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POPIS KRATICA:
B-hCG — (engl. 6-human chorionic gonadotropin); beta humani korionski gonadotropin

BRCA1, BRCA?2 - (engl. BReast CAncer gene); geni Cije su mutacije povezane s nasljednom
sklonos$¢u razvoja raka dojke i jajnika

CA 125 — (engl. cancer antigen 125); tumorski antigen 125, tipi¢ni tumorski marker
CDK - (engl. cyclin-dependent kinases); kinaze ovisne o ciklinima

COX 1, COX 2 — (engl. cyclooxygenase); ciklooksigenaza, enzim odgovoran za formiranje
bioloskih medijatora koji imaju ulogu u pojavi upale i boli

CTLA-4 — (engl. cytotoxic T-lymphocyte associated protein 4); citotoksi¢ni protein povezan s T-
limfocitima

DKS — diferencijalna krvna slika

DMEM - (engl. Dulbecco's Modified Eagle's Medium); hranjivi medij za uzgoj stanica

DNK - deoksiribonukleinska kiselina

EGFR - (engl. epidermal growth factor receptor); receptor epidermalnog faktora rasta

ERK — (engl. extracellular signal-regulated kinases); kinaza regulirana izvanstani¢nim signalom
FBS — (engl. fetal bovine serum); fetalni govedi serum

HER?2 — (engl. human epidermal growth factor receptor 2); receptor humanog epidermalnog
faktora rasta 2

KKS — kompletna krvna slika
LDH — (engl. lactate dehydrogenase); laktat dehidrogenaza

LHRH agonist — (engl. luteinizing hormone-releasing hormone); agonist hormona koji stimulira
lucenje luteiniziraju¢eg hormona

LH — (engl luteinizing hormone); luteiniziraju¢i hormon
MAP-kinaza — (engl. mitogen-activated protein kinase); mitogenom aktivirana protein kinaza

MEK - (engl. mitogen-activated protein kinase enzyme); enzim koji fosforilira protein kinazu
aktiviranu mitogenima

MET — (engl. mesenchymal epithelial transition); mezenhimalna epitelna tranzicija, gen za
receptor s tirozin-kinaznom aktivnos$éu



MSCT - (engl. multi-slice computer tomography); kompjutorizirana tomografija
mTOR — (engl. the mammalian target of rapamycin); meta rapamicina kod sisavaca
NADPH - nikotinamid adenin dinukleotid-fosfat

NF-«B — (engl. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells); nuklearni faktor
kapa-lakih lanaca-pojaciva¢ aktiviranih B stanica

PARP — (engl. poly (ADP-ribose) polymerase); poli (ADP-riboza) polimeraza

PBS — (engl. phosphate-buffered saline); fosfatni pufer

PD-1 — (engl. programmed cell death protein 1); protein programirane stani¢ne smrti 1
P53 — gen za protein p53

pS53 — tumorsupresorski protein

Ras — (engl. rat sarcoma; protoonkogen); nazvan po otkri¢u transformirajuc¢eg nacela virusa
Stakorskog sarcoma

Raf — (engl. rapidly accelerated fibrosarcoma; retrovirusni onkogen); transduciran izolatom
mi§jeg sarcoma

RB — (engl. retinoblastoma); prvi izolirani tumorsupresorski gen izoliran kod retinoblastoma
Rb — (engl. retinoblastoma protein); proteinski produkt tumoresupresorskog gena RB

RET - (engl. rearranged during transfection; protoonkogen); gen za receptor s tirozin-
kinaznom aktivno$¢u

ROS — (engl. reactive oxygen species); reaktivni kisikovi spojevi

VEGEF - (engl. vascular endothelial growth factor); vaskularni endotelni faktor rasta
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1.1. NOVOTVORINE

Novotvorine, tumori ili neoplazme patoloske su tvorbe nastale trajno poremecenom
proliferacijom abnormalnih stanica (1). Proces pretvorbe normalnih stanica u tumorske stanice
naziva se neoplasticnom pretvorbom. To je slozen proces koji rezultira pojavom nasljednih
genetskih promjena kod potomaka transformiranih stanica. Genetske razlike medu normalnim 1
malignim stanicama ukljucuju kvalitativne promjene (mutacije gena) i kvantitativne promjene
(delecije ili amplifikacije specifiénih gena ili cijelih kromosoma) (2). Maligne stanice imaju
poremecaj u regulaciji mehanizama koji sudjeluju u proliferaciji, diferencijaciji 1 prezivljenju
normalnih stanica. Ove stanice imaju smanjenu potrebu za faktorima rasta §to pridonosi njihovoj
nereguliranoj proliferaciji. Do navedenog dolazi zbog Cinjenice da maligne stanice same stvaraju
faktore rasta potrebne za vlastitu proliferaciju, a u nekim slucajevima posljedica je poremecaja
unutarstani¢nog signalnog puta, kao §to je nekontrolirana aktivnost receptora za faktor rasta. Jos
jedna znacajka malignih stanica je izostanak normalne diferencijacije, stanice ostaju zaustavljene
u ranoj fazi diferencijacije u kojoj se dogada stalna aktivna proliferacija pa su stanice sposobne
dijeliti se i umnozavati. Dok normalne stanice nakon oSte¢enja DNK (deoksiribonukleinske
kiseline) umiru apoptozom, programiranom stanicnom smrcéu, kod malignih stanica to se ne
dogada. Osim S§to uspjesno izbjegavaju apoptozu, vecina ovih stanica moze se neograni¢eno
dijeliti zbog eksprimiranja telomeraze potrebne za odrzavanje krajeva eukariotskih kromosoma

Sto igra ulogu u nezaustavljivom rastu tumorskih stanica (3).

Tumori se svrstavaju na osnovu nekoliko principa, pa tako razlikujemo klinicku,
morfolosku, etioloSku i histogenetsku klasifikaciju. Za klinicke i terapijske svrhe tumori se dijele
u dvije skupine: dobro¢udne i zlo¢udne novotvorine. Dobrocudne tumore karakterizira ogranic¢en
rast na mjestu nastanka, ne Sire se u okolna normalna tkiva niti u druge dijelove tijela. Ovi
tumori ne naruSavaju bitno zdravlje covjeka, te imaju povoljne klinicke ishode. S druge strane,
zlo¢udni tumori, koji se nazivaju jo§ i rakom, obiljezeni su brzim rastom u odnosu na
dobrocudne tumore, Sirenjem u susjedna normalna tkiva, te moguénoscu Sirenja u druge dijelove
tijela preko krvozilnog ili limfnog sustava (slika 1). Ovakav nacin S§irenja naziva se
metastaziranje (gré. metastasis - promjena mjesta) (1, 4). Pretpostavlja se da su za metastaziranje
tumor  zasluzne tumorske karakteristike @ kao S§to su  imunosupresija, upala,

angiogeneza/vaskularna propusnost, limfangiogeneza, organotropizam 1 reprogramiranje (5).



Sposobnost Sirenja 1 metastaziranja ¢ini zlo¢udne tumore opasnim za ljudsko zdravlje. Dok je
dobro¢udne tumore najc¢es¢e moguce kirurski ukloniti, zlo¢udne tumore Cesto nije mogucée u
cijelosti ukloniti zbog cega ucestalo recidiviraju nakon operacije. Zlocudni tumori mogu
uzrokovati i sistemske simptome, kao $to su slabost, gubitak tjelesne mase, a ukoliko se ne lijece

mogu djelovati pogubno, te dovesti do smrti oboljelog (1, 4).

Intaktna povrsina koze Ulceracija koZe
Invazivan rast Limfati€na invazija

71\
Ekspanzivan rast Homogena rezna Nehom/ogena \ \
PONISING rezna povrsina

Kapsula Hemoragija
Nekroza

Invazija krvne Zile

Slika 1. Razlike u morfologiji dobrocudnog i zloCudnog tumora
Preuzeto s: https://medical-dictionary.thefreedictionary.com/benign+tumor

Datum preuzimanja: 4.9.2023.

Morfoloska podjela tumora nije jedinstvena ve¢ ovisi o primjenjenim metodama i
klinickopatoloskom pristupu. Ovom podjelom odreduje se stadij tumora, njegova veli€ina,

lokalno Sirenje u susjedna tkiva i organe, te proSirenost na udaljena mjesta u tijelu (6).

EtioloSkom klasifikacijom tumora cilj je otkriti uzrok razvoja razli€itih tumora. Tumori
nastaju medusobnim djelovanjem faktora okoliSa (karcinogeni) 1 individualnih (genetickih)
predispozicija bolesnika. Poremecaj u ravnoteZi izmedu ovih ¢imbenika dovodi do nastanka
somatskih genetskih (DNK) promjena. Kada se u stanicama dogode genetske promjene dolazi do
nekontroliranog i neuskladenog rasta tih stanica. lako i faktori okolisa i geneticke predispozicije
imaju ulogu u razvoju tumora, u vecini tumora glavna etioloSka komponenta upravo su faktori

okoliSa (6). Medu neke od uzro¢nika nastanka raka spadaju zraCenje, kemikalije 1 virusi.



ZraCenje 1 mnogi kemijski karcinogeni djeluju na nacin da ostec¢uju DNK 1 induciraju nastanak
mutacija. Karcinogeni koji najceS¢e dovode do nastanka raka kod Iljudi su Suncevo
ultraljubicasto zraCenje, kemikalije iz duhanskog dima, te aflatoksin (karcinogen koji nastaje
zbog neodgovarajuée pohrane razli¢itih vrsta zrnja). Kemikalije iz duhanskog dima povezane su
sa skoro 90% svih slucajeva raka pluca, a odgovorni su i za jednu tre¢inu smrtnih slucajeva
uzrokovanih rakom. Neki karcinogeni ne dovode do nastanka mutacija, ve¢ stimuliraju
proliferaciju stanica, te na taj nacin dovode do razvoja raka. Takvi spojevi nazivaju se
promotorima tumora. Hormoni kao §to su estrogeni, vazni su promotori nastanka raka kod ljudi.
Prekomjerno izlaganje estrogenima, zbog njihove stimulacije proliferacije stanica endometrija,
moze dovesti do nastanka karcinoma trupa maternice. Uzro¢nici raka mogu biti 1 virusi i
bakterije. Infekcija bakterijom Helicobacter pylori poznat je uzro¢nik raka zeluca, dok su
najcesce vrste raka uzrokovane virusima rak jetre i rak grlica maternice, one zajedno ¢ine 10-

20% svih dijagnosticiranih slu¢ajeva raka u svijetu (7).

