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POPIS OZNAKA I KRATICA

TMM — tumor mokra¢nog mjehura

DNA — deoksiribonukleinska kiselina

CIS — karcinom in situ (lat. carcinoma in situ)

MNIT — miSi¢no—neinvazivni tumor mokraénog mjehura
MIT — miSi¢no—invazivni tumor mokra¢nog mjehura
FGFR3 — receptor ¢imbenika rasta fibroblasta 3

EMT - epitelno—mezenhimska tranzicija

EGFR — receptor epidermalnog ¢imbenika rasta

CI — interval pouzdanosti (engl. confidence interval)
TURBT — transuretralna resekcija

RNA — ribonukleinska kiselina

CT — kompjuterizirana tomografija

MR — magnetska rezonanca

ERBT — en block resekcija tumora mokra¢nog mjehura
BCG - engl. Bacillus Calmette-Guérin

RC —radikalna cistektomija

PC — parcijalna cistektomija

TMT — trimodalna terapija

NKT — neoadjuvantna kemoterapija

AKT — adjuvantna kemoterapija

PDI — protein programirane smrti 1

PDL1 — ligand proteina programirane smrti 1

CTLA4 — protein povezan s citotoksi¢nim limfocitima T 4
CRISPR - engl. clustered regularly interspaced short palindromic repeats
siRNA — mala interferiraju¢a RNA

BBN — N-butil-N-(4-hidroksilbutil)-nitrozamin

MNU — N-methyl-N-nitrosourea

BCPN — N-butil-N-(3-karboksipropil)nitrozamin

FISH — fluorescentna in situ hibridizacija

NGS - sekvenciranje nove generacije (engl. next generation sequencing)

rRNA — ribosomska RNA



gPCR — kvantitativna lan¢ana reakcija polimerazom

dPCR — digitalna lancana reakcija polimerazom

OTU - operativne taksonomske jedinice (engl. operational taxonomic unit)
ASV - varijante sekvenciranog amplikona (engl. amplicon sequence variants)
TLR — receptor slican Toll-u (engl. Toll-like receptor)

NLR - receptor slican Nod-u (engl. Nod-like receptor)

PAMP — molekularni obrasci povezani s patogenom (engl. pathogen-associated molecular
patterns)

DAMP — molekularni obrasci povezani s oSteCenjem (engl. damage-associated molecular
patterns)

TLR4 — receptor slican Toll-u 4 (engl. Toll-like receptor 4)

LPS — lipopolisaharid

NF-«B — nuklearni faktor kB

STAT3 — prenosilac signala i aktivator transkripcije 3 (engl. signal transducer and activator of
transcription 3)

ROS - reaktivni kisikovi spojevi

RNS — reaktivni duSikovi spojevi

ICI — inhibitori imunoloskih kontrolnih to¢aka

FMT - transplantacija fekalne mikrobiote

HMGBI — engl. high mobility group box-1

Hsp — protein toplinskog Soka

TIR — engl. Toll/interleukin-1 receptor

MD?2 — mijeloidni diferencijacijski protein 2

CD14 — engl. cluster of differentiation 14

MYD88 — mijeloidni diferencijacijski faktor 88

TIRAP — engl. TIR domain-containing adapter protein

IRAK —engl. IL1 receptor associated kinase

TRAF6 — engl. TNF-receptor-associated factor 6

TNF — faktor nekroze tumora

TAK —engl. TGF-f-activated kinase 1

TAB — engl. TAK binding protein

MAPK — protein — kinaza aktivirana mitogenom

INK — engl. Jun N-terminal kinase

ERK — kinaza regulirana izvanstani¢nim signalima



IKK — engl. inhibitor of kappa B kinase

AP1 —engl. activator protein 1

TRIF — engl. TIR-domain-containing adaptor protein inducing IFN-f3

TRAM — engl. TRIF-related adapter molecule

TBK1 — engl. TRAF-family member-associated NF-kB activator binding kinase 1
IRF — engl. interferon regulatory factor

NSCLC — nesitnostani¢ni karcinom pluca

MDSC — mijeloidne supresorske stanice

DC — dendriticke stanice

NK — stanice prirodne ubojice

Treg — regulatorni T limfociti

KO - engl. knock-out

WT — divlji tip (engl. wild-type)

SPF — engl. specfic pathogen free

PBS — fosfatno puferirana fizioloska otopina (engl. phosphate buffered saline)
PFA — paraformaldehid

EDTA — etilendiamintetraoctena kiselina

NP-40 — engl. nonyl phenoxypolyethoxylethanol

TAE — puferska otopina koja se sastoji od Tris, octene kiseline 1 EDTA komponenti
TBS — Tris-puferirana fizioloSka otopina (engl. tris buffered saline)

BSA — albumin govedeg seruma (engl. bovine serum albumin)

DAPI — 4',6-diamidino-2-phenylindole

dNTP — deoksinukleotid trifosfat (engl. deoxynucleotide triphosphate)

EtOH — etanol

bp — parova baza

FC —engl. fold change

PCA — analiza glavnih komponenti

KEGG - engl. Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes

NI — neinvazivni

I - invazivni

SCFA — kratkolan¢ana masna kiselina



1. UVOD



1.1. Tumor mokra¢nog mjehura

Mokraéni mjehur (lat. vesica urinaria) je Suplji organ smjesten u maloj zdjelici, ¢ija je
unutrasnjost obloZzena s 5 — 7 slojeva epitelnih stanica prekrivrnih ,kiSobranastim* (engl.
umbrella) stanicama (urotel), dok ga izvana prekriva adventicija (1). SrediSnji sloj stijenke
mjehura Cine glatke miSi¢ne stanice koje formiraju detruzor, kljuéni miSi¢ odgovoran za
kontraktilnu funkciju mjehura. Mokraéni mjehur se anatomski dijeli na tri glavna dijela: vrh
(apeks), tijelo 1 bazu. Tijelo mjehura je smjeSteno iznad ureteralnih otvora, dok baza mjehura
ukljucuje trigonum koji ima tri otvora smjeStena u njegovim kutovima. Dva posterolateralna
otvora predstavljaju ulaze uretera u mjehur, dok prednji otvor, u obliku lijevka (vrat mjehura),

povezuje mjehur s mokraé¢nom cijevi (Slika 1) (2-5).

Vrh mokraénog mjehura

3
----

= Ureter

Nabori

Tijelo mokra¢nog
mjehura
Otvor uretera

Trigonum

Baza mokra¢nog
mjehura

Vrat mokraénog

mjehura Perivezikalno masno tkivo

Misi¢
Lamina propria

Urotel
Uretra

Slika 1. Grada mokra¢nog mjehura.

(Preuzeto i prilagodeno prema: Lucchesi CA, Vasilatis DM, Mantrala S, Chandrasekar T,
Mudryj M, Ghosh PM. Pesticides and Bladder Cancer: Mechanisms Leading to Anti-Cancer
Drug Chemoresistance and New Chemosensitization Strategies. Int J Mol Sci. 2023;24:11395.
Licenca: CC BY 4.0.)



Tumor mokra¢nog mjehura (TMM) je zlocudna bolest koja najceSce nastaje iz epitela
sluznice mjehura (urotela) te predstavlja znacajan globalni zdravstveni problem zbog visoke

ucestalosti i stope recidiva, kao i raznolikih klini¢kih 1 molekularnih obiljezja (1).

1.1.1. Epidemioloske karakteristike

Tumor mokra¢nog mjehura jedan je od ¢eS¢ih malignoma, s 614 298 novih slucajeva
zabiljezenih na globalnoj razini u 2022. godini (6), $to predstavlja porast od 7,1 % u usporedbi
s 2020. godinom. Time predstavlja znacajan javnozdravstveni problem na svjetskoj razini, s
viSe od 1,6 milijuna ljudi koji trenutno Zive s ovom boles¢u (7). Rizik od razvoja TMM-a kroz
zivot iznosi otprilike 1,1 % kod muskaraca i 0,27 % kod zena (2). Najveéi broj slu¢jeva
zabiljezen je u Europi i to u juznom dijelu (7), dok je ucestalost generalno veéa u zapadnim
druStvima, $to se uglavnom pripisuje visokoj Zivotnoj dobi i izloZenosti karcinogenima (8).
Muskarci imaju Cetiri puta vecu vjerojatnost za razvoj tumora mokra¢nog mjehura, dok Zene
ceS¢e razvijaju tumore viSeg stupnja i stadija, Sto posljedicno dovodi do veceg rizika od
progresije i recidiva (9). U Hrvatskoj je 2022. godine 1118 osoba oboljelo od TMM-a, od cega

su muskarci bili pogodeni u 823 slucaja (10).

1.1.2. Etiologija

Starija dob je najveci rizi€ni ¢imbenik za nastanak tumora mokra¢nog mjehura, s
prosje¢nom dobi postavljanja dijagnoze izmedu 70. 1 84. godine (11). Veca incidencija u starijoj
dobi povezuje se sa smanjenom sposobnos¢u popravka DNA u kombinaciji s izloZenoS¢u
karcinogenima. IzloZenost duhanskom dimu se, uz starenje, smatra najve¢im ¢imbenikom
rizika, uz manje ucestalo, profesionalno izlaganje kemikalijama poput benzena i1 aromatskih
amina u kemijskoj te industrijama boja, guma 1 sl. (Slika 2) (12). Duhanski dim sadrzi viSe od
7000 Stetnih tvari, od kojih su brojne kancerogene i povezane s povecanim rizikom razvoja
TMM-a (13).

Takoder, zabiljezene su razlike u sastavu urinarne mikrobiote izmedu pacijenata s
tumorom mokra¢nog mjehura i1 zdravih ispitanika (14), stoga veliku ulogu u nastanku TMM-a
imaju i kroni¢ne upalne bolesti, poput bakterijskih infekcija uropatogenom Escherichiom coli
ili infekcija uzrokovanih parazitom Schistosoma hematobium (Slika 2) (posebno cCeste u

sjevernoj Africi) (12,15,16).



Uz navedeno, dugotrajna uporaba Foley katetera, prethodni kirurSki zahvati na
mjehuru, zraenje zdjelice (primjerice kod lijeCenja raka prostate, rektuma ili vrata maternice)
1 primjena ciklofosfamida, citotoksi¢nog lijeka iz skupine alkiliraju¢ih kemoterapija, dodatno

povecavaju rizik za razvoj tumora mokra¢nog mjehura (Slika 2) (17-21).

Kemijski
kancerogeni
Schistosoma

haematobium

L@,
? /"} Starenje

B
{ Rizi¢ni faktori
Rasa J za TMM @ Kemoterapija /
radioterapija
\ /
) 1Py
% ”

£\
Spol ' Kroni¢na infekcija
mokraénog mjehura

Pusenje

1zloZenost

arsenu u a

vodi

Genetika

Slika 2. Rizi¢ni faktori koji utje€u na razvoj tumora mokra¢nog mjehura (TMM).
(Preuzeto 1 prilagodeno prema: Gill E, Perks CM. Mini-Review: Current Bladder Cancer
Treatment-The Need for Improvement. Int J Mol Sci. 2024;25:1557. Licenca: CC BY 4.0.)

1.1.3. Patohistoloske i molekularne karakteristike

Urotelni karcinomi ¢ine oko 90 % svih TMM-a. Dijele se na neinvazivne (papilarni
utorelni karcinomi niskog i visokog gradusa te carcinoma in situ tj. CIS) i invazivne utorelne
karcinome. Ve¢ina tumora su papilarni karcinomi koji su obi¢no povrsinski, egzofiticni i dobro
diferencirani (22). Neurotelni tumori epitelnog podrijetla se takoder mogu razviti u mokra¢nom
mjehuru, ali su rijetki u odnosu na urotelne. Moguc¢i su i karcinomi plocastih stanica (5 %),
koji se javljaju kod osoba koje imaju parazitsku infekciju mokraénog mjehura ili kroni¢nu
iritaciju sluznice, te adenokarcinomi (0,5 % - 2 %), koji mogu biti primarni tumori, ali rijetko
1 posljedica metastaza karcinoma crijeva (23).

Tumori mokra¢nog mjehura se prema TNM klasifikaciji dijele u nekoliko stadija (Slika

3). Stadij 0 obuhvaca neinvazivne papilarne tumore (Ta) i ravne tumore ogranicene na urotelni
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sloj tj. CIS. Stadij 1 (T1) podrazumijeva prodiranje u subepitelno vezivno tkivo tj. laminu
propriu. Drugi stadij oznacava Sirenje tumora u misi¢ni sloj i to unutarnju polovicu (T2a) i
vanjsku polovicu (T2b). Tumori stadija 3 su karakterizirani invazijom u perivezikalno tkivo, a
dijele se na mikroskopsku invaziju (T3a) i makroskopsku invaziju tj ekstravezikalnu tvorbu
(T3b). T4 stadij TMM oznacava Sirenje tumora u okolne organe, najces¢e u prostatu, maternicu
ili vaginu (T4a) te na trbusni ili zdjeli¢ni zid (T4b). Prisutnost metastaza u limfnim ¢vorovima
sistematizirano je kroz N stadije. Prisutnost jednog pozitivnog ¢vora u maloj zdjelici oznacava
se kao N1, > 2 ¢vora u maloj zdjelici kao N2, dok N3 stadij predstavlja Sirenje tumorskih

stanica u barem jedan ilija¢ni limfni ¢vor. Stadij M oznacava udaljenje metastaze (22).

T2b

Misi¢ detruzor
(unutrasnja polovica)

T2a \\,‘- s
Lamina & %

propria
2

~ —T3a

Tl

Ta —a—— +—— Seroza

Tis . T3

Misi¢ detruzor
(vanjska polovica)

Zdjelica —+

T4a

(B 57— Prostata
N o
N B3
g\ | g&

Slika 3. TNM klasifikacija tumora mokra¢nog mjehura. Ta — neinvazivni papilarni tumor, Tis
— ravni tumor ogranicen na urotelni sloj, T1 — tumor zahvaca subepitelno vezivno tkivo tj.
laminu propriu. T2a — §irenje tumora u unutarnju polovicu misiénog sloja, T2b — §irenje tumora
u vanjsku polovicu misi¢nog sloja. T3a — mikroskopska invazija u perivezikalno tkivo, T3b —
ekstravezikalna tvorba, T4a — Sirenje tumora u okolne organe (prostatu, maternicu ili vaginu),
T4b — Sirenje tumora u trbusni ili zdjeli¢ni zid.

(Preuzeto 1 prilagodeno prema: Gill E, Perks CM. Mini-Review: Current Bladder Cancer
Treatment-The Need for Improvement. Int J Mol Sci. 2024;25:1557. Licenca: CC BY 4.0.)

Dok se invazivni TMM patoloski definira kao proboj bazalne membrane, TMM se
klinicki klasificira u dva stadija temeljem stupnja invazije u misi¢nu stijenku mjehura (24). U
80 % slucajeva radi se o miSi¢no-neinvazivnom TMM (MNIT). Prognoza za ovaj stupanj
tumora je povoljna s visokim stopama petogodisSnjeg prezivljenja, medutim ono Sto je
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zabrinjavajuce je ¢injenica da je stopa recidiva vrlo visoka, te iznosi izmedu 60-70 % (25,26).
S druge strane, TMM koji infiltrira miSi¢ni sloj mokra¢nog mjehura, tzv. miSi¢no-invazivni
TMM (MIT), je agresivniji te otprilike polovica pacijenata razvije mikrometastaze (26), Sto
zahtijeva radikalniji pristup lijecenju poput cistektomije ili trimodalne terapije (12).

Buduc¢i da jos uvijek ne postoji odobrena ciljana molekularna terapija za TMM, a s
obzirom na visoku stopu recidiva, istrazivanja usmjerena na molekularnu subklasifikaciju
TMM-a klju¢na su za razvoj novih oblika lijecenja (27). MiSi¢no-neinvazivni TMM podijeljeni
su u tri molekularna subtipa (tip I, I i IIT), dok za miSi¢no-invazivni TMM postoji 6 razlicitih
molekularnih profila (luminalno-papilarni/uroA, luminalno-nespecifi¢ni, luminalni-nestabilni,
bogat stromom, bazalno-skvamozni te nalik neuroendokrinom) (28-31).

Delecije na kromosomu 9, koji nosi gen CDKN2A, te mutacije u genima FGFR3, PI3K
i promotor gena TERT, prepoznate su kao rani molekularni dogadaji u razvoju urotelnih
novotvorina (25).

Molekularni subtip I miSi¢no-neinvazivnog TMM-a, koji ima luminalne znacajke 1i
povezan je s povoljnom prognozom, karakterizira poviSena ekspresija ranih regulatora
stani¢nog ciklusa (CCDN1) te prisutnost mutacija u genu FGFR3. Subtip II, takoder s
luminalnim karakteristikama, obiljeZen je poviSenom ekspresijom kasnih regulatora stani¢nog
ciklusa i transkripcijskih faktora povezanih s epitelno-mezenhimalnom tranzicijom (EMT) i
ERBB2. Subtip III, s bazalnim obiljezjima, povezan je s kra¢im ukupnim prezivljenjem te
predstavlja ,,uspavano* tumorsko stanje misi¢no-neinvazivnog TMM-a koje je preslo u bazalni
fenotip uz prisutnost mutacija FGFR3. Samo su subtipovi II 1 III povezani s visokim stupnjem
bolesti, prisutno$¢u CIS-a te progresijom u MIT (29).

Mutacije u tumor supresor genima, ukljuc¢ujuéi TP53, RB1 1 PTEN, ucestale su u MIT-
u (32-34). Smatra se da su mutacije gena 7P53, prisutne u 50 % MIT-a1 10 — 20 % T1 tumora
visokog gradusa (27,28,33,35,36), imaju srediSnju ulogu u nepapilarnom putu progresije
tumora. MDM2, negativni regulator TP53, prekomjerno je eksprimiran u 30 % MIT-a i u vecini
slucajeva se pojavljuje medusobno isklju¢ivo s mutacijama 7P53 (27). U odredenim tumorima,
gubitak funkcije TP53 javlja se zajedno s gubitkom funkcije RB1 (34,37-40). Deregulacija
RB1/p16 tumorsupresorskog puta povezana je s MIT-om i pove¢anim rizikom od progresije
(33). U nekim slucajevima, funkcija RB1 moze biti inhibirana prekomjernom ekspresijom
ciklina D1 (CCND1) ili gubitkom CDKN2A, §to je cesto u tumorima visokog gradusa
(27,35,36,41). lako je gubitak gena RBI prisutan u samo 10 % MIT-a, put RB1 moze biti
funkcionalno dereguliran u znatno ve¢em broju tumora. Heterogeni mehanizmi koji dovode do

slicnih fenotipskih obiljeZja doprinose rezistenciji na terapiju i nedostatku pouzdanih
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biomarkera. Mutacije u genima uklju¢enima u odgovor na oSte¢enje DNA prisutni su u
priblizno 30 % MIT-a i NMIT-a visokog gradusa, dok su rijetki u NMIT-ima niskog gradusa
(42). Najces¢i mutirani gen u ovom kontekstu je ERCC2, komponenta mehanizma za popravak
nukleotidne ekscizije (NER), ¢ije su mutacije prisutne u 17 % T1 tumora visokog gradusa i 20
% MIT-a (35,43). Uz izazivanje genetske nestabilnosti, razliCite genetske alteracije povezane
s MIT-om takoder reguliraju rast stanica i invaziju. Geni iz EGFR obitelji, ukljucuju¢i EGFR i
HER?2 (ERBB?2), Cesto su prekomjerno eksprimirani u CIS-u, MIT-u te, osobito, u metastatskom
TMM-a (27,35,44).

Ba/Sq podtip MIT-a (35 %) karakterizira bazalna 1 skvamozna diferencijacija, a
povezan je s aktivacijom S7TAT3 i smanjenjem izrazaja gena povezanih s urotelnom
diferencijacijom (FOXAI, GATA3, PPARG) (34). Luminalni tumori (LumP, LumU, LumNS)
imaju papilarnu morfologiju oboga¢enu luminalnim markerima i pokazuju ekspresiju PPARG,
GATA3 1 FOXAI, transkripcijskih faktora koji reguliraju urotelnu diferencijaciju (34,45).
Stromom-bogati podtip Cesto je infiltriran stromalnim i imunoloSkim stanicama te je povezan
s genetskim profilima za glatke misice, endotelne stanice i fibroblaste. Podtip nalik
neuroendokrinom tumoru (NE-nalik), rijedak je MIT oblik tumora (3 %). Obogaéen je
neuroendokrinim markerima 1 karakteriziran je visokom aktivno$¢u stani¢nih ciklusa te
mutacijama u genima 7P53 1 RB1 (34,37,38).

Epigenetske promjene, prvenstveno metilacija DNA, takoder su prisutne u MIT-u.
Hipometilacija je ¢eS¢a u ranim stadijima, dok hipermetilacija dovodi do utiSavanja tumor
supresorskih gena (npr. 7P53, RB1, CDKN24) i povezana je s agresivnijim oblicima bolesti
(37).

1.1.4. Klini¢ka slika

Otprilike 75 % pacijenata s tumorom mokraénog mjehura pri postavljanju dijagnoze
obraduje se zbog prisutnosti bezbolne, vidljive (makroskopske) hematurije, a trogodiSnje
pozitivne prediktivne vrijednosti iznose 7,4 % (95 % CI 6,8 — 8,1) u muskaraca i 3,4 % (95 %
CI12,9-4,0)u Zena (1,46). Hematurija kod Zena Cesto se pogreSno povezuje s infekcijama, §to
moze odgoditi dijagnozu tumora mokra¢nog mjehura i rezultirati loSijim prezivljenjem od raka
(12). Pri prvom pregledu, ve¢ina pacijenata ima jednu leziju manju od 15 mm (46). Prvi znak
TMM-a takoder moze biti 1 mikroskopska ili ,,nevidljiva“ hematurija, koja se Cesto otkriva

tijekom rutinskih zdravstvenih pregleda, pri ¢emu je rak mokra¢nog mjehura pronaden u 3,3 -



5,2 % tih pacijenata. Pojava mikroskopske hematurije obi¢no je povezana s nizim stadijem
bolesti (1). Pacijenti bez hematurije obi¢no imaju dulje vrijeme od poc¢etka simptoma (npr. boli,
urgencije, dizurije ili ponovljanih urinarnih infekcija) do postavljanja dijagnoze (Slika 4). Na
primjer, karcinom in situ moze izazvati simptome koji podsjecaju na urinarne infekcije ili
prostatitis (47).

Opstruktivni simptomi, poput smanjenog ili isprekidanog mlaza urina, naprezanja ili
osjecaja nepotpunog praznjenja mjehura, mogu biti prisutni ako je tumor lokaliziran u blizini
vrata mokra¢nog mjehura ili uretre (Slika 4). Pacijenti s naprednim stadijem bolesti mogu
manifestirati simptomime koji upucuju na metastatsku prosirenost bolesti. Naj¢es¢a mjesta

metastaza ukljucuju limfne ¢vorove, kosti, pluca, jetru i peritoneum (48).
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Slika 4. Klinic¢ka prezentacija tumora mokra¢nog mjehura.
(Preuzeto 1 prilagodeno prema: Godlewski D, Czech S, Bartusik-Aebisher D, Aebisher D.
Bladder Cancer Basic Study and Current Clinical Trials. Uro. 2024;4:145-196. Licenca: CC
BY 4.0.)

1.1.5. Dijagnostika

Dijagnosticki protokol kod bolesnika kod kojih se sumnja na TMM temelji se primarno

na cistoskopiji, koja predstavlja zlatni standard u inicijalnoj dijagnostici. Svaka suspektna



promjena, kao $to su crvenkaste plosnate, papilarne ili ¢vrste lezije, zahtijeva patohistolosku
procjenu, obzirom da upalne i druge benigne promjene mogu oponasati TMM (49). Otkrivanje
CIS stadija unaprijedeno je primjenom fluorescentne cistoskopije ili cistoskopije uz koriStenje
osvjetljenja uskog raspona spektra. Ove tehnike bolje diferencijaciju tumorsko tkivo od
zdravog zahvaljujuci pojacanoj metabolickoj aktivnosti te specificnoj arhitekturi krvnih zila u
tumoru, Sto rezultira vecom specificnos¢u u odnosu na standardnu bijelu svjetlost.
Fluorescentna cistoskopija u plavom svjetlu podrazumijeva apliciranje heksaminolevulinat
hidroklorida u mokraé¢ni mjehur sat vremena prije zahvata, ¢ime se postize vizualizacija
patoloskog nakupljanja fluorescentnih porfirinskih produkata u tumorskim stanicama. Opisana
tehnika povecava dijagnosticku to€nost i smanjuje stopu ranih i kasnih recidiva, medutim
povecana je i stopa lazno pozitivnih nalaza (50-54). Patohistoloski uzorci mogu se dobiti
transuretralnom biopsijom ili resekcijom cijelog zahvaéenog podru¢ja (49). Bipolarna
elektrokauterizacija predstavlja jo§ jednu suvremenu tehnologiju koja koristi manju energiju i
napon u odnosu na standardnu monopolarnu transuretralnu resekciju mokraénog mjehura
(TURBT) (55). Transuretralna resekcija mokra¢nog mjehura jo$ uvijek je temelj klinicke
dijagnostike TMM-a, s obzirom da omogucuje procjenu histoloskog stupnja diferencijacije,
podtipa 1 dubinu invazije tumora. TURBT ima dijagnosticku te u odredenim slu¢ajevima i
terapijsku ulogu, ovisno o patoloSkim karakteristikama tumora (56). Manje novotvorine je
moguce ukloniti en bloc tehnikom koriStenjem elektrokauterne petlje resektoskopa, dok se vece
promjene reseciraju u vise fragmenata (57).

CitoloSka analiza urina Cesto se koristi kao dodatna dijagnosti¢ka metoda, posebno u
slu¢ajevima sumnje na karcinome visokog stupnja te se obi¢no kombinira s cistoskopijom (58).
Proucavanje RNA 1 DNA 1z urina kao dijagnostickih biljega za TMM traje ve¢ desetlje¢ima,
medutim tek su nedavno odredeni testovi dobili regulatorno odobrenje, iako njihova primjena
u klini¢koj praksi nije znacajnije uspostavljena (59). Umjesto pojedinacnih biljega, danas se
primjenjuju viSekomponentni paneli koji analiziraju ekspresiju gena, mutacije, metilaciju DNA
1 modifikacije histona, dok je razvoj sekvenciranja nove generacije dodatno unaprijedio
detekciju 1 profiliranje slobodne DNA u urinu. Medu varijantama otkrivenima analizom
slobodne DNA bolesnika s TMM-om, mutacije promotora gena TERT najceS¢e su i
najpouzdanije za ranu i rekurentnu detekciju bolesti te omogucéuju otkrivanje tumora i do
nekoliko mjeseci ili godina prije nego Sto se bolest klinicki manifestira ili bude otkrivena
citoloSkim analizama. Takoder, 1 mutacije gena FGFR3 pokazuju visoku osjetljivost (60—66).

Uz histopatologiju, koja predstavlja jedan od najpouzdanijih pokazatelja bioloskog

ponasanja tumora te je kljucna za planiranje terapije i stratifikaciju rizika, bitna je i dubina
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infiltracije u stijenku mokra¢nog mjehura. Kod postavljanja dijagnoze MNIT-a osobitu vaznost
ima podjela na tumore niskog i visokog stupnja (gradusa), dok dijagnoza MIT-a predstavlja
visok stupanj malignosti. U slikovnoj dijagnostici, kompjuterizirana tomografija (CT) i
magnetska rezonanca (MR) urotrakta smatraju se metodama izbora, s ve¢om dijagnostickom
tocnos¢u od ultrazvuka. U bolesnika s dijagnosticiranim MIT-om, CT ili MR su nuzni radi
detaljnog odredivanja stadija bolesti te utvrdivanja metastatskog Sirenja tumora. Za detekciju
udaljenih  metastaza, FDG PET/CT (pozitronska emisijska  tomografija s
fluorodeoksiglukozom) pokazuje visoku osjetljivost i specificnost kod bolesnika s miSi¢no-

invazivnim tumorom mokra¢nog mjehura (67-69).

1.1.6. Lijecenje

Jedan od klju¢nih izazova u suvremenim terapijskim pristupima lijeCenju raka
mokraénog mjehura jest njihov znacajan utjecaj na kvalitetu zivota pacijenata (70). Medu svim
malignim bolestima, tumor mokraénog mjehura ubraja se medu najskuplje za lijecenje, s
najviS§im troSkovima po pacijentu, Sto je prvenstveno posljedica potrebe za kontinuiranim
terapijskim intervencijama i dugotrajnim pra¢enjem zbog visoke stope recidiva (71).

Standardni pristup lijeCenju miSiéno-neinvazivnog tumora mokraénog mjehura
obuhvaca endoskopsku resekciju tumora, koja se cesto nadopunjuje intravezikalnom
adjuvantnom terapijom ovisno o rizi¢nosti za pacijenta. Suprotno tome, misi¢no-invazivni
tumor mokra¢nog mjehura zahtijeva agresivnije terapijske strategije, ukljucujuci radikalnu
cistektomiju u kombinaciji s neoadjuvantnom ili adjuvantnom sustavnom kemoterapijom.
Alternativno, trimodalna terapija, koja ukljucuje transuretralnu resekciju tumora mokraénog
mjehura, radioterapiju 1 kemoterapiju, moze predstavljati poStednu terapijsku opciju ocuvanja
mokra¢nog mjehura (49).

Transuretralna resekcija tumora mokraénog mjehura i dalje je zlatni standard u
dijagnosticiranju 1 lijeCenju neinvazivnog tumora mokra¢nog mjehura. Ovaj zahvat omogucuje
uklanjanje tumorskog tkiva i precizno odredivanje stadija bolesti, medutim, visoka stopa
recidiva (35 — 70 %) ukazuje na potrebu za poboljSanjima (72,73). Kako bi se povecala
dijagnosticka to¢nost 1 smanjila stopa recidiva, preporucuje se ponovljanje TURBT-a unutar 4
— 6 tjedana od primarnog zahvata, kao 1 koriStenje fotodinamicke dijagnostike tijekom
primarnog zahvata, koja poboljSava detekciju tumorskih lezija i smanjuje rizik od zaostalog

tumora (72). Unato¢ postednom pristupu, TURBT ima i odredene nedostatke, ukljucujucéi
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fragmentaciju tumora, §to moZe povecati rizik implantacije tumorskih stanica i1 otezati
histolosku analizu. Osim toga, zahvat moze uzrokovati perioperativne komplikacije poput
perforacije mokra¢nog mjehura i akutne urinarne retencije. Kako bi se opisani nedostaci
umanjili, sve vedi interes privlaci en bloc resekcija TMM-a (ERBT). Ova tehnika omogucuje
uklanjanje tumora u jednom komadu, oCuvanje rubova lezije i precizniju patohistolosku
analizu. Preliminarni rezultati upucuju na nize stope recidiva i manje perioperativnih
komplikacija koriste¢ci ERBT metodu, S§to predstavlja obecavajuéu alternativu
konvencionalnom TURBT pristupu (74).

Kod bolesnika sa srednjim i visokim rizikom progresije tumora mokra¢nog mjehura,
adjuvantna intravezikalna imunoterapija predstavlja terapiju izbora (46). Mikroorganizmi ne
samo da mogu utjecati na razvoj tumora mokra¢nog mjehura, ve¢ takoder predstavljaju kljuénu
komponentu njegovog lijecenja. Zlatni standard u lije¢enju misi¢no-neinvazivnih TMM-a
visokog gradusa predstavlja TURBT u kombiaciji s adjuvantnom intravezikalnom instilacijom
Bacillus Calmette-Guérin (BCG) cjepiva (12). Bacillus Calmette-Guérin cjepivo, primarno
razvijeno kao cjepivo protiv tuberkuloze, od 1970.-ih godina predstavlja standardnu
intravezikalnu imunoterapiju za visokorizi¢ni miSi¢no-neinvazivni tumor mokra¢nog mjehura.
Njezin terapijski u€inak vjerojatno se temelji na aktivaciji lokalnog imunoloskog odgovora,
¢ime se smanjuje ucestalost recidiva i usporava napredovanje bolesti. Plan terapije
podrazumijeva pocetnu indukcijsku fazu koja traje Sest tjedana, nakon koje slijedi dugotrajna
terapija odrzavanja u trajanju do tri godine. Unato¢ klinickoj uc¢inkovitosti, primjena BCG
terapije povezana je s nuspojavama poput simptoma sli¢nih gripi, iritacije mokra¢nog mjehura
te, u rijetkim slucajevima, sistemskih infekcija koje zahtijevaju primjenu antibiotika. Globalna
nestasica BCG cjepiva dodatno je nametnula potrebu za optimizacijom opisane terapije ili
razmatranjem alternativnih terapijskih opcija kod pacijenata sa srednjim rizikom progresije
bolesti. Unato¢ ovim izazovima, BCG ostaje temeljna komponenta lije€enja, dok su daljnja
istrazivanja usmjerena na individualizaciju terapijskih pristupa s ciljem povecanja
ucinkovitosti 1 sigurnosti (75,76).

Radikalna cistektomija (RC) koristi se kao terapijska opcija za pacijente kojima BCG
terapija nije u€inkovita te predstavlja zlatni standard za lijeCenje miSi¢no-invazivnog tumora
mokraénog mjehura. Operacijski protokol podrazumijeva uklanjanje cijelog mokraénog
mjehura, pri ¢emu se kod muSkaraca odstranjuje i prostata, dok se kod Zena uklanjaju i
maternica, jajnici te dio rodnice. Radikalna cistektomija znacajno poboljSava prezivljenje u
usporedbi s izoliranom kemoterapijom ili radioterapijom. PetogodiSnja stopa preZivljenja
iznosi 62 — 80 % za pacijente sa stadijem II te 0 — 36 % za stadij IV bolesti (77). Iako su
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perioperativne komplikacije tijekom posljednjih desetljec¢a smanjene, morbiditet nakon RC-a 1
dalje je visok, posebice u kontekstu kompleksnih metoda urinarne derivacije. Ishod zahvata
uvelike ovisi o iskustvu kirurga i volumenu izvedenih operacija, a najces¢e komplikacije
ukljucuju infekcije, krvarenja, tromboembolijske incidente, ozljede crijeva te disfunkciju
deriviranog urinarnog sustava. Kako bi se poboljsali rezultati RC-a, sve ve¢i naglasak stavlja
se na standardizaciju definicija komplikacija, sustavno pracenje bolesnika te uspostavu
opseznih baza podataka za evaluaciju dugoro¢nih ishoda (78).

