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1.UVOD



1.1. Rak

Rak je skup razli¢itih bolesti koje se medusobno razlikuju prema svojoj etiologiji,
biologiji i klinickoj slici te po nacinu lijeCenja. Sve vrste raka nastaju od zdravih stanica
organizma procesom koji se naziva zlocudna pretvorba. Zbog odredenih promjena stanica
izgubi sposobnost adekvatnog odgovaranja na brojne signale kojima se njezino ponasanje
stalno uskladuje s potrebama organizma, Sto dovodi do nekontrolirane diobe zlo¢udno

preobrazene stanice kojom nastaje nakupina stanica koju nazivamo rakom (1).

Generalizirani gubitak kontrole rasta karakteristican za stanice raka nastaje zbog
nakupljanja poremecaja razli€itih stani¢nih regulacijskih sustava 1 odraZzava se na razlicite
aspekte ponaSanja po kojima se stanice raka razlikuju od odgovaraju¢ih normalnih stanica (2).
Normalna tkiva pazljivo kontroliraju proizvodnju i oslobadanje signala koji poticu rast 1 koji
upucuju na ulazak i napredak kroz ciklus stani¢nog rasta i dijeljenja, ¢ime se osigurava
homeostaza broja stanica i time odrZzavanje normalne arhitekture i funkcije tkiva. Stanice raka,
dereguliranjem tih signala, same kontroliraju proliferaciju. Mogu stec¢i sposobnost odrzavanja
proliferativnog signaliziranja na brojne alternativne nac¢ine: mogu sami proizvesti ligande
faktora rasta, na koje mogu odgovoriti putem ekspresije srodnih receptora, S$to rezultira
autokrinom proliferativnom stimulacijom. Alternativno, stanice raka mogu slati signale kojim
stimuliraju normalne stanice unutar strome povezane s tumorom koje na taj nacin opskrbljuju
stanice raka razli¢itim faktorima rasta. Signaliziranje receptora se takoder moze deregulirati
povecanjem razine receptorskih proteina na povrSini stanice raka, Cine¢i takve stanice
hiperreaktivnim na inac¢e ogranicavajuce koli¢ine liganda faktora rasta; isti ishod moze biti
posljedica strukturnih promjena u receptorskim molekulama koje olakSavaju ligandno neovisno

paljenje (3).

Rak se klini¢ki o¢ituje kao nakupina velikog broja zlo¢udno preobrazenih stanica ¢iji se
broj zbog nekontrolirane stani¢ne diobe progresivno povecava (1). Moze nastati zbog
proliferacije bilo koje vrste stanica u tijelu, tako da postoji viSe od stotinu vrsta raka koji se jako
razlikuju po ponaSanju i odgovoru na lijecenje. Karcinom je zlocudna bolest epitelnih stanica,

a obuhvaca 90% slu€ajeva raka u ljudi (2).

ZajedniCka obiljezja po kojima se svaki rak razlikuje od zdravog tkiva su:

samodostatnost s obzirom na signale rasta, neosjetljivost na signale koji inhibiraju rast,



zaobilazenje programirane stani¢ne smrti (apoptoze), neogranicen potencijal umnazanja,

tumorska angiogeneza te sposobnost tkivne invazije i presadivanja (Slika 1) (1).
Sustaining proliferative
signaling

Resisting Evading growth
cell death SUppPressors

Inducing Activating invasion
angiogenesis and metastasis

Enabling replicative
immeortality

Slika 1. ObiljeZja po kojima se rak razlikuje od zdravog tkiva (3)

Prema sadasnjim podacima, izmedu 30% 1 50% smrti uzrokovanih rakom moglo bi se
sprijeciti mijenjanjem ili izbjegavanjem klju¢nih ¢imbenika rizika, ukljucujuéi izbjegavanje
duhanskih proizvoda, smanjenje konzumacije alkohola, odrzavanje zdrave tjelesne tezine,
redovito vjezbanje te izbjegavanje rizicnih ¢imbenika povezanih s infekcijom. Da bi se smanjila
invalidnost, patnja 1 smrtni slu¢ajevi uzrokovani rakom $irom svijeta, potrebni su u¢inkoviti i
pristupacni programi rane dijagnoze, probira, lijecenja 1 palijativne skrbi. Moguénosti lijecenja
mogu ukljucivati operaciju, lijekove 1 / ili radioterapiju; planiranje lijeCenja mora se voditi

prema vrsti tumora, stadiju 1 raspolozivim resursima te ovisi o preferencijama pacijenta (4).

