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POPIS KRATICA

A

ALK: anaplasti¢na limfomna kinaza (eng. anaplastic lymphoma kinase)
B

BRCA: tumorsupresorski gen

C

CDK: ciklin-ovisna kinaza (eng. cyclin-dependent kinase)

CNS: sredisnji ziv€ani sustav (eng. central nervous system)

CT: kompjuterizirana tomografija (eng. computed tomography)

CTLA-4: protein 4 vezan za citotoksi¢ni T-limfocit (eng. cytotoxic T-lymphocyte-associated
protein 4)

D

DMEM: Dulbecco modificirani Eagleov medij (eng. Dulbecco's Modified Eagle Medium)
DMSO: dimetil-sulfoksid (eng. dimethyl sulfoxide)

DNA: deoksiribonukleinska kiselina (eng. deoxyribonucleic acid)

E

EGFR: receptor epidermalnog ¢imbenika rasta (eng. epidermal growth factor receptor)
ER: estrogenski receptor (eng. estrogen receptor)

F

FBS: fetalni govedi serum (eng. fetal bovine serum)

G

GST: glutation-S-transferaza (eng. Glutathione S-transferase)

H

HER2: receptor za humani epidermalni ¢imbenik rasta 2 (eng. human epidermal growth
factor receptor 2)



M

MTS: 3-(4,5-dimetiltiazolil-2)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-sulfofenil)-tetrazolij (eng. 3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2 H-tetrazolium)

MTT: 3-(4,5-dimetiltiazolil-2)-2,5-difeniltetrazolijev bromid (eng. 3-(4,5-dimethylthiazol-2-
vl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide)

N

NADH: reducirani oblik nikotinamid adenin dinukleotida (eng. reduced nicotinamide adenine
dinucleotide)

NSCLC: rak plu¢a nemalih stanica (eng. non small cell lung cancer)
P
p53 : transkripcijski ¢imbenik
P53: gen za protein p53
PAH: policikli¢ki aromatski ugljikovodici (eng. polycyclic aromatic hydrocarbons)
PARP: poli (ADP-ribozil) polimeraza (eng. poly (ADP ribose) polymerase)
PBS: fosfatni pufer (eng. phosphate-buffered saline)
PD-1: protein programirane stani¢ne smrti 1 (eng. programmed cell death-protein 1)
PD-L1: ligand programirane stani¢ne smrti 1 (eng. programmed cell death-ligand 1)
R
RB: tumorsupresor
RDG: rendgensko snimanje
S
SCLC: rak plu¢a malih stanica (eng. small cell lung cancer)
U
UGT: UDP-glukuronoziltransferaza (eng. UDP-glucuronosyltransferase)
W

WST-1: 2-(4-jodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)-tetrazolij (eng. 2-(4-iodophenyl)-
3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H-tetrazolium)



X

XTT: 2,3-bis (2-metoksi-4-nitro-5-sulfofenil)-5-(fenilamino)-karbonil-tetrazolijev bromid
(eng. 2,3-bis (2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-(phenylamino)-carbonyl-2H-tetrazolium
hydroxide)



1. UVOD



1.1 RAK

Novotvorine, koje se nazivaju jo$ i tumorima ili neoplazmama, su patoloske tvorbe
koje nastaju kao posljedica prekomjerne proliferacije abnormalnih stanica [1]. Dobrocudni
(benigni) tumor ne Siri se u susjedna normalna tkiva niti u udaljene dijelove tijela te ostaje
ograni¢en na mjesto na kojem je nastao. Naprotiv, zlo¢udni (maligni) tumor je u stanju
prosiriti se na susjedna normalna tkiva i Citavo tijelo preko krvozilnoga ili limfatickog sustava

(metastaze) [2]. Rak je naziv za zlo¢udne tumore, koji mogu biti opasni za zivot [1].

Rak nastaje kada stanica izgubi sposobnost adekvatnog odgovora na brojne signale,
Sto dovodi do nekontrolirane diobe zlo¢udno preobrazene stanice kojom nastaje nakupina
takvih stanica. Za nastanak i1 progresiju raka vaznu ulogu imaju mutacije, epigeneticke

promjene, kao i aktivnost telomeraza [3].

Deset klju¢nih obiljezja koja su zajednicka svim tipovima raka jesu: neosjetljivost na
signale koji inhibiraju rast, samodostatnost s obzirom na signale rasta, sposobnost
izbjegavanja imunoloskog odgovora, zaobilazenje programirane stani¢ne smrti (apoptoze),
neogranien potencijal umnazanja, tumorska angiogeneza, sposobnost tkivne invazije i

presadivanja, poremecen metabolizam, genomska nestabilnost te upala (Slika 1) [3].

Karcinomi su zlo¢udne bolesti epitelnih stanica na koje otpada otprilike 90% slucajeva

raka u ljudi [2].

I",l’J”'II.III‘i‘ stanice
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Slika 1. Inhibicija ovisna o gusto¢i. Razlika izmedu normalne i tumorske stanice.

Preuzeto iz: Cooper MG, Hausman RE. Rak. U: Gordan Lauc, ur. Stanica. Peto izdanje.

Zagreb: Medicinska naklada; 2010. p. 730.



1.2 ONKOGENI

Onkogeni su promijenjena inacica normalnih stani¢nih gena koje nazivamo
protoonkogenima, a koji su ukljuceni u prijenos signala u stanici. Putevi prijenosa signala u
stanici pomazu da se dioba, stanicni rast, diferencijacija 1 prezivljenje uskladuju s uvjetima u
okoliSu stanice. Ako se protoonkogeni promijene tako da oni sami ili njihovi proteinski
produkti postanu aktivniji, tada u procesu koji nazivamo aktivacijom onkogena, nastaju
onkogeni. Posljedica aktivacije onkogena jest nekontrolirana dioba i rast stanice, $to uzrokuje
nastanak raka. Onkogeni se mogu aktivirati zbog mutacija u samom genu ili kao posljedica
kromosomske translokacije (dio kromosoma se ,,odlomi* 1 premjesti na drugi kromosom).
Mogu se, takoder, aktivirati kao posljedica genske amplifikacije (povecanja broja kopija gena)

kao u slu¢aju onkogena HER2/neu kod raka dojke [3].

1.3 TUMORSUPRESORSKI GENI

Suprotno od onkogena ¢ija pojacana aktivnost dovodi do nastanka raka,
tumorsupresorski geni su geni ¢ija inaktivacija ili gubitak njih samih, odnosno njihovih
proteinskih produkata dovodi do nastanka raka. Prvi otkriveni tumorsupresorski gen bio je
RB, koji je povezan s retinoblastomom, rakom mreznice. P53 je posebno vazan
tumorsupresorski gen, koji je Cesto mutiran u razliitim tipovima raka u ljudi. Njegov
proteinski produkt, transkripcijski ¢imbenik p53, aktivira se zbog oStecenja stanicne DNA ili
drugih poremecaja povezanih sa stanicnim stresom. Uloga aktiviranog p53 je da zaustavi
stanicu u odredenoj fazi stanicnog ciklusa i aktivira popravak oste¢enja DNA te da potice
apoptozu. Ako gen P53 u stanici nedostaje ili je inaktiviran, tada u diobu mogu u¢i i stanice
kojima je DNA oste¢ena, ¢ime se povecava vjerojatnost nastanka raka. Inaktivacija p53 u
stanicama raka povezana je i s rezistencijom na radioterapiju i kemoterapiju te tumorskom

angiogenezom [3].



1.4 EPIDEMIOLOGIJA RAKA

1.4.1 EPIDEMIOLOGIJA RAKA U SVIJETU

Rak je u svjetskim razmjerima vodeci javnozdravstveni problem. U razvijenim
zemljama on je drugi uzrok smrti, po ucestalosti nakon kardiovaskularnih bolesti [4]. U 2012.
godini, naj¢esce dijagnosticirani su bili: rak pluca (1,82 milijuna oboljelih), rak dojke (1,67
milijuna oboljelih) te kolorektalni rak (1,36 milijuna oboljelih). Vode¢i uzrok smrtnosti od
raka je rak pluéa (1,6 milijuna umrlih), rak jetre (745 000 umrlih) i rak Zeludca (723 000
umrlih) [5]. Procjenjuje se da je u 2018. godini 9,6 milijuna ljudi umrlo zbog raka [6]. Kod
muskaraca, rak pluca je najces¢e dijagnosticiran rak i vodeci uzrok smrtnosti od raka, nakon
Cega slijede rak prostate i kolorektalni rak zbog incidencije te rak jetre i rak zeludca zbog
smrtnosti. Kod Zena, rak dojke je najcesc¢e dijagnosticiran rak i vodeéi uzrok smrtnosti od
raka, nakon Cega slijede kolorektalni rak te rak pluca zbog incidencije i obrnuto, zbog
smrtnosti, dok je rak grlica maternice Cetvrti po incidenciji 1 smrtnosti (Slika 2) [7].
Socioekonomski ¢imbenici takoder utjeCu na incidenciju raka. U razvijenijim zemljama,
2008. godine, rak dojke, rak pluca, kolorektalni rak i rak prostate ¢inili su polovicu ukupne
incidencije, dok su u srednje razvijenim zemljama ucestali bili 1 rak jednjaka, rak Zeludca i rak
jetre. U slabije razvijenim zemljama, rak grli¢a maternice bio je ¢eS¢i od raka dojke 1 raka

jetre [8, 9].

Pluca
2093876 (11.6%)

Dojke
2088 849 (11.6%)

Kolorektalnirak
1849518(10.2%)

S Prostata
1276106 (7.1%)
Zeludac
1033 701 (5.7%)

Jednjak Jetra
572 034 (3.2%) 841 080 (4.7%)

Ukupno : 18 078 957

Ostali oblici raka
8 323 793 (46%)

Slika 2. Incidencija raka u svijetu u 2018. godini.

