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�+�Y�D�O�D���P�R�P���P�H�Q�W�R�U�X���S�U�R�I�����G�U�����V�F�����-�D�Q�R�ã�X���7�H�U�]�L�ü�X���Q�D���S�U�X�å�H�Q�R�M���S�R�W�S�R�U�L���L���S�U�L�O�L�N�D�P�D�����Q�D��
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Hvala mojim uredskim cimericama, Anji i Mariji (po abecednom redu!), na uvijek 
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�S�U�R�Y�H�G�H�Q�H���X���O�D�E�R�V�X���L���ý�X�P�H�]�X���� 

Zahvaljujem svim suradnicima �]�D���]�Q�D�þ�D�M�D�Q���G�R�S�U�L�Q�R�V���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�X���L���X�V�S�M�H�ã�Q�X���V�X�U�D�G�Q�M�X�� 

Hvala svim prijat�H�O�M�L�P�D���]�D�W�R���ã�W�R���V�X���P�L���S�R�W�S�R�U�D, a posebno hvala Kali na svoj �S�R�G�U�ã�F�L���L��
razumijevanju.  

Na kraju, hvala mojoj �R�E�L�W�H�O�M�L���]�D�W�R���ã�W�R���V�X mi inspiracija i �J�O�D�Y�Q�L���R�V�O�R�Q�D�F���X���å�L�Y�R�W�X���E�H�] 
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Ciart Circadian associated repressor of transcription 
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HRP  Horseradish peroxidase 

HER2  Human epidermal growth factor receptor 2 

HMP Human microbiome project 
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UVOD 

1.1 Mikrobiota  

Mikrobiota ili  mikrobiom su mikroorganizmi koji �å�L�Y�H u �X�Q�X�W�U�D�ã�Q�M�R�V�W�L ili  na �S�R�Y�U�ã�L�Qama 
�þ�R�Y�M�H�N�R�Y�R�J ili  nekog drugog �G�R�P�D�ü�L�Q�V�N�R�J organizma. Procjenjuje se da ljudsko tijelo u sebi 
�V�D�G�U�å�D�Y�D 3,8 x 1013 mikroba, otprilike koliko i samih ljudskih stanica. �9�H�ü�L�Q�D ih se nalazi unutar 
gastrointestinalnog trakta, no i drugi dijelovi tijela, posebice oni �L�]�O�R�å�H�Q�L �R�N�R�O�L�ã�X, poput �N�R�å�H, 
nastanjeni su mikroorganizmima (1).  

Mikrobi se �S�R�þ�L�Q�M�X �S�U�R�X�þ�D�Y�D�W�L u kontekstu ljudskog zdravlja sredinom 19. �V�W�R�O�M�H�ü�D kada 
nastaje �Äteorija klica�³ (engl. germ theory), odnosno teorija o sitnim, oku nevidljivim �þ�H�V�W�L�F�D�P�D 
koje uzrokuju bolesti te se prenose s �þ�R�Y�M�H�N�D na �þ�R�Y�M�H�N�D. Ideja da �Ä�N�O�L�F�H�³�� odnosno 
mikroorganizmi mogu biti korisni ili  barem �Q�H�ã�N�R�G�O�M�L�Yi puno je novija, a danas znamo da je 
�W�R�þ�Qa za �Y�H�ü�L�Q�X mikroba. Do sada je otkriveno stotinjak patogenih vrsta bakterija, s druge 
strane na �W�L�V�X�ü�H �Q�H�ã�N�R�G�O�M�L�Y�L�K bakterijskih vrsta obitava u ljudskom probavnom sustavu (2,3). 
Takav �V�X�å�L�Y�R�W �R�P�R�J�X�ü�L�Oa je evolucija kroz milijune godina tijekom koje su �Q�H�ã�N�R�G�O�M�L�Y�L i korisni 
mikrobi imali prednost i uspostavili trajan �V�X�å�L�Y�R�W u �]�D�ã�W�L�ü�H�Q�R�P i hranom bogatom 
�G�R�P�D�ü�L�Q�R�Y�R�P probavnom traktu, dok su �ã�W�H�W�Q�L mikrobi izazivali  jak �L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�L odgovor i bili  
�X�Q�L�ã�W�D�Y�D�Q�L. Vremenom je z�D�M�H�G�Q�L�þ�N�D evolucija mikrobiote i �G�R�P�D�ü�L�Q�D dovela do tog da mikrobi 
postaju nezamjenjivi �S�R�P�D�J�D�þ�L �G�R�P�D�ü�Lnu, tj. postali su �N�O�M�X�þ�Q�L u obrani od patogena i u nekim 
�P�H�W�D�E�R�O�L�þ�N�L�P procesima zbog �þ�H�J�D se mikrobiotu sve �þ�H�ã�ü�H naziva �Ä�]�D�E�R�U�D�Y�O�M�H�Q�L�P 
�R�U�J�D�Q�R�P�³(3,4). Simbiozu mikrobiote i �G�R�P�D�ü�L�Q�D �P�R�å�H�P�R promatrati kao 'superorganizam' u 
kojem njihov �V�X�å�L�Y�R�W donosi blagodati za obje strane, s druge strane bilo kakve promijene u 
�W�R�P���R�G�Q�R�V�X���P�R�J�X���X�Y�H�O�L�N�H���X�W�M�H�F�D�W�L���Q�D���]�G�U�D�Y�O�M�H���G�R�P�D�ü�L�Q�D�����3�U�L�P�M�H�U���V�X���G�L�V�E�L�R�]�H���L�O�L���S�R�U�H�P�H�ü�D�M�L���X��
sastavu mikrobiote koje se povezuju s raznolikim bolestima, od kardiovaskularnih oboljenja 
do nekih vrsta karcinoma, a lista �E�R�O�H�V�W�L���V�H���Q�H�S�U�H�V�W�D�Q�R���ã�L�U�L (3). 

1.1.1. �3�U�R�X�þ�D�Y�D�Q�M�H mikrobiote 

�´�6�W�D�Q�G�D�U�G�Q�L�´ �Q�D�þ�L�Q identifikacije mikroba temeljio se je na njihovom porastu na 
hranjivim podlogama i �S�U�R�X�þ�D�Y�D�Q�M�X njihovih biokemijskih karakteristika te je primarno 
usmjeren na identifikaciju patogena, a svi ostali mikrobi ostali su neidentificirani. �3�U�R�X�þ�D�Y�D�Q�M�H 
mikrobiote dobiva uzlet posljednjih desetak godina razvojem tehnologije sekvenciranja nove 
generacije (engl. Next Generation Sequencing, NGS) koja �R�P�R�J�X�ü�D�Y�D identifikaciju mikroba 
temeljem analize njihove DNA. Sastav mikrobne populacije sekvenciranjem temelji se 
uglavnom na analizi varijabilnog gena koji kodira bakterijsku 16S rRNA molekulu, a njihova 
taksonomska analiza radi se usporedbom dobivenih podataka s referentnom bazom podataka 
koja �V�D�G�U�å�D�Y�D 16S sekvence poznatih bakterija (5). Konvencionalnim pristupom mogu se 
identificirati samo one bakterije koje rastu na �N�R�U�L�ã�W�H�Q�R�M hranjivoj podlozi dok tzv. 16S 
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sekvenciranje otkriva mnogo �Y�L�ã�H bakterijskih vrsta u �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P �Q�L�ã�D�P�D�� od kojih je �Y�H�ü�L�Q�D bila 
�³�Q�H�Y�L�G�O�M�L�Y�D�³ u metodama koje se oslanjaju na bakterijske kulture (5). 

Bakterijski gen 16S rRNA kodira istoimenu (16S rRNA) ribosomalnu RNA molekulu 
koja ulazi u sastav male podjedinice bakterijskog ribosoma. Gen zbog svoje �N�O�M�X�þ�Q�H uloge u 
bakterijskoj stanici ima konzerviranu �J�U�D�ÿ�X, ali posjeduje i hipervarijabilne regije s 
polimorfizmima koji se mogu koristiti za mjerenje filogenetske srodnosti. Gen ima devet 
hipervarijabilnih regija koje posjeduju dovoljno polimorfizama za klasifikaciju svih bakterija 
do razine vrste, a sekvenciranje jedne regije �þ�H�V�W�R je dovoljno za taksonomsku klasifikaciju do 
razine obitelji ili  roda. �%�X�G�X�ü�L da se radi o sekvenciranju, tj. identifikaciji temeljem slijeda 
nukleotida, ova metoda nije kvantitativna te ne �P�R�å�H �X�W�Y�U�ÿ�L�Y�D�W�L �N�R�O�L�þ�L�Q�H �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K bakterija (5). 
Rezultati 16S analize �Q�D�M�þ�H�ã�ü�H se �L�]�U�D�å�D�Y�D�M�X kao OTU ili  operativne taksonomske jedinice 
(engl. operational taxonomic unit), �ã�W�R je najmanja filogenetska jedinca �R�G�U�H�ÿ�H�Q�D prema 
varijacijama u 16S genu. �2�þ�L�W�D�Q�L OTU �P�R�å�H predstavljati jednu bakterijsku vrstu, jedan soj 
�R�G�U�H�ÿ�H�Q�H bakterije ili  pak �Y�L�ã�H bakterijskih vrsta odnosno �þ�L�W�D�Y�X porodicu bakterija . Uz 16S 
sekvenciranje, �P�R�J�X�ü�H je i cjelogenomsko sekvenciranje (engl. shotgun sequencing) koje se 
koristi za �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H bakterija i drugih mikroba (virusa, parazita) prisutnih u nekom uzorku. 
Temelji se na �þ�L�W�D�Q�Mu ili  sekvenciranju �þ�L�W�D�Y�H mikrobne DNA (3). �%�X�G�X�ü�L da se dobiju sve 
genetske informacije o mikrobioti (tzv. metagenom), �P�R�å�H se koristiti  za dodatne analize, 
primjerice profiliranje �P�H�W�D�E�R�O�L�þ�N�L�K funkcija i gena otpornosti na antibiotike. Razvrstavanjem 
mikrobioma prema funkciji gena mogu se izgraditi �P�H�W�D�E�R�O�L�þ�N�H �P�U�H�å�H ispitati ih u odnosu na 
fenotip �G�R�P�D�ü�L�Q�D�� primjerice na prisustvo ili  odsustvo neke bolesti (6). 

Ekspanzija informacija o ljudskom mikrobiomu u posljednjih nekoliko godina 
�S�U�H�G�Y�R�ÿ�H�Q�D je podacima prikupljenih kroz par velikih projekata koji su imali za cilj  
okarakterizirati ljudski mikrobiom poput MetaHIT (engl. The European Metagenomics of the 
Human Intestinal Tract) i HMP (engl. The Human Microbiome Project). MetaHIT studija, 
pokrenuta je 2010. godine, te je obuhvatila sekvenciranje 3,3 milijuna mikrobnih gena 
dobivenih iz uzoraka fecesa 124 ljudi. Prvi cilj  MetaHIT projekta je bio katalogiziranje 
mikrobnih gena u intestinalnom traktu te polaganje temelja za karakterizaciju mikrobnih 
populacija u crijevima (7). U HMP studiji �S�U�R�X�þ�D�Y�D�Q je mikrobiom 300 zdravih pojedinaca s 5 
glavnih lokacija na tijelu: usta, nosa, �N�R�åa, probavni i urogenitalni sustav (8). Godine 2014. 
napravljena je kombinirana analiza metagenomskih podataka iz MetaHIT projekta, HMP-a i 
kineske studije o dijabetesu, s ukupno 1267 sudionika, a smatra se da je u toj objedinjenoj 
zbirci podataka sa 9,879,896 bakterijskih gena �V�D�G�U�å�D�Q gotovo kompletan skup gena crijevnih 
bakterija. Nadalje, v�H�O�L�þ�L�Q�X bakterijskog metagenoma ilustrira i �þ�L�Q�M�H�Q�L�F�D da je �S�U�R�V�M�H�þ�Q�R 
�X�W�Y�U�ÿ�H�Q�R 750.000 �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K bakterijskih gena po jednom uzorku stolice, odnosno 37 puta �Y�L�ã�H 
gena nego �ã�W�R ih je u ljudskom genomu (9). Iako postoje velike razlike u sastavu mikrobiote na 
�Q�L�å�L�P taksonomski razinama, ljudska mikrobiota ima �V�O�L�þ�D�Q sastav na �Y�L�ã�L�P taksonomskim 
razinama te ima osnovni me�W�D�E�R�O�L�þ�N�L profil koji �R�E�X�K�Y�D�ü�D sve osnovne bakterijske funkcije u 
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ljudskom tijelu. �6�O�L�þ�Q�R vrijedi i za druge sisavce: na �Q�L�å�L�P razinama postoje velike varijacije, 
no na �Y�L�ã�L�P taksonomskim razinama mikrobiota svih sisavaca je �V�O�L�þ�Q�D (3). 

 �3�U�R�X�þ�D�Y�D�Q�M�H mikrobiote �S�R�P�R�ü�X laboratorijskih �å�L�Y�R�W�L�Q�M�D 

�.�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H animalnih modela za �S�U�R�X�þ�D�Y�D�Q�M�H mikrobiote �R�P�R�J�X�ü�D�Y�D otkrivanje �Q�D�þ�L�Q�D 
na koji mikrobiota �X�W�M�H�þ�H na �G�R�P�D�ü�L�Q�D�� a �Q�D�M�þ�H�ã�ü�H podrazumijeva r�D�]�O�L�þ�L�W�H vrste manipulacije 
mikrobiomom �å�L�Y�R�W�L�Q�M�D te osiguravanje kontroliranih �P�L�N�U�R�E�L�R�O�R�ã�N�L�K uvjeta u kojima te 
�å�L�Y�R�W�L�Q�M�H borave. �9�H�ü�L�Q�D i�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D se provode na takozvanim SPF (engl. specific pathogen 
free) �P�L�ã�H�Y�L�P�D�� odnosno �å�L�Y�R�W�L�Q�M�D�P�D koje su bez patogena koji bi mogli  utjecati na rezultate 
�L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� Ipak, mikrobiota SPF �P�L�ã�H�Y�D u �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P nastambama se razlikuje, �þ�D�N i u 
�U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P prostorijama iste nastambe, a te razlike mogu utjecati na rezultate �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D (10). 
Jedan od modela za �S�U�R�X�þ�D�Y�D�Q�M�H utjecaja mikrobiote na organizam jesu �D�N�V�H�Q�L�þ�Q�L �P�L�ã�H�Y�L (engl. 
germ-free, GF), odnosno �P�L�ã�H�Y�L koji �å�L�Y�H u sterilnim izolatorima bez kontakta s mikrobima. 
Ukoliko se sterilnim m�L�ã�H�Y�L�P�D transferira �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L mikrobiom poznatog sastava ili  ih se 
inokulira s bakterijskom monokulturom, takve se �å�L�Y�R�W�L�Q�M�H naziva �J�Q�R�W�R�E�L�R�W�L�þ�N�L�P (Slika 1) 
(11).  

 

Slika 1�����6�K�H�P�D�W�V�N�L���S�U�L�N�D�]���P�L�N�U�R�E�L�R�W�H���X���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P���å�L�Y�R�W�L�Q�M�V�N�L�P���P�R�G�H�O�L�P�D 

�%�X�G�X�ü�L da �D�N�V�H�Q�L�þ�Q�L�K organizmi nikada ne susretnu bakterije, predstavljaju dobar 
model za otkrivanje utjecaja mikroba na �I�L�]�L�R�O�R�ã�Ne i �S�D�W�R�O�R�ãke procese u tijelu (11,12). Tako 
je, �X�V�S�R�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�P GF i SPF �P�L�ã�H�Y�D, otkriveno da se metabolom (sastav metabolita) krvne 
plazme i urina uvelike mijenja ovisno o prisustvu mikroorganizama (13). �7�D�N�R�ÿ�H�U�� �P�L�ã�H�Y�L bez 
bakterija imaju manje �P�D�V�Q�R�ü�H u tijelu i usporen metabolizam. Anatomski gledano, jetra im je 
manja, ukupna �S�R�Y�U�ã�L�Q�D tankog crijeva smanjena, a cekum znatno �Y�H�ü�L�� Imaju promijenjenu 
aktivnost nekih jetrenih enzima, dok je u crijevima promijenjen �L�]�U�D�å�D�M gena koji sudjeluju u 
�L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�R�P prepoznavanju mikroorganizama (11). �6�D�å�H�W�L prikaz razlika �D�N�V�H�Q�L�þnih �P�L�ã�H�Y�D i 
�P�L�ã�H�Y�D s mikrobiotom prikazan je u Tablici 1. Osim sterilnih �P�L�ã�H�Y�D�� u �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�L�P�D se �þ�H�V�W�R 
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koriste �P�L�ã�H�Y�L kojima je antibioticima �ã�L�U�R�N�R�J spektra reduciran mikrobiom. Iako te �å�L�Y�R�W�L�Q�M�H 
nisu u potpunosti bez bakterija, ovaj model je puno �S�U�L�V�W�X�S�D�þ�Q�L�M�L �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�þ�L�P�D�� a �P�L�ã�H�Y�L su 
�V�O�L�þ�Q�L�M�L SPF �P�L�ã�H�Y�L�P�D po razvijenom imunolo�ãkom sustavu (koji je u GF �P�L�ã�H�Y�D promijenjen).  

Tablica 1. Anatomske i �I�L�]�L�R�O�R�ã�N�H �N�D�U�D�N�W�H�U�L�V�W�L�N�H���X�� �N�R�M�L�P�D���V�H�� �D�N�V�H�Q�L�þ�Q�L�� �P�L�ã�H�Y�L���U�D�]�O�L�N�X�M�X���R�G���Q�D�M�þ�H�ã�ü�H��
�N�R�U�L�ã�W�H�Q�L�K�����W�]�Y�����6�3�)�����P�L�ã�H�Y�D�������3�U�H�Pa: Al -Asmakh M: Use of germ-free animal models in microbiota-
related research (12)). 

Osobina  Razlika  

Prehrana Potreba za dodatnim vitaminom K i B 
 Smanjen postotak �P�D�V�Q�R�ü�H���X���W�L�M�H�O�X 
 �1�R�U�P�D�O�D�Q���L�O�L���S�R�Y�L�ã�H�Q���X�Q�R�V���K�U�D�Q�H 

 �3�R�Y�H�ü�D�Q���X�Q�R�V���Y�R�G�H 
Metabolizam �6�Q�L�å�H�Q���E�D�]�D�O�Q�L���P�H�W�D�E�R�O�L�]�D�P 

 �3�R�Y�H�ü�D�Q�D���V�H�N�U�H�F�L�M�D���V�O�R�E�R�G�Q�L�K���D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�D���L���X�U�H�H���L���V�P�D�Q�M�H�Q�D���H�N�V�N�U�H�F�L�M�D���R�F�W�H�Q�H��
kiseline 
�9�L�ã�H���X�U�H�H���L���P�D�O�R���D�P�R�Q�L�M�D�N�D���X���F�U�L�M�H�Y�Q�R�P���V�D�G�U�å�D�M�X 
�9�L�ã�H���G�X�ã�L�N�D���X���F�H�N�X�P�X���L���I�H�F�H�V�X 
�9�H�ü�L���R�N�V�L�G�D�F�L�M�V�N�R���± �U�H�G�X�N�F�L�M�V�N�L���S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O���F�H�N�D�O�Q�R�J���V�D�G�U�å�D�M�D 

 Promijenjena osjetljivost na anestetike 
Cirkulacija Smanjen ukupan volumen krvi 

 �6�Q�L�å�H�Q���P�L�Q�X�W�Q�L���Y�R�O�X�P�H�Q���V�U�F�D 
 �6�Q�L�å�H�Q���S�U�R�W�R�N���N�U�Y�L���X���N�R�å�L�����M�H�W�U�L�����S�O�X�ü�L�P�D���L��probavnom traktu 
 �3�R�Y�H�ü�D�Q�D���U�D�]�L�Q�D���N�R�O�H�V�W�H�U�R�O�D�����E�U�R�M���F�U�Y�H�Q�L�K���N�U�Y�Q�L�K���]�U�Q�D�F�D���L���K�H�P�D�W�R�N�U�L�W���X���N�U�Y�L 

Jetra �6�P�D�Q�M�H�Q�D���Y�H�O�L�þ�L�Q�D 
 �3�R�Y�H�ü�D�Q�D���U�D�]�L�Q�D���I�H�U�L�W�L�Q�D���L���N�R�O�H�V�W�H�U�R�O�D 

�3�O�X�ü�D Stanjeni alveolarni i kapsularni zidovi 
 Manje retikuloendotelnih elemenata 

Crijevna 
morfologija 

Smanjena ukupna masa crijeva 

 �6�P�D�Q�M�H�Q�D���X�N�X�S�Q�D���S�R�Y�U�ã�L�Q�D���W�D�Q�N�R�J���F�U�L�M�H�Y�D 
 Tanke i uniformne crijevne resice u tankom crijevu 
 �6�N�U�D�ü�H�Q�H���L�O�H�D�O�Q�H���U�H�V�L�F�H���L���S�U�R�G�X�O�M�H�Q�M�H���G�X�R�G�H�Q�D�O�Q�H���U�H�V�L�F�H 
 �.�U�D�ü�H���N�U�L�S�W�H���X���W�D�Q�N�R�P���F�U�L�M�H�Y�X 
 Tanja lamina propria tankog crijeva, s manje stanica i sporijom obnovom stanica 
 �9�H�ü�L���F�H�N�X�P���V���W�D�Q�M�R�P���R�S�Q�R�P 

Pokretljivost 
crijeva 

�3�R�Y�H�ü�D�Q�R���P�L�ã�L�ü�Q�R���W�N�L�Y�R���V���S�U�R�G�X�å�H�Q�L�P���L���K�L�S�H�U�W�U�R�I�L�U�D�Q�L�P���P�L�ã�L�ü�Q�L�P���V�W�D�Q�L�F�D�P�D���X���F�H�N�X�P�X 

 �'�X�å�H���W�U�D�Q�]�L�W�Q�R���Y�U�L�M�H�P�H 
Fiziologija crijeva �6�Q�L�å�H�Q�D���R�V�P�R�O�D�U�Q�R�V�W���X���W�D�Q�N�R�P���F�U�L�M�H�Y�X 

 �3�R�Y�H�ü�D�Q�D���S�U�L�W�L�V�D�N���N�L�V�L�N�D���L���H�O�H�N�W�U�R�S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O���X���W�D�Q�N�R�P���F�U�L�M�H�Y�X 
Funkcionalnost 
crijeva 

�3�R�M�D�þ�D�Q�D���D�S�V�R�U�S�F�L�M�D���Y�L�W�D�P�L�Q�D���L���P�L�Q�H�U�D�O�D�����S�U�R�P�M�H�Q�H���X���D�S�V�R�U�S�F�L�M�L���G�U�X�J�L�K���P�L�Q�H�U�D�O�D 

 �3�U�R�P�L�M�H�Q�M�H�Q���H�Q�]�L�P�D�W�V�N�L���V�D�V�W�D�Y�����S�R�Y�H�ü�D�Q�H���U�D�]�L�Q�H���W�U�L�S�V�L�Q�D�����N�L�P�R�W�U�L�S�V�R�Q�D���L���L�Q�Y�H�U�W�D�]�H���X��
fecesu 

 Visoke razine mucina (mukoproteina i mukopolisaharida) u fecesu 
 �0�D�Q�M�H���P�D�V�Q�L�K���N�L�V�H�O�L�Q�D���L���R�G�V�X�W�V�W�Y�R���F�L�N�O�L�þ�N�L�K���L���U�D�]�G�U�D�Q�D�W�L�K���P�D�V�Q�L�K���N�L�V�H�O�L�Q�D���X���F�U�L�M�H�Y�Q�R�P��

�V�D�G�å�D�M�X�����H�N�V�N�U�H�F�L�M�D���S�U�L�P�D�U�Q�R���Q�H�]�D�V�L�ü�H�Q�L�K���P�D�V�Q�L�K���N�L�V�H�O�L�Q�D 
Endokrini sustav Smanjena apsorpcija joda �X���W�L�U�R�L�G�Q�R�M���å�O�M�H�]�G�L 

 �6�P�D�Q�M�H�Q�D���P�R�W�R�U�L�þ�N�D���S�R�N�U�H�W�O�M�L�Y�R�V�W���L���K�L�S�H�U�H�V�S�R�Q�]�L�Y�Q�R�V�W���Q�D���H�S�L�Q�H�I�U�L�Q�����Q�R�U�H�S�L�Q�H�I�U�L�Q���L��
vazopresin 

Status elektrolita �9�L�ã�H���D�O�N�D�O�D�Q���F�H�N�D�O�Q�L���V�D�G�U�å�D�M 
 Visoke razine kalcija i citrata i niske razine fosfata u urinu 
 Manje natrija i klorida u crijevnom �V�D�G�U�å�D�M�X 
  

  
�9�L�ã�H�� �M�H�� �V�W�X�G�L�M�D�� �S�R�N�D�]�D�O�R�� �G�D�� �D�N�V�H�Q�L�þ�Q�L�� �L�� �D�Q�W�L�E�L�R�W�V�N�L�� �W�U�H�W�L�U�D�Q�L�� �P�L�ã�H�Y�L�� �U�D�]�Y�L�M�D�M�X�� �P�D�Q�M�H��

tumora od konvencionalno uzgajanih �P�L�ã�H�Y�D����Tablica 2). �6�P�D�Q�M�H�Q�D���M�H���L�Q�F�L�G�H�Q�F�L�M�D���U�D�N�D���S�O�X�ü�D���X��
�D�N�V�H�Q�L�þ�Q�L�P�� �P�L�ã�H�Y�L�P�D���� �D�� �G�R�G�D�W�N�R�P�� �E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�R�J�� �/�3�6-a ���O�L�S�R�S�R�O�L�V�D�K�D�U�L�G���� �W�D�M�� �X�þ�L�Q�D�N�� �V�H��
�S�R�Q�L�ã�W�D�Y�D���� �,�Q�F�L�G�H�Q�F�L�M�D�� �U�D�N�D�� �N�R�å�H�� �P�D�Q�M�D�� �M�H�� �X�� �D�N�V�H�Q�L�þ�Q�L�K�� �P�L�ã�H�Y�D�� �L�� �X�� �P�L�ã�Hva kojima nedostaje 
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�U�H�F�H�S�W�R�U�� �]�D�� �P�L�N�U�R�E�Q�H�� �P�R�O�H�N�X�O�H���� �D�� �U�H�G�X�N�F�L�M�D�� �P�L�N�U�R�I�O�R�U�H�� �D�Q�W�L�E�L�R�W�L�F�L�P�D�� �ã�L�U�R�N�R�J�� �V�S�H�N�W�U�D�� �L�O�L��
uzgojem �X���V�W�H�U�L�O�Q�L�P���X�Y�M�H�W�L�P�D���G�R�Y�R�G�L���G�R���V�P�D�Q�M�H�Q�H���V�W�R�S�H���U�D�]�Y�R�M�D���N�R�O�R�U�H�N�W�D�O�Q�L�K���W�X�P�R�U�D���X���P�L�ã�H�Y�D����
�1�D�G�D�O�M�H���� �L�D�N�R�� �Q�L�M�H�� �G�L�U�H�N�W�Q�R�� �L�]�O�R�å�H�Q�D�� �P�L�N�U�R�R�U�J�D�Q�L�]�P�L�P�D�����M�H�W�U�D�� �M�H�� �L�]�O�R�å�H�Q�D�� �P�L�N�U�R�E�Q�L�P��
molekulama i metabolitima koji promoviraju razvoj tumora pa je crijevna disbioza povezana s 
rakom jetre (14,15).  

Tablica 2. Razlike u tumorigenezi �L�]�P�H�ÿ�X �D�N�V�H�Q�L�þ�Q�Lh �P�L�ã�H�Y�D i �P�L�ã�H�Y�L�P�D s mikrobiotom. (Prema: 
Schwabe RF: The microbiome and cancer (14))  

 
AOM, azoksimetan; Apc, gen povezan s adenomatoznom polipozom; CCl4, ugljik tetraklorid; Cdx2, gen povezan s kolorektalnim rakom; 
DEN, dietilnitrozamin, hepatotoksin; DMAB, �������‰-dimetil-4-aminobifenil hidroklorid; DMH, dimetilhidrazin; DSS, dekstran natrijev sulfat; 
Il10, interleukin-10; IPSID, imunoproliferativna bolest tankog crijeva; MALT,  limfoidno tkivo povezano sa sluznicom; MAM -GlcUA, 
metilazoksimetanol-P-D-glukoziduronska kiselina; NHMI, N-nitrozoheptametilenimin; NOD1, gen za receptor za mikrobne molekule 

�'�R���V�D�G�D���Q�L�M�H���R�S�L�V�D�Q�R���N�D�N�R���D�N�V�H�Q�L�þ�Q�L���X�Y�M�H�W�L���X�W�M�H�þ�X���Q�D���P�R�N�U�D�ü�Q�L���P�M�H�K�X�U���� �%�X�G�X�ü�L���G�D���M�H��
�S�R�]�Q�D�W�R�� �G�D�� �P�L�N�U�R�E�L�R�W�D�� �X�W�M�H�þ�H�� �Q�D�� �U�D�]�Y�R�M�� �L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�R�J�� �V�X�V�W�D�Y�D�� �X�� �F�U�L�M�H�Y�L�P�D���� �O�R�J�L�þ�Q�R�� �M�H��
pretpostaviti da mikrob�L�R�W�D�� �X�W�M�H�þ�H�� �Q�D�� �L�]�U�D�å�D�M�� �J�H�Q�D�� �S�R�Y�H�]�D�Q�L�K�� �V�� �S�U�H�S�R�]�Q�D�Y�D�Q�M�H�P�� �E�D�Nterija i 
�L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�L�P�� �R�G�J�R�Y�R�U�R�P�� �X�� �G�U�X�J�L�P�� �R�U�J�D�Q�L�P�D�� �L�]�O�R�å�H�Q�L�P�� �E�D�N�W�H�U�L�M�D�P�D�� ������������ �0�R�J�X�ü�H�� �M�H�� �G�D�� �M�H��
urinarna mikrobiota potrebna za razvoj i signal�L�]�L�U�D�Q�M�H���S�H�U�L�I�H�U�Q�R�J���å�L�Y�þ�D�Q�R�J���V�X�V�W�D�Y�D���N�D�R���ã�W�R���M�H��
�Y�H�ü���S�R�N�D�]�Dno za mikrofloru crijeva, a urinarna disbioza bi mogla biti uzrokom bolestima poput 
intersticijskog cistitisa (15). 

1.1.2. Mikrobiota  i �]�O�R�ü�X�G�Q�L tumori  

Interakcije �L�]�P�H�ÿ�X �G�R�P�D�ü�L�Q�D i mikrobiote su mnogobrojne i raznolike pa je takav i 
utjecaj mikrobiote na zdravlje �þ�R�Y�M�H�N�D i pojavu bolesti. Njihov odnos ne mora biti �M�H�G�Q�R�]�Q�D�þ�D�Q 

 

Vrsta tumora  Model  Rezultati  

Kolorektalni rak 

�$�N�V�H�Q�L�þ�Q�L���P�L�ãevi i spontana karcinogeneza �0�D�Q�M�H���W�X�P�R�U�D���X���D�N�V�H�Q�L�þ�Q�L�P���P�L�ã�H�Y�L�P�D 

 �$�N�V�H�Q�L�þ�Q�L���P�L�ã�H�Y�L���L��DMH-izazvana karcinogeneza �0�D�Q�M�H���W�X�P�R�U�D���X���D�N�V�H�Q�L�þ�Q�L�P���P�L�ã�H�Y�L�P�D 

 �$�N�V�H�Q�L�þ�Q�L���P�L�ã�H�Y�L���L��AOM- izazvana karcinogeneza �9�L�ã�H �W�X�P�R�U�D���X���D�N�V�H�Q�L�þ�Q�L�P���P�L�ã�H�Y�L�P�D 

 �$�N�V�H�Q�L�þ�Q�L���P�L�ã�H�Y�L���L��MAM-GlcUA �0�D�Q�M�H���W�X�P�R�U�D���X���D�N�V�H�Q�L�þ�Q�L�P���P�L�ã�H�Y�L�P�D 

 �$�N�V�H�Q�L�þ�Q�L���P�L�ã�H�Y�L���L��AOM-izazvana karcinogeneza �0�D�Q�M�H���W�X�P�R�U�D���X���D�N�V�H�Q�L�þ�Q�L�P���P�L�ã�H�Y�L�P�D 

AOM u Il10�±/�± �J�Q�R�W�R�E�L�R�W�L�þ�N�L�K���å�L�Y�R�W�L�Qja �0�D�Q�M�H���W�X�P�R�U�D���X���D�N�V�H�Q�L�þ�Q�L�P���P�L�ã�H�Y�L�P�D 

�$�N�V�H�Q�L�þ�Q�L ApcMin/+ �P�L�ã�H�Y�L �0�D�Q�M�H���W�X�P�R�U�D���X���D�N�V�H�Q�L�þ�Q�L�P���P�L�ã�H�Y�L�P�D 

ApcMin/+ Cdx2�±Cre �P�L�ã�H�Y�L���W�U�H�W�L�U�D�Q�L���D�Q�W�L�E�L�R�W�V�N�L�P���N�R�N�W�H�O�R�P �0�D�Q�M�H���W�X�P�R�U�D���X���P�L�ã�H�Y�D���W�U�H�W�L�U�D�Q�L�K���D�Q�W�L�E�L�R�W�L�F�L�P�D 

Nod1�±/�± �P�L�ã�H�Y�L���W�U�H�W�L�U�D�Q�L���D�Q�W�L�E�L�R�W�V�N�L�P���N�R�N�W�H�O�R�P Manje �W�X�P�R�U�D���X���P�L�ã�H�Y�D���W�U�H�W�L�U�D�Q�Lh antibioticima 

AOM plus DSS -tretirani �P�L�ã�H�Y�L��i na antibiotskom koktelu �0�D�Q�M�H���W�X�P�R�U�D���X���P�L�ã�H�Y�D���W�U�H�W�L�U�D�Q�L�K���D�Q�W�L�E�L�R�W�L�F�L�P�D 

Mikrobiota iz divljeg tipa transplatirana u Nod2�±/�± �P�L�ã�H�Y�H Manje tumora nakon transplantacije 

�5�D�N���å�H�O�X�F�D 
Helicobacter pylori-inficirani gnotobiotski INS-GAS mi�ã�H�Y�L �0�D�Q�M�H���W�X�P�R�U�D���X���D�N�V�H�Q�L�þ�Q�L�P���P�L�ã�H�Y�L�P�D  

H. pylori-inficirani INS-GAS �P�L�ã�H�Y�L, tretirani antibioticima �0�D�Q�M�H���W�X�P�R�U�D���X���P�L�ã�H�Y�D���W�U�H�W�L�U�D�Q�L�K���D�Q�W�L�E�L�R�W�L�F�L�P�D 

Rak jetre 

DEN i CCl4-tretirani aks�H�Q�L�þ�Q�L���P�L�ã�H�Y�L �0�D�Q�M�H���W�X�P�R�U�D���X���D�N�V�H�Q�L�þ�Q�L�P���P�L�ã�H�Y�L�P�D 

DEN i CCl4- tretirani  �P�L�ã�H�Y�L na antibiotskom koktelu �0�D�Q�M�H���W�X�P�R�U�D���X���P�L�ã�H�Y�D���W�U�H�W�L�U�D�Q�L�K���D�Q�W�L�E�L�R�W�L�F�L�P�D 

DEN i CCl4- tretirani  �P�L�ã�H�Y�L, na rifaximinu Manje tumora mi�ã�H�Y�D���W�U�H�W�L�U�D�Q�L�K rifaximinom 

DEN-�W�U�H�W�L�U�D�Q�L���ã�Wakori na neomicinu Manje tumora mi�ã�H�Y�D tretiranih neomiciom 
Mi�ã�H�Y�L���W�U�H�W�L�U�D�Q�L���V��DMBA i na dijeti s visokim masnim udjelom, tretirani 
antibiotskim koktelom �0�D�Q�M�H���W�X�P�R�U�D���X���P�L�ã�H�Y�D���W�U�H�W�L�U�D�Q�L�K���D�Q�W�L�E�L�R�W�L�F�L�P�D 
�0�L�ã�H�Y�L���W�U�H�W�L�U�D�Q�L���V���'�0�%�$���L���Q�D���G�L�M�H�W�L���V���Y�L�V�R�N�L�P���P�D�V�Q�L�P���X�G�M�H�O�R�P�����W�U�H�W�L�U�D�Q�L��
vankomicinom Manj�H���W�X�P�R�U�D���P�L�ã�H�Y�D���W�U�H�W�L�U�D�Q�L�K��vankomicinom 

�5�D�N���S�O�X�ü�D NHMI-tretirani a�N�V�H�Q�L�þ�Q�L���P�L�ã�H�Y�L �0�D�Q�M�H���W�X�P�R�U�D���X���D�N�V�H�Q�L�þ�Q�L�K���P�X�å�M�D�N�D 
 Bez raz�O�L�N�H���X���D�N�V�H�Q�L�þ�Q�L�K���å�L�Y�R�W�L�Q�M�D 

Rak dojke DMAB- �W�U�H�W�L�U�D�Q�L���D�N�V�H�Q�L�þ�Q�L���P�L�ã�H�Y�L Manji tumori u ak�V�H�Q�L�þ�Q�L�K���ã�W�D�N�R�U�D 
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pa tako neka bakterija �P�R�å�H biti �X�]�U�R�þ�Q�L�N bolesti, a drugom kontekstu imati povoljne �X�þ�L�Q�N�H 
na �G�R�P�D�ü�L�Q�D�� Najbolji primjer je Helicobacter pylori �þ�L�M�D prisutnost u �å�H�O�X�F�X �X�W�M�H�þ�H na 
smanjenje rizika od alergijskih reakcija i astme u �G�M�H�þ�M�R�M dobi, dok u starijoj �å�L�Y�R�W�Q�R�M dobi �P�R�å�H 
uzrokovati rak �å�H�O�X�F�D. �2�W�N�U�L�ü�H ove bakterije koja �S�U�H�å�L�Y�O�M�D�Y�D u kiselom �å�H�O�X�þ�D�Q�R�P soku razbilo 
je dogmu da je �å�H�O�X�G�D�F sterilan organ te utabalo put novom �Q�D�þ�L�Q�X �O�L�M�H�þ�H�Q�M�D �þ�L�U�D �å�H�O�Xca (3). 
Osim H. plyori, poznato je �M�R�ã nekoliko bakterija koje se povezuju s tumorima, primjerice 
Salmonella enterica povezane s tumorom �å�X�þ�Q�R�J mjehura, a Campylobacter jejuni, Borrelia 
burgdorferi i Chlamydia psittaci se povezuju s limfomima koji se �Q�D�M�þ�H�ã�ü�H �S�R�Y�O�D�þ�H nakon 
�O�L�M�H�þ�H�Q�M�D antibioticima (14). Osim �S�R�M�H�G�L�Q�D�þ�Q�L�K bakterija koje uzrokuju rak �P�R�J�X�ü�H je i da 
zajednica mikroorganizama, �R�G�U�H�ÿ�H�Q�D svojim sastavom ili  pak metagenomskim potencijalom, 
dovodi do razvoja tumora.  

Bakterije mogu djelovati i protutumorski, primjerice bakterijske molekule iz Coleyevog 
toksina mogu dovesti do �S�R�Y�O�D�þ�H�Q�Ma sarkoma, a mikobakterije iz cjepiva BCG dovode do 
�X�Q�L�ã�W�D�Y�D�Q�M�D stanica tumora �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura (16,17). Ovi �X�þ�L�Q�F�L posljedica su aktivacije 
�G�R�P�D�ü�L�Q�R�Y�R�J �L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�R�J odgovora koji, osim bakterija, �X�Q�L�ã�W�D�Y�D i tumorske stanice. 

1.1.3. Mehanizmi protumorskog djelovanja mikrobio te 

Neki patogeni, poglavito virusi, promoviraju karcinogenezu �R�ã�W�H�ü�X�M�X�ü�L �V�W�D�Q�L�þ�Q�L 
genetski materijal, dok drugi uzorkuju o�ã�W�H�ü�H�Q�M�H epitela i upalu (Slika 2)(14). Upalni odgovor 
dio je normalne obrane �G�R�P�D�ü�L�Q�D �þ�L�M�L je cilj  eliminacija patogena. Neki patogeni djeluju tako 
da uspostavljaju trajne infekcije s blagom, �N�U�R�Q�L�þ�Q�R�P upalom koju prati �R�ã�W�H�ü�H�Q�M�H stanice 
kisikovim i �G�X�ã�L�N�R�Y�L�P radikalima, proliferacija, angiogeneza te �L�V�S�X�ã�W�D�Q�M�H faktora rasta koji 
aktiviraju fenotip �P�D�W�L�þ�Q�L�K stanica u tumorskim progenitorima (14). Citokini poput IL-1, TNF, 
IL -6 i IL-23 te transkripcijski faktori AP-1, �1�)���%, STAT3 dio su upalnog odgovora na 
infekciju, ujedno su �þ�H�V�W�R prisutni u tumorskom �P�L�N�U�R�R�N�R�O�L�ã�X (18,19). Jaka aktivacija 
pri�U�R�ÿ�H�Q�H imunosti �P�R�å�H promijeniti �L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�X toleranciju na tumor u protutumorski 
odgovor, no bakterije rijetko �S�R�W�L�þ�X razinu �L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�R�J odgovora potrebnu za eliminaciju 
tumora, umjesto �þ�H�J�D mogu poticati slabiji odgovor i tumor-�S�U�R�P�R�Y�L�U�D�M�X�üu �N�U�R�Q�L�þ�Q�X upalu 
(14).  
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Slika 2. Shematski prikaz tumor-�S�R�W�L�þ�X�ü�H�J���G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�D���E�D�N�W�H�U�L�M�D 

�8�Q�L�ã�W�D�Y�D�Q�M�H barijera �L�]�P�H�ÿ�X �G�R�P�D�ü�L�Q�D i patogena 

�8�Q�L�ã�Wavanje epitelne barijere �L�]�P�H�ÿ�X �G�R�P�D�ü�L�Q�D i patogena �P�R�å�H potaknuti 
karcinogenezu, ali  �P�R�å�H biti i posljedica karcinogeneze. Barijere �L�]�P�H�ÿ�X patogena i �G�R�P�D�ü�L�Q�D 
�X�N�O�M�X�þ�X�M�X epitelni sloj, �L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�H stanice, u nekim �V�O�X�þ�D�M�H�Y�L�P�D mukozni sloj i mikrobiotu. 
Mikrobiota predstavlja barijeru jer �S�R�P�D�å�H �R�G�U�å�D�Y�D�Q�M�X i obnavljanju epitela, stvaranju mucina 
te suzbija rast patogenih bakterija kompeticijom za resurse i produkcijom baktericidnih 
molekula. �8�Q�L�ã�W�H�Q�M�H�P barijera dolazi do �S�R�Y�H�ü�D�Q�H interakcije �G�R�P�D�ü�L�Q�D i mikrobiote i 
translokacije mikrobiote u tikva �G�R�P�D�ü�L�Q�D�� Ulaskom mikrobiote u tkivo aktiviraju se receptori 
koji detektiraju prisustvo bakterija te se �þ�H�V�W�R pokrene signalizacija za izbjegavanje �V�W�D�Q�L�þ�Q�H 
smrti radi �R�G�U�å�D�Y�D�Q�M�D epitelne barijere (14,19).  

Tollu �V�O�L�þ�Q�L ili  TLR receptori (engl. Toll-like receptors) su transmembranski receptori 
za patogene molekule, a koji reguliraju pri�U�R�ÿ�H�Q�X imunost, upalne procese i integritet epitelnih 
barijera. Prepoznaju molekularne uzorke povezane s patogenima, PAMP-ovi, (od engl. 
pathogen associated molecular patterns) i molekule za signaliziranje opasnosti, DAMP-ovi, 
(od engl. danger associated molecular patterns) koji se �R�V�O�R�E�D�ÿ�D�M�X prilikom �R�ã�W�H�ü�H�Q�M�D stanica. 
Vezanjem liganada za TLR-ove aktiviraju se nizvodni signalni putevi za �S�U�H�å�L�Y�O�M�H�Q�M�H�� NF��B i 
Stat3 (20). Ovi signalni putevi djeluju kao �þ�X�Y�D�U�L epitelnog integriteta, a �þ�H�V�W�R su aktivirani i u 
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tumorskim stanicama �ã�W�R im �R�P�R�J�X�ü�X�M�X da se nekontrolirano dijele. Sve �Y�H�ü�L broj dokaza 
govori do bakterijska aktivacija TLR-ova �S�R�W�L�þ�H karcinogenezu (16, 23). Primjerice TLR4 koji 
je receptor za lipopolisaharid, komponentu �V�W�D�Q�L�þ�Q�H stijenke Gram negativnih bakterija, 
promovira karcinogenezu u debelom crijevu, jetri, �J�X�ã�W�H�U�D�þ�L i �N�R�å�L �ã�W�R je pokazano sa 
smanjenom stopom razvoja tumora kod TLR4 deficijentnih �P�L�ã�H�Y�D i �S�R�Y�H�ü�D�Q�R�P stopom 
razvoja tumora kod �P�L�ã�H�Y�D kojima je konstitutivno u epitelu aktiviran TLR4 (14).  

