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1. UVOD



1.1. Tumor

Tumorom se naziva patoloska tvorba do koje dolazi zbog abnormalne proliferacije
stanica. Naziv ,,tumor* na latinskom znaci oteklina, a drugi naziv za tumore je neoplazma (gr¢.
neos — nov, plasia — rast) odnosno, u hrvatskom prijevodu, novotvorina. Bolest uzrokovana
zlo¢udnim novotvorinama jo$ se naziva i rak. Rast novotvorina moze se opisati kao nepravilan,

nesvrhovit, autonoman i parazitaran (1).

Po tipu stanica iz kojih nastaju, tumori se dijele u nekoliko skupina. Najces¢i su
karcinomi, koji nastaju iz epitelnih stanica. Sarkomi su relativno rijetki tumori, a predstavljaju
solidne tumore veziva, odnosno tumore misica, kosti i hrskavice. Leukemije i limfomi su
tumori krvotvornih stanica i1 stanica imunoloskog sustava. Tumori se mogu podijeliti i na

temelju organa iz kojeg potjecu i vrste stanica koje ih ¢ine (2).

Klini¢ki, tumori se mogu podijeliti u dvije skupine: dobro¢udne (benigne) i zlo¢udne
(maligne). Dobro¢udni tumori uglavnom ne ugrozavaju zdravlje ozbiljno te im je klinicki ishod
u vecini slucajeva povoljan. Zlocudni tumori predstavljaju ozbiljan klini¢ki problem te ako se
ne lijece, a u nekim slu¢ajevima i unatoc lijecenju, uzrokuju smrtni ishod. Dobro¢udni tumori
rastu sporo, u vecini slucajeva su ograniceni na ishodi$ni organ, a obiljezeni su ekspanzivnim
rastom kojim pritiskuju okolno tkivo. Dobro¢udni su tumori oStro ograni¢eni u odnosu na
zdravo tkivo te zbog dobre krvne opskrbe u njima nema ulceracija ili podrucja nekroze. Gradeni
su od stanica koje nalikuju na normalne stanice, s malim, pravilnim jezgrama. Zlo¢udni tumori
rastu puno ve¢om brzinom nego dobro¢udni. Nepravilni su i nisu jasno ograni¢eni od zdravog
tkiva. Za razliku od ekspanzivnog rasta dobro¢udnih tumora, zlo¢udni tumori rastu infiltrativno
pri ¢emu razaraju tkivo ishodiSnog organa. Karakteristika zlo¢udnih tumora je sposobnost
metastaziranja (grc. metastasis — promjena mjesta), odnosno Sirenje tumora putem krvi ili limfe
u druge, udaljene dijelove tijela. Zlocudni su tumori gradeni od stanica koje ne nalikuju
normalnim stanicama, a jezgre su im nepravilne, razlikuju se jedna od druge te im je nukleo-

citoplazmatski omjer povecan u korist jezgre (3).

Etioloski, tumori spadaju medu najkompleksnije bolesti. Uzrokovani su interakcijom
utjecaja iz okoliSa i geneticke predispozicije. Poremecaji tih dvaju ¢imbenika dovode do
promjena DNA S§to za posljedicu ima nekontrolirani rast stanica. Neki tumori imaju i poznat

uzrok pa se tako razlikuju:



1.

Genski uvjetovani tumori — posljedica su genskih mutacija, a primjeri su tumori ovojnica
perifernih Zivaca u neurofibromatozi tip I, tumori kolona u FAP (familijarna adenomatozna
polipoza) ili tumori endokrinih Zlijezda u MEN sindromima (multipla endokrina neoplazija).
Tumori uzrokovani egzogenim kancerogenima — primjeri su tumori koze uzrokovani Stetnim
dijelovima UV zracenja ili rak pluca kod pusaca.

Tumori uzrokovani virusima — primjeri tumora ¢iji su uzrok virusi su Kaposijev sarkom
uzrokovan humanim herpesvirusom tip 8 (HHV-8), tumor vrata maternice koji uzrokuje

humani papilomavirus (HPV) ili Burkittov limfom uzrokovan Epstein-Barr virusom (EBV) (4).

1.2. Karcinom

Karcinom je naj€es¢i tip tumora. Karcinom je zlo¢udni tumor koji nastaje iz epitelnih
stanica. Razlikuje se nekoliko oblika karcinoma kao §to su: karcinom in situ (engl. carcinoma
in situ), invazivni karcinom (engl. invasive carcinoma) 1 metastatski karcinom (engl. advanced
invasive carcinoma) (Slika 1). Karcinom in situ je karcinom ranog stadija ogranicen na jedan
sloj tkiva od kojeg potjeCe. Invazivni se karcinom S$iri na okolna tkiva, dok metastatski
karcinom daje udaljene metastaze. Maligni tumori Zljezdanog podrijetla nazivaju se
adenokarcinomima, dok zlo¢udni tumori solidnih organa nose nazive organa u kojima su
nastali, npr. kolorektalni karcinom. Nastanak karcinoma povezan je s raznim ¢imbenicima
rizika. Povecani rizik za gotovo sve tipove karcinoma predstavlja starija dob, konzumacija
alkohola 1 nikotina, izlaganje ultraljubiastom zracenju te razli¢itim kemijskim iritansima.
Medu vazne ¢imbenike rizika ubraja se 1 prehrana. Ve¢i je rizik povezan s prekomjernom
tjelesnom tezinom 1 tjelesnom neaktivnosti. RazliCite infekcije takoder mogu utjecati na razvoj
karcinoma, poput infekcije humanim papilomavirusom kod karcinoma vrata maternice ili
infekcije bakterijom Helicobacter pylori kod razvoja karcinoma Zeludca. Takoder, velik broj
genetskih poremecaja povezan je s nastankom karcinoma, kao §to su mutacije gena BRCAI i
BRCA2 kod karcinoma dojke ili pak mutacije gena APC kod nastanka kolorektalnog

karcinoma (5).
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Slika 1. Progresija karcinoma (6).

Preuzeto s: https://www.researchgate.net/figure/Tumor-progression-Schematic-

representation-of-tumor-development-with-highlighted-stromal _figl 322089781

Datum preuzimanja: 13. 8. 2022.

Medu svim ljudskim bolestima, prema podacima Svjetske zdravstvene organizacije
(engl. World Health Organization, WHO) i Americkog drustva za borbu protiv raka (engl.
American Cancer Society, ACS) karcinomi, odnosno rak, predstavljaju najvece opterecenje u
klini¢kom, druStvenom i ekonomskom smislu. Sveukupni rizik za razvoj raka je 20,2 % (22,4
% za muskarce i 18,2 % za zene). Tijekom 2018. godine dijagnosticirano je vise od 18 milijuna
novih slu¢ajeva raka, od ¢ega su najcesci bili rak pluca s 2,09 milijuna novih slu¢ajeva, rak
dojke s istim brojem kao i rak pluéa te rak prostate s 1,28 milijuna novih slucajeva u svijetu.
Incidencija raka se razlikuje u pojedinim drzavama, kao §to je prikazano na primjeru Europske

Unije na Slici 2. (7).
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Slika 2. Incidencija raka u zemljama EU (7).

Preuzeto s: https://www.hzjz.hr/sluzba-epidemiologija-prevencija-nezaraznih bolesti/incidencija-i-

mortalitet-od-raka-u-eu-27-zemljama-za-2020-godinu/

Datum preuzimanja: 13. 8. 2022.
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Rak je drugi vodeci uzrok smrti u svijetu, nakon kardiovaskularnih bolesti, a ocekuje
se da ¢e do 2060. godine postati prvi te uzrokovati gotovo 19 milijuna smrtnih slucajeva diljem
svijeta. Medu najsmrtonosnije karcinome ubrajaju se karcinom zeludca, pluca, jetre, jednjaka,
gusteraCe te multiformni glioblastom na mozgu. Sveukupno je rak plu¢a vodeci uzrok smrti u
muskaraca, a rak dojke u zena. Medu karcinome s najboljom prognozom ubrajaju se karcinom
prostate i odredene vrste karcinoma Stitnjace s petogodi$njim prezivljenjem od gotovo 100 %
dok karcinom jednjaka, jetre i guSterace tijekom pet godina imaju prezivljenje manje od 20 %.

