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1 UVOD

1.1 Epidemiologija tumora mokra¢nog mjehura

Zlo¢udni tumori mokraénog mjehura su najéeS¢a maligna bolest urinarnog trakta.
Procjenjuje se da godisnje u svijetu od tih tumora oboli oko 380 000 osoba, te ih oko 150 000
umre. Zlocudni tumori (rak) mokraénog mjehura su histoloski vrlo heterogena skupina
tumora, a najces¢i tip raka mokraénog mjehura je urotelni karcinom. Incidencija zlo¢udnih
tumora mokra¢nog mjehura je razli¢ita u razliitim populacijama, tj. zemljopisnim regijama, a
razlike potjeCu od razlic¢itih demografskih osobina populacije poput starosti, spola i rase te s
obzirom na razliCitu izloZenost rizicnim cimbenicima poput pusenja, izlaganje drugim
negativnim okoliSnim ¢imbenicima (nitrozo spojevi, infestacije sa S. haematobium) te jo$§
uvijek slabo razjaSnjenim nasljednim elementima. Neki od tih ¢imbenika uvjetuju smrtnost

ce v 1
specifi¢no vezanu uz tu bolest .

1.1.1 Zemljopisna rasprostranjenost i incidencija

S obzirom na procjene obolijevanja i smrtnosti od razlicitih tipova zlo¢udnih tumora iz
2012. godine koju je utvrdila Svjetska zdravstvena organizacija (WHO) kroz projekt
GLOBOCAN, zlo¢udni tumori mokraénog mjehura zauzeli su 6. mjesto prema incidenciji te
9. mjesto s obzirom na smrtnost u opéoj svjetskoj populaciji (Slika 1). Tumori mokra¢nog
mjehura su 7. naj¢es¢e dijagnosticirana zlocudna bolest kod muskaraca, dok su kod Zena na
18. mjestu. Incidencija tumora mokra¢nog mjehura je razlicita na razli¢itim zemljopisnim
lokacijama $to se objaSnjava regionalnim razlikama u izlaganju Stetnim, okoliSnim
¢imbenicima, iako treba uzeti u obzir i razlike u biljezenju pojavnosti te bolesti. Opcenito,
incidencija je viSa u razvijenim zemljama u odnosu na manje razvijene zemlje. Jedan od
razloga koji pridonosi razlicitosti u incidenciji pri usporedbi zemalja slicnih demografskih
osobina i okoli$nih ¢imbenika jest Cinjenica da neke zemlje ne biljeze rane stadije tumora
niskog malignog potencijala, dok druge to &ine’. Slika 2 prikazuje prostornu incidenciju

tumora mokra¢nog mjehura s obzirom na zemljopisnu rasprostranjenost.
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Slika 1. Incidencija i smrtnost razlicitih tipova tumora u populaciji s obzirom na spol. Zlo¢udni
tumori mokra¢nog mjehura su sedmi po ucestalosti kod muskaraca, te 18. kod Zena. Prema smrtnosti
kod muskaraca je na devetom mjestu, a kod Zena na 17. mjestu. Preuzeto iz projekta GLOBOCAN
(http://globocan.iarc.fr).
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Slika 2. GodiSnja incidencija tumora mokraénog mjehura (ma 100.000 osoba) prema
zemljopisnoj regiji (oba spola, sve dobne skupine). Najveca incidencija opaza se u najrazvijenijim,
zapadnim zemljama. Preuzeto iz projekta GLOBOCAN (http://globocan.iarc.fr).

1.1.2 PusSenje

Pusenje je jedan od najvaznijih promjenjivih rizi¢nih ¢imbenika za tumore mokraénog
mjehura. Rizik za razvoj tumora mokraénog mjehura kod pusaca je 2 do 5 puta veé¢i u odnosu
na nepusace. Prestanak puSenja znatno smanjuje rizik od ove bolesti, ali kod bivsih puSaca
rizik ostaje vec¢i u odnosu na osobe koje nikada nisu pusile. Kod muskaraca, u odnosu na
muske osobe koje nikada nisu pusile, rizik je 3.89 puta u odnosu na pusace (95% CI: 3.46-
4.37) te 2.14 puta visi za osobe koje su nekadasnji pusaci (95% CI: 1.92-2.37). Zene koje
puse imaju 4.65 puta veci rizik za razvoj tumora mokraénog mjehura u odnosu na one koje ne
puse (95% CI: 3.73-5.79) te 2.52 (95% CI: 3.73-5.79) puta veéi rizik ukoliko su nekada
pusile’. Kod oba spola ocigledna je ovisnost o dnevnoj dozi te pusackom stazu, ali Gak i
pojedinci koji su pusili <10 cigareta dnevno te su prestali pusiti prije vise od 10 godina imaju

.y .. .. . . x.3-5
povisen rizik od obolijevanja u odnosu na nepusace™.

Duhanski dim sadrzi razliite Stetne tvari, a sastojci poput policikli¢kih aromatskih
ugljikovodika, 4-aminobifenila (4-ABF) te nezasicenih aldehida su dokazani kancerogeni
mokraénog mjehura®’. Takoder, pokazano je da varijabilnost u strukturi i funkciji odredenih
enzima kao Sto su N-acetiltransferaza 2 (NAT2) i1 glutation-S-transferaza-M1 (GSTM1), koje

su ukljuCene u metabolizam kancerogena duhanskog dima, modificiraju rizik za obolijevanje



, . 6.8 . v e e .. .. . .
od tumora mokra¢nog mjehura™”. Pasivno pusenje jo$ uvijek nije dovedeno u znacajnu svezu

s poveéanim rizikom za tumore mokraénog mjehura’.

1.1.3 Industrijski kancerogeni

Pokazano je kako izlaganje beta-naftilaminu, benzidinu i 4-ABF znacajno korelira s
razvojem tumora mokraénog mjehura'®. Radno izlaganje tim kemikalijama je najzastupljenije
u tekstilnoj industriji i u industriji prerade gume. Od 1970. godine zabranjeno je koristenje tih
kemikalija u industrijske svrhe jer su prepoznate kao opceniti kancerogeni za ¢ovjeka. Unato¢
tomu, u danaSnje vrijeme, jo§S uvijek postoji mogucnost izlaganja potencijalnim
karcinogenima mokra¢nog mjehura kao Sto su npr. o-toluidine kod ljudi zaposlenih u
industriji boja, gume, pesticida te farmaceutskoj industriji''. Najnovija istraZivanja pokazuju
da su za oko 7% tumora mokra¢nog mjehura u muskaraca te za 2% kod zena, zasluzni vanjski

” . . . 12
¢imbenici povezani s radnom okolinom ~.

1.1.4 Dob

Incidencija tumora mokra¢nog mjehura raste s Zivotnom dobi, a veéina pacijenata je
starija od 65 godina u trenutku postavljanja dijagnoze. To je tipi¢na karakteristika vecine
zlo¢udnih tumora te nastaje zbog akumulacije Stetnih mutacija tijekom Zivota, a koje su
posljedica izlaganja kancerogenima. Takoder, sa starenjem slabe mehanizmi popravljanja
ostecene DNA molekule, te je kod starijih osoba slabiji imunoloski odgovor u borbi protiv
neoplasti¢nih tvorbi. Srednja dob pacijenata oboljelih od tumora mokra¢nog mjehura iznosi
70 godina za muskarce, te 72 godine za Zene'’. Starija je Zivotna dob takoder povezana s
mortalitetom specifi¢no vezanim za ovu bolest'*'®, §to se donekle moze objasniti slabijom
tolerancijom agresivne terapije u starijih osoba, iako je moguce da je bolest kod starijih osoba

14
agresivnija'*'°.

1.1.5 Spol

Rizik obolijevanja od tumora mokra¢nog mjehura opcenito je vec¢i kod muskaraca u
odnosu na zene (Slika 3), a razlozi ove pojave jo$ nisu sasvim razjasnjeni. Objasnjenje se je u
proslosti trazilo u razli¢itoj spolnoj zastupljenosti pusaca te Cinjenici da su muskarci vise
izlozeni kancerogenima tijekom svog radnog staza, a s druge strane ne smiju se zanemariti
razli¢iti utjecaji muskih 1 Zenskih spolnih hormona. U proSlosti su muSkarci bili znatno
zatupljenija skupina u populaciji pusaca. Takoder, muskarci su bivali viSe izlozeni

industrijskim kancerogenima. Medutim, drugom polovinom 20. stolje¢a porastao je broj zena



koje puse, a i Zene su pocele obavljati tradicionalno muske poslove. Unato¢ tim promjenama
kod muskaraca je i dalje znacajno poveéana incidencija tumora mokraénog mijehura'’.
Hipoteza koja u novije vrijeme pokuSava objasniti tu ¢injenicu uzima u obzir bioloske razlike
izmedu spolova, pogotovo one koje se odnose na razliku u spolnim hormonima i njihovim
receptorima. Dosadasnja istrazivanja pokazuju kako su u hormonalnu regulaciju ukljuceni

androgeni 1 estrogeni hormoni i njihovi receptori, a njihova to¢na uloga u razvoju tumora

, . e e 1819
mokra¢nog mjehura jo§ uvijek nije u potpunosti razjasnjena .
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Slika 3. Incidencija i smrtnost tumora mokraénog mjehura s obzirom na spol i zemljopisnu
regiju. Vrijednosti su standardizirane s obzirom na dob (ASR, engl. age-standardized rates).
Incidence engl. incidencija, mortality eng. smrtnost. Preuzeto iz GLOBOCAN projekta
(http://globocan.iarc.fr).




1.1.6 Drugi faktori rizika

Drugi faktori rizika koji se vezuju uz pojavu tumora mokra¢nog mjehur jesu rasa,
terapeutsko  zradenje  zdjelice, kronicna upala mokraénog mjehura, izlaganje
ciklofosfoamidima, prekomjerno koriStenje fenacetina (zabranjen od strane FDA jo§ 1983.
godine), koriStenje kineske biljke Aristolochia fangchi, koja sadrzi nefrotoksin i urotelni

karcinogen aristolokiénu kiselinu®?',

Incidencija tumora mokra¢nog mjehura otprilike je dva puta niza kod crne rase u
odnosu na bijelu rasu. Unato¢ tomu, u trenutku dijagnoze bolest se kod pacijenta crne rase
obi¢no prezentira u uznapredovanom obliku bolesti te se uz tu rasu vezuje veca stopa
smrtnosti od raka mokraénog mjehura'>. Terapijsko zratenje zdjelice se najéesce primjenjuje
za lijeCenje raka prostate kod muskaraca te raka maternice i cerviksa kod Zena. Taj postupak
podize rizik za obolijevanje od raka mokra¢nog mjehura za 70% kod muskaraca te 50% kod

7ena?>?

. Na Bliskom istoku (pogotovo u Egiptu) puno se slucajeva tumora mokra¢nog
mjehura veze uz upalni proces izazvan kroni¢nom infestacijom parazitom Schistosoma
haematobium. U razvijenim zemljama kroni¢ne upale mjehura Cesto su povezane s trajnom
kateterizacijom pacijenata s ozljedama kraljeznicke mozdine. Tumor mokra¢nog mjehura koji
se povezuje s kroni¢nim upalnim stanjima mokra¢nog mjehura jest skvamoznog tipa. U

usporedbi s urotelnim karcinomima mokraénog mjehura, skvamozni karcinomi mokraénog

mjehura obi¢no su uznapredovanog stadija bolesti prilikom postavljanja dijagnoze**.



1.2 Patohistologija tumora mokra¢nog mjehura

1.2.1 Grada urotela

Urotel (prijelazni epitel) je epitel koji pokriva unutrasnju povrSinu mokraénog
mjehura. Sacinjavaju ga 2-3 sloja stanica u rastegnutom stanju, te 6-7 slojeva stanica kada je
mjehur kontrahiran (nakon praznjenja). Urotel sadinjavaju kiSobranaste stanice (engl.
umbrella cells) u povrSinskom sloju, intermedijarne stanice koje Cine srednji sloj urotela, i
bazalne stanice koje su najblize lamini propriji) (Slika 4). KiSobranaste stanice su elipti¢nog
oblika s gustom eozinofilnom citoplazmom te tvore povrSinski sloj urotela. Prisutnost tih
stanica unutar lezije, ukazuje da lezija nije neoplasti¢na ili da se radi o niskogradusnom
tumoru, jer te stanice obi¢no nedostaju kod tumora visokog gradusa. Intermedijarne stanice su
kubicnog ili blago Stapicastog oblika, glatkih jezgrinih kontura i sitnozrnati kromatina.

Bazalne stanice urotela su pak kubiéne i tvore jedan sloj stanica®.

Spektar benignih proliferativnih i metaplasti¢nih procesa urotela je ¢esto vrlo izazovan
u dijagnostickom smislu. Za starije osobe karakteristiéne su urotelne invaginacije u laminu
propriju, tzv. von Brunn-ova gnijezda, koja mogu prerasti u sliku cistitisa®®. U trigonskom
podrucju kod Zena je Cesta skvamozna metaplazija, medutim najceS¢e se smatra benignom
promjenom u nedostatku keratinizacije. Citoloska razlicitost takoder je ocigledna u upalnim
stanjima i naziva se reaktivnom atipijom. Reaktivne urotelne stanice mogu imati povecane
jezgre, ali imaju tipi¢no glatke jezgrine konture, sitnozrnati kromatin, te povremeno malene
nukleoluse. U ovom slucaju stanice zadrZavaju svoju polarnost, moguca je prisutnost mitoza

. . ey . . 25
koje nisu atipi¢ne i pronalaze se u bazalnom sloju™.
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Slika 4. Histoloski prikaz normalnog urotela c¢ovjeka. Histoloski prerezi bojani H&E.
Preuzeto i modificirano s web stranice The Human Protein Atlas 01.07.2016. godine s
(http://www.proteinatlas.org/learn/dictionary/normal/urinary+bladder). Na povrsini je epitel graden od
5 do 6 slojeva stanica, na povrsini kojeg su kiSobranaste stanice — tzv. urotel. Ispod urotela je sloj
veziva — lamina proprija, a mjehur je obavijen misi¢nim slojem (musculus detrusor).




1.2.2 'TNM Klasifikacije tumora mokraénog mjehura

Tumori mokraénog mjehura sainjavaju Siroku dijagnosticku grupu tumora, a koja
obuhvaca klasi¢an urotelni karcinom kao 1 spektar njegovih morfoloskih varijanti. Osim
tumora urotela, rjede se pojavljuju karcinomi skvamoznih stanica, adenokarcinomi, karcinomi
malih stanica i drugi®’. Vise od 90% svih slu¢ajeva tumora mokra¢nog mjehura jesu tumori
urotela. Opisuju se koriStenjem Tumor-Node-Metastasis sistema (tzv. TNM klasifikacija)
kojom se oznacava stupanj uznapredovalosti tumorske bolesti (Tis-T4), a gradus tumora
odreduju morfoloske znacajke tumorskih stanica s kojima obi¢no korelira njihov maligni
potencijal. Prilikom postavljanja dijagnoze oko 60% tumora su mi$i¢éno neinvazivni tip
papilarnih tumora (Ta) niskog gradusa (Slika 5). Nadalje, tumori koji su penetrirali laminu
propriu, no nisu se prosirili u misi¢ pripadaju skupini T1 tumora 1 uobicajeno su visokog

gradusa. Oko 20% tumora dijagnosticira se u mi§iéno invazivnome stadiju (T2-T4).

Karakteristicno za miSi¢no neinvazivne tumore mokraénog mjehura (NMIBC) jest
njihovo opetovano pojavljivanje nakon prvotne resekcije, no oni rijetko poprimaju invazivni
karakter te je predvideno petogodiSnje preZivljenje oko 90%. MiSiéno-invazivni tumori
(MIBC) mokraénog mjehura imaju znatno loSiju prognozu s petogodisnjim prezivljenjem

manjim od 50% .

T2b
Bladder . T3 T4
lumen
Lamina
_propria
Inner
muscle

Urothelium

Outer
muscle  — —

Carcinoma

in situ

Non-invasive
papillary

Tumour invades
subepithelial
connective tissue

Tumour invades
superficial muscle

Tumour invades
deep muscle

Tumour invades
perivesical tissue

Tumour invades
adjacent tissues

carcinoma

and organs

Slika 5. Prikaz TNM Kklasifikacije tumora mokraénog mjehura. Tis (tumor in-situ) — predstavlja
maligne promjene urotela koje ne pokazuju invaziju u dublje slojeve stijenke mjehura kao ni urastanje
u lumen mjehura; Ta — maligne promijenjene stanice urotela tvore vilozne strukture koje rastu u lumen
mjehura, te su zadrzane na urotelu (bez prodora u laminu propriju); T1 — invazija u laminu propriu,
T2-T4 — miSi¢no invazivni tumori mokra¢nog mjehura. Preuzeto iz Knowles MA et Hurst CD,
Molecular biology of bladder cancer: new insights into pathogenesis and clinical diversity, Nat Rev
Cancer, 2015,



1.2.3 Neinvazivne novotvorine urotela

1.2.3.1 Papilarne lezije

Papilarne  lezije  kategoriziraju se prema WHO/ISUP  (World  Health
Organisation/International Society of Urological Pathologists) klasifikaciji iz 2016. godine
kao papilomi, papilarne urotelne neoplazme niskog malignog potencijala (PUNLMP, engl.
papillary urothelial neoplasm of low malignant potential), papilarni urotelni karcinomi niskog
gradusa (LGTCC, engl. low grade transitional cell carcinoma) i papilarni urotelni karcinomi
visokog gradusa (HGTCC, engl. high grade transitional cell carcinoma) (Slika 6)’'. Najnizi
rizik od ponavljanja bolesti 1 progresije karakteristiCan je za urotelne papilome koji se
morfoloSki definiraju kao egzofitni papilarni rast s tankom fibrovaskularnom stromom
prekrivenom normalnim urotelom bez stani¢ne atipije i niskog mitotskog indeksa. Ceste su
kiSobranaste stanice koje su ucestalo vakuolizirane. Kategorija PUNLMP je definirana kao
znaajno zadebljanje urotela (Cesto viSe od 10 slojeva) ali bez stani¢ne atipije. LGTCC
predstavlja urotel uredne polarnosti i arhitekture, no prozet je s hiperkromatskim jezgrama te s
pojedina¢nim mitozama ograni¢enim na donje slojeve. Naposljetku, HGTCC je definiran
umjereno do znatno narusenom arhitekturom urotela koja ukljucuje ucestalo grananje i fuziju
papilarnog rasta. Ova vrsta papilarne lezije pokazuje karakteristican gubitak polarnosti,

jezgrin pleomorfizam, aberantnu raspodjelu kromatina i &estu pojavu nukleolusa®'~2,

1.2.3.2 Plosnate (ravne) lezije

Displazija urotela ukljucuje spektar vise morfoloskih promjena, a definira se kao blaza
promjena stani¢nih i drugih strukturnih elemenata, a koja moze ukljucivati gubitak stani¢ne
polarnosti, nagomilavanje jezgara i hiperkromaziju. Mitoze su rijetka pojava i uglavnom
ograni¢ene na bazalni sloj epitela. Displazija urotela je u oko 20% slucajeva preteca pojave
zlo¢udnog tumora, a u preostalih 80% slu¢ajeva ne napreduje dalje, ve¢ vjerojatno predstavlja

atipiénu pojavu reaktivnih promjena ranih novotvorina®”.

Karcinom in situ (CIS od lat. carcinoma in situ) urotela predstavlja pred-invazivnu
leziju u vecini slucajeva te je histoloSkih osobina slicnih kao HGTCC. Klasi¢ni oblik CIS-a
ukljucuje narusenu polarnost, jezgrin pleomorfizam i povecanje jezgara, uocljive nukleoluse i
Ceste mitoze u povrSinskom dijelu urotela (Slika 6). U literaturi su opisane mnogobrojne
varijante CIS-a poput mikropapilarnog, ,,prilijepljenog® ili tipa Paget stanica. Za ovaj tip
lezija je karakteristiCan izraZaj citokeratina 20 (CK20) citavom debljinom urotela, gubitak

izrazaja CD44 u bazalnom sloju te jak jezgreni izraZaj proteina p53 u vecini tumorskih
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stanica®?*. CK20 je citokeratin niske molekulske mase koji gradi intermedijarne filamente te
¢ini strukturnu potporu povrsinskom sloju kiSobranastih stanica. U neoplasticnim tvorbama
urotela CK20 je izrazen Citavom debljinom urotela te nije izri¢ito ogranic¢en na povrSinski
sloj. Dodatni molekularni biljezi koji su opisani u slucajevima urotelnog CIS-a ukljucuju

gubitak izrazaja E-kadherina te porast izraZaja proteina Ki-67>".

U danasnje vrijeme se pridaje velika paznja molekularnom profiliranju tumora kako bi
se poboljsala terapija zlo¢udnih tumora mokra¢nog mjehura. Do sada su pouzdano utvrdena
dva kljuéna molekularna puta koja opisuju nastanak i razvoj tumora mokra¢nog mjehura.
Ovakav model predlaze da je put nastanka papilarne varijante NMIBC kre¢e razvojem
urotelne hiperplazije koju prati pojacana vaskularizacija, a smatra se da MBIC potjecu od
displazije urotela i karcinoma in situ (CIS). Glavne molekularne osobine NMIBC i MIBC
prikazane su na slici 2, a vazno je naglasiti da velik broj tumora prikazuje znatnu molekularnu
heterogenost. Na slici 6 prikazani su najce$¢i oblici neinvazivnih tumora mokraé¢nog

. 2
mjehura®.
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Slika 6. Najce$¢i oblici neinvazivnih tumora mokraénog mjehura. Na slici su prikazane
neinvazivne lezije urotela. CIS — tumor in situ, PUNLMP — pred-neoplasti¢na lezija niskog malignog
potencijala, LGTCC — tumor prijelaznog epitela niskog gradusa, HGTCC — tumor prijelaznog epitela
visokog gradusa. Preuzeto iz Kirkali, Z. et al. Bladder cancer: epidemiology, staging and grading, and
diagnosis. Urology 66, 4-34, doi:10.1016/j.urology.2005.07.062 (2005)*.
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1.2.4 Invazivni urotelni karcinom

Invazivni urotelni karcinomi su morfoloski raznolika skupina tumora koji se povezuju
s CIS ili HGTCC oblicima tumora. Invazije koje mogu biti prisutne u slu¢ajevima LGTCC su
slabijeg invazivnog potencijala. Medutim, novija istraZivanja ukazuju da su kod LGTCC
Cesto prisutne fokalne in situ promjene visokog gradusa kao popratna pojava te se smatra da
je invazija posljedica upravo takvih tockastih visoko-gradusnih promjena’®. Invazivni urotelni
karcinomi sadrze gnijezda invazivnih tumorskih stanica koja mogu prikazivati minimalnu do
znacajnu jezgrenu atipiju. Takoder, ¢ak jedna tre¢ina invazivnih tumora mokra¢nog mjehura
ima neku od divergentnih osobina kao $to je npr. dediferencijacija u skvamozni tip stanica.
Upravo takve osobine invazivnih urotelnih karcinoma vrlo ¢esto odreduju agresivnost tumora
(mikropapilarni tip, ,,nested” tip) ili ograni¢en odgovor na terapiju (skvamozna

diferencijacija).**
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1.2.5 Drugi histoloski tipovi karcinoma mokraénog mjehura

Ukoliko urotelni karcinom pokazuje znakove divergentne diferencijacije klasificira se
se kao urotelni karcinom, a u opisu ¢e biti naznaen postotak divergentne diferencijacije.
Medutim, ukoliko se u mokraénom mjehuru pronalaze neoplasticne promjene iskljucivo
izgleda atipi¢nih stanica druge histologije (npr. skvamoznih stanica, adenokarcinoma,

. .y . . . . 1
sitnostani¢nog karcinoma), tada se tumor klasificira odvojeno’".

