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1. UVOD 



2

1.1. TUMORI 

 

               Tumori (lat. tumor- oteklina) ili neoplazme patolobke su tvorbe nastale prekomjernom 

proliferacijom abnormalnih stanica. Njihov rast nadmabuje i nije usklađen s rastom normalnih 

tkiva, a karakteriziraju ga nesvrhovitost, autonomnost, nepravilnost, neorganiziranost te je 

parazitski. Tumori se klini�ki klasificiraju na dobro�udne i zlo�udne [1]. Dobro�udni (benigni) 

tumori rastu ekspanzivno i ograni�eni su na organ u kojem su nastali ne bire�i se po tijelu. 

Svojim rastom pritib�u okolno tkivo i dovode do stvaranja �ahure. Dobro su opskrbljeni krvlju, 

stoga nemaju podru�ja nekroze ili povrbinske ulceracije. Građeni su od dobro diferenciranih 

stanica nalik na zdrave stanice tkiva ili organa u kojem su nastali. Dobro�udni tumori ne 

uzrokuju sustavne simptome, bitno ne ugro~avaju zdravlje i imaju povoljan klini�ki ishod. 

Zlo�udni (maligni) tumori nepravilnog su oblika i obtrih rubova. Rast im je infiltrativan i mnogo 

br~i od rasta benignih tumora. Razaraju tkivo organa u kojem nastaju i prodiru u okolna tkiva. 

Krvlju ili limfom mogu se probiriti i na druge dijelove tijela, odnosno metastaziraju (gr�. 

metastasis-promjena mjesta). Zlo�udni su tumori građeni od atipi�nih stanica i ne nalikuju na 

stanice tkiva ili organa u kojima je tumor nastao. 
esto se ne mogu u cijelosti kirurbki ukloniti 

pa zato recidiviraju nakon operacije. Mogu izazvati sistemske simptome, ugro~avaju zdravlje, 

a naposljetku mogu dovesti i do smrti [1]. 

           Glavne karakteristike progresije od normalne do maligne stanice su neprestana stani�na 

proliferacija, nedostatak usporavanja proliferacije, smanjena funkcija apopotoze, nedostatak 

ograni�enosti proliferacije, novonastali krvotok (neoangiogeneza), sposobnost invazije, 

metastaziranja i kolonizacije udaljenih organa [2]. 

 

1.2.  ONKOGENI I TUMOR-SUPRESORSKI GENI 

 

                Onkogeni su geni koji uzrokuju zlo�udne novotvorine. Celularni su onkogeni 

mutacije normalnih stani�nih gena nazvanih protoonkogenima. Protoonkogenski proteini, 

nastali od aktiviranih protoonkogena, dijele se na �imbenike rasta (EGF, FGF), receptore za 

�imbenike rasta (R-EGF), signalne molekule (RAS, SRC), molekule koje se ve~u za DNA 

(FOS-JUN) i regulatore mitoti�kog ciklusa (ciklin D). Protoonkogeni mogu djelovati kao 
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onkogeni u abnormalnim uvjetima ili se mutacijom pretvoriti u onkogene. Do nastanka 

funkcionalnih onkogena dovode to�kaste mutacije (mutacija gena RAS porodice), prekomjerno 

izra~avanje, translokacija (prijelomi kromosoma koji dovode do translokacije odlomljenih 

dijelova) i insercija virusnog gena [3]. 

                Geni koji zaustavljaju rast tumora djeluju�i kao antionkogeni i suprimiraju�i 

prekomjernu proliferaciju stanica nazivaju se tumor-supresorskim genima. Ako se ovi geni 

izgube delecijom ili izgube svoju funkciju uzrokovanu mutacijom dolazi do neoplasti�ne 

pretvorbe stanica. Dva najva~nija tumor-supresorska gena su RB-1 i TP53. RB-1 gen ima 

zna�ajne regulatorne funkcije i ko�i stani�nu diobu. Nakon mutacije ili inaktivacije jednog    

RB-1 gena nibta se ne dogodi. No ako dođe do inaktivacije drugog alela ili njegove delecije na 

kromosomu razvije se tumor [3]. TP53 je tumor-supresorski gen koji je mutiran u vibe od 

polovice svih vrsta tumora kod ljudi. Mutacije ovoga gena umanjuju njegovu antitumorsku 

aktivnost i daju mu onkogena svojstva (Slika 1) [4]. 

 

 

 

Slika 1. Funkcija TP53 u normalnim stanicama  

Preuzeto s: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34583722/  

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34583722/
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1.3. EPIDEMIOLOGIJA RAKA 

 

             Rak plu�a naj�eb�e je dijagnosticiran rak u svijetu u 2022. godini. Slijedi rak dojke, 

kolorektalni rak i rak prostate (Slika 2). Naj�eb�i uzroci smrti bili su rak plu�a (18,7%), 

kolorektalni rak (9,3%), rak jetre (7,8%), rak dojke (6,8%) i rak ~eludca (6,8%) [5]. U Hrvatskoj 

je u 2021. godini zabilje~eno 23834 novih dijagnoza raka pri �emu se radi o 5,2% ve�em broju 

nego u 2020. godini. Naj�eb�a sijela raka kod mubkaraca u 2020. godini u Hrvatskoj bila su rak 

prostate (18%), rak dubnika, bronha i plu�a (17%), rak debelog i zavrbnog crijeva (16%), rak 

mokra�nog mjehura i drugog dijela urotelnog sustava (6%) i rak bubrega (4%). Kod ~ena 

naj�eb�a sijela bila su rak dojke (25%), rak debelog i zavrbnog crijeva (13%), rak dubnika, 

bronha i plu�a (10%), rak tijela maternice (6%) i rak btitnja�e (5%) [6]. 

