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1.UVOD



1.1. TUMORI

Tumori, neoplazme ili novotvorine su izrazi za patoloske tvorbe koje nastaju kao
posljedica prekomjerne proliferacije abnormalnih stanica (1). Prvi korak nastanka raka je
inicijacija tumora u kojoj dolazi do mutacije u jednoj stanici koja zapocCinje proces
abnormalne proliferacije, a kao posljedica dolazi do prekomjernog rasta monoklonske
populacije tumorskih stanica. Drugi korak je progresija koja ukljucuje dodatne mutacije u
tumorskim stanicama. Zdrave stanice imaju moguénost proliferacije ovisnu o gustoéi, dok je
proliferacija stanica raka neovisna o gusto¢i. Ne dolazi do inhibicije proliferacije nakon
postizanja odredenog stupnja gustoCe stanica pa stanice raka nastavljaju rasti jedna preko
druge u viSe slojeva. U vedini sluc¢ajeva stanice raka proizvode vlastite faktore rasta
(autokrina stimulacija rasta) pa su stanice raka manje ovisne o faktorima rasta iz fizioloskih,
normalnih izvora. Zbog smanjenog broja adhezijskih molekula na stani¢noj povrsini, stanice
raka slabije adheriraju, a takoder su manje ograniene interakcijom s okolnim tkivom $to
uvelike olakSava Sirenje tumora. Stanice raka luce faktore koji stimuliraju stvaranje novih
krvnih Zila (angiogeneza). Tim procesom se tumor opskrbljuje kisikom 1 hranjivim tvarima
Sto potie njegov rast i1 daljnje Sirenje. Za tumorske stanice je specifican izostanak normalne
diferencijacije. Umjesto da nastave s normalnim programom sazrijevanja, stanice raka ostaju
zaustavljene u ranoj fazi diferencijacije Sto odgovara stalnoj aktivnoj proliferaciji. Takoder, u
mnogim stanicama raka ne dolazi do programirane stanicne smrti (apoptoza) Sto znacajno
utjee na nastanak tumora te preZivljavanje 1 rast metastaza (2). Po klinickoj klasifikaciji
tumore svrstavamo u dvije skupine: dobrocudne (benigne) i zlo¢udne (maligne).Dobro¢udni
tumori rastu polagano i ograni¢eno na organ u kojem su nastali. Maligni tumori rastu mnogo
brze, razaraju normalno tkivo organa u kojem su nastali te se tjelesnim teku¢inama Sire u
druge dijelove tijela tj. metastaziraju. Maligno oboljenje je opasno zdravstveno stanje koje

najcesce rezultira sistemskim simptomima, gubitkom tjelesne mase te smréu (1).



1.1.1. ONKOGENI I TUMORSUPRESORSKI GENI

Onkogeni je naziv za gene koji imaju centralnu ulogu u nastanku raka. Potekli su od
normalnih stani¢nih gena, protoonkogena, koji su zaduzeni za prijenos signala u stanici, a
kontroliraju stani¢nu proliferaciju i diferencijaciju (3). Onkogeni koji se najces¢e susrecu u
ljudskim tumorima su tri vrlo srodna ¢lana porodice gena ras (rasH, rasK, rasN) i primjer su
toCkaste mutacije. Nema ih u zdravim stanicama, a nastaju zbog mutacija koje se dogadaju
tijekom razvoja tumora i za posljedicu poticu nekontroliranu proliferaciju stanica. Mnoge
tumorske stanice imaju poremecenu gradu kromosoma Sto ukljucuje translokacije, duplikacije
i delecije. Primjer takvog onkogena je c-myc koji nastaje zbog pogreske u translokaciji.
Proces translokacije cesto dovodi do poremecaja u kodirajuéem redosljedu baza Sto za
posljedicu ima nastanak nenormalnih genskih produkata. Primjer je fuzija protoonkogena abl
s genom bcr §to dovodi do stvaranja nenormalnog fuzijskog proteina Bcr/Abl u kroni¢noj
mijeloi¢noj leukemiji (2). S druge strane, tumorsupresorski geni imaju suprotnu ulogu. Oni
zaustavljaju rast tumora. RB-1 je prvi identificirani tumorsupresorski gen, a njegova delecija i
mutacija dovode do raznih karcinoma. Gen P53 je najvazZniji tumorsupresorski gen i njegova
mutacija je prisutna kod velikog broja ljudskih karcinoma (Slika 1). Njegov protein ima
klju¢nu ulogu u regulaciji mitotickog ciklusa, kao Sto je kontrola prelaska iz G1 u S fazu 1
popravak oSte¢ene DNA (4). Tumorsupresorski geni INK4 1 PTEN vrlo su ¢esto mutirani kod
tumora pluca, prostate i melanoma. Drugi tumorsupresorski geni kao APC, Smad2 i Smad4
¢esto su inaktivirani u raku debelog crijeva. Procjenjuje se da je 10% slucajeva raka dojke

uzrokovano mutacijom tumorsupresorskih gena BRCA1 1 BRCA2 (2).
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Preuzeto s: https://www.nature.com/articles/s41418-018-0246-9

Datum pristupa: 9.3.2022.

1.1.2. EPIDEMIOLOGIJA RAKA

Rak dojke je najcesce dijagnosticirana zloCudna bolest u Europskoj uniji. Slijede rak
debelog i1 zavrSnog crijeva, rak prostate i rak pluc¢a. NajceS¢i uzroci smrti su rak pluca, a
slijede rak debelog i zavrSnog crijeva, dojke i rak gusterace. U usporedbi s drugim zemljama,
Hrvatska je po ukupnoj incidenciji raka na razini prosjeka EU (15. ukupno; 14. u muskaraca i
19. u Zena), dok smo po smrtnosti od raka na 5. mjestu ukupno (iza Slovacke, Poljske, Cipra i
Madarske). Najces¢i novodijagnosticirani rak u Hrvatskoj 2020. godine je rak debelog i
zavr$nog crijeva te potom rak pluca i rak dojke. Vodec¢i zlo¢udni uzroci smrti su rak pluéa,

rak debelog 1 zavrSnog crijeva i rak dojke (5).


https://www.nature.com/articles/s41418-018-0246-9

1.2. RAK VRATA MATERNICE

1.2.1. ETIOLOGIJA I EPIDEMIOLOGIJA

Rak vrata maternice ili cerviksa je cetvrti najée$¢i rak medu zenskom svjetskom
populacijom. Procjenjuje se da je u 2020. godini 604 000 Zena oboljelo od ove bolesti, a 342
000 zena umrlo (6). U Hrvatskoj je prema posljednjim dostupnim podacima Registra za rak u
2019. godini dijagnosticirano 268 slucajeva raka vrata maternice. Javlja se u nesto mladoj
dobi nego druga sijela raka — u 2019. je tre¢ina novooboljelih Zena bila mlada od 50 godina, a
prosjecna dob prilikom dijagnoze je bila 57 godina.Prema podacima o smrtnosti, u 2020.
godini od raka vrata maternice u Hrvatskoj je umrlo 126 Zena, od kojih je 37% bilo mlade od
60 godina (Slika 2). Kao i ostale razvijene zemlje, u Hrvatskoj u zadnjih nekoliko godina
biljezimo pad incidencije raka vrata maternice, medutim stopa mortaliteta ostaje stabilna (7)..
Velika vecina raka vrata maternice (viSe od 95%) uzrokovana je humanim papiloma virusom
(HPV). Dva tipa humanog papiloma virusa, tip 16 i tip 18, odgovorna su za gotovo 50%
teskih oboljenja. HPV se uglavnom prenosi spolnim kontaktom i veé¢ina ljudi se zarazi HPV-
om ubrzo nakon pocetka spolne aktivnosti, a viSe od 90% njih naposljetku preboli infekciju.
Potrebno je 15 do 20 godina da se rak vrata maternice razvije kod Zena s normalnim
imunoloskim sustavom,a kod Zena s oslabljenim imunitetom moZe trajati krace, 5 do 10

godina (6).

1.2.2. KLINICKA SLIKA

Zene s ranim rakom vrata maternice obi¢no nemaju simptome. Simptomi &esto ne
pocinju sve dok rak ne postane veci i ne preraste u obliznje tkivo. Kada se to dogodi, najcesci
simptomi su abnormalna vaginalna krvarenja kao Sto su krvarenja nakon vaginalnog spolnog
odnosa, krvarenja nakon menopauze ili izmedu mjesecnica. Moze se pojaviti bol na podruc¢ju
zdjelice 1 tijekom spolnog odnosa kojeg prati neuobicajen iscjedak iz rodnice. Ukoliko je
bolest uznapredovala, Cesto je 1 oticanje nogu, problemi s mokrenjem ili praznjenjem crijeva

te krv u mokraci (8).
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Slika 2. Trend incidencije i mortaliteta raka vrata maternice u Hrvatskoj, 2001.-2020.
Preuzeto s:

https://www.hzjz.hr/sluzba-epidemiologija-prevencija-nezaraznih-bolesti/rak-vrata-

maternice-epidemioloski-podaci/ Datum pristupa: 10.3.2022.

1.2.3. KLASIFIKACIJA I PATOHISTOLOGIJA

CIN (cervikalna intraepitelna neoplazija) se stupnjuje kao 1 (blaga cervikalna
displazija), 2 (umjerena displazija) ili 3 (teSka displazija i karcinom in situ). Nije vjerojatno da
¢e se CIN 3 spontano povuci. Ako se ne lije¢i, moze tijekom mjeseci ili godina, probiti
bazalnu membranu 1 postati invazivni karcinom. Oko 80 do 85% svih oblika raka vrata
maternice su karcinomi plocastih stanica, a veéina ostalih su adenokarcinomi. Sarkomi i
neuroendokrini karcinomi malih stanica su rijetki. Invazivni rak vrata maternice Siri se
neposredno u okolna tkiva ili limfnim zilama u limfne ¢vorove. Mogu¢ je 1 hematogeni rasap
(9). Lijecnici odreduju stadij raka procjenom tumora i je li se rak prosirio na druge dijelove
tijela. Odredivanje stadija bolesti se temelji na rezultatima fizikalnog pregleda, slikovnih
skeniranja i biopsija. Stadij I znaci da se rak prosirio iz sluznice cerviksa u dublje tkivo, ali se
jos$ uvijek nalazi samo u maternici. Faza Il oznacava da se rak proSirio izvan maternice na
obliznja podrucja, poput rodnice ili tkiva u blizini cerviksa, ali je jo§ uvijek unutar zdjelice. U
fazi III tumor zahvaca donju tre¢inu rodnice te se proSirio se na zid zdjelice, uzrokuje
bubrezne probleme i zahvaca regionalne limfne ¢vorove. Stadij IVA znaci da se rak proSirio
na mokraéni mjehur ili rektum, ali se nije prosirio na druge dijelove tijela. U stadiju IVB rak
se proSirio na ostale dijelove tijela. Prva tri stadija tumora imaju podtipove koji poblize

oznacavaju vrstu tumora (10).


https://www.hzjz.hr/sluzba-epidemiologija-prevencija-nezaraznih-bolesti/rak-vrata-maternice-epidemioloski-podaci/
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1.2.4. PREVENCIJA I LIJECENJE

