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1. UVOD



1.1. RAK

Rak predstavlja spektar bolesti koje se mogu klasificirati s obzirom na etiologiju,
biologiju i klinicku sliku, kao i1 po nacinu lije¢enja. Osnova svih vrsta raka je da nastaju od
zdravih stanica organizma u procesu zlo¢udne preobrazbe (1). Zlo¢udna preobrazba ocituje se
pretjeranim umnoZzavanjem stanica koje stvaraju tumore 1 metastaziraju. Zlo¢udno
preobrazene stanice su, zbog razliCitih utjecaja, postale neosjetljive na signale kojima se
njihovo ponaSanje uskladuje s potrebama organizma (2). Razli¢iti dokazi upucéuju da rak
nastaje zlo¢udnom preobrazbom samo jedne zdrave stanice, dakle monoklonalnog je
podrijetla. U podlozi procesa je mutacija gena koji nadziru stani¢ni ciklus s posljedicnim
gubitkom kontrole stani¢nog umnozavanja. Takve mutacije mogu biti nasljedne, u manjem
broju slucajeva, ili somatske kao posljedica djelovanja mutagena ili nasumic¢no uslijed
greSaka u umnozavanju DNA (1). No, zlo¢udne novotvorine u ljudi su redovito posljedica
medudjelovanja naslijeda i brojnih endogenih 1 egzogenih ¢imbenika (2). Dugotrajan i slozen
proces kojim iz zdravog tkiva u vise koraka nastaje rak, nazivamo tumorskom progresijom (1).

Rak je znacajan javnozdravstveni problem stanovnistva Republike Hrvatske. Drugi je
najvazniji uzrok smrtnosti, odmah nakon bolesti srca i krvnih Zila. Incidenciju raka u
Hrvatskoj prati Registar za rak Republike Hrvatske, populacijski registar pri Hrvatskom
zavodu za javno zdravstvo, te se podaci objavljuju i dostupni su za javnost u redovnim
biltenima (3).

1.1.1. ONKOGENI I TUMOR SUPRESORSKI GENI

Onkogeni su geni Cija je aktivnost povezana sa zloudnom preobrazbom stanica.
Nastaju promjenom normalnih stani¢nih gena koje nazivamo protoonkogenima, a koji
sudjeluju u regulaciji normalne stani¢ne proliferacije i diferencijacije, kao i za prilagodbu
povecanom radnom opterecenju (1,4). Stoga se ti geni nazivaju 1 mitogenim (4). Njihova
visoka evolucijska oCuvanost govori o njihovoj vaznosti u stanicnim procesima (1).

Onkogeni nastaju kada se protoonkogeni izmijene na nacin da oni sami ili njihovi
proteinski produkti postanu aktivniji. Kao posljedica aktivacije onkogena dolazi do
nekontroliranog rasta 1 diobe stanice, §to dovodi do nastanka raka. Dovoljna je promjena u
samo jednom alelu da bi se ocitovao u¢inak onkogena, §to znac¢i da takve promjene imaju
dominantan uc¢inak. Proteinski produkti onkogena nazivaju se onkoproteinima. Do aktivacije
onkogena moze do¢i na nekoliko nacina; kao posljedica mutacije u samom genu, kao

posljedica genske amplifikacije, te translokacije (1).



Funkciju protoonkogena neposredno ili posredno nadziru tumor supresorski geni. Za
razliku od onkogena ¢ija pojacana aktivnost dovodi do nastanka raka, tumor supresorski geni
su geni ¢iji gubitak ili inaktivacija, njih samih ili proteinskih produkata, dovodi do nastanka
raka. Mutacije tumor supresorskih gena imaju recesivan ucinak, §to zna¢i da je nuzna

inaktivacija oba alela da bi se oCitovao ucinak (1,4).

1.1.2. GENOMSKA NESTABILNOST

Istrazivanja aktivacije onkogena i1 inaktivacije tumor supresorskih gena u razliitim
premalignim stanjima i zlo¢udnim tumorima pokazuju da su za zlo¢udnu preobrazbu stanice
nuzne susljedne promjene nekoliko protoonkogena i tumor supresorskih gena. Nakupljanje
takvih promjena postupno mijenja fenotipska svojstva normalnih stanica iz kojih se razvijaju
razli¢ite premaligne tvorbe, iz kojih konac¢no nastaju zlo¢udne novotvorine. Mnogostruke
somatske mutacije u stanicama raka tumace se genomskom nestabilnoscu tih stanica (4).

Genomska nestabilnost nastaje kao posljedica poremecaja u razli¢itim mehanizmima
kojima se osigurava niska razina mutacija u genomu stanica. Medu tim mehanizmima
posebno su vazni razli¢iti mehanizmi popravka oSteCene DNA, kojima se popravljaju
pogreske 1 oSteCenja koja nastaju zbog greSaka u replikaciji DNA ili zbog djelovanja

mutagena (1).

1.2. KARCINOM MOKRACNOG MJEHURA

1.2.1. EPIDEMIOLOGIJA I ETIOLOGIJA

Karcinom mokra¢nog mjehura medu najces¢im je neoplazmama mokraénog sustava
(5).

U Republici Hrvatskoj, prema podacima za 2016. godinu, posljednji je od pet
najcescih sijela raka u muskarca; uz rak pluca i bronha, prostate, kolona, rektuma, rektosigme
1 anusa, te predstavlja 5% svih sijela raka u muskaraca. Kod Zena predstavlja 2% svih sijela,
te je incidencija u Zena otprilike 2,5 puta manja nego kod muskaraca (3).

Cimbenici rizika za nastanak raka mokraénog mjehura su pusenje, izlaganje
aromatskim aminima, azo-bojama, odredenim lijekovima (ciklofosfamid, fenacetin),

postojanje kamenaca, kroni¢na upala te shistosomijaza (povezana je s rakom plocastih stanica)

(5).



1.2.2. PATOHISTOLOGIJA

Karcinom mokra¢nog mjehura najces$¢e potjee iz prijelaznog (urotelnog) epitela
(90%). Ostali patohistoloski oblici su rak plocastih stanica (3%), adenokarcinom (2%) 1 rak
malih stanica (1%). Tumori urotela su 50-100 puta ¢e$¢i u mokraénom mjehuru nego na

ostalim dijelovima urotrakta (5).

1.2.3. KLINICKA SLIKA I DIJAGNOSTIKA

Glavni simptom, koji se ocituje u 90% bolesnika, je bezbolna hematurija,
mikroskopska ili makroskopska. Takoder, pojavljuje se ucestalo mokrenje zbog smanjenog
kapaciteta mokra¢nog 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 karcinom
najceSce metastazira u trbusne limfne ¢vorove, jetru, pluca i u kosti (5).

Prilikom fizikalnog pregleda bolest najces¢e ostane nezamijecena, osim ako se ne radi
o uznapredovanoj ili metastatskoj bolesti, pri ¢emu se moze osjetiti opipljiva masa na mjehuru
ili bubregu. PocCetna evaluacija bolesnika sa sumnjom na rak mjehura podrazumijeva
cistoskopiju, procjenu funkcije bubrega i snimanje gornjeg urinarnog trakta, po mogucnosti
(CT) urografijom. Za procjenu oSte¢enja bubrega, potrebno je mjeriti serumsku razinu dusika
i kreatinin za sve bolesnike kod kojih postoji sumnja na rak mjehura. Ako se sumnja na
metastatsku bolest, prikladna je potpuna krvna slika 1 potpuni metabolicki profil, ukljucujuci
razinu alkalne fosfataze i procjenu funkcije jetre. Cistoskopiju treba provesti kod svih
bolesnika s makroskopskom hematurijom, te u starijih od 35 godina s mikroskopskom
hematurijom, a moze se razmotriti i kod mladih bolesnika s mikroskopskom hematurijom.
Bolesnike s hematurijom 1 riziénim ¢imbenicima za rak mokra¢nog mjehura (npr. uporaba
duhana, iritativni simptomi, izlaganje kemikalijama) treba ispitati cistoskopijom bez obzira na
dob. Bolesnici s abnormalnim nalazima citoloskog pregleda mokrace ili patologije tkiva
trebali bi proéi transuretralnu resekciju tumora mjehura (TURBT). Ovaj postupak osigurava
bitne histopatoloske informacije potrebne za definitivhu dijagnozu i ocjenu, te omogucuje
uklanjanje vidljivog tumora i uzorkovanje okolnog misi¢a za procjenu dubine (6).

Za potvrdu dijagnoze tumora gornjeg dijela urotrakta izvode se retrogradna
pijelografija te ureteroskopija. Za procjenu proSirenosti bolesti koristi se MSCT ili MR
abdomena i male zdjelice te RTG prikazom pluca. U slucaju povisene vrijednosti alkalne
fosfataze ili prisutnih simptoma vezanih uz koStani sustav, potrebno je uciniti scintigrafiju

kostiju (5).



1.2.4. KLASIFIKACIJA KARCINOMA MOKRACNOG MJEHURA

U svrhu izbora odgovarajuce terapije i uspostavljanja adekvatne prognoze bolesti,
potrebna je Sto tocnija procjena proSirenosti bolesti. Procjena se najceS¢e izrazava TNM
klasifikacijom Americkog zdruzenog komiteta za rak (American Joint Comittee on Cancer,
AJCC) (5).

Tablica 1. TNM-Kklasifikacija karcinoma mokra¢nog mjehura

(Preuzeto s: https://www.cancer.org/cancer/bladder-cancer/detection
diagnosisstaging/staging.html)

Stadij Grupa Opis stadija
Neinvazivni papilarni karcinom (Ta). Narastao je prema Supljem

Ta sredistu mokraénog mjehura, ali nije narastao u vezivno tkivo ili
miSi¢e zida mokra¢nog mjehura.
0a NO
Mo Karcinom se nije proSirio na obliznje limfne ¢vorove (NO) ili
udaljena mjesta (MO).
Neinvazivni karcinom (Tis), takoder poznat kao karcinom in situ
(CIS).

Karcinom raste samo u unutarnjem sloju mokra¢nog mjehura. Nije

Tis

Ois NO narastao prema unutra, prema Supljem dijelu mjehura, niti je napao

vezivno tkivo ili miSi¢e zidova mjehura.
MO Karcinom se nije pro$irio na obliznje limfne ¢vorove (NO) ili
udaljena mjesta (MO).
T1 Karcinom je narastao u sloj vezivnog tkiva ispod zida mokra¢nog
mjehura, ali nije dosegao sloj misic¢a u zidu mjehura (T1).

Karcinom se nije proSirio na obliznje limfne ¢vorove (NO) ili na
MO udaljena mjesta (MO).
Karcinom je narastao u unutarnji (T2a) ili vanjski (T2b) miSi¢ni sloj
T2aili T2b zida mjehura, ali nije prosao kroz misice do sloja masnog tkiva koji

. NO okruzuje mjehur.