Preuzeto 1 modificirano s: https://gco.iarc.fr/today/online-analysis-pie




1.4.2 EPIDEMIOLOGIJA RAKA U HRVATSKOJ

Rak je znacajan javnozdravstveni problem u Hrvatskoj. Poslije bolesti srca i krvnih
zila, drugi je najvazniji uzrok smrti. U razdoblju od 1990. do 2014. godine stopa incidencije
raka u Hrvatskoj raste te u 2014. godini iznosi 500,2/100 000, a u tom razdoblju takoder raste
1 stopa mortaliteta od raka te u 2014. godini iznosi 325,3/100 000 (Slika 3) [4].
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Slika 3. Stope incidencije 1 mortaliteta od raka u Hrvatskoj od 1990. do 2014. godine.

Preuzeto s: Hrvatski zavod za javno zdravstvo, Registar za rak Republike Hrvatske.

Incidencija raka u Hrvatskoj 2014., Bilten 39, Zagreb, 2016.

U Hrvatskoj je 2015. godine od raka umrlo 14 012 osoba, 8 030 muskaraca i 5 982
zene. Stope mortaliteta bile su 333,3/100 000; odnosno 395,8/100 000 (M) 1 275,0/100 000
(Z). Odnos M:Z je 57:43 [10]. Za muskarce je u 2015. godini stopa incidencije raka bila
najniza u Sibensko-kninskoj Zupaniji (462,6), a najvisa u Brodsko-posavskoj zupaniji (806,4).
Za 7ene je najniza stopa incidencije zabiljezena u Splitsko-dalmatinskoj Zupaniji (384,8), a

najvisa u Pozesko-slavonskoj zupaniji (518) [10].

Pet najces¢ih sijela raka ¢ine ukupno 58% novih slucajeva raka u muskaraca: traheja,
bronh 1 pluca (18%), prostata (18%), kolon (9%), rektum, rektosigma i anus (7%) 1 mokraéni
mjehur (6%). Pet najces¢ih sijela raka u Zena: dojka (26%), kolon (8%), traheja, bronh 1 pluca
(8%), tijelo maternice (6%) 1 Stitnjaca (6%), ¢ine 53% novih slucajeva raka u Zena. Kolon,
rektum, rektosigma i anus zajedno u incidenciji sudjeluju s 16% u muskaraca i 13% u Zena
[10].



1.5 RAKDOJKE

1.5.1 ETIOLOGIJA I EPIDEMIOLOGIJA

Rak dojke je najcesce dijagnosticiran rak kod zena i vodeéi je uzrok smrtnosti od raka
kod zena diljem svijeta, a incidencija se povecava u slabije razvijenim zemljama [11, 12].
Uzrokuje oko 15 % smrti zbog raka i ¢ini gotovo 25% tumora u Zena. Pretpostavlja se da ce
svaka deveta Zena dobiti rak dojke tijekom svog zivota. I u Hrvatskoj je, takoder, na prvom
mjestu po incidenciji. Oko 2 600 Zena godisnje oboli u Hrvatskoj, §to nas svrstava medu
zemlje s visokom incidencijom [13]. Razlike u stopama incidencije raka dojke medu
populacijama upucuju na to da se etioloski ¢imbenici razlikuju po bioloskoj ekspresiji i
utjecaju na ishod bolesti. Sociodemografske razlike i razlike u ponasanju razlicitih populacija
utjecu na to kako se bioloska bolest izrazava medu razli¢itim rasama i etnickim skupinama,
Sto doprinosi varijacijama u incidenciji, smrtnosti i prezivljenju raka dojke [14]. Pokazalo se
da su ¢imbenici rizika za nastanak raka dojke: dob, indeks tjelesne tezine (BMI), dob nastupa
menarhe 1 menopauze, dob kod prve trudnoce, uzimanje oralnih kontraceptiva te hormonske
nadomjesne terapije, laktacija, pozitivna obiteljska anamneza i zracenje [15, 16]. Unatoc¢
zna¢ajnom napretku u istrazivanju raka, rak dojke ostaje vode¢i javnozdravstveni problem i
jedan od najvecih prioriteta biomedicinskih istrazivanja. Ocekuje se da ¢e se incidencija i

stopa smrtnosti zna¢ajno povecati u narednim godinama [17].

1.52 KLINICKA SLIKA

Najucestaliji simptom raka dojke je bezbolan ¢vor u dojci. Ostali simptomi mogu biti
zadebljanje koze, uvlacenje bradavice, krvavi iscjedak iz bradavice, upala, crvenilo koze te
oteknuce regionalnih limfnih ¢vorova [18]. Kod metastatskog raka dojke na simptome utjece
mjesto metastaza, a ti se simptomi cesto javljaju zajedno s boli, umorom te problemima sa
spavanjem [19]. Inflamacijski (upalni) rak dojke popracen je eritemom koji zahvaca vise od
1/3 dojke, ruziCastom do crvenom bojom koze, osjeCajem topline u zahvacenoj dojci,

edemom, povecanjem dojke te kozom poput kore narance [20].



1.5.3 METODE PROBIRA

Mamografija kao metoda probira Siroko je dostupna u mnogim zemljama diljem
svijeta. Predstavljana je kao veliko postignuce za zdravlje Zena [21]. Jedina je metoda probira
koja dokazano smanjuje smrtnost od raka dojke, za otprilike 25% u Zena starijih od 50 godina.
Metoda ima visoku specifi¢nost (90%) 1 osjetljivost (90%) u postmenopauzalnih Zena. Nije
dokazana korist mamografije u zena mladih od 50 godina. Problem kod mamografije jest to
Sto je 80% zena smatra neugodnom, Sto smanjuje njihovu suradnju [22]. 1% testova daje
lazno pozitivan rezultat §to moZe dovesti do nepotrebnih biopsija i straha kod pacijentica [22,
23]. Takoder, problem je Sto se tumori dojke mogu se razviti i u razdobljima izmedu dviju

mamografija [22].

Primjena samopregleda dojke, jo§ jedne metode probira, je dvojbena jer je vecina
napipanih kvrzica dobro¢udna [22]. Nema dokaza da metoda umanjuje smrtnost od raka
dojke. Stovise, samopregled dojke poveéava broj provedenih mamografskih pregleda te

nepotrebnih biopsija s negativnim (benignim) rezultatom [24].

1.5.4 PATOHISTOLOGIJA

Tumori dojke mogu biti benigni i maligni. Histogenetski, tumori nastaju iz strome ili
epitela: epitelni su tumori mnogo ucestaliji od stromalnih. Medu malignim tumorima najces¢i
su karcinomi dojke koji gotovo svi spadaju u histolosku skupinu adenokarcinoma. S obzirom
na invazivnost, dijele se na invazivne, neinvazivne i mikroinvazivne oblike. Neinvazivni
karcinomi dojke nazivaju se jo$ i karcinomima in situ te, za razliku od invazivnih karcinoma,
imaju odrzanu bazalnu membranu. Nekoliko je osnovnih molekularnih subtipova karcinoma
dojke 1 to: luminalni tip A koji nastaje iz luminalnih stanica kanali¢a, luminalni tip B
karcinoma dojke istog podrijetla, ali neSto loSije prognoze, trostruko negativni karcinom
dojke podrijetla bazalnih stanica i HER2 pozitivni karcinom dojke. Najbolju prognozu imaju

luminalni tip A, a najlosiju trostruko negativni tumori [25].



1.5.5 PROGNOSTICKI I PREDIKTIVNI CIMBENICI

Prognosticki Cimbenici imaju ulogu u ocjeni prognoze i u lijeCenju bolesnica s
invazivnim karcinomom dojke, a prediktivni ¢imbenici procjenjuju vjerojatnost odgovora na

odredenu vrstu terapije (7ablica 1) [25].
Tablica 1. Prognosti¢ki i prediktivni ¢imbenici raka dojke.

Podaci preuzeti iz: Damjanov I, Seiwerth S, Juki¢ S, Nola M. Bolesti dojke: Tumori dojke. U:
Rai€ A, ur. Patologija. Peto, preradeno i dopunjeno izd. Zagreb: Medicinska naklada; 2017. p.
654- 656.

» zahvacenost regionalnih limfnih ¢vorova, veli¢ina
tumora, histoloski tip tumora, diferenciranost
tumora, vaskularna invazija, tumorska nekroza,
Ki-67 mitoticki indeks, dob bolesnice, status
receptora za steroidne hormone, HER2 status

* status receptora za steroidne hormone, status
receptora za ¢imbenike rasta (HER2 status)

1.5.6 TERAPIJSKI POSTUPAK

Kod lokalnog raka dojke cilj je izljeCenje 1 sprjeCavanje recidiva, dok je kod
mestastatskog raka cilj produljenje Zivota te ublazavanje simptoma kako bi se osigurala Sto
bolja kvaliteta zivota [26]. Terapija je znatno napredovala proteklih godina, a plan lijecenja se

sastavlja pomocu multidisciplinarnog tima [27].



1.5.6.1 LIJECENJE LOKALNOG, OPERABILNOG RAKA DOJKE

U slucaju lokalnog raka kirurSki zahvat je inicijalni terapijski modalitet, Cija je svrha
uklanjanje primarnog tumora te mogucih presadnica u limfnim ¢vorovima aksile [13]. Vise je
mogucnosti kirurSkog postupka: kvadrantektomija (posStedna operacija kada se uklanja
kvadrant ili dio dojke oko tumora i limfni ¢vorovi iz pazuSne jame), jednostavna
mastektomija (uklanjanje Zljezdanog tkiva dojke, koze i bradavice iznad pektoralnog misica),
modificirana radikalna mastektomija (uklanjanje dojke kao kod jednostavne mastektomije i
limfnih ¢vorova iz pazu$ne jame iz triju razina) te mastektomija s postedom dojke (uklanjanje
zljezdanog tkiva dojke uz ocCuvanje koze i bradavice u slucaju kada se radi primarna
rekonstrukcija dojke) [28]. lako je mastektomija ponekad nuzna za spaSavanje zivota, moze
uzrokovati fizicku i psiholosku traumu kod pacijentice zbog ¢ega se radi rekonstrukcija, koja
doprinosi obnovi kvalitete zivota [29]. Moguce su i postoperativne komplikacije (npr.
infekcija rane) koje su pod utjecajem viSe ¢imbenika rizika (puSenje, prethodno zracenje,
pretilost, dijabetes itd.) [30]. Stadij bolesti, odnosno stupanj vjerojatnosti pojave lokalnog
recidiva ili diseminacije raka dojke procjenjuje se nakon kirurS§kog zahvata i1 patohistoloskog

opisa tumora [13].

