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1 UVOD 

1.1 Epidemiologija tumora mokraćnog mjehura 

Zloćudni tumori mokraćnog mjehura su najčešća maligna bolest urinarnog trakta. 

Procjenjuje se da godišnje u svijetu od tih tumora oboli oko 380 000 osoba, te ih oko 150 000 

umre. Zloćudni tumori (rak) mokraćnog mjehura su histološki vrlo heterogena skupina 

tumora, a najčešći tip raka mokraćnog mjehura je urotelni karcinom. Incidencija zloćudnih 

tumora mokraćnog mjehura je različita u različitim populacijama, tj. zemljopisnim regijama, a 

razlike potječu od različitih demografskih osobina populacije poput starosti, spola i rase te s 

obzirom na različitu izloženost rizičnim čimbenicima poput pušenja, izlaganje drugim 

negativnim okolišnim čimbenicima (nitrozo spojevi, infestacije sa ) te još 

uvijek slabo razjašnjenim nasljednim elementima. Neki od tih čimbenika uvjetuju smrtnost 

specifično vezanu uz tu bolest1. 

1.1.1 Zemljopisna rasprostranjenost i incidencija 

S obzirom na procjene obolijevanja i smrtnosti od različitih tipova zloćudnih tumora iz 

2012. godine koju je utvrdila Svjetska zdravstvena organizacija (WHO) kroz projekt 

GLOBOCAN, zloćudni tumori mokraćnog mjehura zauzeli su 6. mjesto prema incidenciji te 

9. mjesto s obzirom na smrtnost u općoj svjetskoj populaciji (Slika 1). Tumori mokraćnog 

mjehura su 7. najčešće dijagnosticirana zloćudna bolest kod muškaraca, dok su kod žena na 

18. mjestu. Incidencija tumora mokraćnog mjehura je različita na različitim zemljopisnim 

lokacijama što se objašnjava regionalnim razlikama u izlaganju štetnim, okolišnim 

čimbenicima, iako treba uzeti u obzir i razlike u bilježenju pojavnosti te bolesti. Općenito, 

incidencija je viša u razvijenim zemljama u odnosu na manje razvijene zemlje. Jedan od 

razloga koji pridonosi različitosti u incidenciji pri usporedbi zemalja sličnih demografskih 

osobina i okolišnih čimbenika jest činjenica da neke zemlje ne bilježe rane stadije tumora 

niskog malignog potencijala, dok druge to čine2. Slika 2 prikazuje prostornu incidenciju 

tumora mokraćnog mjehura s obzirom na zemljopisnu rasprostranjenost. 
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Slika 1. Incidencija i smrtnost različitih tipova tumora u populaciji s obzirom na spol. Zloćudni 
tumori mokraćnog mjehura su sedmi po učestalosti kod muškaraca, te 18. kod žena. Prema smrtnosti 
kod muškaraca je na devetom mjestu, a kod žena na 17. mjestu. Preuzeto iz projekta GLOBOCAN 
(http://globocan.iarc.fr). 
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Slika 2. Godišnja incidencija tumora mokraćnog mjehura (na 100.000 osoba) prema 
zemljopisnoj regiji (oba spola, sve dobne skupine). Najveća incidencija opaža se u najrazvijenijim, 
zapadnim zemljama. Preuzeto iz projekta GLOBOCAN (http://globocan.iarc.fr). 

1.1.2 Pušenje 

Pušenje je jedan od najvažnijih promjenjivih rizičnih čimbenika za tumore mokraćnog 

mjehura. Rizik za razvoj tumora mokraćnog mjehura kod pušača je 2 do 5 puta veći u odnosu 

na nepušače. Prestanak pušenja znatno smanjuje rizik od ove bolesti, ali kod bivših pušača 

rizik ostaje veći u odnosu na osobe koje nikada nisu pušile. Kod muškaraca, u odnosu na 

muške osobe koje nikada nisu pušile, rizik je 3.89 puta u odnosu na pušače (95% CI: 3.46B

4.37) te 2.14 puta viši za osobe koje su nekadašnji pušači (95% CI: 1.92B2.37). Žene koje 

puše imaju 4.65 puta veći rizik za razvoj tumora mokraćnog mjehura u odnosu na one koje ne 

puše (95% CI: 3.73B5.79) te 2.52 (95% CI: 3.73B5.79) puta veći rizik ukoliko su nekada 

pušile2. Kod oba spola očigledna je ovisnost o dnevnoj dozi te pušačkom stažu, ali čak i 

pojedinci koji su pušili <10 cigareta dnevno te su prestali pušiti prije više od 10 godina imaju 

povišen rizik od obolijevanja u odnosu na nepušače3B5. 

Duhanski dim sadrži različite štetne tvari, a sastojci poput policikličkih aromatskih 

ugljikovodika, 4Baminobifenila (4BABF) te nezasićenih aldehida su dokazani kancerogeni 

mokraćnog mjehura6,7. Također, pokazano je da varijabilnost u strukturi i funkciji određenih 

enzima kao što su NBacetiltransferaza 2 (NAT2) i glutationBSBtransferazaBM1 (GSTM1), koje 

su uključene u metabolizam kancerogena duhanskog dima, modificiraju rizik za obolijevanje 
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od tumora mokraćnog mjehura6,8. Pasivno pušenje još uvijek nije dovedeno u značajnu svezu 

s povećanim rizikom za tumore mokraćnog mjehura9. 

1.1.3 Industrijski kancerogeni 

Pokazano je kako izlaganje betaBnaftilaminu, benzidinu i 4BABF značajno korelira s 

razvojem tumora mokraćnog mjehura10. Radno izlaganje tim kemikalijama je najzastupljenije 

u tekstilnoj industriji i u industriji prerade gume. Od 1970. godine zabranjeno je korištenje tih 

kemikalija u industrijske svrhe jer su prepoznate kao općeniti kancerogeni za čovjeka. Unatoč 

tomu, u današnje vrijeme, još uvijek postoji mogućnost izlaganja potencijalnim 

karcinogenima mokraćnog mjehura kao što su npr. oBtoluidine kod ljudi zaposlenih u 

industriji boja, gume, pesticida te farmaceutskoj industriji11. Najnovija istraživanja pokazuju 

da su za oko 7% tumora mokraćnog mjehura u muškaraca te za 2% kod žena, zaslužni vanjski 

čimbenici povezani s radnom okolinom12. 

1.1.4 Dob 

Incidencija tumora mokraćnog mjehura raste s životnom dobi, a većina pacijenata je 

starija od 65 godina u trenutku postavljanja dijagnoze. To je tipična karakteristika većine 

zloćudnih tumora te nastaje zbog akumulacije štetnih mutacija tijekom života, a koje su 

posljedica izlaganja kancerogenima. Također, sa starenjem slabe mehanizmi popravljanja 

oštećene DNA molekule, te je kod starijih osoba slabiji imunološki odgovor u borbi protiv 

neoplastičnih tvorbi. Srednja dob pacijenata oboljelih od tumora mokraćnog mjehura iznosi 

70 godina za muškarce, te 72 godine za žene13. Starija je životna dob također povezana s 

mortalitetom specifično vezanim za ovu bolest14B16, što se donekle može objasniti slabijom 

tolerancijom agresivne terapije u starijih osoba, iako je moguće da je bolest kod starijih osoba 

agresivnija14B16. 

1.1.5 Spol 

Rizik obolijevanja od tumora mokraćnog mjehura općenito je veći kod muškaraca u 

odnosu na žene (Slika 3), a razlozi ove pojave još nisu sasvim razjašnjeni. Objašnjenje se je u 

prošlosti tražilo u različitoj spolnoj zastupljenosti pušača te činjenici da su muškarci više 

izloženi kancerogenima tijekom svog radnog staža, a s druge strane ne smiju se zanemariti 

različiti utjecaji muških i ženskih spolnih hormona. U prošlosti su muškarci bili znatno 

zatupljenija skupina u populaciji pušača. Također, muškarci su bivali više izloženi 

industrijskim kancerogenima. Međutim, drugom polovinom 20. stoljeća porastao je broj žena 
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koje puše, a i žene su počele obavljati tradicionalno muške poslove. Unatoč tim promjenama 

kod muškaraca je i dalje značajno povećana incidencija tumora mokraćnog mjehura17. 

Hipoteza koja u novije vrijeme pokušava objasniti tu činjenicu uzima u obzir biološke razlike 

između spolova, pogotovo one koje se odnose na razliku u spolnim hormonima i njihovim 

receptorima. Dosadašnja istraživanja pokazuju kako su u hormonalnu regulaciju uključeni 

androgeni i estrogeni hormoni i njihovi receptori, a njihova točna uloga u razvoju tumora 

mokraćnog mjehura još uvijek nije u potpunosti razjašnjena18,19. 

 

Slika 3. Incidencija i smrtnost tumora mokraćnog mjehura s obzirom na spol i zemljopisnu 
regiju. Vrijednosti su standardizirane s obzirom na dob (ASR, engl. ). 

 engl. incidencija,  eng. smrtnost. Preuzeto iz GLOBOCAN projekta 
(http://globocan.iarc.fr). 
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1.1.6 Drugi faktori rizika  

Drugi faktori rizika koji se vezuju uz pojavu tumora mokraćnog mjehur jesu rasa, 

terapeutsko zračenje zdjelice, kronična upala mokraćnog mjehura, izlaganje 

ciklofosfoamidima, prekomjerno korištenje fenacetina (zabranjen od strane FDA još 1983. 

godine), korištenje kineske biljke , koja sadrži nefrotoksin i urotelni 

karcinogen aristolokičnu kiselinu20,21.  

Incidencija tumora mokraćnog mjehura otprilike je dva puta niža kod crne rase u 

odnosu na bijelu rasu. Unatoč tomu, u trenutku dijagnoze bolest se kod pacijenta crne rase 

obično prezentira u uznapredovanom obliku bolesti te se uz tu rasu vezuje veća stopa 

smrtnosti od raka mokraćnog mjehura13. Terapijsko zračenje zdjelice se najčešće primjenjuje 

za liječenje raka prostate kod muškaraca te raka maternice i cerviksa kod žena. Taj postupak 

podiže rizik za obolijevanje od raka mokraćnog mjehura za 70% kod muškaraca te 50% kod 

žena22,23. Na Bliskom istoku (pogotovo u Egiptu) puno se slučajeva tumora mokraćnog 

mjehura veže uz upalni proces izazvan kroničnom infestacijom parazitom 

. U razvijenim zemljama kronične upale mjehura često su povezane s trajnom 

kateterizacijom pacijenata s ozljedama kralježničke moždine. Tumor mokraćnog mjehura koji 

se povezuje s kroničnim upalnim stanjima mokraćnog mjehura jest skvamoznog tipa. U 

usporedbi s urotelnim karcinomima mokraćnog mjehura, skvamozni karcinomi mokraćnog 

mjehura obično su uznapredovanog stadija bolesti prilikom postavljanja dijagnoze24.  
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1.2 Patohistologija tumora mokraćnog mjehura 

1.2.1 Građa urotela 

Urotel (prijelazni epitel) je epitel koji pokriva unutrašnju površinu mokraćnog 

mjehura. Sačinjavaju ga 2B3 sloja stanica u rastegnutom stanju, te 6B7 slojeva stanica kada je 

mjehur kontrahiran (nakon pražnjenja). Urotel sačinjavaju kišobranaste stanice (engl. 

) u površinskom sloju, intermedijarne stanice koje čine srednji sloj urotela, i 

bazalne stanice koje su najbliže lamini propriji) (Slika 4). Kišobranaste stanice su eliptičnog 

oblika s gustom eozinofilnom citoplazmom te tvore površinski sloj urotela. Prisutnost tih 

stanica unutar lezije, ukazuje da lezija nije neoplastična ili da se radi o niskogradusnom 

tumoru, jer te stanice obično nedostaju kod tumora visokog gradusa. Intermedijarne stanice su 

kubičnog ili blago štapićastog oblika, glatkih jezgrinih kontura i sitnozrnati kromatina. 

Bazalne stanice urotela su pak kubične i tvore jedan sloj stanica25. 

Spektar benignih proliferativnih i metaplastičnih procesa urotela je često vrlo izazovan 

u dijagnostičkom smislu. Za starije osobe karakteristične su urotelne invaginacije u laminu 

propriju, tzv. von BrunnBova gnijezda, koja mogu prerasti u sliku cistitisa26. U trigonskom 

području kod žena je česta skvamozna metaplazija, međutim najčešće se smatra benignom 

promjenom u nedostatku keratinizacije. Citološka različitost također je očigledna u upalnim 

stanjima i naziva se reaktivnom atipijom. Reaktivne urotelne stanice mogu imati povećane 

jezgre, ali imaju tipično glatke jezgrine konture, sitnozrnati kromatin, te povremeno malene 

nukleoluse. U ovom slučaju stanice zadržavaju svoju polarnost, moguća je prisutnost mitoza 

koje nisu atipične i pronalaze se u bazalnom sloju25. 
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Slika 4. Histološki prikaz normalnog urotela čovjeka. Histološki prerezi bojani H&E.         
Preuzeto i modificirano s web stranice  01.07.2016. godine s 
(http://www.proteinatlas.org/learn/dictionary/normal/urinary+bladder). Na površini je epitel građen od 
5 do 6 slojeva stanica, na površini kojeg su kišobranaste stanice – tzv. urotel. Ispod urotela je sloj 
veziva – lamina proprija, a mjehur je obavijen mišićnim slojem (musculus detrusor). 
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1.2.2 TNM klasifikacije tumora mokraćnog mjehura 

Tumori mokraćnog mjehura sačinjavaju široku dijagnostičku grupu tumora, a koja 

obuhvaća klasičan urotelni karcinom kao i spektar njegovih morfoloških varijanti. Osim 

tumora urotela, rjeđe se pojavljuju karcinomi skvamoznih stanica, adenokarcinomi, karcinomi 

malih stanica i drugi27. Više od 90% svih slučajeva tumora mokraćnog mjehura jesu tumori 

urotela. Opisuju se korištenjem  sistema (tzv. TNM klasifikacija) 

kojom se označava stupanj uznapredovalosti tumorske bolesti (TisBT4), a gradus tumora 

određuju morfološke značajke tumorskih stanica s kojima obično korelira njihov maligni 

potencijal. Prilikom postavljanja dijagnoze oko 60% tumora su mišićno neinvazivni tip 

papilarnih tumora (Ta) niskog gradusa (Slika 5). Nadalje, tumori koji su penetrirali laminu 

propriu, no nisu se proširili u mišić pripadaju skupini T1 tumora i uobičajeno su visokog 

gradusa. Oko 20% tumora dijagnosticira se u mišićno invazivnome stadiju (T2BT4)28. 

Karakteristično za mišićno neinvazivne tumore mokraćnog mjehura (NMIBC) jest 

njihovo opetovano pojavljivanje nakon prvotne resekcije, no oni rijetko poprimaju invazivni 

karakter te je predviđeno petogodišnje preživljenje oko 90%. MišićnoBinvazivni tumori 

(MIBC) mokraćnog mjehura imaju znatno lošiju prognozu s petogodišnjim preživljenjem 

manjim od 50% 29. 

 

Slika 5. Prikaz TNM klasifikacije tumora mokraćnog mjehura. Tis ( ) – predstavlja 
maligne promjene urotela koje ne pokazuju invaziju u dublje slojeve stijenke mjehura kao ni urastanje 
u lumen mjehura; Ta – maligne promijenjene stanice urotela tvore vilozne strukture koje rastu u lumen 
mjehura, te su zadržane na urotelu (bez prodora u laminu propriju); T1 – invazija u laminu propriu, 
T2BT4 – mišićno invazivni tumori mokraćnog mjehura. Preuzeto iz 

30.  
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1.2.3 Neinvazivne novotvorine urotela 

1.2.3.1 Papilarne lezije 

Papilarne lezije kategoriziraju se prema WHO/ISUP (

) klasifikaciji iz 2016. godine 

kao papilomi, papilarne urotelne neoplazme niskog malignog potencijala (PUNLMP, engl. 

), papilarni urotelni karcinomi niskog 

gradusa (LGTCC, engl. ) i papilarni urotelni karcinomi 

visokog gradusa (HGTCC, engl. ) (Slika 6)31. Najniži 

rizik od ponavljanja bolesti i progresije karakterističan je za urotelne papilome koji se 

morfološki definiraju kao egzofitni papilarni rast s tankom fibrovaskularnom stromom 

prekrivenom normalnim urotelom bez stanične atipije i niskog mitotskog indeksa. Česte su 

kišobranaste stanice koje su učestalo vakuolizirane. Kategorija PUNLMP je definirana kao 

značajno zadebljanje urotela (često više od 10 slojeva) ali bez stanične atipije. LGTCC 

predstavlja urotel uredne polarnosti i arhitekture, no prožet je s hiperkromatskim jezgrama te s 

pojedinačnim mitozama ograničenim na donje slojeve. Naposljetku, HGTCC je definiran 

umjereno do znatno narušenom arhitekturom urotela koja uključuje učestalo grananje i fuziju 

papilarnog rasta. Ova vrsta papilarne lezije pokazuje karakterističan gubitak polarnosti, 

jezgrin pleomorfizam, aberantnu raspodjelu kromatina i čestu pojavu nukleolusa31,32.  

1.2.3.2 Plosnate (ravne) lezije 

Displazija urotela uključuje spektar više morfoloških promjena, a definira se kao blaža 

promjena staničnih i drugih strukturnih elemenata, a koja može uključivati gubitak stanične 

polarnosti, nagomilavanje jezgara i hiperkromaziju. Mitoze su rijetka pojava i uglavnom 

ograničene na bazalni sloj epitela. Displazija urotela je u oko 20% slučajeva preteča pojave 

zloćudnog tumora, a u preostalih 80% slučajeva ne napreduje dalje, već vjerojatno predstavlja 

atipičnu pojavu reaktivnih promjena ranih novotvorina33.  

Karcinom  (CIS od lat. ) urotela predstavlja predBinvazivnu 

leziju u većini slučajeva te je histoloških osobina sličnih kao HGTCC. Klasični oblik CISBa 

uključuje narušenu polarnost, jezgrin pleomorfizam i povećanje jezgara, uočljive nukleoluse i 

česte mitoze u površinskom dijelu urotela (Slika 6). U literaturi su opisane mnogobrojne 

varijante CISBa poput mikropapilarnog, „prilijepljenog“ ili tipa stanica. Za ovaj tip 

lezija je karakterističan izražaj citokeratina 20 (CK20) čitavom debljinom urotela, gubitak 

izražaja CD44 u bazalnom sloju te jak jezgreni izražaj proteina p53 u većini tumorskih 
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stanica33,34. CK20 je citokeratin niske molekulske mase koji gradi intermedijarne filamente te 

čini strukturnu potporu površinskom sloju kišobranastih stanica. U neoplastičnim tvorbama 

urotela CK20 je izražen čitavom debljinom urotela te nije izričito ograničen na površinski 

sloj. Dodatni molekularni biljezi koji su opisani u slučajevima urotelnog CISBa uključuju 

gubitak izražaja EBkadherina te porast izražaja proteina KiB6735. 

U današnje vrijeme se pridaje velika pažnja molekularnom profiliranju tumora kako bi 

se poboljšala terapija zloćudnih tumora mokraćnog mjehura. Do sada su pouzdano utvrđena 

dva ključna molekularna puta koja opisuju nastanak i razvoj tumora mokraćnog mjehura. 