MOKarcinom se nije proSirio na obliznje limfne ¢vorove (NO) ili na

udaljena mjesta (MO0).


https://www.cancer.org/cancer/bladder-cancer/detection

Karcinom je narastao kroz misi¢ni sloj mokra¢nog mjehura i u sloj
T3a, masnog tkiva koji okruzuje mjehur (T3a ili T3b).

T3bili T4a Mozda se proSirio u prostatu, maternicu ili vaginu, ali ne raste u

NO zdjelici ili trbuSnom zidu (T4a).

MO Karcinom se nije proSirio na obliznje limfne ¢vorove (NO) ili na

udaljena mjesta (MO0).
ILI
1A Karcinom je narastao u sloj vezivnog tkiva ispod zida mokra¢nog
mjehura (T1), ili

T1-4a U misic¢ni sloj zida mokra¢nog mjehura (T2), ili
u sloj masnog tkiva koji okruzuje mjehur, (T3a ili T3b) ili
N1 |se mozda prosirio na prostatu, maternicu ili vaginu, ali ne raste u
zdjelici ili ~ trbuSnom zidu (T4a)

MO
i karcinom se prosirio na obliznji limfni ¢vor u zdjelici (N1).

Karcinom se nije proSirio na udaljena mjesta (MO).

karcinom je narastao u sloj vezivnog tkiva ispod zida mokra¢nog
mjehura (T1), ili

T1-T4a y migiéni sloj zida mokraénog mjehura (T2), ili

N2 ili N3 u sloj masnog tkiva koji okruzuje mjehur, (T3a ili T3b) ili

1B se mozda proSirio na prostatu, maternicu ili vaginu, ali ne raste u

zdjelici ili trbuSnom zidu (T4a)
i karcinom se prosirio na 2 ili viSe limfnih ¢vorova u zdjelici (N2)

MO ilj u limfne &vorove duz zajednicke ilijacne arterije (N3).

Karcinom se nije proSirio na udaljena mjesta (MO).



Karcinom je izrastao kroz zid mokra¢nog mjehura u zdjelicu
T4b djelice ili trbusne zidove (T4b).
NO : y g L o
Karcinom se nije proSirio na obliznje limfne ¢vorove (NE) ili na

Mo udaljena mjesta (MO).

IVA
ILI

Karcinom je mozda ili nije narastao kroz zid mokra¢nog mjehura u
Bilo koji T obliznje organe (bilo koji T).
Bilo koji N S . o Lo
Mozda se ili nije prosirio na obliznje limfne ¢vorove (bilo koji N).
Mila
Prosirio se na udaljeni skup limfnih ¢vorova (M1a).
Karcinom je mozda ili nije narastao kroz zid mokra¢nog mjehura u
Bilo koji T obliznje organe (bilo koji T).
IvB | Bilo koji N MozZda se ili nije prosirio na obliznje limfne ¢vorove (bilo koji N).
Milb ... . . o . .
Prosirio se na 1 ili viSe udaljenih organa (kosti, jetra ili pluca)

(M1b).



Stage 0 Bladder Cancer

Slika 1. Stadij 0 (neinvazivni papilarni karcinom i karcinom in situ)

(Preuzeto: s
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmedhealth/PMH0032729/#CDR0000062705__116)

Stage | Bladder Cancer

Slika 2. Stadij 1 karcinoma mokra¢nog mjehura

(Preuzeto: s
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmedhealth/PMH0032729/#CDR0000062705__116)


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmedhealth/PMH0032729/#CDR0000062705__116
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmedhealth/PMH0032729/#CDR0000062705__116

Stage |l Bladder Cancer
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Slika 3. Stadij 2 karcinom mokra¢nog mjehura

(Preuzeto: s
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmedhealth/PMH0032729/#CDR0000062705__ 116)

Stage IlIA Bladder Cancer

Slika 4. Stadij 3A karcinoma mokra¢nog mjehura

(Preuzeto: s
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmedhealth/PMH0032729/#CDR0000062705__ 116)


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmedhealth/PMH0032729/#CDR0000062705__116
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmedhealth/PMH0032729/#CDR0000062705__116

Stage I1IB Bladder Cancer

Slika 5. Stadij 3B karcinoma mokra¢nog mjehura

(Preuzeto: s
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmedhealth/PMH0032729/#CDR0000062705__116)

Stage IVA and IVB Bladder Cancer

the body

Right common
iliac artery—

Slika 6. Stadiji 4A i 4B karcinoma mokra¢nog mjehura

(Preuzeto: s
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmedhealth/PMH0032729/#CDR0000062705__ 116)


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmedhealth/PMH0032729/#CDR0000062705__116
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmedhealth/PMH0032729/#CDR0000062705__116

1.2.5. LIJECENJE RAKA PRIJELAZNOG EPITELA

LijeCenje se temelji na stupnju raSirenosti bolesti. Stoga se razlikuje pristup
neinvazivnom (povr$inskom) i mi$i¢no-invazivnom karcinomu ili metastatskoj bolesti (5).

Primarni oblik lije¢enja povrSinskog raka mokraénog mjehura je 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 karcinoma
mokra¢nog mjehura primjenjuje se BCG (Bacillus Calmette-Guérin), dok se od citostatika
naj¢esce primjenjuje mitomicin C (mora se aplicirati unutar 24 h nakon transureteralne
resekcije te po potrebi ponoviti primjenu). Doksorubicin se primjenjuje rjede. Nakon
aplikacije citostatika bolesnik ne smije mokriti jedan sat te mora hodati, kako bi se zadrzao
kontakt lijeka s endotelom. Intravezikalna imunoterapija i kemoterapija produljuju
prezivljenje bez znakova bolesti te smanjuju broj recidiva (5).

Svi invazivni karcinomi mokra¢nog mjehura visokog su stupnja zlo¢udnosti. Osnovni
oblik lije¢enja invazivnog karcinoma mokra¢nog mjehura jest radikalna cistektomija, s
neoadjuvantnom kemoterapijom temeljenoj na cisplatini. Primjena adjuvantne kemoterapije
ovisna je o patohistoloskoj slici tumora, statusu regionalnih limfnih ¢vorova i stadiju bolesti.
Rjede se primjenjuje parcijalna cistektomija. U odredenih se bolesnika mozZe provesti
konkomitantna kemoiradijacija (usporedna aplikacija radioterapije i kemoterapije temeljene
na cisplatini) u svrhu ocuvanja mokra¢nog mjehura. Bolesnici koji zbog opéeg stanja ili
znatnog komorbiditeta ne mogu tolerirati kemoradioterapiju, izlazu se samo zracenju.
Metastatska bolest moZe se tretirati kemoterapijom 1 imunoterapijom. Od citostatika rabe se
cisplatin, metotreksat, doksorubicin, vinblastin, gemcitabin i paklitaksel. Danas je standardna
prvolinijska terapija kombinacija cisplatine i gemcitabina. Za pacijente koji ne podnose
tretman cisplatinom u 1. liniju lije¢enja moZze se primijeniti imunoterapija atezolizumabom ili
pembrolizumabom. U 2. liniji lijeCenja anti-PD1 ili anti-PDL1 imunoterapija je preferirana

terapijska opcija pred citostatskom terapijom (vinflunin, taksani) (5).
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1.3. RAKPLUCA

1.3.1. ETIOLOGIJA | EPIDEMIOLOGIJA

Rak pluca najces¢i je rak u muskaraca i treci najces¢i rak u zena. U 2018. bilo je 2
milijuna novih slucajeva (7). Prema podacima za 2016. godinu za Republiku Hrvatsku, rak
pluca ¢ini 17% novih slucajeva raka u muskaraca, te 8% u zena (3). Rak pluca je vodeci uzrok
smrti kod muSkaraca, te vode¢i uzrok smrti od raka kod zena u 28 zemalja. NajviSe stope
incidencije kod zena vidljive su u Sjevernoj Americi, Sjevernoj i Zapadnoj Europi (osobito u
Danskoj i Nizozemskoj), Kini, Australiji i Novom Zelandu, sa Madarskom na vrhu popisa (8).
Vrh incidencije pojavljuje se u osmom desetljecu zivota (9).

Najvazniji ¢cimbenik rizika za obolijevanje od raka pluca jest aktivno pusSenje cigareta,
cigara ili lula. U cigareti postoji vise od 3000 spojeva, od kojih je preko 50 kancerogeno.
Izravna je veza izmedu vjerojatnosti razvoja raka pluca i broja popusenih cigareta. Pasivno
pusenje takoder povecava rizik od razvoja raka pluca. U onih koji su prestali pusiti primjeéuje
se znatno smanjenje incidencije raka pluca 5 godina nakon prestanka pusenja. Ucestalost raka
plu¢a veca je u ljudi nizeg socioekonomskog statusa i obrazovanja, S$to se povezuje s
njihovom ceS¢om navikom puSenja, kao 1 vec¢om izloZenos¢u ostalim ¢imbenicima rizika.
Ucestalost raka pluca veca je u podru¢jima veéeg stupnja oneciscenosti zraka, poput urbanih
sredina, Sto potvrduje vaznu ulogu inhalacijskih karcinogena u razvoju raka pluca. Od
inhalacijskih karcinogena od vaznosti je istaknuti benzpiren, azbest (povezan s 3-4% svih
karcinoma pluca), radioaktivne materijale (prvenstveno radon), nikal, krom te arsen (9).

Rak pluc¢a nastaje kao rezultat niza mutacija koje mogu biti steCene tijekom Zivota ili
naslijedene. Medu njima vrijedi istaknuti:

EGFR (epidermal growth factor receptor) mutacija- oko 10% bijelaca s rakom pluc¢a
nemalih stanica i 40% Azijaca s istom boles¢u

ALK (anaplastic lymphoma kinase)- EML 4 fuzija- 20-30% bolesnika s
adenokarcinomom pluca

KRAS mutacija- 20-30% bolesnika s adenokarcinomom pluca
Pozitivna obiteljska anamneza vazan je ¢imbenik rizika, pa tako osoba ¢iji je bar jedan

roditelj imao rak pluc¢a ima pet puta veci rizik za nastanak ove bolesti (9).

1.3.2. KLINICKA SLIKA

vvvvv

hemoptiza (57% bolesnika, u 5% prvi simptom), zaduha, bol u prsistu, te recidivirajuce ili
p
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perzistirajuce infekcije respiratornog trakta. U 10-15% bolesnika javljaju se nespecificni
inicijalni simptomi poput gubitka na tjelesnoj masi, slabosti i anoreksije (9).

Cinjenica koja otezava dijagnozu bolesti jest §to pusa¢i ¢esto takve simptome imaju i
otprije, posebno tzv. ,,pusacki kasalj“, zaduhu zbog razvoj emfizema ili epizode akutizacije
kroni¢nog bronhitisa (9).

