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1. UVOD



1.1. Metabolizam ksenobiotika

Ksenobiotici su kemikalije koje se ne proizvode u organizmu ve¢ dospijevaju u krvotok
kroz probavni i diSni sustav, kozu i druge tjelesne barijere (1). Nakon §to udu u organizam,
ksenobiotici mogu narusSiti homeostazu §to vodi aktivaciji stanicnog odgovora na stres. Kako
bi se taj u€inak minimalizirao, stanice razli¢itih tkiva, primarno jetre, bubrega i probavnog
sustava, eksprimiraju gene €iji su produkti enzimi koji kataliziraju kemijske reakcije ¢ija je
svrha smanjenje toksi¢nosti 1 konacna eliminacija ksenobiotika. Niz tih kemijskih reakcija

nazvan je metabolizam ksenobiotika, a odvija se u dvije faze (2).

Prva faza ili faza I, metabolizma ksenobiotika posredovana je skupinom enzima
nazvanom citokrom P450 (CYP450). To je najveca skupina enzima koja sudjeluje u
metabolizmu ksenobiotika. Enzimi ove faze kataliziraju reakcije oksidacije, redukcije,
deaminacije, hidroksilacije, sulfoksidacije 1 dealkilacije (3). Geni koji kodiraju te enzime
eksprimirani su u brojnim tkivima: jetri, bubregu, probavnim organima, krvnim stanicama,

spolnim organima, mozgu, masnom tkivu, plu¢ima, itd. (2).

Faza 1II, tj. druga faza metabolizma ksenobiotika obuhvaca reakcije konjugacije
produkata iz faze 1. Na taj se nacin, vezivanjem hidrofilnih spojeva, potencijalno toksi¢ni 1
hidrofobni supstrati pretvaraju u netoksi¢ne i u vodi topive (hidrofilne) konjugate koji se,
otopljeni u urinu i zuci, lako izluCuju iz organizma. Enzimi druge faze metabolizma
ksenobiotika su: UDP-glukuronil transferaze, sulfotransferaze, N-acetiltrandferaze, glutation-

S-transferaze, tiopurin S-metiltransferaze i1 katekol O-metiltransferaze (4).

1.1.1. Glukuronidacija

Glukuronidacija je metabolicka reakcija posredovana enzimima UDP-glukuronil
transferaze (5). To je reakcija druge faze metabolizma ksenobiotika tijekom koje se hidrofobni
supstrati konjugiraju anionskim ostatcima glukuronske kiseline ¢ime se povecava njihova
topivost u vodi (hidrofilnost) 1 omogucava ekskrecija iz organizma putem Zuci i urina (6).
Glukuronidacija je glavni biokemijski put eliminacije supstrata koji sadrze hidroksilne,
karbonilne, karboksilne, aminske 1 tiolne ostatke Sto podrazumijeva mno$tvo egzogenih i
endogenih tvari od kojih su najces¢i lijekovi, prehrambene kemikalije, karcinogeni, bilirubin,

masne kiseline 1 hidroksisteroidi (7) (Slika 1).
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Slika 1. Biokemijski prikaz glukuronidacije. UGT kataliziraju prijenos nukleofilne grupe s lipofilnog
supstrata na anomerni ugljikov atom glukuronskog ostatka vezanog za uridin difosfat. Na ovaj nacin
nastaju hidrofilni, glukuronski derivat prethodno hidrofobnog supstrata (glukuronid) i uridin difosfat.
Navedene su brojne nukleofilne grupe koje sudjeluju u reakeiji glukuronidacije: hidroksilna (fenolna i
alkoholna), karboksilna, tiolna, karbonilna i aminska (primarna, sekundarna i tercijarna).

UGT — UDP-glukuronil transferaze

Preuzeto i prilagodeno prema: McQueen CA, Mackenzie PI, Gardner-Stephen DA, Miners JO. UDP-
Glucuronosyltransferases. U: Comprehensive toxicology. Amsterdam: Elsevier; 2010. str. 413-34.



1.1.2. UDP-glukuronil transferaze

UDP-glukuronil transferaze (UGT) su enzimi koji su vezani za membrane na
luminalnoj povrsini endoplazmatskog retikuluma (8). Molekularna struktura i smjestaj tih

enzima u stanici detaljnije su prikazani na slici 2.
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Slika 2. SmjeStaj i funkcija UDP-glukuronil transferaza. (A) NST je prijenosna molekula koja sluzi
za prijenos UDPGA iz citoplazme u lumen ER-a. Ista molekula, ali u suprotnom smjeru, prenosi
UDPGIcNAC, nusprodukt prikazane kemijske reakcije iz kojeg se reciklira UDP koji ¢e posluziti kao
nosac aniona glukuronske kiseline za novu glukuronidacijsku reakciju. (B) Topologija UDP-glukuronil
tranferaza u bioloskim membranama na primjeru supstrata s hidroksilnom nukleofilnom grupom (R-
OH). UDP-glukuronil transferaze sastoje se od dvije domene i funkcioniraju kao dimeri ili oligomeri.
Najvecim dijelom enzim je smjesten u lumenu ER-a za ¢iju je membranu vezan amino-terminalnom
domenom. Karboksi-terminalna domena nije vezana za membranu ER-a, ve¢ zavrSava ,,repom* koji
prolazi kroz membranu i izviruje u citoplazmu stanice. [zmedu amino- i karboksi-terminalne domene
smjeSteno je aktivno mjesto enzima gdje se, kako je i prikazano, vezu supstrat (za N-terminalnu
domenu) i UDP-glukuronid (za C-terminalnu domenu). (C) Formirani glukoronid prenosi se u
citoplazmu stanice procesom olaksane difuzije preko ATgr.

NST — nukleotidno-$ecerni transporter; UDPGA — UDP-glukuronid; ER — endoplazmatski retikulum;
UDPGIcNAC — UDP-N-acetil glukozamin; ATgr — organski anionski transporter

Preuzeto i prilagodeno prema: Wu B, Kulkarni K, Basu S, Zhang S, Hu M. First-pass metabolism via UDP-
glucuronosyltransferase: A barrier to oral bioavailability of phenolics. J Pharm Sci. 2011;100:3655-81.



Superobitelj gena Ugt dijeli se na Cetiri obitelji, Ugtl, Ugt2, Ugt3 i Ugt8 (9), a obzirom
da vaznost enzima iz obitelji Ugt3 1 Ugt8 jo$ nije razjasnjena, nece biti detaljnije opisivana.
Ljudska obitelj Ugtl sastoji se od devet proteina koji imaju razli¢ite amino-terminalne i
istovjetne karboksi-terminalne domene. Kodiraju¢i transkript proteina UGT1 nastaje
alternativnim izrezivanjem tkivno specifi¢nog prvog egzona (al, a3, a4, a5, a6, a7, a8, a9 1al0)
sa zajedni¢kim, nizvodnim egzonima oznacenima s 2-5. Gen se nalazi na dugom kraku drugog
kromosoma 2q37, a kako je prikazano na slici 3A. Prvi egzoni a2, all, al2 i al3 smatraju se
pseudogenima. Gotovo identi¢an kompleks gena nalazi se 1 u miSa na kromosomu 1, §to
svjedoci o evolucijskoj saCuvanosti 1 vaznosti tih gena (6,10).

Za razliku od ¢lanova obitelji Ugtl, proteine iz obitelji Ugt2, koja je podijeljena na
podobitelji Ugt2a 1 Ugt2b, kodira Sest razli¢itih egzona smjeStenih na kromosomu 4ql13 u

covjeka i kromosomu 5 u misa (Slika 3B). Obitelj Ugt2a sastoji se od dva, a obitelj Ugt2b od

sedam clanova, a §to je isto u ljudi 1 miSeva (6,10).
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Slika 3. Shematski prikaz ljudskih gena UGT1 (A) i UGT2 (B). Pseudogeni su oznaceni bijelim
stupi¢ima. Orijentacija gena prikazana je strelicama. (A) Ilustriran je proces alternativnog izrezivanja
pri formiranju transkripta za UGT1A1 i UGT1A9. Vidi se da je izrezan dio molekule DNA izmedu
jedinstvenih egzona 1, odnosno 9 i zajednickih nizvodnih egzona 2-5. (B) Prikazani su pojedinacni geni
od kojih svaki kodira svoj protein iz obitelji UGT?2.

Preuzeto i1 prilagodeno prema: Mackenzie P, Gregory P, Gardner-Stephen D, Lewinsky R, Jorgensen B,
Nishiyama T, i sur. Regulation of UDP glucuronosyltransferase genes. Curr Drug Metab. 2003;4:249-57.



1.1.3. Tkivna distribucija glukuronidacijskog sustava

Jetra je glavni glukuronidacijski organ sisavaca iako je potvrdena prisutnost Ugt mRNA
i u velikom broju drugih tkiva poput: bubrega, crijeva, zeludca, pluca, jajnika, testisa, dojke,
prostate 1 mozga (11). Anatomska grada jetre i portalni krvotok Cine jetru stalno izlozenom
razlic¢itim ksenobioticima koji se resorbiraju u crijevima. Dokazano je da najvecu jetrenu
ekspresiju ima gen Ugtlal ¢iji je produkt zasluzan za glukuronidaciju bilirubina, toksicnog
produkta koji nastaje razgradnjom hemoglobina (12). Upravo se bioloska vaZnost
glukuronidacije najbolje ocituje na primjeru mutacija u genu Ugtlal. Naime, kompletna
inaktivacija gena zaduZenih za glukuronidaciju bilirubina koja postoji u sindromu Crigler-
Najjar tip 1 dovodi do izrazite Zutice uzrokovane s neglukuronidiranim bilirubinom i rane smrti
bolesnika. Takoder, smatra se da je geneticki aspekt naizgled bezazlenih stanja kao Sto je
sindrom Gilbert-Meulengracht mnogo kompleksniji i da osim blagih oste¢enja u metabolizmu
bilirubina dovodi do predispozicije za razvoj ozbiljnih stanja povezanih s oSte¢enjem
metabolizma razli¢itih ksenobiotika (13). Kvantitativnim profiliranjem UGT-transkriptoma u

uzorcima ljudske jetre, dokazana je i1 vrlo visoka ekspresija Ugtla3, 1a4, 1a6 i 1a9 gena, dok

je ekspresija Ugtla5, 1a7, 1a8 i 1al0 gena bila zanemariva (14).

Osim u jetri, ekspresija obitelji gena Ugtla istrazivana je u bubregu i crijevima.
Imunohistokemijskom analizom uzoraka zdravog ljudskog bubrega primijecena je difuzna
ekspresija gena Ugtla u bubreznoj kori s tendencijom smanjivanja prema srzi bubrega.
Najizrazenija imunoreaktivnost zabiljeZena je u proksimalnim tubulima nefrona, za razliku od
one u distalnim tubulima, Henleovoj petlji 1 sabirnim kanali¢ima gdje je intenzitet bojanja
okarakteriziran kao slab do umjeren (15). Aktivnost glukuronidacijskog sustava dokazana je i
u gastrointestinalnom sustavu s predominacijom u crijevima. Prisustvo transkripta Ugtla gena
dokazano je u epitelnim stanicama duodenalne, jejunalne i ilealne sluznice (16), kao i u
epitelnim stanicama sluznice debelog crijeva (17). Ekspresija navedenih gena u submukozi
crijeva nije zabiljezena ili je bila zanemariva (16,17). Usporedujuci kataliticku aktivnost u
pojedinim dijelovima crijeva, pokazano je kako je aktivnost glukuronidacijskog sustava jako
izrazena u jejunumu, a smanjuje se prema duodenumu i ileumu (16). Kataliticka aktivnost

postoji i u debelom crijevu, ali je zna¢ajno manje izrazena nego li u tankom crijevu i jetri (17).

