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1. UVOD



1.1. TUMORI

Tumori (lat. tumor - oteklina) ili novotvorine su patoloske tvorbe koje nastaju kao posljedica
prekomjerne proliferacije abnormalnih stanica. Rast novotvorina karakterizira: nesvrhovitost,
autonomnost, parazitarnost, nepravilnost i neorganiziranost. Prema klinickoj klasifikaciji tumori
se dijele u dvije skupine: dobro¢udni (benigni) i zlo¢udni (maligni) tumori. Dobro¢udni tumori
rastu polagano te ograniceno na organ u kojem su nastali, ne ugrozavaju bitno zdravlje i imaju
povoljan klini¢ki ishod. Maligni tumori rastu mnogo brze, razaraju normalno tkivo organa u kojem
su nastali te se krvlju ili limfom S§ire u druge dijelove tijela tj. metastaziraju (grc. metastasis -
promjena mjesta). Mogu biti opasni po zivot izazivajuéi sistemske simptome, kao $to su opcéa

slabost, gubitak tjelesne mase te smrt (1).

Makroskopski, benigni tumori su oStro ograni¢eni od normalnog tkiva i dobro opskrbljeni krvlju,
dok su maligni tumori nepravilnog oblika i neostrih rubova (Slika 1). Mikroskopski, benigni
tumori su gradeni od dobro diferenciranih stanica, koje nalikuju na stanice normalnih tkiva u
kojima je tumor nastao dok su zlo¢udni tumori gradeni od atipi¢nih stanica koje ne nalikuju na

tkivo iz kojeg su nastali (1).

Rizi¢ni ¢imbenici pogoduju nastanku tumora. Mogu se podijeliti na one koji su predodredeni i ne
mogu se mijenjati, kao $to su: dob, spol, geneti¢ka predispozicija, i na varijabilne, tj. na one na

koje se moze utjecati kao Sto su: prehrana, okoli§, infekcije, lijekovi i1 radioterapija (2).



Benign tumor Malignant tumor

Tumor cells Tumor cells

Normal cells Normal cells

Slika 1. Razlika benignog i malignog tumora

Preuzeto:
https://assets.technologynetworks.com/production/dynamic/images/content/364765/benign-vs-
malignant-tumors-364765-1280x720.webp?cb=12746434

1.2. KARCINOMI

Maligni epitelni tumori nazivaju se karcinomi (lat. carcinoma). Budué¢i da zadrzavaju znacajke
epitela iz kojeg su nastali dijele se na: karcinome plocastog epitela, karcinome prijelaznog epitela
mokraénog mjehura (urotelni karcinomi) i adenokarcinome (karcinomi Zljezdanog podrijetla).
Zloc¢udni tumori solidnih unutarnjih organa nose nazive organa u kojima su nastali, npr. karcinom
kore nadbubreZne Zzlijjezde. Karcinomi su invazivni tumori koji se razvijaju postepeno iz

preinvazivnih promjena u plocastom ili Zlijezdanom epitelu iz kojeg tumor potjece (3).


https://assets.technologynetworks.com/production/dynamic/images/content/364765/benign-vs-malignant-tumors-364765-1280x720.webp?cb=12746434
https://assets.technologynetworks.com/production/dynamic/images/content/364765/benign-vs-malignant-tumors-364765-1280x720.webp?cb=12746434

Postoje Cetiri stadija raka. Stadij 1 obi¢no znaci da je rak mali i da se nalazi unutar organa u kojem
je zapoceo. Stadij 2 oznacava da je tumor vec¢i nego u stadiju 1, ali se rak nije poceo Siriti u okolna
tkiva. Stadij 3 obi¢no znaci da je rak veéi. Mozda se poceo Siriti u okolna tkiva i u obliznjim
limfnim ¢vorovima postoje stanice raka. Stadij 4 znaci da se rak prosirio s mjesta gdje je zapoceo

na drugi tjelesni organ, na primjer u jetru ili plu¢a. To se takoder naziva sekundarni ili metastatski

rak (4).

Razvoj tumora pocinje kada jedna mutirana stanica pocne nenormalno proliferirati (Slika 2).
Dodatne mutacije, nakon kojih u populaciji dolazi do selekcije brze rastucih stanica, dovode do

progresije tumora koji rastu brze 1 postaju zlo¢udniji (5).

Imitiation

BEEEEHEEOSEEOEEE

Adutation

BEOCEGOEEEEEEEEE

Cell
proliteration
Progression

Initial mwmor cell
e lakion

GEEESEOREEEEEEHE
- @ Wariant cell

with increased
prowvth potential

Selection for
rapricd gronthe l

Sariani tumor
call popuiation

S0 10 more
rapidihy

o img
wariant cell

& hore
ra oy
srowing
seariant
turmmor cell
propulation

Slika 2. Stadiji razvoja tumora

Preuzeto: https://www.slideserve.com/manjit/oncogenes-and-cancer
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1.3. ONKOGENI I TUMOR-SUPRESORSKI GENI

Rak nastaje zbog promjena u najvaznijim regulacijskim genima koji kontroliraju stani¢nu

proliferaciju, diferencijaciju i prezivljavanje (6).

Najvaznije su promijene gena koji se svrstavaju u sljedece Cetiri kategorije: onkogeni, tumor-
supresorski geni, geni koji sudjeluju u apoptozi i geni koji sudjeluju u popravku DNA. Onkogeni,
odnosno geni koji uzrokuju zlo¢udne novotvorine, mutacija su protoonkogena koji sudjeluju u
regulaciji normalnog stani¢nog rasta i diobe. Protoonkogenski proteini su: ¢imbenici rasta,
receptori za Cimbenike rasta, signalne molekule, molekule koje se vezu na DNA, regulatori
mitotickog ciklusa. Prootoonkogeni se mogu pretvoriti u onkogene mutacijom, ali mogu i bez
mutacije djelovati kao onkogeni u abnormalnim uvjetima. Procesi koji dovode do nastanka
funkcionalnih onkogena su: tockasta mutacija, prekomjerno izrazavanje, translokacija, insercija

virusnog gena (7).

Onkogeni koji se naj€esce susrecu u ljudskim tumorima su ¢lanovi porodice gena RAS (rasH, rask,
rasN). Oni imaju ulogu u nastanku 20% svih ljudskih malignoma ukljucujuéi 50% slucajeva raka
debelog crijeva 1 25% slucajeva raka pluca. Onkogeni RAS nastaju tockastim mutacijama. Od
odgovaraju¢ih protoonkogena razlikuju se zamjenom pojedina¢nih aminokiselina na klju¢nim
mjestima. Prva otkrivena mutacija bila je zamjena glicina valinom na 12. mjestu (Slika 3).
Mutacije karakteristicne za onkogene ras odrzavaju protein RAS konstitutivno u aktivnoj

konformaciji s vezanim GTP-om (8).

Slika 3. Toc¢kaste mutacije u onkogenima ras.

Preuzeto: Cooper GM, Hausman RE. Stanica. Lauc G, urednik, Zagreb, Medicinska naklada,
2010



Geni koji zaustavljaju rast novotvorina nazivaju se tumor-supresorski geni. Oni djeluju kao
onkogeni 1 suprimiraju prekomjernu proliferaciju stanica. Neoplasticna pretvorba stanica
nastaje ako se ovi geni izgube delecijom ili prestanu normalno funkcionirati zbog mutacije.
Gubitak tumor-supresorskog gena ocituje se kao gubitak heterozigotnosti. Prvi otkriveni
tumor-supresorski gen je RB-1, koji su znanstvenici identificirali istrazivanjem retinoblastoma.
Vjerojatno najvazniji tumor-supresorski gen nazvan je p53. Normalni p53 protein suprimira
djelovanje protoonkogena, a ujedno ima klju¢nu ulogu u regulaciji mitoti¢kog ciklusa. p53
protein je glavni kontrolor koji dopusta prelazak stanica iz G1-faze u S-fazu. Ima sposobnost
da prepozna oSte¢enu DNA; stanicama koje imaju normalnu DNA omoguc¢i prelazak u S-fazu,
dok onima kojima je DNA ostecena blokira taj prelazak (9). Protein p53 djeluje na ostecenu

DNA, nakon ¢ega dolazi do aktivacije jednog od nekoliko mogucih efektora (Slika 4).
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Slika 4. Djelovanje tumor-supresorskog gena p53

Preuzeto: https://cancerci.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12935-021-02396-8
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1.4. KARCINOM GRLICA MATERNICE