Ovakav model predlaže da je put nastanka papilarne varijante NMIBC kreće razvojem 

urotelne hiperplazije koju prati pojačana vaskularizacija, a smatra se da MBIC potječu od 

displazije urotela i karcinoma  (CIS). Glavne molekularne osobine NMIBC i MIBC 

prikazane su na slici 2, a važno je naglasiti da velik broj tumora prikazuje znatnu molekularnu 

heterogenost. Na slici 6 prikazani su najčešći oblici neinvazivnih tumora mokraćnog 

mjehura20. 
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Slika 6. Najčešći oblici neinvazivnih tumora mokraćnog mjehura. Na slici su prikazane 
neinvazivne lezije urotela. CIS – tumor , PUNLMP – predBneoplastična lezija niskog malignog 
potencijala, LGTCC – tumor prijelaznog epitela niskog gradusa, HGTCC – tumor prijelaznog epitela 
visokog gradusa. Preuzeto iz 
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1.2.4 Invazivni urotelni karcinom 

Invazivni urotelni karcinomi su morfološki raznolika skupina tumora koji se povezuju 

s CIS ili HGTCC oblicima tumora. Invazije koje mogu biti prisutne u slučajevima LGTCC su 

slabijeg invazivnog potencijala. Međutim, novija istraživanja ukazuju da su kod LGTCC 

često prisutne fokalne  promjene visokog gradusa kao popratna pojava te se smatra da 

je invazija posljedica upravo takvih točkastih visokoBgradusnih promjena36. Invazivni urotelni 

karcinomi sadrže gnijezda invazivnih tumorskih stanica koja mogu prikazivati minimalnu do 

značajnu jezgrenu atipiju. Također, čak jedna trećina invazivnih tumora mokraćnog mjehura 

ima neku od divergentnih osobina kao što je npr. dediferencijacija u skvamozni tip stanica. 

Upravo takve osobine invazivnih urotelnih karcinoma vrlo često određuju agresivnost tumora 

(mikropapilarni tip, ) ili ograničen odgovor na terapiju (skvamozna 

diferencijacija).32 
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1.2.5 Drugi histološki tipovi karcinoma mokraćnog mjehura 

Ukoliko urotelni karcinom pokazuje znakove divergentne diferencijacije klasificira se 

se kao urotelni karcinom, a u opisu će biti naznačen postotak divergentne diferencijacije. 

Međutim, ukoliko se u mokraćnom mjehuru pronalaze neoplastične promjene isključivo 

izgleda atipičnih stanica druge histologije (npr. skvamoznih stanica, adenokarcinoma, 

sitnostaničnog karcinoma), tada se tumor klasificira odvojeno31.  

Karcinom skvamoznih stanica dijagnosticira se ukoliko je invazivni dio lezije 

isključivo skvamozne diferencijacije. Gradus ovakve lezije određuje doseg diferencijacije 

tumorskih stanica; umjereno i dobro diferencirane lezije sadržavaju međustanične mostove i 

keratinsku osnovu. Kod slabo diferenciranih lezija, keratinizacija je oskudna te se dijagnoza 

donosi na osnovu prisutnosti dezmosoma i guste ružičaste citoplazme.  promjene koje 

se vežu s ovim lezijama mogu biti pravi  karcinom skvamoznih stanica ili pak karcinom 

urotela visokog gradusa. Novija istraživanja koja prate izražaj gena kod ova dva tipa 

invazivnih tumora mokraćnog mjehura ukazuju na njihovo moguće zajedničko podrijetlo37. 

Karcinom skvamoznih stanica mokraćnog mjehura karakterističan je za područje Bliskog 

istoka, a u općoj se populaciji vrlo rijetko pojavljuje31. 

Adenokarcinom mokraćnog mjehura je zloćudna novotvorina koja prikazuje žljezdani 

fenotip. Vrlo je rijedak tip tumora mokraćnog mjehura te je zastupljen tek u 2% slučajeva 

invazivnih tumora mokraćnog mjehura. Poznate su različite varijante adenokarcinoma 

mokraćnog mjehura poput mucinoznog, miješanog, varijante tipa adenokarcinoma kolona, 

varijante sa stanicama prstena pečatnjaka ( ) i drugi31. 

Sitnostanični karcinom pojavljuje se u 1% slučajeva invazivnih tumora mokraćnog 

mjehura, a sastavljen je od neuroendokrinih karcinomskih stanica visokog gradusa. Te 

tumorske stanice su malene i točkastog kromatina, neprimjetnih nukleola te oskudne 

citoplazme. Mitoze su vrlo primjetne kod ovog tipa tumora, a moguća je i prisutnost 

nekroze31,35. 
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1.3 Molekularna patogeneza tumora mokraćnog mjehura 

Između neinvazivnih tumora niskog gradusa i invazivnih tumora mokraćnog mjehura 

visokog gradusa postoji razlika u kliničkom ishodu bolesti koja je vjerojatno odraza razlika na 

molekularnoj razini. U literaturi se najčešće opisuju dva zasebna puta molekularne patogeneze 

tumora mokraćnog mjehura utemeljena na specifičnim genetičkim promjenama 

karakterističnim za oba tipa tumora. Takozvani ”Ta put” karcinogeneze vodi prema nastanku 

papilarnih neinvazivnih tumora niskog gradusa te ”CIS put” koji rezultira nastankom tumora 

visokog gradusa, ne nužno papilarne forme, koji najčešće napreduju u mišićnoBinvazivne 

tumore (MIBC, engl. ). Podrijetlo Ta tumora visokog gradusa 

trenutno nije poznato, a moguće je da nastaju  od displazije urotela ili napredovanjem 

gradusa kod postojećih Ta tumora niskog gradusa (Slika 7)30.  

 

 

Slika 7. Shematski prikaz molekularne patogeneze tumora mokraćnog mjehura. „Ta put“ 
označen je plavom pozadinom, a „CIS put“ crvenom bojom. Preuzeto iz 
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1.3.1 Ta put 

„Ta put“ opisuje nastanak papilarnih, neinvazivnih tumora niskog gradusa. Genetske 

promjene prisutne u tom putu povezane su s hiperplazijom i staničnim rastom. Normalni 

urotel prelazi u niskogradusne papilarne tumore aktivacijom protoonkogena, a rezultat su 

pojava histoloških promjena kao što su papilomi, PUNLMP i LGTCC. Tipične mutacije za Ta 

put su gubitak heterozigotnosti kromosoma 9 (LOH, engl. ), te mutacije 

u genima za FGFR3, RAS i PI3K. 

Delecije dijelova kromosoma 9 vjerojatno su najranija mutacija prisutna kod 

PUNLMP i neinvazivnog tumora mokraćnog mjehura. Delecije 9p i 9q kraka česte su i kod 

CIS tumora kao i kod MIBC. Na tom se kromosomu nalaze mnogi poznati tumor supresorski 

geni kao što su CDKN2A (9p21) čiji su produkti proteini TP16 (INK4a) i TP14 (ARF). 

Protein INK4a je negativni regulator proteina RB, a ARF je inhibitor proteina TP53 za koje je 

poznato da su učestalo mutirani kod visokogradusnih tumora mokraćnog mjehura. Delecija 

kromosoma 9 također dovodi do gubitka tumor supresorskih gena TSC1, PTCH1 i DBC1. 

Nedostatak proteina TSC1 (9q34) aktivirati će onkogeni potencijal signaliziranjem preko 

PI3K puta što je tipično za 15% tumora mokraćnog mjehura30. Proteini PTCH1 (9q22) i 

DBC1 (9q33) su povezani s pojačanom staničnom proliferacijom, a njihove su delecije 

prisutne u 60% tumora mokraćnog mjehura38. Štoviše, mutacija gena PTCH1 karakteristična 

je za Gorlinov sindrom, vrlo rijetki kongenitalni sindrom vezan za pedijatrijske slučajeve 

tumora mokraćnog mjehura39.  

Somatske mutacije u receptoru za fibroblastni faktor rasta (FGFR3) jako koreliraju s 

razvojem niskogradusnih ranih stadija tumora mokraćnog mjehura i glavno su obilježje „Ta 

puta“. FGFR3 je receptorska tirozinska kinaza uključena u stanične procese kao što su 

stanični rast, diferencijacija, migracija, zacjeljivanje, i angiogeneza. U literaturi su opisane 

različite mutacije za ovaj receptor, a većina ih se nalazi u egzonima 7, 10 i 1540. Mnoge od 

opisanih mutacija dovode do dimerizacije receptora neovisne o ligandu, njegove autoB

fosforilacije i posljedične trajne aktivacije nizvodnih signalih puteva koji uključuju RasB

MAPK i PI3K put. Najčešća mutacija ovog receptora, koja se događa u 70% slučajeva, jest 

S249C, a uzrokuje unakrsno povezivanje dvaju FGFR3 receptora pomoću disulfidnih veza te 

njihovu dimerizaciju41. Mutacije u FGFR3 receptoru prisutne su u 70B75% niskogradusnih Ta 

tumora mokraćnog mjehura42. 
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Tirozinska kinaza Ras je najčešće mutirani protein u humanim tumorima, a kod 

tumora mokraćnog mjehura, pojavljuje su u 10B20 % slučajeva27. Posljedice mutacija u Ras 

proteinu, kao i onih u FGFR3 rezultiraju aktivacijom MAPK puta. U 85% Ta tumora 

mokraćnog mjehura mutiran je jedan od ta dva proteina koji predstavljaju alternativne putove 

koji dovode do razvoja istog fenotipa tumora mokraćnog mjehura43. 

Put fosfatidilBinozitolB3Bkinaze (PI3K) je uz RASBMAPK signalni put jedan od dva 

najvažnija puta uključena u rast tumora mokraćnog mjehura. PI3K put je aktiviran pomoću 

nekoliko mogućih mehanizama, uključujući FGFR3 i Ras. Osim već spomenutih mutacija u 

FGFR3 i Ras proteinu, za tumore mokraćnog mjehura karakteristične su i mutacije u 

PIK3CA, AKT1 i TSC1 kao i deaktivacijske mutacije PTEN gena koji svi sudjeluju u PI3K 

putu. PI3KCA predstavlja α katalitičku podjedinicu PI3K kinaze, a mutacije u tom proteinu su 

tipične za „Ta put“ kao i mutacije u kinazi AKT (poznata i pod nazivom PKB) koja nizvodno 

aktivira mTOR izvršnu kinazu44. Mutacije u PTEN genu su pak obilježje invazivne i 

uznapredovale bolesti. 

1.3.2 CIS put 

Genetske promjene koje su povezane uz „CIS put“ imaju za posljedicu tumorsku 

invaziju. Mutacije u tumor supresorskim genima TP53, PTEN i RB1 glavna su obilježja „CIS 

puta“ i odgovorne su za lošu prognozu45. Za CIS tumore mokraćnog mjehura karakteristične 

su mutacije u TP53 genu kao i gubitak heterozigotnosti kromosoma 17.46 Ostale uobičajene 

promjene kod CIS tumora uključuju LOH na 14q (70%), 8p (65%), 13q (56 %), 11p (54%) te 

4q (52%)47. 

Primarni CIS tumori, koji nisu povezani s papilarnim oblikom tumora, kao niti s 

invazivnim tipom tumora prezentiraju prekomjerno izraženi TP53, međutim ne posjeduju 

delecije kromosoma 9. S druge strane, sekundarni CIS tumori, oni koje se pronalazi uz 

papilarne lezije, mogu sadržavati i genske promjene kromosoma 9. Delecije kromosoma 9 su 

najčešća promjena kod niskogradusnih, kao i kod visokogradusnih tumora mokraćnog 

mjehura, a promjene normalnog urotela u displastični u 75% slučajeva sadrže deleciju tog 

kromosoma31. Nadalje, za sekundarne CIS tumore tipično je da posjeduju djelomično sličan 

obrazac izražaja gena kao i papilarni tumori uz koje se pojavljuju47,48. 

Mutacije u tumor supresorskom genu TP53 nalaze se u mnogim invazivnim tumorima 

čovjeka. TP53 je lociran na kromosomu 17p13, a tumor supresorski protein p53 koji nastaje 

njegovim prepisivanje ima ulogu transkripcijskog čimbenika koji regulira izražaj gena 
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zaduženih za stanični ciklus i apoptozu. Mutacije u tom genu, uobičajeno se ne pronalaze kod 

Ta tumora, ali ih sadržava 20% T1 tumora te 50% T2 tumora mokraćnog mjehura49. Otprilike 

5B20% niskogradusnih tumora prelazi u visokogradusne, a za tu su promjenu odgovorne 

mutacije u genu TP5350. 

Tumor supresorski gen retinoblastoma (Rb) je također mutiran u 50% slučajeva 

invazivnih tumora mokraćnog mjehura, a njegove su mutacije rijetka pojava kod tumora 

stadija Ta. Inaktivacija Rb povezuje s genetskom nestabilnošću te se dovodi u svezu s 

progresijom bolesti i smanjenim preživljenjem. Gubitak funkcije tog gena dovodi od 

aberantne kontrole diobenog vretena što rezultira s aneuploidijom. Pacijenti čiji tumori sadrže 

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

nakon cistektomije51. 

Bitno je naglasiti da znatan broj tumora mokraćnog mjehura ne pokazuje mutacije u 

FGFR3 ili TP53 genima što ukazuje da postoje i drugi putevi molekularne patogeneze koji 

mogu dovesti do razvoja tumora mokraćnog mjehura52.  
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1.4 Kronična upala vodi ka nastanku zloćudnog tumora 

Tumore u većini slučajeva uzrokuju mutacije zadobivene tijekom života u tjelesnim 

stanicama, dok je manje od 10% zloćudnih tumora uzrokovano mutacijama koje su 

naslijeđene od roditelja (kroz mutacije u spolnim stanicama). Razvoj tumora povezan je 

lošom prehranom, pretilošću, nečistim zrakom, pušenjem te autoimunim poremećajima27, a u 

podlozi svih tih čimbenika je kronično upalno stanje zahvaćenog tkiva. Mnogo je upalnih 

razloga koji mogu dovesti do nastanka tumora, a infekcije su prihvaćene kao jedan od 

najvažnijih. Čak je oko 20% svih tumora povezano s nekom vrstom upale, najčešće s upalom 

koja je mikrobiološkog porijekla53. Iako se podrijetlom i mehanizmom nastanka upalni 

procesi međusobno razlikuju (npr. autoimuna upala, upala izazvanih kemikalijama ili fizičkim 

sredstvima) biološka osnova njihovog protumorskog djelovanja je vrlo slična i neovisna o 

etiologiji upalnog procesa54,55. Ukratko, kisikovi i dušikovi radikali koji nastaju tijekom 

upalnih zbivanja imaju potencijal da oštete staničnu DNA i izazovu mutacije koje mogu 

inicirati tumor. Tijekom upale aktiviraju se NFBκB i STAT3 transkripcijski čimbenici koji 

dovode do povećanja ekspresije gena koji podržavaju ključne aspekte tumorskog razvoja od 

stanične proliferacije, otpornosti na apoptozu, angiogeneze i metastaziranja56.  

1.4.1 Utjecaj upale na aspekte maligne transformacije  

U prošlosti se transformacija tumorskih stanica smatrala autonomnim staničnim 

procesom, a koncept tumorigeneze počivao je na genski transformiranim stanicama i 

njihovom razvoju u zloćudne novotvorine. Proučavanjem okruženja u kojem se nalaze 

tumorske stanice, pokazano je da razvoj i progresija tumora ovisi o međuodnosu tumorskih 

stanica i strome koja ih okružuje te sposobnosti tumorskih stanica da izmjene upalni odgovor 

u svom okruženju i iskoriste ga za svoje potrebe. Normalna tkivna arhitektura se održava 

faktorima rasta i njihovim receptorima koji započinju signalne kaskade za održavanje 

proliferacije, homeostaze i preživljenja stanica. Tumorski rast ima za posljedicu gubitak 

tkivne homeostaze jer tumorske stanice koriste faktore rasta u svrhu mijenjanja mehanizama 

endocitoze koji osiguravaju pravilno recikliranje receptora za faktore rasta, inhibiraju 

mehanizme koji zaustavljaju stanični rast te omogućavaju pojačano signaliziranje nizvodno 

od receptorskih tirozinskih kinaza usmjereno ka staničnoj proliferaciji57B59. Nizvodno od 

mnogih receptorskih tirozinskih kinaza za čimbenike rasta nalazi se porodica proteina 

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

upalnim fenotipom različitih zloćudnih tumora (tumori želuca, debelog crijeva, jetre, pluća i 



20 
 

gušterače). Najznačajniji pripadnik ove porodice je transkripcijski čimbenik STAT3. Kod 

zloćudnih tumora kolorektuma povezanih s kolitisom (CAC, engl. ), 

pokazano je da je aktivacija čimbenika STAT3, potaknuta upalnim citokinom IL6 kojeg 

proizvode stanice mijeloidne loze, ključna za proliferaciju predBmalignih stanica i inhibiciju 

njihove apoptoze in vivo60,61. Nedavno je pokazano kako signaliziranje sfingozinB1Bfosfatom 

(S1P) vodi ka aktivaciji nuklearnog faktora κB (NFBκB) koji aktivira IL6, a koji onda aktivira 

Stat3 (osovina NFBκB –IL6 –STAT3) što uzrokuje pojačan izražaj receptora za S1P (S1PR) i 

na taj način održava kroničnu upalu koja vodi ka CAC62. Također, blaga upala jetre 

uzrokovana pretilošću ili hepatocelularni karcinoma (HCC) izazvan dietilnitrozaminom 

(DEN) aktiviraju STAT3 signalnu kaskadu zbog proizvodnje IL6 te tumor nekrotizirajućeg 

faktora α (TNFα) 63. Sve to jasno pokazuje vrlo važnu ulogu koju STAT3 ima u razvoju 

zloćudnih tumora, te neki autori zbog svega toga STAT3 smatraju protoBonkogenom.  

Druge važne posljedice upalnog signaliziranja u tumorima počivaju na učincima 

transkripcijskog faktora NFBκB. On je aktiviran u većini tumora zbog upalnih procesa i 

onkogenih mutacija, a njegova aktivacija uzrokuje izražaj gena koji potiču proliferaciju, 

preživljenje i upalu . Značaj tog transkripcijskog čimbenika dobro je opisan u 

slučajevima nastanka HCC i CAC. Kod miševa koji su deficitarni za 

 (MDR2) i razvijaju HCC povezan s upalom, endotelne i upalne stanice 

proizvodnjom TNFα potiču aktivaciju NFBκB koji je neophodan za progresiju HCC, ali ne i 

početnu transformaciju hepatocita65. Kod mišjeg modela CACBa, inhibicija glavnog puta 

aktivacije NFBκB uslijed ablacije inhibitora NFBκB kinazeBβ (IKKβ) u crijevnom epitelu, 

smanjena je incidencija CAC, dok je ablacija IKKβ u stanicama mijeloidne loze uzrokovala 

smanjenu veličinu tumora66. Također, pokazano je da leukocitni infiltrat proizvodnjom TNFα 

potiče inicijaciju i progresiju CAC modela67. Protein 

 (MYD88) koji se nalazi nizvodno od  receptora (TLR) i aktivira NFBκB, dokazano 

potiče makrofage na proizvodnju upalnog citokina IL6 te transformirajućeg faktora rasta β 

(TGFβ) koji su neophodni za razvoj CAC68.  