Uloga glukuronidacijskih enzima istrazivana je u kontekstu karcinogeneze. Rezultati
nekoliko studija provedenih na stani¢nim linijjama porijekla misjeg 1 ljudskog karcinoma

mokra¢nog mjehura sugeriraju da snizena aktivnost genskih produkata sustava Ugt korelira sa



zloéudnom transformacijom uroepitelnih stanica (18). Stovise, rezultati RNA sekvenciranja
koje je provedeno na uzorcima zdravog i tumorski izmijenjenog tkiva bubrega i1 crijeva
pokazuju da je ekspresija gena sustava Ugt znacajno snizena u tumorskim tkivima (14).
Nedavno objavljena istrazivanja prouCavaju aktivnosti glukuronidacijskog sustava tijekom
embriogeneze. Rezultati western blot analize uzoraka misje blastociste dokazali su prisustvo
proteina UGTI1A, a pretpostavlja se da je najranije eksprimiran gen Ugtla6 (19). Najvazniju
ulogu tijekom fetalnog razvoja ima obitelj gena Ugt2b ¢ijom ekspresijom nastaju enzimi koji

glukuronidiraju spolne hormone koji su neophodni za fizioloski razvoj posteljice (20).

1.2. Regulacija aktivnosti glukuronidacijskog sustava
1.2.1. Spolni hormoni i interindividualna varijabilnost

Nekoliko studija koje se bave glukuronidacijom ukazuju na znac€ajne razlike u genskoj
ekspresiji sustava Ugt medu spolovima. Dokazano je da je ekspresija gena Ugtlal veca u
uzorcima jetre Zenskih miSeva (6) i Stakora (21) nego muskih §to se pripisuje potencijalnim
ucincima spolnih hormona. Naime, smatra se da testosteron suprimira ekspresiju Ugtlal u jetri
muskih Stakora, a da progesteron inducira ekspresiju Ugtlal u jetri Zenskih Stakora. Ti rezultati
pretpostavljaju postojanje odredenih razlika u metabolizmu bilirubina medu spolovima §to
treba biti istrazeno i na humanim tkivima (21). Ovisnost ljudskog glukuronidacijskog sustava
o steroidnim, spolnim hormonima dokazivana je za obitelj gena Ugt2b. Rezultati pokazuju da
su ekspresija gena Ugt2b17 i kataliticka aktivnost pripadaju¢eg enzima veci u uzorcima muske,
nego zenske jetre. Obzirom da su supstrati navedenog enzima steroidni hormoni i neki okolisni
karcinogeni potrebno je dodatno istraziti imaju li opisani rezultati ufinka na razlike u
metabolizmu ksenobiotika i na nastanak bolesti medu spolovima (22). Spolni steroidi

potencijalno utjecu i na ekspresiju Ugtla5, Ugt2bl 1 Ugt2b2 gena (6,10).

Istrazivanja koja proucavaju glukuronidaciju razli¢itih egzogenih i endogenih tvari
naglaSavaju vaznost interindividualnih razlika u aktivnosti glukuronidacijskog sustava (10,23).
Za sada se smatra da bi navedeno mogla biti posljedica polimorfizama u kodirajuéim
dijelovima gena sustava Ugt Sto dovodi do razlika u enzimskim katalitickim svojstvima.
Usprkos tomu, zbog drugih, najve¢im dijelom neistrazenih ¢imbenika, aktivnost

glukuronidacijskog sustava u tih osoba uglavnom nije znac¢ajnije narusena (10).



1.2.2. Tkivno specifi¢ni transkripcijski ¢cimbenici

Kako je ve¢ objaSnjeno, jetra je tkivo s najSirom ekspresijom gena glukuronidacijskog
sustava. Prisutnost ovih enzima u jetri je toliko sveobuhvatna da se odredene izoforme UDP-
glukuronil transferaza mogu pronaci jedino u njoj Sto indicira da u hepatocitima postoje
odredeni, za jetru specificni, pojacivaci transkripcije gena sustava Ugt. Analiza pocetnih
dijelova promotora gena Ugtlal 1 Ugt2bl pokazala je postojanje dijelova DNA koji su
karakteristicni 1 za druge gene eksprimirane samo u jetri kao $to su oni koji kodiraju albumin,
fibrinogen 1 a-fetoprotein. Za spomenute slijedove promotorske DNA vezu se transkripcijski
faktori Hnfl 1 c/ebp koji zatim pojaCavaju transkripciju nizvodnog gena (10). Smanjena
ekspresija gena Ugtlal i Ugt2bl dokazana je kod miSeva kod kojih su transgenskom
manipulacijom utiSani geni koji kodiraju faktore Hnfl i1 c/ebp (24,25). Osim opisanih, kao
regulatori bazalne Ugt ekspresije u jetri i crijevima u literaturi se spominju produkti ekspresije

gena Octl, homeobox-2 i Ach (10).

1.2.3. Druge izoforme UGT1A proteina (UGT1A i2)

Napredovanjem u razvoju genskog sekvenciranja primijeeno je da zajednicka 3'
egzonska regija gena Ugtla (egzoni 2-5, slika 3A) koja kodira C-terminalnu domenu enzimske
molekule sadrzi najmanje jedan dodatni egzon koji je nazvan 5b. Smatra se da je u procesu
alternativnog izrezivanja egzon 5b ravnopravan drugim zajednickim egzonima Sto implicira da
osim devet klasi¢nih, enzimski aktivnih izoformi UGT1A postoji jo§ minimalno devet, a po
nekim istrazivanjima postoji ¢ak 18 UGTIA izoformi, ukoliko se u obzir uzmu 1 one koje
nastaju prepisivanjem cijelog egzona 5 (5a+5b). Te, relativno novootkrivene izoforme nazvane
su UGT1A 12. Zarazliku od klasi¢nih proteina UGT1A (UGT1A _il), ovi koji nastaju novijim
obrascima alternativnog izrezivanja nisu enzimski aktivni jer nemaju transmembranske
domene (Slika 4). Translacijski produkt mRNA koja nastaje ekspresijom egzona 5b je slijed
od deset aminokiselina (RKKQQSGRQM) unutar kojeg se isticu dilizinski motiv KKXX 1
Cetiri pozitivno nabijena aminokiselinska ostatka. Za njih se smatra da sudjeluju u formiranju
¢vrstih veza s negativno nabijenim membranama endoplazmatskog retikuluma Sto UGT1A i2
proteine zadrzava unutar njega (26). Bioloska vaznost ovih proteina ocituje se u negativnom
modulacijskom utjecaju na klasi¢ni glukuronidacijski sustav. Kako je prethodno navedeno, da
bi kataliticka aktivnost UDP-glukuronil transferaza bila valjana mora do¢i do dimerizacije
proteina. S obzirom da UGT1A 12 izoforme sadrZe vezna mjesta za glukuronidacijski supstrat
1 kosupstrat, ali ne i transmembransku domenu kodiranu slijedom nukleotida u egzonu 5a, one

ne mogu biti enzimski aktivne, ali se mogu u procesu dimerizacije spajati s klasicnim formama
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glukuronil transferaza posljedi¢no ¢emu se glukuronidacijski potencijal stanice smanjuje ili u

potpunosti utiSava (27).

UGT1A 12 izoforme najvise su eksprimirane u ekstrahepatickim tkivima, posebno u
bubregu i gastrointestinalnom sustavu gdje se njihova ekspresija povecava prema aboralno.
Relevantnost ovih nalaza jo$ mora biti istrazena. Relativno mala ekspresija u jetri jedan je od
¢imbenika koji, uz transkripcijske ¢imbenike opisane u dijelu 1.2.2., osiguravaju snaznu

glukuronidacijsku sposobnost tog organa (15).

Multipli egzoni 1 2 3 4 5b Ba

;\ IIII

. e o : \
UGT1A_i2 L 436 439 UGT1A_i1 v §29 533
120 161180 288 350 400\644 1533
% ' ] 3
Enzimski inaktivan Enzimski aktivan
Stop kodoni Neaativni modulator*

Signalni peptid

Varijabilna regija 1 (egzon 1) — supstrat vezuju¢a domena

{
=
v

Domena koia bremoScéuie membranu

Zaijednicka regiia (egzoni 2-4) — kosupstrat vezujuéa domena
Sekvenca iedinstvena za superobiteli aena UGT

Egzon 5b (jedinstven izoformi UGT1A i2)

Egzon 5a (jedinstven izoformi UGT1A i1)

Transmembranska domena

|
N
g
=
B

Dilizinski motiv

Slika 4. Shematski prikaz gena i proteina te regulatorne uloge UGT1A _i2. Transkript za
UGT1A 12 u odnosu na transkript za UGTI1A il ne sadrzi regiju koja kodira hidrofobnu
transmembransku domenu zbog Cega te enzimske izoforme nisu kataliticki aktivne. Oba transkripta
sadrze dilizinske motive zbog Cega su Cvrsto vezani za membrane endoplazmatskog retikuluma. Vazno
je primijetiti da oba transkripta sadrZe i one regije koje kodiraju mjesta za koje se vezu glukuronidacijski
supstrat i kosupstrat.

UGT1A il —izoforma 1 UGT1A proteina; UGT1A _i2 —izoforma 2 UGT1A proteina

Preuzeto i prilagodeno prema: Girard H, Lévesque E, Bellemare J, Journault K, Caillier B, Guillemette C. Genetic
diversity at the UGT1 locus is amplified by a novel 3’ alternative splicing mechanism leading to nine additional
UGT1A proteins that act as regulators of glucuronidation activity. Pharmacogenet Genomics. 2007;17:1077-89.



1.2.4. Epigenetika

Rijetki su geni sustava Ugt koji nisu eksprimirani u jetrenom tkivu, kao na primjer
UgtlalO cija je ekspresija znacajno veca u crijevima. Nedavno je predloZzeno kako bi
epigeneticka regulacija mogla imati klju¢nu ulogu u zanemarivoj ekspresiji ovog gena u jetri u
odnosu na crijeva. Analizom metilacijskog statusa DNA gena UgtlalO u jetri i tankom crijevu,
dokazano je kako su CpG-bogate regije promotora ovog gena hipermetilirane u hepatocitima 1
hipometilirane u epitelnim stanicama tankog crijeva. Smatra se da metilirani dijelovi promotora
interferiraju s vezanjem transkripcijskih ¢imbenika 1 poticu regrutiranje korepresorskih
molekula kao S§to su histonske deacetilaze Sto posljedicno uzrokuje kondenzaciju DNA i

smanjen izrazaj gena (11).

1.2.5. Ksenobiotici

Ve¢ dugo je poznato da mnogi ksenobiotici reguliraju aktivnost enzima sustava CYP,
ali je malo podataka o utjecaju ksenobiotika na enzime druge faze, posebno one iz obitelji
UGT. Istrazivanja koja se bave ulogom nikotina u nastanku ovisnosti pokazala su da u
uzorcima mozgova miseva tretiranih nikotinom postoji povecana ekspresija mRNA nekih gena
iz obitelji Ugtla, od kojih se naj¢esce spominje Ugtla3. U uzorcima jetre istih miSeva nije
dokazana statisticki znaCajna indukcija ekspresije niti povecanje kataliticke aktivnosti
glukuronidacijskog sustava. Ti podatci otvaraju nova pitanja o utjecaju varijacija u

glukuronidaciji na metabolizam endogenih i egzogenih tvari (28).

