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1. UVOD



1.1. KARCINOM

Tumor je svaka abnormalna masa stanica koja moZe biti benigna (nekancerogena) ili maligna
(kancerogena). Karcinom (zlo¢udni tumor ili rak) je tumor ¢ije stanice napadaju druga tkiva i

rastu izvan kontrole. (1)

Iako se genetska predipozicija (nasljedne mutacije) smatraju glavnim uzro¢nikom razvoja
raka, utvrdeno je da i ¢imbenici domacina (hormoni, imunoloski uvjeti) i okoliSni ¢imbenici
(duhan, alkohol, kemikalije, zarazni agensi i zraCenje) predstavljaju rizik za razvoj raka.
Karcinom je najucestaliji tip raka, a razvija se iz epitelnih stanica, odnosno stanica koje
potjeCu iz endodermalnog, mezodermalnog i1 ektodermalnog sloja embriogeneze. Proces
karcinogeneze ukljucuje razne promjene u fenotipu stanice, a u velikoj se mjeri temelji na

steCenim genetskim promjenama stanica koje nisu u potpunosti diferencirane. (2)

Najvaznije znacajke stanica karcinoma su brzi rast, izbjegavanje stani¢ne smrti, izbjegavanje
kontrole proliferacije i sposobnost repliciranja izvan granica postavljenith u normalnim
stanicama te sposobnost da potaknu rast krvnih Zila koje im osiguravaju stalnu opskrbu
kisikom 1 hranjivim tvarima. Rak je jedan od primarnih uzroka smrti u svijetu. Prema
predvidanjima Svjetske zdravstvene organizacije (WHO), do 2030. godine bit ¢e viSe od 21

milijun novih slucajeva raka i vise od 13 milijuna smrtnih slucajeva uzrokovanih rakom. (3)
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Slika 1. Progresija tumora

Preuzeto sa: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2996866/

Datum pristupa: 07.10.2020.
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1.1.1. ONKOGENI I TUMOR-SUPRESORSKI GENI

U istrazivanju gena koji su ukljueni u proces razvoja raka otkrivene su dvije vrste
regulatornih gena: prvi koji poti¢u rast tumorskih stanica, nazvani onkogeni, i drugi koji
djeluju suprotno tj. potiskuju rast, nazvani geni supresori ili anti-onkogeni. Ovi geni kodiraju
nuklearne i citoplazmatske proteine, faktore rasta, receptore faktora rasta, prijenosnike signala
i druge glasnike. Kompletni slijed kontrole stani¢nog rasta ide kroz nekoliko koraka, a pocinje
vezanjem faktora rasta koji ulazi u stanicu ili se za receptor veze izvan stanicne membrane.
Nakon toga receptor moze djelovati izravno ili neizravno kroz G protein i drugi glasnik tako
da inducira fosforilaciju (aktivaciju) unutarstani¢nog proteina. Taj aktivirani protein moze
djelovati na vise razli¢itih nacina, ali u konacnici sve ukljuCuju vezanje izravno na DNA ili
stvaranje kompleksa s proteinima koji vezu DNA ili modificiranje proteina koji vezu DNA;
tako se pokrece ekspresija gena neophodnih za pokretanje diobe stanica. Inaktivacijom
transkripcijskih ¢imbenika koji zapo€inju sintezu DNA ili izravnom inaktivacijom molekula

koje su aktivirali onkogeni naCini su na koje stanica suprimira razvoj stanica raka. (4)

Kada se poremeti ovaj regulirani proces kontrole stani¢nog rasta, jer se jedan od regulacijskih
proteina promijenio zbog mutacije gena, stanica se pocinje nekontrolirano dijeliti 1 dolazi do
malignosti. Vecéina znanja o onkogenima dolazi iz istrazavanja retrovirusa koji uzrokuju
tumore u zivotinja. Onkogeni se mogu aktivirati razli¢itim mehanizmima kao S$to su
transdukcija, insercija, amplifikacija, translokacije ili tockaste mutacije. Svaka takva genetska
aberacija moze dovesti do gubitka normalnih regulatornih ograni¢enja i1 nenormalne

proliferacije stanica. (5)

Najbolje prouceni onkogeni su tri srodna ¢lana iz porodice Ras gena (N-Ras, H-Ras, K-Ras)
te njih ne susreCemo u zdravim stanicama. Aktivirani Ras geni prisutni su u veéini tipova
ljudskih neoplazija, ali incidencija varira od jedne vrste tumora do druge. U vecini tumora
mogu se aktivirati sva 3 Ras gena, iako gen N-ras prevladava u malignim oboljenjima
krvotvornog podrijetla, a K-ras gen u tumorima nastalih iz epitelnih tkiva (karcinomi). Tumor
supresorski geni razlikuju se od onkogena po tome $to su to recesivni geni i potrebne su dvije

mutacije kako bi sudjelovali u nastanku raka. (6)

Za uravnotezenje protein kinaza, koje aktiviraju molekule fosforilacijom, postoji i skup
proteinskih fosfataza koje te iste molekule inaktiviraju defosforilacijom. Prvi otkriveni tumor

supresorski gen bio je gen retinoblastoma (RB) koji kodira za protein koji se veze na faktore



transkripcije unutar jezgre. Mehanizam djelovanja tumor supresorskih gena u zdravim
stanicama krece fosforilacijom Rb proteina od strane reguliraju¢ih kinaza te se na taj nacin Rb
protein inaktivira. Tada je faktor rasta slobodan vezati se na DNA i zapo¢ne dioba stanice.
Nakon diobe stanice, proizvod RB gena je defosforiliran te se ponovno veZze za transkripcijski
faktor 1 sprjecava daljnju proliferaciju. Drugi vazan tumor - supresorski gen nazvan je p53, a
djelovanje mu se, kao i za Rb, temelji na reakcijama sa transkripcijskim ¢imbenicima i
inhibicijom njihovog djelovanja. Smatra se da su mutacije gena za RB i p53 najcesci
uzroCnici razvoja tumora. Smatra se da karcinom nastaje kombinacijom genetskih promjena
koje uklju€uju 1 prisutnost abnormalnih proizvoda onkgena i odsutnost proteinskih proizvoda

gena supresora raka. (7)
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Datum pristupa: 07.10.2020.
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1.2. KARCINOM PLUCA

1.2.1. EPIDEMIOLOGIJA I ETIOLOGIJA

Znacajne promjene u epidemiologiji raka pluc¢a vidljive su u posljednjem desetlje¢u zbog
napretka u razumijevanju genetike raka plu¢a, razumijevanja uloge imunoloSkog sustava u
kontroli raka, kao i zbog sve veéeg naglasavanja velike povezanosti puSenja i nastanka raka.
Unato¢ tom napretku, rak plu¢a nalazi se na prvom mjestu smrtnosti od raka. Posljednja
istrazivanja pokazala su da je broj novih slucajeva, kao i broj smrtnih sluc¢ajeva uzrokovanih
rakom pluca, u stalnom porastu. U istrazivanju za 2018. godinu procijenjeno je da je bilo 2,09
milijuna novih slu¢ajeva (11,6% od ukupnog broja oboljelih od raka) i 1,76 milijuna smrtnih
slucajeva (18,4% od ukupne smrtnosti od raka). Postoje znacajne varijacije u incidenciji raka
plu¢a medu drzavama ovisno o njihovom ekonomskom razvoju, demografiji 1 puSaCkom
statusu. Porast u incidenciji raka plu¢a oc¢ekuje se u drzavama u kojima nailazimo na porast u
prevalenciji puSenja kao $to su Kina, Indonezija, isto¢na Europa te veliki dio Afrike. Suprotno
tome pad u incidenciji raka pluc¢a o€ekuje se u drzavama koje provode nepuSacke mjere kao
Sto su UK, SAD, Australija, Novi Zeland 1 Njemacka. Kod usporedbe ucestalosti 1 smrtnosti
od raka pluéa izmedu spolova, one su nize u Zena nego u muskaraca, iako se ta razlika
smanjuje jer se broj novooboljelih i broj smrtnih slu¢ajeva puno brze smanjuje kod muskog
spola. Ako se takav trend nastavi, studije modeliranja sugeriraju da ¢e broj umrlih od raka
pluéa kod Zena premasiti one kod muskaraca 2045. godine. Sto se ti¢e dobi, rak pluéa
najcesce se pojavljuje kod osoba starijih od 70 godina, ali je postao naj¢es¢i uzrok smrtnosti
muskaraca starijih od 40 godina i Zena starijih od 60 godina. Srednja dob dijagnoze raka pluc¢a
je 70 godina, a srednja dob smrti od raka plu¢a je 72 godine. lako duhanski dim i pusenje
ostaju vodeci ¢imbenik rizika za razvoj raka pluca, rizik je povezan i s drugim izlaganjima
kao Sto su razli¢ita zraCenja i oneciSCenje zraka. Prevencija raka trebala bi se bazirati na

izbjegavanju ili smanjenju izloZenosti poznatim ¢imbenicima rizika. (8)

U Hrvatskoj je u razdoblju od 2001. do 2013. zabiljeZen porast stope incidencije raka plu¢a u

zena, a pad kod muskaraca. (9)

Prema podacima za 2020., u Hrvatskoj rak pluéa zauzima drugo mjesto po broju
novodijagnosticiranih, a prvo mjesto po smrtnosti. Gledaju¢i samo muski spol, rak pluca

takoder zauzima drugo mjesto, odmah nakon raka prostate. (10)
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Slika 3. Incidencija raka u Hrvatskoj kod muskaraca u 2020.

Preuzeto sa: https://www.hzjz.hr/sluzba-epidemiologija-prevencija-nezaraznih-
bolesti/incidencija-i-mortalitet-od-raka-u-eu-27-zemljama-za-2020-godinu/

Datum pristupa: 05.10.2020.

1.2.2. PATOHISTOLOGIJA

Razlikujemo nekoliko tipova raka plu¢a s obzirom na vrstu stanica koje postaju maligne.
Karakterizacija histoloskog tipa karcinoma igra vaznu ulogu u multidisciplinarnom pristupu u
dijagnostici 1 lijeCenju raka pluc¢a. Sve vrste karcinoma pluca histoloski mozemo svrstati u
dvije velike skupine, a to su karcinom malih stanica (mikrocelularni) i karcinom ne-malih
stanica (nemikrocelularni), od ¢ega u prvu skupinu spada 80% svih karcinoma pluca.
Karcinom malih stanica je agresivniji oblik i uglavnom se ne odstranjuje kirurski, dok se
karcinom ne-malih stanica odstranjuje kirurski u kombinaciji sa adjuvantnom terapijom. U
karcinome ne-malih stanica ubrajamo adenokarcinom, karcinom skvamoznih stanica i
karcinom velikih stanica. Za mikrocelularni karcinom karakteristicna je neuroendokrina

diferencijacija. Adenokarcinom je najces¢i tip karcinoma pluca ¢ija je incidencija posljednjih


https://www.hzjz.hr/sluzba-epidemiologija-prevencija-nezaraznih-bolesti/incidencija-i-mortalitet-od-raka-u-eu-27-zemljama-za-2020-godinu/
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godina u stalnom porastu. Po definiciji adenokarcinom je maligna novotvorina epitela s
diferencijacijom Zlijezde ili stvaranjem mucina. Ovaj tip karcinoma obi¢no tvori periferno
smjeStenu masu s centralnom fibrozom i naboranom pleurom. Incidencija karcinoma
skvamoznih stanica je u padu, a obicno se javlja u sredisSnjem dijelu plué¢a duz glavnih di$nih
puteva, a na mikroskopskom prikazu mogu se vidjeti keratinizacije 1 medustani¢ni mostovi. U
manjem postotku susrece se karcinom velikih stanica kojeg karakteriziraju velike stanice
poligonalnog oblika s pleomorfnim i vezikularnim jezgrama. Ovaj tip karcinoma najcesce je

velik, nekroti¢nog izgleda te smjeSten periferno. (11)