1.4.1. EPIDEMIOLOGIJA I ETIOLOGIJA

Globalno, karcinom grli¢a maternice je Cetvrti najées¢i karcinom kod Zena (Slika 5), s oko 660
000 novih slucajeva u 2022. godini. Iste godine, oko 94% od 350 000 smrtnih slucajeva
uzrokovanih karcinomom grli¢a maternice dogodilo se u zemljama s niskim i srednjim prihodima.
Najvise stope incidencije 1 smrtnosti od karcinoma grlica maternice nalaze se u podsaharskoj
Africi, Srednjoj Americi 1 jugoistonoj Aziji. Regionalne razlike u ucestalosti karcinoma grli¢a
maternice povezane su s nejednakostima u pristupu cijepljenju, pregledima i uslugama lijecenja,
¢imbenicima rizika poput prevalencije HIV-a te drustvenim i ekonomskim odrednicama kao $to
su spol, rodne predrasude i siromastvo (10). Neki od ¢imbenika koji su povezani s perzistentnom
infekcijom HPV-om te razvojem maligne bolesti uslijed iste, su puSenje, pretilost, dugotrajna
upotreba oralne kontracepcije, visok paritet, te koinfekcija virusom herpes simplex tip 2, ili
virusom HIV-a (11). Zene koje Zive s HIV-om $est puta ¢esée obolijevaju od karcinoma grliéa
maternice u usporedbi s opom populacijom, a procjenjuje se da je 5% svih slucajeva uzrokovano

HIV-om (10).

U Hrvatskoj je posljednjih 10-ak godina zabiljezeno oko 310 slucajeva i oko 120 smrti od raka
grli¢a maternice godiSnje. Za razliku od vecine drugih sijela raka, ovaj se javlja u nesto mladoj
dobi, prema posljednjim podacima Registra za rak, u 2021. je tre¢ina novooboljelih zena bila
mlada od 50 godina. Prema podacima o smrtnosti, u 2022. godini od karcinoma grli¢a maternice
u Hrvatskoj je umrlo 109 Zena (stopa 5,5/100 000), od kojih je tre¢ina bila mlada od 60 godina. U
posljednjih 10 godina u Hrvatskoj biljezimo trend pada standardizirane stope incidencije raka
grli¢a, dok je mortalitet stabilan (Slika 6). Prema procjenama Europske komisije za 2022. godinu,
u usporedbi s zemljama ¢lanicama EU, Hrvatska se nalazi na 11. mjestu po incidenciji te 12. mjestu

po smrtnosti od karcinoma grli¢a maternice (11)



Estimated number of new cases in 2020, worldwide, females, all ages

Breast
2261 419 (24.5%)

Other cancers

3480 618 (37.8%)
Colorectum
865 630 (9.4%)
Stomach
360 580 (4%) L
Corpus uteri 770 828 (B.4%)
417 367 (4.5%)
Thyroid Cervix uteri
448 915 (4.9%) 604 127 (6.5%)

Total : 9 227 484

Slika 5. Zastupljenost karcinoma kod Zena, u svijetu, 2020.

Preuzeto:
https://www.uicc.org/sites/default/files/styles/original extra large/public/thumbnails/image/Wo
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Slika 6. Stopa incidencije i moretaliteta od 2009.-2019. godine u Hrvatskoj

Preuzeto: https://www.hzjz.hr/wp-content/uploads/2021/01/ceviks-graf-1.png
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1.4.2. PATOHISTOLOGIJA I KLASIFIKACIJA

U najvecem broju oboljelih Zena karcinom grli¢a maternice je planocelularni (karcinom plocastih
stanica). Vrlo rijetko, u manje od 10% oboljelih, rije¢ je o adenokarcinomu. Samo iznimno rijec

je o anaplasti¢nom ili o raku malih stanica (12).

Karcinom grli¢a maternice lokalno se Siri pretezno lateralno i anteroposteriorno. Sirenje u limfne
¢vorove dogada se relativno rano i smatra se da u 15% tumora prvog stadija ve¢ postoji

zahvacéenost limfnih ¢vorova (13).

Za dijagnozu, lijeCenje 1 pracenje pacijentica lijecnici se vode FIGO klasifikacijom karcinoma

grli¢a maternice (Tablica 1).

Tablica 1. FIGO Kklasifikacija karcinoma grli¢a maternice

Stadij 0 Tumor in situ

Stadij I Karcinom ogranicen na vrat maternice

Stadij I a Mikroskopski vidljiva lezija ograni¢ena na grli¢ maternice

Stadij [ al | Stromalna invazija 3 mm i manje (prodor u dubinu) i promjer lezije 7
mm i manje (horizontalno §irenje)

Stadij [ a2 | Stromalna invazija ve¢a od 3 mm, a manja od 5 mm i promjer lezije
ve¢i od 7 mm

Stadij I b | Klinicki vidljiva lezija ograniCena na grli¢ maternice

Stadij I bl | Klini¢ki vidljiva lezija velika 4 cm i manje u najve¢oj dimenziji
Stadij I b2 | Klinicki vidljiva lezija ve¢a od 4 cm u najveéoj dimenziji

Stadij 11 Karcinom grli¢a maternice $iri se izvan vrata maternice, ali ne do
zdjeli¢nih kostiju ni donje tre¢ine rodnice

Stadij Il a | Bez klinickog zahvacanja parametrija

Stadij IT al | Klinicki vidljiva lezija velika 4 cm 1 manje u najvecoj dimenziji
Stadij I a2 | Klinicki vidljiva lezija ve¢a od 4 cm u najveéoj dimenziji

Stadij II b | Klinicki zahvaceni parametriji

Stadij III Karcinom grli¢a maternice §iri se do zdjeli¢nih kostiju 1/ili zahvaca
donju tre¢inu rodnice i/ili uzrokuje hidronefrozu ili zatajenje rada
bubrega

Stadij Il a | Karcinom grli¢a maternice zahvaca donju tre¢inu rodnice, ali bez
Sirenja do zdjeli¢ne stijenke

Stadij III b | Karcinom grli¢a maternice Siri se do zdjelicne stijenke i/ili uzrokuje
hidronefrozu ili afunkciju bubrega

Stadij IV Karcinom grli¢a maternice $iri se na susjedne organe i/ili postoje
udaljene presadnice

Stadij IV a | Sirenje na sluznicu mokraénog mjehura ili rektuma

Stadij IV b | Postojanje udaljenih presadnica




1.4.3. KLINICKA SLIKA I DIJAGNOSTIKA

Predinvazivni i rani invazivni tumori nemaju simptome. Otkrivaju se isklju¢ivo ginekoloskim
pregledom i PAPA-testom. Prvi simptom invazivnog karcinoma grli¢a maternice jest nepravilno
vaginalno krvarenje, najées¢e postkoitalnog tipa. U uznapredovanijim stadijima bolesti pojavljuje
se jaci iscjedak, najcesce neugodna mirisa. Znakovi uznapredovale bolesti jesu bol u maloj zdjelici,
anemija, hidronefroza i posljedi¢na uremija te otekline nogu. Kao posljedica Sirenja bolesti u
mokraéni mjehur moze se razviti hematurija, a kao posljedica Sirenja bolesti u rektum moze doci
do opstrukcije, proljeva ili krvi u stolici. Kod metastatske bolesti klinicka slika ovisi o sijelu
presadnica. Presadnice se najceS¢e nalaze u paraaortalnim limfnim ¢vorovima, kostima, jetri i

plu¢ima (14).

Ginekoloski pregled uz PAPA test osnova je za postavljanje dijagnoze predinvazivnih stadija
bolesti. Bimanualni ginekoloski pregled prac¢en uzimanjem bioptickog materijala najvazniji je test
za postavljanje dijagnoze uznapredovalog karcinoma grli¢a maternice. Kolposkopija moZe pomoci
u postavljanju dijagnoze ranih stadija invazivnog raka (Slika 7). U svrhu provjere lokoregionalne
prosirenosti bolesti, obvezno je u pacijentice s karcinomom grli¢a maternice napraviti MR zdjelice
te u slu¢aju sumnje na invaziju rektuma ili mokraé¢nog mjehura uraditi rektoskopiju i cistoskopiju.
U svrhu bolje definicije stupnja proSirenosti bolesti obvezno je napraviti MSCT abdomena 1
zdjelice/ MSCT toraksa, ili eventualno PET-CT. Svrha je tih pregleda definirati mogucu
zahvacenost zdjeli¢nih i paraaortalnih limfnih ¢vorova tumorom te moguce Sirenje u jetru i u druge
trbusne i izvantrbusne organe. Intravenska urografija je dijagnosticki test kojemu je cilj prepoznati
mogucu tumorom izazvanu opstrukciju protoka mokrace, sto do vodi do klasificiranja bolesti u
FIGO stadij IIIb. Navedenu slikovnu dijagnostiku potrebno je nadopuniti nalazima kompletne

krvne slike, diferencijalne krvne slike i biokemijskim pretragama krvi te klirensom kreatinina (14).
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Slika 7. Ginekoloski pregled s uzimanjem obriska.

