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mediju. Dobljeni rezultati potrjujejo protitumorski potencial celic MSC, zato 

predvidevamo, da bodo celice MSC v prihodnje omogoĉile uĉinkovito zdravljenje 

glioblastomov.  

 



 

Nemet I. Opredelitev lastnosti mezenhimskih matiĉnih ... izolacijo celic CD133+ ... kulture glioblastoma. 

   Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij Biotehnologije, 2011  

IV 

KEY WORDS DOCUMENTATION 

 

 

DN Dn 

DC UDC 577:616(043.2)=163.6 

CX molecular biology/clinical medicine/mesenchymal stem cells/MSC/glioblastoma/ 

brain tumour stem cell/BTSC/CD133 

CC AGRIS / 

AU NEMET, Irina 

AA KNEŢEVIĆ, Miomir (supervisor)/MOTALN, Helena (co-supervisor) 

PP SI-1000 LJUBLJANA, Jamnikarjeva 101 

PB University of Ljubljana, Biotechnical Faculty, Academic Study Programme in 

Biotechnology 

PY 2011 

TI THE STUDY OF MESENCHYMAL STEM CELL PROPERTIES AND THEIR 

IMPACT ON CD133+ CELL ISOLATION FROM PRIMARY GBM CULTURES  

DT Graduation Thesis (University studies) 

NO XVII, 77 p., 17 tab., 27 fig., 118 ref. 

LA sl 

AL sl/en 

AB Mesenchymal stem cells (MSCs) exhibit significant therapeutic potential and are 

already being used as a treatment for many diseases. Recent research in the field has 

suggested that MSCs selectively migrate to areas of injury/inflammation and can 

therefore be useful in brain tumour treatment. Glioblastoma multiforme (GBM) is a 

highly malignant and invasive tumour, whose individual cells have the ability to 

infiltrate into the surrounding tissue, making conventional treatment methods 

unsuccessful. In the heterogeneous cell population of GBM, the tumour maintenance 
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Cells. The purpose of this graduation thesis was the in vitro characterisation of two 

lines of bone-marrow MSC cells (MSC3 and MSC4) and the evaluation of their 
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Examining the population doubling time (PDT) of MSCs has shown that the cells 
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condition media on the CD133+ cells indicated that the MSC’s factors exhibit 

inhibitory effects on the proliferation of CD133+ cells. In GBM cultures grown in the 
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enable effective glioblastoma treatment in the future.  
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Apoptoza 

Apoptoza je programirana celiĉna smrt. Gre za uravnavan 
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nasprotju z nekrozo tj. patološko celiĉno smrtjo ne 

povzroĉa vnetij. 

Asimetrična celična 

delitev* 

Celiĉna delitev, pri kateri nastaneta dve razliĉno 

diferencirani hĉerinski celici, od katerih je ena enaka 

svoji prednici in ohrani njeno matiĉnost, to je sposobnost 

samoobnove in pluripotence. 

CD (ang. cluster of 

differentiation)* 

Enotni sistem oznaĉevanja antigenov na površini celic z 

monoklonskimi protitelesi. 

CD133 

 

CD133 je glikoprotein, pri ĉloveku in glodalcih znan tudi 

kot Prominin-1. Je sestavni del transmembranskega 

glikoproteina iz petih domen, ki se nahaja na zunanji 

strani celiĉne membrane. CD133 se izraţa v krvotvornih 

matiĉnih celicah, endotelijskih progenitorskih celicah, 

glioblastomih, nevralnih in glia matiĉnih celicah ter 

nekaterih drugih celiĉnih tipih. 

Celična kultura* 

Gojenje celic in vitro v umetnem mediju v raziskovalne, 

diagnostiĉne, terapevtske ali proizvodno-biotehnološke 

namene. 

Celična linija* 

Definirana celiĉna populacija, ki jo daljše ĉasovno 

obdobje ohranjamo v kulturi in vitro. Vse celice ene linije 

so potomke skupne predniške celice doloĉenega tipa ali 

matiĉne celice. 

Celična transformacija, 

tudi maligna 

transformacija* 

 Celiĉna transformacija je in vitro pretvorba oz. 

sprememba normalnih evkariontskih celic v nenormalno 

rastoĉe celice podobne tumorju. S transformacijo celica 

pridobi sposobnost nenadzorovanega pomnoţevanja in 

postane nesmrtna. 

Celični označevalci 

Celiĉni oznaĉevalci so receptorji, ki selektivno veţejo 

signalne molekule. Vsaka celica ima na površini 

kombinacijo receptorjev, po ĉemer se loĉi od ostalih 

celic. Slednje omogoĉa specifiĉno identifikacijo celic.  

Diferenciacija* 

 

Diferenciacija celic je proces, v katerem se manj 

specializirane celice razvijejo v specializirane celiĉne 

tipe. Pri tem pride do sprememb genske ekspresije, 

fiziologije celic in njihove oblike. Pri diferenciaciji se 

zmanjša tudi sposobnost samoobnavljanja. 

Fetalni goveji serum* 

(FBS) 

Obiĉajen dodatek k mediju za gojenje celic, ki se 

pridobiva iz seruma nerojenih telet (FCS, »Fetal Calf 

Serum«). Vsebuje razliĉne rastne dejavnike. 

Glioblastom multiforme 

(GBM) 

Glioblastom multiforme, ki je znan tudi kot astrocitom  

IV. stopnje.  Gre za najbolj maligno obliko gliomov, ki 
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lahko nastane preko prehodno manj malignih vrst 

astrocitomov ali neposredno. 

Gliom* 

Tumor, ki se razvije iz glia celic, med katere prištevamo 

ependimalne celice, oligodendrocite in astrocite ter celice 

mikroglia. 

In vitro* V epruveti oziroma v umetnem okolju. 

Konfluenca* 

Stopnja prerašĉenosti (izraţena v %) dna gojilne posodice 

s celicami. Ĉe so celice konfluentne pomeni, da so 

popolnoma  prerasle dno posode.  

Kostni mozeg* 

Mehko tkivo, ki se nahaja v dolgih kosteh. V kostnem 

mozgu poteka hematopoeza. Kostni mozeg vsebuje 

zraven razliĉnih odraslih celic tudi veĉ vrst matiĉnih 

celic, npr. mezenhimske,  krvotvorne in druge matiĉne 

celice.  

Krvotvorna matična 

celica, tudi hematopoetska 

matična celica* 

Krvotvorna matiĉna celica ali hematopoetska matiĉna 

celica (KMC) je multipotentna matiĉna celica, iz katere 

nastajajo vse krvne celice, tako mieloiĉne (monociti, 

makrofagi, granulociti, rdeĉe krvniĉke, 

megakariociti/krvne plošĉice) kot limfocitne celice 

(limfociti T in B, naravne celice ubijalke). Glede na to 

delimo KMC na multipotentne matiĉne celice mieloiĉne 

vrste (MMC-M) ter multipotentne matiĉne celice 

limfocitne vrste (MMC-L). 

Matična celica* 

Nespecializirana celica zarodka ali odraslega organizma, 

ki ima sposobnost neomejene samoobnove, plastiĉnosti in 

diferenciacije v specializirane celice. 

Matična celica odraslega 

(sin. Somatska matična 

celica, tkivna matična 

celica)* 

Nediferencirana matiĉna celica, ki jo v majhnem številu 

najdemo v razliĉnih tkivih in organih odrasle osebe. Do 

doloĉene mere ima sposobnost samoobnavljanja in 

ustvarjanja potomk, ki se diferencirajo v specializirane 

celice tega tkiva oz. organa. Poznanih je veĉ tipov teh 

celic. 

Matičnost* 

Sposobnost vzdrţevanja pluripotentnosti navkljub 

delitvam. Matiĉne celice vzdrţujejo matiĉnost s pomoĉjo 

aktivnega izraţanja doloĉenih genov in s specifiĉnimi 

celiĉnimi mehanizmi. 

Mezodermalni 

diferenciacijski potencial 

Sposobnost razvoja  v celice mezodermalnih tkiv– 

hrustanĉne celice, kostne celice, kite, mašĉobe celice, 

mišiĉne in srĉno-mišiĉne celice in stromalne celice.  

Možganska tumorska 

matična celica 

(angl. 

Brain tumour stem cell) 

Moţganske tumorske matiĉne celice so zelo tumorigena 

subpopulacija gliomskih celic. Moţganske tumorske 

matiĉne celice so odporne na zdravljenje in na celiĉni 

površini izraţajo celiĉni antigen CD133. 

Mezenhimska matična 

celica - MSC (angl. 

Mesenchymal stem cells) 

Mezenhimske matiĉne celice so multipotentne celice 

sposobne samoobnove. Lahko se diferencirajo v razliĉne 

celice mezenhimskih tkiv (kostno, hrustanĉno, mišiĉno, 
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mašĉobno tkivo in vezivno tkivo tetiv). Pokazalo se je, da 

so celice MSC v in vitro pogojih sposobne tudi 

transdiferenciacije, ki vodi v nastanek celic visceralnega 

mezoderma,  nevroektoderma in endoderma. 

Multipotentna matična 

celica 

Celica z manjšo/oţjo sposobnostjo difernciacije kot 

pluripotentna in totipotentna matiĉna celica. 

Multipotentna celica lahko tvori razliĉne tipe celic, ki pa 

vsi pripadajo isti liniji. Veĉina tkivno specifiĉnih 

matiĉnih celic iz odraslih tkiv je multipotentnih.  

Niša* 
Celiĉno mikrookolje, ki nudi podporo in  nujno potrebne 

draţljaje za ohranjanje samoobnovitvenega potenciala. 

Pasaža* 
Presaditev celic v celiĉni kulturi; ponavadi presaditev 

opravimo, ko celice v kulturi doseţejo konfluentno stanje. 

Plastičnost* 
Sposobnost matiĉnih celic, da se razvijejo v celice 

razliĉnih, nesorodnih tkiv.   

Pluripotentna matična 

celica* 

Matiĉna celica, ki se lahko diferencira v celice vseh treh 

kliĉnih plasti. 

Podvojitveni čas Obdobje v katerem se zaĉetno število celic podvoji.  

Predniška celica, tudi 

usmerjena matična celica* 

Direktna potomka matiĉne celice, iz katere nastanejo 

nove celice po seriji celiĉnih delitev. V ĉloveškem telesu 

se iz predniške celice razvije veĉ kot 200 razliĉnih 

celiĉnih tipov. 

Proliferacija* Podvajanje celic in njihov razvoj. 

Samoobnavljanje, 

samopomnoževanje* 

Proces znaĉilen za matiĉne celice, v katerem po celiĉni 

delitvi nastane hĉerinska celica, ki je popolnoma enaka 

materinski. Hĉerinska celica ima enako sposobnost 

diferenciacije kot celica, iz katere je nastala. Vzdrţevanje 

matiĉnosti je rezultat sodelovanja številnih mehanizmov 

in izraţanja pluripotentnih genov. Celiĉna delitev je 

ponavadi asimetriĉna in zato se druga potomka lahko 

usmeri v doloĉeno razvojno pot. 

Senescenca 

Senescenca je celiĉni proces, ki povzroĉa zmanjšano 

stopnjo delitve celic, akumulacijo metabolnih produktov 

ali celiĉno smrt. 

Stromalne celice kostnega 

mozga* 

Mešana populacija mezenhimskih matiĉnih celic in 

drugih nekrvotvornih celic v kostnem mozgu. Stromalne 

celice v kostnem mozgu tvorijo nišo matiĉnih celic, s 

ĉimer spodbujajo njihovo rast in razvoj. Stromalne celice 

kostnega mozga spodbujajo tudi rast krvnih celic prednic. 

Totipotentna matična 

celica* 

Matiĉna celica zmoţna diferenciacije v vse celiĉne vrste 

(teh je pri ĉloveku veĉ kot 200), tudi v spermije in oocite. 

Transdeterminacija* 

Proces, pri katerem se predniške matiĉne celice ene 

usmeritve spremenijo v celice druge predniške usmeritve 

(npr. nastanek ektodermalnih prednic iz mezodermalnih 

celic).  
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Transdiferenciacija* 

Proces, pri katerem se tkivne matiĉne celice iz enega 

tkiva odraslega osebka spremenijo (oz. diferencirajo) v 

specializirane celice drugega tkiva. Transdiferenciacija je 

naraven pojav in je eden od mehanizmov plastiĉnosti 

matiĉnih celic.  

Tumorigeneza Proces nastanka tumorja in raka. 

Tumorska matična celica 

 

Tumorska matiĉna celica je tista tumorska celica, ki ima 

sposobnost samoobnove in asimetriĉne delitve. Pri 

asimetriĉni delitvi nastane tumorska progenitorska celica, 

ki je vir malignega fenotipa. 

Unipotentna matična 

celica* 
Celica, ki je sposobna le razvoja v eno celiĉno linijo. 

Živčne matične celice 

(angl. Neural stem cell) 

Tkivno specifiĉne matiĉne celice znaĉilne za centralni 

ţivĉni sistem. Nahajajo se v posebnih moţganskih 

regijah, predvsem v subventrikularni coni sprednjih 

lateralnih ventriklov in v gyrus dentatus hipokampusa. 

Sposobne so diferenciacije v nevrone in podporne glia 

celice. 

* Roţman in Jeţ, 2009
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1 UVOD 

 

 

Rak je takoj za kardiovaskularnimi boleznimi drugi najpogostejši vzrok smrti v razvitem 

svetu. Kljub intenzivnim raziskavam na podroĉju njihovega zdravljenja, za nekatere oblike 

tumorjev še ne poznamo uĉinkovitih terapevtskih metod. Še posebej teţavno je 

obravnavanje visoko invazivnih in inflitrativnih oblik tumorjev kot so na primer 

glioblastomi. 

 

Trenutno pri terapiji neozdravljivih tumorjev najveĉ obetajo strategije, ki vkljuĉujejo 

aplikacijo ĉloveških mezenhimskih matiĉnih celic (hMSC). Prav zato se v okviru celiĉne 

terapije veĉina raziskav na tem podroĉju osredotoĉa na multipotentne celice, ki bi delovale 

kot dostavni sistem za zdravila. Znano je, da med celicami MSC in tumorskimi celicami 

vladajo svojevrstne interakcije, ki bi jih z doloĉenimi modifikacijami lahko izkoristili v 

prid zdravljenja raka.  

 

Preden bi celice MSC dejansko bile varne in uĉinkovite za uporabo, je potrebno raziskati 

in predvideti tudi vse negativne plati njihove uporabe. Po drugi strani pa je potrebno 

pojasniti tudi biologijo rakavih celic, ki so hierarhiĉno organizirane in kjer je le pešĉica 

rakavih celic dejansko odgovorna za iniciacijo in metastaziranje tumorja. 

 

V diplomski nalogi smo se osredotoĉili na celice MSC iz kostnega mozga. Tem celicam 

smo doloĉali proliferacijsko in diferenciacijsko kapaciteto pri dolgotrajnem in vitro 

gojenju, saj nas je zanimalo, kako se spremenijo lastnosti celic MSC, ki odloĉilno vplivajo 

na njihovo uporabo v celiĉni terapiji. Z našim poskusom smo ugotavljali tudi vpliv celic 

MSC na samo proliferacijo glioblastomskih matiĉnih celic. Zanimalo nas je ali so celice 

MSC sposobne zavirati/spodbujati proliferacijo zelo tumorigene subpopulacije 

glioblastomskih celic CD133+, moţganskih tumorskih matiĉnih celic (BTSC).  

 

 

2 PREGLED OBJAV 

 

 

2.1 MATIĈNE CELICE  

 

Matiĉne celice (angl. stem cells) so posebna, redka populacija celic, ki se ohranjajo v telesu 

vse ţivljenje. Najdemo jih v vseh tkivih odraslega ĉloveka, kjer skrbijo za tkivno 

homeostazo - obnovo tkiv in nadomešĉanje odmrlih celic pri popravljanju tkivnih poškodb 

(Meng in sod., 2007). Matiĉne celice so nediferencirane celice, ki so zmoţne dolgotrajnega 

asimetriĉnega deljenja, pri ĉemer je ena izmed nastalih hĉerinskih celic identiĉna kopija 

materinske, druga pa je usmerjena v diferenciacijo specifiĉne tkivne celice. Proces tvorbe 

celic z enakim diferenciacijskim potencialom kot ga imajo materinske celice iz katerih so 

nastale, imenujemo samoobnavljanje (Strbad in Roţman, 2005; Zipori, 2005).  

 

Glede na sposobnost diferenciacije delimo matiĉne celice v štiri skupine: totipotentne, 

pluripotentne, multipotentne in unipotentne matiĉne celice. Totipotentne matične celice se 
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lahko diferencirajo v vsa embrionalna in izvenembrionalna tkiva. Takšna je celica zigote, 

nastala po zdruţitvi spermija in jajĉeca, ki lahko tvori cel organizem. Za pluripotentne 

matiĉne celice je znaĉilno, da se lahko diferencirajo v celice vseh treh celiĉnih plasti – 

mezoderma, ektoderma in endoderma, ne morejo pa se diferencirati v trofoblast, ki tvori 

izvenembrionalna tkiva. Zato pravimo, da se pluripotentne matiĉne celice lahko 

diferencirajo v vse celiĉne tipe odraslega organizma (Zipori, 2005).  

 

Med pluripotentne matične celice prištevamo embrionalne matiĉne celice, inducirane 

matiĉne celice dobljene pri reprogramiranju ţe diferenciranih celic (IPs) in mezenhimske 

(stromalne) matiĉne celice. Multipotenten potencial pa imajo matiĉne celice odraslih ljudi, 

matiĉne celice v amniotski tekoĉini in usmerjene progenitorske celice (Yu in Estrada, 

2010). Unipotentne matične celice so tkivno specifiĉne in se lahko razvijejo v eno celiĉno 

linijo, od somatskih celic jih loĉi le sposobnost samoobnavljanja (Strbad in Roţman, 

2005).  

 

 
Slika 1: Spremljanje diferenciacijskega potenciala matiĉnih celic med razvojem osebka. V razliĉnih razvojnih 

stopnjah osebka se pojavijo matiĉne celice z razliĉnim razvojnim potencialom. Z razvojem v bolj zrele celice 

se sposobnost diferenciacije zmanjšuje (Zipori, 2005). 

 

Pomembna lastnost matiĉnih celic je tudi plastiĉnost. Definirana je kot sposobnost 

matiĉnih celic, da se kot odgovor na fiziološke draţljaje diferencirajo v celice drugih tkiv, 

ne le v celice tkiva iz katerega izhajajo (Strbad in Roţman, 2005; Zipori, 2005). K 

plastiĉnosti prištevamo tudi odzivnost matiĉnih celic na fiziološke draţljaje v mikrookolju. 

Pri zamenjavi njihovega naravnega okolja z novim, in vitro mikrookoljem, se matiĉne 

celice prilagodijo na spremembo in pridobijo lastnosti, ki ustrezajo novim fiziološkim 

pogojem. K plastiĉnosti matiĉnih celic sodijo štirje procesi: dediferenciacija (razvoj celice 

v prvobitnejšo obliko), transdeterminacija (preskok med dvema progenitorskima celiĉnima 

linijama), transdiferenciacija (ţe diferencirana celica pridobi lastnosti druge diferencirane 

celice) in sposobnost fuzije z ţe diferenciranimi celicami (nastanek novega celiĉnega tipa) 

(Rendon in Watt, 2003).  
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2.1.1 Mezenhimske matične celice (MSC) 

 

V preteklosti je za mezenhimske matiĉne celice - celice MSC (angl. »Mesenchymal Stem 

Cells«) veljalo, da imajo multipotentni diferenciacijski potencial, saj se pod ustreznimi 

eksperimentalnimi pogoji (in vitro in in vivo) lahko razvijejo v razliĉne celice 

mezodernalne linije (osteoblaste, hondroblaste in adipocite) (Pittenger in sod., 1999; 

Bianco in sod., 2001). Novejša odkritja so pokazala, da imajo celice MSC pod doloĉenimi 

pogoji pluripotentni potencial. Tako so v in vitro pogojih sposobne transdiferenciacije, ki 

vodi v nastanek celic visceralnega mezoderma, nevroektoderma in endoderma (Jiang in 

sod., 2002). Transdiferenciacija celic MSC v in vivo pogojih pa še ni potrjena. Novejše 

raziskave nakazujejo, da se sistemsko aplicirane celice MSC lahko razvijejo v številne 

celiĉne tipe, vendar podrobnosti teh mehanizmov niso znane. Predvideva se, da prihaja do 

transdiferenciacije, dediferenciacije, zdruţitve z drugimi celicami ali kombinacije teh 

mehanizmov (Kallis in sod., 2007). 

 

Glavni vir celic MSC je kostni mozeg, izolirati pa jih je moţno tudi iz drugih tkiv in 

organov (mašĉobno in mišiĉno tkivo, organi fetusa, moţgani in zobje). V kostem mozgu 

predstavljajo celice MSC (ang. BM-MSC) redko celiĉno populacijo, njihova zastopanost je 

med 0,001% in 0,01%. Starost darovalca je eden pomembnejših dejavnikov prisotnosti 

celic BM-MSC v kostnem mozgu. Iz starejših darovalcev lahko izoliramo manj celic MSC 

(Rao in Mattson, 2001).  

 

Morfološko celice MSC opisujemo kot podolgovate, fibroblastom podobne celice 

(Pittenger in sod., 1999). Uvršĉamo jih med stromalne celice kostnega mozga, ki imajo 

dvojno vlogo: a) so matiĉne celice za nekrvotvorna tkiva in niše regenerativnih celic vseh 

tkiv in hkrati b) predstavljajo hranilne celice za podporo rasti in diferenciacije krvnih celic, 

ker so zmoţne sinteze razliĉnih komponent zunajceliĉnega matriksa in rastnih faktorjev. 

Zaradi sposobnosti tvorbe niš krvotvornih matiĉnih celic, so celice MSC pomembne tudi 

pri transplantacijah (Locatelli in sod., 2007). 

