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1. UVOD



1.1 RAK

Tumor je izraz za patolosku tvorbu koja nastaje kao posljedica nenormalne
proliferacije stanica (1). Vazno je razlikovati dobro¢udne (benigne) od zlo¢udnih (malignih)
tumora. Dobro¢udni tumor prostorno je ogranicen, ne Siri se na ostala normalna tkiva. S
druge strane, zlocudni tumor $iri se na ¢itavo tijelo preko krvozilnog ili limfnog sustava (tzv.

metastaze) (2).

Pojam rak odnosi se na nakupinu zlo¢udno preobrazenih stanica koja se zbog nekontrolirane
stani¢ne diobe neprestano povecava (3). Temeljno svojstvo raka je monoklonalnost §to znaci
da nastaje zlocudnom transformacijom jedne jedine zdrave stanice (2,3). U podlozi je tog
procesa mutacija gena ¢ija je uloga nadziranje stani¢nog ciklusa §to za posljedicu ima gubitak
kontrole stanicnog umnozavanja (3). No nastanak i razvoj raka sloZeni su procesi koji se
sastoje od viSe koraka ukljuc¢uju¢i mutaciju i selekciju stanica sa sve izrazenijom moguénosti
proliferacije, prezivljavanja i metastaziranja (2). Zlocudne promjene u ljudi posljedica su
medudjelovanja nasljednih faktora i brojnih endogenih (hormoni, imunoloski uvjeti) i

egzogenih ¢imbenika (zracenje, duhan, alkohol, kemikalije, virusi) (4).

Deset klju¢nih znacajki svih vrsta raka su: genomska nestabilnost, neosjetljivost na
inhibitorne signale, neogranicen potencijal umnaZzanja, zaobilaZenje apoptoze (programirane
stani¢ne smrti), izbjegavanje imunoloskog odgovora, angiogeneza, mogucénost tkivne invazije
1 presadivanja, samodostatnost u pogledu signala rasta, poremecen metabolizam te upala
(Slika 1) (3).
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Slika 1. Klju¢ne znacajke raka

Preuzeto sa:
https://repozitorij.pmf.unizg.hr/islandora/object/pm{%3 A1924/datastream/PDF/view
Datum pristupa: 10.9.2021.

1.1.1 ONKOGENI I TUMOR SUPRESORSKI GENI

Geni za koje se pokazalo da imaju centralnu ulogu u nastanku raka nazvani su
onkogeni (3). Potekli su od normalnih stani¢nih gena, protoonkogena, koji sudjeluju u
prijenosu signala u stanici reguliraju¢i tako stani¢nu proliferaciju i diferencijaciju (2,3).
Evolucijski su dobro o¢uvani §to ukazuje na njihovu vaznost u stani¢nim procesima (3).
Stani¢ni signal Cesto se u stanici prenosi fosforilacijom proteina te se za mnoge
protoonkogene ispostavilo da su geni za tirozin-kinaze (proteine koji fosforiliraju tirozinske
ogranke drugih stani¢nih proteina). Ukoliko dode do promjene protoonkogena ili njihovih
proteinskih produkata tako da oni postaju aktivniji tada nastaju onkogeni, a sam proces
naziva se aktivacija onkogena (3). Do aktivacije protoonkogena koji kodiraju receptorske
tirozin-kinaze dolazi zbog amplifikacije gena ili tockastih mutacija dok delecije i mutacije
regulacijskih slijedova aktiviraju nereceptorske tirozin-kinaze (2). No onkogeni se mogu
aktivirati 1 na druge nacine, primjerice translokacijom dijela kromosoma (Sto je slucaj kod

Philadelphia kromosoma u kroni¢noj mijelocitnoj leukemiji). Sve te promjene u stani¢nim
3



genima kojima protoonkogeni prelaze u onkogene naj¢es¢e imaju dominantan uc¢inak $to bi
znacilo da je dovoljna promjena u samo jednom alelu da bi se ostvario u¢inak onkogena (3).
Aktivacija onkogena mutacijom u samo jednom genu Cest je sluc¢aj kod onkogena ras (3). Tri
su Clana porodice gena ras: rasH, rasK i rasN, onkogena koji se naj¢esée susrec¢u u ljudskim
tumorima. Njih nema u normalnim stanicama, a u tumorskim nastaju iz protoonkogena
zamjenom aminokiselina na klju¢nim mjestima (2). Kod vec¢ine tumora aktiviraju se sva tri
ras gena no ipak gen rasN prevladava u malignim oboljenjima krvotvornog sustava dok rasK
prevladava kod karcinoma (rak razvijen iz epitelnih stanica) (5).

Tumor supresorski geni za razliku od onkogena su recesivni geni te su potrebne dvije
mutacije za nastanak tumora (5). Dok kod onkogena pojacana aktivnost vodi ka razvoju raka,
gubitkom ili inaktivacijom tumor supresorskih gena ili njihovih proteinskih produkata dolazi
do nastanka raka (3). Tumor supresorski geni imaju suprotnu ulogu u regulaciji stanicnog
rasta. U normalnim okolnostima oni inhibiraju stani¢nu proliferaciju ili preZivljavanje pa time
1 nastanak tumora. Sluze kao tzv. negativna regulacijska sprega stani¢ne proliferacije (2). Za
postizanje ravnoteze, uz protein kinaze, koje aktiviraju molekule fosforilacijom, postoje i
proteinske fosfataze koje vrse inaktivaciju defosforilacijom tih istih molekula.

Za otkrivanje prvog tumor supresorskog gena Rb zasluzna su istrazivanja retinoblastoma,
dje¢jeg tumora oka. Mehanizam djelovanja u normalnim stanicama krece fosforilacijom
proizvoda Rb gena protein kinazama Sto dovodi do inaktivacije Rb proteina. Faktor rasta tada
se slobodno veze na DNA 1 time zapocCinje dioba stanica. Po zavrSetku diobe fosforilaze
defosforiliraju Rb protein te se on ponovno veze za transkripcijski faktor i sprjecava daljnju
proliferaciju (6).

[znimno je vaZan tumor supresorski gen p53 ¢€iji je proteinski produkt transkripcijski
¢imbenik p53. Dva su osnovna nacina djelovanja ¢imbenika p53: aktivira popravak oStecene
DNA ili potice apoptozu. Ukoliko stanici nedostaje gen p33 ili je inaktivan, tada ¢e u diobu
uci stanice s oStecenjem DNA S§to izravno povecava vjerojatnost nastanka raka. Popravak
osteCene DNA homolognom rekombinacijom mehanizam je djelovanja tumor supresorskih
gena BRCAI 1 BRCAZ2. Njihova mutacija povezana je s nasljednim rakom dojke 1 jajnika (3).
Cini se kako rak nastaje kombinacijom genetskih promjena koje podrazumijevaju prisutnost
abnormalnih proizvoda onkogena i odsutnost proteinskih proizvoda tumor supresorskih gena
(6). Istrazivanja aktivnih onkogena i inaktivnih tumor supresorskih gena pokazala su da za
zlo¢udnu preobrazbu stanice potrebne su paralelno promjene nekoliko protoonkogena i tumor

supresorskih gena. Te promjene postupno dovode do promjene fenotipskih svojstava zdravih



stanica iz kojih se razvijaju premaligne tvorbe, iz kojih naposljetku nastaju zlo¢udne

novotvorine (7).

1.1.2 EPIDEMIOLOGIJA RAKA U HRVATSKOJ

Rak je veliki javnozdravstveni problem stanovniStva Hrvatske. Poslije krvozilnih

bolesti i bolesti srca, drugi je po redu najvazniji uzrok smrti (8).

Broj novodijagnosticiranih zlo¢udnih novotvorina u 2018. godini u Hrvatskoj bio je 25 623 i
to 13 952 muskarca i 11 671 Zena. Stopa incidencije iznosila je 626,8/100 000; 706,4/100
000 za muskarce i 552,4/100 000 za Zene. Odnos M:Z je 54:46. U 2018. godini od raka je
umrlo 13 809 osoba, 8 049 muskaraca i 5 760 Zena. Stope mortaliteta bile su 337,8/100 000;
odnosno 407,5/100 000 (M) i 272,6/100 000 (Z). Odnos M:Z je 58:42 (9).

Ukupno 57% novih slu¢ajeva raka u muskaraca €ini ovih pet sijela: prostata (21%), traheja,
bronhi i plu¢a (16%), kolon (9%), rektum, rektosigma i anus (6%) i mokra¢ni mjehur (5%).
Dok su pet naj¢esc¢ih sijela raka u Zena bila: dojka (24%), traheja, bronh i pluca (9%), kolon

(8%), tijelo maternice (7%) i Stitnjaca (5%), €ine¢i 53% novih slucajeva raka u zena (9).



1.2 RAK DOJKE

1.2.1 EPIDEMIOLOGIJA I ETIOLOGIJA

Rak dojke daleko je naj¢es¢i tumor u Zena, a drugi je po ucestalosti zlo¢udni tumor u
covjeka. Istrazivanja pokazuju da ¢e svaka deveta zena tijekom svog zivota dobiti rak dojke.
Godisnje se u Hrvatskoj dijagnosticira oko 2600 novih slucajeva, a 800 Zena premine zbog
zlo¢udnih novotvorina dojke. Zapazene su razlike u stopama pobola izmedu Azije i zapadnog
svijeta gdje su stope mnogo vise. Osim te zemljopisne varijacije, primije¢ena je razliita
ucestalost raka dojke ovisno o stupnju ekonomskog razvoja. Incidencija razvijenih zemalja
krece se od 60 do 100/100 000 zZena, a kod slabije razvijenih zemalja od 20 do 60/100 000
zena.

Glavni ¢imbenik rizika je duljina izloZenosti estrogenu. 1z toga proizlazi da dob nastupa
menarhe i menopauze, dob kod prve trudno¢e te broj trudnoéa su izravno povezani s
vjerojatnos$éu nastanka raka (10). Ostali ¢cimbenici rizika za nastanak raka dojke su: pozitivna
obiteljska anamneza, indeks tjelesne mase (ITM), uzimanje oralnih kontraceptiva ili
hormonske nadomjesne terapije te zracenje (11).

Rak dojke je veliki javnozdravstveni problem sa milijun i 400 tisu¢a novih slu¢ajeva diljem
svijeta 1 gotovo 460 tisuca smrtnih slucajeva. Epidemioloske studije naglaSavaju vaZnost
omogucavanja Zenama diljem svijeta mogucnost pristupa zdravstvenoj zastiti od probira do

lijecenja (12).