 

Slika 2. Incidencija raka u svijetu u 2022. godini 

 Preuzeto i modificirano s: https://gco.iarc.who.int/today/en      

https://gco.iarc.who.int/today/en
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1.4. KARCINOM MOKRA�NOG MJEHURA 

 

1.4.1. EPIDEMIOLOGIJA I ETIOLOGIJA 

 

                  Rak mokra�nog mjehura 9. je naj�eb�e dijagnosticiran rak u svijetu. aesti je naj�eb�i 

rak kod mubkaraca i 17. naj�eb�i rak kod ~ena. U 2022. godini dijagnosticirano je vibe od 

614298 slu�ajeva raka mokra�nog mjehura. Incidencija i stopa raka mokra�nog mjehura u 2022. 

godini prikazane su u Tablici 1 [7]. U 2018. godini u Hrvatskoj je dijagnosticirano 1019 novih 

slu�ajeva oboljelih od raka mokra�nog mjehura. Rak mokra�nog mjehura predstavlja 5% 

ukupne incidencije od malignih bolesti u mubkoj populaciji u Hrvatskoj, dok kod ~ena �ini 2% 

ukupne incidencije (Slika 3) [8]. Oko 82% slu�ajeva raka mokra�nog mjehura mo~e se pripisati 

promjenjivim �imbenicima rizika. 
imbenici rizika koji utje�u na nastanak tumora su duhanski 

dim, spol, dob, genetika, infekcije i patogeni, profesionalna izlo~enost i izlo~enost okolibu, 

dijeta, medicinska bolest i pretilost [9]. 
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Tablica 1. Incidencija i stopa raka mokra�nog mjehura u 2022. godini 

Preuzeto i modificirano s:  https://www.wcrf.org/cancer-trends/bladder-cancer-

statistics/ 

 

Rang Zemlja Broj ASR/100.000 

 Svijet 614,298 5.6 

1 Kina 92,883 3.4 

2 Sjedinjene Američke Države 80,404 10.5 

3 Italija 34,580 18.1 

4 Japan 34,568 7.0 

5 Njemačka 29,035 12.4 

6 Velika Britanija 23,643 13.4 

7 Indija 22,548 1.6 

8 Španjolska 21,418 19.3 

9 Francuska (metropolitanska) 19,733 10.1 

10 Ruska Federacija 19,352 6.9 

https://www.wcrf.org/cancer-trends/bladder-cancer-statistics/
https://www.wcrf.org/cancer-trends/bladder-cancer-statistics/


7

 

Slika 3. Naj�eb�a sijela raka u hrvatskoj 2018. godine prema spolu  

Preuzeto s: https://www.hzjz.hr/wp-content/uploads/2020/12/Bilten_2018_final.pdf  

 

 

 

1.4.2. KLINI
KA SLIKA 

 

                Naj�eb�a klini�ka prezentacija tumora mokra�nog mjehura je asimptomatska 

hematurija koja bi trebala potaknuti procjenu cistoskopijom, testiranje bubre~ne funkcije i 

pregled gornjih dijelova urinarnog trakta kod osoba starijih od 35 godina [10]. Ostali naj�eb�i 

simptomi tumora mokra�nog mjehura su u�estalo mokrenje, bol i peckanje tijekom mokrenja, 

nagon za mokrenjem i kada mjehur nije pun i u�estalo mokrenje tijekom no�i. Kada se tumor 

probiri na okolna tkiva ili metastazira drugdje po tijelu �esto se javlja bol u abdomenu, 

nemogu�nost mokrenja, bol u donjem dijelu leđa na jednoj strani tijela, bol ili osjetljivost 

kostiju, nenamjeran gubitak te~ine i gubitak apetita, oticanje stopala i osje�aj umora [11]. 

 

 

https://www.hzjz.hr/wp-content/uploads/2020/12/Bilten_2018_final.pdf
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1.4.3. DIJAGNOZA 

 

                 Jedan on na�ina testiranja raka mokra�nog mjehura je provjera krvi u mokra�i 

(hematurija). Krv u urinu obi�no je uzrokovana problemima nepovezanima sa rakom, poput 

infekcija, ali mo~e biti i jedan od prvih znakova raka. Analiza urina mo~e otkriti i male koli�ine 

krvi u urinu i mo~e pomo�i u ranom otkrivanju nekih vrsta raka mokra�nog mjehura [12]. 

Također, neki testovi urina se mogu koristiti za otkrivanje specifi�nih tvari koje proizvode 

stanice raka (biomarkeri) koji zajedno sa citologijom urina poma~u u dijagnosticiranju raka 

[13]. No rak mokra�nog mjehura se obi�no identificira teleskopskom provjerom mokra�nog 

mjehura (cistoskopijom) [14]. Cistoskopija poma~e u dijagnosticiranju, a ponekad i lije�enju 

raka i drugih stanja. Tijekom cistoskopije mogu�e je izvrbiti i biopsiju, odnosno uzeti uzorak 

stanica ili tkiva iz mokra�nog mjehura kako bi patolog mogao provjeriti postoje li znakovi raka. 

Za vrijeme biopsije mogu�e je ukloniti i cijeli tumor [15]. Nadalje, rak mokra�nog mjehura 

mogu�e je dijagnosticirati i CT urografijom (Slika 4) [16], magnetnom rezonancijom, 

ultrazvukom i intravenskim pijelogramom [13]. 