Uloga enzima glukuronidacije u karcinogenezi spomenuta je ranije u sekciji 1.1.3., te
je se dodatno opisuje u sekciji 1.3.2. Ukratko, poveéana kataliticka aktivnost glukuronil
transferaza smanjuje rizik za zlo¢udnu promjenu stanica, ali i progresiju nekih nemalignih
kroni¢nih bolesti kao $to su steatoza jetre i steatohepatitis (29). Prouc¢avanje farmakodinamskih
svojstava oltipraza, lijeka koji se koristio za lijeCenje shistosomijaze, pokazalo je da on djeluje
kao snazan induktor enzima druge faze metabolizma ksenobiotika, posebno glutation-S-
transferaze 1 UDP-glukuronil transferaza. Ti rezultati impliciraju da namjerna indukcija
glukuronidacijskog sustava lijekovima moZe minimalizirati malignu pretvorbu stanica

potaknutu kemijskim karcinogenima (30).
1.3. N-butil-N-(4-hidroksibutil)nitrozamin — BBN
1.3.1. Metabolizam BBN-a
BBN je alkilirajuci kemijski spoj iz skupine nitrozamina koji je srodan karcinogenim

kemikalijama izoliranim iz duhanskog dima (31). Radi se o zutoj do Zuto crvenoj tekuéini koja
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se kod eksperimentalnih zivotinja najéeS¢e administrira oralno, u vodi za pice, u dozi izmedu
0,01-0,05%, uz koriStenje tamnih boca zbog fotosenzitivnosti otopine. Primjena moze i¢i 1
preko gastri¢ne sonde ali se zbog rizika od aspiracijske pneumonije te ozljede jednjaka ili
zeludca rijetko primjenjuje. Supkutana i izravna intravezikalna instilacija koriste se iznimno

rijetko (32).

BBN se smatra neizravnim karcinogenom obzirom na ¢injenicu da zahtijeva aktivaciju
koja se pretezno dogada u jetri, ali i u mokratnom mjehuru. Aktivacija podrazumijeva
oksidaciju hidroksilne skupine u molekuli ¢ime nastaje karcinogeni metabolit, BCPN, odnosno
N-butil-N-(3-karboksipropil)nitrozamin. Uz oksidaciju, u jetri BBN se metabolizira putem
sustava Ugt u vodotopivi glukuronid, koji suprotno BCPN-u nema karcinogeni uc¢inak (32).

Metabolizam BBN-a s detaljnim prikazom metabolita prikazan je na slici 5.

/(‘H_‘C'H_‘(-H_‘(-HS /(_'H 2CH,CH-CH;3
“~CH>CH2CH2CH,OH ONN CH.CH.CH 1106 )

) = (e

ON-N

- CH:CH:CHACH; _~ CHCH,CH,CH;

ON-N ON-N e
™ CH,CH,CH-COOH " CH,CH,C H:E 00G
) =

_ CH,CH,CH,CH;
ol —>  ONNT_

_~ CH:CH:CH2CH;

NN D
\([I(H(H {COO0H] ™ CH:COCHA{COOH]
/ |
- CH,CH;CH,CH, - CH:CH.CH:CH;
ON-N N-N
™~ CH,COOH ‘\m LCOCH;

BCMN BOPN

Slika 5. Metabolizam BBN-a. Dva su osnovna metabolicka puta kroz koje prolazi molekula BBN-a.
Prvi podrazumijeva oksidaciju alkoholne u karboksilnu skupinu preko enzima iz skupine
alkoholnih/aldehidnih dehidrogenaza ¢ime nastaje karcinogeni BCPN. Drugi metabolicki put ovisan je
o glukuronidacijskom sustavu ¢ime nastaje bezopasni i hidrofilni glukuronid BBN-a koji se dalje
izluGuje Zuci i urinom. Uz navedena dva metabolita, u mokra¢énom mjehuru zivotinja koje su
konzumirale BBN u vodi za pi¢e, u malim koncentracijama mogu se detektirati produkti beta-oksidacije
karboksilnih kiselina, meduprodukata u opisanom metabolickom putu.

BBN - N-butil-N-(4-hidroksibutil)nitrozamin; BBN-G — BBN-glukuronid; BCPN - N-butil-N-(3-
karboksipropil)nitrozamin; BCPN-G — BCPN-glukuronid; BHCPN - N-butil-N-(2-hidroksi-3-
karboksi-propil)nitrozamin; BCMN - N-butil-N-(karboksimetil)nitrozamin; BOPN - N-butil-N-(2-
oksopropil)nitrozamin

Preuzeto i prilagodeno prema: Vasconcelos-Nobrega C, Colago A, Lopes C, Oliveira PA. Review: BBN as an
urothelial carcinogen. In Vivo. 2012;26:727-39.
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BBN je specifican karcinogen jer inducira zlo¢udnu pretvorbu uroepitelnih stanica u
mokra¢nom mjehuru miSeva i Stakora (31). Metaboliti BBN-a putem krvi 1 urina dospijevaju u
mokraéni mjehur (32) gdje se nakon alfa hidroksilacije oslobada alkilna grupa koja se
kovalentno veze za DNA molekulu (29). Brza indukcija neoplasti¢nog procesa na Zivotinjskom
modelu objasnjava se ¢injenicom da BBN unutar mokra¢nog mjehura izaziva upalu §to pokrece
proces cijeljenja karakteriziran visokim stupnjem diobe stanica zbog Cega je akumuliranje
mutacija povezano s manjkavim procesom popravljanja DNA (33). Na ovaj nacin nastaju
brojna genetska oStecenja koja su dijelom slicna oSte¢enjima u humanom raku mokra¢nog
mjehura, a od kojih se najcesce spominje mutacija u tumor supresorskom p53 genu, §to osobito
vrijedi za tumore visokog gradusa. Dokazane su i mutacije u protoonkogenima H-ras i EGFR
kao 1 mikrosatelitska nestabilnost (34). Urotelijalne lezije inducirane BBN-om kod glodavaca
sluze kao eksperimentalni model za proucavanje misSiéno-invazivnog humanog raka
mokra¢nog mjehura zbog medusobne morfoloske, te velikim dijelom 1 molekularne sli¢nosti.
Spektar lezija koje se induciraju na ovaj nacin je Sirok i1 ukljucuje hiperplaziju, displaziju,
papilarni tumor, neinvazivni i invazivni rak (33). StoviSe, spektar lezija ovisi o vrsti
eksperimentalne Zivotinje, trajanju tretmana BBN-om, dobi i spolu Zivotinje. Prosje¢no trajanje
tretmana BBN-om (udio BBN-a 0,05%) potrebno da bi se kod eksperimentalne Zivotinje
razvila makroskopska lezija iznosi oko 12 tjedana za miSeve, odnosno 20 tjedana za Stakore
(32,35) . Obzirom da se radi o in vivo karcinogenezi, ovakvi modeli neoplasti¢nih lezija
osiguravaju intaktan patoloski i imunoloski odgovor unutar tkiva Sto omogucava proucavanje
biologije 1 lijeCenja raka mokra¢nog mjehura sofisticiranim metodama i s viSe aspekata kao Sto

su geneticki, molekularni i patohistoloski (32).

1.3.2. Dosadasnje spoznaje o utjecaju BBN-a na ekspresiju gena iz obitelji Ugt

O modulatornom djelovanju BBN-a kao ksenobiotika na aktivnost glukuronidacijskog
sustava u metabolicki aktivnim tkivima zna se vrlo malo. NajviSe je, s obzirom na njegovu
eksperimentalnu upotrebu, proucavana njegova uloga u regulaciji glukuronidacijskog
kapaciteta uroepitelnih stanica mokra¢nog mjehura. Dokazano je da karcinogeni metaboliti
BBN-a opisani u dijelu 1.3.1. negativno djeluju na lokalnu ekspresiju gena iz obitelji Ugt i na
kataliticku aktivnost njihovih enzimskih produkata. Posljedi¢no su stanice prijelaznog epitela
mokra¢nog mjehura kontinuirano izloZzene Stetnom djelovanju tih kemikalija (30). Detaljnim
pregledom literature ne pronalaze se studije s uvjerljivim dokazima o utjecaju BBN-a na izrazaj
gena za enzime glukuronidacije u tkivima koja sudjeluju u metabolizmu ksenobiotika — jetri,

crijevima i bubregu. S obzirom da BBN nakon oralnog unosa prvo dolazi u kontakt s
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glukuronidacijskim sustavom crijeva, a poslije i s glukuronidacijskim sustavima jetre i bubrega
postavlja se pitanje o podloznosti ekspresije gena skupine Ugt u spomenutim tkivima

regulacijskim utjecajima ove kemikalije.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA



2.1. Ciljevi istrazivanja

1.

Usporediti bazalnu ekspresiju gena Ugtla u bubregu, duodenumu 1 jejunumu misa s
izrazajem u jetri, tzv. pozitivna kontrola, i izrazajem u skeletnom mi$i¢u (negativna
kontrola).

Odrediti utjece li tretman BBN-om na izraZaj gena Ugtla u metaboli¢ki vaznim tkivima
misa.

Odrediti mijenja li se izraZaj gena iz skupine Ugt u mokra¢nom mjehuru miSeva
tretiranih BBN-om s istovremenom redukcijom mikrobiote antibioticima u usporedbi s
miSevima koji su konzumirali samo BBN.

Odrediti izoforme gena iz skupine Ugt €iji je izrazaj promijenjen u tumorskom u odnosu

na zdravo tkivo mokra¢nog mjehura misa.

2.2. Hipoteze istraZivanja

1.

Tretman BBN-om, dokazanim urotelnim karcinogenom, povecat e izrazaj obitelji
gena Ugtla u metabolicki vaznim tkivima miSa — jetri, bubregu i tankom crijevu.

U mokra¢nom mjehuru miSeva tretiranih BBN-om s istovremenom redukcijom
mikrobiote antibioticima izrazaj gena skupine Ugt bit ¢e smanjen.

U mi§jem modelu raka mokra¢nog mjehura induciranog BBN-om izraZaj gena skupine

Ugt bit ¢e smanjen.
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3. MATERIJALI I METODE



3.1. Protokol istraZivanja

3.1.1. Akutni tretman BBN-om

Eksperiment je proveden na misevima soja C57BL/6J starosti 6-8 tjedana. Zivotinje su
podijeljene u dvije skupine, eksperimentalnu i kontrolnu. Eksperimentalna skupina (N=4) bila
je izloZena dvotjednom tretmanu BBN-om otopljenim u vodi za pice (udio BBN-a 0,05%).
Zivotinje iz kontrolne skupine (N=3) uzgajane su u istim uvjetima kao i one iz eksperimentalne,
osim $to nisu tretirane BBN-om. Zrtvovanje Zivotinja izvrieno je odmah po zavr$etku tretmana.
Nakon zrtvovanja, izvrSeno je prikupljanje tkiva od interesa, i to: jetre, bedrenog misica,
duodenuma, jejunuma i bubrega. Istrazivanje je provedeno po etickom odobrenju URBROJ:
525-10/0543-20-3, Ministarstva poljoprivrede Republike Hrvatske, od 18. 6. 2020. godine.
Tretiranje 1 manipuliranje Zivotinja provodile su osposobljene osobe, tj. mentor diplomskog
rada 1 njegovi suradnici.Uzorci tkiva prebaceni su u tubice s otopinom RNA Later (SIGMA
Life Science, St. Louis, Missouri, USA) u svrhu stabilizacije RNA u tkivu, nakon Cega su
smrznuti u teku¢em dusiku. Smrznuti uzorci su kasnije koriSteni za izolaciju mRNA koja je

posluzila kao supstrat za qRT-PCR reakciju.

3.1.2. Akutni tretman BBN-om i antibioticima

U svrhu proucavanja utjecaja mikrobiote na ekspresiju gena iz skupine Ugt u miSeva
tretiranih BBN-om, analizirani su rezultati RNA sekvenciranja tkiva mokra¢nog mjehura
izoliranih iz miSeva koji su bili na akutnom tretmanu BBN-om 1 antibioticima Sirokog spektra.
Ti rezultati ustupljeni su ljubaznoS$¢u dr. sc. Blanke Roje, a izradeni su u sklopu njezine

doktorske disertacije.

