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1.1 Mikrobiota

Mikrobiotaili mikrobiomsumikroorganizmikoji aL % ¥ Q X W U i 2@ 3/FRR\au#L Q
b RY MHIN Rekéydrugog G R P D U L @gahNZna Procjenjujesedaljudskotijelo u sebi
V D G W338R YOB mikroba otprilike koliko i samihljudskihstania 9 H 0 lih@&halaziunutar
gastrointestinalnotrakta,noi drugidijelovi tijela, posebiceoni L] O R & @ IPdapadN R,a H
nastanjensumikroorganizmimg?).

Mikrobi se S R p LRAUMRXX pulxohizkgtujudskogzdravljasredinoml9. VW R KadaH U D
nastajeAeorijaklica 3(engl.germtheory), odnosndeorijao sitnim, oku nevidljivim pHVWLFDPD
koje uzrokuju bolesti te se prenoses pRY MridNoIR Y M ldéjeDda A N O Ldélkbsno
mikroorganizmimogubiti korisn ili barem Q H & N R M hovija, a danasznamoda je
W R &Y H U Imxr¥ba Do sadaje otkriveno stotinjak patogenihvrsta bakterija, s druge
stranena W L VQXId BN R Ga&htsrijskilhvikstaobitavau ljudskom probarnom sustavu(2,3).

Takav V X & LRYARR\ Xjéidv@lucijakroz milijune godinatijekomkojesu Q H & N Ri @i L Y L
mikrobi imali prednosti uspostai trajan V Xa Ll R®/aW L GiHI@aRdM bogatom

G R P D U L @rebaméntraktu,doksu a W ihift@blizazivdi jak L P X Q R @l &oadi Lbili

X Q L a WWipeyner@rije z D M H Gaydlyxiabrikrobiotei G R P D ddvé€)ddotogdamikrobi
postajunezamjenjiviS R P D J®B Rri,ijLpostalisu N O Mwopr@riod patogena u nekim

P HW D E R @radedinhePzbog p H J€2 mikrobiotu sve pHA&aativa A]DERUDYOMHQL
R U J D @R)PSimbiozumikrobiotei G R P D (PLRQAIH rdnatratikao 'superorganiam' u

kojem njihov V X & Ldgrvslblagodatiza obje strane s druge strane bilo kakve promijene u

WRP RGQRVX PRJX XYHOLNH XWMHFDWL QD |]JGUDYOMH GRP|
sastavumikrobiote koje se povezuju s raznolikim bolestima, od kardiovaskularnih oboljenja

do nekih vrsta karcinoma, aliseROHVWL VH @BdSUHVWDQR aLUL

11.1 3UR X p D MikrQbidtEl

"6 WD Q G D D@ tip@tifikacije mikroba temeljio se je na njihovom porastuna
hranjivim podlogamai S U R X p Dryilid@hviiokemijskih karakteristikate je primarno
usmjeremaidentifikaciju patogenaa svi ostalimikrobi ostalisuneidentificirani, S UR XpDYDQMH
mikrobiote dobiva uzlet posljednjihdesetalgodinarazvojemtehnologijesekvenciranjanove
generacijgengl. NextGenerationSequencingNGS) koja R P R J X idenitifixaciju mikroba
temeljem analize njihove DNA. Sastavmikrobne populacije sekvenciranjemtemelji se
uglawnom naanalizivarijabilnoggenakoji kodirabakterijskul6SrRNA molekulu,anjihova
taksonomskanalizaradi se usporedbondobivenihpodatakas referentnonmbazompodataka
koja V D G U %68 ¥eRvencepoznatih bakterija (5). Konvencionalnin pristuppm mogu se
identificirati samo one bakterije koje rastuna N R U L anMiri@oRdddlozi dok tzv. 16S



sekvencirang otkrivamnogo Y L [aiterijskihvrstau U D] O L@ L 8Mh#HKojih je Y H G hil@ D
3 Q HY L Gunkthdd&oje seoslanjajunabakterijskekulture (5).

Bakterijskigen16SrRNA kodiraistoimenu(16SrRNA) ribosomalnuRNA molekulu
koja ulazi u sastavmale podjedinicebakterijskogribosona. Genzbogsvoje N O M Xd@uH
bakterijskoj stanici ima konzerviranu JU D yaX posjedujei hipervarijabilre regije s
polimorfizmima koji se mogu Koristiti za mjerenjefilogenetskesrodnosti.Gen ima devet
hipervarijabilnihregija koje posjedujudovoljno polimorfizamaza klasifikaciju svih bakterija
dorazinevrste,asekvenciranjgedneregije p H \fewdvoljnozataksonomskiklasifikaciju do
razineobitelji ili roda. % X G daisk radi o sekvenciranjutj. identifikaciji temelgm slijeda
nukleotida ovametodanije kvanitativnatene P R &HW Y U WLRYMLW D [0HhdkteWa( 5
Rezultati16S analize Q D M psid & (i b1 D & Ra DMIXli operativnetaksonomskgedinice
(engl. operational taxonomicunit), & WeRnajmanjafilogenetskajedinca R G U H preraD
varijacijamau 16Sgenu. 2 p L WOO@ P R Jpkkdstavljatijednu bakterijskuvrstu, jedansoj

R G U HiyalKt€ifgili pak Y L BaRterijskinvrstaodnosnop L Wddrécubakterija. Uz 16S
sekvenciranje,P R J Xjé@ Hcjelogenomskasekvenciranjgengl. shotgunsequencingkoje se
koristiza R G U H y bakteg@gaMdrugih mikroba (virusa,parazita)prisutrih u nekomuzorku.
Temelji sena p L W I} @vencirany p L Wrbikfdthne DNA (3). % X G dalsk dobiju sve
genetskeinformacije o mikrobioti (tzv. metagenom) P R &si koristiti za dodatneanalize,
primjericeprofiliranje P HW D E RuB@kcipNdelaotpornostinaantibiotike.Razvrstavanjem
mikrobiomapremafunkciji genamoguseizgraditi P H W D E R O Higgfiati ih u odnosuna
fenotip G R P D (ptirgjdicenaprisustvoili odsustvanekebolesti(6).

Ekspanzija informacija o ljudskom mikrobiomu u posljednjih nekoliko godina
SUHGY Reypb@abima prikupljenih kroz par velikih projekata koji su imali za cilj
okarakteriziratijudski mikrobiom poputMetaHIT (engl. The EuropeanMetagenomic®f the
HumanIntestinal Tract) i HMP (engl. The Human Microbiome Projec). MetaHIT studija,
pokrenutaje 2010. godine, te je obuhvatila sekvenciranje3,3 milijuna mikrobnih gena
dobivenihiz uzorakafecesal24 ljudi. Prvi cilj MetaHIT projektaje bio katalogiziranje
mikrobnih genau intestinalnomtraktu te polaganjetemelja za karakterizacijumikrobnih
populacijau crijevima(7). U HMP studiji S U R X gemikeoQiom 300zdravihpojedinaca 5
glavnih lokacija natijelu: usta,nosa, N R,drobavn i urogenitaln sustav(8). Godine2014.
napravljenge kombiniranaanalza metagenomskilpodatakaz MetaHIT projekta,HMP-a i
kineskestudije o dijabetesus ukupno1267 sudionika a smatrase da je u toj objedinjenoj
zbirci podatakasa9,879,89@akterijskihgena VvV D G daidydkompletanskupgenacrijevnih
bakterija. Nadaje, v H O L [bak@dskogmetagenomalustrirai pLQMHQee SIRVMHpPQR
XWY UpB@®U D | O bdktevijdkikgenapo jednomuzorkustolice odnosnd37 puta Y L a H
genanego & Wil u ljudskomgenomu(9). lako postojevelike razlikeu sastavumikrobiotena
Q L ataldonomskirazinama ljudska mikrobiotaima V O Lda&id@na Y L ataksonomskim
razinamae ima osnovnimeW D E Rl jxdji LR E X K ¥v@ dsovnebakterijskefunkcije u



ljudskomtijelu. 6 O L yri2& i zadrugesisavcena Q L arazhamapostojevelike varijacije,
nona Y L atakBonomskimrazinamamikrobiotasvih sisavacge V O L(B)Q D

3 UR X p DnYikodDiMe-S R P Rabotatorijskih ALY RWL QM D

. R UL a%hkh@mhkhodehza S U R X b Dnk)dte R P R J X otRrivdnje QD pLQD
nakoji mikrobiota X W Mal® R P D (aL@QIDM [pddiaztimijeva D | O Lvpstemidhipulacije
mikrobiomom a L Y R \t¢ Lo§idvi@avanjekontroliranin P L N U R E L B2t & Kdjika te
ALY R Bota@MH U li @V U D SepfdvGvhBtakozvanimSPF(engl. specific pathogen
freee PL aH YddRd3noa LY R W kdaeMubezpaogenakoji bi modi utjecatinarezultate
L VW U D dpa¥, bn®rvbidta SPF P L & HIY D D ] O LimktéribBmase razlikuje, p DiNu
U D] O Lppdstétijamaiste nastambea te razlike moguutjecatinarezultate L VW U D@Q).Y DQMD
Jedarodmodelaza S U R X p MifjeBafarMirbbiotenaorganizanjesu D NV H @ L A €L
germfree, GF), odnosnoP L & Koy LA L ¥ kterilnim izolatorimabez kontaktas mikrobima.
Ukoliko se sterilnim mL & H YttalRdderira V S H F Lnhikjoli)dm poznatogsastavaili ih se
inokulira s bakterijskommonokulturom takvese ALY RWakiaM B RW R E L(BIWALIpN L P
(12).

@ (
Divlji tip SPF Aksenicni Gnotobioticki Antibiotski tretirani
(specific pathogen free) ( germ free, GF) (Abx)

meles R @ 2‘(,(5 ) IS |-
SASTAV MIKROBIOTE

&£ £ A

moguce pisutne poznat i kontroliran sastav
patogene bakterije bez poznatih patogena bez mikrobiote )\ mikrobiote

bakterije rezistentne
na antibiotike

@® Poznati patogeni : ostale bakterije

Slkal 6KHPDWVNL SULND] PLNURELRWH X UD]JOLPLWLP ALYRWLQM)

% X G ¥ai D N V H Qdrgaizninikada ne susretnubakterig, predstavljajudobar
modelza otkrivanjeutjecajamikrobana | L ] L ReD B ®NWKR @dRee u tijelu (11,12) Tako
je, XV SR UH Yy GF DIPMMLPa Hotkbveno da se metabolom(sastavmetabolita)krvne
plazmei urinauvelike mijenjaovisnoo prisustvumikroorganizamg13). 7 DN R yPHL @ Hez L
bakterijaimaju manje P D V QuRijéld i usporermetabolizamAnatomskigledanojetraim je
manja,ukupna S R 'Y UtarkkQgrijeva smanjenaa cekumznatno Y H Inhaju promijenjenu
aktivnostnekih jetrenihenzima,dok je u crijevima promijenjen L ] U yériakeji sudjelujuu
L P X Q R OReépbizRd¥anjmikroorganizamgl11). 6 D a ptikdirazlika D N VIHMQR.Ipa H Y D
P L & B MiRrobiotomprikazanje u Tablici 1.Osimsterilnih P L & HUYLDV W U D & seYpDHQYMVLRP D



koriste P L & Idyirha je antibioficima & L U RspeRtthreduciranmikrobiom lakote ALYRWLQMH
nisu u potpunostibez bakterija,ovaj model je puno S U LV W XIS/D/N QD #H YD j BB D
V O L BRFIPM B H b rRivijenomimunolo &om sustavykoji je u GF P L & kroidjenjen).

Tablica 1. Anatomske ilL]L R ONRBBIBINWHULVWLNH X NRMLPDODMXHRGNQGEHNRpp@U
NRULAWHQLK W]Y &23)-AdmbkhHw e of3ggrfRee animal models in microbiota

related researcli12)).

Osobina Razlika
Prehrana Potreba za dodatnim vitaminom K i B
Smanjen postotak PDVQRUOH X WLMHOX
1RUPDODQ LOL SRYLAHQ XQRV KUDQH
B3RYHUDQ XQRV YRGH
Metabolizam 6QLAHQ ED]DOQL PHWDEROL]DP
B3RYHUDQD VHNUHFLMD VORERGQLK DPLQRNLVHOLQEL
kiseline
9LdH XUHH L PDOR DPRQLMDND X FULMHYQRP VDGU:
9LAH&AEXD X FHNXPX L IHFHVX
9HUL RNVLGDHGOKWFRMVNL SRWHQFLMDO FHNDOQRJ
Promijenjena osjetljivost na anestetike
Cirkulacija Smanjen ukupan volumen krvi
6QLAHQ PLQXWQL YROXPHQ VUFD
6QLAHQ SURWRN NUYL XphBadnhommakw/ UL SOXULPD L
B3RYHUDQD UD]JLQD NROHVWHUROD EURM FUYHQLK N
Jetra 6PDQMHQD YHOLPLQD
BRYHUDQD UD]JLQD IHULWLQD L NROHVWHUROD
30Xub Stanjeni alveolarni i kapsularni zidovi
Manije retikuloendotelnih elemenata
Crijevna Smanjena ukupna masa crijeva
morfologija

Pokretljivost
crijeva

Fiziologija crijeva

Funkcionalnost
crijeva

Endokrini sustav

Status elektrolita

6PDQMHQD XNXSQD SRYUALQD WDQNRJ FULMHYD
Tanke i uniformne crijevne resice u tankom crijevu

6NUDUHQH LOHDOQH UHVLFH L SURGXOMHQMH GXRG
.UDUH NULSWH X WDQNRP FULMHYX

Tanja lamina propria tankog crijeva, s manje stanica i sporijjom obnovom stanica
9HUL FHNXP V WDQMRP RSQRP

BRYHUDQR PLALUQR WNLYR V SURGXAHQLP L KLSHUW

'XaH WUDQ]LWQR YULMHPH

6QLAHQD RVPRODUQRVW X WDQNRP FULMHY X
SRYHUDQD SULWLVDN NLVLND L HOHNWURSRWHQFLWNV
SRMDpDQD DSVRUSFLMD YLWDPLQD L PLQHUDOD SU

SURPLMHQMHQ HQ]JLPDWVNL VDVWDY SRYHUDQH UD’
fecesu

Visoke razine mucina (mukoproteina i mukopolisaharida) u fecesu

ODQMH PDVQLK NLVHOLQD L RGVXWVWYR FLNOLpNLE
VDGabDMX HNVNUHFLMD SULPDUQR QH]DVLUHQLK PD
Smanjena apsorpcijajoda X WLURLGQRM aOMH]GL

6PDQMHQD PRWRULPpND SRNUHWOMLYRVW L KLSHUH"®
vazopresin

9LAH DONDODQ FHNDOQL VDGUA&DM

Visoke razine kalcija i citrata i niske razine fosfata u urinu

Manije natrija i klorida u crijevnom VDG UaD M X

9LAH MH VWXGLMD SRND]J]DOR GD DNVHQLPpQL L DQWLE
tumora od konvencionalno uzgajanthL & HTARlica2). 6 PDQMHQD MH LQFLGHQFLMI

DNVHQLAGHM LPD
SRQLAWDYD

D GRGDWNRPa EQOINSRISRIOMYBDRD UB6 WDM
,QFLGHQFLMD UDND NRaH RrDKQjm®ndddstaje DNV HQ
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UHFHSWRU ]D PLNUREQH PROHNXOH D UHGXNFLMD PLNUF
uzgojemX VWHULOQLP XYMHWLPD GRYRGL GR VPDQMHQH VWRS|
1DGDOMH LDNR QLMH GLUHNWQRMVHWLURAHGQHD LFONRGERIRDJI DX
molekulama i metabolitima koji promoviraju razvoj tumora pa je crijevna disbioza puwveza

rakom jetrg(14,15)

Tablica 2. Razlike u tumorigeneziL ] P HYPXN V HQR p &H. YPOL & H YsLnikbobiotom (Prema
Schwabe RFThe microbiome and cancét4))

Vrsta tumora Model Rezultati
$NV HQ L @@ Lspdhtana karcinogeneza ODQMH WXPRUD X DNVHQLDpC
$NVHQLp Q LDRH-&zkzYdnalkarcinogeneza ODQMH WXPRUD X D&NYIQAD C
$NVHQLDQLABMGithxv/And karcinogeneza 9LAWXPRUD X DNVHQLpPpQLP F
$NVHQLDQLMAMAGHYA L 0ODQMH WXPRUD X DNVHQLDHCGC
$NVHQLp Q LABM-dzHzYdnalkarcinogeneza ODQMH WXPRUD X DNVHQLpPC

Kolorektalnirak AOMu ll10#+JQRW R E LRW RHMWLLE ODQMH WXPRUD X BNYHRDDpC
$NVHQAppMIn+ PLAHYL ODQMH WXPRUD X DNVHQLbG

ApcMin/+ Cdx2 #Cre PLAHYL WUHWLUDQL DQWLELRWY 0ODQMH WXPRUD X PLAHYD W
Nodl#+PLAHYL WUHWLUDQL DQWLELRWVNLP NR Manje WXPRUD X PLa Hhamibticirdey

AOM plus DSS -tretirani P L & H valantibiotskom koktelu ODQMH WXPRUD X PLaAHYD W
Mikrobiota iz divljeg tipa transplatirana u Nod2 ¥+ PLAHY H Manje tumora nakon transplantacije
5DN AHO' Helicobacter pylori-inficirani gnotobiotski INS-GAS miaHY L ODQMH WXPRUD X DNVHQLpPC
H. pylori-inficirani INS-GAS P L & Htétirani antibioticima ODQMH WXPRUD X PLAHYD W
DEN i CCl4-tretiraniaks HQLpQL PLAHYL ODQMH WXPRUD X BNMYHBRDpC
DEN i CCl4- tretirani P L & Hh& éntibiotskom koktelu ODQMH WXPRUD X PLAHYD W
- DEN i CCl4- tretirani P L & Hn4 kifaximinu Manje tumoramiaHY D W U HfaMilniddnQ L
Rak jetre DEN- W U H Wakborin® hedimiginu Manje tumora mi & H ¥YrBtiranih neomiciom
MiaHYL W U BMBA WM @ijeti ¥ visokim masnim udjelom, tretirani
antibiotskim koktelom ODQMH WXPRUD X PLAHYD W
OLAHYL WUHWLUDQL V '0%$ L QD GLMHWL V Y|
vankomicinom ManjH WXPRUD PL&aH Ydnkakhidikom
5DN SO x NHMItretiraniaNVHQLpQL PLAHYL ODQMH WXPRUD X DNVHQLDpGC
BezrazOLNH X DNVHQLpQLK aL
Rak dojke DMAB- WUHWLUDQL DNVHQLpPQL PLAHYL Manji tumoriuakVHQLPpQLK aWDNR

AOM, azoksimetanApc, genpovezans adenomatoznomolipozom;CCl4, ugljik tetraklorid; Cdx2, genpovezans kolorektalnimrakom;
DEN, dietilnitrozamin,hepatotoksinDMAB, -flimetil-4-aminobifenil hidroklorid; DMH, dimetilhidrazin;DSS,dekstramatrijev sulfat;
1110, interleukin10; IPSID, imunoproliferativnabolesttankog crijeva; MALT, limfoidno tkivo povezanosa sluznicom; MAM -GIcUA,
metilazoksimetaneP-D-glukoziduronsk&iselina;NHMI, N-nitrozoheptametileniminNOD1, genzareceptorzamikrobnemolekule

'R VDGD QLMH RSLVDQR NDNR DNVHQLPQL XYMHWL XWN)
SRIQDWR GD PLNURELRWD XWRMHPNNXV®/D YWD ¥ RAW LUIWEKYQLRPMR
pretpostaviti da mikrobRWD XWMHpH QD L]JUDADM JHQD ®MariH]DQLK
LPXQRORANLP RGJRYRURP X GUXJLP RUJDQLPD L]JORAHQLP
urinarna mikrobiota potrebna za razvoj i sigpdl UDQMH SHULIHUQRJ aLYPDQRJ
Y HU S Rd\zBikrofloru crijeva, a urinarna disbioza bi mogladdtokom bolestima poput
intersticijskog cistitisa (15).

1.1.2. Mikrobiota i ] O R U XushQriL

Interakcije L ] P H ¥R P D i miRrDbiote su mnogobrojnel raznolike pa je takavi
utjecajmikrobiotenazdravlje p R Y Nlpbjavdbolesti.Njihov odnosnemorabitit MHGQR]QDpDQ



patako nekabakterija P R &k X ] U R [p@dstia drugomkontekstuimati povoljne X pL Q N H
na G R P D UNa@lji primjer je Helicobacter pylori p L briButnostu a H O XXPXMkl p H
smanjenjerizika od alergijskihreakcijai astmeu G M Hlo, ok starijoj 4 L Y RAMQARRA H
uzrokovatirak & H Q 2 VDN bvkliakterijekoja S U H & L YKB&dnA Bl O X pdokuazbilo

je dogmudaje aH O %@riaRorgante utabaloput novom Q D p [OQ X1 Hp [HEEAAER).
Osim H. plyori, poznatoje M Rekoliko bakterijakoje se povezujus tumolima, primjerice
Salmonellaentericapovezanes tumomom & X p Qriebura a Campylobactejejuni, Borrelia
burgdorferii Chlamydiapsittaci se povezujus limfomima koji se Q D M p 5 R& ¥ iBhakprid

O L M Hantib@tMima (14). Osim SR M H G Lb@kzpj&kbj& uzrokujurak P R J Xjé@ Hda
zajednicamikroorganizamaR G U Hsybfi@ 8astavonili pakmetagenomskinpotencijalom,
dovodido razvojatumora.

Bakterijemogudijelovatii protutumorskjprimjericebakterijske molekukiz Coleyevog
toksinamogu dovestido S RY Oddaikapel,a mikobakterig iz cjepiva BCG dovodedo
XQLawaanioaumda P R N U DmjénRid (16,17) Ovi X p L Qosljedicasu aktivacije
GRPDULQRXQ R OCoRgoMRKoji, osimbakterija, X Q L aiWiDof dkestanice.

1.1.3. Mehanizmi protumorskog djelovanja mikrobio te

Neki patogeni, poglavito virusi, promoviraju karcinogenezu RaWHUXWBR®LL p QL
geneski materijal dok drugi uzorkujuo & W H tepit@af ipalu(Slika 2)(14). Upalni odgovor
dio je normalneobrane G R P D (pLL{@lj eliminacijapatogenaNeki patogenidjeluju tako
da uspostavljajutrajne infekcije s blagom, N U R Q Lyp&@dtrkoju prati R & W H sitéh@eM H
kisikovim i G X a L NdikklPna, proliferacija, angiogenezae LV S X afskior@ribtakoji
aktivirajufenotip P D W Lspa@ital{tumorskimprogenitorimg14). Citokini poputiL-1, TNF,
IL-6 i IL-23 te transkripcijskifaktori AP-1, 1) % STAT3 dio su upalnogodgovorana
infekciju, ujedno su p H VpAsBtni u tumorskom PL N URR & 1) daka aktivacija
pri U Ry Hndukbsti P R apdomijeniti L P X Q R QdReéaNcku na tumor u protutumorski
odgovor,no bakterijerijetko S R Wazn¥ L P X Q R OdfigoMdRapotrebnuza eliminaciju
tumora,umjesto p H Jidgu poticati slabij odgovori tumor S U R P R YULIV D RIQUpRIQ X
(14).



Slika 2. Shematski prikaz tumeS RWLpXUiHJ GMHORYDQMD EDNWHULMD

8 QL &W Dafiipr@ MJHP H@ R P D iipa@@ena

8 Q bvawe epitelne barijere L]P HYy&R P D UiL @diogena P R & Hotaknuti
karcinogenezwgli P R dHi i posliedicakarcinogenezeBarijere L ] P Hga¥ogena GRPDULQD
X N O Meéppetnisloj, L P X Q R étaiélu-hekim V O X b D vhik¥2nizIbj i mikrobiotu.
Mikrobiota predstavljebarijerujer S R P DRAGIU a Di vlingvihijuepitela,stvaranjumucina
te suzbija rast patogenihbakterija kompeticijom za resursei produkcijom bakterictnih
molekub. 8 Q L a W Hh&ipdral dolazi do S RY H liribegaktije G R P D (i Lngkibbiote i
translokacijemikrobioteu tikva G R P D UlaGkbmmikrobioteu tkivo aktiviraju sereceptori
koji detektirajuprisustvobakterijate se p H \p@kiRnesignalizacijazaizbjegavarg VWD QL P QH
smrtiradi R G U & Deyifziodidabijere(14,19)

Tollu V O lilipTQR receptori(engl. Toll-like receptor$ sutransmembranskiecepori
zapatogenanolekule akoji regulirajupri U R y HinQrdst,upalneprocese integritetepitelnih
barijera. Prepoznajumolekularne uzorke povezanes patogenima PAMP-ovi, (od engl.
pathogenassociatednolecdar patterng i molekuleza signaliziranjeopasnostj DAMP-ovi,

(od engl.dangerassociateanolecularpatterng koji se R V O R Epblik@nMXa W HsidhiQaM D
Vezanjemliganadaza TLR-ove aktiviraju senizvodnisignalniputeviza SUH a L YNFNBH Q M H
Stat3(20). Ovi signalniputevidjeluju kao p X Y épltelnogintegriteta,a p H \sWéRiviranii u
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tumorskim stanicamaa Whik R P R J X dl&Xdd ekontroliranodijele. Sve Y H birbj dokaza
govorido bakterijskaaktivacijaTLR-ova S R Warpimbgenez(16, 23). PrimjericeTLR4 koji
je receptor za lipopolisaharid, komponentu V W D Gijgn®eHSram negativnih bakterija,
promovira karcinogenezuu debelom crijevu, jetri, J X a W H UNORpELWeR pokazanosa
smanjenomstopom razvojatumora kod TLR4 deficijentnin PL & H YR Y H U BtQparkR
razvojatumorakod P L & Hofia je konstitutivno u epiteluaktiviran TLR4 (14).

NOD-u sIL p @ LNLR receptori(engl. NOD like receptory kao i TLR receptori
prepoznaju bakterijske molekule. 0L & H dfeficijentni za Nod2 receptor SRGORAQL
bakterijskiminfekcijamate imajutumor S U R P R Y IdidliokuX cri}evima. y H ViileRasno
je li disbiozauzrokovanaupalnimprocesimali pakdrugi R N R ChlLARELH R Wilshiozu
kojapotom S U R Rupddri¢procesee karcinogenezuDa je disbhiozaglavniuziok SRGORAaQRV WL
razvoju tumorau P L & HkgjDnemaju Nod2 receptor (Nod2 ) pokazanoje tako & WeR
transferom G L V E L Rriiikkopi@nfadl P L & Hh¥zHnutacije prenijetai S R G O Rraz@dpjuv W
tumora. Interleukin 6 je posredniktih XpL QB X G HdilL-6 Q HX W U D (iofutijgld M X U H
SRQLAWEYSJ RP RY lelghd. Ma il Nod2, Nodl deficijencijanegatyno X W Mia p H
intestinalnubarijerui promoviraupalui kolorektalnikarcinom(14,24)

Genotoksini reaktivri spojevi

Mikrobiota P R godtaknuti G R P D ind@aixvodnjugenotoksinaa P R dHi sama
proizvoditi. CDT (engl. cytolethaldistendingtoxin) i kolbaktin (engl. colibactin) su primjer
bakterjskih genotoksingoji izazivaju G Y R O DighipRe@ndliekule DNA. CDT proizvode
Gram-negativnédakterije,akolibaktin bakterijeiz porodiceEnterobacteriaceagoputE. coli.
*H Q R W R a&ktWwhdstkd@ibaktina zahtjevada a L Yakterijebudu u direktnomkontaktus
epitelom.lako bakterijekoje producirajukolibaktin nisudovoljnedabi doveledo rakacrijeva
u eksperimentalnind L Y R W [AQ MB Woje Quredisponiraneazvop rakacrijeva dovode
do W H élHkh bolesti(24,25)

Bakterije mogu sameproizvoditi ili potaknuti G R P D ina Qdzvodnju reaktivnih
spojevau tkivu. Leukociti na mjestu upale proizvode reaktivne kisikove spojeve poput
superoksidnognionayvodikovogperoksida G X a L pK3i&aJTi sureaktivri spojevi Y DiZ&

V W D Qibe@zRanje,a mogu promovirdi rasttumoratako & VdiRektno uzrokuju & W RaW X
DNA, S R WigaXzacijukojadovodido proliferacije,angiogenezeinvazijetumora,amogu
dovestii do stvaranjekarcinogenihiN-nitrozamina(14).

