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POPIS KRATICA

a-1M/UAE - omjer mokra¢nog alfal-mikroglobulina i albumina
0-1MCR - omjer alfl-mikroglobulina i kreatinina

AA - aristolohi¢na kiselina

AAN - nefropatija aristolohi¢ne kiseline

A:T->T:A - transverzija adenina u timin

BCIP/NBT - bromokloroindolilfosfat/nitroblutetrazolinklorid
BSA - govedi serumski albumin

c¢DNA - komplementarna DNA

CHN - nefropatija kineskih trava

COSMIC - katalog somatskih mutacija u karcinomu

COX - ciklooksigenaza

cRNA - komplementarna RNA

dA-AL - dA-aristolaktam

DAB - diaminobenzidintetraklorid

DAVID - Database for Annotation, Visualization andIntegrated Discovery
dG-AL - dG-aristolaktam

DNA - deoksiribonukleinska kiselina

EMT - epitelijalno mezenhimalna tranzicija

EN - endemska nefropatija

ESRD - zavrs$ni stadij bubrezne bolesti, od engl. End stage renal disease
FC - omjer promjene, od engl.fold change

FDR - stopa za lazna otkri¢a, od engl.false discovery rate

GO - Gene Ontology

GSEA - Gene Set Enrichment Analysis

KDOQI - inicijativa za procjenu ishoda bubrezne bolesti

MCYV - prosjecni volumen eritrocita

MIBC - karcinom mokra¢nog mjehura s misi¢nom invazijom
miRISC - mikroRNA posredovani kompleks za utiSavanje, od engl.miR-mediated silencing
complex

miRNA - mikro RNA

miR - mikro RNA



MR - magnetska rezonanca

mRNA - glasnicka RNA

MSCT - viseslojna kompjuterizirana tomografija

NMIBC - karcinom mokra¢nog mjehura bez misi¢ne invazije

OREF - otvoreni okvir ¢itanja, od engl. open reading frame

PBS - fosfatom puferirana fizioloSka otopina

PCR - lancana reakcija polimerazom

Pre-miRNA - prekursorska mikroRNA

Pri-miRNA - primarna mikroRNA

PTEC - epitelne stanice proksimalnog tubula

RISC - RNA inducirani sustav za utiSavanje, od engl.RNA induced silencing complex
RT- reverzna transkripcija/real time

RMA - Robust Multichip Average, algoritam za normalizaciju

RNA - ribonukleinska kiselina

RNAI - RNA uvjetovana interferencija

RNA POL II, III - RNA polimeraza II i 11

TMA - tkivni microarray

TNM - klasifikacija proSirenosti tumora (Tumor, lymph Node metastasis, distant Metastasis)

3'UTR- 3' neprepisujuca regija
UUC - karcinom prijelaznog epitela gornjeg dijela mokraénog sustava

WHO - Svjetska zdravstvena organizacija



1. UVOD

1.1. ENDEMSKA NEFROPATIJA

Endemska nefropatija (EN) kroni¢na je tubulointersticijska bolest koja zahvaca stanovnistvo
ruralnog podrucja u dolinama velikih pritoka rijeke Dunav u Bosni i Hercegovini, Bugarskoj,
Hrvatskoj, Rumunjskoj i Srbiji (1). Bolest je u literaturi prvi put opisana u kasnim 1950-im
godinama, premda je sude¢i prema crkvenim zapisima bila prisutna i prije Drugog svjetskog
rata (2). Svjetska zdravstvena organizacija prihvatila je naziv "endemska nefropatija" 1964.
kada su postavljeni i prvi dijagnosticki kriteriji (3).

EN zahvaca dva ciljna tkiva - proksimalni bubrezni tubul dovodeéi do intersticijske fibroze,
bubreznog zatajenja i potrebe za nadomjesnim bubreznim lijeCenjem te prijelazne stanice

mokraéog sustava uzrokujuéi karcinome prijelaznog epitela.

1.1.1. EPIDEMIOLOSKI PODACI

Epidemioloske karakteristike EN ukljucuju zariSno pojavljivanje bolesti u zemljoradnickog
stanovnista tocno odredenih sela, dok populacija sela u njihovoj neposrednoj blizini ostaje
nezahvadena; moze se javiti u ¢lanova istih kucanstava, no nije nasljedna; obolijevaju
iskljucivo osobe starije od 18 godina; zahvaceno je <10% kuéanstava u endemskim selima, te
je karakteristicno da postoji snazna povezanost s karcinomima prijelaznog epitela gornjeg
dijela mokra¢nog sustava (4). Hrvatsko endemsko zariSte obuhvac¢a 14 sela zapadno od
Slavonskog Broda uz obalu rijeke Save s populacijom od 10 865 stanovnika (5). Prevalencija
oboljelih od EN u hrvatskom zaristu je oko 5%, dok se broj sumnjivih da boluju krece
izmedu 10 i 15% (5,6). Zene obolijevaju nesto ¢esée od muskaraca, no ovo je vjerojatno lazno
pozitivan rezultat budu¢i da musSkarci ¢eS¢e umiru od kardiovaskularnih bolesti prije

ispoljavanja bubrezne bolesti. EN nikad nije opisana u djece. Prema nedavnim



epidemioloskim istrazivanjima EN je prisutna jo$ uvijek u svim endemskim Zzaristima (5,7,8),
no u Hrvatskoj je uocen trend pada pojavnosti ove bolesti, dok je u svim edemskim zaristima

evidentiran pomak prema starijoj zivotnoj dobi oboljelih osoba (9).

1.1.2. ETIOLOGIJA

Predlagane su i testirane brojne hipoteze o uzro¢nom ¢imbeniku odgovornom za nastanak EN,
ukljucujuéi elemente u tragovima (olovo, kadmij, silicij), viruse, mikotoksine (okratoksin A),
aromatske ugljikovodike, imunoloske poremecaje i nasljede. Medutim, niti jedna od ovih
teorija nije se pokazala tocnom i sve su odbacene. Jedan od kljucnih ¢imbenika za
rasvjetljavanje etiologije EN bila je Iviceva hipoteza iz 1967. godine koja je potom puna 3
desetljeca bila zanemarena. Naime, Ivi¢ je uocio da se sjemenke biljke Aristolochia clematitis
mijesaju i melju sa sjemenkama zita tijekom godisnje Zetve, te je pretpostavio da se toksi¢ni
sastojak ove biljke nenamjerno unosi putem domacéeg kruha, prehrambene okosnice
zemljoradnickih obitelji endemskog podrucja. Time je formulirao hipotezu da bi Aristolochia
mogla biti odgovorna za razvoj EN (10). U prilog ovog opazanja ide i ranije izvjesSée
hrvatskih veterinara o nefrotoksi¢nosti u konja koji su se hranili sijenom oneciS¢enim
Aristolochijom clematitis, biljkom koja sadrzi aristolohi¢nu kiselinu (engl. aristolochic acid,
AA). Konji su razvili bubreznu bolest slicnu EN, dok su patohistoloski u konjskim bubrezima
nadene promjene jednake onima u bolesnika s EN (11). Ivi¢eva hipoteza ponovno je
osvijestena 2004. godine kada su Jelakovi¢ i suradnici proveli "case control" epidemiolosku
studiju u koju su bili ukljuceni stanovnici nekolicine endemskih sela i kontrolnih obliznjih
neendemskih sela. Pokazali su da su bolesnici s EN imali znatno vecu vjerojatnost izloZenosti
AA. Izracunata je kumulativna doza aristolohi¢ne kiseline unosene tijekom 15 godina koja se
pokazala dostatnom za razvoj tubulointersticijske nefropatije i karcinoma prijelaznog epitela

(12). Dodatno su odredeni i biomarkeri izloZenosti aristolohi¢noj kiselini odredivanjem



kovalentno vezanih adukata metabolita AA: koriste¢i kvantitativnu >*P-postlabeling metodu
detektirani su dA-aristolaktam (dA-AL) i dG-aristolaktam (dG-AL) adukti u bubreznom
korteksu bolesnika s EN i tkivu karcinoma prijelaznog epitela bolesnika iz endemskih krajeva.
Nadalje, A:T->T:A transverzija, sada poznata i kao "potpisna AA mutacija" , mutacija koja se
rijetko nalazi u karcinoma urotela drugih regija, dominirala je mutacijskim spektrom 7P53
gena u karcinomima urotela bolesnika iz endemskih podrucja (13). Ovi rezultati kasnije su
dokazani i u drugim drzavama s endemskim zariStima: Bosni i Hercegovini, Rumunjskoj i

Srbiji (14, 15, 16).

1.1.3. KLINICKA PREZENTACIJA

EN je bolest sporog, podmuklog tijeka i moze dovesti do zavrSnog stadija bubreznog
zatajenja. Klini¢ki postaje manifestna u osoba starosti izmedu 30 i 50 godina, premda se u
posljednje vrijeme uoCava pomak prema starijoj zivotnoj dobi. Jedan od prvih znakova EN
kojeg je moguce uociti isklju¢ivo ukoliko se provodi adekvatan probir (analiza urina test
trakicom ne detektira niskomolekularnu proteinuriju) je tubularna disfunkcija karakterizirana
ekskrecijom proteina male molekulske mase, posebno alfal mikroglobulina. Tijekom godina
javlja se progresivan pad sposobnosti koncentracije urina te dolazi do smanjenja
glomerularne filtracije. Arterijska hipertenzija i periferni edemi ne uocavaju se u EN sve do
zavr$nog stadija bubreznog zatajenja. Normocitna normokromna anemija javlja se rano u
sklopu bolesti i postaje naglasenija kako bubrezna bolest napreduje. Bubrezi su na pocetku
normalne veli¢ine, no kako EN napreduje postaju mali, skvrceni, ali simetri¢ni, glatkih
kontura i s normalnim pijelokalicealnim sustavom. U bolesnika s EN karakteristi¢na je velika

ucestalost urotelnih karcinoma, dominantno bubrezne nakapnice i uretera (17, 18).



