2.5.1 Delovanje proteaz  

 

Proteaze so selektivno delujoĉe, kajti posamezna proteaza razgradi polipeptidno verigo 

glede na specifiĉno zaporedje aminokislin in pod doloĉenimi pogoji okolja. Proteaze 

omogoĉajo znotrajceliĉno in zunajceliĉno razgradnjo proteinov, regulirajo aktivacijo pro-

encimov in pro-hormonov, sodelujejo pri predstavitvi antigenov, preoblikovanju kostnega 

tkiva, razgradnji in preoblikovanju zunajceliĉnega matriksa, sodelujejo pri procesu razvoja 

embria, pri ovulaciji, zdravljenju ran, migraciji monocitov, kaskadi strjevanja krvi, 

imunskem odzivu in pri procesu programirane celiĉne smrti ali apoptoze. Poveĉano 

delovanje proteaz so dokazali pri številnih tumorjih, vkljuĉno pri raku dojk, pljuĉnem raku, 

moţganskih tumorjih, raku ĉrevesja, raku glave in vratu ter melanomih. V malignih 

procesih imajo proteaze vlogo pri invaziji, metastaziranju, angiogenezi in tudi pri rasti 

tumorjev, hkrati pa tudi v procesih, ki lahko povzroĉijo remisijo maligne bolezni (apoptoza 

tumorskih celic, protitumorski imunski odziv). V medicini predstavljajo proteaze zaradi 

njihove regulatorne vloge ter udeleţenosti pri patoloških procesih potencialne tarĉe za 

terapijo. Hkrati pa kaţejo proteaze velik potencial kot diagnostiĉni in/ali prognostiĉni 

dejavniki pri rakavih obolenjih. (Rawling in sod., 2002, cit. po Vozelj in sod.; Mignatti in 



23 
Jeriĉ B. Vseb. cisteinskih proteaz … v MMC … glioblastomskimi celiĉnimi linijami U87-MG, U373 in U251. 

   Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2010 

 

 

Rifkin, 1993, cit. po Vozelj in sod.; Koblinski in sod., 2000, cit. po Vozelj in sod.; Nagase 

in Woessner, 1999, cit. po Vozelj in sod., 2007).  

 

Kot povzemajo Mohamed in Sloane (2006), je mehanizmov zaradi katerih pride do 

(pre)visokega izraţanja cisteinskih katepsinov v tumorskih tkivih veĉ in se razlikujejo tako 

med razliĉnimi katepsini kot med razliĉnimi vrstami raka. Pomnoţen je lahko gen za 

katepsin B, povišano izraţanje nekaterih katepsinov pa je lahko posledica epigenetske 

regulacije z metilacijo dela promotorja. Alternativni promotorji in povezovanje vodijo v 

razliĉice transkriptov katepsinov B in L, ki se razlikujejo po uĉinkovitosti prepisovanja in 

stabilnosti transkriptov. 

 

Katepsini se sintetizirajo kot neaktivni prepro-proteini z N-terminalnim propeptidom, ki 

zakriva aktivno mesto in tako prepreĉuje dostop substratov do njega (Turk in sod., 2001). 

Med transportom v endoplazemski retikulum se pre-peptid odstrani, pro-peptid pa se 

usmeri v Golgijev aparat, kjer je glikoziliran, fosforiliran in se tvorijo disulfidni mostiĉki. 

Pro-encimi se potem z drugimi proteazami ali proteolitiĉno aktivirajo v poznem endosomu 

ali lizosomu (Kirschke in sod., 1995). Navadno se katepsini nahajajo v lizosomih, pod 

doloĉenimi pogoji pa se lahko tudi izloĉajo iz celice v prekurzorski in/ali aktivni obliki 

(Cavallo-Medved in Sloane, 2003).  

 

Aktivnost cisteinskih katepsinov je regulirana na vseh ravneh njihove biosinteze. Ta 

vkljuĉuje transkripcijo, posttraslacijske modifikacije in potovanje v lizosome. V konĉnem 

je aktivnost regulirana tudi z njihovimi endogenimi inhibitorji, med katerimi so najbolj 

poznani stefini, cistatini, tiropini in inhibitor proteaz α2-makroglobulin (Premzl in sod., 

2003; Gole, 2009). Lizosomalni katepsinini se aktivirajo z nizkim pH, ki oslabi povezavo 

med pro-peptidom in katalitiĉni delom molekule. Aktivacija in procesiranje katepsinov 

lahko poteka znotraj celiĉno (v lizosomih), na plazemski membrani ali zunajceliĉno. Kadar 

se izloĉajo kot pro-peptidi se lahko z endocitozo vkljuĉijo nazaj v isto celico ali pa jih 

vkljuĉi sosednja, stromalna celica. Tako se lahko npr. katepsin B aktivira pri nizkem pH 

znotraj celice, nato pa se zunajceliĉno, pri fiziološkem pH pritrdi na velik proteinski 

substrat (Laurent in sod., 1998; Frosch in sod., 1999).  

 

Cisteinski katepsini so vkljuĉeni v procese kot so proteinsko procesiranje, reprodukcija, 

MHC-II antigenska predstavitev, resorpcija kosti, apoptoza, diferenciacija keratinocitov. 

Hkrati sodelujejo v patoloških procesih kot so vnetje, nevrodegeneracija, ateroskleroza, 

artritis, pankreatitis, itn. Imajo tudi pomembne funkcije povezane z razvojem in 

napredovanjem rakavih obolenj. V programirani celiĉni smrti- apoptozi imajo cisteinski 

katepsini dvojno vlogo. Po eni strani aktivno sodelujejo v procesu apoptoze, po drugi strani 

pa imajo zašĉitno vlogo pred indukcijo apoptoze. Katepsin B deluje pro-apoptotsko, vloga 
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katepsina L pa je obratna, saj sta njegovo povišano izraţanje in aktivnost povezana z 

povišano odpornostjo na indukcijo apoptoze. Povišano izraţanje predvsem katepsina L je 

povezano s proliferacijo tumorskih celic in s tem z rastjo tumorja, ter s tumorigenostjo, tj. 

sposobnostjo vzpostavljanja tumorjev (Turk in sod., 2001; Berdowska, 2004; Palermo in 

Joyce, 2008; Kos in Lah, 1998; Premzl in sod., 2003).  

 

 

2.5.2 Vloga proteaz v invaziji 

 

Razgradnja zunajceliĉnega matriksa je kljuĉen proces, ki skupaj s proteolizno prekinitvijo 

povezav celic z matriksom in drugimi celicami omogoĉa vdiranje in metastaziranje 

tumorskih celic (Gocheva in Joyce, 2007). V procesu invazije sodelujejo cisteinske 

proteaze (predvsem katepsina L in B), aspartatne proteaze (katepsin D), MMP, v veliki 

meri pa tudi serinske proteaze (uPA). Vse omenjene proteaze pripomorejo k razgradnji 

zunajceliĉnega matriksa in bazalne lamine bodisi preko direktne razgradnje (katepsina B in 

L) ali preko sodelovanja v proteolizi in aktiviranju drugih proteaz (MMP, elastaze). 

Katepsin L kaţe moĉno afiniteto za kolagen tipa I in IV, elastin in fibronektin, katepsin B 

pa razgrajuje laminin, fibronektin in kolagene.  V zdravih celicah obstaja ravnovesje med 

proteazami in njihovimi inhibitorji (npr.: uPA in PAI-1, MMP in TIMP1, katepsini in 

cistatini oz. stefini,), pri tumorskih celicah pa je to ravnoteţje porušeno. Moţne so tudi 

druge interakcije med molekulami proteolitske kaskade (Mueller in sod., 1995, cit. po 

Vozelj in sod., 2007; Strojnik in sod., 2005). 

 

Invazija je po bolj ali manj splošno sprejetem konceptu proces proteolitiĉne kaskade, ki se 

lahko zaĉne z aktivacijo katepsina D in cisteinskih katepsinov B in L. Ta dva nadalje 

aktivirata membransko vezano pro-urokinazo, kar privede do odcepitve plazmina iz 

plazminogena. Plazmin ima širok spekter specifiĉnosti, med drugim je sposoben aktivirati 

razliĉne MMP, toĉneje MMP-2, MMP-9 in MMP-3, te pa so sposobne obširne razgradnje 

kolagena in drugih proteinov bazalne lamine (Slika 5). V kaskado, ki lahko poteka tako 

znotraj kot tudi zunajceliĉno, so lahko vkljuĉeni še drugi proteini (Schmitt in sod., 1992; 

Leviĉar in sod., 2002). Tako lahko npr. katepsin B poleg ostalih funkcij razgradi in s tem 

inaktivira inhibitorja MMP TIMP-1 in TIMP-2 in se tudi v tej zadnji efektorski fazi 

vkljuĉuje v razgradnjo zunajceliĉnega matriksa (Vozelj in sod., 2007). Prihaja tudi do 

redundance- posamezne proteaze imajo veĉ razliĉnih vlog in veĉ razliĉnih proteaz enake 

vloge. Z razgradnjo zunajceliĉnega matriksa se sprošĉajo tudi rastni faktorji, ki preko 

receptorjev na celiĉni površini povratno vplivajo na transkripcijo proteaz v tumorskih 

celicah in celicah tumorske strome. Hipotetiĉno bi lahko zgolj z inhibicijo zaĉetka kaskade  

-katepsina B- popolnoma izniĉili celotno kaskado, vendar to v praksi zaradi redundance v 

kaskadi ni izvedljivo (Koblinski in sod., 2000; Leviĉar in sod., 2003; Lah in sod., 2006).  
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Slika 6: Aktivacija proteaz v procesu razgradnje zunajceliĉnega matriksa (Schmitt in sod., 1992, cit. po 

Vozelj in sod., 2007) 

 

 

Drug proces, pri katerem je pomembna razgradnja zunajceliĉnega matriksa je tumorska 

angiogeneza- nastanek tumorskega ţilja. Razgradnja matriksa ima tu dvojni pomen, saj 

poleg fiziĉnega zagotavljanja prostora za rast ţil omogoĉa sprošĉanje angiogenih faktorjev, 

ki proces omogoĉajo, usmerjajo in nadzorujejo, z njim pa so povezani katepsin B, katepsin 

L in katepsin S (Gocheva in sod., 2006; Premzl in sod., 2006). 
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2.5.3 Povezava cisteinskih katepsinov B in L z glioblastomi 

 

Vir cisteinskih katepsinov v tumorskih tkivih niso zgolj tumorske celice. Moĉan dodaten 

vir so tudi celice tumorske strome, predvsem fibroblasti in celice imunskega odziva 

(Koblinski in sod., 2000; Leviĉar in sod., 2003a; Lah in sod., 2006; Mohamed in Sloane, 

2006). 

 

Pozitivno korelacijo med izraţanjem katepsina B na ravni mRNA in proteinov ter stopnjo 

malignosti gliomov so prvi opisali Rempel in sodelavci leta 1994. Kasneje so to potrdili z 

raziskavami na ravni mRNA, proteinov in aktivnosti tudi drugi avtorji (Mikkelsen in sod., 

1995; Sivaparvathi in sod., 1995; Strojnik in sod., 1999 in 2005; Konduri in sod., 2001; 

Nakabayashi in sod., 2005). Izraţanje katepsina B ima pri gliomih tudi napovedno 

vrednost, in sicer njegovo višje izraţanje pomeni krajše preţivetje bolnika po diagnozi 

(Strojnik in sod., 2005). Napovedno vrednost katepsina B povezujemo z njegovo vlogo v 

invazivnosti gliomov. In vitro poskusi so pokazali, da je invazivnost glioblastomskih celic 

moţno zmanjšati tako s sintetiĉnimi inhibitorji aktivnosti katepsina B, kot z zmanjšanjem 

njegove mRNA ravni s tehnologijo protismiselne RNA ali utišanjem gena za katepsin B. 

Slednji genski tehnologiji sta se izkazali za uĉinkovitejši, v kolikor je bila poleg katepsina 

B tarĉa še druga proteaza- MMP9 ali uPA, kar potrjuje, da je katepsin B zgolj del 

medsebojno odvisnega proteoliznega sistema celic. Funkcionalne in vitro poskuse 

dopolnjujejo še in vivo podatki o histološki razporeditvi katepsina B v glioblastomskem 

tkivu. Imunohistokemijsko so prisotnost katepsina B na robovih gliomov (dejanskem 

mestu invazije) prvi potrdili Rempel in sodelavci, leta 1994. Nekatere kasnejše raziskave 

so pokazale celo, da je katepsina B na tumorskih robovih lahko veĉ kot v notranjosti 

tumorja. Sodelovanje v invaziji tumorskih celic pa ni edina vloga katepsina B v gliomih. 

Zmanjšanje njegovega izraţanja na mRNA ravni, ter s tem poslediĉno zmanjšanje njegove 

aktivnosti, namreĉ pomeni tudi manj tumorske angiogeneze in poĉasnejšo rast tumorjev in 

vitro ter in vivo. Z vlogo v tumorski angiogenezi povezujemo tudi njegovo prisotnost v 

endotelijskih celicah v gliomih (Lah in sod., 2000; Konduri in sod., 2001; Mohanam in 

sod., 2001; Gondi in sod., 2004a, 2004b; Lakka in sod., 2004; Mikkelsen in sod., 1995; 

Demchik in sod., 1999; Strojnik in sod., 2000; Yanamandra in sod., 2004). 

 

Izraţanje in aktivnost katepsina L se ujema s povišano malignostjo glioma. Ĉeprav je 

koncentracija katepsina L v gliomih niţja od koncentracije katepsina B, je njegovo 

izraţanje statistiĉno znaĉilno višje v malignih gliomih kot v benignih (Strojnik in sod., 

2005). Glede vloge katepsina L v invaziji gliomskih celic si rezultati razliĉnih študij 

nasprotujejo. Z inhibicijo aktivnosti katepsina L so Sivaparvathi in sod. (1996) zniţali in 

vitro invazivnost glioblastomskih celic, tako kot tudi Leviĉar in sod. (2003) z uporabo 

tehnologije protismiselne RNA. Nasprotno pa so z uporabo enake genske tehnologije Zajc 
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in sod. (2006) pokazali, da katepsin L ne sodeluje v invaziji glioblastomov in vitro. 

Podobno so tudi Gole in sod. (2009) z uporabo specifiĉnih inhibitorjev in strategijami 

utišanja pokazali, da je v invazivnost glioblastomskih celic vkljuĉen samo katepsin B, ne 

pa tudi katepsin L. Katepsin L za razliko od katepsina B tudi nima napovedne vrednosti 

glede dobe preţivetja bolnikov (Strojnik in sod., 2005). So pa tako Leviĉar in sod. (2003) 

kot Zajc in sod. (2006) pokazali, da povišano izraţanje katepsina L šĉiti gliomske celice 

pred indukcijo apoptoze. Katepsin L naj bi sodeloval tudi v tumorski angiogenezi, saj je 

podobno kot katepsin B prisoten v endotelijskih celicah v gliomih (Strojnik in sod., 2005), 

njegovo povišano izraţanje na mRNA ravni v gliomskih celicah pa je moţno inducirati z 

angiogenim faktorjem VEGF (Keerthivasan in sod., 2007).  

 

 

2.6 ZDRAVLJENJE GLIOBLASTOMOV  

 

V ĉvrstih tumorjih tako najdemo celo vrsto razliĉnih celic: maligne, z razliĉnimi 

mutacijami, imunske celice, fibroblaste in endotelne celice, ki tvorijo ţilje tumorja. Ta 

kompleksnost omogoĉa usmerjeno zdravljenje raka, ki cilja razliĉne tarĉne celice v 

tumorju. Veĉina obstojeĉih naĉinov zdravljenja je usmerjena proti tumorskim celicam, kar 

pa je zahtevna naloga. Za uspešno zdravljenje so pomembne samo tiste, ki so sposobne 

celiĉne delitve. Takih klonogenih ali matiĉnih tumorskih celic je lahko v tumorju do 20%. 

Za ozdravitev je potrebno odstraniti vse do zadnje, da ne bi prišlo do ponovne izrasti 

tumorja (Serša, 2009). Eden glavnih vzrokov za neuspešnost zdravljenja glioblastomov je 

v njihovi infiltrativni naravi. Invazija posamiĉnih tumorskih celic v zdravo moţganovino 

onemogoĉa popolno kirurško odstranitev tumorja, dodatno pa so te celice še zelo odporne 

na kemo- in radio-terapijo, saj imajo povišano raven izraţanja proti-apoptotskih genov oz. 

zniţano raven pro-apoptotskih (Gole, 2009). 

 

Zdravljenje glioblastomov je moţno s kirurškim posegom, radioterapijo in kemoterapijo s 

temozolomidom (Norden in sod., 2008). Za zdravljenje bolnikov z GBM, ki se jim je 

bolezen po prvem zdravljenju ponovila oz. je napredovala, so moţnosti nadaljnjega 

zdravljenja zelo omejene; primerni sta le paliativna radioterapija in kemoterapija. Ob 

napredovanju bolezni so priĉakovani uĉinki zdravljenja slabši kot ob prvem zdravljenju, 

slabši je odgovor na zdravljenje in krajše je priĉakovano srednje preţivetje (Vredenburgh 

in sod., 2007). Ker je bolezen neozdravljiva, ima poleg podaljšanja ţivljenja kljuĉni pomen 

obdobje brez napredovanja bolezni. Ena izmed novih tarĉ za zdravljenja (angiogeneza) je 

zelo pomembna tudi pri glioblastomih, saj so to zelo oţiljeni tumorji. Boljše poznavanje 

molekularne patogeneze je vodilo v razvoj tarĉnega zdravljenja. Primer takšnega 
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zdravljenja je uporaba monoklonskih protiteles (npr. Bevacizumab), ki zmanjšajo 

angiogenezo (Ocvirk, 2009).  