Faktori virulencije

Bakterijemogufaktorimavirulencijeizazvatirak D N W L Ydigddli2adcqukbja SRW LpH
rasttumora BakterijaFusobacteriummucleatunfaktorimavirulencije promoviraintestinalnu
karcinogenezw P L & HkdfiBpontanaazvijajuadenomaeu crijevima. Fusobacteriunse Y Ha H
na molekuluiz Y D Q V W Dr@ttiks@aldhkzinFadA te preko njegana V W D @eLdpiE-



kadherinte tako aktivira proliferacijski -kateninskiput u stanicamakolorekimate SRWLpH
X P Q D atin@idkithstanica(25,26)

Bakterijski faktori virulencije mogu uzrokovati X Q L & W ivérist@riMpHQrRadriksa
komplekse P U édgoteinai proteoglikanau kojoj su citokini, faktori rasta,proangiogene
antiangiogenenolekule.Bakterije proizvodekolagenaze hijaluronidazekojima degradirgu
izvanstarL p @dtriksradi pribavljanjanutrijenatai a L U KrQzkkilo, a drugeproteazemogu
inaktivirati signalnemolekule poputcitokinai faktorarastate utjecati na upalni odgovorii
homeostaziDeregulacijazvanstan. p Qiiattiksa P R dlblvestido stvaranjgumora,prisutna
je u gotovo svim tumorimg a E X G dajeé direktno vezanauz metastaziranjespadaP H y X

njegovaQ D M Y DREQIOWRIM & M D
Bakterjski metabolizanmu ] O R U X1@nabLiRa

Doprinosmikrobnogmetabolizmé&arcinogenezzasigurnge | Q D p DhdtékQetreba
L V W UB2kterNe mogu P H W D E Rig@hjatiNdijetalne fitokemikalije, prokarcinogenei
karcinogeneghormonee stvaratitumor S U R P R Y kékintbredrK pIH14). , VW UDALYDQMI
pokazujuda dijeta bogatamastimamijenja mikrobiotui S R'Y H @id2iubprokarcinogenih
metabolita & X p @dliKDijeta bogatavlaknimaizvor je N U D W N R @d3HkiBelina Koje
stvarajucrijevne bakterije,a koje su Y D &Z@ HR p X Y Drijzihéd epitelai & Wdaowakvoja
kolorektalnograka(25).

Mnogi karcinogenidolazeu tijelo oralnim putemstogaje p H \pWaRinija obraneod
njihovog djelovanja mikrobiota probavnog sustaa. Biokemijske sposobnosti
mikroorganizamagunosu Y HadHp R Y M Hpd RRo6 bakterijemoguaktivirati ili inaktivirati
karcinogenekoje p RY ReHA\R &nketaboliziratiili pak vezat W H enBtédepoput kadmijai
arsenate tako V S U L MjiHdvl @psorpcijui 8 W HdjélQvBnje u tijelu (28). Mikrobiota
metaboliziraetanolu njegov karcinogenimetabolitacetaldehidlako se ovaj metabolizam
dijelom odvijai ujetri, Y D a Qrikibbtskogmetabolizmagokazujep L Q M #bQUNROLPLQH
acetaldehidg Q D p Brive@Qéhes serumusterilnih P L & Higddhosuna P L & ks mikrobiotom
(14). Mikrobiota P R audjecati i na terapijsko djelovanje mnogh lijekova. Djelovanje
antitumorskihlijekova ciklofosfamidai cisplatinasmanjen je u steriinih PLaH YD aHY D
tretiranih antibioticima a Wikazuje na njihovu aktivaciju u bakterijama S druge strane
Doxorubicin citostatik koji se koristi u O L M H fakbQAVRN U D infeiiRida, P R albiti
inaktiviran crijevnim bakterijamaiz rodovaStrgoptomyces Raoultella & \jgdRencijalnoXWMH p H
na XV S M Heé&&@piile O citostatikom(28). Sastavprobasne mikrobiote W D N Rgddlica
XPpLQNROLW R &R IMXOERdrKinhibitorima kontrolne L P X Q R OVRR kil
immunecheckpoininhibitors) (29).

1.1.4. Mikrobiom P R N U D inf@lruda i urina

- R @redirom 19. VW R © Mz¥aidteorije klica, prvi su bakteriolozi SUR Xip DY D
postojanjeklica, odnosndoakterijau urinu ljudi. Tadasuprimijetili daseurin zdraveosobene



] D P X i ¥d¥ &€ urin kojem je dodanakap vodeili je bio L] O Rzaakuhakon RGUHYHQRJ
vremenaamuti,iz p H jeBlijedio ] D N O Ma&§doiti\zdraveosobesterilan Pedesetilgodina

S UR a\OVRR N N fipveatdMass osmislio je metoduza detekcijuurinarneinfekcije -

aQ D O L ] likinDpickeinatai zdravih osoba G R &@®d® brojke od 1¢° poraslinkolonija u

mililitr u urina kao J U D Q WripeQridsti za R G U H y IphsDtQoktikhfekcije, a bakterijske

kolonije iz urinazdravihljudi smatrage kontaminacijomiz donjih dijelova urinarnogtrakta

ili NR d&dgmadaje P RN U Bjelut patakoi urin sterilan vrijedila je i prilikom prvog

projekta karakterizacijeljudskog mikrobioma (HMP) krajem S U R a&HR\V H \&abOgVpHHII D
mikrobiommjehuranije ni X N O Muxoppidekt (5).

3 U R X p DuMrar@dwhikrobiotesekvenciranjenmikrobneDNA urina ] D S R pnha@®M H
nakonHMP projekig, kada je po prvi put opisanmikrobiomurina(prikupljenkateterizacijom
zdravih osoba (30). Kako bi se dokazaloda se radi o aL Y hdkterijama,a ne samoo
bakterijskojDNA kojaseje V O X p Q@ D&XIRBu, razvijenge modificiranametodakultivacije
bakterip (31). Ova metodarazlikuje se od N O D VuripdRutture po tome aWRNOM Xp XMH
N R U L aYWWHMaINhdNnaurina,inkubacijuu U D ] O Lupjetimakisikai kroz G Xviemensk
period Pokazange da semikroorganizmiidentificirani 16S sekvenciranjenmoguuzgojiti u
takvoj kulturi, odnosnadaseradio a linybakerijamaiz P R N U @rilj€hRa.

Nakon R W NnKrab@ma P R N U DnijéhRaurobioma) njegovaulogau fiziologiji
i bolestima PR N U D ih@iRith S R p L@ Mteinzivno S U R X p Dan@sjéLpoznato da
bakterijskisastavmjehuraovisi o dobi, spolui zdravstveomstanjupojedincaa SRUHPUH UD ML
P LN UR E LARjedrié (diBMza)mjehurapovezujuses raznimbolestimaurinarnogtrakta
(32). Bakterije u ljudskomurinu Y H U L Qripaddjukoljenima Firmicutes, Proteobacteriai
Actinobacteria(33). U d R V D G DsiL@ijsimaBrinarnog mikrobiomazdravihaH D RQDYHQR
je 28 bakterijskihrodova au urobiomu P X & N D17 ipdoa,od p H e04 1D M H (B Qdbp N
spola (34). Najbrojnije bakterije u urinu zdravih pojedinaca su: Lactobacillus,
Corynebacterium, Staphylococcus,Prevotella, Gardnerella i Streptococcus 3UHWHAaLWR
Lactobacillus Prevotellai Gardnerellau & H @DBCorynebacteriumu P X & N D B@i&te
pokazujuda a H @nidju raznolikiju floru s 6 do 36 rodova,dok je u P X & N Dguigutaéod 1
do 8 rodova No, bez obzira na spol, Q D M pptigkai pblovice bakterija pripada koljenu
Firmicutes(33). Nije poznatopostojili jedinstzena P R N U Dnik@liota, odnosnopodskup
bakterijskihvrstakojesu ] D M H GUQR.R N H D sust&vRjudi. Lewisi suradnicipostavljaju
ovu hipotezuu svomrady s drugestraneGottschicki suradnici S U H GoOsiibfaeurotipova,
odnosngpodtipovaurobioma koje serazlikuju u sastavudominantnimvrstamai raznolikosti
(33,35) Opisali su 7 takvih urotipova nazvanihpremajednojili Y L @diminantnihvrsta:
Prevotella amnii, Sneathiaamnii, Gardnerella vaginalis i Atopobum vaginae (urotip 1),
Lactobacillusiners(urotip 2), Enterobacteriaceagurotip 3), Enterococcus$aecalis(urotip 4),
Streptococcuagalactiae(urotip 5), Citrobactermurliniae (urotip 6), i Lactobacilluscrispatus
(urotip 7). Foutsi suradniciopisalisu zdrawe urotipoveza P X & N D 8 If @aa H Quradtihje
dominantanLactobacillus dok je P X & Mdminiran Gram-pozitivnim bakterijama (35).
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3 UR Q By HDM.H GsQev[Hddherichia coli StreptococcuanginosusLactobacillusiners
i Lactobacilluscrispatusi u mjehurui u rodnici, & WiRazuje na postojanjejedinstvene
urogenitalnemikrofloreu a H @6).

Razlike u mikrobioti mogu biti posljedicapromjene urinarnih metabolita,osdone
higijene i navika mokrenja. Isto tako hormonalnepromjene u pubertetui menopauzi,
konstipacijai urinarnainkontinencijate seksualnaktivnost X W Nhdpobiom (37). Dijeta i
N R O Lpppijenevode P R autecatinarizik urinarnihinfekcija, pijenje prevelike NROLpLQH
vode P R a$IR Y H & D Q¥ 0tinarnuinfekciju na Q D jwa @ D ] U MuHnarbfaktore koji
inhibirajuvezanjebakterija(38). Poputintestinalnamikroflore urobiomsemijenjasaaLY RW QR P
dobi te se raznolikostbakterija smanjuje,a pojavljuju se novi rodovi poput Jonquetella,
ParvimonaspProteiniphilumi Saccharofermentansljudi iznad70 godina(32).

9 D a {@ Raglasitida Q D [ptikQpljanjaurina P R &itjecatirezultatanalizeurobioma
(39). 9 H U Ldpdpe citiranih studija koristi urin srednjegmlaza koji se L Q Dkpiisti za
R G U H y urihari@himtakcija bakterijskomkulturom. Uretrai rodnicaimajusvoj mikrobiom
te mogu biti izvor kontaminacijeza S U R X p DnkibRQidvhel P R N U Driajéhidrd.Nadalje,
uzorkovanjaurinasrednjegmlaza P R J Xnig tietektirabakterijskezajedniceu biofilmovimau
mjehurukoje se Y H aasluznicupa uzimanjemikrobiomaurina P R J Xpoj¢dnostavnjuje
stvarnostanjeunutarmjehura(27). Usprkostome, prikupljanje urina srednjegmlazaostaje
najboljaneinvazivhametodaza S U R X p uhoBidpisitHV O X p D Mad kakelebizacijanije
medicinskiopravdanall radu Houriganai suradnika, X V S R U Hsulmédgz4 kolekciju
urinazaispitivanjemikrobiomakod pacijenates rakom P R N U Drijj€hRrd.Njihovi rezultati
su pokazali da ne postoje ] Q D p Dadli®eHu mikrobiomu za P X & N Dxbl évifle metode
prikupljanjauzorakapdnosnaisu S U R Q O WHD® BUMDQ Btrisutivgiakterje (40).

Nekeod bolestikoje sudo sadgpovezane promijenjenimurinamim mikrobiomomsu
neuropatskimjehur,urgentnaurinarnainkontinencija, N U R Qritdwsfidijski cistitis, dijabetes
tipa 2, N U R Qsinp®@ini donjeg urinarnogtraktai rak P R N U D tinf@Hwikh (38,4145).
3URQ @Y QY H iidkQ@arazvoj postoperativnihinfekcija urinarnogtraktau a H @D
V S HF LI InjkédBidtom (46). 1 D M p paiageniu urinoinfekcijamasu Staphylococcus
saprophyticus,Enterococcusfaecalis, Streptococcusagalactiae te Gram-pozitivi rodovi
Aerococcus CorynebacteriumActinobaculumi Gardnerella Navedenebakterijesu pHV W R
SUHY wwukh@kHlturizbog R J U D Q u [EHR@ND Mapdtdtdrijima(47).
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1.2 Karcinom P R N U D infelirica

1.2.1 *U D y®R N U D infelrith i urotela

ORNU Dnijedur je a X S @aMdzljivi organ V P M Ha Wil zdjelici. Osnovna
anatomskaodjelaje nasvodili gornji dio, tijelo te bazu,odnosnadonji dio mjehura.U bazi
mjehurasenalazisetrigonum, trokutasa SR Y & RP® f K@ X W UwbetaihivhbtiPoromi
XauLPRNUD iR RRY@EIgdpW e je ravna, nenabranasluznica dok ostali dijelovi
imaju nabranwsluznicukoja serastea Hrilikom punjenjamjehuraP R N U DGijglifmjehurje
obavijen P L a L détrBsoroma u bazi se nalazizadebljanjeP L & LAMBRRP R J X koxtvbid
mokrenja(48). 0 L adeirusoiserelaksirabezutjecajavolje prilikom punjenjamjehuraurinom
te se kontrahirapod utjecajemvolje prilikom ekskrecijeurina. Kontrola tonusai regulacija
kapacitetanjehuraseodvija u centruzamikturiciju u mostuu malommozgu(49,50)

+LVWR®O RRNU Injelut. J U D yoH @ sloja - vanjske adventicije srednjeg
PLAL USRI X Q X W Ulizai@eMbldznicase dalje dijeli na sloj vezivnogtkiva (lamina
propria) i urotel, prijelazniepitel koji obavijaunutarnjilumenmjehurafSlika 3) (51). Urotel
VH VDVWRML VH RG YLaAH VORMHYD VWDQMHDX O PR QWRIFND BY
RG WUL VORMD NRML VH PRJX N RridagodilDrstegrivtdstinjéhugaU R aL U L W
Stanice iz svih slojeva urotela su povezane nabaRIHPEUD QX SRPRUX VWDQLpPpQL|
aAWR RPRIJXUXMH HSLWHOX GD SRGQRVL aLUHQMH 6ORMHY
NRPSOHNVQRAUX L GIDHHUSBSQHPWMDFRWRIAL QG BULVXWQH VX W
NXELPpQH VWDQLF B GUX PPHREEHDOXEBULMHOD]QH VWDQLFH !
se zbog oblika nazivajumbrella LOL NLAREUDQX QDOLN VWDQLFH %D
MHGQRV O IR MaD Hhrekursb@ Xa8 ostale stanice epitela. Prijelazne stanice tvore sloj
nejednake debljie, brzo prolfesrDMX WH VOXaH ]D RSRUDYDN VWDQLFC
infekcije. Visoko specijaliziraneimbrella stanice su velike stanice heksagonalnog oblika,
LPDMX GXJ YLMHN WUDMDQMD L EU]JR VH REQDYOMDMX NI
SRYUALQX V SODNRYLPD VDVWDYOMHQLP RG PROHNXOD X
LumLQDOQD SRYUALQD RYLK VWDQLFD pLQL QH&iMRKERMQX ED
VSUMHpPDYD DSVRUSFLMX aW BW5RQLKPLYDWQD SIRWEBAHQD R ¢
PpLQL QHSURERMQX EDULMHUX L]PHYX VD GWSMBUWDX GBX\PHAVD D L K
i patogena iz uringb2).

Urotelje povezarsa a L Y p D@ziimtkivom 8 WiRRP R J X da¥¢édHRGUHYHQRP
trenutku S U Rifi Lkbhtrahira , ] U D arikdtinske, muskarinske,D G U H Q Hahikinim€xeé]
bradikininskel transientnageceptorei V S XkewijSkemedijatorepoputATP-a i acetilkolina
koji regulirajuaktivnost &L Y D B R Wpkdmieneu okolnim a L O i hivodekontrakcije
mjehura(53).
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Slika 3. + L VW RIOURCHENRIN U DrijéhdP L aljevo: VORMHY L Eniita-DRIIQERslofd L
sluznica(lamina propia i urotel)Desno: 3 R E Oluzbida Mstanice urotelgdM + P L& L U ld@ina
propria, U urotel)

1.22. Epidemiologija

Rak P R N U DriijehBrdie desetiQ D M [atd@nomi Q D M [patd@nidinurogenitalnog
traktau svijetu. Ekonomskiteretraka P R N U DriajéhRBrdje znatan premanekim studijama
ovaj rak ima Q D M YW R apo Bpackkentu od svih vrsta karcinoma (54,55) Svjetska
zdravstvena organizacia S U H G pokagtbroja oboljelih od raka PR N U D infelRica u
narednih 15 godina zbog produljivanja aL Y R WijekR e p L Q M id&QdePHH U lra®d
P R N U D infelrich dijagnosticirau dobi iznad 65 godina (56). lako smrtnost od raka
P R N U Driij€hRrdopadau razvijenimzemljamau Hrvatskojstagnira(57).

9 H U Ll@rdra PR N U Dmjéhkrd S R W4 (rétela, unutarnjesluznice PRNUDUOQRJ
mjehuraneinvazivnge te p H Vadidivira.Rakkoji seiz epitela S U Rr@alPUW 1A Lsiofriehura,
prisutan u otprilike petine pacijenata,najagresivniji je oblik raka te zatltijeva WHAaNR
FMHORAQY RW@QHROP I$ U H a L Yz20dvhbl Qarj nego u neinvazivnih tumora.
Mortalitetsenije 1 Q D p DnkeQd® E X G dainepostojilijek zametastatskiolest(57).

Rak P R N U DrijéhRrdie p H &dd.P X & N Drigddkod A H Q@ B p H V Witogera U X
smrtnostiod 9,61 3,2na100000 P X & N Dt&/I4F 0,9na100000 & H QaDWaRp L Qprilike
4 puta p H & wLAPX & N Drigdoe B H @aglobalnojrazini. 2018.godineodrakam RN UD U QR J
mjehuraoboljeloje 549.3930s0ba,a \WrBdstavlja&3% od ukupnogbrojanovooboljelihodraka,
aumrlo je 199922, odnosna2.1% od ukupnogbrojaumrlih od rakazatu godinu(54). Stopa
incidencijekod obaspola Q D Mj¥ L &DX aEuRM, zapadnojEuropii SjevernojAmerici.
2 S U H (@ bvwajfRk p H &@itielzvijenijimzemljamau odnosinamanjerazvijene.0 R J Xréalog
je razlika u izlaganju U L ] L p[@QALFPE H Qikz FRLINP @I pakrazlikeu XY U a W ividdaQ M X
niskog malignogpoatencijalau ukupanbroj bolesti (57). U Hrvatskojje peti Q D M pak @t L
ukupnoj populaciji s otprilike 1300 novih V O X p DONR &Y. B&)WIRtIstavljaoko 5% od
ukupnogbrojanovih VO X p Ehk/a. Incidencijau P X & N Dj& 3B O X p160D
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000 ljudi, dok je u &H @apbroj 6.1. Smrtnostje 4.2 na 100 000 ljudi aWR pL G.L
najsmrtonosnijimrakom u Hrvatskoj ,]Y M Hedobhétan za HrvatskuCroatia factsheet
Globocan 2018

Slika 4. Udio Q D M pWsiakarkinomau Hrvatskoju ukupnam broj karcinomazaobaspolau 2018.
godini. Karcinom P R N U DmijéhRrdje 5. Q D M [k&té@nomu Hrvatskojs 1340novih VO XpDMHY D
2018.godini. (Preuzetaz 8 1 L]Y MibatiadactsheeGlobocan2018

123. yLPEH @rik& L

Glavni p L P E HriRikaFzh razvoj ove bolestisu izlaganjekarcinogenima,SRQDMYLaH
onimaiz duhanskogdima, ] D J d§jModi za S L tethromatskimaminimakoji sekoristeu
kemijskojindustriji (57). Pretpostavljsedasu zarazlike u incidencij pospolovima] DVO XaQH
Y H §thlpe S X & HkQdVIFDX & N DiU fibHFahiakdjenje poslovimau kojima prijeti LJORAHQRV W
R N R O LALPLEPH Q IpfinhjétiBe industrijskim karcinogenimaDanasse stope S XaHQ M D
L]0 R & H-RNRRVONELQPLEPH Q L IFM PL B Qnb ptdpilincidencijei dalje ostajumanjeu
a H @@manekim LV W U D a b Yabv@j Mrhd?dDP R N U DriajehRra X N O Msp $pQirii
hormonij no njihova ulogase M R\djek ispituje (58). Pogoje R G U Hdpkb@ & genetskim
predispozicijamaza razvoj ove bolesti, poglavito geni koji reguliraju metabolizam
karcinogena.Varijabilnost u strukturi i funkciji enzima N-acetiltransferaz&2 (NAT2) i
glutationS-transferazaM1GSTM1)koji su X N O Muheialiplizamkancerogenduhanskog
dima SRY H U D2kxMobolijevanje (59). GWAS studijaje pokazalapoveznicu L] P H Yy X
transporteraireeSLCI14A1 i razvojabolesti,gera koji kontrdira koncentracijwrinate PR a H
utjecatinakontaktkarcinogena urotelom(57). Postoje V Q Ddbkakio povezanostarsenau
vodi za SLikaka PRNUDm@Hk. ORJI X & VL QHUJKYWrEHambenih
bLPEHGXNMH QMR a dr€eRUMaHanizanrazvojatumorapod utjecajemarsenanije
otkriven (60).

Tumori P R N U DrijéhRramogubiti uzrokovaniN U R Q Lup@nRrizboginfestacije
parazitomSchistosomaaematobiumOvaj parazit S R OjjaédHulkivu P R N U DrijjéhRrd
L ] D]L Yifitadi) dibrozutkivai metaplazijikoja P R @évestidoraka 1 DM pdd ¥ DX pDMH Y L
suu manjerazvijenimzemljamana Bliskom istoku, pogotovou Egiptu, a posljednjihgodina
sespreventivnimtretmanomniijekom Praziquantel ulaganjenru SURpPLAVRI¥GQDWHWLP QR
smanjiobroj rakovauzrokovanihovim parazitom(61).
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y L P E HrRikdRvezaniuz zanimanje

Smatrase da je za 7% tumora PRN U DmjgiRikhu PXaND##R%MD aHQD
uzrokovanoizlaganjen a W H Wa®im& na radnom mjestu Karcinogeni 2-naftilamin, 4-
aminobifenili benzidinse mogu nalaziti u proizvodimaiz kemijske,industrije bojai guma,

W D N R Hdjdrha za kosu, industrijskim bojama, fungicidima, duhanskomdimu, plastici,
metalui ispustumotornihvozila te ispustma iz industrijskihpostrojenjaBenzidinsesmatra
najpotentnijimod njih, dovodi do p D36 puta Y H Uiiika za razvoj ovog raka. 9HULQD
industrijskihkarcinogen&oji supovijesnobitni zarazvojrakadanage zabranjenalpak, broj
kemikalija koje se povezujus rizikom od razvojaraka P R N U Driaj@hRraraste,a vrijedi
naglasitidaje potrebnonekoliko G H V H vd @ MOHRI Did € pBjawgvaka(57).

Zanimanjakoja supovezana Y H uidizikom od razvojaraka P R N U DrajénRrasu
radnici u duhanskojndustriji i industriji boja, G L P Q MKorfwobaui ffrizeri, kuhari, stjuardi,
radniciu J U D | LifidNS®iVi pomorci.Radiseo malom S R 'Y H ribika K sekontroliraza
S X & Hr@ Mak sugerirapostojanjeR G U H yRINORL® b & ® E K Wavilh [profesijamakoji
dovodedoraka P R N U Driij€hRrd(62).

3XEAEIQM

3 X a Hj&® ©& Bl M pUHLA] itk €@iza razvoj rakamjehuraodgovoranza polovinu svih
V O X p Dniel #iwddnenskimodmakomod 20 do 30 godinaod L] O R & HIQ @janoke.
'D Q D agpopkhhcidencije su Q D M ¥ kegjijhma koje su imale Q D M ¥dibli & X & up D
osamdesetimgodinama SUR & U R/R Q@3 (BDX & H @ Meddan od glavnih uzroka
preventabilnitsmrti u svijetui jedanod glavnih p L P E Hriika\r@&razvojtumoramokrD UQ R J
mjehuraU duhanskonadimusenalazipreko7000 & W HtverQpt kojih sumnogekancerogene,
amnogesupovezanerazvojemraka P R N U Drijéh&d(64). 0 X & N aji FSLX #nrtdju 3.89
Y H @0 QIvhkirak P R N U Drij€éhRrd(95%Cl: 3.46- 4.37),dok za & H @ii¢di 4.65puta
Y Hriztk za S X 8 D (9R% El: 3.73- 5.79). 4 WWeRY H ddzai S X 4 D\bW P Hj& Lrizik od
obolijevanja(65).

1.2 4. Dijagnozai OLMHpHQMH

Rak mjehura uglavnhom se dijagnosticira nakon bezbolne mikroskopske ili
makroskopskenematurije.Osim toga p H \lWilkRenjei potrebaza mokrenjemte WHaN R U H
mokrenjensu p H XaltIlddi srakommjehui. Evaluacijaseobavljacistoskopskjabilo kakve
promjenenauroteluuzimajuzaanalizu(transuretrlna biopsijaili resekcijap L W CBYRREIY.X p M D
Plosnaticarcinomain situ (CIS) se W H aididRkopskidijagnosticira E X G dalidgledakao
normalnotkivo mjehurate je potreban F L W Rr@lRzka&kb bi se S U R Q DWQ BiapicgH
7 U H Q X WeDpp<Poe urinarni markeri za tumor koji pokazuju dovoljnu osjetljivost i
V S H F L IkagdDiRahwenili cistoskopskipregled(57).

