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1 UVOD



1.1 Karcinom mokraénog mjehura

Karcinom mokra¢nog mjehura zauzima sedmo mjesto u svijetu po ucestalosti
karcinoma u muskaraca 1 sedamnaesto u zena (1). EpidemioloSki podaci upucuju da je
karcinom mokra¢nog mjehura mnogo ce$¢i medu muskarcima, pripadnicima bijele rase i
starijim osobama (2). Prosje¢na dob bolesnika s karcinomom mokra¢nog mjehura iznosi 65
godina (3). U svijetu je zabiljezeno oko 429,800 novih slucCajeva karcinoma mokra¢nog
mjehura i 165,100 smrtnih slucajeva u 2012. godini (4). Prema podacima Hrvatskog registra
za rak iz 2010. godine incidencija karcinoma mokraénog mjehura u Republici Hrvatskoj
iznosila je 22,4 na 100.000 stanovnika (muskarci 35, Zenel0,5) (5). Najveca incidencija je u
Europi, Sjevernoj Americi, a najmanja u Isto¢noj, Srednjoj i Zapadnoj Africi (4). Smrtnost od
karcinoma mokra¢nog mjehura 2008. godine u Republici Hrvatskoj je bila 5,3 na 100.000
stanovnika (muskarci 10,5, zene 2,1) (5). Najveca smrtnost je u Turskoj, koja je u 2012.
godini iznosila 12,8 na 100,000, $to je 50 posto vise od najviSe smrtnosti ostatka Europe (4).

Novotvorine mokra¢nog mjehura dijelimo na epitelne i neepitelne (mezenhimne). Vise
od 98 posto novotvorina epitelnog je podrijetla od ¢ega 90 % pripada novotvorinama
prijelaznog epitela (urotela), oko 5% novotvorinama plocastih stanica te oko 1%
adenokarcinomima (6). Urotelne se novotvorine mogu razviti na svim mjestima gdje je
prisutan prijelazni epitel, od bubreznih nakapnica do uretera, mokra¢nog mjehura i dvije
proksimalne tre¢ine uretre. Urotelne novotvorine Cesto sadrze mjeSavinu raznih histoloskih
podtipova (7). Adenokarcinomi nastaju iz ostataka urahusa, periuretralnih i periprostati¢nih
zlijezda te iz metaplasticnog urotela ekstroficog mjehura. Mikroskopski se ti tumori ne
razlikuju od adenokarcinoma drugih organa (8). Klasifikacija tumora urinarnog sustava prema
Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji (World Health Organization - WHO) 1 Medunarodnom
udruzenju uroloSkih patologa (International Society of Urologic Pathology - ISUP) iz 2004.g.

prikazana je u Tablici 1.

Tablica 1. WHO / ISUP klasifikacija tumora urinarnog sustava (2004) (9)

Urotelni tumori :
U Invazivni urotelni karcinom:
S plo€astom diferencijacijom

S glandularnom diferencijacijom



Sa trofoblasticnom diferencijacijom

Gnjezdasti

Mikrocisti¢ni

Mikropapilarni

Nalik limfoepiteliomu

Nalik limfomu

Plazmacitoidni

Sarkomatoidni

Velikostaniéni

Nediferencirani

& Neinvazivne urotelne neoplazme:

Urotelni karcinom in situ

Neinvazivni papilarni urotelni karcinom, visoki gradus

Neinvazivni papilarni urotelni karcinom, niski gradus

Neinvazivna papilarna urotelna neoplazma niskog malignog potencijala

Urotelni papilom

Invertirani urotelni papilom

Tumori plocastog epitela

Glandularne neoplazme

Neuroendokrini tumori

Melanociti¢ni tumori

Mezenhimalni tumori

Hematopoeticni i limfoidni tumori

Razni tumori

1.1.1 Cimbenici rizika

Veliki broj epidemioloskih studija pokazuje da je oko 2 do 3 puta veéi rizik za
karcinom mjehura u osoba koje su ikada bili pusaci u usporedbi s nepuSacima. Rizik se
povecava s brojem godina pusenja i brojem cigareta. Procijenjeno je da pusenje uzrokuje oko

31% karcinoma mokra¢nog mjehura u muskaraca i 14% u Zena diljem svijeta (4). Duhanski




dim sadrzZi razne vrste karcinogena kao $to su policiklicki aromatski ugljikovodici, za duhan
specifi¢ni nitrozamini i aldehidi. Navedeni karcinogeni su sposobni zapoceti karcinogenezu,
primarno preko c¢imbenika koji vezu DNA, rezultiraju¢i mutacijama gena vaznih za
prezivljenje kao $to su KRAS, p53 i Rb. Nikotin, sastojak duhana koji izaziva ovisnost, je
nesposoban zapoceti karcinogenezu, ali je pokazano da, vezanjem i aktiviranjem stani¢nih
receptora, posebno nikotin-acetilkolinskog, moze biti promotor rasta karcinoma i1 metastaza
inducirajuci progresiju stanicnog ciklusa, epitelno-mezenhimnu tranziciju, migraciju, invaziju,
angiogenezu i izbjegavanje apoptoze (10).

Drugi rizi¢ni ¢imbenici kao Sto su boje za kosu i produkti sagorijevanja takoder
uzrokuju oStecenje DNA. Rizicni ¢imbenik je i dugotrajna izloZenost visokim razinama
anorganskog arsena (2). U zemljama u razvoju, posebno Africi i Zapadnoj Aziji, kroni¢na
infekcija Schistosomom hematobium (parazitni crv koji uzrokuje urinarnu shistosomijazu) je
povezana s veéim rizikom za karcinom mjehura. Parazitni crv. koji se prenosi
kontaminiranom vodom, odgovoran je za oko 50% karcinoma mokra¢nog mjehura u nekim
dijelovima Afrike i oko 3% karcinoma u svijetu. Karcinomi uzrokovani tim parazitom
histoloski su obi¢no karcinomi skvamoznih stanica, dok su oni povezani s pusSenjem
karcinomi prijelaznih stanica (4). Pokazano je da kemoterapeutik ciklofosfamid, alkiliranjem
DNA, 1 anelgetik fenacetin, preko karcinogenih metabolita, mogu uzrokovati karcinom
mokraénog mjehura. Visok rizik za karcinom mjehura uocen je u radnika izlozenih
aromatskim aminima, a ukupni profesionalni rizik je odgovoran za oko 10 posto karcinoma
mokraénog mjehura u industrijaliziranim zemljama (2). Radnici s metalom, strojari,
prijevoznici transportne opreme i rudari ¢ine glavni udio u profesionalno povezanim
karcinomom mokraé¢nog mjehura u muskaraca u zapadnoj Europi (11).

Genetske studije su otkrile nekoliko polimorfizama povezanih s karcinogenezom
mokra¢nog mjehura u genima za popravak DNA 1 detoksifikaciju, kao Sto su NAT2, GST i
OGG1 (1). NAT2 enzimi velikim dijelom reguliraju N-acetilaciju kojom se mogu
detoksificirati monoarilamini, jedni od glavnih karcinogena u puSaca. Tako su karcinogeni
manje podloZzni metabolickoj aktivaciji enzimima P-450. Manjak oba NAT2 alela se o€ituje
sporom acetilacijom, $to, smatra se, smanjuje detoksikacijsku sposobnost. Otkri¢a takvih
polimorfizama su vazna uz okoliSne ¢imbenike rizika i etnicke razlike i pomazu u predvidanju
prognoze. Rezultati meta-analize upucuju na veéu povezanost (30-50%) pusenja i karcinoma
mokra¢nog mjehura u osoba sa sporom acetilacijom u usporedbi s osobama s brzom

acetilacijom (12).



Jankovi¢ 1 sur. predlazu da bi unos tekuc¢ine, konzumiranje voca i povréa, smanjeno
profesionalno izlaganje, prevencija i kontrola urinarnih infekcija trebali biti preporuceni u

prevenciji karcinoma mokra¢nog mjehura (2).

