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1. UVOD



1.1.Mokraéni mjehur

Mokraéni mjehur (lat. vesica urinaria) je Suplji miSiéni organ smjeSten u zdjelici iza
preponske kosti (Slika 1). U zena lezi ispred prednje rodnicke stjenke, a u muskaraca ga od
rektuma odvaja rektovezikalana udubina. Ispod njega su sjemenski mjehuri¢i 1 sjemenovod.
Njegova je funkcija skladiStenje urina koji iz bubrega dolazi mokra¢ovodima (lat. ureter), a iz
mjehura odlazi mokraénom cijevi (lat. urethra). Kad je napunjen, kapacitet mu je oko 500

mL. Anatomski se dijeli na bazu (lat. fundus), vrat (lat. cervix), tijelo (lat. corpus) i vrh (lat.

apex) (1).
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Slika 1. Shematski prikaz anatomije mokra¢nog mjehura (a) i njegov histoloski presjek (b)

(preuzeto sa https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/d/dc/2605_The_Bladder.jpg).

1.1.1. HistolosSka grada mokraénog mjehura

Stjenka mokra¢nog mjehura gradena je od cetiri sloja (Slika 2). Vanjski sloj (adventicija) je
rahlo tkivo koje je samo na gornjoj i, u muskaraca, dijelu donje povrSine prekriveno
peritonejem. MiSi¢ni sloj (lat. muscularis vesicae) je dobro razvijen i najdeblji dio stjenke

mokra¢nog mjehura, a misSi¢na vlakna idu u svim smjerovima. Sluznica ima brojne nabore



koji omogucuju maksimalnu rastegljivost uz uStedu prostora. Prekrivena je prijelaznim
epitelom, koji svojim izgledom podsjeca na nekeratinizirajuéi viSeslojni plocasti i cilindri¢ni
epitel koji histolozi zovu urotel. Sastavljen se od slojeva okruglastih stanica koje se rastezu i
izduZuju kako se mjehur puni. U maksimalno distendiranom mjehuru urotel sadrzi svega 2-3
sloja stanica, dok se u kontrahiranom stanju nalazi 7-8 slojeva stanica. Prijelazni epitel
(urotel) sprjecava resorpciju mokrace (2). Navedena grada stjenke mokra¢nog mjehura koristi
se za stupnjevanje malignih tumora, postavljanje dijagnoze, donoSenje terapijskih odluka kao

1 u prognosticke svrhe (3).
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Slika 2. Presjek mokra¢nog mjehura. Vide se slojevi mokra¢nog mjehura: prijelazni epitel,
lamina proprija, miSiéni sloj 1 adventicija pri povecanju 17X (a) i 360X (b) (preuzeto s
http://antranik.org/wp-content/uploads/2011/12/histology-of-urinary-bladder-transitional-

epithelium-muscular-layer-detrusor-adventitia-microscope-micrograph.jpg)



1.1.2. Zlocudni tumori mokra¢nog mjehura

Karcinom mokra¢nog mjehura je zlocudni tumor nastao od stanica mokra¢nog
mjehura. Najces¢i tip je karcinom prijelaznih stanica (urotelni ili tranzitocelularni karcinom)
koji €ini priblizno 90% svih tumora mokra¢nog mjehura. Ostali tipovi su skvamozni karcinom

koji €ini 5% 1 adenokarcinom koji €ini 2% ukupnih tumora (4).

Karcinom mokra¢nog mjehura je na devetom mjestu po ucestalosti malignih tumora i
najces¢i je maligni tumor mokra¢nog sustava te je drugi po smrtnosti. Trostruko je ¢es¢i u
muskaraca nego u zena s medijanom dobi dijagnoze od 70 godina. Karcinom mokraénog
mjehura ukljucuje povrSinsku, invazivnu i metastatsku bolest od kojih svaka ima svoju

klini¢ku sliku, prognozu 1 lijecenje (1).

1.1.3. Etiologija i ¢cimbenici rizika za nastanak karcinoma mokraénog mjehura

Karcinom mokraénog mjehura uzrokovan je genetskim abnormalnostima i vanjskim
rizicnim faktorima ukljucujué¢i izlaganje karcinogenima, nutritivnim faktorima, unosu

tekucine i alkohola, infekcijama, upali i kemoterapijskom tretmanu (5).

Uz kozu 1 plu¢a, mokra¢ni mjehur je glavni organ koji je izloZen karcinogenima iz
okoliSa. Tu spadaju aromatski amini (benzidin i anilinske boje) koji se veZzu na DNA.
Uglavnom se koriste u kemijskoj industriji, tiskarama, industrijskoj obradi gume, koze i
metala gdje udisanjem ili apsorpcijom kroz kozu ulaze u organizam. Njihovo vezanje na DNA
ovisi o aktivaciji enzima ¢iji je izrazaj razliit u populaciji, ¢ine¢i odredene ljude
podloznijima formiranju karcinoma kao §to je slu¢aj u polimorfizmu gena N-acetil transferaze
(NAT) i glutation-S-transferaze (GSTM1) (1). Karcinom mokra¢nog mjehura smatra se
jednim od najbolje poznatih tzv. industrijskih karcinoma. Vrijeme latencije kemijskih
karcinogena, tj. vrijeme od izloZenosti do pojave karcinoma je vrlo dugo te iznosi od 30 do 50
godina. Ukupni rizik razvoja karcinoma mokra¢nog mjehura u industrijskih radnika je 30%, te
je najvisi u industriji gume, a najnizi u poljoprivredi. PusSenje cigareta je statisticki glavni
¢imbenik rizika za razvoj karcinoma mokra¢nog mjehura i odgovorno je za 30-60% svih
karcinoma mokra¢nog mjehura u muskaraca i Zzena. Osobe koje puSe imaju 2 do 3 puta vece
Sanse za razvoj karcinoma mokraénog mjehura, a intenzitet i godine puSenja linearno

odgovaraju porastu rizika (6).



Prvi rodaci pacijenata oboljelih od karcinoma mokra¢nog mjehura imaju dvostruki
vedi rizik za razvoj bolesti Sto pokazuje ulogu nasljednih ¢imbenika, ali visoko rizi¢ne obitelji

za razvoj bolesti su relativno rijetke (1).