Preuzeto: https://www.sciencephoto.com/media/1156288/view/cervical-smear-test-illustration

1.4.4. PREVENCIJA 1 LIJECENJE

Primarna prevencija karcinoma grli¢a maternice je sprjeavanje nastanka infekcije HPV-om koja
je nuzan uzro¢nik raka. Kao 1 kod drugih spolno prenosivih infekcija, najvazniji oblik zaStite je
odgovorno spolno ponasanje i koristenje kondoma pri spolnom odnosu. Protiv infekcije HPV-om,
koja je nuZan preduvjet za razvoj karcinoma grli¢a maternice, postoji cjepivo za zaStitu od
odredenih tipova HPV-a. Cijepljenje protiv HPV-a je u redovitom programu cijepljenja u

Hrvatskoj za ucenice i1 u€enike osmih razreda osnovnih skola (15).

Glavni terapijski modalitet u lijeCenju pocetnih stadija karcinoma grli¢a maternice, odnosno in situ
raka i invazivnog raka FIGO stadija Ia i 1b, jest kirurSko lijecenje. Kod preinvazivnih lezija
primjenjuje se konizacija s gotovo 100%-tnom razinom uspjeSnosti u lijeCenju. U slucaju
invazivnih tumora primjenjuje se radikalni kirurSki zahvat - radikalna histerektomija s
adneksektomijom i lim- fadenektomijom. Kod mladih bolesnica radi odrzavanja fertiliteta, moze
se predloziti radikalna trahelektomija koje je indicirana za tumore veli¢ine do 2 cm.

Konkomitantna radiokemoterapija zlatni je standard u lije€enju lokalno uznapredovalih stadija
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bolesti, odnosno stadija FIGO 1b2-IVa. Usporedno ordiniranje vanjskoga zracenja i cisplatine, u
usporedbi sa samom radioterapijom, znatno povecava vjerojatnost izljeCenja, odnosno smanjuje
rizik od smrtnosti za 40% s procijenjenim 5-godiSnjim prezivljenjem oko 60-70%. Konkomitantna
kemoradioterapija prvenstveno poboljSava lokalnu kontrolu bolesti no svjedoc¢i visoku pojavnost
diseminiranog recidiva. Primjena konkomitantne brahiradiokemoterapija (usporedna primjena
brahiradioterapije niske brzine doze i kemoterapije s ifosfamidom i cisplatinom) pracena
primjenom konsolidacijske kemoterapije ifosfamidom i cisplatinom, postize najbolje rezultate u
lijeCenju lokalno uznapredovalog, inoperabilnog karcinoma grlica maternice. Metastatski
karcinom grliéa maternice je neizljeciva bolest koja se lijeci kemoterapijom temeljenoj na

cisplatini uz dodatak paklitaksela, topotekana, ifosfamida ili gemcitabina (16).

1.5. KARCINOM MOKRACNOG MJEHURA

1.5.1. EPIDEMIOLOGIJA T ETIOLOGIJA

Rak mokra¢nog mjehura je deveta najCesSca vrsta raka u svijetu. Godine 2022. u svijetu je vise od
600 000 ljudi oboljelo od raka mokraénog mjehura, a vise od 220 000 ljudi umrlo je od te bolesti
(17).

Rak mjehura javlja se uglavnom kod starijih ljudi. Otprilike 9 od 10 osoba s ovim karcinomom
starije je od 55 godina. Prosjecna dob ljudi kada im se dijagnosticira rak mokra¢nog mjehura je 73
godine. Vjerojatnost da ¢e muskarci razviti ovaj rak tijekom Zzivota su 1 prema 28. Za Zene,
vjerojatnost je 1 prema 89. Medutim, Sanse svake osobe da dobiju rak mokraénog mjehura mogu

biti vece ili manje od ovoga, ovisno o njihovim ¢imbenicima rizika (18).

PusSenje je glavni ¢imbenik rizika za razvoj raka mokra¢nog mjehura. Ljudi koji puse imaju 3 puta

vecu vjerojatnost da ¢e dobiti rak mokraénog mjehura od ljudi koji ne puSe. Odredene industrijske
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kemikalije takoder se povezuju s rakom mokra¢nog mjehura. Kemikalije koje se nazivaju
aromatski amini, poput benzidina i beta-naftilamina, koje se ponekad koriste u industriji boja,

mogu uzrokovati rak mjehura (19).

Najcesca sijela raka kod muskaraca u 2021. godini bila su rak prostate (2434 slucaja; 18% svih
dijagnoza raka u muskaraca), rak dusnika, bronha i pluca (2192; 17%), rak debelog i zavrSnog
crijeva (2174; 16%), rak mokra¢nog mjehura i drugog urotelnog sustava (836; 6%) i rak bubrega
(575; 4%) (20). To je prikazano na Slici 8.

3000
2500 2434
2192 2174
2000 1899
1500
1271
1000 205
575 523
500 368 405 386
318
556 312
i I 1 I“” |
: E =
PROSTATA (C61)  DUSNIK, DEBELO | MOKRACNI  BUBREG (C64) MELANOM  ZELUDAC (C16) GUSTERACA NON-HODGKIN JETRA (C22)
BRONHI | PLUCA  ZAVRSNO MJEHUR | KOZE (C43) (c25) LIMFOM (C82-
(C33-C34)  CRUEVO(C18- DRUGI €86, C96)
C20) UROTELNI

SUSTAV (C65-
C68)

M Incidencija ® Mortalitet

Slika 8. Najcesca sijela raka u muskaraca u 2021. godini.

Preuzeto: https://www.hzjz.hr/wp-content/uploads/2024/01/1a.jpg
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1.5.2. PATOHISTOLOGIJA I KLASIFIKACIJA

Rak mokra¢nog mjehura najcesce potjece iz prijelaznog epitela (90%). Ostali patohistroloski oblici
su: rak plocastih stanica (3%), adenokarcinom (2%) i rak malih stanica (1%). Za procjenu stadija
prosirenosti karcinoma koristi se TNM sustav (Tablica 2) Ameri¢kog zdruzenog odbora za rak
(American Joint Committee on Cancer, AJCC). T opisuje koliko je primarni tumor narastao te
njegovu invazivnost, odnosno prodor u okolna tkiva, N oznacava Sirenje tumora u limfne ¢vorove,

a M metastaze (21).

Tablica 2. TNM Kklasifikacija raka mokra¢nog mjehura

Primarni tumor (T)

Tx | primarni se tumor ne moze opisati

T0O | nema dokaza primarnog tumora

Ta | neinvazivni papilarni karcinom

Tis | karcinom in sifu: 'flat tumor'

T1 | tumor invadira subepitelno vezivno tkivo

T2 | tumor invadira misiéni sloj

T2a | tumor invadira povrsinski misiéni sloj (unutarnja
polovica)
T2b | tumor invadira duboki miSi¢ni sloj (vanjska polovica)
T3 | tumor invadira perivezikalno tkivo
T3a | mikroskopska invazija perivezikalnoga tkiva
T3b | makroskopska invazija perivezikalnoga tkiva

T4 | tumor invadira jedno od navedenoga: stroma prostate,
sjemeni mjehuri¢i, maternica, vagina, zdjelicna
stijenka, trbusSna stijenka
T4a | tumor invadira jedno od navedenoga: stroma prostate,
sjemeni mjehuri¢i, maternica, vagina

T4b | tumor invadira zdjeli¢nu stijenku, trbusnu stijenku
Limfni ¢vorovi (N)

Tx | limfni ¢vorovi ne mogu biti odredeni

NO | nema zahvacenih regionalnih limfnih ¢vorova

N1 | jedan zahvaceni regionalni limfni ¢vor u zdjelici

N2 | vise od jednog zahvacenog limfnog ¢vora u zdjelici
N3 | metastaze u zajednickim ilijacnim limfnim ¢vorovima
Udaljene presadnice (M)

MO | nema udaljenih presadnica

M1 | udaljene presadnice
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Od novodijagnosticiranih zlo¢udnih tumora mokra¢noga mjehura njih oko 70% pripada tzv. ne-
miSi¢no invazivnim tumorima. Od njih pak 70-75% cine egzofiti¢ni papilarni tumori ogranic¢ent
na sluznicu (stadij Ta), oko 20-25% invadira submukozu (stadij T1), a u oko 5-10% nalazimo
ravne, tumore koji dopiru do bazalne membrane (Tis). Ovi tumori imaju sklonost recidiviranju te
¢e 10-70% bolesnika s Ta tumorom doZivjeti povratak bolesti u mjehuru unutar 5 godina. MiSi¢no
invazivni tumori su oni koji invadiraju misiéni sloj stijenke (T2), prosirili se ekstravezikalno (T3)

ili invadiraju susjedna tkiva i organe (T4).

