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Presentation Notes
Razloži terminologijo – stem vs germ cells. 
Embrioalne matične celice –so celice, ki jih pridobijo iz embrija, ki nastane iz prvotne – nulte izvorne celice- zigote- to so  oplojene gamete, kar so spermiji in jajčeca. 
Zarodne celice (germ cells) , iz katerih izhajajo – se diferencirajo gamete ali spolne celice- jajčece in spermiji. 
Somatske – odrasle (adult) oz tkivne celice  pa se nahajajo v vseh tkivih- prvič so jih pridobli oz kostnega mozga – to so bile hematopoetske /krvotvorne matične celice. Pri nas so jih poimenovali matične – ta dva izraza sta enaka! Matične – to je glede na tradicionalno in pri nas prvo opisano heiarhijo krvotvornih celic. Privzeto ime. (čeprav ni dobeseden prevod!) 
Tumorske = vse gensko spremenjene – mutirane celice, ki nastanejo spontano ali pod vplivom mutagenov in kancerogenov in so/postanejo/ imortailizirane- vir tumorjev?
Rakave- so maligne tumorske celice, ki so “nesmrtne”.  sposobne invadirati / metastazirati in tvoriti tumorje v živalih.



n Matične celice
n Odrasle matične celice – nastanek in 

evolucija
n Tumorske/rakave matične  celice 
n Gliomske matične celice – glioblastomi
n Pomen matičnih celic za zdravljenje raka



Adam in Eva …izvor dobrega ali zla?

n Zarodne oz germinalne matične 
celice (germ cells) , iz katerih 
izhajajo gamete:  jajčece in 
spermiji. 

n Zigote – so oplojena jajčeca, nastala 
ob združitvi s spermijem.

n Embrionalne matične celice –so 
matične celice, pridobljene iz 
embrijev, ki nastanejo iz zigote. 

n Odrasle (adult) - telesne (somatic) –
tkivne  oz matične celice se nahajajo 
v vseh tkivih

Iz: Alberts et al: THE CELL:

Presenter
Presentation Notes
Začnimo pri seksu! Viru dobrega in zla! 
V višjih evkariotih in pri človeku, je tvorba GAMET tako jajčeca, kot spermijev proces, kjer iz diploidne celice z meiozo nastanejo štiri različne haploidne  gamete – pri ženskah jajčeca in moških spremiji. Na sliki je prikazan zaradi enostavosti le en kromosom, vemo pa, da jih je v evkariotih več- pri človeku kar 22&23 parov. Te spolne celice so haploidne, imajo le enega od  kromosomskega para, sestavljen iz dvojne verige DNA. Čar spolnosti je v tem, da se ob procesu (1. meioze) po replikaiji DNA materini in očetovi kromosomski pari prekrižajo in geni izmenjajo. Zato gamete niso enake. Ob oploditvi se haploidni spremiji in jajčeca združijo in rekombinirajo genetski material, tako da nastane diploidno oplojeno jajčece – zigota. Genetska rekombincija torej omogoča veliko diverziteto genskega materiala, kar je evolucijska prednost takega načina razmnoževaja. 



Adam in Eva …in kaj zatem?

Iz: Alberts et al: THE CELL
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Presentation Notes
A. Haploidne in diploidne generacije  celic se v teku seksualnega – reproduktivenga  ciklusa  višjih organizmov izmenjujejo. Seksualni reproduktivni ciklus torej zajema alterniranje med diploidnim in haploidnim stanjem
B. Celice višjih organizmov torej proliferirajo v diploidni fazi, tvoreč več-celični organizem. To poteka simultano s celično diferenciacijo in nastankom tako tkivnih – odraslih /somatskih/ matičnih/ celic – kakor tudi s procesom končne diferenciacije v zrelo celico.
 Ta se lahko dogaja tudi v kasnejšem življenjskem obdobju, ko končno diferenciacijo sprožijo določeno signali. N.pr. Hormonski /dojenje –končna diferenciacija epitelijskih celic mlečnih žlez! 
Samo gamete /spolne matične celice so haploidne in se združijo ob oploditvi v diploidno zigoto, ki se razvije v večcelični organizem – vse ostale celice organizma so diploidne. Ta proces dozorevanja poteka pri ženskah v obdobju fetusa,  pri moških pa celo življejnje. 



Kaj se dogaja z zigoto?

Iz: Alberts et al. THE CELL 

Totipotentne EMC

Pluripotentne PEMC

Simetrične delitve –
samopomnoževanje          Asimetrične delitve – diferenciacija 

Pluripotentne celice:  
Epidermalne, Mesenhimske  & Endodermalne

Multipotentne
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A) Zigota se deli naprej in diferenciaicja totipotentnih embrionalnih izvornih celic vodi do nastanka mesodermalnihm, endodermalnih in eksodermalnih pluripotentnih celic, ki diferencirajo v multipotentne somatkse- telesne, oziroma tkivne matične celice. Vsaka hčerinska celica, ki nastane pri deljenju telesne /tkivne celice je ali somatska ali hčerinska, ki je predestinirana za diferenciacijo (po še nekaj nadaljnjih delitvah)  – in torej ni enaka matični celici? MC se lahko delijo tudi tako, da nastane več kot polovica (50%) enakih hčerinskih celic – v primeru povišujejo “pool” – zalogo MC. To se dogaja v odraslem organizmu ob posebnih stimulansih.. Deljenje pa  je intenzivno tudi v embrionalnem razvoju, zatem pa preneha! 

B . Mehanizem okoljske asimetrije nastane, ko se ena od hčerinskih oddalji v drugačno okolje, ki signalizira – pravimo, da se oddalji od niše v stromalnem okolju, ki omogoča /signalizira/simetriče delitve. Strategija asimetrične delitve pa vključuje nastanek notranje asimetrije ob /pred delitvijo in tako sta seveda obe hčerinski celici različni. Mehanizmi tega pojava so večplastni in kompleksni – od enostavne asimetrične prerazporeditve celičnine-citosola ob deljenju-mitozi do kompleksnih kromosomskih in genskih perturbacij.    



Površinski markerji: 
SSEA= stage specific embryonic antigen
TRA= tumour rejection antigen
GCTM = germ cell tumour marker
Vloga ? 

Funckionalni proteini:
Telomeraza – nukleoproteinski encimski 
kompleks: RNA/hTERT (reverzna 
transkriptaza se veže na konce DNA ob 
delitvah in ohranja enako dolžino 
kromosomov – povzroči “nesmrtnost” 
(tudi tumorskih) celic!
Nanog – transkripcijski faktor preprečuje 
celično diferenciacijo 

EMC – izražajo specifične proteine (markerje) 
samopomnoževanja in totipotentenosti :

To so površinski proteini (antigeni) in proteini, ki speciifčno 
signalizirajo k neomejenem samopomnoževanju in ki 

preprečujejo celično diferenciacijo

Iz: Stewart in sod. EuJCancer, 2006;42:1257
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Kako vemo, da je ta kariotip ohranjen? Telomarazni nukleoproteinski kompleks je sestavaljen iz heksa- nukleotidnega tandema, RNA-(telomerazne komponente/RT/)  in encima telomerazne reverzne transkriptaze (hTERT), Telomerazni RNA/ DNA kompleks ščiti konce kromosomov pred razgradnjo, ohranja kromosomsko stabilnost in preprečuje leplenje koncev ter  ohranja enako dolžino kromosomskih koncev – telomer. Zaradi narave DNA podvajanja ob delitvah se ti namreč ob vsaki delitvi skrajšajo - do kritične dolžine, ko zapadejo celice v mirovanje, saj bi bila vsaka nadaljnja delitev usodna za stabilnost kromosoma. V celicah s tako imenovano neskončno možnostjo samopomnoževanja pa je telomeraza močno povečana – kar je tako pri zarodnih kot tudi pri imortaliziranih rakavih celicah (diagnoza-rak!) 
    