Osim NFBκBBIL6BSTAT3 okosnice koja potiče proliferaciju tumorskih stanica, značajnu 

ulogu u tom smislu ima i interleukin 22 (IL22). Noviji podaci pokazuju da CD11c+ stanice 

proizvodnjom tog citokina potiču aktivaciju transkripcijskog čimbenika STAT3 u endotelnim 

stanicama crijeva i na taj način djeluju kao medijatori procesa cijeljenja u tkivu koje je 

oštećeno i zahvaćeno kolitisom nakon upotrebe dextran natrij sulfata (DSS)69. Štoviše, kod 
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miševa koji nemaju neutralizirajući receptor za IL22 vezni protein (IL22BP), inhibirana je 

pojava CAC70. 

Preživljenje tumorskih stanica postiže se i procesima dediferencijacije predBmalignih 

stanica, a ekspanzija takvih tumorskih matičnih stanica potaknuta je upalnim procesima u 

tkivima zahvaćenim tumorom. Transkripcijski čimbenik STAT3 regulira malignu aktivnost 

tumorskih matičnih stanica u različitim tkivima71B73. Kod adenokarcinoma jednjaka IL6 i IL1β 

iniciraju upalu koja potiče migraciju progenitorskih stanica želučane kardije koje uzrokuju 

malignu transformaciju jednjaka74.  

Vrlo važan stanični proces koji utječe na stopu proliferacije tumorskih stanica jest 

senescencija (prestanak staničnog dijeljenja) koja pomoću proteina Rb i p53 uzrokuje 

zaustavljanje staničnog ciklusa75. U mišjem modelu limfoma, transkripcijski čimbenik NFBκB 

pojačava senescentni sekretorni fenotip (SASP, engl. 

) koji je neophodan za suzbijanje tumora kemoterapijom76. Pokazano je kako su 

predBmaligni senescentni hepatociti vrlo imunogenični što uzrokuje nakupljanje limfocita T i 

njihovo posljedično uklanjanje77.  

Osim prekomjerne proliferacije i smanjene stope apoptoze, vrlo važno obilježje 

tumora je njihova genomska nestabilnost. Kronični upalni procesi značajno podižu stopu 

mutacija u tumorima te kompromitiraju popravak DNA pridonoseći pojačanoj genetskoj 

nestabilnosti. Izvor somatskih mutacija u tumorima mogu biti reaktivni slobodni kisikovi i 

dušikovi radikali (ROS i RNS) koje u tkivima otpuštaju makrofazi i neutrofili78. Citokini 

poput TNF, IL1β, IL4, IL13 i TGFβ mogu potaknuti izražaj deaminaze AID koja uvodi 

mutacije u ključne tumor supresorske gene kao što je TP53 ili protoonkogen MYC79. Nadalje, 

upala uzrokuje hipermatilaciju DNA i posljedično gensko utišavanje proteina MMR i MLH1 

kao i drugih tumor supresorskih gena poput TP53 te se tako oslabi popravljanje DNA 80,81. 

Prethodno opisani gubitak tkivne homeostaze i proliferacija tumorskih stanica u većini 

slučajeva malignih tumorskih bolesti nisu direktni uzrok smrtnosti, već su u 90% slučajeva 

tomu razlog metastaze primarnih tumora. Poznato je kako mnogobrojni medijatori upale 

pridonose metastatskom potencijalu tumora, a monociti i makrofazi znatno olakšavaju 

invaziju tumorskih stanica, njihovu ekstravazaciju te metastatski rast82,83. TGFβ, iako djeluje 

kao supresor rasta i stanične proliferacije u ranim stadijima tumorigeneze, djeluje i kao snažni 

promotor epitelnoBmezenhimske tranzicije (EMT) prilikom koje tumorske stanice preuzimaju 

svojstva mezenhimskih stanica što pojačava njihovu mogućnost invazije84. Nadalje, 
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intravazaciju tumorskih stanica u krvožilni i limfatički sustav olakšava direktna komunikacija 

tumorskih stanica s makrofazima prisutnim u tumorima (TAM, eng. 

)85 te upalni čimbenici koji osiguravaju bolje preživljenje cirkulirajućih metastaza 
86. 

1.4.2 Utjecaj tumora na imunološki odgovor 

Osim što upalni imunološki odgovor djeluje na osobine tumora,, tumorske stanice 

imaju značajan modulatorni utjecaj na mehanizme urođene i stečene imunost. Imunološki 

odgovor na tumorski rast započinje preuzimanjem tumorskih antigena od strane antigenB

prezentirajućih stanica (APCs, engl. ). VaskularnoBendotelni faktor 

rasta (VEGFA) kojeg luče tumorske stanice djeluje kao supresor dozrijevanja dendritičkih 

stanica te djeluje inhibicijski na stanice mijeloidne loze87. Pokazano je kako i TGFβ, IL10 te 

IL6, koje proizvode tumori, mogu djelovati na APCs88B90.  

Nadalje, u mišjem modelu duktalnog adenokarcinoma gušterače, tumor proizvodi 

čimbenik stimulacije kolonija granulocita–makrofaga (GMBCSF od engl. 

) te na taj način potiče razvoj i nakupljanje granulocita i 

mijeloidnih stanica koje suprimiraju antigenBspecifične T limfocite u tumoru91. Izlučivanjem 

kemokina CCL, CXCL5, CXCL12 i faktora matičnih stanica SCF (engl. ), 

tumori novače i mijeloidne matične stanice MDSC (engl. ) koje u 

tumorima suprimiraju TBlimfocite92. 

Još jedan od načina na koji tumori mijenjaju upalni ambijent jest regrutacijom 

regulatornih limfocita T (Treg), čiji su učinci uglavnom imunosupresijski. Stanice 

Hodkginovog limfoma kao i stanice raka jajnika, izlučuju CCL22, koji je kemokinski ligand 

za CCR4, putem kojih regrutiraju Treg stanice. Stanice raka jajnika u hipoksičnim uvjetima 

luče i CCL28, koji se veže za CCR10 kojeg preferencijalno izražavaju Treg stanice93. Treg 

stanice luče TGFβ, il10 i IL35 i suprimiraju protutumorsko djelovanje TBlimfocita te potiču 

proces angiogeneze u tumorima (Slika 8)94. 
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Slika 8. Molekularna osnova upale povezane s razvojem zloćudnih tumora. Upala ili onkogeni 
uzrokuju aktivaciju transkripcijskih čimbenika NFBκB, STAT3 ili HIFB1α koji potiču izražaj citokina i 
kemokina (uključujući TNFα i IL6) te upalnih enzima (COX2). Imunološke stanice nakupljaju se na 
mjestu tumora te daljim autokrinim i parakrinim djelovanjem utječu na razvoj tumora. Preuzeto iz 

95.  
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1.5 Upalni citokin IL6 i razvoj tumora  

Humani gen za IL6 nalazi se na kromosomu 7 i kodira klasični upalni citokin IL6 koji 

je još poznat kao interferonBβ2 i čimbenik stimulacije BBstanica (engl. 

). Molekularna masa zrelog Il6 je između 21B28 kDa ovisno o tipu stanica koje su ga 

proizvele te količini postBtranslacijskih modifikacija kao što su OBglikozilacija i fosforilacija. 

Zbog brzog citoplazmatskog uklanjanja (engl. ), razina IL6 regulirana je 

prvenstveno na razini izražaja gena96,97. Izražaj IL6 potaknut je transkripcijskim čimbenicima 

NFBκB, C/EBP, APB1, CREB te glukokortikoidnim receptorom Fos/Jun98,99. Izražaj IL6 može, 

također, biti potaknut drugim glasnicima poput bakterijskih lipopolisaharida, virusa, citokina 

IL1 i TNFα te faktora rasta EGF, PDGF i TGFβ100B102. Proizvode ga i izlučuju različiti tipovi 

stanica poput T i BBlimfocita, fibroblasta, monocita, keratinocita, mesangijalnih i endotelnih 

stanica i nekoliko vrsta tumorskih stanica103. 

Uloga IL6 u upalnim procesima vrlo je složena. Početno je u literaturi opisan kao 

protuupalni citokin, međutim danas je poznato da je njegova uloga prvenstveno u aktivaciji 

imunološkog sustava104. Klasični put signaliziranja IL6 započinje njegovim vezanjem na 

IL6Rα podjedinicu membranskog receptora. Kompleks Il6BIL6Rα se nadalje veže na 

glikoprotein 130 (gp130), drugu podjedinicu receptora koja je u mogućnosti započeti 

unutarstaničnu signalnu kaskadu105. S obzirom da je izražaj IL6Rα podjedinice ograničen na 

hepatocite i određene leukocite, ovaj klasični način signaliziranja IL6, moguć je samo u tim 

stanicama. S druge strane, gp130 podjedinica je izražena na svim stanicama što omogućava 

tzv. Bsignaliziranje slobodnim IL6 u svim tjelesnim stanicama104,106. Bsignaliziranje 

započinje proteolitičkim cijepanjem IL6Rα podjedinice, otpuštanjem iz stanica u topljivom 

obliku te njezinim vezanjem na slobodni IL6. Topljivi kompleks Il6/IL6Rα u mogućnosti je 

vezati se na gp130 podjedinicu usidrenu u membrane svih tjelesnih stanica te ih aktivirati. 

Klasično i transBsignaliziranje rezultiraju aktivacijom zajedničkih nizvodnih sekundarnih 

glasnika iako uključuju različite međustanične signalne posrednike. Aktivacije gp130 

podjedinice uzrokuje autoB i transfosforilaciju Janus kinaza (JAK1, JAK2) koje provode 

signal do efektorske kinaze PI3K kao i transkripcijskih čimbenika STAT1, STAT3 i 

SHP2104,106. 
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1.5.1 Protumorska uloga IL6 

Jedan od najboljih dokaza štetnog učinka IL6 u tumorima leži u činjenici da su visoke 

razine tog citokina u serumu pacijenata oboljelih od tumora najčešće pokazatelj lošije 

prognoze tumorske bolesti. Takav je obrazac uočen kod zloćudnih tumora želuca, gušterače, 

dojke, debelog crijeva, pluća kao i kod melanoma i mijeloma107,108. Osim što doprinosi 

iniciranju tumora, Il6 potiče i progresiju tumora60,109. Većina protumorskih efekata 

uzrokovana prekomjernim izražajem IL6 posredovana je djelovanjem transkripcijskog faktora 

STAT3 koji se danas smatra jednim od staničnih protoonkogena110. Staničnim signaliziranjem 

preko IL6BSTAT3 potiče se proliferacija tumorskih stanica uslijed pojačanog izražaja ciklina 

D1, koji djeluje kao kontrolna točka staničnog ciklusa, kao i zbog pojačanog izražaja protoB

onkogena cBmyc. Također, uslijed regulacije metaboličkog senzora mTORC, koji osigurava 

pojačanu sintezu proteina u stanicama tumora, IL6 indirektno potiče staničnu proliferaciju111. 

Nadalje, IL6 poboljšava preživljenje tumorskih stanica, jer STAT3 inducira izražaj 

antiapoptoskih faktora poput bcl2, bclBXL i survivina112,113. U stanicama ljudskog mijeloma 

pokazano je da STAT3 predvodi metilaciju odnosno deaktivaciju tumor supresorskog gena 

TP53, što tumorskim stanicama omogućava prevladavanje apoptotskih kontrolnih točaka 

uslijed oštećenja DNA molekule114. 

Signaliziranje citokinom IL6 u tumorskim stanicama potiče: tumorski rast, invazivni 

potencijal, metastaziranje i angiogenezu. Glavni posrednici tih procesa su enzimi poznati kao 

matriks metaloproteaze (MMPs, engl. ), a aktivacija 

transkripcijskog čimbenika STAT3 dovedena je u svezu s pojačanim izražajem enzima 

MMP2 te agresivnijim fenotipom melanoma115. Aktivacija transkripcijskog čimbenika 

STAT3 u endotelnim stanicama tumora, TAM makrofazima ili MDSC pojačava njihov izražaj 

molekula VEGF i bFGF te pozitivno regulira angiogenezu116. 

Protumorsko djelovanje citokina IL6 seže i dalje od isključivog utjecaja na tumorske 

stanice, jer IL6 djeluje na lokalnu imunološku reakciju unutar tumorske strome. Pod 

utjecajem IL6 dolazi do supresije stečene imunosti, jer IL6 nepovoljno utječe na razvoj 

antigenBprezentirajuće stanica poput dendritičkih stanica (DC, engl. ) koje su 

potrebite za aktivaciju citotoksičnih limfocita T (CTL)117,118. Aktivacija IL6 u mijeloidnim 

progenitorskim stanicama je u mogućnosti preusmjeriti polarizaciju tih stanica s DC ka 

makrofazima i monocitima koji mogu suprimirati imunološki sustav. Također, signaliziranje 
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putem IL6BSTAT3 zaustaviti će sazrijevanje već diferenciranih DC što rezultira inaktivacijom 

limfocita T (Slika 9)118. 

 
Slika 9. Upalni učinak citokina IL6 ostvaruje se posredovanjem transkripcijskog čimbenika 
STAT3. Tumori izlučuju upalne citokine poput vaskularnoBendotelnog faktora rasta (VEGF), 
interleukina 10 (IL10), i IL6 čiji se izražaj ostvaruje aktivacijom STAT3, a oni, pak, aktiviraju 
STAT3. Pojačana aktivnost STAT3 u progenitorskim stanicama hematopoetske loze (HPCs) vodi ka 
nastanku nezrelih mijeloidnih stanica (iMCs) te povećava broj nezrelih dentritičih i plazmacitoidnih 
dendritičkih stanica (pDCs) koje potiču nastanak regulatornih T stanica (Treg) u tumorskoj okolini. 
Aktivnost transkripcijskog čimbenika STAT3 inhibira izražaj MHC II molekula, CD80, CD86 i IL12 
prisutnih na DC te na taj način smanjuje protutumorski učinak CD8+ T limfocita i NK stanica. Putem 
aktivacije STAT3, citokin IL6 utječe na proizvodnju IL10, VEGF i bFGF mijeloidnih stanica koji 
dodatno pojačavaju supresiju imunološkog odgovora u tumorima te potiču vaskularizaciju. Preuzeto iz 
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1.5.2 Antitumorsko djelovanje IL6 

Osim prethodno opisanih negativnih utjecaja citokina IL6 u malignim tumorskim 

bolestima, u novije vrijeme izlaze na vidjelo i mogući pozitivni učinci IL6 signaliziranja na 

imunološki odgovor na tumore. IL6 igra vrlo bitnu ulogu u limfnim čvorovima gdje ga 

proizvode dendritičke stanice. Prilikom imunizacije potreban je za učinkovitu aktivaciju, 

ekspanziju i preživljenje limfocita T kao i njihovo djelovanje interferonom γ (IFNγ) te zaštitu 

od suzbijanja regulatornim T stanicama (Treg)
120B122. Poznato je kako naivne CD4+ T stanice 

stimulirane citokinom TGFβ izražavaju transkripcijski čimbenik Foxp3 te prelaze u Treg, dok 

u prisutnosti TGFβ i IL6 diferenciraju u pomoćničke Th17 stanice118. Također, putem 

antiapoptotskih čimbenika bcl2 i bclBxl te protoonkogena cFos i JunB, IL6 štiti T limfocite od 

apoptoze te potiče njihovu proliferaciju123.  

1.6 Upalni procesi u zloćudnim tumorima mokraćnog mjehura 

Upala je vrlo često uočljiva u tumorima mokraćnog mjehura i očituje se bogatim 

imunološkim infiltratom na mjestima tumora124. Također, pokazano je kako kronično upalno 

stanje, izazvano infekcijom parazitom  i dugotrajnom upotrebom 

katetera, kao i bubrežni i mokraćni kamenci, mogu doprinijeti razvoju tumora mokraćnog 

mjehura125B127. Imunološke stanice mogu igrati dvojaku ulogu u razvoju tumora mokraćnog 

mjehura. Stanice stečene imunosti pokazuju protutumorsku ulogu dok urođeni imunološki 

sustav igra protumorsku ulogu. Supresorske stanice mijeloidne loze (MDSC) vrlo su važne 

progenitorske stanice za razvoj granulocita, makrofaga i dendritičkih stanica. Njihova uloga u 

promicanju tumorigeneze i metastaziranja svodi se na podupiranje angiogeneze i limfogeneze 

kao i na poticanje tumorskih stanica na bolje preživljenje128.  

Pokazano je kako MDSC potiču angiogenezu lučenjem VEGF, TNF, IL1β, kao i 

osnovnog fibroblastnog faktora rasta (bFGF)129.  su pokazali kako Cd11b 

mijeloidne stanice djeluju na suzbijanje imunološkog sustava u tumorima mokraćnog 

mjehura130. Opisali su dvije mijeloidne podgrupe koje su prvenstveno odgovorne za 

proizvodnju upalnih citokina i kemokina u tumoru mokraćnog mjehura; to su granulociti 

neutrofilnog tipa CD15highCD33low te monociti CD15highCD33high. Te stanice izlučuju citokine 

i kemokine Ccl2, Ccl3, Csf2, Il8 i Il6, koji doprinose patogenezi upale i imunosupresiji u 

tumorima mokraćnog mjehura. Mnogi pacijenti imaju povišene CD15highCD33low stanice130.  
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Neutrofili mogu imati dvostruku ulogu u tumorima mokraćnog mjehura. U stanju su 

obilježiti tumorske stanice te na taj način djelovati protutumorski, ali su u mogućnosti 

potaknuti pretjerano upalno stanje, opskrbiti tumorske stanice s faktorima rasta, izlučivati 

enzime za razgradnju vanstaničnog matriksa te su najveći proizvođač VEGF faktora rasta131. 

Dugotrajan učinak ovih čimbenika može imati povoljan utjecaj na razvoj tumora. . 

su pronašli kod pacijenata oboljelih od raka mokraćnog mjehura povećan izražaj tri 

neutrofilna proteina, HNPB1, B2, i B3 iz podskupine αBdefenzina, proteina koji pomažu 

sakupljanju leukocita, a mogli bi doprinijeti metastaziranju132. Sporedan učinak ovih proteina 

uključuje poticanje tumorskih stanica na proliferaciju te moguće poboljšanje angiogeneze133. 

Ovi su proteini u tumorima mokraćnog mjehura proizvod neutrofila i eozinofila, a naknadno 

su zabilježeni i u urinu pacijenata. Povišena razina HNP proteina, odlika su staničnog 

oštećenja, a u velikim količinama su citotoksični za sve vrste stanica133. Inače je omjer 

neutrofila/limfocita mjera općeg upalnog stanja. . su pronašli kako kombinacija 

neutrofila/limfocita, veličine tumora te razine hemoglobina mogu biti prognostički faktor 

preživljenja za pacijente koji su podvrgnuti radikalnoj cistektomiji134. 

Učinak makrofaga povezanih s tumorima (TAMs, engl. tumor associated 

macrophages) je također povezan s angiogenezom tumora mokraćnog mjehura135. Povećan 

broj imunosupresivnih M2 makrofaga u tumorima u pozitivnoj je korelaciji s veličinom 

tumora, stadijom i gradusom136,137. Pokazano je kako u hipoksičnom okruženju, u kojemu se 

nalaze tumori, dolazi do povišene razine adenozina koji potiče makrofage na otpuštanje 

angiogenetskih čimbenika138, a  predlažu da bi se broj makrofaga trebao koristiti 

kao prognostički ukazatelj kod pacijenata oboljelih od tumora mokraćnog mjehura, kako bi 

primili agresivniji tip terapije135. Također, u tumorima mokraćnog mjehura dolazi do 

povećanog izražaja CD47 proteina koji je obilježje tumorskih matičnih stanica raka 

mokraćnog mjehura, a poznato je kako ovaj protein inhibira fagocitozu koju provode 

makrofazi139. 

