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Glioblastomi so med najbolj malignimi oblikami primarnih moZganskih tumorjev.
Njihovo zdravljenje je zaradi visoke invazivnosti tumorskih celic v okolisko tkivo
pogosto neucinkovito. Dokazano je, da mezenhimske maticne celice (MMC)
migrirajo k glioblastomom kot odgovor na kemokine, ki jih izlocajo ti tumorji.
Gensko spremenjene MMC bi bile zato zaradi njihove invazivne narave primerne za
dostavo proti-tumorskih u¢inkovin do oddaljenih tumorskih celic. Namen diplomske
naloge je bil ovrednotiti vpliv kondicioniranega medija treh razli¢nih glioblastomskih
celic (GBM) na tri razli¢éne klone MMC in obratno, vpliv kondicioniranega medija
treh razli¢ni klonov MMC na tri razlicne linje GBM. Z metodami PCR v realnem
¢asu, ELISA in merjenjem aktivnosti smo spremljali vpliv kondicioniranega medija
na izrazanje, vsebnost in aktivnost cisteinskih katepsinov B in L, ki sodelujeta v
procesu invazije. Dobljeni rezultati nakazujejo na razlike v sposobnosti za migracijo
razli€nih klonov MMC k celicam GBM. MMC verjetno zmanjSajo invazijo in
proliferacijsko sposobnost celic GBM preko vpliva na katepsin L. Celice GBM pa
verjetno povisajo invazijo MMC preko vpliva na katepsin B. Linje GBM se med
seboj razlikujejo v izraZanju, vsebnosti in aktivnosti katepsinov B in L, zato
smatramo da se razlikujejo tudi v malignosti in invaziji. Z nadaljnjimi raziskavami
bi bilo potrebno ugotoviti kateri kemokini so odgovorni za spremembe v delovanju
katepsinov B in L v celicah GBM in MMC po njihovi parakrini komunikaciji.
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Glioblastomas are one of the most malignant type of primary brain tumors. The poor survival
of patients with glioblastoma relates partly to the inability to deliver therapeutic agents to the
remote invasive tumor cells. It has been proved that bone marrow-derived mesenchymal
stem cells (MSC) actively migrate in response to chemokines that are secreted by gliomas.
Because of their invasive nature, geneticaly modified MSC with therapeutic cytokines would
be useful vehicles for antitumor reagents. The purpose of this work was to evaluate the
impact of conditioned media of three different glioblastoma cells lines (GBM) on three
different MSC clones and vice versa, the impact of conditioned media of three different
MSC clones on three different GBM cell lines. The impact of conditioned media on
expression, protein level and activity of cysteine cathepsins B and L, which participate in the
process of invasion, was analysed with real-time PCR, ELISA test and measuring of their
activity. The results indicate differences in the migration ability of different MSC clones to
GBM cells. MSC are likely to reduce the invasion and proliferative capacity of GBM cells
via the impact of cathepsin L. GBM cell are likely to increase invasion of MSC over the
impact on cathepsin B. GBM cell lines differ in the expression, protein level and activity of
cathepsins B and L, therefore we consider that they also differ in malignancy and invasion.
Further research would be needed to determine which chemokines are responsible for
changes in the functioning of cathepsins B and L in GBM and MSC cells after their
paracrine communication.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

7-AMC - 7-amido-4-metilkumarin

ATCC - Ameriska zbirka celi¢nih kultur (angl. American type culture collection)
BSA- goveji serumski albumin (angl. bovine serum albumin)

CAO074 - inhibitor katepsina B

CatB - katepsin B (angl. cathepsin B)

CatL - katepsin L (angl. cathepsin L)

CD - sistem za enotno oznalitev antigenov celicne povrsine (angl. cluster of
differentiation)

cDNA- komplementarna (angl. complementary) DNA

CDP/Cux - transkripcijski faktor (angl. CCAAT displacement protein/cut homeobox)
CXCL - kemokini

CXCR- kemokinski receptor

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

DMEM - osnovni medij za gojenje celi¢nih kultur (angl. Dulbecco's modified Eagles
medium)

DNA- deoksiribonukleinska kislina (angl. Deoxyribonucleotid acid)

dNTP — deoksiribonukleotid trifosfati

E64-c - L-3-karboksi-2,3-trans-epoksipropionil-leucilamido (4-gvanidinobutan)

EDTA- etilendiamin tetraocetna kislina (angl. ethylenediaminetetraacetic acid)

EGF - epidermalni rastni faktor (angl. epidermal growth factor)

EGFR - receptor epidermalnega rastnega faktorja (angl. epidermal growth factor receptor)
ELISA - encimsko imunska metoda (angl. enzyme-linked immunosorbent assay)

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 celi¢ne linije (U373, U251, U87)
GBM CM - kondicioniran medij glioblastomskih celi¢nih linij
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HIF-1- s hipoksijo inducirani faktor 1 (angl. hypoxia inducible factor-1)

IFN-y - interferon y

IgG - protitelo imunoglobulin G

IL - interleukin

MIiRNA - mikro RNA

MMC - mezenhimske mat¢ne celice (MMC1, MMC2, MMC4)

MMC CM - kondicioniran medij mezenhimskih mati¢nih celic

MMP - matriksna metaloproteinaza

MRNA - informacijska (angl. messenger) RNA

NF-kB - jedrni transkripcijski faktor kB

PAI - plazminogen aktivator inhibitor

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

PCR- verizna 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-p - transformirajoci rastni dejavnik a (angl. transforming growth factor o)
TIMP - tkivni inhibitor metaloproteinaz (angl. tissue inhibitor of metalloproteinases)
TNF-a - dejavnik tumorske nekroze a (angl. tumor necrosis factor-o) TNF-
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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SLOVARCEK

POJEM

RAZLAGA

(Proto) onkogen

Onkogeni so geni, ki lahko povzro€ijo ali pa prispevajo k razvoju raka. Vecina
celic je podvrzena razvoju in programirani celi¢ni smrti — apoptozi. Ce 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 esar pride do onkogene
transformacije (za razliko od tega tumorski supresorski geni ponavadi potrebujejo
mutacijo obeh alelov, da pride do tumorjev - recesivni na¢in). 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, povecanega izrazanja
(ekspresije) ali izgube ustrezne regulacije aktivira in postane onkogen.
Protoonkogeni vecinoma kodirajo beljakovine, ki urejujejo celicno rast in
diferenciacijo ter apoptozo. Pogosto so udeleZeni v signalnih poteh mitogenih
signalov. Ko se aktivirajo, za¢no inducirati tumorsko rast.

Angiogeneza

Angiogeneza je fizioloski proces rasti novih zil iz Ze obstoje¢ih zil s pomocjo
angiogenih faktorjev. Angioge rastne faktorj (npr. vascularni endotelijski rastni
dejavnik - VEGF), spros¢ajo makrofagi, pa tudi nekatere druge celice, npr. MMC
in tumorske celice. Aktivirane endotelijske celice zil potem  sproscajo
plazminogene aktivatorje in druge encime med katerimi so tudi matriks
metaloproteaze, ki selektivno razgradijo zunajceli¢ne proteine, kar dovoljuje
endotelijskim celicam migracijo. Angiogenza poteka tudi kot odgovor na tumorske
celice in je pomembna terapevtska tarca pri zdravljenju malignih neoplazem.

Apoptoza

Apoptoza je eden od tipov programirane celi¢ne smrti. Ker gre za uravhavan
proces, govorimo tudi o celicnem samomoru. V nasprotju z nekrozo- ve¢inoma
patolosko obliko celi¢ne smrti, apoptoza ne privede do vnetnega odgovora. Proces
apoptoze lahko sprozijo zunanji dejavniki (aktivatorji), ki se vezejo na
membranske receptorje, ali pa znotrajceli¢ni signali, ki delujejo na mitohondrije.
Za veéino celi¢nih uéinkov je klju¢no delovanje proteinaz kaspaz, ki razgrajujejo
celicne komponente, pomembni regulatorji pa so pripadniki bcl-2 druzine
proteinov. Za normalno delovanje organizma je apoptoza nujno potrebna, saj se s
tem odstranjujejo celice, ki so okuzene, imajo poSkodovano DNA, so rakasto
spremenjene ali so odve¢ne (npr. pri razvoju organov pri zarodku).Odsotnost
apoptoze pri odstranjevanju tovrstnih celic vodi v razliéna obolenja. Z apoptozo so
povezani tudi nekateri cisteinski katepsini (npr. CatB in CatL).

Celi¢na linija

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

Celi¢na terapija

Zdravljenje s presaditvijo razliénih celi¢énih vrst. Ce gre za matiéne celice te
vedinoma usmerimo v razvoj kon¢no diferenciranih celic, ki jih potrebujemo, da z
njimi »popravimo« okvarjene celice ali tkiva. Terapija s celicami je poleg genske
terapije in tkivnega inZenirstva tretja vrsta naprednega zdravljenja.
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Citokin

Citokini so topni izlocki celic, ki omogocajo medcelicno komunikacijo, spodbudijo
imunski odziv in razmnozevanje celic. Termin citokin se nanasa na heterogeno
skupino topnih proteinov in peptidov, ki v nanomolarnih in pikomolarnih
koncentracijah delujejo kot humoralni regulatorji in v normalnih ali patoloskih
razmerah urejajo delovanje tkiv in celic. Nekateri jih delijo v tri skupine, t.j.
limfokine (izlocajo 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 mesano delovanje vseh
treh skupin.

Embrionalna
matic¢na celica

Pluripotentnea linija maticnih 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
dolocene bolezni. Funkcionalni gen pri tem nadomesti okvarjeni gen. Zdravi gen
lahko prenesemo v spolne celice, pri ¢emer se sprememba prenasa na potomce, ali
pa v somatske celice bolnika, pri ¢emer se ta sprememba ne deduje. Obstaja vec
nacinov prenosa genov v celice (prenos z razli¢nimi vektorji), pa tudi ve¢ nacinov
sprememb okvarjenega gena (nakljucna ali ciljana insercija zdravega gena v genom
bolnika). Gene lahko z razli¢nimi metodami tudi vkljuc¢imo, izklju¢imo ali
utiSamo. Uspeh genskega zdravljenja je odvisen od ucinkovite vstavitve
terapevtskega gena na ustrezno taréno mesto v kromosomu, ne da bi pri tem
povzrocili nezeleno poskodbo celice, onkogeno mutacijo ali imunsko reakcijo.

Glioblastom

Najbolj maligna oblika gliomov, ki lahko nastane preko predhodno manj malignih
vrst astrocitomov ali neposredno, posebno pri starejsih bolnikih.

Domovanje MMC
(angl. MSC homing)

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

Invazija

Sposobnost Sirjenja, vdora (tumorskih) celic, v (normalno, zdravo) okolisko tkivo.
Tudi splosen izraz za vdor, infiltracijo celic v tkivo. Celi¢na invazija je na splosno
pomemben dogodek v progresivni, nekontrolirani proliferaciji tumorskih celic,
prav tako pa je to tudi pomemben proces na specifi¢nih stopnjah embriogeneze in
razvoja osebka. Invazijo celic med drugim omogocajo proteolizni encimi, ki
razgradijo zunajceliéni matriks, s ¢imer naredijo prostor za ppremestitev celic v
medceli¢nino. Invazija tumorjev je povezana tudi z lizosomalnimi proteazami,
imenovanimi cisteinski katepsini in t.i. matriks metaloproteinazami. Invazija je
vecfazen proces, nanjo pa vplivajo avtokrini in parakrini dejavniki, zunajceli¢ni
matriks, medceli¢ne interakcije, ter celice tumorske strome.

Katepsin

Katepsin je encim iz skupine peptidaz, za katerega je znacilno, da ga v normalnih
fizioloSkih pogojih v celici najdemo v lizosomu. V ¢loveskih celicah so jih nasli ze
ve¢ kot 10 in so oznaceni s ¢rkami. Najve¢ 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
krajsih 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. Izlo¢ajo se tudi ven iz celic. Potrebni so za normalni
razvoj organov in tkiv, sodelujejo pa tudi v patoloskih procesih. V vec€ini rakavih
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celic je njihovo izrazanje povisano. V rakavih celicah sodelujejo pri razgradnji
zunajcelicnega matriksa, invaziji, angiogenezi, apoptozi...

Kostni mozeg

Mehko tkivo, ki se nahaja zlasti v ploscatih kosteh, kot so medenica, prsnica,
lobanja, rebra, hrbttenica in lopatica in v gobastem tkivu dolgih kosti (stegnenica,
nadlahtnica). V kosthem mozgu poteka hematopoeza. Kostni mozeg vsebuje med
razlicnimi odraslimi celicami tudi ve¢ vrst mati¢nih celic, npr. mezenhimske,
krvotvorne in druge matic¢ne celice.

Mati¢na celica (MC)

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

Mezenhimska
matic¢na celica
(MMCQC)

Mezenhimske maticne celice spadajo med stromalne celice kostnega mozga in
imajo dvojno vlogo: a) predstavljajo izvor celic nekrvotvornih tkiv in b) so hkrati
hranilne in podporne celice za rast in diferenciacijo krvotvornih ali krvnih celic in
ostalih tkiv, saj sintetizirajo razli¢ne komponente zunajceli¢nega matriksa in
razli¢ne rastne dejavnike. So pluripotentne, diferencirajo se lahko v razli¢ne celice
mezodermalnega tkiva, kot so celice kosti, hrustanca, miSic, koZe, masCobne
celice, del teh celic pa tudi v celice ekto- in endoderma, kamor spadajo npr. celice
sréne miSice, zivéne celice in hepatocite. Delujejo tudi imunomodulatorno na
imunske celice - zmanj$ujejo 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 mati¢nih celic. So
izvor celic nekrvotvorih tkiv ter tvorijo razli¢ne rastne dejavnike, potrebne za rast
in diferenciacijo krvnih celic in ostalih tkiv.

Neoplazma

Nenormalna, nova rast tkiva.

NiSa mati¢ne celice

Celicno mikrookolje, ki nudi podporo in drazljaje, ki so nujno potrebni za
ohranjanje samoobnovitvenega potenciala mati¢nih celic (MC). Poznanih je vec
vrst ni§ mati¢nih celic, ki se med seboj razlikujejo po celiénem in biokemi¢nem
okolju. Znane so razli¢ne nise, npr. nie mezenhimskih MC, ter posebne vrste ni§
rakavih MC.

Pluripotentna
mati¢na celica

Celica, sposobnatvoriti vse telesne celice, vkljuéno z germinalnimi celicami in
nekaj ali vsa ekstraembrionalna tkiva. Tak$ne so npr. embrionalne in mezenhimske
maticne celice.

Potentnost

Obseg moznosti za kon¢no diferenciacijo celic. Poznamo toti-, pluri-, multi- in uni-
potene (mati¢ne) celice.

Rakava (tumorska)
mati¢na celica

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

Rastni dejavnik

Rastni dejavniki (faktorji) so molekule, ki delujejo preko specifi¢nih receptorjev na
povrsini celice. Spadajo v skupino citokinov. Ce se rastni dejavnik sprosti v kri,
lahko deluje na oddaljene tare (endokrini nacin delovanja), na sosednje celice
(parakrini nacin delovanja) ali celo deluje tudi na samo celico, ki ga izloca
(avtokrino delovanje). Delovanje rastnih dejavnikov je zelo pomembno pri celjenju
poskodb in regeneraciji poskodovanih tkiv. Rastni dejavniki za¢nejo delovati preko
poti prenosa signalov, spremenijo transkripcijske faktorje, ki nato sprozijo prepis
genov, ki dolocijo usodo diferenciacije celic.

Tumorsupresorski
geni

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

Zunajceli¢ni
matriks (ECM)

Zunajceli¢ni matriks je del medceli¢nine in predstavlja mikrookolje med celicami,
ki jim nudi oporo, orientacijo in omogofa medcelicne 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
omogoca materialno oporo, sidris¢e celicam, lo¢evanje tkiv enega od drugega in
regulacijo medceliéne komunikacije. V. ECM se tudi lahko skladis¢ijo rastni
faktorji, ki se sprostijo, ko se ECM razgradi s pomo¢jo proteaz. ECM sestavljajo
glikozaminoglikani (proteoglikani) povezani s fibroznimi proteini (kolagen,
elastin), hialuronska kislina, fibronektin in laminin.
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1 UVvOD

Glioblastomi (GBM) so najpogostejsa in najbolj maligna oblika mozganskih tumorjev.
Kljub modernim diagnosti¢nim metodam in zdravljenju je stopnja prezivetja bolnikov z
GBM majhna, predvsem zaradi visoke invazivnosti tumorskih celic. Infiltracija
glioblastomskih celic v okolisko mozganovino poteka kot invazija posami¢nih tumorskih
celic v zdravo mozganovino, kar onemogoca 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
zunajceliénega matriksa, kar omogoca 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 izrazanja cisteinskih katepsinov je v glioblastomih povecana. Kljub
temu, da se katepsini koncentrirajo v lizosomu, se izlo¢ajo tudi v zunajceli¢ni prostor, kjer
razgrajujejo komponente zunajceliCnega matriksa. Aktivnost cisteinskih katepsinov je
regulirana s sintezo, znotrajceli¢no razporeditvijo, v kon¢ni fazi pa tudi z njihovimi
endogeni inhibitorji iz druzine cistatinov.

Nov, obetajoC pristop za zdravljenje glioblastomov, ki temelji na celi¢ni in genski terapiji
je transplantacija progenitorskih celic, kot so humane mezenhimske matic¢ne celice
(MMC). MMC so pluripotentne tkivne mati¢ne celice, ki se nahajajo v razli¢nih tkivih in
organih. Glioblastomi aktivno privlacijo MMC 2z izloCanjem razli¢cnih kemokinov
(parakrino signalizaijo), zato bi MMC lahko uporabili kot vektor za dostavo proti-
tumorskih uéinkovin k tumorskim celicam. Mehanizem migracije MMC k GBM, ki
verjetno temelji na odgovoru MMC na poskodovana tkiva ali onkogene celice, Se vedno ni
povsem jasen. Prav tako Se niso znani Vsi vplivi MMC na tumorske celice. Nekatere
raziskave potrjujejo, da MMC zavirajo rast in razvoj tumorja, obstajajo pa tudi rezultati
raziskav ki kazejo, da lahko MMC v tumorskem okolju stimulirajo rast tumorja z
izlo¢anjem 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 $e povsem novo in neraziskano podrocje.

Namen dela in cilj diplomske naloge je bil ovrednoti vpliv kondicioniranega medija
humanih MMC na linije celic GBM in obratni vpliv, na ravni izrazanja, vsebnosti in
aktivnosti katepsinov B in L. Kondicioniran medij ponazarja parakrino komunikacijo med
celicami. V raziskavi smo uporabili tri klone mezenhimskih mati¢nih celic (MMCL,
MMC2 in MMC4) in njihov kondicioniran medij ter tri razlicne glioblastomske celi¢ne
linije (U373, U251 in U87-MG) in njih kondicioniran medij. Raven izrazanja cisteinskih
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katepsinov B in L smo dolo¢ili z metodo PCR v realnem ¢asu, vsebnost katepsinov kot
proteinov smo izmerili z metodo ELISA, aktivnosti katepsinov pa smo dolocili s pomoc¢jo
inhibitorjev E-64c in CAQ74.

Poznavanje vloge cisteinskih katepsinov v razliénih celicah nam omogoca, da lahko
sklepamo o njihovi vilogi v celicnih procesih in komunikaciji med razlicnimi celicami.
Rezultati raziskave doprinasajo k boljSemu razumevanju parakrinega delovanja
glioblastomskih celic na MMC in obratno, prakrinega delovanja MMC na celice GBM.

1.1 DELOVNE HIPOTEZE

Upostevajo¢ ze objavljene raziskave vemo, da med MMC in celicami GBM obstaja
parakrina komunikacija (Kidd in sod., 2009). To pomeni, da celice dolo¢ene faktorje
izlo¢ajo tudi v medij, ki jih obdaja, ter tako vplivajo na izrazanje, vsebnost in aktivnost
katepsinov B in L v drugih (sosednjih) celicah. Zato predvidevamo, da bomo z merjenjem
spremembe izrazanja, vsebnosti in aktivnosti cisteinskih katepsinov po medsebojni reakciji
celic, lahko sklepali o njihovi vlogi v tej komunikaciji.

Ker po naSih podatkih celice GBM povecajo invazijo MMC predvidevamo, da bo
kondicioniran medij celic GBM wvplival na raven izrazanja, vsebnost in aktivnost
katepsinov v MMC. MMC pa obratno zmanjsajo invazijo celic GBM, zato predvidevamo
da bo imel tudi kondicioniran medij MMC vpliv na raven izraZzanja, 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 izraZanja, vsebnosti in aktivnosti katepsinov B in L.

Nazadnje predvidevamo, da med samimi kloni MMC ne bo razlik, na ravni izrazanja,
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 izrazanja, vsebnosti in aktivnosti katepsinov.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 SPLOSNO O MATICNIH CELICAH

Mati¢ne celice so malostevilna populacija nespecializiranih celic, ki jih najdemo v tkivu
zarodka, pa tudi v tkivih odraslega ¢loveka. So nedefirencirane in sposobne dolgotrajnega
asimetri¢nega deljenja, pri ¢emer v procesu samoobnavljanja tvorijo identi¢ne kopije celic,
na drugi strani pa tvorijo nove linije bolj diferenciranih celic. Pomembna lastnost mati¢nih
celic je tudi plasti¢nost. Plasticnost pomeni, da so se mati¢ne celice sposobne diferencirati
v celice drugih tkiv in ne samo v celice tkiv iz katerega izhajajo. V doloc¢enih primerih so
celo sposobne preskoditi iz ene somatske linije v drugo, npr. iz mezoderma v endoderm,
kar imenujemo transdiferenciacija. Z mati¢nimi celicami lahko zdravimo dolocene
degenerativne, presnovne, prirojene in rakave bolezni, Se bolj pa so uporabne za
zdravljenje mehanskih poskodb tkiv in organov (Strbad in Rozman, 2005; Zipori, 2005;
RozZman in sod., 2007).

Poznamo ve¢ vrst mati¢nih celic, ki imajo razli¢ne razvojne potenciale. V grobem mati¢ne
celice glede na njihov izvor lahko razdelimo na dve skupini: embrionalne mati¢ne celice,
ki se nahajajo v blastocisti (zarodku) in mati¢ne celice odraslega, ki jih imenujemo tudi
tkivno specificne mati¢ne celice in jih lahko izoliramo iz fetusa ali post natalno (Can,
2008). Po sposobnosti diferenciacije pa mati¢ne celice lahko razdelimo na toti-, pluri-,
multi- in unipotentne (Slika 1). Totipotentne celice so se sposobne diferencirati v vse
celiéne vrste in trofoblast. V odraslem ¢loveku je tako ve¢ kot 200 razli¢nih celi¢nih vrst,
ki izvirajo iz ene same celice zigote oz. oplojenega jajCeca. Pluripotentne celice so se
sposobne diferencirati v vse tri celi¢ne plasti (mezoderm, ektoderm in endoderm), ne pa v
trofoblast. Take so npr. krvotvorne mati¢ne celice in mezenhimske mati¢ne celice.
Multipotentne celice (tudi oligopotentne) so se sposobne diferencirati v vec celicnih vrst,
vendar ne v vse. Take so npr. krvotvorne mati¢ne celice. Unipotentne mati¢ne celice pa
S0 se sposobne diferenciati le v eno celicno vrsto. Imenujemo jih tudi celice prednice
(progenitorji). Take so npr. predniske epitelne mati¢ne celice (Rozman in sod., 2007).
Pluripotentne matine celice odraslega lahko podrobneje razdelimo Se na multipotentne
prednice odraslega (MAPC, angl. multipotent adult progenitor cells), celice MIAMI (angl.
marrow-isolated adult multilineage inducible cells), embrionalnim maticnim celicam
podobne celice iz popkovniéne 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 mati¢ne celice odraslega (ESC-A, angl.
embryonic stem cell of adult (Jiang in sod, 2002; D'lppolito in sod., 2004; McGruckin in
sod., 2005; Beltrami in sod., 2007; Kucia in sod., 2006; Virant-Klun in sod., 2008). V
zadnjem Casu pa se vse ve¢ govori tudi o tumorskih mati¢nih celicah, ki se asimetri¢no
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delijo v tumorsko progenitorsko celico, ta pa je vir razlicnih fenotipov malignih celic
(Zhou in sod., 2009).