 

 
Slika 2: Mezenhimske matiĉne celice v kulturi. V kulturi so celice MSC heterogene, imajo razliĉno dinamiko 

rasti in razliĉno morfologijo. V gojitvenih posodicah je moĉ videti vretenaste, fibroblastom podobne celice, 

poleg njih pa še velike splošĉene celice (Fazni kontrast, 100-kratna poveĉava, Strbad, 2004). 
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2.1.1.1   Lastnosti celic MSC  

 

Celice MSC so v in vitro pogojih kompaktne, vretenaste oblike in imajo orientirano rast. 

Pritrjujejo se na podlago in rastejo v monosloju, kar olajša njihovo izolacijo. Ko zapolnijo 

dostopno površino se kot posledica kontaktne inhibicije ustavi njihova rast. Na tej stopnji 

je celice MSC potrebno presaditi. S presajanjem tudi zmanjšujemo heterogenost celiĉne 

populacije (Jackson in sod., 2007). 

 

Celice MSC doloĉamo s površinskimi antigeni oziroma s celiĉnimi oznaĉevalci in s 

preverjanjem njihovega pluripotentnega diferenciacijskega potenciala. Celiĉni oznaĉevalci 

so molekule na površini celic, ki jih imenujemo molekule CD (angl. Clusters of 

Differentiation) (Bernard in Boumsell, 1984). Za izolacijo homogene populacije celic MSC 

uporabljamo doloĉene kombinacije celiĉnih oznaĉevalcev, ker za neposredno identifikacijo 

matiĉnih celic specifiĉni oznaĉevalec še ni definiran. Celice MSC so negativne za 

krvotvorne oznaĉevalce CD14, CD34, CD45, pozitivne pa so za številne molekule za 

pritrjevanje, npr. CD73, CD90, CD105, CD166 (Locatelli in sod., 2007). Za izolacijo celic 

MSC iz kostnega mozga uporabljamo še naslednje oznaĉevalce: CD13, CD29, CD31, 

CD44, CD54, CD63, CD106, CD140b, in Stro-1. Celiĉne frakcije izolirane glede na 

prisotnost celiĉnega oznaĉevalca CD133 (prominin-1) vsebujejo celice MSC z visokim 

proliferacijskim potencialom. Molekule CD133 zato uvršĉamo med oznaĉevalce zgodnjih 

progenitorskih celic, tako krvotvornih kakor tudi mezenhimskih matiĉnih celic (Tondreau 

in sod., 2005). Za celice MSC je znaĉilno šibko izraţanje HLA molekule razreda I, ne 

izraţajo pa HLA molekul razreda II (Jackson in sod., 2007). 

 

 

Preglednica 1: Najpogostejši celiĉni oznaĉevalci celic MSC iz kostnega mozga (Pernick, 2010). 

Okrajšava 

celičnega 

označevalca 

Ime označevalca Fiziološki pomen označevalca 

CD133 Aka prominin-like 1, 

AC 133  

 

 Uporablja se za selekcijo hematopoetskih 

matiĉnih in progenitorskih celic pri 

transplantacijah.  

 Nahaja se na mikrovilih in ostalih 

membranskih izboklinah. 

CD73 ekto-5'-nukleotidaza  Katalizira defosforilacijo ribo- in 

deoksiribonukleotidov na nukleozide. 

 Sodeluje pri aktivaciji celic T, pritrjanju 

limfocitov na dendritiĉne celice in endotelij. 

 Deluje protivnetno in zavira tvorbo intime. 

 Sodi med oznaĉevalce zorenja limfocitov. 

                                        se nadaljuje 
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nadaljevanje 

Okrajšava 

celičnega 

označevalca 

Ime označevalca Fiziološki pomen označevalca 

CD105 endoglin  Regulatorna komponenta TGF-beta 

receptorskega kompleksa. 

 Oznaĉuje celice, ki sodelujejo pri zaĉetnih 

stopnjah hematopoeze. 

 Uporablja se kot specifiĉni in obĉutljivi 

oznaĉevalec angiogeneze tumorjev. 

CD166 angl. »Aka Activated 

Leukocyte Cell 

Adhesion Molecule« 

(ALCAM) 

 Adhezijska molekula, veţe se na CD6. 

 Sodeluje pri podaljševanju nevronskih 

nevritov, hematopoezi in angiogenezi med 

embrionalnim razvojem. 

CD90 Thy-1  Sodeluje pri diferenciaciji hematopoetskih 

matiĉnih celic in tvorbi sinaps v CŢS. 

 V kombinaciji z oznaĉevalcem CD34 doloĉa 

hematopoetske celice, ki se uporabljajo za 

avtologne transplantacije pri malignih 

obolenjih kostnega mozga. 

 Sodeluje pri pritrjanju belih krvniĉk na 

aktivirane endotelijske celice. 

CD13 Aminopeptidaza N 

(APN) 

 Peptid, ki cepi encime tankega ĉrevesa, 

ledviĉnih proksimalnih tubulov in placente. 

 Cepi peptide antigena, ki je vezan na 

predstavitvenih celicah MHC razreda II. 

 V sinaptiĉnih membranah v CŢS razgrajuje 

nevrotransmiterje na sinaptiĉnem stiku. 

CD29 integrin beta-1 

(ITGB1), 

fibronektinski receptor  

podenote beta, VLA 

(CD49) beta veriga 

 Skupaj s CD49a tvori receptor kolagena in 

laminina, ki sodeluje pri povezovanju celic, 

vnetnih procesih in fibrozi. 

 Glede na prisotnost liganda lahko spodbuja 

ali zavira apoptozo. 

CD31 angl. »Platelet 

endothelial cell 

adhesion molecule«, 

PECAM-1 

 Celiĉna adhezijska molekula, ki pod 

vnetnimi pogoji sodeluje pri migraciji 

levkocitov preko endotelija.  

CD44 Kadherin 5, tip 2 ali 

VE-kadherin (angl. 

»vascular 

endothelial«) 

 Sodi v druţino površinskih glikoproteinov s 

številnimi izoformami in posttranslacijskimi 

modifikacijami, zlasti glikozilacijami. 

 Pomemben je pri pritrjanju celic in 

vzdrţevanju celiĉne polarnosti, spodbuja 

tudi celiĉno proliferacijo in migracijo. 

                             se nadaljuje 
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nadaljevanje 

Okrajšava 

celičnega 

označevalca 

Ime označevalca Fiziološki pomen označevalca 

140b PDGF receptor beta 

(angl. »Aka beta platet 

derived growth factor 

receptor«) 

 Kot rastni faktor regulira rast in delitev 

celic. 

 Pomemben je zlasti pri tvorbi novih krvnih 

ţil, ki so znaĉilne za tumorsko tvorbo. 

CD54 ICAM-1  

(angl. «intercellular 

adhesion molecule 1«) 

 Sodeluje pri vnetnih procesih. 

 Zmanjšano izraţanje v endometijskih 

celicah lahko vodi v endometriozo. 

CD63 NKI-C3, LAMP-3 (angl. 

» lysosomal membrane-

associated glycoprotein 

3«), ME491 (z 

melanomom povezan 

antigen) 

 

 Sodi med tetraspanine, integralne 

membranske proteine, ki sodelujejo pri 

celiĉnem signaliziranju, migraciji in 

morfologiji. 

 Najdemo ga v lizosomih in endosomih 

nevtrofilcev. 

 Predstavlja oznaĉevalec aktiviranih 

trombocitov in regulira razširjanje 

trombocitov na imobiliziranem fibrinogenu. 

 Povezujemo ga z zgodnjimi stopnjami 

napredovanja melanomov. 
CD106 VCAM-1 (angl. 

»vascular cell adhesion 

molecule 1«); alfa 4 beta 

1 ligand 

 Sodeluje pri migraciji levkocitov. 

 Doloĉa revmatiĉno bolezen tipa II. 

 Pomemben je pri iniciaciji ateroskleroze. 

 Pri raku na prsih je njegovo zmanjšano 

izraţanje znak metastaziranja v vozlišĉih. 
Stro-1 Angl. »Simmons and 

Torok-Storb receptor« 

 Površinski celiĉni protein na stromalnih 

celicah kostnega mozga in eritroidnih 

prekurzorjih. 

 Celice kostnega mozga, ki izraţajo antigen 

STRO-1 so sposobne diferenciacije v celice 

razliĉnih mezenhimskih linij  - v 

hematopoetsko podporne stromalne celice, 

adipocite, osteoblaste in hondrocite. 

 

 

 

2.1.1.2    Proliferacija celic MSC 

 

Proliferacijske lastnosti vseh celic MSC niso enake – razlikujejo se glede na tkivo in 

starost donorja iz katerega so pridobljene. Tako imajo celice MSC izolirane iz kostnega 

mozga daljši podvojitveni ĉas (30-60 ur) kot celice MSC, ki izvirajo iz popkovniĉne krvi 

(20-30 ur) (Gang in sod., 2004; Nakamizo in sod., 2005; Lu-Lu in sod., 2006). 

Podvojitveni ĉas je obdobje v katerem se zaĉetno število celic podvoji. Celice MSC 

izolirane iz starejših donorjev imajo niţji proliferacijski in diferenciacijski potencial ter 

http://www.copewithcytokines.de/cope.cgi?key=PDGF%20receptor
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hitreje preidejo v senescenco. Na lastnosti celic MSC poleg starosti donorja moĉno vpliva 

tudi postopek izolacije iz doloĉenega tkiva (Kern in sod., 2006) in mikrookolje v izvornem 

tkivu (Gang in sod., 2004).  

Tudi med in vitro gojenjem se lahko lastnosti celic MSC dodatno spremenijo. Podvojitveni 

ĉasi se priĉnejo podaljševati, spreminja se morfologija celic in zmanjša se njihova 

diferenciacijska sposobnost (Gang in sod., 2004; Nakamizo in sod., 2005). Povpreĉni 

podvojitveni ĉas celic MSC se precej hitro podaljša, iz zaĉetnih 30 ur v primarni kulturi na 

kar 380 ur ţe pri pasaţi 5 (Banfi in sod., 2000). Moĉno zmanjšanje proliferativne 

kapacitete celic MSC gojenih veĉ kot 10 pasaţ je najbrţ povezano s spontanim nastopom 

apoptoze, saj se takrat poveĉa izraţanje z apoptozo povezanih genov FasL in perforina. 

Spremeni se tudi videz celic. Celice MSC niţjih pasaţ so podolgovate oblike in spominjajo 

na fibroblastne celice. Kasneje, pri višjih pasaţah, se poveĉajo in  so bolj splošĉene (Lim in 

sod., 2006).  

 

 
Slika 3: Morfološke spremembe celic MSC pri daljšem in vitro gojenju. (a in b) Celice MSC zgodnjih pasaţ  

(pasaţa 5) so vretenaste oblike in tvorijo konfluentno celiĉno kulturo. (c) Po pasaţi 18 so celice na 

predsenescentni stopnji in postajajo splošĉene oblike. (d) Obdobje med pasaţama 18 in 23 je zaznamovano z 

obseţno celiĉno smrtjo, preţivele senescentne celice se prenehajo deliti (Motaln in sod., 2010).  

 

Razlike v proliferaciji so lahko tudi posledica spremenjenih in vitro pogojev. Tako se v 

hipoksiĉnih pogojih (ko je vsebnost kisika omejena na 5% namesto 21%) proliferacija celic 

MSC poveĉa. Ob zmanjšani vsebnosti kisika se celice MSC lahko spontano diferencirajo v 

hondrocite (Warnawin in sod., 2005). Nasprotno pa stopnja konfluence pri precepljanju 

celic ne vpliva na proliferativne lastnosti in priĉakovano ţivljenjsko dobo celic (Stenderup 

in sod., 2003).  

 

Tudi v diplomski nalogi smo spremljali proliferacijo in vitro gojenih celic MSC izoliranih 

iz dveh razliĉnih donorjev. Ukvarjali smo se z morfologijo celic MSC, saj so nas zanimale 

morebitne spremembe videza celic pri podaljšanem in vitro gojenju. 

 

 

2.1.1.3    Diferenciacija celic MSC  

 

Celice MSC in vitro vzdrţujemo v nediferenciranem stanju z ustreznimi rastnimi dejavniki 

in citokini. Diferenciacijo celic MSC lahko poljubno usmerjamo v hrustanĉne, kostne, 

mašĉobne in mišiĉne celice ter celice vezivnega tkiva (Pittenger in sod., 1999). Zaradi 

zmoţnosti transdeterminacije, sposobnosti preskoka iz mezodermalne v ektodermalno 

zarodno plast, je celice MSC moţno diferencirati v srĉno-mišiĉne in ţivĉne celice (npr. v 
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astrocite in nevrone) (Strbad in Roţman, 2005). V vseh signalnih poteh, ki vodijo 

diferenciacijo celic MSC do doloĉenega celiĉnega tipa, najdemo specifiĉne rastne faktorje. 

Tako je za uspešno adipo-, hondro- in osteogenezo nujna prisotnost TGF-ß, PDGF in FGF 

rastnih faktorjev (Ng in sod., 2008).  

 

Pri diferenciaciji celic MSC v razliĉne celiĉne tipe opazimo, da obstajajo preference za 

doloĉeno pot diferenciacije. Najlaţje doseţemo adipogeni fenotip (nastanek mašĉobnih 

celic z intracelularnimi mašĉobnimi vakuolami), nasprotno pa hondrogena diferenciacija 

(nastanek hrustanĉnih celic) teţje poteka (Kern in sod., 2006). S spremembo pogojev 

gojenja, npr. z izpostavitvijo celic hipoksiĉnim razmeram doseţemo, da tudi hondrogena 

diferenciacija poteka neoteţeno (Warnawin in sod., 2005). 

 

Pomemben dejavnik uspešne diferenciacije celic MSC je dolţina ĉasovne periode 

njihovega in vitro gojenja. Celice MSC zaĉetnih pasaţ razmeroma enostavno 

diferenciramo v mašĉobne in kostne celice. Nasprotno pa je pri celicah MSC višjih pasaţ 

(ţe pri pasaţi 10) fenotip kostnih celic teţje doseĉi. Adipogena diferenciacija uspešno 

poteka tudi pri višjih pasaţah, vendar so takrat nastale mašĉobne vakuole manjše (Lim in 

sod., 2006; Stenderup in sod., 2003).  

 

 
Slika 4: Multipotentni diferenciacijski potencial mezenhimskih matiĉnih celic (MSC). Nediferencirane celice 

MSC rastejo v monosloju (A). Po izpostavitvi specifiĉnim dejavnikom se celice MSC diferencirajo v 

osteocite (B), adipocite (C) in hondrocite (D) (Chen in sod., 2008). 

 

 

2.1.1.4    Senescenca 

 

Replikativna senescenca je definirana kot irreverzibilna izguba proliferativne sposobnosti 

celic, ki ogroţa preţivetje celic. Senescenco povzroĉa veĉ dejavnikov: krajšanje telomer, 

DNA poškodbe, izraţanje onkogenov in spremembe oz. razpad kromatina. Za senescentno 

celico je znaĉilno, da navkljub prisotnosti mitogenih signalov ne vstopi v S fazo celiĉnega 

cikla, ampak obtiĉi v G1 fazi (Gatza in sod., 2005). Med senescenco je nabor izraţenih 

genov drugaĉen kot pred njenim nastopom. Pojavijo se tudi kromosomske aberacije in 
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krajšanje telomer. Pri zgodnih pasaţah se telomere skrajšajo za 100 baznih parov pri vsaki 

podvojitvi populacije. Telomere v celicah poznejših pasaţ so krajše ţe za okrog 3000 bp. S 

senescenco povezane pataloške spremembe (npr. nezmoţnost regeneracije tkiva) 

imenujemo fenotip staranja (Stenderup in sod., 2003).  

 

Omejenost replikativne sposobnosti celic je znana kot »Hayflickova limita«. Ţivljenjsko 

dobo in vitro gojenih celic po Hayflickovem modelu staranja celic razdelimo na tri faze. 

Prva je stopnja hitre celiĉne rasti, takrat imajo celice pred seboj še veĉ kot 50% ţivljenjske 

dobe. Rast celiĉne kulture se upoĉasni, ko celice doseţejo 50-80% priĉakovane ţivljenjske 

dobe. V zadnji fazi nastopi senescenca in celiĉna rast se ustavi. Takrat so celice prešle 80% 

priĉakovane ţivljenjske dobe. Celice prve faze dojemamo kot »mlade«, celice tretje pa z 

dodatnim upoštevanjem morfoloških, biokemiĉnih in molekularnih kazalcev imenujemo 

»senescentne«. Veĉina celic odraslega ĉloveka se lahko deli najveĉ 50 do 60-krat preden 

postanejo senescentne (Stenderup in sod., 2003). Nekatere celice MSC ne vstopijo v 

senescenco niti po 30 pasaţah oz. celo 3 do 4 mesece (Gang in sod., 2004; Kern in sod., 

2006; Bernardo in sod., 2007; Wagner in sod., 2008). 

 

Fenotip staranja sreĉamo tudi pri celicah MSC, ki spremenijo vzorec izraţanja genov. 

Celice MSC poznejših pasaţ poveĉajo  izraţanje tumor supresorskih genov (p16, p21, p53, 

Rb ter kaveolina), s ĉimer se spremeni odzivnost na rastne faktorje (Shibata in sod., 2007). 

Zmanjšanje proliferacijskega potenciala celic MSC verjetno povzroĉajo tudi metilacija 

promotorske regije gena p16 (INK4A) in kromosomske aberacije (Shibata in sod., 2007). 

Pribliţno 30% senescentnih celic MSC ima trisomijo kromosoma 8 (Rubio in sod., 2005). 

Po pasaţi 20 celice MSC postanejo poliploidne (veĉinoma tetraploidne), kasneje tudi 

anevploidne (Izadpanah in sod., 2008). Med senescenco se spremeni tudi videz celic. 

Celice postanejo bolj okrogle in imajo veĉjo plazmatsko membrano. V celiĉni citoplazmi 

se pojavijo granule in inkluzijska telesca. V kulturi opazimo veĉ celiĉnega drobirja 

(Wagner in sod., 2008).  

 

Specifiĉni mehanizmi, ki vodijo staranje celic MSC, danes še vedno niso pojasnjeni. Vemo 

pa, da oksidativne poškodbe, nivo ROS, p21in p53 nedvomno prispevajo k staranju celic 

(Stolzing in sod., 2008). Senescenca je pravzaprav mehanizem odgovora na stres, saj z 

upoĉasnjeno ali prekinjeno celiĉno delitvijo celice zavirajo lastno neoplastiĉno 

transformacijo. 

 

Za dokaz senescence celiĉnih linij se najpogosteje posluţujemo merjenja aktivnosti ß-

galaktozidaze (Shibata in sod., 2007). Funkcija encima  ß-galaktozidaze v senescentnih 

celicah ni povsem razjasnjena, vendar domnevamo, da je povezana s poveĉanjem 

aktivnosti lizosomov in spremenjenim, zniţanim pH citosola med celiĉnim staranjem 

(Stenderup in sod., 2003).  

 

Zmanjšanje proliferacijske kapacitete in z njo povezana senescenca celic sta iz vidika 

uporabnosti celic MSC v terapevtske namene izredno neugodna procesa. Uspešna ex vivo 

ekspanzija celic je namreĉ predpogoj za pridobitev zadostnega števila celic za nadaljne in 

vitro tkivno inţenirstvo in uporabo v celiĉni terapiji.  
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2.1.1.5     Gojenje celic MSC 

 

Za ohranjanje primernega proliferacijskega in diferenciacijskega potenciala celic MSC je 

pomembna ustrezna izbira medija za njihovo gojenje. Za vzdrţevanje celiĉnih kultur se 

najpogosteje uporablja DMEM osnovni medij (angl. Dulbecco`s Modified Eagle`s 

Medium) (Nakamura in sod., 2008). Poleg aminokislin DMEM medij vsebuje tudi soli 

(kalcijev klorid, natrijev klorid, magnezijev sulfat, natrijev klorid in mononatrijev sulfat), 

glukozo, vitamine (folna kislina, nikotinamid, riboflavin in vitamin B12), ţelezo in barvilo 

fenol rdeĉe. Veliko pozornost je potrebno nameniti tudi lastnostim podlage za gojenje 

celic, saj te vplivajo na pritrjevanje in razmnoţevanje celic MSC po izolaciji (Sotiropoulou 

in sod., 2006). 

 

Vse sestavine medija, predvsem pa njihova kakovost, stabilnost in primerna koliĉina so 

kljuĉnega pomena za uspešno izolacijo, gojenje in rast v in vitro pogojih. Medij ponavadi 

vsebuje serum, ki zagotavlja optimalno rast celic MSC. Najprimernejši je 10- ali 20-

odstotni dodatek fetalnega govejega seruma (FBS) ali pa 10- odstotni avtologni serum 

(AS). Pri primerjalnem  gojenju celic MSC v mediju z 10% FBS in v mediju z 10% AS ni 

opaziti bistvenih razlik. V obeh primerih imajo celice MSC podobno morfologijo, rastni 

profil, diferenciacijski potencial in nabor celiĉnih oznaĉevalcev (Stute in sod., 2004). 

 

Pri sestavi gojišĉa za celice MSC moramo biti pozorni na koncentracijo glukoze. Preveĉ 

glukoze povzroĉi nabiranje laktata, veliko porabo hranil in zato zmanjšano aktivnost celic. 

Poslediĉno prihaja do prezgodnjega nastopa senescence in apoptoze (Sotiropoulou in sod., 

2006). 

 

 

2.1.1.6     Spontana transformacija celic MSC  

 

Veĉina celic MSC ni nesmrtnih in razpolaga z omejenim številom celiĉnih delitev. V 

redkih primerih se pri dolgotrajnem, 4-5 meseĉnem in vitro gojenju lahko zgodi, da se 

celiĉni populaciji proliferacijski potencial ponovno poveĉa. Ta proces so sprva povezovali 

s transformacijo celic MSC v celice s tumorigenim potencialom (Rubio in sod., 2005).  