T limfociti su glavni proizvođači IL2 koji se može pronaći u urinu pacijenata koji 

primaju BCG terapiju140.  predlažu kako bi ovaj interleukin u kombinaciji s IL6 

trebao biti korišten za kontroliranje terapije s BCG cjepivom i posljedičnog imunološkog 

odgovora140. BCG terapija se administrira pacijentima nakon transuretralne resekcije kroz 6 

tjedana intravezikalnim instilacijama u svrhu smanjenja stope povratka tumora, a uspješnost 

ove terapije iznosi 70%131,141,142. Tijekom terapije bakterije se hvataju na urotel mjehura 

putem fibronektina te ulaze u kako u zdrave, tako i u tumorske stanice143. Ovaj proces potiče 
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jaki imunološki odgovor u mjehuru aktivacijom izražaja IL1, IL2, IL5, IL6, IL8, IL10, IL12, 

IL18, TNFα, IFNγ te GMBCSF131,144B146. Neutrofili su od izuzetne važnosti prilikom BCG 

terapije te sačinjavaju 75% stanica koje se nakupljaju nakon tretmana147. Aktivacija neutrofila 

vodi ka izražaju mnogih proupalnih citokina i to prvenstveno Th1 loze T limfocita131. S 

obzirom na uspjeh BCG terapije smatra se da bi imunoterapija specifična za tumore mogla 

biti uspješna u liječenju tumora mokraćnog mjehura148.  

Općenito je prihvaćeno da kronično upalno stanje mokraćnog mjehura ima velik 

utjecaj na razvoj tumora mokraćnog mjehura, no još uvijek nije razjašnjen mehanizam koji 

karcinome mjehura čini osjetljivima na akutnu upalu. 
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2 HIPOTEZA I CILJEVI ISTRAŽIVANJA 

Upalni procesi kao podloga za razvoj zloćudnih tumora mokraćnog mjehura još su 

uvijek slabo objašnjeni. Poznato je da kronična upala uzrokovana infestacijom sa 

može uzrokovati zloćudnu bolest mokraćnog mjehura, dok s se akutna upala 

inducirana s BCGBom koristi za liječenje urotelnog karcinoma.  

Inteleukin 6 jedan je od glavnih proupalnih citokina, te ima važnu ulogu u razvoju 

mnogih tumora, a njegova uloga u nastanku zloćudnih tumorima mokraćnog mjehura nije 

istražena. Osnovna pretpostavka provedenog istraživanja jest da IL6, kao i njegov 

transkripcijski čimbenik STAT3, imaju važnu ulogu u razvoju zloćudnih tumora mokraćnog 

mjehura. Stoga će predloženo istraživanja razjasniti učinak potpunog odstranjenja citokina 

IL6 (koristeći  miševe) na razvoj tumora mokraćnog mjehura. Predloženi genetski 

model koji uspoređuje normalne miševe (koji imaju IL6), s životinjama bez IL6 omogućiti će 

nedvosmisleno utvrđivanje učinaka tog citokina na različite aspekte razvoja tumora 

mokraćnog mjehura.  

2.1 Hipoteza 

 

Osnovna pretpostavka istraživanja je da IL6 – jedan od osnovnih proupalnih citokina, 

ima značajnu ulogu u razvoju malignih tumora mokraćnog mjehura. 
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2.2 Ciljevi istraživanja 

Istraživanje funkcije upalnih procesa pri nastanku tumora mokraćnog mjehura ključno 

je za razumijevanje, prevenciju i liječenje te bolesti. Interleukin 6 kao ključna proupalna 

molekula u navedenom kontekstu ima važnu ulogu, stoga su ciljevi ovog istraživanja sljedeći: 

 

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

tumora mokraćnog mjehura kod miševa,  

B istražiti izražaj 83 imunološka biljega u tkivu mokraćnog mjehura kod IL6 knockBout 

(KO) miša u odnosu na divlji tip miševa nakon indukcije tumora mokraćnog mjehura,  

B karakterizacija izražaja svih gena u induciranim tumorima mokraćnog mjehura miša, 

te 

B utvrditi izražaj IL6 i STAT3 gena te drugih upalnih markera (TGFβ, RelA, VEGFA, 

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

3.1 Materijali 

3.1.1 Reagensi 

Uobičajeni reagnsi korišteni u svrhu ovog rada su slijedeći (proizvođači su označeni u 

kurzivu): agaroza ( ); albumin iz goveđeg seruma (BSA, Carl ); 

amonijev persulfat (APS, ); aprotinin ( ); bromfenolno plavilo 

(Carl ); N-butil-N-(4-hidroksibutil)-nitrozamin (BBN, TCI America); cinkov 

klorid ( ); DAPI ( ); deoksiBnukleotid trifosfat (dNTP, ); 

dimetilBsulfoksid (DMSO, ); dinatrijev hidrogen fosfat (Na2HPO4, 

); ditiotreitol (DTT, ); Dulbeccova modifikacija Eagleovog medija; 

etanol ( ); etidijev bromid ( ); etilendiamintetraoctena kiselina 

(EDTA, ); etilenglikoltetraoctena kiselina (EGTA, ); 

fenilmetilsulfonilfluorid (PMSF, ); fenol crveno ( ); fotografski 

film ( ); glicerol ( ); glicin ( ); hidroksietilBpiperazinetansulforična 

kiselina (HEPES, ); izopropanol ( ); kalcijev klorid ( ); 

kalijev dihidrogen fosfat (KH2PO4, ); kalijev klorid (KCl, ); 

koktel fosfataznih inhibitora (engl.  

); koktel proteaznih inhibitora (engl.  

); ksilen ( ); leupeptin ( ), magnezijev klorid ( ); 

magnezijev sulfat (MgSO4, ); βB merkaptoetanol ( ); metanol 

( ); metilen plavo ( ); mlijeko u prahu ( ); natrijev 

acetat (NaCH2COOH, ); natrijev azid (NaN3, ); natrijev 

deoksikolat (DOC, ); natrijev dihidrogen fosfat (NaH2PO4, ); 

natrijev dodecilsulfat (SDS, ); natrijev fluorid (NaF, ); natrijev 

klorid (NaCl, ); natrijev ortovanadat (Na3VO4, ); nitrocelulozna 

membrana ( ); N,N,N,NBtetrametilBetilendiamin (TEMED, ); NPB

40 ( ); octena kiselina ( ); otopina 40% akrilamid/0.8% bisakrilamid ( ); 

paraformaldehid ( ); pojačivač kemiluminiscencije luminol (

); polietilenglikolsorbitan monolaurate (TweenB20, ); 

PonceauS ( ); QIAzol ( ); saharoza ( ); Tris baza (  

); Triton XB100 ( ).  
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3.1.2 Početnice 

Početnice korištene tijekom ovog istraživanja dizajnirane se uz pomoć online dostupnog alata 

za izradu početnica  internet sučelja tvrtke  

(https://eu.idtdna.com/scitools/Applications/RealTimePCR/) (Tablica 1).  

Tablica 1. Obilježja korištenih početnica. Prefiks „h“ u nazivu početnice označava početnicu za 
humani gen, a prefiks „m“ početnicu za mišji gen. 

Početnica Naziv gena Slijed nukleotida 

hCCND1 F Ciklin D1 5΄BACG AAG GTC TGC GCG TGT TB3΄ 

hCCND1 R Ciklin D1 5΄BCCG CTG GCC ATG AAC TAC CTB3΄ 

hIL6 F IL6 5'BGGTACATCCTCGACGGCATCTB3' 

hIL6 R IL6 5'BGTGCCTCTTTGCTGCTTTCACB3' 

hp65 F RelA/p65 5΄BACC GCT GCA TCC ACA GTT TCC AB3΄ 

hp65 R RelA/p65 5΄BGGT CGT AGT CCC CAC GCT GCB3΄ 

hRPS23 F RPS23 5΄BTGG AGG TGC TTC TCA TGC AAB3΄ 

hRPS23 R RPS23 5΄BAAT GGC AGA ATT TGG CTG TTT GB3΄ 

hSTAT3 F STAT3 5΄BACC AGC AGT ATA GCC GCT TCB3΄ 

hSTAT3 R STAT3 5΄BGCC ACA ATCCGG GCA ATC TB3΄ 

hTGFβ1 F TGFB1 5΄BGCG TGC TAA TGG TGG AAA CB3΄ 

hTGFβ1 R TGFB1 5΄BCGG TGA CAT CAA AAG ATA ACC ACB3΄ 

hVEGFα F VEGFA 5΄BAGC CTT GCC TTG CTG CTC TAB3΄ 

hVEGFα R VEGFA 5΄BGTG CTG GCC TTG GTG AGGB3΄ 

mACTIN F Aktin 5'BGCT GAT CCA CAT ATG CTG GA3' 

mACTIN R Aktin 5'BCAT TGC TGA CAG GAT GCA GAA3' 

mB220 F B220 5'BGGT ACC TGT ACG CCC AAC ACB3' 

mB220 R B220 5'BCCT GCT CCT CAA ACT TCG ACB3' 

mCCND1 Ciklin D1 5'BGTA AGA TAC GGA GGG CGC ACA GB3' 

mCCND1 Ciklin D1 5'ACC CTG ACA CCA ATC TCC TCA ACB3' 

mCD2R F CD2R 5'BCAT GGT CTT CTG GGG GAG ACB3' 

mCD2R R CD2R 5'BCAA CAC AAC CCT GAC CTG TGB3' 

mCXCR1 F CXCR1 5'BCTA GGA CAT TGC CCA CCA CTB3' 

mCXCR1 R CXCR1 5'BACT CCA TGC CCA AAG ACT GCB3' 

mF4/80 F F4/80 5'BGAT GGC CAA GGA TCT GAA AAB3' 

mF4/80 R F4/80 5'BCTC TGT GGT CCC ACC TTC ATB3' 
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3.1.3 Protutijela 

Protutijela korištena tijekom ovog istraživanja prikazana su u tablici 2 i 3. 

Tablica 2. Obilježja korištenih primarnih protutijela. 

Naziv protutijela Porijeklo Vrsta protutijela Proizvođač 

antiBactin miš monoklonsko SigmaBAldrich 

antiBGAPDH miš monoklonsko Cell Signaling 

antiBhistone H3 kunić poliklonsko Cell Signaling 

antiBKi67 kunić poliklonsko Abcam 

antiB NFBκB p65 kunić poliklonsko Santa Cruz Biotechnology 

antiBfosfoBNFBκB p65 (S536) kunić poliklonsko Cell Signaling 

antiBfosfoBSTAT3 (Y705) kunić poliklonsko Cell Signaling 

antiBSTAT3 miš monoklonsko Santa Cruz Biotechnology 

antiBvinculin miš monoklonsko SigmaBAldrich 

 

Tablica 3. Obilježja korištenih sekundarnih protutijela  

Naziv protutijela Konjugat Porijeklo Proizvođač 

antiBkunićje IgG HRP koza Dako 

antiBmišje IgG HRP koza BioRad 

antiBmišje IgG Alexa488 magarac Invitrogen 

3.1.4 Biljezi 

DNA biljeg – 1 kb DNA marker ( ) 

Proteinski biljeg – Precision plus protein TM Dual color standards ( ) 

– Protein Marker VI (10B245) prestained ( ) 

3.1.5 Komercijalno dostupni kompleti 

• Komplet za reverznu transkripciju (

) 

• Komplet za RTBPCR ( ) 

• Komplet za dokazivanje fragmentacije DNA (

) 
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• Matrica za qPCR (

) (Tablica 4) 

 

Tablica 4. Popis gena čiji se izražaj prati korištenjem PAMME052Z matrice za qPCR. Tablica 
sadrži poziciju gena na matričnoj ploči od 96 jažica te pripadajuće ulazni broj u bazi podataka Refseq. 
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3.1.6 Puferi i otopine 

• RIPA pufer – za izolaciju ukupnih proteina: 50 mM TrisBHCl pH 7.4, 150 mM NaCl, 1% 

Triton XB100, 0.5% DOC, 1% SDS, proteazni inhibitori i inhibitori fosfataza koji se 

dodaju svježe prije upotrebe (1 mM PMSF, 2 µg/mL leupeptin, 10 µg/mL aprotinin, 1 

mM natrijev ortovanadat) 

• Pufer za frakcioniranje citoplazmatskih proteina: 10 mM HEPES pH 8.0, 1.5 mM MgCl2, 

10 mM KCl, 1 mM DTT, proteazni inhibitori i inhibitori fosfataza koji se dodaju svježe 

prije upotrebe (1 mM PMSF, koktel proteaznih inhibitora) 

• Pufer za frakcioniranje jezgrinih proteina: 20 mM HEPES pH 8.0, 420 mM NaCl, 0.2 

mM EDTA, 1.5 mM MgCl2, 25% glicerol, 1 mM DTT, proteazni inhibitori i inhibitori 

fosfataza koji se dodaju svježe prije upotrebe (1 mM PMSF, 2 µg/mL leupeptin, 10 

µg/mL aprotinin, 1 mM natrijev ortovanadat) 

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

• 6X DNA pufer za nanošenje uzoraka: 50% glicerol, 0.1 M EDTA, 1% SDS, 0.2% 

bromfenolno plavilo, 0.2% ksilen cijanol 

• Pufer za gel za razdvajanje (engl. ): 1.5 M TrisBHCl, pH 8.8, 0.4% SDS 

• Pufer za gel za sabijanje (engl. ): 0.5 M TrisBHCl, pH 6.8, 0.4% SDS 

• 2X Laemmli pufer: 25 mL Tris, pH 6.8, 20 mL glicerol, 20 mL SDS, 10%, 1 mg 

bromfenolno plavilo, 5% βBmerkaptoetanol 

• 10X PBS (engl. ), pH 7.3: 80 g NaCl, 2 g KCl, 11.5 g 

NaH2PO4 X 7H2O, 2 g KH2PO4 

• 10X pufera za elektroforezu (engl. ): 30 g Tris, 144 g glicin, 10 g SDS, do 

1 L H2O 

• 10X pufer za transfer: 22.3 g Tris, 105 g glicin, do 1 L H2O 

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

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

• Otopina Ponceau S: 0.5 g Ponceau S, 10 mL octena kiselina, do 100 ml H2O 

• Blokirajuća otopina za imunoblot analizu: 1X TBS, pH 7.5, 5% BSA, 0.1% natrijev azid, 

fenol red 

• Otopina za permeabilizaciju stanica: 1X PBS, 0.2% Triton XB100 

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

• MOWIOL otopina: 2.4 g Mowiol 4B88, 6 ml glicerol, 6 ml H2O, 12 ml 0.2 M TrisHCl, 

pH 8.5 
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• Otopina za fiksaciju tkiva miša: 4% paraformaldehid u 1X PBS 

• Blokirajuća otopina za imunofluorescenciju: 1X PBS, 1% BSA, 1% DMSO 

3.1.7 Gelovi 

• Agarozni gelovi – pripremaju se otapanjem odgovarajuće količine agaroze u 1X TAE 

puferu. Djelomično ohlađenoj otopini se, prije početka polimerizacije, dodaje etidijev 

bromid do konačne koncentracije 0.5 µg/ml te se otopina izlijeva u kalup s umetnutim 

češljićem koji osigurava jažice za nanošenje uzorka. Korišteni su 1B2% gelovi ovisno o 

veličini DNA fragmenta koji se razdvaja u gelu. 

• Poliakrilamidni gelovi – sastoje se od dva sloja gela te sadrže SDS u puferu za 

razdvajanje i sabijanje, ukoliko se provodi elektroforeza proteina. Elektroforeza DNA u 

poliakrilamidnim gelovima provodi se bez SDSBa te u jednoslojnom gelu. 

• Gel za razdvajanje – 8 do 15% B 40% akrilamid/0.8% bisakrilamid, H2O, pufer za 

razdvajanje, 10% APS, TEMED 

• Gel za sabijanje: 40% akrilamid/0.8% bisakrilamid (mL), H2O, pufer za sabijanje, 

10% APS, TEMED 

• Gel za elektroforezu DNA: 30% akrilamid/0.8% bisakrilamid, H2O, 1X TAE 

pufer, 10% APS, TEMED 
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3.2 Metode 

3.2.1 Protokol istraživanja 

Istraživanje je provedeno na C56/B6 soju miševa divljeg tipa te miševima istog soja 

koji nose delecijsku mutaciju gena za citokin IL6. Upotrebom kemikalije NBbutilBNB(4B

hidroksibutil)Bnitrozamin (BBN) u vodi za piće miševima su inducirani tumori mokraćnog 

mjehura te su tkiva mokraćnog mjehura analizirana nakon akutnog (2 tjedna) i kroničnog (20 

tjedana) tretmana.  

Tkiva mokraćnog mjehura miša koji su bili u kroničnom tretmanu analizirana su 

metodom RNA sekvenciranja te lančanom reakcijom polimerazom u stvarnom vremenu 

(qPCR). Profili izražaja relevantnih imunoloških biljega wt miševa u kroničnom tretmanu te 

wt miševa miševa koji su bili u akutnom tretmanu uspoređeni su sa izražajem gena IL6 KO 

miševa podvrgnutih istim tretmanima. 

Provedenom histopatološka analizom te imunohistokemijskim bojenjima i metodom 

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

Analiziran je diferencijalni izražaj gena IL6, STAT3, NFBκB, TGFβ, ciklin D te 

VEGFA u uzorcima tumorskog i kontrolnog tkiva mokraćnog mjehura pacijenata. 

3.2.2 Uzorci pacijenata 

Za istraživanje je korištena randomizirana kohorta od 36 parova uzoraka tumorskog i 

zdravog tkiva mokraćnog mjehura pacijenta koji su bolovali od primarnog tumora mokraćnog 

mjehura te su kirurški liječeni u KBC Split u razdoblju od srpnja 2009. do listopada 2010. 

godine (Tablica 5). Muškog spola je bilo 29 pacijenata, a 7 ispitanika bile su žene. Srednja 

dob pacijenata bila je 68.9 ± 13.4 godina u rasponu od 34 do 89 godina. Tkiva su netom po 

uzorkovanju smrznuta u tekućem dušiku. Histopatološka analiza rutinski uklopljenih tkiva 

pokazala je da se radi o 21 niskoBgradusnih te 15 visokoBgradusnih tumora. Klasifikacija 

tumora utvrđena je s obzirom na pojavu invazije u laminu propriju odnosno okolno mišićno 

tkivo (Ta, n=20; T1, n=8; T2BT4, n=8). Iz tkiva je standardiziranim procesom izolirana RNA, 

DNA te proteini koji su kasnije podvrgnuti lančanoj reakciji polimerazom u stvarnom 

vremenu (qPCR) te  analizi. U Tablici 5 detaljno su prikazane patološke osobine 

uzoraka pacijenata. Istraživanje je odobrilo Etičko povjerenstvo Kliničkog bolničkog centra 

Split te Etičko povjerenstvo Medicinskog fakulteta u Splitu, a ispitanici su potpisali 

informirani pristanak. 
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Tablica 5. Patohistološke osobine tumora mokraćnog mjehura pacijenata. 