1.2.2 PATOHISTOLOGIJA

Rak dojke heterogena je bolest te svaku podvrstu karakteriziraju specifi¢ne histoloske
1 bioloske znacajke, klinicka prezentacija te reakcija na terapiju (13). Histogenetski, tumori
dojke nastaju iz strome ili epitela (14). Rak dojke najcesce je podrijetlom epitelnih stanica
izvodnih kanali¢a (duktalni rak), iz Zzljezdanih lobula (lobularni rak) ili iz Zljezdanog
parenhima dojke, a rjede su to tumori neepitelnog podrijetla potporne strome (10, 13). S
obzirom na invazivnost, dijele se na neinvazivne karcinome dojke koji se jo§ nazivaju i
karcinomima in situ (ne probijaju bazalnu membranu) te na invazivne karcinome koji
probijaju bazalnu membranu (10, 14). Invazivni duktalni karcinom javlja se u 70 - 80%

sluajeva, a invazivni lobularni u 10 - 15% slucajeva dok su specificni podtipovi raka



zastupljeni u manjem postotku (10). Danas se na osnovu imunohistokemijskih i genetskih
obiljezja rak dojke dijeli na luminalne tumore tipa A, luminalne tumore tipa B, HER2
pozitivne i trostruko negativne. Tumor tip A karakterizira visoka razina progesteronskih i
estrogenskih receptora, postotak Ki-67 manji od 20% i HER2 biljeg negativan. Tumor tip B
ima nisku razinu progesteronskih receptora ili Ki-67 visi od 20% ili HER2 biljeg pozitivan
(10). Najlosiju prognozu imaju trostruko negativni tumori (bez estrogenske, progesteronske i

HER?2 aktivnosti), a najbolju luminalni tumori tip A (10,14).

1.2.3 KLINICKA SLIKA I DIJAGNOSTIKA

Tri su glavne skupine simptoma raka dojke: bezbolna kvrzica na dojci, simptomi dojke
izuzev kvrzice 1 op¢i simptomi raka dojke. Kvrzica na dojci najces¢i je simptom kod Zena s
rakom dojke te ima visoku prediktivnu vrijednost za malignost (15). Pod drugu skupinu
simptoma dojke spadaju bol u dojci, krvavo-smedi iscjedak iz dojke, promjene oblika i
uvlacenje bradavice, abnormalnosti koze dojke 1 upala u podrucju raka (10, 15). Treca
skupina obuhvaca ostale opc¢e simptome kao §to su gubitak tjelesne tezine, umor, slabost,
miSi¢no-koStana bol, edem ruke i oteenost regionalnih limfnih ¢vorova (15) (Slika 2.).
Inflamacijski (upalni) rak dojke karakterizira posebna klinicka slika koja obuhvaca otecenost,

crveno obojenje koze, osjecaj topline u dojci, edem te koza poput kore narance (16).

Both lump and non-lump
symptoms 6% -
Nipple abnormalities
Retraction
— Change in appearance

\ Discharge
Other changes
_| Breastpain

Breast lump 76%

Non-lump breast] Other breast abnormalities
symptoms 11% | skin abnormalities
Contour abnormalities

/ Ulceration
yd Infection or inflammation

A [ Sweling
¥ Rash

Signs of regionall distant disease
Axillary lump
Axillary pain
Oedema of upper limb
Neck lump or other lymph node involvement

General non-specific symptoms
Musculoskeletal pain
Fatigue or weakness
Weight loss

Slika 2. Tri skupine simptoma raka dojke
Preuzeto sa: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/28549339/
Datum pristupa: 13.9.2021.



U danasnje vrijeme koriste¢i suvremenu dijagnosticku tehnologiju (ultrazvuk, mamografiju 1
MR pregled dojki), redovnu samokontrolu dojki i palpitacijski pregled lije¢nika moguce je
otkriti rak dojke u pretklinickom stadiju.

Mamografija je radioloSka pretraga u kojoj se koriste x-zrake niske energije (10). Smatra se
zlatnim standardnom ranog dijagnosticiranja raka dojke (15). Smanjuje smrtnost za 30% (10).
Nedostatak mamografije je taj Sto je 80% Zena smatra nelagodnom $to utjece na suradljivost.
Nadalje, 1% mamografija daje lazno pozitivan rezultat $to rezultira nepotrebnim strahom kod
zena. Takoder je problem moguénost razvoja tumora u razdobljima izmedu dviju
mamografija (17).

Najcesce primjenjivana pretraga za otkrivanje raka dojke je ultrazvucni pregled. No mana mu
je manja specificnost i osjetljivost od mamografije u postavljanju rane dijagnoze posebno kod
postmenopauzalnih zena (10).

Novije metode pregleda dojke kao Sto su spektralna mamografija s pojacanim kontrastom,

MRI i MR spektroskopije s difuzijom dodatno su poboljsale dijagnostiku raka dojke (15).

1.2.4 LDECENJE

Cilj lijecenja kod lokalnog raka dojke je sprjeCavanje recidiva, dok je produljenje
zivota 1 ublazavanje simptoma cilj kod metastatskog raka dojke (10).
Operacija raka dojke u kombinaciji s naknadnim zracenjem, terapija je izbora kod vecine
pacijentica. Ovisno o podvrsti raka, anamnezi pacijentice (dob, komorbiditeti) moguce je
primijeniti kemoterapiju ili hormonsko lijecenje (18).
Primarno lijeCenje upalnog i uznapredovanog raka je uvijek sistemsko nakon cega kod
upalnog raka slijedi operacija i radioterapija (18).
Pacijentice s duktalnim karcinomom in situ (DCIS) veéinom se izlijece jednostavnom
mastektomijom. Kod pacijentica s invazivnim DCIS pristup lijeCenja moze varirati (18).
Buduc¢i da se stope prezivljenja ne razlikuju znakovito, moze se raditi posStedni zahvat na
dojci (odstranjivanje kvrZice bez uklanjanja bradavice) uz naknadnu radioterapiju umjesto
modificirane radikalne mastektomije (mastektomija uz odstranjenje limfnih ¢vorova) (10).
Pacijentice s lobularnim karcinomom in situ (LCIS) lijece se svakodnevnim uzimanjem
tamoksifena oralno. Ako iz nekog razloga pacijentica odbija uzimati lijek, u obzir moZze do¢i
obostrana mastektomija (18).
U pacijentica s invazivnim LCIS ubrzo se nakon operacije zapocinje s kemoterapijom ili

hormonskim lije¢enjem koje se nastavlja mjesecima ili godinama. Cilj ovakvog lijecenja je
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odgoditi ili sprijeciti recidiv kod gotovo svih pacijentica, a kod nekih je moguce 1 produljenje
prezivljenja (18).

Kombinacijske kemoterapije kao Sto su ciklofosfamid, metotreksat s S—fluorouracilom ili
doksorubicin plus ciklofosfamid ucinkovitije su od pojedina¢nog lijeka. Prednost imaju
rezimi koji traju Cetiri do Sest mjeseci jer su jednako ucinkoviti kao i rezimi koji traju pola
godine do dvije godine. Nuspojave koje se javljaju akutno najc¢esée obuhvacaju mucninu,
povracanje, zamor, upalu sluznice, alopeciju, mijelosupresiju i trombocitopeniju (18).
Hormonska terapija obuhvaca tamoksifen i inhibitore aromataze (anastrozol, letrozol,
eksemestan) (18). Mehanizam djelovanja tamoksifena je selektivno kompetitivno vezanje za
estrogenske receptore (on je tzv. SERM), dok inhibitori aromataze blokiraju periferno
nastajanje estrogena u postmenopauzalnih zena (10, 18). Hormonsko lijeCenje ostvaruje
u¢inak samo kod tumora s estrogenskim i progesteronskim receptorima. Cak kod pacijentica
s ER+ tumorima niskog rizika hormonsko lije¢enje mozZe zamijeniti kemoterapiju (18).
Dokazana je veca u€inkovitost inhibitora aromataze u odnosu na tamoksifen, stoga im se daje
prednost kod receptor pozitivnih tumora dojki postmenopauzalnih zena (10). Adjuvantna
terapija tamoksifenom tijekom pet godina smanjuje smrtnost za oko 25% u
premenopauzalnih i1 postmenopauzalnih pacijentica bez obzira na zahvacéenost aksilarnih
limfnih ¢vorova. Letrozol se koristi u postmenopauzalnih Zena koje su pet godina
svakodnevno uzimale tamoksifen.

Nedostatak tamoksifena je ¢injenica da izaziva ili pogorSava postmenopauzalne simptome te
povecava rizik od razvoja raka endometrija. S druge strane on pozitivno utje¢e na serumske
razine kolesterola smanjuju¢i tako fatalnu kardiovaskularnu incidenciju te poboljSava gustocu
kosti u postmenopauzalnih Zena. No korist tamoksifena u prezivljavanju Zena s rakom dojke
ipak nadilazi navedeni rizik za razvoj raka endometrija.

Inhibitori aromataza nemaju menopauzalne nuspojave, ali povecaju incidenciju osteoporoze
(18).

Kemoterapija kod pacijentica s metastazama sluzi za produljenje prezivljavanja 1 poboljSanje
kvalitete zivota (18). Prosjecno prezivljavanje pacijentice s metastatskim rakom nesto je duze
kod HER2 pozitivnih tumora (pet godina), srednje za luminalni tip tumora (tri godine), a
najkrace je za trostruko negativne tumore (godina dana) (10). Najdjelotvorniji citotoksi¢ni
lijekovi za metastatski rak su doksorubicin (i njegov liposomski pripravak), gemcitabin,
kapecitabin, taksani paklitaksel i dodetaksel te vinorelbin. Kombinacija lijekova pokazuje

vecu ulinkovitost od pojedinacnih lijekova, no njome se prezivljenje ne produljava, a



toksi¢nost se povecava. Stoga, neki onkolozi predlazu upotrebu pojedinacnih lijekova jedan
za drugim.

Izbor lijecenja pacijentica s metastazama ovisi o ostalim anamnestickim podatcima kao $to su
status hormonskih receptora, trajanje bolesti, menopauzalni status te organski sustavi
zahvacenim metastazama.

Najcesce se simptomatske metastaze lijeCe kemoterapijom ili hormonskom terapijom.
Zraenje je najucinkovitije za lijeCenje mozdanih metastaza, ¢ime se ponekad postize
dugotrajna remisija. Sistemska terapija indicirana je kod pacijentica s viSestrukim
metastazama izvan CNS—a. Nije dokazano da lije¢enje asimptomatskih metastaza znacajno
produljuje prezivljenje, a pogorsava kvalitetu Zivota.

U pacijentica s ER+ rakom, prednost se daje hormonskom lije¢enju. U menopauzalnih zena
lijek prvog izbora je tamoksifen. Dok se inhibitori aromataze ceS¢e rabe kao hormonska
terapija izbora u postmenopauzalnih zena (18).