Zbog starenja populacije ocekivano je povecanje broja oboljelih od raka u svijetu (8).

Kao i1 u ostatku svijeta (Slika 3.), i u Hrvatskoj rak predstavlja znacajan
javnozdravstveni problem. Hrvatski zavod za javno zdravstvo redovno objavljuje podatke
vazne za borbu protiv raka putem Registra za rak. Stopa incidencije 1 mortaliteta od raka je u
porastu u razdoblju od 1990. g. do 2014. g. te je u 2014. godini incidencija iznosila 500,2/100
bronh i plu¢a, kolon, rektum, rektosigma i anus, prostata te mokra¢ni mjehur. Kod Zena su to
pak bili dojka, kolon, traheja, bronh i pluca, stitnjaca te trup maternice. Tijekom zivota moze
se promijeniti sklonost pojavnosti odredenih sijela. Kako bi se sprijecilo povecanje incidencije

zlo¢udnih bolesti najvaznije su intenzivne mjere primarne prevencije (9).

Primarna prevencija zlo¢udnih bolesti podrazumijeva edukaciju o ¢imbenicima rizika,
uklanjanje ili smanjenje izloZenosti tim istim ¢imbenicima te usvajanje zdravih Zivotnih navika
u cilju oCuvanja 1 poboljSanja zdravlja. Primarna prevencija odnosi se na mjere kojima je cilj
sprjeCavanje nastanka bolesti te se one provode prije razvoja bolesti. Mjere primarne prevencije
odnose se na cjelokupnu populaciju, na sve dobne skupine, a posebna odgovornost lezi na
zdravstvenim djelatnicima koji imaju znacajnu ulogu u podizanju razine svijesti o problemima

zlo¢udnih bolesti (10).

Najvazniji promjenjivi (preventabilni) ¢imbenik rizika za nastanak zlo¢udnih bolesti je
pusenje. Ono je povezano s razvojem raka razliCitih sijela kao Sto su pluca, grkljan, usna
Supljina, jednjak, gusteraca, bubreg, kolon itd. Pusenje povecava rizik i od brojnih drugih
bolesti kao $to su respiratorne bolesti (astma 1 KOPB) 1 kardiovaskularne bolesti. Lije¢nici bi
trebali uloZiti znacajne napore da pokusaju svoje pacijente odvratiti od pusenja i pomognu im

prestati pusiti ako su pacijenti ve¢ pusaci (11).



Mjere sekundarne prevencije zlocudnih bolesti uklju¢uju probir odnosno ,,screening*
za razliCite vrste raka. Mjere probira povecavaju Sanse za rano otkrivanje raka odnosno
premalignih lezija. Neke od zlocudnih bolesti za koje se provodi probir su rak dojke
(mamografija), rak vrata maternice (Papa test) ili kolorektalni karcinom (test na okultno

krvarenje). Nazalost, suradljivost pacijenata i uporaba mjera probira je jo§ uvijek ispod

sl
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Slika 3. Broj slucajeva raka u razdoblju od 1981. do 2013. godine na karipskom
podrucju (13).

Preuzeto s: https://www.researchgate.net/figcure/Number-of-cancer-cases-per-year-over-the-

period-1981-2014-as-per-2017-data-from-the fig2 326630571

Datum pristupa: 13. 8. 2022.
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1.3. Onkogeni i tumor-supresorski geni

1.3.1. Onkogeni

Onkogeni predstavljaju mutacije regulatornih gena koje nazivamo protoonkogenima.
Onkogeni su otkriveni kod retrovirusa gdje su izazivali brojne vrste raka kod Zzivotinja.
Promjene protoonkogena uzrokuju promjene u kvaliteti ili kvantiteti njihovih proteinskih
produkata koji se nazivaju onkoproteinima. Onkogeni, u odsutnosti tumor-supresorskih gena i
uz djelovanje brojnih drugih onkogena, blokiraju apoptozu, poticu stani¢nu proliferaciju te

uzrokuju gubitak regulacije stani¢nih ciklusa te tako sudjeluju u nastanku tumora (14).

Mnogi protoonkogeni su geni za tirozin-kinaze, jer se signali unutar stanice Cesto
prenose procesom fosforilacije proteina. Aktivacija onkogena je proces kojim protoonkogeni
postaju aktivniji te tako nastaju onkogeni, ¢cime dolazi do rasta i diobe stanica bez adekvatne
kontrole. Postoje brojni nacini na koje moze do¢i do aktivacije protoonkogena i1 nastanka
onkogena. Mutacije mogu biti u samom genomu, kao kod onkogena RAS, kod onkogena
ERBB?2 (HER2/neu) dolazi do povecanja broja kopija gena tj. do amplifikacije gena, dok je kod
odredenih aktivacija prisutna kromosomska aberacija npr. u Burkittovu limfomu se kao
posljedica kromosomske translokacije aktivira onkogen MYC, dok se u bolesnika s kronicnom
mijeloitnom leukemijom nalazi tzv. Philadelphia kromosom koji nastaje translokacijom
izmedu 9. 1 22. kromosoma ¢ime se protoonkogen ABL spoji s genskom regijom BCR te se
time aktivira. Pojacana aktivnost onkoproteina rezultat je pojacane transkripcije ili promjene u
strukturi samog proteina. Zajednicko svim mutacijama je da dovode do gubitka regulacije
aktivnosti odredenog onkoproteina. Onkogeni se mogu svrstati u brojne skupine kao $to su geni
za receptore Cimbenika rasta (KI7, RET, ERBBI, ERBB2), geni koji sudjeluju u prijenosu
signala (RAS, RAF, MOS) ili pak geni za transkripcijske ¢imbenike na kraju signalnih puteva
(MYC, FOS, JUN). Istrazivanja na onkogenima i njthovim signalnim putevima otvaraju brojne
mogucénosti za razvoj lijekova koji ciljano djeluju kao Sto su monoklonalno protutijelo
cetuksimab, koje djeluje inhibitorno na receptor za epidermalni ¢cimbenik rasta (EGFR) ili neki

drugi lijekovi poput imatiniba koji djeluje kao inhibitor protein-kinaza (15).



1.3.2. Tumor-supresorski geni

Za razliku od onkogena, kod tumor-supresorskih gena mora do¢i do inaktivacije da bi
doslo do nastanka raka (Tablica 1). Druga vazna razlika je da mutacije tumor-supresorskih
gena imaju recesivan ucinak, $to znaci da oba alela moraju biti inaktivirana da bi doslo do
ucinka, dok je kod onkogena vidljiv dominantan ucinak gdje je aktivacija samo jednog alela
dovoljna. Gen RB bio je prvi otkriveni tumor-supresorski gen, a povezan je s retinoblastomom.
Jedan od najvaznijih tumor-supresorskih gena je P53, €iji se proteinski produkt aktivira zbog
ostecenja DNA stanice. Taj gen djeluje na dva nacina: zaustavljanjem stanice u jednoj od faza
stani¢nog ciklusa uz aktiviranje popravka DNA 1 indukcijom apoptoze u slucaju da popravak
DNA bude neuspjeSan. Apoptoza je kontrolirani nacin umiranja stanica koji medu ostalim
uzrokuje 1 smrt potencijalnih tumorskih stanica. Kad u stanici nedostaje gen P53 u diobu ulaze
1 stanice s oSteCcenom DNA $§to povecava moguénost za nastanak tumora odnosno raka. Do
nastanka raka moze do¢i i zbog poremecaja u stani¢nom ciklusu. Razli¢ite kontrolne tocke
postoje u stani¢nom ciklusu u kojima se provjerava moze li stanica u¢i u sljede¢u fazu, a u tim
tockama se stanicama s oSte¢enom DNA prijeci prelazak u sljedecu fazu. Najvazniji regulatori
stani¢nog ciklusa su ciklini, kinaze ovisne o ciklinima i njihovi inhibitori. Kada se aktiviraju
onkogeni koji sudjeluju u odredenim putevima stani¢nog ciklusa dolazi do poremecaja kao §to

je nekontrolirana proliferacija stanica (16).