1.2.3. SIMPTOMI I DIJAGNOSTIKA

Znakovi i simptomi mogu se razlikovati ovisno o vrsti tumora i opsegu metastaza, a najcesci
su dispneja zbog opstrukcije diSnih puteva, hemoptiza, kasalj, pleuralna bol i sistemski
simptomi poput gubitka kilograma i anoreksije. (12)

Dijagnosticka procjena bolesnika sa sumnjom na rak plu¢a ukljucuje dijagnozu tkiva,
cjelovitu obradu uklju¢uju¢i i procjenu metastaza te funkcionalnu procjena pacijenta.
HistoloSka dijagnoza moze se dobiti torakocentezom, bronhoskopijom, citologijom sputuma,
biopsijom dostupnih limfnih ¢vorova, transtorakalnom aspiracijom, torakoskopijom ili
torakotomijom. Pocetna procjena metastatske bolesti temelji se na fizikalnom pregledu i
anamnezi bolesnika i laboratorijskim pretragama, raCunalnoj tomografiji prsnog kosa,
pozitronskoj emisionoj tomografiji i potvrdi tkiva o zahvacenosti medijastinuma. Daljnja
procjena metastaza ovisi o klini¢koj prezentaciji. LijeCenje 1 prognoza usko su povezani s
vrstom 1 stadijem identificiranog tumora. Za stadij I do IIIA karcinoma nemalih stanica

pozeljna je kirurska resekcija. (13)
1.2.4. KLASIFIKACIJA KARCINOMA PLUCA

Dijagnoza i klinicko odredivanje stadija karcinoma pluéa kljuéni su za planiranje terapije.
Postupci 1 metode u kliniCkom odredivanju stadija trebaju i¢i od manje prema vise
invazivnim. U posljednjem desetljecu slijede se smjernice koje su donijeli American College
of Chest Physicians i European Society of Thoracic Surgeons. Stadij bolesti odreduje se
prema TNM Kklasifikaciji (T — veli¢ina primarnog tumora, N — raSirenost bolesti u regionalne
limfne ¢vorove i M — prisustvo udaljenih metastaza). CT ostaje najbolja tehnika u kliniCkom
mjerenju veli¢ine tumora. Veli¢ina tumora jedan je od najvaznijih prognostickih ¢imbenika raka

pluca. Regionalni limfni ¢vorovi grupirani su u zone i stanice te se moraju paZzljivo razmotriti u



postavljanju dijagnoze karcinoma pluc¢a. Metastaze raka plu¢a mogu biti intra- ili ekstratorakalne.

(14)



Tablica 1. TNM klasifikacija karcinoma pluca (14)

Parametar Kratica
T
Adenokarcinom in situ Tis (AIS)
Minimalno invazivni adenokarcinom Tlmi
Tumor <I cm Tla
Tumor >1 cm1 <2 cm T1b
Tumor >2 cm1 <3 cm Tlc
Tumor >3 cmi<4 cm i T2a
Tumor >4 cmi <5 cm T2b
Tumor >5 cmi1 <7 cm T3
Tumor >7 cm T4
Endobronhalno mjesto na bilo kojoj udaljenosti od glavne karine, ali T2
Pneumonitis ili atelektaze cijelih plu¢a T2
Invazija u dijafragmu T4
Invazija u medijastinalnu pleuru Nema T
N
Zahvacena jedana N1 stanica Nla
Zahvaceno vise NI stanica N1b
Zahvacen jedana N2 stanica bez N1 N2al
Zahvaceno vise N2 stanica sa N1 N2a2
Zahvaceno vise N2 stanica N2b
M
Jedna ekstratorakalna metastaza MIlb
Visestruke ekstratorakalne metastaze na jednom ili viSe organa Mic




Tablica 2. Stadiji karcinoma pluéa (14)

Stadij T N M
OKkultni karcinom TX NO MO
0 Tis NO MO
IA1 T1mi NO MO
T1a NO MO

1A2 T1b NO MO
IA3 Tic NO MO
IB T2a NO MO
ITA T2b NO MO
IIB T1a, b, c N1 MO
T2a, b N1 MO

T3 NO MO

IIIA T1a, b, c N2 MO
T2a, b N2 MO

T3 N1 MO

T4 NO MO

T4 N1 MO

I11B T1a, b, c N3 MO
T2a,b N3 MO

T3 N2 MO

T4 N2 MO

IIC T3 N3 MO
T4 N3 MO
IVA Bilo koji T Bilo koji N M1ia
Bilo koji T Bilo koji N M1b
IVB Bilo koji T Bilo koji N Mic
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1.3.5. LIIECENJE

Odabir nacina lije¢enja ovisi o tipu i o stadiju tumora, a obuhvaca operabilnost, kemoterapiju
1/ili zraCenje. Osim tipa i stadija tumora, na izbor terapije utjecu i drugi ¢imbenici kao $to su
komorbiditeti, fizicki status osobe, uhranjenost i1 kardiopulmonalna rezerva. Operativni zahvat
radi se samo bolesnicima koji bi nakon odstranjenja dijela ili ¢itavog pluénog krila i dalje
imali adekvatnu plu¢nu rezervu. Bolesnici ¢iji je FEV1 (forsirani ekspiracijski volumen u
prvoj sekundi) >2 L prije operacije u pravilu podnose pulmektomiju, dok oni ¢iji je FEV1
(forsirani ekspiracijski volumen u prvoj sekundi) <2 L prvo trebaju napraviti kvantitativou
ventilacijsko—perfuzijsku scintigrafiju plu¢a. Na taj nacin utvrduje se koliki bi bio udio
izgubljene plu¢ne funkcije nakon resekcije. Izbor kemoterapije najesce ovisi o toksicnosti i
kontraindikacijama. Terapijske opcije za recidive su razliite, a uglavnom ovise o lokalizaciji
tumora. Ako se radi o lokalnom recidivu, ponavlja se kemoterapija, za metastaze
radioterapija, a za endobronhalni tumor brahiterapija, ako bolesnik viSe ne podnosi dodano

vanjsko zracenje. (15)

U lijecenju karcinoma malih stanica, operacija nije izbor, osim ako je tumor malen 1 jo$ se
nije prosirio. Ovaj tip karcinoma u bilo kojem stadiju dobro reagira na terapiju u pocetku, ali
to ne traje dugo. Ako je tumor ograni¢en, kao najces¢i terapijski protokol u 4 do 6 ciklusa
koristi se kombinacija etopozida i spojeva platine, a Cesta je i kombinacija sa vinka
alkaloidima, alkiliraju¢im sredstvima, doksorubicinom i taksanima. Ako se rak prosiri, lijeci
se jednako kao 1 ograniceni, ali bez popratnog zracenja. U principu, recidiv karcinoma malih
stanica nema dobru prognozu, iako se bolesnicima u dobrom klini¢kom stanju moze ponuditi

sudjelovanje u klini¢kim studijama.

Za 1 i II stadij bolesti karcinoma ne-malih stanica uobicajeno je kirurSko uklanjanje sa
uzorkovanjem ili potpunom disekcijom medijastinalnih limfnih ¢vorova. Operacija je
kurativna za oko 55 do 75% bolesnika u I stadiju, te 35 do 55% bolesnika u II stadiju.
Povecanje potpunog izljeCenja i ukupnog 5—godiSnjeg prezivljenja postize se primjenom
vinorelbina u kombinaciji sa cisplatinom. U IIIA stadiju, kojeg karakterizira postojanje jednog
ili viSe lokalno uznapredovalih tumora i zahvacéenih regionalnih limfnih ¢vorova i metastaza
koje se otkriju prilikom operacije, najc¢es¢e se krec¢e sa radioterapijom sa ili bez istodobne
kemoterapije, posebno ako se radi o neoperabilnom tumoru. Najnovije studije pokazuju bolje
rezultate kada kemoterapija i zracenje idu prije operacije. Bolesnici u stadiju IIIB, kojeg

karakteriziraju kontralateralne metastaze ili pleuralni izljev, mogu primati radioterapiju ili
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kemoterapiju ili kombinaciju jednog i drugog. Ako je bolest doSla u IV. stadij, jedini
terapijski cilj je ublaziti simptome bolesti (palijativna terapija). Za tumore pluca se koriste i
novi bioloski agensi, a najpoznatiji medu njima je gefitinib (inhibitor EGFR) koji se
primjenjuje ako bolesnici ne reagiraju na platinu ili docetaksel. Novi bioloski agensi koji se

istrazuju su ostali inhibitor1 EGFR 1 inhibitori farnesil transferaze. (16)

1.3. KARCINOM DOJKE

1.3.1. EPIDEMIOLOGIJA I ETIOLOGIJA

Rak dojke, naj€es¢i rak kod zena, glavni je javnozdravstveni problem sa skoro milijun 1 400
tisuca novih slucajeva Sirom svijeta i gotovo 460 tisu¢a povezanih smrtnih sluc¢ajeva. Po
svojim patoloskim karakteristikama rak dojke vrlo je raznolik. Postoje slu¢ajevi koji pokazuju
usporen rast s izvrsnom prognozom, ali postoje 1 mnogi agresivni tumori s loSijom
prognozom. Raznim epidemioloskim studijama utvrdeni su razli€iti ¢imbenici rizika, a
ukljucuju rasu, etni¢ku pripadnost, obiteljsku povijest raka i genetske osobine, ali i tjelesnu
neaktivnost, konzumaciju alkohola, egzogene hormone i odredene c¢imbenike Zenske
reproduktivnosti. Statistika i trenutna predvidanja sugeriraju da su 1 broj novooboljelih od
raka dojke i s tim povezana smrtnost u stalnom porastu. Stopa incidencije veca je u
razvijenijim zemljama u odnosu na manje razvijene zemlje, no stopa smrtnosti je gotovo 17%
viS$a u manje razvijenim zemljama. Relativne procjene prezivljavanja od 5 godina se krecu od
12% u Africi, do gotovo 90% u Sjedinjenim DrZavama, Australiji 1 Kanadi. Gore navedene
brojke odraZzavaju veli¢inu ucestalosti raka dojke, njegov uc¢inak na cjelokupno drustvo kao i
potrebu za hitno$¢u za preventivnim mjerama i mjerama lijeCenja. Epidemioloske studije
sugeriraju da je rjeSavanje socioekonomskih pitanja od najvece vaznosti, tj. da sve Zene imaju

jednak pristup medicinskoj skrbi od probira do naprednog lijeenja. (17)

Ameri¢ko onkolosko drustvo (American cancer society) smatra da ¢e svaka osma zena u
Sjedinjenim Drzavama razviti rak dojke tijekom svog Zivota te predvida da ¢e svjetska
incidencija raka dojke u zena dose¢i priblizno 3,2 milijuna novih sluc¢ajeva godiSnje do 2050.

(18)
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Prema procjenama, u Hrvatskoj ¢e 2020. godine biti dijagnosticirano skoro 3000 novih
slucajeva raka dojke §to ovaj rak stavlja na tre¢e mjesto po broju novooboljelih ukupno i na

prvo mjesto, ako se gleda samo Zenski spol. (10)
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Slika 4. Incidencija raka u Hrvatskoj za Zene u 2020.g.

Preuzeto sa: https://www.hzjz.hr/sluzba-epidemiologija-prevencija-nezaraznih-
bolesti/incidencija-i-mortalitet-od-raka-u-eu-27-zemljama-za-2020-godinu/

Datum pristupa: 05.10.2020.