NOD-u sl�L�þ�Q�L ili  NLR receptori (engl. NOD like receptors) kao i TLR receptori 
prepoznaju bakterijske molekule. �0�L�ã�H�Y�L deficijentni za Nod2 receptor �S�R�G�O�R�å�Q�L su 
bakterijskim infekcijama te imaju tumor-�S�U�R�P�R�Y�L�U�D�M�X�ü�X disbiozu u crijevima. �ý�H�V�W�R nije jasno 
je li  disbioza uzrokovana upalnim procesima ili  pak drugi �R�N�R�O�L�ã�Q�L �þ�L�P�E�H�Q�L�F�L �S�R�W�L�þ�X disbiozu 
koja potom �S�U�R�P�L�þ�H upalne procese te karcinogenezu. Da je disbioza glavni uzrok �S�R�G�O�R�å�Q�R�V�W�L 
razvoju tumora u �P�L�ã�H�Y�D koji nemaju Nod2 receptor (Nod2 -/-) pokazano je tako �ã�W�R je 
transferom �G�L�V�E�L�R�W�L�þ�Q�R�J mikrobioma u �P�L�ã�H�Y�H bez mutacije prenijeta i �S�R�G�O�R�å�Q�R�V�W razvoju 
tumora. Interleukin 6 je posrednik tih �X�þ�L�Q�D�N�D �E�X�G�X�ü�L da IL-6 �Q�H�X�W�U�D�O�L�]�L�U�D�M�X�ü�H protutijelo 
�S�R�Q�L�ã�W�D�Y�D tumor �S�U�R�P�R�Y�L�U�D�M�X�ü�L efekt. Kao i Nod2, Nod1 deficijencija negativno �X�W�M�H�þ�H na 
intestinalnu barijeru i promovira upalu i kolorektalni karcinom (14,24). 

Genotoksini i reaktivni spojevi 

Mikrobiota �P�R�å�H potaknuti �G�R�P�D�ü�L�Q�D na proizvodnju genotoksina, a �P�R�å�H ih i sama 
proizvoditi. CDT (engl. cytolethal distending toxin) i kolbaktin (engl. colibactin) su primjer 
bakterijskih genotoksina koji izazivaju �G�Y�R�O�D�Q�þ�D�Q�H lomove molekule DNA. CDT proizvode 
Gram-negativne bakterije, a kolibaktin bakterije iz porodice Enterobacteriaceae, poput E. coli. 
�*�H�Q�R�W�R�N�V�L�þ�Q�D aktivnost kolibaktina zahtjeva da �å�L�Y�H bakterije budu u direktnom kontaktu s 
epitelom. Iako bakterije koje produciraju kolibaktin nisu dovoljne da bi dovele do raka crijeva 
u eksperimentalnih �å�L�Y�R�W�L�Q�M�D�� u �å�L�Y�R�W�L�Q�M�D koje su predisponirane razvoju raka crijeva dovode 
do �W�H�å�H�J oblika bolesti (24,25). 

Bakterije mogu same proizvoditi ili  potaknuti �G�R�P�D�ü�L�Q�D na proizvodnju reaktivnih 
spojeva u tkivu. Leukociti na mjestu upale proizvode reaktivne kisikove spojeve poput 
superoksidnog aniona, vodikovog peroksida i �G�X�ã�L�þ�Q�R�J oksida. Ti su reaktivni spojevi �Y�D�å�Qi za 
�V�W�D�Q�L�þ�Q�R signaliziranje, a mogu promovirati rast tumora tako �ã�W�R direktno uzrokuju �ã�W�H�W�X na 
DNA, �S�R�W�L�þ�X signalizaciju koja dovodi do proliferacije, angiogeneze i invazije tumora, a mogu 
dovesti i do stvaranja karcinogenih N-nitrozamina (14).  

Faktori virulencije 

Bakterije mogu faktorima virulencije izazvati rak �D�N�W�L�Y�L�U�D�M�X�ü�L signalizaciju koja �S�R�W�L�þ�H 
rast tumora. Bakterija Fusobacterium nucleatum faktorima virulencije promovira intestinalnu 
karcinogenezu u �P�L�ã�H�Y�D koji spontano razvijaju adenome u crijevima. Fusobacterium se �Y�H�å�H 
na molekulu iz�Y�D�Q�V�W�D�Q�L�þ�Q�R�J matriksa adhezin FadA te preko njega na �V�W�D�Q�L�þ�Q�L receptor E-
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kadherin te tako aktivira proliferacijski ��-kateninski put u stanicama kolorektuma te �S�R�W�L�þ�H 
�X�P�Q�D�å�D�Q�M�H tumorskih stanica (25,26).  

Bakterijski faktori virulencije mogu uzrokovati �X�Q�L�ã�W�D�Y�D�Q�M�H izvanstan�L�þ�Q�R�J matriksa, 
kompleksne �P�U�H�åe proteina i proteoglikana u kojoj su citokini, faktori rasta, proangiogene i 
antiangiogene molekule. Bakterije proizvode kolagenaze i hijaluronidaze kojima degradiraju 
izvanstan�L�þ�Q�L matriks radi pribavljanja nutrijenata i �ã�L�U�H�Q�M�D kroz tkivo, a druge proteaze mogu 
inaktivirati signalne molekule poput citokina i faktora rasta te utjecati na upalni odgovori i 
homeostazu. Deregulacija izvanstan�L�þ�Q�R�J matriksa �P�R�å�H dovesti do stvaranja tumora, prisutna 
je u gotovo svim tumorima, a �E�X�G�X�ü�L da je direktno vezana uz metastaziranje, spada �P�H�ÿ�X 
njegova �Q�D�M�Y�D�å�Q�L�M�D �R�E�L�O�M�H�å�M�D (27). 

Bakterijski metabolizam u �]�O�R�ü�X�G�Q�L�P tumorima 

Doprinos mikrobnog metabolizma karcinogenezi zasigurno je �]�Q�D�þ�D�M�D�Q�� no tek se treba 
�L�V�W�U�D�å�L�W�L�� Bakterije mogu �P�H�W�D�E�R�O�L�þ�N�L mijenjati dijetalne fitokemikalije, prokarcinogene i 
karcinogene, hormone te stvarati tumor-�S�U�R�P�R�Y�L�U�D�M�X�ü�H sekundarne �å�X�þ�Q�H soli (14). �,�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D 
pokazuju da dijeta bogata mastima mijenja mikrobiotu i �S�R�Y�H�ü�D�Y�D razinu prokarcinogenih 
metabolita �å�X�þ�Q�L�K soli. Dijeta bogata vlaknima izvor je �N�U�D�W�N�R�O�D�Q�þ�D�Q�L�K masnih kiselina koje 
stvaraju crijevne bakterije, a koje su �Y�D�å�Q�H za �R�þ�X�Y�D�Q�M�H crijevnog epitela i �ã�W�L�W�H od razvoja 
kolorektalnog raka (25). 

Mnogi karcinogeni dolaze u tijelo oralnim putem stoga je �þ�H�V�W�R prva linija obrane od 
njihovog djelovanja mikrobiota probavnog sustava. Biokemijske sposobnosti 
mikroorganizama puno su �Y�H�ü�H od �þ�R�Y�M�H�N�R�Y�L�K pa tako bakterije mogu aktivirati ili  inaktivirati 
karcinogene koje �þ�R�Y�M�H�N ne �P�R�å�H metabolizirati ili  pak vezati �W�H�ã�N�H metale poput kadmija i 
arsena te tako �V�S�U�L�M�H�þ�L�W�L njihovu apsorpciju i �ã�W�H�W�Q�R djelovanje u tijelu (28). Mikrobiota 
metabolizira etanol u njegov karcinogeni metabolit acetaldehid. Iako se ovaj metabolizam 
dijelom odvija i u jetri, �Y�D�å�Q�R�V�W mikrobiotskog metabolizma pokazuje �þ�L�Q�M�H�Q�L�F�D da su �N�R�O�L�þ�L�Q�H 
acetaldehida �]�Q�D�þ�D�M�Q�R smanjene u serumu sterilnih �P�L�ã�H�Y�D u odnosu na �P�L�ã�H�Y�H s mikrobiotom 
(14). Mikrobiota �P�R�å�H utjecati i na terapijsko djelovanje mnogih lijekova. Djelovanje 
antitumorskih lijekova ciklofosfamida i cisplatina smanjeno je u sterilnih �P�L�ã�H�Y�D i �P�L�ã�H�Y�D 
tretiranih antibioticima �ã�W�R ukazuje na njihovu aktivaciju u bakterijama. S druge strane 
Doxorubicin, citostatik koji se koristi u �O�L�M�H�þ�H�Q�M�X raka �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura, �P�R�å�H biti 
inaktiviran crijevnim bakterijama iz rodova Streptomyces i Raoultella �ã�W�R potencijalno �X�W�M�H�þ�H 
na �X�V�S�M�H�ã�Q�R�V�W terapije ovim citostatikom (28). Sastav probavne mikrobiote �W�D�N�R�ÿ�H�U modulira 
�X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�R�V�W �O�L�M�H�þ�H�Q�M�D �]�O�R�ü�X�G�Q�L�K tumora inhibitorima kontrolne �L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�H �W�R�þ�N�H (engl. 
immune checkpoint inhibitors) (29). 

1.1.4. Mikrobiom  �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura i urina 

�-�R�ã sredinom 19. �V�W�R�O�M�H�ü�D i razvoja teorije klica, prvi su bakteriolozi �S�U�R�X�þ�D�Y�Dli  
postojanje klica, odnosno bakterija u urinu ljudi. Tada su primijetili  da se urin zdrave osobe ne 
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�]�D�P�X�ü�X�M�H�� dok se urin kojem je dodana kap vode ili  je bio �L�]�O�R�å�H�Q zraku nakon �R�G�U�H�ÿ�H�Q�R�J 
vremena zamuti, iz �þ�H�J�D je slijedio �]�D�N�O�M�X�þ�D�N da je urin zdrave osobe sterilan. Pedesetih godina 
�S�U�R�ã�O�R�J �V�W�R�O�M�H�ü�D �O�L�M�H�þ�Q�L�N Edward Kass osmislio je metodu za detekciju urinarne infekcije - 
a�Q�D�O�L�]�L�U�D�M�X�ü�L urin pacijenata i zdravih osoba �G�R�ã�D�R je do brojke od 105 poraslih kolonija u 
mililitr u urina kao �J�U�D�Q�L�þ�Q�H vrijednosti za �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H prisutnosti infekcije, a bakterijske 
kolonije iz urina zdravih ljudi smatrao je kontaminacijom iz donjih dijelova urinarnog trakta 
ili  �N�R�å�H�� Dogma da je �P�R�N�U�D�ü�Q�L mjehur, pa tako i urin sterilan vrijedila je i prilikom prvog 
projekta karakterizacije ljudskog mikrobioma (HMP) krajem �S�U�R�ã�O�R�J �G�H�V�H�W�O�M�H�ü�D zbog �þ�H�J�D 
mikrobiom mjehura nije ni �X�N�O�M�X�þ�H�Q u toj projekt (5).  

�3�U�R�X�þ�D�Y�D�Q�M�H urinarne mikrobiote sekvenciranjem mikrobne DNA urina �]�D�S�R�þ�L�Q�M�H malo 
nakon HMP projekta, kada je po prvi put opisan mikrobiom urina (prikupljen kateterizacijom 
zdravih osoba) (30). Kako bi se dokazalo da se radi o �å�L�Y�L�P bakterijama, a ne samo o 
bakterijskoj DNA koja se je �V�O�X�þ�D�M�Q�R �Q�D�ã�O�D u urinu, razvijena je modificirana metoda kultivacije 
bakterija (31). Ova metoda razlikuje se od �N�O�D�V�L�þ�Q�H urinokulture po tome �ã�W�R �X�N�O�M�X�þ�X�M�H 
�N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H �Y�H�ü�H�J volumena urina, inkubaciju u �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P uvjetima kisika i kroz �G�X�åi vremenski 
period. Pokazano je da se mikroorganizmi identificirani 16S sekvenciranjem mogu uzgojiti u 
takvoj kulturi, odnosno da se radi o �å�L�Yim bakterijama iz �P�R�N�U�D�ü�Q�Rg mjehura.  

Nakon �R�W�N�U�L�ü�D mikrobioma �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura (urobioma), njegova uloga u fiziologiji  
i bolestima �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura �S�R�þ�L�Q�M�H se intenzivno �S�U�R�X�þ�D�Y�D�W�L. Danas je poznato da 
bakterijski sastav mjehura ovisi o dobi, spolu i zdravstvenom stanju pojedinca, a �S�R�U�H�P�H�ü�D�M�L u 
�P�L�N�U�R�E�L�R�O�R�ã�N�R�M zajednici (disbioza) mjehura povezuju se s raznim bolestima urinarnog trakta 
(32). Bakterije u ljudskom urinu �Y�H�ü�L�Q�V�N�L pripadaju koljenima Firmicutes, Proteobacteria i 
Actinobacteria (33). U d�R�V�D�G�D�ã�Q�M�L�P studijama urinarnog mikrobioma zdravih �å�H�Q�D �S�U�R�Q�D�ÿ�H�Q�R 
je 28 bakterijskih rodova, a u urobiomu �P�X�ã�N�D�U�D�F�D 17 rodova, od �þ�H�J�D je 14 �]�D�M�H�G�Q�L�þ�Nih u oba 
spola (34). Najbrojnije bakterije u urinu zdravih pojedinaca su: Lactobacillus, 
Corynebacterium, Staphylococcus, Prevotella, Gardnerella i Streptococcus. �3�U�H�W�H�å�L�W�R 
Lactobacillus, Prevotella i Gardnerella u �å�H�Q�D te Corynebacterium u �P�X�ã�N�D�U�D�F�D�� Podatci 
pokazuju da �å�H�Q�H imaju raznolikiju floru s 6 do 36 rodova, dok je u �P�X�ã�N�D�U�D�F�D prisutno od 1 
do 8 rodova. No, bez obzira na spol, �Q�D�M�þ�H�ã�ü�H preko polovice bakterija pripada koljenu 
Firmicutes (33). Nije poznato postoji li  jedinstvena �P�R�N�U�D�ü�Q�D mikrobiota, odnosno podskup 
bakterijskih vrsta koje su �]�D�M�H�G�Q�L�þ�N�H u �P�R�N�U�D�ü�Q�R�P sustavu ljudi. Lewis i suradnici postavljaju 
ovu hipotezu u svom radu, s druge strane Gottschick i suradnici �S�U�H�G�O�D�å�X postojane urotipova, 
odnosno podtipova urobioma koje se razlikuju u sastavu, dominantnim vrstama i raznolikosti 
(33,35). Opisali su 7 takvih urotipova nazvanih prema jednoj ili  �Y�L�ã�H dominantnih vrsta: 
Prevotella amnii, Sneathia amnii, Gardnerella vaginalis i Atopobium vaginae (urotip 1), 
Lactobacillus iners (urotip 2), Enterobacteriaceae (urotip 3), Enterococcus faecalis (urotip 4), 
Streptococcus agalactiae (urotip 5), Citrobacter murliniae (urotip 6), i Lactobacillus crispatus 
(urotip 7). Fouts i suradnici opisali su zdrave urotipove za �P�X�ã�N�D�U�F�H i �å�H�Q�H�� za �å�H�Q�V�N�L urotip je 
dominantan Lactobacillus, dok je �P�X�ã�N�L dominiran Gram-pozitivnim bakterijama (35). 
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�3�U�R�Q�D�ÿ�H�Q�L su �]�D�M�H�G�Q�L�þ�N�L sojevi Escherichia coli, Streptococcus anginosus, Lactobacillus iners 
i Lactobacillus crispatus i u mjehuru i u rodnici, �ã�W�R ukazuje na postojanje jedinstvene 
urogenitalne mikroflore u �å�H�Q�D (36). 

Razlike u mikrobioti mogu biti posljedica promjene urinarnih metabolita, osobne 
higijene i navika mokrenja. Isto tako hormonalne promjene u pubertetu i menopauzi, 
konstipacija i urinarna inkontinencija te seksualna aktivnost �X�W�M�H�þ�X na urobiom (37). Dijeta i 
�N�R�O�L�þ�L�Q�D popijene vode �P�R�å�H utjecati na rizik urinarnih infekcija, pijenje prevelike �N�R�O�L�þ�L�Q�H 
vode �P�R�å�H �S�R�Y�H�ü�D�W�L �ã�D�Q�V�X za urinarnu infekciju na �Q�D�þ�L�Q da �U�D�]�U�M�H�ÿ�X�M�H urinarne faktore koji 
inhibiraju vezanje bakterija (38). Poput intestinalne mikroflore urobiom se mijenja sa �å�L�Y�R�W�Q�R�P 
dobi te se raznolikost bakterija smanjuje, a pojavljuju se novi rodovi poput Jonquetella, 
Parvimonas, Proteiniphilum i Saccharofermentans u ljudi iznad 70 godina (32). 

�9�D�å�Q�R je naglasiti da �Q�D�þ�L�Q prikupljanja urina �P�R�å�H utjecati rezultat analize urobioma 
(39). �9�H�ü�L�Q�D ovdje citiranih studija koristi urin srednjeg mlaza koji se �L�Q�D�þ�H koristi za 
�R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H urinarnih infekcija bakterijskom kulturom. Uretra i rodnica imaju svoj mikrobiom 
te mogu biti izvor kontaminacije za �S�U�R�X�þ�D�Y�D�Q�M�H mikrobioma �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura. Nadalje, 
uzorkovanje urina srednjeg mlaza �P�R�J�X�ü�H ne detektira bakterijske zajednice u biofilmovima u 
mjehuru koje se �Y�H�å�X na sluznicu pa uzimanje mikrobioma urina �P�R�J�X�ü�H pojednostavnjuje 
stvarno stanje unutar mjehura (27). Usprkos tome, prikupljanje urina srednjeg mlaza ostaje 
najbolja neinvazivna metoda za �S�U�R�X�þ�D�Y�D�Q�M�H urobioma u �V�O�X�þ�D�M�H�Y�L�P�D kad kateterizacija nije 
medicinski opravdana. U radu Hourigana i suradnika, �X�V�S�R�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�H su metode za kolekciju 
urina za ispitivanje mikrobioma kod pacijenata s rakom �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura. Njihovi rezultati 
su pokazali da ne postoje �]�Q�D�þ�D�M�Q�H razlike u mikrobiomu za �P�X�ã�N�D�U�F�H za dvije metode 
prikupljanja uzoraka, odnosno nisu �S�U�R�Q�D�ÿ�H�Q�H �]�Q�D�þ�D�M�Q�R �U�D�]�O�L�þ�L�W�R prisutne bakterije (40).  

Neke od bolesti koje su do sada povezane s promijenjenim urinarnim mikrobiomom su: 
neuropatski mjehur, urgentna urinarna inkontinencija, �N�U�R�Q�L�þ�Q�L intersticijski cistitis, dijabetes 
tipa 2, �N�U�R�Q�L�þ�Q�L simptomi donjeg urinarnog trakta i rak �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura (38,41�±45). 
�3�U�R�Q�D�ÿ�H�Q je i �S�R�Y�H�ü�D�Q�L rizik za razvoj post-operativnih infekcija urinarnog trakta u �å�H�Q�D sa 
�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�P mikrobiotom (46). �1�D�M�þ�H�ã�ü�L patogeni u urinoinfekcijama su Staphylococcus 
saprophyticus, Enterococcus faecalis, Streptococcus agalactiae te Gram-pozitivi rodovi 
Aerococcus, Corynebacterium, Actinobaculum i Gardnerella. Navedene bakterije su �þ�H�V�W�R 
�S�U�H�Y�L�ÿ�H�Q�H u urinokulturi zbog �R�J�U�D�Q�L�þ�H�Q�M�D u �E�R�O�Q�L�þ�N�L�P laboratorijima (47). 
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1.2 Karcinom �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura 

1.2.1. �*�U�D�ÿ�D �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura i urotela 

�0�R�N�U�D�ü�Q�L mjehur je �ã�X�S�O�M�L, rastezljivi organ �V�P�M�H�ã�W�H�Q u maloj zdjelici. Osnovna 
anatomska podjela je na svod ili  gornji dio, tijelo te bazu, odnosno donji dio mjehura. U bazi 
mjehura se nalazi se trigonum, trokutasta �S�R�Y�U�ã�L�Qa �R�P�H�ÿ�H�Qa �X�Q�X�W�U�D�ã�Q�M�L�P uretalnim otvorom i 
�X�ã�ü�L�P�D �P�R�N�U�D�ü�R�Y�R�G�D�� �3�R�Y�U�ã�L�Q�D trigonuma je ravna, nenabrana sluznica, dok ostali dijelovi 
imaju nabranu sluznicu koja se raste�å�H prilikom punjenja mjehura �P�R�N�U�D�ü�R�P. Cijeli mjehur je 
obavijen �P�L�ã�L�ü�H�P detrusorom, a u bazi se nalazi zadebljanje �P�L�ã�L�ü�D �ã�W�R �R�P�R�J�X�ü�X�M�H kontrolu 
mokrenja (48). �0�L�ã�L�ü detrusor se relaksira bez utjecaja volje prilikom punjenja mjehura urinom 
te se kontrahira pod utjecajem volje prilikom ekskrecije urina. Kontrola tonusa i regulacija 
kapaciteta mjehura se odvija u centru za mikturiciju u mostu u malom mozgu (49,50).  

�+�L�V�W�R�O�R�ã�N�L je �P�R�N�U�D�ü�Q�L mjehur �J�U�D�ÿ�H�Q od tri sloja - vanjske adventicije, srednjeg 
�P�L�ã�L�ü�Q�R�J sloja i �X�Q�X�W�U�D�ã�Q�M�H sluznice. Sluznica se dalje dijeli na sloj vezivnog tkiva (lamina 
propria) i urotel, prijelazni epitel koji obavija unutarnji lumen mjehura (Slika 3) (51). Urotel 
�V�H���V�D�V�W�R�M�L���V�H���R�G���Y�L�ã�H���V�O�R�M�H�Y�D���V�W�D�Q�L�F�D�����X���þ�R�Y�M�H�N�D���R�G�������G�R���������V�O�R�M�H�Y�D�����X���P�L�ã�H�Y�D �M�H���X�J�O�D�Y�Q�R�P���J�U�D�ÿ�H�Q��
�R�G�� �W�U�L�� �V�O�R�M�D���N�R�M�L���V�H�� �P�R�J�X�� �N�R�Q�W�U�D�K�L�U�D�W�L�� �L�� �S�U�R�ã�L�U�L�W�L�� �N�D�N�R�� �E�L�� �V�H��prilagodili rastegnutosti mjehura. 
Stanice iz svih slojeva urotela su povezane na bazalnu �P�H�P�E�U�D�Q�X���S�R�P�R�ü�X���V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K���I�L�O�D�P�H�Q�D�W�D��
�ã�W�R�� �R�P�R�J�X�ü�X�M�H�� �H�S�L�W�H�O�X�� �G�D�� �S�R�G�Q�R�V�L�� �ã�L�U�H�Q�M�H���� �6�O�R�M�H�Y�L�� �L�P�D�M�X�� �S�R�O�D�U�L�]�L�U�D�Q�X�� �D�U�K�L�W�H�N�W�X�U�X�� �V�� �U�D�V�W�X�ü�R�P��
�N�R�P�S�O�H�N�V�Q�R�ã�ü�X���L���G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�R�P���R�G���E�D�]�H���S�U�H�P�D���S�R�Y�U�ã�L�Q�L�����3�U�L�V�X�W�Q�H���V�X���W�U�L���Y�U�V�W�H���V�W�D�Q�L�F�D�����E�D�]�D�O�Q�H��
�N�X�E�L�þ�Q�H���V�W�D�Q�L�F�H���S�U�L�þ�Y�U�ã�ü�H�Q�H���E�D�]�D�O�Q�X���P�H�P�E�U�D�Q�X���� �S�U�L�M�H�O�D�]�Q�H���V�W�D�Q�L�F�H���W�H���S�R�Y�U�ã�L�Q�V�N�H���V�W�D�Q�L�F�H���N�R�M�H��
se zbog oblika nazivaju umbrella �L�O�L�� �N�L�ã�R�E�U�D�Q�X�� �Q�D�O�L�N�� �V�W�D�Q�L�F�H���� �%�D�]�D�O�Q�H�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �V�X�� �P�D�O�H����
�M�H�G�Q�R�V�O�R�M�Q�H�� �L�� �V�O�X�åe kao prekursori za ostale stanice epitela. Prijelazne stanice tvore sloj 
nejednake debljine, brzo proliferir�D�M�X�� �W�H�� �V�O�X�å�H�� �]�D�� �R�S�R�U�D�Y�D�N�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �X�� �V�O�X�þ�D�M�X�� �R�]�O�L�M�H�G�H�� �L�O�L��
infekcije. Visoko specijalizirane umbrella stanice su velike stanice heksagonalnog oblika, 
�L�P�D�M�X�� �G�X�J�� �Y�L�M�H�N�� �W�U�D�M�D�Q�M�D�� �L�� �E�U�]�R�� �V�H�� �R�E�Q�D�Y�O�M�D�M�X�� �N�D�G�� �M�H�� �H�S�L�W�H�O�� �R�ã�W�H�ü�H�Q���� �,�P�D�M�X�� �V�S�H�F�L�M�D�O�L�]�L�U�D�Q�X 
�S�R�Y�U�ã�L�Q�X�� �V�� �S�O�D�N�R�Y�L�P�D�� �V�D�V�W�D�Y�O�M�H�Q�L�P�� �R�G�� �P�R�O�H�N�X�O�D�� �X�U�R�S�O�D�N�L�Q�D���� �P�X�N�R�]�Q�R�J�� �V�O�R�M�D�� �L�� �P�L�N�U�R�Y�L�O�D����
Lum�L�Q�D�O�Q�D���S�R�Y�U�ã�L�Q�D���R�Y�L�K���V�W�D�Q�L�F�D���þ�L�Q�L���Q�H�S�U�R�E�R�M�Q�X���E�D�U�L�M�H�U�X���L�]�P�H�ÿ�X���V�D�G�U�å�D�M�D���O�X�P�H�Q�D i tkiva koja 
�V�S�U�M�H�þ�D�Y�D���D�S�V�R�U�S�F�L�M�X���ã�W�H�W�Q�L�K���W�Y�D�U�L���L���S�D�W�R�J�H�Q�D���L�]���X�U�L�Q�D��(51,52). �/�X�P�L�Q�D�O�Q�D���S�R�Y�U�ã�L�Q�D���R�Y�L�K���V�W�D�Q�L�F�D��
�þ�L�Q�L���Q�H�S�U�R�E�R�M�Q�X���E�D�U�L�M�H�U�X���L�]�P�H�ÿ�X���V�D�G�U�å�D�M�D���O�X�P�H�Q�D���L���W�N�L�Y�D���N�R�M�D���V�S�U�M�H�þ�D�Y�D���D�S�V�R�U�S�F�L�M�X���ã�W�H�W�Q�L�K���W�Y�D�U�L��
i patogena iz urina (52). 

Urotel je povezan sa �å�L�Y�þ�D�Q�L�P i vezivnim tkivom �ã�W�R mu �R�P�R�J�X�ü�X�M�H da se u �R�G�U�H�ÿ�H�Q�R�P 
trenutku �S�U�R�ã�L�Ui ili  kontrahira. �,�]�U�D�å�D�Y�D nikotinske, muskarinske, �D�G�U�H�Q�H�U�J�L�þ�Q�H�� tahikininske, 
bradikininske i transientne receptore, i�V�S�X�ã�W�D kemijske medijatore poput ATP-a i acetilkolina 
koji reguliraju aktivnost �å�L�Y�D�F�D i �S�R�W�L�þ�X promjene u okolnim �å�L�O�D�P�D ili  provode kontrakcije 
mjehura (53). 
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Slika 3. �+�L�V�W�R�O�R�ã�N�D �J�U�D�ÿ�D �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura �P�L�ã�D. Lijevo: �V�O�R�M�H�Y�L���P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura - �P�L�ã�L�ü�Q�L sloj i 
sluznica (lamina propia i urotel). Desno: �3�R�E�O�L�å�H���Vluznica i stanice urotela. (M �± �P�L�ã�L�ü�����/�3���± lamina 
propria, U �± urotel) 

1.2.2. Epidemiologija 

Rak �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura je deseti �Q�D�M�þ�H�ã�ü�L karcinom i �Q�D�M�þ�H�ã�ü�L karcinom urogenitalnog 
trakta u svijetu. Ekonomski teret raka �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura je znatan, prema nekim studijama 
ovaj rak ima �Q�D�M�Y�H�ü�H �W�U�R�ã�N�R�Y�H po pacijentu od svih vrsta karcinoma (54,55). Svjetska 
zdravstvena organizacija �S�U�H�G�Y�L�ÿ�D porast broja oboljelih od raka �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura u 
narednih 15 godina zbog produljivanja �å�L�Y�R�W�Q�R�J vijeka te �þ�L�Q�M�H�Q�L�F�H da se �Y�H�ü�L�Q�D raka 
�P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura dijagnosticira u dobi iznad 65 godina (56). Iako smrtnost od raka 
�P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura opada u razvijenim zemljama, u Hrvatskoj stagnira (57).  

�9�H�ü�L�Q�D tumora �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura �S�R�W�L�þ�H iz urotela, unutarnje sluznice �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J 
mjehura, neinvazivna je te �þ�H�V�W�R recidivira. Rak koji se iz epitela �S�U�R�ã�L�U�L na �P�L�ã�L�ü�Q�L sloj mjehura, 
prisutan u otprilike petine pacijenata, najagresivniji je oblik raka te zahtijeva �W�H�ã�N�R i 
�F�M�H�O�R�å�L�Y�R�W�Q�R �O�L�M�H�þ�H�Q�M�H�� a stopa �S�U�H�å�L�Y�O�M�H�Q�M�D znatno manja nego u neinvazivnih tumora. 
Mortalitet se nije �]�Q�D�þ�D�M�Q�R mijenjao �E�X�G�X�ü�L da ne postoji lijek za metastatsku bolest (57).  

Rak �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura je �þ�H�ã�ü�L kod �P�X�ã�N�D�U�D�F�D nego kod �å�H�Q�D�� s �X�þ�H�V�W�D�O�R�ã�ü�X i stopom 
smrtnosti od 9,6 i 3,2 na 100 000 �P�X�ã�N�D�U�D�F�D te 2,4 i 0,9 na 100 000 �å�H�Q�D�� �ã�W�R ga �þ�L�Q�L otprilike 
4 puta �þ�H�ã�ü�L�P u �P�X�ã�N�D�U�D�F�D nego u �å�H�Q�D na globalnoj razini. 2018. godine od raka m�R�N�U�D�ü�Q�R�J 
mjehura oboljelo je 549.393 osoba, �ã�W�R predstavlja 3% od ukupnog broja novooboljelih od raka, 
a umrlo je 199.922, odnosno 2.1% od ukupnog broja umrlih od raka za tu godinu (54). Stopa 
incidencije kod oba spola �Q�D�M�Y�L�ã�D je u �M�X�å�Q�R�M Europi, zapadnoj Europi i Sjevernoj Americi. 
�2�S�ü�H�Q�L�W�R je ovaj rak �þ�H�ã�ü�L u razvijenijim zemljama u odnosu na manje razvijene. �0�R�J�X�ü�L razlog 
je razlika u izlaganju �U�L�]�L�þ�Q�L�P �þ�L�P�E�H�Q�L�F�L�P�D iz �R�N�R�O�L�ã�D ili  pak razlike u �X�Y�U�ã�W�D�Y�D�Q�M�X tumora 
niskog malignog potencijala u ukupan broj bolesti (57). U Hrvatskoj je peti �Q�D�M�þ�H�ã�ü�L rak u 
ukupnoj populaciji s otprilike 1300 novih �V�O�X�þ�D�M�H�Y�D �J�R�G�L�ã�Q�M�H�� �ã�W�R predstavlja oko 5% od 
ukupnog broja novih �V�O�X�þ�D�M�H�Y�D raka (Slika 4). Incidencija u �P�X�ã�N�D�U�D�F�D je 23.3 �V�O�X�þ�D�M�D na 100 
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000 ljudi, dok je u �å�H�Q�D taj broj 6.1. Smrtnost je 4.2 na 100 000 ljudi �ã�W�R ga �þ�L�Q�L 6. 
najsmrtonosnijim rakom u Hrvatskoj ���,�]�Y�M�H�ã�ü�H��Globocan za Hrvatsku, Croatia factsheet 
Globocan 2018).  

 

Slika 4. Udio �Q�D�M�þ�H�ã�ü�L�K vrsta karcinoma u Hrvatskoj u ukupnom broj karcinoma za oba spola u 2018. 
godini. Karcinom �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura je 5. �Q�D�M�þ�H�ã�ü�L karcinom u Hrvatskoj s 1340 novih �V�O�X�þ�D�M�H�Y�D u 
2018. godini. (Preuzeto iz �8�1���L�]�Y�M�H�ã�ü�D Croatia factsheet Globocan 2018) 

1.2.3. �ý�L�P�E�H�Q�L�F�L rizika   

Glavni �þ�L�P�E�H�Q�L�F�L rizika za razvoj ove bolesti su izlaganje karcinogenima, �S�R�Q�D�M�Y�L�ã�H 
onima iz duhanskog dima, �]�D�J�D�ÿ�Hnoj vodi za �S�L�ü�H te aromatskim aminima koji se koriste u 
kemijskoj industriji (57). Pretpostavlja se da su za razlike u incidenciji po spolovima �]�D�V�O�X�å�Q�H 
�Y�H�ü�H stope �S�X�ã�H�Q�M�D kod �P�X�ã�N�D�U�D�F�D i �þ�H�ã�ü�H bavljenje poslovima u kojima prijeti �L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W 
�R�N�R�O�L�ã�Q�L�P �þ�L�P�E�H�Q�L�F�L�P�D, primjerice industrijskim karcinogenima. Danas se stope �S�X�ã�H�Q�M�D i 
�L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W�L �R�N�R�O�L�ã�Q�L�P �þ�L�P�E�H�Q�L�F�L�P�D �L�]�M�H�G�Q�D�þ�X�M�X�� no stope incidencije i dalje ostaju manje u 
�å�H�Q�D�� Prema nekim �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�L�P�D u razvoj tumora �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura �X�N�O�M�X�þ�H�Q�L su i spolni 
hormoni, no njihova uloga se �M�R�ã uvijek ispituje (58). Postoje �R�G�U�H�ÿ�H�Q�L dokazi o genetskim 
predispozicijama za razvoj ove bolesti, poglavito geni koji reguliraju metabolizam 
karcinogena. Varijabilnost u strukturi i funkciji enzima N-acetiltransferaza 2 (NAT2) i 
glutation-S-transferazaM1 (GSTM1) koji su �X�N�O�M�X�þ�H�Qi u metabolizam kancerogena duhanskog 
dima �S�R�Y�H�ü�D�Y�D�M�X rizik za obolijevanje (59). GWAS studija je pokazala poveznicu �L�]�P�H�ÿ�X 
transportera uree SLC14A1 i razvoja bolesti, gena koji kontrolira koncentraciju urina te �P�R�å�H 
utjecati na kontakt karcinogena s urotelom (57). Postoje �V�Q�D�å�Q�L dokazi o povezanosti arsena u 
vodi za �S�L�ü�H i raka �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura. �0�R�J�X�ü�L su i �V�L�Q�H�U�J�L�V�W�L�þ�N�L �X�þ�L�Q�F�L prehrambenih 
�þ�L�P�E�H�Q�L�N�D�� �S�X�ã�H�Q�M�D i �L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W�L arsenu. Mehanizam razvoja tumora pod utjecajem arsena nije 
otkriven (60).  

Tumori �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura mogu biti uzrokovani �N�U�R�Q�L�þ�Q�R�P upalnom zbog infestacije 
parazitom Schistosoma haematobium. Ovaj parazit �S�R�O�D�å�H jaja�ã�F�D u tkivu �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura 
�L�]�D�]�L�Y�D�M�X�ü�L iritaciju, fibrozu tkiva i metaplaziju koja �P�R�å�H dovesti do raka. �1�D�M�þ�H�ã�ü�L su �V�O�X�þ�D�M�H�Y�L 
su u manje razvijenim zemljama na Bliskom istoku, pogotovo u Egiptu, a posljednjih godina 
se s preventivnim tretmanom lijekom Praziquantel i ulaganjem u �S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�H vode �G�U�D�V�W�L�þ�Q�R 
smanjio broj rakova uzrokovanih ovim parazitom (61). 
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�ý�L�P�E�H�Q�L�F�L rizika vezani uz zanimanje 

Smatra se da je za 7% tumora �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura u �P�X�ã�N�D�U�D�F�D te 2% u �å�H�Q�D�� 
uzrokovano izlaganjem �ã�W�H�W�Q�L�P tvarima na radnom mjestu. Karcinogeni 2-naftilamin, 4-
aminobifenil i benzidin se mogu nalaziti u proizvodima iz kemijske, industrije boja i guma, 
�W�D�N�R�ÿ�H�U u bojama za kosu, industrijskim bojama, fungicidima, duhanskom dimu, plastici, 
metalu i ispustu motornih vozila te ispustima iz industrijskih postrojenja. Benzidin se smatra 
najpotentnijim od njih, dovodi do �þ�D�N 35 puta �Y�H�ü�H�J rizika za razvoj ovog raka. �9�H�ü�L�Q�D 
industrijskih karcinogena koji su povijesno bitni za razvoj raka danas je zabranjena. Ipak, broj 
kemikalija koje se povezuju s rizikom od razvoja raka �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura raste, a vrijedi 
naglasiti da je potrebno nekoliko �G�H�V�H�W�O�M�H�ü�D od �L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W�L do pojave raka (57). 

Zanimanja koja su povezana s �Y�H�ü�L�P rizikom od razvoja raka �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura su 
radnici u duhanskoj industriji i industriji boja, �G�L�P�Q�M�D�þ�D�U�L�� konobari, frizeri, kuhari, stjuardi, 
radnici u �J�U�D�I�L�þ�N�R�M industriji i pomorci. Radi se o malom �S�R�Y�H�ü�D�Q�M�X rizika kad se kontrolira za 
�S�X�ã�H�Q�M�H�� no ipak sugerira postojanje �R�G�U�H�ÿ�H�Q�L�K �R�N�R�O�L�ã�Q�L�K �þ�L�P�E�H�Q�L�N�D u ovim profesijama koji 
dovode do raka �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura (62).  

�3�X�ã�H�Q�Me 

�3�X�ã�H�Q�M�H je �Q�D�M�þ�H�ã�ü�L �U�L�]�L�þ�Q�L faktor za razvoj raka mjehura odgovoran za polovinu svih 
�V�O�X�þ�D�M�H�Y�D�� no s vremenskim odmakom od 20 do 30 godina od �L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W�L do dijagnoze. 
�'�D�Q�D�ã�Q�M�H stope incidencije su �Q�D�M�Y�L�ã�H u regijama koje su imale �Q�D�M�Y�H�ü�L udio �S�X�ã�D�þ�D u 
osamdesetim godinama �S�U�R�ã�O�R�J �V�W�R�O�M�H�ü�D (63). �3�X�ã�H�Q�M�H je jedan od glavnih uzroka 
preventabilnih smrti u svijetu i jedan od glavnih �þ�L�P�E�H�Q�L�N�D rizika za razvoj tumora mokr�D�ü�Q�R�J 
mjehura. U duhanskom dimu se nalazi preko 7000 �ã�W�H�W�Q�L�K tvari od kojih su mnoge kancerogene, 
a mnoge su povezane s razvojem raka �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura (64). �0�X�ã�N�D�U�F�L koji �S�X�ã�H imaju 3.89 
�Y�H�ü�X �ã�D�Q�V�X dobiti rak �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura (95% CI: 3.46 - 4.37), dok za �å�H�Q�H vrijedi 4.65 puta 
�Y�H�ü�L rizik za �S�X�ã�D�þ�L�F�H (95% CI: 3.73 - 5.79). �â�W�R je �Y�H�ü�D doza i �S�X�ã�D�þ�N�L �V�W�D�å�� �Y�H�ü�L je i rizik od 
obolijevanja (65). 

1.2.4. Dijagnoza i �O�L�M�H�þ�H�Q�M�H 

Rak mjehura uglavnom se dijagnosticira nakon bezbolne mikroskopske ili  
makroskopske hematurije. Osim toga �þ�H�V�W�R mokrenje i potreba za mokrenjem te �W�H�ã�N�R�ü�H s 
mokrenjem su �þ�H�V�W�H kod ljudi s rakom mjehura. Evaluacija se obavlja cistoskopski, a bilo kakve 
promjene na urotelu uzimaju za analizu (transuretralna biopsija ili  resekcija �þ�L�W�D�Y�R�J �S�R�G�U�X�þ�M�D). 
Plosnati carcinoma in situ (CIS) se �W�H�ã�N�R cistoskopski dijagnosticira �E�X�G�X�ü�L da izgleda kao 
normalno tkivo mjehura te je potreban �F�L�W�R�O�R�ã�N�L nalaz kako bi se �S�U�R�Q�D�ã�O�H �D�W�L�S�L�þ�Q�H stanice. 
�7�U�H�Q�X�W�D�þ�Q�R ne postoje urinarni markeri za tumor koji pokazuju dovoljnu osjetljivost i 
�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�V�W kako bi zamijenili cistoskopski pregled (57).  

Prognoza i �O�L�M�H�þ�H�Q�M�H ovise o histopatologiji tumora koja predstavlja jedini pouzdani 
mjerljivi  �þ�L�P�E�H�Q�L�N tumorske biologije za �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H �O�L�M�H�þ�H�Q�M�D raka �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura. Za 
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�W�R�þ�Q�X �K�L�V�W�R�O�R�ã�N�X procjenu bitno je da transuretralna resekcija �X�N�O�M�X�þ�X�M�H i dio �P�L�ã�L�ü�D te se zbog 
rizika od krivog procjenjivanja stadija �þ�H�V�Wo ponavlja resekcija. Uz tumorski stadij, gradus je 
bitan za �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H �O�L�M�H�þ�H�Q�M�D �E�X�G�X�ü�L da su nisko diferencirani tumori agresivniji od visoko 
diferenciranih (66). Kako bi se uskladile interpretacije �S�D�W�R�K�L�V�W�R�O�R�ã�N�L�K kriterija te �R�P�R�J�X�ü�L�O�R 
�X�V�S�R�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H rezultata �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K studija, razvijeni su standardizirani sistem �L�]�Y�M�H�ã�W�D�Y�D�Q�M�D o 
patologiji tumora �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura - International Collaboration on Cancer Reporting 
(ICCR), a u 2016. Svjetska zdravstvena organizacija izdala je klasifikaciju tumora urinarnog 
sustava i �P�X�ã�N�L�K spolnih organa (66,67). 

Stadiji 

Stadiji tumora se �R�G�U�H�ÿ�X�M�X prema TNM klasifikaciji (Slika 5 i Slika 6) (68). Ta i T1 
stadiji su papilarni tumori koji su �R�J�U�D�Q�L�þ�H�Q�L na mukozni sloj. Ta tumori su �R�J�U�D�Q�L�þ�H�Q�L na 
urotelni sloj, dok su T1 tumori prodrli u laminu propriu. Prepoznavanje invazije u laminu 
propriu je jedan od �Q�D�M�Y�H�ü�L�K izvora neslaganja u �S�D�W�R�O�R�ã�N�L�P procjenama, �þ�D�N i �P�H�ÿ�X 
uropatolozima. �3�U�R�E�O�H�P�D�W�L�þ�Q�Lm su se pokazali invertirani rast niskogradusnog tumora, lezije 
koje guraju granicu tumora prema lamini propriji, bez da tumor ne prodire subepitelni prostor. 
�8�J�Q�L�M�H�å�ÿeni tip invazivnog karcinoma �P�R�å�H biti �S�U�R�E�O�H�P�D�W�L�þ�D�Q za dijagnosticiranje �E�X�G�X�ü�L da 
ima s�O�L�þ�Q�R�V�W�L s invertiranim rastom neinvazivnih tumora, poglavito u �V�O�X�þ�D�M�H�Y�L�P�D kad tumor 
nema �R�G�U�H�ÿ�X�M�X�ü�H karakteristike invazije (66). Carcionoma in situ (CIS) je plosnat, slabo 
diferenciran tumor �R�J�U�D�Q�L�þ�H�Q na mukozni sloj. Makroskopski ga je �W�H�ã�N�R diferencirati od 
�R�E�L�þ�Q�R�J tkiva, dok su mikroskopski su vidljive neuredno poslagane stanice s velikim, 
pleomorfnim jezgrama (69,70). Tumori stadija T2 su �S�U�H�ã�O�L u �P�L�ã�L�ü�Q�L sloj, a dijele se na �S�R�þ�H�W�Q�R 
invazivne (T2a) i duboko invazivne (T2b). T3 tumori su prodrli u perivezikalno tkivu (T3a 
mikroskopski, T3b makroskopski). T4a tumori su �S�U�H�ã�O�L u prostatu, maternicu, rodnicu i 
crijevo, dok su se T4b tumor se �S�U�R�ã�L�U�L�O�L na �]�G�M�H�O�L�þ�Q�L ili  �W�U�E�X�ã�Q�L zid (68). N stadiji odnose se na 
prisutnost tumorskih metastaza u jednom (N1), odnosno �Y�L�ã�H limfnih �þ�Y�R�U�R�Y�D unutar zdjelice 
(N2) te u limfnim �þ�Y�R�U�R�Y�L�P�D ileuma (N3). M1a stadij �R�]�Q�D�þ�D�Y�D metastaze u udaljenim limfnim 
�þ�Y�R�U�R�Y�L�P�D�� a M1b metastaze van limfnih �þ�Y�R�U�R�Y�D (68). 
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Slika 5. �6�K�H�P�D�W�V�N�L���S�U�L�N�D�]���J�U�D�ÿ�H���P�R�N�U�D�ü�Q�R�J���P�M�H�K�X�U�D���L���7���V�W�D�G�L�M�D���U�D�N�D���P�R�N�U�D�ü�Q�R�J���P�M�H�K�X�U�D�������$�X�W�R�U�����)�D�E�L�R��
Leone) 
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Slika 6. �.�D�U�F�L�Q�R�P�L�� �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J�� �P�M�H�K�X�U�D��A Urotelna displazija �± prisutan blagi gubitak polarnosti, 
zbijene i �S�R�Y�H�ü�D�Q�H�� �M�H�]�J�U�H B Papilarna urotelna neoplazma niskog malignog potencijala - vidljive su 
�V�W�L�M�H�ã�Q�M�H�Q�H�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �V �E�O�D�J�R�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�L�P�� �M�H�]�J�U�D�P�D��C Neinvazivni papilarni urotelni karcinom niskog 
gradusa - vidljiv gubitak polarnosti i pleomorfne jezgre D Urotelni papilom �± prisutne papilarne 
�V�W�U�X�N�W�X�U�H���E�H�]���V�W�D�Q�L�þ�Q�H���D�W�L�S�L�M�H E Invertirani urotelni papilom F Urotelni carcinoma in situ - �Q�D�V�X�P�L�þ�Q�R��
�S�R�U�H�G�D�Q�H���V�W�D�Q�L�F�H���L���]�E�L�M�H�Q�H�����Y�H�O�L�N�H�����S�O�H�R�P�R�U�I�Q�H���M�H�]�J�U�H���V���Y�L�ã�H���M�H�]�J�U�L�Fa G Neinvazivni papilarni karcinom 
visokog gradusa �± jezgre raznolikih, nepravilnih oblika, papile srasle u jedinstvenu masu. H �0�L�ã�L�ü�Q�R-
invazivni karcinom �± �X�U�R�W�H�O�Q�H�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �L�Q�Y�D�G�L�U�D�M�X�� �X�� �P�L�ã�L�ü���� ���3�U�H�X�]�H�W�R�� �L�]����Y. Kim: Histological 
Classification of Bladder Tumors (70))  
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Gradiranje 

Gradiranje urotelnih tumora je bitno u neinvazivnim oblicima bolesti, posebno 
papilarnim neoplazmama. Mali postotak invazivn�L�K���Q�H�R�S�O�D�]�P�L���M�H���Q�L�V�N�R�J�U�D�G�X�V�Q�R���W�H���V�X���X���Y�H�ü�L�Q�L��
�V�O�X�þ�D�M�H�Y�D�� �L�Q�Y�D�]�L�M�H�� �R�J�U�D�Q�L�þ�H�Q�H�� �Q�D�� �O�D�P�L�Q�X�� �S�U�R�S�U�L�X���� �0�L�ã�L�ü�Q�R�� �L�Q�Y�D�]�L�Y�Q�L�� �W�X�P�R�U�L�� �V�X�� �X�Y�L�M�H�N��
visokogradusni (66).  

