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1. UVOD



1.1.  Zloéudna novotvorina

Novotvorina ili tumor patoloska je tvorba koja rastom nadmasuje okolno zdravo tkivo §ireci
se nesvrhovito i autonomno. Takvom nekontroliranom rastu prethodi neoplasticna pretvorba,
odnosno nasljedna genetska promjena (1). Tumor nastaje transformacijom jedne stanice koja
potom nenormalno proliferira, §to objasnjava svojstvo klonalnosti tumora. Postepeno se dogadaju
nove mutacije i klonovi najotpornijih ili najagresivnijih stanica postaju dominantni (2). Zlo¢udna
ili maligna novotvorina razara tkivo u kojem je nastala, $iri se u okolna tkiva i druge dijelove tijela
krvlju ili limfom, §to je veZe uz nepovoljan klinic¢ki ishod. Nerijetko recidivira nakon operacije
zbog zahtjevnosti potpunog kirurSkog uklanjanja. Dobro¢udna ili benigna novotvorina ne utjece
znatno na zdravlje i ima povoljniju prognozu (1).

Proucavanje tumorskih stanica temelji se na promjenama koje su nastale, dakle
razgrani¢avanju normalnih 1 neoplasti¢nih stanica. Transformirane stanice imaju promijenjen
stanicni metabolizam 1 sposobnost izbjegavanja apoptoze (programirane stani¢ne smrti),
imunoloSkog nadzora i signala koji usporavaju stani¢nu proliferaciju i rast. Takve stanice imaju
konstantan poticaj na proliferaciju uz svojstvo besmrtnosti zbog sprjeCavanja skracivanja

kromosoma. Kisik i hranjive sastojke osiguravaju poticanjem izgradnje novih krvnih zila (1).

1.2.  Molekularna patologija novotvorina

Promjena u genetskom materijalu stanice koja nije pravovremeno uocena ili ispravljena
vodi k nastanku tumorskog tkiva (1).

Protoonkogeni su geni ukljuceni u regulaciju proliferacije i rasta stanica pod nadzorom
endogenih i egzogenih kontrolnih mehanizama. Protoonkogeni kodiraju ¢imbenike rasta, receptore
za ¢imbenike rasta, signalne molekule, molekule vezane na DNK i regulatore mitoti¢kog ciklusa.
Mutirani ili nenormalno eksprimirani navedeni geni nazivaju se onkogeni (1, 3).

Tumor-supresorski geni su geni koji zaustavljaju proliferaciju stanice, dakle imaju
antionkogenu funkciju. Stanica se transformira u tumorsku kada ovi geni prestanu obavljati svoju

funkciju zbog mutacije ili se izgube delecijom (1).



U vec¢ini humanih tumora nalazi se mutacija 7P53 ili gena koji odreduju njegovu ekspresiju
Sto naglaSava vaznost regulacije stanicnog ciklusa. TP53 transkripcijski je faktor koji blokira
pocetak replikacije DNK ako postoji njezino ostecenje, sve dok se ono ne ispravi, no ako je rije¢ o
nepopravljivom defektu aktivira se apoptoza ili starenje i sprijeci opstanak potencijalno opasne
stanice. Izbjegavanje apoptoze zasluzno je za smanjen terapijski uspjeh zracenja ili lijekova koji
ostecuju DNK na tumorske stanice bez TP53 (3). Specificne nasljedne mutacije u tumor-
supresorskim genima BRCA-1 i BRCA-2 koji kodiraju proteine vazne za popravak oSte¢ene DNK,
povecavaju rizik razvoja raka dojke i jajnika (4).

Tumorska stanica s mutacijom u genima koji kodiraju proteine zaduZene za regulaciju

apoptoze, ne pokazuje povecanu mitoticku aktivnost nego produljeno prezivljavanje (1).

1.3.  Epidemiologija

Zloc¢udni tumor ili rak kao jedan od vodecih uzroka smrti u svijetu predstavlja globalni
javnozdravstveni problem. GodiSnje od raka premine 10 milijuna ljudi, od kojih 70 % potjece iz
zemalja s nisko do umjereno visokim dohotkom (5). Muskarcima u 2020. godini najéeSce su
dijagnosticirani rak pluca (14,3 %) 1 rak prostate (14,1 %), a najvecu smrtnost uzrokovao je rak
pluca (21,5 %). Rak koji je u 2020. godini imao najvecu ucestalost (24,5 %) i smrtnost (15,5 %) u
zenskoj populaciji je rak dojke. Rak pluca usmrtio je 13,7 % oboljelih Zena iste godine (6).

Tijekom 2020. godine 2,7 milijuna stanovnika Europske unije oboljelo je od zlo¢udnog
tumora, a 1,3 milijuna zbog njega preminulo ukljucuju¢i 2000 mladih ljudi. Strategija Europske
komisije usmjerena je na prevenciju novotvorina obzirom da se njezin nastanak moZze sprijeciti u
priblizno 40 % slucajeva pravovremenom promjenom zivotnih navika, odnosno promjenjivih
faktora rizika, kao $to su pusenje, konzumacija alkohola, dijeta i fizicka aktivnost. Smatra se da ¢e
izostanak adekvatnih mjera povecati broj oboljelih za 24 % do 2035. godine, Sto ¢e rak postaviti
na mjesto vodeceg uzroka smrti u Europskoj uniji (7).

U Republici Hrvatskoj zabiljezena su 25 352 nova slu¢aja zlocudnih bolesti 2019. godine i
iste godine od raka umrle su 13 344 osobe. U muskaraca najzastupljeniji je rak prostate i zauzima
20 % od ukupnog broja novodijagnosticiranih slu€ajeva u toj populaciji, a u Zena rak dojke u 25 %

novih sluc¢ajeva. Najveca stopa smrtnosti zabiljeZena je za rak traheje, bronha i plu¢a u oba spola

(8).



1.4.  Rak dojke

1.4.1. Epidemiologija i etiologija

Rak dojke nadmasio je rak pluca kao najc¢esce dijagnosticirani rak u svijetu 2020. godine,
s preko 2,26 milijuna novih slucajeva (11,7 % svih zlo¢udnih tumora u svijetu) (6). Broj Zena,
izrazen dobno standardiziranom stopom, s novootkrivenim zlo¢udnim tumorom dojke u 2020.
godini, na podrucju EU-27 iznosi 355 457 §to odgovara incidenciji od 142,8, a na istom podrucju
tijekom iste godine od raka dojke umrlo je 91 826 zena. Najvec¢i broj novih slucajeva na 100 000
stanovnika zabiljezen je u Belgiji, a najve¢a smrtnost u Slovackoj (9). U Republici Hrvatskoj
zabiljezeno je 2 999 novih slucajeva i umrle su 752 Zene, u skladu s ¢im se rak dojke nalazi na
prvom mjestu po incidenciji (143,2) i drugom po smrtnosti u ovoj populaciji (8). Inicijalno se
postavlja dijagnoza uznapredovalog ili metastatskog tumora u izmedu 5 i 10 % novootkrivenih
slucajeva, no rano otkriveni rak moze se razviti u uznapredovali ili metastatski u tre¢ine oboljelih
(10).

Ucestalost raka dojke porasla je nakon uvodenja mamografskog probira i nastavlja rasti sa
starenjem stanovniS$tva. Najvazniji ¢imbenici rizika su genetska predispozicija, stupanj gustoce
tkiva dojki, anamneza atipi¢nih hiperplazija, izloZenost estrogenima, ioniziraju¢e zra¢enje i dob
(11). Preventivne globalne mjere usmjerene su na promjenu zivotnih navika koje su s etiologijom
zlo¢udnih novotvorina dojke vjerojatno povezane putem hormonalnih mehanizama. Procjenjuje se
da je 25 % slucajeva raka dojke u svijetu povezano s prekomjernom tjelesnom teZinom 1
sjedilackim nac¢inom zivota te epidemioloske studije pokazuju da Zene koje se bave tri — Cetiri sata
tjedno, umjerenom ili zahtjevnijom tjelesnom aktivno$¢u imaju 30 — 40 % manji rizik za njegov
razvoja. Takoder, pretile zene imaju 50 — 250 % ve¢i rizik od obolijevanja u postmenopauzi.
Konzumacija alkohola, ¢ak i u umjerenim koli¢inama (dva pi¢a dnevno) povecava rizik od raka
dojke u predmenopauzi i postmenopauzi (12).

Rak dojke zauzima priblizno jedan posto svih zlo¢udnih tumora u muskaraca, dakle rijetko
se dijagnosticira. Klinicki poremecaji koji uzrokuju hormonsku neravnotezu, izlozenost zracenju,
pozitivna obiteljska anamneza i genetska predispozicija glavni su ¢imbenici rizika za njegov razvoj

u ovoj populaciji (11).



1.4.2. Patohistologija

Rak dojke naziv je za skupinu heterogenih tumora s razli¢itim klinickim karakteristikama,
tijekom bolesti i odgovorom na specifi¢ne tretmane. Znacajke svojstvene tumoru koriste se za
klasi¢nu histolosku i imunopatolosku klasifikaciju, kao i novije opisane molekularne podtipove
(13).

