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Raziskovalni modeli raka secnega mehurja za
izboljsanje diagnosticiranja in zdravljenja

Research models of urinary bladder cancer for
improved diagnostics and treatment

Dasa Zupancic, Samo Hudoklin

Izvlecek

Rak secnega mehurja je ena najpogostejsih rakavih bolezni pri moskih in ima visoko stopnjo
ponovljivosti, zaradi Cesar predstavlja velik ekonomski in socialni problem. Za izboljsanje dia-
gnosticiranja in zdravljenja raka se¢nega mehurja se uporablja veliko razli¢nih raziskovalnih mo-
delov. V preglednem ¢lanku so predstavljeni najpogosteje uporabljeni modeli, saj predstavljajo
priblizek dejanskemu molekularnobioloSkemu dogajanju v ¢loveku med boleznijo. Procesi na
celi¢ni ravni se raziskujejo na in vitro modelih celi¢nih kultur, obnasanje celic v Zivem organizmu
pav razli¢nih zivalskih modelih. Izsledke raziskav na teh modelih je potrebno ovrednotiti tudi na
¢loveskih vzorcih, ki so nepogresljivi, preden pride nov diagnosticni postopek ali dolocena nova
ucinkovina v proces klini¢nih Studij. V ¢lanku so kriti¢no ovrednotene prednostiin slabosti posa-
meznega modela raka se€nega mehurja ter predstavljene nekatere raziskovalne studije.

Abstract

Urinary bladder cancer is one of the leading malignancies in men with high recurrence rate, thus
representing a huge economic and social burden. Many different research models are used for
studying potential improvements in the diagnostics and treatment of bladder cancer. In this re-
view, the most widely used models are described, since they represent the approximation to the
molecular and biological processes occurring during human bladder carcinogenesis. Processes
at the cellular level are investigated by in vitro models of cell cultures, while processes occurring
in whole organisms are explored in different animal models. The results obtained by these two
approaches should also be evaluated on human biopsy samples before any new diagnostic pro-
cedure or drug can be studied in clinical trials. We provide critical evaluation of advantages and
disadvantages of specific models of the urinary bladder cancer and describe some of the studies
using these models.
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1 Uvod

1.1 Incidenca in dejavniki
tveganja za nastanek raka
seCnega mehurja

Rak se¢nega mehurja je bolezen raz-
vitih zahodnih drzav, ki se je v zadnjem
desetletju $irila tudi na dezele v razvo-
ju ter tako postala globalni zdravstve-
no-ekonomski problem. V svetovnem

Tabela 1: Incidenca in umrljivost zaradi raka se¢nega mehurjav
Evropskih drzavah (starostno standardizirana incidenca in umrljivost na
100.000) (povzeto po Antonietal.) (1).

Incidenca Umrljivost
(moski/ Zenske) (moski /[ Zenske)

Poljska (regionalno)
Ceska
Slovaska

Bolgarija

Danska
Norveska
Svedska

Irska

Spanija (regionalno)
Italija (regionalno)
Hrvaska

Slovenija

Svica (regionalno)
Nemcdija (regionalno)
Avstrija

Nizozemska
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20,2 /4,1 8,4/1,3
19,8/5,4 6,2/1,6
16,1/3,6 5,4/1,2
15,6/3,3 5,2/1,1
21,4 /8,4 6,7/2,3
21,9/6,4 4,9/1,6
18,6 /5,6 4,1/1,2
11,6/4,2 3,6/1,4
36,7/5,0 8,2/1,1
33,2/6,1 5,8/1,0
18,2/ 4,4 6,2/1,2
18,1/4,3 6,2/1,4
26,2/6,3 4,0/1,3
21,8/5,5 42/13
20,3/5,2 4,2/1,1
13,9/3,5 5,5/1,6

merilu se uvr$¢a na $esto mesto najpo-
gosteje diagnosticiranih rakavih bolez-
ni pri moskih (1). Poleg tega predstavlja
zaskrbljujo¢e dejstvo zelo visoka sto-
pnja njegove ponovljivosti, ki se giblje
med 50 % in 90 % (1). Zaradi pogostosti
in (ne)ucinkovitosti trenutnih nacinov
zdravljenja, ki zahtevajo dolgoro¢no
spremljanje Ze zdravljenih bolnikov,
pomeni rak mehurja veliko socialno ter
finan¢no obremenitev druzbe in posa-
meznikov (2). Najvisja incidenca je pri
moskih juzne in zahodne Evrope ter
severne Amerike, kjer predstavlja cetrto
najpogostejso obliko raka (3).V Sloveniji
je rak mehurja osma najpogostejsa obli-
ka raka med moskimi (18,1 na 100.000),
s ¢imer zavzema cetrto mesto med dr-
zavami juzne Evrope (Tabela 1). Pri Zen-
skah je incidenca raka mehurja trenu-
tno precej nizja v primerjavi z moskimi
(Tabela 1), vendar se povecuje od sredine
90. let prej$njega stoletja, medtem ko se
med moskimi zmanjsuje (1). Petletno
prezivetje bolnikov z rakom mehurja v
Sloveniji je 53,7 %.

Glavni dejavnik tveganja za raka me-
hurja ostaja kajenje tobaka. Kadilci ima-
jo do 2,5-krat vi§jo verjetnost za razvoj
te oblike raka kot nekadilci, pri ¢emer je
tobak odgovoren za priblizno 50 % vseh
primerov in priblizno 40 % vseh smrti
zaradi raka mehurja (4). Glede na te po-
datke ni presenetljivo, da vzorec inciden-
ce in smrtnosti zaradi raka mehurja v ve-
liki meri sovpada z vzorcem kajenja (5).
Pri tem je potrebno upostevati zgodo-
vino bolezni, saj se trenutni vzorec po-
javljanja raka mehurja ujema s prevalen-
co kajenja izpred 20-30 let (6).V zadnjih
desetletjih je pogostnost kajenja upadla
v Stevilnih Evropskih drzavah, kar se
odslikava tudi v trendu nizanja inciden-
ce in smrtnosti zaradi raka mehurja pri
moskih v teh drzavah. V nasprotju s tem
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Slika 1: Klasifikacija raka secnega mehurja glede na globino invazije
(povzeto po Mertens et al.) (13).

pa se je v nekaterih drzavah prevalen-
ca kajenja zacela zmanj$evati Sele pred
kratkim ali pa celo $e vedno narasca, kar
velja predvsem za Zenske (7). To pomeni,
da bo incidenca in smrtnost zaradi raka
mehurja v teh populacijah $e narascala
oziroma se bo zacela zmanjSevati Sele
¢ez nekaj desetletij.

Poleg kajenja je med karcinogene de-
javnike, ki povzroc¢ajo raka mehurja, uvr-
$¢ena tudi izpostavljenost aromatskim
aminom in drugim kemikalijam, ki so
prisotne v barvni, gumarski in aluminij-
ski industriji (8). Tem sledi izpostavlje-
nost dolo¢enim okoljskim onesnazilom,
kot je na primer arzenik v pitni vodi (9).
Studije kaZejo, da imajo potencialno vlo-
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go v karcinogenezi mehurja tudi pode-
dovani genetski dejavniki (10). Na dru-
gi strani pa vloge razlicnih prehranskih
diet pri razvoju raka mehurja $tudije ne
potrjujejo (2).

