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1. UVOD



1.1. Karcinom mokraénog mjehura

Mjehur je Suplji organ s fleksibilnom miSi¢nom stijenkom smjesten u donjem dijelu
abdomena. Uloga mu je sakupljanje i pohrana urina do uriniranja. Karcinom mokra¢nog
mjehura je bolest u kojem se normalne stanice mjehura promjene u zlo¢udne - karcinomske

stanice, te se nekontrolirano mnoze (1).

Zlo¢udni tumor nastane kada se stanice u tijelu, u ovom slucaju stanice mjehura,
znatno promjene 1 kada dobiju sljedece odlike: stalna stimulacija njihovog umnoZzavanja i
nemogucénost kontroliranja tog procesa, zadobivanje besmrtnosti, otpornost na stani¢nu smrt,
poticanje nastanka novih krvnih zila i stjecanje sposobnosti metastaziranja. Tim procesima
koji ¢ine temelj zlo¢udnih tumora redovito su pridruzeni i genomska nestabilnost, poremecena
stani¢na energetika, izbjegavanja tumora imunosnom sustavu i nastanak pro-tumorske upale.

Pojam karcinom odnosi se na zlo¢udne tumore koji su nastali od epitelnih stanica. (2)

Postoje 3 vrste karcinoma koji primarno zahvac¢aju mjehur. Nazivaju se po stanicama

koje postanu karcinomske. To su (2):

e Karcinom prijelaznih stanica (urotela)
e Karcinom plocastih stanica

e Adenokarcinom

1.1.1. Epidemiologija

Karcinom mjehura je Cetvrta najées¢a maligna bolest medu musSkarcima u zapadnom
svijetu, odmah nakon prostate, plu¢a i1 kolona. U Europi 1 SAD-u, karcinom mokra¢nog
mjehura uzrokuje 5 do 10% svih karcinoma u muskaraca. Incidencija u zena je Cetiri puta

manja. Srednja dob pri dijagnozi je 65 do 70 godina (3).

1.1.2. Riziéni faktori

Sve Sto povecava Sansu da osoba dobije karcinom zove se rizi¢ni faktor. Prisutnost

riziénih faktora ne znaci da ¢e osoba dobiti karcinom, kao §to ni odsustvo ne znaci da osoba

neée dobiti karcinom. Poznati rizi¢ni faktori za karcinom mjehura ukljucuju (4):



¢ Konzumiranje duhana, narocito pusenje cigareta

¢ Postojanje karcinoma mjehura u obiteljskoj anamnezi

e Prisutnost nekih gena povezanih s karcinomom mjehura

e Tretmani zracenjem u podrucju zdjelice ili koristenje nekih citostatika (ciklofosfamid,
ifosfamid)

e Konzumiranje vode s visokom razinom klora ili arsena

¢ Dugotrajno koristenje urinarnih katetera

¢ Ucestale infekcije mokra¢nog mjehura

1.1.3. Dijagnostika

Postavljanje dijagnoze karcinoma mokra¢nog mjehura obavlja se putem biokemijske i
citoloske analize urina, cistoskopije, intravenske urografije, kompjuterizirane tomografije i
drugih metoda. Cistoskopija, proces uvlacenja cistoskopa kroz uretru u mjehur, metoda je
izbora za neuznapredovale karcinome jer omogucava operateru da vizualizira unutarnju
stjenku mjehura, vidi promjene te uzme bioptat na licu mjesta (Slika 1). Druga vazna
dijagnosticka metoda je intravenska urografija pri kojoj, uz pomo¢ kontrastnog sredstva,
lijenik na rentgenskoj slici moZe prona¢i karcinom. Za invazivne karcinome koriste se

metode poput kompjuterizirane tomografije, magnetske rezonance i drugih (5).
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Slika 1.Shematski prikaz cistoskopije. Cistoskopom se kroz mokra¢nu cijev ude u
mokraéni mjehur te se pod kontrolom oka moze napraviti dijagnosticki pregled ili terapijska

intervencija. Preuzeto iz: (5)

1.1.4. Klini¢ka slika

Glavni simptom karcinoma mokra¢nog mjehura je bezbolna hematurija koja je
prisutna u 85% bolesnika. MoZe biti makrohematurija ili mikrohematurija. Makrohematurija
(vidljiva prostim okom) je najces¢e povremena i Cesto prac¢ena ugruscima. Osim hematurije,
mogu postojati i poremecaji mokrenja kao Sto su disurije, polakisurije i urgencije. Nakon

isklju¢ivanja infekcije, ovi simptomi ukazuju na karcinom mokra¢nog mjehura (6).