1.1.4. PATOHISTOLOSKI NALAZ

Ne postoji patohistoloski nalaz patognomonican za EN, no obrazac bubreznog ostecenja u
odsutnosti druge bolesti koji s velikom vjerojatnos¢u upucuje na EN ukljucuje mikroskopski
nalaz hipocelularne intersticijske fibroze s tubularnom atrofijom S$to najprije zahvaca
superficijalni dio korteksa s postupnim Sirenjem prema unutarnjem dijelu korteksa i meduli
tijekom daljnje progresije bolesti. U otprilike jedne trecine sluc¢ajeva ove promjene mogu biti
udruzene s kroni¢nim intersticijskim upalnim infiltratom mononuklearnim stanicama ve¢inom
u podruc¢ju vanjske medule, i to obi¢no u znatno manjoj koli¢ini no u drugih bubreznih
bolesti. Glomeruli su o€uvani, ali u uznapredovaloj fazi mogu biti sekundarno zahvaceni
posljedi¢no progresivnom propadanju bubrega uslijed procesa tubulointersticijske fibroze (19,

20). Makroskopski bubrezi su mali, skvréeni, simetri¢ni, glatkih kontura i teze svega 20-30g

(18).

1.1.5. DDAGNOSTICKI KRITERIJI

Postoji viSe razlicitih dijagnostickih kriterija koji se godinama koriste u zemljama zahvacenim
EN Sto uvelike otezava usporedbu podataka o prevalenciji i incidenciji bolesti medu
pojedinim zariStima. Od nedavno dostupna je nova klasifikacija temeljena na konsenzusu
struénjaka iz podrucja EN (18). Ovi kriteriji uzimaju u obzir epidemioloske i laboratorijske
podatke i klasificiraju stanovnistvo endemskog podrucja u 4 skupine: bolesni od EN, sumnjivi
da boluju od EN, osobe s visokim rizikom za obolijevanje od EN, skupina ostalih
(nezahvaceni, bez rizika od obolijevanja). Takoder je uveden pojam "sporadicne EN" kojim
se definira bolesnik iz neendemskog kraja €iji je nalaz biopsije bubrega indikativan za EN uz
prethodno iskljuenje ostalih mogucih uzroka kroni¢ne intersticijske nefropatije. Inace

biopsija bubrega u osoba s intersticijskom nefropatijom iz endemskog podrucja i sumnjom na

EN nije indicirana osim ako se sumnja na preklapanje s drugom bubreznom bolesti.



Dijagnosticki kriteriji uzimaju u obzir boravak u kucanstvu s EN ili EN selu dulje od 20
godina, disfunkciju proksimalnog tubula definiranu tubularnom proteinurijom niske
molekulske mase mjerenu alfal-mikroglobulinurijom, glomerularnu filtraciju procijenjenu
CKD-EPI formulom, anemiju i podatak o preboljelom karcinomu prijelaznog epitela gornjeg
dijela mokra¢nog sustava. Potrebno je iskljuciti okoliSnu izlozenost ostalim moguéim

nefrotoksi¢nim uzrocima osim AA. Nova klasifikacija prikazana je u tablici 1.



Tablica 1. Nova klasifikacija populacije u endemskim selima

Bolesni/Oboljeli od EN Sumnjivi da boluju od EN
1. Bolest dokazana biopsijom (indikativna za | 1. Boravak u EN kuéanstvima > 15 godina
EN) + smanjena glomerularna filtracija
ILI + anemija’
2. Boravak u EN selima > 20 godina ILI
+ tubularna proteinurija’ 2. Boravak u EN selima > 20 godina
+ smanjena glomerularna filtracija + tubularna proteinurija'
+ anemija’ ILI
ILI 3. Boravak u EN selima > 20 godina
3. Boravak u EN kucanstvima > 15 godina +uuc’
+ tubularna proteinurija'
ILI
4. Boravak u EN selima > 20 godina
+Uuc’

+ tubularna proteinurija'

Visokorizi¢na skupina za EN Sporadi¢na EN*

1. Boravak u EN kuc¢anstvima > 15 godina Dokazano biopsijom/indikativno za EN u
2. Boravak u kucanstvima sa sporadi¢nim | bolesnika s UUC iz neendemskih podrucja
EN slucajevima> 15 godina ili u osoba iz njihovog kucanstva

' Omjer mokraénog alfal-mikroglobulina i kreatinina (a-IMCR) > 31,5 mg/g i omjer
mokra¢nog alfal-mikroglobulina i albumina (a-1M/UAE) > 0.91

2 Hemoglobin < 120 g/l za muskarce i Zene > 50 godina, i < 110 g/l za Zene < 50 godina

3 UUC — (od engl. upper urothelial cancer) karcinom prijelaznog epitela gornjeg dijela
mokraénog sustava

* Osobe s kroni¢nom intersticijskom nefropatijom u kojih treba isklju¢iti druge uzroke
nefropatije (refluksna nefropatija, kroni¢ni pijelonefritis, recidiviraju¢i pijelonefritis,
hipertenzivna nefroskleroza, izlozenost olovu, kadmiju, biljkama koje sadrzavaju
aristolohicnu kiselinu, ciklosporinu A, ifosfamidu, pamidronatu, litijju ili nitrozoureji,
nesteroidnim antireumaticima)

*Prilagodeno prema Jelakovi¢ B, Nikoli¢ J, Radovanovi¢ Z i sur. Consensus statement on
screening, diagnosis, classification and treatment of endemic (Balkan) nephropathy. Nephrol
Dial Transplant 2014, 29:2020-2027.

1.1.6. LUECENJE

Ne postoji specificna terapija EN. LijeCenje je suportivno: nastoji se odgoditi napredovanje
kroni¢ne bubrezne bolesti odnosno lijece se njezine komplikacije. Bolesnicima koji dosegnu

zavr$ni stadij bubreznog zatajenja nadomjeSta se bubrezna funkcija dijalizom i/ili
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transplantacijom bubrega. Zbog visokog rizika za razvoj karcinoma prijelaznog epitela
mokraénog sustava bolesnicima se prije transplantacije preporuc¢a bilateralna
nefroureterektomija, dok se citologija urina i cistoskopija provodi svakih 6 mjeseci u
bolesnika s EN u terminalnoj renalnoj insuficijenciji odnosno u transplantiranih bolesnika s

EN (18).

1.1.7. EN=CHN=AAN

Usporedivsi klinicku prezentaciju, patohistoloske nalaze, epidemioloske i molekularne
podatke bolesnika s EN i bolesnika iz Belgije, Tajvana i ostalih zemalja sa zabiljezenim
slucajevima nefropatije kineskih trava (engl. Chinese herbs nephropathy, CHN), moze se
zakljuciti da su EN i CHN dva entiteta jedne bolesti - nefropatije aristolohicne kiseline (engl.
Aristolochic acid nephropathy, AAN). Za razliku u klinickom tijeku bolesti (naglo, akutno
propadanje bubrezne funkcije u CHN naspram kroni¢nog, sporog tijeka u EN) odgovorna je
koli¢ina toksina unesena u odredenom vremenskom razdoblju (velika doza u kratkom
vremenskom periodu u CHN i manja doza tijekom duljeg vremena u EN), dok su ostala
obiljezja ove dvije bolesti jednaka. Danas se s pravom moze re¢i da je EN=CHN=AAN

(Tablica 2).
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1.2. NEFROPATIJA KINESKIH TRAVA / NEFROPATIJA ARISTOLOHICNE
KISELINE

Nefropatija kineskih trava opisana je 1992. godine u Belgiji u skupine Zena koje su se
prezentirale teSkom intersticijskom nefropatijom koja je tijekom nekoliko mjeseci
napredovala do zavrSnog stadija bubreznog zatajenja (engl. end-stage renal disease,
ESRD), a naknadno je u 44% bolesnica doslo do razvoja karcinoma prijelaznog epitela
mokra¢nog sustava (21). Sve ove bolesnice bile su uklju¢ene u tretman mrsavljenja u
jednoj od klinika u Bruxellesu prilikom ¢ega su koristile tablete za mrSavljenje koje su
sadrzavale ekstrakte korijena kineskih trava oznaCenih kao Stephania tetrandra i
Magnolia officinalis u obliku praska. Kasnijom fitokemijskom analizom 1 analizom
DNA adukata u bubrega oboljenih bolesnica pokazalo se da tablete nisu sadrzavale
tetrandrin nego aristolohi¢nu kiselinu, glavnu komponentnu otrovne biljke vrste
Aristolochia (22, 23). Stephania je slu¢ajno zamijenjena Aristolochiom fangchi buduci
da ove dvije biljke dijele sli¢ni naziv u kineskoj farmakopeji (Han Fang Ji i Guang Fang
Ji). Oko 100 slucajeva zabiljezeno je u Belgiji dok su sporadi¢ni slucajevi opisani u
Francuskoj, Spanjolskoj, Njemackoj, Velikoj Britaniji i Sjedinjenim Ameri¢kim
Drzavama gdje su kineske trave koriStene za mrSavljenje, ali takoder i za druge
indikacije poput lijeCenja hepatitisa, artritisa, terapije boli. Mnogi slucajevi takoder su
opisani i u azijskim zemljama (Kina, Tajvan, Japan, Indija) gdje tradicionalne
farmakopeje sadrze biljke roda Aristolochia (24). Termin nefropatija kineskih trava
zamijenjen je pojmom nefropatija aristolohi¢ne kiseline. Razvijeni su zivotinjski modeli
AAN na zenkama novozelandskih bijelih kuni¢a i muskh Wistar Stakora koji su
pokazali tipi¢ne karakteristike CHN/AAN (tubularna atrofija, intersticijska fibroza,

urotelna atipija) (25,26).



1.2.1. KLINICKA PREZENTACIJA

Inicijalna prezentacija CHN/AAN bila je tiha te je bubrezno zatajenje otkriveno
rutinskim krvnim testovima (27), premda je bilo i slucajeva koji su se prezentirali
Fanconijevim sindromom ili akutnim bubreznim zatajenjem uslijed tubularne nekroze
(28, 29). Bolesnici su imali anemiju izraZzeniju od stupnja bubrezne bolesti, proteinuriju
niske molekulske mase (beta2-mikroglobulin, cistatin C, protein Clara stanica, retinol
vezaju€i protein, alfal-mikroglobulin) dok je enzimurija neutralnom endopeptidazom
zabiljezena u bolesnika s umjereno narusenom bubreznom funkcijom, a nije nadena u
bolesnika u terminalnom stadiju bubrezne bolesti. Stanice proksimalnog bubreznog

tubula predstavljaju dakle ciljno tkivo AA.