U uznapredovaloj fazi bolesti isticu se simptomi koji su posljedica invazije okolnih
struktura. Pri opstrukciji gornje Suplje vene bolesnik je pletorican, nabreklih vratnih vena, s
oteklinama lica, vrata i ruku, gusi se, posebno u leze¢em poloZaju. Zahvaceni limfni ¢vorovi
ispod karine i u donjem sredoprsju mogu pritiskati jednjak uzrokujuéi otezano gutanje i
ponekad posljedi¢nu aspiracijsku pneumoniju. Kao posljedica zahvaéanja rekurentnog
laringealnog Zivca pojavljuje se promuklost. Kod 2% oboljelih od raka pluca razvija se
paraneoplasti¢ni sindrom. Simptomi raka pluéa mogu bit i rezultat Sirenja bolesti krvlju,

najcesce u jetru, nadbubreznu zlijezdu, kosti, mozak i pluca (9).

1.3.3. DIJAGNOSTIKA I KLASIFIKACIJA

Ako se na temelju anamneze i/ili klinickog pregleda pokaze sumnja na postojanje raka
pluc¢a, obvezno napraviti RTG pregled plu¢a koji ¢e, ukoliko tumor postoji, a ovisno o
lokalizaciji, pokazati centralno ili periferno smjestenu sjenu, odnosno pleuralni izljev,
atelektazu, promjene u medijastinumu koje upucuju na limfadenopatiju. CT toraksa nadmoc¢na
je pretraga u usporedbi s RTG-om, pogotovo u slucaju procjene ekstenzije tumora te U
detekciji povecanih medijastinalnih limfnih ¢vorova. Dijagnoza raka pluca uspostavlja se na

osnovi patohistoloske (pozeljnije)/citoloske potvrde bolesti (9).

Najvaznije su 4 vrste raka pluca: adenokarcinom (40-45%), rak plocastih stanica
(30%), rak velikih stanica (10-15%), rak malih stanica (15%). Zbog razlika u klinickoj
prezentaciji, prognozi i terapijskom pristupu dijelimo ih u dvije skupine; prve tri vrste zajedno
tvore skupinu raka plu¢a nemalih stanica (non small cell lung cancer, NSCLC) prema raku

pluca malih stanica (small lung cancer, SCLC) (9).

Nakon uspostavljanja citoloske/patohistoloSke dijagnoze i utvrdivanja lokoregionalnog
statusa bolesti, dodatnim pretragama treba utvrditi postoji li udaljena diseminacija. Presadnice
u jetri i nadbubreznim zlijezdama otkrivaju se CT-om gornjeg abdomena, a presadnice u

mozak MR-om (ili CT-om) mozga. Ako se u ovoj fazi obrade bolesnika s rakom malih stanica
13



ne nade postojanje ekstenzivne bolesti, indicirana je scintigrafija skeleta, a biopsija koStane
srzi dolazi u obzir samo kod bolesnika s patoloskim laboratorijskim nalazima (neutropenija,
trombocitopenija). S druge strane, u bolesnika s rakom nemalih stanica nije indicirana
rutinska primjena scintigrafije skeleta za otkrivanje asimptomatskih presadnica kosti, dok je
MR ili CT mozga opravdan u bolesnika sa stadijem II. ili ve¢im (9).

Za odredivanje stadija bolesti primjenjuje se TNM klasifikacija(AJCC-American Joint
Comittee on Cancer).

Tablica 2. Stadiji bolesti, petogodisnje prezivljenje (9)

Stadij 0 Tis NO MO
Tla
Ny ) NO MO
Stadij 1AL (mi)
Tla NO MO 49%
Stadij | A2 Tlb NO MO
Stadij | A3 Tlc NO MO
Stadij 1 B T2a NO MO 45%
Stadij Il A T2b NO MO 30%
Tla-c N1 MO
§ T2a N1 MO
Stadij 11 B 31%
T2b N1 MO
T3 NO MO
Tla-c N2 MO
T2a-b N2 MO
Stadij 11 A T3 N1 MO 14%
T4 NO MO
T4 N1 MO
Tla-c N3 MO
T2a-b N3 MO
Stadij 111 B
T3 N2 MO
5%
T4 N2 MO
T3 N3 MO
Stadij 111 C
T4 N3 MO
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Bilo Bilo
- y M1la
B koji T koji N
Stadij IV A i _
Bilo Bilo
. 3 M1b 1%
koji T koji N
B Bilo Bilo
Stadij IV B . B Mlc
koji T koji N

Tablica 3. TNM Kklasifikacija karcinoma pluéa (9)

Primarni tumor (T)

Primarni se tumor ne moze procijeniti ili je tumor dokazan prisutnoséu
X zlocudnih stanica u sputumu ili bronhalnom ispirku, ali se ne moze

vizualizirati slikovnim metodama ili bronhoskopijom

T0 Nema dokaza o postojanju tumora

Tis karcinom in situ

tumor < 3cm u najveéem promjeru, okruzen plu¢ima ili visceralnom
Tl pleurom, bez bronhoskopskog dokaza invazije proksimalno od lobarnog

bronha (npr. tumor nije vidljiv u glavnom bronhu)

Tla(mi) | minimalno invazivan karcinom

Tla tumor <1 cm u najve¢em promjeru
T1b tumor > lcm, ali <2cm u najveem promjeru
Tlc tumor > 2cm, ali <3 cm u najveem promjeru

tumor > 3cm, ali < Scm ili tumor sa bilo kojom od navedenih znacajki:
zahvaca glavni bronh neovisno o udaljenosti od karine ali ne zahvaca
T2 karinu, invadira visceralnu pleuru, povezan je s atelektazom ili
opstruktivnim pnmeumonitisom koji se Siri u hilarnu regiju te zahvaca dio

ili cijela pluca

T2a tumor > 3cm, ali <4cm u najveem promjeru

T2b tumor > 4cm, ali < Scm u najveéem promjeru

tumor > 5cm, ali < 7cm u najve¢em promjeru ili prisutnost odvojenih
T3 tumorskih ¢vorova u istom reznju kao i1 primarni tumor ili tumor koji

direktno zahvaca bilo koju od sljedecih struktura: stijenku prsnog kosa
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(ukljucujuéi parijetalnu pleuru i tumore gornjeg sulkusa), frenicki zivac,

parijetalni perikard

T4

Tumor > 7cm u najveéem promjeru ili prisutnost odvojenih tumorskih
¢vorova u razli¢itom reznju ipsilateralnog pluc¢a kao i primarni tumor ili
tumor bilo koje veli¢ine koji direktno zahvaca bilo koju od sljedecih
struktura: oS$it, medijastinum, srce, velike krvne zile, traheju, nervus

laryngeus recurrens, jednjak, kraljeznicu i karinu

Regionalni limfni ¢vorovi (N)

NX Ne moze se procijeniti zahvacenost limfnih ¢vorova
NO Bez presadnica u regionalne limfne ¢vorove
Presadnice u ipsilateralne peribronhalne i/ili ipsilateralne hilarne limfne
Nt ¢vorove i intrapulmonalne ¢vorove, ukljucujuéi i direktnu zahvaéenost
N2 Presadnice u ipsilateralne medijastinalne i/ili supkarinalne limfne ¢vorove
Presadnice u kontralateralne medijastinalne, kontralateralne hilarne,
N3 ispilateralne ili kontralateralne skalenske ili supraklavikularne limfne
¢vorove
Udaljene presadnice (M)
Mx Nepoznato
MO Bez udaljenih presadnica
M1 Prisutne udaljene presadnice
Odvojeni tumorski ¢vorovi u kontralateralno pluce; tumor sa pleuralnim
Mia ili perikardijalnim ¢vorovima ili maligni pleuralni ili perikardijalni izljev
M1b Jedna ekstratorakalna presadnica
Mlc Multiple ekstratorakalne presadnice u jedan ili viSe organa
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Stage |A Lung Cancer

Lymph nodes

Tumor is 3 cm
or smaller

-@

Pleura 74 - Diaphragm

Slika 7. Stadij IA rak pluca

(Preuzeto s :
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK65865/?fbclid=IwAR0zf31nndGgmYAjUsTnzC4X
TVFLIBRjxolfglc3GIkluQI5loK-kynjs9E)

Stage IB Lung Cancer

Tumor is largor than
3 om but not larger
than 4 cm

Slika 8. Stadij IB raka pluca

(Preuzeto s:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK65865/?fbclid=IwAR0zf31nndGgmYAjUsTnzC4X
TVFLIBRjxolfg1c3GIkluQI5loK-kynjs9E)
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK65865/?fbclid=IwAR0zf31nndGgmYAjUsTnzC4XTVFLIBRjxolfg1c3GlkIuQl5loK-kynjs9E
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK65865/?fbclid=IwAR0zf31nndGgmYAjUsTnzC4XTVFLIBRjxolfg1c3GlkIuQl5loK-kynjs9E
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK65865/?fbclid=IwAR0zf31nndGgmYAjUsTnzC4XTVFLIBRjxolfg1c3GlkIuQl5loK-kynjs9E
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK65865/?fbclid=IwAR0zf31nndGgmYAjUsTnzC4XTVFLIBRjxolfg1c3GlkIuQl5loK-kynjs9E

Stage IIA Lung Cancer Primary tumor is larger
than 4 cm but not
larger than 5 cm

5cm

4cm

l‘l Inner membrane
i covering the

bronchus

Pleura

Part or all of
the lung has
collapsed or
has pneumonitis

Slika 9. Stadij IIA raka pluc¢a

(Preuzeto s:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK65865/?fbclid=IwAR0zf31nndGgmYAjUsTnzC4X
TVFLIBRjxolfglc3GIkluQI5loK-kynjs9E)

Stage IIB Lung Cancer (1)

Primary tumor is
5 cm or smaller

50"‘0

nodes in lung or ‘
near bronchus

Diaphragm

Slika 10. Stadij IIB raka plu¢a

(Preuzeto s:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK65865/?fbclid=IwAR0zf31nndGgmYAjUsTnzC4X

TVFLIBRjxolfg1c3GIkluQI5loK-kynjs9E)
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK65865/?fbclid=IwAR0zf31nndGgmYAjUsTnzC4XTVFLIBRjxolfg1c3GlkIuQl5loK-kynjs9E
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK65865/?fbclid=IwAR0zf31nndGgmYAjUsTnzC4XTVFLIBRjxolfg1c3GlkIuQl5loK-kynjs9E
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK65865/?fbclid=IwAR0zf31nndGgmYAjUsTnzC4XTVFLIBRjxolfg1c3GlkIuQl5loK-kynjs9E
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK65865/?fbclid=IwAR0zf31nndGgmYAjUsTnzC4XTVFLIBRjxolfg1c3GlkIuQl5loK-kynjs9E

Stage llIA Lung Cancer (2)

Cancer in lymph

A < nodes in lung or

Trachea near bronchus

Left main
bronchus
@ Primary tumor is larger than 2 ol ) g
5 cm but not larger than 7 cm ok | 1/ &
2 A

Membrane covering
the lung or chest wall

Nerve that controls
diaphragm Sac around heart

Slika 11. Stadij IIIA raka pluca

(Preuzeto s:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK65865/?fbclid=IwAR0zf31nndGgmYAjUsTnzC4X
TVFLIBRjxolfglc3GIkluQI5loK-kynjs9E)

Stage IlIB Lung Cancer (2)

b) Cancer has spread to
one or more of these
organs or tissues:

3‘32?;2:' sonteol Cancer in lymph nodes
5 Bl Primary tumor

Trach =2 o~

7 .’ " ] i.u
Carina il 2y, b

- : MR

N i 7 X 1 ’.&"
™ h — X ¥,..'

i A\ %

o DB 741

Diaphragm ————— Lung” Chest wall

‘[ lining  lining

v
w "4
Nerve that controls’ W3

diaphragm X:c:

Aorta

Heart
Sac around heart-{Z.