Mutacije koje dovode do gubitka funkcije tumor-supresorskih gena mogu se pronaci u
mnogim tipovima raka, poput raka jajnika, pluca, kolona, gusterace, glave 1 vrata, mokra¢nog
mjehura ili dojke. Postoje 1 odredeni sindromi koji su karakterizirani mutacijama tumor-
supresorskih gena poput Li-Fraumenijeva sindroma koji je povezan s gubitkom funkcije gena

P53 (17).

S obzirom na to da tumor-supresorski geni sudjeluju u regulaciji razlicitih stani¢nih
mehanizama, kao Sto su regulacija kontrolnih tocki, detekcija i popravak oStecenja DNA,
regulacija signalnih puteva, degradacija proteina, migracija i diferencijacija stanica te

angiogeneza, postali su srediSnja tema suvremenih istrazivanja o raku (18).



Tablica 1. Razlika tumor-supresorskih gena 1 protoonkogena (19).

Preuzeto s: https://pediaa.com/difference-between-tumor-suppressor-genes-and-proto-

oncogenes/
Datum pristupa: 17. 8. 2022.

TUMOR-SUPRESORSKI GENI PROTOONKOGENI

Protektivni geni koji pomazu u kontroli
rasta stanica

Normalni geni koje mutacije pretvaraju u
onkogene te sudjeluju u nastanku tumora

Mutacije uzrokuju tumore mijenjajuci
genske produkte koji inhibiraju
progresiju stani¢nog ciklusa

Mutacije uzrokuju tumore mijenjajuci
genske produkte tako da povecaju
njihovu ekspresiju

Suprimiraju stani¢nu diobu

Poticu stani¢nu diobu

Inaktivacija uzrokuje tumore

Aktivacija uzrokuje tumore

Delecije ili tockaste mutacije su najcesci
oblici mutacija

Tockaste mutacije, amplifikacije te
kromosomske translokacije su najcesci
oblici mutacija

Mutacije mogu nastati u somatskim
stanicama ili stanicama zametne linije

Mutacije nastaju u somatskim stanicama

Pokazuju visoku tkivnu specificnost

Pokazuju nisku tkivnu specifi¢nost

Oba alela moraju biti mutirana, dakle
razvoj tumora je recesivan

Mutacija jednog alela uzrokuje tumore,
dakle razvoj tumora je dominantan

Manje agresivno ponasanje

Agresivnije ponasanje

Primjeri: RB, APC, BRCAI

Primjeri: Ras, HER-2, BCR/ABL, EGFR,
VEGF

Mutacije uzrokuju retinoblastom,
karcinom kolona, karcinom dojke itd.

Mutacije uzrokuju mijeloidnu leukemiju,
karcinom dojke, karcinom bubrega itd.

1.4. Karcinom dojke

1.4.1. Epidemiologija i etiologija

Najces¢i rak 1 najceséi uzrok smrti od raka u Zena je upravo rak dojke. Postoje brojni
¢imbenici rizika za nastanak raka dojke, a medu najvaZznijima su prehrana, pusenje,
uznapredovala dob, pozitivna obiteljska anamneza, zracenje 1 hormonska terapija. Takoder, i
genetske promjene mogu utjecati na nastanak raka dojke, pa su tako otkrivena dva tumor-
supresorska gena BRCA 1 1 BRCA 2 ¢ije mutacije imaju direktan utjecaj na nastanak raka dojke.

Rana detekcija vazna je za uspjeh terapije 1 prezivljenje (20).

Manje od 10 % raka dojke uzrokovano je nasljednim mutacijama, a ¢esS¢e je rak dojke

povezan s okoliSnim 1 reproduktivnim ¢imbenicima, kao 1 stilom Zivota (21).
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Rak dojke, s nesto manje od milijun i 400 tisu¢a novih slucajeva godi$nje, znacajan je
javnozdravstveni problem. Pokazuje izrazitu heterogenost u smislu da postoje oblici s izrazito
sporim rastom i odliénom prognozom, ali i vrlo agresivni oblici. Prema procjenama Americkog
drustva za borbu protiv raka (engl. American cancer society) svaka osma zena u Sjedinjenim
Americkim Drzavama razvit ¢e rak dojke tijekom svog zivota. Takoder procjenjuje se da ¢e
svjetska incidencija raka dojke dosec¢i oko 3,2 milijuna novih slucajeva godiSnje do 2050.
godine. Razli¢ita tehnoloSka dostignuca uvelike su doprinijela ranom otkrivanju bolesti i
sprjeCavanju nastanka metastaza. Medutim, i dalje su prisutne brojne prepreke i pitanja kako
rak dojke djeluje na molekularnoj razini. Epidemioloska istrazivanja su pokazala i da su
problemi socio-ekonomske prirode vrlo vazni tako da svaka Zena ima jednak pristup
medicinskoj skrbi od probira pa do najnaprednijih oblika lijecenja, i samo odlu¢ne mjere mogu

dovesti do ozbiljnog napretka u borbi protiv ove bolesti (22).

Godisnje se u Hrvatskoj dijagnosticira oko 2600, dok oko 800 Zena umre svake godine.
Rak dojke je 1 u Hrvatskoj, kao i u ostatku zapadnog svijeta, na prvom mjestu po incidenciji
kod zenskog spola te se Hrvatska svrstava u zemlje s visokom incidencijom. Standardizirana

incidencija iznosi 66/100000 Zena. Nasuprot tomu ucestalost je u Aziji mnogo niza (23).

1.4.2. Patohistologija

Rak dojke heterogena je bolest s razli¢itim bioloskim 1 histoloskim osobinama,
klini¢kim prezentacijama i odgovorom na terapiju. Studije su otkrile molekularnu podlogu
nekoliko karakteristika ove bolesti, izmedu ostaloga i1 histoloski stupanj te sklonost
metastaziranju. Nadalje, molekularne analize na mi$jim modelima dokazale su izravnu

povezanost odredenih gena u nastanku odredenih histoloSki posebnih tipova raka dojke (24).

Rak dojke nastaje iz epitela terminalnih duktulo-lobularnih jedinica Zzljezdanog
parenhima dojke. Dijeli se na karcinom iz situ koji ne probija bazalnu membranu i na invazivni
karcinom koji je probio bazalnu membranu. Najc¢e$¢i tipovi raka su invazivni duktalni
karcinom, invazivni lobularni karcinom i invazivni karcinom nespecifi¢nog tipa (NST). Postoje
1 specificni oblici koji su ipak rjedi, kao Sto su mucinozni, tubularni, metaplasti¢ni, papilarni,
mikropapilarni te medularni oblik karcinoma. Na osnovi genskih i1 imunohistokemijskih

obiljezja, tumori dojke dijele se na luminalne tumore tipa A 1 tipa B, HER2 pozitivne 1 trostruko
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negativne tumore. Luminalni tumori tipa A imaju visoku razinu progesteronskih i estrogenskih
receptora, Ki-67 (pokazatelj proliferacije tumorskih stanica) manji od 20 % i pokazuju HER2
pozitivnost. Luminalni tumori tipa B imaju razinu receptora za progesteron nizu od 20 % ili
Ki-67 visi od 20 % ili pokazuju HER2 pozitivnost. Trostruko negativni tumori ne pokazuju ni
estrogensku ni progesteronsku ni HER2 pozitivnost te imaju najlosiju prognozu. Pri opisivanju
raka dojke potrebno je navesti veli¢inu tumora u dvije dimenzije, stupanj zlocudnosti, aktivnost
proliferacije ili udio stanica u mitozi kroz Ki-67 indeks, status HER2 i hormonskih receptora,
status limfnih ¢vorova aksile, mogucu invaziju krvnih i limfnih zila te navesti je 1i tumor u

potpunosti uklonjen operativnim zahvatom (25).