 

Ţivljenjska doba in vitro gojenih ĉloveških celic je odvisna od regulacije na dveh 

kontrolnih toĉkah, v senescenĉni in krizni fazi. Celice, ki preţivijo prvo senescenĉno fazo 

(vanjo vstopijo po pribliţno 20 in vitro populacijskih podvojitvah), rastejo vse do 

kritiĉnega skrajšanja telomer. Na tej stopnji se poveĉa izraţanje onkogena c-myc, izraţanje 

p16 pa se zmanjša (Rubio in sod., 2005). Znatno se zmanjša tudi izraţanje gena p53 

(Armesilla-Diaz in sod., 2009), ki je vpleten v nastanek tumorjev. Sledi vstop v krizno 

fazo, za katero je znaĉilna kromosomska nestabilnost in poveĉan obseg apoptoze. Le 

redkim kulturam uspe spontano preţivetje te fazo. Potem pride do tumorigene 

transformacije in pojava populacije transformiranih mezenhimskih celic (TMC). 

Transformacijo spremlja poveĉanje telomerazne aktivnosti, delecija lokusa Ink4a/Arf in 

hiperfosforilacija Rb proteina (Rubio in sod., 2005, 2008).   
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Celice TMC imajo v primerjavi s celicami MSC, iz katerih se razvijejo, zmanjšano 

izraţanje doloĉenih membranskih oznaĉevalcev (CD34, CD90 in CD105). Spremeni se 

metabolizem v mitohondrijih in DNA popravljalni mehanizmi. Naštete spremembe 

povzroĉajo, da celice izgubijo kontaktno inhibicijo. Celice TMC so tumorigene, saj po 

implantanciji v miših povzroĉajo nastanek fibrosarkomov. Vpliv celic TMC na modulacijo 

rasti in metastaziranje tumorja še vedno ni povsem pojasnjen (Rubio in sod., 2005). 

Spontano transformirane celice MSC privlaĉijo normalne celice MSC. Pojav oznaĉujemo s 

pojmom tropizem, kar pomeni, da stimulusi v celiĉnem mikrookolju usmerjajo migracijo 

celic. Celice TMC lahko celo fuzirajo z normalnimi celicami MSC, s ĉimer se ponovno 

vzpostavi nemaligni celiĉni fenotip. Nefuzirane transformirane celice pa še naprej delujejo 

kot rakave matiĉne celice (Rubio in sod., 2008).  

 

Zadnje ĉase spontano in vitro transformacijo celic dojemamo drugaĉe, ker je vedno veĉ 

dokazov, da se celice MSC pravzaprav ne transformirajo. Sprva so nekateri raziskovalci 

opazili, da jim tudi pri daljšanem gojenju desetih razliĉnih vzorcev celic MSC (do pasaţe 

25) transformacije celic ni uspelo doseĉi (Bernardo in sod., 2007). Novejše raziskave pa so 

pokazale, da je pojav hitro proliferajoĉih se celic, ki so jih nekateri doslej oznaĉevali za 

transformirane celice, posledica navzkriţne kontaminacije s drugimi celiĉnimi linijami. 

Analiza STR (angl. Short Tandem Repeats) oz. DNA fingerprinting domnevno 

transformiranih celic je pokazal, da izhodišĉne celice MSC in celice, ki naj bi bile TMC, 

nimajo kompatibilnega profila. Zato se danes nagibamo k prepriĉanju, da se celice MSC 

spontano ne transformirajo ter da so v prejšnjih raziskavah bile spregledane navzkriţne 

kontaminacije z drugimi celiĉnimi linijami (Garcia in sod., 2010).  

 

 

 

2.2 GLIOMI 

 

2.2.1 Lastnosti rakavih celic 

 

Normalne in rakave celice imajo zelo podobne mehanizme celiĉne delitve, diferenciacije in 

apoptoze. Bistvena razlika rakave celice je nezmoţnost pravilne regulacije teh procesov. 

Pri neoplazmah (novotvorbah) se sreĉujemo z nepravilno regulacijo štirih celiĉnih 

procesov (povzeto po Andreeff M. in sod., 2003): 

 

 celične proliferacije: Mehanizmi zaviranja celiĉnih delitev so neuĉinkoviti, zato se 

celica neomejeno deli.  

 celične diferenciacije: Rakave celice bodisi obtiĉijo na doloĉeni diferenciacijski 

stopnji ali pa se diferencirajo v nenormalen celiĉni tip. 

 organizacije kromosomov in genov: Nestabilnost kromosomov in genov povzroĉa 

nastanek veĉ razliĉic doloĉenega celiĉnega tipa. Nekaterim celicam se poveĉa 

gibljivost ali pa zaĉnejo sintetizirati encime (proteaze), ki jim omogoĉajo 

invazivnost in metastaziranje.  
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 programirane celične smrti – apoptoze: Rakave celice pridobijo odpornost na 

apoptozo. Najpogosteje je vzrok temu okvara tumorsupresorskega proteina p53. 

Niz genetskih mutacij omogoĉa rakavim celicam izognitev nadzoru mnogih celiĉnih 

procesov. Prav zato imajo rakave celice spremenjeno fiziologijo, kaţejo neodzivnost na 

zunanje signale in spodbujajo angiogenezo (Hanahan in Weinberg, 2000).  

 

 

2.2.2 Možganski tumorji 

 

Moţganski tumorji centralnega ţivĉnega sistema (CŢS) so druga najbolj pogosta 

neoplazma pri otrocih. Njihova pojavnost je visoka tudi v odrasli dobi, predvsem pri 

starejših ljudeh.  

 

Glavna tipa celic v centralnem ţivĉnem sistemu sta nevron in glia celica. Nevroni po 

diferenciaciji ne proliferirajo, nasprotno pa glia celice ohranijo sposobnost proliferacije. 

Prav zaradi te lastnosti smo sprva domnevali, da veĉina moţganskih tumorjev izvira iz 

zrelih glia celic, v katerih je prišlo do kopiĉenja doloĉenih mutacij. Danes pa je 

uveljavljeno prepriĉanje, da se velika veĉina moţganskih tumorjev pravzaprav razvije iz 

nevralnih matiĉnih celic (NSC) (Wodarz in Gonzalez, 2006). 

 

Glede na njihove lastnosti moţganske tumorje delimo v dve veliki skupini. V prvo 

uvršĉamo intrinziĉne tumorje oziroma tiste moţganske tumorje, ki izvirajo iz 

nevroepitelijskega tkiva. V drugo skupino tumorjev sodijo vse ostale oblike 

znotrajlobanjskih neoplazem, ki pa ne nastanejo iz moţganskega tkiva (Pribram, 1966). 

 

Gliome, ki so najbolj pogosti tip intrinziĉnega tumorja CŢS, loĉimo glede na vrsto celic, iz 

katerih so nastali. Tako poznamo astrocitome (nastali iz astrocitov), oligodendrogliome 

(nastali iz oligodendrocitov) ter oligoastrocitome, ki so mešani in imajo morfološke 

lastnosti obeh (Wodarz in Gonzalez, 2006).  

 

 
Slika 5: Primarna kultura glioblastomskih celic po petih dneh gojenja v NSC gojišĉu (Jin in sod., 2008). 
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2.2.3 Glioblastomi 

 

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

tumorje razvršĉa v štiri skupine. Glavna razlika med stopnjami je hitrost napredovanja 

tumorjev in njihova odpornost na kemoterapijo, ki sta kljuĉna dejavnika za prognozo 

bolezni. Tumorji WHO stopnje I so benigni in jih ob pravoĉasni diagnozi lahko kirurško 

odstranimo. Nasprotno tumorjev II, III in IV stopnje kirurško ne moremo popolnoma 

odstraniti (Belda-Iniesta in sod., 2006).  

Najpogostejši gliomi so glioblastomi, ki jih po merilih WHO uvršamo v IV., najbolj 

maligno skupino tumorjev. Tovrstni tumorji so odporni na kemoterapijo in povzroĉijo smrt 

v 9-12 mesecih (Belda-Iniesta in sod., 2006). 

Preglednica 2: WHO stopnje moţganskih tumorjev in ĉas preţivetja (Belda-Iniesta in sod., 2006). 

 

WHO stopnje 

 

Preživetje v letih 

Astrocitom 

Stopnja I (pilocitni astrocitom) ozdravljiv z operacijo 

Stopnja II (astrocitom) 10-15 

Stopnja III (anaplastiĉni astrocitom) 2-3 

Stopnja IV (glioblastom multiforme) 1 

Oligodendrogliom 

Stopnja II (oligodendrogliom) 10-15 

Stopnja III (anaplastiĉni oligodendrogliom) 5-10 

Mešani gliomi 

Stopnja II (mešani oligoastrocitom) 10-15 

Stopnja III (anaplastiĉni oligoastrocitom) 3-5 

 

De novo nastale glioblastome imenujemo primarni glioblastomi. Sekundarni glioblastomi 

so rezultat malignega napredovanja astrocitnih tumorjev niţjih stopenj, z izjemo pilocitnih 

astrocitomov (Kleihues in sod., 2002). Primarni glioblastomi se razvijejo pri starejših 

bolnikih, med 50-im in 60-im letom starosti. Sekundarni glioblastomi, ki za razvoj iz manj 

malignih astrocitomov potrebujejo 5-10 let, so pogostejši pri mlajših pacientih (Belda-

Iniesta in sod., 2006). 

 

Genetske analize primarnih moţganskih tumorjev so pokazale: 

 Geni, ki nadzirajo celiĉni cikel, so pogosto mutirani. Pri veĉini tumorjev je 

aktivnost CDK4 - kinaze, ki spodbuja celiĉne delitve poveĉana za 30% 

(Reifenberger in sod., 1996).  

 Poveĉano je izraţanje mitogenov in njihovih membranskih receptorjev. Ti 

receptorji imajo aktivnost tirozinskih kinaz in uravnavajo znotrajceliĉno 

signalizacijo (Idema in Wesseling, 2007). 
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 Tumor supresorski geni (p53 in pRb) so pogosto izbrisani, hkrati pa je aktivirano 

izraţanje onkogenov (Ras in Akt). Akt spodbuja proliferacijo celic in deluje kot 

dejavnik angiogeneze (Idema in Wesseling, 2007). 

 Tumorske celice izraţajo veliko dejavnikov angiogeneze, predvsem VEGF (angl. 

Vascular Endothelial Growth Factor). VEGF spodbuja tvorbo tumorskih krvnih ţil 

(Pumiglia in Temple, 2006). 

 Glioblastomske celice imajo visoko stopnjo izraţanja genov za sintezo 

transporterjev ABC. Ti proteini so odgovorni za odpornost rakavih celic na terapijo 

s kemoterapevtiki (Dean in sod., 2005). 

 Glioblastomske celice prekomerno izraţajo kemokinski receptor CXCR4. Funkcija 

CXCR4 je usmerjanje migracije celic NSC med razvojem CŢS, zato naj bi bil 

odgovoren za visoko invazivnost glioblastomov (Ehtesham in sod., 2006). 

 

 

2.2.4 Nevralne matične celice (NSC) 

 

Pred desetletji je veljalo prepriĉanje, da moţgani odraslih oseb ne vsebujejo matiĉnih celic 

in  da se zato, v nasprotju z drugimi tkivi, ne morejo obnavljati. Danes ta tako imenovana 

»no new neuron« dogma ne drţi veĉ. Izkazalo se je, da nevrogeneza v moţganih odraslih 

oseb zaradi prisotnosti tkivnih matiĉnih celic še vedno poteka (Weissman in sod., 2001). 

 

Matiĉne celice odraslih oseb se nahajajo v relativno dobro definiranem mikrookolju, v tako 

imenovanih nišah matiĉnih celic. Tam so celice do neke mere zašĉitene pred stimulusi, ki 

bi lahko znatno vplivali na njihovo število - bodisi na zmanjšanje ali prekomerno 

proliferacijo (Moore in Lemischka, 2006). Tako v posebnih moţganskih regijah najdemo 

tkivno specifiĉne matiĉne celice - nevralne matiĉne celice (NSC). Njihove niše so 

predvsem v hipokampusu (lat. Gyrus dentatus) in v sprednjih lateralnih moţganskih 

ventriklih (subventrikularna cona).  

 

 
Slika 6: Prikaz niš nevralnih matiĉnih celic (NSC) v moţganih odraslih ljudi. To sta predvsem Gyrus 

dentatus v hipokampusu in subventrikularna cona sprednjih lateralnih moţganskih ventriklov (prirejeno po 

Vescovi in sod., 2006). 
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Za celice NSC je tako kot za vse matiĉne celice znaĉilno, da so nediferencirane celice z 

visokim proliferacijskim potencialom. Njihova glavna vloga je vzdrţevanje tkivne 

homeostaze v moţganih. Lahko se asimetriĉno delijo, pri ĉemer se nekatere potomke 

specifiĉno diferencirajo (Vescovi in sod., 2006). Tako nastajajo nevroni, astrociti in 

oligodentrociti (Weissman in sod., 2001). Samoobnavljanje celic NSC regulirajo 

endotelijske celice, zato se celice NSC nahajajo v nišah tesno ob krvnih ţilah (Palmer in 

sod., 2000). 

 

 

2.2.5 Možganske tumorske matične celice (BTSC) 

 

Vedno veĉ je dokazov, da nastanek in rast tumorja vodijo tumorske matiĉne celice (Reya 

in sod., 2001; Singh in sod., 2003, 2004a, 2004b; Galli in sod., 2004; Marx, 2003). Do 

danes so doloĉene tumorske matiĉne celice v raku na prsih (Al-Hajj in Clarke, 2004) in 

tumorjih CŢS (Singh in sod., 2004a, Galli in sod., 2004). Vse tumorske celice moţganskih 

tumorjev nimajo enake sposobnosti iniciacije in razvoja tumorja. Le redka populacija 

tumorskih celic (med 0,01% in 5% vseh tumorskih celic) ima visok proliferacijski 

potencial (Al-Hajj in Clarke, 2004).  

 

Ugotovitev, da je ta maloštevilna celiĉna populacija na molekularnem in fenotipskem 

nivoju zelo podobna celicam NSC, je vodila v oblikovanje koncepta o obstoju moţganskih 

tumorskih matiĉnih celic BTSC (angl. Brain Tumour Stem Cells) (Singh in sod., 2003). 

Podobnost z normalnimi celicami NSC nakazuje tudi, da število potrebnih mutacij za 

njihov nastanek ni veliko (Bjerkvig in sod., 2005).  

 
Preglednica 3: Kljuĉna odkritja na podroĉju moţganskih tumorskih matiĉnih celic (Stiles in Rowitch, 2008) 

2. polovica 

19. stoletja 

Lobstein in Cohnheim opazita podobnost med embriogenezo in 

biologijo rakavih celic. 

1926 Bailey in Cuching postavita sistem za razvršĉanje moţganskih tumorjev, na 

katerem temelji sodobna taksonomija. Razvrstitev poudarja histološko 

podobnost moţganskih tumorskih celic s celicami razvijajoĉega se CŢS. 

60. leta 

20.stoletja 

Metcalf in Saachs razvijeta in vitro klonogenske teste za prikaz krvnih 

progenitorskih celic. 

1966 Altman in Das opišeta postnatalno nevrogenezo v podganah. 

1988 Weissman s sodelavci izolira multipotentno hematopoetsko matiĉno celico. 

1992 Reynolds in Weiss identificirata postnatalne prednice nevralnih celic 

(kultura nevrosfer). 

1994 Dick s sodelavci izolira maligne matiĉne celice iz akutne mieloidne 

levkemije pri ĉloveku. 

2000 Uchida s sodelavci izolira ĉloveške celice NSC. 

 2002-2004 Izolacija tumorskih matiĉnih celic iz astrocitomov (pri odraslih ljudeh in 

otrocih) (Galli in sod., 2004; Hemmati in sod., 2003; Singh in sod., 2003) 
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Celice BTSC izraţajo naslednje celiĉne oznaĉevalce: CD133, nestin, Musashi-1, Sox2 in 

MELK. Enake oznaĉevalce najdemo tudi pri celicah NSC odraslih ljudi (Hemmati in sod., 

2003; Singh in sod., 2004a, 2004b; Galli in sod., 2004). Prav tako kot celice NSC, so tudi 

celice BTSC multipotentne in so sposobne samoobnove (Hemmati in sod., 2003).  

 

Za celice BTSC so znaĉilne številne kariotipske in genetske spremembe. Po in vivo 

transplantaciji lahko povzroĉijo razvoj tumorja (Singh in sod., 2003; Vescovi in sod., 

2006). Kljub visokemu proliferacijskem potencialu se celice BTSC v nišah redko delijo 

(Dell`Albani, 2008). 

 

 

 

 

 
Slika 7: Lastnosti moţganskih tumorskih matiĉnih celic (BTSC): samoobnavljanje in proliferacija in vitro, 

multipotentnost, izraţanje oznaĉevalcev matiĉnih celic– npr. CD133 in nestina, kariotipske in genetske 

spremembe ter sposobnost induciranja nastanka tumorja pri miših po seriji transplantacij (Sutter in sod., 

2007) 
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Preglednica 4: Lastnosti celic moţganskega tumorja po katerih se te uvršĉajo med tumorske matiĉne celice 

(Vescovi in sod., 2006). 

Lastnosti možganskih tumorskih matičnih celic 

 Sposobnost iniciacije tumorjev po ortotopski implantaciji (tumor je fenokopija 

izvornega tumorja) 

 Velika sposobnost samoobnove v ex vivo pogojih (zaporedne klonogenske in 

populacijsko-kinetiĉne analize) in/ali v in vivo (serijske ortotopske 

transplantacije) pogojih. 

 Spremenjeni geni in kariotip. 

 Spremenjene diferenciacijske lastnosti (multipotentni diferenciacijski potencial). 

 Sposobnost tvorjenja netumorigenih celic. 

 

 

2.2.5.1    Izvor moţganskih tumorskih matiĉnih celic (BTSC) 

 

Mehanizem nastanka celic BTSC še vedno ni popolnoma razjasnjen. Sprva so domnevali, 

da celice BTSC nastanejo iz prekurzorskih oziroma iz ţe diferenciranih celic, ki so prestale 

številne mutacije. Po tej teoriji so celice BTSC odgovorne le za vzdrţevanje ţe nastalega 

tumorja, ne pa za njegov nastanek in razvoj (Nicolis, 2007; Doetsch in sod., 2002). 

 

Danes je najbolj uveljavljena razlaga, da so celice BTSC potomke celic NSC (slika 8). 

Celice NSC, ki so mitotsko sicer aktivne in v niši imajo dolgo ţivljenjsko dobo so 

podvrţene mutacijam. Kopiĉenje negativnih mutacij v celicah NSC vodi v nastanek celic 

BTSC. Do tega so pripeljale ugotovitve, da sta oba celiĉna tipa, celice BTSC in celice 

NSC, izjemno podobna. Do neoplastiĉnih transformacij celic NSC in nastanka celic BTSC 

naj bi prišlo zaradi izgube nadzora nad celicami NSC v lastni tkivni niši (Wodarz in 

Gonzalez, 2006). Deregulacija obnovitvenih sposobnosti celic NSC in spremenjen 

diferenciacijski potencial usmerja rast in razvoj tumorja. Celice BTSC se lahko razvijejo 

tudi iz diferenciranih potomk celic NSC. Do tega prihaja zelo redko, ker je transformacijo 

zrelih potomk celic NSC teţje doseĉi (Vescovi in sod., 2006).  
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Slika 8: BTSC se lahko razvijejo direktno iz celic NSC ali iz bolj diferenciranih potomk celic NSC. T1 in T2 

so deleĉe se predniške celice, prednice konĉno diferenciranih celic moţganskega tkiva (DIFF). Na vsaki 

diferenciacijski stopnji je moţen razvoj celic BTSC, vendar se z zorenjem celic verjetnost transformacije 

zmanjšuje (Vescovi in sod., 2006). 

 

 

2.2.6 Iniciacija in razvoj možganskih tumorjev 

 

Nastanek in proliferacijo rakavih celic opisujejo trije modeli: stohastiĉni in hierarhiĉni 

model ter model, po katerem rakave celice nastanejo po fuziji matiĉnih in mutiranih 

somatskih celic.  

 

Klasiĉni, stohastični model predvideva, da imajo vse rakave celice podoben tumorigeni 

potencial (slika 9). Tako je lahko vsaka izmed rakavih celic, ki se ne aktivirajo soĉasno, 

zaĉetnica tumorja (Nowell, 1976). 

  

Nasprotje tej razlagi je hierarhični model (slika 9), ki danes uţiva veĉjo podporo. Govori o 

obstoju redke tumorske celiĉne populacije, ki jo odlikuje izjemno visok proliferacijski in 

tumorigeni potencial. To so celice BTSC. Ostale tumorske celice imajo znatno niţjo 

sposobnost proliferacije, zato se diferencirajo in v konĉni fazi usmerijo v celiĉno smrt. 

Tako kot normalni organi, so tudi tumorji hierarhiĉno organizirani – loĉimo matiĉne 

tumorske celice, prekurzorske celice in diferencirane celice (Reya in sod., 2001). Tumor je 

heterogena tvorba, sestavljena iz skupka celic na razliĉnih diferenciacijskih stopnjah 

(Jackson in sod., 2006). 
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Slika 9: Prikaz stohastiĉnega in hierarhiĉnega modela proliferacije rakavih celic. Po klasiĉnem modelu imajo 

vse rakave celice znotraj tumorja enak tumorigeni potencial, kar pomeni, da je vsaka rakava celica 

potencialna zaĉetnica tumorja. Hierarhiĉni model govori o hierarhiĉni organiziranosti rakavih celic v 

tumorju, kjer le nekatere celice imajo visok tumorigeni potenical. To so moţganske tumorske matiĉne celice 

– celice BTSC (Vescovi in sod., 2006). 

 

Alternativni model tumorigeneze predstavlja fuzija matiĉnih celic z mutiranimi somatskimi 

celicami (slika 10). Zdruţene celice imajo lastnosti matiĉnih celic in veliko kromosomskih 

nepravilnosti, saj so zelo pogosto anevploidne. Od normalnih matiĉnih celic fuzirane celice 

prevzamejo program za preţivetje s katerim narekujejo rast in razvoj tumorja. Do 

transdiferenciacije normalne celice v rakavo lahko pride v zgodnjih, zaĉetnih stopnjah 

tumorja ali kasneje, med rastjo in širjenjem tumorja (Bjerkvig in sod., 2005).  