Parcijalna cistektomija (PC) predstavlja alternativu radikalnoj cistektomijiu 5 — 10 %
specificnih slucajeva, osobito onih s jednim jasno ograni¢enim tumorom bez prisutnosti CIS-
a. Ovaj zahvat omogucuje ocuvanje dijela mokra¢nog mjehura, ¢ime se smanjuju operativni
rizici 1 komplikacije. Medutim, dugoro¢na efikasnost PC-a jo§ uvijek nije u potpunosti
definirana, zbog ¢ega su potrebna daljanja istrazivanja kako bi se preciznije utvrdili kriteriji za
odabir bolesnika pogodnih za ovaj pristup (79).

Trimodalna terapija (TMT), koja se sastoji od TURBT-a, radioterapije i kemoterapije,
pokusava se ¢eS¢e implementirati u lije¢nje kao alternativa RC-u (80). Prema istrazivanju iz
2017. godine, TMT pristup je rezultirao prezivljenjem sli¢nim kao i kod usporedivih bolesnika
koji su bili podvrgnuti tehnici RC-a (81). U studiji koja je obuhvatila 722 bolesnika nije
utvrdena znacajna razlika u specificnom prezivljenju ili ukupnom prezivljenju izmedu ova dva
terapijska pristupa, pri ¢emu je petogodis$nja stopa prezivljenja u skupini TMT-a iznosila 73 %
(82). Daljnji napredak u razvoju radioterapijskih tehnika nove generacije, poput intenzitetom
modulirane radioterapije, kao 1 uklju€ivanje imunoterapije, mogli bi dodatno poboljsati ishode
ovog terapijskog pristupa (80,83).

Neoadjuvantna kemoterapija (NKT) klju¢ni je element u lije€enju misSi¢no-invazivnog
tumora mokra¢nog mjehura, a njezina primjena prije provodenja lokalno-regionalnih zahvata,
poput RC-a, znacajno poboljSava ukupno prezivljenje (84). Prema rezultatima meta-analiza,
terapijski protokoli bazirani na cisplatini, ukljucujuéi MVAC (metotreksat, vinblastin,
doksorubicin 1 cisplatin) i GC (gemcitabin 1 cisplatin), znaajno smanjuju rizik smrtnosti
(85,86). lako su dugorocni rezultati prezivljenja neSto povoljniji kod primjene MVAC
protokola, razlike u patoloskom odgovoru izmedu MVAC i GC protokola nisu bile statisticki
znacajne. U bolesnika u kojih primjena cisplatine nije opcija, koristi se gemcitabin/karboplatin,
premda s nesto slabijim u¢inakom na ukupno prezivljenje (85).

Primjena adjuvantne kemoterapije (AKT) nakon kirurSke intervencije pokazuje
znacajna terapijska poboljSanja. Meta-analiza deset randomiziranih kontroliranih studija

utvrdila je da AKT dovodi do apsolutnog povecanja petogodi$njeg ukupnog prezivljenja za 6
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% te smanjenja rizika smrtnosti za 18 %. Takoder, AKT pridonosi povecanju prezivljenja bez
povrata bolesti za 11 % te prezivljenju bez metastaza za 8 % (87).

Radioterapija takoder ima vaznu ulogu u lijeCenju TMM-a, bilo s ciljem izljecenja ili u
palijativne svrhe (88). Glavna prepreka preciznoj primjeni zracenja predstavlja varijabilnost
polozaja tumora te pokretljivost mokra¢nog mjehura tijekom terapije (89). Razvoj modernih
MR-vodenih tehnika, kao $to je hibridni MR-Linac sustav koji obuhvaca vizualizaciju
magnetnom rezonancom uz linearni akcelerator, omogucuje vizualizaciju tumora u stvarnom
vremenu, Sto ima visok potencijal poboljsanja uc¢inkovitosti i sigurnosti lijecenja (90).

Sve donedavno nije bilo znacajnijeg napretka u lijeCenju TMM-a. Medutim, kljucan
korak naprijed obiljezilo je odobrenje imunoterapije za miSi¢no-neinvazivni i uznapredovali
TMM, kao i razvoj ciljanih terapija poput erdafitiniba, inhibitora receptora faktora rasta
fibroblasta, te konjugiranog protutijela s lijekom enfortumab vedotinom za uznapredovali
TMM (37). Uvodenje imunoterapije, posebice inhibitora imunoloSkih kontrolnih tocaka
usmjerenih na PD-1/PD-L1 i CTLA-4, revolucionirali su lije¢enje uznapredovalog TMM-a.
Odobreni lijekovi, poput atezolizumaba, nivolumaba, pembrolizumaba i durvalumaba,
primjenjuju se adjuvantno, ali i kao prva linija lijecenja (91). Imunoterapija inhibitorima PD-
1/PD-L1 pokazala je obec¢avajucu u€inkovitost, medutim, stopa odgovora kod uznapredovalog
TMM-a iznosi tek oko 20 % (92). Rezultati studije ,,CheckMate 274 pokazuju kako adjuvantni
nivolumab znacajno smanjuje rizik od recidiva, osobito u bolesnika s PD-L1-pozitivnim
tumorima (93). Nadalje, iako su u TMM-u identificirane ponavljaju¢e genomske alteracije, za
sada je odobren samo lijek erdafitinib, koji donosi ogranic¢eno poboljSanje klini¢kih ishoda, bez
potpunog izljecenja (37). Takoder, za selektivno ciljanje tumorskih stanica razvijeni su i
lijekovi tipa konjugiranog protutijela s lijekom, kao §to je gore spomenuti enfortumab vedotin
koji ciljano djeluje na biomarker nectin-4. Enfortumab vedotin je odobren u trec¢oj liniji
lijecenja u bolesnika koji su prethodno primili kemoterapiju i imunoterapiju, a studija ,,EV-
103* ukazuje na obecavajuce rezultate i u neoadjuvantnoj primjeni, s 36,4 % odgovora u
skupini MIT-a (94,95). Unato¢ opisanom potencijalu, razvoj terapijskih rjeSenja je jos uvijek

ogranicen, pa uznapredovali TMM i dalje uglavnom bude neizljeciv (37).

1.1.7. Preklini¢ki modeli za istrazivanje tumora mokra¢nog mjehura

Za preklinicka istrazivanja razvoja tumora mokra¢nog mjehura, kao 1 rezistencije te

odgovora na terapiju, koristi se Sirok spektar eksperimentalnih modela (96). Ovi modeli
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ukljucuju in vitro stanicne, in vivo zivotinjske te in silico racunalne modele, pri cemu svaki od
navedenih pristupa ima specificne prednosti i ogranic¢enja (96,97).

In vitro modeli, ukljucujuéi stani¢ne linije tumora mokra¢nog mjehura i organoide,
omogucuju kontrolirane uvjete za analizu razvoja i progresije tumora te procjenu terapijskih
odgovora (97). Stani¢ne linije, poput T24 (prijelazni karcinom visokog gradusa), 5637
(povrsinski karcinom), UM-UC-3 (misi¢no-invazivni karcinom), RT4 (tumor niskog gradusa),
J82 (invazivni karcinom visokog gradusa) i MB49 (misja stani¢na linija), $§iroko se primjenjuju
u genetskim i farmakoloSkim studijama zbog mogucénosti precizne molekularne manipulacije.
Ove stanicne linije kljune su u istrazivanjima utiSavanja i prekomjerne ekspresije gena
(tehnologijama CRISPR 1 siRNA), probiru lijekova te analizi klju¢nih onkogenih mutacija,
ukljucujuéi one u genima FGFR3, TP53 (98). Trodimenzionalni organoidi tumora mokraénog
mjehura predstavljaju napredne in vitro modele koji bolje oponasaju fizioloske karakteristike
tumora u usporedbi s dvodimenzionalnim kulturama. Organoidi, derivirani iz uzoraka tumora
pacijenata ili mati¢nih stanica, odrzavaju tumorsku heterogenost i genetsku raznolikost. Imaju
vaznu ulogu u personaliziranoj medicini, posebice u testiranju lijekova prilagodenih
pacijentima i proucavanju terapijske rezistencije (99). Takoder, omoguéuju istrazivanja
tumorskog mikrookoliSa putem ko-kultura s imunim ili stromalnim stanicama, a primjenjuju
se 1 u analizama mehanizama rezistencije na lijekove, evolucije tumora i stani¢ne plasti¢nosti
(100,101).

In vivo modeli, osobito zivotinjski modeli, omogucuju proucavanje nastanka i
progresije tumora mokra¢nog mjehura, metastatskog potencijala i odgovora na terapiju unutar
fizioloSkog konteksta. Kemijski inducirani modeli, poput BBN (N-butil-N-(4-
hidroksibutil)nitrozamin) 1 MNU (N-methyl-N-nitrosourea) modela, Cesto se koriste za
istrazivanja karcinogeneze i1 kemoprevencije (97,102). MNU model inducira tumor visokog
gradusa intravezikalnom instilacijom, simuliraju¢i mutacije u genima 7P53 i RBI, koje su
karakteristi¢ne za miSi¢no-invazivni tumor mokra¢nog mjehura (102).

Misji  model karcinogeneze mokra¢nog mjehura induciran N-butil-N-(4-
hidroksibutil)nitrozaminom jedan je od naj¢esce koristenih preklinickih modela za istraZivanje
nastanka 1 progresije TMM-a (103). BBN, inace prisutan u duhanskom dimu, specifi¢ni je
karcinogen mokra¢nog mjehura koji u miSeva izaziva invazivne tumore visokog gradusa (104—
107). BBN je indirektni karcinogen, Sto zna¢i da se konvertira u N-butil-N-(3-
karboksipropil)nitrozamin (BCPN) putem alkohol/aldehid dehidrogenaze, Sto dovodi do
alkilacije DNA, akumulacije mutacija i razvoja miSiéno-invazivnog TMM-a (108,109).
Donedavno se smatralo kako se opisana konverzija dogada samo u jetri i mokra¢nom mjehuru,
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medutim proSlogodi$nje istrazivanje dokazuje prominentnu ulogu crijevne mikrobiote u
metabolizmu karcinogena, to¢nije pretvorbi BBN-a u BCPN (110). Patohistoloska i
molekularna obiljezja tumora izazvanih BBN-om nalikuju ljudskom miSi¢no-invazivnom
TMM-u, §to ovaj model ¢ini iznimno korisnim za translacijska istrazivanja (96,107,111).
Standardni protokoli ukljucuju primjenu BBN-a putem vode za pic¢e u koncentracijama od 0,05
— 0,1 % tijekom 12 tjedana, dok se tumori obi¢no razvijaju oko 20 tjedana nakon pocetka
tretmana. Alternativne metode ukljucuju oralnu aplikaciju putem sonde, tzv. gavaza, ili
intravezikalne instilacije, pri ¢emu prvi pristup moze izazvati aspiracijsku pneumoniju, dok je
drugi ograni¢en uglavnom na Zenke miseva (103,106,107,112).

Modeli koji se baziraju na ksenograftima omogucuju istrazivanje ljudskih stanica
tumora mokra¢nog mjehura u imunodeficijentnim misevima. Potkozni ksenografti, kojima se
ljudske stani¢ne linije ubrizgavaju potkozno, omogucuju pracenje rasta tumora, medutim ne
odrazavaju u potpunosti tumorski mirkookoliS. Ortotopski ksenografti, u kojima se stanice
tumora ubrizgavaju izravno u mokraé¢ni mjehur misa, bolje odrazavaju tumorsku invaziju i
interakcije s imunoloSkim sustavom, ali zahtijevaju napredne metode snimanja, poput
bioluminiscencije. Ksenografti derivirani iz pacijenata temelje se na presadivanju tumorskog
tkiva pacijenata u imunodeficijentne miSeve, ¢ime se odrzavaju genetske karakteristike
izvornog tumora (97,113,114). Modeli genetski modificiranih miSeva omogucuju istrazivanje
specificnih genetskih promjena povezanih s tumorom mokra¢nog mjehura. Misji modeli
bazirani na novoj CRISPR tehnologiji omogucuju izravno uvodenje mutacija detektiranih u
pacijenata u urotel miSa, ¢ime se postize veca preciznost u istraZivanju onkogenetskih
mehanizama 1 terapijskih intervencija (97,115).

In silico modeli koriste raCunalne programe koji sluze obradi i objedinjavanju rezultata
iz podru¢ja genomike, transkriptomike i1 proteomike, u svrhu analize tumora mokra¢nog
mjehura na sistemskoj razini (116). Bioinformati¢ke i genomske analize (npr. sekvenciranje
cijelog egzoma/genoma) omogucuju identifikaciju kljuénih mutacija u tumorima mokra¢nog
mjehura. RNA sekvenciranje, uz pripadajuc¢u bioinformaticku obradu podataka, omogucuje
usporedbu profila eksperije gena zdravog 1 maligno alteriranog tkiva, ¢ime se identificiraju
novi terapijski ciljevi (117). Nadalje, razvoj umjetne inteligencije i strojnog uc¢enja unaprijedio
je istraZivanja temeljena na molekularnom ,,docking-u®, ubrzavaju¢i otkri¢e novih terapijskih

spojeva te ciljajuci proteine povezane s tumorom mokra¢nog mjehura (118,119).
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1.2. Mikrobiota i tumori

U novije vrijeme sve viSe dolazi do izrazaja vaznost mikrobiote u razvoju razli¢itih
vrsta tumora (120). Mikrobiota predstavlja skup Zivih mikroorganizama prisutnih u odredenom
okoli$u, dok je mikrobiom S§iri pojam koji se odnosi na cjelokupni genetski materijal tih
mikroorganizama, ukljucujuéi i strukturne komponente mikrobiote, metabolicke produkte te
pripadajuce okolisne uvjete (121). Iako se najceS¢e veze uz gastrointestinalni trakt, drugi
organski sustavi takoder imaju svoju mikrobiotu, a danas je poznat i utjecaj primjerice
gastrointestinalne mikrobiote na udaljene organe, poput mokra¢nog mjehura. Time je nastao
pojam tzv. osovine, primjerice osovina crijevo-mozak ili osovina mokraéni mjehur-crijevo-
mozak (122). Istrazivanja pokazuju da mikrobne zajednice mogu djelovati na proces
karcinogeneze putem izazivanja upalnih reakcija, modulacije imunoloSskog odgovora, te
metabolizma genotoksi¢nih spojeva (110,123-126). IARC je do sada kategorizirao 11
mikroorganizama na listu kancerogenih tzv. onkomikroba (127). Radi se o sedam virusa
(humani papiloma virus, virusi hepatitisa B 1 C, humani T-limfotropni virus, Epstein-Barr
virus, humani herpes virus 8, virus Merkelovih stanica), tri parazita (Schistosoma
haematobium, Clonorchis sinensis 1 Clonorchis mukusicus) te bakteriji Helicobacter pylori
(128). Posebno je vazno istaknuti otkri¢e da i mokraéni mjehur posjeduje vlastitu mikrobiotu,
¢ime je otvorena nova dimenzija istraZivanja patofiziologije nastanka i progresije tumora

mokraénog mjehura (Slika 5) (14).
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Slika 5. Razlicita sijela mikrobiote povezana s onkogenezom tumora mokra¢nog mjehura.
(Preuzeto 1 prilagodeno prema: Heidar NA, Bhat TA, Shabir U, Hussein AA. The Urinary
Microbiome and Bladder Cancer. Life. 2023;13:812. Licenca: CC BY 4.0.)

Nove spoznaje omogucio je brz razvoj tehnologija nove generacije koje se temelje na
molekularnoj analizi genoma, ali i drugih funkcionalnih domena mikrobioma, pri ¢emu
govorimo o tzv. ,,omics* metodama. U istrazivanju mikrobioma koristi se niz metoda koje
omogucuju identifikaciju, kvantifikaciju 1 funkcionalnu analizu mikroorganizama (129).
Tradicionalne metode kultivacije, iako 1 dalje korisne za izolaciju Zivih mikroorganizama i
njihovu daljnju fenotipsku i genetsku karakterizaciju, imaju znacajna ogranicenja jer velik broj
mikroba nije kultivabilan standardnim tehnikama. Mikroskopske metode, poput bojenja po
Gramu 1 fluorescencijske in situ hibridizacije (FISH), omogucuju vizualizaciju
mikroorganizama u uzorcima bez potrebe za uzgojem, pri ¢emu se FISH oslanja na
fluorescentno-obiljezene sonde koje se specificno vezu na mikrobnu DNA ili RNA (130-132).
Metode temeljene na analizi nukleinskih kiselina, to¢nije, sekvenciranje nove generacije (NGS,
engl. Next Generation Sequencing), postalo je zlatni standard u istraZivanju mikrobioma. Medu
NGS metodama, sekvenciranje bakterijskog gena za 16S rRNA je pristupacna i Siroko koristena
metoda odredivanja bakterijskih vrsta 1 arheje, dok cjelogenomsko sekvenciranje (engl.
shotgun sequencing) podrazumijeva odredivanje razlic¢itih mikroba prisutnih u uzroku (133).

Gen za 16S rRNA kodira 16S ribosomalnu RNA koja je sastavni dio male podjedinice
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bakterijskog ribosoma (30S). Ovaj gen je visoko konzerviran zbog svoje esencijalne uloge, no
istovremeno sadrzi i devet hipervarijabilnih regija koje omogucuju filogenetsku analizu 1
taksonomsku klasifikaciju bakterija. U vecini slucajeva, sekvenciranje jedne ili vise takvih
regija dostatno je za identifikaciju mikroorganizama do razine roda (134—136). S obzirom da
16S rRNA sekvenciranje nije kvantitativna metoda, nije moguce odrediti apsolutnu koli¢inu
nekog taksona u uzorku, medutim taksoni se mogu usporedivati u relativnim odnosima. Prije
su se dobiveni rezultati obi¢no iskazivali u obliku operativnih taksonomskih jedinica (OTU,
engl. operational taxonomic units), koje predstavljaju skupove sekvenci s visokom razinom
sli¢nosti, medutim danas se sve ¢eSce koristi pojam varijante sekvenciranog amplikona (ASV,
eng. amplicon sequencing variant) koja podrazumijeva da svaka jedinstvena sekvenca, makar
se razlikovala od ostalih u samo jednoj bazi, potencijalno predstavlja jedinstveni takson, ¢ime
se izbjegava problem razli¢itog klasteriranja koji je prisutan u OTU metodi (137,138).
Alternativno, za sveobuhvatniju identifikaciju mikrobioloskih zajednica u uzorcima koristi se
cjelogenomsko ili shotgun metagenomsko sekvenciranje. Za razliku od ciljane amplifikacije
gena za 16S rRNA, ova metoda omoguéuje analizu kompletne mikrobne DNA i time
omogucuje detekciju Sirokog spektra mikroorganizama, kao i identifikaciju funkcionalnih gena
odgovornih za npr. otpornost na antibiotike, virulenciju ili metabolicke funkcije (139). Za
razumijevanje funkcionalne aktivnosti mikrobiote sve se viSe koriste viSedimenzionalni tzv.
,omics® pristupi. Metatranskriptomika omogucuje uvid u ekspresiju gena i aktivne metabolicke
puteve u trenutku uzorkovanja, metaproteomika analizira ukupne proteine koje proizvodi
mikrobna zajednica, dok metabolomika ispituje profile metabolita koje proizvodi mikrobiota,
ukljucujuéi kratkolanane masne kiseline 1 druge bioloski aktivne spojeve (129).

Kompleksni podaci dobiveni ovim metodama analiziraju se pomocu sofisticiranih
bioinformatickih alata, poput QIIME2 platforme, DADA?2, Kraken?2 i sli¢nih, koji omogucuju
taksonomsku klasifikaciju, procjenu mikrobne raznolikosti, a odredeni programi i predikciju
funkcionalnih svojstava zajednica (140).

Mikrobiota Covjeka obuhvaca milijarde mikroorganizama koji naseljavaju kozu,
probavni sustav, diSne puteve 1 genitourinarni sustav. lako se mokra¢ni mjehur donedavno
smatrao sterilnim, suvremene metode kao $to su 16S rRNA sekvenciranje otkrile su postojanje
raznolike urinarne mikrobiote. Ovo otkri¢e dovelo je do brojnih istrazivanja o njezinoj ulozi u
zdravlju 1 bolestima mokra¢nog sustava, ukljuc¢ujuci 1 tumor mokraénog mjehura (14,141).
Razvoj tumora mokraénog mjehura rezultat je slozene interakcije genetskih, okoliSnih 1
imunoloskih ¢imbenika (142). Mikrobiota, kao dinamic¢an ¢imbenik, moZe utjecati na sve faze
tumorske biologije — od inicijacije do progresije i terapijskog odgovora (143).
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1.2.1. Utjecaj mikrobiote na imunoloski sustav

Mikrobiota predstavlja klju¢an obrambeni element u interakciji izmedu domacina i
okolisa, posebice na mukoznim povrSinama, gdje sudjeluje u odrzavanju integriteta epitelne
barijere, inhibiciji patogena i regulaciji lokalne imunosti. NaruSavanjem tih barijera, bilo
oSte¢enjem epitela, disbalansom mikrobiote i1 sl., moze do¢i do izazenijeg kontakta
mikroorganizama s imunoloSkim sustavom domacina, poticanja upalnog procesa i stvaranja
okolisa pogodnog za karcinogenezu (127,144). Mikrobiota snazno utjece na funkcioniranje
urodenog i steCenog imuniteta, a odredeni mikrobi i njihovi produkti mogu potaknuti aktivaciju
dendriti¢kih stanica, limfocita T 1 stanica prirodnih ubojica, ¢ime dolazi do znacajne
imunoloske aktivacije (144). Jedan od kljucnih mehanizama kojim mikroorganizmi pridonose
razvoju tumora je poticanje dugotrajne, odnosno kroni¢ne upale. Uloga receptora prirodene
imunosti, posebice receptora slicnih Toll-u (engl. Toll-like receptors, TLR) i receptora sli¢nih
NOD-u (engl. Nod-like receptors, NLR), dodatno naglaSava povezanost mikrobiote i
karcinogeneze (145). TLR-ovi prepoznaju mikrobne molekule tzv. molekularne obrasce
povezane s patogenom (engl. pathogen-associated molecular patterns, PAMP), kao 1 endogene
molekularne obrasce povezane s osSteCenjem (engl. damage-associated molecular patterns,
DAMP). Aktivacija TLR-a, osobito receptora TLR4 (receptora za lipopolisaharid ili LPS),
pokrece kaskadu signalnih puteva ukljucuju¢i NF-xB 1 STAT3, koji induciraju ekspresiju
citokina i antiapoptotskih gena (144,146). Slicno tome, NLR receptori, kao §to su NOD1 i
NOD?2, djeluju intracelularno prepoznajuci bakterijske peptide. Njihova disfunkcija naruSava
imunoloSku homeostazu te poti¢e upalu 1 tumorigenezu (147). U tom kontekstu, imunoloski
sustav reagira pojacanom produkcijom proupalnih citokina poput IL-1, TNF-a, IL-6 1 IL-23,
Sto dovodi do aktivacije klju¢nih transkripcijskih faktora poput NF-kB, AP-1 i STAT3. Ovi
signalni putevi ne samo da odrZavaju upalni odgovor, ve¢ 1 promicu proliferaciju stanica,
angiogenezu te inhibiciju apoptoze, procese koji su klju¢ni za inicijaciju 1 progresiju tumora.
Kroni¢na aktivacija imunoloskog sustava posljedi¢no dovodi do stvaranja reaktivnih kisikovih
(ROS) 1 dusikovih spojeva (RNS) koji ostecuju DNA stanica domacina (145).

ZnaCajan primjer karcinogeneze posredovane mikroorganizmima je Helicobacter
pylori, ¢ija kroni¢na kolonizacija zeluca rezultira aktivacijom imunoloSkog odgovora,
epitelnom proliferacijom, stvaranjem ROS-a i kroni¢nim gastritisom, a to su sve ¢cimbenici koji
povecavaju rizik razvoja karcinoma Zeluca (148). Takoder, Fusobacterium nucleatum, koji je
Cesto prisutan u tumorima kolona, potice ekspresiju proupalnih gena i smanjuje antitumorski

imunosni nadzor (149).
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1.2.2. Stvaranje kancerogenih metabolita

Mikroorganizmi mogu proizvoditi kancerogene tvari, putem razli¢itih metaboli¢kih procesa,
koje mogu ostetiti DNA domacina, modulirati signalne putove ili utjecati na imunoloski sustav
na nacin koji pogoduje razvoju tumora (150). Medu opisanim procesima za istaknuti je
metabolizam prehrambenih ili endogenih tvari u spojeve s kancerogenim svojstvima, poput
konverzije primarnih Zu¢nih kiselina u sekundarne. Primjerice deoksikolna i litokolna kiselina
mogu izazvati oksidativni stres, oSteCenje DNA te pospjesiti razvoj kolorektalnog i
hepatobilijarnog karcinoma (151). Ksenobiotici su tvari koje se ne proizvode u organizmu vec
dospijevaju u krvotok egzogenim unosom kroz razliite organske sustave (152). Bakterije
mogu metabolizirati ksenobiotike u Stetne spojeve i tako utjecati na razvoj tumora lokalno ili
u udaljenim tkivima. Roje i sur. pokazali su kako crijevna mikrobiota moZze pretvoriti okoliSne
kancerogene tvari u genotoksi¢ne molekule koje putem krvi dolaze do mokra¢nog mjehura i
tamo poticu razvoj tumora (110). Stoga, promjene u sastavu crijevne mikrobiote (npr. uslijed
prehrane ili uporabe antibiotika) mogu imati sistemski ucinak, kako zastitini tako i primjerice
mogu potaknuti karcinogenezu u udaljenim sijelima (110).

Odredene bakterije, prvenstveno u crijevima, pretvaraju nitrite i nitrate iz hrane ili
egzogenih kemijskih spojeva u nitrozamine, snazne kancerogene tvari povezane s nastankom
raka Zeluca, jednjaka i mokra¢nog mjehura. Takoder, neki mikroorganizmi izravno proizvode
genotoksine, poput kolibaktina kojeg proizvode odredeni sojevi Escherichie coli, a uzrokuju
dvostruke prekide DNA lanca 1 dovode do genomske nestabilnosti. Sli¢no tome, citoletalni
toksin, kojeg proizvode Campylobacter i Helicobacter vrste, ometa popravak DNA i regulaciju
stani¢nog ciklusa, $to moZe rezultirati malignom transformacijom (153—155). Mikroorganizmi
takoder potiCu stvaranje reaktivnih kisikovih i duSikovih spojeva, bilo izravno ili stimulacijom
imunoloSkog odgovora, a kroni¢na izlozenost tim spojevima dovodi do oSte¢enja DNA, lipidne
peroksidacije 1 akumulacije mutacija u epitelnim stanicama. Pored toga, mikrobni metaboliti
mogu epigenetski utjecati na ekspresiju gena domacina inhibicijom histonskih deacetilaza
djelovanjem butirata, kao i promjenama u metilaciji DNA koje rezultiraju utiSavanjem

tumorsupresorskih gena ili aktivacijom onkogena (127).
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1.2.3. Intratumorska mikrobiota

Intratumorska mikrobiota, odnosno mikroorganizmi koji se nalaze unutar tumorskih
tkiva, predstavlja relativno novo podru¢je u istrazivanjima raka. Cao i sur. isticu kako
prisutnost mikroba unutar tumora moze utjecati na lokalni imunitet, angiogenezu i otpornost
tumora na lijecenje (156). Razliciti mikroorganizmi, ukljuc¢ujuéi bakterije, gljive i viruse, mogu
biti prisutni unutar razli¢itih tipova tumora, poput kolorektalnog karcinoma, tumora dojke,
pluca i gusterace. Ovi mikrobi mogu se nalaziti unutar tumorskih stanica, ali mogu biti i dio
tumorskog mikrookolisa (157). Karakteristicna tumorska obiljezja poput hipoksije, narusenih
epitelnih barijera i nekroze mogu pogodovati kolonizaciji i opstanku mikroorganizama. Dok
odredeni mikrobi moduliraju imunoloski odgovor, poti¢uci supresivne populacije stanica poput
T regulatornih stanica ili mijeloidnih supresivnih stanica, neki mogu poboljsati prezentaciju
antigena 1 antitumorsku imunost (158). Neki mikroorganizmi mogu deaktivirati
kemoterapeutike ili stvoriti uvjete nepovoljne za djelovanje imunoterapije. Bakterijski enzimi
mogu razgraditi lijekove, dok disbioza moze smanjiti u¢inkovitost imunoterapijskih protokola
(159). Na primjer, Gammaproteobacteria unutar tumorskog tkiva moze inaktivirati
kemoterapeutike poput gemcitabina, smanjujué¢i njihovu ucinkovitost (160). Osim toga,
intratumorske bakterije mogu ometati prezentaciju tumorskih antigena i time utjecati na
djelovanje imunoterapije (159). Mikrobi takoder mogu utjecati na rast i metastaziranje tumora
putem svojih metabolita ili modifikacije onkogenih puteva kao $to su Wnt/B-catenin i NF-kB
signali putevi (161). Razumijevanje intratumorske mikrobiote otvara nove mogucnosti za
razvoj biomarkera koji mogu pomoc¢i u razvrstavanju pacijenata prema prognozi ili vjerojatnom
odgovoru na terapiju, kao 1 za razvoj novih terapijskih opcija poput modulacije mikrobiote

(156).

1.2.4. Urinarna mikrobiota i tumor mokra¢nog mjehura

Sastav i funkcija urinarne mikrobiote sve se viSe istraZzuje u kontekstu patogeneze
tumora mokra¢nog mjehura. Dosadas$nja istrazivanja ukazuju na to da smanjenje
mikrobioloSke raznolikosti 1 dominacija potencijalno Stetnih taksona znacajno doprinose
razvoju TMM-a (14,162,163). U zdravih osoba ,,fizioloSku*“ floru mokraénog mjehura na
taksonomskoj razini koljena (engl. phylum) pretezno cine Firmicutes, Actinobacteria,

Bacteroidetes 1 Proteobacteria, pri ¢emu se na taksonomskoj razini roda (engl. genus)
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fizioloSka flora medu spolovima razlikuje, najvjerojatnije zbog anatomskih i hormonskih
¢imbenika. Kod zena su vise zastupljeni rodovi Lactobacillus, Prevotella i Streptococcus, s tim
da je veca zastupljenost i korist roda Lactobacillus potvrdena u vise studija (164—167). Za
razliku od navedenog, u pacijenata s tumorom mokra¢nog mjehura primjecuje se znacajna
promjena u raznolikosti i sastavu mikrobiote, poznato kao disbioza, koja moze pogodovati
razvoju kroni¢ne upale 1 nastanku tumora, pri ¢emu se u brojnim studijama dosljedno biljezi
pad udjela rodova Firmicutes, Bifidobacterium i Lactobacillus, koji su poznati po odrzavanju
integriteta epitelnih barijera 1 poticanju imunoloSkog odgovora te znaCajan porast
zastupljenosti koljena Proteobacteria. Takoder, patogeni rodovi poput Escherichia, Shigella,
Acinetobacter 1 Fusobacterium ¢e$c¢e su prisutni u tumorskim tkivima, §to ukazuje na njihovu
ulogu u razvoj tumora (14,163,168-171). Navedene promjene mikrobiote mogu poticati
tumorigenezu kroz nekoliko prethodno opisanih, medusobno povezanih mehanizama.
Primjerice, urinarna mikrobiota ima imunomodulacijski ucinak pa tako vrste poput
Lactobacillusa poticu aktivaciju dendritickih stanica i citotoksi¢nih limfocita T, dok patogene
bakterije mogu suprimirati imunoloske funkcije, omogucujué¢i tumorima da izbjegnu
imunolosko prepoznavanje (172). Escherichia proizvodi genotoksin kolibaktin koji oStecuje
DNA, Acinetobacter se veze uz upalne procese i ¢esto se izolira iz urina bolesnika s tumorom,
a Fusobacterium moze aktivirati prokarcinogene putove i olakSati mehanizme imunoloSkog
izbjegavanja. Noviji dokazi takoder upucuju na ulogu rodova Enterococcus i Klebsiella u
stvaranju mikrookoli$a pogodnog za razvoj tumora djelovanjem na upalne signalne putove 1
stvaranjem biofilma (149,153,163,173).

S klinickog aspekta, promjene u sastavu i raznolikosti mikrobiote predstavljaju
obecavaju¢e biomarkere za neinvazivnu dijagnostiku 1 rano otkrivanje TMM-a (174).
Primjerice, smanjena zastupljenost roda Lactobacillus uz povecanje zastupljenosti koljena
Proteobacteria mogli bi sluziti kao indikator mogucée onkogeneze u mokraénom mjehuru.
Razumijevanje dinamike promjena i interakcija izmedu urinarne mikrobiote i stani¢nih
mehanizama otvara nove perspektive za unapredenje prevencije, dijagnostike i lije¢enja TMM-
a. Tehnike poput sekvenciranja gena za 16S rRNA 1 metagenomskog profiliranja trenutno se
pokuSavaju implementirati u dijagnosticki protokol za otkrivanje TMM-a kako bi se s
dovoljnom osjetljivoséu 1 specificnoscu detektirale opisane promjene urinarne mikrobiote

(170-172,175).
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1.2.5. Utjecaj mikrobiote na odgovor tumora mokra¢nog mjehura na terapiju

Nove studije pokazuju da crijevna i urinarna mikrobiota imaju klju¢nu ulogu u
modulaciji u¢inkovitosti terapija TMM-a, ukljucujuci inhibitore imunoloskih kontrolnih to¢aka
(ICI), kemoterapiju i intravezikalnu BCG terapiju. Posebno crijevna mikrobiota utjeCe na
sustavne imunoloske odgovore koji su klju¢ni za djelotvornost ICI terapije (176-179).
Odredene komensalne bakterije poput Bifidobacterium i Parabacteroides distasonis pokazale
su sposobnost osnazivanja antitumorske imunosti aktivacijom dendriti¢kih stanica, poticanjem
citotoksi¢nih T-stanica i povecanjem izlucivanja Thl citokina. Studije na zivotinjama dodatno
podupiru ove nalaze, pokazujuci da oralna primjena ovih sojeva pobolj$ava kontrolu tumora i
moze djelovati sinergijski s blokadom PD-L1 (179,180).