Postoje dvije vrste heterogenosti tumora dojke: intertumorska i intratumorska
heterogenost. Heterogenost moZze postojati 1 izmedu primarnog tumora i metastaza kao i unutar
samog primarnog tumora, iako je jo$§ uvijek ta vrsta heterogenosti slabo istraZena. Sve
navedene vrste heterogenosti mogle bi imati velik klini¢ki znacaj. Kako se razvija sve vise
specijalizirana i personalizirana medicina vazno je odrediti svaki poseban tip tumora te ¢e nova
otkri¢a o heterogenosti tumora pomo¢i u razvoju individualnog pristupa lijecenju tumora dojke

(26).

1.4.3. Klinicka slika i dijagnostika

Najces¢i simptom raka dojke je kvrZica na dojci, koji se moZe naci u oko Cetiri petine
svih pacijenata. Slijede razli¢iti simptomi poput nepravilnosti bradavice, otecenosti dojke,
iritacije koZe regije, krvavog iscjetka iz bradavice 1 boli u dojci. Uz rak dojke veZu se 1 razliciti
op¢i simptomi kao $to su umor, smetnje disanja, bol ili kvrZica u podrucju aksile, bol u ledima,

kvrZica na vratu i gubitak tjelesne tezine (27).

Kao $to je 1 uobicajeno u medicini, dijagnostika raka dojke zapocinje anamnezom i
klinickim pregledom. Potrebno je definirati izloZenost ¢imbenicima rizika te postojanje
simptoma, eventualno vrijeme njihove pojave i duljinu trajanja. Klinicki pregled zapocinje
inspekcijom kojom se istrazuje simetrija dojki 1 postojanje nepravilnosti koZe ili limfnih
¢vorova. Zatim slijedi palpacija dojke i regionalnih limfnih ¢vorova. Jako vazna metoda ranog
otkrivanja raka dojke je mamografija koja se koristi x-zrakama niskih energija, a koristi se i za
potvrdu palpabilnog nalaza. Preporuka je da svaka Zena napravi prvi mamogram u dobi od
cetrdeset godina (ranije u slucaju pozitivne obiteljske anamneze), a nakon toga se ponavlja

svake dvije do tri godine ili po potrebi 1 CeSce. Pregled dojki ultrazvukom metoda je koja se
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najviSe koristi u dijagnostici raka dojke. Manje je specifican i senzitivan u postavljanju rane
dijagnoze nego mamografija. Nakon $to se u dojci pronade tvorba za koju se sumnja na tumor
mora se provesti punkcija te patohistoloska ili citoloska analiza kojom se moze iskljuciti ili
potvrditi dijagnoza maligne bolesti. Nakon potvrdene dijagnoze maligne bolesti potrebno je
bolesnicu uputiti na daljnju obradu usmjerenu na otkrivanje ili iskljucenje metastatske bolesti.
Potrebno je napraviti laboratorijske pretrage krvi (KKS, DKS, biokemija), RTG pregled prsista
1 UZV pregled abdomena, a ako postoje opravdane sumnje provode se usmjerene pretrage, npr.

scintigrafija skeleta (28).

Neki oblici karcinoma dojke moZze se dijagnosticirati i slucajno ili kroz probir
mamografijom. Zajednicke karakteristike zlo¢udnih bolesti dojke su palpabilna masa u dojci,
uvlacenje koze oko tumora te edem zbog kojega koza dobiva izgled narancine kore (franc. peau
d'orange), fiksacija tumora za prsnu stijenku, promjene u limfnim ¢vorovima te, ako karcinom

napreduje, pojavljivanje udaljenih metastaza (29).

1.4.4. Klasifikacija i odredivanje stadija

Za odredivanje stadija karcinoma dojke koristi se TNM klasifikacija (Tablica 2.), pri
¢emu T oznacava veli¢inu primarnog tumora, N oznacava zahvacenost limfnih ¢vorova, a M
oznacava prisustvo udaljenih metastaza. lako TNM klasifikacija ne moZe odrediti tijek i ishod
bolesti kod pojedinih pacijentica sa sigurnoscu, lijeCnicima ta klasifikacija moze pruziti pomo¢

pri procjeni ishoda 1 prognoze bolesti (30).

Tablica 2. TNM klasifikacija karcinoma dojke (31).

Tis (DCIS) duktalni karcinom in situ

Tis (Paget) Pagetova bolest bradavice nepovezana s invazivnim
karcinomom i/ili DCIS u podleZze¢em parenhimu

Tl tumor < 20 mm u najvecem promjeru

Tlmi tumor < 1 mm u najve¢em promjeru

Tla tumor > 1 mm, ali <5 mm u najve¢em promjeru

T1lb tumor > 5 mm, ali < 10 mm u najveéem promjeru

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

T2 tumor > 20 mm, ali < 50 mm u najveéem promjeru
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T3

tumor > 50 mm u najvecem promjeru

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

T4a ekstenzija tumora na stjenku prsnog kosa; invazija ili
adherencija pektoralnog misi¢a u odsutnosti invazije struktura
stijenke prsnog koSa ne kvalificira se kao T4

T4b ulceracija 1/ili ipsilateralni makroskopski satelitski ¢vor i/ili
edem (ukljucujuéi ,,peau d'orange*) koze, koji ne ukljucuje
kriterije inflamiranog karcinoma

T4c prisutni kriteriji T4a i T4b

T4d inflamirani karcinom

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

NO nije se identificiralo metastaza u limfnim ¢vorovima ni ITC
(engl. isolated tumor cells)

NO (it+) samo ITC (nakupine malignih stanica ne veé¢e od 0,2 mm) u
regionalnim limfnim ¢vorovima

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

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

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

N1b metastaza u ipsilateralne interne mamarne limfne ¢vorove
cuvare, iskljucujuéi ITC

Nlc NlaiNlb

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

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

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

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

N3c metastaze u ipsilateralne supraklavikularne limfne ¢vorove

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

M1 metastaza dokazana klinicki ili slikovnim metodama i/ili

histoloski dokazana metastaza > 0,2 mm

Osim odredivanja TNM stupnja potrebno je odrediti 1 stadij bolesti (Tablica 3.).
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Tablica 3. Stadiji karcinoma dojke (31).

Stadij 0 Tis NO MO
Stadij IA T1 NO MO
Stadij IB TO Nlmi MO
Tl Nlmi
Stadij Ila TO N1 MO
T1 NI
T2 NO
Stadij IIb T2 N1 MO
T3 NO
Stadij Ila TO N2 MO
T1 N2
T2 N2
T3 N1, N2
Stadij I1Ib T4 NO, N1, N2 MO
Stadij Illc bilo koji T N3 MO
Stadij IV bilo koji T bilo koji N M1

1.4.5. Lijecenje i prognoza

LijeCenje raka dojke je multidisciplinarno, a cilj lije€enja je odreden stupnjem
proSirenosti tumora. U ranom stadiju pokuSava se provesti lijeCenje u kojem je cilj sacuvati
dojku. Biopsija tzv. ¢vora Cuvara (sentinel ¢vor) tj. prvog ¢vora u aksilarnom drenaZznom
podrucju se rabi kao metoda probira za disekciju limfnih ¢vorova. Adjuvantna sistemska
terapija koristi se u pacijentica u kojih je dokazan pozitivan ucinak takve terapije na

prezivljenje (32).