1.3.2. PATOHISTOLOGIJA

Bolje razumijevanje ¢imbenika patogeneze, patohistologije 1 molekularnih mehanizama rizika
dovelo je do velikog napretka u lijecenju raka dojke. Veéina tumora dojke su epitelni tumori
koji se mogu razyviti iz izvodnih kanali¢a (duktalni rak), iz zljezdanog parenhima dojke ili iz
zljezdanih lobula (lobularni rak), a rjede su to neepitelni tumori potporne strome kao §to su

angiosarkom 1 primarni stromalni sarkomi. S obzirom na prodor kroz bazalnu membranu,
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postoje dvije vrste raka dojke. In situ karcinom ne probija bazalnu membranu, dok naziv
invazivni rak koristimo za onaj koji je probio bazalnu membranu. Postoji nekoliko histoloskih
tipova raka dojke. Na invazivni duktalni karcinom otpada 70 - 80 % slucajeva, 10 - 15% na
invazivni lobularni dok su specifi¢ni histoloski podtipovi raka, kao Sto su tubularni,
metaplasticni, mucinozni, papilarni, mikropapilarni te medularni, zastupljeni u manjem
postotku. Imunohistokemijska i genska obiljezja donijela su novu podjelu raka dojke na
luminalne tumore tipa A 1 luminalne tumore tipa B, HER2 pozitivne i trostruko negativne. Tip
A tumor karakterizira visoka razina estrogenskih i progesteronskih receptora, postotak Ki-67
antitijela manji od 20% te su HER2 negativni. Tip B karakteriziran je niZom razinom
progesteronskih receptora (<20%), postotak antitijela Ki-67 visi od 20% 1 HER2 pozitivan ili
negativan. Trostruko negativni (bez estrogenske, progesteronske i HER2 pozitivnosti) imaju

najlosiju prognozu. (19)

1.3.3. SIMPTOMI I DIJAGNOSTIKA

Simptomi raka dojke mogu se klasificirati u 3 glavne skupine. Prva je kvrzica na dojci. Druga
skupina su ostali simptomi dojke koji ne ukljucuju kvrzicu, a to su bol u dojkama,
abnormalnosti koze ili oblika dojke i bradavice. U tre¢u skupinu spadaju ostali op¢i simptomi
kao S§to su umor, otezano disanje, aksilarni simpromi, bolovi u ledima ili kvrzica na vratu.
KvrZzica na dojci je najces¢i simptom, zabiljeZen u oko Cetiri petine svih zena. Od ostalih
simptoma, po ucestalosti slijede abnormalnosti bradavica (7%), bolovi u dojkama (6%) i
abnormalnosti koZze dojke (2%). Napredak u dijagnostici raka dojke bitno je utjecao na
terapiju 1 prognozu raka dojke u posljednjih nekoliko godina. Mamografija se smatra zlatnim
standardom za rano otkrivanje raka dojke. Dijagnosticku to¢nost mamografije moze povecati
digitalna tomosinteza dojke pa se koristi za procjenu sumnjivih mamografskih nalaza.
Ultrazvuk i magnetska rezonancija s poja¢anim kontrastom (MRI) takoder imaju veliku ulogu
u postavljanju dijagnoze i1 pracenju raka dojke. Perkutana biopsija brza je i minimalno
invazivna metoda za histoloSku identifikaciju raka dojke. Nove metode snimanja dojke, poput
spektralne mamografije s pojatanim kontrastom, MRI i MR spektroskopije s difuzijom mogu

dodatno poboljsati dijagnostiku raka dojke. (20)
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1.3.4. KLASIFIKACIJA KARCINOMA DOJKE

Stadij karcinoma dojke odreduju se prema TNM Kklasifikaciji (T — veli¢ina primarnog tumora, N

— raSirenost bolesti u regionalne limfne ¢vorove 1 M — prisustvo udaljenih metastaza). TNM sustav

.....

omogucuje procijeniti ishod i prognozu bolesti. Opéenito, tumori ve¢ih dimenzija koji su

zahvatili limfne ¢vorove te postojanje udaljenih metastaza svrstava rak u visi stadij te kao

takav ima loS$iju prognozu.(21)

Tablica 3. TNM Kklasifikacija karcinoma dojke (22)

Tis (DCIS)

Duktalni karcinom in situ

Tis (Paget)

Pagetova bolest bradavice nepovezana sa invazivnim karcinomom i/ili DCIS

u podloze¢em parenhimu

T1 tumor < 20 mm u najveéem promjeru

T1mi tumor < 1 mm u najve¢em promjeru

Tla tumor > 1 mm, ali <5 mm u najveéem promjeru

T1b tumor > 5 mm, ali < 10 mm u najveéem promjeru

Tlc tumor > 10 mm, ali <20 mm u najveéem promjeru

T2 tumor > 20 mm, ali < 50 mm u najve¢em promjeru

T3 tumor > 50 mm u najveéem promjeru

T4 tumor bilo koje veli¢ine s direktnom invazijom stjenke prsnog kosa i/ili koze
(ulceracija ili makroskopski kozni ¢vorovi)

T4a ekstenzija tumora na stjenku prsnog kosa; invazija ili adherencija
pektoralnog misica u odsutnosti invazije struktura stjenke prsnog kosa ne
kvalificira se kao T4

T4b ulceracija i/ili ipsilateralni makroskopski satelitski ¢vor i/ili edem
(ukljucujuc¢i 'peau d'orange') koze, koji ne ukljucuje kriterije inflamiranog
karcinoma

T4c prisutni kriteriji T4a i T4b

T4d inflamirani karcinom

Nx ne moze se procijeniti (nije uzet uzorak za PHD analizu)

NO nije se identificiralo metastaza u limfnim ¢vorovima ni ITC (eng. isolated

tumor cells)
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NO (i+) samo ITCs (nakupine malignih stanica ne vec¢e od 0,2 mm) u regionalnim
limfnim ¢vorovima

NO (mol+) pozitivan nalaz RT-PCR-om; nije se detektiralo ITCs

Nlmi mikrometastaze (> 0,2 mm, ali < 2,0 mm)

Nla metastaze u 1 — 3 aksilarna limfna ¢vora, najmanje 1 metastaza > 2,0 mm

NIb metastaza u ipsilateralne interne mamarne limfne ¢vorove Cuvare,
iskljucujuéi ITC

Nlc NlaiNI1b

N2a metastaza u 4 — 9 aksilarnih limfnih ¢vorova (najmanje 1 tumorski depozit >
2,0 mm)

N2b metastaze klinicki detektirane u internim mamarnim limfnim ¢vorovima, sa
ili bez mikroskopske potvrde; s patoloski negativnim aksilarnim limfnim
¢vorovima

N3a metastaza u 10 ili viSe aksilarnih limfnih ¢vorova (najmanje 1 tumorski
depozit > 2,0 mm) ili metastaza u infraklavikularne limfne ¢vorove (razina
IIT aksilarnih limfnih ¢vorova)

N3b Nla ili N2a u prisutnosti N2b (slikovnim metodama pozitivni interni
mamarni limfni ¢vorovi); ili N2a u prisutnosti N1b

N3c metastaze u ipsilateralne supraklavikularne limfne ¢vorove

MO (i+) bez klinickog ili radioloSkog dokaza o postojanju metastaze, uz prisutnost
depozita tumorskih stanica < 0,2 mm dokazanog mikroskopski ili
molekularnim metodama

M1 metastaza dokazana klinicki ili slikovnim metodama i/ili histoloski dokazana

metastaza > 0,2 mm

Osim §to se definira TNM status potrebno je definirati i1 stadij bolesti

Tablica 4. Stadiji karcinoma dojke (22)

Stadij 0 Tis NO MO

Stadij IA T1 NO MO

Stadij IB TO N1mi MO
Tl N1mi

Stadij ITA TO N1 MO
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Tl N1
T2 NO
Stadij 1IB T2 N1 MO
T3 NO
Stadij IIIA TO N2 MO
T1 N2
T2 N2
T3 NI1,N2
Stadij 111B T4 NO, N1, N2 MO
Stadij IC | Bilo koji T N3 MO
StadijIV | BilokojiT | Bilokoji N M1

1.3.5. LUECENJE

Primarno lijeCenje u vecine bolesnica je operacija, najées¢e u kombinaciji sa zra¢enjem.
Ovisno o osobinama tumora, dobi pacijentice, opéem zdravlju 1 ostalim komorbiditetima
moze se isto tako primijeniti kemoterapija, hormonska terapija ili oboje. Kod upalnog ili
uznapredovalog raka dojke, primarno lijecenje je sistemsko, nakon kojeg slijedi operacija i
radioterapija. Pagetova bolest bradavice lije¢i se kao i ostali oblici raka dojke, premda se

rijetke bolesnice mogu uspjesno lijeciti samo lokalnom ekscizijom.

Veéina bolesnica sa DCIS—om (duktalni karcinom in situ) se izlijje¢i jednostavnom
mastektomijom. Medutim, viSe bolesnica se lijeci Sirokom ekscizijom ili kombinacijom sa
zracenjem, kad su veli¢ina 1 histoloske osobine manje povoljne. Bolesnice s LCIS—om
(lobularni karcinom in situ) se lijeCe svakodnevno, oralno tamoksifenom. Ukoliko ga

pacijentice ne Zele uzimati, u obzir dolazi obostrana mastektomija.

Lijecenje metastaza produljuje prosje¢no prezivljenje za samo 3 do 6 mj., premda relativno
toksicna lijeCenja (npr. kemoterapija) mogu ublaziti simptome i poboljsati kvalitetu Zivota.
Najucinkovitiji citotoksi¢ni lijekovi za metastatski rak dojke su kapecitabin, doksorubicin
(ukljucujuéi i njegov liposomski pripravak), gemcitabin, taksani paklitaksel i dodetaksel te
vinorelbin. Stope odgovora na kombinaciju lijekova su ve¢e od onih na pojedinacni lijek, no

prezivljenje se ne produljava, a toksi¢nost se povecava. (23)
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1.3. RAK MOKRACNOG MJEHURA

1.4.1. EPIDEMIOLOGIJA I ETIOLOGIJA

Rak mokra¢nog mjehura uglavnom je bolest starenja, tj. njegova ucestalost i prevalencija
povecava se oko Sestog desetlje¢a, a vrhunac je u sedmom i osmom desetlje¢u Zivota.
Prosjecna dob kod dijagnoze je otprilike 67 godina. Deveti je najces¢i rak, s 430 tisu¢a novih
sluc¢ajeva dijagnosticiranih u 2012. u svijetu. U prosjeku je 3 do 4 puta ¢es¢i u muskaraca
nego u zena, barem djelomicno zbog vece ucestalosti pusSenja, ali i zbog razlika u
metabolizmu povezano sa ucinkom androgena. Stope incidencije su najviSe u Europi,
Sjedinjenim Drzavama 1 Egiptu. Postoje znaCajne razlike u ucestalosti raka mokraé¢nog
mjehura u svijetu, zbog razlika ne samo u podrijetlu, ve¢ i zbog razlika u standardu i Zivotnim
navikama te okoliSnim ¢imbenicima. PusSenje cigareta, profesionalno izlaganje, izlaganje
arsenu, infekcija bakterijom Schistosoma haematobium 1 neki lijekovi ostali su vaZzni

¢imbenici rizika povezani s razvojem bolesti. (24)

U Hrvatskoj se rak mokra¢nog mjehura po incidenciji kod musSkaraca nalazi na Cetvrtom

mjestu, a kod Zena na devetom. (10)

1.4.2. PATOHISTOLOGIJA

Patoloska procjena raka mokra¢nog mjehura postaje sve sloZeniji zadatak zbog sve vece
dostupnosti molekularnih podataka za razli¢ite histoloske podtipove i uvazavanje njihove

vaznosti u odredivanju ishoda neoadjuvantne kemoterapije. (25)