Histogenetski i dobro¢udne i1 zlo¢udne tumore razlikujemo prema vrsti stanica ili tkiva iz
kojih se tumor razvio. Tako razlikujemo epitelne, mezenhimalne, neuralne tumore, tumore
limfocita i hematopoetskih stanica, tumore potpornih stanica ziv€anog sustava te tumore spolnih

stanica (6).

1.2. KARCINOM

Karcinom (lat. carcinoma) je maligni tumor epitelnih stanica. U vecini sluc¢ajeva zadrzava
pojedine znacajke epitela iz kojeg se razvio, zbog Cega se po njemu i naziva. Tako razlikujemo
karcinom prijelaznog epitela mokra¢nog mjehura ili urotelni karcinom i karcinom plocastog
epitela. Karcinomi se dijele u dvije glavne podskupine: adenokarcinome, koji se razvijaju u
organu ili zlijezdi 1 karcinome plocastih stanica, koji nastaju u ploCastom epitelu.
Adenokarcinomi predstavljaju zlo¢udne tumore zljezdanog podrijetla. Pojavljuju se u
sluznicama i prvo su vidljivi kao bijelo zadebljanje sluznice poput plaka. Cesto se lako ire kroz
meka tkiva u kojima se pojavljuju. NajceSce nastaju od epitelnih stanica endometrija, sluznice
diSnog i probavnog sustava, epitelnih slojeva dojke, te povrSinskog sloja jajnika. Maligni tumori

solidnih unutarnjih organa nazivaju se prema organima u kojima su nastali, kao naprimjer



hepatocelularni karcinom ili karcinom bubrega. Karcinom karakterizira invazivan rast, razvija se

postupno iz preinvazivnih promjena u zljezdanom ili plocastom epitelu iz kojeg tumor potjece

(slika 2.). Pojava karcinoma vrlo je Cesta, te predstavlja 80-90% svih dijagnosticiranih slucajeva

raka (8, 9).
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Slika 2. Faze razvoja tumora i mehanizam metastaziranja

Preuzeto s: https://www.researchgate.net/figure/Stages-of-tumor-development-and-mechanism-

of-metastasis_fig2_278644130

Datum preuzimanja: 4.9.2023.

1.3. ONKOGENI I TUMORSUPRESORSKI GENI

Protoonkogeni su normalni stani¢ni geni koji sudjeluju u regulaciji stani¢nog rasta i diobe,

a ujedno su ukljuceni i u prijenos signala u stanici. Promjena protoonkogena ili njihovih

proteinskih produkata u aktivniju inacicu dovodi do nastanka onkogena. Ovaj proces naziva se

aktivacijom onkogena. Onkogeni predstavljaju prve gene za koje se otkrilo da imaju glavnu

ulogu u nastanku raka. Aktivacijom onkogena dolazi do nekontroliranog rasta i diobe stanica, §to

dovodi do nastanka raka (slika 3). Aktivacija onkogena dogada se na nekoliko na¢ina, medu

kojima se isticu mutacija u samom genu (RAS), genska amplifikacija, odnosno povecanje broja



kopija gena (ERBB2 poznatiji kao HER2/neu), te kromosomska translokacija, poremecaj u

kojem se jedan dio kromosoma odlomi te premjesti na drugi kromosom (MYC) (10).
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Slika 3. Aktivacija onkogena
Preuzeto s: https://biocare.net/news/biocare-basics-oncogenes/

Datum preuzimanja: 4.9.2023.

Otkriveni su brojni onkogeni koji sudjeluju u razli¢itim fazama prijenosa signala.
Onkogeni kao §to su EGFR, ERBB2, MET, RET i KIT geni su za receptore ¢imbenika rasta koji
se ve¢inom ubrajaju u skupinu receptora s tirozin-kinaznom aktivno$¢u. Onkogeni RAF, RAS,
MOS, SRC geni su za molekule koje prenose signal nizvodno od receptora ¢imbenika rasta, dok
su JUN, FOS, MYB, MYC geni za transkripcijske ¢imbenike na kraju signalnog puta. U
nastanku raka vaznu ulogu ima Ras-Raf-MEK-ERK signalni put (slika 4). Razli¢ite komponente
ovog puta mutirane su u razli¢itim tipovima raka. Neki lijekovi kao $to su sorafenib, dabrafenib,
vemurafenib, kobimetinib, trametinib djeluju specificno na Ras-Raf-MEK-ERK signalni put, dok
su mutacije gena Ras zasluzne za rezistenciju na terapiju panitumumabom i cetuksimabom. Ras
je ukljucen i u druge signalne puteve poput onoga koji aktivira protein mTOR. Ovaj protein cilj
je djelovanja lijekova za rak everolimusa i temsirolimusa. Poznavanje uloge onkogena i

signalnih putova u nastanku raka omogucilo je razvoj brojnih ciljanih lijekova kao S$to su



monoklonalna protutijela medu kojima se isticu cetuksimab, panitumumab, trastuzumab te

inhibitori protein-kinaza sunitinib, sorafenib, imatinib, lapatinib i brojni drugi (10).
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Slika 4. BioloSka uloga signalnog puta Ras-Raf-MEK-ERK

Preuzeto s: https://www.researchgate.net/figure/The-biological-role-of-the-Ras-Raf-MEK-ERK-
signaling-pathway-in-the-occurrence-and_figl_ 329322564

Datum preuzimanja: 4.9.2023.

Tumorsupresorski geni, prigusivaci ili kocniCari raka geni su koji zaustavljaju rast
novotvorina. Djeluju kao antionkogeni, te suprimiraju prekomjernu proliferaciju stanica. Kada se
ovi geni izgube delecijom ili zbog mutacije prestanu normalno funkcionirati dolazi do nastanka
raka. Gubitak tumorsupresorskog gena evidentira se kao gubitak heterozigotnosti (11). Prvi
otkriveni tumorsupresorski gen bio je RB, povezan s retinoblastomom, rakom mreznice. Drugi
posebno vazan tumorsupresorski gen je p53 koji je Cesto mutiran u razli¢itim tipovima raka.
Transkripcijski ¢imbenik p53, proteinski produkt gena p53, aktivira se zbog oSte¢enja stani¢ne
DNK ili nekih drugih poremecaja nastalih zbog stani¢nog stresa. Aktivirani p53 zaustavlja
prolazak stanice s oSte¢enom DNK iz faze G1 u S-fazu ciklusa, te aktivira popravak oStecene

DNK ili apoptozu. Ostecenje stanicne DNK povecava moguénost pretvorbe normalne stanice u



stanicu raka. P53, zaustavljaju¢i prolazak stanice kroz stani¢ni ciklus, omogucuje popravak
ostecene stanicne DNK prije nego Sto se oStecena DNK replicira. Ako je popravak ostecenja
nepotpun ili defektan, stanica se upucuje u apoptozu ili alternativno ostaje trajno zakocena, $to se
ocituje starenjem. Ako se oStecenje prepozna kao nepopravljivo, djelovanjem transkripcijskog
¢imbenika p53, stanica odmah ulazi u apoptozu i umire (slika 5.). Na taj naCin sprjecava se
mogucnost razvoja raka. U slucaju nedostatka ili inaktivacije gena p53, u diobu stanice ulaze i

stanice s oSte¢enom DNK c¢ime se povecava moguénost nastanka raka (11, 12).
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Slika 5. Uloga tumorsupresorskog gena p53

Preuzeto s: https://www.researchgate.net/figure/p53-canonical-and-non-canonical-tumor-

suppressor-roles-of-p53-p53-is-activated-by-a_figl_ 325657277

Datum preuzimanja: 5.9.2023.

Nastanak raka moze biti posljedica poremecaja u regulaciji stanicnog ciklusa. Stani¢ni
ciklus sastoji se od cetiriju faza. U fazi G1 stanica se priprema za sintezu DNK, dok fazu S
karakterizira udvostru¢avanje DNK. Nadalje, u fazi G2 stanica se priprema za mitozu, te se

naposljetku u fazi M mitozom dijeli na dvije stanice kceri (slika 6.). Prolazak kroz stani¢ni ciklus



slozeno je reguliran i pod utjecajem je brojnih signala koji dolaze od same stanice i iz njezine
okoline. U kontrolnim tockama stani¢nog ciklusa provjerava se je li stanica spremna za ulazak u
sljede¢u fazu ciklusa. U ovim tockama zaustavlja se prolazak stanica s oSte¢cenom DNK u idu¢u
fazu ciklusa. Budu¢i da stanice raka imaju oste¢enu DNK, za razvoj raka nuzno je postojanje
poremecaja u regulaciji stanicnog ciklusa. U regulaciji stani¢nog ciklusa vaznu ulogu imaju
kinaze ovisne o ciklinima (engl. cyclin-dependent kinases - CDK) i inhibitori kinaza ovisnih o
ciklinima. S obzirom da je za normalan rast i diobu stanica vazna kontrola stani¢nog ciklusa, nije
iznenadujuce $to su kod raka cesto mutirani geni ukljuceni u ovu regulaciju. Istaknutu ulogu u toj
regulaciji ima prethodno spomenuti tumorsupresorski gen RB (12). Rb, produkt
tumorsupresorskog gena RB, sprjecava prolazak stanice kroz restrikcijsku tocku u G1 fazu
ciklusa. Kod normalnim stanicama ovaj prolazak je reguliran kompleksima Cdk4,6/ciklin D koje
Rb fosforilira i inaktivira (13). U veéini stanica razli¢itih tipova raka narusena je uloga ovog

gena zbog inaktiviraju¢ih mutacija u samom genu ili zbog pojacane ekspresije ciklina D (12).
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Slika 6. Faze stani¢nog ciklusa

Preuzeto s: https://www.researchgate.net/figure/Overview-of-the-cell-cycle-The-cell-cycle-is-
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Datum preuzimanja: 5.9.2023.



Genomska nestabilnost, nastala kao posljedica poremecaja u mehanizmima koji
osiguravaju nisku razinu mutacija u genomu, smatra se bitnim obiljeZjem raka. Spomenuta
nestabilnost povecava vjerojatnost da ¢e se u istoj stanici raka dogoditi vise mutacija u klju¢nim
onkogenima 1 tumorsupresorskim genima potrebnim za nastanak i1 progresiju raka. Stoga su geni
povezani s oCuvanjem genomske stabilnosti, povezani s nastankom raka na sli¢an nacin kao i
tumorsupresorski geni. Kada se dogode inaktivirajue mutacije obaju alela tih gena nastaju
povoljne okolnosti na razvoj raka. Ovi geni nazivaju se jo§ i genima skrbnicima (engl.
caretakers). U skupinu gena skrbnika ubrajaju se geni BRCA1 i BRCA2 povezani s nasljednim
rakom dojke i jajnika. Popravak oSte¢ene DNK kod raka s mutiranim BRCA1 i BRCA2 genima
dogada se homolognom rekombinacijom. Blokiranjem ovog mehanizma popravka lijekovima
kao $to su PARP inhibitori (olaparib, rucaparib), dolazi do smrti stanice koja vise ne moze

popraviti oSte¢enje DNK (12).