1.1.5. Lijecenje

1.1.5.1. LijeCenje povrSinskih tumora mokra¢nog mjehura

Primarni oblik lijecenja povrSinskog raka mokraénog mjehura jest transuretralna
endoskopska resekcija (TUR). S obzirom na visoku stopu lokalnog vracanja bolesti, nakon
resekcije potrebno je u tromjesecnim intervalima ponavljati cistoskopiju. Adjuvantno se
intravezikalno aplicira imunoterapija ili kemoterapija. U imunoterapiji povrSinskog karcinoma
mokraénog mjehura primjenjuje se BCG (Bacillus Calmette Guérin) dok se od citostatika
najcesce primjenjuje mitomicin C. Intravezikalna imunoterapija i kemoterapija produljuju

prezivljenje bez znakova bolesti te smanjuju broj recidiva (7).

1.1.5.2. Lijecenje invazivnog raka mokra¢nog mjehura

Osnovni oblik lije¢enja invazivnog raka mokraénog mjehura jest radikalna
cistektomija, s neoadjuvantnom kemoterapijom temeljenom na cisplatini uz adjuvantnu
kemoterapiju ovisno o patohistoloskoj slici tumora, statusu regionalnih limfnih ¢vorova i
stadiju bolesti. Rjede se primjenjuje parcijalna cistektomija. Metastatska bolest lije¢i se

kemoterapijom (7).

1.1.6. Prognoza

Petogodis$nje prezivljenje najprecizniji je indikator prognoze bolesti. Mane su mu §to
ukljucuje pacijente koji su zapoceli lijeCenje prije 5 godina, ne ukljucuje recidive i1 to Sto
svrstava pacijente samo po stadiju bolesti, a ne 1 po ostalim ¢imbenicima poput dobi, fizickog

i socijalnog stanja itd. Sve to uzevsi u obzir, stopa petogodiSnjeg prezivljenja iznosi (8):

e Zastadij 0 stopa petogodiSnjeg prezivljenja iznosi 98%
e Zastadij 1 stopa petogodiSnjeg prezivljenja iznosi 88%
e Za stadij 2 stopa petogodiSnjeg prezivljenja iznosi 63%
e Za stadij 3 stopa petogodiSnjeg preZivljenja iznosi 46%

e Zastadij 4 stopa petogodiSnjeg prezivljenja iznosi 15%



1.2. Inducirane pluripotentne mati¢ne stanice (iPS)

Inducirane pluripotentne mati¢ne stanice potjeCu od diferenciranih stanica (najcesce
fibroblasta) koje su genetski reprogramirane u stanice koje slice na embrionske mati¢ne
stanice (EMS) kroz pojacanu ekspresiju gena vaznih za odrzavanje osnovnih svojstava
embrionskih mati¢nih stanica. lako ove stanice zadovoljavaju definirajuce kriterije za
pluripotentne mati¢ne stanice, joS uvijek nije poznato razlikuju li se iPS 1 EMS u klinicki
znaajnim varijablama. Mi§je iPS demonstrirale su znacajne karakteristike EMS, ukljucujuci
ekspresiju markera mati¢nih stanica, formiranje tumora koji se sastoje od sva 3 zametna
listi¢a te mogucnost stvaranja mnogo razlicitih tkiva kad su injicirane u misji embrio tijekom
vrlo ranog stadija razvoja. Iako su potrebna dodatna istrazivanja, iPS ve¢ se koriste u razvoju
lijekova i stvaranju modela za razli¢ite bolesti, ¢ak i za transplantacijsku medicinu. Tkiva
stvorena ovim putem su ista kao i originalna te budu¢i da potjeCu od istog organizma

izbjegavaju imunolosku reakciju primatelja (9).