Prognozai O L M Hdvide® Mistopatologijitumorakoja predstavljajedini pouzdani
mjerljivi p L P E Huihbriskebiologije za R G U H y LO/LIDMHpkE @ R D U Driaj€hierd.Za
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W R [KQ X W ROdreawixno je datransuretrinaresekcijaX N O MiXljo X°M H ke(s&zbog

rizika od krivog procjenjivanjastadija p Ho\pWViavlja resekcija.Uz tumorskistadij, gradusje

bitanza R G U H y LO/'LDMHNMBHK @ #&BL nisko diferenciranitumori agresivnijiod visoko
diferenciranih(66). Kako bi seuskladileinterpretacijeS D W R K L \kieRj@tR &WIRKI X UL O R

XV S R U H ydzMtBt®QUWIH O Istudlijd/ takvijeni su standardiziransistem L] YMHAaAWDYDQMEL
patologiji tumora P R N U Dtn@Hrrd - International Collaboration on Cancer Reporting

(ICCR), au 2016.Svjetskazdravstvenarganizacijazdda je klasifikaciju tumoraurinarnog

sustava P X & Mpholhihorgana(66,67)

Stadiji

Stadiji tumorase R G U HprefMdTNM klasifikaciji (Slika 5|i|Slika 6) (68). Tai T1
stadiji su papilarni tumori koji su R J U D Qrajmtdkdinisloj. Tatumorisu RJUDQriapHQL
urotelni sloj, dok su T1 tumori prodrli u laminu propriu Prepoznavanjénvazije u laminu
propriu je jedan od Q D M Yikéra Keslaganjau S D W R OfRagjNriama pDN PH Y X
uropatolozima.3 U R E O Hr® fu'8épgk&zaliinvertirani rastniskogradusnogumora,lezije
koje gurajugranicutumorapremalamini propriji, bezdatumorne prodiresubepitelniprostor.
8 J Q LiphHip invazivnogkarcinomaP R &k S U R E O H EaldijaghdpsbaanjeE X G daii L
imasO L p G Ryekirenim rastomneinvazivnihtumora,poglavitou V O X p D Mad ttiné& D
nema R G U H y kak&bdristikeinvazije (66). Carcionomain situ (CIS) je plosnat,slabo
diferencirantumor R J U D ha lmbk@zni sloj. Makroskopskiga je W H @ifeéRencirati od
R E L p @ifRa) dok su mikroskopski su vidljive neurednoposlaganestanice s velikim,
pleomorfnimjezgramd69,70) TumoristadijaT2su S U ki &Q & LsiofddijelesenaSRpHW QR
invazivne(T2a) i dubokoinvazivne(T2b). T3 tumori su prodrli u perivezikalnotkivu (T3a
mikroskopski, T3b makroskopski).T4a tumori su S U Hadstatu, maternicu,rodnicu i
crijevo,doksuseT4btumorse S U R &b UG K HiD MpWQHEZFEB LN stadijiodnosesena
prisutnosttumorskinmetastaza jednom(N1), odnosnoY L ninih p Y R UURutabzdjelice
(N2)teulimfnim p Y R U Ril¥UnRaI3). Ml1astadij R ] Q D rietd#dbaze udaljenimlimfnim
b YR URXMID etastazeanlimfnih pY R U&BY D
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Slika5. 6KHPDWVNL SULND] JUDYyH PRNUDUQRJ PMHKXUD L 7 VWDGLM
Leoné
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Slika 6. .DUFLQRPL P RNU DA Qretdiné&dispiiaiipa 4 prisutan blagi gubitak polarnosti,

zbijene i SR Y H U D Q B Pdgidrad) itotelna neoplazma niskog malignog potencijaldljive su
VWLMHEQMHEMD ¥R @ LYRFHHI D/GCLNReinMaZiydi p&pkaltni urotelni karcinom niskog

gradusa- vidljiv gubitak polarnosti i pleomorfne jezgi@ Urotelni pgilom =*prisutne papilarne
VWUXNWXUH EHE Weiralyraiehhi papian® IUKkbtdIni carcinoma in sitrt QDVXPLPQR
SRUHGDQH VWDQLFH L JELMHQH Y H @G NéInv&i@nHdapl&nl kgdthomH]JUH V
visokog gradusatjezgre raznolikih, nepravilnitoblika, papile srasle jedinstvenu mastd OLALU0 QR

invazivni karcinom + XURWHOQH VWDQLFH LQYDG LW KX HixtoléyicalL u 3UH.
Classification of Bladder dmors(70))
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Gradiranje

Gradiranje urotelnih tumora je bitno u neinvazivnim oblicima bolesti, posebno
papilarnim neoplazmama. Mali postotak invazivk QHRSOD]PL MH QLVNRJUDGXYV
VOXpDMHYD LQYD]JLMH RJUDQLpHQH QD ODPLQX SURSULX
visokogradusn(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 predstavigziju s tankim papilama i normalnim, minimalno
DWLSLPpQLP XURWHORP D SURJQR]D ]D RYX ERG&HIM&N MH MD N
VNODGQR UDVSRUHYHQH SDSLOH WH EODJX DWLSLMX VYV
hiperkromatskim jezgrama iijetkom mitozom. Visoko gradusni Ta tumori imaju jako
neuredan izgled, slabo organiziranu arhitekturu i mnoge mitotskees(€6i70)

T1 tumori isto mogu biti nisko i visoko gradusni, dok se TR smataju visoko
gradusnimCarcinoma in situli CIS je visoko gradusni tumor.

5DN PMHKXUD REXKYDUD KLVWRORENNXIUDIDNpNINMDPR
stanica, adenokarcinom i karcinom malih stan#likéa 7). Visokogradusni urotelni karcinom
imaju sklonost divergentne diferencijacije u skvamozne i glandularne histologije. Divergentna
KLVWRORJLMD WXPRUD PRNUDUQRJ PMHRIXUD VH SRYH]XMH

YyHVWR PDOLJQH WYRUHYLQH LPDMX KLVWRORJLMX L]PH
donosi na temelju prethodnih ili konkominantnih CIS leeggW RORANLK QDOD]D 8NRO
pokazuju karakteristike niskogradusne lezije, no ujedno pokazuju jednu od karakteristika
visokogradusnih lezija, pristupa im se kao visokogradusnim. Gradusna heterogenost se
pojavijuje u velikom broju papilarnih lezijg prHPD QHNLP VWXGLMDPD SUHSRU
QDMYHUL SULSMWP GUREDPVVWXGLMDPD OH]JLMD VH PRAH V
visoki gradus ne prelazi 5% tumdi&o).
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Slika 7. Divergentna diferencijacija invazivnih tumora P R N U D inizRula. A Skvamozna
diferencijacija (strelica pokazuje keratinizaciju). B Glandularnadiferercijacija. C Plazmacitoidna
diferencijacija.D Sarkomatoidnaliferencijacija.(Preuzeto iz: Y. KimHistological Classification of
Bladder Tumorg70))

ILMHpHQMH

Intravezikalnanstilacija BCG nakontransuretrbne resekcijgie standardnaerapijaza
P L & L-in€)rivazivnestadijetumoraod (Tado T1). 8 N O M MijrixgslvieinjeBCG-a direktnou
mjehurnamjestoresekcije(57). Povezange sasmanjeninrizikom od napredovanj#olestiu
P L & L-in@Rvni stadij. U usporedbis intravezikalnomkemoterapijom, W D N R irhahji
rizik od recidiva,norizik od & W H WQLLG® W B & U rijetkim V O X p D MPHRMGIRIDHD
sepse(71). Do 40% pacijenatane odgovarana terapiju BCG-om te neki od njih imaju pD N
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S RY Hiiik 6l progresijebolesti(72). Zbog ] Q D p DridikaRdponavljanjai napredovanja
bolestipotrebnisuredoviti cistoskopskipregledipacijenatas neinvazivnimtumorima(73).

Radikalnacistektomijase primjenjuje kod ljudi s P L & L in@a®vnim tumorimate
ponekadserazmatrazapacijentes tumoromstadijaT1 koji nisuodgovorili naintravezikalnu
terapiju.Nakonradikalnecistektomijeizvodi seoperacijaurinarnediverzije N R U Lsédkhkint L
ileumaili ugradnjaR U W 8g®niep@. Nakonradikalnecistektomijel0- JRGLSQMEAELYOMHQM
variraod 86%do 45%ovisnoo tumorskonstadiju.Radikalnaresekcijge alternativnametoda
kojom semjehur R p Xt¥ g2 koristi zapacijentekojima radikalnacistektomijai kemoterapija
nisu opcija. Za pacijentes metastatskonbolesti kao primarnaterapijakoristi se sistemska
kemoterapijadok se sistemskamunoterapijas inhibitorima kontrolnih W R piSpiui2 kao
primarnaterapijau nekoliko N O L Q4tyuijbl akneki oblici su Y Hodlobrenikao sekundarna
terapija(57).

1.25. Molekularni RNROL a

Dvasuglavnaoblikaraka P R N U Driijéh&d P L & Lrie@Wzivnii P L & Lidv@zR/ni
tumori. Ovadvaoblikatumoraimaju U D ] O B PMWW\RHDRI&KM Birnekarakteristike Smatra
se da neinvazivnioblik nastajeu prijelaznim stanicamaurotela, dok invazivni nastajeu
prijelaznimili bazalnimstanicamaurotela. 5D ] O L$ RWHR@ ®R/atipatumora RGUHy XMH
RJUD Q mplekvl&ne G R J D kg@eM tHHe dogoditi tijekom razvojatumora. OLALUQR
invazivii luminalni tumori pokazuju papilarnu histologiju te ekspresijumarkeraurotelne
diferencijacije, dok bazalnitumori L ] U D & Bhfkzidodzalnogslojaurotela,mnogipokazuju
skvamoznudiferencijaciju te markere epitelno mezenhimalnogprijelaza (57,74) Bazalni
tumoriimaju mnogogoruprognozue su p H &It @ 0).

Rak mjehuraje p H \mMtRokalan iako se Y H U L @df dNtizorbamaistog klonalnog
porijekla Prvovelike dijelove urotelazamjemn monoklonalnaekspanzijgumorprekursorskih
stanica zatim daljnja subklonalra molekularnaevolucijadovededo formacije Y L @uiorskih
tvorbi. Prekursorskestanice Q D M pitdgutindrmalru ili G LV S Qi Dngrivlagi@ a u sebi
VDGUAaDW@dgeX i gubitak heterogenosti raznim kromosomskim lokacijama

N D U D N W Harakimiehjpa(bz)P

U PLamtbéelima [estesu delecije kromosoma9 i W R p Nniudddlyeth Fgfr3 u
P L & L a€nRazivnim tumorima (75). S druge strane,razvoj P L & L in@aRivnih tumora
zahtjevainaktivacijujednogili Y L #uorsupresorskilyenapoputTrp53,Rb1i Pten.Niska
ekspresijaHrasa dovodi do razvoja plosnatihili papilarnih urotdnih lezija dok visoka
ekspresijadovodido P L a L GeihtRazivnihtumora. 6 O L [p@IRd ljudi, pacijentis CIS-om
imaju Y Hiidik od razvojainvazivnhogoblika tumora Mutacije TP53, SR Y L @k$@pd3ija
CK20 i HER2 i V QL aékspiesiiaPTEN-a s SR M D pPIZKLdgnalnim putem su
N D U D N W rhldvapoblik pa®eH) P L a L dehiRazivnimtumorimaprosM H peQpRsutno
169195 mutacija,dok je u invazivnih ta brojka 302. Uz FGFR3 p H \sinhHlitacijeu RAS-
MAPK putute aktivacijaPIK3CA. Aktivacija FGFR1je povezanas epitelnomezenhimalnom
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tranzicijomkojom stanicedobivajusposobnosinigracijei invazije te sepretpostavljadaima
uloguu metastaziranjs7).

Molekularni podtipovi prematranskripcijskomprofilu trenutnopredstavljajunajbolje
definiranepodtipove. 9 L &tddijaje opisalo Y L &FO L ppodydlaka molekularnepodtipove
koji senemogujednostavnalovestinaisti naziwnik (66).

1.2.6. Ulogaupaleu razvoju tumora P R N U D infeliruta
Protumorigerska upala

Poveznicwpalei karcinomaprvi je hipotetiziraoVirchow M B8%3. Y L G Ma&bXljade
tikva uzrokovaneiritantima i S RV O M tp@nar€akrija dovodedo SRMD yIMDH LpQH
proliferacije(76). Danassesmatradaje otprilike 20%tumorauzrokovanoN U R Q Lup&)drP
izazvanominfekcijom (18). Upalni P L N U R RtMaRaOiiné preduvjetezatumor: SRYHUDY D
mutacijsku stopu te proliferaciju mutiranih stanica. 3 R'Y H G DStdpénitiicija P R aliti
uzrokovanoL V S X & WolHQYY MbjelizBzivajuDNA R & W H @ prrQlifdrBcijamehanizmima
zacijeljenjetkiva od a WigaAvaheupalom(23).

Neki HS L G H P dékarRadfuina to da upalaima tumor S R W Ldpelouanjeu

P R N U D im@gRuRy primjerice osobekoje G X JR UBtjp @sRirin imaju maniji rizik od

razvojaovog raka, a infekcije urinarnogtraktai cistitis se povezujus SR Y H U fz@®dnP

(28,77) Nadalje u S U H W N Gstu@jarpajelpekazanoda protuupalnilijekovi usporavaju
razvojtumora P R N U Drijj€éhRrdu laboratorijskin a L Y R (¥8). Qiin&@neinfekcije, pijesak,

kamerti, divertikuli ili iritacije zbogkateterizacijemoguizazvatiskvamoznuli glandularnu
metaplazijukao odgovorna N U R Quppl@ektimulanse a ukoliko seradio SRQDYOMDM X UF
N U R Q ugalQrRethplazijaP R A$U L Wr&k{78).

Makrofagii d H Q G U stéhlcesN ¢lavnerezidentneL P X Q R Gt&hiaélHnjehuru.
Makrofagi fagocitiraju S U R G L gatdgexé HL | O X [gixokdnée koji S U L Y @dDdchte i
neutrofilenamjestoinfekcije te prezentirajuantigeneTl stanicamaNeutrofili i makrofagina
mjestuupaleproizvodereaktivnekisikove p H V Woje mbgudjelovati JH Q R W RTOVMD Q R
makrofagi aktiviraju mehanizmeza cijeljenje u svom R N R @d. &ofih su neki, poput
transkripcijskihfaktoraZEB, SNAIL i TWIST koji inducirajuepitelnomezenhimalnprijelaz
i metastaziranjea S RY H GrbjQR tipa makrofagapovezanje s O R afRdgnozomraka
P R N U ®@mijehRra(78). Polimorfizmiu 7 1), upalnomcitokinu kojeg prvenstvenctvaraju
aktivirani makrofagi,povezanisus S RY H U iz{®dnPza razvojraka P R N U Drinj@hiard
(78). Nadalje, interleukin 6, glavni proupalni citokin makrofaga,ima S RY H @illoQ
koncentraije u urinu i serunu ljudi s W H @blkom raka PR N U D mjgHRih. ORJ X Ui L
mehanizamdjelovanjamakrofagana tumor je aktivacija JAK/STAT3 signalnogputa koji
doprinosiepitelnomezenhimalnonprijelazu,proliferaciji i angiogeneziana P L a Mriddlu
pokazanoje daaktivacijaSTAT3 putadovodido razvojainvazivnihoblikarakaiz CIS-a (80,

81). Podtipovi T limfocita su povezanis U D ] O Lbdgavhlad razvoju tumora. PrisustvoT
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regulatornih limfocita povezanoje s O R a BrBgnozom, a Fas/Fasligand sistem za
programiranuV W D Qi gbXredstvomF L W R W R Nindfodit®je Kitan za antitumorski
L P X Q R&igoadi.Etaniceraka P R N U DriijéhBrdmaju mehanizanzaizbjegavanjeovog
odgovoratako dane L] U D & Basih ndju otpornostna nizvodne X p L @& pbtaknutog
signaliziranja(78).

Upala p H\Wav&d do degradacijeu izvanstan_ p Q R&riksu. Mnogi geni koji su
X' N O M ¥ pmhd@eliranje izvanstarL p Q Rdtriksa su povezani s progresijom urotelnih
karcinomai O R dgRdgnozomOni ne uzrokujutransformacijustanicaali SR G U addug® M X
aspektemalignogfenotipa poput proliferacije, migracije, rezistencijena apoptozui epitelno
mezenhimalndranziciju (27).

Antitumorigerskaupala

Akutnaupala P R N U DrijjéhRrdizazvanacjepivomBCG djelujena SRY O Difkd Q M H
P R N U Driaj@hierd.BCG terapija(instilacija atenuiranihbakterijasoja Bacillus Calmettet
Guérin) sekoristi kaoterapija P L a L tiehazivnogaka P R N U Drijj€hRrate je jednaod
najstarjih i Q DM XV S ihtthat€&rapifel KR 8976. godine Moralesi kolege opisali prvo
XV S MH & K Rigkbl BRINHU DrijjéhRrdubrizgavanjenBCG-au mjehur,a a L URiMjBna
BGC imunoterapijezarak P R N U Driajehidrd | D S R priakpoi1i980. godine (81). lako se
BCG Kkoristi za O L M Hrpké @riskbl 40 godina, mehanizamrada ove terapije nije M Ria
potpunostiotkriven (82). Osim BCG-a i druga cjepiva pokazalasu sposobnostOLMHpHQMD
SRYUaugoid LAKR N U D infeluda. Cjepivo za tifus, Ty2la bakterija (atenuirana
Salmonellaenterica), je pokazalobolje rezultateod BCG cjepivau S U H W N &tldiji (33N R M
Trenutnoje u tijeku N O L Glugijddbvim cjepivom napacijentimas SR Y U a L@némiaP
niskogrizika.

MehanizanBCGterapije

DjelovanjeBCG-aposredovanaktiviranjem L P X Q R GsBsaMarupalnogodgovora
(mehanizanje prikazann. Antitumorskodjelovanje zahtjeva uporabu & L YBCG
bacilate bliski kontaktbakterijas tumorskimstanicamaBCG bakterijase Y H gafibronektin,
glikoproteinuizvanstarL p QRa&riksuurotelaprekoproteinaza S U L p Y U aafibnobe®tiM H
(FAP)(84). Fibronektinsenajvjerojatnije Y H datdrotelnestanicgputemintegrina . nakon

b H 3&BCG internalizirau tumorskimstanicamg85). 0 R J Xriidhanizanzainternalizaciju

je makropinocitoz&oji ovisio malimGTPazama&RAC1i CDC42.Zanimljivo je dasposobnost
stanicaraka P R N U D infglRikh na internaliziraju BCG putem makropinocitozeovisi 0
prisutnosti R G U H phrkQoemihmutacija,poputdelecijePTEN-aili D NW LY muw&ziéX 0 H
RAS obitelji onkogenaOvisnostinternalizacijeo V S H F L Irmjga@ip®au tumorumoglabi
objasniti ] D amMgkrpacijentine reagirajuna BCG terapiju,odnosnactumori tih pacijenatane
nosemutacijekoji S U R RAritdrixalizacijuBCG-a (86).
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8 SRNXVLPD QD ALYRWLQMDPD NDR LokuRGneRdliK6L MHQ D W
sati od ubrizgavanjecjepiva, | Q D p Dagét€bkoj granulocitai, u manjoj mjeri, makrofagai
limfocita u urinu (87,88) Granulocitisu p H \UWli&Rni apoptotskiturotdnih stanicaain vivo
uklanjanjeovih stanica S R Q L &X\pD PD®a te smanjuje SUH A L YN R@NHDIM Q D
limfocita u urinu nakon primjene BCG-a su S R P R U QFLgteiee.Osim njih prisutni su
F LW R WRIniotit Qokirodno X E L O(RK) Nimafociti koji obojedjeluju FLWRWRNVLPQR
tumorskestanice.Uklanjanebilo koje od ovih vrstalimfocita u in vivo pokusimadeplecije
dovodido gubitkadjelovanjaBCG terapije(89)(86).

Uslijed BGC terapijeu urin se R W S Xranagoliviojicitokini, X N O M Xlb-X,M.>2{i L
IL-5,IL-6,IL-8,IL-10,IL-12,IL-18, TNF, IFN-y, GM-CSF(86,90) PrisutnostitokinalL-2,
IL-12,i IFN- i odsustvolL-4, X S X un@NIi-nalik odgovor(21,86) Takav LP XQRORA&ANL
odgovor SR W Y isijudipdné P L & H YIL 2 DIFN-g deficijentnim P L & Hi¥ulreagiralina
BCGterapiju,doksulL-10deficijentni P L & HndlL S R M DLpIEDXQALR @O .ISREROMAaDQH
rezultate.3 R N X & R M D p Dhi-DalkMddyovorau P L & Mnddelukarcinomadali sudobre
rezultate,no X p L Q N RddtawaR M MEtitokina kod pacijenatas karcinomom PRNUDUQRJ
mjehuranije dokazana(86). Citokin TRAIL, p O DNJF obitelji kojeg L] U D & Dnvidyé X
L P X Q R GtRricH,EKX N O M X peXitkdida) IF L W R W RiNOZitepiQNKK  stanice, inducira
apoptozuu stanicamatumora, ali nei u Y H U bdpnhalnih stanica.U bolesnika OLMHpHQLK
opetovaniminstalacijamaBCG, razinaTRAIL-au urinuje SRY H aDRAIL se PRAa®D U L
u neutrofilimau P R N URa#ihaovogcitokinau P R N Wk@rélitasuspjH & Q FBE G ¥¢rapije
7).

TLR receptori2, 4i 9 bi mogli imati uloguu odgovorukarcinomam R N U D riajehRra
naBCG(21,91) TLR receptorisu L ] U DidaH.® X Q R OsRdidamEBali i normalnomurotelu
i PLaLagwzivnimtumorima P R N U Driij€hRrd.Ovi receptoriprepoznajumolekulena
S R Y Whd@ikoRakterija, 8 \keRUltiraaktivacijomfaktoraNF %te ekspresijecitokinaTNF, IL -
IL-12. Uz to, prepoznavanjenikobakterijskekomponenteS R P RTiUR2 i TLR4 rezultira
RW S X & WRAR ik meutrofila,a W D N jB gdtrébnazasazrijevanjeG H Q G Udtaniecgh) Q L K
stogai zaaktivacijuT stanica(86).

Osim aktivacije LP X QR O Bdgdv&d P R J X jeHda BCG djeluje direktno
F LW R W RaNWhbiskg&anice.In vitro izlaganjestanicakarcinoma P R N U D iiajéhRra
BCG-u P R arezultirati smanjenomproliferacijom i zaustavljanjemV W D Q tiki@3& a
internalizacijaBCG P R aikhzvati VW D Gmpt @ekrozomiili apoptozom(92). =QDp DM
FLWR W RBOGLamaiMoiskiestanicezasadge dokazangedinou in vitro studijama.
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Slika 8. PretpostavljenimehanizantadaBCG terapijezarak P R N U Driij€hRrd: & L BEG bakterije

se Y H &X urotel preko fibronektina i integrina . potom ulaze u stanice raka procesom
makropinocitozekoja je aktiviranazbog onkogenihmutacija.Nakonulaska,stanicerakapojap DY D M X
ekspresijumolekulaMHC Il i ,&$0)te O X pitdkine koji, zajednos G H Q G U LswahidamNgd. P
regrutiraju L P X Q R &t@h&él 8\WeRultira F L W R W Rilj¢NgapjéninB stanicerakakroz UD]JOLpLWH
L P X Q R mdéhanizhe(Preuzetdz: RedelmarSidi, G.: Themechanisnof actionof BCGtherapyfor
bladdercancer? a currentperspectivé86))

1.2.7. Utjecaj urinarne mikrobiote narazvojraka P R N U D infelRita

Poveznicanikrobiotei razvojatumora S R W'Y @ gaVvé€)ikd broj tumora,prvenstveno
za kolorektalni rak. Primjer ove povezniceza rak P R N U D tin@Heraje shistosomijaza,
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infekcijatrematodninmparazitomkojadovodido N U R Qub&i€) tdzvojaraka Postojedokazi
dabakterijeu mjehuru X W MadyejprocesU studiji Adebaya suradnika,S U R Q Bupbjepil
bakterijaFusobacteriumSphingobacterium Enterococcus ljudi koji suuz shigosomijazu
razvili tumor. Pretpostavljase da bakterije koje stvarajuN-nitrozaminedoprinoserazvoju
tumora P R N U DriajéhRrdu shistosomijaz(93). 7 D N R $ttitlijena & W D N Rupdkiale
da urinama infekcija s E. coli dovodi do S R Y H urBzipa K,N-dimetilnitrozaminakoje
korelirajus pojavomhiperplazijei raneneoplazijeu mjehuru(94).

Terapijski X p L QalsizazvanebakterijomBCG-a X S X inda @ R J X U QoRtdjalja
mikrobiote u mjehuru koja & Wdd\djave tumora. Lactobacilli su najbrojnije bakterije u
PRNUDmHRIRAH@R PR JXdakhaju ] D & WUIOgUEX G dajelovajtumortri do
b Hiwuta U MiH & H @gou P X & N D Lebtéhacillusiners, jednaod Q D M p bhktérija
urogenitalnonmikrobiomu @ H QVDQ D $eQyRH Adfibronektine,molekuleu izvanstal. p Q R P
matriksunakojese Y HiZB€G prije indukcijeupalnogodgovoraam R J Xjédhsamovezanije
bitno za indukciju antitumorskeupaluu mjehuru(95). Sastav funkcionalnostmikrobioteu
mjehuru M Bed_ V W UeDiBBESbdljim razumijevanjenmehanizaméojima X W MapdRHY M H N D
P R idzlikovati 8 W Hhi\blRdatvornanikrobiote.

Probiotici

9 L &tddijaje pokazalssmanjenuncidencijui ponovnupojavubolestirakaPRNUD U QR J
mjehurau ljudi koji sukonzumirali probiotikei fermentiraneP O L Mgtdz@He.Probiotska
bakterija Lactobacillus casei shirota je pokazalaantitumorskasvojstvau nekoliko PL& M L K
modelakarcinoma P R N U Dmn@rd,sa V O L pRMLPQ KKadPHTG (96). U PL&He' D
Lactobacillus casei smanjio rast transplantiranintumora PR N U D infelRidai SO XU QLK
metastazalactobacillusrhamnosusGG instiliranu P R N U Bjel@iregrutiraantitumorska
NK staniceu mjehuru zdravih P L & HaMrDvitro studijeL. rhamnosusGG u kulturi stanica
tumora P R N U DnijéhRrdpokazalesudirektanc L W R W X V @\ip@dkterijenatumorske
stanice(97). Ispitivanje X p L @pboNiotikanabazilaktobacilaBLP na L P X Q R @i§o&advi
P L & HsYoopskim tumorimate inhibitorni efekt na kemijsku karcinogenezwzrokovanu
BBN-omu a W D NIRIUSHBLP probidik je smanjiorastsekundarnitumora, ] Q D p eM Q R
smanjiostvaanjetumora P R N U Driijjéh&du modelukemijskekarcinogenezeg tumorikoji
suserazvili bili su Q L &Fadusd malignostiu & L Y R YWoje Qudonzumiraleprobiotik (28).

. O L Q LshuMijd djelotvornosti probiotika L. casei shirota u pacijenatas neinvazinvim
tumorima pokazale su R EHUDY BekikaieH Dvostruko zaslijepljena kontrolirana
randomiziranastudija usporedilaje X p L Q.Dddsei shirota s placebomu pacijenatas
neinvazivnimtumorom P R N U Dnijéh&aeje dobivenodaovajprobiotik smanjujgponovnu
pojavu bolesti. Druga randomiziranakontrolirana studija pokazalaje da ovaj probiotik
administriranuz kemoterapeutik] Q D p Brivb@jieponovnopojavljivanjebolesti. OHy X W L P
rezultati ovih studija su osporavanizbog nepravilnostiu S U D U Hijsivivanju ishoda

OLMH28H QMD
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Nije poznatmehanizandjelovanjaprobioika narak, vjerojatnoseradi o utjecajuna
G RPDULBRRQYRa@o&MIatumor.L. rhamnosusktivira L P X Q R @ go&adv mijenja
LV S X aciokir@ivl iotela D N W L YTLBDrdtepiod 1) %put(98). Nadalje, P R J Xjé& H
daprobiotici X W Mappisttnostkarcinogenilmolekulau P R N U D inf@hruife. 7 H ameltali
poputkadmijai arsenapoznati U L | LipLQPLE HZ@rak-R.R N U Driij€hRrd mogubiti vezani
naanionskegrupena S R 'Y U & Ln@MRkulamabakterijapoputBacillus subtilis,Lactobacillus
rhamnosusGG i Bifidobacterium p L P3¢ V S U M Hjin@va Bpsorpcijau tijelu. Studija
Hayatsua suradnikgpokazalassesmanjenuN R O njuta@exitspojevau urinu u ljudi koji su
konzumiraliprobiotik L. caseishirota (99).