 

Slika 4. Rak mokra�nog mjehura prikazan CT urografijom  

Preuzeto i modificirano s:  https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/28786480/  

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/28786480/
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1.4.4. KLASIFIKACIJA 

 

            Urotelni karcinom, nazvan i karcinom prijelaznih stanica, je rak koji po�inje u urotelnim 

stanicama koje obla~u uretru, mjehur, uretere, bubre~nu zdjelicu i neke duge organe. Gotovo 

svi karcinomi mokra�nog mjehura su ovoga tipa. Budu�i da urotelne stanice mogu mijenjati 

svoj oblik raste~u�i se ili skupljaju�i ovisno o napunjenosti mjehura urinom, job se nazivaju i 

prijelazne stanice. Ostali manje �esti karcinomi mokra�nog mjehura su karcinom skvamoznih 

stanica, adenokarcinom i karcinom malih stanica. Karcinome mokra�nog mjehura mogu�e je 

opisati i kao neinvazivne ili mibi�no-invazivne. Neinvazivni rak mokra�nog mjehura je rak koji 

nije dosegao mibi�nu stjenku i ve�ina karcinoma su neinvazivnog tipa. Mibi�no-invazivni rak 

je rak koji se probirio kroz sluznicu mokra�nog mjehura do mibi�ne sluznice ili izvan nje [17]. 

 

1.4.5. LIJE
ENJE 

 

                Prije zapo�injanja lije�enja raka mokra�nog mjehura, kako bi se odabrao najbolji 

na�in lije�enja, u razmatranje se uzimaju �imbenici kao bto su stadij i stupanj raka, cjelokupno 

zdravlje pacijenta i njegove sklonosti. Jedan od glavnih na�ina lije�enja raka je operacija. 

Operacije koje se provode u lije�enju raka su transuretralna resekcija (uklanjanje tumora), 

djelomi�na cistektomija (uklanjanje dijela mokra�nog mjehura) i radikalna cistektomija s 

urinarnom  diverzijom (uklanjanje mjehura i svih limfnih �vorova i obli~njih organa koji sadr~e 

rak) [18]. Lije�enje raka mo~e se provoditi i terapijom zra�enjem koja koristi zra�enje visoke 

energije za ubijanje stanica raka. Terapija zra�enjem mo~e se koristit kao dio lije�enja ranih 

stadija raka mokra�nog mjehura, kao dio lije�enja za osobe koje ne mogu imati (ili ne ~ele) 

cistektomiju, kao dio lije�enja uznapredovalog karcinoma koji se probirio izvan mjehura i za 

sprje�avanje ili lije�enje simptoma uznapredovalog karcinoma [19]. Budu�i da proizvodi 

dugoro�nu kontrolu bolesti uz o�uvanje normalne funkcije mokra�nog mjehura, radioterapija 

je u�inkovit tretman za odabrane pacijente. Suvremene tehnike lije�enja radioterapijom nude 

potencijal za poboljbanje stope izlje�enja i smanjenje nuspojava [20]. Terapija zra�enjem mo~e 

imati zna�ajnu ulogu u lije�enju neinvazivnog raka mokra�nog mjehura smanjenjem 

vjerojatnosti lokalnog recidiva i sprje�avanjem ili odgađanjem cistektomije [21]. Nadalje, rak 

je mogu�e lije�iti i kemoterapijom, odnosno upotrebom lijekova. Kemoterapija se mo~e dati 
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intravezikalno ili sistemski. Intravezikalnom terapijom lijek se stavlja u mokra�ni mjehur. Ova 

vrsta kemoterapije se naj�eb�e koristi za rak mokra�nog mjehura koji nije duboko zahvatio 

sluznicu mjehura. Sistemska kemoterapija obuhva�a primjenu lijeka u obliku tablete, 

ubrizgavanjem u venu ili ubrizgavanjem u mibi� zbog �ega mo~e djelovati na stanice raka bilo 

gdje u tijelu. Sistemska kemoterapija se mo~e koristiti prije operacije kao neoadjuvantna 

terapija kako bi se pokubalo smanjiti tumor i olakbati njegovo uklanjanje i kao adjuvantna 

terapija nakon operacije ili zra�enja s ciljem da ubije sve stanice raka koju mogu ostati nakon 

drugih tretmana i time smanjiti vjerojatnost da rak kasnije recidivira. Sistemska kemoterapija 

se daje u ciklusima, a nakon svakog razdoblja lije�enja slijedi razdoblje odmora kako bi se tijelu 

dalo vremena za oporavak. Neki od naj�eb�ih lijekova koji se koriste za lije�enje karcinoma 

mokra�nog mjehura su gemcitabin, cisplatin, karboplatin, paklitaksel, docetaksel, metotreksat, 

vinblastin i 5-fluorouracil [22]. Kombinacija lijekova za kemoterapiju s inhibitorima 

imunolobkih kontrolnih to�aka, konjugatima protutijelo-lijek i inhibitorima VEGF potencijalno 

pove�ava stopu odgovora i pre~ivljenje [23]. 

 

1.5. KOLOIDNO SREBRO 

 

               Srebro se ve� dugo koristi kao antimikrobno sredstvo za zacjeljivanje rana, kako u 

krutom stanju tako i s otopinama soli za �ib�enje rana. Srebro pokazuje vrlo zanimljiva svojstva 

zbog svoje kemijske stabilnosti, dobre vodljivosti, kataliti�kog i antibakterijskog djelovanja 

[24]. Antimikrobno djelovanje srebra ili spojeva srebra proporcionalno je oslobađanju 

bioaktivnog srebrnog iona (Ag+) i njegovoj dostupnosti za interakciju s bakterijskim ili 

gljivi�nim stani�nim membranama. Ion srebra je biolobki aktivan i lako stupa u interakciju s 

proteinima, aminokiselinskim ostacima, slobodnim anionima i receptorima na membranama 

stanica sisavaca. Srebro pokazuje nisku toksi�nost u ljudskom tijelu, a o�ekuje se minimalan 

rizik zbog klini�ke izlo~enosti udisanjem, gutanjem, dermatolobkom primjenom ili urolobkim 

ili krvnim putem [25]. Od 1990. godine doblo je do o~ivljavanja uporabe koloidnog srebra kao 

alternativnog lijeka zbog pove�ane otpornosti bakterija na antibiotike i stalne potrage za novim 

i pristupa�nim antimikrobnim sredstvima. Koloidno srebro je suspenzija submikroskopskih 

�estica metalnog srebra veli�ine oko 0,001 mikrona. Koloidno srebro djeluje tako bto 

onemogu�uje enzime metabolizma kisika u bakterijama bto u kona�nici ubija mikroorganizme. 
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Iako je uporaba koloidnog srebra kao antimikrobnog sredstva priznata, malo je izvjeb�a o 

njegovoj uporabi kao antitumorskom agensu [26]. 

