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Popis kratica

GFB glomerularna filtracijska barijera

MSH2 mutS homolog 2

DNA deoksinukleinska kiselina

MMR engl. mismatch repair system

ROS engl. reactive oxigen species

NOS engl. nitrogen oxidative species

MODY engl. maturity-onset diabetes of the young

LADA engl. latent autoimmune diabetes in adults

GTEx engl. The Genotype-Tissue Expression (GTEx) project

PCNA engl. proliferating cell nuclear antigen



Sadrzaj

L. UVOD ettt h bbbttt a e bbbt bbbt et e st n bt bt be st 1
1.1 Grada DUDTEEA ... .ccueeeeiieiieiieiieteste ettt et r e et e e s bt e e bt s ae e e e sbe et e s b e sseenenreenes 2
1.2 RePIKACTIA DINA ... .ottt st ettt e bt e s ae e st e et e e nbeesbeesaee st e saneeabeennes 4
1.3 POPIavak DINA ... coooieiiiiiiiie ettt sttt st e st e e sate e s be e e sateesateeebeeesabeeebaeessteeansaeesaseesnsaessnesanseesnsees 5
1.4 Popravak pogresno sparenih baza (engl. mismatch repair system) — MMR ........cccccovivriniinninneene. 7
1.5 Regulacija izrazaja MISH2 .......cocuiiiiieieiieeseeeee ettt sr e sr e ne s 9
1.6 SECErNa DOLEST tIPA 1 ..vuviceeeceieiee ettt st s st s st s s s s s sessesseneees 9
1.7 OKSIAACTISKL SIIES ..vveuveeutietietiesiteeite ettt ettt ettt st et et e s bt e s bt e st e sate e bt e be e bt e sbeesaeesabeebeebeesbeesaeenas 12
1.8 Oksidacijski stres u Se€ernoj bolesti tiPa 1 .......cevieriieriieiiieiieiie ettt 15
1.9 Oksidacijski Stres 1 MIMR .....oouiiiiiiiieiecceeee et st s 18
Lo10 STATEIJE .ottt et ettt et st et e st e she et s bt et e bt s bt et e s bt et e st e ehe e b e s bt eae e bt sae e b e sbe e b e nbeemeenbesbeenseaneeanes 18
1.11 Analiza MSH2 u humanom Karcinomu bubrega..........coeevverereeninieiienieniesieseeie et 21

2. HIPOTEZE I CILJEVI RADA ...ttt 22

3. TVORIVA TPOSTUPCI ...ttt sttt s 24
3.1 Stakorski model §e¢erne bolesti tiPa 1......c.cueeveucececeeeeeeeeseeiese e seesessesses st sessessessessessessesaenaesaes 25
3.2 Obrada i DOJENJE tKIVA ....eeueertiriieiertieieste sttt ettt et b st sb et sb e ese e b sae et e nbeeanes 25
3.3 Dobivanje slike 1 kvantifikacija ........cooueereeieeniiiiiiiee ettt s 26
3.4 Analiza iz transkriptomskih baza podataka humanih tumora .............cccceveiiininiiniiieeeeee 26
3.5 StatistiCKa ANaliZa........coiiuiiiiiiieeiee ettt sttt b e b sttt eebe e beesheenaeeeas 27

4. REZULTATL..oiiii bbb bbb s 28
4.1 Dinamika izrazaja MSH2 u bubregu zdravoga Stakora tijekom starenja..........c.ccceceeveereenersceennnenn 29
4.2 Dinamika izrazaja MSH2 u bubregu Stakora sa Se¢ernom bolesti tipa 1 tijekom starenja ............... 32
4.3 Izrazaj MSH2 u humanom karcinomu bubrega ..........cccceceeviriiiieninieniiceeeeecece e 33

S.RASPRAVA Lottt b e bttt r e e nes 40
5.1 Izrazaj MSH2 proteina s obzirom na starenje i tkivni odjeljak.........cceevvrvveneiniinienienneineeneeneens 41
5.2 Utjecaj Secerne bolesti tipa 1 na izrazaj MSH2 Proteina ..........cceeeueeeuvrvieenieeneeseeneesseesessesseesinenns 42
5.3 Izrazaj MSH2 na transkripcijskoj razini u humanom karcinomu bubrega..........c.cccooevveervreenennennee. 43
5.4 Implikacije i translacijska vrijednosti iStraZiVanja.........c.eeeeerereerreneeeenineene e 43
5.5 Ograni¢enja i NEdOStAtCT ISTTAZIVANJA ...vvveveerreereererrierireesieeseeseeseesseesseesseesseessessssesssesssesssessesseesns 44

6. ZAKLIUCAK ..ot eass s 45

T SAZETAK oo e e e ee e e e et et et et et et eteeeeeeeseeseessesasaseseseeeeeeae e et et et ee et eeeseseseaeaeeeeeeeneeeeeenene e 47



8. SUMMARY

Q. LITERATURA oo ee e e e et eve s et etesesesesesesesesessasesasasesasessssasasesessesessesesesesessssesesesesssesesesasannens
0T A0 1 X 0) 3 1SR



1. UVOD



1.1 Grada bubrega

Bubrezi su, uz mokra¢ovod, mokra¢ni mjehur 1 mokraénu cijev, sastavni dio mokra¢noga
sustava (Slika 1). ZaduZeni su za homeostazu organizma jer mokracom odstranjuju otpadne tvari
metabolizma, viSak vode i iona, reguliraju krvni tlak 1 sintetiziraju aktivni vitamin D, eritropoetin
1 renin. Bubreg Stakora ima koru i srz koja se sastoji od 10 do 18 ¢unjastih piramida. Od piramida
u koru odlaze srzni tracci gradeni od usporednih sabirnih cjevc€ica. Vrh piramide otvara se u male,

a ovi u velike bubrezne vréeve i nakapnicu, gornji prosireni kraj mokracovoda (1).

Osnovne su funkcionalne jedinice u bubregu nefroni kojih ukupno ima 1 do 4 milijuna.
Svaki se nefron sastoji od bubreznoga tjelesSca (glomerula), proksimalnoga zavijenog kanali¢a,
tankoga i debeloga kraka Henleove petlje, distalnoga zavijenog kanali¢a, sabirnih cjevcica i
sabirnih cijevi (1). Glomerul je klupko krvnih kapilara razgranatih izmedu aferentne i eferentne
arteriole, uloZeno u urinarni prostor omeden glomerularnom ¢ahurom. Jednoslojni plocasti epitel
tvori parijetalni list glomerularne ahure. Visceralni list tvore podociti ¢iji su primarni i sekundarni
izdanci, tzv. nozice isprepleteni i usidreni u glomerularnu bazalnu membranu. Glomerularnu
filtracijsku barijeru (GFB) ¢ini fenestrirani endotel, glomerularna bazalna membrana i pukotinasta
opna nefrina razapeta izmedu susjednih nozica podocita. Ultrafiltrat se preko GFB cijedi u
Bowmanov prostor i na urinarnom polu ulijeva u proksimalni kanali¢ (1). Proksimalni kanali¢i
oblozeni su cilindriénim epitelom koji ima Cetkastu prevlaku i1 apikalne kanalice, Sto omogucava
apsorpciju makromolekula 1 tubularnu sekreciju (1). Henleova petlja ima debeli 1 tanki dio
silaznoga kraka 1 tanki 1 debeli dio uzlaznoga kraka. Epitel debelih dijelova gradom nalikuje epitelu
distalnoga zavijenog kanali¢a, a epitel tankih dijelova jednoslojni je plocasti epitel.
Jukstamedularni nefroni imaju dugu Henleovu petlju koja ulazi duboko u srZ. Selektivna resorpcija
vode iz silaznoga kraka Henleove petlje u vasa recta i nemoguénost resorpcije vode u uzlaznome
debelom kraku predstavljaju ucinkoviti mehanizam za stvaranje gradijenta kortikomedularne
hipertoni¢nosti koja je preduvjet za koncentriranje mokrace (1). Distalni kanali¢i oblozeni su
jednoslojnim kubi¢nim epitelom i1 vazni su za regulaciju acidobazne ravnoteze i homeostazu
elektrolita, ponajviSe djelovanjem aldosterona. Dio aferentne arteriole u vaskularnome hilusu
glomerula zajedno s tamnom pjegom u distalnome zavijenom kanali¢u tvore jukstaglomerularni
aparat koji je vazan za regulaciju glomerularne filtracije i krvni tlak. U slucaju niske koncentracije

natrija u filtratu u distalnome kanali¢u jukstaglomerularne stanice izlucuju renin koji preko



angiotenzina potice sintezu aldosterona, a taj hormon resorpcijom natrija i vode povisuje krvni tlak
(1). Sabirne cjevcice obloZene su kubi¢nim epitelom. Njihovim medusobnim udruZivanjem nastaju
ravne sabirne cijevi koje se proSiruju do vrhova piramida. Epitel sabirnih cijevi pod utjecajem je

antidiuretskoga hormona i sudjeluje u koncentriranju mokrace (1).

Bubrezni epitel u neprestanom je obrtaju, dio se stanica dijeli, a dio umire apoptozom (2,
3). Stanice koje se dijele i obnavljaju bubrezni epitel nalaze se u proksimalnome kanali¢u u
diferenciranome stanju, tj. imaju morfologiju epitelnih stanica bubrega (4). U Stakora je obrtaj

stanica u bubregu toliki da se sav epitel zamijeni za tri mjeseca (3).
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Slika 1. Prikaz anatomije bubrega i dijelova kortikalnog i jukstamedularnog nefrona (nacrtano u

BioRenderu).



1.2 Replikacija DNA

DNA je nositelj genetickoga materijala. Ima oblik dvostruke uzvojnice povezane
vodikovim vezama izmedu nasuprotnih nukleotida. Dva lanca molekule DNA komplementarni su
u slijedu nukleotida i usmjereni u suprotnome smjeru. Cetiri razli¢ita monomerna nukleotida
sadrze purinske (adenin i gvanin) ili pirimidinske (citozin i1 timin) baze, vezane za Secer

deoksiribozu 1 fosfatnu skupinu. Susjedni nukleotidi povezani su fosfodiesterskom vezom (5, 6).