Slicno tomu, crijevna mikrobiota utjee 1 na ishode lijeCenja neoadjuvantnom
kemoterapijom kod pacijenata s MIT-om, ali takoder i s drugim tumorima. Mikrobiota
pacijenata koji reagiraju na terapiju bogatija je rodovima Ruminococcus 1 Akkermansia, dok
osobe kod kojih terapija nije bila u€¢inkovita pokazuju vecu zastupljenost rodova Bacteroides i
Clostridium. Ove razlike povezane su s promjenama u imunoloskim signalnim putovima, §to
sugerira da profiliranje mikrobiote potencijalno moze biti pouzdaniji prediktor odgovora na
terapiju od tradicionalnih klini¢kih markera (181-183).

Sastav urinarne mikrobiote u MNIT-u takoder utjece na odgovor na BCG terapiju. Veca
zastupljenost vrsta unutar roda Lactobacillus povezana je s boljim terapijskim ishodima,
vjerojatno zbog poboljSanog imunoloskog odgovora i1 produkcije citokina. Suprotno tome,
povecana prisutnost koljena Proteobacteria 1 roda Fusobacterium povezana je s rezistencijom
na BCG terapiju i recidivom bolesti. Preklini¢ki modeli upuéuju na snazniji antitumorski
ucinak pri intravezikalnoj primjeni i probiotic¢kih sojeva poput Lactobacillus casei Shirota u
odnosu na samu BCG terapiju (14,184—187).

Strategije koje se trenutno istrazuju ukljucuju primjenu oralnih ili intravezikalnih
probiotika, modificiranih bakterijskih vektora za isporuku antigena te transplantaciju fekalne
mikrobiote (FMT), koja je predmet istrazivanja usmjerenih na poboljSanje odgovora na ICI
terapiju. Sveukupno, integracija modulacije mikrobiote u protokole lijeCenja tumora
mokra¢nog mjehura predstavlja obecavajuce podrucje precizne onkologije s potencijalom za
poboljsanje terapijskih ishoda, smanjenje nuspojava i prevladavanje mehanizama rezistencije

(179,188).
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1.3. Receptori sli¢ni Toll — u (engl. 7oll — like receptors, TLR)

Razvoj metoda sekvenciranja nove generacije (189) omogucio je nova saznanja o
mikrobiomu tkiva 1 urina bolesnika s tumorom mokra¢nog mjehura (14,190), ¢ime sve vecu
vaznost dobivaju istrazivanja uloge mikrobiote, odnosno TLR-ova i signalnih molekula koje
prenose mikrobne signale unutar stanice u razvoju TMM-a (127,191,192).

Receptori slicni Toll-u su strukturni receptori za prepoznavanje mikrobnih
molekularnih obrazaca (engl. pattern recognition receptor), eksprimirani na epitelnim
stanicama, dendritiCkim stanicama, monocitima, makrofazima, stanicama prirodnim
ubojicama, granulocitima, limfocitima T i limfocitima B, te su sposobni za iniciranje prirodenih
imunih odgovora (193). TLR-ovi su transmembranski proteini koji prepoznaju Sirok spektar
liganada patogena, poput bakterijskih lipopolisahadida, virusne RNA 1 DNA, flagelina te
razli¢itih liganada domacina koji nastaju raspadanjem stanica. Vezanjem liganda za
odgovaraju¢i TLR, pokrecu se kontrolirani signalni putovi koji dovode do odgovora domacina
koji je potreban za eliminaciju patogena, ali poticu 1 sazrijevanje dendritiCkih stanica koje
pokrecu aktivaciju stani¢nog imunoloSkog odgovora. Nekontrolirana i pretjerana aktivnost
pojedinih TLR-ova povezuje se s patogenezom infektivnih, kroni¢nih upalnih i autoimunih
bolesti (194). Receptori sli¢ni Toll-u, ovisno o svojoj lokalizaciji i funkciji u stanici domacina,
klasificiraju se na membranske i unutarstanicne receptore. Membranski TLR-ovi, TLRI,
TLR2, TLR4, TLRS5, TLR6 i TLRI10 te njihovi dimeri TLRI1/TLR2, TLR2/TLR6,
TLR2/TLR4/5/10, omogucuju prepoznavanje i vezanje s vanjskim ligandima. Unutarstani¢ni
TLR-ovi, TLR3, TLR7, TLR8 1 TLRY, nalaze se na membranama unutarstani¢nih organela
poput endoplazmatskog retikuluma, endosoma i lizosoma. Ovi receptori prepoznaju mikrobne
nukleinske kiseline, kljuéne za imunoloSku detekciju virusnih i bakterijskih infekcija unutar
stanice (195). Svaki ¢lan TLR obitelji receptora pokazuje specifi¢nost za odredene ligande te
ima funkcionalnu ulogu u inicijaciji urodenog imunoloskog odgovora. TLR receptori
omogucuju domacinu prepoznavanje molekularnih obrazaca povezanih s patogenom, tzv.
PAMP, koji ukljuCuju raznolike strukture poput lipopolisaharida, bakterijskog flagelina,
glikoproteina, virusne DNA 1 RNA, te drugih mikrobnih komponenti (196). TLR-ovi ne samo
da prepoznaju patogene ligande, ve¢ reagiraju 1 na endogene molekularne obrasce povezane s
oSte¢enjem vlastitih stanica, tzv. DAMP, ukljucujuéi proteine koji se oslobadaju nakon raspda
stanica, kao Sto su HMGBI, surfaktantni protein A, fibrinogen, te proteini toplinskog Soka
(Hsp) poput Hsp60, Hsp70 1 Hsp90. Interakcija liganda s odgovaraju¢im TLR-om odredena je

visokom razinom molekularne specificnosti. Aktivacija TLR-a djeluje kao obrambeni
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mehanizam domacina protiv infekcija i1 oStecenja tkiva, pokrecuci signalnu kaskadu koja vodi

do sekrecije razlicitih upalnih citokina i aktivacije imunoloskih stanica (197,198).

1.3.1. Grada 1 signalizacija TLR4 receptora

Gen TLR4 se nalazi na kratkom kraku kromosoma 9 i kodira sintezu receptora slicnog
Toll-u 4 koji je prvi identificirani ¢lan obitelji TLR-ova (194). Receptor slican Toll-u 4 je
transmembranski protein sastavljen od tri domene (Slika 6). Izvanstani¢na domena je gradena
od ponavljaju¢ih sekvenci bogatih leucinom pri ¢emu svaka sekvenca sadrzi 20 — 29
aminokiselinskih ostataka, koje omogucuju specifi¢na mjesta za interakciju s ligandima (199).
Na nju se nadovezuje transmembranska domena, a s citoplazmatske strane se nalazi
unutarstanicna domena koja je visoko homologna domeni receptora iz obitelji IL1, zbog Cega
se naziva i TIR domena (engl. Toll/IL1 receptor domain). Unutarstanicni dio receptora TLR4

je klju€an za inicijaciju signalnih kaskada nakon prepoznavanja patogenih elemenata (200).

PAMP DAMP
TLR4
TIRAP
MyD88 TRAM
l TRIF
IRAK1 !
TRAF6

IRAK4 TBKA1

Interferoni

AP-1 NF-kB Proinflamatorni citokini | JRE3 Sy
> tipa

Slika 6. Signalizacijski put receptora TLR4 ovisan i neovisam o signalnoj molekuli MYDSS.
(Preuzeto 1 prilagodeno prema: Kim HJ, Kim H, Lee JH, Hwangbo C. Toll-like receptor 4
(TLR4): new insight immune and aging. Immun Ageing. 2023;20:67. Licenca: CC BY 4.0.)
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TLR4 je kljucni Clan prirodenog imunoloSkog odgovora te se aktivira raznim ligandima
koji se klasificiraju kao PAMP-ovi i DAMP-ovi. TLR4, zajedno sa svoja dva koreceptora,
mijeloidnim antigenom diferencijacije (MD?2) i proteinom CD14, formira trimerni receptor koji
je ukljuen u prepoznavanje PAMP-ova, primjerice lipopolisaharida Gram-negativnih
bakterija. Medu ostalim, TLR4 sudjeluje i u imunoloskom odgovoru domacina na pneumolizin,
virulencijski ¢imbenik Streptococcus pneumoniae, kao i na strukturne proteine respiratornog
sincicijskog virusa (201-203). Medu DAMP-ovima, TLR4 prepoznaje endoplasmin,
fibrinogen, fibronektin, heparan sulfat, HMGB1, Hsp22, Hsp60, Hsp70, Hsp72, hijaluronan,
rezistin, surfaktantni protein A i tenascin-C (197).

Nakon aktivacije TLR4, unutarstani¢na TIR domena pokrece signalni put ovisan i
neovisan o mijeloidnom diferencijacijskom faktoru 88 (MYDS8S8) (Slika 6) (204). Signalna
molekula MYD8S sluzi kao adaptor za daljnju aktivaciju signalnog puta svih TLR-ova, osim
TLR3. Dimerizacija TIR domene dovodi do regrutacije proteina MYDS88 i TIRAP, ¢ime se
potice signalizacija putem proteina IRAK njihovom fosforilacijom. IRAK pripada skupini
serin-treonin kinaza koje se vezu uz IL1 receptor putem TIR domene. U IRAK obitelj ubrajaju
se IRAK-1, IRAK-2, IRAK-4 i IRAK-M. Od navedenih, samo IRAK-1 i IRAK-4 posjeduju
ocuvani kataliticki aspartatni ostatak neophodan za kinaznu aktivnost, dok je on
nefunkcionalan u IRAK-2 1 IRAK-M, §to sugerira da potonji imaju ograni¢enu ili alternativnu
funkciju u signalizaciji. Nakon aktivacije TLR-a, IRAK-4 fosforilira 1 aktivira IRAK-1, ¢ime
djeluje kao kljucni regulator u prijenosu signala unutar TLR signalnog puta. Aktivirani IRAK1
veze se na protein TRAF6 koji pripada obitelji ¢imbenika vezanih za receptor TNF. Nakon
aktivacije TLR4 receptora i regrutacije adapterih signalnih molekula, kompleks TRAK-
1/TRAF6 se disocira s receptorskog mjesta te stupa u interakciju s kinazom TAK1 1 njezinim
regulatornim vezuju¢im proteinima TAB1, TAB2 1 TAB3. Aktivacija TAK1 dovodi do
fosforilacije nizvodnih efektorskih molekula, ukljuc¢ujuéi protein-kinazu aktiviranu mitogenom
(MAPK), poput JNK, ERK1/2 1 p38, kao i IkB kinaznog (IKK) kompleksa. Posljedicna
aktivacija klju¢nih transkripcijskih faktora, kao $to su AP-1 i NF-xB inducira transkripciju
proinflamatornih citokina te tako koordinira upalni odgovor (Slika 6) (198,205).

Vezanjem specificnog liganda za TLR4 moZze se pokrenuti i put neovisan o MYDS8S8
unutarstani¢noj signalizaciji. Aktivira se povezivanjem TIR domene s adaptorskim
molekulama TRIF (engl. TIR domain containing adaptor protein inducing IFN-) i TRAM
(engl. TRIF-related adapter molecule). TRAM regrutira adaptorsku molekulu TRIF, koja
potom putem TRAF3 aktivira kinazu TBK1 (engl. TRAF-family member-associated NF-kB

activator binding kinase 1). TBKI1 pripada skupini inducibilnih kinaza, koje izravno
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fosforiliraju transkripcijske faktore IRF3 1 IRF7 (engl. IFN regulatory factor). Nakon
fosforilacije, IRF3 1 IRF7 formiraju homo- i heterodimere, translociraju se u jezgru stanice i
poticu sintezu interferona tipa I, kljucnog za antivirusni imunoloski odgovor (Slika 6). Putem
MYD88-neovisnog signalnog puta dolazi i do aktivacije transkripcijskog faktora NF-«xB te
posljedi¢ne sinteze proinflamatornih citokina, $to se odvija posredstvom adaptera TRIF i
TRAF6 (206,207).

Iako je prvenstveno izrazen na imunoloskim stanicama (npr. monocitima, makrofazima,
dendritickim stanicama), TLR4 je takoder prisutan i na normalnom urotelu, ali i na tumorskim
stanicama, primjerice tumora mokra¢nog mjehura. Zanimljiva je 1 Cinjenica da je to
najzastupljeniji TLR u zdravom urotelu (208). Aktivacija TLR4 u tumorskom mikrookruzenju
ima dvojak ucinak, s jedne strane moze poticati protutumorski imunoloski odgovor i
imunoloski nadzor, a s druge moze doprinijeti napredovanju tumora (209). TLR4 je
eksprimiran u razliitim vrstama tumora, ukljucujuéi hepatocelularni karcinom, glioblastom,
karcinom pluca 1 karcinom dojke (210-213). Unutar tumorskog mikrookruzenja, TLR4 ima
sposobnost prepoznavanja ekstracelularno otpustenog proteina toplinskog Soka 70 (Hsp 70), te
doprinosi proliferaciji i migraciji tumorskih stanica (214). Hsp70 inducira povecanu ekspresiju
nuklearnog NF-«kB i pojacanu proliferaciju H22 stanica hepatocelularnog karcinoma (211).
Visoka ekspresija TLR4 u hepatocelularnog karcinoma dodatno je povezana s nepovoljnijom
prognozom prezivljenja pacijenata (215). Takoder, Hsp90 pospjeSuje migraciju
glioblastomskih stanica putem aktivacije TLR4-posredovanih signalnih puteva, ¢cime doprinosi
invazivnom potencijalu tumorskih stanica (210). Nadalje, viSe studija ukazuje na povecanu
ekspresiju receptora TLR4 u nesitnostanicnom karcinomu plué¢a (NSCLC), pri ¢emu je
koncentracija njegove topive serumske forme identificirana kao potencijalni biomarker za
predvidanje rizika razvoja radijacijske pneumonije kod bolesnika s lokalno uznapredovalim
NSCLC-om. Serumski TLR4 predstavlja topivi oblik izvanstani¢ne domene receptora, a
pretpostavlja se da se ova domena moZze oslobadati iz tumorskih stanica tijekom progresije i
metastaziranja tumora pa serumski TLR4 moZe imati ulogu biomarkera za evaluaciju
metastatskog potencijala tumora 1 prognoze bolesti (216,217). Ciljano utiSavanje gena TLR4
putem specificne male interferirajuée RNA u stani¢noj liniji MDA-MB-231 humanih stanica
karcinoma dojke rezultiralo je supresijom sekrecije proupalnih citokina, ukljuc¢ujuéi IL6 1 ILS,
uz istodobno smanjenje proliferacijskog potencijala i prezivljenja stanica (218). Nadalje,
ekspresija glasnicke RNA gena TLR4 znacajno je poviSena kod raka dojke s metastazama u
usporedbi s onima bez metastaza (213). Ekspresija TLR4 potencijalno korelira i sa stadijem

tumora. Primjerice, analiza provedena na 37 pacijenata sa stadijima II i III karcinoma debelog
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crijeva pokazala je statisticki znacajno povecanje ekspresije gena 7LR4 u tumorima
uznapredovalog stadija III u odnosu na stadij II (219). Osim S§to se aktivira endogenim
ligandima oslobodenima iz nekroti¢nih tumorskih stanica, TLR4 moze biti izravno aktiviran i
lijekovima kao na primjer paklitakselom, koji se primjenjuje u terapiji razlic¢itih neoplazmi.
Prema dostupnim istrazivanjima, paklitaksel moze inducirati izraZenu upalnu signalizaciju te
potaknuti proliferaciju tumorskih stanica koje eksprimiraju TLR4. Nasuprot tome, takav u¢inak
nije zabiljezen u TLR4-negativnim stanicama. Mallick i sur. ukazuju na potencijalnu ulogu
TLR4 kao medijatora u medudjelovanju izmedu dvaju citostatika, paklitaksela 1 irinotekana,
budu¢i da paklitaksel modulira ekspresiju klju¢nih enzima ukljucenih u metabolizam
irinotekana putem mehanizma ovisnog o TLR4 (220). Takoder, aberantna regulacija ekspresije
gena TLR4 prepoznata je kao moguéi molekularni mehanizam koji doprinosi razvoju
rezistencije na cisplatinu u planocelularnom karcinomu (221). Opisani pronalasci upuéuju na
to da signalni putevi ovisni o TLR4 mogu igrati znacajnu ulogu u razvoju rezistencije

tumorskih stanica na kemoterapeutike (220,221).

1.3.2. Mijeloidni diferencijacijski faktor 88 (MYDS88)

Protein MYD8S, kao signalna molekula svih TLR receptora, osim TLR3, predstavlja
potencijalno jedan od kljucnih terapijskih ciljeva modulacije imunoloskog odgovora domacina
(222,223). Njezina proteinska struktura sastavljena je od N-terminalne domene smrti 1 C-
terminalne TIR domene, koje su odvojene medudomenom (224). TIR domena MYDS8S8
proteina odgovorna je za vezanje na TIR domenu TLR receptora (225), dok je N-terminalna
domena smrti odgovorna za vezanje na IRAK kinazu, §to posljedi¢no aktivira nizvodne
signalne putove (226). Aktivacija IRAK kinaze zatim dovodi do razlicitih funkcionalnih
ucinaka, ukljucujuéi aktivaciju MAP kinaze i nuklearnog faktora NF-xB, ¢ime MYDS88 postaje
jedna od najznacajnijih molekula u signalnim putevima povezanim s imunomodulacijom (222).
Nakon stimulacije, TLR dimerizira i regrutira MYDS88, uzrokuju¢i da MYDS88 stvara male,
nestabilne oligomere. Kako se receptor 1 dalje aktivira, ti oligomeri nastavljaju rasti. Nakon Sto
dosegnu odredeni prag, oligomer MYDS88 stvara stabilnu interakciju s IRAK4 i regrutira
IRAK1. Zatim dolazi do aktivacije IRAK1 fosforilacijom, ¢ime zapocinje imunosna signalna
kaskada (227). MYD88 ima vaznu ulogu u regulaciji ekspresije brojnih imunomodulatora,
ukljucujuéi faktor nekroze tumora alfa, interleukin 6, ciklooksigenazu 2, interferone tipa III

(IL29 1 IL28A) te interleukin 10 (228,229).
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Sve veci broj istrazivanja naglasava klju¢nu ulogu upalnog odgovora u patogenezi
malignih bolesti, pri ¢emu upalna signalizacija doprinosi proliferaciji tumorskih stanica te
stvaranju imunosupresivnog mikrookolisa (230,231). Prema rezultatima istrazivanja, kroni¢na
upala doprinosi razvoju priblizno 20% svih slucajeva raka u svijetu. Rizik od nastanka malignih
bolesti raste proporcionalno trajanju upalnog procesa (232). U tom kontekstu, MYD88 se istiCe
kao centralni signalni posrednik, ¢ija je ukljucenost potvrdena u progresiji razli¢itih neoplazmi,
poput kolorektalnog karcinoma (233), karcinoma Zeluca (228), hepatocelularnog karcinoma
(234), primarnog i metastatskog karcinom dojke (235), karcinoma jajnika (236), limfoma
(237), karcinoma pluc¢a (238), melanoma i drugih karcinoma koze, kao 1 karcinoma gusterace
(230). Signalna molekula MYDS88 predstavlja kljuénu molekularnu vezu izmedu TLR-
ova/IL1R te onkogenog Ras signalnog puta. Posljedi¢cno, MYDS88 sudjeluje u inicijaciji
karcinogeneze, proliferacije tumorskih stanica, metastatskog Sirenja i recidiva bolesti te u
oblikovanju klinicke prognoze. Aktivacija signalnog puta TLR2-MYD88 mozZe injicirati NF-
kB 1 Wnt signalne puteve, §to potice proliferaciju stanica kolorektalnog karcinoma 1 karcinoma
dojke (239). Kod karcinoma dojke, utiSavanje ekspresije MYDS88 smanjuje proliferaciju i
migraciju MCF-7 stanica te povecava njihovu osjetljivost na paklitaksel (240). Ovo dodatno
potvrduje vaznost TLR-MYDS8S8 signalizacije u regulaciji proliferacije stanica raka i
tumorigeneze. Uloga signalizacije posredovane MYD88 proteinom povezuje se 1 s poticanjem
tumorske invazije 1 metastatskog potencijala. Youn 1 sur. su pokazali da protein PAUF (engl.
pancreatic adenocarcinoma upregulated factor), koji izlu¢uju tumorske stanice 1 koji posjeduje
protumorska svojstva, djeluje na TLR4 receptor imunoloskih stanica, pri ¢emu aktivira
TLR4/MYD88/NF-kB signalni put te potice migraciju stanica karcinoma pankreasa (241).
Povisena ekspresija MYD88 povezana je s poveCanom proliferacijom 1 metastatskim
kapacitetom tumorskih stanica. Wang 1 sur. proveli su analizu povezanosti klinicko-patoloskih
karakteristika s razinom ekspresije MYDS88 u kolorektalnom karcinomu te su utvrdili da je
visoka ekspresija MYD88 znacajno povezana s preZivljenjem. Na temelju rezultata zakljucili
su da MYD88 predstavlja prognosticki ¢imbenik loSeg ishoda kod bolesnika s karcinomom
debelog crijeva (239,242). U tumorima jajnika, signalizacija putem TLR4-MYDS8S8 ¢ini se
aktivnijom kod visokogradusnih tumora te je povezana sa smanjenim prezivljenjem,
povec¢anom ucestaloS¢u recidiva, malignom transformacijom i metastatskim potencijalom
(243). U visokogradusnom seroznom karcinomu jajnika, visoka ekspresija MYD88 povezana
je s uznapredovalim stadijem bolesti 1 umjereno krac¢im ukupnim prezivljenjem. Medutim, u
niskogradusnom seroznom karcinomu jajnika, visoka ekspresija MYD88 povezana je s boljim

prezivljenjem (236). U pacijentica s karcinomom dojke utvrdena je znaCajna povezanost
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izmedu razine ekspresije MYDS88 i klinickog ishoda. Naime, poviSena ekspresija MYDS88 u
tumorskom tkivu korelirala je s nizim stupnjem diferencijacije tumora te smanjenom stopom
prezivljenja u usporedbi s pacijenticama koje su imale nisku ekspresiju ovog proteina (240).
Osim toga, Xiang i sur. su otkrili da je ekspresija MYDS88 znacajno povecana u visoko
agresivnim, trostruko negativnim stanicama karcinoma dojke MDA-MB-231 u usporedbi s
normalnim stanicama i manje agresivnim stanicama raka dojke. Ovi rezultati upucuju na to da
je ekspresija MYDS88 povezana s proliferacijom i invazijom stanica raka dojke te da bi mogla
posluziti kao potencijalna ciljana molekula u dijagnostici i lijecenju raka dojke (240).

Sve veci broj istrazivanja potvrduje da su imunosupresivne stanice unutar tumorskog
imunoloskog mikrookolisa klju¢ni posrednici u proliferaciji i invazivnosti malignih stanica.
Medu tim stanicama isti¢u se mijeloidne supresorske stanice (MDSC), makrofazi, dendriticke
stanice (DC), stanice prirodne ubojice (NK stanice), eozinofili te regulatorni T limfociti (Treg).
Najzastupljenije imunoloske stanice unutar tumorskog mikrookolisa su mijeloidne supresorske
stanice, koje predstavljaju prekursore dendritickih stanica, makrofaga i1 granulocita. U
tumorskom imunoloskom mikrookoliSu, inhibicija MYD88 ne samo da izravno inhibira
diferencijaciju MDSC, ve¢ i neizravno smanjuje njihovu ekspanziju smanjenjem izlu¢ivanja
citokina. Molekularne metode usmjerene na blokadu MYD88 signalizacije za inhibiciju MDSC
uspjesno su ogranicile rast tumora pluca i jajnika kod miseva (244). Makrofagi, kao jedne od
najdominantnijih imunoloskih stanica u tumorskome mikrookoliSu, imaju klju¢nu ulogu u
modulaciji tumorske biologije. Njihova polarizacija iz protuupalnog 1 protutumorskog M1
fenotipa u imunosupresivni M2 fenotip potic¢e proliferaciju tumorskih stanica i omogucuje
imunoloski bijeg, $to je osobito izrazeno u tumorima poput glioma (245) i karcinoma guSterace
(246). Signalna molekula MYDS88 jedan je od centralnih ¢imbenika u regulaciji tumorskog
mikrookoliSa. Njegova ekspresija pozitivno korelira s prisutno§¢éu M2 makrofaga. U studiji
Yuana i sur. analiza markera CD206 (karakteristicnog za M2) i CD86 (karakteristi¢nog za M1)
u tkivu debelog crijeva pokazala je da miSevi s utiSanim proteinom MYDS88 specificno u
fibroblastima (Fib-MYD88-KO) imaju vecu zastupljenost M1 fenotipa uz smanjenu ekspresiju
M2 markera. Istovremeno, farmakoloSka inhibicija MYDS88 rezultirala je usporavanjem
napredovanja kolitisa 1 povezanog karcinoma debelog crijeva, $to dodatno potvrduje njegovu
funkcionalnu ukljuenost u tumorigenezu (247). Polarizacija makrofaga prema
imunosupresivnom M2 fenotipu odvija se uz posredovanje signalnog puta TLR4-MYD88-p38-
STAT3, koji znacajno suprimira proliferaciju CD4" 1 CD8" T-stanica u in vitro uvjetima te
potice tumorski rast in vivo, prvenstveno putem indukcije PD-L1 (248). MYD88-ovisni

signalni put aktivira NF-kB, §to povecava ekspresiju PD-L1 markera na tumorskim stanicama,
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omogucuju¢i im time efikasnije izbjegavanje imunoloskog nadzora. Nakon oslobadanja
HMGBI iz stanica koje prolaze stani¢nu smrt, aktivira se TLR4/MYDS88 signalni put Sto
rezultira pojacanom produkcijom IFN-B i povecanom ekspresijom PD-L1 u okolnim
prezivjelim tumorskim stanicama, Sto doprinosi njihovoj sposobnosti bijega imunoloskom
nadzoru (249).

Brojni prirodni 1 sintetski spojevi pokazuju protuupalna i antikancerogena svojstva
usmjerena na MYDB88. Osim inhibitora koji ciljaju signalne puteve povezane s MYDSS,
istrazuju se 1 inhibitori specificni za MYDS88 kao §to su male molekule koje blokiraju
homopolimere ili heteropolimere MYDS88 (250). Primjerice, tropisetron, antagonist 5-HT3
receptora, odnosno lijek koji se koristi za kontrolu muc¢nine i povracanja, pokazuje inhibicijski
potencijal u razvoju kolorektalnog karcinoma djelovanjem na smanjenje upale povezane s
kolitisom te blokiranjem TLR4/MYDS88 signalnog puta (251). Nadalje, kombinacija terapije
deprivacije androgena s zoledronske kiselinom i timozinom al inhibirala je rast mi§jeg modela
alografta uznapredovalih karcinoma prostate inhibiranjem MYD88/NF-kB signalnog puta u
tumorskih stanicama. Istovremeno, terapija koja aktivira MYD88-posredovanu signalizaciju u
makrofagima i T stanicama, dovodi do povecane infiltracije citotoksi¢nih T stanica i
intenzivnije upalne reakcije unutar tumorskog mikrookruzenja (252). Zbog klju¢ne uloge BB-
petlje u medumolekularnim interakcijama MYDS88 proteina, prvi inhibitor razvijen za MYD88
bio je kratki peptid (Ac-RDVLPGT-NH:) dizajniran prema aminokiselinskom slijedu same
BB-petlje (253), ali zbog ogranicene oralne bioraspoloZivosti 1 metabolicke nestabilnosti
peptida, razvijen je stabilniji peptidni mimetik AS-1. Utvrdeno je da AS-1 ucinkovito ometa
vezanje MYD88 na IL-1 receptor i smanjuje NF-kB transkripcijsku aktivnost (254). U daljnjem
razvoju specifi¢nih inhibitora, otkriven je 1 ST2825 koji sprje¢ava dimerizaciju MYD88, ¢ime
ucinkovito inhibira aktivaciju NF-kB signalnog puta. Zbog svog mehanizma djelovanja,
ST2825 predstavlja mogucu terapijsku opciju za lije€enje upalnih bolesti 1 maligniteta
povezanih s disregulacijom signalizacije posredovane MYD88-om. S obzirom da se sve vise
ispituje njegova primjena u antitumorskoj terapiji, pokazano je da ST2825 inhibira proliferaciju
stanica hepatocelularnog karcinoma (255) 1 djeluje protiv duktalnog adenokarcinoma gusterace
(256) te moze sprijeCiti rast stanica limfoma 1 leukemije, ¢ime nadilazi ograni¢enja BTK
inhibitora ibrutiniba u lijeenju limfoma s nemutiranim MYDS88 proteinom (257).
Identificirana je 1 skupina malih molekulskih inhibitora poznatih pod oznakom TJ-M2010-X
(X =2, 5, 6), koji ciljano ometaju homodimerizaciju MYDS88. Djelovanjem na ovaj kljucni
korak u signalizaciji, ovi spojevi u¢inkovito naruSavaju aktivaciju MYDS88 ovisnih putova, §to

ih ¢ini potencijalnim kandidatima za terapiju upalnih i neoplasti¢nih bolesti. TJ-M2010-2
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ciljano djeluje na signalne putove MYDS88/GSK-3 i MYDS88/NF-kB, pri ¢emu inhibira
proliferaciju, migraciju i invazivne sposobnosti stanica raka dojke (258). TJ-M2010-5 cilja TIR
domenu MYDS8, inhibiraju¢i TLR/MYDS8 signalni put, §to znacajno reducira upalne procese
1 patoloske promjene povezane s fibrozom jetre (259), ishemijsko-reperfuzijskim ozljedama
organa (260,261), kolitisom induciranim kolorektalnim karcinomom (261), hepatocelularnim
karcinomom (262) te alogenim odbacivanjem (263,264). Identificirani su i dodatni spojevi koji
djeluju na MYDSS, ukljucujuci T6167923 (265), LM9 (266), 4210 (267), LMS8 (268), M20
(269) i C17 (270). Njihov mehanizam djelovanja temelji se na inhibiciji oligomerizacije
MyD88, sto rezultira smanjenjem produkcije upalnih i fibroti¢nih ¢imbenika. Vec¢ina ovih
inhibitora signalne molekule MYDS88 se jo§ uvijek nalazi u pretklini¢koj fazi istrazivanja, s
obzirom da jo$ uvijek postoje brojne mehanisticke nepoznanice vezane uz MYDS88 i kompleks
,myddosome* koje su i dalje predmet istrazivanja u svrhu pronalazenja $to boljih terapijskih

opcija usmjerenih na njegovu inhibiciju (250).
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2. CILJEVIT HIPOTEZE



2.1. Ciljevi

1. Utvrditi uCinak receptora TLR4 na razvoj pocetnih promjena (upala 1 degenerativne
promjene) pri nastanku tumora mokraénog mjehura (akutna zbivanja nakon dva tjedna
tretmana).

2. Odredivanje ucinka receptora TLR4 na razvoj zlo¢udnih tumora mokra¢nog mjehura (nakon
20 tjedana tretmana, tzv. kroni¢ni model).

3. Utvrdivanje ucinka signalne molekule MYDS88 na razvoj pocetnih promjena (upala i
degenerativne promjene) pri razvoju tumora mokra¢nog mjehura (2. tjedan tretmana, tzv.
akutni model).

4. Odredivanje ucinka signalne molekule MYD88 na razvoj tumora mokraénog mjehura (20
tjedana tretmana, kroni¢ni model).

5. Odredivanje razlika u raznolikosti crijevne mikrobiote nakon indukcije tumora mokra¢nog
mjehura, te utvrdivanje uloge receptora TLR4 i signalne molekule MYD88 u nastanku
navedenih razlika.

6. Odredivanje razlika u genskoj ekspresiji u tumorima mokraénog mjehura, uvjetovanih

receptorom TLR4 i signalnom molekulom MYDSS.

2.2. Hipoteza

Deficit receptora TLR4 i signalne molekule MYDS88 smanjit ¢e intenzitet upalnih i
degenerativnih zbivanja zbog cega bi trebala postojati barem djelomicna zaStita od razvoja
tumora mokra¢nog mjehura.

Nadalje, pretpostavili smo da ¢e potpuno odsustvo molekula klju¢nih za prepoznavanje 1
reakciju na mikroorganizme — receptora TLR4 i signalne molekule MYDS88, dovesti do

promjena u sastavu mikrobiote crijeva i u izraZaju gena u tumorima mokra¢nog mjehura.
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3. MATERIJALI l METODE



3.1. Materijali

3.1.1. Eticko odobrenje

Za sve pokuse na zivotinjama ishodovano je odobrenje Ministarstva poljoprivrede
Republike Hrvatske (525-10/0543-20-3, 18. lipnja 2020.), temeljeno na misljenu Povjerenstva

za dobrobit zivotinja Medicinskog fakulteta Sveucilista u Splitu.

3.1.2. Pokusne zivotinje

U provedenom istrazivanju koristeni su 7/r4%° (engl. knock-out) (B6(Cg)-
Tlr4tm1.2Karp/J) i MydSS8¥° (B6.129P2(SJL)-Myd88tm1.1Defr/J) migji (lat. Mus musculus)
modeli te pripadajuéi divlji tip B6 WT (engl. wild-type) (C57BL/6J) kontrolnih misSeva
nabavljenih od tvrtke ,,The Jackson Laboratory”. 1 Tlr4¥° i MydSS¥° miSevi nisu imali
funkcionalne molekule TLR4 1 MYDS88. Sve navedene laboratorijske zivotinje su
visokosrodene zivotinje soja C57BL/6J. MiSevi koriSteni u pokusima su muZjaci, starosti 6-8
tjedana te raspona tjelesne mase od 22 do 26 grama. Sve zivotinje su SPF (engl. specific
patogen free), $to znaci da nije dokazana prisutnost patogenih sojeva mikroorganizama $to bi
moglo utjecati na zdravlje Zivotinja 1 rezultate eksperimenata. Okolina u kojoj su boravili
laboratorisjki miSevi karakterizirana je temperaturnim rasponom od 20 do 24 °C, vlaZnosti od
50 + 30 %, s 8 - 20 izmjena zraka u prostoriji po satu, ciklusima svijetla i tame po 12 sati,
povrS§inom kaveza po miSu od minimalno 39 cm? te certificiranom drvenom steljom
steriliziranom y zra¢enjem (Mucedola srl, Italija). MiSevima su kavezi obogaceni s materijalom
za gnijezdenje od komprimirane celuloze te ku¢icama. Hrana koju su konzumirale Zivotinje je
u obliku peleta veli¢ine 8x16 mm, sterilizirana y zradenjem, a sastoji se od 22,08 % proteina,
4,35 % masti 1 4,04 % vlakana (Mucedola srl, Italija). Hrana i voda (autoklavirana) je

Zivotinjama bila dostupna ad libitum.

