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1. UVOD



1.1 Anatomija i histologija mokraé¢nog mjehura

Mokraéni mjehur (lat. vesica urinaria; MM) je Suplji miSiéni organ smjeSten u
subperitonealnom vezivnom prostoru male zdjelice (1). Anatomski se dijeli na bazu (lat.
fundus vesicae), vrat (lat. cervix vesicae), tijelo (lat. corpus vesicae) 1 vrh (lat. apex vesicae)
(2). Karakterizira ga moguénost promjene volumena te sluzi kao privremeni rezervoar urina,
a njegov polozaj, oblik i veli¢ina ovise o koli€ini urina koju sadrzi (3). Volumen mokra¢noga
mjehura je oko 500 mL, a nagon na mokrenje se javlja pri 300 mL (1). PoloZaj ovisi i o dobi i
spolu, pa je tako u Zena smjeSten ispred prednje stijenke rodnice, a u muskaraca ga od
rektuma odvaja rektovezikalna udubina i ispod toga sjemenski mjehuriéi i sjemenovod (2). U
novorodencadi i djece do 6 godina u cijelosti je smjesten u trbusnoj Supljini u praznom stanju,

a kasnije se spusta u malu zdjelicu (3).

U mokraénom mjehuru postoji ekstrinzi¢ni 1 intrinzi¢ni Ziv€ani sustav. Simpaticke niti
dolaze iz segmenata Th11-L2. Parasimpaticke niti ekstrinzicnog sustava dolaze iz segmenata

S2-S4 i djeluju konstrikcijski na musculus detrusor, poticuci tako mokrenje (1).

Mikroskopski, stijenka mokraénog mjehura ima tri sloja. To su adventicija, sloj
misica i sluznica. Neki autori navode da stijenka ima Cetiri dijela i dijele sluznicu na mukozu
i submukozu. Adventicija je rahlo tkivo koje je djelomi¢no pokriveno peritonejem. MiSi¢ni
sloj je dobro razvijen, a miSi¢na vlakna idu u svim smjerovima, sve dok se ne pribliZe vratu
mokra¢nog mjehura, gdje se jasno razlikuju 3 sloja. Sluznica ima brojne nabore koji
omogucavaju maksimalnu rastegljivost uz ustedu prostora (2, 4). Epitel mokra¢nog mjehura
je prijelazni i naziva se urotel. Prijelazni epitel prekriva veéinu stijenki mokra¢nog sustava,
od bubrega do proksimalnih dijelova mokra¢ne cijevi. U mlohavom stanju sastoji se od 5 ili 6
slojeva stanica, a kada je epitel rastegnut, ima samo 3-4 sloja stanica. Karakterizaju ga
povrsinske stanice u obliku debelih ploca, koje katkad zovu stanicama nalik kiSobranu. Takve
stanice ¢ine osmotsku barijeru i1 sluze zastiti ostalog tkiva od hipertonicnog i moguceg
toksi¢nog djelovanja urina. Isto tako, takav epitel omogucava i rastezanje mjehura kada

koli¢ina urina u mokra¢nom mjehuru poraste (4).

1.2 Patologija i klasifikacija tumora mokra¢nog mjehura

Tumori mokraénoga mjehura znac¢ajan su uzrok morbiditeta i mortaliteta te se, prema

tome, ubrajaju medu najvaznije novotvorine ljudskog tijela (5). Maligni tumori mokra¢noga



mjehura nastaju neoplastiénom transformacijom urotela u vise od 90% slucajeva, pa se
makroskopski uglavnom klasificiraju kao urotelni karcinomi ili karcinomi prijelaznog epitela

(5). Ostali tipovi karcinoma mokraénog mjehura ukljucuju skvamozni i adenokarcinom (6).

Procjena stupnja proSirenosti karcinoma MM temelji se na TNM (eng. tumor, lymph
nodes, metastasis) klasifikaciji Americkoga udruzenja za rak (American Joint Committee on
Cancer, AJCC). Prognoza karcinoma MM ovisi o klinickim, histoloSkim i molekularnim
parametrima. Odredivanje klinickog stadija ukljuuje bimanualnu palpaciju tumora nakon
transuretralne endoskopske resekcije i slikovnu dijagnostiku (CT, MR) za procjenu
prosirenosti tumora izvan mokra¢nog mjehura. Zahvacenost limfnih ¢vorova ima znacajnu
prognosti¢ku vrijednost u procjeni rizika recidiva tumora i ukupnog prezivljenja pacijenata.
Molekularni parametri od vaznosti u prognozi ishoda karcinoma MM ukljuc¢eni su u
regulaciju stani¢nog ciklusa, stani¢ni rast i angiogenezu. Neinvazivni tumori Cesto imaju
promjene na kromosomu 9, posebice deleciju kratkog kraka, dok su tumori visokog stupnja

zlo¢udnosti povezani sa gubitkom heterozigotnosti kromosoma 17, 14, 513 (7).

1.3 Epidemiologija i javnozdravstveni zna¢aj tumora mokra¢nog mjehura

Karcinom MM je znacajan javnozdravstveni problem, s visokom prevalencijom,
smrtnoSc¢u, utjecajem na kvalitetu Zivota za oboljele 1 njihove obitelji te visokim troskovima
lijecenja (8). Prema preliminarnim podacima Registra za rak, u Republici Hrvatskoj 2014.
godine, karcinom mokra¢nog mjehura je 5. najces¢i tumor u musSkaraca i zauzima 7% svih
novodijagnosticiranih slucajeva zlo¢udnih tumora (9). U svijetu, karcinom MM nalazi se na
7. mjestu u muskaraca i na 17. mjestu po ucestalosti u Zena. Svake godine, karcinom MM se
novodijagnosticira u otprilike 110 500 muskaraca i 70 000 Zena, a od njega umire 38 200 u
Europskoj uniji i 17 000 u SAD-u godis$nje (10). Zlo¢udni tumor MM jedna je od ¢e$¢ih
malignih bolesti 1 generira visoke troSkove lije€enja. Procjenjuje se kako je u SAD-u 2010.
godine potroSeno 4 milijarde dolara na lijeCenje raka MM, a ti bi troSkovi do 2020. godine

mogli narasti na 5 milijardi dolara (11).

