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Списък на по-често използваните съкращения: 
 

АК – адхерентни клетки  

АПК – антиген представящи клетки 

ГБМ – глиобластома мултиформе 

ДК – дендритни клетки 

ИС – имунна система  

КМБ – кръвно-мозъчна бариера 

МГ – малигнен глиом 

МСК – мезенхимни стволови клетки  

НС – невросфери  

НСК – неврални стволови клетки 

СЗО – Световна Здравна Организация 

ТСК – туморни стволови клетки 

ЦНС – централна нервна система 

 

bFGF – basic fibroblast growth factor 

CCL-2 – chemokine (C-C motif) ligand 2 

CCR-2 – C-C chemokine receptor type 2 

CD – cluster of differentiation 

CSF – colony stimulating factor 

CTLA-4 – cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4 

EGF – epidermal growth factor 

EGFR – epidermal growth factor receptor 

FBS – foetal bovine serum 

GFAP - glial fibrillary acidic protein 

ICAM – intercellular adhesion molecule 

IDO - indoleamine-2 3-dioxygenase 

IL – interleukin 

MDSCs - myeloid derived suppressor cells 

MGMT - O
6
-methylguanine-DNA methyltransferase 

MIC-1 monokine induced by gamma interferon (MIG),  

MICA/B – Major histocompatibility complex class I-related chain A/B 

MMP – matrix metaloproteinase 
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NKG2DL – NKG2D ligand 

PBMC – peripheral blood mononuclear cells   

PD-L 1,2 – programmed death-ligand 1,2 

PDGF – plateled-derived growth factor 

PDGFR – plateled-derived growth factor receptor 

PECAM – Platelet endothelial cell adhesion molecule 

PGE2 – prostaglandin E2 

PHA - phytohemagglutinin 

PIBF – progesterone induced blocking factor 

SDF-1 – stromal cell-derived factor 1  

Sox-2 – sex determining region Y-box 2  

Stat – signal transducer and activator of transcription 

TGFβ – Tissue growth factor β 

Tregs - регулаторни Т-лимфоцити  

VEGF – Vascular endothelial growth factor 

VEGFR - Vascular endothelial growth factor receptor 
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1. Въведение 
 

 

Глиобластома мултиформе (ГБМ) е хистологично хетерогенен и силно инвазивен 

първичен мозъчен тумор, който съгласно класификацията на Световната здравна 

организация (СЗО) се определя като астроцитом степен IV на малигненост. 

Неконтролируема клетъчна пролиферация, апоптоза, инвазия и ангиогенеза са сред 

биологичните процеси, които правят този тумор едновременно агресивен и труден за 

третиране, способен да добие големи размери преди проява на симптоматика. 

Съвременните терапевтични методи се състоят от хирургична резекция, последвана от 

радио- и химиотерапия. Въпреки агресивното лечение, преживяемостта на пациенти с 

тази диагноза е средно 12-15 месеца по данни от научната литература, а за България – е 

едва 8 месеца по непубликувани данни на Клиника по неврохирургия, УМБАЛ “Св. 

Иван Рилски“.       

В нервната система на  възрастен човек са установени неврални стволови клетки 

(НСК), които  могат да се самообновяват, да пролиферират и да се диференцират до 

различни типове зрели клетки на ЦНС. Последните проучвания върху патогенезaта на  

високостепенните глиални тумори показват, че натрупването на различни 

неблагоприятни фактори води до трансформацията на НСК или свързани с тях 

прогениторни клетки в така наречените туморни стволови клетки (ТСК). Счита се, че 

именно те дават начало на ГБМ, избягвайки механизмите, които контролират 

пролиферацията и програмираната клетъчна диференциация. Има все повече данни, че 

ТСК допринасят за устойчивостта на тези тумори към стандартните методи на лечение. 

Системата, която осигурява защитата на организма, както от външни патогенни агенти, 

така и от собствени клетки и фактори, водещи до увреждане, е имунната система (ИС). 

Когато тя функционира нормално, възникналите ТСК би трябвало да бъдат 

унищожени. Литературните данни показват, че ГБМ супресира, както локалния, така и 

системния имунен отговор. В микросредата на глиобластома мултиформе са открити 

множество клетки, индуциращи имунен толеранс. Част от тях са толерогенни антиген 

представящи клетки (microglia/macrophage, дендритни клетки (ДК), перицити), а други 

са пряко ангажирани в процеса на имуносупресия като myeloid derived suppressor cells 

(MDSCs) и регулаторни Т-лимфоцити (Tregs). Секрецията на цитокини и други 

имуносупресивни фактори като interleukin-6 (IL-6), IL-10, vascular endothelial growth 

factor (VEGF), transforming growth factor-β (TGF-β) и др, както и експресията на 
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имуносупресивни молекули като indoleamine-pyrrole 2,3-dioxygenase (IDO), programmed 

death-ligand 1,2 (PD-L1,2), NKG2D ligand (NKG2DL) , galectin-1 от клетките на тумора и 

заобикалящите го клетки също модулират имунния отговор и благоприятстват 

туморогенезата. Все още не е изяснено, дали ТСК участват в наблюдаваната имунна 

супресия, или съществува първична имуносупресия, която благоприятства по-

нататъшното развитие на тумора чрез тях.  

Дисертационният ми труд, изготвен с помощта и в сътрудничество с Клиника по 

неврохирургия към УМБАЛ „Св. Иван Рилски”,  Лаборатория по клинична патология 

към УМБАЛ „Св. Иван Рилски”, Секция по молекулярна имунология, ИБИР, БАН и 

Тъканна банка „БулГен” включва изследване инфилтрацията на периферна и централна 

зона на ГБМ от клетки на имунната система, както и изследване на тъканни срези от 

тумора за експресия на Stat3. Основен топик на дисертацията е създаване на първични 

клетъчни култури от ГБМ и тяхното изследване за маркери характерни за туморни 

стволови клетки (CD133, Nestin, CD44, Sox-2, GFAP) и мезенхимни стволови клетки 

(CD34, CD45, CD73, CD90, CD105). Също така, в клетъчни култури от ГБМ, 

изследвахме експресия на транскрипциoнния фактор Stat1, както и експресията на  

имунорегулаторния протеин, известен като  Progesterone induced blocking factor (PIBF). 

Предмет на нашия интерес беше и установяването на цитокиновата секреция от 

клетъчните култури и въздействието ѝ върху периферни кръвни мононуклеарни клетки 

(PBMC) на здрави хора.  

Сериозността на проблема, фактът, че все още не е постигнат достатъчен успех в 

опознаването на начините, по които ГБМ влияе и потиска имунната система и липсата 

на успешна терапия ни дава основание да смятаме, че нашата работа има своя принос за 

допълване на знанията посветени на този проблем. Получените от нас резултати 

потвърждават, допълват и обогатяват информацията, публикувана в световната 

литература на тази тема.  Освен това следва да се отбележи, че подобни на  описаните 

изследвания, до момента не са се извършвали в нашата страна.  
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2. Литературен обзор 
 

2.1.Глиобластома мултиформе 
 

2.1.1. Обща характеристика 

 

 

Глиобластома мултиформе (ГБМ) е най-често срещаният и най-малигненият от 

астроцитните тумори. Той представлява 12-15% от всички интракраниални неоплазми и 

50-60% от всички астроцитоми. Засяга главно мозъчните хемисфери при възрастни, а 

при деца – мозъчния ствол и гръбначният мозък. Името „multiforme” призхожда от 

първите хистопатологични описания на този тумор, характеризиращ се с дифузна 

инфилтрация на прилежащи и отдалечени мозъчни структури, хетерогенна клетъчна 

структура, слабо диференцирани, анапластични глиални клетки, митотична активност, 

микроваскуларна пролиферация и некрози. В повече от 90% от случаите ГБМ възниква 

de novo, като първичен тумор, диагностициран след кратък период на клинична 

симптоматика. Първичните ГБМ тумори по правило възникват при по-възрастни 

пациенти (средна възраст 62г.), докато вторичните, получени вследствие на засилена 

малигнизация на по-нискостепенни астроцитоми - дифузен астроцитом (степен II 

според Световната Здравна Организация-СЗО) и анапластичен астроцитом (степен III 

по СЗО), се проявяват при по млади пациенти (средна възраст около 45г.) При вторично 

възникналите глиобластоми времето необходимо за прогресия силно варира – от 

няколко месеца до повече от 10 години. ГБМ се среща по-често при мъже, като 

съотношението е 1,28:1. (Lassman 2006; Louis et al. 2007; Greenfield's Neuropathology 

2008; Wen and Kesari 2008)  

 
2.1.2. Клинични симптоми 

 

Обикновено пациентите страдащи от ГБМ, проявяват неспецифични неврологични 

симптоми, главоболие, дезориентация, промяна на личността и епилепсия. 

Класическото главоболие, което е показателно за нарастнало вътречерепно налягане, е 

по-изострено сутрин и дори може да събуди пациента. Когато се изостри, главоболието 

може да бъде съпроводено от гадене, повръщане и вратна ригидност, които се дължат 

на съпровождащия тумора мозъчен оток. (Greenberg et al. 1999; Greenfield's 

Neuropathology 2008; Wen and Kesari 2008) 
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2.1.3. Локализация и диагностика на глиобластома мултиформе  

 

ГБМ обикновено засяга субкортикалното бяло вещество на мозъчните хемисфери, като 

туморни инфилтрати често се наблюдават в прилежащата кора и базалните ганглии. 

Често е и разпространението през corpus callosum към контралатералната хемисфера – 

създава се картина на билатерална симетрична лезия („пеперудоподобна глиома“). 

Типичният начин на разпространение е по протежение на периваскуларните 

пространства, като инвазия на лумена на кръвонносните съдове не е наблюдавана. 

(Louis et al. 2007; Greenfield's Neuropathology 2008) 

За локализация и диагностика на ГБМ обикновено се използват магнитен резонанс и 

компютърна томография. Изследванията, извършени чрез описаните методи показват  

хетерогенна, увеличаваща се маса, придружена от едем. ГБМ често имат централна 

област съставена от некротизираща тъкан и по-изразен около-туморен едем в сравнение 

с по-ниско степенните астроцитоми. Магнитният резонанс е особено полезно 

изследване с оглед на възможността да установи локализацията на тумора и неговата 

евентуална близост до говорните и моторни центрове, като по този начин може да се 

планира по-добре предстояща операция. Друго инструментално изследване е 

протонномагнитнорезонансна спектроскопия, чрез което се засичат нивата на 

метаболитите в изследваната тъкан и това дава възможност за диференцирането на 

тумора от некрозите или бенигнените лезии. Позитронно-емисионната томография е 

техника, която използва изотопи като 18F-fluorodeoxyglucose, 18F-fluoro-L-timidine и 

11C-metionine и тя е ценна в диагностицирането и мониторинга за отговора на 

организма на прилаганата терапия. (Wen and Kesari 2008) Дефинитивна диагноза при 

това заболяване се поставя чрез хистологична диагностика на материал от тумора, 

получен при оперативното му отстраняване. 

 

2.1.4. Произход и видове глиобластома мултиформе 

 

Класическа представа е, че ГБМ възниква от астроцити при дедиференциацията им 

вследствие на възникнали мутации. Считало се е, че при тези условия те придобиват 

качества, характерни за невралните стволови клетки (НСК) и стават дисфункционални 

и некотролируеми по отношение на техния разстеж. Ето защо ГБМ е включен към 

групата на астроцитните тумори в класификацията на СЗО, като основно се е делял на 

първичен и вторичен в зависимост от начина по който възниква, както е описано по-
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горе. (Louis et al. 2007; Greenfield's Neuropathology 2008; Agnihotri et al. 2011)  Не са 

установени съществени разлики по отношение на локализацията и фенотипа на двата 

типа ГБМ.  

Глиобластома мултиформе се състои от хетерогененна смес съставена от 

глиобластомни и привлечени от тумора клетки. Той е хетерогенен и по отношение на 

своите хистопатологични, радиографични и генетични характеристики и след доста 

изледвания проведени в тази област е установено, че астроцитната компонента не е 

единствената ангажирана във формирането на тумора. (Singh et al. 2003; Galli et al. 

2004; Singh et al. 2004; Sanai et al. 2005; Bao et al. 2006; Eramo et al. 2006, Schiffer et al. 

2012) Още през 1863г. Рудолф Вирхов забелязва, че има сходства между 

ембрионалните и злокачествените клетки. По-късно наличието на клетки проявяващи 

свойства, характерни за стволовите клетки е описано многократно при различни видове 

малигнени образувания, включително и при мозъчни тумори. (Reya et al. 2001) В ЦНС 

при възрастни са открити НСК, които са мултипотентни и притежават свойствата 

самообновление и диференциация в основните видове клетки на ЦНС – неврони, 

олигодендроцити и глиални клетки. Те се разполагат в специални области – ниши в 

субвентрикуларната зона на хемисферите, както и в субгрануларната зона на 

хипоталамуса. Условията в нишите контролират важни за НСК свойства, свързани с 

тяхното оцеляване и пролиферация (самообновление). (Schiffer et al. 2012; Goffart et al. 

2013) В нишите НСК са йерархично подредени. Специфичната микросреда в нишите е 

съставена от невробласти (А-клетки), НСК в покой (В-клетки) и клетки, засилващи 

прехода (С-клетки), заобиколени от епендимални клетки. (Mirzadeh et al. 2008; Shen et 

al. 2008). Активно делящите се НСК, както и клетките в покой се регулират от 

пролиферативни и антипролиферативни сигнали. (He et al. 2005) Kато най-достоверна 

хипотеза за възникване на ГБМ днес се счита „Cancer stem cells hypothesis”. Според 

тази хипотеза cancer stem cells (тук наричани туморни стволови клетки -ТСК) дават 

началото и са отговорни за растежа, рецидивирането и устойчивостта на ГБМ на 

химио- и радиотерапия. (Bachoo et al. 2002) Смята се, че ТСК произлизат от НСК, при 

които е възникнала мутация и “матурационен арест”, като тази трансформация се 

свързва и с условия, водещи до дисрегулация в нишите, в които са разположени НСК. 

Това предположение се потвърждава и от опити с канцерогенни вещества с вирусен 

или химически произход – поставени в субвентрикуларната зона те предизвикват 

формиране на тумор много по-често, отколкото, ако се въведат в непролиферативен 

регион като кортекса например. (Agnihotri et al. 2011) Доста изследвания съобщават за 
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наличие на човешки цитомегаловирус в клетките на ГБМ, като също показват, че той 

преференциално инфектира НСК. Днес се приема, че вероятно този вирус модулира 

НСК и се явява промотор за възникване на малигнени мозъчни тумори. (Jacques et al. 

2010; Price et al. 2013) 

Други факти, за които се смята, че потвърждават „Cancer stem cells hypothesis” са 

споделяните от НСК и ТСК основни характеристики като самообновление, 

диференциация,  експресия на маркери и сигнални пътища. Някои от маркерите 

характерни за НСК и експресирани от ТСК са Nestin, Notch1 и 2, Musashi1 и 2, CD133, 

sex determining region Y-box 2 (Sox-2), Glial fibrillary acidic protein (GFAP), CD44 и др. 

(Таблица1) Според „Cancer stem cells hypothesis” малигнените тумори притежават 

клетъчна йерархия, съставена от ТСК, прогениторни клетки и крайно диференцирани 

клетки. (Gursel et al. 2011) ТСК могат да се определят като бавноделящи се, но силно 

туморогенни клетки, които са на върха на йерархията всред популациите от туморни 

клетки. Счита се, че те дават началото на останалите туморни популации и са основно 

свързани с туморогенността и устойчивостта на терапия при ГБМ. (Galli et al. 2004; 

Sanai et al. 2005; Lee et al. 2006; Eramo et al. 2006; Wang et al. 2007; Bleau et al. 2008; 

Pollard et al. 2009)  

 

Таблица 1 Сравнение на основни характеристики при НСК и ТСК. 

 НСК ТСК 

Самообновяване Да Да 

Диференциация Да Да 

Мултипотентност Да Да 

Сигнални пътища                                             подобни 

Генетични алтерации                                             подобни 

Nestin                      Да                     Да 

GFAP Да/не Да/Не 

Sox-2 Да (главно цитоплазмено) Да (главно ядрено) 

CD133 Да Да (дискутабилно) 

CD44 Да Да 

 

Както теорията за астроцитна дедиференциация, така и Cancer stem cells hypothesis 

могат да намерят своето потвърждение чрез наблюдаваните две форми на ГБМ. 
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Известно е, че ГБМ може да възникне, както от неврални стволови клетки, така и от 

астроцити и това вероятно отговаря на разликата между първичен и вторичен ГБМ. 

(Dai et al. 2001) Интересно е да се отбележи, че първичният и вторичният ГБМ могат да 

се разграничат по експресията на мутантната isocitrate dehydrogenase 1-2 (IDH1-2), 

която се наблюдава при анапластичен и дифузен астроцитом, олигодендроглиом и 

вторичен ГБМ, но не и при първичен ГБМ. (Balss et al. 2008; Hartmann et al. 2009)  

Съществува и друга теория, известна като теория за клонална еволюция, според която в 

туморната маса се извършва естествен подбор и оцеляват само най-адаптираните 

клонове клетки. Изучавайки процесите на произход и развитие на ГБМ, много автори 

доказват, че ТСК не са единствено отговорни за устойчивостта му. Съществува 

кооперация между клетъчните популации в тумора, която е от ключово значение за 

развитието му. (Nowell 1976; Bonavia et al. 2011) Този механизъм за туморна прогресия 

и поддържане на хетерогенността на тумора е наречен интерклонална кооперативност. 

(Lyons et al. 2008) Този модел предполага, че при някои клонове в ГБМ настъпват 

онкогенни мутации, в резултат на които микросредата придобива про-онкогенен 

фенотип, характеризиращ се със секреция на фактори, подпомагащи съседните клонове. 

Едно интересно заключение от тази теория е, че дори малка група, фенотипно различни 

клетки, може да има огромно въздействие върху останалата част от популацията, 

например чрез предизвикване на растеж и метастазиране. (Inda et al., 2010) 

Други изследвания разделят ГБМ на 4 типа, дефинирани според геномни 

характеристики, преживяемост, възраст на пациентите и отговор при лечение – 

класически, проневрален, неврален и мезенхимен. (Ohgaki et al. 2009; Hayden et al. 

2010; Kuehn et al. 2010; Verhaak et al. 2010) Изследователи от Cancer Genome Atlas 

Network не отхвърлят възможността четирите типа ГБМ да се развиват като резултат от 

различна етиология и диференционни пътища от сходен вид изходни клетки (например 

НСК), но предла гат и алтернативна гледна точка – развитие на различните видове от 

различни родоначални клетки. Като доказателство за наличието на няколко различни 

популации от туморогенни  клетки те сочат наличието на по-диференцирани от НСК 

прекурсорни клетки със способност за самообновление, експресиращи маркери, 

характерни за НСК, както и  platelet-derived growth factor receptor (PDGFR) или 

epidermal growth factor receptor (EGFR). (Galli et al. 2004; Verhaak et al. 2010) Генният 

анализ, който провеждат показва, че проневралният тип ГБМ се асоциира с 

олигоденроцитни,  невралният – с олигодендроцтни, астроцитни и невронни, а  

класическия и мезенхимният – с астроглиални прекурсори. (Verhaak et al. 2010) Други 
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изследователски центрове, провеждащи изследвания върху мишки, също потвърждават, 

че при генетични увреди не само НСК, но и по-диференцирани глиални клетки и дори 

крайно диференцирани неврални и глиални клетки могат да се върнат до по-незряло 

състояние и да дадат начало ГБМ.  (Bachoo et al. 2002; Liu et al. 2009; Friedmann-

Morvinski et al. 2012) Генетичните изследвания на ГБМ показват, че туморните клетки 

проявяват едновременно множество генетични промени, което води до идеята, че 

мутациите може би се акумулират в НСК и прогениторите, като по този начин някой от 

тях дават начало на туморна формация. (Krivtsov and Armstrong 2012) Изказано е също 

предположение, че вида на изходните клетки определят развитието, йерархичните 

връзки и в крайна сметка типа ГБМ, който ще се формира. Изходния вид клетки 

изглежда влияе върху клиничните характеристики и резистентността при лечение, 

което може да се използва при прогнозиране на хода на болестта и планирането на 

лечение. (Sharma et al. 2010; Lei et al. 2011)  

От изложеното до тук става ясно, че са необходими допълнителни изследвания, които 

да хвърлят яснота върху произхода на този тумор и да дадат предимство на една от 

хипотезите. 

 

 2.1.5. Терапевтични подходи 

 

В клетките на ГБМ е установено натрупване на генетични аберации и дисрегулация на 

сигналните пътища за растежни фактори. Най-често се наблюдава увеличена експресия 

на рецепторите за epidermal growth factor (EGF) и plateled-derived growth factor (PDGF). 

В туморните клетки връзката между лигандите и техните рецептори подава сигнал, 

който активира транскрипционните програми за пролиферация и инвазия. Наблюдава 

се също повишена експресия на VEGFR (vascular-endothelial growth factor receptor), 

която се свързва със засилена ангиогенеза. Клетъчните пътищата, задействани от 

EGFR, PDGFR и VEGFR, играят важна роля за нормалното развитие на нервната 

система, тъй като подпомагат пролиферацията на невралните стволови клетки, но от 

друга страна отключени и дисрегулирани в туморните клетки, те осигуряват 

устойчивост на тумора срещу прилаганата терапия. (Greenberg et al. 1999; Lassman 

2006; Wen and Kesari 2008)    

Конвенционална терапия: 

При поставяне на диагноза ГБМ, конвенционалната терапия включва хирургическа 

резекция, радиотерапия и/или химиотерапия. Пълното хирургическо отстраняване на 
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този тумор на практика е невъзможно поради дифузния му инфилтративен характер. 

Оперативната намеса има предимнo палиативна цел: да облекчи симптомите, 

предизвикани от нарастващата туморна маса. Радиотерапията е основен метод на 

лечение и прилагането ѝ след хирургическа резекция увеличава продължителността на 

живот на пациентите от 3-4 месеца до 7-12 месеца.  

Химиотерапията предизвиква все по-голям интерес, но засега допринася слабо за 

повишаване на преживяемостта при пациенти с ГБМ. За химиотерапевтично лечение 

обикновено се използват темозоломид (темодал), кармустинови импланти и др. Оказва 

се обаче, че туморните клетки са устойчиви на този вид терапия. Това се дължи на 

система от ензими, коригиращи ДНК. Важен коригиращ ензим е O
6
-methylguanine-DNA 

methyltransferase (MGMT). Смята се, че метилирането на промотора на този ензим 

подтиска гена му като по този начин се намалява „поправката” на ДНК и се повишава 

чувствителността на туморните клетки към темозоломид. Проведени изследвания 

върху пациенти с ГБМ, при които MGMT промотора е метилиран (45% от MGMT 

промотора) и са приемали темозоломид, е установена средна преживяемост увеличена 

до 21,7 месеца. Средната преживаемост на пациенти, при които промотора работи 

нормално и които също са третирани с темозоломид, е 12,7 месеца. Въпреки тези данни 

на този етап темозоломид се използва много често без да се изследва статуса на MGMT 

промотора.   

Понастоящем, за съжаление стандартното лечение на пациенти с ГБМ на практика 

изпълнява предимно палиативна роля, облекчавайки причинените от тумора симптоми. 

Имунотерапия: 

Локалната и системната имуносупресия, свързана с ГБМ е добре документирана и 

включва намаляване на броя и активността на Т лимфоцитите (Roszman et al. 1991; 

Rapp et al. 2006), повишаване на броя на имуносупресивните регулаторни Т-клетки 

(Fecci et al. 2006), засягане на антиген представящата функция от  дендритните клетки 

(ДК) и други антиген представящи клетки (АПК) (Ogden et al. 2006), експресия на 

дефектни рецептори от моноцитите (Woiciechowsky et al. 1998; Ogden et al. 2006) и 

промяна в цитокиновата секреция на имунокомпетентните клетки. (Woiciechowsky et al. 

1998; Zou et al. 1999) Описаните ефекти на тумора върху имунната система и 

биологичните му характеристики на практика осигуряват безпрепятсвеното развитие и 

растеж на ГБМ и обясняват кратката преживяемост на пациентите с тази диагноза. 

Имунотерапията може да се раздели на два вида: активна и пасивна имунотерапия. При 

първият тип се цели да се предизвика имунен отговор срещу туморни антигени, докато 
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при втория на пациента се инжектират in vitro култивирани и активирани клетки или 

специфични молекули (напр. антитела), насочени срещу антигени на туморните клетки. 

(Choi et al. 2009; Vauleon et al. 2010) При активната имунотерапия се използват 

антигенни източници като интактни туморни клетки, протеинов лизат от тумора, 

туморна иРНК, синтетични пептиди и др. Антигените могат да се приложат 

самостоятелно или в комбинация с различни адюванти, но най-често се прилагат 

представени върху дендритни клетки, които имат ключова роля при инициацията на 

имунна реакция. (Parajuli and Sloan 2004; Vauleon et al. 2010; Xu et al. 2014) 

Първият тип клетки, използвани за пасивна терапия, са лимфоцит-активирани килъри, 

състоящи се от различни популации Т- и NK-клетки, които се прилагат 

интрацеребрално. (Vauleon et al. 2010) Друг потенциален имунологичен метод за 

лечение е прилагането на стимулирани цитотоксични Т лимфоцити, които се прилагат 

интрацеребрално и венозно. Той се базира на установения факт, че локалното 

повишение на CD3+/CD8+ T лимфоцитите корелира с повишена преживяемост на 

пациенти с ГБМ. (Kitahara et al. 1987; Tsurushima et al. 1999; Tsuboi et al. 2003, 

Gustafson et al. 2010) 

Основен подход за имунотерапия при ГБМ в наши дни е дендритно-клетъчната 

ваксина, използвана в няколко европейски центъра. Принципът на ваксината се базира 

на изолиране на моноцити от периферна кръв на пациента, диференцирането им в 

дендритни клетки, и култивирането им с лизати от отстранения оперативно тумор.  

Впоследствие дендритните клетки се съзряват и се инжектират подкожно по 

определена схема. Този тип имунотерапията се възприема добре от пациента поради 

липсата на токсичност и имунен отговор срещу ваксината и подобрява качеството на 

живот. Методът е най-ефикасен, когато се прилага след максимална хирургическа 

резекция, последвана от минимална химиотерапия и локализирана радиотерапия. 

(Parajuli and Sloan 2004; Van Gool et al. 2009)  

 

 

2.2. Туморни стволови клетки 
 

 

Както беше споменато, основната идея за развитието на ГБМ се явява промяната на 

нормални клетки от ЦНС в т.нар. туморни стволови клетки. Концепцията за малигнени 

клетки с характеристики на стволови клетки възниква на много ранен етап в 

патоанатомията – още Вирхов отбелязва, че има сходства между някои ракови и 
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ембриогенетични процеси. (McLendon and Rich 2011) По-късно други учени намират 

доказателства за наличието на малко на брой клетки в туморите, способни да 

регенерират и формират колонии при клетъчно култивиране. (Huntly and Gilliland 2005) 

Туморните стволови клетки при глиобластома мултиформе отговарят за растежа, 

рецидивирането и устойчивостта на радио- и химиотерапия от страна на тумора. Както 

вече споменахме, предполага се, че TСК произлизат от НСК от субвентрикуларните 

зони, както и от техни прогенитори. Алтернативно ТСК могат да са резултат на 

дедиференционен процес, предизвикан при крайно диференцирани клетки. ТСК 

представляват малка група бавноделящи се клетки, способни на самообновление, 

туморогенност, диференциация в основните клетки на ЦНС и туморна регенерация. 

Според множество изследвания ТСК са на върха на йерархията при популациите от 

туморни клетки. (Yuan et al. 2004; Sanai et al. 2005; Liu et al. 2007; Stiles et al. 2008; 

Günther et al. 2008; Visvader and Lindeman 2008; Gürsel et al. 2011; Schiffer et al. 2012) 

Проучванията върху ТСК доказват, че те са крайно недиференцирани клетки и 

споделят сходни сигнални пътища с нормалните неврални стволови клетки – засилен 

пролиферативен потенциал, регулиран от EGF и basic fibroblast growth factor (bFGF), 

както и способност да се диференцират до неврони и глиални клетки при липса на тези 

фактори. Също както НСК, така и ТСК поддържат своето състояние в нишите при 

условия на относителна хипоксия (Jensen et al. 2006, Bar et al. 2010), докато наличието 

на фактори намиращи се в кръвния серум води до тяхната диференциация. (Dimov et al. 

2011; Schiffer et al. 2012) Въпреки тези данни получени in vitro, се счита, че освен 

сигналите получавани от микросредата в нишата, ко-регулация на НСК се осъществява 

и от плазмени фактори, както и от разтворими молекули секретирани от ендотелните 

клетки. Сред тях особено място заемат факторите отговорни за ангиогенезата. Самите 

ТСК от своя страна са способни за секреция на VEGF, като така подпомагат 

ангиогенезата, а на свой ред новосъздадените кръвоносни съдове поддържат 

популацията от ТСК. (Bao et al. 2006; Folkins et al. 2009) Множество научни 

изследвания показват, че НСК и ТСК споделят експресия на общи маркери и сигнални 

пътища въвлечени в регулацията на клетъчната пролиферация и преживяване. (Singh et 

al. 2003; Singh et al. 2004; Galli et al. 2004; Sanai et al. 2005) Трансформацията на НСК 

или на по-диференциарани прогенитори в ТСК изглежда е свързана с „нормални 

клетъчни механизми, които се извършват в нарушен ред, време и интензивност”. (Sanai 

et al. 2005) 
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Основни данни за природата на ТСК са получени на базата на клетъчно култивиране на 

клетки изолирани от глиобластома мултиформе. Въпреки, че култивираните in vitro 

ГБМ-изолирани клетки едва ли са напълно идентични с тези в ЦНС, моделите на 

клетъчно култивиране дават възможно най-близка представа за реалното състояние на 

туморните процеси и са общоприет подход в туморната имунология. За първи път 

постоянни клетъчни линии от ГБМ са създадени през 60-те години на миналия век от 

Jan Poten и Bengt Westermark. (Inda et al. 2010) Те установяват че само 20% от 

туморните биопсии са в състояние да станат източник на постоянни клетъчни линии, 

докато от останалите 80% се получават само първични клетъчни култури. ГБМ 

клетките десетилетия наред са култивирани в традиционна среда, съдържаща 10% fetal 

bovine serum (FBS), като отглежданите клетъчни линии са туморогенни при 

имунокомпрометирани плъхове, но се различават коренно по отношение на генома и 

молекулярното разнообразие от първичния тумор. (Kleihues et al. 2000) Получените 

клетки, изолирани от ГБМ и култивирани по този начин дават клетъчна култура от 

фибробластоподобни клетки, залепващи по дъното на плаката – модел на култивиране 

известен като адхерентни клетки (АК). (Ignatova et al. 2002, Galli et al. 2004, Yuan et al. 

2004) 

По-късни данни, обаче, сочат, че за растежа на глиобластомните клетки са необходими 

по-специфични условия – клетъчната среда трябва да съдържа растежни фактори и да е 

безсерумна – условия, които се счита, че са по близко до специфичната ситуация в 

нишите. Доказва се, че телешкият серум, в който се култивират ГБМ клетките при 

описания AК модел съдържа фактори като Bone morphogenetic protein 4 (BMP4), които 

водят до невъзстановимата им диференциация. (Ponten and Macintyre 1968; Westermark 

et al. 1973; Herrera and Inman 2009) През 90-те години на миналия век се смята, че basic 

fibroblast growth factor (bFGF), познат още като FGF2 участва в неопластичната 

трансформация на глиомни клетки и в преминаването на нормални астроцити от 

състояние на покой към пролиферация и реактивност. През 1997 Joy et al. установяват, 

че в човешки глиални клетки вътреклетъчните нива на bFGF са различни при клетки в 

покой и при пролифериращи, като стигат до извода, че bFGF служи като ядрен 

регулатор на пролиферацията в астроцитни клетки. При клетките в покой bFGF се 

установява в цитоплазмата, докато при активирани клетки е описан в цитоплазмата и 

ядрото, независимо дали клетките са астроцити или неопластични клетки от глиални 

тумори. Същият научен екип съобщава, че намалените междуклетъчни контакти 

стимулират ядрената акумулация на bFGF. (Joy A. et al. 1997) 
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Още през 1962 Stanley Cohen идентифицира и изолира и друг фактор ключов в 

развитието на глиалните клетки - epidermal growth factor (EGF), а през 1976 е 

установено, че човешките глиомни клетъчни линии имат висока експресия на  

рецептора за EGF (EGFR), който може да бъде нормален или мутирал (съкратен 

вариант). (Cohen 1962; Libermann et al. 1984) Установено е, че повишената му 

експресия се дължи на EGFR генна амплификация (Libermann et al. 1985), като ко-

експресията на EGF и рецептора му при ГБМ най-вероятно води до автокринно 

въздействие на този фактор. (Bachoo et al. 2002, Fomchenko et al. 2006, Hambardzumyan 

et al. 2008, Li et al. 2009) 

ТСК, растящи в клетъчна култура в присъствието на растежните фактори bFGF и EGF 

сa характеризирани възоснова на функционални критерии, като способността им да 

формират невросфери (НС модел).  По късно в ГБМ са идентифицирани клетки със 

стволов/прогениторен фенотип, които формират невросфери и пролиферират под 

въздействие на EGF и bFGF. (Yung et al. 1982) Както показва името им, невросферите 

представляват сферични струпвания на пролифериращи клетки, формирани под 

въздействието на описаните фактори. Счита се, че НС се генерират от най-малигнените 

области на ГБМ, а също, че НС споделят същите генетични алтерации като първичните 

тумори и експресират маркери, характерни за НСК и ТСК като CD133, Musashi1, 

Nestin, Sox2 и REST. Смята се, че НС притежават капацитет за клоногенност и 

туморогенност. Въпреки ключовата роля на EGF и bFGF за развитието на НС, 

отговарящи на ТСК, се доказва, че ТСК получени от ГБМ пролиферират, формират НС 

и са способни на самообновление дори при липса на външна митогенна стимулация от 

описаните фактори.  Също така ТСК са способни да формират интракраниални 

туморни образувания, подобни на ГБМ, в имунокомпрометирани мишки и без да са 

били под влияние на факторите. Авторите считат, че растежните фактори само 

повишават преживяемостта, пролиферацията и размера на НС.  (Kelly et al. 2009)  

Независимо от условията на култивиране (АК или НС модели), при клетките 

култирирани от ГБМ са описани специфични повърхностни и вътреклетъчни маркери 

най-типични, от които са Nestin, GFAP, CD44, Sox2, CD133, Musashi-1, CXCR4 и CD15. 

(Dimov et al. 2010) 

Nestin е интермедиерен филамент, който се продуцира в НСК на бозайници по време на 

развитието на нервната сиситема и спомага пролиферацията и миграцията им. Той 

участва в организацията на цитоскелета, клетъчната сигнализация, органелогенезиса и 

клетъчния метаболизъм. Експресията на този белтък корелира силно със свойството 
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стволовост на клетките и изчезва по време на тяхната диференциация, като се заменя от 

други филаменти, като неврофиламенти при невроните и glial fibrillary acidic protein 

(GFAP) при глиалните прекурсори. (Cattaneo et al. 1990, Messam et al. 2000) Смята се,че 

Nestin може да бъде ре-експресиран във възрастен организъм при някои патологични 

условия, като исхемия, възпаление, мозъчна увреда и неопластична трансформация. 

(Cattaneo et al. 1990, Messam et al. 2000, Ehrmann et al. 2005)  

GFAP е интермедиерен филамент, който се експресира от множество клетъчни типове 

на централната нервна система, включително от астроцити (Jacque et al. 1978) и от 

епендимални клетки. (Roessmann U. et al. 1980) Счита се, че GFAP помага за 

поддържане на механичната структура на астроцитите, (Cullen et al. 2007) но точната 

му функцията остава слабо проучена, въпреки многобройните изследвания. GFAP се 

експресира от астроцитни клетки в ЦНС (Jacque et al. 1978, Venkatesh et al. 2013) и 

участва в много важни процеси включително междуклетъчна комуникация и 

функционирането на кръвно-мозъчната бариера (КМБ). GFAP играе роля и при митоза, 

като коригира мрежата от филаменти в клетката. По време на митоза се наблюдава 

увеличено количество фосфорилиран GFAP и движение на този модифициран протеин 

към браздата на разцепване на клетките. (Tardy et al. 1990) Изследвания при мишки 

показват, че липсата на GFAP води до множество дегенеративни процеси, включващи 

неправилна миелинизация, нарушения в структурата на бялото мозъчно вещество и 

функционално и структурно увреждане на КМБ. (Liedtke et 1996) Този фактор, също 

така, е важен и при възстановяването на ЦНС след увреждане, като по-специално роля 

му се свързва с глиална пролиферация (глиоза) в множество места на ЦНС. (Paetau et 

al. 1985; Tuccari et al. 1986)  

CD133 или prominin е повърхностен клетъчен маркер, експресиран от нормални 

човешки НСК. Първоначално е открит при невроепителни ембрионални стволови 

клетки от мишки. CD133+ клетки, изолирани от фетален черен дроб или кръв от пъпна 

връв, имат способността in vitro да се диференцират до нервни и глиални клетки, 

включително и до астроцити. Неговата експресия се преустановява по време на 

диференциацията на клетките и може да бъде ре-експресиран при някои малигнени 

процеси в мозъка. CD133 се намира по издатините на клетъчната мембрана, което 

предполага участието му в механизмите на клетъчен поляритет, миграция и 

взаимодействието на невралните стволовите клетки със съседните им клетки и/или 

извънклетъчния матрикс. (Uchida et al. 2000;  Kania et al. 2005; Zhang et al. 2008; Beier 

et al. 2008) Смята се, че при ГБМ CD133 е прогностичен маркер корелиращ с ниска 
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преживяемост. Ко-експресията му с Nestin или Ki67 се свързва с прогресия на 

заболяването и лоша прогноза за пациента. (Uchida et al. 2000; Kania et al. 2005; Beier et 

al. 2008; Zeppernick et al. 2008; Pallin et al. 2008) Смятало се е, че само CD133+ клетки 

са способни на самообновление и са отговорни за поддържането на тумора. Изследване 

на Wang et al. показва обаче, че CD133-  ТСК също могат да формират тумори при 

трансплантацията им в мишки, а също, че от тези клетки могат да произлязат CD133+ 

клетки. (Wang et al. 2008) В литературата също така съществува мнението, че най-

незрелите ТСК са Nestin+/CD133-, като се характеризират със засилена експресия на 

wtEGFR (нормален) или ΔEGFR (скъсен вариант). (Schiffer et al. 2012) 

 Някои изследвания посочват, че експресията на този маркер може да се регулира от 

хипоксията, както и от процес на митохондриална дисфункция. Този факт навежда на 

мисълта, че експресията на CD133 може да е в отговор на стресови сигнали получени 

от средата. (Griguer et al. 2008) 

Sox-2 е от групата на т.нар. high mobility group (HMG) box транскрипционни фактори, 

експресирани от мултипотентните НСК. Нарушения в експресията на този белтък 

причиняват хипокампални дефекти (Sisodiya et al. 2006), като нормалната експресия на 

Sox2 в ранните етапи от развитието най-вероятно е необходима за задействане на 

програмите за диференциация на нервните клетки. (Azuara et al. 2006, Lee et al. 2006) В 

туморни клетки този белтък е с ядрена експресия, докато при хистологично нормалната 

съпътстваща тумора тъкан той е с предимно цитоплазмена експресия. Това предполага, 

че в ГБМ клетките има активация и транслокация на Sox-2 към ядрото. (Ehtesham et al. 

2009) 

CD44 е един от най-важните маркери за НСК, а също е познат и като маркер за ТСК. 

Той е представител на полиморфното семейство на клетъчно-адхезионните молекули, 

които играят ключова роля в механизмите на туморна инвазия и метастазиране. Смята 

се, че експресията на CD44 от туморните клетки е един от факторите определящи 

способността им да проникват в заобикалящата ги тъкан. Този маркер се експресира и 

при клетки изолирани от ГБМ. Изследване чрез конфокална микроскопия показва, че 

клетките от инвазивния фронт на туморите експресират CD44.  (Khoshyomn et al. 1997) 

Свръх експресията на този маркер може да е от практическо значение за откриването на 

силно инвазивните типове глиоми, въпреки че не може да бъде използван 

самостоятелно като прогностичен маркер за преживяемост. (Ranuncolo et al. 2002) 

CD44 антагонистите ефикасно потискат растежа на глиоми при експериментални миши 

модели. Експресията на CD44 е повишена  при по-злокачествени типове тумори на 
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ЦНС, като също така е по-висока в централната зона на тумора в сравнение с 

периферната област. От друга страна, ниски нива на CD44 експресията изненадващо 

корелира с ниска преживяемост на пациентите с ГБМ. (Wei et al. 2010) 

Както става ясно към настоящия момент съществуват два основни модела за 

култивиране на ТСК от ГБМ: АК модел, при който клетките са култивирани без 

фактори, но с FBS и модел НС, където клетките са в безсерумна среда в присъствие на 

EGF и bFGF. (Ignatova et al. 2002, Galli et al. 2004, Yuan et al. 2004, Dimov et al. 2010, 

Caldera et al.  2011) Моделът на адхерентни клетки (АК) се характеризира с експресия 

на маркери, характерни за по-диференцирани клетки (GFAP, galacto-cerebroside (GalC) 

и bIII Tubulin), което дава основание да се счита за по-отдалечен от „истинските” ТСК. 

(Schiffer et al. 2010, Caldera et al. 2011) Безсерумната среда с EGF и bFGF, в която се 

отглеждат клетките при НС модела, по принцип, е предназначена за култивиранена 

НСК от мозък на бозайници, както и за ТСК изолирани от ГБМ. (Shapiro et al. 1981) 

Тези условия на култивиране възпрепятстват растежа на повечето не-стволови/не-

неопластични клетъчни популации, като улесняват растежа на стволови и 

прогениторни клетки под форма на плаващи мултиклетъчни сфероиди. (Furnari et al. 