Signalni proteinski kompleksi 
spodbujajo celično samopomnoževanje

in ohranjanjo nediferencirano stanje

Iz: Stewart in sod. EuJCancer, 2006;42:1257

Tumorski rastni faktor -beta Kostni morfogenetski
protein  Nodal protein

Lefty,
Cerberus

Hordin 
Noggin
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K signaliziranju proliferacije pomembno prispeva družina proteinov  tumorskega rastnega faktorja beta. Ime ima po delovanju prvega teh signalni proteinov/oz poti, sicer pa deluje tudi v normalni celici v signaliziranju proliferacije, diferenciaicije in apoptoze, odvisno od vrste celic in njenega stanja in okolja – tako v embrionalnih kot odraslih matičnih  celicah (pomembno tudi za poznavanje delovanja tumorskih celic). Dve poti delujeta preko aktivacije= fosforilacije SMAD proteinov (TGF/activin/nodal) ena- BMP družina pa preko SMAD1/5/8 aktivacije, končni TR je SMAD 4. 
Poznamo pa še vrsto alternativnih poti: družino FGF signaliziranja in LIF ( myeloid levkemija inhibitorni faktor (ali DIA=diferentiation inhibiting faktor) odkrit kot faktor, ki ga izločajo podložne celice mišjih embrionalnih fibroblastov, da obdrže EMC v kulturi)   



Signalni proteinski kompleksi 
spodbujajo celično samopomnoževanje

in ohranjajo nediferencirano stanje

Ligand Wnt se veže na “frizzle”
transmembranski receptor  

Adenomatozni polipozis coli protein
in glikogen sintazna kinazni 
kompleks regulira razgradnjo

b-Cat in inhibira prolifereacijo

b-katenin 

Iz: Stewart in sod. EuJCancer, 2006;42:1257
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Wnt  - frizle interakcija predstavlja zanimivo signalno regulacijo, ki deluje v proliferaciji in diferenciaciji številnih celičnih sistemov (Drosophila) in je povezan z nastankom dednega črevesnega raka v primeru okvare TSG- APC gena. V odsotnosti Wnt signala, se citoplatzemski bera-katenin  veže z destrukcijskim kompleksom, ki vsebuje več vrst proteinov (APC!), kar povzroči njegovo P in ubikvitinacijo ter posledično degradacijo s proteasomom v citosolu. Vezava Wnt na Frizzled aktivira protein Dishevelled (Dsh), ki inhibira destrukcijsjki kompleks tako, da se beta-katenin  nanj ne more več vezat. Zato se translocira v jedro, kjer deluje kot transkripcijski ko-aktivator T-cell factor receptorja /TCF ali tudi LCF. Wnt kaskadno signaliziraje je bilo dokazano v regeneraciji epitelijskega  SC. Aktivacija Wnt spodbuja celično samopomnoževanje in  signalizira ohranitev nediferenciranega stanja!    



Mehanizmi in signaliziranje samo-
pomnoževanja in zadrževane diferenciacije 
so podobni v: 

- embrionalnih MC 
- somatskih MC
- rakavih celicah

Od tu prva ideja o sorodnosti med 
rakavo in matično celico, ki je vodila v 
preverjanje hipoteze o rakavi matični 
celici (RMC)



n Matične celice
n Odrasle matične celice – nastanek in 

evolucija
n Tumorske/rakave matične  celice 
n Gliomske matične celice – glioblastomi
n Pomen matičnih celic za zdravljenje raka



Signalni mehanizmi potekajo preko Notch, Wnt, Shh
(Hedghog/Bim-1), itd. in omogočajo selektivno aktivacijo genov 
matičnosti – samopomnoževanje in inhibicijo ekspresije genov, ki 
omogočajo diferenciacijo = zadrževanje diferenciacije. Odstotnsot
liganda blokira diferenciacijo

V vseh primerih gre za
prenos citosolnega proteina 
v jedro – in vezava na 
Transkripcijske Faktorje:
Aktivacija “genov za izražanje
matičnega fenotipa”

Radtke in Raj, Nature Rev Cancer, 2003/10
Leucocyte Cell Factor

Notch ligand

Notch receptor
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Presentation Notes
Skupno vsem trem signalnim potem je, da so kanonične in odsotnost liganda blokira izražanje genske transkripcije za potek diferenciacije. To ohranja nediferencirano in proliferacijsko stanje. 

 Vezava liganda aktivira translokacijo določenih citosolnih molekul v jedro (to je NIC=N-terminlna intracelularna domena receptorja za Notch ligand, beta-katenin in Smoothened  SMO, ki signalizira v jedro k povečani koncentraciji TF GLI1/2  in rekrutira njegove ko-aktivatorje). Lahko tudi medsebojno zmanjšanje ene poti in okrepi druge! Križno signaliziranje!  To je pomembno pri raku, kjer te regulacije izginejo, Ta regulacija je torej nujno potrebna za homeostazo in odločtve o asimetričnih delitvah = diferenciaciji. 



Inhibitorni mehanizmi
diferenciacije

n Mrežno signaliziranje v jedro (PI3K/GSH, 
FGFi, proteini matriksa /ECM/MEPK/ERK kinaze

n Uravnavanje signala sosednjih (stromalnih) celic 
in vpliv mikrookolja

n Epigenetske spremembe: 
– Metilacija DNA (CpG otočki), Acetilacija histonov, itd
– Modifikacije kromatinske strukture – vezave polikomb

proteinskih kompleksov, ki stabilno represirajo transkripcijo 
preko modifikacije kromatina (Bmi1, Mel-18) 
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Presentation Notes
A Poleg Omenjenih signalih poti samopomnoževanja,obstajajo tudo inhibitorni signlani mehanizmi diferenciacije  se med seboj tudi prepletajo, bodisi v pozitivne ali negativne povratne zanke, kar je vsekakor odvisno od okolja, v katererm se določena vrsta celice – v določenem stanju  dediferenciacije -  nahaja. Zato rezultati raznih vrst celic in v različnih pogojih in vitro ter drugačnimi pogoji in vivo (živalski –mišji) modei, nikakor ne morejo biti primerljivi oz jih zaradi premajhnega znanja še ne znamo povezovati in primerjati.
B. Vpliv stromalnih celic ustvarja fenomen niše - o tem kasneje. Okolje sploh omogočla obstoj EIC!
C. Epigetekse spremembe vplivajo neposredno na DNA (okolje- spontano ) ali programirano. Stroga regulacija kromtatinske konformacije in strukture pa je pogojena z vezavo posebnih vrst proteinov družine polycomb, kritične za ohranjanje nediferenciranih stanj.  