Kirurski zahvati u lijeCenju raka dojke kre¢u se od mastektomije (uklanjanja dojke) do
postednih operacija poput segmentektomije ili kvadrantektomije, ¢ime se uklanja samo dio
zahvacene dojke. Nakon postednih operacija potrebno je provesti radioterapiju za koju se
pokazalo da smanjuje ucestalost lokalnih recidiva. Nakon kirurS§kog zahvata odreduje se stadij
bolesti te se u odredenih pacijentica provodi adjuvantna radioterapija, kemoterapija,
imunoterapija ili hormonska terapija. Adjuvantna radioterapija se uvijek ordinira nakon

postednih zahvata, a u nekim sluc¢ajevima i nakon mastektomije, ako je rije¢ o velikim
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tumorima te ta vrsta terapije znaajno smanjuje ucestalost recidiva. Adjuvantna kemoterapija
primjenjuje se u pacijentica sa srednjim i visokim rizikom za pojavu recidiva, a primjenjuje se
prije adjuvantne hormonske i radioterapije. NajéeS¢e se primjenjuju kombinacija
ciklofosfamida i doksorubicina praceni aplikacijom paklitaksela. Adjuvantna imunoterapija
primjenjuje se kod pacijentica s HER2 pozitivnim karcinomima ve¢im od 0,5 cm. Koristi se
trastuzumab, a znacajno utjece na prezivljenje. Adjuvantna hormonska terapija provodi se u
pacijentica s pozitivnim nalazom hormonskih receptora. Provodi se nakon adjuvantne
kemoterapije i radioterapije jer ako se provodi istodobno moze smanjiti njihovu ucinkovitost.
Zlatni standard adjuvantne hormonske terapije je tamoksifen, selektivni estrogenski receptor
modulator, a koristi se kod premenopauzalnih pacijentica. U postmenopauzalnih Zena koriste

se inhibitori aromataze kao $to su anastrozol i letrozol (33).

Lijecenje raka dojke takoder ovisi 1 o stadiju bolesti. Kada je rije¢ o lokaliziranom
stadiju bolesti najceSc¢e se koristi kirurski zahvat kojem je cilj uklanjanje primarnog tumora i
mogucih metastaza. Karcinomi stadija I i II lijeCe se poStednim kirurSkim zahvatom i
radioterapijom. Kod stadija III potrebno je kemoterapijom pokusati smanjiti veli¢inu tumora
kako bi kirurSki zahvat mogao biti §to posStedniji, dok upalni oblici raka dojke zahtijevaju
lijecenje kemoterapijom koju slijedi mastektomija, kao i disekcija aksilarnih limfnih ¢vorova
te radioterapija. Kada je rije€ o stadiju IV odluka se donosi na temelju ravnoteze izmedu Stetnog

djelovanja lijeCenja 1 potrebe za produzenjem zZivota te poboljSanjem njegove kvalitete (34).

U Zena s tumorima manjim od jednog centimetra petogodiSnje prezivljenje iznosi vise
od 99%. Kod tumora veli¢ine izmedu tri 1 pet centimetara preZivljenje se smanjuje na 86%. Za
tumore vece od pet centimetara u promjeru s pozitivnim limfnim ¢vorovima petogodisSnje
prezivljenje iznosi samo 45,5%. Osim veli¢ine tumora, dokazano je da je najvazniji

prognosticki ¢cimbenik zahvacenost limfnih ¢vorova (35).

1.5. Maslina

Maslina (lat. Olea europaea L.) stara je biljna vrsta. Siroko je rasprostranjena i uzgajana
na mediteranskom podrucju, gdje se ujedno nalaze i najstariji primjerci. Ljudi su od najranijih
dana prepoznali odredene ljekovite 1 blagotvorne ucinke masline. Jo$ je Hipokrat koristio ulje
masline kako bi lije¢io razne bolesti. Na podrucju Republike Hrvatske uzgaja se na primorskom

podrucju i smatra se kako su je tu donijeli stari Grei (36).
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Leccino sorta masline (Slika 4.) jedna je od najstarijih talijanskih sorti, uzgajana jos u
srednjem vijeku. Jedna je od najkoriStenijih sorti za izradu maslinovog ulja, ali se zbog svog
blagog okusa Cesto mijeSa s drugim sortama. Moze biti tamnosmede, intenzivno ljubiCaste te
crnozelene boje. Sorta Frantoio (Slika 5.) veoma je rasprostranjena po sredi$njoj Italiji,
posebice regiji Toskani. Boja joj moze varirati od Zutozelene do tamnocrvene. Koristi se za
izradu kvalitetnog maslinovog ulja bogate arome, a Cesto se mijeSa s drugim sortama,

ukljucujuéi sortu Leccino (37).

Slika 4. Leccino sorta masline (38).

Preuzeto s: https://www.waimeanurseries.co.nz/our-products/fruit-trees/olives/leccino-/

Datum pristupa: 24. 8. 2022.
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Slika 5. Frantoio sorta masline (39).

Preuzeto s: https://en.excelentesprecios.com/frantoio-olive-tree

Datum pristupa: 24. 8. 2022.

1.5.1. Fenolni spojevi masline

Mnogi fenolni spojevi ¢ine dio bioaktivnih komponenti lista masline. To su sekundarni
biljni metaboliti koji sprjecavaju razvoj bolesti i stvaranje slobodnih radikala kod biljaka.
Najpoznatiji spojevi su tirozol, hidroksitirozol, oleacein i oleuropein. Fenolni spojevi masline,
izmedu ostalog, imaju zastitnu ulogu u raznim bolestima, poput ateroskleroze, tumora ili

Alzheimerove bolesti (40).

Pup masline takoder sadrzi brojne fenolne spojeve razliCitih skupina. Najvaznije
skupine ukljucuju jednostavne fenole, sekoiridoide, flavonoide, lignane te derivate cinaminske
kiseline. Kemijski sastav pupa masline pokazuje odredene sli¢nosti sa sastavom cvijeta
masline, uz odredene razlike. Flavonoidi su zastupljeniji u pupu, a sekoiridoidi u cvijetu, dok
su jednostavni fenoli i cinaminska kiselina sa svojim derivatima podjednako zastupljeni u oba

navedena dijela masline (41).

Ovi spojevi sudjeluju u raznim stanicnim 1 biokemijskim procesima. Njihova
antioksidativna aktivnost postala je predmetom proucavanja u svrhu potencijalnih korisnih

ucinaka za ljudsko zdravlje. Ostala svojstva, poput protuupalnog i protutumorskog djelovanja,
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takoder su znacajna (42). List masline sadrzi ve¢u koncentraciju fenola nego proizvodi masline
poput maslinovog ulja, koje je jos uvijek daleko najpoznatiji proizvod dobiven od masline.
Fenolni spojevi masline koriste se u medicini, kozmetickoj te farmaceutskoj industriji te se
smatra da bi njihova svojstva mogla biti vazna u smanjenju rizika i tezine nekih kroni¢nih

bolesti (43).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA



2.1. Cilj istrazivanja

Cilj istrazivanja je ispitati potencijalno citotoksi¢no djelovanje ekstrakata pupa masline

iz sorti Leccino 1 Frantoio na dvije stani¢ne linije humanih karcinoma dojke.

2.2. Hipoteza istrazivanja

Hipoteza o potencijalnoj citotoksi¢noj aktivnosti ispitivana je na stanicama karcinoma
dojke s estrogenskim, progesteronskim 1 glukokortikoidnim receptorima (MCF-7) i trostruko

negativnog karcinoma dojke (MDA-MB-231).

1. Ekstrakt pupa masline E3 (sorta Leccino) smanjit ¢e broj stanica karcinoma dojke MCF-7 i

MDA-MB-231

2. Ekstrakt pupa masline E4 (sorta Frantoio) smanjit ¢e broj stanica karcinoma dojke MCF-7

1 MDA-MB-231
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3. MATERIJALI I METODE



3.1. Stani¢ne linije

In vitro ispitivanje citotoksi¢nog djelovanja provodilo se na stanicama humanih

karcinoma dojke MCF-7 i MDA-MB-231. Obiljezja ovih stani¢nih linija prikazana su u

tablicama 4. 1 5.

Tablica 4. Obiljezja stani¢ne linije karcinoma dojke MCF-7.

Preuzeto s: https://www.atcc.org/products/crl-3435

Datum pristupa: 23. 8. 2022.

Kategorija proizvoda Ljudske stanice

Organizam Homo sapiens, ¢ovjek

Tip stanica Epitelne

Morfologija Epitelna

Tkivo Dojka; Mlije¢na zlijezda

Bolest Karcinom; duktalni

Primjena Istrazivanje karcinoma
3D kultura stanica

Spol Zenski

Dob 69 godina

Obiljezja kulture Adherentna

Format proizvoda Smrznuto

Uvjeti pohrane Parna faza tekuceg dusika
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Tablica 5. Obiljezja stani¢ne linije karcinoma dojke MDA-MB-231.