2007) Смята се, че има разлики между двата вида клетъчни модели, които засягат 

свойствата им стволовост, клоногенност и туморогенност и отговарят един вид на 

йерархията на ТСК. (Mazzoleni et al. 2010, Chen et al. 2010) Може да се отбележи, че НС 

и АК растат в култура с различна скорост и че различните области от ГБМ имат 

различна способност да генерират НС. (Hemmati et al. 2003; Caldera et al. 2011; Persano 

et al. 2011) Schiffer et al. намират корелация между  клетките споcoбни да формират НС 

и да експресиращи Nestin, за сметка на GFAP и други стволови маркери и фенотипа на 

първичните тумори, а именно висока степен на малигненост, висока клетъчна плътност, 

гъстота на кръвоносните съдове, висок индекс на пролиферация, множество некрози и 

периваскуларни струпвания на туморни клетки. (Schiffer et al. 2012) Смята се, че ТСК 

запазват нативните си фенотип, генотип и кариотип под формата на НС, докато като 

АК акумулират аберации след няколко пасажа. (Gürsel et al. 2011) По отношение на 

експресията си на типични за НСК и ТСК клетъчни маркери се счита, че клетките в 

невросферите експресират Nestin, Sox-2, CD44 и CD133, а не експресират GFAP, за 

разлика от АК модела, чиито представители имат засилена експресия на GFAP, CD44, 

Nestin ,но не и на CD133. (Lee et al. 2006; Caldera et al.2011; Schiffer et al. 2012) 
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Въпреки че НС се приемат като по-добър модел за култивиране на ТСК, в сравнение с 

АК (Lee et al. 2006), има данни, които пораждат съмнение за стриктното разграничение 

между двата модела, що се отнася до ТСК (Таблица 2).  

Стриктното противопоставяне на двата модела търпи критики и поради факта, че 

поставени в среда със серум НС се диференцират частично и преминават в АК, тоест 

серумът води до преминаване на сферичните образувания в прилепнали клетки.  

Също така култивиране на ТСК, както като НС, такa и като АК, често води до разстеж 

описан като „семи-адхерентен” или „полу-прилепнал”, при който се наблюдават 

едновременно НС и АК. (Günther et al. 2008; Pavon et al. 2012; Kyurkchiev 2014) 

Описано е също, че АК в присъствието на серум формират агрегати по дъното на 

плаките, които силно наподобяват НС и когато бъдат пренесени в безсерумна среда 

растат като НС. (Caldera et al. 2011) 

Тази липса на стриктни разлики между двата класически модела води до разработката 

на т.нар. „междинни модели”. Когато ГБМ клетки са култивирани в среда типична за 

НС, която не съдържа серум, но съдържа EGF и bFGF в плака, покрита с ламинин 

(субстанция водеща до прилепване на клетките) те растат като АК. Основно 

предимство на този модел, според неговите автори е, че по този начин EGF и bFGF 

достигат до всички клетки, които в противен случай са недостъпни във вътрешността 

на сферата. Почти всички клетки при този модел демонстрират експресия на Nestin, 

Sox-2, CD133 и CD44. (Gilbert and Ross 2009) 

Друг "междинен модел" използва плаки, покрити с polyHEMA агент, който 

предотвратява адхезията на ГБМ клетките, култивирани в условия за АК с FBS, но без 

фактори. Получават се "серумни сфери" и клетките показват по-силна експресия на 

Nestin, Sox-2 и CD44 в сравнение с традиционните модели на АК и НС. „Серумните 

сфери” не експресират CD133 и показват повишена способност за миграция и 

формиране на клетъчни колонии. (Hong et al. 2012)  

Съществуват данни, че областите различаващи се от най-малигнения фенотип 

генерират по-малко, или изобщо не генерират, както НС, така и АК (Persano et al. 2011)  

Също така Mazzoleni et al. считат, че от един пациент могат да бъдат изолирани 

различни субпопулации ТСК, които са молекулярно и функционално различни, като 

EGFR експресиращите ТСК проявяват най-малигнения функционален и молекулярен 

фенотип. (Mazzoleni et al. 2010)  
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Таблица 2 Сравнение на експресия на маркери, характерни за НСК/ТСК, от клетки, изолирани 

от ГБМ при различни типове клетъчно култивиране. Легенда: + - установена е експресията на 

този фактор; ++ - установена е силна експресия на този фактор; +++ - установена е много силна 

експресия на този фактор; +/- - данните в научната литература са разнопосочни. 

  

Условия за 

клетъчно 

култивиране 

Вид 

растеж 

Експресия на маркери 

Nestin Sox2 CD133 CD44 GFAP 

EGF,  bFGF,  

B27  

НС + + ++ + +/- 

FBS АК +/- +/- +/- + +++ 

EGF, bFGF, B27  

laminin 

АК +++ +++ +++ +++ +/- 

FBS, poly- 

HEMA 

“Серумни 

сфери” 

++ ++ - ++ няма 

данни 

 

 

В заключение би могло да се обобщи, че съшествуват два класически метода за 

култивиране на клетки, изолирани от ГБМ с цел получаване на ТСК. В безсерумна 

среда при наличие на EGF и bFGF клетките формират невросфери, докато в среда със 

серум без наличие на описаните фактори формират адхерентни клетки. Наред с 

класическите подходи съществуват и няколко алтернативни методи на култивиране. 

Въпреки, че в миналото моделът НС се е смятал за най-подходящ за култивиране на 

ТСК, множество по-нови данни оспорват тази концепция. 

 

 

2.3. ГБМ и имунна система 
 

2.3.1. Имунен отговор в ЦНС – особености 

 

Централната нервна система е имунологично привилегирован орган, поради наличието 

на КМБ, но въпреки това много изследвания сочат, че взаимодействието между ИС и 

ЦНС са доста динамични (Barker and Billingham 1977) и се подчиняват на основното 

свойство на ИС да разпознава субстанции, източник на сигнал ”опасност”. Една от 

основните особености, с която се характеризира имунният отговор в ЦНС  е, че ЦНС 

няма дренираща лимфна система или вторични лимфни тъкани и следователно липсва 

лимфоцитен трафик през през кръвно-мозъчната бариера. (Aloisi et al., 2000) Най-нови 

данни, обаче доказват, че дори това не е точно така. (Louveau et al. 2015) Кръвоносните 

съдове в мозъка са покрити с ендотелни клетки, образуващи помежду си здрави връзки 
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(tight junctions), които пречат на пасивния пренос на молекули и селектират клетъчния 

транспорт между мозъчната тъкан и кръвоносната система. (Huber et al. 2001, Grant and 

Janigro 2004) Въпреки описаните особености, данни от доста изследвания при различни 

заболявания сочат, че процесът на инициация на имунна реакция е подобен на този в 

останалите тъкани. Всяка специфична имунна реакция започва с разпознаване, 

процесиране и представяне на антиген от антиген представяща клетка. Установено е, че 

антигените разпознати в ЦНС биват транспортирани до шийните лимфни възли, където  

активират Т клетките, които впоследствие постъпват в мозъчната тъкан. (Bradbury et al. 

1981; Cserr and Knopf 1992; Aloisi et al. 2000; De Vos et al. 2002)  Там те се активират 

допълнително вследствие на антигенно-представяне от локални антиген-представящи 

клетки. Ключов компонент, както в имунния отговор в ЦНС, така и в индукцията на 

толеранс се явяват дендритните клетки. Те са професионални АПК, способни да 

представят различните антигени в комплекс с молекули от major histocompatibility 

complex (MHC) клас I и II, а също и притежават способност за процес известен като 

крос-презентация. Крос-презентацията е уникален процес, при който ДК представят  

екзогенни антигени, ендоцитирани от околната среда (антиген-антитяло комплекси или 

протеини от умиращи клетки) в комплекс с MHC клас I. По такъв начин те са способни 

да активират CD8
+ 

T лимфоцитите. Наред с това ДК секретират цитокини като IL-12 и 

IL-15, които подпомагат активацията на Т, NK и NKT клетките. (Cole 2009; Aggarwal 

and Gehlot 2009; He et al. 2012) В ЦНС, ДК са установени в менингите и plexus 

choroidеus и чрез цереброспиналната течност са способни да мигрират към шийните 

лимфни възли, където да представят антигени. (Mendez-Fernandez et al. 2005; Carson et 

al. 2006; Hatterer et al. 2006) 

В ЦНС около кръвоносните съдове се формира периваскуларното пространство, което 

съдържа популация от клетки подобни на макрофаги, наречени периваскуларни клетки. 

Смята се, че те също имат важна роля за антигенната презентация в шийните лимфни 

възли, както и роля за рестимулация на Т-клетките в мозъка. (Graeber et al. 1992; Weller 

1998) Периваскуларните клетки експресират молекули от MHC клас II и ко-

стимулаторни молекули, както в нормално състояние, така и при възпалителна 

стимулация. (Graeber et al. 1992; De Simone et al. 1995) Смята се, че те достигат 

регионалните лимфни възли и праймират Т-клетките, използвайки периваскуларните 

пространства. Един от доводите подкрепящи идеята, че периваскуларните клетки имат 

функция на АПК, е фактът че те произлизат от моноцит/макрофагиалния ред на 

кръвните клетки. (Lassmann et al. 1993)  
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Т-лимфоцитите са основни участници в имунните реакции в ЦНС. Установено е, че 

наивните Т-лимфоцити не преминават през КМБ, но активираните имат тази 

способност. (Shrikant and Benveniste 1996) Както беше споменато, характерна особеност 

на имунния отговор в ЦНС е и фактът, че Т-клетките трябва да бъдат активирани 

отново от локални АПК, представящи същия антиген. Поради тяхното разположение в 

близост до КМБ и постоянната експресия на MHC клас II периваскуларните клетки са 

най-вероятните кандидати за рестимулация на периферно активираните Т-лимфоцити. 

(Hickey and Kimura 1988) За астроцитите, хетерогенната популация клетки известни 

като микроглията/макрофаги и дори за невроните също се предполага наличие на 

способност за антигенно представяне. Въпреки голямата хетерогенност на клетки 

способни да изпълняват функциите на АПК в ЦНС, през последните години се набляга 

на идеята, че вероятно класическите ДК са основно ангажирани в тази роля. (Greter et 

al. 2005)  

Наред с описаните особености, ЦНС също така се характеризира с ниска експресия на 

MHC молекули върху повечето паренхимни мозъчни клетки и относително висока 

концентрация на анти-инфламаторни цитокини. (Foxwell et al. 1989; Miettinen et al. 

1994)  Счита се, че тези особености осигуряват защита от твърде силен имунен отговор 

и съответно увреждане на мозъчната тъкан. (Barker and Billingham 1977; Gehrmann et 

al. 1995; Carson et al. 2006) 

На този етап от научното развитие все още трудно може да се твърди доколко 

описаните особености на имунният отговор в ЦНС касаят туморните заболявания там. 

Една от основните характеристики на ГБМ е неоангиогенезата. Новообразуваните 

кръвоносни съдове, обаче са значително изменени, със силно разширени или липсващи 

tight junctions, което на практика нарушава КМБ. (Long 1970, Vajkoczy 2000) Това 

откритие е довело до идеята, че нарушената КМБ може да доведе до повишен брой 

лимфоцити в мястото на малигнената формация и съответно до антитуморен имунен 

отговор. Допълнителни изследвания обаче сочат, че туморните клетки съпровождат 

капилярите, разполагайки се успоредно на ендотелните клетки, като изглежда 

разрушават молекули, важни за клетъчния homing на лимфоцитите и за провеждане на 

ефикасен имунен отговор. (Chang et al. 2000; Ransohoff et al. 2003; Di Tomaso 2005) От 

друга страна, редица научни данни сочат, че глиалните тумори секретират хемокини и 

хемокинови рецептори, което на фона на нарушената КМБ вероятно подпомага 

привличане на определени благоприятстващи туморното развитие лимфоцитни 

популации. Изясняването на тези механизми, както и на влиянието на привлечените от 
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ГБМ лимфоцити върху други клетки на ИС биха допълнили знанията за 

взаимоотношенията между компонентите на имунния отговор и глиобластома 

мултиформе. 

 

2.3.2. Основни имуносупресивни механизми, използвани от  ГБМ 

 

При пациенти с ГБМ са добре документирани промени в ИС не само на локално, но и 

на системно ниво. Те се проявяват като нисък брой левкоцити в периферна кръв, най-

често дължащ се на намален брой лимфоцити, промени в периферните кръвни 

мононуклеарни клетки, подтисната фагоцитоза и респираторен взрив, нарушение в 

антигенното разпознаване и нарушени IV тип реакция на свръхчувствителност. (Koev et 

al. 2010; Dimov et al. 2010) Смята се, че един от факторите отговорни за подтиснатия 

имунен отговор на пациенти с ГБМ са ТСК, но за пълното опознаване на механизмите, 

чрез които те влияят на имунните клетки са необходими още изследвания.  

Дълго време изследванията в областта на туморната имунология са били основно 

насочени към изясняване на въпроса дали имунната система може да различи 

нормалните от малигнените клетки и дали реагира срещу тях. (Old 1981) През 1991г. 

Boon и колегите му за първи път клонират човешки туморен антиген и, доказвайки 

експресията му и реакцията срещу него, слагат край на споровете, подкрепяйки 

теорията за имунния контрол на Thomas и Burnet. (Van der Bruggen et al. 1991) 

Впоследствие се идентифицират нарастващ брой тумор специфични антигени, 

разпознавани от придобитата имунна система, а по-късно става ясно, че  и структурите 

на вродената имунна система също разпознават различни молекулярни антигени върху 

раковите клетки. (Van der Bruggen et al. 1991; Rosenberg 1999; Wu and Lanier 2003; 

Dunn et al. 2004) От изследванията проведени през последните две десетилетия учените 

установяват, че туморите успяват да насочат действието на ИС в посока благоприятна 

за тях. Ето защо, въпреки че ИС има капацитета да разпознае малигнените клетки, тя не 

може да противодейства адекватно и да защити организма. 

ГБМ е един от туморите, при които много ясно личи модулацията на ИС. (Dix et al. 

1990; Carpentier et al. 2006; Sampson et al. 2010) Той е съставен от хетерогенни 

клетъчни популации, които не просто улавят сигналите от заобикалящата ги среда, но и 

им отговарят по начин благоприятстващ развитието на тумора. Прието е, че тумор-

асоциираните клетки като васкуларни клетки, микроглия, периферни имунни клетки и 

неврални прекурсори взаимодействат директно с глиобластомните клетки и изпълняват 
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основна роля в развитието на заболяването. (Goffart et al. 2013) Както стана дума, ГБМ 

свързаната локална и системна имуносупресия е добре документирана и основна 

причина за нея е привличането на супресивни клетъчни популации (например: 

толерогенни дендритни клетки, Т регулаторни клетки, myeloid-derived suppressor cells 

(MDSCs), тумор-асоциирани макрофаги (ТАМ)). Наред с това развитието на ГБМ се 

свързва и с намаляване на броя и супресивната активност на цитотоксичните Т-

лимфоцити, дефектната експресия на рецептори от моноцитите и експресия и 

продукция на различни имуносупресивни молекули, както от туморните клетки, така и 

от клетките на ИС. Такива са: transforming growth factor beta (TGF-β), indoleamine-2,3-

deoxigenase (IDO), IL-10, cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4 (CTLA-4), 

programmed cell death protein 1 (PD-1) и др. (Roszman et al. 1991; Woiciechowsky et al. 

1998; Zou et al. 1999; Fecci et al. 2006; Ogden et al. 2006; Rapp et al. 2006; Abe and 

Macian 2013) ГБМ е „способен” така да подбере клетъчните популации, инфилтриращи 

микросредата му, че да избегне ефективен имунен отговор от ИС и дори нещо повече - 

привлечените имунни клетки придобиват такъв фенотип, че на практика подпомагат 

ГБМ растежа и инвазията. Всички тези процеси пречат за осъществяване на ефективен 

имунен отговор и осигуряват безпрепятствено развитие на ГБМ. 

 

2.3.3. Тумор асоциирани макрофаги (ТАМ) 

 

ГБМ е тумор, при който се наблюдава значително присъствие на клетки с миелоиден 

произход в и около него. (Kushchayev et al. 2012; Zhou and Bao 2014) 

Сред тези клетки микроглията и макрофагите изглежда са най-голямата популация, 

като представляват около 30% и липсва разлика в разпределението им в централната и 

периферна области на тумора. Тумор-асоциираните макрофаги биват два вида: 

микроглия произхождаща от локалните в ЦНС макрофаги и туморни макрофаги 

произхождащи от  циркулиращите моноцити. Двете популации клетки е трудно да се 

отграничат, тъй като споделят много клетъчно повърхностни маркери като CD11b и 

Ibal1. (Akiyama et al. 1990; Deininger et al. 2000) При еспериментални модели на глиоми 

микроглията и макрофагите могат да бъдат диференцирани на база повърхностната им 

експресия на CD45 и CD11b, но при използване на тъканни проби тази сепарация не е 

толкова явна. (Roggendorf et al. 1996; Badie and Schartner 2000) Съществува възможност 

част от тумор-асоциираните макрофаги да произхождат и от астроцитите, които са 

придобили макрофагиален фенотип. (Leenstra et al. 1995) Ето защо голяма част от 
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авторите използват термина тумор-асоциирани микроглиа/макрофаги (ТАМ), за да 

обозначат тези хеторогенни  клетъчни популации,  инфилтриращи ГБМ.  

Чрез секреция на различни фактори, включващи хемокини, цитокини и матриксни 

протеини, ГБМ активно привлича и „създава” тумор-асоциирани макрофаги. (Held-

Feindt et al. 2010; Coniglio et al. 2012; Wang et al. 2012; Zhou and Bao 2014) Едни от 

основните хемоатрактанти открити при глиални тумори с участие при привличане на 

ТАМ са CCL2 или monocyte chemotactic protein-1(MCP-1) и MCP-3. (Desbaillets et al. 

1994; Okada et al. 2009) Stromal-derived factor-1 (SDF-1) е друг хемокин участващ в 

привличането на ТАМ при глиоми, като се предполага, че продукцията му е основна за 

процеса в областите с хипоксия и туморна инвазия. (Kioi et al. 2010; Wang et al. 2012)  

Bajetto et al. изследват експресия на хемокини и техните рецептори в тъкани от глиални 

тумори, като установяват експресия на рецептори CXCR1,2,3,4 и 5 при 60-90% от 

изследваната туморна тъкан, както и секреция и  на съответни хемокини IL-8, growth-

regulated oncogene(GRO) 1,2,3, IFN-gamma-inducible protein 10 (IP-10), monokine induced 

by gamma interferon (MIG), stromal cell-derived factor 1 (SDF1) и B cell-attracting 

chemokine 1 (BCA-1) съответно при 16-42% от туморите. Идентифицирането на ГБМ 

специфичните фактори, медииращи хемотаксиса по време на променения 

„антитуморен” имунен отговор, както и на съответните им експресирани рецептори е 

важно за изясняване на молекулярните механизми, които са в основата на 

лимфоцитната инфилтрация в туморната тъкан. Важна особеност на микроглията и на 

макрофагите е, че веднъж привлечени в туморната микросреда под нейно въздействие 

те придобиват фенотип известен като М2. Той се характеризира със секрецията на IL-

10, един от най-супресивните цитокини на имунната система, както и с намалена 

способност за фагоцитоза. Характерна за М2 клетките е и загубата на способността за 

MHC II експресия и съответно липсата на способност за антигенна презентация. Този 

вид клетки се характеризират също така с експресия на маркери, като inducible nitric 

oxide synthase (iNOS), CD163 и CD204. (Yang et al. 2010; Zhou and Bao 2014)  

ТАМ са едни от важните участници в локалната имуносупресия и по този начин 

индиректно подпомагат растежа и инвазията на тумора. (Black et al. 1992) Предполага 

се, че е необходим директен контакт между ТАМ и глиобластомните клетки, за да се 

предизвика напълно имуносупресивен тип микроглия/макрофаги. (Rodrigues et al. 2010) 

От друга страна Wu et al. демонстрират, че ТСК участват активно в превръщане на 

периферни кръвни моноцити в имуносупресивни ТАМ благодарение на секрецията на 

различни фактори като colony stimulating factor (CSF), TGFβ1 и macrophage inhibitory 
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cytokine 1 (MIC-1). Получените от споменатите автори едноклетъчни суспензии от 

ГБМ, в които има малък брой ТСК, не могат да предизвикат промяна във фенотипа на 

моноцитите. За разлика от едноклетъчните суспензии, обаче среда от ТСК култури 

индуцира имуносупресивен фенотип при моноцитите, инхибира фагоцитозата им, 

индуцира секрецията им на имуносупресивни цитокини като IL-10 и TGFβ, засилва 

способността на моноцитите да инхибират Т-клетъчната пролиферация, да 

предизвикват анергия в ефекторните Т-клетки, както и да повишават броя на основните 

Т-регулаторни клетки, известни като Тregs. (Wu et al. 2004; Pollard et al. 2004; Hussain 

et al. 2006; Savage et al. 2008; Parney et al. 2009) Установено е също, че  експресията на 

транскрипционния фактор signal transducer and activator of transcription 3 (Stat3) от 

глиобластомните клетки е важен фактор за реализирането на М2 фенотипа на ТАМ. 

Блокирането на Stat3 в туморните клетки води до възтановяване на способността на 

TAM за фагоцитоза, намаляване на секрецията им на IL-10, и като резултат до 

ограничаване на способността им за имуносупресия. (Zhou and Bao 2014)  

Съществува силна корелация между количеството ТАМ и малигнеността на тумора. 

Счита се, че количеството инфилтриращи ТАМ зависи от типа ГБМ – значително по-

голям брой се наблюдават при мезенхималния тип ГБМ, в сравнение с не 

мезенхималните тумори. (Komohara et al. 2008; Albesiano et al. 2010; Charles et al. 2011; 

Zhou and Bao 2014) Привлечените в тумора най-вече под действието на  SDF-1 ТАМ 

секретират матриксна металопротеиназа 9 (MMP9), което води до повишаване на 

количеството VEGF, като може би по този начин ТАМ проявяват капацитет за 

иницииране на ангиогенеза. (Kioi et al. 2010; Wang et al. 2012;Zhou and Bao 2014) 

Инфилтрация от ТАМ е описана при множество експериментални животински модели 

като: ГБМ при кучета, човешки ксенографски модели в имуно-дефицитни мишки и 

сингенни ГБМ в имунокомпетентни плъхове. Тези данни предполагат универсалната 

роля на ТАМ в развитието на ГБМ. (Zhou and Bao 2014)  

 
2.3.4. Myeloid-derived suppressor cells (MDSCs) 

 

Според някои автори особена форма на ТАМ са т.нар, myeloid-derived suppressor cells 

(MDSCs), като е установено, че ГБМ привлича и този вид клетки. (Rodrigues et al. 2010, 

Wu et al. 2010) MDSCs са хетерогенна популация от зрели и незрели миело-моноцитни 

клетки, които са открити при някои видове ракови заболявания и корелират с тяхната 

тежест. Те имат множество имуносупресивни действия включително засягане на 

антигенната презентация, индуциране на апоптоза в активирани Т-клетки и стимулация 
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на пролиферацията на Тregs. (Almand et al. 2001, Gabrilovich et al. 2009, Ostrand-

Rosenberg and Sinha 2009) При ГБМ е установена ролята на TСК в индукцията на 

MDSCs, като нормални моноцити поставени под въздействие на ТСК придобиват 

MDSCs подобен фенотип, който се характеризира с експресия на CD11b  и намалена 

експресия на CD14. MDSCs се характеризират с понижена експресия на B7-H1 

молекулата, както и с повишена секреция на имуносупресивните IL-10 и TGFb.  Също 

така, при този вид клетки се наблюдава намалена фагоцитна активност, като 

едновременно е повишена способността им да предизвикват апоптоза в активирани Т-

лимфоцити. Подобно на класическите ТАМ, директният контакт между нормални 

моноцити и ТСК е необходимо условие, за пълното придобиване на фенотипа им като 

MDSCs. Циркулиращи MDSCs подобни клетки се наблюдават в повишено количество и 

в периферна кръв на пациенти с ГБМ, което дава основание да се счита, че те участват 

и в системната имуносупресия, наблюдавана при тумора. (Rodrigues et al. 2010) 

 

2.3.5. Дендритни клетки 

 

Дендритните клетки са хетерогенна популация и възоснова на функциите си могат да 

бъдат разделени най-общо на толерогенни (незрели) и имуногеннни (зрели). 

При липса на възпаление или патогенна стимулация повечето ДК в периферните 

тъкани и лимфоидните органи имат отпочиващ (resting), незрял фенотип, който се 

характеризира с повишена ендоцитоза и намалена повърхностна експресия на MHC и 

ко-стимулаторни молекули – CD40, CD80, CD86, както и със секреция на IL-10. Този 

тип дендритни клетки е известен като толерогенен. (Wallet et al. 2005, Van Duivenvoorde 

et al. 2006) При взаимодействие с патоген, проинфламаторни цитокини или CD40L, ДК 

придобиват активиран, зрял фенотип, при което се повишава нивото на MHC и ко-

стимулаторни молекули, както и секрецията на различни провъзпалителни цитокини и 

хемокини (IL-1b, TNFa, IL-6, IL-12). (Alaniz et al. 2004; van Gool et al. 2009) След 

съзряване ДК се насочват към регионален лимфен възел, което води до иницииране на 

Т и В-клетъчния отговор. Този процес се свързва с диференциация на CD4+ Т-

лимфоцити към Тh1 или Th2, активация на CD8+T клетките и повишената им 

цитотоксичност, В-клетъчно съзряване и продукция на антитела, а също и активиране 

на NK и NKT клетки. (MacPherson et al. 1999; Maldonado-Lopez et al. 2001; Dhodapkar  

et al. 2004) Описаният фенотип дендритни клетки, стартиращи имунен отговор се 

определя като имуноген тип. 
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Най-значимите цитокини поддържащи ДК в незрял, толероген фенотип са IL-10 и 

TGFβ. IL-10 се секретира основно от Т-клетки, моноцити, макрофаги и самите ДК 

(Moore et al. 2001), като формираните под действието му толерогенни дендритни 

клетки са способни да потиснат, както CD4+ така и CD8+ Т-клетъчна активация. TGFβ 

се секретира от Т-клетки, моноцити, макрофаги и гранулоцити. Той предизвиква 

потискане на съзряването и активацията на незрелите ДК, а също засяга придвижването 

им, инхибирайки експресията на хемокиновия рецептор CCR7 и потискайки 

способността им за миграция към лимфните възли. (Ellingsworth et al. 1986; Yamaguchi 

et al. 1997; Ogata et al. 1999; MartIn-Fontecha et al. 2003) 

Толерогенните дендритни клетки, които са незрели и полузрели имат способността да 

предотвратяват имунна реакция, потискайки Т-клетъчната активация и/или насочвайки 

Т-клетъчния отговор в посока толеранс. Както става ясно ДК получават сигнали от 

заобикалящата ги среда, които ги насочват по кой път да поемат (имуногенност или 

толеранс). Туморите използват описаните характеристики на ДК, като чрез своите 

антигени, повърхностни рецептори и секреторни фактори, ги насочват в толерогенна 

посока. (Van Duivenvoorde et al. 2006) В резултат се получават ДК, които могат да 

инактивират CD8+ Т-клетки чрез механизъм включващ инхибиторните рецептори PD-1 

и CTLA-4. (Van Duivenvoorde et al. 2006, Abe and Macian 2013) Свързването на PD-1, 

експресиран на повърхността на Т-клетките, със съответните му лиганди – PD-1L и PD-

2L, върху повърхността на ДК води до блокиране на Т-клетъчната пролиферация, 

цитокинова продукция и цитотоксична активност. По този начин се супресира 

активацията, експанзията и функциите на ефекторните Т-клетки. (Riley 2009, Keir et al. 

2006)  

Свързването на комплекса B7-H3, експресиран от ДК от още неустановения му Т-

клетъчен лиганд също играе роля при потискане на активацията на ефекторните Т-

лимфоцити. Друг комплекс, В7-Н4 при свързването си със също неизвестен лиганд 

върху Т-клетката, в условията на антигенна стимулация на Т-клетъчния рецептор, 

предизвиква арест в клетъчния цикъл и потиска пролиферацията и цитокиновата 

продукция на ефекторните Т-клетки. (Leitner et al. 2009; Sica et al. 2003) Дендритните 

клетки експресират на повърхността си и молекула, известна като herpesvirus-entry 

mediator (HVEM), която провежда негативни сигнали към Т-клетките чрез лигандите си 

B- and T-lymphocyte attenuator (BTLA) и CD160. Свързването с BTLA потиска антиген-

зависимата Т-клетъчна активация, а свързването на HVEM с CD160 потиска 

активацията и цитокиновата продукция на CD8+ и активирани CD4+ T-клетки. (Sedy et 
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al. 2005, Cai et al. 2008) Друг дендритно-клетъчен рецептор, свързването на който 

обуславя супресивно въздействие върху Т-клетките, е DEC-205, като връзката с него 

води до  делеция на антиген специфични Т-клетки. (Hawiger et al. 2001) 

Основният механизъм обаче, действащ наред с изброените, чрез който толерогенните 

ДК потискат Т-клетъчната активация, е липсата на т.нар. „втори сигнал”. Известно е, че 

връзката на комплекса В7 (CD80, CD86), експресиран на повърхността на дендритните 

клетки, със CD28, експресиран на повърхността на Т-лимфоцитите, е ключово условие 

за Т-клетъчна активация. Основна характеристика на толерогенните дендритни клетки 

е липсата на В7 експресия, като тази липса води до индукция на анергия във 

взаимодействащата Т-клетка. По този начин въпреки наличието на антигенно 

представяне от страна на ДК, то има като следствие  анергия в ефекторните Т-клетки. 

(Abe and Macian 2013) 

 

2.3.6. Тregs 

 

Tregs (Т-регулаторни клетки) са малка хетерогенна популация CD4+ Т-клетки, които 

имат регулаторни функции и предпазват ИС от прекомерна реакция и автоимунен 

отговор. В периферна кръв те съставляват 5-10% от CD4+T-клетки, като най-

изучавания подклас е CD4+CD25+FoxP3+ Tregs. Те индуцират имунен толеранс, 

инхибирайки съзряването на ДК и способността им да представят антигени, а също 

така и подтискайки Т-клетъчната активация и пролиферация. Т-клетъчната супресия е 

контакт-зависима, но често се медиира и/или от IL-10 и TGFβ. (Sakaguchi et al.2004; 

Jiang et al. 2006; Kmiecik et al. 2013) Наскоро е идентифицирана популация 

CD8+CD25+ клетки, способни да супресират пролиферацията на алогенни и автоложни 

Т-клетки чрез контакт-зависим механизъм. (Cosmi et al. 2003, Wei et al.2005) Друга 

популация Тregs, която някои автори описават, включително в  ГБМ обкръжението е 

CD8+CD28
-
FoxP3+. Тази популация се индуцира от тумора и медиира формирането на 

толерогенни АПК чрез повишаване на инхибиторните им рецептори, понижаване на 

експресията на ко-стимулаторните им молекули и наличие на силна повърхностна 

експресия на CD73, която може да доведе до Т-клетъчна супресия при взаимодействие 

на АПК с Т-лимфоцитите. (Jeffes et al. 1993; Purdy and Campbell 2009; Hausler 2011) 

Нови изследвания показват, че намалената експресия на рецептора за IL-7 – CD127 

може да разграничи Тregs от останалите Т-клетки със същата ефективност, както и 

класическия им интрацелуларен маркер FoxP3 (Simonetta et al. 2010) 
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Тregs не са открити в нормална мозъчна тъкани и много рядко се откриват при 

нискостепенни глиални тумори и олигодендроглиоми. (Heimberger et al. 2008; Jacobs et 

al. 2009), но за сметка на това присъстват в ГБМ обкръжението. Имунохистохимични 

данни показват, че Tregs инфилтриращи мозъчни тумори са локализирани основно в 

периваскуларните пространства и малка група е открита дълбоко в туморната маса. 

Тези клетки винаги се намират в близост до останалите лимфоцити, като се предполага, 

че това се дължи на контакт зависимото им действие. Акумулацията на Tregs силно 

корелира със степента на малигненост на туморите. (Grauer et al. 2007, Jacobs et al. 

2009) Tregs при ГБМ експресират изключително високи нива на маркерите FoxP3 и 

CTLA-4 в сравнение със същата лимфоцитна популация в кръвта. Смята се, че до 

голяма степен инфилтрация на ГБМ от Tregs се дължи не на тяхната пролиферация в 

туморната микросреда, а на секрецията на цитокини основно от ТСК, които привличат 

тези клетки. (Jacobs et al. 2009) Счита се, че активацията на транскрипционния фактор 

Stat3 в ТСК води, както до потисната Т-клетъчна активация и засилена Т клетъчна 

апоптоза, така и до привличане на Тregs в туморното обкръжение. (Dimov et al. 2010) 

Съвременни изследвания in vivo показват, че намаляването на Tregs в туморното 

обкръжение медиира регресия на тумора. (Curiel et al. 2006; Motoyoshi et al. 2006; 

Sharabi and Ghera 2010; Kmiecik et al. 2013) Освен, че Тregs инфилтрират малигнените 

глиоми, е установено, че техният брой в периферна кръв на пациенти с ГБМ е повишен 

на фона на общо намалени CD4+ T-клетки. Въпреки това данните за корелация между 

преживяемостта на пациентите и броя Тregs все още са разнопосочни. (Fecci et al. 2006; 

El Andaloussi and Lesniak 2007; Heimberger et al. 2009)  

Доста съвременни изследвания са фокусирани върху взаимоотношенията между 

туморните стволови клетки, Tregs и останалите тумор инфилтриращи 

имунокомпетентни клетки.  

Един от основните начини, по който ДК индуцират имунен толеранс в туморната 

микросреда, е чрез участието им във формирането на Тregs, като този процес се 

медиира както от секреторни фактори, така и от прякото взаимодействие между 

клетките. Някои от секреторните дендритно-клетъчни фактори, участващи в 

индукцията на Тregs са IL-10, TNFα, TGFβ, IL-2 и IDO. (Mellor and Munn 2004; 

Ghiringhelli et al. 2005; Awasthi et al. 2007; Mahnkete et al. 2007) Наред със секреторните 

фактори, съществува и пряк контакт между някои молекули, експресирани на 

повърхността на дендритните клетки и Т-лимфоцитите, в резултат на взаимодействието 

на които, Т лимфоцитите се диференцират по посока Тregs. Пример за такъв е 
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взаимодействието между PD-1 рецептор върху наивните Т-лимфоцити, който се 

свързва с PD-1L и PD-2L на повърхността на ДК, като при наличие на TGFβ се стига до 

формиране на Tregs. (Francisco et al. 2009) Толерогенните ДК са способни да превърнат 

също и ефекторни Т-клетки в регулаторни такива, чрез експресията си на два рецептора 

– ILT3 и ILT4, които се свързват със съответните им Т-клетъчни лиганди и 

предизвикват тази трансформация. (Manavalan et al. 2003) 

Взаимоотношенията между дендритните клетки и Tregs са сложни и многопластови. 

Двата вида клетки чрез преките си контакти, както и чрез цитокини, взаимно 

поддържат своя регулаторен фенотип. Като пример за това служи връзката CTLA-4 на 

повърхността на T-клетките с В7 комплекса на повърхността на дендритните клетки. 

Тази връзка води до формиране на толерогенни ДК, които чрез автокринната си 

секреция на IFN-γ (Logue and  Sha  2004), водят до последвала секретирация на IDO 

(Grohmann et al. 2002). IDO, от своя страна, участва в образуване на Т-регулаторни 

клетки. Успоредно с това IDO е ензим, който катализира аминокиселината триптофан 

до N-formyl-kynurenine и различни други метаболити, като по този начин Т-

лимфоцитите стимулирани от IDO секретиращи ДК, претърпяват бърза клетъчна смърт 

чрез апоптоза. Важно е да се отбележи, че изчерпването на триптофан в околната среда 

има силен ефект върху Т-лимфоцитите, който експериментално може да бъде обърнат 

чрез добавяне на екзогенен триптофан. (Munn et al. 1999; Grohmann et al. 2001; Munn D. 

et al. 2002)  

 

 

2.4. Мезенхимните стволови клетки (МСК) 

 

 

Макар и все още изключително малко на брой има проучвания, които изказват 

становище, че клетки с характеристика на мезенхимни стволови клетки могат да се 

свържат с имунната супресия осъществявана от туморното клетъчно обкръжение. От 

друга страна съществуват аналогии между МСК и in vitro модели, целящи изолирането 

на ТСК при глобластома мултиформе (Nakahata et al. 2011) 

Мезенхимните стволови клетки (МСК) са фибробластоподобни, мултипотентни 

стволови клетки, които са способни на самообновление и диференциация в клетки, 

произлизащи от мезодермалния ред – до остеоцити, хондроцити, адипоцити, миоцити и 

тендоцити. Критериите за определяне на едни клетки като МСК са 1) способност за 
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адхезия към твърда повърхност, 2) потенциал за диференциация в остео-, адипо- и 

хондроцити, 3) експресия на характерни повърхностни молекули – над 95% от МСК 

експресират CD105, CD90, CD73 и са негативни за CD45, CD14 и CD34. МСК 

експресират MHC I, но не и MHC II, както и не експресират основните костимулаторни 

молекули необходими за имунния отговор – CD80, CD86 и CD40, като това определя 

техният неимуногенен фенотип. Характерни свойства за тези клетки са пластичност и 

трансдиференциация, определени като плурипотентност и способност за 

дедиференциация и редиференциация в нова посока, дори в клетки от немезодермален 

произход. (Bassi et al. 2011) Основните свойства на МСК в организма са да регулират 

хематопоезата, да секретират фактори, подпомагащи зарастването на рани, да 

контролират възпалението и тъканната регенерация и да стимулират ангиогенезата. 

Фундаменталният механизъм за поправка на увреждания се извършва от МСК, които 

мигрират от околните области и костния мозък в увредената тъкан. Тези клетки 

действат чрез освобождаване на разтворими фактори и чрез клетъчен контакт. Те 

въздействат и върху клетките на имунната система като подтискат възпалението и 

инхибират имунния отговор. МСК оказват имуносупресивен ефект, насочвайки 

имунокомпетентните клетки към развитие на имунен толеранс. Този ефект се 

осъществява чрез пряко въздействие върху ефекторните клетки (B-,T-, NK-клетки и 

фагоцити) или чрез индиректно въздействие чрез други клетъчни регулатори на 

имунния отговор. Взаимодействието на В-клетки с МСК води до намалена клетъчна 

пролиферация, миграция и продукция на имуноглобулини, докато действието върху Т-

лимфоцитите се изразява в потискане на тяхната активация, пролиферация и 

диференциация до ефекторни клетки.   По отношение на NK клетките, МСК могат да 

променят фенотипа, да подтиснат цитотоксичността, пролиферацията и цитокиновата 

им секреция. (Selmani et al. 2008; Ben-Ami et al. 2011) При взаимодействие с 

неутрофили МСК потискат миграцията им и способността им да извършват 

респираторен взрив, като се смята, че отговорен за това е секретираният от МСК 

prostaglandin E2 (PGE2). (Selmani et al. 2008, Djouad, F. et al. 2009)  

Индиректният ефект върху ИС МСК осъществяват чрез въздействие върху други 

имунорегулаторни клетки като ДК и Тregs. Под влияние на МСК се инхибира 

диференциацията на моноцитите до ДК, засяга се основната им функция за представяне 

на антигени, намалява се секрецията на хемокини и се повлиява цитокиновият профил 

на ДК към секреция на антиинфламаторни цитокини. По този начин се намалява 

способността на ДК да активират Т-клетките и имунният отговор се насочва към Th2 
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тип. (Jiang  et al. 2003; Ivanova-Todorova et al. 2009) МСК под влияние на IFNγ насочват 

Т-лимфоцитите към диференциация в Tregs. За едни от основните фактори секретирани 

от МСК и насочващи Т-клетките към формиране на Тregs, се смятат CCL-2, HLA-G5 и 

IL-6. (Djouad et al. 2007; Selmani et al. 2008; Ben-Ami et al. 2011) 

МСК въздействат върху клетките на ИС чрез пряк контакт или чрез секреция на 

цитокини. Този процес се извършва на два етапа: 1) МСК секретират хемокини, чрез 

които привличат клетките на ИС и 2) МСК секретират имуносупресивни фактори и/или 

осъществяват клетъчен контакт с имунните клетки. Основните фактори секретирани от 

МСК са TGFβ, IDO, PGE2, HLA-G5, IL-6, IL-10. (Kyurkchiev et al. 2014) 

През 2012 година мезенхимни стволови клетки са демонстрирани в нормалната 

мозъчна тъкан от Paul et al. Изследователите установили, подгрупа от клетки 

наподобяващи перицити, които съпровождат мозъчната микроваскулация в определени 

области на мозъка. За разлика от перицитите, обаче тези клетки експресират много от 

мезенхимните маркери, докато експресия на ендотелни, микроглиални, хемопоетични, 

и глиални маркери липсват. Освен това, тези клетки имат характеристики на стволови и 

показват способност да се диференцират до клетки от мезодермалния ред. (Paul. et al. 

2012) Тези резултати показват, че МСК присъстват в периваскуларното пространство 

на нормалната мозъчна тъкан. Тъй като е известно, че МСК мигрират към места на 

тъканно увреждане, логично е да се предположи, че тези орган-специфични МСК могат 

да играят вероятно непряка роля във възстановяването на мозъчната тъкан. (Wu et al. 

2007; Paul et al. 2012) 

Приликите между тумори и хронични рани са добре установени, като се има предвид 

увреждането на околната стромална структура, която се наблюдава при малигнения 

растеж. (Dvorak 1986) Затова е логично да се предположи, че МСК биха могли да се 

придвижат до туморите, за да участват във възстановяването на тъканта. През 2001 г. 

Wallace et al. за първи път идентифицират МСК в първичните огнища на мултиплен 

миелом. Интересното е, че homing ефектът наблюдаван при МСК насочва научните 

проучвания към изследване на употребата им като вектор за антитуморни фактори като 

IFNβ. (Studeny et al. 2004) На базата на тези данни сега МСК се приемат като компонент 

от туморната строма. 

През 2006 г. Tso et al., използвайки real-time количествен RT-PCR и имунохистохимия, 

установяват, че една субпопулация от първичните ГБМ тумори и получените от тях 

туморни клетъчни линии експресират клетъчни и молекулни маркери, които са 

свързани с МСК. Tissue microarray анализът потвърждава високата честота в 
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експресията на МСК-свързани маркери при първичен ГБМ в сравнение с вторичен или 

нормалната мозъчна тъкан. Първични ГБМ клетъчни линии, когато са третирани с 

адипогенна, остеогенна или хондрогенна индукционна среда, са способни да 

диференцират до съответните клетъчни типове от мезенхималния ред. Авторският екип 

предполага, предвид получените резултати, че най-малко една клетъчна субпопулация 

в ГБМ може би използва МСК-подобна програма, за да реализира малигнен фенотип. 