PuSenje je prepoznato kao najvazniji rizi€ni ¢imbenik i zasluzno je za oko 50%
tumora MM (12). Takoder, €ini se da je prestanak puSenja povezan s boljim ishodima u
lije¢enju karcinoma MM (13). Ipak, svijest o uzrocnoj povezanosti pusenja i karcinoma MM

jos$ uvijek ne postoji, ¢ak ni medu samim pacijentima lijeCenim od karcinoma MM (14). Osim



puSenja, znacajan Cimbenik rizika u nastanku karcinoma MM je i izloZzenost razliitim
kemikalijama na radnom mjestu, primjerice - aromatskim aminima, policikli¢kim 1 kloriranim
ugljikovodicima. Smatra se da je 20% svih karcinoma MM uzrokovano takvom izlozenos¢u,
najcesce prilikom rada u industrijskim postrojenjima obrade boja, metala i nafte (10).
Okolisni ¢imbenici takoder su vazni, naroCito na podru¢jima pogodenima industrijskim
zagadenjem (15). Od ijatrogenih ¢imbenika, povecan rizik za razvoj karcinoma MM uzrokuje
terapija ciklofosfamidom, ifosfamidom i radioterapija zdjelice (16). Na podrucju Afrike i
Srednjeg istoka znacCajan Cimbenik rizika je urogenitalna shistosomijaza (17). Osim
navedenih, ¢ini se da je 1 zaseban C¢imbenik rizika u muskaraca i1 pretilost, odnosno
metabolicki sindrom (18). U porastu je i prepoznavanje utjecaja genetskih ¢imbenika na

razvoj tog karcinoma (10).

1.4 Dijagnostika i terapija

Glavni simptom karcinoma MM je nalaz krvi u urinu koji je rezultat bezbolnog
krvarenja iz mokra¢nog mjehura, te je prisutno u 85% bolesnika. Krvarenje moze biti vidljivo
golim okom (makrohematurija), ili potvrdeno laboratorijskim nalazom urina
(mikrohematurija). Osim hematurije, mogu postojati 1 poremecaji mokrenja kao Sto su
disurije, polakisurije i urgencije (19). Znakovi lokalnog Sirenja tumora su hidronefroza,
opstipacija, limfedem te palpabilna masa u maloj zdjelici. Kod metastatske bolesti javljaju se
simptomi povezani uz sijela presadnica. Karcinom MM naj¢eS¢e metastazira u trbusne limfne

¢vorove, jetru, pluca, i u kosti.

Bolesnicima s hematurijom potrebno je napraviti intravensku urografiju 1 cistoskopiju
(20). Cistoskopija je zlatni standard u dijagnostici tumora MM (21). KoriStenjem razlicitih
fluorescentnih spojeva tijekom cistoskopije moze se dodatno povecati njena dijagnosti¢ka
vrijednost (22). Citoloski pregled urina pomoc¢ je u dijagnostici, a istrazivanja pokazuju kako
ima visoku specificnost, ali ograni¢enu osjetljivost (23). Zadnjih je godina doslo do razvoja
razlic¢itih molekularnih dijagnostickih tehnika koje su nesto osjetljivije od citoloskog pregleda
urina, ali jo§ nisu uklju¢ene u uobicajene dijagnosticke preporuke raka MM (24). Osim
navedenih, u dijagnostici raka MM koriste se 1 razliCite tehnike slikovne dijagnostike
(ultrazvuk, CT, intravenska urografija) (25). Za procjenu proSirenosti bolesti koriste se

MSCT ili MR trbuha i male zdjelice te rendgenska snimka pluca (20).



Primarni oblik lije¢enja povrSinskog raka MM je transuretralna endoskopska resekcija
(TUR) (20). TUR je ujedno i dijagnosticka metoda, s ciljem otkrivanja karcinoma in situ
(19). Ponavljanje postupka je indicirano radi optimalne kontrole bolesti (26), a u terapiji se
uspjesno koristi 1 intravezikalna instilacija Bacillus Calmette—Guérin (BCG) cjepiva jer
znadajno smanjuje recidiv bolesti i njenu progresiju (19, 27). Cini se da terapija BCG-om
djeluje potiCu¢i nespecificne elemente imunosnog sustava, a terapija BCG-om djeluje i u
bolesnika s visokim gradusom bolesti (28). Nakon TUR-e moguée je primijeniti i jednu dozu
kemoterapeutika, npr. doksorubicin (20). Ukoliko se primijeni unutar 24 sata od TUR-a,
intravezikalna primjena smanjuje ponovno javljanje tumora (29). Intravezikalna
imunoterapija 1 kemoterapija produljuju prezivljenje bez znakova bolesti te smanjuju broj

recidiva, a zajedniCka primjena dovodi do dodatnog poboljsanja ishoda lijeCenja (30).

Metoda izbora u lijeCenju misi¢no invazivnog tumora urotela, kao i adenokarcinoma i
planocelularnog karcinoma jest radikalna cistektomija (19). Svi su invazivni karcinomi
mokraénog mjehura visokog stupnja zlo¢udnosti (20). Primjena cisplatine prije operacije
doprinosi preZivljenju (31, 32). U naro€ito motiviranih bolesnika, moguce je pokuSati s
trimodalnom terapijom (TUR uz kemoterapiju i radioterapiju) radi oCuvanja funkcije MM

(33).

1.5 Modeli tumora mokra¢nog mjehura

Razvoj novih lijekova u istraZivanju tumora MM nuzan je 1 zahtijeva i in vivo 1 in
vitro pristup (34). Tijekom zadnjih desetlje¢a razvijen je niz genetski izmijenjenih misjih
modela karcinoma MM, s razli¢itim delecijama ili mutacijama klju¢nih supresorskih gena ili
onkogena. Tradicionalno su razvijeni mi§ji modeli karcinoma MM Kkoristili ili ortotopski
pristup ili kemijsku karcinogenezu. Kasnije su razvijeni i genetski modificirani miSevi s

ciljem imitiranja humanih tumora na molekularnoj razini.

Ortotopski pristup u razvoju misa s karcinomom MM je ili implantacija stanica
ljudskog karcinoma MM u imunodeficijentnog miSa (ksenograft) ili implantacija mi§jih
stanica tumora MM imunokompromitiranom miSu istog soja (singeni¢ni model). Dvije
stani¢ne linije tumora MM koje se najcesce koriste su MB49 stanic¢na linija s mutacijom K-

ras gena i MBT-2 stani¢na linija s mutacijom p53 gena. Nedostatak ksenograftnog modela je



nemogucénost procjene imunoloskog odgovora u imunodeficijentnog domacina, dok je kod

singeni¢nog modela problem u varijabilnoj ucestalosti uspjesne implantacije (35).