 

 

1.6. MED 

 

             Zbog mogu�ih opasnih nuspojava uobi�ajenih tretmana raka kao bto su operacija, 

zra�enje i kemoterapija, istra~iva�i su sve vibe zainteresirani za pronala~enje novih i manje 

rizi�nih terapija. Posljednjih godina postoji veliki interes za razvoj sredstava protiv raka 

dobivenih iz hrane ili prirodnih proizvoda. Prirodni med dugo se koristi kao lijek i hranjiva 

tvar, a njegovi su korisni u�inci na razli�ite bolesti prou�avani na ~ivotinjskim i ljudskim 

modelima. Utvrđeno je da ima birok raspon terapeutskih svojstava, uklju�uju�i 

antioksidativna, antibakterijska, antivirusna, antigljivi�na, antidijabeti�ka, protuupalna, 

antihipertenzivna, antiaritmi�ka svojstva, poti�e zacjeljivanje rana i zabtitu jetre. Prirodni med 

ima inhibicijski u�inak na oko 60 vrsta aerobnih i anaerobnih, gram pozitivnih i gram 

negativnih bakterija. Razne studije pokazale su kako protuupalne i antioksidativne funkcije 

meda mogu sprije�iti po�etak, poticanje i napredovanje raka. U�inak meda prou�avan je u in 

vivo modelu raka mokra�nog mjehura. Rezultati istra~ivanja su pokazali da intralezijska i 

oralna primjena meda (6% i 12%) zna�ajno suzbijaju rast tumora [27]. In vivo studije su 

pokazale u�inkovitost p�elinjeg meda kao sredstva za inhibiciju rasta T24, RT4, 253J i MBT-

2 stani�nih linija raka mokra�nog mjehura [28]. Smatra se da med ima vibestruke u�inke na 

stanice raka (Slika 5) [29]. Dok je med selektivno toksi�an za stanice tumora ili raka, nije 

citotoksi�an za normalne stanice, stoga se med mo~e koristiti kao terapeutsko sredstvo protiv 

raka ili kao nadopuna konvencionalnom lije�enju raka [30]. 
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Slika 5. Kancerogeni procesi za koje se smatra da su ciljani medom 

Preuzeto s: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/28933410/  

 

 

1.7. FLAVONOIDI I FENOLNI SPOJEVI 

 

                Flavonoidi i fenolni spojevi neki su od farmakolobkih aktivnih sastojaka kojima je 

med bogat, a kojima se pripisuju njegove dobrobiti na zdravlje. Flavonoidi pripadaju skupini 

biolobki aktivnih spojeva sa strukturom od 15 ugljikovih atoma (C6-C3-C6) [30]. Sveukupni 

podaci iz in vivo i in vitro laboratorijskih studija i klini�kih ispitivanja na ljudima pokazuju da 

su fenolni spojevi korisni za ljudsko zdravlje. Imaju biroki spektar povoljnih u�inaka kao bto su 

antialergijski, protuupalni, antivirusni, antiproliferativni i antikancerogeni u�inak [31]. Neki od 

flavonoida i fenolnih spojeva koji su identificirani u medu uklju�uju krizin, kempferol, 

kvercetin, pinobanksin i pinocembrin (Slika 6) [30]. Istra~ivanje provedeno na linijama raka 

mokra�nog mjehura, koje su bile tretirane kempferolom, pokazuje njegovo zna�ajno inhibiranje 

rasta stanica raka [32]. Nadalje, neki flavonoidi pokazuju i antiangiogeno i antimetastatsko 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/28933410/
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djelovanje inhibiraju�i VEGF receptor i aktivator plazminogena urokinaze. Mnoge studije su 

pokazale zna�ajna svojstva flavonoida kao kemopreventivnih sredstava bto upu�uje na njihovu 

pozitivnu korelaciju između manjeg rizika od raka i prehrane bogate flavonoidima [33]. No 

unato� opse~nim podacima o njihovom antikancerogenom u�inku, njihova primjena u lije�enju 

raka je ograni�ena [34]. 

 

 

 

Slika 6. Kemijske strukture nekih flavonoida u medu 

Preuzeto i modificirano s: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6270987/   

 

 

 

 

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6270987/
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2. CILJ ISTRA}IVANJA 
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               Cilj istra~ivanja je ispitati potencijalno citotoksi�no djelovanje koloidnog srebra 

proizvedenog u medu na stani�ne linije humanog karcinoma mjereno MTT metodom. Hipoteza 

o potencijalnom citotoksi�nom djelovanju ispitivana je na stani�nim linijama T24 i TCCSUP 

karcinoma mokra�nog mjehura. 
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3. MATERIJALI I METODE 
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3.1. STANI
NE LINIJE 

 

              In vitro ispitivanje djelovanja koloidnog srebra proizvedenog u medu provodilo se na 

stani�nim linijama T24 i TCCSUP humanih karcinoma mokra�nog mjehura. Obilje~ja tih 

stani�nih linija prikazana su u tablicama 2 i 3, a stanice karcinoma T24 linije prikazane su na 

slici 7 [35].  