Slika 12. Stadij ITIB raka pluca

(Preuzeto s:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK65865/?fbclid=IwAR0zf31nndGgmYAjUsTnzC4X
TVFLIBRjxolfglc3GIkluQI5loK-kynjs9E)
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK65865/?fbclid=IwAR0zf31nndGgmYAjUsTnzC4XTVFLIBRjxolfg1c3GlkIuQl5loK-kynjs9E
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK65865/?fbclid=IwAR0zf31nndGgmYAjUsTnzC4XTVFLIBRjxolfg1c3GlkIuQl5loK-kynjs9E
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK65865/?fbclid=IwAR0zf31nndGgmYAjUsTnzC4XTVFLIBRjxolfg1c3GlkIuQl5loK-kynjs9E
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK65865/?fbclid=IwAR0zf31nndGgmYAjUsTnzC4XTVFLIBRjxolfg1c3GlkIuQl5loK-kynjs9E

Stage IVA Lung Cancer

c) Cancer has spread to one
place in an organ or tissue
not near the lung

Brain

b) Fluvid or cancer
nodules around the
lungs or heart

Bone

Slika 13. Stadij IVA raka pluca

(Preuzeto s:

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK65865/?fbclid=IwAR0zf31nndGgmY AjUsTnzC4X

TVFLIBRjxolfglc3GIkluQI5loK-kynjs9E)

20


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK65865/?fbclid=IwAR0zf31nndGgmYAjUsTnzC4XTVFLIBRjxolfg1c3GlkIuQl5loK-kynjs9E
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK65865/?fbclid=IwAR0zf31nndGgmYAjUsTnzC4XTVFLIBRjxolfg1c3GlkIuQl5loK-kynjs9E

Stage IVB Lung Cancer

Cancer has spread to multiple

Metastatic— ’ places in one or more organs

cancer C | { i ) notnearthelt_mg:
fereth g
oo /;* e Y
1 |t ol
£ “' ‘
/ l, fﬁf(——iAdrenal gland
/ /3! _{7—"*—“" -Kidney
= )[\ ——+—1—Liver
‘ fy’bt‘g\'—ms!anl lymph nodes

—Bone

Slika 14. Stadij IVB raka pluca

(Preuzeto s:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK65865/?fbclid=IwAR0zf31nndGgmYAjUsTnzC4X
TVFLIBRjxolfg1c3GlkluQI5loK-kynjs9E)

Budu¢i da veé¢ina bolesnika sa rakom malih stanica pri postavljanju dijagnoze ima
proSirenu bolest (dijagnosticiranu ili okultnu), prezivljenje obi¢no nije u vezi s preciznom
definirano$¢u lokoregionalne uznapredovalosti bolesti. Zato se u bolesnika sa rakom malih
stanica i dalje Cesto rabi jednostavna podjela (Veterans Administration Lung Cancer Study
Group) na dvije skupine; ogranicena bolest (unutar ipsilateralnog hemitoraksa te se moze
obuhvatiti jednim radioterapijskim poljem), ili prosirena bolest (Siri se izvan hemitoraksa ili

postoji zlocudni pleuralni izljev, odnosno udaljena diseminacija) (9).

1.3.4. LIJECENJE

Optimalan nacin lijecenja ovisi o stadiju bolesti pri dijagnozi, vrsti raka te bolesnikovu
opc¢em stanju.
RAK PLUCA NEMALIH STANICA:

Kirurski zahvat (lobektomija, pneumektomija, rjede segmektomija) provodi se u
bolesnika zadovoljavajuceg opceg stanja i kardiorespiracijskog statusa sa stadijima bolesti 1.

ili II., te u manjeg broja bolesnika u stadiju III (bez zahvacenosti ili s minimalnom
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zahvacenosti medijastinalnih limfnih ¢vorova). Ako se bolesnik stadija bolesti I. 1 II. proglasi
inoperabilnim u obzir dolazi radikalna iradijacija tumora. U bolesnika s
potvrdenim/suspektnim Sirenjem bolesti u medijastinum prije eventualnog kirurskog zahvata
provodi se lijeCenje neoadjuvantnom kemo(radio)terapijom. U onih s lokoregionalno
uznapredovalom boles¢u koji nisu kandidati za kirurski zahvat, a dobrog su opceg stanja,
preporucuje se primarna konkomitantna kemoradioterapija. Bolesnici loSijeg opcega stanja
lijee se sekvencijski radioterapijom i kemoterapijom ili samo jednim, odnosno samo
potpornom simptomatskom terapijom (9).

Osnovu lijecenja bolesnika s diseminiranom boleS¢u ¢ini kemoterapija. Bolesnicima
dobrog opceg stanja ordinira se kemoterapija koja se temelji na kombinacijama spojeva
platine (prvenstveno cisplatina, rjede karboplatina) s drugim citostaticima, poglavito
gemcitabinom, paklitakselom, docetakselom, pemetreksedom, vinorelbinom, etopozidom.
Navedenom se terapijom postize stopa odgovora 20 do 35%, a prezivljenje se produljuje za
nekoliko mjeseci u usporedbi sa simptomatskom potpornom terapijom. Bolesnicima losijeg
opceg stanja i/ili onima starije Zivotne dobi prikladno je ordinirati monokemoterapiju. Novija
klinic¢ka istrazivanja pokazala su da odgovor na pojedine citostatike ovisi i o histolo§kom tipu
tumora. Posljednjih godina u svakodnevnu klinicku praksu implementirana je tzv. ciljana
terapija koja svoj uc¢inak ostvaruje inhibicijom pojedinih stani¢nih signalnih puteva koji inace
omogucuju stani¢nu proliferaciju. Najvec¢i iskorak u ciljanoj terapiji bolesnika s rakom
nemalih stanica postignut je primjenom erlotiniba, gefitiniba i afatiniba, tirozin-kinaznih
inhibitora EGFR-a, odnosno krizotiniba, ceritiniba i alektiniba, tirozin- kinaznih inhibitora
rearaziranog ALK-a (9).

Imunoterapija tzv. inhibitorima kontrolne tocke (check-point inhibitors), tj.
protutijelima usmjerenim na kljuéne molekule odgovorne za imunosni odgovor, predstavlja
najveéu novinu u lijecenju velikog broja karcinoma, pa tako i raka pluca. Anti PD-1
(programmed death) protutijela, kao S§to su nivolumab, pembrolizumab i anti PD-L1
protutijela (atezolizumab) pokazala su se uc¢inkovitijima u drugoj liniji lijeCenja od standardne
kemoterapije. Kod bolesnika s visokom ekspresijom PD-L1 (>50%) u tumoru,
pembrolizumab je postigao dulje ukupno prezivljenje od 1.-linijske kemoterapije.
Bolesnicima s diseminiranom boles¢u se ¢esto ordinira i palijativna terapija (presadnice u

kosti, mozak, hemoptiza, bolovi) (9).
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RAK PLUCA MALIH STANICA:
A) Ogranicena bolest:

Kirursko je lijeCenje indicirano samo u vrlo male podskupine bolesnika (2-5%), onih u
stadiju 1. bolesti, nakon Cega im se ordinira adjuvantna kemoterapija 1 profilakticka
radioterapija mozga, a u slucaju pozitivnih limfnih ¢vorova i radioterapija (9). S obzirom na
izrazitu kemosenzitivnost raka malih stanica i ¢injenicu da vecina tih bolesnika ima okultne
presadnice, osnovu lijeCenja Cini kemoterapija kojom se prosje¢no prezivljenje bolesnika
poveéava za oko 5 puta. Polikemoterapija daje bolji rezultat od monokemoterapije.
Ordiniranjem konkomitantne kemoradioterapije u wusporedbi s lijeCenjem samo
kemoterapijom postize se umjereno, ali statisticki znacajno produljenje prezivljenja. Stoga se
standardno lijeCenje tih bolesnika sastoji od konkomitantne polikemoterapije (kombinacija
cisplatina i etopozida) i radioterapije uz stupanj odgovora 70 do 90%. S obzirom da vise od 50%
bolesnika s rakom malih stanica razvije mozdane presadnice, u bolesnika zadovoljavajuceg
opceg stanja, koji odgovore na kemo(radio)terapiju indicirano je provodenje profilakticke
iradijacije mozga, ¢ime se statisticki znac¢ajno poboljsava prezivljenje (9).

B) Prosirena bolest:

Osnovu lijecenja ¢ini kemoterapija (kombinacija cisplatina i etopozida) uz stupanj
odgovora 60 do 70%. Radioterapija u ovih bolesnika se moze primijeniti u vidu
konsolidacijske torakalne radioterapije kod jako dobrog odgovora na primarnu kemoterapiju s
ciljem poboljSanja kontrole lokalne bolesti u toraksu. Ipak, ¢eS¢e se primjenjuje palijativna
radioterapija kod presadnica u mozgu, kostima, te kod bolesnika sa sindromom gornje Suplje
vene. | u ovoj podskupini bolesnika, u slucaju postizanja odgovora na terapiju, indicirana je
profilakticka iradijacija mozga. Imunoterapija inhibitorima kontrolne tocke pokazuje
terapijsku ucinkovitost i jedna je od opcija lijeCenja bolesnika Cija je bolest progredirala
nakon standardne kemoterapije. Nivolumab sam ili u kombinaciji s ipiliumamabom, postize

stopu objektivnog odgovora 10 do 23% (9).