3.1.3. Kemikalije koriStene u istraZivanju

e N-butil-N-(4-hidroksilbutil)-nitrozamin (BBN) (TCI, SAD)
e NaCl (Kemika, Republika Hrvatska)
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3.1

NaxHPOs4 x 2H,>0 (Kemika, Republika Hrvatska)
KH>PO4 (Kemika, Republika Hrvatska)

4 %-tni paraformaldehid (PFA) (Biognost, Republika Hrvatska)
Tris (Sigma-Aldrich, SAD)

KCI (Kemika, Republika Hrvatska)

Octena kiselina (Kemika, Republika Hrvatska)
EDTA (Roth, Njemacka)

NP-40 (Fluka, SAD)

Tween 20 (Sigma-Aldrich, SAD)

MgCl (Invitrogen, SAD)

Agaroza (Roth, Njemacka)

Etidium bromid (Sigma-Aldrich, SAD)

Etanol (Biognost, Republika Hrvatska)

Ksilen (Supelco, Merck, Njemacka)

Parafin (McCormick Scientific, SAD)

Hemalaun (Sigma-Aldrich, SAD)

Eozin (Merck, Njemacka)

Medij za pokrivanje (Eukitt Quick-hardening mounting medium, Sigma-Aldrich, SAD)
BSA (GoldBio, SAD)

DAPI (Sigma-Aldrich, SAD)

TRIzol reagens (Invitrogen, SAD)

Kloroform (Sigma-Aldrich, SAD)

[zopropanol (Supelco, Merck, Njemacka)

Molekularna voda (oslobodena od nukleaza, Invitrogen, SAD)

4. Puferske otopine

1XPBS (pH =7,4, 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 10 mM Na;HPO4 x 2H>0, 2 mM KH>PO4)
Pufer za lizu mis§jih repova (40 mM Tris pH = 8,0, 50 mM KCl, 2,5 mM EDTA, 0,4 % NP-
40, 0.4 % tween 20)

10X pufer za PCR (PCR Rxn Buffer (-MgCl,), Invitrogen)
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e 1X TAE pufer razrijeden iz 50X TAE otopine (pH = 8,0, 2M Tris, 5,7 % ledena octena
kiselina, 100 mM EDTA)

e EDTA pufer za otkrivanje antigena (pH = 8,0)

e 1X TBS razrijeden iz 10X TBS otopine (pH 7,5, 500 mM Tris, 1,5 M NaCl)

e Otopina za blokiranje (TBS 1X, 0,025 % Tween 20, BSA 5 %)

3.1.5. Enzimi i markeri

e Proteinaza K (20 mg/mL, Roth, Njemacka)

e Taq polimeraza (Taq DNA Polymerase Recombinant 500 U (5 U/uL), 100021276,
Invitrogen, SAD)

e dNTP (Thermo Fisher Scientific, SAD)

e DNA biljeg 100 bp (parova baza) DNA Step Ladder (Promega, SAD)

3.1.6. PCR/qPCR pocetnice

U Tablici 1 su objedinjene sve pocetnice koriStene za potrebe genotipizacije i qPCR analize.
Sve pocetnice, osim tri ustupljene od tvrtke ,,The Jackson Laboratory* za genotipizaciju misjeg
gena Myd88, su dizajnirane pomocu ,,NCBI Primer-BLAST” (NIH, SAD) javno dostupnog

alata.
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Tablica 1. Popis pocetnica koristenih za genotipizaciju i gPCR

Gen Usmjerenje* DNA slijed
m7Tlr4%0 F 5" AATGACCACCCATATTGCCT 3’
m7Tlr4%0 R 5" CAAAAGGCCCAGTGAAGACT 3’
m7lr4 WT F 5" CTAATGGATTTGCTGCCTGAC 3’
m7Tlr4 WT R 5" TCCTGGGGAAAAACTCTGG 3’
mMydS88¥° F 5" CCACCCTTGATGACCCCCTA 3°
mMyd88 WT F 5" GTTGTGTGTGTCCGACCGT 3’
mMyd88 zajednicki R 5" GTCAGAAACAACCACCACCAT 3’
mMmpl3 F 5" CCACTCCCTAGGTCTGGATCA 3’
mMmp13 R 5" CTTCATCGCCTGGACCATAA 3’
mRps23 F 5'"AATGCCTTGTGGGTCCTTCC 3’
mRps23 R 5" CACGACACTTGCCCATCTTG 3-

* F —engl. forward; R — engl. reverse

m — mis$ji
KO - engl. knock-out
WT — divlji tip

3.1.7. Aparatura

e Termoblok (Termo Shaker Incubator Thriller, Peglab, UK)

e Centrifuga (Heraus Fresco 17, Thermo Fisher Scientific, SAD)

e Mikrocentrifuga (Galaxy MiniStar, VWR, UK)

e PCR uredaj (T100 Thermal Cycler, Bio-Rad, SAD)

e Mini Sub Cell GT sistem za horizontalnu elektroforezu (Bio-Rad, SAD)
e Uredaj za elektroforezu (PowerPac Basic, Bio-Rad, SAD)

e Inkubator (Niive, Republika Turska)

e Mikrotomom (Leica RM2125 RTS, Leica Biosystems, SAD)
e Vodena kupelj (GFL, Njemacka)

e Olympus BX43 mikroskop (Olympus, Japan)

e NanoDrop 1000 spektrofotometar (Thermo Fisher Scientific, SAD)

e Minilys homogenizator (Bertin, Montigny-le-Bretonneux, Francuska)
e Agilent 5400 (Agilent Technologies, SAD)
e CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad, SAD)
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3.2. Metode

3.2.1. N-butil-N-(4 hidroksibutil)-nitrozamin (BBN) model indukcije tumora mokra¢nog
mjehura

Tlr4%0 i MydSS¥° misevi, kao i njihove WT kontrole, tretirane su 0,05%-tnom
otopinom kemikalije N-butil-N-(4-hidroksilbutil)-nitrozamin (BBN) u autoklaviranoj vodi za
pi¢e prema akutnom i kronicnom tretmanu. Akutni model podrazumijeva dva tjedna izlaganja
BBN-u, dok kroni¢ni model podrazumijeva izlaganje BBN-u kroz 12 tjedana te naknadno

konzumiranje vode kroz 8 tjedana (103,271), ¢ime ukupno trajanje kroni¢nog eksperimenta

4KO 4KO

iznosi 20 tjedana. Za pokuse je koristen 21 7/r4*" mi$ za akutni model, 16 7/r4*" miSa za
kroni¢ni model, 13 MydS88%° miSeva za akutni model, 15 Myd88%° miseva za kroni¢ni model,
te ukupno 76 B6 WT (C57BL/6J) kontrolnih jedinki za obje vrste KO miSeva i sve pokuse. Po
zavrSetku navedenih tretmana Zivotinje su eutanazirane metodom cervikalne dislokacije te su

prikupljeni uzorci za naknadne analize (Slika 7).

BBN/H,0 Uzorkovanje tkiva

i mokra¢nog mjehura
Akutni

tretman J y ?

| —

Pocetak tretmana 2 tjedna

BBN/H.0 H.0 Uzorkovanje tkiva
mokraénog mjehura
Kroniéni
Pocetak tretmana 12 tjedana 20 tjedana

Slika 7. Model nastanka reaktivnih promjena epitela i tumora mokra¢nog mjehura induciranih
kemikalijom N-butil-N-(4-hidroksilbutil)-nitrozamin (BBN) kroz akutni i kroni¢ni tretman
(izradeno pomoc¢u BioRender-a). H,O — autoklavirana voda za pice.
(Preuzeto 1 prilagodeno prema: Knezovi¢ D, Mili¢ Roje B, Vilovi¢ K, Frankovi¢ L, Korac-Prlic
J, Terzi¢ J. MyD88 Signaling Accompanied by Microbiota Changes Supports Urinary Bladder
Carcinogenesis. Int J Mol Sci. 2024;25:7176. Licenca: CC BY 4.0.)
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Nakon zrtvovanja Zivotinjama je izmjerena tjelesna masa te je uzet dio repa za potvrdu
genotipa metodom lancane reakcije polimerazom (PCR). MiSevima je odstranjen mokracni
mjehur i izmjerena masa cijelog mjehura bez urina. Polovica tkiva mokraénog mjehura je
isprana u PBS - ui odmah fiksirana u 4 %-tnom paraformaldehidu (PFA) za analizu histoloskim
metodama (hemalaun - eozin i imunofluorescencija), dok je preostala polovica mokra¢nog
mjehura takoder isprana u PBS - u i odmah zamrznuta u teku¢em dusiku za naknadne analize
ribonukleinske kiseline (RNA) i proteina.

Nakon prva dva tjedna tretmana (akutni model) analiziran je akutni upalni odgovor tj. tip
upale (fokalna ili difuzna) i stupanj upale (odsustvo upale, oskudno, srednje i gusto izrazena
upala), prisutnost edema i fibroze te prisutnost degenerativnih promjena urotela (odsustvo
degenerativnih promjena, slabo, srednje i vrlo izrazene degenerativne promjene). Nakon
zavrSetka kroni¢nog protokola (20 tjedana) analizirane su sve patoloSke karakteristike tumora,
stupanj uznapredovalosti tumorske bolesti (neinvazivni i invazivni tumori mokra¢nog
mjehura), tip 1 stupanj upale. Patohistoloske karakteristike preparata potvrdene su u suradnji sa
specijalistom patologije koji je bio zaslijepljen za pripadnost uzoraka odredenoj
eksperimentalnoj skupini.

Nadalje, svim skupinama miSeva tijekom kroni¢nog eksperimenta su prikupljeni uzorci
stolice, tzv. fekalni peleti, prije pocetka tretmana, nakon 12 tjedana tretmana BBN — om, te
nakon Zrtvovanja, a sadrzaj cekuma je prikupljen samo nakon Zrtvovanja, a za potrebe analize
mikrobiote.

Takoder, za svaki od genotipova, ukljucujuci i divlji tip miSeva, formirane su i kontrolne
skupine jednake dobi koje nisu primale nikakav tretman, ve¢ su konzumirale autoklaviranu
vodu 20 tjedana tj. tijekom trajanja kroni¢nog tretmana eksperimentalnih skupina. Nakon 20
tjedana ove grupe miseva su takoder zrtvovane te su im prikupljeni uzorci tkiva na jednak, gore

opisani nacin, kao i za eksperimentalne skupine.

3.2.2. Izolacija DNA iz uzoraka tkiva mi§jeg repa za potrebe genotipizacije

Tkivo mi§jeg repa je inkubirano preko no¢i na 55 °C u 100 uL pufera za lizu u kojeg je
dodana proteinaza K (20 mg/mL) u omjeru 1 : 200. Po zavrSetku inkubacije uzorke je potrebno
centrifugirati 30 sekundi na 13 000 g nakon ¢ega slijedi inaktivacija proteinaze K grijanjem na
95 °C 10 minuta. Izolirana DNA se nalazi u supernatantu nakon ponovne centrifuge uzoraka

30 sekundi na 13000 g.
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3.2.3. Genotipizacija

Genotipizacija svih Zivotinja napravljena je lancanom reakcijom polimeraze koriste¢i 1,5
uL DNA izolirane iz uzoraka misjih repova. U svaki uzorak DNA dodana je reakcijska smjesa
koja se sastojala od 9,4 ul molekularne H>O, 1,5 pul 10x pufera za PCR, 1,7 ul MgCl> (50 mM),
0,3 pul ANTP (40 mM), 0,5 pl po Tlr4 (10 uM) 1 Myd88 (10 uM) pocetnicama i 0,1 pl Taq
polimeraze, Cine¢i ukupni volumen reakcijske smjese 15 pl. PCR protokoli koristeni za
amplifikaciju navedenih gena prikazani su na slikama 8 1 9. Produkti dobiveni PCR reakcijom
vizualizirani suna 1.5 %-tnom agaroznom gelu nakon elektroforeze (90 V, 50 minuta). U svaku
jazicu na agaroznom gelu administrirano je 3 pl boje i 15 pl uzorka. Za odredivanje velicine
dobivenih produkata koristen je DNA biljeg (100 bp). O&ekivana veli¢ina produkta za Tlr4%°
zivotinje iznosi 427 bp, dok 7lr4 WT Zivotinje imaju veli¢inu produkta od 348 bp. Veli¢ina
PCR produkta za MydS88¥° miseve iznosi 520 bp, dok WT misevi pokazuju produkt veli¢ine
266 bp za gen Myd$§8.

a b
Stupnjevi (°C) Vrijeme Stupnjevi (°C) Vrijeme
95 2 min 95 2 min
95 30s 95 30s
é 53 45s § 62 45 s /-1°C po ciklusu
72 1 min 72 1 min
72 10 min 95 30s
3 {53 455
72 1 min
72 10 min

Slika 8. PCR protokol za genotipizaciju gena Tlr4 u a) WT i b) Tlr4%° Zivotinja.
min — minuta

s — sekunda
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Stupnjevi (°C) Vrijeme

94 2 min
94 30s

& | 61,5 35s
72 1 min
72 10 min

Slika 9. PCR protokol za genotipizaciju gena Myd88 u WT i MydS88¥° Zivotinja.
min — minuta

s — sekunda

3.2.4. Uklapanje tkiva u parafin

Uzorci tkiva mokraénog mjehura svih kori§tenih miSeva fiksirani su u 4 %-tnom PFA-
u 24 sata na 4 °C 1 uklopljeni u parafin slijede¢i navedeni protokol. Nakon fiksacije tkivo je
dehidrirano koriste¢i seriju rastucih postotaka etanola (svaki po 45 minuta, 75 %, 80 %, 90 %,
95 %, dva puta po 45 minuta 100 %), nakon ¢ega su uzorci isprani tri puta po 30 minuta u
ksilenu. Tkivo je dalje prociS¢eno od ksilena u parafinu 1 sat, prebaeno u drugi parafin sat
vremena 1 uklopljeno u tre€em parafinu. Parafinske kocke su zatim mikrotomom izrezane na 4
pm debele rezove, a rezovi tkiva su koriSteni za hemalaun-eozin bojenje i

imunofluorescencijsko bojenje.

3.2.5. Hemalaun-eozin bojenje 1 analiza

Deparafinizacija rezova tkiva mokra¢nog mjehura izvrSena je ispiranjem u ksilenu dva
puta po 15 minuta nakon ¢ega slijedi rehidracija uzoraka padaju¢im nizom otopina etanola (dva
puta 100 % 1 jedanput 95 % EtOH, svaki 1 minutu). Na uzorke je zatim apliciran hemalaun u
trajanju od 10 minuta, nakon ¢ega su rezovi isprani u vodi i tretirani eozin bojom, takoder 10
minuta. Uzorci su zatim isprani u vodi 1 dehidrirani rastu¢in nizom otopine etanola (95 %, 100
%, jednu minutu svaki, dva puta). Tkivo je zatim isprano dva puta po jednu minutu u ksilenu,
na uzorke je apliciran medij za pokrivanje i pokrovno stakalce. Uzorci su analizirani u svijetlom
polju koriste¢i Olympus BX43 mikroskop (Olympus, Japan) i NIS-Elements F program (Nikon
Corporation, Japan), u suradnji sa specijalistom patologije koji je bio zaslijepljen za identitet

uzoraka koje analizira.
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3.2.6. Imunofluorescencijsko bojenje 1 analiza

Deparafinizacija rezova tkiva mokra¢nog mjehura izvrSena je ispiranjem u ksilenu tri
puta po 5 minuta, nakon ¢ega slijedi rehidracija uzoraka padaju¢im nizom otopina etanola (100
%, 95 % 1 70 %, svaki 10 minuta). Uzorci se zatim ispiru u PBS-u pet minuta te je otkrivanje
antigena izvrSeno kuhanjem u EDTA puferu za otkrivanje antigena (pH = 8.0) u mikrovalnoj
pecici 12 minuta. Preparati su zatim ohladeni na sobnoj temperaturi 20 minuta i isprani u PBS-
u dva puta po 5 minuta. Preparate je zatim potrebno ocijediti, pobrisati 1 zaokruziti voStanom
olovkom (Daido Sangyo, Japan) oko rezova tkiva. Na uzorke je zatim aplicirana otopina za
blokiranje u trajanju od 30 minuta nakon ¢ega su uzorci inkubirani u otopini primarnih
protutijela preko no¢i u vlaznoj komori na 4 °C. Anti-clCas3 zecje (Asp 175, Cell Signaling
Technology, Danvers, MA, USA) i anti-PCNA misje (PC-10) (sc56, Santa Cruz Biotechnology,
Dallas, TX, USA) primarno protutijelo je razrijedeno u otopini za blokiranje u omjeru 1 : 100
zaclCas3 11 : 200 za PCNA. Nakon prekono¢ne inkubacije, preparati su isprani u PBS-u dva
puta po 5 minuta te su inkubirani dva sata u otopini sekundarnih protutijela i isprani tri puta po
pet minuta u PBS-u. Sekundarna protutijela Alexa fluor 488 (A21206, Invitrogen, Waltham,
MA, USA) i Alexa fluor 568 (A11004, Invitrogen, Waltham, MA, USA) razrijedena su u
otopini za blokiranje u omjeru 1 : 1000. Na uzorke se zatim nanosi DAPI (otopljen u PBS-uu
omjeru 1 : 1000) u trajanju od jedne minute, nakon ¢ega se uzorci ispiru u PBS-u, nanosi se
medij za pokrivanje i pokrovno stakalce. Pripremljeni obojeni rezovi tkiva analizirani su
fluorescentnom mikroskopijom koriste¢i Olympus BX43 mikroskop, NIS-Elements F (Nikon
Corporation, Japan) 1 Fiji (NIH, SAD) programe (272), nakon ¢ega su pohranjeni u mraku na
4 °C.

3.2.7. Izolacija mikrobne DNA iz uzoraka stolice, tzv. fekalnih peleta 1 sadrZaja cekuma

Ukupna DNA izolirana je pomoc¢u komercijalnog kita ,,DNeasy PowerSoil Pro Kit”
(Qiagen, Njemacka) prateci upute proizvodaca iz ukupno 84 uzorka fekalnih peleta i sadrzaja
cekuma, prikupljenih u tri vremenske toc¢ke (0, 12 1 20 tjedana tretmana BBN-om) tijekom
kroni¢nih eksprimenata na Myd88%°, Tir4*° i WT misevima. NanoDrop 1000
spektrofotometar je koriSten za odredivanje koliCine i ¢istoce izolirane DNA. Minimalni uvjeti

koji su morali biti zadovoljeni za sekvenciranje dobivenih DNA uzoraka su podrazumijevali
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kolic¢inu DNA vecu od 200 ng, koncentraciju ve¢u od 10 ng/uL te Cisto¢u od A260/280 izmedu
1,812.

3.2.8. 16S metagenomsko sekvenciranje

Postupak sekvenciranja uzoraka DNA izoliranih iz fekalnih peleta 1 sadrzaja cekuma
proveden je u kompaniji Novogene (Cambridge, UK) gdje je u sklopu pripreme uzoraka
provedena dodatna kontrola kvalitete uzoraka DNA, umnaZzanje bakterijske 16S V4 regije (300
bp) te priprema knjiznice odsjeCaka. Sami proces sekvencioniranja obavljen je metodom
uparenih krajeva (engl. paired-end sequenicing) koristec¢i Illumina NovaSeq 6000 platformu
(Illumina, SAD) nakon ¢ega je testirana kvaliteta dobivenih sekvenci koje ¢e se bioinfomaticki
analizirati. Dobivene sekvence su pohranjene u repozitoriju naziva ,,NCBI Sequence Read

Archive® pod brojem PRINA1119950.

3.2.9. Izolacija ukupne RNA

Ukupna RNA je izolirana iz po tri neinvazivna tumorska uzorka mokraénog mjehura iz
Myd88%° i WT skupina te iz njihova tri odgovaraju¢a uzorka netretiranih kontrola,
homogenizacijom uzoraka tkiva mokra¢nith mjehura u TRIzol reagensu na Minilys
homogenizatoru prema uputama proizvodaca. Nakon homogenizacije u uzorke je dodan
kloroform (200 uL na 1 mL TRIzol-a) koji dovodi do razdvajanja uzorka u tri faze. Gornja
prozirna faza koja sadrzi RNA prenesena je u nove tubice te je u uzorke dodan izopropanol koji
omogucuje precipitaciju RNA. RNA peleti su zatim isprani u 75 %-tnom alkoholu te otopljeni
u Zeljenom volumenu molekularne vode. NanoDrop 1000 spektrofotometar je koriSten za
odredivanje koli¢ine i ¢istoce, a gel elektroforeza i Agilent 5400 (RIN > 8) za odredivanje DNA

kontaminacije 1 kvalitete izolirane RNA.

3.2.10. Sekvenciranje glasnicke RNA (RNA-seq analiza)

Dio uzoraka RNA iz tkiva mokra¢nog mjehura poslan je u kompaniju Novogene
(Cambridge, UK) gdje je napravljeno procis¢avanje glasnicke RNA, sinteza komplementarne
DNA (cDNA), konstrukcija knjiznice odjeCaka, proces sekvencioniranja metodom uparenih

krajeva na Illumina NovaSeq 6000 platformi (Illumina, SAD) i kontrola kvalitete dobivenih
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sekvenci koje ¢e se bioinformaticki analizirati. Dobivene sekvence su pohranjene u repozitoriju

naziva ,,NCBI Sequence Read Archive* pod brojem PRINA1119950.

3.2.11. Izrada komplementarne DNA

Prema rezultatima RNA sekvenciranja, napravljene su i dodatne analize ekspresije gena
za §to je prvo potrebno sintetizirati komplementarnu DNA iz uzoraka RNA iz tkiva mokraé¢nog
mjehura. Za tu potrebu koriSten je ,,High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kits” (Applied
Biosystems, SAD) komercijalni kit prate¢i upute proizvodaca. Slika 10 prikazuje protokol

koriSten za izradu komplementarne DNA lan¢anom reakcijom polimeraze.

Stupnjevi (°C) Vrijeme
25 10 min
37 60 min
37 60 min
85 5 min

Slika 10. PCR protokol za izradu komplementarne DNA.

3.2.12. Kvantitativna lan¢ana reakcija polimerazom (qPCR)

Sintetizirana ¢cDNA koriStena je za analizu ekspresije gena pomocu kvantitativne
lan¢ane reakcije polimerazom koriste¢i pripremljenu reakcijsku smjesu ,,SsoAdvanced
Universal SYBR Green Supermix” (BioRad, SAD) na ,,CFX96 Touch Real-Time PCR
Detection System” uredaju prema uputama porizvodaCa. Sve reakcije su napravljene u
duplikatu, a kao kontrolni referentni gen koriSten je ribosomalni protein S23 (gen Rps23),
izabran nakon uvida u rezultate RNA sekvenciranja i pretraZivanja literature. Pocetnice
(Tablica 1) koje su koriStene u ovim reakcijama dizajnirane su pomocu ,,NCBI Primer-BLAST”

(NIH, SAD) javno dostupnog alata. Slika 11 prikazuje qPCR protokol.
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Slika 11. Protokol za provodenje kvantitativne lan¢ane reakcije polimerazom u svrhu analize

ekspresije gena.

3.2.13. Statisticke metode

Vizualizacija rezultata i statistiCka analiza provedeni su u programskom jeziku R, verzija
4.2.2. (273), 1 interaktivnom sucelju R programskog jezika pod nazivom RStudio (274). Za
usporedbu tjelesne mase miSeva kao 1 uzoraka Citavog mokra¢nog mjehura nakon zrtvovanja
u akutnom i kroni¢nom eksperimentu koristen je Man-Whitney U test. Fisherov test je koristen
za analizu kvalitativnih ordinalnih varijabli koje ukljucuju stupanj degenerativnih promjena u
akutnom eksperimentu te stupanj invazije tumora nakon kroni¢nog eksperimenta. Za analizu
kvalitativnih ordinalnih varijabli tipa i stupanj upale, u akutnom i kronicnom eksperimentu,
koristeni su Hi-kvadrat test 1 Fisherov test, dok je Hi-kvadrat test koriSten 1 za analizu
kvalitativnih ordinalnih varijabli u vidu prisutnosti fibroze 1 edema nakon akutne izloZenosti
BBN-u.

Sekvence dobivene 16S sekvenciranjem bioinformaticki su obradene koriste¢i Qiime?2
platformu (275). Platformi sam pristupila koristec¢i racunalni klaster ,,Isabella® (Sveuciliste u
Zagrebu, SveuciliSni racunski centar). Platforma je koriStena za provodenje ,,CiS¢enja*
sekvenci s Dada? programom (276), generiranje ASV tablice znacajki, dodjeljivanje
taksonomije (Silva 138), provodenje rarefakcije te izracunavanje mjera alfa i beta raznolikosti.
U mikrobiomskim istrazivanjima, pojmovi alfa 1 beta raznolikost koriste se za opisivanje
strukture 1 slozenosti mikrobnih zajednica. Alfa raznolikost odnosi se na raznolikost unutar
jednog uzorka ili okoliSa, odnosno mjeri koliko je mikrobiota u jednom uzorku bogata (broj
razliCitih vrsta) 1 koliko su te vrste ravnomjerno rasporedene. S druge strane, beta raznolikost

procjenjuje razlike u sastavu mikrobiote izmedu razliitith uzoraka, odnosno pomaze u
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razumijevanju koliko su dvije (ili viSe) mikrobnih zajednica sli¢ne ili razlicite (277). Razlike u
mjerama alfa raznolikosti (engl. Observed features, Faith PD, Shannon) testirane su Kruskal-
Wallisovim testom, dok su razlike izmedu mjera beta raznolikosti (engl. Bray-Currtis, wighted-
UniFrac) analizirane Permanova testom. Ve¢ina dobivenih rezultata vizualizirana je putem
platforme Qiime2 View, dok su rezultati analize beta raznolikosti vizualizirani koriste¢i PCoA
Emperor grafove (278). Za diferencijalnu analizu razlike u zastupljenosti taksona koristen je
ANCOM-BC2 test (279).

Program za poravnavanje Hisat2 v2.0.5 (280) koriSten je za mapiranje sekvenci
dobivenih mRNA sekvenciranjem na referentni genom miSa (engl. Genome Assembly
GRCm39 GCA _000001635.9). Kvantifikacija broja odsjeCaka mapiranih na svaki gen
provedena je pomocu algoritma FeatureCounts v1.5.0-p3 (281). Razine ekspresije gena su
izrazene kao FPKM (engl. fragments per kilobase of transcript sequence per million base pairs
sequenced). DESeq2 v1.40.2 (282) program koriSten je za analizu diferencijalne ekspresije
gena koriste¢i preporucene zadane parametre. Pragovi za definiranje diferencijalno
eksprimiranih gena (DEG) postavljeni su kao P vrijednost < 0,05 i [log> FC (engl. fold change)|
> 1tj FC > 2. Program mMCP-counter (engl. The Murine Microenvironment Cell Population
counter) (283), unutar R paketa ,,immunedeconv* (284), koriSten je za procjenu zastupljenosti
profila imunoloskih stanica u uzorcima Myd88%° i WT tumora te u netretiranim kontrolnim
uzorcima mokra¢nog mjehura.

Kruskal-Wallis test s pripadaju¢im post-hoc Dunn testom koriSten je za analizu
podataka dobivenih imunofluorescencijom, to¢nije za usporedbu ekspresije clCas3 i PCNA
izmedu Myd88%° i WT tumora mokraénog mjehura, kao i za analizu podataka vezanih uz
upalni profil, dobivenih koriste¢i mMCP-counter program.

Za potrebe analize qPCR rezultata eksperije gena Mmpl3 u tumorskim uzorcima
koriSten je Man-Whitney U test. Razlicito eksprimiranim genima smatrat ¢e se oni koji imaju
znacajnost manju od 0,05 te su viSe od dva puta manje ili viSe eksprimirani u testnoj skupini u
odnosu na kontrolnu skupinu tj. kojima apsolutna vrijednost FC iznosi vise od 2.

StatistiCka znacajnost za sve testove je postavljena na P <0,05.
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4. REZULTATI



4.1. Potvrda genotipa 7Tilr4 i Myd88 knock-out (KO) eksperimentalnih Zivotinja
metodom lancane reakcije polimerazom

Sve eksperimentalne Zivotinje su potvrdno genotipizirane nakon zrtvovanja metodom
lan¢ane reakcije polimerazom. Slike 12, 13 1 14 prikazuju primjere gel elektroforeze produkata

genotipizacije za TIr4%°, Myd88¥° i kontrolne miseve divljeg tipa.

348 -—-----------

100 bp ) J

marker ! | Neg
Tlr4%0 WT <

Slika 12. Reprezentativni primjer gel elektroforeze produkata genotipizacije gena 7/r4 u
pokusnih miseva divljeg tipa. 1z uzoraka izolirane DNA WT miSeva prikazuju se samo PCR
produkti veli¢ine 348 parova baza. Tir4-gen za receptor slican Toll-u 4; KO — engl. knock-out;

WT — divlji tip (engl. wild-type); bp — parovi baza; Neg Ctrl — negativna kontrola

427 L

100 bp| J\ JNeg

marker Y I Ctrl
Tlr4%° WT

Slika 13. Reprezentativni primjer gel elektroforeze produkata genotipizacije gena 7/r4 u
pokusnih miSeva s nefunkcionalnim genom 77r4 (tzv. knock-out miSevi). 1z uzoraka izolirane
DNA TIr4%° miseva prikazuju se samo PCR produkti veli¢ine 427 parova baza. Tlr4 — gen za
receptor sli¢an Toll-u 4; KO — engl. knock-out; WT — divlji tip (engl. wild-type); bp — parovi

baza; Neg Ctrl — negativna kontrola
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266 SRS B
100 bp | J \ J
marker Y Y

Myd88%° WT

Slika 14. Reprezentativni primjer gel elektroforeze produkata genotipizacije gena MydS88§ u
pokusnih miSeva divljeg tipa te u onih kod kojih je gen Myd88 nefunkcionalan (tzv. knock-out

8%0 migeva prikazuju se samo PCR produkti veli¢ine

miSevi). Iz uzoraka izolirane DNA Myd§
520 parova baza, dok se za uzorke Myd88 WT miSeva prikazuju samo PCR produkti veli¢ine
266 parova baza. Myd88 — gen za mijeloidni diferencijacijski faktor 88; KO — engl. knock-out;

WT — divlji tip (engl. wild-type); bp — parovi baza.

4.2. Usporedba tjelesne mase miSeva nakon provedenog akutnog i kroni¢nog tretmana
BBN-om

Prilikom zrtvovanja izmjerena je tjelesna masa eksperimentalnim Zivotinjama nakon
akutnog i kroni¢nog eksperimenta BBN-om. Potrebno je istaknuti kako je 13 od 21 Tlr4%° miga
1 10 od 17 WT kontrola izmjerena tjelesna masa nakon provedenog akutnog tretmana, dok je
nakon kroni¢nog eksperimenta tjelesna masa izmjerena 6 Tlr4%° misa te 9 WT kontrola. Svim
Myd88%° misevima i pripadajuéim WT kontrolama je izmjerena tjelesna masa.

4KO

Nakon provedenog akutnog eksperimenta masa 77r4"" miSeva bila je znac¢ajno veca u

odnosu na WT miseve (Man-Withney U test, P = 0,012) (Slika 15a), dok se masa Myd88%°
miSeva nije razlikovala u odnosu na kontrolnu skupinu miseva (Man-Withney U test, P =
0,223) (Slika 15b).

Nakon kroni¢nog eksperimenta masa Tlr4%°

odnosu na WT miseve (Man-Withney U test, P=0,953) (Slika 15¢), dok je masa WT kontrolnih

miSeva nije se znacajno razlikovala u

Zivotinja bila znacajno veéa u odnosu na Myd88%° miseve (Man-Withney U test, P = 0,027)

(Slika 15d).
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Slika 15. Usporedba tjelesne mase izmedu a) 7/r4%° i WT miSeva nakon akutnog eksperimenta,
b) Myd88¥° i WT miseva nakon akutnog eksperimenta, c) TIr4%° i WT miSeva nakon

kroni¢nog eksperimenta, d) Myd88<°

1 WT miSeva nakon kroni¢nog eksperimenta.
Tlr4 — gen za receptor sli¢an Toll-u 4; Myd88 — gen za mijeloidni diferencijacijski faktor 88;

KO —engl. knock-out; WT — divlji tip (engl. wild-type); g — gram.