Matic¢ne celice lahko osamimo iz zarodka na stopnji morule in blastociste, lahko pa tudi iz
popkovniéne krvi novorojenca oziroma posteljice ali kostnega mozga odraslega ¢loveka,
nahajajo pa se tudi v drugih tkivih odraslega ¢loveka (Slika 1, D) (Zipori 2005; Strbad in
RozZzman, 2005). Tako v vsakem organu obstaja mesto ali niSa, ki je bogata s tkivnimi
mati¢nimi celicami. Nisa mati¢nih celic je celicno mikrookolje, ki nudi podporo in
draZljaje, ki so nujno potrebni za ohranjanje samoobnavljanja in sposobnosti diferenciacije
matiénih celic, hkrati pa tudi uravnava njihovo aktivnost (Ho in Wagner, 2007). Mati¢ne
celice zato lahko najdemo v epitelu, prebavilih, skeletnih miSicah, o¢eh, jetrih, dojki, zobni
pulpi, kozi, lasnih meSickih, periferni krvi, mas¢obnem tkivu, testisih, prostati in v
ovarijih (Zipori, 2005; Strbad in Rozman, 2005).
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Slika 1: (A, B): Stopnje v razvoju ¢loveka, kjer lahko najdemo mati¢ne celice z razli¢nim razvojnim
potencialom. (C): Korelacija klju¢nih razvojnih stopenj z razvojnim potencialom mati¢nih celic. (D): Nova
odkritja dokazujejo, da pluripotentne maticne celice obstajajo tudi v odraslem osebku. (Zipori, 2005)
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2.2 MEZENHIMSKE MATICNE CELICE

2.2.1 Lastnosti mezenhimskih mati¢nih celic

Humane mezenhimske mati¢ne celice (MMC, angl. mesenchymal stem cells, mesenchymal
stromal cells) so definirane kot samo-obnavljajo¢e se, pluripotentne mati¢ne celice, ki se
nahajajo v razli¢nih tkivih in se lahko diferencirajo v ve¢ razli¢nih tipov mezenhimskih
tkiv (da Silva Meirelles in sod., 2008). MMC kazejo razvojni potencial za diferenciacijo v
osteoblaste, hondrocite, adipocite in misi¢ne celice (Slika 2). Zelo majhna populacija teh
mati¢nih celic odraslega, imenovana MAPC (multipotentna prednica odraslega, angl.
multipotent adult progenitor cell), ki so jih izolirali iz kostnega mozga in mora biti
vzdrzevana pod striktnimi pogoji gojenja, pa ima celo sposobnost diferenciacije v celi¢ne
tipe z lastnostmi visceralnega mezoderma (miocite), nevroektoderma (zivéne celice) ali
endoderma (hepatocite) (Jiang in sod., 2002; Wagner in sod., 2005).
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Slika 2: Diferenciacijske sposobnosti MMC (Hematopoietic and mesenchymal sromal cell pathway, 2010)
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Komite za mezenhimske in tkivne mati¢ne celice mednarodnega zdruzenja za celicno
terapijo (ISCT) je predlagal tri minimalne kriterije s pomocjo katerih lahko definiramo
MMC: 1) sposobnost pritrditve na plastiko gojitvene posode; 2) >95% prisotnost izrazanja
za MMC specifiénih oznacevalcev in >95% odsotnost izrazanja oznacevalcev, ki so
specifi¢ni 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 oznacevalce: CD14, CD34, CD45 in antigene CD4, CDS,
CDl1a, CD15, CD16, CD25, CD31 (endotelijski oznacevalec), 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 (B-integrin), CD44, CD49¢ (a5-
integrin), CD54 (ICAM-1), CD58, CD71, CD73 (SH3), CD90, CD105, CD146, CD166,
CD271, vimentin, citokeratin 8 citokeratin 18, nestin, in von Willebrand faktor. Sibko
izrazajo HLA razreda I in CD123, ter so variabilne v izrazanju FLK1 (KDR), CD133/1 in
CD133/2. Stopnja izrazanja povrSinskih antigenov je pri niZjih pasazah vi§ja kot pri visjih
pasazah MMC, kar kaZe 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 mati¢nih celic

Glavni in najbogatejsi, ¢eprav 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 celi¢ni 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 ¢loveskega telesa,
kot so: mas¢obno tkivo, popkovnica, popkovni¢na kri, horionski vili placente, amnionska
tekocina, periferna kri, pljuca idr. (RoZman in sod., 2007).

MMC, ki so izolirane iz razli¢nih tkiv se med seboj razlikujejo glede na fenotip in razvojni
potencial (Bianco in sod., 2008). Taka heterogenost je mozna funkcija razlicnega
mikrookolja, iz katerega so izolirane in lahko odseva tudi v funkcijskih razlikah med njimi
(da Silva Meirelles in sod., 2008). Od nacina 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 kazejo v proliferacijski zmogljivosti in in vitro
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zivljenjski dobi celic. Na podlagi razli¢ne hitrosti rasti lahko klone MMC, izolirane iz
kostnega mozga, razdelimo v hitro in pocasi rastoce (Motaln in sod., 2010; Kogler in sod.,
2004; Bernardo in sod., 2007; Wagner in sod., 2008).

Ucinkovitost izolacije MMC je odvisna od nadina izolacije, njihovega vira, shranjevanja
vzorcev in transportnih pogojev. S 100% ucinkovitostjo lahko izoliramo MMC iz kostnega
mozga, mas¢obnega tkiva in popkovnice, izolacija iz sveze popkovni¢ne krvi pa je le 30%
do 63% ucinkovita. Najmanj ucinkovita je izolacija MMC iz vzorcev popokovni¢ne krvi,
shranjene z zamrzovanjem (krioprezervacijo) (Rebelatto in sod., 2008; Kern in sod., 2006;
Bieback in sod., 2004).

2.2.3 Gojenje mezenhimskih mati¢nih celic in vitro

Z ustreznimi rastnimi dejavniki in citokini lahko te celice vzdrzujemo Vv
nediferenciranem stanju, v katerem lahko tudi po Stevilnih pasazah ohranijo vse lastnosti,
ali pa jih usmerimo v Zelen celi¢ni tip (Rozman in sod., 2007). Diferenciacijo MMC sicer
lahko usmerjamo s spreminjanjem pogojev rasti kot so dodatek razli¢nih rastnih faktorjev,
hipoksija, rast na razli¢nih ogrodjih, mehanski ali elektri¢ni drazljaji (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 Se vir iz katerega pridobimo celice, $tevilo pasaze in
konfluenca ter nacCin shranjevanja celic. Pri vi§jih pasazah ali konfluenci pride do delne
izgube oz. spremembe v razvojnem potencialu MMC. Po 8-15 pasazah MMC namre¢
postanejo senescentne in se prenehajo deliti (Motaln in sod., 2010; Wagner in Ho, 2007).

2.2.4 Komunikacija mezenhimskih mati¢nih celic z ostalimi celicami

V niSah mezenhimskih mati¢nih celic v razli¢nih tkivih se nahajajo tudi drugi celi¢ni tipi,
kot so osteoklasti, stromalne in endotelijske celice ter zunajceli¢ni matriks (Wilson in
Trumpp, 2006; Forsberg in sod., 2005). MMC v nisah izlo¢ajo Stevilne citokine in rastne
faktorje, ki imajo tako parakrino kot avtokrino funkcijo (Caplan in Dennis, 2006). S
pomocjo teh molekul potekata komunikacija in odziv MMC na druge celice. In vitro MMC
izloCajo Stevilne citokine, interlevkine (IL) in rastne faktorje kot so epitelijski kemotakti¢ni
dejavnik za nevtrofilce-78 (angl. epithelial neutrophil-activating peptide-78, ENA-78),
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kolonije stimulirajo¢i faktor za granulocite in makrofage (angl. granulocyte-macrophage
colony-stimulating factor, GM-CSF), rastnemu sorodni onkogeni proteini (angl. growth
related oncogene), IL-1p, 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
kemotakti¢ni protein-2 (angl. granulocyte chemotactic protein-2, GCP-2), vezavni protein
za inzulinu podoben rastni dejavnik tipa 1 IGFBP-1 (angl. insulinlike growth factor-
binding protein), IGFBP-2, IGFBP-3, IGFBP-4, interferon inducibilen protein-10 (angl.
interferon inducible protein-10, IP-10), makrofagni vnetni protein-3a (angl. macrophage
inflammatory protein-3a, MIP-3a), makrofage zavirajo¢i faktor (angl. macrophage-
inhibiting factor), osteoprotegerin, PARC (angl. pulmonary and activation regulated
chemokin), PIGF (angl. phosphatidiylinositol glycan class F), TGF-2, TGF-B3, tkivni
zaviralec metaloproteinaz TIMP-1 (angl. tissue inhibitor of metalloproteinase) in TIMP-2
(povzeto v Preglednici 1). Osnovni profil izloCanja citokinov se med razli¢nimi viri MMC
celic ne razlikuje, spreminjajo se le koncentracije. Na raven izlocanja citokinov vpliva
morfologija MMC; agregati MMC ali sferoidi izlo¢ajo do 20x visje koncentracije VEGF,
FGF-B, 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 OKRAJSAVA | 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 o, CXCLI GRO-a +/-
CCL1 1-309 +
Interleukin-1a IL-1a ++
Interleukin-13 IL-1B

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 y IFN-y +/-
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- 13, CCL4 MIP-18 ++
Macrophage inhibitory protein- 18 MIP-15

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-p1 TGF-B1 +/-
Tumor necrosis factor-a TNF-o

Tumor necrosis factor-f3 TNF-p

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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nadaljevanje

IME PROTEINA OKRAJSAVA | 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 p8-1 +/-
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-3a MIP-3a. +
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- 32 TGF-p2 +
Transforming growth factor- 3 TGF-B3 +
Metalloproteinase inhibitor-1 TIMP-1 ++++
Metalloproteinase inhibitor-2 TIMP-2 ++++

Legenda: intenziteta detetkcije je oznadena z - nezaznavno; +/-
pozitivne detekcije.

Sibko zaznavno; + ~ ++++ intenziteta
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2.2.5 Vloga mezenhimskih mati¢nih celic v telesu

Povisana ali znizana produkcija citokinov in vivo lahko vpliva na interakcije med celicami.
(Motaln in sod., 2010). MMC tako preko kemokinov delujejo imuno modulatorno, kar
posledi¢no privede do imunosupresije dendriti¢nih celic, limfocitov B in limfocitov T. MMC
sodelujejo tudi pri razvoju limfocitov B in T ter podpirajo rast in diferenciacijo krvotvornih
mati¢nih celic (Abdi in sod., 2008; Nair in sod., 2010). Za veliko faktorjev, ki podpirajo rast in
razvoj krvotvornih mati¢nih celic je bilo nedavno dokazano, da tudi pospesijo regeneracijo in
celjenje nehematopoetskega tkiva. Stevilne $tudije dokazujejo da MMC ali njihov
kondicioniran medij spodbujajo obnovo tkiv in zmanjSujejo vnetja po kadiovaskularnih
boleznih, srénem in mozganskem infarktu, poSkodbah hrbtenjace, hrustanca in kosti, Kronovi
bolezni, reakciji presadka proti gostitelju (angl. graft-versus-host disease) pri tranplantacijah
kostnega mozga ter izboljSajo 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 hipoksi¢nih pogojih, ki posnema naravno okolje poskodovanega ali
okvarjenega/tumorskega tkiva, stimulira migracijo in proliferacijo endotelijskih celic ter
migracijo makrofagov. Ceprav je znano, da MMC izlo¢ajo citokine in molekule zunajceli¢nega
matriksa, s ¢imer vplivajo na parenhimske celice in celjenje poskodovanih tkiv, tocen
mehanizem teh procesov Se vedno ni poznan (Chen in sod., 2008).

Vecstopenjski proces migracije MMC na mesta poskodovanih tkiv verjetno regulirajo
spremembe v mikrookolju. Mozno je, da v mati¢nih 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 poSkodb omogocajo receptorji za kemokine, ki se sprosc¢ajo pri poskodbah 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 ni§ mati¢nih celic, migrirajo do mesta
poskodbe, tam pa vdirajo v poskodovano tkivo z angleskim izrazom imenjujemo »homing«
(Motaln in sod., 2010; Neth in sod., 2006). Predvidevajo, da MMC nato na mesto posSkodbe
preko izlo¢anja razlicnih faktorjev privlacijo Se makrofage in endotelijske celice, s Cimer
pospesijo celjenje ran (Chen in sod., 2008). Dokazano je, da MMC ali njihov kondicioniran
medij preko pararakrinih mehanizmov (angiogenih citokinov in rastnih faktorjev) stimulirata
perfuzijo ishemi¢nega tkiva in s pomocjo endotelijskih celic sprozi nastanek cevastih struktur
(Gruber in sod., 2005; Kinnaird in sod., 2004b). Poleg izlo¢anja parakrinih faktorjev ki
stimulirajo endogene popravljalne mehanizme, k regeneraciji tkiva lahko prispevajo Se drugi
mehanizmi mati¢nih celic kot sta diferenciacija MMC v specifi¢ne celice tkiva in fuzija MMC
z obstojecimi celicami tkiva (Mazhari in Hare, 2007; Grinnemo in sod., 2006).
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2.2.6 Uporaba mezenhimskih mati¢nih celic v medicini

MMC so slabo imunogene, zato bi bile uporabne pri alogenih transplantacijah in bi zmanjsale
potrebo po uporabi imunosupresivov. Njihova uporaba ni eti¢no sporna, poleg tega pa imajo e
visok potencial za diferenciacijo v razlicne tkivne celi¢ne tipe in jih je razmeroma preprosto
izolirati ter namnoziti do zadostnega Stevila, potrebnega za klinicno uporabo. Zaradi vseh
nastetih razlogov, izrazanja tropizma za poSkodovana tkiva, mocnih imunosupresivnih efektov
in spodbujanja angiogeneze imajo MMC ogromen potencial za uporabo tako v regenerativni
medicini kot tudi za zdravljenje Stevilnih bolezenskih stanj (Sasaki in sod., 2008; Zhang in
sod., 2007; Toma in sod., 2002). Lahko jih uporabimo pri zdravljenju poskodb
mezenhimskega tkiva, tj. pri zlomih kosti, osteoporozi, obrabi hrustanca ipd. Te celice so
tudi sposobne transdiferenciacije iz mezoderma v ektoderm - iz njih namre¢ lahko
nastanejo tako kardiomiociti kot tudi zivéne celice, npr. astrociti in nevroni (RoZzman
in sod., 2007).

MMC pa so uporabne tudi v onkologiji, saj tumorji z izlo¢anjem dolocenih citokinov ravno
tako kot tkivne poskodbe stimulirajo migracijo MMC k tumorju. S posegom v sekretorne poti
medsebojne komunikacije MMC in tumorskih celic bi tako lahko MMC uporabili za
zdravljenje razli¢nih tumorjev (Nakamura in sod., 2004; Motaln in sod., 2010).
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2.3 SPLOSNE ZNACILNOSTI RAKAVIH CELIC IN TUMORIJEV

V zdravem organizmu je delitev celic kontroliran proces, celice se za rast organov in
njihovo obnavljanje delijo glede na potrebe dolocenega tkiva. Zato je delitev celic zavrta
ob zadostni koli¢ini celic in pospeSena v primeru potrebe po novih celicah (Sersa, 2009).
Pri zdravih celicah so po vsaki delitvi konéni segmenti kromosomov (telomere) krajse. Ko se
po dolo¢enem Stevilu povsem skraj$ajo, se celica neha deliti. V tumorski celicah pa deluje
telomeraza, ki je v ve€ini zdravih celic ni. Ta encim pri vsaki delitvi prepre¢i, da bi se
telomerni konci skrajsali. Ker se telomerni konci pri delitvi ne krajSajo ve¢ kot v zdravih
celicah, transformirana tumorska celica nima ve¢ omejenega Stevila delitvenih ciklusov. Celica
se zato zacne nebrzdano deliti, postane nesmrtna (Alberts in sod., 2004: 726-728).

Maligno transformirane celice nastajajo pod wvplivom Kkarcinogenih dejavnikov, ki
povzroc¢ajo mutacije v genih. Te mutacije niso smrtne za celico, ampak omogocajo
nadaljnjo celicno 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 celi¢no delitev. Vedno vec pa je znanih mutacij v nasih
celicah, ki so podedovane od na$ih starSev, to so t.i. dedne mutacije. Vsi ti dejavniki
vplivajo na nastanek raka tako, da je potrebno ve¢ zaporednih, ¢asovno lo¢enih dogodkov
(mutacij) in signalov, da doseze neka zdrava celica v nasem organizmu vse spremembe, ki
S0 potrebne za njeno transformacijo v rakavo celico (Pecorino, 2008). Razli¢ni dejavniki
tako postopoma spreminjajo lastnosti celic v smeri manjSe odzivnosti na signale, ki
regulirajo rast, smrt (apoptozo) in diferenciacijo celic. Tako signali za spodbujanje celi¢ne
delitve vplivajo na gene v celici, ki spodbudijo celico da vstopi v celi¢ni 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 celi¢ni
delitvi, torej so sposobni ustaviti celice v celicnem ciklusu, imenujemo jih tumor
supresorski geni (npr. p53, Rb). V primeru mutacije protoonkogena ali tumorsupresorskih
genov se izgubi kontrola nad celi¢nim ciklusom, zavrt pa je tudi proces apoptoze, ki v
zdravem organizmu skrbi za celi¢no smrt (Pecorino, 2008; Tannock in Hill 2007).

Maligno spremenjena celica je zaradi nakopicenih mutacij manj diferencirana kot
normalna celica. Zato ima taka celica poleg sposobnosti neskonéne celicne delitve, tudi
vecjo mobilnost in invazivnost, da lahko potuje v bliznje bezgavke ali vstopa v zilje in v
obeh primerih tvori oddaljene metastaze ali zasevke. Rakave celice imajo poleg tega Se
sposobnost izlo¢anja angiogenih dejavnikov, ki spodbujajo rast zilja 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 splosno za prepoznavanje napak
v genomu celice. V zadnjem Casu 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 izrazanje proteinov na posttranslacijskem nivoju, na nivoju razgradnje
sporo&ilne RNA (mRNA). Ce je torej miRNA mutirana in je vpletena v kontrolo izrazanja
proto-onkogena ali tumor supresorskega gena, lahko ta mutacija doprinese k maligni
transformaciji celic (Pecorino, 2008; Tannock in Hill 2007; Sersa, 2009).

Samozadostnost v
rastnih signalih

Neobéutljivost na

Izogibanje apoptozi protirastne signale

Trajna angiogeneza Invazija v tkiva in metastaze

Nenadzorovana delitev
celic

Slika 3: Lastnosti malignih celic. Tumor je kompleksno tkivo sestavljena iz malignih in stromalnih celic, ki
jih predstavljajo imunske celice, fibroblasti in endotelne celice zilja tumorja. Maligne celice imajo nekaj
znali¢nih bioloskih lastnosti, kot so izogibanje apoptozi, samozadostnost v rastnih signalih, neobcutljivost na
protirastne signale, trajna angiogeneza, nenadzorovana celi¢na delitev in invazija v sosednja tkiva in
metastaziranje (Sersa, 2009)

V tkivu tako nastane prva maligna celica, ki tvori z nadaljnjimi delitvami vse Stevil¢nejso
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 razlicne. Do nekaj milimetrov velikosti tumorja se te
celice prehranjujejo z difuzijo kisika in hraniv iz bliznjih zil. To fazo rasti tumorjev
imenujemo avaskularna faza rasti, ki lahko traja tudi vec¢ let. Ko pa maligne celice
pridobijo Se lastnosti izlo¢anja angiogenih dejavnikov, se v njih zgodi angiogeni preklop,



15
Jeri¢ B. Vseb. cisteinskih proteaz ... v MMC ... glioblastomskimi celi¢nimi linijami U87-MG, U373 in U251.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2010

sprozi se angiogeneza tumorjev. Novo nastalo zilje tumorja omogoc¢i rakavim celicam
intenzivno delitev (Tannock in Hill, 2007; Pecorino, 2008; Folkman, 2007).

Obstajajo trije glavni modeli nastanka tumorja: model klonalne evolucije raka, stohasti¢en
model nastanka tumorja in hirarhi¢en model nastanka tumorja. Ve¢ina tumorjev nastane iz
enega samega klona celice, v katerem pride do maligne transformacije. Taka maligna
celica naprej tvori StevilénejSo populacijo tumorskih celic, ki tvorijo maso heterogenih
tumorskih celic (Bjerkvig in sod., 2009). Leta 1976 je Nowell predstavil idejo, da rak
nastane kot posledica Stevilnih 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 mati¢nih celicah (Bjerkvig in sod.,
2009). Ta koncept razlaga nastanek tumorja iz abnormalnega podtipa maticnim celicam
podobnih celic, ki v asimetri¢nih celi¢nih delitvah tvorijo mati¢nim celicam podobne celice
in heterogeno populacijo tumorskih celic. Te tumorske celice so zato tudi genetsko enake.
Ugotovili so, da imajo tumorske maticne celice Stevilne poti in gene enake tistim v
normalnih mati¢nih celicah, ter da le-te igrajo esencialno vlogo v razvoju tumorja (Reya in
sod., 2001; Tysness in Bjerkvig, 2007). Stohasti¢en model razlaga, da se v tumorju
nahajajo razli¢ni celi¢ni tipi, ki imajo sposobnost tvorbe tumorja, odvisno od mikrookolja v
katerem se nahajajo in njihovih interakcij z ostalimi celicami v ni$i. Variabilnost tumorski
lastnosti je znacCilna tako za tumorje z enako diagnozo kot tudi v enakih tumorjih v
razli¢nih ¢asovnih obdobjih. Tumor naj bi tako nastal iz somatskih celic, ki imajo zaradi
dolo¢ene mutacije selektivno prednost za proliferacijo (Bjerkvig in sod., 2009; Cahill in
sod., 1999). Hierarhi¢en model temelji na rakavih mati¢nih celicah. Rakave mati¢ne celice
so definirane kot rakave celice, ki so po lastnosti podobne normalnim mati¢nim celicam in
s0 lahko vir vseh celi¢nih tipov, ki se nahajajo v dolo¢enem tumorju. V skladu s
hierarhi¢nim modelom so rakave mati¢ne celice tumorigene celice, ki tvorijo tumor v
procesih samo-obnavljanja in diferenciacije. Smatra se, da so rakave mati¢ne celice lo¢ena
populacija v tumorju in pozvzro€ajo ponovitve ter metastaziranje tumorjev. Rakave
maticne celice lahko izvirajo iz razlicnih populacij celic; nastanejo lahko iz normalnih
mati¢nih celic, iz progenitorskih celic, diferenciranih normalnih celic ali pa diferenciranih
tumorskih celic, ki se de-diferencirajo do mati¢ne celice (Bjerkvig in sod., 2009).

Kot Ze bilo Ze omenjeno so tumotji celicno in molekularno zelo heterogeni, znotraj njih pa
najdemo tudi rakave mati¢ne celice. NovejSe raziskave kazejo na to, da rakave mati¢ne
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 razli¢ni citokini in rastni faktorji kot so TGFp. 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
ve¢ dokazov pa je tudi o tem, da EMT ne le povzrofa vecje metastaziranje, ampak
pripomore tudi k odpornosti tumorja na razli¢na zdravila (Singh in Settleman, 2010).