Autenti¢ni prijenos geneticke informacije kljucan je u dijeljenju stanice jer omogucuje
vjerni prijenos genomske DNA na stanice kceri. Svakoj diobi prethodi replikacija DNA, odnosno
umnazanje genetickoga materijala u S fazi stani¢noga ciklusa. Za sintezu novih komplementarnih

lanaca sluZe roditeljski DNA lanci pa je proces semikonzervativan (5, 6).

Redoslijed nukleotida u novonastalim lancima DNA odraz je komplementarnoga
sparivanja baza spram staroga lanca DNA. U tom je procesu klju¢ni enzim DNA polimeraza. U
eukariotskim stanicama tri DNA polimeraze sudjeluju u replikaciji jezgrine DNA 1 jedna u
replikaciji mitohondrijske DNA. DNA polimeraza sudjeluje u sintezi novoga lanca DNA u 5'-3'
smjeru 1 moze dodavati ANTP samo na prethodno formirani lanac pocetnice. lako bi vezivanje
baza, s obzirom na njihovu komplementarnost, moglo rezultirati ugradnjom jedne pogresne baze
na svakih 100 nukleotida novosintetiziranoga lanca, ipak se pogreSno sparivanje baza dogada
mnogo rjede. DNA polimeraza osigurava izvornost pri replikaciji DNA pomocu vise mehanizama.
Aktivno sudjeluje u izboru odgovarajuce baze 1 ima korektivnu egzonukleaznu aktivnost. Uz to,
postoje dodatni mehanizmi popravka koji uklanjaju pogresno sparene baze u novom DNA lancu
pa je moguénost pogresnoga sparivanja baza smanjena na otprilike jednu pogresku na svakih 10°-

10'° ugradenih nukleotida (Slika 2) (5).
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Slika 2. Prikaz replikacije DNA. Da bi replikacija DNA zapocela, superuzvojnice i dvostruka
uzvojnica moraju se ,raspetljati, a te procese kataliziraju topoizomeraza i helikaza. Replikacija
DNA pocinje na slijedovima nukleotida koji oznafavaju ishodiSte i posredovana je DNA
polimerazom III i PCNA. DNA polimeraza katalizira sintezu DNA od 5' prema 3' kraju
novosintetiziranoga lanca pa se na zaostaju¢em lancu replikacija odvija pomocu Okazakijevih
fragmenata. To su kratki, novosintetizani DNA fragmenti od 100-200 nukleotida razdvojeni s 10-
nukleotida dugim RNA pocetnicama, a kad se one odvoje, ligaza poveze Okazakijeve fragmente

u kontinuirani novosintetizani komplementarni lanac (nacrtano u BioRenderu).

1.3 Popravak DNA

Sekvencijski 5'-3' poredak nukleotida u lancu DNA predstavlja uputu za poredak
aminokiselina u proteinu. Pri transkripciji se geneticka informacija upisana u DNA kopira u
mRNA, a potom u procesu translacije geneticki kod prevodi u aminokiseline (5). Stvoreni proteini
odreduju specifi¢nost stanice. Oni su po svojoj ulozi strukturni proteini ili regulatorni proteini, kao
npr. enzimi, stani¢ni receptori ili unutarstani¢ni signalni proteini (6). Svaka aminokiselina
odredena je redoslijedom tri nukleotidna monomera, tzv. tripletnim kodonom. Postoje 22
aminokiseline, neke Sifrirane s viSe tripletnih kodona, ali svaki kodon odreduje samo jednu

aminokiselinu.



U eukariotskim je stanicama DNA uglavnom u jezgri, a mali dio otpada na mitohondrijsku
DNA. U stanici je DNA u kompleksu s proteinima, u tzv. kromatinu koji je osnovna jedinica
kromosoma. Kromatin se sastoji od dvostruke uzvojnice DNA i pet vrsta proteina koji se nazivaju

histoni (5).

Tijekom evolucije razvili su se mehanizmi koji osiguravaju genomsku cjelovitost jer bi
promjene u strukturi DNA mogle zaustaviti replikaciju, transkripciju 1 ugroziti vjernost replikacije.
Mutacije mogu nastati tijekom replikacije DNA ili u formiranoj molekuli DNA, spontano ili kao
posljedica izlozenosti egzogenome mutagenu. Mehanizmi popravka DNA dijele se u dvije glavne
skupine — u prvoj se oste¢ena DNA izravno popravlja, a u drugoj se postupkom izrezivanja uklanja

oStecena baza (5).

Primjer izravnoga popravka pirimidinski su dimeri spojeni ciklobutanskim prstenom koji
nastaju izlaganjem UV svjetlu, a procesom fotoreaktivacije vracaju se u prvobitno stanje. Drugi
su primjer alkilirani gvaninski ostaci modificirani dodavanjem metilne ili etilne skupine. Oni se
kao mutagena kemijska modifikacija uklanjanju djelovanjem enzima O-6-metilgvanin-

metiltransferaze (5).

Popravak izrezivanjem (ekscizijom) podrazumijeva prepoznavanje i uklanjanje oste¢enoga
dijela molekule DNA. Poznata su tri tipa popravka izrezivanjem: izrezivanje baza, izrezivanje
nukleotida 1 popravak pogre$no sparenih baza. U procesu izrezivanja baza, DNA glikozilaza
prekida vezu izmedu pogreSno sparene baze i deoksiriboze, a u nastalu pukotinu ugradi se
odgovaraju¢a baza djelovanjem DNA polimeraze i ligaze. U popravku DNA izrezivanjem
nukleotida, oSte¢enje se uklanja u obliku oligonukleotida. U popravku pogreSno sparenih baza

tijekom replikacije sudjeluju proteini MMR sustava (5, 6).



1.4 Popravak pogresSno sparenih baza (engl. mismatch repair system) — MMR

MMR je visoko konzervirani sustav €iji je obrazac djelovanja vrlo sli¢an u prokariotskim
1 eukariotskim stanicama (7). MMR je najucinkovitiji u popravljanju pogresno sparenih baza, ali
je ukljucen iu ispravljanje pogresaka u inserciji i deleciji baza tijekom replikacije ili rekombinacije
(8). Pogresno sparivanje baza tijekom replikacije uvijek nastaje na novosintetiziranome lancu, a
popravak se odvija u replikacijskoj 1 u poslijereplikacijskoj fazi. DNA oste¢enja rezultat su
izlaganja egzogenim mutagenima i gomilanju endogenih reaktivnih metabolita, ukljucujuéi

kisikove i dusikove reaktivne spojeve (ROS i NOS) (9 — 13).

U eukariota glavnu ulogu u MMR sustavu igraju MSH proteini koji su paralela MutS
kompleksu u prokariota. Postoji vise vrsta MSH proteina, a medusobno stvaraju dva dimera:
MutSa i MutSB. Dimer hMutSa sac¢injavaju MSH2 i MSH6 1 njegova je uloga otkivanje oStecenja
DNA. Dimer hMutSf sacinjavaju MSH2 1 MSH3 1 ukljucen je u popravljanje oSte¢enja DNA

nastalih zbog insercije ili delecije (8).

MutS homolog 2 (MSH2), kodiran MSH2 genom na drugom kromosomu, kljucan je u
mehanizmu popravka pogresno sparenih baza. Ubraja se u tumorsupresor gene i to u skupinu gena
skrbnika (engl. caretaker genes) zaduzenih za stabilnost genoma. Produkti tih gena sudjeluju u
otkrivanju oste¢enja DNA nakon/tijekom replikacije 1 sprjeCavaju nastanak mutacija (14). MSH2
protein aktivan je u razli¢itim popravcima DNA, ukljucuju¢i homolognu rekombinaciju. Mutacije
MSH?2 gena povezane su s mikrosatelitnom nestabilnoS¢u jer se zbog gomilanja pogresno sparenih
baza stvaraju novi mikrosatelitni fragmenti. Mikrosatelitna DNA ponavljajuca je sekvenca DNA
sastavljena od jednog do Sest parova baza, najces¢e dinukleotida GT/CA s tipi€nim ponavljanjem
do 50 puta, u nekodiraju¢im djelovima DNA. Mikrosatelitne regije imaju veci mutacijski

potencijal (9).

MLH proteini homolozi su s MutL kompleksom u prokariota. Cetiri MutL homologa
MLH1, MLH3, PMSI 1 PMS2 u eukariota tvore tri dimera MutLo (MLH1-PMS1), MutL
(MLH1-PMS1), MutLy (MLH1-MLH3) (8). MutL homolozi u interakciji s MutS homolozima
promicu daljnji popravak DNA jer omogucuju spajanje dodatnih proteina za popravak oStecene

DNA (PCNA, RPA, Exol) (Slika 3) (5, 10).



@ GooRAARARGAH

Slika 3. Prikaz sustava za popravak pogre$no sparenih baza. Dimer MSH2/MSH6 pretrazuje
dvostruku uzvojnicu na pogresno sparene baze. Kad ih nade, na MSH2/MSH6 dimer regrutiraju
se MLH1 i PMS2 koji imaju endonukleaznu aktivnost. Nakon izrezivanja nukleotida oko pogresno
sparenih baza, egzonukleaza (EXO1) izreze dio lanca s pogre$no sparenom bazom 1 slijedi
ponovna sinteza lanca DNA. PCNA, jezgrin antigen proliferirajuée stanice (naslikano u

BioRenderu).



1.5 Regulacija izrazaja MSH2

Stani¢ni ciklus u eukariotskim stanicama dijeli se na mitozu i interfazu. U interfazi G1 faza
predstavlja metabolicki aktivnu stanicu i kontinuirani stanicni rast, S faza oznacava sintezu DNA,
a dovrsenjem S faze nastupa G2 faza u kojoj se nastavlja stani¢ni rast i sinteza proteina kao
priprema za ulazak u mitozu (5). U eukariota pri kraju G1 faze postoji kontrolna restrikcijska tocka
u kojoj se provjerava adekvatnost veliine stanice i1 prisutnost izvanstani¢nih signala, hranjivih
tvari i ¢cimbenika rasta. Ako prode restrikcijsku tocku, stanica nepovratno ide u daljnji stani¢ni
ciklus, a ako ne prode ulazi u GO fazu u kojoj je slabija metabolicka aktivnost i manja sinteza
proteina, a stanicni rast zaustavljen. Iz GO faze stanica moze izaci ako se okoli§ promjeni i steknu

uvjeti (5).