 

Ena od moţnosti zdravljenja pa je tudi genska terapija, ki je specifiĉna vrsta zdravljenja 

raka. Osnovni princip genske terapije je z vnosom specifiĉnega gena v celice selektivno 

vplivati na tumorske celice. Z vnosom terapevtskega gena v tarĉno tkivo se inducira 

ekspresijo tumor supresorskih genov, utiša ekspresijo dominantnih onkogenov, spodbudi 

imunski odziv oz. sproţi imunogenost tarĉnega tkiva, aktivira encime za nastanek 

citotoksiĉnih produktov, deluje antiangiogeno ali onkolitiĉno (Pecorino in sod., 2008; 

Tannock in Hill., 2007; Štrukelj in Kos, 2007; Kosmodel in Spitz., 2003; Ĉemţar in Serša, 

2007) . Med terapevtske gene, ki so se izkazali za zelo uĉinkovite v predkliniĉnih 

raziskavah in so prešli v kliniĉne raziskave, sodijo:  tumor supresorski gen p53, anti-sense 

oligonukleotidi in siRNA-molekule, ki s specifiĉno vezavo na tarĉno mRNA onkogena 

inhibirajo njegovo ekspresijo (npr. Her-2/neu, cyclin-E, c-myc), geni za interlevkine (IL-2, 

IL-4, IL-12), HLA-B7 in MHC, ki stimulirajo protirakavi imunski odgovor, gen timidin 

kinaze virusa Herpes simplex, ki v tarĉnih celicah aktivira sistemsko vnesen ganciklovir 

(GCV), aktiven GCV pa vpliva na inhibicijo sinteze DNA v deleĉih se celicah ter  

najpogosteje študirana onkolitiĉni adenovirus ONYX-015 in virus Herpes simplex G207, 

ki z delitvami samo v tumorskih celicah povzroĉita lizo celic, stimulirata imunski odziv na 

tumorske celice ali med delitvijo sproţita nastanek toksiĉnih produktov (Palmer in sod., 

2006). Na ta naĉin lahko lokalno v tumorju vplivamo na rast tumorskih celic, lahko pa 

delujemo tudi sistemsko v primeru, ko z gensko terapijo vnašamo v mišico ali koţo gene, 

ki izloĉajo imunostimulatorne molekule s protitumorskim delovanjem (Serša, 2009). 

 

 

2.6.1 Uporaba MMC pri zdravljenju glioblastomov 

 

Ker MMC dokazano migrirajo na mesta poškodb in mesta kjer se razvijajo tumorji, bi jih 

lahko uporabili kot dostavne sisteme za zdravljenje glioblastomov (Motaln in sod., 2010). 

MMC imajo zelo dobre migratorne sposobnosti in zato lahko doseţejo tudi tumorske 

celice, ki so iz glavne tumorske mase vdrle v okoliško tkivo, poleg tega pa imajo še 

inhibitorne efekte na proliferacijo glioma celic (Hamada in sod., 2005). Dokazali so, da 

MMC izolirane iz kostnega mozga in vivo uĉinkovito potujejo v tumor in gliomske 

ksenografte (Aboody in sod., 2000; Nakamizo in sod. 2006). Migracijo MMC k tumorjem 

povezujejo s povišanim izraţanje vnetnih dejavnikov kot so IL-6, IL-8 in MCP-1, ti pa naj 

bi delovali preko uPA in njegovega receptorjem uPAR na tumorskih celicah (Gutova in 

sod., 2008). Poleg teh naj bi v procesu migracije matiĉnih celic v normalnih in patoloških 

razmerah sodelovali še številni drugi citokini in njihovi receptorji. Med njimi so SDF-

1/CXCR4, SCF/c-kit, HGF/c-Met, VEGF/VEGFR in MCP-1/CCR4 (Imitola in sod., 2004; 
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Kucia in sod., 2005; Erlandsson in sod., 2004; Heese in sod., 2005; Kendall in sod., 2008; 

Schmidt in sod., 2005; Widera in sod., 2004; Palumbo in sod., 2004; Palumbo in sod., 

2007). Na ţalost in vitro namnoţene kulture MMC izraţajo precej niţjo stopnjo tropizma 

za migracijo v kostni mozeg in poškodovana tkiva, zaradi izgube CXCR4 receptorja. Kljub 

vsemu pa se pri 3D gojenju MMC v sferoidih poveĉa signalizacija SDF-1 (CXCL12), ki 

obnovi izraţanje CXCR4 in potencial za migracijo MMC v tumorsko ali poškodovano 

tkivo (Potapova in sod., 2008).  

 

Motaln in sod. (2010) so pokazali, da celice GBM U251 ali njihov kondicioniran medij 

statistiĉno znaĉilno zvišata invazivnost MMC, obratno pa MMC ali njihov kondicioniran 

medij statistiĉno znaĉilno zniţa invazivnost celic U251. Podobno so Schichor in sod. 

(2006) dokazali da VEGF-A, ki ga izloĉajo tudi glioblastomske celice poveĉajo 

invazivnost MMC. In vivo je potencial potovanja MMC v poškodovana ali tumorska tkiva 

reguliran z adhezijo MMC na endotelij, kar lahko doseţemo s predhodno »obdelavo« 

endotelijskih celic s pro-apoptotskimi dejavniki (Potapova in sod., 2009). Migracijo MMC 

pa pospešijo še nekateri drugi angiogeni in vnetni citokini ter rastni faktorji kot so IL-8, 

neurotropin-3, TGFβ, IL-1β, TNFα, EGF in SDF-1 (Nakamizo in sod, 2006; Ries in sod., 

2007). Mnoge od teh izloĉajo tumorji, s ĉimer privlaĉijo MMC (Nakamito in sod., 2006). 

In vivo migracijo in/ali  invazijo MMC spremljajo še MMP-2, MMP tipa 1, MMP-9 in 

njihovi inhibitorji TIMP-1 in TIMP-2, ki jih izloĉajo same MMC (Ries in sod., 2007). 

Tako bi in vivo proces migracije MMC do poškodovanih tkiv lahko optimizirali s 

kontroliranim koncentracijskim gradientom citokinov, ki privlaĉijo MMC na mesto 

poškodovanega tkiva, iz kostnega mozga preko perifernega krvnega obtoka. Tak 

koncentracijski gradient SDF-1, ki privlaĉi MMC iz kostnega mozga se npr. vzpostavi pri 

poškodbi miokarda in vivo (Lee in sod., 2009). 

 

Vsaditev MMC na mesto poškodbe ni vedno optimalno, vendar obstaja veliko moţnosti za 

izboljšave. Tako npr. predhodna diferenciacija MMC v hondrocite in vitro oĉitno izboljša 

prijetje presadka pri zdravljenju hrustanca (Moioli in sod., 2006). Prijetje presadka celic 

lahko izboljšajo tudi doloĉene genetske modifikacije ali (istoĉasno) vbrizganje MMC z 

rastnimi faktorji ali pa ko-transplantacija MMC z zdravimi deli tkiva (Moioli in sod., 2006; 

Denielyan in sod., 2009; Figliuzzi in sod, 2009). 

 

Pred kliniĉno uporabo MMC bi bila potrebna in vitro namnoţitev teh celic, saj iz kostnega 

mozga izoliramo le majhno število MMC. Zaradi pojava senescence pri in vitro kultivaciji 

teh celic, ki po doloĉenem številu pasaţ ustavi njihovo rast in hipotez o moţni maligni 

tranformaciji MMC bi bilo potrebno MMC pred njihovo uporabo za zdravljenje tumorjev 

genetsko spremeniti (Motaln in sod., 2010). Omejeno ţivljensko dobo MMC bi lahko 

podaljšali z virusno transdukcijo humane telomerazne reverzne transkriptaze (hTERT). Pri 
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MMC z lentivirusno transdukcijo ne prihaja do senscence ali maligne transformacije, prav 

tako pa tudi ne kaţe endogene telomerazne aktivnosti. V teh celicah tudi izraţanje tumor 

supresorskih genov Rb, p21, p53 ni zniţano, zaradi ĉesar lahko predvidevamo, da te celice 

rastejo normalno (Bocker in sod., 2008). Torej je lentivirusna transdukcija hTERT varen 

naĉin za pripravo nesmrtnih nemalignih celic za nadaljnje genske spremembe in uporabo v 

terapiji (Stoff-Khalili in sod., 2007). Glavni namen strategij za inhibicijo rasti tumorja je, 

da bi MMC tako gensko spremenili, da bi delovale kot dostavni sistem za proti tumorske 

uĉinkovine, ki bi delovale citotoksiĉno na tumorske (matiĉne) celice in nepovratno ter 

poponoma odpravile tumor (Motaln in sod., 2010). Gensko spremenjene MMC s 

terapevtstkimi citokini bi bile tako zelo uporabne tako pri zdravljenju  poškodb 

moţganskega tkiva (npr. pri moţganskem infarktu), kot tudi malignih moţganskih 

neoplazm (Hamada in sod., 2005). 

 

Kljub spodbudnim rezultatom raziskav uporabe MMC v celiĉni terapij pa moramo biti pri 

njihovi uporabi zelo previdni. Po eni strani MMC zmanjšajo proliferacijo ter invazijo 

gliomskih celic (Motaln in sod., 2010), dokazano pa tudi inhibirajo rast in maligni fenotip 

hepatoma z zniţanjem izraţanja onkogenov (c-myc, jedrni antigen proliferajoĉih celic 

PCNA, survivin in β-katenin) in podaljšajo latentni ĉas tvorbe tumorja (Qiao in sod, 2008). 

Vplive MMC z vstavljenimi geni za IL-2, na zmanjšan volumna glioma so dokazali tudi 

Hamada in sod. (2005). Obstajajo tudi dokazi o pozitivnem vplivu na zaviranje raka v 

drugih celicah. Tako je bilo npr. dokazano, da MMC zavirajo maligni fenotip  rakavih 

jetrnih celic tako in vivo kot tudi in vitro (Torsvik in sod., 2010). Na ţalost pa so MMC 

tudi moţni kandidati za izvor raka zaradi njihove sposobnosti samoobnavljanja, ki je zelo 

podobna tisti v rakavih celicah (Wang in sod., 2005). Kakorkoli, MMC in rakave celice se 

še vseeno moĉno razlikujejo v izraţanju proliferacijskih genov, kar je dokaz proti hipotezi, 

da so MMC direktni prekurzorji rakavih (matiĉnih) celic (Sawada in sod., 2007; Motaln in 

sod., 2010).  
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3 MATERIAL IN METODE 

3.1 MATERIAL 

3.1.1 Reagenti 

 

Preglednica 3: Reagenti 

REAGENT PROIZVAJALEC 

DMEM D5921, 1X Sigma-Aldrich, Nemĉija 

FBS PAA Laboratories,  Avstrija 

neesencialne aminokisline (NEAA) PAA Laboratories,  Avstrija 

penicilin / streptomicin PAA Laboratories,  Avstrija 

L-glutamin PAA Laboratories,  Avstrija 

Na-piruvat, 100 mM Gibco, Invitrogen, ZDA 

PBS, 10X PAA Laboratories,  Avstrija 

Tripsin-EDTA, 0,25%, 1X Gibco, Invitrogen, ZDA 

BSA Sigma-Aldrich, Nemĉija 

Bio-Rad protein assay (Bradford reagent) Bio-Rad Labs, Nemĉija 

destilirana H2O NIB, Slovenija 

DEPC H2O NIB, Slovenija 

TRIzol®  Gibco, Invitrogen, ZDA 

glikogen Sigma, Nemĉija 

kloroform Fluka, Nemĉija 

izopropanol Aldrich, Nemĉija 

etanol Sigma-Aldrich, Nemĉija 

Tris pufer Sigma-Aldrich, Nemĉija 

Brij 35 Sigma-Aldrich, Nemĉija 

ditiotreitol Sigma-Aldrich, Nemĉija 

pepstatin A Sigma-Aldrich, Nemĉija 

EDTA Sigma-Aldrich, Nemĉija 

parametil sulfonil fluoridn (PMSF) Sigma-Aldrich, Nemĉija 

NaH2PO4 Sigma-Aldrich, Nemĉija 

Na-acetat Sigma-Aldrich, Nemĉija 

High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit  Applied Biosystems, ZDA 

Human 18S rRNA, VIC-MGB, 20x Applied Biosystems, ZDA 

TaqMan Universal PCR Master Mix  Applied Biosystems, ZDA 

CatL primer (F, R) Applied Biosystems, ZDA 

CatL sonda Applied Biosystems, ZDA 

CatB primer (F, R) Applied Biosystems, ZDA 

CatB sonda Applied Biosystems, ZDA 

ELISA test Krka d.d. in Joţef Stefan Inštitut 

CA074 Bachem AG, Švica 

se nadaljuje 
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REAGENT PROIZVAJALEC 

E-64c Bachem AG, Švica 

Z-FR-AMC  Bachem AG, Švica 

7-AMC Bachem AG, Švica 

Jodoocetna kislina Sigma-Aldrich, Nemĉija 

 

 

 

3.1.2 Laboratorijska oprema 

 

Preglednica 4: Laboratorijska oprema 

LABORATORIJSKA OPREMA PROIZVAJALEC 

Brezprašna komora Iskra Pio, Slovenija 

Centrifuga Tehtnica Ţelezniki, Slovenija/ Sigma, 

Nemĉija 

Digestorij Koetterman, Nemĉija 

Inkubator (5% CO2 atmosfera, 37°C) Sanyo Electronic, Japonska 

Vodna kopel (37°C) Precision Scientific Inc 

Tehtnica Tehtnica Exacta, Slovenija 

Stresalnik IKA, Nemĉija 

Invertni mikroskop Reichert-Jung, ZDA 

Pipete (2,10, 20, 100, 200, 1000 µL) Biohit, Finska 

Stipete (5, 10,, 25, 50 mL) Costar, ZDA 

Pipetman Integra Biosciences 

Hladilnik (4°C) Gorenje, Slovenija 

Zamrzovalnik (-20°C) Gorenje, Slovenija 

Zamrzovalnik (-80°C) Angelantoni scientifica, Italija 

Digitalni fotoaparat Coolpix 995 Nikon, Avstrija 

GENios spektrofluorometer  Tecan, Austria 

ABI Prism 7900 HT Sequence Detection System Applied Biosystems, ZDA 

Spektrofotometer NanoDrop NT-100 Thermo Fisher Scientific, ZDA 

Inkubator (37°C) Kambiĉ, Slovenija 

Termoblok Kambiĉ, Slovenija 

pH meter WTW, Nemĉija 

Bürker-Türk-ov hemocitometer Brand, Nemĉija 

Plastenke s perforiranim zamaškom (T-25, T-75) Corning, ZDA 

Plošĉe za gojenje celic (6 vdolbin) Falcon BD, Francija 

Centrifugirke (15 mL, 50 mL) Corning, ZDA 

Nastavki za pipete Costar, ZDA/ Biohit, Finska 

Eruvete (250 µL, 1,5 mL) Costar, ZDA 

Plošĉe za PCR v realnem ĉasu, 384 vdolbin Applied Biosystems, ZDA 

Plošĉe 96 vdolbin, ĉrna, ravno dno Costar, ZDA 

nadaljevanje 

se nadaljuje 



33 
Jeriĉ B. Vseb. cisteinskih proteaz … v MMC … glioblastomskimi celiĉnimi linijami U87-MG, U373 in U251. 

   Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2010 

 

 

LABORATORIJSKA OPREMA PROIZVAJALEC 

Plošĉe 96 vdolbin, prozorna, ravno dno Costar, ZDA 

Filtri (0,2 µm) Corning, Nemĉija 

Strgala za celice (cell scraper) Corning, ZDA 

Brizge (10mL, 20 mL) BD Plastik, Kanada 

Plastenke (250 mL) Corning, ZDA 

Ĉaše  Duran, Schott, Velika Britanija 

 

 

3.1.3 Gojišča 

3.1.3.1 Gojišĉe za gojenje MMC z 20% FBS (MMC gojišĉe) 

 

Za 100 ml gojišĉa smo uporabili: 

 76 mL osnovnega DMEM medija 

 20 mL toplotno inaktiviranega FBS 

 1 mL 100x raztopine neesencialnih aminokislin (NEAA) 

 1 mL 100x raztopine L-glutamin 

 1 mL 100x raztopine penicilin/streptomicin 

 1 mL 100 mM raztopine Na-piruvata 

 

 

3.1.3.2 Gojišĉe za gojenje GBM celic z 10% FBS (GBM gojišĉe) 

 

Za 100 ml gojišĉa smo uporabili: 

 86 mL osnovnega DMEM medija 

 10 mL toplotno inaktiviranega FBS 

 1 mL 100x raztopine neesencialnih aminokislin (NEAA) 

 1 mL 100x raztopine L-glutamin 

 1 mL 100x raztopine penicilin/streptomicin 

 1 mL 100 mM raztopine Na-piruvata 

 

 

nadaljevanje 
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3.1.3.3 Poskusno gojišĉe z 10% FBS (EKS gojišĉe) 

 

Za 100 ml gojišĉa smo uporabili: 

 88 mL osnovnega DMEM medija 

 10 mL toplotno inaktiviranega FBS 

 1 mL 100x raztopine L-glutamin 

 1 mL 100x raztopine penicilin/streptomicin 

 

 

Vsa gojišĉa so bila pripravljena v aseptiĉnih pogojih, v brezprašni komori. Toplotno 

inaktiviran FBS smo vedno filtrirani skozi filter s porami velikosti 0.2 µm, da se je 

odstranil drobir, ki bi bil lahko toksiĉen za celice. Pred uporabo je bilo gojišĉe vedno 

ogreto na 37°C v vodni kopeli. Vsa gojišĉa so bila hranjena v hladilniku na 4°C, ne veĉ kot 

1 teden. 