Mikrobiom povezarstumorom P R N U DriijéhBrd

Pregledomiiterature S U R Q By pl Q Wtldidkoje su opisalerazlike u mikrobiomu
urina pacijenatas karcinomom P R N U DrajéhRrdi zdravihosoba( glavni nalaziu Tablici
3.). U n Dagstudij iz 2018.godineopisanje urinarn mikrobiom 12 pacijenatas karcinomom
mjehurai 11 zdravih kontrola (43). Fusobacteriunnucleatum patogenkoji se povezujes
kolorektalnimkarcinomombioje p H tistitanu urinuoboljelihodraka P R N U Dnijéhira.
7 D N Rsindddkazaliprisutnostog patogenal tumorskomntkivu P R N U Drijéh&dukupno
11 od 42 uzorkaDNA iz tumorskogtkiva bili su pozitivni na ovaj patogen.Fusobacterium
nucleatum P R agdticati razvoj rak na Y L &HD p LRORBapoticati proliferaciju tumorskih
stanica(kakoje Y Huiije opisano) a P R & khaktivirati NK stanicei tumor LQILOWITULUDM X
stanice(TIL) Y H & Xaida njihov inhibitorni receptorTIGIT. . R Q D pR) Rucleatumse
pojap D Q/R aHumorskestanice(svojom Fap2adhezijskonmolekulom)tetako SRYHuUDY D
svoju brojnostu tumoru VW'Y D gazid/Xuigovratnu spregukoja S R Wtlrpdtigerezu
(25,26) U studiji autoraXu i suradnikaiz 2016. X V S R U suyrik@lbhe zajedniceurina 8
bolesnikas rakom P R N U DrinjghRrdi 6 kontrolnih ispitanikate je S U R Q Do k¢ @l
Streptococcusp H & pirldutan u bolesnika (100). Wu i suradnici usporedili su urinarni
mikrobiom 31-og bolesnikas rakom mjehurai 18 zdravih kontrola,u bolesnikasu SURQDA&aOL
R E R J Dsojev@Atinetobacter Anaerococcus Sphingobacteriunf69). Mai i suradnicisu
analizirali subakterijskimikrobiomurinau 24 osobes karcinomommjehurate suotkrili su31
bakterijsk rodkoji uosnovnonsastavwvogmikrobioma.Usporedilisuovajbakterijskisastav
sonim od zdravihkontrolaiz prethodih studija V O X p Diginittofadde SUR Q@ ROLpLQD
Acinetobacterodabila puno Y H iliudi s karcinomommjehura(101).

Vrstekojesu S U R Q RaoHREHR J Duiiirlifpuidi sarakom P R N U Dnij€h&au gore
navedenim studijama pripadaju koljenima Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes,
FusobacteriaProteobacteria Synegistetes.Bifidobacterium Lactobacillusi Veillonellasu
bili R E R J Dul#i@\ih kontrola. To su probiotski bakterijski sojevi koji P R J XitnBju
] D & WUlog@ Xaku mjehura.Fusobacterium Campylobactesu bakterijskirodovi koji se
pojavljuju u urinu P X & N DikhBd~D godina,a ujednosui R E R J Dulutiig) bolesnikas
rakom P R N U DrajéhBrd.Poznatge da urinarni mikrobiom mijenja kako starimo,no nije
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poznatoje li promjenamikrobioma X W Mialrizit od razvojaraka E X G Halde taj rizik
S R YW 8DV W D UzRexultataovih studijajasnoje daje urinarni mikrobiom promijenjen
kod ljudi s rakom P R N U D i@k, a vidljiv je i potencijal urinarnog mikrobiomau
P R J X UrkizRoju bolje dijagnostikei terapijetumorskebolesti. Rezultatinavedenihstudija
prikazanisuu Tablici 3.

Dvije su studije u kojima je ispitivan mikrobiom u tumorskomtkivu PRNUDUQRJ
mjehura.U studiji Rodriguesi suradnikaispitivani spareniuzorci tumorskogi REOLAQMHJ
zdravogkiva 28 pacijenataz biobazelT CGA. Najbrojnije porodicespadalesuu Proteobacteria
(93%svih Rp LW NIQUMSIY R Q DW\NM D W ILQ/NbLERdNEH. | P Htiadorskogi zdravog
tkiva, dok je Cutibacteriumacnes R p L $¥amdY tumorskimuzorcima.U analizi sparenih
uzorakanisu S U R Q IR{E-RQY IMbéakteipski taksoni,doksuMathylobacteriunradiotolerans,
Pseudomonaseruginosai Pseudomonagputida su bili R E R J Dui tdr@acskomtkivu u
nesparenianalizi (102) Studija Liu i suradnikaiz 2019. pokazalaje R E R J D uiddi¢yd H
Acinetobacter,Anoxybacillus, (V F KH U L F K L >e®Balcilud, @€dmonas,Ralstonia i
Sphingomonasu tumorskom tkivu, te Lactobacillus, Prevotella, Ruminococcaceae,
Cupriavidusi Brucellaceaeau zdravomtkivu (Tablica3) (103).

Tablica 3. Urinarnimikrobiom pacijenatasrakom P R N U Driijégh&d zdravihkontrolai mikrobioma
tumorskogd zdravogtkiva mjehura

, VWUDALYDQMD PLNURELRPD XULQD OMXGL V WXPRUR
) oxaND| Facient/ Vrsta %DNWHULMH RERJD %DNWHULMH RE
Studija w Zdrave - X h
aHQ uzorka pacijenata urinu zdravih kontrola
kontrole
Xu, 2014. | nepoznato 8 /6 SreSEJrllarlnlaz Streptococcus
%XpHY Srednji miaz | anthropt Ruminocsccacene. | Vellonela
3RSRY 23/0 12/11 U PL ’ Streptococcus,
urina Subdoligranulum,Campylobacte ;
2018. - . Corynebacterium
Actinobaculum, Facklamia
Wu, 2018. 4970 31/18 Sredryl mlaz Acm_etobacter,_Anaerococcus, Serratia, Proteus,
urina Sphingobacterium Roseomonad,aceyella
Acinetobacter, Rhizobiales, Acidimicrobiales,
Roseomonas,
Enterobacter, Lactococcus, ; )
. Srednji mlaz | Aeromonas, Rubrobacter Acidobacteria, .
Mai, 2019. 18/6 2410 (29) . > b Dokdonella, Chlooflexi,
urina Burkholderia, Methylobatcerium
. B Halomonas,
Tepidimonas, Geobacillus,
Peptostreptococcace,
Aerococcaceae !
Veillonella
Streptococcus,
Bifidobacterium,
Lactobacillus, Veillonella
Hai, 2019. 29/26 20/9 SreSrr;Jr:;wlaz Actinomyces
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, VWUDALYDQMD PLNURELRRD WDXFRIVRRB KXNIDY D
Swdia 0OX&ND T/“Z";‘r’;f/'(‘)o Vrsta %DNWHULMH RERJD, %DNWHULMH RE
I / aHQH tivo uzorka tumorskom tkivu zdravom tkivu
16 S . . .
. . | Acinetobacter, Anoxybacillus, Lactobacillus, Prevotella,
. sekvencwan;e Escherichia Shigella Ruminococcaceae
Liu, 2019. 2210 22 /12 tumorskog i - ' L !
: Geolacillus, Pelomonas, Cupriavidus,
zdravog tkiva . .
- Ralstonia, Sphingomonas Brucellaceae
pacijenta
Analiza
. tumorskihi . .
Eigfggues, 2819 2819 zdravih ikiva a;ttlk?algtggcutr:r’ium Pseudomong
: iz TCGA y ’
baze

1.3 BBN modelza S U R X p Dt¥rioaMPHR N U D infeliruda

Za S UR X p Dak&RRNHU DrijjehRranapokusnima L Y R W LQQDWIskikb kit
BBN (N-butil-N-(4-hidroksibutil}nitrozamin) karcinogeni spoj koji selektivno inducira
tumoreu PR N UD injgRuR1 & W D N R U®DHWIiPednostovog modelaje u tome a WIR
glodavacaizrokujetumorekoji su K L V W Rn@Rd@skiLV Oilhprganimtumorima(104,105)

BBN je srodankemijskim karcinogenimaiz duhanskogdima te se P R adébiti

P HW D E RiohviendijeRjednogtakvogspoja(DBN ili di-n-butilnitrozamind (106). BBN
sedajeuvodiza S L ukbncentracijam®.01- 0.05%.Nakonulaskau tijelo, metaboliziraseu
jetri u spojBCPN (N-butil-N-(3-karboksipropiljnitrozamin) potom seu tom obliku L] O Xp XM H
u urin, ulazi u urotelnestanice kovalentnose Y H a&l V W D QriakrGnitlekulete izaziva
R 4 W H DNAQiMritacie (107) Metabolit BCPN nastajeoksidacijom akoholne skupire
BBN-au karboksilnuenzimskimsustavonalkohol/aldehiddehidrogenazaenzimimasustava
citokromP450 Dio BCPN-apotomprolaziprocesglukuronidacije, p L Btdaranekarcinogeni
produkt,BCPN-glukuronidte,u manjojmijeri, betaoksidacijupremaKnoopmehanizm
@. 0 HW D E pu@ldygbblojanije u potpunostiU D | M D& MRHIQdasedio metabolizma
odvija crijevima,bubrezimda mjehuru Poznatge dabakterijemogudeglulkuronidiratispojeve
radi L V N R U laglwkonice®adizvorahrane p L BHnogleutjecatinaponovnaoaktiviranje
BCPN spojau mjehuru.

Prema Amesovom testu za mutagenost BCPN jektdireanutagen, dok je BBN
SURPXWDJHQ RGQRVQR %%1 |IDKWMHYD PHWDEROLpPNX DN
NADPH ili NADH (106) Direkino kancerogeno djelovanje BCRNna epitel mjehura
SRND]DQR MH LQGXFLUDQMHP W XP RaeRik&#rie M&tiRdjQBCPN M HK X U
a, kao iin vitro QHRSODVWLpPpQRP WUDQVIRUPDFLMRP HSLWHOQL!
tretmana BCPMom (108). No, pokazano je i da se direktnom instilacijom BBNI mjehur
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LQGXFLUDMX WXPRUL(1IB® NWRIMQURI RrPEWHXS>QMHQMH ]D WR MH
BCPN usamomurotetiGD VH RQD GRJDYVyiDviB&peKa$iDhIR6M H X

Slika 9. Metabolizam Nbutil-N-(4-hidroksibutil}nitrozamin (BBN). BBNG: BBN-glukuronid;
BCPN: N-butil-N-(3-karboksipropil)nitrozamin; BCPNG: BCRdlukuronid; BHCPN: Nbutil-N-(2-
hidroksi3-karboksitpropil)nitrozamin; BCMN: Nbutil-N-(karbolsi-metil)nitrozamin; BOPN: N
butil-N-(2-oksopropil)nitrozamir{prema : Colaco, A BBN as an Urothelial Carcinoggii04)).

O L & Hr¥ticani BBN-om razviju displaziju,CIS i invazivnekarcinomeu PRNUDUQRP
mjehuru Lezije R E L p]@FS R [k&pXiperplazija koja prelazi u papilarnu hiperpbziju,
papilom, papilarni tumor niskog malignog potencijala, niskogradusnii visokogradusni
invazivnirak Rak metastaziraijetko, astopasmrtnostikod P L & H ¥ Wi je vrlo niskate je
R E L p&@dzana hidronefrozom(104)

Tumori p HMiafe mutacijeu p53 ili genimakoji se odnosena put p53 te imaju
S RY H (eks@re&sijufaktora rasta EGFRa (110) Nadalje, p H \Ves&/ & R J D yl8lddip¢ na
kromosomu4 & WRRG U Dgaubit¥knaljudskomkromosomud, p Hihwmanonrakumjehura
Molekularnisubtipovisedijele naluminalne,bazalne p53 V O LifnGpiE Tumorisu QDM pHauH
bazalnogipa E X Gdainaju S R M Deké&pr@sfjumarkerabazalnihstanicaKrt5, Krt6, Krtl14,
Krtl, Cdh3i Cd44(111)

Tretman BBN-om izaziva upalnu reakciju u mjehuru koja se mijenja s razinom
promjenau tkivu (112) Nakon 2 tjedna tretmanau mjehuru je prisutna dispazija i
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degenerativnatipijate jaka,akutnaupalakoja U BepostupnoX W LRR WL feéyadacija
izvanstarL p Qriitfiksa stvaranjekolagenad WK X (nd R &W Hutkiv@Q ilbevanaupalnim
stanicamdeje m R J Xdaleupalakasnije X W hi&@8 Y S U M H d&)jivjdy @ &\IY Bepkie@aM
1 D M p Hrautidib & Ndthnicesu CD4+ odnosnoThl i FoxP3+ili T regulatornilimfociti.
PRY H géegspresijaitokinallla, 116, 1118, 114, svih TIr receptorasimTIr3, transkripcijskih
faktoraNF- % Stat3i FoxP3te kemokira Ccl51 Ccl12koji S U L YeaziDdifiteé, monodte i
limfocite u tkivo. Uspostavaumorau kasnijemdijelu tretmanaaktivira drugi, NUR Qipp QL
upale.V H U Lu@amihmarkeratadaima Q L ékspresiju usporedbis dvotjednimtretmanom
osim interleukina 18 i transkripcijskogfaktora Gata3 koji je bitan je za djelovanje Th2
limfocita. 3R Y H e Q R b H.& kbl¢je povezans X E O D &b ipal€avhdukcijom Th2
fenotipaT limfocita i M2 fenotipamakrofaga a prisutnaje i visoka razira L] U D B M D
tumoru Ovaj profil upalnih stanicai citokina dovodi do fibroze i popravkatkiva, ujedno
odgovara L P X Q R @@L tumorima te SR W'Y UyXIMoHR Rudskilm tumorima
P R N U Driijeherd

StudijaForsteri suradnikapokazalgje daje mikrobiom urina P L & Hkojilpiju BBN
promijenjen u usporedbisa starjem prije tretmanaovim karcinogenom(113) 1DMpHA&UH
bakterije u urinu P L & Hs¥i Bscherichia, Granulicatella, Neisseria, Prevotella, Proteus,
StaphylococcusStreptocacusi Veillonella, & WriedstavljabakterijskisastavV O Ldndntu
ljudskomurinarnommikrobiomu A Q N R E lliRuBrfarni mikrobiom nakontretmanaBBN-
om R E R J eib&ke@rijanaGardnerellai Bifidobacteriumu usporedbs onim od kontrola U
P L & Hofi Burazvili nenvazivnitip tumora, Q D M [oakéeiijebile suEscherichiaPrevotella,
Veillonella, StreptococcusStaphylococcus Neisseria 0 L Eoji je jedini razvioinvazivni tip
tumora imao je U D] OrhikrbBidm prije tretmana BBN-om te na kraju tretmana, a
karakteriziraju ga bakterijski rodovi Rubellimicrobium,Escherichiai Kaistobacter Ova
studija, XQDWRP D Q L pahday vhak® ¥ H O LyzbriaHdaje preliminarne rezultate o
postojanjupovezniceurinarnog mikrobiomai rakau PR N U D imizRupute X S X iné@aM H
opravdanosiN R U L &@Védgh@délbza S U R X p Djihbv@ddvudzanosti
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HIPOTEZA | CILJEVI ,675%$4,9%$1-%

2.1 Hipoteza

Mikrobiomimautjecajna:
(a) tkivo zdravogmjehura P L M H Qgddridivexsptesijwu P R N U D infgtrifte

(b) pojavutumorau P R N U D infelruRy P L & Hr¥titanihkarcinogenonBBN-om i
to modulacijom LP X Q R O &lgdvé&ana tumor te utjecajem na metabolizam
karcinogenaBBN-a.

2.2 Cilievi LVWUDALYDQMD

. 3URXp DY P QMEherite) P L & HgfaBni cilj ovih LV W U Dj& bopMdat M D
UD]O L UW &eh®@wHmjehuru P L &iBlijed odsustvamikroorganizama.7 D N Rj¢ IdilJ
utvrditi anatomskeK L VW R@Rjegnd Hi JU DK R N U D inehrith P L & Hu¥dajanihu
sterilnimuvjetima.

. Indukcija tumora P L & H Yslré&lDciranimmikrobiomom:cilj ovih LVWUDj@LYDQMD
opisati utjecaj mikrobioma na dinamiku razvoja tumora S U R X b D P MbKdjitha je
antibioticima reducran mikrobiom. Dinamika razvoja tumora procijenit U He: mjerenjem
urotelnih degenerativnihpromjenanakon kratkotrajne (dvotjedne) L] O R & HBBIR-¥, & L
stupnjemuznapredovalostumorskebolestinakondugotrajng(12-tiedne) L] O R & BBNRW W L

Sporedniciljevi su:

- okarakteriziratipromjeneu L P X Q R O inhfiltsbRIPmjehura nakon kratkotrajne
L]OR a BBNRWNR.U L ¥V AHQIR Ond&tieNebtiabrangpremarezultatimaanalizegenske
ekspresije

-opisatiutjecajredukcijemikrobiomana metabolizankarcinogeng spojaBBN-a 4 W R
Ule SRV Weérénjem N R O LkprciQolgenogoblika BBN-a u urinu i fecesu P L & Hhakbn
L]OR aBBNRMWbHiza SLUH
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MATERIJALI | METODE

3.1 Reagensi

2-propanol(Kemikg; Aceton (Kemikg; Acetonitril (MercK); Agar (Roth; Agaroza
(Sigmg; Albumin JRY H gétuma (BSA) (Roth; BBN , N-butil-N-(4-hidroksilbutil)-
nitrozamin (TCIl); BCPN (TCI); Brom fenol plavo (Kemikg; Dab -diaminobenzidin
(Dako); deoksinukleotidtrifosfat (ANTP, Invitrogen); Dimetil sulfoksid (DMSO) (Roth;
Dulbeaova modifikacija Eagleovogmedija; Etanol (Kemikg; Etidijev bromid (Sigm3a; Etil
acetat(MercK); Etilendiamin tetraoctenakiselina (EDTA) (Roth; Eukitt quick-hardening
mounting  medium  (Sigmg; Glicerol (Kemikg; Histanol  (Biognosj;
hidroksietilpiperaziQ HW D Q V Xi€eliRa (HERE S, Sigma Aldrich); kalijev klorid (KClI,
Sigma Aldrich); Kloroform (Kemikg; . O RURY Ri€elifa@®@mikg; Ksilol (Biognosj;
Magnezijev klorid (Roth); Magnezijev sulfat (MgSQs, Sigma Aldrich); -merkaptoetanol
(Roth); Metand (T.T.T.); Metilen plavo (Sigma Aldrich); Natrijev acetat(NaCHCOOH,
Roth);Natrijev citrat (Sigmg; Natrijev klorid (Kemik3; Natrijev sulfat bezvodni(Kemika;
Octenakiselina(Kemikg; Octenakiselina(T.T.T.); ParaformaldehidSigm3g; Propidij jodid
(Sigm3g; Qiazol (Qiagern); Sybrgreen(Qiager); Trifluoroctenakiselina(MercK); TripanBlue
(Gibco); Tris (Sigmg; Triton (MercK); Triton-x-100 (Roth; Tween(Roth); Voda RVORERYHQD
od nukleaza/Accugeng Vodikov peroksid(Kemika;

3.2 Antibioticli

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

33 3RpHWQLFH

Dizajniranje S R p H Wa@Qraijéhge S R P Riilihealatazaizradu S R p H \Rrighed D
BLAST (NCBI, USA). Kako bi se provjerila efikasnostprimera, N R U L &Wder{jska
U D] U M pbgiatedidiDA koncentracijg4 serijska U D ] U M pbibid, QriviiRoncentracijabx
osnovnekoncentracijekoja se koristi za eksperiment),S R p H W €ikashR & i 90% do
110%su N R U L & ks$p€&ibhentima3 R p H WQliz&jriiratetakoda R E X K'Y gD
dva susjednaegzona p L Pji¢losigurano X P Q R & D ¥KDIND X/HNRNRA produkta,a ne i
genomskeDNA (gDNA) te seizbjegavaiskrivljenje rezultatazbog kontaminacijes gDNA.
Listasvih N R U L aS\RD @I MKfihb\reBekvencesu prikazaneu Tablici 4.
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Tablica 4. 3 R p H W@RLUAH §PERgksperimentimanjinove DNA sekvence

Gen DNA slijed (5' -> 3Y) Duljina
mSpon2F TTGCCAGGTGATGGAAAACG 20
mSpon2R CGGGCTGTACAAACCGATTC 20

mAdamts4F TGTCATGGCTCCTGTCATGG 20
mAdamtsdR AGGCAGTGCCCATAACCATT 20
mMup7F CACAAAGCCTAACAGAGGTAGAG 23
mMup7R TACTCTCTGGGTTCAGCGGG 20
mPerlF CTCCTGCTCCAGTGACTTTCC 21
mPerlR GGCTTGGCCCGAGATTCAA 19
mArntl F GTAGATCAGAGGGCGACAGC 20
mArmtl R CCTGTGACATTCTGCGAGGT 20
mTefF TGTCCAGCACAGAATCGTCC 20
mTefR GCAGGGTCAGGGTTGAAGTT 20
mPer2F CCATCCACAAGAAGATCCTAC 21
mPer2R GCTCCACGGGTTGATGAAGC 20
mRewverbaF ACATGTATCCCCATGGACGC 20
mReverbaR CTGGTCGTGCTGAGAAAGGT 20
mNfil3 F CTTTCAGGACTACCAGACATCCAA 24
mNfil3 R GATGCAACTTCCGGCTACCA 20
mPer3F GAGAGGCACACTAAGCCCAG 20
mPer3R GCCGCGAAGGTATCTGTGTT 20
mCol2alF GAGGCGATGTTGGCGAGAAA 20
mCol2alR GAGGTCCGACTTCTCCCTTC 20
mLamalF GGTCATGCAGAGGCTGACTT 20
mLamalR TGCTGTCAGCTTGTTTCCGA 20
mTncF AACGGACTGCCCACATCTCA 20
mTncR TCCGGTTCAGCTTCTGTGGTAG 22
mEgfrF TCATCTGTGCCCAGCAATGT 20
mEgfrR TTGGCAGACCAGACAGTCAC 20
mCldnlF TGGGGCTGATCGCAATCTTT 20
mCldnlR CACTAATGTCGCCAGACCTGA 21
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3.4. Protutijela

Primarna protutijela

Tablica 5. 2 E L O NNHRAML. BbwitdrQilhpfotutijela.

Naziv protutijela Porijeklo Vrsta protutijela SURL]YR#H)f .RULEAW
UDJUMHY
Anti-MouseEmbp koza poliklonalno Santacruz 1:200
(SC33938)
InVivoPlus RatAnti-Mouse aWDN| monoklonalnaklon BioXCell 0.2ug/uL
Ly6G 1A8) (BE0OQ75)
InVivoPlusRatlgG2bizotipna aWDN| monoklonalnaklon BioXCell 0.2ug/uL
kontrola 2A3) (BEO089)
RabbitAnti-MouseKi67 NXQL poliklonalno Abcam(ab15580) 1:500
RabbitAnti-MouseKrt5 NXQL poliklonalno Biolegend 1:250
(Poly19055)
RabbitAnti-MouseMmp9 NXQL poliklonalno Abcam(ab38898) 1:200
RatAnti-MouseGr-1 - aWDN| monoklonalngklon Biolegend 1:400
Phycoerythm RB6-8C5) (108407)
RatAnti-MouseLy6C - Alexa aWDN| monoklonalnaklon Biolegend 1:400
Flour 647 HK1.4) (128009)
RatAnti-MouseLy6G aWDN| monoklonalngklon BD Biosciences 1:200
1A8) (551451)
Sekundarnaprotutijela
Tablica 6. 2 E L O NNHRAML Bse¥dsh @atnidprotutijela
Naziv protutijela Porijeklo Vrsta BURL]YR .RUL&W
protutijela aLlub UDJUMHY
GoatAnti-MouselgG (H+L)-HRP koza HRPkonjugiran Bio-Rad 1:500
ConugatgBio-Rad,1:500) (1706516)
GoatAnti-Rabbitimmurolobulins koza HRPkonjugiran| Dako(P0448) 1:500
GoatAnti-RatlgG koza HRPkonjugiran| Cell Signalling 1:1000
(7077)

3.5 Oprema

Centrifuga Biofuge primo R (Heraeus);Centrifuga Heraous Fresco 17 (Thermo
Scientific); Homogenizatotkva Precellys®Minily s (Bertin Instruments)Homogenizatorza
tkivo BioPulverizer(BioSpec);HPLC X U HSeDd#200 (AutosamplePE Series200,Binarna
pumpaPE Series200, UV/VIS detektor PE Series200, Vakum RW S O MWHVIN2%®) RE
Series 200, Peltier column owen PE Series 200) (PerkinElmer); 3 O RfaDrazvijanje
(tankoslojnakromatografija) Silika gel 60 F254 (Merck Millipore); InkubatorHereaudHera
Cell 150 (Thermo Scientific); Komora za anaerobniuzgoj bakterija (ThermoFisher);
OHW D E RawdzpaN R L & HN¥ekhniplast);zNanoDrop 1000 SpectrophotometefThermo
Scientific); PCR X U HArktik Thermal Cycler (Thermo Scientific); 3 U R WeRdgm@tarBD
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Accuri C6 (BD Biosciences)SvjetlosnimikroskopOlympusBX53 (Olympus);Ultra Cyano
kolona za HPLC, 5 pum, 250 x 4,6 mm (Restek); 8 U H B iolaciju stanicaiz tkiva

gentleMACS Dissociator (Miltenyi Biotec); 8 U H yzB Real Time PCR 7500 (Applied

Biosystems); Vakumski R W S O(IligivhbHisher);Vibracijska P L M H aBdYarte V1

(Biosan); 9 U H UzaFkukhoj bakterijau anaerobnimuvjetima AnaeroGen(ThermoFisher);
9 U H izh Bizhgojbakterijau mikroaerofinim uvjetimaCampyGen(ThermoFisher);

3.6. Enzimi i biljezi

DNA polimerazaPCR DreamTagq,hot start (Fisher Scientific); ; DNAza | (Sigma);
Kolagenaza/l (Worthington);; DNA biljeg 1 kb DNA StepLadder(Promega); DNA biljeg
100pb DNA StepLadder(Pronega);

3.7. Komercijalno dostupni kompleti

DNeasyPowerSoilKit (Qiagen) FemtoDNA QuantificationKits (Zymo Research)

Miltenyi BiotecMulti tissuedissociatiorKit 1 (MTDK1); RNA PurificationKits - $PELR Q GE

(Thermo Fisher Scientificy SuperScriptlll FirstStrand SynthesisSuperMix for RT-PCR
(Invitrogen) SybrGreenPCRmastemix (Applied Biosystems)

3.8 Puferi i otopine
x 6X DNA pufer za Q D Q R auotakaHb0% glicerol, 0.1 M EDTA, 1% SDS, 0.2%
bromfenolnglavilo, 0.2%ksilencijanol
X 20X TBS (engl.Tris-BufferedSaline),pH 7.6:201.17mM Tris, 1.98M NaCl
X 1X PBSnapravljeniz 10X stockotopine(137mM NacCl,2.7mM KCI, 10 mM Na2HPO4
X 7H20,2.0mM KH2PO4)
X 1X TAE pufer(2 M Tris, 5.7%ledeneoctenekiseline,100mM EDTA pH 8.0)
x ACK puferzalizu eritrocita (1.5M NH4CI, 100mM KHCO3,10 mM EDTA2Na)
x Digestijskipufer(10 ml, HBSSw Ca++Mg++, FCS5%, HEPES10 mM, KolagenazdV
5mg,DNAzal 5mg)
Praddigestijskipufer(HBSSw/o Ca++Mg++, HEPES10mM, EDTA 5mM, FCS5%)
Puferzablokiranje(1-3%BSA/PBS)
Puferzafiksaciju tkivai stanica(4% paraformaldehidl X PBS,pH 7.4)
Puferzaispiranje(0,025%Triton X-100/PBS)
Puferzaotkrivanjeantigenal (10mM Natrij citrat, 0.05%Tween20pH6.0)
Puferzaotkrivanjeantigena (10mM Tris baza,1mM EDTA, 0.05%Tween20, pH 9.0)
Eozin(5mM EosinY, 2mM FloksinB)
Hematoksilin (7mM hematoxilin,200mM KAI(S04)2x12H20,1mM NalO3 ili KIO3,
0.005mMlimunskakiselina,300mMkloral hidrat)

X X X X X X X X
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x Otopinaza X W L & 2ivdodemperiksidazgH202 3%, PBS)
x Gvanidinklorid (0,3M u 95%EtOH)

3.9. Hranjive podloge
X Krvni agar(Liofilchem)
X LB hranjivepodloge(engl.Luria-Bertanibroth)

7 H N Xli0®obaktotripton, 0.5%ekstraktkvasca0.5%NacCl)i kruta(1.0%baktotripton,
0.5% ekstraktkvasca,0.5% NacCl, 0.5% agar)steriliziranahranjivapodlogal B. Podloge
susteriliziraneautoklaviranjemy trajanju od 20 min na121°C.