PACIJENT DOB SPOL INVAZIVNOST GRADUS STADIJ BROJNOST 

BC01 79 Žensko NE NIZAK Ta 2 

BC02 61 Muško NE NIZAK Ta 2 

BC03 58 Muško NE NIZAK Ta 1 

BC04 79 Muško NE NIZAK Ta 1 

BC05 49 Muško NE VISOK Ta 2 

BC06 66 Muško DA VISOK T1 1 

BC07 78 Muško NE NIZAK Ta 1 

BC08 61 Muško DA VISOK T2 1 

BC09 57 Žensko DA VISOK T1 10 

BC10 57 Muško DA NIZAK T1 3 

BC11 78 Muško DA VISOK T2 1 

BC12 76 Muško NE NIZAK Ta 1 

BC13 35 Muško NE NIZAK Ta 5 

BC14 80 Muško NE NIZAK Ta 1 

BC15 62 Muško NE NIZAK Ta 2 

BC16 80 Muško DA VISOK T1 1 

BC17 66 Muško NE NIZAK Ta 1 

BC18 79 Žensko DA VISOK T2 5 

BC19 89 Žensko NE NIZAK Ta 1 

BC20 69 Muško DA VISOK T1 3 

BC21 83 Žensko DA VISOK T2 3 

BC22 77 Muško NE NIZAK Ta 2 

BC23 76 Muško NE NIZAK Ta 1 

BC24 67 Muško DA VISOK T1 1 

BC25 79 Žensko DA NIZAK T1 12 

BC26 82 Muško DA VISOK T1 3 

BC27 46 Muško NE NIZAK Ta 2 

BC28 34 Muško NE NIZAK Ta 4 

BC29 70 Muško NE NIZAK Ta 3 

BC30 74 Muško NE NIZAK Ta 2 

BC31 81 Muško DA VISOK T4 1 

BC32 53 Muško NE NIZAK Ta 1 

BC33 79 Muško DA VISOK T2 1 

BC34 79 Žensko DA VISOK T2 6 

BC35 74 Muško DA VISOK T1 1 

BC36 69 Muško NE NIZAK Ta 1 

SAŽETAK 
11 <35B65> 
25 <65B89> 

29 M 
7 Ž 

20 Inv. 
16 NEInv. 

20 VISOK 
16 NIZAK 

20 Ta 
9 T1 
6 T2 
1 T4  

18 jednostruki 
18 višebrojni 
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3.2.3 Izolacija RNA, DNA i proteina iz tkiva 

Neposredno po prikupljanju tkiva su smrznuta u tekućem dušiku do trenutka izolacije 

bioloških molekula. Ukupna RNA, DNA i proteini iz tkiva izolirani su korištenjem 

 (Qiagen) prema uputama proizvođača. Dobivena mRNA prevedena je u 

komplementarnu DNA (cDNA) koristeći 

( ). Izolirana DNA pohranjena je na B20ºC, a RNA i proteini na B80ºC do 

daljnje obrade. 

3.2.4 Priprema ukupnih tkivnih lizata i frakcioniranje tkivnih lizata 

Za pripremu staničnih suspenzija iz svježih tumorskih uzoraka pacijenata korišten je 

tkivni homogenizator  te naknadno filtriranje kroz stanično sito 

( ). Stanice su ostavljene pola sata na ledu u hipotoničnom puferu za 

frakcioniranje citoplazmatskih proteina te su naknadno provučene kroz 25 G iglu prilikom 

čega dolazi do lize isključivo citoplazmatske membrane. Nakon centrifugiranja 5 min na 1000 

rpm razdvaja se citoplazmatska frakcija u supernatant. Netaknute jezgre u talogu su 

resuspendirane u puferu za frakcioniranje jezgrinih proteina, centrifugiranjem je istaložen 

netopljivi debris, a jezgreni lizat je usporedno s citoplazmatskim lizatom, analiziran pomoću 

denaturirajuće SDS poliakrilamidne gel elektroforeze i . 

Za pripremu ukupnih tkivnih lizata korišten je RIPA pufer za staničnu lizu. Tkivni 

lizat je ostavljen 20 min u puferu na ledu te su ukupni proteini razdvojeni centrifugiranjem na 

8000 rpm. 

3.2.5 Denaturirajuća SDS poliakrilamidna gel elektroforeza i   

Nakon lize tkiva, proteini se razdvajaju se po veličini pomoću denaturirajuće 

elektroforeze u SDS poliakrilamidnom gelu. Pripremljeni lizati se denaturiraju miješanjem s 

2X Laemmli puferom te zagrijavanjem na 95°C pet minuta. U svakom gelu koristi se biljeg 

veličine proteina. Prilikom elektroforeze proteini su početno razdvojeni pri 100 V, a nakon 

ulaska u gel za razdvajanje pri 120 V. Nakon što su uzorci razdvojeni gel elektroforezom, 

preneseni su na 0.45 µm nitroceluloznu membranu (200 mA, 90 minuta) u mješavini 1X 

pufera za transfer i 20%Btnog (v/v) metanola. Učinkovitost prijenosa provjerena je 

reverzibilnim bojenjem membrane u otopini Ponceau S. Membrane su blokirane u puferu 1X 

TBS/5% BSA jedan sat na sobnoj temperaturi uz lagano miješanje. Imunodetekcija je 

izvedena inkubacijom membrana preko noći na 4°C u otopini 1X TBS/5% BSA s 
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odgovarajućim primarnim protutijelom. Membrane su isprane u puferu 1x TBS/0.1% Tween, 

kako bi se uklonio višak primarnog protutijela, a zatim je dodano odgovarajuće sekundarno 

protutijelo pripremljeno u puferu 1X TBS s 5% bezmasnog mlijeka u prahu ili u otopini 1X 

TBS 5% BSA ukoliko je korišteni fosfatBspecifično primarno protutijelo. Membrane su 

isprane u 1X TBS/0.1% Tween. Sekundarno protutijelo obilježeno je peroksidazom iz hrena 

(engl. ), što omogućuje vizualizaciju proteina metodom 

kemiluminiscencije. Na membrane se dodaje mješavina vodikovog peroksida i luminola, 

supstrat enzima peroksidaze, a produkt reakcije se detektira na fotografskom filmu. Cijeli 

postupak, elektroforeza i prijenos na membranu, izvodi se u uređaju Mini Protean 3 ( ), 

a detekcija u aparatu za razvijanje fotografskog papira ( ). 

Lančana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu (qPCR)

U svrhu određivanja relativne količine izražaja gena, cDNA ciljnih gena umnoži se 

lančanom reakcijom polimerazom (PCR) u stvarnom vremenu tzv. kvantitativnim PCRBom 

(dalje u tekstu qPCR). Ova metoda počiva na vezivanju asimetrične cijaninske boje naziva 

 na dvostruku uzvojnicu DNA. Prilikom svakog ciklusa kada dolazi do 

umnožavanja dijela cDNA gena od interesa, dolazi i do proporcionalnog pojačanja 

fluorescencijskog signala koje je uzrokovano vezivanjem boje na dvostruko uzvojiti produkt. 

Reagensi i parametri ove reakcije su slijedeći: 

• PCR reakcija: kalup DNA,  koji sadrži pufer, 

 i smjesu dNTPBa, početnice 5' i 3', polimeraza, voda 

• PCR program: 1. 50ºC 2 min, 2. 95ºC početna denaturacija 10 min te 3. 95ºC 15 

sek (denaturacija), 60ºC 1 min (vezanje početnica za kalup te polimerizacija), – 40 

ciklusa, 4. 95ºC 15 sek, 60ºC 1min, 95ºC 15 sek (dodatni korak disocijacijske krivulje 

početnica). 

Po završetku qPCR provodi se analiza relativnog izražaja gena u odnosu na izražaj 

odabranog kontrolnog/konstitutivnog (  gena koji služi kao standard izražaja. 

Razina izražaja pojedinog gena u ovom istraživanju normalizirana je prema izražaju gena 

RPS23 kod ljudskih uzoraka te prema aritmetičkoj sredini izražaja GAPDH i Hsp90ab1 za 

mišje uzorke. Izražaj gena kod miševa tretiranih BBNBom analiziran je korištenjem matričnih 

ploča  (Qiagen). Rezultati se prikazuju kao relativna promjena, a 

računaju se prema formuli 2[BeCt( gen– proučavani gen)].  
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3.2.7 Transgenični miševi i BBN tretman 

U istraživanju su se koristili divlji tip (wt) miševa C57BL/6J te transgenični miševi 

tzv.  (KO) miševi za IL6 (IL6B/B dalje u tekstu), koji su bili istovjetnog soja s 

nedostatkom funkcionalnog gena za IL6. Miševi su kupljeni od američke tvrtke 

. Eksperimentalne skupine po 10B12 miševa podvrgnute su akutnom i kroničnom 

tretmanu korištenjem kemikalije NBbutilBNB(4Bhidroksibutil)Bnitrozamin (BBN) u vodi za piće 

sa svrhom indukcije tumora mokraćnog mjehura. Indukcija tumora BBNBom slijedila je već 

objavljene i ustaljene protokole72,149. Kontrolne, netretirane skupine miševa bile su 

ujednačene dobi od 6 do 8 tjedana starosti te su boravile u istim uvjetima kao i miševi tretirani 

s BBNBom. Akutni tretman kemikalijom BBN trajao je 2 tjedna, nakon čega su miševi 

žrtvovani, dok je kronični tretman trajao 12 tjedana, a miševi su žrtvovani 20 tjedana nakon 

početka tretmana. Ovakvim pristupom moguće je utvrditi razlike između KO i wt miševa s 

tumorima (razlike u tumorigenezi koje su uvjetovane s IL6), kao i promjene koje nastaju zbog 

indukcije tumora među miševima istog genotipa (npr. promjenu izražaja nekog gena u 

tumorskom tkivu, u odnosu na normalno tkivo). Miševi korišteni u ovom istraživanju su 

uzgajani, anestezirani i žrtvovani prema europskim i hrvatskim smjernicama za brigu i 

upotrebu laboratorijskih životinja. Istraživanje je odobrilo Etičko povjerenstvo Ministarstva 

poljoprivrede te Etičko povjerenstvo Medicinskog fakulteta u Splitu. 

3.2.8 Patohistološka i imunohistokemijska analiza tkiva 

Neposredno nakon žrtvovanja, mokraćni mjehur miša podijeljen je na dva jednaka 

dijela, od kojih je jedan korišten za izolaciju bioloških molekula (RNA, DNA i proteini), a 

drugi dio za histološku analizu. Tkiva za histološku analizu fiksirana su preko noći u 4% 

paraformaldehidu te su slijedeći dan dehidrirana u serijskim razrjeđenjima etanola po jedan 

sat redoslijedom 75%, 90%, 95%, tri puta 100% te tretirana dva puta po jedan sat ksilenom za 

prosvjetljavanje. Uzorci su ostavljeni preko noći na 60°C u parafinu te su slijedeći dan 

uklopljeni u svježi parafin. Rezovi tumorskih uzorka mokraćnog mjehura pacijenata rutinski 

su uklopljeni u KBC Split. Rezovi debljine 5 µm su deparafinizirani uranjanjem u dvije 

otopine ksilola po 15 min, rehidrirani serijskim razrjeđenjima etanola redoslijedom jedna 

minuta u 100%, jedna do dvije minute 100%, jedna minuta 96% te su naknadno isprani u 

običnoj vodi. 

Imunohistokemijsko bojanje specifičnim antitijelima provedeno je nakon 

deparafinizacije i predtretmana rezova iskuhavanjem 10 min u puferskoj otopini 10 mM 
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natijevog citrata s 0.05% Tween detergentom (pH 6.0) s postepenim hlađenjem i ispiranjem 

tri puta destiliranom vodom. Endogene peroksidaze su po potrebi blokirane inkubacijom 10 

min u otopini 3% vodikovog peroksida koja je tri puta isprana destiliranom vodom. Rezovi su 

inkubirani u otopini 1% BSA u PBS puferu jedan sat na sobnoj temperaturi. Primarna 

antitijela protiv Ki67 i STAT3 proteina nanešena su u razrjeđenju 1:500 u 1% BSA u PBS 

puferu te se inkubacija odvijala preko noći. Antitijelo je isprano tri puta po pet min otopinom 

0.025% Triton X detergenta u PBS puferu. Sekundarno antitijelo inkubirano je jedan sat na 

sobnoj temperaturi razrijeđeno 1:500 u otopini 0.025% Triton X detergenta u PBS puferu te je 

isprano tri puta s 0.025% Triton X detergenta u PBS puferu. Ukoliko je korišteno sekundarno 

antitijelo s konjugatom peroksidaze hrena, rezovi su inkubirani s otopinom diaminobenzidina 

(DAB) razrjeđenja 1:500 10 minuta te su isprani tri puta destiliranom vodom u trajanju od 

jedne min. 

Bojanje hematoksilinom izvedeno je uranjanjem u hematoksilin 10 sek te ispiranjem 

toplom vodom i vodom sobne temperature, a bojanje eozinom izvedeno je uranjanjem 1 sek u 

otopinu eozina te ispiranjem u vodi sobne temperature. Naknadna dehidracija provedena je 

uranjanjem u serijske otopine etanola redoslijedom tri minute u 70%, dva puta po 10 sek u 

95%, dva puta po 10 sek u 100% te uranjanjem dvije otopine ksilena po 10 sek. Bojanje 

eozinom izvedeno je uranjanjem 2 sek u otopinu eozina te ispiranjem u vodi sobne 

temperature. 

Za završno montiranje rezova na predmetnice korištena je otopina medija MOWIOL 

ili komercijalni medij za montiranje (Dako CS703). Imunodetekcija je provedena 

epifluorescencijskim mikroskopom (Zeiss, Axio Immager D1) ili običnim svjetlosnim 

mikroskopom. 
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3.2.9 Dokazivanje fragmentacije DNA  

Za dokazivanje fragmentacije DNA molekule koja predstavlja jedno od obilježja 

apoptoze, korišten je komplet Ovaj se 

komplet temelji na ugradnji fluorescencijski obilježenih deoksiBuridinBtrifosfata (dUTP) na 3'B

hidroksilnim krajevima fragmentirane DNA molekule pomoću enzima terminalne 

deoksinukleotid transferaze (TdT). Prema naputku proizvođača, prerezi tkiva su 

deparafinizirani i rehidrirani te refiksirani u otopini 4% paraformaldehida. Uslijedio je 5 

minutni tretman enzimom proteinaza K (20 gg/mL vodena otopina) u svrhu razgradnje 

proteina, inkubacija s TdT enzimom u tami 60 minuta koje se na posljetku inhibira upotrebom 

završnog pufera iz kompleta koji sadrži natrijBcitrat. Ukupna DNA boji se 1 min DAPI 

fluorescencijskom bojom te ispere PBS puferom. Preparati su analizirani epifluorescencijskim 

mikroskopom (Zeiss, Axio Immager D1). 

3.2.10 Sekvenciranje RNA  

Objedinili smo po 3 uzorka ukupne RNA izolirane iz mokraćnih mjehura wt miševa 

koji su podvrgnuti kroničnom tretmanu BBNBom kao i netretiranih wt miševa u jedan skupni 

uzorak za sekvenciranje. Sekvencirali smo po tri skupna uzorka za grupu tretiranih kao i 

netretiranih wt miševa te smo na taj način pokrili raspon od 9 uzoraka mjehura wt miševa po 

grupi uzoraka. RNA sekvenciranje nove generacije (engl. ) 

provela je tvrtka . ( ) 

metodom  sekvenciranja. Zatražili smo 40 milijuna čitanja s jednog kraja nakon 

obogaćivanja RNA knjižnice s RNA koja sadrži poliadenilatne slijedove (eng. 

). U sklopu svog servisa, ova tvrtka je provela i početnu analizu FASTQ 

tekstualnog formata rezultata sekvenciranja koristeći FASTQC alat za kontrolu kvalitete 

rezultata sekvenciranja. Svi su analizirani uzorci zadovoljili kriterij za daljnju analizu. 

Sljedovi čitanja dobiveni sekvenciranjem sravnjeni su s transkriptomom miša korištenjem 

 algoritma. Upotrebom  algoritma utvrđene su količine pojedinih transkripata 

u uzorcima BBN tretiranih i netretiranih wt miševa. Diferencijalna analiza zastupljenosti 

transkripata gena mokraćnog mjehura kod tretiranih miševa u odnosu na netretirane, 

provedena je upotrebom  algoritma. ,  i  su algoritmi na osnovi 

programskog jezika C++150B152. Za daljnju analizu ontologije gena čiji se izražaj mijenja 

tijekom tretmana BBNBom, korištena su internet sučelja GOrilla i Revigo153,154. Prag biološke 

značajnosti promjene uzet u obzir za ovu metodu iznosi FC > ±2. 
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3.2.11 Statistički postupci 

Promjene u izražaju ciljnih gena kod pacijenata analizirane su primjenom 

neparametrijskih statističkih metoda. Upotrebom statističkog testa 

analizirane su varijance izražaja ciljnih gena u tumorima u odnosu na zdravo tkivo. Da bismo 

utvrdili je li porast izražaja gena veći od 2 puta značajan za tumore mokraćnog mjehura 

koristili smo binomijalni test. Promjene u izražaju gena grupirane su prema gradusu, 

invazivnosti, spolu i dobi pacijenata te je provedena KruskalBWallis analiza varijance. 

Spearmanov koeficijent korelacije je izračunat u analizi izražaja gena kod pacijenata.  

Za praćenje izražaja upalnih biljega u mokraćnom mjehuru miša tretiranog 

kemikalijom BBN korištena je veličina uzorka koju nalaže literatura za navedeni tip 

eksperimenta proveden na istosojnim miševima155. Analizirana su 4 miša po eksperimentalnoj 

skupini, a u svrhu homogenizacije uzorka iz statističke analize je isključen uzorak s najvećim 

postotkom devijantno izraženih gena po matričnoj ploči u skupini156. Značaj diferencijalnog 

izražaja gena za IL6 između eksperimentalnih skupina utvrđena je upotrebom ANOVA testa.  

Značaj diferencijalnog izražaja gena utvrđenog sekvencioniranjem ukupnih RNA u 

tkivu mokraćnog mjehura wt miša, utvrđen je pomoću CuffDiff multivarijantne analize, a 

korekcija PBvrijednosti je učinjena prema BenjaminiBHochberg modelu151.  

Primijenjena statistička obrada te izrada grafičkih prikaza u ovoj doktorskoj disertaciji 

napravljeni su korištenjem programskog jezika „R“ te programa za statističku obradu 

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

4.1 Tretman kemikalijom BBN izaziva izrazit upalni fenotip tumora mokraćnog 

mjehura kod miševa 

U svrhu istraživanja utjecaja upale prilikom razvoja tumora mokraćnog mjehura, 

miševe smo tretirali poznatim urotelnim karcinogenom NBbutilBNB(4Bhidroksibutil)B

nitrozaminom (BBN). Zanimale su nas promjene u izražaju gena prilikom razvoja tumora pa 

smo proveli analizu apsolutnih promjena na razini izražaja gena metodom RNA sekvenciranja 

( ). Izražaj gena u tkivima mokraćnog mjehura divljeg tipa miševa (wt) koji su 

bili pod kroničnim tretmanom kemikalijom BBN (te razvili tumor mokraćnog mjehura) 

uspoređen je s izražajem gena u zdravim mjehurima istosojnih miševa. RNA sekvenciranje je 

rezultiralo s ~50 milijuna čitanja koja su sravnjena s referentnim transkriptomom miša. 