Klasi¢na patologija razdvojila je tumore dojke u viSe kategorija na temelju njihove
morfologije i strukturne organizacije (13). Histolosko podrijetlo tumora dojke moZze biti stroma ili
epitel, a zlo¢udni tumor koji potjeCe iz epitelnih stanica dojke, prema definiciji, naziva se
adenokarcinom (14). Lokalizirani lobularni karcinom (in sifu) sluajan je mikroskopski nalaz
abnormalnog rasta stanica u reznjevima tkiva dojke 1 povezan je s povecanim rizikom od
naknadnog invazivnog raka u obje dojke za priblizno 7 % tijekom 10 godina. Medutim, lokalizirani
duktalni karcinom (in situ) kojeg karakteriziraju abnormalne stanice u mlijjecnom kanali¢u tkiva
dojke moze napredovati do invazivnog raka dojke (15).

Najcesce opazeni i prijavljeni su invazivni karcinom dojke nespecificiranog tipa (prethodno
zvan duktalni karcinom; 70 — 75 % slucajeva) 1 lobularni karcinom (12 — 15 % slu€ajeva). Ostalih
18 podtipova je rijetko (1,5 — 5 % sluc€ajeva) 1 pokazuju specifiéne morfoloske osobine (11).
Histoloska klasifikacija povezana je s prognozom, a prisutnost specificnih tumorskih markera i s
identifikacijom tumora osjetljivih na ciljano lije¢enje. Glavni markeri su estrogenski receptor (ER),
progesteronski receptor (PR) i receptor za humani epidermalni ¢imbenik rasta 2 (HER2), a
odreduju se imunohistokemijski (13).

Razvoj genske tehnologije pocetkom 21. stoljeca potvrdio je povezanost izmedu prirodne
progresije tumora dojke u svake zene i genske ekspresije tumorskih stanica sto je dovelo do nove
molekularne klasifikacije koja se pokazala u€inkovitijom od anatomske, u vidu individualizacije
terapije i prognoze (16). Molekularni podtipovi djelomic¢no rekapituliraju izvorne imunopatoloske

klase osiguravajuc¢i dodatnu razinu informacija (13).



1.4.3. Klinicka slika i dijagnostika

Simptomi koji se mogu uociti na tumorski promijenjenom tkivu dojke su kvrzica, bol,
abnormalnost koze ili oblika i abnormalnost bradavice, no moguéi su i drugi simptomi poput
umora, otezanog disanja, aksilarnih promjena, kvrzice na vratu i boli u ledima (17).

Dijagnoza raka dojke temelji se na klinickom pregledu u kombinaciji sa snimanjem i
potvrduje patoloskom procjenom. Klinicki pregled ukljucuje bimanualnu palpaciju dojki i
regionalnih limfnih ¢vorova te procjenu udaljenih metastaza (kosti, jetra i pluca; neuroloski pregled
samo uz prisutnost simptoma). Snimanje ukljucuje bilateralnu mamografiju te ultrazvuk dojke 1
regionalnih limfnih ¢vorova. Magnetska rezonancija (MRI) nije rutinski preporucena, ali u
odredenim slu¢ajevima treba se razmotriti. Osim snimanja, procjena bolesti prije pocetka lijeCenja
ukljucuje patoloski pregled primarnog tumora 1 citologiju/histologiju aksilarnih ¢vorova, ako se
sumnja na zahvacenost. Kona¢nu patoloSku dijagnozu treba postaviti prema klasifikaciji Svjetske
zdravstvene organizacije (WHO) i osmom izdanju American Joint Committee on Cancer (AJCC)
TNM sustava. Ovaj sustav, uz anatomske podatke, ukljucuje i1 prognosticke informacije koje se
odnose na biologiju tumora (11).

Cilj probira raka dojke je smanjenje smrtnosti i morbiditeta, povezanih s uznapredovalim
stadijem bolesti, ranom detekcijom u asimptomatskih zena. U tu svrhu najceSce se koristi
mamografija koja kao probirna tehnika pokazuje Cistu korist za zene od 50 do 69 godina, a
preporuka je da se izvodi svake godine ili svako dvije godine. Klini¢ki pregled u kombinaciji s
mamografijom povecava stopu otkrivanja raka dojke za od 5 do 10 % u usporedbi sa samom
mamografijom (18). Zene s obiteljskom anamnezom raka dojke, s ili bez dokazanih BRCA
mutacija, godiSnjim probirom na rak dojke magnetskom rezonancijom (MRI) u kombinaciji s
mamografijom mogu otkriti bolest u povoljnijem stadiju u usporedbi sa samom mamografijom (70
% manji rizik od dijagnoze raka dojke II ili viSeg stadija) (11). Uvodenje mamografije znacajno je
poboljsalo tri glavna histoloSka prognosti¢ka ¢imbenika: veli¢inu tumora, status aksilarnog limfnog

¢vora 1 histoloski stupanj malignosti (19).



1.4.4. Lijecenje

Lijecenje raka dojke temelji se na lokalnoj kontroli (operaciji) s ili bez sistemske terapije
koja ukljucuje hormonsku terapiju, citotoksi¢nu kemoterapiju, imunoterapiju i ciljanu terapiju.
Opéenito, sistemska terapija se pokazala korisnom u priblizno 90 % primarnih zlo¢udnih tumora
dojke 1 50 % metastatskih slucajeva. Medutim, ponekad tumorsko tkivo s vremenom razvija otpor
na pocetno uspjesnu terapiju i nastavlja napredovati. Postoji sve veca potreba za identifikacijom,
usavrSavanjem 1 validacijom prognostickih 1 prediktivnih ¢imbenika kako bi se lijeCenjem
osigurala najve¢a moguca koristi i najmanja Steta (20). Sistemska terapija je klju¢ni ¢imbenik u
smanjenju smrtnosti od raka dojke (16).

Lokalizirani lobularni karcinom zahtijeva strogi nadzor lijecnika, ali lokalna 1 sistemska
terapija nisu indicirane. Standardna terapija lokaliziranog duktalnog karcinoma je poStedna
operacija dojke nakon koje slijedi terapija zracenjem, no u odredenim sluCajevima moze se
preporuciti mastektomija. U ranim fazama invazivnog karcinoma prednost se daje postednoj
operaciji u pacijentica, koje nemaju vrlo visok rizik od lokalnog recidiva, kojom se uklanja
tumorsko tkivo bez odstranjivanja zdravog tkiva dojke, Sto je pacijenticama estetski prihvatljivije
od ishoda radikalne mastektomije. Terapija zraenjem nakon operacije smanjuje lokalni recidiv i
osigurava stope prezivljavanja ekvivalentne onima s mastektomijom. Status aksilarnih limfnih
¢vorova odreduje potrebu za radioterapijom i adjuvantnom sustavnom terapijom. Vecina zena s
ranim stadijem raka dojke prima adjuvantnu sistemsku terapiju koja poboljSava lokalnu terapiju
znacajno smanjujuéi recidiv raka i1 smrt specificnu za bolest (15). Uznapredovali rak dojke
ukljucuje inoperabilni lokalno uznapredovali i metastatski rak dojke, neizljeCive bolesti s
medijanom ukupnog prezivljenja od oko tri godine (21). Lokalno uznapredovali rak lijeci se
indukcijskom kemoterapijom uz koju 75 % pacijentica ima smanjenje veli¢ine tumora vece od 50
%, zatim slijedi lokalna terapija (kirurgija, radioterapija ili obje). Indukcijska endokrina terapija
pokazuje manju uc¢inkovitost, no lokalno uznapredovali rak pozitivan na hormonske receptore
najbolje odgovara na kombiniranu indukcijsku kemoterapiju i hormonsku terapiju nakon operacije.
U metastatskom tumoru radioterapija ili bifosfonati u kombinaciji s endokrinom terapijom ili
kemoterapijom mogu ublaZiti bol izazvanu koStanim komplikacijama. Sustavno lijecenje ovisi o

statusu hormonskih receptora, brzini progresije bolesti i podnosljivosti lijeenja (15).



Prisutnost ER-a koristi se za identifikaciju tumora pogodnih za antiestrogensku terapiju
ukljucujuéi antagoniste ER i inhibitore aromataze. Priblizno 40 % ER pozitivnih tumora je PR
negativno, a povezuju se s manjom osjetljivosti na lijeenje od ER+/PR+ tumora, takoder ER—
/PR+ fenotip iznimno je rijedak iu veéini sluc¢ajeva uzrokovan laboratorijskom pogreskom ili lazno
negativnim ocitanjem ER ili lazno pozitivnim PR ocitanjem (20, 13). Endokrina terapija primarna
je terapija u niskoriziénom tumoru s pozitivnim hormonskim receptorima, dok se i endokrina
terapija i kemoterapija koriste u visokorizicnom slu¢aju te sama kemoterapija za rak s negativnim
hormonskim receptorima (20). Tumor s pozitivnim HER2 nalazom lije¢i se ciljanom terapijom kao
Sto je monoklonsko protutijelo trastuzumab koje se veze na ovaj receptor i remeti 0 njemu ovisnu
signalizaciju. Trenutatno ne postoji standardna ciljana terapija za rak dojke koji je
imunohistokemijski definiran kao ER negativan i HER negativan. S prognostickog stajaliSta
najbolji ishod ima ER pozitivni rak dojke (13). Zbog iznimne vaznosti, kvaliteta procjene receptora
pomno je ispitana u multicentri¢nim studijama koje su ukazale na do 20 % pogresnih klasifikacija

(22).