Karcinom skvamoznih stanica dijagnosticira se ukoliko je invazivni dio lezije
isklju¢ivo skvamozne diferencijacije. Gradus ovakve lezije odreduje doseg diferencijacije
tumorskih stanica; umjereno i dobro diferencirane lezije sadrzavaju medustani¢ne mostove i
keratinsku osnovu. Kod slabo diferenciranih lezija, keratinizacija je oskudna te se dijagnoza
donosi na osnovu prisutnosti dezmosoma i guste ruzicaste citoplazme. In situ promjene koje
se vezu s ovim lezijama mogu biti pravi in situ karcinom skvamoznih stanica ili pak karcinom
urotela visokog gradusa. Novija istrazivanja koja prate izrazaj gena kod ova dva tipa
invazivnih tumora mokraénog mjehura ukazuju na njihovo moguée zajednicko podrijetlo”’.
Karcinom skvamoznih stanica mokra¢nog mjehura karakteristican je za podrucje Bliskog

istoka, a u opéoj se populaciji vrlo rijetko pojavljuje’’.

Adenokarcinom mokra¢nog mjehura je zlo¢udna novotvorina koja prikazuje zljezdani
fenotip. Vrlo je rijedak tip tumora mokra¢nog mjehura te je zastupljen tek u 2% slucajeva
invazivnih tumora mokra¢nog mjehura. Poznate su razliCite varijante adenokarcinoma
mokraénog mjehura poput mucinoznog, mijeSanog, varijante tipa adenokarcinoma kolona,

varijante sa stanicama prstena pecatnjaka (signet ring cell) i drugi’'.

Sitnostani¢ni karcinom pojavljuje se u 1% slucajeva invazivnih tumora mokra¢nog
mjehura, a sastavljen je od neuroendokrinih karcinomskih stanica visokog gradusa. Te
tumorske stanice su malene 1 tockastog kromatina, neprimjetnih nukleola te oskudne
citoplazme. Mitoze su vrlo primjetne kod ovog tipa tumora, a moguca je i prisutnost

nekroze>'?,
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1.3 Molekularna patogeneza tumora mokra¢nog mjehura

Izmedu neinvazivnih tumora niskog gradusa i invazivnih tumora mokra¢nog mjehura
visokog gradusa postoji razlika u klinickom ishodu bolesti koja je vjerojatno odraza razlika na
molekularnoj razini. U literaturi se najées¢e opisuju dva zasebna puta molekularne patogeneze
tumora mokraénog mjehura utemeljena na specificnim genetickim promjenama
karakteristiénim za oba tipa tumora. Takozvani ”Ta put” karcinogeneze vodi prema nastanku
papilarnih neinvazivnih tumora niskog gradusa te ”CIS put” koji rezultira nastankom tumora
visokog gradusa, ne nuzno papilarne forme, koji naj¢es¢e napreduju u misi¢no-invazivne
tumore (MIBC, engl. muscle invasive bladder cancer). Podrijetlo Ta tumora visokog gradusa
trenutno nije poznato, a moguce je da nastaju de novo od displazije urotela ili napredovanjem

gradusa kod postoje¢ih Ta tumora niskog gradusa (Slika 7)*°.

Hyperplasia Papillary Ta low grade (60%)
FGFR3 mutation and 9q LOH PIK3CA and STAG2 mutations; 22 subtypes

[ 1

H

5 ey | Papillary Ta high grade
Expanded clone dysplasia e g a
Normal = | of initiated cells A - '
urothelium | Z, | with ‘normal’ CDKN2A loss
appearance 5.4 .
‘l’ ? P = E ?
o il v
ol Pl " | Invasive carcinoma (20%) Metastasis
Flat dysplasia |—| CIS |— T — | 3-5 subtypes: ERBB2, —| EMT (miR-2001,
9p and 9q LOH;(—>| RB1 |—| o/ |—> | ARIDIA, and PTEN mutations;| — ZEB17T and ZEB2T),
TP53 mutation |~ loss |~ =»
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Slika 7. Shematski prikaz molekularne patogeneze tumora mokraénog mjehura. , Ta put”
oznacen je plavom pozadinom, a ,,CIS put® crvenom bojom. Preuzeto iz Knowles MA et Hurst CD,
Molecular biology of bladder cancer: new insights into pathogenesis and clinical diversity, Nat Rev
Cancer, 2015%°
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1.3.1 Ta put

,»1a put* opisuje nastanak papilarnih, neinvazivnih tumora niskog gradusa. Genetske
promjene prisutne u tom putu povezane su s hiperplazijom i stani¢nim rastom. Normalni
urotel prelazi u niskogradusne papilarne tumore aktivacijom protoonkogena, a rezultat su
pojava histoloskih promjena kao $to su papilomi, PUNLMP i LGTCC. Tipi¢ne mutacije za Ta
put su gubitak heterozigotnosti kromosoma 9 (LOH, engl. loss of heterozigosity), te mutacije
u genima za FGFR3, RAS 1 PI3K.

Delecije dijelova kromosoma 9 vjerojatno su najranija mutacija prisutna kod
PUNLMP i neinvazivnog tumora mokra¢nog mjehura. Delecije 9p 1 9q kraka Ceste su 1 kod
CIS tumora kao i kod MIBC. Na tom se kromosomu nalaze mnogi poznati tumor supresorski
geni kao §to su CDKN2A (9p21) ¢iji su produkti proteini TP16 (INK4a) i TP14 (ARF).
Protein INK4a je negativni regulator proteina RB, a ARF je inhibitor proteina TP53 za koje je
poznato da su ucestalo mutirani kod visokogradusnih tumora mokraénog mjehura. Delecija
kromosoma 9 takoder dovodi do gubitka tumor supresorskih gena TSC1, PTCHI1 i DBCI.
Nedostatak proteina TSC1 (9q34) aktivirati ¢e onkogeni potencijal signaliziranjem preko
PI3K puta S§to je tipicno za 15% tumora mokra¢nog mjehura”. Proteini PTCH1 (9922) i
DBC1 (9933) su povezani s pojacanom stani¢nom proliferacijom, a njihove su delecije
prisutne u 60% tumora mokraé¢nog mjehura®®. Stovise, mutacija gena PTCHI karakteristi¢na
je za Gorlinov sindrom, vrlo rijetki kongenitalni sindrom vezan za pedijatrijske slucajeve

: - 39
tumora mokra¢nog mjehura’.

Somatske mutacije u receptoru za fibroblastni faktor rasta (FGFR3) jako koreliraju s
razvojem niskogradusnih ranih stadija tumora mokraénog mjehura i glavno su obiljezje ,,Ta
puta“. FGFR3 je receptorska tirozinska kinaza ukljuena u stani¢ne procese kao §to su
stani¢ni rast, diferencijacija, migracija, zacjeljivanje, 1 angiogeneza. U literaturi su opisane
razli¢ite mutacije za ovaj receptor, a veéina ih se nalazi u egzonima 7, 10 i 15*. Mnoge od
opisanih mutacija dovode do dimerizacije receptora neovisne o ligandu, njegove auto-
fosforilacije i posljedicne trajne aktivacije nizvodnih signalih puteva koji ukljucuju Ras-
MAPK 1 PI3K put. NajceS¢a mutacija ovog receptora, koja se dogada u 70% slucajeva, jest
S249C, a uzrokuje unakrsno povezivanje dvaju FGFR3 receptora pomocu disulfidnih veza te
njihovu dimerizaciju®'. Mutacije u FGFR3 receptoru prisutne su u 70-75% niskogradusnih Ta

r . 42
tumora mokra¢nog mjehura™.
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Tirozinska kinaza Ras je najceS¢e mutirani protein u humanim tumorima, a kod
tumora mokraénog mjehura, pojavljuje su u 10-20 % sludajeva®’. Posljedice mutacija u Ras
proteinu, kao i onih u FGFR3 rezultiraju aktivacijom MAPK puta. U 85% Ta tumora
mokra¢nog mjehura mutiran je jedan od ta dva proteina koji predstavljaju alternativne putove

koji dovode do razvoja istog fenotipa tumora mokraénog mjehura®.

Put fosfatidil-inozitol-3-kinaze (PI3K) je uz RAS-MAPK signalni put jedan od dva
najvaznija puta ukljucena u rast tumora mokra¢nog mjehura. PI3K put je aktiviran pomocu
nekoliko mogu¢ih mehanizama, ukljucuju¢i FGFR3 1 Ras. Osim ve¢ spomenutih mutacija u
FGFR3 1 Ras proteinu, za tumore mokra¢nog mjehura karakteristicne su i mutacije u
PIK3CA, AKTI i TSC1 kao i deaktivacijske mutacije PTEN gena koji svi sudjeluju u PI3K
putu. PI3KCA predstavlja a kataliti¢ku podjedinicu PI3K kinaze, a mutacije u tom proteinu su
tipine za ,,Ta put” kao 1 mutacije u kinazi AKT (poznata i pod nazivom PKB) koja nizvodno
aktivira mTOR izvrinu kinazu*. Mutacije u PTEN genu su pak obiljezje invazivne i

uznapredovale bolesti.

1.3.2 CIS put

Genetske promjene koje su povezane uz ,,CIS put” imaju za posljedicu tumorsku
invaziju. Mutacije u tumor supresorskim genima TP53, PTEN i1 RB1 glavna su obiljezja ,,CIS
puta® i odgovorne su za lou prognozu®. Za CIS tumore mokra¢nog mjehura karakteristi¢ne
su mutacije u TP53 genu kao i gubitak heterozigotnosti kromosoma 17.* Ostale uobiajene
promjene kod CIS tumora ukljucuju LOH na 14q (70%), 8p (65%), 13q (56 %), 11p (54%) te
4q (52%)".

Primarni CIS tumori, koji nisu povezani s papilarnim oblikom tumora, kao niti s
invazivnim tipom tumora prezentiraju prekomjerno izrazeni TP53, medutim ne posjeduju
delecije kromosoma 9. S druge strane, sekundarni CIS tumori, oni koje se pronalazi uz
papilarne lezije, mogu sadrzavati i genske promjene kromosoma 9. Delecije kromosoma 9 su
najces¢a promjena kod niskogradusnih, kao i kod visokogradusnih tumora mokra¢nog
mjehura, a promjene normalnog urotela u displasti¢ni u 75% slucajeva sadrze deleciju tog
kromosoma®'. Nadalje, za sekundarne CIS tumore tipi¢no je da posjeduju djelomi&no sli¢an

. v . . . . . . . . . 4748
obrazac izraZaja gena kao 1 papilarni tumori uz koje se pojavljuju™ ™.

Mutacije u tumor supresorskom genu TP53 nalaze se u mnogim invazivnim tumorima
covjeka. TP53 je lociran na kromosomu 17p13, a tumor supresorski protein p53 koji nastaje

njegovim prepisivanje ima ulogu transkripcijskog ¢imbenika koji regulira izrazaj gena
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zaduzenih za stani¢ni ciklus i apoptozu. Mutacije u tom genu, uobicajeno se ne pronalaze kod
Ta tumora, ali ih sadrzava 20% T1 tumora te 50% T2 tumora mokra¢nog mjehura®. Otprilike
5-20% niskogradusnih tumora prelazi u visokogradusne, a za tu su promjenu odgovorne

mutacije u genu TP53°".

Tumor supresorski gen retinoblastoma (Rb) je takoder mutiran u 50% slucajeva
invazivnih tumora mokra¢nog mjehura, a njegove su mutacije rijetka pojava kod tumora
stadija Ta. Inaktivacija Rb povezuje s genetskom nestabilno$¢u te se dovodi u svezu s
progresijom bolesti 1 smanjenim preZivljenjem. Gubitak funkcije tog gena dovodi od
aberantne kontrole diobenog vretena Sto rezultira s aneuploidijom. Pacijenti ¢iji tumori sadrze

mutaciju u genu Rb u kombinaciji s mutacijama TP53 imaju najvecéi rizik za progresiju bolesti

nakon cistektomije’'.

Bitno je naglasiti da znatan broj tumora mokra¢nog mjehura ne pokazuje mutacije u
FGFR3 ili TP53 genima S$to ukazuje da postoje 1 drugi putevi molekularne patogeneze koji

. . / . 2
mogu dovesti do razvoja tumora mokraénog mjehura’>,
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1.4 Kroni¢na upala vodi ka nastanku zlocudnog tumora

Tumore u veéini slucajeva uzrokuju mutacije zadobivene tijekom Zivota u tjelesnim
stanicama, dok je manje od 10% zlo¢udnih tumora uzrokovano mutacijama koje su
naslijedene od roditelja (kroz mutacije u spolnim stanicama). Razvoj tumora povezan je
lojom prehranom, pretilo$¢u, nedistim zrakom, pusenjem te autoimunim poremecéajima’’, a u
podlozi svih tih ¢imbenika je kroni¢no upalno stanje zahvacenog tkiva. Mnogo je upalnih
razloga koji mogu dovesti do nastanka tumora, a infekcije su prihvacene kao jedan od
najvaznijih. Cak je oko 20% svih tumora povezano s nekom vrstom upale, najéesée s upalom
koja je mikrobioloskog porijekla®. Tako se podrijetiom i mehanizmom nastanka upalni
procesi medusobno razlikuju (npr. autoimuna upala, upala izazvanih kemikalijama ili fizickim
sredstvima) bioloska osnova njihovog protumorskog djelovanja je vrlo sli¢na i neovisna o

etiologiji upalnog procesa >

. Ukratko, kisikovi 1 duSikovi radikali koji nastaju tijekom
upalnih zbivanja imaju potencijal da oStete stanicnu DNA i izazovu mutacije koje mogu
inicirati tumor. Tijekom upale aktiviraju se NF-xB 1 STAT3 transkripcijski ¢imbenici koji
dovode do povecanja ekspresije gena koji podrzavaju klju¢ne aspekte tumorskog razvoja od

stani¢ne proliferacije, otpornosti na apoptozu, angiogeneze i metastaziranja™.

1.4.1 Utjecaj upale na aspekte maligne transformacije

U proslosti se transformacija tumorskih stanica smatrala autonomnim stani¢nim
procesom, a koncept tumorigeneze pocivao je na genski transformiranim stanicama i
njihovom razvoju u zlo¢udne novotvorine. Proucavanjem okruzenja u kojem se nalaze
tumorske stanice, pokazano je da razvoj i progresija tumora ovisi o0 meduodnosu tumorskih
stanica 1 strome koja ih okruzuje te sposobnosti tumorskih stanica da izmjene upalni odgovor
u svom okruzenju i iskoriste ga za svoje potrebe. Normalna tkivna arhitektura se odrzava
faktorima rasta i njihovim receptorima koji zapoCinju signalne kaskade za odrzavanje
proliferacije, homeostaze 1 prezivljenja stanica. Tumorski rast ima za posljedicu gubitak
tkivne homeostaze jer tumorske stanice koriste faktore rasta u svrhu mijenjanja mehanizama
endocitoze koji osiguravaju pravilno recikliranje receptora za faktore rasta, inhibiraju
mehanizme koji zaustavljaju stani¢ni rast te omogucavaju pojacano signaliziranje nizvodno
od receptorskih tirozinskih kinaza usmjereno ka stani¢noj proliferaciji’’ > . Nizvodno od
mnogih receptorskih tirozinskih kinaza za c¢imbenike rasta nalazi se porodica proteina

nazvana signal transducer and activator of transcrtiption (STAT), koja je dosada povezana s

upalnim fenotipom razli¢itih zlo¢udnih tumora (tumori Zeluca, debelog crijeva, jetre, pluca i
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gusterace). Najznacajniji pripadnik ove porodice je transkripcijski ¢imbenik STAT3. Kod
zlo¢udnih tumora kolorektuma povezanih s kolitisom (CAC, engl. colitis associated cancer),
pokazano je da je aktivacija ¢imbenika STAT3, potaknuta upalnim citokinom IL6 kojeg
proizvode stanice mijeloidne loze, klju¢na za proliferaciju pred-malignih stanica 1 inhibiciju

njihove apoptoze in vivo

. Nedavno je pokazano kako signaliziranje sfingozin-1-fosfatom
(S1P) vodi ka aktivaciji nuklearnog faktora kB (NF-kB) koji aktivira IL6, a koji onda aktivira
Stat3 (osovina NF-xB —IL6 —STAT3) $to uzrokuje pojacan izrazaj receptora za S1P (S1PR) i
na taj nadin odrzava kroni¢nu upalu koja vodi ka CAC®. Takoder, blaga upala jetre
uzrokovana pretiloS¢u ili hepatocelularni karcinoma (HCC) izazvan dietilnitrozaminom
(DEN) aktiviraju STAT3 signalnu kaskadu zbog proizvodnje IL6 te tumor nekrotizirajuéeg
faktora o (TNFa) . Sve to jasno pokazuje vrlo vaznu ulogu koju STAT3 ima u razvoju

zlo¢udnih tumora, te neki autori zbog svega toga STAT3 smatraju proto-onkogenom.

Druge vazne posljedice upalnog signaliziranja u tumorima pocivaju na ucincima
transkripcijskog faktora NF-kB. On je aktiviran u veéini tumora zbog upalnih procesa i
onkogenih mutacija, a njegova aktivacija uzrokuje izrazaj gena koji poticu proliferaciju,
prezivljenje i upalu per se’®*. Znaaj tog transkripcijskog ¢imbenika dobro je opisan u
slu¢ajevima nastanka HCC 1 CAC. Kod miSeva koji su deficitarni za multidrug resistance
protein 2 (MDR2) i razvijaju HCC povezan s upalom, endotelne i upalne stanice
proizvodnjom TNFa poticu aktivaciju NF-kB koji je neophodan za progresiju HCC, ali ne 1
pocetnu transformaciju hepatocita®. Kod mi§jeg modela CAC-a, inhibicija glavnog puta
aktivacije NF-kB uslijed ablacije inhibitora NF-xB kinaze-f (IKKf) u crijevhom epitelu,
smanjena je incidencija CAC, dok je ablacija IKK u stanicama mijeloidne loze uzrokovala
smanjenu veli¢inu tumora®. Takoder, pokazano je da leukocitni infiltrat proizvodnjom TNFo
poti&e inicijaciju i progresiju CAC modela®’. Protein myeloid differentiation primary response
88 (MYD88) koji se nalazi nizvodno od Toll-like receptora (TLR) i aktivira NF-«B, dokazano
potice makrofage na proizvodnju upalnog citokina IL6 te transformirajuc¢eg faktora rasta 3

(TGFp) koji su neophodni za razvoj CAC®,

Osim NF-kB-IL6-STAT3 okosnice koja potice proliferaciju tumorskih stanica, znacajnu
ulogu u tom smislu ima i interleukin 22 (IL22). Noviji podaci pokazuju da CD11c+ stanice
proizvodnjom tog citokina poti¢u aktivaciju transkripcijskog ¢imbenika STAT3 u endotelnim
stanicama crijeva 1 na taj nacin djeluju kao medijatori procesa cijeljenja u tkivu koje je

osteceno 1 zahvaceno kolitisom nakon upotrebe dextran natrij sulfata (DSS)%. Stovise, kod
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miSeva koji nemaju neutralizirajuéi receptor za IL22 vezni protein (IL22BP), inhibirana je

pojava CAC”’.

Prezivljenje tumorskih stanica postize se i procesima dediferencijacije pred-malignih
stanica, a ekspanzija takvih tumorskih mati¢nih stanica potaknuta je upalnim procesima u
tkivima zahvacenim tumorom. Transkripcijski ¢imbenik STAT3 regulira malignu aktivnost
tumorskih mati¢nih stanica u razli¢itim tkivima’'’*. Kod adenokarcinoma jednjaka IL6 i IL1p
iniciraju upalu koja poti¢e migraciju progenitorskih stanica zelucane kardije koje uzrokuju

malignu transformaciju jednjaka’”.

Vrlo vaZan stani¢ni proces koji utjecCe na stopu proliferacije tumorskih stanica jest
senescencija (prestanak stani¢nog dijeljenja) koja pomocu proteina Rb i1 p53 uzrokuje
zaustavljanje stani¢nog ciklusa”. U mi§jem modelu limfoma, transkripcijski ¢Gimbenik NF-kB
pojacava senescentni sekretorni fenotip (SASP, engl. senscenece-associated secretory
phenotype) koji je neophodan za suzbijanje tumora kemoterapijom’®. Pokazano je kako su
pred-maligni senescentni hepatociti vrlo imunogenic¢ni $to uzrokuje nakupljanje limfocita T 1

njihovo posljedi¢no uklanjanje’’.