Rak mokraé¢nog mjehura histoloski se dijeli na rak prijelaznog epitela, rak plocastih stanica,
adenokarcinom i rak malih stanica. Karcinomi prijelaznog epitela ¢ine 90 do 95% svih
slu¢ajeva raka mokra¢nog mjehura. Tumori urotrakta koji nisu podrijetla prijelaznog epitela
mogu biti epitelni tumori (adenokarcinom, planocelularni karcinom), neuroendokrini tumori
(karcinoid 1 neuroendokrini karcinom), neepitelni maligni tumori (sarkomi, hematoloske
maligne bolesti i melanom). Planocelularni karcinom drugi je prema ucestalosti maligni tumor
urotrakta i moze se podijeliti na onaj udruzen sa shistosomijazom i onaj koji to nije. Obicno je
dobro diferenciran (60%) 1 pokazuje obilno oroznjavanje. Adenokarcinom je prema

ucestalosti tre¢i maligni tumor urotrakta. Neuroendokrini karcinomi mokra¢nog mjehura
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velikih 1 malih stanica izuzetno su rijetki te ¢ine manje od 1% malignih tumora mokraé¢nog
mjehura. Ce$¢i je onaj s malim stanicama, slian karcinomu malih stanica plu¢a. Oko 75%
karcinoma mokra¢nog mjehura su povrsinski karcinomi. Oni ne prodiru u misi¢ni sloj i
zahvacaju samo povrsinske slojeve unutarnje stijenke mokraénog mjehura. Za razliku od njih,
20% karcinoma mokra¢nog mjehura su invazivni koji prodiru u misiéni sloj. Metastatski
karcinom mokra¢nog mjehura koji obi¢no metastazira u limfne ¢vorove zdjelice, pluca, jetru,

kosti, nadbubreznu Zlijezdu i crijeva ¢ini oko 5%. (26)

1.4.3. SIMPTOMI I DIJAGNOSTIKA

Najces¢i simptom raka mokra¢nog mjehura, koji se javlja u 80% bolesnika, je gruba,
bezbolna hematurija. Hematurija moze biti ili mikroskopska (vidljiva krv pod mikroskopom)
ili krv koja je vidljiva u mokraéi. Stupanj hematurije nije u korelaciji s ozbiljno$¢u bolesti.
Iako se u bolesnika mozZe pojaviti kontinuirana ili povremena hematurija, svi bolesnici koji
imaju hematuriju trebaju se obratiti urologu kako bi se iskljucio rak mokra¢nog mjehura.
Vazno je napomenuti da hematurija nije uvijek uzrokovana rakom mokra¢nog mjehura vec
moze biti uzrokovana i1 drugim uvjetima kao $to su rak bubrega, rak prostate, intersticijski
cistitis, bubrezni kamenac, benigna hiperplazija prostate i trauma. Iritativni znakovi i
simptomi mokraé¢nog sustava, poput ve¢e ucCestalosti mokrenja, hitnosti i disurije, manje su
Cesti 1 pogadaju 30% bolesnika s rakom mokra¢nog mjehura. Kasni znakovi i simptomi
povezani s invazivnim ili metastatskim karcinomom mjehura ukljucuju bol u bokovima i
zdjelici, zadrzavanje mokrace, edem donjih ekstremiteta, gubitak tezine te bolovi u kostima.

(27)

Dijagnosticki testovi koji ispituju urin i mjehur sluze za otkrivanje karcinoma mokraénog
mjehura. Uzimanjem anamneze, fizikalnim pregledom, analizom 1 citologijom urina
prikupljaju se prvi dijagnosticki podaci. U pravilu se ide na intravensku urografiju i
cistoskopiju s biopsijom opaZenih promjena jer citologija urina, koja moze otkriti maligne
stanice, bude Cesto negativna. Mjesto odredivanja urinarnog antigena i genetskih biljega jo$
nije utvrdeno. Za stupnjevanje ocito povrsinskih novotvorina (70-80% svih tumora) dovoljna
je cistoskopija s biopsijom. Za druge neoplazme treba snimiti abdominopelviéni CT i
radiogram prsnog koSa, kako bi se utvrdila proSirenost tumora i eventualne presadnice.
Koristan je bimanualni pregled u anesteziji, kao i MR. Primjenjuje se standardno TNM

stupnjevanje. (28)
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1.4.4. KLASIFIKACIJA TUMORA MOKRACNOG MJEHURA

Zbog prognoze bolesnika i odgovarajuceg izbora potrebno je procjeniti proSirenost bolesti.

Procjenu prosirenosti bolesti izrazavamo TNM- klasifikacijom Ameri¢kog zdruzenog odbora

za rak (American Joint Committee on Cancer, AJCC)

Tablica 5. TNM klasifikacija karcinoma mokra¢nog mjehura

Preuzeto sa https://www.cancer.org/cancer/bladder-cancer/detection-diagnosis-

staging/staging.html Datum pristupa: 13.10.2020.

Stadij Grupa

Ta

0a NO

MO

Cis

0Ois NO

Mo

T1

| NO

MO

Opis stadija

Neinvazivni papilarni karcinom (Ta). Raste prema Supljem srediStu
mokra¢nog mjehura, ali ne i u vezivno tkivo ili miSi¢e zida mokraénog
mjehura.

Karcinom se nije proSirio na obliznje limfne ¢vorove (NO) ili udaljena mjesta
(MO).

Neinvazivni karcinom (Tis), takoder poznat kao karcinom in situ (CIS).
Karcinom raste samo u unutarnjem sloju.

Nije narastao prema unutra, prema Supljem dijelu mjehura, niti je rastao u
vezivno tkivo ili miSi¢e zidova mjehura.

Karcinom se nije prosirio na obliznje limfne ¢vorove (NO) ili udaljena mjesta
(MO).

Karcinom je narastao u sloj vezivnog tkiva ispod zida mokra¢nog mjehura,

ali nije narastao u sloj miSi¢a u zidu mjehura (T1).

Karcinom se nije proSirio na obliznje limfne ¢vorove (NO) ili na udaljena

mjesta (MO).

T2a ili T2bKarcinom je narastao u unutarnji (T2a) ili vanjski (T2b) miSi¢ni sloj zida

I NO

MO

mjehura, ali nije prosao do sloja masnog tkiva koji okruzuje mjehur.

Karcinom se nije proSirio na obliznje limfne ¢vorove (NO) ili na udaljena
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ITIA

I11B

mjesta (MO).
Karcinom je narastao kroz mi$i¢ni sloj mokraénog mjehura i u sloj masnog

T3a, T3b ili .00 oii okruzuje mjchur (T3a ili T3b).

T4a Mozda je prosao u prostatu, maternicu ili vaginu, ali ne i u zdjelici ili trbusni
NO zid (T4a).
MO Karcinom se nije pro$irio na obliznje limfne ¢vorove (NO) ili na udaljena
mjesta (MO).
ILI
* karcinom je narastao u sloj vezivnog tkiva ispod zida mokra¢nog mjehura
(T1), ili
T1-4a * u miSi¢ni sloj zida mokra¢nog mjehura (T2), ili
* u sloj masnog tkiva koji okruzuje mjehur, (T3a ili T3b) ili
N1 * se mozda proSirio na prostatu, maternicu ili vaginu, ali ne raste u zdjelici ili
trbusnom zidu (T4a)
MO
1 karcinom se prosirio na obliznji limfni ¢vor u zdjelici (N1).
Karcinom se nije prosirio na udaljena mjesta (MO).
» karcinom je narastao u sloj vezivnog tkiva ispod zida mokra¢nog mjehura
(T1), ili
T1-T4a * u miSiéni sloj zida mokra¢nog mjehura (T2), ili
* u sloj masnog tkiva koji okruzuje mjehur, (T3a ili T3b) ili
N2 or N3
* se mozda proSirio na prostatu, maternicu ili vaginu, ali ne raste u zdjelici ili
trbusnom zidu (T4a)
i karcinom se prosirio na 2 ili vise limfnih ¢vorova u zdjelici (N2) ili u limfne
Mo ¢vorove duz zajednicke ilijacne arterije (N3).

Karcinom se nije proSirio na udaljena mjesta (MO).
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IVA

IVB

T4b

NO

MO

ILI

Bilo koji T

Bilo koji N

Mla

Bilo koji T

Bilo koji N

M1b

Karcinom je prosao zid mokra¢nog mjehura u zdjelicu ili trbuSne zidove

(T4b).

Karcinom se nije prosirio na obliznje limfne ¢vorove (NE) ili na udaljena

mjesta (MO).

Karcinom je mozda ili nije narastao kroz zid mokraénog mjehura u obliznje

organe (bilo koji T).

Mozda se ili nije proSirio na obliznje limfne ¢vorove (bilo koji N).

Prosirio se na udaljeni skup limfnih ¢vorova (M1a).

Karcinom je mozda ili nije narastao kroz zid mokra¢nog mjehura u obliznje

organe (bilo koji T).

Mozda se ili nije proSirio na obliznje limfne ¢vorove (bilo koji N).

Prosirio se na 1 ili viSe udaljenih organa (kosti, jetra ili plu¢a) (M1b).
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Slika 5. Stadiji karcinoma mokra¢nog mjehura

Preuzeto sa: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/29384523/ Datum pristupa: 08.10.2020.

1.4.5. LIDECENJE

U modernoj onkologiji zastita organa multimodalnom terapijom koristi se kod vise bolesti,
ukljucujuéi i rak mokraé¢nog mjehura. lako se najceSce radikalna cistektomija koristi za
lijecenje miSi¢no invazivnog karcinoma mokra¢nog mjehura (MIBC, od engl. muscle invasive
bladder cancer), trimodalna terapija (TMT) nudi usporedive onkoloske ishode uz oc¢uvanje
nativnog mokra¢nog mjehura u vise od 70% bolesnika. TMT se sastoji od maksimalne
transuretralne resekcije tumora mokra¢nog mjehura pracen radioterapijom s istodobnom
kemoterapijom. Vec¢ina bolesnika s TMT-om postize klinicki potpuni odgovor (70-80%),
izbjegavajuci radikalnu cistektomiju, a istovremeno nude¢i dugoro¢nu stopu prezivljavanja.
PetogodiSnja stopa prezivljenja bila je 84%, a desetogodiSnja 79%. Pacijenti s malim

tumorima idealni su pacijenti za TMT kako bi se se ocuvao mokra¢ni mjehur. (29)
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1.5. SISYMBRIUM SPP.

Sisymbrium je rod biljaka iz porodice krstaSica (Brassicaceae). Biljke nose bijele ili Zute
cvjetove s Cetiri latice, sjemenke su im duge i tanke, a listovi su obi¢no grubi 1 duboko rezani.
U rod Sisymbrium ubraja se viSe vrsta od kojih, zbog njihovog potencijalnog citotoksi¢nog

djelovanja, ovdje izdvajamo Sisymbrium officinale (L.) 1 Sisymbrium orientale. (30)

Slika 6. Sisymbrium officinale (L.)

Preuzeto sa: https://pfaf.org/user/Plant.aspx ?LatinName=Sisymbrium+officinale

Datum pristupa:13.10.2020.

1.5.1. SISYMBRIUM OFFICINALE (L.)

Sisymbrium officinale (L.) Scop ili hrvatskim nazivom ljekoviti oranj ili strizusa je
jednogodisnja ili dvogodisnja biljka iz porodice Brassicaceae. Rasprostranjena je gotovo na
cijelom podrucju Europe, osim krajnjeg sjevera, Maloj Aziji i sjevernoj Africi, a raste divlje
uz ceste 1 putove te na suhim livadama. Mladi izdanci biljke mogu se jesti sirovi ili kuhani, a

jaka infuzija cijele biljke koristila se za sve bolesti grla. Ljekoviti oranj poznati je
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ekspektorans, a svoju primjenu nalazi kod promuklosti, kaslja, astme i ulceracija grla, a
smatra se i da djeluje kao diuretik u mokra¢nim opstrukcijama. Poznato je da su glavne
hlapljive tvari biljaka Brassicaceae glukozinolati, tj. njithovi razgradni produkti, uglavnom
izotiocijanati 1 nitrili, koji su dobiveni enzimskim procesima ili toplinskom razgradnjom,
odgovorni za njihove razli¢ite bioloske ucinke. (31) ZabiljeZeno je da su izotiocijanati
bioloski najaktivniji spojevi te da imaju djelovanje Sirokog spektra protiv bakterijskih i
gljivicnih patogena, nematoda, insekata. Nitrili su takoder bioloSki aktivni, ali je njihov
ucinak manji nego izotiocijanata. Neka ispitivanja su takoder pokazala antioksidativna
svojstva, uklju¢uju¢i neutralizaciju superoksidnog aniona, inhibiciju peroksidacije lipida i
keliranje 1 smanjenje Zeljeza. Neke frakcije bile su bogate polifenolima i flavonolima, $to
sugerira mogucu ulogu ovih spojeva u antimutagenosti, posebno ako se uzime u obzir da je

oksidativni stres odgovoran za razlicita oSte¢enja stanica. (32,33)

Antimutagenic

Anti-oxidant Antimicrobial

Anti-inflammation Muscle relaxant

Slika 7. Bioloska svojstva biljke Sisymbrium officinale (L.)