(Tso et al. 2006) Някои изследвания потвърждават наблюденията, че МСК имат широка 

роля при глиални тумори, като смятат, че в зависимост от условията на околната среда 

МСК могат да освобождават тумор-потискащи или тумор-поддържащи фактори. 

Произходът на тумор-асоциираните МСК може да бъде от привлечени локални МСК в 

туморната периваскуларна ниша или от такива привлечени от костния мозък. 

Установено е, че ТСК продуцират някои хемотаксисни фактори, които подпомагат 

привличането на МСК в първичните туморни огнища. (Dwyer et al. 2007) 

 

 

2.5. ГБМ инфилтриращи ефекторни клетки 
 

 

Наред с описаните клетки осъществяващи супресорни функция върху имунната 

система, факт е, че сред тумор-инфилтриращите клетки се наблюдават и такива с 

ефекторно антитуморно действие. Основен въпрос в туморната имнунология, и в 

частност при антитуморния имунен отговор срещу ГБМ е доколко клетъчните 

ефекторни популации са ефективни срещу малигнените клетки. Както при всички 

тумори, така и при глиобластома мултиформе, основния антитуморен имунен отговор 

се осъществява от цитотоксичните Т-лимфоцити и от NK-клетките. 

 

2.5.1. T-клетки 

 

Поради наличие на КМБ, както беше споменато по-горе ЦНС е орган, в който 

имунните реакции имат някои особености. Когато са активирани от специфични 

антигени в ЦНС, представени им в шийните лимфни възли, Т-клетките, могат да 

преминават кръвно-мозъчната бариера. Също така нарушената КМБ е основна 

характеристика при развитието на ГБМ, което позволява навлизане на Т-лимфоцитите в 

засегнатата област и, теоретично, осъществяване на ефективен имунен отговор. (Lohr et 
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al. 2011) На практика, обаче Т-клетките се оказват една от основните цели на тумор-

асоциираната имуносупресивна микросреда. Един от основните механизми, който може 

да превърне антиген-специфичния отговор срещу туморите в неефективен е 

индуциране на  анергия в Т-клетките. (Staveley-O’Carroll K. et al. 1998) Aнергията в Т-

лимфоцитите е описана като процес на селективно инактивиране (самоизключване), в 

резултат от активиране на Т-клетъчния рецептор (TCR) в отсъствието на подходяща ко-

стимулация (основно чрез липса на CD28 стимулиране). (Jenkins M.K. et al. 1990) 

Описани са няколко форми на Т-клетъчна анергия, всяка срещаща се при определени 

условия и в отговор на различни стимули. Докладвано е, че анергията е типичен 

процес, който се срещат в Т-клетки, инфилтриращи злокачествени тумори, (Staveley-

O’Carroll K. et al. 1998) и се смята, че имуносупресивното естеството на туморната 

микросреда е отговорно за това. По-специално, наличие на незрели дендритни клетки, 

характеризиращи се с липса на В7 комплекс, който да комуникира със CD28 води до 

неефективно (от гледна точка на индукция на имунен отговор) представяне на туморни 

антигени. (Sotomayor E.M. et al. 2001) По този начин субоптималното антигенно 

представяне, при липса на ко-стимулация, води до индуциране на Т-клетъчна анергия. 

Този процес засяга, както CD4+ така  и CD8+ Т-клетъчните популации и е описан, 

както при солидни, така и при хематологични тумори. (Cuenca A. et al. 2003; Mescher 

MF et al. 2007) Анергия също така се предизвиква и поради липсата на ко-

стимулаторни молекули, експресирани върху самите туморни клетки  (Van Gool et al. 

1996; Van Gool et al. 2000) Въпреки описаните механизми, обуславящи функционална 

супресия в Т-клетките, се наблюдава положителна корелация между CD3+CD8+ Т-

клетъчна инфилтрация в ГБМ и повишена преживяемост на пациентите. (Kmiecik et al. 

2013) 

 
2.5.2. NK- клетки 

 

Сред цитотоксичните клетки NK-клетките представляват най-ефективния компонент от 

защитата срещу туморни образувания и са подходящи кандидати за адоптивна 

имунотерапия. (Castriconi et al. 2009) Основен стимул за действието им е липсата или 

намалената експресия на MHC молекули при туморните клетки. (Gomez and Kruse, 

2006)  NK-клетките представляват приблизително 2 % от всички инфилтриращи  ГБМ 

имунни клетки и се характеризират с  предимно CD56
dim

CD16
negative

 фенотип.  При 

други тумори за този фенотип е доказано, че отговаря на силно активирана NK  
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клетъчна популация.  (Levy et al. 2011) Grzywacz et al., 2007 докладват, че при 

инкубация с туморни клетки NK-клетките намаляват експресията си на CD16, т.е. те се 

активират. В подкрепа на това са и данните, че в туморното обкръжение NK клетките 

експресират широк набор от активиращи рецептори, като лигандите за някои от тях се 

експресират от туморни клетки. Такива са например NK-клетъчния активиращ 

рецептор DNAX Accessory Molecule-1 (DNAM-1), разпознаващ poliovirus receptor (PVR) 

и Nectin-2, както и NKG2D (експресиран и от Т-клетки), взаимодействащ с MHC class I 

polypeptide-related sequence A/B (MICA/B) и UL16 binding proteins (ULBPs). (Castriconi 

et al. 2009) 

NK-клетките експресират и инхибиращи рецептори, разпознаващи собствени MHC 

клас I молекули, както и скоро откритите leukocyte inhibitory receptors (LIR) и ILT, като 

вследствие на това взаимодействие се генерират инхибиторни сигнали, 

възпрепятстващи NK-клетъчната активация. Типът и броят на рецептор/лиганд 

взаимодействията са определящи за активацията на NK-клетките спрямо потенциалната 

цел. (Castriconi et al. 2009)  

Резултатите получени от различните научни екипи относно експресията на MHC 

молекули от ГБМ и активацията на NK клетки са разнопосочни. Описано е, например, 

че при туморните клетки на ГБМ липсват класически МНС клас I молекули за сметка 

на експресията на MHC-E и MHC-G, които се свързват с инхибиторни рецептори на 

повърхността NK клетките. (Mittelbronn et al. 2007) Purdy и Campbell, 2009 изследват 

ГБМ клетки за наличие на повърхностни молекули, за които е известно, че активират 

или инхибират NK клетки. Те съобщават, че по-голямата част от туморните клетки са 

положителни за класическите HLA-A,B,C, които ги предпазват от NK-клетъчно 

медиираната цитотоксичност. Същият екип изследва експресията на MICA и MICB — 

лиганди за активиращия рецептрор NKG2D експресиран върху NK и CD8 T-клетки. 

Резултатите показват, че всички туморни клетки са негативни за MICB, но някои 

експресират MICA, което потенциално може да доведе до активиране на Т и NK 

клетки. (Kmiecik et al. 2013) Според данните, получени от Castriconi et al. всички 

култивирани ГБМ клетъчни култури експресират класически (HLA-A, -B, -C) и 

некласически (HLA-E) клас I MHC молекули, но техните нива са прекалено ниски, за да 

осигурят защита на туморните клетки от NK лизис. Те също докладват, че клетките от 

всички изследвани ГБМ експресират PVR и Nectin-2, които са лиганди за DNAM-1 

активиращия рецептор на NK и че ГБМ клетки, показващи свойства, характерни за 

стволови клетки, са силно податливи на лизиране от алогенни и автоложни активирани 
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NK-клетки. Противоречивите данни относно активацията и/или инхибицията на NK 

клетките при взаимодействието им с клетките на ГБМ трудно може да се тълкува 

еднопосочно. Вероятно двата процеса на активация и съответно туморно лизиране, 

както и на инхибиция със съответното потискане на NK клетъчната цитотоксичност се 

осъществяват едновременно и успоредно, с различни количествени характеристики. 

Множество от данните, покрепящи тезата за антитуморен клетъчен имунен отговор при 

ГБМ, показват, че част от туморните клетки експресират Fas, които представлява 

потенциална цел за Fas-медиирана апоптоза, осъществявана, както от CD8+ 

цитотксичните лимфоцити, така и от NK клетките. Туморните клетки от своя страна не 

експресират FasL, което предполага, че те не могат да индуцират Fas-медиирана 

апоптоза в ефекторните популации. (Gomez and Kruse 2006) 

 

 

2.6. Секреция на имуносупресивни фактори – цитокини 
 

 

Цитокините са хетерогенна група мултифункционални белтъчни вещества, които 

участват в растежа, диференциацията, комункацията и активацията на нормалните 

клетки. Цитокините осъществяват своя ефект чрез свързване с високо специфични 

мембранно-клетъчни рецептори, които провеждат сигнала чрез тирозин кинази или 

други вторични месинджъри, пренасящи сигнала до ядрото на клетката, задействайки 

транскрипционните системи там. (Westermark et al. 1985; Szelenyi 2001; Borish and 

Steinke 2003) Правени са множество опити за разделяне  на цитокините на про- и 

антиинфламаторни, като този вид разделяне, въпреки че е твърде относително и трудно 

може да се свърже с реалното многопластово цитокиново действие, е удобно за 

употреба и се използва широко в класификацията на цитокините. По отношение на 

секретираните цитокини Т-хелперните клетки биха могли да се разделят на Th1, Th2, 

Th3, Тh9, Th17, Th22, Tregs. (Raphael et al. 2015) Всеки от изброените видове Т-хелпери 

чрез цитокиновата си секреция се свъзрва с регулацията на определен компонент от 

имунната система. Традиционно се счита, че за ефективен  антитуморен имунен отовор 

е необходимо наличие на Th1 цитокини, контролиращи клетъчния цитотоксичен 

имунен отговор. Наред с това цитокиновата секреция е един вид средство за 

комуникация в туморната микросреда. (Iwami et al. 2011) 
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При пациенти с ГБМ, както вече казахме, се наблюдава супресия на клетъчно 

медиирания имунитет, както на локално, така и на системно ниво, като  този процес е 

свързан с освобождаването на различни имуносупресивни фактори. Характерно за 

туморната микросреда при ГБМ е промяната на цитокиновата секреция от Th1 имунен 

отговор към Th2 и  повишената секреция на антиинфлaматорни  цитокини. (Piperi et al. 

2005) Предполага се, че невъзможността на ИС да се справи с туморните клетки може 

от части да се дължи на тумор асоциираната цитокинова дисрегулация. (Hao et al. 2002) 

Съществуват множество доказателства за активна секреция от ГБМ на фактори, които 

инхибират и променят Т-клетъчните функции, както на локално, така и на системно 

ниво. Изследвания със супернатанти от ГБМ клетъчни култури показват потискане на 

Т-клетъчните функции на лимфоцити, получени от здрави донори. (Taniguchi et al. 

2000) 

Изследванията също така демонстрират, че за разлика от други мозъчни тумори, серум 

от пациенти с ГБМ супресира митогенната активност на автоложни нормални 

лимфоцити. (Young et al. 1976; Levy 1978) Хирургическото отстраняване на туморната 

маса води до частично възтановяване на Т-клетъчните функции in vitro и пълно 

възтановяване на експресията на MHC клас II молекули от кръвните моноцити. 

Oбратно – възобновяването на туморния растеж е асоцииран отново с потискане на 

имунните клетки в периферната кръв. (Brooks et al. 1981, Woiciechowsky et al. 1998) 

Счита се, че степента на Т-клетъчна супресия корелира с туморната големина поради 

засилената цитокинова секреция от по-голямото количество малигенени клетки. (Dix et 

al. 1999)  

Част от преполагаемите фактори, които въздействат върху супресията на имунния 

отговор при ГБМ, са TGFβ 1,2,3, PGE2, IL-6, IL-10, Gangliosides (GANGs). Твърде 

вероятно е тези фактори да действат в сложна комуникация помежду си, доказателство, 

за което е, че  добавянето на пречистени цитокини като IL-10 или TGFβ не дава същия 

имуносупресивен ефект върху Т-клетките, както добавянето на супернатанта от ГБМ 

култури. (Roszman et al. 1987; Elliott et al. 1992) От казаното става ясно, че са 

необходими допълнителни изследвания относно разтворимите фактори, чрез които 

туморът действа върху различните клетъчни субпопулации в микросредата му.  
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TGFβ 

 

ГБМ клетките синтезират и секретират няколко форми на TGFβ – TGFβ1, 2 и 3. Този 

цитокин има способността да потиска експресията на повърхностни молекули от 

моноцитите, както и цитокиновата секреция и цитотоксичността на Т-клетките. 

(Bodmer et al. 1989; Golestaneh and Mishra 2005; Kaminska et al. 2005) TGFβ е фактор, 

описан при ГБМ през 1987 от Wran и колеги именно като Т-клетъчен супресор. Този 

растежен фактор контролира много от клетъчните функции като пролиферация, 

диференциация, миграция, адхезия, ангиогенеза и преживяване при нормални клетки. 

(Wrann et al. 1987) Той осъщесвява функциите си, свързвайки се със специфичните си 

рецептори – T-bRs, които комуникират с цитоплазмени медиатори, наречени Smads. 

(Derynk et al. 2003). TGFβ не се секретира нормално в мозъчната тъкан, но при ГБМ е 

установена свръхекспресията му. Той може да супресира или активира туморния 

растеж в зависимост от стадия на туморното развитие, като секрецията му се асоциира 

с по-лоша прогноза в напреднал стадий на заболяването. (Rempel et al. 2000;  Curtin et 

al. 2005; Hau et al. 2011) TGFβ, също така засилва продукцията на екстрацелуларен 

матрикс и засилва ангиогенезата, като едновременно потиска антитуморния ИО. (Curtin 

et al. 2005) TGFβ е част от Th3 клетъчния отговор, който се характеризира със силна 

имуносупресивна активност, специфично срещу тумор инфилтриращите Т-клетки (Hao 

et al. 2002) и се приема за основен секреторен фактор потискащ Т-лимфоцитите при 

ГБМ. (Strege et al. 2004) Изследвания върху Т-клетъчната пролиферация, използващи 

неутрализиращи TGFβ антитела, обаче показват, че самостоятелното му действие в тази 

насока е доста преувеличено. (Piperi et al. 2005)  

 

IL-10 

 

IL-10 е 17-21kDa анти-инфламаторен цитокин, секретиран от активирани Т- и В-клетки, 

моноцити, дендритни клетки, макрофаги и някои ракови клетки. (Fiorentino et al. 1989; 

Mocellin et al. 2004; Mocellin et al. 2005) Наред с това, той е и Th2 цитокин, които има 

способността да инхибира синтеза на IFN-γ, IL-1α,β, IL-6, IL-8, granulocyte-colony 

stimulating factor (G-CSF) и granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) 

от активирани моноцити и лимфоцити. (Cassatela et al. 1993) IL-10 също може да 

намалява капацитета за антигенна презентация на моноцитите и дендритните клетки, 

чрез подтискане на MHC клас II молекулите и В7 комплекса, което индиректно 
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възпрепятства антиген-стимулираната пролиферация на Т-клетките и продукцията на 

IL-2. (Hishii et al. 1995; Moore et al. 2001; Zhu et al. 2012) Глиомите синтезират и 

секретират IL-10, а експресията на IL-10 mRNA нараства сигнификантно на туморната 

степен на малигненост – 4% при степен II срещу 87,5% при степен III-IV. (Huettner et 

al. 1997) IL-10 се секретира от глиомни клетки in vitro, както и от ГБМ, като във втория 

случай води до инхибиране на IFNγ и TNFα и до усилване на туморната прогресия. 

(Huettner et al. 1995) Секрецията на IL-10 може да бъде и индиректна, като е описано, 

че туморни фактори могат да я предизвикват от макрофаги и микроглия. След in vitro 

стимулация на моноцити, изолирани от пациенти с глиоми, със супернатанта от 

глиомни клетъчни култури, моноцитите започват да секретират IL-10, като това не се 

случва с моноцити, изолирани от здрави донори. (Zou et al. 1999; Iwami et al. 2011)  

Има изследвания, които показват, обаче че не всички функции на IL-10 са свързани с 

имунна супресия. Съобщено е, че той може да усили функциите на В, NK и CD8+ T-

клетки при животински модели на инфекциозни заболявания. (Iwami et al. 2011) Има 

автори, които твърдят, че IL-10 секретиращите CD4+ Т-клетки медиират туморното 

отхвърляне. (Segal et al. 2002) Във всички случаи са необходими още изследвания за 

функциите на този цитокин. 

Наред с наличието на описаните антиинфламаторни и индуциращи толеранс цитокини, 

в туморното обкръжение са установени и класически проинфламатрони секреторни 

фактори като IL-1, IL-6 и IL-8, които активират Stat3/NF-kB сигналните пътища, както в 

туморните, така и в асоциираните клетки. Активацията на тези пътища, от своя страна 

води до продукция на други цитокини, които поддържат самообновлението на ТСК, 

както и на други туморни клетки. (Korkaya et al. 2011) Секретираните 

проинфламаторни цитокини и пътищата, които те регулират, приличат на тези 

активирани по време на хронично възпаление и може би представляват връзка между 

процеса на възпаление и раковите заболявания. (Korkaya et al. 2011) Оказва се, че 

Stat3/NF-kB сигналните пътища имат изключително важна роля в индуцирането и 

поддържането на проканцерогенна възпалителна микросреда и при инициирането на 

малигнена трансформация и туморна прогресия. (Dunn et al. 2002; Pardoll 2003; Zou 

2005)  
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IL-1 

 

IL-1 семейството се състои от IL-1α и IL-1β, както и от IL-1 рецепторния антагонист 

(IL-1Ra). Тези цитокини се секретират в резултат на инфекция или тъканна увреда и, 

свързвайки се с рецепторите си, активират NF-kB и в последствие обуславят секреция 

на IL-6 и IL-8. Локалната секреция на IL-1 от тумор-асоциираните макрофаги при 

злокачествени клетки предизвиква ангиогенеза, туморен растеж и метастазиране. 

Блокирането на IL-1 рецептора инхибира тези процеси при миши модели. (Gery and 

Waksman 1976; Voronov et al. 2003; Sun et al. 2014) Нормални мозъчни клетки също са 

способни да продуцират този цитокин, а IL-1β е един от често секретираните от ГБМ 

цитокини. (Yamanaka et al. 1994) Все повече изследвания сочат, че IL-1β участва в 

прогресията на ГБМ, взаимодействайки директно с туморните клетки по автокринен 

механизъм. Този цитокин активира разнообразни интрацелуларни пътища с различно 

участие в развитието на тумора. IL-1β повишава експресията на MMP-9 и засилва 

инвазивността на ГБМ клетъчни линии, а също така стимулира продукцията им на IL-6 

и IL-8. (Sarkar and Yong 2009; Yeunget al. 2012) Действието на IL-1β също не следва да 

се тълкува еднозначно, тъй като първоначалните данни за него са за супресивно 

действие върху ГБМ. (Sun et al. 2014) Повишената му секреция се свързва с по-добър 

клиничен ход, а при ГБМ клетъчната линия GL15 системното третиране с IL-1β води до 

ДНК нарушения на ТСК и предизвиква апоптоза в тях. (Castigli et al. 2000; Cuny et al. 

2002; Sharma et al. 2011) Sun et al. установяват, че IL-1β инхибира Hypoxia-inducible 

factor 1 (HIF-1) и adrenomedullin (AM), които имат протективно действие срещу 

хипоксия-индуцираната апоптоза при глиобластомни клетки и по този начин съдейства 

за апоптозата на туморните клетки. (Sun et al. 2014) От казаното до тук може да 

предположим, че участието на този цитокин в прогресията на ГБМ е комплицирано и 

зависи от различни фактори като степента на хипоксия и експресията на други белтъци.   

 

IL-6 

 

IL-6 е плейотропен цитокин, който играе ключова роля в имунорегулацията.  Секретира 

се от неврони, микроглия, мезенхимни стволови клетки, астроцити, моноцити и 

макрофаги. (Samaras et al. 2007; Hao et al. 2007; Samaras et al. 2009.) При 

хомеостатични условия IL-6 участва в В-клетъчното съзряване и индукцията на остър 

възпалителен отговор. (Van Wagoner and Benveniste 1999; Tanabe et al. 2010) В ЦНС 
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има ключова роля в индукцията и модулацията на реактивната астроглиоза, 

патологичния възпалителен отговор и протекцията на нервната система при инфекции, 

травматично мозъчно увреждане и исхемия. Повишени нива на IL-6 се свързват с 

хронични възпалителни състояния, а при раково болни – с по-ниска преживяемост. 

Повишените нива на този цитокин корелират с хистологичната тежест на неоплазията. 

(Van Meir et al. 1990; Scheller et al. 2006; Samaras et al. 2007; Wang et al. 2009; Bromberg 

et al. 2009) При болни от рак на гърдата е установено, че IL-6 директно регулира 

самообновяването на ТСК, чрез задействане на Stat3 от IL-6R/GP130 комплекса. 

(Sansone et al. 2007) Stat3 активацията води до активация на NF-kB и секреция на 

допълнителни количества IL-6 и IL-8. Liu et al. 2011 установяват, че при болни от рак 

на гърдата се наблюдава привличане на костномозъчни мезенхимни стволови клетки 

(КМ-МСК) по градиента на IL-6 и че този цитокин е ключов компонент в 

поддържането на туморната маса чрез КМ-МСК и ТСК. Една важна функция на IL-6 e 

потискането на диференциацията на дендритните клетки, което определя толерогенния 

им фенотип. (Jiang et al. 2006, Kyurkchiev et al. 2014) 

IL-6 заедно с рецептора си, е силно експресиран от ГБМ тумори и клетъчни линии 

Установено е, че в ГБМ микросредата този цитокин се секретира главно от туморните 

клетки, макрофагите и в зоните на исхемична некроза. IL-6 е един от главните 

участници в развитието на ГБМ чрез спомагане на ангиогенезата, клетъчната 

пролиферация и устойчивостта на апоптоза и радиация. (Goswami et al. 1998; 

Weissenberger et al. 2004; Saidi et al. 2009; Reynes et al. 2011) Загубата на IL-6 

сигнализацията може да предпази миши модели от развитие на мозъчен тумор, поради 

загуба на Stat3 активацията на ГБМ клетките. (Wang et al. 2009). В допълнение – 

периферните моноцити при пациенти с ГБМ секретират значително по-високи нива IL-

6 в сравнение със здрави контроли. (Samaras et al. 2007) 

 

IL-8 

 

IL-8 е провъзпалителен цитокин, който обуславя различни биологични процеси, като 

хемотаксис на неутрофили и ангиогенеза. Той активира множество интрацелуларни 

сигнални пътища чрез свързване със специфичните си рецептори CXCR1 и CXCR2. 

Секретира се от моноцити и макрофаги и подпомага миграцията на неутрофили, 

базофили и Т-клетки. (Brat et al. 2005) В туморната микросреда множество клетки, 

включително мезенхимални клетки, макрофаги и имунни клетки секретират IL-8. 
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(Waugh et al. 2008) Той е въвлечен в развитието на ГБМ чрез функциите си на 

хемоатрактант и промотор на ангиогенезата. Експресията му се инициира рано в 

развитието на тумора под действието на възпалителни стимули и нараства по-късно 

под влияние на намаленото кислородно съдържание в микросредата на ГБМ. 

(Desbaillets et al. 1999) Действието му се осъществява чрез инхибиране на апоптозата 

на ендотелни клетки и индукция на продукцията на матриксни металопротеинази 

(MMPs), които са необходими за ангиогенезата. (Li et al. 2003) IL-8 e фино регулиран 

цитокин, чиято секреция се стимулира от IL-1β, TNFα, IFNγ, IL-6 и IL-17 и може би е 

един от ключовите фактори, водещи до лимфоидните инфилтрати, наблюдавани при 

ГБМ. Установено е, че повишената концентрация на калции може да доведе до 

експресията му в ГБМ култури. (Van Meir et al. 1990; Kasahara et al. 1991; Kehlen et al. 

1999; Brat et al. 2005) Открито е също, че ГБМ клетъчни линии постоянно експресират 

IL-8 mRNA и секретират IL-8. Повишеното  количество на този цитокин в мозъка 

корелира с по-къса преживяемост при малигнени глиоми. (Salmaggi et al. 2003) 

Неутрализирането на IL-8 чрез добавяне на антитела към ГБМ клетъчна култура води 

до значитено намаляване на инвазивността на клетките. (Raychaudhuri and Vogelbaum 

2011)  

 

IL-4 

 

IL-4 се секретира от Т-клетките, мастните клетки и базофилите. (Paul 1991) Той играе 

основна роля при съзряването и пролиферацията на В-клетките, мастните клетки и Т-

клетките. IL-4 предизвиква Th2 имунен отговор заедно с IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 и IL-13. 

(Hao et al. 2002; Curtin et al. 2005) IL-4 действа заедно с IL-13 в патогенезата на 

алергичните възпаления чрез директна активация на JAK и Stat3. (Scheurer et al. 2008) 

Има данни, че IL-4 инхибира продукцията на провъзпалителни цитокини и азотен 

оксид от микроглията. (Wirjatijasa et al. 2002) Инжектирането на IL-4 в плъши и миши 

мозъчни тумори, повишава преживяемостта в сравнение с контролни животни. 

Глиомни клетъчни линии и тъканни срези показват свръх експресия на рецептора за IL-

4 в сравнение с нормална мозъчна тъкан. (Kawakami et al. 2003; Curtin et al. 2005) 
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IL-12 

 

IL-12 се секретира от зрели ДК и макрофаги и засилва функциите на цитотоксичните 

имунни клетки като  цитотоксичните Т-лимфоцити (CTL) и NK-клетките. IL-12 също 

играе роля при В-клетъчната IgG продукция и активацията на неутрофили и ДК. (Morse 

et al. 2004) Повишеното ниво на този цитокин води до повишена секреция на IFNγ, 

което от своя страна индуцира освобождаване на проинфламаторни цитокини. IL-12 е 

типичен цитокин, който поляризира Т-клетките към Th1 имунен отговор. (Curtin et al. 

2005, Carlsson et al. 2010) При въвеждане на IL-12 в миши модели на мозъчни тумори 

се наблюдава повишена преживяемост, дължаща се на намаления растеж на тумора и 

повишената способност на Т-клетки за пролиферация и инфилтрация в туморната маса. 

Въпреки това антигенната презентация остава потисната и в следствие на това Т-

клетките не са способни да лизират тумора (Curtin et al. 2005) Изследвания сред 

пациенти с ГБМ показват, че секрецията на IL-12 варира, както в серума така и в 

клетъчни култури, като тази секреция е  по-скоро ограничена, като същото се отнася и 

за експресията на специфичните му рецептори – IL-12b1 и IL-12b2. (Hao et al. 2002, 

Okada et al. 2011) 

 

IL-17 

 

IL-17 представлява група цитокини, състояща се от шест представителя (IL-17A, B, C, 

D, E, F). IL-17A споделя най-голяма хомология с IL-17F, като и двата подават сигнал 

чрез IL-17RA, който е тип I трансмембранен рецептор (Parajuli and Mittal  2013) IL-17 е 

основен ефекторен цитокин на Th17 клетките и след идентифицирането на Th17 

имунния отговор се превръща в тема предизвикваща голям интерес в имунологията 

(Harrington et al. 2005; Bettelli et al. 2007) IL-17 е изследван като фактор в 

автоимунните заболявания, инфекциите, трансплантациите, алергични реакции и 

туморите. Установено е, че IL-17 засилва туморогенезата чрез някои механизми, като 

повишаване на фактори, свързани с ангиогенезата (VEGF и CD31), активирането IL-6-

Stat3 сигналния път, инхибирането на IL-12Rβ2, като чрез последния механизъм се 

засяга Th1 функцията и се потискат цитотоксичните Т-лимфоцити (Nam et al. 2008; Toh 

et al. 2009; Wang et al. 2009) Описана е секреция на IL-17 от множество тумори, като 

Chen et al. 2013 изследват  туморни проби от 207 пациенти с карцином на гърдата и 

отбелязват, че тумори инфилтрирани с голям брой IL-17 секретиращи клетки корелират 
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с висока хистологична степен на малигненост и  с по-кратка преживяемост в сравнение 

с пациенти с тумори, съдържащи малък брой IL-17 секретиращи клетки. He et al. 2010 

показат, че IL-17-медиираните отговори промотират развитието на тумора чрез 

създаване на тумор-поддържаща микросреда в туморните огнища. Установено е също, 

че IL-17-медиираната регулация на MDSCs е основен механизъм при тумор-

поддържащите процеси. IL-17 супресира апоптозата на някои туморни клетъчни линии 

in vitro (Nam et al. 2008), което предполага, че този цитокин може директно да 

поддържа оцеляването на малигнените клетки. Съобщава се също за корелация между 

2-годишна липса на туморна прогресия и нисък брой IL-17 продуциращите туморни 

клетки при пациенти с малигнени глиоми, което води до извода, че броя на IL-17 

продуциращите клетки могат да бъдат използвани за прогностичен маркер при този вид 

тумори. (Cui et al. 2013) 

 

IL-18 

 

IL-18 е цитокин, който принадлежи към IL-1 суперфамилия и се секретира основно от 

макрофаги, NK клетки и др. IL-18 действа чрез свързване към своя рецептор, и заедно с 

IL-12 индуцира клетъчно-медииран имунитет след третиране с микробни продукти. 

След стимулация с IL-18, NK-клетки и някои Т-клетки освобождават IFN-γ, който играе 

важна роля в активирането на макрофагите. Астроцитите и микроглията при бозайници 

секретират  IL-18 и експресират IL-18 рецептор (Wheeler et al. 2000; Jeon et al. 2008; 

Chen et al. 2012), които са неразделна част от нормалния диалог между глия и неврони 

и от отговора на мозъчната тъкан при нараняване. Нормалната мозъчна микроглия 

увеличава синтеза на IL-18 при условия на инфекция, хипоксично-исхемични 

състояния и травматични мозъчни наранявания. (Felderhoff-Mueser et al. 2005; Alboni et 

al. 2010) IL-18 е важно звено в развитието на нормална защита и патологично 

възпаление (Dinarello and Fantuzzi 2003; Monmtero et al. 2004), наред с много други 

пътища, чрез насърчаване на IFNγ синтез и насочване към Th1 имунен отговор. 

(Kashiwamura et al. 2002) Засилването на миграционния капацитет на клетките е сред 

най-известните ефекти на IL-18 като това му свойство е доказано при сърдечни 

фибробласти (Valente et al. 2013; Siddesha et al. 2014), макрофаги (Rodriguez-Menocal al. 

2014), неутрофили преминаващи през съдовите стени (Lapointe and Buret 2012) и 

коронарните артериални гладко мускулни клетки. (Valente et al. 2013)  
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Ролята на IL-18  се свързва с установяването му като важен растежен фактор, който има 

роля  в миграционната способност на злокачествените клетки при рак на стомаха (Kim 

et al. 2009), плоскоклетъчен карцином (Martone et al. 2004; Riedel et al. 2004), рак на 

панкреаса (Carbone et al. 2005), епителен рак на яйчника (Wang et al. 2002), първичен и 

костно метастазиращ недребноклетъчен рак на белия дроб (Okamoto et al. 2009), рак на 

простатата (Dwivedi et al. 2011), дребно клетъчен рак на белия дроб (Rovina et al. 2011), 

хепатоцелуларен карцином (Zhang et al. 2011), метастатичен меланом (Crende et al. 

2013), и други. През 2012 г., Yeh et al. описват решаващата роля на IL-18 и в 

миграцията на злокачествените клетки при  глиобластом.  Авторите установяват, че не-

злокачествената резидентна микроглия в мозъка секретира повишено количество IL-18, 

когато е стимулирана от нарастващ глиобластом. Специфичните медиатори, чрез които 

се осъществява тази стимулация на микроглиалните клетки от туморните клетки, са 

екстрацелуларни матриксни протеини като фибронектин и витронектин. IL-18 се 

секретира и под действието на медиаторите на възпалението, екстрацелуларните 

матриксни протеини и клетъчните ефектори в туморната среда.  Предизвиканата от IL-

18 миграция на злокачествените клетки се свързва с патологиятата на ГБМ и неговата 

устойчивост на лечение. (Yeh et al. 2012, Christofides et al. 2014) 

Установено е, че IL-18 се увеличава най-много при  метастазиращи тумори. Тези 

констатации, съчетани с IL-18-стимулираната центробежна миграция при стомашни 

ракови клетки (Kim et al. 2009, Kang et al.2009) и клетки на глиобластома (Yeh et al. 

2012), посочват IL-18 като основна сигнална молекула за повишаване мобилността на 

клетките при ракови заболявания.  

 

IL-23 

 

IL-23 е член на семейството на IL-12 и притежава силни про-възпалителни свойства.  

Този цитокин представлява хетеродимер, който се състои от субединицата на IL-12 – 

р40  и друг протеин –  р19. Установено е, че IL-23 действа върху паметовите Т-клетки и 

дендритните клетки като директно предизвиква секреция на IL-12 и IFN-γ in vitro. (Yuan 

et al. 2006) Няколко научни групи докладват мощна антитуморна активност на IL-23 

включително и при мозъчни тумори. (Lo et al., 2003; Hu et al., 2006) Yuan et al. 2006 

описват, че стволови клетки, получени от костен мозък, които са генетично 

модифицирани да експресират IL-23 са способни да предизвикат анти-туморна 

специфична активност срещу вътречерепни глиоми при мишки. Съществува и 
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противоположно мнение, като някои изследователи установяват протуморогенен ефект 

на IL-23. (Langowski et al., 2006)  

 

IFNγ 

 

IFNγ е важен фактор за активирането на макрофаги, ДК и NK-клетки, като повишава 

цитотоксичността на последните. (Morse et al. 2004) Секрецията на този цитокин от Th1 

клетки директно инхибира растежа на ГБМ клетките in vitro, засилвайки антигенното 

процесиране и презентация от клетките ангажирани с този процес, чрез повишаване на 

експресията на MHC I, II и други компоненти на антиген-представящия комплекс. (Hao 

et al. 2002; Morse et al. 2004) Установено е, че този цитокин играе ключова роля в 

индуцирането на експресията на death ligands върху повърхността на имунните клетки. 

ГБМ също е способен да експресира death ligands и логично може да се предположи, че 

те могат да бъдат задействани чрез IFNγ и да се предизвика апоптоза в туморните 

клетки. При направените опити, обаче е установено, че податливостта на тумора към 

индукция на апоптоза значително варира. (Iwami et al. 2011) Съществуват литературни 

данни, доказващи, че количеството  IFNγ,  секретирано от туморните клетки е 

повишено при ГБМ (Okada et al. 2011), като този цитокин предизвиква IL-6 експресия, 

която е свързана с устойчивост на лечението при глиоми. (Iwami et al. 2011)  

 

TNFα 

 

TNFα се секретира основно от моноцити, макрофаги, NK-клетки и Т-клетки, а Т-

клетките и ендотелните клетки експресират и TNFα рецептори. В нормална мозъчна 

тъкан този цитокин е отговорен за съзряването на ДК. TNFα е член на Th1 цитокините 

и заедно с IFNγ, IL-2, IL-12, IL-15 и lymphotoxin може да предизвика клетъчно - 

медииран имунен отговор, включително и срещу тумори. (Hao et al. 2002; Morse et al. 

2004) TNFα има антитуморен ефект, който включва способността му да стимулира Т-

клетки, гранулоцити и NK-клетки. Той индуцира, както автокринната си генна 

транскрипция, така и  генната транскрипция на IL-1, IL-6 и IL-8. (Tanabe et al. 2010, 

Brat et al. 2005) От друга страна експресията му от мозъчни тумори корелира със 

степента на малигненост, като клетки на 80% от глиобластомите го експресират. 

(Maruno et al. 1997; Morse et al. 2004) Рецепторът за TNFα има силна експресия при 

ГБМ, както в тъканни срези, така и при клетъчни култури. (Hao et al. 2002)  Секрецията 
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на този цитокин от тумора води до поддържане на развитието на глиомите чрез 

стимулиране на ангиогенезата. (Yoshida et al. 1997) Съществува предположение, че 

различните ефекти на действието на TNFα може би се дължат на различното 

количество – ниските нива на секреция водят до засилване на ангиогенезата, докато 

високите – до блокирането ѝ. (Fajardo et al. 1992) 

 

Клетъчноадхезионни молекули 

 

Част от биологичните характеристики на глиомите включват клетъчната миграция на 

туморните клетки, прекъсване на взаимодействията между ендотелните клетки, както и 

адхезия на туморните клетки към междуклетъчния матрикс, и образуването на нови 

междуклетъчни взаимодействия. (Kargiots et al. 2006) Все повече нарастват 

доказателства за важността на адхезионните молекули в сложния процес на туморно 

развитие, инвазия, метастазиране и взаимодействие с имунните клетки (Burim et al. 

2009) Клетъчно-адхезионните молекули, включващи ICAM-1 и РЕСАМ-1, участват в 

описаните процеси и допринасят за инфилтрационна способността на глиомите. (Vitolo 

et al. 1996) 

Тромбоцит ендотелна клетъчна адхезионна молекула 1 или CD31 (РЕСАМ-1/CD31) е 

член на имуноглобулиновата суперфамилия и е открита върху повърхността на 

тромбоцити, моноцити, неутрофили и някои типове Т-клетки. Открита e и разтворима 

форма на PECAM – sPECAM, но функциите и са слабо проучени. PECAM-1 съставлява 

важна част от междуклетъчните връзки между ендотелните клетки и участва в 

левкоцитната трансмиграция, ангиогенезата и активацията на интегрини. (Jackson 2003) 

Съобщава се за експресията на РЕСАМ-1 в туморни клетки (Listi et al. 2004), която 

вероятно благоприятства процеса на ангиогенеза чрез подпомагане на специфични 

взаимодействия между глиалните и ендотелни клетки (Burim et al. 2009) Оказва се, че 

тази молекула играе основна роля в ангиогенезата и инвазията и при малигнени 

глиоми. Микроваскуларна пролиферация е хистопатологичен белег на анапластичните 

олигодендроглиоми, както и на ГБМ. Имунохистохимично изследване на тези два вида 

тумори показва, че PECAM-1 се експресира от всички ендотелни клетки в изследваните 

тъкани и от някои туморни клетки. Експресията на PECAM-1 от туморните клетки 

може би подпомага ангиогенезата чрез специфични взаимодействия с глията и 

ендотелните клетки. (Aroca et al. 1999) Друго изследване при плъши модели показва, че 

тази молекула се експресира в значително по-големи количества от инфилтиращите 
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туморни участъци в сравнение със сърцевината на туморите и нормалната мозъчна 

тъкан. Екипът предполага, че инфилтриращите туморни клетки може да предизвикват 

микроваскуларната пролиферация, свързана с участието на PECAM-1. (Braganhol et al. 

2009) 

Интерцелуларната адхезионна молекула-1 (ICAM-1) или CD54, е едноверижен 76-110 

kDa гликопротеин и е член на суперсемейството на имуноглобулините. (Diamond et al. 

1991) ICAM-1 е повърхностен гликопротеин, който се експресира основно от 

ендотелните клетки и клетките на ИС и се свързва с интегрини от тип CD11a/CD18 или 

CD11b/CD18. Няколко изследвания са показали, че ICAM-1 се експресира в човешки 

глиомни клетки и тази експресия се повлиява от цитокини. (Burim et al. 2009) 

Докладвана е експресията на ICAM-1 във високостепенните глиоми, докато при 

нискостепенни глиоми тя е слаба и липсва при нормална мозъчна тъкан (Kuppner et al. 

1990) В допълнение към това, друго проучване показа, че интратуморни ендотелни 

клетки експресират ICAM-1, което предполага неговото значение за привличането на 

циркулиращите лимфоцити. (Rice and Bevilacqua 1989) Освен мембранно асоциирана 

форма ICAM съществува и в разтворима форма sICAM. sICAM-1 може да се свързва с 

lymphocyte function associated antigen-1 (LFA-1) и се смята, че има значение за 

осъществяване на процеса на имуномодулация.  

Взаимодействията между туморните и ендотелните клетки играят ключова роля в 

процеса на туморен растеж, инвазия и метастазиране. Изследване върху глиомни 

клетъчни линии C6  показва, че третирането на ендотелни клетки с TNFα, IL-1β и IFNγ 

значително повишава адхезията на глиомните клетки към ендотелния монослой. 

Адхезията на глиомни клетки към TNF-активираните ендотелни клетки се блокира от 

моноклонално антитяло срещу ICAM-1 или β2 интегрин. На базата на тези данни се 

предполага, че ICAM-1 и β2 интегрин функционират като индуцируеми клетъчни 

повърхностни молекули, които могат да подпомагат адхезията на глиомни клетки към 

ендотелните клетки. (Tamaki et al. 1995) 

 

Матриксни метолопротеинази 

 

Матриксните металопротеинази (ММРs) медиират разграждането на белтъчните 

компоненти на екстрацелуларния матрикс и на базалните мембрани, които са от 

съществено значение за взаимодействието между  клетките. (Sternlicht and Werb 2001) 

Те представляват структурно-подобни, цинк-зависими ендопептидази. ММРs 

http://europepmc.org/abstract/med/8641365/?whatizit_url_gene_protein=http://www.uniprot.org/uniprot/?query=antigen-1&sort=score
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разрушават екстрацелуларния матрикс и играят централна роля в редица физиологични 

процеси, включително ембрионалното развитие и растеж, имплантиране, морфогенеза, 

костно ремоделиране, зарастване на рани, ангиогенеза, апоптоза и невронален растеж. 

(Nagase and Woessner 1999) За осъществяване на споменатите процеси MMPs са 

продуцирани от трофобласти, кератиноцити, преостеокласти, остеокласти и 

фибробласти. (Vu and Werb 2000) Повишена експресия и активация на MMP също така 

се наблюдава и при някои патологични процеси като ревматоиден артрит, 

кардиоваскуларни заболявания и малигнени заболявания.  

Повишени нива на MMPs са открити в глиобластомни клетъчни линии, както и в ГБМ 

биопсии за разлика от нискостепенен астроцитом и нормална мозъчна тъкан. 

(Hagemann et al. 2012) 

ММР7 или матрилизин е открит от  Sellers и Woessner в матката на плъх през 1988 г. 

(Woessner and Taplin 1988) Основната роля на разцепената/активна MMP7 е да разруши 

извънклетъчния матрикс чрез разграждане на макромолекули като казеин, желатин тип 

I, II, IV, V, фибронектин и протеогликан. (Woessner and Taplin 1988; Yokoyama et al. 