1.4. RAK JAJNIKA

1.4.1. ETIOLOGIJA I EPIDEMIOLOGIJA

Rak jajnika vode¢i je uzrok smrtnosti medu ginekoloskim tumorima, stoga predstavlja
velik javnozdravstveni problem. Rak epitelnih stanica jajnika (karcinom jajnika) najcesci je tip
raka koji se pojavljuje u 80% Zena. Vecinu karcinoma ¢ine serozni cistadenokarcinomi, a manje
zastupljeni su endometrioidni, mucinozni, svijetlostani¢ni, nediferencirani te Brennerov
karcinom. Preostalih 20% raka jajnika potjeu iz zametnih stanica jajnika, stanica strome i
spolnih tracaka ili se javljaju kao metastaze u jajniku. Bolest se najc¢es¢e dijagnosticirau 6.1 7.
desetljecu zivota. Cimbenici rizika za nastanak raka jajnika dijele se na geneti¢ke i negeneticke.
Medu genetickim ¢imbenicima isti¢e se obiteljska optere¢enost mutacijama gena BRCAI i
BRCAZ2 koje povezuju karcinom jajnika s karcinomom dojke. S druge strane, u negeneticke
¢imbenike rizika svrstavaju se nuliparitet, rana menarha, dugotrajno lije¢enje neplodnosti, kasna
menopauza, endometrioza, te loSe Zivotne navike (loSa prehrana, puSenje, pretilost, izostala

tjelovjezba) (14).
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Prema procjeni Medunarodne agencije za istrazivanje raka, od raka jajnika 2020. godine
oboljelo je 314 000 Zena, a umrlo njih 207 000. U Hrvatskoj od raka jajnika godiSnje obolijeva
400-500 Zena, a umire njih vise od 300. Cesée se javlja kod starijih Zena, no medutim u preko
35% oboljelih Zena karcinom jajnika bio je dijagnosticiran prije 60-te godine Zivota. Prema
procjenama Europske komisije za 2020. godinu, po dobno standardiziranoj stopi incidencije raka
jajnika, Hrvatska se nalazi na 7. mjestu (20,2/100 000), dok je po mortalitetu na 9. mjestu
(12,5/100 000). Rasirena primjena oralne kontracepcije, uz smanjenu upotrebu hormonske
nadomjesne terapije, dovela je do pada standardizirane stope incidencije raka jajnika u Hrvatskoj
i ostalim europskim zemljama. S druge strane, mortalitet od raka jajnika u Hrvatskoj je i dalje

stabilan (slika 7.) (15).
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Slika 7. Trend incidencije i mortaliteta od raka jajnika u Hrvatskoj, 2001.-2020.

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

bolesti/svjetski-dan-borbe-protiv-raka-jajnika-2/

Datum preuzimanja: 5.9.2023.
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1.4.2. KLINICKA SLIKA

Rak jajnika se u oko 70% oboljelih Zena otkriva u FIGO stadiju III 1 IV (tablica 1.).
Razlog ovako kasne dijagnoze jest ¢injenica da ovu bolest karakteriziraju nespecificni simptomi,
koji se pojavljuju relativno kasno. Nespecifi¢ni simptomi vezani za gastrointestinalni i urinarni
trakt, kao Sto su povecan opseg trbuha, nelagoda u trbuhu, pretakanje u crijevima najceséi su
simptomi raka jajnika (16). Osim navedenih simptoma ¢esto se javljaju i umor, mucnina, proljev,
zatvor, bol u zdjelici, rana zasi¢enost 1 bol u ledima. Prema nekim istrazivanjima prisustvo
gastrointestinalnih simptoma (mucnina, proljev, zatvor) bilo je povezano s kasnijim stadijem
bolesti i potrebnim duzim vremenom za uspostavljanje dijagnoze kod takvih pacijentica u
odnosu na one koje su imale genitalne simptome (abnormalno vaginalno krvarenje, bol
genitalnih organa) (17). Za razliku od raka jajnika, kod pacijentica oboljelih od tumora
stromalnih stanica dolazi do poremecaja u produkciji spolnih hormona. Kao posljedica
navedenog poremecaja javlja se promjena sekundarnih spolnih obiljezja, koja olakSava
postavljanje dijagnoze. Tumore zametnih stanica karakterizira nagli rast 1 sklonost torziji
infudibulopelvi¢nog ligamenta, zbog ¢ega se ocituju akutnom boli u maloj zdjelici. Iz tog razlog,

kod vecine pacijentica tumor zametnih stanica dijagnosticiran je u stadiju I (tablica 1.) (16).

1.4.3. DDAGNOZA

Dijagnoza raka jajnika zapoCinje uzimanjem onkoloSke anamneze i ginekoloskim
pregledom. Bimanualna palpacija 1 ultrazvucni pregled predstavljaju prve korake u postavljanju
moguce dijagnoze raka jajnika. Nalazi ultrazvuka koji mogu ukazivati na rak su pronalazak
solidnih sastavnica, povrSinskih izraslina, nepravilnih obrisa i veli¢ine > 6 cm. U postavljanju
dijagnoze vaznu ulogu ima i odredivanje razine tumorskih biljega, ukljucujuéi a-fetoprotein,
inhibin B, B podjedinicu humanog korionskog gonadotropina (B-hCG), LDH, androgene,
kortizol, a osobito karcinomski antigen 125 (engl. cancer antigen 125 - CA 125). Ovaj tumorski
biljeg je povisen u oko 80% uznapredovalih karcinoma jajnika, no moZze biti blago poviSen i u
stanjima kao §to su trudnoca, upalna bolest zdjelice, endometrioza, miomi, upale ili primarni rak
peritoneuma. Pronalazak cisticno-solidne mase u zdjelici postmenopauzalnih Zena, uz poviSen
CA 125 ukazuje na rak jajnika. Za procjenu lokoregionalne proSirenosti bolesti, te zahvacenosti

paraaortalnih 1 zdjeli¢nih limfnih ¢vorova ili parenhimalnih organa boles¢u prijeko je potreban
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pregled abdomena i zdjelice MSCT-om. Rendgenski pregled pluca, nalazi KKS (kompletne
krvne slike), DKS (diferencijalne krvne slike), te biokemijske pretrage krvi, neizostavan su dio
onkoloske obrade. Konac¢na dijagnoza raka jajnika i stadij bolesti (tablica 1.) postavljaju se
histopatoloskim pregledom materijala dobivenog u sklopu dijagnosticke laparoskopije ili

primarne citoreduktivne operacije (18, 19).

Tablica 1. FIGO klasifikacija raka jajnika

TNM  FIGO

TX Prisutnost primamog tumora se ne moZe procijeniti

TO Nema dokaza postojanja primarnog tumora

T | Tumor ograniéen na jajnike

Tila 1A Tumor ogranicen na jedan jajnik; bez zlo¢udnih stanica u ascitesu; bez
tumora na vanjskoj povrsini jajnika; intakina kapsula jajnika

Tib IB Tumor na oba jajnika; bez zloéudnih stanica u ascitesu; intaktna kapsula
jajnika

Tie IC Tumor jajnika stadija IA ili 1B ali sa tumorom na povrsini jednog ili oba jajnika
ili puknute kapsule jajnika, ili zloéudnim stanicama u ascitesu ili pozitivnim
peritonealnim ispirkom

T2 I Tumor zahvaca jedan ili oba jajnika sa Sirenjem na tkivo zdjelice

T2a IlA Sirenje na ifili presadnice u maternicu ifili jajovode

T2b 1B Sirenje tumora na drugo zdjeliéno tkivo

T2c IIC Tumor stadija lIA ili 11B, ali sa turnorom na povrSini jednog ili oba jajnika ifili
puknutom kapsulom ifili zZloudnim stanicama u ascitesu ifili pozitivnim
peritonealnim ispirkom

T3 il Tumor ograniéen na jedan ili oba jajnika sa histologki potvrdenim
peritonealnim implantatima izvan zdjelice ifili pozitivnim regionalnim limfnim
cvorovima. Povrdinske jetrene presadnice su stadij Ill. Tumor ograniéen na
zdjelicu, ali sa histoloki potvrdenim Sirenjem na tanko crijeve il omentum.

T3a A  Mikroskopske peritonealne presadnice izvan zdjelice

Tib B Peritonealni implantati izvan zdjelice veli¢ine do 2 cm u najveéem promjeru

Tic lIC Peritonealne presadnice izvan zdjelice promjera veceg od 2 cm ifili zahvaceni
regionalni limfni &vorovi

T4 IV Prisustvo udaljenin presadnica (iskljucujuéi peritonealne presadnice). Ukoliko
postaji pleuralni izljev, mora postojati citolodka potvrda zloéudnih stanica da bi

se pridijelio stadi] IV

Preuzeto s:
https://www.hdgo.hr/userFiles/upload/documents/HDGO%20smjernice/ ONK/HDGO-S1-
Onkologija-Ovarij.pdf

Datum preuzimanja: 5.9.2023.