 

 

3.1.4 Ostale raztopine 

 

3.1.4.1 Homogenizacijski pufer za izolacijo proteinov (pH 6.9) 

 

 50 mM Tris 

 0.05% Brij 35 

 0.5 mM DTT (ditiotreitol) 

 5.0 mM EDTA 

Tik pred uporabo je potrebno dodati še: 

 0.5 mM PMSF v acetonu (parametil sulfonil fluorid) 

 1 µM Pepstatin A v DMSO 
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3.1.4.2 Pufer za aktivacijo CatL (pH 5.5) 

 

 0.34 M Na-acetat 

 4 mM EDTA 

Tik pred uporabo je potrebnododati še: 

 2 mM DTT 

 

3.1.4.3 Reakcijski pufer za merjenje aktivnosti CatL in CatB (pH 6.0) 

 

 0.34 M Na-acetat 

 4 mM EDTA 

 0.1 % Brij 35 

Tik pred uporabo je potrebno dodati še: 

 4 mM DTT 

 

 

3.1.4.4 Reagenti za PCR v realnem ĉasu 

 

Preglednica 5: Reagenti za PCR v realnem ĉasu 

mRNA 1. ZAČETNI 

OLIGONUKLEOTID 

2. ZAČETNI 

OLIGONUKLEOTID 

SONDA 

CatL 5'-TCA GGA ATA CAG 

GGA AGG GAA A-3' 

5'-TCC TGG GCT TAC GGT 

TTT GA-3' 

5'-CAC TGG TCA TGT 

CTC CAA AGG CGT TCA 

T-3' 

CatB 5'-CTC TATG AAT CCC 

ATG TAG GGT GC-3' 

5'-CCT GTT TGT AGG TCG 

GGC TG-3' 

5'-CCC TGT GAG CAC 

CAC GTC AAC GG-3' 
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3.1.5 Celične linije 

V raziskovalnem delu smo uporabljali tri klone humanih mezenhimskih matiĉnih celic 

(MMC1, MMC2, MMC4), ki so bili izolirani iz kostnega mozga zdravih darovalcev 

(Lonza) in tri razliĉne glioblastomske celiĉne linije (U373, U251, U87-MG), izolirane iz 

primarnih humanih tumorjev glioblastoma multiforme (ATCC). 

 

Preglednica 6: Podrobnejši opis MMC 

OZNAKA KATALOŠKA ŠT. DONOR OPRAVLJENI TESTI 

MMC1 Lonza 7F3458 
moški, 36 let (ĉrna 

rasa) 

donorji testirani na viruse (HIV, 

HBV, HCV), mikoplazme, bakterije, 

kvasovke, glive; 90% celic pozitivnih 

na površinske antigene CD105, 

CD166, CD29, CD44; negativne na 

hematopoetske markerje CD14, 

CD34, CD45; sposobnost 

diferenciacije celic v osteogene, 

hondrogene in adipogene linije 

MMC2 Lonza 6F4393 moški, 19 let 

donorji testirani na viruse (HIV, 

HBV, HCV), mikoplazme, bakterije, 

kvasovke, glive; 90% celic pozitivnih 

na površinske antigene CD105, 

CD166, CD29, CD44; negativne na 

hematopoetske markerje CD14, 

CD34, CD45; sposobnost 

diferenciacije celic v osteogene, 

hondrogene in adipogene linije 

MMC4 Lonza 6F4085 
moški, 33 let (ĉrna 

rasa) 

donorji testirani na viruse (HIV, 

HBV, HCV), mikoplazme, bakterije, 

kvasovke, glive; 90% celic pozitivnih 

na površinske antigene CD105, 

CD166, CD29, CD44; negativne na 

hematopoetske markerje CD14, 

CD34, CD45; sposobnost 

diferenciacije celic v osteogene, 

hondrogene in adipogene linije 

MMC so rasle v monosloju, pritrjene na podlago in so tvorile podolgovato vretenasto 

obliko, podobno fibroblastom. Klona MMC2 in MMC4 sta hitro rastoĉa, klon MMC1 pa je 

poĉasi rastoĉ (Motaln in sod., 2010). 
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Preglednica 7: Podrobnejši opis GBM celiĉnih linij 

OZNAKA DONOR LASTNOSTI 

U373 moški, 61 let 

(bela rasa) 

izolirane iz humanega tumorja glioblastoma multiforme, 

pleomorfna/ astrocitoidna morfologija, rastejo pritrjene 

na podlago, v monosloju, so tumorigene 

U251 ATCC, humane celice izolirane iz humanega tumorja glioblastoma multiforme, 

pleomorfna/ astrocitoidna morfologija, rastejo pritrjene 

na podlago, v monosloju, so tumorigene 

U87-MG ţenska, 44 let 

(bela rasa) 

izolirane iz humanega tumorja glioblastoma multiforme, 

epitelijska morfologija, rastejo pritrjene na podlago,  so 

tumorigene 

 

Nedavno so v ATCC odkrili in dokazali, da imata U373 in U251 linija enak izvor (Torsvik 

in sod., 2010), kljub temu pa ti dve celiĉni liniji v naši raziskavi kaţeta drugaĉne lastnosti. 

Celice U373 in U251, ki so bile uporabljene v naši raziskavi so bile okarakterizirane z 

DNA fingerprinting analizo v laboratoriju Univerze v Bergnu, Norveška (Torsvik in sod., 

2010).  
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3.2 SPLOŠNI OPIS POTEKA DELA 

 

Raziskovalno delo je potekalo v dveh sklopih poskusov- prvi sklop je potekal na ravni 

RNA, drugi pa na ravni proteinov. Za pridobitev vzorcev RNA smo celice gojili na plošĉah 

s 6 vdolbinami, za pridobitev proteinskih vzorcev pa smo celice gojili v plastenkah s 

perforiranim zamaškom s površino 75 cm
2
 (T-75). Vse celice so bile gojene v ustrezno 

formuliranem gojišĉu, v inkubatorju s 5% CO2 atmosfero in 37°C.  

 

Preglednica 8: Pregled poskusnih pogojev 

CELICE  DODAN KONDICIONIRAN MEDIJ 

MMC1 kondicioniran medij celic U373 (U373 CM) 

MMC2 kondicioniran medij celic U251 (U251 CM) 

MMC4 kondicioniran medij celic U87-MG (U87 CM) 

U373 kondicioniran medij celic MMC1 (MMC1 CM) 

U251 kondicioniran medij celic MMC2 (MMC2 CM) 

U87-MG kondicioniran medij celic MMC4 (MMC4 CM) 

 

Vsak poskus je vseboval kontrolo (celice z gojišĉem) in celice izpostavljene 

kondicioniranemu mediju. MMC celice smo izpostavili kondicioniranem mediju celic 

GBM, celice GBM pa smo izpostavili kondicioniranemu mediju MMC. En poskus pomeni 

eno pasaţo celic, vsak poskus smo tako na RNA, kot tudi na proteinski ravni ponovili 

trikrat (tri biološke ponovitve). Za vsak poskus sta bili izvedeni dve (tehniĉni) ponovitvi 

pri PCR-ju v realnem ĉasu, ELISA testu in testu aktivnosti katepsinov. 
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Slika 7: Shema poteka poskusa za doloĉitev izraţanja mRNA katepsinov B in L v MMC in celicah GBM  
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Slika 8: Shema poteka poskusov za doloĉanje vsebnosti in aktivnosti katepsinov B in L v MMC in celicah 

GBM  
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3.3 METODE 

3.3.1 Gojenje in vzdrževanje celičnih kultur do nastavitve poskusa 

 

Tako MMC kot GBM celiĉne linije smo gojili na plošĉah za gojenje celiĉnih kultur s 6 

vdolbinami, za poskuse na RNA ravni ter v T-75 plastenkah, za poskuse na proteinskem 

ravni. MMC so bile gojene v MMC gojišĉu, celiĉne linije GBM pa v GBM gojišĉu, oboje 

v standardnih pogojih gojenja: temperaturi 37°C, 5% CO2 atmosferi in >95% relativni 

vlaţnosti. Gojišĉe smo menjali vsaka 2-3 dni, kulture pa presajali ob 70-75% gostoti celic. 

Celicam v plošĉah s 6 vdolbinami smo vedno dodali 3 mL gojišĉa, celicam v T-75 

plastenkah pa 12 mL gojišĉa.  

 

Za presajanje smo kulturo sprali z 1×PBS ter odlepili od podlage s 0.25% Tripsin-EDTA 

reagentom. Tripsin smo nato inaktivirali z dodatkom gojišĉa in ga odstranili s 5 minutnim 

centrifugiranjem na 1000 RPM, nastali celiĉni pelet pa resuspendirali v sveţem gojišĉu. 

Resuspendirane celice smo nacepili na novo plošĉo ali plastenko pri gostoti 5000 celic/cm
2  

v primeru MMC ali 18000 celic/cm
2 

v primeru celiĉnih linij GBM. 

 

 

3.3.2 Priprava kondicioniranega medija 

 

Kondicioniran medij je bil pridobljen tako, da smo poskusno gojišĉe (DMEM; 10% FBS; 

penicilin/streptomicin; L-glutamin) dodali celicam MMC, pri 70% konfluenci in celicam 

GBM pri 60% konfluenci. Po 24 urah smo medij odstranili iz celic in ga centrifugirali 5 

minut na 1000 RPM. Supernatant kondicioniranega medija smo shranili do uporabe  v 

zamrzovalniku na –80°C. Kondicioniran medij, ki smo ga uporabili za poskus, smo vedno 

odmrznili in pred nanosom na celice redĉili v razmerju 1:1 z eksperimentalnim gojišĉem. 

 

 

3.3.3 Nastavitev poskusa 

 

Celice smo gojili v standardnih pogojih do 70% konfluence v primeru MMC in 60% 

konfluence v primeru celic GBM. Na tej stopnji smo kontrolnim celicam dodali 

eksperimentalno gojišĉe, ostale celice pa smo izpostavili kondicioniranemu mediju, 

reĉenemu z eksperimentalnim gojišĉem v razmerju 1:1, kot je opisano v Preglednici 6. 

Poskus (ĉas v katerem so rasle celice v kondicioniranem mediju) je trajal 3 dni, pri 

standardni pogojih za rast celic. 
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3.3.4 Določanje izražanja mRNA katepsinov B in L 

3.3.4.1 Izolacija RNA 

 

RNA smo izolirali po protokolu za izolacijo RNA s Trizol reagentom, ki so ga razvili na 

oddelku za gensko toksikologijo in biologijo raka, na Nacionalnem inštitutut za biologijo, z 

manjšimi spremembami. Po konĉanem poskusu smo celicam za izolacijo RNA odstranili 

gojišĉe in dodali 1mL Trizol reagenta. Tako dobljen homogenat smo shranili do nadaljnje 

izolacije RNA na -80°C. Vzorce RNA v TRIzol reagentu, smo odtajali v digestoriju. 

TRIzol je monofaziĉna raztopina fenola in gvanidin izotiocianata, ki smo jo dodali 

direktno na celice. Med homogenizacijo razbije celice in razgradi celiĉne komponente, 

medtem ko RNA ostane intaktna. Odtajanim vzorcem smo dodali 200 µL kloroforma, 

vzorce centrifugirali 15 minut na 12000×g in 4°C in prenesli zgornjo brezbarvno, vodno 

fazo z RNA v ĉisto epruveto, s ĉimer smo loĉili organsko fazo od vodne v kateri se nahaja 

celokupna RNA. Nato smo dodali glikogen v konĉni koncentraciji 2 mg/mL, ki precipitira 

skupaj z RNA in omogoĉi laţjo izolacijo. Po dodatku 500 µL izopropanola smo vzorce s 

precipitirano RNA inkubirali na –20°C za 2 uri. Nato smo vzorce RNA cetrifugirali 20 

minut na 12000×g, pri 4°C in odstranili supernatant. Z dodatkom 1mL 75% etanola, 

ponovnim centrifugiranjem 5-10 minut na 7500×g in 4°C smo RNA še dodatno oĉistili 

neĉistoĉ. Na koncu smo etanol, odstranili in pelet RNA posušli na zraku. Izolirano in 

oĉišĉeno RNA smo raztopili v 30 µL vode brez RNAz in DNAz (DEPC H2O). RNA smo 

popolnoma raztopili z 10 minutno inkubacijo na 65°C, ter shranili na -80°C. 

 

 

3.3.4.2 Merjenje koncentracije in integritete RNA 

 

Koliĉino RNA v pobranem vzorcu smo doloĉili s spektrofotometrom NanoDrop NT-1000, 

ki uporablja tehnologijo mikrovolumske spektrofotometrije. Spektrofotometer NanoDrop 

NT-1000 na osnovi absorbance pri 260 nm avtomatsko izraĉuna vsebnost RNA. Z 

razmerjem absorbanc pri 260 nm in 280 nm doloĉi onesnaţenost RNA s proteini, z 

razmerjem absorbanc pri 260 nm in 230 nm pa doloĉi  onesnaţenost RNA z organskimi 

topili; ĉe je razmerje v obmoĉju od 1.8 do 2.0, je ĉistost RNA visoka. Pri tem porabimo 

minimalno koliĉino vzorca (1.0 μL) 
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3.3.4.3 Povratni prepis RNA v cDNA- reverzna transkripsija 

 

Po 1.0 μg RNA iz vsakega vzorca smo povratno prepisali v cDNA z uporabo kompleta 

High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, po navodilih proizvajalca. Komplet 

vsebuje nakljuĉne zaĉetne oligonukleotide, ki poveţejo z RNA (10 min, 25°C), nato pa 

poteka prepisovanje v cDNA z dodajanjem deoksiribonukleotidov (dNTP) z encimom 

reverzna transkriptaza (2h, 27°C). Komplet vsebuje še RNAzni inhibitor in RT pufer. 50 

µL reakcijska mešanica je tako vsebovala 25 µL RNA raztopljene v DEPC H2O in 25 µL 

RT miksa (5 µL 10x RT pufara; 2 µL 25x dNTP; 5 µL 10x nakljuĉnih zaĉetnih 

oligonukleotidov; 2.5 µL RNAznega inhibitorja; 2.5 µL encima reverzna transkriptaza; 8 

µL DEPC H2O).  Reakcija je potekala v PCR aparatu Gene AMP PCR System 9700, 

vzorce cDNA pa smo shranili na -20°C. 

 

 

3.3.4.4 PCR v realnem ĉasu 

3.3.4.4.1 Princip metode TaqMan 

 

Kvantitativna veriţna reakcija z DNA polimerazo (QPCR) v realnem ĉasu omogoĉa 

doloĉanje relativne koliĉine tarĉne mRNA v vzorcu, s ĉimer merimo izraţanje genov na 

ravni transkripcije. V principu gre za veriţno reakcijo z DNA polimerazo, ki cikliĉno 

prepisuje cDNA v vzorcu. Specifiĉnost reakcije za doloĉen gen zagotavlja par zaĉetnih 

oligonukleotidov, ki se prilega specifiĉnima mestoma v tem genu, polimeraza pa 

pomnoţuje (prepisuje) zaporedje mRNA med tema dvema oligonukleotidoma. Da 

zagotovimo pomnoţevanje zgolj mRNA, ne pa tudi genomske DNA, je eden od zaĉetnih 

oligonukleotidov izbran tako, da sega ĉez stiĉišĉe dveh eksonov v genu. Eksonska 

zaporedja v genomski DNA so namreĉ loĉena z introni, ki jih v mRNA ni, zato se zaĉetni 

oligonukleotid ne prilega na genomsko DNA in se ta ne more podvajati v PCR reakciji. 

 

Pri TaqMan metodi dodamo reakciji še dodatno komponento- sondo, ki se veţe na del 

nukleotidnega zaporedja med obema zaĉetnima oligonukleotidoma. Sonda ima na svojem 

5' koncu vezano fluorescentno barvilo (angl. reporter), na svojem 3' koncu pa zaviralec 

signala (angl. quencher), ki pobira svetlobo sevajoĉo z barvila. Ko PCR polimeraza pri 

prepisovanju cDNA naleti na vezano sondo jo s svojo eksonukleazno aktivnostjo razgradi. 

S tem se zaviralce signala oddalji od vezanega fluorescentnega barvila, ki zato lahko seva 

svetlobo, ta signal pa zazna laserski merilec svetlobe v PCR aparatu. Koliĉina izsevane 

svetlobe je sorazmerna koliĉini PCR produkta, ki nastane v vsakem ciklu. Število ciklov v 

katerem jakost signala doseţe doloĉen prag zaznavanja (Ct vrednost) je sorazmerno 
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koliĉini tarĉne cDNA na zaĉetku in hkrati merilo za relativno koliĉino tarĉne mRNA v 

vzorcu. 

 

 

 

3.3.4.4.2 Potek metode PCR v realnem ĉasu 

 

Za izvedbo QPCR reakcije smo uporabili aparat ABI Prism 7900 HT Sequence Detection 

System. V reakcijo smo poleg cDNA, ki smo jo pridobili iz 1 µg RNA, dodali še 

univerzalno mešanico za PCR- TaqMan Universal PCR Master Mix, zaĉetna 

oligonukleotida in sondo oznaĉeno s 5'-FAM (fluorescentno barvilo) 3'-TAMRA 

(zaviralec). Za gene CatB, CatL, smo uporabili zaĉetne oligonukleotide in sonde, ki so jih 

skonstruirali na Oddelku za genetsko toksikologijo in biologijo raka (zaporedja so 

navedena v Preglednici 3). Kot notranjo kontrolo za normalizacijo izraţanja genov smo 

uporabili humano 18S rRNA. Takšna normalizacija prepreĉi napako zaradi morebitne 

razliĉne vsebnosti cDNA v zaĉetnem vzorcu. Reakcije smo pripravili tako, da smo tarĉni 

gen in notranjo kontrolo zaznavali v isti jamici, za vsak vzorec pa smo pripravili duplikat 

reakcij. V vsako jamico smo dodali po 1 µL vzorca in 9 µL reakcijske mešanice.  

Reakcijska zmes za en vzorec je tako vsebovala: 5 µL Master Mixa; 0.5 µL sonde za gen; 

0.5 µL sode za interni standard; 0.2 µL 1. zaĉetnega oligonukleotida (angl. F primer); 0.2 

µL 2. zaĉetnega oligonukleotida (angl. R primer) in 2.6 µL DEPC H2O. Reakcija je 

potekala po sledeĉem programu: 2 min pri temperaturi 50°C, 10 min  pri 95°C (aktivacija 

DNA polimeraze), 40× ponovitev 15 s pri 95°C (denaturacija), 1 min 60°C (prileganje 

zaĉetnih oligonukleotidov, podvajanje cDNA).  

 
 
 

3.3.4.4.3 Raĉunanje izraţanja mRNA v vzorcu z metodo 2
-Ct 

 

Relativno izraţanje genov smo izraĉunali z metodo 2
-Ct

, ki poda izraţanje gena relativno 

glede na kontrolo. Izraĉun temelji na razlikah v Ct vrednostih vzorca ter kontrole, ki so 

poseldica razliĉne vsebnosti specifiĉne (tarĉne) cDNA.  