Preuzeto sa: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32018307/

Datum pristupa: 13.10.2020.
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Compound name RI?) Peak area [%]
(HP-FFAP) (HP-101) 1Y) II°) 9

Isothiocyanates and nitriles

24  2-Methylpropanenitrile®)’) <1200 - 0.5 1.4 18.8
25 2-Methylbutanenitrile®)") 1091 - - - 4.6
26  Isopropyl isothiocyanate®)) 1304 1148 489 27.6 28.7
27 sec-Butyl isothiocyanate®)") 1370 903 9.4 4.9 5.0
28  Benzenacetonitrile®)f) 2086 1174 - — 0.7
29  Benzenpropanenitrile®)’) 2202 - - - 0.3
Group sum [%] 58.8 339 58.1

*) RI ( HP-FFAP): Retention indices on HP-FFAP column; RI ( HP-101): retention indices on HP-101
column. ") I = fresh plant material - hydrodistillation. ¢) I = fresh plant material — hydrodistillation upon
autolysis. %) I = dried plant material — hydrodistillation. ©) Compound identified by mass spectra and R/
comparison with homemade library. ') Compound identified by mass spectra comparison with Wiley
library. #) —= Not detected. ") tr.=Traces < 0.01 mg/kg. ') Correct isomer is not identified. 1) Compound

identified by mass spectra comparison with literature values.

Slika 8. Kemijski sastav hlapljivih sastojaka dobivenih hidrodestilacijom (izotiocijanati i

nitrili) iz biljke Sisymbrium officinale (L.)

Preuzeto sa: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/20730965/ Datum pristupa: 13.10.2020

1.5.2. SISYMBRIUM ORIENTALE

Sisymbrium orientale vrsta je cvjetnica iz porodice Brassicaceae poznata pod imenom

Indijska goruSica. Ba§ poput Sisymbrium officinale (L.), rasprostranjena je u veéem dijelu

Europe, Azije i sjeverne Afrike, a moZe se naci i u ostalim dijelovima svijeta kao uvedena

vrsta te na nekim podrucjima i kao uobicajeni korov pored puta. (30)

Sjeme se koristi kao ekspektorans, tonik za poviSenu temperaturu, a primjenu je nasla i u

lijeCenju bronhitisa, dizenterije i vodenih kozica. Neki dijelovi biljke takoder pokazuju i

diuretsko djelovanje. Sisymbrium orientale nalazi svoju primjenu u eradikaciji crvi¢a i u

terapiji neaktivnih i neuznapredovalih Cireva. (34)
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1.6. IZOTIOCIJANATI

Izotiocijanati (ITC) su bioaktivni spojevi koji nastaju enzimatskom hidrolizom glukozinolata
(GL) enzimom mirozinaza te su najzastupljeniji sekundarni metaboliti u botani¢kom redu
krstasica (Brassicaceae). U netaknutoj biljci mirozinaza se ¢uva odvojeno od GL-a. Kada
dode do oSteCenja biljnog tkiva promjenom ili poremecajem tkiva uzrokovanim
usitnjavanjem, mirozinaza dolazi u kontakt s glukozinolatima 1 utje¢e na njihovu hidrolizu i,
posljedi¢no, proizvodnjom ITC-a. Opca kemijska formula izotiocijanata je R-N=C=S. To su
spojevi jakog okusa i arome, hlapljivi su i1 nastaju pri neutralnom pH kada nestabilni
aglukonski meduprodukt podlijeze Lossenovoj pregradnji. Ovisno o na¢inu primjene, nastaju
razli¢ite koli¢ine izotiocijanata. Izotiocijanati su vrlo reaktivni, a zbog toksi¢nosti se smatraju
pogodnim kandidatima za pesticidnu aktivnost. Poznato je da ITC ima mnoge ucinke na
ljudsko zdravlje posebno nakon redovite konzumacije jestivih dijelova povréa iz porodice
Brassicaceae bogatih glukozinolatima. Raznim istrazivanjima pokazano je da imaju povoljno
djelovanje na kardiovaskularni 1 sredi$nji ziv€ani sustav, infekcije s Helicobacter pylori i E.

coli te pomazu u obnovi kozne barijere. (35)

1.6.1. ANTIMIKROBNA AKTIVNOST IZOTIOCIJANATA

Istrazivanja su pokazala da izotiocijanati poput sulforafana (SFN), alil izotiocijanata (AITC),
benzil izotiocinanata (BITC), fenil izotiocijanata (PITC) 1 izopropil izotiocijanata (IPRITC)
inhibiraju rast bakterija i liticki razvoj profaga. Mehanizam u osnovi antimikrobnog ucinka
ITC-a ukljucuje indukciju globalnog bakterijskog regulacijskog sustava. Gvanozin penta /
tetrafosfat ((p) ppGpp) utjecCe na glavne stani¢ne procese, ukljucujucéi sintezu nukleinskih
kiselina, $to dovodi do ucinkovite inhibicije 1 indukcije profaga i sinteze toksina. Stoga bi se
ITC-i mogli smatrati potencijalnim terapijskim sredstvom kod infekcija enterohemoragi¢nom

E. coli. (36)

1.6.2. IZOPROPIL IZOTIOCIJANAT

Izopropil izotiocijanat je derivat izotiocijanata, identificiran kao jedan od hlapljivih

komponenti dobivenih iz zrna sjemena i lista biljke Moringa Peregrina ili hidrolizata biljke
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Sisymbrium officinale (L.). Molekularne konformacije izopropil izotiocijanata u plinskoj fazi
odredene su ispitivanjima difrakcije elektrona. Laboratorijski se moze sintetizirati uporabom
izopropil amina kao polaznog reagensa. Izopropil izotiocijanat koristi se za sintezu 4-bromo-
5,6-dikloro-2-izopropilaminobenzimidazola. Antimutagena aktivnost ovog spoja bila je

procijenjena u testu reverzne mutacije bakterija koriStenjem E. coli.

H3C
NCS
H3C

Slika 9. [zopropil izotiocijanat

Preuzeto sa: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Isopropyl-isothiocyanate Datum
pristupa:13.10.2020.
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2. CILJ ISTRAZIVANJA



Cilj istrazivanja je ispitati potencijalno citotoksicno djelovanje uzoraka iz vrsta Sisymbrium
officinale (L.) 1 Sisymbrium orientale dobivenih autolizom cvijeta, autolizom komuscCice,
mikrovalnom destilacijom, mikrovalnom ekstrakcijom i1 Clevenger hidrodestilacijom te
izopropil izotiocijanata na razli¢itim linijjama humanih karcinoma. Hipoteza o potencijalnoj
citotoksi¢noj aktivnosti ispitivana je na stanicama karcinoma pluca (A549), trostruko

negativnog karcinoma dojke (MDA-MB-231) te karcinoma mokra¢nog mjehura (T24).
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3. MATERIJALI I METODE



3.1. METODE IZOLACIJE

3.1.1. MIKROVALNA EKSTRAKCIJA I DESTILACIJA

Aparatura za mikrovalnu ekstrakciju se sastoji od dva dijela ¢ime su omogucene dvije vrste
izolacije biljnog sadrzaja. Gornji dio aparature omogucava izolaciju hlapljivih spojeva (engl.
fragrance). Radi se o procesu mikrovalne destilacije €iji je konacni produkt etericno ulje.
Usitnjeni biljni materijal se stavi u staklenu posudu koja se zatvori poklopcem. Na posudu se
poveze sustav za refluks te hladilo. U desnu vertikalnu cijev se napuni voda. Voda ¢e posluziti
kao medij u kojem ¢e se prikupiti hlapljivi spojevi koje ¢e se po zavrSetku destilacije odvojiti
pomocu male koli¢ine pentana. Uvjeti pri kojim se izvodi destilacija: snaga od 500W i
temperatura 98°C u trajanju od 35 minuta. Nakon zavrSetka destilacije, sloj pentana i
hlapljvih spojeva se odvoji propipetom 1 prebaci u Cistu ¢asu, a ostatak vode ispusti preko
pipca. Sadrzaj ¢aSe se posusi s bezvodnim natrijevim sulfatom u slu€aju da ima zaostale vode.
Zatim se eteri¢no ulje prebaci u prethodno izvaganu bocicu. Dio organskog otapala zaostalog
u uzorku se uklanja uparivacem u struji duSika, nakon ¢ega uzorak ide na GC-MS (Gas
chromatography—mass spectrometry) analizu. Uzorak se do analize ¢uva u zamrzivacu. Donji
dio aparature omogucava izolaciju aroma (engl. flavour). Uz pomo¢ mikrovalova i
djelovanjem gravitacijske sile, u ¢asi postavljenoj na dnu aparature, sakuplja se ekstrakt.
Uvjeti za mikrovalnu ekstrakciju su identi¢ni onima za mikrovalnu destilaciju (500 W, 35
minuta). Po zavrSetku ekstrakcije dobiven je ekstrakt koji se prelije u lijevak za odijeljivanje
te se ekstrahira s 3 puta po 10 mL diklormetana. Diklormetanski sloj se odvoji, ispusti preko
pipca te suSi bezvodnim natrijevim sulfatom. Konac¢ni ekstrakt se prebaci u prethodno
izvaganu bocicu te se viSak organskog otapala otkloni uparivanjem u struji dusika kao i u
sluc¢aju mikrovalne destilacije. Tako dobiveni uzorci se ¢uvaju u frizideru 1 spremni su za GC-

MS analizu.
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Condenser

Essential oil
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Aqueous phase
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water '?M’g:‘_“

F:‘— Waste-water

Slika 10. Mikrovalna ekstrakcija i destilacija

Preuzeto sa: https://www.researchgate.net/figure/Schematic-representation-of-the-microwave-

assisted-extraction-apparatus-used-in-this figl 303503961 Datum pristupa: 22.10.2020.

3.1.2. AUTOLIZA (EKSTRAKCIJA HLAPLJIVIH SPOJEVA)

Prije ekstrakcije, uzorci su stavljeni na autolizu. Uzorci odgovaraju¢ih masa su stavljeni u
tikvice u koje je dodana mala koli¢ina destilirane vode i alikvot otopine enzima mirozinaze.
Kako bi se potaknula razgradnja glukozinolata, u svaki uzorak je dodano po 10 mL organskog
otapala (diklormetan). Uzorci u tikvici, omotani parafilmom, su stavljeni na tresilicu oko 10
minuta. Po zavrSetku, sadrzaj tikvica je profiltriran preko cjediljke (ovisno o fino¢i materijala)
i filtar papira u lijevak za odjeljivanje. Sadrzaj lijevka za odjeljivanje je izmuckan, a donji sloj
je, nakon odvajanja, odliven u ¢asu u koju je stavljen bezvodni natrijev sulfat za adsorpciju
zaostale vode. Biljni materijal se dodatno ispire s malom koli¢inom diklormetana, a postupak
odjeljivanja se ponavlja. Odvojeni ekstrakti se spremaju u bocice koje se cuvaju u hladnjaku

do analize.