 

3.1.1. T24 STANI
NA LINIJA 

      Tablica 2. Obilje~ja T24 stani�ne linije karcinoma mokra�nog mjehura [35] 

 

Organizam Homo sapiens, �ovjek 

Tkivo Mokra�ni mjehur 
Forma proizvoda Smrznuto 

Morfologija  Epitelna 

Obilje~je kulture Adherentna 

Bolest Karcinom prijelaznih stanica 

Dob 81 godina 

Spol  }enski 
Etnitet Bijeli 

Uvjeti pohrane Teku�i dubik 
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Slika 7. Stanice linije T24 karcinoma mokra�nog mjehura 

Preuzeto s: https://www.atcc.org/products/htb-4  

 

 

3.1.2. TCCSUP STANI
NA LINIJA 

Tablica 3. Obilje~ja TCCSUP stani�ne linije karcinoma mokra�nog mjehura [35] 

Organizam Homo sapiens, �ovjek 

Tkivo Mokra�ni mjehur 
Forma proizvoda Smrznuto 

Morfologija  Epitelna 

Obilje~je kulture Adherentna 

Bolest Karcinom prijelaznih stanica, IV stadij 

Dob 67 godina 

Spol  }enski 
Uvjeti pohrane Teku�i dubik 

 

 

https://www.atcc.org/products/htb-4
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3.2. KOLOIDNO SREBRO PROIZVEDENO U MEDU 

 

                  Sinteza koloidnog srebra provedena je pripravom otopine srebrova nitrata i cvjetnog 

meda. Izvagano je 0,0171 g srebrovog nitrata i otopljeno u 100 mL ultra �iste vode. Zatim se 

izvagalo 30,0527 g doma�eg meda i otopilo u 80 mL ultra �iste vode mijebanjem na magnetskoj 

mijebalici. Sinteza koloidnog srebra provedena je reakcijom kemijske redukcije srebrovog 

nitrata uz pomo� meda. 

 

 

3.3. POSTUPAK 

 

3.3.1. STANI
NA KULTURA 

 

               Postupak uzgoja stanica proveden je u laboratoriju s kabinetima za sterilan rad uz 

laminarni protok zraka kako bi se sprije�ila kontaminacija stani�nih kultura. Kako bi se izbjegao 

mogu�i utjecaj kontaminacije na rezultate pokusa, svi koribteni reagensi, pribor i posuđe moraju 

također biti sterilni.  

            Adherentne stani�ne linije su odmrznute i uzgojene u inkubatoru u DMEM mediju koji 

sadr~i 4,5 g/L glukoze, 10% fetalnog goveđeg seruma (FBS) i 1% antibiotika, na temperaturi 

od 37°C uz 5% CO₂ i visoku vla~nost zraka. DMEM sadr~i hranjive tvari potrebne stanicama i 

fenolno crvenilo, kao indikator, koje ukazuje na to da je medij potrebno promijeniti. Nakon 

dodatka DMEM medija, plo�ice sa stanicama ostavljene su preko no�i kako bi se stanice 

prihvatile za podlogu. 

          Stani�ne linije se ispiru PBS-om (phosphate buffer saline, hrv. puferirana otopina 

fosfatnih soli) kako bi se uklonio zaostali DMEM medij. Stanice koje su se adherirale na 

podlogu se zatim tretiraju s tripsinom koji svojim proteoliti�kim djelovanjem omogu�uje 

međusobno odvajanje stanica i odvajanje stanica od podloge na kojoj rastu. Nakon svoga 

djelovanja, tripsin se inaktivira dodatkom svje~eg medija u kojemu se stanice resuspendiraju. 
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3.3.2. ODREĐIVANJE BROJA STANICA 

 

              Brojanje stanica provodi se pomo�u Bürker - Türkove komorice (Slika 8). U ja~ice se 

prenese 10 µL resuspendiranih stanica i doda 90 μL Trypan Blue boje. }ive stanice, �ija je 

membrana netaknuta, ne�e se obojiti, dok �e mrtve stanice, �ija je membrana obte�ena, 

poprimiti tamnoplavo obojenje [36]. Na taj na�in je omogu�eno brojanje samo ~ivih stanica 

koje se provodi pomo�u mikroskopa. 

            Stani�nu suspenziju s bojom prenesemo na Bürker – Türkovu komoricu i stavimo pod 

mikroskop kako bismo izbrojali ~ive stanice unutar pet kvadrati�a. Kona�an broj stanica 

izra�unamo po formuli: N (broj ~ivih stanica) x (faktor razrjeđenja) x 10⁴ /mL.  

            

 

 

 

Slika 8. Bürker – Türkova komorica 

Preuzeto s: https://www.microbehunter.com/the-hemocytometer-counting-chamber/ 

Datum pristupa: 30.9.2024.   

 

 

https://www.microbehunter.com/the-hemocytometer-counting-chamber/
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3.3.3. TRETIRANJE STANICA KARCINOMA KOLOIDNIM SREBROM 

 

              Jednak broj stanica presađuje se u 96 ja~ica u 3 replikata te se ostave preko no�i da se 

prihvate za podlogu. Zatim se stanice karcinoma tretiraju prethodno pripremljenim otopinama 

koloidnog srebra u koncentracijama 0,1%, 0,5%, 1%, 2,5%, 5%, 10%, 20%, 30%, 40% i 50% 

te se ostave u inkubatoru tijekom 4, 24, 48 i 72 sata. Budu�i da tri ja~ice predstavljaju kontrolu, 

u njih nije dodana otopina koloidnog srebra ve� se stanice nalaze samo u mediju.  