Postoje tri kategorije neinvazivnih tumora: papilarna urotelna neoplazma niskog 
malignog potencijala, Ta niskog gradusa i Ta visokog gradusa. Papilarna urotelna neoplazma 
niskog malignog potencijala predstavlja leziju s tankim papilama i normalnim, minimalno 
�D�W�L�S�L�þ�Q�L�P���X�U�R�W�H�O�R�P�����D���S�U�R�J�Q�R�]�D���]�D���R�Y�X���E�R�O�H�V�W���M�H���M�D�N�R���G�R�E�U�D�����7�D���N�D�U�F�L�Q�R�P�L���Q�L�V�N�R�J���J�U�Ddusa imaju 
�V�N�O�D�G�Q�R�� �U�D�V�S�R�U�H�ÿ�H�Q�H�� �S�D�S�L�O�H�� �W�H�� �E�O�D�J�X�� �D�W�L�S�L�M�X�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �V�� �U�D�]�O�L�N�D�P�D�� �X�� �Y�H�O�L�þ�L�Q�L�� �L�� �R�E�O�L�N�X����
hiperkromatskim jezgrama i rijetkom mitozom. Visoko gradusni Ta tumori imaju jako 
neuredan izgled, slabo organiziranu arhitekturu i mnoge mitotske stanice (66,70).  

T1 tumori isto mogu biti nisko i visoko gradusni, dok se T2-T4 smatraju visoko 
gradusnim. Carcinoma in situ ili CIS je visoko gradusni tumor.  

�5�D�N�� �P�M�H�K�X�U�D�� �R�E�X�K�Y�D�ü�D�� �K�L�V�W�R�O�R�ã�N�L�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�H�� �Y�D�U�L�M�D�Q�W�H�� �X�N�O�M�X�þ�X�M�X�ü�L�� �U�D�N�� �V�N�Y�D�P�R�]�Q�L�K��
stanica, adenokarcinom i karcinom malih stanica (Slika 7). Visokogradusni urotelni karcinom 
imaju sklonost divergentne diferencijacije u skvamozne i glandularne histologije. Divergentna 
�K�L�V�W�R�O�R�J�L�M�D���W�X�P�R�U�D���P�R�N�U�D�ü�Q�R�J���P�M�H�K�X�U�D���V�H���S�R�Y�H�]�X�M�H���V���J�R�U�R�P���S�U�R�J�Q�R�]�R�P (70). 

�ý�H�V�W�R���P�D�O�L�J�Q�H���W�Y�R�U�H�Y�L�Q�H���L�P�D�M�X���K�L�V�W�R�O�R�J�L�M�X���L�]�P�H�ÿ�X���Y�L�V�R�N�R�J���L���Q�L�V�N�R�J���J�U�D�G�X�V�D���W�H���V�H���R�G�O�X�N�D��
donosi na temelju prethodnih ili konkominantnih CIS lezija i ci�W�R�O�R�ã�N�L�K���Q�D�O�D�]�D�����8�N�R�O�L�N�R���W�X�P�R�U�L��
pokazuju karakteristike niskogradusne lezije, no ujedno pokazuju jednu od karakteristika 
visokogradusnih lezija, pristupa im se kao visokogradusnim. Gradusna heterogenost se 
pojavljuje u velikom broju papilarnih lezija, a pr�H�P�D���Q�H�N�L�P���V�W�X�G�L�M�D�P�D���S�U�H�S�R�U�X�þ�D���V�H���]�D�G�U�å�D�W�L��
�Q�D�M�Y�H�ü�L���S�U�L�V�X�W�D�Q���J�U�D�G�X�V�� �3�U�H�P�D���G�U�X�J�L�P���V�W�X�G�L�M�D�P�D���O�H�]�L�M�D���V�H���P�R�å�H���V�P�D�W�U�D�W�L���Q�L�V�N�R�J�U�D�G�X�V�Q�R�P���D�N�R��
visoki gradus ne prelazi 5% tumora (66). 
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Slika 7. Divergentna diferencijacija invazivnih tumora �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura. A Skvamozna 
diferencijacija (strelica pokazuje keratinizaciju). B Glandularna diferencijacija. C Plazmacitoidna 
diferencijacija. D Sarkomatoidna diferencijacija. (Preuzeto iz: Y. Kim: Histological Classification of 
Bladder Tumors (70)) 

�/�L�M�H�þ�H�Q�M�H 

Intravezikalna instilacija BCG nakon transuretralne resekcije je standardna terapija za 
�P�L�ã�L�ü�Q�R- neinvazivne stadije tumora od (Ta do T1). �8�N�O�M�X�þ�X�M�H ubrizgavanje BCG-a direktno u 
mjehur na mjesto resekcije (57). Povezana je sa smanjenim rizikom od napredovanja bolesti u 
�P�L�ã�L�ü�Q�R-invazivni stadij. U usporedbi s intravezikalnom kemoterapijom, �W�D�N�R�ÿ�H�U ima manji 
rizik od recidiva, no rizik od �ã�W�H�W�Q�L�K �X�þ�L�Q�D�N�D je �Y�H�ü�L, a u rijetkim �V�O�X�þ�D�M�H�Y�L�P�D �P�R�å�H �G�R�ü�L i do 
sepse (71). Do 40% pacijenata ne odgovara na terapiju BCG-om te neki od njih imaju �þ�D�N 



21 

 

�S�R�Y�H�ü�D�Q rizik od progresije bolesti (72). Zbog �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�J rizika od ponavljanja i napredovanja 
bolesti potrebni su redoviti cistoskopski pregledi pacijenata s neinvazivnim tumorima (73). 

Radikalna cistektomija se primjenjuje kod ljudi s �P�L�ã�L�ü�Q�R invazivnim tumorima te 
ponekad se razmatra za pacijente s tumorom stadija T1 koji nisu odgovorili na intravezikalnu 
terapiju. Nakon radikalne cistektomije izvodi se operacija urinarne diverzije �N�R�U�L�V�W�H�ü�L segment 
ileuma ili  ugradnja �R�U�W�R�S�L�þ�Qog mjehura. Nakon radikalne cistektomije 10-�J�R�G�L�ã�Q�M�H �S�U�H�å�L�Y�O�M�H�Q�M�H 
varira od 86% do 45% ovisno o tumorskom stadiju. Radikalna resekcija je alternativna metoda 
kojom se mjehur �R�þ�X�Y�D te se koristi za pacijente kojima radikalna cistektomija i kemoterapija 
nisu opcija. Za pacijente s metastatskom bolesti kao primarna terapija koristi se sistemska 
kemoterapija, dok se sistemska imunoterapija s inhibitorima kontrolnih �W�R�þ�D�N�D ispituje kao 
primarna terapija u nekoliko �N�O�L�Q�L�þ�N�L�K studija, a neki oblici su �Y�H�ü odobreni kao sekundarna 
terapija (57). 

1.2.5. Molekularni  �R�N�R�O�L�ã 

Dva su glavna oblika raka �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura: �P�L�ã�L�ü�Q�R neinvazivni i �P�L�ã�L�ü�Q�R invazivni 
tumori. Ova dva oblika tumora imaju �U�D�]�O�L�þ�L�W�H �S�D�W�R�O�R�ã�N�H i molekularne karakteristike. Smatra 
se da neinvazivni oblik nastaje u prijelaznim stanicama urotela, dok invazivni nastaje u 
prijelaznim ili  bazalnim stanicama urotela. �5�D�]�O�L�þ�L�W�R �S�R�þ�H�O�R ova dva tipa tumora �R�G�U�H�ÿ�X�M�H i 
�R�J�U�D�Q�L�þ�D�Y�D molekularne �G�R�J�D�ÿ�D�M�H koje �ü�H se dogoditi tijekom razvoja tumora. �0�L�ã�L�ü�Q�R 
invazivni luminalni tumori pokazuju papilarnu histologiju te ekspresiju markera urotelne 
diferencijacije, dok bazalni tumori �L�]�U�D�å�D�Y�D�M�X markere bazalnog sloja urotela, mnogi pokazuju 
skvamoznu diferencijaciju te markere epitelno mezenhimalnog prijelaza (57,74). Bazalni 
tumori imaju mnogo goru prognozu te su �þ�H�ã�ü�L u �å�H�Qa (70). 

Rak mjehura je �þ�H�V�W�R multifokalan, iako se �Y�H�ü�L�Q�V�N�L radi o tvorbama istog klonalnog 
porijekla. Prvo velike dijelove urotela zamjeni monoklonalna ekspanzija tumor-prekursorskih 
stanica, zatim daljnja subklonalna molekularna evolucija dovede do formacije �Y�L�ã�H tumorskih 
tvorbi. Prekursorske stanice �Q�D�M�þ�H�ã�ü�H imaju normalnu ili  �G�L�V�S�O�D�V�W�L�þ�Qu morfologiju, a u sebi 
�V�D�G�U�å�D�Y�D�M�X mutacije i gubitak heterogenosti raznim kromosomskim lokacijama 
�N�D�U�D�N�W�H�U�L�V�W�L�þ�Q�L�P za rak mjehura (57). 

U �P�L�ã�M�H�P modelima �þeste su delecije kromosoma 9 i �W�R�þ�N�D�V�W�H mutacije u Fgfr3 u 
�P�L�ã�L�ü�Q�R neinvazivnim tumorima (75). S druge strane, razvoj �P�L�ã�L�ü�Q�R invazivnih tumora 
zahtijeva inaktivaciju jednog ili  �Y�L�ã�H tumor supresorskih gena poput Trp53, Rb1 i Pten. Niska 
ekspresija Hrasa dovodi do razvoja plosnatih ili  papilarnih urotelnih lezija dok visoka 
ekspresija dovodi do �P�L�ã�L�ü�Q�R neinvazivnih tumora. �6�O�L�þ�Q�R je i kod ljudi, pacijenti s CIS-om 
imaju �Y�H�ü�L rizik od razvoja invazivnog oblika tumora. Mutacije TP53, �S�R�Y�L�ã�H�Q�D ekspresija 
CK20 i HER2 i �V�Q�L�å�H�Q�D ekspresija PTEN-a s �S�R�M�D�þ�D�Q�L�P PI3K signalnim putem su 
�N�D�U�D�N�W�H�U�L�V�W�L�þ�Q�H za ovaj oblik raka. U �P�L�ã�L�ü�Q�R neinvazivnim tumorima pros�M�H�þ�Q�R je prisutno 
169-195 mutacija, dok je u invazivnih ta brojka 302. Uz FGFR3 �þ�H�V�W�H su mutacije u RAS-
MAPK putu te aktivacija PIK3CA. Aktivacija FGFR1 je povezana s epitelno-mezenhimalnom 
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tranzicijom kojom stanice dobivaju sposobnost migracije i invazije te se pretpostavlja da ima 
ulogu u metastaziranju (57). 

Molekularni podtipovi prema transkripcijskom profilu trenutno predstavljaju najbolje 
definirane podtipove. �9�L�ã�H studija je opisalo �Y�L�ã�H raz�O�L�þ�L�W�L�K podjela na molekularne podtipove 
koji se ne mogu jednostavno dovesti na isti nazivnik (66). 

1.2.6. Uloga upale u razvoju tumora �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura 

Protumorigenska upala 

Poveznicu upale i karcinoma prvi je hipotetizirao Virchow �M�R�ã 1863. �Y�L�G�M�H�Y�ã�L da ozljede 
tikva uzrokovane iritantima i �S�R�V�O�M�H�G�L�þ�Q�D upalna reakcija dovode do �S�R�M�D�þ�D�Q�H �V�W�D�Q�L�þ�Q�H 
proliferacije (76). Danas se smatra da je otprilike 20% tumora uzrokovano �N�U�R�Q�L�þ�Q�R�P upalom 
izazvanom infekcijom (18). Upalni �P�L�N�U�R�R�N�R�O�L�ã stvara bitne preduvjete za tumor: �S�R�Y�H�ü�D�Y�D 
mutacijsku stopu te proliferaciju mutiranih stanica. �3�R�Y�H�ü�D�Y�D�Q�M�H stope mutacija �P�R�å�H biti 
uzrokovano �L�V�S�X�ã�W�D�Q�M�H�P �þ�H�V�W�L�F�D koje izazivaju DNA �R�ã�W�H�ü�H�Q�M�D�� a proliferacija mehanizmima 
za cijeljenje tkiva od �ã�W�H�W�H izazvane upalom (23). 

Neki �H�S�L�G�H�P�L�R�O�R�ã�N�L dokazi �X�S�X�ü�Xju na to da upala ima tumor �S�R�W�L�þ�X�ü�H djelovanje u 
�P�R�N�U�D�ü�Q�R�P mjehuru, primjerice osobe koje �G�X�J�R�U�R�þ�Q�R piju aspirin imaju manji rizik od 
razvoja ovog raka, a infekcije urinarnog trakta i cistitis se povezuju s �S�R�Y�H�ü�D�Q�L�P rizikom 
(28,77). Nadalje, u �S�U�H�W�N�O�L�Q�L�þ�N�L�P studijama je pokazano da protuupalni lijekovi usporavaju 
razvoj tumora �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura u laboratorijskih �å�L�Y�R�W�L�Q�M�D (78). Urinarne infekcije, pijesak, 
kamenci, divertikuli ili  iritacije zbog kateterizacije mogu izazvati skvamoznu ili  glandularnu 
metaplaziju kao odgovor na �N�U�R�Q�L�þ�Q�H upalne stimulanse, a ukoliko se radi o �S�R�Q�D�Y�O�M�D�M�X�ü�R�M 
�N�U�R�Q�L�þ�Q�R�M upali, metaplazija �P�R�å�H �S�U�L�M�H�ü�L u rak (78).  

Makrofagi i d�H�Q�G�U�L�W�L�þ�N�H stanice su glavne rezidentne �L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�H stanice u mjehuru. 
Makrofagi fagocitiraju �S�U�R�G�L�U�X�M�X�ü�H patogene i �L�]�O�X�þ�X�M�X citokine koji �S�U�L�Y�O�D�þ�H monocite i 
neutrofile na mjesto infekcije te prezentiraju antigene T stanicama. Neutrofili i makrofagi na 
mjestu upale proizvode reaktivne kisikove �þ�H�V�W�L�F�H koje mogu djelovati �J�H�Q�R�W�R�N�V�L�þ�Q�R (79). M2 
makrofagi aktiviraju mehanizme za cijeljenje u svom �R�N�R�O�L�ã�X od kojih su neki, poput 
transkripcijskih faktora ZEB, SNAIL i TWIST koji induciraju epitelno mezenhimalni prijelaz 
i metastaziranje, a �S�R�Y�H�ü�D�Q�L broj M2 tipa makrofaga povezan je s �O�R�ã�R�P prognozom raka 
�P�R�N�U�D�ü�Q�Rg mjehura (78). Polimorfizmi u �7�1�)�., upalnom citokinu kojeg prvenstveno stvaraju 
aktivirani makrofagi, povezani su s �S�R�Y�H�ü�D�Q�L�P rizikom za razvoj raka �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura 
(78). Nadalje, interleukin 6, glavni proupalni citokin makrofaga, ima �S�R�Y�H�ü�D�Q nivo 
koncentracije u urinu i serumu ljudi s �W�H�å�L�P oblikom raka �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura. �0�R�J�X�ü�L 
mehanizam djelovanja makrofaga na tumor je aktivacija JAK/STAT3 signalnog puta koji 
doprinosi epitelno mezenhimalnom prijelazu, proliferaciji i angiogenezi, a na �P�L�ã�M�H�P modelu 
pokazano je da aktivacija STAT3 puta dovodi do razvoja invazivnih oblika raka iz CIS-a (80, 
81). Podtipovi T limfocita su povezani s �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P ulogama u razvoju tumora. Prisustvo T 
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regulatornih limfocita povezano je s �O�R�ã�R�P prognozom, a Fas/Fas ligand sistem za 
programiranu �V�W�D�Q�L�þ�Q�X smrt posredstvom �F�L�W�R�W�R�N�V�L�þ�Q�L�K T limfocita je bitan za antitumorski 
�L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�L odgovor. Stanice raka �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura imaju mehanizam za izbjegavanje ovog 
odgovora tako da ne �L�]�U�D�å�D�Y�D�M�X Fas ili  imaju otpornost na nizvodne �X�þ�L�Q�N�H Fas potaknutog 
signaliziranja (78). 

Upala �þ�H�V�W�R dovodi do degradacije u izvanstan�L�þ�Q�R�P matriksu. Mnogi geni koji su 
�X�N�O�M�X�þ�H�Q�L u modeliranje izvanstan�L�þ�Q�R�J matriksa su povezani s progresijom urotelnih 
karcinoma i �O�R�ã�R�P prognozom. Oni ne uzrokuju transformaciju stanica, ali �S�R�G�U�å�D�Y�D�M�X druge 
aspekte malignog fenotipa poput proliferacije, migracije, rezistencije na apoptozu i epitelno 
mezenhimalnu tranziciju (27).  

Antitumorigenska upala 

Akutna upala �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura izazvana cjepivom BCG djeluje na �S�R�Y�O�D�þ�H�Q�M�H raka 
�P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura. BCG terapija (instilacija atenuiranih bakterija soja Bacillus Calmette�±
Guérin) se koristi kao terapija �P�L�ã�L�ü�Q�R neinvazivnog raka �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura te je jedna od 
najstarijih i �Q�D�M�X�V�S�M�H�ã�Q�L�M�L�K imunoterapija. �-�R�ã 1976. godine Morales i kolege opisali prvo 
�X�V�S�M�H�ã�Q�R �O�L�M�H�þ�H�Q�M�H raka �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura ubrizgavanjem BCG-a u mjehur, a �ã�L�U�R�N�D primjena 
BGC imunoterapije za rak �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura �]�D�S�R�þ�L�Q�M�H nakon 1980. godine (81). Iako se 
BCG koristi za �O�L�M�H�þ�H�Q�M�H raka preko 40 godina, mehanizam rada ove terapije nije �M�R�ã u 
potpunosti otkriven (82). Osim BCG-a i druga cjepiva pokazala su sposobnost �O�L�M�H�þ�H�Q�M�D 
�S�R�Y�U�ã�L�Q�V�N�L�K tumora �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura. Cjepivo za tifus, Ty21a bakterija (atenuirana 
Salmonella enterica), je pokazalo bolje rezultate od BCG cjepiva u �S�U�H�W�N�O�L�Q�L�þ�N�R�M studiji (83). 
Trenutno je u tijeku �N�O�L�Q�L�þ�N�D studija s ovim cjepivom na pacijentima s �S�R�Y�U�ã�L�Q�V�N�L�P tumorima 
niskog rizika. 

Mehanizam BCG terapije 

Djelovanje BCG-a posredovano aktiviranjem �L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�R�J sustava i upalnog odgovora 
(mehanizam je prikazan na Slika 8). Antitumorsko djelovanje zahtijeva uporabu �å�L�Y�L�K BCG 
bacila te bliski kontakt bakterija s tumorskim stanicama. BCG bakterija se �Y�H�å�H na fibronektin, 
glikoprotein u izvanstan�L�þ�Q�R�P matriksu urotela preko proteina za �S�U�L�þ�Y�U�ã�ü�L�Y�D�Q�M�H na fibronektin 
(FAP) (84). Fibronektin se najvjerojatnije �Y�H�å�H na urotelne stanice putem integrina �.�������� nakon 
�þ�H�J�D se BCG internalizira u tumorskim stanicama (85). �0�R�J�X�ü�L mehanizam za internalizaciju 
je makropinocitoza koji ovisi o malim GTPazama RAC1 i CDC42. Zanimljivo je da sposobnost 
stanica raka �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura na internaliziraju BCG putem makropinocitoze ovisi o 
prisutnosti �R�G�U�H�ÿ�H�Q�L�K onkogenih mutacija, poput delecije PTEN-a ili  �D�N�W�L�Y�L�U�D�M�X�ü�H mutacije u 
RAS obitelji onkogena. Ovisnost internalizacije o �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�P mutacijama u tumoru mogla bi 
objasniti �]�D�ã�W�R neki pacijenti ne reagiraju na BCG terapiju, odnosno tumori tih pacijenata ne 
nose mutacije koji �S�U�R�P�L�þ�X internalizaciju BCG-a (86).  
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�8���S�R�N�X�V�L�P�D���Q�D���å�L�Y�R�W�L�Q�M�D�P�D�����N�D�R���L���N�R�G���S�D�F�L�M�H�Q�D�W�D���S�R�N�D�]�D�Q�R���M�H���G�D���X roku od nekoliko 
sati od ubrizgavanja cjepiva, �]�Q�D�þ�D�M�Q�R raste broj granulocita i, u manjoj mjeri, makrofaga i 
limfocita u urinu (87,88). Granulociti su �þ�H�V�W�R u blizini apoptotskih urotelnih stanica, a in vivo 
uklanjanje ovih stanica �S�R�Q�L�ã�W�D�Y�D �X�þ�L�Q�D�N BCG-a te smanjuje �S�U�H�å�L�Y�O�M�H�Q�M�H �å�L�Y�R�W�L�Q�M�D�� �9�H�ü�L�Q�D 
limfocita u urinu nakon primjene BCG-a su �S�R�P�R�ü�Q�L�þ�N�H T stanice. Osim njih prisutni su 
�F�L�W�R�W�R�N�V�L�þ�Q�L T limfociti  i prirodno �X�E�L�O�D�þ�N�L (NK) limfociti  koji oboje djeluju �F�L�W�R�W�R�N�V�L�þ�Q�R na 
tumorske stanice. Uklanjane bilo koje od ovih vrsta limfocita u in vivo pokusima deplecije 
dovodi do gubitka djelovanja BCG terapije (89)(86).  

Uslijed BGC terapije u urin se �R�W�S�X�ã�W�D�M�X mnogobrojni citokini, �X�N�O�M�X�þ�X�M�X�ü�L IL -1, IL-2, 
IL -5, IL-6, IL -8, IL-10, IL-12, IL-18, TNF, IFN-y, GM-CSF (86,90). Prisutnost citokina IL-2, 
IL -12, i IFN-���� i odsustvo IL-4, �X�S�X�ü�X�M�X na Th1-nalik odgovor (21,86). Takav �L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�L 
odgovor �S�R�W�Y�U�ÿ�X�M�X i studije na �P�L�ã�H�Y�L�P�D�� IL -2 i IFN-g deficijentnim �P�L�ã�H�Y�L nisu reagirali na 
BCG terapiju, dok su IL-10 deficijentni �P�L�ã�H�Y�L imali �S�R�M�D�þ�D�Q�L �L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�L odgovor i �S�R�E�R�O�M�ã�D�Q�H 
rezultate. �3�R�N�X�ã�D�M�L �S�R�M�D�þ�D�Y�D�Q�M�D Th1-nalik odgovora u �P�L�ã�M�H�P modelu karcinoma dali su dobre 
rezultate, no �X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�R�V�W davanja Th-1 citokina kod pacijenata s karcinomom �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J 
mjehura nije dokazana (86). Citokin TRAIL, �þ�O�D�Q TNF obitelji kojeg �L�]�U�D�å�D�Y�D�M�X mnoge 
�L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�H stanice, �X�N�O�M�X�þ�X�M�X�ü�L neutrofile, �F�L�W�R�W�R�N�V�L�þ�Q�H limfocite i NK stanice, inducira 
apoptozu u stanicama tumora, ali ne i u �Y�H�ü�L�Q�L normalnih stanica. U bolesnika �O�L�M�H�þ�H�Q�L�K 
opetovanim instalacijama BCG, razina TRAIL-a u urinu je �S�R�Y�H�ü�D�Q�D�� a TRAIL se �P�R�å�H �Q�D�ü�L 
u neutrofilima u �P�R�N�U�D�ü�L�� Razina ovog citokina u �P�R�N�U�D�ü�L korelira s uspj�H�ã�Q�R�ã�ü�X BCG terapije 
(17). 

TLR receptori 2, 4 i 9 bi mogli imati ulogu u odgovoru karcinoma m�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura 
na BCG (21,91). TLR receptori su �L�]�U�D�å�H�Q�L na �L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�L�P stanicama, ali i normalnom urotelu 
i �P�L�ã�L�ü�Q�R-neinvazivnim tumorima �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura. Ovi receptori prepoznaju molekule na 
�S�R�Y�U�ã�L�Q�L mikobakterija, �ã�W�R rezultira aktivacijom faktora NF���% te ekspresije citokina TNF, IL-
������ IL-12. Uz to, prepoznavanje mikobakterijske komponente �S�R�P�R�ü�X TLR2 i TLR4 rezultira 
�R�W�S�X�ã�W�D�Q�M�H�P TRAIL-a iz neutrofila, a �W�D�N�R�ÿ�H�U je potrebno za sazrijevanje �G�H�Q�G�U�L�W�L�þ�Q�L�K stanica, 
stoga i za aktivaciju T stanica (86).  

Osim aktivacije �L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�R�J odgovora �P�R�J�X�ü�H je da BCG djeluje direktno 
�F�L�W�R�W�R�N�V�L�þ�Q�R na tumorske stanice. In vitro izlaganje stanica karcinoma �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura 
BCG-u �P�R�å�H rezultirati smanjenom proliferacijom i zaustavljanjem �V�W�D�Q�L�þ�Q�R�J ciklusa, a 
internalizacija BCG �P�R�å�H izazvati �V�W�D�Q�L�þ�Q�X smrt nekrozom ili  apoptozom (92). �=�Q�D�þ�D�M 
�F�L�W�R�W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W�L BCG-a na tumorske stanice za sada je dokazana jedino u in vitro studijama. 
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Slika 8. Pretpostavljeni mehanizam rada BCG terapije za rak �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura: �å�L�Y�H BCG bakterije 
se �Y�H�å�X za urotel preko fibronektina i integrina �.�������� potom ulaze u stanice raka procesom 
makropinocitoze koja je aktivirana zbog onkogenih mutacija. Nakon ulaska, stanice raka poja�þ�D�Y�D�M�X 
ekspresiju molekula MHC II  i �,�&�$�0�)�� te �O�X�þ�H citokine koji, zajedno s �G�H�Q�G�U�L�W�L�þ�N�L�P stanicama, 
regrutiraju �L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�H stanice, �ã�W�R rezultira �F�L�W�R�W�R�N�V�L�þ�Q�L�P djelovanjem na stanice raka kroz �U�D�]�O�L�þ�L�W�H 
�L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�H mehanizme. (Preuzeto iz: Redelman-Sidi, G.: The mechanism of action of BCG therapy for 
bladder cancer�² a current perspective (86)) 

 

1.2.7. Utjecaj urinarne mikrobiote na razvoj raka �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura 

Poveznica mikrobiote i razvoja tumora �S�R�W�Y�U�ÿ�H�Q�D je za veliki broj tumora, prvenstveno 
za kolorektalni rak. Primjer ove poveznice za rak �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura je shistosomijaza, 
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infekcija trematodnim parazitom koja dovodi do �N�U�R�Q�L�þ�Q�H upale i razvoja raka. Postoje dokazi 
da bakterije u mjehuru �X�W�M�H�þ�X na ovaj proces. U studiji Adebayo i suradnika, �S�U�R�Q�D�ÿ�H�Q�L su sojevi 
bakterija Fusobacterium, Sphingobacterium, i Enterococcus u ljudi koji su uz shistosomijazu 
razvili tumor. Pretpostavlja se da bakterije koje stvaraju N-nitrozamine doprinose razvoju 
tumora �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura u shistosomijazi (93). �7�D�N�R�ÿ�H�U�� studije na �ã�W�D�N�R�U�L�P�D su pokazale 
da urinarna infekcija s E. coli dovodi do �S�R�Y�H�ü�D�Q�L�K razina N,N-dimetilnitrozamina koje 
koreliraju s pojavom hiperplazije i rane neoplazije u mjehuru (94). 

Terapijski �X�þ�L�Q�D�N upale izazvane bakterijom BCG-a �X�S�X�ü�X�M�H na �P�R�J�X�ü�Q�R�V�W postojanja 
mikrobiote u mjehuru koja �ã�W�L�W�L od pojave tumora. Lactobacilli su najbrojnije bakterije u 
�P�R�N�U�D�ü�Q�R�P mjehuru �å�H�Q�D te je �P�R�J�X�ü�H da imaju �]�D�ã�W�L�W�Q�X ulogu �E�X�G�X�ü�L da je ovaj tumor tri do 
�þ�H�W�Lri puta �U�M�H�ÿ�L u �å�H�Q�D nego u �P�X�ã�N�D�U�D�F�D�� Lactobacillus iners, jedna od �Q�D�M�þ�H�ã�ü�L�K bakterija u 
urogenitalnom mikrobiomu �å�H�Q�D�� �V�Q�D�å�Q�R se �Y�H�å�H na fibronektine, molekule u izvanstan�L�þ�Q�R�P 
matriksu na koje se �Y�H�å�H i BCG prije indukcije upalnog odgovora, a m�R�J�X�ü�H je da samo vezanje 
bitno za indukciju antitumorske upalu u mjehuru (95). Sastav i funkcionalnost mikrobiote u 
mjehuru �M�R�ã se �L�V�W�U�D�å�X�M�H te �ü�H se s boljim razumijevanjem mehanizama kojima �X�W�M�H�þ�H na �þ�R�Y�M�H�N�D 
�P�R�ü�L razlikovati �ã�W�H�W�Q�D od blagotvorne mikrobiote. 

Probiotici 

�9�L�ã�H studija je pokazalo smanjenu incidenciju i ponovnu pojavu bolesti raka �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J 
mjehura u ljudi koji su konzumirali probiotike i fermentirane �P�O�L�M�H�þ�Q�H proizvode. Probiotska 
bakterija Lactobacillus casei shirota je pokazala antitumorska svojstva u nekoliko �P�L�ã�M�L�K 
modela karcinoma �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura, sa �V�O�L�þ�Q�L�P �X�þ�L�Q�F�L�P�D kao BCG (96). U �P�L�ã�H�Y�D je 
Lactobacillus casei smanjio rast transplantiranih tumora �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura i �S�O�X�ü�Q�L�K 
metastaza. Lactobacillus rhamnosus GG instiliran u �P�R�N�U�D�ü�Q�L mjehur regrutira antitumorska 
NK stanice u mjehur u zdravih �P�L�ã�H�Y�D�� a in vitro studije L. rhamnosus GG u kulturi stanica 
tumora �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura pokazale su direktan c�L�W�R�W�R�N�V�L�þ�Q�L �X�þ�L�Q�D�N ove bakterije na tumorske 
stanice (97). Ispitivan je �X�þ�L�Q�D�N i probiotika na bazi laktobacila BLP na �L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�L odgovor u 
�P�L�ã�H�Y�D s ortopskim tumorima te inhibitorni efekt na kemijsku karcinogenezu uzrokovanu 
BBN-om u �ã�W�D�N�R�U�D i �P�L�ã�H�Y�D�� BLP probiotik je smanjio rast sekundarnih tumora, �]�Q�D�þ�D�M�Q�R je 
smanjio stvaranje tumora �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura u modelu kemijske karcinogeneze, a tumori koji 
su se razvili bili  su �Q�L�å�H�J gradusa i malignosti u �å�L�Y�R�W�L�Q�M�D koje su konzumirale probiotik (28). 
�.�O�L�Q�L�þ�N�H studije djelotvornosti probiotika L. casei shirota u pacijenata s neinvazinvim 
tumorima pokazale su �R�E�H�ü�D�Y�D�M�X�ü�H rezultate. Dvostruko zaslijepljena kontrolirana 
randomizirana studija usporedila je �X�þ�L�Q�D�N L. casei shirota s placebom u pacijenata s 
neinvazivnim tumorom �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura te je dobiveno da ovaj probiotik smanjuje ponovnu 
pojavu bolesti. Druga randomizirana kontrolirana studija pokazala je da ovaj probiotik 
administriran uz kemoterapeutik �]�Q�D�þ�D�M�Q�R smanjuje ponovno pojavljivanje bolesti. �0�H�ÿ�X�W�L�P�� 
rezultati ovih studija su osporavani zbog nepravilnosti u �S�U�D�ü�H�Q�M�X i prijavljivanju ishoda 
�O�L�M�H�þ�H�Q�M�D (28). 



27 

 

Nije poznat mehanizam djelovanja probiotika na rak, vjerojatno se radi o utjecaju na 
�G�R�P�D�ü�L�Q�R�Y �L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�L odgovor na tumor. L. rhamnosus aktivira �L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�L odgovor i mijenja 
�L�V�S�X�ã�W�D�Q�M�H citokina iz urotela �D�N�W�L�Y�L�U�D�M�X�ü�L TLR4 receptor i �1�)���% put (98). Nadalje, �P�R�J�X�ü�H je 
da probiotici �X�W�M�H�þ�X na prisutnost karcinogenih molekula u �P�R�N�U�D�ü�Q�R�P mjehuru. �7�H�ã�N�L metali 
poput kadmija i arsena, poznati �U�L�]�L�þ�Q�L �þ�L�P�E�H�Q�L�F�L za rak �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura, mogu biti vezani 
na anionske grupe na �S�R�Y�U�ã�L�Q�V�N�L�P molekulama bakterija poput Bacillus subtilis, Lactobacillus 
rhamnosus GG i Bifidobacterium �þ�L�P�H se �V�S�U�M�H�þ�D�Y�D njihova apsorpcija u tijelu. Studija 
Hayatsua i suradnika pokazala se smanjenu �N�R�O�L�þ�L�Q�X mutagenih spojeva u urinu u ljudi koji su 
konzumirali probiotik L. casei shirota (99). 

Mikrobiom povezan s tumorom �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura 

Pregledom literature �S�U�R�Q�D�ÿ�H�Q�H su �þ�H�W�L�U�L studije koje su opisale razlike u mikrobiomu 
urina pacijenata s karcinomom �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura i zdravih osoba ( glavni nalazi u Tablici 
3.). U n�D�ãoj studiji iz 2018. godine opisan je urinarni mikrobiom 12 pacijenata s karcinomom 
mjehura i 11 zdravih kontrola (43). Fusobacterium nucleatum, patogen koji se povezuje s 
kolorektalnim karcinomom, bio je �þ�H�ã�ü�H prisutan u urinu oboljelih od raka �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura. 
�7�D�N�R�ÿ�H�U smo dokazali prisutnost tog patogena u tumorskom tkivu �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura, ukupno 
11 od 42 uzorka DNA iz tumorskog tkiva bili  su pozitivni na ovaj patogen. Fusobacterium 
nucleatum �P�R�å�H poticati razvoj rak na �Y�L�ã�H �Q�D�þ�L�Q�D, �P�R�åe poticati proliferaciju tumorskih 
stanica (kako je �Y�H�ü prije opisano), a �P�R�å�H i inaktivirati NK stanice i tumor �L�Q�I�L�O�W�U�L�U�D�M�X�ü�H T 
stanice (TIL)  �Y�H�å�X�ü�L se za njihov inhibitorni receptor TIGIT. �.�R�Q�D�þ�Q�R�� F. nucleatum se 
poja�þ�D�Q�R �Y�H�å�H za tumorske stanice (svojom Fap2 adhezijskom molekulom) te tako �S�R�Y�H�ü�D�Y�D 
svoju brojnost u tumoru �V�W�Y�D�U�D�M�X�ü�L pozitivnu povratnu spregu koja �S�R�W�L�þ�H tumorigenezu 
(25,26). U studiji autora Xu i suradnika iz 2016. �X�V�S�R�U�H�ÿ�H�Q�H su mikrobne zajednice urina 8 
bolesnika s rakom �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura i 6 kontrolnih ispitanika te je �S�U�R�Q�D�ÿ�H�Q�R da je rod 
Streptococcus �þ�H�ã�ü�H prisutan u bolesnika (100). Wu i suradnici usporedili su urinarni 
mikrobiom 31-og bolesnika s rakom mjehura i 18 zdravih kontrola, u bolesnika su �S�U�R�Q�D�ã�O�L 
�R�E�R�J�D�ü�H�Q�H sojeve Acinetobacter, Anaerococcus i Sphingobacterium (69). Mai i suradnici su 
analizirali su bakterijski mikrobiom urina u 24 osobe s karcinomom mjehura te su otkrili  su 31 
bakterijski rod koji u osnovnom sastavu ovog mikrobioma. Usporedili su ovaj bakterijski sastav 
s onim od zdravih kontrola iz prethodnih studija �V�O�X�þ�D�M�H�Y�D i kontrola te �S�U�R�Q�D�ã�O�L da je �N�R�O�L�þ�L�Q�D 
Acinetobacter roda bila puno �Y�H�ü�D u ljudi s karcinomom mjehura (101). 

Vrste koje su �S�U�R�Q�D�ÿ�H�Q�H kao �R�E�R�J�D�ü�H�Q�H urinu ljudi sa rakom �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura u gore 
navedenim studijama pripadaju koljenima Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes, 
Fusobacteria, Proteobacteria i Synergistetes. Bifidobacterium, Lactobacillus i Veillonella su 
bili  �R�E�R�J�D�ü�H�Q�L u zdravih kontrola. To su probiotski bakterijski sojevi koji �P�R�J�X�ü�H imaju 
�]�D�ã�W�L�W�Q�X ulogu u raku mjehura. Fusobacterium i Campylobacter su bakterijski rodovi koji se 
pojavljuju u urinu �P�X�ã�N�D�U�D�F�D iznad 70 godina, a ujedno su i �R�E�R�J�D�ü�H�Q�L u urinu bolesnika s 
rakom �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura. Poznato je da urinarni mikrobiom mijenja kako starimo, no nije 
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poznato je li  promjena mikrobioma �X�W�M�H�þ�H na rizik od razvoja raka �E�X�G�X�ü�L da se taj rizik 
�S�R�Y�H�ü�Dva sa �V�W�D�U�R�ã�ü�X Iz rezultata ovih studija jasno je da je urinarni mikrobiom promijenjen 
kod ljudi s rakom �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura, a vidljiv  je i potencijal urinarnog mikrobioma u 
�P�R�J�X�ü�H�P razvoju bolje dijagnostike i terapije tumorske bolesti. Rezultati navedenih studija 
prikazani su u Tablici 3. 

Dvije su studije u kojima je ispitivan mikrobiom u tumorskom tkivu �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J 
mjehura. U studiji Rodrigues i suradnika ispitivani spareni uzorci tumorskog i �R�E�O�L�å�Q�M�H�J 
zdravog tkiva 28 pacijenata iz biobaze TCGA. Najbrojnije porodice spadale su u Proteobacteria 
(93% svih �R�þ�L�W�D�Q�M�D���� Nisu �S�U�R�Q�D�ÿ�H�Q�H �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L �]�Q�D�þ�D�M�Q�H razlike �L�]�P�H�ÿ�X tumorskog i zdravog 
tkiva, dok je Cutibacterium acnes �R�þ�L�W�D�Q samo u tumorskim uzorcima. U analizi sparenih 
uzoraka nisu �S�U�R�Q�D�ÿ�H�Q�L �R�E�R�J�D�ü�H�Q�L bakterijski taksoni, dok su Mathylobacterium radiotolerans, 
Pseudomonas aeruginosa i Pseudomonas putida su bili  �R�E�R�J�D�ü�H�Q�L u tumorskom tkivu u 
nespareni analizi (102). Studija Liu i suradnika iz 2019. pokazala je �R�E�R�J�D�ü�H�Q�M�H rodova 
Acinetobacter, Anoxybacillus, �(�V�F�K�H�U�L�F�K�L�D���6�K�L�J�H�O�O�D�� Geobacillus, Pelomonas, Ralstonia i 
Sphingomonas u tumorskom tkivu, te Lactobacillus, Prevotella, Ruminococcaceae, 
Cupriavidus i Brucellaceae u zdravom tkivu (Tablica 3) (103). 

Tablica 3. Urinarni mikrobiom pacijenata s rakom �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura i zdravih kontrola i mikrobioma 
tumorskog i zdravog tkiva mjehura 

�,�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���P�L�N�U�R�E�L�R�P�D���X�U�L�Q�D���O�M�X�G�L���V���W�X�P�R�U�R�P���P�R�N�U�D�ü�Q�R�J���P�M�H�K�X�U�D 

Studija �0�X�ã�N�D�U�F�L��
�����ä�H�Q�H 

Pacijenti / 
Zdrave 
kontrole 

Vr sta 
uzorka 

�%�D�N�W�H�U�L�M�H���R�E�R�J�D�ü�H�Q�H���X���X�U�L�Q�X��
pacijenata 

�%�D�N�W�H�U�L�M�H���R�E�R�J�D�ü�H�Q�H���X��
urinu zdravih kontrola  

Xu, 2014. nepoznato 8  / 6 Srednji mlaz 
urina 

Streptococcus   

�%�X�þ�H�Y�L�ü��
�3�R�S�R�Y�L�ü����
2018. 

23 / 0 12 / 11 Srednji mlaz 
urina 

Fusobacterium sp., Jonquetella 
anthropi, Ruminococcaceae, 
Subdoligranulum,Campylobacter, 
Actinobaculum, Facklamia 

Veillonella, 
Streptococcus, 
Corynebacterium 

Wu, 2018. 49 / 0 31 / 18 Srednji mlaz 
urina 

Acinetobacter, Anaerococcus, 
Sphingobacterium 

Serratia, Proteus, 
Roseomonas, Laceyella 

Mai, 2019. 18 / 6 24 / 0 (29) Srednji mlaz 
urina 

Acinetobacter, Rhizobiales, 
Enterobacter, Lactococcus, 
Aeromonas, Rubrobacter, 
Burkholderia, Methylobatcerium, 
Tepidimonas, Geobacillus, 
Aerococcaceae 

Acidimicrobiales, 
Roseomonas, 
Acidobacteria, 
Dokdonella, Chloroflexi, 
Halomonas, 
Peptostreptococcace, 
Veillonella 

Hai, 2019. 29 / 26 20 / 9 Srednji mlaz 
urina Actinomyces 

Streptococcus, 
Bifidobacterium, 
Lactobacillus, Veillonella 
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�,�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���P�L�N�U�R�E�L�R�P�D���W�X�P�R�U�V�N�R�J���W�N�L�Y�D���P�R�N�U�D�ü�Q�R�J���P�M�H�K�X�U�D 

Studija �0�X�ã�N�D�U�F�L��
/ �ä�H�Q�H 

Tumorsko 
/ Zdravo 

tkivo 

Vrsta 
uzorka 

�%�D�N�W�H�U�L�M�H���R�E�R�J�D�ü�H�Q�H���X��
tumorskom tkivu  

�%�D�N�W�H�U�L�M�H���R�E�R�J�D�ü�H�Q�H���X��
zdravom tkivu 

Liu, 2019. 22 / 0 22 /12 

16 S 
sekvenciranje 
tumorskog i 

zdravog tkiva 
pacijenta 

Acinetobacter, Anoxybacillus, 
Escherichia - Shigella, 
Geobacillus, Pelomonas, 
Ralstonia, Sphingomonas 

Lactobacillus, Prevotella, 
Ruminococcaceae, 
Cupriavidus, 
Brucellaceae 

Rodrigues, 
2019. 28 / 9 28 / 9 

Analiza 
tumorskih i 

zdravih tkiva 
iz TCGA 

baze 

Cutibacterium, 
Mathylobacterium, Pseudomonas   

 

1.3. BBN model za �S�U�R�X�þ�D�Y�D�Q�M�H tumora �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura 

Za �S�U�R�X�þ�D�Y�D�Q�M�H raka �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura na pokusnim �å�L�Y�R�W�L�Q�M�D�P�D �Q�D�M�þ�H�ã�ü�H se koristi 
BBN (N-butil-N-(4-hidroksibutil)-nitrozamin), karcinogeni spoj koji selektivno inducira 
tumore u �P�R�N�U�D�ü�Q�R�P mjehuru �ã�W�D�N�R�U�D i �P�L�ã�H�Y�D. Vrij ednost ovog modela je u tome �ã�W�R u 
glodavaca uzrokuje tumore koji su �K�L�V�W�R�O�R�ã�N�L i mutacijski �V�O�L�þ�Qi humanim tumorima (104,105).  