2.4 MOZGANSKI TUMORIJI

MozZganski tumorji so zelo heterogena skupina, tako po vrsti celic iz katerih nastanejo, kot
tudi po naéinih in izidu zdravljenja (Levicar in sod., 2002). WHO (World Health
Organization) deli tumorje centralnega zivéevja glede na njihov izvor na tumorje
nevroepitelnega tkiva, kranialnih in paraspinalnih Zivcev, mozganskih 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 meSane nevro-glialne,
tumorje horoidnega pleksusa, epifizne regije, embrionalne in druge nevroepitelne tumorje.
Astrocitni tumorji se delijo tudi $e naprej, tako glede na njihov (teoreti¢ni) celi¢ni izvor kot
po stopnjah malignosti (Louis in sod., 2007). Histoloska klasifikacija WHO deli
astrocitome na Stiri stopnje. Prva in druga stopnja so nizko maligni astrocitomi, tretja in
Cetrta stopnja pa visoko maligni, vklju¢no z anaplasti¢nim astrocitomom in multiformnim
glioblastomom (Preglednica 2) (Kleinhaus in sod., 1993, cit. po Magdi¢ in Sinkovic,
2003). Astrocitomi Cetrte stopnje po WHO so izredno agresivni, s hitrim pred- in po-
operacijskim razvojem. Sodijo med najbolj smrtonosne tumorje nasploh, ¢eprav redko
metastazirajo izven centralnega zivCevja. HistoloSkim znakom malignosti se pridruzijo
nekroze, obsezna proliferacija Zilja in difuzna infiltracija posamicnih celic v zdravo tkivo.
Vse standardne terapije, Ki se uporabljajo pri teh bolnikih imajo ve¢inoma zgolj paliativni
ucinek (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 CELICNI IZVOR | STOPNJA MALIGNOSTI PO WHO

pilocitni astrocitom
subependimski velikoceli¢ni astrocitom

pilomiksoidni astrocitom
pleomorfni ksantoastrocitom
difuzni astrocitom

anaplasticni astrocitom Il

mutiformni glioblastom
velikoceli¢ni glioblastom v
gliosarkom
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Mozganski tumorji so lahko primarni ali sekundarni. NajpogostejSi so sekundarni ali
metastatski tumorji, pri ¢emer gre za zasevke iz drugih primarnih rakov - dojke, pljuc,
Crevesa idr. NajpogostejSi primarni mozganski tumorji pa so gliomi (Drustvo onkoloskih
bolnikov Slovenije). Gliomi zajemajo vse primarne tumorje centralnega zivénega sistema,
ki so glialnega izvora (nastanejo iz opornih celic moZgan tj. glialnih celic) (Rao, 2003).
Glede na izvorno celico jih delimo v 2 skupini: astrocitome in oligodendrogliome.
Pojavljajo se lahko v benigni obliki, v anaplasti¢ni obliki ali kot glioblastom. Hitrost rasti
kot tudi prezivetje sta odvisna od vrste (histoloske slike) tumorja in njegove lege.

Zaenkrat edini potrjeni okoljski dejavnik tveganja za razvoj moZganskih tumorjev je
dolgotrajna izpostavljenost ionizirajo¢im sevanjem. Kljub nekaterim $tudijam trenutno ni
jasne povezave med razvojem mozganskih tumorjev in prehrano ali izpostavljenostjo
elektromagnetnim sevanjem, npr. bivanjem v bliZini elektri¢nih 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 mozganskih tumorjev, ki ima najslabSo prognozo od vseh oblik gliomov.
Poleg obicajne obstaja Se nekaj posebnih histoloskih razli¢ic glioblastomov (Preglednica
2), ki lahko poleg znakov glialnega izvora kazejo Se znake drugacne, npr. mezenhimske
diferenciacije, vendar so ti primeri redki (Louis in sod., 2007). Glede na nastanek bolezni
lo¢imo primarne in sekundarne glioblastome. Primarni glioblastomi, Ki predstavljajo
veCino, nastajajo »de novo«, brez predhodnih dokazov o bolezni, med tem ko se
sekundarni glioblastomi razvijejo iz tumorjev Il in 11l stopnje po WHO, najverjetneje z
akomulacijo genetskih sprememeb. Obi¢ajno se razvijejo pri mlajsih bolnikih, 5-10 let po
odstranitvi prvotnega tumorja in predstavljajo manj kot 5% vseh glioblastomov (Maher in
sod., 2001; Ohgaki in Kleihues, 2007). Povprecna starost ob odkritju je 62 let, incidenca
glioblastoma pa s starostjo narasa (Magdi¢ in Sinkovi¢, 2003). Bolniki s to obliko
gliomov prezivijo do 15 mesecev (Hoelzniger in sod., 2007).

Genetske spremembe, ki spremljajo nastanek primarnih glioblastomov vkljucujejo
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 splo$no) je znacilno izrazito poviSano izrazanje EGFR (Ichimura in sod.,
1998; Von Deimling, 2000). EGFR je transmembranski protein (receptor), ki vsebuje
zunajceliéni del, ki predstavlja vezavno mesto za vezavo rastnih faktorjev kot sta
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epidermalni rastni faktor EGF (angl. epidermal growth factor) in tranformirajo¢i rastni
faktor o TGFa (angl. transforming growth factor alpha). Drugi, znotrajcelicni del EGFR
ima tirozin kinazno aktivnost. Vezava liganda na EGFR povzroci dimerizacijo receptorjev,
povezeta se lahko bodisi dva EGFR ali en EGFR in kateri drugi receptor iz druzine
ERBBR. Dimerizacija povzro¢i tirozin kinazno aktivnost v znotrajcelicnem delu EGFR ter
avtofosforilacijo proteina. Temu sledi iniciacija kaskadnih reakcij katerih posledica so:
zmanj$ana apoptoza, povecana invazivnost in metastaziranje, povecana angiogeneza in
povecana celi¢na proliferacija. EGFR lahko mutira tako, da je tirozinska kinaza stalno
aktivna ali pa mutirajo geni za rastne faktorje, kar povzro¢i vi§jo 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 Se dva gena, ki naj bi imela najvecji nadzor nad razvojem
glioblastomov. To sta gena C/EBP in Stat3, ki delujeta skupaj in kot transkripcijska
faktorja aktivirata Se stotine drugih genov za transformacijo mozganske celice v zelo
agresivno in migratorno tumorsko celico. Gena reprogramirata zivéne mati¢ne 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. Tar¢no usmerjeno
zdravljenje s supresijo obeh dveh genov hkrati bi bil lahko v kombinaciji z razli¢nimi
zdravili zelo ucinkovit terapevtski pristop pri zdravljenju teh bolnikov (Paddock, 2009).

2.4.2 Invazivnost glioblastomov

Celi¢na invazija je na sploSno pomemben dogodek v progresivni, nekontrolirani
proliferaciji celic, prav tako pa je to tudi pomemben proces na specifi¢nih stopnjah
embriogeneze in razvoja osebka (Tysnes in Mahesparan, 2001). Infiltracija
glioblastomskih celic iz glavne tumorske mase v okoli§ko mozganovino poteka kot
invazija posami¢nih tumorskih celic, pri ¢emer pa prihaja do le minimalnih poskodb
obstojecih struktur mozganskega tkiva. Invazija je vecfazen proces, nanjo pa vplivajo
avtokrini in parakrini dejavniki, zunajcelicni matriks, medcelicne interakcije, ter celice
tumorske strome (Giese in Westphal, 1996). Sirjenje in invazivna rast glioblastomov nista
tudi nujno povezana s stopnjo malignosti (Schiffer in sod., 1998).
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Invazijo verjetno sprozijo signali, Ki SO povezani z razvojem zakisanega, hipoksi¢nega
okolja v tumorju. Do tega pride ko tumor preseze velikost, ki omogoca normalno oskrbo
celic v notranjosti s kKisikom in hranili ter odstranjevanje metabolnih produktov. Najbolje
proucen signal, ki sprozi povisanje izrazanja genov povezanih z invazijo, kot so proteaze in
TGFa, je HIF-1 (angl. hypoxia inducible factor-1). Nadalnje vzdrZevanje invazije pa je
potem odvisno od tumorskih avtokrinih in parakrinih signalov, ki jih izlo¢ajo tako
tumorske kot tudi okoliske celice (Hoelzinger in sod., 2007; Kaur in sod., 2005). Signali,
ki sprozijo invazijo, hkrati doloc¢ijo tudi njeno zacetno smer. Delujejo kot kemorepelent, ki
celice usmeri stran od slabih, hipoksi¢nih pogojev za Zivljenje. Ko pa celice zapustijo
tumorsko maso pridejo v okolju, kjer z normalno koncentracijo kisika (Werbowetski in
sod., 2004). Ko vdirajo¢e glioblastomske celice pre¢kajo mozganski parenhim, nanje
vplivajo zunajceli¢ni signali, ki usmerjajo invazijo, podobno kot se to dogaja pri migraciji
zivénih prekurzorskih celic tekom nevralnega razvoja. Nadaljevanje invazije in njena smer
sta sedaj odvisni tako od interakcij in faktorjev, ki jih posredujejo okoliske ne-tumorske
celice in zunajceli¢ni matriks, kot tudi od avtokrinih zank, ki jih ustvarjajo vdirajoce celice
same (Hoelzinger in sod., 2007, 2008).

smer invazije 1. oblikovanje

invadopodijev

4. kontrakcija in premik
celitne mase

2. vzpostavitev
kontaktov z matriksom

e~
\ AN

3. proteolitska
razgradnja matriksa

5. prekinitev starih povezav

Slika 4: Proces invazije po stopnjah. Na napredujoem koncu celice se oblikujejo invadopodiji (1), ki
vzpostavijo kontakt z zunajcelicnim matriksom (2). Sledi usmerjeno razgrajevanje matriksa (3), s ¢imer se
ustvari prostor za premik glavne celicne mase (4). Ob tem celica na svojem zadnjem koncu Se prekine
povezave z okoliSkimi celicami in matriksom (5) (Gole, 2009).
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Med invazijo tumorskih celic prihaja do sprememb v adheziji celic, proteoliticne
razgradnje zunajceliCnega matriksa in migracije, za kar pa so potrebne tudi strukturne
spremembe zunajcelicnega matriksa (Tysnes in Mahesparan, 2001). Na celi¢cnem nivoju je
invazija posamicnih celic vecstopenjski proces (Slika 4). Pricne se z oblikovanjem
invadopodijev na napredujo¢em koncu celic, kjer filamenti citoskeleta potisnejo celi¢no
membrano naprej. Sledi vzpostavitev kontaktov med napredujoco celicno membrano in
okoliskim zunajceliénim matriksom s pomocjo integrinov in adhezija celice na novo
mesto. Vzpostavitev kontaktov z zunajceli¢nim matriksom sprozi signalne poti, ki na
mesto napredovanja privlaéijo povrSinske proteaze, ki nato v proteolitski kaskadi
usmerjeno razgradijo zunajcelicni matriks ter naredijo prostor za celico. Take proteoliticne
modifikacije komponent zunajceliénega matriksa, kot sta laminin in fibronektin Se
pospesijo Sirjenje tumorskih celic. S kontrakcijo zadnjega dela se naprej premakne Se
glavnina celi¢ne mase, ki mora ob tem na svojem zadnjem delu Se prekiniti povezave z
ostalimi celicam in okoliskim matriksom. S ponavljanjem cikla prekinjanja starih,
vzpostavljanja novih povezav in razgradnje zunajceliCnega matriksa se celica pocasi
premika v smeri invazije. Hitrost procesa je pogojena z mo¢jo interakcij vdirajoce celice z
drugimi celicami v tkivu, ki invazijo upoc¢asnjujejo, in njeno Sposobnostjo vzpostavljanja
povezav z okolisSkim matriksom, kar proces pospesuje. Izguba medceli¢nih povezav in
velika sposobnost interakcij z zunajcelicnim matriksom se tako odrazita v visoki
invazivnosti, znacilni za glioblastome (Bellail in sod., 2004, cit. po Gole, 2009; Sahali,
2005, cit. po Gole, 2009; Hegediis in sod., 2006, cit. po Gole, 2009; Strojnik in sod., 2005).

Zunajceli¢ni matriks prostorninsko predstavlja le 20% mozganovine. Glavne sestavine
normalnega zunajceliCnega matriksa mozganov 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 preferen¢no sledijo
anatomskim strukturam kot so mielinizirani aksoni, bazalna lamina zil in subependima, pri
¢emer pa ne vdirajo v lumen zil (Maher in sod., 2001; Bellail in sod., 2004; Hoelzinger in
sod., 2007). Zunajceli¢ni matriks, ki obdaja prostor okrog zil predstavlja vecino
zunajcelicnega matriksa v mozganih odrasle osebe. Zaradi svoje drugacne sestave
zunajceliéni matriks, ki se nahaja okrog teh struktur omogoca laZjo invazijo tumorskih
celic. VeCinoma ga sestavljajo kolageni tipa IV in V, fibronektin, laminin, vitronektin,
heparin-supat proteoglikani in glikozaminoglikani (Rao, 2003). Poleg tega tumorske celice
aktivno spreminjajo sestavo zunajceli¢nega matriksa. Tumorski matriks, ki s tem nastaja, je
dobro prehoden za glioblastomske celice. Ve¢inoma gre za odebelitve in rahljanje bazalnih
lamin Zilja, tudi na novo nastajajoCe tumorske mikrovaskulature. S tem se povecata tako
skupna prostornina matriksa kot prostornina praznega prostora v njem. S kemijskega
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staliS¢a so v tumorskem matriksu poviSane vsebnosti laminina, fibronektina in kolagenov
(Giese in Westphal, 1996; Zamecnik 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 privlacijo, da sodelujejo v tumorskih procesih. Pri
bolj invazivnih glioblastomih s slabSo prognozo prezivetja je na primer opaziti visje
izrazanje genov, ki sodelujejo pri migraciji makrofagov na mesto. Makrofagi v gliomih in
tudi drugih tumorjih spodbujajo invazijo preko vrste citokinov, ki posredujejo povisano
produkcijo proteaz, potrebnih za razgradnjo zunajceli¢nega matriksa (Mueller in Fusenig,
2004; Sameni in sod., 2003; Pollard, 2004; Liang in sod., 2005).

Studije kaZejo, da sposobnost tumorskih celic za razgradnjo zunajceliénega matriksa z
izlo¢anjem proteoliznih encimov korelira z njihovo invazivnostjo. Za veéino primarnih
mozganskih tumorjev se sklepa, da njihova invazija vsaj delno poteka s pomocjo proteaz-
serinskih, cisteinskih in metaloproteaz, ki se prehajajo skozi tkivno pregrado, vezivno
tkivo, spodbudijo prestrukturiranje zil in unicijo normalno mozgansko tkivo. Ker so
imunohistoloSke analize pokazale prisotnost kolagena, fibronektina, laminina in kolagena
tipa 1V na meji med zdravim mozganskim tkivom in gliomskimi celicami (Rao, 2003),
lahko proteaze, ki te komponente zunajceliCnega matriksa razgrajujejo povezemo z
invazivnostjo tumorskih celic.

Slika 5: Multiformni glioblastom (Christaras, 2006). Rumene puscice prikazujejo invazijo tumorskih celic iz
glavne tumorske mase v okolisko mozganovino.
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2.5 PROTEAZE

Proteaze, proteinaze oz. peptidaze, so encimi, ki Kkatalizirajo razgradnjo beljakovin v
manjSe peptide oz. popolno razgradnjo do aminokislinskih preostankov. Proteaze so
razvrscene v posamezne razrede in klane. Glede na katalitski mehanizem delimo proteaze
na vec razredov — serinske, aspartatne, cisteinske proteaze, matriksne metaloproteaze
(MMP) in druge (Puente in sod., 2003, cit. po VVozelj 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 cloveske
cisteinske proteaze so katepsini, ki se v aktivirani obliki najpogosteje nahajajo v lizosomih.
Pri cisteinskih proteazah poznamo 16 razli¢nih druzin. Cisteinski katepsini spadajo v klan
CA (Turk in sod., 2001). V razred cisteinskih proteaz spadajo katepsini B, C, F, H, K, L,0,
SV, W in X (Premzl in sod. 2003). Najbolj splosna vloga cisteinskih katepsinov je
lizosomska razgradnja proteinov kot del celiénega reciklaznega sistema. To se odraza tudi
v vsenavzoCi prisotnosti cisteinskih katepsinov v telesnih tkivih. Vecina cisteinskih
katepsinov ima tudi zelo specifi¢ne vloge in nekateri temu primerno razporeditev zgolj v
dolocenih tkivih oz. organih, prisotni pa so lahko tudi v drugih celi¢nih razdelkih in ne le v
lizosomih (Victor in Sloane, 2007; Vasiljeva in Turk, 2008).

2.5.1 Delovanje proteaz

Proteaze so selektivno delujoce, kajti posamezna proteaza razgradi polipeptidno verigo
glede na specificno zaporedje aminokislin in pod dolo¢enimi pogoji okolja. Proteaze
omogocajo znotrajceli¢no in zunajceli¢no razgradnjo proteinov, regulirajo aktivacijo pro-
encimov in pro-hormonov, sodelujejo pri predstavitvi antigenov, preoblikovanju kostnega
tkiva, razgradnji in preoblikovanju zunajceliénega matriksa, sodelujejo pri procesu razvoja
embria, pri ovulaciji, zdravljenju ran, migraciji monocitov, kaskadi strjevanja Kkrvi,
imunskem odzivu in pri procesu programirane celicne smrti ali apoptoze. Poveéano
delovanje proteaz so dokazali pri Stevilnih tumorjih, vklju¢no pri raku dojk, plju¢nem raku,
mozganskih tumorjih, raku ¢revesja, 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 povzrocijo remisijo maligne bolezni (apoptoza
tumorskih celic, protitumorski imunski odziv). V medicini predstavljajo proteaze zaradi
njihove regulatorne vloge ter udeleZenosti pri patoloskih procesih potencialne tarce za
terapijo. Hkrati pa kaZejo proteaze velik potencial kot diagnosti¢ni in/ali prognosticni
dejavniki pri rakavih obolenjih. (Rawling in sod., 2002, cit. po Vozelj in sod.; Mignatti in
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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 Kkaterih pride do
(pre)visokega izrazanja cisteinskih katepsinov v tumorskih tkivih ve¢ in se razlikujejo tako
med razli¢nimi katepsini kot med razlicnimi vrstami raka. PomnoZen je lahko gen za
katepsin B, poviSano izrazanje nekaterih katepsinov pa je lahko posledica epigenetske
regulacije z metilacijo dela promotorja. Alternativni promotorji in povezovanje vodijo v
razliCice transkriptov katepsinov B in L, ki se razlikujejo po u€inkovitosti prepisovanja in
stabilnosti transkriptov.

Katepsini se sintetizirajo kot neaktivni prepro-proteini z N-terminalnim propeptidom, Ki
zakriva aktivno mesto in tako preprecuje 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 mosticki.
Pro-encimi se potem z drugimi proteazami ali proteoliti¢no aktivirajo v poznem endosomu
ali lizosomu (Kirschke in sod., 1995). Navadno se katepsini nahajajo v lizosomih, pod
dolo¢enimi pogoji pa se lahko tudi izloCajo iz celice v prekurzorski in/ali aktivni obliki
(Cavallo-Medved in Sloane, 2003).

Aktivnost cisteinskih katepsinov je regulirana na vseh ravneh njihove biosinteze. Ta
vkljuCuje transkripcijo, posttraslacijske modifikacije in potovanje v lizosome. V koncnem
je aktivnost regulirana tudi z njihovimi endogenimi inhibitorji, med katerimi so najbolj
poznani stefini, cistatini, tiropini in inhibitor proteaz a2-makroglobulin (Premzl in sod.,
2003; Gole, 2009). Lizosomalni katepsinini se aktivirajo z nizkim pH, ki oslabi povezavo
med pro-peptidom in kataliticni delom molekule. Aktivacija in procesiranje katepsinov
lahko poteka znotraj celi¢no (v lizosomih), na plazemski membrani ali zunajceli¢no. Kadar
se izlocajo kot pro-peptidi se lahko z endocitozo vklju€ijo nazaj v isto celico ali pa jih
vkljuci sosednja, stromalna celica. Tako se lahko npr. katepsin B aktivira pri nizkem pH

znotraj celice, nato pa se zunajceli¢no, pri fiziolosSkem pH pritrdi na velik proteinski
substrat (Laurent in sod., 1998; Frosch in sod., 1999).

Cisteinski katepsini so vkljuéeni v procese kot so proteinsko procesiranje, reprodukcija,
MHC-I11 antigenska predstavitev, resorpcija kosti, apoptoza, diferenciacija keratinocitov.
Hkrati sodelujejo v patoloskih procesih kot so vnetje, nevrodegeneracija, ateroskleroza,
artritis, pankreatitis, itn. Imajo tudi pomembne funkcije povezane z razvojem in
napredovanjem rakavih obolenj. V programirani celicni smrti- apoptozi imajo cisteinski
katepsini dvojno vlogo. Po eni strani aktivno sodelujejo v procesu apoptoze, po drugi strani
pa imajo zas¢itno vlogo pred indukcijo apoptoze. Katepsin B deluje pro-apoptotsko, vioga
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katepsina L pa je obratna, saj sta njegovo poviSano izrazanje in aktivnost povezana z
povisano odpornostjo na indukcijo apoptoze. PoviSano izrazanje 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 zunajceli¢nega matriksa je kljucen proces, ki skupaj s proteolizno prekinitvijo
povezav celic z matriksom in drugimi celicami omogoca 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
zunajcelicnega 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 kaze moc¢no 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, Kkatepsini in
cistatini oz. stefini,), pri tumorskih celicah pa je to ravnotezje poruseno. Mozne 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 sploSno sprejetem konceptu proces proteoliticne kaskade, ki se
lahko za¢ne 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 Sirok spekter specifiénosti, med drugim je sposoben aktivirati
razlicne MMP, to¢neje MMP-2, MMP-9 in MMP-3, te pa so sposobne obsirne razgradnje
kolagena in drugih proteinov bazalne lamine (Slika 5). V kaskado, ki lahko poteka tako
znotraj kot tudi zunajceli¢no, so lahko vkljuceni $e drugi proteini (Schmitt in sod., 1992;
Levicar 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
vkljuCuje v razgradnjo zunajcelicnega matriksa (Vozelj in sod., 2007). Prihaja tudi do
redundance- posamezne proteaze imajo ve¢ razlicnih vlog in ve¢ razli¢nih proteaz enake
vloge. Z razgradnjo zunajceli¢nega matriksa se sproScajo tudi rastni faktorji, ki preko
receptorjev na celiéni povrSini povratno vplivajo na transkripcijo proteaz v tumorskih
celicah in celicah tumorske strome. Hipoteti¢no bi lahko zgolj z inhibicijo zaCetka kaskade
-katepsina B- popolnoma iznicili celotno kaskado, vendar to v praksi zaradi redundance v
kaskadi ni izvedljivo (Koblinski in sod., 2000; Levi¢ar in sod., 2003; Lah in sod., 2006).
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Slika 6: Aktivacija proteaz v procesu razgradnje zunajceliénega matriksa (Schmitt in sod., 1992, cit. po

Vozelj in sod., 2007)

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

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

poleg fizi¢nega zagotavljanja prostora za rast zil omogoca sproscanje angiogenih faktorjev,

ki proces omogocajo, 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. Mocan dodaten
vir so tudi celice tumorske strome, predvsem fibroblasti in celice imunskega odziva
(Koblinski in sod., 2000; Levi¢ar in sod., 2003a; Lah in sod., 2006; Mohamed in Sloane,
2006).

Pozitivno korelacijo med izrazanjem 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). IzraZanje katepsina B ima pri gliomih tudi napovedno
vrednost, in sicer njegovo visje izrazanje pomeni krajSe prezivetje 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
mozno zmanjsati tako s sinteti¢nimi inhibitorji aktivnosti katepsina B, kot z zmanjSanjem
njegove mMRNA ravni s tehnologijo protismiselne RNA ali utiSanjem gena za katepsin B.
Slednji genski tehnologiji sta se izkazali za u¢inkovitejsi, v kolikor je bila poleg katepsina
B tar¢a Se druga proteaza- MMP9 ali uPA, kar potrjuje, da je katepsin B zgolj del
medsebojno odvisnega proteoliznega sistema celic. Funkcionalne in vitro poskuse
dopolnjujejo Se in vivo podatki o histoloski 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 kasnejSe raziskave
so pokazale celo, da je katepsina B na tumorskih robovih lahko ve¢ kot v notranjosti
tumorja. Sodelovanje v invaziji tumorskih celic pa ni edina vloga katepsina B v gliomih.
ZmanjSanje njegovega izrazanja na mRNA ravni, ter s tem posledicno zmanjSanje njegove
aktivnosti, namre¢ pomeni tudi manj tumorske angiogeneze in pocasnejSo 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).