Rak je znacajan javnozdravstveni problem stanovniStva Hrvatske. Drugi je najvazniji
uzrok smrti iza bolesti srca 1 krvnih Zila. Incidenciju raka u Hrvatskoj prati Registar za rak

Republike Hrvatske (Slika 2) (5).



MUSKARCI (12632) ZENE (11018)

1 % (189) - MOZAK - (183) 2 %

6 % (782) - USTA, ZDRLIELO 1 GRKLJAN - (170)2 %
17% (2164) - TRAHEJA, BRONH T PLUCA - (504) § %
3 % (403) - GUSTERACA - (388) 4 % A5 (235)- DOTKA
5% (576) - ZELUDAC - (372) 3 %
4% (529) - BUBREZI I DRUGI
URINARNI TRAKT- (335) 3 %
16 % (2040) - DEBELO | ZAVRSNO
CRUEVO -(1535) 14 %

5% (617) - MOKRACNI MUEHUR - (243) 2 49 (425) - JAINIK,
JAJOVOD 1
ADNEKSA

9% (1013) - MATERNICA
3% (319)- VRAT
6 % (694) - TWELO
3% (43R) - MELANOM - (362) 3 %

6 % (816) - LEUKEMIJE I LIMFOMI - (744) 7 %

| T8 (1741)-ORTALE) (L9) IR %0 Postoci se ne zbrajaju do 100% zbog

zaokrufivanja zu pojedmo sijelo

* hez raka koZe i Ca in situ

Slika 2. Raspodjela novooboljelih od raka prema sijelima u Hrvatskoj 2016. godine
Preuzeto s: https://www.hzjz.hr/wp-content/uploads/2017/01/Bilten-2016_zavrsna.pdf

1.2. Onkogeni i tumor supresorski geni

Prvi geni za koje se pokazalo da imaju srediSnju ulogu u nastanku raka su bili onkogeni.
Oni su promijenjena inacica protoonkogena koji su normalni stani¢ni geni i1 sudjeluju u
regulaciji normalne stani¢ne proliferacije i diferencijacije. Protoonkogeni imaju vaznu ulogu u
bitnim stani¢nim procesima 1 ukljuceni su u prijenos signala u stanici. Putevi prijenosa signala
u stanici nacin su na koji se stanicni rast, dioba, diferencijacija i prezivljenje uskladuju s
uvjetima u okoliSu stanice. Onkogeni nastaju ako se protoonkogeni promijene tako da oni sami
ili njihovi proteinski produkti postanu aktivniji. Taj proces se naziva aktivacija onkogena, a
posljedica toga je nekontroliran rast i dioba stanica, §to uzrokuje nastanak raka. Promjene
kojima nastaju onkogeni najées¢e imaju dominantan ucinak, tj. potrebna je promjena samo u
jednom alelu da bi se ocitovao ucinak onkogena. Proteinski produkti onkogena nazivaju se

onkoproteinima (1).

Postoji viSe od 100 poznatih onkogena koji u ljudi pridonose neoplasti¢noj pretvorbi
(Tablica 1). Primjerice, ras gen kodira Ras protein, koji regulira stani¢nu diobu. Mutacije mogu
izazvati neprimjereno aktiviranje Ras proteina s nekontroliranim rastom i diobom stanica.
Doista, Ras protein je abnormalan u oko 25% humanih maligniteta. Drugi su onkogeni upleteni

u specifi¢ne oblike raka. Tu spada niz proteinskih kinaza (karcinom mokra¢nog mjehura,



karcinom dojke), bcr— abl (KML, B—stani¢na ALL), C—myc (mikrocelularni rak pluc¢a), N—myc

(mikrocelularni rak plu¢a, neuroblastom) i C—erb B-2 (rak dojke). Specificni onkogeni imaju

vaznu ulogu u dijagnostici, lije¢enju i prognozi (6).