1.5.  Rak mokra¢nog mjehura

1.5.1. Epidemiologija i etiologija

Rak mokraénog mjehura prema globalnoj incidenciji 2020. godine nalazi se na Sestom
mjestu u muskaraca i 17. mjestu u Zena. Ce§éi je u razvijenim zemljama, a zbog svoje relapsne
prirode predstavlja ogroman teret za zdravstveni sustav (6, 23). Broj osoba, izrazen dobno
standardiziranom stopom, s novootkrivenim zlo¢udnim tumorom mokraénog mjehura u 2020.
godini, na podru¢ju EU-27 iznosi 157 484 §to odgovara incidenciji od 58,9 za muskarce i 13,4 za
zene, najvec¢om u Grckoj. Na istom podrucju, tijekom iste godine od raka mokra¢nog mjehura
umrlo je 49 185 osoba s najve¢om stopom smrtnosti u Slovackoj (9). U Republici Hrvatskoj 2019.
godine rak mokra¢nog mjehura otkriven je 721 muskarcu (5 % zlo¢udnih tumora muskaraca) i 250
zena (2 % zlo¢udnih tumora Zena) 1 od istog umrlo je 330 muskaraca (8).

Cimbenici rizika mogu se razdvojiti u dvije skupine: naslijedenu genetsku predispoziciju i
izloZzenost vanjskim faktorima. Kako je veéina tumora mokraénog mjehura povezana sa
izloZzeno$¢u karcinogenima, njihovo izbjegavanje moglo bi zna¢ajno smanjiti ucestalost bolesti, a
pokazalo se najuc¢inkovitijim u smanjenju smrtnosti. Pusenje predstavlja najvazniji ¢imbenik rizika
za urotelni karcinom mokra¢nog mjehura i povezuje se s 50 % slucajeva. Razlika u incidenciji
medu spolovima ¢esto se pripisuje razli¢itim povijesnim obrascima pusenja, no trenutacno je
prevalencija puSenja slicna u oba spola 1 incidencija raka mokra¢nog mjehura opada u muskaraca
1 raste u zena. Drugi najvazniji ¢imbenik, koji se povezuje s priblizno 20 % urotelnih karcinoma,
profesionalna je izlozenost karcinogenima kao Sto su aromatski amini, policiklicki aromatski
ugljikovodici i klorirani ugljikovodici. Poduzete sigurnosne mjere posljednjih godina znacajno su
utjecale na izloZenost ovim spojevima (23).

Urotelni karcinom moze nastati zbog izlaganja ionizirajuéem zracenju i farmaceutskim
agensima. Ciklofosfamid alkiliraju¢e je sredstvo koje se uglavnom koristi u terapiji limfoma i
leukemije, a njegova upotreba uz natrijev 2-merkaptoetan-sulfat (mesna) smanjuje rizik razvoja
urotelnog karcinoma mokra¢nog mjehura. Pioglitazon je antidijabetik iz skupine tiazolidindiona
koji moZze povecati rizik razvoja raka mokraénog mjehura ovisno o dozi i vremenu izloZenosti, zato
bolesnike, koji dugotrajno uzimaju visoke doze, treba redovito nadzirati (23, 24).

Kroni¢ne infekcije mokra¢nog sustava i infekcija parazitom Schistosoma haematobium
povezane su s povecanim rizikom od raka mokraénog mjehura, cesto karcinoma plocastih

(skvamoznih) stanica (25).



1.5.2. Patohistologija

Vecina zlo¢udnih tumora mokraénog mjehura nastaje preobrazbom prijelaznog epitela i
naziva se karcinomima prijelaznih stanica ili urotelnim karcinomima, a mogu biti niskog ili visokog
gradusa. Rak niskog gradusa ¢esto se ponovno javlja u mokraénom mjehuru nakon lijecenja, ali
rijetko napada miSi¢nu stjenku ili se Siri drugdje po tijelu za razliku od raka mokra¢nog mjehura
visokog gradusa. Takoder, rak mokra¢nog mjehura dijeli se na miSi¢noinvazivnu i
nemisi¢noinvazivnu bolest ovisno o invaziji muskularis proprije (odnosno misi¢a detruzora). U
uvjetima kroni¢ne upale moze do¢i do skvamozne metaplazije, odnosno patoloske preobrazbe zrele
stanice mokra¢nog mjehura u zrelu plocastu stanicu koja u ovom tkivu u normalnim uvjetima nije
prisutna. Osim karcinoma prijelaznih stanica 1 karcinoma skvamoznih stanica, u mokracnom
mjehuru mogu nastati adenokarcinomi, karcinomi malih stanica i sarkomi. U viSe od 90 %
slucajeva rije€ je o karcinomima prijelaznih stanica, od 2 do 7 % slucajeva odnosi se na karcinome
skvamoznih stanica i 2 % otpada na adenokarcinome. Patoloski gradus urotelnih karcinoma od
velike je prognosticke vaznosti (25).

Obzirom na nacinu rasta tumorskog tkiva, rak mokra¢nog mjehura dijeli se na papilarni i
ravni oblik. Papilarni karcinomi rastu u tankim izbo¢inama poput prstiju od unutra$nje povrsine
mokraé¢nog mjehura prema njegovoj Supljini. Ravni tumor ne raste prema Supljem dijelu, a ako
zahvaca samo stanice unutarnjeg sloja mokra¢nog mjehura naziva se neinvazivan ravni karcinom

ili karcinom in situ (26).
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1.5.3. Klinicka slika i dijagnostika

Rak mokraénog mjehura obi¢no se manifestira pojavom krvi u mokraéi vidljive golim
okom (makrohematurija) ili isklju¢ivo mikroskopom (mikrohematurija). Pacijenti se rjede zale na
ucestalo mokrenje, nokturiju (no¢no mokrenje) i disuriju (bolno mokrenje), simptome koji su ¢es¢i
u bolesnika s karcinomom in situ (25).

Najkorisnija dijagnosticka pretraga kod sumnje na rak mokra¢nog mjehura je cistoskopija
i ako se rak uoci cistoskopijom zakazuje se bimanualni pregled pod anestezijom i transuretralna
resekcija i/ili biopsija. Ako je rije¢ o raku visokog gradusa ili invazivhom raku snima se
abdominopelvi¢ni CT i radiogram ili CT prsnog kosa. Urotelni karcinomi ¢esto su mutifokalni pa
je potrebno procijeniti cijeli urotel ako se pronade tumor. Snimanje gornjeg dijela mokra¢nog
sustava kljucno je za odredivanje stadija i nadzor u bolesnika s rakom mokra¢nog mjehura, a moze
se wvrsiti ureteroskopijom, retrogradnom pijelografijom tijekom cistoskopije, intravenskom
pijelografijom ili kompjuteriziranom tomografijom (CT) mokra¢nog sustava (25).

Cistoskopija 1 snimanje imaju ograni¢enu osjetljivost u otkrivanju malih lezija pa se u tim
slucajevima oslanja na citologiju mokrace, neinvazivan test za otkrivanje i nadzor raka mokra¢nog
mjehura. Unato¢ visokoj specifiénosti (priblizno 86 %), citologiju urina ogranicava niska
osjetljivost (48 %) posebno za tumore niskog gradusa stoga je Americka agencija za hranu i
lijekove (FDA) odobrila Sest na¢ina analize mokrace za poboljSanje dijagnostike i nadzora raka
mokra¢nog mjehura, medutim takvi testovi nisu dovoljno osjetljivi i ¢esto daju lazno pozitivne
rezultate u benignim stanjima (27).

Priblizno je 75 % novodijagnosticiranih urotelnih karcinoma neinvazivno i imaju visoku
stopu recidiva 1 progresije unato¢ lokalnoj terapiji. Preostalih 25 % karakterizira miSi¢na invazija
110§ ishod unato¢ sistemskoj terapiji (23). Pacijenti, koji umru od raka mokra¢nog mjehura, gotovo
uvijek imaju bolest koja je metastazirala iz mjehura u druge organe. Otprilike od 70 do 80 %
pacijenata s novodijagnosticiranim rakom mokra¢nog mjehura ima povrSinske tumore mokra¢nog
mjehura (tj. stadij Ta, Tis ili T1). Prognoza ovih bolesnika uvelike ovisi o gradusu tumora. Pacijenti
s tumorima visokog gradusa imaju znacajan rizik od smrti 1 ako nije rije¢ o miSi¢noinvazivnom

tipu (25).
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1.5.4. Lijecenje

Rak mokraé¢nog mjehura visokog gradusa lijec¢i se agresivnije od raka mokra¢nog mjehura
niskog gradusa i mnogo je vjerojatnije da ¢e rezultirati smréu. PovrSinski nemiSi¢noinvazivni rak
visokog gradusa obi¢no se moze izlijeciti, a miSi¢noinvazivni tek ponekad (25).