Rak vrata maternice moze se sprijeciti redovitim ginekoloskim pregledima, Papa
testovima 1 HPV testovima pomocu kojih se lako pronalaze prekancerozne promjene. Takoder
se moze sprijeciti cijepljenjem protiv HPV-a (11). U Hrvatskoj je cijepljenje protiv HPV-a dio
redovnog kalendara cijepljenja za uCenike i ucenice 8. razreda osnovne Skole, a ovisno o
dostupnosti 1 za sve druge osobe mlade od 25 godina. Cijepljenje ne uklanja u potpunosti rizik
od zaraze i1 nastanka raka niti djeluje protiv svih tipova virusa HPV-a, stoga je potrebno
redovito obavljati ginekoloSke preglede koji ukljucuju bris vrata maternice (12). LijeCenje se
sastoji od nekoliko moguc¢ih metoda: kirurSkog odstranjivanja, zraenja, kemoterapije,
imunoterapije, ciljne terapije te njihovim kombiniranjem (13). Premaligni oblici bolesti lijece
se minimalno invazivnim kirurSkim zahvatima razli¢itim tehnikama: strujom, kirurSkim
nozem ili laserom, pri ¢emu se odstranjuje dio vrata maternice u obliku stoSca (konusa) (14)..
Zahvati konizacije izvodeni kirurSkim noZzem obi¢no se koriste kada je potrebno napraviti
veée odstranjenje tkiva iz bilo kojeg razloga, a najées¢e kod ponavljajué¢ih konizacija..
Trahelektomija je zahvat kojim se odstranjuje dio vrata maternice koji se nalazi u rodnici, vrlo
Cesto se kombinira s laparoskopskim zahvatom odstranjenja limfnih ¢vorova zdjelice (14).
Histerektomija je naziv za zahvat uklanjanja maternice 1 cerviksa (13). Bilateralna
salpingooforektomija je operacija uklanjanja oba jajovoda i oba jajnika,a radi se istodobno s
histerektomijom. Eksenteracija oznacava operaciju kojom se uklanjanja maternica, rodnica,
donji dio debelog crijeva, rektuma ili mokra¢nog mjehura. Eksenteracija se rijetko
preporucuje, a najcesce se koristi kod nekih ljudi €iji se rak vratio nakon lije¢enja zracenjem
(13). Terapije zracenjem obicno se sastoji od odredenog broja tretmana koji se daju tijekom
odredenog vremenskog razdoblja. Nuspojave od terapije zraCenjem mogu ukljucivati umor,
blage kozne reakcije, uznemireni zeludac i usporeno praznjenje crijeva koje su prolaznog
karaktera i povlace se nakon prestanka terapije. Kemoterapija je uporaba lijekova za
uniStavanje stanica raka spreavanjem stanica raka da rastu, dijele se 1 stvaraju vise stanica.
Nuspojave kemoterapije su mucnina, povracanje, poviSena temperatura, bolovi, razlicite
alergijske reakcije, uniStavanje krvnih stanica te sklonosti infekcijama ili slabokrvnost i
krvarenja. Gubitak kose je Cesta nuspojava, premda svi citostatici ne uzrokuju ispadanje kose,
a treba uzeti u obzir da su sve navedene nuspojave prolazne (14). Imunoterapija, takoder

nazvana bioloska terapija, osmisljena je za jacCanje prirodne obrane tijela u borbi protiv raka

(13).



Inhibitor imunoloske kontrolne tocke pembrolizumab koristi se za lijeCenje raka vrata
maternice koji se ponovio ili proSirio na druge dijelove tijela tijekom ili nakon lijecenja
kemoterapijom. Neke stanice raka eksprimiraju protein PD-L1, koji se veze na protein PD-1
na T stanicama. T stanice su stanice imunoloskog sustava koje ubijaju odredene druge stanice,
poput stanica raka. Kada se vezu proteini PD-1 i PD-L1, T stanica ne napada stanicu raka.
Pembrolizumab je PD-1 inhibitor, tako da blokira vezanje izmedu PD-1 i PD-L1, $to
omogucuje T stanicama da pronadu 1 napadnu stanice raka.UobiCajene nuspojave
imunoterapije ukljucuju kozne reakcije, simptome slicne gripi, proljev i promjene tjelesne
tezine (13). Ciljana terapija je tretman koji cilja na specificne gene raka, proteine ili tkivnu
okolinu koja doprinosi rastu i prezivljavanju raka. Tisotumab vedotin je vrsta ciljane terapije
koja se naziva konjugat protutijelo-lijek koji djeluje tako da se veze na mete na stanicama
raka, a zatim otpuSta malu koli¢inu lijeka protiv raka izravno u tumorske stanice. Terapija
zracenjem 1ili operacija opcenito se koristi za tumor u ranoj fazi i pokazali su se jednako
ucinkoviti. Kemozracenje (kombinacija kemoterapije i terapije zracenjem) opcenito se koristi
za zene s ve¢im tumorom, tumorom u uznapredovalom stadiju koji se nalazi samo u zdjelici te
ako postoji visok rizik da se rak ponovno vrati ili ako se rak proSio. Kombinacija
kemoterapije, imunoterapije, kirurSkog zahvata i ciljane terapije moZze se koristiti za lijecenje

metastatskih novotvorina (13).



1.3. RAK JAJNIKA

1.3.1. ETIOLOGIJA T EPIDEMIOLOGIJA

Rak jajnika nalazi se na petom mjestu u broju smrtnih slu¢ajeva od raka medu Zenama
(16). Ovo je jedan od najsmrtonosnijih vrsta raka u Zena. Rak jajnika se godisnje
dijagnosticira kod gotovo 240000 Zena diljem svijeta, a odgovoran je za viSe od 150000
smrtnih sluc¢ajeva svake godine (Slika 3) (15). Ova se bolest uglavnom razvija u starijih Zena,
Sto potkrepljuje Cinjenica da otprilike polovica zena kojima je dijagnosticiran rak jajnika ima
63 godine ili viSe (16). Prema statistickim podacima od raka jajnika u Hrvatskoj godiSnje
obolijeva izmedu 400 i 500 Zena, dok svake godine umire preko 300 Zena. Rak jajnika
najcesce se javlja kod nerotkinja, a drugi rizi¢ni ¢imbenici uklju¢uju ranu dob menarhe, kasnu
menopauzu te neuzimanje oralne kontracepcije. Zakljuuje se da je potisnuta ovulacija
zapravo zaStitni ¢imbenik. Jedna od hipoteza je pretpostavka neprekidne ovulacije, prema
kojoj stalni popravak epitela do kojeg dolazi nakon svakog ovulacijskog ciklusa zapravo
povecava vjerojatnost spontane mutacije stanica epitela jajnika 1 posljedi¢ni nastanak

zlo¢udnih promjena (15).

1.3.2. KLINICKA SLIKA

Veca je vjerojatnost da ¢e Zena imati simptome ako se bolest proSirila, ali moze ih
uzrokovati 1 rak jajnika u ranoj fazi. Najce$¢i simptomi su nadutost, bol u zdjelici ili
abdomenu, problemi s prehranom i brzim osje¢ajem sitosti, urinarni simptomi (hitnost 1
ucestalost mokrenja). Takoder se moze pojaviti kroni¢ni umor, nadrazen Zeludac, bol u
ledima, konstipacija, promjene u menstrualnom ciklusu te oticanje trbuha s gubitkom tezine

(17).
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Slika 3. Incidencija i smrtnost raka jajnika u razli¢itim djelovima svijeta

Preuzeto s: https://www.researchgate.net/figure/Incidence-and-mortality-age-standardized-

rate-of-ovarian-cancer-according-to-United fig21 318039723 Datum pristupa: 12.3.2022.

1.3.3. KLASIFIKACIJA I PATOHISTOLOGIJA

Rak jajnika je histoloski raznovrstan. Barem 80% potjeCe od epitela. 75% tih
karcinoma su serozni cistadenokarcinomi dok ostatak obuhvaca mucinozne, endometrioidne,
svijetlostani¢ne, karcinome prijelaznog epitela, neklasificirane karcinome 1 Brennerov tumor.
Preostalih 20% raka jajnika potjece iz primarnih zametnih stanica jajnika ili iz stanica strome
1 spolnog tracka ili su metastaze u jajnik (najc¢eS¢e iz dojke i probavnog sustava). Rak
zametnih stanica obi¢no se razvija u Zena mladih od 30 god. Stromalni rak (rak strome-—
spolnog tracka) obuhvaca granuloza—teka stani¢ne tumore i1 Sertoli-Leydig stanicne tumore
(18). Stadij raka jajnika krece se od stadija I (1) do IV (4). U pravilu, §to je broj manji, rak se
manje prosirio. Veéi broj, kao Sto je stadij IV, znaci da se rak viSe prosirio (19). Stadij I
oznaCava tumor ograni¢en na jajnike. U stadiju II tumor zahvaca jedan ili oba jajnika uz
Sirenje na zdjelicu ili metastaze. Tijekom stadija III postoje histoloski potvrdene metastaze u
peritoneumu izvan zdjelice, metastaze na povrSini jetre, zahvaceni retroperitonealni ili
inguinalni limfni ¢vorovi ili tumor ograni¢en na malu zdjelicu, ali s histoloSki potvrdenim
Sirenjem na tanko crijevo. Za stadij IV su specificne udaljene metastaze, ukljucujuci i

metastaze u parenhimu jetre (18).


https://www.researchgate.net/figure/Incidence-and-mortality-age-standardized-rate-of-ovarian-cancer-according-to-United_fig21_318039723
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1.3.4. PREVENCIJA I LIJECENJE

Istrazivanja su pokazala da odredeni ¢imbenici mogu smanjiti rizik od razvoja raka
jajnika. Uzimanje kontracepcijskih pilula tri ili viSe godina smanjuje Sanse za razvoj raka
jajnika za 30% do 50%. Trudnoc¢a i dojenje imaju pozitivan u€inak u sprje€avanju razvoja ove
bolesti. Zenama s visokoriziénim genetskim mutacijama kao §to su BRCAl i BRCA2
preporuca se uklanjanje jajnika i jajovoda nakon rodenja djece kako bi se prevenirao nastanak
raka jajnika 1 dojke (20). KirurSko odstranjivanje tumora je Cest nacin lijeCenja. U ovisnosti o
vrsti karcinoma 1 mjestu gdje se nalazi, provodi se salpingooforektomija (uklanjanje jajnika 1
jajovoda), histerektomija (odstranjivanje zenina maternice i,ukoliko je potrebno, okolnog
tkiva), limfadenektomija (uklanjanje limfnih ¢vorova u zdjelici i paraortalnim podrucjima),
omentektomija (uklanja tankog tkiva koje prekriva Zeludac i1 crijeva) te citoreduktivna
kirurgija (metoda koja se koristi za zene s metastatskim rakom,a cilj joj je ukloniti §to je
moguce viSe tumorskog tkiva Sto moze ukljucivati uklanjanje tkiva iz obliznjih organa, kao
Sto su slezena, jetra 1 dio tankog crijeva ili debelog crijeva) (21). Bolesnicama se moze dati
kemoterapija prije ili nakon operacije ili kao primarna opcija lijecenja.