2008) ММР7 изглежда участва във възпалителните процеси, както и в туморното 

метастазиране. Свръхекспресираната и секретирана в голямо количество ММР7 е 

свързана с много злокачествени тумори, включително на хранопровода, стомаха, 

дебелото черво, черния дроб, панкреаса и бъбреците. Високата експресия на MMP7 

улеснява туморната инвазия и ангиогенеза чрез разграждане на извънклетъчни 

матриксни макромолекули и съединителна тъкан. Активираната ММР7 може да 

активира и ММР2 и ММР9, с което допълнително да улесни туморната инвазия. 

(Yokoyama et al. 2008; Edman et al. 2011) 

ММР протеолитична активност основно се осъществява от стромални клетки, но е 

установено, че матрилизин (ММР-7) се произвежда и от туморните клетки на глиомите. 

Изследване на ММР-7 при човешки глиоми показва наличие на MMP-7 иРНК, както и 

самия протеин. При сравнение на количеството експресирана ММР-7 в туморна 

клетъчна линия U87 и плъши модел на U87 имплантирани в мозъка показва, че 

експресията на ММР-7 в клетъчна култура е слаба, докато нивата ѝ са високи при 

имплантацията на туморните клетки в мозъка на експерименталното животно. 

Авторите доказват, че металопротеиназата е секретирана от туморните клетки.  (Rome 

et al. 2007) 

Hagemann et al. също потвърждава тезата, че ММР-7 е тясно свързана с малигнената 

прогресия при ГБМ, като изследванията му показват слаба ММР-7 имунореактивност в 



 
 

54 

туморната маса, локализирана около цитоплазмата на туморните клетки, макрофагите и 

ендотелните клетки на малките капиляри. (Hagemann et al. 2012) 

Друга металопротеиназа, за която е установена роля в поддържането на туморни 

стволови клетки при рак на бял дроб при мишки е MМР-10 (стромелизин 2). MМР-10 е 

силно експресирана в култури формиращи онкосфери и RNAi-медиирано отстраняване 

на MМР-10 води до загуба на генната експресия за маркери на ТСК и до инхибиране на 

растежа на онкосферите. Също така се ограничава тяхната способност за клонална 

експанзия и за растежа in vitro. Клоналната експанзия на дефицитните за MМР-10 

онкосфери може да се възстанови чрез добавяне на екзогенен протеин MМР-10 към 

културaлната среда, което показва пряка роля на MМР-10 в пролиферацията на тези 

клетки. Онкосферите проявяват засилена туморо-образуваща и метастатична активност, 

когато се инжектират в сингенни мишки, докато MМР-10-дефицитните култури 

показват значителна неспособност за инициирането на тумор. Анализ на данни за генна 

експресия получени от различни видове рак при човека разкрива силна положителна 

корелация между туморната експресия на MМР-10 и метастатичното поведение на 

различните видове тумори. (Justilien et al. 2012) Все още в литературата не могат да се 

намерят данни за ролята на MMP-10 при глиобластома мултиформе. 

 

Progesterone induced blocking factor (PIBF) 

 

Една от хипотезите за туморното развитие гласи, че злокачествените тумори използват 

механизми подобни на механизмите на фетуса за изплъзване от контрола на имунната 

система. (Check et al. 2001) Те секретират имуносупресивни молекули и други фактори, 

вследствие, на което туморите проявяват неконтролируем растеж, ангиогенеза и 

способност за инвазия в околните тъкани.  Някои представители на тези фактори са 

прогестерон (Pg) и индуцираният от него Progesterone induced blocking factor (PIBF). 

Установено е, че дори сравнително ниски стойности на Pg (100-400 nmol/kg) са 

достатъчни, за да инхибират активацията на периферните NK-клетки в здрави 

бременни жени.  Ефектът на Pg се осъществява благодарение на прогестеронови 

рецептори (PRs), експресирани от таргетните на действието му клетки. Експресията на 

PRs върху лимфоцитите е хормон независима и се предизвиква от тяхната активация. 

Действието на Pg включва структурна промяна на PRs, което му позволява да се свърже 

с ДНК и да предизвика синтез на белтъци. (Szekerez-Bartho and Polgar 2010) 

Установено е, че в нормалната мозъчна тъкан също се секретира Pg, като 
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концентрацията в отделните мозъчни региони варира между 25 и 80nmol/kg. (Weill-

Engerer et al. 2002) Глиалните тумори експресират рецептори за Pg като техният брой 

се повишава с повишаването на степента на малигненост на тумора. (Altinoz et al. 2001)  

Progesterone-induced blocking factor (PIBF) е открит при изследвания в сферата на 

репродуктивната имунология. Tой е 34kDa белтък, секретиран под прогестеронова 

индукция от γ/δ Т-лимфоцити по време на бременност. (Szekeres-Bartho et al. 1985) 

Пълноверижният PIBF (90kDa) е асоцииран  с центрозомите като компонент от 

перицентриоларните сателити, които са въвлечени в регулацията на клетъчния цикъл и 

е доминиращата клетъчна форма на PIBF. Предполага се, че PIBF не е интегрален 

компонент на центрозомите, а е асоцииран към микротубулите им. По-къси варианти – 

първоначално открития 34 kDA и наскоро установения 35kDa, които са резултат от 

алтернативен сплаисинг, се откриват в цитоплазмата и се секретират от клетките. 

(Polgar et al. 2004; Lachmann et al. 2004; Szekeres-Bartho and Polgar 2010; Halasz et al. 

2013) Свръхекспресията и мутацията на центрозомално асоциираните протеини, 

наблюдавани при тумори, корелират с центрозомалната амплификация и анеуплоидия. 

(Fisk et al. 2002) През 2004 Lachmann et al. установяват, че постоянната свръхекспресия 

на пълноверижния PIBF води до наличие на клетки с неправилна ядрена морфология и 

в последствие до клетъчна смърт. Същият екип установява сложен модел на 

алтернативен сплайсинг, създаващ различни PIBF транскрипти, а също така наблюдава 

различен модел на сплайсинг, осъществяващ се в туморните клетки, който дава като 

резултат 35kDa белтък. Предвид получените резултати те изказват предположението, 

че дисрегулацията на алтернативния сплайсинг на PIBF гена може да е фактор въвлечен 

в туморното формиране. (Lachmannet al. 2004) 

PIBF експресия е установена в бързо пролифериращи клетки и тъкани, като човешки 

трофобласт (Check et al., 2009), мезенхимни стволови клетки от различен произход, 

включително децидуални (Kyurkchiev et al. 2011; Kyurkchiev et al. 2013), както и в 

редица туморни клетъчни линии (Check et al. 2001; Mikoa et al., 2011) и солидни 

злокачесвени тумори. (Check et al. 2001; Lachmann et al. 2004) Анализът на mRNA PIBF 

на множество човешки туморни клетъчни линии от различен тъканен произход, както и 

от тъкани на PgR+/PgR- тумори на гърдата установява свръхекспресия mRNA за PIBF 

при всички интензивно пролифериращи клетки. (Szekeres-Bartho and Polgar 2010) 

Доказано е, че тази експресия може да се индуцира и по механизми ненезависими от 

присъствието на прогестерон. (Lachmann et al. 2004; Szekeres-Bartho and Polgar 2010)  

При част от споменатите туморни клетъчни линии е доказана експресия и на самия 
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протеин. (Check et al. 2007; Srivastava et al. 2007) В последствие е установен и генът за 

PIBF, намиращ се в хромозома 13 (13q21-q22), в близост до гените отговорни за 

предразположеност към рак на гърдата и туморната прогресия. (Rozenblum et al. 2002) 

Доказано е, че в този регион от хромозома 13 се наблюдават редица соматични делеции 

в клетките на различни злокачесвени тумори (Caballero et al. 2001), което донякъде 

дава яснота за участието на PIBF при редица процеси, свързани с малигнизация. 

Допълнителна яснота дава и фактът, който вече беше споменат,  че 90kDa пълна форма 

на PIBF е с центрозомна вътреядрена локализация. (Kim and Rhee 2011)  PIBF е част от 

перицентиоларните сателити (Halasz et al. 2013), които вземат участие в регулацията на 

клетъчния цикъл. Има данни, че нарушения именно в дупликацията на центрозомите 

водещи до неравномерна сегрегация на хромозомите се асоциира с развитие на 

малигнени процеси. (Fisk et al. 2002)  От друга страна секретираните по-малки 

изоформи на белтъка, които са резултат от алтернативен сплайсинг, действат като 

стимулират Тh2 цитокиновата синтеза и потискат NK-клетъчната цитотокичност, като 

така подпомагат потискането на локалния противотуморен имунен отговор. (Lachmann 

et al. 2004)  

PIBF осъществява имуносупресивен ефект, чрез потискане на NK-клетъчната 

цитотоксичност, като редица изследвания показват, че чрез инхибиране на 

арахидоновата киселина PIBF, влияе върху простагландиновата синтеза и така 

осъществява контрол и потискане на активността на периферните NK-клетки (Szekeres-

Bartho et al. 1983; Par et al. 2000), PIBF също така инхибира перфориновата екзоцитоза 

и понижава лимфоцитната цитотоксичност. (Laskarin et al. 2002) Друго негово 

имуносупресивно свойство, както стана дума е способността за поляризиране на 

имунния отговор към Th2, който се оказва по-благоприятен за развитието и 

пролиферацията на малигнените тумори. (Lachmann et al. 2004) В същото време 

неутрализирането на имуномодулаторния ефект на PIBF, води до увеличаване на Th1 

провъзпалителния цитокин IL-12 от лимфоцити. (Par et. al. 2000) Предизвиканата от 

PIBF повишена секреция на Th2 цитокини като IL-4, IL-6 и IL-10 (Szekeres-Bartho and 

Wegmann 1996) се осъществява през IL-4Rα/PIBFR рецепторен комплекс по пътя на 

Jak1/STAT6 киназната активация. (Hou et al. 1994; Horejsi et al. 1998) Това 

превключване към Th2 цитокинов профил, под PIBF индукция води и до продукция на 

непреципитиращи, асиметрично гликозилирани антитела (IgG) (Margni et al. 1988),  

които по своята функция подпомагат туморния растеж, тъй като са неспособни да 
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осъществяват ефекторните си функции като фиксация на комплемента, опсонизация и 

антитяло медиирана клетъчно-зависима цитотоксичност. (Check et al. 2009) 

Halasz et al. 2013 показват в изследване, че при тумори PIBF улеснява инвазията им, 

активирайки гените на ММР-2 и ММР-9.  

PIBF може директно да регулира генната експресия на IL-6, EGF и Heparin-binding 

EGF-like growth factor (HB-EGF), като е способен, както да активира, така и да стопира 

транскрипцията на тези гени. Третирането на туморни клетки с PIBF води до 

повишаване на секрецията на споменатите фактори, за разлика от действието му при 

трофобласт. PIBF въздейства и върху Stat3 активацията, като отново има различен 

ефект при трофобластни клетки, където я инхибира и при туморни клетки, където води 

до късна Stat3 активация. Това предполага, че в туморните клетки PIBF действа 

индиректно, чрез други фактор, като всеки един от гореизброените (IL-6, EGF, HB-

EGF) може да бъде отговорен за тези ефекти. Установено е, например, че IL-6 активира 

Stat3, а също така, че потискането на HB-EGF в туморни клетки намалява ефектът на 

PIBF върху Stat3. (Halasz et al. 2013)  

Имайки предвид имуномодулаторния ефект на PIBF и експресията му от редица тумори 

може да се предположи, че PIBF спомага развитието и прогресията им. Именно за това 

има изказани твърдения, че супресията на PIBF, може да се свърже с успешната 

имунотерапия при някои злокачесвени тумори. (Check et al. 2009; Szekeres-Bartho and 

Polgar 2010) 

 
 

2.7. ГБМ и транскрипционни фактори (Stat1 и Stat3) 

  
 

Естеството на секреторния анти-туморен имунен отговор не може да се определи само 

от наличието на отделните секреторни фактори и тяхното действие. За да бъде разбрана 

точната природа на имунния отговор в цялата му многопластовост, трябва да се вземат 

впредвид всички налични в средата цитокини и техните сложни взаимоотношения, 

първоначалният стимул за тяхното производство, наличните клетъчните типове и 

статуса на активиране на присъстващите клетки. (Wallet et al. 2005) 

Въздействието на цитокините върху техните рецептори, както при нормални условия, 

така и при малигнени процеси, е само първия етап от сложна система на вътреклетъчна 

сигнализация, важна част, от която заема т.нар. JAK-Stat сигнален път. 
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Signal transducers and activators of transcription (Stats) са 5 на брой транскрипционни 

фактора, които са важни в интрацелуларната сигнализация и участват в JAK-STAT 

сигналния път. Те се активират от растежни фактори и цитокини като формират 

димери, чрез фосфорилиране на тирозин, извършвано обикновено от JAK киназите. 

След това Stats се насочват към ядрото на клетката, за да изпълнят функцията си на 

транскрипционни фактори и да активират специфичните си прицелни гени. (Haybaeck 

et al., 2007) Интерфероните (IFNs) и IL-6 са цитокини, които в най-голяма степен 

предизвикват активация на Stats. (Zhu et al. 2012) 

Stat1 е първият открит от тази група белтъци. Той е основен компонент в IFN 

сигнализацията и е безусловно необходим при развитието на вродения имунен отговор. 

Установено е, че IFNγ активира Stat1, а IFNα – Stat1 и Stat2. (Darnell et al. 1994) 

Дефицитни по Stat1 мишки проявяват сериозни дефекти в IFN-зависимия  имунен 

отговор срещу вируси и микробни патогени. Това наблюдение показва, че Stat1 е важен 

основно за IFN-зависимите сигнални пътища. (Akira, 1999) Тези мишки не показват 

аномалии при развитието си, което дава основание да се счита, че съществуват фактори 

компенсиращи задействаните от IFNs Stat1 сигнални пътища. Stat1 може да се активира 

и от много растежни фактори като интерлевкините IL-6 и IL-10, растежни хормони и 

тромбопоетин. (Shuai 1999) 

Други характеристики на Stat1 са, че той може да служи като инхибитор на растежа и 

като промотор на апоптозата в нормални и туморни клетки. Дефицитни по Stat1 мишки 

развиват тумори и са силно чувствителни на химически индуцирана туморогенеза. 

(Kaplan et al. 1998)  Изследвания показват, че активацията на Stat1 в тумори чрез 

автономни клетъчни механизми или чрез стимулация от фактори на имунната система,  

може да доведе до по-голям успех при провеждане на химиотерапия. (Laimer et al. 

2007) Счита се, че експресията на активиран  Stat1 от даден тумор е показател за по-

добра прогноза, докато тумори където Stat1 e неактивен са по-устойчиви на апоптоза. 

(Choi et al. 2003) Haybaeck et al. изследват 46 глиобластоми за Stat1 експресия и 

установяват такава при голям брой от туморите. Интересното е, че Stat1 се намира в 

цитоплазмата, а не в ядрата на туморните клетки, което предполага, че сигналните 

пътища за активация на този фактор не са задействани при по-голямата част от 

описаните тумори. (Haybaeck et al. 2007) 

Има данни, описани при малигнени заболявания за противоположно действие на Stat1 

от изложеното до тук. Stat1 и интерферон свързаните гени са идентифицирани като 

ключови регулатори на устойчивостта на радиация в туморни модели и е установено, 
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че те се индуцират от радиация при голям брой ракови клетъчни линии, включително и 

при глиоми. (Khodarev et al. 2004; Khodarev et al. 2007; Tsai et al.2007) 

Продължителната IFN сигнализация или постоянната Stat1 активация предизвиква 

туморен растеж и устойчивост на радио и химиотерапия. (Duarte et al. 2012) Khodarev 

et al. изказват хипотеза, че краткотрайната индукция на Stat1 от IFNs или други 

стресови сигнали активира гени индуциращи клетъчна апоптоза, докато 

продължителната му експресия предизвиква супресията на тези гени и индуцира гени 

за преживяемост, които при високи нива на Stat1 правят клетките устойчиви на 

радиация  и други въздействия свързани с клетъчна смърт. (Khodarev et al. 2007) Duarte 

et al. съобщават, че свръхекспресията на IFNs и Stat1 предполага ниска преживяемост 

при пациенти с ГБМ, като в допълнение те изтъкват, че тази характеристика зависи от 

субтипа на тумора. Тя е най-силно изявена при проневрален субтип ГБМ, докато при 

класическия и мезенхимален субтип не се наблюдава тази зависимост.  (Duarte et al. 

2012) 

Stat3 е транскрипционен фактор, медииращ експресията на множество гени в отговор 

на цитокини, растежни фактори, хипоксия и други екзогенни стимули, като по този 

начин играе ключова роля в много клетъчни процеси свързани с клетъчен растеж и 

развитие, апоптоза, регенерация, имуномодулация и канцерогенеза. За разлика от 

останалите членове на Stat семейството липсата на Stat3 води до летален изход при 

ембриони, което предполага, че той е с централна роля в Stat семейството. Изследвания 

върху този фактор при диференцирани тъкани показват, че той участва в широк 

спектър от физиологични процеси, като изглежда отговаря за напълно противоположни 

процеси в клетките. (Levy and Lee, 2002)  

Персистираща Stat3 активация може да доведе до абнормална преживяемост на 

множество видове клетки и в последствие до туморогенеза. (Buettner et al., 2002) 

Постоянна Stat3 активация е докладвана при 50-90% от човешките ракови заболявания. 

(Buettner et al., 2002; Yu and Jove, 2004) Много изследователски групи установяват над 

50% оцветяване за Stat3 при ГБМ, като се докладва и за корелация между 

хистопатологичната степен на глиалните тумори и Stat3 фосфорилирането. (Birner et al. 

2010; Kim et al., 2014)  

Този транскрипционен фактор е добре познат регулатор  свързан с патогенезата на 

ГБМ. Той повишава пролиферацията на туморните клетки, като ги предпазва от 

апоптаза, чрез повишени нива на survivin, B-cell lymphoma-extra large molecule (Bcl-xl), 

Myeloid cell leukemia differentiation protein (MCL), засилена c-myc и cyclin D1/D2 
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експресия.  Активацията на Stat3 стимулира неоваскуларизацията, повишавайки VEGF 

и Hypoxia-inducible factor 1-alpha (HIF-1α) експресията и стимулира туморната инвазия, 

засилвайки MMP-2 и MMP-9 експресията. (Yu et al. 2004; Hodge et al. 2005; Huang et al. 

2007; Abou-Ghazal et al. 2008) Наскоро е доказано, че Stat3 регулира растежа и 

самообновлението на ТСК и той е предложен като нова цел за таргетна терапия при 

ГБМ. (Heimberger et al. 2009; Sherry et al. 2009; Wei et al. 2010) Инхибирането на Stat3 в 

клетъчни култури от ГБМ показва постоянна загуба на характеристиките за стволовост, 

проявявани от ТСК и загуба на белтъците, участващи в хомеостазата на стволовите 

клетки. (Sherry et al. 2009) Предполага се, че блокирането на Stat3 сигналния път 

лишава ТСК от способността да поддържат туморния растеж и индуцира 

диференциацията им. (Wei et al. 2010) ТСК експресиращи CD133+ от пациенти с ГБМ 

показват постоянна Stat3 експресия и имат силна способност да инхибират Т-

клетъчната пролиферация и активация, а също така да индуцират Tregs и да 

предизвикват Т-клетъчна апоптоза. (Wei et al. 2010, Kinjyo et al. 2006) Блокирането на 

Stat3 води до възстановяване на Т-клетъчната пролиферация и способността на Т-

лимфоцитите да секретират проинфламаторни цитокини. (Heimberger et al. 2009) 

Stat3 е и един от ключовите регулатори на процеса на имуносупресия, тъй като 

активацията му води до потискане на макрофагите, до промяна в дендритно-клетъчните 

функции и до инхибиране на цитотоксичността на NK-клетките и фагоцитната 

способност на неутрофилите. (Yu et al. 2007)  Асоциираните със Stat3 сигналния път 

имуносупресивни медиатори основно спадат към две категории: мембранно-свързани 

протеини и разтворими фактори, които са продуцирани от глиомните клетки и 

популации от привлечени от тумора имунни клетки. Секретираните фактори включват 

IL-10, VEGF и TGFβ, които инхибират функциите на Т-, В- ,NK-клетки и моноцити. 

(Kim et al. 2014) VEGF не само стимулира ангиогенезата, но и от своя страна засилва 

Stat3 активацията в незрели дендритни клетки, което да води до намалена експресия на 

MHC клас II, ко-стимулаторната молекула CD40 и подтисната IL-12 секреция. (Wang et 

al. 2004)  See et al. демонстрират, че супресията на Stat3 предизвиква освобождаването 

на IFNγ-inducible protein 10 (IP-10), RАNTES, IL-8, TNFα и IFNβ, които водят до ДК-

съзряване и активация. (See et al. 2012) Установено е също, че хемокини, секретирани 

от глиоми предизвикват постоянна активация на Stat3 в ТАМ, което води до супресия 

на антитуморните механизми и дори до толеранс към туморните антигени. Komohara et 

al. съобщават, че процесът при взаимодействието между ТАМ и ГБМ е двустранен – 

глиомните клетки активират Stat3 в ТАМ, които на свой ред продуцират фактори, 
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активиращи Stat3 в туморните клетки. (Komohara et al. 2012) Подобни взаимодействия 

се наблюдават и между глиобластомните клетки и Tregs. Активираният Stat3 сигнален 

път в туморните клетки води до тяхната способност за привличане и последвала 

пролиферация на Tregs, както и до тяхната способност за продуцирането на 

имуносупресивните IL-10 и TGFβ. В туморната микросреда Тregs изглежда се 

адаптират, най-вероятно, благодарение на активацията на техния Stat3 сигнален път под 

действието на туморните клетки. (Kinjyo et al. 2006, Kim et al. 2014) 

Някои нови изследвания за Stat3 активацията при ГБМ и други тумори показват, че той 

може да има и антитуморно действие. Stat3 участва в сигнализацията свързана с 

инхибиране на туморния растеж, в крайната клетъчна диференциация и апоптоза на 

малигнените клетки. (Kim et al. 2014) Установено е, че Stat3 активацията супресира 

малигнената трансформация при някои генотипове ГБМ. Така например De la Iglesia et 

al. демонстрират, че инхибирането на ендогенния Stat3 при дефицитен за phosphatase 

and tensin homolog (PTEN) ГБМ стопита Stat3 медиираната транскрипционна репресия 

на IL-8, което, чрез последвалата активация на IL-8, води до повишаване на туморната 

пролиферация и инвазивност. Реактивацията на транскрипционния фактор Stat3 

супресира IL-8 секрецията и съответно инвазивността и пролиферацията на този тип 

ГБМ. (De la Iglesia et al. 2008) 

 
 

2.8. Заключение 

 

 

Глиобластома мултиформе e най-често срещаният глиален тумор и е един от най-

агресивните познати тумори, който не се поддава на ефективно лечение. Модерните 

теории за неговото възникване са фокусирани върху трансформацията на невралните 

стволови клетки и произхождащите от тях прогенитори в туморни стволови клетки. 

Последните са култивирани in vitro по няколко различни начина и частично 

характеризирани чрез интрацелуларните си и повърхностни маркери, както и чрез 

способността си да се самообновяват, диференцират и да предизвикват тумори в 

опитни животни. Според cancer stem cell теорията популацията от ТСК са на върха на 

йерархията на туморните клетки и са своебразни „организатори” на тумора. 

Последните изследвания в областта показват, че смятаните за ТСК показват голяма 

прилика с мезенхимните стволови клетки при култивирането им като адхерентни 

клетки, което поставя допълнителни въпроси относно произхода и развитието на ГБМ. 
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Развитието на глиобластома мултиформе вероятно се подпомага и от мястото, където 

той възниква, а именно в ЦНС, за която е характерна липсата на силна имунна реакция, 

с цел да се намалят пораженията върху мозъчната тъкан. Туморната микросреда 

причинява, както локална, така и системна супресия на имунната система, като ГБМ 

използва механизми, естествени за организма, насочвайки ги в благоприятна за него 

посока. При този тумор се наблюдава привличане на имуносупресивни популации, 

експресия и секреция на имуносупресивни молекули  и  привеждането в толерогенно 

състояние на различни  популации от имунни клетки. Въпреки, че в туморното 

обкръжение се установява антитуморен имунен отговор, механизмите на имунна 

супресия преобладават. Получените резултати относно природата на туморните 

стволови клетки, ролята и действието на привлечени или локално променени клетъчни 

субполулации и на използваните от тумора фактори в процеса на имунна супресия, 

както и липсата на задоволителен успех от прилаганите терапии, води до извода, че са 

необходими още изследвания, за да се допълнят знанията ни за случващото се в 

туморните клетки и в туморната микросреда. 
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3. Цел и задачи 
 
 

Справката с литературни данни, които нашият екип направи и фактът, че ГБМ 

при българската популация е слабо изследван, определи като основна цел на нашето 

изследване характеризирането на клетки, изолирани и култивирани от ГБМ по 

отношение на техните свойства на туморни стволови клетки и приликите им с 

мезенхимни стволови клетки, както и способността им да потискат имунния отговор. 

Наред с това, допълнителна цел на нашето изследване беше да проучим инфилтрацията 

на тумора с някои от клетките на имунната система, както и експресията на някои 

фактори ангажирани в туморното оцеляване. 

 

Задачите, които си поставихме, за да изпълним поставените цели, бяха следните: 

1. Да се установи има ли инфилтрация на тумора от антиген представящи клетки и 

да се изследва състоянието им. 

2. Да се изследва инфилтрацията на тумора от NK-клетки и Т-лимфоцити  

3. Да се изследва експресията на Stat3 от клетките на хистологично доказани 

глиобластоми. 

4. Да се разработи метод за култивиране на клетки, получени от тъканни проби от 

хистологично доказани глиобластоми 

5. Да се изследват получените клетъчни култури за експресия на ТСК маркери – 

Nestin, GFAP, Sox-2, CD133 и CD44. 

6. Да се изследва способността за самообновление на получените клетъчни 

култури. 

7. Да се установи в получените клетъчни култури експресията на 

транскрипционния фактор Stat1. 

8. Да се изследва цитокиновата секреция на получените клетъчни култури. 

9. Да се изследва способността на получените клетъчни култури да потискат чрез 

секреторни фактори периферни кръвни мононуклеарни клетки (PBMCs), 

изолирани от здрави донори. 

10.  Да се изследва способността на ГБМ клетъчни култури да експресират маркери, 

характерни за МСК и възможностите им за диференциация в мезенхимна 

посока. 
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4. Материали и методи 
 

4.1. Изследвани лица  и биологичен материал 
  

 

За целите и задачите на настоящата работа бяха изследвани проби от общо 194   

пациента с хистологично доказана диагноза глиобластома мултиформе и 8 здрави лица. 

Хистологичната диагноза беше поставена в Лаборатория по клинична патология и 

невропатология „Проф. Сашо Божинов“ към УМБАЛ „Св. Иван Рилски“, гр. София.  

Всички пациенти и здрави донори подписаха предварително Информирано съгласие, 

съгласно изискванията на Комисията по етика на научните изследвания към МУ-

София. Личните данни и резултатите от изследването са съхранявани, обработвани и 

представяни в съответствие със Закона за защита на личните данни в сила от  

01.01.2002г., изм. ДВ. бр.57 от 13 юли 2007 г. Резултатите от проучването за всеки 

пациент поотделно са съхранявани в съответствие с действащия в момента Кодекс на 

професионалната етика - Раздел IV - Лекарска тайна - чл.51 -чл.55 и закона, действащ в 

република България. 

За клетъчно култивиране и фенотипизиране на инфилтриращи ГБМ имунни клетки 

бяха изследвани материали от 28 пациента (16 мъже и 12 жени) на възраст от 42 до 74 

години, които ни бяха предоставени от колегите от Клиниката по неврохирургия към 

УМБАЛ „Св. Иван Рилски“, гр. София. Материалите представляваха свежа тъкан 1-2 

см
3
, получена при стандартно оперативно отстраняване на тумора, като пробата беше 

изрязана от солидната туморна зона, описана като „ жизнен регион, който поема 

контрасна материя, не се характеризира с клетъчен разпад и некроза и е свързан с 

нарастване и инвазия на тумора към подлежащата „здрава” мозъчна тъкан” (Piccirillo et 

al. 2012). В случаите, когато от един пациент бяха вземани по две проби, определени 

като проба от централната и периферната част на тумора, пробата от централната част 

отговаряше на определението „изрязана от солидната част на тумора”, докато другата 

проба беше изрязана в близост до тъкан, определена като нормална нервна тъкан. 

Веднага след операцията пробата беше поставяна в стерилен фосфат буфериран разтвор 

(PBS) с Ph7,4 и беше доставяна в Лабораторията по клинична имунология, УМБАЛ 

„Св. Иван Рилски“, където беше съхранявана до 3 часа на стайна температура преди 

последващата ѝ обработка.  
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С цел изследване на супресивното действие на клетки, култивирани от ГБМ върху 

имунокомпетенти клетки чрез рутинна венепункция беше взета периферна венозна 

кръв от 8 здрави донора, които бяха запознати с целите, за които ще се използва 

даденият от тях биологичен материал. 

За имунохистохимичното изследване на Stat3 при ГБМ бяха използвани материали, 

взети при хирургическа интервенция, от 166 пациента  с хистологично доказана 

диагноза ГБМ, от които бяха изработени 195 хистологични блока. Общият брой на 

диагностицираните хистологични материали надвишава този на пациентите, тъй като 

при някои пациенти са проведени 2 или 3 операции. За експериментите бяха 

използвани хистологични блокове и хистологични срезове от периода 2004-2008 г., 

съдържащи материал от ГБМ, предоставени от архива на Лаборатория по клинична 

патология и невропатология към УМБАЛ "Св. Иван Рилски", гр. София.  

Имунохистохимичните изследвания на Stat3 са извършени и публикувани в етап 

предхождащ времето на докторантурата, като съавторите ми дадоха съгласие да 

използвам необходимите ми данни от общата ни работа. Този подход се възприе 

поради изключителната логична връзка с получените впоследствие резултати. 

 

 

4.2. Фенотипизиране на имунни клетки, инфилтриращи ГБМ 
 

 

От Клиника по неврохирургия към УМБАЛ „Св. Иван Рилски“, гр. София бяха 

предоставени материали от 12 пациента с хистологично доказана диагноза ГБМ. 

Получената при оперативно отстраняване на тумора свежа тъкан, ни беше предоставена 

в стерилен PBS и беше обработвана  до няколко часа след получаването й. 

При част от пациентите изследвахме  материал, взет от периферната и централната част 

на тумор, като двете проби бяха обработени по напълно еднакъв начин.  

Всяка от останалите проби беше изрязана от описаната в т. 4.1. солидна част на тумора. 

За всеки материал следвахме следната процедура: 
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4.2.1. Изолиране 

 

Изолирани бяха клетки от ГБМ, като парче тъкан с размер 3-4 см беше хомогенизирано 

чрез механично раздробяване и  нарязване. След това към получената маса беше 

добавяна 1,5 мл колагеназа тип IA (2.5 mg/ml, Sigma-Aldrich, USA) и  пробата беше 

инкубирана в CO2-инкубатор Thermo Scientific Heracell 150i на 37 
0
C, 5% CO2 и 95% 

влажност за 1 час на клатачка (Mini Rocker-shaker MR-1, BioSan
Ltd

) Сместа беше 

прекарвана през сито 70µm (Nylon cell strainer, Becton Dickinson, USA) и беше 

поставяна в 50 мл епруветка, а парчетата, задържани в ситото, бяха натискани с бутало 

от спринцовка с цел пълното им преминаване през ситото. Епруветката беше допълвана 

до 45мл със среда DMEM съдържаща 10% fetal bovine serum (FBS, Hyclon FBS, Thermo 

Scientific), след което получената клетъчна суспензия беше центрофугирана на 2000 об. 

за 10 минути в центрофуга Hettich Universal 320 R. Надутайката беше изхвърляна и 

беше добавян 2 мл лизиращ разтвор в работна концентрация (Lysing Solution, BD, USA) 

за 10 минути. Клетъчната суспензия беше центрофугирана на 2000 об. за 5 минути. 

След измиване със Cell Wash буфер (BD Biosciences,USA) епруветката беше допълвана 

до 45 мл със същия разтвор и отново се центрофугира на 2000 оборота за 5 минути. 

Надутайката беше изхвърляна, а получената утайка беше разреждана 1:10 с Cell Wash 

(100 мкл от утайката в 1 мл Cell Wash). 

 

4.2.2. Маркиране на клетки, изолирани от ГБМ със специфични антитела и 

флоуцитометричен анализ 

 

Извършено беше повърхностно маркиране на изолираните клетки със специфични 

моноклонални антитела. За да бъдат определени двойно положителните зрели антиген-

представящи клетки и тяхната експресия на В7 комплекса, бяха използвани следните 

моноклонални антитела CD83 FITC (Cat.№ 556910, BD, USA), HLA-DR PE (Cat.№ 

1639, Immunotech, USA)  CD80 PE (Cat. № 557227, BD, USA) и CD86 PE (Cat. № 

555665, BD, USA). 

За да се определят наличните NK-клетки и Т-лимфоцити бяха използвани 

CD3FITC/CD16PE + CD56 (Cat№ 340182, BD, USA).  

Всяка група антитела беше поставяна в отделна флоуцитометрична епруветка (5ml 

Polystyrene Round-Bottom Tube 12x75 mm, BD, USA) (по10 μl от всяко антитяло), към 

тях беше добавяна 100 μl от получената разредената утайка и бяха инкубирани 15 
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минути на стайна температура, на тъмно. След това клетките бяха измивани с 2 мл Cell 

Wash и центрофугирани на 1200 оборота за 5 минути. Надутайката беше изхвърляна, а 

утаените клетки бяха фиксирани в 500 μl  фиксиращ разтвор (CellFIX, BD, USA). За 

всеки тест бяха използвани съответните отрицателни контроли представляващи 

немаркирана периферна кръв. Резултатите бяха отчетени от флоуцитометър FACS 

Calibur (BD), а за анализ на данните беше използвана програма CellQuest. Бяха 

събирани по 10 000 събития за всяка проба, като след това беше отчетен процентът на 

клетките, експресиращи даденото антитяло, в сравнение с изотипната контрола. За 

флоуцитометричния анализ на имунните клетки, инфилтриращи ГБМ, беше използван 

модифициран протокол на Hussain et. al. 2006, като за анализа на антиген-

представящите  клетки беше направен гейт върху CD83 и HLA-DR двойно позитивните 

клетки, който съответно беше проектиран върху друг плот, отчитащ експресията на 

CD80 и CD86, изграждащи В7 комплекса. По отношение на Т-лимфоцитите  и NK-

клетките беше гейтирано върху отрицателните за CD3 клетки и този гейт беше 

проектиран върху плот показващ експресията на CD16 и CD56. 

 
 

4.3. Имунохистохимично изследване на хистологични срези от ГБМ за 

експресия на Stat3 
 

4.3.1. Tissue MicroArray  

 

Tissue MicroArray (TMA) е метод на релокализация на тъкани от налични хистологични 

парафинови блокове върху един общ блок, което позволява наблюдението им върху 

един хистологичен срез. Предимството на този метод е, че прави възможно 

наблюдението на тъкани от много пациенти (в някои случаи дори повече от 1000), 

както и на различни тъкани върху един срез. TMA намалява многократно количеството 

на използваните при различни изследвания реагенти, както и обема на обработваните 

материали. (Фиг. 1) (Kallioniemi et al. 2001) 
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Фиг. 1  Техника за изработване на ТМА блокове. 

 

ТМА блоковете бяха изработени като предварително беше подготвен парафинов блок с 

размери около 2,5 на 4 см. В него с биопсична игла (ϕ 5мм) бяха изрязани 20 отвора (4 

на широчина и 5 на дължина). Предметни стъкла и парафинови блокове с включен 

биологичен материал на пациенти с диагноза ГБМ бяха предоставени от архива на 

Лаборатория по клинична патология и невропатология към УМБАЛ "Св. Иван Рилски" 

ЕАД, гр. София. По предметното стъкло на всеки материал, при наблюдение под 

светлинен микроскоп, беше определено точното място, от което ще бъде взет материал, 

за включване в ТМА блока, като беше избирано такова, в което преобладават 

анапластични астроцити, без или с минимални некрози и засилена микровазална 

пролиферация. От определеното място с биопсична игла ϕ 5мм беше изрязван 

материал, който беше поставян в един от отворите в предварително изработеният ТМА 

блок. За контрола, използвахме материал от свински черен дроб, който беше включен в 

парафинов блок според стандартен протокол, използван в Лаборатория по клинична 

патология и невропатология за обработка и включване на материали от мозъчна тъкан. 

Контролната проба беше изрязана по същият начин и беше поставена в горен десен 

ъгъл на всеки блок. Всеки блок беше надписан и беше създаден списък с материалите, 

които включва. 
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4.3.2. Нарязване, депарафиниране и антигенно възстановяване 

 

От ТМА блоковете бяха нарязани на микротом Lеika (Germany) срезове с дебелина 5µm 

и бяха монтирани върху предметно стъкло. Предметните стъкла, върху които бяха 

положени срезовете за имунохистохимични изследвания, бяха обработени с адхезивен 

разтвор, съдържащ 3-Triethoxysilyl-propylamin. Въвеждането на тази стъпка е 

наложително поради агресивните методи, които се използват впоследствие и 

възможното отлепване на срезовете от предметните стъкла. Депарафинирането и 

рехидратацията на срезовете беше извършено в ксилол (три кювети по 5 мин. във 

всяка), последвано от плакнене в редица от етанол (абсолютен, 96%, 80% по 10 мин.) и 

двукратно измиване с дестилирана вода по 5 мин. Антигенно възстановяване на 

епитопите на срезовете беше извършено чрез обработка на водна баня при Т 95°C – 

100°C. Точните условия, при които се достига до максимално антигенно 

възстановяване, бяха установени чрез прилагане на техниката Test Battery, при която 

бяха използвани буфери с различно pH: Tris-HCl pH2, Цитратен буфер pH6, ЕДТА pH9 

и различен период на престой на предметните стъкла в буферите. (Таблица 3)       

       

Таблица 3 Test battery – вариации на pH и на време за антигенно възстановяване. 

 15 мин 30 мин 60 мин 

pH 2 1 срез 1 срез 1 срез 

pH 6 1 срез 1 срез 1 срез 

pH 9 1 срез 1 срез 1 срез 

  

Беше установено, че най-добро антигенно възстановяване за Stat3 се получава при 

обработка с ЕДТА pH9 за 60 мин. Впоследствие всички срезове бяха обработени по 

този начин. 

 

4.3.3. Имунохистохимично оцветяване 

 

Антигенното възстановяване беше последвано от имунохистохимичен анализ. За 

намаляване на фона срезовете бяха обработени с 3% водороден пероксид за 10 мин. и 

бяха промити 2 пъти с дестилирана вода за по 5 мин. Следваше измиване с Wash buffer 

(10xTBS – Tris buffered saline) и добавяне на 120μl  блокиращ разтвор (5% normal goat 

serum,Thermo Fisher Scientific,USA) за 30 мин. на стайна температура. След 
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отстраняването на блокиращия разтвор беше добавяно първото моноклонално антитяло 

– rabbit anti Phospho-Stat3(Tyr705) (Cell Signaling Technology, USA), по 110μl към всеки 

срез, разтворено в съотношение 1:50, което беше икубирано цяла нощ на температура 

4°C. Срезовете бяха оцветени по система ONE Detection System на Thermo Scientific™ 

Lab Vision™ UltraVision™, USA, спазвайки стриктно изискаванията на фирмата 

производител. След измиване на срезовете с Wash buffer два пъти по 5 мин. беше 

добавен HRP Polymer към всеки срез за 30мин. След това срезовете отново бяха измити 

и беше добавен DAB Plus Chromogen за 10-15мин. Контрастно оцветяване беше 

извършено с разтвор на Hemalun (2-3 мин.) и изплакване под течаща вода до 

придобиване на небесно син цвят от срезовете. Срезовете бяха изсушени и включени в 

монтираща среда – нисковискозна монтираща среда за микроскопия Dd Mount (DDK, 

Italy). За наблюдение на реакцията беше използван миксроскоп Olympus BX51. 

 

 

4.4. Култивиране на клетки, изолирани от ГБМ 
 

 

От Клиника по неврохирургия към УМБАЛ „Св. Иван Рилски“ – София бяха 

предоставени материали от 15 пациента с хистологично доказана диагноза ГБМ. 

Материалите бяха получени при същите условия като описаните в т. 4.2. За 

изолирането на клетки от ГБМ беше спазена същата процедура като описаната в т. 

4.2.1., но беше извършено при стерилни условия в стерилен ламинарен бокс Thermo 

Scientific клас II, а растежът на клетките беше проследяван под инвертен микроскоп 

(Micros, Austria). Лизиране на клетките с 2мл лизиращ разтвор за 7-8 мин. беше 

прилагано само  при наличието на силна хемолиза. За измиване на клетките беше 

използван стерилен физиологичен разтвор. Преди да бъдат посети клетките бяха 

адаптирани в хемоцитометър на Bürker. Клетките бяха разредени с 1мл PBS, след което 

от вече разредените клетки бяха взети 10µl и бяха добавени към 100 µl PBS. От 

последните бяха взети 20µl, които бяха поставени в камерата. Броят на клетките бе 

определен от квадратите по двата диагонала на камерата плюс един квадрат извън 

диагоналите (общо 25 квадрата), равняващи се на общ обем от 0.1 mm
3
. При 

изброяването на клетките беше спазвано правилото на Bürker: във всеки квадрат се 

изброяват клетките намиращи се вътре в квадрата и които докосват отвън или отвътре 

две сключващи помежду си ъгъл страни на квадрата. Броят клетки в 1 ml е равен на 
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броя изброени клетки умножени по коефициента на разреждане и по коефициента на 

Bürker - 10
 4

. За определяне броя на клетките се вземаше средно аритметичната сума от 

две преброявания на клетки в камерата на Bürker.  

Средно концентрацията на клетките при нашите експерименти, свързани с клетъчно 

култивиране беше 1-5x10
6 

кл./мл.  