1.2.1. Yamanakijevi faktori

Takahashi 1 Yamanaka (10) demonstrirali su da retrovirusima posredovano ubacivanje
samo 4 gena (PouSfl, Sox2, c-Myc, 1KIf4) u fibroblaste odraslih miSeva moZe dovesti
stvaranje stanica s karakteristikama mati¢nih stanica tzv. iPS stanica. Te se stanice mogu

diferencirati u endodermalne, ektodermalne i mezodermalne loze stanica (11).

Inducirane pluripotentne maticne stanice prvi put su proizvedene 2006. godine
ubacivanjem 4 gena - Yamanakijeva faktora (kasnije otkriven i1 Nanog gen koji se pokazao
esencijalnim za pluripotenciju iPS-a u miSeva (12). Humani fibroblasti pretvoreni su u iPS
2007. godine $to oznacava prekretnicu koja bi potencijalno mogla rijesiti eticke 1 imunoloSke
probleme s upotrebom ljudski embrionalnih stanica u regenerativnoj medicini. Yamanakijevi
faktori, vjeruje se, poti€u vecinu, ako ne i sve, bitne razvojne signalne putove potrebne za

indukciju iPS, a bitni su i za odrzavanje pluripotentnosti mati¢nih stanica (13).



1.2.2. Dediferencijacija tumorskih stanica

Odavno je poznato da mnoge stanice karcinoma posjeduju biljege i svojstva
embrionalnih mati¢nih stanica i da su neke bile meta terapijama. Otkri¢e karcinomskih
matic¢nih stanica korak je dalje u tom smjeru (14). Tijekom embrionalnog razvoja organizma,
dogadaji su determinirani i kre¢u se u jednom smjeru, bez moguénosti obrata razvojnih
procesa. Otkri¢e Yamanake 1 Takahashija pokazuje da se kona¢no diferencirane stanice, poput
fibroblasta, mogu vratiti unazad kroz diferencijacijski put prema pluripotentnim stanicama,
nesto slicno dogada se tijekom razvoja karcinoma. Konvergencija i sli¢nost karcinomskih
mati¢nih stanica i iPS mogla bi utabati novi put za terapeutske pristupe rekurentnim

karcinomima (Slika 2) (15).
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Slika 2. Shematski prikaz obrata razvojnog procesa u neoplazmama neuralnog tkiva. Vec

diferencirane stanice pretvaraju se u karcinomske mati¢ne stanice. Preuzeto iz: (15)



1.2.3. Terapijske moguénosti

Budu¢i da karcinomske mati¢ne stanice (KMS) igraju vaZznu ulogu u metastaziranju te
u rezistenciji na kemoterapiju i radioterapiju obecavajuca terapija za karcinom mora ciljati ne
samo vecinu tumorske populacije, ve¢ specificno KMS (16). Da terapija koja cilja KMS
funkcionira, dokazao je Jin i suradnici kada su 2009., na misjem modelu, povecali prezivljenje
od akutne mijeloidne leukemije C¢ije su KMS uniStavali specifiénim protutijelima (17).
Premda ve¢ postoje mogucnosti lijeCenja ciljanom terapijom protutijelima poput rituksimaba i
sl., te terapije trajno ne uniStavaju tumorsko tkivo. Tek napadom na karcinomske mati¢ne

stanice povecavaju se izgledi za trajno izlje¢enje raka.