Izrazanje in aktivnost katepsina L se ujema s povisano malignostjo glioma. Ceprav je
koncentracija katepsina L v gliomih nizja od koncentracije katepsina B, je njegovo
izraZanje statisticno znaéilno vi§je v malignih gliomih kot v benignih (Strojnik in sod.,
2005). Glede vloge katepsina L v invaziji gliomskih celic si rezultati razliénih $tudij
nasprotujejo. Z inhibicijo aktivnosti katepsina L so Sivaparvathi in sod. (1996) znizali in
vitro invazivnost glioblastomskih celic, tako kot tudi Levicar 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 specifi¢nih inhibitorjev in strategijami
utiSanja pokazali, da je v invazivnost glioblastomskih celic vklju¢en samo katepsin B, ne
pa tudi katepsin L. Katepsin L za razliko od katepsina B tudi nima napovedne vrednosti
glede dobe prezivetja bolnikov (Strojnik in sod., 2005). So pa tako Levicar in sod. (2003)
kot Zajc in sod. (2006) pokazali, da povisano izrazanje katepsina L §¢iti 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 povisano izraZzanje na mRNA ravni v gliomskih celicah pa je moZno inducirati z
angiogenim faktorjem VEGF (Keerthivasan in sod., 2007).

2.6 ZDRAVLIENJE GLIOBLASTOMOV

V Cvrstih tumorjih tako najdemo celo vrsto razlicnih celic: maligne, z razli¢nimi
mutacijami, imunske celice, fibroblaste in endotelne celice, ki tvorijo zilje tumorja. Ta
kompleksnost omogo¢a usmerjeno zdravljenje raka, ki cilja razlicne taréne celice v
tumorju. Vecina obstojeCih nacinov zdravljenja je usmerjena proti tumorskim celicam, kar
pa je zahtevna naloga. Za uspeSno zdravljenje so pomembne samo tiste, ki so sposobne
celiéne delitve. Takih klonogenih ali mati¢nih tumorskih celic je lahko v tumorju do 20%.
Za ozdravitev je potrebno odstraniti vse do zadnje, da ne bi priSlo do ponovne izrasti
tumorja (SerSa, 2009). Eden glavnih vzrokov za neuspeSnost zdravljenja glioblastomov je
v njihovi infiltrativni naravi. Invazija posami¢nih tumorskih celic v zdravo mozganovino
onemogoca popolno kirursko odstranitev tumorja, dodatno pa so te celice Se zelo odporne
na kemo- in radio-terapijo, saj imajo povi$ano raven izrazanja proti-apoptotskih genov oz.
znizano raven pro-apoptotskih (Gole, 2009).

Zdravljenje glioblastomov je mozno s kirur§kim 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 mozZnosti nadaljnjega
zdravljenja zelo omejene; primerni sta le paliativna radioterapija in kemoterapija. Ob
napredovanju bolezni so pri¢akovani uc¢inki zdravljenja slabsi kot ob prvem zdravljenju,
slabsi je odgovor na zdravljenje in krajSe je pri¢akovano srednje preZivetje (Vredenburgh
in sod., 2007). Ker je bolezen neozdravljiva, ima poleg podaljSanja zZivljenja klju¢ni pomen
obdobje brez napredovanja bolezni. Ena izmed novih tar¢ za zdravljenja (angiogeneza) je
zelo pomembna tudi pri glioblastomih, saj so to zelo oZziljeni tumorji. BoljSe poznavanje
molekularne patogeneze je vodilo v razvoj tarnega zdravljenja. Primer taksSnega
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zdravljenja je uporaba monoklonskih protiteles (npr. Bevacizumab), ki zmanjSajo
angiogenezo (Ocvirk, 2009).

Ena od moznosti zdravljenja pa je tudi genska terapija, ki je specifi¢na vrsta zdravljenja
raka. Osnovni princip genske terapije je z vnosom specificnega gena v celice selektivno
vplivati na tumorske celice. Z vnosom terapevtskega gena v tar¢no tkivo se inducira
ekspresijo tumor supresorskih genov, utisa ekspresijo dominantnih onkogenov, spodbudi
imunski odziv oz. sprozi imunogenost tarénega tkiva, aktivira encime za nastanek
citotoksi¢nih produktov, deluje antiangiogeno ali onkoliticno (Pecorino in sod., 2008;
Tannock in Hill., 2007; Strukelj in Kos, 2007; Kosmodel in Spitz., 2003; Cemzar in Sersa,
2007) . Med terapevtske gene, ki so se izkazali za zelo ucCinkovite v predklini¢nih
raziskavah in so presli v kliniéne raziskave, sodijo: tumor supresorski gen p53, anti-sense
oligonukleotidi in siRNA-molekule, ki s specifi¢no vezavo na taréno mRNA onkogena
inhibirajo njegovo ekspresijo (npr. Her-2/neu, cyclin-E, c-myc), geni za interlevkine (I1L-2,
IL-4, IL-12), HLA-B7 in MHC, ki stimulirajo protirakavi imunski odgovor, gen timidin
kinaze virusa Herpes simplex, Ki v tar¢nih celicah aktivira sistemsko vnesen ganciklovir
(GCV), aktiven GCV pa vpliva na inhibicijo sinteze DNA v dele¢ih se celicah ter
najpogosteje Studirana onkoliti¢ni adenovirus ONYX-015 in virus Herpes simplex G207,
Ki z delitvami samo v tumorskih celicah povzrocita lizo celic, stimulirata imunski odziv na
tumorske celice ali med delitvijo sprozita nastanek toksi¢nih produktov (Palmer in sod.,
2006). Na ta nacin lahko lokalno v tumorju vplivamo na rast tumorskih celic, lahko pa
delujemo tudi sistemsko v primeru, ko z gensko terapijo vnasamo v miSico ali koZo gene,
ki izlo¢ajo imunostimulatorne molekule s protitumorskim delovanjem (Sersa, 2009).

2.6.1 Uporaba MMC pri zdravljenju glioblastomov

Ker MMC dokazano migrirajo na mesta poskodb 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 dosezejo tudi tumorske
celice, ki so iz glavne tumorske mase vdrle v okolisko tkivo, poleg tega pa imajo Se
inhibitorne efekte na proliferacijo glioma celic (Hamada in sod., 2005). Dokazali so, da
MMC izolirane iz kostnega mozga in vivo ucinkovito potujejo v tumor in gliomske
ksenografte (Aboody in sod., 2000; Nakamizo in sod. 2006). Migracijo MMC k tumorjem
povezujejo s povisanim izrazanje 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 mati¢nih celic v normalnih in patoloskih
razmerah sodelovali Se Stevilni 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 zalost in vitro namnoZene kulture MMC izrazajo precej niZjo stopnjo tropizma
za migracijo v kostni mozeg in poskodovana tkiva, zaradi izgube CXCR4 receptorja. Kljub
vsemu pa se pri 3D gojenju MMC v sferoidih poveca signalizacija SDF-1 (CXCL12), ki
obnovi izrazanje CXCR4 in potencial za migracijo MMC v tumorsko ali poskodovano
tkivo (Potapova in sod., 2008).

Motaln in sod. (2010) so pokazali, da celice GBM U251 ali njihov kondicioniran medij
statisticno znacilno zviSata invazivnost MMC, obratno pa MMC ali njihov kondicioniran
medij statisticno znacilno zniZa invazivnost celic U251. Podobno so Schichor in sod.
(2006) dokazali da VEGF-A, ki ga izloCajo tudi glioblastomske celice povecajo
invazivnost MMC. In vivo je potencial potovanja MMC v poskodovana ali tumorska tkiva
reguliran z adhezijo MMC na endotelij, kar lahko dosezemo s predhodno »obdelavo«
endotelijskih celic s pro-apoptotskimi dejavniki (Potapova in sod., 2009). Migracijo MMC
pa pospesijo Se nekateri drugi angiogeni in vnetni citokini ter rastni faktorji kot so IL-8,
neurotropin-3, TGEp, IL-1B, TNFa, EGF in SDF-1 (Nakamizo in sod, 2006; Ries in sod.,
2007). Mnoge od teh izlo¢ajo tumorji, s ¢imer privla¢ijo MMC (Nakamito in sod., 2006).
In vivo migracijo in/ali invazijo MMC spremljajo S¢ MMP-2, MMP tipa 1, MMP-9 in
njihovi inhibitorji TIMP-1 in TIMP-2, ki jih izlo¢ajo same MMC (Ries in sod., 2007).
Tako bi in vivo proces migracije MMC do poskodovanih tkiv lahko optimizirali s
kontroliranim koncentracijskim gradientom citokinov, ki privla¢ijo MMC na mesto
poskodovanega tkiva, iz kostnega mozga preko perifernega krvnega obtoka. Tak
koncentracijski gradient SDF-1, ki privlati MMC iz kostnega mozga se npr. vzpostavi pri
poskodbi miokarda in vivo (Lee in sod., 2009).

Vsaditev MMC na mesto poSkodbe ni vedno optimalno, vendar obstaja veliko moznosti za
izboljsave. Tako npr. predhodna diferenciacija MMC v hondrocite in vitro ocitno izboljsa
prijetje presadka pri zdravljenju hrustanca (Moioli in sod., 2006). Prijetje presadka celic
lahko izboljSajo tudi dolocene genetske modifikacije ali (istoCasno) 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 klini¢no uporabo MMC bi bila potrebna in vitro namnoZitev teh celic, saj iz kostnega
mozga izoliramo le majhno Stevilo MMC. Zaradi pojava senescence pri in vitro kultivaciji
teh celic, ki po dolo¢enem $tevilu pasaz ustavi njihovo rast in hipotez 0 mozni maligni
tranformaciji MMC bi bilo potrebno MMC pred njihovo uporabo za zdravljenje tumorjev
genetsko spremeniti (Motaln in sod., 2010). Omejeno zivljensko dobo MMC bi lahko
podaljsali 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 kaze endogene telomerazne aktivnosti. V teh celicah tudi izrazanje tumor
supresorskih genov Rb, p21, p53 ni znizano, zaradi ¢esar lahko predvidevamo, da te celice
rastejo normalno (Bocker in sod., 2008). Torej je lentivirusna transdukcija hTERT varen
nacin 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
ucinkovine, ki bi delovale citotoksi€éno na tumorske (mati¢ne) 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 poskodb
mozganskega tkiva (npr. pri mozganskem infarktu), kot tudi malignih moZganskih
neoplazm (Hamada in sod., 2005).

Kljub spodbudnim rezultatom raziskav uporabe MMC v celi¢ni terapij pa moramo biti pri
njihovi uporabi zelo previdni. Po eni strani MMC zmanjSajo proliferacijo ter invazijo
gliomskih celic (Motaln in sod., 2010), dokazano pa tudi inhibirajo rast in maligni fenotip
hepatoma z zniZanjem izraZzanja onkogenov (c-myc, jedrni antigen proliferajocih celic
PCNA, survivin in B-katenin) in podaljSajo latentni ¢as tvorbe tumorja (Qiao in sod, 2008).
Vplive MMC z vstavljenimi geni za IL-2, na zmanj$an 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 zalost pa so MMC
tudi mozni 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
Se vseeno mocno razlikujejo v izrazanju proliferacijskih genov, kar je dokaz proti hipotezi,
da so MMC direktni prekurzorji rakavih (mati¢nih) 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, Nem¢ija
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, Nemdija

Bio-Rad protein assay (Bradford reagent)

Bio-Rad Labs, Nem¢ija

destilirana H,O NIB, Slovenija

DEPC H,0O NIB, Slovenija

TRIzol® Gibco, Invitrogen, ZDA
glikogen Sigma, Nem¢ija
kloroform Fluka, Nem¢ija
izopropanol Aldrich, Nem¢ija

etanol Sigma-Aldrich, Nem¢ija
Tris pufer Sigma-Aldrich, Nem¢ija
Brij 35 Sigma-Aldrich, Nem¢ija
ditiotreitol Sigma-Aldrich, Nem¢ija
pepstatin A Sigma-Aldrich, Nem¢ija
EDTA Sigma-Aldrich, Nemdija
parametil sulfonil fluoridn (PMSF) Sigma-Aldrich, Nemdija
NaH,PO, Sigma-Aldrich, Nemdija
Na-acetat Sigma-Aldrich, Nemdija

High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit

Applied Biosystems, ZDA

Human 18S rRNA, VIC-MGB, 20x

Applied Biosystems, ZDA

TagMan 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 Jozef Stefan Institut
CA074 Bachem AG, Svica

se nadaljuje
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nadaljevanje

REAGENT PROIZVAJALEC
E-64c Bachem AG, Svica
Z-FR-AMC Bachem AG, Svica
7-AMC Bachem AG, Svica

Jodoocetna kislina

Sigma-Aldrich, Nem¢ija

3.1.2 Laboratorijska oprema

Preglednica 4: Laboratorijska oprema

LABORATORIJSKA OPREMA

PROIZVAJALEC

Brezprasna komora

Iskra Pio, Slovenija

Centrifuga Tehtnica Zelezniki, Slovenija/ Sigma,
Nemcija
Digestorij Koetterman, Nemdéija

Inkubator (5% CO, atmosfera, 37°C)

Sanyo Electronic, Japonska

Vodna kopel (37°C)

Precision Scientific Inc

Tehtnica Tehtnica Exacta, Slovenija
Stresalnik IKA, Nemcija

Invertni mikroskop Reichert-Jung, ZDA
Pipete (2,10, 20, 100, 200, 1000 uL) 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

GEN:ios spektrofluorometer

Tecan, Austria

ABI Prism 7900 HT Sequence Detection System

Applied Biosystems, ZDA

Spektrofotometer NanoDrop NT-100

Thermo Fisher Scientific, ZDA

Inkubator (37°C)

Kambic¢, Slovenija

Termoblok Kambi¢, Slovenija
pH meter WTW, Nemcija
Biirker-Tiirk-ov hemocitometer Brand, Nemdija
Plastenke s perforiranim zamaskom (T-25, T-75) Corning, ZDA
Plos¢e za gojenje celic (6 vdolbin) Falcon BD, Francija
Centrifugirke (15 mL, 50 mL) Corning, ZDA

Nastavki za pipete

Costar, ZDA/ Biohit, Finska

Eruvete (250 uL, 1,5 mL)

Costar, ZDA

Ploscée za PCR v realnem ¢asu, 384 vdolbin

Applied Biosystems, ZDA

Plosée 96 vdolbin, ¢rna, ravno dno

Costar, ZDA

se nadaljuje
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nadaljevanje

LABORATORIJSKA OPREMA

PROIZVAJALEC

Plosc¢e 96 vdolbin, prozorna, ravno dno Costar, ZDA

Filtri (0,2 um) Corning, Nemcija
Strgala za celice (cell scraper) Corning, ZDA
Brizge (10mL, 20 mL) BD Plastik, Kanada
Plastenke (250 mL) Corning, ZDA

Case

Duran, Schott, Velika Britanija

3.1.3 Gajisca

3.1.3.1 Gojisce za gojenje MMC z 20% FBS (MMC gojisce)

Za 100 ml gojis€a 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 Gojisce za gojenje GBM celic z 10% FBS (GBM gojisce)

Za 100 ml gojisca 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
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3.1.3.3 Poskusno gojisce z 10% FBS (EKS gojisce)

Za 100 ml gojisca 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 gojis¢a so bila pripravljena v asepticnih pogojih, v brezprasni komori. Toplotno
inaktiviran FBS smo vedno filtrirani skozi filter s porami velikosti 0.2 um, da se je
odstranil drobir, ki bi bil lahko toksien za celice. Pred uporabo je bilo gojis¢e vedno
ogreto na 37°C v vodni kopeli. Vsa gojiSc¢a so bila hranjena v hladilniku na 4°C, ne ve¢ 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)
5.0mM EDTA

Tik pred uporabo je potrebno dodati se:

0.5 mM PMSF v acetonu (parametil sulfonil fluorid)
1 uM Pepstatin A v DMSO
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3.1.4.2 Pufer za aktivacijo CatL (pH 5.5)

= (.34 M Na-acetat
= 4mMEDTA

Tik pred uporabo je potrebnododati se:
= 2mMDTT

3.1.4.3 Reakcijski pufer za merjenje aktivnosti CatL in CatB (pH 6.0)

= (0.34 M Na-acetat
» 4mMEDTA
= 0.1 % Brij35

Tik pred uporabo je potrebno dodati se:
= 4AmMDTT

3.1.4.4 Reagenti za PCR v realnem Casu

Preglednica 5: Reagenti za PCR v realnem ¢asu

mRNA 1. ZACETNI 2. ZACETNI SONDA
OLIGONUKLEOTID | OLIGONUKLEOTID
CatL 5-TCA GGA ATA CAG | 5-TCC TGG GCT TAC GGT | 5-CAC TGG TCA TGT
GGA AGG GAA A-3 TTT GA-3 CTC CAA AGG CGT TCA
T-3
CatB 5'-CTC TATG AAT CCC | 5-CCT GTT TGT AGG TCG | 5-CCC TGT GAG CAC
ATG TAG GGT GC-3' GGC TG-3' CAC GTC AAC GG-3
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3.1.5 Celi¢ne linije

V raziskovalnem delu smo uporabljali tri klone humanih mezenhimskih mati¢nih celic
(MMC1, MMC2, MMC4), ki so bili izolirani iz kostnega mozga zdravih darovalcev
(Lonza) in tri razli¢ne glioblastomske celi¢ne linije (U373, U251, U87-MG), izolirane iz
primarnih humanih tumorjev glioblastoma multiforme (ATCC).

Preglednica 6: Podrobnejsi opis MMC

OZNAKA | KATALOSKA ST. | DONOR OPRAVLJENI TESTI

donoriji testirani na viruse (HIV,
HBV, HCV), mikoplazme, bakterije,
kvasovke, glive; 90% celic pozitivnih
na povrsinske antigene CD105,
CD166, CD29, CD44; negativne na
hematopoetske markerje CD14,
CD34, CD45; sposobnost
diferenciacije celic v osteogene,
hondrogene in adipogene linije

moski, 36 let (érna

L TF34
MMC1 onza 7F3458 rasa)

donoriji testirani na viruse (HIV,
HBV, HCV), mikoplazme, bakterije,
kvasovke, glive; 90% celic pozitivnih
na povrsinske antigene CD105,
MMC2 Lonza 6F4393 moski, 19 let CD166, CD29, CD44; negativne na
hematopoetske markerje CD14,
CD34, CD45; sposobnost
diferenciacije celic v osteogene,
hondrogene in adipogene linije

donoriji testirani na viruse (HIV,
HBYV, HCV), mikoplazme, bakterije,
kvasovke, glive; 90% celic pozitivnih
na povrsinske antigene CD105,
CD166, CD29, CD44; negativne na
hematopoetske markerje CD14,
CD34, CD45; sposobnost
diferenciacije celic v osteogene,
hondrogene in adipogene linije

moski, 33 let (érna

MMC4 Lonza 6F4085
rasa)

MMC so rasle v monosloju, pritrjene na podlago in so tvorile podolgovato vretenasto
obliko, podobno fibroblastom. Klona MMC2 in MMC4 sta hitro rasto¢a, klon MMCL1 pa je
pocasi rasto¢ (Motaln in sod., 2010).
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Preglednica 7: Podrobnejsi opis GBM celi¢nih linij

OZNAKA DONOR LASTNOSTI
U373 moski, 61 let izolirane iz humanega tumorja glioblastoma multiforme,
(bela rasa) pleomorfna/ astr00|t0|d_na morfologlja, 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
uB7-MG zenska, 44 let izolirane iz humanega tumorja glioblastoma multiforme,

(bela rasa)

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 celi¢ni liniji v nasi raziskavi kazeta drugacne lastnosti.
Celice U373 in U251, ki so bile uporabljene v nasi raziskavi so bile okarakterizirane z
DNA fingerprinting analizo v laboratoriju Univerze v Bergnu, Norveska (Torsvik in sod.,

2010).
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3.2 SPLOSNI 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 plos¢ah
s 6 vdolbinami, za pridobitev proteinskih vzorcev pa smo celice gojili v plastenkah s
perforiranim zamagkom s povrino 75 cm? (T-75). Vse celice so bile gojene v ustrezno
formuliranem gojiscu, v inkubatorju s 5% CO, 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)

Us7-MG kondicioniran medij celic MMC4 (MMC4 CM)

Vsak poskus je vseboval kontrolo (celice z gojis¢em) 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 pasazo celic, vsak poskus smo tako na RNA, kot tudi na proteinski ravni ponovili
trikrat (tri bioloske ponovitve). Za vsak poskus sta bili izvedeni dve (tehni¢ni) ponovitvi
pri PCR-ju v realnem ¢asu, ELISA testu in testu aktivnosti katepsinov.
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Slika 7: Shema poteka poskusa za dologitev izrazanja MRNA katepsinov B in L v MMC in celicah GBM
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3.3 METODE

3.3.1 Gojenje in vzdrZevanje celi¢nih kultur do nastavitve poskusa

Tako MMC kot GBM celi¢ne linije smo gojili na plos¢ah za gojenje celi¢nih 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 gojis¢u, celi¢ne linije GBM pa v GBM gojis¢u, oboje
v standardnih pogojih gojenja: temperaturi 37°C, 5% CO, atmosferi in >95% relativni
vlaznosti. Gojis¢e smo menjali vsaka 2-3 dni, kulture pa presajali ob 70-75% gostoti celic.
Celicam v plos¢ah s 6 vdolbinami smo vedno dodali 3 mL gojis¢a, celicam v T-75
plastenkah pa 12 mL gojisca.

Za presajanje smo kulturo sprali z 1xPBS ter odlepili od podlage s 0.25% Tripsin-EDTA
reagentom. Tripsin smo nato inaktivirali z dodatkom gojis¢a in ga odstranili s 5 minutnim
centrifugiranjem na 1000 RPM, nastali celi¢ni pelet pa resuspendirali v svezem gojiscu.
Resuspendirane celice sSmo nacepili na novo plosco ali plastenko pri gostoti 5000 celic/cm?
v primeru MMC ali 18000 celic/cm?v primeru celi¢nih linij GBM.

3.3.2 Priprava kondicioniranega medija

Kondicioniran medij je bil pridobljen tako, da smo poskusnho gojis¢ée (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 red¢ili v razmerju 1:1 z eksperimentalnim gojis¢em.