След изолирането към получената клетъчна суспензия беше добавян още 11мл PBS, 

като клетките бяха добре ресуспендирани и разделени на три (по 4мл) в 15 мл 

епруветки. Епруветките бяха центрофугирани на 2000 об. за 10 мин., след което 

надутайката беше отливана. Към първата епруветка беше добавяна 9 мл среда 

Dulbecco’s minimum essential medium (DMEM, PAA, Austria) с фактори EGF(Abcam, 

GB), bFGF(Abcam, GB) и B27 suplement (Life technologies, USA) за култивиране на 

невросфери, към втората – 9мл среда с фактори EGF и bFGF и 10%  FBS за получаване 

на адхерентни клетки по наш протокол, а към третата беше добавена среда само с 10% 

FBS за получаване на адхерентни клетки по стандартен метод. Клетките в трите 

епруветки бяха добре ресуспендирани, след което бяха разпределяни в 24-ямкови 

полистиренови плаки (SPL Life Sciences, Korea) – клетъчната суспензия от всяка 

епруветка беше разпределена в 3 ямки по 3 мл. Плаката беше поставяна в термостат 

CO2-инкубатор Thermo Scientific Heracell 150i на 37 
0
С, 5% CO2 и 95% влажност. 

Средата на адхерентните клетъчни култури беше подменяна частично на всеки 2 дни, 

като след оформянето на монослой клетките бяха отлепяни чрез трипсинизиране 

(0,05% Trypsin – 0,02%  EDTA, Biowest, France) – по 500µl на ямка за 1 мин. Ензимното 

действие на трипсина беше прекратявано с добавяне на DMEM, съдържаща 10% FBS 

при съотношението трипсин : културална среда = 1 : 5, след което клетките бяха 

прехвърляни в 25 см
2
 PVC фласкове (SPL, Korea) с 6 мл от съответната среда за 

култивиране. След формиране на монослой клетките бяха трипсинизирани (0,05% 

Trypsin – 0,02%  EDTA, Biowest, France) с 1 мл на фласк за 1 мин. до едноклетъчна 

суспензия и подложени на анализ. Супернатантата от клетъчните култури беше 

събрана, разфасована и съхранена на -70
0
С в хладилник Panasonic Ultra Low 

Temperature Freezer MDF-U33V. 

При експериментите с невросфери след формирането на такива заемащи повече от 2/3 

от фласка, те бяха изтегляни заедно със средата с помощта на пастьорна пипета. След 

това бяха ресупендирани, механично раздробявани,  центрофугирани на 1200об./5мин. 

и, след отливане на средата, допълнително разбивани и подлагани на анализ.  
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4.4.1. Използвани среди за клетъчно култивиране 

 

Средите бяха приготвени при стерилни условия със стерилни шишета, пипети и 

връхчета. 

Среда за култивиране на невросфери: 

Към 90мл DMEM беше добавян 10 мл фетален телешки серум, за да се достигне краен 

обем от 100мл. Към така получената среда бяха добавяни 200µl EGF, 20µl FGF, 2мл 

B27 suplement и 1мл   Antibiotic/ Antimycotic (PAA Laboratories, Austria) 

 

Среда за култивиране на адхерентни клетки по класически метод:  

Към  90мл DMEM беше добавян 10 мл фетален телешки серум, за да се достигне краен 

обем от 100мл. Към така получената среда беше добавен 10мл FBS и 1мл Antibiotic/ 

Antimycotic (PAA Laboratories, Austria). 

 

Среда за култивиране на глиобластомни клетки по наш метод: 

Към 90мл DMEM беше добавян 10 мл фетален телешки серум, за да се достигне краен 

обем от 100мл. Към така получената среда бяха добавяни 200µl EGF, 20µl FGF, 10мл 

FBS и 1мл Antibiotic/ Antimycotic (PAA Laboratories, Austria). 

 

След направата им средите бяха филтрувани. Това ставаше със стерилна спринцовка, 

на която се завива филтър 22µm (Orange, Belgium), като филтруваната среда беше 

съхранявана в стерилно шише. Тя беше оставяна в инкубатор на 37
0
С за една нощ, за да 

се провери стерилността ѝ.  

 

 

4.5. Изследване експресията на маркери, характерни за ТСК, от ГБМ 

клетъчни култури 
 

 

Маркерите, на които нашият екип се спря и за които в научната литература има 

достатъчно достоверни данни, че се експресират от туморните стволови клетки, 

изолирани от ГБМ са Nestin, GFAP, Sox-2, CD44 и CD133. Всички те бяха изследвани 

флоуцитометрично, а вътреклетъчните маркери Sox-2 и Nestin и чрез конфокална 

микроскопия. За изследването на GFAP наред с флоуцитометрията беше използван и 

RT-qPCR. 
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4.5.1. Изследване чрез флоуцитометрия 

 

Изследване на повърхностни клетъчни маркери 

 

 Клетъчни култури от ГБМ (невросфери и АК, отглеждани, както по класически, така и 

по наш протокол) първи пасаж бяха трипсинизирани  и изследвани за наличие на 

повърхностните маркери CD133 и CD44 чрез специфични моноклонални антитела 

CD133/2 (293C3) pure anti-human (Miltenyi Biotec, Germany) и anti-human CD44 (BD 

Pharmingen, USA).  

При изследване на АК супернатантата беше отстранявана от фласка, след което 

клетките бяха промивани със стерилен PBS. Беше добавян 1мл трипсин за 1мин. След 

инкубацията бяха добавяни 5мл среда с EGF, bFGF и 10% FBS. Клетките бяха събирани 

от фласка в 15мл епруветка и центофугирани на 1400об. за 10мин. Супернатантата 

беше отливана, след което клетките бяха промивани с 5мл Cell Wash и центрофугирани 

на 1200об. за 5 мин.  Клетките бяха разреждани 1:10 със Cell Wash (към 100µl клетъчна 

утайка се добавя 1мл Cell Wash). В две флоуцитометрични епруветки бяха поставяни 

по 10µl от всяко антитяло и по 100µl от разредените клетки (Напр.: епруветка 1- 10µl 

CD44, епруветка 2 - 10µl CD133). За отрицателна контрола, служеше проба със същото 

количество клетки, обработвани по същия начин, но без наличие на антитела. Клетките 

бяха вортексирани и инкубирани на стайна температура, на тъмно за 15 мин. Следваше 

миене с 2мл Cell Wash и центрофугиране за 10мин. на 1200об. Утайката беше отливана, 

а клетките – вортексирани. При изследването на CD133 използвахме немаркирано anti-

CD133 антитяло, поради което се наложи индиректно маркиране, осъществено чрез  

добавяне на второ антитяло – anti-mouse FITC (eBioscience, USA,Cat.№ 11-4011-85), 

като клетките бяха инкубирани 40 мин. на тъмно. След инкубацията клетките бяха 

промивани с 2мл Cell Wash,  центрофугирани на 1200об./10мин и утайката беше 

отливана. Клетките бяха фиксирани с 400мл фиксиращ разтвор (BD CellFIX, BD 

Bioscience, USA). 

Резултатите бяха отчитани на флоуцитометър FACS Calibur (BD), а за анализ на 

данните беше използвана програма CellQuest. Бяха събирани по 10 000 събития за всяка 

проба, като след това беше отчитан процентът на клетките експресиращи даденото 

антитяло в сравнение с контролните клетки. 
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Изследване на вътреклетъчни  маркери 

 

Клетъчни култури от ГБМ бяха култивирани до 1 пасаж, трипсинизирани и изследвани 

за наличие на вътреклетъчните маркери Nestin, GFAP и Sox-2 чрез anti-Nestin PE 

(eBioscience, USA), anti-Sox-2 PerCP (eBioscience, USA), anti-GFAP Alexa Fluor488 

(eBioscience, USA). Процедурата за трипсинизиране и събиране на клетките от фласка е 

същата като тази описана в т. 4.4. Получената клетъчна утайка след последното 

измиване отново беше разреждана 1:10 с Cell Wash (към 100µl клетъчна утайка се 

добавя 1мл Cell Wash) Тъй като се търси експресия на интрацелуларни маркери, беше 

извършено пермеабилизиране на клетъчните мембрани с BD Cytofix/Cytoperm Fixation/ 

Permeabilization kit (BD Biosciences, USA), като се следваха стриктно изискванията на 

производителя. Клетките бяха ресуспендирани добре и беше добавян по 250μl 

Fixation/Permeabilization solution, след което бяха инкубирани за 20 мин. на 4 
0
С в 

хладилник. После клетките бяха измивани с 1мл предварително разреден с дестилирана 

вода BD Perm Wash (10x), центрофугирани на 1200об/5мин. и надутайката беше 

отливана. Следваше двукратно промиване със Cell Wash  и центрофугиране.  След 

пермеабилизирането бяха добавяни по 10 μl от моноклоналните антитела срещу Sox-2, 

Nestin  и GFAP и клетките бяха инкубирани за 30мин, като за контрола бяха използвани 

немаркирани клетки. Клетките бяха измивани два пъти с по 2мл Cell Wash, 

центрофугирани на 1200об/5мин., надутайката беше отливана, а клетките 

вортексирани. Накрая клетките бяха фиксирани с 400μl фиксиращ разтвор. Отчитането 

беше извършвано на флоуцитометър FACS Calibur (BD), а за анализ на данните беше 

използвана програма CellQuest и WinMDI 2. Бяха събирани по 10 000 събития за всяка 

проба, като след това беше отчетен процентът на клетките експресиращи даденото 

антитяло в сравнение с контролните клетки. 

 

4.5.2. Изследване чрез флуоресцентна конфокална микроскопия 

 

Клетъчни култури от ГБМ бяха култивирани до 1 пасаж, трипсинизирани като беше 

следвана процедурата за трипсинизиране и събиране на клетките, описана в т. 4.4. 

Събраните клетки бяха прехвърляни на стъкълца, където растяха на 37
0
С, 5% CO2, 

докато образуват монослой, след което бяха промивани с PBS, Ph 7.4 и фиксирани с 4% 

параформалдехид в PBS, Ph 7.4 за 20 мин. на стайна температура. След трикратни 

промивания за 5 мин. с PBS, Ph 7.4, клетките бяха едновременно пермеабилизирани и 

блокирани с 0.1% Triton X-100 (Sigma, USA) и  1% BSA (bovine serum albumin, Sigma, 
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USA) в PBS, Ph 7.4 за един час на стайна температура. След промиване с PBS, Ph 7.4, 

стъкълцата бяха инкубирани за една нощ на 4
0
С със следните антитела: козе anti-Sox-2 

(1:50, R&D Systems, USA), моноклонално anti-Nestin (1:100, R&D Systems, USA) и PBS 

като контрола. На сутрината стъкълцата бяха промивани с PBS, Ph 7.4 и инкубирани за 

1 час на стайна температура със съответните втори антитела: anti-Nestin,  и anti-козе 

Alexa Fluor 594 (1:1000, Invitrogen, USA) за anti-Sox-2. След двукратно промиване с 

PBS, Ph 7.4, клетъчните ядра бяха оцветени с Hoechst 33258 (1: 1000, Sigma, USA) за 5 

минути и след промиване бяха монтирани в Flouromount-G (Southern Biotecch, USA). 

Флоуресцентните проби бяха анализирани чрез конфокален лазерен сканиращ 

микроскоп (Leica TCS SPE, Germany). 

 

4.5.3. Изследване на GFAP чрез RT-qPCR 

 

RT-qPCR методът е подробно описан в т. 4.7. Използвани бяха следните праймери: 

GFAP - 50-CCTCTCCCTGGCTCGAATG-30 (прав) 

50-GGAAGCGAACCTTCTCGATGTA-30 (обратен) 

 

 
 

4.6. Изследване способността за клоногенност на клетъчни култури от 

ГБМ  
 

Тестът за клоногенност е класически подход за устанявяване на стволови или 

прогениторни клетки в дадена тъкан. Клетките от ГБМ клетъчни култури (пасаж 2, над 

80% конфлуентност) бяха трипсинизирани, преброени и ресуспендирани в културелна 

клетъчна среда DMEM/F-12, ЕGF 20 ng/ ml, bFGF 20 ng/ml и 10% FBS. Впоследствие 

клетките бяха преброени и посети в гъстота 300 клетки/cm
2
 в шестямкови плаки 

(Оrange Scientific, Belgium). Култивирането протичаше в продължение на 14 дни при 

37
0
С, 5% СО2. Хранителната среда беше подменяна на всеки 3 дни. Ежедневно беше 

извършвано микроскопско наблюдение, за да се проследи произхода на всеки клон от 

единична клетка. Две седмици след посяване на клетките, формиралите се клетъчни 

колонии бяха промивани двукратно с ледено студен физиологичен разтвор. След това 

клетките бяха фиксирани с изстуден неразреден разтвор на метанол за 15 мин. на 4°С. 

След премахването на метанолът клетките бяха оцветявани с 0.5% Crystal violet в 25% 

метанол за 10 мин. на стайна температура. Клетките бяха промивани трикратно с 
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дестилирана вода. Наличието на клетъчни колонии беше установено с помощта на 

инвертен светлинен микроскоп (Leica, Germany) и фотографирано посредством 

цифрова фотокамера Canon Powershot G1X. При изчислението на клоногенна 

ефективност на ГБМ клетъчни култури бяха взети предвид само колонии състоящи се 

от минимум 20 клетки. Колониите бяха преброени в 3 повторения и беше изчислена 

клоногенна ефективност (ЕК) по следната формула: 

                       

                         ЕК[%] =  броя на преброените колонии 

                                         броя на посятите клетки х 100 

 

 

 

4.7. Молекулярно-генетични методи за определяне на генна експресия 

на Stat 1 от клетъчни култури от ГБМ. Сравнителен количествен PCR в 

реално време (quantitative Reverse-Transcription PCR) 
 

 

Количественият RT-PCR в реално време (qRT-PCR) ни позволява да намножим точно 

този участък от генома, който ни интересува и да наблюдаваме как се увеличава броят 

на копията на интересуващият ни продукт през цялото време на реакцията. Целта на 

този метод е да се получи смес от ДНК молекули, в която концентрацията на 

изследваната нуклеотидна последователност е многократно по-голяма от тази на 

всички останали секвенции. (Фиг. 2) Чрез qRT-PCR можем да отчетем разлики в 

началните количества на матрицата в различните проби. 

 

 

Фиг. 2 Амплификационен плот, отразяващ количеството ДНК копия срещу броя на PCR 

циклите. 
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Клетъчни култури от ГБМ бяха култивирани до първи пасаж и трипсинизирани като 

беше следвана процедурата за трипсинизиране и събиране на клетките, описана в т. 4.4. 

За да бъде определено нивото на генна експресия на транскрипционен фактор Stat1 в 

клетъчни култури от ГБМ, бяха извършени следните етапи: 

 

1. Първоначално беше изолирана тоталната РНК от клетъчните култури, като беше 

използван TRI Reagent (Sigma Aldrich, USA).  

 

TRI Reagent е бърз и удобен за използване реагент за едновременно изолиране на РНК, 

ДНК, и протеини, който позволява едноетапно разделяне на течност на тези три 

компонента. Този продукт е смес от гуанидин тиоцианат и фенол в монофазен разтвор, 

който ефективно разтваря ДНК, РНК и протеин в хомогенизирани или лизирани 

тъканни проби. След прибавяне на хлороформ или 1-бромо-3-хлоропропан и 

центрофугиране, сместа се разделя на три фази: водна фаза, съдържаща РНК, 

междинна, съдържаща ДНК, и органична фаза, съдържаща протеини. Всеки компонент 

след това може да бъде изолиран. 

1мл TRI реагент е достатъчен за изолиране на РНК от 10 cm
2 

на клетъчни култури, 

отгледани в монослой. Този метод изолира РНК с дължина 0.1–15 kb. 

Процедура на метода: 

 Трипсинизираните от 25см
2
 матрак клетъчни култури от ГБМ бяха преместени в 

стъклено петри по препоръка на производителя, където към тях беше добавен 2,5 мл  

TRI Reagent. Клетките бяха ресуспендирани до получаване на хомогенен лизат и 

бяха оставени 5 min на стайна температура. Клетките бяха ресуспендирани отново, 

събрани в епруветка и към тях беше добавен 0,5 ml хлороформ (AppliChem, 

Germany). След като епруветката беше старателно затворена, получената суспензия  

беше силно разклащана за 15 секунди и оставяна да престои 10 мин. на стайна 

температура. Клетъчната суспензия беше центрофугирана на 12,000 g за 15 мин. при 

температура 2–8 °C (Rotanta 460, Hettich, Germany), при което беше разделена на 

описаните по-горе слоеве.  

 РНК беше изолирана, като първо водната фаза беше преместена в нова епруветка и 

към нея беше добавян 1,250 мл isopropanol (Genaxxon, Germany). Епруветката беше 

разклатена и оставена за 10 min на стайна температура. Следваше центрофугиране 

на 12,000 g за 10 мин. на 2–8 °C. Супернатантата беше отстранявана и получената 
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гелоподобна утайка с тотална РНК беше измивана с 3 мл 75% етанол (Sigma-

Aldrich, USA). Следваше вортексиране и центрофугиране при 7,500 g за 5 min на 2–

8 °C. 

РНК беше изсушавана за кратко на въздух, като не се позволяваше да изсъхне напълно 

(7-8 мин). Беше добавяна 40 μl RNase-free water (Thermo Scientific, USA) и беше 

инкубирана за 10 мин. на 60 
0
С при постоянно разбъркване, за да се улесни 

разтварянето ѝ. 

 

2. Получената тотална РНК беше превърната в копи-ДНК чрез верижна 

полимеразна реакция с обратна транскрипция (RT-PCR), като беше използван 

Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit for qRT-PCR (Thermo Scientific, USA).  

 

Използвани реагенти, предоставени в кита: Maxima Enzyme Mix, 5X Reaction Mix, 

чиста от нуклеази вода, reaction buffer, dNTPs, oligo (dT)18 и random hexamer primers 

(случайни хексамерни праймери). Беше използван апарат: PTC-100 (MJ Research Inc., 

USA) 

Този кит е оптимизиран за синтез на копи-ДНК (кДНК) при прилагане на двустепенен 

метод на qRT-PCR. Комплектът използва Maxima Reverse Transcriptase, ензим, който се 

отличава с висока термоустойчивост, здравина и повишена способност за синтез на 

ДНК в сравнение с дивия тип M-MuLV RT. Този кит е способен да задейства синтез на 

кДНК от широк спектър от изходна РНК (PG 1 - 5 ug) при повишена температура (50-65 

°C). Рекомбинантният RiboLock™ RNase Inhibitor ефективно защитава, обработваната 

РНК от разграждане от РНази А, В и С при  температура до 55°C. Китът разполага, 

както с олигонуклеотидни праймери (oligo(dT)18), така и със случайни хексамерни 

последователности. Последните се свързват неспецифично и се използват за синтеза на 

кДНК от всички матрични РНК-и (мРНК) в тоталната РНК-популация. 

Олигонуклеотидните праймерите селективно се свързват към 3`-края на поли(А)-РНК, 

синтезирайки копи-ДНК единствено от мРНК, притежаваща поли(А)-опашка. 

Синтезираната по този начин кДНК може да бъде използвана директно като темплейт 

за PCR в реално време. Компонентите на кита се размразяват, миксират и се държат на 

лед преди употребата им.  

 Синтез на едноверижна копи-ДНК. 

От реактивите на кита в стерилна, чиста от РН-ази епруветка беше изготвена реактивна 

смес в реда от следната таблица: 
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5X Reaction Mix - 4 μL 

Maxima Enzyme Mix - 2 μL 

Template RNA 1 pg  10µl 

Water, nuclease-free  до 20 μL 

Total volume  20 μL 

 

Реактивната смес беше миксира внимателно и центрофугирана. Беше добавена 

изолираната от предния етап РНК и беше инкубирана за 10 мин на 25°C (разгъване на 

праймерите), а след това 15 мин. на 50°C (синтез на кДНК). Реакцията беше прекъсвана 

чрез нагряване на 85°C за 5 мин. 

Получената като продукт копи-ДНК може да бъде директно използвана за qRТ-PCR. 

Като качествен контрол на реакцията бяха използвани необходимите контроли – 

негативна контрола за обратна транскриптаза и контрола без РНК. 

 

3. На третият етап беше извършено намножаване на таргетната ДНК за Stat1. 

Изявата на генна експресия на таргетната ДНК отразява и нивото на матрична 

РНК, която е била синтезирана първоначално локално в клетъчните култури. 

PCR реакцията беше извършена на апарат Stratagene Mx3005P (Agillent 

Technologies, USA), като беше използван Luminaris Color HiGreen Low Rox qPCR 

Master Mix (Thermo Scientific, USA). 

 

Предимствата на използваната в този кит боя SYBR Green са, че може да се използва за 

различни PCR реакции и е с висока чувствителност (много флуоресциращи молекули се 

закачват към продукта). Тя е флуоресцентна интеркалираща боя, която се свързва към 

двойноверижна ДНК и изпраща флуоресцентен сигнал при свързване. При qPCR с 

нарастването на количеството ДНК пропорционално се увеличава и флуоресцентният 

сигнал. 

Китът съдържа следните реактиви: Luminaris Color HiGreen Low ROX qPCR Master Mix 

(2X), 40X Yellow Sample Buffer, вода свободна от нуклеази. 

Master Mix включва Hot Start Taq ДНК полимераза, урацил-DNA гликозилаза (UDG) и 

dNTPs  в оптимизиран PCR буфер. Той съдържа двойноверижна ДНК (двДНК) 

свързваща боя и се допълва със съответната пасивна ROX боя. Hot Start Taq ДНК 

полимераза е неактивна при стайна температура, като по този начин се избягва 

неспецифично удължаването на праймери или праймерни димери и се осигурява по-
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висока специфичност на ДНК амплификацията. Uracil-DNA Гликозилаза (UDG) и dUTP 

са включени в микса за контрол на замърсяването.  

Беше използвана контрола без кДНК. Като вътрешната контрола на реакцията беше 

използван β-актин. 

 Протокол: 

Всички реактиви бяха внимателно вортексирани преди употреба. 

В стерилна епруветка беше подготвен разтворът за реакцията, който съдържа 15 µl 2X 

Master Mix, по 0,9 µl прави и обърнати праймери и чиста от нуклеази вода до 20 µl.  

Реакционната смес беше добре миксирана и разпределена в три PCR епруветки (2 

контролни и 1 за проба). Беше добавена 2 µl кДНК към епруветката на пробата и 

контролата за β-актин, след което сместа беше нежно разбъркана.  

PCR амплификацията беше проведена при следните условия: първоначална 

денатурация (първи сегмент) за 5 мин. на 95
0
C , втори сегмент: 30 сек. на 95

0
C, 30 сек. 

на 56
0
C и 50 сек. на 72

0
C за 40 цикъла, трети сегмент: 10 мин. на 72

0
C (за 

дореплициране на незавършени вериги), 30 сек. на 61
0
С и 30 сек. на 95

0
С за изготвяне 

на дисоциационна крива. Отчитането на количеството двойноверижна ДНК е зададено, 

както следва: в края на всеки цикъл във втори сегмент (за проследяване на 

амплификацията), на всеки градус при повишаването на температурата (от 60 до 95 °C) 

в трети сегмент (за изготвяне на крива на дисоциация и проследяване на 

специфичността на реакцията въз основа на денатурацията на получения продукт). 

Установиха се еднопикови профили  на дисоционните криви за всяка двойка праймери, 

което доказва специфичността на протеклите амплификационни реакции. Праймерите 

използвани за амплификацията на Stat1 и β-актин бяха следните:  

Stat1: CTAGTGGAGTGGAAGCGGAG (прав) 

CACCACAAACGAGCTCTGAA (обратен) 

b-actin: 50-TGACGGGGTCACCCACACTGTGCCCATCTA-30 (прав)  

 50-CTAGAAGCATTTGCGGTGGACGATGGAGGG-30 (обратен). 

PCR продуктите бяха изследвани чрез електрофореза на 1.5% агарозен гел и бяха 

оцветени с етидиев бромид. Като ДНК маркер беше използван O’GeneRuler 100bp Plus 

DNA Ladder (Thermo Scientific, USA). 
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4.8. Изследване цитокиновата секреция на ГБМ клетъчни култури чрез 

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)  
 

 

Наличието на секретирани цитокини беше изследвано при 60 часови кондиционирани 

среди от ГБМ, както и при съответстващите им контроли. За целта бяха използвани 

търговски китове, като за всеки кит бяха спазени инструкциите на производителя: 

Human IL-4 (Arcus Biologicals, Italy), Human IL-6 ELISA Kit (Gen-probe Diaclone SAS, 

France), Human IL-8 ELISA Kit (Gen-probe Diaclone SAS, France), Human IL-10 ELISA 

Kit (Gen-probe Diaclone SAS, France), Human IL-12 ELISA Kit (Gen-probe Diaclone SAS, 

France), Human IL-17A ELISA Kit (Gen-probe Diaclone SAS, France), Human IL-18 ELISA 

Kit (MBL, Japan), Human IL-23 ELISA Kit (Gen-probe Diaclone SAS, France), Human 

TNFα ELISA Kit (Gen-probe Diaclone SAS, France), Human IFNγ ELISA Kit (Gen-probe 

Diaclone SAS, France), Human TGFβ1 ELISA Kit (Gen-probe Diaclone SAS, France), 

Human sPECAM ELISA Kit (Gen-probe Diaclone SAS, France), Human sICAM ELISA Kit 

(Gen-probe Diaclone SAS, France), Human MMP7 Kit (Abcam, UK) и Human MMP10 Kit 

(Abcam, UK). 

ELISA е аналитично имунохимично изследване върху твърда фаза, което позволява 

установяването на специфична субстанция в течна проба, чието присъствие бива 

количествено или качествено определено. Методът се гради на антиген-антитяло 

реакция и e сред най-чувствителните за идентифициране и измерване на различни 

цитокини и други разтворими молекули. Използваните в настоящата дисертация китове 

са твърдофазови „сандвич” ELISA за in vitro количествено определяне на цитокини в 

биологични материали. При този метод гнездата на съответната микротитърна плака са 

натоварени с високоспецифични антитела срещу търсения цитокин. След добавяне на 

изследваната проба се извършва свързване на разтворимия фактор към фиксираните 

върху гнездата на плаката антитела. След това се добавя биотинилирано антитяло, 

което също се свързва специфично с антигена. От тук идва името на метода „сандвич“ 

ELISA, тъй като търсеният антиген попада между двете специфични за него антитела. 

Към така получените комплекси се добавя конюгат (horse-radish peroxidase (HRP)-

стрептавидин), който се свързва с биотина и осъществява ензимна реакция след 

добавяне на тетраметилбензидин (TMB)-субстрат с образуване на цветен продукт. 

Ензимната реакция се стопира с H2SO4, след което се извършва спектрофотометрично 

отчитане. Интензитетът на цветния продукт е правопропорционален на количеството 
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антиген в биологичната проба. Построява се стандартна крива според калибраторите на 

всеки кит и по нея се определя количеството на търсения фактор в тестваните проби. 

(Фиг. 3) 

 

 

 

Фиг. 3 Схематично представяне на принципа на метода „сандвич” ELISA. 

 

За фирма Gen-probe Diaclone SAS, France наличните в китовете реактиви са следните: 

Pre-Coated Plates (96 well microtitre strip plate), Biotinylated Detection Antibody, 

стандарт(и), контрола(и) (където са налични), Buffers (Standard Diluent, Biotinylated 

Antibody diluent, HRP Diluent, Wash Buffer (където са необходими)), Streptavidin-HRP, 

TMB и Stop reagent. Ще бъде разгледана общата процедура на метода за IL-6, 

предоставена от фирмата и след това ще бъдат споменати разликите за всеки от 

останалите, изброени по-горе китове.  

 

Процедура на метода: 

№ Стъпка от метода Подробно описание 

1. Подготовка на 

стандартите и 

серумите 

Използван беше Standard Diluent Buffer (10х, разрежда се с 

дестиларана вода), подходящ за изследване на супернатанта 

от клетъчки култури. Стандартът трябва да бъде разтворен с 

количеството Standard Diluent Buffer, отбелязано на 

доставеното шишенце, като дава концентрация 200pg/ml. 

Изготвени бяха падащи разреждания на стандарта, за да се 

получи концентрационна редица от 200 до 6,25pg/ml. 

Контролите също бяха разредени със Standard Diluent Buffer 

High Sensitivity ELISA Technology. 

eBioscience. 

(http://www.ebioscience.com/media/images/reso

urces/knowledge-center/application/elisa/high-

sensitivity-elisa-kits/high-sensitivity-elisa-

protocol-1.jpg) 
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като необходимото количество и очакваната концентрация са 

отбелязани на шишето. 

2. Добавяне на 

пробите, 

стандартите, 

контролата и 

нулата към 

плаката. 

Добавени бяха по 100µl в повторение към предварително 

определеното гнездо на плаката. Започва се със стандартите 

(от най-големият към най-малкият), нулата и контролата. 

Следва накапване на пробите. Нулевата контрола или „blank” 

представлява поставяне на Standard Diluent Buffer, като се 

очаква измерената концентрация на търсеният цитокин в 

това гнездо, след края на на реакцията, да е нула. 

3. Добавяне на 

биотинилирано 

антитяло 

Добавят се навсякъде по 50µl биотинилирано антитяло. 

Биотинилираното антитяло беше разредено непосредствено 

преди накапването му с приложения в кита biotinylated 

antibody diluent в зависимост от броя на използваните 

стрипове (таблица приложена в кита).  

4. Инкубация Плаката се покрива с капак и се инкубира на стайна 

температура (18 до 25°C) за 1 час 

5. Миене Отстранява се капакът и се аспирира течността от всяко 

гнездо. Накапва се по 300µl миещ разтвор (200x разреден 

предварително с дест. вода) и се аспирира отново. Стъпката с 

миещият разтвор се повтаря още два пъти. 

6. Добавяне на 

Streptavidin-HRP 

Добавя се по 100μl Streptavidin-HRP разтвор на цялата плака. 

Streptavidin-HRP се разрежда непосредствено преди употреба 

с HRP diluent според количеството използвани стрипове 

(таблица приложена в кита). 

7.  Инкубация Плаката се покрива с капак и се инкубира на стайна 

температура за 30 мин. 

8. Миене Повтаря се стъпка 5. 

9. Добавяне на TMB 

Substrate 

Добавя се 100μl TMB Substrate към всички гнезда в плаката. 

(готов за употреба) 

10. Инкубация Плаката се покрива с капак, поставя се на тъмно и се 

инкубира на стайна температура за 12-15 мин. Избягва се 

директното излагане на светлина чрез покриване на плаката с 

алуминиево фолио. 
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11. Добавяне на 

H2SO4:Stop 

Reagent 

Към всички гнезда на плаката се добавя по 100μl H2SO4:Stop 

Reagent. Веднага след това резултатът се отчита на 

спектрофотометът при дължина на вълната 450 nm и 620 nm 

(приема се дължина на вълната от 610 nm до 650 nm). 

 

 

Резултатите бяха отчетени на ELISA четец Stat fax 2100 на 450/630 nm и програма PGM 

с 6 стандарта и Blank. Получените стойности на оптична плътност на всяко гнездо бяха 

преизчислени като концентрация (pg/ml) съгласно построената калибрационна крива. 

Чувствителността на кита за IL-6 по данни на производителя е <2pg/ml. 

При изследването за IL-8 изходната концентрация на стандарта беше 2000pg/ml и бяха 

получени падащи разреждания за 6 стандарта, както следва: 2000 pg/ml, 1000 pg/ml, 500 

pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62,5pg/ml. Чувствителността на кита за IL-8 по данни на 

производителя е <25pg/ml. 

Китът за изследване на IL-10 съдържа 6 стандарта, но изходната концентрация беше 

400pg/ml, като бяха получени следните падащи разреждания: 400pg/ml, 200pg/ml, 

100pg/ml, 50pg/ml, 25pg/ml, 12,5pg/ml. Пробите първо бяха инкубирани само с първото 

антитяло, положено върху плаката за 1 час, след което плаката беше измита. След това 

беше добавено второто биотинилирано антитяло и отново плаката беше инкубирана за 

1 час. Чувствителността на кита за IL-10 по данни на производителя е <5pg/ml.  

При изследването на IL-12 p70 бяха заложени 6 стандарта с максимална концентрация 

25pg/ml, като падащите разреждания бяха следните: 25pg/ml, 12,5pg/ml, 6,25pg/ml, 

3,12pg/ml, 1,56pg/ml, 0,78 pg/ml. В кита липсваше контрола. Включен беше усилвател 

на реакцията (Amplifier), който се разрежда непосредствено преди добавянето му в 

съответствие с броя използвани стрипове (таблица налична в кита). Инкубацията на 

пробата и биотинилираното антитяло траеше 3 часа. След 20 мин. инкубация със 

Streptavidin-HRP плаката беше измиване и беше добавян 100µl Amplifier. Следваше 

инкубация за 15 мин. и миене. Добавя се отново Streptavidin-HRP за 20 мин., след което 

се добавя TMB за 10-20мин. Всички инкубации бяха провеждани на клатачка на ниски 

обороти. Чувствителността на кита за IL-12 по данни на производителя е <0,75pg/ml. 

Китът за IL-17A съдържа стандарт с концентрация след възстановяването 100 pg/ml, 

като от него бяха направени 6 падащи разреждания – 100pg/ml, 50pg/ml, 25pg/ml, 

12.5pg/ml, 6.25pg/ml и 3.125pg/ml. Контрола в кита няма. Пациентските проби се 

разреждат в отделни епруветки 1:2 (100 μl от пробата се разрежда в 100 μl от 
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разредения Standard Diluent Buffer). Първата инкубация беше само с накапаните проби 

и трае 2 часа.След измиване беше накапвано биотинитираното антитяло и беше 

инкубирано 1 час. TMB субстратът беше инкубиран за 5-15мин. Получената 

концентрация на пробите беше умножена по дилуентен фактор 2 поради 

първоначалното разреждане. 

По данни на производителя аналитичната чувствителността на теста за детекция на IL-

17 е < 2.3 pg/ml. 

За определяне на IL-23 бяха използвани 6 стандарта, като най високата концентрация 

беше 5000pg/ml и в последствие бяха направени падащи разреждания, както следва: 

5000pg/ml, 2500pg/ml, 1250pg/ml, 625pg/ml, 312,5pg/ml, 156,2pg/ml. В кита липсва 

контрола. Инкубацията на пробите и биотинилираното антитяло траеше 2 часа, а  

инкубацията с ТМВ – 10-20мин. По данни на производителя аналитичната 

чувствителността на теста за детекция на IL-23 е < 20 pg/ml. 

При определяне на TNFα отново бяха налични 6 стандарта, както следва: 800pg/ml, 

400pg/ml, 200pg/ml, 100pg/ml, 50pg,ml, 25pg/ml. Налична беше контрола. Първата 

инкубация траеше 3 часа (проби и биотинилирано антитяло). По данни на 

производителя аналитичната чувствителността на теста за детекция на TNFα е <10 

pg/ml. 

В кита за изследване на IFNγ стандартите бяха следните: 400pg/ml, 200pg/ml, 100pg/ml, 

50pg,ml, 25pg/ml, 12,5pg/ml. Налична беше и контрола. Първата инкубация траеше 2 

часа (проби и биотинилирано антитяло). По данни на производителя аналитичната 

чувствителността на теста за детекция на IFNγ е <5 pg/ml. 

Кита за определяне на TGFβ1 съдържаше: 20-пъти концентриран Assay Buffer 

Concentrate (вместо Standard Diluent Buffer), 1N HCl, 1N NaOH, стоп разтвор (1М 

фосфорична киселина), синьо, зелено и червено багрило. Налични бяха 6 стандарта с 

най-висока концентрация 2000 pg/ml и следните падащи разреждания: 2000 pg/ml, 1000 

pg/ml, 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62,5 pg/ml. Контрола липсваше. За улеснение при 

извършване на имуноензимния метод към кита използвахме оцветяване с приложените 

бои – 200 μl синя боя към 50 ml буфер, предназначен за разреждане на пробите; 120 μl 

зелена боя с 12 ml Assay Buffer, с който разредихме биотинилираното антитяло и 48 μl 

червена боя с 12 ml Assay Buffer, с който разредихме стрептавидина. Друга особеност 

на методиката беше предварителното третиране на пробите: всяка проба беше 

разредена 1:10 с Assay Buffer (180µl Assay Buffer + 20µl проба), след което към така 

разредените проби беше добавяна 1N HCl и пробите бяха инкубирани 1 час. Реакцията 
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беше стопирана чрез добавяне на 20µl 1N NaOH. Плаката беше измита трикратно с 

300µl Wash разтвор преди нанасянето на пробите. Към измитата плака беше добавен по 

60µl Assay Buffer, след което бяха добавени по 40µl от обработените проби. Следваха 2 

часа инкубация. Всички инкубации бяха извършени на клатачка при 100об./мин. 

Плаката беше измита и беше добавено 100µl от биотинилираното антитяло за 1 час. 

Инкубацията с добавеният след това Streptavidin-HRP беше 1 час, а със субстратния 

разтвор – 30 мин. Поради разреждането на пробите, полученият краен резултат беше 

умножен по15. По данни на производителя аналитичната чувствителността на теста за 

детекция на TGFβ1 е <9 pg/ml. 

При изследването на sPECAM/CD31 в кита бяха предоставени 6 стандарта (10 pg/ml, 5 

pg/ml, 2,5 pg/ml, 1,25 pg/ml, 0,63 pg/ml, 0,31pg/ml) и контрола. Пробите бяха разредени 

1:4 (50µl проба в 150µl Standard Diluent Buffer) и първата инкубация с биотинилираното 

антитяло траеше 2 часа. Поради разреждането на пробите, полученият краен резултат 

беше умножен по 4. По данни на производителя аналитичната чувствителността на 

теста за детекция на TGFβ1 е <0,17 ng/ml. 

В кита за изследване на sICAM/CD54 бяха предоставени 6 стандарта (8 pg/ml, 4 pg/ml, 2 

pg/ml, 1 pg/ml, 0,5 pg/ml, 0,25pg/ml) и контрола. Пробите бяха разредени 1:100 (10µl 

проба в 990µl Standard Diluent Buffer). Поради разреждането на пробите, полученият 

краен резултат беше умножен по 100. По данни на производителя аналитичната 

чувствителността на теста за детекция на TGFβ1 е <0,1 ng/ml. 

Китовете за IL-4, IL-18, ММР7 и ММР10 бяха на други производители, но тъй като 

общият принцип на извършването на „сандвич“ ELISA е същият, отново ще бъдат 

описани само разликите с вече описаната методика.  

В кита за IL-4 беше предоставен стандарт, но липсваше контрола. Стандартът беше 

разреден до получаване на концентрация 500pg/ml, след което бяха правени падащи 

разреждания: 250, 125, 62,5, 31,2, 15,6 и 7,8pg/ml. Инкубацията след пипетирането на 

пробите и биотинилираното антитяло траеше 2 часа. Миенето след всяка инкубация 

беше четирикратно. Инкубацията с ТМВ беше с продължителност 30 мин. При 

процедурата беше използван blank, които беше съставен само от накапването на 

хромогена и стоп разтвора (в това гнездо не се капе нито един от останалите реактиви). 

Резултатите бяха отчетени при дължина на вълната 450nm и задаване на blank. Беше 

построена крива според получените от стандартите резултати и стойностите на пробите 

бяха преизчислени по нея. По данни на производителя аналитичната чувствителността 

на теста за детекция на IL-4 е 2 pg/ml. 
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В предоставения ни за изследване на IL-18 кит бяха включени следните реактиви: 

Microwells, Human IL-18 calibrator, Conjugate reagent (Peroxidase conjugated anti-human 

IL-18 antibody(x101), Conjugate diluent, Assay diluent, Wash concentrate (x10), Substrate 

reagent (TMB) и Stop solution (0.5 M H2SO4). Максималната получена концентрация 

след разреждане на калибратора беше 2,5ng/ml и от него бяха направени следните 

падащи разреждания: 1,25, 0,625, 0,312, 0,156 и 0,078pg/ml. Пробите бяха разредени 1:5 

с Assay diluent (40µl +160µl). Пипетирани бяха по 100µl от пробите и стандартите върху 

плаката и бяха инкубирани за 1 час. Следваше миене и добавяне на 100µl конюгат 

(Peroxidase conjugated anti-human IL-18 antibody) за 1 час. След ново измиване следваше 

инкубация със субстрат за 30 мин. и стопиране на реакцията. Поради предварителното 

разреждане на пробите, резултатите бяха умножени по 5. По данни на производителя 

аналитичната чувствителността на теста за детекция на IL-18 е 12,5 pg/ml. 

При изследването на MMP7 и MMP10 процедурата беше еднаква. За двата кита бяха 

заложени по 7 стандарта, които за ММР7 бяха в следните падащи разреждания: 100, 

33,33, 11,11, 3,70, 1,23, 0,41 и 0,137pg/ml, а за ММР10 – 1500, 500, 166,7, 55,56, 18,52, 

6,17 и 2,06pg/ml. Първата инкубация беше 2ч. и 30 мин. и беше извършена след 

нанасяне на пробите. След измиване на плаката беше добавено биотинилирано 

антитяло, което беше инкубирано 1ч. Плаката престоя със Streptavidin-HRP 45мин. и 

след измиване – с ТМВ 30мин. За стопиране на реакцията беше добавен по 50µl стоп 

разтвор. Резултатът беше отчетен веднага при дължина на вълната 450nm и беше 

построена крива, според която получените от пробите резултати бяха преизчислени в 

pg/ml. Чувствителността на кита за ММР7 по данни на производителя е <0.15 ng/mL, а 

за ММР10 е <3pg/ml. 

 

 

4.9. Изследване способността на активация на Т-лимфоцити, 

изолирани от здрави донори след култивирането им в среда от ГБМ 

клетъчни култури и стимулация с фитохемаглутинин 
 

4.9.1. Изолиране на PBMCs 

 

Кръв от 8 здрави донори беше взета от обучени лаборанти в Лаборатория по клинична 

имунология УМБАЛ “Св. Иван Рилски”, чрез рутинна венепункция, според 

изискванията на добрата медицинска практика. Кръвта беше взета в специални 

епруветки, съдържащи фикол (Ficoll-Paque PLUS, GE Healthcare), и беше разклатена 
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няколко пъти преди да бъде центрофугирана на 3300об./20мин. Изолирането на PBMCs 

беше извършвано в стерилен бокс, като надлежащата над фиколовия пръстен 

левкоцитна пелена беше събрана внимателно с пастьорка и беше поставена в 50 мл 

епруветка. След това клетките бяха промити с 40мл стерилен PBS, центрофугирани 

на1400об/10мин. и надутайката беше отлята. Беше добавен 1мл PBS, след което преди 

култивиране клетките бяха преброени в камера на Bürker, както е описано в т. 4.4. 