1.5.3. KLINICKA SLIKA I DIJAGNOSTIKA

U 90% bolesnika rak mokra¢noga mjehura ocituje se bezbolnom hematurijom, mikroskopskom
ili makroskopskom. Takoder, pojavljuje se ucestalo mokrenje zbog smanjenog kapaciteta mjehura
ili rjede, simptoma urinarne infekcije. Znakovi lokalnog Sirenja su hidronefroza, opstipacija,
limfedem te palpabilna masa u maloj zdjelici. Kod uznapredovale bolesti pojavljuju se simptomi
vezani uz sijela presadnica. Urotelni rak najéeS¢e metastazira u trbusne limfne ¢vorove, jetru, pluca

i kosti (21).

Ako se pojavi hematurija, bolesniku je potrebno napraviti intravensku urografiju te cistoskopiju
(Slika 9). Ako cistoskopija pokaze tumor, potrebno je uciniti transuretralnu resekciju tumora u
mjehuru. Za potvrdu dijagnoze tumora gornjeg dijela urotrakta izvode se retrogradna pijelografija
te ureteroskopija. Kao pomo¢ u dijagnostici sluzi citoloski pregled mokrace. Za procjenu
prosirenosti bolesti sluzimo se MSCT-om ili MR-om abdomena i male zdjelice te RDG-om pluca.
U sluc¢aju poviSene vrijednosti alkalne fosfataze ili prisutnih drugih simptoma vezanih uz kostani

sustav, potrebno je uciniti scintigrafiju kostiju (21).
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Slika 9. Cistoskopski prikaz papilarnog karcinoma mokra¢nog mjehura iznad lijevog usc¢a uretre.

Preuzeto: https://www.bladdercancerjournal.com/case-17

1.5.4. LIJECENIJE

Primarni oblik lijeenja povrSinskog raka mokraénoga mjehura jest transuretralna endoskopska
resekcija (TUR). S obzirom na visoku stopu lokalnog povratka bolesti, nakon resekcije potrebno
je u tromjesecnim intervalima ponavljati cistoskopiju. Adjuvantno se intravezikalno aplicira
imunoterapija ili kemoterapija. U imunoterapiji povrSinskog raka mokra¢noga mjehura
primjenjuje se BCG (Bacillus Calmette-Guérin), dok se od citostatika najéeS¢e primjenjuje
mitomicin C (mora se aplicirati unutar 24 sata nakon transuretralne resekcije te potom, prema
potrebi, ponoviti aplikaciju). Rjede se primjenjuje doksorubicin. Nakon aplikacije citostatika

bolesnik ne mokri jedan sat te hoda, kako bi se zadrzao kontakt lijeka s endotelom (21).

Svi su invazivni karcinomi mokra¢noga mjehura visokoga stupnja zlocudnosti. Osnovni oblik
lijeCenja miSiéno invazivnog raka mokra¢noga mjehura jest radikalna cistektomija, s
neoadjuvantnom kemoterapijom temeljenom na cisplatini (CG ili MVAC protokol). Metastatska
se bolest lije¢i kemoterapijom i imunoterapijom. Od citostatika rabe se cisplatin, metotreksat,
doksorubicin, vinblastin, gemcitabin i paklitaksel. Danas je standardna prvolinijska kemoterapija

kombinacija cisplatine i gemcitabina (CG-protokol). Za pacijente koji ne mogu podnijeti lijeCenje
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cisplatinom u 1. liniji lijeCenja mozZe se primijenti imunoterapija atezolizumabom ili
pembrolizumabom. U drugoj liniji lijeCenja anti-PD1 ili anti-PDL1 imunoterapija je preferirana
terapijska opcija pred citostatskom terapijom (vinflunin, taksani). Imunoterapija anti-PD1 i anti-
PDL1 protutijelima je upravo kod raka mokra¢nog mjehura pokazala izuzetnu djelotvornost 1

zasad je ovaj rak sijelo s najve¢im odobrenim brojem imunoterapijskih opcija (21).

1.6. ZELENI CAJ

1.6.1. KARAKTERISTIKE i STANISTE

Cajevac (Camellia) je otporan zimzeleni grm ili malo stablo koje je vjerojatno najéesée uzgajana
vrsta Camellie na svijetu, tradicionalno koriStena za proizvodnju Cajeva s kofeinom (Slika 11).
Listovi se beru kada po¢nu rasti pocetkom proljeca, a zatim se razlicito obraduju kako bi se stvorili
bijeli, zeleni, oolong i crni ¢aj. Postoje dvije glavne vrste. Camellia sinensis var. sinensis je kineska
sorta s malim listovima koja je otpornija na hladnoc¢u. C. sinensis var. assamica dolazi iz regije
Assam na sjeveru Indije 1 ima vece listove. Razlike u okusu, boji i aromi izmedu ovih ¢ajeva

postiZu se variranjem sorte, klime, berbe, oksidacije 1 obrade (22).

Slika 11. Kineski ¢ajevac (lat. Camellia sinensis)

Preuzeto: https://www.plantea.com.hr/wp-content/uploads/2023/11/kineski-cajevac-9-

1170x650.jpg
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1.6.2. DOBIVANIJE ZELENOG CAJA

Manji mladi listovi i pupoljci koriste se za proizvodnju zelenog ¢aja, dok se stariji, veci listovi

koriste za oolong i crni ¢aj, a pupoljci za bijeli ¢aj (22).

Za konzumaciju sakupljaju se mladi, svijetlozeleni listovi, ru¢no se sakupljaju svakih 7-14 dana.
Razlika izmedu zelenog i crnog ¢aja je u procesu pripreme. Zeleni ¢aj je neobraden dok su listovi
crnog Caja fermentirani. Listovi se ne smiju kuhati, treba ih samo popariti kljucalom vodom,
poklopiti 1 nakon nekoliko minuta procijediti. Ako se ostavi duze vrijeme da se listovi namacu, ¢aj

bude gorak. Jedan svjezi list sadrzi oko 4% kofeina (23).

1.6.3. AKTIVNI SPOJEVI I NJIHOVA LJEKOVITOST

Zdravstvene prednosti zelenog Caja proizlaze iz prisutnosti prirodnih antioksidansa, poput
polifenola: Siroke skupine spojeva koji ¢ine ¢ak 30% suhe tezine zelenog ¢aja. Vjeruje se da su
polifenoli iznimno snazni antioksidansi, s u¢inkom poput vitamina C i1 E, karotena i tokoferola.
Koli¢ina zdravih aktivnih tvari u ¢ajevima ovisi o vrsti ¢aja, koli€ini listova po porciji, temperaturi

i vremenu kuhanja (24).

Istrazivanja koja potvrduju visok antioksidativni potencijal ¢ajeva tvrde da on potjee od znatne
koli¢ine katehina, vrste fenolnog spoja s pozitivnim u¢inkom na ljudsko zdravlje. Zeleni ¢aj sadrzi
Cetiri glavna katehina: epikatehin (EC), epikatehin-3-galat (ECG), epigalokatehin (EGC) i
epigalokatehin-3-galat (EGCG), pri ¢emu je EGCG najaktivniji i najzastupljeniji (Slika 12).
Katehini iz ¢aja pokazuju izvanrednu antioksidativnu aktivnost zahvaljujuci svojoj sposobnosti

neutraliziranja slobodnih radikala 1 jacanju aktivnosti enzima detoksikacije (24).
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Slika 12. Struktura epigalokatehin-3-galata

Preuzeto: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/65064#section=Structures

Kofein je bitna komponenta ¢ajeva i odgovoran je za njihov karakteristican i ugodan okus (Slika
13). Istovremeno, snazan je antioksidans koji doprinosi antioksidativnom potencijalu napitka.
Njegova razina ovisi o vremenu berbe i starosti listova, $to su listovi stariji, to je manji sadrzaj
kofeina. Kofein ovisi i o sorti ¢aja, vremenskim uvjetima tijekom vegetacije, kao i metodi kuhanja.
Ucinak kofeina temelji se na njegovom antioksidativnom potencijalu, neutraliziraju¢i reaktivne
kisikove vrste i pojacavajuci aktivnost enzima antioksidansa te ukupne razine glutationa. U
redovitim dozama kofein moZe smanjiti trajni oksidativni stres, ¢ime smanjuje ucestalost bolesti
povezanih s slobodnim radikalima. Osim toga, kofein moze inhibirati izlu¢ivanje proinflamatornih

citokina, pokazuju¢i protuupalne ucinke (24).
0
/
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Slika 13. Struktura kofeina.