Neoadjuvantna kemoterapija je ona koja se daje prije operacije. Radi se kako bi se smanjila
veli¢ina tumora prije operacije. Adjuvantna kemoterapija je ona koja se daje nakon operacije
kako bi se unistio preostali karcinom. U oba sluc¢aja se tretmani obi¢no sastoje od karboplatina
koji se daje intravenozno s paklitakselom ili drugim lijekovima. U tipi¢nom ciklusu lije¢enja
treba davati ove lijekove svaka 3 tjedna.Ciljana terapija je tretman koji cilja na specificne
gene raka, proteine ili tkivnu okolinu koja doprinosi rastu i prezivljavanju raka. Oko 20%
ovih tumora ima mutacije u BRCA genima koji su normalno uklju¢eni u popravak DNK.
PARP inhibitori (niraparib, olaparib) blokiraju enzim uklju¢en u popravak oStecene DNK..
Blokiranjem ovog enzima manja je vjerojatnost da ¢e se DNK unutar stanica raka popraviti,
Sto ¢e dovesti do smrti stanice 1 moguceg usporavanja ili zaustavljanja rasta tumora. Lijekovi
koji se nazivaju inhibitori angiogeneze (bevacizumab) blokiraju djelovanje proteina koji se
naziva vaskularni endotelni faktor rasta (VEGF). VEGF potice angiogenezu. Pokazalo se da
ovi lijekovi povecavaju odgovor raka na lijecenje i odgadaju vrijeme potrebno da se rak vrati,
a sve metodom "izgladnjivanja" tumora (21). Pembrolizumab i dostarlimab su vrsta
imunoterapije koja se naziva inhibitori imunoloSke kontrolne tocke. Djeluju tako Sto
zaustavljaju sposobnost stanica raka da zaustave aktivaciju imunoloSkog sustava $to pomaze

imunoloS$kom sustavu da unisti stanice raka.
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Obicno se koriste za lijeCenje metastatskih tumora koji se ne mogu operirati. Hormonska
terapija moZze se koristiti za lijeCenje nekih seroznih tumora niskog stupnja ako se vrate ili se
ponovno pojave. To ukljucuje tamoksifen i inhibitore aromataze kao Sto su letrozol,
anastrozol i1 eksemestan. Hormonska terapija se takoder koristi za lijeCenje stromalnih tumora
kao Sto su recidiviraju¢i tumori granuloza stanica. Terapija zraCenjem se ne koristi kao prvi
tretman za tumor jajnika. Moze se koristiti za lijeCenje nekih osoba s rakom jajnika nakon
kemoterapije, za lijeCenje malog, lokaliziranog rekurentnog raka te moze biti opcija za rak
jajnika koji se prosirio na druge dijelove tijela (21).

Vecina slucajeva raka jajnika je epitelni karcinom. Od toga je velika vecina serozni karcinom
visokog stupnja (HGSC). Lijecenje ranog stadija, HGSC karcinom jajnika Cesto ukljucuje
operaciju i pomo¢nu kemoterapiju dok lije¢enje uznapredovalog HGSC-a ukljucuje operaciju
s adjuvantnom kemoterapijom i/ili ciljanom terapijom, neoadjuvantnu kemoterapiju nakon
koje slijedi kirurSki zahvat ili samo kemoterapiju ako operacija nije moguca. Prvi tretman za
tumore zametnih stanica jajnika obicno je kirurSki. Lijenici mogu preporuciti pomoénu
kemoterapiju nakon operacije koja se obi¢no sastoji od kombinacije bleomicina, cisplatina i
etopozida.

Stromalni tumori su rijedak oblik raka jajnika. Za stromalni tumor u stadiju I, lijeCenje se
obi¢no sastoji samo od operacije. Za visokorizi¢ne tumore u ranoj fazi ili III ili IV bolest,

......

eksperimentalne kombinacije kemoterapije, ciljane terapije i imunoterapije (21).
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1.4. PORODICA BRASSICACEAE

Kupusnjace (lat.Brassicaceae) su jedna od najraznovrsnijih biljnih obitelji, a sastoji se
od 321 roda i preko 3660 vrsta (22). Ukljuuje gospodarski vazne jestive uljarice i povrée
(23). Neki predstavnici ove obitelji su kupus, brokula, prokulice, kelj, hren, rotkvica i bijela
gorusica, biljke koje sesvakodnevno naSiroko koriste. Brojne vrste se uzgajaju kao ukrasne
biljke, a neki ¢lanovi obitelji smatraju se invazivnim vrstama u regijama izvan njihovog
izvornog podrucja. Obi¢no su to jednogodisnje ili dvogodisnje biljke, ali mogu biti i trajnice.
Listovi su uglavnom jednostavni i naizmjeni¢no rasporedeni. Cvjetovi su krizni s Cetiri latice i
Cetiri ¢asice; biljke se iz tog razloga obi¢no nazivaju "cruciferes" ili "cruciferous". Cvjetovi su

obi¢no bijeli, zuti ili boje lavande 1 karakteriziraju ih Cetiri duga i dva kratka prasnika (24).

1.4.1. LJEKOVITA SVOJSTVA

Sekundarni metaboliti zasluzni su za ljekovita svojstva. Prehrana bogata biljkama iz
ove porodice pokazala je pozitivan ucinak na kontrolu i pojavnost razli¢itih bolesti poput
raka, hipertenzije, dijabetesa, kroni¢ne upale i oksidativnog stresa. Najbolje su istrazeni
glukozinolati i njihovi produkti razgradnje, izotiocijanati i indoli. Predstavnici ove porodice
obiluju fenolnim spojevima i karotenoidima te manje prouc¢avanim fitoaleksinima, terpenima,

.....

odgovornima za njihov specifican okus (25).
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1.5. PRAVA JERIHONSKA RUZA(lat.Anastatica hierochuntica)

1.5.1. KARAKTERISTIKE

Jerihonska ruza, takoder nazvana biljka uskrsnuca, poznata je po svojoj sposobnosti
da prezivi isuSivanje. Razlikujemo pravu i laznu predstavnicu ove vrste. Prava jerihonska ruza
(Anastatica hierochuntica) porijeklom je iz zapadne Azije i jedina je vrsta iz roda Anastatica,
iz obitelji Brassicaceae (26). To je pustinjska ljekovita biljka koja raste u raznim regijama
diljem svijeta, posebno u arapskim zemljama (npr. Saudijska Arabija, Egipat, Oman, Libija,
Irak), kao i u nekim azijskim, europskim 1 afri¢kim zemljama (27). Ova mala, siva biljka u
suSnoj sezoni savija svoje grane i mahune sa sjemenkama prema unutra tvoreci kuglu koja se
otvara tek kada je navlazena. Tako zacahurena moze prezivjeti godinama, premda je vjetar
ponekad iScupa iz korijena. Ako se i dalje ukorijeni kad je navlaZzena, Siri se u zelenu biljku
Siroku ¢ak 30 cm 1 donosi sitne bijele cvjetove (Slika 4) (26). Prava jerihonska ruza ima
pozitivne ucinke na olakSavanje porodaja i smanjenje krvarenja iz maternice. Koristi se u
lijeCenju astme, respiratornih bolesti, dizenterije, prehlade, groznice i glavobolje. Takoder se
upotrebljava u borbi protiv konjuktivitisa 1 steriliteta. Kemijski sastojci A. hierochuntica
istrazeni su zbog razli¢itih farmakoloski vaznih svojstava ukljucuju¢i antimikrobnu,
protuupalnu, hipolipidemijsku, hipoglikemijsku, hepatoprotektivhu 1 gastroprotektivnu
aktivnost koriStenjem in vitro 1 in vivo studija (28). A. hierochuntica sadrZi znacajne koli¢ine
minerala, kao Sto su Mg, Ca, Mn, Fe, Cu i1 Zn (29). Osim toga, novi bioaktivni spojevi kao $to
su anastatin A 1 B 1 hijerokini A, B 1 C identificirani su u biljci. Anastatin A 1 B, koreliraju sa
snaznim  hepatoprotektivnim  ucincima inhibiranjem citotoksi¢nosti izazvane D-
galaktozaminom u primarno kultiviranim hepatocitima misSa (30). Studije vezane uz
antikancerogeno djelovanje 4. hierochuntica ograniCene su na njegovu antimelanogene i

djelovanje protiv raka vrata maternice koriStenjem metanolnog ekstrakta cijele biljke (28).
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Slika 4. Prava jerihonska ruza

Preuzeto s: https://plantsam.com/anastatica-hierochuntica/

Datum pristupa: 20.3.2022.

1.6. SEKUNDARNI METABOLITI PORODICE BRASSICACEAE

1.6.1. GLUKOZINOLATI

Glukozinolati (GLS) su glavna skupina biljnih metabolita koji se isklju¢ivo mogu naci
u porodici krstaSica (35). Sastav i sadrzajglukozinolata ovisi o genotipu, klimi i uvjetima
kultivacije (gnojidba, vrijeme berbe i polozaj biljke). Pri ostecenju biljnog tkiva dolazi do
hidrolize glukozinolata pomoc¢u enzima mirozinaze te nastaju izotiocijanati, tiocijanati, nitrili,
goitrin 1 epitionitril (36). Kemijska konformacija GSL sadrzi ostatak -D-tioglukozida vezan
na (Z) -N-hidroksiminosulfatni ester. Oni se mogu podijeliti u tri klase: alifatski, aromatski 1
indoli¢ni glukozinolati izvedeni iz aminokiselina metionina, fenilalanina i triptofana (37). Ta
indukcija traje neko vrijeme pa je za razliku od antioksidansa koji imaju kratko djelovanje,

zaStitni u¢inak izotiocijanata znatno duzi (35).

1.6.2. IZOTIOCIJANATI

Izotiocijanati (ITC) su bioaktivni produkti nastali enzimatskom hidrolizom
glukozinolata (GLS) enzimom mirozinaza. Najzastupljeniji su sekundarni metaboliti u redu
krstasica.Ukoliko dode do oSte¢enja biljnog tkiva, mirozinaza dolazi u kontakt s

glukozinolatima, hidrolizira ih, $to rezultira nastajanjem ITC-a.
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Opca kemijska formula ITC-a je R-N=C=S. Oni su spojevi jakog okusa 1 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 i neurodegenerativne bolesti (37).
Mehanizam djelovanja temelji se na interakciji s proteinima uklju¢enim u proces popravka
DNK-a, inhibiranju stani¢nog ciklusa i induciranju apoptoze stanica. Takoder, inhibiraju NF-
kB (nuklearni faktor-kappaB) koji ima ulogu u procesu upale i imunoloskog odgovora, a
smatra se glavnim faktorom migracije tumorskih stanica (39). Inhibiraju 1 aktivnost
pojedinihenzima iz obitelji citokrom P450 koji su ukljuceni u proces karcinogeneze.
Induciraju enzime kao S§to su GST, UDP-glukuronil transferaza (UGT), NQOI1 1
glutamatcistein ligaza (GCL) koji sudjeluju u zastiti stanica od ostecenja DNK uzrokovanog
karcinogenima i reaktivnim kisikovim spojevima (40). Dokazano je njihovo protuupalno i
imunomodulatorno djelovanje razli¢itim mehanizmima inhibicije VEGF (vaskularni endotelni
faktor rasta) i proupalnih citokina (41). Inhibiraju proces angiogeneze utjecajem na faktore

inducirane hipoksijom (HIF) koji sudjeluju u kontroli samog procesa (42).