 

 

 
Slika 10: Fuzija celic kot moţen mehanizem celiĉne transdiferenciacije. Zdruţitev somatske celice z matiĉno 

celico lahko povzroĉi gensko nestabilnost, ki vodi v nastanek tumorske matiĉne celice. Podobno, tumorska 

matiĉna celica lahko nastane tudi po zdruţitvi mutirane matiĉne celice z normalno somatsko celico ali po 

zdruţitvi normalne matiĉne celice z mutirano somatsko celico. Mutacije so torej prisotne v matiĉnih, 

somatskih ali zdruţenih celicah (Bjerkvig in sod., 2005). 

 

Tumorske matiĉne celice tako nastanejo iz tkivno specifiĉnih matiĉnih celic ali iz 

mezenhimskih matiĉnih celic in se lahko pojavijo po transdiferenciaciji somatskih celic ali 

po celiĉni zdruţitvi. Zato izraz »tumorske matične celice« oznaĉuje razne celice, ki jih 
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zdruţuje sposobnost samoobnove in iniciacije tumorja. Prav zato bo potrebno v prihodnje 

natanĉneje opredeliti tumorske matiĉne celice (Bjerkvig in sod., 2005). 

 

 

2.2.7 Označevalci celic v možganskih tumorjih 

 

Celiĉni oznaĉevalci so receptorji, ki selektivno veţejo signalne molekule. Na površini 

vsake celice se nahaja kombinacija receptorjev, po kateri se celica loĉi od ostalih celiĉnih 

tipov. Slednje omogoĉa specifiĉno identifikacijo celic. Za identifikacijo celic BTSC se 

predvsem uporabljata oznaĉevalca CD133 in nestin. Vendar oba oznaĉevalca najdemo tudi 

na celicah NSC (Dell`Albani, 2008; Kania in sod., 2005).  

 

 

2.2.7.1    CD133 (prominin-1) 

 

CD133 ali prominin-1 je membranski glikoprotein iz petih transmembranskih domen. 

Odkrili so ga na mišjih nevroepitelijskih matiĉnih celicah (Weigmann in sod., 1997). 

Ĉloveški prominin-1 so prviĉ izolirali iz hematopoetskih matiĉnih celic. Pri tem so 

uporabili protitelo, ki specifiĉno prepozna epitop proteina AC133. CD133 se nahaja na 

membranah razliĉnih matiĉnih in tudi rakavih celic. Diferencirane celice ne izraţajo 

CD133 (Kania in sod., 2005).  

 

Kljub temu da je regulacija prepisovanja CD133 znana (pet promotorjev vodi prepis nekaj 

mRNA izoform prominina-1), njegova biološka funkcija še vedno ni pojasnjena. Zaradi 

izboĉene lege na zunanji membrani najbrţ sodeluje pri migraciji celic in interakcijah 

matiĉnih celic z drugimi celicami ali z zunajceliĉnim matriksom. CD133 naj bi tudi doloĉal 

celiĉno polarnost (Dell`Albani, 2008). 

 

CD133 pozitivne celice (CD133+) izolirane iz moţganskih tumorjev imajo v in vitro 

pogojih lastnosti matiĉnih celic (Singh in sod., 2003). V in vivo pogojih so celice CD133+ 

zmoţne iniciacije tumorjev. Prav zato naj bi tudi bile zaĉetnice moţganskih tumorjev 

oziroma moţganske tumorske matiĉne celice (BTSC) (Singh in sod., 2004a, 2004b).  

 

Nekatere matiĉne celice ne izraţajo prominina-1, so celice CD133-, vendar pa so prav tako 

tumorigene (Beier in sod., 2007). Najbrţ tudi v tem primeru kultura celic CD133- vsebuje 

nekaj celic CD133+, katerih deleţ se s precepljanjem celic poveĉa (Wu in sod., 2008; 

Wang in sod., 2008). Raven izraţanja CD133 je znatno višji pri ponovno nastalih, 

neuspešno zdravljenih tumorjih kot pri primarnih tumorjih (Dell`Albani, 2008). 

Oznaĉevalec CD133 je tako prognostiĉni kazalec - veĉji odstotek celic CD133+ v 

tumorskem tkivu napoveduje krajši ĉas preţivetja bolnika (Rebetz in sod., 2008).  

 

 

2.2.7.2    Nestin 

 

Nestin uvršĉamo med proteine intermediarnih filamentov (IF) razreda VI. Po strukturi so 

IF zelo raznolika skupina citoplazemskih proteinov, kamor poleg nestina spadajo še 

vimentin, GFAP, nevrofilamenti itd. Intermediarni filamenti se v posameznih celiĉnih tipih 
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specifiĉno izraţajo. Najpomembnejšo funkcijo IF predstavlja njihov vpliv na morfoligijo 

celic, saj so gradbeni elementi citoskeleta. Sodelujejo tudi pri pritrjanju celic in pri celiĉni 

proliferaciji (Dell`Albani, 2008).  

 

Med razvojem sesalcev nestin nastaja v matiĉnih in progenitorskih celicah CŢS. Zato 

pravimo, da nestin sodi med oznaĉevalce hitro proliferirajoĉih in migrirajoĉih celic. Pri 

diferenciaciji celic se izraţanje nestina zmanjša, v glia prekurzorjih pa se poveĉa izraţanje 

drugih IF, zlasti GFAP. V odrasli dobi do ponovnega poveĉanega izraţanja nestina pride 

ob doloĉenih patoloških stanjih kot so moţganske poškodbe, ishemije, vnetja in nastanek 

neoplazij. Nestin se nahaja tudi v jedru glioblastomskih celic, kjer sodeluje pri organizaciji 

kromatina in tako posredno regulira gensko izraţanje (Dell`Albani, 2008). 

 

 

2.2.8 Klinični pomen možganskih tumorskih matičnih celic (BTSC) 

 

Teorija obstoja moţganskih tumorskih matiĉnih celic (BTSC) je pomembna predvsem iz 

terapevtskega aspekta, saj so najbrţ prav celice BTSC vzrok za neuspešno konvencionalno 

zdravljenje tumorjev. Uveljavljeni pristopi (radioterapija in kemoterapija) ciljajo na 

uniĉenje celotne tumorske gmote. S tem pa ni moţno popolnoma odstraniti vseh tumorskih 

celic, zlasti celic BTSC. Celice BTSC naj bi bile namreĉ bolj odporne na kemoterapevtike, 

ker izraţajo gene za odpornost na zdravila (npr. BCRP1), gene za popravljanje DNA 

poškodb ob kemo- in radio-terapiji (npr. MGMT) in gene, ki zavirajo apoptozo (Liu in 

sod., 2006). Preţivele celice BTSC zato obnovijo tumor, ki je bil izpostavljen agresivni 

kemo- in radioterapiji. V eksperimentalnih pogojih celo manj kot 100 celic BTSC 

zadostuje za razvoj moţganskega tumorja (Wu in sod., 2008). 

 

Cilj terapevtskih pristopov bi tako moral biti popolna odstranitev celic BTSC. Pri tem pa je 

najprej potrebna natanĉna opredelitev razlik med normalnimi (NSC) in neoplastiĉnimi 

celicami (BTSC), ki so si fenotipsko zelo podobne. Šele nato bo mogoĉe doloĉiti primerne 

tarĉe visoko specifiĉnih zdravil. V nasprotnem primeru bi zdravila lahko delovala 

citotoksiĉno tudi na celice NSC, ki pa so potrebne za normalno delovanje moţganov (Fan 

in sod., 2006). 

 

Novi, potencialni pristopi uniĉenja celic BTSC tako temeljijo na (Kroeger in sod., 2010): 

 

 Zaviranju rasti celic, ki izloĉajo faktorje angiogeneze (predvsem VEGF, 

angl.«vascular endothelial growth factor«). 

Celice BTSC z izloĉanjem faktorjev angiogeneze spodbudijo migracijo epitelijskih 

celic in oţiljenje tumorja (Pumiglia in Temple, 2006; Bao in sod., 2006b). Celice 

BTSC so tesno povezane z epitelijskimi celicami, saj soĉasna transplantacija celic 

BTSC in epitelijskih celic pospeši rast in razvoj tumorja (Calabrese in sod., 2007). 

Tudi glioblastomske celice so sestavni del ţilnega prepleta tumorja (Shaifer in sod., 

2010). Zaviranje angiogeneze (npr. z zdravilom bevacizumab) in zmanjševanje 

stabilnosti niše tumorskih celic sta tako potencialno uĉinkovita pristopa za 

zdravljenje glioblastomov.  

 

http://www.discoverymedicine.com/Kurt-M-Kroeger/
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 Tarĉnem izniĉenju uĉinkov genov, ki zavirajo apoptozo celic BTSC in jim 

omogoĉajo rezistenco na kemoterapevtike (Ghods in sod., 2007). 

Celice BTSC, ki imajo inhibirano signalno pot Notch  (z  γ-sekretazo ali Notch 

shRNA) ali zniţan nivo izraţanja SrT1 in HSP90 je laţje uniĉiti z radioterapijo 

(Wang in sod., 2009; Chang in sod., 2009; Sauvageot in sod., 2009).  

Apoptozo celic BTSC povzroĉa tudi prekomerno izraţanje miRNA-32. Mikro RNA 

so kratke, 19-25 nukleotidov dolge molekule RNA, ki regulirajo gensko izraţanje z 

inhibicijo translacije ali z aktivacijo razgradnje tarĉnih mRNA (Conti in sod., 

2009). 

 

 Zaviranju izraţanja celiĉnih oznaĉevalcev celic BTSC. 

Identificirani oznaĉevalci celic BTSC so: CD133, CD15, L1CAM in A2B5. 

Pomanjkljivost oznaĉevalcev CD133 in CD15 je, da se izraţata tudi v normalnih 

nevralnih matiĉnih celicah. Oznaĉevalec L1CAM pa je receptor, ki se specifiĉno 

izraţa le v celicah BTSC. L1CAM regulira med- in znotrajceliĉne signalne poti 

pritrjevanja, migracije, preţivetja, rasti in invazivnosti tumorskih celic. Zaviranje 

izraţanja L1CAM s specifiĉno shRNA in vitro torej zmanjša rast celic BTSC. 

A2B5 je oznaĉevalec glia progenitrskih celic v subventrikularni coni moţganov 

odraslih in zato je poveĉan nivo njegovega izraţanja smatran kot kazalec 

moţganskih tumorjev (Bao in sod., 2008). 

 

 Zaviranju specifiĉnih signalnih poti in aktivacije popravljalnih mehanizmov 

molekul DNA v celicah BTSC med radioterapijo (Zhou in sod., 2009; Bao in sod., 

2006a). Glavne signalne poti, ki vzdrţujejo rast in razvoj celic BTSC so:  

o RTK-Akt in Notch signalna pot; 

o Hedgehog-Gli-,  Wnt-β-katenin -, STAT3 –, GSK3- β- singnaliziranje;  

o S proteinom BMP in TGF- β regulirani celiĉni procesi. 

 

 Uniĉenju hipoksiĉnih niš celic BTSC (Heddleston in sod., 2009). 

V tumorjih zniţana koncentracija kisika spodbuja angiogenezo, migracijo rakavih 

celic in poveĉa njihovo odpornost na radioterapijo (Jensen in sod., 2009). Zato bi 

motnje v mikrookolju celic BTSC, zlasti v hipoksiĉnih nišah, lahko bile nov pristop 

zaviranja celic BTSC. Celiĉni odgovor v hipoksiĉnih razmerah regulirajo faktorji 

HIF (angl. »Hypoxia Inducible Factors«). V celicah BTSC se ob spremembi 

hipoksiĉnega okolja pojavi specifiĉni faktor HIF2α (Li in sod., 2009).  

 

 Sproţanju diferenciacije celic BTSC. 

Celice BTSC so tako kot celice NSC multipotentne in se lahko diferencirajo v 

astrocite, oligodendrocite in nevrone. Diferencirane celice BTSC v in vitro pogojih 

izgubijo sposobnost samoobnove in v in vivo pogojih niso tumorigene (Bao in sod., 

2006b). Najpomembnejša regulatorja diferenciacije celic BTSC sta: BMP (angl. 

»Bone Morphogenetic Protein«) in PTEN (angl. »Phosphatase and Tensin 

homolog«). Indukcija izraţanja BMP in PTEN bi lahko usmerila diferenciacijo 

rakavih celic, kar bi bilo uporabno za terapijo. Diferenciacijo celic BTSC sproţa 

tudi prekomerno izraţanje mikro RNA: miR-124, miR-137 in miR-451 (Kroeger in 

sod., 2010). 

 

http://www.discoverymedicine.com/Kurt-M-Kroeger/
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2.3 UPORABA CELIC MSC V TERAPEVTSKE NAMENE 

 

Avtologne ali alogene, krvotvorne matiĉne celice iz kostnega mozga (celice MSC) so 

zaradi izjemnih lastnosti (plastiĉnosti in visokega diferenciacijskega potenciala) 

vsestransko uporabne (Birnbaum in sod., 2007). Prednost uporabe celic MSC je tudi, da 

niso imunogene (Uccelli in sod., 2006). Bolezenska stanja, ki jih ţe zdravimo s celicami 

MSC so (Strbad in Roţman, 2005): 

 

 Razliĉna rakava obolenja (levkemije, limfomi, retinoblastomi) 

 Bolezni kostnega mozga in anomalije hemoglobina (anemija srpastih celic, beta 

talesemija) 

 Prirojene presnovne motnje (Lesch-Nyhanov sindrom) 

 Imunske pomanjkljivosti (kroniĉne granulomatoza) 

 Osteopetroze, histocitoze Langerhansovih celic in druga dedna obolenja  

 Zdravljenje posledic miokardnega infarkta  

 

Ob poškodbah tkiv, kosti in pri angiogenezi se sprošĉajo kemokini, ki stimulirajo migracijo 

celic MSC na mesto poškodbe (Birnbaum in sod., 2007). V tarĉnem tkivu se celice MSC 

koncentrirajo in delujejo le v prizadetih podroĉjih. Podobno tudi tumorji izloĉajo 

dejavnike, ki spodbujajo migracijo celic MSC do rakave tvorbe (Nakamura in sod., 2004). 

Celice MSC so se sposobne prebiti v središĉe tumorske tvorbe in vgraditi v celiĉno steno 

tumorskih krvih ţil (Bexell in sod., 2009).  

 

Celice MSC pod vplivom rakavih celic sintetizirajo in izloĉajo kemokine in encime (npr. 

CCL5 pri raku na prsih, asparagin sintetaza pri levkemiji), ki delujejo parakrino v prid 

rakavim celicam. Rakave celice postanejo bolj gibljive, poveĉa se jim invazivnost in 

sposobnost metastaziranja (Karnoub in sod., 2007). Tako na primer akutne limfoblastne 

celice pri levkemiji (celice ALL), ki ne morejo sintetizirati zadosti asparagin sintetaze, 

preţivijo prav zaradi celic MSC. Te izloĉajo encim asparagin sintetazo v neposredno 

bliţino rakavih celic in jim omogoĉajo preţivetje. Zato je terapija, ki temelji na uporabi  

asparaginaze (inaktivacija asparagin sintetaze v celicah ALL) neuĉinkovita (Iwamoto in 

sod., 2007). Pri moţganskih tumorjih glioblastomske celice izloĉajo razliĉne citokine, ki 

spodbujajo angiogenezo (IL-8, TGF-ß1, NT-3, VEGF in Ang1) in narekujejo gibanje celic 

MSC. S poveĉevanjem ţilnega prepleta tumorja pa celice MSC vplivajo na krepitev 

tumorja (Nakamura in sod., 2004; Birnbaum in sod., 2007).  

 

Celice MSC sluţijo tudi kot orodje funkcionalne genomike, uporabljamo jih za analizo 

genov in testiranje zdravil, z njimi pa se sreĉamo tudi v regenerativnem tkivnem 

inţenirstvu (Nakamura in sod., 2008). V regenerativni medicini pa se vedno bolj 

uporabljajo celice MSC s spremenjenim genskim zapisom. Pomanjkljivost celic MSC je, 

da po doloĉenem številu delitev preidejo v senescenco, ki je s terapevtskega stališĉa 

izjemno neugodno stanje. Genetska manipulacija omogoĉa pripravo nesmrtnih linij celic 

MSC, ki pa iz varnostnega vidika niso primerne za uporabo v medicini. Tako 

transformirane celice MSC imajo namreĉ tumorigeni potencial (Rubio in sod., 2008).  
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2.3.1 Zdravljenje gliomov s pomočjo celic MSC 

 

Modifikacije celic MSC, ki obsegajo vnos genov za citokine, odpirajo nove moţnosti za 

zdravljenje doslej neozdravljivih moţganskih tumorjev. Dokazano je, da med celicami 

MSC in rakavimi celicami poteka medceliĉna komunikacija, zato je izraţanje citokinov v 

neposrednem stiku  s tarĉnimi (rakavimi) celicami  in zdravljenje raka na ta naĉin zelo 

obetaven pristop (Nakamizo in sod., 2005; Nakamura in sod., 2008; Bexell in sod., 2010). 

 

Celiĉna terapija zdravljenja gliomov temelji na interakcijah med celicami MSC in rakavimi 

celicami. Pri tem se uporabljajo gensko spremenjene in navadne celice MSC. Gensko 

spremenjene celice MSC iz kostnega mozga bi se lahko uporabljale za (Kang in sod., 

2005): 

 

a)  dostavni sistem (angl.»delivery vehicle«) za zdravila oziroma gene (angl. »gene 

delivery«): 

V celice MSC bi vstavili gene za dejavnike, ki povzroĉajo apoptozo rakavih celic 

(FasL, perforin) ali gene, ki spodbujajo imunski odgovor (γ-INF, IL-4). Rakave celice 

privabljajo celice MSC v svojo neposredno bliţino, zato bi bila aktivirana celiĉna smrt 

omejena le na rakavo tkivo.  

 

b)  celično imunoterapijo: 

Celice MSC, ki jih aktiviramo s citokini (IL-2, IL-15, GM-CFS), fenotipsko postanejo 

imunske efektorske celice s citotoksiĉnim delovanjem na rakave celice. Na površini 

celic se lahko pojavita oznaĉevalca CD8 (znaĉilen za citotoksiĉne T celice) in CD161a 

(znaĉilen za naravne ubijalke - celice NK (angl. »Natural Killer cells«)). 

 

Pomanjkljivost uporabe gensko spremenjenih celic MSC iz kostnega mozga za zdravljenje 

raka je pogosto upadanje izraţanja vstavljenega gena. Dodatno oviro predstavlja imunsko 

posredovano odstranjevanje celic MSC, ki gensko spremenjene celice prepozna kot 

virusno okuţbo (vkljuĉek v teh celicah je ponavadi adenovirusnega izvora) (Nakamura in 

sod., 2004).  

 

Mnenja glede vpliva gensko nespremenjenih celic MSC na potek zdravljenja tumorjev so 

deljena. Nekatere raziskave poroĉajo o neugodnem vplivu celic MSC v antitumorski 

terapiji (Nakamura in sod., 2004; Karnoub in sod., 2007; Birnbaum in sod., 2007), 

obstajajo pa tudi raziskave, ki govorijo o pozitivnem, antitumorskem delovanju celic MSC 

(Maestroni in sod., 1999; Hombauer in Minguell, 2000). 

 

Celice MSC naj bi zavirale rast in metastaziranje primarnih moţganskih tumorjev z 

izloĉanjem hematopoetskih citokinov in z znaĉilno razporeditvijo ob robu tumorja. Na ta 

naĉin tvorijo fiziĉno bariero, ki prepreĉuje nadaljnje razširjanje glioma v normalni 

moţganski parenhim. Specifiĉnost glioblastomov je namreĉ, da so moĉno disperzni in zato 

operativno zelo teţko odstranljivi tumorji (Nakamura in sod., 2004).  

 

Alternativna oblika uporabe celic MSC iz kostnega mozga za zdravljenje gliomov je 

njihova diferenciacija v nevralne progenitorske celice, ki prav tako zavirajo rast 

intrakranialnih tumorjev (Honeth in sod., 2006). Tudi gensko spremenjene nevralne 
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matiĉne celice (celice NSC) uĉinkovito sproţajo apoptozo tumorskih celic. Celice NSC, ki 

nosijo genski zapis za protein TRAIL (sproţa apoptozo) sledijo tumorskim celicam in tako 

povzroĉajo apoptozo tumorskih celic, ki so precej oddaljene od primarne tumorske gmote 

(tumorski sateliti) (Ehtesham in sod., 2002). Protein TRAIL pri selektivnem sproţanju 

apoptoze gliomskih celic nima citotoksiĉnih uĉinkov na celice NSC. Odpornost celic NSC 

na protein TRAIL zagotavljata proteina cFLIP in PED/PEA-15, ki onemogoĉata cepitev 

citoplazemske kaspaze 8, ki vodi v apoptozo. Proteina cFLIP in PED/PEA-15 sta  odsotna 

v neoplastiĉnih celicah, zato apoptoza z TRAIL ni ovirana (Xiao in sod., 2002).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Nemet I. Opredelitev lastnosti mezenhimskih matiĉnih ... izolacijo celic CD133+ ... kulture glioblastoma. 

   Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij Biotehnologije, 2011  

26 

3 MATERIALI IN METODE 

 

 

3.1 CILJI RAZISKAVE 

 

Številne raziskave in vitro in in vivo modelov kaţejo, da so celice MSC iz kostnega mozga 

potencialno uĉinkovito orodje pri ciljani terapiji mnogih neozdravljivih rakavih obolenj, 

med drugim tudi glioblastomov. Preden bi celice MSC dejansko bile varne za uporabo v 

terapevtske namene je potrebna natanĉna opredelitev njihovih lastnosti in interakcij s GBM 

tumorji.  

 

Osnovni namen mojega diplomskega dela je bil ovrednotiti lastnosti celic MSC izoliranih 

iz kostnega mozga in prouĉiti njihov vpliv na izolacijo celic CD133+ iz primarne 

kulture glioblastoma. 

 

Naša raziskava je potekala v naslednjih korakih: 

 

 Najprej smo ovrednotili rastne in morfološke lastnosti celic MSC izoliranih iz dveh 

donorjev.  

 Zanimala nas je dinamika rasti - hitrost podvajanja in staranja obeh populacij celic 

MSC. Dejstvo je, da v celicah MSC po doloĉenem številu delitev nastopi 

replikativna senescenca.  