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 gojis¢e, ostale celice pa smo izpostavili kondicioniranemu mediju,
reCenemu z eksperimentalnim gojis¢em v razmerju 1:1, kot je opisano v Preglednici 6.
Poskus (Cas 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 Dolocanje izrazanja 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 institutut za biologijo, z
manjSimi spremembami. Po kon¢anem poskusu smo celicam za izolacijo RNA odstranili
gojisce 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 monofazi¢na raztopina fenola in gvanidin izotiocianata, ki smo jo dodali
direktno na celice. Med homogenizacijo razbije celice in razgradi celiéne komponente,
medtem ko RNA ostane intaktna. Odtajanim vzorcem smo dodali 200 uL kloroforma,
vzorce centrifugirali 15 minut na 12000xg in 4°C in prenesli zgornjo brezbarvno, vodno
fazo z RNA v Cisto epruveto, s ¢imer smo lo¢ili organsko fazo od vodne v kateri se nahaja
celokupna RNA. Nato smo dodali glikogen v kon¢ni koncentraciji 2 mg/mL, ki precipitira
skupaj z RNA in omogo¢i lazjo izolacijo. Po dodatku 500 pL izopropanola Smo vzorce s
precipitirano RNA inkubirali na —20°C za 2 uri. Nato smo vzorce RNA cetrifugirali 20
minut na 12000xg, pri 4°C in odstranili supernatant. Z dodatkom 1mL 75% etanola,
ponovnim centrifugiranjem 5-10 minut na 7500xg in 4°C smo RNA Se dodatno ocistili
necisto¢. Na koncu smo etanol, odstranili in pelet RNA posusli na zraku. Izolirano in
oc¢iséeno RNA smo raztopili v 30 uL vode brez RNAz in DNAz (DEPC H,0). 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

Koli¢ino RNA v pobranem vzorcu smo dolo¢ili s spektrofotometrom NanoDrop NT-1000,
Ki uporablja tehnologijo mikrovolumske spektrofotometrije. Spektrofotometer NanoDrop
NT-1000 na osnovi absorbance pri 260 nm avtomatsko izratuna vsebnost RNA. Z
razmerjem absorbanc pri 260 nm in 280 nm dolo¢i onesnazenost RNA s proteini, z
razmerjem absorbanc pri 260 nm in 230 nm pa dolo¢i onesnazenost RNA z organskimi
topili; ¢e je razmerje v obmocju od 1.8 do 2.0, je Cistost RNA visoka. Pri tem porabimo
minimalno koli¢ino vzorca (1.0 pL)
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3.3.4.3 Povratni prepis RNA v cDNA- reverzna transkripsija

Po 1.0 ug RNA iz vsakega vzorca smo povratno prepisali v cDNA z uporabo kompleta
High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, po navodilih proizvajalca. Komplet
vsebuje naklju¢ne zacetne oligonukleotide, ki povezejo 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 §¢ RNAzni inhibitor in RT pufer. 50
puL reakcijska meSanica je tako vsebovala 25 uLL RNA raztopljene v DEPC H70 in 25 puL
RT miksa (5 pL 10x RT pufara; 2 pL 25x dNTP; 5 pL 10x naklju¢nih zacetnih
oligonukleotidov; 2.5 n. RNAznega inhibitorja; 2.5 pL encima reverzna transkriptaza; 8
uL DEPC H;0). 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 Casu

3.3.4.4.1 Princip metode TagMan

Kvantitativna verizna reakcija z DNA polimerazo (QPCR) v realnem Casu omogoca
doloCanje relativne koli¢ine tarcne mRNA v vzorcu, s ¢imer merimo izrazanje genov na
ravni transkripcije. V principu gre za verizno reakcijo z DNA polimerazo, ki cikli¢no
prepisuje cDNA v vzorcu. Specifi¢nost reakcije za doloCen gen zagotavlja par zacetnih
oligonukleotidov, ki se prilega specificnima mestoma v tem genu, polimeraza pa
pomnozuje (prepisuje) zaporedje MRNA med tema dvema oligonukleotidoma. Da
zagotovimo pomnozevanje zgolj mRNA, ne pa tudi genomske DNA, je eden od zacetnih
zaporedja v genomski DNA so namre¢ loCena z introni, ki jih v mRNA ni, zato se zaCetni
oligonukleotid ne prilega na genomsko DNA in se ta ne more podvajati v PCR reakciji.

Pri TagMan metodi dodamo reakciji Se dodatno komponento- sondo, ki se veze na del
nukleotidnega zaporedja med obema zacetnima oligonukleotidoma. Sonda ima na svojem
5' koncu vezano fluorescentno barvilo (angl. reporter), na svojem 3' koncu pa zaviralec
signala (angl. quencher), ki pobira svetlobo sevajoco 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. Koli¢ina izsevane
svetlobe je sorazmerna koli¢ini PCR produkta, ki nastane v vsakem ciklu. Stevilo ciklov v
katerem jakost signala doseze dolocen prag zaznavanja (Ct vrednost) je sorazmerno
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koli¢ini tar¢ne ¢cDNA na zadetku in hkrati merilo za relativno koli¢ino taréne mRNA v
VZOrcCU.

3.3.4.4.2 Potek metode PCR v realnem ¢asu

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 pug RNA, dodali Se
univerzalno meSanico za PCR- TagMan Universal PCR Master Mix, zaletna
oligonukleotida in sondo oznaceno s 5-FAM (fluorescentno barvilo) 3-TAMRA
(zaviralec). Za gene CatB, CatL, smo uporabili zacetne 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 izrazanja genov smo
uporabili humano 18S rRNA. Taksna normalizacija prepre¢i napako zaradi morebitne
razlicne vsebnosti cDNA v zacetnem vzorcu. Reakcije smo pripravili tako, da smo taréni
gen in notranjo kontrolo zaznavali v isti jamici, za vsak vzorec pa smo pripravili duplikat
reakcij. V vsako jamico smo dodali po 1 pL vzorca in 9 pL reakcijske meSanice.
Reakcijska zmes za en vzorec je tako vsebovala: 5 uL. Master Mixa; 0.5 uL sonde za gen;
0.5 uL sode za interni standard; 0.2 uL 1. zacetnega oligonukleotida (angl. F primer); 0.2
uL 2. zafetnega oligonukleotida (angl. R primer) in 2.6 uL DEPC H,0O. Reakcija je
potekala po slede¢em programu: 2 min pri temperaturi 50°C, 10 min pri 95°C (aktivacija
DNA polimeraze), 40x ponovitev 15 s pri 95°C (denaturacija), 1 min 60°C (prileganje
zacetnih oligonukleotidov, podvajanje cDNA).

3.3.4.4.3 Racunanje izrazanja mRNA v vzorcu z metodo 2724¢

Relativno izraZanje genov smo izradunali z metodo 2724, ki poda izraZanje gena relativno
glede na kontrolo. Izracun temelji na razlikah v Ct vrednostih vzorca ter kontrole, ki so
poseldica razlicne vsebnosti specifi¢ne (tarcne) cDNA.

Najprej za vsak vzorec izraCunamo ACt tretiranega vzorca (ACt = Ctireni gen — Clnotranja
kontrola), ter ACt kontrolnega vzorca (ACt = Ctireni gen — Clhotrana kontrola), Nato pa AACt = ACt
tretiranega vzorca — ACt kontrolnega vzorca. Nato izraunamo e vrednosti 22", Ce so te
vrednosti ve¢je od 1.0 pomenijo visje izrazanje, ¢e pa so manj$e od 1.0 pa niZje izrazanje
tarénega gena V tretiranem vzorcu, kot je izrazanje tarnega gena v kontrolnem vzorcu. 2°
A4% Jahko neposredno primerjamo med razliénimi merjenimi vzorci.
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3.3.5 Dolocanje 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 institutut za biologijo.

3.3.5.1 Izolacija proteinov

Celice, ki so bile namenjene za izolacijo proteinov smo vzor¢ili pri temperaturi 4°C, da bi
preprecili 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 pomo¢jo
strgala za celice. VVzorce smo prenesli v ohlajene centrifugirke in jih hranili na ledu do
centrifugiranja, v plastenko pa smo Se enkrat dodali 6 mL ledeno mrzlega PBS in postrgali
Se 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 $e zmrznjene celi¢ne pelete resuspendirali v 100 do 200 pL
mrzlega homogenizacijskega pufra (50 mM Tris pH 6.9; 0.05% Brij 35; 0.5 mM DTT; 5
mM EDTA; s sveze dodanima inhibitorjema 0.5 mM PMSF in 10 uM pepstatin A).
Celi¢ne 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 celi¢nih 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. 5x
razredCenemu proteinskemu vzorcu smo dodali reagent 5x red¢en 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 red¢itvami BSA izracunali vsebnost proteinov v vzorcih.
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3.3.5.3 ELISA

3.3.5.3.1 Princip metode ELISA

Osnova sendvic testa ELISA so imobilizirana lovilna protitelesa na katera se vezejo tarcni
proteini. VV drugi stopnji smo dodali detekcijska protitelesa konjugirana s hrenovo
peroksidazo, tako da je nastalo »sendvic¢« lovilno protitelo — tar¢ni protein — detekcijsko
protitelo-peroksidaza. Na koncu smo dodali se detekcijski substrat, ki ga peroksidaza
razgradi, s ¢imer smo dobili barvno reakcijo katere intenzivnost je linearno sorazmerna s
koli¢ino tar€nega proteina v vzorcu v dolo¢enem koncentracijskem obmocju.
Koncentracijo tar¢nega proteina smo dolocili na podlagi umeritvene krivulje iz
rekombinantnih proteinov, ki so prilozeni 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 manjSimi
spremembami.

3.3.5.3.2 Potek testa ELISA

Uporabili smo sendvic teste ELISA za ¢loveska CatB in CatL. Celi¢ne lizate smo razredcili
do ustrezne, prej optimizirane koncentracije celokupnih proteinov v vzorcu. Koli¢ine
proteina za posamezen katepsin in posamezne celice so povzeti v Preglednici 9. Lovilna in
detekcijska protitelesa pa so navedena v Preglednici 10.

Preglednica 9: Koli¢ine celokupnih proteinov uporabljenih pri testu ELISA za posamezen katepsin

CELICE | CatB CatL

MMC1 10 pg skup. proteina/ mL 60 pg skup. proteina/ mL
MMC2 5 ug skup. proteina/ mL 60 pg skup. proteina/ mL
MMC4 10 pg skup. proteina/ mL 80 ug skup. proteina/ mL
U373 10 pg skup. proteina/ mL 60 pg skup. proteina/ mL
U251 5 ug skup. proteina/ mL 60 pg skup. proteina/ mL
u87-MG 15 pg skup. proteina/ mL 80 ug skup. proteina/ mL
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Preglednica 10: Protitelesa za teste ELISA
KATEPSIN | LOVILNO PROTITELO | DETEKCIJSKO PROTITELO

CatB zaj¢je proti-hCatB 1gG ov¢je proti-hCatB 1gG-HRP
CatL ov¢je proti-hCatL 1gG ov¢je proti-hCatL 1gG-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 uL kontrole, kalibratorja za umeritveno krivuljo ali
vzorca smo nanesli v izbrano vdolbinoco na plos¢i. Za slepi vzorec smo uporabili 100 pL
red¢itvenega pufra Dilution buffer. Plos¢o z naneSenimi vzorci smo pokrili s parafilmom in
inkubirali 2 uri na 37°C. Nato smo odlili vsebino iz vdolbinic, vsako trikrat zaporedoma
sprali s 400 uL delovne raztopine za spiranje, odstranili raztopino za spiranje in nanesli
100 pL raztopine konjugata. Plos¢o smo zopet pokrili ter inkubirali na 37°C. Po dveh urah
inkubacije smo odlili vsebino iz vdolbinic, vsako trikrat zaporedoma sprali s 400 pL
delovne raztopine za spiranje, odstranili raztopino za spiranje in v vsako vdolbino nanesli
200 pL delovne raztopine TMB. Po 15 minutah inkubacije ploS¢e na sobni temperaturi v
temi, smo reakcijo ustavili z dodatkom 50 pL raztopine za prekinitev reakcije. Absorbanco
kromogenega produkta hrenove peroksidaze vezane na detekcijsko protitelo smo odcitali
pri valovni dolzini 450 nm na GENios spektrofluorimetru in rezultate podali kot pmol
katepsina/mg celokupnih proteinov. Vsi potrebni reagenti so Ze vsebovani v kompletu,
skupaj s plosco 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 instituta za biologijo (Bervar in sod.,
2003). Aktivnost CatB in CatL smo dolocali hkrati pri vsakem eksperimentu. V poskusu
smo spremljali hidrolizo sintetiénega substrata Z-Phe-Arg-AMC, pri ¢emer smo merili
fluorescenco spros¢enega AMC pri valovni dolzini vzbujanja 370 nm in sevanja 460 nm.
Tako CatB kot CatL cepita omenjeni substrat, vendar lahko z uporabo dveh razli¢no
specifi¢nih inhibitorjev lo¢imo med obema aktivnostima. E-64c inhibira tako CatB kot
CatL, CAO074 pa v uporabljeni koncentraciji specificno inhibira samo CatB. Skupna
aktivnost vseh cisteinskih katepsinov je bila izmerjena brez dodatka inhibitorja, aktivnost
CatL ob dodatku CA074 (60 uM koncentracija v testni raztopini), ozadje pa so sestavljali
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vzorci z dodatkom E-64c (100 uM koncentracija v testni raztopini). Ker nismo uporabili
specificnega inhibitorja za CatL, lahko k izraCunani njegove aktivnosti do dolo¢ene mere
prispevajo tudi drugi cisteinski katepsini. Zato smo to aktivnost poimenovali kot aktivnost
L-podobnih katepsinov.

Koncentracijo spros¢enega AMC smo dolo¢ili iz standardne umeritvene krivulje, kjer smo
kot standard uporabili AMC. Aktivnost katepsinov smo izrazili kot koli¢ino spros¢enega
produkta na ¢asovno enoto in na koli¢ino celokupnih proteinov v vzorcu (pPmolspyroscencea
Amc/MGcelokupnih proteinov*min). Formula za izracun specifi¢ne aktivnosti je: As = (r x AF x
V) / (t x ¢ x k x V,), pri éemer je r koeficient redCenja vzorca, od¢itana fluorescenca, V,
prostornina reakcijske meSanice, t Cas poteka reakcije, ¢ koncentracija celokupnih
proteinov v vzorcu celi¢nega lizata, k naklon umeritvene krivulje in V, prostornina v
reakcijo dodanega vzorca. Dobljene vrednosti smo pretvorili v specifi¢no encimsko
aktivnost (enote encimske aktivnosti na miligram skupnih proteinov). Ena encimska enota
(E.U.) predstavlja koli¢ino 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 ¢rni mikrotiterski plos¢i 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 uL ustrezno redéenega vzorca (oz. 10 uL destilirane
vode pri slepih vzorcih) smo dodali 40 pL pufra za aktivacijo CatL-like (pH 5.5; 0.34 M
Na-acetat; 4mM EDTA, tik pred uporabo pa smo dodali ¢ 2 mM DTT). Aktivacija je
potekala 30 minut pri 37°C (plos¢o pokrijemo s pokrovom ali parafilmom, da se prepreci
izhlapevanje). Nato smo vzorcem, katerim smo merili skupno aktivnost CatB in CatL-
podobnih katepsinov, dodali 20 uL destilirane vode, vzorcem za merjenje aktivnosti
CatLpodobni 20 pL 60 uM CAO074 in kontrolam 20 pL 100 uM E-64c¢ (zaloZne raztopine
so v DMSO, iz njih pripravimo ustrezno koncentracijo v vodi). Vsem smo dodali se 20 puL
reakcijskega pufra (pH 6.0; 0.34 M Na-acetat; 4mM EDTA; 0.1% Brij 35; tik pred
uporabo dodas se 4 mM DTT) in inkubirali 5 minut pri 37°C. Nato smo dodali 20 uL. 100
uM substrata Z-Phe-Arg-AMC ter inkubirali 1.5 ure, pri 37°C. Reakcijo smo prekinili z
dodatkom 80 pL 1 mM jodoocetne kisline. Na spektrofluorimetru smo izmerili Fs7o/460
(gain 50), ki predstavlja koli¢ino spros¢enega fluorescentnega 7-AMC ter izracunali
aktivnost katepsinov kot razliko v spros¢enem 7-AMC v prisotnosti in odsotnosti
inhibitorjev.
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3.3.6 Statisti¢na obdelava podatkov

Statisti¢ne analize in izrac¢uni so bili opravljeni s programom Microsoft Office Excel 2007.
Povprecne vednosti so bile izracunane kot aritmeticna sredina posameznih vrednosti. Za
prikaz razprsenosti podatkov okoli povprecne vrednosti smo uporabili standardno napako.
Statisticno znacilne razlike smo racunali 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 ve¢ kot
95% verjetnostjo trdimo, da se povpreéji obeh vzorcev statistiéno znacilno razlikujeta.
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4 REZULTATI
4.1 CELICNE LINIJE

4.1.1 Humane mezenhimske mati¢ne celice (MMC1, MMC2, MMC4)

Humane mezenhimske maticne celice, izolirane iz kostnega mozga Smo gojili po
priporocilih prodajalca (Lonza). Klon MMCI1 je pocasi rasto¢, klona MMC2 in MMC4 pa
sta hitro rastoca (Motaln in sod., 2010). Vsi trije kloni so morfolosko podobni
fibroblastom. Vedno smo celice nacepili pri gostoti 5000 celic/cm?. Ko so celice dosegle
70% konfluenco smo kontrolnim celicam dodali eksperimentalno gojisce, ostale celice pa
smo izpostavili kondicioniranemu mediju celic GBM, red¢enim s poskusnim gojis¢em v
razmerju 1:1; tak$nim poskusnim pogojem so bile celice izpostavljene 3 dni.

Slika 9: MMC1, 100x povecava

Slika 10: MMC2, 100x povecava

Slika 11: MMC4, 100x povecava
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4.1.2 Glioblastomske celi¢ne linije (U373, U251, U87-MG)

Celice GBM, ki so izolirane iz primarnih humanih tumorjev glioblastoma multiforme, so
pridobljene iz zbirke ATCC. Morfolosko so vse tri podobne zivénim celicam. U373 in
U251 sta si po morfologiji bolj podobni, U87 pa tvori zna¢ilno mrezo in okrogle skupke
kot astrociti. Pri poskusu smo vedno nacepili celice pri gostoti 18000 celic/cm?. Ko so
celice dosegle 60% konfluenco smo kontrolnim celicam dodali eksperimentalno gojisce,
ostale celice pa smo izpostavili kondicioniranemu mediju celic MMC, redéenim s
poskunim gojis¢em v razmerju 1:1; takSnim poskusnim pogojem so bile celice
izpostavljene 3 dni.

A 3 S A s AN L i

Slika 14: U87, 100x povetava
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4.2 REZULTATI POSKUSOV

Proces invazije tumorjev je povezan s cisteinskimi katepsini, skupino proteaz, ki se
pretezno nahaja v lizosomih. Zaradi sposobnosti razgradnje zunajcelicnega 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 izraZanja njihovih
endogenih inhibitorjev (Levicar 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 izrazanje, vsebnost in aktivnost
katepsinov B, L in S. Vsak poskus je bil sestavljen iz kontrolnih celic, ki so v ¢asu poskusa
(tri dni) rasle v EKS gojis¢u in celic, ki smo jih izpostavili kondicioniranemu mediju. Vsak
poskus smo izvedli v treh bioloskih ponovitvah, ki smo jih zagotovili s tremi zaporednimi
pasazami celic in dveh tehni¢nih ponovitvah v sklopu molekularnih metod PCR v realnem
¢asu, 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 izracuni iz primarnih
podatkov. Da bi zmanjsali 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 splosen pregled smo zdruzili lo¢eno izracunana povprecja vseh treh
klonov MMC ter povprec¢ja vseh treh linij GBM. Ti rezultati so predstavljeni na tretjem
grafu. Statistino znacCilne 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. Izracuni podatkov, ki so predstavljeni na grafih so podrobneje
predstavljeni v Prilogah.
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4.2.1 Dolocanje izrazanja mRNA katepsinov B in L z metodo PCR Vv realnem ¢asu

Z metodo PCR v realnem ¢asu smo dolocili spremembo izrazanja mMRNA 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 sluzila kot matrica za
ciklicno prepisovanje DNA v verizni reakciji z DNA polimerazo, zafetnimi
oligonukleotidi in fluorescenéno oznaéeno sondo. Stevilo cikla v katerem jakost signala
izsevane svetlobe (ta nastane pri lo¢itvi fluorescen¢nega barvila in zaviralca ob razgradnji
sonde pri prepisovanju DNA) doseze dolocen prag zaznavanja (Ct vrednost) je sorazmerno
koli¢ini taréne cDNA na zadetku. Koli¢ina zacetne tarcne CDNA je hkrati merilo za
relativno koli¢ino taréne mRNA v vzorcu, s ¢imer pa izmerimo tudi izrazanje genov na
ravni transkripcije. Relativno izraZanje genov smo izradunali z metodo 222, ki poda
izraZzanje gena relativno glede na kontrolo.

4.2.1.1 Katepsin B

Glavni namen nasega raziskovalnega dela je bil ugotoviti vpliv kondicioniranega medija na
izrazanje, vsebnost in aktivnost katepsinov B in L. Najvecji in tudi statistitno znacilen
vpliv kondicioniranega medija celic GBM na MMC smo opazili pri klonu MMC2, trend
povisanja relativnega izrazanja pa je opazen pri vseh treh klonih MMC (Slika 15).
Kondicioniran medij celic MMC nasprotno nima statisticno zna¢ilnega vpliva na izrazanje
katepsina B v celi¢nih linijah GBM; opazimo lahko le rahlo poviSanje izrazanja katepsina
B v linijah U373 in U251.

Po normalizaciji podatkov na kontrole znotraj posameznega poskusa smo dodatno dobili
statisti¢no znacilen vpliv kondicioniranega medija linij U251 CM in U87 CM na izrazanje
katepsina B pri klonih MMC2 in MMC4 (Slika 16). Pri MMC?2 se izrazanje poviSa za
79%, pri MMC4 pa za 19%. Pri ostalih celicah zaradi velike standardne deviacije ne
moremo govoriti o statisticno znacilnih spremembah.



54
Jeri¢ B. Vseb. cisteinskih proteaz ... v MMC ... glioblastomskimi celi¢nimi linijami U87-MG, U373 in U251.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2010

3,00 -

2,50 -

% %k

2,00
1,50

1,00

Relativnoizrazanje CatB

Slika 15: Vpliv CM na izrazanje katepsina B v klonih MMC in linijah GBM, ki so bile izpostavljene CM tri
dni. Vsak poskus je narej v treh bioloskih ponovitvah. Analiza relativnega izraZanja CatB je bila narejena z
metodo PCR v realnem &asu, v duplikatih za vse poskusne pogoje. Izratuni so narejeni po metodi 2.
Opazimo lahko trend poviSanja izrazanja CatB pri MMC, izpostavljenih CM celic GBM.
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Slika 16: Vpliv CM na izrazanje katepsina B v klonih MMC in linijah GBM, ki so bile izpostavljene CM tri
dni. Anliza je narejena z metodo PCR v realnem c¢asu. Podatki so normalizirani na kontrole.CM celic GBM
statisti¢no znacilno povisa izrazanje CatB pri klonih MMC1 in MMC2.
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Po zdruzitvi podatkov za MMC in linije GBM pa lahko povzamemo, da kondicioniran
medij glioblastomskih celicnih linij za 41% povisa izrazanje katepsina B v MMC
(p<0.005), kondicioniran medij MMC pa nima statisticno znaCilnega vpliva na
transkripcijo katepsina B v celi¢nih linijah GBM (Slika 17).
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Slika 17: Vpliv CM na izrazanje katepsina B v klonih MMC in linijah GBM, ki so bile izpostavljene CM tri
dni. Anliza je narejena z metodo PCR v realnem ¢asu. Podatki so normalizirani na kontrole. Prikazane so
povprecne vrednosti vseh treh klonov MMC in linij GBM. CM celic GBM statistino znacilno povisa
izrazanje CatB v MMC.

Preglednica 11: Primerjava razlik v relativnem izrazanju katepsina B znotraj klonov MMC in linij GBM ter
med posameznimi kloni MMC in linijami GBM. Analiza izrazanja je bila narejena s PCR v realnem &asu.
Razlike med kontrolnimi celicami so testirane s Studentovim T-testom. Statisti¢no znadilne razlike (p<0.05)
v izrazanju CatB so tako med kloni MMC kot znotraj linij GBM, prav tako pa tudi med MMC ter linijami
GBM.

T-test |MMCL MMC2 MMC4 U373 U251 UB7Y
MMCL 0,2215 0,0211 0,0142 00,2938 0,0543
MMC2 (10,2215 0,0059 0,0039 0,4582 0,0773
MMC4 (10,0211 0,0059 0,8391 0,0029 0,0228
U373 (0,0142 0,0039 0,8391 0,0014 0,0215
U251 |0,2938 0,4582 0,0029 0,0014 0,0651
U&7 0,0543 0,0773 0,0228 0,0215 0,0651
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Poleg vpliva kondicioniranega medija pa v nasih rezultatih lahko primerjamo tudi razlike v
relativnem izrazanju katepsina B znotraj samih klonov MMC in celi¢nih linij GBM, ter
razlike med uporabljenimi kloni MMC in linijami celic GBM. Relativno izrazanje
katepsina B je najvisje v celicah U87, nizje v U251, najnizje relativno izrazanje katepsina
B pa imajo celice U373 (Slika 15). Pri MMC ima najvisje relatino izrazanje katepsina B
MMC?2, sledi mu MMC1, najnizje izrazanje pa se je pokazalo pri MMC4 (Slika 15).
Presenetljivo obstajajo razlike tudi znotraj samih klonov MMC. Ugotovili smo, da se klona
MMCI in MMC2 v izrazanju katepsina B statisti¢no znacilno razlikujeta od klona MMC4
(Preglednica 11). Med seboj se v skladu z nasimi hipotezami in pri¢akovanji statisti¢no
znacilno razlikujejo tudi linije GBM. U373 celi¢na linija se statisticno znacilno razlikuje
od linij U251 in U87 (in obratno). Presenetljivo je, da je relativno izrazanje katepsina B v
nekaterih klonih MMC visje, v nekaterih klonih pa nizje od relativnega izrazanja katepsina
B v linijjah GBM. Klona MMC1 in MMC2 imata statisticno znacilno viSje relativno
izrazanje katepsina B kot linija U373, klon MMC4 pa ima statisticno znacilno nizje
izrazanje od linij U251 in U87 (Slika 15 in Preglednica 11).