Onkogeni se mogu aktivirati na nekoliko na¢ina. Primjerice, do aktiviranja moze do¢i

zbog mutacija u samom genu, kao $to je slu¢aj kod onkogena Ras. Takoder, aktivacija moze

biti posljedica genske amplifikacije, tj. povecanja broja kopija gena, kao u sluc¢aju onkogena

ERBB2 (HER2/neu) kod raka dojke ili posljedica kromosomske translokacije u kojem se dio

kromosoma odlomi i premjesti na drugi kromosom. Svi ovi nacini aktivacije dovode do

deregulirane aktivnosti odgovarajueg onkoproteina, bilo zbog promjene u transkripciji

onkogena bilo zbog promjene u strukturi samog proteina (1).

Tablica 1. Primjeri onkogena (2)

Onkogen Vrsta raka Mehanizam aktivacije

ahl kroniéna mijeloina leukemija, translokadja
akutna lmfoblastiena leukemija

akt karcinom dojke; jajnika i gusterade amplifikacija

12 folikularni B staniénd limfom ransdokadija

m adenom paratirecidee, B staniéni Imfom randokadja

m planocelularnd karcinom, karanom, amplifikacija
mjehura, dojke, jednjaka, jetre i pluca

E2Apll akntna imifoblasticna leukemija translokagja

erbB-2 karcmnom dojke i jednjaka amplifikacija

ap karcinom kore nadbubreine Zlijezde 1 jajnika bockasta mutacija

it glioblastom amplifikacija

wp tumor hipofize i Stimjace ckasta mutacija

hox-11 akntna T limfoblastidna leukemijp randokadja

i akutna T limfoblasticna leukemija translokadja

[ Burkittow imfom ranslokadja

c-me kantinom dojke i pluca amplifikacija

Lo kancinom pluca amplifikacija

N-muye neuroblastom, karcinom pluca amplifikacija

POGFR kroniéna mijelomonocina lenkemija translokadja

PIGK karcinom jajnika amplifikacija

PML/FAR: akutna promijelocitna leukemija ranslokadja

Boraf melanom, karcinom debeloga crijeva ckasta mutacija

rasH kancinom Stitnjade ockasta mutacija

rask karcinom debeloga crijeva, pluda, gusterade bodka sta mukacija
i4timjace

rasi alotna mijeloitna i imfoblashiéna leukemija tockista mutacta
kardnom Sttnjade

ref sindrom multiple endokrne neoplarje todkasta mutacia
bp 241 2R

ret karcinom Stitnjate preslagivanje DNA

SMO bazaliom mekasta muotacija

Za razliku od onkogena ¢ija pojacana aktivnost dovodi do nastanka raka, tumor

supresorski geni su geni kod kojih njihov gubitak ili inaktivacija do nastanka raka (Tablica 2).

Mutacije tumor supresorskih gena uglavnom imaju recesivni ucinak Sto znaci da je nuzna
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inaktivacija oba alela da bi se ocitovao njihov u¢inak. Osim mutacijom, do inaktivacije moze

do¢i i epigeneticki, tj. metilacijom njihovih promotora (1).