X TSB hranjivapodloga(Oxoid)

3.10 PokusneaLYRWLQMH

, VW U D &l pfdy&€idhBnha jedinkamavrste Mus musculus podsojeva C57BL/6Ji
C57BL/6N. U kontrolnoj iispitivanoj grupi u svakom eksperimentd R U L SUWNPHL. @ listé L
starostijstog soja,uzgajaniu istoj nastanbi s istim uvjetimasvjetlosti,hrane vodei stelje.

Zapokuss D NV H Q(ger@fced®, GF) i konvencionainim(SPF)PLAHYMRDLaAWHQL
suuzorcim R N U D m@rirhstandardniHaboratorijskih P L & HzYdRiju suradnihustanova
kojeimajuuvjetezasterilnouzgajanjeP L a KtxBterilneizolatore). a H YWV H QRO ENL BIN D
i & H ¥ MGtdrih6 tiedanakaoi isti broj SPF P L & Hs¥eBobii spola(podsojC57BL/6J),su
doniraniiz InstitutaGulbenkianIGC), u OeirasuPortugal Uvjeti u toj nastambiX N OjmD2p X
satniciklusi svijetlai tame,te kontroliranutemperaturu viagu,a P L & HMrhali ad libitum
pristuphranii vodi. Hrana,vodai steljazaGF P L a kitéklaviranisuprije upotrebd sterilni

LV S R UXznliQre.GF P L a Hubili V P M H & bktQrimas DPTE vratima (Getinge).

Svi suizolatori podvrgnutiprogramu S U D UHIQWEDXNOMXBXMX AP RURELRORAN I
pregled.SPF P L & ki Yste nastambeV P M H &U0M kb@elzimas SR M H G Lv@ridilp&jeid

(IVC kavezi). .RUL AW HEetGFi pHVBERRIR X aM P N®HpoBsoj C56BL/6N) iz
HelmholtzCentrazazaraznéolesti(HZI) (Braunschweigu,1 M H P D §t&tiBo tjiedana SPF
PLAaHKYIGUADKakezimas SR MH G Laitiprenie (IVC), a DNV H QPLLAGILY L
izolatorimasa sterilnim uvjetima (Getinge).Uvjeti za hranu,vodu i osvjetljenjebili suisti
ranijenavedenima.

U LV Wadnjbna indukcije tumora BBN-om N R U L &W\stdr@ardnilaboratorijski
P L & HIstL Mus musculuy divljeg tipa, soja C57BL/6J, nabavljeni od firme Jackson
Laboratoy i uzgajaniu nastambiMedicinskogfakultetau Splitu. 0 L & Hstydertificirani kao
SPF(engl.specifiepatogenfree), odnosnamaju normalanmikrobiomiz kojegsu LVNOMXpHQL
R G U Hoptdgehkoji moguutjecatinazdravlje a L Y R \Wals @é Dharezulate LVW UDALYD QM
U Y HUhoRUsasu N R U L W B IQdbk je u jednom ponavljanjunapravljenpokusi na
aHQNDR DL a kvad&eDsterilizirana -] U D p H @ MbHaRe autoklaviranai mijenjana
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jednomtjedno.Steljaje autoklavirangrije upotrebe mijenjananajmanjesvakadvatjedna.U
nastambiseizmjenjuju 12-satniciklusi svijetlai tame,te sekontroliratemperatura vlaga,a

P L & knaju ad libitum pristuphranii vodi. U pokusimasu N R U L & WaHdfathstiod 6 do 8
tiedanatjelesnemasezmey 20gi 259g. U eksperimentimge NR U L Gadr@@RaLYRWLQMD
poispitivanojskupini,te je sesvakieksperimenponovljenminimalno3 puta.

=D LVWUDALYDQMH QD sSpovte¥lr@ dézvale, Yondstdadied D
odobrenjeMinistarstva polpprivrede (broj dozvole525-10/025515-5).

Opremaza PLaHYH

Hranaza P L & HR']HW D [gah@a DU D p H ERA25ES (PF1609)(Mucedola,Milan,
ltaly); Stelja SCOBIS UNO (PF3907) (Mucedola, Milan, Italy); IVC kavezi 1284L
(TechniplastMilan, Italy).

3.11 Protokoli LVWUDALYDQMD

U studijina DNV H Qér@ede GF) PL&H Y&IPYOR W snskbPAUWYRYDQMD
uzorkovani P R N U Djélquii. Tkiva P R N U DrajéhRrd P L &&panasuna D Q D O lvdgil- pNR M
analiziranim je genski L ] U DrefdddmRNA sekvenciranja,0 D Q p BegkBijPmpolimeraze
u stvarnomvremenu(gPCR) te su analiziraneosnovne K L V W Rarakighstiketkiva na
preparatimabojenh hemalaureozin(HE) bojanjem.

U studiji s utjecajamikrobiomana razvojtumora P R N U Dinj@rrd, P L a Y L
Q DV X Ppgdifelieni u SUR X p BRupiri@té im je inducira karcinogenezaupotrebom
kemikalije N-butil-N-(4 hidroksibutil)nitrozamin(BBN) u vodi za S L U2 BBN polovica
PLawpMi2 PMH abMibiQtika a L U BpeRirdkakobi im seuklonila(reducirala)jelesna
mikroflora. O L & Hsif hili natretmanuBBN-om 2 tjedna(pokuskratke L] O R & HBBNRW W L
Slika 10) te 20tjedana(pokusduge L ] O R & BBN\RUySika 10). Nakontretmanad L Y R¥L Q M H
AU WY ReYiD (@ Mzorkovan P R N U ljelut. Analiziranaje genskaekspresijau tkivu
P R N U D inggiRuda metodom RNA sekvenciranja, O D Q p D€akcifom polimeraze u
stvarnom vremenu (QPCR) te su analiziraneosnovne K L V W Rk@r&kéeNsklke tkiva na
preparatima obojenh hemalaureozin bojanjem i imunolR & Nibfiltrat metodom
imunohisbkemije.Uz mjehur P L & H Yjeel2@kovanurin i feces:u P HW D E Rk@vepiNa. P
prikupljan je urin i fecesu perioduod 24 sata potom su mjerene N R O Lialci@dgdenog
metabolitaBCPN-ametodomW H N X kito@atdgtdfijevisokedjelotvornosti.

Kaokontrolneskupine N R U LsuW H&Hoy piju R E L fpad{ P L & Koy hiju vodu
s antibioticima(bezBBN-a) kako bi seustanovilopostojeli promjere u tkivu zbogizlaganja
antibioticima.Napravljenesu P L N U R E laRalx8X& N 6l M Xsarddrdnelakterijskekulture

38



i 16Ssekvenciranjeauzorcimafecesa urinakako bi sepotvrdilaredukcijamikrobiomana
raziniorganizma.

Uloganeutrofilau pokusuS U R X p |2 ¥ ipKu&ukratkotrajneL ] O R & BRNRUNMAKRDLL
a WeRgrupi tretiranih P L & Hz& @rijeme pokusanapavljena deplecijaneutrofila SRP R U X
neutralizacijskogprotutijela, potomje S D W R K L ¥naliRrantéitdLmjehura(hemalaun
eozinbojanje),a deplecijaneutrofilau krvi je S RW 'Y S HQDRIipo@&rifom. U jednom
ponavljanjupokusakratkotrajne L ] @Roét P R N U mjal@ilisuhomogenizirani enzimatski
tretirani kako bi izolirali SR M H G kt@nizxgi® hhjehura. 3 R M H G Lstariide QuHbotom
analiziranemasenoncitometrijom u suradnomlaboratorijuu 6 Y H X p luQlri&MW gpanel
markerangSlika 29A).

3.12 Tretman aL Y R \BRNokh Dantibioticima

Tretmankarcinogenome S U R Y R jjeétiQa (pokuskratkotrajne L]O R A HI® RV W L
tjiedana (pokus dugotrajne L] O R & H @ifkuriV [b H Jj® jedna grupa P L & Htkefirana
anibioticima a L U RspeRiBkakobi im sereduciradoroj bakterija(AB grupa) adrugagrupa
nije primalaantibiotike(B grupa)(Slika 10).

Slika 10. Shematskprikaztretmanad L Y R Wpblpdihidkratkotrajnei dugotrajneL ] O R & BBNRW W L

OLAHYL X SRNXVX G X JH sl hakendld GeRaviaMtretréaia karcinogenom
SLOL RELPQX YRGX X WUDMDQMX WMHGDQD %%1 MH DGP
RWRSLQD OLAaHY Li ahibMtike WX s& stdvieb @d. predtretman ardticima 2
WMHGQD SULMH SRPRIRVND \V\RUEHIWPPRQOL WBPAHIGXFLUDQX PLNUR
tretmanaBBNRP .RULAWHQ MH SURWRNRO ]D DQWLELRWVNX UHC
Grivennikova SUYD GYD PMHVHFD PLAHYP@MWFSQDPDOX . JxPO
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YDQNRPLFLQD' PHWURPOG D ]RO/M U HS WRPROL F L' 'Qenidilina ux 8 x P O
YRGL OIS LOHAHYLPD QD G XJR Ponwrakeidvd Qjesea %rtibiotski
tretman je pronjenjen u streptomF LQ  xP IxPHOQW D P L F L &), ciprofloksa¢rO

x JHRIgacitracin x P J ¥RaRo bi se izbjegla pojava antibiotski rezistentnih bakterija
(29).

3.13 Izolacija RNA iz tkiva

Odmahpo AaUW Y R P D &H/NE P DY D YAHRN U Dhjelkut, polovica mjehuraje
odmahsmrznutau W H N X@ M & keNbahranjenana -80°C do izolacije RNA za testiranje
L] U D §énd Ia izolaciju EL R O Rdlskuld N R U Lja Wokhidet QIAzol lysis reagent
(Qiagen) premauputama S U R L]Y RyhOrpdenizatortkiva Precellys Minilys (Bertin
Instruments)li homogenizatoratkivo BioPulverizer(BioSpec).lzoliranamRNA prevedena
je ukomplementarnDNA (cDNA) N R U LNigh-BajpacitycDNAReversd ranscriptionKits
(Applied Biosystems}e je pohrajenana- 20°CdodaljnjegkoULaWH Q M D

.ROLD QN WRM@EEARNA X WY Wy HN@RW L & WrinjepaledR280i 260/230
S R P R KX H yNanb@rop 2000 (Thermofisher).Elektroforezcomje SRWY URpDMQMD QR V W
(integritet)RNA te p L V WRIRAj @dnosnamanjak ] Q D p Ravit@nkinacijegenomskonDNA
u uzorcimakoji suposlaninaRNA-seganalizu.

3.14 3D W R K L VivkhenoHistokieinijska analiza tkiva

Nakon & U W Y RKk® P RINDU Drij€hRrdmedijalnoje izrezanana S U L E ednake R
polovice SR P RN KU X U@ RI# Ok polovica je fiksiranau 10% neutralom puferiranom
formalinu 24 sata.Nakonfiksacije, tkiva sudehidriranaN R U L & \WizhQND HWPM etgrial® M D
(75%, 90%, 95%, tri puta 100% po satvremena), S U R p L édigth@olau tri serije ksilola,

R p L & Gddk&ilbla u prvom parafinute uklopljenau drugom parafinu. Uklopljenatkiva su
zatim izrezanana sekcijeod 5 pm te obojenahemalaureozinomili imunohistokemijskim
bojanjem.Patologje procjenjivao S D W R K L staMisséxétj@ R N U Drij€hRrdbezdasu
znali kojoj ispitivanojgrupi pripadapojedinad LY RWLQMD

Za imunohistokemijutkiva su deparafiniziranau dvije serije ksilola, potom su
rehidriranasaserijomalkoholnih U D ] U M Hydat@UML.00%, 95%, 70%, te vodi) u trajanju
od pet minuta. Potomje napravljenootkrivanje antigenskihepitop kuhanjemu citratnom
puferu (pH vrijednost6) ili paku Tris- EDTA puferu(pH vrijednost9) na Q D [alh 4 seu
zagrijani pufer dodanastakalcas tkivnim rezovimate kuhala20 minuta. Potomsu stakalca
R K O Diyisp@iau PBSu. Otopinomvodikovog peroksidau PBSu (3%) u trajanjuod 10
minutatretiranasu tkiva kako bi seinaktivirale endogengeroksidazez tkiva te su stakalca
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potomispranatri putau PBSu. Blokiranje Q HV S H F tdzapj@mtdtijelanapravljenge s
1-3% JR Y Hgdruskimalbumiromu PBSpuferuu Y O D &anBrMijekom jednogsata.

Primarnoprotutijelo je otoplienou a H O Méh@eRtidcijiu 1% J R Y H §eruinskog
albumina(BSA) u PBS puferute inkubiranos tkivom na4°C preko Q Ruii Y O D &@niRriv
Prije Q D Q R &kkQnidabnogprotutijela primarno je dobro ispranos PBS T puferom.
Inkubacija sa sekundarnimprotutijelom (u a H O Mddr@eRtkhciji u PBS /BSA 1%) je
napravljenanasobnojtemperaturu trajanjusatvremenaStakalcasupotomispranaminimalno
tri putas puferom PBST. Nanesene DAB kromogenpremauputama SURL]Y®RYyD p D
S X a Vd&k@rRzvijaboja 15 minutauz S U D UndaRdifeHa mikroskopu.Stakalcasu oprana
od DAB kromogenau destiliranojvodi te su kratkim uranjanjemu hematoksilin(4 sekunde)
obojere jezgrestanca. Hematoksilinje ispranu toploj i hladnojvodi, a uzorcisudehidrirani
serijomalkohola( 70 %, 95%, 100%)u trajanjuod 1 minute,ksilenom(2x po minutu) te je
dodanmountingmedij prije preklapanjas predmetninmstakalcem.

3.15 Analiza ukupnog genslog L ] U D &dekvddciranjeRNA)

SekvenciranjiRNA napravljenge nauzorcimakoji su VD G U &ljedbe®INROLp L Q X
RNA (1,2mikrograma)z dva P X & M @iNoBngredstavljalisuskupniuzorakdvie aLY RWLQMH
Ovajpostupaknapravljene kakobise SR Y HoiidD&L Y R W N Q M & prialzu.Bkupnosu
N R U L 8 \WzBrkapo skupini (svakaskupinapredstavljaé aL Y R WRridhAbiblioteke
cDNA i RNA sekvenciranj®@bavljenisuu NovogenePeking,Kina: mMRNAje SURp L@ HQD
ukupneRNA S R P RolkT oligo vezanih magnetskihzrnaca,a sekvenciranjeL 1Y U §eH Q R
lllumina HiSeq2000(lllumina). 3 U RV Mujip@)®p L Wola@eM B pb (parovabazi) te je
generirange 40M p L W i QZdrku.

0 L & Mferentnigenommm10 N R U Lja \aaHh@piranje Q HS U R p LRIV @ M D
FASTQdatotekaDobivenedatotekeu BAM formatudalje suanaliziranemetodomCufflinks
i Cuffdiff za L] U DtexX<Bripatai diferencijalneekspresijegena N R U L MDR H@jQ1 kao
J U D Q krpegdnost. DESeq2 paket N R U Lja \&aHaQalizu diferencijalne ekspresije gena
S R P Ratrice s brojenim R p L W Dr@aplrdfim na svaki SR MH G lgenhD(p1a)L
Diferencijalnaekspresijagena analizaR E R J D U $kvigagema B R P RKyofo Enciklopedije
gena genomgKEGG) provedensu N R U L & R ptégrdrisRogezika(115) R paketGAGE
je upotrijebljenzaanalizu R E R J D gehskifsBtova(GAGE tgenerallyapplicablegeneset
enrichementyaidentificiranje ] Q D p xMi@rienih V W D Qoutev@polskupini(116) Paket
Pathview N R U Lj&aa\kkz@alizacijupromjenau KEGG V W D Q hwupe@imn&117). Obojenje
na vizualizaciji je prikazanoiz zbrojalogzx(promjeneomjera)svih genau jednomgenskom
b Y R WXgehikoji imajuredundantndunkcionalnuulogu).Analizagenskeontologije(GO)
L]1Y U gei@iEnomPANTHERtestaAnalizaPCAkomponentie U D y HiRQpDbgramuna
rlog transformiranbroju RpLWDQMD

41



3.16 Kvantitativnha O D Q [r&akria polimerazom (qPCR)

KvantitativniPCR(gPCR)ili kvantitativnaO D Q peBk@ijBpolimerazonprovedenge
uciliu 0 G U Hy Laktvi@@aidnaodnosnaelativne N R O LLp| lU@HgebDaWBtodasezasniva
na mjerenju fluorescencijemolekule koja vezanjemna dvostruku uzvojnicu DNA daje
fluorescentniprodukt (fluorescentngprobaSYBR GREEN). . R U L & WDNA MdHrRerazel
pop HW § BEHF L raddpiodukta(dio mMRNA) genaod interesau svakomciklusureakcije
O D Q ppdlipdraze dolazi do X GY RV W U ¥rioduki® © MR M D [pfiDdgestBncije.
3 R M D p Ol¥dpeQekhidijekroz cikluse reakcije razmjernoje SR p HW Q R Mjetskdd.
produkta te se XVSRUKYXRMD p D YiDoestehkije stabilno L]UD a HjeEnR J
(kontrolni/referentngen)koji predstavljaunutarnjukontrolu.Omjer S R M D fuoré&skkDcije
kod genaod interesa kontrolnoggenapredstavljarelativni L ] U yériatMom uzorku.

Analizaje provedenge najednommikrogramu RNA izoliranomiz zamrznuteolovice

P RN U D inr@Rusa i reverzno transkribiranogu cDNA S R P R Aidbion Reverse
TranscriptionKit (Themo Fisher Scientific). Reakcijaje izvedena N R U L & VR¢hW@rMH P
SYBR GreenMaster P M H a OiTther@adfFisherScientific) naaparatuBiosystems/500reak
time PCR (ThermoFisher Scientific). 6 O M Hemdeaidturniuvjeti N R U L SiMdaH&kciju:
50°Ctijekom 2 minute,95 °C tijekom 10 minuta,zatim40 ciklusaamplifikacije (95 °C tijekom
15 sekundi,60°C tijekom 1 minutes R p L W Dlupidddencije te 1 D Y UanQliRakrivulje
taljenja.Promjenaekspresijesvakoggenal ] U D p Xe@BtQIBbm G 0 &&V O M KQ®K it W

L]U D p kaQCt Wgddh od interesa- GOI) - Ct (referenha kontrola- RF)) svakoguzorkaiz
ispitivanegrupe( GF/AB) oduzete od S U R V MiH&ps@aRkadntrolnihuzoraka(SPF/B)dabi
sedobio G 0 & Wsrednjavrijednost- 0 0 &Wsvim ispitivanih uzorakaupotrijebljenaje kao
mjera promjeneekspresijegena.Sve su reakcije su izvedeneu duplikatima. Svakareakcija
X' N O M XépdelAztD (@ktin beta)kaoreferentnikontrolugena.

3.17 Deplecijaneutrofila

Eksperiment deplecije (uklanjanja) neutrofila napravljen je na PLaHY bhd& D
antibiotskomi BBN tretmanu(AB grupa) E X G daislrezultati KL VW Ri@aiRa RN Ha Hhy D
AB tretmanuX S X i by YDA @mRnuMEitnihstanicanarani L P X Q R@lgoédhiatretman
BBN-omu mjehuruAB P L & HeYeldvim eksperimentonspitanutjecajodsutnostneutrofila
(vrste granuloata) na LP X QR Od®évwru P L & H Ddplecija neutrofila je L]YUaHQD
intraperitonealnonaplikacijomprotutijelakoje seselektivno Y H &aheutrofilete dovodido
njihovog uklanjanjaiz krvotoka. O L 4 HY jeRiBvanoantiLy6G protutijelo (klon 1A8)
prilagoy H @& N R U L aMi/Q NBIR p Hatlamdan prije S R p HikdtiddnhaBBN-om te
davanjemprotutijela svakog p H W YddnattfetinanafSlika 11). . R U L & wotaQrdtutijela
200ug po P L dadministriranaje u 100 pL filtriranogi autoklaviranogPBSa. Kontrolna
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skupinasubili P L & Kojirhaje intraperitonealn@administriranazotipnakontrola(ant-lgG2b)
u istomrasporedikaoi ispitivanojskupini.

Slika 11. Shematskprikaztretmanad L Y R Wpbkydudzplecijeneutrofila

8 V S M H tieghixivadéplecije, odnosnouklanjanje neutrofilaiz krvi provjerenoje
S UR W Ripo@h&iom. Za tu svrhu P L & H Yjé& fribkom a U W Y Ru¥eba&rw @zorci su
potomtretirani ACK puferomzalizu eritrocitate bojani markerimaneutrofila, protutijelima
ant-Gr-1-fikoeritrin i antiLy6C-Alexa Flour 647, a udio neutrofila u krvi je izmjeren
S UR W Rip@&rfomna X U H BD KcXuri.

3.18 Analiza BBN metabolita metodom W H N X UKr@ndthdtafije visoke
djelotvornosti u 24-stanomurinu te fecesu

6 D G BEANDaM BCPN-au 24-satnomurinui fecesuanaliziranje metodomWHN X UL QV N H
kromatografijevisokedjelotvornosti(engl. High-performancdiquid chromatographyHPLC
metoda). 7THNXULQVND NURPDWRJUD L 2hntkh \kéjaN $&kolskil O R W Y R U
NYDQWLILFLUDQMH NRPSRQHQWL VPMHVH X NRMRM MH PRE
sa sitnim porama te se proces prolaza mobilne faze odvija pod visokim tlakom. Svaka
NRPSRQHQWD X X]RUNX U bslmatdriiaAiomS$& kpIpaWaRV B DG A Y [RIGNRG R U |
EUJLQH SURWRND ]D UD]J]OLpLWH NRPSRQHQWH L GR RGYDM|
JGMH VH YUA&aL GHW H Mé&ripenuigoreker HR INCW RWRPPL & irDI¥kDI® M H
odinteresanod Q H p L Mu¥dRi&Uprvo tretiranimetodomekstrakcijete metodomtankoslojne
kromatografijgpremametodipreuzetoj S U L O D Joreind @ddWimédate Ozaki(118,119)
Prikupljeni uzorci su prvo U D ] U L Mdstilikg@imvodom do 2 mL te je dodanol13.5 uL
koncentrirane N O R U R YKis€ihdgo Bokbm je u tri navratauzorak ekstrahirans etilnim
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acetatomafazesu P L M HieRdAim P M H & D prdiaRjuod 1 minute.Prikupljeniorganski

sloj je V X a-v@kuumskomR W S O LZWWKEA piolje otopljenu 200 L etil-acetatate
nanesema S O R{prgzvijanje.Kao mobilnafazau tankoslojnojkromatografiji NRU L @W H QD
smjes&loroforma,metanola ledeneoctenekiseline(u omjerul8:1:1)u mraku.Uz uzoike na

S O RipnénesenstandardBBN i BCPNkoji su V O Xza IRGBLU H y trakB(€niyl. bland)koji
pripadaovim spojevima.TrakesaspojevimaBBN i BCPNsusastrugans S O Rajabbiveni
silikagels analitomje potomispranu 4 ml acetonae filtriran kroz najlonskefiltere P

13 mm). Dobiveniuzorakje ukoncentriraru vakuumskomR W S O ddp Moy V X & HaQ M D
talog je otopljenu 200 uL smjeseizopropanola acetonitrilu omjeru4:1. Ovakavuzorakje

N R U luaWVvHiNBKajkromatografiji.Kao stadonarnafaza N R U L @ Witra@yanokolona(b

pm, 250x 4,6 mm, Restek).a mobilnafaza N R U L feWhijeQalvaju otapala:A: acetonitril:

voda= 15 : 85 uz dodatak0,05 % TFA (trifluoroctenakiselina), B: acetonitriiu UD]J]OLpLWLP
omjerima (gradijentnaelucija). Detekcijaje L]Y U a$SIRMRUMX detektorapri 239 nm.

K R U L @eWratentmobilnefazezaboljei E U @ktlvajanjekomponentiod interesaTo je
izvedenoprimjenom V O M Headthiramobilne faze pri V O M H @éinehimaod injekcije

uzorkau urey D M

1. Omin:100% A, 0%B
10min: 100% A, 0% B
30min:20% A, 80% B
35min: 20% A, 80% B
37min: 100% A, 0% B
45min: 100% A, 0% B

A e

Protokmobilnefazeiznosioje 1,2ml/min. Ukupnoje injektirano10ul uzorkaNRUL&AWHQMHP
autosampleraolonaje termostatiranaatemperaturod 30°C.

KomponentéBBN i BCPNu uzorkusuidentificirane X V S R U H y hji¥idyiQristéhijskih
vremenas retencijskimvremenimastandardaPrilikom svakogmjerenjauzorakana HPLC-u,
napravljenoe mjerenjei otopinestandaglate suza R G U H y piKdvaBENHa i BCPN-a u
uzorku N R U L dabiveaietencijskavremenau standardu.3 U L E @teacdjjdRavremenasu
bila: R(BBN) = 7,72i R(BCPN)=9,00.

3.19 Analiza konverzije BBN-a u BCPN crijevnim bakterijama

Ex vivo pokusina ispitivan je potencijal crijevnih bakterijada konvertirajuBBN u
aktivni karcinogenimetabolitkoji se L]O X jp Xt BCPN. (Slika 12). Uzet je crijevni
V D G P & B MojiButretirani dvatjednaantibioticima, te crijevni V D G kbatibMih PLAH Y D
(koji nisutretirani antibioticima),potomje taj V D G idkubifsins BBN-om u TSB mediju 24
satana37 ° Cuz PL M H a®dRQORRPM. . R Udnje crijevni V D G 2 0. W Rrijevalte
S R M H G triginp @ R G tardkDg\rijeva, cekumai debelogcrijeva. BCPN u dobivenim
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uzorcimamjeren je ha HPLC-u na Q D pdpi®anu prethodnompoglavlju. % X G Haije

konverzijabila Q D M #ddijedim V D G U dDtlhkdg crijeva, izolranesu SRMHGLQDpPQH

bakterijeiz tankogcrijeva P L §3zolatg te suinkubiranesBBN-omu S R p HR&ONQeRthAciji
20 =30 milijuna stanicate u aerolmim te mikroaerofilnimuvjetimakisika (ostaliuvjeti subili
kaoi zacrijevni V D G UBaKievijesu potomidentificiranena X U H WRaIMTOF.