Preuzeto s: https://www.atcc.org/products/htb-26

Kategorija proizvoda

Datum pristupa: 23. 8. 2022.

‘ Ljudske stanice

Organizam Homo sapiens, Covjek

Tip stanica Epitelne

Morfologija Epitelna

Tkivo Dojka; Mlijecna zlijezda

Bolest Adenokarcinom

Primjena Stani¢na linija prikladan je domacéin za transfekciju
Spol Zenski

Dob 51 godina

Obiljezja kulture Adherentna

Format proizvoda Smrznuto

Uvjeti pohrane

Parna faza tekuceg dusika
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3.2. Postupak

Kako bi se utvrdila potencijalna citotoksi¢na aktivnost ulja i ekstrakata masline
proveden je test vijabilnosti stanica. Test je proveden na dvije stani¢ne linije humanih
karcinoma: adenokarcinoma dojke MDA-MB-231 i1 metastatskog adenokarcinoma dojke
MCEF-7. Ove dvije stani¢ne linije inkubirane su preko no¢i u ploc€icama s 96 jazica na gustoci
od 9000 stanica po jazici. Nakon toga slijedila je inkubacija s ekstraktima u koncentracijama

od 1 do 200 pg/mL tijekom 72 sata u tri replikata. Nakon toga stanice su inkubirane s 0,5 g
MTT/L na 37°C tijekom dva sata. Nakon uklanjanja medija dodan je dimetil sulfoksid (DMSO)

jo$ deset minuta na 37°C. Formazan, indikator metaboli¢ki aktivnih stanica, mjerio se na 570
nm na citacu mikroploCica (BioSan, Riga, Latvija). Za izracun ICso vrijednosti (50%
maksimalne inhibitorne koncentracije) koristen je program Microsoft Excel 2016. Kako bi se
utvrdile razlike izmedu testiranih koncentracija, analiza varijance (ANOVA) izvedena je
koristenjem verzije 3.14 Past 3.X programa (Sveuciliste u Oslu, Norveska) sa statistiCkom

znacajnoscu p < 0,05.

3.3. Test citotoksi¢nosti

Test citotoksicne aktivnosti koristi se za odredivanje vitalnosti stanica. Vitalnost stanica
odredena je mijerenjem stani¢nog metabolizma koristenjem MTT metode. Zuti 3-(4, 5-
dimetiltiazolid-2)-2,5-difeniltetrazolin bromid se uz prisustvo NAD(P)H-ovisnih stani¢nih
oksidoreduktaza reducira u netopivi formazan koji karakterizira ljubicasta boja (Slika 6.).
Kako mrtve stanice ne vezu MTT, ovim testom moze se odrediti postotak metabolicki aktivnih
stanica, dakle MTT test je, izmedu ostalog, pogodan i za procjenu djelotvornosti raznih spojeva
s mogu¢im antitumorskim djelovanjem. Ljubicasti formazan koji nastaje redukcijom
tetrazolina moZe se izmjeriti u spektrofotometru. S obzirom na netopljivost formazana,
potrebno je dodati otapalo DMSO (dimetil sulfoksid) kako bismo mogli o€itati apsorbanciju
novonastalog ljubicastog formazana. Apsorbancija se mjeri na odredenoj valnoj duljini, obi¢no

1zmedu 500 1 600 nm.
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Slika 6. Mikrotitarska plo¢ica nakon MTT testa. Povecan broj stanica rezultira ve¢com

koli¢inom ljubicaste boje (44).

Preuzeto s: https://en.wikipedia.org/wiki/MTT assay#/media/File:MTT Plate.jpg

Datum pristupa: 25. 8. 2022.
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3.4. Kemijski spojevi

Navedeni fenolni standardi kupljeni su od Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, SAD): 3-
hidroksitirozol, klorogenska kiselina, vanilin, kafeinska kiselina, t-p-kumarinska kiselina, t-o-
kumarinska kiselina, oleuropein, apigenin, apigenin-7-glukozid, pinorezinol, luteolin,
kvercetin, diosmetin tirozol, rutin trihidrat, luteolin-7-glukozid, oleacin i ligstrozid. Od
kompanije Acros Organics (Geel, Belgija) kupljena je galna kiselina, verbaskozid od HWI
grupe (Riilzheim, Njemacka), feruli¢na kiselina od Fluka Chemie (Buchs, Svicarska) te
oleurozid od kompanije Phytolab (Vestenbergsgreuth, Njemacka). Acetonitril i metanol
kupljeni su od VWR (Radnor, Pennsylvania, SAD), a fosfatna kiselina od Fluka Chemie

(Buchs, Svicarska).

Na Slici 8. prikazan je kromatogram fenolnih spojeva u pupovima masline.
Najzastupljeniji spojevi su oleuropein, 3-hidroksitirozol i oleacin. Metodom tekucinske
kromatografije visoke djelotvornosti (engl. High-performance liquid chromatography, HPLC)
analizirani su fenolni spojevi pupa masline koriste¢i instrument Nexera LC-40 (Shimadzu,
Kyoto, Japan) tijekom 55 minuta na 40°C uz protok od 1 mL/min na valnim duljinama od 220
1230 nm. Faza A: 0,2 % fosfatna kiselina u ultra¢istoj vodi. Faza B: metanol/acetonitril (omjer
1:1). Koristena kolona je Phenomenex C18 (250 x 4,6 mm, veliina Cestica 5 pm) proizvodaca

Phenomenex (Kalifornija, SAD).
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Slika 8. HPLC kromatogram fenolnih spojeva prisutnih u pupovima masline. Najzastupljeniji

spojevi su oleuropein, 3-hidroksitirozol i oleacin.

3.5. Ekstrakcija biljnog materijala

Uzorci pupova masline uzeti su iz maslinika u Kastel Starom od dvije sorte masline,
Leccino (E3) 1 Frantoio (E4). Materijal je osuSen smrzavanjem u uredaju FreeZone 2.5
(Labconco, Kansas City, MO, SAD) prikazanim na Slici 7. Suhi pupovi samljeveni su u prah
pomocu mlina od nehrdajuc¢eg Celika A1l Analytical mill (IKA, Staufen, Germany). Za
ekstrakciju fenola koriStena je metoda koju su opisali Marinova i suradnici (45). Postupak: 0.25
g pupova u prahu ekstrahirano je s 10 mL metanola i vode (omjer 80:20) tijekom 20 minuta
pomocu ultrazvucne kupelji Sonorex Digitec DT 100H (Bandelin, Berlin, Germany). Alikvot
se centrifugirao pet minuta na 14,000 okretaja u minuti pomocu centrifuge Beckman

Instruments J2-21 (Palo Alto, CA, SAD).
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Slika 7. FreeZone 2.5 Liter Benchtop Freeze Dry System uredaj (46).

Preuzeto s: https://www.labconco.com/product/freezone-25-liter-benchtop-freeze-dry-

system/271

Datum pristupa: 25. 8. 2022.
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4. REZULTATI



Koristenjem testa citotoksi¢nosti pomoéu MTT metode istrazivali smo potencijalni
citotoksi¢ni utjecaj ekstrakata masline sorte Leccino (E3) i sorte Frantoio (E4) na dvije stani¢ne
linije humanih karcinoma dojke. Citotoksi¢na aktivnost istrazivana je nakon inkubacije od 4,

24, 48 1 72 sata u razli¢itim koncentracijama.

4.1. Karcinom dojke — stani¢na linija MDA-MB-231

Na Slici 9. prikazano je djelovanje ekstrakata pupa masline sorte Leccino (E3) 1 sorte
Frantoio (E4) na stani¢nu linijju MDA-MB-231. Ekstrakti pokazuju odredeno citotoksi¢no
djelovanje na ovu stani¢nu liniju nakon inkubacije od 48 sati. Utjecaj je sli¢an za razliCite
koncentracije, a najznacajniji je za obje sorte u koncentraciji od 200 pg/mL gdje se broj
metaboli¢ki aktivnih stanica smanjio na 73 % za sortu E3, odnosno na 58 % za sortu E4, $to je
1 najznacajniji rezultat istrazivanja za ove dvije sorte, s p vrijednosti manjom od 0,001.