4.2.1.2 Katepsin L

Kondicioniran medij glioblastomskih celi¢nih linij nima vpliva na izraZanje katepsina L v
MMC (Slika 17). Nasprotno pa se Vv linijah GBM kaze trend zniZevanja izrazanja katepsina
L po izpostavitvi kondicioniranemu mediju MMC. V primeru linije U251 se njegovo
relativno izrazanje zniza za 21%, v primeru linije U87 pa za 22 % (Slika 18). Ko smo
podatke normalizirali na kontrole pri posameznih poskusih smo statisti¢éno znac¢ilno razliko
potrdili tudi s Studentovim T-testom (Slika 18). Po analizi vpliva kondicioniranega medija
MMC na izrazanje Katepsina L v linijah GBM, smo prav tako lahko potrdili statisti¢no
znacilno znizanje za 18% (p<0.005) (Slika 19).
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Relativnoizrazanje CatL

Slika 18: Vpliv CM na izrazanje katepsina L v klonih MMC in linijah GBM, ki so bile izpostavljene CM tri
dni. Vsak poskus je narej v treh bioloskih ponovitvah. Analiza relativnega izrazanja CatB je bila narejena z
metodo PCR v realnem &asu, v duplikatih za vse poskusne pogoje. Izraduni so narejeni po metodi 2™*“", CM
glioblastomskih celi¢nih linij nima vpliva na izraZanje katepsina L v MMC, nasprotno pa se v linijah GBM
kaze trend zniZevanja izraZanja katepsina L po izpostavitvi CM celic MMC.
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Slika 19: Vpliv CM na izrazanje katepsina L v klonih MMC in linijah GBM, ki so bile izpostavljene CM tri
dni. Anliza je narejena z metodo PCR v realnem ¢asu. Podatki so normalizirani na kontrole.CM celic MMC
statisti¢no znadilno zniza izrazanje CatL v celicah U251 in U87.
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Slika 20: Vpliv CM na izrazanje katepsina L v klonih MMC in linijah GBM, ki so bile izpostavljene CM tri
dni. Anliza je narejena z metodo PCR v realnem ¢asu. Podatki so normalizirani na kontrole. Prikazane so
povpreéne vrednosti vseh treh klonov MMC in linij GBM. CM celic MMC statisti¢no znadilno zniza
izraZanje CatL Vv linijah GBM.

Pri analizi razlik ravni transkripcije katepsina L med posameznimi kloni MMC smo
ugotovili, da je njegovo izrazanje med razli¢cnimi kloni MMC veliko bolj homogeno kot pri
katepsinu B. V skladu z nasimi predvidevanji ni pri§lo do razlik med kloni MMC, so pa
opazne razlike med MMC in linijami GBM ter znotraj celi¢nih linij GBM. Izrazanje
katepsina L je visje v glioblastomskih celi¢nih linijah kot v MMC. CatL se najmoc¢neje
izraza v celicah U87, manj v U251 in najmanj v celicah U373 (Slika 18). Pri MMC
najvisje relativno izrazanje katepsina L dobimo pri klonu MMC4, nizje pri MMC2,
najnizje pa pri MMC1. Statisticno znacilne razlike v izrazanju CatL dobimo med kloni
MMCL1 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 statisti¢no
najbolj razlikujejo od vseh ostalih uporabljenih celic.
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Preglednica 12: Primerjava razlik v relativnem izrazanju katepsina L znotraj klonov MMC in linij GBM ter
med posameznimi kloni MMC in linijami GBM. Analiza izrazanja je bila narejena s PCR v realnem casu.
Razlike med kontrolnimi celicami so testirane s Studentovim T-testom. Statisti¢no znacilne razlike (p<0.05)
v izrazanju CatL so med kloni MMC in linijami GBM, prav tako pa tudi znotraj samih linij GBM.

T-test [MMC1 MMC2 MMCA U373 U251 U&7
MMC1 0,60384 0,3080 0,1054 0,0339 0,0021
MMC2 (10,6084 0,8251 0,3417 0,1164 0,0020
MMC4 (10,2080 0,8251 0,0936 0,0278 0,0013
u3vy3 (0,104 0,2417 0,0926 0,1819 0,0026
U251 (o0,0339 0,1164 0,0278 0,1319 0,0064
ug7 0,0021 0,0039 0,0012 0,0026 0,0064
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4.2.2 Dolocanje 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 dolo¢ili s testi ELISA. Po treh dneh izpostavitve celic
kondicioniranemu mediju smo iz vzorcev z razbitjem celi¢ne stene pripravili celi¢ne lizate
v katerih so se nahajali proteini. S pomoc¢jo imobiliziranih lovilnih protiteles, na katere se
vezejo tarcni proteini in detekcijskih protiteles, konjugiranih s hrenovo peroksidazo je na
ELISA ploscah nastal kompleks (»sendvic«) lovilno protitelo — tar¢ni protein — detekcijsko
protitelo-peroksidaza. Ko peroksidaza razgradi detekcijski substrat, ki ga dodamo na
koncu, dobimo barvno reakcijo, katere intenzivnost je linearno sorazmerna s koli¢ino
tarCnega proteina v vzorcu. Koli€ino proteina dolo¢imo iz umeritvene krivulje, ki jo
naredimo s pomocjo rekombinantnih katepsinov. Red¢itve 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 razli¢énimi pasazami in razli¢nimi 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 izrazanja v MMC po izpostavitvi
kondicioniranemu mediju celic GBM v povpre¢ju povisa in sicer za 52% (p<0.05) (Slika
23). Od tega odstopa le klon MMC1, vendar odstopanje ni statisti¢no znacilno (Slika 21).
Glede na to, da pri obeh hitro rasto¢ih klonih (MMC2 in MMC4) prihaja do statisti¢no
znaCilnega poviSanja (106 % in 65%) vsebnosti katepsina B po izpostavitvi
kondicioniranemu mediju celic GBM, pri pocasi rastocem klonu MMC1 pa do majhnega
znizanja (14%) bi lahko tu govorili o razli¢cnem vplivu kondicioniranega medija na hitro in
pocasi rasto¢e klone MMC (Slika 21).

Vsebnost katepsina B v celicah GBM nasprotno ne kaze korelacije z njegovim izrazanjem,
saj se raven transkripcije rahlo poviSa, vsebnost proteina v celicah GBM po izpostavitvi
kondicioniranemu mediju MMC pa statistiéno znacilno zniza za 27% (p<0.00005) (Slika
23). Najvedji vpliv na zniZzanje vsebnosti katepsina B v linijah GBM ima kondicioniran
medij celic MMC2, manjsega kondicioniran medij MMC4, najmanj$i vpliv pa ima
kondicioniran medij MMCL1 (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 bioloskih ponovitvah. Analiza je bila narejena s testi ELISA , v duplikatih za
vsak poskusni pogoj. Opazno je statistiéno znacilno zviSanje vsebnosti CatB v MMC in trend znizanja

vsebnosti CatB v celicah GBM.
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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 statisti¢no
znacilno zvisa vsebnost CatB v MMCI in MMC2. Pri linijah GBM U251 in U87 lahko opazimo statisticno

znacilno znizanje 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 povpreéne
vrednosti vseh treh klonov MMC in linij GBM. CM celic GBM statiti¢no znacilno povisa vsebnost CatB v
MMC, CM celic MMC statisti¢no znacilno zniZa vsebnost CatB v celicah GBM.

Tako kot pri izrazanju 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 statisti¢no znacilno nizjo vsebnost katepisna B od MMC2 in MMCL1 (Slika 21 in
Preglednica 13). Zanimivo je, da ima linija U87 niZjo vsebnost katepsina B, kot je najnizja
vsebnost tega proteina v MMC. Prav tako ima linija U373 rahlo nizjo vsebnost katepsina B
kot MMC1. Najvisjo vsebnost katepsina B med linijami GBM imajo celice U251. Zaradi
visoke vsebnosti proteina se linija U251 tudi statisti¢no znaéilno 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 izraZanja je bila narejena s testi ELISA. Razlike med
kontrolnimi celicami so testirane s Studentovim T-testom. Statisti¢no znacilne razlike (p<0.05) v vsebnosti
CatB so med kloni MMC, znotraj samih linij GBM, prav tako pa tudi med MMC in linijami GBM.

T4est [MMC1 MMC2 MMC4 U373 U251 UST
MMCH 0,5777 0,0020 0,8200 0,0008 0,0001
MMC2 10,5777 0,0339 0,7838 0,0017 0,0163
MMC4 |0,0020 0,0339 0,0205 0,0003 0,5034
U373 ||0,8300 0,7838 0,0205 0,0017 0,0093
U251 (0,0008 0,0017 0,0003 0,0017 0,0002
gy 0,0001 0,0163 0,5034 0,0003 0,0002
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4.2.2.2 Katepsin L

Vsebnost katepsina L je priblizno 40x manjsa od vsebnosti katepsina B. Po izpostavitvi
MMC kondicioniranemu mediju linijf GBM prihaja do sprememb v vsebnosti katepsina L
na proteinski ravni, ¢eprav na ravni izrazanja nismo zaznali sprememb. Pri CatL opazimo
razlicen vpliv kondicioniranega medija linij GBM na pocasi (MMC1) in hitro rastoce
(MMC2, MMC4) klone MMC (Slika 24, Slika 25). Pri MMC1 se vsebnost katepsina L
zmanjs$a, vendar ne statisticno znacilno, medtem ko se pri MMC2 in MMC4 statisti¢no
znacilno poveca (Slika 25). Skupno bi lahko rekli, da se povpre¢no vsebnost katepsina L
pri MMC, po tri dnevni izpostavitvi kondicioniranemu mediju linij GBM statisti¢no
znacilno zvisa (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
izrazanjem CatL v celicah GBM. Pri vseh treh uporabljenih linijah GBM se kaze trend
znizanja vsebnosti proteina (p<0.0005). Najvecji vpliv ima MMC1 CM na U373 (stisti¢no
znacCilno znizanje), nekoliko manjsi MMC2 CM na U251 celice (Statisticno znacilno
zniZanje), najmanjs$i pa MMC4 CM na celice U87 (Slika 25).
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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 bioloskih ponovitvah. Analiza je bila narejena s testi ELISA , v duplikatih za
vsak poskusni pogoj. Opazimo lahko zvianje vsebnosti Catl v MMC in zniZanje 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. Statisti¢no znaéilen vpliv
CM celic GBM na zvisanje vsebnosti CatL. v MMC2 in MMC4. CM celic MMC statisti¢no znacilno zniza
vsebnost CatL v celicah U373 in U251.
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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 povprecne
vrednosti vseh treh klonov MMC in linij GBM. Statisticno znacilno zvisanje vsebnosti CatL v MMC in
Statisti¢no znacilno znizanje 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 izrazanja je bila narejena s testi ELISA. Razlike med
kontrolnimi celicami so testirane s Studentovim T-testom. Statistino znaéilne razlike (p<0.05) v vsebnosti

CatB so med kloni MMC in linijami GBM, prav tako pa tudi znotraj samih linij GBM.

T-test MMCA MMC2 MMC4 U373 U251 g7
MMCA 0,0897 0,3343 0,0035 0,1618  0,0005
MMC2 (10,0897 0,1433 0,0012 0.0606  0,0029
MMC4 (10,3343 0,1483 0,7285 0.,8594  0,0245
U373 0,0035 o0,0012 0,7285 0.8677  1,438E-05
L1251 0,1618  0,0606 0,8594 0,8677 0,0081
a7 0,0005 0,0029 0,0245 1,438E-05 0,0081

Med kloni MMC ne prihaja do vec¢jih razlik v vsebnosti katepsina L (Preglednica 14).
Zanimivo imajo celice U87 statisti¢no znacilno nizjo 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), statisti¢no znaéilno pa se razlikujejo od MMC1
in MMC2 (Preglednica 14).
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4.2.3 Dolocanje aktivnosti katepsina B in L-podobnih katepsinov

Aktivnost katepsina B in L-podobnih katepsinov smo dolo¢ili s spremljanjem hidrolize
sinteti¢nega substrata Z-Phe-Arg-AMC, ki ga cepita tako katepsin B, kot tudi katepsin L.
Med aktivnostjo CatB in CatL lo¢imo z dodatkom inhibitorjev E64-c, ki inhibira tako
katepsin B kot katepsin L in CA074, ki v uporabljeni koncentraciji specificno inhibira
samo katepsin B. Aktivnost katepsinov smo izrazili kot koli¢ino spros¢enega produkta na
¢asovno enoto in na koli¢ino celokupnih proteinov v vzorcu (PmOlgyroscencga AMc/MPcelokupnin
proteinov *MIN). Dobljene vrednosti smo pretvorili v specificno encimsko aktivnost; ena
encimska enota (E.U.) predstavlja koli¢ino encima, ki sprosti 1 nmol produkta na minuto.

Aktivnost cisteinskih katepsinov smo izracunali tako da smo od skupne aktivnosti vseh
katepsinov, ki smo jo izmerili brez dodatka inhibitorja odsteli aktivnost, ki smo jo dobili
pri dodatku E-64c. Aktivnost katepsina B smo izracunali tako, da smo od aktivnosti vseh
cisteinskih katepsinov odsteli vrednost, ki smo jo dobili pri dodatku CA074. Aktivnost L-
podobnih katepsinov pa smo dobili z izracunom razlike med aktivnostjo cisteinskih
katepsinov in katepsina B. Ker nismo uporabili specifi¢nega inhibitorja za CatL, lahko k
izraCunani 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 poviSanja ali znizanja aktivnosti CatB (Slika 27). Pri klonih
MMC1 in MMC2 sicer dobimo zniZanje aktivnosti po izpostavitvi celic kondicioniranemu
mediju linij GBM, vendar zaradi velike standardne deviacije tezko govorimo o spremembi
aktivnosti (Slika 28). Enako velja za liniji U373 in U251. Pri klonu MMC4 nasprotno pride
do povecanja 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 povisanji
zaradi velike standardne deviacije nista statistiéno znacilni. Ravno tako na njun rac¢un tudi
skupna aktivnost CatB pri MMC kot tudi pri linijjah GBM Kkaze povisanje aktivnosti
katepsina B, ki pa ni statisti¢no znacilno (Slika 29).
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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 bioloskih ponovitvah. Analiza je bila narejena s testom aktivnosti cisteinskih
katepsinov, v duplikatih za vsak poskusni pogoj. Ni statisti¢no znadilnih sprememb aktivnosti.

Noramilzirana ktivhost CatB

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 statisti¢noo znacilno povisanje aktivnosti CatB v MMC4 + U87 CM in U87 + MMC4 CM.
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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 povpre¢ne vrednosti vseh treh klonov MMC in linij GBM. Statisti¢no neznaéilno povisanje
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 kaZejo trend zniZevanja aktivnosti L-
podobnih katepsinov. Aktivnost L-podobnih katepsinov se zniza za V vseh treh klonih
MMC (Slika 30 in Slika 31). V primeru MMC?2 je znizanje aktivnosti tudi statisticno
znacilno (Slika 31). Prav tako se aktivnost L-podobnih katepsinov zniza tudi v vseh treh
linijah GBM, pri celicah U251 pa je to znizanje tudi statisticno znacilno (Slika 31).
ZniZanje aktivnosti L-podobnih katepsinov pri MMC in linijah GBM je tudi v skupnem
statisti¢no znacilno (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 bioloskih ponovitvah. Analiza je bila narejena s testom aktivnosti
cisteinskih katepsinov, v duplikatih za vsak poskusni pogoj.
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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. Statisti¢no znacilno zniZanje aktivnosti L-podobnih katepsinov pri MMC2 + U87 CM in U251 +
MMC2 CM.
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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 povprecne vrednosti vseh treh klonov MMC in linij GBM. Statisticno znacilno
znizanje 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 mati¢nih celic (MMC) treh razli¢nih donorjev na tri razlicne glioblastomske
celicne linje (GBM) in obrtno, vpliv kondicioniranega medija treh razli¢nih linij GBM na
MMC. Zeleli smo opredeliti vpliv kondicioniranega medija na izrazanje, vsebnost in
aktivnost cisteinskih katepsinov B in L (CatB in CatL). Pri tem pa smo se osredotodili
predvsem na proces invazije celic, kot posledice komunikacije med celicami preko
kondicioniranega medija.

Glioblastomi izlo¢ajo kemokine, ki omogocajo 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 povecajo invazijo MMC. Zaradi teh lastnosti bi bile MMC
zelo uporabne v celi¢ni terapiji, kot dostavni sistem za razlicne proti-tumorske u¢inkovine
(Nakamura in sod., 2004). Preden bi MMC lahko zaceli uporabljati v celi¢ni in genski
terapiji za zdravljenje multiformnih glioblastomov pa je potrebno natan¢no razjasniti
njihov medsebojni vpliv. Na podlagi rezultatov nasih raziskav smo Zeleli ovrednotiti vlogo
katepsinov B in L v parakrini komunikaciji med celicami GBM in MMC.

Glede na ze objavljeno literaturo 0 medsebojnem vplivu celic GBM in MMC preko
kemokinov (Birnbaum in sod., 2007) smo Zeleli potrditi hipotezo, da se bo raven izrazanja,
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 izrazanju genov
razlikujejo od rakavih celic (Sawada in sod., 2006) smo postavili hipotezo, da bodo razlike
v izrazanju, vsebnosti in aktivnosti CatB in CatL tudi med MMC in celicami GBM. Glede
na to, da so si razli€énimi kloni MMC, izolirani iz kostnega mozga po osnovnih lastnostih
podobni (Motaln in sod., 2010), smo predvidevali da med njimi ne bo ve¢jih razlik v
izrazanju, vsebnosti in aktivnosti prouc¢evanih katepsinov. Nasprotno pa smo predvidevali
da bodo razlike v izrazanju, vsebnosti in aktivnosti CatB in CatL med celicami GBM, saj
si linije GBM med seboj niso enotne Vv lastnostih (Stea in sod., 2002).

Pri poskusih smo uporabili tri klone humanih mezenhimskih mati¢nih celic (MMCI,
MMC2 in MMC4) in njihov kondicioniran medij ter tri razlicne glioblastomske celi¢ne
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 izrazanju, vsebnosti in aktivnosti CaB in CatL smo v obeh primerih
primerjali glede na kontrolne celice.
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Z metodo PCR v realnem ¢asu smo dolocili spremembo izrazanja mRNA katepsinov B in
L. S pomoc¢jo vrednosti Ct smo dolocili relativno koli¢ino tarcne mRNA v vzorcu, s ¢imer
pa smo izmerili tudi izraZzanje genov CatB in CatL, na ravni transkripcije. Relativno
izrazanje genov smo izradunali z metodo 222", ki poda izraZanje gena relativno glede na
kontrolo. S testi ELISA smo doloc¢ili 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 dolo¢ili s pomocjo specificnih inhibitorjev. Uporabili smo inhibitor
cisteinskih katepsinov E64-c in specifi¢ni inhibitor katepsina B, CA074 ter spremljali
hidrolizo sinteticnega substrata Z-Phe-Arg-AMC, ki ga cepita tako CatB kot CatL-podobni
katepsini. Ker nismo uporabili specifi¢nega inhibitorja za CatL, lahko k izracunu 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 fizioloskih in patoloskih procesih je namred
potrebno analizirati vsa podrocja na katerih poteka regulacija njihovega delovanja.
Aktivnost cisteinskih katepsinov regulirajo pH, njihova sinteza, znotrajcelicna razporeditev
in v kon¢ni fazi njihovi endogeni inhibitorji iz druzine cistatinov, predvsem stefina A in B
ter cistatin C (Levicar in sod., 2002, Gole, 2009). Vsi katepsini so sintetizirani kot
neaktivni prekurzorji, aktivirajo pa se z avtokataliti¢no ali s pomocjo drugih katepsinov, pri
Kislem pH v lizosomu ali izven celice (Turk in sod., 2001). Sama analiza izraZzanja nam
tako Se ne pove veliko, saj so transkripti lahko razli¢no stabilni in se razli¢no u¢inkovito
prevajajo v proteine. Podobno so tudi same analize vsebnosti proteinov s testi ELISA lahko
zavajajo¢i. Dobimo lahko lazno pozitivne rezultate o vlogi katepsinov, saj lahko v nekem
primeru zaznamo visoko vsebnost proteina, ki pa je Se v prekurzorski obliki, Se neaktiven
ali pa je neaktiven ker je vezan z inhibitorjem.

5.1 KATEPSIN B

MMC kot odgovor na kemokine, ki jih izlo¢ajo tumorji potujejo ven iz ni§ mati¢nih celic, po
krvnem obtoku migrirajo do tumorja, tam pa vdirajo v poskodovano tkivo (Neth in sod., 2006).
MMC morajo torej preckati endotelij (Karp in Teo, 2009), ki ga obdaja zunajceli¢ni
matriks. Predvidevamo, da si MMC pri njihovi ustvarjanju prostora za invazijo skozi
zunajceliéni matriks endotelijskih celic (bazalno lamino) lahko pomagajo s katepsinom B,
ki proteoliti¢no razgrajuje komponente zunajceli¢nega matriksa. Katepsin B je povezan
tako z normalnim razvojem osebka (sodeluje v znotrajcelicnem procesiranju proteinov),
kot tudi z mnogimi patogenimi procesi. Ker je katepsin B esencialnega pomena za
normalni razvoj celic in organov in ga smatrajo kot hisni gen (angl. housekeeping gene)
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(Strojnik in sod., 2005), ga navadno izrazajo tudi MMC. IzraZanje katepsina B v MMC je
bilo v preteklosti ze dokazano (Tremain in sod., 2001; Li in sod., 2009).

Rezultati nasih raziskav kazejo, da kondicioniran medij celic GBM statisti¢no znacilno
(p<0.005) povisa izrazanje katepsina B v MMC (Slika 17). Skladno s povi$anim relativnim
izrazanjem CatB v MMC po izpostavitvi kondicioniranemu mediju celic GBM se
statisti¢no znacilno (p<0.05) povisa tudi vsebnost CatB (Slika 23). Prav tako pa se povisa
tudi aktivnost CatB (Slika 29), vendar tu spremembe zaradi velikih standardnih deviacij
niso statisticno znacilne. Kljub temu, da sprememba aktivnosti ni statisticno znacilna,
glede na znano vilogo CatB (Gole in sod., 2009) v invaziji tumorskih celic verjamemo, da
je to realen rezultat. Nasi rezultati torej potrjujejo, da se delovanje CatB poveca pri MMC,
ki so izpostavljene celicam GBM, torej bi CatB lahko imel vlogo v migraciji in invaziji
MMC. In vivo namre¢ 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) poveca 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 izlo¢ajo celice GBM (Hoelzinger in sod., 2007) vplivajo na
povisano izrazanje CatB v MMC, bi morali naSe raziskave Se nadgraditi. Te faktorje bi
lahko analizirali v koncentriranem kondicioniranem mediju celic GBM s testi ELISA ali z
mrezami s protitelesi (membransko vezana protitelesa). Lahko pa bi tudi analizirali stopnjo
migracije  MMC k razlicnim kemokinom s pomoc¢jo insertov in rekombinantnih
kemokinov. Za tiste, ki se izloCajo v poviSanih koncentracijah ali povzroc¢ijo veéjo
migracijo MMC bi lahko potem nadalje ugotavljali kateri od njih vpliva na poviSano
izrazanje CatB v uporabljenih MMC s pomoc¢jo metode PCR v realnem ¢asu. Vemo ze, da
invazijo MMC stimulirajo razli¢ni faktorji, ki jih izlo¢ajo tumorji. Med njimi so TGF-f1,
IL-1B, TNF-a, SDF-1a, 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
izraZanje matriks metaloproteaz-1 (Ho in sod., 2009). Metaloproteaze razgrajujejo
zunajcelicni matriks in lahko delujejo samostojno ali pa v sklopu razlicnih proteoliznih
reakcij. Nekateri faktorji, kot je npr. TGF-B, ki ga izlo¢ajo celice GBM (pa tudi MMC) in
predvidoma preko Smad poti sam ali pa v povezavi z B-kateninom (preko Wnt singnalne
poti) vpliva na izraZanje metaloproteaz v MMC (Jian in sod., 2006). MoZno bi bilo, da se v
to predvideno pot v MMC vkljucuje tudi katepsin B, saj bi lahko preko uPA, ki dokazano
sodeluje v migraciji MMC k tumorjem (Gutova in sod., 2008) in plazmina, ki aktivira
razlicne matriks metaloproteaze (Schmitt in sod., 1992) vplival na izrazanje metaloproteaz
v MMC. Katepsin B namre¢ aktivira Pro-uPA v uPA, ta pretvori plazminogen v aktiven
plazmin, ta pa lahko sam ali pa preko aktivacije matriks metaloproteaz razgrajuje
zunajceliéni matriks (Andreasen in sod., 1997). Realnost nase hipoteze o povezavi poti v
kateri TGF-B vpliva na izrazanje metaloproteaz preko f-katenina s kaskadno potjo CatB
preko uPA podpirajo dokazi Mann in sod. (1999), ki so pokazali, da povisano izrazanje -
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katenina posredno vpliva na izrazanje uPAR (receptorja uPA), v celicah raka Crevesja.
Prav tako je znano, da CatB aktivira TGF-f3 (Somnna in sod. 2002).