След адаптирането към клетките беше добавен 10ml PBS и те бяха разделени в две 15ml 

епруветки, след което бяха центрофугирани на 1400об/10мин. Към едната епруветка 

беше добавена 3ml DMEM съдържаща 10% FBS ,  EGF и FGF и  служеше за контрола, а 

към другата 3ml супернатанта от ГБМ култура, отглеждана в същата среда.  След това 

клетките бяха посети в две отделни ямки в 6 ямкова плака и престояха така 60 часа в 

термостат на 37
0 

С и 5% CO2. 

 

4.9.2. Стимулация на PBMCs с фитохемаглутинин. 

 

PBMCs от контролната ямка и от тази съдържаща среди от ГБМ клетъчни култури  бяха 

ресуспендирани, събрани в 15 мл епруветки и центрофугирани на 1200об./5мин. 

Супернатантите бяха отлети, разфасовани в епруветки и бяха замразени на -70
0
C в 

хладилник, за последващо изследване на IL-10.  

Фитохемаглутинин (PHA, Sigma Aldrich, USA) беше предварително размразен. Към 

клетките беше добавен по 2 мл Cell Wash, като те бяха добре ресуспендирани и 

разделени по равно в по 2 флоуцитометрични епруветки – 1 контролна и 1 за PHA 

стимулация. Така за контролната проба бяха получени 2 епруветки (1 с нестимулирани 

клетки и 1 с клетки стимулирани с PHA). Подобно за PBMCs култивирани в среди от 

ГБМ култури се получиха също 2 епруветки (1 с нестимулирани клетки и 1 с клетки 

стимулирани с PHA). Към епруветките за PHA стимулация бяха накапани по 10µl PHA 

на 1 ml клетъчна суспензия, след което четирите епруветки бяха инкубирани 4 часа на 

37
0
С. Клетките бяха внимателно вортексирани на всеки час. 

След инкубацията от всяка епруветка бяха прехвърлени по 100 µl в нова 

флоуцитометрична епруветка, след което бяха добавени по 10µl CD69/PE (BD 

Pharmingen, USA) и 10µl CD3/FITC (BD Pharmingen,, USA). Клетките бяха инкубирани 

20 мин. на стайна температура на тъмно. След това PBMCs бяха промити с 2ml Cell 

Wash, центрофугирани на 1200об./5мин., отлети и  вортексирани. Клетките бяха 

фиксирани с 500 µl фиксиращ разтвор (CellFix, Becton Dickinson, USA). 
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Отчитането на резултатите беше извършено на флоуцитометър FACS Calibur (BD), а за 

анализ на данните беше използвана програма CellQuest и WinMDI 2.2. Бяха събирани 

по 10 000 събития за всяка проба като след това беше отчетен процентът на клетките 

двойно-експресиращи CD3 и  CD69 в сравнение с контролните клетки. 

Беше изчислен индекса на стимулация (ИС) на маркираните по CD3 и CD69 

активирани Т-лимфоцити по следната формула:  

  

                       ИС=   % активирани от PHA Т-лимфоцити    

                                  % спонтанно активирани Т-лимфоцити 

 

 

 
4.9.3. Статистически методи 

 

Статистическият анализ на суровите данни беше извършен с програма Software package 

for statistical analysis (SPSS®), IBM 2009, версия 19 (2010) и Excel (v.2010). Използвахме 

непараметричен метод на Mann-Whitney. Графичните изображения, представящи 

статистическите данни, са изготвени основно с помощта на Excel и на SPSS v.19.  

 

4.9.4. Изследване на наличието на IL-10 в супернатанта от PBMC, изолирани от здрави 

донори след култивиране в среда от ГБМ клетъчни култури 

 

Замразените на -70
0
 среди от PBMCs култивирани в контролни среди, както и в среди 

от клетъчни култури от ГБМ бяха размразени и тестирани за секреция на IL-10,  като се 

спазваха стриктно изискванията на фирмата производител. ELISA методът е описан в 

т.4.8. 

 

 

4.10. Изследване на маркери, характерни за мезенхимни стволови 

клетки при ГБМ клетъчни култури 
 

 

Според изискванията на Международното дружество за клетъчна терапия (ISCT) 

дадена клетъчна популация може да бъде идентифицирана като „мезенхимна стволова”, 

ако се докаже експресията на следните повърхностни маркери CD90, CD73, CD105, 

CD29, както и липсата на експресия на CD45/CD34. За изследване на повърхностни 

маркери, характерни за МСК при клетъчни култури от ГБМ бяха използвани следните 

моноклонални антитела : 
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1.anti-CD29 PE (BD Pharmingen, USA) 

2.anti-CD73 PE (BD Pharmingen, USA) 

3.anti-CD90 FITC (BD Pharmingen, USA) 

4.anti-CD105 PerCP-Cy5.5 (BD Pharmingen, USA) 

5.anti-CD45 FITC/CD34 PE (BD Pharmingen, USA) 

Беше следван протокол за повърхностно маркиране, описан в т. 4.5.1. Специфичното 

оцветяване беше отчетено с флоуцитометър FACSCalibur (BD). За анализ на данните 

беше използвана програма CellQuest и WinMDI 2.2. Бяха събирани по 10 000 събития за 

всяка проба, като след това беше отчетен процентът на клетките, експресиращи 

дадения маркер, а експресията се сравняваше с негативната контрола, представляваща 

немаркирани клетки. С цел допълнително фенотипизиране на маркери специфичи за 

МСК бяха изследвани още CD146 и HLA-A,B,C – anti-human CD146 PE (BD 

Pharmingen, USA) и anti-human HLA-ABC FITC (BD Pharmingen, USA), като беше 

следван вече посоченият протокол за изследване на повърхностни клетъчни маркери, а 

резултатите бяха отчетени с флоуцитометър FACSCalibur (BD) и програми CellQuest и 

WinMDI 2.2. 

 

 

4.11. Изследване на способността за адипогенна диференциация на 

клетъчни култури от ГБМ 
 

 

За индуциране на адипогенна диференциация, достигналите над 80% конфлуентност 

клетъчну култури от ГБМ на пасаж 2, бяха препосяти в 24-ямкови плаки (SPL Life 

Sciences, Korea) в концентрация 5 x 10
4 

клетки/cm
2
 и култивирани в клетъчна среда 

DMEM/F12 в присъствие на 10% FBS, dexamethasone (Sigma-Aldrich) 1 μM, bovine 

insulin (Sigma-Aldrich) 5 μg/ml, 3-isobutyl-1-methyl-xanthine (IBMX) (Sigma-Aldrich) 0.25 

mM, indomethacin (Sigma-Aldrich) 60 μM. Свежа адипогенна културелна среда беше 

добавяна на всеки 3 дни в продължение на 21 дни. Паралелно, контролни клетки бяха 

култивирани единствено в DMEM/F12 + 10% FCS. В края на стимулационния период, 

степента на адипогенна диференциация беше определена чрез оцветяване с Oil Red O. 

Първоначално клетките бяха промити с PBS, след което бяха фиксирани с 10% 

неутрален формалинов разтвор (Merck, Germany) в продължение на 30 мин. на стайна 

температура. Фиксираните клетки бяха промити еднократно с дестилирана вода и 

оцветени с прясно приготвен 0.6% разтвор на Oil red O (3 части 1% разтвор на Oil Red 
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O в изопропанол се смесват с 2 части дестилирана вода) за един час на стайна 

температура. Излишното багрило беше отстранено чрез промиване с дестилирана вода. 

Наличието на оцветяване беше наблюдавано под инвертен светлинен микроскоп (Leica, 

Germany). 

 

 

4.12.Изследване на способността за остеогенна диференциация на 

клетъчни култури от ГБМ 
 

 

За индуциране на остеогенна диференциация, достигналите над 80% конфлуентност 

клетъчни култури от ГБМ на пасаж 2 бяха препосяти в 24-ямкови плаки (SPL Life 

Sciences, Korea) в концентрация 5 x 10
4 

клетки/cm
2
 и култивирани в клетъчна среда 

DMEM/F12 в присъствие на 10% FBS, 100nM dexamethasone (Sigma-Aldrich), 0,2 mM 

ascorbic acid-2-phosphate (Sigma-Aldrich) и 10mM β-glycerophosphate (Sigma-Aldrich). 

Свежа остеогенна културална среда беше добавяна на всеки 3 дни в продължение на 21 

дни. Паралелно, контролни клетки бяха култивирани единствено в DMEM/F12 + 10% 

FBS. В края на стимулационния период, степента на остеогенна диференциация беше 

определена чрез измерване на алкално-фосфатазна активност и чрез оцветяване по von 

Kossa. За установяване на алкално-фосфатазна активност третираните с остеогенни 

фактори клетки, както и недиференцираните контролни клетки бяха промити с PBS, 

след което във всяка експериментална ямка бяха добавени по 150 μl алкално-

фосфатазен буфер (0,05 M Na2CO3; 0,5 mM MgCl2; pH = 9,5), съдържащ 0,1% (v/v/) 

Triton X-100 (Merck, Germany). Плаката беше замразена на -80
о
С (5 мин.) и веднага след 

това размразена. Тази процедура беше извършена три пъти. В ямките (24-ямкова плака; 

2 cm2, SPL Life Sciences, Korea) с вече лизираните клетки бяха прибавени по 150 μl от 

разтвора на алкално-фосфатазния субстрат 4-p-nitrophenylphosphate (3.5 mM в алкално-

фосфатазен буфер) и получената цветна реакция беше отчетена спектрофотометрично 

на micro-ELISA reader (Dynatech AG, USA) при дължина на вълната 405 nm. 

Оцветяване по von Kossa се осъществи като остеогенно диференцираните, както и 

контролните клетки бяха промити еднократно с PBS, след което бяха третирани с 1% 

(w/v) разтвор на сребърен нитрат (AgNO3; Sigma-Aldrich, USA) при облъчване с 

ултравиолетова светлина (λ = 366 nm; трансилюминатор Camag Reprostar 3, Switzerland) 

в продължение на 60 мин. При интензивно UV облъчване на калциев карбонат или 
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калциев фосфат в присъствие на AgNO3, сребърните катиони се свързват с 

карбонатните/фосфатните аниони, при което формиралите се соли (Ag2CO3 или 

Ag3PO4) се оцветяват в черно. За отстраняване на остатъчното количество AgNO3, 

клетките бяха промити с PBS. Наличието на Ca2+ минерални отлагания с характерно 

черно оцветяване беше детектирано на инвертен светлинен микроскоп(Leica, Germany)   

 

 

4.13. Изследване експресията на progesterone induced blocking factor 

(PIBF) при ГБМ клетъчни култури 
 

4.13.1. Флоуцитометрично изследване 

 

При повечето злокачествени клетки PIBF е вътреклетъчен маркер, поради което 

клетките от ГБМ клетъчни култури бяха маркирани и отчетени по начина описан в т. 

4.5.1. Към клетките беше добавено 1мл моноклонално антитяло anti-PIBF 3A6 

(моноклонално антитяло, получено и характеризирано от членове на нашия екип ( 

Ivanova-Todorova et al., 2008)) и инкубацията с него траеше 2 часа. В контролните 

клетки беше добавяно същото количество Cell Wash разтвор.  

След промиване със CellWash беше добавено 10 µl второ анти-мише антитяло IgG FITC 

(eBioscience, USA) за 30 мин. Маркирането с второ антитяло беше последвано от 

измиване, фиксиране и отчитане на резултатите по описания вече начин. За 

достоверност на резултатите бяха използвани две контроли – една автофлуоресцентна 

контрола, съдържаща само клетки и една само с клетки, маркирани с IgG FITC. 

 

4.13.2. Флуоресцентна конфокална микроскопия 

 

Флуоресцентната конфокалната микроскопия беше извършена по начина описан в т. 

4.5.2., като бяха използвани: мише анти-човешко моноклонално антитяло 3A6  anti- 

PIBF и второ анти-мише Alexa Fluor 488 (1:1000, Invitrogen, USA). Флоуресцентните 

проби бяха анализирани чрез конфокален лазерен сканиращ микроскоп (Leica TCS SPE, 

Germany). 

 

4.13.3. q RT-PCR метод 

 

qRT-PCR метода беше извършен, както е описано в т.4.7. Използвани бяха следните 

праймери: 
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PIBF, 50-GTCAGCTTTACTACAGACGA-30 (прав) 

50-CTCTTTAGGCACATTCAAAGTC-30 (обратен) 
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5. Резултати и обсъждане 
 

5.1.  Имуфенотипизиране на имунни клетки, инфилтриращи ГБМ 
 

5.1.1. Антиген представящи клетки, инфилтриращи ГБМ 

 

  

АПК стоят в началото на всяка специфична имунна реакция и промяната на функциите 

им обикновено води до толеранс от страна на ИС. Злокачествените образувания много 

често използват свойствата на тези клетки, за да избегнат ефективна имунна реакция. В 

мозъка има няколко вида клетки, за които се смята, че могат да представят антигени – 

ДК, периваскуларни клетки, макрофаг/микроглия и астроцити. (Aloisi et al. 2000; Dimov 

et al. 2010) Изследванията в литературата за ролята на АПК в микросредата на ГБМ, 

сочат, че тези клетки не експресират костимулаторни молекули, което води до 

предизвикване на толерогенен имунен отговор, поради липсата на ко-стимулация на Т-

клетките, водеща до тяхното състояние на анергия.  

Въз основа на данните от научната литература, чрез флоуцитометричен анализ беше 

проведено изследване за установяване на АПК и на експресираните от тях ко-

стимулаторни молекули в хомогенизиран материал от ГБМ. АПК бяха отчетени по 

експресията на маркерите CD83 и HLA-DR (Фиг.4), които са характерни за зрели ДК, 

но в ЦНС се експресират и от макрофаг/микроглията. Беше установено наличие на 

АПК в изследваните ГБМ, като в централната зона количеството им беше по-голямо – 

средно 0.3% (от всички отчетени клетки), в сравнение с периферната – 0,09%. На Фиг. 4 

А. са представени клетките от туморната клетъчна маса, след тяхната обработка, като в 

област R2 са „хванати“ двойно-положителните за CD83 и HLA-DR клетки.  Процентът 

клетки, експресиращи ко-стимулаторния комплекс В7 (CD80, CD86) от АПК в R2 

областта, беше определен като те бяха представени на друг плот и „хванати“ в област 

R3 (Фиг.4 Б). Беше установено, че само средно 0,02% от АПК, установени в 

централната част на тумора, експресират ко-стимулаторния комплекс, като този 

процент за АПК в периферната част беше само 0,01%. 

На фигура Фиг. 4 е показана представителна графика от описаните експерименти. 

Липсата на В7 предполага, че АПК са не само неспособни да активират ефективен 

имунен отговор, а дори обратно те явно са клетки индуциращи имунен толеранс.  
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Фиг. 4 Флоуцитометрична платформа за определяне на АПК, инфилтриращи ГБМ. 

А. Плот, в който са представени клетките от цялата туморна маса. В област R2 са „хванати“ 

двойно-положителните за HLA-DR и CD83 АПК. Б. В R3 са представени клетките положителни 

за комплексът CD80/CD86.  

 

 

При изследването на клетки, инфилтриращи ГБМ, за установяване на наличие на зрели 

дендритни клетки нашият екип използва маркерите CD83 и HLA-DR. Те са характерни 

за този тип клетки и се използват широко при фенотипизирането им. Както стана дума 

обаче, в ЦНС съществуват други типове клетки, които имат антиген представящи 

свойства и които също експресират на повърхността си тези маркери. CD83 например 

се експресира освен от ДК и от периваскуларни АПК, макрофаг/микроглия и дори от 

неврони. (Ifergan et al., 2007; Glezer et al., 2015) HLA-DR се експресира нормално от 

макрофаг/микроглията в ЦНС, от астроцити in vitro след стимулация с IFNγ, а при 

определени обстоятелства и от периваскуларни клетки. (Ulvestad et al., 1994) Тези 

факти не ни дават възможност да идентифицираме категорично установените от нас 

двойно положителни за CD83 и HLA-DR клетки, инфилтриращи изследваната туморна 

маса, като дендритни клетки. Ето защо нашият екип прие да нарича тези клетки с 
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общото име антиген представящи (АПК). Въпреки, че използваните от нас маркери не 

ни дават категорична увереност, за да опишем изследваните клетки като дендритни, 

съществуват данни, доказващи наличието на техните предшественици – CD14+ 

моноцитите, като клетки инфилтриращи туморната маса. (Gustafson et al. 2010) 

Резултатите на Hussain et al. 2006 са в синхрон с нашите данни, относно наличието на 

АПК в микросредата на ГБМ и липсата на експресия на ко-стимулаторни молекули. 

Авторите описват наличие на микроглия (средно 0,37% от цялата изследвана туморна 

маса) по маркери CD11b
+
CD11c

+
CD45

+
 и на ДК (средно 0.08%) по маркери 

CD1c
+
CD11c

+
BDCA-2

-
 и CD1c

-
CD11c

-
BDCA-2

+
. Подобно на нашите резултати те 

отчитат, че процентът клетки експресиращи костимулаторни молекули от ГБМ 

инфилтриращата микроглия е много нисък (1-2%). 

Както беше споменато малигнените образувания като ГБМ много често използват 

функциите на АПК, за да избегнат ефективен имунен отговор и за да променят 

реализирания такъв към толерогенен. (Van Duivenvoorde et al. 2006) АПК са способни 

да предотвратят, инхибират и модулират Т-клетъчния ефекторен имунен отговор, 

използвайки различни механизми. Един от механизмите, използван от туморите за 

постигане на тази цел е потискането на експресията на костимулаторни молекули като 

В7 комплекса. Липсата на тези молекули при контакта между АПК и ефекторните Т-

лимфоцити води до изпадане на вторите в състояние наречено анергия, което, от своя 

страна, води до липса на ефективна имунна реакция и до толеранс от страна на 

имунната система към представяните от АПК антигени. (Abe and Macian 2013) От друга 

страна е установено, че намаленият брой или липсата на ко-стимулаторни молекули 

при дендритни клетки води до формиране на Т-регулаторни клетки при контакт с T-

лимфоцитите (Maldonado and Andrian, 2010) Следователно АПК локализирани в 

микросредата на ГБМ и не-експресиращи В7 молекули могат да допринесат за 

поддържане на толерогенен имунен отговор.  

Получените резултати не ни дават възможност да отговорим на въпроса кой фактор от 

туморното обкръжеие при ГБМ е отговорен за наличието на толерогенни АПК. 

ГБМ насочва ДК в толерогенна посока чрез свои антигени, повърхностни рецептори и 

секреторни фактори. (Van Duivenvoorde et al. 2006) Най-значимите цитокини, 

поддържащи ДК в незрял, толероген фенотип, са IL-10 и TGFβ. IL-10 секретиран от 

туморните клетки може директно да действа върху ДК, супресирайки продукцията им 

на TNFα и IFNγ и насочвайки клетките към толерогенен фенотип, характеризиращ се с 

липса на В7 експресия. TGF-β секретиран от туморните клетки, от своя страна, води до 
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намаляване на експресията на MHC клас II и ко-стимулаторни  молекули от ДК. (Wallet 

et al. 2005; De Souza and Bonorino 2009.) Друг цитокин, участващ в тези процеси е IL-6, 

чиято секреция е установена от ТСК и от тумор инфилтриращите клетки при ГБМ. IL-6 

инхибира диференциацията на ДК, което води до трансформирането им в толерогенни 

ДК. Тregs налични в туморната маса също могат да доведат до поява на толерогенни 

ДК. Те индуцират имунен толеранс, както чрез пряк контакт, така и чрез цитокини, 

инхибирайки съзряването на ДК и способността им да представят антигени. (Sakaguchi 

et al. 2004; Jiang et al. 2006)  

 

5.1.2. Изследване на NK и Т клетки, инфилтриращи ГБМ  

 

NK клетките са основната клетъчна популация в организма с антитуморно действие. 

Ролята им  е да разпознават клетки чрез сигнал „липса на свое“, изразяващо се в 

променената експресия на HLA молекули. Много често, за да избегнат действието на 

цитотоксичните Т-лимфоцити, вирус инфектираните и туморните клетки намаляват 

експресията си на HLA молекули. (Wu et al. 2007) Наличието на NK-клетки в централна 

и периферна зона на ГБМ беше изследвано чрез положителната експресията на 

маркерите CD16 и CD56 и отрицателната експресия на CD3. От всички аквизирани 

клетки в област R1 бяха „хванати“ негативните за CD3 клетки (Фиг. 5 А), като след 

това в нов плот бяха отчетени само двойно-позитивните за CD16 и CD56 (Фиг. 5 Б, В). 

Средните стойности за количеството на NK-клетки в централната част на ГБМ бяха 

4,05% от всички аквизирани клетки, а за периферната част – 1,05%. Отново беше 

наблюдавано по-голямо количество имунокомпетентни клетки в централната област на 

тумора в сравнение с периферната. На Фиг. 5 Б. са представени контролни клетки, 

маркирани с антитяло от същия изотип, но без специфичност за CD16 и CD56 

(изотипна контрола), а на Фиг. 5 В – специфичното оцветяване на установените 

двойноположителни по тези маркери клетки. 
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Фиг. 5 Флоуцитометрична платформа за определяне на NK-клетки инфилтриращи ГБМ. 

А. В прозореца са представени клетките от цялата туморна маса, като в R1 са „хванати“ 

клетките негативни за CD3. В прозорци Б. и В. са представени клетките, хванати в R1: Б. 

Изотипна контрола. В. В горния десен квадрат представя клетките двойноположителни за CD16 

и CD56. 

 

 

Други автори при изследване на инфилтрацията на глиобластоми с NK-клетки посочват 

подобни на нашите резултати – Levy et al. 2011 съобщават, че NK-клетките 

представляват 2,11% от всички инфилтриращи ГБМ имунни клетки. Нашите резултати 

описват само наличието на NK клетки инфилтриращи ГБМ, но не дават информация за 

функционалното им състояние. Според литературните данни NK клетките експресират 

широк набор от активиращи рецептори (например DNAM-1 и NKG2D), като лигандите 

за някои от тях се експресират от туморните клетки. Въпреки наличието на NK клетки в 

туморната микросреда, те са неспособни да осъществят ефективен имунен отговор 

срещу ГБМ. Какви са причините за явната супресия на тези клетки все още е въпрос на 

дискусия между различни автори и обект на нови изследвания. Някои например смятат, 
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че липсата на класически HLA клас I молекули при клетките на ГБМ се компенсира от 

експресията на HLA-E и HLA-G, които се свързват с инхибиторни рецептори на 

повърхността NK клетките. (Mittelbronn et al. 2007) Други автори откриват експресия 

на класически HLA-A,B,C от туморните клетки. (Purdy and Campbell, 2009; Castriconi et 

al.) Най-нови изследвания сочат, също че ДК и NK-клетките активно си 

взаимодействат, като се счита, че зрелите ДК могат да активират NK-клетките. (Degli-

Esposti M. and Smyth M. 2005) Поддържането на АПК в туморната микросреда в незрял, 

толерогенен фенотип би могло да допринесе за невъзможността на NK-клетките да се 

активират. В туморното обкръжение е установена и популация от MDSCs, която 

активно се привлича от ГБМ и за която се счита, че може ефективно да потисне NK-

клетъчната активация. Това се случва при директен контакт между клетките (MDSCs и 

NK), при което се инхибира IL-2-медиираната активация на NK-клетките и 

продукцията на перфорини. (Liu et al. 2007, Rodrigues et al. 2010, Wu et al. 2010).  

При изследването на Т-лимфоцити беше установено  наличие на CD3 положителни 

клетки (Т-клетки) в централна и периферна зона на ГБМ, но не беше установена 

значителна разлика в процента на клетките в двете зони – около 2% (Фиг. 6). 

Наличието на Т-лимфоцити установени от нас е в потвърждение на данните на Hussain 

et al. 2006, които при изследване за наличието на Т-клетки в туморната маса описват 

CD4
+
 T-клетки, които са средно 0.088% от цялата туморна маса и CD8

+
 Т-клетки, които 

са  0.043%.  Отново установените от нас резултати не дават основание за изводи 

относно състоянието на инфилтриращите ГБМ Т-лимфоцити. Според литературните 

данни, под влияние на тумора се привличат и/или модифицират Тregs, които са в 

увеличен процент не само локално, но и в периферната кръв. (Gustafson et al. 2010) 

Наличието на антиген-представящи клетки с липсващ ко-стимулаторен комплекс, също 

би могло да се интерпретира като индиректна информация за анергичното състояние на 

Т-клетките, инфилтриращи ГБМ. 
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Фиг. 6 Разпределение на Т-лимфоцити в периферина и централна зони от ГБМ, изразено в 

проценти от общата туморна маса. 

 

От получените резултати, при изследването на инфилтацията на ГБМ от клетки на 

имунната система, може да се заключи, че в централната зона на тумора се наблюдава 

по-голямо количество имунни клетки в сравнение с периферната (АПК и NK-клетки) и 

че повечето от АПК и в двете зони не експресират костимулаторния комплекс В7. 

(Фиг.7) Разликата в данните за инфилтрация на имунни клетки, получени при 

изследването на двете области от тумора може да бъде обяснена с фактът, че 

централната област се определя като „жизнен регион, който поема контрастна материя, 

не се характеризира с клетъчен разпад и некроза и е свързан с нарастване и инвазия на 

тумора към подлежащата „здрава” мозъчна тъкан” (Piccirillo et al. 2012). Това означава, 

че именно това е мястото, където се извършва активната „борба“ между ИС и ГБМ и е 

напълно логично там да бъде съсредоточено по-голямо количество имунни клетки. 
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Фиг. 7 Съотношение между разпределението на изследваните имунни клетки в централна и 

периферна зони на ГБМ. 

А. Разпределение на АПК и NK клетки в център и периферия на ГБМ. Б. Диаграмата отразява 

общия брой АПК в център и периферия на ГБМ (в черно) и процента АПК експресиращи ко-

стимулаторния комплекс В7 (в сиво). 

 

На база изложеното до тук, би могло да се спекулира, че имунният отговор в туморната 

маса на ГБМ съществува, но най-вероятно той е неефективен поради различни 

супресивни механизми използвани от тумора. Резултатите от нашите изследвания 

потвърждават един от вече известните механизми за потискане на ефективния отговор 

от страна на имунната система, а именно липсата на ко-стимулаторен сигнал, 

Б. 

А. 



 
 

102 

експресиран от АПК, което по правило води до възникване на анергия при  

инфилтриращите тумора Т-лимфоцити или до трансформацията им към Тregs. За 

потвърждение на това предположение, обаче е необходимо да се извършат 

допълнителни изследвания.  

ГБМ

MDSC

Моноцити/ДК 
(незрял фенотип 

и липса на B7)

Tregs

NK-
клетки

Клетъчен контакт

Инхибиране на IL-2-медиираната 
активация на NK-клетки и перфоринова 
продукция

T-
клетки

 

Фиг. 8 Взаимоотношения между ГБМ и различни популации имунокомпетентни клетки, 

инфилтриращи туморната микросреда (на база наши резултати и литературни данни).  

Туморът привлича и индуцира имуносупресивни клетъчни популации като Tregs и MDSCs и 

определя незрял фенотип и липса на В7 в антиген представящите клетки (моноцити/дендритни 

клетки). На свой ред тези клетки предизвикват супресия и/или апоптоза в ефекторните Т- и NK-

клетки. ГБМ, a също MDSC и незрелите моноцити предизвикват диференциация на Т-

лимфоцитите до Tregs. 
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5.2. Експресия на Stat3 от ГБМ 
 

 

Наред с ролята на инфилтриращите имунокомпетентни клетки, които обуславят, както 

наличието на имунен отговор срещу тумора, така и индукция на толеранс в 

патогенезата на ГБМ значение имат и фактори, свързани с туморната прогресия и 

оцеляване. Типичен пример за такъв е транскрипционния фактор Stat3, чиято роля при 

злокачествените процеси е отдавна установена.  Този фактор изглежда има важна роля 

при извършването на редица процеси в клетките, като модулира транскрипцията на 

множество гени, участващи в регулацията на клетъчната диференциация, 

пролиферация, апоптоза, ангиогенеза, метастазиране и имунен отговор. (Johnston and 

Grandis 2011) При нормални условия силата и продължителността на рецептор-

индуцираната Stat3 активация са строго регулирани от множество ендогенни 

протеинови регулатори, като някои протеин тирозин фосфатази (SHP-2, PTP1B, PTPɛC, 

TC45, SHP-1). (Heinrich et al. 1998; Leeman et al. 2006) Множество изследвания 

показват, че той има централна роля в развитието, прогресията и поддържането на 

множество човешки малигнени заболявания, като са установени повишени нива на 

постоянно активиран Stat3. Все още не е установена мутация, която предизвиква 

постоянната активация на този фактор, но са установени множество молекули, които 

могат да го активират. (Leeman et al. 2006) Такива са множество растежни фактори като 

EGF, TGFα, PDGF и CSF1 и цитокини като IL-6, LIF, CT-1, CNTF, IL-10, IL-11, които 

действат чрез EGFR, IL-6 цитокиновите рецептори и G protein–coupled receptors 

(GPCRs). (Johnston and Grandis 2011) Повишени нива на Stat3 активиращи лиганди като 

TGFα и IL-6 са установени в серум и в туморното обкръжение на пациенти при много 

малигнени заболявания. Повишеното ниво на транскрипционния фактор може да се 

дължи на автокринното, паракринното или ендокринното им действие. (Leeman et al. 

2006; Quesnelle et al. 2007; Frank 2007) 

Наличието на Stat3 беше установено върху срезове от хистологичен материал от ГБМ 

чрез имунохистохимия (ИХХ). В клетки от изследваните глиобластоми Stat3 беше 

търсен в активно състояние (тирозин фосфорилиран при Y705 – pY705-Stat3), което  

отговаря на неговия профил, описан в световната литература, а именно на 

транскрипционен фактор с онкогенетичен потенциал, който участва в клетъчния растеж 

и пролиферация. Беше установено, че 76,6% от изследваните глиобластоми експресират 

този фактор. В някои кръвоносни съдове на тумора бяха установени също и ендотелни 
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клетки положителни за pY705-Stat3. Случаите със силна (над 5% от всички туморни 

клетки) и много силна (над 20%) експресия на активиран Stat3 бяха 58,8% от 

изследваните материали. (Фиг. 9 А. и Б.) 

 

   

А.                                                                         Б. 

 

Фиг. 9 Положителна (силна) експресия на Stat3 ,установена чрез ИХХ изследване, проведено 

върху хистологични срезове от ГБМ. А. Снимката е направена на увеличение 20х; Б. Снимката 

е направена при увеличение 40х. 

 

Наред с това беше установена обратно-пропорционална връзка на експресията на този 

фактор с преживяемостта на пациентите, т. е. колкото по-силна е експресията на Stat3, 

толкова по-кратка е преживяемостта на пациентите. (Birner et al. 2010)  

Резултатите от изследването на Stat3 недвусмислено сочат неговата туморогенна роля 

при ГБМ. Установено е, че фосфорилирането на този фактор при тирозин 705 води до 

неговата димеризация, ядрена транслокация, свързване с ДНК и генна транскрипция. 

(Aggarwal et al. 2011)  

Изследвания върху активността на Stat3 сочат, че той участва и при възпалителните 

процеси. Установено е, че този белтък е част от остро-фазовият отговор при 

възпаление, а също, че повечето от провъзпалителните фактори водят до активацията 

му. IL-6 е един от основните медиатори на възпалението и осъществява действието си 

чрез активация на Stat3 пътя. (Zhong et al. 1994; Pfitzner et al. 2004) Все повече 

изследвания сочат, че има връзка между възпалителните процеси, отключващи 

активацията на този фактор и началото на туморогенезата при различни малигнени 

заболявания. (Bromberg and Wang 2009; Aggarwal et al. 2011) И дори повече – прави се 

връзка между активацията на Stat3 от онкогени, протеин-тирозин кинази и вируси и 

трансформацията на различни клетки в туморни. (Frank 2007) При ГБМ все още 

липсват убедителни данни за връзка между възпалителни процеси и началото на този 

тумор. Въпреки това отделни автори описват наличие на вирусни протеини в клетки, 
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изолирани от ГБМ. (Del Valle et al. 2002) Моето лично мнение е, че изследванията в 

посока възпалителен отговор в ЦНС и неговите причинители, би трябвало да се 

задълбочат, за да се изясни въпроса има ли такъв тип имунен отговор връзка с 

възникването на злокачествени тумори. 

Друг представител на семейството на Stat молекулите е Stat1, чиято експресия се 

свързва с относителнно по-благоприятно протичане на заболяването. Нашите резултати 

не показаха експресия на този протеин при имунохистохимичното му изследване 

(резултатите не са показани).  

 

 

5.3. Резултати получени при клетъчно култивиране на клетки, 

изолирани от ГБМ 
 

 

Клетъчното култивиране е метод, който позволява да се работи in vitro с клетки, близки 

по своите характеристики до in vivo съществуващите. Все пак винаги следва да се има 

предвид, че клетъчните култури не са пълен еквивалент на условията in vivo.  Както 

беше споменато, при изучаването на ГБМ чрез клетъчно култивиране, преобладава 

мнението, че клетките, отглеждани в безсерумна среда с факторите EGF и bFGF и 

растящи под формата на невросфери (НС) се доближават повече до същността на 

формиращите тумора ТСК, докато тези култивирани в среда с FBS и формиращи 

адхерентни клетки (АК) са по-диференцирани. (Kelly et al. 2009) Тъй като 

специфичните условия в стволово-клетъчните ниши в организма, освен наличие на 

фактори, включват и наличие на серум, нашият екип разработи „междинен модел” на 

клетъчно култивиране на клетки, изолирани от ГБМ. При този модел клетките бяха 

поставяни в среда с фактори EGF, bFGF и FBS и подходът беше изпробван при 16 

глиобластомни клетъчни култури. Наред с това, клетки изолирани от ГБМ бяха 

култивирани и по двата класически модела, като успешно бяха получени, както АК, 

така и НС. Класическият модел за получаване на адхерентни клетки беше приложен 

при 4 от получените ГБМ материала, а този за получаване на невросфери, беше 

приложен при 12 от туморите. 

Клетките от първите 4 получени материала за култивиране, бяха изолирани от център и 

периферия на ГБМ, като клетъчни култури бяха успешно култивирани и от двете 

туморни области. Тъй като беше установено, че клетките, изолирани от централната 

туморна зона растат по-добре при култивиране и като взехме предвид данните за по-
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интензивен имунен отговор в тази зона, останалите материали бяха изолирани само от 

тази област. Това наблюдение е в съответствие с описанието в литературата на 

централната зона, като „жизнен регион, който поема контрасна материя, не се 

характеризира с клетъчен разпад и некроза и е свързан с нарастване и инвазия на 

тумора към подлежащата „здрава” мозъчна тъкан”( Piccirillo et al. 2012). Данните, 

които са представени по-долу са за клетъчни култури, култивирани от клетки от 

централната зона на ГБМ. 

 

5.3.1. Култивиране на клетки, изолирани от ГБМ за получаване на адхерентни клетки 

 

Всъответствие с данните описани в литературата, клетките, култивирани в среда с 10% 

FBS, растяха като фибробластоподобни клетки, прилепнали към дъното на плаката и 

формиращи монослой. (Фиг. 10) Не беше наблюдавана разлика в растежа и 

морфологията на клетки, изолирани от различните области на тумора. 

 

  
А.                                                              Б.           

Фиг. 10 Адхерентен растеж при култивиране на клетки, изолирани от централна и периферна 

област на ГБМ: А. Клетъчна култура от клетки, изолирани от централната област на ГБМ 

(увеличение 10х); Б. Клетъчна култура от клетки, изолирани от периферната област на ГБМ. 

(увеличение 20х) 

 
5.3.2. Култивиране на клетки, изолирани от ГБМ за получаване на невросфери 

 

Клетки от описаната като активна област на ГБМ бяха изолирани и култивирани при 

условия, които в литературните данни се посочва, че способстват формирането на НС- 

безсерумна среда с фактори EGF и bFGF. В съгласие с литературата и в нашите 

експерименти отглежданите по този начин клетки формираха плуващи НС. (Фиг. 11) 
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Фиг. 11 НС, формирани от клетки, изолирани от ГБМ, при култивиране с EGF и bFGF и без 

наличие на серум в средата. 

 

 

5.3.3. Култивиране на клетки, изолирани от ГБМ  за получаване на наш „междинен” модел  

 

Клетките от ГБМ, които бяха отглеждани чрез наш междинен модел на култивиране (в 

среда със серум и добавени фактори EGF и bFGF), растяха подобно на тези, отглеждани 

само с 10% FBS. (Фиг.12 А.) Тоест наблюдаваха се клетки с фибробластоподобна 

морфология, които залепваха за дъното на плаката и с времето формираха монослой. 

В една от културите, въпреки че беше отглеждана при същите условия, клетките 

растяха във вид на невросфери, наред с наличието на адхерентни клетки. Такъв тип 

растеж в литературата се описва като семи-адхерентен. (Фиг.12 Б и В.)  
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   В 

 

Глиобластома мултиформе е злокачествен тумор, който поставя множество пролеми, не 

само в терапевтичен, но и в изследователски аспект. Клетъчното култивиране 

представлява класически подход в изучаването на клетките произхождащи от ГБМ. 

Въпреки, че този подход не дава цялостна информация за  клетъчното многообразие на 

туморната микросреда, той би могъл да даде някои от така необходимите отговори за 

патогенезата на тумора. Както вече изяснихме, създадени са различни модели на 

клетъчно култивиране в опит да се пресъздадат максимално подобни условия на тези, 

при които ТСК съществуват в организма. Както вече беше споменато два са 

класическите модели за култивиране на TСК oт ГБМ – моделът на АК, култивирани със 

серум и без растежни фактори и моделът на НС, култивирани в безсерумна среда с EGF 

и bFGF. 

Съществуват два основни аргумента против използването на серум при култивиране на 

клетките от ГБМ. Първият е, че кръвно-мозъчната бариера възпрепятства навлизането 

на клетки и големи молекули от кръвоносната система към ЦНС. Известно е обаче, че 

КМБ при този тумор е нарушена и това позволява навлизането на много повече кръвни 

Фиг. 12 Типове клетъчен растеж при 

наш междинен модел. 

А. Адхерентен тип;  

Б. и В. Семиадхерентен тип растеж  
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субстанции отколкото при интактна КМБ. Ето защо логично е да се предположи, че в 

естествената среда на ТСК присъстват много повече серумни вещества, отколкото в 

средата на нормалните НСК в техните ниши. Вторият аргумент е свързан с факта, че 

под влияние на някои субстанции, намиращи се във феталния телешки серум, като Bone 

morphogenetic protein 4 (BMP-4), клетките частично губят своя „стволов” характер и се 

диференцират. (Westermark 2012) 

Използването на EGF и bFGF за клетъчно култивиране на TСК от ГБМ се базира на 

данните, че под тяхно действие клетките изолирани от ГБМ пролиферират. (Yung et al. 

1982), като  bFGF служи като ядрен регулатор на пролиферацията на астроцити или на 

неопластични клетки от глиални тумори (Joy 1997) Човешките глиомни клетъчни 

линии имат висока експресия на  рецептора за EGF (EGFR), която се дължи на EGFR 

генна амплификация (Westermark 2012), като ко-експресията на EGF и рецептора му 

при ГБМ най-вероятно води до автокринно въздействие на този фактор. (Bachoo et al. 

2002, Hambardzumyan et al. 2008, Fomchenko et al. 2006, Li et al. 2009) Известно е още, 

че ТСК имат способността да се диференцират до неврони и глиални клетки при 

премахването на тези фактори и добавяне на кръвен серум. (Shiffer et al. 2012) Този 

факт, по-високата експресия на маркери, характерни за НСК (Nestin, Sox-2, CD133) и 

ниската експресия на диференциационни маркери като GFAP са доводи сочещи 

невросферите, култивирани в безсерумна среда с EGF и bFGF като по-добър модел за 

клетъчно култивиране в сравнение с адхерентните клетки, култивирани със серум без 

фактори. НС също имат по-висок потенциал за самообновление и туморогенност и 

имат същите генетични алтерации като пъвичния тумор. (Kyurkchiev 2014) Съществува, 

обаче и мнението, че двата вида клетъчни култури не са толкова ясно отграничими по 

отношение потенциала си да формират ТСК. Тази теза се потвърждава от факта, че 

адхерентни клетки, култивирани със серум, формират по дъното на плаката агрегати, 

наподобяващи невросфери и когато бъдат преместени в среда без серум могат да 

формират НС. (Schiffer et al. 2012) Също така е описан растеж, известен като 

„семиадхерентен”, тоест в една култура успоредно се развиват както НС, така и АК. 

(Kyurkchiev 2014) Тези данни насочват изследователите към търсене на междинни 

модели, съчетаващи свойствата на класическите два. 

В литературата са описани два междинни модела на клетъчно култивиране, използващи 

тъканни плаки покрити с ламинин и polyHEMA и данните от тях също сочат липсата на 

стриктна разлика между НС и АК по отношение на техния потенциал да формират 

ТСК. При първият от тях авторите използват ламинин, който води до прилепване на 
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клетките и формирането на типични АК, въпреки наличието на EGF и bFGF и липсата 

на серум. При другия междинен модел наличието polyHEMA възпрепяства клетъчната 

адхезия, независимо от наличието на серум и отсъствието на фактори. Клетките 

формират т.нар. „серумни сфери”. (Gilbert and Ross 2009; Hong et al. 2012) Според 

авторите на двата междинни модела, те превъзхождат класическите по отношение на 

наличието на ТСК. 

Възоснова на описаните литературни данни нашият екип разработи свой „междинен 

модел“, комбиниращ влиянието на EGF, bFGF и феталния телешки серум, тоест 

клетките бяха култивирани и с трите субстанции. Нашите аргументи подкрепящи 

разработването на този модел за култивиране бяха формирани на базата изложените 

данни в научната литература за:  

1. Микросредата характерна за нишите, обитавани от ТСК при нарушената КМБ при 

ГБМ. 2. Клетъчното култивиране на клетки от ГБМ по двата класически модела и по 

други междинни модели, коментирани по-горе. В нашият модел наблюдаваният АК 

растеж потвърждава мнението, че в серума има субстанция/ии, водещи до този тип 

клетъчен растеж. Една от клетъчните култури, въпреки че беше култивирана по 

абсолютно същия начин като останалите, прояви „семи-адхерентен“ растеж. Този факт 

може да се отдаде на различните типове ГБМ, описани в литературата и на разликите в 

ТСК, от които те произхождат. 

