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Izvlec¢ek

Glioblastom je najagresivnejsa oblika mozganskih tumorjev, za katero $e vedno ni na voljo udinkovite
terapije. Znadilnosti glioblastoma so heterogenost, dediferenciranost tumorskih celic in invazivnost, ki
jih spremlja imunosupresivno mikrookolje. Ceprav je imunoterapija izboljala prognozo pri mnogih vrstah
raka, pri glioblastomu $e ni pokazala uspeha. Naravne celice ubijalke (celice NK) igrajo pomembno vlogo v
protitumorskem imunskem odzivu, saj lahko inducirajo lizo rakavih celic brez predhodnega stika z antigenom.
Ta proces vkljutuje spros¢anje perforina in grancimov, ki povzrodijo apoptozo tar¢nih celic. Aktivacijo teh
citotoksi¢nih molekul uravnavajo katepsini, aktivnost katepsinov pa endogeni zaviralci cistatini. V celicah NK
cistatin F zavira katepsine, pomembne za aktivacijo grancim-perforinske poti in s tem zmanjsuje citotoksi¢nost
celic NK. Pokazali smo, da se cistatin F povi$ano izraza v glioblastomu, kjer negativno vpliva na prezivetje
pacientov. Z zaviranjem katepsina V, ki aktivira cistatin F, smo uspeli povecati citotoksi¢ni potencial celic NK
proti tumorskim celicam. Spojina 7, ki smo jo razvili, selektivno in reverzibilno zavira katepsin V, kar vodi v
povecano citotoksi¢nost celic NK in zmanj$ano proliferacijo glioblastomskih celic. Ta strategija predstavlja
obetaven pristop za izbolj$anje protitumorskega imunskega odziva pri pacientih z glioblastomom..

Glioblastom je najbolj agresivna oblika mozganskih tumorjev, kjer kljub intenzivnim znanstvenim in
klini¢nim naporom v zadnjih letih pacienti nimajo obetavnih moznosti terapije. Glavne znacilnosti
glioblastoma so heterogenost in dediferenciranost tumorskih celic ter invazivnost. Prav tako je v
tumorskem mikrookolju glioblastoma prisotnih veliko imunskih celic (celice mikroglije, monociti/
makrofagi, ...), ki ustvarjajo imunosupresivnho mikrookolje in tako $e¢ dodatno podpirajo rast in
prezivetje tumorskih celic. Prezivetje pacientov kljub kirurski intervenciji, radio in kemoterapiji
s temozolomidom ni obetavno, povpre¢no je doba preZivetja le 15 mesecev (1). Pri drugih vrstah
raka smo lahko v zadnjem ¢asu spremljali uspeh imunoterapije, kjer se z razli¢nimi pristopi poskusa
aktivirati pacientov lastni imunski odziv. Na tak nacin se je prognoza marsikatere vrste raka (npr. pri
melanomu) bistveno izbolj$ala. Pri glioblastomu takega uspeha imunoterapija (S¢) ni uspela dosedi
(2).

Naravne celice ubijalke (celice NK) predstavljajo 5-20 % limfocitov v periferni krvi. Njihova lastnost
je, da lahko sprozijo lizo tar¢ne celice (bodisi z virusi okuzena celica, bodisi maligno spremenjena
celica). V primerjavi s citotoksi¢nimi limfociti T imajo to prednost, da za lizo ne potrebujejo
predhodnega stika z antigeni. Aktivira jih Ze poruseno ravnovesje med aktivirajo¢imi in zaviralnimi
signali po srecanju s tar¢no celico. Ena izmed pomembnih poti sprozanja lize tarénih rakavih celic,
ki jo uporabljajo celice NK, je grancim-perforinska pot. Celice NK po aktivaciji v imunsko sinapso
sprostijo perforin, ki tvori porev tarcni, maligno spremenjeni celici, ter grancime, ki vstopijo v tar¢no
celico preko novo nastalih por, ter sprozijo kaskado aktivacij kaspaz, kar vodi v apoptozo tar¢ne
celice (3). Perforin in grancimi so v celicah NK shranjeni v neaktivni obliki. Za njihovo aktivacijo
so pomembni katepsini. Bolj natan¢no, katepsina C in H aktivirata grancime, katepsin L pa pretvori
perforin v njegovo aktivno obliko. Tudi aktivnost katepsinov je regulirana z razli¢nimi dejavniki,
kot so regulacija izrazanja na genskem nivoju, glikozilacija, pH okolja, ki dolo¢a njihovo aktivnost,
ter njihovimi endogenimi zaviralci- cistatini. V celicah NK je za regulacijo delovanja katepsinov se
posebej pomemben cistatin F (4).
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Cistatin F je endogeni zaviralec lizosomskih cisteinskih peptidaz, oz. cisteinskih katepsinov, ki spada
v skupino cistatinov tipa II. Cistatin F je vpleten v uravnavanje citotoksi¢nega delovanja celic NK, saj
prepreci aktivacijo perforina in grancimov v citotoksi¢nih granulah, kjer zavira delovanje katepsinov
L in C. Za lokalizacijo cistatina F je klju¢na N-glikozilacija, saj se lahko nahaja znotrajceli¢no ali pa se
izlo¢a v medceli¢ni prostor. Glikozilacija omogoca lokalizacijo cistatina F v endosomih in lizosomih,
prav tako pa tudi privzem dimerne oblike cistatina F, ki se izlo¢a iz celic, v sosednje celice. To omogoca,
da cistatin F zavira delovanje katepsinov tudi v tistih celicah, ki ga ne izrazajo, kar imenujemo tudi
delovanje in trans (5,6).