1.1.4. Klini¢ka slika i dijagnostika

Makroskopska, bezbolna hematurija je glavni simptom u 85% pacijenata s dijagnozom
karcinoma mokraénog mjehura, a mikroskopska hematurija prisutna je u gotovo svih
pacijenata. Hematurija je obi¢no povremena i svaka epizoda vidljive hematurije zahtjeva
detaljnu obradu ¢ak i ako je analiza urina negativna. Od pacijenata s vidljivom hematurijom,
20% ¢e imati uroloski malignom, a 12% tumor mokraénog mjehura. Diferencijalna dijagnoza
ukljucuje uroinfekciju, cistitis, urolitijazu, upale prostate, a jedino potpunom obradom je

moguce do¢i do prave dijagnoze (7).

Potpuna obrada hematurije za karcinom mokra¢nog mjehura ukljucuje cistoskopiju,
citologiju urina, UZV mokra¢nog mjehura i trbuha, slikovnu pretragu urinarnog trakta
(najcesc¢e CT abdomena 1 zdjelice 1 intravenska urografija) i PSA-test. Cistoskopijom se
vizualno prikaze karcinom mokraénog mjehura, te utvrduje njegovu lokalizaciju. Ako
cistoskopija otkrije tumor, radi se transuretralna resekcija (TUR) tumora mjehura.
Transuretralnim putem tumor se, ako je moguce, ukloni u cijelosti i Salje na patohistolosku
analizu. Na osnovi patohistoloSke analize, potvrduje se dijagnoza i odreduje histoloski gradus
tumora na cemu se temelji klinicki stadij bolesti, odreduje nacin lijecenja i prognoza tumorske

bolesti (8).

Slijede¢i vazan simptom je bol koja nastaje zbog invazije karcinoma izvan epitela
mokraénog mjehura i povezana je s veli¢inom i lokacijom karcinoma i/ili metastaza.
Posljedice invazije su funkcionalno smanjenje kapaciteta mjehura, pretjerana aktivnost
miSica, te zacepljenje izlaza mjehura §to dovodi do smetnji prilikom mokrenja, a koje se
javljaju u treéine pacijenata. Smetnje mokrenja ukljuc¢uju disuriju, polakisuriju i1 urgenciju

).

Kod uznapredovale bolesti prisutni su op¢i simptomi kao $to su gubitak tjelesne tezine
1 apetita, umor te simptomi lokalnog Sirenja tumora kao Sto su palpabilna masa u zdjelici,

hidronefroza, limfedem, opstipacija te simptomi udaljenih metastaza (10).



1.1.5. Stupnjevanje bolesti

Procjena stadija proSirenosti karcinoma mokraénog mjehura temelji se na TNM

klasifikaciji (engl. tumor, lymph nodes, metastasis) Americkoga udruzenja za rak (AJCC).

Prognoza karcinoma mokra¢nog mjehura ovisi o viSe parametra od kojih su najvazniji klinicki

stadij tumora 1 njegov histoloski gradus (10,11).

Tablica 1. TNM Kklasifikacija tumora mokra¢nog mjehura (AJCC).

Tx
TO
Ta
Tis
T1
T2
T2a
T2b
T3
T3a
T3b
T4

T4a

T4b

NX
NO
N1
N2
N3

MX
Mo
M1

Primarni se tumor ne moze opisati

Nema dokaza primarnog tumora

Neinvazivni papilarni karcinom

Karcinom in situ

Tumor invadira subepitelno vezivno tkivo

Tumor invadira misi¢ni sloj

Tumor invadira povrSinski miSiéni sloj (unutarnja polovica)

Tumor invadira duboki misi¢ni sloj (vanjska polovica)

Tumor invadira perivezikalno tkivo

Mikroskopska invazija perivezikalnoga tkiva

Makroskopska invazija perivezikalnoga tkiva

Tumor invadira jedno od navedenoga: stroma prostate, sjemeni mjehuriéi, maternica,
vagina, zdjeli¢na stjenka, trbusna stjenka

Tumor invadira jedno od navedenoga: stroma prostate, sjemeni mjehuri¢i, maternica,
vagina

Tumor invadira zdjeli¢nu stjenku, trbusnu stjenku

Limfni ¢vorovi ne mogu biti odredeni

Nema zahvacenih regionalnih limfnih ¢vorova

Jedan zahvaceni regionalni limfni ¢vor u zdjelici

Vise od jednog zahvaéenog limfnog ¢vora u zdjelici

Metastaze u zajednickim ilijaénim limfnim ¢vorovima

Metastaze ne mogu biti odredene

Nema udaljenih metastaza

Udaljene metastaze




Tumori stadija Ta, Tis i T1 ne prodiru u miSiéni sloj 1 ¢ine skupinu povrSinskih
karcinoma. Oni ¢ine 75-80% dijagnoza karcinoma mokra¢nog mjehura, dok ostatak cini
invazivni karcinom. Stadij Ta predstavlja neinvazivni papilarni tumor, dok Tis predstavlja
karcinom in situ tj. ograni¢en na epitel. Tumor T1 se dijeli na Tla koji je ograni¢en na
podsluznicu i T1b koji je ograni¢en na laminu propriju. Od povrSinskih karcinoma oko 70%
¢ini Ta stadij, 20% T1 i 10% karcinom in situ (Tis). Tumore koji prodiru u misiéni sloj
nazivamo invazivnima te u njih spadaju stadiji T2, T3 1 T4. T2 stadij tumora, koji se dijeli na
T2a 1 T2b, prodire u misiéni sloj (unutarnju i vanjsku polovicu), ali ne prelazi granice
mokraénog mjehura. T3 se dijeli na T3a i T3b i (mikroskopski i makroskopski) invadira
okolno perivezivno tkivo. Stadij T4a je tumor koji invadira jedno od okolnih tkiva (prostatu,
sjemeni mjehuri¢ ili maternicu i vaginu), a T4b kad invadira zdjeli¢nu i/ili trbusnu stjenku

(11), (Slika 3).
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Slika 3. Stadiji tumora mokra¢nog mjehura: Ta, Tis, T1, T2, T3, T4. (slika preuzeta s
http://www.bergenurological.com/cabl.jpg)



Tablica 2. Klinicki stadij tumora mokra¢nog mjehura.