Adjuvantna kemoterapija primjenjuje se nakon operacije raka dojke, s ciljem
iskorjenjivanja mikroskopskih ZzariSta stanica raka koje, ako se ne lijee, mogu rasti i
metastazirati. Smanjuje rizik od recidiva i poboljSava prezivljenje, ali apsolutna korist u
bolesnica s niskim rizikom recidiva moze biti mala. Stoga, prilikom odluke o primjeni
adjuvantne kemoterapije, moraju se uzeti u obzir ¢imbenici rizika, kao i dob bolesnice te
komorbiditeti. Ne postoji jedinstveni svjetski standardni adjuvantni kemoterapijski protokol u
lijeCenju raka dojke, no ve¢inom se koristi tzv. AC-T protokol koji uklju¢uje kombinaciju

doksorubicina i ciklofosfamida (AC) prac¢enu paklitakselom (T) [31].

Adjuvantna radioterapija koristi se u lijeCenju lokoregionalne bolesti dojke. Za
pacijentice s negativnim limfnim ¢vorovima kod kojih je proveden postedni kirurski zahvat,
preporuca se radioterapija cijele dojke [32]. Ordinira se uobicajeno mjesec dana nakon
operacije, odnosno nakon cijeljenja rane. Adjuvantna radioterapija se ordinira mjesec dana
nakon kemoterapije (6 mjeseci nakon kirurSkog zahvata) ako se u bolesnice planira ordinirati i

adjuvantna kemoterapija [13].



Adjuvantna hormonska terapija indicirana je u bolesnica koje imaju rak dojke koji je

vitamina D [33].

pozitivan na hormonske steroidne receptore. U lijeCenju premenopauzalnih bolesnica lijek
izbora je tamoksifen (20 mg dnevno), u trajanju od 5 do 10 godina [33]. Tamoksifen ima
inhibitorno djelovanje na dojku, ali ekscitacijsko na endometrij [34]. Adjuvantna terapija
tamoksifenom povezana je s poveCanim rizikom za nastanak raka endometrija [35]. U
lijecenju postmenopauzalnih bolesnica lijekovi izbora su aromatazni inhibitori (anastrozol - 1
mg dnevno, letrozol - 2,5 mg dnevno i egzemestan - 25 mg dnevno) u trajanju od 5 do 10
godina (Slika 4). Aromatazni inhibitori mogu dovesti do osteoporoze pa se prije pocetka

lijecenja radi denzitometrija skeleta te se pacijenticama preporucuje uzimanje kalcija i

Adjuvantna imunoterapija trastuzumabom u trajanju od jedne godine primjenjuje se u

bolesnica kojima je tumor ve¢i od 0,5 cm, a koje su HER2 pozitivne [13].

Steroidni inaktivatori Androgeni supstrat
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Slika 4. Kemijska struktura aromataznih inhibitora.

Preuzeto 1 modificirano s: https://www.researchgate.net/figure/Different-classes-of-

aromatase-inhibitor-Steroidal-inhibitors-are-androgen-analogues-and fig2 227140597
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1.5.6.2 LIJECENJE LOKALNOG, PRIMARNO NEOPERABILNOG RAKA DOJKE

Kod lijecenja lokalnog, ali inicijalno neoperabilnog raka dojke stadija IIIA i B,
primarno se primjenjuje kemoterapija ili rjede hormonska terapija. Kirurski zahvat -
mastektomija s uklanjanjem regionalnih limfnih ¢vorova obavi se nakon postignutog

smanjenja primarnog tumora [ 13].

1.5.6.3 LIJECENJE METASTATSKE BOLESTI

Ako je dijagnosticiran metastatski rak dojke, Cesto ¢e se napraviti nova biopsija
presadnice kako bi se ponovno procijenila izrazenost bioloskih biljega 1 potvrdio histoloski
nalaz. Cilj sustavnog lijeCenja je poboljSanje kvalitete zivota te njegovo produljenje, Sto se
najbolje postize ciljanim lije¢enjem, koje se obi¢no koristi kao primarno lijeCenje u vecine
bolesnica. Uz sustavno lijeCenje, u bolesnica se moze provesti radioterapija ili se mogu
podvrgnuti kirurSkom zahvatu. Lijekovi kao §to su denosumab i bisfosfonati mogu pomoci
smanyjiti bolnost i ucestalost prijeloma kosti, koji su obi¢no povezani s prisustvom presadnica
u kostima. Kemoterapija je standardno lijeCenje za trostruko negativni rak dojke i za ER
pozitivne, HER2 negativne bolesnice koje viSe ne reagiraju na hormonsko lijecenje.
Kemoterapije se obi¢no daju sekvencijski za metastatsku bolest, ali se mogu dati i u
kombinaciji ako rak napreduje brzo. Bolesnice ¢e obi¢no dobiti vinorelbin, kapecitabin ili
eribulin. ER pozitivnu, HER2 negativnu bolest treba gotovo uvijek inicijalno lijeciti
endokrinim lijeCenjem: inhibitorom aromataze, fulvestrantom ili tamoksifenom. Za HER2
pozitivnu uznapredovalu bolest prva linija lijeCenja ¢e vjerojatno biti trastuzumab i
pertuzumab u kombinaciji s kemoterapijom (obi¢no docetaksel ili paklitaksel). CDK4/6
inhibitori (ribociklib, palbociklib i abemaciklib) mogu¢i su izbor lije€enja za ER pozitivni
uznapredovali rak dojke, u kombinaciji s inhibitorom aromataze ili fulvestrantom. Noviji
lijekovi, talazoparib i1 olaparib su PARP inhibitori koji se mogu koristiti kao alternativa
kemoterapiji u bolesnica s BRCA1/2 mutacijama [36]. Prosjecno prezivljenje bolesnice s
metastatskom boles¢u iznosi oko 3-5 godina. Nesto je dulje za HER2 pozitivnu bolest (oko 60
mjeseci), srednje za luminalni tip tumora (45 mjeseci) te najkrace za trostruke negativne

tumore (24-36 mjeseci) [13].
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1.6 RAKPLUCA

1.6.1 ETIOLOGIJA I EPIDEMIOLOGIJA

Diljem svijeta, rak pluca je najces¢e dijagnosticiran rak ¢ija se incidencija te smrtnost
znatno povecala od 30-ih godina 20. stoljeca, uglavnom zbog puSenja cigareta. Stoga se,
tijekom proslog stoljeca, rak pluca pretvorio u globalni problem [37-39]. Procjenjuje se da je
2018. godine od raka pluc¢a oboljelo 2,1 milijuna ljudi, a da je zbog njega umrlo 1,8 milijuna
ljudi [40]. Rak plu¢a najceSéa je zlocudna bolest u muskaraca, dok u zenskoj populaciji
zauzima tre¢e mjesto po ucestalosti i drugo po smrtnosti. U Hrvatskoj je 2014. godine rak
plu¢a u muskaraca bio prvi po incidenciji i po mortalitetu, dok je u Zena bio tre¢i po
incidenciji te drugi po mortalitetu [41]. Ucestalost raka pluca znacajno se razlikuje ovisno o
spolu, dobi, rasnoj / etni¢koj pripadnosti, socioekonomskom statusu i geografskom polozaju
[42]. U ljudi nizeg socioekonomskog statusa i obrazovanja ucestalost raka pluca je veca, $to
se povezuje s njihovom c¢eS¢om navikom puSenja, ali 1 ve¢om izloZenoS¢u ostalim
¢imbenicima rizika [41]. U posljednje vrijeme, stopa smrtnosti od raka pluc¢a povecala se kod
Zena, §to se pripisuje pusenju cigareta [43]. Cimbenici rizika za razvoj raka pluca su pusenje
cigareta, pasivno pusenje, oneciSCenost zraka, profesionalna izloZenost (npr. azbest) te
pozitivna obiteljska anamneza [44]. Najvazniji Cimbenik rizika je puSenje cigareta u kojima
postoji niz Stetnih spojeva, potencijalnih karcinogena kao $to su: PAH, aromatski amini, N-
nitrozamini te spojevi kao $to je benzen [45, 46]. Postoji povezanost izmedu broja popusenih
cigareta na dan, broja godina pusenja, dobi kada je osoba pocela pusiti, ucestalosti pusenja
(svakodnevno ili povremeno) te je li osoba i dalje aktivno pusi ili je puSila u proslosti s
rizikom razvoja raka pluc¢a [47]. Dokazano je da dugogodiSnje pasivno puSenje (npr. u
kucanstvima) povecava rizik od razvoja raka pluca [48]. Etioloski ¢imbenici raka pluca

postaju sloZeniji zajedno s industrijalizacijom, urbanizacijom i zagadenjem okolisa [49].
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1.6.2 KLINICKA SLIKA

Simptomi karcinoma pluca pojavljuju se zbog lokalne iritacije, pritiska na bronhe ili
druge anatomske strukture. Tumori se zbog toga ocituju kasljem, zaduhom te bolom u prsistu.
Drugi simptomi mogu nastati i zbog Sirenja tumora unutar prsiSta ili izvan njega. Treca
skupina simptoma povezuje se s djelovanjem tumora na cijeli organizam §to dovodi do
mr$avljenja, gubitka teka, mucénine itd. Cetvrtu skupinu simptoma ¢&ine takozvani
paraneoplasti¢ni sindromi. lako su svi tipovi tumora pluca sposobni proizvoditi hormone,
najces¢e ih luc¢i sitnostani¢ni karcinom. Moze doé¢i do prekomjerna lucenja

adrenokortikotropnog hormona ili antidiuretickog hormona [50].