Osim prekomjerne proliferacije i smanjene stope apoptoze, vrlo vazno obiljezje
tumora je njihova genomska nestabilnost. Kroni¢ni upalni procesi znacajno podizu stopu
mutacija u tumorima te kompromitiraju popravak DNA pridonoseéi pojacanoj genetskoj
nestabilnosti. Izvor somatskih mutacija u tumorima mogu biti reaktivni slobodni kisikovi i
dusikovi radikali (ROS i RNS) koje u tkivima otpustaju makrofazi i neutrofili’®. Citokini
poput TNF, IL1B, IL4, IL13 i TGFB mogu potaknuti izrazaj deaminaze AID koja uvodi
mutacije u kljuéne tumor supresorske gene kao §to je TP53 ili protoonkogen MYC™. Nadalje,
upala uzrokuje hipermatilaciju DNA 1 posljedi¢no gensko utiSavanje proteina MMR i MLH1
kao i drugih tumor supresorskih gena poput TP53 te se tako oslabi popravljanje DNA ***!,

Prethodno opisani gubitak tkivne homeostaze i proliferacija tumorskih stanica u veéini
slu¢ajeva malignih tumorskih bolesti nisu direktni uzrok smrtnosti, ve¢ su u 90% slucajeva
tomu razlog metastaze primarnih tumora. Poznato je kako mnogobrojni medijatori upale
pridonose metastatskom potencijalu tumora, a monociti i makrofazi znatno olakSavaju
invaziju tumorskih stanica, njihovu ekstravazaciju te metastatski rast">*>. TGF, iako djeluje
kao supresor rasta i stani¢ne proliferacije u ranim stadijima tumorigeneze, djeluje i kao snazni
promotor epitelno-mezenhimske tranzicije (EMT) prilikom koje tumorske stanice preuzimaju

. . . . v v .. , . .. 84 .
svojstva mezenhimskih stanica $to pojadava njihovu moguénost invazije®. Nadalje,
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intravazaciju tumorskih stanica u krvozilni i limfaticki sustav olakSava direktna komunikacija
tumorskih stanica s makrofazima prisutnim u tumorima (TAM, eng. tumor-associated

macrofages)® te upalni &Gimbenici koji osiguravaju bolje preZivljenje cirkulirajuéih metastaza
86

1.4.2 Utjecaj tumora na imunoloski odgovor

Osim $to upalni imunoloski odgovor djeluje na osobine tumora,, tumorske stanice
imaju znacajan modulatorni utjecaj na mehanizme urodene i steCene imunost. Imunoloski
odgovor na tumorski rast zapocinje preuzimanjem tumorskih antigena od strane antigen-
prezentiraju¢ih stanica (APCs, engl. antigen-presenting cells). Vaskularno-endotelni faktor
rasta (VEGFA) kojeg luce tumorske stanice djeluje kao supresor dozrijevanja dendritickih
stanica te djeluje inhibicijski na stanice mijeloidne loze® . Pokazano je kako i TGFB, IL10 te

IL6, koje proizvode tumori, mogu djelovati na APCs*™™°.

Nadalje, u mi§jem modelu duktalnog adenokarcinoma gusterace, tumor proizvodi
¢imbenik stimulacije kolonija granulocita—makrofaga (GM-CSF od engl. granulocyte-
macrofage colony-stimulating factor) te na taj nain poti¢e razvoj i nakupljanje granulocita i
mijeloidnih stanica koje suprimiraju antigen-specifi¢ne T limfocite u tumoru’’. Izlugivanjem
kemokina CCL, CXCL5, CXCL12 i faktora mati¢nih stanica SCF (engl. stem cell factor),
tumori novace i mijeloidne mati¢ne stanice MDSC (engl. myeloid-derived stem cells) koje u

tumorima suprimiraju T-limfocite™*.

Jo§ jedan od nacina na koji tumori mijenjaju upalni ambijent jest regrutacijom
regulatornih limfocita T (Trg), €iji su ucinci uglavnhom imunosupresijski. Stanice
Hodkginovog limfoma kao i stanice raka jajnika, izlu¢uju CCL22, koji je kemokinski ligand
za CCR4, putem kojih regrutiraju T, stanice. Stanice raka jajnika u hipoksi¢nim uvjetima
luce 1 CCL28, koji se veze za CCR10 kojeg preferencijalno izraZzavaju Tieg stanice’”. Treg
stanice lu¢e TGFP, il10 i IL35 1 suprimiraju protutumorsko djelovanje T-limfocita te poti¢u

proces angiogeneze u tumorima (Slika 8)™*.
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Slika 8. Molekularna osnova upale povezane s razvojem zlo¢udnih tumora. Upala ili onkogeni
uzrokuju aktivaciju transkripcijskih ¢imbenika NF-xB, STAT3 ili HIF-1a koji poti¢u izrazaj citokina i
kemokina (ukljucujué¢i TNFa i IL6) te upalnih enzima (COX2). Imunoloske stanice nakupljaju se na
mjestu tumora te daljim autokrinim i parakrinim djelovanjem utjecu na razvoj tumora. Preuzeto iz
Mantovani, A. et al. Cancer-related inflammation. Nature 454, 436-444 (2008)”°.
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1.5 Upalni citokin IL6 i razvoj tumora

Humani gen za IL6 nalazi se na kromosomu 7 i kodira klasi¢ni upalni citokin IL6 koji
je jo$ poznat kao interferon-B2 1 ¢imbenik stimulacije B-stanica (engl. B cell stimulating
factor 2). Molekularna masa zrelog 116 je izmedu 21-28 kDa ovisno o tipu stanica koje su ga
proizvele te koli¢ini post-translacijskih modifikacija kao §to su O-glikozilacija i fosforilacija.
Zbog brzog citoplazmatskog uklanjanja (engl. clearance), razina IL6 regulirana je
prvenstveno na razini izrazaja gena’®”’. Izrazaj IL6 potaknut je transkripcijskim ¢imbenicima
NF-«xB, C/EBP, AP-1, CREB te glukokortikoidnim receptorom F os/Jun”>”. Izrazaj IL6 mozZe,
takoder, biti potaknut drugim glasnicima poput bakterijskih lipopolisaharida, virusa, citokina
IL1 i TNFa te faktora rasta EGF, PDGF i TGFB'*'*. Proizvode ga i izluduju razliciti tipovi
stanica poput T 1 B-limfocita, fibroblasta, monocita, keratinocita, mesangijalnih i endotelnih

. . . . . 103
stanica 1 nekoliko vrsta tumorskih stanica .

Uloga IL6 u upalnim procesima vrlo je slozena. Pocetno je u literaturi opisan kao
protuupalni citokin, medutim danas je poznato da je njegova uloga prvenstveno u aktivaciji
imunoloskog sustava'®. Klasi¢ni put signaliziranja IL6 zapoinje njegovim vezanjem na
IL6Ra podjedinicu membranskog receptora. Kompleks Il16-IL6Ra se nadalje veze na
glikoprotein 130 (gp130), drugu podjedinicu receptora koja je u mogucnosti zapoceti
unutarstaniénu signalnu kaskadu'®®. S obzirom da je izrazaj IL6Ra podjedinice ograni¢en na
hepatocite i odredene leukocite, ovaj klasi¢ni nacin signaliziranja IL6, mogu¢ je samo u tim
stanicama. S druge strane, gp130 podjedinica je izraZzena na svim stanicama $to omogucava

104,106 . PR
. Trans-signaliziranje

tzv. trans-signaliziranje slobodnim IL6 u svim tjelesnim stanicama
zapocinje proteolitiCkim cijepanjem IL6Ra podjedinice, otpuStanjem iz stanica u topljivom
obliku te njezinim vezanjem na slobodni IL6. Topljivi kompleks 116/IL6Ra u moguénosti je
vezati se na gpl130 podjedinicu usidrenu u membrane svih tjelesnih stanica te ih aktivirati.
Klasi¢no 1 trans-signaliziranje rezultiraju aktivacijom zajedni¢kih nizvodnih sekundarnih
glasnika iako ukljuc¢uju razli¢ite medustanicne signalne posrednike. Aktivacije gpl130
podjedinice uzrokuje auto- i transfosforilaciju Janus kinaza (JAK1, JAK2) koje provode
signal do efektorske kinaze PI3K kao 1 transkripcijskih ¢imbenika STATI1, STAT3 i

SHP2104,106
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1.5.1 Protumorska uloga IL6

Jedan od najboljih dokaza Stetnog ucinka IL6 u tumorima lezi u ¢injenici da su visoke
razine tog citokina u serumu pacijenata oboljelih od tumora najeSée pokazatelj loSije
prognoze tumorske bolesti. Takav je obrazac uocen kod zlocudnih tumora Zeluca, gusterace,
dojke, debelog crijeva, pluéa kao i kod melanoma i mijeloma'’'®. Osim $to doprinosi

e . oy . .. 1
iniciranju tumora, I16 poti¢e 1 progresiju tumora®'®”.

Vecina protumorskih efekata
uzrokovana prekomjernim izrazajem IL6 posredovana je djelovanjem transkripcijskog faktora
STATS3 koji se danas smatra jednim od stani¢nih protoonkogena''’. Stani¢nim signaliziranjem
preko IL6-STAT3 potice se proliferacija tumorskih stanica uslijed pojacanog izrazaja ciklina
D1, koji djeluje kao kontrolna tocka stanicnog ciklusa, kao i zbog pojaCanog izrazaja proto-
onkogena c-myc. Takoder, uslijed regulacije metabolickog senzora mTORC, koji osigurava

. . . . . . v v . .. 111
pojacanu sintezu proteina u stanicama tumora, IL6 indirektno potice stani¢nu proliferaciju” .

Nadalje, IL6 poboljsava prezivljenje tumorskih stanica, jer STAT3 inducira izraZaj
antiapoptoskih faktora poput bcl2, bel-XL i survivina''*'"®. U stanicama ljudskog mijeloma
pokazano je da STAT3 predvodi metilaciju odnosno deaktivaciju tumor supresorskog gena
TP53, §to tumorskim stanicama omogucéava prevladavanje apoptotskih kontrolnih tocaka

uslijed oteéenja DNA molekule'*.

Signaliziranje citokinom IL6 u tumorskim stanicama potice: tumorski rast, invazivni
potencijal, metastaziranje i angiogenezu. Glavni posrednici tih procesa su enzimi poznati kao
matriks metaloproteaze (MMPs, engl. matrix metalloproteinases), a aktivacija
transkripcijskog ¢imbenika STAT3 dovedena je u svezu s pojacanim izraZajem enzima
MMP2 te agresivnijim fenotipom melanoma'’”. Aktivacija transkripcijskog &imbenika
STATS3 u endotelnim stanicama tumora, TAM makrofazima ili MDSC pojacava njihov izrazaj

molekula VEGF i bFGF te pozitivno regulira angiogenezu''®.

Protumorsko djelovanje citokina IL6 seze i dalje od isklju¢ivog utjecaja na tumorske
stanice, jer IL6 djeluje na lokalnu imunoloSku reakciju unutar tumorske strome. Pod
utjecajem IL6 dolazi do supresije steCene imunosti, jer IL6 nepovoljno utjeCe na razvoj
antigen-prezentirajuce stanica poput dendritickih stanica (DC, engl. dendritic cells) koje su
potrebite za aktivaciju citotoksi¢nih limfocita T (CTL)''"'**. Aktivacija IL6 u mijeloidnim
progenitorskim stanicama je u mogucénosti preusmjeriti polarizaciju tih stanica s DC ka

makrofazima i monocitima koji mogu suprimirati imunoloski sustav. Takoder, signaliziranje
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putem IL6-STATS3 zaustaviti ¢e sazrijevanje ve¢ diferenciranih DC $to rezultira inaktivacijom

limfocita T (Slika 9)''®.
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Slika 9. Upalni ucinak citokina IL6 ostvaruje se posredovanjem transkripcijskog ¢imbenika
STAT3. Tumori izlu¢uju upalne citokine poput vaskularno-endotelnog faktora rasta (VEGF),
interleukina 10 (IL10), i IL6 &iji se izrazaj ostvaruje aktivacijom STAT3, a oni, pak, aktiviraju
STAT3. Pojacana aktivnost STAT3 u progenitorskim stanicama hematopoetske loze (HPCs) vodi ka
nastanku nezrelih mijeloidnih stanica (iMCs) te povecava broj nezrelih dentritiih i plazmacitoidnih
dendritiCkih stanica (pDCs) koje poti¢u nastanak regulatornih T stanica (T,.,) u tumorskoj okolini.
Aktivnost transkripcijskog ¢imbenika STAT3 inhibira izrazaj MHC II molekula, CD80, CD86 i IL12
prisutnih na DC te na taj nacin smanjuje protutumorski uc¢inak CD8+ T limfocita i NK stanica. Putem
aktivacije STATS3, citokin IL6 utjece na proizvodnju IL10, VEGF i bFGF mijeloidnih stanica koji
dodatno pojacavaju supresiju imunoloskog odgovora u tumorima te poti¢u vaskularizaciju. Preuzeto iz
Yu, H., Kortylewski, M. & Pardoll, D. Crosstalk between cancer and immune cells: role of STAT3 in
the tumour microenvironment. Nat Rev Immunol 7, 41-51 e
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1.5.2 Antitumorsko djelovanje IL6

Osim prethodno opisanih negativnih utjecaja citokina IL6 u malignim tumorskim
bolestima, u novije vrijeme izlaze na vidjelo i mogucéi pozitivni ucinci IL6 signaliziranja na
imunoloski odgovor na tumore. IL6 igra vrlo bitnu ulogu u limfnim ¢vorovima gdje ga
proizvode dendriticke stanice. Prilikom imunizacije potreban je za ucinkovitu aktivaciju,
ekspanziju i prezivljenje limfocita T kao i njihovo djelovanje interferonom y (IFNy) te zastitu

120-122

od suzbijanja regulatornim T stanicama (Tre,) . Poznato je kako naivne CD4+ T stanice

stimulirane citokinom TGFp izraZavaju transkripcijski ¢cimbenik Foxp3 te prelaze u Tyeg, dok

8 Takoder, putem

u prisutnosti TGFp 1 IL6 diferenciraju u pomoc¢nicke Thl7 stanice
antiapoptotskih ¢imbenika bcl2 1 bel-x1 te protoonkogena cFos i JunB, IL6 §titi T limfocite od

apoptoze te poti¢e njihovu proliferaciju'>.

1.6 Upalni procesi u zlo¢udnim tumorima mokra¢nog mjehura

Upala je vrlo Cesto uo€ljiva u tumorima mokra¢nog mjehura i ocituje se bogatim
imunoloskim infiltratom na mjestima tumora'?*. Takoder, pokazano je kako kroni¢no upalno
stanje, izazvano infekcijom parazitom Shistosoma haematobium 1 dugotrajnom upotrebom
katetera, kao i bubrezni i mokra¢ni kamenci, mogu doprinijeti razvoju tumora mokra¢nog

125-127 . . Ny . ) ,
. Imunoloske stanice mogu igrati dvojaku ulogu u razvoju tumora mokraénog

mjehura
mjehura. Stanice ste€ene imunosti pokazuju protutumorsku ulogu dok urodeni imunoloski
sustav igra protumorsku ulogu. Supresorske stanice mijeloidne loze (MDSC) vrlo su vazne
progenitorske stanice za razvoj granulocita, makrofaga i dendritickih stanica. Njihova uloga u
promicanju tumorigeneze i metastaziranja svodi se na podupiranje angiogeneze i limfogeneze

kao i na poticanje tumorskih stanica na bolje preZivljenje'**.

Pokazano je kako MDSC poti¢u angiogenezu lu¢enjem VEGF, TNF, IL1p, kao i
osnovnog fibroblastnog faktora rasta (bFGF)'?. Eruslanov et al. su pokazali kako Cdl1b
mijeloidne stanice djeluju na suzbijanje imunoloskog sustava u tumorima mokraé¢nog

- 130
mjehura ™.

Opisali su dvije mijeloidne podgrupe koje su prvenstveno odgovorne za
proizvodnju upalnih citokina i kemokina u tumoru mokraénog mjehura; to su granulociti
neutrofilnog tipa CD15"#*CD33"Y te monociti CD15"€"CD33"e" Te stanice izlutuju citokine
1 kemokine Ccl2, Ccl3, Csf2, 118 i 116, koji doprinose patogenezi upale i imunosupresiji u

tumorima mokra¢nog mjehura. Mnogi pacijenti imaju povisene CDI15"¢"CD33"" stanice'*’.
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Neutrofili mogu imati dvostruku ulogu u tumorima mokra¢nog mjehura. U stanju su
obiljeziti tumorske stanice te na taj nacin djelovati protutumorski, ali su u moguénosti
potaknuti pretjerano upalno stanje, opskrbiti tumorske stanice s faktorima rasta, izlucivati
enzime za razgradnju vanstani¢nog matriksa te su najveéi proizvoda¢ VEGF faktora rasta'',
Dugotrajan uc¢inak ovih ¢imbenika moZe imati povoljan utjecaj na razvoj tumora. Gunes et al.
su pronasli kod pacijenata oboljelih od raka mokraénog mjehura povecan izrazaj tri
neutrofilna proteina, HNP-1, -2, i -3 iz podskupine a-defenzina, proteina koji pomazu
sakupljanju leukocita, a mogli bi doprinijeti metastaziranju'*>. Sporedan u¢inak ovih proteina
ukljuduje poticanje tumorskih stanica na proliferaciju te moguée poboljsanje angiogeneze'*”.
Ovi su proteini u tumorima mokra¢nog mjehura proizvod neutrofila i eozinofila, a naknadno
su zabiljezeni i u urinu pacijenata. PoviSena razina HNP proteina, odlika su stani¢nog
odte¢enja, a u velikim koli¢inama su citotoksi¢ni za sve vrste stanica'>. Inade je omjer
neutrofila/limfocita mjera opéeg upalnog stanja. Gondo et al. su pronasli kako kombinacija

neutrofila/limfocita, veli¢ine tumora te razine hemoglobina mogu biti prognostic¢ki faktor

prezivljenja za pacijente koji su podvrgnuti radikalnoj cistektomiji'>*.

Uc¢inak makrofaga povezanih s tumorima (TAMs, engl. tumor associated
macrophages) je takoder povezan s angiogenezom tumora mokraénog mjehura'®’. Poveéan
broj imunosupresivnih M2 makrofaga u tumorima u pozitivnoj je korelaciji s veli¢inom
tumora, stadijom i gradusom'*"*’. Pokazano je kako u hipoksi¢nom okruZenju, u kojemu se
nalaze tumori, dolazi do poviSene razine adenozina koji potice makrofage na otpusStanje

8 'a Hanada et al predlazu da bi se broj makrofaga trebao koristiti

angiogenetskih ¢imbenika
kao prognosticki ukazatelj kod pacijenata oboljelih od tumora mokraénog mjehura, kako bi
primili agresivniji tip terapije'”>. Takoder, u tumorima mokraénog mijehura dolazi do
povecanog izrazaja CD47 proteina koji je obiljezje tumorskih mati¢nih stanica raka
mokraénog mjehura, a poznato je kako ovaj protein inhibira fagocitozu koju provode
makrofazi' .

T limfociti su glavni proizvodaci IL2 koji se moze pronaci u urinu pacijenata koji

140

primaju BCG terapiju . Reijke et al. predlazu kako bi ovaj interleukin u kombinaciji s IL6

trebao biti koriSten za kontroliranje terapije s BCG cjepivom 1 posljedicnog imunoloskog

140
odgovora

. BCG terapija se administrira pacijentima nakon transuretralne resekcije kroz 6
tjedana intravezikalnim instilacijama u svrhu smanjenja stope povratka tumora, a uspjesnost
ove terapije iznosi 70%""'*"'"**. Tijekom terapije bakterije se hvataju na urotel mjehura

putem fibronektina te ulaze u kako u zdrave, tako i u tumorske stanice'®. Ovaj proces potice
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jaki imunoloski odgovor u mjehuru aktivacijom izrazaja IL1, IL2, IL5, IL6, ILS, IL10, IL12,
IL18, TNFa, IFNy te GM-CSF!14146  Neutrofili su od izuzetne vaznosti prilikom BCG

terapije te satinjavaju 75% stanica koje se nakupljaju nakon tretmana'*’

. Aktivacija neutrofila
vodi ka izrazaju mnogih proupalnih citokina i to prvenstveno Thl loze T limfocita'?!. S
obzirom na uspjeh BCG terapije smatra se da bi imunoterapija specificna za tumore mogla

.. .y ey . , . 14
biti uspjesna u lije¢enju tumora mokraénog mjehura'*®.

Opcéenito je prihvaéeno da kroni¢no upalno stanje mokraénog mjehura ima velik
utjecaj na razvoj tumora mokraénog mjehura, no jo$ uvijek nije razjasnjen mehanizam koji

karcinome mjehura ¢ini osjetljivima na akutnu upalu.
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2 HIPOTEZA I CILJEVI ISTRAZIVANJA

Upalni procesi kao podloga za razvoj zlocudnih tumora mokra¢nog mjehura jo§ su
uvijek slabo objaSnjeni. Poznato je da kroni¢na upala uzrokovana infestacijom sa Shistosoma
haematobium moze uzrokovati zlo¢udnu bolest mokraénog mjehura, dok s se akutna upala

inducirana s BCG-om koristi za lije¢enje urotelnog karcinoma.

Inteleukin 6 jedan je od glavnih proupalnih citokina, te ima vaznu ulogu u razvoju
mnogih tumora, a njegova uloga u nastanku zlo¢udnih tumorima mokraénog mjehura nije
istrazena. Osnovna pretpostavka provedenog istrazivanja jest da IL6, kao i njegov
transkripcijski ¢imbenik STAT3, imaju vaznu ulogu u razvoju zlo¢udnih tumora mokra¢nog
mjehura. Stoga ¢e predloZeno istraZivanja razjasniti u¢inak potpunog odstranjenja citokina
IL6 (koriste¢i knock-out miSeve) na razvoj tumora mokraénog mjehura. PredloZeni genetski
model koji usporeduje normalne miseve (koji imaju IL6), s zivotinjama bez IL6 omoguditi ¢e
nedvosmisleno utvrdivanje ucinaka tog citokina na razli¢ite aspekte razvoja tumora

mokra¢nog mjehura.