13



1.4.4. LIIECENJE

Strategija lije€enja raka jajnika ovisi o njegovom patoloskom stadiju, te se treba zasnivati
na odluci multidisciplinarnog tima. Trenutaéne mogucénosti lijeCenja temelje se na kombinaciji
operacije i kemoterapije. Neke od novijih opcija lijeCenja uklju¢uju primjenu ciljane terapije,
imunoterapije i hormonske terapije. LijeCenje bolesti koja nije jako uznapredovala (FIGO I, II i
pocetni III) zapocinje citoreduktivnim kirur§kim zahvatom. Svrha ovog zahvata je ukloniti sve
vidljive tumorske tvorbe u zdjelici i abdomenu, odnosno posti¢i RO resekciju (bez ostatnog
tumora). Ovakva resekcija osigurava pacijenticama bolje ukupno prezivljenje. Nakon
citoreduktivnog zahvata, slijedi lijeCenje kemoterapijom ili kemoimunoterapijom. Kod
uznapredovalog stadija bolesti (FIGO III C) uvodi se neoadjuvantna terapija kojom je cilj
smanjiti tumorsku masu, te tako omoguditi kvalitetnu citoreduktivnu resekciju. Nakon tog
zahvata uvodi se primjena kemoterapije ili kemoimunoterapije. Odabir kemoterapijskog lijeka
temelji se na stadiju bolesti, no najeS¢e su koriSteni pripravci na bazi platine (cisplatin,
karboplatin) i taksani (paklitaksel, docitaksel). Karboplatin se zbog svoje smanjenje toksi¢nosti 1
manje vjerojatnosti pojave nuspojava, te podjednakog terapijskog odgovara, ¢eS¢e koristi od
cisplatina. LijeCenje se provodi 6-8 ciklusa u trotjednim ili tjednim intervalima. Veéina
pacijentica odgovori na ovo lijecenje, no u oko 80% pacijentica recidiv se dogada u naredne
dvije godine. Ako do pojave recidiva dode u intervalu kraem od 6 mjeseci od posljednjeg
ciklusa primjene terapije, govori se o platina rezistentnom recidivu. U tom slucaju kao lijekovi

izbora primjenjuju se gemcitabin, doksorubicin i bevacizumab (inhibitor angiogeneze) (20, 21).

Kod veéine zena nakon nekog vremena javlja se rezistencija na kemoterapijski lijek.
Njihova primjena ujedno je povezana s pojavom nuspojava i loSijom kvalitetom zZivota. Iz
navedenih razloga Zeljelo se pokuSati provesti lijeCenje s terapijom koja bi imala manje
nuspojava, Sto je razlog pokusaja lijeCenja recidivirajuéeg epitelnog karcinoma jajnika
hormonskom terapijom. Agonist hormona koji stimulira lucenje luteiniziraju¢eg hormona
(LHRH) djeluje na nacin da inhibira zlijezdu hipofizu, zbog ¢ega se prestaje luciti luteinizirajuci
hormon (LH). Kao rezultat ove inhibicije tumorske stanice, koje bi mogle biti ovisne o ovom
hormonu, viSe se ne mogu stimulirati. Medutim, istraZivanja su pokazala da upotrebom LHRH
agonista nema poboljSanja u prezivljenju 1 preZivljenju bez progresije tijekom 6-12 mjeseci

lijecenja (22).
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U lijecenju karcinoma jajnika koriste se i PARP inhibitori (olaparib i niraparib). Ovi
lijekovi ometaju sposobnost tumorskih stanica da popravljaju osteenje DNK, stoga su posebno
ucinkoviti u podskupini tumora s postoje¢im osteenjem funkcije DNK. PARP inhibitori
inicijalno su koriSteni samo kod pacijentica koje su imale karcinom jajnika s BRCA1 ili BRCA2
mutacijom, no od 2018. godine, u nekim klini¢kim ispitivanjima koriSteni su kao prva linija
lijeCenja kod pacijentica koje su imale odgovor na kemoterapiju temeljenu na pripravcima
platine. Primjena ovih lijekova u kombinaciji s kemoterapijom ili bevacizumabom pokazala je

poboljsanje klinickih ishoda lije¢enja (23).

Noviju moguénost u terapiji karcinoma jajnika predstavlja primjena imunoterapije, tocnije
inhibitora imunoloskih kontrolnih to¢aka. Ovi inhibitori djeluju mehanizmom povratne sprege,
moduliraju¢i odgovore efektornih stanica kako bi zastitili domacina od autoimunosti, te odrzali
samotoleranciju. Imaju vaznu ulogu u tumorigenezi, budu¢i da su glavni mehanizam imunoloske
otpornosti tumorskih stanica. Naj¢esce su koriSteni inhibitori tocaka CTLA-4 (engl. cytotoxic T-
lymphocyte associated protein 4) 1 PD-1 (engl. programmed cell death protein I). Bez obzira na
vaznost inhibitornih tocaka u patogenezi tumora, klini¢ka primjena imunoterapije u lijecenju
raka jajnika jo§ uvijek nije provedena, uglavnom zbog nedovoljno eksperimentalnih dokaza
njihove ucinkovitosti. Bolje razumijevanje klju¢nih bioloskih mehanizama, zajedno s budu¢im
tehnoloSkim razvojem, najvjerojatnije ¢e biti kljuéno za proSirenje upotrebe imunoloskih

terapeutika (24).

1.5. GLJIVA CANTHARELLUS CIBARIUS

Cantharellus cibarius, lisiarka ili bjelkasta lisiCica vrsta je jestive gljive iz porodice
Cantharellaceae . Karakterizira ju ¢vrst 1 gladak klobuk, blijedozute do narancaste boje,
promjera do 12 centimetara, rijetki rebrasti listi¢i koji se spuStaju niz strucak, te kratak,
nepravilan, mesnat stru¢ak boje klobuka (slika 8.). Rasprostranjena je u Europi, Sjevernoj i
Srednjoj Americi, Aziji te nekim dijelovima Afrike. StaniSta su joj bjelogori¢ne, crnogori¢ne i
mjeSovite Sume. Najcesce raste u skupinama i moze se pronaci u planinskim podru¢jima. Sezona
sakupljanja joj je od lipnja do studenog. Kvalitetna je gljiva koja je u upotrebi od davnih

vremena. Zbog tvrdog mesa, obi¢no se priprema kuhanjem, no moze se kiseliti 1 suSiti (25).
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Gljiva Cantharellus cibarius bogata je ugljikohidratima (polisaharidima, glukanima, mananima i
galaktanima), aminokiselinama (posebice treoninom i lizinom), polinezasi¢enim masnim
kiselinama, sekundarnim metabolitima (fenolima, vitaminima, terpenoidima i indolima) te
mikronutrijentima (bakrom, cinkom, selenom i Zeljezom) (26). Zbog povoljnog nutritivhog
sastava, ima brojne zdravstvene pogodnosti. Bogata je antioksidansima, stoga neutralizirajuci
slobodne radikale, sprjeCava nastanak upale i kroni¢nih bolesti. Brojni bioloski aktivni spojevi,
medu kojima se istiu polinezasi¢ene masne kiseline, vitamin D, fenoli i cink, odgovorni su za
protuupalna svojstva gljive Cantharellus cibarius. Visok sadrzaj vitamina D ima ulogu u
apsorpciji kalcija 1 mineralizaciji kostiju $to je vazno za odrzavanje zdravlja kostiju. Gljiva
Cantharellus cibarius bogata je 1 polisaharidima hitinom 1 hitozanom, komponentama koje Stite
stanice od oStecenja i poti¢u imunoloske stanice na proizvodnju novih stanica (27, 28).
Istrazivanja su pokazala da polisaharidi izolirani iz gljive inhibiraju enzime COX-1 i COX-2,
odgovorne za razvoj upale, §to pridonosi snaznom protuupalnom ucinku. Pokazalo se da imaju i
prebioticki potencijal, poticu rast bakterija Lactobacillus acidophilus i Lactobacillus rhamnosus
snaznije od dosad poznatih prebiotika, inulina i fruktooligosaharida (FOS). Osim ve¢ nabrojenih
ucinaka, polisaharidi takoder imaju i snazan antiproliferativni ucinak na stanice karcinoma

kolona, pri ¢emu ne oStecuju ostale normalne stanice (29).

Slika 8. Gljiva Cantharellus cibarius

Preuzeo s: https://www.wildfooduk.com/mushroom-guide/chanterelle/

Datum preuzimanja: 6.9.2023.
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1.6. FENOLNI SPOJEVI IZOLIRANI 1Z GLJIVE CANTHARELLUS CIBARIUS

Fenolni spojevi sekundarni su metaboliti nastali kao produkti Sikiminskog, pentoza-
fosfatnog i fenilpropanoidnog metabolickog puta. Gradeni su od aromatskog prstena 1 jedne ili
viSe hidroksilnih skupina. Ovisno o strukturi razlikuje se nekoliko vrsta spojeva, medu kojima su
jednostavni flavonoidi, fenolne kiseline, sloZeni flavonoidi i obojeni antocijani. Fenolni spojevi
obi¢no su povezani s obrambenim reakcijama u biljkama. Medutim, igraju vaznu ulogu i u
drugim procesima, kao $to su privlacenje kukaca za opraSivanje, bojenje za kamuflaZzu 1 obranu
od biljojeda, a posjeduju i antibakterijsko i antifungalno djelovanje. Brojna istrazivanja pokazala
su povoljne terapijske ucinke fenolnih spojeva, kao Sto su ucinak usporavanja starenja,
protuupalno, antiproliferativno i antioksidativno djelovanje (30). Zbog mogucénosti inhibicije
razli¢itth enzima koriste se za lijeCenje raznih uobicajenih ljudskih bolesti, ukljucujuci
hipertenziju, metabolicke probleme, infekcije 1 neurodegenerativne bolesti. Inhibicija
angiotenzin-konvertirajueg enzima fenolnim spojevima koristi se za lijeCenje hipertenzije.
Inhibicija enzima za hidrolizu ugljikohidrata predstavlja terapiju dijabetesa melitusa tipa 2, a
inhibicija kolinesteraze primijenjuje se u lijeCenju Alzheimerove bolesti. Polifenoli se koriste i za
prevenciju i lijeCenje alergijskih bolesti (31). Osim povoljnog terapijskog ucinka, fenoli su
pokazali i1 potencijal koriStenja u biomedicinskoj nanotehnologiji, naroCito u izgradnji
viSenamjenskih nanosustava (nanoCestice jezgra-ljuska, mezoporozne nanocestice, Janus
nanocestice), no potrebna su daljna istraZivanja (32). Iz gljive Cantharellus cibarius, koja je
tema ovog istrazivanja, izolirane su fenolne kiseline: galna, protokatehuinska, p-

hidroksibenzojeva, kofeinska 1 ferulinska kiselina. Takoder je izoliran i flavonoid miricetin.

1.6.1. GALNA KISELINA

Galna kiselina (GA), takoder poznata kao 3,4,5-trihidroksibenzojeva kiselina, prirodni je
sekundarni metabolit, izoliran iz gljive Cantharellus cibarius 1 velikog broja drugih biljaka i
oraSastih plodova. Galna kiselina poznata je po svom protuupalnom ucinku koji se zasniva na
djelovanju galne kiseline na MAPK i NF-kB signalne puteve. Time ublazava upalni odgovor
smanjujuci otpustanje upalnih citokina, kemokina, adhezijskih molekula, te smanjujuci stani¢nu

infiltraciju. Zbog svog farmakoloSkog djelovanja, galna kiselina potencijalni je kandidat za
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lije¢enje raznih bolesti povezanih s upalama (33). Osim protuupalnog djelovanja, galna kiselina
ima i snazno antitumorsko djelovanje koje se zasniva na ispravljanju epigenetskih promjena koje

dovode do aktivacije onkogena i inaktivacije tumorsupresorskih gena (34).