1.4. KUPUSNJACE

Kupusnjace, odnosno, Brassicaceae, nekada Cruciferae, porodica su cvjetnica, te im
pripada 338 rodova i oko 3.700 vrsta. Obitelj uklju¢uje mnoge biljke od ekonomskog znacaja
koje su ljudi u velikoj mjeri izmijenili i udomacili, osobito one iz roda Brassica, Kkoji
ukljucuju kupus, brokulu, prokulicu, kelj, korabu, kinesko zelje, repu i hibridnu repu. Ostale

vazne poljoprivredne kulture u obitelji su hren, rotkvica 1 bijeli senf. Brojne vrste uzgajaju se
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kao ukrasne biljke, a neki ¢lanovi obitelji smatraju se invazivnim vrstama u podru¢jima izvan
njihovog izvornog podrucja (10).

Biljke iz ove obitelji obicno su zeljaste 1 mogu biti jednogodiSnje, dvogodisnje ili
trajnice. Listovi su uglavnom jednostavni i naizmjeni¢no rasporedeni, a mnogi su papreni.
Cvjetovi su krizasti s Cetiri latice i Cetiri CaSice; zbog toga se biljke obi¢no nazivaju krstasice.
Cvjetovi su obi¢no bijele, zute ili boje lavande i karakteristi¢no se odlikuju Cetiri duga 1 dva
kratka praSnika te dvokomorni jajnik smjeSten iznad ostalih dijelova cvijea. Sjemenke se
proizvode u suhim plodovima sli¢nim lis¢u, Cesto s pregradama izmedu polovica; dugi tanki
plodovi poznati su kao komuske, a kratki zaokruzeni plodovi poznati su kao komuscice (10).

Glukozinolati (GLS) su glavna skupina biljnih spojeva koji se pretezito mogu naci u
Brassicaceae porodici. Nakon stani¢nog oStecenja, glukozinolati se hidroliziraju djelovanjem
mirozinaze na razliCite bioaktivne produkte (izotiocijanati, nitrili, tiocijanati, epitionitrili i
oksazolidini). Takva indukcija opéenito traje neko vrijeme, pa, za razliku od antioksidansa,
¢ije se djelovanje ,ugasi®, zaStitni ucinak se proSiruje zbog prisutnosti izotiocijanata.
Izotiocijanati, koji se nalaze u mnogom povrcu iz ove skupine, pokazali su kemoprevencijske
aktivnosti protiv brojnih kroni¢nih degenerativnih bolesti, uklju¢ujuéi rak, kardiovaskularne
bolesti, neurodegenerativne bolesti i dijabetes. In vivo ispitivanja pokazala su ucinak
izotiocijanata protiv kardiovaskularnih bolesti. Rezultati tih studija takoder impliciraju da
unoSenje povecanih doza ovih spojeva u organizama moze rezultirati Stetnim, a ne
blagotvornim ucincima (11). Izotiocijanati pokazali su zaStitnu aktivnost na zivéanom
sustavu in vitro i in vivo testovima smrti neurona odnosno neurodegeneracije. Imaju
sposobnost uklanjanja slobodnih radikala ili povecanja endogene stani¢ne antioksidativne
barijere putem aktivacije Nrf2 transkripcijskog faktora (12, 13). Stalna upala igra kljucnu
ulogu u mnogim ljudskim bolestima, a izotiocijanati usporavaju aktivnost mnogih upalnih
mehanizama, ograni¢avajuci ciklooksigenazu 2 i trajno deaktiviraju¢i makrofag-inhibicijski

faktor migracije (11).

1.4.1. ARMORACIA RUSTICANA

Hren (Armoracia rusticana), izdrzljiva je visegodiS$nja biljka koja pripada porodici
kupusnjaca, poznata po izrazito oporom mesnatom korijenu, koji se pretvara u zacin ili stolnu
delikatesu. Rodom iz mediteranskih zemalja, hren se sada uzgaja u umjerenim zonama i
predstavlja problematicnu korov u mmnogim hladnim i vlaznim podru¢jima. Korijen se

tradicionalno smatra ljekovitim i najesce se koristi kao zamjena za pravi wasabi (Eutrema
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japonicum) u japanskoj kuhinji. Veliki, grubi, sjajni zeleni bazalni listovi nastaju iz velikog
bijelog korijena. Mali, bijeli cvjetovi s Cetiri latice nastaju u terminalnim ili aksilarnim
grozdovima. Plodovi su male duguljaste mahune poznate kao komuske, nagnute kratkim
upornim stilom. Kultivatori propagiraju hren u proljece stavljanjem dijelova korijenja veliine
olovke u tlo pod blagim kutom, s gornjim krajevima dubokim 1-2 cm. Svi, osim terminalnih
izbojaka, uklanjaju se kako bi se sprijecilo kasnije formiranje visSestrukih krunica, a bo¢ni
korijeni se takoder protrljaju kako bi se smanjila grananja i iskrivljena formacija. Korijeni se
beru nakon jedne vegetacije te se peru i skracuju za prodaju (14).

Korijen hrena sadrzi visoku razinu vitamina C i glukozinolate, kao sekundarne
metabolite. Sinigrin (prop-2-enil-glukozinolat) i glukonasturtiin (2-feniletil glukozinolat)
dominantni su glukozinolati koji se nalaze u korijenu hrena. Njihovi razgradni produkti su
izotiocijanati: alil (iz sinigrina) 1 2-feniletil izotiocijanati (iz glukonasturtiina). Oba
izotiocijanata u velikoj su mjeri odgovorna za tipi¢nu, karakteristi¢nu aromu i pikantnost

hrena (15).

Slika 15. Armoracia rusticana (hren)

(Preuzeto s: http://plantillustrations.org/species.php?id_species=89564&size=0&mobile=1)

1.4.2. BRASSICA OLERACEA VAR. GEMMIFERA

Brassica oleracea var. gemmifera, odnosno kelj pupcar, dvogodisnja je zeljasta biljka
iz porodice kupusnjaca (Brassicaceae). Stabljika je uspravna i uglavnom nerazgranata,

premda se mogu stvoriti nekoliko grana. Pri osnovi je odvrenjela, visine do 100 cm. Listovi su
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veliki, nalaze se na dugim peteljkama, obrnuto su jajasti, malo naborani, tamnozeleni.
Stvaraju se uzduz stabljike, a u pazuscima listova s gornje strane stvaraju se mali glavicasti
pupovi promjera 3-4 cm. Starije biljke odbacuju listove te su na stabljici vidljivi jedino pupovi.
U drugoj godini stabljika stvaraju se cvjetovi skupljeni u razgranate grozdaste cvatove. Nalaze
se na tankim 1 kra¢im peteljkama, dvospolni su 1 pravilni. Sastavljeni su od ¢aske koju ¢ine
cetiri uspravna, zelena lapa i vjencica, kojeg Cine Cetiri zute latice. Prasnika je Sest i pri dnu se
nalaze nektariji. Plod je komuska koji sadrzi mnogobrojne male okruglaste crvenkaste

sjemenke. Ime vrste oleracea epitet je koji znaci da je upotrebljiv kao povrée (16).

Slika 16. Brassica oleracea var. gemmifera (kelj pupcar)

(Preuzeto s: https://www.britannica.com/plant/Brussels-sprouts)
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2. CILJ ISTRAZIVANJA
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Cilj ovog istrazivanja jest utvrditi citotoksi¢no djelovanje ekstrakata odredenih
dijelova biljaka od odabranih biljaka iz porodice kupusnjaca (Brassicaceae) na stani¢nim
linijjama karcinoma mokraénog mjehura T24 i te raka plu¢a nemalih stanica A549. U
istrazivanju su koristeni mikrovalni destilati i mikrovalni ekstrakti biljnih vrsta Armoracia
rusticana; korijena i lista, te Brassica oleracea var. Gemmifera, te hidrodestilati biljne vrste

Armoracia rusticana, korijena i lista.
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2. MATERIJALI I METODE
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2.1. STANICNE LINIJE

In vitro istrazivanje ispitivanja djelovanja odredenih biljaka iz porodice kupusnjaca se
provodilo na karcinomskim stanicama T24 1 A549. Obiljezja tih stani¢nih linija su prikazana

u tablicama.

Tablica 4. Obiljezja T24 stanicne linije

(preuzeto s https://www.lgcstandards-atcc.org)

Organizam Homo Sapiens, covjek
Tkivo Mokraéni mjehur

Forma proizvoda smrznuto

Morfologija epitelna

Obiljezje kulture adherentna

Bolest Karcinom prijelaznih stanica
Dob i spol 81 godina, zena

ATCC Number: HTB-4 ™
Designation: 124

High Density B ' 00pn

Low Density Scale Bar = 100pm

Slika 17. Karcinomske stanice T24 stani¢ne linije

(Preuzeto s https://www.lgcstandards-atcc.org)
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Tablica 5. Obiljezja A549 stani¢ne linije
(preuzeto s https://www.lgcstandards-atcc.org)

Organizam Homo Sapiens, covjek
Tkivo plucac

Forma proizvoda smrznuto

Morfologija epitelna

Obiljezje kulture adherentna

Bolest Karcinom pluc¢a

Dob i spol Muskarac, 58 godina

ATCC Number: CCL-185
Designation:  A-549

>

Low Density Scale Bar= 100um  High Density Scale Bar = 100pm

Slika 18. Karcinomske stanice A549 stani¢ne linije

(Preuzeto s https://www.lgcstandards-atcc.org)
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2.2. BILJNI MATERIJALI

2.2.1. ARMORACIA RUSTICANA
Tablica 6. Taksonomija biljne vrste Armoracia rusticana
(preuzeto s: Flora Croatica Database

https://hirc.botanic.hr/fcd/DetaljiFrame.aspx?1dVrste=1305&taxon=Armoracia+rusticana+pP.+

Gaertn.+%2c+B.+Mey.+et+Scherb.)