LijeCenje nemiSi¢noinvazivnog raka temelji se na stratifikaciji rizika. Svi pacijenti
inicijalno se podvrgavaju transuretralnoj resekciji nakon koje slijedi instilacija intravezikalne
kemoterapije (uvodenjem katetera u mokra¢ni mjehur). Tumori s niskim rizikom recidiva ili
progresije zahtijevaju pracenje, dok se za one sa srednjim ili visokim rizikom progresije u
miSi¢noinvazivnu bolest obicno najmanje jednu godinu koristi intravezikalni tretman s BCG-om
(bacille Calmette-Guérin) uz nadzor zbog mogucih recidiva. Dodatna intravezikalna kemoterapija
obi¢no se koristi za tumore s visokim rizikom recidiva, ali niskim rizikom progresije u
misi¢noinvazivnu bolest (25).

Standardna terapija pacijenata s miSi¢noinvazivnim rakom obuhvaca uvodnu kemoterapiju
temeljenu na cisplatinu nakon koje slijedi radikalna cistektomija (odstranjivanje mjehura i
susjednih struktura) i diverzija mokrace ili terapija zraCenjem uz istodobnu kemoterapiju. Ostali
pristupi lijeCenju ukljucuju radikalnu cistektomiju pra¢enu kemoterapijom na bazi cisplatina,
radikalnu cistektomiju bez perioperativne kemoterapije, radioterapiju bez kemoterapije, parcijalnu

cistektomiju s ili bez perioperativne kemoterapije (25).
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1.6.  Porodica Amaryllidaceae

Amaryllidaceae (sunovrati), porodica visegodiSnjih biljaka iz reda Asparagales i razreda
jednosupnica, sadrzi 73 roda i preko 1 600 vrsta rasprostranjenih prvenstveno u tropskim i
suptropskim podru¢jima. Dijeli se na tri potporodice: Amaryllidoideae, Agapanthoideae i
Allioideae od kojih je prva spomenuta najveca i sadrzi mnoge ukrasne vrtne vrste. Potporodica
Allioideae (prethodno porodica Alliaceae) sadrzi niz vaznih prehrambenih usjeva poput luka
(Allium cepa L.), ¢eSnjaka (Allium sativum L.), poriluka (Allium porrum L.) i vlasca (Allium
schoenoprasum L.).

Biljke iz ove porodice imaju podzemne stabljike najceS¢e lukovicu, a rjede podanak.
Listovi, uglavnom cijelog ruba, najces¢e su grupirani pri dnu stabljike koja je iznad toga bezlisna.
Na vrhu stabljike nalaze se, pojedinacno ili u cvatovima, dvospolni cvjetovi s obi¢no tri ili Sest

latica 1 tri ili Sest CaSica (28, 29).
1.7.  Allium sativum L.

Cesnjak (Allium sativum L.) aromati¢na je zeljasta biljka koja se konzumira kao
prehrambeni proizvod i tradicionalni lijek diljem svijeta (30). Porijeklom je iz srediSnje Azije, ali
samoniklo raste u Italiji 1 juznoj Francuskoj. Naraste oko 60 cm u visinu, a ovisno o sorti dugi
listovi obi¢no izviru iz kratke tvrde stabljike iznad lukovice ili iz mekanije pseudostabljike koju
tvori lisni omotac. Lukovica sadrZzava do 20 bijelih ili svijetlozutih ¢eSnjeva pomocu kojih se biljka
razmnozava, a obavijeni su opnastom kosuljicom (31, 32).

Cesnjak se duboko ukorijenio u mnoge kulture jer je jedna od najstarije kultiviranih biljaka
na svijetu. Egipatski Ebers papirus datira iz 1550. godine prije Krista i spominje koristenje ¢eSnjaka
kao tretmana za abnormalne izrasline, apscese, malaksalost, cirkulacijske tegobe 1 druga stanja. U
staroj Gr¢koj koristio se kod plu¢nih i crijevnih poremecaja, a tijekom Drugog svjetskog rata kao
antiseptik za rane zbog svojih antimikrobnih svojstava. Povijesni medicinski tekstovi ukazuju na
terapijsku primjenu ceSnjaka kao antitumorskog, laksativnog, diuretskog, antibakterijskog 1
antifungalnog sredstva. Ostali korisni u¢inci njegove konzumacije ukljucuju snizavanje krvnog
tlaka, kolesterola, Secera i lipida u krvi (32). Unato¢ svim zdravstvenim prednostima ceSnjaka,
njegova globalna potrosnja je u opadanju. Neki ljudi ne Zele jesti bijeli ¢eSnjak zbog njegovog
ostrog 1 neugodnog okusa i mirisa ili izazivanja gastrointestinalnih tegoba, stoga je vazno razvijati

prikladne formulacije (33).
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1.7.1. Kemijski sastav

Lukovica cesnjaka sadrzi priblizno 65 % vode, 28 % ugljikohidrata, 2,3 % organskih
spojeva sumpora, 2 % proteina, 1,2 % slobodnih aminokiselina i 1,5 % vlakana. Bioaktivni sastojci
¢eSnjaka mogu se podijeliti u skupinu tvari koje sadrze sumpor i skupinu tvari koje ne sadrze
sumpor. Pojedini sastojci su hlapljivi poput organskih spojeva sumpora (OSC), a pojedini
nehlapljivi poput saponina, sapogenina, flavonoida i fenola. Organski spojevi sumpora, kojih je
bogat izvor, doprinose karakteristicnom mirisu, okusu 1 zdravstvenim dobrobitima. Dijele se na
spojeve topljive u vodi i spojeve topljive u ulju, no obje skupine pokazale su u¢inak u prevenciji
raka. U cijelim ¢eSnjevima alin (S-alil-L-cistein-sulfoksid) i GSAC (y-glutamil-S-alil-L-cistein)
glavna su dva organska spoja sumpora. Sinteza razli¢itih OSC-a zapoc¢inje pretvorbom GSAC u
alin djelovanjem y-glutamil-transpeptidaze i oksidaze u citoplazmi biljnih stanica. Ce3anj sadrzi 8
g/kg alina, glavnog OSC u svjezem ceSnjaku 1 ¢eSnjaku u prahu. Rezanjem, zvakanjem ili
drobljenjem svjezeg ceSnjaka oslobada se enzim alinaza iz vakuole koji katalizira reakciju vaznu
za nastanak alicina (dialil-tiosulfinata). Alicin ¢eSnjaku daje tipi¢an oStar miris, no unutar nekoliko
sati stajanja na sobnoj temperaturi i nekoliko minuta kuhanja odvija se njegova razgradnja na razne
OSC ukljucujuéi dialil-sulfid (DAS), dialil-disulfid (DADS), dialil-trisulfid (DATS), dialil-
tetrasulfid, dipropil-disulfid, alil-metil-sulfid, alil-metil-disulfid, alil-metil-trisulfid, (E)-ajoen i
(Z)-ajoen. Alicin i njegovi metaboliti ne pronalaze se u krvi ili urinu nakon konzumacije vece
koli¢ine ¢eSnjaka Sto znaci da se u organizmu brzo metaboliziraju (32).

Sastojci odgovorni za zdravstvene dobrobiti ¢eSnjaka mogu varirati u vrsti i koncentraciji
ovisno o na¢inu obrade, pripremi i uvjetima tla (34). Farmakoloska aktivnost zgnjecenih ¢eSnjeva
gotovo u potpunosti se pripisuje alicinu. Kuhanje ¢eSnjaka deaktivira alinazu, ali zdravstvene
dobrobiti povezane s alicinom mogu se posti¢i konzumiranjem vecih koli¢ina jer je
bioekvivalencija alicina za peceni ¢eSnjak oko 30 % 1 kuhani oko 16 %. BioraspoloZivost alicina
iz dodataka c¢eSnjaka u prahu s alinom i aktivnom alinazom mozZze biti identi¢na ekvivalentnoj
koli¢ini zdrobljenog sirovog ceSnjaka kada se konzumira uz obrok. Medutim, tablete s
prilagodenim oslobadanjem pokazuju veliku varijabilnost u bioraspoloZivosti i njezino znatno
smanjenje uz obrok bogat proteinima. BioraspoloZivost alicina u ovom kontekstu obuhvaca
enzimsko stvaranje alil-tiosulfinata (uglavnom alicina), njihovu apsorpciju 1 metabolizam do
mjerljivog metabolita, a bioekvivalencija metaboli¢ko stvaranje mjerljivog metabolita bez

aktivnosti alinaze (35).
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1.7.2. Dodaci prehrani

Komercijalno dostupni dodaci s ¢eSnjakom ukljuuju ceSnjak u prahu, etericno ulje
e$njaka, uljni macerat Ce$njaka i ekstrakt ¢esnjaka. Ce$njak u prahu dobiva se od narezanih ili
zgnjecenih pa osusenih i usitnjenih ¢eSnjeva, a smatra se da zadrzava sastojke sirovog ¢esnjaka, ali
u razli¢itim koli¢inama. Ce$njevi sadrzavaju od 0,2 do 0,5 % eteri¢nog ulja koje se dobiva
destilacijom vodenom parom i sadrzava razne sulfide, ali ne i alicin. Uljni macerati proizvode se
maceriranjem usitnjenih ¢eSnjeva u biljnom ulju, a ekstrakti ¢eSnjaka njihovim namakanjem u
ekstrakcijskoj otopini. Ekstrakti su dostupni u ¢vrstom 1 teku¢em obliku te dominantno sadrZzavaju
u vodi topljive sastojke ¢esnjaka (36).