2.1 Hipoteza

Osnovna pretpostavka istrazivanja je da IL6 — jedan od osnovnih proupalnih citokina,

ima znacajnu ulogu u razvoju malignih tumora mokra¢nog mjehura.
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2.2 Ciljevi istrazivanja

Istrazivanje funkcije upalnih procesa pri nastanku tumora mokra¢nog mjehura klju¢no
je za razumijevanje, prevenciju i lijeenje te bolesti. Interleukin 6 kao klju¢na proupalna

molekula u navedenom kontekstu ima vaznu ulogu, stoga su ciljevi ovog istrazivanja sljedeci:

- ispitati utjecaj nedostataka citokina IL6 na elemente upale, te na nastanak i razvoj

tumora mokra¢nog mjehura kod miseva,

- istraziti izraZzaj 83 imunoloska biljega u tkivu mokra¢nog mjehura kod IL6 knock-out

(KO) misa u odnosu na divlji tip miSeva nakon indukcije tumora mokra¢nog mjehura,

- karakterizacija izrazaja svih gena u induciranim tumorima mokra¢nog mjehura misa,

te

- utvrditi izrazaj IL6 1 STAT3 gena te drugih upalnih markera (TGFp, RelA, VEGFA,

Cyclin D1) u tumorskom tkivu mokraénog mjehura ljudi.
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3 MATERIJALI I METODE

3.1 Materijali

3.1.1 Reagensi

Uobicajeni reagnsi koristeni u svrhu ovog rada su slijede¢i (proizvodaci su oznaceni u
kurzivu): agaroza (Invitrogen); albumin iz govedeg seruma (BSA, Carl Roth GmbH);
amonijev persulfat (APS, Sigma Aldrich); aprotinin (Sigma Aldrich); bromfenolno plavilo
(Carl Roth GmbH); N-butil-N-(4-hidroksibutil)-nitrozamin (BBN, TCI America); cinkov
klorid (Sigma Aldrich); DAPI (Sigma Aldrich); deoksi-nukleotid trifosfat (ANTP, Invitrogen);
dimetil-sulfoksid (DMSO, Sigma Aldrich); dinatrijev hidrogen fosfat (Na,HPO,, Sigma
Aldrich); ditiotreitol (DTT, Sigma Aldrich); Dulbeccova modifikacija Eagleovog medija;
etanol (Sigma Aldrich); etidijev bromid (Carl Roth GmbH); etilendiamintetraoctena kiselina
(EDTA, Riedel-deHaen); etilenglikoltetraoctena kiselina (EGTA, Carl Roth GmbH),
fenilmetilsulfonilfluorid (PMSF, Carl Roth GmbH); fenol crveno (Sigma Aldrich); fotografski
film (Fuji); glicerol (Kemika); glicin (Carl Roth GmbH); hidroksietil-piperazinetansulfori¢na
kiselina (HEPES, Sigma Aldrich); izopropanol (Kemika); kalcijev klorid (Carl Roth GmbH);
kalijev dihidrogen fosfat (KH,POu, Sigma Aldrich); kalijev klorid (KCl, Sigma Aldrich);
koktel fosfataznih inhibitora (engl. PhosSTOP Phosphatase Inhibitor Cocktail Tablets,
Roche); koktel proteaznih inhibitora (engl. Complete Protease Inhibitor Cocktail Tablets,
Roche); ksilen (Kemika); leupeptin (Sigma Aldrich), magnezijev klorid (Carl Roth GmbH);
magnezijev sulfat (MgSQy, Sigma Aldrich); B- merkaptoetanol (Carl Roth GmbH); metanol
(Sigma Aldrich); metilen plavo (Sigma Aldrich); mlijeko u prahu (Car! Roth GmbH); natrijev
acetat (NaCH,COOH, Carl Roth GmbH); natrijev azid (NaNs, Sigma Aldrich), natrijev
deoksikolat (DOC, Carl Roth GmbH); natrijev dihidrogen fosfat (NaH,POu, Sigma Aldrich);
natrijev dodecilsulfat (SDS, AppliChem); natrijev fluorid (NaF, Sigma Aldrich); natrijev
klorid (NaCl, Kemika); natrijev ortovanadat (NazVOa, Sigma Aldrich); nitrocelulozna
membrana (GE Healthcare); N,N,N,N-tetrametil-etilendiamin (TEMED, Sigma Aldrich); NP-
40 (Fluka); octena kiselina (Kemika); otopina 40% akrilamid/0.8% bisakrilamid (AppliChem);
paraformaldehid (Sigma Aldrich); pojaciva¢ kemiluminiscencije luminol (Santa Cruz
Biotechnology); polietilenglikolsorbitan monolaurate (Tween-20, Carl/ Roth GmbH);
PonceauS (Carl Roth GmbH); QIAzol (Qiagen); saharoza (Kemika); Tris baza (Trizma base,
Sigma Aldrich); Triton X-100 (Carl Roth GmbH).
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3.1.2 Pocetnice

Pocetnice koristene tijekom ovog istrazivanja dizajnirane se uz pomo¢ online dostupnog alata
za izradu pocetnica Realtime PCR Tool internet sucelja tvrtke Integrated DNA Technologies
(https://eu.idtdna.com/scitools/Applications/Real TimePCR/) (Tablica 1).

Tablica 1. ObiljeZja koriStenih pocetnica. Prefiks ,,h* u nazivu pocetnice oznacava pocetnicu za
humani gen, a prefiks ,,m* pocetnicu za misji gen.

Pocetnica Naziv gena Slijed nukleotida
hCCNDI F Ciklin D1 5’-ACG AAG GTC TGC GCG TGT T-3°
hCCNDI1 R Ciklin D1 5’-CCG CTG GCC ATG AAC TAC CT-3’
hIL6 F IL6 5'-GGTACATCCTCGACGGCATCT-3'
hIL6 R IL6 5'-GTGCCTCTTTGCTGCTTTCAC-3'
hp65 F RelA/p65 5’-ACC GCT GCA TCC ACA GTT TCC A-3°
hp65 R RelA/p65 5’-GGT CGT AGT CCC CAC GCT GC-3’
hRPS23 F RPS23 5’-TGG AGG TGC TTC TCA TGC AA-3’
hRPS23 R RPS23 5’-AAT GGC AGA ATT TGG CTG TTT G-3°
hSTAT3 F STAT3 5’-ACC AGC AGT ATA GCC GCT TC-3’
hSTAT3 R STAT3 5’-GCC ACA ATCCGG GCA ATC T-3°
hTGFB1 F TGFB1 5’-GCG TGC TAA TGG TGG AAA C-3°
hTGFB1 R TGFB1 5’-CGG TGA CAT CAA AAG ATA ACC AC-3’
hVEGFa F VEGFA 5’-AGC CTT GCC TTG CTG CTC TA-3’
hVEGFa R VEGFA 5’-GTG CTG GCC TTG GTG AGG-3’
mACTIN F Aktin 5'-GCT GAT CCA CAT ATG CTG GA3'
mACTIN R Aktin 5'-CAT TGC TGA CAG GAT GCA GAA3J'
mB220 F B220 5'-GGT ACC TGT ACG CCC AAC AC-3'
mB220 R B220 5'-CCT GCT CCT CAA ACT TCG AC-3'
mCCNDI1 Ciklin D1 5'-GTA AGA TAC GGA GGG CGC ACA G-3'
mCCNDI1 Ciklin D1 5'ACC CTG ACA CCA ATC TCC TCA AC-3'
mCD2R F CD2R 5'-CAT GGT CTT CTG GGG GAG AC-3'
mCD2R R CD2R 5'-CAA CAC AAC CCT GAC CTG TG-3'
mCXCR1 F CXCRI1 5'-CTA GGA CAT TGC CCA CCA CT-3'
mCXCRI1 R CXCRI1 5'-ACT CCA TGC CCA AAG ACT GC-3'
mF4/80 F F4/80 5'-GAT GGC CAA GGA TCT GAA AA-3'
mF4/80 R F4/80 5'-CTC TGT GGT CCC ACC TTC AT-3'
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3.1.3 Protutijela

Protutijela koristena tijekom ovog istrazivanja prikazana su u tablici 2 i 3.

Tablica 2. ObiljeZja koriStenih primarnih protutijela.

Naziv protutijela Porijeklo | Vrsta protutijela | Proizvodac

anti-actin mis monoklonsko Sigma-Aldrich
anti-GAPDH mis monoklonsko Cell Signaling
anti-histone H3 kuni¢ poliklonsko Cell Signaling

anti-Ki67 kuni¢ poliklonsko Abcam

anti- NF-kB p65 kuni¢ poliklonsko Santa Cruz Biotechnology
anti-fosfo-NF-xB p65 (S536) kuni¢ poliklonsko Cell Signaling
anti-fosfo-STAT3 (Y705) kuni¢ poliklonsko Cell Signaling
anti-STAT3 mis monoklonsko Santa Cruz Biotechnology
anti-vinculin mis monoklonsko Sigma-Aldrich

Tablica 3. Obiljezja koriStenih sekundarnih protutijela

Naziv protutijela Konjugat | Porijeklo Proizvodacd
anti-kuni¢je IgG HRP koza Dako
anti-misje IgG HRP koza BioRad
anti-misje IgG Alexa488 | magarac Invitrogen

3.1.4 Biljezi

DNA biljeg — 1 kb DNA marker (BioLabs)

Proteinski biljeg

— Precision plus protein TM Dual color standards (Bio-Rad)

— Protein Marker VI (10-245) prestained (4ppliChem)

3.1.5 Komercijalno dostupni kompleti

e Komplet za reverznu transkripciju (High-Capacity ¢DNA Reverse Transcription Kits,

Applied Biosystems)

e Komplet za RT-PCR (SYBR Green PCR Master Mix, Applied Biosystems)

e Komplet za dokazivanje fragmentacije DNA (dpodlert™ DNA Fragmentation Assay,

Clontech)
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e Matrica za qPCR (RT’ Profiler PCR Array System, PAMM-052Z: Mouse Innate and

Adaptive Immune Responses, Qiagen) (Tablica 4)

Tablica 4. Popis gena ¢iji se izrazaj prati koriStenjem PAMM-052Z matrice za qPCR. Tablica
sadrzi poziciju gena na matri¢noj ploci od 96 jazica te pripadajuée ulazni broj u bazi podataka Refseq.

Pozicija Refseq Naziv gena Pozicija Refseq Naziv gena
A01 NM_011318 Apcs D10 NM_008363 Irak1
A02 NM_009778 C3 D11 NM_016849 Irf3
A03 NM_007577 C5ar1 D12 NM_016850 Irf7
A04 NM_009807 Casp1 E01 NM_008401 ltgam
A05 NM_011331 Ccl12 E02 NM_008413 Jak2
A06 NM_013653 Ccl5 E03 NM_016923 Ly96
A07 NM_009916 Ccra E04 NM_017372 Lyz2
A08 NM_009917 Cer5 E05 NM_011949 Mapk1
A09 NM_009835 Ccr6 E06 NM_016700 Mapk8
A10 NM_007720 Ccr8 E07 NM_010776 MbI2
A11 NM_009841 cd14 E08 NM_010824 Mpo
A12 NM_013488 Cd4 E09 NM_010846 Mx1
BO1 NM_011611 Cd40 E10 NM_010851 Mydss
B02 NM_011616 Cd4olg E11 NM_008689 Nfkb1
BO3 NM_009855 Cdso E12 NM_010907 Nfkbia
B04 NM_019388 Cds6 FO1 NM_145827 Nirp3
BO5 NM_001081110 Cdsa F02 NM_172729 Nod1
B06 NM_007768 Crp FO3 NM_145857 Nod2
BO7 NM_009969 Csf2 Fo4 NM_009019 Rag1
BOS NM_021274 Cxcl10 FO5 NM_011281 Rorc
B09 NM_009910 Cxcr3 F06 NM_013612 Sic11al
B10 NM_172689 Ddx58 FO7 NM_009283 Stat1
B11 NM_010177 Fasl FO8 NM_011486 Stat3
B12 NM_054039 Foxp3 F09 NM_011487 Statd
co1 NM_008091 Gata3 F10 NM_009284 Stat6
co02 NM_010391 H2-Q10 F11 NM_019507 Tbx21
co3 NM_010398 H2-T23 F12 NM_174989 Ticam1
co4 NM_010493 Icam1 GO1 NM_030682 Tir1
Co5 NM_010503 Ifna2 G02 NM_011905 TIr2
C06 NM_010508 Ifnar1 G03 NM_126166 TIr3
co7 NM_010510 Ifnb1 G04 NM_021297 Tira
co8 NM_008337 Ifng G05 NM_016928 TIr5
C09 NM_010511 Ifngr1 G06 NM_011604 TIre
c10 NM_010548 1110 GO07 NM_133211 TIr7
c11 NM_008355 13 G08 NM_133212 TIrs
c12 NM_010552 17a G09 NM_031178 TIr9
D01 NM_008360 118 G10 NM_013693 Tnf
D02 NM_010554 iMa G11 NM_009424 Traf6
D03 NM_008361 I11b G12 NM_018793 Tyk2
D04 NM_008362 11 HO1 NM_007393 Actb
D05 NM_008366 12 H02 NM_009735 B2m
D06 NM_031252 123a HO3 NM_008084 Gapdh
D07 NM_021283 114 Ho4 NM_010368 Gusb
D08 NM_010558 3 HO5 NM_008302 Hsp90ab1
D09 NM_031168 16 -
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3.1.6 Puferi i otopine

RIPA pufer — za izolaciju ukupnih proteina: 50 mM Tris-HCI pH 7.4, 150 mM NaCl, 1%
Triton X-100, 0.5% DOC, 1% SDS, proteazni inhibitori i inhibitori fosfataza koji se
dodaju svjeze prije upotrebe (1 mM PMSF, 2 pg/mL leupeptin, 10 pg/mL aprotinin, 1
mM natrijev ortovanadat)

Pufer za frakcioniranje citoplazmatskih proteina: 10 mM HEPES pH 8.0, 1.5 mM MgCl,,
10 mM KCl, 1 mM DTT, proteazni inhibitori i inhibitori fosfataza koji se dodaju svjeze
prije upotrebe (1 mM PMSF, koktel proteaznih inhibitora)

Pufer za frakcioniranje jezgrinih proteina: 20 mM HEPES pH 8.0, 420 mM NacCl, 0.2
mM EDTA, 1.5 mM MgCl,, 25% glicerol, 1 mM DTT, proteazni inhibitori 1 inhibitori
fosfataza koji se dodaju svjeze prije upotrebe (I mM PMSF, 2 pg/mL leupeptin, 10
pg/mL aprotinin, 1 mM natrijev ortovanadat)

50X TAE pufer: 2 M Tris, 0.5 M EDTA, 1 M octena kiselina

6X DNA pufer za nanoSenje uzoraka: 50% glicerol, 0.1 M EDTA, 1% SDS, 0.2%
bromfenolno plavilo, 0.2% ksilen cijanol

Pufer za gel za razdvajanje (engl. separation gel): 1.5 M Tris-HCI, pH 8.8, 0.4% SDS
Pufer za gel za sabijanje (engl. stacking gel): 0.5 M Tris-HCI, pH 6.8, 0.4% SDS

2X Laemmli pufer: 25 mL Tris, pH 6.8, 20 mL glicerol, 20 mL SDS, 10%, 1 mg
bromfenolno plavilo, 5% B-merkaptoetanol

10X PBS (engl. Phosphate-Buffered Saline), pH 7.3: 80 g NaCl, 2 g KCIl, 11.5 g
NaH,PO,4 X 7H,0, 2 g KH,PO4

10X pufera za elektroforezu (engl. running buffer): 30 g Tris, 144 g glicin, 10 g SDS, do
1 L H,O

10X pufer za transfer: 22.3 g Tris, 105 g glicin, do 1 L H,O

20X TBS (engl. Tris-Buffered Saline), pH 7.6: 201.17 mM Tris, 1.98 M NaCl

Otopina za ispiranje membrana: 1X TBS, 0.1% Tween, pH 7.4

Otopina Ponceau S: 0.5 g Ponceau S, 10 mL octena kiselina, do 100 ml H,O

Blokirajuca otopina za imunoblot analizu: 1X TBS, pH 7.5, 5% BSA, 0.1% natrijev azid,
fenol red

Otopina za permeabilizaciju stanica: 1X PBS, 0.2% Triton X-100

Otopina za ispiranje stanica: 1X PBS, 0.1% Tween

MOWIOL otopina: 2.4 g Mowiol 4-88, 6 ml glicerol, 6 ml H,O, 12 ml 0.2 M TrisHCI,
pH 8.5
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Otopina za fiksaciju tkiva misa: 4% paraformaldehid u 1X PBS
Blokirajuca otopina za imunofluorescenciju: 1X PBS, 1% BSA, 1% DMSO

3.1.7 Gelovi

Agarozni gelovi — pripremaju se otapanjem odgovarajuée koli¢ine agaroze u 1X TAE
puferu. Djelomi¢no ohladenoj otopini se, prije pocetka polimerizacije, dodaje etidijev
bromid do kona¢ne koncentracije 0.5 pg/ml te se otopina izlijeva u kalup s umetnutim
ceslji¢em koji osigurava jazice za nanosenje uzorka. Koristeni su 1-2% gelovi ovisno o
veli¢ini DNA fragmenta koji se razdvaja u gelu.
Poliakrilamidni gelovi — sastoje se od dva sloja gela te sadrze SDS u puferu za
razdvajanje 1 sabijanje, ukoliko se provodi elektroforeza proteina. Elektroforeza DNA u
poliakrilamidnim gelovima provodi se bez SDS-a te u jednoslojnom gelu.
e Gel za razdvajanje — 8 do 15% - 40% akrilamid/0.8% bisakrilamid, H,O, pufer za
razdvajanje, 10% APS, TEMED
e Gel za sabijanje: 40% akrilamid/0.8% bisakrilamid (mL), H,O, pufer za sabijanje,
10% APS, TEMED
e Gel za clektroforezu DNA: 30% akrilamid/0.8% bisakrilamid, H,O, 1X TAE
pufer, 10% APS, TEMED
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3.2 Metode

3.2.1 Protokol istrazivanja

Istrazivanje je provedeno na C56/B6 soju miSeva divljeg tipa te miSevima istog soja
koji nose delecijsku mutaciju gena za citokin IL6. Upotrebom kemikalije N-butil-N-(4-
hidroksibutil)-nitrozamin (BBN) u vodi za pi¢e miSevima su inducirani tumori mokra¢nog
mjehura te su tkiva mokra¢nog mjehura analizirana nakon akutnog (2 tjedna) i kroni¢nog (20

tjedana) tretmana.

Tkiva mokra¢nog mjehura misa koji su bili u kronicnom tretmanu analizirana su
metodom RNA sekvenciranja te lananom reakcijom polimerazom u stvarnom vremenu
(qPCR). Profili izrazaja relevantnih imunoloskih biljega wt miSeva u kronicnom tretmanu te
wt miSeva miSeva koji su bili u akutnom tretmanu usporedeni su sa izrazajem gena IL6 KO

miSeva podvrgnutih istim tretmanima.

Provedenom histopatoloska analizom te imunohistokemijskim bojenjima i metodom

TUNEL utvrdene su fenotipske karakteristike tumora wt i IL6 KO soja.

Analiziran je diferencijalni izrazaj gena IL6, STAT3, NF-xB, TGFf, ciklin D te

VEGFA u uzorcima tumorskog i1 kontrolnog tkiva mokraénog mjehura pacijenata.

3.2.2 Uzorci pacijenata

Za istrazivanje je koriStena randomizirana kohorta od 36 parova uzoraka tumorskog i
zdravog tkiva mokra¢nog mjehura pacijenta koji su bolovali od primarnog tumora mokra¢nog
mjehura te su kirurSki lije¢eni u KBC Split u razdoblju od srpnja 2009. do listopada 2010.
godine (Tablica 5). Muskog spola je bilo 29 pacijenata, a 7 ispitanika bile su Zene. Srednja
dob pacijenata bila je 68.9 = 13.4 godina u rasponu od 34 do 89 godina. Tkiva su netom po
uzorkovanju smrznuta u tekuéem dusSiku. Histopatoloska analiza rutinski uklopljenih tkiva
pokazala je da se radi o 21 nisko-gradusnih te 15 visoko-gradusnih tumora. Klasifikacija
tumora utvrdena je s obzirom na pojavu invazije u laminu propriju odnosno okolno misi¢no
tkivo (Ta, n=20; T1, n=8; T2-T4, n=8). Iz tkiva je standardiziranim procesom izolirana RNA,
DNA te proteini koji su kasnije podvrgnuti lanc¢anoj reakciji polimerazom u stvarnom
vremenu (QPCR) te western blot analizi. U Tablici 5 detaljno su prikazane patoloske osobine
uzoraka pacijenata. Istrazivanje je odobrilo Eticko povjerenstvo Klinickog bolni¢kog centra
Split te Eticko povjerenstvo Medicinskog fakulteta u Splitu, a ispitanici su potpisali

informirani pristanak.
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Tablica 5. Patohistolo$ke osobine tumora mokraénog mjehura pacijenata.

PACIJENT DOB SPOL INVAZIVNOST GRADUS STADIJ BROJNOST
BCO01 79 Zensko NE NIZAK Ta 2
BC02 61 Musko NE NIZAK Ta 2
BCO03 58 Musko NE NIZAK Ta 1
BC04 79 Musko NE NIZAK Ta 1
BCO05 49 Musko NE VISOK Ta 2
BC06 66 Musko DA VISOK Tl 1
BCO07 78 Musko NE NIZAK Ta 1
BCO08 61 Musko DA VISOK T2 1
BC09 57 Zensko DA VISOK T1 10
BC10 57 Musko DA NIZAK T1 3
BC11 78 Musko DA VISOK T2 1
BC12 76 Musko NE NIZAK Ta 1
BC13 35 Musko NE NIZAK Ta 5
BC14 80 Musko NE NIZAK Ta 1
BC15 62 Musko NE NIZAK Ta 2
BC16 80 Musko DA VISOK T1 1
BC17 66 Musko NE NIZAK Ta 1
BC18 79 Zensko DA VISOK T2 5
BC19 89 Zensko NE NIZAK Ta 1
BC20 69 Musko DA VISOK T1 3
BC21 83 Zensko DA VISOK T2 3
BC22 77 Musko NE NIZAK Ta 2
BC23 76 Musko NE NIZAK Ta 1
BC24 67 Musko DA VISOK T1 1
BC25 79 Zensko DA NIZAK Tl 12
BC26 82 Musko DA VISOK T1 3
BC27 46 Musko NE NIZAK Ta 2
BC28 34 Musko NE NIZAK Ta 4
BC29 70 Musko NE NIZAK Ta 3
BC30 74 Musko NE NIZAK Ta 2
BC31 81 Musko DA VISOK T4 1
BC32 53 Musko NE NIZAK Ta 1
BC33 79 Musko DA VISOK T2 1
BC34 79 Zensko DA VISOK T2 6
BC35 74 Musko DA VISOK T1 1
BC36 69 Musko NE NIZAK Ta 1

20 Ta
. <35-65> . .
SAZETAK 3556 72 I6NEmv.  16NIZAK  6T2 | Ibieorojn
1 T4
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3.2.3 Izolacija RNA, DNA i proteina iz tkiva

Neposredno po prikupljanju tkiva su smrznuta u tekuéem dusiku do trenutka izolacije
bioloskih molekula. Ukupna RNA, DNA 1 proteini iz tkiva izolirani su koriStenjem QIAzol
lysis reagent (Qiagen) prema uputama proizvodaca. Dobivena mRNA prevedena je u
komplementarnu DNA (cDNA) koriste¢i High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kits
(Applied Biosystems). 1zolirana DNA pohranjena je na -20°C, a RNA 1 proteini na -80°C do
daljnje obrade.