Kod tumora dojke s amplifikacijom HER2/neu, trastuzumab, humanizirano monoklonsko
protutijelo, ucinkovito je u lije¢enju i nadziranju visceralnih metastaza. Rabi se samostalno ili

u kombinaciji s hormonskom terapijom ili kemoterapijom (18).
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1.3 RAK MOKRACNOG MJEHURA

1.3.1 EPIDEMIOLOGIJA I ETIOLOGIJA

Rak mokra¢nog mjehura jedan je od najces¢ih neoplazmi mokra¢nog sustava (19). U
Hrvatskoj se rak mokra¢nog mjehura po incidenciji kod muskaraca nalazi na petom mjestu, a
kod Zena na devetom (20). Moze se reci kako je rak mokra¢nog mjehura bolest starenja jer se
njegova prevalencija povecava u Sestom desetlje¢u, a vrhunac doseze u sedmom i osmom
desetlje¢u zivota (21). Prosjecna dob pacijenata s rakom mokra¢nog mjehura u svijetu je 73
godine (19). U prosjeku je 3,5 puta ¢es¢i u muskaraca nego u zena S§to je djelomicno
povezano s ucestalijim puSenjem kod muskaraca. Rak mokraénog mjehura ima visoku
prevalenciju i nizak mortalitet te je uglavnom bolest kroni¢nog tijeka (21). Cimbenici rizika
koji dokazano uzrokuju rak mokraénog mjehura su izlaganje aromatskim aminima, azo-
bojama, pusSenje, koriStenje odredenih lijekova (ciklofosfamid, fenacetin), kroni¢na upala,

postojanje kamenaca te shistosomijaza (19).

1.3.2 PATOHISTOLOGIJA

Tocno patohistoloSko stupnjevanje tumora temelj je kvalitetnog odabira kemoterapije
za pacijente s rakom mokraénog mjehura. Sve je sloZeniji zadatak procjena raka mokraénog
mjehura zbog vece dostupnosti molekularnih podataka za njegove histoloske podtipove (22).
Patohistoloski, rak mokra¢nog mjehura se dijeli na rak prijelaznog (urotelnog) epitela (90%),
rak plocastih stanica (3%), adenokarcinom (2%) 1 rak malih stanica (1%).

Oko 70% tumora mokra¢nog mjehura ne prodiru u misiéni sloj nego zahvacaju povrsinu
unutarnje stjenke mokraénog mjehura. Karcinomi prijelaznog epitela skloni su recidiviranju
pa ¢e oko 50% pacijenata dozivjeti povrat raka u mjehuru unutar pet godina (19). S druge
strane, 20% tumora mokra¢nog mjehura prodiru u miSiéni sloj. Metastatski karcinom
mokraénog mjehura javlja se u 5% slucajeva.

Cak 90% tumora mokraénog mjehura otpada na rak prijelaznog epitela. Drugi po ucestalosti
je planocelularni karcinom urotrakta. Moze biti udruZen sa shistosomijazom ili bez nje.
Adenokarcinom je tre¢i po ucestalosti maligni tumor mokraé¢nog sustava. Rak malih stanica

najrjedi je tip te je izgledom sli¢an raku malih stanica pluca (23).
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1.3.3 KLINICKA SLIKA I DIJAGNOSTIKA

Glavni simptom raka mokra¢nog mjehura, koji se javlja u 90% bolesnika, je bezbolna
hematurija. Moze biti mikroskopska (krv vidljiva samo pod mikroskopom) ili makroskopska
(krv vidljiva u mokraci). Stupanj hematurije nema korelaciju s ozbiljnoS¢u bolesti.
Hematurija nije nuzno uzrokovana rakom mokra¢nog mjehura, moze nastati i zbog bubreznih
kamenaca, BHP, intersticijskog cistitisa, raka prostate ili bubrega. Svaki pacijent koji ima
hematuriju mora se obratiti urologu da bi se isklju¢io rak mokra¢nog mjehura.

Mogu se joS pojaviti 1 ucestalo mokrenje (zbog smanjenog kapaciteta mjehura) i simptomi
urinarne infekcije (hitnost, pe€enje). Hidronefroza, zadrZzavanje mokrace, opstipacija,
limfedem te opipljiva masa u zdjelici javljaju se u fazi lokalnog Sirenja karcinoma. Kod
metastatskog karcinoma simptomi se pojavljuju vezano uz sijela presadnica. Najcesce su to
metastaze u trbuSnim limfnim ¢vorovima, nadbubreznoj zlijezdi, crijevima, plu¢ima, jetri i
kostima (19).

Klini¢ka slika pacijenta pobuduje sumnju na rak mokra¢nog mjehura. Uzimanjem anamneze,
fizikalnim pregledom i citologijom urina dobivaju se prvi dijagnosticki podaci. Citologija
urina, koja moze otkriti maligne stanice, ¢esto bude negativna pa viSe sluzi kao pomo¢na
metoda. Stoga je zlatni standard u dijagnostici karcinoma mokra¢nog mjehura intravenska
urografija (IVU) 1 cistoskopija s biopsijom zapaZenih promjena (19, 24). Cistoskopija se
provodi kod svih pacijenata s makroskopskom hematurijom, kod starijih od 35 godina s
mikroskopskom hematurijom te se mozZe razmotriti kod mladih bolesnika s mikroskopskom
hematurijom. Pacijenti s hematurijom i rizicnim ¢imbenicima za rak mokra¢nog mjehura
(uporaba duhana, izlaganje kemikalijama) trebaju napraviti cistoskopiju bez obzira na dob
(25). Ukoliko cistoskopija pokaZe tumor dalje se radi transuretralna resekcija tumora u
mjehuru (TURBT) (19).

Za stupnjevanje povrSinskih tumora dovoljna je cistoskopija s biopsijom. Za ostale tumore
treba snimiti abdominopelvi¢ni CT i radiogram plu¢a da bi se utvrdila proSirenost raka i
eventualne metastaze (24). Ukoliko su povisene vrijednosti alkalne fosfataze ili su prisutni

simptomi vezani za koStani sustav, predlaze se napraviti i scintigrafiju kostiju (19).
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1.3.4 LDECENJE

Lijecenju raka mokraénog mjehura pristupa se razli¢ito ovisno o tome radi li se o
neinvazivnom (povrSinskom), miSi¢no-invazivnom karcinomu ili metastatskoj bolesti (19).
Stopa smrtnosti kod povrSinskog karcinoma mjehura iznimno je niska. Pacijenti s miSi¢no-
invazivnim rakom imaju 5-godiSnje prezivljenje 50%. NaZzalost, loSija je prognoza za
progresivni i rekurentni invazivni rak (24).

PovrSinski rak mokra¢nog mjehura primarno se lije¢i transuretralnom endoskopskom
resekcijom (TUR). Nakon resekcije, potrebno je svaka tri mjeseca ponavljati cistoskopiju
kako bi se na vrijeme otkrio povrat raka. Cesto se adjuvantno daje i imunoterapija ili
kemoterapija. Kao imunoterapija za povrsinski karcinom mokra¢nog mjehura primjenjuje se
BCG (Bacillus Calmette-Guérin), a od citostatika se naj¢esée primjenjuje mitomicin C koji se
aplicira unutar 24 h nakon resekcije te po potrebi ponovi aplikacija. Nakon primjene
citostatika ne smije se mokriti barem jedan sat te se mora hodati da se §to bolje zadrzi kontakt
lijeka s endotelom. Imunoterapija i kemoterapija dokazano produljuju prezivljenje bez
simptoma bolesti te znacajno smanjuju broj recidiva (19).

Misiéno-invazivni karcinom mokra¢nog mjehura (MIBC) visokog je stupnja zlocudnosti.
Najces¢i nacin lijeenja invazivnog karcinoma mokra¢nog mjehura je radikalna cistektomija
s neoadjuvantnom kemoterapijom cisplatinom. Rjede koriStena trimodalna terapija (TMT)
ima usporediv ishod uz ocuvanje mokra¢nog mjehura u viSe od 70% bolesnika. Kod
trimodalne terapije radi se o maksimalnoj transuretralnoj resekciji tumora mokra¢nog
mjehura pra¢enom radioterapijom s istodobnom kemoterapijom. Kod 70-80% pacijenata
postize se potpuni odgovor s TMT-om izbjegavajuéi radikalnu cistektomiju. Obe metode
nude dugoro¢nu stopu prezivljavanja. Idealni kandidati za TMT su pacijenti s malim
tumorima jer im se tom metodom ocuva mokra¢ni mjehur (26).

Metastatski rak moze se lijeciti kemoterapijom i imunoterapijom. Citostatici koji se rabe su:
cisplatin, metotreksat, vinblastin, gemcitabin doksorubicin 1 paklitaksel. Prvu liniju lijecenja

¢ini kombinacija cisplatine 1 gemcitabina (tzv. CG protokol) (19).
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1.4 PORODICA BRASSICACEAE

Brassicaceae, odnosno kupusnjace, porodica su cvjetnica kojima pripada 338 rodova i
3.700 vrsta. Neformalno su poznate i pod nazivom krstasice kojeg su dobile zbog krstastog
rasporeda latica u cvjetovima. Porodica obuhva¢a mnoge biljke od ekonomskog znacaja
osobito one iz roda Brassica 1 Raphanus koji ukljucuju rotkvicu, kupus, brokulu, prokulicu,
hren, kelj, korabu, kinesko zelje, bijeli senf, repu i hibridnu repu.
Biljke ove porodice su zeljaste te mogu biti jednogodisnje, dvogodisnje ili trajnice. Listovi su
im ve¢inom jednostavni 1 naizmjeni¢no rasporedeni. Cvjetovi su im krizasti s Cetiri latice 1
casice. Cvjetovi su najéesée zute, bijele ili boje lavande 1 karakteristi¢no ih odlikuju Cetiri
duga i dva kratka prasnika te dvokomorni jajnik koji je smjeSten iznad drugih dijelova

cvijeta. Sjemenke nastaju u suhim plodovima koji ¢esto imaju pregrade izmedu polovica (27).