Jedan od najvaznijih tumor supresorskih gena je P53 koji je ¢esto mutiran u razlicitim
tipovima raka u ljudi. Njegov proteinski produkt, transkripcijski ¢imbenik p53 se aktivira zbog
ostecenja stani¢ne DNA ili nekih drugih poremecaja povezanih sa stani¢nim stresom. Dva su
nacina djelovanja aktiviranog p53: zaustavlja stanicu u odredenoj fazi stani¢nog ciklusa i
aktivira popravak osSte¢enja DNA te potiCe apoptozu. Buduc¢i da oStecenje stani¢ne DNA
povecava mogucnost da se stanica pretvori u stanicu raka, pS3 zaustavljanjem prolaska stanice
kroz stani¢ni ciklus omogucuje da se ta ostecenja poprave prije replikacije oStecene DNA. Ako
se oStecenja ne uspiju popravit, djelovanjem p53 ta stanica ulazi apoptozu i umire. Apoptoza ili
programirana stani¢na smrt kontrolirani je naCin umiranja stanica, koji uz razne druge uloge u
stanici ima 1 ulogu u sprjeCavanju nastanka raka. Ako gen P53 nedostaje u stanici ili je
inaktiviran, tada u diobu ulaze i stanice s oSteCcenom DNA §to povecava vjerojatnost nastanka
raka. Inaktivacija p53 u stanicama raka povezana je i s tumorskom angiogenezom te

rezistencijom na kemoterapiju i radioterapiju (1).

Tablica 2. Primjeri tumor supresorskih gena (2)

Gen Vrsta raka
AFC karcinom debeloga i zaveinoga crijeva
BRCA1 karcinom dojke i jajnika
BRCAZ karcinom dojke
INE4 melanom, karcinom pluca, lumori mozga,
leukemije, imfomi
NFI neurofibrosarkom
NE2 meningeom
p53 tumori mozga; karcinomi dojke, debeloga i zavrinoga crijeva,
jednjaka, jetre i pluca; sarkomi; leukemije i imfomi
PTC bazaliom
PTEN tumori mozga; melanom; kardnom prostate, trupa maternice,
bubrega i pluéa
Rb retinoblastom; sarkomi; karcinom mijehuora,
dojke i pluca
Senzad2 karcinom debeloga i zavrénoga crijeva
Smadd karcinom debeloga i zavrinoga crijeva i guiterate
THRIT karcinom debeloga i zaviinoga crijeva i Zeluca
VHL karcinom bubrega
WT1 Wilmsov tumor



1.3. Rak plu¢a

1.3.1. Etiologija i epidemiologija

Rak pluca je najceséi zlocudni tumor u svijetu. U 2012. godini dijagnosticirano je oko
1,8 milijuna novih slucajeva raka pluca, Sto je oko 12,9% ukupne svjetske incidencije raka.
Stopa smrtnosti od raka pluéa iznosila je 1,59 milijuna u svijetu 2012. godine §to ¢ini 19,4%
ukupnih smrtnih slucajeva od raka (7). Zauzima vodeée mjesto po smrtnosti od zlocudnih
bolesti, a omjer umrlih i oboljelih od ove bolesti iznosi 0,87. Rak plu¢a je najcesca zlo¢udna
bolest u muskaraca. Incidencija je najveca u isto¢noj, srednjoj i juznoj Europi te u sjevernoj
Americi 1 isto¢noj Aziji (Slika 3). U Zenskoj populaciji zauzima tre¢e mjesto po ucestalosti, a

drugo po smrtnosti. Vrh incidencije pojavljuje se u osmom desetljec¢u zivota (8).

Najvazniji ¢imbenik rizika za razvoj raka pluca jest aktivno pusenje cigareta, cigara ili
lula. Pasivno puSenje takoder povecava rizik. Ucestalost je veéa u podrucjima jace
oneciS¢enosti zraka, kao Sto su urbane sredine, $to govori o vaznoj ulozi inhalacijskih
karcinogena u razvoju raka pluca (npr. benzopiren, azbest, radioaktivni materijali, nikal, krom

1 arsen). Pozitivna porodi¢na anamneza takoder je vazan ¢imbenik rizika (8).