1.2.2. PATOHISTOLOSKI NALAZ

Bubrezi su mali, skvréeni, asimetri¢ni, dok je mikroskopski nalaz ukljucivao izrazenu
intersticijsku fibrozu s atrofijom i gubitkom proksimalnih tubula i karakteristicnim
kortikomedularnim gradijentom uz ocuvane glomerule. Infiltracija intersticija upalnim

stanicama bila je oskudna (30).

1.2.3. PATOGENEZA

Cijeli mehanizam nefrotoksi¢nosti AA nije jasan, no poznato je da blokada renin-
angiotenzin sustava ne prevenira intersticijsku fibrozu uzrokovanu AA (31). Takoder je
nejasno u kojoj mjeri transdiferencijacija stanica i apoptoza igra ulogu u nastanku ove
bolesti (32). Jedna od studija pokazala je da AA uzrokuje smrt tubularnih epitelnih

stanica apoptozom putem defosforilacije STAT3 i posttranslacijske aktivacije p53, Sto
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je u skladu s hipotezom da p53 pospjesSuje oStecenje bubrega u nefropatiji aristolohi¢ne

kiseline (33).

1.2.4. PROGNOZA I LIJECENJE

U bolesnika s uznapredovalom boles¢u dolazi do daljnje progresije bubreznog zatajenja
Sto u konacnici rezultira nadomjeStanjem bubrezne funkcije dijalizom ili
transplantacijom, Cak 1 u slucaju ako se sprijeCi daljnja izlozenost AA. Rizik za
napredovanje bolesti povecava se s trajanjem izlozenosti AA. Zbog visoke incidencije
staniCne atipije genitourinarnog sustava kod ovih bolesnika nuzna je redovita citoloska
analiza urina, a preporuca se i bilateralna nefroureterektomija, posebno u osoba kod
kojih se planira transplantacija bubrega.

Nema lijeka za AAN, premda je jedna studija ukazala da kortikosteroidi mogu usporiti
gubitak bubrezne funkcije (34). Transplantacija je ucinkovit nacin lijeCenja za bolesnike

u terminalnom stadiju bubrezne bolesti.

1.2.5. POVEZANOST S KARCINOMIMA PRIJELAZNOG EPITELA
MOKRACNOG SUSTAVA

Cak 40-45% belgijskih bolesnica s CHN/AAN u zavr$nom stadiju bubreznog zatajenja

razvilo je multifokalne karcinome prijelaznog epitela visokog gradusa i to dominantno

gornjeg dijela mokraénog sustava (23), dok je u manjeg broja zabiljezen karcinom

mokra¢nog mjehura (35). Opisan je takoder i slucaj generaliziranog UUC bez postojanja

znacajnog bubreznog zatajenja nakon ingestije AA (36). UUC povezani s AA opisani su

1izvan Belgije - u Tajvanu, Velikoj Britaniji, Francuskoj i Hong Kongu (24).
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1.3. UROTELNI KARCINOMI GORNJEG DIJELA MOKRACNOG SUSTAVA
U OPCOJ POPULACIJI

1.3.1. EPIDEMIOLOGIJA

Urotelni karcinomi maligni su tumori epitela koji predstavlja unutrasnji sloj mokra¢nog
sustava. Mogu se javiti u donjem (mokra¢ni mjehur i uretra) ili gornjem dijelu
mokraénog trakta (pijelokalicealne Supljine 1 ureter). Tumori mjehura sacinjavaju 90-
95% karcinoma urotela 1 predstavljaju najces¢i tumor mokraénog sustava (37). S druge
strane karcinomi gornjeg dijela mokra¢nog sustava (UUC) nisu Cesti 1 €ine svega 5-10%
svih urotelnih tumora (38). Procijenjena godiSnja incidencija UUC u zapadnim
zemljama iznosi otprilike 2 nova slucaja na 100 000 stanovnika. Pijelokalicealni tumori
su dva puta ¢e$¢i od ureteralnih tumora. U 17% slu€ajeva uz postoje¢i UUC prisutan je i
karcinom mokra¢nog mjehura (39). Povrat bolesti u mokraéni mjehur javlja se u 22-
47% bolesnika s UUC, dok se relaps bolesti u kontralateralni gornji urotrakt vida u 2-
6% bolesnika (40, 41). Kod primarnih karcinoma mokra¢nog mjehura relaps u gornji
urotrakt javlja se u 2-4% bolesnika i to pretezno u distalni ureter (42). Gotovo 60%
UUC su invazivni u vrijeme postavljanja dijagnoze dok je svega 15-20% karcinoma
mjehura invazivno (43). Najveca pojavnost ovih tumora jest u osoba u 7.i 8. desetlje¢u
zivota, i 3 puta su ¢es¢i u muskaraca nego zena (44). Javljaju se 2 puta ¢esce u bijelaca
nego u crnaca (45). Takoder su opisani obiteljski/nasljedni oblici UUC povezani s

hereditarnim nepolipoznim kolorektalnim karcinomima (46).

1.3.2. RIZICNI CIMBENICI
Glavni vanjski rizi¢ni ¢imbenici koji predisponiraju nastanku urotelnih tumora osim AA

su pusenje koje povecava relativni rizik za razvoj UUC s 2,5 na 7 (47) 1 profesionalna
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izloZzenost aromatskim aminima (industrije boja, tekstila, ugljena, kemikalija,
petrokemijska industrija) poput benzidina i B-naftalena s procijenjenim rizikom za
nastanak UUC 8,3 (47). U proslosti su UUC bili povezani s koriStenjem fenacetina,
analgetika koji je sada zabranjen za uporabu (47). Povecan rizik za razvoj UUC dovodi
se u vezu s izlozenosti ciklofosfamidu, arsenu, i u sklopu tzv. bolesti crnog stopala
(engl. Blackfoot disease), a prema literaturi odredeni genetski polimorfizmi doprinose
povecanom riziku za nastanak UUC ili brzoj progresiji bolesti, primjerice varijanta
SULT1A1*2, koja smanjuje aktivnost sulfotransferaze te polimorfizam na T alelu

19642880 na kromosomu 8q24 nose rizik za razvoj UUC (48).

1.3.3. PATOHISTOLOSKI NALAZ

Histolo8ki urotelni karcinomi u 95% slu€ajeva nastaju iz urotela i odgovaraju UUC ili
karcinomu mokra¢nog mjehura (43), dok se rijetko javljaju podtipovi poput
skvamoznog karcinoma, adenokarcinoma, karcinoma malih stanica i sarkoma (49).
Karcinom sabirnih kanali¢a ima sli¢ne karakteristike kao i UUC budu¢i da ovi tumori
imaju zajednicko embrioloSko porijeklo. Nekoliko je morfoloskih varijanti UUC koje
nalazimo u UUC tumora visokog gradusa: mikropapilarni, svijetlostanicni,
neuroendokrini 1 limfoepitelijalni (50).

Poput karcinoma mokra¢nog mjehura UUC su €esto multifokalni, a fenomen kojim se
ovo objasnjava naziva se "field cancerization" i uzrokovana je izlozeno$¢u urotela
potencijalnim karcinogenima koji se ili izlu€uju urinom 1ili se aktiviraju hidroliziraju¢im
enzimima u urinu. UUC se moze S$iriti na ostale urotelne strukture distalno ili
proksimalno od primarnog tumora (tzv. '"drop metastaze"). Osim izravno, UUC se

mogu Siriti 1 limfom odnosno hematogeno. Regionalni limfni ¢vorovi (hilarni, para-
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aortalni, parakavalni i zdjeli¢ni limfni ¢vorovi) najes¢a su mjesta inicijalnih metastaza

(51).

1.3.4. KLASIFIKACIJA TUMORA

UUC se najcesce klasificiraju kao neivazivni papilarni tumori (papilarni tumori niskog
malignog potencijala, papilarni UC niskog gradusa, papilarni UC visokog gradusa),
ravne lezije (karcinom "in situ") ili invazivni karcinomi. Definiranje tumorskog stadija
temelji se na TNM Kklasifikaciji (52) Sto je prikazano u tablici 3. S druge strane tumorski
gradusi do nedavno su se odredivali prema WHO Kklasifikaciji iz 1973. koja je
razlikovala samo 3 gradusa (G1, G2 i G3), no od 2004. godine koristi se nova WHO
klasifikacija koja ukljucuje 3 skupine neinvazivnih tumora: papilarnu urotelnu
neoplaziju niskog malignog potencijala, karcinom niskog gradusa i karcinom visokog

gradusa (53).

14



Tablica 3. TNM klasifikacija urotelnih karcinoma gornjeg dijela mokra¢nog sustava

T: Primarni tumor

TX Primarni tumor se ne moze odrediti

TO Bez znakova za primarni tumor

Ta Neinvazivni papilarni karcinom

Tis CIS

T1 Tumor zahvaca subepitelno vezivno tkivo

T2 Tumor prodire u misiéni sloj

T3 Tumor bubreznog pijelona prodire u peripijelicno masno tkivo ili bubrezni
parenhim; tumor uretera invadira u periureteralno masno krivo

T4 Tumor zahvacda obliznje organe ili se preko bubrega §iri u perirenalno masno tkivo

N: Regionalni limfni ¢vorovi

NX Zahvacenost regionalnog limfnog ¢vora se ne moze odrediti

NO Bez metastaza u regionalne limfne ¢vorove

N1 Metastaza u jedan limfni ¢vor vel€ine <2 c¢cm u najveem promjeru

N2 Metastaza u jednom limfnom ¢voru > 2 cm, ali ne >5 cm u najveéem promjeru, ili
multipli limfni ¢vorovi ali <5 cm u najve¢em promjeru

N3 Metastaza u limfni ¢vor > 5 cm u najveéem promjeru

M: Udaljene metastaze

MO Bez udaljenih metastaza
M1 Udaljene metastaze

* Prilagodeno prema Sobin L, Gospodarowicz M, Wittekind C. TNM classification of
malignant tumours. Urological tumours, renal pelvis and ureter. ed. 7. rev. New York,
NY: Wiley-Blackwell; 2009. p. 258-61.