Najces¢e koriSteni kemijski karcinogeni su N-butil-N-(4-hidroksibutil) nitrozamin
(BBN), N-[4-(5-nitro-2-furil)-2-tiazolil]formaldehid (FANFT) 1 N-metil-N-nitrosiureja
(MNU). Ukupna doza ovih karcinogena ima ve¢i u€inak kada se primjenjuje viSestrukim
doziranjem tijekom nekog vremenskog perioda (35). BBN se primjenjuje u vodi za pice, a
unato¢ sustavnom djelovanju, ¢ini se da su stanice urotela narocCito osjetljive. BBN je
naroCito vazan u istrazivanju raka MM jer je sli¢an karcinogenima iz duhanskog dima, koji su
ve¢ spomenuti kao vazan ¢imbenik u razvoju raka MM u ljudi. Ovisno o modelu, spektar
poremecaja koje uzrokuje BBN je Sirok, ali veoma sli¢an poremecajima koji postoje u ljudi.
BBN djeluje mutageno na gene kao Sto su p53, RAS i H19, i brojne druge (36). Atipija

stanica i invazivnost nastalih tumora izravno ovise o dozi karcinogena (37).

Genetski promijenjeni miSevi omogucuju istrazivanje onih stani¢nih mehanizama ¢ija
je abnormalnost uofena u stanicama humanih karcinoma MM. Kao takvi, omogucuju
istrazivanje jedne ili viSe mutacija i meduutjecaj onkogena i/ili tumor-supresora. Brojni su
genetski modificirani modeli raka MM (ovisno o nacinu uzrokovanja mutacije, ili cilja takve
manipulacije) a glavni im je nedostatak manja stanicna heterogenost u usporedbi s ljudskim
stanicama tumora, nemogucnost imitiranja etiologije u ljudi, odnosno zanemarivanje

¢injenice da je karcinogeneza u ljudi sloZen proces s viSestrukim mutacijama (35).

1.6 Autofagija

Autofagija (gré. auto; sam + phagos; jesti) oznaCava stanicni proces kojim se
makromolekule, proteinske nakupine te Citave stani¢ne organele, uklanjaju 1 razgraduju uz
nastajanje vezikula. Taj proces degradacije vazan je u normalnom stani¢nom razvoju,
recikliranju citoplazmatskog sadrZaja i odrZzavanju homeostaze, no igra i vrlo bitnu ulogu u
odgovoru stanice na stres, poput izgladnjivanja i infekcije (38). Autofagija potice proces
bioloSkog starenja stanice, prezentaciju antigena, Stiti od genomske nestabilnosti i prevenira
nekrozu, §to je ¢ini kljuénom u prevenciji neurodegeneracije, autoimunih bolesti, infekcija i
razvoja tumora (39). Sve to je Cini citoprotektivnim mehanizmom. Medutim, dokazano je da
su uz neke oblike stani¢ne smrti prisutne autofagijske vakuole, §to je dovelo do razvoja

pojma "autofagijske stani¢ne smrti", koja se ubraja u tip 2 stani¢ne smrti, nasuprot apoptozi



kao tipu 1. Autofagija je svakako povezana sa signalnim putovima stani¢ne smrti, apoptoze i
nekroze, no nacin na koji se ti putovi izmjenjuju i sljubljuju ovisi o tipu stanica i smrtonosno
stimuliraju¢em ¢imbeniku (40, 41). Autofagija moze biti selektivna, kada stanice razgraduju
ostarjele 1 nefunkcionalne organele, i neselektivna, Sto je ¢eS¢e u fazama izgladnjivanja

stanice (38).
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Slika 1. Autofagija je proces koji se sastoji od nekoliko koraka: inicijacije, nukleacije, Sirenja
u cjeloviti vezikul i konacne razgradnje odabranih tvari. U svakom od tih koraka djeluju
brojni proteini. U nastanku fagofora sudjeluje protein Beclin-1. U formiranju autofagosoma
sudjeluje protein Atg5, na nacin da omoguci elongaciju fagofora i formiranje autofagosoma.
Spajanjem s lizosomom dolazi do aktivacije razli€itih stani¢nih proteaza i drugih enzima koje
polimerne  spojeve  razgraduju do  njithovih  monomera. (Preuzeto  sa:

http://www.nature.com/nrm/journal/v16/n8/fig_tab/nrm4024_F1.html)

Tri su definirane vrste autofagije: makroautofagija, mikroautofagija te autofagija
posredovana Saperonima. lako morfoloski razli¢ite, sve dostavljaju materijal za razgradnju
lizosomima. Najprouceniji oblik je makroautofagija, u procesu koje nastaje autofagosom,
neovisni vezikul s dvostrukom membranom (42). RazliCiti podrazaji induciraju aktivaciju
slijeda signalnih molekula koje potaknu Sirenje membranske strukture u fagofor, ravnu
organelu nalik Golgijevoj cisterni. On odijeli materijal za razgradnju od citoplazme 1 okruzi
ga u cjeloviti autofagosom. Fuzija autofagosoma s lizosomom omogucava katalizu sadrzaja.
Monomerne molekule nastale razgradnjom, poput aminokiselina, izbacuju se natrag u citosol,

dostupne za ponovnu uporabu (43). Odakle je to¢no membranska struktura od koje nastaje



fagofor, nije najjasnije, a neka istraZzivanja pokazuju da njeni izvori mogu biti dijelovi

mitohondrija ili endoplazmatskog retikuluma (44, 45).

Trenutno razumijevanje doprinosa autofagije patogenezi razli¢itih bolesti posljednjih
je godina obogacéeno podrobnim molekularnim opisom autofagijskih puteva, njihove
regulacije i novoprepoznatih fizioloskih uloga (46). Uloga autofagije u ranim i kasnijim
fazama razvoja karcinoma razlikuje se. U ranim fazama karcinogeneze, autofagija ima vaznu
funkciju onesposobljavanja karcinomske indukcije genetske nestabilnosti i aberantnih
proteinskih agregata kao i promicanja antitumorskog imunosnog odgovora. U ve¢ formiranim
malignim tumorima, autofagija S§titi od metabolickog stresa uzrokovanog nedostatkom
hranjivih tvari i brzom proliferacijom tumorskih stanica (47). Na taj na¢in moze tumorskim
stanicama omogucditi prezivljavanje u metaboli¢ki stresnom okoliSu ili u odgovoru na
antitumorsku terapiju (48). Djeluje li autofagija poticajno ili suprimirajuée na malignu
proliferaciju, slozen je problem, te ovisi o kontekstu. Tako je pokazano kako supresija
autofagije u prisutnosti tumor supresora pS3 inhibira tumorski rast, dok u odsutnosti p53,

suprimirana autofagija viSe nema inhibitornog ucinka (49).