3.1.3. CLEVENGER HIDRODESTILACIJA

Hidrodestilacija biljnog materijala odvija se u aparaturi po Clevengeru u trajanju od 2,5 sata.

Kao trap koristi se smjesa organskih otapala pentana i dietiletera u omjeru 3:1 (6 mL+2 mL).
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Eteri¢no ulje dobiveno nakon destilacije je odvojeno od vodenog sloja pomocu propipete te je
posuseno bezvodnim natrijevim sulfatom u svrhu uklanjanja visSka vode. Zatim je eteri¢no ulje

prebaceno u prethodno odvaganu bocicu i spremljeno u zamrziva¢ do analize na GC-MS-u.

Refrigerant

Dean Stark
D Essential oils
v

water

Reducer

Round Bottom Flask (21)

Plant material and water

Flask heater

Stand

Slika 11. Clevenger hidrodestilacija

Preuzeto sa: https://www.researchgate.net/figure/Hydrodistillation-by-Clevenger-apparatus7-

8 figl 283806910 Datum pristupa: 22.10.2020.
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3.2. STANICNE LINIJE

In vitro ispitivanje citotoksi¢nog djelovanja uzoraka dobivenih iz Sisymbrium spp. te
izotiocijanata provodilo se na humanim karcinomskim stanicama A549, MDA-MB-231 te

T24. Obiljezja ovih stani¢nih linija prikazana su u tablicama 6., 7., 1 8.

Tablica 6. Obiljezja A549 stani¢ne linije.

Preuzeto sa: https://www.lgcstandards-atcc.org/products/all/CCL-185.aspx

Datum pristupa: 14.10.2020.

Organizam Homo sapiens, ¢ovjek

Tkivo pluc¢a

Tip stanica epitelne

Format proizvoda smrznuto

Morfologija epitelna

Obiljezja kulture adherentna

Bolest karcinom

Dob 58 godina

Spol muski

Etnicitet bijela rasa

Primjena ova stanicna linija prikladan je domacin za
transfekciju.

Uvjeti pohrane parna faza tekuceg dusika
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Tablica 7. Obiljezja MDA-MB-231 stani¢ne linije.

Preuzeto sa: https://www.lgcstandards-atcc.org/products/all/HTB-26.aspx

Datum pristupa: 14.10.2020.

Organizam

Tkivo

Homo sapiens, ovjek

mlijec¢na zlijezda / dojka; izvadeno iz

metastatskog mjesta: pleuralni izljev

Tip stanica epitelne

Format proizvoda smrznuto

Morfologija epitelna

Obiljezja kulture adherentna

Bolest adenokarcinom

Dob 51 godina

Spol zensko

Etnicitet bijela rasa

Primjena ova stanic¢na linija prikladan je domacin za

transfekciju.

Uvjeti pohrane

parna faza tekuceg duSika
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Tablica 8. Obiljezja T24 stani¢ne linije.

Preuzeto sa: https://www.lgcstandards-atcc.org/products/all/HTB-4.aspx

Datum pristupa: 14.10.2020.

Organizam Homo sapiens, ovjek

Tkivo Mokraéni mjehur

Format proizvoda smrznuto

Morfologija epitelna

Obiljezja kulture adherentna

Bolest karcinom prijelaznog epitela

Dob 81 godina

Spol zensko

Etnicitet bijela rasa

Primjena ova stanicna linija prikladan je domacin za
transfekciju.
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3.3. POSTUPAK

Stani¢ne linije su nakon odmrzavanja uzgojene u Dulbecco's Modified Eagle Medium
(DMEM) mediju u vlaznom inkubatoru na 37°C uz 5% CO,. DMEM medij sadrzi potrebne
hranjive tvari kao $to su aminokiseline 1 minerali te FBS (Fetal bovine serum). Osim toga, u
njemu se nalaze i antibiotici, te Red fenol indikator koji promjenom boje u zutu ukazuje da je

medij potrebno promijeniti.

Stanice koje su adherirale na podlogu, nakon uklanjanja DMEM-a, tretiraju se tripsinom,
enzimom koji cijepanjem peptidnih veza omogucéuje odvajanje stanica od podloge te njihovo

presadivanje.

Brojanje stanica radi se tako da se 50 pl stanica pomijesa s 50 pl Trypan Blue boje koja oboji
mrtve stanice te tako omogucava brojenje zivih stanica koje nisu obojane. Potom se jednak
broj stanica presaduje u mikrotitarsku plocicu s 96 jazica u 3 replikata te se ostave preko noci

da se prihvate za podlogu.

U sljede¢em koraku stanice karcinoma tretiraju se prethodno pripremljenim uzorcima
dobivenim iz roda Sisymbrium spp. i izopropil izotiocijanatom u koncentracijama 1 pg/mL, 5
pg/mL, 10 pg/mL, 50 pg/mL i 100 pg/mL tijekom 4, 24, 48 1 72 sata inkubacije. U tri jaZice,

koje predstavljaju kontrolu, dodan je samo medij.

Slika 12. Vlazni inkubator za uzgoj stanica

Preuzeto sa: https://nuve.com.tr/Products/Incubation/ec-160-co2 Datum pristupa: 14.10.2020.
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3.4. TEST CITOTOKSICNE AKTIVNOSTI

Prezivljenje stanica i proliferacija odredeni su mjerenjem stanicnog metabolizma, koriStenjem
MTT metode. Zuti tetrazolin MTT (3-(4, 5-dimetiltiazolid-2)-2,5-difeniltetrazolin bromid) se
reducira u metabolicki aktivnim stanicama. MTT testom se odreduje postotak metabolicki
aktivnih stanica nakon izlaganja jednom od ekstrakata biljaka, jer mrtve, odnosno metabolicki
neaktivne stanice ne vezu MTT. Metabolic¢ki aktivne stanice, sposobne za Zivot, pretvaraju
MTT u ljubicasto obojen spoj formazan. Kada stanice odumru, gube sposobnost pretvorbe
MTT-a. Mehanizam pretvorbe MTT-a vjerojatno ukljucuje reakciju s NADH-om koji prenosi
elektrone do MTT-a. Rezultiraju¢i intracelularni ljubiCasti formazan moZe se izmjeriti
spektrofotometrijski. Da bi se mogla ocitati apsorbancija novonastalog ljubicastog spoja,
potrebno ga je otopiti u otopini DMSO (dimetil sulfoksid). Nakon jednog sata MTT je ispran i
dodan je DMSO. Plocice su inkubirane 10 min na 37°C uz treskanje. Apsorbancija je mjerena

na 570 nm.

Omjer apsorbancije stanica tretiranih uzorcima dobivenih iz Sisymbrium spp. i izopropil
izotiocijanatom te apsorbancije onih koje nisu tretirane, pokazatelj je citotoksi¢ne aktivnosti

koristenih uzoraka i izopropil izotiocijanata.

Slika 13. Ljubicasto obojenje nakon dodavanja DMSO

Preuzeto sa: http://induced.info/?s=MTT+assay++an+overview++ScienceDirect+Topics

Datum pristupa 14.10.2020.
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Slika 14. Spektrofotometar

Preuzeto sa: https://biosan.lv/products/hipo-mpp-96-microplate-photometer/

Datum pristupa: 14.10.2020.

3.5. STATISTICKA ANALIZA

Za statisticku analizu koriSten je statisticki program GraphPad Prism 7.0 (San Diego, CA,

SAD) sa statistickom znacajnosé¢u P<0.05.
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4. REZULTATI



4.1. KARCINOM PLUCA — STANICNA LINIJA A549

4.1.1. SISYMBRIUM OFFICINALE (L.), AUTOLIZA CVIJETA
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4
© 100 T —_
(3]
o
> T 72h
D -
o
: T
©
o
° 590
-}
S
]
£
o
=X
0
v v v v v v
& & & & & &
\)Q \)Q \)q Qq QQ QQ
° N 3 O RS \QQ

Slika 15. Citotoksi¢nost Sisymbrium officinale (L.), autoliza cvijeta nakon 72h na stani¢nu

linijju A549

Uzorak dobiven autolizom cvijeta biljke Sisymbrium officinale pokazuje blagi citotoksi¢ni
ucinak nakon inkubacije od 72h, pocevsi od koncentracije 5 pg/ml. Porastom koncentracije
raste i citotoksi¢ni u€inak odnosno postotak metabolicki aktivnih stanica se smanjuje, ali ne

znacajno.

Tretiranje stanica tijekom 4h, 24h, 48h nije pokazalo citotoksi¢ni u¢inak.
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4.1.2. SISYMBRIUM OFFICINALE (L.), MIKROVALNA DESTILACIJA

Cellline A549
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Slika 16. Citotoksicnost Sisymbrium officinale (L.), mikrovalna destilacija nakon 72h na

stani¢nu liniju A549 (¥*P<0.05)

Uzorak dobiven mikrovalnom destilacijom biljke Sisymbrium officinale (L.) pokazuje blagi
citotoksi¢ni u¢inak nakon inkubacije od 72h, pocevsi od koncentracije 1 pg/ml. Porastom
koncentracije raste i citotoksi¢ni uc¢inak, odnosno postotak metabolicki aktivnih stanica se
smanjuje uz neocCekivano odstupanje pri koncentraciji od 5 pg/ml. Tretiranje stanica
koncentracijom od 100 pg/ml dovodi do smanjenja metabolicki aktivnih stanica na 67%

(P<0.05).

Tretiranje stanica tijekom 4h, 24h, 48h nije pokazalo citotoksi¢ni u¢inak.
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4.1.3. SISYMBRIUM OFFICINALE (L.), MIKROVALNA EKSTRAKCIJA

Cellline A549
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Slika 17. Citotoksi¢nost Sisymbrium officinale (L.), mikrovalna ekstrakcija nakon 72h na

stani¢nu liniju A549 (**P<0.01)

Uzorak dobiven mikrovalnom ekstrakcijom biljke Sisymbrium officinale (L.) pokazuje
citotoksi¢ni u¢inak nakon inkubacije od 72h, pocevsi od koncentracije 1 pg/ml, pri kojoj se
broj metabolicki aktivnih stanica smanjuje na 79% (P<0.01). Vece koncentracije pokazale su

slican ili neznatno bolji citotoksic¢an ucinak.

Tretiranje stanica tijekom 4h, 24h, 48h nije pokazalo citotoksi¢ni u¢inak.
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4.2. KARCINOM DOJKE - STANICNA LINIJA MDA-MB-231

4.2.1. SISYMBRIUM OFFICINALE (L.) AUTOLIZA CVIJETA

Cellline MDA-MB-231
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Slika 18. Citotoksi¢nost Sisymbrium officinale (L.), autoliza cvijeta nakon 72h na stani¢nu

liniju MDA —MB-231 (**P<0.01; ***P<0.001)

Uzorak dobiven autolizom cvijeta biljke Sisymbrium officinale (L.) pokazuje znacajan
citotoksi¢ni uc¢inak nakon inkubacije od 72h, pocCevsi od koncentracije 1 pg/ml, gdje se
postotak metabolicki aktivnih stanica smanjuje na 72% (P<0.001). Maksimalni u¢inak vidljiv
je pri koncentraciji 100 pg/ml, pri kojoj se postotak metabolicki aktivnih stanica jo§ vise

smanjuje (56%, P<0.001).

Tretiranje stanica tijekom 4h, 24h, 48h nije pokazalo citotoksi¢ni u¢inak.
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4.2.2. SISYMBRIUM OFFICINALE (L.), MIKROVALNA DESTILACIJA

Cellline MDA-MB-231
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Slika 19. Citotoksi¢nost Sisymbrium officinale (L.), mikrovalna destilacija nakon 72h na

stani¢nu liniju MDA-MB-231 (*P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001)

Uzorak dobiven mikrovalnom destilacijom biljke Sisymbrium officinale (L.) ostvaruje
citotoksiéni ucinak nakon inkubacije od 72h, pocevsi od koncentracije 1 pg/ml (64%
metabolic¢ki aktivnih stanica, P<0.01). Maksimalni u¢inak vidljiv je pri koncentraciji 5 pg/ml,
pri kojoj se postotak metaboli¢ki aktivnih stanica smanjuje na 59% (P<0.001). Daljnjim

povecanjem koncentracije dobiven je neocekivani porast broja aktivnih metabolickih stanica.