Tijekom ovog pokusa, miSevi soja C57BL/6J 1 starosti Sest tjedana podijeljeni suu dvije
skupine, prvu koja je bila tretirana antibioticima i BBN-om (AB skupina) 1 drugu koja je bila
tretirana samo BBN-om (B skupina). AB skupina je tijekom dva tjedna pila antibiotike Sirokog
spektra s ciljem smanjenja broja bakterija prije pocCetka tretmana BBN-om. Potom je sljedeca
dva tjedna pila i antibiotike Sirokog spektra i BBN zajedno. B skupina je prva dva tjedna
konzumirala ¢istu vodu za pice, a druga dva tjedna BBN otopljen u vodi za pice. Tretman je za
obje skupine trajao ukupno Cetiri tjedna, nakon Cega je izvrSeno zrtvovanje i uzorkovanje
mokraé¢nog mjehura. Iz uzorkovanog tkiva izolirana je mRNA koja je podvrgnuta RNA
sekvenciranju. Sekvenciranje je napravljeno na tri skupna uzorka za svaku istrazivanu grupu
(B 1 AB). Uzorci su sadrzavali jednaku koli¢inu RNA izolirane iz dvije Zivotinje. Na ovaj nacin

sekvencirana je RNA izolirana iz ukupno dvanaest zivotinja, po Sest iz svake skupine (B 1 AB)
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(36). Ovdje navedeni postupci provedeni su u sklopu projekta ,,Uloga mikrobiote u razvoju
tumora mokra¢nog mjehura®, a za potrebe ovog diplomskog rada analiziran je izrazaj gena

glukuronidacijskog sustava.

3.1.3. Kronic¢ni tretman BBN-om

U svrhu proucavanja promjena u ekspresiji gena Ugt u tumorskom tkivu mokraénog
mjehura analizirani su rezultati RNA sekvenciranja tkiva mokraénog mjehura izoliranih iz
misSeva koji su bili na kroni¢nom tretmanu BBN-om. Ti podatci ustupljeni su ljubaznoscu doc.

dr. sc. Marine Degoricije, a izradeni su u sklopu njezine doktorske disertacije (33) .

U ovom eksperimentu, devet muzjaka soja C57BL/6J starosti 6-8 tjedana bilo je
izlozeno kroni¢nom tretmanu BBN-om (udio BBN-a 0,05%) otopljenom u vodi za pi¢e u
trajanju od 12 tjedana, Sto je vrijeme u kojem se ocekuje indukcija tumora mokra¢nog mjehura
(35). U kontrolnoj skupini bilo je takoder devet muzjaka istog soja i starosti, uzgajanih u
jednakim uvjetima, ali koji u navedenom periodu nisu bili na tretmanu BBN-om, ve¢ su
konzumirali ¢istu vodu. Zrtvovanje svih Zivotinja izvieno je istovremeno, 20 tjedana od
pocetka tretmana. U periodu od kraja tretmana do zrtvovanja (osam tjedana), Zivotinje iz
eksperimentalne skupine konzumirale su ¢istu vodu. Nakon Zrtvovanja, uzorkovani su
mokraéni mjehuri miSeva. Iz tkiva mokraénog mjehura izolirana je mRNA koja je podvrgnuta
RNA sekvenciranju. Sekvenciranje je napravljeno na tri skupna uzorka za svaku istrazivanu
grupu (BBN i kontrolnu). Uzorci su sadrzavali jednaku koli¢inu RNA izolirane iz tri Zivotinje.
Na ovaj nacin sekvencirana je RNA izolirana iz ukupno osamnaest zivotinja, po devet iz svake

skupine (BBN i kontrolna).

3.2. Izolacija tkivne mRNA

Nakon odmrzavanja, uzorci tkiva prebaceni su u tubice Hard tissue homogenizing
CK28 (Bertin Minilys Technologies, Montigny-le-bretonneux, Ile-de-France, France) u koje je
prethodno dodano 500 pL TRIzol Reagensa (AMBION Life Technologies, Carlsbad,
California, USA). Homogenizacija uzoraka izvrSena je na uredaju Bertin (Minilys
Technologies, Montigny-le-bretonneux, Ile-de-France, France). U vorteksirane uzorke koji su
nakon homogenizacije ostavljeni na sobnoj temperaturi pet minuta, dodano je 100 pL
kloroforma (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA). Nakon ponovnog vorteksiranja i
stajanja na sobnoj temperaturi tri minute, uzorci su centrifugirani na 12000 g tijekom petnaest
minuta na temperaturi od 4 °C. Nakon centrifugiranja, u eksperimentalnoj smjesi formirane su

tri faze: donja, crvenkasta koja sadrzi proteine, srediSnji, bijeli prsten koji sadrzi DNA 1 gornja,
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vodenasta koja sadrzi RNA. Gornja faza je potom prebacena u drugu tubicu u koju je dodano
125 uL izopropanola (EMSURE, London, Ujedinjeno Kraljevstvo). Smjesa je ponovno
vorteksirana 1 ostavljena na sobnoj temperaturi deset minuta nakon cega je uslijedilo
centrifugiranje na 12000 g tijekom deset minuta na 4 °C. Rezultat drugog centrifugiranja je
formiranje RNA peleta koji je zalijepljen na dnu tubice. Vodenasti supernatant je aspiriran, a
u tubicu s peletom je dodano 250 pL etanola (J.T. Baker, Phillipsburg, NJ, USA). Smjesa je
ponovno centrifugirana, ovaj put na 7500 g tijekom pet minuta na 4 °C. Nakon S§to je
supernatant ponovno uklonjen, tubica s peletom ostavljena je na sobnoj temperaturi sve dok se
u potpunosti nije osusila. Potom je pelet razrjeden u 20 puL vode ociS¢ene od enzima koji
razgraduju RNA. Opisani protokol izolacije RNA iz tkiva prikazan je na slici 6. Koncentracija
izolirane RNA provjerena je spektrofotometrijskom analizom (NanoDrop spectrophotometer,
NanoDrop Technologies LLC, Wilmington, USA). Cisto¢a uzoraka provjerena je

elektroforezom na agaroznom gelu.

Homogenizacija Odvajanje faza Ekstrakcija/ Razrjedivanje
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Slika 6. Postupak izolacije mRNA iz tkiva.

Preuzeto i prilagodeno prema: Add Gene [Internet]. Watertown, MA, SAD: Add Gene. RNA extraction whithout
a kit; 2020 [citirano 3. srpnja 2023]. Dostupno na: https://www.addgene.org/protocols/kit-free-rna-extraction/

3.3. Sinteza cDNA

Reverzna transkripcija-PCR (RT-PCR) je metoda sinteze komplementarne DNA
(cDNA) iz prethodno izolirane tkivne mRNA (37).

Kemikalije koriStene u sintezi cDNA 1 njithovi volumeni prikazani su u tablici 1.
Temperaturni program na PCR uredaju (Arktik Thermal Cycler, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA) koriSten za RT-PCR reakciju shematski je prikazan na slici 7.
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1 pg dobivene mRNA u 20 pL smjese pretvoren je u cDNA upotrebljuju¢i High-
Capacity cDNA Reverse Transcription Kits (Applied Biosystems, Foster City, CA, SAD).

Tablica 1. Popis komponenti i njihovih volumena koristenih za RT-PCR reakciju.

Komponenta V (reakcija)/pL
10x RT buffer 2,0
25x ANTP Mix (100 mM) 0,8
10x RT Random Primers 2,0

MultiScribe™ Reverse Transcriptase 1,0

RNAse Inhibitor 1,0
Nuclease free H,O 3,2
Ukupno 10
85°C 5 min
37°C 120 min

25°C10 min

4°Ceo

Slika 7. Temperaturni program u PCR uredaju koriSten za sintezu cDNA.

3.4. Kvantitativha PCR reakcija u stvarnom vremenu (qRT-PCR)
3.4.1. Princip qRT-PCR reakcije

Lancana reakcija polimerazom (engl. polimerase chain reaction, PCR) je metoda brzog
umnazanja ciljnih dijelova DNA. Reakcijska smjesa sastoji se od: DNA predloska ¢iju
sekvencu je potrebno umnoziti, poCetnica koje su komplementarne krajevima ciljne DNA
sekvence, deoksinukleotid trifosfata (dNTP) koji su supstrati za DNA polimerazu i
termostabilne DNA polimeraze. UmnaZzanje se postize u PCR aparatu (engl. thermal cycler)
koji cikli¢no mijenja temperaturu reakcijske okoline ¢ime se postizu tri osnovne faze reakcije:
denaturacija, hibridizacija pocetnica s komplementarnim dijelovima DNA (engl. annealing) 1

polimerizacija nukleotida koju katalizira enzim DNA polimeraza (engl. extension). Kada je cilj
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umnoziti RNA, koristi se prilagodena PCR reakcija koja je spregnuta s reverznom

transkripcijom (RT-PCR) kojom se iz RNA dobije kopija DNA (engl. copy DNA, cDNA) (38).

Cilj proucavanja ekspresije gena je kvantifikacija mRNA nekog gena, koja je izolirana
iz tkiva. U te svrhe danas se naj¢esc¢e koristi kvantitativna PCR reakcija u stvarnom vremenu
(qRT-PCR). qRT-PCR je metoda koja objedinjuje amplifikaciju i detekciju koli¢ine umnozene
cDNA u odredenom vremenskom trenutku, odnosno PCR ciklusu. Amplifikacija se temelji na
prethodno opisanoj PCR reakciji u kojoj je predlozak cDNA koja je dobivena reverznom
transkripcijom iz izolirane tkivne mRNA. Detekcija je korak koji omogucéuje kvantifikaciju
umnozene cDNA. Postoji viSe nacina detekcije, a u ovom istrazivanju koriStena je
najdostupnija metoda bojenja umnozavane DNA fluorescentnim bojama. Najces¢e koriStena
boja je SYBR Green 1. Kada se boja doda u reakcijsku smjesu i pocne amplifikacija cDNA,
dolazi do nespecificnog vezanja same boje za umnozenu dvostruku DNA zbog cega se
pojavljuje fluorescencijski podrazaj (Slika 8). Kako amplifikacija napreduje, sve je vise
molekula boje vezane za umnozenu DNA §to znaci da je fluorescencijski signal napredovanjem

PCR reakcije sve intenzivniji (39).

8 B 8 8 8 8 Nevezana SYBR Green |

8 B_UB_BB 88 Zd Vezana SYBR Green |
8

B
- 1
¥ <=
888 == 4
8 ==
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Slika 8. Detekcija umnoZene cDNA u qRT-PCR reakciji posredovana fluoresciraju¢im bojama
koje se vezu za DNA. SYBR Green I boja nevezana za DNA ne fluorescira. Kako se u reakcijskoj
smjesi povecava koncentracija umnozene DNA, boja se veze za DNA dolazi do fluorescencije. Kako
amplifikacija napreduje, intenzitet fluorescencije se pojacava.

Preuzeto i prilagodeno prema: Bio Rad [Internet]. Dubai, Ujedinjeni Arapski Emirati: Bio Rad Laboratories.
SYBR Green qPCR supermixes; 2023 [Citirano 3. srpnja 2023]. Dostupno na: https://www.bio-
rad.com/featured/en/sybr-green-for-qpcr.html
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U ovom istrazivanju qRT-PCR reakcija izvedena je u dva koraka. Tijekom prvog
koraka je iz izolirane tkivne mRNA procesom reverzne transkripcije pomocu reverzne
transkriptazesintetizirana cDNA. U drugom koraku dobivena cDNA podvrgnuta je
amplifikaciji 1 detekciji na nacin kako je prethodno opisano. Konac¢ni rezultat je amplifikacijska
krivulja koju shematski prikazuje slika 9. Razlikuju se cetiri faze: linearna, rana
eksponencijalna, log-linearna (eksponencijalna) 1 faza platoa. Ve¢ je spomenuto da detekcija
podrazumijeva odredivanje koli¢ine umnozene DNA u odredenom vremenskom trenutku. Taj
vremenski trenutak, odnosno PCR ciklus, odreden je to¢kom na krivulji u kojoj fluorescentni
signal prijede prag fluorescencije (engl. treshold) koji se izraCunava uzmajuci u obzir ¢injenicu
da je koli¢ina amplificirane DNA tijekom eksponencionalne faze proporcionalna koli¢ini
kalupne DNA na pocetku reakcije. PCR ciklus u kojem fluorescencijski signal prijede prag
fluorescencije naziva se Ct vrijednost (engl. cycle treshold). Nize Ct vrijednosti znace da je

fluorescencijski prag prijeden u nizim PCR ciklusima, §to ukazuje da je koli¢ina po¢etne DNA

bila veca (39).