1.4.1 RAPHANUS SATIVUS (L.)

Rotkvica (Raphanus sativus) jednogodi$nja ili dvogodisnja je biljka iz porodice
Brassicaceae koja se uzgaja zbog velikog socnog korijena. Obic¢na rotkvica podrijetlom je iz
Azije ili Mediterana no uzgaja se u cijelom svijetu (28). Sastoji se od zadebljanog, so¢nog
hipokotila koji na dnu sadrzi pravi korijen te kratke stabljike s liS¢em u obliku rozete (Slika
3) (29). Korijen rotkvice je niskokalori¢an i jede se sirov dok se mlado lis¢e moze skuhati.
Mogu se jesti 1 mladi plodovi naj¢esc¢e sirovi ili pirjani. Obicno se uzgajaju kao jednogodisnje
biljke i vade prije cvatnje. Bijeli ili lila Zilasti cvjetovi s Cetiri latice pojavljuju se u prvoj
sezoni. Razlikuju se po veli¢ini od nekoliko grama kod najpopularnijih ameri¢kih i1 europskih
sorti do jednog kilograma kod japanske rotkve daikon. Jestivom korijenu, ovisno o sorti,
oblik varira od sferi¢nog do dugog i cilindri¢nog ili suZenog, a vanjski dio moze biti bijele,

zute, ruzicaste, crvene, ljubicaste ili crne boje (28).
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Slika 3. Raphanus sativus (L.)

Preuzeto sa: https://www.naturepl.com/stock-photo-illustration-of-radish-raphanus-sativus--
pencil-and-watercolor-image01417403.html
Datum pristupa: 17.9.2021.

Rotkvica je svjetski vazno povrée s velikim brojem boja koje utjeu na nutritivnu kvalitetu.
Ukupno je detektirano 133 flavonoida, ukljuc¢ujué¢i 44 flavona, 16 dihidroflavona, 14
flavonoida, 28 flavonola 1 9 antocijana. Metabolicki profili flavonoida razlikuju se izmedu
rotkvica razli€ite boje. Crvene 1 ljubiCaste rotkvice sadrze slicne antocijaninske spojeve
zasluzne za pigmentaciju, ukljucujuéi crveni cijanidin, pelargonin i callistefin. Ljubicasta
rotkva najviSe je obogacena cijanidin-o-siringinskom kiselinom 1 cijaninom, dok su najvise
zastupljeni spojevi u tamnocrvenoj bili callistefin 1 pelargonin. Crne 1 bijele rotkvice imaju
slicne antocijaninske i1 flavonoidne profile. 1z toga zaklju¢ujemo da na boju crnih rotkvica
nije utjecao antocijanin, ve¢ neki drugi metaboliti (30).

Postoje brojne zdravstvene prednosti konzumacije vrsta Raphanus. Smanjuju rizik pojave
raka, kardiovaskularnih 1 neurodegenerativnih poremecaja. Biljne namirnice sadrze mnogo
antioksidansa koji se suprostavljaju Stetnim ucincima slobodnih radikala koji nastaju kao

nusprodukti vitalnog metabolizma.
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Ekstrakti pripravljeni od dijelova rotkvice davno su pronaSli svoje mjesto u narodnoj
medicini za lijeenje zelucanih tegoba, upale jetre, urinarnih infekcija, konstipacije, sr¢anih
poremecaja 1 Cireva. Farmaceutski potencijal rotkvice pripisuje se njenim sekundarnim
metabolitima: glukozinolatima, polifenolima 1 izotiocijanatima. Najvaznije patoloske
komplikacije kod kojih se primjenjuju ekstrakti rotkvice su rak, dijabetes, upala jetre 1
oksidativni stres.

Sekundarni metaboliti se za razliku od primarnih javljaju u manjoj koli€ini 1 distribuciji te se
nakupljaju u specijaliziranim stanicama i organelima. Oni u vecini slucajeva djeluju kao
antimikrobni agensi 1 antioksidansi, a sudjeluju i u obrani biljaka. Hepatoprotektivni ucinci
ekstrakta rotkvice opazeni su kod bioaktivnog spojeva indol-3-karbinol, 3- [etoksi-(metiltio)
metil] -2-pirolidinetion i 3- (E)-(metiltio) -metilen-2-pirolidinetion, prisutnog u korijenu i
klicama rotkvice.

Ekstrakt crne rotkvice ublaZzava ozljede izazvane ugljikovim tetrakloridom (CCls) te
sprjeCava nakupljanje lipida uzrokovano oksidativnim stresom. Dokazano je 1 da ekstrakt
rotkvice pojacano regulira ekspresiju citokroma P450 (to¢nije CYP2E1) (31).

Dokazano je i da fitokemikalije crne rotkvice preveniraju nakupljanje kolesterola u Zu¢nim
kamencima (32).

Unos krstaSica ima znacajne prednosti u kemoprevenciji zbog prisutnosti glukozinolata, koji
su poznati po svojim antikancerogenim svojstvima. Nekoliko je studija dokazalo
antiproliferativne ucinke izotiocijanata, hidroliziranih oblika glukozinolata, u razliitim
vrstama raka. Izotiocijanati pokazuju viSestruke mehanizme djelovanja protiv raka poput
regulacije enzima za detoksikaciju, aktivacije apoptoze i sprjeCavanja progresije stani¢nog
ciklusa.

Ekstrakt crne rotkve znaCajno inhibira proliferaciju stanica HepG2 kod karcinoma jetre
regulacijom sustava detoksikacije faze I i faze II citokroma P450. Antikancerogeno svojstvo
ekstrakta se pripisuje glukozinolatima glukorafasatinu i 4-metiltio-3-butenil izotiocijanatu.
Nadalje, ekstrakti rotkvice pokazali su ucinkovitu citotoksi¢nost protiv raka debelog crijeva
stanicnih linija HCT116. Smatra se da bioaktivne fitokemikalije sulforafan i sulforafen
izazivaju apoptozu stanica raka debelog crijeva te sudjeluju u prekidu polimerizacije
mikrotubula. Njihova primjena rezultirala je smréu stanica raka dok normalne stanice nisu
bile zahvacene.

Ekstrakt rotkvice aktivno inducira citotoksicnost u MDA-MB-231 stani¢noj liniji raka dojke
putem puta ErbB-Akt. Taj put je povezan s receptorom epidermalnog faktora rasta (EGFR)

koji je potencijalni onkogen u karcinomu dojke.
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Upotreba ekstrakta rotkvice u lijeCenju probavnih ili Zelucanih tegoba od davnina je dala trag
da rotkvica sadrzi fitokemikalije s antidijabetickim svojstvima. Ekstrakt topljiv u vodi
pokazao je hipoglikemijska svojstva u prisutnosti inzulinu sli¢nih polifenola ili spojeva koji
inhibiraju glukozu. Antidijabeticka priroda ekstrakta rotkvice moze biti posljedica
mehanizama: regulacije glukoze vezane uz hormone, sprjecavanje oksidativnog stresa
izazvanog dijabetesom te uravnotezenje unosa i apsorpcije glukoze (31).

Tradicionalno se Raphanus sativus koristi jo§ i kao protuupalno sredstvo. Tocnije ulje
sjemenki rotkvice ima protuupalna i antiangiogena svojstva. Stoga se moze koristiti kao
dodatak terapiji nesteroidnim protuupalnim lijekovima kako bi se smanjile njihove doze, a

time 1 nuspojave (33).

1.4.2 BRASSICA RAPA (L.)

Repa, (Brassica rapa), poznata jos i kao bijela repa, dvogodisnja je biljka iz porodice
krstasSica (Brassicaceae) (Slika 4). Podrijetlom je iz srednje i istocne Azije, a danas se uzgaja
u umjerenom pojasu. Ljudi je konzumiraju zbog mesnatog korijena i njeznih vrhova. Mlado
korijenje repe moze se jesti sirovo u salatama ili ukiseljeno, dok se mlado liS¢e kuha.
Korijenje se takoder kuha no posluzuje se ili cijelo ili kao pire, a koristi se 1 u varivima.
Korijen repe nastao je zadebljanjem primarnog korijena zajedno s bazom mlade stabljike.
Tijekom prve godine stabljika ostaje kratka i nosi liS¢e koje na vrhu korijena ¢ini gomilu
sli¢nu rozeti. Listovi su travnatozeleni s grubim dlakama. U drugoj sezoni, pupoljak u
srediStu rozete formira uspravnu, snaznu, razgranatu stabljiku s glatkim liS¢éem koje ima
voStanu prevlaku. Stabljika 1 grane na svojim zavrSetcima imaju grozdove malih krizastih
svijetlozutih cvjetova. Sjemenke repe su glatke 1 izduzene te kratkih kljunova.

Repa spada u usjeve hladne sezone, ali ne trazi dugu vegetacijsku sezonu. U prostorima s
blagom klimom, repa se sije u rano proljece ili kasno ljeto 1 izraste dovoljan usjev prije nego

Sto nastupe ekstremi ljetnog vremena (34).
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Slika 4. Brassica rapa (L.)

Preuzeto sa: https://www.britannica.com/plant/turnip

Datum pristupa: 17.9.2021.

U rodu Brassica identificirano je oko 200 glukozinolata. Mirozinaza je endogeni enzim koji
hidrolizira glukozinolate u razli¢ite bioaktivne tvari. Rezultiraju¢i produkti, epitionitrili,
nitrili, supstituirani izotiocijanati, tiocijanati i oksazolidinetioni imaju klju¢nu ulogu u obrani
biljaka i posjeduju Sirok raspon bioloski aktivnih ucinaka koji se povezuju s ljudskim
zdravljem, poput zaStitnih ucinaka protiv raka dojke, debelog crijeva, rektuma, pluca,
Zeludca, prostate 1 guSterace.

Studije su pokazale da fenoli biljaka u ljudskoj prehrani imaju preventivnu ulogu u nastajanju
raka, kardiovaskularnih bolesti, a isto tako imaju i antiestrogensko, antioksidativno 1
antimikrobno djelovanje. Odredeni karotenoidi, skupina sekundarnih metabolita, koji su
prirodno prisutni Zuti, narancasti i crvenih pigmenti nakupljeni u biljnim plastidima kod ljudi
su esencijalni budu¢i da ih organizam ne moze sintetizirati iz endogenih prekursora. Oni
doprinose prevenciji raka, imunoloskih poremecaja, degenerativnih bolesti i1 bolesti

povezanih s dobi (35).
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1.5 SEKUNDARNI METABOLITI PORODICE BRASSICACEAE

1.5.1 GLUKOZINOLATI

Glukozinolati (GLS) su glavna skupina biljnih metabolita koji se isklju¢ivo mogu naci
u porodici krstasica (36). Kemijska konformacija GSL sadrzi ostatak B-D-tioglukozida vezan
na (Z) -N-hidroksiminosulfatni ester. Oni se mogu podijeliti u tri klase: alifatski, aromatski i
indoli¢ni glukozinolati izvedeni iz aminokiselina metionina, fenilalanina i triptofana (37).
Kada dode do stanicnog oSteCenja, glukozinolati se hidroliziraju djelovanjem enzima
mirozinaze na bioaktivne produkte: izotiocijanate, nitrile, epitionitrile, oksazolidine i
tiocijanate. Ta indukcija traje neko vrijeme, pa za razliku od antioksidansa koji imaju kratko
djelovanje, zastitni ucinak izotiocijanata znatno je duzi (36). Nedavno su GLS-ovi stekli
ogroman interes u farmaceutskoj industriji, posebno u podrucju razvoja antikancerogenih i

protuupalnih lijekova (37).