Tretiranje stanica tijekom 4h, 24h, 48h nije pokazalo citotoksi¢ni u¢inak.
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4.2.3. SISYMBRIUM OFFICINALE (L.), CLEVENGER HIDRODESTILACIJA

Cellline MDA-MB-231
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Slika 20. Citotoksi¢nost Sisymbrium officinale (L.), Clevenger hidrodestilacija nakon 72h na
stani¢nu liniju MDA-MB-231 (**P<0.01; ***P<0.001)

Uzorak dobiven Clevenger hidrodestilacijom biljke Sisymbrium officinale (L.) pokazuje
citotoksi¢ni uc¢inak nakon inkubacije od 72h, pocevsi od koncentracije 1 pg/ml. Maksimalni
ucinak vidljiv je pri koncentraciji 5 pg/ml, pri kojoj se postotak metabolicki aktivnih stanica
smanjuje na 61% (P<0.01). Daljnjim povecanjem koncentracije dobiven je neznatan porast

postotka aktivnih metabolickih stanica.

Tretiranje stanica tijekom 4h, 24h, 48h nije pokazalo citotoksi¢ni u¢inak.
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4.2.4. SISYMBRIUM OFFICINALE (L.), MIKROVALNA EKSTRAKCIJA
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Slika 21. Citotoksi¢nost Sisymbrium officinale (L.), mikrovalna ekstrakcija nakon 72h na

Uzorak dobiven mikrovalnom ekstrakcijom biljke Sisymbrium officinale (L.) pokazuje
citotoksi¢ni uc¢inak nakon inkubacije od 72h , pocevsi od koncentracije 1 pg/ml, pri kojoj se

broj metabolicki aktivnih stanica smanjuje na 68% (P<0.001). Vecée koncentracije pokazale su

stanicnu linijju MDA-MB-231 (**P<0.01; ***P<0.001)

sli¢an citotoksi¢ni u¢inak.

Tretiranje stanica tijekom 4h, 24h, 48h nije pokazalo citotoksi¢ni u¢inak.
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4.2.5. SISYMBRIUM ORIENTALE, AUTOLIZA KOMUSCICE

Cellline MDA-MB-231
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Slika 22. Citotoksi¢nost Sisymbrium orientale, autoliza komusc¢ice nakon 72h na stani¢nu

liniju MDA-MB-231 (**P<0.01; ***P<0.001)

Uzorak dobiven autolizom komuscice biljke Sisymbrium orientale pokazuje citotoksicni
ucinak nakon inkubacije od 72h pocevsi od koncentracije 5 pg/ml (71% metabolicki aktivnih
stanica, P<0.01). Povecanjem koncentracije povecava se i citotoksi¢ni u€inak, odnosno broj

metabolicki aktivnih stanica smanjuje se na 38% pri koncentraciji 100 pg/ml (P<0.001).

Tretiranje stanica tijekom 4h, 24h, 48h nije pokazalo citotoksi¢ni u¢inak.
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4.2.6. SISYMBRIUM ORIENTALE, CLEVENGER HIDRODESTILACIJA
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Slika 23. Citotoksi¢nost Sisymbrium orientale, Clevenger hidrodestilacija nakon 72h na

stanicnu liniju MDA-MB-231 (**P<0.01; ***P<0.001)

Uzorak dobiven Clevenger hidrodestilacijom biljke Sisymbrium orientale pokazuje
citotoksi¢ni ucinak nakon 72h, pocevsi od koncentracije 10 pg/ml, pri kojoj se broj
metabolicki aktivnih stanica smanjuje na 74% (P<0.01). Pove¢anjem koncentracije povecava
se 1 citotoksi¢ni ucinak pa pri koncentraciji od 100 pg/ml ostaje 60% metabolicki aktivnih

stanica (P<0.001).

Analizama nakon 4h, 24h, 48h nije primije¢eno znacajno citotoksic¢no djelovanje.
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4.2.77. IZOPROPIL IZOTIOCIJANAT
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Slika 24. Citotoksi¢nost izopropil izotiocijanata nakon 72h na stani¢nu liniju MDA-MB-231
(***P<0.001)

Izopropil izotiocijanat ostvaruje uc¢inak nakon inkubacije od 72h pri koncentraciji od 100

ug/mL, pri kojoj se broj metabolicki aktivnih stanica smanjuje na 68% (P<0.001).

Tretiranje stanica tijekom 4h, 24h, 48h nije pokazalo citotoksi¢ni ucinak.
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4.3. KARCINOM MOKRACNOG MJEHURA - STANICNA LINIJA T24

4.3.1. SISYMBRIUM ORIENTALE, AUTOLIZA KOMUSCICE
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Slika 25. Citotoksi¢nost Sisymbrium orientale, autoliza komus¢ice nakon 72h na stani¢nu

liniju T24 (**P<0.01)

Uzorak dobiven autolizom komuscice biljke Sisymbrium orientale pokazuje slab citotoksic¢ni
uc¢inak nakon inkubacije od 72h, pocevsi od koncentracije 50 pg/ml, pri kojoj se broj
metaboli¢ki aktivnih stanica smanjuje na 93% (P<0.01). Tretiranje stanica koncentracijom od

100 pg/ml smanjuje broj metabolicki aktivnih stanica na 74% (P<0.01).

Analizama nakon 4h, 24h, 48h nije primije¢eno znacajno citotoksi¢no djelovanje.
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4.3.2. IZOPROPIL IZOTIOCIJANAT
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Slika 26. Citotoksi¢nost izopropil izotiocijanata nakon 72h na stani¢nu liniju MDA-MB-231

Izopropil izotiocijanat pokazuje citotoksi¢ni uc¢inak nakon inkubacije od 72h pri koncentraciji
5 pg/mL, pri kojoj se broj metabolicki aktivnih stanica smanjuje na 82%, ali s velikom
standardnom devijacijom pa nije statisticki znacajno. Maksimalan citotoksi¢ni ucinak
izopropil izotiocijanata ostvaruje se pri koncentraciji 100 pg/mL, pri kojoj se broj metabolicki

aktivnih stanica smanjuje na 60% (P<0.001).

Tretiranje stanica tijekom 4h, 24h, 48h nije pokazalo citotoksi¢ni u¢inak.
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5. RASPRAVA



Rak je velika skupina bolesti, a moze zapoceti u gotovo svakom organu ili tkivu tijela kada se
stanice pocinju abnormalno dijeliti i nekontrolirano rasti, prelaziti uobicajene granice i
organe, taj se proces naziva metastaziranjem i glavni je uzrok smrti od raka. Rak je drugi
vode¢i uzrok smrti na globalnoj razini, a procjenjuje se da je bilo 9,6 milijuna smrtnih
slucajeva ili jedan od Sest smrtnih slucajeva u 2018. godini. Rak pluc¢a, prostate, debelog
crijeva, Zeluca i jetre najces¢i su tipovi raka kod muskaraca, dok su medu zenama najcesci
karcinom dojke, kolorektalni, pluéni, cervikalni te karcinom S§titnjace. Porast incidencije
karcinoma predstavlja veliki problem na globalnoj razini, vr§e¢i ogroman fizic¢ki, emocionalni
i financijski pritisak na pojedince, obitelji, zajednice i zdravstvene sustave. Velik broj
pacijenata s rakom na globalnoj razini nema pristup pravovremenoj kvalitetnoj dijagnozi i
lijeCenju jer su mnogi zdravstveni sustavi u zemljama s niskim i srednjim prihodima najmanje
spremni na velika izdavanja za oboljele. U zemljama u kojima su zdravstveni sustavi dobro
razvijeni, stope prezivljavanja za mnoge vrste karcinoma poboljSavaju se zahvaljujuéi
mjerama prevencije, dostupnom ranom otkrivanju te kvalitetnom lije¢enju 1 skrbi za oboljele.
Konzumacija alkohola i duhana, nezdrava prehrana i tjelesna neaktivnost glavni su ¢imbenici
rizika od raka u svijetu. Faktori rizika za rak od velike vaznosti u zemljama s niskim i
srednjim prihodima su i neke kroni¢ne infekcije poput Helicobacter pylori te virusi poput
humanog papiloma virusa (HPV), virusa hepatitisa B, virusa hepatitisa C 1 virus Epstein-Barr.

(38)

Unato¢ napretku u naSem razumijevanju rizika, razvoja, imunoloske kontrole i moguénosti
lijeCenja raka pluca, on i dalje ostaje vodec¢i uzrok smrti od raka. Pusenje duhana i dalje je
glavni ¢imbenik rizika za razvoj raka plu¢a. Budu¢i da duhan ostaje vodeci ¢imbenik rizika za
rak pluca, prevencija bolesti usredotocena je na izbjegavanje duhanskog dima i prestanak
pusenja. Ostale mjere prevencije ukljucuju odabir zdrave prehrane i odrZavanje tjelesno
aktivnog nacina zivota. U istrazivanju za 2018. procijenjeno je da je bilo 2,09 milijuna novih
slucajeva (11,6% od ukupnog broja oboljelih od raka) i1 1,76 milijuna smrtnih slucajeva

(18,4% od ukupne smrtnosti od raka). (8)

Analiza uzroka koji su posljednjih nekoliko desetlje¢a doveli do promjene incidencije u
ucestalosti 1 smrtnosti od raka dojke daje vazna otkri¢a o ulozi probira dojke, redovitoj

primjeni pomo¢nih terapija i promjeni ¢imbenika rizika. (39)
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Rak dojke, najces¢i je rak kod Zena sa skoro milijun i 400 tisu¢a novih slucajeva Sirom
svijeta 1 gotovo 460 tisu¢a povezanih smrtnih slucajeva. Stopa incidencije veca je u

razvijenijim zemljama u odnosu na manje razvijene zemlje. (17)

Rak mokraénog mjehura postao je vrlo Cest rak u svijetu sa 430 tisuca novih slucajeva
dijagnosticiranih u 2012. te se nalazi na devetom mjestu najceS¢e dijagnosticiranih karcinoma
u svijetu s najviSom stopom incidencije zabiljezene kod muskaraca u Juznoj i Zapadnoj
Europi i Sjevernoj Americi. Stope incidencije konstantno su nize u Zena nego u muskaraca,

iako su razlike u spolovima uvelike varirale medu zemljama. (40)

Pusenje cigareta, profesionalno izlaganje, izlaganje arsenu, infekcija bakterijom Schistosoma

haematobium 1 neki lijekovi najvazniji su ¢cimbenici rizika povezani s razvojem bolesti. (24)

Lung
2093 276 (11.6%)

Breast
2 088 348 (11.6%)

Other cancers
8323 793 (46%)

Colorectum
1849 518 (10.2%)

Prostate
1276 106 (7.1%)

Stomach
1033701 {5.7%)

Oesophagus Liver
572 034 (3.2%) 841 080 (4.7%)

Total : 18 078 957

Slika 27. Procijenjeni broj sluc¢ajeva raka u svijetu za oba spola iz 2018.g.