 Dalje smo analizirali diferenciacijski potencial obeh linij celic MSC. Preverili smo 

uspešnost indukcije diferenciacije celic MSC v mašĉobne, hrustanĉne in kostne 

celice in s tem dokazali multipotentni potencial celic MSC. 

 Nazadnje smo preverili tudi vpliv celic MSC na rast tumorskih matiĉnih celic 

CD133+ v primarni kulturi celic GBM. Upoštevajoĉ podatke iz literature so  celice 

CD133+ moţganske tumorske matiĉne celice (BTSC) oziroma tiste celice, ki so 

odgovorne za rezistenco glioblastomov na trenutno dostopne metode zdravljenja. Z 

izpostavitvijo celic GBM kondicioniranem mediju celic MSC smo preverili vpliv 

dejavnikov celic MSC na proliferacijo celic CD133+ izoliranih iz primarne kulture 

GBM.  
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3.2 DELOVNA HIPOTEZA 

 

Naše delovne hipoteze so bile naslednje: 

 

a. Proliferacijski potencial celic MSC se po daljšem in vitro gojenju zmanjšuje – celice 

niţjih pasaţ se delijo hitreje kot celice poznejših pasaţ, pri katerih na doloĉeni stopnji 

nastopi senescenca.  

b. Celice MSC so multipotentne celice – zato je moţna indukcija diferenciacije celic 

MSC v mašĉobne, hrustanĉne in kostne celice. Predvidevamo, da starost celic MSC oz. 

uporabljena pasaţa vpliva na preferenĉno pot diferenciacije. 

c. Obe celiĉni liniji celic MSC, ki izvirata iz razliĉnih donorjev, imata podobne 

proliferacijske in diferencicijske lastnosti (naštete pod a in b).  

d. Celice MSC zavirajo rast in proliferacijo celic CD133+ v primarni kulturi celic GBM. 
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3.3 MATERIALI 

 

 

3.3.1 Kemikalije in laboratorijska oprema 

 

3.3.1.1 Kemikalije 

 
Preglednica 5: Seznam uporabljenih kemikalij. 

Kemikalija Proizvajalec 

DMEM, 1x Sigma-Aldrich, ZDA 

FBS Biochrom AG, Nemĉija 

PBS, 10x PAA Laboratories, Avstrija 

L-glutamin, 200 mM PAA Laboratories, Avstrija 

Penicilin/streptomicin Euro Clone, Italija 

Na-piruvat, 100 mM Gibco Invitrogen, ZDA 

Tripsin-EDTA, 0,25 %, 1x Gibco Invitrogen, ZDA 

Tripan modro, 0,4 % Sigma-Aldrich, ZDA 

DMSO Sigma-Aldrich, ZDA 

BSA Sigma-Aldrich, ZDA 

Metanol Fluka, ZDA 

Destilirana voda NIB 

Formaldehid Sigma-Aldrich, ZDA 

Glutaraldehid Sigma-Aldrich, ZDA 

X-Gal, 40 mg/mL Sigma-Aldrich, ZDA 

TGFβ3 R&D Systems,  ZDA 

L-askorbinska kislina Sigma-Aldrich, ZDA 

Kit za izolacijo celic CD133 

 Protitelesa za oznaĉevanje celic 

CD133 (mišji IgG1) 

 FcR reagent za blokiranje nespecifiĉne 

vezave 

Miltenyi Biotec,  Nemĉija 

 

Indometacin Sigma-Aldrich, ZDA 

Inzulin Sigma-Aldrich, ZDA 

Deksametazon Sigma- Aldrich, ZDA 

Glicerofosfat Sigma-Aldrich, ZDA 

Alician Blue Merck KgaA, Nemĉija 

Oil Red O Sigma-Aldrich, ZDA 

srebrov nitrat, 2% Merck KgaA, Nemĉija 

Mayerjeva raztopina hematoksilina Sigma-Aldrich 
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3.3.1.2    Laboratorijska oprema 

 

Preglednica 6: Seznam uporabljene laboratorijske opreme. 

Laboratorijska oprema Proizvajalec 

Brezprašna celiĉna komora Iskra Pio, Slovenija 

Centrifuga Tehtnica Ţelezniki, Slovenija 

Centrifugirke (15 mL) Corning , ZDA 

Centrifugirke (50 mL) Corning , ZDA 

Digestorij Koetterman, Nemĉija 

Inkubator s 5 % CO2, 37 °C Sanyo Electric, Japonska 

Epruvete za zamrzovanje celic (2 mL) Costar, ZDA 

Nastavki za pipete Costar, ZDA 

Plastenke za kulture s perforiranim zamaškom  

(75 in 25 mL) 

Corning, ZDA 

Plošĉe za gojenje celic (s 4 in 6 vdolbinami)  

Becton Dickinson 35 

Falcon BD, Francija 

Objektna stekla Hecht-Assistent, Nemĉija 

Krovna stekla za gojenje celic (premer 12 mm) Hecht-Assistent, Nemĉija 

Pipete (2, 10, 20, 200, 1000 µL) Biohit, Finska 

Hemocitometer Brand, Nemĉija 

Hladilnik Gorenje, Slovenija 

Zamrzovalna skrinja (-20 °C) Gorenje, Slovenija 

Zamrzovalna skrinja (-80 °C) Angelantoni scientifica, Italija 

Epruvete (1 mL) Costar, ZDA 

Epruvete za zamrzovanje Corning , ZDA 

Digitalni fotoaparat Nikon,  Japonska 

Svetlobni mikroskop Reichert, ZDA 

Krovna stekla Brand Lab, Nemĉija 

Stresalnik IKA, Nemĉija 
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3.4 POTEK DELA 

 

 

Pri diplomski nalogi smo poskuse razdelili v tri sklope, ki iz razliĉnih perspektiv 

obravnavajo primernost uporabe celic MSC v terapevtske namene (Slika 11). Vse poskuse 

smo zasnovali tako, da smo dobljene rezultate lahko primerjali med dvema linijama celic 

MSC, ki izvirata iz kostnega mozga razliĉnih donorjev.  

 

1. V prvem delu smo analizirali proliferacijske lastnosti dveh linij celic MSC. Ta del 

je neprekinjeno potekal veĉ mesecev, saj nas je zanimalo, ĉe/kdaj bo v celiĉnih 

kulturah nastopila senescenca.  

 

2. Drugi del je vkljuĉeval poskuse diferenciacije – razvoj celic MSC do mašĉobnih, 

hrustanĉnih in kostnih celic.  

 

3. V zadnjem delu pa smo se osredotoĉili na specifiĉen vpliv celic MSC na rakave 

celice oziroma na uspešnost izolacije tumorigenih prekurzorjev rakavih tvorb – 

celic CD133+ iz primarne kulture glioblastomskih celic. Oznaĉevalec CD133+ je 

znaĉilen za najbolj tumorigeno celiĉno populacijo. Analizirali smo uĉinek 

dejavnikov celic MSC, ki jih te izloĉajo v medij na rast celic CD133+ v primarni 

kulturi GBM.  
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Slika 11: Shematski prikaz poteka dela.  

Kulture dveh linij 

mezenhimskih matiĉnih celic 

iz kostnega mozga : 

 MSC3 in MSC4 

Analiza 

proliferacijskega 

potenciala celic MSC 

Analiza 

diferencijskega 

potenciala celic 

MSC 

Analiza vpliva MSC 

kondicioniranega 

medija na bogatenje 

kulture celic GBM s 

populacijo celic 

CD133+  

Določanje podvojitvenega 

časa populacije (»PDT«): 

 MSC3: med 6. in 15. 

pasaţo 

 MSC4: med 6. in 18. 

pasaţo 

Analiza nastopa 

senescence 

Diferenciacija celic MSC v: 

 Adipocite 

 Hondrocite 

 Osteocite 

Vpliv kondicioniranega 

medija celic MSC na 

izolacijo celic CD133+ iz  

primarne kulture celic 

GBM. 
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3.5 METODE 

 

 

3.5.1 Priprava gojišča za celice MSC in celice GBM 

 

Delo z vsemi celiĉnimi kulturami je potekalo v brezprašni komori v aseptiĉnih pogojih. 

Vse celice smo gojili v plastenkah s perforiranim pokrovĉkom v CO2 inkubatorju, pri 

temperaturi 37˚C in  atmosferi s 5% CO2. Za gojenje celic MSC je velikost plastenk bila 25 

cm
2 

(T25), za gojenje celic GBM in obĉasno tudi celic MSC pa 75 cm
2 

(T75).  

 

Pri poskusih smo uporabljali dve liniji celic MSC iz kostnega mozga, MSC3 in MSC4 

(Lonza, Inc.). Lastnosti teh celic so podane v preglednici 7. Celice MSC rastejo v 

monosloju pritrjene na podlago in so podolgovate, vretenaste oblike in zato po videzu 

podobne fibroblastom. 

 

Pri gojenju in precepljanju celic MSC smo upoštevali priporoĉila prodajalca Lonza. Za 

gojenje celic MSC smo uporabljali MSC gojišĉe (preglednica 8). Za gojenje celic GBM 

smo uporabljali GBM gojišĉe (preglednica 9). 

  Preglednica 7: Lastnosti uporabljenih celic MSC. 

Celice BM-MSC 

 (angl. »Bone Marrow Mesenchchymal Stem Cells«) 

Oznaka Kataloška številka Donor Opravljeni testi 

 

MSC 3 

 

            

            Lonza 

7F3677 

 

temnopolta 

ţenska, 22 let 

 testirani na viruse (HIV, HBV, 

HCV), mikoplazme, bakterije, 

kvasovke, glive 

 90% pozitivni na površinske 

antigene: CD105, CD166, CD29, 

CD44 

 negativni na hematopoetske markerje 

CD14, CD34, CD45 

 

MSC 4 

 

 

Lonza 

6F4085 

 

temnopolti 

moški, 33 let 

 testirani na viruse (HIV, HBV, 

HCV), mikoplazme, bakterije, 

kvasovke, glive 

 90% pozitivni na površinske 

antigene: CD105, CD166, CD29, 

CD44 

 negativni na hematopoetske markerje 

CD14, CD34, CD45 
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  Preglednica 8: Sestava medija za gojenje celic MSC. 

BM-MSC medij 

 DMEM (1000 mg/L) 

 FBS serum – toplotno obdelan (10%) 

 Glutamin (2mM) 

 Penicilin/Streptomicin (1x) 

  Preglednica 9 : Sestava medija za gojenje celic GBM. 

DF medij 

 DMEM/F12 osnovni medij 

 FBS serum  – toplotno obdelan (10%) 

 Glutamin (2mM) 

 Penicilin/Streptomicin (1x) 

 

Med pripravo gojišĉ smo serum FBS vedno filtrirali z namenom odstranitve precipitata, ki 

je toksiĉen za celice. Gojišĉa in ostale raztopine smo hranili v hladilniku pri 4°C. Pred 

uporabo smo gojišĉa ogreli v vodni kopeli na 37°C.  

 

 

3.5.2 Gojenje in precepljanje celic 

 

Vse celiĉne linije (MSC in GBM) rastejo v monosloju, pritjene na podlago. Gojišĉa smo 

celicam redno menjavali, vsake 2-3 dni. Ko so celice dosegle 70-80% konfluenco, smo jih 

precepili v novo plastenko, upoštevajoĉ Lonzina priporoĉila.  

 

Z gojenjem celic MSC smo priĉeli pri pasaţi 6 z zaĉetno gostoto nacepljanja 6000 

celic/cm
2
 (150 000 celic/T25 plastenko). Pri poskusih s celicami GBM smo uporabili 

celice GBM pasaţe 4 ali 5. Zaĉetna gostota nacepljanja celic GBM je bila 7000 – 8000 

celic/cm 
2
. 

 

Precepljanje celic je potekalo v naslednjih korakih:  

 

 Najprej smo odstranili staro, izrabljeno gojišĉe in celice sprali z 1xPBS. 

 Celicam smo dodali 1 mL proteolitiĉnega encima tripsina in ga pustili delovati 2 

minuti. Delovanje encima smo spremljali pod svetlobnim mikroskopom.  

 Nato smo dodali ustrezno gojišĉe in celiĉno suspenzijo dobro premešali. 

 Celiĉno suspenzijo smo centrifugirali pri 1000 vrt/min 5 minut in odstranili 

supernatant. 

 Celiĉni pelet smo razbili z dodatkom ustrezne koliĉine gojišĉa.  

 Število celic smo doloĉili s hemocitometrom. Ustrezno število celic smo prenesli v 

sveţo plastenko. 

 Preostale celice smo zavrgli. 
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3.5.3 Metoda štetja celic na hemocitometru  

 

Pri štetju celic pod svetlobnim mikroskopom smo uporabili metodo barvanja s tripanskim 

modrilom, barvilom, ki specifiĉno obarva celice s poškodovano membrano. To so mrtve 

celice, ki jih nismo šteli. Ţive celice so ostale  brezbarvne, pravilne okrogle oblike in so se 

pod mikroskopom svetile. Intaktnost njihove membrane namreĉ onemogoĉa vstop barvila 

v celiĉno citoplazmo (Sever, 2007).  

 

Postopek barvanja in štetja celic s hemocitometrom  je bil sledeĉ:  

 

 Po centrifugiranju  celic (1000 vrt/min, 5 minut), odstranitvi supernatanta in 

resuspendiranju celic v sveţem gojišĉu, smo iz dobljene suspenzije odpipetirali 10 

µL.  

 Tej celiĉni suspenziji smo dodali 40 µL barvila tripansko modrilo. 

 Mešanico celiĉne suspenzije in barvila (skupaj 50 µL) smo nanesli na 

hemocitometer in prešteli viabilne celice v vseh štirih kvadratih hemocitometra.  

 Število vseh celic v suspenziji smo izraĉunali po enaĉbi:  

  Preglednica 10: Enaĉba za izraĉun števila celic pri štetju s hemocitomerom (Sever, 2007). 

N=((A+B+C+D) /4) x R x Kp x Vs 

o N: število vseh ţivih celic v suspenziji, kateri smo doloĉali koncentracijo. 

o A, B, C, D: število celic v štirih kvadratih hemocitometra.   

o R: faktor redĉenja. 

o Kp= 10
4
. Prostornina suspenzije pod stekelcem je 0,1 µL (globina komore je 0,1mm). 

zato za izraĉun števila celic v 1mL, dobljeno vrednost pomnoţimo z 10
4
. 

o Vs: ĉe smo imeli celice resuspendirane v drugaĉnem volumnu (ne v 1 mL), smo 

dobljeno vrednost pomnoţili še z volumnom suspenzije. 

 

 
                        Slika 12: Hemocitometer (Sever, 2007). 
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3.5.4 Spremljanje morfoloških sprememb celic MSC z uporabo svetlobnega 

mikroskopa 

 

Gojene celice smo dnevno opazovali pod svetlobnim mikroskopom in jih sproti 

fotografirali. V celiĉni kulturi smo spremljali razporeditev celic, njihovo obliko, velikost in 

koliĉino plavajoĉih odmrlih celic ter celiĉnega drobirja.  

 

3.5.5 Ocena proliferacijskega potenciala celic MSC z določanjem podvojitvenega 

časa populacije (angl.«PDT«) 

 

Z izraĉunom populacijskega podvojitvenega ĉasa smo ţeleli doloĉiti dinamiko rasti celic 

MSC pri razliĉnih pasaţah. Zanimalo nas je, kako se staranje celiĉne kulture oz. prehod v 

senescentno stanje odraţa na hitrost celiĉnih delitev. Opazovanja smo primerjali med 

dvema linijama celic MSC ( MSC3 in MSC4). 

 

Oceno populacijskega podvojitvenega ĉasa smo doloĉali po naslednji enaĉbi: 

 

 
 

3.5.6 Analiza nastopa senescence v kulturah celic MSC pri dolgotrajnem in vitro 

gojenju  

 

Stopnjo senescence smo preverili s pomoĉjo barvanja, ki odkrije aktiven encim β-

galaktozidazo. Ta encim  izraţajo vse celice in je v optimalnih pogojih aktiven pri pH 4. 

Pri senescentnih celicah pa je izraţanje β-galaktozidaze poveĉano in ta je aktivna pri 

nekoliko višjih pH vrednostih, pri pH=6. Doloĉamo jo s citokemijskim barvanjem, kjer se 

uporabi kromogeni substrat X-gal (Gatza in sod., 2005). 

 

Za naš poskus smo uporabili celice MSC linij MSC3 in MSC4 pri treh pasaţah - pasaţi 13, 

18 in 25. Izbrana metoda dela je bila barvanje celic s kromogenim substratom, ki po 

delovanju β-galaktozidaze modro obarva le senescentne celice. Ostale, vitalne celice se v 

stiku z barvilom zaradi manjše koliĉine endogene β-galaktozidaze ne obarvajo. 

 

3.5.6.1    Metoda barvanja senescentnih celic z X-Gal 

 

Celice MSC, katerim smo doloĉili stopnjo senescence, smo gojili na plošĉi s štirimi 

jamicami (Becton Dickinson). Vsak poskus je potekal v vsaj dveh paralelkah in v dveh 

ponovitvah. Pred poskusom smo gojili celice do 50 % konfluence. 

 

Barvanje z raztopino X-gal je potekalo v naslednjih korakih: 

 

 S celic smo odstranili gojišĉe in jih 5 minut spirali v PBS.  

 Odstranili smo pufer PBS. Sledila je 5 minutna fiksacija celic pri sobni 

temperaturi s predhodno pripravljeno raztopino fiksativa (0,2% glutaraldehid, 

2% formaldehid).  
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 Odpipetirali smo fiksativ  in celice 3x sprali s PBS. 

 Sledilo je barvanje z raztopino, ki je vsebovala X-Gal substrat. V izogib 

izhlapevanja smo plošĉe ovili s para-filmom.  

 Zaradi tveganja spremembe pH vrednosti in laţno pozitivnega rezultata je 

barvanje namesto v celiĉnem inkubatorju (5% CO2) potekalo pribliţno 20 ur v 

bakterijskem inkubatorju (normalna atmosfera, T=37°C). V celiĉnem 

inkubatorju poveĉana koncentracija CO2 lahko povzroĉi kislost raztopine (zniţa 

pH).  

 Obarvanje celic smo analizirali pod svetlobnim mikroskopom. 

 

3.5.7 Analiza diferenciacijskega potenciala celic MSC  

 

Glede na to, da sta uporabljeni celiĉni liniji celic MSC iz kostnega mozga kupljeni pri 

proizvajalcu (Lonza, Inc.), ki zagotavlja prisotnost oznaĉevalcev multipotentnosti, je 

sposobnost celic za diferenciacijo v adipocite, hondrocite in osteocite zaĉetnih pasaţ ţe 

potrjena. Nas pa je zanimalo, ĉe celice BM-MSC multipotentnost ohranijo tudi pri 

nekoliko višjih pasaţah in ali je njihova diferenciacija v posamezne celiĉne tipe enako 

uĉinkovita oz. ali se celice pri višjih pasaţah preferenĉno diferencirajo le v doloĉene 

celiĉne tipe. To bi pomenilo, da njihov multipotentni potencial upada.  

 

Za diferenciacijske poskuse smo uporabili dve liniji celic MSC iz kostnega mozga - MSC3 

pri pasaţi 7 (MSC3 p7) in celice MSC4 pri pasaţi 8 (MSC4 p8). Vsi diferenciacijski 

poskusi so potekali v gojilnih posodicah s šestimi jamicami in sicer za vsako celiĉno linijo 

v dveh paralelkah. Pred zaĉetkom diferenciacijskega poskusa smo celice nacepili pri  

gostoti 5000 celic/cm
2
. Do doseganja konfluence smo za gojenje uporabljali DMEM-Lg 

(angl. »Low Glucose«) medij z 10% FBS, 2mM glutaminom in 1x 

Penicilin/Streptomicinom. Medij smo celicam menjavali vsaka 2-3 dni. 

 

3.5.8 Adipogeneza 

 

Ko so gojene kulture celic MSC dosegle pribliţno 90% konfluenco, smo jih naslednje 3 

dni gojili v indukcijskem mediju za adipogenezo IM (angl. »Induction Medium«), ki 

vsebuje 100 µM indometacina. Po tem smo celice 24 ur izpostavili vzdrţevalnemu mediju 

MM (angl. »Maintainance Medium«). Zaporedje 3-dnevnega tretmaja z IM in 24 urnega 

tretmaja celic z MM smo ponovili še dvakrat. Na koncu smo celice še teden dni gojili v 

MM mediju, ki smo ga menjavali vsaka 2-3 dni. Negativno kontrolo so predstavljale 

celice, gojene le v MM mediju. Uspešnost adipogeneze smo potrdili z detekcijo 

znotrajceliĉnih mašĉobnih vakuol. Morfološke spremembe celic smo opazovali z 

mikroskopom  pred, med in po sami diferenciaciji ter jih fotografirali.  
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Preglednica 11: Sestava indukcijskega in vzdrţevalnega medija pri diferenciaciji celic MSC v adipocite. 

Indukcijski medij (IM): 3 dni 

 DMEM-lg (Sigma-Aldrich, ZDA) 

 10% FBS (Biochrom AG, Nemĉija) 

 2 mM Gln (PAA, Avstrija) 

 Penicilin/Streptomicin (Euroclone, 

Italija) 

 10 µg/mL inzulin (Sigma-Aldrich, 

ZDA) 

 100 µM indometacin (Sigma-Aldrich, 

ZDA) 
 

Vzdrževalni medij (MM): 1 dan 

 DMEM-lg (Sigma-Aldrich, ZDA) 

 10% FBS (Biochrom AG, Nemĉija) 

 2 mM Gln (PAA, Nemĉija) 

 Penicilin/Streptomicin (Euroclone, 

Italija) 

 10 µg/mL inzulin (Sigma-Aldrich, 

ZDA) 

 

 

3.5.8.1    Detekcija znotrajceliĉnih mašĉobnih vakuol  z  metodo »Oil Red O Staining« 

 

Postopek detekcije znotrajceliĉnih mašĉobnih vakuol adipocitov vkljuĉuje fiksacijo 

pritrjene celiĉne kulture, pripravo barvila Oil Red O in barvanje celic. 