Otprilike 55-75% ureteralnih tumora su niskog gradusa i stadija. Oko 85% tumora
pijelona su papilarni karcinomi, dok su ostali sesilni. Invazija u laminu propriju ili
misicni sloj (stadiji T1 ili T2) vida se u 50% papilarnih 1 vise od 80% sesilnih tumora.
Izmedu 50 1 60% tumora bubreZnog pijelona invadiraju u laminu propriju ili misi¢ni

sloj. U tumora uretera invazija je takoder Cesta (54).




Rutinska procjena proSirenosti bolesti bi trebala ukljucivati radiogram ili MSCT pluca,
scintigrafiju kostiju ukoliko su prisutni simptomi koji ukazuju na mogucu propagaciju
bolesti u kosti ili je poviSena koStana alkalna fosfataza, te evaluaciju jetrene, bubrezne i
hematoloske funkcije. MSCT ili MR adbomena moze se uciniti kako bi se potvrdila

retroperitonealna limfadenopatija kao i ostala mjesta propagacije bolesti.

1.3.5. PROGNOSTICKI CIMBENICI

Tumorski stadij 1 gradus su znacajni prognosticki ¢imbenici za UUC. Dodatno su
prognosticki znacajni zahvacenost limfnih ¢vorova, istovremeno postojanje CiS, dob,
limfovaskularna invazija, grada tumora, postojanje nekroze, lokacija tumora,
multifokalnost 1 spol bolesnika (55). Molekularni biljezi kao potencijalni prognosticki
markeri predmet su mnogih istrazivanja koja su u tijeku. Unato¢ tome do danas niti
jedan od markera jo$ nije ispunio klinicke i statisticke kriterije potrebne za uvodenje

biomarkera u svakodnevnu klinicku praksu.

1.3.6. KLINICKA PREZENTACUA

Najces¢i simptom karcinoma gornjeg dijela urotrakta je hematurija, bilo makroskopska,
bilo mikroskopska, prisutna je u 56-98% bolesnika (56). Bol se javlja u 30% tumora, a
oko 15% bolesnika nema nikakve simptome. Dijagnoza se postavlja slucajno u sklopu
obrade incidentalne lezije nadene radioloSkom obradom. Bolesnici se takoder mogu
prezentirati i uznapredovalom boleS¢u - postojanjem intraabdominalne mase, gubitkom

na tjelesnoj masi, anoreksijom i bolovima u kostima.
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1.3.7. DJAGNOSTICKA OBRADA

Dijagnosti¢ka obrada karcinoma prijelaznog epitela gornjeg dijela mokra¢nog sustava
ukljucuje citoloSku analizu urina, radioloSku obradu 1 ureteropijeloskopiju.

Citologija urina manje je pouzdana kod urotelnih karcinoma gornjeg dijela mokra¢nog
sustava nego kod novotvorina mokra¢nog mjehura. Pouzdanost je poglavito niska kod
UUC niskog gradusa, a u ovom slu¢aju pozitivan nalaz citologije urina moze ukazivati i
na istovremeni karcinom mokra¢nog mjehura. Prema literaturi, osjetljivost ove metode
varira od 20% za tumore gradusa 1, 45% gradusa 2 1 75% za tumore s gradusom 3 (57).
Bolje rezultate pokazalo je retrogradno skupljanje uzorka za citologiju prilikom
ureteroskopije s diuretikom.

Radioloske metode ukljuCuju intravensku pijelografiju, ultrazvuk urotrakta, koje su
danas uglavnom zamijenjene MSCT urografijom. Osjetljivost MSCT urografije za
otkrivanje UUC varira izmedu 67 1 100%, dok je specifi¢nost ove metode izmedu 93 i
99%, ovisno o koristenoj tehnici (58). MSCT urografija omogucuje bolju vizualizaciju
mokraénog kanalnog sustava, a istovremeno detektira i eventualnu propagaciju bolesti.
MR urografija uz gadolinij alternativna je metoda ukoliko je kontraindicirana primjena
jodnog kontrasta ili zracenja. Osjetljivost MR urografije za tumore manje od 2 cm
nakon aplikacije kontrasta iznosi 75% (59). Radioloski nalazi koji upucuju na
postojanje UUC ukljucuju defekt punjenja kontrastom, opstrukciju, nevizualizaciju
kanalnog sustava ili zadebljanje stijenke bubreznog pijelona ili uretera.

Endoskopske metode ukljucuju cistoskopiju i ureteropijeloskopiju. Cistoskopija je
obavezna kako bi se iskljucilo paralelno postojanje karcinoma mokra¢nog mjehura,
budué¢i da su ova dva entiteta Cesto istodobno prisutna. Ureteroskopija koristeci

fleksibine fiber ureteroskope, koja je danas dostupna, omogucava direktnu vizualizaciju
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uretera, bubreZznog pijelona i sabirnih kanali¢a. Uz ovu pretragu moguce je uciniti i
biopsiju kako bi se potvrdila dijagnoza te takoder omogucava i endourolosko lijecenje u
pazljivo odabrane skupine bolesnika. Ukoliko je moguce, ureteroskopiju s biopsijom

trebalo bi uciniti u sklopu preoperativne obrade u svakoga bolesnika s UUC (60).

1.3.8. LUECENIJE

Lokalizirana bolest:

Radikalna nefroureterektomija s ekscizijom dijela mokra¢nog mjehura zlatni je standard
lijeCenja UUC, bez obzira na lokalizaciju tumora u gornjem dijelu mokra¢nog sustava
(61). Konzervativni pristup dolazi u obzir u bolesnika sa solitarnim bubregom,
bubreznim zatajenjem ili u tumora niskog stupnja 1 niskog gradusa i ukljucuje
endoskopsku ablaciju tumora prikom ureteroskopije, perkutani pristup kod tumora
bubreznih kaliksa te segmentalnu resekciju (ureteroureterostomiju) kod tumora
proksimalnog ili srednjeg uretera niskog stadija i gradusa ili tumora visokog
gradusa/invazivne tumore kada postoji imperativ oCuvanja bubrezne funkcije. Potpuna
distalna ureterektomija s neocistostomijom indicirana je u neinvazivnih tumora niskog
gradusa distalnog uretera koje nije moguce ukloniti endoskopskim putem ili pak za
lokalno invazivne tumore visokog gradusa. Adjuvantna terapija antegradnom
instilacijom bacila Calmette-Guerin ili mitomicina C putem perkutane nefrostome
nakon potpunog operativnog uklanjanja tumora koristi se katkad nakon konzervativnog
operativnog zahvata ili u sklopu lijecenja CiS, iako nije dokazana dugorocna korist
ovog postupka (60).

Uznapredovala bolest:
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Nije dokazana korist radikalne nefroureterektomije u metastatskoj bolesti, iako ovaj
zahvat moze do¢i u obzir kao vid palijativnog lije€enja. Kemoterapijski protokoli
temelje se na primjeni platine, medutim nisu svi bolesnici s uznapredovalim UUC
kandidati za kemoterapiju Sto zbog komorbiditeta, Sto zbog oslabljene funkcije bubrega
nakon radikalnog operativnog zahvata. Adjuvantna kemoterapija nema utjecaj na
prezivljenje no smanjuje rizik od relapsa bolesti za 50% (62). Za sada nisu dostupni
podaci o uc¢inkovitosti neoadjuvantne kemoterapije u UUC. S druge strane adjuvantna
radioterapija moze poboljsati lokalnu kontrolu bolesti, a kada se radioterapija
primjenjuje u kombinaciji s cisplatinom moze rezultirati duljim razdobljem bez bolesti i

boljim sveukupnim prezivljenjem (63).

1.3.9. PRACENJE

Nuzno je strogo pracenje bolesnika operiranih zbog UUC zbog cestih metakronih
karcinoma mokra¢nog mjehura, lokalnog relapsa i udaljenih metastaza (u slucaju
invazivnih tumora). Pracenje se bazira na cistoskopiji, citoloskoj analizi urina i MSCT
pregledima barem 5 godina nakon zahvata. Nakon radikalne nefroureterektomije kod
neinvazivnih tumora uputno je uliniti cistoskopiju/citologiju urina nakon 3 mjeseca,
potom jednom godisnje te jedanput godisnje MSCT. Kod invazivnih tumora preporuca
se cistoskopija/citologija urina nakon 3 mjeseca i potom jednom godisnje te MSCT
urografija svakih 6 mjeseci prve 2 godine, a kasnije jednom godiSnje. Nakon
konzervativnog zahvata citologiju urina i MSCT urografiju potrebno je u€initi nakon 3 i
6 mjeseci i potom jednom godisSnje dok se cistoskopija, ureteroskopija i citologija in situ
preporuca nakon 3, 6 mjeseci i potom svakih 6 mjeseci prve 2 godine, a kasnije jednom

godisnje (60).

19



1.4. UROTELNI KARCINOMI U EN/CHN/AAN

1.4.1. EPIDEMIOLOSKI PODACI

Ciljno tkivo AA osim proksimalnog bubreznog tubula jesu i stanice prijelaznog epitela
mokra¢nog sustava uzrokujuci stani¢nu atipiju i karcinome mokra¢nog sustava. U opcoj
populaciji UUC su izrazito rijetki, dok ¢ak 50% bolesnika s AAN obolijeva od urotelnih
karcinoma i to predominantno gornjeg dijela mokra¢nog sustava, tj pijelokalicealnih
Supljina i uretera (23). U hrvatskom endemskom zariStu specificni mortalitet od UUC
55 puta je veci nego u ostalim dijelovima Hrvatske (64). Ovaj tip tumora moze se javiti
istovremeno s bubreznom bolesti, moze joj prethoditi ili se javiti neovisno o nefropatiji
(65, 36). U endemskim podruc¢jima od UUC jednako obolijevaju oba spola, a pojavnost
je najcesca u 7. desetljecu zivota. UUC moze biti multifokalan, bilateralan i Cesti su
relapsi bolesti. U bolesnika s EN ¢eS¢e su nizeg gradusa i rijetko metastaziraju, iako su
opisani 1 tumori visokog gradusa; dok su tumori u belgijskih bolesnica ¢esce bili
visokog gradusa (6, 23). Razlog za predominaciju gornjeg dijela mokra¢nog sustava jos

uvijek nije razjasnjen.