3.2.4 Priprema ukupnih tkivnih lizata i frakcioniranje tkivnih lizata

Za pripremu stani¢nih suspenzija iz svjezih tumorskih uzoraka pacijenata koristen je
tkivni homogenizator Mclllwain Tissue Chopper te naknadno filtriranje kroz stani¢no sito
(Cell strainer, Gibco). Stanice su ostavljene pola sata na ledu u hipotonicnom puferu za
frakcioniranje citoplazmatskih proteina te su naknadno provucene kroz 25 G iglu prilikom
¢ega dolazi do lize iskljucivo citoplazmatske membrane. Nakon centrifugiranja 5 min na 1000
rpm razdvaja se citoplazmatska frakcija u supernatant. Netaknute jezgre u talogu su
resuspendirane u puferu za frakcioniranje jezgrinih proteina, centrifugiranjem je istalozen
netopljivi debris, a jezgreni lizat je usporedno s citoplazmatskim lizatom, analiziran pomoc¢u

denaturiraju¢e SDS poliakrilamidne gel elektroforeze 1 western blota.

Za pripremu ukupnih tkivnih lizata koristen je RIPA pufer za stani¢nu lizu. Tkivni
lizat je ostavljen 20 min u puferu na ledu te su ukupni proteini razdvojeni centrifugiranjem na

8000 rpm.

3.2.5 Denaturiraju¢a SDS poliakrilamidna gel elektroforeza i western blot

Nakon lize tkiva, proteini se razdvajaju se po veli¢ini pomocu denaturirajuée
elektroforeze u SDS poliakrilamidnom gelu. Pripremljeni lizati se denaturiraju mijeSanjem s
2X Laemmli puferom te zagrijavanjem na 95°C pet minuta. U svakom gelu koristi se biljeg
veli€ine proteina. Prilikom elektroforeze proteini su poc€etno razdvojeni pri 100 V, a nakon
ulaska u gel za razdvajanje pri 120 V. Nakon $to su uzorci razdvojeni gel elektroforezom,
preneseni su na 0.45 pm nitroceluloznu membranu (200 mA, 90 minuta) u mjesavini 1X
pufera za transfer 1 20%-tnog (v/v) metanola. UCcinkovitost prijenosa provjerena je
reverzibilnim bojenjem membrane u otopini Ponceau S. Membrane su blokirane u puferu 1X
TBS/5% BSA jedan sat na sobnoj temperaturi uz lagano mijeSanje. Imunodetekcija je

izvedena inkubacijom membrana preko no¢i na 4°C u otopini 1X TBS/5% BSA s
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odgovaraju¢im primarnim protutijelom. Membrane su isprane u puferu 1x TBS/0.1% Tween,
kako bi se uklonio viSak primarnog protutijela, a zatim je dodano odgovarajuc¢e sekundarno
protutijelo pripremljeno u puferu 1X TBS s 5% bezmasnog mlijeka u prahu ili u otopini 1X
TBS 5% BSA ukoliko je koriSteni fosfat-specificno primarno protutijelo. Membrane su
isprane u 1X TBS/0.1% Tween. Sekundarno protutijelo obiljeZeno je peroksidazom iz hrena
(engl. horseradish peroxidase-HRP), S$to omogucuje vizualizaciju proteina metodom
kemiluminiscencije. Na membrane se dodaje mjeSavina vodikovog peroksida i luminola,
supstrat enzima peroksidaze, a produkt reakcije se detektira na fotografskom filmu. Cijeli
postupak, elektroforeza i prijenos na membranu, izvodi se u uredaju Mini Protean 3 (BioRad),

a detekcija u aparatu za razvijanje fotografskog papira (Fuji).

3.2.6 Lancana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu (qPCR)

U svrhu odredivanja relativne koli¢ine izraZaja gena, cDNA ciljnih gena umnozi se
lan¢anom reakcijom polimerazom (PCR) u stvarnom vremenu tzv. kvantitativnim PCR-om
(dalje u tekstu qPCR). Ova metoda pociva na vezivanju asimetri¢ne cijaninske boje naziva
SYBR Green na dvostruku uzvojnicu DNA. Prilikom svakog ciklusa kada dolazi do
umnozavanja dijela ¢cDNA gena od interesa, dolazi 1 do proporcionalnog pojacanja
fluorescencijskog signala koje je uzrokovano vezivanjem boje na dvostruko uzvojiti produkt.

Reagensi i parametri ove reakcije su slijedeci:

e PCR reakcija: kalup DNA, SYBR Green PCR Master Mix koji sadrzi pufer, SYBR
Green 1 smjesu ANTP-a, pocetnice 5'1 3', polimeraza, voda

e PCR program: 1. 50°C 2 min, 2. 95°C pocetna denaturacija 10 min te 3. 95°C 15
sek (denaturacija), 60°C 1 min (vezanje pocetnica za kalup te polimerizacija), — 40
ciklusa, 4. 95°C 15 sek, 60°C 1min, 95°C 15 sek (dodatni korak disocijacijske krivulje

pocetnica).

Po zavrsetku qPCR provodi se analiza relativnog izrazaja gena u odnosu na izrazaj
odabranog kontrolnog/konstitutivnog (housekeeping) gena koji sluzi kao standard izrazaja.
Razina izrazaja pojedinog gena u ovom istrazivanju normalizirana je prema izrazaju gena
RPS23 kod ljudskih uzoraka te prema aritmeti¢koj sredini izrazaja GAPDH i Hsp90abl za
misje uzorke. Izrazaj gena kod miSeva tretiranih BBN-om analiziran je koriStenjem matri¢nih
ploa RT’ Profiler PCR Array (Qiagen). Rezultati se prikazuju kao relativna promjena, a

racunaju se prema formuli 2[-ACt(housekeeping gen— proucavani gen)].
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3.2.7 Transgeni¢ni miSevi i BBN tretman

U istrazivanju su se koristili divlji tip (wt) miSeva C57BL/6J te transgeni¢ni misevi
tzv. knock-out (KO) miSevi za IL6 (IL6-/- dalje u tekstu), koji su bili istovjetnog soja s
nedostatkom funkcionalnog gena za IL6. MiSevi su kupljeni od americke tvrtke The Jacksons
Laboratory. Eksperimentalne skupine po 10-12 miSeva podvrgnute su akutnom i kroni¢nom
tretmanu koriStenjem kemikalije N-butil-N-(4-hidroksibutil)-nitrozamin (BBN) u vodi za pice
sa svrthom indukcije tumora mokra¢nog mjehura. Indukcija tumora BBN-om slijedila je ve¢

objavljene i ustaljene protokole’*'*.

Kontrolne, netretirane skupine miSeva bile su
ujednacene dobi od 6 do 8 tjedana starosti te su boravile u istim uvjetima kao 1 miSevi tretirani
s BBN-om. Akutni tretman kemikalijom BBN trajao je 2 tjedna, nakon ¢ega su miSevi
zrtvovani, dok je kroni¢ni tretman trajao 12 tjedana, a misevi su zrtvovani 20 tjedana nakon
pocetka tretmana. Ovakvim pristupom moguce je utvrditi razlike izmedu KO 1 wt miSeva s
tumorima (razlike u tumorigenezi koje su uvjetovane s IL6), kao i promjene koje nastaju zbog
indukcije tumora medu misevima istog genotipa (npr. promjenu izrazaja nekog gena u
tumorskom tkivu, u odnosu na normalno tkivo). MiSevi koriSteni u ovom istrazivanju su
uzgajani, anestezirani 1 Zrtvovani prema europskim i hrvatskim smjernicama za brigu i

upotrebu laboratorijskih zivotinja. IstraZivanje je odobrilo Eticko povjerenstvo Ministarstva

poljoprivrede te Eticko povjerenstvo Medicinskog fakulteta u Splitu.

3.2.8 Patohistoloska i imunohistokemijska analiza tkiva

Neposredno nakon Zrtvovanja, mokraéni mjehur misa podijeljen je na dva jednaka
dijela, od kojih je jedan koriSten za izolaciju bioloskih molekula (RNA, DNA i proteini), a
drugi dio za histoloSku analizu. Tkiva za histolosku analizu fiksirana su preko noci u 4%
paraformaldehidu te su slijede¢i dan dehidrirana u serijskim razrjedenjima etanola po jedan
sat redoslijedom 75%, 90%, 95%, tri puta 100% te tretirana dva puta po jedan sat ksilenom za
prosvjetljavanje. Uzorci su ostavljeni preko no¢i na 60°C u parafinu te su slijede¢i dan
uklopljeni u svjezi parafin. Rezovi tumorskih uzorka mokra¢nog mjehura pacijenata rutinski
su uklopljeni u KBC Split. Rezovi debljine 5 pm su deparafinizirani uranjanjem u dvije
otopine ksilola po 15 min, rehidrirani serijskim razrjedenjima etanola redoslijedom jedna
minuta u 100%, jedna do dvije minute 100%, jedna minuta 96% te su naknadno isprani u
obi¢noj vodi.

Imunohistokemijsko  bojanje specificnim antitijelima provedeno je nakon

deparafinizacije 1 predtretmana rezova iskuhavanjem 10 min u puferskoj otopini 10 mM
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natijevog citrata s 0.05% Tween detergentom (pH 6.0) s postepenim hladenjem i ispiranjem
tri puta destiliranom vodom. Endogene peroksidaze su po potrebi blokirane inkubacijom 10
min u otopini 3% vodikovog peroksida koja je tri puta isprana destiliranom vodom. Rezovi su
inkubirani u otopini 1% BSA u PBS puferu jedan sat na sobnoj temperaturi. Primarna
antitijela protiv Ki67 i STAT3 proteina naneSena su u razrjedenju 1:500 u 1% BSA u PBS
puferu te se inkubacija odvijala preko noc¢i. Antitijelo je isprano tri puta po pet min otopinom
0.025% Triton X detergenta u PBS puferu. Sekundarno antitijelo inkubirano je jedan sat na
sobnoj temperaturi razrijedeno 1:500 u otopini 0.025% Triton X detergenta u PBS puferu te je
isprano tri puta s 0.025% Triton X detergenta u PBS puferu. Ukoliko je koriSteno sekundarno
antitijelo s konjugatom peroksidaze hrena, rezovi su inkubirani s otopinom diaminobenzidina
(DAB) razrjedenja 1:500 10 minuta te su isprani tri puta destiliranom vodom u trajanju od

jedne min.

Bojanje hematoksilinom izvedeno je uranjanjem u hematoksilin 10 sek te ispiranjem
toplom vodom i vodom sobne temperature, a bojanje eozinom izvedeno je uranjanjem 1 sek u
otopinu eozina te ispiranjem u vodi sobne temperature. Naknadna dehidracija provedena je
uranjanjem u serijske otopine etanola redoslijedom tri minute u 70%, dva puta po 10 sek u
95%, dva puta po 10 sek u 100% te uranjanjem dvije otopine ksilena po 10 sek. Bojanje
eozinom izvedeno je uranjanjem 2 sek u otopinu eozina te ispiranjem u vodi sobne

temperature.

Za zavrSno montiranje rezova na predmetnice koriStena je otopina medija MOWIOL
ili komercijalni medij za montiranje (Dako CS703). Imunodetekcija je provedena
epifluorescencijskim mikroskopom (Zeiss, Axio Immager DI1) ili obi¢nim svjetlosnim

mikroskopom.
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3.2.9 Dokazivanje fragmentacije DNA

Za dokazivanje fragmentacije DNA molekule koja predstavlja jedno od obiljezja
apoptoze, koristen je komplet Apodlert™ DNA Fragmentation Assay (Clontech). Ovaj se
komplet temelji na ugradnji fluorescencijski obiljezenih deoksi-uridin-trifosfata (dUTP) na 3'-
hidroksilnim krajevima fragmentirane DNA molekule pomocu enzima terminalne
deoksinukleotid transferaze (TdT). Prema naputku proizvodaca, prerezi tkiva su
deparafinizirani i rehidrirani te refiksirani u otopini 4% paraformaldehida. Uslijedio je 5
minutni tretman enzimom proteinaza K (20 pg/mL vodena otopina) u svrhu razgradnje
proteina, inkubacija s TdT enzimom u tami 60 minuta koje se na posljetku inhibira upotrebom
zavr$snog pufera iz kompleta koji sadrzi natrij-citrat. Ukupna DNA boji se 1 min DAPI
fluorescencijskom bojom te ispere PBS puferom. Preparati su analizirani epifluorescencijskim

mikroskopom (Zeiss, Axio Immager D1).

3.2.10 Sekvenciranje RNA

Objedinili smo po 3 uzorka ukupne RNA izolirane iz mokra¢nih mjehura wt miSeva
koji su podvrgnuti kroni¢nom tretmanu BBN-om kao 1 netretiranih wt miSeva u jedan skupni
uzorak za sekvenciranje. Sekvencirali smo po tri skupna uzorka za grupu tretiranih kao i
netretiranih wt miSeva te smo na taj nacin pokrili raspon od 9 uzoraka mjehura wt miSeva po
grupi uzoraka. RNA sekvenciranje nove generacije (engl. next generation sequencing)
provela je tvrtka Applied Biological Materials (ABM) Inc. (Richmond, B.C. Canada)
metodom [/lumina sekvenciranja. Zatrazili smo 40 milijuna ¢itanja s jednog kraja nakon
obogacivanja RNA knjiznice s RNA koja sadrzi poliadenilatne slijedove (eng. poly(A)-
enrichment). U sklopu svog servisa, ova tvrtka je provela i pocetnu analizu FASTQ
tekstualnog formata rezultata sekvenciranja koriste¢i FASTQC alat za kontrolu kvalitete
rezultata sekvenciranja. Svi su analizirani uzorci zadovoljili kriterij za daljnju analizu.
Sljedovi citanja dobiveni sekvenciranjem sravnjeni su s transkriptomom miSa koriStenjem
TopHat algoritma. Upotrebom Cufflinks algoritma utvrdene su koli¢ine pojedinih transkripata
u uzorcima BBN tretiranih i netretiranih wt miseva. Diferencijalna analiza zastupljenosti
transkripata gena mokraénog mjehura kod tretiranth miSeva u odnosu na netretirane,
provedena je upotrebom Cuffdiff algoritma. TopHat, Cufflinks 1 Cuffdiff su algoritmi na osnovi

150-152

programskog jezika C++ . Za daljnju analizu ontologije gena ¢iji se izrazaj mijenja

153,154

tijekom tretmana BBN-om, koriStena su internet sucelja GOrilla i Revigo . Prag bioloske

znacajnosti promjene uzet u obzir za ovu metodu iznosi FC > £2.
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3.2.11 Statisticki postupci

Promjene u izrazaju ciljnih gena kod pacijenata analizirane su primjenom
neparametrijskih statistickih metoda. Upotrebom Wilcoxon rank sum statistickog testa
analizirane su varijance izrazaja ciljnih gena u tumorima u odnosu na zdravo tkivo. Da bismo
utvrdili je li porast izrazaja gena veci od 2 puta znafajan za tumore mokra¢nog mjehura
koristili smo binomijalni test. Promjene u izrazaju gena grupirane su prema gradusu,
invazivnosti, spolu i dobi pacijenata te je provedena Kruskal-Wallis analiza varijance.

Spearmanov koeficijent korelacije je izracunat u analizi izraZaja gena kod pacijenata.

Za praenje izrazaja upalnih biljega u mokraénom mjehuru miSa tretiranog
kemikalijom BBN koriStena je veliCina uzorka koju nalaze literatura za navedeni tip
eksperimenta proveden na istosojnim misevima'”>®. Analizirana su 4 mi$a po eksperimentalnoj
skupini, a u svrhu homogenizacije uzorka iz statisticke analize je isklju¢en uzorak s najveéim
postotkom devijantno izrazenih gena po matri¢noj plo¢i u skupini'*®. Znagaj diferencijalnog

izrazaja gena za IL6 izmedu eksperimentalnih skupina utvrdena je upotrebom ANOVA testa.

Znacaj diferencijalnog izrazaja gena utvrdenog sekvencioniranjem ukupnih RNA u
tkivu mokraénog mjehura wt misa, utvrden je pomocu CuffDiff multivarijantne analize, a

korekcija P-vrijednosti je uginjena prema Benjamini-Hochberg modelu'".

Primijenjena statistiCka obrada te izrada grafickih prikaza u ovoj doktorskoj disertaciji
napravljeni su koriStenjem programskog jezika ,,R*“ te programa za statistiCku obradu

GraphPad Prism7. Razina znacajnosti svih rezultata postavljena je na P < 0.05.
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4 REZULTATI

4.1 Tretman kemikalijom BBN izaziva izrazit upalni fenotip tumora mokrac¢nog

mjehura kod miSeva

U svrhu istrazivanja utjecaja upale prilikom razvoja tumora mokraénog mjehura,
miSeve smo tretirali poznatim urotelnim karcinogenom N-butil-N-(4-hidroksibutil)-
nitrozaminom (BBN). Zanimale su nas promjene u izrazaju gena prilikom razvoja tumora pa
smo proveli analizu apsolutnih promjena na razini izrazaja gena metodom RNA sekvenciranja
(engl. RNA seq). Izrazaj gena u tkivima mokra¢nog mjehura divljeg tipa miSeva (wt) koji su
bili pod kroni¢nim tretmanom kemikalijom BBN (te razvili tumor mokra¢nog mjehura)
usporeden je s izrazajem gena u zdravim mjehurima istosojnih miSeva. RNA sekvenciranje je
rezultiralo s ~50 milijuna citanja koja su sravnjena s referentnim transkriptomom misa.
Tretman kemikalijom BBN uzrokovao je statisticki znacajno razli¢it (diferencijalni) izrazaj
5861 gena u tkivu mokra¢nog mjehura misa. Nakon postavljanja bioloSkog praga znacajnosti
na dvostruku promjenu (engl. fold change, FC > +2), utvrdili smo 2449 bioloski znacajnih
promjena koje se odnose na povecanje izrazaja 1729 gena te smanjenje izrazaja 720 gena.
Razdioba gena s diferencijalnim izrazajem nakon kroni¢nog tretmana kemikalijom BBN
graficki je prikazana na slici 10. Dobivene podatke analizirali smo upotrebom baze podataka
Gene Ontology (GO) Consortium putem korisnickog sucelja GOrilla. Analiza je ukljucila
gene Ciji je izrazaj znacajno promijenjen preko postavljenog bioloskog praga. Pomocu tog
korisnickog sucelja diferencijalno izrazeni geni su sistematizirani u ontologijske (GO)
kategorije. Na slici 11 prikazana je semanticka raspodjela GO kategorija vezanih za bioloSke
procese u koje se kategoriziraju drugacije izrazeni geni u tumorski promijenjenim mokraénim
mjehurima miSeva tretiranih s BBN-om. Diferencijalno izrazeni geni u mokra¢nim mjehurima
tretiranih Zivotinja najznacajnije su svrstani u kategoriju GO podskupine op¢ih imunoloskih
procesa te imunoloSkog odgovora. Analiza izraZaja s obzirom na molekularnu ulogu gena
pokazala je kako su najviSe promijenjeni izrazaji gena povezani s aktivnoSc¢u citokina, geni za

stani¢no signaliziranje kao i1 geni stani¢nih receptora (Slika 12).
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Slika 10. Promjena izraZaja gena u zlo¢udnim tumorima mokraénog mjehura. Prikaz obrasca
promjene izrazaja gena u tumorima mokra¢nog mjehura misa divljeg tipa nakon kroni¢nog tretmana
kemikalijom BBN dobivenim RNA sekvenciranjem. Crna boja predstavlja gene ¢iji izrazaj ne prelazi
niti statisticki niti bioloski prag znacajnosti, P< 0.05, FC<£2 (eng. fold change); zutom su bojom
oznaceni statisticki neznacajne promjene u izrazaju gena preko bioloskog praga znacajnosti, p< 0.05,
FC>=£2; crvenom bojom su oznaCeni geni statisticki znacajnog ali bioloski nepromijenjenog izrazaja,
p> 0.05, FC<£2; zelenom bojom su oznaceni geni koji su statisti¢ki znacajno razli€ito izraZeni, p<
0.05, FC>+2.
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Slika 11. Grupiranje gena s promijenjenim izrazajem u bioloSke skupine. Bioloski procesi
povezani su s diferencijalnim izrazajem gena u tumorima izazvanim BBN-om. Semanticka raspodjela
zastupljenih GO kategorija vezanih za bioloske procese u koje se grupiraju razlicito izrazeni geni u
tumorima izazvanim BBN-om. Boja kruga ukazuje na statistiCku snagu GO kategorije gena, a promjer
kruga pokazuje relativnu Sirinu GO kategorije kojoj pripadaju pridruzeni geni, a koji su razlicito
izrazeni nakon kroni¢nog tretmana. Vidljivo je da su geni imunoloskog sustava najznacajnije
promijenjeni.
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Slika 12. Molekularno-funkcionalno grupiranje gena razlicito izraZenih prilikom tretmana
BBN-om. Semanticka raspodjela zastupljenih GO kategorija vezanih za molekularnu ulogu u kojima
se grupiraju diferencijalno izrazeni geni u tumorima izazvanim BBN-om. Boja kruga ukazuje na
statisticku snagu GO kategorije gena, a promjer kruga indicira relativnu Sirinu GO kategorije kojoj
pripadaju geni koji su diferencijalno izraZeni nakon kroni¢nog tretmana.
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Rezultati dobiveni sekvenciranjem RNA koji ukazuju na izrazen upalni fenotip
tumora izazvanih tretmanom s kemikalijom BBN, potvrdeni su i lananom reakcijom
polimerazom u stvarnom vremenu (qPCR) koriStenjem matri¢nih ploca RT’ Profiler PCR
Array. Uz pomo¢ ovih matri¢nih ploca istrazena je razlika u izrazaju 86 gena s poznatom
ulogom u mis$joj urodenoj i stecenoj imunosti. Rezultati dobiveni tom analizom pokazali su
pozitivnu korelaciju s provedenim RNA sekvenciranjem (Slika 13). Pocetno smo analizirali
izrazaj 86 upalnih biljega, no izrazaj gena Apcs, Crp, 112, I117a, Ifnal, Ifnb, Mbl 1 Ragl bio je
zabiljezen samo u akutnom modelu te je relativna kvantifikacija izrazaja ovih gena analizirana
zasebno. Geni za [14, 1123a, TIr13, Cd40lg, Mpo i 115 pokazali su opéenito nisku razinu
izrazaja u tkivu mokra¢nog mjehura misa te je njihov diferencijalni izrazaj utvrden na temelju
gPCR eksperimenta s matricnim plocama. Sekvenciranjem RNA utvrden je porast izrazaja
ovih gena, no s obzirom da njihov izrazaj nije utvrden u mokraénom mjehuru netretiranih
miSeva, taj porast nije bilo moguée kvantificirati. Ovaj rezultat je o¢ekivan s obzirom da je

prag detekcije sekvencioniranjem RNA neSto niZi u odnosu na qPCR tehnologiju.