2. CILJ ISTRAZIVANJA



Utvrditi postojanje dediferencijacije urotelnih stanica kroz aktivaciju Yamanakijevih
faktora (Cimbenika indukcije mati¢nih stanica) tijekom nastanka tumora mokraénog mjehura

u misa.
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3. MATERIJALI I METODE
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3.1. MiSeviiBBN tretman

U istrazivanju su se koristili divlji tip (WT) miSeva C57BL/6J. Skupine su se sastojale
od 8 miSeva, a eksperimentalna skupina podvrgnuta je akutnom tretmanu koriStenjem
kemikalije N-butil-N-(4-hidroksibutil)-nitrozamin (BBN) u vodi za pi¢e u koncentraciji od
0,05% sa svrhom indukcije tumora mokra¢nog mjehura. Indukcija tumora s BBN-om slijedila
je ve¢ objavljene 1 ustaljene protokole (18). Misevi iz kontrolne skupine bili su ujednacene
dobi od 6 do 8 tjedana te su boravili u istim uvjetima kao i miSevi tretirani BBN-om. Tretman
BBN-om bio je akutni i trajao je 2 tjedna, nakon ¢ega su misevi zrtvovani. MiSevi koriSteni u
istrazivanju uzgajani su, anestezirani i Zrtvovani prema europskim i hrvatskim smjernicama za
brigu 1 upotrebu laboratorijskih Zivotinja, a sa Zivotinjama su radili kvalificirani istrazivaci.
IstraZivanje je odobrilo Eti¢ko povjerenstvo Ministarstva poljoprivrede te Eticko povjerenstvo

Medicinskog fakulteta u Splitu.

3.2. Postupak izolacije RNA iz tkiva

Izolacija RNA iz zdravog i tumorskog tkiva prvi je korak u istraZivanju. Uzorak iz
tekuceg duSika homogeniziran je snaZznim udaranjem metalnim ¢eki¢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. Kori$teno je ~100 mg uzorka na 1
ml reagensa, a volumen dodanog tkiva ne smije prelaziti 10% volumena Qiazol Lysis
Reagent-a. Zatim se smjesi doda 0,2mL kloroforma 1 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 i inkubira na sobnoj temperaturi 10 minuta. Nakon
ponovnog centrifugiranja na 12,000 okretaja kroz 10 minuta na temperaturi od 4°C u tubici
dobije se 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 odredenom volumenu DNase, RNase

free vode (30ul). Istim postupkom izolirana je RNA iz svih 16 uzoraka (8 uzoraka zdravog i 8
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uzoraka tumorskog tkiva istog ispitanika). Nakon toga mogucée koncentracija RNA je
izmjerena spektrofotometrom (NanoDrop Spectometar). Uzorci su zatim pohranjeni na -80°C

do postupka sinteze cDNA.

3.3. Sinteza cDNA i priprema Q-PCR

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

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 dNTP Mix(100mM) (0,8 pl), 10xRT
Random Primers (2,0 pl), MultiScribe™Reverse Transcriptase (1,0 pl), RNase Inhibitor (1,0
ul), voda bez nukleaza (3,2 pl), RNA (izrauna se, do 1pg) i doda se voda bez RNaza do
20uL. Bududi da je navedena smjesa je dostatna za jedan uzorak, smjesa je nainjena za sva
24 uzorka istovremeno i podijeljena na 24 tubice u koje je naknadno dodana RNA (1ug) u
potrebnom volumenu s vodom bez RNaza do 20uL. Nakon njeznog mijeSanja 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 1uL 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, Foster City, California, SAD ) sadrzi uzorak od ukupno 20uL, od kojih je 16uL
MIX-a i 4uL uzorka cDNA. MIX se sastoji od 4ul. RNaza/DNaza free vode, 10uL SYBR
Green boje, te po 1uL Forward i 1L Reverse pocetnice za svaki pojedina¢ni uzorak cDNA.
Zbog kontrole uspjesnosti PCR-a, na svaku plocu ispipetirani su i kontrolni uzorci koji su uz
MIX s pocetnicama, sadrzavali i1 aktin. Aktin 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.