STADD ‘ T N ‘ M
0a Ta NO MO0
Ois Tis NO MO0
I T1 NO MO0
I T2a NO MO0
T2b NO MO0
T3a NO MO0
I T3b NO MO0
T4a NO MO0
T4b NO MO0
v Any T N1-3 Mo
Any T Any N M1

Klini¢ki karcinom mokra¢nog mjehura mozemo podijeliti u cCetiri stadija ovisno o
TNM statusu tumora tj. razvoju tumora, prisutnosti pozitivnih limfnih ¢vorova i udaljenih

metastaza. Prisutnost pozitivnih metastaza u limfnim ¢vorovima ili udaljenih metastaza uz

.....

1.1.6. Gradus tumora mokra¢nog mjehura

Prema stupnju diferenciranosti (engl. grading) stupnjevanjem po WHO (World Health
Organisation) moZemo razlikovati 3 gradusa ili stupnja zlocudnosti tumora mokra¢nog
mjehura. To su dobro diferencirani tumor (G1), srednje diferencirani tumor (G2) i lose
diferencirani tumor (G3). Gradus ovisi o diferencijaciji stanica tj. njthovoj ukupnoj stani¢noj i
jezgrinoj abnormalnosti kao 1 o mitotskoj aktivnosti tumorskih stanica. HistoloSki promatrano
gradus tumora povezan je sa stadijem tumora. Medutim, gradus ima neovisnu prognosticku
vrijednost unutar odredenog stadija (13). Navedena podjela, uz TNM Kklasifikaciju koristi se

za dijagnosticke, prognosticke 1 terapijske potrebe.




1.1.7. Prognoza i lijeCenje

Povrsinski tumori mokra¢nog mjehura lijece se u pocetku transuretralnom resekcijom
tumora (TUR) s daljnjom intravezikalnom kemoterapijom ili imunoterapijom (9). Lokalni
kirurski zahvat je ¢esto potrebno ponavljati zbog toga $to u oko 70% pacijenata s povrsinskim
tumorom dolazi do recidiva, a stopa progresije u invazivni karcinom je oko 30%.
Imunoterapija se osniva na intravezikalnoj primjeni BCG-a (Bacillus Calmette-Guerin), te
reakciji imunoloskog sustava protiv stanica tumora koja uslijedi nakon davanja BCG-a. Od
pocetka primjene, prije 40 godina, davanje BCGa je jedan od najboljih primjera imunoterapije
protiv tumora (14). Ceste i redovite kontrole svakih 3-6 mjeseci kljuéne su u ranom otkrivanju

recidiva nakon kojih slijedi ponovni kirurski zahvat i patohistoloSka analiza.

Invazivni tumori mokraénog mjehura lijeCe se radikalnom cistektomijom uz
neoadjuvantnu kemoterapiju. Postoperacijska kemoterapija i radioterapija ovisi o stadiju
bolesti, histoloSkom gradusu tumora te zahvaéenosti limfnih ¢vorova. Nihov cilj je

unistavanje preostalih tumorskih stanica nakon radikalnog operacijskog zahvata (15,16).

Na prognozu karcinoma mokraénog mjehura utjecu njegove genetske, patoloske i
fenotipske promjene. Genetska nestabilnost je jedno od glavnih svojstava invazivnog
karcinoma mokra¢nog mjehura, specificno mutacije gena TP53, RB i PTEN povezane su s
jako loSom prognozom bolesti. Unato¢ velikom napretku u razumijevanju genetike karcinoma
mokra¢nog mjehura, stadij 1 gradus tumora jo$§ uvijek su najvazniji prognosticki elementi.
Gradus predstavlja potencijal rasta zloCudnih stanica, a stadij opisuje opseg proSirenosti
karcinoma 1 njegovu sposobnost invazije. Mnogi su genetski i epigenetski uzroci invazivnog
fenotipa tumora, ali, zbog velike Sarolikosti genetskih promjena u razli¢itim tumorima, tesko
je odrediti tocan uzrok i u¢inak bilo koje to¢no odredene genetske promjene. Svakodnevno se
otkrivaju novih biljezi proliferacije 1 invazije, signalni putevi, onkogeni, tumor supresorski
geni 1 ¢imbenici rasta koji sudjeluju u razvoju karcinoma mokra¢nog mjehura (17). Za
pretpostaviti je da ¢e integracija stadija, gradusa i molekularnih biljega tumora u buduénosti
znacajno poboljsati odredivanje prognoze karcinoma mokra¢nog mjehura kao i pomoci u
otkrivanju bolesti i terapijskom pristupu stvaranjem novih meta na koje ¢e se mo¢i terapijski

djelovati.



1.2. Imunosupresijske molekule CTLA-4 i PD-1

1.2.1. Molekula CTLA-4

Molekula CTLA-4 (engl. cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4) je proteinski
receptor koji se nalazi na povrSini pomagackih i citotoksi¢nih limfocita T (18). Po genetskoj
strukturi pokazuje sli¢nosti s CD28 molekulom, jo§ jednom imunomodulacijskom molekulom

(19).

CTLA-4 djeluje kao ,,kontrolna to¢ka* imunoloSkog sustava i posljednja istrazivanja
govore 0 njenoj vaznoj ulozi negativnog regulatora aktivacije limfocita T. CTLA-4 je u
direktnoj kompeticiji s CD28 molekulom za CD80 i CD86 ligand (takoder poznatih kao B7-1
i B7-2) na povrSini antigen prezentiraju¢ih stanica. Vezanje CD28 za CD80 1 CD86 ligand
¢ini nuzni korak za aktivaciju limfocita T, zajedno s vezanjem TCR (engl. T cell receptor) za
molekule MHC (engl. major histocompatibility complex) na antigen prezentirajuéim

stanicama (19,20).

T cell
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Slika 4. Model djelovanja molekule CTLA-4 pri aktivaciji T-stanica. Pri niskoj razini izraZaja
molekule CTLA-4, limfocit T prima aktivacijski signal preko molekule CD28 te stanica
postaje aktivna u borbi protiv mikroba i tumorskih stanica. Jednako tako, kada je razina

izrazaja molekule CTLA-4 visoka, limfocit T prima inhibicijski signal.
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Prema ovom modelu aktivacija naivnih T-limfocita zahtijeva signalizaciju preko TCR
i CD28 signalnog puta zajedno. U uvjetima suboptimalne kostimulacije, niska razina izrazaja
CTLA-4 mogla bi inhibirati aktivaciju T-stanica preko inhibitornih signala ili direktnom
kompeticijom s CD28 (Slika 4). U uvjetima dostatne kostimulacije, niska razina izrazaja
CTLA-4 postaje nedostatna za svoje inhibitorno djelovanje i slijedi potpuna aktivacija T-
limfocita. Ako se izrazaj molekule CTLA-4 poveca, moze ponovno kompetirati s CD28 i time

stvarati inhibitorne signale kojima se ogranicava odgovor T-stanica (20,21).