 

 

 

3.4. TEST CITOTOKSI
NE AKTIVNOSTI (MTT METODA) 

 

             Citotoksi�na aktivnost koloidnog srebra ispituje se MTT metodom koja mjeri 

pre~ivljenje i proliferaciju stanica. MTT (3-(4, 5-dimetiltiazolid-2)-2,5-difeniltetrazolin 

bromid) se reducira u formazan u mitohondrijima metaboli�ki aktivnih stanica zbog kojega one 

poprimaju ljubi�asto obojenje dok mrtve stanice nemaju tu sposobnost. Redukcija je vjerojatno 

posredovana NADH-om koji prenosi elektrone do MTT-a. U ja~ice, u kojima se nalaze stanice, 

doda se otopina MTT-a nakon �ega se stanice inkubiraju na 37°C 2 sata. Nakon uklanjanja 

medija u ja~icama ostaju kristali formazana koji se moraju otopiti kako bi se mogla o�itati 

njihova apsorbancija na 570 nm. Dodatkom otopine DMSO-a (dimetil sulfoksida), dolazi do 

otapanja kristala koji daju otopini ljubi�asto obojenje. Plo�ice su zatim inkubirane na 37°C 10 

minuta uz treskanje. Intenzitet ljubi�astog obojenja proporcionalan je broju metaboli�ki 

aktivnih stanica (Slika 9). 

             MTT metodom određuje se postotak metaboli�ki aktivnih stanica nakon tretiranja 

otopinama koloidnog srebra razli�itih koncentracija. Omjer apsorbancije stanica tretiranih 

koloidnim srebrom i apsorbancije onih koje nisu tretirane, pokazatelj je citotoksi�ne aktivnosti 

koloidnog srebra na stanice karcinoma mokra�nog mjehura. 
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Slika 9. Ljubi�asto obojenje nakon dodatka DMSO-a u ja~ice stani�ne linije T24 tretiranih 

koloidnim srebrom nakon 24 sata 

 

 

 

 

 

3.5. STATISTI
KA ANALIZA 

 

                Izmjerene su apsorbancije kontrolnih (stanice karcinoma u mediju) i ispitivanih 

skupina (stanice tretirane otopinama koloidnog srebra). Zatim su izra�unate srednje vrijednosti 

apsorbancija kontrolnih i ispitivanih skupina nakon 4, 24, 48 i 72 sata. Također, izra�unate su 

vrijednosti omjera između srednjih vrijednosti kontrolnih i ispitivanih skupina za svaku 

koncentraciju koribtenih otopina koloidnog srebra nakon 4, 24, 48 i 72 sata. Dobiveni rezultati 

prikazani su grafi�ki i statisti�ki analizirani u programu GraphPadPrism v.7.0. 
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4. REZULTATI 
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4.1. STANI
NA LINIJA T24 

 

4.1.1. KOLOIDNO SREBRO PROIZVEDENO U MEDU 

 

 

 

 

 4h 24h 48h 72h 

IC50 (%) ND 21,73 9,984 5,758 
 

Slika 10.  Citotoksi�na aktivnost koloidnog srebra proizvedenog u medu na T24 stanice (IC50 

- koncentracija koloidnog srebra koji inhibira rast stanica za 50%, ND - ne mo~e se odrediti, 

statisti�ki zna�ajna razlika: b - P< 0,01, c - P< 0,001) 
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             Zna�ajna citotoksi�na aktivnost koloidnog srebra na stanice linije T24 uo�ena je pri 

koncentracijama od 0,5% i 1% nakon 24 sata te pri koncentracijama od 2,5% i 5% nakon 48 i 

72 sata. Najve�e citotoksi�no djelovanje zapa~eno je pri ve�im koncentracijama od 10%, 20%, 

30%, 40% i 50%  u intervalima od 24 do 72 sata pri �emu bilje~imo najve�e smanjenje broja 

~ivih stanica nakon 72 sata. Nakon 4 sata niti jedna koncentracija nije uzrokovala smanjenje 

broja stanica na 50% dok se nakon 24, 48 i 72 sata bilje~i njihovo smanjenje ispod 50% pri 

�emu je u intervalu od 72 sata bila potrebna najmanja koncentracija koloidnog srebra da bi se 

njihov broj spustio ispod te razine (Slika 10). 
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4.2. STANI
NA LINIJA TCCSUP 

 

4.2.1. KOLOIDNO SREBRO PROIZVEDENO U MEDU 

 

 

 

 

 4h 24h 48h 72h 

IC50 (%) ND ND ND ND 
 

 

Slika 11. Citotoksi�na aktivnost koloidnog srebra proizvedenog u medu na TCCSUP stanice 

(IC50 - koncentracija koloidnog srebra koji inhibira rast stanica za 50%, ND - ne mo~e se 

odrediti, statisti�ki zna�ajna razlika: b - P< 0,01, c - P< 0,001) 
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             Citotoksi�nu aktivnost koloidnog srebra na TCCSUP stanice uo�avamo pri 

koncentraciji od 0,1% nakon 48 sati i pri koncentraciji od 0,5% nakon 72 sata. Najve�e 

citotoksi�no djelovanje uo�eno je pri ve�im koncentracijama od 20%, 30%, 40% i 50% tijekom 

intervala od 24 do 72 sata. Niti jedna koncentracija koloidnog srebra u niti jednom vremenskom 

intervalu nije uzrokovala smanjenje broja stanica ispod 50%, stoga se IC50 vrijednost nije 

mogla odrediti (Slika 11). 
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4.2.2. MED 

 

 

 

 

 4h 24h 48h 72h 

IC50 (%) ND ND ND ND 
 

 

Slika 12. Citotoksi�na aktivnost meda na T24 stanice (IC50 - koncentracija koloidnog srebra 

koji inhibira rast stanica za 50%, ND - ne mo~e se odrediti) 
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            Citotoksi�nu aktivnost meda na stanicama T24 linije uo�avamo pri koncentracijama od 

20% i 30% u intervalima od 4 do 72 sata. Niti jedna koncentracija u niti jednom vremenskom 

intervalu nije uzrokovala pad broj stanica ispod 50%, stoga se IC50 vrijednost nije mogla 

odrediti. Zanimljivo je uo�iti da se bilje~i pad broja stanica koje nisu tretirane medom, stoga 

njegova citotoksi�na aktivnost nije zna�ajna (Slika 12). 
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                Karcinom mokra�nog mjehura jedna je od naj�eb�ih urolobkih zlo�udnih bolesti u 

svijetu [37]. Naj�eb�e se javlja kod starijih ljudi. Prosje�na dob ljudi pri dijagnosticiranju raka 

mokra�nog mjehura je 73 godine. Sveukupno, banse da �e mubkarci razviti ovaj rak tijekom 

~ivota su oko 1 prema 28 dok su za ~ene banse oko 1 prema 89 [38]. Naj�eb�i na�in lije�enja 

raka mokra�nog mjehura je operacijom pri �emu se mo~e ukloniti samo karcinom ili odstraniti 

�itav mokra�ni mjehur. Ostali na�ini lije�enja su terapija zra�enjem, imunoterapija, 

kemoterapija ili lijekovi za ciljanu terapiju [39]. 