Slika 12. Prikaz protokolaeksperimenatanalizekonverzijeBBN-a u BCPN crijevnim mikrobiomom
i izolatimaiz crijevnogmikrobioma

3.20Analiza prisutnosti bakterija 16Ssekvenciranjemte uzgojemu kulturi

8 V S M Hradplejervikrobiote antibioticimaprovjerenge na P L & H Vretfrdhim 2
te p H Wedbaantibioticima. 4L Y R W LsQ e /LY M Heékbntaminiraniuzorci fecesai
urina. Uzorcisu Q D Q R Kr¢hiLagarte uzgajaniu aerobnimi anaerobninuvjetimapreko
Q Rzalprovjeru ukupne N R O Lppta€)ifkolonija, odnosnoukupne N R Oelgmas@obnih
aerobnih bakterija u uzorku (kvantitativna analiza). Prilikom aUW Y R P D HMND
kratkotrajnomtretmanuBBN-om sterilnim priborom uzeti su uzorci stolice te uzorci urina
punkcijomiz P R N U DrajéhBrd.DNA je izoliranaiz uzoraka S R P RPiaterSoilkompleta
(Qiagen, 1 M H P Dtgjbl iwslananaanalizul6Ssekvenciranjenkako bi seodredilebakterije
koje se nalazeu uzorcima(kvalitativha analiza). Metagenomskasekvenciranjenapravljeno
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lllumina platforminaregiji V4 bakterijskogribosomalnoggenal6S(amplikonod 250 parova
baziuparenihkrajeva).

Za karakterizacijuraznolikostivrsta (alfa raznolikost), R G U H jeHbQyRtstvovrsta
(odnosndoroj OTU-eva)i Shannonowndekskoji opisujei brojnosti ravnomjernosprisutnih
vrsta. ,] U D p X € Ra Belativan udio vrste (proporciju, pi), koji se P Q R jrirodnim
logaritmomtog udjela (Inpi), a dobiveni X P Q R adbalise po vrstamate P Q Rsa-lL. Za
procjenu U D] O L pmikoBom& IL ] P H y26braka i skupina uzoraka (beta raznolikost)
L] U D p & Dniftée filogenetsko stablo. A8 Q Z H L J kMg @&ponderirani) Unifrac
R ] Q D hubBigrgpanau filogeneskonmstablukoje dijele promatraniuzorciili skupineuzoraka
(ne V D G Uid@nvdrijuo ravnomjernostirrsta),dok A : H L J K {ahigl@aénderirani)Unifrac
predstavljaudio ]D M H G @iapad\bbrieriraninpo relativnoj proporciji vista VDGUaDY D
informaciju o brojnostii ravnomjernostirsta).Dobivenematriceudaljenostisuvizualizirane
PCA i PCoA analizom.Analiza glavnih komponenti(PCA ili engl. principal component
analysis)ie VW D WrhatdiazpvwdjBnjaglavnih komponentiu podacimaPCA izdvajaprve
dvije osikoje Q D M R GatD aArabijMutzorcimastogaP R dkikazati U D] O LdoWsR VW L
dimenzionalnihpodatakau dvodimenzionalnongrafu. PCoA (Principalcoordinatesanalysis)
je V O LrpefobBakojom se reducirajumultidimenzionalnipodatciu svojstvenevrijednostii
vektore.

3.21 6 WD W paswvdci N L

6 W D W obt&dadpjpddaiakaosim onih dobivenih sekvenciranjem)e napravljenau
programuGrgphPadPrism za Windows (GraphPadSoftware,USA). Distribucija podataka
ispitivana je ShapireaWilk testom.MannWhitney testi StudentovT-testsu NRULZaaWHQL
procjenu ] Q D p D Mk Rgparametrijskih,odnosnoparametrijskin podataka,dvosmijerni
StudentovT-testzanormalnodistribuiranepodatkei MannWhitneyovimtestza DVLPHWULpPp Q X
distribuciju. Za kategorijskepodatke (tumorski stadiji N R O Ldegepddatinih promjena)
N R U Jjéhvkdadrattest. Fisherovtestje N R U Lza pvddjéhu ] Q D p D MdaRevIkitapo
skupinama.6 W D W BnalZdRNKR-Beqpodatakazvedenge u programuR S R P Rpaketa
DESeg2s S UH S R U 2apahighpadPametrimaProcjena] Q D p D MdpfRawjéhde SRP R U X
WaldtestaaFDR (engl.FalseDiscoveryRatg p-vrijednostimanjaod 0,01i promjeneomjera
ekspresije (end. Fold change FC) >+ 2 su bile JUD Q kije@ibst za RGUHYLYDQMH
diferencijalno L ] U D &déial=<Q D p D pdainfeivelV ] U D §edddi@bivenemetodomgPCR
R G U H yje& dvDsthfernimStudentovimr -testomzanormalnodistribuiranepodatkel Mann
Whitneyovim testom za D V L P H Vdistiijpi@aRe (Shapire Wilk test za distribuciju).
KorelacijapromjeneomjeraekspresijegenadobivenemetodomRNA-Seqi PCRu stvarnom
vremenuprocijenjenaje N R U L Réafrsdidvikorelaciju,a znap D M QNARVUW. i/ @é idjérhi
StudentoviT-test.
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REZULTATI

4.1.Utjecaj mikrobiote na P R N U DnjeQur
4.1.1.Masai YHOCaAPRQ U D inf@lRuda u ovisnostio mikrobioti

Mase P RN U D infelRithte neke R S ikbrakteristke DNV HQGPQLKLAHY D
uzgajaninu X R E L p DuMetiiQa($PF)prikazanesuu Tablici 7i naSlici 13. 3U RV vhash Q D
mjehura D N V H Q afuiQidtisimatretiranih P L & HbiYal)e 25% O D N adhosuna mjehure
SPF P L & HRaBikaje bila 1 Q D p Rdd @ D QA\LLA hhatBojaB6J (p=0.005n=12), P XAMDND
podsojaB6N (p=0.00003n=9)i P X a MEBMIRtiranihantibioticima(p=0.0002n=23),dok
kod m X & M ptibjaB6J X R p ka@ika nije bila ] Q D p [pMODB,N=12). $NV HQ EPR L
P L & Hidulserazlikovali u ukupnojtjelesnojmasi.

Tablica 7. UsporedbaP DVD PRNUDUQRJ PMHKXUD SR DQDOL]JLUDQLP JUXSEL

Masa Omjer mase P+
Status Usta Podsoi Broj Starost Spol PRNUDIP zvrile- mjehurai vri'e_-
mikrobiote  nova I aLYR\ (tjedni) P mjehura dnost tjelesne d I
d nost
(mo) masé
SPF 1GC B6J 6 6 PXaM18.82+2.31 0.09175 1.24+0.14 0.0086
GF IGC B6J 6 6 PX&aM16.45+2.09 1.5+£0.12 '
SPF IGC  B6J 6 6 4HQ116.82+2.83 0.0130 1.16+0.17 0.0087
GF IGC B6J 6 6 aHQ112.28+1.35 1.61+0.18
SPF HzZI®  B6N 4 9 PXaM 36.43+2.01
. 0.00023
GF HZI B6N 5 9 PXaM 19.1+4.65
Kontrola  ;sqpe Bes 10 11 PXA&M25.17+2.85
(SPF)
Antibiotsk 0.0001
NADIOISKA yssm  B6J 13 11  PXA&M 195+2.33
redukcija

3nstitut Gulbenikan de Ciencia, Oeiras, Portugal, "Helmholtz Centar za upalu,
Braunschweig,1 M H P |8 N Bl X p L Splité Meidicinskifakultet, “srednjavrijednost+ SD,
®P-vrijednostie L ] U D p SR P WsidEentovod -Testzaprvui W UdtupMte Mann-Whitney
zadrugui b H WfupMPL aH Y D
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Slika 13. Usporedbamasei YHOLPRQH Dm@Rr&aGFi SPFPLaAHA Masa PRNUDUQRJ
mjehurasvih grupa P L & HBY Omjermase P R N U Drij€hRrdi tjielesnemaseza 6-tjedanastareB6J

P L & HCY HelesnamasaB6J P L a Kterib6 tiedanaD. 9 H O Lrpjerraduljinaumm)B6N-PLAH Y D
starih9 tjedana.Oznakepredstavljajusrednjuvrijednost+ standardnaS R J U FséubliedtovT-test (p-
vrijednostbezzvjezdice)i MannWhitneytest(p-vrijednostsazvjezdicom) N R U Ls&uYaHRGU HYLYD QM H
] Q D pED Reprezentativnétografije GFi SPFmjehura.(ABX - antibiotici,ns- QH]QDpDMQR

4.1.2. 3D W R K L Vanarzatk\éaN D

3SDWRKLVWRIQd&EKVR P RN U DinjeRihGF i SPF ALY RWIRQUMD W H L
hemalaureozinomobojere preparatenisu S U R Q Dnhikbk@eHlazlike u J U Dragporedui
debljini glavnih slojevatkiva te razlikau masinije povezana nalazimau KLV W RaDdizA N R M
preparatdkiva (Slika 14).
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Slika 14. Tkivo P R N U DrijehRrdGFi SPF A L Y R\Wen@atdksilineozinobojen preparatiSlova
predstavljajuslojeve:U turotel.LP tlaminapropria,M +P L & Lslof) L

4.1.3.,]UD §éndkod DNVHQRROHKD

Transkriptom P R N U Dinj@hierdje promijenjenu P L & HiYgojenihu DNVHQLpPpQLP
uvjetimau odnesunaSPF P L & HRasdlprag ] Q D p D Mz8tBe/dwbktrukarazlikau L]JUDaD M X
gena L] P H gndpate FDR-(engl. false discoveryrate, VW D W koréktljp2d D ODAQH
promjene)korigiranap-vrijednostmanjaod 0.01. Ukupnoje bilo 97 UD] O L pU Wvdgdr@a L K
odtoga84genas S R Y H uiD&ykersasmanjenimL ] U D aDDNHVWPH QR_LbAHSKHIER 15)

Gens Q D M YsdthamjéhjemL ] U D j& Qe Bepoznatedunkcije Gm20388,s 44 puta QLAR P
ekspresijomte Gm38947 jsto gennepoznatdéunkcije, s 12 puta Q L a&8prsijom, Arntl, je

genkoiji sudjelujeu regulacijicirkadijanogritmateje bio 4 putamanje L] U DGéhi®@ QDM Y H UL P
SRY H U QNYWHPBID 84 Xeni zaimunoglobulinskelancelgkv4-68 S RY H w®13M H
puta), Igkvl-122 S RY H UlD|Q B &D2MI0Dputa) i gen koji kodira za jedan od glavnih
urinarnih proteinau P L &Mip7 (engl. major urinary protein 7) koji je bio 208puta YL aH
LIJUD&HQ

RezultatidobiveniRNA sekvenciranjgrovjerenisu metodomkvantitativnereakcije
O D Q |pbli@étazeza trinaestodabraningena. Korelacijski koeficijent (R?) za promjenu
L ] U D gebdddbivendviemametodamaio je 0.9, a p-vrijednostmanjaod 0.0001,0dnosno
natg su Q D pdz@itatidobiveniRNA sekvenciranjemS R W Y hayvHQilbtéjJu aLYRWLQMD
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Slika 15. Prikaz U D] O L pW v&ger@uitkivu P R N U DrijjéhRrdu GFi SPF P L & HPYikazanesu
Z-vrijednosti(broj R p L Wh®uRdvknakonnormalizacije).

. R UL a8 WHEQ®(¢h§l.KyotoEncyclopaediaf GenesandGenomegbazepodataka
S UR Q [epH § W D QlutpwadaKkQ D p Briva@ddimL ] U D adgenith putevasa] QDp DM QR
SRY H U DRIP4 felb-ARaliza P U H & @até GO (eng. geneontology, hrv. genska
ontologija)pokazalge UD]O L pU WakhquH4 E L R O RradédaX N O M Xdirkatjxnii L
ritam, V L Q D Prifehgsdignalai V W D @igr’mﬁzilﬁanj. 1DMRERJ B WMD@DUN B H
komponente RGQRVQR VWDQLpQH NRPSRQHQWH V QpknaiuLP SR
GO analizibile suizdanci & LpyDhQtanica(dendriti),izdancistanica sinapse.

Tablica 8. Popis E L R O prédddaR E R J D U MjéhutimaGF P L & hhrémaGO analizi.

GO % LR Opoéds L Broj Broj gena 2ERJDUH P- FDR p-

genau promijenjenog genskog vrijednost | vrijednost
biol. LIJUD&ADM LJUDAD
procesu
Cirkadijani ritam 13 4 71.35 7.28E07 | 5.92E05
5L W P prodési 13 4 71.35 7.28E07 | 4.44E05
Neuromuskularni VLQD S| 47 4 19.74 6.83E05 | 2.78E03
prijenos

6 L Q D Spijerjobl L 392 15 8.87 2.11E10 | 2.58E08
0 Hy XV W Dsigriahzpdnje 588 18 7.1 9.30E11 | 2.27E08
6 W D QkomQnikacija 3269 28 1.99 2.48E04 | 6.06E03
6 W D oidoe3il 8762 58 1.54 3.64E05 | 1.78E03
Egzocitozavezikula u sinapsi 58 3 11.99 2.31E03 | 3.75E02
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Procesi ALY p B@GRVA 1393 16 2.66 3.13E04 | 6.94E03
Procesiu jednom 2258 23 2.36 1.08604 | 3.77E03
YLA&HVW D@anir@R P
ProcesiYLAHVWDQ| 2274 23 2.35 1.14E04 | 3.49E03
organizma
Odgovor na endogene 229 6 6.08 5.33604 | 1.08E02
SRGUDAaDMH
%LRVLQPpNEEW LN 1719 17 2.29 1.50E03 | 2.61E02

Nekoliko cirkadijaningenabiloje UD]O L pU R PIRGK SPFPLAHY D

Tako je gen Arntl, dio jezgrinog molekularnogmehanizmecirkadijanogsata,bio je manje
L ] U DdoKj€XCiart,cirkadijanigenkoji negativnaeguliraeksprsiju ostalihcirkadijaningena
bioje SR M D p PUDBGFQ L 4 H YGeniEgrl, Fosbi Npas2i Nfil3 kodirajucirkadijane
faktoretranskripcijete je njihovaekspresija] Q D p Briva@éhai tkivima P R N U Drij€hRrd

GFPL&HYD

Nekoliko genakoji kodiraju za proteine L]Y D Q V \wari@niapik3&{\VSM) bilo je
UD]OLpUVERGRIFSPF P L & HPYiljericenekolikogenskih p Y R WkBjiYpiedstavljaju
kumulativnuekspresijupromjene Y L §dthakolagenalamininai tenascinamali susmanjen
L ] U FiikeM6). Genikoji kodirajuzaVSM proteinespondineSpon2i Sponibili sumanje
L] U D& khjehurimaGF P L & HSpon2 sudjeluje u prepoznavanjibakterijau VSM-u i
aktiviranju LP X Q R O &dgdvéta, dok Sponlima ulogu u neuogenezii
cirkadijanogritma (120,121) Adamts4,gen s cirkadijanomekspresijomkoji kodira enzim

X N O MiKigianj@agrekana hrskavicehio je manje L ] U D&H3B P L 4 HWefaloproteinaza
Mmp12, X N O M ¥ peddaDjBelastinai remodeliranjeVSM-a, bila je YL aHU D &H3B D

mjehurima
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Slika 16. KEGG VW D Q@utp @,IQ W fa UDbastdnp Q Ridatriksai membranskih PROHNXOD |
Zacrvenjensugenski p Y R Wk&ji Yaju V Q L &bhqulstivnuekspresiju.

Geni koji su X N O MK fegli@diju koncentracijekalcija i signalizacijukalcijem u
stanicisu U D] O L pWU B/RMj€hurimaGFi SPF P L & HRabij V O Kaé trugi glasnikkoji
propagirabrojne X Q X WD U NV W F Q QQuina@d, @IH X O MIDDARILG[EYaciju i
apoptozikaoi aktivnostenzima(122) GenAtplb1 kodirazamembranskproteinkoji RGUAaD Y D
gradijentnatrijevihi kalijevihionakroz V W D @krpl@aXiubioje Y L&HU DBEGF@ LAHYLP D
(123). GenUnc80, koji kodirazadio V O R & kb@ijeubgNALCN kanalakoji transportira
natrijeve ione u stanicei igra N O M Xlpdd Xi sposobnostistanicaneuronada RGDaL O M X
membranskiH O H N&\jhhL iddd 14 puta Y L & HU DidnkjeQurimaGF P L & HI24). Osim
V W D Gignal@4tije regulatoritranskripcijeenzimazadetoksikacijubili su UD ] O LpU VGRH Q L
u mjehurimaGF P L & HTYdnskripcijskifaktori PAR bZip, Tef, HIf and Dbp su ujednoi
primarnisenzoriksenobiotikate suimali Y L B ]1U &ivdvmjehuaGF PL&HY D
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4.1.3.1.,]U Dgeba\ll P X Q R CsBslioNeR J

% X G dai®&F aLY R Wemajivbekterija, bilo je za R p H N ld¥ D Méteptoriza
prepoznavanjepatogenai njihove signalnemolekule biti U D] O ILJ UW &vd@ddsustva
mikroba. 0 H y X Wiili edanreceptorzaprepoznavanjenolekulapatogendtzv. PAMP-ova)
nije bior D ] O LIpJLUNDRriy€nakojakodirajuproteines protuupalnonili imunosupresivnom
funkcijomimali su S R Y LIAJHU@u&EP Mjehurima: p O i»@diceTSC22(Tsc22d3) alfa-1-
kiselinaglikoprotein1 (Orm1)i inhibitor peptidazeserinaili cisteina(Serpina3k).a H yewha
imunoglobulinskihlanacaimali VX SRY H U D®@mjehwima®Avia L Y R WXUNIOMWDX p X M X (1 L
lagandancekapai lambdakaoi nekoliko W H daddckTablica9).

Tablica 9. Lista U D ] O L pUL B/2gdr@daknunoglobulinskdance.

Srednja Omijer
Genska i’ d
kratica Identifikacijska oznaka Ime gena vrijednost promjene FDR p-
(simbol) SPF (GF vs. vrijedno st
LJUD&D SPF)
ENSMUSG00000076937| Imunoglobulin 4 14.4 6.0E03
Iglc2 lambdakonstantni
dio 2
ENSMUSG00000076523| Imunoglobulin 7 20.7 2.4E03
Igkv15- kapalanac
103 varijabilni dio 15
103
ENSMUSG00000076940[ Imunoglobulin 1 60.2 1.9E03
Iglv2 lambdavarijabilni
dio2
ENSMUSG00000094051| Imunoglobulin 0.3 159.0 6.3E03
W Hlardd
Ighv1-36 varijabilni dio 1-
36
ENSMUSG00000076549| Imunoglobulin 0.3 159.5 3.8E03
Igkv4-68 kapavarijabilni
dio 4-68
ENSMUSG00000095497| Imunoglobulin 0.3 240.3 1.2E03
kapalanac
Igkv1-122 varijabilni dio 1-
122

aSrednjavrijednostukupnogzbrojaje srednjavrijednostnormaliziranogoroja R b L e &sQ@akd dnu tri
kontrolna(SPF)uzorka.

|z RNA segpodatakanapravljenge procjenasastaval P X Q R ORIANWRR RREROO L a D
je NR U LaaWA © R & &dji iz transkriptomskinpodatakaprocjenjujerelativni omjer 10
vrsta L P X Q R GsRdiddhiBKstanica,CD4 T-stanica,CD8 T-stanica, G H Q G U ktéviicgy N L K
eozinofila,makrofagamastocitamonocitaneutrofilai SU L U R G Q RstalidaQd2 (itistisuiK
pokazalidasuu P R N U D injghrifatri GF P L @@minirajumonocitii makrofagi,dok supak
makrofagii CD4 T-stanicedominantneu dva(odtri) uzorkaSPF P L & HiStika 17). Osimovih
stanicadetektiranesui ostalevrste L P X Q R Gfaréidd hdu manjempostotku,te neu svim
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uzorcima.Rezultat nisu pokazaligrupiranjeuzorakapremaSPFi GF podijeli, stogaizgleda
daseGFi SPFmjehurinerazlikuju po sastavuezidentnihL P X Q R Gtaradd.L K

Slika 17. Relativan omjer L P X Q R OdtaaibalutkK P R N U D ineRWPu GF i SPF P L&Hi¥ D
transkriptomskilpodatakalobiven N R U L & \AladaQAMPHAPX & & 3
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4.2.Utjecaj mikrobiote narazvoj tumora P R N U D infeliruda
4.2 1Kvantitativha i kvalitativha potvrda antibiotske redukcije mikrobioma

Kako bi se provjerila XV S M Hradpieijeinikrobioma N R U L & ViaktiQiddkd,P
Q DV Dy Hftti fec¥saAB P L & Htiebrani antibioticima)i B P L & Hbébantibiotskog
tretmana)na neselektivnikrvi agaru anaerobnim aerobnimuvjetima, a broj bakterijaje
L ] U D{k&ddZBU (engl.colonyformingunit) po miligramufecesaBroj aerobnihbakterijau
prosjekusesnizio zamilijun puta(s 10°/mg na10°/mg) nakontretmanaantibioticima,dok se
broj anaerobnitbakterijasmanjiozamilijardu puta(s 10'¥mg na 10* mg) (Slika 18), [imeje
dokazao da je antibiotskaredukcija bakterija bila vrlo X'V S M BréjQoakterija u urinu
SULNXSOMHQRJ X PHWDEROLpPNLP NDYH]LPD ELR MH

SXWD

mikrobiote , NnoP RJ X U H Meéht&rinablps fecesom bakteriMD P D L], Rijddl® had D

ovaj rezutat [Slika 18C).

Slika 18. A Broj poraslihbakterijskihkolonija (CFU) iz miligramauzorkovanodecesau aerobnimi
anaerobnimuvjetima B Primjeri plop B Q D V D yABQ IBPuzorcimafecesa,vidljiv je maniji broj
kolonija u uzorku P L & Hh& @ntibiotskomtretmanu(AB uzorak) C Broj bakterija u urinu ABi B
ALYRWLQMD

Za kvalitativhu analizu mikrobiote nakonantibiotskogtretmana,napravljenogje 16S
sekvenaanje DNA izoliraneiz fecesa urinaAB i B P L & HSéKvenciranjge napravljeno
lllumina platforminaregiji V4 bakterijskogribosomalnogyenal6S (amplikonod 250 parova
baza)generiraloje oko 150,000 R p L WpbD Qebrku fecesate 20-80,000 po uzorku urina.
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Filtrirana (efektivna) R p L WdD QrivpPanau OTU-eve (engl. taxonomic unit) tako da
zadovoljavajuwkriterij 0 97% V O L psgivéheeéhnalizazajednicemikroorganizamaS R P R U X
16Ssekvenciranjge relativhaanaliza,odnosndroj R p L W3 teMesamorelativanomjer
prisutnihsekvencie seiz njegane P R aGIRdolapsolutnodorojabakterijskihstanica.

Analiza alfa raznolikostinauzorcimafecesgpokazalge manjebogatstvabakterijskih
vrstakod AB P L & HiYdnjerenjembrojaOTU-evate U D p Je@ Brf@nnonndeksa(Slika
20A i B). Analizarelativneproporcijebakterijskinkoljena(lat. phyla), pokazalge dau fecesu
AB P L & H¥rinirakoljeno Proteobacteria dok suu B P L & Hhajfastupljenijebakterije
koljena Bacteroidetes (Slika 20C i D) GledD M X$R M H G Lb@Kiepjekel rodove,
AcinetobacterArcobacter,ZoogloeaEscherichiaShigellabile suzastupljenijguAB PLaAHY D
a Lactobacillus, Odoribacter, Oscillibacter, Ruminococcus, Ruminiclostridium,
Anaerotruncus Lachnoclostridiumu B P L & HSHkKa 19). Nadalje, usporedbonuzorakeprije
i poslijetretmanaBBN-om, vidljivo je daje u obje skupine P L & Hhakbntretmana SRYHUD Q
broj OTU-evai njihovaraznolikos i B). U AB skupini Q D Mj¥ioéalda prisutnost
rodova Rickettsia Stenotrophomonasu B skupini porasla je zastupljenostrodova
RuminoclostridiumRuminococcusdok je u obje skupinenakontretmanabilo Y L Bakterija
rodaBacillus (Slika 19).

Slika 19. Bakterijskirodovis Q D M YrékiikaPaP H yXR M H G Lu@dicpr@ilgRipama(Uzorci .PT

su uzeti na kraju predtretmaria SULMH S RpHW Nob, ddrdshiVriRkp® fedd@Carttibiotika

]D $% ALYRWIDMHALYRWLQOQMH X]J]RUFL 7 VX X]HVBN-cdh2aBUDMX GY
4&LYRW L Q MantibRtBiQaRBBNRM ]|D $% ALY RWLQMH

Analizaglavnihkomponent{PCA) pokazujgasnogrupiranjeAB i B uzorakgpo PC1
komponentikoja R E M D &Q.M%yWabjacije P H yu¢orcima(Slika 20E). Nadalje,analiza

56



metodom PonderiranogUnifraca, koja V D G Uiafrin&xiju o brojnostii ravnomjernosti

] D M H G @&t R HKsXim grupama pokazalaje manju vrijednostza AB P L & Hh¥gd B

P L & Hodirbsnood ukupnogbroja S U R Q Dvi$teQ¥LLKinHe bilouB P LA ).

=D N O M2XrpAQlIRtal6S sekvenciranjavidljivo je da antibiotskitretmanuvelike reducira
raznolikostmikrobiomau fecesu.Kombiniranjemrezultataanalize 16S sekvenciranjente
kvartitativne analizeuzgojemu bakterijskojkulturi P R & H PIRN O Mattetirdhje PLaH Y D
antibioticimasmanjujeraznolikosti brojnostbakterijskinhvrstau probavnomraktu P L & HuY D
fecesuostaje1(® putamanjeaerobnihte 10° putamanjeanaerobnitbakterja. Ipak RGUH Y H Q
broj bakterija S U H abdrézistentnirdominirajuoneiz skupineProteobacteria

Slika 20. Rezultatil6SsekvenciranjaizorakafecesaAB i B P L & hhryjed nakondvotjednogiretmana
BBN-om. A Broj bakterijskih vrsta (OUT-eva) B Shannonindeks alfa raznolikosti C. Relativha
zastupljenosbakterijskihkolienapo S R M H G L@ dinaaDRRelativhazastupljenosbakterijskih
koljenapogrupameE i F Betaraznolikost- grupiranjeuzorakagpremaPCoAanaliz te Unifrac analizi.
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Analizombakterijskogsastavairinal6Ssekvenciranjenmisu S U R Q Dazkk@mMH y X
skupinamaAB i B. Sekvenciranjenje generiranmalen broj ukupnih R p L WUDn&kigliko
uzorakae je samimtimekvalitetaanaliziraninpodatakaila Q L X Gadasdradio uzorcima
s jako malim bakterijskom biomasom,bilo kakva kontaminacijau procesuizolacije te
X P Q D ADN@Nbglaje ] Q D p utjg€atRna krajnji rezultat. * O H G Deladiviadomjere
bakterijskihkoljena,AB i B urinimaju V O Lspdda@Proteobateria dominirajus gotovo50%
zastupljenosti,druge visoko zastupljeneskupine su bile Firmicutes Actinobacteria i
BacteroidetegSlika 21).