Najprej za vsak vzorec izraĉunamo ΔCt tretiranega vzorca (ΔCt = Cttarĉni gen – Ctnotranja 

kontrola), ter ΔCt kontrolnega vzorca (ΔCt = Cttarĉni gen – Ctnotranja kontrola), nato pa ΔΔCt = ΔCt 

tretiranega vzorca – ΔCt kontrolnega vzorca. Nato izraĉunamo še vrednosti 2
-Ct

. Ĉe so te 

vrednosti veĉje od 1.0 pomenijo višje izraţanje, ĉe pa so manjše od 1.0 pa niţje izraţanje 

tarĉnega gena v tretiranem vzorcu, kot je izraţanje tarĉnega gena v kontrolnem vzorcu. 2
-

Ct
 lahko neposredno primerjamo med razliĉnimi merjenimi vzorci. 
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3.3.5 Določanje vsebnosti in aktivnosti katepsinov B in L 

 

Priprovo pufrov za izolacijo proteinov, izolacijo proteinov in merjenje aktivnosti 

katepsinov B in L smo izvedli po navodilih postopka za Merjenje aktivnosti katepsinov B 

in L, ki so ga razvili na oddelku za za gensko toksikologijo in biologijo raka, na 

Nacionalnem inštitutut za biologijo. 

 

 

 

3.3.5.1 Izolacija proteinov 

 

Celice, ki so bile namenjene za izolacijo proteinov smo vzorĉili pri temperaturi 4°C, da bi 

prepreĉili razgradnjo proteinov. Celice v plastenki smo sprali z 12 mL ledeno hladnega 1x 

PBS,  dodali 6 mL ledeno hladnega 1x PBS in celice postrgali z dna plastenke s pomoĉjo 

strgala za celice. Vzorce smo prenesli v ohlajene centrifugirke in jih hranili na ledu do 

centrifugiranja, v plastenko pa smo še enkrat dodali 6 mL ledeno mrzlega PBS in postrgali 

še preostanek celic. Po tem, ko smo postrgali vse celice smo jih centrifugirali 5 minut na 

1000 RPM, odstranili supernatant, razbili pelet in dodali novih 6 mL ledeno hladnega PBS. 

Vzorce smo ponovno centrifugirali 5 minut na 1000 RPM, odstranili supernatant in pelet 

celic zamrznili na –80°C, do izolacije proteinov. 

 

Pri izolaciji proteinov smo še zmrznjene celiĉne pelete resuspendirali v 100 do 200 µL 

mrzlega homogenizacijskega pufra (50 mM Tris pH 6.9; 0.05% Brij 35; 0.5 mM DTT; 5 

mM EDTA; s sveţe dodanima inhibitorjema 0.5 mM PMSF in 10 µM pepstatin A). 

Celiĉne lizate smo pripravili tako, da smo celice  v homogenizacijskem pufru tri do petkrat 

zaporedno zamrznili (-160˚C) in odtajali (37˚C). Dobljen homogenat smo centrifugirali 30 

minut na 12000 RPM, pri 4˚C. Supernatante celiĉnih lizatov smo razdelili na alikvote, ki 

smo jih shranili na -80°C. 

 

 

3.3.5.2 Merjenje vsebnosti celokupnih proteinov 

 

Koncetracijo celokupnih proteinov v vzorcih smo izmerili po Bradfordovi metodi. 5× 

razredĉenemu proteinskemu vzorcu smo dodali reagent 5× redĉen reagent Bio-Rad protein 

assay, ki v stiku s proteini spremeni barvo v odvisnosti od vsebnosti proteinov v vzorcu. Po 

15 min inkubacije na sobni temperaturi, na stersalniku smo s spektrofotometrom GENios 

spektrofluorometer pomeril absorbanco pri 595 nm in na podlagi umeritvene krivulje 

pripravljene z redĉitvami BSA izraĉunali vsebnost proteinov v vzorcih. 
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3.3.5.3 ELISA 

3.3.5.3.1 Princip metode ELISA 

 

Osnova sendviĉ testa ELISA so imobilizirana lovilna protitelesa na katera se veţejo tarĉni 

proteini. V drugi stopnji smo dodali detekcijska protitelesa konjugirana s hrenovo 

peroksidazo, tako da je nastalo »sendviĉ« lovilno protitelo – tarĉni protein – detekcijsko 

protitelo-peroksidaza. Na koncu smo dodali še detekcijski substrat, ki ga peroksidaza 

razgradi, s ĉimer smo dobili barvno reakcijo katere intenzivnost je linearno sorazmerna s 

koliĉino tarĉnega proteina v vzorcu v doloĉenem koncentracijskem obmoĉju. 

Koncentracijo tarĉnega proteina smo doloĉili na podlagi umeritvene krivulje iz 

rekombinantnih proteinov, ki so priloţeni ELISA testu. Uporabljeni testi ELISA zaznajo 

prekurzorsko in aktivno obliko katepsinov L in B, kot tudi komplekse katepsinov z 

endogenimi inhibitorji. Celoten test je bil izveden po navodilih proizvajalca, z manjšimi 

spremembami. 

 

 

3.3.5.3.2 Potek testa ELISA  

 

Uporabili smo sendviĉ teste ELISA za ĉloveška CatB in CatL. Celiĉne lizate smo razredĉili 

do ustrezne, prej optimizirane koncentracije celokupnih proteinov v vzorcu. Koliĉine 

proteina za posamezen katepsin in posamezne celice so povzeti v Preglednici 9. Lovilna in 

detekcijska protitelesa pa so navedena v Preglednici 10. 

 

Preglednica 9: Koliĉine celokupnih proteinov uporabljenih pri testu ELISA za posamezen katepsin 

CELICE CatB  CatL 

MMC1 10 µg skup. proteina/ mL 60 µg skup. proteina/ mL 

MMC2 5 µg skup. proteina/ mL 60 µg skup. proteina/ mL 

MMC4 10 µg skup. proteina/ mL 80 µg skup. proteina/ mL 

U373 10 µg skup. proteina/ mL 60 µg skup. proteina/ mL 

U251 5 µg skup. proteina/ mL 60 µg skup. proteina/ mL 

U87-MG 15 µg skup. proteina/ mL 80 µg skup. proteina/ mL 
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Preglednica 10: Protitelesa za teste ELISA  

KATEPSIN LOVILNO PROTITELO DETEKCIJSKO PROTITELO 

CatB zajĉje proti-hCatB IgG ovĉje proti-hCatB IgG-HRP 

CatL ovĉje proti-hCatL IgG ovĉje proti-hCatL IgG-HRP 

 

 

Kot standarde za umeritvene krivulje smo uporabili rekombinantne CatB in CatL. Spodnja 

meja detekcije uporabljenih testov je 0.03 nmol/L za CatB, 0.06 nmol/L za CatL. Test smo 

izvedli po navodilih proizvajalca. 100 µL kontrole, kalibratorja za umeritveno krivuljo ali 

vzorca smo nanesli v izbrano vdolbinoco na plošĉi. Za slepi vzorec smo uporabili 100 µL 

redĉitvenega pufra Dilution buffer. Plošĉo z nanešenimi vzorci smo pokrili s parafilmom in  

inkubirali 2 uri na 37°C. Nato smo odlili vsebino iz vdolbinic, vsako trikrat zaporedoma 

sprali s 400 µL delovne raztopine za spiranje, odstranili raztopino za spiranje in nanesli 

100 µL raztopine konjugata. Plošĉo smo zopet pokrili ter inkubirali na 37°C. Po dveh urah 

inkubacije smo odlili vsebino iz vdolbinic, vsako trikrat zaporedoma sprali s 400 µL 

delovne raztopine za spiranje, odstranili raztopino za spiranje in v vsako vdolbino nanesli 

200 µL delovne raztopine TMB. Po 15 minutah inkubacije plošĉe na sobni temperaturi v 

temi, smo reakcijo ustavili z dodatkom 50 µL raztopine za prekinitev reakcije. Absorbanco 

kromogenega produkta hrenove peroksidaze vezane na detekcijsko protitelo smo odĉitali 

pri valovni dolţini 450 nm na GENios spektrofluorimetru in rezultate podali kot pmol 

katepsina/mg celokupnih proteinov. Vsi potrebni reagenti so ţe vsebovani v kompletu, 

skupaj s plošĉo s t.i. »stripi« z vdolbinami in rekombinantnimi kalibratorji za umeritveno 

krivuljo. Vsak vzorec smo nanesli v dveh ponovitvah.  

 

 

3.3.5.4 Merjenje aktivnosti katepsinov 

3.3.5.4.1 Princip metode  

 

Metodo sta prva opisala Barrett in Kirschke, leta 1981 in je bila prilagojena ter 

optimizirana za delo v laboratoriju Nacionalnega inštituta za biologijo (Bervar in sod., 

2003). Aktivnost CatB in CatL smo doloĉali hkrati pri vsakem eksperimentu. V poskusu 

smo spremljali hidrolizo sintetiĉnega substrata Z-Phe-Arg-AMC, pri ĉemer smo merili 

fluorescenco sprošĉenega AMC pri valovni dolţini vzbujanja 370 nm in sevanja 460 nm. 

Tako CatB kot CatL cepita omenjeni substrat, vendar lahko z uporabo dveh razliĉno 

specifiĉnih inhibitorjev loĉimo med obema aktivnostima. E-64c inhibira tako CatB kot 

CatL, CA074 pa v uporabljeni koncentraciji specifiĉno inhibira samo CatB. Skupna 

aktivnost vseh cisteinskih katepsinov je bila izmerjena brez dodatka inhibitorja, aktivnost 

CatL ob dodatku CA074 (60 µM koncentracija v testni raztopini), ozadje pa so sestavljali 
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vzorci z dodatkom E-64c (100 µM koncentracija v testni raztopini). Ker nismo uporabili 

specifiĉnega inhibitorja za CatL, lahko k izraĉunani njegove aktivnosti do doloĉene mere 

prispevajo tudi drugi cisteinski katepsini. Zato smo to aktivnost poimenovali kot aktivnost 

L-podobnih katepsinov. 

 

Koncentracijo sprošĉenega AMC smo doloĉili iz standardne umeritvene krivulje, kjer smo 

kot standard uporabili AMC. Aktivnost katepsinov smo izrazili kot koliĉino sprošĉenega 

produkta na ĉasovno enoto in na koliĉino celokupnih proteinov v vzorcu (pmolsprošĉenega 

AMC/mgcelokupnih proteinov*min). Formula za izraĉun specifiĉne aktivnosti je: As = (r × ΔF × 

Vr) / (t × c × k × Vv), pri ĉemer je r koeficient redĉenja vzorca, odĉitana fluorescenca, Vr 

prostornina reakcijske mešanice, t ĉas poteka reakcije, c koncentracija celokupnih 

proteinov v vzorcu celiĉnega lizata, k naklon umeritvene krivulje in Vv prostornina v 

reakcijo dodanega vzorca. Dobljene vrednosti smo pretvorili v specifiĉno encimsko 

aktivnost (enote encimske aktivnosti na miligram skupnih proteinov). Ena encimska enota 

(E.U.) predstavlja koliĉino encima, ki sprosti 1 nmol produkta na minuto pri 37°C in 

optimalnem pH.  

 

 

3.3.5.4.2 Potek dela 

 

Aktivnosti smo merili na ĉrni mikrotiterski plošĉi s 96 vdolbinicami. Vedno smo opravili 

dve ponovitvi meritev za vsak vzorec. Kot slepi vzorec smo uporabili destilirano vodo.  

Za vsak vzorec je potrebno pripraviti dvakrat po 3 vdolbinice- 2 paralelke za kontrolo in z 

enim ali drugim inhibitorjem. K 10 µL ustrezno redĉenega vzorca (oz. 10 µL destilirane 

vode pri slepih vzorcih) smo dodali 40 µL pufra za aktivacijo CatL-like (pH 5.5; 0.34 M 

Na-acetat; 4mM EDTA; tik pred uporabo pa smo dodali še 2 mM DTT). Aktivacija je 

potekala 30 minut pri 37°C (plošĉo pokrijemo s pokrovom ali parafilmom, da se prepreĉi 

izhlapevanje). Nato smo vzorcem, katerim smo merili skupno aktivnost CatB in CatL-

podobnih katepsinov, dodali 20 µL destilirane vode, vzorcem za merjenje aktivnosti 

CatLpodobni 20 µL 60 µM CA074 in kontrolam 20 µL 100 µM E-64c (zaloţne raztopine 

so v DMSO, iz njih pripravimo ustrezno koncentracijo v vodi). Vsem smo dodali še 20 µL 

reakcijskega pufra (pH 6.0; 0.34 M Na-acetat; 4mM EDTA; 0.1% Brij 35;  tik pred 

uporabo dodaš še 4 mM DTT) in inkubirali 5 minut pri 37°C. Nato smo dodali 20 µL 100 

µM substrata Z-Phe-Arg-AMC ter inkubirali 1.5 ure, pri 37°C. Reakcijo smo prekinili z 

dodatkom 80 µL 1 mM jodoocetne kisline. Na spektrofluorimetru smo izmerili F370/460 

(gain 50), ki predstavlja koliĉino sprošĉenega fluorescentnega 7-AMC ter izraĉunali 

aktivnost katepsinov kot razliko v sprošĉenem 7-AMC v prisotnosti in odsotnosti 

inhibitorjev.  
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3.3.6 Statistična obdelava podatkov 

 

Statistiĉne analize in izraĉuni so bili opravljeni s programom Microsoft Office Excel 2007. 

Povpreĉne vednosti so bile izraĉunane kot aritmetiĉna sredina posameznih vrednosti. Za 

prikaz razpršenosti podatkov okoli povpreĉne vrednosti smo uporabili standardno napako. 

Statistiĉno znaĉilne razlike smo raĉunali s standardnim Studentovim T-testom ob 

predpostavki dvostranske porazdelitve vrednosti in neenake variance ter izrazili kot p 

vrednost. Za vzorce smo uporabili zgornjo mejo tveganja p<0.05, tako, da lahko z veĉ kot 

95% verjetnostjo trdimo, da se povpreĉji obeh vzorcev statistiĉno znaĉilno razlikujeta. 
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4 REZULTATI 

4.1 CELIĈNE LINIJE 

4.1.1 Humane mezenhimske matične celice (MMC1, MMC2, MMC4) 

 

Humane mezenhimske matiĉne celice, izolirane iz kostnega mozga smo gojili po 

priporoĉilih prodajalca (Lonza). Klon MMC1 je poĉasi rastoĉ, klona MMC2 in MMC4 pa 

sta hitro rastoĉa (Motaln in sod., 2010). Vsi trije kloni so morfološko podobni 

fibroblastom. Vedno smo celice nacepili pri gostoti 5000 celic/cm
2
. Ko so celice dosegle 

70% konfluenco smo kontrolnim celicam dodali eksperimentalno gojišĉe, ostale celice pa 

smo izpostavili kondicioniranemu mediju celic GBM, redĉenim s poskusnim gojišĉem v 

razmerju 1:1; takšnim poskusnim pogojem so bile celice izpostavljene 3 dni.  

   

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 9: MMC1, 100x poveĉava 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 10: MMC2, 100x poveĉava         

 

 

 

 

 

 

 

Slika 11: MMC4, 100x poveĉava 
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4.1.2 Glioblastomske celične linije (U373, U251, U87-MG) 

 

Celice GBM, ki so izolirane iz primarnih humanih tumorjev glioblastoma multiforme, so 

pridobljene iz zbirke ATCC. Morfološko so vse tri podobne ţivĉnim celicam. U373 in 

U251 sta si po morfologiji bolj podobni, U87 pa tvori znaĉilno mreţo in okrogle skupke 

kot astrociti. Pri poskusu smo vedno nacepili celice pri gostoti 18000 celic/cm
2
. Ko so 

celice dosegle 60% konfluenco smo kontrolnim celicam dodali eksperimentalno gojišĉe, 

ostale celice pa smo izpostavili kondicioniranemu mediju celic MMC, redĉenim s 

poskunim gojišĉem v razmerju 1:1; takšnim poskusnim pogojem so bile celice 

izpostavljene 3 dni.  

 

 

  

 

 

 

 

 Slika 12: U373, 100x poveĉava      

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 13: U251, 100x poveĉava 

 

                   

 

  

 

 

 

Slika 14: U87, 100x poveĉava  
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4.2 REZULTATI POSKUSOV 

 

Proces invazije tumorjev je povezan s cisteinskimi katepsini, skupino proteaz, ki se 

preteţno nahaja v lizosomih. Zaradi sposobnosti razgradnje zunajceliĉnega matriksa v 

tumorskih in drugih celicah z invazivnostjo glioblastomov povezujemo predvsem 

katepsine B in L (Tysnes in Mahesparan, 2001). Delovanje cisteinskih katepsinov je 

regulirano tako na nivoju mRNA kot proteinov, odvisno pa je tudi od izraţanja njihovih 

endogenih inhibitorjev (Leviĉar in sod. 2002). 

  

Pri raziskovalnem delu smo spremljali vpliv kondicioniranega medija celic GBM (U373-

CM, U251-CM, U87-CM) na MMC (MMC1, MMC2, MMC4) in vpliv kondicioniranega 

medija MMC (MMC1-CM, MMC2-CM, MMC4-CM) na celice GBM (U373, U251, U87). 

Zanimal nas je vpliv kondicioniranega medija na izraţanje, vsebnost in aktivnost 

katepsinov B, L in S. Vsak poskus je bil sestavljen iz kontrolnih celic, ki so v ĉasu poskusa 

(tri dni) rasle v EKS gojišĉu in celic, ki smo jih izpostavili kondicioniranemu mediju. Vsak 

poskus smo izvedli v treh bioloških ponovitvah, ki smo jih zagotovili s tremi zaporednimi 

pasaţami celic in dveh tehniĉnih ponovitvah v sklopu molekularnih metod PCR v realnem 

ĉasu, ELISA in merjenje aktivnosti).  