1.1.2 Klini¢ka slika

Glavni simptom bolesti je bezbolno krvarenje, koje je prisutno u 85% slucajeva.
Krvarenje se pojavljuje u obliku makrohematurije ili mikrohematurije. Makrohematurija je
intermitentna, potpuna i ¢esto pracena krvnim ugruscima (6). Karcinom mokra¢nog mjehura
se jJavja u oko 20%  bolesnika s  makrohematurijom 1 5% S
mikrohematurijom (13). Pojava nekih simptoma ovisi o veli¢ini 1 lokalizaciji tumora. U
slucaju velikog tumora moze do¢i do ucestalog mokrenja zbog smanjenog kapaciteta mjehura.
Tumori lokalizirani u vratu mjehura ili oni koji zauzimaju veliki prostor u mjehuru uzrokovat
¢e jo§ 1 disuriju 1 urgenciju. Takvi simptomi se mogu pojaviti i u slucaju ekstenzivnog
karcinoma in situ. Tumori koji infiltriraju ureteralno us¢e mogu uzrokovati hidronefrozu koja
je lo§ prognosticki znak (14). Rijetko, u slucaju lokalno proSirenog tumora, je prisutna
palpabilna masa u zdjelici, edem donjih udova i opstipacija (3, 8). U uznapredovaloj bolesti se

javlja gubitak na teZini te, zbog prisutnih metastaza, abdominalna ili koStana bol (14).

1.1.3 Dijagnostika

Pojavom hematurije potrebno je otkloniti ili dokazati sumnju na novotvorinu
mokraénog mjehura. U tu se svrhu, uz fizikalni pregled i uobicajenu laboratorijsku obradu,
obavi ultrazvucni pregled mokra¢nog mjehura i trbuha, kao 1 intravenska urografija, jer u 1 do
2% slucajeva postoji isti proces i u gornjim dijelovima urotrakta (6). Laboratorijska obrada
ukljucuje kompletnu krvnu sliku i biokemijske pretrage krvi, klirens kreatinina te analizu
sedimenta urina (5). Potom novotvorinu potvrdujemo cistoskopijom (6). Osim hematurije,
kod koje smo iskljucili infekciju u podlozi, indikacije za cistoskopiju su i neobjasnjivi
simptomi od strane donjeg dijela urinarnog trakta te citoloSki nalaz urina suspektan na
malignitet (5). Cistoskopija opisuje sve makroskopske znacajke tumora (lokalizaciju, veli¢inu
i izgled) i nepravilnosti sluznice (15). Kombinacija citoloSke pretrage urina s cistoskopijom je
uspjes$nija od same cistoskopije pri otkrivanju karcinoma mokraénog mjehura visokog

gradusa i1 Tisa (tumora in situ). Ukoliko postoji cistoskopski vidljiva tumorska tvorba u



mokra¢nom mjehuru i/ili zadebljanje stjenke mokraénog mjehura prikazano MR-om, CT-om
ili ultrazvukom te pozitivna citoloska pretraga urina na maligne stanice, slijedi transuretralna
resekcija mokra¢nog mjehura (5). Novotvorina se ukloni u cijelosti 1 Salje na patohistolosku
analizu i time se dobiva konacna patoloska potvrda dijagnoze. Prije i poslije transuretralne
resekcije se u opcoj ili lokalnoj anesteziji ucini bimanualna palpacija mokraénog mjehura,
¢ime se procjenjuje lokalna proSirenost i ostatna tumorska masa nakon resekcije (6). Ponovna
(sekundarna) transuretralna resekcija mokra¢nog mjehura ponavlja se u razdoblju od,
najcesce, 4 do 6 tjedana nakon inicijalne transuretralne resekcije (5).

Patoloski opis nakon transuretralne resekcije mokra¢nog mjehura treba sadrzavati:
histoloski tip 1 podtip tumora, stupanj zlocudnosti (diferenciranosti) tumora (»niski gradus« ili
»visoki gradus«) ili stupnjevanje od GX do G4, status subepitelnoga vezivnog tkiva i
miSi¢nog sloja sluznice te limfokapilarnu invaziju i1 zahvacenost miSi¢nog sloja stjenke
mokraénog mjehura (5). Gradus je najvazniji prognosticki znak progresija, a zatim prisutnost
Tis-a (6).

Patoloski opis nakon radikalne ili parcijalne cistektomije sa zdjelicnom
limfadenektomijom sadrzava dodatna obiljezja kao Sto je: smjeStaj 1 veliCina tumora te opis
prodora tumora u okolinu, odnosno zahvaéenost perivezikalnog tkiva, organa (prostata,
maternica, rodnica) te zdjeli€ne i trbusne stjenke, zahvacenost reznih rubova i udaljenost
tumora od reznih rubova, smjestaj, broj pregledanih, broj i veli¢inu zahvaéenih limfnih
¢vorova (5).

U dijagnosticku obradu je ukljucen i rendgenogram prsista te CT ili MR zdjelice (5).
CT-om ili MR-om nije moguce otkriti mikroskopsku invaziju u perivezikalno masno tkivo
(T2 vs. T3a). Glavna svrha CT-a i MR-a je otkriti T3b stadij bolesti te visi stadij (15).

U bolesnika sa simptomima proSiruje se pretraga ovisno o sumnji na sijelo metastaza
te ukljucuje: scintigrafiju kostiju ako je alkalna fosfataza poviSena ili postoji bolnost u
kostima, MR ili CT mozga kod sumnje na mozdane presadnice, biopsiju metastatskog ¢vora
na vratu, FDG-PET/CT u bolesnika nakon terapije kad su druge metode nedostatne za daljnju
terapijsku odluku ili ako postoji sumnja na diseminaciju bolesti koju prethodna obrada nije
pokazala (5).

Oko 70 % novodijagnosticiranih slucajeva su miSi¢no-neinvazivni 1 to egzofiticni
papilarni tumori ograni¢eni u velikoj mjeri na mukozu (Ta; 70%), ili manje Cesto na
submukozu (T1; 25%), te ravne lezije visokog gradusa (Tis; 5%). Vjerojatnost progresije u
misSi¢no-invazivni karcinom za Ta i T1 je ve¢a od 50 %, dok je za Tis od 50 do 90 %. Tis

obiljezava visoka vjerojatnost povratka bolesti u sljede¢ih pet godina (7). Oko 40 %

6



invazivnih tumora nastaje progresijom iz neinvazivnih, dok se oko 60% od samog pocetka
prezentira kao invazivni. U 30 % bolesnika s invazivnom bole$¢u postoje subklinicke

metastaze (6).

1.1.4 Stadij bolesti

Procjena prosirenosti bolesti ili stadij bolesti je vazna za izbor odgovarajuce terapije te
prognozu bolesti, a odreduje se prema TNM-klasifikaciji (Tablica 3) (3). Odredivanje stadija
bolesti temelji se na bimanualnoj palpaciji (u anesteziji), patohistoloSkom nalazu (nakon

biopsije, transuretralne resekcije ili kirurSkog zahvata) te radioloSkoj dijagnostici (5).

Tablica 3. TNM-Kklasifikacija prema American Joint Committee on Cancer (AJCC, sedmo

izdanje, 2010) (5).

Primarni tumor (T)

Tx primarni se tumor ne moze odrediti

TO nema tumora

Ta neinvazivni papilarni karcinom

Tis rak in situ: »ravni tumor«

T1 tumor zahvaca subepitelno vezivno tkivo
T2 tumor zahva¢a muskularis propriju

T2a tumor zahvaca superficijalni sloj muskularis proprije (unutrasnju polovinu)

T2b tumor zahvac¢a duboki sloj muskularis proprije (vanjsku polovinu)

T3 tumor zahvaca perivezikalno tkivo

T3a mikroskopski

T3b makroskopski (ekstravezikalna masa)

T4 tumor zahvaca nesto Sto slijedi: stromu prostate, seminalne vezikule, uterus,
vaginu, stjenke zdjelice ili abdominalnu stjenku

T4a tumor zahvaca stromu prostate, uterus, vaginu

T4b tumor zahvaca stjenke zdjelice, abdominalnu stjenku

Regionalni limfni ¢vorovi (N)

(Regionalni limfni ¢vorovi ukljuuju primarnu i sekundarnu drenaznu regiju. Svi limfni

¢vorovi iznad bifurkacije aorte smatraju se metastatskim limfnim ¢vorovima.)