Hematopoetske (krvotvorne) 
matične celice – KMC

Kostni mozeg

Iz: Alberts et al. THE CELL

Progenitorska celica
TA (transient amplifying)

PP (prehodno pomnoževalne celice)
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Hematopoetske = krvotvorne celice so gotovo najbolj najbolj znan  primer in zaradi dostopnosti tudi najbolj raziskan dokaz obstoja in razvoja somatskih izvornih celic in njihove nadaljnje evolucije. Multipotentne celice se – sicer ne prepogosto delijo, pri čemer tvorijo eno enako in eno bolj determinirano progenitorsko celico – imenovano tudi TA (transient amplyfiying) oz PP(prehodno pomnoževalno celico). Te imajo določeno število delitev v katerih tvorijo progenitorske celice (v sivem okviru)  Vse karakteristike teh še niso dobro poznane.
 Dobro pa poznamo diferencirane celice, ki jih najdemo v krvnem obtoku. Od teh celic so za terapijo raka najbolj pomembni T-limfociti  (NK celice) in dendritične celice, ki jih lahko stimuliramo izven telesa bolnika tako, da posredujejo imunski odgovor



Diferenciacija odraslih matičnih celic je 
odvisna od tkivne niše – stromalnih celic

Programirano zmanjševanje  samopomnoževalne 
sposobnosti

Naraščajoča  diferenciacija

Matčna celica
MC

Zgodnja prehodna 
pomnoževalna = progentorska
celica –ZPP
Early transient self renewal cells
(T1-T2)

Niša
Diferecirane

celice

Pozne prehodne 
pomnoževalne =
celice – PPP)-
Late (slow) self renewal
cells (T3-T4)

Simetrične delitve           – asimetrične delitve 

Specifične tkivne niše
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Presentation Notes
Clarke and Fuller: Cell, (2006)  124:1111 
A) Značilna karakteristika MC je dolgoživost tkivnih MC –ter  “neskončna” možnost samo-pomnoževanja preko mitoz, pri čemer lahko nastane bolj diferencirana hčerinska celica, ki ima spet oboje opcij, čeprav se njena samo-pomnežvalan sposobnost  zmanjšuje in povečuje njena diferenciacija. Zelo pomembna pri tem je REGULACIJA  med obema lastnostma. Sama MC se pravzaprav zelo redko pomnoži, da ne proizvaja preveč istih celic, ki ostaja v tkivu nekako konstantno, zato pa se progenitorske celice hitreje dele – eksponencialna proliferacija (BrDU-marker DNA).. Biološko –filozofsko gledano, je tak način ohranjena hoemostaze organov in tkiv v višjih organizmih tudi način upora proti razvoju raka – vemo namreč, da ta nastane z akumulacijo več mutacij v isti vrsti celic. Če bi vse nastale že v začetku tvorbe organov in živele tam vse življenje, bi bila ta nevarnost zelo velika. Ker pa celice – na srečo odmirajo, to močno omeji verjetnost take akumulacije.  Poleg tega - ta hierarhičen mehanizem – obstoj zaloge MC in njihova obnova  -  tudi omogoča popravljanje poškodb in obnovo tkivnih celic.  

 B) Ključnega pomena je tudi, da  te celice ostajajo v omejenem predelu in je njihovo število majhno! – če bi se že uspele prekomerno deliti, so omejene tudi s tem, da lahko obstoje v nediferencirani izvorni obliki samo, če so locirane v določeni niši – ki jo predstavljajo okoliške = stromalne celice. Celični signali, stromalnih celic, ki to določajo so na eni strani zelo specifični – a po funkciji  dokaj univerzalni v različnih tkivih! 
Lep primer so n.pr. epitelijske celice. Kasneje si bomo ogledali tudi neuralne izvorne celice.    



Kaj se dogaja v niši?
Signaliziranje preko Notch in kit-kinaze
pogojuje matičnost – nediferneciranost MC

Delitev MC

Notch lignad
Stromalna

celica
Notch receptor

SCF (steel)
(HGF lignad)

Progenitorska prehodna promnoževalna (PP)
– na poti v diferenciacijo ali apoptozo

MC

Presenter
Presentation Notes
Stromalne celice posameznih tkiv v specifičnih nišah izločajo ligande kot to notch ali steel, ki se vežejo na receptorje tkivnih odraslih MC. Če je koncentracija premajhna oz so stromalne celice zasičene, se nova MC ne more vezati in se mora podati na pot diefrenciacoje v progenitorsko celico, ali pa odmre. Tako se ohranja kritično majhno število MC. Stromalne  diferencirane celice tkiv torej pogojujejo njihov obstoj. Signaliziranje je dokaj specifično za posamezna tkiva. Na sliki je primer krvotvornih IC, kjer so stromale celice intaktnega kostnega mozga. 
Preden se podamo k tumorskim in gliomsklim oz neuralnim MC, pa še nekaj o mehanizmu tega signaliziranju, ki ohranja izvornost –o katerem je malo znanega, a ki je predmet številnih odličnih objav v zadnjem času. 



Radtke in Raj, Nature rev Cancer, 2003/10

Notch

Biosinteza Kaskadno 
Signaliziranje 

NIC-N terminalna 
Intracelularna domena

Poveča se TF:
TG/ GL1/2 in
njegovi 
aktivatorji
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Deluje v kaskadni vrsti reakcij, kjer vezava liganda sproži proteolizne kaskade (z TACE=TNF-a-converting Enzyme = MMP) IN  y-sekretazo,  ki sprosti Notch-Intracelularno domeno (N-IC). Ta gre v jedro in se veže na transkripcijski faktor CSL, izpodrine Co-represor in  aktivira Co-aktivator: ta začne prepisovati gene, ki so potrebni za ohranjanje matičnosti (izvornosti) in nediferenciranega stanja. Nekaj teh genov je poznanih, veliko pa ne in lahko inhibirajo ali aktivirajo vrsto celičnih funkcij. Eden teh genov je Waf1-p21 protein, inhibitor celičnega ciklusa, ki ustavi deljenje celic v G1-S fazi.
 Notch signaliziranje je- tesno povezano z Hedge-hog in Wnt signaliziranjem, medsebojni vplivi so odvisni od vrste in stanja celic.  
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n Odrasle matične celice – nastanek in 

evolucija
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n Gliomske matične celice – glioblastomi
n Pomen matičnih celic za zdravljenje raka
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Presentation Notes
Razloži terminologijo – stem vs germ cells. 
Embrioalne izvorne celice –so izvorne  celice, ki jih pridobijo iz embrija, ki nastane iz prvotne – nulte izvorne celice- zigote- to so  oplojene gamete, kar so spermiji in jajčeca. 
Zarodne celice (germ cells) , iz katerih izhajajo – se diferenciarajo gamete ali spolne celice- jajčece in spermiji. 
Somatske – odrasle (adult) oz tkivne celice  pa se nahajajo v vseh tkivih- prvič so jih pridobli oz kostnega mozga – to so bile hematopoetske /krvotvorne matične celice. Pri nas so jih poimeovali matične – ta dva izraza sta enaka! Matične – to je glede na tadicioalno in pri ns prvo opisano heiarhijo krvotvornih celic. Privzeto ime. (čeprav ni dobeseden prevod!) 
Tumorske = vse gensko spremenjene – mutirane celice, ki nastanejo spontano ali pod vplivom mutagenov in kancerogenov in so/postanejo/ imortailizirirane- vir tunorjev?
Rakave- so maligne tumorske celice, ki so “nesmrtne”.  sposobne invadirati / metastazirati in tvoriti tumorje v živalih.