Trend poviSanja relativnega izrazanja CatB se kaze pri vseh treh klonih MMC (MMC1,
MMC2 in MMC4), pri klonih MMC2 in MMC4 pa je statisticno znacilno poviSanje
potrjeno tudi s Studetovim T-testom (Slika 16). Kondicioniran medij celic GBM statisti¢no
znacilno povisa vsebnost CatB v MMC2 in MMC4, v MMC1 pa zniza njegovo vsebnost,
vendar ne statisticno znacilno (Slika 22). Pri merjenju aktivnosti CatB Zal nismo dobili
enotnega trenda poviSanja ali zniZzanja (Slika 28). Klona MMC1 in MMC2 po izpostavitvi
kondicioniranemu mediju celic GBM tako kazeta znizanje aktivnosti CatB, medtem ko se
pri klonu MMC4 aktivnost povisa. Glede na veliko zviSanje aktivnosti CatB v MMC4 po
izpostavitvi kondicioniranemu mediju celic U887, MMC tudi na skupnem grafu kazejo
povisanje aktivnosti, ki pa ni statisticno znacilno (Slika 29). Na podlagi teh rezultatov
lahko sklepamo, da prihaja do razlik med hitro (MMC2 in MMC4) ter pocasi (MMCI1)
rasto¢imi kloni MMC, katere so dokazali tudi Motaln in sod. (2010). To bi lahko pomenilo,
da razlicna vsebnost CatB v MMC morda vpliva na razlicne sposobnosti MMC za
migracijo k glioblastomom. Razlike v migraciji klonov MMC, ki so bili izolirani iz
razliénih donorjev kostnega mozga, h gliomskim celicam so opazili tudi Ho in sod.,
(2009). Predvidevajo, da so za razlike v migraciji MMC odgovorni citokini, ki kaZejo
razlien tropizem za tumorje, pri tem pa naj bi sodelovale tudi matriks metaloproteaze. Kot
mozne dejavnike, ki bi lahko vplivali na razlike v aktivnosti med kloni MMC ne moremo
izkljuciti ne optimalnega delovanja reagentov in morebno premajhnega Stevila ponovitev
pri izvedbi merjenja aktivnosti. Poskusov nismo mogli izvesti v ve¢jem Stevilu ponovitev
zaradi omejene koli¢ine materiala, ki sSmo ga dobili iz celic v enem poskusu.

Ugotovili smo tudi, da se klon MMC4 v izrazanju in koli¢ini katepsina B statisti¢no
znacilno razlikuje od klonov MMC1 in MMC2 (Preglednica 11 in Preglednical3). Mozno
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). Mogoce pa je tudi, da
gre za razlike v izrazanju CatB med kloni MMC, saj so kloni MMC1, MMC2 in MMC4
izolirani iz razlicnih darovalcev kostnega mozga.

Kondicioniran medij MMC nasprotno nima statisti¢no znacilnega vpliva na izrazanje CatB
v celicah GBM; opazimo lahko le rahlo poviSanje izrazanja CatB (Slika 16). Obratno se
vsebnost katepsina B v celicah GBM, po njihovi izpostavitvi MMC statisti¢éno znacilno
zniza (p<0.00005) (Slika 23). Trend zniZanja vsebnosti CatB se kaze pri vseh treh linijah
GBM (Slika 22). Najvecji vpliv pa ima kondicioniran medij MMC2, manjsega
kondicioniran medij MMC4, najmanjSega 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 povisa, vendar ne statisticno znacilno (Slika 29).
Rezultati merjenja aktivnosti se ne skladajo z njegovo znizano 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 zunajcelicnega matriksa, pa je pomemben tudi tisti del
katepsinov B, ki se izlo¢ajo iz celice (McCormick, 1993). Zato, bi bilo za bolj pravilno
sklepanje o vlogi CatB v invaziji celic GBM po izpostavitvi MMC, potrebno pomeriti se
koli¢ino in aktivnost CatB, ki se izloca iz celice. V regulacijo delovanja zunajcelicnega
CatB, ki ga izlo¢ajo celice GBM so poleg tega vpleteni Se mnogi drugi faktorji kot so
stopnja aktivacije, destabilizacija z nevtralnim pH in prisotnost njegovih inhibitorjev
(McCormick, 1993). Glede na naSe rezultate, ki kazejo, da se vsebnost CatB v celicah
GBM po izpostavitvi MMC, statisti¢no znacilno zniza, se morda vecina katepsina B iz
celic GBM translocira na povrsino celice ali pa v izlo¢a v izvenceli¢ni prostor. To bi
pomenilo, da MMC morda vplivajo na celice GBM tako, da poviSajo izlo¢anje CatB iz
celice. S tem bi lahko razlozili tudi rezultate, da je vsebnost CatB statisticno znaéilno
znizana v GBM, njegovo izrazanje in aktivnost pa sta le rahlo poviSana, vendar ne
statisticno znacilno. PoviSano izraZanje in izlo¢anje CatB je znacilno 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 vdirajo¢ih
celicah U87 izmerili le poviSano aktivnost katepsina B, ne pa tudi poviSan CatB na ravni
transkripcije ali translacije. Lemaire in sod. (1997) pa so dokazali, da citokina TNF-a in
IFN-y povecata izlo¢anje CatB iz sinovialnih fibroblastom podobnih celic. Ta dva citokina
izlo¢ajo tudi MMC, zato bi bilo popolnoma mogoce, da povecata izlocanje CatB iz celic
GBM. Hamer in sod. (2009) pa so nedavno dokazali, da jedrni transkripcijski faktor kapaB
(NF «B), ki se v celicah aktivira v stresu kot je hipoksija (znacilno za tumorsko okolje)
(Crisostomo in sod., 2008), poviSa izrazanje in izloCanje 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 razli¢ni kloni MMC izlo¢ajo razli¢ne 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. Razli¢en vpliv kondicioniranega medija
razli¢nih klonov MMC ali linij GBM na invazijo so dobili tudi Motaln in sod. (2010).

Kljub temu, da nasi rezultati o povisanem izrazanju in aktivnosti niso statisti¢no znac¢ilni in
niso skladni z dokazi o zmanjSanju 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. Nase 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 moZzgan
(Nakamura in sod., 2004). Glede na to, da se MMC razporedijo na ta podro¢ja in da je to
tudi mesto od koder celice GBM iz glavne tumorske mase vdirajo v okolisko zdravo tkivo,
pri ¢emer ima pomembno vlogo prav CatB, bi lahko postavili hipotezo, da MMC preko
CatB wvplivajo na povecano invazijo celic GBM. Vpliv MMC na povisano invazijo celic
GBM bi lahko razlozili z enako signalno potjo, kot smo jo predpostavili v primeru vpliva
kondicioniranega medija celic GBM na celice MMC, saj MMC prav tako dokazano
izrazajo TGF-P. Teorijo moznih signalnih poti preko katerih pride do poviSanega izraZanja
katepsina B zaradi poviSanega izlo€anja TGF-f ali pa katerega drugega topnega faktorja, ki
ga izlocata tako MMC kot tudi celice GBM nam potrjujeta kar dva primera v nasih
rezultatih. Opazimo lahko, da pride do poviSane 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.

Ce primerjamo razlike v relativnem izrazanju CatB med celicami GBM in MMC vidimo,
da je relativno izrazanje CatB v povprecju visje v linijah GBM kot v MMC (Slika 15).
Rezultat je smiseln, saj so Ze Rempel in sod. (1994) dokazali, da je koli¢ina mRNA CatB
vi§ja v bolj malignih celicah/gliomih kot v normalnem (moZganskem) tkivu. Celice GBM
imajo v povprecju tudi visjo vsebnost in aktivnost CatB kot MMC (Slika 21 in Slika 27).
Visoko izrazanje katepsinov Vv rakavih celicah je lahko posledica podvajanja genov,
povisane transkripcije, delovanje alternativnih promotorjev ali pa alternativnega
povezovanja. Ti dogodki lahko vodijo tudi v njihovo znotrajcelino prerazporeditev in
izlo¢anje 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
moznim razliénim izraZanjem inhibitorjev (kot so stefin A, stefin B in cistatin C) ali
razlicno stopnjo aktivacije proteaz. Aktivnost in funkcija katepsinov se prav tako
spreminjata z mestom njihovega nahajanja v ali izven celice (Mohamed in Sloane, 2006).

Najvi§jo vsebnost in aktivnost katepsina B imajo celice U251, manj$o U373, precej manjso
pa celice U87 (Slika 21 in Slika 27). Ker raven katepsina B sovpada s klini¢nimi dokazi za
invazijo in je tudi prognosticni tumorski kazalec za prezivetje bolnikov z multiformnim
glioblastomom (Strojnik in sod., 1999; Strojnik in sod., 2005) bi lahko njegovo razli¢no
raven izrazanja v celicah GBM povezali z njihovimi invazijskimi sposobnostmi. Motaln in
sod. (2009) so dokazali, da imajo celice U251 dokazano najvi§jo invazijo, celice U373
nekoliko niZjo, U87 pa najniZjo. Nasi rezultati merjenja koli¢ine 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 izraZzanjem CatB v teh celicah, saj imajo U87 najvisje izrazanje, U251 in U373 pa
nekoliko manjSe. Neujemanje vsebnosti in aktivnosti CatB z izmerjenim izrazanjem CatB
v celicah U87 bi lahko utemeljili s posttranskripcijskimi in posttranslacijskimi
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modifikacijami ter alternativnim zdruzevanjem (Berquin in sod., 1995), kar lahko vodi v
razli€no ucinkovito 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 naSimi hipotezami in pri¢akovanji med seboj razlikujejo v izrazanju, vsebnosti in
aktivnosti CatB (Preglidnica 11, Preglednica 13, Slika 27).

Ce primerjamo raven izrazanja katepsina B v razli¢nih 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
najmanj$i uéinek na izrazanje CatB v MMC (Slika 16). Podobno iz rezultatov lahko
vidimo tudi, da je vpliv kondicioniranega medija MMC na izrazanje CatB najmanj$i na
celice U87. Ugibamo lahko, da se celice GBM razlikujejo tako v izloc¢anju citokinov kot
tudi odzivnosti nanje. Za potrditev hipoteze bi morali nadalje analizirati kako se razlicne
celice GBM (ali MMC) razlikujejo v izrazanju citokinov. Glede na to kateri citokini bi se
izlo€ali v najvi§jih koncentracijah in glede na vpliv le teh na izrazanje CatB v celicah
GBM (MMC) bi lahko sklepali o moznih kandidatih, ki vplivajo na spremembe izrazanja
CatB. Seveda bi morali analize dopolniti $e s fizioloskimi poskusi, kjer bi blokirali
izrazanje ali delovanje kandidatnega citokina npr. s protismiselno CDNA ali protitelesi in
opazovali, ¢e Se vedno prihaja do sprememb v izrazanju CatB.

Nasi 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 pri¢akujemo, 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 e ni bila dokazana. NaSe 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 miskah. Glede na naSe rezultate
domnevamo, da je pri tem procesu udelezen CatB. To bi lahko dokazali z dodatimi
eksperimenti kjer bi MMC npr. fluorescentno oznacili za vizualizajo njihovega vdora v
ksenografte GBM. Vlogo CatB pri tem pa bi poskusali dokazati npr. z izbitjem gena CatB
v MMC ali pa z utiSanjem gena s protismiselno RNA.
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5.2 KATEPSIN L

Dokazano je, da poviSana aktivnost katepsina L v zunajcelicnem prostoru omogoca vecjo
migracijo in poveca razgradnjo zunajcelicnega matriksa (Gocheva in Joyce, 2007,
Jedeszko in Sloane, 2004). CatL povezujejo Se z mnogimi drugimi procesi, Kot je
regulacija celi¢nega cikla, zmanj$ana ali povecana 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 izrazanje katepsina L v celicah MMC
(Slika 19). Vsebnost CatL se v MMC po izpostavitvi kondicioniranemu mediju celic GBM
statisticno znaéilno (p<0.05) zvisa (Slika 26), nasprotno pa se aktivnost L- podobnih
katepsinov statisticno znacilno (p<0.05) zniza (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
izrazanja, vsebnosti in aktivnosti CatL v MMC po njithovi komunikaciji s celicami GBM
tezko sklepamo o vlogi CatL v invaziji MMC. Da bi celice GBM znizale invazijo MMC
preko CatL je bolj malo verjetno, saj je bilo ze velikokrat dokazano, da glioblastomi
privlacijo MMC in poviSajo njihovo migracijo (Nakamizo in sod., 2005), prav ta pa so tudi
dokazali, da zviSajo tudi invazivnost in proliferacijo MMC (Motaln in sod., 2010). Na
podlagi nasih rezultatov torej predvidevamo, da CatL ni povezan z zviSanO invazivnostjo
ali proliferacijo MMC po njihovi komunikaciji s celicami GBM. Podobno so tudi Strojnik
in sod. (2005) pokazali, da CatL nima prognosti¢ne vrednosti za prezivetje bolnikov z
GBM; sklepali so, da verjetno zaradi manjse vloge v invazivnosti tumorjev.

Nasprotno pa se pri celicah GBM, ki so bile izpostavljene kondicioniranemu mediju MMC
kaze trend znizanega relativnega izrazanja CatL (Slika 19). V primeru celic U251 in U87
je to znizanje tudi statisti¢no znaéilno (p<0.0005 in p<0.05). Enako kondicioniran medij
MMC v linijah GBM statisti¢no znacilno (p<0.0005) zmanj$a vsebnost katepsina L (Slika
26) ter statisticno znaCilno zniza (p<0.005) katepsinu L- podobno encimsko aktivnost
(Slika 32). Glede na rezultate lahko sklepamo, da MMC izlo¢ajo faktorje, ki vplivajo na
spremembo izrazanja CatL v celicah GBM. Znizanje izrazanja, vsebnosti in aktivnosti
CatL v celicah GBM po izpostavitvi kondicioniranemu mediju MMC se ujema z
zmanjS$ano 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 celi¢ni cikel z razgradnjo jedrnega transkripcijskega faktorja CDP/Cux
in tako zmanjsa proliferacijo celic. Tudi Gocheva in sod. (2006) so dokazali, da izbitje
gena za CatL zmanjsa proliferacijo in rast tumorja.
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Povisano izrazanje CatL v gliomskih celicah inducira angiogeni faktor VEGF
(Keerthivasan in sod., 2007). Na podlagi nasih rezultatov znizanja izrazanja, vsebnosti in
aktivnosti CatL v celicah GBM po izpostavitvi kondicioniranemu mediju MMC bi tako
lahko sklepali, da lahko MMC zmanj$ajo angiogenezo preko vpliva na zmanj$anje
vsebnosti CatL. Mozno bi bilo, da MMC zmanjsajo izrazanje/aktivnost/izlocanje VEGF v
celicah GBM. Po drugi strani pa je znano, da MMC same izrazajo VEGF (Chen in sod.,
2008) in bi z izlo¢anjem VEGF lahko tudi pripomogle k angiogenezi. Nasi rezultati tako v
veCini govorijo v prid uporabe MMC v zdravljenju glioblastomov.

Doslej v literaturi $e ni bilo objav o izrazanju katepsina L v MMC. Kloni MMC imajo v
popreéju nizje izrazanje, vsebnost in aktivnost katepsina L kot linije GBM (Slika 18),
razlike so tudi statistino znacilne (Preglednica 12 in Preglednica 14). Ker raven izrazanja
katepsina L korelira s stopnjo malignosti (Skrzydlewska in sod., 2005) je rezultat smiseln.
V skadu z nasimi pri¢akovanji med razli¢nimi kloni MMC ni razlik v izrazanju, vsebnosti
in aktivnosti katepsina L (Slika 18, Slika 24 in Slika 30).

Po nasih pri¢akovanjih se med kloni GBM kaze razlika v izrazanju, vsebnosti in aktivnosti
CatL (Slika 18, Slika 24 in Slika 30). Zopet lahko opazimo pojav, ki smo ga opazili ze pri
katepsinu B, da je raven izrazanja CatL najviSja v celicah U87, hkrati pa sta njegova
vsebnost in aktivnost pa najnizja v teh celicah (Slika 24). Pojav si zopet lahko razlagamo
na ve¢ na¢inov. Mozno bi bilo, da se protein izloca v zunajceli¢ni prostor, kar je znacilno
za tumorske celice (Frosch in sod., 1999), zaradi ¢esar pa Vv celici ne zaznamo visoke
koli¢ine proteina ali njegove aktivnosti. Te hipoteze bi morali potrdi z merjenjem koli¢ine
in aktivnosti CatL, ki se izlo¢i iz celic v kondicioniran medij. Mozno pa je tudi, da prihaja
do posttranskripcijskih modifikacij, ki vplivajo na razliéno ucinkovitost 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 Zze 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 nasi rezultati. Nasprotne rezultate Goleta in sod. (2009), dobljene v 3D
sferoidnem modelu invazije lahko razloZimo z druga¢nim obnaSanjem celic GBM v
monosloju in 2D modelu invazije. Sklepamo, da CatL vendarle lahko sodeluje v invaziji
celic GBM v dvodimenzionalnem modelu.

Levicar in sod. (2003) ter Zajc in sod. (2006) so pokazali, da povisano izrazanje katepsina
L s¢iti gliomske celice pred indukcijo apoptoze. Za varovanje tumorskih celic pred
apoptozo je pomembnejsi katepsin L, ki se nahaja v celici, natancneje v lizosomu,
endoplazemskem retikulumu ali mitohondriju (Lankelma in sod., 2010). V primeru, da se
CatL prenese iz lizosoma v citosol lahko deluje obratno in sprozi 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 pospesijo vstop celice v S fazo s proteotilicnim
procesiranjem CDP/Cux (Goulet in sod., 2007). Glede na dokaj visoko raven izrazanja 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 odpornejse na apoptozo od
celic U87. To je tudi v skladu s pozitivno korelacijo med izrazanjem, vsebnostjo in
aktivnostjo CatL in stopnjo malignosti (Levicar in sod., 2002). Ce to drzi, potem lahko
sklepamo, da ima CatL morda razli¢no vlogo v razli¢nih linijah GBM. Odvisnost vioge
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 bioloske
variabilnosti, saj so celice GBM izolirane iz razli¢nih darovalcev z glioblastomom.
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6 POVZETEK

Mezenhimske mati¢cne celice (MMC) potujejo k glioblastomom. Z dokazi o njihovi
sposobnosti  migracije se je porodila tudi ideja o njihovi uporabi v zdravljenju
glioblastomov s celi¢no terapijo. MMC je razmeroma preprosto izolirati ter namnoziti do
zadostnega Stevila, potrebnega za klini¢no uporabo, imajo visok potencial za diferenciacijo v
razli¢ne tkivne celi¢ne tipe, NiSO imunogene, poleg tega pa njihova uporaba ni eti¢no sporna.
Zaradi njihove invazivne narave, bi bile gensko spremenjene MMC primerne za dostavo
proti-tumorskih ué¢inkovin do oddaljenih tumorskih celic, po infiltraciji in metastaziranju
glioblastomskih celic (GBM).

Obstaja vse ve¢ dokazov o vlogi MMC v zmanjSanju proliferacije in invazije
glioblastomskih celic. 1z ze 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 pove¢ajo invazivnost
MMC, MMC ali njihov kondicioniran medij pa zmanj$ajo 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 izrazajo v povisanih koli¢inah. V do sedaj
objavljeni literaturi pa skoraj ni mogoce najti podatkov o vsebnosti katepsinov v MMC in
njihovi morebitni vlogi pri invaziji/migraciji MMC k glioblastomom. Prav tako $e ni
natan¢no raziskano na kakSen na¢in MMC znizajo invazijo celic GBM.

V diplomski nalogi smo Zeleli opredeliti vpliv kondicioniranega medija celic GBM na
MMC in vpliva kondicioniranega medija MMC na celice GBM. Pri tem so nas zanimali
vplivi na izrazanje, vsebnost in aktivnost cisteinskih katepsinov B in L, na podlagi ¢esar
smo zeleli sklepati predvsem o njihovi vlogi v invaziji. Pri raziskovalnem delu smo
uporabili metode PCR v realnem casu, ELISA in merjenje aktivnosti katepsinov s
specificnimi inhibitorji. Z omenjenimi testi smo dokazali, da kondicioniran medij celic
GBM vpliva na izrazanje, vsebnost in aktivnost katepsinov B in L v MMC. Enako velja za
vpliv kondicioniranega medija MMC na celice GBM. Potrdili smo tudi razlike v izrazanju,
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 izraZanju, vsebnosti in aktivnosti katepsinov, v primeru CatL pa smo to hipotezo
potrdili.

Pri nasem raziskovalnem delu smo prisli do naslednjih sklepov:

- Katepsina B in L se izrazata v MMC. Vidne so razlike v izrazanju, vsebnosti in
aktivnosti katepsina B in L med razli¢cnimi kloni MMC.
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- Zaradi razlicnega vpliva kondicioniranega medija celic GBM na izraZanje
katepsinov B in L v MMC, imajo razlicni kloni MMC verjetno tudi razlicne
sposobnosti migracije k celicam GBM.

- Celice GBM verjetno povisajo invazijo MMC preko vpliva na poviSano izrazanje,
vsebnost in aktivnost katepsina B.

- ZanjSana invazija in proliferacijska sposobnost celic GBM na katero vplivajo MMC
je povezana z znizanim izrazanim izrazanjem, vSebnostjo in aktivnostjo katepsina
L. Zmanjsano delovanje katepsina L v celicah GBM bi lahko vplivalo tudi na
povisano apoptozo teh celic in zmanjSano angiogenezo.

- Celice U251, U373 in U87 se med seboj razlikujejo v izrazanju, vsebnosti in
aktivnosti katepsinov B in L. Med njimi najvi§jo raven izrazanja katepsina B in L
kazejo celice U251, ki bi jih zato lahko smatrali za bolj maligne in invazivne od
celic U373 in U87.