BBN je srodan kemijskim karcinogenima iz duhanskog dima te se �P�R�å�H dobiti 
�P�H�W�D�E�R�O�L�þ�N�R�P konverzijom jednog takvog spoja (DBN ili  di-n-butilnitrozamina) (106). BBN 
se daje u vodi za �S�L�ü�H u koncentracijama 0.01- 0.05%. Nakon ulaska u tijelo, metabolizira se u 
jetri u spoj BCPN (N-butil-N-(3-karboksipropil)-nitrozamin), potom se u tom obliku �L�]�O�X�þ�X�M�H 
u urin, ulazi u urotelne stanice, kovalentno se �Y�H�å�H na �V�W�D�Q�L�þ�Q�H makromolekule te izaziva 
�R�ã�W�H�ü�H�Q�M�D DNA i mutacije (107). Metabolit BCPN nastaje oksidacijom alkoholne skupine 
BBN-a u karboksilnu enzimskim sustavom alkohol/aldehid dehidrogenaza i enzimima sustava 
citokrom P450. Dio BCPN-a potom prolazi proces glukuronidacije, �þ�L�P�H stvara nekarcinogeni 
produkt, BCPN-glukuronid te, u manjoj mjeri, beta-oksidaciju prema Knoop mehanizmu (Slika 
9). �0�H�W�D�E�R�O�L�þ�N�L put ovog spoja nije u potpunosti �U�D�]�M�D�ã�Q�M�H�Q te je �P�R�J�X�ü�H da se dio metabolizma 
odvija crijevima, bubrezima i mjehuru. Poznato je da bakterije mogu deglukuronidirati spojeve 
radi �L�V�N�R�U�L�ã�W�D�Y�D�Q�Ma glukuronida kao izvora hrane, �þ�L�P�H bi mogle utjecati na ponovno aktiviranje 
BCPN spoja u mjehuru.  

Prema Amesovom testu za mutagenost BCPN je direktni mutagen, dok je BBN 
�S�U�R�P�X�W�D�J�H�Q���� �R�G�Q�R�V�Q�R�� �%�%�1�� �]�D�K�W�M�H�Y�D�� �P�H�W�D�E�R�O�L�þ�N�X�� �D�N�W�L�Y�D�F�L�M�X�� �V�D�� �6���� �I�U�D�N�F�L�M�R�P�� �L�� �N�R�I�D�N�W�R�U�L�P�D��
NADPH ili NADH (106). Direktno kancerogeno djelovanje BCPN-a na epitel mjehura 
�S�R�N�D�]�D�Q�R���M�H���L�Q�G�X�F�L�U�D�Q�M�H�P���W�X�P�R�U�D���P�R�N�U�D�ü�Q�R�J���P�M�H�K�X�U�D���Q�D�N�R�Q���L�Q�Wravezikalne instilacije BCPN-
a, kao i in vitro �Q�H�R�S�O�D�V�W�L�þ�Q�R�P�� �W�U�D�Q�V�I�R�U�P�D�F�L�M�R�P�� �H�S�L�W�H�O�Q�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �P�M�H�K�X�U�D�� �ã�W�D�N�R�U�D�� �Q�D�N�R�Q��
tretmana BCPN-om (108). No, pokazano je i da se direktnom instilacijom BBN-a u mjehur 
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�L�Q�G�X�F�L�U�D�M�X���W�X�P�R�U�L���P�R�N�U�D�ü�Q�R�J���P�M�H�K�X�U�D��(109)�����0�R�J�X�ü�H���R�E�M�D�ã�Q�M�H�Q�M�H���]�D���W�R���M�H���N�R�Q�Y�H�U�]�L�M�D���%�%�1���X��
BCPN u samom urotelu - �G�D���V�H���R�Q�D���G�R�J�D�ÿ�D���S�R�N�D�]�D�Q�R���M�H���X��in vitro pokusima (106). 

 

 

Slika 9. Metabolizam N-butil-N-(4-hidroksibutil)-nitrozamin (BBN). BBN-G: BBN-glukuronid; 
BCPN: N-butil-N-(3-karboksipropil)nitrozamin; BCPNG: BCPN-glukuronid; BHCPN: N-butil-N-(2- 
hidroksi-3-karboksil-propil)nitrozamin; BCMN: N-butil-N-(karboksi-metil)nitrozamin; BOPN: N-
butil-N-(2-oksopropil)nitrozamin (prema : Colaço, A, BBN as an Urothelial Carcinogen (104)). 

�0�L�ã�H�Y�L tretirani BBN-om razviju displaziju, CIS i invazivne karcinome u �P�R�N�U�D�ü�Q�R�P 
mjehuru. Lezije �R�E�L�þ�Q�R �]�D�S�R�þ�Q�X kao hiperplazija koja prelazi u papilarnu hiperplaziju, 
papilom, papilarni tumor niskog malignog potencijala, niskogradusni i visokogradusni 
invazivni rak. Rak metastazira rijetko, a stopa smrtnosti kod �P�L�ã�H�Y�D i �ã�W�Dkora je vrlo niska te je 
�R�E�L�þ�Q�R povezana s hidronefrozom (104).  

Tumori �þ�H�V�W�R imaju mutacije u p53 ili  genima koji se odnose na put p53 te imaju 
�S�R�Y�H�ü�D�Q�X ekspresiju faktora rasta EGFR-a (110). Nadalje, �þ�H�V�W�R se �G�R�J�D�ÿ�D�M�X delecije na 
kromosomu 4 �ã�W�R �R�G�U�D�å�D�Y�D gubitak na ljudskom kromosomu 9, �þ�H�V�W u humanom raku mjehura. 
Molekularni subtipovi se dijele na luminalne, bazalne i p53-�V�O�L�þ�Q�H tumore. Tumori su �Q�D�M�þ�H�ã�ü�H 
bazalnog tipa �E�X�G�X�ü�L da imaju �S�R�M�D�þ�D�Q�X ekspresiju markera bazalnih stanica Krt5, Krt6, Krt14, 
Krt1, Cdh3 i Cd44 (111). 

Tretman BBN-om izaziva upalnu reakciju u mjehuru koja se mijenja s razinom 
promjena u tkivu (112). Nakon 2 tjedna tretmana u mjehuru je prisutna displazija i 
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degenerativna atipija te jaka, akutna upala koja �ü�H se postupno �X�W�L�ã�D�W�L. P�R�M�D�þ�D�Q�D je degradacija 
izvanstan�L�þ�Q�R�J matriksa i stvaranje kolagena �ã�W�R �X�S�X�ü�X�M�H na �R�ã�W�H�ü�H�Q�M�H u tkivu izazvano upalnim 
stanicama te je m�R�J�X�ü�H da se upala kasnije �X�W�L�ã�D�Ya radi �V�S�U�M�H�þ�D�Y�D�Q�M�D daljnjeg �R�ã�W�H�ü�H�Q�Ma epitela. 
�1�D�M�þ�H�ã�ü�H imunolo�ã�N�H stanice su CD4+ odnosno Th1 i FoxP3+ ili  T regulatorni limfociti. 
P�R�Y�H�ü�D�Q�D je ekspresija citokina Il1a, Il6, Il18, Il4, svih Tlr receptora osim Tlr3, transkripcijskih 
faktora NF-���%�� Stat3 i FoxP3 te kemokina Ccl5 i Ccl12 koji �S�U�L�Y�O�D�þ�H eozinofile, monocite i 
limfocite u tkivo. Uspostava tumora u kasnijem dijelu tretmana aktivira drugi, �N�U�R�Q�L�þ�Q�L tip 
upale. V�H�ü�L�Q�D upalnih markera tada ima �Q�L�å�X ekspresiju u usporedbi s dvotjednim tretmanom 
osim interleukina 18 i transkripcijskog faktora Gata3 koji je bitan je za djelovanje Th2 
limfocita. �3�R�Y�H�ü�D�Q�R je i �O�X�þ�H�Q�M�H IL -4 koje je povezano s �X�E�O�D�å�D�Y�D�Q�Mem upale te indukcijom Th2 
fenotipa T limfocita i M2 fenotipa makrofaga, a prisutna je i visoka razina �L�]�U�D�å�D�M�D Ifn�� u 
tumoru. Ovaj profil upalnih stanica i citokina dovodi do fibroze i popravka tkiva, ujedno 
odgovara �L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�L aktivnim tumorima te �S�R�W�Y�U�ÿ�X�M�H �V�O�L�þ�Q�R�V�W�L s ljudskim tumorima 
�P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura.  

Studija Forster i suradnika pokazala je da je mikrobiom urina �P�L�ã�H�Y�D koji piju BBN 
promijenjen u usporedbi sa stanjem prije tretmana ovim karcinogenom (113). �1�D�M�þ�H�ã�ü�H 
bakterije u urinu �P�L�ã�H�Y�D su Escherichia, Granulicatella, Neisseria, Prevotella, Proteus, 
Staphylococcus, Streptococcus i Veillonella, �ã�W�R predstavlja bakterijski sastav �V�O�L�þ�D�Q onom u 
ljudskom urinarnom mikrobiomu. �Äo�Q�N�R�E�L�R�P�³ ili  urinarni mikrobiom nakon tretmana BBN-
om �R�E�R�J�D�ü�H�Q je bakterijama Gardnerella i Bifidobacterium u usporedbi s onim od kontrola. U 
�P�L�ã�H�Y�D koji su razvili neinvazivni tip tumora, �Q�D�M�þ�H�ã�ü�H bakterije bile su Escherichia, Prevotella, 
Veillonella, Streptococcus, Staphylococcus i Neisseria. �0�L�ã koji je jedini razvio invazivni tip 
tumora imao je �U�D�]�O�L�þ�L�W mikrobiom prije tretmana BBN-om te na kraju tretmana, a 
karakteriziraju ga bakterijski rodovi Rubellimicrobium, Escherichia i Kaistobacter. Ova 
studija, �X�Q�D�W�R�þ �R�J�U�D�Q�L�þ�H�Q�M�L�P�D zbog male �Y�H�O�L�þ�L�Q�H uzorka, daje preliminarne rezultate o 
postojanju poveznice urinarnog mikrobioma i raka u �P�R�N�U�D�ü�Q�R�P mjehuru te �X�S�X�ü�X�M�H na 
opravdanost �N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�D ovog modela za �S�U�R�X�þ�D�Y�D�Q�M�H njihove povezanosti. 
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HIPOTEZA  I  CILJEVI  �,�6�7�5�$�ä�,�9�$�1�-�$ 

2.1. Hipoteza  

Mikrobiom ima utjecaj na:  

(a) tkivo zdravog mjehura �P�L�M�H�Q�M�D�M�X�ü�L gensku ekspresiju u �P�R�N�U�D�ü�Q�R�P mjehuru te  

(b) pojavu tumora u �P�R�N�U�D�ü�Q�R�P mjehuru �P�L�ã�H�Y�D tretiranih karcinogenom BBN-om i 
to modulacijom �L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�R�J odgovora na tumor te utjecajem na metabolizam 
karcinogena BBN-a. 

2.2. Ciljevi  �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D  

I. �3�U�R�X�þ�D�Y�D�Q�M�H �D�N�V�H�Q�L�þ�Q�L�K (germ-free) �P�L�ã�H�Y�D: glavni cilj  ovih �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D je opisati 
�U�D�]�O�L�þ�L�W�R �L�]�U�D�å�H�Q�H gene u mjehuru �P�L�ã�D uslijed odsustva mikroorganizama. �7�D�N�R�ÿ�H�U je cilj  
utvrditi anatomsko-�K�L�V�W�R�O�R�ã�N�H promjene u �J�U�D�ÿ�L �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura �P�L�ã�H�Y�D uzgajanih u 
sterilnim uvjetima.  

II. Indukcija tumora �P�L�ã�H�Y�L�P�D s reduciranim mikrobiomom: cilj  ovih �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D je 
opisati utjecaj mikrobioma na dinamiku razvoja tumora �S�U�R�X�þ�D�Y�D�M�X�ü�L �P�L�ã�H�Y�H kojima je 
antibioticima reduciran mikrobiom. Dinamika razvoja tumora procijenit �ü�H se: mjerenjem 
urotelnih degenerativnih promjena nakon kratkotrajne (dvotjedne) �L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W�L BBN-u, te 
stupnjem uznapredovalosti tumorske bolesti nakon dugotrajne (12-tjedne) �L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W�L BBN-u.  

Sporedni ciljevi  su:  

- okarakterizirati promjene u �L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�R�P infiltratu mjehura nakon kratkotrajne 
�L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W�L BBN-u �N�R�U�L�V�W�H�ü�L �L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�H markere odabrane prema rezultatima analize genske 
ekspresije 

-opisati utjecaj redukcije mikrobioma na metabolizam karcinogenog spoja BBN-a �ã�W�R 
�ü�H se �S�R�V�W�L�ü�L mjerenjem �N�R�O�L�þ�L�Q�H karcinogenog oblika BBN-a u urinu i fecesu �P�L�ã�H�Y�D nakon 
�L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W�L BBN-u u vodi za �S�L�ü�H�� 
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MATERIJALI  I  METODE  

3.1. Reagensi 

2-propanol (Kemika); Aceton (Kemika); Acetonitril (Merck); Agar (Roth); Agaroza 
(Sigma); Albumin �J�R�Y�H�ÿ�H�J seruma (BSA) (Roth); BBN , N-butil-N-(4-hidroksilbutil)-
nitrozamin (TCI); BCPN (TCI); Brom fenol plavo (Kemika); Dab �������•-diaminobenzidin 
(Dako); deoksinukleotid trifosfat (dNTP, Invitrogen); Dimetil sulfoksid (DMSO) (Roth); 
Dulbeccova modifikacija Eagleovog medija; Etanol (Kemika); Etidijev bromid (Sigma); Etil 
acetat (Merck); Etilendiamin tetraoctena kiselina (EDTA) (Roth); Eukitt quick-hardening 
mounting medium (Sigma); Glicerol (Kemika); Histanol (Biognost); 
hidroksietilpiperazi�Q�H�W�D�Q�V�X�O�I�R�U�L�þ�Q�D kiselina (HEPES, Sigma Aldrich); kalijev klorid (KCl, 
Sigma Aldrich); Kloroform (Kemika); �.�O�R�U�R�Y�R�G�L�þ�Q�D kiselina (Kemika); Ksilol (Biognost); 
Magnezijev klorid (Roth); Magnezijev sulfat (MgSO4, Sigma Aldrich); ��-merkaptoetanol 
(Roth); Metanol (T.T.T.); Metilen plavo (Sigma Aldrich); Natrijev acetat (NaCH2COOH, 
Roth);Natrijev citrat (Sigma); Natrijev klorid (Kemika); Natrijev sulfat bezvodni (Kemika); 
Octena kiselina (Kemika); Octena kiselina (T.T.T.); Paraformaldehid (Sigma); Propidij jodid 
(Sigma); Qiazol (Qiagen); Sybr green (Qiagen); Trifluoroctena kiselina (Merck); Tripan Blue 
(Gibco); Tris (Sigma); Triton (Merck); Triton-x-100 (Roth); Tween (Roth); Voda �R�V�O�R�E�R�ÿ�H�Q�D 
od nukleaza (Accugene); Vodikov peroksid (Kemika);  

3.2. Antibiotici  

Bacitracin (Sigma); Ciprofloksacin hidroklorid (MCE); Gentamicin (Krka); 
Metronidazol (Sigma); Neomicin (Sigma); Penicilin (Sigma); Streptomicin (Sigma); 
Vankomicin (Pharma Swiss); 

3.3. �3�R�þ�H�W�Q�L�F�H 

Dizajniranje �S�R�þ�H�W�Q�L�F�D napravljeno je �S�R�P�R�ü�L online alata za izradu �S�R�þ�H�W�Q�L�F�D Primer-
BLAST (NCBI, USA). Kako bi se provjerila efikasnost primera, �N�R�U�L�ã�W�H�Q�D su serijska 
�U�D�]�U�M�H�ÿ�H�Q�M�D poznate cDNA koncentracije (4 serijska �U�D�]�U�M�H�ÿ�H�Q�M�D po 5x, prva koncentracija 5x 
osnovne koncentracije koja se koristi za eksperiment), �S�R�þ�H�W�Q�L�F�H s efikasn�R�ã�ü�X od 90% do 
110% su �N�R�U�L�ã�W�H�Q�H u eksperimentima. �3�R�þ�H�W�Q�L�F�H su dizajnirate tako da �R�E�X�K�Y�D�ü�D�M�X rasponom 
dva susjedna egzona �þ�L�P�H je osigurano �X�P�Q�R�å�D�Y�D�Q�M�H iskl�M�X�þ�L�Y�R mRNA produkta, a ne i 
genomske DNA (gDNA) te se izbjegava iskrivljenje rezultata zbog kontaminacije s gDNA. 
Lista svih �N�R�U�L�ã�W�H�Q�L�K �S�R�þ�H�W�Q�L�F�D i njihove sekvence su prikazane u Tablici 4. 
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Tablica 4. �3�R�þ�H�W�Q�L�F�H �N�R�U�L�ã�W�H�Q�H u qPCR eksperimentima i njihove DNA sekvence 

Gen DNA slijed (5' -> 3') Duljina  

mSpon2 F TTGCCAGGTGATGGAAAACG 20 

mSpon2 R CGGGCTGTACAAACCGATTC 20 

mAdamts4 F TGTCATGGCTCCTGTCATGG 20 

mAdamts4 R AGGCAGTGCCCATAACCATT 20 

mMup7 F CACAAAGCCTAACAGAGGTAGAG 23 

mMup7 R TACTCTCTGGGTTCAGCGGG 20 

mPer1 F CTCCTGCTCCAGTGACTTTCC 21 

mPer1 R GGCTTGGCCCGAGATTCAA 19 

mArntl F GTAGATCAGAGGGCGACAGC 20 

mArntl R CCTGTGACATTCTGCGAGGT 20 

mTef F TGTCCAGCACAGAATCGTCC 20 

mTef R GCAGGGTCAGGGTTGAAGTT 20 

mPer2 F CCATCCACAAGAAGATCCTAC 21 

mPer2 R GCTCCACGGGTTGATGAAGC 20 

mRev-erba F ACATGTATCCCCATGGACGC 20 

mRev-erba R CTGGTCGTGCTGAGAAAGGT 20 

mNfil3 F CTTTCAGGACTACCAGACATCCAA 24 

mNfil3 R GATGCAACTTCCGGCTACCA 20 

mPer3 F GAGAGGCACACTAAGCCCAG 20 

mPer3 R GCCGCGAAGGTATCTGTGTT 20 

mCol2a1 F GAGGCGATGTTGGCGAGAAA 20 

mCol2a1 R GAGGTCCGACTTCTCCCTTC 20 

mLama1 F GGTCATGCAGAGGCTGACTT 20 

mLama1 R TGCTGTCAGCTTGTTTCCGA 20 

mTnc F AACGGACTGCCCACATCTCA 20 

mTnc R TCCGGTTCAGCTTCTGTGGTAG 22 

mEgfr F TCATCTGTGCCCAGCAATGT 20 

mEgfr R TTGGCAGACCAGACAGTCAC 20 

mCldn1 F TGGGGCTGATCGCAATCTTT 20 

mCldn1 R CACTAATGTCGCCAGACCTGA 21 
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3.4. Protutijela  

Primarna protutijela  

Tablica 5. �2�E�L�O�M�H�å�M�D �N�R�U�L�ã�W�H�Q�L�K primarnih protutijela. 

Naziv protutijela  Porijeklo Vrsta protutijela  �3�U�R�L�]�Y�R�ÿ�D�þ ���ã�Lfra)  �.�R�U�L�ã�W�H�Q�R 
�U�D�]�U�M�H�ÿ�H�Q�M�H 

Anti-Mouse Embp koza poliklonalno Santacruz 
(SC33938) 

1:200 

InVivoPlus Rat Anti-Mouse 
Ly6G 

�ã�W�D�N�R�U monoklonalno (klon 
1A8) 

BioXCell 
(BE0075) 

0.2µg/µL 

InVivoPlus Rat IgG2b izotipna 
kontrola 

�ã�W�D�N�R�U monoklonalno (klon 
2A3) 

BioXCell 
(BE0089) 

0.2µg/µL 

Rabbit Anti-Mouse Ki67 �N�X�Q�L�ü poliklonalno Abcam (ab15580) 1:500 
Rabbit Anti-Mouse Krt5 �N�X�Q�L�ü poliklonalno Biolegend 

(Poly19055) 
1:250 

Rabbit Anti-Mouse Mmp9 �N�X�Q�L�ü poliklonalno Abcam (ab38898) 1:200 
Rat Anti-Mouse Gr-1 - 

Phycoerythrin 
�ã�W�D�N�R�U monoklonalno (klon 

RB6-8C5) 
Biolegend 
(108407) 

1:400 

Rat Anti-Mouse Ly6C - Alexa 
Flour 647 

�ã�W�D�N�R�U monoklonalno (klon 
HK1.4) 

Biolegend 
(128009) 

1:400 

Rat Anti-Mouse Ly6G �ã�W�D�N�R�U monoklonalno (klon 
1A8) 

BD Biosciences 
(551451) 

1:200 

Sekundarna protutijela  

Tablica 6. �2�E�L�O�M�H�å�M�D �N�R�U�L�ã�W�H�Q�L�K sekundarnih protutijela 

Naziv protutijela  Porijeklo Vrsta 

protutijela  

�3�U�R�L�]�Y�R�ÿ�D�þ 

���ã�L�I�U�D�� 

�.�R�U�L�ã�W�H�Q�R 

�U�D�]�U�M�H�ÿ�H�Q�M�H 

Goat Anti-Mouse IgG (H+L)-HRP 

Conugate (Bio-Rad, 1:500) 

koza HRP konjugiran Bio-Rad 

(1706516) 

1:500 

Goat Anti-Rabbit Immunolobulins koza HRP konjugiran Dako (P0448) 1:500 

Goat Anti-Rat IgG koza HRP konjugiran Cell Signalling 
(7077) 

1:1000 

3.5. Oprema  

Centrifuga Biofuge primo R (Heraeus); Centrifuga Heraous Fresco 17 (Thermo 
Scientific); Homogenizator tkva Precellys® Minily s (Bertin Instruments); Homogenizator za 
tkivo BioPulverizer (BioSpec); HPLC �X�U�H�ÿ�D�M Series 200 (Autosampler PE Series 200, Binarna 
pumpa PE Series 200, UV/VIS detektor PE Series 200, Vakum �R�W�S�O�L�Q�M�D�þ ���W�H�N�X�ü�H faze) PE 
Series 200, Peltier column owen PE Series 200) (PerkinElmer); �3�O�R�þ�D za razvijanje 
(tankoslojna kromatografija) - Silika gel 60 F254 (Merck Millipore); Inkubator Hereaus Hera 
Cell 150 (Thermo Scientific); Komora za anaerobni uzgoj bakterija (ThermoFisher); 
�0�H�W�D�E�R�O�L�þ�N�L kavez za �P�L�ã�H�Y�H (Techniplast); zNanoDrop 1000 Spectrophotometer (Thermo 
Scientific); PCR �X�U�H�ÿ�D�M Arktik  Thermal Cycler (Thermo Scientific); �3�U�R�W�R�þ�Q�L citometar BD 
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Accuri C6 (BD Biosciences); Svjetlosni mikroskop Olympus BX53 (Olympus); Ultra Cyano 
kolona za HPLC, 5 µm, 250 x 4,6 mm (Restek); �8�U�H�ÿ�D�M za izolaciju stanica iz tkiva 
gentleMACS Dissociator (Miltenyi Biotec); �8�U�H�ÿ�D�M za Real Time PCR 7500 (Applied 
Biosystems); Vakumski �R�W�S�O�L�Q�M�D�þ (ThermoFisher); Vibracijska �P�L�M�H�ã�D�O�L�F�D BioVortex V1 
(Biosan); �9�U�H�ü�L�F�H za uzgoj bakterija u anaerobnim uvjetima AnaeroGen (ThermoFisher); 
�9�U�H�ü�L�F�H za uzgoj bakterija u mikroaerofilnim uvjetima CampyGen (ThermoFisher);  

3.6. Enzimi i biljezi 

DNA polimeraza PCR DreamTaq, hot start (Fisher Scientific); ; DNAza I (Sigma); 
Kolagenaza VI (Worthington); ; DNA biljeg 1 kb DNA Step Ladder (Promega); ; DNA biljeg 
100 pb DNA Step Ladder (Promega);  

3.7. Komercijalno  dostupni kompleti 

DNeasy PowerSoil Kit  (Qiagen); Femto DNA Quantification Kits (Zymo Research); 
Miltenyi Biotec Multi  tissue dissociation Kit  1 (MTDK1); RNA Purification Kits - �$�P�E�L�R�Q�Œ 
(Thermo Fisher Scientific); SuperScript III  First-Strand Synthesis Super Mix  for RT-PCR 
(Invitrogen); Sybr Green PCR master mix (Applied Biosystems);  

3.8. Puferi i otopine 
�x 6X DNA pufer za �Q�D�Q�R�ã�H�Q�M�H uzoraka: 50% glicerol, 0.1 M EDTA, 1% SDS, 0.2% 

bromfenolno plavilo, 0.2% ksilen cijanol 

�x 20X TBS (engl. Tris-Buffered Saline), pH 7.6: 201.17 mM Tris, 1.98 M NaCl 

�x 1X PBS napravljen iz 10X stock otopine (137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4 
x 7 H2O, 2.0 mM KH2PO4 ) 

�x 1X TAE pufer (2 M Tris, 5.7% ledene octene kiseline, 100 mM EDTA pH 8.0) 

�x ACK pufer za lizu eritrocita (1.5 M NH4Cl, 100 mM KHCO3, 10 mM EDTA2Na) 

�x Digestijski pufer (10 ml, HBSS w Ca++ Mg++, FCS 5%, HEPES 10 mM, Kolagenaza IV 
5mg, DNAza I 5mg) 

�x Preddigestijski pufer (HBSS w/o Ca++ Mg++, HEPES 10mM, EDTA 5mM, FCS 5%) 

�x Pufer za blokiranje (1-3%BSA/PBS) 

�x Pufer za fiksaciju tkiva i stanica (4% paraformaldehid, 1X PBS, pH 7.4) 

�x Pufer za ispiranje (0,025% Triton X-100/PBS)  

�x Pufer za otkrivanje antigena 1 (10mM Natrij citrat, 0.05%Tween20, pH6.0) 

�x Pufer za otkrivanje antigena 2 (10mM Tris baza, 1mM EDTA, 0.05% Tween 20, pH 9.0) 

�x Eozin (5mM Eosin Y, 2mM Floksin B) 

�x Hematoksilin (7mM hematoxilin, 200mM KAl(SO4)2x12H2O, 1mM NaIO3 ili  KIO3, 
0.005mM limunska kiselina, 300mM kloral hidrat) 
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�x Otopina za �X�W�L�ã�D�Y�D�Q�M�H endogene periksidaze (H2O2 3%, PBS) 

�x Gvanidin klorid (0,3M u 95% EtOH) 

3.9. Hranjive  podloge 
�x Krvni agar (Liofilchem) 

�x LB hranjive podloge (engl. Luria-Bertani broth) 

�x �7�H�N�X�ü�D (1.0% bakto tripton, 0.5% ekstrakt kvasca, 0.5% NaCl) i kruta (1.0% bakto tripton, 
0.5% ekstrakt kvasca, 0.5% NaCl, 0.5% agar) sterilizirana hranjiva podloga LB. Podloge 
su sterilizirane autoklaviranjem, u trajanju od 20 min na 121 °C.  

�x TSB hranjiva podloga (Oxoid) 

3.10. Pokusne �å�L�Y�R�W�L�Q�M�H  

�,�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D su provedena na jedinkama vrste Mus musculus, podsojeva C57BL/6J i 
C57BL/6N. U kontrolnoj i ispitivanoj grupi u svakom eksperimentu �N�R�U�L�ã�W�H�Q�L su �P�L�ã�H�Y�L iste 
starosti, istog soja, uzgajani u istoj nastambi s istim uvjetima svjetlosti, hrane, vode i stelje. 

Za pokus s �D�N�V�H�Q�L�þ�Q�L�P (germ-free, GF) i konvencionalnim (SPF) �P�L�ã�H�Y�L�P�D �N�R�U�L�ã�W�H�Q�L 
su uzorci m�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura standardnih laboratorijskih �P�L�ã�H�Y�D iz dviju suradnih ustanova 
koje imaju uvjete za sterilno uzgajanje �P�L�ã�H�Y�D (tzv. sterilne izolatore). �â�H�V�W �D�N�V�H�Q�L�þ�Q�L�K �P�X�å�M�D�N�D 
i �ã�H�V�W �å�H�Q�N�L starih 6 tjedana, kao i isti broj SPF �P�L�ã�H�Y�D iste dobi i spola (podsoj C57BL/6J), su 
donirani iz Instituta Gulbenkian (IGC), u Oeirasu, Portugal. Uvjeti u toj nastambi �X�N�O�M�X�þ�Xju 12-
satni ciklusi svijetla i tame, te kontroliranu temperaturu i vlagu, a �P�L�ã�H�Y�L su imali ad libitum 
pristup hrani i vodi. Hrana, voda i stelja za GF �P�L�ã�H�Y�H autoklavirani su prije upotrebe i sterilni 
�L�V�S�R�U�X�þ�H�Q�L u izolatore. GF �P�L�ã�H�Y�L su bili  �V�P�M�H�ã�W�H�Q�L u izolatorima s DPTE vratima (Getinge). 
Svi su izolatori podvrgnuti programu �S�U�D�ü�H�Q�M�D zdravlja, �X�N�O�M�X�þ�X�M�X�ü�L �P�M�H�V�H�þ�Q�L �P�L�N�U�R�E�L�R�O�R�ã�N�L 
pregled. SPF �P�L�ã�H�Y�L iz iste nastambe �V�P�M�H�ã�W�H�Q�L su u kavezima s �S�R�M�H�G�L�Q�D�þ�Q�L�P ventiliranjem 
(IVC kavezi). �.�R�U�L�ã�W�H�Q�R je i pet GF i �þ�H�W�L�U�L SPF �P�X�å�M�D�N�D �P�L�ã�H�Y�D (podsoj C56BL/6N) iz 
Helmholtz Centra za zarazne bolesti (HZI) (Braunschweigu, �1�M�H�P�D�þ�N�D���� starih 9 tjedana. SPF 
�P�L�ã�H�Y�L su �G�U�å�D�Q�L u kavezima s �S�R�M�H�G�L�Q�D�þ�Q�L�P ventiliranjem (IVC), a �D�N�V�H�Q�L�þ�Q�L �P�L�ã�H�Y�L u 
izolatorima sa sterilnim uvjetima (Getinge). Uvjeti za hranu, vodu i osvjetljenje bili  su isti 
ranije navedenima.  

U �L�V�W�U�D�åivanjima indukcije tumora BBN-om �N�R�U�L�ã�W�H�Q�L su standardni laboratorijski 
�P�L�ã�H�Y�L (lat. Mus musculus) divljeg tipa, soja C57BL/6J, nabavljeni od firme Jackson 
Laboratory i uzgajani u nastambi Medicinskog fakulteta u Splitu. �0�L�ã�H�Y�L su certificirani kao 
SPF (engl. specific-patogen-free), odnosno imaju normalan mikrobiom iz kojeg su �L�V�N�O�M�X�þ�H�Q�L 
�R�G�U�H�ÿ�H�Q�L patogeni koji mogu utjecati na zdravlje �å�L�Y�R�W�L�Q�M�D�� pa s time i na rezultate �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� 
U �Y�H�ü�L�Q�L pokusa su �N�R�U�L�ã�W�H�Q�L �P�X�å�M�D�F�L�� dok je u jednom ponavljanju napravljen pokus i na 
�å�H�Q�N�D�P�D�� �.�R�U�L�ã�W�H�Q�D hrana je sterilizirana ��-�]�U�D�þ�H�Q�M�H�P�� a voda je autoklavirana i mijenjana 
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jednom tjedno. Stelja je autoklavirana prije upotrebe i mijenjana najmanje svaka dva tjedna. U 
nastambi se izmjenjuju 12-satni ciklusi svijetla i tame, te se kontrolira temperatura i vlaga, a 
�P�L�ã�H�Y�L imaju ad libitum pristup hrani i vodi. U pokusima su �N�R�U�L�ã�W�H�Q�L �P�L�ã�H�Y�L starosti od 6 do 8 
tjedana, tjelesne mase izme�ÿ�X 20 g i 25 g. U eksperimentima je �N�R�U�L�ã�W�H�Q�R najmanje 5 �å�L�Y�R�W�L�Q�M�D 
po ispitivanoj skupini, te je se svaki eksperiment ponovljen minimalno 3 puta.  

�=�D���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H���Q�D���S�R�N�X�V�Q�L�P���å�L�Y�R�W�L�Q�M�D�P�D sve potrebne dozvole, odnosno dobiveno je 
odobrenje Ministarstva poljoprivrede (broj dozvole: 525-10/0255-15-5). 

Oprema za �P�L�ã�H�Y�H 

Hrana za �P�L�ã�H�Y�H �R�]�U�D�þ�H�Q�D gama �]�U�D�þ�H�Q�M�H�P 4RF25 CS (PF1609) (Mucedola, Milan, 
Italy); Stelja SCOBIS UNO (PF3907) (Mucedola, Milan, Italy); IVC kavezi 1284L 
(Techniplast, Milan, Italy).  

3.11. Protokoli  �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D 

U studiji na �D�N�V�H�Q�L�þ�Q�L�P (germ-free, GF) �P�L�ã�H�Y�L�P�D �å�L�Y�R�W�L�Q�M�D�P�D su nakon �å�U�W�Y�R�Y�D�Q�M�D 
uzorkovani �P�R�N�U�D�ü�Q�L mjehuri. Tkiva �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura �P�L�ã�D vagana su na �D�Q�D�O�L�W�L�þ�N�R�M vagi, 
analiziran im je genski �L�]�U�D�å�D�M metodom RNA sekvenciranja, �O�D�Q�þ�D�Q�R�P reakcijom polimeraze 
u stvarnom vremenu (qPCR) te su analizirane osnovne �K�L�V�W�R�O�R�ã�N�H karakteristike tkiva na 
preparatima obojenih hemalaun-eozin (HE) bojanjem.  

U studiji s utjecaja mikrobioma na razvoj tumora �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura, �P�L�ã�H�Y�L su 
�Q�D�V�X�P�L�þ�Q�R podijeljeni u �S�U�R�X�þ�D�Y�D�Q�H skupine te im je inducira karcinogeneza upotrebom 
kemikalije N-butil-N-(4 hidroksibutil)nitrozamin (BBN) u vodi za �S�L�ü�H�� Uz BBN polovica 
�P�L�ã�H�Y�D pila je �P�M�H�ã�D�Y�L�Q�X antibiotika �ã�L�U�R�N�R�J spektra kako bi im se uklonila (reducirala) tjelesna 
mikroflora. �0�L�ã�H�Y�L su bili  na tretmanu BBN-om 2 tjedna (pokus kratke �L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W�L BBN-u, 
Slika 10) te 20 tjedana (pokus duge �L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W�L BBN-u, Slika 10). Nakon tretmana �å�L�Y�R�W�L�Q�M�H su 
�å�U�W�Y�R�Y�D�Q�H te im je uzorkovan �P�R�N�U�D�ü�Q�L mjehur. Analizirana je genska ekspresija u tkivu 
�P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura metodom RNA sekvenciranja, �O�D�Q�þ�D�Q�R�P reakcijom polimeraze u 
stvarnom vremenu (qPCR) te su analizirane osnovne �K�L�V�W�R�O�R�ã�N�H karakteristike tkiva na 
preparatima obojenih hemalaun-eozin bojanjem i imunol�R�ã�N�L infiltrat metodom 
imunohistokemije. Uz mjehur �P�L�ã�H�Y�L�P�D je uzorkovan urin i feces: u �P�H�W�D�E�R�O�L�þ�N�L�P kavezima 
prikupljan je urin i feces u periodu od 24 sata, potom su mjerene �N�R�O�L�þ�L�Q�H karcinogenog 
metabolita BCPN-a metodom �W�H�N�X�ü�L�Q�V�N�H kromatografije visoke djelotvornosti.  

Kao kontrolne skupine �N�R�U�L�ã�W�H�Q�L su �P�L�ã�H�Y�L koji piju �R�E�L�þ�Q�X vodu i �P�L�ã�H�Y�L koji piju vodu 
s antibioticima (bez BBN-a) kako bi se ustanovilo postoje li  promjene u tkivu zbog izlaganja 
antibioticima. Napravljene su �P�L�N�U�R�E�L�R�O�R�ã�N�H analize �X�N�O�M�X�þ�X�M�X�ü�L standardne bakterijske kulture 
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i 16S sekvenciranje na uzorcima fecesa i urina kako bi se potvrdila redukcija mikrobioma na 
razini organizma.  

Uloga neutrofila u pokusu �S�U�R�X�þ�D�Y�D�Q�D je u pokusu kratkotrajne �L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W�L BBN-u tako 
�ã�W�R je grupi tretiranih �P�L�ã�H�Y�D za vrijeme pokusa napravljena deplecija neutrofila �S�R�P�R�ü�X 
neutralizacijskog protutijela, potom je �S�D�W�R�K�L�V�W�R�O�R�ã�N�L analizirano tkivo mjehura (hemalaun-
eozin bojanje), a deplecija neutrofila u krvi je �S�R�W�Y�U�ÿ�H�Q�D �S�U�R�W�R�þ�Q�R�P citometrijom. U jednom 
ponavljanju pokusa kratkotrajne �L�]�O�R�åenosti �P�R�N�U�D�ü�Q�L mjehuri su homogenizirani i enzimatski 
tretirani kako bi izolirali �S�R�M�H�G�L�Q�D�þ�Q�H stanice iz mjehura. �3�R�M�H�G�L�Q�D�þ�Q�H stanice su potom 
analizirane masenom citometrijom u suradnom laboratoriju u �6�Y�H�X�þ�L�O�L�ã�W�X u Zürichu (panel 
markera na Slika 29A). 

3.12. Tretman �å�L�Y�R�W�L�Q�M�D BBN-om i antibioticima 

Tretman karcinogenom je �S�U�R�Y�R�ÿ�H�Q 2 tjedna (pokus kratkotrajne �L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W�L�� te 12 
tjedana (pokus dugotrajne �L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W�L�� prilikom �þ�H�J�D je jedna grupa �P�L�ã�H�Y�D tretirana 
antibioticima �ã�L�U�R�N�R�J spektra kako bi im se reducirao broj bakterija (AB grupa), a druga grupa 
nije primala antibiotike (B grupa) (Slika 10).  

 

Slika 10. Shematski prikaz tretmana �å�L�Y�R�W�L�Q�M�D u pokusima kratkotrajne i dugotrajne �L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W�L BBN-u 

�0�L�ã�H�Y�L���X���S�R�N�X�V�X���G�X�J�H���L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W�L���%�%�1-u su nakon 12 tjedana tretmana karcinogenom 
�S�L�O�L�� �R�E�L�þ�Q�X�� �Y�R�G�X�� �X�� �W�U�D�M�D�Q�M�X�� ���� �W�M�H�G�D�Q�D���� �%�%�1�� �M�H�� �D�G�P�L�Q�L�V�W�U�L�U�D�Q�� �X�� �Y�R�G�L�� �]�D�� �S�L�ü�H�� �N�D�R�� ������������ ���Y���Y����
�R�W�R�S�L�Q�D���� �0�L�ã�H�Y�L�� �N�R�M�L�� �V�X�� �S�U�L�P�D�O�L��i antibiotike bili su stavljeni na predtretman antibioticima 2 
�W�M�H�G�Q�D�� �S�U�L�M�H�� �S�R�þ�H�W�N�D���W�U�H�W�P�D�Q�D�� �%�%�1-�R�P�� �N�D�N�R�� �E�L�� �L�P�D�O�L�� �U�H�G�X�F�L�U�D�Q�X�� �P�L�N�U�R�E�L�R�W�X�� �Y�H�ü�� �Q�D�� �S�R�þ�H�W�N�X��
tretmana BBN-�R�P�����.�R�U�L�ã�W�H�Q���M�H���S�U�R�W�R�N�R�O���]�D���D�Q�W�L�E�L�R�W�V�N�X���U�H�G�X�N�F�L�M�X���P�L�N�U�R�E�L�R�P�D���S�U�H�X�]�H�W���L�]���V�W�X�G�L�M�H��
Grivennikova���� �S�U�Y�D�� �G�Y�D�� �P�M�H�V�H�F�D�� �P�L�ã�H�Y�L�� �V�X�� �S�U�L�P�D�O�L �������×���J�×�P�O�í1 neomi�F�L�Q�D���� �����×���J�×�P�O�í1 
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�Y�D�Q�N�R�P�L�F�L�Q�D���� �������×���J�×�P�O�í1 �P�H�W�U�R�Q�L�G�D�]�R�O�D���� �����×���J�×�P�O�í1 �V�W�U�H�S�W�R�P�L�F�L�Q�D�� �L�� �������×�8�×�P�O�í1 penicilina u 
�Y�R�G�L�� �]�D�� �S�L�ü�H��(19)���� �0�L�ã�H�Y�L�P�D�� �Q�D�� �G�X�J�R�P�� �W�U�H�W�P�D�Q�X�� �%�%�1-om nakon dva mjeseca antibiotski 
tretman je promijenjen u streptomi�F�L�Q�� �����×�P�J�×�P�O�í1������ �J�H�Q�W�D�P�L�F�L�Q�� ���������×���J�×�P�O�í1), ciprofloksacin 
���������×���J�×�P�O-1) i bacitracin ���×�P�J�×�P�O�í1, kako bi se izbjegla pojava antibiotski rezistentnih bakterija 
(19). 

3.13. Izolacija RNA iz tkiva  

Odmah po �å�U�W�Y�R�Y�D�Q�M�X�� �P�L�ã�H�Y�L�P�D je �L�]�Y�D�ÿ�H�Q �P�R�N�U�D�ü�Q�L mjehur, polovica mjehura je 
odmah smrznuta u �W�H�N�X�ü�H�P �G�X�ã�L�N�X te pohranjena na -80ºC do izolacije RNA za testiranje 
�L�]�U�D�å�D�M�D gena. Za izolaciju �E�L�R�O�R�ã�N�L�K molekula �N�R�U�L�ã�W�H�Q je komplet QIAzol lysis reagent 
(Qiagen) prema uputama �S�U�R�L�]�Y�R�ÿ�D�þ�D te homogenizator tkiva Precellys Minilys (Bertin 
Instruments) ili  homogenizator za tkivo BioPulverizer (BioSpec). Izolirana mRNA prevedena 
je u komplementarnu DNA (cDNA) �N�R�U�L�V�W�H�ü�L High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kits 
(Applied Biosystems) te je pohranjena na - 20ºC do daljnjeg ko�U�L�ã�W�H�Q�M�D�� 

�.�R�O�L�þ�L�Q�D i �þ�L�V�W�R�ü�D uzoraka RNA �X�W�Y�U�ÿ�H�Q�L su �N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H�P omjera 260/280 i 260/230 
�S�R�P�R�ü�X �X�U�H�ÿ�D�M�D Nanodrop 2000 (Thermofisher). Elektroforezom je �S�R�W�Y�U�ÿ�H�Q�D �R�þ�X�Y�D�Q�R�V�W 
(integritet) RNA te �þ�L�V�W�R�ü�D RNA, odnosno manjak �]�Q�D�þ�D�M�Q�H kontaminacije genomskom DNA 
u uzorcima koji su poslani na RNA-seq analizu. 

3.14. �3�D�W�R�K�L�V�W�R�O�R�ã�N�D i imunohistokemijska analiza tkiva  

Nakon �å�U�W�Y�R�Y�D�Q�M�D tkivo �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura medijalno je izrezano na �S�U�L�E�O�L�å�Q�R jednake 
polovice �S�R�P�R�ü�X �N�L�U�X�U�ã�N�R�J �Q�R�å�D te je polovica je fiksirana u 10% neutralom puferiranom 
formalinu 24 sata. Nakon fiksacije, tkiva su dehidrirana �N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H�P niza �U�D�]�U�M�H�ÿ�H�Q�M�D etanola 
(75%, 90%, 95%, tri puta 100% po sat vremena), �S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�D od etanola u tri serije ksilola, 
�R�þ�L�ã�ü�H�Q�L od ksilola u prvom parafinu te uklopljena u drugom parafinu. Uklopljena tkiva su 
zatim izrezana na sekcije od 5 µm te obojena hemalaun-eozinom ili  imunohistokemijskim 
bojanjem. Patolog je procjenjivao �S�D�W�R�K�L�V�W�R�O�R�ã�N�L status sekcija �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura bez da su 
znali kojoj ispitivanoj grupi pripada pojedina �å�L�Y�R�W�L�Q�M�D�� 

Za imunohistokemiju tkiva su deparafinizirana u dvije serije ksilola, potom su 
rehidrirana sa serijom alkoholnih �U�D�]�U�M�H�ÿ�H�Q�M�D ( 2 puta u 100%, 95%, 70%, te vodi) u trajanju 
od pet minuta. Potom je napravljeno otkrivanje antigenskih epitopa kuhanjem u citratnom 
puferu (pH vrijednost 6) ili  pak u Tris- EDTA puferu (pH vrijednost 9) na �Q�D�þ�L�Q da su se u 
zagrijani pufer dodana stakalca s tkivnim rezovima te kuhala 20 minuta. Potom su stakalca 
�R�K�O�D�ÿ�H�Q�D i isprana u PBS-u. Otopinom vodikovog peroksida u PBS-u (3%) u trajanju od 10 
minuta tretirana su tkiva kako bi se inaktivirale endogene peroksidaze iz tkiva te su stakalca 
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potom isprana tri puta u PBS-u. Blokiranje �Q�H�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�J vezanja protutijela napravljeno je s 
1 - 3% �J�R�Y�H�ÿ�L�P serumskim albuminom u PBS puferu u �Y�O�D�å�Q�R�M komori tijekom jednog sata.  