1.5.2 IZOTIOCIJANATI

Izotiocijanati (ITC) su bioaktivni produkti nastali enzimatskom hidrolizom
glukozinolata (GLS) enzimom mirozinaza. Najzastupljeniji su sekundarni metaboliti u
botani¢kom redu krstasica. U zdravoj biljci mirozinaza stoji odvojena od GLS-a. Ukoliko
dode do ostecenja biljnog tkiva mirozinaza dolazi u kontakt s glukozinolatima, hidrolizira ih
Sto rezultira nastajanjem ITC-a. Opca kemijska formula ITC-a je R-N=C=S. Oni su spojevi
jakog okusa i arome, hlapljivi su i nastaju pri neutralnom pH (38).

Pokazali su prevencijsku aktivnost protiv brojnih kroni¢nih bolesti, kao Sto su rak,
kardiovaskularne bolesti, dijabetes 1 neurodegenerativne bolesti. Kroni¢na upala igra klju¢nu
ulogu u mnogim bolestima, a ITC usporavaju aktivnost nekih upalnih mehanizama,
ogranicavajuci ciklooksigenazu 2 (COX2) i trajno deaktiviraju¢i makrofag-inhibicijski faktor

migracije (37).
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1.5.3 SULFORAFAN

SFN (Slika 5) je vazan i dobro proucen ITC nastao iz porodice biljka krstasica. SFN
ima antioksidativna, antiproliferativna i antikancerogena svojstva. Epidemioloska istrazivanja
u Europi, SAD-u, Kini i Singapuru ukazuju na povezanost izmedu konzumacije krstasica 1
opadajuc¢eg rizika za nastanak raka. Brojne eksperimentalne studije takoder potvrduju
preventivni u¢inak SFN u kemijski induciranom raku plu¢ima, dojke, bubrega, prostate i
karcinomu debelog crijeva.

SFN je siguran i netoksican spoj koji ispoljava aktivnost protiv raka kroz viSestruke
mehanizme kao Sto su regulacija faze I faze II citokroma P450, protuupalno djelovanje,
zaustavljanje stani¢nog ciklusa i indukcija apoptoze, posebno putem regulacije signalnih
puteva Nrf2-Keap1 i NF-kB.

Pronadeni su dokazi koji mogu posluziti kao osnova za klinicku uporabu SFN-a u
kemoprevenciji raka. Na temelju spoznaja o SFN moguce je u buducénosti razviti preventivne
strategije za lijeCenje raka, smanjiti razvoj i ponavljanje raka te u konacnici poboljsati

prezivljavanje pacijenata (39).

O
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Slika 5. Sulforafan
Preuzeto sa: https://www.worldofmolecules.com/anti-aging-and-senolytics/sulforaphane-
molecule.html

Datum pristupa: 18.9.2021.
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2. CILJ ISTRAZIVANJA



Cilj ovog istrazivanja je utvrditi potencijalno citotoksi¢no djelovanje uzoraka iz vrsta
Raphanus sativus (L.) 1 Brassica rapa (L.) dobivenih mikrovalnom ekstrakcijom na linije

humanog karcinoma dojke MDA-MB-231 i humanog karcinoma mokra¢nog mjehura T24.
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2.1 HIPOTEZA

Spojevi izolirani mikrovalnom ekstrakcijom iz biljki Raphanus sativus (L.) 1 Brassica
rapa (L.) imaju citotoksi¢no djelovanje na ispitivane stani¢ne linije humanih karcinoma

MDA-MB-231 1 T24.

23



3. MATERIJALI I METODE



3.1 METODA 1ZOLACIJE

Aparatura za mikrovalnu ekstrakciju (Slika 6.) saCinjena je od dva dijela Sto
omogucuje dvije vrste izolacije biljnog sadrzaja. Pomoc¢u gornjeg dijela aparature izoliraju se
hlapljivi spojevi (engl. fragrance). Rije¢ je o procesu mikrovalne destilacije €iji je produkt
etericno ulje. Mikrovalna destilacija ima znatno krace vrijeme destilacije i nema upotrebe

organskog otapala za razliku od hidrodestilacije.

~ Condenser

5 J ,
| —Fcsential oil
1— Agueous phase
£

s
L

T Waste-water

Microwave oven

Sample flask

Sandalwood and
water

Slika 6. Uredaj za mikrovalnu ekstrakciju
Preuzeto sa: https://www.researchgate.net/figure/Schematic-representation-of-the-
microwave-assisted-extraction-apparatus-used-in-this_figl 303503961

Datum pristupa: 18.9.2021.

Usitnjeni biljni materijal stavi se u staklenu posudu. Zatim se poveZe sustav za refluks 1
hladilo na posudu. Vodu napunimo u desnu vertikalnu cijev. Ona sluzi kao medij u kojem ¢e
se prikupiti hlapljivi spojevi koji se po zavrSetku destilacije odvoje pomocu male koli¢ine
pentana. Uvjeti destilacije su: snaga od 5S00W 1 temperatura 98 °C u vremenu od 35 minuta.
Sloj pentana 1 hlapljivih spojeva se odvoji propipetom 1 prebaci u Cistu ¢asu nakon zavrSetka
destilacije. Ostatak vode ispusti se preko pipca. Bezvodnim natrijevim sulfatom posuSimo

sadrzaj ¢aSe u slucaju da ima zaostale vode. Zatim se u izvaganu bocicu prebaci eteri¢no ulje.
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Dio organskog otapala, zaostalog u uzorku, uklanja se uparivatem u struji duSika. Potom
uzorak ide na GC-MS analizu. Cuva se u zamrziva¢u do analize.

Donji dio aparature sluzi za izolaciju aroma (engl. flavour). U ¢asi postavljenoj na dnu
aparature se uz pomo¢ mikrovalova i djelovanjem gravitacijske sile sakuplja ekstrakt. Uvjeti
za mikrovalnu ekstrakciju su isti kao i za mikrovalnu destilaciju (500 W, 35 minuta).

Po zavrSetku ekstrakcije dobiva se oko 250 mL ekstrakta koji se zatim prelije u lijevak za
odijeljivanje te se ekstrahira s tri puta po 10 mL diklormetana. Diklormetanski sloj se zatim
odvoji, te ispusti preko pipca. SuSenje se provodi bezvodnim natrijevim sulfatom. Dobiveni
ekstrakt prebaci se u prethodno izvaganu posudu, a viSak organskog otapala se otkloni
uparivanjem u struji dusika (kao 1 u slucaju mikrovalne destilacije). Dobiveni uzorci uvaju

se u frizideru 1 spremni su za GC-MS analizu.
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3.2 STANICNE LINLJE

In vitro ispitivanje citotoksi¢nog djelovanja uzoraka dobivenih iz Raphanus sativus

(L.) 1 Brassica rapa (L.) provodilo se na humanim karcinomskim stanicama MDA-MB-231 i

T24. Karakteristike ovih stani¢nih linija prikazane su u tablicama 1.1 2.

Tablica 1. Obiljezja MDA-MB-231 stani¢ne linije.
Preuzeto sa: https://www.lgcstandards-atcc.org/products/all/HTB-26.aspx
Datum pristupa: 18.9.2021.

Organizam Homo sapiens, ¢ovjek

Tkivo mlije¢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 stani¢na linija
prikladan je domacin za
transfekciju.

Uvjeti pohrane Parna faza tekuceg
dusika
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ATCC Number: HTB-26 ™
Designation:  MDA-MB-231

Low Density Scale Bar = 100pm High Density

Slika 7. Karcinomske stanice MDA-MB-231 stani¢ne linije
Preuzeto sa: https://www.lgcstandards-atcc.org/products/all/HTB-26.aspx
Datum pristupa: 18.9.2021.
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Tablica 2. Obiljezja T24 stanicne linije.

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

Datum pristupa: 18.9.2021.

Organizam Homo sapiens,
covjek
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 stani¢na linija

prikladan je domacin
za transfekciju.
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ATCC Number: HTB-4 ™
Designation:  T24

Density Scale Bar = 100pm 59 Density Scale Bar- 100pm

Slika 8. Karcinomske stanice T24 stanic¢ne linije
Preuzeto sa: https://www.lgcstandards-atcc.org/products/all/HTB-4.aspx
Datum pristupa: 18.9.2021.
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3.3 BILJNI MATERIJALI

3.3.1 RAPHANUS SATIVUS (L.)

Tablica 3. Taksonomija biljne vrste Raphanus sativus (L.)
Preuzeto sa:
https://hirc.botanic.hr/fcd/DetaljiFrame.aspx?Id Vrste=8427&taxon=Raphanus+sativus+L

Datum preuzimanja: 18.9.2021.

Red Brassicales

Porodica Brassicaceae (krstaSice)
Rod Raphanus

Vrsta Raphanus sativus

mjesec¢na rotkvica, rodakva, rotkva,
Uobicajeni naziv

zimska rotkva, sjetvena rotkva, rotkvica

3.3.2 BRASSICA RAPA (L.)

Tablica 4. Taksonomija biljne vrste Brassica rapa (L.)

Preuzeto sa:
https://hirc.botanic.hr/fcd/DetaljiFrame.aspx?1dVrste=1838&taxon=Brassica+rapa+L

Datum preuzimanja: 18.9.2021.

Brassicales
Red
. Brassicaceae (krstasice)
Porodica
Brassica
Rod
Brassica rapa
Vrsta
. ) vrzina, rjepa, repa repica, repa, bijela
Uobicajeni naziv repa, ripa, poljska vrzina, bijeli kupus




3.4 POSTUPAK

3.4.1 STANICNA KULTURA

Uzgoj stanica provodili smo u laboratoriju koji ima kabinete za sterilan rad uz
laminarni protok zraka kako bi se rizik kontaminacije stani¢nih kultura sveo na minimum.

Reagensi, pribor i posude koje smo koristili takoder moraju biti sterilni.

Stani¢ne linije su nakon odmrzavanja uzgojene u DMEM mediju (Dulbecco's Modified Eagle

Medium) u inkubatoru na 37 °C uz 5% CO: i visoku vlaznost zraka (Slika 9.).

Slika 9. Vlazni inkubator za uzgoj stanica
Preuzeto sa: https://nuve.com.tr/Products/Incubation/ec-160-co2

Datum preuzimanja: 19.9.2021.