Preuzeto: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/25194#section=Structures
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Fenolne kiseline su sekundarni biljni metaboliti, poznati po svom visokom antioksidativnom i
protuupalnom potencijalu, uz neuroprotektivne 1 hipoglikemijske ucinke. Takoder je utvrdeno da
inhibiraju rast stanica raka i sprjeCavaju metastaze. Neke fenolne kiseline, moduliranjem
metabolizma lipida 1 ugljikohidrata, mogu podrzati regulaciju metabolickih poremecaja. Jedan od

najces¢ih spojeva iz ove skupine u hrani je klorogenska kiselina (Slikal4).

Slika 14. Struktura klorogenske kiseline

Preuzeto:https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/1794427#section=Structures

Rutin, koji je polifenolni spoj, snazan je antioksidans (Slika 15). Njegova sinergijska interakcija s
askorbinskom kiselinom moZe pojacati zaStitne ucinke obje tvari na kardiovaskularni sustav,
jacajuci krvne zile. Takoder ima antidijabeticka 1 protuupalna svojstva, sprjeCavajuci patologije
povezane s dijabetesom. Njegova antioksidativna i protuupalna aktivnost nudi potencijal za
sprjeCavanje stanja uzrokovanih slobodnim radikalima ili upalnim procesima, ukljucujuci

neurodegenerativne bolesti (24).

20


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/1794427#section=Structures

Slika 15. Struktura rutina

Preuzeto: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/5280805#section=Structures

Kvercetin je fitokemikalija s antioksidativnim i neuroprotektivnim djelovanjem (Slika 16). Osim
toga, opazeno je da normalizira metabolizam ugljikohidrata inhibiranjem apsorpcije glukoze iz
probavnog trakta, regulira izlu¢ivanje inzulina 1 poboljSava osjetljivost na inzulin u tkivima.
Stovide, kombinacija kvercetina s epigalokatehin-3-galatom (EGCG) moze pojacati

antikancerogene uc¢inke oba spoja (24).

Slika 16. Struktura kvercetina

Preuzeto: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/5280343#section=Structures
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1.7. SREBRO

1.7.1. SREBRO

Srebro je mekan i sjajan prijelazni metal koji je poznat po tome §to ima najvecu reflektivnost od
svih metala. Medu mnogim korisnim svojstvima, srebro je prepoznato po svom antimikrobnom
djelovanju. Poznato je da srebro postaje bioloski aktivno kada se rasprsi u svoj monoatomski ionski

oblik (Ag").

Do danas su poznata tri mehanizma pomocu kojih srebro djeluje na mikrobe. Prvo, srebrni kationi
mogu stvoriti pore i probiti bakterijsku stani¢nu stijenku reakcijom s komponentom
peptidoglikana. Drugo, srebrni ioni mogu uéi u bakterijsku stanicu, inhibirajuci stani¢no disanje 1
ometaju¢i metabolicke puteve, §to dovodi do stvaranja reaktivnih kisikovih spojeva. Na kraju,

srebro unutar stanice moze takoder ometati DNA i njezin replikacijski ciklus (25).

1.7.2. KOLOIDNO SREBRO

Koloidno srebro je mjeSavina srebrnih iona 1 srebrnih nanocestica suspendiranih u vodenom
mediju. Sintetizira se elektrolizom koriste¢i set srebrnih katoda. Koloidno srebro prvi je put
upotrijebio 1891. godine kirurg po imenu B.C. Crede za sterilizaciju rana. Upotreba srebra
postajala je sve popularnija izmedu 1900. i 1940. godine. Nakon toga, antibiotici su zamijenili
upotrebu srebra. Danas se mnogi proizvodi nude ne samo kao otopine koloidnog srebra, ve¢ i kao
osobni uredaji prikladni za kuénu upotrebu, koji sintetiziraju koloidno srebro. Medutim,
komercijalizacija koloidnog srebra popracena je nedosljednostima u proizvodnji i svojstvima, kao
1 slu¢ajevima neocekivanih nuspojava. Stoga je Agencija za hranu i lijekove (FDA) iskljucila bilo
koje komercijalizirano koloidno srebro koje tvrdi da ima zdravstvene koristi bez znanstvenih
dokaza. Slicne mjere poduzeli su Therapeutic Goods Administration (TGA) u Australiji i Europska
komisija (EC). Komercijalna prodaja koloidnog srebra nije zabranjena, ali tvrdnje o zdravstvenim

prednostima bez znanstvene potpore nisu dopustene (25).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA
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Cilj istrazivanja je ispitati potencijalno citotoksi¢no djelovanje koloidnog srebra proizvedenog u

zelenom ¢aju na stani¢ne linije humanih karcinoma.

Hipoteza o potencijalnoj citotoksiCnosti ispitivana je na stani¢nim linijama karcinoma grli¢a

maternice (HeLa i SiHa) i karcinoma mokraé¢nog mjehura (T24 i TCCSUP).
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3. MATERIJALI I METODE
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3.1. STANICNE LINIJE

In vitro ispitivanje citotoksi¢nosti provodilo se na humanim stani¢nim linijama karcinoma grlica
maternice (HeLa i SiHa) te karcinoma mokra¢nog mjehura (T24 i TCCSUP). Karakteristike

navedenih stani¢nih linija prikazane su u tablicama 3, 4, 5, 6.

Tablica 3. Karakteristike stani¢ne linije HeLa

Preuzeto: https://www.atcc.org/products/ccl-2

Organizam Homo sapiens, ¢ovjek
Vrsta stanica Epitelne

Morfologija Epitelna

Tkivo Maternica, cerviks

Bolest Adenokarcinom

Dob 31 godina

Spol Zensko

Etnicitet Crna rasa

Format proizvoda Smrznuto

Primjena 3D kultura stanica, bioproizvodnja
Uvjeti cuvanja Parna faza tekuceg dusika
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ATCC Number: CCL-2
Designation:  Hela

High Density

Slika 17. Stanice karcinomske linije HeLa

Preuzeto: https://www.atcc.org/products/ccl-2
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Tablica 4. Karakteristike stani¢ne linije SiHa

Preuzeto: https://www.atcc.org/products/htb-35

Organizam Homo sapiens, ¢ovjek
Vrsta stanica Epitelne

Morfologija Epitelna

Tkivo Maternica, cerviks

Bolest Karcinom plocastih stanica
Dob 55 godina

Spol Zensko

Etnicitet Azijski

Format proizvoda Smrznuto

Uvjeti cuvanja

Parna faza tekuceg dusika

Primjena

3D kultura stanica
Istrazivanje raka
Istrazivanje zaraznih bolesti

Istrazivanje spolno prenosivih bolesti

Slika 18. Stanice karcinomske linije SiHa

Preuzeto: https://www.researchgate.net/figure/Morphology-of-SiHa-cells-a-before-treatment-

and-b-d-after-incubated-with fig5 225977369
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Tablica 5. Stanice karcinomske linije T24

Preuzeto: https://www.atcc.org/products/htb-4

Organizam Homo sapiens, ¢ovjek

Vrsta stanica Epitelne

Morfologija Epitelna

TKkivo Mokraéni mjehur

Bolest Karcinom prijelaznog epitela
Dob 81 godina

Spol Zensko

Etnicitet Bijela rasa

Format proizvoda Smrznuto

Primjena

transfekciju

ATCC Number: HTB-4 ™
Designation: 124

Low Density

Slika 19. Stanice karcinomske linije T24

Preuzeto: https://www.atcc.org/products/htb-4

Ova stani¢na linija prikladan je domacin za
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Tablica 6. Stanice karcinomske linije TCCSUP.