4.3. Usporedba masa mokracnih mjehura nakon provedenog akutnog i kroni¢nog
tretmana BBN-om

Prilikom Zrtvovanja izmjerene su mase odstranjenih cjelovitih mokra¢nih mjehura
(bez urina) eksperimentalnih Zivotinja nakon akutnog i kroni¢nog tretmana BBN-om. Razlike
u masi mokraénih mjehura izmedu T/r4%° i WT skupina nakon akutnog eksperimenta nisu
uocene (Man-Withney U test, P = 0,049) (Slika 16a), kao ni razlike izmedu Myd88%° i WT
skupina (Man-Withney U test, P = 0,413) (Slika 16b). Mase mokra¢nih mjehura T/r4%°
miSeva su bile znacajno vece u odnosu na mase mokra¢nih mjehura iz WT skupine nakon
kroni¢nog eksperimenta (Man-Withney U test, P = 0,031) (Slika 16¢), dok se mase
mokraénih mjehura Myd88X° miseva nisu razlikovale u odnosu na mase mokraénih mjehura
iz WT skupine, takoder nakon kroni¢nog eksperimenta (Man-Withney U test, P = 0,417)
(Slika 16d).
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Slika 16. Usporedba masa mokraénih mjehura (bez urina) izmedu a) 7/r4%° i WT miSeva nakon

8KO

akutnog eksperimenta, b) Myd88¥° i WT miseva nakon akutnog eksperimenta, ¢) T/r4%° i WT

miseva nakon kroni¢nog eksperimenta, d) Myd88*° i WT miSeva nakon kroni¢nog
eksperimenta. 7/r4 — gen za receptor sliCan Toll-u 4; Myd88 — gen za mijeloidni
diferencijacijski faktor 88; KO — engl. knock-out; WT — divlji tip (engl. wild-type); mg —

miligram.
4.4. Patohistoloska analiza tkiva mokra¢nog mjehura nakon izloZzenosti BBN-u

Patohistoloska analiza tkiva mokra¢nog mjehura provedena je nakon akutnih 1
kroni¢nih tretmana BBN-om na divljem tipu (WT), Myd88X° i Tlr4%° miSevima, kao i na
njihovim odgovaraju¢im kontrolnim skupinama koje nisu bile podvrgnute tretmanu (Slika 7 1
Slika 17). Uzorci iz akutnih pokusa analizirani su na prisutnost fibroznih promjena i edema,
tipa 1 stupnja upale te prisutnost degenerativnih promjena epitela (stadiji 0 — 3) ili odsutnost
navedenih karakteristika. Na uzorcima tkiva mokra¢nih mjehura iz kroni¢nih tretmana takoder
je analizirana prisutnost, tj. tip i stupanj upale te su tumori izazvani kroni¢nim tretmanom
histoloski klasificirani kao invazivni (I) ako su stanice raka pronadene u subepitelnom
vezivnom tkivu, s ili bez invazije miSica, ili kao neinvazivni (NI), §to znac¢i da maligne stanice
nisu prosSle kroz bazalnu membranu. Kontrolne skupine koje nisu bile tretirane BBN-om

pokazale su normalna histoloska svojstva (Slika 17).
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Slika 17. Bojenje tkiva mokraénog mjehura hematoksilinom i eozinom (H&E) u TIr4%°,
Myd88%° i WT skupinama nakon akutnog i kroni¢nog tretmana BBN-om. Poveéanje
histolo8kih slika iznosi 4%, a povecanje histoloskih isjecaka 40x. WT — divlji tip (engl. wild-
type); Tlr4 — gen za receptor slican Toll-u 4; Myd88 — gen za mijeloidni diferencijacijski faktor
88; KO — engl. knock-out; NI — neinvazivni TMM; I — invazivni TMM.

(Preuzeto i prilagodeno prema: Knezovi¢ D, Mili¢ Roje B, Vilovi¢ K, Frankovi¢ L, Korac-Prlic
J, Terzi¢ J. MyD88 Signaling Accompanied by Microbiota Changes Supports Urinary Bladder
Carcinogenesis. Int J Mol Sci. 2024;25:7176. Licenca: CC BY 4.0.)

Histoloska analiza uzoraka nakon akutnih pokusa nije otkrila razlike u zastupljenosti
fibroze, edema te tipa i stupnja upale izmedu T/r4%° (Tablica 2) i MydS88¥° (Tablica 3) miseva
u usporedbi s WT kontrolnom skupinom. Fibroza i edem su bili zastupljeni u svim uzorcima
tkiva nakon akutnih tretmana, kao i upala, u vecini slucajeva fokalnog tipa, osim u jednom
uzorku iz MydS88¥© skupine. Stupnjevanje upale provedeno je kroz 4 razine, pri ¢emu je nula
oznacCavala odsutnost upale, jedan blagu fokalnu upalu, dva umjerenu fokalnu upalu, a tri

izrazenu fokalnu upalu.
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Tablica 2. Usporedba prisutnosti fibroze, edema, tipa i stupnja upale u uzorcima mokra¢nih

mjehura izmedu T/r4%° i WT skupine nakon akutnog tretmana BBN-om

. Fibroza Edem Tip upale Stupanj upale
Skupina N
DA NE DA NE Fokalna Difuzna 0 1 2 3
WT 17 17 0 17 0 17 0 0 10 3 4
Tlr4%0 21 21 0 21 0 21 0 0 6 11 4
pP* 0,516 0,516 0,516 0,076

*Hi-kvadrat test koriSten je za usporedbu prisutnosti fibroze, edema i tipa upale, a Fisherov test

za usporedbu stupnja upale izmedu skupina.

Tablica 3. Usporedba prisutnosti fibroze, edema, tipa i stupnja upale u uzorcima mokra¢nih

mjehura izmedu MydS88*° i WT skupine nakon akutnog tretmana BBN-om

. Fibroza Edem Tip upale Stupanj upale
Skupina N
DA NE DA NE Fokalna Difuzna 0 1 2 3
WT 11 11 0 11 0 11 0 0 7 3 1
Myd8s¥° 13 13 0 13 0 12 1 0 10 3 0
P* 1 1 1 0,805

*Hi-kvadrat test koriSten je za usporedbu prisutnosti fibroze i edema, a Fisherov test za

usporedbu tipa i stupnja upale izmedu skupina.

Stupnjevanje degenerativnih promjena epitela takoder je provedeno kroz 4 razine, pri
¢emu je nula oznacavala odsutnost degenerativnih promjena, jedan blago izraZene, dva
umjereno izrazene te tri vrlo izraZene degenerativne promjene epitela. Iako su svi miSevi iz
Myd88%° skupine imali degenerativne promjene, uglavnom stadija 3, nije pronadena razlika u

stupnju degenerativnih promjena izmedu Myd88%©

1 WT kontrolne skupine (Fisherov test, P =
0,717) (Slika 18b), kao ni razlika u stupnju degenerativnih promjena izmedu T/r4%° i WT

skupine (Fisherov test, P = 0,455) (Slika 18a).
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Slika 18. Prevalencija stadija degenerativnih promjena u epitelu mokra¢nog mjehura nakon
akutnog eksperimenta izmedu a) T/r4%° i b) Myd88%° miseva u odnosu na WT kontrolnu
skupinu. 7/r4 — gen za receptor slican Toll-u 4; Myd88 — gen za mijeloidni diferencijacijski
faktor 88; KO — engl. knock-out; WT — divlji tip (engl. wild-type); n — broj eksperimentalnih
miSeva po skupini.

(Preuzeto i prilagodeno prema: Knezovi¢ D, Mili¢ Roje B, Vilovi¢ K, Frankovi¢ L, Korac-Prlic
J, Terzi¢ J. MyD88 Signaling Accompanied by Microbiota Changes Supports Urinary Bladder
Carcinogenesis. Int J Mol Sci. 2024;25:7176. Licenca: CC BY 4.0.)

U uzorcima tkiva mokra¢nih mjehura iz kroni¢nih tretmana BBN-om nisu pronadene
razlike izmedu T/r4%° i WT miSeva u vidu invazivnosti TMM-a, pri ¢emu su obje skupine
uglavnom razvile invazivne tumore (Fisherov test, P = 0,374) (Slika 19a). S druge strane,
Myd88%° skupina razvila je prvenstveno neinvazivne TMM-a, pretezno karcinom in situ (CIS)
(n=15) i displaziju (n = 4), §to je znacajno razli¢ito od WT skupine (Fisherov test, P = 0,009),

kod koje su dominantno zastupljeni invazivni tumori (Slika 19b).
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Slika 19. Prevalencija razvoja neinvazivnih i invazivnih tumora mokra¢nog mjehura nakon
kroni¢nog eksperimenta izmedu a) TIr4%° i b) Myd88%° miseva u odnosu na WT kontrolnu
skupinu. 7/r4 — gen za receptor slic¢an Toll-u 4; Myd88 — gen za mijeloidni diferencijacijski
faktor 88; KO — engl. knock-out; WT — divlji tip (engl. wild-type); n — broj eksperimentalnih
miseva po skupini; NI — neinvazivni TMM; I — invazivni TMM.

(Preuzeto i prilagodeno prema: Knezovi¢ D, Mili¢ Roje B, Vilovi¢ K, Frankovi¢ L, Korac-Prlic
J, Terzi¢ J. MyD88 Signaling Accompanied by Microbiota Changes Supports Urinary Bladder
Carcinogenesis. Int J Mol Sci. 2024;25:7176. Licenca: CC BY 4.0.)

S obzirom na prevladavanje neinvazivnih tumora u Myd88X° skupini, provedena je i

histoloSka analiza tipa i stupnja upale usporeduju¢i KO i WT uzorke. Nisu zabiljeZene znaajne

8KO

razlike tipa i stupnja upale izmedu Myd88™> 1 WT uzoraka nakon kroni¢nog tretmana (Tablica

4KO

4), kao ni izmedu T/r4*” miseva i WT kontrolne skupine (Tablica 4).
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Tablica 4. Usporedba prisutnosti tipa i stupnja upale u uzorcima mokra¢nih mjehura izmedu

TIr4%0 i Myd88¥© skupina u odnosu na WT skupinu nakon kroni¢nog tretmana BBN-om

Skupina N Tip upale Stupanj upale
Fokalna Difuzna 0 1 o) 3
WT 22 22 0 0 20 2 0
Tlr4%0 16 15 1 0 11 5 0
P* 0,421 0.421
WT 26 25 1 0 23 3 0
Myd88k° 15 15 0 0 15 0 0
> ! 0,287

*Fisherov test
4.5. Promjene u raznolikosti mikrobiote tijekom razvoja tumora mokra¢nog mjehura

Kako bi se procijenila dinami¢nost promjene mikrobiote tijekom razvoja tumora u
kroni¢nom eksperimentu, provedena je 16S metagenomska analiza uzoraka DNA izoliranih iz
uzoraka stolice tj. fekalnih peleta miSeva iz TIr4%°, MydS8*° i WT skupina, prije pocetka
tretmana, nakon 12 tjedana tretmana BBN-om te nakon zavrsetka tretmana od 20 tjedana. Po
zavrSetku kroni¢nog tretmana analizirani su i uzorci fekalnog sadrzaja cekuma, uzeti nakon

zrtvovanje (Slika 20).
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Slika 20. Shematski prikaz uzorkovanja fekalnih peleta i sadrzaja cekuma miseva iz T/r4%°,
Myd88%° i WT skupina tijekom kroni¢nog eksperimenta (izradeno pomoéu BioRender-a). H.O
— autoklavirana voda za pice.

(Preuzeto i prilagodeno prema: Knezovi¢ D, Mili¢ Roje B, Vilovi¢ K, Frankovi¢ L, Korac-Prlic
J, Terzi¢ J. MyD88 Signaling Accompanied by Microbiota Changes Supports Urinary Bladder
Carcinogenesis. Int J Mol Sci. 2024;25:7176. Licenca: CC BY 4.0.)

Ukupno 84 uzorka generirala su 6 563 005 fragmenata sekvenci (engl. tags), s prosjecno
78 131 fragmentom po uzorku. Ti fragmenti sekvenci pripisani su varijantama amplikonskih
sekvenci (ASV), to¢nije njih 2 584. Slike 21 i 22 prikazuju relativnu zastupljenost dominantnih
bakterijskih filogenetskih koljena i obitelji. Filogenetska koljena Firmicutes 1 Bacteroidota
predstavljala su viSe od 90% zabiljezenih koljena po uzorku (Slika 21), dok su Muribaculaceae,
Lachnospiraceae, Erysipelotrichaceae, Lactobacillaceae 1 Oscillospiraceae bile pet

najzastupljenijih bakterijskih obitelji u svim uzorcima (Slika 22).
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Slika 21. Dinamika relativne zastupljenosti crijevnih dominantnih bakterijskih filogenetskih
koljena tijekom kroni¢nog eksperimenta, u ovisnosti o genotipu i vremenskim tockama
prikupljanja uzoraka fecesa (fekalni peleti i sadrzaj cekuma).

(Preuzeto i prilagodeno prema: Knezovi¢ D, Mili¢ Roje B, Vilovi¢ K, Frankovi¢ L, Korac-Prlic
J, Terzi¢ J. MyD88 Signaling Accompanied by Microbiota Changes Supports Urinary Bladder
Carcinogenesis. Int J Mol Sci. 2024;25:7176. Licenca: CC BY 4.0.)
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Slika 22. Dinamika relativne zastupljenosti crijevnih dominantnih bakterijskih filogenetskih
obitelji tijekom kroni¢nog eksperimenta, u ovisnosti o genotipu i vremenskim tockama
prikupljanja uzoraka fecesa (fekalni peleti i sadrzaj cekuma).

(Preuzeto i prilagodeno prema: Knezovi¢ D, Mili¢ Roje B, Vilovi¢ K, Frankovi¢ L, Korac-Prlic
J, Terzi¢ J. MyD88 Signaling Accompanied by Microbiota Changes Supports Urinary Bladder
Carcinogenesis. Int J Mol Sci. 2024;25:7176. Licenca: CC BY 4.0.)

Slika 23 prikazuje relativnu zastupljenost dominantnih bakterijskih rodova, u ovisnosti
o genotipu 1 vremenskim tockama prikupljanja uzoraka fecesa tijekom kroni¢nog tretmana.
Rod Muribaculaceae bio je najzastupljeniji, dok je rod Faecalibaculum pokazao trend rasta

unutar skupine Myd88%° miseva tijekom kroni¢nog eksperimenta.
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Slika 23. Dinamika relativne zastupljenosti crijevnih dominantnih bakterijskih filogenetskih
rodova tijekom kroni¢nog eksperimenta, u ovisnosti o genotipu i vremenskim tockama
prikupljanja uzoraka fecesa (fekalni peleti i sadrzaj cekuma).

(Preuzeto i prilagodeno prema: Knezovi¢ D, Mili¢ Roje B, Vilovi¢ K, Frankovi¢ L, Korac-Prlic
J, Terzi¢ J. MyD88 Signaling Accompanied by Microbiota Changes Supports Urinary Bladder
Carcinogenesis. Int J Mol Sci. 2024;25:7176. Licenca: CC BY 4.0.)

Prije tretmana BBN-om, izmedu ispitivanih genotipskih skupina nije bilo znacajnih
razlika u mjerama alfa raznolikosti, uzimaju¢i u obzir bogatstvo uzorka (engl. Observed
features) (P> 0,074) (Slika 24a), filogenetsku komponentu (engl. Faith PD) (P> 0,728) (Slika
24b) i raznolikost (engl. Shannon index) (P > 0,063) (Slika 24c), premda je Myd88¥° skupina
imala najnizu vrijednost sve tri mjere alfa raznolikosti. Ocekivano, vrijednosti mjera alfa
raznolikosti bile su niZe nakon 12 tjedana tretmana BBN-om, dok su se nakon sljedec¢ih 8
tjedana, bez tretmana BBN-om, djelomi¢no oporavile ili ostale nepromijenjene. Iako
zamijecéene, opisane oscilacije nisu bile statisti¢ki zna¢ajne (P > 0,05). Iznimno, u Myd88¥°
skupini zabiljezen je grani¢no znacajan pad vrijednosti mjere Observed features 1 Shannonova
indeksa (P = 0,045) od pocetka do kraja kroni¢nog eksperimenta. Takoder, mjere Observed
features i Shannon indeks su bile znacajno nize u Myd88%° skupini u odnosu na WT skupinu
nakon 20 tjedana tretmana (P < 0,01), dok je mjera Faith PD bila grani¢no niza u Myd88<°
skupini u odnosu na WT skupinu (P = 0,049). U uzorcima sadrzaja crijeva sakupljenim iz
cekuma na kraju eksperimenta, rezultati su pokazali smanjenje Shannon indeksa u skupini

Myd88%° miseva u usporedbi s WT skupinom (P < 0,01).
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Slika 24. Mjere alfa raznolikosti crijevne mikrobiote u ovisnosti o genotipu i vremenskim
tockama prikupljanja uzoraka fecesa (fekalni peleti i sadrzaj cekuma): a) Observed features, b)
Faith_PD, i c) Shannon index. * — P <0,05, ** — P <0,01, tj. — tjedni.

(Preuzeto i prilagodeno prema: Knezovi¢ D, Mili¢ Roje B, Vilovi¢ K, Frankovi¢ L, Korac-Prlic
J, Terzi¢ J. MyD88 Signaling Accompanied by Microbiota Changes Supports Urinary Bladder
Carcinogenesis. Int J Mol Sci. 2024;25:7176. Licenca: CC BY 4.0.)

Usporedba mjera beta raznolikosti medu skupinama analizirana je pomocu Bray-Curtis
udaljenosti (Slika 25) i Weighted UniFrac metode (Slika 26). Bray-Curtis PCoA grafovi
pokazuju da se uzorci iz WT, Tlr4%° i Myd88¥° skupina znacajno grupiraju unutar skupine,
odnosno u svim vremenskim tockama kroni¢nog eksperimenta su razdvojeni prema razlikama
u bogatstvu i1 raznolikosti koje mjera Bray-Curtis analizira. Analizom ove mjere je vidljivo
kako Myd88X° skupina, kroz cijeli kroni¢ni tretman ima zna¢ajno najnize vrijednosti (Slika

25).
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Slika 25. Bray-Curtis mjera beta raznolikosti crijevne mikrobiote u ovisnosti o genotipu i
vremenskim to¢kama prikupljanja uzoraka fecesa (fekalni peleti i sadrzaj cekuma).

(Preuzeto 1 prilagodeno prema: Knezovi¢ D, Mili¢ Roje B, Vilovi¢ K, Frankovi¢ L, Korac-
Prlic J, Terzi¢ J. MyD88 Signaling Accompanied by Microbiota Changes Supports Urinary
Bladder Carcinogenesis. Int J Mol Sci. 2024;25:7176. Licenca: CC BY 4.0.)

Weighted UniFrac mjera beta raznolikosti, koja uzima u obzir i filogenetsku raznolikost,
takoder je pokazala statisti¢ki znacajno grupiranje unutar skupina, iako opisane segregacije na

PCoA grafovima nisu bile sasvim ocite (Slika 26).
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Slika 26. Weighted UniFrac mjera beta raznolikosti crijevne mikrobiote u ovisnosti o genotipu
1 vremenskim to¢kama prikupljanja uzoraka fecesa (fekalni peleti 1 sadrzaj cekuma). * — P <
0,05, ** — P <0,01.

(Preuzeto i prilagodeno prema: Knezovi¢ D, Mili¢ Roje B, Vilovi¢ K, Frankovi¢ L, Korac-Prlic
J, Terzi¢ J. MyD88 Signaling Accompanied by Microbiota Changes Supports Urinary Bladder
Carcinogenesis. Int J Mol Sci. 2024;25:7176. Licenca: CC BY 4.0.)
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Za analizu razlika u zastupljenosti taksona izmedu skupina u razliCitim vremenskim
tockama kroni¢nog eksperimenta koriSten je ANCOM-BC?2 test. Prije BBN tretmana tj. prije
pocetka eksperimenta, Myd88%° skupina je imala vise od 17 puta (P < 0,001), a TIr4%° skupina
viSe od 20 puta (P < 0,001) veéu zastupljenost roda Hungatella u usporedbi s WT skupinom
(Slika 27). Slijede rodovi Anaerostipes s pove¢anjem zastupljenosti vise od 12 puta (P <0,001)
1 Akkermansia sa zastupljenos¢u viSom od 5 puta (P < 0,001) u KO skupinama u odnosu na
WT skupinu. Rodovi Muribaculum i Desulfovibrio bili su manje zastupljeni u KO skupinama

u odnosu na WT miSeve za vise od Cetiri puta (P < 0,001) (Slika 27).

Yaniella 1.93 0 0
Neklasificiran_50 0 0
Sporosarcina 24 1.64 0
Roseburia 0 1.07 0
Pseudogracilibacillus 254 16 0
Parasutterella 1.26 1.21 0 log(FC)
NK4A214 grupa 0 0
Muribaculum 0 . 5
Monoglobus 0 0
Lachnospiraceae FCS020 grupa 0 L
Jeotgalicoccus . 0
Hungatella 0
Gastranaerophilales 0 . 25
Enterococcus 0
Desulfovibrio 0
Coriobacteriaceae_ UCG-002 0
Atopostipes 2.3 2.16 0
Anaerostipes 0
Akkermansia 2.76 245 0
A2 0 0
Myd88¥° — WT Tir4%0 < WT Tlr4%° — Myd88¥°

Slika 27. ANCOM-BC?2 diferencijalna analiza razlika u zastupljenosti bakterijskih rodova
izmedu Myd88¥°, Tir4%° i WT skupina, iz uzoraka fekalnih peleta, prije pocetka tretmana
BBN-om. FC — engl. fold change.

(Preuzeto 1 prilagodeno prema: Knezovi¢ D, Mili¢ Roje B, Vilovi¢ K, Frankovi¢ L, Korac-Prlic
J, Terzi¢ J. MyD88 Signaling Accompanied by Microbiota Changes Supports Urinary Bladder
Carcinogenesis. Int J Mol Sci. 2024;25:7176. Licenca: CC BY 4.0.)
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Nakon 12 tjedana tretmana BBN-om, razlike izmedu skupina na razini roda bile su

manje izraZene i uglavnom prisutne u Myd88<°

skupini. Rodovi Muribaculum i Desulfovibrio
ostali su manje zastupljeni u KO skupinama, iako su opazene razlike bile manje izrazene (P <
0,001) (Slika 28a). Na razini vrste, vise taksona bilo je manje zastupljeno u Myd88%° skupini

u odnosu na WT, no vecina njih nije do sada kultivirana. Vrste vezane uz rod Faecalibaculum

bile su 17 puta zastupljenije u Myd88%° misevima u usporedbi s WT skupinom (P < 0,001)
(Slika 28b).
a) b)
NK4A4214_grupa 0 0 a
Neklasificiran_13 0
Neklasificiran_1 122 0 0
Muribaculum o £ log(zFC) Neklasificiran_Muribaculaceae 0 14
n 1 Neklasificiran_46 0 0 1o8FO
Desulfovibrio o L 0 Neklasificiran_171 0 125 . i
- A Neklasificiran_146 097 038 25
Anaerotruncus 0 12 2 Neklasificiran_3 0 0 0
Lachbospiraceae bakterija_2 107 0 095 I 5
A2 i i Dorea_sp. 116 0 0 7
Clostridium_sp. 0 0
Myd8§¥© —» WT Tird%® o WT  TIr4%© o« Myd§sk® Genus: UCG-005 0
Genus: Faecalibaculum 0 0
Genus: A2 0

Myd88KC — WT  Tird%C o WT  TirdX0 — Myd8sk®

Slika 28. ANCOM-BC?2 diferencijalna analiza razlika u zastupljenosti bakterijskih a) rodova i
b) vrsta izmedu MydS88*°, TIr4%° i WT skupina, iz uzoraka fekalnih peleta, nakon 12-tjednog
tretmana BBN-om. FC — engl. fold change.

(Preuzeto 1 prilagodeno prema: Knezovi¢ D, Mili¢ Roje B, Vilovi¢ K, Frankovi¢ L, Korac-
Prlic J, Terzi¢ J. MyD88 Signaling Accompanied by Microbiota Changes Supports Urinary
Bladder Carcinogenesis. Int J Mol Sci. 2024;25:7176. Licenca: CC BY 4.0.)

Na kraju eksperimenta tj. nakon 12 tjedana tretmana BBN-om i 8 tjedana tretmana vodom,
uzorci fekalnih peleta 1 fekalnog sadrzaja cekuma prikupljeni su i analizirani. Rod
Faecalibaculum ostao je znacajno zastupljeniji u Myd88%° skupini u usporedbi s WT
miSevima, tri puta viSe u uzorcima fekalnh peleta (P < 0,001) (Slika 29a) 1 gotovo Cetiri puta

viSe u uzorcima iz cekuma (P < 0,001) (Slika 29b).
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a) b)

Neklasificiran_s0 139 0 0
Neklasificiran_41 0 131 181 i
Tuzzerella 0 472 0 Ruminococcaceae 0 0
Turicil -0.89 143 0
0 0 147
Staphylococcus 0 181 log(FC)
Rubrobacter 0 0 Peptococcus 0 0 | | 4
Peptococcus 0 118 0 log(FC) 2
-1 076 176 - 1
Paludicola 162 141 0 :2 0
Marvinbryantia i 0 e Lachnospiraceae_FCS020_grupa 0 119 ) . 1
Neklasificiran_XIII_UCG-001 -1.56 0 0 = ~ 2
i 166 0.7 0
-1.05 165 0 2
124
lium_sensu 0. g i 415:; 1 -1é5 . iy Faecalibaculum 197 155 0
s Saccharimonas | 0 |DONNUSSIONNNNN g5 |
ro 0 134 114
0 0 142 MydSS<© + WT  Tirf<° s WT  T1r4<0 o Myd88<®
0 163 183
Anaerotruncus -1.04 0 083
Acetatifactor 0 -1.12 -0.99
[Eubacterium]_siraeum_grupa
1.3 0 122

Myd88<0 - WT  Tird“0 o WT  Tird<O > Myd8sko

Slika 29. ANCOM-BC? diferencijalna analiza razlika u zastupljenosti bakterijskih rodova iz
uzoraka a) fekalnih peleta i b) sadrzaja cekuma izmedu Myd88%°, Tir4%° i WT skupina nakon
zavrsetka 20-tjednog kroni¢nog tretmana BBN-om. FC — engl. fold change.

(Preuzeto i prilagodeno prema: Knezovi¢ D, Mili¢ Roje B, Vilovi¢ K, Frankovi¢ L, Korac-Prlic
J, Terzi¢ J. MyD88 Signaling Accompanied by Microbiota Changes Supports Urinary Bladder
Carcinogenesis. Int J Mol Sci. 2024;25:7176. Licenca: CC BY 4.0.)

Daljnja analiza uzoraka fekalnih peleta iz MydS8¥© skupine tijekom vremenskih to¢aka
pokazala je konzistentan obrazac, slican prikazu u taksonomskoj distribuciji (Slika 23),
potvrdujudi ranije uoc¢ene promjene u zastupljenosti roda Faecalibaculum. Konkretno, ovaj rod
postao je 5 puta zastupljeniji u Myd88%° skupini nakon 12-tjednog tretmana BBN-om, u
usporedbi sa raznoliko$¢u uzoraka iz iste skupine prije tretmana, dok je do kraja 20. tjedna
njegova zastupljenost porasla ¢ak 14 puta u usporedbi sa stanjem prije pocetka tretmana (P <
0,001) (Slika 30). Rod Staphylococcus pokazao je pad zastupljenosti, gotovo 5 puta nakon
tretmana BBN-om (P < 0,001) te 14 puta na kraju eksperimenta (P < 0,001) u usporedbi sa
zastupljenoéu ovog roda prije tretmana u Myd88¥© skupini (Slika 30).
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Neklasificiran_3 M
Neklasificiran_1 0
Neklasificiran_2 0 0
Neklasificiran_Muribaculaceae 188 0 0
Neklasificiran_46 0 24
Neklasificiran_184 183 169 0 log(FC)
Neklasificiran_155 0 0 | 205
Neklasificiran_146 0 224 178 . o
Neklasificiran_141 0 23 0 2
Neklasificiran_140 0 12 0
Neklasificiran_114 17 157 0 0
Species: Dorea_sp. 0 5
Species: Clostridiales bakterija_1 . i

0
Staphylococcus 0
Jeotgalicoccus 0
Faecalibaculum 0
Enterorhabdus 0
Clostridium_senso_stricto 1 0 0 177
A2 0 138 0
Tannerellaceae 0 205 0

12 tjedana < 0 tjedana 20 tjedana < 0 tjedana 12 tjedana < 20 tjedana

Slika 30. ANCOM-BC2 diferencijalna analiza razlika u zastupljenosti bakterijskih rodova
izmedu vremenskih toc¢aka prikupljanja uzoraka fekalnih peleta u kroni¢nom tretmanu BBN-
om u skupini Myd88¥°. FC — engl. fold change.

(Preuzeto i prilagodeno prema: Knezovi¢ D, Mili¢ Roje B, Vilovi¢ K, Frankovi¢ L, Korac-Prlic
J, Terzi¢ J. MyD88 Signaling Accompanied by Microbiota Changes Supports Urinary Bladder
Carcinogenesis. Int J Mol Sci. 2024;25:7176. Licenca: CC BY 4.0.)

4.6. Razlike u ekspresiji gena izmedu Myd88X° i miSeva divljeg tipa u fizioloskim
uvjetima i tijekom razvoja tumora mokraénog mjehura

S obzirom na ¢&injenicu da su Myd88%° misevi imali manje invazivnih tumora
mokraénog mijehura, bilo je zanimljivo prouditi transkripcijske profile Myd88%° i WT
neinvazivnih (NI) tumorskih uzoraka, zajedno s njihovim netretiranim (NT) kontrolama.
Analiza glavnih komponenti (PCA) (Slika 31a) pokazala je jasno razdvajanje uzoraka NI
tumora i NT tkiva mokraénog mjehura. Dok se NT uzorci tkiva izmedu Myd88%° i WT skupina
nisu grupirali, uzorci tumorskog tkiva Myd88%° i WT skupina su se jasno razdvojili tj. grupirali
unutar iste skupine. Takoder, neinvazivni tumori iz WT skupine su pokazali znakove
heterogenosti. Slika 31b prikazuje broj jedinstveno izrazenih gena, kao i broj gena

eksprimiranih u obje, medusobno usporedene skupine.
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a) b)

Myd88%° WT WT NI Myd88%° NI
[ )
e 418 13577 297 808 13553 437
]
”e | Skupina
S Myd88*%° NI
g o Myd8SK0
S ® WT NI
= WT
Myd88%° Myd88¥%° NI WT NI WT
604 13391 599 1042 13319 555
®

PC1 (41.54%)

Slika 31. PCA graf (a) prikazuje medusobno grupiranje netretiranih uzoraka Myd88<° i WT
skupina, kao i medusobno razdvajanje Myd88%° NI i WT NI grupa medusobno, ali i u odnosu
na netretirane uzorke (Myd88%° i WT). Vennovi dijagrami (b) prikazuju broj gena izazenih
isklju¢ivo u pojedinoj skupini te broj gena koji su izrazeni u obje usporedene skupine. NI —
neinvazivni.

(Preuzeto 1 prilagodeno prema: Knezovi¢ D, Mili¢ Roje B, Vilovi¢ K, Frankovi¢ L, Korac-
Prlic J, Terzi¢ J. MyD88 Signaling Accompanied by Microbiota Changes Supports Urinary
Bladder Carcinogenesis. Int J Mol Sci. 2024;25:7176. Licenca: CC BY 4.0.)

U tkivu mokraénog mjehura koje nije bilo tretirano BBN-om, samo je 25 gena bilo
razli¢ito izraZzeno izmedu testiranih skupina, a viSe od polovice njih su bili manje izrazeni u
Myd88¥° skupini u odnosu na WT (Slika 32a). Geni za metalotionein 1 i 2 (Mtl i Mt2), koji
Stite od oksidativnog stresa i karcinogeneze, Cetiri su (P < 0,001), odnosno pet puta (P =0,015)
vise izrazeni u Myd88%° skupini u odnosu na WT skupinu (Slika 32 a i b). Gen angiopoietin-
like 4 (Angptl4), koji sudjeluje u sprjeCavanju metastaza, takoder je tri puta viSe izrazen u

netretiranim uzorcima mokraénog mjehura Myd88%° miseva (P < 0,001) (Slika 32 ai b).
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Slika 32. Heatmap graf (a) prikazuje statisticki znacajno razli¢ito eksprimirane gene izmedu

netretiranih uzoraka mokra¢nih mjehura skupina Myd88*° i WT (rangirano prema log>(FC)

vrijednosti). Volcano graf (b) prikazuje statisticki znacajno razli¢ito eksprimirane gene izmedu

netretiranih uzoraka mokraénih mjehura skupina Myd88%°

1 WT (rangirano prema prilagodenoj
P vrijednosti). FC — engl. fold change, padj — prilagodena P vrijednost.

(Preuzeto i prilagodeno prema: Knezovi¢ D, Mili¢ Roje B, Vilovi¢ K, Frankovi¢ L, Korac-Prlic
J, Terzi¢ J. MyD88 Signaling Accompanied by Microbiota Changes Supports Urinary Bladder

Carcinogenesis. Int J Mol Sci. 2024;25:7176. Licenca: CC BY 4.0.)

Prilikom usporedbe Myd88%° i WT neinvazivnih tumorskih uzoraka, pronadeno je 454
razli¢ito eksprimirana gena, pri ¢emu je veéina njih bila manje izrazena u Myd88%° skupini
(Slika 33a). Za istaknuti je gen nuklearnog receptora subfamilije 4, grupa A ¢lan 1 (Nr4al),
koji ima ulogu u induciranju apoptoze te je bio Cetiri puta manje izraZen u Myd885° misevima
u usporedbi s WT netretiranim tkivom mokraénog mjehura (P < 0,001) (Slika 33 a i b).
Medutim, nakon indukcije tumora tretmanom BBN-om, ovaj gen postaje pet puta viSe izrazen
u Myd88*° misevima u usporedbi s WT skupinom (P < 0,001) (Slika 33 a i b). Uz Nr4al,
nekoliko znadajno vise izrazenih gena u MydS88¥° skupini bili su pseudogeni o kojima se nista
ne zna, §to trenutno onemogucava interpretaciju njihove potencijalne uloge u suprimiranju ili
poticanju tumorigeneze (Slika 33 a i b). Medu genima koji su bili manje izrazeni u Myd88¥©
skupini NI tumora, istice se gen za kemokin C-X-C motiv ligand 17 (Cxcl17), koji podrzava
tumorogenezu poticanjem angiogeneze. Ovaj gen je bio 21 put manje izrazen u Myd88<° NI
tumorskim uzorcima u usporedbi s WT skupinom (P < 0,001) (Slika 33 a i1 b). Drugi izrazito
manje eksprimirani geni, poput Myhl (P < 0,001), Myll (P < 0,001) i Mylpf (P < 0,001),
povezani su s procesima kontrakcije miSi¢na (Slika 33 a1 b, Tablica D1). Za istaknuti je kako

navedeni geni, koji pridonose misi¢nim kontrakcijama te su bili manje izrazeni u Myd88%° NI
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tumorskim uzorcima u odnosu na WT NI tumorske uzorke, kada se usporeduju tumorski uzorci
s netretiranim kontrolama, viSe su eksprimirani samo u WT tumorskim uzorcima u odnosu na
odgovaraju¢e NT kontrole (P < 0,001), dok razlika u njihovoj ekspresiji izmedu Myd88¥° NI
tumorskih i NT kontrolnih uzoraka nije uocena (Tablica D2). Gen za matriks metaloproteinazu
13 (Mmp13), odgovoran za razgradnju izvanstanicnog matriksa i1 invaziju tumorskih stanica,
takoder je tri puta manje izrazen u MydSS¥°

tumorskim uzorcima (P = 0.005) (Tablica D1).