1.6.3. FENOLNI SPOJEVI

Kupusnjace su bogate fenolnim spojevima. Sintetiziraju se kao sekundarni metaboliti
u biljkama iz aminokiseline fenilalanina pomoc¢u enzima fenilalanil-amonij-liaze. Struktura
im se sastoji od aromatskog prstena s jednom ili viSe hidroksilnih skupina. Neke od njihovih
uloga su privlacenje kukaca, opraSivanje, obrambeni mehanizam protiv insekata, gljivica,
virusa 1 bakterija 1 oponaSanje fitohormona. IstraZivanjima je potvrden njihov povoljan
terapijski ucinak kao Sto je protuupalno, antimikrobno, antialergijsko, antitumorsko i,
najznacajnije, antioksidativno djelovanje. Zahvaljuju¢i njihovom antioksidativhom
djelovanju, imaju protektivno djelovanje na brojne organe te bitnu ulogu u bolestima
povezanih s oksidacijskim stresom kao S$to su upalne bolesti, rak, ateroskleroza te
neurodegenerativne, Alzheimerova i1 Parkinsonova bolest (43). Znacajna je i njihova
antibakterijska aktivnost, posebice derivata kvercetina 1 kempferola, koji su efikasno inhibirali
rast nekih gram pozitivnih 1 gram negativnih bakterija. [zorhamnetin, izoliran iz lista gorusSice,
pokazao je 1 znacajno hipoglikemijsko djelovanje te vazodilatacijske sposobnosti, stoga i
potencijalnu kardioprotektivnu ulogu. Spomenuta tri spoja ostvaruju i protuupalno djelovanje

na aktivirane makrofage (43).

15



1.6.4. FLAVONOIDI

Flavonoidi su sekundarni metaboliti koji se uglavnom sastoje od benzopiranskog
prstena, a koji ima fenolne ili polifenolne skupine na razli¢itim pozicijama. Najces¢e se nalaze
u vocu, zacinskom bilju, stabljikama, zitaricama, oraSastim plodovima, povréu, cvijecu i
sjemenkama. Prisutnost bioaktivnih fitokemijskih sastojaka prisutnih u razli¢itim dijelovima
ovih biljaka daje im ljekovitu vrijednost 1 biolosko djelovanje. Vecina flavonoida je Siroko
prihvacena kao terapeutska sredstva. Flavonoidi se koriste u prirodnim bojama, u kozmetici i
proizvodima za njegu kozete u sredstvima protiv bora. Ipak, najizraZenije primjene ovih
polifenola su u podrucju medicine. Flavonoidi se intenzivno koriste kao antikancerogena,
antimikrobna, antivirusna, antiangiogena, antimalarijska, antioksidativna, neuroprotektivna,
antitumorska 1 antiproliferativna sredstva. Ekstrakt kore jabuke bogat flavonoidima inhibira
acetilkolinesterazu (ACE) in vitro 1 uCinkovito je antihipertenzivno sredstvo. Takoder,
sprjeCava kardiometabolicke poremecaje i pokazuje bolje ocuvanje kognitivnih performansi
sa starenjem (45). Novi skeletni flavonoidi, anastatini A 1 B, izolirani su iz metanolnog
ekstrakta egipatske ljekovite, cijele biljke Anastatica hierochuntica. Njihove flavanonske
strukture koje imaju benzofuranski dio odredene su na temelju kemijskih 1 fizikalno-kemijskih
dokaza. Utvrdeno je da anastatini A 1 B pokazuju hepatoprotektivne u¢inke na citotoksi¢nost
izazvanu d-galaktozaminom u primarno uzgojenim misjim hepatocitima i njihova je aktivnost

bila jace od aktivnosti srodnih flavonoida i komercijalnog silibina (30).
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1.7. PORODICASELAGINELLACEAE

Selaginellaceae su uglavnom rasprostranjene u tropskim i toplim krajevima diljem
svijeta. Gospodarski znacaj ukljucuje uzgojno ukrasno bilje i lokalno ljekovito bilje.
Selaginellacea su uspravne do leze¢e biljke s dihotomno razgranatim stabljikama koje
ponekad tvore planarni sustav grana (32). Prilagodene su tropskim krajevima svojim
povrSinskim sastavom (prisutno$éu voska) i sposobnos$c¢u izbojaka koje omogucuju da se
smotaju tijekom suSe. Rod Selaginella podijeljen je u sedam podrodova, a jedna od

najpoznatijih predstavnica je Selaginella lepidophylla (obicno nazvana lazna ruza iz Jerihona)

31).

1.7.1. LJEKOVITA SVOJSTVA

Kemijsko istrazivanje Selaginele rezultiralo je identifikacijom razli¢itih novih
spojeva kao $to su flavonoidi, lignani, alkaloidi i terpenoidi. Ovi spojevi su pokazali Sirok
raspon bioloskih aktivnosti ukljucujuéi antioksidativne, antidijabeticke, antikancerogene i
antimikrobne ucinke. Grupa jedinstvenih spojeva pod nazivom selaginelini, koji posjeduju
funkcionalne skupine p-kinon metida 1 alkinilfenola, takoder je identificirana iz razliCitih vrsta
Selaginela. Selaginelini su preteZzno obojeni spojevi. Drugi 1 tre¢i ¢lanovi ove zanimljive klase
spojeva, selaginelini A i1 B, izolirani su iz S. tamariscina. Ovi spojevi imaju antioksidativni
potencijal i citotoksicno djelovanje na ljudske stanice karcinoma vrata maternice. Do danas je
prijavljeno viSe od 60 analoga selaginelina 1 selaginpulvilina za koje se pokazalo da imaju
razli¢ite bioloske aktivnosti kao §to su citotoksicnost, inhibicijska aktivnost fosfodiesteraze-4
(PDE4), protein tirozin fosfataza 1B (PTP1B) inhibitorna aktivnost, antimikrobna aktivnost i
antidijabeticka aktivnost. Derivati selaginelina pokazali su antimikrobno djelovanje protiv

Staphylococcus aureus 1 antifungalno djelovanje na Candida albicans (31).
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1.8. LAZNA JERIHONSKA RUZA (lat.Selaginella lepidophylla)

1.8.1. KARAKTERISTIKE

Lazna jerihonska ruzaporijeklom je iz pustinje Chihuahuan u Americi i Meksiku i
¢lan je obitelji Siljastih mahovina (Selaginellaceae). Za suhog vremena njezine se stabljike
uvijaju u ¢vrstu kuglu 1 biljka ulazi u razdoblje mirovanja (26). Ovo je poikilohidri¢na biljka
koja ima sposobnost prezivjeti ekstremnu dehidraciju i uskrsnuti nakon dugog razdoblja bez
vode (Slika 5). Ovu sposobnost podupire velika koncentracija trehaloze koja pomaze u zastiti
nekih proteina i membrana tijekom suSe (31). Za razliku od prave jerihonske ruze, S.
lepidophylla moZze ozivjeti u prisutnosti vlage ¢ak i1 ako joj je korijenje poremeceno. Biljka je
zelene boje 1 izgleda paprati, razmnozava se sporama, a ¢esto se prodaje kao kuriozitet (26).
Tradicionalno se koristi za lijeCenje groznice, Zutice, poremecaja jetre, ciroze, proljeva,
kolecistitisa, upale grla, kaslja, bolesti pluca, pospjesuje cirkulaciju, uklanja zastoj krvi 1
zaustavlja vanjsko krvarenje nakon traume 1 nakon odvajanja pupkovine. Selaginella
lepidophylla pokazuje in vitro antimikrobno, antivirusno, antidijabeticko, antimutageno,
protuupalno djelovanje te spazmoliticki 1 antikancerogeni potencijal zbog visokog sadrzaja
razli¢itih fitokemikalija kao Sto su flavonoidi, fenilpropanoidi, steroidi, pigmenti, kisikov
heterocikl, lignani, kumarini, kvinoidi, kromoni, benzenoidi, ugljikohidrati i alkaloidi (33).

S. lepidophylla poti¢e diurezu, a glavne komponente izolirane iz biljke ukljucuju
biflavonoide. Te bi komponente mogle potvrditi njegovu upotrebu kao antihipertenzivnog

lijeka (34).
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Slika 5. LazZna jerihonska ruza

Preuzeto s: https://guatemala.inaturalist.org/taxa/168764-Selaginella-

lepidophylla Datum pristupa: 21.3.2022.

1.9. SEKUDARNI METABOLITI PORODICESELAGINELLACEAE

1.9.1. BIFLAVONOIDI

Biflavonoidi, kao ¢lanovi obitelji flavonoida, sastoje se od dva monoflavonoida
povezana izravnom vezom ili linearnom poveznicom.Istrazivanje fitokemijskih sastojaka S.
tamariscina otkrilo je da je ona bogat izvor biflavonoida (npr. amentoflavona, hinokiflavona,
izokriptomerina, sumaflavona itd.). Poznato je da biflavonoidi izolirani iz S. tamariscina
pokazuju razli¢ite bioloSke aktivnosti koje uklju€uju protuupalno, antialergijsko,
antitumorsko, antioksidativno, antidijabeticko, antivirusno i1 antikancerogeno djelovanje te
osteogenezu (47). Amentoflavon je dobro poznati biflavonoid koji se javlja u mnogim
prirodnim biljkama. Pronadeno je preko 120 biljaka koje sadrze ovu bioaktivhu komponentu
kao $to su biljne porodice Selaginellaceae, Cupressaceae, Euphorbiaceae, Podocarpaceae i
Calophyllaceae. S razvojem moderne farmakologije sve je viSe dokaza potkrijepilo mnoge
bioaktivnosti amentoflavona ukljucuju¢i antioksidacijsko, protuupalno, antitumorsko,
antivirusno, te antigljivicno djelovanje, te terapeutsko djelovanje na sredis$nji Ziv€ani sustav i
kardiovaskularni sustav itd. Svojim dobrim farmakoloskim svojstvima i visokim sadrzajem

amentoflavon je ¢ak 1 naveden kao kemijski marker Selaginellae (46).
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Provedenim istrazivanjem je utvrdeno da amentoflavon znaCajno inhibira rast
hepatocelularnog tumora, aktivaciju ERK/NF-kB (ekstracelularna signalno regulirana kinaza,

nuklearni faktor-kappaB) i ekspresiju proteina povezanih s progresijom tumora (48).

1.9.2. PRIRODNI PIGMENTI: SELAGINELINI

U posljednjih pet godina, vise od 10 selaginelina (novih pigmenata s jedinstvenim
para-kinon metidom 1 alkinilfenol ugljicnim skeletom) izolirano je iz nekoliko vrsta
Selaginellae v Kini (Slika 6). Derivati selaginelina do sada su pronadeni samo u rodu
Selaginellae. Citotoksi¢ne aktivnosti tri selaginelina: selaginelin O, selaginelin M i selaginelin
procijenjene su pomocu stanica humanog karcinoma vrata maternice (HeLa). Primjetno je da

su svi ovi selaginelini pokazali znacajnu citotoksi¢nu aktivnost (49).

2. R:CHs
3. R=CH,OH

Slika 6. Strukture derivata selaginelina iz S. tamariscina

Preuzeto s: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6331899/

Datum pristupa: 24.3.2022.
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2. CILJ ISTRAZIVANJA
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Cilj istrazivanja je ispitati potencijalno citotoksi¢no djelovanje ekstrakata biljne vrste
Anastatica hierochuntica (prava jerihonska ruza) dobivenih razli¢itim postupcima; autolizom
1 hidrodestilacijom u aparaturi po Clevengeru te ekstrakta biljne vrste Selaginella lepidophylla
(lazna jerihonska ruza) na stani¢ne linije humanih karcinoma mjereno MTT metodom.
Hipoteza o potencijalno citotoksicnom djelovanju ispitivana je na stanicnim linijama

karcinoma vrata maternice (SiHa) i karcinoma jajnika (SK-OV-3).
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3. MATERIJALI I METODE
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3.1. STANICNE LINIJE

Citotoksicna aktivnost ekstrakata provodila se in vitro na humanim stani¢nim
linijjama karcinoma vrata maternice (SiHa) te karcinoma jajnika (SK-OV-3). Karakteristike

navedenih stani¢nih linija prikazane su u tablicama 11 2.