Primarno protutijelo je otopljeno u �å�H�O�M�H�Q�R�M koncentraciji u 1% �J�R�Y�H�ÿ�H�J serumskog 
albumina (BSA) u PBS puferu te inkubirano s tkivom na 4°C preko �Q�R�ü�L u �Y�O�D�å�Q�R�M komori. 
Prije �Q�D�Q�R�ã�H�Q�M�D sekundarnog protutijela primarno je dobro isprano s PBS- T puferom. 
Inkubacija sa sekundarnim protutijelom (u �å�H�O�M�H�Q�R�M koncentraciji u PBS /BSA 1%) je 
napravljena na sobnoj temperaturi u trajanju sat vremena. Stakalca su potom isprana minimalno 
tri puta s puferom PBS-T. Nanesen je DAB kromogen prema uputama �S�U�R�L�]�Y�R�ÿ�D�þ�D te je 
�S�X�ã�W�H�Q�R da se razvija boja 15 minuta uz �S�U�D�ü�H�Q�M�H reakcije na mikroskopu. Stakalca su oprana 
od DAB kromogena u destiliranoj vodi te su kratkim uranjanjem u hematoksilin (4 sekunde) 
obojene jezgre stanica. Hematoksilin je ispran u toploj i hladnoj vodi, a uzorci su dehidrirani 
serijom alkohola ( 70 %, 95%, 100%) u trajanju od 1 minute, ksilenom (2x po minutu) te je 
dodan mounting medij prije preklapanja s predmetnim stakalcem. 

3.15. Analiza ukupnog genskog �L�]�U�D�å�D�M�D (sekvenciranje RNA) 

Sekvenciranje RNA napravljeno je na uzorcima koji su �V�D�G�U�å�D�Y�D�O�L su jednaku �N�R�O�L�þ�L�Q�X 
RNA (1,2 mikrograma) iz dva �P�X�å�M�D�N�D�� odnosno predstavljali su skupni uzorak dvije �å�L�Y�R�W�L�Q�M�H�� 
Ovaj postupak napravljen je kako bi se �S�R�Y�H�ü�D�R broj �å�L�Y�R�W�L�Q�M�D �X�N�O�M�X�þ�H�Q�L�K u analizu. Ukupno su 
�N�R�U�L�ã�W�H�Q�D 3 uzorka po skupini (svaka skupina predstavlja 6 �å�L�Y�R�W�L�Q�M�D���� Priprema biblioteke 
cDNA i RNA sekvenciranje obavljeni su u Novogene, Peking, Kina: mRNA je �S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�D od 
ukupne RNA �S�R�P�R�ü�X poli-T oligo vezanih magnetskih zrnaca, a sekvenciranje �L�]�Y�U�ã�H�Q�R je 
Illumina HiSeq2000 (Illumina). �3�U�R�V�M�H�þ�Q�D duljina �R�þ�L�W�D�Q�M�D bila je 150 pb (parova bazi) te je 
generirano je 40M �þ�L�W�D�Q�M�D po uzorku. 

�0�L�ã�M�L referentni genom mm10 �N�R�U�L�ã�W�H�Q je za mapiranje �Q�H�S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�L�K �R�þ�L�W�D�Q�M�D iz 
FASTQ datoteka. Dobivene datoteke u BAM formatu dalje su analizirane metodom Cufflinks 
i Cuffdiff  za �L�]�U�D�þ�X�Q transkripata i diferencijalne ekspresije gena �N�R�U�L�V�W�H�ü�L FDR <0,01 kao 
�J�U�D�Q�L�þ�Q�X vrijednost. DESeq2 paket �N�R�U�L�ã�W�H�Q je za analizu diferencijalne ekspresije gena 
�S�R�P�R�ü�X matrice s brojenim �R�þ�L�W�D�Q�M�H�P mapiranim na svaki �S�R�M�H�G�L�Q�D�þ�Q�L gen (114). 
Diferencijalna ekspresija gena i analiza �R�E�R�J�D�ü�L�Y�D�Q�M�D skupa gena �S�R�P�R�ü�X Kyoto Enciklopedije 
gena i genoma (KEGG) provedeni su �N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H�P R programskog jezika (115). R paket GAGE 
je upotrijebljen za analizu �R�E�R�J�D�ü�H�Q�M�D genskih setova (GAGE �± generally applicable gene set 
enrichement) za identificiranje �]�Q�D�þ�D�M�Q�R izmijenjenih �V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K puteva po skupini (116). Paket 
Pathview �N�R�U�L�ã�W�H�Q je za vizualizaciju promjena u KEGG �V�W�D�Q�L�þ�Q�L�P putevima (117). Obojenje 
na vizualizaciji je prikazano iz zbroja log2(promjene omjera) svih gena u jednom genskom 
�þ�Y�R�U�X ���Y�L�ã�H gena koji imaju redundantnu funkcionalnu ulogu). Analiza genske ontologije (GO) 
�L�]�Y�U�ã�H�Q�D je primjenom PANTHER testa. Analiza PCA komponenti je �U�D�ÿ�H�Q�D u R programu, na 
rlog transformirani broju �R�þ�L�W�D�Q�M�D�� 
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3.16. Kvantitativna  �O�D�Q�þ�D�Q�D reakcija polimerazom (qPCR) 

Kvantitativni PCR (qPCR) ili  kvantitativna �O�D�Q�þ�D�Q�D reakcija polimerazom provedena je 
u cilju o�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�D aktivnosti gena odnosno relativne �N�R�O�L�þ�L�Q�H �L�]�U�D�å�D�M�D gena. Metoda se zasniva 
na mjerenju fluorescencije molekule koja vezanjem na dvostruku uzvojnicu DNA daje 
fluorescentni produkt (fluorescentna proba SYBR GREEN). �.�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H�P DNA polimeraze i 
po�þ�H�W�Q�L�F�D �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�K za dio produkta (dio mRNA) gena od interesa u svakom ciklusu reakcije 
�O�D�Q�þ�D�Q�H polimeraze dolazi do �X�G�Y�R�V�W�U�X�þ�D�Y�D�Q�M�D produkta te �S�R�M�D�þ�D�Q�M�D fluorescencije. 
�3�R�M�D�þ�D�Y�D�Q�M�H fluorescencije kroz cikluse reakcije razmjerno je �S�R�þ�H�W�Q�R�M �N�R�O�L�þ�L�Q�L genskog 
produkta te se �X�V�S�R�U�H�ÿ�X�M�H s �S�R�M�D�þ�D�Y�D�Q�M�H�P fluorescencije stabilno �L�]�U�D�å�H�Q�R�J gena 
(kontrolni/referentni gen) koji predstavlja unutarnju kontrolu. Omjer �S�R�M�D�þ�D�Q�M�D fluorescencije 
kod gena od interesa i kontrolnog gena predstavlja relativni �L�]�U�D�å�D�M gena u tom uzorku.  

Analiza je provedena je na jednom mikrogramu RNA izoliranom iz zamrznute polovice 
�P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura i reverzno transkribiranog u cDNA �S�R�P�R�ü�X Ambion Reverse 
Transcription Kit  (Thermo Fisher Scientific). Reakcija je izvedena �N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H�P PowerUp 
SYBR Green Master �P�M�H�ã�D�Y�L�Q�H (Thermo Fisher Scientific) na aparatu Biosystems 7500 real-
time PCR (Thermo Fisher Scientific). �6�O�M�H�G�H�ü�L temperaturni uvjeti �N�R�U�L�ã�W�H�Q�L su za reakciju: 
50°C tijekom 2 minute, 95 °C tijekom 10 minuta, zatim 40 ciklusa amplifikacije (95 °C tijekom 
15 sekundi, 60°C tijekom 1 minute s �R�þ�L�W�D�Q�M�H�P fluorescencije) te �]�D�Y�U�ã�Q�D analiza krivulje 
taljenja. Promjena ekspresije svakog gena �L�]�U�D�þ�X�Q�D�Q�D je metodom �û�û�&�W na �V�O�M�H�G�H�ü�L �Q�D�þ�L�Q�� �û�&�W 
���L�]�U�D�þ�X�Q�D�W�R kao Ct (gen od interesa - GOI) - Ct (referentna kontrola - RF)) svakog uzorka iz 
ispitivane grupe ( GF/AB) oduzet je od �S�U�R�V�M�H�þ�Q�R�J �û�&�W svih kontrolnih uzoraka (SPF/B) da bi 
se dobio �û�û�&�W�� i srednja vrijednost -�û�û�&�W u svim ispitivanih uzoraka upotrijebljena je kao 
mjera promjene ekspresije gena. Sve su reakcije su izvedene u duplikatima. Svaka reakcija 
�X�N�O�M�X�þ�L�Y�D�O�D je gen Actb (aktin beta) kao referentnu kontrolu gena.  

3.17. Deplecija neutrofila  

Eksperiment deplecije (uklanjanja) neutrofila napravljen je na �P�L�ã�H�Y�L�P�D na 
antibiotskom i BBN tretmanu (AB grupa) �E�X�G�X�ü�L da su rezultati �K�L�V�W�R�O�R�ã�N�H analize �P�L�ã�H�Y�D na 
AB tretmanu �X�S�X�ü�L�Y�D�O�L na �Y�D�å�Q�R�V�W granulocitnih stanica na rani �L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�L odgovor na tretman 
BBN-om u mjehuru AB �P�L�ã�H�Y�D te je ovim eksperimentom ispitan utjecaj odsutnosti neutrofila 
(vrste granulocita) na �L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�L odgovor u �P�L�ã�H�Y�D�� Deplecija neutrofila je �L�]�Y�U�ã�H�Q�D 
intraperitonealnom aplikacijom protutijela koje se selektivno �Y�H�å�H na neutrofile te dovodi do 
njihovog uklanjanja iz krvotoka. �0�L�ã�H�Y�L�P�D je davano anti-Ly6G protutijelo (klon 1A8) 
prilago�ÿ�H�Q�R za �N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H in vivo, �S�R�þ�H�Y�ã�L jedan dan prije �S�R�þ�H�W�N�D tretmana BBN-om te 
davanjem protutijela svakog �þ�H�W�Y�U�W�R�J dana tretmana (Slika 11). �.�R�U�L�ã�W�H�Q�D doza protutijela 
200µg po �P�L�ã�X administrirana je u 100 µL filtr iranog i autoklaviranog PBS-a. Kontrolna 
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skupina su bili  �P�L�ã�H�Y�L kojima je intraperitonealno administrirana izotipna kontrola (anti-IgG2b) 
u istom rasporedu kao i ispitivanoj skupini.  

 

 

Slika 11. Shematski prikaz tretmana �å�L�Y�R�W�L�Q�M�D u pokusu deplecije neutrofila 

�8�V�S�M�H�ã�Q�R�V�W tretmana deplecije, odnosno uklanjanje neutrofila iz krvi provjereno je 
�S�U�R�W�R�þ�Q�R�P citometrijom. Za tu svrhu �P�L�ã�H�Y�L�P�D je prilikom �å�U�W�Y�R�Y�D�Q�M�D uzeta krv, uzorci su 
potom tretirani ACK puferom za lizu eritrocita te bojani markerima neutrofila, protutijelima 
anti-Gr-1-fikoeritrin i anti-Ly6C-Alexa Flour 647, a udio neutrofila u krvi je izmjeren 
�S�U�R�W�R�þ�Q�R�P citometrijom na �X�U�H�ÿ�D�M�X BD Accuri. 

3.18. Analiza BBN metabolita metodom �W�H�N�X�ü�L�Q�V�N�H kromatografije  visoke 
djelotvornosti u 24-stanom urinu  te fecesu 

�6�D�G�U�å�D�M BBN-a i BCPN-a u 24-satnom urinu i fecesu analiziran je metodom �W�H�N�X�ü�L�Q�V�N�H 
kromatografije visoke djelotvornosti (engl. High-performance liquid chromatography, HPLC 
metoda). �7�H�N�X�ü�L�Q�V�N�D�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�L�M�D�� �Y�L�V�R�N�H�� �G�M�H�O�R�W�Y�R�U�Q�R�Vti je tehnika koja se koristi za 
�N�Y�D�Q�W�L�I�L�F�L�U�D�Q�M�H���N�R�P�S�R�Q�H�Q�W�L���V�P�M�H�V�H���X���N�R�M�R�M���M�H���P�R�E�L�O�Q�D���I�D�]�D���W�H�N�X�ü�L�Q�D�����D���V�W�D�F�L�R�Q�D�U�Q�D���I�D�]�D���N�R�O�R�Q�D��
sa sitnim porama te se proces prolaza mobilne faze odvija pod visokim tlakom. Svaka 
�N�R�P�S�R�Q�H�Q�W�D���X���X�]�R�U�N�X���U�H�D�J�L�U�D���S�R�Q�H�ã�W�R���U�D�]�O�L�þ�L�W�R s materijalom na kolo�Q�L���ã�W�R���G�R�Y�R�G�L���G�R���U�D�]�O�L�þ�L�W�H��
�E�U�]�L�Q�H���S�U�R�W�R�N�D���]�D���U�D�]�O�L�þ�L�W�H���N�R�P�S�R�Q�H�Q�W�H���L���G�R���R�G�Y�D�M�D�Q�M�D���N�R�P�S�R�Q�H�Q�W�L���S�U�L�O�L�N�R�P���L�]�O�D�V�N�D���L�]���N�R�O�R�Q�H��
�J�G�M�H���V�H���Y�U�ã�L���G�H�W�H�N�F�L�M�D���8�9���G�H�W�H�N�W�R�U�R�P�� Za pripremu uzoraka za HPLC i �S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�H molekula 
od interesa od �Q�H�þ�L�V�W�R�ü�D, uzorci su prvo tretirani metodom ekstrakcije te metodom tankoslojne 
kromatografije prema metodi preuzetoj i �S�U�L�O�D�J�R�ÿ�H�Q�R�M prema radovima Iida te Ozaki (118,119). 
Prikupljeni uzorci su prvo �U�D�]�U�L�M�H�ÿ�H�Q�L destiliranom vodom do 2 mL te je dodano 13.5 µL 
koncentrirane �N�O�R�U�R�Y�R�G�L�þ�Q�H kiseline. Potom je u tri navrata uzorak ekstrahiran s etilnim 
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acetatom, a faze su �P�L�M�H�ã�D�Q�H vorteksnim �P�M�H�ã�D�þ�H�P u trajanju od 1 minute. Prikupljeni organski 
sloj je �V�X�ã�H�Q u vakuumskom �R�W�S�O�L�Q�M�D�þ�X�� �2�V�X�ã�H�Q�L talog je otopljen u 200 µL etil-acetata te 
nanesen na �S�O�R�þ�X za razvijanje. Kao mobilna faza u tankoslojnoj kromatografiji �N�R�U�L�ã�W�H�Q�D je 
smjesa kloroforma, metanola i ledene octene kiseline (u omjeru 18:1:1) u mraku. Uz uzorke na 
�S�O�R�þ�X su naneseni standardi BBN i BCPN koji su �V�O�X�å�L�O�L za �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H traka (engl. band) koji 
pripada ovim spojevima. Trake sa spojevima BBN i BCPN su sastrugane s �S�O�R�þ�H�� a dobiveni 
silikagel s analitom je potom ispran u 4 ml acetona te filtriran kroz najlonske filtere �������������P�� 
13 mm). Dobiveni uzorak je ukoncentriran u vakuumskom �R�W�S�O�L�Q�M�D�þ�X do potpunog �V�X�ã�H�Q�M�D�� a 
talog je otopljen u 200 µL smjese izopropanola i acetonitril u omjeru 4:1. Ovakav uzorak je 
�N�R�U�L�ã�W�H�Q u �W�H�N�X�üinskoj kromatografiji. Kao stacionarna faza �N�R�U�L�ã�W�H�Q�D je Ultra Cyano kolona (5 
µm, 250 x 4,6 mm, Restek), a mobilna faza �N�R�U�L�ã�W�H�Q�D je smjesa dvaju otapala: A: acetonitril : 
voda = 15 : 85 uz dodatak 0,05 % TFA (trifluoroctena kiselina), B: acetonitril u �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P 
omjerima (gradijentna elucija). Detekcija je �L�]�Y�U�ã�H�Q�D �S�R�P�R�ü�X UV detektora pri 239 nm. 
K�R�U�L�ã�W�H�Q je gradijent mobilne faze za bolje i �E�U�å�H razdvajanje komponenti od interesa. To je 
izvedeno primjenom �V�O�M�H�G�H�ü�L�K sastava mobilne faze pri �V�O�M�H�G�H�ü�L�P vremenima od injekcije 
uzorka u ure�ÿ�D�M�� 

1. 0 min: 100 % A, 0 % B  
2. 10 min: 100 % A, 0 % B 
3. 30 min: 20 % A, 80 % B 
4. 35 min: 20 % A, 80 % B 
5. 37 min: 100 % A, 0 % B 
6. 45 min: 100 % A, 0 % B 

Protok mobilne faze iznosio je 1,2 ml/min. Ukupno je injektirano 10 µl uzorka �N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H�P 
autosamplera. Kolona je termostatirana na temperaturi od 300C.  

Komponente BBN i BCPN u uzorku su identificirane �X�V�S�R�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�P njihovih retencijskih 
vremena s retencijskim vremenima standarda. Prilikom svakog mjerenja uzoraka na HPLC-u, 
napravljeno je mjerenje i otopine standarda te su za �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H pikova BBN-a i BCPN-a u 
uzorku �N�R�U�L�ã�W�H�Q�D dobivena retencijska vremena u standardu. �3�U�L�E�O�L�å�Q�D retencijska vremena su 
bila: Rt(BBN) = 7,72 i Rt(BCPN) = 9,00.  

3.19. Analiza konverzije BBN-a u BCPN crijevnim  bakterijama 

Ex vivo pokusima ispitivan je potencijal crijevnih bakterija da konvertiraju BBN u 
aktivni karcinogeni metabolit koji se �L�]�O�X�þ�X�M�H u urinu, BCPN. (Slika 12). Uzet je crijevni 
�V�D�G�U�å�D�M �P�L�ã�H�Y�D koji su tretirani dva tjedna antibioticima, te crijevni �V�D�G�U�å�D�M kontrolnih �P�L�ã�H�Y�D 
(koji nisu tretirani antibioticima), potom je taj �V�D�G�U�å�D�M inkubiran s BBN-om u TSB mediju 24 
sata na 37 ° C uz �P�L�M�H�ã�D�Q�M�H na 220 RPM. �.�R�U�L�ãten je crijevni �V�D�G�U�å�D�M iz �þ�L�W�D�Y�R�J crijeva te 
�S�R�M�H�G�L�Q�D�þ�Q�R crijevni �V�D�G�U�å�D�M tankog crijeva, cekuma i debelog crijeva. BCPN u dobivenim 
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uzorcima mjeren je na HPLC-u na �Q�D�þ�L�Q opisan u prethodnom poglavlju. �%�X�G�X�ü�L da je 
konverzija bila �Q�D�M�M�D�þ�D s crijevnim �V�D�G�U�å�D�M�H�P iz tankog crijeva, izolirane su �S�R�M�H�G�L�Q�D�þ�Q�H 
bakterije iz tankog crijeva �P�L�ã�D (5 izolata) te su inkubirane s BBN-om u �S�R�þ�H�W�Q�R�M koncentraciji 
20 �± 30 milijuna stanica te u aerobnim te mikroaerofilnim uvjetima kisika (ostali uvjeti su bili  
kao i za crijevni �V�D�G�U�å�D�M���� Bakterije su potom identificirane na �X�U�H�ÿ�D�M�X MaldiTOF.  

 

 

Slika 12. Prikaz protokola eksperimenata analize konverzije BBN-a u BCPN crijevnim mikrobiomom 
i izolatima iz crijevnog mikrobioma 

3.20 Analiza prisutnosti bakterija  16S sekvenciranjem te uzgojem u kulturi  

�8�V�S�M�H�ã�Q�R�V�W redukcije mikrobiote antibioticima provjerena je na �P�L�ã�H�Y�L�P�D tretiranim 2 
te �þ�H�W�L�U�L tjedna antibioticima. �ä�L�Y�R�W�L�Q�M�D�P�D su uzeti �V�Y�M�H�å�L i nekontaminirani uzorci fecesa i 
urina. Uzorci su �Q�D�Q�R�ã�H�Q�L na krvni agar te uzgajani u aerobnim i anaerobnim uvjetima preko 
�Q�R�ü�L za provjeru ukupne �N�R�O�L�þ�L�Q�H poraslih kolonija, odnosno ukupne �N�R�O�L�þ�L�Qe anaerobnih i 
aerobnih bakterija u uzorku (kvantitativna analiza). Prilikom �å�U�W�Y�R�Y�D�Q�M�D �P�L�ã�H�Y�D na 
kratkotrajnom tretmanu BBN-om sterilnim priborom uzeti su uzorci stolice te uzorci urina 
punkcijom iz �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura. DNA je izolirana iz uzoraka �S�R�P�R�ü�X PowerSoil kompleta 
(Qiagen, �1�M�H�P�D�þ�N�D�� te je poslana na analizu 16S sekvenciranjem kako bi se odredile bakterije 
koje se nalaze u uzorcima (kvalitativna analiza). Metagenomsko sekvenciranje napravljeno 



46 

 

Illumina platformi na regiji V4 bakterijskog ribosomalnog gena 16S (amplikon od 250 parova 
bazi uparenih krajeva). 

Za karakterizaciju raznolikosti vrsta (alfa raznolikost), �R�G�U�H�ÿ�H�Q�R je bogatstvo vrsta 
(odnosno broj OTU-eva) i Shannonov indeks koji opisuje i brojnost i ravnomjernost prisutnih 
vrsta. �,�]�U�D�þ�X�Q�D�Y�D se kao relativan udio vrste (proporciju, pi), koji se �P�Q�R�å�L s prirodnim 
logaritmom tog udjela (lnpi), a dobiveni �X�P�Q�R�å�D�N zbraja se po vrstama te �P�Q�R�å�L s -1. Za 
procjenu �U�D�]�O�L�þ�L�W�R�V�W�L mikrobioma �L�]�P�H�ÿ�X uzoraka i skupina uzoraka (beta raznolikost) 
�L�]�U�D�þ�X�Q�D�W�R je Unifrac filogenetsko stablo. �Ä�8�Q�Z�H�L�J�K�W�H�G�³ (engl. neponderirani) Unifrac 
�R�]�Q�D�þ�D�Y�D udio grana u filogeneskom stablu koje dijele promatrani uzorci ili  skupine uzoraka 
(ne �V�D�G�U�å�D�Y�D informaciju o ravnomjernosti vrsta), dok �Ä�:�H�L�J�K�W�H�G�³ (engl. ponderirani) Unifrac 
predstavlja udio �]�D�M�H�G�Q�L�þ�N�L�K grana ponderiranih po relativnoj proporciji vrsta ���V�D�G�U�å�D�Y�D 
informaciju o brojnosti i ravnomjernosti vrsta). Dobivene matrice udaljenosti su vizualizirane 
PCA i PCoA analizom. Analiza glavnih komponenti (PCA ili  engl. principal component 
analysis) je �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�D metoda izdvajanja glavnih komponenti u podacima. PCA izdvaja prve 
dvije osi koje �Q�D�M�Y�L�ã�H �R�G�U�D�å�D�Y�D�M�X varijaciju u uzorcima stoga �P�R�å�H prikazati �U�D�]�O�L�þ�L�W�R�V�W�L visoko-
dimenzionalnih podataka u dvodimenzionalnom grafu. PCoA (Principal coordinates analysis) 
je �V�O�L�þ�Q�D metoda kojom se reduciraju multidimenzionalni podatci u svojstvene vrijednosti i 
vektore.  

3.21 �6�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L postupci  
�6�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�D obrada podataka (osim onih dobivenih sekvenciranjem) je napravljena u 

programu GraphPad Prism za Windows (GraphPad Software, USA). Distribucija podataka 
ispitivana je Shapiro-Wilk  testom. Mann-Whitney test i Studentov T-test su �N�R�U�L�ã�W�H�Q�L za 
procjenu �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�V�W�L kod neparametrijskih, odnosno parametrijskih podataka, dvosmjerni 
Studentov T-test za normalno distribuirane podatke i Mann-Whitneyovim test za �D�V�L�P�H�W�U�L�þ�Q�X 
distribuciju. Za kategorijske podatke (tumorski stadij i �N�R�O�L�þ�L�Q�D degenerativnih promjena) 
�N�R�U�L�ã�W�H�Q je hi-kvadrat test. Fisherov test je �N�R�U�L�ã�W�H�Q za procjenu �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�V�W�L pojave ulkusa po 
skupinama. �6�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�D analiza RNA-seq podataka izvedena je u programu R �S�R�P�R�ü�X paketa 
DESeq2 s �S�U�H�S�R�U�X�þ�H�Q�L�P zadanim parametrima. Procjena �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�V�W�L napravljena je �S�R�P�R�ü�X 
Wald testa, a FDR (engl. False Discovery Rate) p-vrijednosti manja od 0,01 i promjene omjera 
ekspresije (engl. Fold change, FC) >± 2 su bile �J�U�D�Q�L�þ�Q�H vrijednost za �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H 
diferencijalno �L�]�U�D�å�H�Q�L�K gena. �=�Q�D�þ�D�M�Q�R�V�W promjene �L�]�U�D�å�D�M�D gena dobivene metodom qPCR 
�R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�D je dvosmjernim Studentovim T-testom za normalno distribuirane podatke i Mann-
Whitneyovim testom za �D�V�L�P�H�W�U�L�þ�Q�R distribuirane (Shapiro- Wilk  test za distribuciju). 
Korelacija promjene omjera ekspresije gena dobivene metodom RNA-Seq i PCR u stvarnom 
vremenu procijenjena je �N�R�U�L�V�W�H�ü�L Pearsonovu korelaciju, a zna�þ�D�M�Q�R�V�W �N�R�U�L�V�W�H�ü�L dvosmjerni 
Studentovi T-test.  
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 REZULTATI  

4.1. Utjecaj mikrobiote  na �P�R�N�U�D�ü�Q�L mjehur  

4.1.1. Masa i �Y�H�O�L�þ�L�Qa �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura u ovisnosti o mikrobioti  

Mase �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura te neke �R�S�ü�H karakteristike �D�N�V�H�Q�L�þ�Q�L�K (GF) i �P�L�ã�H�Y�D 
uzgajanih u �X�R�E�L�þ�D�M�H�Q�L�P uvjetima (SPF) prikazane su u Tablici 7 i na Slici 13. �3�U�R�V�M�H�þ�Q�D masa 
mjehura �D�N�V�H�Q�L�þ�Q�L�K i antibioticima tretiranih �P�L�ã�H�Y�D bila je 25% �O�D�N�ã�D u odnosu na mjehure 
SPF �P�L�ã�H�Y�D�� Razlika je bila �]�Q�D�þ�D�M�Q�D kod �å�H�Q�N�L �P�L�ã�H�Y�D podsoja B6J (p=0.005, n=12), �P�X�å�M�D�N�D 
podsoja B6N (p=0.00003, n=9) i �P�X�å�M�D�N�D B6J tretiranih antibioticima (p=0.0002, n=23), dok 
kod m�X�å�M�D�N�D podsoja B6J �X�R�þ�H�Q�D razlika nije bila �]�Q�D�þ�D�M�Q�D (p=0.09, n=12). �$�N�V�H�Q�L�þ�Q�L i SPF 
�P�L�ã�H�Y�L nisu se razlikovali u ukupnoj tjelesnoj masi. 

Tablica 7. Usporedba �P�D�V�D���P�R�N�U�D�ü�Q�R�J���P�M�H�K�X�U�D���S�R���D�Q�D�O�L�]�L�U�D�Q�L�P���J�U�X�S�D�P�D 

Status 
mikrobiote 

Usta-
nova 

Podsoj 
Broj  

�å�L�Y�R�W�L�Q�M�D 
Starost 
(tjedni)  

Spol 

Masa 
�P�R�N�U�D�ü�Q�R�J 

mjehura 
(mg)d 

P �± vrije -
dnost 

Omjer  mase 
mjehura i 
tjelesne 
mased 

P �± 
vrije -
dnoste 

SPF IGCa B6J 6 6 �P�X�å�M�D�F�L 18.82 ± 2.31 
0.09175 

1.24 ± 0.14 
0.0086 

GF IGC B6J 6 6 �P�X�å�M�D�F�L 16.45 ± 2.09 1.5 ± 0.12 

SPF IGC B6J 6 6 �å�H�Q�N�H 16.82 ± 2.83 
0.0130 

1.16 ± 0.17 0.0087 
 GF IGC B6J 6 6 �å�H�Q�N�H 12.28 ± 1.35 1.61 ± 0.18 

SPF HZIb B6N 4 9 �P�X�å�M�D�F�L 36.43 ± 2.01 
0.00023 

- - 
GF HZI B6N 5 9 �P�X�å�M�D�F�L 19.1 ± 4.65   

Kontrola 
(SPF) USSMc B6J 10 11 �P�X�å�M�D�F�L 25.17 ± 2.85 

0.0001 
  

Antibiotska 
redukcija USSM B6J 13 11 �P�X�å�M�D�F�L 19.5 ± 2.33 - - 

aInstitut Gulbenikan de Ciencia, Oeiras, Portugal, bHelmholtz Centar za upalu, 
Braunschweig, �1�M�H�P�D�þ�N�D�� c�6�Y�H�X�þ�L�O�L�ã�W�H u Splitu Medicinski fakultet, dsrednja vrijednost ± SD, 
eP-vrijednost je �L�]�U�D�þ�X�Q�D�W�D �S�R�P�R�ü�X Studentovog T-Test za prvu i �W�U�H�ü�X grupu te Mann-Whitney 
za drugu i �þ�H�W�Y�U�W�X grupu �P�L�ã�H�Y�D�� 
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Slika 13. Usporedba mase i �Y�H�O�L�þ�L�Q�H �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura GF i SPF �P�L�ã�H�Y�D�� A. Masa �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J 
mjehura svih grupa �P�L�ã�H�Y�D�� B. Omjer mase �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura i tjelesne mase za 6-tjedana stare B6J 
�P�L�ã�H�Y�H�� C. Tjelesna masa B6J �P�L�ã�H�Y�D starih 6 tjedana. D. �9�H�O�L�þ�L�Q�D mjehura (duljina u mm) B6N-�P�L�ã�H�Y�D 
starih 9 tjedana. Oznake predstavljaju srednju vrijednost ± standardna �S�R�J�U�H�ã�N�D�� Studentov T-test (p-
vrijednost bez zvjezdice) i Mann-Whitney test (p-vrijednost sa zvjezdicom) �N�R�U�L�ã�W�H�Q�L su za �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H 
�]�Q�D�þ�D�M�D E. Reprezentativne fotografije GF i SPF mjehura. (ABX - antibiotici, ns - �Q�H�]�Q�D�þ�D�M�Q�R���� 

4.1.2. �3�D�W�R�K�L�V�W�R�O�R�ã�N�D analiza tkiva 

�3�D�W�R�K�L�V�W�R�O�R�ã�N�R�P analizom tkiva �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura GF i SPF �å�L�Y�R�W�L�Q�M�D �N�R�U�L�V�W�H�ü�L 
hemalaun-eozinom obojene preparate nisu �S�U�R�Q�D�ÿ�H�Q�H nikakve razlike u �J�U�D�ÿ�L�� rasporedu i 
debljini glavnih slojeva tkiva te razlika u masi nije povezana s nalazima u �K�L�V�W�R�O�R�ã�N�R�M analizi 
preparata tkiva (Slika 14). 
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Slika 14. Tkivo �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura GF i SPF �å�L�Y�R�W�L�Q�Ma. Hematoksilin-eozin obojeni preparati. Slova 
predstavljaju slojeve: U �± urotel. LP �± lamina propria, M �± �P�L�ã�L�ü�Q�L sloj. 

4.1.3. �,�]�U�D�å�D�M gena kod �D�N�V�H�Q�L�þ�Q�L�K �P�L�ã�H�Y�D 

Transkriptom �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura je promijenjen u �P�L�ã�H�Y�D uzgojenih u �D�N�V�H�Q�L�þ�Q�L�P 
uvjetima u odnosu na SPF �P�L�ã�H�Y�H�� Kao prag �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�V�W�L uzeta je dvostruka razlika u �L�]�U�D�å�D�M�X 
gena �L�]�P�H�ÿ�X grupa te FDR-(engl. false discovery rate, �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�D korekcija za �´�O�D�å�Q�H�´ 
promjene) korigirana p-vrijednost manja od 0.01. Ukupno je bilo 97 �U�D�]�O�L�þ�L�W�R �L�]�U�D�å�H�Q�L�K gena, 
od toga 84 gena s �S�R�Y�H�ü�D�Q�L�P i 13 gena sa smanjenim �L�]�U�D�å�D�M�H�P u �D�N�V�H�Q�L�þ�Q�L�K �P�L�ã�H�Y�D (Slika 15). 
Gen s �Q�D�M�Y�H�ü�L�P smanjenjem �L�]�U�D�å�D�M�D je gen nepoznate funkcije Gm20388, s 44 puta �Q�L�å�R�P 
ekspresijom, te Gm38947, isto gen nepoznate funkcije, s 12 puta �Q�L�å�R�P ekspresijom, Arntl, je 
gen koji sudjeluje u regulaciji cirkadijanog ritma te je bio 4 puta manje �L�]�U�D�å�H�Q�� Geni s �Q�D�M�Y�H�ü�L�P 
�S�R�Y�H�ü�D�Q�M�H�P u �L�]�U�D�å�D�M�X bili  su geni za imunoglobulinske lance Igkv4-68 ���S�R�Y�H�ü�D�Q�M�H od 159 
puta), Igkv1-122 ���S�R�Y�H�ü�D�Q�M�H �L�]�U�D�å�D�M�D za 240 puta) i gen koji kodira za jedan od glavnih 
urinarnih proteina u �P�L�ã�D Mup7 (engl. major urinary protein 7) koji je bio 208-puta �Y�L�ã�H 
�L�]�U�D�å�H�Q�� 

Rezultati dobiveni RNA sekvenciranja provjereni su metodom kvantitativne reakcije 
�O�D�Q�þ�D�Q�H polimeraze za trinaest odabranih gena. Korelacijski koeficijent (R2) za promjenu 
�L�]�U�D�å�D�M�D gena dobiven dvjema metodama bio je 0.9, a p-vrijednost manja od 0.0001, odnosno 
na taj su �Q�D�þ�L�Q rezultati dobiveni RNA sekvenciranjem �S�R�W�Y�U�ÿ�H�Q�L na �Y�H�ü�H�P broju �å�L�Y�R�W�L�Q�M�D�� 
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Slika 15. Prikaz �U�D�]�O�L�þ�L�W�R �L�]�U�D�å�H�Q�L�K gena u tkivu �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura u GF i SPF �P�L�ã�H�Y�D�� Prikazane su 
Z-vrijednosti (broj �R�þ�L�W�D�Q�M�D po uzorku nakon normalizacije). 

�.�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H�P KEGG (engl. Kyoto Encyclopaedia of Genes and Genomes) baze podataka 
�S�U�R�Q�D�ÿ�H�Q�R je 25 �V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K puteva sa �]�Q�D�þ�D�M�Q�R smanjenim �L�]�U�D�å�D�M�H�P gena i 5 puteva sa �]�Q�D�þ�D�M�Q�R 
�S�R�Y�H�ü�D�Q�L�P �L�]�U�D�å�D�M�H�P gena. Analiza �P�U�H�å�Q�L�P alatom GO (eng. gene ontology, hrv. genska 
ontologija) pokazala je �U�D�]�O�L�þ�L�W�R �L�]�U�D�å�H�Q�H gena u 14 �E�L�R�O�R�ã�N�L�K procesa �X�N�O�M�X�þ�X�M�X�ü�L cirkadijani 
ritam, �V�L�Q�D�S�W�L�þ�N�L prijenos signala i �V�W�D�Q�L�þ�Q�R signaliziranje (Tablica 8). �1�D�M�R�E�R�J�D�ü�H�Q�L�M�H �V�W�D�Q�L�þ�Q�H 
komponente ���R�G�Q�R�V�Q�R���V�W�D�Q�L�þ�Q�H���N�R�P�S�R�Q�H�Q�W�H���V���Q�D�M�Y�H�ü�L�P���S�R�U�D�V�W�R�P���X���J�H�Q�V�N�R�P���L�]�U�D�å�D�M�X�� prema 
GO analizi bile su izdanci �å�L�Y�þ�D�Qih stanica (dendriti), izdanci stanica i sinapse. 

Tablica 8. Popis �E�L�R�O�R�ã�N�L�K procesa �R�E�R�J�D�ü�H�Q�L�K u mjehurima GF �P�L�ã�H�Y�D prema GO analizi. 

GO �%�L�R�O�R�ã�N�L proces Broj  
gena u 
biol. 

procesu 

Broj  gena 
promijenjenog 

�L�]�U�D�å�D�M�D 

�2�E�R�J�D�ü�H�Q�M�H 
genskog 
�L�]�U�D�å�D�M�D 

P- 
vrijednost 

FDR p-
vrijednost 

Cirkadijani  ritam  13 4 71.35 7.28E-07 5.92E-05 
�5�L�W�P�L�þ�N�L procesi 13 4 71.35 7.28E-07 4.44E-05 

Neuromuskularni �V�L�Q�D�S�W�L�þ�N�L 
prijenos 

47 4 19.74 6.83E-05 2.78E-03 

�6�L�Q�D�S�W�L�þ�N�L prijenos 392 15 8.87 2.11E-10 2.58E-08 
�0�H�ÿ�X�V�W�D�Q�L�þ�Q�R signaliziranje 588 18 7.1 9.30E-11 2.27E-08 

�6�W�D�Q�L�þ�Q�D komunikacija  3269 28 1.99 2.48E-04 6.06E-03 
�6�W�D�Q�L�þ�Q�L procesi 8762 58 1.54 3.64E-05 1.78E-03 

Egzocitoza vezikula u sinapsi 58 3 11.99 2.31E-03 3.75E-02 
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Procesi �å�L�Y�þ�D�Q�R�J sustava 1393 16 2.66 3.13E-04 6.94E-03 
Procesi u jednom 

�Y�L�ã�H�V�W�D�Q�L�þ�Q�R�P organizmu 
2258 23 2.36 1.08E-04 3.77E-03 

Procesi �Y�L�ã�H�V�W�D�Q�L�þ�Q�R�J 
organizma 

2274 23 2.35 1.14E-04 3.49E-03 

Odgovor na endogene 
�S�R�G�U�D�å�D�M�H 

229 6 6.08 5.33E-04 1.08E-02 

�%�L�R�V�L�Q�W�H�W�L�þ�N�L procesi 1719 17 2.29 1.50E-03 2.61E-02 

 Nekoliko cirkadijanih gena bilo je �U�D�]�O�L�þ�L�W�R �L�]�U�D�å�H�Q�R �L�]�P�H�ÿ�X GF i SPF �P�L�ã�H�Y�D�� 
Tako je gen Arntl, dio jezgrinog molekularnog mehanizma cirkadijanog sata, bio je manje 
�L�]�U�D�å�H�Q�� dok je Ciart, cirkadijani gen koji negativno regulira ekspresiju ostalih cirkadijanih gena 
bio je �S�R�M�D�þ�D�Q�R �L�]�U�D�å�H�Q u GF �P�L�ã�H�Y�L�P�D�� Geni Egr1, Fosb i Npas2 i Nfil3  kodiraju cirkadijane 
faktore transkripcije te je njihova ekspresija �]�Q�D�þ�D�M�Q�R smanjena u tkivima �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura 
GF �P�L�ã�H�Y�D�� 

Nekoliko gena koji kodiraju za proteine �L�]�Y�D�Q�V�W�D�Q�L�þ�Q�H tvari/matriksa (VSM) bilo je 
�U�D�]�O�L�þ�L�W�R �L�]�U�D�å�H�Q�R u GF i SPF �P�L�ã�H�Y�D�� Primjerice nekoliko genskih �þ�Y�R�U�R�Y�D koji predstavljaju 
kumulativnu ekspresiju promjene �Y�L�ã�H gena kolagena, laminina i tenascina imali su smanjen 
�L�]�U�D�å�D�M (Slika 16). Geni koji kodiraju za VSM proteine spondine Spon2 i Spon1 bili  su manje 
�L�]�U�D�å�H�Q u mjehurima GF �P�L�ã�H�Y�D�� Spon2 sudjeluje u prepoznavanju bakterija u VSM-u i 
aktiviranju �L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�R�J odgovora, dok Spon1 ima ulogu u neurogenezi i �R�G�U�å�D�Y�D�Q�M�X 
cirkadijanog ritma (120,121). Adamts4, gen s cirkadijanom ekspresijom, koji kodira enzim 
�X�N�O�M�X�þ�H�Q u kidanje agrekana i hrskavice, bio je manje �L�]�U�D�å�H�Q je u GF �P�L�ã�H�Y�D�� Metaloproteinaza 
Mmp12, �X�N�O�M�X�þ�H�Q�D u rezanje elastina i remodeliranje VSM-a, bila je �Y�L�ã�H �L�]�U�D�å�H�Q�D u GF 
mjehurima. 
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Slika 16. KEGG �V�W�D�Q�L�þ�Q�L put �µ�,�Q�W�H�U�D�N�F�Lja izvanstani�þ�Q�R�J matriksa i membranskih �P�R�O�H�N�X�O�D�¶�� 
Zacrvenjeni su genski �þ�Y�R�U�R�Y�L koji imaju �V�Q�L�å�H�Q�X kumulativnu ekspresiju.  

Geni koji su �X�N�O�M�X�þ�H�Q�L u regulaciju koncentracije kalcija i signalizaciju kalcijem u 
stanici su �U�D�]�O�L�þ�L�W�R �L�]�U�D�å�H�Q�L u mjehurima GF i SPF �P�L�ã�H�Y�D�� Kalcij �V�O�X�å�L kao drugi glasnik koji 
propagira brojne �X�Q�X�W�D�U�V�W�D�Q�L�þ�Q�H i �L�]�Y�D�Q�V�W�D�Q�L�þ�Q�H signale, �U�H�J�X�O�L�U�D�M�X�ü�L �V�W�D�Q�L�þ�Q�X proliferaciju i 
apoptozu kao i aktivnost enzima (122). Gen Atplb1 kodira za membranski protein koji �R�G�U�å�D�Y�D 
gradijent natrijevih i kalijevih iona kroz �V�W�D�Q�L�þ�Q�X membranu, bio je �Y�L�ã�H �L�]�U�D�å�H�Q u GF �P�L�ã�H�Y�L�P�D 
(123). Gen Unc80, koji kodira za dio �V�O�R�å�H�Q�R�J natrijevog NALCN kanala koji transportira 
natrijeve ione u stanice i igra �N�O�M�X�þ�Q�X ulogu u sposobnosti stanica neurona da �R�G�D�ã�L�O�M�X 
membranski �H�O�H�N�W�U�L�þ�Q�L signal, bio je 14 puta �Y�L�ã�H �L�]�U�D�å�H�Q u mjehurima GF �P�L�ã�H�Y�D (124). Osim 
�V�W�D�Q�L�þ�Q�H signalizacije, regulatori transkripcije enzima za detoksikaciju bili  su �U�D�]�O�L�þ�L�W�R �L�]�U�D�å�H�Q�L 
u mjehurima GF �P�L�ã�H�Y�D�� Transkripcijski faktori PAR bZip, Tef, Hlf  and Dbp su ujedno i 
primarni senzori ksenobiotika, te su imali �Y�L�ã�L �L�]�U�D�å�D�M u tkivu mjehura GF �P�L�ã�H�Y�D�� 
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4.1.3.1. �,�]�U�D�å�D�M gena �L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�R�J sustava  

�%�X�G�X�ü�L da GF �å�L�Y�R�W�L�Q�M�H nemaju bakterija, bilo je za �R�þ�H�N�L�Y�D�W�L da �ü�H receptori za 
prepoznavanje patogena i njihove signalne molekule biti �U�D�]�O�L�þ�L�W�R �L�]�U�D�å�H�Q�L zbog odsustva 
mikroba. �0�H�ÿ�X�W�L�P�� niti jedan receptor za prepoznavanje molekula patogena (tzv. PAMP-ova) 
nije bio r�D�]�O�L�þ�L�W�R �L�]�U�D�å�H�Q�� Tri gena koja kodiraju proteine s protuupalnom ili  imunosupresivnom 
funkcijom imali su �S�R�Y�L�ã�H�Q �L�]�U�D�å�D�M u GF mjehurima: �þ�O�D�Q porodice TSC22 (Tsc22d3), alfa-1-
kiselina glikoprotein 1 (Orm1) i inhibitor peptidaze serina ili  cisteina (Serpina3k). �â�H�V�W gena 
imunoglobulinskih lanaca imali �V�X�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�� �L�]�U�D�å�D�M��u mjehurima GF �å�L�Y�R�W�L�Q�M�D�� �X�N�O�M�X�þ�X�M�X�ü�L 
lagane lance kapa i lambda, kao i nekoliko �W�H�ã�N�L�K lanaca (Tablica 9). 