Za uzgoj stani¢nih linija MDA-MB-231 1 T24 koristili smo DMEM medij uz dodatak FBS-a
(Fetal bovine serum) te penicilina/streptomicina kao antibiotika (Slika 10. 1 11.). DMEM
medij sadrzi sve potrebne nutrijente za stanice, kao Sto su ugljikohidrati, aminokiseline,
minerali i vitamini. Osim toga, u njemu se nalazi i Red fenol indikator koji promjenom boje iz
crvene u zutu ukazuje da je potrebno promijeniti medij. Ploice sa stanicama zatim su

ostavljene preko no¢i kako bi se stanice prihvatile na podlogu.
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Slika 10. DMEM medij s FBS-om Slika 11. Penicilin/Streptomicin

Adherirane stanice smo potom, nakon odsisavanja DMEM-a, isprali PBS-om (fosfatni pufer)
kako bi uklonili zaostali DMEM. Zatim se stanice tretiraju tripsinom (Slika 12.), enzimom
koji cijepa peptidne veze $to omogucava odvajanje stanica od podloge i njihovo presadivanje.
Potom smo ostavili tripsin da djeluje par minuta te ga inaktivirali dodatkom svjezeg medija u

kojem su se stanice resuspendirale.

Slika 12. Tripsin
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3.42 ODREDIVANJE BROJA ZIVIH STANICA U KULTURI

Pomocu Biirker - Tiirkove komorice (Slika 13.) odredujemo broj stanica. Brojanje
smo obavili tako da smo 50 pl stanica pomijesali s 50 pl Trypan Blue boje. Zive stanice, s
neoSte¢enom stani¢nom membranom, vrlo su selektivne pa ne dopustaju prolazak boje kroz
membranu u stanicu 1 ostaju neobojene. S druge strane, mrtve stanice imaju oSte¢enu
membranu pa poprimaju plavo obojenje vidljivo pod mikroskopom. Mi brojimo samo Zive
stanice, one koje nisu obojene. Suspenziju stanica s bojom smo nanijeli na Biirker-Tiirkovu
komoricu i pod mikroskopom brojali zive stanice unutar pet kvadrati¢a, a ukupan broj zivih

stanica smo zatim odredili prema formuli:
R=N x 2 x 10* stanica/mL

gdje su:
R - ukupan broj Zivih stanica
N - broj Zivih stanica prebrojan u Biirker - Tiirkovoj komorici

2 - faktor razrjedenja

Slika 13. Biirker - Tiirkova komorica
Preuzeto sa: https://www.scienceabc.com/pure-sciences/what-is-a-hemocytometer-
calculation-counting-how-to-use.html

Datum preuzimanja: 19.9.2021.

34



343  TRETIRANJE STANICA KARCINOMA UZORCIMA CRVENE I CRNE
ROTKVICE I BUELE REPE

Jednak broj stanica presadili smo na Cetiri mikrotitarske plocice od 96 jazica te smo

ostavili preko no¢i da se prihvate za podlogu.

U sljede¢em smo koraku stanice karcinoma tretirali sa prethodno pripremljenim uzorcima
razli¢itih koncentracija crne i crvene rotkvice i bijele repe (mikrovalni ekstrakti), svaki
nanesen u 3 replikata, tijekom 4, 24, 48 1 72 sata. U tri prve jaZice koje predstavljaju kontrolu

dodali smo samo medij bez uzoraka rotkvica i repe.
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3.5 TEST CITOTOKSICNE AKTIVNOSTI

Prezivljenje 1 proliferacija stanica odreduje se mjerenjem stani¢nog metabolizma,
koristenjem MTT metode. Tetrazolin, MTT, (3-(4,5-dimetiltiazolid-2)-2,5-difeniltetrazolin
bromid) prah je Zute boje kojeg da bi pripremili za upotrebu otopimo (0,02 g) u 40 mL
fosfatnog pufera (PBS). Zive stanice, one koje su metaboli¢ki aktivne, pretvaraju MTT u
ljubicasto obojen spoj formazan (Slika 14). Mrtve stanice nemaju sposobnost pretvorbe
MTT-a. Mehanizam pretvorbe MTT-a ukljucuje reakciju s NADH-om koji prenosi elektrone
do MTT-a.

Slika 14. Ljubicasto obojenje nakon dodavanja DMSO

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

Datum pristupa 19.9.2021.

Ljubicasti formazan moze se izmjeriti spektrofotometrijski u svakoj jaZici posebno,
ukljucujuéi 1 prve tri jazice, koje su kontrolna skupina, u kojima se oc¢ekuje najvisi stupanj
obojenja, kao i najveca apsorbancija. Nakon S§to prode sat vremena potrebno je odsisati MTT
nad stanicama. Kako bi ocitali apsorbanciju, nastali kristali otope se u 50 uL DMSO (dimetil

sulfoksid) te nastaje ljubicasto obojena otopina.
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Plocice su inkubirane na 37°C uz treskanje tijekom 10 minuta. Apsorbancija se mjeri na 570

nm pomocu ¢itaca mikrotitarskih plocica (Slika 15).

Intenzitet obojenja (tj. koli¢ina formazana) proporcionalan je broju metabolicki aktivnih
stanica u uzorku.

Omjer apsorbancije stanica tretiranih otopinama mikrovalnog ekstrakta crvene i crne rotkvice
1 bijele repe, te apsorbancije stanica koje nisu tretirane, pokazatelj je citotoksicne aktivnosti

koriStenih uzoraka.

Slika 15. Spektrofotometar MPP-96
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3.6 STATISTICKA ANALIZA

Za statisticku analizu rezultata koriSten je statisticki program GraphPad Prism 7.0

(San Diego, CA, SAD) sa statistickom znacajnos¢u P<0.05. Rezultati su prikazani graficki.
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4. REZULTATI



4.1 KARCINOM DOJKE — STANICNA LINIJA MDA-MB-231

4.1.1 CRNA ROTKVICA, RAPHANUS SATIVUS, MIKROVALNA EKSTRAKCIJA

MDA-MB-231
=2 4h
W 24h
£ 2 B 48h
72h

-
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% metabolicki aktivnih stanica
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e

Crna rotkva

IC50 (ug/mL) ND 82,24 34,52

Slika 16. Citotoksi¢nost crne rotkvice, mikrovalna ekstrakcija
(IC50- koncentracija ekstrakata koja inhibira 50% metabolici aktivnih stanica; ND- ne moze

se odrediti; statisticki znacajna razlika: a- P<0,05, b- P<0,01, c- P<0,001)

Uzorak dobiven mikrovalnom ekstrakcijom crne rotkvice pokazuje znacajan
citotoksi¢ni uc¢inak nakon inkubacije od 48 1 72 h, pocevsi od koncentracije 1 pg/ml kod
inkubacije od 72 h gdje se postotak metabolicki aktivnih stanica smanjuje na oko 79%
(P<0,01), dok kod inkubacije od 48 h pocinje od koncentracije 7,50 pg/ml gdje se postotak
metabolicki aktivnih stanica smanjuje na oko 84% (P<0,01). Porastom koncentracije raste i
citotoksi¢ni ucinak, odnosno postotak metabolicki aktivnih stanica se smanjuje uz
neoc¢ekivano odstupanje pri koncentracijama od 2,50 pg/ml, 5 pg/ml 1 10 pg/ml. Maksimalni
ucinak postize se tretiranjem stanica koncentracijom od 100 pg/ml §to kod inkubacije od 48 h
dovodi do smanjenja metabolicki aktivnih stanica na oko 62% (P<0,001), a kod inkubacije od
72 h na oko 48% (P<0,001). Pri koncentracijama 1 pg/ml, 2,50 pg/ml, 5 pg/ml i 10 pg/ml
vrijeme inkubacije ne prati nuzno porast u¢inka.

Tretiranje stanica ekstraktom crne rotkvice tijekom 4 h 1 24 h nije pokazalo znacajan
citotoksi¢ni ucinak.
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4.1.2 CRVENA ROTKVICA, RAPHANUS SATIVUS, MIKROVALNA EKSTRAKCIJA

MDA-MB-231
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% metabolicki aktivnih stanica

Crvene rotkvice

IC50 (ug/mL) ND

Slika 17. Citotoksi¢nost crvene rotkvice, mikrovalna ekstrakcija, na stani¢nu liniju
MDA-MB-231
(IC50- koncentracija ekstrakata koja inhibira 50% metaboli¢i aktivnih stanica; ND- ne moZe

se odrediti; statisti¢ki znacajna razlika: a- P<0,05, b- P<0,01, c- P<0,001)

Tretiranje stanica ekstraktom crvene rotkvice tijekom 4 h, 24 h, 48 h 1 72 h nije

pokazalo znacajan citotoksi¢ni ucinak na stanice linijje MDA-MB-231.
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4.1.3 BIJELA REPA, BRASSICA RAPA, MIKROVALNA EKSTRAKCIJA
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Slika 18. Citotoksi¢nost bijele repe, mikrovalna ekstrakcija, na stani¢nu liniju MDA-MB-231
(IC50- koncentracija ekstrakata koja inhibira 50% metabolici aktivnih stanica; ND- ne moze

se odrediti; statisticki znacajna razlika: a- P<0,05, b- P<0,01, c- P<0,001)

Uzorak dobiven mikrovalnom ekstrakcijom bijele repe pokazuje zna€ajan citotoksi¢ni
ucinak nakon inkubacije od 72 h, pocevsi od koncentracije 2,50 pg/ml, gdje se postotak
metabolicki aktivnih stanica smanjuje na oko 75% (P<0,01). Porastom koncentracije raste i
citotoksi¢ni ucinak, odnosno postotak metabolicki aktivnih stanica se smanjuje uz
neocekivano odstupanje pri koncentracijama od 7,50 pg/ml, 10 pg/mli 75 pg/ml. Maksimalni
ucinak vidljiv je pri koncentraciji 50 pg/ml, pri kojoj se postotak metabolicki aktivnih stanica
smanjuje na oko 49% (P<0,001).

Pri koncentracijama 1 pg/ml, 2,50 pg/ml, 7,50 pg/ml i 20 pg/ml vrijeme inkubacije ne prati
nuzno porast uc¢inka.
Tretiranje stanica ekstraktom bijele repe tijekom 4 h, 24 h i 48 h nije pokazalo znacajan

citotoksi¢ni u¢inak.
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4.2 KARCINOM MOKRACNOG MJEHURA — STANICNA LINIJA T24

4.2.1 CRNA ROTKVICA, RAPHANUS SATIVUS, MIKROVALNA EKSTRAKCIJA
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Slika 19. Citotoksi¢nost crne rotkvice, mikrovalna ekstrakcija, na stani¢nu liniju T24
(IC50- koncentracija ekstrakata koja inhibira 50% metaboli¢i aktivnih stanica; ND- ne moZe

se odrediti; statisticki znacajna razlika: a- P<0,05, b- P<0,01, c- P<0,001)

Uzorak dobiven mikrovalnom ekstrakcijom crne rotkvice pokazuje znacCajan
citotoksi¢ni u€inak nakon inkubacije od 72 h, pocevsi od koncentracije 1 pg/ml, gdje se
postotak metabolicki aktivnih stanica smanjuje na oko 70% (P<0,01). Porastom koncentracije
raste 1 citotoksi¢ni ucinak, odnosno postotak metabolicki aktivnih stanica se smanjuje uz
neocekivano odstupanje pri koncentracijama od 5 pg/ml 1 50 pg/ml. Maksimalni ucinak
vidljiv je pri koncentraciji 100 pg/ml, pri kojoj se postotak metabolicki aktivnih stanica
smanjuje na oko 20% (P<0,001).