Stani¢ni ciklus vrlo je koordinirani i pazljivo kontrolirani proces s vise kontrolnih toc¢aka.
U svakom se dijelu stani¢noga ciklusa provjerava cjelovitost i vjernost prepisivanja genoma. U
kontrolnoj toc¢ki G1 faze mogu¢ je popravak oste¢enja prije ulaska u S fazu. U S fazi kontrolna
tocka omogucuje popravak ostecenja kao $to su ugradnja pogresne baze ili nepotpuna replikacija.
U popravak je uklju¢en MMR mehanizam sa svojim sastavnicama. Najznacajnija je provjera u G2
fazi u kojoj se stani¢ni ciklus zaustavlja i ne dopusta napredovanje prema mitozi ako se dogodilo
oStecenje ili nereplikacija DNA. Brojna istraZivanja dokazala su ulogu MSH2 u toj kontrolnoj
tocki jer smanjeni izrazaj MSH2 dopusta napredovanje prema mitozi unato¢ nepopravljenom

oStecenju (5, 12, 15, 16).

1.6 Seéerna bolest tipa 1

Secerna bolest tipa 1 kroni¢ni je poremecaj metabolizma ugljikohidrata, proteina i masti
zbog apsolutnoga ili relativnoga manjka inzulina. U toj multifaktorijalnoj bolesti vaznu ulogu
igraju genetski 1 okoli$ni ¢imbenici, a glavno je obiljeZje hiperglikemija (Slika 4) (17).

%

Cetiri su tipa Secerne bolesti: tip 1, tip 2, gestacijska Secerna bolest i ostali specifi¢ni oblici
kao §to su MODY (engl. maturity- onset diabetes of the young) i LADA (engl. latent autoimune
diabetes in adults) (17).

U Hrvatskom nacionalnom registru osoba sa Se¢ernom boles¢u 2019. god. registrirano je
300 000 ljudi, a procjenjuje se da ih je ¢ak 450 000, od ¢ega 10 % ima Secernu bolest tipa 1.
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Secerna bolest tipa 1 nastaje zbog autoimune destrukcije B stanica u Langerhansovim oto¢i¢ima,
interakcijom nepoznatih okoliSnih ¢imbenika u genetski predisponiranih osoba. Histoloski su
Langerhansovi otoc¢i¢i upalno promijenjeni (inzulinitis), infiltrirani CD4 i1 CD8 T limfocitima, B
limfocitima, NK stanicama i makrofagima. Hiperglikemija se ocituje kad je razoreno vise od 80
% B stanica koje izluuju inzulin. Cesto je Se¢erna bolest tipa 1 udruzena s drugim autoimunim
bolestima, kao S$to su Hashimoto tireoiditis, Addisonova bolest, perniciozna anemija i vitiligo.
Zbog apsolutnoga manjka inzulina pojadane su lipoliza, proteoliza i bolesnik mr$avi. Secerna
bolest tipa 1 ocituje se prije 30-e godine Zivota i najcesci je znak bolesti pojava ketoacidoze tijekom

infekcije (17).

S nastankom Secerne bolesti tipa 1 povezuje se dvadesetak razli¢itih regija humanog
genoma. Tako se haplotipovi DQA1 0301, DQB1 0302 1 DQB1 0201 mogu na¢i u 40 % djece sa
Secernom bolesti tipa 1, a samo u 2 % djece u opc¢oj populaciji. Direktni okida¢ za inzulinitis 1

nastanak Secerne bolesti tipa 1 nepoznat je, ali se najviSe razmatraju virusne infekcije. Autoimuna
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upala manifestira se specificnim autoprotutijelima, inzulinitisom, povecanim peripankreati¢nim

limfnim ¢vorovima i pove¢anom razinom citokina u krvi (17).

hiperglikemija

l

-0

2
1 sorbitol 1 odgovor stanice na stres t pKC tAGE £ obriaj
NF-kB, p38 MAPK i Jak/STAT heksozamina

t.o )

2
oksidacija LDL-a ONOO 1 bioraspoloZivost NO
ubrzana lipidna ostecenje nitrilacija smanjena
aterogeneza peroksidacija DNA proteina vazorelaksacija

Slika 4. Prikaz izvora 1 nastanka slobodnih kisikovih radikala u hiperglikemiji (AGE- napredni
produkti glikacije; PKC- protein kinaza C; LDL- lipoprotein niske gustoce; NO- dusi¢ni

monoksid).
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1.7 Oksidacijski stres

Oksidacijski stres stanje je neravnoteze izmedu reaktivnih metabolita i antioksidansa koje
rezultira smanjenjem antioksidacijske obrane i/ili pretjeranim nagomilavanjem slobodnih radikala

u organizmu (Slika 5) (18).

Slobodni radikali nastaju u razli¢itim metaboli¢kim procesima i imaju vrlo veliku kemijsku
reaktivnost zbog nesparenoga elektrona u vanjskome elektronskom omotacu (19). Mogu se spojiti
s bilo kojom susjednom molekulom i oduzeti joj vanjski elektron pa nastaju novi slobodni radikali,
Sto moze potaknuti lanCanu reakciju. Izravno oSteCuju stani¢ne strukture, a stanica reagira
aktivacijom stresnih signalnih puteva i izrazavanjem gena koji se povezuju s nastankom stani¢nih

ostecenja (20).

Oksidativna fosforilacija najvazniji je izvor slobodnih radikala koji nastaju od reaktivnih
oblika kisika (ROS) ili dusika (RNS). U ROS spadaju radikali kisika i reaktivni neradikalni derivati
(superoksidni anion (02"), perhidroksilni radikal (HOO), hidroksilni anion (OH"), vodikov peroksid
(H203), hipokloritna kiselina (HCIO). U RNS spadaju dusikov II oksid (NO-), dusikov (IV) oksid
(‘NO2), nitrozilni kation (NO") i peroksinitrat (ONOO-) (19, 21). Zbog prevage reaktivnih
radikala, u oksidativnom stresu dolazi do oSte¢enja nukleinskih kiselina i genskih mutacija,
oksidirani proteini gube funkciju, a lipidi zbog lipidne peroksidacije stvaraju reaktivne aldehide.
Organizam pokuSava osigurati ravnoteZzu neutraliziranjem slobodnih radikala pomocu sustava

antioksidacijske obrane (22).

Antioksidansi reagiraju sa slobodnim radikalima 1 poniStavaju njihovo djelovanje.
Antioksidansi nastaju endogeno ili se unose hranom 1 kao dodatak prehrani. Dvije su osnovne
skupine: I) antioksidacijski enzimi i II) jednostavne/slozene molekule koje izravno sudjeluju u
neutraliziraju¢im procesima slobodnih radikala. U antioksidacijske enzime ubrajaju se superoksid
dismutaza (SOD), katalaza (CAT), glutation-peroksidaza (GPx), glutation-reduktaza (GRx) 1
glutation-oksidaza (GOx) koji pretvaraju slobodne radikale u slabije aktivne/neaktivne molekule 1
sudjeluju u obnavljanju osteenje DNA ili proteina. U neenzimski sustav spadaju vitamin A
(retinol), vitamin C (askorbinska kiselina), vitamin E (alfa- tokoferol), bata-karoten (provitamin
A), bilirubin, mokraéna kiselina, glutation, tioli, koenzim Q10, cistein, feritin, transferin, albumin,
ceruloplazmin i elementi u tragovima bakar, cink, selen i mangan. Antioksidansi mogu djelovati
na viSe nacina: imaju sposobnost hvatanja slobodnih radikala, smanjuju lokalnu koncentraciju
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kisika, uklanjaju reaktivni kisik, vezu ione Zeljeza 1 bakra, uklanjaju perokside i prekidaju lanac

lipidne peroksidacije (Slika 6) (19).

ostalo:
neoplazme
starenje
Secerna bolest
autoimune bolesti

infekcije .
pluca:

astma

trudnoca:

preeklampsija/
eklampsija KOPB

zglobovi: oksidativni oti:

artritis;

reumatizam stres katarakta

krvoZilni sustav:
S75: ateroskleroza
demencije hipertenzija
depresije ishemija
mozdani udar A sréano
bubrezi: popustanje
glomerulonefritis;
kroni¢no bubreino
zatajenje

Slika 5. Prikaz utjecaja oksidacijskoga stresa na razlicita tkiva.
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egzogeniizvori:
UV zracenje
pro-upalni citokini
infekcija

antioksidansi

endogeniizvori:
mitohondriji
peroksisomi

citokrom P450

ROS
Oksidativni stres

////
/ \\
o %
// \\,\
i N
5/ v \‘\‘1
odtecenje DNA, RNA, promijenjena genska kromosomska nestabilnost,
proteina i lipida ekspresija mutacije gena

Slika 6. Prikaz djelovanja slobodnih radikala i posljedica oksidacijskoga stresa (ROS- slobodni

kisikovi radikali).
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1.8 Oksidacijski stres u Sefernoj bolesti tipa 1

Oksidacijski stres vazan je Cimbenik u patogenezi Secerne bolesti i nastanku njenih
komplikacija (23, 24). Hiperglikemija potencira nastanak oksidacijskoga stresa, direktno i
indirektno, zbog povecanoga stvaranja ROS i NOS-a (ne)enzimskim procesima u mitohodriju (18,
24). Neenzimski izvori slobodnih radikala potjecu iz reakcija u metabolizmu glukoze u koje se
ubrajaju oksidativna fosforilacija, autooksidacija glukoze, stvaranje zavrSnih produkata glukoze i
aktivacija poliolskoga metabolickog puta (25). S druge strane, slobodni kisikovi radikali mogu
nastati bez hiperglikemije, enzimskim djelovanjem ciklooksigenaza, lipooksigenaza, ksantin
oksidaze i NAD(P)H oksidaze (26, 27). Koncentracija slobodnih masnih kiselina povecana je zbog

apsolutnoga manjka inzulina i to zbog viSka slobodnih radikala stvara oksidacijski stres.

Glukoza 1 druga metabolic¢ka ,,goriva“ supstrati su u procesu oksidacijske fosforilacije u
mitohondrijima tijekom koje nastaje stani¢ni ATP. Pri tome u fizioloS8kim uvjetima nastaje mala
koli¢ina jako reaktivnoga superoksidnog radikala koji se lan¢ano moze pretvarati u druge slobodne
radikale, ali to sprjeCavaju mitohondrijska SOD, glutation peroksidaza 1 katalaza. U
oksidacijskome stresu amplificira se koli¢ina slobodnih kisikovih radikala i time iscrpljuje
antioksidacijska obrana, posebno reducirani glutation kao glavni stani¢ni antioksidans.