1.2 Klasifikacija raka seCnega
mehurja

Rak mehurja se praviloma razvije
zaradi transformacije epitelnih celic, ki
mejijo na svetlino mehurja in se ime-
nujejo urotelijske celice (11). Rakava
transformacija uroteljskih celic znotraj
urotelija vodi v nastanek urotelijske ne-
oplazije. Prva Klasifikacija urotelijskih
neoplazij je nastala leta 1973 in se je kljub
dolo¢enim pomanjkljivostim uporablja-
la skoraj 30 let (12). Leta 1998 je Svetovna
zdravstvena organizacija (angl. World
Health Organisation, WHO) v sode-
lovanju z Mednarodnim zdruZenjem
urologkih patologov (angl. International
Society of Urological Pathologist, ISUP)
sprejela novo klasifikacijo WHO/ISUP,
ki podrobneje razdeli neoplazije glede
na obliko sprememb urotelija ter glo-
bino invazije rakavih urotelijskih celic
(Slika 1 in Tabela 2). Klasifikacija WHO/
ISUP za dolocanje urotelijskih neoplazij
je v uporabi Se danes.

1.3 Odkrivanje in zdravljenje
raka seCnega mehurja

Najbolj klju¢na za ugoden razplet bo-
lezni je hitra postavitev diagnoze, saj so
na zacetku razvoja bolezni v vecini uro-
telijske neoplazije neinvazivnih papilar-
nih karcinomov oblike pTa. Osnovno
diagnosticiranje urotelijskih neoplazij
se izvaja z anamnezo in klini¢nim pre-
gledom, ki ga sestavljajo citoloske pre-
iskave urina ter cistoskopija in histo-
patoloska preiskava biopta urotelijske
neoplazije, pridobljenega med operaci-
jo. Ob postavitvi diagnoze ima pribliz-
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Tabela 2: Klasifikacija WHO/ISUP urotelijskih neoplazij in njihovih histopatoloskih znacilnosti
(povzeto po Ovcak, Epstein et al.) (12,14).

Klasifikacija Histopatoloske znacilnosti

Normalen urotelij

Enostavna hiperplazija

Papilarna hiperplazija

Reaktivna (vnetna) atipicnost

Atipicnost neznanega izvora

Displazija

Karcinom in situ (CIS)

Papilom

Papilarna urotelijska
neoplazija nizkega malignega
potenciala (PUNLMP)

Neinvazivni papilarni
urotelijski karcinom nizke
stopnje (pTa, low grade)

Neinvazivni papilarni

urotelijski karcinom visoke
stopnje (pTa, high grade)

Invazija v lamino proprijo (T1)

Invazija v proprijo muskularis
(miSica detruzor) (T2)

Invazija skozi misico (T3)

Invazija v sosednje organe (T4)

Do 7 skladov celic, za povrsinski sklad so znacilne deZnikaste celice,
minimalne citoloske atipi¢nosti in spremembe v zgradbi celic.

Zadebeljen urotelij brez citoloskih atipi¢nosti.

Sluznica je nagubana, lahko tudi resicasta, prisotni so izrastki v obliki
prstov, urotelij je neenakomerno zadebeljen in ne kaze citoloskih
atipi¢nosti.

Jedra urotelijskih celic so enakomerno povecana, jedrca so jasno
vidna, prisotne so tudi mitoze.

Diagnoza, ko je odlocitev med reaktivno atipicnostjo in neoplazijo
tezka. Zaradi intenzivnega vnetnega procesa je mocno izrazen
polimorfizem jeder.

Hude spremembe, ki se kaZejo kot porusenje zgradbe celic, celicniin
jedrni polimorfizem in povecana mitotska aktivnost.

Prisotnost celic z velikimi, nepravilno oblikovanimi jedri, obi¢ajno
v celotni debelini urotelija. Mitotska aktivnost je vidna tudi v
povrsinskem in srednjem sloju urotelija.

Papilarna benigna novotvorba z ozkim vezivnim tkivom, ki
ga prekriva urotelij, ki se po zgradbi ne razlikuje bistveno od
normalnega.

Papilarna novotvorba z minimalnimi nepravilnostmi v zgradbi celic
urotelija in minimalnimi jedrnimi atipijami. Urotelij je praviloma
zadebeljen, jedra so vecja kot pri papilomu, v bazalnem sloju so redke
mitoze.

Nepravilnosti v zgradbi celic so pogostejSe, polimorfizem jeder je
izrazit. Opazne so spremembe v velikosti, oblikiin polarnosti celic.
Blaga mitotska aktivnost se omejuje na bazalni sloj urotelija.

Izrazite nepravilnosti v zgradbi in videzu rakavih celic. Opazna je
nepravilna porazdelitev kromatina v jedrih, jedrca so jasno vidnain
nepravilno oblikovana. Navadne in patoloske mitoze so prisotne v
vseh slojih urotelija.

Prisotnost skupkov ali posameznih rakavih celic v lamini propriji.

Znacilna je prisotnost rakavega tkiva med debelimi snopi gladkega
misicja stene mehurja.

Prisotnost rakavih celic v tunici serosi.

Infiltracija rakavega tkiva v sosednje organe.
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no 75% bolnikov nemisi¢noinvazivno
obliko (pTa, CIS, T1) in priblizno 25%
misi¢noinvazivno obliko (stadij>T2)
raka se¢nega mehurja (15). Pri bolnikih
z misi¢noneinvazivno obliko bolezni je
petletno prezivetje sicer relativno viso-
ko (> 90 %), vendar pa je ponovljivost te
bolezni izjemno visoka (50-90 %), zara-
di Cesar je potrebno drago dolgoro¢no
spremljanje z invazivno cistoskopijo (1).
Zdravljenje papilarnih oblik karcino-
mov je najveckrat transureterna resekci-
ja se¢nega mehurja (angl. Transurethral
Resection of Bladder, TURB). Namen
posega je odstraniti vse makroskopsko
vidne dele karcinoma, pri ¢emer hkra-
ti pridobimo biopsije rakavega tkiva, s
katerimi se dolocijo stadij, stopnja ter
globina invazije (16). Pri stadijih T3 in
T4 je obicajna oblika zdravljenja radi-
kalna cistektomija z odstranitvijo lokal-
nih bezgavk (angl. Radical Cystectomy),
ki ji sledi sistemska kemoterapija (17).
Izkazalo se je, da neoadjuvantna kemo-
terapija na osnovi cisplatina pred radi-
kalno cistektomijo izbolj$a dolgoro¢no
prezivetje le za 6 % (18). Priblizno 50 %
bolnikov z diagnozo invazivne obli-
ke raka mehurja umre v petih letih po
postavitvi diagnoze (19,20). Ob tem pa
spremljanje statistike petletnega pre-
zivetja pokaze, da se zdravljenje bolni-
kov s to obliko raka v zadnjih 20 letih
ni bistveno izboljsalo (21). Tako je rak
mehurja zaradi visoke pogostosti in
ponovljivosti urotelijskih neoplazij ter
slabega prezivetja invazivnih oblik zelo
resen problem javnega zdravstva. Zato je
potrebno prihodnje raziskave usmeriti v
iskanje novih metod in pristopov v dia-
gnosticiranju ter iskanje novih napoved-
nih dejavnikov. Visoka ponovljivost raka
mehurja je verjetno posledica dejstva,
da kljub kirurski odstranitvi cistoskop-
sko vidnih urotelijskih neoplazij ostane
nekaj rakavih urotelijskih celic v se¢nem
mehurju, iz katerih se razvijejo nove ne-
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oplazije. Zato je nujno iskati nove na-
¢ine zdravljenja, kot je na primer cilja-
ni vnos zdravil v rakave celice. Od leta
1990, ko so v onkologijo prvi¢ vpeljali
ciljano zdravljenje, so se $tevilne terapi-
je s ciljanim zdravljenjem uveljavile pri
zdravljenju rakavih bolezni, predvsem
levkemije, gastrointestinalnih in kolo-
rektalnih tumorjev ter raka ledvic (22).
Zal pa se nobeno od registriranih ci-
ljanih zdravljenj ni izkazalo kot uspes-
no pri zdravljenju raka mehurja (23).
Glavni vzroki za to so najverjetneje: a)
izjemno hitro pridobljena odpornost
tumorja na terapijo, ki je posledica mo-
lekularne heterogenosti rakavih urotelij-
skih celic (24), b) delovanje urotelijskih
celic kot pregrada, ki lahko na celi¢ni
ravni zmanj$uje dostop zdravil do raka-
vih celic ter ¢) $tevilni toksi¢ni stranski
ucinki zdravljenja (23). Za razvoj novih
oblik zdravljenja raka mehurja so klju¢-
ni reprezentativni, dobro ovrednoteni
in ponovljivi predklini¢ni raziskovalni
modeli raka, pri katerih se je potrebno
zavedati prednosti in pomanjkljivosti
posameznega modela.