 

Rezultate smo za vsak katepsin posebej vedno predstavili na treh grafih. Prvi graf 

predstavlja vrednosti za posamezne klone in linije, pridobljene z izraĉuni iz primarnih 

podatkov. Da bi zmanjšali razlike med samimi poskusi smo te vrednosti normalizirali na 

kontrole znotraj poskusa in rezultate za posamezne klone MMC in linje GBM predstavili 

na drugem grafu. Za splošen pregled smo zdruţili loĉeno izraĉunana povpreĉja vseh treh 

klonov MMC ter povpreĉja vseh treh linij GBM. Ti rezultati so predstavljeni na tretjem 

grafu. Statistiĉno znaĉilne razlike smo na grafih predstavili z eno zvezdico (*) v primeru 

p<0.05, z dvema zvezdicama (**) v primeru p<0.005 in s tremi zvezdicami (***) v 

primeru p<0.0005. Izraĉuni podatkov, ki so predstavljeni na grafih so podrobneje 

predstavljeni v Prilogah.  
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4.2.1 Določanje izražanja mRNA katepsinov B in L z metodo PCR v realnem času 

 

Z metodo PCR v realnem ĉasu smo doloĉili spremembo izraţanja mRNA katepsinov B, L 

in S v celicah, ki so bile izpostavljene kondicioniranemu mediju, v primerjavi s 

kontrolnimi celicami. Po treh dneh izpostavitve celic kondicioniranemu mediju smo iz 

vzorcev izolirali RNA in jo povratno prepisali v cDNA. Ta nam je sluţila kot matrica za 

cikliĉno prepisovanje DNA v veriţni reakciji z DNA polimerazo, zaĉetnimi 

oligonukleotidi in fluorescenĉno oznaĉeno sondo. Število cikla v katerem jakost signala 

izsevane svetlobe (ta nastane pri loĉitvi fluorescenĉnega barvila in zaviralca ob razgradnji 

sonde pri prepisovanju DNA) doseţe doloĉen prag zaznavanja (Ct vrednost) je sorazmerno 

koliĉini tarĉne cDNA na zaĉetku. Koliĉina zaĉetne tarĉne cDNA je hkrati merilo za 

relativno koliĉino tarĉne mRNA v vzorcu, s ĉimer pa izmerimo tudi izraţanje genov na 

ravni transkripcije. Relativno izraţanje genov smo izraĉunali z metodo 2
-Ct

, ki poda 

izraţanje gena relativno glede na kontrolo.  

 

 

4.2.1.1 Katepsin B 

 

Glavni namen našega raziskovalnega dela je bil ugotoviti vpliv kondicioniranega medija na 

izraţanje, vsebnost in aktivnost katepsinov B in L. Najveĉji in tudi statistiĉno znaĉilen 

vpliv kondicioniranega medija celic GBM na MMC smo opazili pri klonu MMC2, trend 

povišanja relativnega izraţanja pa je opazen pri vseh treh klonih MMC (Slika 15). 

Kondicioniran medij celic MMC nasprotno nima statistiĉno znaĉilnega vpliva na izraţanje 

katepsina B v celiĉnih linijah GBM; opazimo lahko le rahlo povišanje izraţanja katepsina 

B v linijah U373 in U251. 

 

Po normalizaciji podatkov na kontrole znotraj posameznega poskusa smo dodatno dobili 

statistiĉno znaĉilen vpliv kondicioniranega medija linij U251 CM in U87 CM na izraţanje 

katepsina B pri klonih  MMC2 in MMC4 (Slika 16). Pri MMC2 se izraţanje poviša za 

79%, pri MMC4 pa za 19%. Pri ostalih celicah zaradi velike standardne deviacije ne 

moremo govoriti o statistiĉno znaĉilnih spremembah. 
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Slika 15: Vpliv CM na izraţanje katepsina B v klonih MMC in linijah GBM, ki so bile izpostavljene CM tri 

dni. Vsak poskus je narej v treh bioloških ponovitvah. Analiza relativnega izraţanja CatB je bila narejena z 

metodo PCR v realnem ĉasu, v duplikatih za vse poskusne pogoje. Izraĉuni so narejeni po metodi 2-ΔΔCt. 

Opazimo lahko trend povišanja izraţanja CatB pri MMC, izpostavljenih CM celic GBM. 

 

 

Slika 16: Vpliv CM na izraţanje katepsina B v klonih MMC in linijah GBM, ki so bile izpostavljene CM tri 

dni. Anliza je narejena z metodo PCR v realnem ĉasu. Podatki so normalizirani na kontrole.CM celic GBM 

statistiĉno znaĉilno poviša izraţanje CatB pri klonih MMC1 in MMC2. 
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Po zdruţitvi podatkov za MMC in linije GBM pa lahko povzamemo, da kondicioniran 

medij  glioblastomskih celiĉnih linij za 41% poviša izraţanje katepsina B v MMC 

(p<0.005), kondicioniran medij MMC pa nima statistiĉno znaĉilnega vpliva na 

transkripcijo katepsina B v celiĉnih linijah GBM (Slika 17). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 17: Vpliv CM na izraţanje katepsina B v klonih MMC in linijah GBM, ki so bile izpostavljene CM tri 
dni. Anliza je narejena z metodo PCR v realnem ĉasu.  Podatki so normalizirani na kontrole. Prikazane so 

povpreĉne vrednosti vseh treh klonov MMC in linij GBM. CM celic GBM statistiĉno znaĉilno poviša 

izraţanje CatB v MMC. 

 

 

Preglednica 11: Primerjava razlik v relativnem izraţanju katepsina B znotraj klonov MMC in linij GBM ter 

med posameznimi kloni MMC in linijami GBM. Analiza izraţanja je bila narejena s PCR v realnem ĉasu. 

Razlike med kontrolnimi celicami so testirane s Studentovim T-testom. Statistiĉno znaĉilne razlike (p<0.05) 

v izraţanju CatB so tako med kloni MMC kot znotraj linij GBM, prav tako pa tudi med MMC ter linijami 

GBM. 
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Poleg vpliva kondicioniranega medija pa v naših rezultatih lahko primerjamo tudi razlike v 

relativnem izraţanju katepsina B znotraj samih klonov MMC in celiĉnih linij GBM, ter 

razlike med uporabljenimi kloni MMC in linijami celic GBM. Relativno izraţanje 

katepsina B je najvišje v celicah U87, niţje v U251, najniţje relativno izraţanje katepsina 

B pa imajo celice U373 (Slika 15). Pri MMC ima najvišje relatino izraţanje katepsina B 

MMC2, sledi mu MMC1, najniţje izraţanje pa se je pokazalo pri MMC4 (Slika 15). 

Presenetljivo obstajajo razlike tudi znotraj samih klonov MMC. Ugotovili smo, da se klona 

MMC1 in MMC2 v izraţanju katepsina B statistiĉno znaĉilno razlikujeta od klona MMC4 

(Preglednica 11). Med seboj se v skladu z našimi hipotezami in priĉakovanji statistiĉno 

znaĉilno razlikujejo tudi linije GBM. U373 celiĉna linija se statistiĉno znaĉilno razlikuje 

od linij U251 in U87 (in obratno). Presenetljivo je, da je relativno izraţanje katepsina B v 

nekaterih klonih MMC višje, v nekaterih klonih pa niţje od relativnega izraţanja katepsina 

B v linijah GBM. Klona MMC1 in MMC2 imata statistiĉno znaĉilno višje relativno 

izraţanje katepsina B kot linija U373, klon MMC4 pa ima statistiĉno znaĉilno niţje 

izraţanje od linij U251 in U87 (Slika 15 in Preglednica 11). 

 

 

4.2.1.2 Katepsin L 

 

Kondicioniran medij glioblastomskih celiĉnih linij nima vpliva na izraţanje katepsina L v 

MMC (Slika 17). Nasprotno pa se v linijah GBM kaţe trend zniţevanja izraţanja katepsina 

L po izpostavitvi kondicioniranemu mediju MMC. V primeru linije U251 se njegovo 

relativno izraţanje zniţa za 21%, v primeru linije U87 pa za 22 % (Slika 18). Ko smo 

podatke normalizirali na kontrole pri posameznih poskusih smo statistiĉno znaĉilno razliko 

potrdili tudi s Studentovim T-testom (Slika 18). Po analizi vpliva kondicioniranega medija 

MMC na izraţanje katepsina L v linijah GBM, smo prav tako lahko potrdili statistiĉno 

znaĉilno zniţanje za 18% (p<0.005) (Slika 19). 
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Slika 18: Vpliv CM na izraţanje katepsina L v klonih MMC in linijah GBM, ki so bile izpostavljene CM tri 

dni.  Vsak poskus je narej v treh bioloških ponovitvah. Analiza relativnega izraţanja CatB je bila narejena z 

metodo PCR v realnem ĉasu, v duplikatih za vse poskusne pogoje. Izraĉuni so narejeni po metodi 2-ΔΔCt. CM 

glioblastomskih celiĉnih linij nima vpliva na izraţanje katepsina L v MMC, nasprotno pa se v linijah GBM 

kaţe trend zniţevanja izraţanja katepsina L po izpostavitvi CM celic MMC. 

 

Slika 19: Vpliv CM na izraţanje katepsina L v klonih MMC in linijah GBM, ki so bile izpostavljene CM tri 

dni. Anliza je narejena z metodo PCR v realnem ĉasu. Podatki so normalizirani na kontrole.CM celic MMC 

statistiĉno znaĉilno zniţa izraţanje CatL v celicah U251 in U87. 
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Slika 20: Vpliv CM na izraţanje katepsina L v klonih MMC in linijah GBM, ki so bile izpostavljene CM tri 

dni. Anliza je narejena z metodo PCR v realnem ĉasu. Podatki so normalizirani na kontrole. Prikazane so 

povpreĉne vrednosti vseh treh klonov MMC in linij GBM. CM celic MMC statistiĉno znaĉilno zniţa 

izraţanje CatL v linijah GBM. 

 

Pri analizi razlik ravni transkripcije katepsina L med posameznimi kloni MMC smo 

ugotovili, da je njegovo izraţanje med razliĉnimi kloni MMC veliko bolj homogeno kot pri 

katepsinu B. V skladu z našimi predvidevanji ni prišlo do razlik med kloni MMC, so pa 

opazne razlike med MMC in linijami GBM ter znotraj celiĉnih linij GBM. Izraţanje 

katepsina L je višje v glioblastomskih celiĉnih linijah kot v MMC. CatL se najmoĉneje 

izraţa v celicah U87, manj v U251 in najmanj v celicah U373 (Slika 18). Pri MMC 

najvišje relativno izraţanje katepsina L dobimo pri klonu MMC4, niţje pri MMC2, 

najniţje pa pri MMC1. Statistiĉno znaĉilne razlike v izraţanju CatL dobimo med kloni 

MMC1 in linijama U251 ter U87, med MMC2 in U87 ter med klonom MMC4 in linijama 

U251 in U87 (Preglednica 12). Celice U87 se v ravni transkripcije katepsina L statistiĉno 

najbolj razlikujejo od vseh ostalih uporabljenih celic.  
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Preglednica 12: Primerjava razlik v relativnem izraţanju katepsina L znotraj klonov MMC in linij GBM ter 
med posameznimi kloni MMC in linijami GBM. Analiza izraţanja je bila narejena s PCR v realnem ĉasu. 

Razlike med kontrolnimi celicami so testirane s Studentovim T-testom. Statistiĉno znaĉilne razlike (p<0.05) 

v izraţanju CatL so med kloni MMC in linijami GBM, prav tako pa tudi znotraj samih linij GBM. 
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4.2.2 Določanje vsebnosti katepsinov B in L s testi ELISA 

 

Vsebnost katepsinov B in L v kontrolnih celicah in celicah, ki so bile izpostavljene 

kondicioniranemu mediju smo doloĉili s testi ELISA. Po treh dneh izpostavitve celic 

kondicioniranemu mediju smo iz vzorcev z razbitjem celiĉne stene pripravili celiĉne lizate 

v katerih so se nahajali proteini. S pomoĉjo imobiliziranih lovilnih protiteles, na katere se 

veţejo tarĉni proteini in detekcijskih protiteles, konjugiranih s hrenovo peroksidazo je na 

ELISA plošĉah nastal kompleks (»sendviĉ«) lovilno protitelo – tarĉni protein – detekcijsko 

protitelo-peroksidaza. Ko peroksidaza razgradi detekcijski substrat, ki ga dodamo na 

koncu, dobimo barvno reakcijo, katere intenzivnost je linearno sorazmerna s koliĉino 

tarĉnega proteina v vzorcu. Koliĉino proteina doloĉimo iz umeritvene krivulje, ki jo 

naredimo s pomoĉjo rekombinantnih katepsinov. Redĉitve proteinskih vzorcev, ki smo jih 

nanesli in uporabljena protitelesa so navedeni v Preglednicah 7 in 8. S testi smo zaznali 

tako prekurzorsko kot tudi aktivno obliko katepsinov, pa tudi komplekse katepsinov z 

endogenimi inhibitorji. Da smo rezultate med razliĉnimi pasaţami in razliĉnimi celicami 

lahko primerjali med seboj smo dobljene rezultate izrazili kot pmol katepsina/mg skupnih 

proteinov. 

  

 

4.2.2.1 Katepsin B 

 

Vsebnost katepsina B se tako kot raven izraţanja v MMC po izpostavitvi 

kondicioniranemu mediju celic GBM  v povpreĉju poviša in sicer za 52% (p<0.05) (Slika 

23). Od tega odstopa le klon MMC1, vendar odstopanje ni statistiĉno znaĉilno (Slika 21). 

Glede na to, da pri obeh hitro rastoĉih klonih (MMC2 in MMC4) prihaja do statistiĉno 

znaĉilnega povišanja (106 % in 65%) vsebnosti katepsina B po izpostavitvi 

kondicioniranemu mediju celic GBM, pri poĉasi rastoĉem klonu MMC1 pa do majhnega 

zniţanja (14%) bi lahko tu govorili o razliĉnem vplivu kondicioniranega medija na hitro in 

poĉasi rastoĉe klone MMC (Slika 21).  

 

Vsebnost katepsina B v celicah GBM nasprotno ne kaţe korelacije z njegovim izraţanjem, 

saj se raven transkripcije rahlo poviša, vsebnost proteina v celicah GBM po izpostavitvi 

kondicioniranemu mediju MMC pa statistiĉno znaĉilno zniţa za 27% (p<0.00005) (Slika 

23). Najveĉji vpliv na zniţanje vsebnosti katepsina B v linijah GBM ima kondicioniran 

medij celic MMC2, manjšega kondicioniran medij MMC4, najmanjši vpliv pa ima 

kondicioniran medij MMC1 (Slika 22). 
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Slika 21: Vpliv CM na vsebnost katepsina B v MMC in linijah GBM, ki so bile izpostavljene CM tri dni. 

Vsak poskus je narej v treh bioloških ponovitvah. Analiza je bila narejena s testi ELISA , v duplikatih za 

vsak poskusni pogoj. Opazno je statistiĉno znaĉilno zvišanje vsebnosti CatB v MMC in trend zniţanja 

vsebnosti CatB v celicah GBM. 

 

Slika 22: Vpliv CM na vsebnost katepsina B v MMC in linijah GBM, ki so bile izpostavljene CM tri dni. 

Analiza vsebnosti je narejena s testi ELISA. Podatki so normalizirani na kontrole. CM celic GBM statistiĉno 

znaĉilno zviša vsebnost CatB v MMC1 in MMC2. Pri linijah GBM U251 in U87 lahko opazimo statistiĉno 

znaĉilno zniţanje vsebnosti CatB po izpostavitvi CM celic MMC. 
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Slika 23: Vpliv CM na vsebnost katepsina B v MMC in linijah GBM, ki so bile izpostavljene CM tri dni. 

Analiza vsebnosti je narejena s testi ELISA. Podatki so normalizirani na kontrole. Prikazane so povpreĉne 

vrednosti vseh treh klonov MMC in linij GBM. CM celic GBM statitiĉno znaĉilno poviša vsebnost CatB v 

MMC, CM celic MMC statistiĉno znaĉilno zniţa vsebnost CatB v celicah GBM. 

 

Tako kot pri izraţanju CatB tudi pri vsebnosti proteina CatB prihaja do razlik znotraj 

klonov MMC, med kloni MMC in linijami GBM ter znotraj linij GBM. Celice MMC4 

imajo statistiĉno znaĉilno niţjo vsebnost katepisna B od MMC2 in  MMC1 (Slika 21 in 

Preglednica 13). Zanimivo je, da ima linija U87 niţjo vsebnost katepsina B, kot je najniţja 

vsebnost tega proteina v MMC. Prav tako ima linija U373 rahlo niţjo vsebnost katepsina B 

kot MMC1. Najvišjo vsebnost katepsina B med linijami GBM imajo celice U251. Zaradi 

visoke vsebnosti proteina se linija U251 tudi statistiĉno znaĉilno razlikuje od vseh ostalih 

uporabljenih celic (Preglednica 13).  

 

Preglednica 13: Primerjava razlik v vsebnosti katepsina B znotraj klonov MMC in linij GBM ter med 

posameznimi kloni MMC in linijami GBM. Analiza izraţanja je bila narejena s testi ELISA. Razlike med 

kontrolnimi celicami so testirane s Studentovim T-testom. Statistiĉno znaĉilne razlike (p<0.05) v vsebnosti 

CatB so med kloni MMC, znotraj samih linij GBM, prav tako pa tudi med MMC in linijami GBM. 
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4.2.2.2 Katepsin L 

 

Vsebnost katepsina L je pribliţno 40x manjša od vsebnosti katepsina B. Po izpostavitvi 

MMC kondicioniranemu mediju linij GBM prihaja do sprememb v vsebnosti katepsina L 

na proteinski ravni, ĉeprav na ravni izraţanja nismo zaznali sprememb. Pri CatL opazimo 

razliĉen vpliv kondicioniranega medija linij GBM na poĉasi (MMC1) in hitro rastoĉe 

(MMC2, MMC4) klone MMC (Slika 24, Slika 25). Pri MMC1 se vsebnost katepsina L 

zmanjša, vendar ne statistiĉno znaĉilno, medtem ko se pri MMC2 in MMC4 statistiĉno 

znaĉilno poveĉa (Slika 25). Skupno bi lahko rekli, da se povpreĉno vsebnost katepsina L 

pri MMC, po tri dnevni izpostavitvi kondicioniranemu mediju linij GBM statistiĉno 

znaĉilno zviša (p<0,05) (Graf 26).  