Pogled v zgodovino….

Hipokrates:

Karcinom – rak (karkinoma)
……rak nastane zaradi 
ne-ravnotezja med 
temnimi in svetlimi 
telesnimi tekocinami –
“naravni izvor” te bolezni

…430 BC



Prva mutacija

Druga mutacija

Tretja mutacija

Četrta in 
Nadaljnje 
mutacije

Celica se zdi 
normalna, a je 

predisponiana za 
hitrejšo rast.

Celica prehitro raste, 
a je sicer normalna.

Celica raste hitro in 
se notranje 
spreminja –

de-diferencira

Celica 
nekontrolirano 
raste in 
de-diferencira.

Alfred Knudsen (1977) –”two hit hypothesis”

Iniciacija Promocija               Malignost 
napredovanje v metastatski tumor

RAK je bolezen gena
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Desetletja že velja exprimentalno potrjena teorija, da je iniciacija in razvoj tumorjev večstopenjski proces, ki ga označujejo progresivne sprememba v genski strukturi, ki vodijo normalno celico v transformirano (benigni tumorji) in zatem v malignost. Sprememb je več in kot je prikazano na sliki danes vemo, da gre za mutacije in/ali previsoko /prenizko izražanje  specifičnih genov (onkogenov in tumor supresorkih genov), kar povzročajo tako agensi, ki delujejo neposredno na DNA ali posredno (tako imenovane epigenetske spremembe) ter na drugi strani spremembe v strukturi kromosoma. Slednje povzroča tako imenovano aneuploidnost = je nenormalno število in strukturo kromosomov. To se dogaja v fazi INICIACIJE, v fazi PROMOCIJE pa se te spremembe, v kolikor jih organizem ni uspel popravit – dedno prenašajo  na  hčerinke celice. Hipotezo za nujnost potrebne dvojne spremembe je postavil Knudson. Danes vemo, da jih je zatem še kar lepo štvilo preden se tumour razvije v malignega. Vemo pa tudi, da je izvor v večini tumorjev  - ena sama normalna celica. Govorimo torej o MONOKLONSKIH tumorjih. 



Rast tumorjev Klonalnost, selekcija in 
heterogenost  tumorjev

Robbins et al. Pathologic basis of disease (1989)
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Levo: Makroskopsko: Rast tumorja je eksponencialna – počasni začetni proliferaciji sledi vedno hitrejša rast celic.
Desno: Mikroskopsko: Transformacija ene celice - vodi v progresijo in ta v maligni tumor. Tumorji so večinoma monoklonalni, kar pomeni, da je evolucijska prednost ene vrste spremenjenih - tumorskih celic rezultirala v razvoju tumorja z eno prevladujočo gensko spremembo. Tekom rasti  tega tumorja pa pride lahko do nadaljnjih genskih/kromosomskih  sprememb, ki so različne (črtasti krogi) od prvotne (rdeč krog). Te povzroče, da nastanejo novi fenotipi tumorskih celic, ki so vedno manj odvisni od okolja, so bolj proliferativni in manj odzivni na apoptotske signale, ki povzročajo celično smrt. Celice torej živijo dlje, so bolj trdožive in pozabijo odmirati. Ta pojav zajema makroskopsko PROGRESIJA, torej rast heterogenih celic z različnimi fenotipskimi lastnostmi. Razvije se n.pr invazivni fenotip, imunskemu sistemu nezaznavni –imuno-odporni fenotip in maligni oz, metastatski fenotip Tedaj celice ki postanejo močno gibljive in invazivne  (EMT prehod!) zapuste primarni tumor in metastazirajo v druge dele istega ali druge organe.
Iz benignega tumorja se razvije rak – to je maligni tumor !



Nov koncept razvoja tumorjev podpira 
hierarhični model in tumorsko matično celico 
kot specifično genetsko definirano celico

Vescovi in Reynolds, Nature Rev Cancer (2006) /6; Boccaccioa in Camaglia (2006)/8
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Presentation Notes
Obstojita dva modela, ki lahko pojasnita nastanek in razvoj tumorja: stohastičen in hierarhični model. Po prvem bi bilo možno, da je vsaka celica, ki se nahaja v heterogeno diferenciranem tumorju pravzaprav lahko tudi začetnica, torej tisti prvi klon, iz katerega se je tumor razvil. Po hierarhičnem modelu – h kateremu se nagibamo zdaj, saj je zanj vse več dokazov, pa je lahko le ena izmed celic tista, iz katerega so se razvile vse ostale- to je tumorska izvorna celica, ki je lahko edina neskončnokrat samopomnoževana in se je “de-diferencirala “oz bolje se je DIFERENCIRALA po alternativnem programu progresije tumorja v maligne tumorske celice.



Tumorska matična celica

n Tumorska MC je tista tumorska celica, ki 
ima sposobnost samopomnoževanja in se 
asimetrično deli v  tumorsko progenitorsko
celico, ki je vir različnih fenotipov malignih 
celic.

n Tekom progresije tumorjev se povečuje 
genetska nestabilnost teh celic, zato so 
boljše tarče nadaljnjih poškodb v primerjavi 
z normalno celico v procesu njene 
diferenciacije.    

Presenter
Presentation Notes
Danes je vse več dokazov za to, da se molekularne 
in celične spremembe začno  in izvirajo iz matičnih  celic, ki začno ves proces - tumorskih izvornih=matičnih  celic! Vprašanje je katere so te celice? Definicija je podobna kot  za tkivne matične celice.

Tudi ta program je  odvisen od mikrookolja- morda še bolj kot je to pri normalni organogenezi:  Še več , vključuje razvoj tumorskih celic na način, da te mikro-okolje podredi  svoji rasti v  maligni  tumor.

Dokaz za hierarhični model v nastanku tumorjev so npr. nekateri markerji TMC in zgodnjih PProgenitorskih  (ZPP) celic  – ki izginjajo v progresiji tumorja in jih vsebuje le še majhna frakcija celic, pojavijo pa se spet v metastazah – ki so nastale z migracijo izvornih in/ali progenitorskih celic.    




Visvader and Lindeman
Nature Rev Cancer 8, 2008

n Nov model nastanka in 
razvoja tumorskih matičnih 
celic



IZVOR 
Tumorske matične  celice

n Izvor prvotne tumorske celice? 
– Normalna odrasla matična celica?
– Progenitorska celica ?
– Diferencirana normalna tkivna celica ? 
– Diferencirana tumorska celica, ki se de-

diferencira do tumorske matične celice ?

Presenter
Presentation Notes
Danes je vse več dokazov za to, da se molekularne 
in celične spremembe začno in vodji iz matičnih celic, ki začno ves proces - tumorskih matičnih  celic! Vprašanje je katere so te celice? 