Crni ¢esSnjak proizvodi se procesom koji se u literaturi navodi kao fermentacija ili starenje
¢eSnjaka, a ukljuCuje inkubaciju lukovica na temperaturi od 60 do 90°C 1 visokoj vlaznosti (80 —
90 %) tijekom 30 — 40 dana Sto rezultira nastankom crnih ¢eSnjeva zbog Maillardove reakcije.
Procesom se oStar okus povezan sa sirovim ¢e$njakom zamjenjuje slatkim okusom zbog izostanka
aktivacije alinaze 1 nastanka reakcija izmedu Secera 1 slobodnih aminokiselina (35). Ekstrakt crnog
ceSnjaka (AGE) dobiva se namakanjem narezanog sirovog ¢eSnjaka u 15 — 20 % etanolu do 20
mjeseci na sobnoj temperaturi, koji se potom filtrira i koncentrira. Ovaj proces uzrokuje gubitak
nestabilnih molekula s antioksidativnim djelovanjem poput alicina 1 povecava koliCinu stabilnih,
visoko bioraspolozivih, u vodi topljivih organskih spojeva sumpora kao $to su S-alil-cistein i S-
alil-merkaptocistein. Osim OSC, u vazne antioksidanse pristune u AGE-u ubrajaju se i flavonoidi
(posebice aliksin) i selen (34, 37). U ekstraktu crnog ¢eSnjaka pronaden je antioksidans cCija je
aktivnost usporediva s askorbinskom kiselinom (38).

Upotreba ¢eSnjaka jedna je od najpopularnijih komplementarnih terapija poviSenog krvnog
tlaka 1 smatra se da ju koristi 53,3 % hipertenzivnih bolesnika. Biokemijski gledano,
antihipertenzivni u€inak posljedica je sloZzenog mehanizma djelovanja u kojem sudjeluje viSe
aktivnih sastojaka. Pocetna razina krvnog tlaka vazan je ¢imbenik koji utjeCe na djelotvornost
ceSnjaka u snizavanju krvnog tlaka pa tako u pacijenata sa sistolickim arterijskim tlakom nizim od
140 mmHg nije bio u¢inkovit (39). Medutim, nema dokaza da konzumacija ¢eSnjaka smanjuje rizik
od smrti 1 kardiovaskularnog morbiditeta u hipertenzivnih bolesnika (40).

Upala je vazna komponenta patogeneze brojnih bolesti kao Sto su Secerna bolest tip 2,
astma, ateroskleroza, reumatoidni artritis i druge autoimune bolesti, a u¢inak ¢esnjaka na smanjenje

upalnih ¢imbenika TNF-a i CRP treba se dodatno ispitati u prevenciji upale (41).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA



Cilj ovog istrazivanja je ispitati citotoksicno djelovanje uzoraka bijelog i crnog ¢eSnjaka
dobivenih mikrovalnom ekstrakcijom na stani¢ne linije humanog adenokarcinoma dojke MDA-

MB-231 i humanog karcinoma mokraénog mjehura T24.
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2.1.  Hipoteza

Hlapljivi i nehlapljivi spojevi sadrzani u uzorcima bijelog i crnog ceSnjaka pokazuju

citotoksi¢no djelovanje na stani¢ne linije humanih karcinoma MDA-MB-231 i T24.
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3. MATERIJALI Il METODE



3.1.  Stanicne linije

Citotoksi¢no djelovanje uzoraka bijelog i crnog ¢eSnjaka ispituje se in vitro na stani¢nim

linijama humanih zlo¢udnih tumora MDA-MB-231 i T24. Njihove karakteristike i mikroskopski

prikazi nalaze se u Tablicama 1 i 2 te na Slikama 11 2.

Tablica 1. Obiljezja stanic¢ne linije MDA-MB-231 (42).

Organizam Homo sapiens, ¢ovjek
Tkivo zljezdano tkivo dojke
Stani¢ni tip epitelne stanice
Forma proizvoda smrznuta
Morfologija epitelna

Obiljezje kulture adherentna

Bolest adenokarcinom

Dob 51 godina

Spol Zensko

Etnicitet bijela rasa

Uvjeti pohrane teku¢i dusik

ATCC Number: HTB-26 ™
Designation:

L Density

Hh Density Scale Bar 1DDu

Slika 1. Mikroskopski prikaz stani¢ne linije MDA-MB-231 (42).
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Tablica 2. Obiljezja stanicne linije T24 (43).

Organizam Homo sapiens, ¢ovjek
Tkivo mokraéni mjehur
Stanicni tip epitelne stanice
Forma proizvoda smrznuta

Morfologija epitelna

Obiljezje kulture adherentna

Bolest karcinom prijelaznih stanica
Dob 81 godina

Spol zensko

Etnicitet bijela rasa

Uvjeti pohrane teku¢i dusik

ATCC Number: HTB-4 ™
Designation: T24

Egh Dens

Low Density Scale Bar= 100um

Slika 2. Mikroskopski prikaz stanicne linije T24 (43).



3.2.  Biljni materijali

3.2.1. Allium sativum L.

Bijeli i crni ¢esnjak nabavljeni su 2019. godine u OPG-u Kralj, Zagreb. Osnovni taksoni

prikazani su u Tablici 3.

Tablica 3. Taksonomija biljke A. sativum L. (28, 29).

Vrsta Allium sativum L.
Rod Allium

Porodica Amaryllidaceae
Red Aspargales
Razred Dicotyledones
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3.3. Metoda izolacije

Aparatura za mikrovalnu ekstrakciju omoguduje izolaciju dvije vrste biljnog sadrzaja:
hlapljivih spojeva (engl. fragrance) i aroma (engl. flavour). Biljni materijal bijelog (svjezeg) i
crnog (fermentiranog) ¢esnjaka obraden je mikrovalnom destilacijom i mikrovalnom ekstrakcijom.

Gornji dio aparature procesom mikrovalne destilacije izolira etericno ulje u kojem su
sadrzane hlapljive komponente. Mikrovalna destilacija traje vremenski kra¢e od hidrodestilacije 1
ne zahtjeva upotrebu organskog otapala.

Staklena posuda napunjena usitnjenim biljnim materijalom zatvori se poklopcem i poveze
sa sustavom za refluks 1 hladilom. Voda kojom se napuni desna vertikalna cijev sluZi kao medij za
prikupljanje hlapljivih spojeva koji se, po zavrSetku destilacije, odvoje malenom koli¢inom
pentana. Destilacija se izvodi pri snazi od 500 W, 35 minuta na 98°C. Propipetom se u €istu ¢asu
odvoji sloj hlapljivih spojeva 1 pentana nakon zavrSetka destilacije, a ostatak vode iz aparature
ispusti preko pipca. U €asu se doda bezvodni natrijev sulfat kao sredstvo za suSenje. Sadrzaj case
prebaci se u prethodno izvaganu bocicu pa se zaostalo organsko otapalo otpari u struji dusika.
Uzorak se do GC-MS analize 1 ispitivanja citotoksi¢ne aktivnosti ¢uva u hladnjaku.

Donji dio aparature mikrovalnom ekstrakcijom izolira arome bez dodatka organskog
otapala. Ekstrakt se pomo¢u mikrovalova i gravitacijske sile sakuplja u ¢asi koja se nalazi na dnu
aparature. Ekstrakcijom se dobije oko 250 mL ekstrakta koji se prebaci u lijevak za odijeljivanje
te ekstrahira s triput po 10 mL diklormetana. Donji, diklormetanski sloj odvoji se pipcem u €istu
¢aSu 1 osusi bezvodnim natrijevim sulfatom. Sadrzaj ¢ase potom se prebaci u prethodno izvaganu
bocicu pa se zaostalo organsko otapalo otpari u struji duSika. Uzorak se do GC-MS analize cuva u

hladnjaku.
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3.4. Postupak

3.4.1. Stani¢na kultura

Rad sa stanicama izvodi se u laboratoriju s kabinetom za sterilan rad uz sterilne reagense,
pribor i posude kako bi se smanjio rizik kontaminacije. Odmrznute stani¢ne linije raka uzgajaju se
u mediju DMEM koji sadrzava 4,5 g/L glukoze uz dodatak 10 % FBS-ai 1 % antibiotika (Penicillin
Streptomycin, EuroClone, Milano, Italy). Kultiviraju se u inkubatoru u vlaznoj atmosferi zasi¢enoj
5 % ugljikovim dioksidom na 37°C.