2 Raziskovalni modeli raka
seCnega mehurja

Razvoj novih nacinov diagnosticira-
nja in zdravljenja raka mehurja se zac¢-
ne s temeljnimi celi¢no-bioloskimi in
molekularnimi raziskavami na celicnih
kulturah (sistemi in vitro), katerim sledi-
jo raziskave na kompleksnejsih Zivalskih
modelih (predklini¢ne Studije in vivo).
Zivalski modeli raka omogocajo tudi
raziskave mehanizmov delovanja Ze uve-
ljavljenih terapij (npr. terapija z bacilom
Calmette-Guerin) ter moznosti njihove-
ga izbolj$anja (25). Od vseh na modelnih
sistemih testiranih inovativnih nacinov
zdravljenja jih le malo pride do stopnje,
da se lahko izvede klini¢na $tudija na
bolnikih.
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2.1 In vitro sistemi omogocajo
temeljne studije karcinogeneze
urotelija

Celi¢ne kulture so odli¢no orodje za
$tudij osnovnih celi¢nobioloskih, mole-
kularnih in genetskih znacilnosti raka-
vih urotelijskih celic in vitro. Poglavitni
prednosti uporabe in vitro sistemov
urotelijskih celic sta moznost nadzoro-
vanja pogojev in neposrednega opazo-
vanja celic v kulturi. Rast normalnih in
rakavih urotelijskih celic, pridobljenih
od glodavcey, prasicev ali ljudi, predsta-
vlja moznost raziskovanja '¢istih’ popu-
lacij celic brez vpliva celic drugih tkiv.
Celi¢ne kulture omogocajo tudi prve
faze testiranja novih zdravilnih ucinko-
vin, npr. testiranje mehanizma vstopa-
nja v celice, prenosov znotraj celic ter
mehanizmov delovanja. V literaturi je
opisanih ve¢ metod gojenja rakavih in
normalnih urotelijskih celic, od trajnih
celi¢nih linij in razli¢no diferenciranih
primarnih in sekundarnih celi¢nih kul-
tur do kultur eksplantatov (26,27). Trajne
celi¢ne linije urotelijskih celic se pridobe
bodisi iz normalnih urotelijskih celic, ki
so bile izpostavljene kemijskim karcino-
genom, bodisi iz rakavih celic razli¢nih
tumorjev se¢nega mehurja (28). Obstaja
ve¢ celi¢nih linij ¢loveskega izvora (npr.
RT4, RT112, T24, UMUC3 in UMUC14),
ki predstavljajo raziskovalne modele
razlicnih stopenj raka mehurja ter iz-
razajo $tevilne genetske in morfoloske
spremembe ter spremembe Vv izrazanju
genov, opazene v ¢loveskih urotelijskih
neoplazijah. V raziskovalne namene se
uporabljajo tudi misje (npr. MB49 in
MBT-2) in podganje trajne celi¢ne lini-
je (npr. AY-27) (29). Vsi ti sistemi in vi-
tro so modelni sistemi za $tudije vpliva
dejavnikov, ki spremljajo rast in dife-
renciacijo normalnih in rakavih urote-
lijskih celic (npr. rastni faktorji, signalne
molekule, mitogeni, inhibitorji). Poleg

tega omogocajo spremljanje nastanka
in razvoja rakave transformacije celic
po izpostavitvi karcinogenu ter prvo
ugotavljanje ucinkovitosti protirakavih
zdravilnih ucinkovin (30). Celi¢ne kul-
ture omogocajo tudi raziskave genetskih
sprememb, povezanih z razvojem raka
mehurja, ter testiranje tumorogenosti
in sposobnosti celic za metastaziranje.
Ceprav so sistemi in vitro zaradi pregle-
dnosti in sorazmerno enostavne upora-
be ucinkovit modelni sistem, pa imajo
svoje omejitve predvsem zaradi odsot-
nosti kompleksnega (tkivnega) okolja.
Metabolizem (31) in odzivnost (32) celic
na signale iz okolja v trajni celi¢ni liniji
se npr. opazno razlikujeta od tistega, ki
poteka v celicah normalnega ali rakave-
ga tkiva in situ. Celi¢ne linije, ki rastejo
v monoslojih, ne posnemajo kompleksne
tridimenzionalne urejenosti, znacilne
za tkiva v organizmu. Z uporabo tridi-
menzionalnih sistemov celicnih kultur
in komponent zunajceli¢nega matriksa
lahko sicer vzpostavimo bolj fizioloski
modelni sistem arhitekture in dinamike
tumorja (33), ne moremo pa povsem na-
domestiti kompleksnega okolja tkiva in
vivo. Velik vpliv le-tega namre¢ prispe-
vajo celice, ki obkrozajo rakave celice in
situ, npr. imunske celice, mezenhimske
celice, sistem oziljenja, kompleksnost ve-
zivnega tkiva in drugi tipi celic. Te ome-
jitve celi¢nih kultur lahko delno prema-
gamo z razli¢nimi zivalskimi modeli, ki
so opisani v naslednjem poglavju.

V slovenskem prostoru se z gojenjem
urotelijskih in vitro sistemov ukvar-
jamo na Institutu za biologijo celice
Medicinske fakultete v Ljubljani. V od-
licno opremljenem celi¢nem laboratori-
ju gojimo primarne in sekundarne kul-
ture urotelijskih celic, trajne celi¢ne linije
in tudi kulture urotelijskega tkiva, ki jih
uporabljamo za $tudije diferenciacije in
regeneracije urotelija, za $tudije nacinov
internalizacije uc¢inkovin, citotoksi¢nos-
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ti idr. Na modelih in vitro urotelijskih
celic raziskujemo tudi nacine medce-
licne komunikacije z membranskimi
nanocevkami (34) ter z zunajceli¢nimi
vezikli (35,36), kar je v zadnjem obdobju
v sredi$¢u raziskovalne pozornosti in naj
bi imelo vlogo tudi pri rakavih boleznih.
Ob tem je klju¢no, da imamo vzpostav-
ljene poleg modelov trajnih celi¢nih linij
papilarnih in metastazirajocih urotelij-
skih celic tudi modele normalnih kultur
urotelijskih celic, ki jih lahko diferencira-
mo do visoke stopnje. To nam omogoca
raziskovanje podobnosti in razlik v ce-
li¢nih procesih, ki potekajo v normalnih
in rakavo spremenjenih urotelijskih celi-
cah, izdelovanje sokultur ter spremljanje
relevantne interakcije med normalnimi
in rakavimi celicami med karcinogenezo
(npr. nacin pritrjevanja rakavih celic na
normalne, potek medceli¢ne komunika-
cije med njimi, nacin migracije rakavih
celic med normalnimi).
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2.2 Zivalski modeli raka
secnega mehurja so kljucni za
predklinicne studije