Tretman kemikalijom BBN uzrokovao je statistički značajno različit (diferencijalni) izražaj 

5861 gena u tkivu mokraćnog mjehura miša. Nakon postavljanja biološkog praga značajnosti 

na dvostruku promjenu ( , FC > ±2), utvrdili smo 2449 biološki značajnih 

promjena koje se odnose na povećanje izražaja 1729 gena te smanjenje izražaja 720 gena. 

Razdioba gena s diferencijalnim izražajem nakon kroničnog tretmana kemikalijom BBN 

grafički je prikazana na slici 10. Dobivene podatke analizirali smo upotrebom baze podataka 

 putem korisničkog sučelja GOrilla. Analiza je uključila 

gene čiji je izražaj značajno promijenjen preko postavljenog biološkog praga. Pomoću tog 

korisničkog sučelja diferencijalno izraženi geni su sistematizirani u ontologijske (GO) 

kategorije. Na slici 11 prikazana je semantička raspodjela GO kategorija vezanih za biološke 

procese u koje se kategoriziraju drugačije izraženi geni u tumorski promijenjenim mokraćnim 

mjehurima miševa tretiranih s BBNBom. Diferencijalno izraženi geni u mokraćnim mjehurima 

tretiranih životinja najznačajnije su svrstani u kategoriju GO podskupine općih imunoloških 

procesa te imunološkog odgovora. Analiza izražaja s obzirom na molekularnu ulogu gena 

pokazala je kako su najviše promijenjeni izražaji gena povezani s aktivnošću citokina, geni za 

stanično signaliziranje kao i geni staničnih receptora (Slika 12).  
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Slika 10. Promjena izražaja gena u zloćudnim tumorima mokraćnog mjehura. Prikaz obrasca 
promjene izražaja gena u tumorima mokraćnog mjehura miša divljeg tipa nakon kroničnog tretmana 
kemikalijom BBN dobivenim RNA sekvenciranjem. Crna boja predstavlja gene čiji izražaj ne prelazi 
niti statistički niti biološki prag značajnosti, P< 0.05, FC<±2 (eng. ); žutom su bojom 
označeni statistički neznačajne promjene u izražaju gena preko biološkog praga značajnosti, p< 0.05, 
FC>±2; crvenom bojom su označeni geni statistički značajnog ali biološki nepromijenjenog izražaja, 
p> 0.05, FC<±2; zelenom bojom su označeni geni koji su statistički značajno različito izraženi, p< 
0.05, FC>±2. 
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Slika 11. Grupiranje gena s promijenjenim izražajem u biološke skupine. Biološki procesi 
povezani su s diferencijalnim izražajem gena u tumorima izazvanim BBNBom. Semantička raspodjela 
zastupljenih GO kategorija vezanih za biološke procese u koje se grupiraju različito izraženi geni u 
tumorima izazvanim BBNBom. Boja kruga ukazuje na statističku snagu GO kategorije gena, a promjer 
kruga pokazuje relativnu širinu GO kategorije kojoj pripadaju pridruženi geni, a koji su različito 
izraženi nakon kroničnog tretmana. Vidljivo je da su geni imunološkog sustava najznačajnije 
promijenjeni. 
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Slika 12. MolekularnoEfunkcionalno grupiranje gena različito izraženih prilikom tretmana 
BBNEom. Semantička raspodjela zastupljenih GO kategorija vezanih za molekularnu ulogu u kojima 
se grupiraju diferencijalno izraženi geni u tumorima izazvanim BBNBom. Boja kruga ukazuje na 
statističku snagu GO kategorije gena, a promjer kruga indicira relativnu širinu GO kategorije kojoj 
pripadaju geni koji su diferencijalno izraženi nakon kroničnog tretmana.  
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 Rezultati dobiveni sekvenciranjem RNA koji ukazuju na izražen upalni fenotip 

tumora izazvanih tretmanom s kemikalijom BBN, potvrđeni su i lančanom reakcijom 

polimerazom u stvarnom vremenu (qPCR) korištenjem matričnih ploča 

. Uz pomoć ovih matričnih ploča istražena je razlika u izražaju 86 gena s poznatom 

ulogom u mišjoj urođenoj i stečenoj imunosti. Rezultati dobiveni tom analizom pokazali su 

pozitivnu korelaciju s provedenim RNA sekvenciranjem (Slika 13). Početno smo analizirali 

izražaj 86 upalnih biljega, no izražaj gena Apcs, Crp, Il2, Il17a, Ifna1, Ifnb, Mbl i Rag1 bio je 

zabilježen samo u akutnom modelu te je relativna kvantifikacija izražaja ovih gena analizirana 

zasebno. Geni za Il4, Il23a, Tlr13, Cd40lg, Mpo i Il5 pokazali su općenito nisku razinu 

izražaja u tkivu mokraćnog mjehura miša te je njihov diferencijalni izražaj utvrđen na temelju 

qPCR eksperimenta s matričnim pločama. Sekvenciranjem RNA utvrđen je porast izražaja 

ovih gena, no s obzirom da njihov izražaj nije utvrđen u mokraćnom mjehuru netretiranih 

miševa, taj porast nije bilo moguće kvantificirati. Ovaj rezultat je očekivan s obzirom da je 

prag detekcije sekvencioniranjem RNA nešto niži u odnosu na qPCR tehnologiju.  

 

 

Slika 13. Korelacija izražaja imunološki važnih gena kod sekvenciranja RNA i qPCREom. 
Pearsonov koeficijent korelacije za omjer promjene ( , FC) izražaja gena kroz ova dva 
eksperimenta iznosi 0.77 te ukazuje na dobru pozitivnu korelaciju, tj. na podudarnost rezultata 
izmjerenu s te dvije metode. 
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4.2 Porast izražaja upalnih biljega prilikom indukcije tumora BBNEom 

Zanimao nas je upalni profil mokraćnog mjehura tijekom početnih faza nastanka 

tumora te smo odlučili ispitati izražaj upalnih gena nakon samo dva tjedna tretmana 

kemikalijom BBN. Izražaj gena u tom trenutku razvoja tumora utvrdili smo metodologijom 

qPCR. Uočili smo značajan porast izražaja ključnih promotora upale kao što su citokini IL1α i 

IL1β, Il18 te IL6. Osim tih citokina, dolazi do porasta izražaja kemokina Ccr6 i Ccr8 važnih 

za regulaciju limfocita T, kao i jednog od glavnih citokina s važnom ulogom u njihovoj 

diferencijaciji, IL4. Uz takav porast izražaja gena koji reguliraju diferencijaciju limfocita T 

prema TH2 lozi, bilježimo pad izražaja transkripcijskog faktora Rorc antagonista TH1 loze, 

kao i transkripcijskog faktora Gata3 (koji potiče diferencijaciju TH2 stanica, te inhibira razvoj 

TH1 stanica). Transkripcijski faktor Foxp3 koji predstavlja glavnog regulatora supresorskih T 

limfocita također je izrazito povišen u tumorima. U predtumorskom upalnom stadiju u 

mokraćnom mjehuru miševa tretiranih s BBNBom, dolazi do porasta izražaja transkripcijskog 

čimbenika NFBκB glavni posrednik upalnih zbivanja. U kroničnom modelu tretmana BBNBom 

koji uzrokuje tumore mokraćnog mjehura te u akutnom upalnom stanju u mokraćnom 

mjehuru miševa, nismo zabilježili značajan izražaj interferona tipa I, međutim, bilježimo 

porast interferona γ i njegovog ciljnog transkripcijskog faktora STAT4 (Slika 14a). Bilježimo 

povećanje izražaja proteina akutnog odgovora no s obzirom da su njihovi izražaji u 

netretiranim miševima ispod praga detekcije metode prikazuju se isključivo u usporedbi s IL6 

KO miševima (Slika 15). 

Izrazitu aktivaciju imunološkog sustava već u akutnom tretmanu vidimo i 

standardnom patohistološkom analizom tkivnih prereza mokraćnog mjehura miša. Primjetan 

je izrazit imunološki infiltrat u urotelnom sloju te u perivaskularnom području stjenke 

mjehura (Slika 16). 

Slijedeće smo provjerili kakav je odnos izražaja upalnih biljega u usporedbi akutnog 

predtumorskog modela s tumorskim, kroničnim modelom. Utvrdili smo da u mokraćnom 

mjehuru miša koji je zahvaćen tumorom dolazi do slabljenja upalnog odgovora što se očituje 

padom izražaja većine upalnih biljega koje smo analizirali, a niti jedan od njih nije pokazao 

pojačan izražaj u tumorskom kroničnom modelu u odnosu na akutni tretman (Slika 14b).  
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Slika 14. Dinimika promjene izražaja imunoloških gena tijekom razvoja tumora. Prikaz odnosa omjera promjena (engl.  (FC) i značajnosti 
promjene u predstadiju tumora (a) te prilikom progresije tumora (b). U grafičkom prikazu zelenom bojom su označeni te imenovani geni sa statistički 
značajnom promjenom izražaja koja prelazi biološki prag FC>2, P<0.05; crvena boja označava FC<2 P<0.05; žutom bojom označeni su geni s FC>2, P>0.05; 
crna boja označava uzorke čije su vrijednosti FC<2, P>0.05. 
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Slika 15. Diferencijalni izražaj proteina akutnog odgovora. Prikaz gena s povećanim izražajem u 
akutnom modelu. Razlika u izražaju navedenih gena između WT i IL6 KO miša nije statisktički 
značajna. 
 

 

 
Slika 16. Patohistološka analiza početnih faza razvoja tumora. Mišji mjehur nakon dva tjedna 
tretmana kemikalijom BBN. Upalni infiltrat prisutan je u epitelu mokraćnog mjehura (a) te u lamini 
propriji (b) kod wt i kod IL6 KO miševa. Histološki rezovi bojani su hematoksilinom i eozinom 
(H&E).  
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U tumorskom (kroničnom) modelu smo proveli usporednu analizu izražaja upalnih 

čimbenika na razini apsolutne i relativne kvantifikacije izražaja koristeći qPCR matrične 

ploče i rezultate sekvenciranja RNA. Ustanovili smo visok porast izražaja općenitih 

promotora upale kao što su citokini Il1α i Il1β, Il18 te IL6 koji je bio od osobitog značaja za 

daljnji tijek istraživanja. Izražaj gena za kemokine Ccr6 i Ccr8 je također izrazito porastao u 

mokraćnim mjehurima kronično tretiranih miševa. Unatoč nedetektabilnim količinama tipa I 

interferona, bilježimo porast izražaja njihovog regulatornog faktora Irf7 kao i Mx gena koji je 

induciran djelovanjem interferona iz skupine I i II (Slika 17a i b). U tablici 6 nalazi se prikaz 

izražaja svih analiziranih gena usporedno između relativne kvantifikacije qPCRBom i RNA 

sekvenciranjem, a slika 18 prikazuje omjer promjene i varijabilnost izražaja svake 

pojedinačne eksperimentalne skupine u akutnom i kroničnom tretmanu.  



55 
 

 
 

 
 
Slika 17. Odnos omjera promjene (engl.  (FC)) i značajnosti promjene u tumorskom modelu u odnosu na kontrolne–netretirane 
mokraćne mjehure miševa. (a) prikaz rezultata dobivenih matričnim pločama, (b) rezultati sekvenciranja RNA. U grafičkom prikazu zelenom bojom su 
označeni te imenovani geni sa statistički značajnom promjenom izražaja koja prelazi biološki prag FC>2. Crvena boja označava FC<2, žutom bojom označeni 
su geni s FC>2 ali P>0.05, a crna boja bilježi FC<2 i P>0.05. 
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Tablica 6. Usporedne vrijednosti omjera izražaja (FC, engl. ) imunoloških biljega u 
eksperimentima qPCREom te RNA sekvenciranjem. Oznaka UP odnosi se na izražaj gena koji nije 
detektiran u netretiranom mjehuru, a zabilježen je u kroničnom tretmanu. ND B nedeterminiran. 
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Slika 18. Normaliziran izražaj eksperimentalnih skupina za pojedinačne imunološke biljege koji su testirani. Izražaj gena (GOI, engl. gene of interest) 
normaliziran je prema genu s konstitutivno aktivnim promotorom tzv. “housekeeping gen” (HKG). 
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Jedan od gena s najvećim porastom izražaja i u akutnom i u kroničnom modelu jest 

Il6. Porast izražaja upalnog citokina Il6 dodatno smo potvrdili testirajući zasebno izražaj Il6 u 

mjehurima svakog pojedinačnog od 10 miševa iz eksperimentalnih skupina te smo utvrdili da 

u akutnom upalnom odgovoru dolazi do porasta izražaja od 36 puta (P<0.001), dok je u 

tumorskom modelu njegov izražaj u padu, međutim, još je uvijek 17 puta (P<0.001) viši nego 

u zdravim mokraćnim mjehurima netretiranih miševa (Slika 19) pa smo pristupili detaljnoj 

analizi utjecaja IL6 na razvoj tumora mokraćnog mjehura kod miša i čovjeka. 

 
 

 
 
Slika 19. Izražaj Il6 nakon akutnog i kroničnog tretmana BBNEom. Izražaj IL6 značajno raste u 
akutnom modelu, njegova razina pada u mokraćnom mjehuru miševa koji su razvili tumore, ali je 
unatoč tome značajno višeg izražaja u odnosu na mokraćni mjehur netretiranih miševa. 
 

  

***
*** ***
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4.3 Patohistološki fenotip tumora mokraćnog mjehura wt i IL6 KO miševa 

Utvrdili smo da je Il6 jedan od gena s najvećim porastom izražaja u predtumorskom 

stadiju (akutni model) te da njegov izražaj slabi s progresijom tumora (kronični model), ali je 

također znatno jače izražen u mokraćnom mjehuru miša zahvaćenim tumorom u odnosu na 

zdravi mokraćni mjehur miševa koji nisu bili tretirani BBNBom (slika 19). Zanimalo nas je li 

uloga ovog proupalnog citokina prilikom razvoja tumora zaštitna ili, pak, Il6 pridonosi lošijoj 

tumorskoj slici. U tu svrhu smo kemikalijom BBN inducirali tumore kod miševa koji nose 

delecijsku mutaciju za citokin IL6 (IL6 KO) te smo usporedili fenotip tumora IL6 KO miševa 

s fenotipom tumora kod divljeg tipa (WT) tretiranih miša. Tumore izazvane karcinogenom 

BBN kod IL6 KO i WT miševa smo analizirali patohistološki te smo utvrdili da su tumori IL6 

KO miševa znatno više infiltrirani plazma stanica koje sadrže dosta Russelovih tjelešaca u 

usporedbi s tumorima WT miša. Upalni infiltrat s plazma stanicama prisutan je u svim 

slojevima mokraćnog mjehura, a plazma stanice primjetne su već u mjehurima IL6 KO 

miševa akutnog tretmana (Slika 15). Za tumore IL6 KO miševa karakteristična je i pojava 

mikroapcesa u epitelnom i subepitelnom sloju. Važno je istaknuti kako su u 4/12 mokraćnih 

mjehura IL6 KO miševa pronađeni papilarni tumori koji se kod WT miša ne pronalaze. Na 

slici 19 prikazani su reprezentativni patohistološke slike mokraćnog mjehura WT i IL6 KO 

miševa podvrgnutih akutnom i kroničnom tretmanu BBNBom. 
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Slika 20. Reprezentativni histološki prerezi mokraćnog mjehura miševa podvrgnutih akutnom i 
kroničnom tretmanu s kemikalijom BBN. Bojenje s hematoksilinom i eozinom (H&E). 

 

Tablica 7 prikazuje sveobuhvatnu patohistološku analizu tumora oba ispitana soja u 

akutnom modelu, a tablica 8 prikazuje patohistološke osobine mokraćnih mjehura miševa 

podvrgnutih kroničnom tretmanu. Na slici 20 prikazani su reprezentativni patohistološki 

preparati mokraćnog mjehura WT i IL6 KO miševa podvrgnutih akutnom i kroničnom 

tretmanu BBNBom. 
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Tablica 7. Patohistološke osobine mokraćnih mjehura wt i IL6 KO miševa nakon akutnog tretmana. Kratice : mix – miješana upala, mn – mononuklearna, pmn – 
pretežno mononuklearna, pg – pretežno granulocitna, pc – plazma stanice, ly – limfociti, ma – makrofazi, PV – perivaskularno, IS – intersticijalno, m.apsc – mikroapscesi, rb – Russellova 
tjelesca, sq – plocasta (skvamozna) diferencijacija, lp – lamina propria,, SE – subepitelno, E – epitelno, M – mišić, S – seroza, LP – lamina propria, Inv – invazija, Microinv. – mikroinvazija, osk 
– oskudna, LG – low grade, HG – high grade, Pk – pokoji, Sf – siderofag Gr – granulociti dezmoplazija – fibroza, mikrov.prolif. – mikrovilna proliferacija 
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Tablica 8. Patohistološke osobine mokraćnih mjehura wt i IL6 KO miševa nakon kroničnog tretmana. Kratice : mix – miješana upala, mn – mononuklearna, pmn – 
pretežno mononuklearna, pg – pretežno granulocitna, pc – plazma stanice, ly – limfociti, ma – makrofazi, PV – perivaskularno, IS – intersticijalno, m.apsc – mikroapscesi, rb – Russellova 
tjelesca, sq – plocasta (skvamozna) diferencijacija, lp – lamina propria,, SE – subepitelno, E – epitelno, M – mišić, S – seroza, LP – lamina propria, Inv – invazija, Microinv. – mikroinvazija, osk 
– oskudna, LG – low grade, HG – high grade, Pk – pokoji, Sf – siderofag Gr – granulociti dezmoplazija – fibroza, mikrov.prolif. – mikrovilna proliferacija 
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Koristeći specifično imunohistokemijsko bojenje za proliferacijski biljeg Ki67 istražili 

smo proliferacijsku stopu tumora u WT i IL6 KO miševa te smo utvrdili da nema značajnih 

razlika u proliferacijskim osobinama tumora između dva eksperimentalna soja. U obje 

eksperimentalne skupine pronašli smo visokogradusne i niskogradusne tumore čija je stopa 

zastupljenosti bila podjednaka. U WT grupi miševa 2/8 tumora imalo je slabo nuklearno 

bojenje za Ki67 proliferacijski biljeg, a ostalih šest jako. Vrlo slično, kod IL6 KO miševa, 3/9 

tumora bilo je niske proliferacijske razine, a preostalih šest visoko (Slika 21). Kod tumora 

niske proliferacijske razine, bojenje Ki67 bilo je najbolje uočljivo u epitelnom i subepitelnom 

sloju, a kod tumora visoke proliferacijske razine kroz cijelu stjenku mjehura. 