               Upotreba srebra za lije�enje ili prevenciju infekcija dobro je dokumentirana u 

medicinskoj literaturi tijekom 17. i 18. stolje�a. Srebro pokazuje baktericidno djelovanje tako 

bto se sna~no ve~e za membrane i proteine stani�ne stjenke vjerojatno zbog njegove interakcije 

s tiolnim skupinama na enzimima. Baktericidno djelovanje srebra ovisi o veli�ini �estica. 


estice od 10 nm pokazuju potpunu interakciju s bakterijama, dok ve�e �estice ne pokazuju, 

bto sugerira da nano�estice imaju ve�e baktericidne u�inke [40]. Također, in vitro citotoksi�na 

i antioksidativna studija otkrila je da biljne i biosintetizirane nano�estice srebra pokazuju 

zna�ajan antikancerogeni i antioksidativni potencijal ovisan o dozi i vremenu [41].  

               Med je prirodna tvar cijenjena zbog svojih terapeutskih sposobnosti od davnina. 

Njegov sadr~aj flavonoida i fenolnih kiselina igra klju�nu ulogu u ljudskom zdravlju, 

zahvaljuju�i visokim antioksidativnim i protuupalnim svojstvima koja imaju. Med posjeduje 

antimikrobni kapacitet i antikancerogeno djelovanje protiv razli�itih vrsta tumora, djeluju�i na 

razli�ite molekularne puteve koji su uklju�eni u stani�nu proliferaciju. Med također ima zabtitni 

u�inak u kardiovaskularnom sustavu, gdje uglavnom sprje�ava oksidaciju lipoproteina niske 

gusto�e, u ~iv�anom sustavu, u dibnom sustavu protiv astme i bakterijskih infekcija te u 

gastrointestinalnom sustavu [42].  

               Fenolni spojevi su prirodne bioaktivne molekule koje se nalaze uglavnom u biljnim 

tkivima i koje su pokazale zanimljiva bioaktivna svojstva poput antioksidativnog, 

antimikrobnog, protuupalnog i antiproliferativnog djelovanja [43]. Svojim kemopreventivnim 

svojstvima izazivaju apoptozu zaustavljanjem stani�nog ciklusa, reguliranjem metabolizma 

karcinogena i ekspresije u ontogenezi, inhibicijom vezanja DNA i stani�nom adhezijom, 

migracijom, proliferacijom ili diferencijacijom i blokiranjem signalnih putova [44]. Fenoli 

smanjuju inicijaciju tumora i djeluju na razli�ite to�ke kako bi izlije�ila ili inhibirala razli�ite 

vrste raka. Razli�ite primjene fenolnih spojeva prikazane su na Slici 13 [45].  
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Slika 13. Shematski prikaz razli�itih primjena fenolnih kiselina 

Preuzeto s: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6734135/  

 

                Kao predmet nabeg istra~ivanja koribteno je koloidno srebro proizvedeno u medu, 

odnosno, njegovo citotoksi�no djelovanje na dvije stani�ne linije humanih karcinoma 

mokra�nog mjehura: T24 linije i TCCSUP linije.            

              Utjecaj na stanice karcinoma T24 linije je zna�ajan je ve� pri koncentracijama otopine 

koloidnog srebra od 0,5%, 1%. 2,5% i 5%. Najve�i citotoksi�ni u�inak uo�en je pri vibim 

koncentracijama 10%, 20%, 30%, 40% i 50% u intervalima od 24 do 72 sata. 

             Istra~ivanje na TCCSUP stani�noj liniji pokazuje skroman citotoksi�ni u�inak 

koloidnog srebra pri koncentracijama od 0,1% i 0,5%. Najve�e citotoksi�no djelovanje uo�eno 

je pri koncentracijama od 20%, 30%, 40% i 50% u intervalima od 24 do 72 sata. Također, 

provedeno je ispitivanje o u�inku samoga meda na TCCSUP stani�nu liniju koje pokazuje da 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6734135/
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med ima određeni u�inak pri koncentracijama od 20% i 30%, ali zna�ajno ni~e nego koloidno 

srebro proizvedeno u medu. 

             Dobiveni rezultati in vitro ispitivanja pokazuju citotoksi�no djelovanje koloidnog 

srebra na stani�ne linije karcinoma mokra�nog mjehura. Citotoksi�ni u�inak ovisi o 

koncentraciji otopina srebra i vremenu inkubacije, stoga je hipoteza potvrđena i ostvaren je cilj 

istra~ivanja. Iz dobivenih rezultata je vidljivo da koloidno srebro ima potencijal za daljnja 

istra~ivanja u svrhu otkrivanja novih antitumorskih lijekova i lijekova za lije�enje razli�itih 

bolesti, stoga je potrebno provesti dodatna in vitro ispitivanja kako bi se njegovo citotoksi�no 

djelovanje potvrdilo. 
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I. In vitro izlaganje stanica mokra�nog mjehura T24 linije i TCCSUP linije otopinama 

koloidnog srebra dobivenog uz pomo� meda dovodi do smanjenja broja metaboli�ki 

aktivnih stanica. 