1.6.3 DIJAGNOSTICKI POSTUPAK

Ako se postavi sumnja na postojanje raka pluéa na osnovi anamneze i/ili klini¢koga
pregleda, treba napraviti RTG plu¢a. Medutim, uredan nalaz ne iskljucuje postojanje raka
pluca. U usporedbi s RTG-om, CT toraksa nadmoc¢na je pretraga, osobito u procjeni
ekstenzije tumora te u detekciji povecanih medijastinalnih limfnih ¢vorova (Slika 5).
Patohistoloska dijagnoza postavlja se najceS¢e pregledom bronhoskopski uzetog tkiva.
Alternativno, postavlja se citoloSka dijagnoza, i to najeS¢e analizom iskasljaja, odnosno
bronhoskopski uzetih uzoraka (ispirak, bronhoalveolarna lavaza, otisak). Nakon utvrdivanja
lokoregionalnog statusa bolesti te postavljanja citoloSke/patohistoloske dijagnoze, dodatnim

pretragama treba utvrditi postoji li udaljena diseminacija [41].

Slika 5. Karcinom pluca prikazan CT-om.

Preuzeto s: https://www.cancer.gov/news-events/cancer-currents-blog/2017/lung-cancer-

screening-challenges
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Dvije skupine raka pluca su rak plu¢a malih stanica (SCLC, 15%) te rak plu¢a nemalih
stanica (NSCLC, 85%). U skupinu raka plu¢a nemalih stanica spadaju adenokarcinom (40-
45%), rak plocastih stanica (30%) te rak velikih stanica (10-15%) [41, 51]. SCLC je
agresivniji od NSCLC, s loSijom prognozom, gdje ukupno 5-godiSnje prezivljenje iznosi oko

5% [52].

1.6.4 TERAPIJSKI POSTUPAK

1.6.4.1 RAK PLUCA NEMALIH STANICA

Pacijentima sa stadijima bolesti I., II. i III. A moguce je napraviti kirurSki zahvat pri
kojem kirurg moZze ukloniti dio pluca ili rezanj koji sadrzi tumor, ako se procijeni da je
pacijent zadovoljavajueg opcéeg stanja prilikom procjene cCimbenika za utvrdivanje
operabilnosti. Nakon kirur§kog zahvata, pacijentima se moZze ordinirati kemoterapiju s ciljem
da se ubiju preostale stanice raka te produlji prezivljenje. Za IV. stadij bolesti, kombinirana
kemoterapija ¢ini osnovu lijeCenja, a na izbor mogu utjecati komorbiditeti, dob te opcée stanje
pacijenta. Polikemoterapija, koja se ordinira kada je pacijent zadovoljavajuceg opceg stanja
temelji se na kombinaciji spojeva platine (karboplatin, cisplatin) s paklitakselom,
gemcitabinom,  docetakselom,  vinorelbinom, irinotekanom te  pemetreksedom.
Monokemoterapija je prikladnija kod pacijenata loSijeg opceg stanja. Bolesnici kojima je
NSCLC lokaliziran u prsima, a nisu kandidati za kirurSku resekciju, mogu imati koristi od
radioterapije. Radioterapija takoder moze biti dio palijativne skrbi za poboljSanje kvalitete
zivota kod pacijenata koji ne reagiraju na kemoterapiju [53]. Izmedu 10% 1 15% ljudi s
NSCLC imaju specifi¢an tip karcinoma koji je pozitivan na EGFR, gdje postoje odredene
promjene gena tumorskih stanica koji kontroliraju stani¢ni rast. Erlotinib, gefitinib 1 afatinib
su tirozin-kinazni inhibitori EGFR-a koji odgadaju daljnje Sirenje karcinoma pluéa i
poboljsavaju kvalitetu zivota, ali ne produljuju prezivljenje [53, 54]. U bolesnika s NSCLC-
om pozitivnim na ALK stvara se abnormalni oblik ALK-a koji stimulira diobu i
nekontrolirani rast stanica raka. ALK pripada obitelji enzima naziva receptorske tirozin
kinaze, koja je ukljuCena u rast stanica i razvoj novih krvnih zila koje ih opskrbljuju.
Krizotinib, ceritinib i alektinib su tirozin - kinazni inhibitori rearanziranog ALK-a ¢ime se
smanjuje rast i Sirenje stanica raka [55]. Novi pristup lijeCenja u imunoterapiji cilja
mehanizme koji moduliraju imunost, a koji pomazu tumorskim stanicama da se obrane od
imunoloskog sustava. Koriste se inhibitori kontrolnih tocaka, protutijela usmjerena na

molekule koje su odgovorne za regulaciju imunoloskog odgovora [41, 53].

14



1.6.42 RAK PLUCA MALIH STANICA

Ogranicena bolest

Operativni zahvat je rijetko indiciran, ali ga nedavne klinicke smjernice preporucuju
za I. stadij bolesti, nakon Cega slijedi adjuvantna kemoterapija i profilakti¢ka kranijalna
radioterapija na temelju pretpostavke da se SCLC rano Siri 1 da je kemosenzitivan [56, 57].
Istrazivanja su pokazala da konkominantna kemoterapija i rano zapoceta radioterapija (nakon
prvog ili drugog ciklusa), omogucuju bolju kontrolu bolesti [57]. Trenutni standard u lije¢enju
ogranicene bolesti SCLC je istodobna kemoradioterapija, odnosno polikemoterapija (Cetiri
ciklusa cisplatina i etopozida) te terapija torakalnog zracenja tijekom prvog ili drugog ciklusa
kemoterapije [58]. Cisplatin je alkiliraju¢i spoj na bazi platine koji se izlucuje uglavnom
putem bubrega $to moze dovesti do nefrotoksi¢nosti [59]. Etopozid je polusintetski derivat
podofilotoksina, a njegov mehanizam djelovanja ukljucuje inhibiciju topoizomeraze II, Sto
uzrokuje prekid lanca DNA 1 stvaranje kompleksa lijek-DNA-enzim (Slika 6) [60]. CNS je
uobicajeno mjesto metastaza pa ¢e oko 45% pacijenata koji postignu odgovor na pocetno
lijecenje, razviti metastaze u CNS-u kao jedino mjesto recidiva nakon 2 godine. Profilaksa
recidiva u CNS-u je, stoga, iznimno bitna. Nakon zavrSetka kemoterapije u pacijenata

zadovoljavajuceg opceg stanja, potrebno je razmotriti profilakticku iradijaciju mozga [57, 61].

OH

Slika 6. Kemijska struktura etopozida.

Preuzeto s: https://www.indiamart.com/alpas-chemicals/anti-cancer-or-chemotherapy-

apis.html
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ProSirena bolest

Napredni stadij i dalje predstavlja neizljeCiv oblik bolesti, a standard lijecenja ¢ini
kemoterapija s ciljem ublazavanja simptoma i produljenja prezivljenja. Polikemoterapija se
obi¢no sastoji od kombinacije cisplatina ili karboplatina i etopozida do Sest ciklusa, nakon
Cega se pacijenta pazljivo nadzire [57, 62]. Palijativna radioterapija se primjenjuje kod
bolesnika sa sindromom gornje Suplje vene te kod presadnica u mozgu i kostima [41].
Imunoterapija inhibitorima kontrolnih tocaka (anti-PD1: nivolumab, pembrolizumab; anti-
PD-L1: atezolizumab, durvalumab; anti-CTLA-4: ipilimumab, tremelimumab) pokazala je
obecavaju¢e antitumorsko djelovanje s potencijalnim produljenjem prezivljenja.
Atezolizumab je u kombinaciji s kemoterapijom postigao poboljSanje prezivljenja kod
pacijenata s novodijagnosticiranim naprednim stadijem SCLC [63]. Vazno je na vrijeme
zapoceti ordiniranje simptomatsko-potporne terapije lijekovima za poboljSanje teka
(megestrol-acetat) odnosno visokoenergijskim pripravcima kao dodacima prehrani zbog
Cestog gubitka tjelesne mase [41]. Megestrol-acetat poboljSava apetit, unos kalorija te

nutritivni status (Slika 7) [64].

Slika 7. Kemijska struktura megestrol-acetata.

Preuzeto s: https://www.researchgate.net/figure/Chemical-structure-of-megestrol-

acetate figd 264043387
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1.7 KUPUSNJACE

Kupusnjace, odnosno, krstasice (Brasicaceae, prethodno Cruciferae), porodica su
cvjetnica (red Brassicales), a sadrze 338 rodova i priblizno 3700 vrsta. Porodica ukljucuje
mnoge vrste koje imaju veliki ekonomski, agronomski i1 znanstveni znacaj. Ekonomski vazne
biljke, prilicno izmijenjene i udomacene od strane ljudi, osobito su one iz roda Brassica, koji
ukljucuje kupus, brokulu, prokulice, kelj, korabu te repu [65, 66]. Ostali vazni poljoprivredni
usjevi porodice su hren, rotkvica i bijeli senf. Odredeni broj vrsta, kao §to su jednogodisnja
mjesecnica, Arduinova gromotulja te ognjica, uzgajaju se kao ukrasne biljke, a neke se
smatraju invazivnim vrstama u podru¢jima nespecificnim za njihov rast. Kupusnjace su
uglavnom zeljaste i mogu biti jednogodi$nje, dvogodiSnje ili trajnice. Listovi su im
jednostavni 1 naizmjeni¢no rasporedeni, a mogu imati i papreni okus. Cvjetovi su im krizni s
Cetiri latice 1 Cetiri lapa, uglavnom bijeli, zuti ili boje lavande. Karakteristi¢na su Cetiri duga i
dva kratka prasnika te dvodijelni tu¢ak smjeSten iznad ostalih biljnih dijelova. Sjemenke se
proizvode u suhim plodovima, ¢esto s pregradom izmedu polovica. Kratki, zaobljeni plodovi

poznati su kao komus¢ice, a dugi, tanki kao komuske [65].