Analizom rezultata nakon 4, 24 i1 72 sata nije pokazan znacajniji utjecaj.
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Slika 9. Citotoksi¢nost ekstrakata pupa masline sorte Leccino (E3) i sorte Frantoio (E4) na
stani¢nu liniju karcinoma dojke MDA-MB-231 nakon 48 sati (* <0,01, ** p <0,001)
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4.2. Karcinom dojke — stani¢na linija MCF-7

Na Slici 10. prikazano je djelovanje ekstrakata masline na stani¢nu liniju MCF-7.
Ekstrakti pokazuju odredeno citotoksicno djelovanje na ovu stani¢nu liniju nakon inkubacije
od 72 sata. Utjecaj je slican za razliCite koncentracije, a najznacajniji je za sortu E3 u
koncentraciji od 100 pg/mL gdje se broj metabolicki aktivnih stanica smanjio na 80 %, a za
sortu E4 u koncentraciji od 200 ug/mL gdje se broj metabolicki aktivnih stanica smanjio na

71 %. Analizom rezultata nakon 4, 24 1 48 sati nije pokazan znacajniji utjecaj.
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Slika 10. Citotoksi¢nost ekstrakata pupa masline sorte Leccino (E3) 1 sorte Frantoio (E4) na

stani¢nu liniju karcinoma dojke MCF-7 nakon 72 sata (* p <0,01)
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5. RASPRAVA



Rak je jedna od najozbiljnijih bolesti proslog stolje¢a te njegova incidencija stalno raste.
Vjeruje se da svaka Cetvrta osoba ima rizik za nastanak raka tijekom zivota. Diljem svijeta se
na godis$njoj razini otkrije preko 14 milijuna novih slucajeva raka. Kljuc uspjesnog izljecenja
raka je njegovo rano otkrivanje. Postoji nekoliko nacina da se sprijeci rast stanica raka, a to su
uklanjanje maligne mase kirurSkim putem, uporaba odredenog lijecenja poput kemoterapije ili
hormonske terapije, uporaba radioterapije te u nekim sluc¢ajevima smanjivanje i povlacenje

raka spontano, bez uporabe terapije (47).

Incidencija raka, a time i pritisak na zdravstvene sustave diljem svijeta zbog raka
povecava se. Najvazniji razlozi za to su rast i starenje svjetske populacije te ucestalost zivotnih
navika koje su povezane s nastankom raka, naj¢es¢e pusenja. Vecina slucajeva i smrti od raka
dogada se u zemljama u razvoju. Najces¢i tip raka u Zena je rak dojke te je vode¢i uzrok smrti
od raka, a ¢ini 23 % svih slucajeva raka kod zena te 14 % svih smrti. Smatra se da uzrokuje
skoro milijun i 400 tisu¢a novih slu¢ajeva Sirom svijeta i gotovo 460 tisuca povezanih smrtnih
slu¢ajeva. U muskaraca, najcesce sijelo raka su pluca te kod njih rak pluca €ini 17 % svih novih
slucajeva i1 23 % svih smrti. Prezivljenje raka je loSije u zemljama u razvoju, najvjerojatnije
zbog kasnijeg otkrivanja te loSije dostupnosti kako novijih tako i standardnih terapijskih
postupaka. Veliki postotak slucajeva raka mogao bi se sprijeciti. Najvazniji postupci
sprjecavanja nastanka novih sluCajeva raka su koriStenje postoje¢ih saznanja o kontroli
nastanka raka te uporaba raznih programa kao $to su kontrola pusenja, provodenje cijepljenja,
programi probira, rano otkrivanje 1 lijeCenje. LijeCnici te ostali zdravstveni djelatnici u suradnji
s osobama odgovornim za stvaranje programa na razini drzave trebali bi sudjelovati 1 u

promoviranju zdravih Zivotnih navika kao $to su zdrava prehrana i tjelesna aktivnost (48).

Incidencija 1 smrtnost od raka dojke u porastu su zadnjih desetljec¢a. Sve to usmjerava
pozornost na vaznost probira, primjerene odgovarajuce terapije te smanjivanja individualnog
rizika. Prednosti ranog otkrivanja raka dojke prate i neke neZeljene pojave, kao Sto su prevelik
broj profilaktickih mastektomija. Napredak u dijagnostici i lijeCenju omogucili su nove podjele
raka dojke, ¢ak 1 na molekularnoj razini. Mnogi podatci vezani uz rak dojke, a posebno

epidemioloski podatci zahtijevaju Ceste izmjene 1 dopune (49).
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Maslina (lat. Olea europaea L.) jedna je od najvaznijih biljaka mediteranskog podrucja.
Razli¢iti dijelovi stabla masline odavna se koriste kako u prehrani, tako 1 u terapiji brojnih
stanja. Najpoznatiji proizvod masline je maslinovo ulje, ali koriste se i1 listovi, plodovi,

sjemenke te kora masline (50).

Bogatstvo masline mononezasi¢enim masnim kiselinama, poglavito oleinskom
kiselinom, vlaknima te vitaminima od kojih je najvazniji vitamin E, vazna je karakteristika za
nutritivne dobrobiti masline. Takoder, maslina sadrzi 1 razliCite fitokemikalije, od kojih je
najvazniji hidroksitirozol, fenolni spoj prisutan u svim tipovima maslina. Pretpostavlja se da je
blagotvorni ucinak proizvoda masline povezan najvise s uc¢incima mononezasi¢enih masnih
kiselina na kardiovaskularni sustav, antioksidativnim djelovanjem vitamina E te protuupalnim

1 antioksidativnim djelovanjem hidroksitirozola (51).

Najpoznatiji proizvod masline, maslinovo ulje, jedna je od glavnih namirnica na kojoj
pociva mediteranska prehrana. Maslinovo ulje pokazalo je mnogo koristi za ljudsko zdravlje.
Mononezasi¢ene masne kiseline imaju povoljan utjecaj na bioloSke membrane, a antioksidansi
koje nalazimo u maslinovom ulju §tite od slobodnih radikala. Maslinovo ulje takoder snizava
razinu LDL-kolesterola, a povecava razinu HDL-kolesterola, ¢ime smanjuje rizik od
kardiovaskularnih bolesti. Takoder, odredena istrazivanja pokazala su da maslinovo ulje
pomaze u raznih autoimunim i upalnim bolestima, smanjuje rizik od kolelitijaze, smanjuje
zelu€anu sekreciju, kao 1 egzokrinu sekreciju gusterace te pomaze u cijeljenju Zelu¢anih ulkusa
(52). Maslinovo ulje takoder sadrzi 1 najmanje trideset fenolnih spojeva. Najvazniji od tih
spojeva su hidroksitirozol, tirozol 1 oleuropein. Kroz brojna istraZivanja otkriveno je da ovi
spojevi imaju snazna antioksidativna svojstva te da imaju vaznu ulogu u obrani od slobodnih

radikala. Smatra se da hidroksitirozol 1 oleuropein imaju i antimikrobna svojstva (53).

Danasnje studije proucavaju razlicite dijelove masline, a znac¢ajan porast moze se uociti
kod studija koje proucavaju pup, list i ulje masline. S druge strane, broj studija koje se bave
proucavanjem cvijeta masline jo§ uvijek je priliéno ograni¢en. Analize kemijskog sastava
cvijeta masline omogucile su pronalazak Sezdeset i tri sekundarna spoja koji pripadaju
skupinama flavonoida, feniletanoida, triterpenoida i1 sekoiridoida. Potrebna su daljnja
istrazivanja da bi se utvrdili potencijalni terapijski u¢inci navedenih spojeva (54). Istrazivanja
pokazuju da fenolni spojevi cijele masline imaju znacajno protuupalno, antimikrobno i

protutumorsko djelovanje (55).
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Unato¢ napretku medicine, 1 danas kemoterapija izaziva brojne nezeljene ucinke s
obzirom na to da su kemoterapeutici nerijetko jako toksi¢ni kako prema tumorskim, tako i
prema zdravim stanicama, S$to dovodi do stalne potrage za povoljnijim spojevima koji ¢e
djelovati Sto selektivnije. Istrazivanja na stanicama tumora prostate, gusterace i dojke pokazala
su da fenolni spojevi masline, poput tirozola, hidroksitirozola i oleuropeina, izazivaju apoptozu

tumorskih stanica, a da pritom ne utjecu na zdrave stanice (56).