Tablica 9. Lista �U�D�]�O�L�þ�L�W�R �L�]�U�D�å�H�Q�L�K gena za imunoglobulinske lance. 

Genska 
kratica 
(simbol) 

Identifikacijska  oznaka Ime gena 

Srednja 
vrijednost 

SPF 
�L�]�U�D�å�D�M�Da 

Omjer  
promjene 
(GF vs. 
SPF) 

FDR p-
vrijednost 

Iglc2 
ENSMUSG00000076937 Imunoglobulin 

lambda konstantni 
dio 2 

4 14.4 6.0E-03 

Igkv15-
103 

ENSMUSG00000076523 Imunoglobulin 
kapa lanac 

varijabilni dio 15-
103 

7 20.7 2.4E-03 

Iglv2 
ENSMUSG00000076940 Imunoglobulin 

lambda varijabilni 
dio 2 

1 60.2 1.9E-03 

Ighv1-36 

ENSMUSG00000094051 Imunoglobulin 
�W�H�ã�N�L lanac 

varijabilni dio 1-
36 

0.3 159.0 6.3E-03 

Igkv4-68 
ENSMUSG00000076549 Imunoglobulin 

kapa varijabilni 
dio 4-68 

0.3 159.5 3.8E-03 

Igkv1-122 

ENSMUSG00000095497 Imunoglobulin 
kapa lanac 

varijabilni dio 1-
122 

0.3 240.3 1.2E-03 

aSrednja vrijednost ukupnog zbroja je srednja vrijednost normaliziranog broja �R�þ�L�W�D�Q�M�D za svaki gen u tri 
kontrolna (SPF) uzorka. 

Iz RNA seq podataka napravljena je procjena sastava �L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�R�J �P�L�N�U�R�R�N�R�O�L�ã�D�� Za to 
je �N�R�U�L�ã�W�H�Q alat �Ä�,�P�P�X�&�&�³ koji iz transkriptomskih podataka procjenjuje relativni omjer 10 
vrsta �L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�L�K stanica: B-stanica, CD4 T-stanica, CD8 T-stanica, �G�H�Q�G�U�L�W�L�þ�N�L�K stanica, 
eozinofila, makrofaga, mastocita, monocita, neutrofila i �S�U�L�U�R�G�Q�R�X�E�L�O�D�þ�N�L�K stanica. Rezultati su 
pokazali da su u �P�R�N�U�D�ü�Q�R�P mjehuru tri GF �P�L�ã�D dominiraju monociti i makrofagi, dok su pak 
makrofagi i CD4 T-stanice dominantne u dva (od tri) uzorka SPF �P�L�ã�H�Y�D (Slika 17). Osim ovih 
stanica detektirane su i ostale vrste �L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�L�K stanica, no u manjem postotku, te ne u svim 
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uzorcima. Rezultati nisu pokazali grupiranje uzoraka prema SPF i GF podijeli, stoga izgleda 
da se GF i SPF mjehuri ne razlikuju po sastavu rezidentnih �L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�L�K stanica. 

 

Slika 17. Relativan omjer �L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�L�K stanica u �P�R�N�U�D�ü�Q�R�P mjehuru GF i SPF �P�L�ã�H�Y�D iz 
transkriptomskih podataka dobiven �N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H�P alata �Ä�,�P�P�X�&�&�³�� 



55 

 

4.2. Utjecaj mikrobiote  na razvoj tumora �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura 

4.2.1 Kvantitativna  i kvalitativna  potvrda antibiotske redukcije mikrobioma 

Kako bi se provjerila �X�V�S�M�H�ã�Q�R�V�W redukcije mikrobioma �N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H�P antibiotika, 
�Q�D�V�D�ÿ�H�Q�L�� �V�X uzorci fecesa AB �P�L�ã�H�Y�D (tretirani antibioticima) i B �P�L�ã�H�Y�D (bez antibiotskog 
tretmana) na neselektivni krvi agar u anaerobnim i aerobnim uvjetima, a broj bakterija je 
�L�]�U�D�þ�X�Q�Dt kao CFU (engl. colony forming unit) po miligramu fecesa. Broj aerobnih bakterija u 
prosjeku se snizio za milijun puta (s 109/mg na 103/mg) nakon tretmana antibioticima, dok se 
broj anaerobnih bakterija smanjio za milijardu puta (s 1012/mg na 103/mg) (Slika 18), �þime je 
dokazano da je antibiotska redukcija bakterija bila vrlo �X�V�S�M�H�ã�Q�D�� Broj bakterija u urinu 
�S�U�L�N�X�S�O�M�H�Q�R�J���X���P�H�W�D�E�R�O�L�þ�N�L�P���N�D�Y�H�]�L�P�D���E�L�R���M�H�������S�X�W�D���Q�L�å�L���X���å�L�Y�R�W�L�Q�M�D���V���D�Q�W�L�E�L�R�W�V�N�R�P���U�H�G�X�N�F�L�M�R�P��
mikrobiote , no �P�R�J�X�ü�H���M�H���G�D���M�H kontaminacija s fecesom i bakteri�M�D�P�D���L�]���R�N�R�O�L�ã�D, utjecala na 
ovaj rezultat (Slika 18C). 

 

Slika 18. A Broj poraslih bakterijskih kolonija (CFU) iz miligrama uzorkovanog fecesa u aerobnim i 
anaerobnim uvjetima B Primjeri plo�þ�D s �Q�D�V�D�ÿ�H�Q�L�P AB i B uzorcima fecesa, vidljiv  je manji broj 
kolonija u uzorku �P�L�ã�H�Y�D na antibiotskom tretmanu (AB uzorak) C Broj bakterija u urinu AB i B 
�å�L�Y�R�W�L�Q�M�D�� 

Za kvalitativnu analizu mikrobiote nakon antibiotskog tretmana, napravljeno je 16S 
sekvenciranje DNA izolirane iz fecesa i urina AB i B �P�L�ã�H�Y�D�� Sekvenciranje je napravljeno 
Illumina platformi na regiji V4 bakterijskog ribosomalnog gena 16S (amplikon od 250 parova 
baza) generiralo je oko 150,000 �R�þ�L�W�D�Q�M�D po uzorku fecesa te 20-80,000 po uzorku urina. 
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Filtrirana (efektivna) �R�þ�L�W�D�Q�M�D su grupirana u OTU-eve (engl. taxonomic unit) tako da 
zadovoljavaju kriterij o 97% �V�O�L�þ�Q�R�V�W�L sekvence. Analiza zajednice mikroorganizama �S�R�P�R�ü�X 
16S sekvenciranja je relativna analiza, odnosno broj �R�þ�L�W�D�Q�M�D predstavlja samo relativan omjer 
prisutnih sekvenci te se iz njega ne �P�R�å�H �G�R�ü�L do apsolutnog broja bakterijskih stanica. 

Analiza alfa raznolikosti na uzorcima fecesa pokazala je manje bogatstvo bakterijskih 
vrsta kod AB �P�L�ã�H�Y�D�� i to mjerenjem broja OTU-eva te �U�D�þ�X�Q�D�Qjem Shannon indeksa (Slika 
20A i B). Analiza relativne proporcije bakterijskih koljena (lat. phyla), pokazala je da u fecesu 
AB �P�L�ã�H�Y�D dominira koljeno Proteobacteria, dok su u B �P�L�ã�H�Y�D najzastupljenije bakterije 
koljena Bacteroidetes (Slika 20C i D). Gled�D�M�X�ü�L �S�R�M�H�G�L�Q�D�þ�Q�H bakterijske rodove, 
Acinetobacter, Arcobacter, Zoogloea, Escherichia-Shigella bile su zastupljenije u AB �P�L�ã�H�Y�D�� 
a Lactobacillus, Odoribacter, Oscillibacter, Ruminococcus, Ruminiclostridium, 
Anaerotruncus i Lachnoclostridium u B �P�L�ã�H�Y�D (Slika 19). Nadalje, usporedbom uzoraka prije 
i poslije tretmana BBN-om, vidljivo  je da je u obje skupine �P�L�ã�H�Y�D nakon tretmana �S�R�Y�H�ü�D�Q 
broj OTU-eva i njihova raznolikost (Slika 20A i B). U AB skupini �Q�D�M�Y�L�ã�H je porasla prisutnost 
rodova Rickettsia, Stenotrophomonas, u B skupini porasla je zastupljenost rodova 
Ruminoclostridium, Ruminococcus, dok je u obje skupine nakon tretmana bilo �Y�L�ã�H bakterija 
roda Bacillus (Slika 19).  

 

Slika 19. Bakterijski rodovi s �Q�D�M�Y�H�ü�L�P razlikama �P�H�ÿ�X �S�R�M�H�G�L�Q�D�þ�Q�L�P uzorcima i grupama. (Uzorci .PT 
su uzeti na kraju predtretmana �L���S�U�L�M�H���S�R�þ�H�W�N�D���W�U�H�W�P�D�Q�D���%�%�1-om, odnosno nakon 2 tjedna antibiotika 
�]�D���$�%���å�L�Y�R�W�L�Q�M�H���L���Y�R�Ge �]�D���%���å�L�Y�R�W�L�Q�M�H�����X�]�R�U�F�L�����7���V�X���X�]�H�W�L���Q�D���N�U�D�M�X���G�Y�R�W�M�H�G�Q�R�J���W�U�H�W�P�D�Q�D���%BN-om za B 
�å�L�Y�R�W�L�Q�M�H�����R�G�Q�R�V�Q�R��antibioticima i BBN-om �]�D���$�%���å�L�Y�R�W�L�Q�M�H) 

Analiza glavnih komponenti (PCA) pokazuje jasno grupiranje AB i B uzoraka po PC1 
komponenti koja �R�E�M�D�ã�Q�M�D�Y�D 98.19% varijacije �P�H�ÿ�X uzorcima (Slika 20E). Nadalje, analiza 
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metodom Ponderiranog Unifraca, koja �V�D�G�U�å�D�Y�D informaciju o brojnosti i ravnomjernosti 
�]�D�M�H�G�Q�L�þ�N�L�K vrsta �P�H�ÿ�X svim grupama, pokazala je manju vrijednost za AB �P�L�ã�H�Y�H nego B 
�P�L�ã�H�Y�H�� odnosno od ukupnog broja �S�U�R�Q�D�ÿ�H�Q�L�K vrsta �Y�L�ã�H ih je bilo u B �P�L�ã�H�Y�D Slika 20F). 
�=�D�N�O�M�X�þ�Q�R�� iz rezultata 16S sekvenciranja vidljivo  je da antibiotski tretman uvelike reducira 
raznolikost mikrobioma u fecesu. Kombiniranjem rezultata analize 16S sekvenciranjem te 
kvantitativne analize uzgojem u bakterijskoj kulturi �P�R�å�H�P�R �]�D�N�O�M�X�þ�L�W�L da tretiranje �P�L�ã�H�Y�D 
antibioticima smanjuje raznolikost i brojnost bakterijskih vrsta u probavnom traktu �P�L�ã�H�Y�D�� u 
fecesu ostaje 106 puta manje aerobnih te 109 puta manje anaerobnih bakterija. Ipak �R�G�U�H�ÿ�H�Q 
broj bakterija �S�U�H�å�L�Y�L�� a od rezistentnih dominiraju one iz skupine Proteobacteria. 

 

 

Slika 20. Rezultati 16S sekvenciranja uzoraka fecesa AB i B �P�L�ã�H�Y�D prije i nakon dvotjednog tretmana 
BBN-om. A Broj bakterijskih vrsta (OUT-eva) B Shannon indeks alfa raznolikosti C. Relativna 
zastupljenost bakterijskih koljena po �S�R�M�H�G�L�Q�D�þ�Q�L�P uzorcima D Relativna zastupljenost bakterijskih 
koljena po grupama E i F Beta raznolikost - grupiranje uzoraka prema PCoA analizi te Unifrac analizi. 
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Analizom bakterijskog sastava urina 16S sekvenciranjem nisu �S�U�R�Q�D�ÿ�H�Q�H razlike �P�H�ÿ�X 
skupinama AB i B. Sekvenciranjem je generiran malen broj ukupnih �R�þ�L�W�D�Q�M�D u nekoliko 
uzoraka te je samim time kvaliteta analiziranih podataka bila �Q�L�å�D�� �%�X�G�X�ü�L da se radi o uzorcima 
s jako malim bakterijskom biomasom, bilo kakva kontaminacija u procesu izolacije te 
�X�P�Q�D�å�D�Q�M�D DNA mogla je �]�Q�D�þ�D�M�Q�R utjecati na krajnji rezultat. �*�O�H�G�D�M�X�ü�L relativne omjere 
bakterijskih koljena, AB i B urin imaju �V�O�L�þ�D�Q sastav. Proteobacteria dominiraju s gotovo 50% 
zastupljenosti, druge visoko zastupljene skupine su bile Firmicutes, Actinobacteria i 
Bacteroidetes (Slika 21). 

 

 

Slika 21. Rezultati 16S sekvenciranja uzoraka urina AB i B �P�L�ã�H�Y�D nakon dvotjednog tretmana BBN-
om. A. Relativna zastupljenost bakterijskih koljena po �S�R�M�H�G�L�Q�D�þ�Q�L�P uzorcima B. Relativna 
zastupljenost bakterijskih koljena po grupama. 
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4.2.1 Degenerativne promjene u urotelu nakon dvotjedne �L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W�L BBN-u 

Rezultati �S�D�W�R�K�L�V�W�R�O�R�ã�N�H analize �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura nakon kratkotrajnog (dvotjednog) 
tretmana BBN-om pokazali su prisutnost jakog upalnog odgovora te degenerativnih promjena 
ili  reaktivne atipije kod �Y�H�ü�L�Q�H �å�L�Y�R�W�L�Q�M�D�� �3�U�H�G�Q�H�R�S�O�D�V�W�L�þ�Q�H (displazija) i �Q�H�R�S�O�D�V�W�L�þ�Q�H promjene 
nisu bile prisutne. Degenerativne promjene �X�N�O�M�X�þ�L�Y�D�O�H su blage i uniformne �F�L�W�R�O�R�ã�Ne 
promjene, poput �S�R�Y�H�ü�D�Q�M�D jezgri s rahlim i pravilno �U�D�V�S�R�U�H�ÿ�H�Q�L�P kromatinom i jasno 
vidljivim  jezgricama, smanjenu celularnost, hiperkromaziju, blagu dezorganizaciju �V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K 
slojeva i varijabilnost u �Y�H�O�L�þ�L�Q�L stanica ili  jezgara i �þ�Hsto upalni infiltr at unutar urotela. U 
�S�U�R�X�þ�D�Y�D�Q�R�P tkivu degenerativne promjene urotela smo svrstavali u tri kategorije: �]�Q�D�þ�D�M�Q�H�� 
srednje, minimalne ili  �Q�H�S�R�V�W�R�M�H�ü�H prema �N�R�O�L�þ�L�Q�L urotela �]�D�K�Y�D�ü�H�Q�R�J promjenama: <30% 
minimalne, 30% - 60% srednje i preko 60% �]�Q�D�þ�D�M�Q�H (Slika 22).  

 

 

 

Slika 22. Relativni udjeli (postotci) �P�L�ã�H�Y�D podijeljeni prema kategorijama degenerativnih promjena 
nakon dvotjednog tretmana BBN-om. 
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Slika 23. Relativni udjeli (postotci) AB i B �P�L�ã�H�Y�D podijeljeni prema stupnjevima upale u slojevima 
�P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura. 

�,�]�P�H�ÿ�X promatranih skupina nije �S�U�R�Q�D�ÿ�H�Q�D �]�Q�D�þ�D�M�Q�D razlika u �N�R�O�L�þ�L�Q�L degenerativnih 
promjena u promatranim kategorijama promjena, osim u prisutnosti ulkusa u urotelu (Slika 
22). Stupanj upale u epitelu je bio �Y�H�ü�L u AB �P�L�ã�H�Y�D nego u B �P�L�ã�H�Y�D�� �ã�W�R se poklapalo s 
pojavom ulkusa koji su bili  ispunjeni granulocitnim leukocitima (Slika 23). Ulkusi su bili 
�S�U�L�V�X�W�Q�L�� �X�� �������� ���Q� �������������� �$�%�� �P�L�ã�H�Y�D���� �D�� �Q�L�V�X�� �S�U�L�V�X�W�Q�L�� �X�� �P�L�ãeva bez redukcije mikrobiote 
���Q� �������������ã�W�R���S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D���V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L���]�Q�D�þ�D�M�Q�X���U�D�]�O�L�N�X�����S���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W����������������������Slika 24). 
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Slika 24. Relativni udjeli (postotci) �P�L�ã�H�Y�D sa i bez ulkusa u �P�R�N�U�D�ü�Qom mjehuru nakon dvotjednog 
tretmana BBN-om.  

Ulkusi su na mjestu prekinutog urotela �V�D�G�U�å�D�Y�D�O�L fibrinogenski �þ�H�S te �P�M�H�ã�D�Y�L�Q�X 
�Q�H�N�U�R�W�L�þ�Q�L�K stanica i granulocita (Slika 25). Osim ulkusa u tkivima antibiotski tretiranih 
�å�L�Y�R�W�L�Q�M�D bili  su prisutni subepitelni mikroapscesi i apscesi koji su �P�R�J�X�ü�D �S�U�H�W�H�þ�D ulkusa (Slika 
25).  

 

 Slika 25. Promjene u urotelu AB �P�L�ã�H�Y�D nakon dvotjednog tretmana BBN-om, A, a Ulkus B, b 
Subepitelni apsces  
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Imunohistokemijskim bojanjem s markerima za �U�D�]�O�L�þ�L�W�H granulocite te druge 
�L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�H markere nije �M�H�G�Q�R�]�Q�D�þ�Q�R okarakteriziran �L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�L infiltrat ulkusa zbog 
�Q�H�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�J bojanja �V�W�D�Q�L�þ�Q�R�J detritusa (Slika 26 i Slika 27). Imunohistokemijskim bojanjem 
pokazano je da su poneke stanice u ulkusu pozitivne na Embp (marker eozinofila), dok se �Y�H�ü�L 
dio ulkusa, �X�N�O�M�X�þ�X�M�X�ü�L �V�W�D�Q�L�þ�Q�L detritus, boja pozitivno na Mmp9, metaloproteazu koju mogu 
�V�D�G�U�å�D�Y�D�W�L �U�D�]�O�L�þ�L�W�L leukociti te Ly6g, marker neutrofila (Slika 27). 

 

Slika 26. Ulkus i subepitelni apsces. A, a Ulkus i subepitelni apsces (u crnim kvadratima) obojen HE 
bojanjem B, b, b''  isti preparat obojen markerom neutrofila (Ly6g), vidljive pozitivne stanice (glava 
strelice) kao i �Q�H�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R bojanje (strelica) b''  isti preparat, primjer �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�J bojanja neutrofila 
Ly6g markerom. 
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Slika 27. Imunohistokemijsko bojanje subepitelnog apscesa A,a Marker neutrofila (Ly6g), vidljivo 
�Q�H�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R obojenje �V�W�D�Q�L�þ�Q�R�J detritusa B,b Marker Mmp9 (prisutan u raznim �L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�L�P 
stanicama, poglavito neutrofilima), vidljivo  �V�S�H�F�L�I�L�þno i �Q�H�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R obojenje C,c Marker eozinofila 
(Embp), vidljivo  �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R bojanje manjeg broja stanica.  

Kako bismo �G�R�N�X�þ�L�O�L jesu li  granulociti u ulkusima uglavnom neturofili i jesu li  
odgovorni za nastanak ulkusa, izveden je pokus neutrofilne deplecije �S�R�P�R�ü�X protutijela koje 
se �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R �Y�H�å�H na �S�R�Y�U�ã�L�Q�V�N�X molekulu na neutrofilima te dovodi do njihovog uklanjanja. 
Deplecijom je postignuto �]�Q�D�þ�D�M�Q�R smanjenje broja neutrofila u krvotoku �P�L�ã�H�Y�D (Slika 28A i 
B), no nije dobiveno manje ulkusa, �ã�W�R kazuje da ulkuse ne uzrokuju neutrofili svojim 
djelovanjem (Slika 28C).  
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Slika 28. Rezultati deplecije neutrofila. A. Smanjen udio neutrofila �P�H�ÿ�X leukocitima 
krvi nakon primjene deplecijskog protutijela B. Smanjen ukupan broj neutrofila u krvi nakon 
primjene deplecijskog protutijela C. HE obojen preparat mjehura nakon �X�V�S�M�H�ã�Q�H deplecije 
neutrofila, vidljiva su tri ulkusa u urotelu (strelice). 

Kako bi se izbjegao problem �Q�H�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�J bojanja u ulkusima s imunohistokemijskim 
makerima te kako bi se napravila sveobuhvatna analiza �L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�L�P stanica u mjehuru, 
izolirane su stanice mjehura AB i B �P�L�ã�H�Y�D nakon dvotjednog tretmana te analizirane masenom 
citometrijom. Upotrijebljen je panel markera �ã�L�U�R�N�R�J spektra za sveobuhvatnu karakterizaciju 
�L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�L�K stanica u tkivu (Slika 29A). Uporabom tSNE algoritma za vizualizaciju i analizu 
visoko dimenzionalnih podatka, pokazano je da, od kori�ã�W�H�Q�L�K markera, �Q�D�M�Y�H�ü�X razliku �P�H�ÿ�X 
grupama pokazuju Siglec-F pozitivne stanice, (Siglec-F je molekula koja se �Q�D�M�þ�H�ã�ü�H nalazi na 
eozinofilima) (Slika 29B, C, D). �%�X�G�X�ü�L da je prethodnim imunohistokemijskim bojanjima 
pokazano da dominantne stanice u ulkusu nisu eozinofili te da su masenom citometrijom 
karakterizirane stanica iz �þ�L�W�D�Y�R�J tkiva, ne samo iz ulkusa, ostaje da se ova tema dodatno 
�S�U�R�X�þ�L�� No pak �P�R�å�H�P�R �U�H�ü�L da uklanjanjem bakterija antibiotskim tretmanom dovodimo do 
promjene dinamike upalnog odgovora i do �S�R�M�D�þ�D�Q�R�J nakupljanja Siglec-F granulocita koji 
�P�R�å�G�D dovode do �R�ã�W�H�ü�H�Q�M�D u urotela i ulkusa. 
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Slika 29. Karakterizacija �L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�L�K stanica u �P�R�N�U�D�ü�Q�R�P mjehuru masenom citometrijom. A. Tablica �N�R�U�L�ã�W�H�Q�L�K markera te �L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�H stanice koje ih 
�L�]�U�D�å�D�Y�D�M�X (A- aktivirane). B. Ekspresija promatranih markera u �S�R�M�H�G�L�Q�D�þ�Q�L�P uzorcima. C. Ekspresija markera nakon tSNE vizualizacije klastera. D. Razlike 
�L�]�P�H�ÿ�X AB i B uzoraka u tSNE klasterima �± samo AB uzorci imaju CD44+CD45+SiglecF+ klaster. 
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4.2.3 �,�]�U�D�å�D�M gena u �P�R�N�U�D�ü�Q�R�P mjehuru  nakon dvotjedne �L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W�L BBN-u 

RNA sekvenciranjem pokazano je da je ukupan transkriptom �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura 
�P�L�ã�H�Y�D na dvotjednom BBN tretmanu mijenja kada se �P�L�ã�H�Y�H dodatno tretira i s antibioticima. 
Za prag �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�V�W�L je uzeta dvostruka razlika u �L�]�U�D�å�D�M�X gena �L�]�P�H�ÿ�X grupa s FDR- 
korigiranom p-�Y�U�L�M�H�G�Q�R�ã�ü�X manjom od 0.01 te je �X�W�Y�U�ÿ�H�Q�R 70 �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�R �L�]�U�D�å�H�Q�L�K gena 
�L�]�P�H�ÿ�X dvije skupine �P�L�ã�H�Y�D (AB i B). Odnosno bilo je 15 gena sa smanjenim �L�]�U�D�å�D�M�H�P�� a 55 
s �S�R�Y�H�ü�D�Q�L�P �L�]�U�D�å�D�M�H�P u mjehurima AB �P�L�ã�H�Y�D u usporedbi s B �P�L�ã�H�Y�L�P�D (Slika 30). 
Najpromjenjeniji geni bili  su Ppp1r14d, regulatorna inhibitorna podjedinica protein fosfataze 
1 uk�O�M�X�þ�H�Q�H u razne procese u stanici poput metabolizma glikogena i kontrakcije �P�L�ã�L�ü�D�� te 
Xlr3a, X-vezan gen nedovoljno �L�V�W�U�D�å�H�Q�H funkcije, oba gena su imali 6 puta �Q�L�å�X ekspresiju u 
AB �P�L�ã�H�Y�D�� Geni s �Q�D�M�Y�H�ü�L�P �S�R�Y�H�ü�D�Q�M�H�P �L�]�U�D�å�D�M�D bili  su Igkv1-135 - imunoglobulinski kapa 
lagani lanac nepoznate funkcije (11 puta) te A2m - alfa 2 makroglobulin je inhibitor 
koagulacije krvi koji inhibira trombin (4 puta). 

Dobiveni podatci dalje su analizirani �S�R�P�R�ü�X alata Gene Ontology (GO) i �P�U�H�å�Q�R�J 
�V�X�þ�H�O�M�D GOrilla te su diferencijalno �L�]�U�D�å�H�Q�L geni sistematizirani prema �E�L�R�O�R�ã�N�L�P procesima i 
�V�W�D�Q�L�þ�Q�L�P komponentama. U tkivu mjehura AB �P�L�ã�H�Y�D �S�R�M�D�þ�D�Q�L su procesi organizacije 
kolagena i struktura �L�]�Y�D�Q�V�W�D�Q�L�þ�Q�R�J matriksa (Tablica 10), a nije bilo promjena u procesima 
povezanim s �L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�L�P odgovorom.  

Tablica 10. �%�L�R�O�R�ã�N�L procesi promijenjeni �X���$�%���P�L�ã�H�Y�D 

�%�L�R�O�R�ã�N�L proces 
Broj  gena 

�X�N�O�M�X�þ�H�Q�L�K u 
�E�L�R�O�R�ã�N�L proces 

Broj  gena 
promijenjene 

ekspresije 

�2�E�R�J�D�ü�H�Q�M�H 
genskog 
�L�]�U�D�å�Dja 

P-vrije -
dnost 

FDR 
p-vrijednost 

Organizacija kolagenskih 
vlakana (GO:0030199) 

11 3 89.3 9.59E-06 1.98E-02 

Organizacija 
�L�]�Y�D�Q�V�W�D�Q�L�þ�Q�R�J matriksa 
(GO:0030198) 

56 4 23.39 3.37E-05 3.48E-02 

Organizacija �Q�D�G�V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K 
struktura  (GO:0043062) 

63 4 20.79 5.21E-05 3.59E-02 
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Slika 30. Prikaz �U�D�]�O�L�þ�L�W�R �L�]�U�D�å�H�Q�L�K gena u tkivu �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura u AB i B �P�L�ã�H�Y�D na dvotjednom 
tretmanu. Prikazane su Z-vrijednosti (broj �R�þ�L�W�D�Q�M�D po uzorku nakon normalizacije). 
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4.2.4 Tumorski  stadij nakon dugotrajnog tretmana BBN-om 

�3�D�W�R�K�L�V�W�R�O�R�ã�N�R�P analizom �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura nakon duge �L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W�L BBN-u ispitana 
je prisutnost �S�U�H�G�Q�H�R�S�O�D�V�W�L�þ�Q�L�K (displazija) i �Q�H�R�S�O�D�V�W�L�þ�Q�L�K promjena u tkivu �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J 
mjehura. Tkivni preparati su svrstavani u �V�O�M�H�G�H�ü�H kategorije: uredno tkivo/reaktivna atipija, 
displazija, CIS, rana invazija u laminu propriju, kasna invazija (T1-T3) te invazivni urotelni 
karcinom s sarkomatoidnom diferencijacijom (Slika 31). Uzorci kod kojih su bile su prisutne 
samo degenerativne promjene i upalni infiltrat, no stanice su �]�D�G�U�å�D�Y�D�O�H uniformnost svrstavani 
su u kategoriju uredan/reaktivna atipija, dok je kod displazije bio �L�]�U�D�å�H�Q pleomorfizam, 
smanjena diferenciranost, hiperkromazija i natiskivanje jezgara, odnosno �R�E�L�O�M�H�å�M�D 
�S�U�H�G�Q�H�R�S�O�D�V�W�L�þ�Q�L�K promjena. Stadij carcinoma in situ ili  CIS karakterizirao je �L�]�U�D�å�H�Q 
pleomorfizam, hiperkromatske jezgre, mitoze u gornjim slojevima i diskohezivne stanice te je 
razlika �L�]�P�H�ÿ�X CIS-a i displazije u �V�O�X�þ�D�M�H�Y�L�P�D kad to nije bilo jasno iz drugih parametara, 
�S�R�W�Y�U�ÿ�L�Y�D�Q�D je Ki67 bojanjem, odnosno ispitivanjem proliferativne aktivnosti stanica po 
slojevima. Invazije su podijeljene u ranu i kasnu invaziju: rana invazija je �R�G�U�H�ÿ�H�Q�D kao pojava 
jedne ili  nekolicine stanica koje su �S�U�H�ã�O�H bazalnu membranu, dok se kasna invazija odnosi na 
sve ostale invazivne oblike karcinoma osim sarkomatoidne diferencijacije koja je izdvojena u 
zasebnu kategoriju. �8���V�O�X�þ�D�M�X���N�D�G�D���Q�L�M�H���E�L�O�R���M�D�V�Q�R���S�R�V�U�L�M�H�G�L���O�L���L�Q�Y�D�]�L�M�D���� �S�U�H�S�D�U�D�W�L���V�X���E�R�M�D�Q�L���V��
Krt5, urotelnim markerom kako bi se ispitalo prisustvo urotelnih stanica iza bazalne membrane. 
Od ostalih diferenciranih oblika, kod nekih invazivnih tumora �]�D�E�L�O�M�H�å�H�Q�D je pojava �S�O�R�þ�D�V�W�H 
diferencijacije u manjem dijelu tumorskog tkiva. Papilarni oblici (Ta) nisu �]�D�E�L�O�M�H�å�H�Q�L�� a 
�P�R�J�X�ü�D invazija u druge organe, limfne �þ�Y�R�U�R�Y�H nije ispitivana. 

Rezultati �S�D�W�R�K�L�V�W�R�O�R�ã�N�H analize �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura su pokazali �]�Q�D�þ�D�M�Q�R (p-
vrijednost=1.6*10-5, n=62) manju incidenciju tumora u �P�L�ã�H�Y�D koji su uz karcinogen BBN 
uzimali i antibiotike (AB �P�L�ã�H�Y�L���� �0�L�ã�H�Y�L grupe AB su imali manje uznapredovalu tumorsku 
bolest (stadij) u usporedbi s B �P�L�ã�H�Y�L�P�D (Slika 32). �9�H�ü�L�Q�D AB �P�L�ã�H�Y�D bila je u potpunosti bez 
tumorske bolesti (81%, n=26/32), dok je �Y�H�ü�L�Q�D B �P�L�ã�H�Y�D razvila �S�U�H�G�Q�H�R�S�O�D�V�W�L�þ�Q�H i 
�Q�H�R�S�O�D�V�W�L�þ�Q�H promijene u tkivu mjehura (86%, n=26/30). Invazivni tumori, najagresivniji tip 
tumora, su �S�U�R�Q�D�ÿ�H�Q�L kod 70% (n=26/30) B �P�L�ã�H�Y�D te u 15% (n=5/32) AB �P�L�ã�H�Y�D�� Sveukupno, 
smanjena je incidencija i razvoj agresivnih tipova tumora u �P�L�ã�H�Y�D kojima je antibioticima 
reducirana mikrobiota �ã�W�R sugerira �Y�D�å�Q�X ulogu mikrobiote u razvoju tih tumora. AB i B 
mjehuri nakon �]�D�Y�U�ã�H�Q�R�J tretmana mogli su se razlikovali se i bez mikroskopa, tj. mjehuri 
�P�L�ã�H�Y�D grupe AB su manji, �Y�H�O�L�þ�L�Q�R�P istovjetni zdravim mjehurima, dok su mjehuri B �P�L�ã�H�Y�D 
bili  vidljivo  v�H�ü�L (Slika 33). 
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Slika 31. �3�D�W�R�K�L�V�W�R�O�R�ã�N�H kategorije tkiva nakon dugotrajnog tretmana BBN-om. A, a. Uredan preparat 
netretiranog �P�L�ã�D (kontrolni uzorak), B, b. Uredan preparat, C,c. Reaktivna atipija, D,d. Displazija, E,e 
CIS (carcinoma in situ), F,f �3�R�þ�H�W�Q�D invazija tumora, G,g Invazivni tumor, H,h Invazinvni tumor sa 
sarkomatoidnom diferencijacijom.  

 

Slika 32. Broj �P�L�ã�H�Y�D AB i B skupine s �R�G�U�H�ÿ�H�Q�L�P tumorskim stadijem nakon dugotrajnog tretmana 
BBN-om. 
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Slika 33. A. Mase �P�R�N�U�D�ü�Q�L�K mjehura �P�L�ã�H�Y�D AB i B nakon dugotrajnog tretmana BBN-om. (srednja 
vrijednost ± SD) B Fotografije AB i B mjehura nakon dugotrajnog tretmana BBN-om. 

 

4.2.5 K�R�O�L�þ�L�Q�H prokarcinogena BBN-a i njegovog metabolita BCPN-a u urinu  i fecesu 
�P�L�ã�H�Y�D 

�%�X�G�X�ü�L da se BBN u tijelu �P�L�ã�D oksidira u karcinogeni BCPN koji se potom �L�]�O�X�þ�X�M�H 

urinom te uzrokuje tumore u �P�R�N�U�D�ü�Q�R�P mjehuru, zanimalo nas je �X�W�M�H�þ�H li  mikrobiota 
(odnosno redukcija mikrobioma nakon antibiotskog tretmana) na pretvorbu BBN-a u BPCN. 
�7�D�N�R�ÿ�H�U je �L�V�W�U�D�åen put �L�]�O�X�þ�L�Y�D�Q�M�D ta dva spoja iz organizma kako bi �S�U�R�W�X�P�D�þ�L�O�L �S�U�L�P�L�M�H�ü�H�Q�X 
razliku u karcinogenezi �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J mjehura. U tu je svrhu �P�L�ã�H�Y�L�P�D grupe AB i B analiziran 
urin i feces �L�]�O�X�þ�H�Q�H tijekom 24 sata, a nakon 3 tjedna i 6 tjedana BBN tretmana. �0�L�ã�H�Y�L�P�D je 
mjeren volumen popijene vode radi �L�]�U�D�þ�X�Q�D �N�R�O�L�þ�L�Q�H unesenog BBN-a. Uz to je jednoj skupini 
�P�L�ã�H�Y�D nakon 5 tjedana tretmana analiziran i serum. �.�R�O�L�þ�L�Q�H BBN-a i BCPN-a izmjerene su 
metodom �W�H�N�X�ü�L�Q�V�N�H kromatografije visoke djelotvornosti (engl. high perfomance liquid 
chromatography, HPLC). 

U urinu je izmjereno znatno �Y�L�ã�H BCPN-a (54.9 ± �����������J�� nego BBN-a (1.9 ± ���������J�� 
�ã�W�R �S�R�W�Y�U�ÿ�X�M�H da je BCPN glavni urinarni metabolit BBN-a, kao �ã�W�R se navodi u literaturi 
(108,125). Nadalje, izmjeren je od 3 puta (u 3. tjednu tretmana) do 8 puta (u 6. tjednu tretmana) 
�Y�H�üa �N�R�O�L�þ�L�Qa BCPN-a u urinu B �P�L�ã�H�Y�D nego AB �P�L�ã�H�Y�D (Slika 34A i B). �.�R�O�L�þ�L�Q�D BBN-a u 
urinu nije se �]�Q�D�þ�D�M�Q�R razlikovala �P�H�ÿ�X grupama. Volumen popijene vode (u kojoj je bio 
0.05% BBN) te volumen �L�]�O�X�þ�H�Q�R�J urina u 24 sata nije se razlikovao �P�H�ÿ�X grupama (Slika 
34D i E). U fecesu su detektirani BBN i BCPN i to u znatno manjim �N�R�O�L�þ�L�Q�D�P�D nego u urinu 
(BBN = 1.5 ± 1.7��g, a BCPN = 8.6 ± ���������J�� te se �N�R�O�L�þ�L�Q�H BBN-a i BCPN-a u fecesu nisu 
�]�Q�D�þ�D�M�Q�R razlikovale �P�H�ÿ�X grupama (Slika 34A). U serumu �P�L�ã�H�Y�D na 5 tjedana dugom 
tretmanu detektirane su male �N�R�O�L�þ�L�Q�H BCPN-a (0.50±0.65 ���J /mL seruma), a �N�R�O�L�þ�L�Q�D BBN-a 
je bila premala za detekciju (Slika 34C). Nadalje �N�R�O�L�þ�L�Q�H BCPN-a u serumu se nisu �]�Q�D�þ�D�M�Q�R 
razlikovale �L�]�P�H�ÿ�X grupa. 
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Slika 34. Mjerenje �N�R�O�L�þ�L�Q�D BBN-a i BCPN-a u �L�]�O�X�þ�L�Q�D�P�D i serumu �P�L�ã�H�Y�D�� A. �.�R�O�L�þ�L�Q�H BBN-a i 
BCPN-a u 24-satnom urinu i fecesu �P�L�ã�H�Y�D nakon tri tjedna tretmana BBN-om B. �.�R�O�L�þ�L�Q�H BCPN-a 
(karcinogenog metabolita BBN-a) u urinu �P�L�ã�H�Y�D nakon 6 tjedana tretmana BBN-om C. �.�R�O�L�þ�L�Q�H��
BCPN-�D���L�]�P�M�H�U�H�Q�H���X���V�H�U�X�P�X���P�L�ã�H�Y�D���Q�D�N�R�Q�������W�M�H�G�D�Q�D���W�U�H�W�P�D�Q�D���%�%�1-om. D Volumen urina prikupljenog 
u 24 sata u �P�H�W�D�E�R�O�L�þ�N�R�P kavezu E Volumen popijene vode s 0.05% BBN-a tijekom 24-satnog 
�X�]�R�U�N�R�Y�D�Q�M�D�� �L�]�O�X�þ�L�Q�D�� �X�� �P�H�W�D�E�R�O�L�þ�N�R�P�� �N�D�Y�H�]�X�� Prikazane su srednje vrijednosti sa standardnom 
�J�U�H�ã�N�R�P��  
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4.2.6 Testiranje sposobnosti mikrobiote za konverziju  BBN-a u BCPN 

Kako bi se ispitalo �P�R�å�H li  crijevna mikrobiota sama napraviti konverziju BBN-a u 
BCPN te doprinosi li  ta konverzija �Y�H�ü�R�M �N�R�O�L�þ�L�Q�L BCPN-a u �L�]�O�X�þ�H�Y�L�Q�D�P�D B �P�L�ã�H�Y�D�� proveden 
je ex vivo pokus inkubacije BBN-a sa �V�D�G�U�å�D�M�H�P crijeva uzetog od antibiotski tretiranih �P�L�ã�H�Y�D 
i njihovih kontrola nakon �þ�H�J�D je mjereno stvaranje BCPN-a. Pokazano je da �V�D�G�U�å�D�M crijeva 
izvan tijela �P�R�å�H konvertirati BBN u BCPN. Nadalje, �V�D�G�U�å�D�M crijeva �P�L�ã�H�Y�D tretiranih 2 tjedna 
i 4 tjedna antibioticima proizvodio je �]�Q�D�þ�D�M�Q�R manje BCPN-a od �V�D�G�U�å�D�M�D crijeva od kontrolnih 
�P�L�ã�H�Y�D (bez antibiotskog tretmana), a u uzorcima autoklaviranog (steriliziranog) crijevnog 
�V�D�G�U�å�D�M�D inkubiranog s BBN-om, nije detektiran BCPN (Slika 35A). �6�D�G�U�å�D�M crijeva je 
podijeljen na �V�D�G�U�å�D�M iz tankog crijeva, cekuma i debelog crijeva te je prona�ÿ�H�Q�R da je �Q�D�M�Y�L�ã�H 
BCPN-a stvarao �V�D�G�U�å�D�M tankog crijeva (Slika 35B). Potom je uzet �V�D�G�U�å�D�M iz tri dijela tankog 
crijeva, koji okvirno odgovaraju duodenumu (1), jejunumu (2) i ileumu (3) te je prona�ÿ�H�Q�R da 
sva tri uzorka stvaraju �V�O�L�þ�Q�H �N�R�O�L�þ�L�Q�H BCPN-a (Slika 35C). �%�X�G�X�ü�L da je konverzija bila �Q�D�M�M�D�þ�D 
s crijevnim �V�D�G�U�å�D�M�H�P iz tankog crijeva, izolirane su �S�R�M�H�G�L�Q�D�þ�Q�H bakterije iz tankog crijeva te 
testirane na sposobnost konverzije BBN-a u BCPN. Od pet dobivenih bakterijskih izolata iz 
tankog crijeva, dva su (Escherichia coli i Staphylococcus nepalensis) �Y�U�ã�L�O�D pretvorbu BBN-a 
u BCPN (Slika 35D). 

B�X�G�X�ü�L���G�D���M�H���N�R�Q�Y�H�U�]�L�M�D���%�%�1-�D���X���%�&�3�1���R�E�X�K�Y�D�ü�D���G�Y�L�M�H���R�N�V�L�G�D�W�L�Y�Q�H���U�H�D�N�F�L�M�H�����S�U�H�W�Y�R�U�E�X��
iz alkohola u aldehid, potom pretvorbu aldehida u karboksilnu kiselinu, proveden je ex vivo 
�W�H�V�W���L�Q�N�X�E�D�F�L�M�H���V�D�G�U�å�D�M�D���W�D�Q�N�R�J���F�U�L�M�H�Y�D���V���%�%�1-om u aerobnim i anaerobnim uvjetima. Pokazano 
je da bakterije konvertiraju BBN u BCPN samo u aerobnim uvjetima, jer je za reakciju 
konverzije potreban kisik (Slika 36A). Nadalje testirana je ova reakcija i u mikroaerobnim 
uvjetima, te su inkubirani bakterijski izolati koji su se pokazali sposobnim za konverziju (E. 
coli i S nepalensis) s BBN-om u mikroaerobnim i aerobnim uvjetima. Rezultati testa su 
�S�R�N�D�]�D�O�L���G�D���E�D�N�W�H�U�L�M�H���X���D�H�U�R�E�Q�L�P���X�Y�M�H�W�L�P�D���X���Y�H�ü�R�M���P�M�H�U�L���Y�U�ã�H���N�R�Q�Y�H�U�]�L�M�X���Q�H�J�R���X���P�L�N�U�R�D�H�U�R�E�Q�L�P��
uvjetima, odnosno da je konverzija BBN-�D���X���%�&�3�1���R�Y�L�V�Q�D���R���N�R�O�L�þ�L�Q�L���G�R�V�W�X�S�Q�R�J���N�L�V�L�N�D����Slika 
36B). 
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Slika 35. Testiranje sposobnosti crijevnog �V�D�G�U�å�D�M�D na konverziju BBN-a u BCPN prilikom ex vivo 
inkubacije. A. Usporedba potencijala stvaranja BCPN-a crijevnim �V�D�G�U�å�D�M�H�P �P�L�ã�H�Y�D tretiranih 
antibioticima, crijevnim �V�D�G�U�å�D�M�H�P �P�L�ã�H�Y�D bez tretmana antibioticima te kontrolnog �V�D�G�U�å�D�M�D crijeva 
steriliziranog autoklaviranjem. B. Usporedba potencijala stvaranja BCPN-a crijevnog �V�D�G�U�å�D�M�D uzetog 
iz tankog crijeva, te cekuma i debelog crijeva C. Usporedba potencijal konverzije BBN- u BCPN 
crijevnog �V�D�G�U�å�D�M�D uzetog iz 3 dijela tankog crijeva (1- duodenum, 2 �± jejunum, 3 �± ileum) D. Potencijal 
konverzije BBN-a u BCPN bakterijskih izolata iz tankog crijeva.  