Normalne celice Genetsko nestabilna tumorska celica

Evolucija
NORMALNIH CELIC 

TKIVA

NMC -
Normalne 
tkivne matične 
celice

Terminalno diferenciarne 
tkivne celice

Progenitorske
celice

Evolucija – razvoj  TUMORSKIH MATIČNIH CELIC 

TMC- tumorske matične celice

Maligne tumorske celice



Tumorske matične celice –
nastanek  in lastnosti

Bjerkvig et al., Nature Rev Cancer (2005) /11

n Ni jasno, ali TMC izvirajo iz tkivnih MC 
ali iz MC kostnega mozga (n.pr.  
mezenhimskih MC) ali iz diferenciarnih
celic preko de- ali trans-diferenciacije?

n Ključna lastnost TMC je, da pri 
transplantaciji tvorijo tumorje, ki zopet 
vsebujejo TMC in enako heterogeno 
populacijo diferenciranih tumorskih 
celic (tumorsko heirarhijo) in ta 
postopek lahko ponavljamo v več 
zaporednih serijah na živalih. 
Pomembna je ortotopska
transplantacija – niša?

n Ali imamo različne subpopulacije TMC?

n Molekularni markerji TMC?
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Bjerkvig je v svoji nedavni razpravi opisal možnosti nastanka tumorske /rakave izvorne celice, kakor je nakazano v skici. Če gre za matične celice normalnega tkiva tudi ni jasno, iz katerega tkiva pravzaprav nastane? To niso nujno le celice istega tkiva, kjer se razvije rak, lahko pridejo iz KM ali od drugod, kar so dokazali n.pr. pri gastričnih rakih (Houghton –kjer zaradi okužbe z bakterijo Helicobacter felis infekcija povzroči influks MC iz KM- ki naj bi popravila škodljivi učinek toksičnih bakterij, in prav te celice so se razvile v gastrične tumorske celice!. To kaže na močan vpliv okoljskih faktorjev (bakterij?) na razvoj raka!). Razlože tudi vpliv kroničnega vnetja na nastanek raka! Tudi vpliv inflamatornih citokinov seveda ni zanemarjliv! Ti so lahko mitogeni ali pa pospešujejo celične fuzije! 
Pri gliomih so dokazali, da določene-/iste genske spremembe  (EGFR aktivacija in izguba INK4 gena) tako v normalnih neuralnh MC in v diferenciarnih astrocitih vodi do takojšnjega nastanka glioblastomske celice- torej glioma IV!  
  



n Ex vivo in in vivo testi tumorskih 
matičnih celic

Visvader and Lindeman
Nature Rev Cancer 8, 2008



Tumorske matične celice – nastanek:
fuzija, prenos genoma in fagocitoza

Horizontalni transfer gena

Presenter
Presentation Notes
C) Celične fuzije se lahko vrše tudi tekom progresije tumorjev med bolj
 ali manj diferenciranimi tumorskimi in normalnimi celicami, kar vodi do največkrat apoptoske  ali neproliferajoče celice (senscence) lahko pa tudi v novo vrsto tumorske celice. Fuzogeni faktorji so membranski CD44/CD 547 citokini in kemokini n.pr. IL 4 – Gliomi imajo veliko IL-4R in CXCR4. kemokinskega receptorja za SDF1- njegov ligand, ki n.pr. promovira fuzijo monocitov. 

D) Nazadnje  je tu še horizotalni transfer gena , ki nastane kot posledica fagocitoze/endocitoze apoptotskih teles. Horizonatlni transfer gena je posebno znan pri bakterijah/antibiotilna rezistenca/gre za trostopenjsko izmenjavo DNA med donorjem in akceptorjem. (naked DNA, via baketriofag, konjgacija preko plazmidov ob stiku celic/bakterij)
Muacija somatske celice  lahko vodi v apoptozo, a višje somatske celice fagocitirajo del DNA kar lahko vodi do jedrnega reprogramiranja te celice – v rakavo ali pa v njeno apoptozo. Tumosrke celice zelo rade fagocitirajo normalne celice in tako se genetski material lahko izmenjuje.  Iniciacija TMC?  



Podobnosti med normalno tkivno
in tumorsko matično celico

n Le majhna frakcija celic (NMC) v tkivu ima neomejeno 
samo-pomnoževalno sposobnost.

n Le majhna frakcija tumorskih celic (TMC) je sposobna 
regenerirati tumor ob presaditvi. 

n Diferenciacija v progenitorske - PP celice je podobna 
dediferenciaciji tumorjev!

n Organizacija v specifično hierarhijo in morebitna 
lokalizicija v določene predele tkiva = tumorja (niše)!

n Sposobnost celične migracije (? MC ali PP: M-TMC).
n Velika odpornost proti apoptozi (terapija tumorjev!).



Nastanek novih normalnih
ali tumorsko specifičnih niš?    

TMC ne rabijo niš ? 

Normalne IC Tumorske IC

Nova niša



Ekspanzija normalnih niš – omogoča rast in 
ekspanzijo novim tumorskim matičnim celicam 
(ki so nastale iz normalnih matičnih celic)

Normalne IC

Tumorske IC



Pardal, Cark & Morrison: Nature Cancer Reviews, Vol 3, 2003

Markers: DC133, nestin – musashi & other proteins
Nestin; intermediate filament protein ; Musashi: neural RNA binding protein  

Origin?
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Presentation Notes
Nestin IF family, presenting SC during embriogenesis.
BTSC give rise to the same as well as to the non. -tumorigenic tumor cells, which have limited proliferative potential- BTSC produce  the same cells and/or dediffereniate further to form malignant  phenotypes – disseminate the tumor.
Therapies that target these cells can cause tumours to shrink, but TSC will regenerate the tumour. 

By prospectively identifying TSC  it may be possibe to design effective therapies. So both, TC and TSC disseminate but the difference is tumourigenicity!!! 
Kill the TSC! 




n Model metastaziranja –
tumorskih matičnih celic -
TMC

Visvader and Lindeman
Nature Rev Cancer 8, 2008



Migracija tumorskih matičnih celic (M-TIC) je 
posledica epitelijsko- mezenhimske tranzicije v 

stacionarni tumorski matični celici  (S-TIC)

Boccacio in Campaglia; Nature Rev Cancer  6:2006

Presenter
Presentation Notes
Že prej smo omenili, da zaradi aktivacije določenih genov v TMC daje tem možnost, da postanejo bolj gibljive od normalnih MC, ki se v tkivu zadržujejo v nišah. Vemo pa, da se kaj lahko aktivirajo v gibljive, kadar pride zato določena stimulacija (primer aktivacije krvotvorih ali celic kostenga mozga ob infekciji, poškodbi tkiva, itd.) Tako se stacionaone TMC = S-TMC ob stimulaciji epitelija v ECM prehodni fenotip spremene v migrirajoče M-TTMC: so seveda najbolj mobilne in lahko metastazirajo, zato so jih opazili v metastazah, kjer de-dediferencirarjo v Tumorske Celice in ustvarijo isto heirarhično organizacijo tumorskega tkiva. 
Ponazoruje dediferenciacijo TMC v tumorske celice in saopomnoževanje (= asimetrične delitve), kar potekjoa enako, ko pride taka celica v drugo okolje in tvori metastaze. 
Koncept M-TMC je rezultat opazovanj progresije človeškega črevesnega raka in živ. modelov. Bistvo je razvoj gibljive TMC iz stacionarne TMC -celice, z EMT (kar poznamo že od prej). Vključuje genetske in fenotipske lastnosti, ki se tudi v TMC razvijejo pod vplivom okolja- signala? Verifikacija modela v drugih tumorjih?      



MET - kinazno signaliziranje preko HGF/S Fpoveča gibljivost in 
invazivnost MC in TMC – epitelijska-mezenhimska tranzicija (EMT)!!