NI tumorskoj skupini u usporedbi s WT NI
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Slika 33. Heatmap graf (a) prikazuje statisticki najznacajnije razliito eksprimirane gene
izmedu neinvazivnih tumora mokra¢nih mjehura skupina Myd88%° i WT (rangirano prema
log2(FC) vrijednosti). Volcano graf (b) prikazuje statisticki najznacajnije razli¢ito eksprimirane
gene izmedu neinvazivnih tumora mokraénih mjehura skupina MydS8*° i WT (rangirano
prema prilagodenoj P vrijednosti). NI — neinvazivni, FC — engl. fold change, padj — prilagodena
P vrijednost.

(Preuzeto i prilagodeno prema: Knezovi¢ D, Mili¢ Roje B, Vilovi¢ K, Frankovi¢ L, Korac-Prlic
J, Terzi¢ J. MyD88 Signaling Accompanied by Microbiota Changes Supports Urinary Bladder
Carcinogenesis. Int J Mol Sci. 2024;25:7176. Licenca: CC BY 4.0.)

Usporedba NI tumorskog tkiva s netretiranim uzorcima mokra¢nog mjehura rezultirala je
detekcijom razli¢ito izraZenih gena, od kojih je veéina bila vise eksprimirana u Myd88%©° (Slika
34) 1 WT (Slika 35) NI tumorskim skupinama u odnosu na pripadajuce netretirane uzorke.
Vecina razli¢ito (viSe ili manje) eksprimiranih gena bila je prisutna u obje skupine, Myd88¥° i
WT (Slika 34 i 35). Gen za kolagen tip VII alfa 1 lanac (Col7al), poznat po svojoj ulozi u

poticanju neoplazije, bio je zna¢ajno vise eksprimiran, vise od 8 puta u Myd88¥° (Slika 34 a i

72



b) (P <0,001), odnosno vise od 15 putau WT (P <0,001) tumorskim uzorcima (Slika 35 a1b)
u usporedbi s netretiranim kontrolama. S druge strane, gen Col7al bio je dva puta manje
izrazen u Myd88%° NI tumorskim uzorcima u usporedbi s WT NI tumorskim uzorcima, $to je
statisticki bio granian, odnosno nije statisti¢ki znacajan rezultat, iako bioloski potencijalno

ima odredenu ulogu.
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Slika 34. Heatmap graf (a) prikazuje statisticki najznacajnije razli¢ito eksprimirane gene
izmedu neinvazivnih tumora i netretiranih mokraénih mjehura u skupini Myd88%° miseva
(rangirano prema logx(FC) vrijednosti). Volcano graf (b) prikazuje statisticki najznacajnije
razli¢ito eksprimirane gene izmedu neinvazivnih tumora i netretiranih mokra¢nih mjehura u
skupini Myd88%° miseva (rangirano prema prilagodenoj P vrijednosti). NI — neinvazivni, FC
—engl. fold change, padj — prilagodena P vrijednost.

(Preuzeto 1 prilagodeno prema: Knezovi¢ D, Mili¢ Roje B, Vilovi¢ K, Frankovi¢ L, Korac-Prlic
J, Terzi¢ J. MyD88 Signaling Accompanied by Microbiota Changes Supports Urinary Bladder
Carcinogenesis. Int J Mol Sci. 2024;25:7176. Licenca: CC BY 4.0.)
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Slika 35. Heatmap graf (a) prikazuje statisticki najznacajnije razliito eksprimirane gene
izmedu neinvazivnih tumora i netretiranih mokraé¢nih mjehura u skupini WT miSeva (rangirano
prema log2(FC) vrijednosti). Volcano graf (b) prikazuje statisticki najznacajnije razlicito
eksprimirane gene izmedu neinvazivnih tumora i netretiranih mokra¢nih mjehura u skupini WT
miseva (rangirano prema prilagodenoj P vrijednosti). NI — neinvazivni, FC — engl. fold change,
padj — prilagodena P vrijednost.

(Preuzeto i prilagodeno prema: Knezovi¢ D, Mili¢ Roje B, Vilovi¢ K, Frankovi¢ L, Korac-Prlic
J, Terzi¢ J. MyD88 Signaling Accompanied by Microbiota Changes Supports Urinary Bladder
Carcinogenesis. Int J Mol Sci. 2024;25:7176. Licenca: CC BY 4.0.)

Takoder, KEGG (engl. Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) analiza je pokazala
kako su gotovo svi geni povezani sa stanicnim procesima objedinjenima kroz tzv.
,ribosomskim put" manje izraZeni u Myd88*° NI tumorskim uzorcima u usporedbi s WT NI
tumorima (P < 0,001) (Slika 36a) i Myd88%° netretiranim kontrolama (P < 0,001) (Slika 36b).

lako geni koji kodiraju za ribosomske proteine pojedinacno nisu bili znacajno manje
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eksprimirani (manje od dva puta) (Tablica D3), ako se analiziraju sveobuhvatno, uzrokuju

znacajnu promjenu u Myd88%° NI tumorima.

a
) \ Aktivirani | Suprimirani | Broj gena

Ribosom ‘ : -

Oksidativna fosforilacijaJ [©) 1 [ X
5 ®

Autofagija @
Metabolizam glutatioua-‘ ‘ @® P vrijednost

Metabolizam ksenobiotika posredovan citokromom P450 4 | < | j:
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03 04 05 06 03 04 05 06

Omjer gena

Slika 36. Najrelevantniji znacajno aktivirani i suprimirani KEGG putevi usporedujuéi a)
neinvazivne tumore mokraénih mjehura izmedu MydS88¥° i WT skupine i b) netretirane uzorke
mokraénih mjehura izmedu Myd88X° i WT skupine. Veli¢ina to¢aka predstavlja broj gena
povezanih s odredenim KEGG putem, a boja to¢aka oznacava razinu znacajnosti.

(Preuzeto 1 prilagodeno prema: Knezovi¢ D, Mili¢ Roje B, Vilovi¢ K, Frankovi¢ L, Korac-Prlic
J, Terzi¢ J. MyD88 Signaling Accompanied by Microbiota Changes Supports Urinary Bladder
Carcinogenesis. Int J Mol Sci. 2024;25:7176. Licenca: CC BY 4.0.)

Analiziraju¢i podatke dobivene sekvenciranjem, procijenjen je i1 upalni odgovor.
Program mMCP-counter, koristen za analizu indeksa zastupljenosti imunoloskih stanica, nije
pokazao razlike izmedu tumorskih i netretiranih uzoraka mokra¢nog mjehura Myd88%° i WT
miseva (P = 0,392) (Slika 37), §to upucuje na to da upalni odgovori u navedenim tkivima nisu
bili klju¢ni faktor u razli¢itoj dinamici razvoja invazivnih TMM-a izmedu Myd88%° i WT

skupina.
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Slika 37. Procjena indeksa zastupljenosti imunoloSkih stanica izmedu NI tumorskih 1
netretiranih uzoraka mokraénog mjehura Myd88%° i WT skupina, koriste¢i Murine
Microenvironment Cell Population counter (mMCP-counter) program. NI — neinvazivni.
(Preuzeto i prilagodeno prema: Knezovi¢ D, Mili¢ Roje B, Vilovi¢ K, Frankovi¢ L, Korac-Prlic
J, Terzi¢ J. MyD88 Signaling Accompanied by Microbiota Changes Supports Urinary Bladder
Carcinogenesis. Int J Mol Sci. 2024;25:7176. Licenca: CC BY 4.0.)

4.7. Analiza proliferacijskog i apoptotskog markera u tumorima mokra¢nog mjehura
Myd88%° miseva

Kako bi se okarakterizirala invazivnost, proliferacija i status apoptoze izmedu Myd88%°
1 WT tumora, koriSteni su proliferacijski nuklearni antigen (PCNA) i aktivirana kaspaza 3
(clCas3) kao odgovaraju¢i markeri (Slika 38). Nakon nasumicnog odabira tri vidna polja
visokog povecéanja (40x) po uzorku, koja predstavljaju neinvazivne (NI) i invazivne (I) tumore,
podaci su analizirani kao postotak clCas3 1 PCNA pozitivnih stanica u odnosu na prosjecni broj
stanica epitela. Rezultati su pokazali da nema znacajnih razlika izmedu Myd88%° i WT skupina

u pogledu apoptoze (P = 0,579) ni proliferacije (P = 0,475).
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WT NI Myd88%° NI Myd88%° 1

Slika 38. Ekspresija clCas3 i PCNA u uzorcima tumora Myd88%° i WT skupina prikazana

DAPI

clCas3

PCNA

Zdruzeno

imunofluorescencijskih bojenjem (40x poveéanje). DAPI - stani¢ne jezgre su obojene plavom
bojom; NI - neinvazivni; [ — invazivni.

(Preuzeto i prilagodeno prema: Knezovi¢ D, Mili¢ Roje B, Vilovi¢ K, Frankovi¢ L, Korac-Prlic
J, Terzi¢ J. MyD88 Signaling Accompanied by Microbiota Changes Supports Urinary Bladder
Carcinogenesis. Int J Mol Sci. 2024;25:7176. Licenca: CC BY 4.0.)

Zatim smo nastavili istraZivati potencijal migracije tumorskih stanica i remodeliranje
izvanstani¢nog matriksa. U tu svrhu, svi NI i I uzorci iz Myd88%° i WT skupina iz kroni¢nog
eksperimenta te njihove tri netretirane kontrole po skupini, testirani su na ekspresiju gena
Mmp13 qPCR metodom (Slika 39). Dobiveni rezultati pokazali su kako je osnovna ekspresija
gena Mmpl3 u Myd88¥© netretiranoj skupini veca u usporedbi s tumorskim uzorcima iz
Myd88%° skupine (P = 0,022). Iako je postojala tendencija da invazivni tumori izrazavaju vise
gena Mmpl3 nego neinvazivni u obje skupine, rezultati nisu bili statisticki znacajni.

8KO

Usporeduju¢i Myd88™~ 1 WT misSeve, otkrivena je razlika kada su se analizirali NI i I tumori

zajedno, pri ¢emu su WT uzorci pokazali ve¢u ekspresiju gena Mmpl13 (P < 0,001).
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Slika 39. Ekspresija gena Mmp13 u uzorcima neinvazivnih i invazivnih tumora iz Myd88%° i
WT skupina te u odgovaraju¢im netretiranim kontrolama. Crvena linija oznafava pocetnu
tocku na kojoj nema promjene. FC — engl. fold change, NI — neinvazivni, I — invazivni, * p <
0,05, *** p <0,001.

(Preuzeto i prilagodeno prema: Knezovi¢ D, Mili¢ Roje B, Vilovi¢ K, Frankovi¢ L, Korac-Prlic
J, Terzi¢ J. MyD88 Signaling Accompanied by Microbiota Changes Supports Urinary Bladder
Carcinogenesis. Int J Mol Sci. 2024;25:7176. Licenca: CC BY 4.0.)
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5. RASPRAVA



Provedeno istrazivanje pokazalo je kako miSevi bez funkcionalnog gena Myd§8
razvijaju manje invazivne tumore mokra¢nog mjehura. MYDS8 je kljucni signalni prijenosnik
od vecine receptora slicnih Toll-u, te je odgovoran za regulaciju stanicnog odgovora na
mikroorganizme (285). Tradicionalno se smatralo da su mokraéni mjehur i urin sterilni, no
otkri¢e urinarne mikrobiote je to opovrgnulo (286). Od tada je porastao broj istrazivanja
usmjerenih na razumijevanje uloge mikrobiote u razvoju tumora mokraénog mjehura
(142,190). S obzirom na sve jasniji utjecaj mikrobiote na nastanak tumora mokra¢nog mjehura,
potrebno je provesti mehanisticke studije analizirajéi razvoj tumora u kontekstu
nefunkcionalnih mikrobioloSkih receptora i njihovih signalnih prijenosnika, kako bi se
razjasnili podleze¢i mehanizmi i time omogucio razvoj i unaprjedenje preventivnih,
dijagnostickih i terapijskih opcija. U tom kontekstu, klju¢nu ulogu imaju receptor TLR4, koji
prepoznaje lipopolisaharide Gram-negativnih bakterija, i njegova signalna molekula MYD88
(287). Kako bismo istrazili njihov utjecaj na razvoj TMM-a, miSevi s nefunkcionalnim TLR4
i MyD88 proteinima (7Ir4%° i Myd88%°) bili su izlozeni BBN-u tj. poznatom karcinogenu

mokra¢nog mjehura kroz 2 ili 20 tjedana.

5.1. Utjecaj receptora TLR4 i signalne molekule MYDS88 na razvoj tumora mokrac¢nog
mjehura

Suprotno ocekivanjima, miSevi s nefunkcionalnim receptorom TLR4 nisu pokazali
znacajne razlike u odgovoru na karcinogen BBN u usporedbi s miSevima divljeg tipa, i to ni
nakon akutne ni kroni¢ne izlozenosti. To¢nije, histoloSka analiza uzoraka nakon akutnih pokusa
nije otkrila razlike u zastupljenosti fibroze, edema te tipa i stupnja upale izmedu TIr4%° i
Myd88%° miseva u usporedbi s WT kontrolnom skupinom, a nakon kroni¢nog pokusa takoder

nisu zabiljeZene razlike u stupnju invazije tumora izmedu T/r4%°

1 WT miSeva, odnosno obje
skupine su uglavnom razvile invazivne tumore. Za razliku od toga, misevi s nefunkcionalnom
signalnom molekulom MYDS88 imali su znatno nizu ucestalost razvoja invazivnih tumora
mokra¢nog mjehura u odnosu na miseve divljeg tipa. Dosadasnja istrazivanja ve¢ su istaknula
vaznost gena Myd88 u razvoju razliCitih vrsta raka, pri ¢emu je veéina protumorigenih
aktivnosti povezana s mutacijama koje intenziviraju njegovu funkciju (285,288-291). Protein
MYD8S regulira klju¢ne aspekte progresije tumora, ukljucujuéi rast, invaziju, metabolizam i
izbjegavanje imunoloskog odgovora, a takoder aktivira i Ras onkogeni put, koji je povezan s

razvojem TMM-a (290,292,293). Uloga signalne molekule MYD88 u nastanku tumora

mokraénog mjehura do sada nije izravno istrazena, iako su zabiljeZene mutacije gena MYDSS
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kod oboljelih (294). Sun 1 sur. su pokazali utjecaj osi circCEP128/miR-145-5p/MYD88 na
poticanje progresije TMM-a. Toc¢nije, prekomjerni izrazaj circCE28 u TMM-u dovodi do
naknadnog smanjenja miR-145-5p i poveéanja MYDS8S8 izrazaja i signalizacije (295). S
obzirom da se MYDS88 signalizacija povezuje s progresijom vise vrsta tumora, njezino
utiSavanje bi potencijalno moglo posluziti kao jedna od opcija u kompleksnim terapijskim
protokolima. UtiSavanje MYDS88 signalne molekule u stanicama SW480 (stanice
adenokarcinoma debelog crijeva) i HCT116 (stanice raka debelog crijeva) ometa signalni put
MYDS88/NF-kB/AP-1 i znacajno inhibira rast i invaziju stanica raka. Ovi rezultati sugeriraju
da aktivacija MYDS88 ima vaznu ulogu u razvoju kolorektalnog karcinoma te bi mogla posluziti
kao novi potencijalni biomarker ili terapijski cilj za ovaj oblik raka (233,296). Osim
imunomodulacijskih uc¢inaka, MYDS88 sudjeluje i u jaCanju otpornosti tumorskih stanica na
terapiju. Inhibicija vezanja izmedu CacyBP i MYD88 moze smanjiti izlu¢ivanje fraktalkina
(CX3CL1), cime se smanjuje regrutacija makrofaga povezanih s tumorom (TAM) u tumorski
terapiju usmjerenu na PD-1 (297). Takoder, molekularne metode usmjerene na blokadu
MYDS88 signalizacije za inhibiciju MDSC uspjes$no su ogranicile rast tumora pluca i jajnika
kod miSeva (244). S obzirom na navedeno, ciljano utiSavanje MYD88 signalnog puta sve vise
se prepoznaje kao vrijedan alat u razvoju personaliziranih antitumorskih strategija. Jo§ uvijek
je mnogo studija usmjerenih na inhibiciju MY D88 signalizacije u predklinickoj fazi, budu¢i da
prepreke u razvoju ucinkovitih lijekova u smislu bioraspoloZivosti 1 farmakokinetike 1 dalje

predstavljaju fokus istrazivanja (250).

5.2. Dinamika promjene raznolikosti crijevne mikrobiote tijekom razvoja tumora
mokraénog mjehura

Budu¢i da eksperimentalni modeli nisu imali funkcionalni receptor za interakciju s
mikrobiotom TLR4 i kljuénu signalnu molekulu MYDS88, za ocekivati su bile promjene u
raznolikosti mikrobiote te posljedi¢no utjecaj na razvoj tumora. Sve je vise dokaza koji upucuju
na to da mikrobiota ima slozenu i zna¢ajnu ulogu u razvoju tumora mokraénog mjehura (122).
Poremecaji u raznolikosti i zastupljenosti mikrobiote mogu poticati tumorigenezu kroz razlicite
bioloSke mehanizme, ukljuuju¢i kroni¢nu upalu, genotoksi¢nost, modulaciju imunoloskog
odgovora te promjene u metabolizmu. Detaljnije razumijevanje interakcija izmedu mikrobiote
1 domacina pruza znacajan uvid u temeljne mehanizme razvoja tumora mokraénog mjehura te

moze pridonijeti razvoju novih metoda ranog otkrivanja, prevencije i lijeCenja TMM-a
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(110,123-126). Osim S§to moze predstavljati izvor potencijalno patogenih cCimbenika,
mikrobiota moze djelovati 1 kao modulator obrambenih mehanizama unutar razli¢itih tkiva pa
tako 1 mokra¢nog mjehura (298,299). U Zivotinja koje nisu imale funkcionalnu signalnu
molekulu MYD8S zabiljezena je najmanja raznolikost mikrobiote, a taj trend je ostao prisutan
1 tijekom razvoja tumora. Ova smanjena raznolikost mikrobiote potencijalno je mogla utjecati
na gene osjetljive na kolonizaciju, poput Angptl4, gena koji ima ulogu u sprijeCavanju
metastaza (300,301), a koji je bio tri puta viSe zastupljen u zdravom tkivu mokra¢nog mjehura
Myd88%° miseva u odnosu na WT skupinu. Za istaknuti je takoder poveéana prisutnost

8%° miseva koja je zabiljezena nakon izlaganja

bakterija iz roda Faecalibaculum u Myd$§
karcinogenu te je takav trend nastavljen i tijekom cijelog trajanja kronicnog eksperimenta. Ovaj
rod sadrzi bakterije koje proizvode butirat, kratkolan¢anu masnu kiselinu (SCFA) s
antitumorskim svojstvima, koja se prvenstveno stvara u debelom crijevu kroz mikrobnu
fermentaciju prehrambenih vlakana (302,303). Biokemijski, butirat sluzi kao glavni izvor
energije za kolonocite putem mitohondrijske B-oksidacije, podrzavajuéi integritet sluznice i
funkciju barijere, te djeluje sustavno nakon apsorpcije (304). Ve¢ je poznat po svojoj ulozi u
inhibiciji razvoja raka debelog crijeva (305), dojke (306) i mokraénog mjehura (307), gdje
djeluje kao inhibitor histonske deacetilaze, poti€e apoptozu te smanjuje proliferaciju i
migraciju stanica raka (308). Ovi epigenetski ucinci poti¢u zaustavljanje stanicnog ciklusa u
Go/G1 fazi, inducirajuci p21 te suprimirajuci cikline 1 CDK-ove, a takoder induciraju i apoptozu
kroz unutarnje (generiranje mitohondrijskih reaktivnih kisikovih spojeva, poremecaj ravnoteze
Bax/Bcl-2, oslobadanje citokroma c, aktivacija kaspaza 9 i1 3) i vanjske puteve (povecana
ekspresija receptora smrti/Fas-TRAIL). Butirat takoder ometa viSe onkogenih signalnih
kaskada, ukljucujué¢i NF-«B, STAT3, HIF-la, VEGF i1 ERK/MAPK, ¢ime suprimira
angiogenezu, invaziju i1 metastaze (309-312). S imunoloskog aspekta, butirat potice
diferencijaciju regulatornih limfocita T 1 sekreciju IL10, smanjuje broj mijeloidnih
supresorskih stanica te pojacava aktivnost citotoksi¢nih CD8* limfocita T 1 stanica prirodnihi
ubojica, ukljucujuéi signalizaciju ovisnu o ID2 i IL12, ¢ime se oblikuje antitumorski
mikrookoli§ (313-315). Njegov utjecaj na tumor mokra¢nog mjehura do sada je pokazan na
stani¢nim linijjama i misjim modelima (307,308,316,317). Natrijev butirat smanjuje migraciju
humanih stanica tumora mokraénog mjehura, inducira apoptozu posredovanu reaktivnim
kisikovim spojevima te potice AMPK-mTOR ovisnu autofagiju putem povecanog izrazaja
miR-139-5p 1 supresije Bmi-1 (308,316). Pove¢ava kemosenzitivnost humanih stanica tumora
mokraénog mjehura na agense poput cisplatine, mitomicina C i adriamicina putem smanjenja

ekspresije Bcl-2 1 aktivacije kaspaze 3 (316,317). Probioticki proizvoda¢ butirata,
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Butyricicoccus pullicaecorum, poti¢e ekspresiju receptora za SCFA GPR43 i GPRI109B,
transportera masnih kiselina FABP4 te tumorskih supresora poput BLCAP u urotelim
stanicama, $to dovodi do zaustavljanja stani¢nog ciklusa i apoptoze u in vitro i in vivo

modelima (317).

5.3. Usporedba genske ekspresije u zdravom i tumorskom tkivu izmedu Myd88%° i WT
skupine miSeva

U netretiranom mokraénom mjehuru Myd88%©

miSeva uocen je porast ekspresije gena
MtI 1 Mt2 koji su poznati po svojoj ulozi u neutralizaciji slobodnih radikala, detoksifikaciji
teskih metala i prevenciji oksidativnog ostec¢enja DNA. Ovi nalazi podupiru njihovu ulogu u
prevenciji karcinogeneze, kako je opisano u ranijim radovima koji ukazuju da je gubitak
funkcije metalotioneina povezan s pove¢anom osjetljivoS¢u na karcinogene (318). Takoder,
gen Angptl4, koji se povezuje sa sposobnosti da sprijeci metastatsko Sirenje tumora regulacijom
vaskularne propusnosti i1 integriteta epitelne barijere, bio je znacajno viSe eksprimiran u
Myd88¥0 netretiranim uzorcima, §to je potencijalno moglo utjecati na manju invazivnost
tumora u ovoj skupini (319-322). S druge strane, gen Nr4al, koji posreduje proapoptotske
signale 1 Cesto djeluje kao tumor supresor, u netretiranim uzorcima bio je Cetiri puta manje

8KO

izrazen u Myd$8 skupini u odnosu na WT. Medutim, nakon indukcije tumora BBN-om,

ekspresija Nr4al znatno se poveéala u Myd88<©

miSeva. Ulogu gena Nr4al u induciranju
apoptoze 1 inhibiciji tumorske progresije potvrdile su studije u razli¢itim tumorima, ukljucujuci
1 u tumoru mokraénog mjehura (323,324). Nadalje, gen Cxcl/I7, poznat po svojim angiogenim
1 imunomodulatornim svojstvima, bio je ¢ak 21 put manje eksprimiran u tumorskim uzorcima
Myd88%° miseva u usporedbi s WT skupinom. CXCL17, osim §to poti¢e angiogenezu, takoder
moze pridonijeti stvaranju imunosupresivnog mikrookruzenja, ¢ime se promice rast tumora.
Njegova inhibicija sve se ¢eSce istrazuje kao potencijalna antitumorska strategija (325-328).
Za izdvojiti je 1 gen Mmpl3, koji sudjeluje u razgradnji izvanstani¢nog matriksa i time
omogucuje invaziju tumorskih stanica, ¢ija je ekspresija bila znaajno smanjena u tumorskim

uzorcima Myd88¥©

skupine, a §to je u korelaciji s nalazima o smanjenoj invazivnosti ovih
tumora (329). Uloga gena Mmp13 u patogenezi tumora je detaljno opisana u idu¢em odjeljku
poglavlja rasprave. Takoder, geni poput Myhl, Myll 1 Mylpf, koji su povezani s miSi¢nom
kontraktilno$¢u 1 Cesto se pojavljuju u visoko invazivnim fenotipovima tumorara (330,331),
pokazali su smanjenu ekspresiju u MydS88X° tumorima, $to dodatno potvrduje antitumorski

uc¢inak izostanka MYDSS8 signalizacije. Jos jedan gen &ija je ekspresija upola niza u Myd88<°
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skupini u odnosu na WT tumore je Col7al, a povezan je s remodeliranjem izvanstani¢nog
matriksa 1 poticanjem razvoja neoplazija (332-335).

Zakljucno, ovi podaci upucuju na to da izostanak MYDS88 signalizacije dovodi do
smanjene ekspresije gena povezanih s invazijom, angiogenezom i translacijom. Zastitni profil
nizeg genskog izrazaja gena Mt1, Mt2, Cxcll7, Mmp13, Myhl, Myll i Col7al te viseg izrazaja

gena Angptl4 i Nr4a, primijecen u Myd88¥©

miseva, mogao bi sinergijski djelovati u suzbijanju
razvoja i progresije tumora mokra¢nog mjehura. MYDS8S bi se, u tom smislu, mogao razmatrati
kao terapijska meta, posebno u kombinaciji s imunoterapijom, dok bi neki od navedenih gena
potencijalno mogli sluziti kao biomarkeri invazivnosti i prediktivni pokazatelji odgovora na

lijecenje.

5.4. Analiza proliferacijskog i apoptotskog profila te markera razgradnje izvanstani¢nog
matriksa tumora mokra¢nog mjehura u Myd88%° modelu

Budu¢i da u Myd88%° skupini, koja je razvila manje invazivne tumore, nisu uodene razlike
u ekspresiji proliferacijskog markera PCNA i apoptotickog markera clCas3 u odnosu na WT
skupinu, analiziran je 1 potencijal migracije tj invazivnosti stanica TMM -a putem ispitivanja
markera razgradnje izvanstani¢nog matriksa. Rezultati RNA sekvenciranja pokazali su
smanjenu ekspresiju gena Mmp3 u neinvazivnim tumorima Myd88%° miseva u usporedbi s
divljim tipom. Dodatne qPCR analize potvrdile su viSu ekspresiju gena Mmpl3 u tumorima
WT miSeva kada se neinvazivni i invazivni tumori analiziraju kao jedna skupina. Veca
osjetljivost RNA sekvenciranja u odnosu na qPCR metodu (336,337) i moguce manji broj
uzoraka od optimalnog za provodenje qPCR analize mogli bi biti razlozi manjim razlikama u
dobivenim rezultatima izmedu ove dvije metode. Ovaj gen kodira kolagenazu tj. matriks
metaloproteinazu 13 koja je odgovorna za proteoliti€¢ku razgradnju sastavnica izvanstanicnog
matriksa. MMP13 pokazuje izraZzenu aktivnost prema kolagenu tipa II, ali takoder mozZe
razgradivati 1 kolagen tipa I 1 IIl, kao 1 druge komponente izvanstani¢énog matriksa. Ova
kolagenaza ima klju¢nu fizioloSku ulogu u procesima kao Sto su razvoj skeleta, zacjeljivanje
rana, resorpcija kosti te dinamicko remodeliranje tkiva. Medutim, disregulacija ekspresije gena
MMP13 moze doprinijeti razvoju razli€itih patoloSkih stanja, pri ¢emu se osobito isticu maligni
tumori 1 degenerativne bolesti zglobova (338). Svojim proteolitickim djelovanjem na bazalnu
membranu i stromu, MMP13 omogucuje invaziju tumorskih stanica u okolno tkivo te njihovo
Sirenje putem krvnih i limfnih Zila, ¢ime aktivno sudjeluje u procesima metastaziranja i

progresije bolesti (329). Prekomjerna ekspresija gena MMP13 je opazena u razliitim vrstama
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tumora, kao $to su karcinom dojke, pluc¢a, koze i kolorektalni karcinom, ukljucujuci i TMM,
gdje potiCe progresiju tumora, migraciju i metastaziranje (329,339). Smanjena ekspresija gena

Mmp13 u neinvazivnim tumorima Myd88¥°

miSeva moze biti posljedica Cinjenice da je
njegova protumorigena aktivnost posredovana signalnim putom MYDS88/ERK/NF-kB (340—
342). Ekspresija i aktivnost MMP 13 dodatno su potaknute pro-upalnim citokinima, poput TNF-
o 1 IL-1pB, kao 1 aktivacijom signalnih puteva uklju¢uju¢i NF-xB, MAPK i Wnt/B-katenin. Ovi
putevi omogucuju prijenos vanjskih podrazaja u jezgru stanice te poticu transkripciju gena

povezanih s invazivnim i agresivhim ponaSanjem tumorskih stanica (343, 344).

5.5. Ogranicenja studije

Unato¢ znacajnim uvidima koje pruza ova studija o ulozi TLR4 i MYDS88 signalne
kaskade u razvoju tumora mokra¢nog mjehura, vazno je istaknuti i nekoliko ogranicenja
studije. Istrazivanje je provedeno na ograni¢enom broju KO miSeva, §to moze umanjiti
mogucénost uvida u sve potencijalne bioloske ucinke TLR4 i MYD88 deficijencije na proces
karcinogeneze. Ipak, broj Zivotinja koriSten u eksperimentima pazljivo je odabran u skladu s
etickim smjernicama i nac¢elima 3R (engl. replacement, reduction, refinement), koji nalazu
smanjenje broja eksperimentalnih zivotinja bez kompromitiranja znanstvene valjanosti studije.
Nadalje, u ovoj studiji tumor mokra¢nog mjehura je induciran primjenom BBN-a, kemijskog
karcinogena Siroko koriStenog u eksperimentalnim modelima TMM-a, zbog njegove
selektivnosti za urotel i sposobnosti da inducira tumore koji histopatoloski i molekularno
oponaSaju tumor mokra¢nog mjehura kod ljudi (96,103,110). Iako bi detaljnije ispitivanje
utjecaja mikrobiote na razvoj tumora mokra¢nog mjehura bilo moguée kroz inokulaciju
specificnih mikroorganizama izravno u mokraéni mjehur sterilnih ili mikrobioloski
kontroliranih Zivotinja, provedba takvih eksperimenata zahtijeva poznavanje i dostupnost
definiranih potencijalnih uropatogena, kao 1 laboratorije koji imaju zadovoljene biosigurnosne
uvjete te su osposobljeni za rad s patogenim mikroorganizmima. Takoder, iako novi dokazi
upucuju na vaznost urinarne mikrobiote na razvoj TMM-a, u ovoj studiji je analizirana crijevna
mikrobiota. Ova odluka bila je rezultat tehni¢kih ograni¢enja povezanih s uzorkovanjem urina
u miseva, to¢nije, volumen dobivenog urina je vrlo mali te Cesto nije dostatan za pouzdane i
reproducibilne metagenomske analize. S druge strane, crijevna mikrobiota koja je lako
dostupna uzorkovanju, iako nije izravno prisutna u urinarnom traktu, ima vazan sistemski
utjecaj na imunoloske i metabolicke odgovore te moze sluziti kao rezervoar potencijalnih

uropatogena koji moZzebitno utje¢u na razvoj tumora mokraénog mjehura (122). lako opisana
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ograniCenja treba uzeti u obzir, rezultati ove studije pruzaju iznimno vrijedan doprinos
razumijevanju vaznosti 1 uloge TLR4 i MYDS88 signalizacije u karcinogenezi mokra¢nog
mjehura, Sto do sada nije znacajnije istraZzeno, te pruzaju temelj za buduca istrazivanja

translacijskih aspekata ove slozene bioloske interakcije.

5.6. Zavrsna razmatranja

Otkricem da misSevi s nefunkcionalnom MYDS88 signalizacijom razvijaju manje
invazivne tumore mokra¢nog mjehura i imaju promjenjeni profil mikrobiote te razliitu
ekspresiju odredenih gena u odnosu na kontrolno stanje, naglasava se vaznost MYD&S8
signalnog puta i mikrobiote u razvoju ove bolesti. UtiSavanje signalizacije posredovane
proteinom MYDS88 predstavlja obecavajuci terapijski pristup u lijeCenju malignih bolesti,
osobito onih u kojima kroni¢na upala doprinosi tumorskoj progresiji. Inhibitori MYDS88
signalne molekule pokazali su potencijal u smanjenju ekspresije citokina poput TNF-a i IL-6,
blokiranju aktivacije NF-kB i MAPK puteva te sprjeCavanju regrutacije imunosupresivnih
stanica, ¢ime se smanjuje imunoloska tolerancija tumora (233,244,250,296,297). Osim
protuupalnog djelovanja, inhibicija MYD88 moze oslabiti mehanizme otpornosti tumorskih
stanica na kemoterapiju i imunoterapiju, ¢ime se otvara moguénost za njezine primjene u
kombiniranim protokolima lijecenja (297). Stoga se ciljano utiSavanje MYDS88 signalnog puta,
ali 1 modulacija sastava mikrobiote u klini¢kim uvjetima sve viSe prepoznaje kao vrijedan alat

u razvoju personaliziranih antitumorskih strategija (156, 250).
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6. ZAKLJUCCI



1. Deficit funkcije receptora TLR4 nije imao utjecaja na razvoj pocetnih histoloskih promjena
(fibroza, edem, upala i degenerativne promjene epitela) tijekom nastanka tumora mokra¢nog
mjehura induciranog karcinogenom BBN-om.