1.4.2. KLINICKA PREZENTACIJA

Klini¢ka prezentacija jednaka je onoj u bolesnika s UUC u drugim dijelovima svijeta,
tako da hematurija predstavlja vodeci simptom koji bolesnika dovodi lijecniku, osim u
slu¢ajevima kada se UUC nade tijekom provodenja redovitog screening programa u

endemskim zari$tima.
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1.4.3. DDAGNOSTICKA OBRADA i KLASIFIKACIJA TUMORA
Dijagnosticka obrada s ciljem postavljanja definitivne dijagoze, kao ni klasifikacija

tumora odredivanjem prosirenosti bolesti ne razlikuje se od UUC u op¢oj populaciji.

1.4.4. LUECENIJE

Standardna terapija za UUC u sklopu AAN ukljucuje totalnu nefroureterektomiju s
ekscizijom dijela mokra¢nog mjehura uz usée uretera i regionalnu limfadenektomiju.
Cistektomija se ne preporuca rutinski u bolesnika buduci da je pojavnost karcinoma
mokra¢nog mjehura manja od pojavnosti urotelnih karcinoma gornjeg mokraénog
sustava. Cistektomija se preporuca jedino u slucaju kada su u mokra¢nom mjehuru
detektirani AA-DNA adukti. Konzervativni kirursSki pristup rezerviran je za strogo
odabranu skupinu bolesnika s bilateralnim tumorima u kojih je bitno oCuvanje bubrezne
funkcije. No ovi bolesnici ostaju pod poviSenim rizikom lokalnog relapsa. Bolesnike s
UUC treba pomno pratiti radi mogucéeg razvoja novog tumora. Sistemska kemoterapija

indicirana je za neresektabilnu i metastatsku bolest (18).

1.4.5. UUC U BOLESNIKA S AAN I TRANSPLANTIRANIM BUBREGOM

U bolesnika s transplantiranim bubregom c¢ija je osnovna bolest AAN uocena je veca
incidencija urotelnih karcinoma nego u bolesnika s ostalim uzrocima bubreznog
zatajenja (33.3% naspram 0.67%) (66). Na temelju ovih opservacija doneSena je
konsenzusna odluka o bilateralnoj nefroureterektomiji u bolesnika s AAN prije
transplantacije bubrega. U transplantiranih bolesnika se preporucuje rutinska citoloska
analiza urina 1 cistoskopija, a preporua se primjeniti mTOR inibitore u skopu

imunosupresive terapije (18).
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1.5. MEHANIZMI NEFROTOKSICNOSTI I KARCINOGENOSTI
ARISTOLOHICNE KISELINE

1.5.1. METABOLIZAM ARISTOLOHICNE KISELINE

Aristolohi¢na kiselina dokazano je nefrotoksicna, mutagena i karcinogena (IARC
skupina 1 ljudskih karcinogena), a karakteristicno zahvaca dva ciljna tkiva: stanice
proksimalnog bubreznog tubula i urotelne stanice (67). Pojam aristolohi¢na kiselina
odnosi se na dvije strukturno sli¢ne nitrofenantrenske karboksilne kiseline - AA 11 AA
IT koje nalazimo u ekstraktima biljaka roda Aristolochia. Nakon unosa u organizam AA
se metabolizira u dvije faze. Prva faza, izmedu ostalih metabolickih reakcija ukljucuje
nitroredukciju AA u ciklicki N-acilnitrenium ion s delokaliziranim pozitivnim nabojem
koji se moze kovalentno vezati s egzociklickim amino skupinama purinskih baza i tako
formirati DNA adukte. Tri glavna adukta nadena u bolesnika s AAN su:
deoksiadenozin-aristolaktam I, deoksigvanozin-aristolaktam II 1 deoksiadenozin-
aristolaktam II. U ljudskim jetrenim mikrosomima reduktivna aktivacija AA provodi se
ve¢inom putem citokroma P450(CY)1A2, u manjoj mjeri preko CYP1Al, dok je u
bubreznim mikrosomima u ljudi NADPH/CYP reduktaza najucinkovitija u
biotransformaciji AA. Takoder NAP(P)H/kinin oksidoreduktaza (NQOI1) 1 ksantin
oksidaza, dva citosolna enzima prisutna u ljudskoj jetri i bubrezima kataliziraju
aktivaciju AAI u DNA adukte. Prostaglandin H sintetaza (ciklooksigenaza, COX)
odgovorna je za metabolizam AA u urotelnom tkivu. NQO/1se €ini najbitnijim enzimom
odgovornim za aktivaciju AA I u ljudi. Razli¢iti ¢imbenici ukljucujuéi lijekove,
pusenje, kemikalije i genetske polimorfizme utjecu na razinu ekspresije i aktivnost ovih

enzima §to moZze objasniti razlike u osjetljivosti na toksi¢nost posljedicno AA. Faza 2
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metabolizacije AA rezultira prisutno$¢u metabolita AA u urinu i fecesu u konjugiranoj

formi poput glukuronida, sulfata ili acetatnih estera (69).
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Slika 1. Metabolizam AA 1 stvaranje adukata

*Prilagodeno prema Dickman K, Sweet D, Bonala R et al. Physiological and Molecular
Characterization of Aristolochic Acid Transport by the Kidney. J Pharmacol Exp Ther.
2011;338:588-597.

1.5.2. MUTAGENE I KARCINOGENE ODLIKE ARISTOLOHICNE KISELINE

Deoksiadenozin-aristolaktam I, adukt je koji je naj¢esce detektiran u ciljnom tkivu 1
predstavlja mutagenu leziju koja dovodi do A:T->T:A transverzije. Ova specificna
mutacija nadena je s velikom ucestalo$¢u u Zivotinjskim modelima i u ljudi nakon
koriStenja AA: u H-ras protoonkogenu u tumora uzrokovanih s AAI u glodavaca i u
TP53 genu u DNA izoliranoj iz UUC povezanih s AA gdje je ova mutacija bila
dominantna, a mutirani adenini prisutni iskljuivo na neprepisuju¢em lancu DNA.
Prisutnost iskljuc¢ivo na neprepisuju¢em lancu DNA moze se pripisati selektivnoj obradi

aristolaktam-dA adukata putem popravka izrezivanjem nukleotida vezanim uz
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transkripciju, dovode¢i do dugogodisnjeg prisustva adukata u ljudskom tkivu (70, 14,
71, 72, 73). Do nedavno nije bilo jasno jesu li i ostali geni takoder podloZni formaciji
AA-DNA adukata i mogu li se AA adukti povezati s drugim oblicima karcinoma osim
UUC. Dvije neovisne istrazivacke skupine 2013. godine analizirale su potpisnu AA
mutaciju u cijelom ljudskom genomu u osoba s UUC izlozenih AA. Song Ling Poon i
sur. 1 Margaret L.Hoang 1 sur. identificirali su konsenzusnu sekvencu (T/ CAG) kao
potpisnu AA mutaciju (A>T) 1 uocili da su transverzije bile prisutne ve¢inom na
neprepisuju¢em lancu DNA, s cCestom pojavnoséu medu genima vezanim uz
remodeliranje kromatina i na akceptorskim mjestima izrezivanja (engl. acceptor splice
site), Sto moze doprinijeti karcinogenezi AA. Nadalje, Poon i sur. su detektirali AA-
sli¢ni obrazac mutacije u 11 od 93 analizirana slucaja hepatocelularnog karcinoma (72,
73). Ova mutacija opisana je 1 u druga dva neovisna istrazivanja hepatocelularnih
karcinoma te u intrahepatickih kolangiokarcinoma (74, 75, 76). Isti obrazac mutacije
nedavno je naden i u karcinomu svijetlih stanica bubrega u bolesnika porijeklom iz
endemskog podrucja (77). Ova karakteristicna potpisna mutacija sada ima svoje mjesto
u COSMIC (Catalog of somatic mutations in cancer) bazi pod brojem 22, tzv. Signature

22 (78).

1.5.3. NEFROTOKSICNOST ARISTOLOHICNE KISELINE

Mutagene i karcinogene odlike aristolohi¢ne kiseline sada su ve¢inom poznate, no
molekularni mehanizmi nefrotoksi¢nosti koji vode do progresivne intersticijske fibroze
jo§ nisu razjasnjeni. Cini se da je toksi¢ni u¢inak AA u bubregu koji rezultira nekrozom

1 apoptotskom ozljedom rezerviran isklju¢ivo za stanice proksimalnog tubula. Ovaj dio
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drugih ksenobiotika. Toksi¢ni ucinak na proksimalni tubul moguée ukljucuje
metabolicke i/ili procese posredovane transportom. Nedavno je dokazano da organski
ionski prijenosnici 1 1 3 posreduju unosu AA I u proksimalni tubul misa i da mogu biti
odgovorni za selektivnu toksi¢nost ovog nefrotoksina (68). Jos uvijek nije jasno kolika
je uloga transdiferencijacije 1 apoptoze u ovom brzonapreduju¢em tipu
tubulointersticijske bolesti. Prema Pozdziku i suradnicima u AA modelu Stakora
aristolohicna kiselina uzrokuje apoptozu proksimalnog tubula 1 epitelijalno-
mezenhimalnu transformaciju. Ova studija pokazala je da je tubulotoksi¢nost rezultirala
neispravnom aktivacijom antioksidativnih enzima 1 mitohondrijskim oStecenjem.
Progresivna tubularna atrofija povezana je s oSte¢enom regeneracijom i apoptozom
epitelnih stanica proksimalnog tubula (PTEC). Transmembranska migracija ovih stanica
sa znakovima epitelijalno mezenhimalne tranzicije (EMT) rijetko je zabiljezena.
Nakupljanje stanica pozitivnih na vimentin i alfa-aktin glatkog miSi¢a u intersticiju
koje su pokazivale ekspresiju transformiraju¢eg ¢imbenika rasta 3 (TGF B) uputilo je na
povecanje broja rezidualnih peritubularnih fibroblasta 1 njihovu aktivaciju u
miofibroblaste - §to znaci da se aktivirani rezidualni fibroblasti mogu smatrati glavnim
izvorom odlaganja kolagena u eksperimentalnoj AAN (79). Druga studija dala je
naznaku da AA uzrokuje smrt tubularnih epitelnih stanica putem apoptoze preko
defosforilacije STAT3 i posttranslacijske aktivacije p53, Sto ide u prilog teoriji da p53

promovira ozljedu bubrega u AAN (80).