 

Najprej smo pripravili 5% zaloţno raztopino Oil Red O barvila v 99% izopropanolu in 

Mayerjevo raztopino hematoksilina (49% vodna raztopina KAl(SO4)2 in 0,1% 

hematoksilina). Sledila je fiksacija adipogene celiĉne kulture celic MSC, ki smo jo opravili 

v digestoriju. Pri tem smo celicam najprej odstranili medij, sprali s pufrom PBS in 10 

minut fiksirali s 4% paraformaldehidom.  Po fiksaciji smo celice sprali s sterilno vodo in 

barvali 30 minut z 0,18% raztopino Oil Red O barvila. Nato smo celice ponovno sprali z 

destilirano vodo in barvali s filtrirano Mayer-jevo raztopino hematoksilina (10 minut). Na 

koncu smo celice sprali z destilirano vodo in jih fotografiirali. 

 

3.5.9 Hondrogeneza 

 

Ko so gojene kulture celic MSC dosegle pribliţno 90% konfluenco, smo priĉeli z 21-

dnevno indukcijo hondrogeneze. Pri tem smo uporabili medij, ki vsebuje rekombinantni 

ĉloveški TGFß3 (R&D Systems, Inc.) in L-askorbinsko kislino (Sigma-Aldrich, ZDA). 

TGFß3 (angl. »Transforming Growth Factor Beta 3«) je pleiotropni citokin, ki regulira 

številne celiĉne procese: imunsko delovanje, proliferacijo itd. Celicam smo medij 

menjavali vsaka 2-3 dni. Za negativno kontrolo so nam sluţile celice gojene v DMEM-lg 

mediju z 10% FBS, 2mM glutaminom in 1x Penicilin/Streptomicin. Tudi kontrolnim 

celicam smo medij menjavali vsaka 2-3 dni. Spremembe celic smo opazovali z 

mikroskopom  pred, med in po sami diferenciaciji ter jih fotografirali.  
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Preglednica 12: Sestava medija za indukcijo diferenciacije celic MSC v hondrocite. 

Medij za indukcijo hondrogeneze: 21 dni 

 DMEM-lg (Sigma-Aldrich, ZDA) 

 10% FBS (Biochrom AG, Nemĉija) 

 10 ng/ml TGFß3 (R&D Systems,  

ZDA) 

 50 µg/ml L-askorbinska kislina 

(Sigma-Aldrich, ZDA) 

 

 

3.5.9.1         Detekcija mukopolisaharidov in glikozaminoglikanov 

 

Uspešnost  hondrogeneze smo dokazovali z barvanjem z Alician Blue. S tem barvilom 

doloĉamo mukopolisaharide in glikozaminoglikane, ki so sestavni del zunajceliĉnega 

matriksa hrustanĉnega tkiva. Alician Blue pobarva sulfirane in karboksilirane kisle 

mukopolisaharide in sialomucine (glikoproteini) in sodi v skupino polivalentnih 

vodotopnih osnovnih barvil.  

 

Celicam smo najprej odstranili medij, jih sprali s pufrom PBS in jih 10 minut fiksirali v 4% 

paraformaldehidu. Nato smo odstranili fiksativ in celice ponovno sprali s PBS. Temu je 

sledilo 30-minutno barvanje z barvilom Alician Blue (1% Alician Blue v 3% raztopini 

ocetne kisline,  pH=2,5). Celice smo na koncu sprali z destilirano vodo in jih fotografirali. 

 

3.5.10 Osteogeneza 

 

Ko so gojene kulture MSC celic presegle 70% konfluenco, smo priĉeli z 21-dnevno 

indukcijo osteogene diferenciacije. Uporabili smo medij, ki vsebuje deksametazon, 

askorbinsko kislino in glicerofosfat. Za negativno kontrolo smo uporabili celice gojene v 

mediju DMEM-lg z 10% FBS, 2 mM glutaminom in 1x Penicilin/Streptomicin. Testnim in 

kontrolnim kulturam smo medij menjavali vsaka 2-3 dni. Spremembe celic smo opazovali 

z mikroskopom pred, med in po sami diferenciaciji ter jih fotografirali.  

Preglednica 13: Sestava medija za indukcijo diferenciacije celic MSC v osteoblaste. 

Medij za indukcijo osteogeneze: 21 dni 

 DMEM-lg (Sigma- Aldrich, ZDA) 

 10% FBS (Biochrom AG,Nemĉija) 

 0,1 µM deksametazon (Sigma- 

Aldrich, ZDA) 

 50 µg/ml L-askorbinska kislina 

(Sigma- Aldrich, ZDA) 

 10 mM glicerofosfat (Sigma- 

Aldrich, ZDA) 

 

3.5.10.1 Detekcija kalcijevih depositov: barvanje po Von Kossa 

 

Uspešno diferenciacijo celic MSC v osteoblaste smo dokazali z barvanjem po Von Kossa, 

ki detektira kalcijeve depozite, tipiĉne elemente kostnega tkiva. 

Celicam smo najprej odstranili medij, jih sprali s pufrom PBS in jih 15 minut fiksirali v 4% 

paraformaldehidu. Po fiksaciji smo celice sprali z destilirano vodo. Temu je sledilo 15- 

minutno barvanje z 2% srebrovim nitratom, ki smo ga izvedli v temi. Na koncu smo celice 
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ponovno sprali z destilirano vodo in jih za 15 minut izpostavili svetlobi. Sledilo je 

fotografiranje celic. 

 

3.5.11 Vpliv MSC kondicioniranega medija na bogatenje primarne kulture celic 

GBM s populacijo celic CD133+ 

 

Pri tem poskusu smo prouĉevali vpliv MSC kondicioniranega medija na gojenje primarnih 

kultur celic GBM. Zanimalo nas je, ĉe MSC kondicionirani medij lahko spremeni deleţ 

celic CD133+ v primarni kulturi celic GBM.  

 

3.5.11.1 Gojenje celic GBM 

 

Celice GBM smo gojili v plastenkah velikosti 75cm
2 

(T75), v mediju DMEM/F12 z 10% 

FBS (DF medij). Pri poskusih smo uporabili celice niţjih pasaţ, pasaţe 4 ali 5. Zaĉetna 

gostota nacepljanja celic je bila 7000 – 8000 celic/cm
2
. S poskusom smo priĉeli, ko so 

celice v gojilnih posodah dosegle vsaj 70% konfluenco. 

 

3.5.11.2 Priprava kondicioniranega medija celic MSC 

 

Celice MSC (MSC3 in MSC4) smo gojili v plastenkah  velikosti 75 cm
2 

(T75), v mediju z 

10% FBS. Ko so celice dosegle konfluentno stanje (>70%), smo jim za pripravo 

kondicioniranega medija odvzeli 12,5 mL medija (od skupno 15 mL). 

 

Odvzeti medij smo nato centrifugirali 10 minut pri temperaturi 4˚C in hitrosti 300g. 

Zniţana temperatura pri centrifugiranju je potrebna zato, da  prepreĉimo morebitno 

toplotno inaktivacijo dejavnikov v mediju. S centrifugiranjem pa smo iz medija odstranili 

odmrle celice in ostale neĉistoĉe.  

 

Sledilo je zamrzovanje medija na -80˚C, vsak vzorec smo zamrznili v dveh alikvotih po 

6mL. Tik pred samo uporabo v poskusu, smo zamrznjen kondicioniran medij hitro odtalili 

v vodni kopeli (37˚C). 

 

3.5.11.3 Opis poskusa 

 

Vsako izmed treh plastenk T75 s celicami GBM smo tretirali z drugaĉnim kondicioniranim 

medijem, eno z MSC3-CM (kondicionirani medij celic MSC3), drugo z MSC4-CM 

(kondicionirani medij celic MSC4) in tretjo plastenko z GBM-CM (kondicionirani medij 

celic GBM). Uporabljen medij je zmeraj vseboval normalen DMEM/F12 medij in 

kondicionirani medij. Medija smo vedno mešali v razmerju 1:1 (6mL DMEM/F12 in 6mL 

MSC-CM oz. 6mL DMEM/F12 in 6mL GBM-CM). Tako pripravljen medij smo celicam  

zamenjali po dveh dneh gojenja. Po tednu dni gojenja v kondicioniranem mediju smo 

celice GBM tripsinizirali in jih magnetno loĉili za doloĉanje % celic CD133+. 

 

3.5.11.4 Magnetno loĉevanje celic 

 

Za magnetno loĉevanje celic smo uporabili CD133 Cell Isolation Kit-a proizvajalca 

Miltenyi Biotec Inc., ZDA. Pred samo izvedbo magnetnega loĉevanja smo celice GBM 
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tripsinizirali, saj se magnetno loĉevanje izvaja s celiĉnimi suspenzijami. Po centrifugiranju 

(100 rpm, 5 min) smo celiĉno suspenzijo resuspendirali v 1 mL DF medija. Sledila je 30-

minutna inkubacija pri 37˚C. Nato smo celice prešteli, centrifugirali (1000 rpm, 5 min) in 

jim odstranili DF medij. Na koncu smo celice GBM resuspendirali v 300 µL pufra MACS. 

 

a. Princip magnetnega loĉevanja:  Pri magnetnem loĉevanju je potrebno celice 

CD133+ magnetno oznaĉiti. Oznaĉena celiĉna frakcija se v magnetnem polju 

kolone zadrţi, medtem ko celiĉna frakcija CD133- kolono zapusti.  

b. Magnetno oznaĉevanje: Pri postopku magnetnega oznaĉevanja je pomembno, 

da delo poteka hitro in pri nizki temperaturi (4˚C), zato smo cel postopek 

opravljali na ledu. Zaporedje korakov je bilo naslednje:  

 

 K 300 µL suspenzije celic GBM v pufru MACS smo dodali 100 µL FcR 

Blocking Reagent-a, ki inhibira nespecifiĉno oz. s Fc-receptorjem 

posredovano vezavo protiteles na celice.  

 Celice smo oznaĉili z 100 µL CD133 MicroBeads in jih premešali. Sledila 

je 30- minutna inkubacija pri 4-8˚C (v hladilniku). 

 Celice smo sprali z 5 mL pufra MACS in jih centrigugirali (300g, 10 min, 

4˚C). 

 Supernatant smo odpipetirali, pelet pa resuspendirali v 500 µL pufra MASC. 

 

c. Magnetno loĉevanje na MS koloni:  Za uspešno magnetno loĉevanje celic je 

potrebno kolono pripraviti, zato smo jo sprali z zadostno koliĉino pufra (500 

µL) ter postavili v magnetno polje. Magnetno loĉevanje je potekalo v naslednjih 

korakih: 

 Celotno celiĉno suspenzijo oznaĉenih celic GBM (500 µL) smo nanesli na 

kolono.  

 Kolono smo spirali s 500mL pufra. Celice CD133-, ki so pri tem zapustile 

kolono, smo zbrali v epruveto. 

 Nato smo kolono odstranili iz magnetnega polja in jo sprali s 1000 µL pufra, 

pri ĉemer smo izolirali frakcijo celic CD133+ . 

 

d. Kvantifikacija CD133+ celiĉne frakcije: Po magnetni separaciji smo obe celiĉni 

frakciji, CD133+ in CD133-, centrifugirali (1000 rpm, 5 min), jima odstranili 

supernatant in ju resuspendirali v mediju DF. Sledilo je štetje celic posameznih 

frakcij s pomoĉjo hemocitometra. 
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4 REZULTATI 

4.1 OCENA PROLIFERACIJSKEGA POTENCIALA CELIC MSC Z DOLOĈANJEM 

PODVOJITVENEGA ĈASA POPULACIJE (angl.«PDT«) 

 

Proliferacijski potencial celic MSC smo doloĉali s populacijskim podvojitvenim ĉasom 

(PDT), ki smo ga izraĉunali po naslednji enaĉbi:  

 

 

 

 
 

 

 

Celice MSC dveh linij (MSC3 in MSC4) smo gojili v gojitvenih posodicah T25 in T75. Z 

gojenjem celic smo priĉeli pri pasaţi 6. Pri posamezni pasaţi smo imeli veĉ vzorcev celic 

(vsaj 6), zato grafiĉna predstavitev ĉasov PDT vsake pasaţe prikazuje povpreĉno vrednost 

teh vzorcev.  

  

Naši rezultati kaţejo, da se podvojitveni ĉas obeh linij celic MSC s ĉasom podaljšuje. Pri 

zaĉetnih pasaţah se PDT postopoma poveĉuje, najveĉji preskok je opazen pri pasaţi 13. 

Na tej toĉki celice MSC3 za podvojitev potrebujejo pribliţno štirikrat veĉ ĉasa kot so ga 

potrebovale pri pasaţi 6 (slika 13).  

 

Pri celicah MSC4 je padec proliferacijskega potenciala manjši kot pri celicah MSC3, saj 

pri pasaţi 13 celice potrebujejo pribliţno dvakrat veĉ ĉasa kot pri pasaţi 6 (slika 14). Tudi 

pri višjih pasaţah, ko se celice obeh linij zelo poĉasi delijo, opazimo, da imajo celice linije 

MSC3 niţji proliferacijski potenical kot celiĉna linija MSC4. Na tej stopnji PDT celic 

MSC3 znaša okrog 500 ur, medtem ko pri celicah MSC4 vrednost PDT komaj presega 400 

ur.  
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Slika 13: Podvojitveni ĉas celic MSC3 desetih zaporednih pasaţ, z zaĉetkom pri pasaţi 6. Z izjemo pasaţe 8, 

opazimo, da se  z daljšim ĉasom in vitro gojenja celic podaljšuje tudi ĉas potreben za podvojitev celiĉne 

populacije (*p<0,05; **p<0,01). 

 

 
Slika 14: Podvojitveni ĉas celic MSC4 trinajstih zaporednih pasaţ, z zaĉetkom pri pasaţi 6. Opazimo, da se  

z daljšim ĉasom in vitro gojenja celic podaljšuje tudi ĉas potreben za podvojitev celiĉne populacije (*p<0,05; 

**p<0,01).  

** 

** 

* 

* 

* 
* 

** 

* * 

* 
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4.2 SPREMLJANJE MORFOLOŠKIH SPREMEMB CELIC MSC Z UPORABO 

SVETLOBNEGA MIKROSKOPA 

 

Daljše in vitro gojenje celic vpliva na morfologijo celic, zato smo vzporedno z doloĉanjem 

proliferacijskega potenciala s svetlobnim mikroskopom opazovali tudi videz celic MSC. 

 

Celice MSC so kompaktne, vretenaste oblike, pritrjujejo se na podlago in rastejo v 

monosloju. Ko celice MSC prerastejo gojitveno posodico, se zaradi kontaktne inhibicije 

njihova rast ustavi.  

 

Celice MSC niţjih pasaţ so podolgovate oblike. V celiĉni kulturi so celice podobnega 

videza, gojitveno posodico prerašĉajo enakomerno in dokaj hitro. Drobirja ali plavajoĉih 

mrtvih celic ni opaziti (slika 15). Pri višjih pasaţah se celice MSC spremenijo, postanejo 

bolj okrogle in veĉje (slika 15 in 16). V citoplazmi se pojavijo granule. Celice rastejo 

poĉasneje in v gojitveni posodici niso veĉ enakomerno razporejene. Pojavijo se podroĉja, 

kjer celice nimajo veĉ videza celic MSC temveĉ bolj spominjajo na adipocite oz. nevrone. 

V tem primeru gre najveĉkrat za odmiranje celic, kjer se od celic trga citoplazma oz. za 

celice (veliko vakuol) (slika 16). Dostikrat so prisotne plavajoĉe mrtve celice in celiĉni 

drobir.  
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 Slika 15: Dve liniji celic MSC (MSC3 in MSC4) pri razliĉnih pasaţah (p8, p14, p23 in p28) pri 100x 

poveĉavi. Prikazane so morfološke razlike med celicami niţjih in višjih pasaţ. Pri višjih pasaţah so celice 

veĉje in ne rastejo tesno skupaj, veliko je medceliĉnih prostorov. V gojitvenem mediju so dostikrat vidne 

neĉistoĉe in plavajoĉe mrtve celice. 
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Slika 16: Morfologija celic MSC pri višjih pasaţah  - linija MSC4 pri pasaţi 21. Nekatere celice se precej 

spremenijo in ne spominjajo veĉ na celice MSC, bolj so podobne adipocitom (A, B) ali nevronom (C, D).  

 

 

4.3 ANALIZA NASTOPA SENESCENCE V KULTURAH CELIC MSC PRI 

DOLGOTRAJNEM IN VITRO GOJENJU  

 

Nastop senescence celic MSC smo analizirali z barvanjem z X-gal. Dve liniji celic MSC 

(MSC3 in MSC4) smo gojili na plošĉi s štirimi jamicami. Poskuse smo izvedli v najmanj 

dveh paralelkah in dveh ponovitvah, pri tem smo uporabili celice treh pasaţ  p13, p18 in 

p25. 

 

Iz rezultatov je razvidno (slika 17), da z daljšim in vitro gojenjem stopnja senescence celic 

MSC narašĉa. Celiĉna linija MSC3 pri pasaţi 13 vsebuje 33,25% senescentnih celic, pri 

pasaţi 18 je odstotek senescentnih celic nekoliko niţji, 28,46%. Kasneje, pri pasaţi 25 

stopnja senescence moĉno naraste, na 76,01%. Opazimo tudi, da je pri liniji celic MSC3 

deleţ senescentnih celic veĉji kot pri liniji MSC4. 

 

Pri celiĉni liniji MSC4 smo ţe na zaĉetku, pri pasaţi 13, doloĉili niţjo stopnjo senesence, 

18,24%, kot pri liniji MSC3 (33,25%). Pri pasaţi 18 celiĉna linija MSC4 vsebuje nekoliko 

veĉ senescentnih celic, 24,50%. Pri konĉni pasaţi 25 pa smo doloĉili, da je senescentnih 

celic 27,14%.  
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Slika 17: Ocena senescence populacije celic MSC3 in MSC4. Rezultat je prikazan kot % senescentnih celic 

glede na skupno število celic v celiĉni populaciji. Senescenco smo doloĉali pri treh pasaţah (p13, p18 in p25) 

s pomoĉjo barvanja z Xgal. Opazimo, da se senescenca obeh linij celic MSC z daljšim in vitro gojenjem 

poveĉuje. 

 

 

4.4 ANALIZA DIFERENCIACIJSKEGA POTENCIALA CELIC MSC  

 

Poskuse adipogene, hondrogene in osteogene diferenciacije smo izvedli na dveh celiĉnih 

linijah celic MSC – MSC3 in MSC4. Poskusi z linijo MSC3 so potekali pri pasaţi 7, 

medtem ko smo pri liniji MSC4 uporabili celice pasaţe 8. 

 

4.4.1 Adipogena diferenciacija 

 

Adipogeno diferenciacijo celic MSC smo inducirali z indometacinom. Pojav 

znotrajceliĉnih mašĉobnih vakuol smo detektirali z »Oil Red O« - lipofilnim barvilom, ki 

mašĉobe obarva rdeĉe.  

 

Na slikah 18 in 19 so predstavljeni rezultati poskusov adipogene diferenciacije celic MSC3 

(slika 18) in MSC4 (slika 19). Pri obeh linijah celic MSC so se v vzorcih tretiranih z 

indometacinom  pojavile mašĉobne vakuole. Pri kontrolnih  celiĉnih kulturah, mašĉobnih 

vakol ni bilo. Pri obeh linijah MSC, MSC3 in MSC4, je adipogena diferenciacija potekla 

zelo podobno. Videz celiĉnih kultur in koliĉina nastalih mašĉobnih kapljic pri celicah 

MSC3 in MSC4 sta bila primerljiva.  
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Slika 18: Inducirana adipogena diferenciacija celic MSC3 pri pasaţi 7. Izpostavitev indometacinu je pri 

testnih vzorcih povzroĉila nastanek mašĉobnih vakuol (→), ki so bile vidne ţe pred barvanjem z »Oil Red 

O«. Pri celicah, ki so sluţile kot kontrola do nastanka mašĉobnih vakuol ni prišlo.  
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Slika 19: Inducirana adipogena diferenciacija celic MSC4 pri pasaţi 8. Izpostavitev indometacinu je pri 

testnih vzorcih povzroĉila nastanek mašĉobnih vakuol (→), ki so bile vidne  ţe pred barvanjem z »Oil Red 

O«. Pri celicah, ki so sluţile kot kontrola do nastanka mašĉobnih vakuol ni prišlo.  
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4.4.2 Hondrogena diferenciacija  

 

Hondrogeno diferenciacijo celic MSC smo dosegli z medijem, ki je vseboval TGFß3 in 

askorbinsko kislino. Tvorbo elementov zunajceliĉnega matriksa hrustanĉnega tkiva, 

predvsem mukopolisaharidov in glikozaminoglikanov, smo detektirali z barvanjem z 

Alician Blue.  

 

Na slikah 20 in 21 so predstavljeni rezultati poskusov hondrogene diferenciacije celic MSC 

dveh linij - MSC3 (slika 20) in MSC4 (slika 21). V vzorcih obeh celiĉnih linij, ki smo jih 

tretirali z TGFß3 in askorbinsko kislino je hondrogena diferenciacija uspešno potekla. Za 

razliko od kontrolnih vzorcev, tretirane celice niso bile podolgovate, na doloĉenih 

podroĉjih pa smo opazili še posebej veliko celiĉnih skupkov, ki jih pripisujemo 

hondrogenemu fenotipu. Po barvanju z Alician Blue so se elementi zunajceliĉnega 

matriksa, ki so znaĉilni za hrustanĉno tkivo, obarvali modro. To je bilo zlasti opazno pri 

celicah MSC3, kjer je hondrogeneza potekla v nekoliko veĉjem obsegu kot pri celicah 

MSC4. 
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Slika 20: Inducirana hondrogena diferenciacija celic MSC3 pri pasaţi 7. Izpostavitev TGFß3 in askorbinski 

kislini  je pri testnih vzorcih povzroĉila nastanek hrustanĉnega fenotipa. Temna podroĉja (→) predstavljajo 

elemente zunajceliĉnega matriksa hrustanĉnega tkiva, ki jih pri kontrolnih vzorcih nismo opazili.  
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Slika 21: Inducirana hondrogena diferenciacija celic MSC4 pri pasaţi 8. Izpostavitev TGFß3 in askorbinski 

kislini  je pri testnih vzorcih povzroĉila nastanek hrustanĉnega fenotipa. Temna podroĉja (→) predstavljajo 

elemente zunajceliĉnega matriksa hrustanĉnega tkiva, ki jih pri kontrolnih vzorcih nismo opazili.  
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4.4.3 Osteogena diferenciacija 

 

 

Osteogeno diferenciacijo celic MSC smo inducirali z medijem, ki je vseboval 

deksametazon, askorbinsko kislino in glicerofosfat. Za detekcijo kalcijevih depozitov, ki so 

tipiĉni elementi kostnega tkiva, smo se posluţili  barvanja po Von Kossa.  