Mehanizam djelovanja CTLA-4 jos nije dovoljno istrazen, a predlozeni mehanizmi su
aktiviranje fosfataze na T-stanicnom receptoru, vezivanje i otklanjanje CD80/86 receptora na
antigen prezentiraju¢im stanicama, sprjecavajuc¢i aktiviranje limfocita T pomocu CD-28

(21,22).

Ovaj model govori o vaznoj ulozi CTLA-4 u odrzavanju periferne imunotolerancije.
Reguliranje interakcije TCR 1 CD28 u dovoljnoj mjeri da inicira aktivaciju T-stanica, CTLA-4
smanjuje reaktivnost T-stanica na vlastite antigene i prevenira autoimunost. Pokus u kojem je
u CTLA-4 potpuno uklonjen iz organizma miSeva (tzv. knock-out misevi) doveo je do
masivne letalne limfoproliferacije i autoimunosti §to na impresivan nacin podupire gornju
tvrdnju (22-24). U studijama na ljudima potvrdena je povezanost CTLA-4 polimorfizama s
autoimunom hipertireozom i Gravesovom bolesti. Takoder se mutacije ovog gena povezuju s
raznim drugim autoimunim bolestima, kao $to su inzulin ovisni dijabetes mellitus,
Hashimotova bolest Stitnjace, celijakija, sistemski lupus eritematozus, primarna bilijarna

ciroza, multipla skleroza (24).

1.2.2. Molekula PD-1

Molekula PD-1 (eng. programmed death 1) je inhibitorni receptor izrazen na povrsini
aktiviranih limfocita T i pro-B-limfocita koji modulira njihov odgovor tijekom imunoloske
reakcije u razli¢itim tkivima, ukljucujuéi 1 imunolosku reakciju na tumor (25). Na njega se
vezu ligandi PD-L1 i PD-L2 koji su izrazeni na epitelnim i endotelnim stanicama, na
stanicama koje prezentiraju antigen (dendriti¢ne stanice, makrofagi i limfociti B) te na

tumorskim stanicama (26,27).

Protein PD-1, kao i CTLA-4, sluzi kao ,kontrolna tofka®“ imunog sustava
sprjecavajuci aktivaciju limfocita T, §to omogucava toleranciju na vlastitih antigena te tako

smanjuje autoimunost. Inhibitorni efekt PD-1 postignut je dvostrukim mehanizmom poticanja
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apoptoze (programirane stanicne smrti) u antigen specificnim limfocitima T uz istovremeno

smanjivanje apoptoze regulacijskih (supresorskih) limfocita T (27,28).

Izrazaj PD-1 liganda (PD-L1) u tkivima kao i CTLA-4 u limfocitima T moze biti
pojacana interferonima prisutnim u upalnim stanjima kao S$to je kroni¢na infekcija. Smatra se
da tumori ,,iskoriStavaju njihovu regulacijsku funkciju da bi izbjegli specifi¢ni imunoloski
odgovor limfocitima T (29,30). Pojacani izrazaj CTLA-4 pronaden je u neoplasticnim
limfoidnim i mijeloidnim stanicama, kao i u solidnim tumorima poput rabdomiosarkoma,
osteosarkoma, melanoma, neuroblastoma, raka debelog crijeva, plu¢a kao i mnogim drugima
(31). Pojacan izrazaj PD-L1 naden je u mnogim karcinomima poput dojke, pluc¢a, cerviksa,
ovarija, kolona, rektuma, bubrega, te je povezan s loSom prognozom §to govori u prilog
imunosupresivnom djelovanju PD-1/PD-L1 signalnog puta (32-35). Nova istrazivanja u
pacijenata oboljelih od PD-L1 pozitivnog melanoma govore u prilog boljoj prognozi kada je
izrazaj PD-L1 na tumorskim stanicama povecan, jer dolazi do infiltracije tumora limfocitima
T i stvaranja interferona-y, §to ukazuje na ,,prilagodbu tumora® tj. kompenzacijsko povisenje

aktivnosti PD-L1 liganda i u¢inkovitijeg napada tumorskih stanica limfocitima T (36).

1.2.3. Klini¢ki znaéaj CTLA-4 i PD-1

Osim kod autoimunih bolesti, veliko klinicko znafenje ovih molekula je u
imunoterapiji malignih bolesti. Inhibitorni receptori (i njihovi signalni putevi) poput CTLA-4
1 PD-1, ¢iji se izraZaj nalazi na tumor specifi¢nim limfocitima T, dovode do njihove smanjene
aktivacije 1 lize tumorskih stanica. Modulacijom tih receptora koriStenjem monoklonskih
protutijela moze dovesti do povecane aktivacije imunolo§kog sustava protiv stanica raka i
temelj je novog oblika imunoterapije koja se vrlo uspjesno pocinje primjenjivati pri lijeCenju
raka (29-36). Tako je davanje monoklonskog protu-CTLA-4 protutijela ipilimumab-a
pacijentima oboljelih od metastatskog melanoma rezultiralo pove¢anom stopom ukupnog
prezivljenja u fazama 3 klini¢kih pokusa. Mnogi pacijenti s metastatskom bolesti prosli su
granicu od 10 godina prezivljenja bez potrebe za dodatnim intervencijama (37,38). Nova
istrazivanja upucuju da blokada PD-1 i PD-L1 receptora, kao i zajednicka blokada CTLA-4 i
PD-1/PD-L1 kombinirana s kemoterapijom i radioterapijom, moze imati jo$ znacajniji uc¢inak
pri lijecenju razli€itih vrsta tumora ukljucujuéi karcinom plu¢a ne-malih stanica, tumore

bubrega, rak debelog crijeva, a koji nisu bili podlozni nikakvoj vrsti imunoterapije (39-44).
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Izrazaj CTLA-4 i PD-1 signalnih puteva jo$S je predmet aktivnog istraZivanja u mnogim
solidnim tumorima i hematoloskim malignitetima, §to moZe otvoriti nove terapijske ciljeve pri

lijecenju tih tumora.
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2. HIPOTEZA
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S obzirom na imunosupresivno djelovanje molekula CTLA-4 i PD-1 1 njihovu vaznu
ulogu u razvoju razli¢itih malignih bolesti, ocekuje se njihov povecan izrazaj u urotelnim

tumorima mokraénoga mjehura niskog gradusa.
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3. ISPITANICI I POSTUPCI
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3.1.Ispitanici i uzorci