DMEM sadrzi ugljikohidrate, aminokiseline, vitamine i minerale, dakle sve nutrijente
potrebne stanicama za preZivljavanje. Red fenol, indikator sadrZzan u mediju, promjenom boje iz
crvene u zutu ukazuje na potrebu za zamjenom postojeceg medija sa svjezim. Nakon dodatka
medija ploCice sa stanicama ostave se preko noc¢i da adheriraju na podlogu.

Nakon odsisavanja medija i ispiranja PBS-om, koji uklanja zaostali medij, dodaje se 0,25
% tripsin, enzim Kkoji cijepanjem peptidne veze omogucava presadivanje stanica njihovim
medusobnim odvajanjem i odvajanjem od podloge. Tripsin se ostavi da djeluje nekoliko minuta, a

inaktivira ga dodatak svjezeg medija u kojem se stanice resuspendiraju.

3.4.2. Odredivanje broja zivih stanica u kulturi

Za odredivanje broja stanica u kulturi koristi se Biirker - Tiirkova komorica. U jazicu se
prenese 50 pL resuspendiranih stanica i 50 pLL Trypan Blue boje koja omogucava razlikovanje
zivih od mrtvih stanica. Mikroskopom se mogu uociti neobojane, Zive stanice i plavo obojene,
mrtve stanice zbog oste¢ene membrane. Sadrzaj jaZice (10 pL) mikropipetom se nanese na Biirker
- Tiirkovu komoricu te se pomoc¢u binokularnog invertnog mikroskopa prebroje Zive stanice u pet
kvadrati¢a. Ukupan broj zivih stanica izracuna se prema formuli:

R =N x 2 x 10* stanica/mL;
gdje je:

R — ukupan broj Zivih stanica;

N — broj prebrojanih stanica na Biirker - Tiirkovoj komorici;

2 — faktor razrjedenja.
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3.4.3. Tretiranje stanica raka uzorcima bijelog i crnog ¢eSnjaka

Stanice se prebace na &etiri plogice s 96 jazica tako da u svakoj jazici bude priblizno 10*
stanica i ostave se preko no¢i da adheriraju na podlogu. Stanice raka tretiraju se prethodno
pripremljenim uzorcima bijelog i crnog ¢e$njaka u koncentraciji od 1 ug/mL, 5 pg/mL, 10 pg/mL,
50 ug/mL i 100 pg/mL tijekom 4, 24, 48 1 72 sata. Svaka koncentracija nanosi se u tri jaZice, a prve

tri predstavljaju kontrolu i ispunjene su medijem.

3.4.4. Test citotoksiéne aktivnosti

MTT test koristi se za odredivanje citotoksi¢ne aktivnosti uzoraka bijelog 1 crnog ceSnjaka,
mjerenjem metabolizma kulture stanica. Odvaze se 0,02 g 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazol bromida (MTT), zutog praha, i otopi u 40 mL PBS-a. Nakon tretmana stanica s
uzorcima, dodaje se pripravljena otopina MTT-a pa se stanice inkubiraju na 37°C 2 sata. Zive
stanice su metabolicki aktivne 1 prevode MTT u kristal formazan, dok u mrtvim stanicama nema
ovog procesa jer su metabolicki neaktivne. Potom se MTT uklanja i dodaje se 10 % DMSO te se
stanice inkubiraju jedan sat na 37°C. Inkubacija s DMSO dovodi do otapanja kristala formazana i
ljubicastog obojenja medija. Koli¢ina stvorenog formazana proporcionalna je broju zivih i
metabolickih aktivnih stanica, a mjeri se spektrofotometrijski na valnoj duljini od 570 nm.

Stupanj stvaranja formazana myjeri se u svakoj jazici, a najintenzivnije obojenje 1 najveca
apsorbancija o¢ekuju se u kontrolnim jazicama. Podaci se racunaju u odnosu na kontrolu, odnosno
citotoksi¢na aktivnost izrazava se kao omjer apsorbancije jazica s biljnim uzorcima te apsorbancije

kontrolnih jazica.

3.5.  Statisti¢ka analiza

Spektrofotometrom izmjerena je apsorbancija kontrolnih 1 ispitivanih skupina. Kontrolnu
skupinu sacinjavaju jazice sa stanicama raka u mediju, a ispitivanu skupinu jazice sa stanicama
raka tretirane razli¢itim koncentracijama biljnih uzoraka u mediju. Srednje vrijednosti apsorbancije
izraCunate su za obje skupine nakon 4, 24, 48 1 72 sata. Takoder, izracunati su omjeri srednjih
vrijednosti apsorbancija ispitivanih i kontrolnih skupina. Rezultati su prikazani graficki i izracunati
u programu GraphPad Prism, v.7.0 (San Diego, CA, SAD) sa statistickom znacajnos¢u P < 0,05,
P<0,01iP<0,001.
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4. REZULTATI



4.1.

Stani¢na linija MDA-MB-213

4.1.1. Allium sativum L., liofilizirani ostatak bijelog ili svjezeg ceSnjaka nakon mikrovalne

ekstrakcije

Liofilizirani ostatak bijelog ¢eSnjaka pokazuje neznatan citotoksi¢ni u¢inak na stani¢nu

liniju MDA-MB-213 (Slika 3). Nema znacajne povezanosti ispitivanih koncentracija liofiliziranog

ostatka ili vremena inkubacije sa smanjenjem broja metabolicki aktivnih stanica.

% metabolicki aktivnih stanica

MDA-MB-231

1004 * /&
504 ¢ ‘
0 o |

g

& & & &
m-@@ N@o‘b t:v@oq ,@@& .,,QS’@ &
Bijeli cesnjak (voda)
4 sata 24 sata 48 sati 72 sata
1C50* (ug/mL) NDP NDP NDP NDP

Slika 3. Citotoksi¢na aktivnost liofiliziranog ostatka bijelog ¢eSnjaka nakon mikrovalne ekstrakcije
na stani¢nu linijju MDA-MB-231
* koncentracija pri kojoj je 50 % stanica Zivo

b

nije moguce odrediti

29



4.1.2. Allium sativum L., liofilizirani ostatak crnog ili fermentiranog ¢e$njaka nakon mikrovalne

ekstrakcije

Liofilizirani ostatak crnog c¢eSnjaka u ispitivanim uvjetima ne pokazuje znacajan

antiproliferativni uc¢inak na stani¢nu liniju MDA-MB-231 (Slika 4). Koncentracija uzorka ili

vrijeme inkubacije nisu znacajnije povezani s citotoksi¢nim djelovanjem.

MDA-MB-231 0 4h

E I 24h

1% :Tffl" b oo = | ‘w1 7] i

T 5 il = ; B ] Sl 72h
£ | | ' -: : :
o 0 M I N
£ : o - ) i :
rmnnnn
ml: A BN AR AW |
@"‘g Q‘}é Q")& cs“-‘é @}c} Q‘}&

o® N o° ,@9 699 ’&Qg
Crni cesnjak (voda)
4 sata 24 sata 48 sati 72 sata
IC50? (ug/mL) NDP NDP NDP NDP

Slika 4. Citotoksi¢na aktivnost liofiliziranog ostatka crnog ¢eSnjaka nakon mikrovalne ekstrakcije
na stani¢nu linijju MDA-MB-231
* koncentracija pri kojoj je 50 % stanica Zivo

® nije moguce odrediti
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4.1.3. Allium sativum L., mikrovalni ekstrakt bijelog ili svjezeg ceSnjaka

Mikrovalni ekstrakt svjezeg ¢eSnjak pokazuje citotoksi¢ni u¢inak ovisan o koncentraciji i
vremenu izlozenosti (Slika 5). Broj metabolicki aktivnih stanica nije se znacajnije smanjio nakon
4 sata izlaganja biljnom uzorku, neovisno o njegovoj koncentraciji. Duzom inkubacijom ostvaruje
se ve¢i antiproliferativni ucinak. Povecavanjem koncentracije povecava se citotoksicnost, a

minimalni porast postotka zivih stanica vidljiv je pri koncentraciji od 100 ug/mL nakon 24 i 72

sata.
MDA-MB-231 i 4h
S | 24h
g 100+ ] ) ] I T B 48h
E .:_: 1 b ¢ ) i . 72h
£ [ ol ¢ c B
3 . 11 .
- n N ok L
£ n : I |
. & : i .
3¢ & & & &
& o @o& @oé Q““"c;\
o o Y &
Svjezi cesnjak (DMSO)
4 sata 24 sata 48 sati 72 sata
IC504 (ug/mL) ND¢ ND¢ 35,33 19,8