 

Na slikah 22 in 23 so predstavljeni rezultati poskusov osteogene diferenciacije celic MSC3 

(slika 22) in MSC4 (slika 23). Pri obeh celiĉnih linijah so se tretirane celiĉne kulture v 

primerjavi s kontrolnimi vzorci morfolško spremenile. Celice niso bile veĉ podolgovate 

oblike, zmanjšale so se in postale so bolj okrogle. V testnih vzorcih obeh celiĉnih linij smo 

po barvanju po Von Kossa detektirali kalcijeve depozite, ki so se pobarvali ĉrno. Pri 

celicah MSC3 je osteogeneza bolj uspešno potekla, saj je bilo pri njih ĉrno obarvanih 

depozitov znatno veĉ kot pri celicah MSC4.  

 

 
Slika 22: Inducirana diferenciacija celic MSC3 pri pasaţi 7 do kostnih celic. Na slikah, ki prikazujejo celice 

izpostavljene osteogenemu mediju so vidni ĉrno obarvani kalcijevi depoziti (→). 
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Slika 23: Inducirana diferenciacija celic MSC4 do kostnih celic pri pasaţi 8. Na slikah, ki prikazujejo celice 

izpostavljene osteogenemu mediju so vidni ĉrno obarvani kalcijevi depoziti (→). 
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4.5 DOLOĈANJE VPLIVA KONDICIONIRANEGA MEDIJA CELIC MSC NA 

BOGATENJE KULTURE CELIC GBM S POPULACIJO CELIC CD133+  

 

Iz rezultatov podanih v preglednici 14 in na slikah 24 ter 25 je razvidno, da je v vzorcih 

celic GBM tretiranimi s kondicioniranim medijem celic MSC odstotek z magnetnim 

loĉevanjem izoliranih celic CD133+ bil manjši kot pri vzorcih celic GBM, ki so bile v 

lastnem kondicioniranem mediju. V kontrolnih vzorcih je populacija celic CD133+ 

predstavljala 6,2% skupnega izplena celic. Pri vzorcih, kjer smo uporabili kondicionirani 

medij celic MSC, je deleţ celic CD133+ po magnetni separaciji bil manjši, 3,01% pri 

uporabi MSC3-CM in 3,41% pri MSC4-CM (slika 24A). Zaradi precejšnje variabilnosti 

števila izoliranih celic med posameznimi poskusi (slika 27) smo doloĉene % celic CD133+ 

testnih vzorcev normalizirali glede na % celic CD133+ v kontrolnem vzorcu (slika 24B). 

Tako smo ugotovili, da celice MSC zavirajo proliferacijo celic CD133+, saj je opaţeno 

zmanjšanje deleţa celic CD133+ po tretiranju z obema MSC-CM, MSC3-CM in MSC4-

CM signifikantno. Pri predstavitvi % celic CD133- smo se prav tako posluţili 

normalizacije na enak naĉin (slika 25B). 

 

Preglednica 14: Vpliv kondicioniranega medija dveh linij celic MSC (MSC3-CM in MSC4-CM) na 

zastopanost (%) celiĉne subpopulacije CD133+ v primarni kulturi celic GBM. Poskus smo ponovili trikrat. 

% CD133+ GBM (%) GBM +   MSC3-CM (%) GBM +  MSC4-CM (%) 

1. ponovitev 9,091 3,101 3,004 

2. ponovitev 1,353 0,557 0,767 

3. ponovitev 8,284 5,383 6,452 

povprečje 6,243 3,013 3,408 

st. odklon 4,254 2,414 2,864 

T-test  0,317 0,392 

 

Preglednica 15: Normalizirane vrednosti rezultatov predstavljenih v preglednici 14. 

% CD133+ 

 NORMALIZIRANE 

VREDNOSTI 

GBM GBM +  MSC3-CM GBM +  MSC4-CM 

1. ponovitev 1 0,341 0,330 

2. ponovitev 1 0,411 0,567 

3. ponovitev 1 0,649 0,778 

povprečje 1 0,467 0,558 

st. odklon 0 0,161 0,224 

T-test  0,004 0,027 
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Slika 24: A) Vpliv kondicioniranega medija dveh linij celic MSC (MSC3-CM in MSC4-CM) na zastopanost 

(%) celiĉne subpopulacije CD133+ v primarni kulturi celic GBM. Deleţ (%) celic CD133+ v posameznem 

stolpcu predstavlja povpreĉno vrednost % števila izoliranih celic CD133+ v treh poskusih.  B) Prikazane 

vrednosti so normalizirane glede na kontrolni vzorec. Celice CD133+ smo izolirali z magnetnim loĉevanjem. 

Opazimo, da je % celic CD133+ v kulturah tretiranimi s kondicionirani mediji celic MSC3-CM in MSC4-

CM v primerjavi s kontrolo niţji (*p<0,05; **p<0,01). 

 

Preglednica 16: Vpliv kondicioniranega medija dveh linij celic MSC (MSC3-CM in MSC4-CM) na 

zastopanost (%) celiĉne subpopulacije CD133- v primarni kulturi celic GBM. Poskus smo ponovili trikrat. 

% CD133- GBM (%) GBM +  MSC3-CM (%) GBM +  MSC4-CM (%) 

1. ponovitev 90,909 96,899 96,996 

2. ponovitev 98,647 99,443 99,233 

3. ponovitev 91,716 94,617 93,548 

povprečje 93,757 96,987 96,592 

st. odklon 4,254 2,414 2,864 

T-test  0,317 0,392 

 

 

 

Preglednica 17: Normalizirane vrednosti rezultatov predstavljenih v preglednici 16. 

% CD133- 

 NORMALIZIRANE 

VREDNOSTI 

GBM GBM +  MSC3-CM GBM +  MSC4-CM 

1. ponovitev 1 1,065 1,067 

2. ponovitev 1 1,008 1,005 

3. ponovitev 1 1,031 1,020 

povprečje 1 1,035 1,031 

st. odklon 0 0,029 0,032 

T-test  0,104 0,168 

 

 

 

** 
* 
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Slika 25: A) Vpliv kondicioniranega medija dveh linij celic MSC (MSC3-CM in MSC4-CM) na zastopanost 

(%) celiĉne subpopulacije CD133- v primarni kulturi celic GBM. Deleţ (%) celic CD133- v posameznem 

stolpcu predstavlja povpreĉno vrednost % števila izoliranih celic CD133+ v treh poskusih. B) Prikazane 

vrednosti so normalizirane glede na kontrolni vzorec. Celice CD133+/- smo izolirali z magnetnim 

loĉevanjem. Opazimo, da je v primerjavi s kontrolo, v kulturah tretiranimi s kondicioniranim medijem celic 

MSC % celic CD133- veĉji. 

 

 

 

 

 
Slika 26: Razmerje (v %) na logaritemski skali med celicami CD133- in CD133+ v primarni kulturi celic 

GBM po tretiranju s kondicioniranimi mediji: pri kontroli smo uporabili kondicionirani medij celic GBM, pri 

tretiranih vzorcih pa kondicionirana medija dveh linij celic MSC, MSC3-CM  in MSC4-CM. Pri celicah 

GBM tretiranimi s MSC-CM je % izoliranih celic CD133+ bil manjši kot pri kontroli. Deleţ (%) celic 

CD133+ v posameznem stolpcu predstavlja povpreĉno vrednost % števila izoliranih celic CD133+ v treh 

poskusih. Metoda izolacije celic CD133+ je bila magnetno loĉevanje na MS koloni.  
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Pred magnetnim loĉevanjem smo skupno število celic GBM doloĉili s štetjem na 

hemocitometru. Na enak naĉin smo po magnetnem loĉevanju doloĉili število obeh celiĉnih 

frakcij, CD133+ in CD133-. Skupno število celic GBM po magnetnem  loĉevanju oziroma 

skupni izplen celic smo definirali kot vsoto števila celic obeh celiĉnih frakcij (CD133+ in 

CD133-). Tako smo ugotovili, da smo z magnetnim loĉevanjem izgubili  veliko celic (slika 

27), saj nam je po njej uspelo pridobiti najveĉ 50% izhodišĉnega števila celic GBM. 

Opazili smo tudi, da se je izplen celic GBM po magnetnem loĉevanju med posameznimi 

poskusi moĉno razlikoval. Tako smo pri prvem poskusu imeli bistveno manj celic kot pri 

preostalih dveh poskusih.  

 

 

 

 
Slika 27: Deleţ (%)  števila celic GBM (vsota celic CD133+ in CD133-) izoliranih z  magnetnim loĉevanjem 

glede na izhodišĉno število celic. Izplen celic je prikazan za primarne kulture celic GBM gojene z ustreznimi 

kondicioniranimi mediji, v treh ponovitvah.  
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5  RAZPRAVA IN SKLEPI 

 

 

5.1 OCENA PROLIFERACIJSKEGA POTENCIALA CELIC MSC Z DOLOĈANJEM 

PODVOJITVENEGA ĈASA POPULACIJE (ANGL.«PDT«) 

 

 

Dobro poznavanje lastnosti celic MSC je pogoj za njihovo uporabo v terapevtske namene. 

Pri diplomski nalogi smo za doloĉanje proliferacijskega potenciala celic MSC uporabili 

dve celiĉni liniji, MSC3 in MSC4, izolirani iz kostnega mozga razliĉnih, zdravih donorjev. 

Proliferacijski potencial celic MSC smo doloĉali skozi daljše ĉasovno obdobje, in sicer 6 

mesecev. Celice MSC3 in MSC4 smo zaĉeli gojiti pri pasaţi 6, vrednosti PDT pa smo pri 

celicah MSC3 spremljali vse do pasaţe 15 (slika 13) in pri celicah MSC4 do pasaţe 18 

(slika 14).  

 

Pri obeh celiĉnih linijah MSC so se z daljšim ĉasom in vitro gojenja populacijski 

podvojitveni ĉasi podaljševali. Za celiĉno linijo MSC3 smo tako doloĉili, da vrednost PDT 

pri pasaţi 6 presega 100 ur, pri zadnji pasaţi, pasaţi 15 pa se PDT podaljša na pribliţno 

500 ur (p<0,05). Celice linije MSC4 pri pasaţi 6 za podvojitev potrebujejo okrog 60 ur, kar 

je manj kot pri celiĉni liniji MSC3. Pri poznih pasaţah, od pasaţe 15 dalje se vrednost PDT 

giblje okrog 400 ur (p<0,05). Prikazani rezultati (slika 13 in 14) niso statistiĉno 

signifikantni pri vseh pasaţah, še zlasti ne pri niţjih pasaţah celic linije MSC3. 

 

Naša opaţanja so v skladu s priĉakovanji, saj je znano, da starejše celiĉne kulture odlikuje  

poĉasna celiĉna rast in delitev in s tem povezana zmanjšana proliferacijska sposobnost 

(Gang in sod.,2004; Nakamizo in sod., 2005). Nekateri avtorji navajajo, da je celice MSC 

brez spremembe proliferacijske kapacitete moĉ gojiti vse do 30 pasaţe (Gang in sod., 

2004; Kern in sod., 2006). Pri naših celiĉnih linijah je bil padec proliferacijske kapacitete 

celic opazen ţe mnogo prej. Od pasaţe 6 navzgor so imele celice vseh nadaljnjih pasaţ 

niţjo proliferacijsko kapaciteto in zato višji PDT. Yeon in sod. so podobno kot mi opazili, 

da do padca proliferacijske kapacitete celic MSC pride dokaj hitro. V njihovem poskusu se 

je proliferativna kapaciteta celic MSC, ki so jo doloĉali z oznaĉevalcem proliferacije BrdU, 

med pasaţo 2 in 10 zmanjšala za okrog 50% (Yeon in sod., 2006). Z še manjšim 

proliferacijskim potenicalom celic MSC so se sreĉali Banfi in sod., saj so doloĉili, da je 

podvojitveni ĉas primarne kulture celic MSC 36 ur, kasneje, pri pasaţi 5 pa ta znaša ţe 

okrog 380 ur (Banfi in sod., 2000). 

 

Tudi v in vivo pogojih prihaja do padca proliferacijske kapacitete celic MSC. Stenderup in 

sod. so primerjali lastnosti celic MSC, ki izvirajo iz mladih in starih donorjev in so 

ugotovili, da se proliferacijski potencial celic iz obeh virov razlikuje. Celice MSC izolirane 

iz mladih donorjev (18-29 let) so imele PD vrednost 0,09 ± 0,02 PD/dan, kar pomeni, da  

PD doseţe vrednost 1 (podvojitev celiĉne populacije) v 267 urah. Pri celicah MSC, ki so 

izvirale iz starejših donorjev (66-81 let) je dnevna stopnja PD znašala 0,05±0,02 PD/dan, 

oz. PD doseţe vrednost 1 v 480 urah (PD=logN/log2, pri ĉemer je N razmerje med 

številom celic v konfluentni kulturi in zaĉetnim številom nasajanja celic) (Stenderup in 

sod., 2003). Celice MSC, ki smo jih uporabljali pri diplomskem delu so bile izolirane iz 
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dokaj mladih donorjev (celice MSC3 so bile izolirane iz 22 let starega donorja, celice 

MSC4 pa iz 33 let starega donorja), zato so naše celiĉne kulture imele v primerjavi z 

navedeno raziskavo  niţjo proliferacijsko kapaciteto. 

 

V naših poskusih je vrednost PDT obeh celiĉnih linij MSC enakomerno narašĉala, izjema 

je le pasaţa 8 pri celicah MSC3. Na tej toĉki smo celicam doloĉili nepriĉakovano visoko 

vrednost PDT, ki odstopa od splošnega trenda narašĉanja PDT in ki pri poznejših pasaţah 

celic MSC3 ni veĉ opazen. Ta neskladnost se odraţa tudi na velikem standardnem 

odklonu, zato bi bilo to ĉasovno toĉko, pasaţo 8 bolje zanemariti. Predvidevamo, da bi 

vzrok temu lahko bile morebitne napake pri štetju celic, ki se v primeru manjšega števila 

vzorcev celic hitro odrazijo na vrednost PDT. 

 

Proliferacijski potencial celic MSC definira donor in tkivno mikrookolje, iz katerega so 

celice izolirane (Gang in sod., 2004; Motaln in sod., 2010). Tudi pri našem poskusu smo 

opazili, da celiĉni liniji MSC3 in MSC4 nimata enakega proliferacijskega potenciala. 

Celicam MSC3 smo v primerjavi s celiĉno linijo MSC4 vseskozi, tako pri niţjih kot pri 

višjih pasaţah, doloĉili niţjo vrednost PDT. Celice obeh linij smo gojili soĉasno in pod 

enakimi pogoji, zato vse morebitne razlike izhajajo iz celic samih in niso posledica gojenja 

celic.  

 

Zaradi velike variabilnosti celic MSC, ki smo jo opazili pri naših vzorcih, se je pred 

dejansko uporabo celic MSC v terapevtske namene potrebno posvetiti ovrednotenju 

njihovih proliferacijskih lastnosti. Padec proliferacijske kapacitete celic višjih pasaţ je pri 

delu s celicami MSC omejujoĉi dejavnik, zato so za terapevtsko uporabo dosti bolj 

primerne celice MSC niţjih pasaţ izolirane iz mlajših donorjev (Nakamizo in sod., 2005). 

 

Pri gojenju in prouĉevanju proliferacijskega potenciala celic MSC transformacije, ki bi se 

odrazila z nenadnim poveĉanjem proliferacije celic (in z moĉno zniţanim PDT), nismo 

opazili. To je v skladu z ugotovitvijo, da se celice MSC in vitro ne transformirajo 

(Bernardo in sod., 2007). Pri doslej domnevnih primerih transformacije celic MSC se je 

izkazalo (z analizami genskega profila celic), da so se pravzaprav zgodile navzkriţne 

okuţbe z drugimi, hitro rastoĉimi celiĉnimi linijami (Garcia in sod., 2010, Torsvik in sod., 

2010).  

 

 

5.2 ANALIZA NASTOPA SENESCENCE PRI DOLGOTRAJNEM IN VITRO 

GOJENJU CELIC MSC 

 

Doloĉanje proliferacijskega poteniciala celic MSC iz kostnega mozga je odkrilo, da se 

lastnosti posameznih linij celic MSC lahko razlikujejo. Prav zato sem v okviru diplomske 

naloge ţelela dodatno raziskati, kdaj pri uporabljenih celicah MSC nastopi replikativna 

senescenca.  

 

Nastop senescence smo doloĉali z encimom ß-galaktozidaza, ki je v senescentnih celicah 

zelo aktivna. Aktivnost ß-galaktozidaze smo merili s kromogenim substratom X-gal, ki ga 

ß-galaktozidaza razgradi do modro obarvanega produkta. Zaradi tega se tudi senescentne 

celice ob dodatku X-gal obarvajo modro, medtem ko ostale, vitalne celice ostanejo 
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brezbarvne. Stopnjo senescence smo ocenili pri dveh celiĉnih linijah MSC - MSC3 in 

MSC4 in to pri pasaţah 13, 18 in 25. 

 

V naših poskusih se je pri obeh linijah izkazalo (slika 17), da z daljšim in vitro gojenjem 

stopnja senescence celic MSC narašĉa. Celiĉna linija MSC3 pri pasaţi 13 vsebuje 33,25% 

senescentnih celic, pri pasaţi 18 je odstotek senescentnih celic nekoliko niţji -  28,46%. 

Kasneje, pri pasaţi 25 stopnja senescence moĉno naraste -  na 76,01%. Opazimo tudi, da je 

pri liniji celic MSC3 deleţ senescentnih celic veĉji kot pri liniji MSC4. Pri celiĉni liniji 

MSC4 smo ţe na zaĉetku, pri pasaţi 13, doloĉili niţjo stopnjo senesence - 18,24%  kot pri 

liniji MSC3 (33,25%). Pri pasaţi 18 celiĉna linija MSC4 vsebuje nekoliko veĉ 

senescentnih celic, 24,50%. Pri konĉni pasaţi 25 pa smo doloĉili, da je senescentnih celic 

MSC4 27,14%.  

 

Priĉetek staranja celic MSC je teţko napovedljiv. Vemo le, da je in vitro proliferacijski 

potencial celic MSC pred nastopom senescence odvisen od zdravstvenega stanja in starosti 

donorjev. Mlajši in bolj zdravi donorji so vir celic MSC z višjim in vitro proliferacijskim 

potencialom, zato je pri takšnih celicah senescenca prisotna v manjšem obsegu (Stenderup 

in sod., 2003). Stebderup in sod. so ugotovili, da pri celicah MSC, ki izvirajo iz mlajših 

donorjev, odstotek z X-gal barvanjem doloĉenih senescentnih celic z vsako podvojitvijo 

populacije narašĉa za 0,4%. Pri celicah MSC izoliranih iz starejših donorjev je z vsako 

podvojitvijo populacije senescentnih celic veĉ za 4% (Stenderup in sod., 2003). V našem 

poskusu pri primerjavi stopnje senescence med pasaţama 13 in 25 vidimo, da se je v tem 

obmoĉju pri celicah MSC3 senescenca poveĉa za 42,76%, pri celicah MSC4 pa za 8,89%. 

Kot vzrok razliĉno doloĉene stopnje senescence med linijama MSC3 in MSC4, tako kot pri 

doloĉanju proliferacijske kapacitete celic MSC, lahko navedemo variabilnost samih celic 

MSC in razmere v mikrookolju, iz katerega so celice izolirane ter postopek njihove 

izolacije (Gang in sod., 2004). Pomembni dejavniki, ki spodbujajo staranje celic so 

oksidativne poškodbe in raven ROS, p21, p53 (Stolzing in sod., 2008). Glede na to, da so 

celice MSC3 izolirane iz 11 let mlajšega donorja, bi priĉakovali, da je stopnja senescence 

celic MSC3 niţja od stopnje senescence celic MSC4. 

 

Za celice MSC izolirane iz kostnega mozga je znaĉilno, da v primerjavi s celicami MSC 

drugih virov (npr. iz popkovniĉne krvi in mašĉobnega tkiva) postanejo senescentne ţe pri 

niţjih pasaţah. Tako so Kern in sod. opazili, da kar 23,6% vzorcev celic MSC iz kostnega 

mozga (skupno število vzorcev= 21) pri pasaţi 2 kaţe znake zgodnje senescence. Pri 

celicah MSC izoliranih iz mašĉobnega tkiva je odstotek senescentnih celic pri pasaţi 2 bil 

le 5,6% (skupno število vzorcev= 18). Pri tem so senescenco opredelili na podlagi 

morfoloških spremeb (Kern in sod., 2006). Pri nas smo z doloĉanjem senescence priĉeli 

pozneje, pri pasaţi 13. Na tej stopnji je senescenca pri celicah MSC3 znašala 33,25% pri 

celicah MSC4 pa 18,24%. 

 

Dobljeni rezultati so v skladu s postavljeno hipotezo – da senescenca nastopi pri starejših 

kulturah celic MSC – vendar ţal niso signifikantni. Vzrokov, da naši rezultati niso 

najboljši, je lahko veĉ. Najprej je število vzorcev celic iste pasaţe, ki smo jim doloĉali 

stopnjo senescence premajhno za primerjavo z drugimi raziskavami. Na % celic, ki se z X-

galom modro obarvajo bi lahko vplivala tudi razporeditev celic v posodici, kjer smo jih 

gojili do 50% konfluence. Pri neenakomerni razporeditvi celic, ko je gostota celic v 
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doloĉenih predelih previsoka (najpogosteje ob robu gojilne posodice) ali premajhna 

(ponavadi v sredini gojilne posodice), lahko ocena senescence varira. Znano je tudi, da je 

senescenca mehanizem odgovora celic na stresne razmere in da neustrezna gostota celic 

predstavlja stresni dejavnik (Stolzing in sod., 2008). V našem poskusu prikazan % 

senescentnih celic MSC temelji na povpreĉni vrednosti % modro obarvanih celic pri štetju 

okrog 200 celic, prisotnih v veĉ vidnih poljih. To verjetno ni bila najbolj ustrezna metoda 

dela, predvsem zaradi prej omenjene neenakomerne razporeditve celic v doloĉenih vzorcih. 