Oksidacijska fosforilacija najve¢i je izvor slobodnih radikala u stanju oksidacijskoga stresa.

NF-«xB (nuklearni faktor kB) proteinski je kompleks koji kontrolira DNA transkripciju,
sintezu citokina 1 stani¢no prezivljavanje pa je klju¢an u odgovoru na endogeni ili egzogeni
podrazaj. U hiperglikemiji se zbog oksidacijskoga stresa aktivira NF-kB. Druga oSte¢enja DNA,
porast koncentracije proupalnih citokina, vezanje kasnih produkata glikozilacije na njihove
receptore 1 aktivacija p38 MAPK 1 JNK stresnih kinaza, mogu aktivirati NF-«B, kao $to se dogada
aktivacijom fosforilacijskoga puta. Fosforilacijom inhibicijske podjedinice I-kB, oslobada se NF-
kB 1 u jezgri aktivira gene za ¢imbenike rasta, citokine, receptore za AGE 1 adhezijske molekule.
Aktivirani signalni put NF-kB aktivira ¢imbenik rasta endotela krvnih zila (VEGF), ukljucen u
angiogenezu. Stoga, nefizioloSka aktivacija NF-kB ima veliku ulogu u patogenezi Se¢erne bolesti

(28, 29).

Oksidacijski stres preko slobodnih radikala i upalnih citokina aktivira stresne signalne

putove koji mijenjaju transkripciju mnogih proteina. Protein-kinaza najvazniji je stresni signalni
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put aktiviran mitogenom jer fosforilacija aktivacijsko-transkripcijskoga ¢cimbenika 2 (ATF-2) vodi

stanicu u apoptozu.
Osim toga, hiperglikemija aktivira sljedece biokemijske reakcije (Slika 4, 7) (28, 30 — 32):

e Nastaju krajnji produkti glikozilacije lipida, proteina i nukleinskih kiselina i to
neenzimskim reakcijama glikozilacije; njihovim vezanjem na membranske
receptore stvaraju se slobodni kisikovi radikali.

e Aktivira se signalni put protein-kinaze C (PKC) i membrane postaju propusnije.

e Poliolskim metabolickim putem hiperglikemija aktivira aldoza-reduktazu i glukoza
prelazi u sorbitol koji aktivira stresne proteine.

e Hiperglikemija i slobodne masne kiseline u stanici aktiviraju enzim GFAT
(glutaminfruktoza-6-fosfat-amidotransferazu) koji katalizira sintezu heksozamina

povezanih s inzulinskom rezistencijom.

B stanice vrlo su osjetljive na slobodne radikale jer imaju malo antioksidansa (24).
Kroni¢na hiperglikemija i povisena razina slobodnih radikala mogu promijeniti izrazaj gena, §to

rezultira smanjenim lucenjem inzulina i ubrzava apoptozu [ stanica (15).
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Slika 7. Oksidacijski stres u Secernoj bolesti tipa 1 (GSH- glutation).
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1.9 Oksidacijski stres i MMR

Kao i druge kroni¢ne upalne bolesti, Secerna bolest tipa 1 izaziva oksidacijski stres,
ponajvise nakupljanjem slobodnih radikala (25). Radikali djeluju izravno na genomsku DNA i
modificiraju njen izrazaj, ali i na proteine koji sudjeluju u popravku oste¢enja DNA (33). Utvrdena
je obrnuto proporcionalna povezanost izmedu koli¢ine slobodnih radikala i funkcije proteina koji
sudjeluju u popravku ostecenja DNA (9). U literaturi je opisana povezanost izmedu metabolickih

bolesti i gubitka funkcije MLH1 izazvane oksidacijskim stresom (13).

U humanoj patologiji naj¢es¢e mutirani geni MMR mehanizma su MSH2 i MLHI,
primjerice u Lynch sindromu (hereditarnom nepolipoznom kolorektalnom karcinomu) ili u
sporadi¢nim adenokarcinomima sa somatskom mutacijom (33 — 38). Mutacijom MSH2 1
poslijetranslantacijskim oSte¢enjem MSH2 dolazi do znac¢ajnoga skrac¢ivanja telomera — uzastopno
ponavljajucih slijedova na krajevima kromosoma koji su vazni za odredivanje trajanja zivota i
reproduktivne sposobnosti stanice (15, 39, 40). Patolosko skradivanje telomera dovodi do
genomske nestabilnosti i potencira tumorogenezu (41). Relativna duljina telomera (RTL),
odredena metodom q-PCR (kvantitativnom lan¢anom reakcijom polimeraze), prediktivni je biljeg

za sporadi¢ni kolorektalni karcinom.

1.10 Starenje

Neizbjezni prirodni proces starenja fizioloSka je pojava koja pokazuje individualnu
raznolikost. Prema jednoj definiciji, starenje je razvoj jedinke koji zapoc€inje u trenutku oplodnje,

a prema drugoj definiciji razdoblje ljudskog Zivota nakon 64. godine.

Starenje je progresivno nakupljanje molekularnih oStecenja unutar stanica i tkiva te je

obiljeZeno smanjivanjem fizioloSke rezerve i funkcija svih organskih sustava (42). Primjeri su:

- Smanjivanje miSi¢ne i koStane mase.

- Opadanje funkcije plu¢a nakon 30-e godine Zivota za oko 1 % godis$nje u vidu smanjenja
vitalnoga kapaciteta, volumena forsiranoga izdisaja, minutnoga volumena 1 porast
funkcijskoga rezidualnog kapaciteta (47).

- Mozak se izrazenije mijenja nakon 70. godine Zivota kad se mozdana masa smanji za 7 %.
Bogat je lipidima, a oni podlozni lipidnoj peroksidaciji koja se dogada u oksidativnom
stresu. Uz to, nakupljaju se oksidirani proteini (48).
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- Kardiomiociti su malobrojniji i hipertrofi¢ni. Stijenke krvnih zila rigidnije su, aktivnost
autonomnoga ziv€anog sustava i1 osjetljivost na baroreceptore smanjena Sto rezultira
ortostatskom hipotenzijom.

- Gusteraca lu¢i manje inzulina, na periferiji se stvara inzulinska rezistencija, iz nadbubrezne
zlijezde 1 Stitnjace izlucuje se manje aldosterona, odnosno manje hormona Stitnjace (23).

- Nakon 40. godine Zivota broj se funkcionalnih nefrona godi$nje smanji za 1 %.

O mehanizmu starenja zna se manje nego o morfoloskim i funkcionalnim obiljezjima koje
prate starenje (43). Starenje je pod utjecajem genotipskih i fenotipskih ¢imbenika i moze biti
fizioloSki i patoloski proces. Fenotipska obiljezja rezultat su utjecaja genotipa 1 stila Zivota
pojedinca. Studije na jednojajéanim blizancima pokazale su da se dvije tre¢ine raznolikosti
(varijabilnosti) duljine zivota u ljudi mogu objasniti okoliSnim ¢imbenicima, a ostatak je uvjetovan
nasljednim obiljezjima. Od svih teorija koje pokusSavaju objasniti starenje, najobuhvatnija je teorija
bioloskoga sata (43). Po toj teoriji neuronski krugovi u hipotalamusu prate vrijeme i na temelju
protekloga vremena reguliraju rad endokrinoga sustava. Starenje je obiljezeno smanjenim
lu¢enjem hormona rasta, adrenokortikotropnoga hormona i gonadotropina pa se govori o
somatopauzi, adrenopauzi i andropauzi/menopauzi (43). Adrenopauza je obiljeZena smanjivanjem
razine muskih spolnih hormona iz nadbubrezne Zlijezde 1 povezana s povecanom inzulinskom
rezistencijom, imunosupresijom 1 osteoporozom. Somatopauza je obiljeZena smanjivanjem
miSi¢ne 1 koStane mase 1 povecanjem mase masnog tkiva. Nadalje, razina hormona rasta izravno
je ukljucena u reguliranje antioksidacijskoga kapaciteta stanice 1 ucinkovitost oksidativne
fosforilacije mitohondrija (44). Iz istraZivanja starenja na beskraljeZnjacima poznato je da
povecavanje antioksidativnoga kapaciteta organizma produljuje Zivotni vijek. U ljudi su ¢imbenici
rizika za razvoj bolesti 1 smrti, primjerice pretilost, hiperglikemija, puSenje 1 kroni¢ne upalne
bolesti, povezani s pove¢anim oksidacijskim oStecenjem. Produljenje Zivotnoga vijeka u ljudi koji
umjereno redovno konzumiraju vino vjerojatno je povezano s povecanim antioksidacijskim

kapacitetom.

Od genetskih bolesti koje uvjetuju starenje, istice se rijetka bolest progerija. Progerija tipa
IT ili Wernerov sindrom povezana je s mutacijom gena za DNA helikazu (RECQLI) na osmom

kromosomu koja je vazna u replikaciji i popravku DNA (43).
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Starenje 1 SeCerna bolest povezani su sa stanicnom proliferacijom i1 s oksidacijskim
osStec¢enjem (Slika 8). Rezultate pokusa koji su se bavili regulacijom MSH?2 gena i MSH2 proteina

in vitro tesko je ekstrapolirati in vivo na zivotinjskome modelu (Slika 8).

Bilo koje oSte¢enje proteina na poslijetranslacijskoj razini rezultira popravkom oste¢enoga

proteina ili njegovom razgradnjom do aminokiselina, nakon koje slijedi sinteza de novo.