3.1.1. SiHa

Tablica 1. Karakteristike stani¢ne linije karcinoma vrata maternice SiHa

Preuzeto s: https://www.atcc.org/products/htb-35 Datum pristupa: 25.3.2022

ORGANIZAM Homo sapiens, ¢ovjek
TIP STANICA epitelne
MORFOLOGIJA epitelna
TKIVO maternica; cerviks
BOLEST karcinom plocastih stanica
UVJETI CUVANJA parna faza tekuceg duSika
TIP RASTA adherentan
KARIOTIP hipertriploidan do poliploidan

Slika 7. Stani¢na linija SiHa
Preuzeto s: https://www.researcheate.net/figure/Morphology-of-SiHa-

cells-a-before-treatment-and-b-d-after-incubated-with fig5 225977369

Datum pristupa: 25.3.2022.
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3.1.2. SK-OV-3

Slika 8. Stani¢na linija SK-OV-3

Preuzeto s: https://www.mybiosource.com/cell-line/skov-3-rfp/168508
Datum pristupa: 25.3.2022.

Tablica 2. Karakteristike stani¢ne linije karcinoma jajnika SK-OV-3

Preuzeto s: https://www.atcc.org/products/htb-77 Datum pristupa: 25.3.2022.

ORGANIZAM Homo sapiens, Covjek
TIP STANICA epitelne
MORFOLOGIJA epitelna
TKIVO jajnik; ascites
BOLEST adenokarcinom
UVJETI CUVANJA parna faza tekuceg duSika
TIP RASTA adherentan
KARIOTIP hipodiploidan
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3.2. METODE IZOLACIJE

3.2.1. EKSTRAKCIJA HLAPLJIVIH SPOJEVA

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

koje se ¢uvaju u hladnjaku do analize.

3.2.2. HIDRODESTILACIJA

Hidrodestilacija je konvencionalna metoda koja koristi vodu ili paru za ekstrakciju
bioaktivnih spojeva, uglavnom eteri¢nih ulja. Ova tehnika se redovito izvodi putem instalacije
prepoznate kao Clevenger aparat ili jednostavna destilacija parom. U Clevenger aparatu,
hidratizirani uzorak se zagrijava kako bi se isparili hlapljivi sastojci, dok se u pristupu
destilacije vodenom parom para propusta kroz sloj uzorka. U obje metodologije postizu se
dva sloja (vodeni i bogati uljem), a ulje se moZe dalje odvajati putem lijevka za odvajanje.
Ova tehnika ne zahtijeva upotrebu organskih otapala. Hidrodestilacija ukljucuje tri glavna
fizikalno-kemijska procesa: hidrodifuziju, hidrolizu i toplinsku razgradnju (50). Aparat se u
osnovi sastoji od tri dijela: tikvice s okruglim dnom, u koju se stavlja materijal koji sadrzi
hlapljivo ulje i odredena koli¢ina vode; separator, u kojem se ulje automatski odvajaiz
destilata u graduiranoj cijevi, ¢ime se omogucuje izravno o€itavanje koli¢ina ulja; i prikladan
kondenzator (Slika 9) (51). Hidrodestilacija biljnog materijala se odvijala u aparaturi po
Clevengeru u trajanju od 2,5 sata. Kao trap koriStena je smjesa organskih otapala pentana i
dietiletera u omjeru 3:1 (6 mL+2 mL). Etericno ulje dobiveno nakon destilacije je odvojeno
od vodenog sloja pomocu propipete te je posuseno bezvodnim natrijevim sulfatom usvrhu
uklanjanja viska vode.Zatim je eteri¢no ulje prebaceno u prethodno odvaganu bocicu i

spremljeno u zamrzivac do analize na GC-MS-u.
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Slika 9. Hidrodestilacija u aparaturi po Clevengeru

Preuzeto s: http://docplayer.rs/201486895-Hlapljivi-spojevi-

smilja.html Datum pristupa: 27.3.2022.

3.3. POSTUPAK

Stanice su kupljene od ATCC (LGC standardi). Stani¢ne linije raka (stani¢na linija
humanog raka vrata maternice SiHa i stani¢na linijja humanog raka jajnika SK-OV-3)
uzgajane su u vlaznoj atmosferi s 5% CO:; na 37°C, u Dulbeccovom modificiranom
Eagleovom mediju (DMEM Euroclone, Milano, Italija) koji sadrzi 4,5 g/L glukoze, 10%
fetalnog govedeg seruma (FBS) i 1% antibiotika (Penicilin Streptomycin, EuroClone, Milano,
Italija). Stanice u mediju ostavimo preko no¢i kako bi se uhvatile za podlogu.Adherirane
stanice na podlozi, nakon uklanjanja DMEM-a i ispiranja PBS-om (phosphate buffer saline,
hrv. puferirana otopina fosfatnih soli), tretiraju se tripsinom, proteolitickim enzimom koji
omogucava odvajanje stanica od podloge te njihovo presadivanje. Potom slijedi brojanje
stanica pomoc¢u Biirker - Tiirkove komorice pri ¢emu se 10 pL stanica pomijesa s 90 pL
Trypan Blue boje koja selektivno boja mrtve stanice te tako omogucava razlikovanje i
brojanje zivih stanica koje nisu obojane zbog saCuvanog integriteta stani¢ne membrane (Slika

10).
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U komoricu prenesemo pripravljenu stani¢nu suspenziju te pomocu mikroskopa izbrojimo
7ive stanice unutar pet kvadratiéa, a konacan broj izratunamo po formuli: N x 10 x 10*
stanica/mL (N= broj Zivih stanica u kvadrati¢ima, 10= faktor razrjedenja, 10* =volumen
komorice). Jednak broj stanica presaduje se u 96 jazica u 3 replikata te se ostave preko noci
da se prihvate za podlogu.Nakon toga se razli¢itim stani¢nim linijama na Cetiri razli¢ite ploce
s jazicama dodaju odredena razrijedenja vodenih ekstrakata lista, stabljike i korijena prave
jerihonske ruze (dobivene razli¢itim metodama; autolizom i hidrodestilacijom po Clevengeru)
1 vodeni ekstrakt lazne jerihonske ruze u koncentracijama od 1 pg/mL, 5 ng/mL, 10 pg/mL,
50 pg/mL 1 100 pg/mL te ostave u inkubatoru tijekom 4, 24, 48 i 72 sata. Tri jazice, koje

sadrze samo medij, predstavljaju kontrolu.
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Slika 10. Biirker - Turkova komorica

Preuzeto s: https://market.mikro-polo.si/vsi-izdelki/izdelek.aspx/i783251

Datum pristupa: 27.3.2022.
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3.4. TEST CITOTOKSICNE AKTIVNOSTI (MTT METODA)

MTT metodom mjerimo preZivljenje i proliferaciju stanica. Zuti tetrazolin MTT (3-
(4, 5-dimetiltiazolid-2)-2,5-difeniltetrazolin bromid) se reducira u mitohondrijima metabolicki
aktivnih stanica. MTT testom se odreduje postotak metabolicki aktivnih stanica
tretiranihodredenim ekstraktima biljaka s obzirom da metabolicki neaktivne stanice ne vezu
MTT. Metabolicki aktivne stanice pretvaraju MTT u ljubicasto obojen spoj formazan,
dokmrtve stanice gube tu sposobnost. Mehanizam pretvorbe MTT-a vjerojatno ukljucuje
reakciju s NADH-om koji prenosi elektrone do MTT-a. Nakon dodatkaotopine MTT-a,
stanice se inkubiraju na 37°C 2 sata. Ljubicasti formazan koji nastaje u stanici se mjeri
spektrofotometrijski. Nakon uklanjanja medija, novonastali formazan je potrebno otopiti u
otopini DMSO (dimetil sulfoksid) kako bi se mogla ocitati njegova apsorbancija na 570 nm
(Slika 11). Plocice su zatim inkubirane 10 min na 37°C uz treskanje.
Citotoksi¢na aktivnost ispitivanih uzoraka prave i laZne jerthonske ruze se iskazuje
omjerom izmjerenih apsorbancija stanica tretiranih uzorcima vodenih ekstrakata jerihonske

ruze te apsorbancije onih koje nisu tretirane (kontrolne skupine).

Slika 11. Ljubicasto obojenje nakon otapanja formazana DMSO-om
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3.5. STATISTICKA ANALIZA

Izmjerene su apsorbancije kontrolnih (stanice karcinoma u mediju) te ispitivanih
skupina (stanice tretirane ekstraktima prave i lazne jerihonske ruze). IzraCunate su srednje
vrijednosti apsorbancija kontrolnih i ispitivanih skupina nakon 4, 24, 48 i 72 sata te
vrijednosti omjera izmedu srednjih vrijednosti ispitivanih i kontrolnih skupina za svaku
koncentraciju koriStenih ekstrakata nakon 4, 24, 48 1 72 sata. Dobiveni rezultati su prikazani

graficki te statisticki analizirani u programu GraphPadPrism v.7.0.
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4. REZULTATI
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4.1. STANICNA LINIJA SiHa

4.1.1. EKSTRAKT PRAVE JERIHONSKE RUZE, NADZEMNI DIO (AUTOLIZA)
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Jerihonska ruzZza, autoliza nadzemnog dijela

4h 24 h 48 h 72 h

IC 50 (ng/mL) ND ND 41,16 33,06

Slika 12. Citotoksi¢na aktivnost ekstrakta prave jerihonske ruZe, nadzemni dio (autoliza)
(IC50=koncentracija ekstrakata koja inhibira rast stanica za 50%, ND=ne moze se odrediti,

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

Tretiranjem stanica ekstraktom nadzemnog dijela prave jerihonske ruze dobivene
autolizom pri koncentracijama 1, 5 1 10 ug/mL opaZena je znacajna citotoksi¢na aktivnost

nakon 48 1 72 sata. Vece koncentracije od 50 i 100 pg/mL pokazale su jos bolje rezultate.
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OpaZena je znacajna citotoksicna aktivnost nakon 24, 48 1 72 sata. lako zbog nedovoljne

koli¢ine ekstrakta nismo mogli utvrditi tocnu citotoksi¢nu aktivnost pri koncentraciji od 100

pg/mL nakon 48 i 72 sata, po dobivenim rezultatima bi se moglo zakljuciti da najveca

koncentracija (100 pg/mL) u najduzem intervalu mjerenja (72 h) ima najznacajniju

citotoksi¢nu aktivnost. IC50 vrijednost se nije mogla odrediti za vremenske intervale od 4 i 24

sata. IC50 nakon 48 sati iznosi 41,16 png/mL, a nakon 72 sata 33,06 ng/mL (Slika 12).