 

 

5.4. Преминаване на един в друг вид клетъчен растеж при ГБМ 

клетъчни култури 
 

Преминаване на невросфери в адхерентни клетки 

 

Както беше казано, в литературата има данни, че клетки култивирани с необходимите 

растежни фактори, растящи като НС, могат да се трансформират в адхерентни клетки, 

ако бъдат поставени в серумна среда. Опитната постановка беше проведена с 

получените НС, като при поставянето им в среда със серум НС се държаха по 

описаният от останалите екипи начин и формираха монослой от адхерентни клетки. 

(Фиг. 13) 
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А.                                                                   Б. 

Фиг. 13 Преминаване на клетки, растящи като НС в АК при добавяне на серумна среда. 

А. Клетки, изолирани от ГБМ, растящи като НС.; Б. Клетки, растели като НС, които след 

поставянето им в среда със серум проявяват адхерентен растеж и формират монослой.  

 

Преминаване на адхерентни клетки в невросфери 

 

При опити клетъчни култури с адхерентен растеж да формират невросфери чрез  

поставянето им в среда за НС, не беше установен положителен резултат нито за 

класическите АК (култивирани само със серум), нито за клетките от нашия междинен 

модел. Адхерентните клетки запазиха формата и начина си на растеж независимо от 

културелната среда. 

В научната литература има, макар и малко данни, че клетки, изолирани от ГБМ и 

култивирани като АК по класически модел могат да се трансформират до НС при 

пренасянето им в среда за култивиране на НС. (Caldera et al. 2011) Нашите опити, 

обаче, не потвърдиха тази информация. Резултатите ни по-скоро подкрепят 

традиционното схващане, че телешкият серум, в който се култивират ГБМ клетките при 

AК модел, поради съдържанието си на някои фактори като BMP-4, води до частична 

трайна и невъзвратима диференциацията на ТСК, израз на която е запазения адхерентен 

фенотип. (Westermark 2012) 

Акцентът на резултатити описани по-нататък пада върху клетки култивирани по-

описания от нас междинен модел – едновременно със серум и фактори (EGF, bFGF). 

Причината за това е, че класическите модели са добре описани от други екипи преди 

нас.  Разбира се, изследвания бяха направени и на клетъчните култури, получени по 

двата класически метода, като резултатите от тях ще бъдат включени и опоменати, 

където са налични.  
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5.5. Експресия на маркери, характерни за ТСК и НСК, от клетъчни 

култури от ГБМ 
 

 

Основно изискване за доказване на клетки, изолирани от ГБМ е експресия на някои 

маркери. Маркерите Nestin, GFAP, Sox-2, CD44 и CD133 се смятат за специфични за 

НСК и произлизащите от тях ТСК и позволяват фенотипизирането на експресиращите 

ги клетки като такива. Два от тези маркери се експресират на повърхността на клетките 

(CD44 и CD133), а три са интрацелуларни (Nestin, Sox-2 и GFAP). Както вече беше 

споменато Nestin е цитоплазмен филамент, участващ в изграждането на цитоскелета, 

клетъчният метаболизъм, клетъчната сигнализация и органелогенезиса. Той се 

експресира от НСК, като при процеса на диференциация се заменя от неврофиламенти, 

най-вече GFAP. (Cattaneo et al. 1990, Messam et al. 2000) GFAP се описва като маркер 

на астроцитна диференциация, но както НСК, така и ТСК могат да експресират Nestin 

самостоятелно или заедно с GFAP. (Gilbert et al. 2009; Dimov et al. 2010; Matsuda et al. 

2013) Sox-2 е транскрипционен фактор, експресиран в цитоплазмата на НСК, който се 

свързва с процесите на самообновление и диференциация. (Azuara et al. 2006, Lee et al. 

2006) При ТСК неговата локализация е в ядрото и се свързва с дезорганизация на 

диференциацията. (Gilbert et al. 2009; Gursel et al. 2011) Адхезионната молекула CD44 е 

един от най-важните маркери на НСК. Оказва се, обаче, че тя се експресира и от ТСК, 

като участва в процесите на инвазия към заобикалящата ги тъкан. (Matsuda et al. 2013) 

CD133 е повърхностна молекула, експресирана от НСК, която предизвиква огромен 

интерес в научните среди. Функциите и все още не са напълно изяснени, но се 

предполага, че участва в механизмите на клетъчен поляритет, миграция и 

взаимодействието на невралните стволовите клетки със съседните им клетки и/или 

извънклетъчния матрикс. (Zhang et al. 2008, Beier et al. 2008, Uchida et al. 2000, Kania et 

al. 2005) При диференциацията си НСК спират експресията на този маркер. Установено 

е, че някои от ТСК експресират CD133, като някои автори смятат, че именно тези 

клетки са истинските, най-недиференцирани и стоящи на върха в туморната йерархия 

туморни стволови клетки. (Veselska et al. 2006; Singh et al. 2004)  

Експресията на споменатите пет маркера беше изследвана при клетки, изолирани от 

ГБМ и култивирани по наш междинен модел,  с цел да се установи дали те носят 

фенотипната характеристика на ТСК. 
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5.5.1. Резултати получени чрез флоуцитометричен метод на изследване 

 

Флоуцитометричен анализ на клетъчните култури от ГБМ беше използван за 

установяване експресията на описаните маркери – Nestin, GFAP, Sox-2, CD133 и CD44. 

За всички флоуцитометрични изследвания проведени върху клетъчни култури от ГБМ 

беше използвана отрицателна контрола. Беше установен висок процент клетки, 

експресиращи Nestin, GFAP, Sox-2 и CD44 при всички изследвани култури. (Фиг. 14) 

Резултатите показаха, че при клетъчни култури от ГБМ, култивирани по нашия 

междинен модел средно 97.1% от клетките експресираха Nestin, 79.3%-Sox-2, 78.8%-

CD44 и 71.3%-GFAP. При изследването на CD133 получихме положителни резултати 

при 4 от клетъчните култури, като две от тях показаха силна експресия на маркера – 

средно 70,2%, а другите две по ниска експресия – 17,3%. (Фиг. 14) Останалите 

клетъчни култури бяха отрицателни за този маркер. 

Клетъчни култури, растящи като НС бяха тестирани за същите маркери. Средните 

стойности за експресия бяха следните – Nestin-86,3%, Sox-2-30,7%, GFAP-74,1%, CD44-

8,7%, CD133-12,6% от клетките в клетъчната култура. НС показаха висока експресия за 

маркерите Nestin и GFAP, подобно на клетките от междинния модел. Беше 

наблюдавана разлика при експресията на Sox-2 и CD44, която беше значително по-

слаба. По отношение на CD133 – всички тестираните култури го експресираха, макар и 

при малък процент от клетките. (Фиг. 15) 
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Фиг. 14 Флоуцитометрична експресия на основните маркери типични за неврални и туморни 

стволови клетки, установена при наш междинен модел. На последните две хистограми са 

представени някои клетъчни култури с различна експресия на CD133 маркера. 
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Фиг. 15 Флоуцитометрична експресия на основните маркери типични за неврални и туморни 

стволови клетки при модел на клетъчно култивиране НС. 

 

Две от клетъчните култури, формиращи НС и трансформирани до АК след добавяне на 

серум бяха изследвани за маркери, характерни за ТСК. Процентът клетки, 

експресиращи маркерите, беше сходен с този установен при клетки от нашия междинен 

модел. (Фиг. 16) По отношение на CD133 може да бъде добавен фактът, че въпреки, че 

изходните НС показаха експресия, макар и в нисък процент, при трансформираните АК 

експресия на този маркер липсваше. 
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Фиг. 16 Флоуцитометрична експресия на специфични за НСК и ТСК маркери след като клетки 

разстящи като невросфери са трансформирани в адхерентни клетки 

 

 

5.5.2. Резултати, получени чрез конфокална микроскопия 

 

За по-голяма достоверност на получените чрез флоуцитометричен анализ резултати, 

експресията на Nestin и Sox-2 в клетъчни култури, получени от ГБМ, бяха изследвани и 

чрез имуноцитохимия и резултатите бяха отчетени чрез конфокална микроскопия. 

Всички изследвани култури показаха силна интрацелуларна експресия и на двата 

маркера. (Фиг. 17 А. и Б.) Изследване чрез конфокална микроскопия за същите маркери 

беше проведено и при клетки, отглеждани само с 10% FBS по класическия метод за АК. 

Клетките също показаха положителна експресия. (Фиг. 17 В. и Г.) 
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А.                                                                                          Б. 

 

   
В.                                                                                      Г. 

 

Фиг. 17 Изследване чрез конфокална микроскопия на клетки, изолирани от ГБМ. 

А и Б. Изследване чрез конфокална микроскопия на клетки, отглеждани по наш междинен 

модел. Специфичната флуоресценция за Nestin се вижда в  зелен цвят, тъй като второто анти-

мише антитяло е белязано с Alexa Fluor 488, а за Sox-2 – в червен цвят, тъй като второто 

антитяло е белязано с Alexa Fluor 594.: А. Положителна експресия на Nestin ; Б. Положителна 

експресия на Sox-2. В и Г. Изследване чрез конфокална микроскопия на клетки, отглеждани 

само със серум. Специфичното оцветяване и за двата маркера се вижда в червен цвят, тъй като 

второто антитяло е белязано с Alexa Fluor 594. : В. Положителна експресия на Nestin; Г. 

Положителна експресия на Sox-2. Ядрата на всички препарати са оцветени с Hoechst 33258 и се 

виждат в син цвят. 
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5.5.3. Резултати, получени чрез qRT-PCR изследване 

 

С цел да установим експресията на маркерите не само на белтъчно ниво, но и на ниво 

РНК, беше изследвана експресия GFAP от 6 ГБМ клетъчни култури и чрез RT-PCR в 

реално време (qRT-PCR). Като вътрешна контрола на изследването беше използван β-

actin, за които е известно, че има константна експресия във всички клетъчни типове и 

не се повлиява от извършените третирания на клетките. Получената дисоциационна 

крива с еднопиков профил показва, че продуктът от амплификацията на копиДНК е 

чист от неспецифични продукти. Получената копиДНК беше изследвана  чрез 

електрофореза в 1,5% агарозен гел. Положителни резултати за GFAP експресията бяха 

получени за всички, изследвани ГБМ клетъчни култури. (Фиг.18 А., Б., В.)  

Резултатите получени при изследване на маркери, характерни за ТСК при клетки, 

изолирани от ГБМ могат да се обобщят по следния начин: 1) Клетки култивирани по 

наш междинен модел и като невросфери, показаха експресия на маркерите Nestin, 

GFAP, Sox-2 и CD44, изследвана чрез флоуцитометричен анализ. Положителна 

експресия на CD133 беше отчетена при 4 от култивираните по наш междинен модел 

клетки и при всички, култивирани по модел за получаване на невросфери. 2) Чрез 

конфокална микроскопия беше потвърдена експресията на маркерите Nestin и Sox-2 

при клетки култивирани по наш модел и по класически модел за получаване на 

адхерентни клетки. 3) qRT-PCR беше приложен на клетки култивирани по наш модел, 

за да бъде потвърдена експресията на маркера GFAP. Положителната експресия на тези 

маркери от изолираните от ГБМ и култивирани клетки ни даде основание да изкажем 

хипотеза, че това са туморни стволови клетки и да продължим с изследването им в тази 

посока. Установената експресия не е достатъчно доказателство, за да може тези клетки 

да се нарекат ТСК, тъй като е необходимо още да се докаже имат ли способност за 

самообновление, показват ли диференциация в характерните за НСК клетъчни типове и 

туморогенни ли са при инжектирането им в животински модели.   
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A.

Б. 

 

           В. 

 

Фиг. 18 Изследване експресията на GFAP при клетъчни култури от ГБМ: А. Дисоциационна 

крива с еднопиков профил, показваща наличие на продукт от амплификацията на копиДНК при 

изследване на GFAP в 3 клетъчни култури от ГБМ чрез qRT-PCR; Б. Дисоциационна крива на 

използвания като вътрешна контрола β-actin В. Агарозен гел, показващ продукт от кoпиДНК 

след амплификация чрез qRT-PCR.  PCR продуктите бяха съставени от 161bp фрагмент за 

GFAP и от 661bp фрагмент за β-actin. 
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Туморните стволови клетки, изолирани от ГБМ се изследват от различните научни 

екипи чрез няколко модела на клетъчно култивиране, които бяха разгледани по-горе 

(адхерентни клетки, невросфери и междинни модели). Различните модели клетъчни 

култури показват и различно ниво на експресия на маркерите, характерни на ТСК.  НС 

се считат за моделът, при който получените клетки се доближават най-много до ТСК in 

vivo, от които произхожда туморът и които са отговорни за неговото поддържане и 

растеж. Клетките на този тип култури се характеризират с експресия на Nestin, Sox-2 и 

CD44. (Lee et al. 2006; Shifer et al. 2012) По отношение на маркера GFAP е установено, 

че някои култури го експресират, а други – не. За CD133 има разнородни данни в 

литературата, като някои автори твърдят, че единствено положителни по този маркер 

ТСК могат да формират НС. (Singh et al. 2004) Други, обаче, показват, че и клетки 

неекспресиращи този маркер могат да формират НС и да показват характеристики на 

ТСК. (Brescia et al.2013; Caldera et al. 2011) Резултатите, които нашият екип получи 

при култивиране на клетки, изолирани от ГБМ и култивирани в среда за НС, 

потвърждават данните за експресия от този тип клетъчни култури на Nestin, Sox-2, 

CD44 и GFAP. Култивираните от нас НС показаха едновременна експресия на голям 

брой клетки на интермедиерните филаменти Nestin и GFAP. Всички култури показаха 

макар и не голям процент клетки експресиращи CD133, като този факт по-скоро 

потвърждава хипотезата, че CD133+ клетки участват при формирането на НС. 

Изследването, което проведохме за експресията на маркери при преминаване на НС в 

АК потвърди публикациите съобщаващи, че при култивиране на НС в среда със серум, 

те губят способността си да експресират CD133. 

За АК се смята, че са частично диференцирани под влияние на фактори присъстващи 

във феталният телешки серум, който се използва за култивирането им, като това влияе 

и върху експресията на маркери от тези клетки. (Lee et al. 2006) Според литературните 

данни този тип клетъчни култури показват по-ниска експресия на Nestin и Sox-2 в 

сравнение с НС, като Nestin може и да липсва. За разлика от НС при тях експресията на 

GFAP е много силна, като двата интермедиерни филамента (Nestin и GFAP) могат да се 

експресират едновременно. Култивирането със серум води и до загуба на експресията 

на CD133. (Yuan et al. 2004; Shiffer et al. 2011; Caldera et al. 2011) Нашите изследвания 

показаха едновременна експресия на Nestin и Sox-2 при клетки култивирани по 

класически модел за АК. В съответствие с данните в научната литература Sox-2 имаше 

ядрена локализация.   
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Стремежът клетъчните култури от ГБМ, отглеждани in vitro да се приближат 

максимално до условията in vivo и клетките да са възможно най-близко „копие“ на 

ТСК, смятани за родоначални за туморната маса, води до създаването на така 

наречените „междинни модели“, които вече бяха споменати. Единият от предложените 

модели представлява клетъчни кулури, растящи в плаки покрити с ламин и безсерумна 

среда с фактори EGF и bFGF. Според авторите този модел на култивиране позволява 

факторите да въздействат на по-голям брой клетки в сравнение с НС, като се избягва 

негативният ефект на серума. Действително изследванията за експресията им на ТСК 

маркери показват, че почти всички клетки експресират Nestin, Sox-2, CD44 и CD133. 

По отношение на GFAP клетъчните култури проявяват слаба експресия или липса на 

такава. (Lee et al. 2006; Gilbert et al. 2009) Другият подобен модел използва плаки, 

покрити с poly-Hema, възпрепятстващи адхезията на клетките към дъното на плаката,  

като въпреки култивирането им само в присъствие на серум, се формират „серумни 

сфери“. Авторите докладват многократно по-висока експресия за маркерите Nestin, 

Sox-2 и CD44 в сравнение с класическите модели, въпреки, че липсва експресия на 

CD133. Клетките при този тип култивиране показват също повишена способност за 

миграция и формиране на колонии. (Hong et al. 2012) 

Нашият модел на клетъчно култивиране беше създаден като комбинация от условията 

за култивиране на двата класически модела. Въпреки, адхерентният си растеж, 

наподобяващ класическия модел за АК, голям процент от клетките при този тип 

клетъчни култури показаха много силна експресия на Nestin, GFAP, Sox-2 и CD44.  За 

разлика от моделът с ламинин съществен процент от клетките, култивирани по нашият 

междинен модел демонстрираха експресия на GFAP, но само две от културите показват 

висок процент експресия на CD133. Липсата при повечето клетъчни култури на 

маркера CD133, който при НС беше експресиран макар и от малко клетки  при всички 

култури, може да се приеме като доказателство за влиянието на серума върху 

експресията на този маркер. Друга разлика, която наблюдавахме е експресия на Sox-2 и 

CD44, която при модела НС беше слаба, за разлика от тази при клетки култивирани по 

наш модел. Данните, изложени до тук показват, че междинните модели могат да 

покажат доста добра експресия на маркери, характерни за ТСК и могат логично да 

бъдат направени две предположения поне по отношение на проявявания фенотип: 1) 

Междинните модели са много близки до ТСК и могат да бъдат използвани като модел 

за in vitro изследвания или 2) Поставени при определени условия, клетки по-

диференцирани от ТСК могат да експресират характерните за тях маркери. Съществува 
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и трета възможност – в туморната микросреда да са налични няколко различни 

популации от стволови клетки (туморни или не), част, от които да се развиват добре в 

среда със серум. 

Маркерите, които използвахме за фенотипизиране на клетките, изолирани и 

култивирани от ГБМ, се приемат за достоверни в научната литература при определяне 

на дадени клетки като ТСК. Има данни обаче, че експресията на тези маркери не е 

еднозначна. Nestin е маркер, който повечето автори недвусмислено свързват с 

невралните стволови клетки и техните прогенитори (Michalczyk and Ziman 2005) Оказва 

се обаче, че това не е точно така. Wiese et al. 2004 показват, че този маркер се 

експресира от прогениторни клетки, които имат потенциал да се диференцират до 

невроектодермални, ендодермални и мезодермални клетъчни линии. Те също твърдят, 

че в тъканите на възрастни индивиди експресията на Nestin е ограничена до областите, 

в които протичат регенеративни процеси и предполагат, че той е характерен маркер за 

мулти-линейни прогениторни клетки, които имат и регенеративен потенциал и не са 

задължително рестриктирани в неврална посока. 

Sox-2 е вторият важен маркер, свързван с НСК и съответно с ТСК. Той е важен 

транскрипционен фактор, експресиран в ембрионалните стволови клетки, който участва 

в поддържането на стволово-клетъчната популация, в определянето на линейната им 

диференциация и е необходим при репрограмиране на соматични клетки към 

плурипотентност. (Takahashi and Yamanaka 2006; Adameyko et al. 2012; Sarkar and 

Hochedlinger 2013) Изследвания върху експресията на Sox-2 сочат, че той се асоциира с 

различни типове ракови заболявания и дори е сочен като онкоген, който подпомага 

онкогенната сигнализация, участва в поддържането на раковите стволови клетки и 

регулира тяхното самообновление. (Weina and Utikal 2014) CD44 също е клетъчно-

адхезионна молекула, която се експресира нормално от широк набор от клетъчни 

типове и тъкани, а също и при различни малигнени заболявания. (Ulhen et al. 2015). 

Експресия на CD133 се открива при много от нормалните тъкани, също и върху клетки 

при други малигнени заболявания, като колоректален карцином, повечето 

аденокарциноми, някои панкреатични, овариални и ендометриални неоплазии. (Ulhen et 

al. 2015)  Дори GFAP не може да се счита за маркер, чиято експресия е строго 

ограничена до клетките на ЦНС, както ще бъде разисквано по-долу. 

Всички тези данни създават възможност за спекулации относно ролята на „ТСК 

маркерите” за категоричното идентифициране на ТСК.   
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5.6. Потенциал за самообновление на ГБМ клетъчни култури 
 

   

Способността за самообновление в клетъчна култура е отличително свойство на 

стволовите клетки, както и на туморните стволови клетки. Изразява се в способността 

на единични клетки да формират колонии при in vitro условия, вследствие на 

симетрично деление. За първи път този метод е описан през 1956г. от Puck и Marcus, 

като днес е широко използван и считан за „златен стандарт“ при предклиничен анализ 

на податливостта на ракови клетки към прилагането на различни медикаменти  и 

радиация. (Mirzayans et al. 2007).  

С цел да се докаже наличието на ТСК в нашите условия на култивиране на ГБМ клетки, 

клетъчни култури от ГБМ бяха изследвани за свойството самообновление чрез тестове 

за клоногенност, като резултатът беше положителен при всички тестирани култури. 

Клетките образуваха ясно разграничими колонии със сходни характеристики (Фиг. 19 

А. и Б.) Способността за самообновление беше описана за около 2% от клетките в 

клетъчните култури, което отговаря на процента ТСК от общата туморна маса, описан в 

литературата  за глиобластома мултиформе. 

 

   
А.                                                                             Б.   

 

Фиг. 19 Клоногенен растеж на клетки от ГБМ клетъчни култури, култивирани по наш 

междинен модел (оцветяване с Crystal violet). А. и Б. 

 

Клоногенността или самообновлението е свойство характерно за клетки, способни на 

симетрично деление, при което се получават клетки идентични по фенотип с майчината 

и помежду си и с потенциал да създадат клетъчна популация, поради задържане на 

процеса на диференциация. (Bianco et al. 2008) Способността за самообновление е 
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основното свойство на стволовите клетки във възрастен организъм, което позволява 

поддържането на определен обем (пул) от тези клетки във всички тъкани при липса на 

диференциация. В този смисъл процесът на диференциация може да се приеме като 

противоположен на самообновлението. В организма тези два процеса са фино 

регулирани, като осигуряват обновлението и поправката на тъканите през целия живот. 

(Seita and Weissman 2010) Способността за самообновление е описана и при много 

ракови стволови клетки, включително и при ГБМ. Това е един от основните процеси, 

който в комбинация с дезорганизацията на сигналните пътища, насочващи малигнените 

клетките към диференциация и апоптоза, води до неконтролируем растеж и 

устойчивост на терапия. Данни от научната литература сочат, че първични клетъчни 

култури, изолирани от ГБМ и формиращи невросфери съдържат мултипотентни 

прекурсори, способни на продължително самообновление. (Galli et al. 2004) Методът за 

установяване на клоногенност, приложен при клетъчните култури от ГБМ, отглеждани 

по наш междинен модел, показа, че всички, изследвани такива култури проявяват 

свойството самообновление. Това може да се приеме като още  едно потвърждение на 

предположението, че тези клетки притежават характеристики на ТСК. Както вече 

споменах, обаче, за да твърдим убедено, че клетките култувирани по описаният метод 

са ТСК, е необходимо да се докаже способността им за туморогенност, както и 

способност за трилинейна диференциация в невронални, астроглиални и 

олигодендроглиални клетъчни линии. Тъй като самообновлението е характерно за 

всички стволови клетки във възрастния организъм, проявата му от клетките, 

отглеждани по наш модел на практика потвърждава тяхната стволовост, но не отхвърля 

изказаното по-горе предположение, че това може да са друг тип стволови клетки, 

налични в микросредата на ГБМ. 

 

 

5.7. Експресия на Stat1 в клетъчни култури от ГБМ 

 

 

Молекулите от системата „Stat” са ключови в сигнализацията на клетките и заемат 

съществено място в развитието на туморните процеси. Както беше споменато по-горе, 

при изследване на срези от ГБМ не беше установена експресията на Stat1, който се 

счита за фактор, благоприятстващ оздравителните процеси и неучастващ в 

туморогенезата. Оказа се обаче, че клетъчните култури от ГБМ, култивирани по наш 
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модел показват експресия на иРНК на този фактор, която беше установена чрез qRT-

PCR. (Фиг. 20) Получените дисоциационни криви след амлификацията на копиДНК 

бяха с еднопиков профил, което доказва липсата на амплификация на неспецифични 

продукти. 

 
А. 

 

Фиг. 20 Дисоциационна крива, показваща амплификация на копиДНК на Stat1, получена от 

клетъчни култури, отглеждани по междинен модел. 

 

Stat-1 е транскрипционен фактор, който може да се активира от много секреторни 

фактори като IFNα и IFNγ, интерлевкините IL-6 и IL-10, растежни хормони и 

тромбопоетин. (Haybaeck et al. 2007) Tой може да инхибира растежа и да съдейства за 

индуциране на апоптозата в нормални и туморни клетки. (Kaplan et al. 1998). Както 

вече беше изложено, съществуват и научни данни за протуморно действие на този 

фактор, под действие на IFNs, изразяващо се в устойчивост на радиация в туморни 

модели, включително и на глиални тумори. Предполага се, че продължителната 

активация на Stat1 от IFNs и други стресови сигнали индуцира гени за преживяемост. 

(Khodarev et al. 2007; Duarte et al. 2012) Наличието на иРНК на този фактор в 

култивираните от нашият екип клетъчни култури и липсата му при ИХХ изследване на 

хистохимични срезове от ГБМ може да се обясни чрез наличие на фактори в средата на 
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клетъчните култури, които индуцират експресията му. Съществува, обаче и 

възможност липсата на фактори секретирани нормално в микросредата на ГБМ  да 

предизвиква експресията му, като изясняването на този въпрос се нуждае от 

провеждане на допълнителни изследвания. 

 

 

5.8. Експресия на маркери, характерни за МСК от клетъчни култури от 

ГБМ 
 

 

Характерната морфология на клетките, описана при нашия междинен модел 

(фибробластоподобни, залепващи и образуващи монослой), както и способността им за 

самообновление, описана по горе, не са свойства характерни единствено за туморните 

стволови клетки. Мезенхимните стволови клетки (МСК) също притежават тези 

характеристики (Pittenger et al. 1999). Това подобие в растежа и морфологията, както и 

в способността за самообновление на два типа клетки, до скоро считани за напълно 

различни, ни накара да изследваме култивираните по наш междинен модел клетки, 

изолирани от глиобластома мултиформе в посока МСК, според минималните критерии 

на  ISCT (International Society for Cellular Therapy). (Dominici et al. 2006) Според тези 

критерии, за да бъдат определени едни клетки като МСК, те трябва 1) да прилепват към 

дъното на плаката, в която са култивирани, при стандартни културелни условия; 2) 

≥95% от клетките да експресират маркерите CD73, CD105 и CD90, както и да липсва 

експресия на CD45, CD34, CD14 или CD11b, CD79a или CD19 и HLA клас II и 3) да са 

способни да се диференцират до остеоцити, хондроцити и адипоцити. МСК са едни от 

най-изследваните и дискутирани стволови клетки през последните  години. За МСК в 

ЦНС до скоро въобще не се говореше, но сега въпросите „Има ли ги там?“ и „Каква е 

ролята им?“ вече са на дневен ред. Установено беше, че ГБМ клетките, култивирани по 

наш модел експресират на повърхността си изброените маркери и то при над 90% от 

клетките и също като МСК са отрицателни (или незначителен процент положителни) за 

CD45 и CD34. Клетъчните култури от ГБМ бяха тестирани и за експресия на HLA клас 

I молекули и CD146, също експресирани от МСК, като при всички, изследвани култури 

беше отчетен висок процент клетки, експресиращи и тези маркери. (Фиг. 21)  

Важно е да се отбележи, че клетъчните култури, растящи като невросфери, също бяха 

тестирани за споменатите маркери, но те не показаха експресията им (данните не са 



 
 

127 

показани)  Както беше споменато невросфери поставени в среда за адхерентни клетки, 

придобиват съответната морфология. Наред с това те започват да експресират и 

маркерите за МСК, тоест показаха липса на експресия за CD34 и CD45 и голям процент 

клетки положителни за CD73, CD90, CD105, CD29, CD146 . (Фиг.22) Обратно АК, с 

които бяха напрвени опити да бъдат трансформирани в НС, също бяха изследвани за 

изброените маркери, като те запазиха експресията си на CD73, CD90, CD105, CD29, 

CD146.   

Получените резултати поставят два основни въпроса: 1. Представляват ли т.нар. 

адхерентни клетки, изолирани от ГБМ мезенхимни стволови клетки? 2. Възможно ли е 

условията при които са култивирани клетките да водят до формиране на различен от 

ТСК вид стволови клетки? 

 

Фиг.21 Флоуцитометрично изследване на маркери, характерни за МСК, при клетки, изолирани 

от ГБМ. На фигурата са представени хистограми, показващи положителна експресия за CD73, 

CD90, CD105, CD29, CD146 и HLA-A,B,C и липса на експресия за маркерите CD34 и CD45 при 

клетъчни култури, от ГБМ отглеждани по наш междинен модел. 
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Фиг. 22 Флоуцитометрично изследване на маркери, характерни за МСК, при клетки, 

култивирани като НС и трансформирани в АК.Хистограмите представени на фигурата показват 

експресията на маркери, характерни за МСК от НС, трансформирани в АК след поставянето им 

в среда със серум и bFGF и EGF. Клетките показват експресия на CD73, CD105, CD29, CD146 и 

HLA-A,B,C и са негативни за CD34 и CD45. 

 

 

5.9. Остеогенна и адипогенна диференциация на клетъчни култури от 

ГБМ 
 

  

На базата на описаните дотук аналогии между клетките изолирани от ГБМ и 

култивирани по наш модел (морфология, самообновление и фенотип), както и в опит да 

се отговори на първия въпрос ние продължихме да изследваме свойства типични за 

МСК. За МСК е характерно, свойството да се диференцират до клетки от остеогенния, 

хондрогенния и адипогенния ред. Предвид установените прилики между МСК и ГБМ 

клетъчни култури, бяха направени опити за диференциация на вторите до остеоцити и 

адипоцити.  
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След култивирането на клетките от наш модел  в остеоиндуктивна среда за 21 дни, 

степента на остеогенна диференциация на клетките от ГБМ клетъчни култури беше 

установена чрез колориметричен метод за количествено отчитане на алкално-

фосфатазна активност и чрез специфично хистологично оцветяване за доказване 

отлагането на Са
2+

 кристали в екстрацелуларния матрикс. В края на стимулационния 

период беше установена повишена алкално-фосфатазна активност на клетките (Фиг. 23 

А.) в сравнение със съответни контролни клетъчни култури. Наличието на Са
2+

 

кристали беше доказано чрез оцветяване по von Kossa и чрез ализарин ред. (Фиг. 24 А. 

и Б.)  

При същата серия от експерименти проведени с ГБМ клетки култивирани по 

класическия метод за получаване на АК също беше установена повишена алкално-

фосфатазна активност, като степента на тази активност беше съизмерима с тази, 

установена при клетъчните култури, отглеждани по нашия междинен метод. (Фиг. 23 

Б.) Клетките растяха подобно на тези от нашия модел и дадоха подобно оцветяване 

(резултатите не са показани). 
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Фиг. 23 . Количествено отчитане на степента на остеогенна диференциация при ГБМ клетъчни 

култури чрез тест за алкално-фосфатазна активност. А. При клетъчни култури, култивирани по 

междинен модел; Б. При клетъчни култури, култивирани по класически метод за АК.   

 

 

А. 

Б. 
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Фиг. 24 Остеогенна диференциация на клетъчни култури от ГБМ, отглеждани по междинен 

модел. А. Клетки култивирани в контролна среда; Б.  Клетки култивирани в остеоиндуктивна 

среда, специфично оцветяване за остеогенна диференциация по von Kossa (черно оцветено Ca
2+

 

отлагания); В. Специфично оцветяване за остеогенна диференциация с ализарин ред (червено 

оцветени Ca2+ отлагания).  

 

Опитите за адипогенна диференциация на клетъчни култури от ГБМ бяха неуспешни. 

Клетките запазиха своята виталност в адипоиндуктивна среда, но не бяха установени, 

характерните за този тип диференциация, мастни капки в културите. (Фиг. 25) 

 

 

  

От резултатите получени при изследването на клетките изолирани от ГБМ и 

култивирани в среда с фактори и серум, според минималните изисквания на ISCT за 

А. 

Б. В. 

Фиг. 25 Липса на адипогенна 

диференциация на клетъчни култури от 

ГБМ, отглеждани по наш междинен 

модел. 
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МСК може да обобщим, че клетъчните култури показаха прилики с последните и по 

трите вече описани критерия. Те растат в монослой като прилепнали 

фибробластоподобни клетки, като проявят експресия на маркери, характерни за МСК. 

При над 90% от тях се наблюдаваше едновременна положителна експресия за 

маркерите – CD73, CD90, CD105, CD29  и CD146 и подобно на МСК беше отчетена 

експресия на HLA клас I (A,B,C). Клетките бяха отрицателни за експресия на CD34 и 

CD45. Важно е да се спомене, че култивирането като НС на клетки, изолирани от ГБМ  

не показаха експресия на тези маркери, но трансформираните НС до АК в среда със 

серум показаха експресия на маркери много подобна на нашия модел. По отношение на 

третия критерий за трилинейна диференциация опитите ни върху изолираните от ГБМ 

клетки доведоха до успех при остеогенната диференциация, докато адипогенната се 

оказа неуспешна. Хондрогенна диференциация не беше тестирана. ГБМ клетъчните 

култури проявяват и свойство за самообновление, което също се смята за типично за 

мезенхимните стволови клетки и все още се възприема като „златен стандарт“ при 

определянето им. 

Макар и малко, в научната литература са описани данни отнасящи се до експресията на 

маркери, характерни за МСК от ГБМ изолирани клетки. Tso et al. 2006 например 

съобщават, че клетъчни култури, отглеждани по класически метод за АК, от първичен 

ГБМ експресират CD29, CD44, CD73, CD90, CD105 и CD109, а показват липса на 

експресия на CD14, CD34 и CD31, подобно на МСК. Те установяват още, че тъкани от 

първичен ГБМ експресират CD105, докато този маркер липсва при вторичен ГБМ и 

нормална мозъчна тъкан. Nakahata et al. 2011 доказват, че АК от ГБМ експресират 

CD29, CD44, CD166, CD90, CD105 и CD73, a липсва експресия на CD45, CD133, CD14, 

HLA-DR и CD31. Те успяват да диференцират клетъчните култури до остеоцити, 

хондроцити и адипоцити, а също доказват, че са туморогенни. Tomuleasa et al. 2010 в 

изследването си върху изолирани от ГБМ клетки, формиращи НС съобщават, че тези 

клетки експресират CD90 и CD105, като за CD90 дори се твърди, че се експресира 

специфично от ГБМ, изолирани ТСК, но не и от НСК. (Woo et al. 2015) Експресията на 

CD73 от ГБМ и ГБМ клетъчни култури се свързва с тяхната пролиферация, като се 

смята, че този фактор участва в регулацията на процесите на клетъчен растеж, 

диференциация, инвазия, миграция и метастазиране. (Bavaresco et al. 2008)  
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5.10. Секреция на цитокини при ГБМ клетъчни култури 
 

 

Възможността култивираните от нас клетки, изолирани от ГБМ да секретират фактори, 

насочващи имунните клетки към толеранс ни подтикнаха да изследваме цитокиновата 

им секреция. В научната литература, посветена на ГБМ, има голямо количество данни, 

които сочат, че този тумор действа чрез разтворими фактори и води до супресия на ИС, 

както на локално, така и на системно ниво. За да потвърдим тези данни, беше направен 

цитокинов профил на културите от ГБМ. Замрaзените на -70
0
С супернатанти от 16 ГБМ 

клетъчни култури, култивирани по наш мoдел и от 10 глиобластоми, култивирани като 

невросфери бяха тестирани за наличие на следните 13 цитокина: IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, 

IL-12, IL-17A, IL-18, IL-23, TNFα, IFNγ, TGFβ1, sPECAM и sICAM. От всички 

изследвани цитокини, както при култивираните като междинен модел, така и при 

невросферите беше установена секреция за IL-6 и IL-8.  Единствено  при невросферите  

беше установена и слаба секреция на IL-10. Клетките, култивирани по междинен модел 

бяха изследвани и за матриксните металопротеинази MMP7 и MMP10, като 

положителна експресия беше установена само за MMP10. Резултатите от средните 

стойности за цитокините са дадени в Таблица 4.  

 

Таблица 4 Секреция на цитокини от ГБМ клетъчни култури. 

Цитокин IL-6 IL-8 MMP10 IL-10 

АК-наш 

модел  

НС АК- наш 

модел 

НС АК- наш 

модел 

НС АК-наш 

модел 

НС 

Секреция в 

pg/ml 

 

139,72 

 

103,42 

 

1696,8 

 

2033,35 

 

35,70  

 

 N/T  

 

   0 

 

13,15 

 
Супресията на клетъчно медиирания имунитет, както на локално, така и на системно 

ниво, установена при пациенти с ГБМ се свързва с освобождаването на различни 

имуносупресивни фактори. (Piperi et al. 2005) Предполага се, че невъзможността на ИС 

да се справи с туморните клетки, може от части да се дължи на тумор-асоциираната 

цитокинова дисрегулация. (Hao et al. 2002) Както вече беше споменато IL-6 е цитокин с 

плейотропно действие, които има важна роля при протекцията на нервната система при 

инфекции, травматично мозъчно увреждане и исхемия и при патологията на 

възпалителния отговор. Повишени нива на IL-6 се свързват с хронични възпалителни 
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състояния, а при раково болни – с по-ниска преживяемост. (Van Meir et al. 1990; 

Scheller et al. 2006; Samaras et al. 2007; Wang et al. 2009; Bromberg et al. 2009) IL-6 

регулира самообновяването на ТСК, чрез задействане на Stat3 от IL-6R/GP130 

комплекса (Sansone et al. 2007), a Stat3 активацията на свой ред води до активация на 

NF-kB и секреция на допълнителни количества IL-6 и IL-8. При болни от рак на гърдата 

се наблюдава привличане на костномозъчни мезенхимни стволови клетки (КМ-МСК) 

по градиента на IL-6 и се смята, че този цитокин е ключов компонент в поддържането 

на туморната маса. (Liu et al. 2011) При ГБМ, секрецията на този цитокин е добре 

описана, като се смята, че той участва в ангиогенезата, клетъчната пролиферация, 

устойчивостта на апоптоза и радиация на тумора. (Goswami et al. 1998; Weissenberger et 

al. 2004; Saidi et al. 2009; Reynes et al. 2011) В съответствие с литературните данни, 

клетъчните култури, отглеждани като НС и по наш междинен модел показаха секреция 

на IL-6.  

IL-8 е въвлечен в развитието на ГБМ чрез функциите си на хемоатрактант и промотор 

на ангиогенезата, а също е установено, че ГБМ клетъчни линии постоянно експресират 

IL-8 mRNA и секретират IL-8. (Desbaillets et al. 1999; Salmaggi et al. 2003)  Секрецията 

на този цитокин се стимулира от IL-1β, TNFα, IFNγ, IL-6 и IL-17 и може би е един от 

ключовите фактори, водещи до лимфоидните инфилтрати, наблюдавани при ГБМ. 

(Kehlen et al. 1999; Brat et al. 2005) Предвид фактът, че при нашия модел и при НС е 

установена секреция на IL-6, може да се предположи, че той е един от факторите, 

предизвикващ секрецията на IL-8 по автокринен път при двата вида клетъчни култури. 

Големите количества на секретиран IL-8 предполагат активното му участие в  

процесите на пролиферация и самообновление при двата вида клетъчни култури. В 

организма IL-8 осъществява своето действие чрез инхибиране на апоптозата на 

ендотелни клетки и индукция на продукцията на матриксни металопротеинази (MMPs), 

които са необходими за ангиогенезата. (Li et al. 2003) Една от най-слабо изследваните 

ММPs е MMP-10. Изследвания върху рак на маточната шийка и на пикочния мехур 

показват, че тази металопротеиназа може да регулира миграцията, инвазията и 

формирането на съдове от ендотелните клетки, като тези ефекти са свързани и с 

устойчивост на апоптоза. (Zhang et al. 2014) При клетъчна линия от белодробен 

карцином е установена пряка връзка между IL-6 и секрецията на ММР-10, която се 

осъществява чрез Jak2 – Stat3 пътя. (Zhang et al. 2009) Като се вземе предвид участието 

на тази металопротеиназа при други тумори, може да се предположи, че тя има участие 
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в туморните растеж, инвазия и ангиогенеза и при ГБМ. Необходими са, обаче, 

допълнителни изследвания, за да се потвърди това предположение. 

Следвайки аналогията между нашите култивирани клетки и МСК, е важно да се 

отбележи, че мезенхимните стволови клетки постоянно секретират големи количества 

от IL-6 и IL-8. (Kyurkchiev et al. 2014) Все повече данни сочат, че МСК са важни 

участници в постнаталната васкулогенеза, особено в случаите на тъканна исхемия и 

туморна васкуларизация. Установено е, че IL-8, отделян от исхемична мозъчна тъкан 

участва в процеса на привличане на МСК, а също засилва потенциала им за 

ангиогенеза. (Ball et al. 2007; Hou et al. 2014) За IL-6 също е установено участието му 

при привличане на МСК при малигнени заболявания. (Liu et al. 2011). Предвид 

изказаното предположение, че в микросредата на ГБМ същесвуват няколко популации 

от стволови клетки и сходствата между МСК и някои характеристики на ГБМ (особено 

при клетъчни култури с адхерентен растеж) може да се спекулира, че ТСК при ГБМ, 

активно привличат субпопулация от МСК секретиращи IL-6 и IL-8, или алтернативно 

се диференцират до такива. В подкрепа на тази хипотеза са данните на Paul et al. 2012 

за наличие на МСК в нормална мозъчна тъкан, както и наскоро публикуваните данни от 

Hossain et al. 2015, които установяват тумор-асоциирани МСК, секретиращи IL-6  и IL-

8 при ГБМ. 

На базата на тези данни и на нашите резултати описващи, че както НС, смятани за 

истински ТСК, така и АК, проявяващи характеристики на МСК, секретират IL-6 и IL-8, 

може да предположим, че ТСК и тумор-асоциираните МСК чрез секрецията на тези 

цитокини, участват в процесите на набиране на нови МСК в туморното обкръжение, 

които да поддържат процесите на растеж и ангиогенеза, характерни за тумора.  