Nx | ne moze se procijeniti prisutnost metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima
NO | nema metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima
N1 | metastaza u jednome limfnom ¢voru zdjelice (hipogastri¢nom,
opturatornom, vanjskom ilijakalnom ili presakralnome limfnom
cvoru)
N2 | multiple metastaze u limfnim ¢vorovima zdjelice (hipogastri¢nim,
opturatornim, vanjskim ilijakalnim ili presakralnim limfnim
¢vorovima)
N3 | metastaza u limfnom ¢voru podrucja zajednickih ilijakalnih limfnih ¢vorova
Udaljene metastaze (M)
MO | nema udaljenih metastaza

M1 | prisutne su udaljene metastaze

1.1.5 Lijecenje

Kako se lijeCenje temelji na stupnju proSirenosti bolesti, razlikuje se pristup
neinvazivhom i invazivhom karcinomu ili metastatskoj bolesti (3). LijeCenje misSi¢no-
neinvazivnih tumora mokra¢nog mjehura podrazumijeva odstranjenje tumora te prevenciju
recidiva i progresije (5).

Primarni oblik lijje¢enja za miSo¢no-neinvazivni karcinom mokraénog mjehura je
transuretralna resekcija tumora (6). Nakon resekcije urolog razmatra ponovnu resekciju te
adjuvantnu intravezikalnu terapiju, ovisno o gradusu, stadiju i brojnosti lezija (16). Zbog
visoke stope lokalnog povratka bolesti, potrebno je ponavljati cistoskopiju u tromjese¢nim
intervalima. Adjuvantno se primjenjuje imunoterapija BCG-om (Calmette-Guérinova bacila)
ili kemoterapija mitomicinom C. Intravezikalana imunoterapija i kemoterapija produljuju
prezivljenje bez znakova bolesti te smanjuju broj recidiva (3). Terapija BCG-om je znacajno
uspjesnija od terapije mitomicinom C u skupini bolesnika s visokim rizikom povratka bolesti
(16).

Za invazivni je karcinom metoda izbora radikalna cistektomija. Radikalna cistektomija
ukljucuje, uz uklanjanje mokra¢nog mjehura, i uklanjanje prostate i sjemenskih mjehuric¢a u
muskaraca, te maternice i1 jajnika u zena. Takoder se uklanjaju zdjeli¢ni limfni ¢vorovi, a u
odredenim sluc¢ajevima i mokrac¢na cijev (6). U izabranih bolesnika s invazivnim rakom moze

se provesti konkomitantna kemoiradijacija (usporedna aplikacija radioterapije 1 kemoterapije



temeljene na cisplatini) u svrhu ocuvanja mokraénog mjehura. Bolesnici koji zbog loseg
opc¢eg stanja ili znatnog komorbiditeta ne mogu tolerirati kemoiradioterapiju samo se zrace
(3). Cesto se prije ili poslije kirur§kog zahvata kod misiéno-invazivnog karcinoma provodi
kemoterapija. Kemoterapija moze produljiti prezivljenje i smanjiti rizik od povratka
karcinoma. Primjena kombinacije cisplatine i gemcitabina se pokazala manje toksicnom od
MVAC protokola (metotreksat/vinblastin/doksorubicin/cisplatina) (17). Metastatska bolest se
najcesce lije¢i kemoterapijom, MVAC ili GC (gemcitabin/cisplatina) protokolom (5). U
sluc¢aju prisutnosti kostanih presadnica primjenjuju se bifosfonati te palijativna radioterapija
bolnih sijela. Palijativna se radioterapija moze primjenjivati i radi zaustavljanja krvarenja iz
mokraénog mjehura (3).

Petogodis$nje prezivljenje bolesnika s neinvazivnim karcinomom mokra¢nog mjehura
je 90%, dok je prezivljenje s invazivnim 66% (6). Pra¢enje bolesnika se vrSi redovitim
kontrolama svakih 3 do 6 mjeseci u prvoj godini, a potom jednom godiSnje. Praéenje
ukljucuje klini¢ki pregled, ultrazvuk ili MSCT trbuha 1 male zdjelice, krvnu sliku,
biokemijske pretrage, citolosku analizu urina, analizu mokra¢nog sedimenta te prema potrebi i

druge pretrage (3).

1.2 Molekularna genetika karcinoma mokra¢nog mjehura i molekularni biljezi

Uocava se da se tumori urotela razvijaju dvama, velikim dijelom neovisnim, putevima
koji se odnose na papilarne i nepapilarne tumore. Papilarni tumori proizlaze iz ravnih
hiperplasti¢nih promjena urotela koji se odnose na tumore niskog gradusa. Tipi¢no su niskog
gradusa 1 rastu kao povrSinske neinvazivne papilarne protruzije. Imaju visoku sklonost
recidiviranju, ali prakti¢no nikad nisu invazivni ili metastaziraju. Nepapilarni solidni tumori
nastaju iz teSke displazije ili karcinoma in sifu i visokog su gradusa te invadiraju zid
mokraé¢nog mjehura i metastaziraju u regionalne limfne ¢vorove i udaljena podrucja. Vecini
tumora visokog gradusa ne prethode papilarni tumori. PovrSinski tumori niskog gradusa u 10-
15% progrediraju u invazivne tumore visokog gradusa i to tipi¢no razvojem iz karcinoma in
situ. U papilarnim tumorima se Cesto susre¢e mutacija receptora za faktor rasta FGFR3, a
rjede u nepapilarnim. Suprotno tome, alteracije p53/Rb/PTEN/mTor puteva se susrecu u

invazivnim tumorima (18).



Papilarni tumori zbog ucestalog recidiviranja ostvaruju znacajan troSak u klinickom

zbrinjavanju i predstavljaju javno zdravstveni problem. MiSi¢no-invazivni tumori velikim

dijelom razviju rezistenciju na kemoterapiju i potom brzom progresijom zavrSavaju fatalno.

Stoga bi identifikacija molekularnih mehanizama u svrhu prevencije recidiva i progresije u

miSi¢no-invazivne tumore bila od velike vaznosti (18). Identifikacija specificnih genomskih

alteracija moZe omoguciti razvoj specifi¢nog terapijskog pristupa svakom pacijentu (19).

Ceste genetitke i epigeneti¢ke aberacije urotelnih karcinoma, njihova klini¢ko-

patoloska povezanost i druge znacajke su prikazane u Tablici 4.