Zivalske modeli predstavljajo osre-
dnjo raziskovalno povezavo med prep-
rostej$imi sistemi in vitro ter klini¢nimi
$tudijami s kon¢no aplikacijo spoznanj
pri ljudeh. Poglavitna prednost Zivalskih
modelov je njihova kompleksnost, ki
omogoca sorazmerno dobro simulacijo
celi¢nih procesov pri ljudeh, hkrati pa e
vedno obstaja moznost za nadzorovanje
eksperimentalnih pogojev. Najpogosteje
uporabljene vrste zivalskih modelov
raka mehurja so v Tabeli 3. Razdelimo
jih lahko na ve¢ nacinov, npr. glede na
gensko ozadje rakavih celic in gosti-
teljske Zivali, na singenske (enako ozad-
je) in na ksenogenske (razlicno ozadje)
modele, glede na polozaj tumorja v po-
skusni zivali pa na heterotopne in orto-
topne modele. Heterotopni modeli raka
mehurja so sicer z vidika vzpostavitve
enostavnejsi, saj se nasaditev suspenzije
rakavih urotelijskih celic izvede z injek-

Tabela 3: Vrste Zivalskih modelov, ki se uporabljajo v predklini¢nih raziskavah raka se¢nega

mehurja (povzeto po van Kessel et al.) (29).

L vstamodes prmen

Gensko ozadje singenski modeli

ksenogenski modeli

Polozajtumorja ortotopni ksenogenski modeli

heterotopni ksenogenski
modeli

Raziskovalni modeli raka secnega mehurja za izboljSanje diagnosticiranja in zdravljenja

spontano nastali rak
kemijsko induciran rak

transgeni modeli, misji modeli, pripravljeni z
genskim inZenirstvom

presaditev celic iste Zivalske vrste v gostiteljsko
Zival

presaditev celic druge Zivalske vrste v gostiteljsko
Zival

tuje ali lastne celice rastejo v zivali na anatomski
lokaciji, ki je enaka lokaciji, iz katere so bile celice
izolirane

tuje ali lastne celice rastejo v Zivali na anatomski

lokaciji, ki je razlicna od lokacije, iz katere so bile
celiceizolirane
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cijo bodisi subkutano (pod kozo), intra-
vensko (v repno veno) ali intraperitone-
alno (v trebusno votlino). Tumor se torej
razvije na anatomski lokaciji v organiz-
mu, ki se razlikuje od lokacije, iz katere
so se celice izolirale, zaradi Cesar se po-
raja vprasanje, ali se tumor na razli¢nih
lokacijah v telesu razvija enako, kot bi se
razvijal v organu, iz katerega rakave ce-
lice izvirajo (37). Zato je bolj primerna
uporaba ortotopnih modelov, pri katerih
z intravezikalno nasaditvijo rakavih uro-
telijskih celic vnesemo le-te neposredno
v se¢ni mehur (38).

Prednost singenskih zivalskih mo-
delov je enotno gensko ozadje, saj se
tumor razvije iz tkiva gostiteljske Zivali.
Singenski modeli vkljucujejo poskus-
ne zivali, pri katerih tumorji nastane-
jo spontano ali jih inducirajo. Tumorje
induciramo z dolo¢enimi kemikalija-
mi (npr. 0,05-odstotnim N-butil-N-(4-
hidroksibutil) nitrozaminom (BBN)),
z genskimi modifikacijami (npr. izbitje
gena ps53 za supresorski protein za tu-
mor Ps53) ali pa se uporabi kombinacija
obojega. Spontano nastali tumorji pri
glodavcih so zelo redki in so v vec¢ kot
99 % povezani z visoko starostjo (39).
Znan je spontani model raka sec¢nega
mehurja pri psih, pri katerih je sponta-
no pojavljanje te bolezni podobno kot
priljudeh (40). Pri psih gre najpogosteje
za invazivni urotelijski karcinom visoke
stopnje, ki je v svojih celi¢nih bioloskih
in molekularnih znacilnostih, mestih
in frekvencah metastaz ter odzivu na
zdravljenje podoben ¢loveskim invaziv-
nim urotelijskim karcinomom. Pasji mo-
del je zato dobra dopolnitev misjim in
podganjim modelom raka mehurja (41).
Najvec¢ja prednost singenskih modelov
je naravno makro- in mikrookolje tu-
morja, vkljuno z aktivhim imunskim
sistemom poskusne Zzivali.

Ksenogenski modeli raka mehurja so
modeli, pri katerih uporabimo rakave

celice neke zivalske vrste in jih presa-
dimo v gostiteljsko zival druge vrste. S
tem dosezemo, da so rakave celice bolj
podobne raku donorskega organizma
(npr. cloveka), katerega biologija nas
najbolj zanima. Pri presaditvi ¢loveskih
rakavih celic v mehur poskusnih zivali
so nastale neoplazije nac¢eloma bolj po-
dobne raku mehurja pri ljudeh, kot ¢e
uporabimo (Zivalski) singenski model
karcinogeneze. Vendar pa imajo kse-
nogenski modeli dolo¢ene omejitve. Za
njihovo uporabo je potrebno imeti Ziva-
li z imunsko pomanjkljivostjo, s ¢imer
omogocimo, da ¢loveske rakave celice
prezivijo v tujem organizmu (42). Za
¢im boljso ohranjenost heterogenosti
tumorske arhitekture raka mehurja je
najboljsa neposredna presaditev svezega
ksenografta iz bolnika v poskusno zival.
Prva $tudija, ki opisuje metodo priprave
ksenografta, pridobljenega iz bolnika,
je bila objavljena leta 2015 (43), vendar
se uporaba uveljavlja sorazmerno po-
¢asi. Kljub napredku v presajanju tujih
ali lastnih rakavih urotelijskih celic ter
razvoju najrazli¢nejsih gensko spreme-
njenih modelnih Zivali se za predklini¢-
ne $tudije Se vedno najpogosteje upora-
bljajo kemijsko inducirani modeli raka
mehurja.

2.2.1 Kemijsko inducirani rak
seCnega mehurja

Najpogosteje uporabljani kemijski
karcinogen za indukcijo raka mehurja,
ki se uporablja $e danes, je BBN (44).
BBN se pogosto pojavlja v barvni indu-
striji in je metabolni produkt razli¢nih
N-nitrozo sestavin, ki so prisotne tudi v
cigaretnem dimu (45). Za z BBN indu-
cirani model raka mehurja so bile nare-
jene obsezne histoloske, morfoloske, ce-
licnobioloske, molekularne in genetske
analize ter primerjave s ¢loveskih rakom
mehurja (46,47). Najvecja prednost BBN
je odsotnost sistemske toksi¢nosti in

Zdrav Vestn | maj-junij2020 | Letnik 89



PREGLEDNI ZNANSTVENI CLANEK

Neinvazivni papilarni urotelijski karcinom Invazivni papilarni urotelijski karcinom
nizke stopnje (pTa, low grade) visoke stopnje (pT1, high grade
5 : e . . =, .