 

 

5.11. Изследване на влиянието на супернатанта от ГБМ клетъчни 

култури върху активацията на PBMCs 
 

 

Секрецията на цитокини, част от свойствата, които се свързват с обуславяне на имунен 

толеранс ни даде основание да изследваме способността на нашите култивирани клетки 

да осъществяват функционална супресия, чрез секреторни фактори. За тази цел беше 

проведено изследване на влиянието, което оказва супернатанта от култивираните 

клетки върху активацията на Т-лимфоцитите. За целта бяха изолирани PBMCs от 
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здрави донори, които бяха култивирани в супернатанта от ГБМ клетъчни култури за 

60ч. Като контрола бяха използвани PBMCs от същите донори, поставени в среда за 

култивиране (DMEM с EGF, FGF и 10%FBS) при отсъствието на ГБМ клетки. След 

изминаването на времето на култивация  PBMCs бяха стимулирани с 

фитохемаглутинин (PHA), който активира неспецифично Т-лимфоцитната популация 

от PBMCs и резултатите бяха отчетени чрез флоуцитометричен анализ. (Фиг. 26) 

Активацията на Т клетките беше доказана чрез експресията им на CD69 – класически 

ранен лимфоцитен активационен маркер. 

Изследването показа, че при стимулиране с PHA на PBMCs, изолирани от здрави 

донори и третирани с контролна среда, се активира висок процент от Т-клетъчната 

популация. Средните стойности на индекса им на стимулация (ИС) беше 26.53, 

стойност близка до получената от нас при създаването на референтните граници за 

стимулиране на Т-клетки от периферна кръв на здрави лица. (Младенова и кол. 2013) За 

разлика от контролните клетки, Т-лимфоцитната субпопулация от PBMCs, престояли 

60 часа в среда от ГБМ клетъчна култура, загубват способността си да се активират в 

пълна степен и индексът на стимулация е средно 13.18. На таблица 5 са представени 

индексите на стимулация на Т-лимфоцити, третирани със среда от съответната ГБМ 

култура в сравнение с третираните с контролна среда при 8 експеримента.  

 

  

              А.                                                              Б.   

                  

Фиг. 26 Флоуцитометрично отчитане на активацията на Т-лимфоцити. Отчетени са клетки, 

двойноположителни за CD3 и CD69. А. Двойно-положителни по CD3/CD69 T лимфоцити, 

култивирани в контролна среда. Б. Двойно-положителни по CD3/CD69 T лимфоцити, 

култивирани в среда от клетки, изолирани от ГБМ.  

 

18,10% 9,09% 
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Таблица 5. Индекси на стимулация на Т-лимфоцити, съответно третирани с контролна среда и 

със среда от ГБМ култури. (Тумангелова-Юзеир и кол. 2015) 

 Индекс на стимулация на Т-

лимфоцити, третирани с 

контролна среда 

Индекс на стимулация на Т-

лимфоцити, третирани със среда от 

ГБМ култури 

ГБМ 1/Здрав донор 1  18.10 9.09 

ГБМ 2/Здрав донор 2 42.79 23.35 

ГБМ 3/Здрав донор 3 36.00 13.90 

ГБМ 4/Здрав донор 4 27.50 23.00 

ГБМ 5/Здрав донор 5 14.70 1.90 

ГБМ 6/Здрав донор 6 15.10 11.50 

ГБМ 7/Здрав донор 7 23.15 11.60 

ГБМ 8/Здрав донор 8 34.90 11.08 

Средна стойност на 

индекс на стимулация 

26.53 13.18 

 

При обработка на данните се забелязва, че при някои донори Т-клетките, третирани със 

среда от ГБМ клетъчни култури и третирани с контролна среда имат близък индекс на 

стимулация (номер 4 и 6). Въпреки това, обаче, при всички изследвания по-ниски 

остават индексите на стимулация на Т-лимфоцитите, култивирани в среда от ГБМ 

култура (Фиг.27).  

 

  
Фиг. 27 Индекси на стимулация наТ-клетки, получени от здрави донори и отбелязани като 

поредни числа, съответно третирани с контролна среда и третирани със среда от ГБМ култура. 

(Тумангелова-Юзеир и кол. 2015) 
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При сравняване на средните стойности на индекса на стимулация в групата на Т-

лимфоцити, третирани с контролна среда и в групата на третирани със среда от ГБМ 

култивирани клетки, установихме статистически значима разлика между тях (р=0.007). 

(Фиг.28) 

 

  

 

 

Фиг. 28. Средни нива на индекса на стимулация на Т-лимфоцити, третирани със среда от ГБМ 

култивирани клетки и третирани с контролна среда. (Тумангелова-Юзеир и кол. 2015) 

 

Съхранената супернатанта от PBMCs, култивирани в среда от ГБМ култури и в 

контролна среда изследвахме за наличие на IL-10 с идеята, че е вероятно под влияние 

на секреторни фактори от ГБМ клетките, част от Т лимфоцитите да се диференцират в 

Tregs, секретиращи този цитокин. Tова би могъл да бъде един от механизмите, чрез 

който се подтискат Т клетките. Резултатите ни, обаче не показаха разлика в нивата на 

IL-10 при PBMCs, култивирани в среда от ГБМ клетки и тези в контролна среда. 

Средната стойност на цитокина, установен при PBMCs, култивирани в среда от ГБМ 

беше 10,52 pg/ml, а в среда от контролни клетки - 8,97 pg/ml. При тестирането на 

лимфоцитите за експресия на FoxP3, също не се установиха разлики (данните не са 

показани). Предишни наши резултати, обратно показват, че култивирането на Т-

хелпери в среда от мезенхимни стволови клетки води до формирането на Tregs, 

секретиращи IL-10. (Ivanova-Todorova et al. 2012) Toзи резултат не беше получен при 

използването на среди от ГБМ клетки, което може да се дължи на разлика в опитните 

Т-клетки в контролна среда      Т-клетки в среда от ГБМ култури 
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постановки, но може да бъде и обективен факт. Подобно изследването провеждат Zou et 

al. 1999, които доказват, че моноцити, изолирани от здрави донори и поставени в 

супернатанта от глиоми не секретират увеличени количества IL-10, за разлика от 

моноцити на хора с ГБМ. 

Изследването на влиянието на супернатантата от клетки изолирани от ГБМ и 

култивирани по наш метод върху способността за активация на Т-лимфоцити показа, че 

без съмнение клетките от ГБМ секретират фактор/и, които потискат Т-клетките. При 

ГБМ е установена секреция на имуносупресивни фактори с такова действие като 

TGFβ1,2, IL-10, VEGF, PGE2 (Elliott et al. 1992), докато при МCK, факторите със 

супресивно действие върху Т клетъчната субпопалация са IDO, PGE2, HGF, CCL2,  

CCL5, HLA-G5. (Kyurkchiev et al. 2014) В супернатантите при клетките култивирани по 

наш междинен модел, ние не установяваме наличие на TGFβ и IL-10, като VEGF, PGE2,  

HGF,  CCL2,  CCL5, HLA- G5 и IDO не са изследвани. 

Нашите данни показват наличие на цитокините IL-6, IL-8 и MMP-10, като за втория и 

третия няма данни да имат супресивен ефект върху Т-клетките. По друг начин стои 

въпросът с IL-6. За него има данни, че при ГБМ активира JАК-2, която на свой ред 

активира Stat3 в туморните клетки. Stat3 активацията води до тумор-секретирани 

фактори (като IL-6, IL-10, VEGF), които на свой ред активират Stat3 в различни имунни 

клетки, включително и в Т-клетките. Задвижва се механизъм, който поддържа 

постоянно активиран транскрипционния фактор, както в туморните, така и в имунните 

клетки. (Yu et al. 2007; Wei et al. 2010) Wei et al. 2010 провеждат подобно на нашето 

изследване, но с НС, което показва, че супернатанта от клетъчните култури инхибира 

пролиферацията и секрецията на про-инфламаторни цитокини от Т-лимфоцитите, 

индуцира Tregs и предизвиква Т-клетъчна апоптоза. Изследването за цитокинова 

секреция на получените от тях НС показва липса на IL-6  и наличие на PGE2, TGFβ, 

VEGF, CCL-2 и Galektin-3. Те доказват, че супернатантата от НС предизвиква 

активация на Stat3 в Т-лимфоцити и че блокирането на Stat3 активацията чрез Stat3 

siRNA в култивираните туморни клетки, намалява активацията на транскрипционния 

фактор в имунните клетки. Установено е, че активираният в ТСК Stat3 води до 

секреция на имуносупресивни фактори, които активират същия транскрипционен 

фактор в множество имунни клетки. (Yu et al. 2007) Клетките култивирани по наш 

междинен модел не са изследвани за експресия на Stat3, но фактът, че той е установен 

на срези от туморни материали при пациенти с ГБМ в предишно наше изследване, 

както и установената експресия на IL-6 в културелната среда, ни дава основание да 
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предположим, че култивираните по наш модел клетки също го експресират. Може да 

спекулираме, че наблюдаваната от нашия екип намалена активация на Т-лимфоцити се 

дължи на IL-6 и активацията на Stat3 в тях. 

При МСК секрецията на IL-6 е отдавна установена, като ефектите от действието на този 

цитокин, а именно задействането на JAK-Stat3 сигналния път, се наблюдава, както при 

оздравителни, така и при малигнени процеси. (Shabbir et al. 2010; Tu et al. 2012) Wang 

et al. 2007 съобщават за конститутивна експресия на Stat3 при МСК, на която се дължи 

секрецията на VEGF. При рак на гърдата има данни, че в условия на хипоксия 

туморните клетки секретират високи нива IL-6, който не само привлича МСК в 

туморната микросреда, но и активират Stat3 и MAPK сигнални пътища в тях. (Rattigan 

et al. 2010) ГБМ е солиден тумор, който също се характеризира с хипоксия, експресията 

на IL-6 от туморните клетки е добре описана и най-новите данни сочат, че той също 

активно привлича МСК в микросредата си. В този ред на мисли независимо какъв тип 

са култивираните от нас клетки - ТСК или МСК те биха могли да предизвикат супресия 

на Т-лимфоцитите по пътя на дъгата IL-6 – JАК-Stat3.  

 

 

5.12. PIBF експресия в клетъчни култури от ГБМ 
 

 

Освен чрез цитокини имунния отговор може да бъде модифициран и чрез специфични 

фактори един от които е известен като PIBF. PIBF е фактор добре описан при 

множество клетки, включително МСК и обуславя част от имуносупресивните клетъчни 

свойства. Въпреки, че е установен като експресиран под действието на прогестерон, 

днес има все повече доказателства, че той може да бъде експресиран и независимо от 

хормона под действието на други фактори. Поради голямото сходство на ГБМ 

клетъчните култури с МСК, PIBF беше изследван и при клетки култивирани от 

глиобластом по наш междинен модел. До сега липсваха съобщени данни за изследване 

на PIBF при ГБМ в научната литература. Този фактор беше изследван от нас по 3 

различни метода – флоуцитометричен, конфокална микроскопия и qRT-PCR.  

Изследването чрез флоуцитометрия беше проведено при 6 ГБМ клетъчни култури, като 

беше изследвана повърхностна и вътреклетъчна експресия на маркера. Изследването на 

повърхностна експресия на PIBF показа липса на този маркер, като отчетените 

стойности бяха средно 0,2% и бяха сходни с негативната контрола. При изследване на 
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вътреклетъчната експресия на маркера, обаче, бяха отчетени положителни клетки, 

които представляваха средно 7% от клетките в клетъчната култура. (Фиг.29) 

 

   А.                                                                  Б. 

Фиг. 29 Флоуцитометрично изследване на клетъчни култури от ГБМ (култивирани по наш 

междинен метод). А. Липса на повърхностна експресия на PIBF; Б. Положителна вътреклетъчна 

експресия на PIBF. 

 

Изследването на клетъчните култури чрез имуноцитохимия и конфокална микроскопия 

показа, че част от клетките експресират PIBF, като той може да бъде с различни форми 

на ядрена или на цитоплазмена локализация. (Фиг. 30) 
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Фиг.30 Положителна експресия на PIBF в клетъчни култури от ГБМ (наш междинен модел). 

Специфичната флуоресценция се вижда в  зелен цвят, тъй като второто анти-мише антитяло е 

белязано с Alexa Fluor 488. Ядрата са оцветени с Hoechst 33258 и се виждат в син цвят.: А. 

Хомогенно цитоплазмено и фино гранулирано ядрено оцветяване на PIBF (увеличение 400х); Б. 

Гранулирано цитоплазмено и точковидно перинуклеарно (увеличение 400х); В. Гранулирано 

ядрено оцветяване (увеличение 400х); Г. Перинуклеарно оцветяване (увеличение 630х); Д. 

Контролни клетки без добавено антитяло срещу PIBF (увеличение 400х).   

 

На Фиг. 30 А. се наблюдава хомогенно цитоплазмено с фино гранулирано ядрено 

оцветяване, докато на Фиг. 30 Б. – гранулирано цитоплазмено и точковидно 

околоядрено оцветяване. На Фиг. 30 В. и Г. са представени самостоятелна експресия на, 

съответно, гранулирано ядрено и перинуклеарно оцветяване. Различните типове на 

светене и различната локализация на PIBF в клетки от ГБМ клетъчни култури 

свидетелстват за активна роля на този фактор в клетъчните процеси, случващи се както 

в ядрото, така и в цитоплазмата.  

Третият метод на изследване, който приложихме за установяване на PIBF в клетъчни 

култури от ГБМ е qRT-PCR. Установена беше експресия на фактора при всички, 

изследвани клетъчни култури, като за вътрешна контрола на изследването беше 

използван β-actin. Продуктите на реакцията бяха анализирани в агарозен гел, оцветен с 

етидиев бромид.  (Фиг. 31 А. и Б.) Двата пика на дисоциационната крива могат да се 

обяснят с нали1ие на два продукта, резултат от алтернативен сплайсинг на изходната 

А
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информационна РНК. В научната литература е известно, че PIBF съществува като 

няколко варианта с различна дължина в експресиращите го клетки. 

    А.

 

                                                                                                                  Б. 

 

Фиг. 31 Изследване на експресия на PIBF при клетъчни култури от ГБМ чрез qRT-PCR. А. 

Дисоциационна крива показваща амплификация на кДНК при две от изследваните клетъчни 

култури. Б. PCR реакцията беше последвана от анализиране на продуктите в агарозен гел, 

оцветен с етидиев бромид, които показва експресия на матрични РНК, кодиращи PIBF в 

изходния материал. 

 

Установяването на експресията на PIBF чрез три различни метода недвусмислено 

показа наличието на този фактор в клетъчни култури от ГБМ, култивирани по наш 

междинен метод. 

PIBF беше установен и при клетъчни култури, отглеждани по класически метод за АК 

като изследването беше проведено чрез имуноцитохимия и конфокална микроскопия 

(Фиг. 32) 
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Фиг. 32 Изследване чрез конфокална микроскопия на експресия на PIBF при клетъчни култури, 

отглеждани по класически модел за получаване на АК. В червено е оцветено специфичното 

оцветяване, поради второ антитяло, маркирано с Alexa Fluor 594. Ядрата са оцветени в син цвят 

с Heochst 33258. 

 

От получените резултати може да се заключи, че при клетъчни култури с адхерентен 

растеж, независимо от средата, в която растат (само със 10% FBS или с EGF, bFGF и 

10%FBS), част от клетките показват експресия на PIBF. 

PIBF е белтък, който под действието на прогестерон при бременност осъществява 

имуносупресивен ефект чрез подтискане на NK-клетъчната цитотоксична активност, 

лимфоцитната цитотоксичност и насочване на имунния отговор (цитокиновата 

секреция) към Th2 тип, което благоприятства протичането на бременността. (Check et 

al. 2009) Експресия на PIBF е установена в бързо пролифериращи клетки и тъкани, като 

е установено, че той е един от асоциираните с центрозомите протеини, за които е 

известно, че свръхекспресията или мутацията им могат да доведат до туморогенеза. 

(Lachmann et al. 2004) Този фактор е установен при мезенхимни стволови клетки от 

различен произход (Kyurkchiev et al. 2011; Kyurkchiev et al.  2013), както и в редица 

туморни клетъчни линии (Check et al. 2001; Check et al. 2007; Miko et al. 2011; 

Srivastava et al. 2007) и солидни злокачествени тумори. (Check et al. 2001; Lachmann et 

al. 2004) Въпреки, че в ЦНС се секретира прогестерон, все повече доказателства сочат, 

че експресията на PIBF може да се индуцира и по механизми независими от хормона. 

(Lachmann et al. 2004; Szekeres-Bartho and Polgar 2010) Разбира се, наличието на този 

протеин в клетъчни култури, изолирани от ГБМ може да се дължи и на 

предварителното излагане на тези клетки на действието на прогестерона в ЦНС.  Друг 
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факт, обясняващ участието на PIBF в малигнени процеси е локализацията на гена му в 

близост до гените, отговорни за предразположеност към рак на гърдата и туморната 

прогресия в 13-та хромозома. (Check et al. 2010; Lachmann et al. 2004; Rozenblum et al. 

2002; Szekeres-Bartho and Polgar 2010) 

От казаното до тук може да предположим, че PIBF е основен или един от основните 

фактори, осигуряващи растежа и развитието на ГБМ. Неговата способност да потиска 

NK и Т-клетъчната цитотоксичност и да насочва цитокиновата секреция към Th2 тип 

клетки, секретиращи цитокини като IL-4, IL-6 и IL-10 (Szekeres-Bartho and Wegman 

1996), напълно съответства на характерната за този тумор силна имуносупресия. 

Установено е, че при тумори PIBF може директно да регулира генната експресия на IL-

6, EGF и Heparin-binding EGF-like growth factor (HB-EGF), както и че води до късна 

Stat3 активация. (Halasz et al. 2013) При МСК, експресията на прогестеронови 

рецептори е добре описана (Movagar et al. 2008; Han et al. 2008), като се предполага че 

специално децидуалните МСК са алтернативен източник на γδ Т-лимфоцитите за PIBF 

и че те представляват депо за този протеин. (Kyurkchiev et al. 2011)   

Всичко казано до тук води до логичният извод, че експресията на PIBF от 

култивираните по наш модел клетки, изолирани от ГБМ е още еднa податка към  

хипотезата, че те представляват тумор-асоциирани МСК. Това не изключва 

възможността ТСК,  като високо пролифериращи клетки също да експресират този 

белтък. Данни за експресията на PIBF от НСК и ТСК с доказана туморогенност, в 

литературата за сега липсват.  

 

 

5.13. Култивирани по наш модел клетки, изолирани от ГБМ – ТСК или 

МСК? 
 

 

Както стана ясно култивираните от нас клетки на практика покриват критериите за 

мезенхимни стволови клетки, характеризирайки се със същата морфология, фенотип, 

способности за самообновление и мезенхимна диференциация, цитокинов профил и 

експресия на PIBF. Нещо повече, подобно на МСК, техни секреторни фактори са в 

състояние да подтиснат Т-клетъчната активация. Литературни данни също сочат, че 

МСК могат да бъдат отглеждани в среда с EGF и FGF, като и за двата фактора се 

твърди, че усилват техните растеж и пролиферация, без да влияят на 
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диференциационния им потенциал. (Oreffo et al. 2005; Tamama et al. 2010; Portman-Lanz 

et al. 2010)  От друга страна, култивираните клетки безспорно притежават някои 

характеристики на ТСК, основни от които са способността за самообновление и 

екпресията на маркерите: Nestin, Sox-2, GFAP, CD44. Факт обаче е, че 

самообновлението е обща черта за всички стволови клетки, а „НСК/ТСК” маркерите 

далеч не са рестриктирани само до този вид клетки. 

По отношение на експресията на НСК/ТСК маркери от МСК е описано е, че МСК могат 

да експресират Nestin (Vogel et al. 2003), като този интермедиерен филамент се 

експресира още и от неврални и прогениторни клетки в ЦНС, както и от мускулни и 

миокардни прогенитори. Като цяло се счита, че Nestin  се експресира от мултилинейни 

прогенитори с регенеративен потенциал. (Wiese et al. 2004) В литературата има данни  и 

за експресия на Sox-2 от МСК, която се наблюдава при МСК с различен произход 

(костен мозък и мастна тъкан). (Reza Izadpanah et al. 2006) CD44 също се експресира от 

МСК, като участва в техния  homing и е установен, както in vivo, така и от клетъчни 

култури. Има данни, че преди култивиране този маркер липсва върху повърхността на 

клетките, но културелните условия предизвикват експресията му. (Bian et al. 2015; 

Quan et al. 2012) Foudah et al. 2014 публикуват изследване на експресията на 

невралните маркери Nestin, GFAP, βIII-tubulin и NeuN от МСК, изолирани от различни 

източници (от мастна тъкан, кожа, периодонтален лигамент и дентална пулпа). 

Резултатите им показват експресия на βIII-tubulin и NeuN от всички култури, докато 

Nestin и GFAP се експресират само от МСК, изолирани от мастна тъкан и кожа. При 

експресията на GFAP се наблюдава интересен феномен – МСК започват да го 

експресират след няколко пасажа на култивиране. Tondreau et al.2004 също съобщават, 

че при култивиране МСК експресират само Nestin и Tuj-I, докато след пети пасаж те 

вече могат да експресират протеини, характерни за по-диференцирани 

невронални/глиални клетки като GFAP. Данните за CD133 сочат, че МСК стопират 

експресията на този фактор. През 2009 Mabuchi et al., обаче изследват експресията на 

CD133 от МСК, изолирани от костен мозък. Те установяват експресията му в над 20% 

от клетките. В допълнение те доказват, че една малка популация от 

двойноположителни по CD133 и CD271 клетки (0,75%) съдържа по-голямата част от 

клетките способни на самообновление. МСК положителни за CD133 са изолирани и от 

периферна кръв. (Nichols et al. 2013) 

В допълнение на експресията на маркери, характерни за НСК/ТСК от МСК може да се 

споменат и множеството изследвания върху животински модели и хора, които описват, 
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че МСК са способни на неврална трансдиференциация. (Deng et al. 2001; Kohyama et al. 

2001; Sanchez-Ramos 2000).Приликите и разликите в типа растеж при клетъчно 

култивиране, експресията на маркери, диференциацията и свойството клоногенност при 

ТСК и МСК по литературни данни и резултатите, получени от изследванията ни са 

онагледени в таблица 6. 

  

Таблица 6 Експресия на маркери, характерни за ТСК и МСК, клетъчна диференциация и 

клоногенност при ТСК, култивирани по различен начин и при МСК. Легенда: ++ силна 

експресия или изява,  + слаба експресия или изява, -  липса на експресия или изява,  +/- данните 

за са разнопосочни; *  нетестирано   

 Растеж Маркери 

за ТСК 

Маркери за 

МСК 

Диференциация Клоно- 

генност 

ТСК -адхерентен GFAP++ 

CD44++ 

Nestin + 

Sox-2 + 

CD133 - 

CD73++ 

CD90++ 

CD105++ 

остеогенна+ 

хондрогенна+ 

адипогенна+ 

неврални линии+ 

Да 

-НС GFAP+/- 

CD44++ 

Nestin++ 

Sox-2++ 

CD133++ 

CD73+/- 

CD90+/- 

CD105+/- 

Остеогенна* 

Хондрогенна* 

Адипогенна* 

неврални линии++ 

Да 

МСК - 

адхерентен 

GFAP+/- 

 CD44++ 

Nestin +/- 

 Sox-2++  

CD133+/- 

CD73++ 

 CD90++ 

CD105++ 

остеогенна++ 

хондрогенна++ 

адипогенна++ 

неврални линии +/- 

Да 

Наш 

междинен 

модел 

-адхерентен 

-семи-

адхерентен 

GFAP++  

CD44++ 

Nestin++ 

Sox-2++  

CD133 +/- 

CD73++ 

 CD90++ 

CD105++ 

остеогенна++ 

хондрогенна* 

адипогенна* 

неврални линии* 

Да 

 

От изложеното до тук се вижда, че както данните от научната литература, така и 

нашите данни не могат да поставят ясни граници между двата типа клетъчни култури – 

МСК и ТСК, растящи като адхеренти клетки в съответната среда. Опитите да се обясни 

експресията на маркери, характери за НСК/ТСК от МСК водят до предложението, че 

това се дължи на трансдиференциация на МСК в неврална посока. Различни 

изследвания, описват фактори, като EGF, BDNF (brain derived neurotic factor), 

невротропин-3 и 5-азицитидин, водещи до индукция на маркери на неврална 

диференциация. (Sanchez-Ramos 2000) Описано е обаче, че до същия ефект водят и 
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множество детергенти, високо pH, високомоларен NaCl, редуциращи агенти, 

антиоксиданти, както и култивиране върху различни повърхности. (Lu et al. 2004; Qian 

et al. 2004; Krabe et al. 2005; Phenney et al. 2005; Chen et al. 2006) Установено е, че тези 

агенти имат бързо действие, но и предизвиканият процес е лесно обратим. Подобен 

механизъм е установен и при фибробласти и кератиноцити. Генетичен анализ на МСК с 

предполагаема неврална трансдиференциация показва, че те са много различни, както 

от нормалната нервна тъкан, така и от нетретираните МСК. (Phinney et al. 2007) През 

2005 Cho et al. изследват функционалните качества на получените чрез 

„трансдиференциация” на МСК неврони, като установяват слаба мембранна 

деполяризация и непълноценна невротрансмисия. Всички тези данни по-скоро 

подкрепят тезата, че не се осъществява пълноценна трансдиференциация на МСК в 

неврална тъкан. По скоро се дискутира тезата, че при определени условия, МСК 

осъществяват процес на цитоскелетна реорганизация, свързана с нарушени биохимични 

свойства на микротубулите и микрофиламентната мрежа. (Chou et al. 2000)  

Докато по отношение на МСК и тяхната експресия на „невронални“ маркери и 

трансдиференциация в неврални клетки е постигната някаква яснота и относителен 

консенсус в научните среди, то по отношение на ТСК, произлизащи, както се смята от 

НСК и техни прекурсори все още стоят множество въпроси. От таблица 3 е видно, че 

ТСК, растящи като АК, а според някои автори и като НС (Tomuleasa et al. 2010) 

проявяват експресия на маркери, характеризиращи МСК, според минималните 

критерии на ISCT. Няколко изследователски групи, преди нас описват прилика на 

клетки, изолирани от ГБМ с адхерентен растеж с МСК. Nakahata et al. 2011 изследват 

синтезираната ГБМ човешка клетъчна линия U87MG, описват проява на мезенхимен 

фенотип и на някои МСК характеристики от клетките ѝ. Те установяват експресията на 

CD44, CD73, CD90, CD105 и  CD29, както и способност за адипогенна, хондрогенна и 

остеогенна диференциация. Едновременно с това тази клетъчна линия е способна да 

формира интракраниални тумори при плъхове. Подобни резултати съобщават Tso et al. 

2006.  

Допълнителни въпроси предизвиква и отчетената положителна експресия на Stat1 от 

клетъчните култури, отглеждани по наш междинен модел, на фона на отрицателната 

експресия, отчетена при изследване на туморен материал чрез имунохистохимия. 

Установено е, че този транскрипционен фактор се активира при МСК вследствие на  

IFNγ сигнални процеси и кооперира с много цитокини за регулация на генната 

експресия. (Torreggiani et al. 2012)  
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Резултатите, получени от нашият екип, при изследването на ГБМ изолирани клетки, 

култивирани с FGF, EGF и серум показаха голяма прилика с МСК по отношение на 

морфология, фенотип, свойство за самообновление и остеогенна диференциация, както 

и някои допълнителни критерии (наличие на PIBF, Stat1 експресия и супресивно 

действие на секреторни фактори върху Т-клетките). Вземайки предвид и фактът, че при 

МСК също е доказана експресия на маркери, характерни за НСК/ТСК, както и че те се 

развиват в среда с EGF и bFGF и са описани в туморното обкръжение при ГБМ, то 

може да спекулираме, че тези клетки са именно мезенхимни стволови клетки. 

Естествено остават и въпроси, които до момента са неизяснени и които могат да 

повлияят на това твърдение, като например: Защо опитите ни за адипогенна 

диференциация се оказаха неуспешни?  Дали клетките са способни на хондрогенна и 

неврална диференциация? Имат ли туморогенни свойства? Неизяснен остава и 

въпросът на какво се дължи фактът, че НС трансформирани до АК не успяха да 

възвърнат първоначалната си форма на растеж след премахването на серума от 

културелната среда - на наличие на два вида стволови клетки в изходните култури или 

на диференциация на изходните клетки?  

Нашите резултати и изследванията проведени от Tso et al. 2006 и Nakahata et al. 2011  

поставят  въпроси, отнасящи се до типа на клетъчните култури, изолирани от ГБМ и 

смятани за ТСК. Нарастващ брой изследвания в научната литература твърдят, че МСК 

населяват ЦНС и туморното обкръжение, като се търси тяхната роля в генезата и 

прогресията на тумора. (Paul et al. 2012; Appaix et al. 2014) Логичният въпрос, който 

може да се зададе в случая е: Изолираните от ГБМ стволови клетки представляват ли 

ТСК, изменени под влияние на тумора МСК ли са, или са хетерогенна популация от 

стволови клетки? Известна яснота по въпроса хвърля изследването на Hossain et al. 

2015, които твърдят, че съществуват глиома-асоциирани човешки МСК, които са не-

туморогенни и фенотипно се доближават до костно-мозъчните МСК. На база геномен 

анализ на изолираните глиома-асоциирани МСК те съобщават, че около 60% от МСК се 

привличат от тумора, докато 10% могат да възникнат директно от ТСК. Останалите 

МСК проявяват генетична структура междинна по отношение на другите два типа. 

Глиома-асоциираните МСК повишават пролиферацията и самообновлението на ТСК in 

vitro и туморогенността и мезенхималните характеристики на ТСК in vivo. Авторите 

установяват, че тези ефекти на МСК са медиирани от секретираният от тях IL-6, който 

чрез gp130 води до активация на Stat3 в ТСК. Въпреки тези открития, все още има 

много неясноти относно ТСК и МСК изолирани от ГБМ, като фактът, че туморогенни 
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клетъчни култури проявяват свойства на МСК. Един логичен отговор на този въпрос би 

могъл да е предположеното от нас наличие на поне два типа стволови клетки в 

клетъчни култури, изолирани от ГБМ. Едно интересно изследване в тази насока е 

проведено от Cui et al. 2014 при плъши модели. Те показват, че МСК могат да 

претърпят малигнена трансформация в туморна микросреда, в която присъстват големи 

количества IL-6. След индиректно ко-култивиране с С6 глиомна клетъчна линия почти 

всички МСК проявяват фенотип на малигнени клетки, формират тумори в nude мишки, 

повишават секрецията си на IL-6, както и експресията на Stat3 и фосфолириран Stat3. 

Подобни резултати групата наблюдава и при третиране на МСК само с IL-6.  

От изложеното в научната литература, от получените от нашият екип резултати и 

следвайки предположението, че клетките изолирани от ГБМ и култивирани по наш 

модел са тумор-асоциирани МСК, предлагаме следната схема на взаимодействие между 

различните фактори, секретирани и експресирани в туморната микросреда. Естествено 

трябва да бъде направена уговорката, че част от даните са получени при култивиране на 

клетки, изолирани от ГБМ и може би не отразяват цялото многобразие на туморната 

микросреда in vivo. (Фиг. 33) 
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Фиг. 33 Предполагаем модел на взаимодействия между ТСК и тумор-асоциираните МСК, както 

и влиянието на двата вида клетки и върху ИС, предвид новооткрития при клетъчни култури 

изолирани от ГБМ, PIBF. Моделът е изготвен на база наши и литературни данни, обясненията 

са посочени в текста.  

Stat3 се оказва фактор от ключово значение за поддържането на туморния растеж и развитие 

при ГБМ. От една страна при ТСК от ГБМ се наблюдава активация на Stat3, която се поддържа 

от автокринното действие на IL-6. От друга страна туморните клетки секретират фактори, 

привличащи в туморното обкръжение МСК (IL-6 и IL-8) и активиращи в тях Stat3. Под 

действието на PIBF, секретиран от МСК в микросредата на тумора ТСК започват да секретират 

IL-6, EGF и HB-EGF. Всеки един от тези фактори може да предизвика късна активация на Stat3 

в туморните клетки. По тези пътища (а най-вероятно не само) се задвижва механизъм, който 

поддържа постоянно активиран транскрипционния фактор в ТСК и предизвиква секреция на 

големи количества IL-6 и IL-8. Активираният в МСК Stat3 предизвиква секрецията на  IL-6, IL8 

и MMP-10, които подпомагат туморните процеси – растеж, инвазия и ангиогенеза. 
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Автокринното действие на IL-6 и на PIBF върху МСК също активират транскрипционния 

фактор Stat3. Отделените в микросредата на тумора IL-6 и PIBF предизвикват супресия на 

имунните клетки и формиране на толерогенни ДК с липса на експресия на ко-стимулаторния 

комплекс В7. Секретираният от ТСК и променените МСК IL-6, наред с многото си функции, 

води и до формирането на толерогенен тип АПК с липсваща В7 експресия, които от своя страна 

обуславят анергия в Т клетките (Park et al. 2004) 

 Наред с описаната каскада, ТСК секретират и други фактори, потискащи клетките на ИС като 

IL-10. Описаният модел най-вероятно е само един от пътищата на регулация, които ГБМ 

използва, за да осигури растежа и устойчивостта си срещу действието на имунната система.  
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6. Заключение. 
 

 

ГБМ е тумор, които предизвиква огромен интерес в научните среди, поради 

хетерогенния си строеж, сложните механизми, които участват в неговия растеж и 

устойчивост и фактът, че до сега не е открита успешна терапия за борба с него. Eдин от 

механизмите, използвани от злокачествените тумори, в това число и от ГБМ е 

модифицирането на фактори на имунната система, така, че те да не доведат до 

ефективен имунен отговор. Нашите изследвания потвърждават данните от научната 

литература, че ефекторните клетки на имунната система (Т лимфоцити и NK клетки) 

присъстват в микросредата на ГБМ, но вероятно са в супресирано състояние, като една 

от причините вероятно е липсата на експресия на костимулаторни молекули от 

локалните АПК (дендритни клетки, микроглия/макрофаги, астроцити). Антиген-

представящи клетки с липсваща експресия на В7 се наблюдават по-скоро в центъра на 

туморната формация – мястото на интензивен имунен отговор. 

Според модерните концепции за патогенеза на ГБМ основен момент се явява 

трансформирането на нормалните за ЦНС неврални стволови клетки в туморни 

стволови клетки. С цел да изследваме по-задълбочено смятаните за родоначални на 

ГБМ туморни стволови клетки, нашият екип създаде нов модел за култивирането на 

последните, съчетавайки условията за култивиране в двата класически модела – 

невросфери и адхерентни клетки. Разбира се, беше отчетен фактът, че клетъчните 

култури не отразяват многообразието на тумора in vivo. Отглежданите по новият модел 

клетки растяха като прилепнали фибробластоподобни клетки, силно наподобяващи 

мезенхимни стволви клетки. Те показаха едновременна експресия, както на маркери, 

характерни за ТСК, така и на такива за МСК. Изследването на свойството 

самообновление, характерно, както за ТСК, така и за МСК, също беше отчетено при 

всички клетъчни култури. По отношение на транскрипционните фактори беше 

изследван Stat1 и беше отчетена положителната му експресия, която е съобщена и при 

МСК. Едно важно откритие, което нашият екип направи е експресията на PIBF от 

клетките, отглеждани по нашия модел. Експресията на този фактор е доказана при 

МСК и до сега няма данни да е откривана при ГБМ или ГБМ клетъчни култури. 

Изследването на цитокиновата секреция на култивираните по наш междинен модел 

клетки показа наличие на IL-6, IL-8 и MMP-10. Двата цитокина са установени, отново и 

и при МСК. ММР-10 все още е слабо изследван, но има данни за участието му в 
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малигнени процеси. Нашият екип проведе и някои изследвания върху клетки, 

изолирани от ГБМ и култивирани като невросфери. Отчетохме няколко разлики между 

нашия модел на култивиране и класическия на невросферите. НС показват по-ниска 

експресия на Sox-2 и CD44 в сравнение с резултатите отчетени при нашия модел и 

всички изследвани култури показват макар и ниска експресия на CD133. Клетките 

култивирани като НС секретират освен IL-6 и IL-8, и IL-10. При добавяне на серум 

клетките прилепват към дъното на плаката подобно на АК. Процесът е необратим и 

клетките запазват фибробластоподобна форма и растеж в монослой при премахване на 

серума от средата. 

Наличието на клетки с характеристики, както на ТСК, така и на МСК в клетъчни 

култури в разработения от нас модел води до въпроса, какви са те всъщност. На този 

въпрос все още не може да бъде даден окончателен отговор. На този етап от нашите 

изследвания ние не можем да твърдим категорично, че клетките ни са туморни 

стволови клетки, поради липсата на данни за тяхната туморогенност, както и за 

генетичните мутации, типични за ГБМ. По отношение вероятността изследваните 

клетки да са МСК, получените от нас данни ни водят по скоро до това убеждение, тъй 

като клетките покриват и надхвърлят всички изисквания за дефинирането на дадена 

клетъчна популация като мезенхимни стволови клетки. Наличието на маркери за 

неврални ТСК (Nestin, GFAP) би могло да е израз, както на трансдиференциация на 

МСК в неврална посока под действието на EGF и bFGF налични в културата, така и на 

цитоскелетна дезорганизация под влияние на културалната среда. Какъв е произходът 

на тези клетки и съществуват ли реално в микросредата на тумора все още е въпрос, 

който подлежи на уточняване.  

Има предположение, че мезенхимни стволoви клетки произхождат от туморните 

клетки, като изрaз на частична диференциация,  привличат се активно от тумора, а най-

вероятно се осъществяват и двата процеса. Тази хипотеза е все още съвсем нова и 

тепърва предстои нейното утвърждаване и изясняване. За да твърдим убедено, че 

култивираните по наш модел клетки са МСК, трябва да бъдат проведени изследвания 

изясняващи няколко въпроса: 1) Какви са популациите от стволови клетки, участващи 

във формирането на невросферите, 2) До какво води добавянето на серум към 

културалната среда – до трансформация на ТСК в подобни на МСК клетки или до 

развитие само на един вид стволово-клетъчна популация? 3) Експресира ли се PIBF от 

ТСК с доказана туморогенност? 4) Туморогенни ли са отглежданите по наш модел 
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клетки? Възможно ли е при хора под действието на големи количества IL-6 МСК да 

придобият характеристики на ТСК, подобно на описано от Cui et al. 2014? 

Каквато и да клетъчната характеристика на култивираните клетки, във всички случаи 

секреторни фактори отделяни от тях са в състояние да  потиснат Т-лимфоцитната 

активация – основен момент в антитуморното действие срещу имунната система. 

Данните от научната литература сочат, че един от тези секреторни фактори може да 

бъде IL-6, който нашите и други резултати доказват, че се секретира, както от 

глиобластомните клетки, така и от мезенхимните стволови клетки in vitro. 

Даваме си сметка, че постигнатите резултати в по-голяма степен задават въпроси, 

отколкото дават отговори, което е логично когато човек работи в сферата на туморната 

имунология. Аз вярвам, обаче, че това е начинът водещ до опознаване на един толкова 

хетерогенен и устойчив на лечение тумор и до характеризиране на процесите случващи 

се в микросредата му, който би довел до успех в борбата с това заболяване.  
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7. Изводи 
 

1. В туморната маса от ГБМ беше установена инфилтрация от Т-лимфоцити, NK-

клетки и АПК, като беше установена и липса на ко-стимулаторния комплекс В7 

при АПК. 

2. ГБМ срези показва показват наличие на фосфорилиран Stat3 при голям процент 

от клетките в туморната маса. 

3. Успешно бяха култивирани клетки, изолирани от ГБМ по двата класически 

методи – АК и НС 

4. Създаден беше нов модел на култивиране на клетки от ГБМ. 

5. Беше установено, че клетки, растящи като НС при добавяне на серум прилепват 

към дъното на плаката и формират монослой, докато обратният процес не се 

установи. 

6. При клетки, изолирани и култивирани от ГБМ беше установена експресия на 

маркери, характерни за НСК/ТСК  

7. Установено беше свойството самообновление за култивираните по наш 

междинен модел ГБМ . 

8. Установена беше експресия на Stat1 при клетки култивирани по наш междинен 

модел. 

9. Изследването на секрецията на НС и на наш междинен модел показа наличие на 

IL-6, IL-8 и IL-10 и MMP10. 

10. Установено беше, че клетки култивирани по наш междинен модел експресират 

маркери характерни за МСК, докато такива липсват при клетки, култивирани 

като НС.  

11. Установено беше, че клетки култивирани по наш междинен модел успешно 

претърпяват остеогенна диференциация, но не успяват да се диференцират до 

адипоцити. 
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12. При клетки, култивирани по наш междинен модел и по класичeски модел за АК, 

беше установена експресиая на PIBF. 

13. Беше установено, че супернатанта от клетки, отглеждани по наш междинен 

модел успешно потиска активацията на Т-лимфоцити, изолирани от здрави 

донори. 

 

8. Приноси 

8.1. Приноси с потвърдителен характер 

 

1. Потвърдена беше инфилтрация от  Т- лимфоцити, NK-клетки и АПК), както и 

липсата на ко-стимолаторен комплекс В7 върху АПК в туморната маса на ГБМ. 

2. Потвърдена беше възможността клетки, изолирани от ГБМ, да бъдат 

култивирани по двата класически модела. 

3. Потвърдена беше възможността НС да преминават в АК при добавяне на серум 

в културалната среда. 

4.  Потвърдена беше експресията на маркери, характерни за НСК/ТСК при ГБМ 

клетъчни култури, независимо от метода на култивиране. 

5. Потвърдена беше секрецията на IL-6, IL-8 и IL-10 при клетки, култивирани като 

НС. 

6. Установено беше, че клетки, изолирани от ГБМ, показват характеристики на 

МСК. 

 

8.2. Приноси с оригинален характер 

 

1. Създаден беше нов модел за култивиране на клетки, изолирани от ГБМ. 

2. Клетките, изолирани от ГБМ и култивирани по новосъздаденият модел показаха 

експресия на маркери за НСК/ТСК маркери и способност за самообновление.  
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3. Установена беше секреция на IL-6, IL-8 и ММР10 при клетки култивирани по 

наш междинен модел. 

4.  Установена беше  експресия на Stat1 при клетки култивирани по наш междинен 

модел. 

5.  Установено беше, че супернатанта от клетки, отглеждани по наш междинен 

модел успешно потиска активацията на Т-лимфоцити, изолирани от здрави 

донори. 

6. За първи път в световната литература беше установена експресия на PIBF от 

култивирани клетки, изолирани от ГБМ  
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