 



64 
 

 

Slika 21. Stupanj proliferacije u tumorima IL6 KO i WT miševima. Imunohistokemijsko bojenje 
za jezgreni proliferacijski biljeg Ki67. Grafički prikaz za sve tretirane životinje. Oznake 
VISOKO/NISKO odnose se na stupanj proliferacije. 
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S namjerom da utvrdimo razinu programirane stanične smrti tj. apoptoze tumorske 

preparate oba soja smo fluorescencijski obilježili za detekciju DNA fragmentacije upotrebom 

TUNEL tehnike. Utvrdili smo da je pojava apoptoze ograničena samo na epitelni sloj 

mokraćnog mjehura. Unutar obje eksperimentalne grupe razlikovale su se podskupina tumora 

sa slabo izraženom apoptozom i podskupina s dobro izraženom apoptozom (Slika 22). 

Zastupljenost ove dvije podskupine se razlikovala između sojeva te su tumori IL6 KO miševa 

u manjem broju prikazivali visoko apoptotičan fenotip (Slika 23).  
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Slika 22. Apoptoza u tumorima mokraćnog mjehura WT i IL6 KO miševa. Razlikuju se dvije 
podskupine tumora koje imaju visoko pojavnu apoptozu u epitelu mokraćnog mjehura i one s niskom 
pojavom apoptoze. 
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Slika 23. Stupanj apoptoze u zloćudnim tumorima mokraćnog mjehura WT i IL6 KO miševa. 
Zastupljenost visokog i niskog apoptotičnog fenotipa u mokraćnom mjehuru WT i IL6 KO miša 
kronično tretiranih kemikalijom BBN. 
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4.4 Diferencijalni izražaj gena prilikom tretmana kemikalijom BBN u WT i IL6 

KO miševima 

IL6 KO miševe smo također podvrgnuli akutnom i kroničnom tretmanu te smo testirali 

izražaj najvažnijih imunoloških biljega u mokraćnom mjehuru upotrebom prethodno opisane 

qPCR matrične ploče.  

U svrhu razumijevanja posljedičnih promjena izražaja gena koje se događaju tijekom 

indukcije i progresije tumora izazvanih BBNBom, prvotno smo usporedili izražaj upalnih 

biljega u mokraćnom mjehuru netretiranih kontrolnih miševa oba soja (normalni/WT i miševi 

bez interleukina 6/IL6 KO). Analiza izražaja gena pokazala je da su mokraćni mjehuri WT i 

IL6 KO miša vrlo sličnog profila izražaja imunoloških biljega. Jedina značajna razlika koja se 

uočava u usporedbi mokraćnih mjehura WT i IL6 KO miša jest smanjen izražaj interleukina 

1α (Il1a) u mokraćnom mjehuru IL6 KO miša (Slika 24).  
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Slika 24. Razlika u izražaju imunoloških gena u tkvivu mokraćnog mjehura IL6 KO i WT 
miševa. Profil izražaja imunoloških biljega u mokraćnom mjehuru netretiranih IL6 KO miševa u 
odnosu na normalnog miša (WT). U grafičkom prikazu zelenom bojom su označeni te imenovani geni 
sa statistički značajnom promjenom izražaja koja prelazi biološki prag FC>2, P<0.05; crvena boja 
označava FC<2 P<0.05; žutom bojom označeni su geni s FC>2, P>0.05; crna boja bilježi FC<2, 
P>0.05. 
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Analiza izražaja imunoloških biljega prilikom akutnog tretmana kemikalijom BBN 

pokazala je da kod miševa koji nemaju citokin IL6 postoji smanjen izražaj nekoliko ključnih 

gena koji reguliraju imunološki odgovor (Slika 25a). Najizraženiji je pad izražaja gena za 

interleukin 4 kojeg u najvećoj mjeri proizvode aktivirani pomagački TH2 limfociti, a 

primjetan je i ukupan pad izražaja njihovog CD4 koreceptora koji zajedno s TCR receptorima 

sudjeluje u komunikaciji limfocita T s antigen prezentirajućim stanicama (APC, eng. 

). Uz to je smanjen izražaj Ccr6 kemokinskog receptora karakterističnog za 

podvrste pomagačkih limfocita Treg i TH17, a primjetan je i smanjeni izražaj interleukina 10 

(Il10) koji djeluje poticajno na razvoj TH2 pomagačkih limfocita. Osim smanjenog izražaja 

gena koji djeluju na imunološki odgovor T stanicama, nedostatak Il6 uzrokovao je i pad 

izražaja dijela integrinskog receptora Itgam (Cd11b) koji sudjeluje u adherenciji neutrofila i 

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

Iako u akutnom odgovoru bilježimo smanjen profil izražaja imunoloških biljega, u 

kroničnom tumorskom modelu kod IL6 KO miša ne bilježimo pad izražaja niti jednog od 

ispitanih gena već isključivo povećanje izražaja gena koji imaju ulogu u regulaciji aktivnosti 

limfocita T (Slika 25b). U IL6 KO mišu značajno su povišeni opći upalni interleukini Il1a i 

Il1b te čimbenik tumorske nekroze α (Tnf). Povišen je izražaj kemokinskih receptora 

specifičnih za TH2 i Treg stanice, Ccr4 i Ccr8, kostimulatora za aktivaciju T limfocita Cd40lg, 

kao i Ccr6 kemokinskog receptora specifičnog za TH17 pomagačke T limfocite. Najviša 

promjena izražaja zabilježena je za faktor stimulacije kolonija granulocita i makrofaga (Csf2) 

koji je povišen u IL6 KO mišu u odnosu na WT. Uočeni diferencijalni profil izražaja ukazuje 

na pojačanu aktivaciju pomagačkih T limfocita u mokraćnim mjehurima IL6 KO miša 

zahvaćenim tumorima izazvanim BBNBom. Zbog varijabilnosti uzorka, porast izražaja 

interferona γ (IFNγ) nije se pokazao značajnim, međutim bilježimo značajan porast izražaja 

njegovog transkripcijskog čimbenika STAT4. 
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Slika 25. Različiti izražaj imunoloških biljega u mokraćnom mjehuru IL6 KO miša u odnosu na WT miša nakon tretmana BBNEom.(a) Diferencijalni 
izražaj nakon akutnog tretmana BBNBom, (b) Diferencijalni izražaj nakon kroničnog tretmana BBNBom. U grafičkom prikazu zelenom bojom su označeni te 
imenovani geni sa statistički značajnom promjenom izražaja koja prelazi biološki prag FC>2. Crvena boja označava FC<2, žutom bojom označeni su geni s 
FC>2 ali P>0.05, a crna boja bilježi FC<2 i P>0.05. 
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4.5 Izražaj IL6, STAT3, RelA/p65, CCND1, TGFβ1 i VEGFA u tumorima 

mokraćnog mjehura kod čovjeka 

Metodom qPCR mjerili smo diferencijalni izražaj citokina IL6 te nizvodnih 

efektorskih proteina njegovog djelovanja; transkripcijskih faktora Stat3 i podjedinice NFBκB 

RelA/p65 proteina, faktora rasta TGFβ1 i VEGFA te ciklina D1 u tumorskom i pridruženom 

zdravom tkivu mokraćnog mjehura 36 pacijenata. Postavili smo biološki prag promjene 

izražaja od 2 puta kao značajnu promjenu u izražaju svakog od testiranih gena. Utvrdili smo 

da je razina izražaja IL6 smanjena u 23/36 tumorskih uzoraka pacijenata (Slika 26), a izražaj 

transkripcijskog faktora STAT3 povišen je u 27/36 pacijenata (P=0.002), RelA/p65 te TGFβ 

povišeni su u 35/36 tumora (P<0.0001), a ciklin D1 i VEGFA su povišeni u 34/35 tumora 

(P<0.0001). Smanjen izražaj utvrđen je u 1/36 tumora za STAT3, RelA/p65 i TGFβ, a 2/36 

tumora pokazala su smanjen izražaj ciklina D1. Niti jedan od tumora nije imao smanjen 

izražaj VEGFA faktora rasta. Distribucija omjera promjene za svaki od analiziranih gena 

sumarno je prikazana na slici 27. Ukoliko u zdravom tkivu sparenog uzorka nije zabilježen 

izražaj pojedinog gena, a u tumorskom tkivu je gen izražen, diferencijalni izražaj je prihvaćen 

kao značajno povećan. Preliminarnom statističkom analizom smo utvrdili da visina promjene 

značajno ne ovisi o gradusu (P=0.792B0.984), invazivnosti (P=0.399B0.949), spolu (0.536B

0.780) ili dobi (P=0.541B0.816) pacijenata. Međutim, uočena je umjerena korelacija između 

razine izražaja RelA/p65 i STAT3 (ρ=0.57, P=0.0008), te ciklina D1 i TGFβ (ρ=0.66, 

P=0.0003) te slabija korelacija između transkripcijskog faktora STAT3 i TGFβ (ρ=0.42, 

P=0.03). 
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Slika 26. Diferencijalni izražaj IL6 u tumorima mokraćnog mjehura pacijenata. Razina IL6 
smanjena je ispod biološkog praga omjera promjene FC<2 kod 21/35 tumorskih uzoraka pacijenata, a 
do povećanja izražaja dolazi kod 7/35 tumora. 
 
 

 

 

Slika 27. Razina izražaja STAT3, NFEκB, TGFβ, VEGFα i ciklina D1 u tumorima mokraćnog 
mjehura pacijenata. Biološki prag za porast/pad postavljen je na FC>2. UP* označava porast izražaja 
kod uzoraka kod kojih je u kontrolnom tkivu razina izražaja bila nedetektabilna.
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4.6 Aktivacija STAT3 i RelA/p65 u tumorima mokraćnog mjehura čovjeka 

Utvrdili smo da u tumorima mokraćnog mjehura kod čovjeka dolazi do povećanog 

izražaja transkripcijskih faktora STAT3 i NFBκB. Glavno obilježje aktivacije ovih 

transkripcijskih faktora jest njihova fosforilacija te translokacija iz citoplazme u jezgru stanice 

gdje izvršavaju funkciju regulacije izražaja ciljnih gena. Analizirali smo 11 uzoraka metodom 

 te smo utvrdili da dolazi do aktivacije ovih transkripcijskih čimbenika, a 

reprezentativan prikaz blota nalazi se na slici 28a. Nadalje, razdvojili smo nuklearnu frakciju 

od citoplazmatske u uzorcima svježih tumora mokraćnog mjehura te smo utvrdili da je 

fosforilirani oblik STAT3 transkripcijskog faktora prisutan u jezgrenoj frakciji, a fosforilirani 

RelA/p65 je detektiran u citoplazmatskoj frakciji (Slika 28b). Parafinski rezovi tumora 

mokraćnog mjehura pacijenata koji su pokazivali najjači porast izražaja STAT3 gena su 

imunofluorescencijski bojeni za fosfoBSTAT3 prilikom čega je utvrđena nuklearna 

lokalizacija aktiviranog transkripcijskog čimbenika STAT3 (Slika 29).   

 

 

Slika 28. Aktivacija transkripcijskih faktora STAT3 i RelA/p65 u tumorima mokraćnog 
mjehura pacijenata. (a) Imunoblot fosforilacije STAT3 na Y705, normalizacija prema GAPDH. (b) 
Imunoblot analiza staničnih frakcija pomoću protutijela za fosfoBStat3 (Y705) te fosfoBRelA/p65 
(S536), biljezi citoplazmatske i nuklearne frakcije su vinkulin i histon H3.  
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Slika 29. Nuklearna lokalizacija i aktivacija transkripcijskog faktora STAT3. 
Imunofluorescencijsko bojenje parafinskih prereza pacijenata koristeći protutijelo za fosfoBSTAT3 
(Y705). Kontrola u ovom eksperimentu je biopsija zdravog mjehura. 
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5 RASPRAVA 

Još je 1889. godine Stephen Paget postulirao teoriju „sjemenke i tla“ kada je predložio 

da neoplastične stanice („sjemenke“) mogu započeti tumorigenezu samo ako su u 

„gostoljubivom“ okruženju. Iako je ova teorija dugo vremena bila zanemarena i istraživanja 

su bila uglavnom usmjerena na unutarnja svojstva tumorskih stanica, u novije vrijeme je 

znanstvena pažnja skrenula svoj interes na tumorsko mikro okruženje koje je izrazito 

imunološki aktivno. Imunologija tumora mokraćnog mjehura još je uvijek neistraženo 

područje što je pomalo i začuđujuće s obzirom da se terapija mišićnoBneinvazivnih tumora 

mokraćnog mjehura temelji upravo na mijenjanju imunološkog okruženja u mjehurima 

pacijenata upotrebom cjepiva BCG157. Do sada je razvijeno nekoliko životinjskih 

eksperimentalnih modela za tumore mokraćnog mjehura, a najčešće korišteni model se temelji 

na indukciji tumora mokraćnog mjehura upotrebom kemikalije BBN158. Taj model inducira 

tumore koji po svojim osobinama najviše nalikuju na invazivne tumore mokraćnog mjehura 

kod čovjeka kako je pokazano u nekoliko studija koje su uz pomoć tehnologije genskih 

čipova analizirale izražaj gena važnih za kontrolu stanične proliferacije, diferencijacije, 

staničnog ciklusa i apoptoze159B161. U ovoj se disertaciji po prvi puta pristupilo analizi 

apsolutnih promjena koje se događaju na razini izražaja cjelokupnog genoma prilikom 

indukcije tumora mokraćnog mjehura kod miševa. Koristeći metodu RNA sekvenciranja 

utvrdili smo cjelokupan transkriptom mokraćnih mjehura u kojima je BBNBom induciran 

zloćudni tumor. Utvrdili smo da do najznačajnijih promjena izražaja gena u mokraćnim 

mjehurima miševa zahvaćenim invazivnim tumorima dolazi upravo u području modulacije 

imunološkog odgovora što ovaj eksperimentalni model čini iznimno dobrim za proučavanje 

imunologije tumora mokraćnog mjehura. Jedan dio rezultata dobivenih RNA sekvenciranjem 

smo dodatno potvrdili na setu od 83 imunološka biljega upotrebom qPCR tehnologije. 

Ustanovili smo da u mokraćnom mjehuru miševa dva tjedna nakon početka tretmana dolazi 

do aktivacije općeg upalnog odgovora na što upućuju povišene razine izražaja interleukina 

IL1α, IL1β IL18, proBupalnog citokina IL6, kao i proteina akutne faze, a upalni infiltrat je 

početno prisutan u epitelnom i subepitelnom sloju mokraćnog mjehura. Posljedično tomu, 

bilježimo i pojačan izražaj signalnih proteina nizvodno od receptora za glavne proupalne 

citokine, kao što su MAPK i NFBκB. Tijekom kemijski inducirane neoplastične promjene u 

tkivu, stanični posrednici urođene imunosti, poput makrofaga, induciraju DNA oštećenje jer 

otpuštaju reaktivne kisikove i dušikove radikale162 te na taj način doprinose početku akutne 
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upale koja imunološki sliči procesu zarastanja rana, a karakterizira ju supresija imunološkog 

sustava koja u normalnim uvjetima služi držanju pod kontrolom autoBdestruktivnog upalnog 

stanja. Ishod takvog stanja je vrlo neizvjestan jer tumorske stanice koje nose onkogene 

mutacije luče molekule koje mijenjaju imunološku i potpornu osnovu strome te ovisi o dobroj 

ravnoteži između citotoksičnih limfocita T i NK stanica koje djeluju u sinergiji s antigen 

prezentirajućim stanicama i supresorskim stanicama poput pomagačkih TH2 i Treg stanica163.  

Zanimalo nas je što se događa s izražajem gena čiji proteini potiču upalu u trenutku 

kada u mokraćnom mjehuru miševa pronalazimo već uznapredovale invazivne tumore. 

Ustanovili smo da je upalni odgovor oslabio u odnosu na stanje u početnim stadijima 

indukcije tumora, što se vidi prema nižoj ekspresiji gotovo svih testiranih upalnih gena. 

Tumori su u mogućnosti na različite načine suprimirati upalu u svojoj okolini te štoviše, 

iskoristiti je za svoj napredak164. Regulatorni pomagački limfociti T (Treg) igraju važnu ulogu 

u regulaciji prepoznavanja antigena, ali povišen broj tih stanica u perifernoj krvi i mikro 

okruženju tumora je česta pojava kod pacijenata s invazivnim i metastatskim tumorima165. 

Treg stanice izražavaju CD4, CD25 i Foxp3 proteine te se u normalnim uvjetima pronalaze u 

limfatičkom tkivu. Ukoliko se Treg stanice pronalaze u tumorima pacijenata, značajan su 

pokazatelj loše prognoze166. U tumorima mokraćnog mjehura čovjeka pokazano je da povećan 

omjer Treg stanica u odnosu na efektorske T stanice u kombinaciji s mikroskopskim fokusima 

tumora zaostalim nakon resekcije tumora, doprinosi vraćanju tumora bez obzira na stadij 

tumora167. Dolazak Treg limfocita u tumore odvija se putem kemokina Ccl22 koji se veže na 

Ccr4 receptor kojeg i sami izražavaju168. U kroničnom modelu tumora kod miša izražaj 

kemokina Ccl22 porastao je preko 10 puta (podatak iz ukupnog sekvenciranja RNA, nije 

grafički prikazan) te bilježimo porast transkripcijskog faktora Foxp3 koji je ključan za 

diferencijaciju naivnih T limfocita u Treg limfocite, što ukazuje na mogući imunosupresivni 

doprinos Treg stanica razvoju tumora. Kod ljudi je pokazano da pacijenti s Foxp3+ 

invazivnim tumorima mokraćnog mjehura imaju smanjenu stopu preživljenja169. U 

tumorskom mokraćnom mjehuru miša, povišena je i ekspresija kemokinskog receptora Ccr8, 

specifičnog za limfocite Treg i TH2 koje u tumorima imaju važnu ulogu supresije 

imunološkog odgovora163,170. Ekspresija tog kemokinskog receptora povišena je u tumorima 

pacijenata, a tumori kod ljudi često proizvode velike količine liganda za Ccr8 receptor171.  

Zanimljivo je istaknuti kako u mišjim tumorima nismo zabilježili izražaj ključnih gena 

povezanih s pomagačkim TH17 limfocitima, a pokazano je kako su TH17 stanice prisutne u 

tumorima mokraćnog mjehura kod čovjeka, kao i u krvi pacijenata oboljelih od ove bolesti172. 
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Diferencijaciju TH17 stanica u timusu započinju TGFβ i IL6 ili IL21173B175, a njihova 

aktivacija ovisi o transkripcijskom faktoru Rorc176 čiji je izražaj u tumorima čak niži nego u 

zdravim mjehurima netretiranih miševa. Također, aktivaciju tih limfocita prati i njihovo 

izlučivanje interleukina IL17177 koji je bio nedetektabilan u tumorima kod miševa 

podvrgnutim kroničnom tretmanu. Izražaj IL17 uočili smo samo tijekom akutnog tretmana 

koji vjerojatno potiče od limfocita Tγδ koji imaju važnu ulogu u proizvodnji IL17 u ranim 

stadijima bolesti, a poznato je da su upravo oni dobro zastupljena podgrupa limfocita u 

epitelnom tkivu178. 

Citokin IL6 je začetnik signalnih puteva koji reguliraju stanični rast, proliferaciju i 

apoptozu te svojim djelovanjem može potaknuti razvoj tumora, a s druge strane, potreban je 

za uspješnu diferencijaciju izvršnih limfocita T i B koji imaju protutumorski potencijal179. 

Njegova uloga u razvoju tumora mokraćnog mjehura nije detaljno opisana u literaturi. 