Incidence Mortality
Polymesia 38| . 7
Micranesia 379 3G
North Amenca E L] .
Eastern Asia 3.1 = JBE
Western Europe Ecl]

Worthern Eurcpe

Southern Eurape
Cermrad anc Eastern Surope
Agztralia and Mew Zealand
Westem Asia

Waorkd

Cartbb-ean

SothsEastern Asia
Southern Afnca

Lounh America

Melamesia

Northern Africa
South-Cendral Azia

Central America

Middl e Afnica

Eactern Afmca

‘Western Afnca

¥ .F :l -r | 1 1 1 1
O 2l 4R an pin) L1} l‘.l 1 20 2 =0
ASR World) per 100 000

0
Y

Slika 3. Incidencija i mortalitet raka plu¢a u svijetu

Preuzeto s: http://gco.iarc.fr/today/data/factsheets/cancers/15-Lung-fact-sheet.pdf



1.3.2. Patohistologija

Najvaznije su Cetiri vrste raka plué¢a: 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 prema raku plu¢a malih stanica. Ostali epitelni tumori

pluca su: karcinoid, adenoskvamozni rak te rak Zlijezda slinovnica (8).

1.3.3. Simptomi i dijagnostika

U 75% bolesnika glavni pocetni simptom jest kasalj. Takoder se javljaju hemoptiza,
zaduha, bol u prsistu te recidivirajuce ili perzistirajuce infekcije respiratornog trakta. Mogu se

pojaviti i neki nespecificni simptomi kao Sto su slabost 1 gubitak tjelesne tezine.

Pacijentima kod kojih postoji sumnja na rak plu¢a potrebno je napraviti RTG pregled
pluca koji ¢e u slucaju postojanja tumora pokazati sjenu, tj. pleuralni izljev smjesSten centralno
ili periferno te CT toraksa koji je osobito bitan za procjenu ekstenzije tumora. Dijagnoza se

postavlja na temelju patohistoloske potvrde bolesti pregledom bronhoskopski uzetog tkiva (8).

1.3.4. Klasifikacija tumora

Dok ne bude dostupna djelotvorna sistemska terapija za ovu bolest, razvoj novih
strategija lijeCenja ovisi o poznavanju krajnjih rezultata pazljivo klasificiranih grupa pacijenata

s rakom pluca (9).

Utvrdivanje stadija bolesti SCLC (eng. small cell lung cancer) se razlikuje od
stupnjevanja NSCLC (eng. non small cell lung cancer) jer nema korelacije TNM statusa. SCLC
se dijeli na ograni¢enu i proSirenu bolest. Bolest je u ograni¢enom stadiju kad je karcinom
lokaliziran u jednom hemitoraksu (ukljucujuéi istostrane limfne ¢vorove) te se moze obuhvatiti
jednim podnosljivim radioterapijskim poljem, ako ne postoji pleuralni ili perikardni izljev.
ProSirena bolest je karcinom izvan jednog hemitoraksa s malignim pleuralnim ili perikardnim
izljevom. U trenutku postavljanja dijagnoze SCLC, oko '/3 bolesnika ima ogranienu, dok

preostali imaju prosirenu bolest. Stadij NSCLC se utvrduje tako da se odredi veli¢ina tumora



(T), lokalizacija tumora i limfnih ¢vorova (N) te postoje li ili ne postoje udaljene metastaze (M)

(10).

Medunarodna unija protiv raka (eng. The International Union Against Cancer) i

Americki zdruzeni komitet za rak (eng. American Joint Committee on Cancer Staging, AJCCS)

razvili su sustav za procjenu prosirenosti bolesti koji se izrazava TNM-klasifikacijom (Tablica

3) ().

Tablica 3. TNM klasifikacija karcinoma pluca (8)

Primarni tumor (T)

TX primarni se tumor ne moze procijeniti ili je tumor dokazan prisutnoscu
zlo¢udnih stanica u sputumu ili bronhalnom ispirku, ali se ne moze vizualizirati
slikovnim metodama ili bronhoskopijom

TO nema dokaza o postojanju tumora

Tis karcinom in situ

T1 tumor < 3 cm u najvec¢em promjeru, okruzen plu¢ima ili visceralnom pleurom,
bez bronhoskopskog dokaza invazije proksimalno od lobarnog bronha (npr
tumor nije vidljiv u glavnom bronhu)