Tablica 4. Ceste geneticke i epigenticke aberacije urotelnih karcinoma (20)

Gen

TPS3

MDM2

HRAS*

FGFR3

E2F3

CCND1

CDKN2A

RB1

ERBB2

Lokacija
17p13.1
12q14.3-q15

11p15

4p16.3

6p22

11q13

9p21

13q14.2

17921-q22

Uloga
Tumor supresor
Onkogen

Onkogen

Onkogen

Onkogen

Onkogen

Tumor-supresor

Tumor-supresor

Onkogen

Promjena
Delecija/mutacija
Amplifikacija
Aktivirane
mutacije
Aktivirane
mutacije
Amplifikacija

Amplifikacija

Delecija/mutacija

Delecija/mutacija

Amplifikacija

Klini¢ko-
patoloska
povezanost
Visoki gradus
Visoki gradus
Svi gradusi i
stadiji do 15 %
Predominantno
niski gradus i
stadij

Invazivni
visokog gradusa
Svi gradusi i
stadiji

Svi gradusi 1
stadiji, primarno
visoki gradus
Invazivni
visokog gradusa
Invazivni

visokog gradusa
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MYC 8q24.21 Onkogen Amplifikacija Invazivni
visokog gradusa

PTEN 10923.3 Tumor-supresor | Delecija/mutacija | Visoki gradus,
svi stadiji

RASSF1A 3p21.3 Tumor-supresor | Metilacija Invazivni
visokog gradusa,
povezan s
progresijom

FHIT 3pl4.2 Tumor-supresor | Delecija/metilacija | Visoki gradus,
povezan s
progresijom

PTCH 9q22.3 Tumor-supresor | Delecija/metilacija | Svi gradusi i
stadiji

DBC1 9q32-33 Tumor-supresor | Delecija/metilacija | Svi gradusi 1
stadiji

TSC1 9q34 Tumor-supresor | Delecija/metilacija | Svi gradusi i
stadiji

Epitelni tumori mogu tijekom progresije izgubiti epitelni fenotip i postati mezenhimni,
sarkomima-slicni tumori. Takve tumore karakterizira visoka agresivnost, rezistencija na
terapiju 1 letalnost. Proces kojim se razvijaju jest nazvan epitelno-mezenhimna tranzicija, a
karakterizira ih, medu ostalim, i smanjena ekspresija adhezijskih molekula E-kadherina te
povecana ekspresija matriks metaloproteinaza. U zadrZzavanju epitelnog fenotipa karcinoma
mjehura pozitivnu ulogu ima i ekspresija miRNA (miR200). Sve je viSe dokaza da epitelno-
mezenhimna transformacija ima ulogu u progresiji 1 metastaziranju. U metastatskim tumorima
ekspresija E-kadherina obi¢no je smanjena i smatra ga se, prema pretklinickim studijama,
metastatskim supresorom, dok je ekspresija metaloproteinaza povecana, §to vodi u invaziju,
migraciju i1 angiogenezu. K tome je pokazano da osjetljivost stanica na kemoterapiju
inhibitorima receptora epidermalnog faktora rasra (EGFR) ovisi 1 o prisutnosti istih (epitelnih)

biljega, E-kadherina i miRNA (miR200).
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Postoje 1 druga podrucja zanimljiva za istraZivanje progresije karcinoma kao $to su
maticne stanice mokraénog mjehura, epigeneticke promjene (metilacija ili acetilacija
kromatina i histona) i diferencijalna ekspresija mikro RNA (18).

Uloga molekularnih biljega nije jo§ uvijek jasna i nisu Siroko prihvaceni u procesu
klini¢kog zbrinjavanja. Sirok je doseg istrazivanja molekularnih biljega, koji ukljuduje biljege
proliferacije, apoptoze, tumor-supresorske gene, faktore rasta i njihove receptore, onkogene,
hormonske receptore, adhezijske molekule stanica, telomeraze, hijaluronsku kiselinu, proteine
povezane s mikrotubulima, E2F transkipcijski faktor, MDR proteine, COX 2, uroplakin i
druge (21).

Potreba za njima u probiru, ranoj dijagnostici i pracenju postoji zbog potrebe za
citologija urina pomaze u detektiranju tumora visokog gradusa, njena je osjetljivost za tumore
niskog gradusa od 4% do 31%. Takoder, markeri bioloskog i klini¢kog ponasanja su nuzni za

bolje otkrivanje stadija, prognoze te terapijskog pristupa i pra¢enja odgovora na terapiju (13).

1.3 RNazeH

RNaze H su enzimi prisutni u svim zivim organizmima. RNaza H pripada superobitelji
retroviralnih integraza. Superobitelj retroviralnih integraza obuhvaca mnoge vaZne enzime
koji obraduju nukleinsku kiselinu i medusobno pokazuju veliku strukturnu slicnost te sadrze
isto kataliticko srediste. Glavni element katalitickog srediSta je beta ploc¢a kojoj je pripojen
razli¢it broj alfa uzvojnica koje su razliito organizirane. Aktivho mjesto enzima veze
dvovalentne metalne ione (predominantno Mg2+) koji su esencijalni za kataliticku aktivnost
(22). Eukarioti posjeduju dva tipa ovih enzima, RNazuH1 i RNazuH2 (Slika 1), koji imaju
razliCite biokemijske karakteristike i specifinost za supstrate (23). RNazaH1 hidrolizira
RNA-DNA hibride tako da medudjeluje s 2-OH skupinom barem cetiri uzastopna
ribonukleotida i time ih uspjesno uklanja, dok RNazaH?2 hidrolizira sve tipove hibrida. RNA-
DNA hibridi se formiraju za vrijeme replikacije i transkripcije, bilo u tijeku normalnog
procesa, kao $to je inicijacija s Okazakijevim fragmentom, ili slu¢ajnim hibridiziranjem DNA
1 RNA koja se ne spoji s postranskripcijskim aparatom (22). Mitohondrijska izoforma RNaze

HI jest esencijalna u replikaciji mitohondrijske DNA (23).
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U sisavaca jest predominantna aktivnost RNaze H2 (23). RNaza H2 je heterotrimer
koji se sastoji od jedne kataliticke podjedinice, RNazeH2A, te dvije nekataliticke podjedinice,
RNazeH2B i RNazeH2C. Podjedinice zajedno mogu prepoznati i ukloniti jedan ribonukleotid
u DNA-DNA kompleksu. Ribonukleotid u dsDNA moze biti posljedica pogreske DNA
polimeraze ili nepotpunog uklanjanja Okazakijevog fragmenta tijekom replikacije (22).
RNazaH?2 je izrazenija u stanicama koje se aktivno dijele, a ekspresija korelira sa ekspresijom
proliferacijskog biljega Ki67 (23). Mutacija neke od podjedinica mozZe rezultirati Aicardi-
Goutiéres sindromom, geneti¢kim poremecajem sa simptomima slinim in utero virusnoj
infekciji koja pogada ziv€ani sustav. Takav fenotip je posljedica aktiviranja prirodenog

imunog odgovora akumuliranim hibridima (24).
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Slika 1. Pojednostavljeni model RNaze H2 (preuzeto sa http://www.proteopedia.org)

1.4 Genomska nestabilnost i RNazeH

Genomska nestabilnost je obiljezje karcinomskih stanica (25). NeuspjeSni popravak
DNA oSteCene unutarstanicnim ili izvanjskim stresom moze rezultirati genomskom
nestabilnos¢u koja se ocituje velikim kromosomskim preraspodjelama (26). Velike
kromosomske preraspodjele su pronadene u mnogo razlicitih tumora (25). Pojavljuju se kao
translokacije, inverzije, amplifikacije, intersticijske delecije, terminalne delecije s de novo
sintetiziranim telomerama, kromosomske fuzije te aneuploidije (25, 26). Te genetske
malformacije ¢esto vode do stani¢ne smrti ili karcinogeneze (26). Do sada je otkriveno barem
pet razli¢ith putova u supresiji velikih kromosomskih preraspodjela koji ukljucuju kontrolne
tocke u fazi replikacije stani¢nog ciklusa, rekombinacijski put poznat kao lomovima
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inducirana replikacija, put koji suprimira de novo produljivanje telomera, putovi za
remodeliranje kromatina 1 ,,mismatch® popravak koji sprjeCava rekombinaciju izmedu
razli¢itih DNA sekvenci. OsteCenu DNA prvo prepoznaju kontrolne tocke S faze koje potom
odasilju signal za popravak DNA. Takoder se moze odaslati signal za ubikvitinaciju supstrata.
Stetu DNA koja nije popravljena prepoznaju mitoti¢ke kontrolne to¢ke. Oste¢ena DNA potom
podlijeze endonukleazama i egzonukleazama, a nakon toga telomeraze dodaju telomerske
sekvence na kraj slomljenih kromosoma (25).