Slika 21. Rezultatil6SsekvenciranjaizorakaurinaAB i B P L & thakbBndvotjednogtretmanaBBN-
om. A. Relativha zastupljenostbakterijskih koljena po SR MH G L QzDrpiQd-B. Relativha
zastupljenosbakterijskihkoljenapo grupama.
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4.2.1Degenerativnepromjene u urotelu nakon dvotjedne L] O R & BBNRW W L

RezultatiS D W R K L &nalire® R &lNJHDrij€EhRrdnakonkratkotrajnog(dvotjednog)
tretmanaBBN-om pokazalisu prisutnosjakog upalnogodgovorate degenerativnilpromjena
ili reaktivneatipijekod Y HUIBQWRVBUGIE D H R KIBARYIMIILO B RS O prymijehd Q H
nisu bile prisutne. Degenerativhepromjene X N O M XsuLbfaDed Hiniformne FLW B OR &N
promjene,poput SR Y H Uj€@iMsDahlim i pravino UDV S R U kgmb@nbmi jasno
vidljivim jezgricamasmanjenucelularnosthiperkromaziju,blagudezorganizacjuV WD QL p QLK
slojevai varijabilnostu Y H O Istahi€ail jezgarai pdto upalniinfiltr at unutarurotela.U
S U R X p D «kiuQlegenerativn@romjeneurotelasmosvrstavaliu tri kategorije:]QDpDMQH
srednje,minimalneili QH SRV Ydrd N RIOD Lupotet@a ] D K'Y D Uptapedama:<30%

minimalne,30%- 60%srednje preko60% ] Q D p .

Slika 22. Relativni udijeli (postotci) P L & Hbtvdijeljeni premakategorijamadegenerativnitpromjena
nakondvotjednogiretmanaBBN-om.
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Slika 23. Relativni udjeli (postotci)AB i B P L & hhadipeljeni premastupnjevimaupaleu slojevima
P R N U DrijjehRrd.

, ] P H pdématranitskupinanije S U R Q O YHDMD BakikaD N R O dégeletativnih
promjenau promatranimkategorijamapromjena,osim u prisutnostiulkusau urotelu
. Stupanjupaleu epitelu je bio YHuwAB PLaH&JuB PLaH&\®&d&poklapalos
pojavom ulkusakoji su bili ispunjenigranulocitnimleukocitima. Ulkusi su bili

SULVXWQL X Q $% PLAHY RvabezQreddbeijeS ikridbioWw QL X F
Q AWR SUHGVWDYOMD VWDWLVWLpNLsuKaﬁFDMQx ubD]oL
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Slika 24. Relativniudjeli (postotci) P L & K&i bezulkusau P R N Wi inf@hurunakondvotjednog
tretmanaBBN-om.

Ulkusi su na mjestu prekinutogurotela V D G U &ibriidyénkki p H® PMH&DYLQX
Q H N U Rsahipa® brdnulocita(Slika 25). Osim ulkusa u tkivima antibiotski tretiranh
&L Y R bilils@NsDtnisubepitelnmikroapscesi apsceskoji su P R J X8 D H WktisafSlika|

.

Slika 25. Promjeneu urotelu AB P L & Hhalion dvotjednogtretmanaBBN-om, A, a Ulkus B, b
Subepitelniapsces
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Imunohistokemijskim bojanjem s markerima za U D] O lgfahiWéeite te druge
LP X QR ORradtdhile MHG QR Jax@ddk@iiran L P X Q R hfftéalN ulkusa zbog
Q HV S H Fhojanje® RID Qdepis¥{$lika26]i[Slika27). Imunohistokemijskinbojanjem
pokazange dasuponekestaniceu ulkusupozitivnenaEmbp(markereozinofila),dokse Y H U L
dio ulkusa, X N O M XY WD Retiiiu,boja pozitivno naMmp9, metaloproteazkoju mogu
V D G U A DDr| Dieikdcitite Ly6g, markerneutrofila(Slika 27).

Slika 26. Ulkusi subepitelniapscesA, a Ulkusi subepitelniapscegu crnim kvadratima)obojenHE
bojanjemB, b, b" isti preparatobojenmarkeromneutrofila(Ly6g), vidljive pozitivne stanice(glava

strelice)kaoi Q HV S H Fbjhhjp @tiRlica)b" isti preparatprimjer V S H F L Idofaqjdhdutrofila
Ly6g markerom.
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Slika 27. Imunohistokemijskabojanje subepitelnogapscesal,a Marker neutrofila (Ly6g), vidljivo

Q HV S H FdbbiegeQ R W D Q dé¢ti@uRalB,b Marker Mmp9 (prisutan u raznim LPXQRORANLP
stanicamapoglavitoneutrofilima), vidljivo V S H Rd.il QiH V S H Fohdjere @R Marker eozinofila
(Embp),vidljivo V S H F Lddjgmj@rRanjegbrojastanica

Kako bismo G R N Xj¢s @ Ilgranulociti u ulkusima uglavnom neturofili i jesu li
odgovornizanastanakilkusa,izveden jepokusneutrofilnedeplecip S R P RpioXutijelakoje
se VS HFLYIHEB R Y U am@ekiuxa neutrofilimate dovodido njihovog uklanjanja.
Deplecijomje postighuto ] Q D p Brivh@éhjebrojaneutrofilau krvotoku P L & HSfika 28A |

B), no nije dobiveno manje ulkusa, a Wk&zuje da ulkuse ne uzrokuju neutrofili svojim
djelovanjem({Slika 28).
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Slika 28. Rezultatideplecijeneutrofila.A. Smanjerudio neutrofila P H #iéukoatima
krvi nakonprimjenedeplecijskogprotutijelaB. Smanjenukupanbroj neutrofilau krvi nakon

primjene deplecijskogprotutijela C. HE obojen preparatmjehuranakon X V S Md¢@l€giié¢
neutrofila,vidljiva sutri ulkusau urotelu(strelice).

Kako bi seizbjegaoproblem Q HV S H F lhdjanpe@ iRkiisimas imunohistokemijskim
makerimate kako bi se napravia sveobuhvata analiza L P X Q R O ®ahigduPmjehuru,
izoliranesustanicamjehuraAB i B P L a lakbndvotjednogretmanae analizirmemasenom
citometrijom.Upotrijeblen je panelmarkeraa L U RspeRtthza sveobuhvatnikarakterizaciju
L P X Q R GtRradsitikivu (Slika 29h). UporabomtSNE algoiitma zavizualizacijui analizu
visoko dimenzionalnihlpodatka pokazange da,od kori & W Hr@rkéta, Q D M ¥alikuxP H y X
grupamagokazujuSiglecF pozitivnestanice(SiglecF je molekulakojase Q D M mBl&zine
eozinofilima) (Slika 29B, C, D). % X G aijéprethodnimimunohistokemijskimbojanjima
pokazanoda dominantnestaniceu ulkusu nisu eozinofili te da su masenomcitometrijom
karakteriziranestanicaiz p L W Okiw& &he samoiz ulkusa,ostajeda se ova temadodatno
S UR Xppak P R a H P Rdauklanjanjembakterijaantibiotskimtretmanomdovodimodo

promjenedinamikeupalnogodgovorai do S R M D mBkQdRahjaSiglecF granulocitakoji
P R & Goodedo R & W HuiiudofeMi Dlkusa.

64



Slika 29. KarakterizacijaL P X Q R GRrdddl R R N U D infglRuRimasenonctitometrijom.A. Tablica N R U L &werke@ateKL P X Q R Gt&hicékbfe ih
L ] U D & Ay dktiidane).B. Ekspresijgpromatraninmarkerau S R M H G Ludbdn@ ICPEkspresijanarkeranakontSNE vizualizacijeklasteraD. Razlike
L ] P HABXi B uzorakau tSNEklasterima+samoAB uzorciimaju CD44'CD45'SiglecF klaster.

65



4.2.3,1]UD géndi P RN U D (n@eRuPu nakon dvotjedne L] O R & BBNRW W L

RNA sekvenciranjempokazanoje da je ukupantranskriptom P R N U D tnf@Hira
P L & hhadwotjednomBBN tretmanumijenjakadase P L a Hi&dEtnaretirai s antibioticima.
Za prag ] Q D p D MeQuRatadvostrukarazlika u L]1U D @énkl X ] P H gXipa s FDR-
korigiranomp- Y U L M H BaQjBndod X 01lteje X WY UrP HQRp DWIEY R L pU vagerma L K
L ] P Hdvife skupine P L & HABD B). Odnosndbilo je 15 genasasmanjenimL]U D a B38 H P
s SRYHUDLQUWPAaD kjeHarimaAB P L & HiYuBporedbis B P L & H Y(SIik® 30).
Najpromjenjenijigenibili suPpplrlddregulatornanhibitornapodjedinicaproteinfosfataze
1 uk O M X b Eagheproceseu stanici poput metabolizmaglikogenai kontrakcije P L & Lté D
Xlr3a, X-vezangennedovoljno L V W Ufinkdfe&ddtagenasuimali 6 puta Q L ék¥presijuu
AB PL&aHGEDs QDMY BRI U DLQ WMBIEADIM IDkv1-135 - imunoglohulinski kapa
lagani lanac nepoznatefunkcije (11 puta) te A2m - alfa 2 makroglobulin je inhibitor
koagulacijekrvi koji inhibiratrombin (4 puta).

Dobiveni podatcidalje su analizirani S R P Rala¥aGeneOntology (GO)i PUHAaQRJ
V X p i6OrMaDe su diferercijalno L ] U D gddi®@idtematiziranprema E L R O Rdbdekifma
V W D Q kgnmpaneéntamal tkivu mjehuraAB P L & HS ®M Ddup@desi organizacije

kolagenai strukturaL]Y D Q V Wrba@iksa{Qdblica10), a nije bilo promjenau procesima
povezanims L P X Q R OddgoMolden.

Tablica 10. % L R QpRé&NiromijenjeniX $% PLAaAHYD

Broj gena Broj gena 2ERJDUH P-vrije - FDR
% L R Qppoéds L XNOMXbpt promijenjene genskog dnost p-vrijednost
E L R OpRoéds$| ekspresije LlU@abD
Organizacija kolagenskih11 3 89.3 9.59E06 1.98E02
vlakana (G0O:0030199)
Organizacija 56 4 23.39 3.37E05 3.48E02
L]1Y D Q VW D Qriapiks®
(G0O:0030198)
Organizacija QD GV WI[63 4 20.79 5.21E05 3.59E02
struktura (G0:0043062)
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Slika 30. Prikaz U D] O L pW vdgdr@uLtkivu P R N U DriijehRrdu AB i B P L & Hh¥dvotjednom
tretmanuPrikazanesuZ-vrijednosti(broj R p L Wh®udvkDnakonnormalizacije).
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4.2.4Tumorski stadij nakon dugotrajnog tretmana BBN-om

3SDWRKLV@h&iooR 8RR P DijehRdnakonduge L ] O R & BBNRUNSpitana
je prisutnost SUH G Q HR S(@dpleAa)ip Q HIR S O Dpromjepe@ Likivu PRNUDUQRJ
mjehura.Tkivni preparatisu svrstavaniu V O M H&ddarifé:urednotkivo/reaktivnaatipija,
displazija,CIS, ranainvazija u laminu propriju, kasnainvazija (T1-T3) te invazivni urotelni
karcinoms sarkomatoidnonmliferencijacijom. Uzorci kod kojih su bile suprisune
samodegenerativnpromjend upalniinfiltrat, nostanicesu ] D G U & InNdbn@ébisvrstavani
su u kategoriju uredan/reaktivnaatipija, dok je kod displazije bio L] U Dg@ébd@orfizam,
smanjena diferenciranost, hiperkromazija i natiskivanje jezgara, odnosno RELOMHaMD
S UH G QH R Spoommjénd.ISpa@ijLdércinomain situ ili CIS karakteriziraoje L]JUDaHQ
pleomorfizam hiperkromatskgezgre, mitozeu gornjim slojevimai diskohezivnestanicete je
razlika L] P H@I%-ai displazijeu V O X p D Mad t6 lniiebilo jasnoiz drugih parametara,
SRWY U jeLKaT b@janjem, odnosno ispitivanjem proliferativne aktivnosti stanicapo
slojevima.lnvazijesupodijeljeneu ranui kasnuinvaziju: ranainvazijaje R G U HKkablpQjava
jedneili nekolicinestanicakoje su S U HhazalHumembranudok sekasnainvazijaodnosina
sveostak invazivneoblike karcinomaosim sarkomatoidneliferencijacijekoja je izdvojenau
zasebnikategoriju.8 VOXpDMX NDGD QLMH ELOR MDVQR SRVULMHG
Krt5, urotelnim markerorkako bi se ispitalo prisustvo urotelnih stanicaiaaalne membrane.
Od ostalihdiferenciranihoblika, kod nekihinvazivnihntumora] D E L O Nelp@iav@@PO Rp DV W H
diferencijacijeu manjemdijelu tumorskogtkiva. Papilarnioblici (Ta) nisu [DELOMHAaHQL
P R J XinivBzijau drugeorgane)imfne p Y R UngeYdgitivana.

Rezultati SDW R KL Vavnakze® R & N D injgRuda su pokazali |Q D pD(M QR
vrijednost=1.6*1C, n=62) manjuincidencijutumorau P L & HkdjiDsu uz karcinogenBBN
uzimalii antibiotike (AB P L a4 H ¥ L a HyhupeAB suimali manjeuznapredovaldumorsku
bolest(stadij)u usporedbsB P L & H . 9 H U 1AB [P L & Hitai2 u potpunostbez
tumorske bolesti (81%, n=26/32), dok je YHUIBQPLAHr#dila SUHGQHRS$SODVWLD
Q HR S O pranjenptikivu mjehura(86%, n=26/30).Invazivni tumori, najagresivnijitip
tumora,su S U R Q kogA0Q0ol(n=26/30)B P L a keYiD5%(n=5/32)AB P L & HSYdéukupno,
smanjenge incidencijai razvoj agresivnihtipovatumorau P L & Hdjibha je antibioticima
reduciranamikrobiota & VWRyerira Y D a@ogu mikrobiote u razvoju tih tumora.AB i B
mjehuri nakon ] D Y U a tlefRidamogli su serazlikovali sei bez mikroskopa,tj. mjehuri
P L a |ra@eAB sumaniji, Y H O L pdtaj&rizdravimmjehurimadoksumjehuriB PL&HY D
bili vidljivo v H §%lika 33).
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Slika 31. 3 D W R K L Kategoojekivhl hhkondugotrajnogretmanaBBN-om. A, a. Uredanpreparat
netretiranogP L &kdontrolniuzorak),B, b. UredanpreparatC,c. Reaktivnaatipija, D,d. Displazija,E,e
CIS (carcinomain situ), F,f 3 R p HilWaQi[atumora,G,g Invazivni tumor, H,h Invazinvni tumor sa
sarkomatoidnondliferencijacijom.

Slika 32. Broj P L & FAB DB skupines R G U H ytihfisitn stadijemnakondugotrajnogiretmana
BBN-om.
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Slika 33 A. Mase P R N U Dnijeblr&P L & HAB DB nakondugotrajnogretmanaBBN-om. (srednja
vrijednost+ SD) B FotografijeAB i B mjehuranakondugotrajnogretmanaBBN-om.

4.2.5K R O L prbl@rdinogena BBN-a i njegovogmetabolita BCPN-a u urinu i fecesu
PLAHYD

% X Gdas&BBN u tijelu P L ®Kksidirau karcinogeniBCPN koji sepotom L]OXp XMH
urinom te uzrokuje tumoreu P R N U D im@ERuRu, zanimalonas je X W Mi Hijpktobiota
(odnosnaredukcijamikrobiomanakonantibiotskogtretmana)na pretvorbuBBN-a u BPCN.
7DNR¢ HUwhpd & ] O X p LtardDa3pdjBiz organizmakakobi SURW X8DPBOMH U HQ X
razliku u karcinogeneziP R N U Driij€hRrd.U tu je svrhu P L & H YouipéAB i B analkiran
urini feces L] O X pjek@ni24 sata,a nakon3 tjednai 6 tiedanaBBN tretmana.0 L a H Yj& P D
mjerenvolumenpopijenevoderadi L ] U D INRQMIupds€nbi@@BN-a. Uz to je jednojskupini
P L & Hhakbn5 tjedanatretmanaanalizirani serum. . R O L [BBIQ-&li BCPN-a izmjerenesu
metodom W H N X UKcapnetbigirafije visoke djelotvornosti (engl. high perfomanceliquid
chromatographyHPLC).

U urinu je izmjerenoznatno Y L BEPN-a (54.9+ JnegoBBN-a(1.9+ J
aWFR WY teyiX BCRN glavni urinarni metabolitBBN-a, kao a Vé&navodi u literaturi
(108,125) Nadalje,jzmjeren jeod 3 puta(u 3. tjiednutretmanajdo 8 puta(u 6. tiednutretmana)
Y ldIN R CaBCPRau urinuB P L & th&gDAB P L & HSika 34A 1 B). . RO L [BBR-&u
urinu nije se 1 Q D p DadliRdwala P H ygfupama.Volumen popijenevode (u kojoj je bio
0.05%BBN) te volumen L] O X p ttifeRi 24 satanije serazlikovao P H yg>|(upam
i E). U fecesusudetektiraniBBN i BCPNIi to u znatnomanjim N R O L p heQdd BrDu
(BBN=15+1.7 g,aBCPN=8.6% Jte se NR O ILBBN@ HBCPN-a u fecesunisu

] Q D p DazliRdrale P H ygtupama(Slika 34A). U serumu P L & Hhé B tjedanadugom
tretmanudetektirane sumale N R O IBEP®4{0.50:t0.65 J/mL serumd, a N R O IBBN-@ D

je bila premalazadetekciju{Slika 34C). Nadalje N R O IBECP®a1l serumusenisu | QDpDMQR
razlikovale L ] P Hgria.
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Slika 34. Mjerenje NR O LHBN@DBCPNau L]OXpLGQ@dUDP LA HA DR O L [BBR-&i

BCPN-a u 24-satnomurinu i fecesu P L & HhakDntri tjedna tretmanaBBN-om B. . R O L [BCBRN-&
(karcinogenogmetabolitaBBN-a) u urinu P L & Hh#&kon 6 tjedanatretmanaBBN-om C. .ROLpLQH
BCPND LIPMHUHQH X VHUXPX PLaAHYD Q@BhDREQuUMeWINhBEEKDEEnoy UH W P D G
u 24 satau PHW D E R Kalkdz0ERVlumen popijene vode s 0.05% BBiNtijekom 24satnog

XIRUNRYDQMD L]JOXpLQD X PRKd aMe ESR SrédnperiReBnobtiDsé Hjakddardnom
JUHANRP
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4.2.6Testiranje sposobnostmikrobiote zakonverziju BBN-au BCPN

Kako bi se ispitalo P R ditcrijevnamikrobiota samanapraviti konverziju BBN-a u
BCPNte doprinosili takonverzijaY H UNNRIO BERNgalu L] O X p H BLRLEAP{Yoeden
je exvivo pokusinkubacijeBBN-asa V D G U &ilijeMad etogod antibiotskitretiranih PL & H Y D
i njihovih kontrolanakon p H JeDmjerenostvaranjeBCPN-a. Pokazao jeda V D G ttifeizaM
izvantijela P R &éhvertiratiBBN u BCPN.Nadalje, V D G t#ijeaNP L & Hratitanin2 tjiedna
i 4tjednaantibioticimaproizvodioje ] Q D p Inkh@BCPN-aod V D G Uri&ab&kontrdnih
P L & Hbébantibiotskogtretmana),a u uzorcimaautoklaviranog(steriliziranog)crijevnog
V D G UidkDitdmog s BBN-om, nije detektiran BCPN ). 6 D G WCEjpvi je
podijefenna V D G id tabkbbcrijeva, cekumai debelogcerijevate je pronay H @dge QDM Y LaH
BCPNastvaraoV D G tadkbddrijeva ). Potomje uze V D G i2 &illijéla tankog
crijeva,koji okvirno odgovarajuduodenumyl), jejunumu(2) i ileumu(3) teje pronay H @R
svatri uzorkastvarajuV O LY R @ LBp:El@). % X Gddjekonverzijabila QDM M D p D
scrijevnim V D G U d&DRavikddrrijeva,izoliranesu S R M H G haRi@ifeiR tankogcrijevate
testiranena sposobnoskonverzijeBBN-a u BCPN. Od pet dobivenihbakterijskihizolataiz
tankogcrijeva,dvasu (Escherichia coli Staphylococcuaepalensis Y U ke@v@rbuBBN-a
u BCPN(Slika 35D).

BXGXuUL GD MH NFOQX H4REMBEXKYDUD GYLMH RNVLGDWLY
iz alkohola u aldehid, potom pretvorbu aldehida u karboksilnu kiselinu, provedsnvjeo
WHVW LQNXEDFLMH VD G UoiiluMdpobmiD iuiaBrabifind wvidtihioRaran®o % 1
je da bakterije konvertiraju BBN u BCPN samo u aerobnim uvjetima,ejeraj reakciju
konverzije potreban kisifSlika 36)). Nadalje testiraa je ova reakcig i u mikroaerobnim
uvjetima, tesuinkubirani bakterijsk izolat koji su se pokazali sposobnim za konverzhu (
coli i S nepalens)ss BBN-om u mikroaerobmn i aerobnim uvjetima. Rezultati testa su
SRND]DOL GD EDNWHULMH X DHUREQLP XYMHWLPD X YHURM
uvjetima,odnosno da je konverzija BB X %&31 RYLVQD R NROL[BIQ|L GRVW

).
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Slika 35. Testiranjesposobnostcrijevnog V D G Lha KokvBrziju BBN-a u BCPN prilikom ex vivo
inkubadje. A. Usporedbapotencijala stvaranjaBCPN-a crijevnim V D G U a B MaH&etranih
antibioticima, crijevnim V D G U amLMi Hb@zIretmanaantibioticimate kontrolnog V D G Wéjévi D
steriliziranogautoklaviranjemB. UsporedbaotencijalastvaranjaBCPN-a crijevnog V D G Wiadiolyl D
iz tankogcrijeva, te cekumai debelogcrijeva C. Usporedbagpotencijal konverzije BBN- u BCPN
crijevnog V D G WiZebblyiz(3 dijelatankogcrijeva(1- duodenum? Hejunum,3 Hleum)D. Potencijal
konverzijeBBN-a u BCPNbakerijskihizolataiz tankogcrijeva.

Slika 36. Identifikacijai semtkvantifikacijaBBN i BCPN tankoslojnomkromatografijomA.
6 D G thakndtrijevainkubirans BBN-om u aerobnimi anaerobninuvjetimaB. Usporedbés.
nephalensis E. coli sposobnostzakonverzijuBBN-au BCPNu aerobnim mikroaerobninuvjetima

73



RASPRAVA

OLNURELRWD XWMHpH QD PQRJH SURFHVH X RUJDQL]PX
LPXQROR&ANRJ VXVWDYD SRQD&ADQMH D @ite NWI@DIR FEWMHYPX U
REOLaAQMH WNLYR SULPMHULFH DNWLYLUDMXUL EDNWHULM
ORJX L LQGLUHNWQR GMHORYDWL QD XGDOMHQH RUJDQH
dospijevaju u krv, a iz krvi u razna tkiva, moduliréjllordentracije endogenih molekula (npr.
KRUPRQD L NVHQREL R BstemEku Lupalu. SiBpked&kRnvethdraXsekvenciranja
'1$ RPRJXULR MH PDSLUDQMH WLVXUD EDNWHULMD NRMH &L
QDpPLQD QD NRML PUWNQRRARPQIUED GRWUHEQD VX |]QDWQR \
NRULAWHQMH ODERUDWRULMVNLK ALYRWLQMD 5D]OLpLWH
PHKDQL]DPD NRMLPD PLNUREL XWMHpPpX QD GRPDULQD 7D
mikrobiote utegpHa @QrRPDWUDQL SURFHV X RUJDQL]PX XVSRUHGE
PLNURELPD VD VWHULOQLP DNVHQLpPQLP ALYRWLQMD LC
UHGXFLUDQD PLNURELRWD 8 RYRM GLVHUWDFLML VX GLVH
utecaj PLNURELRWH QD PRNUDUQL PMHKXU WH QD UD]JYRM WX
RNA sekvenciranja uspokeHQ XNHXSQL WUDQVNULSWRP PRNUDUQRJ |
PLNURELRPD DNVHQLpPpQLK L RQLK VD VWDQGDUGQLP
mikrobiom bez ptogeQ D 1DGDOMH NDNR EL VH LVWUDALR XWMHF
PRNUDUQRJ PMHKXUD NRULaAaWHQ MH %%1 PRGHO |]D LQGX
PMHKXUX PLaAHYD VD VWDQGDUGQRP PLNURELRWRP L RQ
antibioticima. BBNe nDMpHauH NRULAWHQL PRGHO |D LQGXFLUDQME
ODERUDWRULMVNLP ALYRWLQMDPD D WXPRUL NRMH L]D]JLY
QDOLN QD LQYDILYQH WXPRUH PRNUDUQRJ PMHKXUD pRYMH

S8WMHFDM PLNURELRWH QD PRNUDuUQL PMH

5HIXOWDWL LVWUDALYDQMD QD DNVHQLpPpQLP *) L 63)
XWMHpH QD LJUDAabDM JHQD X PRNUDUQRP PMHKXUX NDR L C
ORNUDUQL PMHKXU DNVHQLpPQLK PLaAHYD X SURWHH& X MH
X]JDMDQLK X VWDQGDUGQLP 63) XYMHWLPD 5H]XOWDW M}
L] GYLMH UD]OLpLWH 3ALYRWLQMVNH QDVWDPEH L GYD UD]
PLAHYD VRMD & %/ ,DNR VX SR]QDWH iQx¢hXeHCidh@i® LNH L]
ALYRWLQMD SRSXW WRJD GD DNVHQLpPpQH ALYRWLQMH LPDM
RYR MH SUYR L]YMH4UH R VPDQMHQRM PDVL L YHOLpPLQL I
SDWRKLVWROR&AGND DQDOL]D X]RiukdXNWDOQW NLY]ED ONLIW X RAMN Y K CF
PMHKXUD L]JPHYyX PMHKXUD *) L 63) PLaAHYD

'D EL RWNULOL PRJXiUH UD]JORJH VPDQMHQH PDVH L YH
PLAHYD DdQjPehdpiesiiBera ]D NRMH MH SR]JQDWR VX YDA&QL X U
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mjehura. Pretpstavlieno e GD L]RVWDQDN PLNURELRWH WLMHNRP H
UH]XOWLUDWL VPDQMHQRP PDVRP L YHOLPLQRP PRNUDUQR
XNOMXpHQL X HPEULRQDOQL UD]JYRM PRNUDUQRJ PMHKXU
proteoglikan u izvastaQLpQRP PDWULNVX JQDpDMQR VPDQMHQ %XG
VDPR V RGUHYHQLP SRUHPHUDMHP RND YLWURUHWLQRSD
QDMYMHURMDWQLMH QLMH RGJRYRUDQ ]D XRpHQR VPDQMH(
se potvrdlo GD VPDQMHQD PDVD PRNUDUQRJ PMHKXUD QLMH L
mikrobiotom, provjeeno e MH OL PRJXUH LQGXFLUDWL WDNYX SURP
standardnoj mikrobioti. U tom ciljje reducirana je mikrobioa PLAHYLPD Xy $PRAM D QL
uvjetimapriPMHQRP SHW DQWLELRWLND 4a4LURNRJ VSHNWUD 1DN|
ponovnoje Xk VPDQMHQMH PDVH PRNUDUQRJ PMHKXUD 7R SR
PRNUDUQRJ PMHKXUD QLMH U D] VR pMdnfen® Gjehtts kb® &igovdd i S U L (
na alsutnost mikrobiote ili njezinih proizvoda. ase X R ¢radike u sastavu stanica koje

bLQH WNLYR PRNUD QR haRfeMiksptesh Genskitv Barikard 74 $v@ tipove
VWDQLFD PRNUD urgsi proADWHHEZD pD MQ@H SURP M HiQikiobiBB]| QDWR |
NRQWUROLURLYIHDOWRH. G PNVHQLPpQL PLAHWR6)L PAMa PID Q M X
PLAL0 pLQL ]1QDWDQ GLR PDVH da&jétksprés@deda Rdjl kokindldely SURY V
YHOLpPLQX Phi ddvidiezlond@stojRli smanjenje njegove ekspresije koje bi moglo biti
povezano s redukcijiom maseM HK XU D  Aisuipdonejer? UD]OL p L \Wgeri kdjub a H Q
REMDVQLOL XRpHQH UD]JOLNH 'UXJR REMDaQMHQMH UD]O
LIYDQVWDQLpPQRJ PDWULNVD 960 MR& MHGQH NRPSRQHQ
mjehura. Kumulatina ekspresija grupe gena uKpHQLK X 960 SRSXWeJHQD ]D
tenascie i laminine ELOD MH VPDQMHQD X *) PLAHYLPD D HQ]LP NR
PDWULNYV OPS MH LPDR YHUL JHQVNL LJUDADM OR&GD SUR
proteinail YDQVWDQLpPpQH WROMHE HIMWRDG K BWRD yX WPNHHEOX QD MR XS Q
WNLYD .RQDpPQR PRJXUH MH GD EL UD]JOLND X PDVL P
SRVWWUDQVNULSFLMVNRM UD]JLQL NRMH QH PR@AMWPR REMD
,PDMXYLLGX GD FMHORNXSQD KLVWRORJLMD PRNUDUQRJ PMt
UD]XPQR MH SUHWSRVWDYLWL GD VX UD]OLpPpLWH NRPSRQ
VPDQMHQH XpLQNRP VORAHQH UHPXODWRIURMARPUKAHHMR E
i ]YDQVWDQLPpQRJ PPMWIL NNREG Bid @O RadiKljiv fenotip no razlog
QMHJIJRYRJ QDVWDQND SUDYL X]JURN VPDQMHQMD PDVH PRNL
treba rasvijetliti dodatnim pokusima.