R-0.77

Log2 FC RNAseq

Log2 FC RT2 Array

Slika 13. Korelacija izrazaja imunoloski vaZznih gena kod sekvenciranja RNA i qPCR-om.
Pearsonov koeficijent korelacije za omjer promjene (engl. fold change, FC) izrazaja gena kroz ova dva
eksperimenta iznosi 0.77 te ukazuje na dobru pozitivnu korelaciju, tj. na podudarnost rezultata
izmjerenu s te dvije metode.
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4.2 Porast izrazaja upalnih biljega prilikom indukcije tumora BBN-om

Zanimao nas je upalni profil mokraénog mjehura tijekom pocetnih faza nastanka
tumora te smo odludili ispitati izraZzaj upalnih gena nakon samo dva tjedna tretmana
kemikalijom BBN. Izrazaj gena u tom trenutku razvoja tumora utvrdili smo metodologijom
qPCR. Uocili smo znacajan porast izrazaja klju¢nih promotora upale kao Sto su citokini IL1a 1
IL1B, 1118 te IL6. Osim tih citokina, dolazi do porasta izrazaja kemokina Ccr6 1 Ccr8 vaznih
za regulaciju limfocita T, kao 1 jednog od glavnih citokina s vaznom ulogom u njihovoj
diferencijaciji, IL4. Uz takav porast izrazaja gena koji reguliraju diferencijaciju limfocita T
prema Ty2 lozi, biljezimo pad izrazaja transkripcijskog faktora Rorc antagonista Tyl loze,
kao i transkripcijskog faktora Gata3 (koji potic¢e diferencijaciju Ty2 stanica, te inhibira razvoj
Tyl stanica). Transkripcijski faktor Foxp3 koji predstavlja glavnog regulatora supresorskih T
limfocita takoder je izrazito poviSen u tumorima. U predtumorskom upalnom stadiju u
mokraénom mjehuru miseva tretiranih s BBN-om, dolazi do porasta izrazaja transkripcijskog
¢imbenika NF-kB glavni posrednik upalnih zbivanja. U kroni¢nom modelu tretmana BBN-om
koji uzrokuje tumore mokra¢nog mjehura te u akutnom upalnom stanju u mokra¢nom
mjehuru miseva, nismo zabiljezili znacajan izrazaj interferona tipa I, medutim, biljeZimo
porast interferona y i njegovog ciljnog transkripcijskog faktora STAT4 (Slika 14a). Biljezimo
povecanje izrazaja proteina akutnog odgovora no s obzirom da su njihovi izrazaji u
netretiranim miSevima ispod praga detekcije metode prikazuju se iskljucivo u usporedbi s IL6

KO miSevima (Slika 15).

Izrazitu aktivaciju imunoloSkog sustava ve¢ u akutnom tretmanu vidimo i
standardnom patohistoloSkom analizom tkivnih prereza mokra¢nog mjehura misa. Primjetan
je izrazit imunoloski infiltrat u urotelnom sloju te u perivaskularnom podrucju stjenke

mjehura (Slika 16).

Slijedece smo provjerili kakav je odnos izrazaja upalnih biljega u usporedbi akutnog
predtumorskog modela s tumorskim, kroni¢nim modelom. Utvrdili smo da u mokraénom
mjehuru misa koji je zahva¢en tumorom dolazi do slabljenja upalnog odgovora Sto se ocituje
padom izrazaja vecine upalnih biljega koje smo analizirali, a niti jedan od njih nije pokazao

pojacan izrazaj u tumorskom kroni¢énom modelu u odnosu na akutni tretman (Slika 14b).
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Slika 14. Dinimika promjene izraZaja imunoloskih gena tijekom razvoja tumora. Prikaz odnosa omjera promjena (engl. fold change (FC) i znacajnosti
promjene u predstadiju tumora (a) te prilikom progresije tumora (b). U grafickom prikazu zelenom bojom su oznaceni te imenovani geni sa statisticki
znacajnom promjenom izrazaja koja prelazi bioloski prag FC>2, P<0.05; crvena boja ozna¢ava FC<2 P<(.05; zutom bojom oznaceni su geni s FC>2, P>0.05;
crna boja oznacava uzorke €ije su vrijednosti FC<2, P>0.05.
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Slika 15. Diferencijalni izrazaj proteina akutnog odgovora. Prikaz gena s povecanim izrazajem u
akutnom modelu. Razlika u izrazaju navedenih gena izmedu WT i IL6 KO miSa nije statiskticki
znacajna.

Slika 16. PatohistoloSka analiza pocetnih faza razvoja tumora. Misji mjehur nakon dva tjedna
tretmana kemikalijom BBN. Upalni infiltrat prisutan je u epitelu mokraénog mjehura (a) te u lamini
propriji (b) kod wt i kod IL6 KO miSeva. Histoloski rezovi bojani su hematoksilinom i eozinom
(H&E).
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U tumorskom (kroni¢nom) modelu smo proveli usporednu analizu izrazaja upalnih
¢imbenika na razini apsolutne i relativne kvantifikacije izrazaja koriste¢i qPCR matri¢ne
ploe i rezultate sekvenciranja RNA. Ustanovili smo visok porast izrazaja opcenitih
promotora upale kao S§to su citokini Il1a 1 1111, 1118 te IL6 koji je bio od osobitog znacaja za
daljnji tijek istraZivanja. Izrazaj gena za kemokine Ccr6 1 Ccr8 je takoder izrazito porastao u
mokraénim mjehurima kroni¢no tretiranih miSeva. Unato¢ nedetektabilnim koli¢inama tipa I
interferona, biljezimo porast izrazaja njihovog regulatornog faktora Irf7 kao i Mx gena koji je
induciran djelovanjem interferona iz skupine 11 II (Slika 17a 1 b). U tablici 6 nalazi se prikaz
izrazaja svih analiziranih gena usporedno izmedu relativne kvantifikacije gQPCR-om i RNA
sekvenciranjem, a slika 18 prikazuje omjer promjene i varijabilnost izrazaja svake

pojedinacne eksperimentalne skupine u akutnom i kroni¢nom tretmanu.
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Slika 17. Odnos omjera promjene (engl. fold change (FC)) i znafajnosti promjene u tumorskom modelu u odnosu na Kkontrolne—netretirane
mokraéne mjehure miSeva. (a) prikaz rezultata dobivenih matri¢nim plo¢ama, (b) rezultati sekvenciranja RNA. U grafickom prikazu zelenom bojom su
oznaceni te imenovani geni sa statisticki zna¢ajnom promjenom izrazaja koja prelazi bioloski prag FC>2. Crvena boja oznacava FC<2, zutom bojom oznaceni
su geni s FC>2 ali P>0.05, a crna boja biljezi FC<2 i P>0.05.
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Tablica 6. Usporedne vrijednosti omjera izrazaja (FC, engl. fold change) imunoloskih biljega u
eksperimentima qPCR-om te RNA sekvenciranjem. Oznaka UP odnosi se na izrazaj gena koji nije

detektiran u netretiranom mjehuru, a zabiljezen je u kroni¢nom tretmanu. ND - nedeterminiran.

WT KRONICNI RT2 ploce WT KRONICNI RNA Seq
Gene | log2 FC | pvalue Gene | log2 FC | pvalue
I11b 3,999505 0,133572 I11b 5,585728 0,00023
Irf7 3,462628 0,000829 Irf7 3,723181 0,00023
Csf2 3,269367 0,116766 Csf2 3,870222 0,105054
Ccr8 3,241358 0,002315 Ccr8 4,0164 0,00023
Ifng 3,170648 0,282766 Ifng 5,704029 0,269079
H2-Q10  3,047981 0,133085 | H2-Q10 2,862376 0,000642
Cd8a 3,034922  0,24647 Cd8a 3,375099 0,00023
Mx1 2,989955 0,10663 Mx1 4,199415 0,00023
114 2,986936 0,227821 114 UP N/D
118 2,907237 0,003018 118 2,788418 0,00023
Ccr6 2,855841 0,001664 Ccr6 4,18753 0,00023
Cxcl10 2,740516 0,016268 Cxcl10 4,227004 0,161389
Nod2 2,006055 0,202827 Nod2 1,780277 0,00023
Ccl12 1,963882 0,002431 Ccl12 1,985132  0,00023
Tir1 1,903029 0,003732 Tir1 3,083328 0,00023
Ccl5 1,897541 0,031167 Cclb 2,609296 0,00023
116 1,877046 0,117176 116 5,097636 0,00023
IMa 1,777543  0,198041 I1a 3,755628 0,00023
Cxcr3 1,714377  0,02443 Cxcr3 1,934725 0,00023
Foxp3 1,648284 0,10317 Foxp3 5,63434 0,02238
Stat4 1,642132 0,018502 Stat4 2,709738 0,00023
Cd4 1,50985  0,086024 Cd4 2,482291 0,00023
Cd8o 1,423003 0,076204 Cd8o 2,488199 0,00023
1123a 1,407696 0,294361 1123a UP N/D
Ccrb5 1,341508 0,052782 Ccerb 2,113084 0,00023
Cd86 1,268294 0,057981 Cd86 1,231018 0,00023
C3 1,244952 0,008516 C3 1,285354 0,00023
110 1,219557 0,029623 1110 3,02805 0,00023
Stat1 1,200861 0,003546 Stat1 1,666626 0,00023
Cd14 1,151403 0,093631 Cd14 1,355472 0,00023
Lyz2 1,113684 0,028586 Lyz2 1,093557 0,00023
Fasl 1,105684 0,071095 Fasl 2,6229 0,00023
Ilcam1 0,989347 0,017611 lcam1 1,249065 0,00023
Nirp3 0,984439 0,131023 Nirp3 1,873834 0,00023
ltgam 0,914411  0,044502 ltgam 1,512248 0,00023
Cd40 0,866093 0,061254 Cd40 0,768329 0,001224
Casp1 0,865018 0,030671 Casp1 1,492876 0,00023
H2-T23  0,833381 0,015505 | H2-T23 0,489683 0,000642
Slc11a1l  0,793611 0,103742 | Slc11al 1,189304 0,00023
Ddx58 0,775436 0,0431 Ddx58 1,168336 0,00023
Tir9 0,709009 0,27349 Tir9 1,849552 0,00023
113 0,701448 0,040722 1113 UP N/D
Nfkb1 0,645363 0,07369 Nfkb1 0,560422 0,00023
Tnf 0,627722 0,049571 Tnf 2,374006  0,00023
Mpo 0,413592 0,500444 Mpo UP N/D
115 0,28373  0,588536 115 UP N/D
TIr6 0,266166 0,578239 TIr6 1,528795 0,00023
Tir8 0,251431 0,579801 TIr8 1,75607 0,00023
Cd40lg 0,241629 0,801584 Cd40lg UpP N/D
Tir2 0,191376 0,647903 Tir2 0,411102 0,019645
Ly96 0,145886 0,740988 Ly96 0,631254 0,002658
Ifngr1 0,128224 0,832301 Ifngr1 0,913013  0,00023
Tird 0,127259 0,749784 Tird4 0,798488 0,00023
Irf3 0,069541  0,79802 Irf3 -0,11015 0,555321
Cbar1 0,047191  0,928009 Char1 0,207347 0,307135
11r1 -0,0385  0,890654 11r1 0,492924 0,000441
Jak2 -0,1471 0,533298 Jak2 0,172392 0,309001
Tyk2 -0,21057  0,529908 Tyk2 0,077963 0,693325
Myd88 -0,25649  0,24254 Myd88 0,477279 0,001959
Mapk1 -0,28732  0,328794 Mapk1 -0,00721  0,978319
Nfkbia -0,28759  0,15713 Nfkbia 0,55353 0,0934
Ifnar1 -0,28887 0,343963 Ifnar1 0,470708 0,00023
Ccr4 -0,30259  0,236053 Ccrd 1,499327 0,00023
Stat6 -0,34648 0,260436 Stat6 0,004746 0,985378
Stat3 -0,39129  0,371396 Stat3 0,097231 0,605278
Mapk8 -0,41371  0,168097 Mapk8 0,194044 0,320778
Irak1 -0,55839  0,130975 Irak1 -0,0655 0,751868
Tir7 -0,60857 0,283257 Tir7 1,002479  0,00023
TIr3 -0,62369 0,084578 TIr3 0,40543  0,008293
Nod1 -0,63588 0,185668 Nod1 0,209827 0,232082
TIr5 -0,73887 0,171699 TIr5 -0,0942  0,738989
Traf6 -0,75432  0,011962 Traf6 0,053436 0,808986
Rorc -1,1445  0,058817 Rorc -0,99283  0,00023
Ticam1 -1,15978  0,043229 Ticam1 -0,02408 0,928116
Gata3 -1,79021  0,003904 Gata3 -0,72618  0,00023
Tbx21 -1,84145  0,004436 Tbhx21 -0,96691 0,001035
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Slika 18. Normaliziran izraZaj eksperimentalnih skupina za pojedina¢ne imunoloske biljege koji su testirani. Izrazaj gena (GOI, engl. gene of interest)

normaliziran je prema genu s konstitutivno aktivnim promotorom tzv. “housekeeping gen” (HKG).
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Jedan od gena s najve¢im porastom izrazaja i u akutnom 1 u kroni¢nom modelu jest
116. Porast izrazaja upalnog citokina I16 dodatno smo potvrdili testirajuci zasebno izrazaj 116 u
mjehurima svakog pojedinacnog od 10 miSeva iz eksperimentalnih skupina te smo utvrdili da
u akutnom upalnom odgovoru dolazi do porasta izrazaja od 36 puta (P<0.001), dok je u
tumorskom modelu njegov izrazaj u padu, medutim, jos$ je uvijek 17 puta (P<0.001) visi nego
u zdravim mokraénim mjehurima netretiranih miseva (Slika 19) pa smo pristupili detaljnoj

analizi utjecaja IL6 na razvoj tumora mokra¢nog mjehura kod misa i covjeka.
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Slika 19. Izrazaj 116 nakon akutnog i kroni¢nog tretmana BBN-om. Izrazaj IL6 znacajno raste u
akutnom modelu, njegova razina pada u mokra¢énom mjehuru miseva koji su razvili tumore, ali je
unato¢ tome znacajno viSeg izrazaja u odnosu na mokra¢ni mjehur netretiranih miseva.
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4.3 Patohistoloski fenotip tumora mokra¢nog mjehura wt i IL6 KO miSeva

Utvrdili smo da je 116 jedan od gena s najveéim porastom izrazaja u predtumorskom
stadiju (akutni model) te da njegov izrazaj slabi s progresijom tumora (kroni¢ni model), ali je
takoder znatno jae izraZzen u mokra¢nom mjehuru miSa zahvacenim tumorom u odnosu na
zdravi mokraéni mjehur misSeva koji nisu bili tretirani BBN-om (slika 19). Zanimalo nas je li
uloga ovog proupalnog citokina prilikom razvoja tumora zastitna ili, pak, 116 pridonosi 10sijoj
tumorskoj slici. U tu svrhu smo kemikalijom BBN inducirali tumore kod miSeva koji nose
delecijsku mutaciju za citokin IL6 (IL6 KO) te smo usporedili fenotip tumora IL6 KO miSeva
s fenotipom tumora kod divljeg tipa (WT) tretiranih misa. Tumore izazvane karcinogenom
BBN kod IL6 KO i WT miseva smo analizirali patohistoloski te smo utvrdili da su tumori IL6
KO miSeva znatno viSe infiltrirani plazma stanica koje sadrze dosta Russelovih tjeleSaca u
usporedbi s tumorima WT miSa. Upalni infiltrat s plazma stanicama prisutan je u svim
slojevima mokra¢nog mjehura, a plazma stanice primjetne su ve¢ u mjehurima IL6 KO
miSeva akutnog tretmana (Slika 15). Za tumore IL6 KO miSeva karakteristicna je i pojava
mikroapcesa u epitelnom i subepitelnom sloju. Vazno je istaknuti kako su u 4/12 mokra¢nih
mjehura IL6 KO miSeva pronadeni papilarni tumori koji se kod WT miSa ne pronalaze. Na
slici 19 prikazani su reprezentativni patohistoloske slike mokra¢nog mjehura WT i IL6 KO

misSeva podvrgnutih akutnom i kroni¢nom tretmanu BBN-om.
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Slika 20. Reprezentativni histoloski prerezi mokraé¢nog mjehura miseva podvrgnutih akutnom i
kroni¢nom tretmanu s kemikalijom BBN. Bojenje s hematoksilinom i eozinom (H&E).

Tablica 7 prikazuje sveobuhvatnu patohistolosku analizu tumora oba ispitana soja u
akutnom modelu, a tablica 8 prikazuje patohistoloske osobine mokraénih mjehura miseva
podvrgnutih kroni¢nom tretmanu. Na slici 20 prikazani su reprezentativni patohistoloski
preparati mokraénog mjehura WT 1 IL6 KO miSeva podvrgnutih akutnom i kroni¢nom

tretmanu BBN-om.
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Tablica 7. Patohistoloske osobine mokra¢nih mjehura wt i IL6 KO miSeva nakon akutnog tretmana. Kratice : mix — mijesana upala, mn — mononuklearna, pmn —
pretezno mononuklearna, pg — pretezno granulocitna, pc — plazma stanice, ly — limfociti, ma — makrofazi, PV — perivaskularno, IS — intersticijalno, m.apsc — mikroapscesi, rb — Russellova
tjelesca, sq — plocasta (skvamozna) diferencijacija, Ip — lamina propria,, SE — subepitelno, E — epitelno, M — misi¢, S — seroza, LP — lamina propria, Inv — invazija, Microinv. — mikroinvazija, osk
— oskudna, LG — low grade, HG — high grade, Pk — pokoji, Sf— siderofag Gr — granulociti dezmoplazija — fibroza, mikrov.prolif. — mikrovilna proliferacija

AKUTNI 0.05% BBN
Inflammation
Uzorak Model Epl:;s',(" Epitel Subepitel T L‘a:,i)na pLoprS TAE] Misié Seroza Dezmoplazija | Clefts | Edem w':mﬂa
— Koh(m: : ::{p‘vmumlv P n(ol.z.ms :. r:::mur\ol — Kol-{mas ‘s‘. ':::mur\ol. — n(ol.z.ms : r::(p;mur\ol. — ml.emas : '::::mumol. — nouzmas ‘a; r:::;mund
2 WT akutni (0.05%BBN) >50% X X 1 osk 2 |mix,pmn,ly,gr| 1 1 osk, mix X X 1 1 1 1
3 WT akutni (0.05%BBN) >50% 1 osk mn 1 osk mn 2 mix-pg, gr, ly | 0-1 2 osk mix-pg 2 osk mix-pg 1 0 1 1
5 WT akutni (0.05%BBN) >50% 2 mix 2 mix 2 mix-pg, gr, ly 1 mix 2 mix-pg 2 mix-pg 1 1 1 2
6 WT akutni (0.05%BBN) <50% X X 1 2 mix-pmn 2 mix 1 gr 1 gr 1 2 1 1
7 WT akutni (0.05%BBN) <50% X X 0-1 1 mn 1 0-1 X X 1 2 1 1
8 WT akutni (0.05%BBN) >50% 2-3 gr m.apsc 2-3 gr m.apsc 2-3 mix-pg 2 mix 2-3 mix 2-3 mix 2 2 2 2
9 WT akutni (0.05%BBN) >50% X X 1 mn 1 mix-pmn 1 mix 0-1 pok gr X X 1 1 1 1
10 WT akutni (0.05%BBN) >50% 1 gr 1 mn 2 mix-pmn 1 2 gr 2 gr 2 2 2 2
11 WT akutni (0.05%BBN) >50% X X 1 mn 1 mix-pmn 1 1 gr X X 0 1 1 0
1 IL6 KO akutni (0.05%BBN) <50 X X 1 osk, mn 1 mix, pmn 0-1 1 mix 1 mix 1 1 1 1
2 IL6 KO akutni (0.05%BBN) >50 2 gr 2 gr 2 mix-pg 1-2 mix, gr, ly, pc 2 mix-pg 2 mix-pg 2 2 2 2
3 IL6 KO akutni (0.05%BBN) <50 X X 1 mn 1 mix-pmn 0-1 1 mix s-pc 1 mix s-pc 1 2 1 1
4 1L6 KO akutni (0.05%BBN) | w/o epith. X X X X 2 mix-pmn 0-1 mix 1 mix 1 mix X X 1 X
5 IL6 KO akutni (0.05%BBN) <50 1 mix 2 mix 2 mix-pg 1-2 mix 1 gr 1 gr 1 2 2 1
6 IL6 KO akutni (0.05%BBN) <50 X X 1 mn 2 mix-pmn 2 mix-pmn 1 mix 1 mix 2 1 2 2
7 IL6 KO akutni (0.05%BBN) >50 X X 1 mn 2 mix-pmn 1 1 mix 1 mix 1 1 2 1
8 IL6 KO akutni (0.05%BBN) <50 X X 1 mn 1 mix-pmn 1 mix-pmn X gotovo nista gotovo nista 2 1 2 2
9 IL6 KO akutni (0.05%BBN) >50 X X 0-1 mn 1 mix-pmn 1 mix-pmn 0 0 0 0 2 2 2 2
10 IL6 KO akutni (0.05%BBN) >50 X X 1 mn 1 mix-pmn 1 mix-pmn 0 0 0 0 2 2 2 2
11 IL6 KO akutni (0.05%BBN) >50 X X 1 pok. gr 1 mix-pmn 1 mix-pmmn X X 1 gr 2 2 2 2
12 IL6 KO akutni (0.05%BBN) | >50 Invazija X X 1 2 mix-pg 2 mix-pg 1 mix X X 1 1 1 0
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Tablica 8. Patohistolo§ke osobine mokra¢nih mjehura wt i IL6 KO miSeva nakon kroni¢nog tretmana. Kratice : mix — mije$ana upala, mn — mononuklearna, pmn —
pretezno mononuklearna, pg — pretezno granulocitna, pc — plazma stanice, ly — limfociti, ma — makrofazi, PV — perivaskularno, IS — intersticijalno, m.apsc — mikroapscesi, rb — Russellova
tjelesca, sq — plocasta (skvamozna) diferencijacija, Ip — lamina propria,, SE — subepitelno, E — epitelno, M — misi¢, S — seroza, LP — lamina propria, Inv — invazija, Microinv. — mikroinvazija, osk

— oskudna, LG — low grade, HG — high grade, Pk — pokoji, Sf — siderofag Gr — granulociti dezmoplazija — fibroza, mikrov.prolif. — mikrovilna proliferacija