STARENJE DM1
| odgovor stanice na stres | ¢
. o I
oksidativni stres == «  DNA oStecenje 1 @
Cimbenici rasta == »  proliferacija stanice =) sinteza MSH2 razgradnja MSH2 &= . o|.<5|d;lzt|v‘r7|stres
+ glikozilacija
* kracivanje telomere l !l

koli¢ina MSH2

=) - poticanje

- inhibiranje

Slika 8. Prikaz ¢imbenika koji utjecu na sintezu ili razgradnju MSH2 proteina.
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1.11 Analiza MSH2 u humanom karcinomu bubrega

Karcinom bubreZnih stanica najée$éi je zlo¢udni tumor bubrega u odraslih. Cini oko 2,5 %
svih karcinoma u odrasloj populaciji s prevalencijom oko 16/100 000. Ce3ée se javlja u muskaraca.
Nije uobicajen prije 40. godine, a najvisa je prevalencija izmedu 65. 1 75. godine. Karcinom nastaje
iz epitela bubreznih kanali¢a. Tri su najces¢a tipa karcinoma bubrega svjetlostani¢ni karcinom,
papilarni karcinom tipa 1 1 tipa 2 i kromofobni karcinom. Razlikuju se po gradi, podrijetlu i
genskim promjenama. Karcinom bubrega svijetlih stanica najc¢es¢i je, ima potencijal Sirenja u
bubreznu venu i donju Suplju venu, a krvlju metastazira u pluca, kosti, mozak 1 druge organe.

Karcinom bubreznih stanica moze biti sporadi¢ni i nasljedni.
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2. HIPOTEZE I CILJEVI RADA
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Oksidativni stres oStecuje DNA 1 to izaziva povecanu transkripciju i translaciju MSH?2
gena, ali istovremeno oSte¢uje MSH?2 protein. Zato je u studijama in vitro tesko predvidjeti izrazaj
MSH?2 i dobivene rezultate ekstrapolirati na uvjete in vivo, u kojima postoji utjecaj proliferacije,
odnosno ¢imbenika rasta. U ovoj studiji izrazaj MSH2 u starenju i Secernoj bolesti tipa 1 ispitali
smo in vivo na eksperimentalnom Stakorskom modelu, i to na bubregu, organu koji starenjem i u
Secernoj bolesti tipa 1 pokazuje morfoloske i funkcionalne promjene. Kako karcinom bubrega
najcesce nastaje u starijoj dobi, iz javno dostupnih baza mRNA humanoga transkriptoma
analizirali smo ima li razlike u mRNA MSH?2 u karcinomu bubrega u odnosu na zdravo tkivo te

vvvvv

karcinoma i1 kromofobnoga karcinoma.

Hipoteze:

Izrazaj MSH2 u bubreznom tkivu $takora starenjem se mijenja i u Secernoj bolesti tipa 1

drugaciji je nego u kontrolnoga Stakora iste dobi.

Izrazaj mRNA MSH?2 manji je u karcinomu bubrega, nego u zdravom bubregu i razlikuje

se u tipovima karcinoma bubrega.

Ciljevi studije su:

1) analizirati utjecaj starenja na izrazaj MSH?2 u srZzi 1 kori bubrega zdravoga Stakora

2) analizirati utjecaj starenja na izrazaj MSH2 u srZi 1 kori bubrega Stakora sa Se¢ernom bolesti
tipa 1

3) usporediti razlike u izrazaju MSH2 u obje kohorte

4) usporediti izrazaj MSH2 mRNA u najceS¢im tipovima karcinoma bubrega iz javno

dostupnih genomskih baza podataka
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3. TVORIVA I POSTUPCI
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3.1 Stakorski model $ecerne bolesti tipa 1

Dvadeset i pet muzjaka Stakora uzgojeni su u nastambi za zivotinje SveuciliSta u Splitu u
kontroliranim uvjetima, na temperaturi od 22,1 °C i sa svjetlosnim rasporedom 12 h/12 h. Hranjeni
su standardnom laboratorijskom hranom (4RF21 GLP, Mucedola srl, Settimo Milanese, Italija) 1

voda im je davana ad libitum.

U dvomjesecnih dijabeti¢nih Stakora Secerna je bolest tipa 1 izazvana intraperitonealnom
primjenom streptozocina (STZ; 55 mg/kg), svjeze otopljenoga u citratnome puferu (pH 4.5), nakon
Sto su Stakori cijelu no¢ gladovali (45). Kontrolna skupina Stakora iste dobi primila je otopinu
citratnoga pufera. Za mjesec dana dijabeti¢ni su Stakori pokazali prve komplikacije uzrokovane
Secernom bolesti tipa 1 1 dosegli nepromjenjivu razinu hiperglikemije iznad 300 mg/dl (45, 46).
Formirano je pet skupina: 1. kontrolna skupina u dobi od 2 mjeseca (n = 3), 2. kontrolna skupina
u dobi od 8 mjeseci (n = 7), 3. kontrolna skupina u dobi od 14 mjeseci (n = 3), dijabeti¢na skupina
u dobi od 8 mjeseci (n= 6) i dijabeti¢na skupina u dobi od 14 mjeseci (n = 6). U trenutku Zrtvovanja
Zivotinja, dijabetiéni osmomjesecni Stakori imali su 6 mjeseci SeCernu bolest tipa 1, a
Cetrnaestomjesecni Stakori 12 mjeseci. Jednom mjesecno bila im je mjerena razina glukoze u
plazmi glukometrom (One-133TouchVITa, LifeScan, High Wycombe, UK). Iz studije su
isklju€eni dijabeticni Stakori s hiperglikemijom ispod 300 mg/dl. Kako bi se sprijecio razvoj
ketoacidoze, dijabeti¢ni Stakori primali su jednom tjedno parenteralno jednu jedinicu
dugodjelujuéeg inzulina (Lantus Solostar; Sanofi-Aventis Deutschland GmbH, Frankfurt,
Njemacka).

Protokol pokusa odobrilo je Eticko povjerenstvo Medicinskog fakulteta SveuciliSta u

Splitu. Svi su postupci slijedili EU Direktivu (2010/63/EU).

3.2 Obrada i bojenje tkiva

Stakori su anestezirani izofluranom (Forane, Abbott Laboratories, Queenborough, UK) i
perfundirani fizioloSkom otopinom i Zamponijevim fiksativom preko lijeve klijetke i uzlazne aorte
(47). Bubrezi su ekstirpirani, tkivo fiksirano 1 dehidrirano te uklopljeno u parafinski blok (48).
Izrezani su preparati debljine 5 mikrometara. Nespecifi¢no vezanje blokirano je Protein Blokom
(Abcam, Cambridge, UK). Preparati su deparafinirani i rehidrirani te inkubirani s primarnim

monoklonalnim mi§jim protutijelom na MSH2 (Abcam, Cambridge, UK, razrijedenje 1:300)
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preko noc¢i na 4 °C. Potom su preparati isprani i aplicirano je magarece protumisje, sekundarno
protutijelo obiljezeno zelenim fluorokromom (AF488, Invitrogen, Carslbad, CA, SAD,
razrijedenje 1:400). Preparati su isprani i obojeni DAPI-jem (4',6-diamidino-2-fenilindol) (48).

3.3 Dobivanje slike i kvantifikacija

Mikrofotografije su snimljene digitalnom kamerom SPOT Insight (Diagnostic Instrments,
Sterling Heights, MI, SAD) na fluorescentnome mikroskopu Olympus BX61 (Olympus, Tokyo,
Japan). Postavkama ra¢unalnoga programa za prikupljanje slika CellA kamera je ugodena na
razlucivost od 1360 x 1024 i ekspoziciju od 1/333, 3 sekundi uz filter za smanjenje Suma. Na
vidnome polju srednjega povecanja (200 x), u zelenim i plavim kanalima, snimljeno je po pet
mikrofotografija kore i srzi. Histogrami intenziteta fluorescencije prikupljeni su za kanal zelene
fluorescencije u racunalnome programu imageJ (NIH, Bethesda, MD, SAD). Podrucje pozitivnoga
signala odredeno je analizom preparata obojenoga samo sekundarnim protutijelom jer se tako
kvantificira autofluorescencija i fluorescencija zbog nespecificnoga vezanja sekundarnoga
protutijela. Podrucje pozitivnoga signala iskljucuje 99 % signala dobivenoga iz histograma
intenziteta fluorescencije tih preparata. Izrazaj MSH2 kvantificiran je kao povrSina ispod krivulje
(AUC) histograma intenziteta fluorescencije koja biljezi ukupnu povrSinu pod pozitivnim
signalom 1 intenzitet fluorescencije signala (49). Endogena pozitivna kontrola bila je bubrezno
tkivo koje je prema Atlasu izrazaja gena i samo MSH2 pozitivno (50). Dinamika izrazaja MSH2

analizirana je u oba tkivna odjeljka bubrega, tj. kori i srzi (51, 52)

3.4 Analiza iz transkriptomskih baza podataka humanih tumora

Podacima smo pristupili preko mreZne usluge Xena SveuciliSta Santra Cruz iz Kalifornije,
SAD. Ukljuceni su podaci iz Genomskog atlasa raka (engl. TCGA, The Cancer Genome Atlas),
obradeni u usluzi Genomic Data Commons i podaci iz GTEx baze (Broad Institut, Massachusetts,
SAD) koji su se odnosili na uzorke humanoga karcinoma bubrega. Od svih dostupnih varijabli za
karcinom bubrega, u analizu smo ukljucili broj kopija mRNA MSH2 gena, klinicki stadij,
histoloski gradus 1 tip karcinoma bubrega. Kao kontrolu smo ukljucili transkriptomske podatke
dobivene sekvencioniranjem zdravih bubrega dostupne u bazi GTEx. Vrijednosti navedenih
varijabli unesene su u program Microsoft Excel (Microsoft Corporation, Redmond, Washington,

SAD) i statisticki analizirane.
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3.5 Statisticka analiza

Podaci su prikazani kao aritmeticka sredina i standardna pogreska srednje vrijednosti, ako
nije drugacije navedeno. Podaci su normalizirani na prosjecnu razinu izrazaja MSH2 u kontrolnoj
skupini staroj dva mjeseca. Razlike medu skupinama izrazavaju se kao promjena puta (tj. razlika
aritmetickih sredina). Povrsine ispod krivulja (AUCs) 1 njihove intervalne procjene izracunate su
koristenjem analize AUC u softveru GraphPad Prism 8.0 (Graph Pad, La Jolla, CA, SAD). Kao
statisticka mjera dokaza koristene su veli¢ina u¢inka i pripadajuéi 95 % CI, R* (n?), p-vrijednost i
omjeri vjerojatnosti (E) izmedu alternativnih (Ha) i1 nultih (Ho) hipoteza, tj. modela, temeljen na
korigiranom Akaikejevom informacijskom kriteriju (cAIC) (53). Hipoteze su testirane pomocu t-
testa, jednosmjerne i trosmjerne ANOVA. Osim toga, p-vrijednosti interpretirane su prema ASA
Izjavi o statisti€¢koj znacajnosti i1 p-vrijednostima (54). Sve analize radene su u softveru GraphPad

Prism 8.0. Veli¢ina uzorka izra¢unata je Meadovom jednadzbom resursa.
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4. REZULTATI
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4.1 Dinamika izrazaja MSH2 u bubregu zdravoga Stakora tijekom starenja

Fluorescentni signal MSH?2 u citoplazmi i jezgri stanica bubrega vidi se u obliku diskretnih
tockica (Slika 9). Najnizi izrazaj MSH2 u bubregu zdravoga Stakora bio je u drugom mjesecu
zivota. U osmom je mjesecu zivota izrazaj MSH2 bio 5 puta veci nego u dobi od dva mjeseca. U
14-mjese¢nih §takora izrazaj MSH2 je kao u dvomjeseénih $takora (R*> = 91,35 %, p < 0,0001, E
~ 1,63 x 10° u korist Ha) (Slike 9 i 10a).