1.6.2. PROTOKATEHUINSKA KISELINA

Protokatehuinska kiselina, poznata kao 3,4-dihidroksibenzojeva kiselina, sekundarni je
metabolit brojnih biljaka. Karakterizira ju antioksidativno, protuupalno i antitumorsko djelovanje
zbog Cega se Koristi za zaStitu od mnogih kroni¢nih poremecaja kao §to su neurodegenerativne
bolesti, dijabetes, kardiovaskularne bolesti i rak. Stiti stanice od oksidativnog stresa regulacijom
endotelih  antioksidansa 1 cCiS¢enjem slobodnih radikala. Antitumorsko djelovanje
protokatehuinske kiseline povezano je s antioksidativnom aktivno$c¢u. Osim toga, izravno blokira
specifi¢na mjesta vezanja krajnjih karcinogena s molekulom DNK, ¢ime se sprjeCava nastanak
mutacija i neoplasticne transformacije. Takoder, utjeCe i na aktivnost inducibilnog izoenzima
ciklooksigenaze i sintaze dusSikovog oksida, proteina koji reguliraju stani¢ni ciklus i upalne

citokine koji su ukljuceni u onkogenezu (35, 36).

1.6.3. P-HIDROKSIBENZOJEVA KISELINA

P-hidroksibenzojeva kiselina (PHBA) fenolna je kiselina, ¢iji se derivati mogu pronaci
prirodno u velikom broju biljaka, kao i kemijski sintetizirani. Posjeduje niz bioloskih aktivnosti
kao Sto su antimikrobna, antihiperglikemi€na, antiaterogena, protuupalna te antioksidativna
aktivnost. Osim toga, esteri PHBA (takoder poznati kao parabeni) Siroko se koriste kao
konzervansi u hrani, kozmetickim 1 farmaceutskim proizvodima. Unato¢ velikom broju povoljnih
bioloSkih aktivnosti, broj studija koje se bave istraZivanjem potencijalnog farmakoloskog

djelovanja p-hidroksibenzojeve kiseline vrlo je ogranic¢en (37).
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1.6.4. KOFEINSKA KISELINA

Kofeinska kiselina pripada spojevima polifenola koje svakodnevno konzumiramo, ¢esto u
obliku kave. Kofeinska kiselina ima ucinke na bolesti poput raka, dijabetesa, ateroskleroze,
Alzheimerove bolesti ili bakterijske i virusne infekcije. Posebno se istice njena antioksidativna
aktivnost koja je odgovorna za povoljne ucinke na ljudsko zdravlje. Kofeinska kiselina zbog
svoje strukture, €ija je osnova zajedni¢ka svim fenolnim spojevima, osigurava delokalizaciju
nesparenih elektrona te sluzi kao primarni antioksidans. Takoder inhibira enzim 5-lipoksigenazu
1 na taj nacin sprjecava nastanak reaktivnih kisikovih spojeva (engl. reactive oxygen species -
ROS). Opisano je i antiproliferativno djelovanje kofeinske kiseline na razli¢ite vrste stanica raka.
Kofeinska kiselina moze se koristiti sama ili u kombinaciji s antitumorskim lijekovima, na taj
nacin postize se smanjenje doze primjenjenog lijeka i sprjecava razvoj terapijske rezistencije

(38).

1.6.5. FERULINSKA KISELINA

Ferulinska kiselina, kao i prethodno spomenute kiseline, fenolni je spoj niske toksi¢nosti
koji ima mnoge fizioloSke funkcije (protuupalno, antioksidativno, antimikrobno,
antikancerogeno i antidijabeti¢ko djelovanje). Siroko je primjenjivana u farmaceutskoj,
prehrambenoj 1 kozmeti¢koj industriji. Djeluje kao hvata¢ slobodnih radikala, ali 1 inhibitor
enzima koji kataliziraju stvaranje slobodnih radikala i poja¢iva¢ aktivnosti enzima hvataca.
Brojne studije izvjeStavaju o antineoplasti¢noj ulozi ferulinske kiseline u razli¢itim stanicama
raka, ukljucujuéi rak mozga, rak dojke, rak Zeluca, rak prostate, rak vrata maternice 1 rak debelog
crijeva. Utvrdeno je da ova bioaktivna prirodna tvar moZe imati ucinke na inhibiciju rasta
tumora, indukciju apoptoze, supresiju angiogeneze i pojave metastaza, te se pokazuje kao jedna
od alternativa koja najviSe obecava trenutnim kemoterapijskim metodama lijecenja za povecanje

terapeutske moci 1 smanjenje sistemske toksi¢nosti (39, 40).
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1.6.6. MIRICETIN

Miricetin je flavonoid sa snaZznim antioksidativnim, antitumorskim, antidijabetickim 1
protuupalnim djelovanjem. Posjeduje aktivnosti povezane sa sredi$njim ziv€anim sustavom zbog
Cega su provedena mnoga istrazivanja o potencijalnom koriStenju miricetina u prevenciji
Parkinsonove i Alzheimerove bolesti. U slucaju disfunkcije miokarda, dokazano je da miricetin
suzbija upalne citokine i smanjuje stopu smrtnosti. Takoder je utvrdeno da miricetin smanjuje
agregaciju trombocita 1 kontrolira virusne infekcije djeluju¢i na puteve replikacije DNK (41).
Zbog sposobnosti sprjeCavanja oksidacije lipida, miricetin se Cesto koristi kao konzervans hrane
koja sadrzi ulja i masne kiseline (42). Tavsan i Kayali istrazivali su antitumorsko djelovanje
miricetina na stanicama karcinoma jajnika stani¢ne linije OVCAR-3. Istrazivanje je pokazalo da
miricetin suzbija rast stanica raka jajnika, inducira apoptozu, zaustavlja stanicni ciklus i takoder
ima potencijal inhibirati invaziju stanica. Iz dobivenih rezultat moze se zakljuciti kako miricetin

pokazuje potencijal primjene u terapiji karcinoma jajnika (43).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA



2.1. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj ovog istrazivanja je ispitati potencijalno citotoksi¢no djelovanje vodenih ekstrakata gljive

Cantharellus cibarius dobivenih pri 25°C i 70°C na stani¢noj liniji humanog karcinoma jajnika.

2.2. HIPOTEZA ISTRAZIVANJA

Hipoteza o potencijalnom citotoksicnom djelovanju ispitivana je na stanicama humanog

karcinoma jajnika OVCAR-3.

1. Ekstrakti gljive Cantharellus cibarius dovest ¢e do smanjenja broja stanica karcinoma
jajnika stani¢ne linije OVCAR-3.

2. Ekstrakti gljive Cantharellus cibarius doseci ¢e ICsq vrijednost.
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3. MATERIJALI I METODE



3.1. STANICNA LINIJA OVCAR-3

Potencijalno citotoksi¢no djelovanje vodenih ekstrakata gljive Cantharellus cibarius ispitivano

je na stani¢noj liniji karcinoma jajnika OVCAR-3. Osnovne karakteristike stani¢ne linije

prikazane su u tablici 2.

Tablica 2. Karakteristike stani¢ne linije OVCAR-3

Kategorija proizvoda humane stanice
Organizam Homo sapiens, ¢ovjek
Morfologija epitelna

Tkivo jajnik

Bolest adenokarcinom

Oblik proizvoda smrznuto

Uvjeti ¢uvanja parna faza tekuceg dusika

Preuzeto i prilagodeno s : https://www.atcc.org/products/htb-161

Datum preuzimanja: 7.9.2023.

Low Denaity ' Seale Bar = 100um o o Seale Bar = 100um

Slika 9. Stanice stani¢ne linije OVCAR-3
Preuzeto s : https://www.atcc.org/products/htb-161

Datum preuzimanja: 7.9.2023.
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3.2. PRIPREMA VODENIH EKSTRAKATA GLJIVE CANTHARELLUS CIBARIUS

Praskasti ekstrakt gljive Cantharellus cibarius nabavljen je od lokalnog dobavljaca
(Mush-roomcups, Solin, Hrvatska). Ekstrakt gljive otopljen je u deioniziranoj vodi (1 mg/mL) na
temperaturama od 25°C i 70°C kako bi se simulirano prosjecan hladni i topli napitak (za slucaj
da je gljiva u prahu dodana u sok ili kavu). Nakon 1 minute mijeSanja, vodena ekstrakcija je
temperirana na sobnoj temperaturi. Zatim su alikvoti od ekstrakta centrifugirani 2 minute na
1000 okretaja u minuti (Eppendorf centrifuga 5702, Hamburg, Njemacka). Nakon provedenog

centrifugiranja, vodeni ekstrakti pohranjeni su na temperaturi od 4°C do analize.

3.3. POSTUPAK

Rad sa stanicama provodio se u kabinetu za sterilan rad s laminarnim protok zraka, kako
bi se minimizirao rizik kontaminacije stani¢ne kulture. Nakon odmrzavanja stanica, stanice
karcinoma jajnika OVCAR-3, uzgajane su u DMEM mediju (engl. Dulbecco's Modified Eagle
Medium) uz dodatak 20% fetalnog govedeg seruma (engl. fetal bovine serum - FBS), antibiotika
penicilina 1 streptomicina, te 0,01 mg/mL inzulina. Uzgoj stanica provodio se u CO: inkubatoru
za uzgoj stanica pri 37°C uz 5% COs2 i visoku vlaznost zraka (slika 10.). Stanice su inkubirane
nekoliko dana kako bi se postiglo njihovo umnazanje. Nakon predvidenog vremena inkubacije,
stanice su izvadene iz inkubatora. Budu¢i da su stanice adherirane za dno Petrijeve zdjelice u
kojoj su uzgajane, uz pomo¢ vakuuma odsisan je DMEM hranjivi medij. Stanice su zatim isprane
PBS-om (fosfatnim puferom) kako bi se uklonio zaostali medij. Potom je dodan tripsin,
proteoliticki enzim, koji kidanjem peptidnih veza omogucava odvajanje stanica od podloge.
Stanice su s dodanim tripsinom inkubirane u CO: inkubatoru (37°C uz 5% CO:) nekoliko
minuta. Inkubacija ne smije biti prekratka, u tom slu€aju ne¢e do¢i do odvajanja stanica od
podloge, a ni preduga jer u tom slu¢aju moze do¢i do unistenja stanica djelovanjem tripsina.