 

Med linijami GBM prihaja do enotnega vpliva kondicioniranega medija MMC na 

spremembo vsebnosti katepsina L (Slika 24 in Slika 25). Rezultati so tudi v skladu z 

izraţanjem CatL v celicah GBM. Pri vseh treh uporabljenih linijah GBM se kaţe trend 

zniţanja vsebnosti proteina (p<0.0005). Najveĉji vpliv ima MMC1 CM na U373 (stistiĉno 

znaĉilno zniţanje), nekoliko manjši MMC2 CM  na U251 celice (Statistiĉno znaĉilno 

zniţanje), najmanjši pa MMC4 CM na celice U87 (Slika 25).  

 

Slika 24: Vpliv CM na vsebnost katepsina L v MMC in linijah GBM, ki so bile izpostavljene CM tri dni. 

Vsak poskus je narej v treh bioloških ponovitvah. Analiza je bila narejena s testi ELISA , v duplikatih za 

vsak poskusni pogoj. Opazimo lahko zvišanje vsebnosti CatL v MMC in zniţanje vsebnosti CatL v celicah 

GBM. 
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Slika 25: Vpliv CM na vsebnost katepsina L v MMC in linijah GBM, ki so bile izpostavljene CM tri dni. 

Analiza vsebnosti je narejena s testi ELISA. Podatki so normalizirani na kontrole. Statistiĉno znaĉilen vpliv 
CM celic GBM na zvišanje vsebnosti CatL v MMC2 in MMC4. CM celic MMC statistiĉno znaĉilno zniţa 

vsebnost CatL v celicah U373 in U251. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 26: Vpliv CM na vsebnost katepsina L v MMC in linijah GBM, ki so bile izpostavljene CM tri dni. 

Analiza vsebnosti je narejena s testi ELISA. Podatki so normalizirani na kontrole. Prikazane so povpreĉne 

vrednosti vseh treh klonov MMC in linij GBM. Statistiĉno znaĉilno zvišanje vsebnosti CatL v MMC in 

statistiĉno znaĉilno zniţanje vsebnosti CatL v celicah GBM. 
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Preglednica 14: Primerjava razlik v vsebnosti katepsina L znotraj klonov MMC in linij GBM ter med 
posameznimi kloni MMC in linijami GBM. Analiza izraţanja je bila narejena s testi ELISA. Razlike med 

kontrolnimi celicami so testirane s Studentovim T-testom. Statistiĉno znaĉilne razlike (p<0.05) v vsebnosti 

CatB so med kloni MMC in linijami GBM, prav tako pa tudi znotraj samih linij GBM. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Med kloni MMC ne prihaja do veĉjih razlik v vsebnosti katepsina L (Preglednica 14). 

Zanimivo imajo celice U87 statistiĉno znaĉilno niţjo vsebnost katepsina L od vseh ostalih 

uporabljenih celic (Slika 24, Preglednica 14). Celice U373 in U251 pa so si v vsebnosti 

katepsina L med seboj podobni (Slika 24), statistiĉno znaĉilno pa se razlikujejo od MMC1 

in MMC2 (Preglednica 14). 
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4.2.3 Določanje aktivnosti katepsina B in L-podobnih katepsinov 

 

Aktivnost katepsina B in L-podobnih katepsinov smo doloĉili s spremljanjem hidrolize 

sintetiĉnega substrata Z-Phe-Arg-AMC, ki ga cepita tako katepsin B, kot tudi katepsin L. 

Med aktivnostjo CatB in CatL loĉimo z dodatkom inhibitorjev E64-c, ki inhibira tako 

katepsin B kot katepsin L in CA074, ki v uporabljeni koncentraciji specifiĉno inhibira 

samo katepsin B. Aktivnost katepsinov smo izrazili kot koliĉino sprošĉenega produkta na 

ĉasovno enoto in na koliĉino celokupnih proteinov v vzorcu (pmolsprošĉenega AMC/mgcelokupnih 

proteinov*min). Dobljene vrednosti smo pretvorili v specifiĉno encimsko aktivnost; ena 

encimska enota (E.U.) predstavlja koliĉino encima, ki sprosti 1 nmol produkta na minuto. 

Aktivnost cisteinskih katepsinov smo izraĉunali tako da smo od skupne aktivnosti vseh 

katepsinov, ki smo jo izmerili brez dodatka inhibitorja odšteli aktivnost, ki smo jo dobili 

pri dodatku E-64c. Aktivnost katepsina B smo izraĉunali tako, da smo od aktivnosti vseh 

cisteinskih katepsinov odšteli vrednost, ki smo jo dobili pri dodatku CA074. Aktivnost L-

podobnih katepsinov pa smo dobili z izraĉunom razlike med aktivnostjo cisteinskih 

katepsinov in katepsina B. Ker nismo uporabili specifiĉnega inhibitorja za CatL, lahko k 

izraĉunani njegove aktivnosti minimalno prispevajo tudi drugi cisteinski katepsini. Zato 

smo to aktivnost poimenovali kot aktivnost L-podobnih katepsinov.   

 

 

4.2.3.1 Katepsin B 

 

Rezultati merjenja spremembe aktivnosti katepsina B po izpostavitvi celic GBM in MMC 

kondicioniranemu mediju so pokazali mnoge razlike. Vendar niti pri MMC niti pri linijah 

GBM ni enotnega trenda povišanja ali zniţanja aktivnosti CatB (Slika 27). Pri klonih 

MMC1 in MMC2 sicer dobimo zniţanje aktivnosti po izpostavitvi celic kondicioniranemu 

mediju linij GBM, vendar zaradi velike standardne deviacije teţko govorimo o spremembi 

aktivnosti (Slika 28). Enako velja za liniji U373 in U251. Pri klonu MMC4 nasprotno pride 

do poveĉanja aktivnosti katepsina B po izpostavitvi U87 CM, prav tako pa tudi pri liniji 

U87, po izpostavitvi MMC4 CM (Slika 27, Slika 28). Vendar v obeh primerih povišanji 

zaradi velike standardne deviacije nista statistiĉno znaĉilni. Ravno tako na njun raĉun tudi 

skupna aktivnost CatB pri MMC kot tudi pri linijah GBM kaţe povišanje aktivnosti 

katepsina B, ki pa ni statistiĉno znaĉilno (Slika 29).  

 

 

 

 

 



67 
Jeriĉ B. Vseb. cisteinskih proteaz … v MMC … glioblastomskimi celiĉnimi linijami U87-MG, U373 in U251. 

   Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2010 

 

 

0,00

2,00

4,00

6,00

8,00

10,00

12,00

A
kt

iv
n

o
st

  C
at

B
(E

U
/m

g 
p

ro
te

in
o

v)

0,00

0,50

1,00

1,50

2,00

2,50

3,00

N
o

ra
m

ilz
ir

an
a 

kt
iv

n
o

st
  C

at
B

 

 

Slika 27: Vpliv CM na aktivnost katepsina B v MMC in linijah GBM, ki so bile izpostavljene CM tri dni. 

Vsak poskus je narej v treh bioloških ponovitvah. Analiza je bila narejena s testom aktivnosti cisteinskih 

katepsinov, v duplikatih za vsak poskusni pogoj. Ni statistiĉno znaĉilnih sprememb aktivnosti. 

 

Slika 28: Vpliv CM na aktivnost katepsina B v MMC in linijah GBM, ki so bile izpostavljene CM tri dni. 

Analiza je bila narejena s testom aktivnosti cisteinskih katepsinov. Podatki so normalizirani na kontrole. 

Veliko, a ne statistiĉnoo znaĉilno povišanje aktivnosti CatB v MMC4 + U87 CM in U87 + MMC4 CM. 

 

 



68 
Jeriĉ B. Vseb. cisteinskih proteaz … v MMC … glioblastomskimi celiĉnimi linijami U87-MG, U373 in U251. 

   Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2010 

 

 

0,00

0,50

1,00

1,50

2,00

2,50

3,00

N
o

ra
m

ilz
ir

an
a 

kt
iv

n
o

st
 C

at
B

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 29: Vpliv CM na aktivnost katepsina B v MMC in linijah GBM, ki so bile izpostavljene CM tri dni. 

Analiza je bila narejena s testom aktivnosti cisteinskih katepsinov. Podatki so normalizirani na kontrole. 

Prikazane so povpreĉne vrednosti vseh treh klonov MMC in linij GBM. Statistiĉno neznaĉilno povišanje 

aktivnosti CatB v celicah MMC in GBM po izpostavitvi kondicioniranemu mediju.  

 

 

4.2.3.2 Katepsinu L- podobni katepsini 

 

Tako MMC po izpostavitvi kondicioniranemu mediju celic GBM kot linije GBM po 

izpostavitvi kondicioniranemu mediju MMC kaţejo trend zniţevanja aktivnosti L- 

podobnih katepsinov. Aktivnost L-podobnih katepsinov se zniţa za  v vseh treh klonih 

MMC (Slika 30 in Slika 31). V primeru MMC2 je zniţanje aktivnosti tudi statistiĉno 

znaĉilno (Slika 31). Prav tako se aktivnost L-podobnih katepsinov zniţa tudi v vseh treh 

linijah GBM, pri celicah U251 pa je to zniţanje tudi statistiĉno znaĉilno (Slika 31). 

Zniţanje aktivnosti L-podobnih katepsinov pri MMC in linijah GBM je tudi v skupnem 

statistiĉno znaĉilno (p<0.05) (Slika 32). 
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Slika 30: Vpliv CM na aktivnost L-podobnih katepsinov v MMC in linijah GBM, ki so bile izpostavljene 

CM tri dni. Vsak poskus je narej v treh bioloških ponovitvah. Analiza je bila narejena s testom aktivnosti 

cisteinskih katepsinov, v duplikatih za vsak poskusni pogoj.  

 

 

Slika 31: Vpliv CM na aktivnost L-podobnih katepsinov v MMC in linijah GBM, ki so bile izpostavljene 

CM tri dni. Analiza je bila narejena s testom aktivnosti cisteinskih katepsinov. Podatki so normalizirani na 

kontrole. Statistiĉno znaĉilno zniţanje aktivnosti L-podobnih katepsinov pri MMC2 + U87 CM in U251 + 

MMC2 CM. 

 

0,00

0,50

1,00

1,50

2,00

2,50

3,00

N
o

ra
m

ilz
ir

an
a 

ak
ti

vn
o

st
 C

at
L-

p
o

d
o

b
n

i

* *



70 
Jeriĉ B. Vseb. cisteinskih proteaz … v MMC … glioblastomskimi celiĉnimi linijami U87-MG, U373 in U251. 

   Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2010 

 

 

0,00

0,50

1,00

1,50

2,00

2,50

3,00

N
o

ra
m

ilz
ir

an
a 

ak
ti

vn
o

st
  C

at
L-

p
o

d
o

b
n

i 
* **

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 32: Vpliv CM na aktivnost L- podobnih katepsinov v MMC in linijah GBM, ki so bile izpostavljene 

CM tri dni. Analiza je bila narejena s testom aktivnosti cisteinskih katepsinov. Podatki so normalizirani na 

kontrole. Prikazane so povpreĉne vrednosti vseh treh klonov MMC in linij GBM. Statistiĉno znaĉilno 

zniţanje aktivnost L-podobnih katepsinov v MMC + GBM CM in GBM + MMC CM. 
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI 

 

Osnovi namen diplomske naloge je bil ovrednotiti vpliv kondicioniranega medija humanih 

mezenhimskih matiĉnih celic (MMC) treh razliĉnih donorjev na tri razliĉne glioblastomske 

celiĉne linje (GBM) in obrtno, vpliv kondicioniranega medija treh razliĉnih linij GBM na 

MMC. Ţeleli  smo opredeliti vpliv kondicioniranega medija na izraţanje, vsebnost in 

aktivnost cisteinskih katepsinov B in L (CatB in CatL). Pri tem pa smo se osredotoĉili 

predvsem na proces invazije celic, kot posledice komunikacije med celicami preko 

kondicioniranega medija.  

 

Glioblastomi izloĉajo kemokine, ki omogoĉajo parakrino signalizacijo med tumorjem in 

MMC. MMC kot odgovor na te kemokine aktivno migrirajo na mesta, kjer se tumor razvija 

in tam vdirajo v tumorsko tkivo (Kidd in sod., 2009). Podobno so Nakamura in sod., 

(2004) dokazali, da MMC tudi in vitro, migrirajo k celicam GBM, Motaln in sod. (2010) 

pa so dokazali, da celice GBM poveĉajo invazijo MMC. Zaradi teh lastnosti bi bile MMC 

zelo uporabne v celiĉni terapiji, kot dostavni sistem za razliĉne proti-tumorske uĉinkovine 

(Nakamura in sod., 2004). Preden bi MMC lahko zaĉeli uporabljati v celiĉni in genski 

terapiji za zdravljenje multiformnih glioblastomov pa je potrebno natanĉno razjasniti 

njihov medsebojni vpliv. Na podlagi rezultatov naših raziskav smo ţeleli ovrednotiti vlogo 

katepsinov B in L v parakrini komunikaciji med celicami GBM in MMC. 

 

Glede na ţe objavljeno literaturo o medsebojnem vplivu celic GBM in MMC preko 

kemokinov (Birnbaum in sod., 2007) smo ţeleli potrditi hipotezo, da se bo raven izraţanja, 

vsebnost in aktivnost katepsinov B in L v celicah GBM in MMC po njihovi komunikaciji 

preko kondicioniranega medija spremenila. Ker vemo, da se MMC v izraţanju genov 

razlikujejo od rakavih celic (Sawada in sod., 2006) smo postavili hipotezo, da bodo razlike 

v izraţanju, vsebnosti in aktivnosti CatB in CatL tudi med MMC in celicami GBM. Glede 

na to, da so si razliĉnimi kloni MMC, izolirani iz kostnega mozga po osnovnih lastnostih 

podobni (Motaln in sod., 2010), smo predvidevali da med njimi ne bo veĉjih razlik v 

izraţanju, vsebnosti in aktivnosti prouĉevanih katepsinov. Nasprotno pa smo predvidevali 

da bodo razlike v  izraţanju, vsebnosti in aktivnosti CatB in CatL med celicami GBM, saj 

si linije GBM med seboj niso enotne  v lastnostih (Stea in sod., 2002). 

 

Pri poskusih smo uporabili tri klone humanih mezenhimskih matiĉnih celic (MMC1, 

MMC2 in MMC4) in njihov kondicioniran medij ter tri razliĉne glioblastomske celiĉne 

linije (U373, U251, U87) in njihov kondicioniran medij. MMC smo za tri dni izpostavili 

kondicioniranemu mediju celic GBM, celice GBM pa kondicioniranemu mediju MMC. 

Spremembe v izraţanju, vsebnosti in aktivnosti CaB in CatL smo v obeh primerih 

primerjali glede na kontrolne celice.  
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Z metodo PCR v realnem ĉasu smo doloĉili spremembo izraţanja mRNA katepsinov B in 

L. S pomoĉjo vrednosti Ct smo doloĉili relativno koliĉino tarĉne mRNA v vzorcu, s ĉimer 

pa smo izmerili tudi izraţanje genov CatB in CatL, na ravni transkripcije. Relativno 

izraţanje genov smo izraĉunali z metodo 2
-Ct

, ki poda izraţanje gena relativno glede na 

kontrolo. S testi ELISA smo doloĉili spremembo vsebnosti katepsinov B in L. Zaznali smo 

tako prekurzorsko kot aktivno obliko katepsinov B in L, poleg tega pa tudi njihove 

komplekse z endogenimi inhibitorji. Spremembo aktivnosti katepsina B in L-podobnih 

katepsinov pa smo doloĉili s pomoĉjo specifiĉnih inhibitorjev. Uporabili smo inhibitor 

cisteinskih katepsinov E64-c in specifiĉni inhibitor katepsina B, CA074 ter spremljali 

hidrolizo sintetiĉnega substrata Z-Phe-Arg-AMC, ki ga cepita tako CatB kot CatL-podobni 

katepsini. Ker nismo uporabili specifiĉnega inhibitorja za CatL, lahko k izraĉunu njegove 

aktivnosti minimalno prispevajo tudi drugi cisteinski katepsini. Zato smo to aktivnost 

poimenovali kot aktivnost L-podobnih katepsinov.  

 

Za pravilno sklepanje o vlogi katepsinov v fizioloških in patoloških procesih je namreĉ  

potrebno analizirati vsa podroĉja na katerih poteka regulacija njihovega delovanja. 

Aktivnost cisteinskih katepsinov regulirajo pH, njihova sinteza, znotrajceliĉna razporeditev 

in v konĉni fazi njihovi endogeni inhibitorji iz druţine cistatinov, predvsem stefina A in B 

ter cistatin C (Leviĉar in sod., 2002, Gole, 2009). Vsi katepsini so sintetizirani kot 

neaktivni prekurzorji, aktivirajo pa se z avtokatalitiĉno ali s pomoĉjo drugih katepsinov, pri 

kislem pH v lizosomu ali izven celice (Turk in sod., 2001). Sama analiza izraţanja nam 

tako še ne pove veliko, saj so transkripti lahko razliĉno stabilni in se razliĉno uĉinkovito 

prevajajo v proteine. Podobno so tudi same analize vsebnosti proteinov s testi ELISA lahko 

zavajajoĉi. Dobimo lahko laţno pozitivne rezultate o vlogi katepsinov, saj lahko v nekem 

primeru zaznamo visoko vsebnost proteina, ki pa je še v prekurzorski obliki, še neaktiven 

ali pa je neaktiven ker je vezan z inhibitorjem.  

 

 

5.1 KATEPSIN B 

 

MMC kot odgovor na kemokine, ki jih izloĉajo tumorji potujejo ven iz niš matiĉnih celic, po 

krvnem obtoku migrirajo do tumorja, tam pa vdirajo v poškodovano tkivo (Neth in sod., 2006). 