Doprinos poremecene autofagije razvoju karcinoma jasno je vidljiv na primjeru gena
za Beclin-1 (BECNI1) na kromosomu 1721, koji je monoalelno izbrisan u 40 do 75%
slucajeva raka dojke, jajnika i raka prostate (50). Osim toga, aberantna ekspresija BECN1 u

tumora je povezana s loSijom prognozom i agresivnijim ponasanjem tumora (51-53).
1.6.1 Beclin1

Beclin 1 je poznati regulator autofagije. lako sam nema enzimsku aktivnost, regulira
proizvodnju fosfatidilinozitol-3-fosfata 1, sukladno tome, daljnju regrutaciju Atg proteina
potrebnih za formaciju autofagosoma (54). Otkriven je krajem 90-ih godina, u direktnoj
interakciji s antiapoptotickim proteinom B-stani¢nog limfoma-2 (Bcl-2) te je sukladno tome
imenovan kao ,,Bcl-2-interacting myosinlike coiled-coil protein‘ - Beclin 1 (55). Protein je
mase 60 kDa, sadrzi Bcl-2 homolognu domenu (BH3), domenu zavojite uzvojnice (CCD) te
evolucijski konzerviranu domenu (ECD) (54). Iako je Beclin 1-fosfatidilinozitol-3-kinazni
kompleks razreda 3 (Beclin 1-PtdIns3KC3) glavni pokreta¢ vecine autofagijskih odgovora,
pojedini okidaci autofagije (rezervatrol, metil-4-fenilpiridin, GX15-070/obatoclax) pokrecu
autofagiju neovisno o Beclinu 1 (56-58). Beclin 1 nije isklju¢ivo protein autofagije - ima
multifunkcionalnu ulogu, sudjeluju¢i u endocitozi, fagocitozi i kontroli citokineze. Svi ti

procesi ukljucuju neki oblik vezikularne formacije i transporta (54). Njegovu vaznost u



razvoju pokazalo je istrazivanje Beclin 1 knock-out miSeva, koji su umirali rano u fazi
embriogeneze (59). Dio je 1 jedne od veza spojnica autofagije i apoptoze, tocnije njene
kontrole, u obliku aktivnosti Bcl-2. Bcl-2 ometa interakciju Beclina 1 1 PI-3 kinaze Vsp34 i

tako blokira njegovu aktivnost u pocetnim procesima autofagije (60, 61).

Poremecena funkcija Beclina 1, osim u karcinomima, pronadena je i u drugim
patofizioloSkim stanjima organizma, poput neurodegenerativnih bolesti, cistine fibroze i

infektivnih bakterijskih i virusnih bolesti (54).
1.6.2 Atg5

Proces autofagije ovisi o takozvanim Atg proteinima (eng. autophagy related
protein), kojih je do sada opisano oko 30 (62). Jedan od njih, AtgS, dio je sustava koji
omogucuje elongaciju fagofora i tako formiranje autofagosoma (42). Dva konjugacijska
sustava nalik ubikvitinskima, Atg5-Atgl2 1 LC3-PE, sudjeluju u tom procesu. Enzim nalik
ubikvitinskom E1, Atg7, aktivira Atg 12. Tako aktiviran, on se prebacuje na enzim AtglO 1
konacno spaja sa Atg5. Taj sustav se naposljetku spaja s Atgl6L na membrani fagofora (63).
Nakon stvaranja autofagosoma, kompleks Atg5-Atgl2 se otpusta s membrane, Sto ga Cini

nepouzdanim markerom autofagije (64).

U knock-out miseva smrt nastupa u neonatalnom razdoblju, §to se pripisuje
disfunkcionalnoj lipofagiji u jetri, posebnom obliku autofagije u kojem se razgraduju kapljice
masti (65-67). Atg5 je nuZan i u odrzavanju 1 diferencijaciji mati¢nih stanica u odraslih (68).
Ima ulogu i u aktivaciji apoptoze. Kalpain, proteza ovisna o kalciju, razgradi Atg5, a jedan od
nastalih fragmenata prelazi u mitohondrij i aktivira apoptotski put (69). Atg5 sudjeluje i u
mitoti¢koj katastrofi. Dokazano je kako oSte¢enje DNA uzrokovano nekim lijekovima, poput
cisplatine i etopozida, inducira ekspresiju Atg5, koji zatim u jezgri pokrece procese mitoticke
katastrofe (70). Uloga Atg5 u tumorogenezi do sada je dokazana u tumorima jetre i koZe (71,
72). U oba organa, tumorigeneza je pospjeSena inaktivacijom Atg5, dok je u tumorima pluca

njegova uloga jos uvijek dvojbena (73).
1.6.3 LC3A

LC3A, protein povezan sa mikrotubulima, laki lanac 1, osnovni je dio autofagijske
vakuole i pouzdani marker autofagije. Homolog je kva$¢evom Atg8 (74). Postoji u dva oblika
— citosolni LC3A-I i membranski LC3A-II (75). Istrazivanja pokazuju kako je LC3A od

kljucnog znacaja u tumorigenezi. Njegova epigenetska inaktivacija dokazana je u tumorima



jednjaka (76). U tumorima jajnika povezan je sa hipoksijom i loSijom prognozom, dok je u

kolorektalnom tumoru njegovo nakupljanje znak dobre prognoze (74, 77).
1.6.4 p62

P62 je viSenamjenski protein koji potice razgradnju poliubikvitiniranih proteinskih
nakupina preko interakcije s LC3 proteinom na autofagosomu (39). Signalno je ¢voriste
razli¢itih unutarstani¢nih procesa i sudjeluje u oksidativnom stresu (78). p62 razgraduje se
autofagijom, pa je oSteCenje aufagijskog puta povezano s masivnim nakupljanjem p62 i
posljedi¢nim stvaranjem ubikvitiniranih proteinskih nakupina (78). Cini se kako p62 takoder
sudjeluje i u autofagiji razli¢itih organela (79). Uloga p62 nije do kraja razjaSnjena i postoje
razlicite hipoteze o njegovom utjecaju na tumorigenezu (71). Mutacije p62 povezane su s
Pagetovom boles¢u, gdje takva mutacija remeti uobi¢ajenu homeostazu kostiju zbog
pretjerane aktivacije osteoklasta (80). Knock-out miSevi bez p62 proteina su rezistentni na
Ras potaknutu tumorigenezu karcinoma pluca, a istraZivanja ekspresije p62 u stanicama
ljudskih karcinoma pluéa ukazala su i na ucestalo poveéanje izrazaja tog proteina u

adenokarcinomima i karcinomima plocastog epitela (39, 79).