Nakon provedene inkubacije stanice su resuspendirane dodatkom svjezeg hranjivog medija.
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Slika 10. CO: inkubator
Preuzeto s : https://www.medicalexpo.com/prod/nueve/product-69565-608309.html

Datum preuzimanja: 7.9.2023.

Brojanje stanica provedeno je na nacin da se 10 pL stanica pomijeSalo s 90 puL Trypan
Blue boje. Provedeno je brojanje samo zivih, neobojenih stanica. Stanice pomijesane s Trypan
Blue bojom nanijete su na Biirker - Tiirkovu komoricu (slika 11.), a brojanje je provedeno pod
mikroskopom u 5 kvadrati¢a navedene komorice. Ukupan broj stanica izracunat je po formuli: N
x 10 x 10* stanica/mL (N = broj zivih stanica u kvadrati¢ima u kojima je provedeno brojanje, 10
= faktor razrijedenja, 10* = volumen komorice). Nakon provedenog brojanja, na 3 mikrotitarske
plocice s po 96 jazica, presaden je jednak broj stanica u njihovom hranjivom mediju (volumen u
svakoj jazici bio je 100 pL), te su ostavljene u CO: inkubatoru preko no¢i kako bi se prihvatile za

podlogu.
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Slika 11. Biirker - Tirkova komorica

Preuzeto s: https://www.scienceabc.com/pure-sciences/what-is-a-hemocytometer-

calculation-counting-how-to-use.html

Datum preuzimanja: 7.9.2023.

Idu¢eg dana stanice karcinoma jajnika stani¢ne linijje OVCAR-3, tretirane su razli¢itim
koncentracijama vodenih ekstrakata gljive Cantharellus cibarius dobivenih pri 25°C 1 70°C. To
je ucinjeno na nacin da je adheriranim stanicama odsisan hranjivi medij, a zatim dodan medij
pomijesan s ekstraktima gljive u ispitivanim koncentracijama 1 pg/mL, 50 pg/mL, 100 pg/mL,
250 pg/mL, 500 pg/mL, 1000 pg/mL (ukupan volumen u svakoj jazici bio je 100 pL). U jaZice
koje predstavljaju kontrolnu skupinu dodan je samo hranjivi medij. Mikrotitarske plocCice

ostavljene su u inkubatoru 24, 48 i 72 sata.

3.4. TEST CITOTOKSICNOSTI - MTT TEST

MTT test koristi se za odredivanje stani¢ne vijabilnost i proliferacije na osnovu mjerenja
metabolicke aktivnosti stanica. Reakcija se zasniva na redukciji zutog tetrazolina MTT-(3-(4,5
dimetiltiazolid-2)-2,5-difeniltetrazolin bromid) u netopljivi formazan koji je ljubicaste boje.
Redukcija se odvija uz pomo¢ NADPH i enzima mitohondrijske reduktaze u mitohondrijima

zivih stanica, dok mrtve stanice nemaju sposobnost vezanja MTT-a, pa ne dovode do nastanka
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ljubiCastog formazana. Ta c¢injenica omogucava odredivanje postotka metabolicki aktivnih
stanica preostalih nakon tretiranja stanica vodenim ekstraktima gljive Cantharellus cibarius
dobivenim pri 25°C i 70°C. Intenzivnija ljubiCasta boja predstavlja veée prezivljenje stanica

(slika 12.).

Slika 12. Ljubicasto obojenje nakon dodatka otopine DMSO-a na mikrotitarskoj ploc€ici sa
stani¢nom linijjom OVCAR-3

Test se proveo na nacin da je iz inkubatora izvadena jedna mikrotitarska plocica koja je
analizirana nakon 24 sata te joj je dodana otopina MTT-a. Zatim su stanice s otopinom MTT-a
inkubirane 2 sata pri temperaturi od 37°C. Budu¢i da je formazan netopljiv spoj, kako bi se
mogla ocitati apsorbancija potrebno ga je otopiti dodatkom DMSO-a (dimetil sulfoksida).
Mikrotitarska plocica inkubirana je 10 minuta pri temperaturi od 37°C uz treskanje. Zatim je
provedeno mjerenje apsorbancije pri 570 nm koristenjem ¢ita¢a mikrotitarskih plocica. Opisani
postupak proveo se s po jednom mikrotitarskom ploicom nakon 48 sati, a potom i nakon 72

sata.

Citotoksicno djelovanje vodenih ekstrakata gljive odredeno je omjerom apsorbancije
stanica tretiranih uzorcima ekstrakata i apsorbancije stanica koje su predstavljale kontrolnu

skupinu (dodan im je samo hranjivi medij).
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3.5. STATISTICKA ANALIZA

Nakon §to su izmjerene apsorbancije stanica tretiranih ispitivanim uzorcima vodenih
ekstrakata gljive Cantharellus cibarius dobivenih pri 25°C i 70°C (ispitivana skupina), te stanica
koje su se nalazile samo u hranjivom mediju (kontrolna skupina), obradeni su rezultati. Uz
pomo¢ programa Microsoft Excel 2016 izracunata je srednja vrijednost apsorbancije ispitivane i
kontrolne skupina nakon 24, 48 i 72 sata, a zatim i vrijednost omjera srednje vrijednosti
apsorbancije ispitivane 1 kontrolne skupine za svaku koncentraciju koriStenih ekstrakata gljive
Cantharellus cibarius nakon 24, 48 i 72 sata. Rezultati su prikazani graficki i statisticki obradeni

u programu Past 4.03, koriStenjem ANOVA testa uz statisticku znacajnost P < 0,05.
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4. REZULTATI



4.1. STANICNA LINIJA OVCAR-3 - REZULTATI NAKON 24 h

4.1.1. VODENI EKSTRAKT GLJIVE CANTHARELLUS CIBARIUS DOBIVEN PRI 25°C

G1-24 h
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koncentracija ekstrakta

Slika 13. Citotoksi¢no djelovanje ekstrakta gljive Cantharellus cibarius na stanice karcinoma
jajnika OVCAR-3 nakon 24 h (G1-vodeni ekstrakt gljive Cantharellus cibarius dobiven pri
25°C)

Tablica 3. Statisti¢ka znacajnost dobivenih rezultata za ekstrakt gljive Cantharellus cibarius

dobiven pri 25°C nakon 24 h inkubacije

Koncentracija (ng/mL) 1 50 100 250 500 1000

e

P 0,214 0,362 0,495 0,701 0,932 0,924

" Jednosmjerna analiza varijance (ANOVA)

Nakon 24 sata inkubacije, vodeni ekstrakt gljive Cantharellus cibarius dobiven pri 25°C
ne pokazuje statisticki znacajno citotoksicno djelovanje na stanice karcinoma jajnika stanicne

linije OVCAR-3 (slika 13.). Vidljiv je blagi porast stani¢ne vijabilnosti.
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4.1.2. VODENI EKSTRAKT GLJIVE CANTHARELLUS CIBARIUS DOBIVEN PRI 70°C
G2-24 h
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Slika 14. Citotoksi¢no djelovanje ekstrakta gljive Cantharellus cibarius na stanice karcinoma
jajnika OVCAR-3 nakon 24 h (G2- vodeni ekstrakt gljive Cantharellus cibarius dobiven pri
70°C)

Tablica 4. Statisti¢ka znacajnost dobivenih rezultata za ekstrakt gljive Cantharellus cibarius

dobiven pri 70°C nakon 24 h inkubacije

Koncentracija (ug/mL) 1 50 100 250 500 1000

P 0,910 0,792 0,872 0,701 0,05 0,346

T ednosmjerna analiza varijance (ANOVA)

Nakon 24 sata tretiranja stanica karcinoma jajnika OVCAR-3 vodenim ekstraktom gljive
Cantharellus cibarius dobivenim pri 70°C, nije doSlo do znac¢ajnijeg smanjenja njihove stani¢ne

vijabilnosti. Naprotiv, na slici 14. vidljiv je blagi porast stani¢ne vijabilnosti.
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4.2. STANICNA LINIJA OVCAR-3 - REZULTATI NAKON 48 h
4.2.1. VODENI EKSTRAKT GLJIVE CANTHARELLUS CIBARIUS DOBIVEN PRI 25°C

G1-48 h

1pg/mL 50 uyg/mL 100 pg/mL 250 pg/mL 500 pg/mL 1000 pg/mL
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Slika 15. Citotoksi¢no djelovanje ekstrakta gljive Cantharellus cibarius na stanice karcinoma
jajnika OVCAR-3 nakon 48 h (G1- vodeni ekstrakt gljive Cantharellus cibarius dobiven pri
25°C)

Tablica 5. Statisticka znacajnost dobivenih rezultata za ekstrakt gljive Cantharellus cibarius

dobiven pri 25°C nakon 48 h inkubacije

Koncentracija (ng/mL) 1 50 100 250 500 1000

e

P 0,485 0,585 0,985 0,761 0,549 0,088

" Jednosmjerna analiza varijance (ANOVA)

Nakon 48 sati izlaganja stanica karcinoma jajnika OVCAR-3 vodenom ekstraktu gljive
Cantharellus cibarius dobivenom pri 25°C, najbolji rezultat ostvaren je pri koncentraciji od 1000

ug/mL, gdje se stanicna vijabilnost smanjila na 76%. ICs vrijednost nije dosegnuta (slika 15.).
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4.2.2. VODENI EKSTRAKT GLJIVE CANTHARELLUS CIBARIUS DOBIVEN PRI 70°C

G2-48 h
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Slika 16. Citotoksicno djelovanje ekstrakta gljive Cantharellus cibarius na stanice karcinoma
jajnika OVCAR-3 nakon 48 h (G2-vodeni ekstrakt gljive Cantharellus cibarius dobiven pri
70°C)

Tablica 6. Statisticka znacajnost dobivenih rezultata za ekstrakt gljive Cantharellus cibarius

dobiven pri 70°C nakon 48 h inkubacije

Koncentracija (ng/mL) 1 50 100 250 500 1000

&

P 0,175 0,969 0,969 0,71 0,882 0,214

" Jednosmjerna analiza varijance (ANOVA)