A Linearna faza

B Rana eksponencijalna faza

C Log-linearna (eksponencijalna) faza
3 D Faza platoa

Prag fluorescencije

Intenzitet fluorescencije

0 10 Ct=19,2 30 40
Broj ciklusa

Slika 9. PCR amplifikacijska krivulja. Faze amplifikacijske krivulje oznacene su slovima A-D. Siva
isprekidana vodoravna linija oznacava prag fluorescencijskog signala (engl. treshold). Trenutak u
kojem koncentracija amplikona (PCR produkta) postane dovoljna da fluorescencijski signal dosegne
prag oznacen je s Ct (engl. cycle treshold). Na ovom primjeru, prag fluorescencijskog signala dosegnut
je u periodu oko 19.2 PCR ciklusa.

Preuzeto i prilagodeno prema: Caraguel CG, Stryhn H, Gagné N, Dohoo IR, Hammell KL. Selection of a cutoff
value for real-time polymerase chain reaction results to fit a diagnostic purpose: analytical and epidemiologic
approaches. J Vet Diagn Invest. 2011;23:2-15.
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Kako bi rezultati qRT-PCR reakcije bili $to pouzdaniji, poseze se za relativnom
metodom kvantifikacije, odnosno usporedbom ekspresije ciljnog gena s endogenom kontrolom
koja se naziva referentni ili housekeeping gen. Smatra se da su referentni geni, od kojih se
najcesce koriste aktin, ubikvitin i ribosomalni geni, stalno 1 intenzivno izraZeni u tkivima zbog
cega se ova strategija smatra najboljom za standardizaciju podataka dobivenih tom metodom
mRNA kvantifikacije (40). U ovom istrazivanju su se kao referentni geni koristili ribosomalni
gen Rpll6 za kontrolu ekspresije gena Ugtla u bedrenom miSicu, jetri, duodenumu i jejunumu

1 ribosomalni gen Rps23 za kontrolu ekspresije gena Ugtla u bubregu.
3.4.2. Priprema qRT-PCR reakcije

Ploca koja se stavlja u qRT-PCR aparat (BioRad CFX96 Real-Time System, Hercules,
CA, USA) sastojala se od 96 jazica. U svaku jazicu stavljeno je ukupno 15 pL smjese koja se
sastojala od 12 pL MIX-a i3 uL ¢cDNA. Svi uzorci radeni su u duplikatima. Komponente MIX-
a 1 njihovi volumeni prikazani su u tablici 2. Popis pocetnica koristenih u ovom istraZivanju

prikazan je u tablici 3.

Tablica 2. Popis komponenti i njihovih volumena koriStenih za qRT-PCR reakciju.

Komponenta Volumen/pLL
SYBR Green 7,5

Forward pocetnice 0,75

Reverse pocetnice 0,75

H>O 3,0

Ukupno MIX-a 12,0

Uzorak cDNA 3,0
UKUPNO: 15,0
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Tablica 3. Popis pocetnica koristenih za qRT-PCR reakciju. Prikazani su sljedovi nukleotida
forward (F) 1 reverse (R) pocCetnica. Oznaka ,,m* prije naziva pocetnice oznacava da su ove
pocetnice namijenjene za analizu misjih gena. Sve pocetnice kupljene su od istog proizvodaca:

Microsynth, Balgach, Sankt Gallen, Switzerland.

DNA Oligo Name DNA sekvenca (5'—3")

mUgtlauk F CCCAAAATGATCTGCTTGGTCA
mUgtlauk R CTGATCGCCAAATAGGGGCA
mRps23 F AATGCCTTGTGGGTCCTTCC
mRps23 R CACGACACTTGCCCATCTTG
mRpl16 F AATTTTGGCACTTGGCGGTG
mRpll6 R AGTGATGGGCTTGAAAGGGG

Nakon dodavanja smjese MIX-a i cDNA u jazice, na plo€u je pazljivo nalijepljena folija
koja sprjecava isparavanje smjese iz jazica tijekom zagrijavanja u qRT-PCR uredaju. Prije nego
je stavljena u aparat, plo€a je centrifugirana na 2000 okretaja tijekom 3 minute na 4 °C.

Temperaturni program koriSten za reakciju prikazan je na slici 10.

Holding Stage Holding Stage Cycling Stage Meit Curve Stage

Number of Cycles: 40 12 & Conlinuous StepaAndHald
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Starting Cycle:
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Slika 10. Temperaturni program KoriSten u qRT-PCR uredaju. gqRT-PCR uredaj programiran je na
nacin da u prvom dijelu (A) ciklicki mijenja temperaturu i amplificira ciljanu DNA. U drugom dijelu
(B), nakon $to je PCR reakcija zavrSena, a ciljana DNA umnoZena, uredaj ponovno povecava i smanjuje
temperaturu s ciljem razdvajanja lanaca umnozene DNA i nastanka jednostrukih DNA disociranih od
molekula boje. Na ovaj na¢in dobiju se krivulje taljenja (engl. melting curve) koje moraju biti identi¢ne
za sve produkte. Ako krivulja taljenja nije ista za sve produkte, postoji moguénost nespecifinog
umnazanja DNA ili je koli¢ina po¢etne DNA bila premala zbog ¢ega je doslo do nespecifi¢énog vezanja
pocetnica medusobno i nastajanja tzv. dimer-primer kompleksa koji lazno povisuju fluorescentni signal.
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3.5. RNA sekvenciranje

Sekvenciranje nove generacije (engl. next generation sequencing) naziv je za grupu
modernih tehnologija koje se upotrebljavaju za odredivanje slijedova nukleotida u cijelom

genomu, transkriptomu ili dijelovima DNA ili RNA od interesa (41).

RNA sekvenciranje (engl. RNA sequencing) je metoda odredivanja sljedova nukleotida
u svim RNA molekulama prisutnim u uzorku. Za analizu promjena u izrazaju pojedinaénih
gena koristi se sekvenciranje transkriptoma, odnosno odredivanje sljedova nukleotida u
ukupnoj mRNA prisutnoj u tkivu koje se istrazuje. lako se naziva RNA sekvenciranje, ovaj
postupak se najc¢esce temelji na odredivanju sljedova nukleotida u kopiji DNA (cDNA) jer je

bioloski stabilnija i pogodnija za amplifikaciju (42).

Prvi korak nakon izolacije tkivne mRNA je njezina fragmentacija. Na ovaj nacin se
velika molekula mRNA usitnjava u manje dijelove pogodne za daljnju analizu. Fragmentaciju
uvjetuje analiticka platforma koja je odabrana da izvrSi sekvenciranje izoliranog materijala.
Fragmentirana mRNA se zatim prevodi u cDNA kojoj se dodaju adaptori koji ¢e omoguciti
ocitavanje sljedova nukleotida sekvenciraju¢im tehnologijama (42). Na taj se nacin formira
RNA knjiznica koja se moze obogatiti poliadenilatnim sljedovima (engl. poly-A enrichment).
Svrha obogacivanja RNA knjiznice poliadenilatnim sljedovima je selekcija protein-kodirajuce
RNA, odnosno uklanjanje neZeljenih, manjih RNA molekula (uglavnom ribosomalne RNA)
koje mogu biti izvor pogrjeske pri analizi rezultata RNA sekvenciranja (43). Tako formirana
knjiZnica oc€itava se sekvenciraju¢im tehnologijama. Ocitani fragmenti sjedinjuju se u FASTQ
tekstualnu datotetku koja se dalje sravnjuje (engl. alingment) s referentnim transkriptomom i
kvantificira pomocu razlicitih algoritama (44). RNA sekvenciranje shematski je prikazano na

slici 11.
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Slika 11. Princip sekvenciranja RNA. A Fragmenti mRNA se nakon prevodenja u cDNA obogacuju
sekvenciraju¢im adapterima ¢ime se formira RNA knjiznica. B Umnazanje RNA knjiznice. C Na
temelju oznaCavanja radioaktivnim du$i¢nim bazama, sekvenciraju¢e tehnologije oCitavaju sljedove
nukleotida u umnozenim molekulama iz knjiznice ¢ime se formira FASTQ datotetka. D Oc¢itani sljedovi
nukleotida iz FASTQ datoteke sravnjuju se s referentnom sekvencom na temelju polozaja odredenih
nukleotida Cime se omogucava kvantifikacija ekspresije analiziranih gena. Poslije se ti podatci
iskoriStavaju kao baza za analizu biostatistickim algoritmima koji daju informacije o razli¢itom izrazaju
gena.

Preuzeto i prilagodeno prema: Juarez Paulo. Regulatory mechanisms of mexEF-oprN efflux operon in
Pseudomonas aeruginosa: from mutations in clinical isolates to its induction as response to electrophilic stress.
Mjesto publiciranja: Universite Bourgogne Franche-Comte; 2017.

RNA sekvenciranje provedeno je metodom [lumina. Provele su ga tvrtke Applied
Biological Materials (ABM) Inc. (Richmond, B.C. Canada) za mokra¢ne mjehure izolirane iz
zivotinja na kroni¢nom tretmanu BBN-om i Novogene (Peking, Kina) za mokraéne mjehure
izolirane iz Zivotinja na akutnom tretmanu BBN-om 1 antibioticima Sirokog spektra. Zatrazeno
je po 40 milijuna ¢itanja s jednog kraja nakon Sto je RNA knjiZznica obogacena s RNA koja
sadrzi poliadenilatne sljedove. TopHat algoritam koriSten je za sravnjavanje dobivenih
sljedova ¢itanja s transkriptomom misa. Koli¢ine pojedinih transkripata u uzorcima mokra¢nog
mjehura iz istrazivanih skupina odredene su Cufflink algoritmom. Diferencijalna analiza

zastupljenosti transkripata gena medu skupinama napravljena je Cuffdiff algoritmom.
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3.6. Obrada podataka
gPCR metodom mjerene su relativne promjene izrazaja gena Ugtla. Podatci su
dobiveni relativnom kvantifikacijom u odnosu na izrazaj referentnih gena Rpll16, odnosno

Rps23. Pri obradi podataka koriStena je metoda usporedbe Ct vrijednoosti(45).

U prvom koraku izvr§ena je normalizacija ciljnog gena (Ugtlauk) u odnosu na

referentni gen (REF.GEN) ¢ime je izraCunata ACt vrijednost:

@ ACtcrrL = Ctugtiauk — CtREF.GEN.

Dobivene ACt vrijednosti za pojedinacne uzorke (BBN) su potom usporedene s

prosjecnom ACt vrijednosti kontrolne skupine (CTRL) ¢ime je izraCunata — AACt vrijednost:
(I1) — AACt = - (ACtepn — ACtcTRL) -

Konacno, omjer koli¢ine gena od interesa (engl. fold change, FC) u tretiranoj u

odnosu na kontrolnu skupinu proiziSao je iz formule:
(IIl) FC=2-4act,

Normalnost distribucije testirana je Shapiro-Wilk testom. Obzirom da je potvrdena
normalna distribucija podataka, rezultati su prikazani u obliku prosjecnih vrijednosti sa
standardnim devijacijama. Znafajnost promjene izrazaja gena medu istrazivanim skupinama
odredena je nesparenim t-testom. Razlike u bazalnoj ekspresiji gena medu pojedinim tkivima
odredene su ANOVA testom (engl. One Way Analysis of Variance) s post-hoc Tukey testom.
Svi uzorci radeni su u duplikatima. Statisti¢ka obrada rezultata RNA sekvenciranja napravljena
je u programskom jeziku ,,R“. Svi graficki prikazi 1 statisticCka obrada rezultata qPCR-a
napravljeni su u programu GraphPad Prism7 (GraphPad Software, San Diego, California,
SAD). Izracun relativnih promjena izrazaja gena napravljen je u programu Microsoft Office
Excell 2021 (Microsoft, Redmond, Washington, SAD). Promjena izraZaja gena od interesa
veéa od 2 (FC>=£2) 1 vrijednost P<0,05 smatrani su bioloski, odnosno statisti¢ki, zna¢ajnima za

sve rezultate dobivene u ovom istrazivanju.
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4. REZULTATI



4.1. Bazalni izrazaj gena Ugtla

Usporeden je bazalni izrazaj gena Ugtla u jetri, bubregu, duodenumu, jejunumu i
bedrenom miSicu u netretiranih miSeva (iz tzv. kontrolne skupine) (Slika 12). Bedreni misi¢
smatran je negativnom kontrolom jer je ofekivan mali izrazaj tog gena u miSi¢nom tkivu
(visoka prosjec¢na Ct vrijednost), a jetra je uzeta kao pozitivna kontrola s ocekivanim velikim
izrazajem gena (niska prosjecna Ct vrijednost). Analizom varijance dobije se statisticki

znacajna razlika u bazalnom izrazaju gena Ugtla medu istrazivanim tkivima (P<0,001).