U analizu istrazivanja ukljueni su uzorci pacijenata koji su bili podvrgnuti
transuretralnoj resekciju tumora mokra¢nog mjehura (TUR) u Klini¢kom bolni¢kom centru
Split, Odjelu za urologiju. Pri operacijama uzeti su uzorci tkiva za analizu izrazaja gena te su
uzorci odmah nakon operacije pohranjeni u teku¢em dusiku (na -196° C) gdje su ¢uvani do

izolacije molekule mRNA.

Analizirano je dvanaest karcinoma mokra¢nog mjehura prijelaznih stanica koji su
imali niski gradus. Svi su ispitanici potpisali informirani pristanak za sudjelovanje u
istrazivanju, a u skladu s dopustenjem Etickog odbora KBC Split (klasa: 500-03/06-01/208,
ur.br: 2181-147-06-01/01-MJ) 1 Etickog povjerenstva Medicinskog fakulteta SveuciliSta u
Splitu (klasa: 003-08-10-03/0005, ur.br: 2181-198-03-04/10-10-0011).

Proucavanje izrazaja gena provedeno je u laboratoriju Katedre za imunologiju i

genetiku Medicinskog fakulteta u Splitu.
3.2.Postupak izolacije RNA iz tkiva

Izolacija RNA iz zdravog 1 tumorskog tkiva je prvi korak u istraZzivanju. Uzorak iz
teku¢eg dusika homogeniziran je (eng. tissue pulverizer) snaznim udaranjem metalnim
cekic¢em, a nakon toga uzorak smrvljenog tkiva prebacen u 1,5 ml tubice bez DNAze i RNAze
u koju se dodaje ImL Qiazol Lysis reagensa i ostavlja da odstoji 5 minuta na 15-25°C.
Koristeno je ~100 mg uzorka na 1 ml reagensa, a volumen dodanog tkiva ne smije prelaziti
10% volumena Qiazol Lysis Reagent-a. Zatim se smjesi dodaje 0,2mL kloroforma i vorteksira
15 sekundi, te ostavlja da smjesa odstoji na sobnoj temperaturi 2-3 minute. Nakon toga slijedi
centrifugiranje smjese na 12,000 okretaja kroz 15 minuta na temperaturi od 4°C. Rezultat
centrifugiranja je taloZenje proteina na dnu tubice, DNA u srednjem sloju i RNA na vrhu.
Prozirna faza u kojoj se nalazi molekula mRNA pipetiranjem se prebaci u novu tubicu i doda
joj se 0,5mL isopropanola (na 1 ml Qiazol Lysis Reagent-a), te vorteksira i1 inkubira na sobnoj
temperaturi 10 minuta. Nakon ponovnog centrifugiranja na 12,000 okretaja kroz 10 minuti na
temperaturi od 4°C u tubici se dobije RNA pelet kao bijeli talog na dnu. Aspirira se
supernatant i na RNA dodaje 1mL 75% etanola i ponovno centrifugira na 7,500 okretaja kroz
15 minuta na temperaturi od 4°C. Nakon ponovnog otklanjanja supernatanta ostavlja se RNA

pelet da se osusi. U posljednjem koraku RNA talog je pazljivim pipetiranjem otopljen u
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odredenom volumenu DNase, RNase free vode (30ul). Istim postupkom izolirana je RNA iz
sva 24 uzorka (12 uzoraka zdravog i 12 uzoraka tumorskog tkiva istog ispitanika). Nakon toga
moguce koncentracija RNA je izmjerena spektrofotometrom (NanoDrop Spectometar).

Uzorci su zatim pohranjeni na -80°C do postupka sinteze cDNA.

3.3.Sinteza cDNA i priprema qRT-PCR

Izolirana mRNA prevodi se u cDNA enzimom reverznom transkriptazom. Za sintezu
cDNA je koristen kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kits (Applied Biosystems).

Za vrijeme cijelog postupka sve komponente kita drze se na ledu. U tubici se mijeSaju
sljede¢e komponente: 10x RT Buffer (2,0 ul), 25x ANTP Mix(100mM) (0,8 ul), 10xRT
Random Primers (2,0 ul), MultiScribe™Reverse Transcriptase (1,0 ul), RNase Inhibitor (1,0
ul), voda bez nukleaza (3,2 pl), RNA (izracuna se, do 1ug) i doda se voda bez RNaza do
20uL. Bududi da je navedena smjesa je dostatna za jedan uzorak, smjesa je nacinjena za sva
24 uzorka istovremeno i podijeljena na 24 tubice u koje je naknadno dodana RNA (1pg) u
potrebnom volumenu s vodom bez RNaza do 20uL. Nakon njeznog mijesSanja sadrzaja tubice,
slijede 3 koraka inkubacije: 10 minuta na 25°C, 30 minuta na 50°C te 5 minuta na 85°C. Zatim
se doda 1pL E. coli RNaseH i inkubira 20 minuta na 37°C. Dobivena cDNA moZe se Koristiti
za kvantitativni PCR ili pak pohraniti na -20°C.

Svaka jaZica na plo¢i koja ide u RT-PCR aparat (7500 Real Time PCR System-
Applied Biosystems) sadrzi uzorak od ukupno 20uL, od kojih je 16uL MIX-a i1 4uL. uzorka
cDNA. MIX se sastoji od 4uL. RNaza/DNaza free vode, 10uL. SYBR Green boje, te po 1puL
Forward i 1uL Reverse pocetnice za svaki pojedinacni uzorak cDNA.