4.1.2. EKSTRAKT PRAVE JERIHONSKE RUZE (CLEVENGER DESTILACIJA)
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Slika 13. Citotoksi¢na aktivnost ekstrakta prave jerihonske ruze (Clevenger

destilacija)(IC50=koncentracija ekstrakata koja inhibira rast stanica za 50%, ND=ne moZe se

odrediti, statisticki znacajna razlika:a- P <0,05, b- P <0,01, c- P <0,001)
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Znacajna citotoksicna aktivnost ekstrakta prave jerihonske ruze (Clevenger destilacija)
uocena je pri koncentracijma od 1, 5 1 10 pg/mL nakon 48 i1 72 sata. Jos bolje citotoksi¢no
djelovanje je zapazeno pri ve¢im koncentracijama od 50 i 100 pg/mL u intervalima od 48 1 72
sata. Zanimljivo je primijetiti da su pri svim koncentracijama najbolji rezultati postignuti 48
sati nakon tretiranja stanica. To se moze objasniti fenomenom da su stanice nakon 48 sati
potrosile ve¢i dio aktivnog citotoksi¢nog spoja pa se nakon izvjesnog intervala trebalo
stanicama nadodati joS ekstrakta kako bi se citotoksi¢no djelovanje nastavilo povecavati.
Najbolji citotoksi¢ni uc¢inak je uocen pri najvecoj koncentraciji od 100 pg/mL nakon 48 sati.
Niti jedna koncentracija u niti jednom vremenskom intervalu nije uzrokovala smanjenje broja

zivih stanica na 50 % pa se IC50 vrijednost nije mogla odrediti (Slika 13).
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4.1.3. EKSTRAKT LAZNE JERIHONSKE RUZE (CLEVENGER DESTILACIJA)
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IC 50 (ng/mL) ND ND 54,33 95,79

Slika 14. Citotoksi¢na aktivnost ekstrakta lazne jerihonske ruze (Clevenger destilacija)
(IC50=koncentracija ekstrakata koja inhibira rast stanica za 50%, ND=ne moze se odrediti,

statisticki znaCajna razlika:a- P <0,05, b- P <0,01, c- P <0,001)

Ekstrakt lazne jerihonske ruze (Clevenger destilacija) pokazuje znacajnu
citotoksi¢nu aktivnost u koncentracijama od 1, 51 10 pg/mL nakon 48 i 72 sata. Pri ve¢im
koncentracijama od 50 i 100 ng/mL uocena je jos bolja citotoksicna aktivnost nakon 48 1 72
sata. Treba uociti da su pri tretiranju stanica koncentracijama od 5, 50 1 100 pg/mL najbolji

rezultati izmjereni nakon 48 sati.
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To se, kao i1 kod djelovanja ekstrakta prave jerihonske ruze, moze objasniti fenomenom da su
stanice nakon 48 sati potrosile veéi dio aktivnog citotoksicnog spoja pa se nakon izvjesnog
intervala trebalo stanicama nadodati jo§ ekstrakta kako bi se citotoksi¢no djelovanje nastavilo
povecavati. Najvece citotoksicno djelovanje uoceno je pri koncentraciji od 100 pg/mL u
vremenskom intervalu od 48 sati. IC50 vrijednost se nije mogla odrediti za vremenske
intervale od 4 i 24 sata. IC50 nakon 48 sati iznosi 54,33 pg/mL, a nakon 72 sata 95,79 pg/mL
(Slika 14).
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4.2. STANICNA LINIJA SK-OV-3

4.2.1. EKSTRAKT PRAVE JERIHONSKE RUZE, NADZEMNI DIO (AUTOLIZA)
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Slika 15. Citotoksi¢na aktivnost ekstrakta prave jerihonske ruZe, nadzemni dio (autoliza)
(IC50=koncentracija ekstrakata koja inhibira rast stanica za 50%, ND=ne moze se odrediti,

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

Tretiranjem stanica raka ekstraktom prave jerihonske ruze dobivene autolizom
zapazena je znacajna citotoksi¢na aktivnost. Pri najniZoj koncentraciji od 1 pg/mL uocena je
najmanja, dok je pri ve¢im koncentracijama od 5 i 10 pg/mL uocena veca citotoksicna

aktivnost, a osobito izrazena nakon 48 1 72 sata.
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Iako se zbog nedovoljne koli¢ine ekstrakt nije sa sigurnos¢u mogla utvrditi citotoksi¢na

aktivnost pri koncentraciji od 100 pg/mL nakon 48 1 72 sata, moze se zakljuciti da bi najbolji

rezutat bio postignut tretiranjem stanica najve¢im koncentracijama od 50 i 100 pg/mL nakon

48 1 72 sata. Moze se zakljuciti da se najbolja citotoksi¢na aktivnost postize pri najvecoj

koncentraciji (100 pug/mL) u najduzem vremenskom intervalu (72 sata). IC50 vrijednost se

nije mogla odrediti za vremenske intervale od 4 1 24 sata. IC50 nakon 48 sati iznosi 47,9

pg/mL, a nakon 72 sata 34,55 pg/mL (Slika 15).

4.2.2. EKSTRAKT PRAVE JERIHONSKE RUZE (CLEVENGER DESTILACIJA)

SK-OV-3 4n
S I Hl 24n
g - W 48h
" 1001 mik - L T [ 72h
E b T b I b ] b
£ T T | 1 o T
%
S 501
s
)
15
0_
NG NG NG NG NG v
< <& <
o@\ oq\ o‘b\ og\& oq\& og\&
Q N K \QQ
Jerihonska ruza, Clevenger destilacija
4h 24 h 48 h 72 h
IC 50 (ug/mL) ND ND ND ND

Slika 16. Citotoksi¢na aktivnost ekstrakta prave jerihonske ruze (Clevenger destilacija)

(IC50=koncentracija ekstrakata koja inhibira rast stanica za 50%, ND=ne moze se odrediti,

statisticki znaCajna razlika:a- P <0,05, b- P <0,01, c- P <0,001)
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Znacajna citotoksi¢na aktivnost uocena je tretiranjem stanica raka jajnika ekstraktom u
koncentracijama od 1, 5, 10, 50 1 100 ug/mL. Iako se citotoksi¢no djelovanje ocituje nakon
24, 48 1 72 sata, najizrazenije je nakon 48 sati pri svim koncentracijama. To se moZze objasniti
fenomenom da su stanice nakon 48 sati potroSile veci dio aktivnog citotoksi¢nog spoja pa se
nakon izvjesnog intervala trebalo stanicama nadodati joS ekstrakta kako bi se citotoksi¢no
djelovanje nastavilo povecavati. Moze se primjetiti da citotoksi¢na aktivnost doseze svoj
vrhunac pri najnizoj koncentraciji od 1 pg/mL nakon 48 sati te se ne uve¢ava povecanjem
koncentracije. Niti jedna koncentracija u niti jednom vremenskom intervalu nije uzrokovala

smanjenje broja Zivih stanica na 50 % pa se IC50 vrijednost nije mogla odrediti (Slika 16).

4.2.3. EKSTRAKT LAZNE JERIHONSKE RUZE (CLEVENGER DESTILACIJA)
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Slika 17. Citotoksi¢na aktivnost ekstrakta lazne jerihonske ruze (Clevenger destilacija)
(IC50=koncentracija ekstrakata koja inhibira rast stanica za 50%, ND=ne moze se odrediti,

statisticki znacajna razlika:a- P <0,05, b- P <0,01, c- P <0,001)
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Ekstrakt lazne jerihonske ruze iskazuje citotoksicno djelovanje u svim
koncentracijama (1, 5, 10, 50 100 pg/mL) nakon 24, 48 i 72 sata. Najbolji rezultati postignuti
su pri najvi§im koncentracijama od 50 i 100 pg/mL u intervalu od 48 sati. To se moze
objasniti fenomenom da su stanice nakon 48 sati potrosile veci dio aktivnog citotoksi¢nog
spoja pa se nakon izvjesnog intervala trebalo stanicama nadodati joS ekstrakta kako bi se
citotoksi¢no djelovanje nastavilo povecéavati. Pri koncentracijama od 1 i 10 pg/mL uocena je
bolja citotoksi¢na aktivnost nakon 24 sata nego nakon duzih intervala od 48 i 72 sata §to se
moze objasniti ve¢ spomenutim fenomenom. IC50 vrijednost se nije mogla odrediti za

vremenske intervale od 4, 24 1 72 sata. IC50 nakon 48 sati iznosi 71,01 pg/mL (Slika 17).
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5. RASPRAVA
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populacijom. Terapija zracenjem ili operacija opcenito se koristi za tumor u ranoj fazi i
pokazali su se jednako ucinkoviti. Kemozradenje opcéenito se koristi za zene s veéim
tumorom, tumorom u uznapredovalom stadiju koji se nalazi samo u zdjelici te ako postoji

visok rizik da se rak ponovno vrati ili ako se rak prosio (13).

Rak jajnika nalazi se na petom mjestu u broju smrtnih slucajeva od raka medu zenama. Ovo je
jedan od najsmrtonosnijih vrsta raka u Zena (16). LijeCenje se sastoji od nekoliko mogucih
metoda: kirurSkog odstranjivanja, kemoterapije, imunoterapije, ciljne terapije, hormonske

terapije te njihovog kombiniranja.

Jerthonska ruza, takoder nazvana biljka uskrsnuca, poznata je po svojoj sposobnosti da prezivi
isuSivanje (26). To je pustinjska ljekovita biljka koja raste u raznim regijama diljem svijeta,

posebno u arapskim zemljama, kao i u nekim azijskim, europskim i africkim zemljama (27).

A. hierochuntica sadrzi znacajne koli¢ine minerala, kao §to su Mg, Ca, Mn, Fe, Cu i Zn (29).
Koristi se u lijecenju astme, respiratornih bolesti, dizenterije, prehlade, groznice i glavobolje
te u borbi protiv konjuktivitisa i steriliteta. Kemijski sastojci A. hierochuntica istrazeni su
zbog razli¢itth farmakoloSki vaznih svojstava ukljucuju¢i antimikrobnu, protuupalnu,

hipolipidemijsku, hipoglikemijsku, hepatoprotektivnu i gastroprotektivnu aktivnost (28).

Izotiocijanati, produkti hidrolize glukozinolatauslijed oSte¢enja biljnog tkiva, su
fitokemikalije povoljnog terapijskog ucinka. /n vitro 1 in vivo istrazivanja dokazala su njihov
antitumorski uc¢inak razli¢itim mehanizmima djelovanja ukljucujuéi interakciju s proteinima
uklju€enih u proces popravka DNK, inhibiranju stani¢nog ciklusa 1 indukciji apoptoze. Brojni
proteini, kao Sto su enzimi biotransformacije prve 1 druge faze te nuklearni faktori, bivaju
inducirani ili inhibirani te se posljedi¢no ostvaruje odredeni antitumorski uc¢inak spomenutih
spojeva. Znacajan je 1 njihov protuupalni i antioksidativni potencijal razli¢itim mehanizmima

inhibicije odredenih proupalnih citokina te indukcije citoprotektivnih proteina (40).

Flavonoidi su sekundarni metaboliti,a naj¢es¢e se nalaze u vocu, zac¢inskom bilju, stabljikama,
zitaricama, oraSastim plodovima, povréu, cvijecu i sjemenkama. Flavonoidi se intenzivno
koriste kao antikancerogena, antimikrobna, antivirusna, antiangiogena, antimalarijska,

antioksidativna, neuroprotektivna, antitumorska i antiproliferativna sredstva (Slika 18) (45).
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Vecina bioaktivnosti je povezana sa sposobnosc¢u modulacije broja stanica ukljucenih u
signalizacijsku kaskadu. Brojna randomizirano kontrolirana ispitivanja pokazala su povoljno
djelovanje konzumacije flavonoida na kardiovaskularni sustav te na kontrolu glukoze.
OgraniCen broj opservacijskih ispitivanja ukazuju 1 na potencijalno antitumorsko djelovanje,
pri ¢emu se smatra da povecan unos izoflavona iz soje moze biti povezan sa smanjenim
rizikom obolijevanja od karcinoma dojke kod postmenopauzalnih Zena i karcinoma prostate
kod muskaraca (54).