3.4. Kbvantitativna PCR reakcija u stvarnom vremenu (Q-PCR)

Lancana reakcija polimeraze (engl. Polymerase Chain Reaction) laboratorijska je

metoda koja omogucava viSestruko umnazanje odredenog DNA fragmenta iz jako male
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koli¢ine pocetnog materijala, stvaraju¢i eksponencijalno rastuci broj kopija. Sastoji se od tri
osnovna koraka. Prvi korak je denaturacija dvolancane DNA u jednolanéanu uz pomoé
topline, naj¢e$¢e na temperaturi od 95 °C. Drugi korak je hibridizacija komplementarnih
oligonukleotidnih lanaca tj. primera s jednolancanom DNA. Tre¢i korak je produljenje
pocetnica uz pomo¢ enzima Taq polimeraze, na visoku temperaturu otporne DNA polimeraze,
stvaraju¢i novi lanac po modelu jednolancane DNA. Otpornost na visoku temperaturu je
veoma vazna, jer se na kraju svakog ciklusa kopiranja DNA dvolanc¢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 i 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 kojima je prisutan. Problem koji nastaje u koriStenju
tradicionalnog PCR-a je postojanje platoa detekcije na agaroznom gelu, Sto znaci da ako
postoje veoma niske koncentracije originalne DNA ne¢emo biti u moguénosti na taj nacin
detektirati 1 kvantificirati Zeljene fragmente. Klasi¢na 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 (Q-
PCR). Q-PCR je pouzdana i precizna metoda za kvantifikaciju specificnih molekula DNA. Za
reakciju su potrebne vrlo male koli¢ine mRNA, §to omogucava upotrebu ove metode u
slu¢ajevima kada na raspolaganju imamo vrlo male koli¢ine tkiva (mikrodetekcija). Produkti
PCR-a obiljeZeni fluorescencijskom bojom kontinuirano se analiziraju. Fluorescencijska boja
(najcesce se koristi SYBR Green I) vezana je uz prigusSiva¢ (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.

Ovo omogucava detekciju originalne mRNA/cDNA u femtogramima. Rezultati Q-
PCR-a se o€itavaju 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

14



umnazanja kopija DNA (Slika 3). Ciklus u kojem je taj prag prijeden se naziva CT ;.
pragovni ciklus (engl. cycle threshold). Sto je ciklus u kojemu se prijede prag niZi, veéa je

koli¢ina DNA u odredenom uzorku (i obrnuto).

Amplitication Flot
Amplification Plot

1.000 B+

1.000

1000 E1
<
1.000 B2

1.000 B2

1.000 B4

Cycle

Dﬁedar:lsyhrioshﬂ Plot:’ﬂ.ﬁ‘n vs. Cycle :] Threshold:l 0.20

Slika 3. Amplifikacijske krivulje Q-PCR reakcije. Slika prikazuje dinamiku promjene
flourescencije (RN) testiranih uzoraka u odnosu na broj ciklusa (Cycles) umnazanja testirane
mRNA. Koli¢ina pocetnog materijala diktira vrijednost u kojoj fluorescencija pojedinog
uzorka prijede predvideni intenzitet — prag ciklusa (Ct). NiZe Ct vrijednosti ukazuju na vecu
koli¢inu startnih mRNA/cDNA molekula, a to odgovara njegovom veéem izrazaju.

Preuzeto sa: http://www.joshuapgray.com/RealtimePCR/dataanalysisguide.html

3.5. Obrada podataka

Mjerile su se relativne promjene izrazaja ciljanih gena (Pou5fI, Sox2, Nanog i KIf4) u
miSeva koji su pro§li BBN tretman 1 WT miSeva, a kao endogena kontrola za kvantifikaciju
koriSten je gen za aktin.

Relativne vrijednosti promjena ciljnog gena u odnosu na kontrolni, za tumorsko i

2(CT kontrole - CT ciljanog gena)

zdravo tkivo dobivene su po formuli . Zatim je izracunat omjer

relativnih vrijednosti za tumorsko tkivo i relativne vrijednosti za zdravo tkivo i time je
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dobivena razina promjene (porast ili pad) izrazaja ciljnog gena u tumorskom tkivu. Omjer > 2
smatran je porastom izrazaja promatranih gena. Napravljeni su nespareni t testovi kako bi se
utvrdila promjena izrazaja istrazivanih gena u tumorskom u odnosu na zdravo tkivo
netretiranih miSeva. Vrijednost od P<0,05 smatrana je statisticki znacajnom. Svi uzorci su
radeni u duplikatima. Izracun relativnih promjena ciljnih gena napravljen je u programima
Microsoft Office Excel 2007(Microsoft, Redmond, Washington, SAD) i GraphPad Prism
6(GraphPad Software inc., La Jolla, California, SAD).
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4. REZULTATI
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Gen Sox2 pokazuje statisticki znacajno manji izrazaj u tumorskom tkivu, i to za 4,73 puta