1.6. FUNKCIONALNA GENOMIKA
SrediSnja dogma molekularne biologije glasi da se kodirana genetska informacija

(DNA) prepisuje u glasni¢ku RNA prema kojoj se potom sintetiziraju proteini. Ljudski
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genom sadrzi otprilike 3,1x10° parova baza i 20 000 - 30 000 kodirajué¢ih gena.
Transkriptom pak sadrzi 100 000-200 000 molekula mRNA dok proteom sadrzi vise od
1 000 000 proteina. Podru¢je molekularne biologije koje koristi genomske podatke i
proucava izrazaj gena i proteina na globalnoj razini, fokusira se na transkripciji gena,
translaciji 1 interakcijama izmedu proteina i Cesto ukljucuje analiticke metode visoke
propusnosti (engl. high-throughput methods), naziva se funkcionalna genomika.

Stanice odgovaraju na okoliSne signale mijenjajuci izrazaj gena koje sadrze u svojoj
jezgri. Sve ljudske stanice imaju jednaki genetski kod sadrzan u molekuli DNA, no u
razli¢itim su stanicama razliCiti geni aktivni, dok su ostali geni suprimirani. Otprilike 3-
5% gena je aktivno u pojedinoj stanici 1 prepisuje se u mRNA 1 kasnije u proteine.
Vec¢ina gena je selektivnho suprimirana, tj potisnuta i to djelovanjem razli¢itih
mehanizama regulacije genske ekspresije, ve¢inom na razini transkripcije gena. Kao
odgovor na razli¢ite signale dolazi do promjene u ekspresiji gena Sto rezultira
ekspresijom stotina produkata navedenih gena odnosno supresijom ostalih.
Karcinogeneza je proces koji se dogada u vise koraka, ukljucuje genske i epigenske
mehanizme rezultiraju¢i u izmijenjenoj ekspresiji brojnih gena i posljedi¢no tome
dovode¢i do nekontroliranog dijeljenja stanica i formiranjem maligne mase. Dostupne
metode funkcionalne genomike koje daju uvid u poremecenu gensku ekspresiju u
tumorima analiziraju¢i tisu¢e gena istovremeno jesu metode profiliranja genske
ekspresije pomocu genskih Cipova, takozvanih microarraya. Alternativa genskim
¢povima je metoda sekvenciranja RNA koja postaje sve popularnija i dostupnija.
Analiza obrazaca genske ekspresije daje vrijedne podatke, korisne u tumorskoj

klasifikaciji 1 prognozi.
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1.7. GENSKI CIPOVI I PROFILIRANJE GENSKE EKSPRESIJE
Microarray ili genski Cip je plo€ica koja sadrzi ciljano rasporedene DNA (cDNA
microarray) ili oligonukleotide (oligoarray) koji predstavljaju pojedine gene. Glavni
princip na kojem pociva tehnologija genskog Cipa je uparivanje komplementarnih
nukleotida, tj. formiranje nukleinskih kiselina s dvostrukom uzvojnicom. Nekoliko je
koraka u analizi genskim ¢ipovima:

e priprema genskog Cipa

e generiranje fluorescentnih ciljnih molekula od RNA uzoraka

e hibridizacija s probama

e generiranje podataka: skeniranje intenziteta signala oznacenih hibridiziranih

proba
e analiza podataka: probiranje bioloSki korisnih informacija iz velike koli¢ine

podataka koji se dobivaju analizom genskih ¢ipova (81).

Kako bi se ucinila analiza na genskim ¢ipovima potrebno je izolirati glasnicku RNA iz
uzoraka tkiva. Glasni¢ka ili mRNA predstavlja sve gene koji su u tom trenutku
eksprimirani. mRNA se pretvara u cDNA koja se potom prepisuje u cRNA u prisustvu
nukleotida oznacenih biotinom. Biotinizirana cRNA se hibridizira na oligo probe na
¢ipovima nakon cega slijedi vezanje na konjugirane fluorofore. Svako mjesto na Cipu
predstavlja kvantifikaciju ekspresije pojedinog gena u danom uzorku. Nakon zavrSetka
hibridizacije slijedi ispiranje microarraya, te obasjavanje laserskim zrakama kako bi se
aktivirali fluorofori vezani na hibridizirane ciljne molekule. Koli¢ina ciljnih molekula u
pojedinoj tocki procjenjuje se skeniranjem intenziteta emitirane fluorescencije vezanih
reporterskih molekula. Neobradeni podaci parova genskih ¢ipova (€ip tumorskog tkiva i

¢ip zdravog kontrolnog uzorka) medusobno se usporeduju ne bi li se identificirali
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razli€ito eksprimirani geni. Potom slijedi normalizacija podataka. Normalizirani
neobradeni podaci genske ekpresije izrazeni su u obliku omjera ekspresije. Na ovim
podacima provode se daljnje statisticke analize kako bi se odredili geni koji su znacajno
razli¢ito eksprimirani izmedu dvaju tkiva.

Brojne su moguc¢nosti klinicke primjene genskih ¢ipova u tumorima: profiliranje genske
ekspresije identificira gene 1 puteve koji su aberantno eksprimirani tijekom
karcinogeneze, pomaze u razumijevanju molekularne patogeneze karcinoma,
postavljanju dijagnoze, prognozi i klasifikaciji bolesti te moze ukazati na nove
terapijske ciljne molekule.

Profiliranje genske ekspresije na genskim c¢ipovima ne primjenjuje se joS u
svakodnevnoj klinickoj praksi u onkologiji, medutim korist njihove potencijalne
primjene pokazana je na brojnim hematoloskih 1 solidnim tumorima poput akutne

leukemije, karcinoma prostate, kolona, dojke, pluca i limfoma.

1.7.1. ISTRAZIVANJA EKSPRESIJE GENA U UUC I KARCINOMIMA
MOKRACNOG MJEHURA
Za sada postoji samo nekoliko objavljenih istrazivanja genske ekspresije u UUC
uzorcima. Zhang i suradnici proveli su profiliranje mRNA UUC i drugih tumora
bubrega koriste¢i genske ¢ipove i identificirali nekolicinu gena razli¢ito eksprimiranih u
UUC u odnosu na normalno tkivo bubrega, izmedu kojih su bili FXYD3 (MAT-8) kao
najznacajnije disreguliran gen, S100P, TRIM29 (ATDC gen). FXYD3 se pokazao kao
visoko specifican za UUC u usporedbi s ostalim bubreznim tumorima i preporucen je
kao potencijalni marker za razlikovanje UUC i normalnog tkiva odnosno karcinoma

svijetlih stanica bubrega (82). Isti autori proveli su usporedno profiliranje genske
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ekspresije UUC 1 karcinoma mokraénog mjehura i definirali profile koji su bili skoro
jednaki osim malog broja gena vezanih uz signalni put vezanja kloridnog iona prisutnih
u UUC (83). Jos$ jedno istrazivanje istih autora identificiralo je aktivnost PI3K/AKT
puta u ljudskim urotelnim karcinomima pijelona, dijelom zbog postojanja aktiviraju¢ih
mutacija PIK3CA i gubitka funkcije PTEN (84). Wu 1 suradnici prvi su analizirali
ekspresiju mRNA koriste¢i metodu masivnog paralelnog sekvenciranja. Identificirali su
5231 dereguliranu mRNA. Putevi koji su bili znacajno poremeceni u UUC bili su
distribuirani u dvije funkcionalne kategorije: putevi vezni uz stani¢nu proliferaciju
poput p53 signalizacije 1 stanicnog ciklusa koji su bili obogaceni genima u skupini
poviseno eksprimiranih u tumorskom tkivu te metabolicki putevi poput PPAR signalnog
puta i glicin serin treonin metaboliziraju¢eg puta, koji su bili obogaceni genima
smanjeno izrazenim u tumorima. Medu brojnim znacajno disreguliranim znanim
tumorskim genima izdvojila su se tri: ALDH2, CCNE1, SMAD3. Produkti ovih gena
bili su povezani s prognozom UUC (85).

S druge strane puno vise studija je objavljeno na temu profiliranje genske ekspresije
mokraénog mjehura. Glavni cilj istrazivaca bio je otkriti "genske potpise" znaCajne za
klasifikaciju 1 prognozu ovih tumora. Lindgren i suradnici definirali su genske potpise
na temelju kojih se moze klasificirati karcinom u tumor niskog gradusa (G1,G2) i
visokog gradusa (G3), kao i potpise gena neinvazivnih i invazivnih tumora. Autori su
predlozili molekularno stupnjevanje bolesti kao komplementarnu metodu standardnom
patoloskom stupnjevanju. Takoder su identificirali set disreguliranih gena prognosticki
vaznih za metastaze i prezivljenje bez povrata bolesti (86). Sanchez-Carbayo i sur.
ucinili su ekspresijsko profiliranje gena karcinoma mokraénog mjehura pomocu

oligonukleotidnih genskih ¢ipova i nasli 8 najznacajnije dismoduliranih gena kojima je
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moguce razlikovati povrSne i invazivne tumore: RAB31, COL16A1, AEBP1, MTIL,
ACTB2, NNMT, ACTBI, GASI. Identificirali su gene povezane s prezivljenjem
analiziraju¢i obje skupine (invazivni 1 nenvazivni) tumora mjehura: PPIA, TCG9,
NXFI1, HCLSI te gene povezane s prezivljenjem iskljuivo u skupini invazivnih
karcinoma: HCLS1, ANK3, BIRC3, CD54 i TP53 AP1. Na kraju su identificirali genski
potpis povezan s metastazama u limfne ¢vorove i loSim ishodom (87). Velika
metaanaliza Riestera i sur. ukazala je na genske potpise prediktivne za ukupno
prezivljenje bolesnika s invazivnim tumorima (T2-T4) koji su izmedu ostalih ukljucivali
i ove gene: APOBEC3B, ATF3, CCL5, DGCR2, ENDODI1, FADD, JUNB, LMO?7,
MAP2K1, MAP3K1, PDGFC, PEA1S, PFN1, PPP1R12A, PRDX1, PRMT1, SLCIAS,
TNFAIP6, TSG101, TSPANS. Takoder su usporeduju¢i gensku ekspresiju invazivnih 1
neinvazivnih karcinoma identificirali 636 razliCito eksprimirana gena: medu genima
povisenog izrazaja u invazivnih tumora bili su FN1, gen koji je dio integrin signalnog
puta, kao i nekoliko ostalih ¢lanova ovog puta (ACTNI1, COL1A2, COL3A1, COL5A2,
COL6A3, COL11A1, COL16A1, FBNI, FLNA, LUM, TGFBI, i TNC). Uoc¢ili su da su
geni TGF- B signalnog puta prisutni medu znacajno eksprimiranim genima: SMAD?3,
SMAD6 i BMP7 nasli su se medu poviSeno izraZzenim genima u neinvazivnim
tumorima, dok u INHBA, NNMT i POSTN bili poviSeno eksprimirani u invazivim
tumorima. Geni koji su bili znac¢ajno dismodulirani u bolesnika s metastazama i loSim

ishodom ukljucivali su PERP, ATXN10 i PCM1 (88).
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1.7.2. ISTRAZIVANJA EKSPRESIJE GENA U UUC POVEZANIH S
ARISTOLOHICNOM KISELINOM