KRONICNI 0.05% BBN
Epitel
2 Tumor Lamina propria Epitel Misié Seroza
Uzorak Model Invazija Dezmoplazija | Edem
i Periial Epitel (E), subepitel Epithelium (E), Koli¢ina i tip Koli¢ina i tip gzl
Gradus| i Ukliué & cis Kar':Inom Stupanj (SE), zastupljene Stupanj Stanice Stupanj | subepithelium (SE), |Stupanj imunol. Stupanj imunol.
el e i) stanice present cells Stanica Stanica
1 WT chronic (0.05%) HG I- propria, osk X 1 mn 1 | PV, mix, pksf | 0-1 SEmn 1 mn 1 mn 1 1
sarcomatoid
2 WT chronic (0.05%) HG I. propria osk, sq X 0-1 mix 1 SE mix 1 SE mix no muscle 1 1
3 WT chronic (0.05%) HG |. propria osk, sq X 1 mix-pmn, E-pk gr 1 mn, ly, pc 0-1 SE 1 mn-pc X X 1
a4 WT chronic (0.05%) X X sq X 1 mix-pg, E 1 mn X X 1 mn, pk pc 1 mn, pk pc X 0-1
5 WT chronic (0.05%) HG + |. propria sq X 1 Egr, Str-1 mn 1 mn 0-1 1 mn X X 1 0-1
6 WT chronic (0.05%) X X sq X 1 SE mix-pmn 1 mn X X 0-1 0-1 1 0-1
7 WT chronic (0.05%) X X sq X 1 SE mn 1 mix-pmn X X 0-1 mn 0-1 mn 0-1 1
8 WT chronic (0.05%) ? microinvasion sq X 1 mix 1 mix-pg, gr, PC 0-1 X X X X X 1
9 WT chronic (0.05%) ? microinvasion + X 0-1 SEmn 2 mix-pmn, pc 0-1 2 mn-pc X X X 0-1
10 WT chronic (0.05%) ? microinvasion sq X 1-2 mix-pmn 1-2 mix-pmn 0-1 Epkgr 1 mn X X 1
11 WT chronic (0.05%) HG I. propria + X 0-1 mn 1 mn X X 1 mn X X 0-1 1
12 WT chronic (0.05%) HG I. propria, muscle X X 23 mix-pg, g, pc 1 mn 0-1 SEmn X X X X 1-2 2
1 IL6 KO chronic (0.05%) HG + |. propria sq X 1 mix-pg, E-gr 0-1 mn 1 E-gr 1-2 mn-pc X X X 1
i 1. i "
2| 16KOchronic(0.05%) | HG microcyst, L propria | - oy X 1 mix, E-gr 3 mn, pett! X X 3 mn, pett 3 o e X 01
+muscle Calcification
3 IL6 KO chronic (0.05%) X X sq LG 01 SE pk gr 1 mn X X X X X X X 0-1
4 IL6 KO chronic (0.05%) ? |. propria + LG 1 osk mix , E-pk gr 2 mix-pg, gr, pc!! X X 1 ? X X 1 1
5 IL6 KO chronic (0.05%) ? microinvasion sq X 0-1 SE, mn 0-1 mn X X 0-1 ? 0-1 ? X 0-1
6 IL6 KO chronic (0.05%) HG I propria, muscle sq X 2 mix-pg, r:,l(c::abscess, 1 mix X X 1 mix-pg, gr, pc 1 mix-pg, gr, pc 1 12
iX- 1, E- ix- ! ix- 1
7 IL6 KO chronic (0.05%) | HG 1. propria + HG 23 | "XpegnpchEern |y mn X X 2 |MICPMIPCL |, | mbcPm, PC 1 1
abscess gr gr
8 IL6 KO chronic (0.05%) HG |. propria + LG 2 mix-pg, gr, pc, E-gr 0-1 mix-pmn, pc!! X X 1-2 mn, pc X X 1 1-2
9 IL6 KO chronic (0.05%) HG I. propria, muscle osk X 23 mix-pg, m:;oabscess, 1 mn, pc!! X X 2 mn, ly, pc 2 mn, ly, pc 1 2
10 IL6 KO chronic (0.05%) X + X focal X X X 1 mn X X X X X X X X
11 IL6 KO chronic (0.05%) HG I. propria sq X 1 mix-pmn, E-pk gr 1 mn X X 1 mn X X 0-1 12
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Koristeci specificno imunohistokemijsko bojenje za proliferacijski biljeg Ki67 istrazili
smo proliferacijsku stopu tumora u WT i IL6 KO misSeva te smo utvrdili da nema znacajnih
razlika u proliferacijskim osobinama tumora izmedu dva eksperimentalna soja. U obje
eksperimentalne skupine pronasli smo visokogradusne i niskogradusne tumore ¢ija je stopa
zastupljenosti bila podjednaka. U WT grupi miSeva 2/8 tumora imalo je slabo nuklearno
bojenje za Ki67 proliferacijski biljeg, a ostalih Sest jako. Vrlo sli¢no, kod IL6 KO miseva, 3/9
tumora bilo je niske proliferacijske razine, a preostalih Sest visoko (Slika 21). Kod tumora
niske proliferacijske razine, bojenje Ki67 bilo je najbolje uocljivo u epitelnom i subepitelnom

sloju, a kod tumora visoke proliferacijske razine kroz cijelu stjenku mjehura.
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S namjerom da utvrdimo razinu programirane stanicne smrti tj. apoptoze tumorske
preparate oba soja smo fluorescencijski obiljezili za detekciju DNA fragmentacije upotrebom
TUNEL tehnike. Utvrdili smo da je pojava apoptoze ograni¢ena samo na epitelni sloj
mokraénog mjehura. Unutar obje eksperimentalne grupe razlikovale su se podskupina tumora
sa slabo izrazenom apoptozom 1 podskupina s dobro izrazenom apoptozom (Slika 22).
Zastupljenost ove dvije podskupine se razlikovala izmedu sojeva te su tumori IL6 KO miseva

u manjem broju prikazivali visoko apoptoti¢an fenotip (Slika 23).
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Slika 22. Apoptoza u tumorima mokraénog mjehura WT i IL6 KO miSeva. Razlikuju se dvije
podskupine tumora koje imaju visoko pojavnu apoptozu u epitelu mokraénog mjehura i one s niskom
pojavom apoptoze.
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Slika 23. Stupanj apoptoze u zlo¢udnim tumorima mokraénog mjehura WT i IL6 KO miSeva.
Zastupljenost visokog i niskog apoptoti¢nog fenotipa u mokra¢énom mjehuru WT i IL6 KO misa
kroni¢no tretiranih kemikalijom BBN.
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4.4 Diferencijalni izrazaj gena prilikom tretmana kemikalijom BBN u WT i IL6

KO miSevima

IL6 KO miSeve smo takoder podvrgnuli akutnom i kroni¢nom tretmanu te smo testirali
izrazaj najvaznijih imunoloskih biljega u mokraénom mjehuru upotrebom prethodno opisane

qPCR matricne ploce.

U svrhu razumijevanja posljedi¢nih promjena izraZaja gena koje se dogadaju tijekom
indukcije 1 progresije tumora izazvanih BBN-om, prvotno smo usporedili izrazaj upalnih
biljega u mokra¢nom mjehuru netretiranih kontrolnih miseva oba soja (normalni/WT 1 miSevi
bez interleukina 6/IL6 KO). Analiza izrazaja gena pokazala je da su mokra¢ni mjehuri WT i
IL6 KO miSa vrlo sli¢nog profila izrazaja imunoloskih biljega. Jedina znaajna razlika koja se
uocava u usporedbi mokraénih mjehura WT 1 IL6 KO miSa jest smanjen izrazaj interleukina

la (Il1a) u mokra¢nom mjehuru IL6 KO misa (Slika 24).
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Slika 24. Razlika u izraZzaju imunoloskih gena u tkvivu mokraénog mjehura IL6 KO i WT
miSeva. Profil izrazaja imunoloskih biljega u mokraénom mjehuru netretiranih IL6 KO miSeva u
odnosu na normalnog misa (WT). U grafickom prikazu zelenom bojom su oznaceni te imenovani geni
sa statisticki znacajnom promjenom izrazaja koja prelazi bioloski prag FC>2, P<0.05; crvena boja
oznacava FC<2 P<0.05; Zutom bojom oznaceni su geni s FC>2, P>0.05; crna boja biljezi FC<2,
P>0.05.
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Analiza izrazaja imunoloskih biljega prilikom akutnog tretmana kemikalijom BBN
pokazala je da kod miSeva koji nemaju citokin IL6 postoji smanjen izrazaj nekoliko klju¢nih
gena koji reguliraju imunoloski odgovor (Slika 25a). NajizraZeniji je pad izrazaja gena za
interleukin 4 kojeg u najve¢oj mjeri proizvode aktivirani pomagacki Ty2 limfociti, a
primjetan je i ukupan pad izrazaja njihovog CD4 koreceptora koji zajedno s TCR receptorima
sudjeluje u komunikaciji limfocita T s antigen prezentiraju¢im stanicama (APC, eng. antigen
presenting cells). Uz to je smanjen izrazaj Ccr6 kemokinskog receptora karakteristicnog za
podvrste pomagackih limfocita Treg i Tyl7, a primjetan je i smanjeni izrazaj interleukina 10
(I110) koji djeluje poticajno na razvoj Ty2 pomagackih limfocita. Osim smanjenog izrazaja
gena koji djeluju na imunoloski odgovor T stanicama, nedostatak 116 uzrokovao je i pad
izrazaja dijela integrinskog receptora Itgam (Cdl11b) koji sudjeluje u adherenciji neutrofila i

monocita na aktivirani epitel, kao i1 receptora za raspoznavanje mikrobnih molekula Tlr1.

Iako u akutnom odgovoru biljezimo smanjen profil izrazaja imunoloskih biljega, u
kroni¢nom tumorskom modelu kod IL6 KO misa ne biljezimo pad izrazaja niti jednog od
ispitanih gena ve¢ iskljucivo povecanje izrazaja gena koji imaju ulogu u regulaciji aktivnosti
limfocita T (Slika 25b). U IL6 KO miSu znacajno su poviSeni op¢i upalni interleukini Il1a 1
I11b te cCimbenik tumorske nekroze o (Tnf). PoviSen je izrazaj kemokinskih receptora
specificnih za Ty2 1 Treg stanice, Ccr4 i Cer8, kostimulatora za aktivaciju T limfocita Cd40lg,
kao 1 Ccr6 kemokinskog receptora specificnog za Tyl7 pomagacke T limfocite. Najvisa
promjena izraZaja zabiljeZena je za faktor stimulacije kolonija granulocita i makrofaga (Csf2)
koji je poviSen u IL6 KO miSu u odnosu na WT. Uoceni diferencijalni profil izrazaja ukazuje
na pojacanu aktivaciju pomagackih T limfocita u mokraénim mjehurima IL6 KO misa
zahva¢enim tumorima izazvanim BBN-om. Zbog varijabilnosti uzorka, porast izrazaja
interferona y (IFNy) nije se pokazao znacajnim, medutim biljeZimo znacajan porast izrazaja

njegovog transkripcijskog ¢imbenika STATA4.
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Slika 25. Razli¢iti izraZaj imunolo$kih biljega u mokra¢nom mjehuru IL6 KO miSa u odnosu na WT mis$a nakon tretmana BBN-om.(a) Diferencijalni
izrazaj nakon akutnog tretmana BBN-om, (b) Diferencijalni izrazaj nakon kroni¢nog tretmana BBN-om. U grafickom prikazu zelenom bojom su oznaceni te
imenovani geni sa statisticki znacajnom promjenom izrazaja koja prelazi bioloski prag FC>2. Crvena boja oznacava FC<2, zutom bojom oznaceni su geni s
FC>2 ali P>0.05, a crna boja biljezi FC<2 i P>0.05.
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4.5 lIzrazaj 1L6, STAT3, RelA/p65, CCND1, TGFp1l i VEGFA u tumorima

mokraénog mjehura kod Covjeka

Metodom qPCR mjerili smo diferencijalni izrazaj citokina IL6 te nizvodnih
efektorskih proteina njegovog djelovanja; transkripcijskih faktora Stat3 i podjedinice NF-kB
RelA/p65 proteina, faktora rasta TGFB1 i VEGFA te ciklina D1 u tumorskom i pridruzenom
zdravom tkivu mokraénog mjehura 36 pacijenata. Postavili smo bioloski prag promjene
izrazaja od 2 puta kao znaajnu promjenu u izraZaju svakog od testiranih gena. Utvrdili smo
da je razina izrazaja IL6 smanjena u 23/36 tumorskih uzoraka pacijenata (Slika 26), a izrazaj
transkripcijskog faktora STAT3 poviSen je u 27/36 pacijenata (P=0.002), RelA/p65 te TGFp
poviseni su u 35/36 tumora (P<0.0001), a ciklin D1 1 VEGFA su poviSeni u 34/35 tumora
(P<0.0001). Smanjen izrazaj utvrden je u 1/36 tumora za STAT3, RelA/p65 1 TGFp, a 2/36
tumora pokazala su smanjen izrazaj ciklina D1. Niti jedan od tumora nije imao smanjen
izrazaj VEGFA faktora rasta. Distribucija omjera promjene za svaki od analiziranih gena
sumarno je prikazana na slici 27. Ukoliko u zdravom tkivu sparenog uzorka nije zabiljezen
izrazaj pojedinog gena, a u tumorskom tkivu je gen izrazen, diferencijalni izrazaj je prihvacen
kao znacajno povecan. Preliminarnom statistickom analizom smo utvrdili da visina promjene
znacajno ne ovisi o gradusu (P=0.792-0.984), invazivnosti (P=0.399-0.949), spolu (0.536-
0.780) ili dobi (P=0.541-0.816) pacijenata. Medutim, uocena je umjerena korelacija izmedu
razine izrazaja RelA/p65 1 STAT3 (p=0.57, P=0.0008), te ciklina D1 i TGFB (p=0.66,
P=0.0003) te slabija korelacija izmedu transkripcijskog faktora STAT3 i TGFp (p=0.42,
P=0.03).
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Slika 26. Diferencijalni izrazaj 1L6 u tumorima mokra¢nog mjehura pacijenata. Razina IL6

smanjena je ispod bioloskog praga omjera promjene FC<2 kod 21/35 tumorskih uzoraka pacijenata, a

do povecanja izrazaja dolazi kod 7/35 tumora.
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Slika 27. Razina izrazaja STAT3, NF-kB, TGFpB, VEGFa i ciklina D1 u tumorima mokraénog
mjehura pacijenata. Bioloski prag za porast/pad postavljen je na FC>2. UP* oznacava porast izrazaja
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4.6 Aktivacija STAT3 i RelA/p65 u tumorima mokra¢nog mjehura covjeka

Utvrdili smo da u tumorima mokra¢nog mjehura kod ¢ovjeka dolazi do povecanog
izrazaja transkripcijskih faktora STAT3 1 NF-kB. Glavno obiljezje aktivacije ovih
transkripcijskih faktora jest njihova fosforilacija te translokacija iz citoplazme u jezgru stanice
gdje izvrSavaju funkciju regulacije izrazaja ciljnih gena. Analizirali smo 11 uzoraka metodom
western blota te smo utvrdili da dolazi do aktivacije ovih transkripcijskih ¢imbenika, a
reprezentativan prikaz blota nalazi se na slici 28a. Nadalje, razdvojili smo nuklearnu frakciju
od citoplazmatske u uzorcima svjezih tumora mokra¢nog mjehura te smo utvrdili da je
fosforilirani oblik STAT3 transkripcijskog faktora prisutan u jezgrenoj frakciji, a fosforilirani
RelA/p65 je detektiran u citoplazmatskoj frakciji (Slika 28b). Parafinski rezovi tumora
mokraénog mjehura pacijenata koji su pokazivali najjaci porast izrazaja STAT3 gena su
imunofluorescencijski bojeni za fosfo-STAT3 prilikom c¢ega je utvrdena nuklearna

lokalizacija aktiviranog transkripcijskog ¢imbenika STAT3 (Slika 29).

A B
BC BC BC BC cT  cT c N c N
| &
. W STAT3 (Y705) P65 (S536)
| - STAT3 (Y705)
- e STAT3 R p65
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".“ W «.w GAPDH

b —— H3 o H3

Slika 28. Aktivacija transkripcijskih faktora STAT3 i RelA/p65 u tumorima mokraénog
mjehura pacijenata. (a) Imunoblot fosforilacije STAT3 na Y705, normalizacija prema GAPDH. (b)
Imunoblot analiza stani¢nih frakcija pomocu protutijela za fosfo-Stat3 (Y705) te fosfo-RelA/p65
(S8536), biljezi citoplazmatske i nuklearne frakcije su vinkulin i histon H3.

74



STAT3 Y705 DAPI MERGE

CANCER

CONTROL

Slika 29. Nuklearna lokalizacija 1 aktivacija transkripcijskog faktora STATS3.
Imunofluorescencijsko bojenje parafinskih prereza pacijenata koristeéi protutijelo za fosfo-STAT3
(Y705). Kontrola u ovom eksperimentu je biopsija zdravog mjehura.
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S RASPRAVA

Jos§ je 1889. godine Stephen Paget postulirao teoriju ,,sjemenke 1 tla* kada je predloZio
da neoplasticne stanice (,,sjemenke) mogu zapoceti tumorigenezu samo ako su u
,»gostoljubivom® okruzenju. Iako je ova teorija dugo vremena bila zanemarena i istraZivanja
su bila uglavnom usmjerena na unutarnja svojstva tumorskih stanica, u novije vrijeme je
znanstvena paznja skrenula svoj interes na tumorsko mikro okruzenje koje je izrazito
imunoloski aktivno. Imunologija tumora mokra¢nog mjehura jo§ je uvijek neistrazeno
podrucje Sto je pomalo i zacudujuée s obzirom da se terapija miSi¢éno-neinvazivnih tumora
mokraénog mjehura temelji upravo na mijenjanju imunoloskog okruzenja u mjehurima
pacijenata upotrebom cjepiva BCG'’. Do sada je razvijeno nekoliko Zivotinjskih
eksperimentalnih modela za tumore mokra¢nog mjehura, a najéesce koristeni model se temelji
na indukciji tumora mokra¢nog mjehura upotrebom kemikalije BBN'>®. Taj model inducira
tumore koji po svojim osobinama najvise nalikuju na invazivne tumore mokra¢nog mjehura
kod covjeka kako je pokazano u nekoliko studija koje su uz pomo¢ tehnologije genskih
Cipova analizirale izrazaj gena vaznih za kontrolu stani¢ne proliferacije, diferencijacije,

.y . . 159-161
stani¢nog ciklusa i apoptoze'>'®!. U

ovoj se disertaciji po prvi puta pristupilo analizi
apsolutnih promjena koje se dogadaju na razini izrazaja cjelokupnog genoma prilikom
indukcije tumora mokraénog mjehura kod miSeva. Koriste¢i metodu RNA sekvenciranja
utvrdili smo cjelokupan transkriptom mokra¢nih mjehura u kojima je BBN-om induciran
zlo¢udni tumor. Utvrdili smo da do najznacajnijih promjena izrazaja gena u mokra¢nim
mjehurima miSeva zahvacenim invazivnim tumorima dolazi upravo u podru¢ju modulacije
imunoloskog odgovora $to ovaj eksperimentalni model ¢ini iznimno dobrim za proucavanje
imunologije tumora mokraénog mjehura. Jedan dio rezultata dobivenih RNA sekvenciranjem
smo dodatno potvrdili na setu od 83 imunoloska biljega upotrebom qPCR tehnologije.
Ustanovili smo da u mokraénom mjehuru miseva dva tjedna nakon pocetka tretmana dolazi
do aktivacije opéeg upalnog odgovora na $to upucuju povisene razine izrazaja interleukina
IL1a, IL1B IL18, pro-upalnog citokina IL6, kao i proteina akutne faze, a upalni infiltrat je
pocetno prisutan u epitelnom i subepitelnom sloju mokraénog mjehura. Posljedicno tomu,
biljezimo i pojaCan izrazaj signalnih proteina nizvodno od receptora za glavne proupalne
citokine, kao §to su MAPK i NF-«kB. Tijekom kemijski inducirane neoplasticne promjene u
tkivu, stani¢ni posrednici urodene imunosti, poput makrofaga, induciraju DNA ostecenje jer

otpustaju reaktivne kisikove 1 duSikove radikale'® te na taj nacin doprinose pocetku akutne
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upale koja imunoloski sli¢i procesu zarastanja rana, a karakterizira ju supresija imunoloskog
sustava koja u normalnim uvjetima sluzi drzanju pod kontrolom auto-destruktivnog upalnog
stanja. Ishod takvog stanja je vrlo neizvjestan jer tumorske stanice koje nose onkogene
mutacije lu¢e molekule koje mijenjaju imunolosku i potpornu osnovu strome te ovisi o dobroj
ravnotezi izmedu citotoksi¢nih limfocita T 1 NK stanica koje djeluju u sinergiji s antigen

Ce . . . . . w1 - . .1
prezentirajuéim stanicama i supresorskim stanicama poput pomagackih Ty2 i Treg stanica'®.

Zanimalo nas je §to se dogada s izrazajem gena Ciji proteini poticu upalu u trenutku
kada u mokraénom mjehuru miSeva pronalazimo ve¢ uznapredovale invazivne tumore.
Ustanovili smo da je upalni odgovor oslabio u odnosu na stanje u pocetnim stadijima
indukcije tumora, S$to se vidi prema nizoj ekspresiji gotovo svih testiranih upalnih gena.
Tumori su u moguénosti na razli¢ite nafine suprimirati upalu u svojoj okolini te Stovise,
iskoristiti je za svoj napredak'®*. Regulatorni pomagacki limfociti T (Treg) igraju vaznu ulogu
u regulaciji prepoznavanja antigena, ali poviSen broj tih stanica u perifernoj krvi i mikro
okruZenju tumora je &esta pojava kod pacijenata s invazivnim i metastatskim tumorima'®.
Treg stanice izrazavaju CD4, CD25 i Foxp3 proteine te se u normalnim uvjetima pronalaze u
limfatickom tkivu. Ukoliko se Treg stanice pronalaze u tumorima pacijenata, znacajan su
pokazatelj lose prognoze'®. U tumorima mokraénog mjehura dovjeka pokazano je da poveéan
omjer Treg stanica u odnosu na efektorske T stanice u kombinaciji s mikroskopskim fokusima
tumora zaostalim nakon resekcije tumora, doprinosi vracanju tumora bez obzira na stadij

167
tumora

. Dolazak Treg limfocita u tumore odvija se putem kemokina Ccl22 koji se veZe na
Ccr4 receptor kojeg i sami izrazavaju'®®. U kroni¢nom modelu tumora kod misa izrazaj
kemokina Ccl22 porastao je preko 10 puta (podatak iz ukupnog sekvenciranja RNA, nije
graficki prikazan) te biljezimo porast transkripcijskog faktora Foxp3 koji je kljucan za
diferencijaciju naivnih T limfocita u Treg limfocite, §to ukazuje na mogu¢i imunosupresivni
doprinos Treg stanica razvoju tumora. Kod ljudi je pokazano da pacijenti s Foxp3+
invazivnim tumorima mokraénog mijehura imaju smanjenu stopu prezivljenja'®. U
tumorskom mokraénom mjehuru misa, povisena je 1 ekspresija kemokinskog receptora Cer8,
specificnog za limfocite Treg 1 Ty2 koje u tumorima imaju vaznu ulogu supresije

163,170

imunoloskog odgovora . Ekspresija tog kemokinskog receptora povisena je u tumorima

pacijenata, a tumori kod ljudi &esto proizvode velike koli¢ine liganda za Cecr8 receptor' .