Zbog kontrole uspjesnosti qRT-PCR-a, na svaku plo€u ispipetirani su i kontrolni
uzorci koji su uz MIX s pocetnicama, sadrzavali i RPS23. RPS23 je uvijek podjednako
izrazen u svakom humanom tkivu te sluzi kao kontrola izrazaja gena u tim tkivima.

Preko gotove ploce lijepi se naljepnica kako se uzorci ne bi pomijesali te se

centrifugira na 4,600 okretaja kroz 13 minuta na 4°C.
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3.4. Kvantitativna PCR reakcija u stvarnom vremenu (qQRT-PCR)

Lancana reakcija polimeraze (engl. Polymerase Chain Reaction) je laboratorijska
metoda koja omogucava viSestruko umnazanje odredenog DNA fragmenta iz jako male
koli¢ine pocetnog materijala, stvarajuci eksponencijalno rastuci broj kopija. Sastoji se od tri
osnovna koraka. Prvi korak je denaturacija dvolan¢ane DNA u jednolanfanu uz pomod
topline, najceS¢e na temperaturi od 95 °C. Drugi korak je hibridizacija komplementarnih
oligonukleotidnih lanaca tj. primera s jednolan¢anom DNA. Tre¢i korak je produljenje
pocetnica uz pomo¢ enzima Taq polimeraze, na temperaturu otporne DNA polimeraze,
stvaraju¢i novi lanac po modelu jednolanéane DNA. Otpornost na visoku temperaturu je
veoma vazna, jer se na kraju svakog ciklusa kopiranja DNA dvolan¢ana DNA mora ponovno
denaturirati. Tri navedena koraka Cine jedan ciklus PCR-a na kraju kojega se broj DNA kopija
udvostruci, a koji se tokom reakcije ponavlja 25-45 puta pri ¢emu se zZeljeni fragment DNA
umnozi milijun do milijardu puta.

U tradicionalnom PCR-u, rezultat se analizira samo na kraju reakcije. NajceSce
koriStena metoda detekcije je elektroforeza na agaroznom gelu koja razdvaja DNA fragmente
na osnovu njihove molekularne mase. Na kraju razdvajanja, gel se boja etidij bromidom koji
veze DNA 1 moZe se vizualizirati pod UV svjetlom. Prisustvo gena u izuzetno velikom broju
od milijun do milijardu kopija olakSava njegovu detekciju, a zatim i analizu eventualnih
izmjena njegove nukleotidne strukture. Medutim cesto je vazno ne samo otkriti neki gen u
uzorku, ve¢ 1 odrediti broj kopija u kima je prisutan. Problem koji je nastao u koriStenju
tradicionalnog PCR-a jest postojanje platoa detekcije na agaroznom gelu, Sto znaci da ako
postoje veoma niske koncentracije originalne DNA nec¢emo biti u moguénosti na taj nain
detektirati i kvantificirati zeljene fragmente. Klasicna metoda RT-PCR (engl. reverse
transcriptase PCR) je semikvantitativna, stoga je potreba za preciznijom kvantifikacijom
mRNA dovela do razvoja nove tehnike nazvane kvantitativna PCR u stvarnom vremenu
(qQRT-PCR, od engl. real time PCR). qRT-PCR je pouzdana i precizna metoda za
kvantifikaciju specificnih molekula DNA. Za reakciju su potrebne vrlo male koli¢ine mRNA,
Sto omogucava upotrebu ove metode u slucajevima kada na raspolaganju imamo vrlo male
koli¢ine tkiva (mikrodisekcija). Produkti PCR obiljezeni fluorescencijskom bojom
kontinuirano se analiziraju. Fluorescencijska boja (naj¢esce se koristi SYBR Green 1) vezana
je uz prigusivac (Q- quencher), a emitira fluorescenciju tek nakon razdvajanja od njega, tj.
vezanjem za dvolancanu (novonastalu) DNA. Dakle, mjerenjem fluorescencije mjerimo

nastalu DNA jer koli¢ina fluorescencije razmjerna je koli¢ini PCR proizvoda.
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Ovo omogucava detekciju originalne mRNA/cDNA u femtogramima. Rezultati qRT-
PCR-a se ocitavaju na krivulji umnazanja. Ta krivulja pokazuje porast intenziteta
fluorescencije (laserski detektirano) u odnosu na broj PCR ciklusa. U tu krivulju se postavlja
detekcijski prag, koji nakon Sto ga intenzitet fluoresciranja prijede, ukazuje na sigurnu pojavu
umnazanja kopija DNA. Ciklus u kojem je taj prag prijeden se naziva Ct tj. pragovni ciklus
(engl. cycle threshold). Sto je ciklus u kojemu se prijede prag nizi, veca je koli¢ina DNA u

odredenom uzorku (i obrnuto).

Delta Rn vs Cycle
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1.0e-001

1.0e-002

Delta Rn
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12345678 9101112131415161718192021222324252627 28293031 323334353637 38304041 4243 44 45

Cycle Number

Slika 5. Amplifikacijske krivulje qRT-PCR reakcije. Na njoj je kvantificirana koli¢ina
flourescencije (RN) u odnosu na broj ciklusa (Cycles). Koli¢ina poCetnog materijala diktira
vrijednost u kojoj fluorescencija pojedinog uzorka prijede predvideni intenzitet — prag ciklusa
(Ct). Nizi Ct ukazuje na veci broj mRNA/cDNA molekula gena koji se istrazuje, $to odgovara

njegovom vecem izraZaju.
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3.5.0brada podataka

Rezultati kvantitativne PCR reakcije u stvarnom vremenu predstavljaju Ct vrijednosti
koje definiraju ciklus u kojem fluorescentni signal prelazi zadani prag detekcije. Ct vrijednost
predstavlja izrazaj testiranih gena u tkivu mokra¢nog mjehura i obrnuto je proporcionalna
izrazaju testiranih gena u uzorku. Mjerile su se relativne promjene izrazaja ciljanih gena (PD-
1 i CTLA-4) u tumorskom i zdravom tkivu istih pacijenata, a kao endogena kontrola za
kvantifikaciju koristen je gen RPS 23.