Kora i srz imaju razlicite funkcije i mikrookolis, s tim da je mikrookoli§ srzi zahtjevniji
zbog hiperosmolarnosti. Dinamika izrazaja MSH2 analizirana je u oba odjeljka. Dinamika izrazaja
MSH2 u kori pokazuje isti obrazac kao u cijelom bubregu. Izrazaj MSH2 u srzi ima gotovo
identi¢ni profil onome u kori (Slike 9 i 10b, c). U bubregu dvomjesecnih Stakora srz ima 2,8 puta
veéi izrazaj MSH2 nego kora (95 % CI 2 do 4,3 puta, R? = 71,26 %, p = 0,034, E = 3,54 u korist
Ha) (Slika 10d). U osmomjesecnih Stakora izrazaj MSH2 u kori je 1,25 puta veéi nego u srzi (95
% CI 1,01 do 1,49 puta, R? =30,86 %, p = 0,039, E = 2,53 u korist Ha). U 14-mjese¢nih je $takora
MSH?2 vise izrazen u kori nego u srzi, ali razlika nije statisticki znacajna (poveéanje = 1,97 puta,

95 % CI 0,72 do 3,22, R* = 53,86 %, p = 0,096, E = 14,58 u korist Ho) (Slika 10d).
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kora zdravi stakori srz

2 mj.

8 mj.

14 mj.

8 mj.

14 mj.

Slika 9. Izrazaj MSH2 u kori i srZi u analiziranim vremenskim to¢kama u zdravih Stakora i Stakora
sa Se¢ernom bolesti tipa 1 (povecanje 200 x). Legenda: g sa strelicom — glomerul, t sa strelicom —
kanali¢, vrh strelice — pozitivan fluorescentni signal za MSH2. Mjerica (engl. scale bar) je 200

pm.
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Slika 10. Normalizirane razine izrazaja MSH2 u cijelom bubregu (a), kori (b) i srzi (c) zajedno s
izravnom usporedbom izraZaja srZi i kore u kontrolnoj (d) i dijabeti¢noj skupini (e). Posljednji grafikon
(f) predstavlja izrazaj MHS2 kod dijabeti¢nih 1 zdravih Stakora (C) bez obzira na dob 1 dio tkiva. U
svakom grafikonu izraZaj je normaliziran na razinu skupine Stakora od 2 mjeseca. Podaci su prikazani
kao srednja vrijednost i standardna pogreska srednje vrijednosti. Stakori u skupini $ecerne bolesti tipa 1
bili su dijabetic¢ari 6 mjeseci u slucaju skupine od 8 mjeseci, odnosno 12 mjeseci dijabeticari u slucaju

skupine od 14 mjeseci.
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4.2 Dinamika izrazaja MSH2 u bubregu Stakora sa Se¢ernom bolesti tipa 1 tijekom starenja

Dinamika izrazaja MSH2 u bubrezima dijabeti¢nih Stakora starih izmedu osam i 14 mjeseci
slijedi silazni trend slican trendu u kontrolnoj skupini. Izrazaj MSH2 u bubregu 14-mjesecnih
dijabeti¢nih Stakora 1,63 puta nizi je nego u osmomjesec¢nih dijabeti¢nih Stakora (95 % CI 1,25 do
1,99 puta, R? = 58,14 %, p = 0,003, E = 30,89 u korist Ha) (Slike 9 i 10a). MSH2 izrazaj u kori,
odnosno u srzi slijedi isti obrazac kao u cijelom bubregu dijabeti¢noga Stakora (Slika 10b, ¢). U
dijabeti¢nih osmomjese¢nih Stakora, MHS2 je 1,73 puta vise izrazen u kori, nego u srzi (95 % CI
1,36 do 2,1, R? = 66,61 %, p = 0,001, E = 115,3 u korist Ha). U 14-mjese¢nih dijabeti¢nih $takora
izrazaj MSH2 1,46 puta veéi je u kori nego u srzi (95 % CI 0,98 do 2 puta, R? = 31,73 %, p=
0,056, E = 1,58 u korist Ha) (Slike 9 i 10e).

Kad je izrazaj MSH2 u bubregu dijabeti¢nih Stakora usporeden sa zdravom kontrolom, nije
nadena znacajna razlika u 8. mjesecu Zivota (11 puta, 95 % CI 0,88 do 1,33, R? =9.86 %, p =
0,296, E = 2,88 u korist Ho) (Slika 10a). Medutim, u 14. mjesecu zivota izrazaj MSH2 u bubregu
dijabeti¢nih $takora u usporedbi s kontrolom bio je 2.01 puta veéi (95 % CI 1,15 do 2,87 puta, R?
=52,79 %, p = 0,026, E = 2,659 u korist Ha) (Slika 10a). Nije nadena znacajna razlika u izrazaju
MSH2 u kori dijabeti¢nih Stakora starih osam i Cetrnaest mjeseci (Slika 10b). U 8-mjesecnih
Stakora izrazaj je MSH2 u srzi manji nego u kontroli za 1,38 puta (95 % CI 1,16 do 1,6 puta, R* =
56,86 %, p = 0,002, E = 41,75 u korist Ha), a s 14 mjeseci Zivota veci za 2,29 puta (95 % CI 1,46
do 3,12 puta, R* = 66,08 %, p = 0,007, E = 11,77 u korist Ha) (Slika 10c).

Analiza povezanosti Zivotne dobi, Secerne bolesti tipa 1 i tkivnoga odjeljaka s izraZzajem
MSH2 uradena je trosmjernim ANOVA testom (Tablica 1). Prema rezultatima, dob objaSnjava
57 % razlike u izrazaju MSH2 i tkivni odjeljak 14 %. Se¢erna bolest tipa 1 po sebi nije povezana
s izrazajem MSH2 (Slika 10f). Medutim, interakcija dobi i Se€erne bolesti tipa 1 objaSnjava 7 %

promatranih razlika (Slika 10 a —c).
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Tablica 1. U¢inak dobi, Se€erne bolesti tipa 1 1 tkivnoga odjeljka na izrazaj MSH2.

Cimbenik % u kojem se obja$njava razlika*
vrijednost*

Dob 57,07 <0.001
Secerna bolest tipa 1 0.7612 0,251
tkivni odjeljak 13,91 <0,001
Medudjelovanja

dob i Seferna bolest tipa 1 6,581 0,001
dob i tkivni odjeljak 1,193 0,153
Secerna bolest i tkivni odjeljak 0,9100 0,210
dob, Secerna bolest i tkivni odjeljak 0,5807 0,315
*trosmjerna ANOVA

4.3 Izrazaj MSH2 u humanome karcinomu bubrega

Prema iznesenim rezultatima na Stakorskome modelu, izrazaj MSH2 u bubregu znacajno
je manji u starijih Stakora. S obzirom da je upravo starija Zivotna dob u ljudi jedan od glavnih
¢imbenika rizika, iz javno dostupnih transkriptomskih baza (engl. mRNA seq.) analiziran je izrazaj
mRNA MSH?2 u karcinomu bubrega. Prema naSoj analizi, karcinom bubrega ima 5 % ve¢i medijan
izrazaja MSH2 mRNA od zdravoga bubreznog tkiva (R?> = 64,7 %, p < 0,001, E = 54,13 u korist
Ha) (slika 11a). Medijan izraZzaja mRNA MSH?2 znacajno je veci u papilarnome karcinomu, nego
u svijetlostani¢nome karcinomu i kromofobnome karcinomu (R? = 97,27 %, p < 0,001, E> 100 u

korist Ha) (slika 11b).

S obzirom da je stani¢na proliferacija jedan od ¢imbenika koji povecava izraza) mRNA
MSH?2, modeliran je odnos u zdravome 1 tumorskome tkivu (Slike 11d, e). Izraza) mRNA MSH?2,
normaliziran prema izraZaju mRNA Ki-67, bio je najveci u zdravome bubreznom tkivu, manji u
papilarnome karcinomu i svijetlostani¢cnome karcinomu te najmanji u kromofobnome karcinomu,
$to pokazuje silazni trend (R =1 %, p = 0,011, E = 7.37 u korist Ha). Rezultat upuéuje da su

karcinomi bubrega, s obzirom na stopu proliferacije, MSH2 deficijentni.

Izrazaj mRNA MSH?2 u analiziranim tipovima karcinoma bubrega usporeden je po stadiju

bolesti. U svijetlostaniénome karcinomu izrazaj se mRNA MSH?2 izmedu razli¢itih stadija bolesti
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razlikuje za manje od 1 % (R?>=0,7 %, p = 0,2, E = 2.1 u korist Hy) (slika 12a). S druge strane,
izrazaj mRNA Ki-67 linearno se poveéava za 2 % sa svakim vigim stadijem bolesti (R> =2 %, p =
0,004, E> 100 u korist Ha) (slika 12b). Kad se normalizira na proliferaciju, odnosno izrazaj mRNA
Ki-67, izrazaj mRNA MSH?2 linearno opada od nizeg prema vi§im stadijima bolesti (R? = 0%, p =
0,498, E = 2,168 u korist Ho) (slika 12c).