1.7 Nekroptoza

Do stani¢ne smrti moZe do¢i na nekoliko nacina koji se razlikuju svojim morfoloSkim
i biokemijskim svojstvima. Ukljuuju smrt putem autofagije, mitoticku katastrofu i one
najproucenije, apoptozu i nekrozu (40). Donedavno se smatralo kako je nekroza nasumicni 1
pasivni proces, no istraZzivanja su dovela do identifikacije reguliranog oblika nekroze,
nazvanog nekroptozom (81). Nekroptoza sluzi kao mehanizam stani¢ne smrti u odgovoru na
iznimni stres 1 blokiranu apoptozu, a moZe se inducirati upalnim citokinima 1
kemoterapeuticima (82). Nekroptoti¢ne stanice morfoloski nalikuju nekroticnima — stani¢ne
organele, citoplazma i membrana rano nabubre i gubi se unutarstani¢ni sadrzaj (83).
Permeabilizacija membrane dovodi do otpuStanja takozvanih Damage Associated Molecular
Patterns (DAMPs), molekula povezanih s oSte¢enjem, koje sluze kao okida¢ snaznom
imunosnom odgovoru i upali (84, 85). To je u suprotnosti sa imunosno ,,tiSom* apoptozom. I
nekroptoza 1 apoptoza su inducirane istim putovima, molekulama poput tumor
nekrotizirajueg ¢imbenika - alfa (TNF-a), Fas liganda iz iste TNF obitelji citokina te

TRAIL-a, liganda nalik TNF-u. No za razliku od apoptoze, nekroptoza ne ovisi o kaspazama.
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Ima svoj zasebni signalni put koji ukljucuje serin-treonin kinaze RIP1 i RIP3 te protein nalik

kinazi, MLKL (83).
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Slika 2. Nekroptoticki put moZze pokrenuti TNF-a preko TNF receptora, Toll-like
receptora, T-stani¢nih 1 interferonskih receptora, kao i stani¢ni metabolicki i genomicki stres
te neki kemouterapeutici. RIP1-RIP3-MLKL kompleks, ili nekrosom, je klju¢ni medijator
nekroptotskog puta. Spaja receptore stanicne smrti i1 izvrSiteljne molekule 1 dogadaje.

(Preuzeto s: http://www.nature.com/cdd/journal/v23/n5/fig_tab/cdd20168f1.html#figure-title)

Stimulacijom TNF receptora pokre¢e se put u kojem se RIP1 1 RIP3 vezu,
fosforiliraju i postaju nekrosom (86). Nekrosom fosforilira MLKL, koji se zatim polimerizira
1 translocira na membranu, gdje pokrece ulaz kalcija u stanicu i ¢ini kljucni aktivator daljnjeg

slijeda nekroptoze (87).

U pokrenutom procesu stani¢ne smrti, kaspaza 8 cijepa RIP1 i1 tako onemogucava
nekroptozu. Kada je kaspaza 8 blokirana, bilo genetskim metodama (knock-out), zasebnim

inhibitorima ili proteinima u odgovoru na virusnu infekciju, proces stani¢ne smrti preusmjeri
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se na nekroptotski put (88). Ucinak kaspaze 8 moze blokirati i dovoljno visoka razina RIP3

kinaze, §to se dogada pri oStec¢enju tkiva (89).

Tumorska rezistencija na kemoterapeutike rastuc¢i je problem, a jedan od kljucnih
¢imbenika rezistencije je disfunkcija apoptoze. Kako se ucinak velikog broja
kemoterapeutika osniva na poticanju apoptoze tumorskih stanica, alternativni put smrti —
nekroptoza — pruza nove opcije u potencijalnoj terapiji tumora (90, 91). Dosadasnja su
istrazivanja upucivala kako bi aktivacija ovog puta smrti bila korisna u tumorskoj terapiji, no
posljednja saznanja upucuju na ponesto drugaciju sliku. Nekroptoza potice upalnu
proizvodnju citokina i tako odrzava tumorski rast vise no §to promovira smrt tumorskih
stanica. Potie 1 njihovu rezistenciju na terapiju zraenjem, a visoke razine fosforiliranog

MLKL povezane su sa loSijom prognozom i preZivljenjem pacijenata (92, 93).
1.7.1 RIP3

RIP3, receptor interacting protein 3, kinaza je iz serin treoninske obitelji. Nalazi se
pretezno u citoplazmi, a kodira ju gen na 14. kromosomu (94). Cini kljuéni dio nekroptotskog
puta formirajué¢i nekrosom zajedno sa RIP1, te zatim aktiviraju¢i MLKL koji inducira
remecenje membranske ravnoteze (89). Do sada se smatralo kako je interakcija RIP1 i RIP3
nuzna za nekroptozu, no dokazano je kako RIP3 moZe pokrenuti nekroptozu i neovisno o
RIP1 (95). Stovise, razina aktivnosti RIP3 jedan je od ¢imbenika o kojima ovisi hoce li se
aktivirati nekroptotski ili apoptotski put stani¢ne smrti (96). RIP3 ima ulogu u virusnoj
infekciji organizma, sepsi, ishemijskoj reperfuziji, makularnoj denegeneraciji, alkoholnom
hepatitisu 1 neurodegenerativnim bolestima (85, 97, 98). Ekspresija RIP3 u mnogim je
tumorima snizena metilacijom, $to te tumore ¢ini otpornijima na pronekroticke stimulanse. U
nekim od tih tumora ekspresija RIP3 se mogla ponovno uspostaviti djelovanjem
hipometiliraju¢ih sredstava, poput decitabina (99). PoviSena ekspresija RIP3 tumore dojke

odgovor na terapiju cisplatinom (82, 100).
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2. HIPOTEZA
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Osnovna pretpostavka provedenog istrazivanja je da su procesi autofagije i
nekroptoze aktivniji tijekom razvoja zlocudnih tumora mokra¢nog mjehura kao dio

antitumorskih odgovora organizma.