(P=0,003) (Slika 4).

Sox2

0.0008+ . x%
¥ 0.0006-
w
=
% 0.0004-
<
3]
<N 0.00024

0.0000 ; e

Kontrolna skupina BBN
= P=0,003

Slika 4. Prikaz izraZaja gena Sox2 u ranim fazama razvoja tumora. IzraZaj gena Sox2

znacajno je manji u odnosu na njegov izrazaj u zdravom tkivu (P=0,003).

Nije pronadena statisticki znacajna razlika u izraZaju Nanog gena izmedu tumorski

promjenjenog tkiva mjehura i kontrolne skupine (P=0,423) (Slika 5).

Nanog
0.000008-

0.000006+ —

0.000004 -

0.000002+

2 A Ct (Actin - Nanog)

0.000000

Kontrolna skupina
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Slika 5. Prikaz izrazaja gena Nanog u ranim fazama razvoja tumora. Izrazaj gena Nanog

nije znacajno promjenjen u odnosu na izrazaj u zdravom tkivu (P=0.423).

Gen KlIf4 pokazuje statisticki zna¢ajno veci izrazaja u tumorskom tkivu za 5,6 puta (P<

0,001)(Slika 6).
Klf4
0.0008+ .
¥ 0.0006- S
x
E
g 0.0004 -
o
<]
oy 0-0002-
| | 1
0.00001—4 . ' .
Kontrolna skupina BBN

st = P<0,001

Slika 6. Prikaz izrazaja gena Klf4 u ranim fazama razvoja tumora. Izrazaj gena KIf4

znacajno je veci u od njegovoj izrazaja u zdravim tkivima (P< 0,001).

Zbog nevazecih podataka, gen PouSf1 izbacen je iz daljnjih analiza.
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Koeficijent promjene

Kif4

H Koeficijent promjene

Slika 7. Sumarni prikaz promjena testiranih gena kao omjer izraZaja istih u bolesnom i

zdravom tkivu. Uocen je znafajno manji izrazaj Sox2 gena u tumorskom tkivu, izostanak

promjene u izrazaju Nanog gena i znacajno veci izrazaj Klf4 gena u tumorskom tkivu.
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5.1. Sox2

Sox2, gen koji Cesto dolazi kao partner Oct4 genu (19), povecano je izrazen u raznim
karcinomima, primjerice u karcinomu pankreasa, dojke, hepatocelularnom karcinomu,
adenokarcinomu pluca, prostate, kolona te karcinomu mokra¢nog mjehura (20,21). Neki od
nacina koriStenja tog saznanja o€itovali su se ve¢ u radu kineskih znanstvenika Jia i suradnika
kada su ustvrdili da se razina izrazaja Sox2 gena moze potencijalno koristiti kao marker u
raspoznavanju tumora i netumorskih tvorbi u tkivima prostate, kao prognosticki biljeg
carcinoma prostate, ¢ak mozda 1 u lijeCenju (22). Yamaguchi i suradnici utvrdili su da
dvostruki porast u ekspresiji Sox2 gena uzrokuje pad u ekspresiji Oct4 gena, time potvrdujuci
odredeni oblik interakcije izmedu ta 2 gena (23). Smanjenje u ekspresiji Sox2 gena dobiveno
kroz provedene eksperimente moze biti uzrokovano brojnim razlozima te je potrebno daljnje
istrazivanje koje bi ukljucivalo neke druge metode (western blot i imunohistokemija) kako bi

1 na proteinskoj razini potvrdili dobivene rezultate.