U prijasnjem istrazivanju, etanolni i vodeni ekstrakti dijelova biljke 4. hierochuntica (sjeme,
stabljika, list) ispitani su na njihovu sposobnost inhibiranja proliferacije MCF-7 stanica
karcinoma dojke. IzloZenost stanica rastu¢im koncentracijama metanolnih 1 vodenih
ekstrakata rezultirala je smanjenjem vitalnosti stanica na nacin ovisan o dozi. Ovi rezultati
sugeriraju da lijeCenje A. hierochuntica moze potisnuti napredovanje stani¢nog ciklusa
smanjujuci ekspresiju ciklina D1 1 E 1 inducirati apoptozu preko p53 1 p21. To bi moglo biti
zbog bogatog izvora fenola i flavonoida za koje se nasiroko navodi da su inhibitori ciklina

(28).

Anti-oxidant Anti-diabetic

Cardioprotective Anti-gout

Anti-

; Anti-microbial
inflammatory

Anti-
hypertensive

Anti-
thrombogenic

Slika 18. Razli¢iti mehanizmi djelovanja flavonoida

Preuzeto s: https://www.researchgate.net/figure/Illustration-of-multifarious-biological-

activities-of-flavonoids_figl 333272825 Datum pristupa: 30.3.2022.
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Porodica Selaginellaceae je uglavnom rasprostranjena u tropskim 1 toplim krajevima diljem
svijeta. Gospodarski znac¢aj ukljucuje uzgojno ukrasno bilje i lokalno ljekovito bilje (32).
Kemijsko istrazivanje Selaginele rezultiralo je identifikacijom razli¢itih novih spojeva kao Sto
su flavonoidi, lignani, alkaloidi 1 terpenoidi, koji su pokazali Sirok raspon bioloskih
aktivnosti, ukljucujuci antioksidativne, antidijabeticke, antikancerogene i antimikrobne uc¢inke
(31).

Lazna jerihonska ruza porijeklom je iz pustinje Chihuahuan u SAD-u i Meksiku i ¢lan je
obitelji Selaginellaceae (26). Ovo je poikilohidricna biljka koja ima sposobnost prezivjeti
ekstremnu dehidraciju 1 uskrsnuti nakon dugog razdoblja bez vode (31). Selaginella
lepidophylla pokazuje in vitro antimikrobno, antivirusno, antidijabeticko, antimutageno,
protuupalno djelovanje te spazmoliti¢ki i antikancerogeni potencijal zbog visokog sadrzaja
razlicitih fitokemikalija kao $to su flavonoidi, fenilpropanoidi, steroidi, pigmenti, kisikov
heterocikl, lignani, kumarini, kvinoidi, kromoni, benzenoidi, ugljikohidrati i alkaloidi (33).
Biflavonoidi su sekundarni metaboliti,a svrstavaju se u flavonoide. Poznato je da biflavonoidi
izolirani iz S. tamariscina pokazuju razlicite bioloske aktivnosti koje ukljuc¢uju protuupalno,
antialergijsko, antitumorsko, antioksidativno, antidijabeti¢ko, antivirusno i antikancerogeno
djelovanje te osteogenezu (47). Pokazalo se da biflavonoid amentoflavon posjeduje
zanimljiva svojstva, ukljucuju¢i antioksidativno djelovanje, inhibiciju ciklooksigenaze,
inducibilnu sintazu duSikovog oksida 1 fosfolipaze A2, te inhibiciju degranulacije 1
oslobadanja arahidoinske kiseline iz neutrofila (55).

U posljednjih pet godina, vise od 10 selaginelina (novih pigmenata s jedinstvenim para-kinon
metidom 1 alkinilfenol uglji¢nim skeletom) izolirano je iz nekoliko vrsta Selaginele (49).
Citotoksi¢ne aktivnosti tri selaginelina: selaginelin O (1), selaginelin M (2) 1 selaginelin (3)
procijenjene su pomocu stanica humanog karcinoma vrata maternice (HeLa). Primjetno je da
su svi ovi selaginelini pokazali znacajnu citotoksi¢nost. Selaginelin O (1), novi selaginelin s
formilnom skupinom, pokazao je najvecu inhibitornu aktivnost, s IC50 vrijedno$¢u od 26,4
uM (49).

Takoder, rezultatima prijasnjih istrazivanja sa ekstraktima biljaka S. labordei, Selaginella
tamariscina 1 Selaginella uncinata utvrdeno je njihovo antiproliferacijsko djelovanje na
stanice Bel-7402 hepatocelularnog karcinoma i na stanice HeLa cervikalnog karcinoma.
Ekstrakt vrste Selaginella moellendorfii pokazao je umjerenu antiproliferacijsku aktivnost na
iste stani¢ne linije. Dokazano je da je induciranje stani¢ne apoptoze preko kaspaze-3 jedan od

antitumorskih mehanizama (56).
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U ovom istrazivanju koriSteni su ekstrakti nadzemnog dijela prave jerihonske ruze (Anastatica
hierochuntica) dobiveni razli¢itim metodama; autolizom i Clevenger destilacijom i ekstrakt
lazne jerihonske ruze (Selaginella lepidophylla) dobiven Clevenger destilacijom. Ispitivan je
njihov potencijalan citotoksican u¢inak na stani¢ne linije humanih tumora vrata maternice
(SiHa) 1 jajnika (SK-OV-3). In vitro istrazivanjem na obe stani¢ne linije uocCen je znaCajan
utjecaj koncentracije ekstrakata i vremena inkubacije na citotoksi¢nu aktivnost, pri ¢emu su
koncentracije od 50 i 100 pg/mL nakon 72 sata inkubacije najdjelotvornije u ostvarivanju
citotoksi¢nog ucinka.

Kod ekstrakta nadzemnog dijela prave jerihonske ruze (4Anastatica hierochuntica) dobivenog
Clevenger destilacijom i ekstrakt lazne jerihonske ruze (Selaginella lepidophylla) dobivenog
Clevenger destilacijom uocena je najbolja citotoksi¢na aktivnost na obe stani¢ne linije nakon
48 sati Sto se objasnjava time da su stanice nakon izvjesnog razdoblja potroSile ve¢i dio

aktivnog citotoksi¢nog spoja.

Ukoliko bi se nakon 48 sati stanice tretirale dodatnom koli¢inom ispitivanog ekstrakta, mogao
bi se ocekivati porast citotoksi¢nog odgovora nakon 72 sata. Na stani¢noj liniji karcinoma
jajnika (SK-OV-3) koja je tretirana ekstraktom nadzemnog dijela prave jerihonske ruze
(Anastatica hierochuntica) dobivenog Clevenger destilacijom uocen je vrhunac citotoksi¢ne
aktivnosti pri najnizoj koncentraciji (1 pg/mL) nakon 48 sati i nije se uvecavao povecanjem

koncentracije ekstrakta ni produZenjem vremenskog intervala.

Tretiranjem stanicnih linija je uocena znac€ajna citotoksicna aktivnost sva tri ekstrakta, ali se
za ekstrakt nadzemnog dijela prave jerihonske ruze (Anastatica hierochuntica) dobivenog
Clevenger destilacijom nije mogla utvrditi IC50 (koncentracija ekstrakata koja inhibira rast
stanica za 50%) za nijedan mjereni vremenski interval (4 h, 24 h, 48 h, 72 h). Razlicite
metode dobivanja ekstrakta iz prave jerihonske ruze (Anastatica hierochuntica)odredile su
razliku u njihovoj citotoksi¢noj aktivnosti. Ekstrakt nadzemnog dijela prave jerihonske ruze
(Anastatica hierochuntica) dobiven autolizom 1 ekstrakt lazne jerihonske ruze (Selaginella

lepidophylla) dobiven Clevenger destilacijom pokazali su bolje citotoksi¢no djelovanje.

lako lazna jerihonska ruza (Selaginella lepidophylla) pripada drugacijoj biljnoj porodici od
prave jerihonske ruze (Anastatica hierochuntica), njezin ekstrakt je pokazao znacajno
citotoksi¢no djelovanje na obe stani¢ne linije. Ve¢ spomenuti biflavonoidi (amentoflavon) i

pigmenti selaginelini mogli bi biti odgovorni za utvrdenu citotoksi¢nu aktivnost.
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Ekstrakt nadzemnog dijela prave jerihonske ruze (Anastatica hierochuntica) dobiven
autolizom pokazao je najbolju citotoksi¢nu aktivnost kod obe stani¢ne linije. To moze biti

produkt visoke koncentracije flavonoida i glukozinolata te njegovih produkata izotiocijanata.

In vitro ispitivanjem dobiveni rezultati pokazuju citotoksi¢no djelovanje prave i1 lazne
jerihonske ruze na stani¢ne linije tumora vrata maternice i jajnika upotrebom razliitih
koncentracija njihovih ekstrakata kroz odredeni period inkubacije, stoga je glavna hipoteza
potvrdena te cilj ispitivanja ostvaren. Dokazana je 1 ovisnost citotoksi¢ne aktivnosti, odnosno
postotak metabolicki aktivnih stanica, o koncentraciji ispitivanih uzoraka i vremenu izlaganja.
Iz svega navedenog vidljivo je da ispitivana biljka ima potencijal za daljnja biomedicinska
ispitivanja u svrhu lijeCenja razli¢itih bolesti, stoga su potrebna dodatna in vitro ispitivanja
kojima bi se moglo potvrditi njeno citotoksicno djelovanje i dovesti do razvoja novih

antitumorskih lijekova.
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I1I.

IV.

In vitro izlaganje stanica karcinoma vrata maternice (SiHa) i1 jajnika (SK-OV-3)
ekstraktima nadzemnog dijela prave jerihonske ruze (Amastatica hierochuntica)
dobivenih razli¢itim metodama; autolizom i Clevenger destilacijom i ekstraktom lazne
jerihonske ruze (Selaginella lepidophylla) dobivenog Clevenger destilacijom dovodi
do smanjenja prezivljenja tih stanica, odnosno smanjuje se postotak metabolicki

aktivnih stanica.

Ispitivani uzorci uglavnom pokazuju citotoksi¢an ucinak ovisan o koncentraciji i

vremenu inkubacije.

U nekim sluc¢ajevima djelovanje odredenih ekstrakata nije proporcionalno povecanju
koncentracije 1 vremenu inkubacije te dolazi do blagog porasta metabolic¢ki aktivnih

stanica.

Djelovanje ispitivanih ekstrakata je slicno na obe stani¢ne linije.Kod svih ispitivanih

ekstrakata je uocena citotoksic¢na aktivnost na obje stani¢ne linije.

Na stani¢noj liniji karcinoma jajnika (SK-OV-3) koja je tretirana ekstraktom
nadzemnog dijela prave jerihonske ruze (Anastatica hierochuntica) dobivenog
Clevenger destilacijom uocCen je vrhunac citotoksi¢ne aktivnosti pri najnizoj
koncentraciji (1 pg/mL) nakon 48 sati 1 nije se uvecavao povecanjem koncentracije
ekstrakta ni produZenjem vremenskog intervala. TreriranjeSiHa stani¢ne linije istim
ekstraktompokazuje najbolji citotoksi¢ni uc¢inak pri najvecoj koncentraciji od 100

pg/mL nakon 48 sati.
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IX.