Red Brassicales
_ Brassicaceae (alt. Cruciferae, hr
Porodica _
krstasSice)
Rod Armoracia
Armoracia rusticana P. Gaertn. , B.
Vrsta
Mey. et Scherb.
Hren, andrkva ledinja (divja), hrelj,
Uobicajeni naziv hrin, hrinj, kren, rotkva morska,
torman, hren Cepasti, hren ljuti, ren

2.2.2. BRASSICA OLERACEA VAR GEMMIFERA

Tablica 7. Taksonomija biljne vrste Brassica oleracea var gemmifera

(Preuzeto s: Flora Croatica Database
https://hirc.botanic.hr/fcd/DetaljiFrame.aspx?1dVrste=1837&taxon=Brassica+oleracea+L.+ss

p.+gemmifera+(DC.)+0O.+Schwarz)

Red Brassicales
) Brassicaceae (alt. Cruciferae, hr
Porodica )
krstasice)
Rod Brassica
Brassica oleracea L. var. Gemmifera
Vrsta
(DC) O. Schwarz
Uobicajeni naziv Kelj pupcar

32


https://hirc.botanic.hr/fcd/DetaljiFrame.aspx?IdVrste=1837&taxon=Brassica+oleracea+L.+ssp.+gemmifera+(DC.)+O.+Schwarz
https://hirc.botanic.hr/fcd/DetaljiFrame.aspx?IdVrste=1837&taxon=Brassica+oleracea+L.+ssp.+gemmifera+(DC.)+O.+Schwarz

2.3. POSTUPAK

Nakon odmrzavanja stani¢ne linije su uzgojene u Dulbecco's Modified Eagle Medium
(DMEM) mediju u vlaznom inkubatoru na temperaturi 37°Cuz 5% CO,. DMEM medij sadrzi
potrebne hranjive tvari kao $to su aminokiseline i minerali i Red fenol indikator Koji
promjenom boje u zutu ukazuje da je medij potrebno promijeniti, a dodaju mu se jos FBS
(govedi serum) te antibiotici penicilin/streptomicin.

Adherirane stanice, nakon uklanjanja DMEM-a, odvajaju se od podloge enzimom
tripsinom.

Brojanje stanica odvija se tako da se 10 pl stanica pomijeSa s 90 pl Trypan Blue boje
koja oboji mrtve stanice i omogucava brojenje zivih stanica koje nisu obojane. Zatim se
jednak broj stanica presaduje u 96 jazica u 3 replikata te se ostave preko noci da se prihvate za
podlogu.

U sljede¢em koraku stanice karcinoma tretiraju se prethodno pripremljenim vodenim
otopinama izolata kupusnjaca u koncentracijama 1 pg/mL, 5 pg/mL, 10 pg/mL, 50 pg/mL i
100 pg/mL tijekom 4, 24, 48 i 72 sata. Sest jaZica koje predstavljaju kontrolu su ostavljene u

samom mediju te u njih nisu dodani izolati kupusnjaca.

-]

[

Slika 19. Vlazni inkubator za uzgoj stanica

(Preuzeto s: http://www.nuve.com.tr/ )
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2.4. TEST CITOTOKSICNE AKTIVNOSTI

Zivost i proliferacija stanice odredena je mjerenjem stani¢nog metabolizma koristeéi
MTT metodu. MTT (3-(4,5-dimetiltiazolid-2)-2,5-difeniltetrazolin bromid) prah je Zute boje
koji se pripremi otapanjem u fosfatnom puferu (PBS). U metabolic¢ki aktivnim stanicama se
reducira, dok ga metabolicki neaktivne stanice ne vezu. Metabolicki aktivne stanice pretvaraju
MTT u ljubicasto obojen spoj formazan. Odumrle stanice nemaju sposobnost pretvorbe MTT-
a. Mehanizam pretvorbe MTT-a vjerojatno ukljucuje reakciju s NADH-om Koji prenosi
elektrone do MTT-a. Novonastali unutarstaniéni ljubicasti spoj se moze mjeriti
spektrofotometrijski, a da bi se mogla ocitati apsorbancija, potrebno ga je otopiti u otapalu
DMSO (dimetil sulfoksid). Sat vremena nakon §to se doda MTT, supernatant se odsise i doda
se DMSO. Plocice su inkubirane na 37°C uz treskanje tijekom 10 minuta. Apsorbancija je

mjerena na 570 nm.
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Slika 20. Ljubicasto obojenje nakon dodatka DMSO

Omijer apsorbancije stanica tretiranih vodenim otopinama hlapljivih sumporovih
spojeva te apsorbancije onih koje nisu tretirane pokazatelj je citotoksi¢ne aktivnosti koristenih

dijelova biljaka.
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3. REZULTATI
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Empirijska obrada:

Kao ogranicenje uzima se premala serija podataka.

3.1. KARCINOM MOKRACNOG MJEHURA- STANICNA LINIJA T24

3.1.1. ARMORACIA RUSTICANA KORIJEN - MIKROVALNI DESTILAT

Cell line T24
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Armoracia rusticana, microvawe distillation root
4h 24h 48h 72h
IC50
(ug/mL) 32.13 0.9748 0.2745 0.5599

Slika 21. Mikrovalni destilat korijena hrena

Mikrovalni destilat korijena hrena pokazuje znacajan ucinak pri svim koncentracijama veé
nakon 24 h. Daljnjom inkubacijom postotak metabolicki aktivnih stanica 1 dalje opada do 48 h,
te je najmanji za koncentraciju 100 pg/mL nakon 48 h. Daljnjom inkubacijom, odnosno

nakon 72 h, broj metabolicki aktivnih stanica je neznatno veci.
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3.1.2. ARMORACIA RUSTICANA KORIJEN - MIKROVALNI EKSTRAKT

Cell line T24
» 100
E
s m 4h
o ¢ 24h
>
_S !/E ® 48h
B 501
= A 72h
©
€
o ; ‘
S o—o
0 1 T T
Q\@\’@V q\é‘\’ Q\@ o8 &8
SN %> ,\/o\) (oo\’ \/Qo‘)
Armoracia rusticana, microvawe extraction root
4h 24h 48h 72h
IC50
(ug/mL) 74.4 2.048 0.3486 1.115

Slika 22. Mikrovalni ekstrakt korijena hrena

Mikrovalni ekstrakt korijena hrena pokazuje znafajan ucinak pri svim koncentracijama ve¢
nakon 24 h. Najveci uc€inak se ostvaruje pri koncentraciji od 50 pg/mL nakon 48 h. Daljnjom

inkubacijom; odnosno nakon 72 h u€inak pada.
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3.1.3. ARMORACIA RUSTICANA KORIJEN - HIDRODESTILAT
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Armoracia rusticana, Clevenger root
4h 24h 48h 72h
IC50
(ug/mL) 92.12 0.796 0.2039 0.428

Slika 23. Hidrodestilat korijena hrena

Hidrodestilat korijena hrena pokazuje znacajni ucinak pri svim koncentracijama ve¢ nakon

24h. Ucinak raste za sve koncentracije do 48 h, te je tada priblizno jednak za sve

koncentracije, s neznatno veéim ucinkom uzorka koncentracije 50 pg/mL. Daljnjom

inkubacijom do 72 h ucinak se smanjuje.
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3.1.4. ARMORACIA RUSTICANA LIST - MIKROVALNI EKSTRAKT
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Armoracia rusticana, microvawe exctraction leaf
4h 24h 48h 72h
|C50
(ug/mL) 61.35 8.099 4.479 9.563

Slika 24. Ekstrakt lista hrena

Ekstrakt lista hrena pokazuje znacajan ucinak ve¢ nakon 4h za koncentraciju od 100 pg/mL,
te je najveci uc¢inak na toj koncentraciji nakon 48h, i ne mijenja se daljnjom inkubacijom.

Ucinak znacajno raste povecanjem koncentracije.
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3.1.5. ARMORACIA RUSTICANA LIST - MIKROVALNI DESTILAT
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Armoracia rusticana, microvawe distillation leaf
4h 24h 48h 72h
IC50 Not
(ug/mL) determined 22.35 18.06 32.14

Slika 25. Destilat lista hrena

Destilat lista hrena pokazuje slab uc¢inak pri koncentracijama manjim od 50 pg/mL, dok se pri
koncentraciji 50 pg/mL broj metabolicki aktivnih stanica znacajno smanjuje. Najve¢i ucinak

je pri koncentraciji od 100pg/mL nakon 48 h inkubacije.
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3.1.6. ARMORACIA RUSTICANA LIST - HIDRODESTILAT

Cellline T24
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Armoracia rusticana, Clevenger leaf
4h 24h 48h 72h
IC50
(ug/mL) 90.02 26.24 11.39 21.77

Slika 26. Hidrodestilat lista hrena

Hidrodestilat lista hrena pokazuje najveci u€inak pri koncentraciji od 100 pg/mL nakon 48 h,
te daljnjom inkubacijom ucinak ostaje isti. Za sve koncentracije u¢inak je najznacajniji nakon

48 h, dok se nakon 72 h smanjuje ili ostaje nepromijenjen.
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3.1.7. BRASSICA OLERACEA VAR. GEMMIFERA - MIKROVALNI EKSTRAKT

Cellline T24
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Brassica oleracea var. gemmifera, microwave extract

4h 24h 48h 72h
IC50 Not Not
(ug/mL) determined determined 78.27 15.31

Slika 27. Mikrovalni ekstrakt kelja pupcara
Mikrovalni ekstrakt kelja pupcara pokazuje najvec¢i ucinak nakon 72 h inkubacije za sve
koncentracije osim 1 pg/mL, kojoj je uc¢inak najveci ve¢ nakon 4h a kasnije se smanjuje.

Najmanji broj metaboli¢ki aktivnih stanica postize se nakon 72 h pri koncentraciji od 100

pg/mkL.
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3.1.8. BRASSICA OLERACEA VAR. GEMMIFERA - MIKROVALNI DESTILAT
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Brassica oleracea var. gemmifera, microwave distillate
4h 24h 48h 72h
IC50 Not
(ug/mL) determined 65.64 18.58 6.654

Slika 28. Mikrovalni destilat kelja pupcara

Mikrovalni destilat kelja pupcara; postotak metabolicki aktivnih stanica se smanjuje
povecanjem koncentracije, te je maksimum ucinka pri koncentraciji 100 pg/mL i nakon 72 h
inkubacije. Koncentracije 1, 5 i 10 ug/mL pokazuju veéi u¢inak nakon 4 h nego nakon 24 h, a

izuzev toga ucinak se povecava vremenom inkubacije.