T1la (mi) | minimalno invazivni karcinom

Tla tumor < 1 cm u najve¢em promjeru

T1b tumor > 1 cm, ali <2 cm u najve¢em promjeru

Tlc tumor > 2 cm, ali <3 cm u najve¢em promjeru

T2 tumor > 3 cm, ali <5 cm ili tumor sa bilo kojom od navedenih znacajki: zahvaca
glavni bronh neovisno o udaljenosti od karine, ali ne zahvaca karinu, invadira
visceralnu pleuru, povezan je s atelektazom ili opstruktivnim pneumonitisom
koji se Siri u hilarnu regiju te zahvaca dio ili cijelo pluce

T2a tumor > 3 cm, ali <4 cm u najve¢em promjeru

T2b tumor > 4 cm, ali <5 cm u najve¢em promjeru

T3 tumor > 5 cm, ali <7 cm u najve¢em promjeru ili prisutnost odvojenih
tumorskih ¢vorova u istom reznju kao i primarni tumor ili tumor koji direktno
zahvaca bilo koju od sljede¢ih struktura: stijenku prsnog kosa (ukljucujuci
parijetalnu pleuru i tumore gornjeg sulkusa), frenicki zivac, parijetalni perikard

T4 tumor > 7 cm u najve¢em promjeru ili prisutnost odvojenih tumorskih ¢vorova u

razli¢itom reznju ipsilateralnog pluca kao i primarni tumor ili tumor bilo koje
veli¢ine koji direktno zahvaca bilo koju od sljede¢ih struktura: osit,
medijastinum, srce, velike krvne Zile, traheju, nervus laryngeus recurrens,
jednjak, kraljeznicu i karinu

Regionalni limfni ¢vorovi (N)

Nx ne moze se procijeniti zahvac¢enost limfnih ¢vorova

NO bez presadnica u regionalne limfne ¢vorove

N1 presadnice u ipsilateralne peribronhalne /ili ipsilateralne hilarne limfne ¢vorove
1 intrapulmonalne ¢vorove, ukljuc¢ujuéi i direktnu zahvacenost

N2 presadnice u ipsilateralne medijastinalne i/ili supkarinalne limfne ¢vorove

N3 presadnice u kontralateralne medijastinalne, kontralateralne hilarne, ipsilateralne

ili kontralateralne skalenske ili supraklavikularne limfne ¢vorove




Udaljene presadnice (M)

Mx nepoznato

MO bez udaljenih presadnica

M1 prisutne udaljene presadnice

Mla odvojeni tumorski ¢vorovi u kontralateralno pluce; tumor sa pleuralnim ili
perikardijalnim ¢vorovima ili maligni pleuralni ili perikardijalni izljev

MIlb jedna ekstratorakalna presadnica

Milc multiple ekstratorakalne presadnice u jedan ili viSe organa

1.3.5. Lijecenje

LijeCenje obuhvaca procjenu operabilnosti i odabir zahvata, kemoterapiju 1/ili zraCenje,
ovisno o tipu i stadiju tumora. Mnogi ¢imbenici kao §to su komorbiditeti, neuhranjenost, slab

fizicki status utjeCu na izbor terapije (10).

Operiraju se samo bolesnici koji ¢e imati adekvatnu plué¢nu rezervu kada im se odstrani
reZanj ili ¢itavo pluéno krilo. Postoji viSe kemoterapijskih reZima za karcinom pluca, iako nema
dokaza da je jedan bolji od drugih. Izbor terapije ovisi o kontraindikacijama 1 toksi¢nosti.
Terapijske opcije za recidiv bolesti variraju ovisno o lokalizaciji tumora, pa se tako u slucaju
lokalnog recidiva ponavlja kemoterapija, za metastaze se primjenjuje radioterapija, a
brahiterapija za endobronhalni tumor, kada bolesnik viSe ne moZe podnijeti dodatno vanjsko

zracenje (10).