1.8 GLUKOZINOLATI

Biljke porodice Brassicaceae bogat su izvor glukozinolata, bioloSkih spojeva koji
sadrze sumpor. Glukozinolati (S-glukopiranozil tiohidroksimati) su spojevi kod kojih su
glukoza i sulfatna skupina vezane na aglukon, koji se sintetizira iz aminokiselina i njihovih
analoga. Struktura boc¢nog lanca glukozinolata odredena je aminokiselinom. Temeljem
razli¢itih aminokiselinskih prekursora mogu se podijeliti na alifatske, aromatske i indolne [67-
69]. Glukozinolati, sekundarni metaboliti, kemijski su stabilni i1 bioloSki neaktivni.
Oste¢enjem biljnog tkiva prouzrokovanim npr. zetvom, zvakanjem ili S$tetoCinama,
glukozinolati se brzo enzimatski hidroliziraju mirozinazom (tioglukozid-glukohidrolaza) pri
¢emu se oslobadaju sulfat, glukoza i1 bioloski aktivni produkti razgradnje kao Sto su
izotiocijanati, nitrili, tiocijanati i oksazolidintioni (Slika &) [67-70]. Koji ¢e produkti
razgradnje nastati uvelike ovisi o uvjetima hidrolize (pH vrijednosti) i strukturi bo¢nog lanca
[70, 71]. Kiseli uvjeti pogoduju nastanku nitrila, dok visi pH pogoduje nastanku izotiocijanata

[72].
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Nedavne studije pokazale su korisne ucinke glukozinolata, uklju¢uju¢i ulogu u upali i
odgovoru na stres, kao i antioksidativna te antimikrobna svojstva [70]. Uloga glukozinolata u
biljkama ostaje nejasna, ali izotiocijanati koji imaju ostar ili iritantan okus 1 miris mogu biti
povezani s obranom biljaka od mikroorganizama. Izotiocijanati su opsezno proucavani u
eksperimentalnim in vitro 1 in vivo modelima karcinogeneze zbog njihova citotoksicnog
ucinka na stanice raka [68]. Otkriveno je da imaju ucinak na enzime uklju¢ene u metabolizam
karcinogena, inhibicijom enzima faze I (enzimi iz obitelji citokroma P450) ili indukcijom
enzima faze Il biotransformacije [73-76]. Enzimi faze II, uklju¢uju¢i GST 1 UGT, imaju
vaznu ulogu u zastiti stanica od oSte¢enja DNA [77]. Uocena je i uloga u o¢uvanju normalne
regulacije stanicnog ciklusa, kao i inhibicija proliferacije te indukcija apoptoze u brojim
stani¢nim linijjama karcinoma [73, 75, 77]. Takoder, izotiocijanati mogu inhibirati aktivnost
histon deacetilaze u kulturi stanica karcinoma S$to potencijalno moze sprijeciti razvoj
karcinoma induciraju¢i transkripciju tumorsupresorskih gena koji poticu diferencijaciju 1
apoptozu transformiranih (prekancerogenih) stanica [77, 78]. Pokazalo se da izotiocijanati

imaju ucinak na inhibiciju angiogeneze [75, 79].

Glukozinolat
Mirozinaza l Voda

i Sh
+ Glukoza

i
R—NCS .S \Jf'q
/ :

|zotiocijanat l\N)‘-:,,s
H

S‘\,-+ ‘L! R—SCN Goitrin

R—CN Tiocijanat

Epitionitril Nitril

Slika 8. Opc¢a shema enzimske hidrolize glukozinolata.

Preuzeto 1 modificirano s: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4031110/
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1.9 LUNARIA ANNUA

Srebrenka ili jednogodiSnja mjesecnica (Lunaria annua L.) je biljka iz porodice

kupusnjaca [80].
1.9.1 ETIMOLOGUJA

Latinsko ime roda Lunaria potjece od rijeci luna (mjesec), zbog srebrne pregrade
ljusaka ploda, ali 1 zbog sjemenki koje su oblika mjeseca, od ¢ega potjecu hrvatski nazivi
srebrenka te mjesecnica. Ime vrste annua znaci jednogodisnji. Na engleskom jeziku poznata

je 1 kao honesty [80].
1.9.2 KARAKTERISTIKE

Stabljika je uspravna, prekrivena dlaCicama, jednostavna ili u gornjem dijelu
razgranata te moZze narasti od 30 do 100 centimetara. Listovi su jednostavni, plitko srcoliki,
nepravilno nazubljeni, na obje strane hrapavi. Donji listovi su §iri i s peteljkama, a prema vrhu
biljke su manji i sjedeci. Cvjetovi su skupljeni u cvatove na vrhu stabljike, a sastavljeni su od
Cetiri latice. Cvjetovi mogu biti grimizno crvene, ljubicaste ili bijele boje Sto privlaci pcele i

leptire. Plodovi su Siroko elipticne, na obje strane zaobljene komuscice [80-82].
1.9.3 KLIMA I STANISTE

Poznat je kultivirani oblik koji se moze pronaci u vrtovima te samonikla biljka. Moze
se pronac¢i na livadama, Sumama te neobradenim poljima. Rasprostranjena je na podrucju
jugoistocne Europe, jugozapadne Azije i Sjeverne Amerike. Uzgaja se kao ukrasna biljka

kojoj odgovaraju sjenovita i vlazna mjesta, plodno te vlazno tlo [80, 81].
1.9.4 UPOTREBA

Srebrenka se posebno cijeni u suhim aranziranjima. Prokuhani korijen biljke je jestiv,
a vadi se u proljece prije nego Sto se razviju cvjetovi. Nezreli plodovi se mogu usitniti te

koristiti kao za€in, a sjemenke sadrze 1% alkaloida [80].
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1.9.5 SPOJEVI

1.9.5.1 NERVONSKA KISELINA

Nervonska kiselina (24:1A15 cis-tetrakos-15-enoinska kiselina) dugolancana je
mononezasi¢ena omega-9 masna kiselina (Slika 9) [83]. Pronadena je u uljima sjemena
nekoliko poznatih biljaka, prvenstveno porodice Brassicaceae, ukljucujuéi biljku Lunaria
annua. Sjeme sadrzi 30-35% ulja, koje se sastoji od 67% masnih kiselina dugog lanca (44%
eru¢ne kiseline, C22: 1 1 23% nervonske kiseline, C24: 1) [84]. Nervonska kiselina je Siroko
rasprostranjena u zivéanom tkivu kraljeznjaka gdje je amidnom vezom vezana za sfingozin
[85]. Nervonil sfingolipidi su najzastupljeniji u bijeloj tvari mozga i u mijelinskoj ovojnici
mijelinskih ziv€anih vlakana sisavaca [86]. Ulja bogata nervonskom kiselinom postala su
zanimljiva farmaceutskoj industriji zbog primjene povezane s lijeCenjem mnogih neuroloskih
poremecaja, uklju¢ujuéi multiplu sklerozu, kod kojih dolazi do smanjenja razine nervonske
kiseline u sfingolipidima zbog procesa demijelinizacije [87]. Postoje izolirana izvjeséa o
promijenjenoj razini nervonske kiseline u krvi ili tkivu kod ljudi s razli¢itim mentalnim
Takoder, moze imati preventivne ucinke na ¢imbenike koronarnog rizika koji su vezani za
metabolicke poremecéaje povezane s pretilos¢u [90, 91]. Provedena su istrazivanja koja su
proucavala o dozi ovisnu inhibiciju reverzne transkriptaze virusa humane imunodeficijencije-
1 nervonskom kiselinom [92]. Pokazano je kako dojena djeca imaju vecu razinu nervonske
kiseline u eritrocitima u odnosu na djecu koja nisu dojena pa odredeni znanstvenici
zagovaraju da se, u formulama za hranjenje djece, koli¢ina nervonske kiseline treba povecati
[93]. Mljekarska industrija iskazuje zanimanje za ulja koja imaju visoku koncentraciju
nervonske kiseline, to¢nije, postoje prijave kako bi se dobili patenti za upotrebu ulja koje
sadrzi nervonsku kiselinu prilikom hranidbe stoke u svrhu poboljSanja prehrambene i

zdravstvene koristi mlijeka za prehranu ljudi [94].

Slika 9. Nervonska kiselina.

Preuzeto s: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Nervonic-acid#section=Structures
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1.9.5.2 GLUKOZINOLATI

Lunaria annua sadrzi 12 glukozinolata, medu kojima su: glukoalizin, glukohesperin,
glukoputranjivin, glukobrassicanapin (S/ika 10) i heks-5-enil glukozinolat [95].

W,
| O

Slika 10. Kemijska struktura glukobrassicanapina.

Preuzeto s: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Glucobrassicanapin#section=2D-

Structure

1.9.5.3 ALKALOIDI

Lunarin 1 lunaridin su makrocikli¢ki alkaloidi pronadeni kod biljne vrste Lunaria
annua. Lunarin je sastavljen od lanca spermidina, a krajnji atomi duSika formiraju amidne
veze s dvije a, B-nezasi¢ene karboksilne kiseline povezane triciklickim prstenom (Slika 11)
[96, 97]. Lunarin je kompetitivni inhibitor tripanotionske reduktaze, enzima koji je postao
obecavajuci cilj prilikom dizajna lijekova protiv tropskih parazitskih bolesti [96, 98, 99]. Za
lunaridin se smatra da sudjeluje u obrani biljke od insekata (Slika 12) [100].

Slika 11. Lunarin. . Slika 12. Lunaridin.
Preuzeto s: Preuzeto s:
https://toxnet.nlm.nih.gov/ https://toxnet.nlm.nih.gov/
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2. CILJ ISTRAZIVANJA
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2.1 CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj ovog istrazivanja je ispitati imaju li hlapljivi spojevi izolirani iz sjemena biljne
vrste Lunaria annua (uzorci Clevenger destilat, ekstrakt i mikrovalni ekstrakt) citotoksicno
djelovanje na razliCite humane karcinomske stanice. Potencijalni citotoksi¢ni ucinak na
stani¢ne linije humanih karcinoma ispitivat ¢e se na stanicnim linijjama karcinoma dojke

MDA-MB-231 te karcinoma plu¢a A549.
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2.2 HIPOTEZA

Hlapljivi spojevi izolirani iz sjemena Lunaria annua (uzorci Clevenger destilat,
ekstrakt 1 mikrovalni ekstrakt) imaju citotoksi¢no djelovanje na ispitivane stani¢ne linije

humanih karcinoma: MDA-MB-231 te A549.
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3. MATERIJALI Il METODE
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3.1 STANICNE LINLJE

In vitro istraZivanje ispitivanja djelovanja hlapljivih spojeva izoliranih iz sjemena
biljne vrste Lunaria annua (uzorci Clevenger destilat, ekstrakt i mikrovalni ekstrakt)
provodilo se na stani¢nim linijama humanih karcinoma MDA-MB-231 te A549. Obiljezja tih

stani¢nih linija prikazana su u tablicama.
3.1.1 MDA-MB-231

Tablica 2. Obiljezja MDA-MB-231 stani¢ne linije.