Pri koncentracijama 5 pg/ml, 7,50 ug/ml i 10 pg/ml vrijeme inkubacije ne prati nuzno porast
ucinka. Tretiranje stanica ekstraktom crne rotkvice tijekom 4 h, 24 h i 48 h nije pokazalo

znacajan citotoksicni ucinak.
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4.2.2 BIUELA REPA, BRASSICA RAPA, MIKROVALNA EKSTRAKCIJA

T24
I o 4h
1004144/ i At
: _ M b | Ll | I 24h
a 1 1 :

C ‘M : b ¢ B 48h

I . E 1 ce
: ic 1 72h

ol C c E

501

% metabolicki aktivnih stanica

hv
& &e &

Bijela repa

IC50 (ug/mL) ND 22,58 8,038

Slika 20. Citotoksicnost bijele repe, mikrovalna ekstrakcija, na stani¢nu liniju T24
(IC50- koncentracija ekstrakata koja inhibira 50% metabolici aktivnih stanica; ND- ne moze

se odrediti; statisticki znacajna razlika: a- P<0,05, b- P<0,01, c- P<0,001)

Uzorak dobiven mikrovalnom ekstrakcijom bijele repe pokazuje znacajan citotoksicni
ucinak nakon inkubacije od 48 1 72 h, pocevsi od koncentracije 1 pg/ml kod inkubacije od 72
h gdje se postotak metaboli¢ki aktivnih stanica smanjuje na oko 71% (P<0,05), dok kod
inkubacije od 48 h pocinje od koncentracije 2,50 pg/ml gdje se postotak metabolicki aktivnih
stanica smanjuje na oko 85% (P<0,05). Porastom koncentracije raste i citotoksi¢ni ucinak,
odnosno postotak metabolicki aktivnih stanica se smanjuje uz neocekivano odstupanje pri
koncentracijama 10 pg/ml 1 75 pg/ml kod inkubacije od 48 1 72 h. Maksimalni u¢inak vidljiv
je pri koncentraciji 50 pg/ml, pri kojoj se postotak metabolic¢ki aktivnih stanica smanjuje na
oko 25% (P<0,001) kod inkubacije od 48 h, a kod inkubacije od 72 h na oko 16% (P<0,001).
Pri koncentracijama 2,50 pg/ml, 5 pg/ml, 7,50 pg/ml, 10 pg/ml i 20 pg/ml vrijeme inkubacije
ne prati nuzno porast u¢inka. Tretiranje stanica ekstraktom bijele repe tijekom 4 h 1 24 h nije

pokazalo znacajan citotoksi¢ni ucinak.
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5. RASPRAVA



Rak (neoplazma) predstavlja Siroku skupinu bolesti koje nastaju zbog poremecaja
proliferacije bilo koje vrste stanica te se moze pojaviti u gotovo svim organima ili tkivima u
tijelu (40). Otprilike 90% slucajeva raka otpada na karcinome, zlo¢udne bolesti epitelnih
stanica. Stanice raka nekontroliranim rastom i dijeljenjem Sire se u normalna tkiva i organe
pa naposljetku i po Citavom tijelu (2). Taj proces naziva se metastaziranje i glavni je uzrok
smrti od raka.

Rak je drugi vodeéi uzrok smrti u svijetu. Kod muskaraca su najc¢es¢i rak pluca, prostate,
kolorektalnog karcinoma, zeluca i jetre, dok su kod Zena najCes¢i dojke, kolorektalnog
karcinoma, rak pluca, vrata maternice i Stitnjace.

Veliki je javnozdravstveni problem koji vr§i emocionalni, fizi¢ki 1 financijski pritisak na
pojedince, obitelji i zdravstvene sustave. U zemljama s niskim i srednjim dohotkom veliki
broj pacijenata s rakom nema pristup pravovremenoj i kvalitetnoj dijagnozi ni lije¢enju. U
zemljama s ja¢im zdravstvenim sustavom stopa prezivljavanja karcinoma poboljSana je
zahvaljujuéi pristupacnom ranom otkrivanju, kvalitetnom lijecenju i skrbi za prezivjele.

Oko 40% smrti od raka moze se sprijeciti izbjegavanjem klju¢nih ¢imbenika rizika i
provedbom ve¢ razvijenih strategija prevencije utemeljenih na dokazima (40).

Ispravnim Zivotnim navikama i razli¢itim druStvenim mjerama mozemo utjecati na izloZenost
¢imbenicima i tako smanjiti rizik obolijevanja od raka. Cimbenici rizika obuhvaéaju: pusenje
duhana, pasivno puSenje, konzumaciju alkohola, nezdrave prehrambene navike, prekomjerna
tjelesna teZina, pretjerana izloZenost ultraljubiCastom zracenju, profesionalna izlozenost
kemikalijama (azbest, etilvinil-klorid, nikal, arsen itd.), infekcije patogenima kao Sto su
Epstein-Barr virus, virus hepatitisa B 1 C, H. pylori, HIV tipa 1, humani papiloma virus tipovi

16 18 (41).

Najcesci rak kod zena je rak dojke sa skoro milijun i 400 tisu¢a novih sluc¢ajeva Sirom svijeta
1 gotovo 460 tisuca povezanih smrtnih sluc¢ajeva (12). Analiziranjem smanjenja ucestalosti 1
smrtnosti od raka dojke otkriveno je da je od iznimne vaZnosti omoguciti pacijenticama
pristup probiru dojke, redovitu primjenu pomo¢nih terapija i poticati izbjegavanje ¢imbenika
rizika (42). U danaSnje vrijeme, razvijeni su razni pristupi lijeCenja raka dojke, a svima je
temelj individualizacija terapije. Odabir terapije prilagodava se rezultatima dostupnih
klinickih testova, §to povecava mogucnost pozitivnog odgovora na odabranu strategiju

lijecenja (43).
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Rak mokra¢nog mjehura jedan je od naj¢es¢ih neoplazmi mokra¢nog sustava (19). U
Hrvatskoj se rak mokra¢nog mjehura po incidenciji kod muskaraca nalazi na petom mjestu, a
kod Zena na devetom (20). Moze se re¢i kako je rak mokra¢nog mjehura bolest starenja jer se
njegova prevalencija povecava u Sestom desetlje¢u, a vrhunac doseze u sedmom i osmom
desetljecu Zivota. U prosjeku je 3,5 puta ¢e$éi u muskaraca nego u Zena (21). Cimbenici
rizika koji dokazano uzrokuju rak mokra¢nog mjehura su izlaganje aromatskim aminima,
azo-bojama, pusenje, koriStenje odredenih lijekova (ciklofosfamid, fenacetin), kroni¢na
upala, postojanje kamenaca te shistosomijaza (19). Zlatni standard u dijagnostici karcinoma
mokraénog mjehura je intravenska urografija (IVU) 1 cistoskopija s biopsijom zapaZenih
promjena dok se lijecenju raka mokra¢nog mjehura pristupa razli¢ito ovisno o tome radi li se
o neinvazivnom (povrSinskom), misi¢no-invazivnom karcinomu ili metastatskoj bolesti (19,

24).

Toksi¢nost kemoterapije ponekad stvara znacajan problem prilikom lije¢enja. Biljke imaju
ogroman citotoksi¢ni potencijal i kao takve su spremnik prirodnih kemikalija koje mogu
pruziti dodatni protektivni ucinak protiv raka (44).

Pozitivni u€inci porodice Brassicaceae na ljudsko zdravlje povezani su s fitokemikalijama.
Ove biljke poticu detoksikacijske enzime, stimuliraju imunoloski sustav, inhibiraju malignu
transformaciju 1 kancerogene mutacije te sprjecavaju oksidativni stres (45). Konzumacija
povréa kao Sto su kupus, rotkvica, repa, brokula i drugo povrée iz ove porodice moze
pripomo¢i u smanjenju incidencije neoplazmi. Dokazi pokazuju da pojedinci s prehranom
koja obiluje kupusnjacama, imaju nizi rizik od razvoja raka (46). Kupusnjace sadrze puno
metabolita koji su u¢inkoviti u prevenciji raka, $to je ve¢ dokumentirano brojnim studijama te

zbog prisutnosti polifenola 1 sumporno-organskih spojeva djeluju i antimutageno (45).

Rotkvica (Raphanus sativus) jednogodisnja ili dvogodisnja je biljka iz porodice Brassicaceae
(28). Zdravstvene prednosti konzumacije rotkvica ukljuuju smanjenje rizika pojave raka,
kardiovaskularnih 1 neurodegenerativnih poremecaja. One sadrze mnogo antioksidansa koji
se suprostavljaju Stetnim uc€incima slobodnih radikala koji nastaju kao nusprodukti vitalnog
metabolizma. Ekstrakti pripravljeni od dijelova rotkvice davno su pronasli svoje mjesto u
narodnoj medicini za lijecenje Zelu€anih tegoba, upale jetre, urinarnih infekcija, konstipacije,
sr¢anth poremecaja 1 Cireva. Farmaceutski potencijal rotkvice pripisuje se njenim
sekundarnim metabolitima: glukozinolatima, polifenolima i izotiocijanatima. Najvaznije
patoloSke komplikacije kod kojih se primjenjuju ekstrakti rotkvice su rak, dijabetes, upala

jetre 1 oksidativni stres (31).
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Bijela repa (Brassica rapa), dvogodisnja je biljka iz porodice krstasica (Brassicaceae) (34).
Produkti razgradnje glukozinolata repe, epitionitrili, nitrili, supstituirani izotiocijanati,
tiocijanati 1 oksazolidinetioni imaju klju¢nu ulogu u obrani biljaka i posjeduju Sirok raspon
bioloski aktivnih uc¢inaka koji se povezuju s ljudskim zdravljem, poput zastitnih ucinaka

protiv raka dojke, debelog crijeva, rektuma, pluca, zeludca, prostate i gusterace (35).