Preuzeto: https://www.atcc.org/products/htb-5

Organizam Homo sapiens, ¢ovjek

Vrsta stanica Epitelne

Morfologija Epitelna

TKkivo Mokraéni mjehur

Bolest Karcinom prijelaznog epitela

Dob 67 godina

Spol Zensko

Etnicitet Bijela rasa

Format proizvoda Smrznuto

Primjena 3D kulturea stanica, istraZivanje raka

Slika 20. Stanice karcinomske linije TCCSUP

Preuzeto: https://www.cytion.com/TCCSUP-Cells/305073
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3.2. ZELENA SINTEZA KOLOIDNOG SREBRA

Za zelenu sintezu koloidnog srebra prethodno je bilo potrebno pripraviti otopinu zelenog caja,
otopinu natrijevog karbonata koncentracije 0,1 M za naknadno podeSavanje pH vrijednosti otopina
(6, 7, 8, 9) 1 otopinu srebrovog nitrata koncentracije 0,0001 M koji se koristio za dokapavanje u
rashladenu i profiltriranu otopinu ¢aja. Otopina zelenog ¢aja je pripravljena mijeSanjem suhog eko
zelenog Caja s prokljuc¢alom destiliranom vodom. Zeleni ¢aj je kuhan u periodu od 20 minuta na
temperaturi 90 — 95 °C uz koriStenje magnetske mjesalice. Vruca otopina profiltrirana je kroz filter
papir, a nakon hladenja na sobnoj temperature filtracija je provedena pomoc¢u vakuum filter pumpe

sa staklenim vlaknima veli¢ina pora 1 pm.

Nakon $to su pripravljene otopine srebrovog nitratra koncentracije 0,001 M, natrijevog karbonata
koncentracije 0,1 M 1 zelenog ¢aja koji je dvostruko filtriran, sinteza se provodi na nacin da se u
otopinu zelenog ¢aja dokapava otopina srebrova nitrata brzinom 1 kap/s uz mijeSanje na
magnetskoj mijesalici brzinom 700 o/min. Naknadno podeSavanje pH vrijednosti otopinom

provodilo se otopinom natrijeva karbonata.

Potrebno je 45 mL otopine AgNOs3 i 15 mL otopine ¢aja za jedan uzorak odnosno sinteza se
provodila u omjeru 3:1 u korist otopine AgNOs3. Sintetizirano je 4 uzorka koloidnog srebra (pH

vrijednosti 6, 7, 8 19).

Nakon sinteze uzoraka koloidnog srebra i naknadnadnog podeSavanja pH vrijednosti otopinom
natrijeva karbonata koncentracije 0,1 M izvrSeno je centrifugalno talozenje svakog sintetiziranog

uzorka pomocu centrifalnog taloznika.

Talozenje svakog od uzroraka provodilo se u vremenu od 10 min brzinom od 3000 o/s.

Centrifugalno taloZenje je omogucilo smanjenje mutnosti dobivenih suspenzija (26).
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3.3. STANICNA KULTURA

Stani¢ne linije su nakon odmrzavanja uzgojene u DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium)
mediju u vlaZznom inkubatoru na 37°C, uz 5% CO>. DMEM je Siroko koriStena bazalna podloga
za potporu rastu mnogih stanica sisavaca. Sadrzi hranjive tvari (aminokiseline i minerale),
glzukozu i FBS (Fetal bovine serum, hrv. govedi serum). U njemu se nalaze i antibiotici te fenolno
crvenilo (indikator koji promjenom boje u zutu ukazuje da je potrebna promjena medija jer su ga
stanice prerasle). Adherirane stanice na podlozi, nakon uklanjanja DMEM-a PBS-om (phosphate
buffer saline, hrv. puferirana otopina fosfatnih soli), tretiramo tripsinom, proteolitickim enzimom

koji cijepanjem peptidnih veza omogucava odvajanje stanica od podloge te njihovo presadivanje.

Potom slijedi brojanje stanica pomocu Biirker - Tiirkove komorice (Slika 21) pri ¢emu se 10 pL
stanica pomijeSa s 90 pL Trypan Blue boje koja boja mrtve stanice te tako omogucava brojanje
zivih stanica koje nisu obojane. U komoricu prenesemo pripravljenu stanicnu suspenziju te
pomocu mikroskopa izbrojimo Zive stanice unutar pet kvadratica (Slika 22), a konacan broj
izra¢unamo po formuli: N x 10 x 10* stanica/mL (N = broj zivih stanica u kvadrati¢ima, 10 = faktor

razrjedenja, 10* =volumen komorice).

Slika 21. Biirker - Tiirkova komorica
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Slika 22. Komorica za brojanje stanica

Jednak broj stanica presaduje se u 96 jazica u 3 replikata te se ostave preko noci da se prihvate za

podlogu (Slika 23).

Slika 23. Presadivanje stanica u jaZice

Nakon 24 sata isisamo medij sa stanica i tretiramo sa ekstraktom koloidnog srebra proizvedenog

u zelenom c¢aju. Na stanice grli¢a maternice djelujemo u razli¢itim razrjedenjima: 0,1%, 0,5%, 1%,
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2,5%, 5%, 10%, 20%, 30%, 40% i 50%. Tri jazice, koje sadrze samo medij predstavljaju kontrolu.

Stanice se potom ostave u inkubatoru tijekom 4, 24, 48 i 72 sata.

3.4. TEST CITOTOKSICNE AKTIVNOSTI (MTT)

MTT je uspostavljena metoda za odredivanje broja odrzivih stanica u istrazivanjima proliferacije
1 citotoksi¢nosti. Ovaj test temelji se na cijepanju zutog tetrazolina (MTT) pomoc¢u mitohondrijskih
enzima. Kao produkt reakcije nastaje topljivi ljubiCasti formazan, a koliina proizvedenog

formazana izravno je proporcionalna broju Zivih stanica, prisutnih tijekom izlaganja MTT-u (27).

Metabolicki aktivne stanice pretvaraju MTT u formazan, dok mrtve stanice gube tu sposobnost
(Slika 24). Mehanizam pretvorbe MTT-a ukljucuje reakciju s NADH-om koji prenosi elektrone
do MTT-a (28).

Nakon dodatka otopine MTT-a, stanice se inkubiraju na 37°C kroz 2 sata. Ljubicasti formazan koji
nastaje u stanici se mjeri spektrofotometrijski. Nakon uklanjanja medija, novonastali formazan se
otopi u otopini DMSO (dimetil sulfoksid) kako bi se mogla ocitati njegova apsorbancija na 570

nm. Plocice se potom inkubiraju 10 min na 37°C uz treskanje.

Citotoksi¢na aktivnost ispitivanih uzoraka koloidnog srebra proizvedenog u zelenom c¢aju se
iskazuje omjerom izmjerenih apsorbancija stanica tretiranih uzorcima vodenih ekstrakata

koloidnog srebra te apsorbancija onih koje nisu tretirane (kontrolne skupine).

Slika 24. Obojenje stanica ljubicastim formazanom
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3.5. STATISTICKA ANALIZA

Izmjerene su apsorbancije kontrolnih (stanice karcinoma u mediju) te ispitivanih skupina (stanice
tretirane otopinom koloidnog srebra proizvedenog u zelenom c¢aju). IzraCunate su srednje
vrijednosti apsorbancije kontrolnih i ispitivanih skupina nakon 4, 24, 48 1 72 sata te vrijednosti
omjera izmedu srednjih vrijednosti ispitivanih i kontrolnih skupina za svaku koncentraciju
koriStenih ekstrakata nakon 4, 24, 48 1 72 sata. Za iracunavanje IC50 vrijednosti te za statisticku

analizu koriSten je program GraphPad Prism 8.0. Dobiveni rezultati su prikazani graficki.
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4. REZULTATI
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4.1. STANICNA LINIJA HeLa
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Slika 25. Citotoksi¢na aktivnost koloidnog srebra, (IC50, postotak koji inhibira rast stanica za

50%; ND, ne moze se odrediti; statisticki znacajna razlika: a, P <0,05; b, P <0,01; c, P <0,001).

Citotoksi¢na aktivnost ostvarena je u svim koncentracijama. Znacajna citotoksi¢na aktivnost
uocena je nakon 24, 48 1 72 sata, pri ¢emu je IC50 vrijednost nakon 24 sata 21,12%, 48 sati 11,93%,
a nakon 72 sata 5,21%. 1C50 vrijednost se nije mogla odrediti za vremenski interval od 4 sata.
Najznacajnija citotoksi¢na aktivnost uocena je nakon 72 sata pri postotku od 10% i primjenom

koncentriranijih otopina se zna¢ajno ne uvecava.
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4.2. STANICNA LINIJA T24

T24
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Slika 26. Citotoksicna aktivnost koloidnog srebra, (IC50, postotak koji inhibira rast stanica za

50%; ND, ne moze se odrediti; statisticki znacajna razlika: a, P <0,05; b, P <0,01; c, P <0,001).