43



3.2. KARCINOM PLUCA NEMALIH STANICA - STANICNA LINIJA A549

3.2.1. ARMORACIA RUSTICANA KORIJEN - MIKROVALNI DESTILAT

Cell line A549
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Armoracia rusticana, distillation MW root
4h 24h 48h 72h
IC50
(ug/mL) 75.31 47.83 7.479 11.63

Slika 29. Mikrovalni destilat korijena hrena

Mikrovalni destilat korijena hrena pokazao je najbolji u€inak pri koncentraciji od 100 pg/mL i

48 h inkubacije. Daljnjom inkubacijom ucinak se neznatno smanjuje pri svim

koncentracijama. Porast koncentracije prati porast ucinka pri 10, 50 1 100 pg/mL, osim $to je

pri 50 pg/mL nakon 4h inkubacije ucinak veci nego pri 100 pg/mL nakon 4h. Pri niZim

koncentracijama porast koncentracije ne prati porast uc¢inka pa je koncentracija od 1 pg/mL

pokazala bolji u€inak pri svim vremenima inkubacije od koncentracije od 5 pg/mL.
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3.2.2. ARMORACIA RUSTICANA KORIJEN - MIKROVALNI EKSTRAKT
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Armoracia rusticana, extraction MW root
4h 24h 48h 72h
|IC50 Not
(ug/mL) determined 60.76 20.55 31.86

Slika 30. Mikrovalni ekstrakt korijena hrena

Mikrovalni ekstrakt korijena hrena znacajan ucinak pokazuje pri koncentraciji od 50 pg/mL, a
najbolji pri koncentraciji od 100 pg/mL nakon 48 h inkubacije. Daljnjom inkubacijom uc¢inak
se smanjuje pri svim koncentracijama. Pri koncentracijama 1, 5 i 10 ug/mL ucinak se

neznatno smanjuje rastom koncentracije.
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3.2.3. ARMORACIA RUSTICANA KORIJEN - HIDRODESTILAT

Cell line A549
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Armoracia rusticana, Clevenger root
4h 24h 48h 72h
|C50 Not
(ug/mL) determined 73.27 8.003 16.91

Slika 31. Hidrodestilat korijena hrena

Hidrodestilat korijena hrena najbolji u¢inak pokazuje pri koncentraciji od 50 pg/mL nakon 48
h inkubacije. Daljnjom inkubacijom ucinak se neznatno smanjuje pri svim koncentracijama.

Porast koncentracije ne prati dosljedno porast u¢inka.
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3.2.4. ARMORACIA RUSTICANA LIST - MIKROVALNI EKSTRAKT
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Armoracia rusticana, extraction MW leaf
4h 24h 48h 72h
IC50 Not Not
(ug/mL) determined determined 31.97 42.31

Slika 32. Mikrovalni ekstrakt lista hrena

Mikrovalni ekstrakt lista hrena pokazuje znacajan ucinak pri koncentraciji od 50 pg/mL 1 48 h
inkubacije, a najbolji u¢inak ostvaren je pri koncentraciji od 100 pg/mL i 48 h inkubacije.

Vrijeme inkubacije ne prati dosljedno porast u¢inka.
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3.2.5. ARMORACIA RUSTICANA LIST - MIKROVALNI DESTILAT

Cell line A549

—

—3— m 4h
® 24h
® 48h
A 72h

=

o

o
1

% of metabolically active cells

50 1
0 T T T T { k T
OSWS S W
NN o Q S \/Qo
Armoracia rusticana, distillation MW leaf
4h 24h 48h 72h
IC50 Not Not
(ug/mL) determined determined 49.06 55.32

Slika 33. Mikrovalni destilat lista hrena

Mikrovalni destilat lista hrena najbolji uc¢inak ostvaruje pri koncentraciji od 100 pg/mL i 48 h.
Pri koncentracijama manjim od 50 pug/mL najbolji u€inak ostvaruje se nakon samo 4h
inkubacije, 1ako ucinak nije znacajan. Pri svim koncentracijama vrijeme inkubacije ne prati

nuzno porast u¢inka.
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3.2.6. ARMORACIA RUSTICANA LIST - HIDRODESTILAT

Cell line A549
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Armoracia rusticana, Clevenger leaf
4h 24h 48h 72h
IC50 Not Not
(ug/mL) determined determined 45.6 67.74

Slika 34. Hidrodestilat lista hrena

Hidrodestilat lista hrena znacajan ucinak ostvaruje pri koncentraciji od 50 pug/mL i 48 h
inkubacije. Pri manjim koncentracijama ne ostvaruje se znacajan ucinak, te se gotovo ne

mijenja s vremenom inkubacije.
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3.2.7. BRASSICA OLERACEA VAR. GEMMIFERA - MIKROVALNI EKSTRAKT
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Brassica oleracea var. gemmifera, microwave extract
4h 24h 48h 72h
Not Not Not Not
IC50 determined determined determined determined

Slika 35. Mikrovalni ekstrakt kelja pupcara

Mikrovalni ekstrakt kelja pupcara- koncentracija metabolicki aktivnih stanica se ne smanjuje

ispod 50% ni pri jednoj koncentraciji i vremenu inkubacije. U¢inak ne raste dosljedno s

vremenom inkubacije i porastom koncentracije.
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3.2.8. BRASSICA OLERACEA VAR. GEMMIFERA - MIKROVALNI DESTILAT
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» 1001
s ® 4h
s ® 24h
>
hi ® 48h
B 501
g A 72nh
£
o
S
0 .
Q\@\/\@\/ \é\\/ Q’\@\/ q\(Q\/ q\{(\\/
N0 o> ,\/Qo N \/Qo\\’
Brassica oleracea var. gemmifera, microwave distillate
4h 24h 48h 72h
IC50 Not
(ug/mL) determined 38.89 52.7 40.91

Slika 36. Mikrovalni ekstrakt kelja pupcara

Mikrovalni ekstrakt kelja pupcara znacajan ucinak ostvaruje pri koncentraciji od 50 pg/mL i
24 h inkubacije, a najbolji uc¢inak vidljiv je pri koncentraciji od 100 pg/mL i1 72 h inkubacije.
Pri koncentracijama 1, 5 i 10 pg/mL najbolji uéinak se postize nakon 24 h inkubacije a

kasnije se smanjuje.

o1



4. RASPRAVA

52



Rak nastaje kao posljedica abnormalne proliferacije stanica. Rak nastaje iz bilo koje
strukture organa ili tijela i sastavljen je od stanica koje su izgubile sposobnost prestanka rasta.
Rizik od raka visestruko je veci kod osoba ¢iji je imunoloski sustav potisnut zbog bilo kojeg
¢imbenika, ukljuuju¢i kronicni stres, starost, kroni¢nu bolest, prethodnu uporabu
kemoterapije 1 prekomjernu uporabu lijekova kao §to su analgetici, antibiotici 1 kortikosteroidi
(17). Zna se da su neke vrste raka povezane s odredenim rizicnim ponaSanjima i ¢imbenicima
rizika iz okoline u vecoj ili manjoj mjeri te da isto tako postoji genetiCka predispozicija za
razvoj raka unutar nekih porodica. Na vecinu izloZenosti ¢imbenicima rizika moze se utjecati
ispravnim zivotnim navikama i razli¢itim druStvenim mjerama te tako smanjiti rizik za
obolijevanje od raka. U ¢imbenike rizika spadaju: ¢imbenici povezani sa stilom Zivota
(pusenje duhana, pasivno pusenje, konzumacija alkohola, neadekvatne prehrambene navike,
seksualne navike itd.), okoli$ni ¢cimbenici (Suncevo zracenje, radon, aflatoksin itd.), cimbenici
povezani s profesionalnom izlozenoSc¢u (digoksin, azbest, etilvinil-klorid, nikal, arsen itd.),
bioloski ¢imbenici (Epstein-Barr virus, virus hepatitisa B i C, HIV tipa 1, humani papiloma
virus tipovi 16 i 18, humani virus T- stani¢nog limfoma tipa 1, H. pylori) (18).

Procjenjuje se da je globalno opterecenje rakom naraslo na 18,1 milijuna novih
sluc¢ajeva i 9,6 milijuna smrtnih slucajeva u 2018. Jedan od pet muskaraca i jedna od Sest zena
u svijetu razvijaju karcinom tijekom svog Zivota, a jedan od 8 muskaraca i jedna od 11 Zena
umire od bolesti. Diljem svijeta, ukupan broj ljudi koji su zivi unutar 5 godina dijagnoze raka,
procjenjuje se na 43,8 milijuna (8).

Rak mokra¢nog mjehura je Sesti naj¢es¢i rak u muskaraca i 17. naj€eséi rak u Zena. U
2018. bilo je gotovo 550.000 novih slucajeva. Kod muSkaraca je viSe od cCetiri puta veca
vjerojatnost od raka mokra¢nog mjehura, a ucestalost je veca u starijih osoba. Na primjer,
prosje¢na dob u SAD-u je 73 godine (19).

Smatra se da se geografske varijacije u stopama incidenata mogu objasniti razlikama u
ucestalosti ¢imbenika rizika u razli¢itim zemljama. Upotreba duhana, dobro utvrden ¢imbenik
rizika od raka mokraénog mjehura procjenjuje se na oko polovice svih slucajeva raka
mokraénog mjehura kod muskaraca i Zena 1 moZe objasniti visoku ucestalost raka mokraénog
mjehura u Europi i1 Sjevernoj Americi. Visoka incidencija raka mokraénog mjehura u Egiptu 1
drugim zemljama Sjeverne Afrike u velikoj se mjeri pripisuje infekciji s parazitom
Schistosoma. Nakon uspje$ne kontrole Sistosomijaze, Egipat je doZivio smanjenje u broju
slucajeva karcinoma skvamoznih stanica, koji su povezani sa Sistosomijazom, ali pove¢anjem

udjela karcinoma prijelaznih stanica koji je povezan s puSenjem. Profesionalna izloZenost
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kancerogenim aromati¢nim aminima, policiklickim aromatskim ugljikovodicima i kloriranim
ugljikovodicima je ¢imbenik rizika za rak mokraénog mjehura, a sve je sve veci broj dokaza
koji podupiru utjecaj genetske predispozicije (20).

Rak pluca je najces¢i uzrok smrti od raka, a procjenjuje se da je odgovoran za gotovo
jednu od pet smrti od raka. Prezivljavanje raka plu¢a uglavnom je odredeno stadijem u kojem
se dijagnosticira, a kasnija dijagnoza ima lo$iju prognozu. Pusenje je glavni uzrok raka pluca.
Procjenjuje se da se vise od 90% slucajeva medu muskarcima i preko 80% medu Zenama
Sirom svijeta moze pripisati uporabi duhana. Pasivno puSenje je takoder uzrok raka pluca (21).

Kemoterapija se rutinski koristi za lijeCenje raka. Budu¢i da stanice raka gube mnoge
regulatorne funkcije prisutne u normalnim stanicama, i dalje se dijele kada normalne stanice
to ne ¢ine. Ova znacajka Cini stanice raka osjetljive na kemoterapijske lijekove. Otprilike pet
desetlje¢a sustavnog otkrivanja i razvoja lijekova dovelo je do uspostavljanja velike zbirke
korisnih kemoterapeutskih sredstava. Medutim, kemoterapijski tretmani nisu liSeni vlastitih
negativnih ucinaka. Razliite vrste toksi¢nosti mogu se pojaviti kao posljedica
kemoterapijskin tretmana. Na primjer, poznato je da 5-fluorouracil, uobicajeno
kemoterapijsko sredstvo, uzrokuje mijelotoksi¢nost, kardiotoksi¢nost i ¢ak se pokazalo da
djeluje kao vazospasticno sredstvo u rijetkim, ali dokumentiranim slu¢ajevima. Drugi Siroko
koriSteni kemoterapeutik, doksorubicin uzrokuje sr€anu toksi¢nost, toksi¢nost bubrega i
mijelotoksi¢nost. Sli¢no tome, bleomicin je dobro poznato kemoterapijsko sredstvo, poznato
po pluénoj toksi¢nosti. Osim toga, bleomicin pokazuje koznu toksi¢nost. Pokazalo se da
ciklofosfamid, lijek za lije€enje mnogih malignih stanja, uzrokuje toksi¢nost mokra¢nog
mjehura u obliku hemoragijskog cistitisa, imunosupresiju, alopeciju i pri visokim dozama i
kardiotoksi¢nost (22).