Raziskovalno delo kaze na nekatera nova dejstva, ki bi lahko podpirala uporabo
mezenhimskih mati¢nih celic v zdravljenju multiformnih glioblastomov. Hkrati pa smo
postavili temelje za mnoge nadaljnje raziskave, ki bodo lahko Se bolje razjasnile
medsebojni vpliv glioblastomskih in mezenhimskih mati¢nih celic. Potrebno bi bilo
natan¢no opredeliti kak$na je koli¢ina in aktivnost proteinov, ki se izlo¢ajo iz celic kot
posledica parakrine komunikacije med MMC in celicami GBM, kateri so tsiti faktorji, ki
jih izlo¢ajo MMC ali celice GBM in vplivajo na spremembe izrazanja in delovanja
katepsinov, kako ti faktorji posamezno ali skupaj vplivajo na izlo¢anje/ aktivnost/
posttranskripcijske/ posttranslacijske modifikacije katepsinov. Za dokon¢no 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 Studije ter in
Vvivo teste. Zelo pomebno je tudi, da Se pred tem natan¢no 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

Priloga A: Vpliv CM na izrazanje CatB in Lv MMC in linijah GBM (PCR v relnem ¢asu)

Priloga Al: Vpliv CM naizrazanje CatB v MMC in linijah GBM

- Izracuni k sliki 15

p7 pa pa Average S5tDev  StError T-test
MM 1,00 1,01 0,83 MMC1 0,85 0,10 0,07 MMC1  [0,00966
MMC1+U373CM (1,01 123 1,29 MMC1+U373 CM (1,17 0,15 0,11 MMCZ  [0,0016
MMC4  [0,2136
p& p7 p9 MMCZ 1,06 0,09 0,07 U373 10,5100
MMC2 0,36 1,10 1,14 MMC2 +U251 CM (1,89 0,16 0,12 U251 |o,1951
MMC2 +U251CM (1,93 1,71 2,03 ua7 0,9994
MMCa 0,63 0,10 0,07
p7 pB pld MMC4+UB7 CM 0,75 0,09 0,06
MMCE 0,62 0,54 0,74
MMC4+UB7CM  |0,77 0,65 0,83
pdl pd3 pd4 U373 0,62 0,09 0,06
NEYE! 0,51 0,68 0,65 U373 +MMC1CM (0,70 0,17 0,12
U373 +MMC1CM 0,54 0,87 0,68
U251 1,02 0,00 0,00
pd0 pd3 pd4 U251 +MMCZ CM |1,37 0,40 0,28
U251 1,02 1,02 1,02
U251 +MMCZCM 1,14 1,15 1,83 ug7 1,88 0,59 0,42
Ug7 +MMC4CM 1,88 0,36 0,26
pll plifz) plz
UB7 2,44 1,94 1,26
UB7 + MMC4 CM 2,22 1,93 1,50
- Izracuni k sliki 16
p7 p2 pa Average StDev StError T-test
MMC1 1,00 1,00 1,00 MMC1 1,00 0,00 0,00 MMC1 0,1835
MMC1+U373CM |1,01 1,21 1,56 MMC1+U373CM |1,26 0,28 0,20 MMC2 0,0039
MMC4  |0,0062
p& p7 pa MMC2Z 1,00 0,00 0,00 U373 0,2128
MMC2 1,00 1,00 1,00 MMCZ +U251CM (1,79 0,23 0,16 U251 0,2496
MMCZ + U251 CM | 2,02 1,56 1,78 us7 0,7353
MMC4 1,00 0,00 0,00
p7 p2 pl0 MMC4+UB7CM 1,19 0,06 0,04
MMC4 1,00 1,00 1,00
MMC4+UB7CM 1,23 1,22 1,12
pal pd3 pad U373 1,00 0,00 0,00
U373 1,00 1,00 1,00 U373 +MMC1CM 1,12 0,14 0,10
U373 +MMC1CM |1,04 1,28 1,03
U251 1,00 0,00 0,00
pd0 pd3 pad U251 +MMCZCM 1,32 0,42 0,29
U251 1,00 1,00 1,00
U251 +MMC2 CM |1,80 1,04 1,13 ua7 1,00 0,00 0,00
U7 +MMC4CM 1,03 0,14 0,10
pll plif2) pi12
us7 1,00 1,00 1,00
U7 +MMC4CM (0,91 1,00 1,19
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- Izracuni k sliki 17

MMC MMC +GBM CM Average StDev StError

MMC1p7 |1,00 1,01 MMC 1,00 0,00 0,00
MMClpE |1,00 1,21 MMC + GBM CM 1,41 0,34 0,24
MMClpe |1,00 1,56

MMC2ZpEe 1,00 2,02

MMC2p7  |1,00 1,56

MMC2p2  |1,00 1,78 GBM 1,00 0,00 0,00
MMC4p7 |1,00 1,23 GBM + MMC CM 1,16 0,26 0,19
MMC4pE 1,00 1,22

MMC4pl1D | 1,00 1,12 T-test

MMC + GBM CM |0,0021
GBM + MMC CM |0,0924
GBM GBM +MMC CM

u373p41 |1,00 1,04

u373p43 1,00 1,28

U373p44 (1,00 1,03

u251p40 1,00 1,80

u251p43 |1,00 1,04

u251p44 |1,00 1,13

Ug7pll 1,00 0,91

Us7pli(2) (1,00 1,00

Ug7pl2 1,00 1,19

Priloga A2: Vpliv CM na izrazanje CatL v MMC in linijah GBM

-Izracuni k sliki 18

p7 p2 pa Average 5StDev  StError T-test
MMC1 1,00 0,56 0,45 MMC1 0,67 0,29 0,21 MMC1  |D,B3%6
MMC1+U373CM |1,01 0,46 0,37 MMC1+ U373 CM |0,61 0,34 0,24 MMC2  (0,9954
MMCa  |0,7119
p& p7 p9 MMC2 0,82 0,36 0,26 U373 0,3715
MmMC2 1,23 0,69 0,54 MMCZ +U251CM |0,82 0,32 0,23 U251 0,1436
MMC2 +U251CM |1,1%9 0,68 0,59 uar 0,1626
MMCa 0,87 0,05 0,03
p7 pa8 pl0 MMC4+UBT CM |D,B4 0,12 0,09
MMCE 0,92 0,85 0,84
MMC4+UB7 CM 0,81 0,74 0,97
p4l p43 p44 U373 1,06 0,15 0,10
U373 0,91 1,07 1,20 U373+ MMC1 CM |0,93 0,18 0,13
U373 +MMCICM (1,10 0,73 0,94
U251 1,31 0,22 0,16
pd0 p43 p44 U251+ MMC2 CM |1,03 0,15 0,11
U251 1,50 1,07 1,36
U251 +MMCZCM |1,15 0,86 1,08 Ug7 2,62 0,38 0,27
U7 +MMC4ACM |2,06 0,43 0,31
pll plif2) pi12
ua7 2,23 2,98 2,66
us7 +MMC4CM 1,89 2,55 1,73
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- Izracuni k sliki 19

p7 pa pe Avergge  StDew StError T-test
MMC1 1,00 1,00 1,00 MMCL 1,00 0,00 0,00 MMC1 [0,1376
MMC1 +U373 cM|1,01 0,82 0,83 MMC1+U373 CM|0,82 0,11 0,07 mMMmC2  |0,6829
MMC4 |0,7656
pE p7 p2 MMCZ 1,00 0,00 0,00 U373 |o,5345
MMC2 1,00 1,00 1,00 MMCZ +U251 CM(1,02 0,07 0,05 uz251 0,0001
MMCZ + U251 CM(D,97 0,99 1,10 ua7 0,0329
MMC4 1,00 0,00 0,00
p7 pE pl0 MMC4 +UB7 CM (0,97 0,17 0,12
MMC4 1,00 1,00 1,00
MMC4 +US7 CM (0,88 0,87 1,16
pédl p43 pad U373 1,00 0,00 0,00
U373 1,00 1,00 1,00 U373 +MMC1 CM|0,83 0,28 0,20
U373+ MMC1 CM([1,21 0,69 0,78
U251 1,00 0,00 0,00
pa0 pd3 pad U251 +MMC2 CM|0,79 0,02 0,01
U251 1,00 1,00 1,00
U251+ MMC2 CM(D,77 0,21 a,79 ug7 1,00 0,00 0,00
Ug7 +MMC4CM (0,78 a,12 0,08
pll pli{2) pl2
uas 1,00 1,00 1,00
ua7 +MMC4CM (0,85 0,86 0,65
- Izrac¢unu k sliki 20
MMC MMC + GBM CM |hverage StDev StError
MMClp7 (1,00 1,01 MMC 1,00 Q,00 0,00
MMC1p8 |1,00 0,82 MMC + GBM CM  |0,96 0,12 0,09
MMC1p9 (1,00 0,83
MMC2p6 (1,00 0,97
MMC2p7 (1,00 0,99
MMC2p9 (1,00 1,10 GBM 1,00 0,00 0,00
MMC4p7 (1,00 0,88 GBM + MMC CM 0,82 0,16 0,11
MMC4p8 (1,00 0,87
MMC4pl10 (1,00 1,16 |T—test
MMC + GBM CM  |0,3129
GBM + MMC CM  |0,0041
GBM GBM + MMC CM
U373p4l (1,00 1,21
U373p43 1,00 0,69
U373p44 (1,00 0,78
U251p40 (1,00 0,77
U251p43 1,00 0,81
U251p44 (1,00 0,79
Ug7pll 1,00 0,85
U87p11(2) |1,00 0,86
U87pl2 1,00 0,65
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PRILOGA B

Priloga B: Vpliv CM na vsebnost CatB in CatL v MMC in linijah GBM (ELISA test)
Priloga B1: Vpliv CM na vsebnost CatB v MMC in linijah GBM

- Izracuni k sliki 21

BT e p9 Average StDev StEmor T-test
MMCA 200,18 21517 211,82 MNCA 20204 T.EEB 557 MSC1 (0,3602
MMGC1 + U373 CM [151,16 156,44 234,70 MMC1 + U3T3 CM [180, 77 48,78 33.08 M3C2Z (0,0071
MSC4 (0,0069
pd pT p9 MMC2 196,08 368,28 2584 U373 (0,4567
MMC2 159,21 197,34 231.689 MMC2Z + U251 CM (401,94 60,068 4247 U251 (0,0103
MMC2Z + U251 CM (339,56 406888 459,37 us7 0,0133
MMC4 120,44 1885 14,03
BT g8 pid MMC4 + UBT CM  |19524 1625 11,49
MMC4 98,94 138,08 12431
MMC4 + UBT CM (182,81 21430 191,80
pdi pd3 pdd 373 204,48 33,71 2384
L3aFa 16987 237,23 20830 U373 + MMC1 CM |173,33 58,17 38,72
uU3ar3a + MMC1 CM (121,89 23328 18484
251 44930 4588 3230
pdd pd3 pdd U251 + MMC2 CM |291,34 35,01 27,58
251 404,41 48578 44522
U251 + MMC2 CM (247,25 321,37 305,38 Us7T 111,72 537 2,80
UBT + MMC4 CM | 75,24 12,15 &.59
pii pl1{2) pi2
BT 117,83 107,72 10981
UET + MMC4 CM 84,88 BY. 72 85,31
- Izracini k sliki 22
pT pE g2 Average StDev StEmor |T-test
MG 1,00 1,00 1,00 MMC 1,00 0,00 0.00 MSC1 0,3277
MMC1 + U373 CM (0,78 0,73 1,11 MMC1 + U373 CM |0,88 0,21 0,15 MSC2 1,665E-05
MSC4 0,0030
p BT g2 MMC2 1,00 0,00 0,00 373 0,1012
MMC2 1,00 1,00 1,00 MMC2 + U251 CM | 2,08 0,08 0,05 L1251 0,0001
MMC2 + U251 CM |2,13 2,08 1,88 Ue7 0,0101
MMC4 1,00 0,00 0.00
BT g8 p10 MMC4 + UBT CM  |1,85 017 0,12
MMC4 1,00 1,00 1,00
MMC4 + UB7T CM |1,85 1.55 1,54
pd pd3 pdd Uara 1,00 0,00 0,00
uara 1.00 1.00 1,00 U3ar3 + MMC1 CM |0,83 014 0.10
uUara + MMC1 CM |0,72 0.58 0.80
U251 1.00 0.00 0.00
pd0 pd3 pdd U251 + MMC2 CM |D,85 0.03 0.02
U251 1,00 1,00 1,00
U251 + MMC2 CM |D,81 0,85 0,58 Us7 1,00 0,00 0,00
UBT + MMC4 CM  |0,71 0,11 0,08
pli pli{2) pi2
Ue7T 1,00 1,00 1,00
Ug7 + MMC4 CM  |0,72 0,21 0.80
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MMC MMC + GBM CM Awverage StDev StError
MMC1p7 |1,00 0,76 MMC 1,00 0,00 0,00
MMC1pS |1,00 0,73 MMC + GBM CM (1,52 0,54 0,39

MMC1p3 1,00 1,11
MMC2p6 1,00 2,13
MMC2p7 1,00 2,06

MMC2p3 |1,00 1,98 GBM 1,00 0,00 0,00
MMC4p7 1,00 1,85 GBM + MMC CM |0,73 0,12 0,09
MMC4ps 1,00 1,55

MMC4p10(1.00 1,54 T-test

MMC + GBM CM (0,0109
GBM + MMC CM |(5,222E-06

GBM__ [GBM + MMC CM
U373p41 [1.00 0.72
U373p43 [1.00 0.98
U373p44 1.00 0.80
U251p40 [1.00 0.61
U251p43 [1.00 0.65
U251p44 1,00 0.68
Us7pil  |1.00 0.72
Us7p11(2)|1.00 0.81
Us7pi2  |1.00 0,60

Priloga B2: VVpliv CM na vsebnost CatL. v MMC in linijah GBM
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BT pE pa Average 5StDev  StEmor T-test
MMCA 412 4,71 4,00 MMC1 4,28 0,28 0.27 MSC1 10,0450
MMC1 + U373 CM (3,27 3.43 3.80 MMC1 + U373 CM [3.50 0.28 0.19 M3C2 |0,0004
M3C4 (10,1261
pb p7 p2 MMC2 3.54 0,43 0.31 uU3ra |0,0016
MMC2 3,27 3,31 4,04 MMC2 + U251 CM (8,28 0,12 0.08 U251 0,1113
MMC2 + U251 CM (8,25 833 8.49 usT 0,4662
MnC4 5.43 1,78 1,268
BT pe pl0 MMC4 + UBT CM 8,63 225 1.59
MMC4 3,88 737 5.07
MMC4 + UBT CM 8,18 10,61 9,08
pdi p43 pdd uara 582 0.21 0.15
uara 5,96 5.58 592 Uara + MMC1 CM | 3,45 0,492 0,35
U373 + MMC1 CM [3.10 3.24 4.02
U251 5.68 1,368 0,96
pd0 p43 pdd U251 + MMCZ CM (32,84 0,75 0.53
U251 4,19 5.97 8,87
U251 + MMC2 CM |3.00 4,09 4,45 UsT 1.79 0.18 0.13
UBT + MMC4 CM 1,67 0,21 0,15
pl1 pll{2) pi12
UsT 2,00 1,70 1.68
UET + MMC4 CM  [1.86 1.70 1.44
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pr p8 pa Aversge StDev StEmor T-test
MMCA 1,00 1,00 1,00 MMCA 1,00 0,00 0,00 MSCA1 0,0568
MMC1 + U372 CM 0,78 072 0.25 MMC1 + U373 CM (0,82 012 0.08 MSC2 0,0012
MSC4 0,0039
pd B7 g2 MMC2Z 1.00 0.00 0.00 uara 0,0009
MMC2 1.00 1.00 1.00 MMC2Z + U251 CM |1.81 018 012 U281 0,0001
MMC2Z + U251 CM | 1,92 1,91 1.61 Uer 0,1515
MMC4 1,00 0,00 0,00
B7 e gl MMC4 + UBT CM |1,81 0,18 0,13
MMC4 1.00 1.00 1.00
MMC4 + UB7 CM 1,80 1.44 172
pd1 pd2 pa4 uara 1.00 0.00 0.00
uar3 1,00 1,00 1,00 uar3 + MMC1 CM (0,58 0,08 0.06
uaT3 + MMC1 CM 0,52 0,58 088
U251 1,00 0,00 0,00
p40 p42 pa4 U251 + MMC2 CM (0,58 0.02 0.0z
U251 1,00 1,00 1,00
U251 + MMC2 CM 0,72 0,88 0,85 Uer 1,00 0,00 0,00
U&7 + MMC4 CM 0,53 0.07 0,05
pii p11{2} pl2
ueT 1.00 1.00 1.00
UE7T + MMC4 CM 0,52 1,00 0,28
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MMC MMC + GEM CM Average StDev  StEmor
MMC1p7  [1.00 0.72 MMC 1.00 0.00 0,00
MMC1pE  [1.00 073 MMC + GBM CM | 1,42 0.47 0.23
MMC1p2  [1.00 0,25
MMC2pE (1,00 1,92
MMC2p7  [1.00 1.91
MMC2p2  [1.00 1,81 GBM 1.00 0,00 0,00
MMC4p7  [1.00 1,80 GBM + MMC CM |0,73 0,16 0.11
MMC4pE  [1.00 1,44
MMC4p10 (1,00 1,79 T-test
MMC + GBM CM |0,0179
GBM + MMC CM |0,0001
GEM GEM + MIMC CI
U273p41  [1.00 0.52
U373p43  (1.00 0.58
U373p44  [1.00 0,88
U251p40  [1.00 072
U251p42  [1.00 0,88
U251p44  [1.00 0.85
UsTpl1 1,00 0.23
UsTp11(2) [1.00 1.00
Us7p12 1,00 0,28
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PRILOGAC

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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pB pa Average StDev  StEmor T-test
MMC1 13,4309 7,1582 MG 10,20 4,43 3,14 MSC1 10,9294
MMC1 + U373 CM | 14,1801 5,3475 MMC1 + U373 CM |8.75 823 44 MSC2 0,7628
MSC4 10,1153
pT p2 MMC2 6,62 1.48 1.03 u3ara 10,9931
MMC2 5,5800 7.6573 MMC2 + U251 CM | 5,31 5.16 3,65 U251 10,5732
MMC2 + U251 CM |1,8878 8.9616 UsT 10,2200
MMC4 2,50 128 091
pT p8 MMC4 + UBT CM | 5,34 078 054
MMC4 1,5821 3,4097

MMC4 + BT CM | 5,8820 4.8040

pa1 p43 pad Ua7a 978 099 070
uava 91646 109238 9,253 U373+ MMC1CM 978 225 1,59
U373 + MMC1 CM |11,8422 10,4106  7,2837
U251 1017 133 094
pal pa3 pad U251 + MMCZCM (9,42 188 1,17
U251 88774 115270 10,1119
U251 + MMC2 CM |8,5281 11,3318 84074 U7 087 058 041
Us7T+MMG4GM |183 070 0,50
p11 p11{2) pi2
usy 08484 15202  0,4355

Ugy + MMC4 CM | 2,0188 20482 0.817F
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p8 g2 Average S5tDev  StEmor T-test
MRCA 1,00 1,00 MR 1,00 0,00 0,00 MSCA 10,5841
MMC1 + U373 CM (105 075 MMC1 + U373 CM |0,20 0,22 0.15 MSC2 0,6043
MSC4 10,3084
p7 p8 MMCZ 1,00 0,00 0,00 uara 09814
MMC2 1,00 1,00 MMC2Z + U251 CM |D,73 D82 0,44 U251 0,1874
MMCZ + U251 CM (0,30 1,17 uer 0,1013
MMC4 1,00 0,00 0,00
B7 p8 MMC4 + UBT CM | 2,58 1,863 1,15
MMC4 1,00 1,00

MMC4 + BT CM 3,72 1,41

pil  pa3  p44 Uara 100 000 0.00
U373 100 1,00 1,00 U373+ MMC1 CM |100 025 017
U373+ MMC1 CM [1.27 095 079
U251 100 000 0,00
pil  pa3  pa4 U251 + MMC2CM (092 008 008
U251 100 1,00 1,00
U251+ MMC2CM 096 098 083 us7 100 000 0.00

UB7T + MMC4 CM | 2,12 0,91 0,65

pll  pli(@) pi2
usT? 100 1,00 1,00
UST + MMC4CM [312 135 188
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MMC  |MMC + GBM CM |Average StDev  StEmor
MMC p8 1,00 1,05 MBC 1,00 0,00 0,00
MMC1p2 1,00 0,75 MMC + GBM CM (1,40 1,20 0,85

MMC2ZpT 1.00 0,20
MMCZpS 1,00 117
MMC4pT 1,00 372
MMC4p8 1.00 1,41 GBM 1,00 0,00 0,00

GBM + MMC CM |1,35 0,75 0,53

GBM  |GBM + MMC CM |T-test
Ua7aps1 100  |1.27 MMC + GBM CM |0,4334
U373ps3 100  |0.95 GBM + MMC CM |0,1807

U273p44 (1,00 079
UZE1ps0 (1,00 0.98
UZE1pas  [1.00 0.98
U251p44  [1.00 0.82
UsTpi 1,00 3,12
Us7p11(2) [1.00 1,35
usTp12  [1.00 1,88

Priloga C2: Vpliv CM na aktivnost CatlL - podobih katepsinov v MMC in linijah
GBM
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pE pa2 Average StDev  StEmor T-test
MMCA1 10,5800 0,0014 MMCA D.28 032 028 MSC1 0,9222
MMC1 + U373 CM |0.4801 10,0000 MMC1 + U373 CM (0,24 0.34 0.24 MSC2 0,4900
MSC4 0,6478
p7 p2 MMC2 5,22 T.19 5.08 u3ara 0,6398
MMC2 10,2957  0,1375 MMC2Z + U251 CM (0,50 1,12 0,84 U251 0,5003
MMC2 + U251 CM |1,7358 0.0597 Us7 0,7784
MMC4 0.81 0,12 0,09
Tl g8 MMC4 + UBT CM 0,63 0,15 0,10
MMC4 10,8910 0,5197

MMC4 + UBY CM  |0,8370 D.4312

pai pa3 pad U373 337 304 215
UaTa 60625 39913  0,0684 U373+ MMGC1 CM |232 198 133
U372+ MMC1 CM |32197 36838 00884
L1251 480 422 298
p40 p43 pa4 U251 + MMG2CM |273 238 1,88
U251 23252 59377  0.1274
U251 + MMG2 CM |4,7313 33514  0,1029 ue7 006 008 0,04
UBT + MMC4CM |005 005 003
pii p11{2) p12
usT 01130 00633  0.0000

UET + MMC4 CM  |0,0950 10,0402 0,0025
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pE p9 Average 5t0Dev  StEmor T-test
MMC1 1.00 1.00 MMC1 100 000 000 MSC1  |0,3141
MMC1 + U373 CM [0.88 0,00 MMC1+U373CM [0.43 081 0,43 MSC2  |0,0343
MSC4 |0,1146
BT po MMC2 100 000 000 us7a (02729
MMC2 1.00 1.00 MMC2 + U251 CM (030 019 013 u2s1  |0,0118
MMG2 + U251 CM (017 0,43 us7 0,1775
MMC4 100 000 000
P78 MMC4+USTCM (088 007 005
MMC4 100  1.00
MMC4 +US7TCM [092 0383
p41  p43  pas ua7a 100 000 000
ua7a 100 100 1,00 U373+ MMC1CM 082 025 018
U373+ MMC1CM [052 082 100
U251 100 000 000
P40 pd43  pas U251+ MMC2CM 085 014  0.10
U251 100 100 1,00
U251+ MMC2CM [057 058  0.81 us7 100 000 0.00
Us7+MMC4CM |083 018 013
p11_ pi1(2) pi2
us7 100 100 1,00
Us7 +MMC4CM [034 084 100
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MMC___[MMC + GBM CM Average StDev  StEmor
MMC1pE |[1.00 [0.86 MMC 100 000 000
MMC1pe  [100  |0.00 MMC+GBMCM 054 033 0,28
MMC2p7 (100 |07
MMC2pe  [100  |0.43
MMC2p7 100 |02
MMC4ps  [1.00 o83 GBM 100 000 000
GBM+MMCCM 076 019 0,14
GBM __[GBM + MMC CM
Ua73ps1  [1.00 [0.53
us7aps3 (100 |osz
us7apss  [100  [1.00 |T-test
U2s1p40  [100  |057 MMC + GBM CM [0,0159
u2s1p43 (100 |0.58 GBM + MMC CM |0,0020
U251p44 (100  |0.81
us7p11 (100  |0.84
us7p11(2) (100 |04
us7p12_ [100  |1.00