Nakon 48 sati inkubacije, vodeni ekstrakt gljive Cantharellus cibarius dobiven pri 70°C
ne pokazuje znacajno smanjene stani¢ne vijabilnosti stanica karcinoma jajnika OVCAR-3
(tablica 6.). Najbolji rezultat, kao i kod ekstrakta dobivenog pri 25°C, ostvaren je pri

koncentraciji od 1000 pg/mL i iznosi 83,5%. ICsq vrijednost nije postignuta (slika 16.).
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4.3. STANICNA LINIJA OVCAR-3 - REZULTATINAKON 72 h
4.3.1. VODENI EKSTRAKT GLJIVE CANTHARELLUS CIBARIUS DOBIVEN PRI 25°C

G1-72 h
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Slika 17. Citotoksi¢no djelovanje ekstrakta gljive Cantharellus cibarius na stanice karcinoma
jajnika OVCAR-3 nakon 72 h (G1- vodeni ekstrakt gljive Cantharellus cibarius dobiven pri
25°C, - P vrijednost < 0,05)

Tablica 7. Statisticka znaCajnost dobivenih rezultata za ekstrakt gljive Cantharellus cibarius

dobiven pri 25°C nakon 72 h inkubacije

Koncentracija (ug/mL) 1 50 100 250 500 1000

P 0,538 0,903 0,853 0,205 0,036* 0,005*

] ednosmjerna analiza varijance (ANOVA)
tp vrijednost < 0,05

Nakon 72 sata tretiranja stanica karcinoma jajnika stani¢ne linije OVCAR-3 vodenim
ekstraktom gljive Cantharellus cibarius dobivenim pri 25°C, postignuto je smanjene broja
prezivljelih stanica. Statisticki znacajno smanjenje postignuto je pri koncentraciji od 500 pg/mL
(P =0,036) gdje postotak prezivjelih stanica iznosi 81,5%, te pri koncentraciji od 1000 pg/mL (P
=0,005) gdje je prezivljenje 68%. ICs vrijednost nije moguce odrediti (slika 17.).
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4.3.2. VODENI EKSTRAKT GLJIVE CANTHARELLUS CIBARIUS DOBIVEN PRI 70°C

G2-72 h
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Slika 18. Citotoksi¢no djelovanje ekstrakta gljive Cantharellus cibarius na stanice karcinoma
jajnika OVCAR-3 nakon 72 h (G2-vodeni ekstrakt gljive Cantharellus cibarius dobiven pri
70°C, }- P vrijednost < 0,05)

Tablica 8. Statisticka znacajnost dobivenih rezultata za ekstrakt gljive Cantharellus cibarius

dobiven pri 70°C nakon 72 h inkubacije

Koncentracija (ng/mL) 1 50 100 250 500 1000

el

P 0,417 0,289 0,186 0,073 0,011* 0,006*

7 ednosmjerna analiza varijance (ANOVA)
tp vrijednost < 0,05

Nakon 72 sata inkubacije, postignuti su statisticki znacajni rezultati tretiranjem
karcinomskih stanica OVCAR-3 vodenim ekstraktom gljive dobivenim pri 70°C. Kao i kod
ekstrakta dobivenog pri 25°C, ti su rezultati ostvareni pri najve¢im koncentracijama od 500
pug/mL (P = 0,011) i 1000 pg/mL (P = 0,006). Postotak prezivjelih stanica pri objema

koncentracijama iznosi 69%. ICs, vrijednost nije postignuta (slika 18.).
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5. RASPRAVA



Rak je drugi vode¢i uzrok smrti u svijetu iza bolesti srca i krvnih zila, zbog cega
predstavlja velik javnozdravstveni problem. Nastaje trajno poremecenom proliferacijom
abnormalnih stanica do koje dolazi zbog poremecaja u regulaciji mehanizama koji sudjeluju u
proliferaciji, diferencijaciji i prezivljenju normalnih stanica (1, 3). Ulogu u razvoju raka imaju
faktori okoliSa 1 individualna (genetska) predispozicija bolesnika. Neravnoteza izmedu
navedenih ¢imbenika dovodi do pojave genetskih promjena koje uzrokuju nekontroliran i
neuskladen rast stanica s tim promjenama. Medu najc¢e$¢e uzro¢nike pojave raka kod ljudi
ubrajaju se Suncevo ultraljubi¢asto zraCenje, kemikalije iz duhanskog dima, te aflatoksin.
Uzroc¢nici raka mogu biti 1 virusi 1 bakterije. Naj¢eS¢e vrste raka uzrokovane virusima su rak jetre

1 rak grli¢a maternice, one zajedno ¢ine 10-20% svih dijagnosticiranih sluc¢ajeva raka u svijetu

().

Prema podacima GLOBOCAN:-a za 2020. godinu, procjenjuje se da je incidencija raka u
svijetu iznosila 19,3 milijuna slucajeva, dok je zabiljezeno 10 milijuna smrtnih slucajeva.
Najces¢a sijela raka kod musSkaraca predstavljaju rak pluc¢a (14,3%), rak prostate (14,1%),
nemelanomski rak koZze (7,2%) i rak Zeluca (7,1%), dok su kod Zena najcesce dijagnosticirani rak

dojke (24,5%), rak pluca (8,4%) i rak grli¢a maternice (6,5%) (44).

Rak jajnika 7. je najce$¢i rak kod Zena u svijetu, dok je po mortalitetu na 8. mjestu.
Prema istraZzivanjima za 2020. godinu, do 2040. godine broj Zena s dijagnosticiranim rakom
jajnika porast ¢e za gotovo 42% na 445 721. Predvida se da ¢e se broj Zena koje svake godine
umiru od raka jajnika povecati na 313 617, §to je povecanje od preko 50% u odnosu na 2020.
godinu. PetogodiSnje stope prezivljenja od raka jajnika razlikuju se medu zemljama. U
razvijenijim zemljama trenutne stope krecu se od 36% do 46%, dok su u nekim zemljama te
brojke znatno nize. Opcenito, stope preZivljenja znatno su ispod onih za druge vrste raka, poput

raka dojke, gdje su stope petogodi$njeg prezivljenja u mnogim zemljama blizu 90% (45).

Karcinom jajnika najucestaliji je oblik raka jajnika dijagnosticiran u 80% Zena (14).
Nespecifi¢ni simptomi vezani za urinarni 1 gastrointestinalni trakt, koji se pojavljuju relativno
kasno, glavna su karakteristika karcinoma jajnika, a ujedno i razlog njegove kasne dijagnoze
(16). Lijecenje karcinoma jajnika temelji se na odluci multidisciplinarnog tima, te ovisi o stadiju

u kojem je karcinom dijagnosticiran. LijeCenje se zasniva na kombinaciji operacije i
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kemoterapije. PARP inhibitori dosad su se koristili u lije¢enju karcinoma jajnika s BRCA1 ili
BRCA2 mutacijama, no prema novijim ispitivanjima upotreba PARP inhibitora u prvoj liniji
lijeCenja zajedno s kemoterapijom dovela je do poboljSanja klini¢kih ishoda (23). Noviju
mogucnost u lijeCenju karcinoma jajnika predstavlja upotreba hormonske terapije i inhibitora
imunoloskih kontrolnih tocaka kao Sto su CTLA-4 i PD-1, no za njihovu raSireniju primjenu
potrebno je bolje razumijevanje temeljnih bioloskih mehanizama i bolji tehnoloski razvoj (24).
Osim navedenih metoda lijecenja, potencijal u lijeCenju karcinoma jajnika pokazala je primjena

prirodnih spojeva izoliranih iz biljaka 1 gljiva.

Gljiva Cantharellus cibarius, lisiCarka ili bjelkasta lisi¢ica u upotrebi je od davnih
vremena. Pozitivne ucinke na ljudsko zdravlje ostvaruje zbog povoljnog nutritivnog sastava.
Bogata je ugljikohidratima, polinezasi¢enim masnim kiselinama, sekundarnim metabolitima te
mikronutrijentima. Pokazuje snazno antioksidativno i protuupalno djelovanje (26). Polisaharidi
izolirani iz gljive Cantharellus cibarius pokazali su znac¢ajan antiproliferativni ucinak za stanice
karcinoma kolona, bez Stetnog djelovanja na normalne stanice (29). Za blagotvorne ucinke gljive

Cantharellus cibarius zasluZan je i1 visok sadrzaj fenolnih spojeva.

Fenolni spojevi sekundarni su metaboliti gradeni od aromatskog prstena 1 jedne ili vise
hidroksilnih skupina. Ovisno o strukturi, dijele se na jednostavne 1 sloZzene flavonoide, fenolne
kiseline i antocijane. Kod biljaka imaju obrambenu funkciju, sluze za zaStitu od biljojeda,
privlacenje kukaca za opraSivanje, a pokazuju i antibakterijsko i antifungalno djelovanje (30).
Gljiva Cantharellus cibarius ima visok sadrzaj fenolnih kiselina medu kojima su galna,
protokatehuinska, p-hidroksibenzojeva, kofeinska, te ferulinska kiselina, a pronaden je 1
flavonoid miricetin. Fenolne kiseline pokazuju snazno antioksidativno, protuupalno,
antidijabeticko 1 antitumorsko djelovanje. Stoga imaju potencijal u lijecenju brojnih kroni¢nih
poremecaja kao Sto su neurodegenerativne bolesti, dijabetes, kardiovaskularne bolesti, te u

lijecenju raka.

Istrazivanja koja su proveli He i sur. pokazuju citotoksi¢no djelovanje galne kiseline na
stanice karcinoma jajnika stani¢ne linijje OVCAR-3. Galna kiselina selektivno inhibira
proliferaciju karcinomskih stanica, dok na normalne stanice jajnika ne djeluje. Inhibiciju

angiogeneze postize inhibicijom sekrecije vaskularnog endotelnog faktora rasta. Istrazivanja su
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pokazala znaCajno smanjenje vijabilnosti stanica karcinoma jajnika stani¢ne linije OVCAR-3
(46, 47). Istrazivanje koje su proveli Xie 1 sur. pokazalo je citotoksi¢no djelovanje
protokatehuinske kiseline na OVCAR-3 stanice karcinoma jajnika. Kod ovih stanica,
protokatehuinska kiselina zaustavlja prijelaz stanica iz faze G2 u fazu M stani¢nog ciklusa,
aktivira PARP 1 kaspaze 3 te pojacava 1 smanjuje izrazaj regulatora apoptoze Bax i Bcl2.
Protokatehuinska kiselina moze inhibirati OVCAR-3 stanice budu¢i da povecava razinu
glutationa unutar stanice, a snizava razinu unutarstani¢nih reaktivnih kisikovih spojeva (ROS).
Opcenito se moze koristiti kao kemopreventivno sredstvo u lije¢enju raka jajnika jer ima utjecaj
na apoptozu i autofagiju (48). Prema istrazivanju Tavsana i Kayalija, upotreba flavonoida
miricetina takoder pokazuje antitumorsko djelovanje na OVCAR-3 stanice karcinoma jajnika.
Miricetin suzbija rast stanica raka jajnika, inducira apoptozu, zaustavlja stani¢ni ciklus, te moze
inhibirati invaziju stanica zbog ¢ega pokazuje potencijal primjene u terapiji karcinoma jajnika

(43).