Normalen urotelij

o

W svetlina

Misji model

svetlina,

svetlina

Cloveski vzorci

Slika 2: Parafinske rezine, obarvane s hematoksilinom in eozinom. Normalni misji (A) in ¢loveski (D) urotelij.
Patohistologija misjega modela raka mehurja, induciranega z BBN (B - 0,05 % BBN v pitni vodi 20 tednov; C - 0,05 % BBN v
pitni vodi 20 tednov in nato Se 15 tednov pitja vode brez BBN) in ¢loveskih vzorcev, primerljivih stopenj raka mehurja (E-
pTa, low grade; F - pT1, high grade). Merilo: 200 um.
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indukcija izklju¢no urotelijskih neopa-
zij (48), ki so po nastanku in ¢asovnem
poteku pojavljanja ekvivalentne ¢loves-
kim urotelijskim neoplazijam (46,47).
Patoloske in genetske podobnosti
med modelom raka mehurja, inducira-
nim z BBN, in ¢lovesko boleznijo uvr-
$¢ajo ta model med najbolj primerne
sisteme za $tudij razli¢nih stopenj ¢lo-
veskih urotelijskih neoplazij (Slika 2).
Kot tak omogoca raziskave biologije
urotelijskih rakavih celic in razvoja tu-
morjev s pomocjo slikovnih, genetskih,
molekularnih, histoloskih in elektron-
skomikroskopskih metod. Z BBN indu-
cirani model raka mehurja pri glodavcih
je tudi zelo uporaben za ovrednotenje
novih nac¢inov zdravljenja raka mehurja
ter ciljanega vnosa zdravilnih u¢inkovin
v rakave celice. Ta model se uporablja za
doloc¢anje u¢inkovitosti zdravilnih u¢in-
kovin, ki se v organizem vnesejo intra-

vezikalno (s katetrom v se¢ni mehur) ali
na druge nacine, kot sta oralno ali intra-
peritonealno (27). Pred zacetkom obrav-
nave poskusnih Zivali je nujno potrebno
potrditi, da so rakave urotelijske celice
sposobne privzemanja zdravilne uc¢inko-
vine, kar se obi¢ajno testira na celi¢nih
kulturah.

BN inducira raka mehurja pri misih,
podganah in psih, medtem ko se je pri
hre¢kih in prasicih izkazal kot $ibek kar-
cinogen (49,50). Najpogosteje se v razi-
skavah uporablja model BBN karcinoge-
neze pri misih in podganah, s katerimi
je sorazmerno enostavno rokovati in jih
imeti nastanjene, njihovo vzdrzevanje pa
je poceni. Psi se zaradi eti¢nih razlogov,
cene in zahtevnejsih pogojev nastanitve
kot modelni sistemi karcinogeneze ne
uporabljajo vec (51).

BBN se vnese v Zival v obliki 0,05-0d-
stotne raztopine v pitni vodi, lahko pa
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tudi 0,005-odstotne ali 0,5-odstotne,
odvisno od seva misi oziroma podgan
in stopnje zelenega tumorja (52). Zauziti
BBN se presnavlja v jetrih, kjer encimski
sistem alkohol/aldehid dehidrogenaze
oksidira alkoholno skupino BBN v kar-
boksilno skupino in nastane N-butil-N-
(3-karboksipropil)-nitrozamin (BCPN).
BCPN se izloca iz telesa z urinom, ki se
skladi$¢i v mehurju in na ta nacin pride
v stik z urotelijem. BCPN je stabilna mo-
lekula, ki se kovalentno veze na urotelij-
ske celice in je neposredno odgovorna za
zacetek procesa rakave preobrazbe (53).
Glede na mehanizem delova-
nja sodi BBN med genotoksi¢ne ali
DNA-reaktivne karcinogene (54). BBN
povzroci poskodbe molekul DNA v uro-
telijskih celicah in na ta nacin selektivno
inducira raka mehurja pri misih in pod-
ganah (55). Intenziteta procesa karcino-
geneze in stopnja, do katere se v dolo-
¢eni poskusni Zivali razvije rak mehurja
(hiperplazija, displazija, CIS, neinvazivni
papilarni urotelijski karcinom nizke in
visoke stopnje, invazivni karcinomi), je
odvisna od uporabljene koncentracije
BBN, trajanja pitja vode z BBN (2-24 te-
dnov), ¢asovnega presledka od preneha-
nja pitja vode z BBN do evtanazije zivali
in odvzema urotelijskega tkiva ter vrste
in seva zivali. Pri miji patogenezi pride
obi¢ajno najprej do vnetnih procesov v
lamini propriji pod urotelijem, ¢emur
sledi displazija z urotelijsko metaplazijo
razli¢cnih stopenj ali brez nje, nato na-
stopita CIS in invazivni karcinom (56).
Metastaze pri mi§jem modelu niso ti-
picne, saj se zivali zaradi obstrukcijske
uropatije evtanazirajo, preden pride do
metastaziranja. Za razliko od misjega
modela je pri podganjem modelu rezul-
tat obravnave z BBN skoraj izklju¢no ne-
invazivni papilarni karcinom nizke in vi-
soke stopnje. Med razvojem tumorjev je
nujno opravljati redne telesne preglede
poskusnih Zivali. Pri misih in podganah

se klasi¢no uporabljata palpacija mehur-
ja in pregled urina. Hematurija in otip-
ljiva masa v se¢cnem mehurju sta znaka,
ki se razvijeta Sele pri poznih in napre-
dujocih stopnjah raka. Za spremljanje
razvoja tumorja so zato priporocljive
neivazivne in vivo metode slikanja, kot
so UZ, endoskopija, cistoskopija in ma-
gnetno resonanc¢no slikanje (MRI) ter
rac¢unalnisko podprta aksialna tomogra-
fija (CAT) in bioluminiscenca. MoZnost
uporabe teh metod slikanja omogoca
natan¢no spremljanje in merjenje tu-
morjev ter s tem zmanjsanje Stevila Zi-
vali, potrebnih za raziskavo. Poleg tega
metode in vivo slikanja omogocajo tudi
natancnejse spremljanje pocutja zivali in
ugotavljanje stopnje njihovega trpljenja,
kar omogoca zvestejse sledenje uveljav-
ljenim eticnim pravilom, imenovanim
3Rs (angl. Replacement, Reduction,
Refinement).

V Sloveniji smo na Institutu za bi-
ologijo celice Medicinske fakultete v
Ljubljani s pomocjo misjega in podga-
njega modela BBN analizirali spreme-
njeno izrazanje uroplakinov (UP), ki so
znacilni za visoko diferencirane urote-
lijske celice (57). Poleg tega smo na mo-
delih BBN proucevali selektivno vezavo
lektinov (glikoproteinov, ki se specificno
vezejo na dolocene sladkorne preostan-
ke) na normalne in rakavo spremenjene
urotelijske celice, kar bi lahko omogoci-
lo izbolj$sano diagnosticiranje in ciljano
zdravljenje raka mehurja (58).