Ocekuje se povecani izrazaj osnovnih gena-markera autofagije i nekroptoze u
zlo¢udno promijenjenom tkivu mokraénog mjehura. Provedeno istrazivanje testiralo je

postavljenu hipotezu mjereci aktivnost gena: p62, Beclin 1, LC3A, Atg5 i Ripk3f.
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3. MATERIJALI I METODE
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3.1 Uzorci

Za istrazivanje su koriSteni uzorci tkiva mokra¢nog mjehura miseva C57BL/6J divljeg
tipa (eng. wild type, wt) starih 6 do 8 tjedana. Podijeljeni su u 3 eksperimentalne skupine.
Dvije skupine podvrgnute su akutnom odnosno kroni¢nom tretmanu kemikalijom N-butil-N-
(4-hidroksibutil) nitrozamin (BBN) u vodi za pi¢e sa svrthom indukcije tumora mokra¢nog
mjehura. Akutna skupina bila je izlozena 0,05% BBN-u tijekom 2 tjedna, dok je skupina
kroni¢énih miSeva BBN-u (0,05%) bila izloZzena 12 tjedana. Kontrolna skupina nije bila
izlozena BBN-u, bila je ujednacene dobi od 6 do 8 tjedana starosti i boravila je u istim
uvjetima kao i misevi tretirani BBN-om. Zivotinje izloZene akutnom tretmanu Zrtvovane su 2
tjedna, a one izloZzene kroni¢nom tretmanu 20 tjedana nakon pocetka tretmana. Neposredno
nakon zZrtvovanja, mokra¢ni 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 kojom je potvrdena indukcija tumora BBN-om. Tkiva su netom po uzorkovanju

smrznuta u teku¢em dusiku do izolacije bioloskih molekula.

Izrazaj gena za autofagiju analiziran je u kontrolnoj skupini (N=7) i eksperimentalnoj
akutnoj skupini (N=7). IzraZaj gena za nekroptozu analiziran je u kontrolnoj skupini (N=10),

eksperimentalnoj akutnoj (N=11) i eksperimentalnoj kroni¢noj skupini (N=11).

MiSevi koriSteni u ovom istraZivanju uzgajani su, anestezirani i Zrtvovani prema
europskim 1 hrvatskim smjernicama za brigu i upotrebu laboratorijskih Zivotinja. Istrazivanje
je odobrilo Eticko povjerenstvo Ministarstva poljoprivrede te Eticko povjerenstvo
Medicinskog fakulteta u Splitu, a provedeno je u Laboratoriju za istraZivanje raka

Medicinskog fakulteta u Splitu.

3.2 Postupak izolacije RNA iz tkiva i sinteza cDNA

Ukupna RNA, DNA i proteini iz tkiva izolirani su koriStenjem QIAzol Lysis Reagent
(Qiagen, Hilden, Njemacka) prema uputama proizvodaca. 1 pg dobivene mRNA u 20 pL
smjese preveden je u komplementarnu DNA (cDNA) koriste¢i High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kits (Applied Biosystems, Foster City, CA, SAD). Smjesa cDNA je
razrijedena 10 puta, u 200 uL uzorka. Iz te smjese je kasnije uzorkovano po 3 uL za svaku
jazicu PCR ploce. Izolirana DNA pohranjena je na -20°C, a RNA i proteini na -80°C do
daljnje obrade.
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Svaka jazica na ploc¢i koja ide u RT-PCR aparat (7500 Real Time PCR System-
Applied Biosystems Foster City, CA, SAD) sadrzavala je uzorak od ukupno 15 pL, od kojih
je 12 uL MIX-a i 3 puL uzorka cDNA. MIX se sastojao od 3 uL. RNaza/DNaza free vode, 7,5
uL SYBR Green boje, te po 0,75uL forward i 0,75 puL reverse pocetnice za svaki pojedinacni
uzorak cDNA.

3.3 Kvantitativna PCR reakcija u stvarnom vremenu (qRT-PCR)

LanCana reakcija polimerazom (engl. Polymerase Chain Reaction, PCR) je
laboratorijska metoda koja omogucava visestruko umnazanje odredenog DNA fragmenta iz
jako male koli¢ine pocetnog materijala, stvarajuci eksponencijalno rastu¢i broj kopija. PCR
program se sastoji od 3 koraka. U prvom se uzorak zagrijava na 95°C kako bi doslo do
denaturacije dvolanc¢ane DNA. Zatim se jednolan¢ana DNA hibridizira s pocetnicama ili
primerima — komplementarnim oligonukleotidnim lancima, u forward 1 reverse obliku. U
treCem koraku se pocetnice produljuju uz pomo¢ enzima Taq polimeraze, koja je otporna na

visoke temperature. Stvara se novi lanac prema kalupu jednolancane DNA.

Navedeno ¢ini jedan ciklus PCR-a, na kraju kojeg se broj DNA kopija udvostruci. Za
reakciju su potrebne vrlo male koli¢ine mRNA, §to omogucava upotrebu ove metode u
slu¢ajevima kada na raspolaganju imamo vrlo male koli¢ine tkiva. Tijekom PCR reakcije

ponovi se 25-45 puta, pri ¢emu se Zeljeni dio DNA umnozi do milijardu puta.