Mutacije koje remete DNA replikaciju su znacajan uzrok velikih kromosomskih
preraspodjela (27). Tijekom DNA replikacije replikacijske raslje zastaju na mjestu oSte¢ene
DNA ili na mjestima gdje se normalno javljaju replikacijske barijere (26). Ako Steta nije
pravilno uklonjena, zbog zakocene replikacije, replikacijske raslje se ruSe i nastaju dvostruki
lomovi DNA koji su posrednici velikih kromosomskih preraspodjela (26, 27). Studije na
bakterijama i kvascu upucuju da su, uz pogresnu replikaciju, lomovi dvostrukog lanca
posljedica egzogenih Stetnih ¢imbenika i pogresnog popravka DNA.

Delecije gena koji sudjeluju od inicijacije transkripcije do RNA degradacije i eksporta
pojacavaju nestabilnost. Istrazivanje u kvasca pokazuje da pogreske u transkripciji, kao §to je
mutacija ¢imbenika uklju¢enog u elongaciju, rezultira delecijama i nakupljanjem RNA-DNA
hibrida. Pri tome povecana ekspresija RNazeH sprjeava pojavu hibrida i povezanih delecija.
Slican ishod nastaje i pri nedostatku faktora prekrajanja. PogreSke u RNA biogenezi, stoga,
mogu biti velika prijetnja genomskom integritetu, a RNazaH djeluje kao ¢uvar genoma. K
tome u studiji koja je ispitivala ulogu RNazeH u supresiji RNA-DNA hibrida i genomske
nestabilnosti je ustanovljeno da inaktivacija oba tipa RNazeH povecava velike kromosomske
preraspodjele slicno kao 1 najteze mutacije u biogenezi mRNA (27)

Povecana genomska nestabilnost uz kromosomske lomove nastaje u stanicama s
inaktiviranom RNazomH?2A ili RNazomH2B. Inaktivacijom RNazeH?2 se otkrila vaznost ovih
enzima u razvoju embrija, gdje zbog oSteCenja DNA dolazi do aktivacije p53 gena te
posljedi¢no zaustavljanja stani¢nog ciklusa i smanjene proliferacije stanica embrija. Takoder
dolazi i do akumulacije ribonukleotida (23). RNazaH?2 je sposobna ukloniti ribonukleotide i to
upucuje na njenu ukljucenost u DNA replikaciju i popravak (22). Prilikom stvaranja DNA
lanca DNA polimeraze mogu umjesto deoksiribonukleotida inkorporirati ribonukleotide i to
svakih tisu¢u parova baza. Poznato je da ribonukleotidi podlijezu spontanoj hidrolizi znatno
viSe od deoksiribonukleotida. Takoder nakupine ribonukleotida mogu usporavati replikacijske
raSlje. Usporavanje replikacijskih raslji 1 hidroliza ribonukleotida na DNA lancu mogu

rezultirati pucanjem DNA lanaca (23). Whaba i sur. zaklju¢uju da su poremecena RNA
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biogeneza i funkcija RNazeH vazni za o€uvanje genomske strukture i da predstavljaju moguci
molekularni mehanizam pojave kromosomskih preraspodjela povezanih s karcinomom.
Takoder sama genomska nestabilnost moze uzrokovati promjene u transkripciji koje su
potrebne za progresiju karcinoma (27).

Studija koja je trazila nove terapijske mete za karcinome upucuje da bi RNA
reguliraju¢i enzimi mogli predstavljati novu klasu enzima kao potencijalne terapijske mete. U
studiji je, takoder, pronadena pojacana ekspresija RNazeH2A, kataliticke podjedinice
RNazeH2 kompleksa, u mezenhimalnim mati¢nim stanicama nakon inaktivacije pRb-a i u
potpuno transformiranim mezenhimalnim mati¢énim stanicama (koje su kroz pet koraka,
ukljucujuéi korak inaktivacije pRb-a, dosle do potpune transformacije). Takoder, pojac¢ana se
ekspresija RNazeH2A nalazi u raznim vrstama karcinoma ukljucujuéi karcinom mokra¢nog
mjehura, mozga (multiformni glioblastom, oligodendrogliom i oligoastocitom), dojke, glave i
vrata te leukemijama (T i B stanicnim akutnim limfoblastiénim leukemijama i akutnim
mijeloidnim leukemijama), melanomima i1 seminomima. Gen za RNazuH2A je identificiran
kao jedan od 2 posto gena koji pokazuju znaCajnu sli¢nost s profilima terapijskih meta
karcinoma poznatog uspjeha. K tome, izbacivanje RNazeH2A pomocu tranzitne siRNA i
shRNA u transformiranim mezenhimalnim mati¢nim stanicama je rezultiralo znacajnim
smanjenjem broja njihovih kolonija. Ovo je istraZivanje je dokaz da RNazeH2A moze imati

ulogu u transformaciji stanica (28).
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2  CILJ ISTRAZIVANJA
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Cilj istrazivanja je ispitati pojedina¢no djelovanje inhibitora RNazeH2A, pod nazivima
Inhibitor A, Inhibitor B i Inhibitor C, na stani¢ne linije karcinoma mokra¢nog mjehura T24 i
RT4. Pretpostavka je da ¢e se nakon izlaganja karcinomskih stanica T24 1 RT4 stani¢nih linija
svakom pojedinacnom inhibitoru smanjiti prezivljenje karcinomskih stanica, to jest broj
karcinomskih stanica ¢e biti manji u odnosu na kontrolnu skupinu stanica koje nisu izlozene

inhibitorima.
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3 MATERIJALI I METODE
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3.1 Materijali

U in vitro istrazivanju ispitivanje djelovanja inhibitora se provodilo na ljudskim

karcinomskim stanicama T24 (Slika 2) i RT4 stani¢ne linije. Obiljezja tih stani¢nih linija su

prikazana u Tablici 5.

Tablica 5. Obiljezja T24 1 RT4 stani¢ne linije (preuzeto sa http://www.lgcstandards-

atcc.org)
Organizam Homo sapiens, ¢ovjek
Tkivo mokraéni mjehur
Forma proizvoda smrznuto
Morfologija epitelna
Obiljezje kulture adherentna
Stani¢na linija T24: karcinom prijelaznih stanica
Bolest

Stani¢na linija RT4: papilom prijelaznih stanica

Genske mutacije

Stani¢na linija T24: HRAS, TP53

Stani¢na linija RT4: CDKN2A,TSCI

19


http://www.lgcstandards-atcc.org/
http://www.lgcstandards-atcc.org/

ATCC Number: HTB-4 ™
Designation: T24

Low Density Scale Bar = 100um High Densi Scale Bar = 100pm

Slika 2. Karcinomske stanice T24 stani¢ne linije (preuzeto sa http://www.lgcstandards-

atcc.org)

3.2 Postupak

Nakon odmrzavanja, stani¢ne linije su uzgojene u vlaznom inkubatoru na 37 °C uz 5%
CO,, u Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) mediju. Nakon inkubacije, stanice su
presadene na Cetiri ploc¢e od 96 jazica. U jazice je dodan DMEM medij i stanice su ostavljene
da adherairaju preko no¢i za podlogu. (Slika 3) Prije dodavanja inhibitora, medij je ispran, a
stanice su ostale adherirane za dno jazica. Inhibitori su dodani tako da je jedan inhibitor u
jednoj koncentraciji dodan u tri jaZice, a koncentracije inhibitora su prikazane u grafovima s
rezultatima. Koncentracije inhibitora su dobivene postepenim razrjedivanjem pocetne
koncentracije inhibitora pomijesanog s medijem. U tri jaZice, koje su predstavljale kontrolnu

skupinu, nije dodan nijedan inhibitor ve¢ su ostavljene stanice u samom DMEM mediju.
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Citotoksic¢nost inhibitora se odredivala nakon 4, 24, 48 i 72 sata, zbog Cega je bilo potrebno

stanice nasaditi u Cetiri seta jaZica.

Slika 3. Karcinomske stanice presadene u 96 jazica 1 izloZene razli¢itim

koncentracijama otopina inhibitora (prije dodavanja MTT-a).