Relativne vrijednosti promjena ciljnog gena u odnosu na kontrolni, za tumorsko i
zdravo tkivo dobivene su po formuli 2(Ct kentole - Ct cilianog gena).  7atim je izraGunat omjer
relativnih vrijednosti za tumorsko tkivo i relativne vrijednosti za zdravo tkivo i time je
dobivena razina promjene (porast ili pad) izrazaja ciljnog gena u tumorskom tkivu. Omjer > 2
smatran je porastom izrazaja PD-1 i CTLA-4. U skupinu s porastom izrazaja takoder su
svrstani uzorci kod kojih je Ct-vrijednost PD-1 i CTLA-4 u zdravom tkivu bila ispod praga
detekcije, dok je Ct-vrijednost PD-1 i CTLA-4 u tumorskom tkivu bila unutar detekcijskog
praga. Napravljen je one sample H-kvadrat test kako bi se utvrdila promjena izrazaja
istrazivanih gena u tumorskom u odnosu na zdravo tkivo istog pacijenta. Vrijednost od
P<0.05 smatrana je statisticki znacajnom. Svi uzorci su radeni u duplikatima. Izracun

relativnih promjena ciljnih gena napravljan je u programu Microsoft Office Excell 2013.
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4. REZULTATI
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Razina promjene izrazaja gena CTLA-4 i PD-1 u tumorima dobivena je usporedbom
relativnih vrijednosti izrazaja gena u tumorskom i zdravom tkivu. Omyjer ve¢éi (ili manji) od 2
smatran je porastom (smanjenjem) izrazaja CTLA-4 i PD-1. U skupinu s porastom izrazaja
takoder u svrstani uzorci kod kojih je Ct-vrijednost PD-1 i CTLA-4 u normalnom tkivu bila
ispod praga detekcije, dok je Ct-vrijednost PD-1 i CTLA-4 u tumorskom tkivu bila unutar
detekcijskog praga. Relativne vrijednosti promjene izrazaja pojedinih gena u tumorskom tkivu
kao 1 zdravom tkivu mokraénog mjehura dobivene su analizom Ct vrijednosti za pojedine

gene (CTLA-4 i PD-1), te njihovom usporedbom s Ct vrijedno$¢u genskog standarda (RPS23

Tablica 3. Promjena izrazaja gena CTLA-4, prikazano kao viSekratnik porasta, u pojedinim

tumorima mokraénoga mjehura (u odnosu na zdravo tkivo istog mokraénoga mjehura).

Naziv uzorka tkiva Porast/pad izrazaja gena u tkivu

MO004T 0,000253345

MOOST 3,573683528

MOO09T 16,58360017

MO12T Detekcija ispod praga za zdravo tkivo, a iznad
praga za tumorsko.

MO15T 712166,2181

MO16T 209190,8771

MO17T Detekcija ispod praga za zdravo tkivo, a iznad
praga za tumorsko.

MO18T 2,690128797

MO020T 134,3780078

MO30T 0,001052879

MO31T Detekcija ispod praga za zdravo tkivo, a iznad

praga za tumorsko.

MO040T Detekcija ispod praga za zdravo tkivo, a iznad
praga za tumorsko.
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Povecan izrazaj gena za CTLA-4 u tumorskom tkivu uocena je kod 10 od 12 ispitanika

(83.33%) P=0,0433, one sample Hi-kvadrat test.

Srednja vrijednost promjena kod uzoraka kojima je bilo moguce izraCunati razinu

promjene, koja ukazuje na porast aktivnosti gena CTLA-4 iznosila je 115 189 puta.

Tablica 4. Promjena izrazaja gena PD-1, prikazano kao viSekratnik porasta, u pojedinim

tumorima mokraénoga mjehura (u odnosu na zdravo tkivo istog mokraénoga mjehura).

Naziv uzorka tkiva

Porast/pad izrazaja gena u tkivu

MO004T 0,002341641

MOOST 0,156073265

MOO0O9T 3,24380941

MO12T Detekcija ispod praga za zdravo tkivo, a iznad
praga za tumorsko.

MO15T 183,4003058

MO16T 851,0690414

MO17T 0,000458295

MO18T 5,402910565

MO020T Detekcija ispod praga za zdravo tkivo, a iznad
praga za tumorsko.

MO30T 0,085703375

MO3IT 1,02746225

M040T Detekcija ispod praga za zdravo tkivo, a iznad

praga za tumorsko.

Povecan izrazaj gena za PD-1 u tumorskom tkivu u odnosu na zdravo tkivo kod istog

pacijenta uocena je kod 7/12 parova uzoraka Sto odgovara 58.33% uzoraka. One sample H-

kvadrat test ne pokazuje razinu statisticke znacajnosti, P = 0,7728

Srednja vrijednost promjena kod uzoraka kojima je bilo mogudée izraunati razinu

promjene, koja ukazuje na porast aktivnosti gena PD-1 iznosila je 116 puta.
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5. RASPRAVA
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Rezultati istrazivanja u kojem smo analizirali izrazaj gena za CTLA-4 i PD-1 u tkivu,
urotelnih tumora mokra¢nog mjehura niskog gradusa pokazali su da je CTLA-4 statisticki
znacajno vise izrazen (P = 0,0433). Nadalje, nije utvrden statisticki znaCajan porast izrazaja
molekule PD-1 u tkivu urotelnih tumora (P = 0,7728). Usprkos ne postojanju statistickih
razlika, neki su tumori imali veliki porast izrazaja gena PD-1 pa je prosjecni porast izrazaja
gena PD-1 iznosio 116 puta. Sarolikost genetskih promjena je jedno od glavnih svojstava
tumora, pa tako i tumora mokraénog mjehura pa je to vjerojatni razlog razliitosti izrazaja

gena medu razli¢itim tumorima (46).

Imunoloski sustav koristi se nizom mehanizama samo-regulacije kojim se sprjecava
pretjerani imunolo$ki odgovor na vlastite ili bezazlene strane antigene. lako nuzni za
imunolosku homeostazu, u tumorskom tkivu, inhibitorni signalni putevi mogu prevladati i
sprijeciti efektivni anti-tumorski imunoloski odgovor. Mehanizmi kojima CTLA-4 i PD-1
vr§e svoj inhibitorni utjecaj na T-stani¢nu aktivaciju je viSestruki, tako CTLA-4 primarno
ograni¢ava T-stani¢nu aktivaciju i1 klonalni izraZzaj dok PD-1 primarno ogranicava njihovu

efektorsku funkciju u perifernim tkivima.(21,22,27,28).