Kvantitativni PCR, qRT-PCR, od eng. real time PCR, ili lan¢ana reakcija
polimerazom u stvarnom vremenu, po¢iva na vezanju asimetricne cijaninske boje SYBR
Green na dvostruku uzvojnicu DNA. Boja je vezana za prigusivac (Q - quencher) te emitira
fluorescenciju tek kad se odvoji od njega, tj. veze za novonastalu dvolan¢anu DNA. Prilikom
svakog ciklusa, kada dolazi do umnoZavanja dijela cDNA gena od interesa, dolazi i do
proporcionalnog pojacanja fluorescencijskog signala koje je uzrokovano vezivanjem boje na
nastalu dvostruku uzvojnicu. Koli¢ina fluorescencije razmjerna je koli¢ini novonastale DNA,
pa mjerenjem signala fluorescencije mjerimo nastali DNA produkt. Rezultati qRT-PCR-a se
oCitavaju na krivulji umnazanja. Ta krivulja pokazuje porast intenziteta fluorescencije
(laserski detektirano) u odnosu na broj PCR ciklusa. U tu krivulju se postavlja detekcijski
prag koji, nakon $to ga intenzitet fluoresciranja prijede, ukazuje na sigurnu pojavu umnazanja

kopija DNA. Ciklus u kojem je taj prag prijeden se naziva Ct tj. pragovni ciklus (engl. cycle
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threshold). Sto je ciklus u kojemu se prijede prag nizi, veéa je koli¢ina DNA u odredenom

uzorku (i obrnuto).
3.4 Obrada podataka

Rezultati kvantitativne PCR reakcije u stvarnom vremenu predstavljaju Ct vrijednosti
koje definiraju ciklus u kojem fluorescentni signal prelazi zadani prag detekcije. Ct vrijednost
predstavlja izrazaj testiranih gena u tkivu mokra¢nog mjehura i obrnuto je proporcionalna
izrazaju testiranih gena u uzorku. Mjerene su relativne promjene izrazaja ciljanih gena (p62,
Beclin 1, LC3A, Atg5, Ripk3f) u tkivu mokraénih mjehura miseva kontrolne i izlozene
skupine, a kao standard izrazaja koriSten je izrazaj gena za aktin. Relativne vrijednosti
promjena ciljnog gena u odnosu na kontrolni, za tumorsko i zdravo tkivo dobivene su po

formuli 2” (Ct standarda - Ct ciljanog gena).

Provjera normalnosti distribucije uzoraka napravljena je Shapiro Wilk testom. Uzorci
normalne distribucije (p62, Beclin 1, LC3A te Ripk3f) zatim su podvrgnuti studentovom t-
testu, a uzorak koji nije proSao test normalne distribucije (Atg5) podvrgnut je Mann-
Whitneyevom testu. Vrijednost od p<0,05 smatrana je statisticki zna¢ajnom. Svi uzorci su
radeni u duplikatima. Izracun relativnih promjena izrazaja ciljnih gena napravljen je u
programu Microsoft Office Excell 2013 (Microsoft, Redmond, Washington, SAD).
Statisticka obrada napravljena je u programu SPSS 15.0 (IBM, Armonk, North Castle, New
York, SAD).
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4. REZULTATI
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Analiza promjene ciljnih gena

Analizom Ct vrijednosti pojedinih gena (p62, Beclin 1, LC3A, Atg5, Ripk3f) i
njihovom usporedbom s Ct vrijednoS¢u gena za standardizaciju izraZaja (aktin) dobivene su
relativne vrijednosti promjene izrazaja ciljanih gena u tumorskom tkivu naspram zdravog

tkiva mokra¢nog mjehura miseva.
P62

Nije utvrdena statisticki znacajna razlika u izrazaju gena p62 u tumorskom tkivu

mokraénog mjehura miSeva (p= 0,7474).

p62
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Slika 3. Izrazaj gena za p62 u tumorskom tkivu mokraénog mjehura. Nema statisticki
znacajne razlike (p=0,7474) izmedu tumorskog i normalnog tkiva. Legenda: NT — kontrolna

skupina, BBN ACU — eksperimentalna skupina izloZena BBN-u u trajanju od 2 tjedna.

Beclin 1
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Nije utvrdena statisticki znacajna razlika u izraZaju gena Beclin 1 u tumorskom tkivu

mokra¢nog mjehura miSeva (p= 0,5798).
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Slika 4. IzraZaj gena za Beclin 1 u tumorskom tkivu mokra¢nog mjehura. Nema statisticki
znacajne razlike (p= 0,5798) izmedu tumorskog i normalnog tkiva. Legenda: NT — kontrolna

skupina, BBN ACU - eksperimentalna skupina izlozena BBN-u u trajanju od 2 tjedna.

LC3A

Nije utvrdena statisticki znac¢ajna razlika u izraZaju gena za LC3A u tumorskom tkivu

mokraé¢nog mjehura miSeva (p= 0,581).
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Slika 5. Izrazaj gena za LC3A u tumorskom tkivu mokraénog mjehura. Nema statisticki
znacajne razlike (p= 0,581) izmedu tumorskog i normalnog tkiva. Legenda: NT — kontrolna

skupina, BBN ACU — eksperimentalna skupina izloZena BBN-u u trajanju od 2 tjedna.

AtgS

Nije utvrdena statisticki znacajna razlika u izraZaju gena za Atg5S u tumorskom tkivu

mokra¢nog mjehura miSeva (p= 0,8048).
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Slika 6. Izrazaj gena za Atg5 u tumorskom tkivu mokra¢nog mjehura. Nema statisticki
znacajne razlike (p= 0,8048) izmedu tumorskog i normalnog tkiva. Legenda: NT — kontrolna

skupina, BBN ACU - eksperimentalna skupina izlozena BBN-u u trajanju od 2 tjedna.

Ripk3f

Utvrdena je znaCajna statistiCka razlika u izraZaju gena za Ripk3f u u usporedbi
kontrolne i akutne skupine (p< 0,0001) i u usporedbi kontrolne i kroni¢ne skupine (p< 0,001).
Promjena izrazaja gena (eng. fold change) za Ripk3f u akutnoj skupini se povecala 7 puta, a u

kroni¢noj 20 puta.
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Slika 7. Porast izrazaja gena za Ripk3f u tumorskom tkivu mokra¢nog mjehura. Znacajna
statisti¢ka razlika u usporedbi kontrolne 1 akutne skupine (p< 0,0001) i u usporedbi kontrolne
i kroni¢ne skupine (p< 0,001). Legenda: NT — kontrolna skupina, BBN ACU -
eksperimentalna skupina izlozena BBN-u u trajanju od 2 tjedna, BBN CHR -

eksperimentalna skupina izloZzena BBN-u u trajanju od 12 tjedana.
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5. RASPRAVA
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Rezultati istrazivanja u kojima su analizirane razlike u izrazaju gena u tumorskom u
odnosu na zdravo tkivo pokazali su da ne postoji statisticki znacajan porast izrazaja gena za
autofagiju - p62, Beclin 1, LC3A i Atg5, dok je gen za nekroptozu, Ripk3f, imao statisticki
znacajan porast izrazaja gena u tumorskom tkivu akutne skupine miseva. Kako bi utvrdili
nastavlja li se taj trend porasta tijekom kasnijih stadija razvoja tumora 1 u miSeva kroni¢no
izlozenih BBN-u, analizirani su njihovi uzorci i utvrdeno je kako i u kroni¢noj skupini postoji
statisticki znacajan porast izrazaja gena za Ripk3f u odnosu na kontrolnu skupinu. Promjena
izrazaja gena (eng. fold change) za Ripk3f u akutnoj skupini je 7 puta vecéa, a u kroni¢noj 20

puta veca u odnosu na kontrolnu skupinu.