3.3 Test citotoksi¢ne aktivnosti

Citotoksicnost je odredena MTT testom. Nakon inkubacije s inhibitorima, u svaku
jazicu je dodan MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide). MTT
testom se odreduje postotak metabolicki aktivnih stanica nakon izlaganja jednom od
inhibitora, jer mrtve, odnosno metabolicki neaktivne stanice ne vezu MTT (Slika 4).
Metabolicki aktivne stanice, sposobne za zivot, pretvaraju MTT u ljubicasto obojen spoj
formazan. Kada stanice odumru gube sposobnost pretvorbe MTT-a. Mehanizam pretvorbe
MTT-a vjerojatno ukljucuje reakciju s NADH-om koji prenosi elektrone do MTT-a (29). Na
kraju je spektrofotometrijski izmjerena apsorbancija ljubiCastog spoja, biljega zZivih stanica, za
svaku jazicu posebno, ukljucujuéi i jazice s kontrolnom skupinom u kojima o¢ekujemo najvisi
stupanj obojenja, kao i najvecu apsorbanciju (Slika 5). Da bi se mogla ocitati apsorbancija (na
570 nm) novonastalog ljubicastog spoja, potrebno ga je otopiti u otopini DMSO (dimetil
sulfoksid) (29). Nakon jednog sata MTT je ispran i dodan je DMSO (Slika 4). Apsorbancija
za svaku koncentraciju pojedinog inhibitora je srednja vrijednost apsorbancja iz tri jazice s

istom koncentracijom pojedinog inhibitora. Apsorbancije iz jazica ispitivanih skupina su
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usporedene s apsorbancijom iz jazica kontrolne skupine stanica koje nisu izloZzene djelovanju

inhibitora.

Slika 4. Ljubicasto obojenje (biljeg zivih stanica) nakon dodavanja
DMSO-a (koji otapa neotopljeni ljubicasti spoj formazan) u otopinu

MTT-a

Slika 5. Spektrofotometar
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3.4 Statisti¢ka analiza

Nakon izmjerenih apsorbancija ispitivanih i kontrolnih skupina, izraunate su srednje
vrijednosti apsorbancija za svaku koncentraciju pojedinog inhibitora (Inhibitora A, Inhibitora
B i Inhibitora C) i kontrolnih skupina. Zatim su izracunate vrijednosti omjera izmedu srednjih
vrijednosti ispitivanih i1 kontrolnih skupina za svaku koncentraciju pojedinog inhibitora
(Inhibitora A, Inhibitora B i Inhibitora C) nakon 4, 24, 48 1 72 sata. Rezultati su izraCunati u

programu Microsoft Excel i prikazani su slikovno.
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4 REZULTATI
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Rezultati pokazuju preZivljenje karcinomskih stanica T24 i RT4 stani¢ne linije u

usporedbi s kontrolama (100% prezivljenje, prezivljenje stanica=1) u odnosu na:

1. vrijeme izlozenosti Inhibitoru A, Inhibitoru B, Inhibitoru C (4, 24, 48 i 72 sata)

2. razli¢ite koncentracije Inhibitora A, Inhibitora B i Inhibitora C.

Rezultati su prikazani zasebno za T24 1 RT4 stani¢nu liniju.

4.1 Stani¢na linija T24

Karcinomske stanice T24 stani¢ne linije pokazuju smanjeno prezivljenje u odnosu
prema kontroli tek nakon 24 sata djelovanja Inhibitora A u najvi$oj koncentraciji (20 pM)
(Slika 6 1 7). Nakon 48 sati stanice pokazuju smanjeno preZivljenje pri koncentracijama
Inhibitora A od 1, 10 i 20 uM, dok je nakon 72 sata preZivljenje smanjeno ve¢ pri najmanjoj

koncentraciji inhibitora od 0.01 uM (Slika 61 7).

Slika 6. Prezivljenje karcinomskih stanica T24 stani¢ne linije nakon izlaganja Inhibitoru A

Inhibitor A + T24 stanicna linija
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Slika 7. PreZivljenje karcinomskih stanica T24 stani¢ne linije nakon

izlaganja Inhibitoru A

Inhibitor A + T24 stani¢na inija
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Karcinomske stanice T24 stani¢ne linije pokazuju smanjeno prezivljenje u odnosu
prema kontroli tek nakon 24 sata djelovanja Inhibitora B u koncentracijama od 1 do 20 uM
(Slika 8 i1 9). Nakon 48 sati stanice pokazuju smanjeno prezivljenje pri koncentraciji
Inhibitora B od 0.5 uM koje se razmjerno smanjuje daljnjim povecanjem koncentracije (Slika
8 1 9). Slican je ucinak inhibitora i nakon 72 sata koje obiljezava najmanje prezivljenje
stanica (Slika 8 1 9). PreZivljenje karcinomskih stanica je manje nakon izlaganja Inhibitoru B

nakon 24, 48 1 72 sata u odnosu na Inhibitor A.
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Slika 8. Prezivljenje karcinomskih stanica T24 stani¢ne linije nakon izlaganja Inhibitoru B
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Slika 9. Prezivljenje karcinomskih stanica T24 stani¢ne linije nakon izlaganja Inhibitoru B
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Karcinomske stanice T24 stani¢ne linije pokazuju smanjeno prezivljenje u odnosu
prema kontroli tek nakon 24 sata djelovanja Inhibitora C u koncentraciji od 10 i 20 uM (Slika
101 11). Nakon 48 sati stanice pokazuju smanjeno prezivljenje pri koncentraciji Inhibitora C
od 5 uM, koje se razmjerno smanjuje daljnjim povecanjem doze (SlikalO i 11). Smanjeno

prezivljenje nakon 72 sata se vidi pri svim koncentracijama Inhibitora C, izuzev koncentracija
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od 0.5, 1 1 5 uM, a najmanje je prezivljenje pri koncentraciji od 10 i 20 pM (Grafikon 10 i
11).

Slikal0. PreZivljenje karcinomskih stanica T24 stanicne linije nakon izlaganja Inhibitoru C

Inhibitor C + T24 stani¢na linija
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Slika 11. Prezivljenje karcinomskih stanica T24 stani¢ne linije nakon izlaganja Inhibitoru C
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4.2 Stanicna linija RT4

Karcinomske stanice RT4 stanicne linije pokazuju smanjeno prezivljenje u odnosu
prema kontroli tek nakon 24 sata djelovanja Inhibitora A samo u koncentraciji od 0.5 uM
(dok pri veéim konc prezivljenje nije smanjeno) (Slika 12 i 13). Nakon 48 sati stanice
pokazuju smanjeno prezivljenje samo pri koncentracijama od 0.5 i 5 uM (dok pri veéim
koncentracijama nije smanjeno) Nakon 72 sata preZivljenje je smanjeno ve¢ pri najmanjoj

koncentraciji inhibitora od 0.01 uM (Slika 121 13 ).