52.  KIf4

Klf4 ima potencijalno dvojnu ulogu u razvoju karcinoma, nekad se vjerovalo da je
tumor supresor, dok novija istrazivanja nisu ukazala na njegovu povecanu ekspresiju u
planocelularnom karcinomu, karcinomu dojke, mozga, prostate, leukemijama 1 multiplom
mijelomu (21,24). Otkriveno je da je KI/f4 u karcinomu dojke (u kojem je pojacano izraZen u
preko 70% slucajeva) potreban za odrZavanje populacije karcinomskih mati¢nih stanica te za
migraciju i invaziju karcinomskih stanica. Knockout tehnikom sva navedena svojstva
karcinoma su se smanjila te je logi¢no da KIf4 bude potencijalna meta u lijecenju karcinoma
dojke (25). Rasprave o uc¢inku KIf4 gena kao onkogenu ili tumor supresoru sumirao je rad
Wanga i suradnika iz 2015. godine ustvrdivsi da funkcionira i kao jedno i drugo ovisno o vrsti
tkiva i1 reguliranju ekspresiji raznih gena. Zatim su demonstrirali da u karcinomu dojke
prekomjeran izrazaj Klf4 poti¢e apoptozu i1 smanjuje tumorigenost (26). Za pojasniti
peterostruki porat KIf4 gena u ovim pokusima potrebno je provesti dodatna istraZivanja.
Uoceni porast izrazaja gena KIf4 ukazuje na postojanje procesa dediferencijacije urotelnih
stanica tijekom zlo¢udne preobrazbe ili na razvoj mati¢ne karcinomske stanice u tim

tumorima.
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5.3.  Nanog

Nanog, gen za kojeg Yamanaka i suradnici nisu ustvrdili da je nuzan za proizvodnju
iPS stanica, kasnije je proglasen esencijalnim u dediferencijaciji stanica (12). Kada se u 4
razliCite stani¢ne loze prisilno aktiviraju pojedinacni Yamanakijevi faktori Oct4, Sox2, KIf4 i
c-Myc, u svim se lozama razina izrazaja Nanoga poveca (27). Nanog je transkripcijski faktor
kriti¢no uklju¢en u samoobnovu nediferenciranih embrionalnih mati¢nih stanica i smatra se
kljuénim faktorom za odrzavanja pluripotencije (19). Zajedno s ostala 4 Yamanakijeva
faktora, ekspresija mu je povecana u nekoliko vrsta karcinoma, poput karcinoma cerviksa (28)
i tumora gonada (29). Njegova ekspresija moze biti prognosti¢ki element u kolorektalnom
karcinomu (30). Ponovo, eliminiranjem Nanog gena kroz RNA interferenciju postizemo
inhibiciju napretka tumora (31). U naSem istraZivanju izrazaj Nanoga nije se znacajno

promijenio u tumoru mokraénog mjehura.

S54. Pogled u buduénost

Postoje prilicno ¢vrsti dokazi da manipulacija te mjerenje ekspresije Oct4, Nanog i
Sox2 gena moze doprinositi lijeenju razli¢itih zlo¢udnih tumora, pa tako vjerojatno 1 lijecenju
zlo¢udnog tumora mokra¢nog mjehura. Daljnja istrazivanja trebala bi se fokusirati na
definiranje uloga tih faktora u funkcioniranju karcinomskih mati¢nih stanica otkrivajuci
precizne mehanizme koji mogu biti znacajni za tumorsku transformaciju 1 Sirenje tumorske
bolesti u pacijentu. Tumori mogu biti kontrolirani blokiranjem ekspresije Oct4, Nanog i Sox2,
ili ometajuci signalne putove koji su promjenjeni u karcinomskim mati¢nim stanicama (32).