Podaci preuzeti s: https://www.lgcstandards-atcc.org/

Organizam Homo sapiens, ¢ovjek
Tkivo Dojka

Stanic¢ni tip Epitelna
Forma proizvoda Smrznuto
Morfologija Epitelna
Obiljezje kulture Adherentna
Bolest Adenokarcinom
Dob 51 godina

Spol Zenski

Etnitet Bijeli

Uvjeti pohrane Teku¢i dusik

ATCC Number: HTB-26 ™
Designation: ~ MDA-MB-231

# '. - ' i VI < /]
Low Density Scale Bar = 100um High Density Scale Bar = 100um

Slika 13. Stanice karcinomske linije MDA-MB-231.

Slika preuzeta s: https://www.lgcstandards-atcc.org/
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3.1.2 A549
Tablica 3. Obiljezja A549 stani¢ne linije.

Podaci preuzeti s: https://www.lgcstandards-atcc.org/

Organizam Homo sapiens, ¢ovjek
Tkivo Pluc¢a
Stanic¢ni tip Epitelna
Forma proizvoda Smrznuto
Morfologija Epitelna
Obiljezje kulture Adherentna
Bolest Karcinom
Dob 58 godina
Spol Muski
Etnitet Bijeli

Uvjeti pohrane Tekucéi dusik

ATCC Number: CCL-185
Designation:  A-549

Scale Bar=100ym  High Density Scale Bar = 100um

©atcc i

Low Density

Slika 14. Stanice karcinomske linije A549.

Slika preuzeta s: https://www.lgcstandards-atcc.org/
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3.2 POSTUPAK

3.2.1 STANICNA KULTURA

Kako bismo sprijecili kontaminaciju stani¢nih kultura, postupak uzgoja stanica
provodili smo u laboratoriju koji ima osigurane kabinete za sterilan rad uz laminarni protok
zraka. Sav pribor, posude te koriSteni reagensi moraju biti sterilni kako ne bi doslo do

kontaminacije uzoraka, a §to moze utjecati na same rezultate pokusa.

Adherentne stani¢ne linije su, nakon odmrzavanja, uzgojene u DMEM mediju, u
inkubatoru, pri temperaturi od 37 °C uz 5% CO, te visoku vlaznost zraka. Za odrZavanje
adherentnih stanic¢nih linijja MDA-MB-231 1 A549 koristio se DMEM medij uz dodatak 10%
temperaturno inaktiviranog FBS-a koji sadrzi ¢imbenike rasta te 1% penicilina/streptomicina
kao antibiotika [101]. DMEM medij sadrzi svu potrebnu hranu za stanice, kao $to su
ugljikohidrati, minerali, vitamini te aminokiseline. SadrZzi i1 indikator, fenolno crvenilo, koji
promjenom boje u zutu ukazuje da je medij potrebno promijeniti. Nakon sto je dodan DMEM

medij, ploCice sa stanicama ostavljene su preko noci za prihvat na podlogu.

Kako bismo uklonili zaostali DMEM medij, stani¢ne linije ispiru se s PBS-om.
Zatim se stanice koje su adherirale na podlogu tretiraju s 0,25% tripsinom.
Tripsin je enzim iz obitelji serinskih proteaza, koji moze specificno hidrolizirati karboksi-
terminalne peptidne veze argininskih ili lizinskih ostataka [102]. Tripsin proteaznom
aktivnoS¢u omogucava cijepanje peptidnih veza te odvajanje stanica od stanica, kao i
odvajanje stanica od podloge na kojoj rastu. Nakon §to smo tripsin ostavili da djeluje par

minuta, inaktiviramo ga dodatkom svjezeg medija, u kojemu se stanice resuspendiraju.

3.2.2 ODREDIVANIE BROJA ZIVIH (VIJABILNIH) STANICA U KULTURI

Za odredivanje broja stanica koristi se Biirker - Tiirkova komorica (S/ika 15). Kako
bismo mogli izbrojati stanice, u jazice se prenese 10 pL resuspendiranih stanica. Potom se
dodaje 90 uL tripan plavila (Trypan Blue). Utvrdeno je da je integritet stanicne membrane
osnovni kriterij za razlikovanje mrtvih od Zivih stanica [103]. Zive stanice, kojima je stani¢na
membrana neosStecena, vrlo su selektivne i ne dopustaju ulazak boje kroz membranu u stanicu
pa ostaju neobojene. Mrtve stanice zbog oSteCene membrane poprimaju plavo obojenje koje

se vidi pod mikroskopom [104]. Stoga su mrtve stanice plavo obojene, $to nam omogucava
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brojanje zivih stanica koje, pak, nisu obojene. Stani¢nu suspenziju s bojom nanosimo na
Biirker-Tiirkovu komoricu i pod mikroskopom brojimo zive stanice. Zive stanice prebrojavaju

se unutar pet kvadrati¢a te se ukupan broj vijabilnih stanica zatim odreduje prema formuli:
R=N x 10 x 10* stanica/mL
gdje je:
R - ukupan broj vijabilnih stanica
N - broj zivih stanica odreden u Biirker - Tiirkovoj komorici

10 - faktor razrjedenja

Slika 15. Burker - Tirkova komorica

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

calculation-counting-how-to-use.html
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3.2.3. TRETIRANJE STANICA KARCINOMA OTOPINAMA SJEMENA LUNARIA
ANNUA

Jednak broj stanica presaduje se u kalup od 96 jazica u 3 replikata te se ostave preko
no¢i da se prihvate za podlogu. U sljede¢em koraku stanice karcinoma tretiraju se prethodno
pripremljenim otopinama uzoraka sjemena Lunaria annua (Clevenger destilat, ekstrakt i
mikrovalni ekstrakt) u koncentracijama 1 pg/mL, 5 pg/mL, 10 pg/mL, 50 pg/mL i 100 pg/mL
tijekom 4, 24, 48 1 72 sata. Tri jazice koje predstavljaju kontrolu su ostavljene u samom

mediju te u njih nisu dodane otopine uzoraka sjemena Lunaria annua.

3.3 TEST CITOTOKSICNE AKTIVNOSTI

Razliciti tetrazolijski spojevi koriste se za opazanje zivih stanica. NajceS¢e koriSteni

spojevi su: MTT, MTS, WST-11 XTT. Spadaju u dvije osnovne kategorije:

e MTT koji je pozitivno nabijen i lako prodire u Zive eukariotske stanice

e MTS, XTT i WST-1 koji su negativno nabijeni i ne prolaze lako u stanice [105].

MTT kolorimetrijska metoda za procjenu citotoksi¢nosti i proliferacije temelji se na
promatranju stanicne metabolicke aktivnosti kao mjere stani¢ne zivosti [106, 107]. MTT test
izvodi  se  dodavanjem  otopine @ MTT soli u jazice sa  stanicama.
Zuta tetrazolijeva sol, MTT (3-(4,5-dimetiltiazolil-2)-2,5-difeniltetrazolijev bromid) se
reducira u formazan, koji se u stanicama nakuplja u obliku kristala [107, 108]. Redukcija se
odvija u mitohondrijima zivih stanica pomoc¢u mitohondrijske dehidrogenaze [109].
Mehanizam redukcije MTT-a vjerojatno ukljucuje reakciju s NADH koji prenosi elektrone do
MTT-a [105]. Rezultiraju¢i intracelularni formazan moze se izmjeriti spektrofotometrijski, za
svaku jazicu posebno, ukljucujuéi i jazice s kontrolnom skupinom u kojima ocekujemo
najvisi stupanj obojenja, kao i najveéu apsorbanciju [110]. Da bi se mogla ocitati apsorbancija
novonastalih kristala formazana na 570 nm, potrebno ih je otopiti. Dodatkom DMSO-a kao
otapala, kristali se otapaju dajuci ljubicasto obojenu otopinu [106]. Ploc¢ice su inkubirane 10
min na 37°C uz treskanje. Intenzitet obojenja, odnosno, koli¢ina formazana, proporcionalan je

broju metabolicki aktivnih stanica u uzorku [105].
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Dakle, MTT testom odreduje se postotak metabolicki aktivnih stanica nakon izlaganja
jednom od uzoraka biljke jer zive, metabolicki aktivne stanice mogu pretvoriti MTT u
formazan. Suprotno tome, mrtve, metabolicki neaktivne stanice, gube sposobnost pretvorbe
MTT.

Omjer apsorbancije stanica tretiranih otopinama Clevenger destilata, ekstrakta i
mikrovalnog ekstrakta biljne vrste Lunaria annua, te apsorbancije onih koje nisu tretirane,

pokazatelj je citotoksi¢ne aktivnosti koriStenih uzoraka sjemena Lunaria annua.

3.4 STATISTICKA ANALIZA

Izmjerene su apsorbancije kontrolnih (stanice humanih karcinoma u mediju) te
ispitivanih skupina (Clevenger destilat, mikrovalni ekstrakt te ekstrakt srebrenke sa stani¢nim
linijjama humanih karcinoma). Potom su izraCunate srednje vrijednosti apsorbancija
kontrolnih 1 ispitivanih skupina nakon 4, 24, 48 1 72 sata. Takoder, izraCunate su
vrijednosti omjera izmedu srednjih vrijednosti ispitivanih i kontrolnih skupina za svaku
koncentraciju Clevenger destilata, mikrovalnog ekstrakta te ekstrakta nakon 4, 24, 48 i 72

sata. Rezultati su prikazani graficki, a izraCunati su u programu GraphPad Prism 7.
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4. REZULTATI
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Empirijska obrada:

Kao ogranicenje istrazivanja uzima se premala serija podataka.
4.1 MDA-MB-231

4.1.1 LUNARIA ANNUA CLEVENGER DESTILAT

8 Cell line MDA-MB-231
3
Q
2 — 4h
(&)
& 100- — 24h
= T 48h
o
2 — 72h
S 501 a
)
Q
£
[T
g 0 — T T i I T
° & & & & &
Ao O g ¢ ©
X % o &
Lunaria Clevenger distillate
MDA-MB-231 4h 24h 48h 72h
IC50 (ug/mL) Not Not 67.44 Not
determined | determined determined

Slika 16. Clevenger destilat Lunaria annua.