Preuzeto sa: https://gco.iarc.fr/today/home Datum pristupa: 15.10.2020.
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Sisymbrium je rod biljaka iz porodice Brassicaceae ili krstasica. To su jednogodiSnje ili
visegodi$nje biljke koje se prvenstveno nalaze u umjerenom pojasu sjeverne polutke, Juzne
Amerike (Andi) 1 juzne Afrike. Postoji oko 90 vrsta koje se mogu naci uz stjenovite padine i u

stepama te kao korov na poljima, vrtovima, u vrtovima i uz ceste. (41)

Sisymbrium officinale (L.) ili hrvatskim nazivom ljekoviti oranj ili strizu8a je jednogodi$nja ili
dvogodis$nja biljka iz porodice Brassicaceae. Ljekoviti oranj poznati je ekspektorans, a svoju
primjenu nalazi kod promuklosti, kaslja, astme 1 ulceracija grla, a smatra se i da djeluje kao
diuretik u mokra¢nim opstrukcijama. Poznato je da su glavne hlapljive tvari biljaka porodice

Brassicaceae izotiocijanati i nitrili odgovorni za njihove razli¢ite bioloske ucinke. (31)

Sisymbrium orientale vrsta je cvjetnica iz porodice Brassicaceae poznata pod imenom
Indijska goruSica. Sjeme se koristi kao ekspektorans, tonik za poviSenu temperaturu, a
primjenu je nasla i u lijjeCenju bronhitisa, dizenterije i vodenih kozica. Neki dijelovi biljke

takoder pokazuju i diuretsko djelovanje. (34)

Blagotvorni ucinci porodice Brassicaceae na ljudsko zdravlje su povezani s fitokemikalijama.
One sprjeCavaju oksidativni stres, poticu detoksikacijske enzime, stimuliraju imunoloski
sustav, smanjuju rizik od karcinoma, inhibiraju malignu transformaciju i kancerogene
mutacije. Porodica Brassicaceae sadrzi puno vrijednih metabolita koji su ucinkoviti u
kemoprevenciji raka, §to su ve¢ dokumentirale brojne studije te zbog prisutnosti polifenola i
sumporno-organskih spojeva djeluje i antimutageno. Glukozinolati su nestabilni spojevi i
podvrgavaju se razgradnji u bioloski aktivne indole i izotiocijanate pod utjecajem enzima u
biljnim tkivima - mirozinaze. Te tvari indukcijom enzimskih sustava I. i II. faze metabolizma
ksenobiotika mogu utjecati na eliminaciju ili neutralizaciju kancerogenih i mutagenih

¢imbenika, a posljedi¢no inhibiraju metilaciju DNA i razvoj raka. (42)
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Slika 28. Mehanizmi antitumorskog djelovanja izotiocijanata

Preuzeto sa: https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1874604715000074

Datum pristupa: 16.10.2020.

Kao predmet naseg istrazivanja koristeni su ekstrakti, destilati i izolirani spojevi iz biljne vrste
Sisymbrium, odnosno promatran je njihov citotoksi¢ni u¢inak na tri stani¢ne linije: A549
(karcinom plu¢a), MBA-MD-231 (karcinom dojke) i T24 (karcinom mokra¢nom mokraénog

mjehura.

Utjecaj na stanice karcinoma pluca (A549) kod vecine koristenih uzoraka je neSto znacajniji
pri ve¢im koncentracijama od 50 pg/mL i 100 pg/mL. Najznacajniji ucinak na smanjenje
metabolicki aktivnih stanica vidljiv je nakon inkubacije od 72h, ali nema znacajne razlike u

djelovanju uzoraka dobivenih razli¢itim metodama izolacije.

In vitro istrazivanje na stanicama karcinoma dojke (MDA-MB-231) pokazalo je da svi uzorci
imaju odredeni uc¢inak na smanjenje broja metabolicki aktivnih stanica, a najznacajniji u¢inak
vidljiv je djelovanjem uzorka dobivenog autolizom komuscice biljke Sisymbrium orientale
pri koncentraciji od 100 pg/mL, gdje se nakon inkubacije od 72h broj metabolicki aktivnih

stanica smanjio na 38%.

Utjecaj na stanice karcinoma mokra¢nog mjehura (T24) vidljiv je djelovanjem uzoraka
dobivenog autolizom komus¢ice, a najznacajniji uc¢inak na smanjenje metabolicki aktivnih

stanica vidljiv je nakon inkubacije od 72 h pri koncentraciji 100 pg/mL.

Na temelju navedenih rezultata, vidljivo je da biljna vrsta Sisymbrium spp. ima potencijal za
lijecenje razlicitih bolesti, a posebno je vazno istaknuti kemoprotektivna i antitumorska

svojstva koja smo u nasem in vitro ispitivanju pokazali na stanicama karcinoma pluéa, dojke i
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mokraénog mjehura. Postotak smanjenja metabolicki aktivnih stanica, tj. citotoksi¢ni uc¢inak
ovisi o njihovoj koncentraciji i vremenu izlaganja. Ispitivani uzorci iz Sisymbrium spp.
najveci citotoksicni uc¢inak pokazuju na stanicama karcinoma dojke (MDA-MB-231) nakon

72h inkubacije.
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6. ZAKLJUCAK



1) In vitro izlaganje stanica karcinoma pluca (A459), karcinoma dojke (MDA-MB-231) i
karcinoma mokra¢nog mjehura (T24) uzorcima iz biljnih vrsta Sisymbrium officinale (L.) i

Sisymbrium orientale te izopropil izotiocijanatu dovodi do smanjenja prezivljenja tih stanica.
2) Ispitivani uzorci pokazuju citotoksi¢ni u¢inak ovisan o vremenu inkubacije 1 koncentraciji.

3) Djelovanje uzoraka nije uvijek razmjerno povecanju koncentracije i vremenu inkubacije te

u pojedinim slucajevima dolazi do oporavka stanica.

4) Ispitivani uzorci iz Sisymbrium spp. najveci citotoksi¢ni ucinak pokazuju na stanicama
karcinoma dojke (MDA-MB-231) nakon 72h inkubacije. Najbolji ucinak ima uzorak

Sisymbrium orientale dobiven autolizom komuscice.

5) Izopropil izotiocijanat ima slabi citotoksi¢ni u¢inak na stani¢ne linije karcinoma dojke
(MDA-MB-231) i karcinoma mokraénog mjehura (T24) i to samo pri najvecoj koncentraciji

od 100 pg/mL nakon 72h inkubacije.
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8. SAZETAK



Cilj istrazivanja:

Cilj je istrazivanja ispitati potencijalno citotoksi¢no djelovanje izotiocijanata, spojeva
izoliranih iz biljne vrste Sisymbrium spp., na humane karcinomske stanice pluc¢a (A549),
dojke (MDA-MB-231) 1 mokra¢énog mjehura (T24). Pretpostavka je da ¢e se broj

karcinomskih stanica nakon izlaganja uzorcima smanjiti u odnosu na kontrolnu skupinu.
Materijali i metode:

Ispitivanje citotoksi¢nosti na stani¢nim linijama karcinoma pluca, dojke i mokra¢nog mjehura
radeno je MTT testom. Usporedbom apsorbancije nastalog formazana kod stanica tretiranih
uzorcima dobivenih iz Sisymbrium spp. te izopropil izotiocijanata i apsorbancije kod
netretiranih stanica (kontrola), dobili smo postotak prezivljenja karcinomskih stanica.

Citotoksicnost se odredivala nakon 4, 24, 48 1 72 sata inkubacije.
Rezultati:

Rezultati su prikazani graficki u odnosu vremena inkubacije i postotka metabolicki aktivnih

stanica.

Kod stanica karcinoma pluca, svi uzorci ostvaruju bolji u€inak pri viSim koncentracijama od
50 pg/mL i 100 pg/mL. Najznacajniji u¢inak na smanjenje metabolicki aktivnih stanica
vidljiv je nakon 72h inkubacije, ali nema statisticki znacajne razlike u djelovanju uzoraka

dobivnih razli¢itim metodama izolacije.

Kod stanica karcinoma dojke, ve¢ina uzoraka te izopropil izotiocijanat najjaci citotoksi¢ni
ucinak imaju pri viSim koncentracijama od 50 pg/mL i 100 pg/mL nakon 72h inkubacije.
Najznacajniji ucinak vidljiv je djelovanjem spojeva dobivenih autolizom komuscice biljke
Sisymbrium orientale pri koncentraciji od 100 pg/mL, gdje se nakon 72h broj metabolicki

aktivnih stanica smanjio na 38%.

Kod stanica karcinoma mokra¢nog mjehura, uzorak dobiven autolizom komuscice biljke
Sisymbrium orientale pokazuje najznacajniji u¢inak na smanjenje metabolicki aktivnih stanica

nakon 72h inkubacije pri koncentraciji 100 pg/mL.
ZakKljucci:

In vitro izlaganje stanica karcinoma pluca (A549), dojke (MDA-MB-231) i mokra¢nog

mjehura (T24) uzorcima dobivenih iz Sisymbrium spp. te izopropil izotiocijanatu dovodi do
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smanjenja prezivljenja tih stanica. Citotoksi¢ni ucinak ovisan je o vremenu inkubacije i
koncentraciji. Djelovanje nije uvijek razmjerno povecanju koncentracije i vremenu inkubacije
te u pojedinim slucajevima dolazi do oporavka stanica. Ispitivani uzorci iz Sisymbrium spp.
najveéi citotoksicni ucinak pokazuju na MDA-MB-231 stanicama nakon 72h inkubacije.
Najbolji u¢inak ima uzorak Sisymbrium orientale dobiven autolizom komuscice. [zopropil
izotiocijanat ima slabi citotoksi¢ni u¢inak na MDA-MB-231 stanice i T24 stanice i to samo

pri najvecoj koncentraciji od 100 pg/mL nakon 72h inkubacije.
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9. SUMMARY



The aim of the research:

The aim of the research is to examine the potential cytotoxic effects of isothiocyanates, a
chemical substance isolated from the Sisymbrium spp. family of plants on human carcinoma
cells of lung (A549), breast (MDA-MB-231) and bladder (T24). The assumption is that
number of carcinoma cells after the exposure to isothiocyanates will be reduced in

comparison to the control group.
Materials and methods:

MTT assay was used to establish cytotoxicity levels on lung, breast and bladder cancer cell
lines. The comparison between the absorbance of created formazan in cells treated with
samples obtained from Sisymbrium spp. and isopropyl isothiocyanates and those untreated
(the control group) established the survival rates of carcinoma cells. Cytotoxicity levels were

established after the periods of 4, 24, 48 and 72 hours of incubation.
Results:

The results are graphically presented in relation to incubation times and the percentages of

metabolically active cells.

In lung carcinoma cells, all samples obtained from Sisymbrium officinale (L.) show better
cytotoxic effect in concentrations of 50 pg/mL and 100 pg/mL. The most significant effect on
the reduction of metabolically active cells is visible after 72 hours of incubation, but there is

no significant difference in the effect of samples obtained by different isolation methods.

In breast carcinoma cells, most samples obtained from Sisymbrium spp. and isopropyl
isothiocyanates have the strongest effect in concentrations of 50 pg/mL and 100 pg/mL. The
most significant effect is noticed after 72h treatment with Sisymbrium orientale compound
obtained by silique autolysis at a concentration of 100 pg/mL, which decreased the number of

metabolically active cells to 38%.

In bladder cancer cells, sample obtained by silique autolysis from Sisymbrium orientale show
the most significant effect on the reduction of metabolically active cells after 72 h of

incubation at a concentration of 100 pg / mL.
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Conclusions:

In vitro exposure of lung carcinoma cells (A549), breast (MDA-MB-231) and bladder (T24)
to isothiocyanates leads to reduced cell survival rate. Cytotoxic effects depend on incubation
time and concentration. Cytotoxic effect is not always proportional to the increase in
concentration and incubation time and in some cases cell recovery occurs. Samples from
Sisymbrium spp. show the most significant cytotoxic effect on MDA-MB-231 cells () after
72h incubation. The Sisymbrium orientale sample obtained by autolysis of the silique has the
most significant cytotoxic effect. Isopropyl isothiocyanate has a weak cytotoxic effect on
MDA-MB-231 and T24 cells only after 72 h of incubation when maximum concentration of
100 pg / mL is used.
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