Neocekivani nalaz nizeg izrazaja Sox2 gena u tumorskom tkvi u naSem istrzaivanju jos
su jedan pokazatelj kako nase razumijevanje mehanizama djelovanja ¢imbenika pluripotencije
jos je uvijek nedovoljno. Buduca proucavanja Yamanakijevih faktora potrebna su za analizu
mehanizama tumorigeneze i dizajniranje individualizirane terapije za oboljele od razli€itih

zlo¢udnih tumora.
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6. ZAKLJUCCI
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o Smanjenje izrazaja Sox2 gena ukazuje na potrebu za daljnjim istrazivanjem
medudjelovanja Yamanakijevih faktora u tumorima mokra¢nog mjehura
. Porast izrazaja KIf4 gena sugerira postojanje karcinomskih mati¢nih stanica u

tumorima mokra¢nog mjehura
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8. SAZETAK
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CILJ ISTRAZIVANJA: Utvrditi postojanje dediferencijacije urotelnih stanica kroz
aktivaciju Yamanakijevih faktora (¢imbenika indukcije mati¢nih stanica) tijekom nastanka
tumora mokra¢nog mjehura u misa.

MATERIJALI I METODE: Eksperimentalno istrazivanje provedeno je na Katedri za
imunologiju i medicinsku genetiku Medicinskog fakulteta u Splitu. Napravljene su dvije
skupa od 8 miSeva, kontrolna i eksperimentalna, a eksperimentalna skupina podvrgnuta je
akutnom tretmanu, u trajanju od 2 tjedna, koristenjem kemikalije N-butil-N-(4-hidroksibutil)-
nitrozamin (BBN) u vodi za pi¢e u koncentraciji od 0,05% sa svrhom indukcije tumora
mokra¢nog mjehura. Nakon tretmana miSevi su Zrtvovani. Iz izolirane RNA zdravog i
bolesnog tkiva napravljena je cDNA koja je zatim analizirana Q-PCR (kvantitativna lancana
reakcije polimeraze) metodom.

REZULTATI: Gen Sox2 pokazuje statisticki znac¢ajno manji izrazaj za 4,7 puta (P= 0,003).
Gen Nanog nije pokazao znaCajnu promjenu u izrazaju u tumorski promjenjenom tkivu

mjehura. Gen Klf4 pokazuje statisticki znacajan veci izrazaj u tumorskom tkivu za 5,6 puta
(P<0,001).

ZAKLJUCAK: Smanjenje izraZaja Sox2 gena ukazuje na potrebu za daljnjim istraZivanjem
medudjelovanja Yamanakijevih faktora, dok porast izrazaja KIf4 gena sugerira
dediferencijaciju urotelnih stanica i nastajanje karcinomskih mati¢nih stanica u tumorima
mokra¢nog mjehura.
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9. SUMMARY
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DIPLOMA THESIS TITLE : Yamanaka factors expression in bladder tumors in mice.

AIM: To determine process of dedifferentiation of urothelial cells through activation of
Yamanaka factors (factors of stem cell induction) during the occurence of bladder cancers in
mice.

MATHERIALS AND METHODS: Experimental research was conducted at Department of
Immunology and Medical Genetics, University of Split School of Medicine. Two study
groups were created, the control group and the experimental group which consisted of 8 mice
each. The experimental group had undergone an acute treatment, 2 weeks in duration, using
the chemical compound N-Butyl-N-(4-hydroxybutyl) nitrosamine (BBN) in drinking water at
a concentration of 0,05% in order to induce bladder cancer development. After the treatment
the mice were sacrificed. Out of the isolated RNA of both, healthy and diseased mice tissue,
cDNA was synthesised and analyzed with a Q-PCR (quantitative Polimerase Chain Reaction).

RESULTS: A 4,7 fold statistically significant decrease was observed in Sox2 gene expression
(P=0,003). No significant change in expression of Nanog gene was observed. A 5,6 fold
statistically significant increase was observed in K[f4 gene (P< 0,001).

CONCLUSION: The decrease of Sox2 expression unveils the need for further studying of
Yamanaka factors interaction during bladder cancer development. The increase of Kif4
expression suggests presence of the process of dedifferentiation and possible egzistence of
cancer stem cells in bladder cancer.
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