Glede na to, da smo celice šteli pod svetlobnim mikroskopom tudi ĉloveški faktor napake 

pri štetju celic ni izkljuĉen. Dodatno na % celic, ki jih ocenimo kot senescentne, lahko 

vpliva tudi ĉas izpostavljenosti X-gal substratu in % CO2 v atmosferi, ki vpliva na pH 

vrednost medija. Encim ß-galaktozidaza je pri senescentnih celicah aktiven pri nekoliko 

višjih pH vrednostih (pri pH=6) kot pri normalnih celicah (pri pH=4). V naših poskusih so 

celice MSC bile v stiku z X-gal, okrog 20 ur. V primeru krajše, 4- do 10-urne inkubacije 

celic modrega obarvanja nismo opazili.  

 

Senescenca kot biokemiĉni proces vpliva tudi na morfologijo celic (Wagner in sod., 2008). 

Morfološke spremembe, ki jih navajajo drugi avtorji, smo zaznali tudi v naših vzorcih. 

Opazili smo, da so celice postale veĉje in bolj okrogle, v citoplazmi pa so se pojavile 

številne manjše granule. Tudi celiĉnega drobirja je bilo pri moĉno senescnetnih celiĉnih 

kulturah (pri pasaţi 25) veliko veĉ kot pri celiĉnih kulturah pasaţe 13. Opaţene 

spremembe so znaĉilne za procesa celiĉnega staranja in apoptozo, ki potekata soĉasno s 

senescenco. Pri moĉno senescentnih celicah lahko pride do izgube kontaktne inhibicije, 

takrat celice prenehajo rasti v monosloju (Wagner in sod., 2008). V naših celiĉnih kulturah 

tudi po nastopu senescence do prerašĉanja celic ni prišlo. 

 

Nastop senescence omejuje terapevtsko uporabnost celic MSC. Z nizko proliferajoĉimi, 

senescentnimi celicami MSC ex vivo ne moremo vzgojiti zadosti celic za in vitro tkivno 

inţenirstvo ali celiĉno terapijo. Nastop senescence predstavlja oviro zlasti pri uporabi 

avtolognih matiĉnih celic za zdravljenje starejših ljudi (Shibata in sod., 2007).  

 

 

5.3 DOLOĈANJE DIFERENCIACIJSKEGA POTENCIALA CELIC MSC  

 

Multipotentni diferenciacijski potencial celic MSC smo preverjali z inducirano 

diferenciacijo v adipocite, hondrocite in osteocite. Poskuse smo izvedli na dveh celiĉnih 

linijah MSC - MSC3 pri pasaţi 7 in MSC4 pri pasaţi 8. Za poskuse diferenciacije pri 

nekoliko višjih pasaţah smo se odloĉili namenoma, saj nas je zanimalo, ĉe se s staranjem 

celic MSC diferenciacijski potencial ohranja.  

 

Naši poskusi so potrdili multipotentni potencial celic MSC, saj nam je pri obeh celiĉnih 

linijah, MSC3 in MSC4, uspelo doseĉi diferenciacijo v izbrane celiĉne tipe (slike 18-23). 

Do podobnih zakljuĉkov so prišli tudi Kern in sod., ki so v svoji raziskavi 71,4% (5 od 7) 

vzorcev celic MSC iz kostnega mozga diferencirali v adipocite, hondrocite in osteocite 

(Kern in sod., 2006). 

 

Uspešnost adipogene diferenciacije smo doloĉali z nastankom mašĉobnih vakuol (sliki 18 

in 19), ki smo jih detektirali s pomoĉjo barvila »Oil Red O«. Ugotovili smo, da fenotip 
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mašĉobih celic pri celiĉnih linijah MSC3 in MSC4 ni teţko doseĉi. V vseh poskusih je po 

indukciji z indometacinom nastalo veliko mašĉobnih vakuol, ki so se zdruţevale v skupke. 

O dokaj enostavni, uspešni adipogeni diferenciaciji celic MSC poroĉajo tudi drugi avtorji 

(Yeon in sod., 2006; Kern in sod., 2006).  

 

Hondrogenezo celic MSC smo inducirali z dodatkom TGFß3 in askorbinske kisline v 

gojitveni medij. Nastale mukopolisaharide in glikozaminoglikane smo nato detektirali  z 

metodo barvanja z Alician Blue. Iz slik 20 in 21 je razvidno, da so se tretirane celice in 

celice kontrole morfološko razlikovale. Pri celiĉni liniji MSC3 smo opazili veĉ 

morfoloških sprememb kot pri MSC4, zato tudi sklepamo, da je pri celiĉni liniji MSC3 

diferenciacija v hondrocite potekla v veĉjem obsegu.  

 

Pri osteogeni diferenciaciji celic MSC smo uporabili medij, ki je vseboval deksametazon, 

askorbinsko kislino in glicerolfosfat. Kalcijeve depozite, znaĉilne elemente kostnega tkiva, 

smo detektirali z barvanjem po Von Kossa. Iz slik 22 in 23 je razvidno, da so se tretirane 

celice zmanjšale in postale bolj okrogle. V vseh testnih vzorcih smo po Von Kossa 

barvanju dokazali prisotnost ĉrno obarvanih kalcijevih depozitov. Pri celiĉni liniji MSC3 je 

bilo kalcijevih depozitov veĉ kot pri celicah MSC4, kar je v skladu z ugotovitvijo, da se z 

višanjem števila pasaţ oz. s starostjo celic MSC niţa osteogeni diferenciacijski potencial 

(Mueller in Glowacki, 2001; Kern in sod., 2006). Tudi sicer naj bi bilo osteogeni fenotip 

celic MSC izmed treh diferenciacij (adipo-, hondro- in osteogeno) najteţje doseĉi (Kern in 

sod., 2006). Kljub temu je našo ugotovitev potrebno jemati z zadrţkom. Da bi lahko iz njih 

izpeljali splošne zakljuĉke, bi bilo potrebno poveĉati število poskusov. Dodatno so ţe 

poskusi doloĉanja stopnje senescence pokazali, da izbrani vzorec celic MSC3 morda ni bil 

najbolj kvaliteten.  

 

Na podlagi izvedenih diferenciacijskih poskusov lahko zakljuĉimo, da celice MSC 

ohranijo multipotentni potencial do pasaţe 7 in 8 ter da izmed treh induciranih 

diferenciacij adipogena diferenciacija poteka najlaţje. Tudi v drugih raziskavah so 

ugotovili, da je adipogeneza v primerjavi s hondrogenezo in osteogenezo preferenĉna 

diferenciacijska pot. Kernova raziskovalna skupina je dosegla 100% adipogeno 

diferenciacijo (adipociti so nastali pri vseh 9 vzorcih celic) (Kern in sod., 2006). Celo pri 

celiĉnih linijah višjih pasaţ, ko naj bi celice MSC poĉasi izgubljale multipotentni 

potencial, se je izkazalo, da adipogeneza lahko poteĉe spontano. Prav zato je adipogeni 

fenotip celic MSC ob dodatni indukciji z indometacinom še toliko laţje doseĉi (Kern in 

sod., 2006).  

 

S poskusi hondrogene in osteogene diferenciacije smo ugotovili, da ti dve diferenciacijski 

poti laţje poteĉeta pri celiĉni liniji MSC3 kot pri liniji MSC4. Pri celicah linije MSC3 je 

nastalo veĉ mukopolisaharidov, glikozaminoglikanov in kalcijevih depozitov. S tem se je 

ponovno pokazalo, da lastnosti vseh celic MSC niso enake. Posamezne linije celic MSC se 

razlikujejo predvsem v proliferacijskem in diferenciacijskem potencialu. 

 

Vzrok za veĉji osteo- in hondrogeni potencial celiĉne linije MSC3 je variabilnost celiĉnih 

virov in razliĉno število pasaţ obeh linij, MSC3 in MSC4. Celice linije MSC4 so bile za 

eno pasaţo starejše (pasaţa 8) kot celice linije MSC3 (pasaţa 7), kar nakazuje, da 

multipotentni potencial celic MSC s staranjem celiĉne kulture upada. Dodatno so bile 
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celice MSC3 izolirane iz 11 let mlajšega donorja kot celice MSC4. Do podobnih zaljuĉkov 

so prišli tudi Mueller in Glowacki, ki sta uspešnost osteogene diferenciacije merila z 

izraţanjem alkalne fosfataze in nastankom kolagena tipa I. Tako sta pokazala, da je 63% 

vzorcev celic MSC izoliranih iz mlajših donorjev (mlajših od 50 let) pozitivnih za alkalno 

fosfatazo. Pri starejših celicah, izoliranih iz donorjev starosti nad 50 let je ta odstotek 

znatno niţji - 26% (Mueller in Glowacki, 2001). Namen poskusov, ki sta jih izvedla Yeon 

in sod., je bil primerjava diferenciacijskega potenciala celic MSC med zgodnjimi in 

poznejšimi pasaţami. Ugotovila sta, da tako adipogena kot osteogena inducirana 

diferenciacija uspešno poteĉeta pri celicah MSC pasaţe 2. Kasneje, pri pasaţi 10, pa 

raziskovalcem osteogene diferenciacije celic MSC ni veĉ uspelo ponoviti (Yeon in sod., 

2006). Nasprotno pa raziskava Stenderup in sod. ne poroĉa o padcu diferenciacijskega 

potenciala celic MSC, ki bi bila posledica starosti donorja oziroma uporabljene pasaţe 

celic, še zlasti ne za osteogeno diferenciacijo (Stenderup in sod., 2003).  

 

Z uspešno izvedenimi poskusi diferenciacije celic MSC v adipocite, hondrocite in osteocite 

je naša hipoteza o multipotentnem potencialu celic MSC potrjena. Raziskave so pokazale, 

da je celice MSC moţno in vitro in in vivo uspešno diferencirati tudi do nevronov (Mezey 

in sod., 2003), s ĉimer tradicionalno prepriĉanje, da so matiĉne celice odraslih oseb 

sposobne le diferenciacije v celice tkiva iz katerega so izolirane, izgublja na veljavi. Pri 

našem delu smo dodatno opazili, da starost celic MSC in število in vitro pasaţ opredeljuje 

njihov diferenciacijski potencial (predvsem osteogeni) in da nekatere poti diferenciacije 

celic MSC laţje (spontano) potekajo. 

 

 

5.4 DOLOĈANJE VPLIVA KONDICIONIRANEGA MEDIJA CELIC MSC NA 

BOGATENJE KULTURE CELIC GBM S POPULACIJO CELIC CD133+  

 

Mnoge raziskave poroĉajo o obstoju interakcij med celicami MSC in glioblastomskimi 

celicami (Birnbaum in sod., 2007; Hombauer in Minguell, 2000; Maestroni in sod., 1999), 

zato smo se odloĉili, da v okviru diplomskega dela razišĉemo vpliv kondicioniranega 

medija pridobljenega iz celic MSC na izolacijo celiĉne populacije CD133+ v primarni 

kulturi glioblastoma (GBM). Predvidevali smo, da dejavniki kondicioniranega medija celic 

MSC (MSC-CM) zavirajo proliferacijo celic CD133+. Zato smo priĉakovali, da bo pri 

kulturah celic GBM gojenimi v kondicioniranem mediju celic MSC % izoliranih celic 

CD133+ niţji kot pri kontrolnih vzorcih, kjer so celice GBM bile gojene v lastnem 

kondicioniranem mediju.  

 

Rezultati kaţejo (slika 24), da je bilo po magnetnem loĉevanju v testnih vzorcih celic 

CD133+ manj (3,01% pri uporabi MSC3-CM in 3,41% pri MSC4-CM) kot v kontrolnih 

vzorcih (6,24%). Zaradi precejšnje variabilnosti števila izoliranih celic med posameznimi 

poskusi (slika 27) smo doloĉene % celic CD133+ testnih vzorcev normalizirali glede na % 

celic CD133+ v kontrolnem vzorcu. Tako smo ugotovili, da je opaţeno zmanjšanje deleţa 

celic CD133+ po tretiranju z obema MSC-CM, MSC3-CM (p<0,01) in MSC4-CM 

(p<0,05) signifikantno. S tem smo potrdili predhodno postavljeno hipotezo, da dejavniki 

medija MSC-CM zavirajo proliferacijo celic CD133+ ali pa izraţanje oznaĉevalca CD133.  
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Dejavnikov kondicijskega medija celic MSC, ki so v naših poskusih zavirali proliferacijo 

celic CD133+ v primarni kulturi glioblastomskih celic, nismo identificirali. Vendar pa 

predpostavljamo, da so se v MSC-CM nahajali dejavniki, ki jih omenjajo drugi avtorji. Iz 

predhodnih raziskav vemo, da celice MSC kontinuirano proizvajajo niz citokinov, s 

katerimi narekujejo proliferacijo in diferenciacijo razliĉnih celic in mediatorjev imunskega 

odgovora (El Badri in sod., 2004). Kang in sod. so ugotovili, da se gostota celic GBM ob 

izpostavivi celicam MSC iz kostnega mozga miši zmanjša. Citotoksiĉne uĉinke celic MSC 

so pripisali izloĉanju perforina in FasL, ki sta del apoptotske signalne poti ter γ-INF, ki 

stimulira imunske efektorske celice. Tudi izloĉanje nevrotrofiĉnih dejavnikov, predvsem 

ţivĉnega rastnega dejavnika NGF, naj bi prav tako prispevalo k zaviranju rasti 

glioblastomskih celic (Kang in sod., 2005). Celice MSC izloĉajo tudi veliko dejavnikov, ki 

sodelujejo pri angiogenezi in hkrati zavirajo rast tumorjev. Takšen je zlasti angiopoetin-1 

(Ang1) (Nakamura in sod., 2004).  

 

Odstotek z magnetnim loĉevanjem izoliranih celic CD133+ je bil precej nizek, kar je v 

skladu z našo domnevo, da so celice CD133+ moţganske tumorske matiĉne celice 

(BTSC). Celice BTSC namreĉ predstavljajo zelo redko celiĉno populacijo tumorskih celic 

(s pogostostjo med 0,01% in 5%), ki pa imajo izjemno visok proliferacijski potencial (Rao 

in Mattson, 2001). 

 

Poskus doloĉanja vpliva MSC-CM na % izoliranih celic CD133+ v kulturi glioblastomskih 

celic smo ponovili trikrat in vsakokrat smo opazili zaviralni uĉinek MSC-CM na 

proliferacijo celic CD133+. Vendar smo ugotovili tudi, da je z izbrano metodo dela, 

magnetnim loĉevanjem na MS koloni, izguba celic precejšnja (slika 27). Tako je bila npr. v 

prvem poskusu po magnetnem loĉevanju celic GBM tretiranimi s MSC4-CM, izguba celic 

skoraj 90%. Na podlagi teh opazovanj sklepamo, da se je veĉina celic zadrţala v koloni ali 

pa smo jih izgubili pri centrifugiranju in pipetiranju supernatanta.  

 

Glioblastomske celice CD133+ oz. celice BTSC, so odporne na veĉino terapevtskih 

pristopov zdravljenja moţganskih tumorjev. To jim omogoĉa povišano izraţanje 

specifiĉnih skupin genov - za odpornost na zdravila, za popravljanje DNA poškodb ob 

kemo- ali radio-terapiji in genov za zaviranje apoptoze (Lui in sod., 2006). Glavna 

pomanjkljivost trenutno uveljavljenih terapevtskih pristopov je, da ciljajo na uniĉenje 

celotne tumorske gmote in da se ne osredotoĉajo na odstranitev najbolj invazivnih celic 

BTSC, ki so tudi zaĉetnice tumorske tvorbe. Agresivnost celic BTSC omogoĉa njihova 

izjemno visoka proliferativna kapaciteta in invazivnost (Singh in sod., 2004a, 2004b). 

Celice BTSC tudi spodbujajo nastanek »mikrosatelitov«, skupkov rakavih celic, ki so 

oddaljeni od primarne tumorske tvorbe. Prav nedostopnost in razširjanje mikrosatelitnih 

celic v normalni parenhim moţganov onemogoĉa popolno kirurško odstranitev rakavih 

celic (Bao in sod., 2006a). Veĉina bolnikov z glioblastoma multiforme tudi ob intenzivni 

protitumorski terapiji ima kratek ĉas preţivetja, v povpreĉju le eno leto (Belda-Iniesta in 

sod., 2006).  

 

Potencialno uporabnost celic MSC za zdravljenje glioblastomov predstavlja dejstvo, da 

celice GBM privabljajo celice MSC v svojo neposredno bliţino. S celicami MSC bi bilo 

zato moĉ povzroĉiti tarĉne, prostorsko omejene citotoksiĉne uĉinke na celice BTSC 

(Nakamura in sod., 2004; Birnbaum in sod., 2007). Tako genetsko modificirane celice 
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MSC z zapisom za sintezo nekaterih interlevkinov odpirajo nove moţnosti uporabe celic 

MSC v protirakavih terapijah. Celice MSC z vnešenim genom za IL-2 namreĉ zavirajo rast 

tumorja pri miših (Nakamura in sod., 2004). Podoben uĉinek doseţejo tudi celice MSC, 

nosilke genskega zapisa za: interferon-beta (IFN-beta), IL-4, IL-6, IL-12, TNF ali 

apoptotske ligande (Nakamura in sod., 2004; Nakamizo in sod., 2005; Idema in Wesseling, 

2007; Birnbaum in sod, 2007). 

 

Uporaba celic MSC v in vivo sistemih ţal ni brez tveganj. Problem, s katerim se sreĉujemo 

je, da so normalne nevralne matiĉne celice (NSC) fenotipsko zelo podobne celicam BTSC. 

Poslediĉno obstaja moţnost, da bi ob nezadostni specifiĉnosti delovanja celic MSC, lahko 

celice NSC utrpele škodo (Fan in sod., 2006). Zato bo v prihodnje pri vzpostavitvi 

uĉinkovitih sistemov zdravljenja z uporabo celic MSC potrebna še bolj natanĉna 

opredelitev razlik med celicami MSC, BTSC in NSC.  

 

 

 

6 POVZETEK  

 

Visok regeneracijski potencial, multipotentnost in plastiĉnost mezenhimskih matiĉnih celic 

so prispevali k njihovi obetavni uporabi pri in vivo zdravljenju številnih bolezenskih stanj 

in regeneraciji tkiv, med drugim tudi tumorjev glioblastoma multiforme (GBM). Le ti so 

zelo invazivni in zaradi nagnjenosti k tvorbi mikrosatelitov za zdravila nedostopni tumorji. 

Prav zaradi njihove visoke malignosti GBM trenutno uvršĉamo med neozdravljiva rakava 

obolenja z nizkim priĉakovanim preţivetjem.  

V diplomski nalogi smo z doloĉanjem populacijskega podvojitvenega ĉasa celic MSC 

(PDT) ugotovili, da se celice MSC izolirane iz kostnega mozga razliĉnih donorjev 

razlikujejo v hitrosti proliferacije. Dokazali smo tudi, da proliferacijski potencial celic 

MSC s podaljšanim ĉasom in vitro gojenja upada. 

Senescenco, ki je posledica irreverzibilne izgube proliferativne sposobnosti celic, smo 

doloĉali na dveh linijah mezenhimskih matiĉnih celic pri treh pasaţah. Z merjenjem 

aktivnosti encima ß-galaktozidaze, in sicer preko spremljanja njene sposobnosti za 

razgradnjo kromogenega substrata X-gal, smo tako ugotovili, da se stopnja senescence 

celic MSC dveh uporabljenih linij pri enakih pasaţah razlikuje. Dokazali smo tudi, da se 

obseg senescence z narašĉajoĉo pasaţo gojenih celic MSC poveĉuje. 

Dodatno smo z uspešno adipogeno, hondrogeno in osteogeno diferenciacijo celic MSC 

potrdili njihov multipotentni potencial. Pri tem smo opazili, da je pri naših vzorcih 

adipogena diferencija potekla najlaţje, nasprotno pa je bilo fenotip osteogeneze teţje 

doseĉi.  

Nazadnje so naši poskusi pokazali, da celice MSC oziroma dejavniki, ki jih le te izloĉajo, 

kaţejo protitumorski potencial, ker zavirajo proliferacijo najbolj invazivnih tumorskih celic 

CD133+. Prav te redke celice - domnevno moţganske tumorske matiĉne celice (celice 

BTSC), naj bi bile odgovorne za neodzivnost rakavih tkiv na trenutno dostopne metode 

zdravljenja.  

 



 

Nemet I. Opredelitev lastnosti mezenhimskih matiĉnih ... izolacijo celic CD133+ ... kulture glioblastoma. 

   Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij Biotehnologije, 2011  

66 

Na podlagi rezultatov naših poskusov predvidevamo, da bodo celice MSC v prihodnje 

sluţile pri uĉinkovitem zdravljenju glioblastomov. Najprej pa bo potrebno dodatno 

raziskati lastnosti celic BTSC in doloĉiti zanesljive prognostiĉne in predikcijske faktorje za 

sledenje odziva na terapijo. Iz varnostnega aspekta bo hkrati potrebna bolj natanĉna 

karakterizacija celic MSC. Tudi naši poskusi so namreĉ pokazali, da se lastnosti celic MSC 

lahko precej razlikujejo glede na vir, starost donorja in pogoje ter dolţino in vitro gojenja. 

Hkrati bo potrebna vzpostavitev najprimernejšega sistema znotraj katerega bi celice MSC 

imele protirakavo delovanje (normalne/gensko modificirane celice MSC z geni za citokine 

ali posredno delovanje kot dostavni sistem za encime ali onkolitiĉne viruse).  
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