U svijetlostani¢nome karcinomu izrazaj mRNA MSH?2 smanjuje se kako raste nuklearni
gradus po Fuhrmanovoj klasifikaciji (R? = 0,9%, p = 0,016, E = 7 u korist Ha, slika 13a), a izrazaj
mRNA Ki-67 raste za 5 % (R?=2,9%, p < 0,001 E > 100 u korist Ha) (slika 13b). Ako se izrazaj
mRNA MSH?2 normalizira na proliferaciju, odnosno izrazaj mRNA Ki-67, ne nalazi se razlika (R?

~0.2%, p = 0,388, E = 7.034 u korist Ho) (slika 13c, d)

U papilarnome karcinomu bubrega izrazaj se mRNA MSH?2 znafajno ne razlikuje po
stadijima bolesti (R? = 2,3 %, p = 0,074, E = 1.5 u korist Ha) (slika 14a), a izraZaj mRNA Ki-67
veéi je u visim stadijima bolesti (R? = 12,3 %, p < 0,001, E > 100 u korist Ha) (slika 14b). Izrazaj
mRNA MSH?2 normaliziran na proliferaciju, odnosno izrazaj mRNA Ki-67, najmanji je u prvom

stadiju (R?=0,2 %, p = 0,541, E = 6,99 u korist Ho ) (slika 14c).

U kromofobnome karcinomu izrazaj mRNA MSH?2 prati paraboli¢ni trend i najmanji je u
drugom i tre¢em stadiju (R?=9,8 %, p = 0,030, E = 3.81 u korist Ha) (slika 15a). Najvedi je izrazaj
mRNA Ki-67 u karcinomu bolesnika u ¢etvrtom stadiju bolesti (R2=13,17 %, p=0,007, E=5,99
u korist Ha) (slika 15b). U prva tri stadija bolesti izrazaj mRNA MSH?2 znacajno je negativno
povezan s izrazajem mRNA Ki-67, a u ¢etvrtom stadiju bolesti povezanost je pozitivna (R? = 2,8

%, p=0,011, E=2,03 u korist Ha) (slika 15c).
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Slika 11. a) Dijagram okvira s ru€icama koji prikazuje izrazaj MSH2 mRNA u tumorskom tkivu (n

= 870) u odnosu na zdravo tkivo (n = 27). b) Izrazaj MSH?2 u svijetlostanicnom (CCK, n = 603),

papilarnom (n = 176) i kromofobnom (n =91)

karcinomu bubrega. c) Izrazaj Ki-67 u histoloskim

tipovima tumora. d) Modeliranje odnosa mRNA MSH?2 i1 Ki-67. e) Nagibi pravca iz modela s

prethodne slike, tj. izrazaj MSH2 normaliziran na izrazaj Ki-67 u zdravome tkivu i tri histoloska

tipa karcinoma bubrega.
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Slika 12. a) Dijagram okvira s ru¢icama koji prikazuje izrazaj MSH?2 u stadijima svijetlostani¢noga
karcinoma (stadij 1, n = 294; stadij 2, n = 68; stadij 3, n = 139; stadij 4 n = 102). b) Izrazaj Ki-67 po

stadijima. ¢) Normaliziran izraZzaj MSH?2 na Ki-67 po stadijima svijetlostani¢noga karcinoma.
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Slika 13. a) Dijagram okvira s ru¢icama koji prikazuje izrazaj MSH2 normaliziran na zdravo tkivo
po Furhamovu nuklearnom gradusu u svijetlostaniénome karcinomu bubrega (G1, n=15; G2, n=
257; G3, n = 235; G4, n = 91). b) Izrazaj Ki-67 po nuklearnome gradusu. ¢) Modeliranje odnosa
MSH?2 1 Ki-67, te d) nagib pravca, odnosno normalizirani izrazaj MSH2 na Ki-67 u razliitim

gradusima.

37



a) b) c)

0.25+
1109 =83
= c 4] __ - 0.20+
E _ 1.05 :E _ © e
E = i © 5 1.2 f g ®
631_00_..B... " l g% ]
e L g g 1.04-F % 0.104
i = 1 B z
2 0657 < 0.8- 0.05- £
o = |
0.90 T T T T 0.6 T T T T 0.00 T T
P N N ..\"b ,.\tx ‘.\\ ..\'L
SR SUE  » » 8 SIS
g\? \@b é{b r}‘b é\? G}-z,b g\‘b e\'ﬁ' é@ e\{b

Slika 14. a) Dijagram okvira s ru€icama koji prikazuje izrazaj MSH2 u stadijima papilarnoga

karcinoma (stadij 1, n = 187; stadij 2, n = 23; stadij 3, n = 63; stadij 4 n = 19). b) IzraZaj Ki-67 po

stadijima. ¢) Normaliziran izrazaj MSH2 na Ki-67 po stadijima papilarnoga karcinoma.
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Slika 15. a) Dijagram okvira s rucicama koji prikazuje izrazaj MSH2 u stadijima kromofobnoga
karcinoma (stadij 1, n = 29; stadij 2, n = 33; stadij 3, n = 17; stadij 4 n = 10). b) Izrazaj Ki-67 po

stadijima. ¢) Normaliziran izrazaj MSH2 na Ki-67 po stadijima kromofobnoga karcinoma.
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5. RASPRAVA
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5.1 Izrazaj MSH2 proteina s obzirom na starenje i tkivni odjeljak

U zdravih Stakora dinamika izrazaja MSH2 proteina ima paraboli¢ni trend, s vrhuncem
izrazaja u osmome mjesecu. Taj se trend moze objasniti dinamikom lucenja hormona, tj.

normalnim obrascem rasta jedinke (55).

Hormonalne promjene koje se dogadaju za vrijeme puberteta i njihova stabilizacija 1
smanjeno luc¢enje u odraslo doba utjecu na izrazaj MSH2 proteina. Pubertet u Stakora pocCinje u
drugom mjesecu zivota i zavrSava oko osmog mjeseca zivota, kada nastupa odraslo doba. Za
vrijeme puberteta Stakorski se bubreg poveca za 40 % zbog hipertrofije i proliferacije stanica (56).
Rast bubrega najve¢im je dijelom potaknut hormonom rasta te endokrinim i parakrinim
¢imbenicima rasta, od kojih inzulinu sli¢an ¢imbenik rasta 1 (IGF-1) igra klju¢nu ulogu (57).
Hormon rasta i stani¢na proliferacija povecavaju izrazaj MSH2 proteina (11 — 13, 15). Starenjem
dolazi do smanjenoga lu¢enja hormona rasta, a oksidacijski se stres povecava zbog stvaranja sve
vise slobodnih radikala. Kumulacija navedenih promjena dovodi do smanjenoga izrazaja MSH2 u

Stakora starih 14 mjeseci (56, 58, 59).

Razlika izmedu kore i srzi u izrazaju MSH2 tijekom starenja posljedica je razli¢itih
patofizioloskih interakcija. U odraslih Stakora starih 8 mjeseci naden je manji izrazaj MSH2 u srzi
nego u kori, moguce zbog degradacije MSH2 proteina u hipoksicnome miljeu srzi (52, 60). U
skladu s tim objasnjenjem, u Stakora od 2 mjeseca veci je izrazaj MSH2 u srzi nego kori jer zbog

nezrelosti bubrega srZ u mladunaca nije toliko hiperosmolarna 1 hipoksi¢na.
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5.2 Utjecaj SecCerne bolesti tipa 1 na izrazaj MSH2 proteina

Utjecaj Secerne bolesti tipa 1 na izrazaj MSH2 u Stakorskome bubregu ovisi o trajanju
bolesti, zivotnoj dobi i bubreznome odjeljku. Usporedbom izrazaja MSH2 u kori 8 mjeseci staroga
Stakora koji ima Secernu bolest 6 mjeseci sa zdravom kontrolom iste dobi, nismo nasli znacajne
razlike. Bubrezna kora do 8. mjeseca zivota inicijalno prolazi proces hipertrofije i hiperplazije, a
s druge strane, SeCerna bolest koja traje 6 mjeseci izaziva oSteCenje bubreznoga tkiva zbog
metabolickoga i hipoksi¢noga stresa (61, 62). Pretpostavljamo da u dijabeti¢nih Stakora pozitivni
utjecaj hormona rasta, endokrinih i parakrinih stimuliraju¢ih ¢imbenika na proizvodnju MSH2
kompenzira povecano oSteéenje stanica, nastalo zbog rastucega oksidacijskog stresa i razgradnje
MSH2. Stoga je izrazaj MSH2 sli¢an onome u zdravih Stakora (55). Medutim, u Stakora starih 14
mjeseci, u kojih je SeCerna bolest tipa 1 trajala 12 mjeseci, izrazaj MSH2 znacajno je veci
dijabeti¢nih Stakora nego u kontroli. Stani¢ni stresni odgovor, zapocet Se¢ernom bolesti tipa 1 i
dugotrajnim oksidacijskim stresom u starijoj zivotnoj dobi koja je bez jaceg djelovanja
stimuliraju¢ih ¢imbenika rasta 1 hormona, ima za posljedicu veci izrazaj MSH-2 nego u zdravoj

kontroli iste dobi (63).

Smanjeni izrazaj MSH2 u bubreZnoj srzi 8-mjesecnih Stakora sa Se¢ernom bolesti tipa 1 u
odnosu na zdravu kontrolu moze se dvojako objasniti. Transkripcija 1 translacija MSH2 gena u
stanicama bubrezne srzi manja je, a razgradnja MSH2 veca u zahtjevnhome hipertoni¢nom 1
hipoksi¢cnom mikrokoliSu kojeg je Secerna bolest tipa 1 joS pogorSala. Epitelne stanice Henleove
petlje imaju receptor za ¢imbenik rasta IGF-1 koji prima poticajne ¢imbenike za proliferaciju. U
Seernoj bolesti tipa 1 smanjena je razina IGF-1 i njegova receptora u bubregu i time njihov
parakrini/autokrini stimulativni u¢inak na rast bubrega (57, 64). Osim toga, tkivo bubrega u
Stakora stari bez skracivanja telomera, a to je poticaj u drugim vrstama za povecanje izrazaja

MSH2 (56).
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5.3 Izrazaj MSH2 na transkripcijskoj razini u humanome karcinomu bubrega

Kad se usporedi izrazaj mRNA MSH2 normaliziran na biljeg proliferacije mRNA Ki-67, u
najc¢es¢im tipovima karcinoma bubrega, kromofobni karcinom pokazuje najmanji izrazaj, dapace
izgleda da proliferacija smanjuje izrazaj mRNA MSH2. U papilarnome karcinomu i
svijetlostani¢cnome karcinomu izrazaj mRNA MSH2 i mRNA Ki-67 proporcionalni su, ali u manjoj
mjeri nego u normalnome tkivu bubrega. To upucuje da su karcinomi bubrega relativno MSH2

deficijentni s obzirom na stopu proliferacije.