Toksi¢nost kemoterapijskih lijekova ponekad stvara znac¢ajan problem u lijecenju raka.
Danas na trziStu postoje Cetiri klase antitumorskih sredstava izoliranih iz biljaka, vinka
alkaloidi (vinblastin, vinkristin i vindesin), epipodofilotoksini (etopozid i tenipozid), taksani
(paklitaksel i docetaksel) i derivati kamptotecina (camptotecin i irinotekan). Biljke imaju
ogroman potencijal za otkrivanje novih lijekova i kao takve su spremnik prirodnih kemikalija
koje mogu pruziti kemoprotektivni potencijal protiv raka (22).

Kupusnjace imaju kemijske sastojke koji pokazuju protuupalno djelovanje. Ove
namirnice takoder poti¢u detoksikaciju odredenih karcinogenih enzima i toksi¢ne su za mnoge
vrste stanica raka. Konzumacija povrca kao $to su kupus, brokula, prokulica i drugog povréa

iz ove porodice moze znacajno smanjiti ucestalost smrtnih sluc¢ajeva uzrokovanih rakom.
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Zapravo, dokazi pokazuju da pojedinci ¢ija je prehrana bogata kupusnja¢ama, imaju nizi rizik
od razvoja raka. Kupusnjace sadrze kemijske komponente koje se nazivaju glukozinolati, a
koji se pretvaraju u indole, izotiocijanate, tiocijanate i cijano-epitioalkane putem Zvakanja kao

rezultat oslobadanja enzima mirozinaze (23).

Mnogi prirodni izotiocijanati (ITC), ukljucujuéi alil izotiocijanat (AITC), benzil
izotiocijanat (BITC), erucin (ECN), fenetil izotiocijanat (PEITC) i sulforafan (SF) pokazali su
obecavajucu kemoprevencijsku aktivnost protiv raka. Kemopreventivni mehanizmi ITC-a
ukljuéuju modulaciju proteina povezanih s rakom koji su uklju€eni u upale, zaustavljanje
stanicnog ciklusa, stani¢nu smrt, angiogenezu, invaziju 1 metastaziranje zajedno S
modulacijom enzima koji metaboliziraju karcinogene tvari. BITC, PEITC 1 SF takoder
napadaju mati¢ne stanice raka. ITC inhibiraju razvoj karcinogeno induciranih karcinoma u
organima glodavaca, ukljucujuéi mokraéni mjehur, debelo crijevo, jednjak, jetru, pluca,
mlije¢nu zlijezdu, gusteracu, kozu i tanko crijevo (24).

Kao predmet naseg istrazivanja koriSteni su mikrovalni ekstrakti i destilati iz biljnih
vrsta Armoracia rusticana; korijen i list i Brassica oleracea var. gemmifera te hidrodestilati
Armoracia rusticana korijena i lista koji oboje pripadaju porodici Brassicaceae, odnosno
promatran je njihov citotoksi¢ni u¢inak na dvije stani¢ne linije: T24 (karcinom mokra¢nog
mjehura) 1 A549 (rak plu¢a nemalih stanica).

Utjecaj na stani¢nu liniju karCinoma mokra¢nog mjehura T24 je za sve ekstrakte
korijena biljne vrste Armoracia rusticana znacajan ve¢ pri niskim koncentracijama od 1 i 5
ug/mL, dok ekstrakti lista vrste Armoracia rusticana i ekstrakti vrste Brassica oleracea var.
gemmifera takav u¢inak uglavnom postizu pri ve¢im koncentracijama od 50 i 100 pg/mL.
Najbolji citotoksi¢ni ucinak na stani¢nu liniju T24 ostvario je hidrodestilat korijena vrste
Armoracia rusticana, i to nakon 48 h inkubacije, kada sve koncentracije imaju jednak ucinak,
osim koncentracije od 50 pg/mL koja pokazuje blago vec¢i ucinak od ostalih.

Utjecaj na stanicnu liniju raka pluc¢a plu¢a nemalih stanica A549 je za vec¢inu esktrakta
znacajan tek pri ve¢im koncentracijama od 50 i 100 pg/mL, izuzev mikrovalnog ekstrakta
vrste Brassica oleracea var. gemmifera koji nije pokazao znacajan ucinak ni pri kojoj
koncentraciji. Najbolji citotoksi¢ni uc¢inak na stani¢nu liniju A549 ostvario je mikrovalni
destilat korijena vrste Armoracia rusticana, i to pri koncentraciji od 100 pg/mL i 48 h

inkubacije.
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Na temelju navedenih rezultata, vidljivo je da biljne vrste iz porodice kupusnjaca i
spojevi izolirani iz njih imaju veliki potencijal za nadopunu lijecenja razli¢itih bolesti, a
posebno su vazna njihova kemoprevencijska i antitumorska svojstva, koja smo u nasem in
vitro ispitivanju pokazali na stanicama karcinoma mokra¢nog mjehura i1 raka plu¢a nemalih
stanica (T24 i A549). Postotak smanjenja metabolicki aktivnih stanica, tj., citotoksi¢ni u¢inak
povezan je s koncentracijom i vremenom izlaganja, te je glavna hipoteza potvrdena i cilj
istrazivanja je ostvaren. Potrebno je provesti dodatna in vivo istrazivanja, koja ¢e utvrditi
pozitivne ucinke, kako bi se ovi spojevi ili lijekovi temeljeni na njihovoj strukturi, mogli

uvrstiti u terapiju razli¢itih bolesti.
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5. ZAKLJUCAK

S7



1D)In vitro izlaganje stanica karcinoma mokraénog mjehura i stanica raka pluca
nemalih stanica uzorcima izoliranim iz biljne porodice kupusnjaca (Brassicaceae) dovodi do
smanjenja prezivljenja tih stanica.
2) Najbolji citotoksi¢ni u¢inak na stani¢nu liniju T24 ostvario je hidrodestilat korijena vrste
Armoracia rusticana. Najbolji citotoksi¢ni ucinak na stani¢nu liniju AS549 ostvario je
mikrovalni destilat korijena vrste Armoracia rusticana.
3) Ispitivani ekstrakti pokazuju citotoksicni ucinak ovisan o koncentraciji i vremenu
inkubacije.
4) Djelovanje izoliranih ekstrakata nije uvijek razmjerno povecanju koncentracije 1 vremenu

inkubacije, te u nekim slu¢ajevima dolazi do blagog oporavka stanica.
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7. SAZETAK
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Cilj istrazivanja:

Cilj je istrazivanja ispitati potencijalno citotoksicno djelovanje ekstrakata izoliranih iz
biljaka Armoracia rusticana i Brassica oleracea var. gemmifera iz porodice kupusnjaca
(Brassicaceae) na humane karcinomske stanice mokra¢nog mjehura (T24) i raka pluca
nemalih stanica (A549). Pretpostavka je da ¢e se nakon izlaganja karcinomskih stanica
biljnim ekstraktima njihov broj smanjiti u odnosu na kontrolnu skupinu.

Materijali i metode:

Ispitivanje citotoksi¢nosti na stani¢nim linijama karcinoma mokra¢nog mjehura i raka
plu¢a nemalih stanica radeno je MTT testom. Usporedbom apsorbancije nastalog formazana
kod stanica tretiranih biljnim ekstraktima i apsorbancije kod netretiranih stanica (kontrola),
dobili smo postotak prezivljenja karcinomskih stanica. Citotoksi¢nost se odredivala nakon 4,
24,481 72 sata.

Rezultati:

Rezultati su prikazani graficki u odnosu vremena inkubacije i postotka metabolicki
aktivnih stanica. Najbolji citotoksicni ucinak na stani¢nu liniju humanog karcinoma
mokraénog mjehura, T24, ostvario je hidrodestilat korijena vrste Armoracia rusticana.
Najbolji citotoksi¢ni u¢inak na stani¢nu liniju humanog raka plu¢a nemalih stanica, A549,
ostvario je mikrovalni destilat korijena vrste Armoracia rusticana.

Zakljucdci:

In vitro izlaganje stanica karcinoma mokraénog mjehura (T24) i raka plu¢a nemalih
stanica (A549) biljnim ekstraktima dovodi do smanjenja preZivljenja tih stanica. Citotoksi¢ni
ucinak ovisan je o vremenu inkubacije 1 koncentraciji. Djelovanje ekstrakata nije uvijek
razmjerno povecanju koncentracije 1 vremenu inkubacije. Citotoksicni ucinak ekstrakata, Sto
je ujedno i hipoteza naseg ispitivanja, je potvrden, a iduci korak je potvrdivanje tih u¢inaka in

Vivo ispitivanjem na modelima karcinoma mokra¢nog mjehura i raka pluca u zZivotinja.
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8. SUMMARY
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The aim of the research

The aim of the research is to examine the potential cytotoxic effects of extracts from
the Brassicaceae family of plants Armoracia rusticana and Brassica oleracea var. gemmifera
on human carcinoma cells of urinary bladder (T24) and non-small lung cancer (A549). The
assumption is that after the exposure of carcinoma cells to extracts their number will be
reduced in comparison to the control group.
Materials and methods

MTT assay was used to establish cytotoxicity levels on urinary bladder and non-small
lung cancer cell lines. The comparison between the absorbance of created formazan in cells
treated with extracts and those untreated (the control group) determined the survival rates of
carcinoma cells. Cytotoxicity levels were measured after the periods of 4, 24, 48 and 72 hours.
Results

The results are graphically presented as a relation of incubation times and the
percentages of metabolically active cells. The best cytotoxic effect on the human bladder
carcinoma cell line, T24, was achieved by Armoracia rusticana root hydrodistillate. The best
cytotoxic effect on the human non-small lung cancer cell line, A549, was achieved by
Armoracia rusticana root microwave distillate.
Conclusions

In vitro exposure of urinary bladder carcinoma (T24) and non-small lung cancer
(A549) cells to extracts of tested plants leads to reduced cell survival rate. Cytotoxic effects
depend on incubation time and concentration. Herbal extracts effect is not always proportional
to the increase in concentration and incubation time. The cytotoxic effect of extracts is
confirmed, which was the hypothesis of the research, and the next step is the validation of
these effects by in vivo studies on the models of animal urinary bladder cancers and lung

cancers.
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