Post-hoc testovima, u usporedbi s bedrenim misSi¢em, statisticki znac¢ajno vec¢i bazalni
izrazaj gena Ugtla pokazala su sva istrazivana tkiva: jetra (P=0,01), bubreg (P<0,001),
duodenum (P=0,029) i jejunum (P=0,007).

U usporedbi s jetrom, samo je bubreg pokazao statisticki znac¢ajno veci izraZaj gena

Ugtla (P=0,047).
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Slika 12. Bazalni izrazaj gena Ugtla mjeren qPCR-om u tkivima netretiranih miSeva. Razlike u
izrazaju gena odredene su analizom varijance sa post-hoc Tukey testom. Prikazane su prosje¢ne Ct
vrijednosti za istrazivana tkiva i njihove standardne devijacije. *-P<0,05; **-P<0,01; ***-P<0,001
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4.2. Utjecaj BBN-a na izrazaj gena Ugtla

Nije dokazana bioloski ili statisticki znacajna promjena izrazaja obitelji gena Ugtla u

tkivima miSeva tretiranih BBN-om u odnosu na netretirane (Slika 13).
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Slika 13. Promjena izrazaja gena Ugtla mjerena qPCR-om u tkivima miSeva akutno tretiranih
BBN-om u odnosu na kontrolnu skupinu. Prikazane su prosjecne vrijednosti omjera koli¢ine gena
od interesa (222%") i njihove standardne devijacije. Analiza je napravljena nesparenim studentovim t-
testom. ns — P>0,05
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4.3. Izrazaj gena skupine Ugt u mokra¢nom mjehuru miseva s reduciranom mikrobiotom

i tretiranih BBN-om

Misevi akutno tretirani BBN-om i antibioticima (sekcija 3.1.2.) posluzili su kao
eksperimentalni model za prouCavanje potencijalnog utjecaja mikrobiote na profil gena iz

obitelji Ugt eksprimiranih u mokra¢nom mjehuru (Slika 14).

RNA sekvenciranjem transkriptoma izoliranog iz mokraénog mjehura miSeva tretiranih
BBN-om i antibioticima (AB) u odnosu na one tretirane samo BBN-om (B) dobije se statisticki
znacajno smanjen izrazaj jedino gena Ugtla7c (P=0,028). Ipak, ta razlika nije presla prag

bioloske znacajnosti (FC<-2).
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Slika 14. Odnos promjene (FC) i znacajnosti izraZaja (P vrijednost) gena skupine Ugt u
mokraénom mjehuru miSeva s reduciranom mikrobiotom i tretiranih BBN-om (AB) u odnosu
na miSeve tretirane samo BBN-om (B). Prikazane su logaritamske FC i P vrijednosti. Zutom bojom
oznacen je Ugtla7c, jedini od gena iz skupine Ugt koji je statisticki znacajno promijenio (P<0,05)
izrazaj u AB u odnosu na B skupinu. Ta promjena nije bila bioloski znac¢ajna (FC<-2). Ostali geni,
oznaceni crnom bojom, nisu presli pragove statisti¢ke i/ili bioloske znacajnosti (P>0,05; FC<+£2). Za
najveci broj gena iz obitelji Ugt nije bilo moguce prilagoditi pojedina¢ne P vrijednosti zbog ¢ega nisu
prikazani na dijagramu.
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4.4. Izrazaj gena skupine Ugt u tumorskom tkivu mokra¢nog mjehura

mRNA izolirana iz mokraé¢nih mjehura miseva koji su bili na kronicnom tretmanu

BBN-om (sekcija 3.1.3.) podvrgnuta je RNA sekvenciranju (Slika 15).

Statisticki znafajno smanjen izraZaj gena u tumorskom u odnosu na zdravo tkivo
mokraénog mjehura pokazan je za Sest Ugt gena: Ugtla6a (P<0,001), Ugtla6b (P<0,001),
UgtlaZ7c (P=0,039), Ugt2bl (P<0,001), Ugt2b34 (P<0,001), Ugt2b35 (P<0,001). Od
navedenih Sest gena, tri su uz statisticki znac¢ajnu promjenu pokazala i bioloski znacajno
smanjen izrazaj u tumorskom tkivu (FC>-2): Ugtla6a, Ugtla6b i Ugt2b1. NajizraZeniji je pad
ekspresije za gen Ugt2bl.

Gen Ugtlal je jedini pokazao vecu ekspresiju u tumorskom u odnosu na zdravo tkivo

mokra¢nog mjehura. Ta je razlika bila bioloski (FC>2), ali ne 1 statisticki znacajna (P=0,121).
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Slika 15. Odnos promjene (FC) i znacajnosti izrazaja (P vrijednost) UGT gena u tumorskom u
odnosu na kontrolno tkivo mokraénog mjehura miseva iz kroni¢nog BBN tretmana. Prikazane su
logaritamske FC i P vrijednosti. Zelena boja oznacCava gene koji su pokazali statisticki znacajno
promijenjen izrazaj koji je presao bioloski prag (P<0,05; FC>+2). Zuta boja oznadava gene sa statisticki
znacajnom promjenom izrazaja koja ne prelazi prag bioloske znacajnosti (P<0,05; FC<#2). Crvena boja
oznacCava gen koji je preSao bioloski prag znacajnosti, ali promjena izrazaja nije bila statisticki znacajna
(P>0,05; FC>+2). Svi ostali geni, oznaceni crnom bojom i neimenovani, nisu presli pragove ni
statisti¢ke ni bioloske znacajnosti (P>0,05; FC<+2) ili njihova ekspresija u mokra¢nom mjehuru uopce
nije bila zabiljezena.
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5. RASPRAVA



5.1. Bazalni izraZzaj gena Ugtla

Usporedili smo bazalni izrazaj gena Ugtla u jetri, bubregu, tankom crijevu i skeletnom
miSi¢u. Zanimalo nas je postoji li razlika u izrazaju tog gena u bubregu i djelovima tankog
crijeva (duodenumu i jejunumu) u odnosu na jetru, koja se tradicionalno smatra glavnim
glukuronidacijskim organom (12) i skeletni misi¢ za kojeg nismo pronasli dokaze o bitnijoj

glukuronidacijskoj aktivnosti.

Nasi rezultati su pokazali da je izrazaj gena Ugtla bio najmanji, iako ne u potpunosti
zanemariv, u bedrenom misicu. Ipak, kako su sva tkiva imala statisticki znacajno veci izrazaj
Ugtla u odnosu na mis$i¢ (Slika 12), opravdana je odluka prema kojoj je to tkivo uzeto kao

“negativna” kontrola pri usporedbi bazalnog izrazaja spomenutog gena.

Zanimljivo je da su naSi rezultati pokazali da je bazalni izraZaj gena Ugtla u jetri gotovo
identi¢an izrazaju u duodenumu (P=0,916) i jejunumu (P=0,997). Opisano se uklapa u rezultate
prethodno provedenih istrazivanja koja su ovaj rezultat osim mjerenjem izraZaja gena,
potvrdila i mjerenjem koliCine proteina (western blot), odnosno katalitickih svojstava enzima
(15,46). Jedna studija, koja je mjerila glukuronidaciju niza supstrata u mikrosomima izoliranim
iz jetre i svih dijelova tankog crijeva (dudoenum, jejunum i ileum), je StoviSe pokazala da je
glukuronidacijska sposobnost tankog crijeva ve¢a nego glukuronidacijska sposobnost jetre
(16). Pitanje glukuronidacijske aktivnosti tankog crijeva u odnosu na jetru ostaje slozen
problem uzimajuc¢i u obzir kontinuiranu izloZenost oba organa mnogobrojnim ksenobioticima,
njihovu anatomiju i dimenzije te prisustvo mikrobioma u crijevima $to je samo nekolicina
faktora koji potencijalno doprinose izrazaju gena iz obitelji Ugt. NaSi rezultati, uklopljeni u
rezultate postojecih, opseznijih istrazivanja, impliciraju da tanko crijevo ima znacajanu
glukuronidacijsku sposobnost. Ipak, za ovakve zakljucke treba provesti druga ispitivanja koja

¢e uzeti u obzir prethodno spomenute ¢imbenike.

Bubreg je, prema rezultatima ovog istrazivanja, jedino tkivo koje je imalo statisticki
znacajno veéi bazalni izrazaj Ugtla u odnosu na jetru (P=0,047). lako je opisana razlika
ograni¢ena malim uzorkom, nismo prvi koji su primijetili da bubreg znacajno doprinosi
ukupnoj glukuronidaciji. Naime, rezultati istrazivanja koje je imunohistokemijski odredivalo
izrazaj gena Ugtla u jetri, bubregu i dijelovima probavnog sustava, pokazali su da je
imunoreaktivnost u dijelovima bubrega, posebno proksimalnom zavijenom kanali¢u, znacajno
veca nego imunoreaktivnost u uzorcima jetre (15). S druge strane, rezultati RNA sekvenciranja

transkriptoma bubrega i jetre ukazuju da jetra eksprimira puno S$iri spektar izoformi gena iz
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obitelji Ugt §to je ¢ini relevantnijom od bubrega (14). Neovisno o razlikama u ekspresiji gena,
nepobitna je ¢injenica da bubreg svojim glukuronidacijskim kapacitetom znacajno uvjetuje
uklanjanje ksenobiotika §to je potvrdeno istrazivanjima koja su odredivala kemijsku kinetiku

glukuronidacije u bubregu za razne lijekove (47,48).

5.2. Izrazaj gena Ugtla u odnosu na tretman BBN-om

Nitrozamini su davno identificirani kao glavni kemijski karcinogeni povezani s
pusenjem (49). Vecina su indirektni karcinogeni koji se nakon ulaska u organizam aktiviraju
pretezno u jetri reakcijama oksidacije, a-hidroksilacije i karbonilne redukcije. Time nastaju
izrazito reaktivne alkilne molekule koje formiraju komplekse s DNA §to uzrokuje brojne
mutacije koje su osnova za razvoj raka (50). U ovu skupinu kemikalija spada i BBN, dokazani
urotelijalni karcinogen koji se koristi za indukciju raka mokra¢nog mjehura u eksperimentalnih
glodavaca (35). Obzirom da se BBN, osim oksidacijom 1 a-hidroksilacijom, metabolizira
putem glukuronidacijskog sustava (32), zanimalo nas je utjece li ta kemikalija na izrazaj gena
Ugtla u tkivima u kojima je glukuronidacija prethodno dokazana: jetri, bubregu i tankom
crijevu (Slika 12) (14-16). Pregledom literature nismo pronasli istrazivanja koja su proucavala

promjenu izrazaja gena iz skupine Ugt u spomenutim tkivima u odnosu na izlozenost BBN-u.