V fizioloških pogojih izražajo MET samo MC in  PPcelice , ki lahko 
rastejo invazivno, da generirajo nova tkiva

Met-receptor potrebuje ligand: 
HSF/HGF za aktivacijo prenosa signala

Boccacio in Campaglia; Nature Cancer Rev (2006)/6
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V embrionalnem ravoju je transformacija med dvo-slojno celično plastjo v tri-dimenzionalni organizem povezana s prehodom celičnega fenotipa med stacionarnim epitelijskim in gibljivim mezenhimskih celičnim fenotipom. Ta EMT tranzicija je spremljana s povečano gibljivostjo in kemotaktičnostjo (izražanjem kemotaktičnih recpetorjev). Podobno se dogaja tudi v post-natalnem razvoju, reparaciji organov in seveda v procesu iniciacije invazije (metastaziranja epitelijskih tumorjev = invazivna rast). Omogoča jo signaliziranje preko vezave hepatocitnega rastnega faktorja – ali scatter faktorja, ki je univerzalno izražen v tkivih, še posebej v CNS! Zdi se, da HSF HGF /Met usmerjata in pozicionirata celice in se parakrino aktivirata. Ima več fizioloških posledic: deluje mitogeno- (proliferativno) in poveča gibljivost, kar je možno, če vemo, da se močno fosforiliran citosolni del receptorske kinaze lahko povezuje (in s tem aktivira) več signalnih poti, kar je odvisno od vrste in stanja celic. V odsotnosti liganda, je MET aktivirana tudi z interakcijami z integrini in CAM (kot je CD 44). Te vplivajo tudi sicer na moč in trajanje HCG induciranega signala. 
V fizioloških pogojih izražajo MET samo MC in TA (PP) celicah , ki lahko rastejo invazivno, da generirajo nova tkiva!!  



Povezanost med invazivnostjo in matičnostjo
– Met – Wnt - Notch križna signaliziranja:

podobnost med TMC in MC?

a) MET kinaza in Wnt signaliziranje združuje beta-katenin, ki se preko BCL9L oziroma 
APC gena ne fosforilira in ne razgrajuje v citosolu, ampak se prenese v jedro, kjer 
signalizira “matičnost”  in (v povratni zanki) zviša MET –kinazo

b) MET kinaza podobno aktivira transktipcijo ligandov DL, ki aktivirajo Notch posredno 
zatem  TF HES-1, ki pa je spet promotor za MET-kinazo. 

Boccacio in Campaglia; Nature Rev Cancer  6:2006



n Matične celice
n Odrasle matične celice – nastanek in 

evolucija
n Tumorske/rakave matične  celice 
n Gliomske matične celice – glioblastomi
n Pomen matičnih celic za zdravljenje raka



Vrsta tumorja Delež med primarnimi intrakranialnimi 
tumorji (%)

Glioblastoma multiforme 21,7 – Maligni – 100% - 1 leto preživetja

Anaplastični astrocitom 16,6 – Potencialno maligni – nekaj let ?

Oligodendrogliomi 3,1

Ependimomi 2,3

Astrocitomi nizke malignosti 1,8

Meningiomi, ostali mezenhimalni tumorji 26,7 – Benigni > 90% - preživetje 30-40
let

Hipofizni tumorji 9,7

Tumorji mielinskih ovojnic (schwanomi) 7,3

Limfomi CŽS 3,5

Meduloblastomi 1,7

Neuronalni tumorji 1,0

Kraniofaringeiomi 1,0

Tumorji zarodnih celic 0,5

Tumorji horoidnega pleksusa 0,3

Ostali tumorji 2,7

Pogostnost pojavljanja  možganskih tumorjev
prirejeno po Davis in Preston-Martin, 1999



Rao, 3/2003

2.2%           v odraslih

23%          v otrocih

Subventricularna cona 

GLIOBLASTOMNeuralne matične celice



Astrocitom
(WHO grade II)

Anaplastični astrocitom

(WHO grade III)

Glioblastoma multiforme

(WHO grade IV)

Mutacije p53
Izguba 17p in 22 q roke kromosoma
Povečano izražanje PDGF in PDGFR

P16 deregulacija
Rb mutacija
Izguba: 9p, 13q in 16 q
Povečana ekspresija PDGFR (!)  

Izguba: 10p in 10 q
Povečana ekspresija EGFR (!)  

Astrociti – glialne - podporne mezenhimske  celice 

De novo
(stari 
bolniki)

Stopnje: 
Mladi 
bolniki
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Astrocitomi se razdelijo na tri stopnje malignosti .Astrocitom (A), Anaplastični astrocitom (AA)  in Glioblastom (GBM). Astrocitom je najmanj maligen od treh kljub temu pa je povprecčno preživetje bolnikov le 5 let. Preživetje bolnikov z AA (WHO grade III) je 2-3 leta. GBM, (WHO gradus IV) je najbolj maligen astrocitom s katerim bolniki kjub operativni odstranitvi tumorja in uporabi kemo- in radioterapije v povprečju preživijo manj kot 2 leti. 
Klinično pomembno je, da astrocitomi pogosto postanejo bolj anaplastični in napredujejo do bolj malignih AA in GBM. 



Glioblastomi 
klinične izkušnje

Glioblastomi so lokalno invazivni tumorji z nizko stopnjo in časom  
preživetja. Neuspešnost zdravljenja: kirurgija (nepopolna 
odstanitev), obsevanje (nespecifično)  in kemoterapija 
(nedostopnost in tkivna neusmerjenost) so slabo učinkovite.
Zato si nevroonkologi želijo:

a) Zanesljive prognostične in predikcijske faktorje za 
napoved preživetja oz. za sledenje odziva na zdravljenje.

b)    Nove načine zdravljenja, usmerjene v boljše:
- nano-medicinska orodja
- molekularne tarče
- invazivne gliomske celice 
- v možganske izvorne tumorske celice (BTSC)



NORMALNI razvoj – diferenciacija Nevralnih Matičnih Celic –NMC, ki imajo sposobnost 
tvoriti neurosfere. Podtipi progenitorskih celic (B,C, A) so označeni z izražanjem 

specifičnih genov in diferencirajo v hierarhiji , ki je v strogo lokaliziranem možganskem 
predelu – subventrikularni coni. 

Normalni diferencirajo v nevrone – v tumorjih pa v  “BrainTumnorStemCells

Subventrikularna conaVescovi et al.,Nature Rev Cancer, 2006

Presenter
Presentation Notes
Subventrikularna cona je sedež- niša normalnih NSC – se nahaja v določenem anatomskem predelu možgan, od kjer se progenitorske celice (T1-3) razširjajo v druge predele. Lokacija NMC neuronalnih matičnih celic – modra – do diferenciarnih neuronskih (je različna):  multipotentni astrociti tipa B so najbolj blizu Nevralnim Matičnim Celicam (SC)  iz njih nastane T1- tip C. Ta tvori nevroblastni tip A. Vmesnih stopenj in specifičnih lokalizacij je znanih še več.

V subventrikularni coni, kjer te celice tvorji neurogeno organizacijsko strukturo, iz katere lahko izvirajo tudi BRAIN TUMOUR- BTSC, često tumorji tudi res tam nastajajo! 
V sliki so naznačeni tudi nekateri znani molekularni markerjih teh prekurzorskih podtipov BTSC .   