Slika 12. Prezivljenje karcinomskih stanica RT4 stani¢ne linije nakon izlaganja Inhibitoru A
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Slika13. Prezivljenje karcinomskih stanica RT4 stani¢ne linije nakon izlaganja Inhibitoru A

Inhibitor A + RT4 stani¢na linija
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Karcinomske stanice RT4 stani¢ne linije pokazuju smanjeno prezivljenje u odnosu
prema kontroli nakon 4 sata djelovanja Inhibitora B pri koncentracijama od 0.01, 0.1 1 5 uM
(Slika 141 15). Nakon 24 sata stanice pokazuju smanjeno prezivljenje u koncentraciji od 0.05,
0.1 1 5 uM, a nakon 48 sati u koncentraciji od 0.05, 0.5 1 5 uM s najve¢im smanjenjem pri
koncentraciji od 5 pM. Nakon 72 sata prezivljenje je smanjeno ve¢ pri najmanjoj
koncentraciji inhibitora od 0.01 pM Ne uocava se razmjerno smanjenje prezivljenja
povecanjem koncentracije inhibitora (Slika 14 i 15). PreZivljenje karcinomskih stanica nakon
izlaganja Inhibitoru B, nakon 72 sata i u svim koncentracijama, sli¢no je prezivljenju nakon

izlaganja Inhibitoru A.
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Slika 14. Prezivljenje karcinomskih stanica RT4 stani¢ne linije nakon izlaganja Inhibitoru
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Slika 15. Prezivljenje karcinomskih stanica RT4 stani¢ne linije nakon izlaganja Inhibitoru B
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Karcinomske stanice RT4 karcinomske stani¢ne linije pokazuju smanjeno prezivljenje

u odnosu prema kontroli nakon 4 sata djelovanja Inhibitora C u koncentraciji od 0.05, 0.1 15

uM (Slika 16 1 17). Nakon 24 148 sati stanice pokazuju smanjeno prezivljenje u

koncentraciji od 0.01, 0.5 11 uM (Slika 161 17). Smanjeno prezivljenje stanica nakon 72

sata se vidi pri svim koncentracijama Inhibitora C (Slika 161 17).
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Slika 16. Prezivljenje karcinomskih stanica RT4 stani¢ne linije nakon izlaganja Inhibitoru C

Inhibitor C+ RT4 stani¢na linija
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Slika 17. Prezivljenje karcinomskih stanica RT4 stanicne linije nakon izlaganja

Inhibitoru C
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Karcinom mokraénog mjehura zauzima sedmo mjesto u svijetu po ucestalosti
karcinoma u muskaraca i sedamnaesto u Zena (1). UocCava se da se tumori urotela razvijaju
dvama, velikim dijelom neovisnim, putevima koji se odnose na papilarne (neinvazivni) i
nepapilarne (invazivne) tumore. Papilarni tumori zbog ucestalog recidiviranja ostvaruju
znacajan troSak u klinickom zbrinjavanju i predstavljaju javno zdravstveni problem. MiSi¢no-
invazivni tumori velikim dijelom razviju rezistenciju na kemoterapiju 1 potom brzom
progresijom zavrSavaju fatalno. Stoga bi identifikacija molekularnih mehanizama u svrhu
prevencije recidiva i progresije u miSi¢no-invazivne tumore bila od velike vaznosti (18).

Proucavanje molekularnih biljega je od interesa zbog potrebe za neinvazivnim,
prac¢enju karcinoma mokraénog mjehura. Uz to, dok citologija urina pomaze u detektiranju
tumora visokog gradusa, njena je osjetljivost za tumore niskog gradusa od 4% do 31%.
Takoder, biljezi bioloskog i klini¢kog ponasanja su nuzni za bolje otkrivanje stadija, prognoze
te terapijskog pristupa i pra¢enja odgovora na terapiju (13).

Genomska nestabilnost je obiljezje karcinomskih stanica (25). Neuspjesni popravak
DNA oSteCene unutarstanicnim ili izvanjskim stresom moze rezultirati genomskom
nestabilnos¢éu koja se ocituje velikim kromosomskim preraspodjelama (26). Mutacije koje
remete DNA replikaciju su znac¢ajan uzrok velikih kromosomskih preraspodijela (27).

Istrazivanje u kvasca pokazuje da pogreske u RNA biogenezi mogu biti velika
prijetnja genomskom integritetu, a RNazaH djeluje kao ¢uvar genoma. To se objasnjava time
da povecana ekspresija RNazeH suzbijanjem RNA-DNA hibrida sprjeava nastanak delecija i
lomova prilikom pogreSaka u transkripciji, kao $to je mutacija ¢imbenika ukljuenog u
elongaciju 1 nedostatak faktora prekrajanja. Pri tome je u studiji koja je ispitivala ulogu
RNazeH u supresiji RNA-DNA hibrida i genomske nestabilnosti ustanovljeno da inaktivacija
oba tipa RNazeH povecava velike kromosomske preraspodjele, sli¢no kao 1 najteZze mutacije u
biogenezi mRNA (27)

Inaktivacija RNazeH2 dovodi do nakupljanja ribonukleotida, koji mogu usporavati
replikacijske raslje ili hidrolizirati na DNA lancu, §to moze rezultirati pucanjem DNA lanaca
(23). Takoder se otkrilo da je RNazaH2 izrazenija u stanicama koje se aktivno dijele, a
ekspresija korelira sa ekspresijom proliferacijskog biljega Ki67 (23).

Whaba 1 sur. zakljucuju da su poremecena RNA biogeneza i funkcija RNazeH vazni
za ocuvanje genomske strukture i da predstavljaju mogu¢i molekularni mehanizam pojave
kromosomskih preraspodjela povezanih s karcinomom. Takoder sama genomska nestabilnost

moze uzrokovati promjene u transkripciji koje su potrebne za progresiju karcinoma (27).
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Identifikacija specificnih genomskih alteracija moze omoguditi razvoj specificnog
terapijskog pristupa svakom pacijentu (19). Opisane su neke nove potencijalne mete za
intervencije u lijeCenju urotelnih tumora. Mutacije u receptoru tirozin kinaza (RTK)-RAS-
RAF, fosfoinozitid 3-kinaza (PI3K)/AKT/“mammalian target of rapamycin” (mTOR) puteva i
regulatora G1-S progresije stanicnog ciklusa kao $to je TP53 i RB1 se najceS¢e navode.
Takoder, potencijalne genske terapijske mete koje se javjaju u velikom broju urotelnih tumora
su su FGFR3 mutacije, PTEN delecije te FGFR1, CCNDI1 i MDM?2 amplifikacije (19).

Studija koja je trazila nove terapijske mete za karcinome upucuje na vaznost uloge
RNA u genskoj ekspresiji preko RNA interferencije, formiranja heteokromatina, DNA
metilacije i histonske modifikacije te da bi RNA reguliraju¢i enzimi mogli predstavljati novu
klasu enzima kao potencijalne terapijske mete. Pronden je pojaCan izrazaj RNazeH2A,
kataliticke podjedinice RNazeH2 kompleksa, u mezenhimalnim mati¢nim stanicama nakon
inaktivacije pRb-a i u potpuno transformiranim mezenhimalnim mati¢nim stanicama (koje su
kroz pet koraka, ukljuCujuci korak inaktivacije pRb-a, dosle do potpune transformacije). U
ljudskim fibroblastima, koji su transformirani na isti nacin, je takoder pronaden znacajan
pojacani izrazaj RNazeH2A. Takoder, pojacani se izrazaj RNazeH2A nalazi u raznim vrstama
karcinoma ukljucuju¢i karcinom mokraénog mjehura, mozga (multiformni glioblastom,
oligodendrogliom i oligoastocitom), dojke, glave i vrata te leukemijama (T i B stani¢nim
akutnim limfoblasticnim leukemijama i akutnim mijeloidnim leukemijama), melanomima i
seminomima. Gen za RNazuH2A je identificiran kao jedan od 2 posto gena koji pokazuju
znacajnu sli¢nost s profilima terapijskih meta karcinoma ve¢ poznatog uspijeha. K tome,
izbacivanje RNazeH2A pomocu tranzitne siRNA i shRNA u transformiranim mezenhimnim
mati¢nim stanicama je razultiralo znacajnim smanjenjem broja njihovih kolonija. Ovo je
istrazivanje je dokaz da RNazaH2A moze imati ulogu u transformaciji stanica (28).