Autofagija je proces kojim stanice kontrolirano recikliraju vlastiti citoplazmatski
sadrzaj. Hoc¢e li autofagija djelovati tumorsupresorski ili prokarcinogeno, ovisi o brojnim
¢imbenicima. U ranim fazama tumorigeneze, autofagija 1ima vaznu funkciju
onesposobljavanja genetske nestabilnosti i uklanjanja aberantnih proteinskih agregata kao i
promicanja antitumorskog imunosnog odgovora. U ve¢ formiranim malignim tumorima, Stiti
od metaboli¢kog stresa uzrokovanog nedostatkom hranjivih tvari. No unato¢ tome, pokazano
je kako u hipoksi¢énim uvjetima potpomaze ranu invaziju i izrazenu displaziju
adenokarcinoma kolona, a poviSen izrazaj autofagijskih gena povezan je s loSijom
prognozom (51, 74). Isto tako, u melanomima je dokazano i povecanje 1 smanjenje izrazaja
gena za Beclin 1. Oni sa izrazitim povecanjem izrazaja gena imali su raniju pojavu
presadnica 1 loSiju prognozu, te su bili povezani sa tumorima u hipoksi¢nim 1 kiselim
uvjetima (101). Agresivnost, hipoksija i loSija prognoza zajednic¢ki su ¢imbenici tumora sa
poviSenim izrazajem gena za autofagiju (53, 102, 103). U tumorima mokraénog mjehura
¢imbenici inducirani hipoksijom javljaju se u kasnijim fazama miSi¢no invazivnih tumora
(104), kao i porast izrazaja gena za autofagiju (105). Ovo istraZivanje koristilo je BBN-om
posredovanu indukciju tumora mokra¢nog mjehura. Nije pronadeno statisticki znacajno
povecanje izrazaja gena autofagije (p62, Beclin 1, LC3A, Atg5) nakon 2 tjedna izloZenosti.
Karcinogen BBN izaziva tumorigenezu ovisno o dozi i vremenu izlaganja, te je potreban dulji
1 intenzivniji tretman kako bi inducirao razvoj mi$i¢no invazivnog tumora visokog gradusa
(36), u kojem bi mogli o¢ekivati povecanje izrazaja gena za autofagiju. Buduca istrazivanja
bi mogla ukljuciti ve¢i broj uzoraka sa invazivnijim oblicima tumora, no sadasnji rezultati
ukazuju da stani¢na smrt posredovana autofagijom nema veci znacaj pri umiranju zloudnih

stanica mokra¢nog mjehura.
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Nekroptoza je proupalni mehanizam regulirane stani¢ne smrti i, kao takav,
potencijalna meta antitumorske terapije. Dokazano je kako je Ripk3f znacajan za imunosno
unistavanje tumora inducirano vanjskim imunostimulansima (106), kao i to da nekroptoticne
stanice tumora same luce interleukine koji poti¢u imunosni odgovor organizma (107).
karcinomima jednjaka neophodan je za odgovor na terapiju cisplatinom (82, 100). Istrazuju
se razni spojevi koji bi indukcijom nekroptoze mogli imati suprimiraju¢i u¢inak na tumore
(108). U stani¢nim linijama tumora mokra¢nog mjehura i pluc¢a uspjesno je aktiviran
nekroptotski antitumorski put uporabom halkona 24 (109). UspjeSnost ovakvih oblika
imunoterapije ovisi 0 samom izrazaju nekroptotskih gena u tumorima koji se odlikuju
velikom genetskom varijabilnosc¢u. Istrazivanje izrazaja klju¢nih gena nekroptoze u razlic¢itim
tumorima vazno je za odabir tumora za istrazivanje novih oblika pro-nektoptotske terapije.
Ovo istrazivanje pokazalo je statisti¢ki znacajan porast izrazaja gena za Ripk3f u mokra¢nim
mjehurima miSeva ve¢ nakon 2 tjedna izloZenosti karcinogenom BBN-u. Izrazaj gena
porastao je 7 puta. Ovako rani i znacajan porast aktivnosti markera nekroptoze u tumorima
mokra¢nog mjehura upucuje kako se glavnina stani¢ne smrti u takvom tipu tumora odvija
nekroptozom i ukazuje na njegov potencijal u istrazivanjima novih antitumorskih terapija. Za
ocekivati je kako bi takvi tumori povoljno reagirali na terapiju usmjerenu ka imunosnom
unistavanju tumora. U mokra¢nim mjehurima miSeva izlozenih karcinogenu 12 tjedana
1zrazaj gena porastao je 20 puta. Moguce objaSnjenje takvog porasta lezi u sukladnom porastu
mase tumora nakon duljeg razdoblja tumorigeneze. Potrebna su daljnja istraZivanja uloge

nekroptoze u tumorigenezi koja ¢e otvoriti nove mogucnosti antitumorske terapije.
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6. ZAKLJUCCI
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Temeljem rezultata ovog istrazivanja moze se zakljuciti:

1. Gen Ripk3f ima statisticki znacajno poviSen izrazaj u stanicama zlo¢udnog tumora
mokra¢nog mjehura miSa. To ukazuje na vaznost uloge nekroptoze u patogenezi

mokra¢nog mjehura.

2. Gen p62 nema promijenjen izrazaj u stanicama zlocudnog tumora mokra¢nog

mjehura misa.

3. Gen Beclin 1 nema promijenjen izrazaj u stanicama zlo¢udnog tumora mokra¢nog

mjehura misa.

4. Gen LC3A nema promijenjen izrazaj u stanicama zlo¢udnog tumora mokraénog

mjehura misa.

5. Gen Atg5 nema promijenjen izrazaj u stanicama zlocudnog tumora mokraénog

mjehura misa.
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