2. Manjak funkcionalnog receptora TLR4 nije imao utjecaja na razvoj tumora mokraénog
mjehura induciranog karcinogenom BBN-om.

3. Deficit funkcije signalne molekule MYDS88 nije imao utjecaja na razvoj pocetnih histoloskih
promjena (fibroza, edem, upala i degenerativne promjene epitela) tijekom nastanka tumora
mokra¢nog mjehura induciranog karcinogenom BBN-om.

4. Misevi bez funkcionalne signalne molekule MYDS88 razvili su manje invazivne tumore
mokraénog mjehura nakon indukcije tumora karcinogenom BBN-om.

5. MiSevi bez funkcionalne MYD88 signalne molekule imali su znacajno nize mjere alfa
raznolikosti crijevne mikrobiote u odnosu na raznolikost unutar iste skupine prije indukcije
tumora kao 1 u usporedbi s divljim tipom miSeva nakon indukcije tumora mokra¢nog mjehura.
6. Rod Faecalibaculum koji proizvodi kratkolan€anu masnu kiselinu butirat, poznatu po svojim

antitumorskim svojstvima, bio je zastupljeniji u Myd88¥°

skupini miSeva nakon tretmana
BBN-om. Takoder, skupina Myd88%° je pokazala rastuéi trend zastupljenosti roda
Faecalibaculum tijekom kronickog tretmana BBN-om.

7. Izostanak MY D88 signalizacije dovodi do smanjene ekspresije gena povezanih s invazijom,
angiogenezom 1 translacijom. Medu zastitne obrasce spada nizi izrazaj gena Mt1, Mt2, Cxcll7,
Mmpl3, Myhl, Myll i Col7al te visi izrazaj gena Angptl4 i Nr4a, primijeéen u Myd88¥©
miseva.

8KO

8. U neinvazivnim tumorima mokraé¢nog mjehura Myd88™> miSeva utvrden je smanjen izrazZaj

gena Mmp13, koji je vaZan za invazivnost 1 metastaziranje tumora.
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7.SAZETAK



Uvod: Od tumora mokra¢nog mjehura (TMM) u svijetu godisnje oboli vise od pola milijuna
ljudi, a karakterizira ga zahtjevno lijeCenje i1 sklonost recidivima. Glavni rizi¢ni ¢imbenici su
visoka zivotna dob i puSenje, ali i infestacija parazitom Schistosomom haematobium te
kroni¢ne uroinfekcije mogu dovesti do razvoja TMM. Ne samo da mikrobiota moze utjecati na
razvoj TMM, vec¢ se koristi i za njihovo lijeCenje, tj. bakterije Bacillus Calmette-Guérin (BCG)
se instiliraju u mokra¢ni mjehur oboljelih gdje ostvaruje svoje terapijske ucinke. Navedeno
ukazuje na vaznost prouCavanja interakcije domaéina i mikrobiote pri nastanku i tijekom
lijeCenja TMM. Klju¢nu ulogu u toj interakciji imaju receptori prirodene imunosti, osobito
TLR4, koji prepoznaje bakterijski lipopolisaharid 1 aktivira stani¢ni odgovor putem signalne
molekule MYDSS. Cilj ovog istrazivanja je bio utvrditi ulogu receptora TLR4 kao i signalne
molekule MYD88 u nastanku TMM-a.

Materijali i metode: Provedeni su akutni (2 tjedna) i kroni¢ni (20 tjedana) tretmani urotelnim
karcinogenom N-butyl-N-(4-hydroxylbutyl)-nitrosaminom (BBN) u svrhu indukcije TMM-a u
miSeva divljeg tipa, te onih s nefunkcionalnim receptorom TLR4 (TIr4%°) i MYDS8S
(Myd88%©). Napravljena je patohistologka analiza tkiva mokraénog mjehura u svrhu
odredivanja znacajki fibroze, edema, upale i degenerativnih promjena epitela nakon akutnog
eksprimenta te upale i stupnja inavzije tumora nakon kroni¢nog eksperimenta. Takoder je
analizirana 1 razlika u cijelokupnoj genskoj ekspesiji izmedu KO 1 WT skupina. Tijekom
kroni¢nog eksprimenta prikupljeni su uzorci stolice te na kraju pokusa i sadrzaj cekuma radi
odredivanja dinamike mikrobioloSke raznolikosti tijekom tretmana BBN-om. Svi podatci su
statistiCki 1 bioinformaticki analizirani koriste¢i R programski jezik i Qiime2 platformu.
Statisticka znacajnost je postavljena na P < 0,05.

Rezultati: Nakon akutnog tretmana BBN-om, histoloSki nisu zabiljezene znacajne razlike
izmedu KO 1 WT skupina. Medutim, nakon kroni¢nog tretmana BBN-om, utvrdeno je kako su
Myd88%° misevi uglavnom razvijali neinvazivne tumore mokraénog mjehura u usporedni s WT
skupinom (P = 0,009). Analiza mikrobiote otkrila je znacajno vecu zastupljenost roda
Faecalibaculum u uzorcima fekalnih peleta i sadrzaju cekuma Myd88%° miseva u usporedbi s
WT skupinom nakon kroni¢nog tretmana BBN-om (P <0,001). Usporedbom genske ekspresije
neinvazivnih tumora utvrden je profil nizeg genskog izrazaja gena Mt1, Mt2, Cxcll7, Mmp13,
Myhl, Myll i Col7al te viseg izraZaja gena Angptl4 i Nr4a u Myd88¥° skupini u odnosu na
WT skupinu (P <0,001).

Zakljuéak: Rezultati ove studije upucuju na vaznu ulogu aktivacije stanica putem MYDS88
signalnog puta u razvoju TMM-a. Za pretpostaviti je da bi modulacijom tog puta mogli

djelovati na suzbijanje razvoja i progresije tumora mokra¢nog mjehura.
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8. LAICKI SAZETAK



Uvod: Tumor mokra¢nog mjehura (TMM) znacajno utjeCe na kvalitetu Zivota te unatoc
istrazivanjima 1 novim terapijskim opcijama, stopa prezivljenja nije se znacajnije
popravilaposlijednjih Cetrdesetak godina, sve do primjene moderne imunoterapije. Infekcija sa
Schistosomom haematobium moze uzrokovati TMM, dok je infekcija s bakterijom Bacillus
Calmette-Guérin standardni lijek za ove tumore. Navedeno, kao i nedavana spoznaja da urin
zdravih osoba sadrzi brojne mikroorganizme, od kojih neki mogu utjecati na nastanak TMM-
a, dovela je proucavanje meduodnosa mikrobiote i TMM-a u zariSte najnovijih istrazivanja. U
tim je istrazivanjima od klju¢ne vaznosti proucavati ulogu receptora kojima prepozanjemo
baketrije, te molekula koje informaciju o bakteriji prenose unutar stanice, zbog ¢ega smo
prucavali jedan od najvaznijih receptora — TLR4 te sredi$nju signalnu molekulu — MYDSS.
Materijali i metode: S ciljem saznavanja uloge bakterijskog receptora TLR4 i molekule koja
prenosi signale u stanicu MYDS8S, gledali smo kako nastaju tumori u miseva koji nemaju te
molekule, tzv. knock-out miSevi. Tumori su izazvani kemikalijom N-butyl-N-(4-
hydroxylbutyl)-nitrosaminom (BBN), koja je prisutna i u duhanskom dimu. Prouc¢avali smo $to
se dogada na pocetku razvoja tumora (akutni eksperiment) i nakon dugotrajne izloZenosti
(kroni¢ni model). Tijekom proucavanja gledali smo kakve se promjene dogadaju u tkivu
mjehura, kako se mijenja aktivnost svih gena te kako se mijenja raznolikost bakterija crijeva.
Rezultati: U pocetnim (akutnim) fazama razvoja tumora nisu uoc¢eni ucinci nedostatka bilo
receptora TLR4 bilo signalne molekule MYDS88. Medutim, nakon dugotrajnog (kroni¢nog)
izlaganja karcinogenu pokazalo se da odustvo molekule MYD88 ima zastitnu ulogu, jer su ti
miSevi razvili manje invazivnih tumora (P = 0,009), dok manjak funkcionalnog receptora

TLR4 nije imao zna¢ajan u¢inak. Manja invazivnost tumora u Myd88%°

skupini bila je
popracena povecanom zastupljenoscu bakterijskog roda Faecalibaculum (P < 0,001), koji
proizvodi butirat, tvar sa zastitnim u¢inkom. Ti su miSevi takoder imali zaStitni profil aktivnosti
gena: Mtl, Mt2, Angptl4, Nrd4al, Cxcll7, Mmpl13, Myhl, Myll i Col7al (P <0,001).

Zakljucak: Rezultati studije upucuju na znacajnu ulogu signalne molekule MYDS88 u razvoju
TMM-a. MYD88 ucinke vjerojatno ostvaruje mijenjajuc¢i aktivnost gena i sastav bakterijske

mikrobiote crijeva. Ti bi nalazi mogli usmjeriti trazenje novih lijekova, dijagnosti¢ih testova

ili preventivnih postupaka.
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9. SUMMARY



The role of the TLR4 receptor and MYDS88 signaling molecule in bladder cancer
development

Introduction: Bladder cancer (BC) affects more than half a million people worldwide each
year and is characterized by demanding treatment and a high recurrence rate. The main risk
factors are advanced age and smoking, while infestation with the parasite Schistosoma
haematobium and chronic urinary tract infections may also contribute to BC development. Not
only can the microbiota influence BC development, but it is also used in treatment. Specifically,
Bacillus Calmette-Guérin (BCG) bacteria are instilled into the bladder of affected patients,
where they exert their therapeutic effects. This highlights the importance of studying host—
microbiota interactions in the development and treatment of BC. A key role in this interaction
is played by innate immune receptors, particularly TLR4, which recognizes bacterial
lipopolysaccharide and activates the cellular response via the signaling molecule MYDS88. The
aim of this study was to determine the role of the TLR4 receptor and the signaling molecule
MYDS88 in the development of BC.

Materials and Methods: Acute (2-week) and a chronic (20-week) treatments with the
urothelial carcinogen N-butyl-N-(4-hydroxybutyl)-nitrosamine (BBN) were conducted to
induce BC in wild-type mice and in those with non-functional TLR4 receptors (71r4%°) and
myeloid differentiation factor 88 (Myd88¥°). Histopathological analysis of the bladder tissue
was performed to determine features such as fibrosis, edema, inflammation, and epithelial
degeneration after the acute experiment, as well as inflammation and tumor invasion after the
chronic experiment. Additionally, differences in overall gene expression between the KO and
WT groups were analyzed. Furthermore, stool samples and, at the endpoint, cecal content were
collected during the chronic experiment to determine the dynamics of microbial diversity
during BBN treatment. All data were statistically and bioinformatically analyzed using the R
programming language and the Qiime2 platform. Statistical significance was set at P < 0.05.
Results: After the acute BBN treatment, no significant histological differences were observed
between KO and WT groups. However, following the chronic BBN treatment, MydS88%° mice
predominantly developed non-invasive bladder tumors compared to the WT group (P = 0.009).
Microbiota analysis revealed a significantly higher abundance of the Faecalibaculum genus in

8%0 mice compared with the WT group after chronic

fecal pellets and cecal content of Myd§
BBN treatment (P < 0,001). Comparison of gene expression profiles in non-invasive tumors
showed lower expression of M¢1, Mt2, Cxcll7, Mmp13, Myhl, Myll, and Col7al genes, and
higher expression of Angptl4 and Nr4a genes in MydS88*° group compared with WT group (P
<0,001).
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Conclusion: The results of this study suggest an important role of cell activation via the
MYDS8S signaling pathway in the development of bladder cancer. It may be assumed that
modulation of this pathway could help suppress the development and progression of bladder

cancer.
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10. LAY SUMMARY



Introduction: Bladder cancer (BC) significantly affects quality of life and, despite research
and new therapeutic options, survival rates have not improved substantially over the past forty
years, until the introduction of modern immunotherapy. Infection with Schistosoma
haematobium can cause BC, while infection with the bacterium Bacillus Calmette-Guérin is a
standard treatment for these tumors. This, together with the recent discovery that the urine of
healthy individuals contains numerous microorganisms, some of which may influence the
development of BC, has brought the study of the relationship between the microbiota and BC
into the focus of current research. In such studies, it is crucial to examine the role of receptors
that recognize bacteria, as well as the molecules that transmit bacterial signals inside the cell.
For this reason, we studied one of the most important receptors, TLR4, and the central signaling
molecule, MYDRSS.

Materials and Methods: To investigate the role of the bacterial receptor TLR4 and the
intracellular signaling molecule MYDS8S8, we observed tumor development in mice lacking
these molecules (knock-out mice). Tumors were induced using the chemical N-butyl-N-(4-
hydroxybutyl)-nitrosamine (BBN), which is also present in tobacco smoke. We examined
changes occurring at the onset of tumor development (acute experiment) and after prolonged
exposure (chronic model). During the study, we analyzed alterations in bladder tissue, changes
in gene expression, and shifts in the composition of gut bacteria.

Results: In the early (acute) stages of tumor development, no effects were observed from the
absence of either the TLR4 receptor or the MYDS88 signaling molecule. However, after
prolonged (chronic) exposure to the carcinogen, the absence of MYD88 was shown to have a
protective role, as these mice developed fewer invasive tumors (P = 0,009), whereas the lack
of a functional TLR4 receptor had no significant effect. The reduced invasiveness of tumors in
the Myd88%° group was accompanied by an increased abundance of the bacterial genus
Faecalibaculum (P < 0,001), which produces butyrate, a substance with protective effects.
These mice also exhibited a protective gene expression profile: Mtl1, Mt2, Angptl4, Nrdal,
Cxcll7, Mmp13, Myhl, Myll, and Col7al (P <0,001).

Conclusion: The results of this study indicate a significant role of the signaling molecule
MYDSS8 in the development of BC. MYDS8S likely exerts its effects by altering gene activity
and the composition of the gut microbiota. These findings may guide the development of new

drugs, diagnostic tests, or preventive strategies.
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Tablica D1. Razli¢ito izraZeni geni izmedu NI TMM-a Myd88%° i WT skupina
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Dusp8 1256530903 0027601247 Vise Rasall -1.039203697 0.019401018 Manje
Duspl 1.254005563 0.012599213 Vise Cd40 -1.039538951 0.013368803 Manje
Trped 1246281578 0.003701457 Vise Rspol -1.040063268 0.00303488 Manje
Tshb 1.224078838 0.021316744 Vise Pik3apl -1.040242143 0.001402639 Manje
Tacr2 1223141163 3.21993E-05 Vise Timem273 -1.041051457 0005263564 Manje
Gm10734 1.217087125 0.00098432 Vise Adra2a -1.041681622 0.000454002 Manje
Gm43150 1206590299 0.041314774 Vise Slamf9 -1.042763184 0.010176882 Manje
Slelal 1.201945229 0022348961 Vise Sox7 -1.044581588 0.00234668 Manje
Chrm2 1.198759876 3.69227E-07 Vise E2p2 -1.047493343 002132126 Manje
4933406118Rik 1.196183756 0.009702697 Vise Epstil -1.048840186 0.000176943 Manje
Gm9869 1.182116521 0.011386415 Vige Selplg -1.050984194 0.006074875 Manje
Gm47898 1.170696537 0.020419901 Vise Gmfg -1.052621509 0.000956737 Manje
Alkall 1.169054671 0.047267297 Vige Trargl -1.052924012 0.007862588 Manje
Hspalb 1.161106667 0.000603378 Vise Scgs -1.057349185 0.022771756 Manje
Gm12208 1.1559613 0049340564 Vige Fhkbpl 1 -1.06096986 0.009285058 Manje
ENSMUSG00000120079 1.15174268 0.000763679 Vise Cpa3 -1.064459953 0.041890844 Manje
Asbl5 1.142326257 0048164268 Vige Cracr2b -1.071287051 2.4185E-05 Manje
Dnahll 1.132502865 0023029723 Vise Sifna -1.076388016 0.029487262 Manje
ENSMUSG00000120534 1.12936741 0.000422621 Vige Mefy -1.080564185 0.034627556 Manje
Sv2b 1.111593708 0.003477482 Vise Greml -1.080576212 0.040452287 Manje
Cdkl1 1.105979104 1.93529E-05 Vige NViserl -1.080592854 0003299277 Manje
Lip2 1.103305331 0.039375085 Vise Eya2 -1.080605752 9.8304E-09 Manje
Spsbl 1.102132408 0000450259 Vige 1118rap -1.080814505 2.07121E-05 Manje
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Gen log2(FC) P vrijednost I;f:j Gen log2(FC) P vrijednost If;:li:j
Gm42778 1.1018839 0.001092169 Vise Pibdl -1.08126116 0.005838724 Manje
Derl3 -1.08274946 0.017282357 Manje Stra6 -1.230819949 0.006687558 Manje
Cypaf18 -1.083215821 0.002836467 Manje Chgb -1.232701048 0.030966772 Manje
Ntrkl -1.088742931 0.00113729 Manje Uen2 -1.234197295 0.001879885 Manje
Ze3hi2d -1.092272907 0.034894799 Manje Cers -1.239655083 0014247734 Manje
Templ -1.099520196 0017223738 Manje Itgal -1.2441615 0.020018665 Manje
Acapl -1.099575031 0.030084893 Manje Rnase6 -1.244535255 0.015983758 Manje
Lek -1.100195903 0.03031559 Manje Lairl -1.246419087 0.01012467 Manje
Tnfsf10 -1.101271523 0.005964146 Manje Cel22 -1.246539607 0.015539905 Manje
Sle34a2 -1.10639089 0.029822676 Manje Snap25 -1.246721465 0.011386415 Manje
AI504432 -1.107506194 0.022961498 Manje Trbel -1.25288627 0.033187971 Manje
Stapl -1.10839572 0022671201 Manje Lep? -1.255296516 0.004361169 Manje
Colea? -1.10981857 0.000102199 Manje Myb -1.259052327 0.04126986 Manje
PHl1b -1.115336597 0.00307775 Manje Ttbkl -1.264329082 0.034638541 Manje
Slain! -1.116286968 0.021391765 Manje Sepp2 -1.2645975 0.010252654 Manje
Ipcefl -1.116686987 0.010347898 Manje Slei6all -1.265185255 1.85697E-08 Manje
Cadps -1.118716303 0.006201054 Manje Tagin3 -1.265316193 0.000793998 Manje
Sled4ad -1.129217576 2.96274E-11 Manje Inf7 -1.265414782 0.000261901 Manje
Iigh2 -1.130448978 0.000466688 Manje cd2 -1.26569248 0.037476547 Manje
Carl2 -1.132125173 0.000193153 Manje Vsig8 -1.26584753 0.002489393 Manje
Bel2ald -1.135730032 0.024022435 Manje Ccel7 -1.26631086 0.011726116 Manje
cels -1.138964162 0.010835932 Manje Atp2e2 -1.267133017 2.16584E-06 Manje
Gm13166 -1.13960283 0.028720289 Manje Ciss -1.268077675 4.94883E-05 Manje
Msda7 -1.142326262 0.002205552 Manje b -1.274197355 0.004128673 Manje
Sfipd -1.142493112 0.01849552 Manje Corola -1.275645551 0.001491922 Manje
Mir703 -1.143285351 0013195553 Manje Clec2i -1277722136 0031120367 Manje
Caspl -1.143724769 0.000450259 Manje Tspan32 -1.281146215 0.022917961 Manje
Xerl -1.144943944 0.040939237 Manje Clec7a -1.28240034 0.004606635 Manje
Oasll -1.147976359 0.001543135 Manje Lat -1.283501691 0.015420981 Manje
Dinbos -1.149693856 0025510781 Manje Ddahl -1.288526866 0.000956737 Manje
Nefin -1.150060423 0.009130425 Manje Cxer6 -1.294026402 0.015420981 Manje
Cldn3 -1.150631387 0.039090033 Manje Pipn22 -1.295780957 0.003931457 Manje
Kenjl0 -1.152371922 0.007004955 Manje Tmemi21 -1.296020813 0.030519079 Manje
5830428M24Rik -1.152811445 0.003851009 Manje Gprss -1.299493842 0.021260608 Manje
Seg3 -1.154891003 0.040243536 Manje Rhoh -1.30824923 0.016305868 Manje
Serpinbla -1.156685565 0.003701457 Manje TheldiOc -1.309749585 0.024393069 Manje
n21r -1.161082317 0.019455853 Manje Ucp3 -1.310975835 0.030301441 Manje
Sifn2 -1.161416568 9.07544E-07 Manje Cacna2d4 -1.318385269 0.00017937 Manje
KIhl6 -1.16231077 0.001217716 Manje Crxed -1.321416095 0.006484723 Manje
Ache -1.175290152 0.020637419 Manje Wfdc2 -1.321972003 3.97967E-12 Manje
Clec4a? -1.178658834 0.000450259 Manje Miri42hg -1.325177548 0.015539905 Manje
Csf2rb -1.17876008 0.000256384 Manje Tifab -1.325320119 3.37024E-05 Manje
Emb -1.182789318 4.85247E-06 Manje Serpina3i -1.328135378 0.032451702 Manje
Rab44 -1.183960028 0.010698503 Manje Pgam2 -1.332226923 0.001717428 Manje
1700066B19Rik -1.186649909 0.012401735 Manje Rac2 -1.332784795 0.005969771 Manje
Hvenl -1.186922996 0011959428 Manje Clecsa -1.335558209 0.011908684 Manje
Zbpl -1.188457012 0.004128673 Manje Slc6a2 -1.344623821 0.001747256 Manje
Clectn -1.190205913 0.000279247 Manje H2-M2 -1.346237971 0.004128673 Manje
Hells -1.192600662 1.29297E-05 Manje Cxer3 -1.349866344 0.02988126 Manje
Lipm -1.197020317 0.024453863 Manje Kengl -1.367539887 1.52175E-08 Manje
1830077J02Rik -1.197970593 0.014811309 Manje Rnf186 -1.370469796 0.004044187 Manje
Myom3 -1.19988069 0.026808425 Manje Lor -1371187252 0022906115 Manje
Trafl -1.199922833 0.002268107 Manje Tnip3 -1.373076088 0.009668958 Manje
Lstl -1.207855744 0.008757582 Manje 2010007HO6Rik -1.376145913 0.000158023 Manje
Kit10 -1.210164894 0.026075318 Manje Semadf -1.384073349 0.002403358 Manje
Zechel$ -1.210668936 0.015748842 Manje Gm44985 -1.384545373 0.000454002 Manje
Hek 121229236 0.000776409 Manje cd37 -1.387669502 0.030812729 Manje
Seimp -1.212960632 0014525151 Manje Olfin4 -1.391350445 0.009024038 Manje
Alpk3 -1.215734557 0.011136504 Manje ENSMUSG00000117901 -1.395087174 0.003016603 Manje
Stmn2 -1.217140031 0.002042571 Manje Trac -1.397296018 0.024022435 Manje
Ripply3 -1.217981193 0.002191758 Manje Cer2 -1.403940055 0.000158023 Manje
Cda -1.218657425 0.001024626 Manje Ankkl -1.405006803 0011615232 Manje
Guca2a 1222142193 0.007410022 Manje Meptd -1.406842807 0.010694364 Manje
Ebi3 -1.225494831 0022215961 Manje Crmpl -1.40734883 0.001402639 Manje
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Cer7 -1.228660403 0.008457592 Manje Snx20 -1.410283735 0.000298899 Manje
Acps -1.229204305 1.61181E-06 Manje Misp -1.411997407 0.009450309 Manje
Pinlyp 1413131155 0.010804975 Manje Clec2e -1.665865433 0.027546085 Manje
Neerpl -1.415481147 0.000176943 Manje Agr2 -1.666129234 0.012231517 Manje
Col6as -1.41637356 0.000763679 Manje Mifl -1.667886903 0.008457592 Manje
Gm50105 -1.424216336 0.005122587 Manje Cdi80 -1.668979634 0.004361169 Manje
Cede8Sb -1.430246172 6.63627E-06 Manje Csprs -1.674094116 0.010804975 Manje
AW112010 -1.439670385 0.000157967 Manje Gap43 -1.688048121 0.006234001 Manje
Apol9a -1.452052998 0.003477482 Manje Mmpl3 -1.697896862 0.005115644 Manje
Fam3b -1.453396395 1.99846E-07 Manje Rab3c -1.702157833 0.000857065 Manje
Aifl -1.462749892 0.000918834 Manje Traf3ip3 -1.703157502 0.000781116 Manje
cd7 -1.462831331 0.024453863 Manje Sncg -1.704695502 6.7606E-07 Manje
Samsn1 -1.464702722 0.003986739 Manje Cxels -1.708900357 1.77871E-05 Manje
Iigh7 -1.465613105 5.07608E-05 Manje Ii2rg -1.713835859 0.000711602 Manje
Togaram? -1.472638653 0.000137064 Manje Neb -1.716687939 1.04626E-05 Manje
B230377418Rik -1.476460327 0.017374885 Manje Gm15883 -1.721769349 0.001468463 Manje
Coro2a -1.478694958 1.5963E-14 Manje Aqp9 -1.728556 2.98398E-05 Manje
Gabrp -1.480526593 0037476547 Manje ENSMUSG00000095672 -1.761012064 0.007273934 Manje
Muc20 -1.489921952 0.010477138 Manje Rassf10 -1.765270109 0.000302634 Manje
Irxs -1.492745576 0.002084885 Manje Phflla -1.774006032 0.000309088 Manje
Dmikn -1.493154382 9.6779E-11 Manje Calhm6 -1.775302422 0.007708113 Manje
Gm41307 -1.496068317 0.009528445 Manje E330020D12Rik -1.795387539 0.00229089 Manje
Gstp3 -1.496779075 0.002746539 Manje Cysrtl -1.796008196 9.8304E-09 Manje
Klra2 -1.502399176 0010231297 Manje Sipi -1.798363141 0.000127864 Manje
Trbe2 -1.51007109 0.023433534 Manje Vef -1.800713021 0.014811309 Manje
Snca -1.512200214 0.00672409 Manje Syngr3 -1.809473579 0.006240229 Manje
Mir200b 151762367 0.016897546 Manje cd300if -1.810777988 0.001779258 Manje
cds2 -1.519610787 0.000510598 Manje Sectmib -1.813092891 0017223738 Manje
cdr2 -1.519654446 0.001579003 Manje Cardl] -1.823823975 0.000202986 Manje
Svze -1.525091436 0.008259172 Manje Actn3 -1.834994158 0.002665224 Manje
Cd247 152515011 0.014295266 Manje Proml -1.835222772 1.16486E-08 Manje
Nefi -1.525275811 0.013082075 Manje Lrre2 -1.837101178 0.01285131 Manje
2210009POSRik -1.536315721 0.003299277 Manje P2yI3 -1.838373175 0.00265476 Manje
Cwhi3 -1.546249938 9.65679E-07 Manje Phox2b -1.854296628 0.007833871 Manje
Tgms -1.548355516 0014225312 Manje Mxl -1.854879221 3.05845E-12 Manje
Tnfisf13b -1.551498764 0.011039515 Manje Agt -1.855442131 0.004506911 Manje
Rnl -1.556210358 0.00166901 Manje Lrat -1.864869211 0.000718572 Manje
Recs -1.556809664 2.13075E-06 Manje Fafbpl -1.865743005 0010384317 Manje
Btla -1.558974405 0.015288788 Manje Tubb3 -1.867381586 0.012873679 Manje
Sultlel -1.560359404 0.000265923 Manje Cyp2f2 -1.870850142 2.13075B-06 Manje
Pdcdllg? -1.560823687 0.04020482 Manje Pglyrpl -1.875653694 2.07624E-06 Manje
Tmprssd -1.564379498 3.1694E-13 Manje Gm10238 -1.894941593 0.008667836 Manje
Libdrl -1.568284781 3.69227E-07 Manje Nosl -1.918706648 0.002954537 Manje
Sle39a4 -1.570845141 0.005159531 Manje Dnasell3 -1.922101799 0.00032187 Manje
Pou2f? -1.572906619 0.00446026 Manje Syrd -1.929468608 0.006192823 Manje
Cx3erl -1.578846374 8.37642E-05 Manje Feghp -1.98322529 4.84624B-06 Manje
Ttc36 -1.582344978 0.000525186 Manje Bel2ala -1.984922435 0.000950605 Manje
Sle3dal -1.590777174 0.002954537 Manje Lire26 -1.987007668 1.03528E-08 Manje
A530040E14Rik -1.593948406 0.005540697 Manje Tspanl -1.990881391 0.004893658 Manje
Gvin3 -1.594416747 0011521263 Manje Sh2d1b1 -1.996795534 0.000195467 Manje
Pipn7 159630647 0.000603378 Manje Gm7592 2023741907 0.003351371 Manje
Bel2alb -1.615602711 0014587314 Manje Prss32 2.027166396 3.69227E-07 Manje
Bex2 -1.617186596 0.00924921 Manje Mcempl 2029318292 0.006501841 Manje
Hp -1.617434197 0.001195051 Manje Ly6c2 2058427122 0013755454 Manje
Gm29695 -1.621941666 0.000763679 Manje Chill 2.066561265 0.009300948 Manje
Abed? -1.623975306 0.002470736 Manje Mydss 2068054833 1.48424E-55 Manje
Cd300c2 -1.627482778 0.00012342 Manje Tmem182 2.076934747 0.009465596 Manje
Spns3 -1.627834507 0.003790946 Manje Ifitlbll 2078605478 6.13009E-05 Manje
Apol9b -1.6346164 0.001964513 Manje Phox2a 2092129989 0.015916301 Manje
Tgml -1.634862254 0018909123 Manje Senda 2094170282 0.011446856 Manje
Chrml -1.644507715 0.002433693 Manje Pkib 2.137757479 0.000567645 Manje
Tirl -1.645057019 0.001324307 Manje Myom2 2166035145 0.000950605 Manje
Msdade -1.645084324 0.005418849 Manje 1110002E22Rik 2.193853621 0.000267291 Manje
Atg% -1.653176284 7.25653E-19 Manje Slamfs 2202967156 0.009757026 Manje
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Evi2a -1.65451567 2.27949E-05 Manje Sin -5.066408898 1.65378E-07 Manje
MapkSip2 -1.661206885 0.006415073 Manje Igkv10-96 5379636049 1.92194E-07 Manje
Ltb4r2 -1.663057908 1.08457E-09 Manje Agp4 -5.491214486 2.15196E-05 Manje
Gm15433 2203270771 0.000159708 Manje Ighv3-6 -5.944702124 0.00050212 Manje
Tnf 2206605323 0.00102558 Manje Smpsx -6.013849405 3.77913E-05 Manje
TIr12 2208824887 1.24863E-05 Manje Mylkd 6101695348 1.52175E-08 Manje
Lemdl 2210264194 0.003225727 Manje IghvI-9 -8.42677797 2.11001E-05 Manje
Ryrl 221099811 1.22246E-06 Manje
Tmem179 2224379489 0.002582892 Manje
Gjbl 2227960169 1.32838E-20 Manje
Piprn2 -2.238784656 1.46088E-08 Manje
Pirt 2239150468 0.002792487 Manje
Hpeal4 2247256734 0.000609976 Manje
Cd3d 2260585326 0.000480197 Manje
Reg3g 2292225669 7.36736E-14 Manje
Kihl41 2298524716 9.16192E-06 Manje
Fmo3 230607857 0.000598484 Manje
Slesa7 2310118233 0.001360644 Manje
Sbk2 2317743645 7.85776E-05 Manje
Tnr 2329950318 0.001364362 Manje
Slel0ad 2368771315 0.004088636 Manje
44467197 240772863 0.000549472 Manje
Cxcl2 2420068213 0.0035264 Manje
Tmem130 2446433279 0.000539274 Manje
Hre 2449904579 0.000569877 Manje
Gms2955 2450645373 0.005964146 Manje
Hir3b -2.569085047 8.46937E-05 Manje
Igfals 2586179922 0.005344844 Manje
Smyd! 2.620376973 0.000161978 Manje
Cesid 2718543691 4.04829E-05 Manje
cd22 2.735709922 0.001455126 Manje
Sle24a2 2740219659 0.002337649 Manje
Cox8b 2774927966 0.001125323 Manje
Sfipd 2793048754 0.005763833 Manje
Rpli3l 2793348986 0.000149276 Manje
Rit2 2794470583 0.000267291 Manje
Argl 2802428934 0.000525186 Manje
ThxI5 -2.806248514 8.17207E-06 Manje
Lypdsi 2817527351 7.66128E-08 Manje
Peskl 2.8416636 0.001495479 Manje
Obscn 2.922601751 9.10245E-07 Manje
Nrap -3.041389937 2.98398E-05 Manje
Caengl 3141515618 0.000525186 Manje
Dmbtl 3154706443 0.006540752 Manje
Mucll 3.162514796 4.4177E-06 Manje
Mybpel -3.286140452 2.46539E-05 Manje
Ky 3303531729 0.000283367 Manje
Mylpf -3.401839495 9.6779E-11 Manje
Tt 3.449372882 1.01681E-05 Manje
Dhrs7c -3.452084448 0.001760849 Manje
Tix2 347125853 4.10264E-06 Manje
Artl 3.507733252 0.000259741 Manje
Ppplrib 354411233 0.000155765 Manje
Myhl -3.648456431 3.79075E-05 Manje
Lypd2 3.779148985 0.000552842 Manje
S100a9 -3.819755058 0.000692958 Manje
Pou2afl -4.087882229 5.21773E-08 Manje
Atp2al -4.194066639 4.19821E-19 Manje
Ighm 422311792 4.24831E-06 Manje
Myot 4437372809 8.46058E-06 Manje
Cxell? 4453451903 1.61211E-10 Manje
Myll 4611527927 9.02849E-07 Manje
Cox6a2 -4.921786046 4.08053E-09 Manje

FC — engl. fold change
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Tablica D2. Vise izrazeni geni u NI TMM u odnosu na NT uzorke unutar WT skupine