Slika 5. Citotoksi¢na aktivnost mikrovalnog ekstrakta svjezeg ¢eSnjaka na stani¢nu liniju MDA-
MB-231

& P-vrijednost < 0,05

b P-vrijednost < 0,01

¢ P-vrijednost < 0,001

4 koncentracija pri kojoj je 50 % stanica Zivo

¢ nije moguce odrediti
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4.1.4. Allium sativum L., mikrovalni ekstrakt crnog ili fermentiranog ¢eSnjaka

Mikrovalni ekstrakt fermentiranog ¢eSnjaka pokazuje citotoksi¢ni u¢inak ovisan o
koncentraciji i vremenu izloZenosti (Slika 6). Izlaganje ekstraktu 4 sata nije se pokazalo
dovoljnim za smanjenje broja zivih stanica MDA-MB-231 stani¢ne linije. Vrijeme inkubacije
obrnuto je proporcionalno broju metaboli¢ki aktivnih stanica, dakle povecanje vremena
inkubacije smanjuje koli¢inu metabolicki aktivnih stanica. Za isto vrijeme inkubacije
koncentracija ekstrakta od 1 pg/mL pokazuje ve¢i citotoksi¢ni uc¢inak od 5 pg/mL, a
koncentracije od 50 i 100 pg/mL priblizno isti uc¢inak.

MDA-MB-231 = 4dh
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QQ QQ QQ QQ QQ Q’Q
o X o ) & R
Fermentirani cesnjak (DMSQO)
4 sata 24 sata 48 sati 72 sata
1C50¢ (u g/mL) ND¢ 92,58 49,8 26,72

Slika 6. Citotoksicna aktivnost mikrovalnog ekstrakta fermentiranog ¢es$njaka na stani¢nu liniju

MDA-MB-231

& P-vrijednost < 0,05

b P-vrijednost < 0,01

¢ P-vrijednost < 0,001

4 koncentracija pri kojoj je 50 % stanica Zivo
¢ nije moguce odrediti
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4.2.  Stani¢na linija T24

4.2.1. Allium sativum L., liofilizirani ostatak bijelog ili svjezeg CeSnjaka nakon mikrovalne

ekstrakcije

Liofilizirani ostatak bijelog ceSnjaka ne pokazuje znaCajnu citotoksi¢nu aktivnost na

stani¢nu liniju T24 u ispitivanim uvjetima (Slika 7). Najizrazeniji u¢inak vidljiv je pri koncentraciji

od 10 ug/Ml nakon 72 sata inkubacije.

T24
wi dh
E [ l T | I 24h
£ 1001 ’l :;r fi I L I B 48h
£ | a0 : 2 | 72h
o 0 0N 0N
g || | - |
0 ) . 'fl,
N
Q"@o"-’ \?‘Q 6;9@9 ,@—Qﬁoq 4._9-@\:9
Bijeli cesnjak (voda)
4 sata 24 sata 48 sati 72 sata
1C50* (ug/mL) NDP NDP NDP NDP

Slika 7. Citotoksi¢na aktivnost liofiliziranog ostatka bijelog ¢eSnjaka nakon mikrovalne ekstrakcije

na stani¢nu liniju T24

* koncentracija pri kojoj je 50 % stanica Zivo
® nije moguce odrediti
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4.2.2. Allium sativum L., liofilizirani ostatak crnog ili fermentiranog ¢e$njaka nakon mikrovalne

ekstrakcije

Citotoksi¢ni ucinak liofiliziranog ostatka crnog ¢eSnjaka moze se povezati s vremenom
inkubacije (Slika 8). Najizrazeniji u¢inak vidljiv je nakon izlaganja stanica liofiliziranom ostatku
tijekom 72 sata i neznatno se razlikuje u ispitivanim koncentracijama od 5, 10 i 50 pg/mL.
Koncentracija od 100 ug/mL pokazuje smanjenu ucinkovitost u odnosu na nizu ispitivanu
koncentraciju od 50 ug/mL nakon 24, 48 i1 72 sata. Citotoksi¢na aktivnost priblizno je jednaka

nakon inkubacije od 24 i 48 sata neovisno o koncentraciji uporabljenog liofiliziranog ostatka.

T24 = 4k
.g | 24h
,E 100 T] [ I l T [ I ! B 4sh
= Al 1 1 : I : 72h
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0NN
olE 5 BN o | IO
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Q"’&& -:P&@ @)&& c:"&& Q“’q’\& s"q\&
S W &S o N S o)
Crni cesnjak (voda)
4 sata 24 sata 48 sati 72 sata
IC50? (ug/mL) NDP NDP NDP 59,09

Slika 8. Citotoksicna aktivnost liofiliziranog ostatka crnog ¢eSnjaka nakon mikrovalne ekstrakcije
na stani¢nu liniju T24

 koncentracija pri kojoj je 50 % stanica Zivo

® nije moguce odrediti
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4.2.3. Allium sativum L., mikrovalni ekstrakt bijelog ili svjezeg ¢eSnjaka

Mikrovalni ekstrakt svjezeg ceSnjaka pokazuje znacajan antiproliferativni ucinak na

stani¢nu liniju T24 nakon 48 i 72 sata inkubacije (Slika 9). Izlaganje stanica ekstraktu tijekom 4

sata nije pokazalo znacajne rezultate. Ista koncentracija ekstrakta nakon 24 i 48 sati inkubacije

pokazuje slicnu aktivnost. Nakon inkubacije od 72 sata dolazi do znaCajnog smanjenja broja

metabolicki aktivnih stanica i pri nizim ispitivanim koncentracijama.

% metabolicki aktivnih stanica

T24
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Q'Q ‘:QQ Q'QQ QQQ B'QQ
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Svjezi cesnjak (DMSO)

 4h
24h

[ 48h
72h

4 sata

24 sata

48 sati

72 sata

1C50 (ug/mL)

ND*®

24,95

27,31

3,134

Slika 9. Citotoksi¢na aktivnost mikrovalnog ekstrakta svjezeg ceSnjaka na stani¢nu liniju T24

* P-vrijednost < 0,05
b P-vrijednost < 0,01
¢ P-vrijednost < 0,001

4 koncentracija pri kojoj je 50 % stanica Zivo

¢ nije moguce odrediti
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4.2.4. Allium sativum L., mikrovalni ekstrakt crnog ili fermentiranog ¢e$njaka

Mikrovalni ekstrakt fermentiranog c¢eSnjaka pokazuje citotoksi¢ni ucinak u svim
ispitivanim koncentracijama (Slika 10). Ekstrakt koncentracije 1, 5 i 10 ug/mL pokazuje identi¢an
ucinak nakon 24 148 sati inkubacije. Ekstrakt koncentracije 50 i 100 pg/mL nakon 48 sati pokazuje
smanjen citotoksi¢ni uc¢inak, odnosno broj metabolic¢ki aktivnih stanica ve¢i je nakon 48 sati nego
nakon 24 sata. Najve¢i ucinak postignut je nakon inkubacije od 72 sata pri svim koncentracijama,

a znacajna citotoksi¢nost postize se ve¢ 1 kod nizih ispitivanih koncentracija.

T24 =i 4h

E 24h
£ 1004 I I 4gh
g : 72h

0

Q‘QQ

Fermentirani cesnjak (DMSO)
4 sata 24 sata 48 sati 72 sata
IC5014 (ug/mL) ND¢ 11,98 23,97 2,041

Slika 10. Citotoksi¢na aktivnost mikrovalnog ekstrakta fermentiranog ¢eSnjaka na stani¢nu liniju
T24

# P-vrijednost < 0,05

b P-vrijednost < 0,01

¢ P-vrijednost < 0,001

4 koncentracija pri kojoj je 50 % stanica Zivo

¢ nije moguce odrediti
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5. RASPRAVA



Ovo istrazivanje pokazuje razlicit citotoksi¢ni u¢inak uzoraka bijelog i crnog ¢eSnjaka na
stani¢ne linije MDA-MB-231 (adenokarcinom Zljezdanog tkiva dojke) i T24 (karcinom prijelaznih
stanica mokra¢nog mjehura). Iako su svi uzorci dobiveni iz iste biljne vrste Allium sativum L.,
fermentacija bijelog ¢eSnjaka i mikrovalna ekstrakcija omogucéuju dobivanje uzoraka razli¢itog
kemijskog sastava o kojem ovisi ispitivana djelotvornost uzorka.