Najbolj prepričljiv dokaz obstoja in tumorigenih lastnosti BTSC
Galli et al., Cancer Research, 64, 7011, 2004
Transformirane celice iz človeških tumorjev so izražale nekatere značilne markerje NMC
in so po serijskih transplantacijah v miših tvorile unipotente astroglialne tumorje in vivo. 
Markerji BTSC: CD 133, Nestin, BM1, Sox2, Notch, (Wnt, Shh), Musashi, MDR-1-Pgp
diferenciacijski markerji n.pr. GFAP (glial fibrilar acidic protein)? itd. Zakaj? 
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Presentation Notes
Primer dejanskega obstoja izoliranih BTSC iz človeških glioblastomov. Te celice, ki so jih pridobili s primernimi, prej opisanimi protokoli, so imele vse prej naštete sposobnosti in lastnosti BTSC- vključno s posobnostjo serijskih transplantacij, kjer so v miših nastajali tumorji enakih pastnosti po več ortotopskih vbrizganjih na enakih mestih! 



Vescovi et al.,Nature Rev Cancer, 2006

MTIC – BTSC:
avtocesta in krožišča z napačnimi izvozi ?  

Zapeljivci: diferenciarni 
astrociti)

NIC

TIC
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Vescovi in sod. je v svojem nedavnem pregledu zelo nazorno predstavil, kako si lahko zamišljamo nastanek možganskih TMC –BTSC. V svoji poti k diferenciaicji se celica vozi po dobro uglajenih poteh – avtocesti  k diferenciaciji preko mejnikov ki jih predstavlja vsaka delitev, v kateri iz MC nastaja prehodna- zgodnja in kasneje pozna progenitorska celica-  T1- T3  – (transient amplyfiing cell) oz ZPP in PPP.
 Se pa zgodi, da zaide na pot k napačni diferenciaciji – so mlade in nestabilne – ter kaj rade zaidejo na stranska pota – še posebej če srečajo  že končno diferenciran in malo “pokvarjene” astrocite ali oligodendrocite. Te verjetnosti so večje v zgodnji mladosti (široke stranske poti, kasneje vedno ožje). Pasti in skušnjavcev je vedno manj!   
Nastanek BTSC je torej prav najbolj nevarna varianta, ki nam priigra vir zla: MTMC/BTSC  – iz katere se razvijejo lahko razne vrste tumorja, še posebej najbolj maligni GBMi!  



Glioblastomske Matične Celice

n GBM nastajajo iz normalnih NMC (nNSC) ali njihovih 
progenitorskih celic. Tumorji se razvijejo iz majhne 
populacije normalnih celic – tumorskih matičnih celic - z 
multipotentno diverzifikacijo (de-diferenciacijo). Tvorijo 
od 0.1- 20% celične mase tumorja, v katerem ostajajo 
latentni. 

n Lastnosti:  
– Neskončna sposobnost samo-pomnoževanja 
– Tumorigenost v enake vrste tumorjev in vitro
– Invazivni- infiltracijski potencial v možganovino 
– Večji angiogeni potential kot ga imajo ostale tumorske 

celice (?)
– Resistenca za apoptozo in mirovanje (senescenco) z 

izražanjem MDR-1 genov in DNA popravljalnih 
mehanizmov:

n So odgovorne  za neodzivnost na terapijo in recidive



Hipoteza o TMC je bila potrjena z izolacijo prvih
Mmatičnih AML celic (akutna mieloidna levkemija),  iz
drugih vrst levkemij, raka dojke, prostate, možgan..

Potrebne lastnosti možganskih TMC 
(BTSC):

-Samopomnoževanje ex vivo (klonogenost in       
populacijska kinetika) ter in vivo:

-Tvorijo tumorje enake histologije pri presaditvi
v žival na isto (ortotopno) mesto

- Enake kariotipske in genetske spremembe 
(genomika….)

- Sposobnost diferenciacije v tumorske 
celice: 

- enaka heirarhija tumorjev v serijskih          
presaditvah, ki se končajo z ne-
tumorigenimi končnimi celicami. 
- multilinijska de-difereniciacija –
razlika od normalnih neuralnih IC

Vescovi et al.,Nature Rev Cancer, 2006
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Prve TMC so bile izolirane v letu 1997 – Joh Dick s sodelavci izoliral celice AML, leta 2003 so bile izolirane prve TMC iz čvrstih tumrojev – dojke -  in leta 2004 prve  celice iz centralnega živlnega sistema BTSC. Danes so izolirane že TMC tudi drugih vrst levkemij, epidermisa in celice prostate ter celo jeter. Postopek izolacije ni težaven, če poznamo specifične rastne faktorje in faktorje diferenciacije, ki so značilni za posamezno vrsto izvornih celic ter tudi površinske celične markerje, kjer si pomagamo z imuno- afinitetnimi metodami (n.pr. Magnetne kroglice) ali in seveda celični sorter, ki temelji na pretočni citometriji.
Te celice imajo določene lastnosti oz morajo izpolnjevati fenotipske kriterije, da jih lahko uvrstimo med TMC: 



n Matične celice
n Odrasle matične celice – nastanek in 

evolucija
n Tumorske/rakave matične  celice 
n Gliomske matične celice – glioblastomi
n Pomen matičnih celic za zdravljenje raka



Matične celice in zdravljenja raka

n Tumorske matične celice – nove terapevtske 
tarče ! Kako jih doseči? 

n Normalne izvorne celice – orodja?!
– nNMC – naravna (alogena) eliminacija TIC
– mNMC - modificirane za eliminacijo TIC
– dNMC – kot dostavljalni sistem za droge
– Kombinacije z klasičnim zdravljenjem v II klinični 

fazi  



n Vsa zdravila – kemoterapija – so učinkovita le, če so usmerjena ali potekajo ob znižanju odpornosti 
matičnih celic (Chronical Myeloid Leukemia – poskusne živali)  (a)
nZato se uporabljajo novi molekularni pokazatelji zdravljenja (TMC markeji) in novi usmerjevalci drog 
k TMC (n.pr.monoklonska protitelesa za TMC markerje, itd.)

nDa so ti bolj učikoviti, zdravimo v dveh stopnjah: 
n uporabimo  uničenje majhne populacje TMC;
n zmajšanje tumorske mase s klasičnimi pristopi, ki ciljajo lastnosti - markerje zrele 
maligne celice! 

n Eliminacijo TIC dosežemo  n.pr. z inhibitorji signalnih poti  “matičnosti ” ali z reagenti, ki     
TMC  prisilijo v terminalno diferenciacijo:

Fenomen regrata

Huntly in Gilliland, Nature Rec Cancer, 5, 2005
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Vsa zdravila- kemo – so učinkovita le, če so usmerjena na znižanje odpornosti  izvornih celic (Chronical Myeloid Leukemia – poskusne živali) 




Zdravljenje z normalnimi in modificiranimi,
naloženimi  

normalnimi Nevralnimi matičnimi celicami - nNMC

19th century etching of the Trojan Horse,
n Izredna migratorna sposobnost nNMC in njihov naravni
tropizem k intra-kranialnim patologijam – tumorjem- omogoča 
nove možnosti uporabe.
. 
n Eksogene in endogene NMC se nameste ob tumorju in slede 
TC. V mladih miših je migracija večja kot v starih  (Aboody, 2000).

nRazlaga: molekularni nivo: kemokinski par CXCR4/SDF-1 se 
poveča v poškodovanih možganih in tumorjih. Alternativno tudi 
VEGF/VEGFR in EGF/EGFR

Terapija:
+ Možnost vgraditve suicidalnih in/ ali terapevtksih
genov v nNMC !