Cilj ovog istrazivanja bio je utvrditi potencijalno citotoksicno djelovanje vodenih
ekstrakata gljive Cantharellus cibarius dobivenih pri 25°C i 70°C na stani¢noj liniji karcinoma
jajnika OVCAR-3. Citotoksi¢no djelovanje ispitivano je koristenjem MTT testa kojim se
odreduje broj metabolicki aktivnih stanica nakon tretiranja stanica vodenim ekstraktima gljive
Cantharellus cibarius, nakon 24, 48 1 72 sata inkubacije. Vodeni ekstrakti gljive Cantharellus
cibarius dobiveni pri 25°C i 70°C doveli su do smanjenja broja metabolic¢ki aktivnih stanica.
Vidljiv je djelomi¢ni utjecaj vremena inkubacije i1 koncentracije ekstrakta na njihovu
citotoksi¢nu aktivnost. Za oba ekstrakta najznacajniji rezultati ostvareni su pri koncentracijama
od 500 pg/mL 1 1000 pg/mL nakon 72 sata inkubacije. Vodeni ekstrakt dobiven pri 25°C pri
koncentraciji od 500 pg/mL smanjio je stani¢nu vijabilnost na 81,5%, a pri koncentraciji od 1000
ug/mL stani¢na vijabilnost iznosila je 68%. S druge strane, vodeni ekstrakt dobiven pri 70°C pri
koncentracijama 500 pg/mL i 1000 pg/mL smanjio je broj prezivjelih stanica na 69%. S
nijednim od dvaju ispitivanih ekstrakata nije postignuta ICsy vrijednost (koncentracija ekstrakta

koja inhibira rast stanica za 50%) .

Na temelju in vitro dobivenih rezultata ovog istraZivanja, dokazano je citotoksicno
djelovanje vodenih ekstrakata gljive Cantharellus cibarius dobivenih pri 25°C 1 70°C na

karcinomu jajnika stani¢ne linije OVCAR-3. Stoga je potvrdena hipoteza 1 ostvaren cilj
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istrazivanja. Unato¢ tome S$to nije ostvarena ICsy vrijednost, vidljiv je potencijal vodenih
ekstrakata gljive Cantharellus cibarius za daljna in vitro i in vivo ispitivanja kojim bi se potvrdio

njihov citotoksi¢ni u¢inak i utvrdio mehanizam djelovanja.
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6. ZAKLJUCCI



IL.

II1.

IV.

VL
VIL

Vodeni ekstrakti gljive Cantharellus cibarius dobiveni pri 25°C i 70°C doveli su do
smanjenja stani¢ne vijabilnosti in vitro izloZenih stanica karcinoma jajnika stani¢ne linije
OVCAR-3.

Ispitivani ekstrakti uglavnom pokazuju citotoksi¢nu aktivnost ovisnu o vremenu izlaganja
i koncentraciji ekstrakta.

U nekim slucajevima citotoksi¢na aktivnost vodenih ekstrakata gljive nije razmjerna
povecanju koncentracije ekstrakta i vremena izlaganja.

U nekim slu¢ajevima doslo je i do blagog porasta broja metaboli¢ki aktivnih stanica.
Vodeni ekstrakti gljive Cantharellus cibarius dobiveni pri 25°C i 70°C pokazuju sli¢no
citotoksi¢no djelovanje na stanice karcinoma jajnika stani¢ne linijje OVCAR-3. Oba
ekstrakta statistiCki znacajne rezultate ostvaruju nakon 72 sata inkubacije pri najveéim
koncentracijama od 500 pg/mL i 1000 pug/mL.

Vodeni ekstrakti gljive Cantharellus cibarius nisu postigli ICsy vrijednost.

Dobiveni rezultati pokazuju citotoksicno djelovanje vodenih ekstrakata gljive
Cantharellus cibarius, no za potvrdu dobivenih rezultata i citotoksi¢ne aktivnosti

potrebna su dodatna in vitro i in vivo ispitivanja.
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8. SAZETAK



Cilj istrazivanja: Cilj ovog istrazivanja bio je ispitati potencijalno citotoksicno djelovanje
vodenih ekstrakata gljive Cantharellus cibarius dobivenih pri 25°C i1 70°C na stanicnoj liniji
karcinoma jajnika OVCAR-3. Pretpostavljeno je da ¢e se broj stanica karcinoma jajnika, nakon

tretiranja vodenim ekstraktima gljive, smanjiti u odnosu na kontrolnu skupinu.

Materijali i metode: Citotoksi¢no djelovanje ispitivano je koriStenjem MTT testa. Ekstrakti su
pripremljeni u 6 razlicitih koncentracija: 1 pg/mL, 50 pg/mL, 100 pg/mL, 250 pg/mL, 500
pg/mL 1 1000 pg/mL, a ucinak je promatran nakon 24, 48 1 72 sata inkubacije. Djelotvornost
ekstrakata gljive Cantharellus cibarius odredivana je spektrofotometrijski pri 570 nm.
Usporedbom apsorbancije nastalog formazana kod stanica tretiranih ekstraktima gljive
Cantharellus cibarius (ispitivana skupina) i netretiranih stanica (kontrolna skupina) odreden je

postotak metabolicki aktivnih stanica.

Rezultati: Rezultati su prikazani graficki u odnosu stani¢ne vijabilnosti (%) 1 koncentracije
ekstrakta. Vodeni ekstrakti gljive Cantharellus cibarius dobiveni pri 25°C 1 70°C pokazali su
slican ucinak. Za oba ekstrakta najznacajniji rezultati ostvareni su nakon 72 sata inkubacije pri
koncentracijama od 500 pg/mL i 1000 pg/mL. Ekstrakt dobiven pri 25°C pri koncentraciji od
500 pg/mL smanjio je stani¢nu vijabilnost na 81,5%, a pri koncentraciji od 1000 pg/mL stani¢na
vijabilnost iznosila je 68%. Ekstrakt dobiven pri 70°C pri objema koncentracijama smanjio je

stani¢nu vijabilnost na 69%.

Zakljucak: Vodeni ekstrakti gljive Cantharellus cibarius dobiveni pri 25°C i 70°C doveli su do
smanjenja stani¢ne vijabilnosti stanica karcinoma jajnika stani¢ne linijje OVCAR-3. Ispitivani
ekstrakti uglavnom pokazuju citotoksi¢nu aktivnost ovisnu o vremenu izlaganja i koncentraciji
ekstrakta. U nekim slucajevima citotoksicna aktivnost ekstrakata gljive nije razmjerna povecanju
koncentracije ekstrakta 1 vremena izlaganja, a nekim sluc¢ajevima doSlo je 1 do blagog porasta
broja metabolicki aktivnih stanica. Vodeni ekstrakti gljive Cantharellus cibarius dobiveni pri
25°C 1 70°C pokazuju sli¢no citotoksi¢no djelovanje. Oba ekstrakta znacajne rezultate ostvaruju
nakon 72 sata inkubacije pri koncentracijama od 500 ug/mL i 1000 pg/mL. Ekstrakti gljive nisu
postigli ICsy vrijednost. Dobiveni rezultati pokazuju citotoksi¢no djelovanje vodenih ekstrakata
gljive Cantharellus cibarius, no za potvrdu dobivenih rezultata i citotoksi¢ne aktivnosti potrebna

su dodatna in vitro 1 in vivo ispitivanja.
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9. SUMMARY



Diploma thesis title: Cytotoxic effect of Cantharellus cibarius mushroom extract on ovarian

cancer cell line OVCAR-3

Objective: The aim of this research was to examine the potential cytotoxic effect of
Cantharellus cibarius mushroom aqueous extracts obtained at 25°C and 70°C on the ovarian
cancer cell line OVCAR-3. It was assumed that the number of ovarian cancer cells, after

treatment with aqueous extracts of mushroom, will decrease compared to the control group.

Materials and methods: Cytotoxic activity was examined using the MTT assay. The extracts
were prepared in 6 different concentrations: 1 pg/mL, 50 pg/mL, 100 pg/mL, 250 pg/mL, 500
pg/mL and 1000 ug/mL, and the effect was observed after 24, 48 and 72 hours of incubation.
The effectiveness of Cantharellus cibarius mushroom extracts was determined
spectrophotometrically at 570 nm. The percentage of metabolically active cells was determined
by comparing the absorbance of the formed formazan in cells treated with Cantharellus cibarius

mushroom extracts (test group) and untreated cells (control group).

Results: The results are graphically presented in relation to cell viability (%) and extract
concentration. Aqueous extracts of Cantharellus cibarius mushroom obtained at 25°C and 70°C
showed similar effects. For both extracts, the most significant results were achieved after 72
hours of incubation at concentrations of 500 pg/mL and 1000 pg/mL. The extract obtained at
25°C at a concentration of 500 ug/mL reduced the cell viability to 81.5%; at a concentration of
1000 pg/mL, the cell viability was 68%. The extract obtained at 70°C at both concentrations
reduced cell viability to 69%.

Conclusion: Aqueous extracts of Cantharellus cibarius mushroom obtained at 25°C and 70°C
led to a decrease in cell viability of in vitro exposed ovarian cancer cells of the OVCAR-3 cell
line. The examined extracts mainly show cytotoxic activity depending on the exposure time and
the concentration of the extract. In some cases, the cytotoxic activity of the mushroom extracts is
not proportional to the increase in the concentration of the extract, and the exposure time and in
some cases, there was a slight increase in the number of metabolically active cells. Aqueous
extracts of Cantharellus cibarius mushroom obtained at 25°C and 70°C show a similar cytotoxic
effect on ovarian cancer cells of the OVCAR-3 cell line. Both extracts achieve significant results

after 72 hours of incubation at concentrations of 500 pg/mL and 1000 pg/mL.
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Mushroom extracts did not reach the ICsy value. The obtained results show the cytotoxic effect
of Cantharellus cibarius mushroom aqueous extracts, but additional in vitro and in vivo studies

are needed to confirm the obtained results and cytotoxic activity.
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