Glukozinolati su nestabilni spojevi koji se enzimom mirozinazom razgraduju u bioloski
aktivne indole 1 izotiocijanate (45). Prirodni izotiocijanati (ITC) ukljucuju alil izotiocijanat
(AITC), sulforafan (SFN) benzil izotiocijanat (BITC), erucin (ECN) i fenetil izotiocijanat
(PEITC). Kemopreventivni mehanizmi izotiocijanata ukljucuju modulaciju upalnih proteina
povezanih s rakom, zaustavljanje stani¢nog ciklusa, stanicnu smrt, angiogenezu i
metastaziranje kao 1 modulaciju enzima koji metaboliziraju karcinogene tvari (47). Sulforafan
je vazan i1 dobro proucen ITC koji ima antioksidativna, antiproliferativna i antikancerogena
svojstva. Pronadeno je dovoljno dokaza koji mogu posluziti kao osnova za klinicku uporabu
SFN-a u kemoprevenciji raka. Na temelju spoznaja o SFN moguce je u buduénosti razviti
preventivne strategije za lijeCenje raka, smanjiti razvoj 1 ponavljanje raka te u konacnici

poboljsati prezivljavanje pacijenata (39).

Kao predmet naSeg istrazivanja koriSteni su mikrovalni ekstrakti iz biljnih vrsta Raphanus
sativus 1 Brassica rapa, odnosno promatran je njihov citotoksi¢ni u€inak na dvije stani¢ne
linijje: MBA-MD-231 (karcinom dojke) 1 T24 (karcinom mokra¢nom mokra¢nog mjehura).

In vitro istraZzivanjem na stanicama karcinoma dojke (MDA-MB-231) dokazano je da uzorci
crne rotkvice i bijele repe imaju odredeni uc¢inak na smanjenje broja metabolicki aktivnih
stanica. Najznacajniji ucinak vidljiv je kod mikrovalnog ekstrakta crne rotkvice pri
koncentraciji od 100 pg/mL, gdje se nakon inkubacije od 72 h broj metaboli¢ki aktivnih
stanica smanjio na oko 48%.

In vitro istrazivanje na stanicama karcinoma mokra¢nog mjehura (T24) pokazalo je vidljiv
u¢inak crne rotkvice 1 bijele repe na smanjenje broja metabolicki aktivnih stanica.
Najznacajniji uc¢inak vidljiv je kod bijele repe nakon inkubacije od 72 h pri koncentraciji 50
pg/mL pri ¢emu je doSlo do smanjena metabolicki aktivnih stanica na oko 16%.

Na temelju navedenih rezultata, vidljivo je da biljne vrste Raphanus sativus 1 Brassica rapa
imaju potencijal za nadopunu lijeenja razlicitih bolesti. Posebno je vazno istaknuti njihova
kemoprotektivna i antitumorska svojstva koja smo u nasem in vitro ispitivanju pokazali na
stanicama dojke (MDA-MB-231) i mokra¢nog mjehura (T24). Citotoksi¢ni ucinak ovih

biljaka ovisi o njihovoj koncentraciji i vremenu izlaganja. Stoga je glavna hipoteza potvrdena
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1 ostvaren je cilj istrazivanja. Potrebno je provesti dodatna in vivo istrazivanja, koja ¢e utvrditi
pozitivne ucinke ovih spojeva ili lijekova temeljenih na njihovoj strukturi, te uciniti ih korak

blize uvrstavanju u terapiju razlicitih bolesti.
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6. ZAKLJUCAK



1) In vitro izlaganje stanica karcinoma dojke MDA-MB-231 1 karcinoma mokra¢nog mjehura
T24 uzorcima crne rotkvice i bijele repe, dobivenih mikrovalnom ekstrakcijom, dovodi do

smanjenja prezivljenja tih stanica.

2) Ispitivani ekstrakti pokazuju citotoksi¢ni ucinak ovisan o vremenu inkubacije i

koncentraciji.

3) Djelovanje ekstrakata nije uvijek razmjerno povecanju vremena inkubacije i koncentracije

te u pojedinim slucajevima dolazi do oporavka stanica.

4) Najveci citotoksi¢ni ucinak na stani¢nu liniju MDA-MB-231 ostvario je mikrovalni
ekstrakt crne rotkvice nakon 72 h inkubacije, a na stani¢nu liniju T24 ekstrakt bijele repe

nakon 72 h inkubacije.

5) Ekstrakt crvene rotkvice nije pokazao znacajan citotoksi¢ni ucinak na stani¢nu liniju

MDA-MB-231.

6) Citotoksicni ucinak ekstrakata Raphanus sativus (L.) 1 Brassica rapa (L.), §to je ujedno i
hipoteza naseg ispitivanja, je potvrden. Idu¢i korak bio bi potvrdivanje tih ucinaka in vivo

ispitivanjem na modelima karcinoma dojke 1 mokra¢nog mjehura kod Zivotinja.
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8. SAZETAK



Cilj istrazivanja:

Cilj ovog istrazivanja je ispitati potencijalno citotoksicno djelovanje ekstrakata biljnih
vrsta Raphanus sativus (L.) 1 Brassica rapa (L.) na humane karcinomske stanice dojke
MDA-MB-231 te mokra¢nog mjehura T24. Pretpostavka je da ¢e se broj karcinomskih
stanica nakon izlaganja ekstraktima smanjiti u odnosu na kontrolnu skupinu.

Materijali i metode:

Citotoksi¢nost na stani¢nim linijama karcinoma dojke i mokra¢nog mjehura ispitivala se
MTT metodom. Njome se odreduje postotak metabolicki aktivnihstanica nakon tretiranja s
mikrovalnim ekstraktima biljnih vrsta Raphanus sativus (L.) 1 Brassica rapa (L.) Uzorci
biljki pripravljeni su u razli¢itim koncentracijama, a u¢inak se odredivao nakon 4, 24, 48 i
72 sata. Djelotvornost ekstrakata odredivana je spektrofotometrijski mjerenjem
apsorbancije pri 570 nm. Usporedivanjem apsorbancije nastalog formazana kod stanica
tretiranih uzorcima biljki i1 apsorbancije kod kontrole (netretirnih stanica), dobili smo
postotak prezivljenja karcinomskih stanica.

Rezultati:

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

Kod stanica karcinoma dojke, veéina uzoraka je najve¢i citotoksi¢ni uc¢inak imala pri
koncentracijama od 50 pg/mL, 75 pg/mL 1 100 pg/mL nakon 72 h inkubacije.
Najznacajniji ucinak postignut je kod uzorka crne rotkvice, dobivenog mikrovalnom
ekstrakcijom, pri koncentraciji od 100 pg/mL, gdje se nakon 72 h broj metabolicki
aktivnih stanica smanjio na 48%.

Kod stanica karcinoma mokra¢nog mjehura, vecina uzoraka je najveci citotoksi¢ni u¢inak
imala pri vi$im koncentracijama nakon 48 1 72 h inkubacije.

Najznacajniji ucinak postignut je kod uzorka bijele repe, dobivenog mikrovalnom
ekstrakcijom, pri koncentraciji od 50 ug/mL, gdje se nakon 72 h broj metabolicki aktivnih
stanica smanjio na 16%.

Zakljucak:

In vitro izlaganje stanica karcinoma dojke MDA-MB-231 i karcinoma mokra¢nog mjehura
T24 uzorcima crne rotkvice i bijele repe, dobivenih mikrovalnom ekstrakcijom, dovodi do
smanjenja preZivljenja tih stanica. Ispitivani ekstrakti pokazuju citotoksi¢ni ucinak ovisan
o vremenu inkubacije 1 koncentraciji. Djelovanje ekstrakata nije uvijek razmjerno

povecanju vremena inkubacije i koncentracije te u pojedinim slucajevima dolazi do
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oporavka stanica. Najveci citotoksicni u¢inak na stani¢nu liniju MDA-MB-231 ostvario je
mikrovalni ekstrakt crne rotkvice nakon 72 h inkubacije, a na stani¢nu liniju T24 ekstrakt
bijele repe nakon 72 h inkubacije. Citotoksi¢ni ucinak ekstrakata Raphanus sativus (L.) i
Brassica rapa (L.), $to je ujedno 1 hipoteza naSeg ispitivanja, je potvrden. Idu¢i korak bio
bi potvrdivanje tih ucinaka in vivo ispitivanjem na modelima karcinoma dojke i mokra¢nog

mjehura kod Zivotinja.
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9. SUMMARY



The aim of the research:

The aim of this research is to examine the potential cytotoxic effects of plant species extracts
of Raphanus sativus (L.) and Brassica rapa (L.) on human carcinoma cells of breast MDA-
MB-231 and bladder T24. It is assumed that the number of cancer cells will decrease after
exposure to the extracts in comparison to the control group.

Materials and methods:

The cytotoxicity on breast and bladder cancer cell lines was tested by the MTT method. It is
used to determine the percentage of metabolically active cells after exposure to microwave
extracts of plant species Raphanus sativus (L.) and Brassica rapa (L.). Plant samples were
prepared in different concentrations and the effect is seen after 4, 24, 48 and 72 hours. The
efficiency of the extracts was observed spectrophotometrically by measuring the absorbance
at 570 nm. By comparing the absorbance of the formed formazan in cells treated with plant
samples and the absorbance of the control (non-treated cells), we obtained the survival rate of
cancer cells.

Results:

The results are graphically presented in relation to the incubation time and the percentage of
metabolically active cells.

In breast cancer cells, most samples had the greatest cytotoxic effect at concentrations of 50
pg/mL, 75 pg/mL and 100 pg/mL after 72 h of incubation. The most significant effect was
achieved with the black radish sample, obtained by microwave extraction, at a concentration
of 100 ng/mL, where after 72 h the number of metabolically active cells decreased to 48%.

In bladder cancer cells, most samples had the greatest cytotoxic effect at higher
concentrations after 48 and 72 h of incubation.

The most significant effect was achieved with the white turnip sample, obtained by
microwave extraction, at a concentration of 50 ug/mL, where after 72 h the number of
metabolically active cells decreased to 16%.

Conclusions:

In vitro exposure of breast cancer cells MDA-MB-231 and bladder cancer T24 to samples of
black radish and white turnip, obtained by microwave extraction, leads to decrease in the
survival of these cells. The tested extracts show a cytotoxic effect depended on the incubation
time and concentration. Effect of extracts is not always proportional to the increase in
incubation time and concentration and in some cases cell recovery occurs. The greatest

cytotoxic effect on the MDA-MB-231 cell line was achieved by black radish microwave
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extract after 72 h of incubation and on T24 cell line by white turnip extract after 72 h of
incubation. The cytotoxic effect of the extracts of Raphanus sativus (L.) and Brassica rapa
(L.), which was also the hypothesis of our research, was confirmed. The next step is the

confirmation of these effects by in vivo studies on the models of animal breast and bladder

cancers.
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