Pri svakoj od koncentracija vidi se pozitivan ucinak Clevenger destilata Lunaria
annuae u promatranom vremenu. Iz dobivenog skupa podataka moze se pretpostaviti obrnuto
proporcionalna ovisnost koncentracije i postotka aktivnih stanica gdje je, pri S§to vecoj
koncentraciji, broj aktivnih stanica sve manji. Najbolji u€inak oc¢itavamo pri koncentraciji od
100 ug/mL, nakon 48 sati inkubacije, gdje se broj aktivnih stanica skoro prepolovi. Ni jedna
od ispitanih koncentracija ne zadrzava ucinak kroz vrijeme, to jest pri svakoj od koncentracija

nailazimo na minimum nakon kojega se broj aktivnih stanica ponovno povecava.
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4.1.2 LUNARIA ANNUA MIKROVALNI EKSTRAKT

» Cell line MDA-MB-231
3
$
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O O P ¥ W0
NN % RS BN ,99
Lunaria microwave extract

MDA-MB-231 4h 24h 48h 72h
IC50 (ug/mL) Not 46.35 11.8 16.76

determined

Slika 17. Mikrovalni ekstrakt Lunaria annua.

Mikrovalni ekstrakt Lunaria annuae postize odlicne rezultate pri veéim
koncentracijama gdje je nakon 3 dana broj aktivnih stanica pao na otprilike 20% pocetnog
broja. Pri manjim koncentracijama (<10 ug/mL) vidi se manje izraZzen kratkoro¢ni pozitivan

ucinak (nakon 48 sati broj aktivnih stanica ponovno poc€inje rasti).

34



4.1.3 LUNARIA ANNUA EKSTRAKT

L Cell line MDA-MB-231
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determined

Slika 18. Ekstrakt Lunaria annua

Sli¢no kao i1 kod mikrovalnog ekstrakta, ali s puno snaznijim ucinkom, ekstrakt
Lunaria annuae postize bolje rezultate pri ve¢im koncentracijama. Nakon 4 sata ni jedna od
koncentracija ne daje neki zapazeni rezultat (iznimka 100 ug/mL) $to indicira da je potrebno

neko vrijeme dok ekstrakt ne po¢ne pozitivno djelovati.
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4.2 AS549

42.1 LUNARIA ANNUA CLEVENGER DESTILAT
o Cell line A549
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Slika 19. Clevenger destilat Lunaria annua.

Dugoro¢no gledano, svaka od koncentracija daje otprilike jednak uc¢inak (broj aktivnih
stanica se u 72 sata smanji na oko 75% pocetne vrijednosti). Nema znacajne povezanosti

citotoksi¢nosti s koncentracijom spoja i vriemenom inkubacije.
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4.2.2 LUNARIA ANNUA MIKROVALNI EKSTRAKT

m Cell line A549
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Slika 20. Mikrovalni ekstrakt Lunaria annua.

Primjenom mikrovalnog ekstrakta Lunaria annuae, uoCavamo da najbolji citotoksicni

ucinak imaju najvece koncentracije od 50 i 100 ug/mL i to nakon 24, 48 i 72h, uz korelaciju

ucinka s koncentracijom i vremenom inkubacije.
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4.2.3 LUNARIA ANNUA EKSTRAKT

Cell line A549
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Lunaria extract
A549 4h 24h 48h 72h
ICS50 (ug/mL) Not 44.53 33.2 18.79
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Slika 21. Ekstrakt Lunaria annua.

Sli¢no kao 1 kod mikrovalnog ekstrakta, ekstrakt Lunaria annuae pri svakoj od
ispitanih koncentracija u prva 4 sata nema pozitivnog ucinka na broj metabolicki aktivnih
stanica. Najbolji citotoksi¢ni u¢inak imaju najvece koncentracije od 50 i 100 ug/mL i to

nakon 24, 48 1 72h, uz korelaciju ucinka s koncentracijom i viemenom inkubacije.
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5. RASPRAVA
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Rak moZe nastati zbog poremecaja proliferacije bilo koje vrste stanica u tijelu.
Umjesto da na odgovaraju¢i nacin reagiraju na signale koji kontroliraju ponaSanje normalnih
stanica, stanice raka nekontrolirano rastu i dijele se, Sire¢i se u normalna tkiva i organe i
naposljetku po ¢itavom tijelu. Karcinomi, na koje otpada otprilike 90% slucajeva raka u ljudi,
zlo¢udne su bolesti epitelnih stanica [2]. Ucestalost i smrtnost raka u svijetu brzo rastu, cemu
doprinose starenje i rast populacije, kao i ¢imbenici rizika povezani sa socioekonomskim
razvojem [7]. Procijenjeno je da je diljem svijeta u 2018. godini dijagnosticirano 18,1
milijuna novih slucajeva raka, a da je 9,6 milijuna ljudi umrlo zbog raka [111, 112]. Muski
spol je u vedini slucajeva povezan s povecanim rizikom za razvoj raka te loSijom statistikom
prezivljenja [113]. Jedan od 5 muskaraca i jedna od 6 zena ¢e razviti rak tijekom svog zivota,
a jedan od 8 muskaraca te jedna od 11 zena ¢e umrijeti od te bolesti [112]. Klju¢nu ulogu u
nastanku raka, osim genetickih ¢imbenika, imaju i Cimbenici rizika povezani s nacCinom
zivota. Stoga, veliku vaznost ima izbjegavanje klju¢nih rizicnih ¢imbenika, ukljucujuéi
izbjegavanje puSenja cigareta, odrzavanje normalne tjelesne tezine, unos zdravih namirnica,
smanjenu konzumacija alkohola, redovitu tjelovjezbu te izbjegavanje izravnog izlaganja

suncu [114].

Rak dojke je najceSc¢e dijagnosticiran rak kod zena Sirom svijeta, a uCestalost mu se
uglavnom povecava [115]. U 2018. godini bio je drugi najceS¢i rak na svijetu, s 2,08
milijuna novodijagnosticiranih sluc¢ajeva [7]. Smatra se da ¢e jedna od devet Zena razviti rak
dojke tijekom svog zivota [116]. U svjetskim razmjerima, rak dojke kod muskaraca je rijedak
te ¢ini manje od 1% svih dijagnoza raka dojke. Medutim, kod muskaraca se ceSce
dijagnosticira u naprednijim stadijima (3 ili 4), za razliku od zena. Mala pojavnost medu
muskarcima, kao i op¢i nedostatak svijesti, dovode do otkrivanja raka dojke u kasnijim
fazama [117]. U Hrvatskoj je od raka dojke u 2016. godini oboljelo 2735 Zena, §to Cini
incidenciju od 126,6/100 000 [118]. Rizik od nastanka raka dojke je povezan s dobi, spolom,
pozitivnom obiteljskom anamnezom, pretiloS¢u, uzimanjem hormonske nadomjesne terapije
ili oralnih kontraceptiva, ranom menarhom, kasnom menopauzom te prvom trudno¢om u dobi
nakon 35. godine [119]. U novije vrijeme, razvijeni su razliciti pristupi prilikom lijecenja raka
dojke, kojima se tezi individualizaciji terapije. Odabir terapije je u skladu s rezultatima
klinickih 1 dostupnih molekularnih testova, $to povecava moguénost odgovora na odabranu

strategiju lijecenja [120].

40



Rak pluéa je u 2018. godini bio je najes¢i rak na svijetu, s 2,09 milijuna
novodijagnosticiranih slucajeva [7]. U Hrvatskoj je u razdoblju 2001. - 2013. godine doslo do
povecanja incidencije raka pluca kod zena te smanjenja incidencije kod muskaraca. Takoder,
u 2016. godini, u Hrvatskoj je od raka traheja, bronha i plu¢a oboljelo 904 Zene, Sto Cini
incidenciju od 41,9 /100 000 te 2164 muskarca, Sto ¢ini incidenciju od 107,4/100 000, a
2012. godine je bila medu 20 drzava s najve¢om incidencijom raka pluéa na svijetu [118,
121]. Poznati Cimbenici rizika za rak plu¢a uklju¢uju bihevioralne, okoliSne i genetske
¢imbenike rizika, koji imaju ulogu u razvoju tumora i utjeu na terapijski odgovor pojedinih
pacijenata [44]. Dokazan ¢imbenik rizika za razvoj raka pluca je izlozenost duhanskom dimu,
iz okoliSa ili puSenjem cigareta, a upravo se puSenje cigareta smatra uzrokom raka pluca u
50% slucajeva kod Zena te 80% slucajeva kod muskaraca [121]. Unato¢ poboljSanjima u
dijagnostici 1 terapiji u posljednjim desetlje¢ima, prognoza za pacijente s karcinomom pluca
jo§ uvijek nije zadovoljavajuca, a petogodiSnje prezivljenje je i dalje nisko. Odgovor na
trenutne terapijske protokole je slab, osim za vecéinu lokaliziranih karcinoma. Medutim, bolje
razumijevanje mehanizama nastanka raka moglo bi dovesti do razvoja ucinkovitijih 1

specifi¢nijih lijekova [122].

Povrée iz porodice kupusnjaca bogato je glukozinolatima, ¢iji produkti razgradnje,
prvenstveno izotiocijanati i indoli, mogu imati kemopreventivna svojstva protiv raka [123].
Kemopreventivni mehanizmi izotiocijanata uklju¢uju promjene na enzimima koji sudjeluju u
metabolizmu karcinogena, zaustavljanje stani¢nog ciklusa, stani¢nu smrt te inhibiciju

angiogeneze, invazije i metastaziranja [123, 124].

Dokazi iz in vitro i1 in vivo studija upucuju na to da izotiocijanati i indoli mogu
sprijeciti razvoj karcinoma dojke moduliraju¢i aktivnost enzima faze I 1 II, inhibirajuci
stani¢nu proliferaciju, regulirajuci ekspresiju receptora za estrogen, mijenjaju¢i metabolizam
estrogena ili suprimirajuci djelovanje ciklooksigenaze 2 [125]. Neka istrazivanja su izvjestila
o recipro¢noj povezanosti izmedu unosa povréa iz porodice kupusnjaca i rizika od razvoja

karcinoma dojke, medutim, rezultati nisu dosljedni [126, 127].