Znacajna citotoksi¢na aktivnost uocena je nakon 48 i 72 sata, pri ¢emu je IC50 vrijednost nakon
48 sati 10,45%, a nakon 72 sata 6,72%. 1C50 vrijednost se nije mogla odrediti za vremenske
intervale od 4 1 24 sata. Najznacajnija citotoksi¢na aktivnost uoc¢ena je nakon 72 sata pri postotku

od 10% 1 primijenom koncentriranijih otopina se znac¢ajno ne uvecava.
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4.3. STANICNA LINIJA SiHa
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Slika 27. Citotoksi¢na aktivnost koloidnog srebra, (IC50, postotak koji inhibira rast stanica za

50%; ND, ne moze se odrediti; statisti¢ki znacajna razlika: a, P <0,05; b, P <0,01; c, P <0,001).

Citotoksi¢na aktivnost je uocena pri svim koncentracijama. Znaajna citotoksi¢na aktivnost
uocena je nakon 48 1 72 sata, pri ¢emu je IC50 vrijednost nakon 48 sati 43,95%, a nakon 72 sata
26,2%. IC50 vrijednost se nije mogla odrediti za vremenske intervale od 4 i 24 sata. Najznacajnija
citotoksi¢na aktivnost uocena je nakon 72 sata pri upotrebi 5%, 30% i 50%-tnih otopina. Kod

primjene koncentracija od 10% 1 20% doslo je do neznatnog pada citotoksicne aktivnosti i porasta

broja metabolicki aktivnih stanica u odnosu na 5%-tnu otopinu.

Na stani¢noj liniji SiHa proveden je i kontrolni eksperiment gdje su stanice tretirane otopinom

samo zelenog ¢aja u razlicitim razrjedenjima (Slika 28).
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Slika 28. Citotoksi¢na aktivnost zelenog ¢aja, (IC50, postotak koji inhibira rast stanica za 50%;
ND, ne moze se odrediti; statisticki znacajna razlika: a, P <0,05; b, P <0,01; c, P <0,001).

Citotoksi¢na aktivnost zapazena je u intervalima od 48 i 72 sata, a najvidljivija je koriStenjem
20%-tne otopine. lako zeleni ¢aj pokazuje citotoksi¢nu aktivnost, pri nijednom razrijedenju i u

nijednom intervalu ona nije znacajno izrazena da bi mogla nadmasiti u¢inak koloidnog srebra.
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4.4. STANICNA LINIJA TCCSUP
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Slika 29. Citotoksi¢na aktivnost koloidnog srebra, (IC50, postotak koji inhibira rast stanica za
50%; ND, ne moze se odrediti; statisticki znacajna razlika: a, P <0,05; b, P <0,01; c, P <0,001).

Citotoksicna aktivnost je najveca nakon 72 sata uz koriStenje 50%-tne otopine, no nije znacajna,
IC50 se ne moze odrediti za nijedan vremenski interval. Mozemo zakljuciti da koloidno srebro ne

ostvaruje zapazen uc¢inak na TCCSUP stanice.

Na stani¢noj liniji TCCSP proveden je i kontrolni eksperiment gdje su stanice tretirane otopinom

samo zelenog ¢aja u razli¢itim razrjedenjima (Slika 30).
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Slika 30. Citotoksi¢na aktivnost zelenog ¢aja, (IC50, postotak koji inhibira rast stanica za 50%;
ND, ne moze se odrediti; statisticki znacajna razlika: a, P <0,05; b, P <0,01; c, P <0,001).

Citotoksi¢na aktivnost nije znacajna, no zapazena je pri nizim koncentracijama, dok je pri najvisoj
koncentraciji skoro uop¢e nema. Koloidno srebro proizvedeno uz pomoc¢ zelenog caja ostvaruje

bolji uc¢inak od ¢istog zelenog ¢aja.
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5. RASPRAVA
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Rak je jedna od najstrasnijih bolesti 20. stoljeca, a Siri se dalje uz stalni porast ucestalosti i u 21.
stoljecu. Svi oblici raka su izljecivi ako se otkriju dovoljno rano. Stanice raka nastavljaju rasti osim
ako se ne dogodi jedna od cCetiri stvari: kancerogena masa se kirurski ukloni, koriStenje
kemoterapije ili neke druge vrste specifi¢nog lijeka za rak (poput hormonske terapije), koristenje

terapije zracenjem ili se stanice raka smanjuju i nestanu same od sebe (29).

U 2022. godini bilo je 9,7 milijuna smrtnih slucajeva (9,96 milijuna zabiljezeno je 2020. godine)
te 20 milijuna novih slu¢ajeva raka (19,6 milijuna u 2020. godini). Predvida se da ¢e broj sluc¢ajeva

raka porasti na 35 milijuna do 2050. godine (30).

Izmedu 30-50% svih slucajeva raka je moguce sprijeciti. Prevencija predstavlja najisplativiju
dugoroc¢nu strategiju za kontrolu raka. Osnova prevencije je izbjegavanje Cimbenika rizika kao $to
su: puSenje, alkohol, prekomjerna tjelesna tezina, infekcije. Infekcije koje uzrokuju rak, kao sto su
hepatitis 1 humani papiloma virus (HPV), odgovorne su za do 25% slucajeva raka u zemljama s
niskim i srednjim prihodima. Dostupna su cjepiva za virus hepatitisa B i neke vrste HPV-a, koja

mogu smanjiti rizik od raka jetre i raka grli¢a maternice (31).

Koloidno srebro i zeleni ¢aj pokazuju citotoksican ucinak na karcinomske stanice i ta saznanja

potaknula su ovo istrazivanje.

Poznato je da stanice raka povecavaju stopu glikolize u kojoj laktat dehidrogenaza sudjeluje u
kataliziranju pretvorbe piruvata u laktat, Sto trosi NADH i regenerira NAD+ . U studiji je pokazano
da su MCF-7 stanice raka dojke tretirane koloidnim srebrom znacajno smanjile aktivnost
dehidrogenaze, §to je rezultiralo smanjenjem omjera NADH/NAD+, §to posljedi¢no inducira

stani¢nu smrt zbog smanjenja mitohondrijskog membranskog potencijala (32).

EGCQG, glavni katehin koji se nalazi u zelenom ¢aju (Camellia sinensis), ima potencijal utjecati na
niz ljudskih bolesti. Velik dio svojstava zelenog ¢aja za rak posredovan je EGCG-om koji inducira
apoptozu 1 potie zaustavljanje rasta stanica. Studije in vitro pokazale su da EGCG blokira
karcinogenezu utjecuéi na Siroku lepezu putova prijenosa signala ukljuc¢ujuéi JAK/STAT, MAPK,
PI3K/AKT, Wnt i Notch. Razli¢ite klinicke studije otkrile su da lijeCenje EGCG-om inhibira
pojavu 1 mnozinu tumora na razli¢itim mjestima organa kao §to su jetra, zeludac, koza, pluca,

mlijecne Zlijezde i debelo crijevo (33).
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Predmet ovoga istraZivanja je citotoksicni utjecaj koloidnog srebra proizvedenog u zelenom caju

na stanicne linije HeLa, SiHa, T24 i TCCSUP.

In vitro ispitivanjem na Hela 1 T24 stanicama utvrden je citotoksi¢ni u€inak koloidnog srebra.
Kod HeLa stanica umjeren ucinak je vidljiv ve¢ pri najnizim koncentracijima. Zna¢ajna promjena
se oCituje nakon 72 sata, primjenom 5%-tne otopine. Najizrazeniji u¢inak je svakako vidljiv nakon
najduzeg intervala, uz primjenu 10%-tne otopine te se primjenom vecih koncentracija rezultat

znacajno ne mijenja.

Kod T24 stanica najizrazeniji u¢inak je takoder vidljiv nakon 72 sata primjenom 10%-tne otopine

1 daljnom primjenom visih koncentracija ne dolazi do znacajnijih razlika.

Na SiHa i TCCSUP stanicama ostvareni u¢inak je manji, posebno na TCCSUP stanicama gdje je

skoro pa zanemariv.

Za SiHa stanice prva znacajnija citotoksi¢na aktivost je primjetna primjenom 5%-tne otopine,
potom broj stanica ponovno kreée rasti uz malo veée koncentracije i na kraju ipak dolazi do

najznacajnijeg pada pri najvecoj koncentraciji u najduzem intervalu.

Na TCCSUP stanice koloidno srebro djeluje slabo citotoksi¢no 1 IC50 mu nigdje nije mjerljiv, a
najznacajnija citotoksicna aktivnost, koja je i dalje jako slaba, je pri najviSoj koncentraciji (50%-

tna otopina) 1 najduzem intervalu (72h).