Iako su nasi rezultati pokazali da postoji blaga tendencija porasta izrazaja gena Ugtla
u jetri nakon akutnog tretmana BBN-om, taj porast nije bio statisti¢ki znac¢ajan (P=0,383) zbog
¢ega smatramo da je potrebno provesti sli¢no ispitivanje na veéem uzorku mjereéi uz izrazaj
gena 1 koli¢inu, odnosno aktivnost enzima. Istrazivanje koje se bavilo utjecajem
dietilnitrozamina (DEN), kemikalije koja se eksperimentalno upotrebljava za indukciju raka
jetre, na izrazaj gena Ugtla pokazalo je da akutna izloZenost toj tvari statisticki znacajno
povecava ekspresiju spomenutih gena u jetri (49). BBN je metabolit dibutilnitrozamina (DBN),
koji je kao 1 DEN poznati jetreni karcinogen (32). Osim Sto su dokazani karcinogeni, BBN i
DEN imaju snazan proinflamatorni u¢inak (33,51) te im se metabolizam svodi na oksidaciju i
glukuronidaciju (32,52). Uzimaju¢i u obzir navedene sli¢nosti, ocekivali smo da ¢e akutna
izlozenost BBN-u povecati jetrenu ekspresiju Ugtla Sto bi se moglo protumaciti kao
kompenzatorni mehanizam ¢ija je svrha ubrzati nastajanje glukuronidiranog, netoksi¢nog
metabolita i smanjiti koli¢inu supstrata iz kojeg ¢e oksidacijom nastati karcinogeni metabolit.
Prema preglednom c¢lanku koji se bavi biotransformacijom urotelnih karcinogena u obzir treba
uzeti i ¢injenicu da su neki glukuronidirani amini nestabilni u urinu zbog ¢ega se brzo raspadaju

¢ime se ponovno oslobadaju karcinogeni. Prema tome, postoji oprecno misljenje da postoji
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inverzna veza izmedu jetrene glukuronidacije urotelnih karcinogena i aktivnosti procesa upale
1 nastanka raka u mokra¢nom mjehuru. Ipak, ¢ini se da opisano vrijedi za metabolite aromatskih

amina, dok su metaboliti BBN-a u urinu stabilni (53).

Bubreg i tanko crijevo se uz jetru smatraju tkivima koja aktivho metaboliziraju
ksenobiotike (2). Zbog velike povrsine sluznice, ksenobiotici se nakon oralne primjene najvise
apsorbiraju u tankom crijevu nakon ¢ega slijedi metabolicka obrada i1 ekskrecija putem zuci ili
urina (1). Prema nasim spoznajama, ne postoje istrazivanja koja su potvrdila glukuronidaciju
BBN-a u drugim tkivima, osim u jetri i mokra¢nom mjehuru (32). Kako su, osim jetre, bubreg
i tanko crijevo tkiva sa znacajnijim glukuronidacijskim potencijalom (14-16), pretpostavili
smo da ¢e akutni tretman BBN-om i u njima promijeniti izrazaj gena Ugtla. Suprotno
o¢ekivanom, nasi rezultati nisu pokazali statisticki znacajnu promjenu izrazaja spomenutog
gena u bubregu (P=0,413), duodenumu (P=0,873) 1 jejunumu (P=0,645) miseva koji su bili na

akutnom tretmanu BBN-om u odnosu na kontrolnu skupinu.

Blago smanjenje izrazaja gena Ugtla u tretiranih u odnosu na netretirane miSeve
zamijeceno je u tkivu bedrenog miSi¢a, iako ni ova razlika nije bila statisticki znacajna
(P=0,345). Glukuronidacijska aktivnost dosada je zabiljezena jedino u sréanom misicu (6), dok
za skeletni mi$i¢ nije detaljnije ispitivana. Bioloski doprinos ovog nalaza je upitan uzimajuci
u obzir veli¢inu uzorka te bazalni izrazaj ovih gena u skeletnom misicu (visa Ct vrijednost)
zbog Cega bi trebalo provesti opSirnija ispitivanja koja ¢e ukljuciti odredivanje izrazaja

pojedinacnih izoformi gena iz skpine Ugt uz mjerenje koli¢ine 1 katalitickih svojstava enzima.

5.3. Mikrobiota i izrazaj gena skupine Ugt

Jedan od ciljeva ovog istrazivanja bio je definirati promjene izrazaja gena iz skupine
Ugt u odnosu na redukciju crijevne mikrobiote misa koja je postignuta antibioticima Sirokog
spektra uz tretman BBN-om. Rezultati RNA sekvenciranja mokra¢nog mjehura tako tretiranih

miSeva pokazali su statisticki znaCajno smanjenje izrazaja jedino gena Ugtla7c.

Crijevne bakterije, virusi i gljivice koji formiraju mikrobiotu prvi su koji dolaze u
kontakt s oralno primijenjenim ksenobioticima. Pregledni ¢lanak koji proucava ulogu
mikrobiote u metabolizmu ksenobiotika opisuje da se izrazaj enzima faze II metabolizma
ksenobiotika znacajno mijenja u odsustvu crijevnih bakterija. Vecina istrazivanja koje ¢lanak
uzima u obzir pokazala je znaCajno smanjenje izrazaja gena iz skupine Ugt u GF (engl. germ
free) 1 SPF (engl. specific pathogen free) miSeva. Vjeruje se da bakterije, iako nemaju

glukuronidacijsku sposobnost, izlu¢uju metabolite koji reguliraju izrazaj spomenutih gena.
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Primjer su urolitini koji se, uz epigenetsku regulaciju, spominju kao vazan ¢imbenik koji
uvjetuje puno vecu ekspresiju UgtlalO u crijevima u odnosu na jetru (54). Nije iskljuceno da
ovakva vrsta regulacije posreduje izrazaj gena Ugtla7c u mokraénom mjehuru. Ipak, ne
mozemo sa sigurnoS¢u zakljuciti je li zamije¢ena promjena izrazaja Ugtla7c¢ posljedica

djelovanja BBN-a ili redukcije mikrobiote zbog Cega bi ovaj rezultat trebalo dodatno istraziti.

5.4. Izrazaj gena skupine Ugt u tumorskom tkivu mokra¢nog mjehura

Sekvencirana je ukupna mRNA izolirana iz tumorskog tkiva mokraénog mjehura
miSeva koji su bili na kroni¢nom tretmanu BBN-om (Slika 14). Otprije je poznato da urotel
mokraénog mjehura posjeduje znatan glukuronidacijski kapacitet za kojeg se vjeruje da varira
u odnosu na izlozenost karcinogenim kemikalijama. Paralelno s time, aktivnost upale,
vjerojatnost i brzina nastanka raka mokra¢nog mjehura vjerojatno ovise o genetskim
varijacijama unutar gena iz obitelji Ugt poznatima kao SNP-ovi (engl. single nucleotide
polymorphisms) (18). Rezultati ovog dijela naseg istrazivanja ukazali su da postoji znacajno
smanjenje izrazaja odredenih izoformi gena koje kodiraju enzime glukuronidacijskog sustava
u tumorskom u odnosu na kontrolno tkivo mokraénog mjehura Sto sugerira da bi geni za

spomenute enzime mogli imati specifi¢nu ulogu u urotelnoj karcinogenezi.

5.4.1. Ugtla6

Misji gen Ugtla6, za razliku od ljudskog, ima dvije funkcionalne kopije nazvane
Ugtla6a i Ugtla6b. Obzirom da su supstrati i tkivna distribucija navedenih gena identi¢ni (55),

o njima ¢emo raspravljati kao o jednom genu, Ugtla6.

Ugtla6 je primarno izrazen u jetri, bubregu, crijevima, mozgu i mokra¢nom mjehuru,
a njegov enzimski ekvivalent metabolizira nekoliko supstrata od kojih su najspecifi¢niji
paracetamol 1 serotonin. Pretpostavlja se da taj enzim metabolizira i neke kemijske karcinogene
kao $to su N-hidroksilirani amini. Pregled literature koji opisuje funkciju i tkivno specifi¢nu
regulaciju Ugtla6 sugerira da u tumorima mokra¢nog mjehura postoji smanjenje izrazaja tog
gena (56). Isto pokazuju i naSi rezultati prema kojima je izrazaj Ugtla6 (izrazaj obje
funkcionalne kopije) bio skoro Cetiri puta manji u tumorskom u odnosu na kontrolno tkivo
mokraénog mjehura. Ne zna se mehanizam putem kojeg dolazi do primije¢ene negativne
modulacije izraZaja tog gena u tumorskom tkivu, ali postoje pretpostavke prema kojima u
procesu karcinogeneze dolazi do slozene disregulacije brojnih receptorskih sustava i
transkripcijskih ¢imbenika koji ovise o dobi, spolu 1 genetskim polimorfizmima (18). Prema

jednoj teoriji, BBN negativno djeluje na aktivnost aril-hidrokarbonskog receptora (engl. aryl-
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hydrocarbon receptor, AhR) koji je vazan pojacivac transkripcije gena Ugtla6 u miSeva. Jos
uvijek se malo zna o ulozi AhR-a u regulaciji izrazaja gena iz skupine Ugt kod ljudi (56). Uz
AhR, spominje se uloga transkripcijskog ¢imbenika osjetljivog na oksidativni i elektrofilni
stres, Nrf-2, za kojeg se vjeruje da je potaknut kemikalijama koje pojacavaju oksidativni stres
u mokraénom mjehuru i koji moZe dovesti do pojacanog izrazaja gena za enzime
glukuronidacijskog sustava i posljedi¢nog aktivnijeg metaboliziranja karcinogena $to bi moglo

usporiti razvoj tumora (29, 30).

5.4.2. Ugt2bl

Gen Ugt2bl je primarno izraZzen u jetri, a njegov enzimski produkt metabolizira
androgene i estrogene (57, 58). Do sada je potvrdena njegova uloga u metabolizmu okoliSnog
estrogena bisfenola A za kojeg je dokazan stimulativni u¢inak na rast stanica karcinoma dojke
(58). U literaturi se ne pronalaze istrazivanja koja su kvantificirala izrazaj ovog gena u tkivu
mokra¢nog mjehura, zdravom ili tumorskom. Nasi rezultati RNA sekvenciranja pokazali su da
je izrazaj tog gena viSe od Cetiri puta manji u tumorskom u odnosu na zdravo tkivo mokra¢nog
mjehura. Opisanu promjenu je teSko objasniti obzirom da do sada sli¢an rezultat nije potvrden.
Ipak, jedno istrazivanje koje je proucavalo regulaciju izrazaja gena za enzime koji sudjeluju u
metabolizmu ksenobiotika pokazalo je da u miSeva s utiSanom ekspresijom gena AhR (AhR
KO miSevi) postoji smanjen izrazaj gena Ugt2b1 u jetri (59). Kako BBN smanjuje izrazaj gena
AhR u mokraénom mjehuru (56), primije¢ena negativna regulacija Ugt2bl u tumorima
mokra¢nog mjehura bi se potencijalno mogla objasniti smanjenom aktivnoS¢éu tog

transkripcijskog ¢imbenika.