. su pokazali kako je razina tog citokina povišena u urinu i serumu kod pacijenata koji 

boluju od tumora mokraćnog mjehura u odnosu na zdrave ispitanike, te da tumori izazvani 

ortotopičkom implantacijom stanica s utišanim genom za IL6 imaju slabiji invazivni 

potencijal180.  pokazuju na staničnim linijama tumora mokraćnog mjehura kako 

konstitutivan izražaj IL6 ovisi o osobinama tumora iz kojeg te stanice potječu. Slabo 

diferencirane T24 tumorske stanice proizvode visoke razine IL6, dok RT4 stanice s WT p53 

genom te HT1376 stanice dobro diferenciranog visokogradusnog tumora izražavaju znatno 

manje količine IL6181. Naši podaci pokazuju kako u tumorskom tkivu pacijenata dolazi do 

pada izražaja IL6 u odnosu na okolno tkivo koje nije zahvaćeno tumorom. Izražaj IL6 u 

tumorima koje smo izazvali kod miševa je povećan u odnosu na kontrolne netretirane miševe, 

no važno je naglasiti kako postoji značajan pad njegovog izražaja u mjehurima s invazivnim 

tumorima u kroničnom modelu (u odnosu na akutno tretirane mjehure miševa). Buduće bi 

studije trebale pokazati što se događa s izražajem IL6 prilikom još dužih studija od našeg 

kroničnog modela. 

Nastojeći bolje objasniti ulogu IL6 u imunološkim procesima pri razvoju tumora 

mokraćnog mjehura, podvrgnuli smo miševe koji nose delecijsku mutaciju (IL6 KO) za 

citokin IL6 akutnom i kroničnom tretmanu BBNBom. Korištenje takvih, genetskih modela (s i 

bez određenog gena) smatra se konačnom linijom dokaza o ulozi određenog gena i proteina u 

patogenezi bilo kojeg poremećaja. Poznato je da IL6 KO miševi imaju mnogostruke 

fenotipske abnormalnosti poput usporenog zaraštanja rana, slabijeg akutnog odgovora na 

patogene, smanjenog kapaciteta za regeneraciju jetre te da ne razvijaju neke eksperimentalne 
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modele autoimunoih bolesti182B185. Istraživanja tumora provedena upotrebom IL6 KO miša 

pokazala su i zaštitnu i zloćudnu ulogu ovog citokina u procesu njihovog razvoja186B188. 

Početno smo miševe podvrgnuli akutnom tretmanu BBNBom te smo utvrdili da je kod IL6 KO 

miševa najuočljvija promjena pad izražaja IL4 koji je ključan za razvoj imunosupresivnih TH2 

limfocita189. Taj je rezultat u skladu s istraživanjima koja pokazuju da je IL6 potreban za 

početnu polarizaciju naivnih, pomagačkih limfocita TH0 prema TH2 podskupini koja daljnjim 

izlučivanjem IL4 autokrinim putem potiče svoju proliferaciju190,191. Uočili smo pad izražaja 

Ccr6 receptora specifičnog za TH17 i Treg limfocite, kao i Ccr4 receptora na TH2 i Treg 

stanicama što sveukupno ukazuje na oslabljen akutni odgovor limfocitima T u mokraćnom 

mjehuru miša tretiranog s BBNBom, a u skladu s dosadašnjim istraživanjima koja su pokazala 

kako ablacija IL6 dovodi do zakašnjelog upalnog odgovora limfocitima T prilikom tkivne 

upale182,185. Usporedbom netretiranih miševa oba soja (IL6 KO i WT), utvrdili smo da je 

izražaj IL1α u mokraćnim mjehurima IL6 KO miševa niži u odnosu na WT miševe. IL1α je za 

razliku od IL1β, konstitutivno prisutan u svim nehematopoetskim stanicama u prekursorskom 

obliku, a njegov izražaj raste prilikom tkivne hipoksije i upalnog stanja kada dolazi do 

njegove proteolitičke aktivacije192. Pokazano je kako upravo taj interleukin započinje kaskadu 

upalnog odgovora otpuštanjem iz nekrotičnih stanica u kojima je bio prisutan, a IL1β se 

počinje lučiti nešto kasnije nakupljanjem limfocita u oštećenom tkivu193,194. Naši rezultati 

pokazuju da IL6 možda regulira bazalni izražaj IL1α u mokraćnom mjehuru kod miša, a 

smanjena razina tog interleukina mogla bi doprinijeti zakašnjelom odgovoru akutne upale koji 

je uočen. 

Analizom kroničnog modela koji je rezultirao invazivnim tumorima u mokraćnom 

mjehuru oba soja miševa, utvrdili smo kako u IL6 KO miševima raste izražaj receptora 

prisutnog na imunosupresivnim limfocitima T, Ccr4 i Ccr8, što je u skladu s opisanim 

utjecajem IL6 na diferencijaciju TH1 stanica. Poznato je kako u prisutnosti citokina TGFβ, 

naivni TH0 limfociti izražavaju Foxp3 transkripcijski faktor te postaju limfociti Treg, dok je u 

prisutnosti TGFβ i IL6 razvoj Treg stanica suprimiran te se odvija u smjeru razvoju TH17 

limfocita117,118,195. Utvrdili smo, također, kako su tumori mokraćnog mjehura IL6 KO miša 

infiltrirani plazma stanicama koje sadržavaju Russelova tjelešca što je u skladu s povećanim 

izražajem proteina CD80 koji se nalazi na površini aktiviranih limfocita B te služi kao 

kostimulator limfocita T, potreban za njihovu aktivaciju i preživljenje196. Uloga limfocita B i 

plazma stanica infiltriranih u tumore puno je manje istražena od uloge limfocita T. Podvrsta 

limfocita B nazvanih analogijom Breg stanicama također može imati imunosupresivnu ulogu 
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u tumorima197,198. Prisutnost limfocita B u tumorskom okruženju povezano je s povećanim 

metastatskim potencijalom tumora mokraćnog mjehura zbog pojačavanja signaliziranja 

androgenim receptorom i interleukinom 18199.  

Uz pomoć TUNEL tehnike, utvrdili smo da manji broj tumora kod IL6 KO miševa 

pokazuje jaki apoptotičan fenotip što može ukazivati da IL6 regulira apoptozu u tumorima 

mokraćnog mjehura. I na posljetku, značajna promjena koju treba istaknuti jest da kod IL6 

KO miševa dolazi do jakog porasta faktora stimulacije granulocita i makrofaga Csf2 koji je 

povezan s lošom prognozom kod osoba oboljelih od tumora mokraćnog mjehura200. Poznato 

je kako tumori koji luče Csf2 mogu biti vrlo agresivne prirode zbog imunosupresivnog 

fenotipa i jakog angiogentskog potencijala kao što je slučaj kod primarnih i metastatskih 

karcinoma pluća201,202. Stanice tumora mokraćnog mjehura izlučuju ovaj faktor matičnih 

stanica i na taj način autokrino promoviraju svoj rast203,204, a naši rezultati pokazuju kako IL6 

možda ima protektivnu ulogu ograničavajući izražaj Csf2. 

U ljudskim smo tumorima istražili izražaj gena koji se nalaze nizvodno od receptora 

za IL6 primarno STAT3. Transkripcijski faktori STAT3 i NFBκB su glavni promotori upalnih 

procesa i o njihovom djelovanju ovise ishodi mnogih tumora205. U mišjem modelu tumora 

mokraćnog mjehura, Stat3 je opisan kao vrlo važan faktor za razvoj tumora mokraćnog 

mjehura. Tako Stat3 transgenični miševi s povećanim izražajem tog transkripcijskog faktora u 

matičnim stanicama urotela razvijaju invazivne tumore i CIS zaobilazeći neinvazivan 

papilarni stadij tumora nakon izlaganja BBNBu. Nadalje, aktivacija Stat3 proteina pokazana je 

neizostavnom za inicijaciju tumora u HaBRas niskogradusnom papilarnom modelu tumora 

miša206. Naši rezultati na tumorskim uzorcima čovjeka podupiru prethodne studije koje tvrde 

da je aktivacija tog transkripcijskog faktora važna za razvoj tumora mokraćnog mjehura te 

ovdje pokazujemo kako u tumorima mokraćnog mjehura čovjeka dolazi do povećanog 

izražaja i aktivnosti STAT3. STAT3 je u tumorima pacijenata bio povišen unatoč smanjenom 

izražaju IL6 što može upućivati da je u tim tumorima čovjeka dominantan neki drugi citokin 

poput IL11 ili LIF u aktivaciji gp130/STAT3 signalnog puta61,207. Tumori koji su prikazali 

jaku fosforilaciju i nuklearnu translokaciju molekule STAT3 bili su i visoko proliferativni što 

govori u prilog dosadašnjim spoznajama o važnosti aktivacije STAT3 signalnog puta za 

proliferaciju i preživljenje stanica raka mokraćnog mjehura208,209.  

Jednako važan promotor upale je i transkripcijski faktor NFBκB, a njegova 

potencijalna uloga u tumorima mokraćnog mjehura je početno istražena zbog dobre 

povezanosti NFBκB s intersticijskim cistitisom210. Njegova nuklearna i citoplazmatska 
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lokalizacija su pozitivno povezane s gradusom i T kategorijom tumora te postoje dokazi da je 

taj transkripcijski faktor možda uključen u rezistenciju tumora mokraćnog mjehura na 

cisplatinu211,212. U tumorima mokraćnog mjehura ispitanih pacijenata bilježimo korelaciju 

izražaja NFBκB i STAT3 transkripcijskih faktora što je u skladu s prijašnjim istraživanjima 

koja pokazuju kako su ova dva puta povezana i međusobno mogu voditi do unakrsne 

aktivacije i sinergijskog djelovanja u nekim tumorima205. Pokazano je da se utjecanjem na 

STAT3 signalni put u stanicama raka mokraćnog mjehura može inhibirati njihov rast i 

preživljenje regulacijom ciklina D1208. Osim toga, povećan izražaj ovog regulatora staničnog 

ciklusa doveden je u svezu s metastaziranjem i rizikom od ponavljanja tumora mokraćnog 

mjehura213, a naši su rezultati u skladu s tim istraživanjima, iako nismo uočili povezanost 

razine izražaja vezano uz stadij tumora kako je prethodno opisano214B216. Ciklin D1 je također 

pod kontrolom NFBκB transkripcijskog faktora.  

TGFβ je regulatorni citokin koji je najčešće opisan kao supresor tumorskog rasta, ali 

njegov konstitutivan izražaj može također pridonijeti progresiji tumora217,218. Nekoliko je 

istraživačkih grupa prethodno ispitalo povezanost tog citokina s razvojem tumora mokraćnog 

mjehura na tumorskim stanicama, serumu i urinu pacijenata. Nedavno je pokazano kako 

TGFβ potiče invaziju i metastaziranje tumora mokraćnog mjehura na način da inducira izražaj 

gena Malat1 koji je i kritični regulator metastatskog potencijala raka pluća219. Porasta izražaja 

TGFβ1 gena u tumorima koji smo utvrdili je u skladu s istraživanjem  koji su 

pokazali kako izražaj tog gena raste u tumorskim stanicama u odnosu na kontrolne220,221.  

Angiogeneza je ključan korak prilikom progresije tumora, a VEGFA je jedan od 

najvažnijih čimbenika koji omogućava tumorsku angiogenezu222. Oba upalna puta koja smo 

analizirali u tumorima mokraćnog mjehura nadziru i invaziju tumora. Poznato je kako 

konstitutivna aktivnost transkripcijskog čimbenika STAT3 izravno povećava izražaj VEGFA, 

a NFBκB utječe na angiogenezu regulacijom izražaja HIFB1α223,224. Povećane razine VEGFA u 

serumu su povezane s metastatskim tumorima mokraćnog mjehura, a povećan izražaj ovog 

faktora rasta je pokazatelj ranog povratka bolesti i invazivnog potencijala225B227. 

Provedeno je istraživanje otkrilo da ljudski tumori mokraćnog mjehura imaju snižen 

izražaj interleukina 6, dok su ostali proupalni citokini povišeni kao i standardni proupalni 

transkripcijski čimbenici Stat3 i NFBκB. Pokušavajući saznati kakvu ulogu u razvoju tih 

tumora ima IL6 inducirani su tumori mokraćnog mjehura u miševima bez IL6 (IL6 KO) i 

normalnim miševima (koji imaju IL6). Potpuno odstranjenje IL6 dovelo je do nešto lošije 

patološke slike tumora, te je otkrilo da IL6 potiče izražaj citokina IL1α u normalnom tkivu 
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mjehura, te GM CSF u tumorski promijenjenom tkivu mokraćnog mjehura miša. Imajući u 

vidu kompleksnost imunološkog sustava, činjenicu da testirani model najviše utječe na 

promjenu baš tog biološkog sustava dodatnim će istraživanjima trebati utvrditi komplicirane 

mehanizme međuovisnosti utvrđenih promjena u procesu razvoja zloćudnog tumora 

mokraćnog mjehura.  
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6 ZAKLJUČCI 

 

1. Tumori mokraćnog mjehura u miševima inducirani s kemikalijom BBN najviše 

remete izražaj gena imunološkog sustava, zbog čega su izvrstan model za proučavanje 

imunoloških elementa u razvoju tog tumora. 

2. Uspoređujući izražaj gena između IL6 KO i WT miševa vidljivo je da interleukin 6 

(IL6) potiče izražaj IL1a u normalnom, te GMBCSF u zloćudno promijenjenom tkivu 

mokraćnog mjehura. 

3. Izražaj IL6 u BBNBom induciranim tumorima miša višestruko je povećan, ali 

potpuno uklanjanje tog citokina dovodi do pada izražaja više proupalnih citokina i lošije 

patološke slike tumora. 

4. Ljudski zloćudni tumori mokraćnog mjehura imaju smanjen izražaj IL6 te povećanu 

aktivnost STAT3 i NFBkB transkripcijskih čimbenika i njihovih ciljnih gena. 
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7 SAŽETAK 

UVOD Uloga upale u procesu razvoja tumora mokraćnog mjehura slabo je istražena. 

Kronična upala izazvana infekcijom parazitom  povezana je s 

nastankom tumora mokraćnog mjehura, a najuspješnija terapija tih tumora temelji se na 

upalnoj reakciji izazvanoj primjenom BCGBa. Pokazano je kako su jedni od najvažnijih 

promotora upale u tumorima citokin interleukin 6 (IL6) i transkripcijski faktor STAT3. Uz 

pomoć mišjeg modela u kojima su tumori mokraćnog mjehura izazvani karcinogenom BBN, 

istražili smo ulogu IL6 usporedivši tumore miša divljeg tipa (WT) s tumorima miševa koji ne 

sadrže gena za IL6 (IL6 KO). Istražili smo apsolutne i relativne promjene izražaja IL6 i 

STAT3 te drugih imunološki važnih gena u tumorskom tkivu mokraćnog mjehura miševa i 

ljudi. 

METODE Istraživanje apsolutnih promjena izražaja svih gena u modelu tumora izazvanog 

BBNBom provedeno je postupkom RNA sekvenciranja, a relativni izražaj IL6, STAT3 te 

imunološki važnih biljega istražen je lančanom reakcijom polimerazom u stvarnom vremenu 

(qPCR) u tumorima miševa i pacijenata. Upotrebom kemikalije BBN inducirani su tumori 

mokraćnog mjehura u WT i IL6 KO miševima. Tumori miševa i pacijenata su analizirani 

patohistološkim metodama te imunodetekcijom specifičnim protutijelima.  

REZULTATI U ovom istraživanju pokazali smo da do najznačajnijih promjena u izražaju 

gena tijekom indukcije tumora dolazi unutar skupine gena vezanih za imunološki odgovor. 

Bilježimo zakašnjeli upalni odgovor limfocitima T u akutnom modelu te značajan porast 

izražaja gena koji ukazuju na supresiju limfocita T tijekom razvoja tumora mokraćnog 

mjehura. Utvrdili smo da je izražaj IL6 povećan u tumorima kod miša, no da opada s 

napredovanjem tumora. Potpuno odstranjenje IL6 uzrokovalo je lošiji fenotip nastalih tumora, 

vjerojatno zbog pojačanog izražaja gena povezanih s utišavanjem imunološkog odgovora na 

tumore. U mjehurima netretiranih IL6 KO miševa smanjen je izražaj IL1α, a u tumorima tih 

miševa dolazi do značajnog porasta GMBCSF. U tumorima ljudi dolazi do smanjenja izražaja 

upalnog citokina IL6 te povećanja aktivnosti važnih upalnih transkripcijskih čimbenika 

STAT3 i NFBκB kao i TGFβ ciklina D1 i VEGF. 

ZAKLJUČAK Ovim istraživanjem pokazali smo da su tumori izazvani kemikalijom BBN 

odličan model za proučavanje imunoloških procesa pri nastanku i razvoju tumora mokraćnog 

mjehura. Utvrdili smo da je razina izražaja IL6 u tumorima povećana, ali da potpuno 

odstranjivanje IL6 iz organizma potiskuje imunološki odgovor u tumorima mokraćnog 

mjehura. Također, promatrajući izražaj gena utvrdili smo da IL6 regulira količinu GMBCSF u 

tumorima, te IL1α u zdravom tkivu mokraćnog mjehura. Unatoč smanjenom izražaju IL6 u 

tumorima pacijenata, izražaj STAT3, NFBκB, VEGFA, ciklina D1 i TGFβ je povećan. 
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8 SUMMARY 

The role of interleukin 6 in the development of bladder cancer 

BACKGROUND The role of inflammation in urinary bladder cancer (BC) pathogenesis is 

poorly understood. Chronic inflammation caused by  infestation 

can induce BC, while acute inflammation caused by BCG is used as a therapy for BC. It has 

been shown that one of the main molecular links between inflammation and cancer are 

cytokine IL6 and transcription factor STAT3. By using BBNBinduced bladder cancer model in 

wild type (WT) and IL6 deficient mice (IL6 KO) we tested the effect of IL6 on BC 

development. Histopathological and immunohistochemical analysis as well as gene 

expression profiling (by RNA sequencing and RT2BPCR profiling) show important role of IL6 

in BC development  

METHODS We performed the absolute and relative quantitation of differential gene 

expression in murine model of BBNBinduced bladder cancer by means of RNA sequencing 

and realBtime PCR. Pathohistological features of murine and patient tumors were examined 

and immunodetection was performed to analyze proliferative properties of tumors. Relative 

expression of inflammationBrelated genes in bladder cancer patients was determined using 

realBtime PCR.  

RESULTS In this study, we demonstrate significant changes in inflammationBrelated gene 

expression during development of bladder cancer induced by BBN. IL6 was upregulated 

in murine bladder cancer model, but we also observe significant decrease in gene 

expression during tumor progression. We show that IL6 KO mice display aberrant T cellB

related gene expression in response to acute treatment with BBN. Furthermore, IL6 KO 

mice show immunosuppressive bladder cancer profile and a significant increase in GMB

CSF. IL6 expression was downregulated in human patient samples, but expression of 

STAT3, NFBκB, TGFβ, cyclin D1 and VEGFA was significantly upregulated. 

CONCLUSION This study provides evidence that BBNBinduced bladder cancer is an optimal 

model for investigating inflammatory events during bladder cancer progression. We confirm that 

IL6 KO mice display impaired acuteBphase response and we show that impaired IL6 signaling 

causes immunosuppression during bladder cancer. Our findings demonstrate that IL6 might be 

involved in regulation of GMBCSF and IL1α.  
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