, JUDADM JHQD FLUNDG IMHIQRH XLFPWPHKSURPDNsHU®P LAHY D
V. QHNROLNR LVWUDALYDQMD NRMD SRND]XMX GD FULMH)
G R P D ({128).CCirkadijane oscilacije spromijenjene X DNVHQLpPQLK PLaAaHYD L X
antibiotski reduciranim mikrobiomonOva LVWUDALYDQMD VX SRND]DOD GD \
ULWPD J]QDpDMQR VQLNWKQLEQRMHKDAHYD BRN MH 1I1LO C
WUDQVNULSFLMH WLK JHQDAHWYIDEHRMDMED (D LIHhadR MHU W
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out PLAHYL LPDMX DULWPLpPpNL UDVSRUHG PRNUHQMD &aWR S
mokrenja(129) Ovi UH] XOWDWL SRND]XMX GD PLNURELRWD XWMH|
PRNUDUQRP PMHKXGY #WRUREILHRULD DX VONRK PH. U LOWDD B (BHIDR@AR,
PRNUDUQRJ PMHKXUD 1HNROLNR JHQD NRML VX XNOMXpH
ekspresiuumeNlUDUQRP PMHKXUX *) PLaAHYD 3R]QDWR MH GD PLN
QD UD]JYRM L IXQNFXWWXD&LDY FDMIRREDYDQMHP UD]OLpPLWLK |
LPXQRORANLKIOVWR@SPWLPpNL L SDUDVLPSDWLPNL ALYFL
PRNUDUQRJ PMHKXUD S Udliihadije Rrif@ N R RSVAQNRMDQMDQL VX NRO
nikotinskim receptorimg49). Geni koji kodiraju podjedinice tih receptora, kao i za enzime
NRML VXGMHOXMX X VLQW HLUP DM CGXpYLH IDBQQVKX HONPVHSWLHOYNL RICGX L X
2YH SURPMHQH ]DMHGQR V SULP L KijHnog Qraé? nBGURBMiQDP D J
cirkadijani obrazac mokrenja.

SURXpDYDQMH LJUDADMD JHQD RWNULOD MH MR& QHN
mikrobiote i iflUDA&ADMD 083 mRj@ uHMAry @roteiny proteina (koji ne postoje u
PRYMHND G RidbimixaxtrX pitei@ilu urinu), prethodno je opis@§hdl) MUP proteini
djeluju kab prijenosnici feromona koji su odgovorni za urinarni miris. Proizvode se uglavhom
X MHWUL D QMLKRYD SURL]YRGQMD MH (®2pOQMuW®RD X PL:
LVWUDAL VYeRQQeVGD RAXNIBHIQL 0XS L 0XS SUHGYLYHQL JHQ *P
LIUDAHQL X PMQIKQULIKP BLENYIB® aWR EL PRIJDR ELWL PHKDQL]IL
smanjenu ekspresiju u jetri. Drugi zanimljiv nalaz bila je akiK LMD HNVSUHVLMH a
LPXQRJOREXOLQVNLK ODQDFD X PMHKXULPD DNVHQLpPpQLK
PLOQMHQLRWYULGEDLA¥XYL LPDMX SRYHUDQX NR&AWDQX PDVX L NR
plazma stanice koje stvaraju imunoglobul{@a83). Nekoliko genskih biljega za B stanice ima
SRYHUDQX HNVSUHVLMX R DINVIHQHpQLPpPMBRXBRRIHG SOD]I
VUAL QHNH HSLWHOQH VWDQLFH L VWDQ Lé&ndgldbXiRsRitt D W DN F
lanaca(134) Nije poznato mogu li zdrave urotelne staniceasdti imunoglobulinske lance i
kakva bi bila njihova funkcija u mjehuru.

5H]XOWDWL RYRJ LVWUDALY D@W0h GRISND \WONRURE LG BVaD 9 [
GRPDULQD %XGXiL GD VX DNVHQLPpQL PLAHYLovj&HQL PLI
rezultaiPD QHPRJXiUH UD]JOLNRYDWL XpLQDN PLNURELRWH PR
FULMHYD OHYXWLP SRND]DQRURELGD XN DQMBIQNHP Y MHKQ ¥
PRNUDUQRP PMHKXUX L ]DpXGR XWMHpPH QD PDVX L YHOL
razibVQLOL PHKDQL]PL L ILJLRORAND YDAQRVW XRpPHQLK WU
YHOLPLQL RUJDQD SRDELNDQM I XX GRNDWHIID LW BHKDQL]PF
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S8WMHFDM PLNURELRWH QD UD]JYRM WXPRUD PRN

Utjecaj mikrobioteQD UD]YRM WXPRUD PRNUDUQRJ PMHKXUD L
PRGHOD ]D LQGXFLUDQMH NDUFLQRJHQ Hihjgm XnikedRitké) DU Q R P
antibioticima. Kakdi se promjeriladAXVSMHaAQRVW NRULAWHQMD DQWLELRW
napravljena j&vantitativra analiza bakterijskom kulturom (urinokulturom) te analizastava
mikrobioma 16S sekvenciranjem. Analizom rezultata 16S sekvencir@RWYUVHQR MFE
smanjenje bogatstva bakterijskih vrsteaesuPLaHYD WUHWLUDQLP DQWLELRW
mang OTU-eva te smanjen Shannon index alfa raznotikds fecesu AB maHYD GRPLQLUD
koljeno Proteobacteria GRN MH NRG % PLaHYD QRadkef@dérds¥asogeM HQ L MH
koljenoProteobacteriebilo dominantno, ovi rezultati ne govore o ukupnom brdjibtkterija
X FULMHYLPD $% PLaAHYD YHU GD MHEAWLMHRWNQ DR N\OLPHRW P |
GUXJLK NROMHQD pLPH GROD]L GR GRPLQDFLMH EDNWHUL!
VPDQMHQ SRWYUYVHQR MH QDVDYVLY DiQdaHdmpeiarjenbpd@sihUL QD L
bakterijskih kolonija u anaerobnim ihtUREQLP XYMHWLPD 8WYUVHQR MH
DHUREQLK WH PLOLMDUGX SXWD PDQMH DQDHUREQLK EDN
tretmana. Nadalje, pokazano je da se mikrobiogewvaimijenja tijekom tretmana BBNm,
RGQRVQR GD %% 1 YXWIM\HPREQRWHDXWLMHYLPD -e@dX&R QDYHQ
YHUL 6KDQQRQ LQGHNV-RDNRDORWUR BNPH D X% QH PLAHYD V
Iz rezultata ove studije vidljivoj& D %% 1 GRYRGL GR RERJDPPOR R Y GUWRIG B
BacilusELOL VX RERJDUHQL X FULMHYQRP PLNURELRPX DQWLE
nakon tretmanaBBNRP D SR]QDWR MH GD LPDMX YHOLN PHWDEROL/
raznihntR NV L p QL K (¥38)SDo\WabDa hielispitan utjecaj BB&lna crijevnu mikrobiotu, a
u radu C. Forster i suradnika pokazano je da dugotrajni tretf@&Rden dovodi do promjene
XULQDUQH PLNURELRWH PRABYLVQ@ DyEashhE dMRIEHRRNM EpDIlQsX
Bifidobacterium Ureaplasma Actinobaculute manjeActinomycesi urinarnom mikrobiomu
nakon tretmana BBMmM (113) 2YL UH]XOWDWL XSXuXMomQ@®odvd® GD WU
RERJDUHQMD EDNWHULMVNLK YUVWD X VWROLFL NRMH PR2Z
Rezultati analize 16S sekvencirdhj ]D X]J]RUNH XULQD SRND]DOL VX VOLpI
PLAHYBzZ®QWLELRWVNH UHGXNFLMH LDNR VX NRUL&AWHQL VX
X PRNUDUQRP PMHKXUX 8 $% L % XULBRBote@h&Riie gotbiloM X ED N\
50% zastupljenosti, druge zastupljenije skupine bile Fsimicutes, Actinobactéa i
Bacteroidetes =DNOMXpQR DQWLELRWVNL WUHWPDQ VPDQMXMH
EDNWHULMVNLK YUVWD X IHFHVX ,SDN RGUHYHQ EURM EDI
i to dominantno bakterije iz skupifroteobacteriakako je abifHAHQR L X GUXJLP VWX
(136). S druge strane, u udmije detektirana razlika u bakterijskom sastavu, iako je smanjen
ukupan broj bakterija.

SDWRKLVWRORAGNRP DQDOL]RP PRNUDUQRJ PMHKXUD PL
tretmanu BBNRP V LOL EH] WUHWPDQD DQWLELRWLFLPD GRELYF
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DQWLELRWVNH UHGXNFLMH PLNURELRPD SRMDYBORR MH XD
odgovor na degenerativne promjene u urotelu uzrokovane -8@BNnakon dvotjednog

tretmana, i (2) smanjena je ukupna incidencija tumora te je prisutno manje tumora invazivnih
VWDGLMD QDNRQ NURQLpPQRJ SHWRPMHVHpPQRJI-oWiUHWPDQ
DQWLELRWLFLPD ELOD MH EH] WXPRUVNH EROHVWL GRN |
samo BBNRP UD]YLOD QHRSODVWLPQH SURPLMHQH X WNLYX F
DNVHQLpPpQL L DQWLELRWVNL WUHWLUD @ricidAadlrioHiYdajabiD ] Y LM D |
PLaHMPDDo sadasel WDM XpLQDN QDMYLAH SRYH]JLYDR VD aWHW
stanice uzrokuju lokalnim djelovanjem u tkivu. Primjerice bakterije svojim proupalnim
molekulama (MAMPRYL GRYRGH GR NURQLpPQH XSDOH RawWHuUXM
SRVOMHGMWMNRY X DXWLYLUD SUROLIHUDFLMD UDGL REQRYH
WXPRU WH VH VWYRUL SRYROMQR RR)U X@XEXIH J®D QWPHRI KR
SURPMHQH X UDQRP XSDOQRP RGIJRYRUX L RaAWH-oHQMX WN
SRVWRML PRIXUQRVW GD WH SURPMHQH GRYRGH GR NDVQL
bakteriMD L] WLMHOD PL&D DQWLERRVRWNLD Q/RHOYPDPRYRCMCQRML
razvojaapscesaX ODPLQL SURSULML WH R&WHUIHQMD XURWHOD L
barijere jedan je od mehanizama bakterijski potaknute karcinogeneze,rgerjeerativni

kolitis. Do sada nije opisanoddWYDUDQMH XONXVD L DSVFHVD PR&aH VSU
RG PRIJXuULK PHKDQL]DPD NRMLP EL VH WR PRJOR GRJRGLW
XQLAWDYDQMD XURWHOD QD P MHpekirdorsetaniReMANRIRorr H S R M
transkriptomD $% L % PLAHYD QDNRQ DNXWQRJ L]JODJDQMD NDQFF
PHKDQL]PD NRML SRNUHUH RYDNDY SURPLMHQMHQ LPXQRO
SRMDpDQD HNVSUHVLMD/WH@RNEWRUNRDIDY DHQQVW INHLPQRJ PDW
Najvjerojatnije su ti procesi aktivirani radi obnotkéva nakon razvoja ulkusa, odnosno vidljiva

je posliedicaDOL QH L XJURN ]D RYDNDY RGJRYRU WNLYD 3URX|
WNLYD pH YV VWRid@gtHoréniehél bje se zbivaju u manjem dijeékiva, primjerice u
XURWHOX MHU EXGH "PDVNLUDQ" GRJDYyDMLPD X RVWDWNX \
transkriptoma se ne vide promjenepusttranskripcijskomivou ili pak na proteinskom now.

7R VX PRJXUL UD]JOR]L ]D &R/MRD D@UIMH. |[RPRW D PR WDLLSW D & W F
SPRMDYRP XONXVD %XGXuL GD VX XONXVL SXQL VWDQLPQRJ
LPXQRKLVWRNHPLMVNR ERMDQMH ELOiRratdtaniteHkdd B WLP !
nalaze unutar njega iakdtf VWDQGDUGQD SDWRORAND DQDOL]D XND]LY
Da bi se testirala uloga neutrofila, najvjerojapti "NULYDFD” ]D UD]JYRM XONXVD
QMLKRYD GHSOH.RekubatixXu pkaadl ddssBemsko uklanjanje neutrofila ne
XWMHpH QD SRMDYX XONXVD X PMHKXUX L] pHJD VH PRaH ]
QDVWDQDN LVWLK 1DGDOMH DQDOL]JRP LPXQRORANLK VWD
metodom masene citométMH SRND]JDQR MH GD VX X PahielkSKleck $% PLa
SRILWLYQH VWDQLFH QHJR X % PLaAHYD 2YL QDOD]L ]DKWLN
se nalaze unutar ulkusa te mehanizma koji dovode do njih, tako i utjecaja ulkusa na tumorsku
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patRORJLMX 2VLP UD]JOLNH X VD VDN H AVKH O R]EON QO WWDQL
]JDVOXAaDQ RIJUDQLPHQ SUROD]DN QHXWURILOD NUR] XURWHC(
zatim i ulkusi. Migracija granulocita (neutrofila) ovisi o njihovoj kdalsiji prema Cxc
kemokinima koje producirajuegtOQH VWDQFH ,QWHUOHXNLQ X OMXGL
njegovi homolozi Kc, Mip2i Lix) dovodi do njihovog influksa u laminu propsi no nije

dovoljan za prolazak kroz epittd37) OLJUDFLMD SUHNR LQILFLUDQLK PXNF
NHPRNLQVNLP UHFHSWRULPD NRMH L]JUDADYDMX XdJRWHOQ
SRYHUDQMD HNVSUHVLMH WL IS INIHIPLRNN\NRLFQ DQ NHR\MFID M/HH XGURRIW H O
k R O L p E8QeHdalazi do brzog prelaska stanica u lumen. Be& teceptora, ove stanice se
nakupljaju u tkivima(138) ORJXuH MH GD X DQWLELRWVNL WUHWLUTI
prisutnosti baterija u urinu, smanjena ekspresija Cxtr &[FU X XURWHOX WH GD
prolazak ganulocita kroz urotel te dolazi do subepiteininapHVD ,DNR RYR QLVPR
DQDOL]RP WUDQVNULSWRPVNLK SRGDWDND QR PRJXUH MH
SURXpPpDYDM L]JUDaDMHXXVONPRPQRPRRARRNAUND UQ RP PMHKXU X

BBN-om i antibioticima bio je nalaz mjehura koji su bili potpuno zdravi s malo upalnih stanica.
Ovakvi rezultati sugerirali su da smanjerGLR WXPRUD NRG RYLK ALYRWLC
promjHQMHQRJ LPXQRORANRJ RGJRYRUD QD WXPRU YHUO GD
LJOR&HQL GMHORYDQMX NDUFLQRJHQD

OLNURELRWD FULMHY D-aYoksahcijsrd bl Menc&abEX % % 1
BCPN

N-butil-N-(4-hiGUNVLEXWLO QLWURI]DPLQ %dlizdra W &ktivki WLMHO
NDQFHURJHQL VSRM %&31 %&31 VH L]J]JOXpXMH XULQRP ¢
PHWDEROL]DP RYRJ VSRMD LOL QMHJRWRH @it pisdrizQMH XU
UD]JOLNH X SRGORAQRVWL UDNX L]PHY Xp¥mRdiabo¥znuzoww® NRUD |
VSRMD RGQRVQR SR NROL p(LILKLgnDfiipHjEiBCPN-D UX XQR QEKQL & D
SURQDYHQR MH GD-DXXNROLGX@FPH 84&IPL V PLNURELRWRP ELO
RGQRVQX QD PLAHYH V DQWLELRWYV NeL jelkthGHKATaN BCERNRWP PLNUF
PLAMHP IHFHVX WH MH SURQDyHQWXGDO REWH NRUXEpHUR IHA PH R
WH GD VX WH NROLpPLQH ]Q QWQ R NXBQWRHMRG XR QJIOKX L XLJR.I
PLNURELRWRP E-b0 &py¥redbHs &6i&nd 11 lojje mikrobiota bila reducirana, na
WHPHOMX pHJD MH ELOR IMVDHWYQRH G MHR ERRWR MRMHD R V
NROLpPLQBD % &W1 M HN@pxavikhd e pretpostavka deaULMHY QD PLNURELRW
metabolizirati BBN u BCPN suprotno wvfaHQRP YMHURYDQMX GD VH WD L
RGYLMD LVNOMXDpLY ®nXogkielispitiria dpdsalkhdsDcrij@vde mikrobiote na
reakciju konverzie BBND X % &31 LQNXEDFLMRP %%1 L PLNURELRWH
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tijela (invitro P Lt& jeotkrivenoda crijevna mikrobiota metabolizira BNN u BCPNZatim

je usporey H Quifibiotski reduciraa crijevna mikrobiota i standarda (SPF) mikrobioca na

sposobnost konverzije fe pronay H Q@& antibiotski reducirana crijevna mikrobiota stvara
punomarMH NROLPIDQHD %8R MH X VNODGX VD VPDQM#HQRP NRO
ALRWLQMD QD DQWLELRWVNRP WUHWPDQX $%jePal(ahk¥ L 8VSTH
FULMHYR FHNXP L GHEHOR FULMHYR WH MWWSDRJDD QB MR H:
N R O L p L Qal PaddBsl bakterijski izolati iz tankog crijeva paghwti testu konverzije, a

RG LVSLWDQLK LJRODWD SUR (bostzQ BB X BGPN\DKoNVRr i L P DM >
Escerichia coli Staphylococcus nepalensis

lakosezaKPHQ FULMHYD SUHWSRVWDYOMD GD MH DQDHURE
ciieYD SRVWRMH SRVWRML JUDGLMHQW NRQFHQWWdaFLMH NL
crijeva, odnosno uz epitel vladaju mikroaerobni uvjeti, dok u sredini lumena viatkzguobni
uvjeti(140) % XGXuL GD MH -DINBURN/dRdtdatha réabeija, tj. za nju je potreban
kisik, testirana je sposobnost bakterija @vode konverziju u anaerobnim, aerobnim i
mikroaerobnim uvjetima, tako simulirffuL NRQFHQWUDFLMX NLVLND X FULN
XYMHWLPD RPpHNLYDQR ¢cal9UHIgE sh@rie Wadtobbird i@ MrBacyoBndv
uvjetima bakterije su stvamlBCPN. Ovaj rezultat ukazuje na to da su crijevni mikrobi
sposobni za oksidacijskueakciju u mikroaerobnim uvjetima koji vladaju u crijevima. Ova
RSDabQMD ]DMHGQR V RSDADQMHP GD PLAHYL V UHGXFLUL
BCPND X L]OXpERDPWX QD WR GD FULMHYQL PLNUREL JHQHU
te tako doprinoseXNXSQRM NROX pPL QUL PKEQAX PLA&D S5D]J]PDWUDMXUL
bakterijsloj konverziji BBND X % &31 V UH]XOWDWLPD SDWRKLVWROR:
manje tumoraX aLYRWLQMD V UHGXFLUDQRP PLNURELRWRP SRV
dodatQH NROLpPpLQH NDQPHURNHQBY WadHIID X XULQX dVWR GRYRC
JORUXGQLK WXPRUD X PMHKXUX PLAHYD NRML QdasX SULPD
konverzia BBND X %3&1 RGYLMD X MHWUL D RYLPcrijetrhaLVWUD &
PLNURELRWD WDNRYyHU PRaH SUHWYRULWL &njéouluriu%o&31 L X]

O9HOLN XGLR NDUFLQRPD SULSLVXMH VH LpiihRrabtQRVWL R
XJURNXMX JORUXGQX SUHREUD]EX VWDQLFD @&pPpwWRQ PHW
PLNURELRWH NRMD NRGLUD VWRWLQMDN SrEivgdgeneriLaH JHC
LID]YDQRM NVHQRELRWLFLPD WHN VH SRpLQMudnivVWUDaL
NDUFLQRJHQD RG VWUDQH FULMHYQLK EDNMWHKidbiots D WH R
QDVWDQND UDND PRNUDUQRJ PMHKXUD 2% LraikietidtaMuHY QH P |
PRNUDUQRP PMHKXUD GRSULQRVL-&Wpr@hodniBstidfja Mmardd-L QR J H (
da su Proteobacteriapredominantno bakterijsko koljeno u zdravomumbrskom tkivu
PRNUDUQRJ EupHbKdAUE Dspp., Brucellaceae, Acinetobacter, Anoxybacillus,
Escherichia Shigella, Geobacillus, Pelomonas, Ralsteni®&phingomonassE LOL RERJDUHQL
WXPRUVNRP WNLYX PEOB\.Z&H @RY RMRRXYWUDALYDQ WX MH SF
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BBN-BCPN konverziua RVWDMH LVWUDALWL MHVX OL EDNWHULMH ]D
X WXPRUVNRP WNLYX VSRVREQH UDGLWL RSLVDQX NRQYHU
karcinogena B€N.Nadalje, stDMH GD VH WHVWLUD PRJXUQRVW NRQYHU
NHPLNDOLMD RG VWUDQH PLNURELRWH WH GRSULQRV WLK
tako, treba identificirati g€p) N R Mé_konkééiju BBN u BCPNSD ]| XPLMHY D&M H pLPEL
NRML & Noprim&s mitobioma metabolizmu karcinogena megbi se objasniti
LQWHUSHUVRQDOQH UD]JOLNH X SRGORAQRVWL ]D UD]YRM
SHUVRQDOL]JLUDQLK LQWHUYHQFLMD WHPHOMHg@dith QD PLN
bakterjfVNLK VRMHYD NRML LPDMX VSRVRE®RRRWORHEALDERDQ X &llH
SROD]QD WRpPpND
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=$./-8Yy&,
OLNURELRWD XWMHpH QD PDVX PRNUDUQRJ PMHKXUD O
L PLAHYD WUHWLUDBQYIRKY MAEWX B/ OR WN B DN DKREMAHK XUD P
sa standardnom mikrobiotom.

8 RGVXVWYX PLNURELRWH SRUHPHWL VH L]JUDADM JHC
PMHKXUX NDR L LJUDADM JHQD ]D PROHNXOH L]YDQVWL
OLAHYL WUHWLUD Q L-buiilNVAthielto ksibtilFriitfZaminoni. (BBN)
UD]J]YLMDMX LQWHQIGEYRLRW X PHUUFRROHRAX IQRIJR P-LAHYL W
RP 'YLMH WUHULQH PL&a&HYD W U{W tazvipeQdubepiz@eV L EL R W
apscese, neovisno o neutrofilima.

OLAHYL WUHWLUDQL -6nQnasiijdL £hsiho FmaRj® inkadriih ltumora

QHJR P tefirdnY 4am BBNom (pvrijednost=1.6*105, n=62).

6SUMHPpDYDQMH QDVWDQND WXPRUD SRYH]DQR MH VD
BBN-ovog metabolita BCPN u urinu.

. Crijevna mikrobiota ima sposobnost gtaja karcinogenog BCRA iz BBNND pLPH
doprinosi NXSQRM NR G4 p u@u i ¥aaud tumora. Ovo je prvi dokaz da
FULMHYQD PLNURELRWD PHWDEROL]JLUDQMHP QHNH NF
tumora.
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KRATKI 6%$a4(7%.

SURYHGHQD LVW WD ¥XY®G DR NPD NSRNELFRNID X QLM P lhil KQXOJ AN D
UD]YRM WXPRUD PRNUDUQRJ PMHKXUD 8]JRM PLaAaHYD X VYV
UHGXNFLMD PLNURELRWH DQWLELRWLFLPD GRYRGL GR VP
SURPMHQH L]JUDADNWDMM¥ G RWRMLQNRIGY DQVWDQlirffiQH WYDL
cirkadijani ritam. Poveznica mikrobiote i cirkadijanog ritma opisana je za druga tkiva, a ovo je
SUYL RSLV VOLpQH SRYH]DQRVWL X PRNUDUQRP PMHKXUX N

Nadalle, PLNURELRWD XWMHpH QD UD]Y&RtMjeVok&zRnd da PR N U D
UHGXNFLMD PLNURELRWH DQWLELRWLFLPD VSUmHpDYD L
Najvjerojatniji razlog za to je smanjeno stvaranje aktivhog karcinogenog spoja BCPN iz BBN
a te smanjenaakupljanje tog spoja u urinu i vjerojatno u tklRUIRNUDUQRJ PMHKXUD 3
je dase konverziaBBND X %3&1 RGYLMD X MHWUL D RYLP MH LVWUD
PLNURELRWD WDNRYyHU PRaH SUHWYRULWL %%1 Xj@&31 L X
SUYL GRND] R X]JURpPpQRM SEHRHLRWH W LQ BV IMDHWDH UDLN\D P R
NDR L R SURL]YRGQML NDUFLQRJHQD X FULMHYQLP EDNWHL
WHPHOMQLP ELRORANLP RWNULULPD NRMD PRJX ELWL RG N
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KRATKI 6%$4a (7% NAENGLESKOM 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 Ith decreased urinary bladder mass as well as changdse
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, buthis is the first evidence that it also existbiadder 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 p carcinogenic BBN. The most likely reason for tleerease 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 capabie o
production of the carcinogenic BCPN from BBUhtil 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 anobtims carcinogen. This is
the first evidence o& 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 fundanabiological discoveries that may be of clinicglrsficance.
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