Njihovu regulacijsku funkciju ,,iskoriStavaju mnogi tumori kako bi izbjegli specificni
imunoloski napad limfocitima T (29,30). Inhibitorni receptori i njihovi signalni putevi, kao $to
su CTLA-4 1 PD-1, ¢iji se izrazaj nalazi na tumor specificnim T-stanicama, vode do smanjene
aktivacije 1 supresije razli¢itih funkcija limfocita kao Sto su proliferacija, sekrecija citokina i
liza tumorskih stanica. Povecani izraZzaj CTLA-4 i PD-1 pronaden je u mnogim tumorskim
stanicama poput karcinoma dojke, pluca, cerviksa, jajnika, kolona i rektuma, bubrega, kao i u
neoplasti¢énim limfocitnim i1 mijelocitnim stanicama, te u melanomima (31-36). S obzirom na
njihovu vaznu ulogu u razvoju mnogih malignih bolesti, cilj ovog rada bio je analizirati njihov

izrazaj na uzorku urotelnih tumora mokra¢nog mjehura niskog gradusa.

Novi pristup imunoterapiji raka temelji se na modulaciji ovih receptora koriStenjem
monoklonskih protutijela pristupom poznatim kao ,,blokada kontrolne toc¢ke* (eng. checkpoint
blockade). Djelovanjem monoklonskih protutijela blokiraju se ovi signalni putevi, §to moze
dovesti do povecane aktivacije imunoloskog sustava protiv stanica raka. Mnoga protutijela jo§
se aktivno istrazuju, a neka kao ipilimumab ve¢ je odobren za klini¢ku primjenu u lijecenju

melanoma (37-44).

UspjeSnost ovog oblika ciljane terapije — imunoterapije ovisi 0 samom izrazaju

ciljanih molekula i njihovih liganda u tumorima koji se zbog velike genetske varijabilnosti
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razlikuju izmedu istih tumorskih tipova. Testiranje izrazaja ciljanih gena ima klju¢nu ulogu u
pronalazenju osoba koje ¢e pokazati najbolji odgovor na ovaj oblik terapije, te isto tako ima i

veliku prognosticku vrijednost.

Ova pilot studija pokazala je statisticki znacajan porast izrazaja gena CTLA-4, te trend
porasta izrazaja gena PD-1 u urotelnim tumorima mokraénoga mjehura niskog gradusa.
Buduca istrazivanja trebala bi ukljuciti ve¢i broj uzoraka tumora mokraénog mjehura u
kojima bi se odredio izrazaj gena za CTLA-4 i PD-1 metodom PCR reakcije u stvarnom
vremenu, kao i drugim metodama (Western blot i imunohistokemija) kojima bi se na

proteinskoj razini potvrdili naSe rezultate.

Zakljucno, rezultati provedenog pilot istrazivanja pokazuju da urotelni tumori imaju
visok izrazaj imunosupresijskih molekula CTLA-4 i PD-1 pa bi i te tumore trebalo ukljuciti u
klinicka testiranja kojima se utvrduje ucinkovitost lijeenja tumora monoklonskim
protutijelima (npr. ipilimumab) koja inhibiraju navedene molekule. Za pretpostaviti je da bi
takva terapija mogla biti u¢inkovita u urotelnim tumorima s visokim izrazajem molekula

CTLA-41PD-1.
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6. ZAKLJUCCI
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v

v

Genski izrazaj CTLA-4 statisticki je znaCajno povecan u urotelnim tumorima
mokra¢nog mjehura niskog gradusa.

Gen PD-1 nema statisticki znacajno povisen izrazaj u urotelnim tumorima mokra¢nog
mjehura niskog gradusa. Iako ne postoji statisticka znacajnost, prosjeni porast
izrazaja gena je 116 puta i sugerira da bi s povecanjem broja ispitivanih uzoraka
dosegao statisticku znacajnost.

Imunoterapija monoklonskim protutijelima protiv molekula CTLA-4 i PD-1 mogla bi

biti u¢inkovita u urotelnim tumorima koji imaju visok izrazaj tih molekula.
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7. SAZETAK
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Cilj istrazivanja: Utvrditi postoji 1i povecan izrazaj gena CTLA-4 i PD-1 u u urotelnim

tumorima mokraénoga mjehura niskog gradusa.

Metode: 1z uzoraka je izolirana molekula mRNA, nakon c¢ega je RNA reverznom
transkripcijom prevedena u cDNA koja je sluzila kao predlozak za qRT-PCR. Elektroforezom
na agaroznom gelu potvrdena je specifi¢nost pocetnica, a razina promjene izraZaja gena

utvrdena je usporedbom s izrazajom gena RPS23.

Rezultati: Gen za CTLA-4 ima pojacan izrazaj u 10 od 12 urotelnih tumora mokraénog
mjehura niskog gradusa (P = 0,0433). Gen za PD-1 ima tedenciju k pove¢anom izrazaju (u 7

od 12 tumora mokra¢nog mjehura, P = 0,7728)

Zakljucci: Izrazaj gena CTLA-4 statisticki znacajno je povecan u urotelnim tumorima
mokraénog mjehura niskog gradusa. Gen PD-1 nema statisticki znacajno poviSen izrazaj u
urotelnim tumorima mokra¢nog mjehura niskog gradusa, iako postoji tendencija njegovom
povecanom izrazaju. Rezultati ovog rada ukazuju na mogucu korisnost inhibicije molekula

CTLA-4 i PD-1 pri lijecenju urotelnih tumora.

31



8. SUMMARY
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Aims: To determine level of expression of immunospressive CTLA-4 and PD-1 molecules in

low grade urothelial tumors.

Methods: RNA was isolated from tissues samples and then converted into cDNA by reverse
transcription. cDNA was used as a template for qRT-PCR reaction. Specificity of the
amplification reaction was verified by agarose gel electrophoresis. RPS23 was used as a

housekeeping control.

Results: CTLA-4 was over-expressed in 10 of 12 urothelial bladder tumors (P = 0,0433). PD-
1 gene display tendency to elevated expression (7 of 12 urothelial bladder tumors showed

overexpression, P =0,7728)

Conclusions: Expression of CTLA-4 is significantly elevated in low grade urothelial bladder
tumors. PD-1 expression is not significant elevated although there is trend toward its
elevation. These results imply great potential of inhibiting CTLA-4 and PD-1 molecules

during urothelial cancer therapy.
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