 

Slika 36. Identifikacija i semi-kvantifikacija BBN i BCPN tankoslojnom kromatografijom. A. 
�6�D�G�U�å�D�M tankog crijeva inkubiran s BBN-om u aerobnim i anaerobnim uvjetima B. Usporedba S. 
nephalensis i E. coli sposobnosti za konverziju BBN-a u BCPN u aerobnim i mikroaerobnim uvjetima 



74 

 

RASPRAVA 

�0�L�N�U�R�E�L�R�W�D���X�W�M�H�þ�H���Q�D���P�Q�R�J�H���S�U�R�F�H�V�H���X���R�U�J�D�Q�L�]�P�X���G�R�P�D�ü�L�Q�D�����S�U�L�P�M�H�U�L�F�H���Q�D���S�U�R�E�D�Y�X�����U�D�G��
�L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�R�J�� �V�X�V�W�D�Y�D���� �S�R�Q�D�ã�D�Q�M�H���� �D�O�L�� �L�� �Q�D�� �S�R�M�D�Y�X�� �U�D�]�Q�L�K�� �E�R�O�H�V�W�L���� �0�L�N�U�R�E�L��dire�N�W�Q�R�� �X�W�M�H�þ�X na 
�R�E�O�L�å�Q�M�H���W�N�L�Y�R�����S�U�L�P�M�H�U�L�F�H���D�N�W�L�Y�L�U�D�M�X�ü�L���E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�H���U�H�F�H�S�W�R�U�H���L���P�R�G�X�O�L�U�D�M�X�ü�L���L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�L���R�G�J�R�Y�R�U����
�0�R�J�X�� �L�� �L�Q�G�L�U�H�N�W�Q�R�� �G�M�H�O�R�Y�D�W�L�� �Q�D�� �X�G�D�O�M�H�Q�H�� �R�U�J�D�Q�H���� �Q�D�� �S�U�L�P�M�H�U�� �V�W�Y�D�U�D�M�X�ü�L�� �P�H�W�D�E�R�O�L�W�H�� �N�R�M�L��
dospijevaju u krv, a iz krvi u razna tkiva, moduliraju�ü�L���Noncentracije endogenih molekula (npr. 
�K�R�U�P�R�Q�D���� �L�� �N�V�H�Q�R�E�L�R�W�L�N�D�� �L�O�L�� �S�D�N�� �S�R�W�L�þ�X�ü�L sistemsku upalu. Napredak metoda sekvenciranja 
�'�1�$���R�P�R�J�X�ü�L�R���M�H���P�D�S�L�U�D�Q�M�H���W�L�V�X�ü�D���E�D�N�W�H�U�L�M�D���N�R�M�H���å�L�Y�H���X���O�M�X�G�V�N�R�P���R�U�J�D�Q�L�]�P�X�����D�O�L���]�D���R�W�N�U�L�Y�D�Q�M�H��
�Q�D�þ�L�Q�D���Q�D���N�R�M�L���P�L�N�U�R�R�U�J�D�Q�L�]�P�L���G�M�Hluju �Q�D���G�R�P�D�ü�L�Q�D���S�R�W�U�H�E�Q�D���V�X���]�Q�D�W�Q�R���V�O�R�å�H�Q�L�M�D���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���L��
�N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H�� �O�D�E�R�U�D�W�R�U�L�M�V�N�L�K�� �å�L�Y�R�W�L�Q�M�D���� �5�D�]�O�L�þ�L�W�H�� �V�H�� �V�W�U�D�W�H�J�L�M�H�� �N�R�U�L�V�W�H�� �]�D�� �R�W�N�U�L�Y�D�Q�M�H�� �L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�D�� �L��
�P�H�K�D�Q�L�]�D�P�D�� �N�R�M�L�P�D�� �P�L�N�U�R�E�L�� �X�W�M�H�þ�X�� �Q�D�� �G�R�P�D�ü�L�Q�D���� �7�D�N�R�� �P�R�å�H�P�R�� �Y�L�G�M�H�W�L�� �N�D�N�R�� �X�N�O�D�Q�M�D�Q�M�H��
mikrobiote utje�þ�H�� �Qa pr�R�P�D�W�U�D�Q�L�� �S�U�R�F�H�V�� �X�� �R�U�J�D�Q�L�]�P�X�� �X�V�S�R�U�H�G�E�R�P�� �å�L�Y�R�W�L�Q�M�D�� �Q�D�V�H�O�M�H�Q�L�K��
�P�L�N�U�R�E�L�P�D�� �V�D�� �V�W�H�U�L�O�Q�L�P�� ���D�N�V�H�Q�L�þ�Q�L�P���� �å�L�Y�R�W�L�Q�M�D�� �L�O�L�� �V�D�� �å�L�Y�R�W�L�Q�M�D�� �N�R�M�L�P�D�� �M�H�� �D�Q�W�L�E�L�R�W�L�F�L�P�D��
�U�H�G�X�F�L�U�D�Q�D���P�L�N�U�R�E�L�R�W�D�����8���R�Y�R�M���G�L�V�H�U�W�D�F�L�M�L���V�X���G�L�V�H�U�W�D�F�L�M�L���N�R�U�L�ã�W�H�Q�H���W�D�N�Y�H���V�W�U�D�W�H�J�L�M�H���G�D���L�V�W�U�D�å�L�P�R��
utjecaj �P�L�N�U�R�E�L�R�W�H�� �Q�D�� �P�R�N�U�D�ü�Q�L�� �P�M�H�K�X�U�� �W�H�� �Q�D�� �U�D�]�Y�R�M�� �W�X�P�R�U�D�� �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J�� �P�M�H�K�X�U�D���� �0�H�W�R�G�R�P��
RNA sekvenciranja uspore�ÿ�H�Q�� �M�H���X�N�X�S�Q�L�� �W�U�D�Q�V�N�U�L�S�W�R�P�� �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J�� �P�M�H�K�X�U�D�� �P�L�ã�H�Y�D�� �E�H�]��
�P�L�N�U�R�E�L�R�P�D�� ���D�N�V�H�Q�L�þ�Q�L�K���� �L�� �R�Q�L�K�� �V�D�� �V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�L�P���� �´�Q�R�U�P�D�O�Q�L�P�´���� �P�L�N�U�R�E�L�R�P�R�P�� ���6�3�)��- 
mikrobiom bez patoge�Q�D������ �1�D�G�D�O�M�H���� �N�D�N�R�� �E�L�� �V�H�� �L�V�W�U�D�å�L�R�� �X�W�M�H�F�D�M�� �P�L�N�U�R�E�L�R�W�H�� �Q�D�� �U�D�]�Y�R�M�� �W�X�P�R�U�D��
�P�R�N�U�D�ü�Q�R�J�� �P�M�H�K�X�U�D���� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�� �M�H�� �%�%�1�� �P�R�G�H�O�� �]�D�� �L�Q�G�X�F�L�U�D�Q�M�H�� �N�D�U�F�L�Q�R�J�H�Q�H�]�H�� �X�� �P�R�N�U�D�ü�Q�R�P��
�P�M�H�K�X�U�X�� �P�L�ã�H�Y�D�� �V�D�� �V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�R�P�� �P�L�N�U�R�E�L�R�W�R�P�� �L�� �R�Q�L�K�� �N�R�M�L�P�D�� �M�H�� �U�H�G�X�F�L�U�D�Q�D�� �P�L�N�U�R�E�L�R�W�D��
antibioticima. BBN je n�D�M�þ�H�ã�ü�H���N�R�U�L�ã�W�H�Q�L���P�R�G�H�O���]�D���L�Q�G�X�F�L�U�D�Q�M�H���W�X�P�R�U�D���P�R�N�U�D�ü�Q�R�J���P�M�H�K�X�U�D���X��
�O�D�E�R�U�D�W�R�U�L�M�V�N�L�P���å�L�Y�R�W�L�Q�M�D�P�D�����D���W�X�P�R�U�L���N�R�M�H���L�]�D�]�L�Y�D���V�X���S�R���K�L�V�W�R�O�R�ã�N�L�K���L���P�X�W�D�F�L�M�V�N�L�P���R�V�R�E�L�Q�D�P�D��
�Q�D�O�L�N���Q�D���L�Q�Y�D�]�L�Y�Q�H���W�X�P�R�U�H���P�R�N�U�D�ü�Q�R�J���P�M�H�K�X�U�D���þ�R�Y�M�H�N�D���� 

�����������8�W�M�H�F�D�M���P�L�N�U�R�E�L�R�W�H���Q�D���P�R�N�U�D�ü�Q�L���P�M�Hhur 

�5�H�]�X�O�W�D�W�L���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���Q�D�� �D�N�V�H�Q�L�þ�Q�L�P�����*�)���� �L�� �6�3�)�� �å�L�Y�R�W�L�Q�M�D�P�D���S�R�N�D�]�X�M�X���G�D���P�L�N�U�R�E�L�R�W�D��
�X�W�M�H�þ�H���Q�D���L�]�U�D�å�D�M���J�H�Q�D���X���P�R�N�U�D�ü�Q�R�P���P�M�H�K�X�U�X���N�D�R���L���Q�D���P�D�V�X���W�H���Y�H�O�L�þ�L�Q�X���P�R�N�U�D�ü�Q�R�J���P�M�H�K�X�U�D����
�0�R�N�U�D�ü�Q�L���P�M�H�K�X�U���D�N�V�H�Q�L�þ�Q�L�K���P�L�ã�H�Y�D���X���S�U�R�V�M�H�N�X���M�H�����������O�D�N�ã�L���R�G���P�R�N�U�D�ü�Q�R�J���P�M�H�K�X�U�D���å�Lvotinja 
�X�]�J�D�M�D�Q�L�K���X���V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�L�P�����6�3�)�����X�Y�M�H�W�L�P�D�����5�H�]�X�O�W�D�W���M�H���G�R�E�L�Y�H�Q���S�U�R�X�þ�D�Y�D�Q�M�H�P���*�)���L���6�3�)���P�L�ã�H�Y�D��
�L�]�� �G�Y�L�M�H�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�H�� �å�L�Y�R�W�L�Q�M�V�N�H�� �Q�D�V�W�D�P�E�H�� �L�� �G�Y�D�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�D�� �S�R�G�V�R�M�D�� ���%���1�� �L�� �%���-���� �O�D�E�R�U�D�W�R�U�L�M�V�N�L�K��
�P�L�ã�H�Y�D�� �V�R�M�D�� �&�����%�/�������� �,�D�N�R�� �V�X�� �S�R�]�Q�D�W�H�� �Q�H�N�H�� �U�D�]�O�L�N�H�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �D�N�V�H�Q�L�þ�Q�L�K i konvencionalnih 
�å�L�Y�R�W�L�Q�M�D���S�R�S�X�W���W�R�J�D���G�D���D�N�V�H�Q�L�þ�Q�H���å�L�Y�R�W�L�Q�M�H���L�P�D�M�X���P�D�Q�M�H���P�D�V�Q�R�J���W�N�L�Y�D���L�O�L���S�D�N���X�Y�H�ü�D�Q���F�H�N�X�P����
�R�Y�R�� �M�H�� �S�U�Y�R�� �L�]�Y�M�H�ã�ü�H�� �R�� �V�P�D�Q�M�H�Q�R�M�� �P�D�V�L�� �L�� �Y�H�O�L�þ�L�Q�L�� �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J�� �P�M�H�K�X�U�D�� �X�� �*�)�� �P�L�ã�H�Y�D���� �,�S�D�N����
�S�D�W�R�K�L�V�W�R�O�R�ã�N�D���D�Q�D�O�L�]�D���X�]�R�U�D�N�D���W�N�L�Y�D���Q�L�M�H���R�W�N�U�L�O�D���Q�L�N�D�N�Y�H���V�Wrukt�X�U�Q�H���U�D�]�O�L�N�H���X���W�N�L�Y�X���P�R�N�U�D�ü�Q�R�J��
�P�M�H�K�X�U�D���L�]�P�H�ÿ�X���P�M�H�K�X�U�D���*�)���L���6�3�)���P�L�ã�H�Y�D��  

�'�D�� �E�L�� �R�W�N�U�L�O�L�� �P�R�J�X�ü�H�� �U�D�]�O�R�J�H�� �V�P�D�Q�M�H�Q�H�� �P�D�V�H�� �L�� �Y�H�O�L�þ�L�Q�H�� �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J�� �P�M�H�K�X�U�D�� �N�R�G�� �*�)��
�P�L�ã�H�Y�D���� �D�Q�D�O�L�]�L�U�Dna je ekspresija gena �]�D�� �N�R�M�H�� �M�H�� �S�R�]�Q�D�W�R�� �V�X�� �Y�D�å�Q�L�� �X�� �U�D�]�Y�R�M�X�� �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J��
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mjehura. Pretpostavljeno je �G�D�� �L�]�R�V�W�D�Q�D�N�� �P�L�N�U�R�E�L�R�W�H�� �W�L�M�H�N�R�P�� �H�P�E�U�L�R�Q�D�O�Q�R�J�� �U�D�V�W�D�� �P�R�å�H��
�U�H�]�X�O�W�L�U�D�W�L�� �V�P�D�Q�M�H�Q�R�P�� �P�D�V�R�P�� �L�� �Y�H�O�L�þ�L�Q�R�P�� �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J�� �P�M�H�K�X�U�D���� �0�H�ÿ�X�� �V�Y�L�P�� �J�H�Q�L�P�D�� �N�R�M�L�� �V�X��
�X�N�O�M�X�þ�H�Q�L�� �X�� �H�P�E�U�L�R�Q�D�O�Q�L�� �U�D�]�Y�R�M�� �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J�� �P�M�H�K�X�U�D�� �V�D�P�R�� �M�H�� �J�H�Q�� �N�R�M�L�� �N�R�G�L�U�D�� �9�H�U�L�V�F�D�Q����
proteoglikan u izvansta�Q�L�þ�Q�R�P�� �P�D�W�U�L�N�V�X���� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�� �V�P�D�Q�M�H�Q���� �%�X�G�X�ü�L�� �G�D�� �M�H�� �9�H�U�V�L�F�D�Q�� �S�R�Y�H�]�D�Q��
�V�D�P�R�� �V�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�L�P�� �S�R�U�H�P�H�ü�D�M�H�P�� �R�N�D���� �Y�L�W�U�R�U�H�W�L�Q�R�S�D�W�L�M�R�P���� �N�R�M�D�� �Q�L�M�H�� �S�U�L�V�X�W�Q�D�� �X�� �*�)�� �P�L�ã�H�Y�D����
�Q�D�M�Y�M�H�U�R�M�D�W�Q�L�M�H���Q�L�M�H���R�G�J�R�Y�R�U�D�Q���]�D���X�R�þ�H�Q�R���V�P�D�Q�M�H�Q�M�H���P�D�V�H���L���Y�H�O�L�þ�L�Q�H���P�R�N�U�D�ü�Q�R�J���P�M�H�K�X�U�D�����'�D���E�L 
se potvrdilo �G�D�� �V�P�D�Q�M�H�Q�D�� �P�D�V�D�� �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J�� �P�M�H�K�X�U�D�� �Q�L�M�H�� �U�D�]�Y�R�M�Q�D�� �D�Q�R�P�D�O�L�M�D�� �X�Y�M�H�W�R�Y�D�Q�D��
mikrobiotom, provjereno je �M�H�� �O�L�� �P�R�J�X�ü�H�� �L�Q�G�X�F�L�U�D�W�L�� �W�D�N�Y�X�� �S�U�R�P�M�H�Q�X�� �X�� �P�L�ã�H�Y�D�� �L�]�O�R�å�H�Q�L�K��
standardnoj mikrobioti. U tom cilju je reducirana je mikrobiota �P�L�ã�H�Y�L�P�D�� �X�]�J�D�M�D�Q�Lh u SPF 
uvjetima pri�P�M�H�Q�R�P���S�H�W���D�Q�W�L�E�L�R�W�L�N�D���ã�L�U�R�N�R�J���V�S�H�N�W�U�D�����1�D�N�R�Q���U�H�G�X�N�F�L�M�H���P�L�N�U�R�E�L�R�W�H���D�Q�W�L�E�L�R�W�L�F�L�P�D��
ponovno je �X�R�þeno �V�P�D�Q�M�H�Q�M�H�� �P�D�V�H�� �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J�� �P�M�H�K�X�U�D���� �7�R�� �S�R�N�D�]�X�M�H�� �G�D�� �V�P�D�Q�M�H�Q�M�H�� �P�D�V�H��
�P�R�N�U�D�ü�Q�R�J���P�M�H�K�X�U�D���Q�L�M�H���U�D�]�Y�R�M�Q�R���R�G�U�H�ÿ�H�Q�R�����Y�H�ü���S�U�L�O�D�J�R�G�Ojiva promjena mjehura kao odgovor 
na odsutnost mikrobiote ili njezinih proizvoda. Da bi se �X�R�þ�L�Oe razlike u sastavu stanica koje 
�þ�L�Q�H�� �W�N�L�Y�R�� �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J�� �P�M�H�K�X�U�D���� �X�V�S�R�U�H�ÿ�L�Y�Dna je ekspresija genskih markera za sve tipove 
�V�W�D�Q�L�F�D���P�R�N�U�D�ü�Q�R�J���P�M�H�K�X�U�D�����D�O�L��nisu pron�D�ÿ�H�Q�H �]�Q�D�þ�D�M�Q�H���S�U�R�P�M�H�Q�H�����3�R�]�Q�D�W�R���M�H���G�D mikrobiota 
�N�R�Q�W�U�R�O�L�U�D���Y�H�O�L�þ�L�Q�X���P�L�ã�L�ü�D���W�H���G�D���D�N�V�H�Q�L�þ�Q�L���P�L�ã�H�Y�L���L�P�D�M�X���P�D�Q�M�X���P�L�ã�L�ü�Q�X���P�D�V�X��(126)�����%�X�G�X�ü�L��da 
�P�L�ã�L�ü���þ�L�Q�L���]�Q�D�W�D�Q���G�L�R���P�D�V�H���P�R�N�U�D�ü�Q�R�J���P�M�H�K�X�U�D�����S�U�R�Y�M�H�Uena je ekspresija gena koji kontroliraju 
�Y�H�O�L�þ�L�Q�X���P�L�ã�L�ü�D���N�D�N�R��bi se vidjelo postoji li smanjenje njegove ekspresije koje bi moglo biti 
povezano s redukcijom mase �P�M�H�K�X�U�D�����0�H�ÿ�X�W�L�P����nisu prona�ÿeni �U�D�]�O�L�þ�L�W�R���L�]�U�D�å�H�Qi geni koji bi 
�R�E�M�D�V�Q�L�O�L�� �X�R�þ�H�Q�H�� �U�D�]�O�L�N�H���� �'�U�X�J�R�� �R�E�M�D�ã�Q�M�H�Q�M�H�� �U�D�]�O�L�N�H�� �X�� �P�D�V�L�� �P�R�å�H�� �E�L�W�L�� �U�D�]�O�L�N�D�� �X�� �V�D�V�W�D�Y�X��
�L�]�Y�D�Q�V�W�D�Q�L�þ�Q�R�J�� �P�D�W�U�L�N�V�D�� ���9�6�0������ �M�R�ã�� �M�H�G�Q�H�� �N�R�P�S�R�Q�H�Q�W�H�� �W�N�L�Y�D�� �N�R�M�D�� �þ�L�Q�L�� �]�Q�D�þ�D�M�D�Q�� �G�L�R�� �P�D�V�H��
mjehura. Kumulativna ekspresija grupe gena uklj�X�þ�H�Q�L�K�� �X�� �9�6�0�� �S�R�S�X�W�� �J�H�Q�D�� �]�D�� �N�R�O�D�J�H�Qe, 
tenascine i laminine �E�L�O�D���M�H���V�P�D�Q�M�H�Q�D���X���*�)�� �P�L�ã�H�Y�L�P�D���� �D���H�Q�]�L�P���N�R�M�L���U�D�]�J�U�D�ÿ�X�M�H���L�]�Y�D�Q�V�W�D�Q�L�þ�Q�L��
�P�D�W�U�L�N�V���0�P�S�������M�H���L�P�D�R���Y�H�ü�L���J�H�Q�V�N�L���L�]�U�D�å�D�M�����0�R�å�G�D���S�U�R�P�M�H�Q�H���X���V�D�V�W�D�Y�X���L���N�R�O�L�þ�L�Q�L���Q�D�Y�H�G�H�Q�L�K��
proteina i�]�Y�D�Q�V�W�D�Q�L�þ�Q�H���W�Y�D�U�L���G�R�Y�R�G�H���G�R���S�R�U�H�P�H�ü�D�M�D���X���J�U�D�ÿ�L���P�M�H�K�X�U�D���N�R�M�L���X�W�M�H�þ�X���Q�D���X�N�X�S�Q�X���P�D�V�X��
�W�N�L�Y�D���� �.�R�Q�D�þ�Q�R���� �P�R�J�X�ü�H�� �M�H�� �G�D�� �E�L�� �U�D�]�O�L�N�D�� �X�� �P�D�V�L�� �P�R�J�O�D�� �E�L�W�L�� �L�� �]�E�R�J�� �S�U�R�P�M�H�Q�D�� �Q�D��
�S�R�V�W�W�U�D�Q�V�N�U�L�S�F�L�M�V�N�R�M���U�D�]�L�Q�L�����N�R�M�H���Q�H���P�R�å�H�P�R���R�E�M�D�V�Q�L�W�L���V�D�P�R���S�U�R�X�þ�D�Y�D�M�X�ü�L���W�U�D�Q�V�N�U�L�S�W�R�P��(127). 
�,�P�D�M�X�ü�L �X���Y�L�G�X���G�D���F�M�H�O�R�N�X�S�Q�D���K�L�V�W�R�O�R�J�L�M�D���P�R�N�U�D�ü�Q�R�J���P�M�H�K�X�U�D���Q�L�M�H���S�U�R�P�L�M�H�Q�M�H�Q�D���N�R�G���*�)���P�L�ã�H�Y�D����
�U�D�]�X�P�Q�R�� �M�H�� �S�U�H�W�S�R�V�W�D�Y�L�W�L�� �G�D�� �V�X�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�H�� �N�R�P�S�R�Q�H�Q�W�H�� �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J�� �P�M�H�K�X�U�D�� �S�U�R�S�R�U�F�L�R�Q�D�O�Q�R��
�V�P�D�Q�M�H�Q�H�� �X�þ�L�Q�N�R�P�� �V�O�R�å�H�Q�H�� �U�H�J�X�O�D�W�R�U�Q�H�� �P�U�H�å�H���� �N�R�Q�W�U�R�O�L�U�D�Q�H���P�L�N�U�R�E�L�R�W�R�P���� �X�� �þ�H�P�X�� �E�L�� �J�H�Q�L��
i�]�Y�D�Q�V�W�D�Q�L�þ�Q�R�J���P�D�W�U�L�N�V�D���P�R�J�O�L���L�P�D�W�L���Y�R�G�H�ü�X���X�O�R�J�X����Opisan vrlo zanimljiv fenotip, no razlog 
�Q�M�H�J�R�Y�R�J���Q�D�V�W�D�Q�N�D���S�U�D�Y�L���X�]�U�R�N���V�P�D�Q�M�H�Q�M�D���P�D�V�H���P�R�N�U�D�ü�Q�R�J���P�M�H�K�X�U�D���]�E�R�J���S�U�R�P�M�H�Q�H���P�L�N�U�R�E�L�R�W�H��
treba rasvijetliti dodatnim pokusima. 

�,�]�U�D�å�D�M���J�H�Q�D���F�L�U�N�D�G�L�M�D�Q�R�J���U�L�W�P�D���S�U�R�P�L�M�H�Q�M�H�Q���M�H���X���P�M�H�K�X�U�L�P�D���*�)���P�L�ã�H�Y�D���ã�W�R���M�H���X���V�Nladu 
�V�� �Q�H�N�R�O�L�N�R�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� �N�R�M�D�� �S�R�N�D�]�X�M�X�� �G�D�� �F�U�L�M�H�Y�Q�D�� �P�L�N�U�R�E�L�R�W�D�� �U�H�J�X�O�L�U�D�� �F�L�U�N�D�G�L�M�D�Q�L�� �U�L�W�D�P��
�G�R�P�D�ü�L�Q�D��(128). Cirkadijane oscilacije su promijenjene �X�� �D�N�V�H�Q�L�þ�Q�L�K�� �P�L�ã�H�Y�D�� �L�� �X�� �P�L�ã�H�Y�D�� �V��
antibiotski reduciranim mikrobiomom. Ova �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���V�X���S�R�N�D�]�D�O�D���G�D���V�X���J�H�Q�L���F�L�U�N�D�G�L�M�D�Q�R�J��
�U�L�W�P�D�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�� �V�Q�L�å�H�Q�L�� �X�� �P�M�H�K�X�U�L�P�D�� �D�N�V�H�Q�L�þ�Q�L�K�� �P�L�ã�H�Y�D���� �G�R�N�� �M�H�� �1�I�L�O������ �Q�H�J�D�W�L�Y�Q�L�� �U�H�J�X�O�D�W�R�U��
�W�U�D�Q�V�N�U�L�S�F�L�M�H���W�L�K���J�H�Q�D�����L�P�D�R���S�R�M�D�þ�D�Q���L�]�U�D�å�D�M�����0�L�ã�H�Y�L���E�H�]���J�H�Q�D���]�D���3�H�U�����L���3�H�U�������W�D�N�R�]�Y�D�Q�L��knock-
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out �P�L�ã�H�Y�L���� �L�P�D�M�X�� �D�U�L�W�P�L�þ�N�L�� �U�D�V�S�R�U�H�G�� �P�R�N�U�H�Q�M�D�� �ã�W�R�� �S�R�N�D�]�X�M�H�� �G�D�� �W�L�� �J�H�Q�L�� �N�R�Q�W�U�R�O�L�U�D�M�X�� �R�E�U�D�]�D�F��
mokrenja (129). Ovi �U�H�]�X�O�W�D�W�L�� �S�R�N�D�]�X�M�X�� �G�D�� �P�L�N�U�R�E�L�R�W�D�� �X�W�M�H�þ�H�� �Q�D�� �F�L�U�N�D�G�L�M�D�Q�L�� �L�]�U�D�å�D�M�� �J�H�Q�D�� �X��
�P�R�N�U�D�ü�Q�R�P�� �P�M�H�K�X�U�X�� �ã�W�R�� �V�X�J�H�U�L�U�D���G�D�� �P�L�N�U�R�E�L�R�W�D�� �X�W�M�H�þ�H�� �L�� �Q�D�� �G�Q�H�Y�Q�R-�Q�R�ü�Q�L�� �U�L�W�D�P�� �S�U�D�å�Q�M�H�Q�M�H��
�P�R�N�U�D�ü�Q�R�J�� �P�M�H�K�X�U�D���� �1�H�N�R�O�L�N�R�� �J�H�Q�D�� �N�R�M�L�� �V�X�� �X�N�O�M�X�þ�H�Q�L�� �X�� �U�D�G�� �Q�H�X�U�R�Q�D�� �L�P�D�O�R�� �M�H�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�X��
ekspresiju u mo�N�U�D�ü�Q�R�P���P�M�H�K�X�U�X���*�)���P�L�ã�H�Y�D�����3�R�]�Q�D�W�R���M�H���G�D���P�L�N�U�R�E�L�R�W�D���F�U�L�M�H�Y�D���P�R�å�H���X�W�M�H�F�D�W�L��
�Q�D�� �U�D�]�Y�R�M�� �L�� �I�X�Q�N�F�L�M�X�� �å�L�Y�þ�D�Q�R�J�� �V�X�V�W�D�Y�D�� �R�V�O�R�E�D�ÿ�D�Q�M�H�P�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �P�H�W�D�E�R�O�L�W�D�� �L�� �P�R�G�X�O�D�F�L�M�R�P��
�L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D��(130)���� �6�L�P�S�D�W�L�þ�N�L�� �L�� �S�D�U�D�V�L�P�S�D�W�L�þ�N�L�� �å�L�Y�F�L�� �N�R�M�L�� �N�R�Q�W�U�R�O�L�U�D�M�X�� �P�L�ã�L�ü�H��
�P�R�N�U�D�ü�Q�R�J�� �P�M�H�K�X�U�D�� �S�U�L�O�L�N�R�P�� �Q�D�N�X�S�O�M�D�Q�M�D�� �L eliminacije urina �N�R�Q�W�U�R�O�L�U�D�Q�L�� �V�X�� �N�R�O�L�Q�H�U�J�L�þ�N�L�P��
nikotinskim receptorima (49). Geni koji kodiraju podjedinice tih receptora, kao i za enzime 
�N�R�M�L���V�X�G�M�H�O�X�M�X���X���V�L�Q�W�H�]�L���L���L�]�O�X�þ�L�Y�D�Q�M�X���D�F�H�W�L�O�N�R�O�L�Q�D�� �L�P�D�M�X���S�R�Y�H�ü�D�Q�X���H�N�V�S�U�H�V�L�M�X���X���*�)���P�M�H�K�X�U�L�P�D����
�2�Y�H���S�U�R�P�M�H�Q�H�����]�D�M�H�G�Q�R���V���S�U�L�P�L�M�H�ü�H�Q�L�P���S�U�R�P�M�H�Q�D�P�D���J�H�Q�D���F�L�U�N�Ddijanog ritma, mogu objasniti 
cirkadijani obrazac mokrenja.  

�3�U�R�X�þ�D�Y�D�Q�M�H�� �L�]�U�D�å�D�M�D�� �J�H�Q�D�� �R�W�N�U�L�O�D�� �M�H�� �M�R�ã�� �Q�H�N�H�� �]�D�Q�L�P�O�M�L�Y�H�� �þ�L�Q�M�H�Q�L�F�H���� �9�H�]�D�� �L�]�P�H�ÿ�X��
mikrobiote i i�]�U�D�å�D�M�D�� �0�8�3�� ���R�G�� �H�Q�J�O����major urinary proteins) proteina (koji ne postoje u 
�þ�R�Y�M�H�N�D�����G�R�N���V�X���X���P�L�ã�D��dominantni proteini u urinu), prethodno je opisana (131). MUP proteini 
djeluju kao prijenosnici feromona koji su odgovorni za urinarni miris. Proizvode se uglavnom 
�X�� �M�H�W�U�L���� �D�� �Q�M�L�K�R�Y�D�� �S�U�R�L�]�Y�R�G�Q�M�D�� �M�H�� �V�P�D�Q�M�H�Q�D�� �X�� �P�L�ã�H�Y�L�P�D�� �E�H�]�� �P�L�N�U�R�E�L�R�W�H (132). U ovom 
�L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�X���R�W�N�U�Lveno je �G�D���V�X���J�H�Q�L���0�X�S�����L���0�X�S���������S�U�H�G�Y�L�ÿ�H�Q�L���J�H�Q���*�P���������������E�L�O�L���S�U�H�N�R�P�M�H�U�Q�R��
�L�]�U�D�å�H�Q�L���X���P�M�H�K�X�U�L�P�D���D�N�V�H�Q�L�þ�Q�L�K���P�L�ã�H�Y�D���ã�W�R���E�L���P�R�J�D�R���E�L�W�L���P�H�K�D�Q�L�]�D�P���N�R�P�S�H�Q�]�D�F�L�M�H���]�D���Q�M�L�K�R�Y�X��
smanjenu ekspresiju u jetri. Drugi zanimljiv nalaz bila je aktiv�D�F�L�M�D�� �H�N�V�S�U�H�V�L�M�H�� �ã�H�V�W�� �J�H�Q�D��
�L�P�X�Q�R�J�O�R�E�X�O�L�Q�V�N�L�K�� �O�D�Q�D�F�D�� �X�� �P�M�H�K�X�U�L�P�D�� �D�N�V�H�Q�L�þ�Q�L�K�� �P�L�ã�H�Y�D���� �7�R�� �E�L�� �P�R�J�O�R�� �E�L�W�L�� �S�R�V�O�M�H�G�L�F�D��
�þ�L�Q�M�H�Q�L�F�H���G�D���V�X �R�Y�L���P�L�ã�H�Y�L���L�P�D�M�X���S�R�Y�H�ü�D�Q�X���N�R�ã�W�D�Q�X���P�D�V�X���L���N�R�ã�W�D�Q�X���V�U�å�����W�M�����S�R�Y�H�ü�D�Q���U�H�]�H�U�Y�R�D�U��
plazma stanice koje stvaraju imunoglobuline (133). Nekoliko genskih biljega za B stanice ima 
�S�R�Y�H�ü�D�Q�X���H�N�V�S�U�H�V�L�M�X���X���D�N�V�H�Q�L�þ�Q�L�P���P�M�H�K�X�U�L�P�D�����D�O�L���Q�H���]�Q�D�þ�D�M�Q�R�����3�R�U�H�G���S�O�D�]�P�D���V�W�D�Q�L�F�D���N�R�ã�W�D�Q�H��
�V�U�å�L�����Q�H�N�H���H�S�L�W�H�O�Q�H���V�W�D�Q�L�F�H���L���V�W�D�Q�L�F�H���W�X�P�R�U�D���W�D�N�R�ÿ�H�U���P�R�J�X���S�U�R�L�]�Y�R�G�L�W�L���J�H�Q�H���L�Punoglobulinskih 
lanaca (134). Nije poznato mogu li zdrave urotelne stanice stvarati imunoglobulinske lance i 
kakva bi bila njihova funkcija u mjehuru.  

�5�H�]�X�O�W�D�W�L���R�Y�R�J���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���G�R�G�D�W�Q�R���Q�D�J�O�D�ã�D�Y�D�M�X���Y�D�å�D�Q���X�þ�L�Q�D�N���P�L�N�U�R�E�L�R�W�H���Q�D���R�U�J�D�Q�L�]�D�P��
�G�R�P�D�ü�L�Q�D���� �%�X�G�X�ü�L�� �G�D�� �V�X�� �D�N�V�H�Q�L�þ�Q�L�� �P�L�ã�H�Y�L�� �O�L�ã�H�Q�L�� �P�L�N�U�R�E�L�R�W�H�� �F�U�L�M�H�Y�D�� �L�� �P�M�H�K�X�U�D���� �X��ovim je 
rezultati�P�D�� �Q�H�P�R�J�X�ü�H�� �U�D�]�O�L�N�R�Y�D�W�L�� �X�þ�L�Q�D�N�� �P�L�N�U�R�E�L�R�W�H�� �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J�� �P�M�H�K�X�U�D�� �R�G�� �P�L�N�U�R�E�L�R�W�H��
�F�U�L�M�H�Y�D���� �0�H�ÿ�X�W�L�P���� �S�R�N�D�]�D�Q�R���M�H���G�D���X�N�O�D�Q�M�D�Q�M�H���V�Y�L�K���P�L�N�U�R�E�L�R�W�D���L�]���W�L�M�H�O�D���P�L�M�H�Q�M�D���L�]�U�D�å�D�M���J�H�Q�D���X��
�P�R�N�U�D�ü�Q�R�P�� �P�M�H�K�X�U�X�� �L���� �]�D�þ�X�G�R���� �X�W�M�H�þ�H�� �Q�D�� �P�D�V�X�� �L�� �Y�H�O�L�þ�L�Q�X�� �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J�� �P�M�H�K�X�U�D���� �.�D�N�R�� �E�L�� �V�H��
razj�D�V�Q�L�O�L�� �P�H�K�D�Q�L�]�P�L�� �L�� �I�L�]�L�R�O�R�ã�N�D�� �Y�D�å�Q�R�V�W�� �X�R�þ�H�Q�L�K�� �W�U�D�Q�V�N�U�L�S�F�L�M�V�N�L�K�� �S�U�R�P�M�H�Q�D�� �L�� �S�U�R�P�M�H�Q�D�� �X��
�Y�H�O�L�þ�L�Q�L���R�U�J�D�Q�D�����S�R�W�U�H�E�Q�D���V�X���G�R�G�D�W�Q�D���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���X�V�P�M�H�U�H�Q�D���Q�D���P�H�K�D�Q�L�]�P�H���Q�D�Y�H�G�H�Q�L�K���S�U�R�F�H�V�D���� 
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�����������8�W�M�H�F�D�M���P�L�N�U�R�E�L�R�W�H���Q�D���U�D�]�Y�R�M���W�X�P�R�U�D���P�R�N�U�D�ü�Q�R�J���P�M�H�K�X�U�D 

Utjecaj mikrobiote �Q�D���U�D�]�Y�R�M���W�X�P�R�U�D���P�R�N�U�D�ü�Q�R�J�� �P�M�H�K�X�U�D���L�V�W�U�D�å�L�O�L���V�P�R���S�R�P�R�ü�X���%�%�1��
�P�R�G�H�O�D�� �]�D�� �L�Q�G�X�F�L�U�D�Q�M�H�� �N�D�U�F�L�Q�R�J�H�Q�H�]�H�� �X�� �P�R�N�U�D�ü�Q�R�P�� �P�M�H�K�X�U�X�� �W�H�� �X�N�O�D�Q�M�Dnjem mikrobiote 
antibioticima. Kako bi se promjerila �å �X�V�S�M�H�ã�Q�R�V�W���N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�D���D�Q�W�L�E�L�R�W�L�N�D���X���X�N�O�D�Q�M�D�Q�M�X���P�L�N�U�R�E�L�R�W�H��
napravljena je kvantitativna analiza bakterijskom kulturom (urinokulturom) te analiza sastava 
mikrobioma 16S sekvenciranjem. Analizom rezultata 16S sekvenciranja �S�R�W�Y�U�ÿ�H�Q�R�� �M�H 
smanjenje bogatstva bakterijskih vrsta u fecesu �P�L�ã�H�Y�D���W�U�H�W�L�U�D�Q�L�P���D�Q�W�L�E�L�R�W�L�F�L�P�D�����3�U�R�Q�D�ÿ�H�Q�R���M�H��
manje OTU-eva te smanjen Shannon index alfa raznolikosti. U fecesu AB mi�ã�H�Y�D�� �G�R�P�L�Q�L�U�D��
koljeno Proteobacteria���� �G�R�N���M�H���N�R�G���%���P�L�ã�H�Y�D���Q�D�M�]�D�V�W�X�S�O�M�H�Q�L�M�H���N�R�O�M�H�Q�R��Bacteroidetes. Iako je 
koljeno Proteobacteria bilo dominantno, ovi rezultati ne govore o ukupnom broju tih bakterija 
�X�� �F�U�L�M�H�Y�L�P�D�� �$�%�� �P�L�ã�H�Y�D���� �Y�H�ü�� �G�D�� �D�Q�W�L�E�L�R�W�V�N�L�P�� �W�U�H�W�P�D�Q�R�P�� �X�V�S�M�H�ã�Q�L�M�H�� �X�N�O�D�Q�M�D�P�R�� �E�D�N�W�H�U�L�M�H�� �L�]��
�G�U�X�J�L�K���N�R�O�M�H�Q�D�����þ�L�P�H���G�R�O�D�]�L���G�R���G�R�P�L�Q�D�F�L�M�H���E�D�N�W�H�U�L�M�D���R�Y�R�J���N�R�O�M�H�Q�D�����'�D���M�H���X�N�X�S�D�Q���E�U�R�M���E�D�N�W�H�U�L�M�D��
�V�P�D�Q�M�H�Q���S�R�W�Y�U�ÿ�H�Q�R���M�H���Q�D�V�D�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�P���X�]�R�U�D�N�D���X�U�L�Q�D���L���I�H�F�H�V�D���Q�D���N�U�Yni agar te mjerenjem poraslih 
bakterijskih kolonija u anaerobnim i a�H�U�R�E�Q�L�P�� �X�Y�M�H�W�L�P�D���� �8�W�Y�U�ÿ�H�Q�R�� �M�H�� �P�L�O�L�M�X�Q�� �S�X�W�D�� �P�D�Q�M�H��
�D�H�U�R�E�Q�L�K�� �W�H�� �P�L�O�L�M�D�U�G�X�� �S�X�W�D�� �P�D�Q�M�H�� �D�Q�D�H�U�R�E�Q�L�K�� �E�D�N�W�H�U�L�M�D�� �X�� �I�H�F�H�V�X�� �P�L�ã�H�Y�D�� �Q�D�N�R�Q�� �D�Q�W�L�E�L�R�W�V�N�R�J��
tretmana. Nadalje, pokazano je da se mikrobiom crijeva mijenja tijekom tretmana BBN-om, 
�R�G�Q�R�V�Q�R���G�D���%�%�1���X�W�M�H�þ�H���Q�D���V�D�V�W�D�Y���P�L�N�U�R�E�L�R�W�H���X���F�U�L�M�H�Y�L�P�D�����3�U�R�Q�D�ÿ�H�Q���M�H���Y�H�ü�L���E�U�R�M���2�7�8-eva te 
�Y�H�ü�L���6�K�D�Q�Q�R�Q���L�Q�G�H�N�V���Q�D�N�R�Q���W�U�H�W�P�D�Q�D���%�%�1-�R�P���L���W�R���X���R�E�M�H���V�N�X�S�L�Q�H���P�L�ã�H�Y�D�����V�D���L���E�H�]���D�Q�W�L�E�L�R�W�L�N�D������
Iz rezultata ove studije vidljivo je �G�D���%�%�1���G�R�Y�R�G�L���G�R���R�E�R�J�D�ü�H�Q�M�D���R�G�U�H�ÿ�H�Q�L�K���Y�U�V�W�D��- �þ�O�D�Q�R�Y�L���U�R�G�D��
Bacillus �E�L�O�L���V�X���R�E�R�J�D�ü�H�Q�L���X���F�U�L�M�H�Y�Q�R�P���P�L�N�U�R�E�L�R�P�X���D�Q�W�L�E�L�R�W�V�N�L���W�U�H�W�L�U�D�Q�L�K���L���Q�H�W�U�H�W�L�U�D�Q�L�K���P�L�ã�H�Y�D��
nakon tretmana BBN-�R�P�����D���S�R�]�Q�D�W�R���M�H���G�D���L�P�D�M�X���Y�H�O�L�N���P�H�W�D�E�R�O�L�þ�N�L���S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O���]�D���W�U�D�Q�V�I�R�U�P�L�U�D�Q�M�H��
raznih t�R�N�V�L�þ�Q�L�K���V�X�S�V�W�D�Q�F�L��(135). Do sada nije ispitan utjecaj BBN-a na crijevnu mikrobiotu, a 
u radu C. Forster i suradnika pokazano je da dugotrajni tretman BBN-om dovodi do promjene 
�X�U�L�Q�D�U�Q�H���P�L�N�U�R�E�L�R�W�H�����P�L�ã�H�Y�L���Q�D���%�%�1���W�U�H�W�P�D�Q�X �L�P�D�O�L���V�X���Y�L�ã�H���U�R�G�R�Y�D��Gardnerella, Haemophilus, 
Bifidobacterium i Ureaplasma Actinobaculum te manje Actinomyces u urinarnom mikrobiomu 
nakon tretmana BBN-om (113)���� �2�Y�L�� �U�H�]�X�O�W�D�W�L�� �X�S�X�ü�X�M�X�� �Q�D�� �W�R�� �G�D�� �W�U�H�W�P�D�Q�� �%�%�1-om dovodi do 
�R�E�R�J�D�ü�H�Q�M�D�� �E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�L�K�� �Y�U�V�W�D�� �X�� �V�W�R�O�L�F�L�� �N�R�M�H�� �P�R�å�G�D�� �L�P�D�M�X�� �V�S�R�V�R�E�Q�R�V�W�� �Q�M�H�J�R�Y�H�� �G�H�W�R�N�V�L�N�D�F�L�M�H����
Rezultati analize 16S sekvenciranj�D�� �]�D�� �X�]�R�U�N�H�� �X�U�L�Q�D�� �S�R�N�D�]�D�O�L�� �V�X�� �V�O�L�þ�D�Q�� �V�D�V�W�D�Y�� �P�L�N�U�R�E�L�R�W�H�� �X��
�P�L�ã�H�Y�D���V���L��bez a�Q�W�L�E�L�R�W�V�N�H���U�H�G�X�N�F�L�M�H���L�D�N�R���V�X���N�R�U�L�ã�W�H�Q�L���V�X���D�Q�W�L�E�L�R�W�L�F�L���N�R�M�L���G�M�H�O�X�M�X���L���Q�D���P�L�N�U�R�I�O�R�U�X��
�X���P�R�N�U�D�ü�Q�R�P���P�M�H�K�X�U�X�����8���$�%���L���%���X�U�L�Q�X���G�R�P�L�Q�L�U�D�M�X���E�D�N�W�H�U�L�M�H���N�R�O�M�H�Q�D��Proteobacteria s gotovo 
50% zastupljenosti, druge zastupljenije skupine bile su Firmicutes, Actinobacteria i 
Bacteroidetes���� �=�D�N�O�M�X�þ�Q�R���� �D�Q�W�L�E�L�R�W�V�N�L�� �W�U�H�W�P�D�Q�� �V�P�D�Q�M�X�M�H�� �X�N�X�S�D�Q�� �E�U�R�M�� �W�H�� �U�D�]�Q�R�O�L�N�R�V�W�� �S�U�L�V�X�W�Q�L�K��
�E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�L�K���Y�U�V�W�D���X���I�H�F�H�V�X�����,�S�D�N�����R�G�U�H�ÿ�H�Q���E�U�R�M���E�D�N�W�H�U�L�M�D���R�V�W�D�Q�H���L���Q�D�N�R�Q���W�U�H�W�P�D�Q�D���D�Q�W�L�E�L�R�W�L�F�L�P�D��
i to dominantno bakterije iz skupine Proteobacteria, kako je zabilj�H�å�H�Q�R���L���X���G�U�X�J�L�P���V�W�X�G�L�M�D�P�D��
(136). S druge strane, u urinu nije detektirana razlika u bakterijskom sastavu, iako je smanjen 
ukupan broj bakterija.  