Na SiHa i TCCSUP stanicama je takoder provedeno djelovanje sa Cistim zelenim Cajom u

razli¢itim razrijedenjima i nije postignut uc¢inak znacajniji od ucinka koloidnog srebra.

In vitro ispitivanjem dobiveni rezultati pokazuju citotoksi¢no djelovanje koloidnog srebra na
stani¢ne linije karcinoma grli¢a maternice i mokra¢nog mjehura upotrebom razli¢itih koncentracija
kroz odredeni period inkubacije. Dokazana je i ovisnost citotoksi¢ne aktivnosti, odnosno postotak
metabolicki aktivnih stanica, o koncentraciji ispitivanih uzoraka i vremenu izlaganja. Posebno
izrazen ucinak je ostvaren na stani¢nim linijjama HelLa i T24. Iz svega navedenog mozemo
zakljuciti da koloidno srebro ima potencijal za daljnja biomedicinska ispitivanja u svrhu lijecenja
karcinioma, stoga su potrebna dodatna in vitro ispitivanja kojima bi se moglo potvrditi njegovo

citotoksi¢no djelovanje.
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6. ZAKLJUCAK
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)
8)

In vitro izlaganje stanica karcinoma grli¢a maternice (HeLa i SiHa) i mokraénog mjehura
(T24 1 TCCSUP) koloidnom srebru, proizvedenom pomocu zelenog ¢aja, dovelo je do
smanjenja prezivljenja tih stanica, odnosno smanjuje se postotak metabolicki aktivnih
stanica.

Ispitivani uzorci uglavnom su pokazali citotoksican ucinak ovisan o koncentraciji 1
vremenu inkubacije.

Djelovanje koloidnog srebra je slicno na stani¢nim linijama HeLa i T24. Najvazniji
citotoksi€an ucinak ostvaren je nakon 72 sata primjenom 10%-tne otopine i potom
povecanjem koncentracije nema vecih promjena u broju metabolicki aktivnih stanica.
Znacajan ucinak primjenom tih i koncentriranijih otopina vidljiv je i nakon 24 i 48 sati.
Djelovanje srebra na SiHa i TCCSUP stanice puno je manje izraZeno iako je pri najvecoj
koncentraciji (50%-tna otopina) u najduljem intervalu (72h) najizrazeniji citotoksi¢ni
ucinak.

Na TCCSUP stanice koloidno srebro ima najslabiji u¢inak i najvise je metabolicki aktivnih
stanica ostalo prisutno.

Zeleni ¢aj nema bolji citotoksicni utjecaj od koloidnog srebra na SiHa i TCCSUP stanice.
Citotoksi¢no djelovanje koloidnog srebra je potvrdeno prema navedenim rezultatima. Za
daljnju analizu i potvrdu dobivenih rezultata potrebna su dodatna in vitro istrazivanja i in

vivo ispitivanja na zivotinjskim modelima.
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8. SAZETAK
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Cilj istrazivanja:

Cilj istrazivanja je ispitati potencijalno citotoksicno djelovanje koloidnog srebra proizvedenog u
zelenom caju na humane stanice karcinoma gli¢ca maternice (HeLa i SiHa) 1 mokra¢nog mjehura

(T24 i TCCSUP).
Materijali i metode:

Citotoksi¢nost se ispitivala MTT metodom kojom se odreduje postotak metabolicki aktivnih
stanica nakon tretiranja koloidnim srebrom proizvedenim u zelenom caju. Uzorci su pripravljeni
u razli¢itim razrijedenjima: 0,1%, 0,5%, 1%, 2,5%, 5%, 10%, 20%, 30%, 40% i 50%. Uc¢inak je
mjeren nakon 4, 24, 48 i 72 sata. Djelotvornost uzorakaa odredena je spektrofotometrijski

mjerenjem apsorbancije pri 570 nm.
Rezultati:

Rezultati koji predstavljaju odnos postotka metabolicki aktivnih stanica i vremena inkubacije su

prikazani graficki.

Kod karcinoma gli¢a maternice koloidno srebro je ostvarilo visok citotoksi¢ni u¢inak na Hela
stani¢nu liniju. Najznacajniji pad metabolicki aktivnih stanica dogodio se u najduZzem intervalu
(72 sata) uz primjenu 10%-tne otopine, te se primjenom veéih koncentracija nije znacajno
smanjivao broj aktivnih stanica. IC50 se mogao odrediti za vremenske intervale od 24, 48 1 72
sata. Kod SiHa stani¢ne linije IC50 mogao se odrediti samo za 48 i 72 sata, a citotoksi¢ni u¢inak
je slabiji nego na HelLa liniju. Najizrazeniji pad broja aktivnih stanica uocen je nakon 72 sata uz

primjenu najkoncentriranije otopine (50%-tna).

Kod karcinoma mokraé¢nog mjehura koloidno srebro je na T24 liniju ostvarilo slican u¢inak kao 1
na HeL a liniju karcinoma grli¢a maternice. Najznacajniji pad metabolicki aktivnih stanica dogodio
se u najduzem intervalu (72 sata) uz primjenu 10%-tne otopine, te se primjenom vecih
koncentracija nije znacajno smanjivao broj aktivnih stanica. IC50 se mogao odrediti nakon 48 i 72
sata. Najslabiji u¢inak koloidno srebro ostvarilo je na TCCSUP stani¢nu liniju. IC50 se nije mogao
izmjeriti, a citotoksi¢na aktivnost, iako mala, najizrazenija je bila nakon 72 sata uz najvisu

koncentraciju.
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Zakljucci:

In vitro izlaganje stanica karcinoma grli¢a maternice (HeLa i SiHa) i mokra¢nog mjehura (T24 i
TCCSUP) koloidnom srebru dovodi do smanjenja prezivljenja tih stanica. Citotoksi¢ni ucinak
uglavnom je ovisan o vremenu inkubacije 1 koncentraciji. Najjaci citotoksi¢ni ucinak zabiljezen je
kod primjene 10%-tnih i koncentrirenijih otopina tijekom 72 sata na HelLa i1 T24 stanice.
Potencijalno citotoksi¢no djelovanje je dakle potvrdeno, a potrebna su daljnja in vivo ispitivanja

kako bi se potvrdilo djelovanje i na Zivotinjskim modelima.
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Diploma thesis title: Testing the cytotoxic effects of colloidal silver produced in green tea on
human carcinoma cells

Research Objective:

The objective of the study was to examine the potential cytotoxic effects of colloidal silver
produced in green tea on human cervical cancer cells (HeLa and SiHa) and bladder cancer cells

(T24 and TCCSUP).
Materials and Methods:

Cytotoxicity was tested using the MTT method, which determines the percentage of metabolically
active cells after treatment with colloidal silver produced in green tea. Samples were prepared in
various dilutions: 0.1%, 0.5%, 1%, 2.5%, 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, and 50%. The effect was
observed after 4, 24, 48, and 72 hours. The efficacy of the extracts was determined

spectrophotometrically by measuring absorbance at 570 nm.
Results:

The results are presented graphically in terms of the percentage of metabolically active cells and

incubation time.

In cervical cancer, colloidal silver showed a high cytotoxic effect on the HeLa cell line. The most
significant drop in the number of metabolically active cells occurred in the longest interval (72
hours) with the application of a 10% solution, and using higher concentrations did not significantly
reduce the number of active cells. IC50 was determined for the 24, 48, and 72-hour intervals. For
the SiHa cell line, IC50 could only be determined at 48 and 72 hours, and the cytotoxic effect was
not so good as on the HeLa line. The most visible drop in the number of active cells was observed

after 72 hours with the application of the most concentrated solution (50%).

In bladder cancer, colloidal silver showed a similar effect on the T24 line as on the HelLa cervical
cancer line. The most significant drop in metabolically active cells occurred in the longest interval
(72 hours) with the application of a 10% solution, and using higher concentrations did not
significantly reduce the number of active cells. IC50 could be determined after 48 and 72 hours.
The weakest effect of colloidal silver was observed on the TCCSUP cell line. IC50 could not be
determined, and although cytotoxic activity was low, it was most visible after 72 hours with the

highest concentration.
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Conclusions:

In vitro exposure of cervical cancer cells (HeLa and SiHa) and bladder cancer cells (T24 and
TCCSUP) to colloidal silver leads to a reduction in the survival of these cells. The cytotoxic effect
is mostly dependent on the incubation time and concentration. The strongest cytotoxic effect was
observed with the application of 10% and more concentrated solutions during 72 hours on HeLa
and T24 cells. The potential cytotoxic effect is confirmed, but further in vivo studies are needed to

confirm the effect in animal models.
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