SCLC u bilo kom stadiju u pocetku dobro reagira na terapiju, iako kratkotrajno.
Operacija moze biti djelotvorna u rijetkim slu¢ajevima kad je tumor malen 1 jo§ se nije prosirio.
Ogranicena bolest se lije¢i kombinacijom etopozida i spojeva platine (cisplatin ili karboplatin)
u 4 do 6 ciklusa no ¢esto se kombinira i s drugim lijekovima. Zracenje poboljSava terapijski
odgovor. ProSirena bolest se lije¢i jednako kao 1 ogranicena, ali bez popratnog zraCenja.
Zamjena etopozida inhibitorima topoizomeraze (irinotekan ili topotekan) moze produziti

prezivljenje. Zracenje je Cesto samo palijativna terapija za metastaze u kostima ili mozgu (10).

Lijecenje NSCLC ovisi o stadiju. Za I 11I stadij bolesti, uobicajena je kirurska resekcija,
tj. lobektomija ili pulmektomija sa uzorkovanjem medijastinalnih limfnih ¢vorova ili se vrsi
potpuna disekcija. Adjuvantna kemoterapija (dodatni lijek koji pojacava ucinak) pomaze u
ranom stadiju bolesti (IB i II). Povecanje ukupnog 5—godiSnjeg preZivljenja (69% vs 54%) i

potpunog izljecenja (61% vs 49%) postize se primjenom cisplatine plus vinorelbina (10).

U III. stadiju bolesti postoji jedan ili viSe lokalno uznapredovalih tumora i zahvacanje
regionalnih limfnih ¢vorova ali bez udaljenih metastaza. Za tumore u stadiju IIIA sa skrivenim
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metastazama u medijastinalnim limfnim ¢vorovima, koje se otkriju tek prilikom operacije, 5—
godiSnje prezivljenje nakon resekcije je 20 do 25%. Radioterapija sa ili bez istodobne
kemoterapije je uobicajeni standard za neoperabilnu bolest u stadiju IIIA, ali je postotak

prezivljenja mali (prosjecno 10 do 14 mjeseci) (10).

Bolesnici u stadiju IIIB sa kontralateralnim metastazama u medijastinalnim i
supraklavikularnim limfnim ¢vorovima ili malignim pleuralnim izljevom, primaju radioterapiju
ili kemoterapiju ili i jedno i drugo. Dodavanje radiosenzitivnih citostatika (npr. cisplatin,
paklitaksel, vinkristin 1 ciklofosfamid) neznatno produZuje prezivljenje. U odredenim
slucajevima (T4NOMO) moze do¢i u obzir kirurSka resekcija sa neoadjuvantnom ili
adjuvantnom kemo-radioterapijom. Stopa 5-godiSnjeg preZivljenja lijeCenih bolesnika u

stadiju ITIB je 5% (10).

U IV stadiju bolesti, terapijski cilj je ublazavanje simptoma (palijativna terapija).
Kemoterapija 1 zraCenje mogu posluziti za smanjenje tumorske mase, ublazivanje simptoma 1i
poboljsanje kvalitete zivota. Medutim, srednje prezivljenje je samo 9 mijeseci, a <25%

bolesnika prezivi 1 godinu (Tablica 5) (10).

Tablica 5. Stadiji bolesti, petogodisnje prezivljenje (8)

Stadij 0 Tis NO MO
Stadij I Al Tla (mi) NO MO 49%
Tla NO MO
Stadij [ A2 T1b NO MO
Stadij I A3 Tlc NO MO
Stadij [ B T2a NO MO 45%
Stadij IT A T2b NO MO 30%
Stadij II B Tla-c N1 MO 31%
T2a N1 MO
T2b N1 MO
T3 NO MO
Stadij IIT A Tla-c N2 MO 14%
T2a-b N2 MO
T3 N1 MO
T4 NO MO
T4 N1 MO
Stadij III B Tla-c N3 MO 5%
T2a-b N3 MO
T3 N2 MO
T4 N2 MO
Stadij III C T3 N3 MO
T4 N3 MO
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Stadij IV A bilo koji T bilo koji N Mla 1%
bilo koji T bilo koji N MIlb
Stadij IV B bilo koji T bilo koji N Milc