Cistatin F se v fizioloskih pogojih nahaja v imunskih celicah (celice NK, citotoksi¢ni limfociti T,
granulociti, dendriti¢ne celice...). Tako kot je znacilno za druge cistatine, je njegovo izrazanje pri
raku deregulirano. Pri $tevilnih vrstah raka se namrec¢ cistatin F povisano izraza v tumorskem tkivu v
primerjavi z normalnim tkivom (7,8) .

Z uporabo imunohistokemije smo analizirali izrazanje cistatina F pri glioblastomu (Slika 1). Ugotovili
smo, da se ta ne izraza v normalnem (oz. nerakavem) mozganskem tkivu, se pa poviSano izraza v
tkivnih rezinah pacientov z glioblastomom. Ugotovili smo tudi, da se cistatin F ne izraza le vimunskih
celicah (mikrogliji) temve¢ tudi v tumorskih celicah, ki izraZajo oznacevalce GFAP, SOX2 in CD44.
Povi$ano izrazanje cistatina F tudi negativno vpliva na preZivetje pacientov z glioblastomom (9).
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Slika 1. A: Imunobistokemijsko oznalevanje tkivne rezine glioblastoma za izraZanje cistatina F (rjavo).
Merilo predstavlja S0 ym. B: Krivulje prezivetja pacientov z glioblastomom in gliomi niZje stopnje.
Povisano izrazanje cistatina F predstavija slabso prognozo za paciente. Podatki pridobljeni iz TCGA
databaze podatkov.

Povisano izrazanje cistatina F ima negativni vpliv na delovanje protitumornega imunskega odziva.
Ce celice NK izpostavimo rekombinantnemu cistatinu F, se aktivnost katepsina C zmanjia, kar
posledi¢no vodi v zmanj$ano aktivacijo grancimov ter niZji citotoksi¢ni potencial (5). Cistatin F smo
tako opredelili kot enega izmed mediatorjev imunske supresije v tumorskem mikrookolju. Cistatin F
ima pomembno lastnost, da katepsine zavira v njegovi monomerni obliki. Za njegovo delovanje je tako
potrebna aktivacija iz dimerne v monomerno obliko, kar katalizira katepsin V (10). Izrazanje katepsina
V je tako kot izrazanje Stevilnih drugih katepsinov pri raku povisano. Poleg njegove vpletenosti v
aktivacijo cistatina F je bilo pokazano, da ima katepsin V pomembno vlogo pri proliferaciji tumorskih
celic, ter preurejanju tumorskega matriksa preko njegove elastazne aktivnosti (11). S ciljanjem
aktivnosti katepsina V bi tako lahko preprecili aktivacijo cistatina F in njegove negativne udinke na
delovanje celic NK (Slika 2).
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Slika 2. Shematicni prikaz delovanja cistatina F. Cistatin F v citotoksicnib granulah zavira delovanje
katepsinov C, H in L ter tako prepreli aktivacijo pe;form-gmnczmske poti ubijanja tarcnib celic. V
tumorskem mikrookolju potrebujemo Gimbolj aktivirane imunske celice. Ce preprecimo aktivacijo cistatina

F v monomerno obliko z zaviranjem delovanja katepsina V; labko povecamo citotoksicni potencial celic
NK.

Za ta namen smo razvili nizkomolekularni zaviralec (spojina 7), ki selektivno in reverzibilno zavira
katepsin V. Spojina 7 u¢inkovito zavira pretvorbo cistatina F iz monomerne v dimerno obliko. Na
celi¢ni liniji celic NK smo pokazali da tretiranje celi¢ne linije NK-92 s spojino 7 poveca njihov
citotoksi¢ni potencial proti tumorski celi¢ni liniji K-562 (12). Preliminarni rezultati kazejo, da spojina
7 tudi u¢inkovito zavira proliferacijo tumorskih celic, tako pri celicah, gojenih v dvodimenzionalnih

pogojih, kot pri sferoidih, pripravljenih iz glioblastomskih celi¢nih linij (Slika 3).
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Slika 3. A: Spojina 7 ulinkovito zavira pretvorbo dimernega cistatina F v monomerno obliko v celicni
liniji U-937, medtem ko neselektivni zaviralec vseb katepsinov E64-d nima takega uéinka. B: Celice NK-
92, ki smo jib tretivali s spojino 7 (20 uM, 18h) imajo visji citotoksicni efekt proti celicni liniji K-562. C:
Glioblastomske celice tretivane s spojino 7 (20 ubM, 48h) proliferirajo manj kot kontrolne celice, ki smo jih
tretivali s DMSO v testu proliferacije z uporabo pretocne citometrije in barvila CFSE.

Ciljanje katepsina V tako predstavlja obetavno strategijo za zmanjsanje $kodljivih u¢inkov cistatina
F na delovanje NK celic ter izboljsanje njihove citotoksi¢nosti proti rakavim celicam. Predtretiranje
celic NK z zaviralcem katepsina V bi tako lahko povecalo odpornost celic NK na imunosupresivne
dejavnike v tumorskem mikrookolju, ter omogo¢ilo u¢inkovitej$e ubijanje tar¢nih tumorskih celic.
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