Razli¢ite metode dobivanja ekstrakta iz prave jerihonske ruze (Anastatica
hierochuntica) odredile su razliku u njihovoj citotoksi¢noj aktivnosti.Ekstrakt
nadzemnog dijela prave jerihonske ruze (Anastatica hierochuntica) dobiven autolizom
1 ekstrakt lazne jerihonske ruze (Selaginella lepidophylla) dobiven Clevenger

destilacijom pokazali su bolje citotoksi¢no djelovanje.

Ekstrakt nadzemnog dijela prave jerihonske ruze (Anastatica hierochuntica) dobiven
autolizom pokazao je najbolju citotoksi¢nu aktivnost kod obje stani¢ne linije. Najbolja
citotoksi¢na aktivnost postignuta je pri najvecoj koncentraciji (100 pg/mL) u

najduzem vremenskom intervalu (72 sata).

lako lazna jerihonska ruza (Selaginella lepidophylla) pripada drugacijoj biljnoj
porodici od prave jerihonske ruZze (Anastatica hierochuntica), njezin ekstrakt je
pokazao znacajno citotoksicno djelovanje na obe stani¢ne linije. Najvece citotoksicno
djelovanje ovog ekstrakta uoceno je pri koncentraciji od 100 pg/mL u vremenskom

intervalu od 48 sati.

Citotoksi¢no djelovanje prave jerthonske ruze (Anastatica hierochuntica) 1 lazne
jerihonske ruze (Selaginella lepidophylla) je potvrdeno prema dobivenim rezultatima.
Za daljnju analizu 1 potvrdu dobivenih rezultata potrebna su dodatna in vitro

istrazivanja, a potom 1 in vivo ispitivanja na zivotinjskim modelima.
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Cilj istrazivanja:

Cilj istrazivanja je ispitati potencijalno citotoksicno djelovanje prave jerihonske ruze
(Anastatica hierochuntica) 1 lazne jerihonske ruze (Selaginella lepidophylla)na humanim
stanicamakarcinoma vrata maternice (SiHa) i jajnika (SK-OV-3). Pretpostavka je da ¢e se broj
stanica karcinoma, nakon tretiranja ekstraktima biljaka, smanjiti u odnosu na kontrolnu

skupinu.

Materijali i metode:

Citotoksicnost se ispitivala MTT metodom kojom se odreduje postotak metabolicki aktivnih
stanica nakon tretiranjackstraktima nadzemnog dijela prave jerihonske ruze (Anastatica
hierochuntica) dobivenih razli¢itim metodama; autolizom i Clevenger destilacijom i
ekstraktom lazne jerihonske ruze (Selaginella lepidophylla) dobivenog Clevenger
destilacijom.Uzorci biljaka su pripravljeni u pet razlicitih koncentracija (1 pg/mL, 5 pg/mL,
10 pg/mL, 50 pg/mL i 100 pg/mL), a ucinak je gledan nakon 4, 24, 48 i 72 sata.

Djelotvornost ekstrakata odredena je spektrofotometrijski mjerenjem apsorbancije pri 570 nm.

Rezultati:

Rezultati su prikazani graficki u odnosu postotka metabolicki aktivnih stanica 1 vremena

inkubacije.

Lazna jerihonska ruza(Selaginella lepidophylla), koja pripada drugacijoj biljnoj porodici od
prave jerihonske ruze (Anastatica hierochuntica), je neocekivano pokazala znacajno
citotoksi¢no djelovanje na obje stani¢ne linije. Najvece citotoksicno djelovanje njenog
ekstrakta na obje stani¢ne linije uoceno je pri koncentraciji od 100 pg/mL u vremenskom
intervalu od 48 sati.

Za SiHa liniju inhibitorna koncentracija IC50nakon 48 sati iznosi 54,33 pg/mL. Za SK-OV-3
liniju IC50 vrijednost se mogla odrediti samo nakon 48 sati i iznosi 71,01 pg/mL. MozZe se
zakljuciti da je ekstrakt djelotvoran na obje stani¢ne linije,ali ipak iskazuje bolju aktivnost na

stanicama karcinoma vrata maternice (SiHa).
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Na stani¢noj liniji karcinoma jajnika (SK-OV-3), koja je tretirana ekstraktom nadzemnog
dijela prave jerihonske ruze (Anastatica hierochuntica) dobivenog Clevenger destilacijom,
uocen je vrhunac citotoksi¢ne aktivnosti pri najnizoj koncentraciji (1 pg/mL) nakon 48 sati i
nije se uvecavao povecanjem koncentracije ekstrakta ni produzenjem vremenskog intervala.
Tretiranje SiHa stanicne linije istim ekstraktom pokazuje najbolji citotoksi¢ni ucinak pri
najvecoj koncentraciji od 100 pg/mL nakon 48 sati.Inhibitorna koncentracija IC50se nije
mogla odrediti ni u jednom slucaju.

Ekstrakt nadzemnog dijela prave jerihonske ruze (Anastatica hierochuntica) dobiven
autolizom pokazao je najbolju citotoksi¢nu aktivnost na SiHa 1 SK-OV-3 stani¢nim linijma.
Najbolja citotoksi¢na aktivnost postignuta je pri najvecoj koncentraciji (100 pg/mL) u
najduzem vremenskom intervalu (72 sata). Na SiHa stani¢noj liniji inhibitorna koncentracija,
IC50, nakon 72 sata iznosi 33,06 pg/mL. Na SK-OV-3 liniji IC50 nakon 72 sata iznosi 34,55
pg/mL. Mozemo zakljuditi da je to znacajna citotoksicna aktivnost koja se gotovo podjednako

iskazala na stanicama karcinom vrata maternice i jajnika.

Zakljudci:

In vitro 1zlaganje stanica karcinoma vrata maternice (SiHa) 1 jajnika (SK-OV-3) ekstraktima
nadzemnog dijela prave jerihonske ruze (Anastatica hierochuntica)i ekstraktom lazne
jerithonske ruze (Selaginella lepidophylla)dovodi do smanjenja preZivljenja tih stanica.
Citotoksicni uc¢inak uglavnom je ovisan o vremenu inkubacije i koncentraciji. Djelovanje nije
uvijek proporcionalno povecanju koncentracije 1 vremenu inkubacije, stoga u nekim
slucajevima nakon odredenog vremena dolazi do povecanja broja metabolicki aktivnih
stanica. Ekstrakt nadzemnog dijela prave jerihonske ruZe (Anastatica hierochuntica) dobiven
autolizom pokazao je najbolju citotoksi¢nu aktivnost na obje stanicne linije. Najbolja
citotoksi¢na aktivnost postignuta je pri najvecoj koncentraciji (100 pg/mL) u najduzem
vremenskom intervalu (72 sata). Potencijalan citotoksi¢an uc¢inak prave i1 lazne jerihonske
ruze na stani¢ne linije humanih karcinoma, ujedno 1 hipoteza ovog istrazivanja, je potvrden.
Potrebna su daljnja in vivo ispitivanja kako bi se potvrdilo djelovanje i na Zivotinjskim

modelima.
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Diploma thesistitle:

The antiproliferative action of The True Rose of Jericho(Anastatica hierochuntica) and The
False Rose of Jericho(Selaginella lepidophylla)on human cancer cell lines measured by MTT
method.

Objectives:

The aim of the research was to examine the potential cytotoxic effects ofdnastatica
hierochuntica and Selaginella lepidophyllaon human cervical cancer cells (SiHa) and ovarian
cancer cells (SK-OV-3). It is assumed that the number of cancer cells, after treatment with
extracts got by different methods of isolation of the plants, will decrease, compared to the

control group.

Materials and methods:

Cytotoxicity was examined by the MTT method, which determines the percentage of
metabolically active cells after treatment with extracts of the aboveground part of The True
Rose of Jericho (Anastatica hierochuntica) got by different methods of isolation; by autolysis
and Clevenger distillation and extract of The False Rose of Jericho (Selaginella lepidophylla)
got by Clevenger distillation. Plant samples were prepared in five different concentrations (1
pg/mL, 5 pg/mL, 10 pg/mL, 50 pg/mL and 100 pg/mL), and the effect was observed after 4,
24, 48 and 72 hours. The efficiency of the extracts was determined spectrophotometrically by

measuring the absorbance at 570 nm.

Results:

The results are graphically presented in relation to the percentage of metabolically active cells

and the incubation time.

The False Rose of Jericho (Selaginella lepidophylla), which belongs to a different plant
family than The True Rose of Jericho (Anastatica hierochuntica), unexpectedly showed
significant cytotoxic effects on both cell lines. The greatest cytotoxic effect of its extract on
both cell lines was observed at a concentration of 100 pg/mL in a time interval of 48

hours.For the SiHa line, the inhibitory concentration IC50 after 48 hours was 54.33 pg/mL.
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For the SK-OV-3 line, the IC50 value could only be determined after 48 hours and is 71.01
pg/mL. It can be concluded that the extract is effective on both cell lines, but still shows

better activity on cervical cancer cells (SiHa).

At the ovarian cancer cell line (SK-OV-3) treated with the extract of the aboveground part of
The True Rose of Jericho (4nastatica hierochuntica) got by Clevenger distillation, the peak of
cytotoxic activity was observed at the lowest concentration (1 ug/mL) after 48 hours and did
not increase with increasing extract concentrations or prolongation of the time
interval. Treatment of the SiHa cell line with the same extract showed the best cytotoxic effect
at a maximum concentration of 100 ug/mL after 48 hours. The inhibitory concentration IC50

could not be determined in either case.

Autolysis extract of the aboveground part of The True Rose of Jericho (Anastatica
hierochuntica) got by autolysis showed the best cytotoxic activity on SiHa and SK-OV-3 cell
lines. The best cytotoxic activity was achieved at the highest concentration (100 pg/mL) in
the longest time interval (72 hours). At the SiHa cell line, the inhibitory concentration IC50
after 72 hours was 33.06 pg/mL. On the SK-OV-3 line the IC50 after 72 hours is 34.55
pg/mL. We can conclude that this is a significant cytotoxic activity that was almost equally

manifested in cervical and ovarian cancer cells.

Conclusions:

In vitro exposure of cervical cancer cells (SiHa) and ovarian cancer (SK-OV-3) to the extracts
of the aboveground part of The True Rose of Jericho (dnastatica hierochuntica) and extract
of The False Rose of Jericho (Selaginella lepidophylla) leads to reduced survival of these
cells. The cytotoxic effect is mainly dependent on incubation time and concentration. The
effect is not always proportional to the increase in concentration and incubation time, so in
some cases there is an increase in the number of metabolically active cells after a certain time.
An autolysis extract of the aboveground part of The True Rose of Jericho (Anastatica
hierochuntica) obtained by autolysis showed the best cytotoxic activity on both cell lines.The
best cytotoxic activity was achieved at the highest concentration (100 ug/mL) in the longest
time interval (72 hours). The potential cytotoxic effect of The True and The False Roses of
Jericho on human cancer cell lines, as well as the hypothesis of this study, has been

confirmed. Further in vivo studies are needed to confirm the effects in animal models as well.
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