Postoji hipoteza da povrée iz porodice kupusnjaca ima antikancerogena svojstva koja
mogu pridonijeti smanjenom riziku od raka pluca [128, 129]. Dokazi iz istrazivanja na
zivotinjama upucuju na to da izotiocijanati ometaju razvoj raka pluca uglavnom putem

inhibicije bioaktivacije prokarcinogena koji se nalaze u duhanskom dimu, poput PAH [128,
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130]. Medutim, epidemioloske studije kojima se procjenjuje povezanost izmedu unosa povréa

iz porodice krstaSica i rizika od razvoja raka plu¢a nemaju dosljedne rezultate [130].

Lunaria Annua je biljna vrsta iz porodice krstasica Ciji je potencijal u lijeCenju 1
prevenciji humanih karcinoma prilicno neistrazen [131]. Sadrzi 12 glukozinolata, medu
kojima se isti¢u glukoalizin, glukohesperin, glukoputranjivin, glukobrassicanapin i heks-5-
enil glukozinolat [95]. Osim ovih spojeva, srebrenka sadrzi i nervonsku kiselinu, ¢ije je
djelovanje u posljednje vrijeme predmetom interesa farmaceutske industrije, te alkaloide

lunarin 1 lunaridin [84, 97].

Kao predmet naSeg istrazivanja koriSteni su hlapljivi spojevi izolirani iz sjemena
biljne vrste Lunaria annua, odnosno, promatran je njihov citotoksi¢ni u¢inak na dvije stanicne

linije humanih karcinoma: dojke (MDA-MB-231) te pluca (A549).

Utjecaj na stanice karcinoma dojke MDA-MB-231 svih koriStenih uzoraka (Clevenger
destilat, mikrovalni ekstrakt i ekstrakt) je znacajniji pri ve¢im koncentracijama, od 50 pg/mL 1
100 pg/mL. Najveéi citotoksi¢ni ucinak imaju uzorci mikrovalni ekstrakt i ekstrakt pri

koncentraciji od 100 pg/mL, nakon 72h inkubacije.

In vitro istrazivanje na stanicama karcinoma pluca A549 pokazalo je da svi uzorci
(Clevenger destilat, mikrovalni ekstrakt i ekstrakt) imaju odredeni u¢inak na smanjenje
postotka metabolicki aktivnih stanica, takoder pri visim koncentracijama. Najznacajniji
ucinak imaju uzorci mikrovalni ekstrakt i ekstrakt pri koncentraciji od 100 pg/mL, nakon 72h

inkubacije.

Na temelju dobivenih rezultata, vidljivo je da biljna vrsta Lunaria Annua ima
potencijal za lijeCenje razliCitth bolesti, a osobito su vazna njena kemoprotektivna i
antitumorska svojstva, koja smo u nasSem in vitro ispitivanju pokazali na stanicama karcinoma
dojke 1 pluca. Postotak smanjenja metabolicki aktivnih stanica, tj. citotoksi¢ni uc¢inak ovisi o
koncentraciji ispitivanih uzoraka, odnosno spojeva, i vremenu izlaganja, te je glavna hipoteza
potvrdena i ostvaren je cilj istrazivanja. Potrebne su joS dodatne in vivo studije koje ¢e utvrditi
njihove pozitivne ucinke, kako bi se ovi spojevi, ili lijekovi temeljeni na njihovoj strukturi,

mogli uvrstiti u terapiju razli¢itih bolesti.
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6. ZAKLJUCAK
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1) In vitro izlaganje stanica karcinoma dojke (MDA-MB-231) i plu¢a (A549) hlapljivim
spojevima izoliranih iz sjemena biljne vrste Lunaria annua dovodi do smanjenja prezivljenja

tih stanica.

2) Ispitivani hlapljivi spojevi pokazuju citotoksi¢ni u¢inak ovisan o koncentraciji i vremenu

inkubacije.

3) Djelovanje izoliranih hlapljivih spojeva nije uvijek razmjerno povecanju koncentracije i

vremenu inkubacije te u pojedinim slu¢ajevima dolazi do oporavka stanica.

4) Citotoksi¢ni u¢inak hlapljivih spojeva izoliranih iz sjemena Lunaria annua, $to je ujedno i
hipoteza naseg ispitivanja, je potvrden, a idu¢i korak je potvrdivanje tih ucinaka in vivo

ispitivanjem na modelima karcinoma dojke i pluc¢a kod zivotinja.
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8. SAZETAK
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Cilj istrazivanja:

Cilj istrazivanja je ispitati potencijalno citotoksicno djelovanje hlapljivih spojeva izoliranih iz
sjemena biljne vrste Lunaria annua na humane karcinomske stanice dojke (MDA-MB-231) te
pluca (A549). Pretpostavka je da ¢e se broj karcinomskih stanica, nakon izlaganja hlapljivim

spojevima, smanjiti u odnosu na kontrolnu skupinu.

Materijali i metode:

Citotoksi¢nost se ispitivala MTT metodom kojom se odreduje postotak metabolicki aktivnih
stanica nakon izlaganja Clevenger destilatu, mikrovalnom ekstraktu te ekstraktu biljne vrste
Lunaria annua. Uzorci biljke su pripravljeni u pet razli¢itih koncentracija (1 pg/mL, 5
pg/mL, 10 pg/mL, 50 pg/mL i 100 pg/mL), a ucinak je gledan nakon 4, 24, 48 i 72 sata.
Djelotvornost ekstrakata odredivana je spektrofotometrijski mjerenjem apsorbancije pri 570

nm.

Rezultati:

Rezultati su prikazani graficki u odnosu vremena inkubacije i postotka metabolicki aktivnih

stanica.

e Kod stanica karcinoma dojke, hlapljivi spojevi izolirani iz sjemena Lunaria annua
(uzorci Clevenger destilat, mikrovalni ekstrakt i ekstrakt) ostvaruju bolji u€inak pri
vi§im koncentracijama, pri razli¢itim vremenima inkubacije. Najznacajniji u¢inak na
smanjenje metabolicki aktivnih stanica imaju uzorci mikrovalni ekstrakt i ekstrakt pri
koncentraciji od 100 pg/mL, nakon 72h inkubacije.

e Kod stanica karcinoma pluca, hlapljivi spojevi izolirani iz sjemena Lunaria annua
(uzorci mikrovalni ekstrakt i ekstrakt) takoder ostvaruju bolji u€inak pri viSim
koncentracijama, pri razli¢itim vremenima inkubacije. Kod uzorka Clevenger destilata
dugorocno gledano svaka od koncentracija daje otprilike jednak (konstantan) uc¢inak.
Najznacajniji ucinak na smanjenje metabolicki aktivnih stanica imaju uzorci

mikrovalni ekstrakt i ekstrakt pri koncentraciji od 100 pg/mL, nakon 72h inkubacije.
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Zakljucak:

In vitro izlaganje stanica karcinoma dojke (MDA-MB-231) i plu¢a (A549) hlapljivim
spojevima izoliranih iz sjemena biljne vrste Lunaria annua dovodi do smanjenja prezivljenja
tih stanica. Ispitivani hlapljivi spojevi pokazuju citotoksi¢ni u¢inak ovisan o koncentraciji i
vremenu inkubacije. Djelovanje izoliranih hlapljivih spojeva nije uvijek razmjerno povecanju
koncentracije 1 vremenu inkubacije te u pojedinim sluc¢ajevima dolazi do oporavka stanica.
Citotoksic¢ni ucinak hlapljivih spojeva izoliranih iz sjemena Lunaria annua, $to je ujedno i
hipoteza naSeg ispitivanja, je potvrden, a idu¢i korak je potvrdivanje tih ucinaka in vivo

ispitivanjem na modelima karcinoma dojke i plu¢a kod zivotinja.
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9. SUMMARY
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The aim of the research:

The aim of the research is to examine the potential cytotoxic effects of volatile compounds
isolated from seeds of the plant species Lunaria annua on human carcinoma cells of breast
(MDA-MB-231) and lungs (A549). The assumption is that after the exposure of carcinoma

cells to volatile compounds their number will be reduced in comparison to the control group.
Material and methods:

The cytotoxicity was tested by the MTT method used to determine the percentage of
metabolically active cells after exposure to Clevenger distillate, microwave extract, and
Lunaria annua plant extract. Plant samples were prepared at five different concentrations (1
pg/mL, 5 pg/mL, 10 pg/mL, 50 pg/mL 1 100 pg/mL), and the effect is seen after 4, 24, 48
and 72 hours. The efficacy of the extracts was observed spectrophotometrically after

measurement of absorbance at 570 nm.
Results:

The results are graphically presented in relation to incubation times and the percentages of

metabolically active cells.

e In breast carcinoma cells, volatile compounds isolated from Lunaria annua seeds
(Clevenger distillate, microwave extract and extract samples) have a better effect at
higher concentrations, at different incubation times. The most significant effect on the
reduction of metabolically active cells is achieved by microwave extract and extract
samples at a concentration of 100 pg /mL after 72-hour incubation time.

e In lung cancer cells, volatile compounds isolated from Lunaria annua seeds
(microwave extract and extract samples) also have a better effect at higher
concentrations, at different incubation times. In the Clevenger distillate sample, in the
long run, each of the concentrations has approximately the same (constant) effect. The
most significant effect on the reduction of metabolically active cells is achieved by the
microwave extract and extract samples at the concentration of 100 pg/mL after 72-

hour incubation time.
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Conclusion:

In vitro exposure of human carcinoma cells of breast (MDA-MB-231) and lungs (A549) to
volatile compounds isolated from seeds of the plant species Lunaria annua leads to reduced
cell survival rate. Cytotoxic effects of volatile compounds depend on concentration and
incubation time. Effect of isolated volatile compounds is not always proportional to the
increase in concentration and incubation time and in some cases cell recovery occurs. The
cytotoxic effect of volatile compounds isolated from Lunaria annua seeds is confirmed,
which was the hypothesis of the research, and the next step is the confirmation of these effects

by in vivo studies on the models of animal breast and lung cancers.
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