MMC morajo torej preĉkati endotelij (Karp in Teo, 2009), ki ga obdaja zunajceliĉni 

matriks. Predvidevamo, da si MMC pri njihovi ustvarjanju prostora za invazijo skozi 

zunajceliĉni matriks endotelijskih celic (bazalno lamino) lahko pomagajo s katepsinom B, 

ki proteolitiĉno razgrajuje komponente zunajceliĉnega matriksa. Katepsin B je povezan 

tako z normalnim razvojem osebka (sodeluje v znotrajceliĉnem procesiranju proteinov), 

kot tudi z mnogimi patogenimi procesi. Ker je katepsin B esencialnega pomena za 

normalni razvoj celic in organov in ga smatrajo kot hišni gen (angl. housekeeping gene) 
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(Strojnik in sod., 2005), ga navadno izraţajo tudi MMC. Izraţanje katepsina B v MMC je 

bilo v preteklosti ţe dokazano (Tremain in sod., 2001; Li in sod., 2009). 

 

Rezultati naših raziskav kaţejo, da kondicioniran medij celic GBM statistiĉno znaĉilno 

(p<0.005) poviša izraţanje katepsina B v MMC (Slika 17). Skladno s povišanim relativnim 

izraţanjem CatB v MMC po izpostavitvi kondicioniranemu mediju celic GBM se 

statistiĉno znaĉilno (p<0.05) poviša tudi vsebnost CatB (Slika 23). Prav tako pa se poviša 

tudi aktivnost CatB (Slika 29), vendar tu spremembe zaradi velikih standardnih deviacij 

niso statistiĉno znaĉilne. Kljub temu, da sprememba aktivnosti ni statistiĉno znaĉilna, 

glede na znano vlogo CatB (Gole in sod., 2009) v invaziji tumorskih celic verjamemo, da 

je to realen rezultat. Naši rezultati torej potrjujejo, da se delovanje CatB poveĉa pri MMC, 

ki so izpostavljene celicam GBM, torej bi CatB lahko imel vlogo v migraciji in invaziji 

MMC. In vivo namreĉ MMC migrirajo k glioblastomom (Birnbaum in sod., 2007), 

dokazano pa je tudi, da kondicioniran medij celic GBM (enako kot ko-kulture celic GBM 

in MMC) poveĉa invazijo MMC (Motaln in sod., 2010). Vlogo katepsina B v migraciji 

MMC, ki so jih izolirali iz kostnega mozga pa so dokazali tudi Li in sod. (2009). Da bi 

ugotovili kateri faktorji, ki jih izloĉajo celice GBM (Hoelzinger in sod., 2007)  vplivajo na 

povišano izraţanje CatB v MMC, bi morali naše raziskave še nadgraditi. Te faktorje bi 

lahko analizirali v koncentriranem kondicioniranem mediju celic GBM s testi ELISA ali z 

mreţami s protitelesi (membransko vezana protitelesa). Lahko pa bi tudi analizirali stopnjo 

migracije MMC k razliĉnim kemokinom s pomoĉjo insertov in rekombinantnih 

kemokinov. Za tiste, ki se izloĉajo v povišanih koncentracijah ali povzroĉijo veĉjo 

migracijo MMC bi lahko potem nadalje ugotavljali kateri od njih vpliva na povišano 

izraţanje CatB v uporabljenih MMC s pomoĉjo metode PCR v realnem ĉasu. Vemo ţe, da 

invazijo MMC stimulirajo razliĉni faktorji, ki jih izloĉajo tumorji. Med njimi so TGF-β1, 

IL-1β, TNF-α, SDF-1α, IL-6, IL-8 in MCP-1, VEGF-A in NT-3 (Ries in sod., 2007;  Ho in 

sod., 2009; Birnbaum in sod., 2007). Dokazano je, da nekateri od teh faktorjev vplivajo na 

izraţanje matriks metaloproteaz-1 (Ho in sod., 2009). Metaloproteaze razgrajujejo 

zunajceliĉni matriks in lahko delujejo samostojno ali pa v sklopu razliĉnih proteoliznih 

reakcij. Nekateri faktorji, kot je npr. TGF-β, ki ga izloĉajo celice GBM (pa tudi MMC) in 

predvidoma preko Smad poti sam ali pa v povezavi z β-kateninom (preko Wnt singnalne 

poti) vpliva na izraţanje metaloproteaz v MMC (Jian in sod., 2006). Moţno bi bilo, da se v 

to predvideno pot v MMC vkljuĉuje tudi katepsin B, saj bi lahko preko uPA, ki dokazano 

sodeluje v migraciji MMC k tumorjem (Gutova in sod., 2008) in plazmina, ki aktivira 

razliĉne matriks metaloproteaze (Schmitt in sod., 1992) vplival na izraţanje metaloproteaz 

v MMC. Katepsin B namreĉ aktivira Pro-uPA v uPA, ta pretvori plazminogen v aktiven 

plazmin, ta pa lahko sam ali pa preko aktivacije matriks metaloproteaz razgrajuje 

zunajceliĉni matriks (Andreasen in sod., 1997). Realnost naše hipoteze o povezavi poti v 

kateri TGF-β vpliva na izraţanje metaloproteaz preko β-katenina s kaskadno potjo CatB 

preko uPA podpirajo dokazi Mann in sod. (1999), ki so pokazali, da povišano izraţanje β-
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katenina posredno vpliva na izraţanje uPAR (receptorja uPA), v celicah raka ĉrevesja. 

Prav tako je znano, da CatB aktivira TGF-β (Somnna in sod. 2002). 

 

Trend povišanja relativnega izraţanja CatB se kaţe pri vseh treh klonih MMC (MMC1, 

MMC2 in MMC4), pri klonih MMC2 in MMC4 pa je statistiĉno znaĉilno povišanje 

potrjeno tudi s Studetovim T-testom (Slika 16). Kondicioniran medij celic GBM statistiĉno 

znaĉilno poviša vsebnost CatB v MMC2 in MMC4, v MMC1 pa zniţa njegovo vsebnost, 

vendar ne statistiĉno znaĉilno (Slika 22). Pri merjenju aktivnosti CatB ţal nismo dobili 

enotnega trenda povišanja ali zniţanja (Slika 28). Klona MMC1 in MMC2 po izpostavitvi 

kondicioniranemu mediju celic GBM tako kaţeta zniţanje aktivnosti CatB, medtem ko se 

pri klonu MMC4 aktivnost poviša. Glede na veliko zvišanje aktivnosti CatB v MMC4 po 

izpostavitvi kondicioniranemu mediju celic U87, MMC tudi na skupnem grafu kaţejo  

povišanje aktivnosti, ki pa ni statistiĉno znaĉilno (Slika 29). Na podlagi teh rezultatov 

lahko  sklepamo, da prihaja do razlik med hitro (MMC2 in MMC4) ter poĉasi (MMC1) 

rastoĉimi kloni MMC, katere so dokazali tudi Motaln in sod. (2010). To bi lahko pomenilo, 

da razliĉna vsebnost CatB v MMC morda vpliva na razliĉne sposobnosti MMC za 

migracijo k glioblastomom. Razlike v migraciji klonov MMC, ki so bili izolirani iz 

razliĉnih donorjev kostnega mozga, h gliomskim celicam so opazili tudi Ho in sod., 

(2009). Predvidevajo, da so za razlike v migraciji MMC odgovorni citokini, ki kaţejo 

razliĉen tropizem za tumorje, pri tem pa naj bi sodelovale tudi matriks metaloproteaze. Kot 

moţne dejavnike, ki bi lahko vplivali na razlike v aktivnosti med kloni MMC ne moremo 

izkljuĉiti ne optimalnega delovanja reagentov in morebno premajhnega števila ponovitev 

pri izvedbi merjenja aktivnosti. Poskusov nismo mogli izvesti v veĉjem številu ponovitev 

zaradi omejene koliĉine materiala, ki smo ga dobili iz celic v enem poskusu.  

 

Ugotovili smo tudi, da se klon MMC4 v izraţanju in koliĉini katepsina B statistiĉno 

znaĉilno razlikuje od klonov MMC1 in MMC2 (Preglednica 11 in Preglednica13). Moţno 

je, da pride do sprememb fenotipa MMC med njihovim in vitro gojenjem. Spremembe 

fenotipa MMC, ki nastanejo pri gojenju celic in vplivajo na njihovo sposobnost migracije 

so omenili tudi Kemp in sod. (2005; cit. po Potapova in sod., 2008). Mogoĉe pa je tudi, da 

gre za razlike v izraţanju CatB med kloni MMC, saj so kloni MMC1, MMC2 in MMC4 

izolirani iz razliĉnih darovalcev kostnega mozga. 

 

Kondicioniran medij MMC nasprotno nima statistiĉno znaĉilnega vpliva na izraţanje CatB 

v celicah GBM; opazimo lahko le rahlo povišanje izraţanja CatB (Slika 16). Obratno se 

vsebnost katepsina B v celicah GBM, po njihovi izpostavitvi MMC statistiĉno znaĉilno 

zniţa (p<0.00005) (Slika 23). Trend zniţanja vsebnosti CatB se kaţe pri vseh treh linijah 

GBM (Slika 22). Najveĉji vpliv pa ima kondicioniran medij MMC2, manjšega 

kondicioniran medij MMC4, najmanjšega pa kondicioniran medij MMC1 (Slika 23). 
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Meritve aktivnosti so pokazale, da se aktivnost katepsina B v celicah GBM po izpostavitvi 

kondicioniranemu mediju MMC sicer poviša, vendar ne statistiĉno znaĉilno (Slika 29). 

Rezultati merjenja aktivnosti se ne skladajo z njegovo zniţano vsebnostjo v celici. S testi 

ELISA smo izmerili vsebnost katepsina B, ki se nahaja v celicah. Za njegovo vlogo v 

invaziji celic GBM in razgradnji zunajceliĉnega matriksa, pa je pomemben tudi tisti del 

katepsinov B, ki se izloĉajo iz celice (McCormick, 1993). Zato, bi bilo za bolj pravilno 

sklepanje o vlogi CatB v invaziji celic GBM po izpostavitvi MMC, potrebno pomeriti še 

koliĉino in aktivnost CatB, ki se izloĉa iz celice. V regulacijo delovanja zunajceliĉnega 

CatB, ki ga izloĉajo celice GBM so poleg tega vpleteni še mnogi drugi faktorji kot so 

stopnja aktivacije, destabilizacija z nevtralnim pH in prisotnost njegovih inhibitorjev 

(McCormick, 1993). Glede na naše rezultate, ki kaţejo, da se vsebnost CatB v celicah 

GBM po izpostavitvi MMC, statistiĉno znaĉilno zniţa, se morda veĉina katepsina B iz 

celic GBM translocira na površino celice ali pa v izloĉa v izvenceliĉni prostor. To bi 

pomenilo, da MMC morda vplivajo na celice GBM tako, da povišajo izloĉanje CatB iz 

celice. S tem bi lahko razloţili tudi rezultate, da je vsebnost CatB statistiĉno znaĉilno 

zniţana v GBM, njegovo izraţanje in aktivnost pa sta le rahlo povišana, vendar ne 

statistiĉno znaĉilno. Povišano izraţanje in izloĉanje CatB je znaĉilno za mnoge tumorje in 

je tudi v korelaciji z njihovim invazivnim in metastatskim potencialom (Frosch in sod., 

1999). Delno podobne rezultate so dobili Gole in sod. (2009), ki so v aktivno vdirajoĉih 

celicah U87 izmerili le povišano aktivnost katepsina B, ne pa tudi povišan CatB na ravni 

transkripcije ali translacije. Lemaire in sod. (1997) pa so dokazali, da citokina TNF-α in 

IFN-γ poveĉata izloĉanje CatB iz sinovialnih fibroblastom podobnih celic. Ta dva citokina 

izloĉajo tudi MMC, zato bi bilo popolnoma mogoĉe, da poveĉata izloĉanje CatB iz celic 

GBM. Hamer in sod. (2009) pa so nedavno dokazali, da jedrni transkripcijski faktor kapaB 

(NF κB), ki se v celicah aktivira v stresu kot je hipoksija (znaĉilno za tumorsko okolje) 

(Crisostomo in sod., 2008), poviša izraţanje in izloĉanje CatB iz celic osteosarkoma. 

Enako bi se morda lahko zgodilo tudi v celicah GBM po njihovi izpostavitvi MMC. 

 

Razlike v vplivu kondicioniranega medija klonov MMC na aktivnost CatB v celicah GBM 

(Slika 28) bi lahko utemeljili s tem, da razliĉni kloni MMC izloĉajo razliĉne koncentracije 

citokinov (Potapova in sod., 2007), ki sodelujejo v parakrini komunikacijo med celicami 

GBM in MMC. Enako lahko sklepamo tudi za vpliv kondicioniranega medija celic GBM 

na aktivnost CatB v MMC, ki prav tako ni enoten. Razliĉen vpliv kondicioniranega medija 

razliĉnih klonov MMC ali linij GBM na invazijo so dobili tudi Motaln in sod. (2010). 

 

Kljub temu, da naši rezultati o povišanem izraţanju in aktivnosti niso statistiĉno znaĉilni in 

niso skladni z dokazi o zmanjšanju invazije celic GBM po njihovi izpostavitvi MMC, ki so 

jih predstavili Motaln in sod. (2010), verjamemo, da imajo MMC vseeno zelo pomembno 

vlogo v invaziji celic GBM preko vpliva na CatB. Naše rezultate bi lahko povezali z 

dokazi Nakamura in sod. (2004), ki so pokazali, da se MMC, injicirane v glioblastom 
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podgane prerazporedijo na mejne cone med tumorjem in normalno parenhimo moţgan 

(Nakamura in sod., 2004). Glede na to, da se MMC razporedijo na ta podroĉja in da je to 

tudi mesto od koder celice GBM iz glavne tumorske mase vdirajo v okoliško zdravo tkivo, 

pri ĉemer ima pomembno vlogo prav CatB, bi lahko postavili hipotezo, da MMC preko 

CatB vplivajo na poveĉano invazijo celic GBM. Vpliv MMC na povišano invazijo celic 

GBM bi lahko razloţili z enako signalno potjo, kot smo jo predpostavili v primeru vpliva 

kondicioniranega medija celic GBM na celice MMC, saj MMC prav tako dokazano 

izraţajo TGF-β. Teorijo moţnih signalnih poti preko katerih pride do povišanega izraţanja 

katepsina B zaradi povišanega izloĉanja TGF-β ali pa katerega drugega topnega faktorja, ki 

ga izloĉata tako MMC kot tudi celice GBM nam potrjujeta kar dva primera v naših 

rezultatih. Opazimo lahko, da pride do povišane aktivnosti CatB tako v primerih, ko smo 

celice MMC4 izpostavili kondicioniranemu medij celic U87, kot tudi v primeru, ko smo 

celice U87 izpostavili kondicioniranemu mediju MMC. 

 

Ĉe primerjamo razlike v relativnem izraţanju CatB med celicami GBM in MMC vidimo, 

da  je relativno izraţanje CatB v povpreĉju višje v linijah GBM kot v MMC (Slika 15). 

Rezultat je smiseln, saj so ţe Rempel in sod. (1994) dokazali, da je koliĉina mRNA CatB 

višja v bolj malignih celicah/gliomih kot v normalnem (moţganskem) tkivu. Celice GBM 

imajo v povpreĉju tudi višjo vsebnost in aktivnost CatB kot MMC (Slika 21 in Slika 27). 

Visoko izraţanje katepsinov v rakavih celicah je lahko posledica podvajanja genov, 

povišane transkripcije, delovanje alternativnih promotorjev ali pa alternativnega 

povezovanja. Ti dogodki lahko vodijo tudi v njihovo znotrajceliĉno prerazporeditev in 

izloĉanje iz celice (Yan in Sloane, 2003, cit. po Lah in sod.; Hazen in sod., 2000; cit. po 

Lah in sod., 2006). Velike razlike v aktivnosti CatB med linijami GBM bi lahko povezali z 

moţnim razliĉnim izraţanjem inhibitorjev (kot so stefin A, stefin B in cistatin C) ali 

razliĉno stopnjo aktivacije proteaz. Aktivnost in funkcija katepsinov se prav tako 

spreminjata z mestom njihovega nahajanja v ali izven celice (Mohamed in Sloane, 2006). 

 

Najvišjo vsebnost in aktivnost katepsina B imajo celice U251, manjšo U373, precej manjšo 

pa celice U87 (Slika 21 in  Slika 27). Ker raven katepsina B sovpada s kliniĉnimi dokazi za 

invazijo in je tudi prognostiĉni tumorski kazalec za preţivetje bolnikov z multiformnim 

glioblastomom (Strojnik in sod., 1999; Strojnik in sod., 2005) bi lahko njegovo razliĉno 

raven izraţanja v celicah GBM povezali z njihovimi invazijskimi sposobnostmi. Motaln in 

sod. (2009) so dokazali, da imajo celice U251 dokazano najvišjo invazijo, celice U373 

nekoliko niţjo, U87 pa najniţjo. Naši rezultati merjenja koliĉine in aktivnosti CatB se 

ujemajo s stopnjo invazivnosti teh celic, zato bi lahko sklepali, da CatB verjetno vpliva na 

invazivnost teh celic. Rezultati merjenja vsebnosti in aktivnosti CatB niso popolnoma 

skladni z izraţanjem CatB v teh celicah, saj imajo U87 najvišje izraţanje, U251 in U373 pa 

nekoliko manjše. Neujemanje vsebnosti in aktivnosti CatB z izmerjenim izraţanjem CatB 

v celicah U87 bi lahko utemeljili s posttranskripcijskimi in posttranslacijskimi 
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modifikacijami ter alternativnim zdruţevanjem (Berquin in sod., 1995), kar lahko vodi v 

razliĉno uĉinkovito translacijo, vpliva pa tudi na stabilnost mRNA katepsina B ter na 

njegovo lokalizacijo v gliomskih celicah (Elliott in Sloane, 1996). Linije GBM se torej v 

skladu z našimi hipotezami in priĉakovanji med seboj razlikujejo v izraţanju, vsebnosti in 

aktivnosti CatB (Preglidnica 11, Preglednica 13, Slika 27).  