 

II. Ispitivane otopine uglavnom pokazuju citotoksi�an u�inak ovisan o koncentraciji i 

vremenu inkubacije. 

 

III. U tretiranju stanica �istim medom nije zabilje~eno proporcionalno pove�anje 

citotoksi�ne aktivnosti s porastom koncentracije te dolazi do blagog porasta broja 

~ivih stanica pri najve�im koncentracijama. 

 

IV. Na obje stani�ne linije koloidno srebro pokazuje citotoksi�an u�inak, premda je 

njegovo djelovanje na stanicama karcinoma T24 linije ve�e nego na TCCSUP 

stani�noj liniji. 

 

V. Ovim istra~ivanjem je potvrđeno citotoksi�no djelovanje koloidnog srebra na 

stanice karcinoma mokra�nog mjehura. Za potvrdu dobivenih rezultata potrebna su 

daljnja in vitro ispitivanja kao i in vivo ispitivanja na ~ivotinjskim modelima. 
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Cilj istra~ivanja: 

Cilj istra~ivanja je ispitati potencijalno citotoksi�no djelovanje koloidnog srebra na humane 

stanice karcinoma mokra�nog mjehura T24 linije i TCCSUP linije. Pretpostavka je da �e se, 

tretiranjem otopina koloidnog srebra, broj metaboli�ki aktivnih stanica smanjiti u usporedbi sa 

kontrolnom skupinom. 

Materijali i metode: 

Citotoksi�nost se ispitivala MTT metodom koja određuje postotak metaboli�ki aktivnih stanica 

nakon tretiranja otopinama koloidnog srebra razli�itih koncentracija pripravljenih u medu. 

Otopine su pripravljene u koncentracijama od 0,1%, 0,5%, 1%, 2,5%, 5%, 10%, 20%, 30%, 

40% i 50%, a u�inak je gledan nakon 4, 24, 48 i 72 sata. Djelotvornost koloidnog srebra 

određena je spektrofotometrijski mjerenjem apsorbancije pri 570 nm. 

Rezultati: 

Rezultati su prikazani grafi�ki kao odnos postotka metaboli�ki aktivnih stanica i vremena 

inkubacije te koncentracije uzoraka. Koloidno srebro pokazuje zna�ajan citotoksi�ni u�inak na 

stanice karcinoma mokra�nog mjehura T24 linije pri koncentracijama od 10%, 20%, 30%, 40% 

i 50% u intervalima od 24 do 72 sata pri �emu je najve�a citotoksi�na aktivnost uo�ena nakon 

72 sata inkubacije. Na stanice karcinoma mokra�nog mjehura TCCSUP linije, koloidno srebro 

pokazuje citotoksi�an u�inak pri koncentracijama od 20%, 30%, 40% i 50% u intervalima od 

24 do 72 sata inkubacije. Koloidno srebro bilje~i ve�i citotoksi�ni u�inak na T24 stani�noj liniji, 

za razliku od TCCSUP stani�ne linije koja bilje~i manji pad broja metaboli�ki aktivnih stanica. 

Zaklju�ak: 

In vitro izlaganje stanica karcinoma mokra�nog mjehura T24 i TCCSUP stani�ne linije 

otopinama koloidnog srebra razli�itih koncentracija, dovodi do smanjenja broja metaboli�ki 

aktivnih stanica. Koloidno srebro pokazuje citotoksi�ni u�inak ovisan o koncentraciji i vremenu 

inkubacije. Citotoksi�ni u�inak koloidnog srebra na stani�ne linije humanih karcinoma, bto je 

ujedno i hipoteza ovog ispitivanja, je potvrđen. Potrebna su daljnja in vivo ispitivanja na 

~ivotinjskim modelima kako bi se citotoksi�an u�inak srebra potvrdio. 
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Title: Investigation of the cytotoxic effects of colloidal silver generated in honey on bladder 

carcinoma cells 

The aim of the research:  

The aim of the research was to examine the potential cytotoxic effect of colloidal silver on 

human bladder cancer cell lines, specifically T24 and TCCSUP lines. The hypothesis was that 

treatment with colloidal silver solutions will reduce the number of metabolically active cells 

compared to the control group. 

Materials and methods:  

Cytotoxicity was assessed using the MTT method, which measures the percentage of 

metabolically active cells after treatment with colloidal silver solutions of varying 

concentrations prepared in honey. The solutions were prepared at concentrations of 0.1%, 0.5%, 

1%, 2.5%, 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, and 50%, and the effects were observed after 4, 24, 48, 

and 72 hours. The effectiveness of colloidal silver was determined spectrophotometrically by 

measuring absorbance at 570 nm. 

Results:  

Results are presented graphically as the relation of the percentage of metabolically active cells 

and the incubation time and the concentration. Colloidal silver shows a significant cytotoxic 

effect on T24 bladder cancer cells at concentrations of 10%, 20%, 30%, 40%, and 50% during 

intervals of 24 to 72 hours, with the highest cytotoxic activity observed after 72 hours of 

incubation. Colloidal silver also exhibits cytotoxic effects on TCCSUP bladder cancer cells at 

concentrations of 20%, 30%, 40%, and 50% in intervals from 24 to 72 hours of incubation. 

Colloidal silver demonstrates a greater cytotoxic effect on the T24 cell line, in contrast to the 

TCCSUP cell line, which shows a smaller decrease in the number of metabolically active cells. 

Conclusion: 

In vitro exposure of T24 and TCCSUP bladder cancer cells to colloidal silver solutions of 

varying concentrations leads to a reduction in the number of metabolically active cells. 

Colloidal silver exhibits a cytotoxic effect that is dependent on concentration and incubation 

time. The cytotoxic effect of colloidal silver on human cancer cell lines, which is also the 

hypothesis of this study, has been confirmed. Further in vivo testing on animal models is 

necessary to validate the cytotoxic effect of silver. 
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