In vitro studije pokazale su u¢inkovitost fenolnih spojeva masline kao protutumorskih
agensa. Najveci zastitni u¢inak ovi spojevi pokazali su u kombinaciji s ostalim protutumorskim
lijekovima. Rezultati ovakvih istrazivanja ukazuju na mogucu potrebu oprezne konzumacije
maslinovog ulja tijekom terapije tumora. Potrebna su daljnja istrazivanja o mehanizmima
protektivnosti fenola i mogucoj uporabi specifi¢nih fenolnih spojeva u terapiji ili smanjenju

nuspojava konvencionalne kemoterapije (57).

Uz protutumorsko djelovanje, fenolni spojevi masline pokazali su i1 brojne druge koristi
u lijecenju ili sprjeCavanju kroni¢nih bolesti poput kardiovaskularnih i neurodegenerativnih
bolesti te osteoporoze. Brojna svojstva kao S$to su antioksidativno, antiproliferativno,
protuupalno i proapoptotsko imaju ulogu u sprje¢avanju nastanka tumora, bolesti srca i mozga.
Takoder, fenoli su pokazali neuroprotektivno i neuromodulatorno djelovanje, a poticu i

regeneraciju kostiju (58).

Predmet naSeg istrazivanja bio je ispitivanje citotoksi¢nog utjecaja ekstrakata pupa
masline sorti Leccino (E3) 1 Frantoio (E4) na dvije stani¢ne linije karcinoma dojke. Ispitivanje
je izvrSeno na stani¢nim linijjama MDA-MB-231 1 MCF-7. Uc¢inak ekstrakata na stanice

promatran je nakon inkubacije od 4, 24, 48 1 72 sata.

Ekstrakti pupa masline pokazuju odredeno citotoksi¢no djelovanje na stani¢nu liniju
trostruko negativnog karcinoma dojke MDA-MB-231 nakon inkubacije od 48 sati. Utjecaj je
slican za razliCite koncentracije, osim koncentracije od 200 pg/mL za sortu E4 gdje se broj

metabolicki aktivnih stanica smanjio na 58 %.

Ekstrakti pupa masline pokazuju odredeno citotoksi¢no djelovanje na stani¢nu liniju
metastatskog adenokarcinoma dojke MCF-7 nakon inkubacije od 72 sata, a utjecaj je nesto veci

pri viS§im koncentracijama od 100 1 200 pg/mL.
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Na temelju dobivenih rezultata moze se zakljuciti da maslina i njeni proizvodi imaju
odredeni potencijal u lijeCenju nekih bolesti, posebno s obzirom na to da su protutumorska,
protuupalna i antimikrobna svojstva fenolnih spojeva masline ve¢ dokazana. Spojevi koristeni
u nasem istrazivanju nisu uspjeli dosegnuti ICso vrijednost. No, podatci dobiveni ovom

studijom, kao i studijama drugih sorti masline, vrijedni su daljnjeg istrazivanja.
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6. ZAKLJUCAK



1) Ekstrakti masline sorti Leccino (E3) 1 Frantoio (E4) pokazali su odredeni citotoksi¢ni

utjecaj na stani¢ne linije humanih karcinoma dojke MDA-MB-231 i MCF-7.

2) Najve¢i citotoksi¢ni utjecaj na stani¢nu linijju MDA-MB-231 prikazan je nakon 48 sati

izlaganja, a na stani¢nu liniju MCF-7 nakon 72 sata.

3) Najznacajniji ucinak postigao je ekstrakt E4 pri koncentraciji od 200 pg/mL djelujuéi na
stani¢nu linijju MDA-MB-231 nakon izlaganja od 48 sati, smanjuju¢i postotak metabolicki

aktivnih stanica na 58 %.

4) Ekstraktima sorti koriStenih u nasem istrazivanju nije dosegnuta ICso vrijednost.
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8. SAZETAK



Cilj istrazivanja: Cilj je istraZivanja bio ispitati potencijalno citotoksicno djelovanje fenolnih
spojeva izoliranih iz pupa masline sorti Leccino 1 Frantoio na dvije stani¢ne linije humanih
karcinoma dojke: MDA-MB-231 i MCF-7. Broj karcinomskih stanica nakon izlaganja

uzorcima pretpostavljeno se trebao smanjiti u odnosu na kontrolnu skupinu.

Materijali i metode: Ispitivanje citotoksi¢nosti fenolnih spojeva na dvjema stani¢nim linijama
karcinoma dojke radeno je MTT testom nakon 4, 24, 48 i 72 sata inkubacije. Usporedbom
apsorbancije nastalog formazana kod stanica tretiranih spojevima dobivenih iz uzoraka masline
te apsorbancije kontrolne skupine, odnosno netretiranih stanica, dobiven je postotak

prezivljenja karcinomskih stanica.

Rezultati: Rezultati izlaganja stanica karcinoma dojke (stani¢ne linije MDA-MB-231 1 MCF-
7) ekstraktima masline E3 (sorta Leccino) 1 E4 (sorta Frantoio) prikazani su graficki u odnosu
postotka metabolicki aktivnih stanica i koncentracije spoja. Najznacajniji ucinak na stani¢nu
liniju MDA-MB-231 postignut je nakon inkubacije od 48 sati pri koncentraciji od 200 pg/mL
za obje sorte, a na stanicnu liniju MCF-7 nakon inkubacije od 72 sata pri koncentraciji od 100

pg/mL za sortu E3 1 koncentraciji od 200 pg/mL za sortu E4.

Zakljucdak: Ekstrakti pupa masline pokazuju odreden citotoksi¢ni utjecaj na stani¢ne linije
humanih karcinoma dojke MDA-MB-231 i MCF-7, koji ovisi o vremenu izlaganja i
koncentraciji, te u odredenoj mjeri smanjuju prezivljenje stanica karcinoma. U¢inak ekstrakata
nije uvijek razmjeran povecanju koncentracije. Ekstraktima sorti maslina koriStenih u nasem

istrazivanju nije dostignuta ICso vrijednost.
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9. SUMMARY



Diploma thesis title: Cytotoxic effect of olive bud extracts on breast carcinoma cell lines

Objective: The aim of the research was to examine the potential cytotoxic effects of phenolic
compounds isolated from Leccino and Frantoio olive buds on two cell lines of human breast
cancer: MDA-MB-231 and MCF-7. The number of carcinoma cells was assumed to be reduced

after exposure to phenolic compounds in comparison with the control group.

Materials and methods: Cytotoxic effects of phenolic compounds on breast cancer cell lines
were determinged with MTT assay, after the periods of 4, 24, 48 and 72 hours of incubation.
The comparison between the absorbance of created formazan in cells treated with samples
obtained from the olive buds and the absorbance of the control group (cells untreated with olive

bud samples) established the survival rates of carcinoma cells.

Results: The results of breast cancer cells (cell lines MDA-MB-231 and MCF-7) exposure to
olive extracts E3 (Leccino sort) and E4 (Frantoio sort) are shown graphically as relation of the
percentage of metabolically active cells to the concentration of the compound. The most
significant effect on the MDA-MB-231 cell line was achieved after incubation of 48 hours at a
concentration of 200 ug/mL for both sorts, and on the MCF-7 cell line after incubation of 72
hours at a concentration of 100 pg/mL for the E3 sort and concentration of 200 pg/mL for the
E4 sort.

Conclusion: Olive bud extracts show a certain cytotoxic effect on human breast cancer cell
lines MDA-MB-231 and MCF-7, which depends on exposure time and concentration, and to a
certain extent reduce the survival of said cancer cells. The effect of extracts is not always
proportional to the increase in concentration. The extracts of the cultivars used in our research

did not reach the ICso value.
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