Relativna MSH2 deficijencija karcinoma bubrega moze biti zanimljiva u kontekstu
imunologije/imunoterapije tumora. U praksi se pokazalo da je MSH2 deficijencija tumora
povoljan ¢imbenik u odgovoru na imunoterapiju blokatorima imunoloske kontrolne tocke, bez
obzira na sijelo i histologiju raka (65). U odredivanju relativne MSH2 deficijencije karcinoma
bubrega, trebalo bi svakako ukljuditi: I) normalizaciju MSH2 izrazaja na oksidacijski status
stanice, II) modelirati odnos relativne MSH2 deficijencije 1 supresivnih dijelova imunoloSkoga
odgovora (izrazaja molekula imunoloske kontrolne tocke, biljega T regulacijskih limfocita ili
putova imunosupresivnih limfocita) i III) analizirati odnos normaliziranog MSH2 izrazaja s
mitotskim indeksom. Takvi modeli mozda bi odgovorili na pitanje moze 1i se imunoterapija
ucinkovito primijeniti u lijeCenju karcinoma bubrega u kojih je izrazaj MSH2 (normaliziran na
proliferaciju 1 oksidacijski status) manji nego u normalnome tkivu, odnosno koji su relativno

MSH?2 deficijentni.

5.4 Implikacije i translacijska vrijednosti istraZivanja

Nalaz od najvece translacijske vrijednosti u ovom istrazivanju jest da se u bubregu Stakora
izrazaj MSH2 znaajno smanjuje starenjem. U ljudi starija Zivotna dob jedan je od ¢imbenika
rizika za karcinom bubrega. Smanjena aktivnost MSH2 moZe biti ¢imbenik ukljucen u
kancerogenezu jer je MSH2 protein aktivan u kontrolnim tokama stani¢noga ciklusa.
Zaustavljanje stanicnoga ciklusa na kontrolnim tockama u G1, S ili G2 fazi nastaje kad se senzorni
proteini veZzu na oSteCenu/nerepliciranu DNA. Aktiviraju se protein kinaze ATM 1 ATR,
fosforiliraju Chk1 1 Chk2 i zaustavljaju stani¢ni ciklus, $to ponekad rezultira apoptozom. MSH2
igra vaznu ulogu u funkcioniranju svih kontrolnih tocaka popravka oSte¢enja DNA prije pocetka

sljedece faze stani¢noga ciklusa pa je razina MSH?2 varijabilna 1 ovisna o fazi stani¢noga ciklusa.
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Ako MSH2 nedostaje ili je nefunkcionalan, povecana je vjerojatnost prenoSenja mutacije u
sljede¢e faze staniCnoga ciklusa. Smanjeni izrazaj MSH2 dovodi do smanjene aktivacije
transkripcijskoga ¢imbenika p53 i omogucuje odvijanje stanicnoga ciklusa bez prethodnoga

popravka oSte¢ene DNA u G1 fazi.

U skupini 14-mjesecnih Stakora sa Secernom bolesti tipa 1 izrazaj MSH2 bio je znacajno
veci nego u kontrolnoj skupini iste dobi. To implicira da Se¢erna bolest tipa 1 nije ¢cimbenik rizika
za karcinom bubrega, Sto je sukladno epidemioloskim podacima koji nisu prepoznali Se¢ernu

bolest tipa 1 kao neovisni Cimbenik rizika za karcinom bubrega (66, 67).
5.5 Ogranicenja i nedostaci istraZzivanja

Studija bi dala viSe informacija da je u imunohistokemijsku analizu bubreznoga tkiva
dijabeti¢nih i kontrolnih Stakora ukljucila biljege oksidativnoga stresa (glutation peroksidaze,
OGGI 1 8-0x0-dG), parakrinih ¢imbenika rasta i njihovih receptora (IGF — 1 1 IGFr-1) 1 biljega
proliferacije (Ki-67). Osim toga, u daljnjem istrazivanju rezultate bi trebalo potvrditi drugim
metodama, kao $to su rt-PCR 1 Western blot. S obzirom da je Zenski spol zastitni ¢imbenik u
Secernoj bolesti, trebalo bi ispitati utjecaj spola na izrazaj MSH2 (68, 69). Transkriptomski dio
istrazivanja moze se ubuduce poboljsati tako da se, umjesto pojedinacnih gena, analizira izrazaj
skupova gena (engl. Gene Set Enrichment Analysis, GSEA) koji su ukljuceni u proliferaciju,

odgovor stanice na oksidacijski stres 1 popravak pogresno sparenih baza.
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6. ZAKLJUCAK
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Izrazaj MHS2 u kontrolnoga i dijabeti¢noga Stakora slijedi paraboli¢nu dinamiku s
vrhuncem izrazaja u osmome mjesecu Zivota.

U 14-mjesecnoga dijabeti¢nog Stakora izrazaj je MSH2 u bubregu za 30 % veci nego
u kontrolnoga zdravog Stakora.

Dob utjece na izrazaj MSH2 viSe nego Secerna bolest, Stovise u¢inak Secerne bolesti
ovisan je o dobi.

Karcinom bubrega ima oko 5 % viSe mRNA MSH?2 nego zdravi bubreg te je MSH2
relativno deficijentan. U kromofobnome karcinomu izrazaj MSHZ2 1 Ki-67 obrnuto je

proporcionalan.

46



7. SAZETAK
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Uvod: Homeostaza proliferirajucih tkiva ovisi o cjelovito) DNA molekuli. MSH2 (MutS homolog
2) pripada sustavu gena popravljaca pogresno sparenih baza i aktivan je u viSe faza stani¢noga
ciklusa. Neki tumori i neneoplasti¢ne bolesti povezane su s ugaSenom ili smanjenom aktivnoséu
MSH2. Na animalnome modelu Stakora analiziran je utjecaj starenja i Secerne bolesti tipa 1 na
imunohistokemijski izrazaj MSH2 u bubregu, a iz humane transkriptomske javno dostupne baze

izrazaj mRNA MSH?2 u karcinomu bubrega.

Tvoriva i postupci: U kohorti je 25 Stakora podijeljenih u kontrolnu skupinu i u dijabeti¢nu
skupinu kojoj je u drugom mjesecu zivota strepotozocinom inducirana Secerna bolest tipa 1.
Zivotinje su Zrtvovane u dobi od dva, osam, odnosno 14 mjeseci i oformljeno je pet skupina: zdravi
Stakori stari 2 mj., stari 8 mj. i stari 14. mj., te Stakori sa SeCernom bolesti tipa 1 stari 8 mj. i stari
14. mj. Preparati bubreznoga tkiva obojeni su protutijelom na MSH2 indirektnom
imunofluorescentnom metodom, mikroskopski analizirani, fotografirani 1 izrazaj MSH2
kvantificiran u ImageJ rac¢unalnome programu. Transkriptomska analiza izraZaja mRNA MSH2 u
humanome karcinomu bubrega ucinjena je iz javno dostupnih baza podataka s mrezne usluge

Xena.

Rezultati: Dob je glavni ¢imbenik koji utjece na izrazaj MSH2 u tkivu bubrega Stakora. U¢inak
dobi na MSH2 prati paraboli¢nu dinamiku s vrhuncem izraZaja u dobi od 8 mjeseci, dok su razine
u dobi od 2 1 14 mjeseci slicne (p < 0,001). U Stakora sa SeCernom bolesti tipa 1 starih 14 mjeseci
znacajno je veci izraza) MSH2 nego u zdravih kontrola iste dobi (p = 0,026). Kad se izraZzaj MSH2
na mRNA razini u uzorcima humanoga karcinoma normalizira na stopu proliferacije izrazenu s

mRNA Ki-67, nizi je u karcinomu nego u zdravome tkivu (p =0,011).

Zakljucak: Starija Zivotna dob smanjuje izraZaj MSH2 u bubregu, a Seerna bolest povecava.
Utvrden je relativni manjak mRNA MSH?2 u karcinomu bubrega u odnosu na zdravo tkivo §to

upucuje na relativnu MSH?2 deficijenciju.
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8. SUMMARY
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Title: Influence of Age and Diabetes Mellitus Type 1 on MSH2 (MutS homolog 2) Expression in
a Rat Kidney Tissue.

Background: Introduction: Homeostasis of proliferating tissues depends on the complete DNA
molecule. MSH2 (MutS homolog 2) belongs to the base mismatch repair gene system and is active
in several phases of the cell cycle. Some tumors and non-neoplastic diseases are associated with
suppressed or reduced MSH2 activity. The influence of aging and type I diabetes on the
immunohistochemical expression of MSH2 in the kidney was analyzed using a rat animal model,
and MSH2 mRNA expression in kidney cancer from the publicly available human transcriptome

database.

Methods: To study the influence of age, three groups of healthy rats were formed: 2 months, 8
months and 14 months old. Two groups of diabetic rats were formed: 8 months old and 14 months
old. 8-month-old diabetic rats were diabetic for 6 months, similarly 14-month-old diabetic rats
were diabetic for 12 months. The expression of MSH2 in the kidney was studied by quantification
of immunofluorescence staining. Transcriptomic analysis of MSH2 expression in human renal

carcinoma was performed on a publicly available dataset from the Xena platform.

Results: Age was identified as a major factor affecting MSH2 expression in the kidney. The effect
of age followed a parabolic dynamic, with peak expression at 8§ months of age and similar levels
at 2 and 14 months of age (p < 0.001). Diabetes had an age-dependent effect, as evidenced by an
increase in MSH2 expression in 14-month-old diabetic rats compared to healthy animals (p =
0.026). In an analysis of MSH2 in human kidney cancer from publicly available datasets, MSH2
mRNA normalized to Ki-67 mRNA proliferation rate appears to be lower in cancer than in healthy

tissue (p = 0.011).

Conclusions: Age affects MSH2 expression in kidneys more than diabetes mellitus. Since aging
is a risk factor for renal neoplasia, the reduction of MSH2 in aged rats could represent one of the

pro-oncogenic mechanisms of aging.
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