Liofilizirani ostaci bijelog i crnog ¢eSnjaka neznacajno smanjuju broj metabolic¢ki aktivnih
stanica linije MDA-MB-231, a mikrovalni ekstrakti pokazuju znac¢ajno smanjenje u pojedinim
uvjetima. lako su potrebne nize koncentracije mikrovalnog ekstrakta bijelog ¢eSnjaka za smanjenje
broja Zivih stanica linijje MDA-MB-231 na 50 % nakon inkubacije od 48 i 72 sata, za mikrovalni
ekstrakt crnog ¢eSnjaka IC50 moZe se detektirati i nakon 24 sata. Smatra se da fermentacija, proces
kojim nastaje crni ceSnjak, poboljSava biolosku aktivnost (33). Marni i suradnici (44) procijenili su
ucinak dialil-disulfida (DADS) 1 dialil-trisulfida (DATS) na trostruko negativan rak dojke
rezistentan na lijeCenje paklitakselom stani¢ne linije MDA-MB-231. Rezultati su pokazali
znacajnu citotoksi¢nost ovih spojeva, njithovu sposobnost inhibicije proliferacije blokiranjem
stanicnog ciklusa 1 indukcije apoptoze aktivacijom kaspaze 3 1 9. Dialil-sulfid (DAS), dialil-
disulfid (DADS) i dialil-trisulfid (DATS) najzastupljeniji su spojevi u etericnom ulju ¢eSnjaka (45)
pa bi navedeno moglo posluziti kao objaSnjenje za znacajnije citotoksi¢no djelovanje mikrovalnih
ekstrakta.

Liofilizirani ostaci bijelog i1 crnog ¢eSnjaka ne pokazuju znac¢ajan citotoksi¢ni u¢inak na
stani¢nu liniju T24, no mikrovalni ekstrakti znacajno reduciraju broj metabolic¢ki aktivnih stanica
u odredenim ispitivanim uvjetima. Zanimljivo je da mikrovalni ekstrakti pokazuju nizu vrijednost
IC50 nakon 24 sata, nego nakon 48 sati. Koncentracija pri kojoj 50 % stanica T24 ostaje Zivo iznosi
3,314 ug/mL za ekstrakt bijelog ¢eSnjaka i 2,041 pg/mL za ekstrakt crnog ¢eSnjaka, kad je vrijeme
inkubacije 72 sata. Dakle, povecavanje vremena inkubacije na 72 sata smanjuje IC50 ispod
vrijednosti dobivenih za 24 i 48 sati.

Koristeni mikrovalni ekstrakti Allium sativum L. pokazali su znac¢ajno smanjenje broja
stanica raka pri nizim koncentracijama za stani¢nu liniju T24 nego za MDA-MB-231. Liofilizirani
ostaci bijelog i crnog ¢eSnjaka nisu pokazali znacajnije smanjenje citotoksi¢ne aktivnosti na ovim

stani¢nim linijama humanih karcinoma.
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Studije s normalnim, netumorskim stanicama iznimno su rijetke, medutim ukazuju na
prili¢no selektivnu citotoksi¢nost polisulfida na stanice raka (45). Uzorci bijelog i crnog ¢eSnjaka
imaju potencijal za kombiniranje s antitumorskim lijekovima i koriStenje u lijeCenju tumora
rezistentnih na postojecu terapiju. Medutim, potrebne su dodatne in vitro studije kojima bi se

utvrdio ucinak uzoraka bijelog i crnog ¢eSnjaka na tumorsko i netumorsko tkivo.
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6. ZAKLJUCCI



. In vitro izlaganje stani¢nih linija humanih karcinoma dojke (MDA-MB-231) i mokra¢nog
mjehura (T24) uzorcima bijelog i crnog ¢esnjaka dobivenih mikrovalnom ekstrakcijom
uzrokuje smanjeno prezivljavanje stanica.

Citotoksi¢ni ucinak uzoraka Allium sativum L. ovisan je o koncentraciji i vremenu
inkubacije.

Djelovanje ispitivanih uzoraka Allium sativum L. nije uvijek proporcionalno promjeni
koncentracije i vremena inkubacije te u pojedinim slu¢ajevima dolazi do oporavka stanica
unato¢ povecanju navedenih parametara.

Potvrden je ucinak hlapljivih spojeva Allium sativum L. na stani¢ne linije humanih
karcinoma dojke (MDA-MB-231) i mokra¢nog mjehura (T24).

Citotoksi¢ni uc¢inak nehlapljivih spojeva Allium sativum L. nije potvrden u ispitivanim

uvjetima.
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8. SAZETAK



Ciljevi: Cilj ovog istrazivanja je ispitati citotoksi¢no djelovanje uzoraka bijelog i crnog ¢esSnjaka
(Allium sativum L.) dobivenih mikrovalnom ekstrakcijom na stanicne linije humanog
adenokarcinoma dojke MDA-MB-231 1 humanog karcinoma mokraénog mjehura T24.
Pretpostavka je da ¢e se broj karcinomskih stanica, usporedujuéi s kontrolom, smanjiti nakon
izlaganja biljnim uzorcima.

Materijali i metode: Stanice su tretirane s uzorcima A. sativum L. dobivenim mikrovalnom
ekstrakcijom (liofilizirani ostaci i mikrovalni ekstrakti bijelog i crnog ¢eSnjaka) u koncentraciji od
1 ug/mL, 5 pg/mL, 10 pg/mL, 50 pg/mL i 100 ug/mL. Citotoksi¢na aktivnost odredila se MTT
testom nakon 4, 24, 48 1 72 sata inkubacije. Spektrofotometrom je dobivena apsorbancija na 570
nm koja je koriStena za odredivanje djelotvornosti uzoraka ¢eSnjaka.

Rezultati: Rezultati su prikazani grafi€ki u odnosu koncentracije uzorka, vremena inkubacije i
postotka metabolicki aktivnih stanica.

Kod stani¢ne linije MDA-MB-231, liofilizirani ostaci bijelog i crnog ¢es$njaka pokazuju neznatan
citotoksi¢ni u€inak. Mikrovalni ekstrakti bijelog 1 crnog ceSnjaka pokazuju ucinak ovisan o
koncentraciji 1 vremenu izlozenosti. Duljom inkubacijom ostvaruje se vece smanjenje broja
metabolicki aktivnih stanica, a najizraZeniji u¢inak je pri koncentracijama od 50 i 100 pg/mlL.
Kod stani¢ne linije T24, liofilizirani ostaci bijelog i crnog ¢eSnjaka pokazuju neznatan citotoksicni
uc¢inak. Mikrovalni ekstrakti bijelog 1 crnog ceSnjaka pokazuju ucinak u svim ispitivanim
koncentracijama, ali najizrazeniji je pri 50 1 100 pg/mL. Znacajna citotoksi¢nost postize se nakon
inkubacije od 72 sata.

Zakljucci: In vitro izlaganje stani¢nih linija humanih karcinoma dojke (MDA-MB-231) i
mokra¢nog mjehura (T24) uzorcima bijelog 1 crnog CesSnjaka uzrokuje smanjeno prezivljavanje
stanica. Citotoksi¢ni uc¢inak ovisan je o koncentraciji i vremenu inkubacije. Uc¢inkovitost je
potvrdena za hlapljive spojeve sadrzane u mikrovalnim ekstraktima, ali ne i za liofilizirane ostatke

koji sadrze nehlapljive spojeve.
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9. SUMMARY



Diploma thesis title: Antiproliferative effect of black and fresh garlic isolates
Objectives: The aims of this diploma thesis were to investigate the cytotoxic effects of black and
white garlic isolates from microwave extraction on breast cancer cell line MDA-MB-231 and

bladder cancer cell line T24.

Materials and methods: The cells were treated with samples of A. sativum L. obtained by
microwave extraction (lyophilized residues and microwave extracts of white and black garlic) at
concentrations of 1 pg/mL, 5 pg/mL, 10 ug/mL, 50 pg/mL and 100 pg/mL. ml. Cytotoxic activity
was determined by the MTT test after 4, 24, 48 and 72 hours of incubation. Absorbance at 570 nm
was measured with a spectrophotometer, which was used to determine the effectiveness of garlic

samples.

Results: The results are presented graphically in relation to sample concentration, incubation time

and percentage of metabolically active cells.

In the MDA-MB-231 cell line, lyophilized residues of white and black garlic show a slight
cytotoxic effect. Microwave extracts of white and black garlic show an effect dependent on
concentration and exposure time. Longer incubation results in a greater reduction in the number of
metabolically active cells, and the most pronounced effect is at concentrations of 50 and 100

pg/mL.

In the T24 cell line, lyophilized residues of white and black garlic show a slight cytotoxic effect.
Microwave extracts of white and black garlic show an effect in all tested concentrations, but it is
most pronounced at 50 and 100 pg/mL. Significant cytotoxicity is achieved after 72 hours of

incubation.

Conclusions: In vitro exposure of human breast (MDA-MB-231) and bladder (T24) carcinoma
cell lines to samples of white and black garlic causes decreased cell survival. The cytotoxic effect
depends on the concentration and incubation time. Efficacy has been confirmed for volatile
compounds contained in microwave extracts, but not for lyophilized residues containing non-

volatile compounds.
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