Gen log2(FC)* P vrijednost Gen log2(FC)* P vrijednost
Hmmr 1.901905792 0.000153926 Dhx58 1.977037 4.2726E-17
1i2rg 1.903033118 4.18965E-05 Gimaplos 1.977384 0.00897065
Phfl1b 1.905021851 1.13184E-07 Ephx3 1.978558 1.8839E-10
Mybpcl 1.905583005 0.004348633 Kif4 1.981862 2.9966E-08
Slamf1 1.906498362 0.029817344 Lockd 1.983596 1.3042E-05
Pkib 1.908972177 0.000671121 Clec4n 1.984243 8.2928E-11
Icos 1.912506011 0.000915497 Gm26555 1.984476 0.02063078
Rad5lapl 1.915669167 1.32324E-07 Spdef 1.985504 0.00018109
Neb 1.917205892 1.22793E-07 Slc22a4 1.988184 2.3594E-10
Tgtp2 1.920221474 0.00031474 Haspin 1.992579 1.6706E-06
Trafl 1.920278355 1.68626E-07 Sh2d1bl 1.993061 7.0042E-05
Zfp831 1.921494203 0.018580563 Cels 1.994529 3.3942E-06
Chr2 1.921697039 3.17005E-32 1fi209 1.99472 4.5875E-07
Uhrfl 1.925954689 2.32324E-09 Fmo3 1.997811 0.00091774
Fpr2 1.926758674 0.012821385 Trp730s 1.998612 0.04639776
Ankdd1b 1.928547499 3.16765E-06 Gml11832 2.001154 0.0365317
Ccna2 1.929101109 1.54976E-07 Uppl 2.002415 1.4883E-10
Anxal 1.933295999 4.37292E-13 Gprl71 2.003097 0.00412588
Ablim3 1.935099259 1.0682E-14 Trpv6 2.004399 0.01041922
Alox15 1.935705399 0.004694548 Cds3 2.004665 2.5813E-08
1120ra 1.937929952 0.00969927 Ano5 2.008161 0.02710433
Galnt12 1.938856534 2.56293E-24 Cedc88b 2.009828 8.9534E-12
Carmil2 1.939559588 8.98697E-05 Clspn 2.010374 6.1194E-05
Aifl 1.940834829 1.93783E-06 Samsnl 2.010529 2.9057E-05
Ern2 1.940926506 6.33023E-06 Sfip4 2.012367 2.9405E-05
Prir 1.941593053 0.00652516 Olfr56 2.013029 0.00757068
Cenpi 1.943005613 0.000242408 Srd5a2 2.013212 0.02326432
Sle5a9 1.953661788 7.5254E-12 Trbc2 2.01486 0.00239151
Ifit3b 1.953945593 1.42544E-05 Nexmif 2.016084 2.1481E-08
Tacrl 1.956619811 4.1586E-09 Irx3 2.017496 4.8142E-08
Gm38099 1.957106309 0.007581577 Rac3 2.020552 3.676E-13
Gda 1.958237366 2.48063E-16 B430306NO03Rik 2.021122 0.0015541
Shebpl 1.958513026 3.96387E-05 A930028011Rik 2.021763 0.04765322
Ly6e 1.961351378 1.00582E-47 Cd96 2.02251 0.00515751
Cerl 1.963256987 5.07205E-05 Trim2 2.031927 5.007E-48
Mis18bpl 1.965584592 1.67616E-06 Stx19 2.032119 2.4528E-06
A830019P07Rik 1.968339854 0.032543233 Sox2 2.032222 2.8231E-08
Myhl 1.968517467 0.008473069 Gml7130 2.033452 0.01729267
Iglel 1.968767343 0.020050118 Sitl 2.036032 0.00968694
Serpina3n 1.969212822 2.7207E-15 Tnfrsf23 2.036208 3.7327E-10
Car2 1.969270548 7.00776E-14 Haver2 2.043804 4.634E-11
Iglvl 1.970046743 0.025882019 MsdaSa 2.050528 0.00175033
Ccd72 1.973774197 1.15117E-05 1fi204 2.051037 3.2144E-13
Colecl0 1.974040788 0.00043173 1n7r 2.051067961 0.000192975
Cdkl 1.974821 2.8824E-06 Pbp2 2.051254195 0.004694548

136



Gen log2(FC)* P vrijednost Gen log2(FC)* P vrijednost
Slc39a8 2.053840356 4.09312E-09 Arli4 2.149702 1.042E-09
Akrlcl3 2.055080011 9.94688E-10 Gml1545 2.150651 0.01164765

E330020D12Rik 2.056006627 0.00022058 Cxcll 2.152584 0.004035

Rptn 2.05617711 3.94365E-06 GpreSa 2.164178 0.0001038

Ripk3 2.058231915 2.56879E-10 Hrob 2.165959 0.00146823
Ifi2l1 2.064871593 1.3844E-17 Plscr] 2.171696 1.6646E-22
Crocc2 2.066125227 0.005130049 Knll 2.172373 9.71E-06
C3 2.067360536 2.81357E-20 Scimp 2.172593 3.0087E-05
Kif22 2.071327281 6.84979E-11 Kynu 2.173995 0.00276275
Agt 2.073868674 0.000745908 Sp5 2.178051 0.02674377
Ly6a 2.078112596 1.39481E-36 Gm13822 2.182811 0.00690098
Cdc20 2.080016516 2.63371E-08 Pmaipl 2.184961 2.3643E-12
Phflla 2.085150402 1.0447E-05 Dscamll 2.186559 3.2675E-05
Pbk 2.087711045 0.000376436 Gm4951 2.193355 2.0245E-06
Gent3 2.088509628 1.17707E-22 Cst7 2.197036 0.00595351
Gm41611 2.08857921 0.031334497 Mc4r 2.201129 0.00694766
Trp73 2.088980284 7.83957E-05 Ceacaml 2.20181 2.5647E-18
Gm13546 2.094800787 0.022190096 2010007HO6Rik 2.203533 5.0091E-11
Cd80 2.097128457 6.85527E-19 Grkl 2.206102 0.0387405
Epstil 2.11358009 2.86824E-16 Cep35 2.220891 4.907E-12
Slel2a2 2.114470342 6.12727E-15 Tpsb2 2.227406 1.1594E-06
Mx2 2.116602686 1.02035E-11 Gm15883 2.229047 9.6519E-06
Melk 2.11769 7.21495E-07 Colca2 2.231077 8.8255E-17
Fitml 2.118448158 0.020687533 Cdc25¢ 2.239622 0.00177024
Ampd] 2.123222145 0.022406592 Gm8369 2.240454 0.00509882
Krtl 2.127588275 0.000316354 11b 2.242023 3.3678E-07
Bmpl5 2.130759528 0.005484576 Crabp2 2.24254 0.00055133
Slc34al 2.133115726 2.54146E-05 Aspm 2.245147 6.8354E-07
Gm44274 2.133334266 0.047594231 F830208F22Rik 2.245579 0.01342645
Cx3crl 2.13433798 9.4711E-09 E2f8 2.24656 1.9954E-05
Naipl 2.135513751 0.013426453 Pegl0 2.24739 1.1744E-13
Gm37145 2.137183087 2.39503E-05 Gimap7 2.251385 0.0098642
Fam83e 2.137617182 1.10851E-13 Gm48007 2.260677 0.02260768
Btla 2.139207733 0.000637434 Gm32633 2.262039 0.03315249
Trpm6 2.139310295 5.34295E-06 Plekhs1 2.264615 1.2595E-08
Foxp3 2.140748464 3.79611E-06 Sle35f3 2.265602 4.7594E-05
Ckap2l 2.1416113 3.91206E-14 Mcpt4 2.265865 2.8145E-05
Proc 2.142390201 0.019658067 Gm49891 2.2681 0.0089485
Ltb 2.143819687 0.006431437 Cesld 2.271466 0.00015603
Gml11695 2.145513006 0.033536459 B4galntl 2.271789217 2.83996E-50
Runx2 2.146565821 1.67669E-16 Ms4adc 2.272102612 6.52643E-05
Cmal 2.147148532 5.13045E-05 Ces2c 2.279994269 0.000759164
Rab38 2.14747 3.4704E-09 Smim45 2.282704235 0.021143978
Rab44 2.147788 1.9061E-06 Olfir143 2.285895398 0.018515679
Dnajbl3 2.148598 9.3745E-12 Ptpn22 2.287502505 9.35127E-08
Plkl 2.149514 8.1155E-11 Gm5431 2.289075215 7.98333E-06
Serpina3m 2.149615 4.3919E-07 Kcne3 2.289149245 8.06569E-16
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Gen log2(FC)* P vrijednost Gen log2(FC)* P vrijednost
Mbkrn2os 2.289675514 3.31643E-05 Secl414 2.292383 0.00610158
Pglyrpl 2.289838957 6.75391E-10 Spag5 2.293718 5.0334E-08

Ddx60 2.289848575 6.95579E-12 Six1 2.29701 2.0627E-18
Gm12250 2.291215811 0.000280928 Sultlel 2.297509 6.7941E-09
CGp2f2 2.29153577 3.20436E-10 Vmnlr43 2.298059 0.00158259
Traf3ip3 2.291850895 1.51525E-06 12ra 2.299345 9.3967E-06
Secl414 2.292383224 0.006101578 Gbp2b 2.299605 0.01754512
Spags 2.293717924 5.03335E-08 Crifl 2.301045 2.8368E-05

Six1 2.297009569 2.0627E-18 Tgipl 2.303918 7.3401E-07
Sultlel 2.29750866 6.79413E-09 Pifl 2.306331 0.00102697
Vmnlr43 2.298058596 0.001582588 Gm31300 2.30775 0.02961505

12ra 2.299344969 9.39669E-06 Rpl3l 2.312241 0.00043836

Gbp2b 2.299604921 0.017545121 Rec8 2.312782 5.4159E-14
Crifl 2.301044601 2.83675E-05 Kctd14 2.318326 3.2615E-08
Tgipl 2.303918164 7.3401E-07 Apobr 2.3215 2.4714E-23

Pifl 2.306330933 0.001026965 F830016B08Rik 2.325807 0.00037121

Gm31300 2.307749693 0.029615055 Gm33 2.328244 0.0019161
Rpl3l 2.312240594 0.000438363 Lipk 2.328273 3.3962E-06
Rec8 2.312782432 5.41591E-14 Cd4 2.328637 4.9772E-06
Ketdl4 2.318326125 3.26147E-08 Gsdmcl2 2.32865 0.00052302
Apobr 2.321499983 2.47142E-23 Aqp9 2.330995 1.5455E-09
F830016BOSRik 2.325807019 0.000371211 Gm47687 2.33444 0.01460445
Gm53 2.3282441 0.001916101 Gml11771 2.336427 0.01164765

Lipk 2.328273362 3.39617E-06 Pkpl 2.343207 2.4941E-20

Cd4 2.328636648 4.97724E-06 Agp2 2.345274 0.03709391
Gsdmcl2 2.328649885 0.000523018 Gm18820 2.346334 0.0151271

Agp9 2.330995082 1.54553E-09 Slcl5a3 2.346985 4.35E-12
Gm47687 2.334440128 0.014604448 Trim59 2.347998 2.5049E-18
Gml11771 2.336427007 0.01164765 Top2a 2.35182 2.6522E-14

Pkpl 2.343206793 2.49405E-20 5830428M24Rik 2.352363 1.8712E-09

Agp2 2.34527378 0.037093908 Cesle 2.356034 0.0134971
Gm18820 2.346334193 0.015127096 Cardll 2.357811 2.978E-07
Slel5a3 2.346985481 4.35002E-12 Neil3 2.362508 4.4282E-06

Trim59 2.347998343 2.50488E-18 Bubl 2.368459677 7.05781E-08

Top2a 2.351820119 2.65222E-14 4933421408Rik 2.374073415 0.004162935

5830428M24Rik 2.352362528 1.87122E-09 Gm16505 2.37460556 1.17937E-06
Smim45 2.282704 0.02114398 Padil 2.37641706 1.54446E-05
Olfr143 2.285895 0.01851568 Gm50321 2.377522461 1.10844E-07
Ptpn22 2.287503 9.3513E-08 Bhlhe22 2.379570444 0.006489825
Gm5431 2.289075 7.9833E-06 Pgam?2 2.379936304 2.91034E-09

Kcne3 2.289149 8.0657E-16 Cpa3 2.380269279 9.34295E-05
Mkrn2os 2.289676 3.3164E-05 Gm5547 2.382346448 0.005089692
Pglympl 2.289839 6.7539E-10 Mmp25 2.386832832 6.38461E-07

Ddx60 2.289849 6.9558E-12 Gpr65s 2.388951802 2.74293E-05
Gm12250 2.291216 0.00028093 WntlOa 2.390361654 1.92131E-14

Cyp2f2 2291536 3.2044E-10 Timpl 2.390675522 3.80668E-08
Traf3ip3 2.291851 1.5152E-06 DSErtd605e 2.391738419 0.020134471
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Gen log2(FC)* P vrijednost Gen log2(FC)* P vrijednost
Slc6a2 2.398976312 2.08003E-09 Hre 2.560979 8.7776E-05
1fi205 2414332849 7.9188E-09 Gm26634 2.563282 0.03129005
Chdh 2416893232 1.00278E-06 Ramp3 2.568961 1.7652E-05
Gjb4 2.420369238 0.000399981 A530040E14Rik 2.576855 5.9301E-06

Cd2 2.421294247 0.000419544 A730090N16Rik 2.578808 0.01658949

Gm44985 2.425422472 5.16312E-11 Defbl 2.582704 8.6163E-16
Lmod?2 2.429150172 0.008615576 Rbp2 2.583524 0.00695265

Nek2 2.430775006 2.13233E-10 Gm19345 2.584624 0.01540672
Cenbl 2432647313 3.23886E-08 1110002E22Rik 2.604753 4.3086E-06
Xell 2.433874308 0.012159682 Eci3 2.60943 0.01353915
Ryrl 2.435618448 1.1946E-08 Btn2a2 2.610628 0.03616021
Cenpf 2.443932232 9.37276E-11 Bire5 2.610839 6.4994E-09
Skal 2.446946446 0.00140064 Gm4610 2.620106 8.1147E-19
Mki67 2.447200878 1.92413E-11 Fcerla 2.620477 0.0139113
Cdhl7 2.449631273 0.000173434 D3Ertd615e 2.622937 0.00483364
Slcolas 2.449717574 0.025834189 Cd69 2.626361 0.00091723

Gm42765 2.46702602 0.014414718 Slcl6all 2.626977 5.9636E-36
Sifn2 2.467235817 6.13705E-30 Mrgprb2 2.6414 6.1386E-05
Mirl96a-1 2.469080225 0.000396978 Chill 2.643273 0.00066555
Col6a5s 2.471154004 2.35936E-10 A630023P12Rik 2.646113 0.00872183
Gm9242 2.472552315 0.025797363 Dix5 2.648393 0.02244653
Tnfisf13c 2.474003909 0.020943905 Gml15650 2.650696 0.01726808
Gm47662 2.475102624 0.039685593 Slc17a8 2.651486 0.00016647

Cenb2 2.481001835 1.14329E-08 Cd3d 2.664463 9.7736E-06

Xir 2.482473216 0.003713391 Tmprsslle 2.665783 2.3007E-08
Art2b 2.484241267 0.002062183 Atp6v0d2 2.667104 4.8433E-05
Tnfrsf9 2.497682768 1.20794E-05 Sifnl 2.667701 8.4587E-05
Snordl7 2.498004507 0.034746094 Clu 2.676373779 1.92599E-24
Gpx2 2.502763975 6.78654E-24 Ifit] 2.678613287 4.59868E-13
Ndc80 2.506851125 1.51568E-07 Cxer2 2.680706029 0.000575001
Kirel 2.507133 0.00578777 Gm50186 2.681076503 0.005574227

Trac 2.518318 9.343E-05 Olfir895 2.687888886 0.00704617
Pax8 2.518635 0.00044812 Gltld] 2.700788972 5.44898E-07

BC049987 2.523392 0.00458643 Slc28a3 2.710889346 1.35268E-08
4930546K05Rik 2.523669 6.5018E-08 Tnfisf8 2.719961982 4.30859E-06
Gm47725 2.525007 0.00842572 Irx5 2.72010027 4.81423E-08

Scel 2.525232 1.7906E-09 Fbxo40 2.723300784 0.006445699

Cenpe 2.530002 1.3906E-09 Dapll] 2.723369911 1.90188E-12
Gm13868 2.532434 0.00359456 Klra2 2.723617399 5.72143E-06

Barx2 2.534093 2.7847E-14 ENSMUSG00000121016 2.728482318 0.001009302
Tmigd]l 2.535437 0.00068615 1118rap 2.733313934 7.98026E-29
Pclaf 2.537645 6.8593E-12 1133 2.73645232 8.80637E-28
Ilrn 2.548766 3.7256E-27 Atg9b 2.73730056 2.38117E-51
Bcl2ald 2.550872 1.2751E-06 Cwh43 2.74052289 2.57613E-20

Gm12610 2.556353 7.6106E-07 Wnt3a 2.740663558 4.76088E-10

Sifn4 2.55823 1.1258E-06 Gm10238 2.754289816 8.04876E-05

Gm36500 2.559029 0.02994332 Nuprl 2.755542217 1.9886E-16
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Gen log2(FC)* P vrijednost Gen log2(FC)* P vrijednost
Trpal 2.756667125 0.008833798 BB123696 3.00604 0.00855666
Ticrr 2.756814527 2.24131E-05 Kif2e 3.007548 2.4191E-08
Gm35572 2.769905059 0.01461608 Mme 3.011093 0.00034657
Ly6c2 2.774503616 0.00071864 Aim2 3.013222 2.4168E-34
Bclllb 2.777111125 8.00455E-21 Irf7 3.013915 6.7327E-22
Thx15 2.777553073 2.83216E-06 Ephx4 3.021181 8.6403E-07
Gm15947 2.794418247 2.67053E-07 Cxcl2 3.031315 0.00027249
Ccl22 2.796372001 5.19575E-08 Apol7c 3.03875 4.3112E-05
Gml15318 2.797050668 0.018782923 Nebl 3.046922 1.4963E-15
Apol9b 2.802991865 2.1147E-08 Gm3336 3.064881 1.0707E-08
HI9 2.804657592 1.66111E-07 Gm15987 3.070538 1.3527E-11
Adam8 2.822455534 4.83618E-37 Bcl2alb 3.075753 7.1284E-06
Ly6g6e 2.828895753 6.88021E-06 Sppl 3.079109 1.1705E-05
Igkv6-15 2.833443681 0.005295548 Oas2 3.085962 1.6653E-08
Fabp2 2.837464377 4.39308E-06 Mmp3 3.094479 4.9075E-08
Areg 2.838804333 7.27402E-15 Plchl 3.097725 3.5592E-16
Lhfpll 2.840515026 7.52734E-06 2310069B03Rik 3.104518 1.2426E-06
Gm36107 2.842755295 0.000679293 Cpsl 3.10844 0.00649303
Lor 2.843803563 1.07838E-05 Exol 3.110518 2.2327E-08
Zbpl 2.846297907 2.23313E-13 Alox12b 3.115779 0.00885825
Gm7609 2.848539244 0.005946531 Drd2 3.121384 0.01270717
Vtenl 2.853612548 2.23747E-32 Olrl 3.129206102 0.002193376
1700066B19Rik 2.855074619 1.46486E-07 B3galts 3.142737662 1.66378E-08
Sntgl 2.861649097 1.53422E-07 Fprl 3.156480681 0.004714056
Rip4 2.866368 1.015E-25 Bcl2ll5 3.163800959 0.000992212
AI463229 2.873548 0.01547782 Cxer5 3.164609762 0.00198269
Ffard 2.884159 6.4168E-13 Mxd3 3.173538481 4.03683E-08
Slamft 2.884463 0.00053484 Regl 3.178122441 1.19773E-05
Vnnl 2.885416 1.5347E-11 1810046K07Rik 3.183916817 0.005257545
Gsdmc4 2.887547 1.1972E-05 Ocstamp 3.199959098 0.000149079
Ube2c 2.897766 2.2315E-08 H2-M2 3.201056724 1.7289E-11
QOasl2 2.899964 8.884E-32 Mall 3.216823907 7.3492E-10
Rnf186 2.913999 3.3588E-10 Slc7all 3.232749659 3.6645E-21
Dnasell3 2.922233 5.1788E-09 Lypd2 3.247701687 0.000711279
Tm4sf5 2.92269 0.01040919 Smyd1 3.252257024 1.95024E-06
Ncapg 2.927026 9.0895E-14 Carl2 3.262353894 6.38567E-33
Slcodcl 2.938942 7.7808E-06 Gm35154 3.26703192 0.006894307
Ltb4rl 2.942326 1.1477E-22 Gpr35 3.27145408 1.19875E-07
Fegrd 2.95985 1.3664E-08 Cd79b 3.273237997 0.001244861
Ifi44 2.970429 4.0877E-13 Cer3 3.279227977 0.011453613
Sh2ds 2.972157 3.0101E-10 Cxcl9 3.291897379 0.000350414
Gm50323 2.974535 7.075E-05 Gm33055 3.298817769 0.002527799
Hs3st3b1 2.976319 4.2044E-52 Gripl 3.29978018 2.36722E-10
Mucls 2.978779 4.1345E-06 Ly6g2 3.315601691 0.000321734
Gm4675 2.984682 0.00385243 Gm12860 3.315899666 0.011380119
Dl 2.990033 4.5746E-12 Hoxb9 3.317246234 0.000211288
Bcl2ala 2.996646 3.1799E-07 Lrat 3.31771342 1.05569E-09
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Gen log2(FC)* P vrijednost Gen log2(FC)* P vrijednost
Isgl5 3.329892702 2.57543E-08 Alb 3.635288 0.01804185
Acnatl 3.330961263 0.000842443 Gpr3lc 3.636455 0.0095502
Derl3 3.347830112 1.11038E-12 Tmem212 3.645433 0.00469455
Dhrs7c 3.352922484 0.001051047 Ferla 3.659739 0.00020557
Cxcll0 3.355211731 4.55003E-10 Pax9 3.67456 2.3007E-08
Gm35019 3.359964578 0.01217408 Gm20442 3.693357 0.00040264
Hsh2d 3.377418157 3.33812E-05 Alox12e 3.720851 0.00245095
Obscn 3.385803696 1.79595E-09 Abce8 3.732409 3.0101E-10
Gpri74 3.398646889 0.0014062 Gdpd?2 3.738432 2.3381E-17
Tgml 3.409867591 1.52323E-06 Clec2g 3.746406 0.00037203
Hsd17b6 3.413127488 6.18773E-07 Cd22 3.748888 4.7677E-06
S$100a9 3.418130336 0.000699042 Gm43085 3.754949 0.00054588
Lipm 3.422542711 2.34615E-09 Cxcll5 3.767614 1.2953E-07
Pdzkl 3.423083699 0.009027543 WidcS 3.81853 0.00579018
Calhm6 3.423997564 1.07406E-06 Myoz3 3.823324 0.00015161
Idol 3.435419295 2.04099E-07 Phgrl 3.823551292 0.003951954
Ky 3.437479434 6.4976E-05 Gm4841 3.826249066 1.31897E-05
Serpina3i 3.438403271 4.91301E-06 Cacnals 3.832124531 0.002114117
Ppp2r2c 3.443683 5.3942E-13 Cox8b 3.843773631 4.75231E-06
Celsrl 3.450721 5.2896E-37 Slc39a4 3.870220509 2.21848E-13
Tigit 3.453521 0.00025933 Rnf183 3.871099387 3.21374E-06
Gm31583 3.460595 0.00439918 Apol9a 3.871141447 1.47359E-15
Yipf7 3.467177 0.01618071 Myb 3.881251407 9.50067E-06
Epgn 3.46813 0.00194803 Iglc2 3.882992211 7.36403E-05
Gm39556 3.489697 2.6905E-11 Chx3-ps8 3.884073421 3.25629E-10
Sell 3.501759 0.00018996 Clic6 3.891188838 1.9478E-17
Pdcdl 3.502676 1.1087E-06 Lrre3l 3.907253608 0.00619089
Cer7 3.503411 3.6717E-14 Ighv2 3.908261158 6.33751E-05
Cell7 3.504756 0.00039171 Cel20 3.911093284 0.004886482
8 3.506484 1.9775E-39 IgkvI-117 3.925809655 0.002323621
Gm30571 3.510083 6.5261E-35 Gm33929 3.945687298 0.003132669
Apof 3.532375 0.00152571 Col7al 3.94638814 1.8404E-151
Gm8616 3.556763 0.00587801 Tinag 3.955216045 1.86988E-05
Padi3 3.563251 2.0858E-08 Sectmla 3.968523502 0.000635793
Spib 3.568758 0.00348835 Tnfsf4 3.972475574 0.000754017
Cer8 3.579037 0.00100389 Ighv3-6 3.99357548 0.001104815
Tremi2 3.582854 0.00113917 Gm6329 4.0078526 4.59644E-05
Fgf23 3.585105 0.01527962 Pigr 4.023587121 4.76269E-51
Elaporl 3.587076 0.00052899 Fgfbpl 4.040009338 5.12298E-08
AA467197 3.588244 1.0077E-07 Gm30048 4.100103243 0.031162235
Syt6 3.60444 0.01259348 Cd79a 4.107460065 0.000382051
Gm6069 3.611267 0.00108984 ENSMUSG00000120992 4.117523895 5.7695E-117
Irx1 3.614465 0.01977163 Skint3 4.123087643 1.12302E-06
Caspl4 3.622557 1.6384E-06 Gm6445 4.125003474 0.003843881
Mylpf 3.626413 5.4521E-13 Qasla 4.125016809 6.65055E-41
Ptpn5 3.62674 3.0968E-07 Sox21 4.128231741 1.06089E-25
Agr2 3.633797 3.0192E-08 C2cd4a 4.131992671 0.000397127
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Gen log2(FC)* P vrijednost Gen log2(FC)* P vrijednost
Cxclll 4.13511272 0.006207345 Mx1 4.737259 5.154E-63
Artl 4.135274186 5.4318E-05 Igkv10-96 4.756491 3.177E-07
Gm49087 4.135557665 0.004224878 Emx2 4.759586 0.00148942
Spink8 4.145151253 0.000137029 Neerpl 4.766877 1.3969E-42
Mucll 4.158690041 2.40648E-09 Gmi13715 4.783861 0.0116709
Ifit1bl] 4.16145831 2.92077E-17 Lemd] 4.80772 1.21E-06
1112b 4.164706968 7.81733E-07 Ly6m 4.81199 1.8181E-05
Gm15433 4.165125221 2.58836E-10 2310002L09Rik 4.845693 0.01587354
Ighm 4.167698318 9.1768E-07 Fcer2a 4.853537 0.00024484
Calmi3 4.170607772 1.84616E-05 Lypd5 4.859617 0.00015062
Ceacaml6 4.177041933 0.002787407 Smpx 4.866892847 1.36743E-05
AU018091 4.187458115 1.90315E-05 Wincrl 4.872528131 1.47342E-07
Slc22a29 4.195014 0.00453112 Gprl5 4.900223384 0.00365797
Gm32461 4.198909 0.00074587 Gm38409 4.910594454 0.005295548
Hjv 4.203654 0.00037333 ENSMUSG00000120165 4.919884726 0.017731317
Qasll 4.210512 4.1705E-34 Ankkl1 4.93326783 6.13392E-09
Gm20234 4.212431 3.7372E-06 Igle3 4.941917663 5.4391E-05
Cacna2d4 4.218306 3.8902E-24 Jchain 4.949836309 1.00272E-07
Ucn2 4221322 3.1941E-17 Sp8 4.962917968 3.87024E-10
Kirgl 4.227793 9.4821E-06 Prss32 4.963454778 3.6196E-38
Muc20 4.234293 2.7229E-09 Pinlyp 4.965356306 1.51078E-11
Nirpl0 4.2412 2.8397E-13 Cacngl 4.982150133 3.09315E-06
Mrgprb9-ps 4.262259 0.00012313 Csprs 4.987258219 3.09556E-09
Gm7592 4274412 4.8181E-09 Afp 5.001849731 3.99591E-05
Serpina3f 4.280712 4.415E-06 Igke 5.025937454 1.25895E-06
H2-Eb2 4.284052 0.00020494 Gm43189 5.033384305 0.001147649
Atp2al 4.298419 7.7555E-21 Cstal 5.068872879 1.08945E-07
Stfa3 4.309645 0.00039244 Ceacam-ps1 5.078667974 0.004886482
Mroh4 4.352931 1.2089E-08 Calch 5.086602035 1.38796E-07
Gm26685 4.356409 0.00870768 Ighv6-3 5.114134397 0.000240159
Argl 4.401602 2.2272E-08 Vsnll 5.174251267 9.3919E-05
Krt75 4.40819 3.3495E-06 Tmprssi1b 5.191825888 2.74403E-07
Ferll 4.411178 0.00013516 Tin 5.207377471 1.75618E-12
Vmnlr42 4.418967 0.00500408 D030018L15Rik 5.227502336 0.008562026
Lrtml 4.418998 0.00039698 Tl 5.25081965 0.005234095
Igkvi19-93 4.514039 0.0039861 Ampbvic2 5.260124836 0.001354448
Oas3 4.533732 4.0404E-08 Csip3 5.261200484 0.001286601
Tarml 4.53646 0.01967188 Ctla4 5.290962645 5.6936E-08
Nrap 4.541016 1.5671E-09 Tspanl 5.296523589 2.74589E-15
Pdcdllg2 4.571076 0.00017293 Pou2afl 5.311236469 3.48347E-12
Gm29695 4.575605 5.6976E-17 Tzumolr 5.349325442 8.54364E-05
H2-010 4.635596 2.9949E-05 Mab2114 5.354400775 1.38832E-16
Oaslg 4.641641 6.4863E-23 Serpinale 5.355528856 0.004932039
Bncl 4.695269 9.7294E-14 Cd19 5.365018637 0.000961698
Cxcl3 4.711564 0.00099868 Clec2f 5.366961679 1.01814E-24
Fam240b 4.729541 0.0042946 Stre 5.401656738 7.6055E-32
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Gen log2(FC)* P vrijednost
Sprr2j-ps 5.412210265 0.014646451
Ighd 5.417109969 3.3575E-05
9430018G01Rik 5.479821258 9.43392E-05
Mmpl13 5.486836583 1.33718E-13
Igkvi6-104 5.498065732 0.00578577
Ubd 5501316849 2.29438E-14
Gm16025 5.532343133 0.001282436
Gm47050 5.538858607 0.00180969
Gm5155 5.579292 2.6506E-11
Sfipd 5.601026 0.00014096
Gm12648 5.608355 0.00199937
Tnfsf18 5.610849 2.1567E-05
Wntl6 5.61353 0.00130879
Myll 5.636135 3.9398E-10
Olfir753-psl 5.642789 0.00113048
Gm2619 5.654773 0.00353735
IgkvI-110 5.668624 0.00026833
Cd300lf 5.675007 2.1782E-11
Oaslh 5.68891 0.00147887
Gbpl0 5.695077 0.00011146

FC —engl. fold change
* —loga(FC): 1,9 -5,7
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Tablica D3. Geni povezani sa stanicnim procesima objedinjenima kroz KEGG ,,ribosomskim

putﬂ
Gen log2(FC) P vrijednost
Rpl17 -0,363784881503982 0,049
Rpl5 -0,379480560934895 0,049
Rpll0a -0,497172546782072 0,0368159486877718
Rpl39 -0,415051809425473 0,0342456955688886
Rps7 -0,37730215397716 0,0312921288047657
Rps3 -0,367037806446859 0,0254558854584916
Rplll -0,412051746005976 0,0352495036296788
Rps3al -0,401267584340186 0,0308136945823818
Rps11 -0,422246444636425 0,0351948723140998
Rpl23 -0,415228869130652 0,0279434065295841
Rpl19 -0,448161434297867 0,0369371909364001
Rpl6 -0,434662863642402 0,0289269498483849
Rpl35a -0,452834146948553 0,0302586724858531
Rpl35 -0,461510735322538 0,0231304466739024
Rps16 -0,432512441645759 0,02340484699878
Rpl22 -0,432025997175897 0,0241270550585589
Rps271 -0,460358748021939 0,0290824129212369
Rpl27a -0,40195635498173 0,0191506633468102
Rps23 -0,456683571803461 0,0274667470819897
Rpl26 -0,457236136799476 0,0282037624411297
Rpl9 -0,435148249887431 0,0187443777255181
Rpl18 -0,506439544194232 0,0218788633690524
Rps27rt -0,512834013584476 0,021113267061645
Rpl32 -0,485994511527518 0,0297814324579346
Rpl2211 -0,446633871733969 0,0159981571262593
Rpipl -0,520997957001331 0,0342791678821783
Rpl36 -0,520247277760504 0,033258893228626
Rpl36a -0,504857911550776 0,0268552546677212
Rps27 -0,465352091170227 0,0160260796628556
Rpslsa -0,477916301093653 0,0185011861734144
Rpl3 -0,464661731238478 0,0145049328949144
Rpll8a -0,506439544194232 0,0218788633690524
Rpsi3 -0,473776134420752 0,0167183012981794
Rps19 -0,500418407510564 0,0118204717700275
Rpsi2 -0,584893239537679 0,0242535730115137
Rpsl4 -0,496605673627002 0,0111075645243008
Rps9 -0,525151990307061 0,0158185284386134
Rps8 -0,525732206457465 0,0160627116833742
Rpsl5a -0,477916301093653 0,0185011861734144
Rps28 -0,551899238422087 0,0175314322425019
Rpsa -0,557951267669535 0,0135847407221316
Rpl37a -0,572818905733231 0,0140808618043586
Rpli3a -0,588289485800446 0,0147609085041593
Fau -0,579795111700881 0,0113989145183922
Rpl34 -0,574219535938719 0,00394364077196173
Rpl34-ps1 -0,579446339386019 0,00221124906075928
Rpl38 -0,648981491198995 0,0148143083006054
Rps24 -0,630136696263826 0,00780517151666246
Rpl41 -0,658903253517206 0,0114447120750904
Rplp2 -0,690934969079127 0,0136333235601605
Rpl3l -3,06682E+14 5,25E+08

FC —engl. fold change
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