 

Ĉe primerjamo raven izraţanja katepsina B v razliĉnih linijah GBM z vplivom njihovega 

kondicioniranega medija na MMC lahko opazimo pozitivno povezavo. Kondicioniran 

medij celic U87, ki so v primerjavi z U251 in U373 najmanj invazivne, imajo tudi 

najmanjši uĉinek na izraţanje CatB v MMC (Slika 16). Podobno iz rezultatov lahko 

vidimo tudi, da je vpliv kondicioniranega medija MMC na izraţanje CatB najmanjši na 

celice U87. Ugibamo lahko, da se celice GBM razlikujejo tako v izloĉanju citokinov kot 

tudi odzivnosti nanje. Za potrditev hipoteze bi morali nadalje analizirati kako se razliĉne 

celice GBM (ali MMC) razlikujejo v izraţanju citokinov. Glede na to kateri citokini bi se 

izloĉali v najvišjih koncentracijah in glede na vpliv le teh na izraţanje CatB v celicah 

GBM (MMC) bi lahko sklepali o moţnih kandidatih, ki vplivajo na spremembe izraţanja 

CatB. Seveda bi morali analize dopolniti še s fiziološkimi poskusi, kjer bi blokirali 

izraţanje ali delovanje kandidatnega citokina npr. s protismiselno cDNA ali protitelesi in 

opazovali, ĉe še vedno prihaja do sprememb v izraţanju CatB. 

 

Naši rezultati temeljijo na poskusih in vitro. Glede na to, da sta invazija MMC k 

glioblastomom (Nakamura in sod., 2004) in vloga CatB v invaziji celic GBM (Rempel in 

sod., 1994) dokazana tudi in vivo, bi verjetno enake rezultate dobili tudi in vivo. Torej 

lahko priĉakujemo, da ima katepsin B vlogo tudi v migraciji in invaziji celic MMC v 

tumorsko tkivo multiformnega glioblastoma. Vloga CatB v migraciji in invaziji celic 

MMC k glioblastomom sicer do sedaj še ni bila dokazana. Naše previdevanje dopolnjujejo 

raziskave Nakamiza in sod. (2005), ki so dokazali, da MMC izolirane iz kostnega mozga 

vdirajo v tumorsko maso U87 in U251 ksenograftov v miškah. Glede na naše rezultate 

domnevamo, da je pri tem procesu udeleţen CatB. To bi lahko dokazali z dodatimi 

eksperimenti kjer bi MMC npr. fluorescentno oznaĉili za vizualizajo njihovega vdora v 

ksenografte GBM. Vlogo CatB pri tem pa bi poskušali dokazati npr. z izbitjem gena CatB 

v MMC ali pa z  utišanjem gena s protismiselno RNA. 
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5.2 KATEPSIN L 

 

Dokazano je, da povišana aktivnost katepsina L v zunajceliĉnem prostoru omogoĉa veĉjo 

migracijo in poveĉa razgradnjo zunajceliĉnega matriksa (Gocheva in Joyce, 2007; 

Jedeszko in Sloane, 2004). CatL povezujejo še z mnogimi drugimi procesi, kot je 

regulacija celiĉnega cikla, zmanjšana ali poveĉana apoptoza tumorskih celic, angiogeneza 

in metastaziranje (Brix in sod., 2008; Gocheva in sod., 2006; Lankelma in sod., 2010; 

Stoka in sod., 2001). 

 

Kondicioniran medij linij GBM nima vpliva na izraţanje katepsina L v celicah MMC 

(Slika 19). Vsebnost CatL se v MMC po izpostavitvi kondicioniranemu mediju celic GBM 

statistiĉno znaĉilno (p<0.05) zviša (Slika 26), nasprotno pa se aktivnost L- podobnih 

katepsinov statistiĉno znaĉilno (p<0.05) zniţa (Slika 32). Glede na neujemanje med 

vsebnostjo in aktivnostjo CatL v MMC po njihovi komunikaciji s celicami GBM bi lahko 

sklepali, da smo s testi ELISA zaznali neaktivno obliko CatL. Na podlagi meritev 

izraţanja, vsebnosti in aktivnosti CatL v MMC po njihovi komunikaciji s celicami GBM 

teţko sklepamo o vlogi CatL v invaziji MMC. Da bi celice GBM zniţale invazijo MMC 

preko CatL je bolj malo verjetno, saj je bilo ţe velikokrat dokazano, da glioblastomi 

privlaĉijo MMC in povišajo njihovo migracijo (Nakamizo in sod., 2005), prav ta pa so tudi 

dokazali, da zvišajo tudi invazivnost in proliferacijo MMC (Motaln in sod., 2010). Na 

podlagi naših rezultatov torej predvidevamo, da CatL ni povezan z zvišano invazivnostjo 

ali proliferacijo MMC po njihovi komunikaciji s celicami GBM. Podobno so tudi Strojnik 

in sod. (2005) pokazali, da CatL nima prognostiĉne vrednosti za preţivetje bolnikov z 

GBM; sklepali so, da verjetno zaradi manjše vloge v invazivnosti tumorjev.  

 

Nasprotno pa se pri celicah GBM, ki so bile izpostavljene kondicioniranemu mediju MMC 

kaţe trend zniţanega relativnega izraţanja CatL (Slika 19). V primeru celic U251 in U87 

je to zniţanje tudi statistiĉno znaĉilno (p<0.0005 in p<0.05). Enako kondicioniran medij 

MMC v linijah GBM statistiĉno znaĉilno (p<0.0005) zmanjša vsebnost katepsina L (Slika 

26) ter statistiĉno znaĉilno zniţa (p<0.005) katepsinu L- podobno encimsko aktivnost 

(Slika 32). Glede na rezultate lahko sklepamo, da MMC izloĉajo faktorje, ki vplivajo na 

spremembo izraţanja CatL v celicah GBM. Zniţanje izraţanja, vsebnosti in aktivnosti 

CatL v celicah GBM po izpostavitvi kondicioniranemu mediju MMC se ujema z 

zmanjšano proliferacijo celic GBM po komunikaciji z MMC (Motaln in sod., 2010). 

Podobno so Goulet in sod. (2004) v fibroblastnih celicah NIH3T3 dokazali, da CatL 

morebiti vpliva na celiĉni cikel z razgradnjo  jedrnega transkripcijskega faktorja CDP/Cux 

in tako zmanjša proliferacijo celic. Tudi Gocheva in sod. (2006) so dokazali, da izbitje 

gena za CatL zmanjša proliferacijo in rast tumorja.  
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Povišano izraţanje CatL v gliomskih celicah inducira angiogeni faktor VEGF 

(Keerthivasan in sod., 2007). Na podlagi naših rezultatov zniţanja izraţanja, vsebnosti in 

aktivnosti CatL v celicah GBM po izpostavitvi kondicioniranemu mediju MMC bi tako 

lahko sklepali, da lahko MMC zmanjšajo angiogenezo preko vpliva na zmanjšanje 

vsebnosti CatL. Moţno bi bilo, da MMC zmanjšajo izraţanje/aktivnost/izloĉanje VEGF v 

celicah GBM. Po drugi strani pa je znano, da MMC same izraţajo VEGF (Chen in sod., 

2008) in bi z izloĉanjem VEGF lahko tudi pripomogle k angiogenezi. Naši rezultati tako v 

veĉini govorijo v prid uporabe MMC v zdravljenju glioblastomov. 

 

Doslej v literaturi še ni bilo objav o izraţanju katepsina L v MMC. Kloni MMC imajo v 

popreĉju niţje izraţanje, vsebnost in aktivnost katepsina L kot linije GBM (Slika 18), 

razlike so tudi statistiĉno znaĉilne (Preglednica 12 in Preglednica 14). Ker raven izraţanja 

katepsina L korelira s stopnjo malignosti (Skrzydlewska in sod., 2005) je rezultat smiseln. 

V skadu z našimi priĉakovanji med razliĉnimi kloni MMC ni razlik v izraţanju, vsebnosti 

in aktivnosti katepsina L (Slika 18, Slika 24 in Slika 30).   

 

Po naših priĉakovanjih se med kloni GBM kaţe razlika v izraţanju, vsebnosti in aktivnosti 

CatL (Slika 18, Slika 24 in Slika 30). Zopet lahko opazimo pojav, ki smo ga opazili ţe pri 

katepsinu B, da je raven izraţanja CatL najvišja v celicah U87, hkrati pa sta njegova 

vsebnost in aktivnost pa najniţja v teh celicah (Slika 24). Pojav si zopet lahko razlagamo 

na veĉ naĉinov. Moţno bi bilo, da se protein izloĉa v zunajceliĉni prostor, kar je znaĉilno 

za tumorske celice (Frosch in sod., 1999), zaradi ĉesar pa v celici ne zaznamo visoke 

koliĉine proteina ali njegove aktivnosti. Te hipoteze bi morali potrdi z merjenjem koliĉine 

in aktivnosti CatL, ki se izloĉi iz celic v kondicioniran medij.  Moţno pa je tudi, da prihaja 

do posttranskripcijskih modifikacij, ki vplivajo na razliĉno uĉinkovitost translacije in 

aktivnost CatL (Arora in sod., 2002). Razlike v aktivnosti L-podobnih katepsinov med 

celimi GBM se ujemalo z njihovo invazijsko sposobnostjo. Kot je ţe bilo omenjeno so 

Motaln in sod. (2009) pokazali, da so celice U251 najbolj invazivne, manj celice U373, 

najmanj pa U87. Vlogo CatL v invaziji celic GBM so dokazali Zajc in sod. (2006), kar 

potrjujejo tudi naši rezultati. Nasprotne rezultate Goleta in sod. (2009), dobljene v 3D 

sferoidnem modelu invazije lahko razloţimo z drugaĉnim obnašanjem celic GBM v 

monosloju in 2D modelu invazije. Sklepamo, da CatL vendarle lahko sodeluje v invaziji 

celic GBM v dvodimenzionalnem modelu. 

 

Leviĉar in sod. (2003) ter Zajc in sod. (2006) so pokazali, da povišano izraţanje katepsina 

L šĉiti gliomske celice pred indukcijo apoptoze. Za varovanje tumorskih celic pred 

apoptozo je pomembnejši katepsin L, ki se nahaja v celici, natanĉneje v lizosomu, 

endoplazemskem retikulumu ali mitohondriju (Lankelma in sod., 2010). V primeru, da se 

CatL prenese iz lizosoma v citosol lahko deluje obratno in sproţi apoptozo celic (Van 
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Nierop in sod., 2006). Enako velja, da je za vpliv CatL na proliferacijo pomembna 

izoforma CatL, ki se nahaja v jedru, kjer pospešijo vstop celice v S fazo s proteotiliĉnim 

procesiranjem CDP/Cux (Goulet in sod., 2007). Glede na dokaj visoko raven izraţanja ter 

visoko vsebnost ter aktivnost CatL v celicah U251 in U373, v primerjavi s celicami U87 so 

morda celice U251 in U373 tudi bolj proliferacijsko aktivne in odpornejše na apoptozo od 

celic U87. To je tudi v skladu s pozitivno korelacijo med izraţanjem, vsebnostjo in 

aktivnostjo CatL in stopnjo malignosti (Leviĉar in sod., 2002). Ĉe to drţi, potem lahko 

sklepamo, da ima CatL morda razliĉno vlogo v razliĉnih linijah GBM. Odvisnost vloge 

katepsina L od tipa tkiva in njegovega mikro-okolja omenjajo tudi Lankelma in sod. 

(2010). Razlike med uporabljenimi linijami GBM so tako lahko tudi posledica biološke 

variabilnosti, saj so celice GBM izolirane iz razliĉnih darovalcev z glioblastomom.  
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6 POVZETEK 

 

Mezenhimske matiĉne celice (MMC) potujejo k glioblastomom. Z dokazi o njihovi 

sposobnosti migracije se je porodila tudi ideja o njihovi uporabi v zdravljenju 

glioblastomov  s celiĉno terapijo. MMC je razmeroma  preprosto izolirati ter namnoţiti do 

zadostnega števila, potrebnega za kliniĉno uporabo, imajo visok potencial za diferenciacijo v 

razliĉne tkivne celiĉne tipe, niso imunogene, poleg tega pa njihova uporaba ni etiĉno sporna. 

Zaradi njihove invazivne narave, bi bile gensko spremenjene MMC primerne za dostavo 

proti-tumorskih uĉinkovin do oddaljenih tumorskih celic, po infiltraciji in metastaziranju 

glioblastomskih celic (GBM).  

 

Obstaja vse veĉ dokazov o vlogi MMC v zmanjšanju proliferacije in invazije 

glioblastomskih celic. Iz ţe objavljenih raziskav vemo, da med glioblastomskimi celicami 

(GBM) in MMC obstaja parakrina komunikacija preko kemokinov, angiogenih citokinov 

in drugih faktorjev, da celice GBM ali njihov kondicioniran medij poveĉajo invazivnost 

MMC, MMC ali njihov kondicioniran medij pa zmanjšajo invazivnost celic GBM. Znano 

je tudi, da so invazija, proliferacija in apoptoza celic GBM deloma odvisne od cisteinskih 

katepsinov B in L, ki se v celicah GBM izraţajo v povišanih koliĉinah. V do sedaj 

objavljeni literaturi pa skoraj ni mogoĉe najti podatkov o vsebnosti katepsinov v MMC in 

njihovi morebitni vlogi pri invaziji/migraciji MMC k glioblastomom. Prav tako še ni 

natanĉno raziskano na kakšen naĉin MMC zniţajo invazijo celic GBM. 

 

V diplomski nalogi smo ţeleli opredeliti vpliv kondicioniranega medija celic GBM na 

MMC in vpliva kondicioniranega medija MMC na celice GBM. Pri tem so nas zanimali 

vplivi na izraţanje, vsebnost in aktivnost cisteinskih katepsinov B in L, na podlagi ĉesar 

smo ţeleli sklepati predvsem o njihovi vlogi v invaziji. Pri raziskovalnem delu smo 

uporabili metode PCR v realnem ĉasu, ELISA in merjenje aktivnosti katepsinov s 

specifiĉnimi inhibitorji. Z omenjenimi testi smo dokazali, da kondicioniran medij celic 

GBM vpliva na izraţanje, vsebnost in aktivnost katepsinov B in L v MMC. Enako velja za 

vpliv kondicioniranega medija MMC na celice GBM. Potrdili smo tudi razlike v izraţanju, 

vsebnosti in aktivnosti katepsinov B in L med uporabljenimi linijami celic GBM in 

celicami GBM ter MMC. V primeru CatB smo ovrgli hipotezo, da med kloni MMC ni 

razlik v izraţanju, vsebnosti in aktivnosti katepsinov, v primeru CatL pa smo to hipotezo 

potrdili.  

 

Pri našem raziskovalnem delu smo prišli do naslednjih sklepov:  

- Katepsina B in L se izraţata v MMC. Vidne so razlike v izraţanju, vsebnosti in 

aktivnosti katepsina B in L med razliĉnimi kloni MMC. 
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- Zaradi razliĉnega vpliva kondicioniranega medija celic GBM na izraţanje 

katepsinov B in L v MMC, imajo razliĉni kloni MMC verjetno tudi razliĉne 

sposobnosti migracije k celicam GBM. 

- Celice GBM verjetno povišajo invazijo MMC preko vpliva na povišano izraţanje, 

vsebnost in aktivnost katepsina B.  

- Zanjšana invazija in proliferacijska sposobnost celic GBM na katero vplivajo MMC 

je povezana z zniţanim izraţanim izraţanjem, vsebnostjo in aktivnostjo katepsina 

L. Zmanjšano delovanje katepsina L v celicah GBM bi lahko vplivalo tudi na 

povišano apoptozo teh celic in zmanjšano angiogenezo. 

- Celice U251, U373 in U87 se med seboj razlikujejo v izraţanju, vsebnosti in 

aktivnosti katepsinov B in L. Med njimi najvišjo raven izraţanja katepsina B in L 

kaţejo celice U251, ki bi jih zato lahko smatrali za bolj maligne in invazivne od 

celic U373 in U87. 

 

Raziskovalno delo kaţe na nekatera nova dejstva, ki bi lahko podpirala uporabo 

mezenhimskih matiĉnih celic v zdravljenju multiformnih glioblastomov. Hkrati pa smo 

postavili temelje za mnoge nadaljnje raziskave, ki bodo lahko še bolje razjasnile 

medsebojni vpliv glioblastomskih in mezenhimskih matiĉnih celic. Potrebno bi bilo 

natanĉno opredeliti kakšna je koliĉina in aktivnost proteinov, ki se izloĉajo iz celic kot 

posledica parakrine komunikacije med MMC in celicami GBM, kateri so tsiti faktorji, ki 

jih izloĉajo MMC ali celice GBM in vplivajo na spremembe izraţanja in delovanja 

katepsinov, kako ti faktorji posamezno ali skupaj vplivajo na izloĉanje/ aktivnost/ 

posttranskripcijske/ posttranslacijske modifikacije katepsinov. Za dokonĉno sklepanje o 

vlogi katepsinov B in L v procesu invazije MMC in celic GBM, kot posledice njune 

parakrine komunikacije pa bi bilo seveda potrebno narediti tudi funkcijske študije ter in 

vivo teste. Zelo pomebno je tudi, da še pred tem natanĉno razjasnimo lastnosti celic kot 

takih in mehanizmov, ki so v teh celicah vpleteni v regulacijo nastanka ali razvoja tumorja. 
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Priloga A: Vpliv CM na izraţanje CatB in Lv MMC in linijah GBM  (PCR v relnem ĉasu) 

Priloga A1: Vpliv CM na izražanje CatB v MMC in linijah GBM   
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Priloga A2: Vpliv CM na izražanje CatL v MMC in linijah GBM  
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Priloga B1: Vpliv CM na vsebnost CatB v MMC in linijah GBM  
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Priloga B2: Vpliv CM na vsebnost CatL v MMC in linijah GBM  
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Priloga C: Vpliv CM na aktivnost CatB in CatL-podobnih katepsinov v MMC in linijah 

GBM (test aktivnosti cisteinskih katepsinov) 

Priloga C1: Vpliv CM na aktivnost CatB v MMC in linijah GBM 
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Priloga C2: Vpliv CM na aktivnost CatL- podobih katepsinov v MMC in linijah 

GBM 
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