�3�D�W�R�K�L�V�W�R�O�R�ã�N�R�P���D�Q�D�O�L�]�R�P���P�R�N�U�D�ü�Q�R�J���P�M�H�K�X�U�D���P�L�ã�H�Y�D���Q�D���N�U�D�W�N�R�W�U�D�M�Q�R�P���L���G�X�J�R�W�U�D�M�Q�R�P��
tretmanu BBN-�R�P�� �V�� �L�O�L�� �E�H�]�� �W�U�H�W�P�D�Q�D�� �D�Q�W�L�E�L�R�W�L�F�L�P�D�� �G�R�E�L�Y�H�Q�D�� �V�X�� �G�Y�D�� �Y�D�å�Q�D�� �Q�D�O�D�]�D�� �R�� �X�W�M�H�F�D�M�X��
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�D�Q�W�L�E�L�R�W�V�N�H�� �U�H�G�X�N�F�L�M�H�� �P�L�N�U�R�E�L�R�P�D�� �Q�D�� �W�X�P�R�U�H�� �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J�� �P�M�H�K�X�U�D���� ������ �S�R�M�D�þ�D�Q�� �M�H�� �X�S�D�O�Q�L��
odgovor na degenerativne promjene u urotelu uzrokovane BBN-om nakon dvotjednog 
tretmana, i (2) smanjena je ukupna incidencija tumora te je prisutno manje tumora invazivnih 
�V�W�D�G�L�M�D�� �Q�D�N�R�Q�� �N�U�R�Q�L�þ�Q�R�J���� �S�H�W�R�P�M�H�V�H�þ�Q�R�J���� �W�U�H�W�P�D�Q�D���� �9�H�ü�L�Q�D�� �$�%�� �P�L�ã�H�Y�D�� ���W�U�H�W�L�U�D�Q�L�� �%�%�1-om i 
�D�Q�W�L�E�L�R�W�L�F�L�P�D�����E�L�O�D���M�H���E�H�]���W�X�P�R�U�V�N�H���E�R�O�H�V�W�L�����G�R�N���M�H���Y�H�O�L�N�D���Y�H�ü�L�Q�D���P�L�ã�H�Y�D���L�]���J�U�X�S�H���%�����W�U�H�W�L�U�D�Q�L��
samo BBN-�R�P�����U�D�]�Y�L�O�D���Q�H�R�S�O�D�V�W�L�þ�Q�H���S�U�R�P�L�M�H�Q�H���X���W�N�L�Y�X���P�M�H�K�X�U�D�����9�L�ã�H���M�H���V�W�X�G�L�M�D���S�R�N�D�]�D�O�R���G�D��
�D�N�V�H�Q�L�þ�Q�L�� �L�� �D�Q�W�L�E�L�R�W�V�N�L�� �W�U�H�W�L�U�D�Q�L�� �P�L�ã�H�Y�L�� �U�D�]�Y�L�M�D�M�X�� �P�D�Q�M�H�� �W�X�P�R�U�D�� �R�G�� �N�R�Q�Yencionalno uzgajanih 
�P�L�ã�H�Y�D��(14). Do sada se j�H���W�D�M���X�þ�L�Q�D�N���Q�D�M�Y�L�ã�H���S�R�Y�H�]�L�Y�D�R���V�D���ã�W�H�W�R�P���N�R�M�H���E�D�N�W�H�U�L�M�H���L���L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�H��
stanice uzrokuju lokalnim djelovanjem u tkivu. Primjerice bakterije svojim proupalnim 
molekulama (MAMP-�R�Y�L���� �G�R�Y�R�G�H�� �G�R�� �N�U�R�Q�L�þ�Q�H�� �X�S�D�O�H���� �R�ã�W�H�ü�X�M�X�� �W�N�L�Y�R�� �L�� �S�R�W�L�þ�X�� �P�X�W�D�F�L�M�H���� �D��
�S�R�V�O�M�H�G�L�þ�Q�R�� �V�H�� �X���W�N�L�Y�X�� �D�N�W�L�Y�L�U�D�� �S�U�R�O�L�I�H�U�D�F�L�M�D�� �U�D�G�L�� �R�E�Q�R�Y�H���� �6�L�Q�H�U�J�L�M�R�P�� �W�L�K�� �G�R�J�D�ÿ�D�M�D�� �L�Q�L�F�L�U�D�� �V�H��
�W�X�P�R�U�� �W�H�� �V�H�� �V�W�Y�R�U�L�� �S�R�Y�R�O�M�Q�R�� �R�N�U�X�å�H�Q�M�H�� �]�D�� �Q�M�H�J�R�Y�� �G�D�O�M�Q�M�L�� �U�D�]�Y�R�M��(23)���� �%�X�G�X�ü�L�� �G�D�� �V�P�R�� �X�R�þ�L�O�L��
�S�U�R�P�M�H�Q�H���X���U�D�Q�R�P���X�S�D�O�Q�R�P���R�G�J�R�Y�R�U�X���L���R�ã�W�H�ü�H�Q�M�X���W�N�L�Y�D���Q�D�N�R�Q���G�Y�R�W�M�H�G�Q�R�J���W�U�H�W�P�D�Q�D���%�%�1-om, 
�S�R�V�W�R�M�L���P�R�J�X�ü�Q�R�V�W���G�D���W�H���S�U�R�P�M�H�Q�H���G�R�Y�R�G�H���G�R���N�D�V�Q�L�M�L�K���U�D�]�O�L�N�D���X���U�D�]�Y�R�M�D���W�X�P�R�U�D�����8�N�O�D�Q�M�D�Q�M�H�P��
bakteri�M�D���L�]���W�L�M�H�O�D���P�L�ã�D���D�Q�W�L�E�L�R�W�V�N�L�P���W�U�H�W�P�D�Q�R�P�����G�R�O�D�]�L���G�R���S�R�M�D�þ�D�Q�R�J���Q�D�N�X�S�O�M�D�Q�M�D���J�U�D�Q�X�O�R�F�L�W�D���L��
razvoja apscesa �X�� �O�D�P�L�Q�L�� �S�U�R�S�U�L�M�L�� �W�H�� �R�ã�W�H�ü�H�Q�M�D�� �X�U�R�W�H�O�D�� �L�� �Q�D�V�W�D�Q�N�D�� �X�O�N�X�V�D���� �8�Q�L�ã�W�H�Q�M�H�� �H�S�L�W�H�O�Q�H��
barijere jedan je od mehanizama bakterijski potaknute karcinogeneze, primjer je ulcerativni 
kolitis. Do sada nije opisano da �V�W�Y�D�U�D�Q�M�H���X�O�N�X�V�D���L���D�S�V�F�H�V�D���P�R�å�H���V�S�U�L�M�H�þ�L�W�L���N�D�U�F�L�Q�R�J�H�Q�H�]�X�����-�H�G�D�Q��
�R�G���P�R�J�X�ü�L�K���P�H�K�D�Q�L�]�D�P�D���N�R�M�L�P���E�L���V�H���W�R���P�R�J�O�R���G�R�J�R�G�L�W�L���M�H�V�W���G�D���X�O�N�X�V�L���G�R�Y�R�G�H���G�R���S�R�M�D�þ�D�Q�R�J��
�X�Q�L�ã�W�D�Y�D�Q�M�D���X�U�R�W�H�O�D���Q�D���P�M�H�V�W�L�P�D���Q�D���N�R�M�L�P�D���V�H���S�R�M�D�Y�O�M�X�M�X tumor-prekursorske stanice. Analizom 
transkriptom�D���$�%���L���%���P�L�ã�H�Y�D���Q�D�N�R�Q���D�N�X�W�Q�R�J���L�]�O�D�J�D�Q�M�D���N�D�Q�F�H�U�R�J�H�Q�L�P�D���Q�L�M�H���S�U�R�Q�D�ÿ�H�Q�D���Q�D�]�Q�D�N�D��
�P�H�K�D�Q�L�]�P�D���N�R�M�L���S�R�N�U�H�ü�H���R�Y�D�N�D�Y���S�U�R�P�L�M�H�Q�M�H�Q���L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�L���R�G�J�R�Y�R�U�����6���G�U�X�J�H���V�W�U�D�Q�H�����Y�L�G�O�M�L�Y�D���M�H��
�S�R�M�D�þ�D�Q�D�� �H�N�V�S�U�H�V�L�M�D�� �J�H�Q�D�� �]�D�� �N�R�O�D�J�H�Q�H�� �W�H �V�W�U�X�N�W�X�U�H�� �L�]�Y�D�Q�V�W�D�Q�L�þ�Q�R�J�� �P�D�W�U�L�N�V�D�� �X�� �$�%�� �P�L�ã�H�Y�D����
Najvjerojatnije su ti procesi aktivirani radi obnove tkiva nakon razvoja ulkusa, odnosno vidljiva 
je posljedica, �D�O�L���Q�H���L���X�]�U�R�N���]�D���R�Y�D�N�D�Y���R�G�J�R�Y�R�U���W�N�L�Y�D���� �3�U�R�X�þ�D�Y�D�Q�M�H�P���X�N�X�S�Q�R�J���W�U�D�Q�V�N�U�L�S�W�R�P�D��
�W�N�L�Y�D���þ�H�V�W�R���Q�H���P�R�å�H�Po vidjeti promjene koje se zbivaju u manjem dijelu tkiva, primjerice u 
�X�U�R�W�H�O�X���M�H�U���E�X�G�H���´�P�D�V�N�L�U�D�Q�´���G�R�J�D�ÿ�D�M�L�P�D���X���R�V�W�D�W�N�X���W�N�L�Y�D�����N�R�M�H�J���M�H���S�X�Q�R���Y�L�ã�H�������7�D�N�R�ÿ�H�U���Q�D���U�D�]�L�Q�L��
transkriptoma se ne vide promjene na posttranskripcijskom nivou ili pak na proteinskom nivou. 
�7�R���V�X���P�R�J�X�ü�L���U�D�]�O�R�]�L���]�D�ã�W�R���D�Q�D�O�L�]�R�P���W�U�D�Q�V�N�U�L�S�W�R�P�D���Q�L�M�H���S�U�R�Q�D�ÿ�H�Q�R���Q�L�ã�W�D���ã�W�R���E�L���P�R�J�O�L���S�R�Y�H�]�D�W�L��
s p�R�M�D�Y�R�P���X�O�N�X�V�D�����%�X�G�X�ü�L���G�D���V�X���X�O�N�X�V�L���S�X�Q�L���V�W�D�Q�L�þ�Q�R�J���G�H�W�U�L�W�X�V�D���N�R�M�L���R�Q�H�P�R�J�X�ü�X�M�H���Q�H�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R��
�L�P�X�Q�R�K�L�V�W�R�N�H�P�L�M�V�N�R�� �E�R�M�D�Q�M�H���� �E�L�O�R�� �M�H�� �W�H�ã�N�R�P�� �W�L�P�� �S�U�L�V�W�X�S�R�P�� �R�N�D�U�D�N�W�H�Uizirati stanice koje se 
nalaze unutar njega iako j�H���V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�D���S�D�W�R�O�R�ã�N�D���D�Q�D�O�L�]�D���X�N�D�]�L�Y�D�O�D���Q�D���Q�D�N�X�S�O�M�D�Q�M�H���J�U�D�Q�X�O�R�F�L�W�D����
Da bi se testirala uloga neutrofila, najvjerojatniji �K���´�N�U�L�Y�D�F�D�´���]�D���U�D�]�Y�R�M���X�O�N�X�V�D�����Q�D�S�U�D�Y�O�M�H�Q�D���M�H��
�Q�M�L�K�R�Y�D�� �G�H�S�O�H�F�L�M�D�� �X�� �P�L�ã�H�Y�L�P�D. Rezultati su pokazali da sistemsko uklanjanje neutrofila ne 
�X�W�M�H�þ�H���Q�D���S�R�M�D�Y�X���X�O�N�X�V�D���X���P�M�H�K�X�U�X���L�]���þ�H�J�D���V�H���P�R�å�H���]�D�N�O�M�X�þ�L�W�L���G�D���Q�H�X�W�U�R�I�L�O�L���Q�L�V�X���R�G�J�R�Y�R�U�Q�L���]�D��
�Q�D�V�W�D�Q�D�N���L�V�W�L�K�����1�D�G�D�O�M�H�����D�Q�D�O�L�]�R�P���L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�L�K���V�W�D�Q�L�F�D���ã�L�U�R�N�L�P���S�D�Q�H�O�R�P���L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�L�K���P�D�U�N�H�U�D��
metodom masene citometr�L�M�H���S�R�N�D�]�D�Q�R���M�H���G�D���V�X���X���P�M�H�K�X�U�X���$�%���P�L�ã�H�Y�D���]�D�V�W�X�S�O�Menije SiglecF 
�S�R�]�L�W�L�Y�Q�H���V�W�D�Q�L�F�H���Q�H�J�R���X���%���P�L�ã�H�Y�D�����2�Y�L���Q�D�O�D�]�L���]�D�K�W�L�M�H�Y�D�M�X���G�D�O�M�H���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H�����N�D�N�R���V�W�D�Q�L�F�D���N�R�M�H��
se nalaze unutar ulkusa te mehanizma koji dovode do njih, tako i utjecaja ulkusa na tumorsku 
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pat�R�O�R�J�L�M�X�����2�V�L�P���U�D�]�O�L�N�H���X���V�D�V�W�D�Y�X���L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�L�K���V�W�D�Q�L�F�D�����P�R�J�X�ü�H���M�H���G�D���]�D���Q�D�V�W�D�Q�D�N���X�O�N�X�V�D���E�L�R��
�]�D�V�O�X�å�D�Q���R�J�U�D�Q�L�þ�H�Q���S�U�R�O�D�]�D�N���Q�H�X�W�U�R�I�L�O�D���N�U�R�]���X�U�R�W�H�O���]�E�R�J���þ�H�J�D���V�X���Q�D�V�W�D�M�D�O�L���S�U�Y�R���P�L�N�U�R�D�S�V�F�H�V�L���S�D��
zatim i ulkusi. Migracija granulocita (neutrofila) ovisi o njihovoj kemotaksiji prema Cxc 
kemokinima koje produciraju epit�H�O�Q�H���V�W�D�Q�F�H�����,�Q�W�H�U�O�H�X�N�L�Q�������X���O�M�X�G�L�����X���P�L�ã�D���V�X���W�R���Q�D�M�Y�M�H�U�R�M�D�W�Q�L�M�H��
njegovi homolozi Kc, Mip-2i Lix) dovodi do njihovog influksa u laminu propriju, no nije 
dovoljan za prolazak kroz epitel (137)�����0�L�J�U�D�F�L�M�D���S�U�H�N�R���L�Q�I�L�F�L�U�D�Q�L�K���P�X�N�R�]�Q�L�K���S�R�Y�U�ã�L�Q�D���R�Y�L�V�L���R��
�N�H�P�R�N�L�Q�V�N�L�P�� �U�H�F�H�S�W�R�U�L�P�D�� �N�R�M�H�� �L�]�U�D�å�D�Y�D�M�X�� �X�U�R�W�H�O�Q�H�� �V�W�D�Q�L�F�H���� �&�[�F�U���� �L�� �&�[�F�U������ �.�D�R�� �S�R�V�O�M�H�G�Lca 
�S�R�Y�H�ü�D�Q�M�D���H�N�V�S�U�H�V�L�M�H���W�L�K���N�H�P�R�N�L�Q�D�����N�R�M�D���V�H���G�R�J�D�ÿ�D���S�U�L�O�L�N�R�P���L�Q�I�H�N�F�L�M�H���X�U�R�W�H�O�D�����V�W�D�Q�L�F�H���Y�H�å�X���Y�H�ü�H��
k�R�O�L�þ�L�Q�H���,�/-8 te dolazi do brzog prelaska stanica u lumen. Bez IL-8 receptora, ove stanice se 
nakupljaju u tkivima (138)���� �0�R�J�X�ü�H�� �M�H�� �G�D�� �X�� �D�Q�W�L�E�L�R�W�V�N�L�� �W�U�H�W�L�U�D�Q�L�K�� �P�L�ã�H�Y�D�� �]�E�R�J�� �V�P�D�Q�M�H�Q�H��
prisutnosti baterija u urinu, smanjena ekspresija Cxcr���� �L�� �&�[�F�U���� �X�� �X�U�R�W�H�O�X�� �W�H�� �G�D�� �W�R�� �V�S�U�M�H�þ�D�Y�D��
prolazak granulocita kroz urotel te dolazi do subepitelnih ap�V�F�H�V�D���� �,�D�N�R�� �R�Y�R�� �Q�L�V�P�R�� �S�U�R�Q�D�ã�O�L��
�D�Q�D�O�L�]�R�P���W�U�D�Q�V�N�U�L�S�W�R�P�V�N�L�K���S�R�G�D�W�D�N�D�����Q�R���P�R�J�X�ü�H���M�H���G�D���]�D���G�H�W�H�N�F�L�M�X���R�Y�D�N�Y�H���S�U�R�P�M�H�Q�H���W�U�H�E�D�O�R��
�S�U�R�X�þ�D�Y�D�M���L�]�U�D�å�D�M���X���V�D�P�R�P���X�U�R�W�H�O�X�����Q�H���X���X�N�X�S�Q�R�P���P�R�N�U�D�ü�Q�R�P���P�M�H�K�X�U�X���� 

Najzanimljiviji na�O�D�]�D���S�D�W�R�K�L�V�W�R�O�R�ã�N�H���D�Q�D�O�L�]�H���P�M�H�K�X�U�D���P�L�ã�H�Y�D���Q�D���G�X�J�R�W�U�D�M�Q�R�P���W�U�H�W�P�D�Q�X��
BBN-om i antibioticima bio je nalaz mjehura koji su bili potpuno zdravi s malo upalnih stanica. 
Ovakvi rezultati sugerirali su da smanjen u�G�L�R�� �W�X�P�R�U�D�� �N�R�G�� �R�Y�L�K�� �å�L�Y�R�W�L�Q�M�D�� �Q�L�M�H�� �U�H�]�X�O�W�D�W��
promij�H�Q�M�H�Q�R�J�� �L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�R�J�� �R�G�J�R�Y�R�U�D�� �Q�D�� �W�X�P�R�U���� �Y�H�ü�� �G�D�� �V�X�� �W�L�� �P�R�N�U�D�ü�Q�L�� �P�M�H�K�X�U�L�� �E�L�O�L�� �P�D�Q�M�H��
�L�]�O�R�å�H�Q�L���G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�X���N�D�U�F�L�Q�R�J�H�Q�D���� 

���������� �0�L�N�U�R�E�L�R�W�D�� �F�U�L�M�H�Y�D�� �Y�U�ã�L�� �S�U�H�W�Y�R�U�E�X�� �%�%�1-a oksidacijom u kancerogeni 

BCPN  

N-butil-N-(4-hi�G�U�N�V�L�E�X�W�L�O���Q�L�W�U�R�]�D�P�L�Q�� ���%�%�1���� �V�H�� �X�� �W�L�M�H�O�X�� �P�L�ã�D�� �P�H�W�D�Eolizira u aktivni 
�N�D�Q�F�H�U�R�J�H�Q�L�� �V�S�R�M�� �%�&�3�1���� �%�&�3�1�� �V�H�� �L�]�O�X�þ�X�M�H�� �X�U�L�Q�R�P���� �S�D�� �M�H�� �S�R�V�W�R�M�D�O�D�� �P�R�J�X�ü�Q�R�V�W�� �G�D�� �M�H��
�P�H�W�D�E�R�O�L�]�D�P�� �R�Y�R�J�� �V�S�R�M�D�� �L�O�L�� �Q�M�H�J�R�Y�R�� �L�]�O�X�þ�L�Y�D�Q�M�H�� �X�U�L�Q�R�P�� �S�U�R�P�L�M�H�Q�M�H�Q�R����V�H�ü��su bile opisane 
�U�D�]�O�L�N�H���X���S�R�G�O�R�å�Q�R�V�W�L���U�D�N�X���L�]�P�H�ÿ�X���V�R�M�H�Y�D���ã�W�D�N�R�U�D���N�R�M�L���V�X���V�H���U�D�]�O�L�N�R�Y�D�Oi po metabolizmu ovog 
�V�S�R�M�D���R�G�Q�R�V�Q�R���S�R���N�R�O�L�þ�L�Q�L���L�]�O�X�þ�H�Q�R�J���N�D�U�F�L�Q�R�J�H�Q�D��(139). Kvantificiranjem BCPN-�D���X���X�U�L�Q�X���P�L�ã�D��
�S�U�R�Q�D�ÿ�H�Q�R���M�H���G�D���V�X���N�R�O�L�þ�L�Q�H���%�&�3�1-�D���X���X�U�L�Q�X���P�L�ã�H�Y�D���V���P�L�N�U�R�E�L�R�W�R�P���E�L�O�H���Q�H�N�R�O�L�N�R���S�X�W�D���Y�L�ã�H���X��
�R�G�Q�R�V�Q�X���Q�D���P�L�ã�H�Y�H���V���D�Q�W�L�E�L�R�W�V�N�L���U�H�G�X�F�L�U�D�Q�R�P���P�L�N�U�R�E�L�R�W�R�P�����7�D�N�R�ÿer je kvantificiran BCPN u 
�P�L�ã�M�H�P���I�H�F�H�V�X���W�H���M�H���S�U�R�Q�D�ÿ�H�Q�R���G�D���R�E�M�H���J�U�X�S�H���P�L�ã�H�Y�D���L�]�O�X�þ�X�M�X���V�O�L�þ�Q�H���N�R�O�L�þ�L�Q�H���%�&�3�1-a u fecesu 
�W�H�� �G�D�� �V�X�� �W�H�� �N�R�O�L�þ�L�Q�H�� �]�Q�D�W�Q�R�� �P�D�Q�M�H�� �R�G�� �R�Q�L�K�� �X�� �X�U�L�Q�X���� �8�N�X�S�Q�R�� �M�H�� �X�� �L�]�O�X�þ�L�Q�D�P�D�� �P�L�ã�H�Y�D�� �V��
�P�L�N�U�R�E�L�R�W�R�P���E�L�O�R���Y�L�ã�H���%�&�3�1-a u usporedbi s onima u kojih je mikrobiota bila reducirana, na 
�W�H�P�H�O�M�X���þ�H�J�D���M�H���E�L�O�R���M�D�V�Q�R���G�D���M�H���S�R�V�W�R�M�D�Q�M�H���F�U�L�M�H�Y�Q�H���P�L�N�U�R�E�L�R�W�H���S�R�Y�H�]�D�Q�R���V�D���V�W�Y�D�U�D�Q�M�H�P���Y�H�ü�H��
�N�R�O�L�þ�L�Q�H�� �%�&�3�1-�D�� �X�� �W�L�M�H�O�X�� �P�L�ã�D����Napravljena je pretpostavka da �F�U�L�M�H�Y�Q�D�� �P�L�N�U�R�E�L�R�W�D�� �P�R�å�H��
metabolizirati BBN u BCPN suprotno uvrij�H�å�H�Q�R�P�� �Y�M�H�U�R�Y�D�Q�M�X�� �G�D�� �V�H�� �W�D�� �U�H�D�N�F�L�M�D�� �R�N�V�L�G�D�F�L�M�H��
�R�G�Y�L�M�D�� �L�V�N�O�M�X�þ�L�Y�R�� �X�� �M�H�W�U�L�� �P�L�ã�H�Y�D���� �1�Dkon toga je ispitana sposobnost crijevne mikrobiote na 
reakciju konverzije BBN-�D���X���%�&�3�1���L�Q�N�X�E�D�F�L�M�R�P���%�%�1���L���P�L�N�U�R�E�L�R�W�H���W�M�����V�D�G�U�å�D�M�D���F�U�L�M�H�Y�D���L�]�Y�D�Q��



80 

 

tijela (in vitro�����P�L�ã�D te je otkriveno da crijevna mikrobiota metabolizira BNN u BCPN(!). Zatim 
je uspore�ÿ�H�Q�D antibiotski reducirana crijevna mikrobiota i standardna (SPF) mikrobiota na 
sposobnost konverzije te je prona�ÿ�H�Q�R da antibiotski reducirana crijevna mikrobiota stvara 
puno man�M�H���N�R�O�L�þ�L�Q�H���%�&�3�1-�D�����D���ã�W�R���M�H���X���V�N�O�D�G�X���V�D���V�P�D�Q�M�H�Q�R�P���N�R�O�L�þ�L�Q�R�P���L�]�O�X�þ�H�Q�R�J���%�&�3�1-a u 
�å�L�Y�R�W�L�Q�M�D���Q�D���D�Q�W�L�E�L�R�W�V�N�R�P���W�U�H�W�P�D�Q�X�����$�%���P�L�ã�H�Y�L�������8�V�S�R�U�H�ÿ�H�Q�L���V�X���L���U�D�]�O�L�þ�L�W�L���G�L�M�H�O�R�Y�L���F�U�Ljeva (tanko 
�F�U�L�M�H�Y�R�����F�H�N�X�P���L���G�H�E�H�O�R���F�U�L�M�H�Y�R�����W�H���M�H���S�U�R�Q�D�ÿ�H�Q�R���G�D���P�L�N�U�R�E�L�R�W�D���W�D�Q�N�R�J���F�U�L�M�H�Y�D���V�W�Y�D�U�D���Q�D�M�Y�H�ü�H��
�N�R�O�L�þ�L�Q�H���%�&�3�1-a. Potom su bakterijski izolati iz tankog crijeva podvrgnuti testu konverzije, a 
�R�G�������L�V�S�L�W�D�Q�L�K���L�]�R�O�D�W�D���S�U�R�Q�D�ÿ�H�Q�D���V�X���G�Y�D���N�R�M�D���L�P�D�M�X���V�S�R�V�Rbnost za BBN u BCPN konverziju, 
Escerichia coli i Staphylococcus nepalensis.  

Iako se za l�X�P�H�Q���F�U�L�M�H�Y�D���S�U�H�W�S�R�V�W�D�Y�O�M�D���G�D���M�H���D�Q�D�H�U�R�E�D�Q�����W�R�þ�Q�L�M�H���M�H���G�D���X���G�R�Q�M�L�P���G�L�M�H�O�R�Y�L�P�D��
crije�Y�D���S�R�V�W�R�M�H���S�R�V�W�R�M�L���J�U�D�G�L�M�H�Q�W���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H���N�L�V�L�N�D���N�R�M�L���R�S�D�G�D���N�D�N�R���V�H���R�G�P�L�þ�H�P�R���R�G���H�Sitela 
crijeva, odnosno uz epitel vladaju mikroaerobni uvjeti, dok u sredini lumena vladaju anaerobni 
uvjeti (140)�����%�X�G�X�ü�L���G�D���M�H���D�N�W�L�Y�D�F�L�M�D���%�%�1-a u BCPN oksidativna reakcija, tj. za nju je potreban 
kisik, testirana je sposobnost bakterija da izvode konverziju u anaerobnim, aerobnim i 
mikroaerobnim uvjetima, tako simuliraj�X�ü�L�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�X�� �N�L�V�L�N�D�� �X�� �F�U�L�M�H�Y�L�P�D���� �8�� �D�Q�D�H�U�R�E�Q�L�P��
�X�Y�M�H�W�L�P�D�����R�þ�H�N�L�Y�D�Q�R�����Q�L�M�H���E�L�O�R���V�W�Y�D�U�D�Q�M�D���%�&�3�1-a. S druge strane u aerobnim i u mikroaerobnim 
uvjetima bakterije su stvarale BCPN. Ovaj rezultat ukazuje na to da su crijevni mikrobi 
sposobni za oksidacijsku reakciju u mikroaerobnim uvjetima koji vladaju u crijevima. Ova 
�R�S�D�å�D�Q�M�D�� �]�D�M�H�G�Q�R�� �V�� �R�S�D�å�D�Q�M�H�P�� �G�D�� �P�L�ã�H�Y�L�� �V�� �U�H�G�X�F�L�U�D�Q�R�P�� �P�L�N�U�R�E�L�R�W�R�P�� �L�P�D�M�X�� �P�D�Q�M�H�� �N�R�O�L�þ�L�Q�H��
BCPN-�D���X���L�]�O�X�þ�L�Q�D�P�D�����X�S�X�ü�X�M�X���Q�D���W�R���G�D���F�U�L�M�H�Y�Q�L���P�L�N�U�R�E�L���J�H�Q�H�U�L�U�D�M�X���G�R�G�D�W�Q�L���%�&�3�1���L�]���%�%�1-a 
te tako doprinose �X�N�X�S�Q�R�M�� �N�R�O�L�þ�L�Q�L�� �%�&�3�1-�X�� �X�� �W�L�M�H�O�X�� �P�L�ã�D���� �5�D�]�P�D�W�U�D�M�X�ü�L�� �]�D�M�H�G�Q�R�� �U�H�]�X�O�W�D�W�H�� �R��
bakterijskoj konverziji BBN-�D�� �X�� �%�&�3�1�� �V�� �U�H�]�X�O�W�D�W�L�P�D�� �S�D�W�R�K�L�V�W�R�O�R�ã�N�H�� �D�Q�D�O�L�]�H�� �N�R�M�L�� �S�R�N�D�]�X�M�X��
manje tumora �X���å�L�Y�R�W�L�Q�M�D���V���U�H�G�X�F�L�U�D�Q�R�P���P�L�N�U�R�E�L�R�W�R�P���� �S�R�V�W�D�O�R���M�H���M�D�V�Q�R���G�D���P�L�N�U�R�E�L�R�W�D���V�W�Y�D�U�D��
dodat�Q�H���N�R�O�L�þ�L�Q�H���N�D�Q�F�H�U�R�J�H�Q�R�J���%�&�3�1-�D���N�R�M�L���]�D�Y�U�ã�D�Y�D���X���X�U�L�Q�X���ã�W�R���G�R�Y�R�G�L���G�R���]�Q�D�W�Q�L�M�H�J���U�D�]�Y�Rja 
�]�O�R�ü�X�G�Q�L�K���W�X�P�R�U�D���X���P�M�H�K�X�U�X���P�L�ã�H�Y�D�����N�R�M�L���Q�L�V�X���S�U�L�P�D�O�L���D�Q�W�L�E�L�R�W�L�N�H�����J�U�X�S�D���%�������3�R�]�Q�D�W�R���M�H��da se 
konverzija BBN-�D�� �X�� �%�3�&�1�� �R�G�Y�L�M�D�� �X�� �M�H�W�U�L���� �D�� �R�Y�L�P�� �M�H�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�L�P�D�� �S�R�N�D�]�D�Q�R�� �G�D��crijevna 
�P�L�N�U�R�E�L�R�W�D���W�D�N�R�ÿ�H�U���P�R�å�H���S�U�H�W�Y�R�U�L�W�L���%�%�1���X���%�&�3�1���L���X�]�U�R�N�R�Y�D�W�L���Q�M�H�J�R�Y�R���Q�D�N�X�S�O�Manje u urinu.  

�9�H�O�L�N���X�G�L�R���N�D�U�F�L�Q�R�P�D���S�U�L�S�L�V�X�M�H���V�H���L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W�L���R�N�R�O�L�ã�Q�L�P���N�D�U�F�L�Q�R�J�H�Q�L�P�D�����R�G���Nojih mnogi 
�X�]�U�R�N�X�M�X�� �]�O�R�ü�X�G�Q�X�� �S�U�H�R�E�U�D�]�E�X�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �Q�D�N�R�Q�� �P�H�W�D�E�R�O�L�þ�N�H�� �D�N�W�L�Y�D�F�L�M�H���� �8�O�R�J�D crijevne 
�P�L�N�U�R�E�L�R�W�H���� �N�R�M�D�� �N�R�G�L�U�D�� �V�W�R�W�L�Q�M�D�N�� �S�X�W�D�� �Y�L�ã�H�� �J�H�Q�D�� �R�G�� �O�M�X�G�V�N�R�J�� �J�H�Q�R�P�D���� �X�� �N�Drcinogenezi 
�L�]�D�]�Y�D�Q�R�M�� �N�V�H�Q�R�E�L�R�W�L�F�L�P�D�� �W�H�N�� �V�H�� �S�R�þ�L�Q�M�H�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�W�L���� �2�Y�R�� �M�H�� �S�U�Y�L�� �G�R�N�D�]�� �R�� �S�U�R�L�]vodnji 
�N�D�U�F�L�Q�R�J�H�Q�D�� �R�G�� �V�W�U�D�Q�H�� �F�U�L�M�H�Y�Q�L�K�� �E�D�N�W�H�U�L�M�D�� �W�H�� �R�� �X�]�U�R�þ�Q�R�M�� �S�R�Y�H�]�D�Q�R�V�W�L�� �F�U�L�M�H�Y�Q�H mikrobiote i 
�Q�D�V�W�D�Q�N�D�� �U�D�N�D�� �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J�� �P�M�H�K�X�U�D���� �2�V�L�P�� �F�U�L�M�H�Y�Q�H�� �P�L�N�U�R�E�L�R�W�H���� �P�R�J�X�ü�H�� �M�H��da i mikrobiota u 
�P�R�N�U�D�ü�Q�R�P���P�M�H�K�X�U�D���G�R�S�U�L�Q�R�V�L���V�W�Y�D�U�D�Q�M�X���N�D�U�F�L�Q�R�J�H�Q�R�J���%�&�3�1-a. Iz prethodnih studija znamo 
da su Proteobacteria predominantno bakterijsko koljeno u zdravom i tumorskom tkivu 
�P�R�N�U�D�ü�Q�R�J�� �P�M�H�K�X�U�D����Cupriavidus spp., Brucellaceae, Acinetobacter, Anoxybacillus, 
Escherichia, Shigella, Geobacillus, Pelomonas, Ralstonia, i Sphingomonas �E�L�O�L�� �R�E�R�J�D�ü�H�Q�L�� �X��
�W�X�P�R�U�V�N�R�P���W�N�L�Y�X���P�R�N�U�D�ü�Q�R�J���P�M�H�K�X�U�D (103). Za E. coli �X���R�Y�R�P���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�X���M�H���S�R�N�D�]�D�Q�R �G�D���Y�U�ã�L��
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BBN-BCPN konverziju, a �R�V�W�D�M�H���L�V�W�U�D�å�L�W�L���M�H�V�X���O�L���E�D�N�W�H�U�L�M�H���]�D���N�R�M�H���M�H���S�R�N�D�]�D�Q�R���G�D���V�X���]�D�V�W�X�S�O�M�H�Q�H��
�X���W�X�P�R�U�V�N�R�P���W�N�L�Y�X���V�S�R�V�R�E�Q�H���U�D�G�L�W�L���R�S�L�V�D�Q�X���N�R�Q�Y�H�U�]�L�M�X���W�H���S�R�W�L�þ�X���O�L���W�X�P�R�U�L�J�H�Q�H�]�X���V�W�Y�D�U�D�Q�M�H�P��
karcinogena BCPN. Nadalje, ost�D�M�H���G�D���V�H���W�H�V�W�L�U�D���P�R�J�X�ü�Q�R�V�W���N�R�Q�Y�H�U�]�L�M�H���G�U�X�J�L�K���S�U�R�N�D�U�F�L�Q�R�J�H�Q�L�K��
�N�H�P�L�N�D�O�L�M�D�� �R�G�� �V�W�U�D�Q�H�� �P�L�N�U�R�E�L�R�W�H�� �W�H�� �G�R�S�U�L�Q�R�V�� �W�L�K�� �S�U�R�F�H�V�D�� �Q�D�V�W�D�Q�N�X�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �W�X�P�R�U�D���� �-�H�G�Q�D�N�R��
tako, treba identificirati gen(e) �N�R�M�L���Y�U�ãe konverziju BBN u BCPN. �5�D�]�X�P�L�M�H�Y�D�Q�M�H���þ�L�P�E�Hnika 
�N�R�M�L�� �X�W�M�H�þ�X na doprinos mikrobioma metabolizmu karcinogena mogle bi se objasniti 
�L�Q�W�H�U�S�H�U�V�R�Q�D�O�Q�H�� �U�D�]�O�L�N�H�� �X�� �S�R�G�O�R�å�Q�R�V�W�L�� �]�D�� �U�D�]�Y�R�M�� �U�D�N�D�� �W�H�� �S�U�X�å�L�W�L�� �P�R�J�X�ü�Q�R�V�W�L�� �]�D�� �U�D�]�Y�L�W�D�N��
�S�H�U�V�R�Q�D�O�L�]�L�U�D�Q�L�K�� �L�Q�W�H�U�Y�H�Q�F�L�M�D�� �W�H�P�H�O�M�H�Q�L�K�� �Q�D�� �P�L�N�U�R�E�L�R�P�X���� �X�� �þ�H�P�X�� �E�L�� �L�G�H�Q�W�L�I�L�N�D�F�L�M�D�� �S�Rjedinih 
bakterij�V�N�L�K���V�R�M�H�Y�D���N�R�M�L���L�P�D�M�X���V�S�R�V�R�E�Q�R�V�W���P�H�W�D�E�R�O�L�þ�N�H���S�U�H�W�Y�R�U�E�H���%�%�1-�D���P�R�J�O�R���E�L���S�R�V�O�X�å�L�W�L���N�D�R��
�S�R�O�D�]�Q�D���W�R�þ�N�D�� 

 

  



82 

 

�=�$�.�/�-�8�ý�&�, 
1. �0�L�N�U�R�E�L�R�W�D���X�W�M�H�þ�H���Q�D���P�D�V�X���P�R�N�U�D�ü�Q�R�J���P�M�H�K�X�U�D�����0�R�N�U�D�ü�Q�L���P�M�H�K�X�U�L���D�N�V�H�Q�L�þ�Q�L�K���P�L�ã�H�Y�D��

�L���P�L�ã�H�Y�D���W�U�H�W�L�U�D�Q�L�K���D�Q�W�L�E�L�R�W�L�F�L�P�D���X���S�U�R�V�M�H�N�X���V�X�����������O�D�N�ã�L���R�G���P�R�N�U�D�ü�Q�L�K���P�M�H�K�X�U�D���P�L�ã�H�Y�D��
sa standardnom mikrobiotom. 

1. �8�� �R�G�V�X�V�W�Y�X�� �P�L�N�U�R�E�L�R�W�H�� �S�R�U�H�P�H�W�L�� �V�H�� �L�]�U�D�å�D�M�� �J�H�Q�D�� �F�L�U�N�D�G�L�M�D�Q�R�J�� �U�L�W�P�D�� �X�� �P�R�N�U�D�ü�Q�R�P��
�P�M�H�K�X�U�X�����N�D�R���L���L�]�U�D�å�D�M���J�H�Q�D���]�D���P�R�O�H�N�X�O�H���L�]�Y�D�Q�V�W�D�Q�L�þ�Q�H���W�Y�D�U�L���� 

2.  �0�L�ã�H�Y�L�� �W�U�H�W�L�U�D�Q�L�� �D�Q�W�L�E�L�R�W�L�F�L�P�D�� �L�� �1-butil-N-(4-hidroksibutil)-nitrozaminom (BBN) 
�U�D�]�Y�L�M�D�M�X���L�Q�W�H�Q�]�L�Y�Q�L�M�L���L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�L���R�G�J�R�Y�R�U���X���X�U�R�W�H�O�X���Q�H�J�R���P�L�ã�H�Y�L���W�U�H�W�L�U�D�Q�L���V�D�P�R���%�%�1-
�R�P������ �'�Y�L�M�H�� �W�U�H�ü�L�Q�H�� �P�L�ã�H�Y�D�� �W�U�H�W�L�U�D�Q�L�K�� �D�Q�W�L�E�L�R�W�L�F�L�P�D�� �L�� �%�%�1-om razvije subepitelne 
apscese, neovisno o neutrofilima. 

3. �0�L�ã�H�Y�L�� �W�U�H�W�L�U�D�Q�L�� �D�Q�W�L�E�L�R�W�L�F�L�P�D�� �L�� �%�%�1-om razvijaju znatno manje invazivnih tumora 
�Q�H�J�R���P�L�ã�H�Y�L���Wretirani samo BBN-om (p-vrijednost=1.6*10-5, n=62). 

4. �6�S�U�M�H�þ�D�Y�D�Q�M�H�� �Q�D�V�W�D�Q�N�D�� �W�X�P�R�U�D�� �S�R�Y�H�]�D�Q�R�� �M�H�� �V�D�� �V�P�D�Q�M�H�Q�R�P�� �N�R�O�L�þ�L�Q�R�P�� �N�D�U�F�L�Q�R�J�H�Q�R�J��
BBN-ovog metabolita - BCPN u urinu.  

5. Crijevna mikrobiota ima sposobnost stvaranja karcinogenog BCPN-a iz BBN-�D���þ�L�P�H��
doprinosi u�N�X�S�Q�R�M�� �N�R�O�L�þ�L�Q�L�� �%�&�3�1-a u urinu i razvoju tumora. Ovo je prvi dokaz da 
�F�U�L�M�H�Y�Q�D�� �P�L�N�U�R�E�L�R�W�D�� �P�H�W�D�E�R�O�L�]�L�U�D�Q�M�H�P�� �Q�H�N�H�� �N�H�P�L�N�D�O�L�M�H�� �R�P�R�J�X�ü�X�M�H�� �U�D�]�Y�R�M�� �]�O�R�ü�X�G�Q�L�K��
tumora. 
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KRATKI  �6�$�ä�(�7�$�. 

�3�U�R�Y�H�G�H�Q�D���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���S�R�N�D�]�D�O�D���V�X���G�D���P�L�N�U�R�E�L�R�W�D���X�W�M�H�þ�H���Q�D���P�R�N�U�D�ü�Q�L���P�M�H�K�X�U���N�D�R���L��na 
�U�D�]�Y�R�M�� �W�X�P�R�U�D�� �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J�� �P�M�H�K�X�U�D���� �8�]�J�R�M�� �P�L�ã�H�Y�D�� �X�� �V�W�H�U�L�O�Q�L�P�� ���D�N�V�H�Q�L�þ�Q�L�P���� �X�Y�M�H�W�L�P�D�� �N�D�R�� �L��
�U�H�G�X�N�F�L�M�D�� �P�L�N�U�R�E�L�R�W�H�� �D�Q�W�L�E�L�R�W�L�F�L�P�D�� �G�R�Y�R�G�L�� �G�R�� �V�P�D�Q�M�H�Q�M�D�� �P�D�V�H�� �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J�� �P�M�H�K�X�U�D�� �W�H�� �G�R��
�S�U�R�P�M�H�Q�H�� �L�]�U�D�å�D�M�D�� �J�H�Q�D�� �N�R�M�L�� �N�R�G�L�U�D�M�X�� �S�U�R�W�H�L�Q�H�� �L�]�Y�D�Q�V�W�D�Q�L�þ�Q�H�� �W�Y�D�U�L�� �L�� �J�H�Q�D�� �N�R�M�L�� �N�R�Q�W�Uoliraju 
cirkadijani ritam. Poveznica mikrobiote i cirkadijanog ritma opisana je za druga tkiva, a ovo je 
�S�U�Y�L���R�S�L�V���V�O�L�þ�Q�H���S�R�Y�H�]�D�Q�R�V�W�L���X���P�R�N�U�D�ü�Q�R�P���P�M�H�K�X�U�X���N�D�R���L���X�W�M�H�F�D�M�D���P�L�N�U�R�E�L�R�W�H���Q�D���P�D�V�X���P�M�H�K�X�U�D�� 

Nadalje, �P�L�N�U�R�E�L�R�W�D�� �X�W�M�H�þ�H�� �Q�D�� �U�D�]�Y�R�M�� �W�X�P�R�U�D�� �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J�� �P�M�H�K�Xra te je pokazano da 
�U�H�G�X�N�F�L�M�D�� �P�L�N�U�R�E�L�R�W�H�� �D�Q�W�L�E�L�R�W�L�F�L�P�D�� �V�S�U�M�H�þ�D�Y�D�� �U�D�]�Y�R�M�� �W�X�P�R�U�D�� �N�D�U�F�L�Q�R�J�H�Q�R�P�� �%�%�1-om. 
Najvjerojatniji razlog za to je smanjeno stvaranje aktivnog karcinogenog spoja BCPN iz BBN-
a te smanjeno nakupljanje tog spoja u urinu i vjerojatno u tkivu �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J���P�M�H�K�X�U�D�����3�R�]�Q�D�W�R��
je da se konverzija BBN-�D���X���%�3�&�1���R�G�Y�L�M�D���X���M�H�W�U�L�����D���R�Y�L�P���M�H���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�L�P�D���S�R�N�D�]�D�Q�R���G�D���F�U�L�M�H�Y�Q�D��
�P�L�N�U�R�E�L�R�W�D���W�D�N�R�ÿ�H�U���P�R�å�H�� �S�U�H�W�Y�R�U�L�W�L�� �%�%�1�� �X�� �%�&�3�1�� �L�� �X�]�U�R�N�R�Y�D�W�L�� �Q�M�H�J�R�Y�R�� �Q�D�N�X�S�O�M�D�Q�M�H���� �2�Yo je 
�S�U�Y�L�� �G�R�N�D�]�� �R�� �X�]�U�R�þ�Q�R�M�� �S�R�Y�H�]�D�Q�R�V�W�L�� �F�U�L�M�H�Y�Q�H�� �P�L�N�U�R�E�L�R�W�H�� �L�� �Q�D�V�W�D�Q�N�D�� �U�D�N�D�� �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J�� �P�M�H�K�X�U�D����
�N�D�R���L���R���S�U�R�L�]�Y�R�G�Q�M�L���N�D�U�F�L�Q�R�J�H�Q�D���X���F�U�L�M�H�Y�Q�L�P���E�D�N�W�H�U�L�M�D�P�D�����3�U�R�Y�H�G�H�Q�D���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���U�H�]�X�O�W�L�U�D�O�D���V�X��
�W�H�P�H�O�M�Q�L�P���E�L�R�O�R�ã�N�L�P���R�W�N�U�L�ü�L�P�D���N�R�M�D���P�R�J�X���E�L�W�L���R�G���N�O�L�Q�L�þ�N�R�J���]�Q�D�þ�D�M�D�� 
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 KRATKI  �6�$�ä�(�7�$�. NA ENGLESKOM  JEZIKU  (SUMMARY)  

This study showed that the microbiota affects the healthy urinary bladder as well as the 
dynamics of the development of urinary bladder tumors. Axenic mice and those with antibiotic 
reduction of microbiota had decreased urinary bladder mass as well as changes in the 
expression of genes encoding extracellular matrix proteins and genes that control the circadian 
rhythm. The link between microbiota and the circadian rhythm has been described for other 
tissues, but this is the first evidence that it also exists in bladder tissue.  

Furthermore, the development of urinary bladder tumors is affected by the microbiota 
- antibiotic reduction of the microbiota greatly slows down the dynamics of tumor development 
caused by carcinogenic BBN. The most likely reason for the decrease in tumor dynamics is the 
reduced amount of the active carcinogen BCPN in the urine that was found in the BBN and 
antibiotics treated mice. It was shown ex vivo that the gut microbiota is capable of the 
production of the carcinogenic BCPN from BBN. Until now, it was known that the conversion 
of BBN to BPCN takes place in the liver, but this study showed that the intestinal microbiota 
also can perform this conversion and contribute to the total amount of this carcinogen. This is 
the first evidence of a causal relationship between intestinal microbiota and the development 
of bladder cancer, as well as the production of carcinogens in intestinal bacteria. The conducted 
research has resulted in fundamental biological discoveries that may be of clinical significance. 
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