Iz navednog se vidi koji su sve pozitivni ishodi koje bi donijela uspjesna inhibicija
RNazeH2A 1 posljedi¢no smanjeno prezivljenje stanica karcinoma mokra¢nog mjehura. Ovo
istraZzivanje pokazuje da in vitro izlaganje stanica karcinoma mokra¢nog mjehura T24 1 RT4
stani¢ne linije inhibitorima RNazeH2A, Inhibitoru A, Inhibitoru B i Inhibitoru C moze
dovesti do smanjenog prezivljenja tih stanica. Smanjeno prezivljenje nije uoceno jednako pri
svim koncentracijama i u razli¢itim vremenima izlozenosti djelovanju inhibitora, a tamo gdje
je pronadeno krece se u rasponu od manje od 1% do vise od 80%. Time je potvrdena hipoteza
1 ostvaren cilj istraZivanja. Sli¢an pokuSaj inhibiranja RNazeH2A nije pronaden. Kako je
potvrden uspjeh djelovanja inhibitora u pojedinim koncentracijama i vremenu djelovanja in

vitro, sljede¢i korak u ispitivanju terapijskog ucinka ovih inhibitora na stanice karcinoma
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mokraénog mjehura je ispitivanje in vivo na modelu karcinoma mokraénog mjehura u

zivotinja
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37



Ovo istrazivanje pokazuje da in vitro izlaganje stanica karcinoma mokra¢nog mjehura
T24 1 RT4 stani¢ne linije inhibitorima RNazeH2A, Inhibitoru A, Inhibitoru B i Inhibitoru C
dovodi do smanjenog prezivljenja tih stanica. Time je potvrdena hipoteza istrazivanja.
Smanjeno prezivljenje nije pronadeno jednako pri svim koncentracijama i vremenima
izlozenosti djelovanju inhibitora, a tamo gdje je pronadeno kre¢e se u rasponu od manje od
1% do viSe od 80%. Smanjenje prezivljenja nije uvijek bilo u razmjeru s povecanjem

koncentracije inhibitora.
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Cilj: Ispitati pojedina¢no djelovanje inhibitora RNazeH2A, pod nazivima Inhibitor A,
Inhibitor B i Inhibitor C, na karcinomske stanice T24 i RT4 stani¢ne linije. Pretpostavka je da
¢e se nakon izlaganja karcinomskih stanica T24 1 RT4 stani¢nih linija svakom pojedina¢nom
inhibitoru smanjiti prezivljenje karcinomskih stanica, to jest broj karcinomskih stanica ¢e biti

manyji u odnosu na kontrolnu skupinu stanica koje nisu izlozene inhibitorima.

Materijali i metode: Ispitivanje djelovanja inhibitora se provodilo na stanicama karcinoma
mokra¢nog mjehura T24 i RT4 stani¢ne linije. Citotoksi¢nost inhibitora se odredivala nakon

4,24,48 172 sata MTT testom.

Rezultati: Karcinomske stanice T24 stani¢ne linije pokazuju smanjeno prezivljenje u odnosu

prema kontroli:

» za oko 25 % nakon 48 1 72 sata djelovanja Inhibitora A u najvecoj koncentraciji, dok
je pri drugim koncentracijama i1 vremenu izlozenosti smanjenje postotka puno manje, a
nakon 4 sata ne postoji.

» za oko 30% nakon 24 sata djelovanja Inhibitora B u cetiri najvise koncentracije, a
nakon 48 i 72 sata, u pet najvisih koncentracija, za,najvise, oko 80 %.

» zanajvise 10 % nakon 24 sata djelovanja Inhibitora C u dvije najviSe koncentracije te
za najvise oko 25% nakon 48 sati djelovanja Inhibitora C u tri najvise koncentracije, a

nakon 72 sata za,najvisSe oko 40 % samo u nekim koncentracijama

Karcinomske stanice RT4 stani¢ne linije pokazuju smanjeno prezivljenje u odnosu prema

kontroli:

» za oko 30 % nakon 24 sata djelovanja Inhibitora A samo u jednoj koncentraciji te za,
najviSe oko 25 % nakon 48 sati, a nakon 72 sata pri svim koncentracijama inhibitora,
za oko 30 do 50 %. Ne uocfava se razmjerno smanjenje prezivljenja povecanjem
koncentracije inhibitora.

» za najviSe oko 15 % nakon 4 sata djelovanja Inhibitora B samo u nekim
koncentracijama te za najviSe oko 55 % i 60 % nakon 24 i 48 sati, a nakon 72 sata u
svim koncentracijama inhibitora za oko 30 do 50 %. Ne uocava se razmjerno
smanjenje prezivljenja povec¢anjem koncentracije inhibitora.

» za najviSe oko 20 % nakon 4 sata djelovanja Inhibitora C samo u nekim

koncentracijama te za oko 10 do 55 % nakon 24 i 48 sati samo u nekim
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koncentracijama, a nakon 72 sata za oko 30 do 50 % u svim koncentracijama. Ne

uocava se razmjerno smanjenje prezivljenja povecanjem koncentracije inhibitora.
Zakljucci:

Ovo istrazivanje pokazuje da in vitro izlaganje stanica karcinoma mokra¢nog mjehura T24 i
RT4 stani¢ne linije inhibitorima RNazeH2A, Inhibitoru A, Inhibitoru B i Inhibitoru C dovodi
do smanjenog prezivljenja tih stanica. Smanjeno prezivljenje nije pronadeno jednako u svim
koncentracijama i vremenima izloZenosti djelovanju inhibitora, a tamo gdje je pronadeno
krece se u rasponu od manje od 1 % do vise od 80 %. Smanjenje prezivljenja nije uvijek bilo

u razmjeru s povec¢anjem koncentracije inhibitora.
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Diploma Thesis Title: Determination of the RNaseH2A inhibitors effects on bladder cancer

cells

Objectives: To investigate separately effects of RNaseH2A inhibitors, called Inhibitor A,
Inhibitor B and Inhibitor C, on the cancerous cells of the T24 and RT4 cell line. The
assumption is that exposure of cancer cells of the T24 and RT4 cell lines to each inhibitor will
reduce the survival of cancer cells, that is, the number of cancer cells will be lower than in the

control group of cells that were not exposed to the inhibitor.

Material and Methods: Testing of inhibitors was carried out on bladder cancer cells of RT4
and T24 cell line. The cytotoxicity of the inhibitor was determined after 4, 24, 48 and 72

hoursby MTT assay.

Results: Cancerous cells of the T24 cell line show decreased survival compared to untreated

controls:

» for about 25 % after 48 and 72 hours of the exposure to the Inhibitor A at highest
concentration, while at other concentrations and time of exposure, the decrease in
percentage is much weaker, and after 4 hours does not exist.

» for about 30 % after 24 hours of the exposure to the Inhibitor B at four highest
concentrations, and after 48 and 72 hours at the five highest concentration for, at most,
about 80 %.

» for 10 % after 24 hours of the exposure to the Inhibitor C at the two highest
concentrations; for, at most, about 25 % after 48 hours at three highest concentrations,

and after 72 hours for, at most, about 40 % at some concentrations.
Cancerous cells of the RT4 cell line show decreased survival compared to untreated controls:

» for about 30 % after 24 hours of the exposure to the Inhibitor A, only at one
concentration; for, at most, about 25 % after 48 hours, only at some concentrations,
and and after 72 hours, at all concentrations, for about 30 to 50 %. A reduction in
proportion of survival by increasing the concentration of the inhibitor was not shown.

» for, at most, about 15 % after 4 hours of the exposure to the Inhibitor B activity, at
some concentrations; for, at most, about 60 % after 24 hours and for 30 to 50 % after
72 hours at all concentrations of inhibitor. A reduction in proportion of survival by

increasing the concentration of the inhibitor was not shown.
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» for, at most about 20 % after 4 hours of the exposure to the Inhibitor C, in some
concentrations; for about 10 to 55 % after 24 and 48 hours, in some concentrations,
and after 72 hours for from about 30 to 50 % at all inhibitor concentrations. Here also
a reduction in proportion of survival by increasing the concentration of the inhibitor

was not shown.

Conclusion: This study demonstrates that in vitro exposure of bladder cancer cells of T24 and
RT4 cell line to RNaseH2A inhibitors, Inhibitor A, Inhibitor B and Inhibitor C leads to
decreased survival of these cells. Decreased survival were not found in every concentration
and time of exposure to the inhibitor, and where found it was ranging from less than 1 % to
over 80 %. Reduction in survival was not always in proportion to the increasing concentration

of inhibitor.
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