2.2.2 Ortotopni modeli raka
secnega mehurja

Ortotopni modeli raka mehurja
omogocajo Siroko paleto celi¢nobiolo-
$kih raziskav rakavih celic znotraj go-
stiteljevega zdravega, normalno diferen-
ciranega urotelija ter novih mozZnosti
zdravljenja. Ksenogenski ortotopni mo-
deli odli¢no posnemajo morfoloske zna-
¢ilnosti ¢loveskih tumorjev, singenski
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ortotopni modeli pa naravno sistemsko
okolje organizma (imunski in hormo-
nalni sistem). Izvedbeno so ortotopni
modeli kar zahtevni in vkljucujejo dve
fazi vzpostavljanja tumorja. V prvi je
potrebno gojenje rakavih urotelijskih
celic, ki so lahko ¢loveskega, misjega ali
podganjega izvora, v ustreznih in vitro
sistemih. V drugi fazi je potrebna uspe-
$na nasaditev rakavih celic v ustrezno
predpripravljeni se¢ni mehur zivali. Pri
tem je potrebno suspenzijo rakavih uro-
telijskih celic vnesti v svetlino mehurja,
kar je mozno izvesti z injekcijo pri od-
prti trebusni votlini ali pa z injiciranjem
suspenzije celic po katetru skozi se¢nico.
Predpriprava mehurja pomeni, da zdrav,
normalen urotelij gostiteljske Zivali prej
kemijsko ali mehansko poskodujemo,
sicer se rakave urotelijske celice nanj
ne morejo pritrditi (59). Po nasaditvi
rakavih celic v zival je potrebno zdra-
vstveno stanje le-teh redno spremljati
in opravljati serijske preglede urina za
primer hematurije ter ugotavljati, ali na-
staja otipljiva tumorska masa v se¢nem
mehurju. Za spremljanje rasti tumorja
se lahko uporabijo tudi v poglavju 2.2.1
omenjeni neinvazivne metode in vivo
slikanja.

Ortotopni modeli raka mehurja ima-
jo doloc¢ene omejitve. Tako se npr. induk-
cija razvoja raka razlikuje od naravnega
zacetka bolezni pri ljudeh. Poleg tega se
ne morejo izvajati raziskave ugotavlja-
nja specificnega imunskega odziva na
zdravljenje v misih z imunsko pomanj-
kljivostjo, ki so potrebne v primerih kse-
nogenskih modelov. Tudi ¢asovni okvir
$tudij metastaziranja je pri ortotopnih
modelih zelo omejen, saj pride pogosto
do smrti poskusne zivali zaradi obstruk-
cije secnice, ki jo povzroci Ze primarni
tumor pred nastankom invazivnega raka
in metastaziranja. V primerih, ko pride
do metastaziranja, pa se mesta metastaz
poskusnih Zzivali mnogokrat razlikujejo
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od mest, ki so znacilna za ¢loveske uro-
telijske karcinome (60).

Pri singenskih ortotopnih modelih
raka mehurja se v se¢ni mehur vsadi-
jo rakave urotelijske celice iste Zivalske
vrste. Najbolj znana sta podganji (61)
in mi$ji model, pri katerih se presadijo
rakave urotelijske celice istega seva Zi-
vali (38). Slabost singenskih ortotopnih
modelov je v tem, da gre za celi¢ne lini-
je misjih ali podganjih rakavih urotelij-
skih celic, katerih rakava preobrazba se
kemijsko inducira, zaradi ¢esar se razli-
kujejo od ¢loveskih rakavih urotelijskih
celic. Poleg tega onkogene mutacije,
ki so za nekatere cloveske celi¢ne linije
znane (na primer celice T24 — mutaci-
ji HRAS in TPs3, celice RT4 — mutacija
RHOA, celice UMUC3-mutacije PTEN
in KRAS), niso znane za podganjo celi¢-
no linijo AY-27 ter za misji celi¢ni liniji
MB49 in MBT-2 (29). Prednosti singen-
skih ortotopnih modelov raka mehurja
pa so v tem, da so poskusne Zivali imun-
sko brezhibne in torej lahko raziskujemo
rast tumorja in ucinke razlicnih terapij
v organu in organskem sistemu, kjer
hormonski in imunoloski procesi po-
tekajo nemoteno. Ceprav je fiziolosko
stanje imunskega sistema teh posku-
snih Zivali normalno in torej podobno
stanju v ¢loveskem organizmu, pa se je
pri interpretaciji rezultatov potrebno za-
vedati medvrstnih razlik in razlik med
spoloma (62). Na Institutu za biologijo
celice Medicinske fakultete v Ljubljani
smo uporabili singenski ortotopni misji
model, pri katerem smo nasadili misje
rakave urotelijske celice MB49 nepos-
redno v mehur preko katetra. Uspesnost
nasaditve se je povecala po predpripravi
urotelija s poli-L-lizinom, s katerim se
je vecina visoko diferenciranih povrsin-
skih urotelijskih celic odlus¢ila, tako da
so se rakave celice lahko pritrdile na ne-
diferencirane urotelijske celice in tvorile
tumor (63). Histopatoloska analiza teh
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tumorjev je pokazala, da so podobni ¢lo-
veskim karcinomom in situ (CIS).

2.2.3 Transgeni modeli - misji
modeli, pripravljeni z genskim
inZenirstvom

Misji modeli, pripravljeni z genskim
inZenirstvom (angl. Genetically engine-
ered mouse models, GEM ali GEMM)
se v danes pogosto uporabljajo za raz-
licne raziskave biologije rakavih celic,
vklju¢no z analizo tumorskega fenotipa,
modeliranje podtipov bolezni, mehani-
sticne raziskave kandidatnih genov in
signalnih poti ter predklini¢na testira-
nja moznih zdravilnih ucinkovin (64).
Najpomembnej$a prednost modelov
GEM je, da se pri njih tumorji razvijejo
na novo v mikrookolju urotelija podob-
no kot pri kemijsko induciranih mode-
lih, hkrati pa so zasnovani na natan¢no
opredeljenih genskih spremembah. Tako
lahko $tudiramo vpliv spremenjenega,
vendar poznanega izrazanja genov na
razvoj raka. Na drugi strani je neugod-
no to, da je opisanih sorazmerno malo
modelov GEM za raka mehurja, $e po-
sebej takih z miSi¢no invazivnim in/ali
metastatskim fenotipom. Vecina enoj-
nih mutacij in tudi Stevilne kombinacije
mutacij se namre¢ zrcalijo kot majhne
spremembe fenotipa (hiperplazija, CIS
in neinvazivni papilarni urotelijski kar-
cinomi) (65). Zaradi nedavnega opisa
molekularnih sprememb, znacilnih za
raka mehurja, ki se lahko modelirajo v
misih (66), bodo verjetno igrali modeli
GEM vse pomembnejso vlogo v priho-
dnosti.

Razvojmodelov GEM zaraka mehurja
se je pospesil po odkritju genov za urop-
lakine, ki so integralni transmembranski
proteini, znacilni predvsem za urotelij-
ske celice (67,68). Promotor za misji gen,
ki kodira uroplakin II (UPII), se lahko
namre¢ uporabi za nadzorovani vnos
onkogenih mutacij v mi$je urotelijske

celice. Najprej so promotor za UPII upo-
rabili v kombinaciji z onkoproteinom
SV 40T, ki inaktivira tumor supresorska
proteina ps3 in pRb (protein retinoblas-
toma), za katera je znano, da sta pogosto
mutirana v ¢loveskih rakavih urotelij-
skih celicah (69). Za transgene misi, ki so
nastale na ta nacin, so znacilni predvsem
CIS in invazivni urotelijski karcinomi,
izmed katerih nekateri tudi metastazira-
jo (69,70). Molekularni profil teh misi je
podoben kot pri ljudeh (71).