Zanimljivo je istaknuti kako u misjim tumorima nismo zabiljezili izrazaj klju¢nih gena

povezanih s pomagackim Tyl17 limfocitima, a pokazano je kako su Tyl7 stanice prisutne u

tumorima mokraénog mjehura kod ¢ovjeka, kao i u krvi pacijenata oboljelih od ove bolesti' .
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Diferencijaciju Tyl7 stanica u timusu zapo&inju TGFP i IL6 ili IL21'7"°  a njihova
aktivacija ovisi o transkripcijskom faktoru Rorc'’® &iji je izraZaj u tumorima &ak niZi nego u
zdravim mjehurima netretiranih miSeva. Takoder, aktivaciju tih limfocita prati i njihovo
izluGivanje interleukina IL17'"" koji je bio nedetektabilan u tumorima kod miseva
podvrgnutim kroni¢nom tretmanu. Izrazaj IL17 uodili smo samo tijekom akutnog tretmana
koji vjerojatno poti¢e od limfocita Tyd koji imaju vaznu ulogu u proizvodnji IL17 u ranim
stadijima bolesti, a poznato je da su upravo oni dobro zastupljena podgrupa limfocita u

epitelnom tkivu'’®.

Citokin IL6 je zacetnik signalnih puteva koji reguliraju stani¢ni rast, proliferaciju i
apoptozu te svojim djelovanjem moze potaknuti razvoj tumora, a s druge strane, potreban je
za uspjesnu diferencijaciju izvrdnih limfocita T i B koji imaju protutumorski potencijal'”.
Njegova uloga u razvoju tumora mokra¢nog mjehura nije detaljno opisana u literaturi. Chen et
al. su pokazali kako je razina tog citokina poviSena u urinu i serumu kod pacijenata koji
boluju od tumora mokra¢nog mjehura u odnosu na zdrave ispitanike, te da tumori izazvani
ortotopickom implantacijom stanica s utiSanim genom za IL6 imaju slabiji invazivni
potencijal'™. Tsui et al. pokazuju na stani¢nim linijama tumora mokra¢nog mjehura kako
konstitutivan izrazaj IL6 ovisi o osobinama tumora iz kojeg te stanice potjecu. Slabo
diferencirane T24 tumorske stanice proizvode visoke razine IL6, dok RT4 stanice s WT p53
genom te HT1376 stanice dobro diferenciranog visokogradusnog tumora izrazavaju znatno
manje koli¢ine IL6'®'. Nasi podaci pokazuju kako u tumorskom tkivu pacijenata dolazi do
pada izrazaja IL6 u odnosu na okolno tkivo koje nije zahvaéeno tumorom. Izrazaj IL6 u
tumorima koje smo izazvali kod miSeva je povecan u odnosu na kontrolne netretirane miseve,
no vazno je naglasiti kako postoji znacajan pad njegovog izrazaja u mjehurima s invazivnim
tumorima u kroni¢nom modelu (u odnosu na akutno tretirane mjehure miseva). Buduce bi
studije trebale pokazati Sto se dogada s izrazajem IL6 prilikom jo§ duzih studija od naSeg

kroni¢nog modela.

Nastoje¢i bolje objasniti ulogu IL6 u imunoloSkim procesima pri razvoju tumora
mokraénog mjehura, podvrgnuli smo miSeve koji nose delecijsku mutaciju (IL6 KO) za
citokin IL6 akutnom i kroni¢nom tretmanu BBN-om. Koristenje takvih, genetskih modela (s i
bez odredenog gena) smatra se kona¢nom linijom dokaza o ulozi odredenog gena 1 proteina u
patogenezi bilo kojeg poremecaja. Poznato je da IL6 KO miSevi imaju mnogostruke
fenotipske abnormalnosti poput usporenog zaraStanja rana, slabijeg akutnog odgovora na

patogene, smanjenog kapaciteta za regeneraciju jetre te da ne razvijaju neke eksperimentalne
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182-185

modele autoimunoih bolesti . Istrazivanja tumora provedena upotrebom IL6 KO misa

pokazala su i zastitnu i zloéudnu ulogu ovog citokina u procesu njihovog razvoja'*¢'®.
Pocetno smo miseve podvrgnuli akutnom tretmanu BBN-om te smo utvrdili da je kod IL6 KO
miSeva najuocljvija promjena pad izrazaja IL4 koji je klju€an za razvoj imunosupresivnih Ty2

189

limfocita ™. Taj je rezultat u skladu s istrazivanjima koja pokazuju da je IL6 potreban za

pocetnu polarizaciju naivnih, pomagackih limfocita Ty0 prema Ty2 podskupini koja daljnjim

izlugivanjem IL4 autokrinim putem potite svoju proliferaciju'™'"!

. Uocili smo pad izrazaja
Cecr6 receptora specificnog za Tyl7 1 Treg limfocite, kao 1 Ccr4 receptora na Tu2 1 Treg
stanicama §to sveukupno ukazuje na oslabljen akutni odgovor limfocitima T u mokra¢nom
mjehuru misa tretiranog s BBN-om, a u skladu s dosadasnjim istrazivanjima koja su pokazala
kako ablacija IL6 dovodi do zaka$njelog upalnog odgovora limfocitima T prilikom tkivne

182,185
upale ™

. Usporedbom netretiranih miSeva oba soja (IL6 KO 1 WT), utvrdili smo da je
izrazaj IL1o u mokra¢nim mjehurima IL6 KO miSeva nizi u odnosu na WT miSeve. [L1a je za
razliku od IL1B, konstitutivno prisutan u svim nehematopoetskim stanicama u prekursorskom
obliku, a njegov izrazaj raste prilikom tkivne hipoksije i upalnog stanja kada dolazi do
njegove proteolititke aktivacije'**. Pokazano je kako upravo taj interleukin zapo¢inje kaskadu
upalnog odgovora otpuStanjem iz nekroti¢nih stanica u kojima je bio prisutan, a IL1p se

193,194 . .
93194 Nasi rezultati

pocinje luciti nesto kasnije nakupljanjem limfocita u oSte¢enom tkivu
pokazuju da IL6 mozda regulira bazalni izrazaj IL1a u mokra¢énom mjehuru kod misa, a
smanjena razina tog interleukina mogla bi doprinijeti zaka$njelom odgovoru akutne upale koji

je uocen.

Analizom kroni¢nog modela koji je rezultirao invazivnim tumorima u mokra¢nom
mjehuru oba soja miSeva, utvrdili smo kako u IL6 KO miSevima raste izrazaj receptora
prisutnog na imunosupresivnim limfocitima T, Ccr4 i Ccr8, $to je u skladu s opisanim
utjecajem IL6 na diferencijaciju Tyl stanica. Poznato je kako u prisutnosti citokina TGFp,
naivni Ty0 limfociti izrazavaju Foxp3 transkripcijski faktor te postaju limfociti Treg, dok je u
prisutnosti TGFB 1 IL6 razvoj Treg stanica suprimiran te se odvija u smjeru razvoju Tyl7

. .. 117,118,195
limfocita "> ™

. Utvrdili smo, takoder, kako su tumori mokra¢nog mjehura IL6 KO misa
infiltrirani plazma stanicama koje sadrzavaju Russelova tjelesca $to je u skladu s povecanim
izrazajem proteina CD80 koji se nalazi na povrSini aktiviranih limfocita B te sluzi kao
kostimulator limfocita T, potreban za njihovu aktivaciju i prezivljenje'*®. Uloga limfocita B i
plazma stanica infiltriranih u tumore puno je manje istrazena od uloge limfocita T. Podvrsta

limfocita B nazvanih analogijom Breg stanicama takoder moZe imati imunosupresivnu ulogu
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197,198

u tumorima . Prisutnost limfocita B u tumorskom okruzenju povezano je s povecanim

metastatskim potencijalom tumora mokraénog mjehura zbog pojaCavanja signaliziranja

androgenim receptorom i interleukinom 18'%

Uz pomo¢ TUNEL tehnike, utvrdili smo da manji broj tumora kod IL6 KO miSeva
pokazuje jaki apoptoti¢an fenotip $to moze ukazivati da IL6 regulira apoptozu u tumorima
mokraénog mjehura. I na posljetku, znacajna promjena koju treba istaknuti jest da kod IL6
KO misSeva dolazi do jakog porasta faktora stimulacije granulocita i makrofaga Csf2 koji je
povezan s losom prognozom kod osoba oboljelih od tumora mokraénog mjehura®”’. Poznato
je kako tumori koji lu¢e Csf2 mogu biti vrlo agresivne prirode zbog imunosupresivnog
fenotipa i jakog angiogentskog potencijala kao Sto je slucaj kod primarnih i metastatskih
karcinoma plu¢a®®'**. Stanice tumora mokraénog mjehura izlutuju ovaj faktor mati¢nih

203,204

stanica 1 na taj na¢in autokrino promoviraju svoj rast , a nasi rezultati pokazuju kako IL6

mozda ima protektivnu ulogu ograni¢avajuci izrazaj Csf2.

U ljudskim smo tumorima istrazili izrazaj gena koji se nalaze nizvodno od receptora
za IL6 primarno STAT3. Transkripcijski faktori STAT3 i NF-kB su glavni promotori upalnih

. .. . . . . . . 205
procesa i o njihovom djelovanju ovise ishodi mnogih tumora

. U mi§jem modelu tumora
mokraénog mjehura, Stat3 je opisan kao vrlo vaZan faktor za razvoj tumora mokraénog
mjehura. Tako Stat3 transgeni¢ni miSevi s poveéanim izrazajem tog transkripcijskog faktora u
maticnim stanicama urotela razvijaju invazivne tumore i CIS zaobilaze¢i neinvazivan
papilarni stadij tumora nakon izlaganja BBN-u. Nadalje, aktivacija Stat3 proteina pokazana je
neizostavnom za inicijaciju tumora u Ha-Ras niskogradusnom papilarnom modelu tumora
mi$a”®®. Nagi rezultati na tumorskim uzorcima &ovjeka podupiru prethodne studije koje tvrde
da je aktivacija tog transkripcijskog faktora vazna za razvoj tumora mokra¢nog mjehura te
ovdje pokazujemo kako u tumorima mokraénog mjehura cCovjeka dolazi do povecanog
izrazaja 1 aktivnosti STAT3. STAT3 je u tumorima pacijenata bio poviSen unato¢ smanjenom
izrazaju IL6 $to moze upudivati da je u tim tumorima ¢ovjeka dominantan neki drugi citokin
poput IL11 ili LIF u aktivaciji gpl130/STAT3 signalnog puta®~’". Tumori koji su prikazali
jaku fosforilaciju 1 nuklearnu translokaciju molekule STAT3 bili su i visoko proliferativni §to
govori u prilog dosadasnjim spoznajama o vaZnosti aktivacije STAT3 signalnog puta za

. ee . Ve qe . . , . 208.209
proliferaciju i1 prezivljenje stanica raka mokra¢nog mjehura™ .

Jednako vazan promotor upale je i transkripcijski faktor NF-«kB, a njegova

potencijalna uloga u tumorima mokra¢nog mjehura je pocetno istrazena zbog dobre

21

povezanosti NF-kB s intersticijskim cistitisom®'’. Njegova nuklearna i citoplazmatska
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lokalizacija su pozitivno povezane s gradusom i T kategorijom tumora te postoje dokazi da je
taj transkripcijski faktor mozda ukljuen u rezistenciju tumora mokraénog mjehura na

. . 211,212
cisplatinu™

. U tumorima mokra¢nog mjehura ispitanih pacijenata biljezimo korelaciju
izrazaja NF-xB 1 STAT3 transkripcijskih faktora $to je u skladu s prijasnjim istraZivanjima
koja pokazuju kako su ova dva puta povezana i1 medusobno mogu voditi do unakrsne
aktivacije i sinergijskog djelovanja u nekim tumorima®”. Pokazano je da se utjecanjem na
STATS3 signalni put u stanicama raka mokraénog mjehura moze inhibirati njihov rast i
prezivljenje regulacijom ciklina D1°*. Osim toga, poveéan izraZaj ovog regulatora staniénog
ciklusa doveden je u svezu s metastaziranjem 1 rizikom od ponavljanja tumora mokra¢nog
mjehura®’, a na$i su rezultati u skladu s tim istraZivanjima, iako nismo uo¢ili povezanost

razine izrazaja vezano uz stadij tumora kako je prethodno opisano®'**'°. Ciklin D1 je takoder

pod kontrolom NF-«xB transkripcijskog faktora.

TGFB je regulatorni citokin koji je naj¢eS¢e opisan kao supresor tumorskog rasta, ali
njegov konstitutivan izrazaj moZe takoder pridonijeti progresiji tumora®'’*'®. Nekoliko je
istrazivackih grupa prethodno ispitalo povezanost tog citokina s razvojem tumora mokraénog
mjehura na tumorskim stanicama, serumu i urinu pacijenata. Nedavno je pokazano kako
TGF potice invaziju i metastaziranje tumora mokra¢nog mjehura na nacin da inducira izraZaj
gena Malat] koji je i kriti¢ni regulator metastatskog potencijala raka plu¢a®'’. Porasta izraZaja
TGFB1 gena u tumorima koji smo utvrdili je u skladu s istrazivanjem Hung et al. koji su

: o - . 220,221
pokazali kako izraZaj tog gena raste u tumorskim stanicama u odnosu na kontrolne”™""".

Angiogeneza je klju€an korak prilikom progresije tumora, a VEGFA je jedan od
najvaznijih ¢imbenika koji omoguéava tumorsku angiogenezu®*?. Oba upalna puta koja smo
analizirali u tumorima mokraénog mjehura nadziru i invaziju tumora. Poznato je kako
konstitutivna aktivnost transkripcijskog ¢imbenika STAT3 izravno povecava izrazaj VEGFA,

223,224

a NF-«xB utjece na angiogenezu regulacijom izrazaja HIF-1a . Povecane razine VEGFA u

serumu su povezane s metastatskim tumorima mokra¢nog mjehura, a povecan izrazaj ovog

faktora rasta je pokazatelj ranog povratka bolesti i invazivnog potencijala®*>*’,

Provedeno je istrazivanje otkrilo da ljudski tumori mokraénog mjehura imaju snizen
izrazaj interleukina 6, dok su ostali proupalni citokini poviSeni kao i standardni proupalni
transkripcijski ¢imbenici Stat3 i NF-kB. PokuSavaju¢i saznati kakvu ulogu u razvoju tih
tumora ima IL6 inducirani su tumori mokra¢nog mjehura u misevima bez IL6 (IL6 KO) i
normalnim misevima (koji imaju IL6). Potpuno odstranjenje IL6 dovelo je do nesto losije

patoloske slike tumora, te je otkrilo da IL6 potice izrazaj citokina IL1o u normalnom tkivu
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mjehura, te GM CSF u tumorski promijenjenom tkivu mokra¢nog mjehura misa. Imajuci u
vidu kompleksnost imunoloskog sustava, Cinjenicu da testirani model najviSe utjeCe na
promjenu bas tog bioloskog sustava dodatnim ¢e istrazivanjima trebati utvrditi komplicirane
mehanizme meduovisnosti utvrdenih promjena u procesu razvoja zlo¢udnog tumora

mokra¢nog mjehura.
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6 ZAKLJUCCI

1. Tumori mokra¢nog mjehura u misevima inducirani s kemikalijom BBN najvise
remete izrazaj gena imunoloskog sustava, zbog ¢ega su izvrstan model za proucavanje

imunoloskih elementa u razvoju tog tumora.

2. Usporeduju¢i izrazaj gena izmedu IL6 KO 1 WT miSeva vidljivo je da interleukin 6
(IL6) potice izrazaj ILla u normalnom, te GM-CSF u zloudno promijenjenom tkivu

mokra¢nog mjehura.

3. Izrazaj IL6 u BBN-om induciranim tumorima misa visestruko je povecan, ali
potpuno uklanjanje tog citokina dovodi do pada izrazaja viSe proupalnih citokina i loSije
patoloske slike tumora.

4. Ljudski zlocudni tumori mokraénog mjehura imaju smanjen izrazaj IL6 te povecanu

aktivnost STAT3 i NF-kB transkripcijskih ¢imbenika i njihovih ciljnih gena.
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7 SAZETAK

UVOD Uloga upale u procesu razvoja tumora mokra¢nog mjehura slabo je istraZena.
Kroni¢na upala izazvana infekcijom parazitom Shistosoma haematobium povezana je s
nastankom tumora mokra¢nog mjehura, a najuspjeSnija terapija tih tumora temelji se na
upalnoj reakciji izazvanoj primjenom BCG-a. Pokazano je kako su jedni od najvaznijih
promotora upale u tumorima citokin interleukin 6 (IL6) i transkripcijski faktor STAT3. Uz
pomo¢ misjeg modela u kojima su tumori mokra¢nog mjehura izazvani karcinogenom BBN,
istrazili smo ulogu IL6 usporedivsi tumore misa divljeg tipa (WT) s tumorima miSeva koji ne
sadrze gena za IL6 (IL6 KO). Istrazili smo apsolutne i relativne promjene izrazaja IL6 i
STAT3 te drugih imunoloski vaznih gena u tumorskom tkivu mokraénog mjehura misSeva 1
ljudi.

METODE Istrazivanje apsolutnih promjena izrazaja svih gena u modelu tumora izazvanog
BBN-om provedeno je postupkom RNA sekvenciranja, a relativni izrazaj 1L6, STAT3 te
imunoloski vaznih biljega istrazen je lan¢anom reakcijom polimerazom u stvarnom vremenu
(qPCR) u tumorima miSeva i pacijenata. Upotrebom kemikalije BBN inducirani su tumori
mokraénog mjehura u WT 1 [IL6 KO miSevima. Tumori miSeva i pacijenata su analizirani

patohistoloSkim metodama te imunodetekcijom specifi¢nim protutijelima.

REZULTATI U ovom istrazivanju pokazali smo da do najznacajnijih promjena u izrazaju
gena tijekom indukcije tumora dolazi unutar skupine gena vezanih za imunoloski odgovor.
Biljezimo zakasnjeli upalni odgovor limfocitima T u akutnom modelu te znafajan porast
izrazaja gena koji ukazuju na supresiju limfocita T tijekom razvoja tumora mokraé¢nog
mjehura. Utvrdili smo da je izraZzaj IL6 povecan u tumorima kod miSa, no da opada s
napredovanjem tumora. Potpuno odstranjenje IL6 uzrokovalo je 1os$iji fenotip nastalih tumora,
vjerojatno zbog pojacanog izrazaja gena povezanih s utiSavanjem imunoloskog odgovora na
tumore. U mjehurima netretiranih IL6 KO miSeva smanjen je izrazaj IL1a, a u tumorima tih
miSeva dolazi do znacajnog porasta GM-CSF. U tumorima ljudi dolazi do smanjenja izrazaja
upalnog citokina IL6 te povecanja aktivnosti vaznih upalnih transkripcijskih ¢imbenika
STAT3 i NF-«xB kao i TGFp ciklina D1 i1 VEGF.

ZAKLJUCAK Ovim istrazivanjem pokazali smo da su tumori izazvani kemikalijom BBN
odli¢an model za proucavanje imunoloskih procesa pri nastanku i razvoju tumora mokra¢nog
mjehura. Utvrdili smo da je razina izrazaja IL6 u tumorima povecana, ali da potpuno
odstranjivanje IL6 iz organizma potiskuje imunoloski odgovor u tumorima mokraé¢nog
mjehura. Takoder, promatrajuci izrazaj gena utvrdili smo da IL6 regulira koli¢inu GM-CSF u
tumorima, te IL1a u zdravom tkivu mokra¢nog mjehura. Unato¢ smanjenom izrazaju IL6 u

tumorima pacijenata, izrazaj STAT3, NF-kB, VEGFA, ciklina D1 i TGF je povecan.
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8§ SUMMARY

The role of interleukin 6 in the development of bladder cancer
BACKGROUND The role of inflammation in urinary bladder cancer (BC) pathogenesis is
poorly understood. Chronic inflammation caused by Schistosoma haematobium infestation
can induce BC, while acute inflammation caused by BCG is used as a therapy for BC. It has
been shown that one of the main molecular links between inflammation and cancer are
cytokine IL6 and transcription factor STAT3. By using BBN-induced bladder cancer model in
wild type (WT) and IL6 deficient mice (IL6 KO) we tested the effect of IL6 on BC
development. Histopathological and immunohistochemical analysis as well as gene
expression profiling (by RNA sequencing and RT*-PCR profiling) show important role of IL6

in BC development

METHODS We performed the absolute and relative quantitation of differential gene
expression in murine model of BBN-induced bladder cancer by means of RNA sequencing
and real-time PCR. Pathohistological features of murine and patient tumors were examined
and immunodetection was performed to analyze proliferative properties of tumors. Relative
expression of inflammation-related genes in bladder cancer patients was determined using

real-time PCR.

RESULTS In this study, we demonstrate significant changes in inflammation-related gene
expression during development of bladder cancer induced by BBN. IL6 was upregulated
in murine bladder cancer model, but we also observe significant decrease in gene
expression during tumor progression. We show that IL6 KO mice display aberrant T cell-
related gene expression in response to acute treatment with BBN. Furthermore, IL6 KO
mice show immunosuppressive bladder cancer profile and a significant increase in GM-
CSF. IL6 expression was downregulated in human patient samples, but expression of

STAT3, NF-kB, TGFp, cyclin D1 and VEGFA was significantly upregulated.

CONCLUSION This study provides evidence that BBN-induced bladder cancer is an optimal
model for investigating inflammatory events during bladder cancer progression. We confirm that
IL6 KO mice display impaired acute-phase response and we show that impaired IL6 signaling
causes immunosuppression during bladder cancer. Our findings demonstrate that IL6 might be

involved in regulation of GM-CSF and IL1a.
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