Iako je apsolutni izrazaj Ugt2bl u zdravom i1 tumorskom tkivu bio nizak, znaCajna
promjena izrazaja tog gena koju su nasi rezultati pokazali u tumorskom u odnosu na zdravo
tkivo mogla bi biti jedan od ¢imbenika koji doprinosi urotelnoj karcinogenezi. Ve¢ je
spomenuto da su supstrati UGT2B1 spolni hormoni. Oni, a najviSe androgeni, djelujuci preko
nuklearnih receptora (ERB, AR, AhR) u epitelnim stanicama mokra¢nog mjehura, smanjuju
izrazaj gena glukuronidacijskog sustava, izmedu ostalog i Ugt2bl. To dovodi do nakupljanja
neglukuronidiranih spolnih hormona ¢iji se negativni modulacijski u¢inak na izrazaj gena iz
skupine Ugt sumira s u¢inkom BBN-a §to oSte¢uje detoksifikacijsku sposobnost mokra¢nog

mjehura zbog Cega urotelne stanice podlijezu Stetnim u€incima karcinogena (18).
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5.4.3. Ugt2b34 i Ugt2b35

Ugt2b34 1 Ugt2b35 su najve¢im dijelom eksprimirani u jetri i organima probavnog
sustava (6) . Supstrati koji se metaboliziraju putem enzima koje ovi geni kodiraju jo$§ nisu u
potpunosti poznati. Primije¢eno je da sudjeluju u glukuronidaciji opioida 1 4-
metillumbeliferona koji se istrazuje kao opcija za lijecenje hepatocelularnog karcinoma (60).
U naSem istrazivanju, ova dva gena su pokazala statisticki, ali ne 1 bioloski znacajno smanjenje
izrazaja u tumorskom u odnosu na kontrolno tkivo mokraénog mjehura. Obzirom da literatura
opisuje da ova dva gena podlijezu regulacijskim ucincima transkripcijskih ¢imbenika AhR 1
Nrf-2 (61), zamijeena negativha promjena izrazaja mogla bi biti posljedica smanjene

aktivnosti tih ¢imbenika koja nastaje zbog izlozenosti urotelnih stanica BBN-u (18).

5.4.4. Ugtla7c

Misji gen Ugtla7 ima tri kopije od kojih su dvije (Ugtla7a i Ugtla7b) nefunkcionalne
dok je jedna, Ugtla7c funkcionalna. Ugtla7c je najviSe izraZzen u tankom i debelom crijevu,
dok je ekspresija u jetri zanemariva (6). Smatra se da su primarni supstrati enzimskog produkta
gena Ugtla7 aromatski ugljikovodici i heterocikli¢ki amini iz hrane, zraka i duhanskog dima

(62).

Identificirane su Cetiri alelne varijante Ugtla7 kod ljudi koje su posljedica postojanja
polimorfizama u tom genu (62). Funkcionalno, svaka od tih alelnih varijanti ima varijabilnu
kataliticku aktivnost zbog ¢ega je uloga ovog gena istrazivana u etiologiji vise vrsta raka. Kako
su ta istrazivanja dala nekonzistentne rezultate, provedena je metaanaliza koja je objedinila
podatke 22 studije iz tog podrucja. Prema rezultatima metaanalize, polimorfizmi Ugtla7
dovode se u vezu s nastankom raka glave i vrata, jetre, guSteraCe, debelog crijeva, pluca i
mokraénog mjehura. Rezultati vezani za mokraéni mjehur pokazuju da osobe s alelnom
varijantom Ugtla7*3 imaju 1,5 puta vece izglede za razvoj raka nego osobe s uobicajenom
Ugtla7*1 varijantom. Ipak, ovi rezultati su ograniceni jer je u metaanalizu bila uklju¢ena samo
jedna studija koja je povezala urotelnu karcinogenezu i gen Ugtla7. Stovise, analiza je
provedena samo na osobama azijskog podrijetla kod kojih je prevalencija raka mokraénog
mjehura puno veca zbog Cega rezultati mozda nisu u potpunosti primjenjivi na svjetsku
populaciju (63). Rezultati RNA sekvenciranja koje smo proveli na tumorskom tkivu
mokra¢nog mjehura misa ukazuju da je izrazaj tog gena gotovo dva puta manji u tumorskom u
odnosu na kontrolno tkivo. Kako u literaturi nismo pronasli studije koje se osim

polimorfizimima bave usporedbom izrazaja Ugtla7 u tumorskom u odnosu na zdravo tkivo
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mokraénog mjehura, nije bilo moguée usporediti dobiveni rezultat s rezultatima drugih
istrazivanja. Takoder, vjeruje se da gen Ugtla7 minimalno podlijeze tipi¢nim regulacijskim
¢imbenicima Ugt ekspresije kao $to su prije spomenuti AhR i Nrf-2 (64) pa dobiveni rezultat
nije moguce objasniti mehanizimima negativne regulacije opisanima za druge izoforme gena

iz obitelji Ugt.
5.4.5. Ugtlal

Gen Ugtlal ima najvecu grupusupstrata i spada u najproucavanije gene koji kodiraju
enzime iz metabolizma ksenobiotika (6). Iz perspektive urotelne karcinogeneze zanimljiv je jer
je jedini od gena u ovom istrazivanju koji je pokazao tendenciju povecanja izrazaja u
tumorskom u odnosu na kontrolno tkivo mokra¢nog mjehura. To povecanje nije bilo statisticki,
ali je bilo bioloski znacajno. Opisano je teSko uklopiti u postojeca istrazivanja koja su pokazala

suprotne rezultate (18).
5.5. Ogranicenja provedenog istrazivanja

Glavno ogranicenje provedenog istrazivanja je mali uzorak. Osim toga, smatramo da bi
znacCaj gena trebalo testirati na sve tri osnovne bioloske razine $to podrazumijeva transkripciju,
translaciju i funkciju proteinskog produkta. Stoga, da bi rezultati ove studije bili u potpunosti
bioloski relevantni, trebalo bi provesti opSirnije istrazivanje koje bi na veéem broju
eksperimentalnih Zivotinja potvrdilo korelaciju izmedu ekspresije gena, koli¢ine enzimskog

produkta i kataliticke aktivnosti glukuronil transferaza.
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6. ZAKLJUCCI



Usporedba bazalnog izrazaja gena Ugtla u jetri, duodenumu, jejunumu, bubregu i
misi¢u pokazala je da je glukuronidacijski sustav aktivan u testiranim tkivima uz
najmanji izrazaj u misSi¢u. Takoder, bubrezi i tanko crijevo mozda imaju aktivniji

glukoronidacijski sustav nego jetra.

Akutna izlozenost BBN-u, ne mijenja znacajno izrazaj gena Ugtla u jetri, bubregu 1
dijelovima tankog crijeva. Primije¢ena tendencija porasta izraZaja gena u jetri nije bila

statistiCki znacajna te zahtijeva opseznije istrazivanje.

Znacajno smanjen izrazaj izoforme Ugtla7c u mokraénom mjehuru miseva s
reduciranom mikrobiotom tretiranth BBN-om sugerira da bi njegova glukuronidacija i

izlu¢ivanje moglo ovisiti o prisutnosti i metabolickoj aktivnosti mikrobiote.
Sekvenciranje RNA izolirane iz tumora mokra¢nog mjehura miseva, izazvanih BBN-

om, pokazalo je statisti¢ki 1 bioloski znaCajnu promjenu izrazaja viSe gena iz obitelji

Ugt, a §to ukazuje da glukuronidacija ima vaznu ulogu u urotelnoj karcinogenezi.
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8. SAZETAK



Ciljevi istrazivanja: i Medusobno usporediti bazalni izrazaj gena Ugtla u metabolicki vaznim
tkivima misa. i1 Utvrditi promjenu izrazaj gena Ugtla u jetri, bubregu i tankom crijevu nakon
akutnog tretmana BBN-om. iii Odrediti utjece li redukcija mikrobiote antibioticima na izrazaj
gena sustava Ugt u mokra¢nom mjehuru miseva tretiranih BBN-om. iv Odrediti postoji li
promijenjen izrazaj pojedinacnih izoformi gena sustava Ugt u tumorima mokra¢nog mjehura

miseva.

Materijali i metode: Eksperiment je izveden u Laboratoriju za istrazivanje raka pri Katedri za
imunologiju 1 medicinsku genetiku Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Splitu. Od sedam
miSeva soja C57BL/6]J ¢etiri su uzimala BBN u vodi za pi¢e (pokusna grupa), a tri su pila vodu
(kontrolna grupa). Metodom qRT-PCR kvantificiran je izrazaj gena Ugtla u jetri, bubregu,
duodenumu, jejunumu i bedrenom. Nadalje, provjerena je aktivnost gena glukuronidacijskog
sustava analiziraju¢i ranije prikupljene podatke RNA sekvenciranja tumorskog tkiva kao i
zdravog tkiva mokra¢nog mjehura miSa nakon antibiotske redukcije mikrobiote i tretmana

BBN-om.

Rezultati: Jetra, duodenum, jejunum i bubreg imaju znacajno vecu ekspresiju, glavnog
glukuronidacijskog gena Ugtla nego bedreni misi¢. U odnosu na jetru, samo je bubreg pokazao
znacajno veéi izrazaj gena Ugtla. Nije pronadena znacajna promjena izrazaja gena Ugtla
nakon tretmana miSeva BBN-om. U tumorskom tkivu mokra¢nog mjehura miSeva primije¢ena
je znacajno niza ekspresija Sest izoformi gena sustava Ugt, i to: Ugtla6a, Ugtla6b, Ugtla7c,
Ugt2bl, Ugt2b34 1 Ugt2b35. U mokraénom mjehuru miSeva s antibiotski reduciranom
mikrobiotom i tretiranih BBN-om primije¢en je statistiCki znacajno manji izrazaj gena

Ugtla7c.

Zakljuéak: Rezultati ovog istrazivanja ukazuju da jetra nije jedini organ sa znatajnom
glukuronidacijskom sposobnoscu jer je visoka razina izrazaja gena Ugtla pronadena u bubregu
1 tankom crijevu. Konzumacija BBN-a nije znafajno promijenila izrazaj gena Ugtla u
metabolicki relevantnim tkivima miSa. Mikrobiota bi, takoder, mogla imati vaznu ulogu u
regulaciji izrazaja gena iz sustava Ugt u mokra¢nom mjehuru. Smanjen izrazaj gena za enzime
glukuronidacijskog sustava u tumorskom tkivu mokraénog mjehura ukazuje da je smanjenje

glukuronidacijske sposobnosti mozda povezano s urotelnom karcinogenezom.
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9. SUMMARY



Diploma thesis title: Glucuronidation system activity in the metablically important mouse

tissues

Objectives: 1 To compare the basal expression of the Ugtla gene in metabolically important
mouse tissues. i1 To determine the change in the expression of the Ugtla gene in the liver,
kidney, and small intestine after acute treatment with BBN. iii To determine whether the
reduction of microbiota with antibiotics affects the expression of the Ugt system in the urinary
bladder of mice treated with BBN. iv To determine whether there is an altered expression of

individual isoforms of the Ugt genes in mice bladder tumors.

Materials and methods: The experiment was conducted in the Cancer Research Laboratory
at the Department of Immunology and Medical Genetics, University of Split School of
Medicine. Of the seven C57BL/6J mice, four took BBN in drinking water (experimental
group), and three drank water (control group). The expression of the Ugtla gene in the liver,
kidney, duodenum, jejunum, and femoral muscle was quantified using the qRT-PCR method.
Furthermore, the activity of the glucuronidation system genes was analyzed using previously
collected RNA sequencing data of urinary bladder tumor tissue as well as mouse urinary

bladder tissue after antibiotic reduction of microbiota and two-week BBN treatment.

Results: Liver, duodenum, jejunum, and kidney have significantly higher expression of the
main glucuronidation gene Ugtla compared to the skeletal muscle. Compared to the liver, only
the kidney showed a significantly higher expression of the Ugtla gene. No significant change
in Ugtla gene expression was found after treatment of mice with BBN. In the murine urinary
bladder tumor tissue, a significantly lower expression of six Ugt isoforms was observed,
namely: Ugtla6a, Ugtlabb, Ugtla7c, Ugt2bl, Ugt2b34 and Ugt2b35. A statistically significant
lower expression of the Ugtla7c gene was observed in the urinary bladder of mice with

antibiotic-reduced microbiota and treated with BBN.

Conclusion: The results of this study indicate that the liver is not the only organ with
significant glucuronidation capacity, as a high level of Ugtla gene expression was found in the
kidney and small intestine. BBN consumption did not significantly change the expression of
the Ugtla gene in metabolically relevant mouse tissues. The microbiota could also play an
important role in the regulation of urinary bladder Ugt genes expression. Decreased expression
of genes for enzymes of the glucuronidation system in urinary bladder tumor tissue indicates
that a possible decrease in glucuronidation capacity may be related to the urothelial

carcinogenesis.
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