+ Možnost uporabe mezenhimskih, kožnih, 
hematopoetskih  MC – za glioblastome !  

- Možnost transformacije nNMC v Tumorske Celice in situ.
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NMC so transformirane, da izločajo IL 4 ali pa fragment metaloproteaze, imenovan PEX, ki lahko uniči tumor IN zviša preživetje eksperimentalnih glioblastomov. 
NMC ki so imortalizirano transformirane (?) migrirajo k tumorju , če so vsajene ob tumor – še več, “lovijo TC, če so te že infiltrirale iz glavne tumorske mase. 
Poskusi na miših kažejo endogeni in eksogeni tropizem nNMC k tumorjem. Endogeni je močnejši v mladih miših. Ko-injeciranje NMC in GMB uniči tumor (apoptoza GBM?) –razloži pojav bolezni v starosti!  Zakaj to potem več ne deluje? Samo številčna prevlada TMC? Kako povečati proliferacijo in samopomnoževanje NMC in ne TMC v tumrojih? 
Tropizem NMC in njenih Progentorjev (T1-T3) je pogojen verjetno z VEGF (SDf1) ki ga izločajo TC in od prisotnosti kemokinskega receptorja CXC4. Ta  omogoča uporabo teh celic kot  “Trojanskih konjev”  , kar je že prikazano eksperimentalno, ni pa znano ali se endogeno res to dogaja?  Možna je še genska in virusna terapija s transfekcijo NMC – v teoriji . V praksi pa še ne vemo, kako take vrste transformacij vplivajo na “matičnost” in diferenciacijo NMC?





Strategije uporabe nevralnih matičnih celic
v terapiji možganskih tumorjev

n Imuno-modulacija: NMC pospešijo tudi lokalni 
imunoski odziv (IL-4, IL12)

n Apoptotski in rastni signali:
-IFN- TRAIL in TNF

n Virusna terapija – citolizni virusi –HSV-adenoma 
n Encimi za konverzijo pro-drog v aktivno 

zdravilo: HSV-timidin kinaza in samomorilni geni
n Biofizikalni agensi – fotodinamsko zdravljenje -

nanodelci 
n Vizualiziranje- imaging za sledenje in diagnozo

Naložene NMC – molekularne tarče



Glioblastoma ob operaciji 

Vstavitev biopolimerskih vložkov z
kemoterapevstkih agensom – in NMC

Nano –medicina in nevralne matične celice – NMC
Nanodelci za uporabo v medicini predstavljajo 
dostavljalne sisteme, s katerimi specifično zadenemo TMC

n Specifična interakcija z TMC 
markeji – ne-kovalentni 
agregati (liposomi, alginati, 
hialuronan)

n Kovaletna vezava med 
markerji TMC in nosilnim 
polimerom 

n Polimer z naloženimi 
NMC, ki vsebuje –
antiangiogene (endostatin, 
protitelesa, itd) za počasno 
sproščanje

Celična terapija – tarča TMC  

Schatzlein, Eur J Cancer, 42, 1309 (2006)
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Možganski tumorji so verjetno najlažje dosegljivo jabolko z drevesa spoznavanja in zdravljenja z NMC. Najprej,ne le ker je bolezen tako strašno usodna in ostale terapije do sedaj najmanj uspešne, ampak tudi zato, ker ta terapija obeta tudi ozdravitev drugih nevrodegenerativnih bolezni. Zato je tu največ (ne)uspešnih poskušanj.  NMC so edine, ki obljubljajo dober DOSTOP do patologije, kjer morajo le najti tarčo in izpustiti svoj izvor. Pri tem se jim ni potrebno diferencirati ali kakorkoli spreminjati – nasprotno to moramo preprečiti – najbolje s samomorilnimi geni, kar pa spet mora biti strogo specifično le za te celice. Ta terapija je najboj naravna in je lahko dodatna oz komplementarna ostalim tretiranjem.   



Klinični pomen tumorskih matičnih celic
TMC

Zdravljenje
Tarča: TMC! Prognoza Diagnoza

Povzamemo …

Tumorske Matične celice -TMC - imajo večino podobnih lastnosti in označevalcev kot 
normalne tkivne matične celice –NMC in nastanejo lahko na več (še neznanih) načinov. 
Lahko vsebujejo tudi markerje diferenciacije in so multipotentne – diferencirajo v ne-
tumorigene maligne tumorske celice. Lokalizacija? Migracija? Plastičnost? 
So odgovorne za odpornost proti terapiji in za dosedanji neuspeh zdravljenja raka !  

Ali # TMC in lastnosti 
vplivajo na izid bolezni? 
markerji prognoze?

Razvoj TMC-
specifičnih inhibitorjev

Razvoj tehnologij za 
določanje in izolacijo

TMC 



Klinična faza I: Začetna študija za določitev varne doze in znakov klinične 
aktivnosti 

Klinična faza II: Določanje učinkovitosti v posameznih vrstah raka 

Klinična faza III: Primerja nov način zdravljenja in njegove učinke s prejšnjimi!

Paradoks: odziv na zdravljenje merimo s serumskimi ali tkivnimi markerji 
oziroma vpliv na zmanjšanje/ tumorske/ mase – celic, ne pa na preživetje! 

Vsa zdravila - kemoterapija – so učinkovita le, če so usmerjena na znižanje 
kemorezistence  izvornih celic (Chronical Myeloid Leukemia – poskusne živali) 

Zdravljenje in sledenje



V svoji “Fiziologiji,” je 
Hippocrates opisal
življenjsko silo v  cloveku, 
imenvano
“narava” (jusiz – jusiz), 
ki jo razlagajo kot notranjo 
gonilno moc vitalnih funkcij.  
Je najbojše zdravilo, ki ga  
mora zdravnik samo še 
krepiti. 
Spominja na vizionarsko 
predvideni obstoj izvornih 
celic in zdravljenja z 
lastnimi izvornimi celicami -
celicna terapija! 

otok KOS -2006
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V normalnih matičnih celicah – ki naj bi bile večne-je razumljivo skupina genov, ki skrbe za odpornost proti ksenobiotikom zelo izražena. To so tako imenovani ATP- vezujoči kasetni transporterji. Celo Heochstovega barvila ne prenašajo dobro in se ne barvajo (“side” popution (SP) celice! In jih tako v tkivu tudi lahko vidimo. To so ABCB1 ali MDR-1 (multi-drug resistance protein) in sorodni geni. To lastnost imajo tudi TMC, zato so odporne proti kemoterapiji, imajo pa tudi visoko izražena encima popravljanja poškodb DNA, ki jih nekateri citostatiki povzročajo. Zato so vse dosedanje terapije, ki so uničevale TC tudi ob odstranitvi ali zmanšjanju mase tumorja - neuspešne. Prav zamnjšanje ali uničenje tumorske mase (podobno kot pri angioenezi) in morda posledično celo znižanje konc. serumskih tumorskih markerjev, pa ni pravi pokazatelj – pravi je lahko samo preživetje. Tudi statistike kažejo, da zmanjšanje konc markerja ali TC – ni pravi end-point – pokazatej odziva na zdravljenje – ampak je to le PREŽIVETJE.