Druga prednost modelov GEM je
visoka predvidljivost poteka tvorbe in
razvoja tumorja, zaradi cesar je lazje
dolo¢iti specificne vplive na inhibira-
nje razvoja tumorja. Za modele GEM
se obic¢ajno uporabljajo inbridirani sevi
poskusnih zivali, kar zelo zmanj$a vplive
razli¢nih genskih ozadij na metabolizem
zdravilnih ucinkovin, na odziv tumorja
in na odpornost tumorja na zdravilno
uc¢inkovino. Na teh modelih lahko raz-
iskujemo tako inovativne terapevtske
pristope kot tudi preventivne strategije
in to na razli¢nih stopnjah napredovanja
tumorja (72).

Vec¢ina danasnjih modelov GEM
vkljucuje ciljan vnos genov v specific-
no tkivo. Vendar pa take modele raka
mehurja vedno bolj zamenjuje sistem
vnosa genov z aleli Cre, ki omogoca e
bolj ciljani vnos genov, izklju¢no v izbra-
ni celi¢ni tip (65). Znano je, da pogojno
aktiviranje B-katenina v mehurju z aleli
Cre, ki so vezani na izrazanje promo-
torja gena UPII (imenovani UrolI-Cre),
povzrodi hiperplazijo, skupaj z aktivira-
njem genov Hras in Kras ali pa izgubo
tunkcije gena Pten pa neinvazivni papi-
larni urotelijski karcinom (72).

Druga metoda za $tudij vpliva spre-
menjenega izrazanja genov v uroteliju
na razvoj in napredovanje raka mehur-
ja je s pomodjo vnosa genov z adeno-
virusi. Za to je potrebna kateterizacija
poskusne zivali in vnos adenovirusov z
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zapisom za Zeleni gen v svetlino se¢ne-
ga mehurja (73). V praksi se najveckrat
uporabljajo misje samicke; kateterizaci-
ja samckov je namre¢ zaradi anatomije
prostate in dolzine se¢nice bolj zahtev-
na. Prednost vnosa genov z adenovirusi
je moznost vnosa transgena (74) ali pa
gena za rekombinazo Cre (tak sistem se
imenuje Adeno-Cre), ki povzroci dele-
cije glodavskih genov, oznacenih z mes-
ti flox/flox (73). Poleg tega je ta Zivalski
model sorazmerno poceni. Najvecja sla-
bost sistema je nepopoln prenos virusne
DNA ali RNA v genom urotelijskih celic
in, v odvisnosti od uspes$nosti prenosa,
dolgotrajno ¢akanje na razvoj fenotip-
skih sprememb. Vendar pa predhodno
tretiranje svetline mehurja z detergenti,
kot sta natrijev dodecil sulfat (SDS) in
dodecil-p-D-maltozid (DDM), izboljsa
ucinkovitost vnosa virusne nukleinske
kisline (74); verjetno zato, ker povzroci
majhne poskodbe apikalne plazmaleme
urotelijskih celic. S sistemom Adeno-Cre
so inaktivirali gena za Trps3 in Pten v
urotelijskih celicah, zaradi Cesar se je raz-
vil invazivni rak se¢nega mehurja, ki je
pogosto metastaziral (73). Nadaljnje raz-
iskave modelov Adeno-Cre so potrdile
njihovo uporabnost v predklini¢nih $tu-
dijah zdravljenja v mehurju z rapamici-
nom (75) in so osnova za klini¢ne $tudije,
namenjene oceni ucinkovitosti intrave-
zikalnega tretiranja z rapamicinom pri
visoko tveganih zgodnjih stopnjah raka
se¢nega mehurja (https://clinicaltrials.
gov/ct2/show/NCT02009332). Podobno
so predklini¢ne $tudije na tem modelu
pokazale ucinkovitost vnosa ve¢ razlic-
nih kemoterapevtikov skozi mehur, raz-
porejenih po posebnem rezimu. Tudi te
raziskave so vodile do klini¢nih $tudij,
namenjenih oceni ucinkovitosti obrav-
nave na ljudeh (https://clinicaltrials.gov/
ct2/show/NCTo2202772). Ti primeri ka-
zejo, da so lahko predklini¢ne raziskave
na modelih GEM uporabne pri testira-
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nju ucinkovitosti obetavnih novih zdra-
vilnih u¢inkovin, a tudi pri optimizaciji
nacina vnosa teh u¢inkovin.

2.3 Cloveski vzorci, pridobljeni
z biopsijami

Zaradi pogostosti in visoke pono-
vljivosti urotelijskih neoplazij je treba
prihodnje raziskave usmeriti v iskanje
novih diagnosti¢nih pristopov ter v iska-
nje novih napovednih dejavnikov, kot je
na primer analiza soodvisnosti razli¢nih
diagnosti¢nih in napovednih oznaceval-
cev. Se vedno nimamo dobrih napove-
dnih oznacdevalcev odzivanja tumorja,
ki bi jih lahko uc¢inkovito uporabili kot
vodilo pri odloc¢anju o najprimernej$em
nacinu zdravljenja. Zato je pri raku me-
hurja nujno dolgoro¢no pooperativno
spremljanje bolnikov. Z ugotovitvijo,
kateri oznacevalci so primerni za napo-
vedovanje prezivetja bolnika z rakom
mehurja in napredovanja bolezni, ozi-
roma katere od obravnavanih bolnikov
bi bilo potrebno aktivno spremljati po
operasciji in katere ne, bi zelo zmanjsali
obremenitev zdravstvenega sistema. Za
tak$ne $tudije so najprimernejsi ¢loves-
ki vzorci, pridobljeni z biopsijo. Poleg
celi¢nih kultur in Zivalskih modelov je
namre¢ koristno preveriti, ali se doloce-
na nova zdravilna uc¢inkovina lahko in-
ternalizira v ¢loveske rakave urotelijske
celice in situ. Na naSem institutu smo s
presevno elektronsko mikroskopijo ana-
lizirali selektivho endocitozo lektinov,
oznacenih s koloidnim zlatom, v nor-
malne in rakave urotelijske celice, gojene
in vitro. Uporabili smo model normalnih
liniji rakavih urotelijskih celic RT4 in
T24. Normalne urotelijske celice lek-
tinov niso endocitirale, medtem ko so
rakave urotelijske celice endocitirale lek-
tine (Slika 3). Nato smo endocitozo lek-
tinov preverili tudi na ¢loveskih vzorcih
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Slika 3: Presevna elektronska mikroskopija rakavih urotelijskih celic
zendocitiranim lektinom jakalinom oznacenim s koloidnim zlatom.
Celice celi¢nih linij RT4 (A) in T24 (B), ki so rasle v gojilnem mediju in vitro.
Koloidno zlato, vezano na lektin jakalin (puscice), se nahaja na povrsini
celicinvendocitotskih veziklih. Celice ¢loveskih vzorcev ex vivo so bile
odvzete z biopsijami pri bolnikih z neinvazivnim papilarnim urotelijskim
karcinomom nizke stopnje (C) in neinvazivnim papilarnim urotelijskim
karcinomom visoke stopnje (D). Koloidno zlato, vezano na lektin jakalin
(puscice), se nahaja v endocitotskih veziklih urotelijskih celic. Merilo:
500 nm.

takoj po biopsiji (tj. na vzorcih ex vivo)
in ugotovili, da tudi te rakave urotelijske
celice endocitirajo lektine (Slika 3 C, D).
Ker smo endocitozo lektinov potrdili ne
le na celi¢cnih kulturah, pa¢ pa tudi na
¢loveskih vzorcih, lahko iz teh raziskav
zaklju¢imo, da bi se lektini uporabljali
lahko za ciljani vnos zdravilnih uc¢inko-
vin v rakave urotelijske celice.