Dosad nije provedeno istrazivanje profiliranja genske ekspresije UUC povezanih s
aristolohi¢nom kiselinom u ljudi. Dostupno je nekoliko studija na zivotinjama (misevi,
Stakori) tretiranim s AA 1 to u dozama za koje je ranije dokazano da su karcinogene, tj
da dovode do nastanka tumora. Chen 1 sur. ucinili su profiliranje ekspresije gena tkiva
bubrega i jetre Stakora tretiranim s karcinogenim dozama AA. Geni koji su bili zna¢ajno
dismodulirani u tkivu bubrega ukljucivali su gene s ulogom u razli¢itim stadijima
karcinogeneze ukljucuju¢i metabolizam AA, popravak DNA, stani¢ni ciklus, stani¢ni
razvoj, stani¢nu signalizaciju, stani¢ni rast i proliferaciju, morfologiju stanica, stani¢nu
smrt i morfologiju tumora. Dodatna analiza pokazala je najznaCajnije procese povezane
s izlozenos¢u AA u bubregu: obrambeni odgovor (ukljuujuc¢i apoptozu i imuni
odgovor) s genima koji su bili znacajno poviseni u tumoru i metabolizam organskih
kiselina medu znacajno snizenim genima (89). Arlt i sur. ucinili su analizu genske
ekspresije bubreznog i jetrenog tkiva Hupki miseva (ljudski TP53 knock-in) lije¢enih
karcinogenim dozama AA. U ovoj studiji nije opazen nastanak neoplazmi, no neovisno
o tome istrazivanje daje uvid u promjene u genskoj ekspresiji uzrokovane s AA. Analiza
genske ekspresije otkrila je veliki broj znacajno dereguliranih gena u tkivu bubrega koji
su funcionalno bili vezani s apoptozom, stani¢nim ciklusom, odgovorom na stres,
imunim sustavom, upalnim odgovorom i razvojem bubrega. Najznacajnije modulirani
putevi bili su Nfkb, aril hidrokarbon receptor, Tp53 i signalizacija stani¢nog ciklusa
(90). Li i suradnici proveli su integriranu studiju koja je ukljucivala odredivanje
mikroRNA, mRNA i proteinsku ekspresiju tkiva bubrega Stakora koji su dobivali

karcinogene doze AA. Pronadeno je 6794 razlicito eksprimirih mRNA, a vecina ovih
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gena povezana je s tumorima, dok su najznacajniji putevi ukljucivali WNT/ B-aktin,
mitohondrijsku disfunkciju i degradaciju valina. Podaci o mikroRNA bit ¢e izloZeni

kasnije u tekstu (91).

1.8. MikroRNA

MikroRNA (ili miRNA, miR) skupina su malih, 22-nukleotida dugih nekodirajuc¢ih
RNA koji funkcioniraju kao posttranskripcijski regulatori genske ekspresije u
genomima zivotinja i biljaka (92). Ove molekule otkrivene su 1993. godine u
organizmu Caenorhabditis elegans, a formalno ime dobile su 2001. godine (93).

U ljudi mikroRNA ¢ine >1% svih gena i smatra se da reguliraju >30% svih gena koji
kodiraju proteine. Prema bazi mikroRNA miRBase verzija 21 postoji 2588 zrelih
ljudskih miRNA (94). MikroRNA imaju ulogu u regulaciji genske ekspresije u
razli¢itim razvojnim 1 fizioloSkim procesima poput diferencijacije, proliferacije,
apoptoze i metabolicke homeostaze. S druge strane njihova disregulacija povezana je s
brojnim humanim bolestima ukljucujuci i tumore, gdje je pokazano da imaju znacajnu
ulogu u njihovom razvoju i progresiji, utjeCu¢i na proliferaciju tumora, apoptozu,
invazivnost/metastaze i angiogenezu.

MikroRNA su grupirane u obitelji prema motivima za raspoznavanje ciljnih molekula
koji se nalazi uglavnom na 5' kraju zrele mikroRNA. Jedna mikroRNA moze imati viSe
razlic¢itih ciljnih mRNA, dok jedna mRNA mozZze biti meta vise razli¢itih mikroRNA.
MikroRNA se prepisuju RNA polimerazom II, a inicijalno postoje u obliku velike
prekursorske molekule koja se zove primarna miRNA (pri-miRNA). Pri-miRNA se
dalje preraduje u jezgri pomoc¢u ezima RNaze III zvanog Drosha te proteina vezajuceg

za dvostruku RNA zvanog Pasha prilikom c¢ega nastaje 70 nukleotida duga
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prekursorska  miRNA (pre-miRNA). Za napomenuti je da postoje alternativni
mehanizmi biogeneze mikroRNA za koje nije potreban enzim Drosha. Pre-miRNA se
potom eksportira iz jezgre u citoplazmu pomocu transportera eksportin 5 i podlijeze
dodatnom koraku pregradnje prilikom cega se iz molekule pre-miRNA generira
dvostruka, 22 nukleotida duga RNA, koja se naziva miRNA:miRNA* dupleks. Za ovaj
korak klju¢an je jo§ jedan enzim RNAza III - Dicer. Nakon ovoga slijedi uklapanje
miRNA:miRNA* dupleksa u miRISC kompleks (RISC- RNA inducirani sustav za
utiSavanje, od engl. RNA induced silencing complex). Zreli lanac miRNA ostaje
zadrzan u miRISC kompleksu i negativno regulira svoje ciljne gene. Ovisno o stupnju
podudarnosti izmedu mikroRNA 1 njene ciljne molekule moguca je regulacija mRNA
na dva nacina: ukoliko se miRNA veze s potpunom ili skoro potpunom
komplementarnosti za sekvencu mRNA, dolazi do takozvane RNA-uvjetovane
interferencije (RNA1) prilikom ¢ega se mRNA "cijepa" pomocu ribonukleaza koje su
dio miRISC kompleksa, u konac¢nici dovodeé¢i do raspada mRNA. Ovaj se mehanizam
najcesce nalazi u biljaka, medutim opisan je i u Zivotinja. Vecina Zivotinja pak najcesce
koristi drugi nacin genske regulacije koja ne ukljucuje raspad ciljane mRNA. U ovom
slu¢aju komplementarnost izmedu molekula miRNA i mRNA nije potpuna. Nakon
vezanja ove dvije molekule dolazi do represije genske ekspresije na nivou translacije
putem RISC kompleksa koji je slican onome koriStenom u RNA interferenciji. Na ovaj

nacin dolazi do smanjenja razine proteina, dok nivo mRNA nije zahvacen (95).
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Transkripcija Draosha

AT P_‘NA Pol i mikroprocesorski
SO, i Pol 1 kompleks
DNA TR e, Eksportin 5
N = o 1,
T Pri-miRNA Pre-miRNA ~
Citoplazma h_:;,_J_ezgra >
Ribasom | BNA :
: m 3 UTR :
i UTH\&//WM RISC «—— i
Kodirajuca regija RISC Lununiinnn Uogdr‘;?ii’;ﬁé .
RISC

Slika 2. Biogeneza mikroRNA
Legenda: Pri-miRNA-primarna mikroRNA, Pre-miRNA-prekursorska mikroRNA,

RISC-RNA inducirani sustav za utiSavanje, RNA Pol II, III- RNA polimeraza II, III,
3'UTR-3' neprepisujuca regija

*Prilagodeno prema: Jeffrey SS. Cancer biomarker profiling with microRNAs. Nat
Biotech 2008; 26: 400-401.

Vec¢ina ljudskih miRNA nalazi se u intronima gena koji kodiraju proteine ili
nekodiraju¢im mRNA transkriptima, dok je ostatak lociran u egzonima nekodirajucih
mRNA gena, u podrucju 3' kraja mRNA gena ili u klasterima s drugim miRNA genima.
MikroRNA u tumorima funkcioniraju kao tumor supresori ili onkogeni. One miRNA
koje su locirane u genomskim regijama amplificiranim u tumorima funkcioniraju kao
onkogeni, dok miRNA koje se inace nalaze u podrucjima kromosoma koji su brisani u
tumorima funkcioniraju kao tumor supresori. Glavni podleze¢i mehanizam uslijed kojeg
dolazi do promjene funkcije miRNA u tumorima ukljucuje aberantnu gensku ekspresiju,
karakteriziranu abnormalnom razinom ekspresije zrelih ili prekursorskih miRNA
sekvenci u usporedbi s normalnim tkivom. Za sada su opisana 3 mehanizma koja mogu
objasniti nenormalnu ekspresiju specificnih miRNA gena: lociranost miRNA u
genomskim regijama povezanim s tumorima, epigenetska regulacija miRNA ekspresije

1 pogreske u genima i proteinima koji sudjeluju u procesuiranju miRNA.
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Slika 3. Funkcioniranje mikroRNA kao tumor supresora odnosno onkogena
Legenda: ORF - otvoreni okvir ¢itanja

* Prilagodeno prema: Esquela-Kerscher A, Slack FJ. Oncomirs — microRNAs with a
role in cancer. Nat Rev Cancer 2006,6: 259-269.

Primjeri tumor supresorskih 1 onkogenih mikroRNA:

Tumor supresori:

MiR-15/16 klaster (snizeno eksprimirane u kroni¢noj limfati¢noj leukemiji, karcinomu
prostate, multiplom mijelomu)

Let-7 (negativno reguliraju Ras onkogen; u karcinomu pluca reguliraju stani¢nu
proliferaciju 1 diferencijaciju; snizeno eksprimirane u karcinomu dojke, urotelnim
karcinomima i karcinomu cerviksa )

MiR-34 (snizeno eksprimirane u karcinomu plu¢a nemalih stanica)
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MiR-200 obitelj (snizeno eksprimirana u ljudskim tumorima primjerice karcinomu
dojke, dovodi do EMT i olakSava invaziju i razvoj metastaza, gubitak miR-200 povezan
je s agresivnim fenotipom tumora).

MiR-143/145 (snizeno eksprimirane u kolorektalnom karcinomu, u karcinomu dojke,
prostate, cerviksa, limfoidnim neoplazmama)

Onkogeni:

MiR-155 (poviseno eksprimirana u NHL, Mb Hodgkin, akutnoj mijeloi¢noj leukemiji i
solidnim tumorima: karcinomu dojke, kolona, cerviksa, duktalnom adenokarcinomu
gusterace, karcinomu Stitnjace, karcinomu pluca)

MiR 17/92 klaster (poviSeno eksprimiran u karcinomu plu¢a malih stanica, karcinomu
kolona, neuroblastomu, meduloblastomu, karcinomu Zeluca, osteosarkomu; poviSena
uslijed djelovanja MYC, negativno modulira E2F1 onkogen)

MiR-222/221 (povisno eksprimirane u hepatocelularnom karcinomu, ER negativnom
karcinomu dojke, karcinomu Stitnjac¢e, melanomu, karcinomu plu¢a nemalih stanica).
MiR-21 (antiapoptotska miRNA, pojacano eksprimirana u glioblastomu i karcinomu

dojke).

I tumorsko i zdravo tkivo imaju svoj specifican mikroRNA potpis. Razlicita ekspresija
mikroRNA prisutna je u razli¢itim tipovima tumora. MikroRNA potpis korelira s
klinickim 1 bioloskim karakteristikama tumora, ukljucujuéi tip tkiva, stupanj
diferencijacije, agresivnost i odgovor na terapiju. MikroRNA imaju nekoliko uloga u
klinickom radu, u prvom redu mogu sluziti kao dijagnosticko sredstvo (primjerice
dijagnostika karcinoma nepoznatog primarnog sijela), imaju prognosti¢ku ulogu (npr.

oc¢ekivano trajanje zivota u bolesnika s karcinomom pluca) i predstavljaju novo mjesto
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potencijalne terapije tumora (inhibicija mikroRNA koriste¢i tzv. antimiR, antagomiR
molekule ili zatvorene nukleinske kiseline (od engl. locked nucleic acid) ili
nadomyjestanje funkcije mikroRNA koristeci takozvane mikroRNA mimic molekule).

Profiliranje mikroRNA obic¢no se provodi jednom od sljede¢ih metoda: oligonukleotidni
miRNA c¢ipovi, proto¢na citometrijska metoda s kuglicama (od engl. bead-based flow
cytometry), kvantitativni real-time PCR, miRAGE analiza (miRNA analiza cijelog
genoma sa serijskim analizama genske ekspresije), RAKE analiza (visoko propusna

array bazirana Klenowa enzimska metoda) ili sekvenciranje sljedece generacije.

1.8.1. MikroRNA U EN/AAN

Za sada su jedini podaci o ekspresiji mikroRNA u nefropatiji aristolohi¢ne kiseline
dostupni od grupe autora Jenkins i1 suradnici koji su kultivirali epitelne stanice
proksimalnog tubula i tretirali ih aristolohi¢nom kiselinom. Identificirali su skupinu
poviseno reguliranih mikroRNA koja je uklju¢ivala miR-192, miR-194, miR-450a,
miR-542-3p. Pojacana ekspresija miR-192 utjecala je na zaustavljanje stanicnog ciklusa
u G2/M fazi preko utiSavanja E3 ubikvitin ligaze MDM?2, negativnog regulatora p53.
p53 uzrokovao je transkripciju p21°P!, zastoj rasta i oSteenja DNA rezultirajuéi
inaktivacijom i disocijacijom kompleksa za promicanje sazrijevanja. Zakljucno, ovi
podaci ukazuju na kljuénu ulogu miR-192 u posredovanju zaustavljanja stani¢nog
ciklusa u G2/M fazi u epitelnih stanica proksimalnog bubreznog tubula nakon toksi¢nog

oste¢enja uzrokovanog aristolohi¢nom kiselinom (97).
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1.8.2. MikroRNA U UROTELNIM KARCINOMIMA

Dostupna su dva istrazivanja o mikroRNA u UUC i puno vise istrazivanja o mikroRNA
u karcinomima mokra¢nog mjehura. Prema Izquirdo i suradnicima 26 mikroRNA
razli¢ito su eksprimirane u metastatskim naspram nemetastatskim UUC, 20 snizenih i 6
poviSenih: miR-31, miR-34a, miR-141, miR-149, miR-200a, miR-205, miR-378, miR-
93, miR-7, miR-15a, miR-106b, miR-200c, miR-210, miR-610, miR-17, miR-200b,
miR-181a-2, miR-93, miR-183, miR-378 (snizene) i miR-99a, miR-195, miR-487b,
miR-493, miR-629, miR-95 (povisene). MiR-31 1 miR-149 bile su povezane s
progresijom tumora, a miR-149 s tumor specificnim prezivljenjem (98). Prema
Zaravinosu 16 mikroRNA bile su specifi¢no snizene u UUC naspram normalnog tkiva
bubrega (parenhim/korteks): miR-3144-5p, miR-193b-3p, miR-587, miR-3177-3p,
miR-769-5p, miR-617, miR-3615, miR-148-5p, miR24-2-5p, miR-142-5p, miR-3164,
miR-514b-5p, miR-375, miR-520c-3p, miR-191-5p, miR-520b/miR-520c-3p, dok je 5
mikroRNA bilo znacajno poviseno u UUC: miR-885-5p, miR-1912, miR-378a-5p,
miR-24-3p, miR-26a-2-3p. MiR-3648, miR-3656 i miR-3687 proizasle su kao najbolji
molekularni pokazatelji za razliku izmedu UUC 1 normalnog tkiva bubrega.
Najznacajnije bioloske funkcije dereguliranih miRNA definirane Ingenuity pathway
analizom ukljucivale su sljedece: upala, upalni odgovor, bubrezne i uroloske bolesti,
karcinomi i1 bolesti reporoduktivnog sustava, dok su funkcije vezane uz 2 najvece
miRNA mreZe bile: 1) poremecaj vezivnog tkiva, upalne bolesti, upalni odgovor i 2)
karcinom, bolest reproduktivnog sustava, bubrezne i uroloske bolesti. Inzulin, hidrogen
peroksid i ribosomalni protein S15 sacinjavali su glavne sredSnje ¢vorove u prvoj mrezi,

dok je tumor supresorski protein p53 €inio sredi$nji ¢vor u drugoj mrezi (99).
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Brojna istrazivanja miRNA profila u karcinomima mokra¢nog mjehura otkrila su
mnostvo razli¢ito eksprimiranih mikroRNA. Budu¢i da su koriStene razli¢ite metode
profiliranja moguce je da su variraju¢i rezultati izmedu studija dijelom uzrokovani
navedenom razlikom u metodologiji. Najces¢e snizene miRNA u istrazivanjima
mokra¢nog mjehura bile su miR-145, 125b, 143, dok su kao najceS¢e poviSene bile
miR-182 i miR-183.

Bit ¢e prikazano nekoliko studija provedenih u posljednjih desetak godina, dok je
opsezan popis razli¢ito moduliranih mikroRNA u karcinomima mokra¢nog mjehura u

odnosu na zdravo tkivo prikazano u tablicama 4 1 5.
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Tablica 4. Ljudske mikroRNA snizeno eksprimirane u karcinomu mokra¢nog mjehura

ZRELA SI\I;:II;\TIF gl\lcl? LOKUS GEN’ miRNA U CILJNI | CILJNI
SEKVENCA DOMACIN KLASTERU GENI PUTEVI
PETLJE
CBFB, Apgpitoz
miR-145-5p miR-145 5932 - miR-143 PPP3CA, ovode
CLINT] | Provoeh
je signala
Apoptoz
. . RP11- ai
miR-125b miR-125b-1 11q24 166D19.1 - E2F3 prolifera
cija
Apoptoz
miR-125b | miR-125b-2 | 21q21 | LINC00478 - E2F3 o
prolifera
cija
MAPK?7; MAPK,
AKRI: Plazmino
miR-143-3p miR-143 5q32 - miR-145 ; gen
SERPIN ;
aktivator
El
sustav
. . . SRSFIO,T | Apoptoz
miR-1 miR1-1 20q13 C200rf166 miR-133a-2 AGLN2 a
. . RP11- . SRSF9,T | Apoptoz
miR-1 miR1-2 18ql1 26819.2 miR-133a-1 AGLN?2 a
miR-26a miR-26a-1 3p22 CTDSPL - - -
miR-26a miR-26a-2 12q14 CTDSPL2 - - -
miR-29a miR-29a 7q32 MIR291 miR-29b-1 - -
miR-29¢ miR-29¢ 1q32 - miR-29b-2 - -
miR-100 miR-100 | 1124 . let-7a-2 FGFR3 Pr‘;li}gera
Apoptoz
TAGLN a;
. . . 2;LASP1 | Citoskele
miR-133a miR-133a-1 18ql1 - miR-1-2 KRT7:F ton;
SCN1 Diferenci
jacija
Apoptoz
TAGLN a;
. . . 2;LASP1 | Citoskele
miR-133a miR-133a-2 20q13 C200rf166 miR-1-1 KRT7:F fon;
SCN1 Diferenci
jacija