Za dolgoro¢no spremljanje bolni-
kov in retrospektivne Studije so najbolj
uporabni arhivirani ¢loveski vzorci, pri-
dobljeni z biopsijo, ki jih obic¢ajno vkla-
pljamo v parafin, ali pa se zamrznejo
in hranijo na -80°C. Na zamrznjenih
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vzorcih je mozno izvajati imunohisto-
kemijska in ostala specificna oznaceva-
nja ter tudi najrazlicnejse molekular-
ne, biokemijske in genetske analize. V
Sloveniji se vsi parafinski bloki z vzorci
bolnikov arhivirajo na Institutu za pato-
logijo Medicinske fakultete v Ljubljani.
Ob pridobitvi ustreznega eti¢nega do-
voljenja se lahko uporabijo za razli¢ne
studije. Vzorci, ki so bili Ze uporabljeni
v raziskovalne namene na Institutu za
Biologijo celice Medicinske fakultete v
Ljubljani, se hranijo pri nas. Gre za para-
finske in eponske (za presevno elektron-
sko mikroskopijo) bloke, pa tudi zamr-
znjene, kripoltanke in ultratanke rezine
in zamrznjene vzorce za biokemijske
analize ter posu$ene vzorce za vrsti¢no
elektronsko mikroskopijo.

3 Inovativni pristopi
diagnosticiranja in zdravljenja

Trenutni nacini zdravljenja raka
mehurja predstavljajo obi¢ajno le krat-
kotrajno reditev, saj se tumor pogosto
ponovi. Najverjetnejsi vzrok visoke po-
novljivosti tumorjev mehurja je prezi-
vetje rakavih mati¢nih urotelijskih celic
po resekciji in kemoterapiji s citostatiki.
Ker konvencionalni nacini zdravljenja s
citostatiki delujejo le na proliferativne
celice, lahko mirujoce rakave mati¢ne
urotelijske celice prezivijo. Razumevanje
bioloskih mehanizmov, ki kontrolirajo
proliferacijo in diferenciacijo mati¢nih
celic, bi lahko vodilo v razvoj inovativnih
protirakavih strategij in njihovih kombi-
nacij, ki bi uspe$no odstranile populacije
vseh tipov rakavih urotelijskih celic, tudi
mati¢nih rakavih celic.

Poleg proteinskih oznacevalcev raka
mehurja, kot so uroplakini in puriner-
gi¢ni receptorji, se v zadnjem ¢asu vedno
bolj raziskuje tudi spremenjene sladkor-
ne preostanke proteinov. Spremembe v
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Slika 4: Metoda zdruZene lektinske histokemije in imunohistokemije (CLIH) na ¢loveskem
normalnem uroteliju in vzorcu papilarne urotelijske neoplazije nizkega malignega potenciala
(PUNLMP). Z zelenim fluorokromom so oznaceni lektini (ACA - Amaranthus caudatus aglutinin,
DSA - Datura stramonium aglutinin, JAC - jakalin). Z rdecim fluorokromom so oznaceni proteini
uroplakini (UP). Bela ¢rta predstavlja potek bazalne lamine. Merilo: 20 um.

sestavi sladkornih preostankov na po-
vrdini celic so namre¢ klasicen znak ra-
kave transformacije. Ceprav spremembe
v glikozilaciji med rakavo transforma-
cijo urotelija $e niso dovolj natan¢no
raziskane, velja, da vendarle povzrocajo
spremembe Vv interakcijah med celicami
in z ligandi (76). Taksni ligandi so npr.
lektini, ki imajo zaradi svoje specifi¢-
ne afinitete do vezave sladkornih pre-
ostankov tudi zmoznost oznacevanja
ciljnih molekul. Zaradi svojih lastnosti
so postali lektini zelo uporabni v razi-
skovalnem delu, saj omogocajo karak-
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terizacijo in izoliranje glikoproteinov
ter raziskovanje sladkornih preostankov
in njihovega spreminjanja med rakavo
transformacijo (77). Metoda, s katero
oznacujemo sladkorne preostanke, se
imenuje lektinska histokemija. Le-ta bi
lahko predstavljala inovativni pristop
pri diagnosticiranju in napovedovanju
poteka bolezni. Neposredno soodvisnost
med proteinskimi in sladkornimi ozna-
Cevalci je mogoce izvesti na isti tkivni
rezini z zdruZzenim oznacevanjem slad-
kornih preostankov z lektinsko histoke-
mijo in proteinov z imunohistokemijo
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(Slika 4). To kombinirano metodo smo
uvedli na Institutu za biologijo celice in
jo poimenovali metoda zdruzene lek-
tinske histokemije in imunohistokemije
(angl. Correlative Lectin- and Immuno-
Histochemistry, CLIH). Uporabili smo
kriopoltanke rezine ¢loveskega normal-
nega urotelija in razlicnih urotelijskih
neoplazij. Lektina ACA (Amaranthus
caudatus aglutinin) in JAC (jakalin) sta
se vezala na apikalno plazmalemo in
apikalno citoplazmo deznikastih celic,
medtem ko se je lektin DSA (Datura
stramonium aglutinin) vezal predvsem
na vmesne celice normalnega uroteli-
ja (Slika 4). Protitelesa proti uroplaki-
nom so oznacila apikalno plazmalemo
deznikastih celic, v katerih je prislo do
kolokalizacije uroplakinov z lektinoma
ACA in JAC. Pri vzorcu papilarne uro-
telijske neoplazije nizkega malignega
potenciala (PUNLMP) so bile z vsemi
tremi lektini mo¢no oznacene vmesne
celice, torej je bila oznacba drugac¢na
kot pri normalnem uroteliju (Slika 4).
Imunohistokemija uroplakinov je bila
negativna (Slika 4). Ker CLIH omogoca
so¢asno umescanje sladkornih preostan-
kov in proteinov, bi lahko dodatno pri-
spevala k izboljSanemu diagnosticiranju.
Prav tako se lektini uporabljajo v razi-
skavah ciljanega vnosa zdravil v rakave
celice (Slika 3), kar bi lahko pripomoglo
k ucinkovitej$§im strategijam zdravlje-
nja raka mehurja. Poleg lektinov smo
na naSem inStitutu testirali uporabnost
nanodiamantov (78), kombinacije UV-
sevanja in nanodelcev iz titanijevega
oksida (79) ter hitozana (80). Vsi inova-
tivni nacini zdravljenja raka mehurja so
se izkazali kot potencialno uporabni.

4 Zakljucek

Trenutno nobeno sredstvo za cilja-
ni vnos zdravilnih uc¢inkovin v rakave
celice, ki ima dovoljenje za zdravlje-
nje rakavih bolezni, $e ni v uporabi za
zdravljenje raka secnega mehurja. Poleg
tega so imele Ze zakljucene klini¢ne $tu-
dije zelo omejene uspehe, pogosto zaradi
pomanjkanja ucinkovitosti in zaradi ob-
seznih stranskih uc¢inkov (29). Na drugi
strani pa nova sredstva za ciljani vnos
zdravilnih u¢inkovin in doloc¢ene inova-
tivne tehnologije vlivajo upanje za vecjo
ucinkovitost zdravljenja v prihodnosti.
Opisani raziskovalni modeli so pri tem
osnova za predklini¢ne in klini¢ne raz-
iskave, ki bodo omogocile ve¢jo uspes-
nost odkrivanja, znizanje ponovljivosti
in u¢inkovitej$e zdravljenja raka se¢nega
mehurja.
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