1.4. Rak dojke

1.4.1. Etiologija i epidemiologija

Rak dojke je po incidenciji na prvom mjestu, kako u Hrvatskoj tako i u razvijenim
zemljama svijeta (Slika 4). Otkriveni su razli€iti ¢cimbenici rizika za nastanak raka dojke.
Ucestalost bolesti pocinje rasti s dobi od 35 do 40 godina. Pozitivna obiteljska anamneza
takoder utjeCe na povecanje rizika za nastanak raka dojke oko 8 puta. Ostali ¢imbenici koji
povecavaju relativni rizik su starija zivotna dob pri prvom porodaju, nerotkinje, rana menarha
1 kasna menopauza, dijagnosticko ili terapijsko zracCenje, debljina, uzimanje oralnih
kontraceptiva ili hormonske nadomjesne terapije te prijaSnja dijagnoza dobrocudnih

parenhimatoznih bolesti dojke (11).
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Slika 4. Incidencija i mortalitet raka dojke u svijetu

Preuzeto s: http://gco.iarc.fr/today/data/factsheets/cancers/20-Breast-fact-sheet.pdf
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1.4.2. Patohistologija

Rak dojke moze nastati iz zljezdanog parenhima dojke, izvodnih kanali¢a (duktalni rak)
ili zljezdanih lobula (lobularni rak). Dijeli se na in situ karcinom (ako ne probija bazalnu

membranu) i invazivni rak (ako je tumor probio bazalnu membranu) (11).

Najc¢eséi histoloski tipovi raka dojke su invazivni duktalni koji ¢ini 70-80% svih tumora
te invazivni lobularni karcinom koji se javlja u 10-15% slu€ajeva tumora. Osim njih mogu se
dijagnosticirati 1 neki specifi¢ni histoloski podtipovi raka dojke kao Sto su tubularni,

metaplasti¢ni, mucinozni, papilarni, mikropapilarni te medularni (11).

Novija podjela raka dojke se temelji na osnovi imunohistokemijskih 1 genskih obiljezja
te se dijeli na luminalne tumore tipa A (visoka razina estrogenskih i progesteronskih receptora,
Ki-67 manji od 20%, HER2 negativnost), luminalne tumore tipa B (razina progesteronskih
receptora niza od 20% ili Ki-67 visi od 20%, ili HER2 pozitivnost), HER2 pozitivne te trostruko

negativne (bez estrogenske, progesteronske i HER2 pozitivnosti) koji imaju najlosiju prognozu

(11).

1.4.3. Simptomi i dijagnostika

Rani karcinom dojke moze biti asimptomatski, a bol 1 nelagodnost obi¢no nisu prisutni
(12). Najcesce je prvi simptom kvrzica, koja je na opip jasno drugacija od okolnog tkiva dojke.
U viSe od 80% sluCajeva raka dojke zena kvrZicu otkriva sama (13). Osim navedenog na
mogucu prisutnost raka dojke mogu ukazivati i promjena veli¢ine ili oblika grudi, udubljenja

na kozi ili promjene koze, uvlacenje bradavice te krvavi iscjedak iz dojke (12).

Dijagnoza raka dojke zapocinje anamnezom da bi se utvrdilo vrijeme pojave simptoma
te klinickim pregledom koji ukljucuje vizualnu inspekciju i palpiranje. Za ranu detekciju
nepalpabilnog raka dojke tj. za potvrdu palpabilnog nalaza primjenjuje se mamografija.
Preporuca se da svaka Zena napravi prvi mamogram s 40 godina (35 ako ima pozitivnu
obiteljsku anamnezu) te da se mamografija ponavlja barem svako 2-3 godine. Ultrazvuc¢ni
pregled dojke je najviSe primjenjivana pretraga u dijagnozi raka dojke i metoda je izbora u ranoj

dijagnozi u premenopauzalnih bolesnica. U slu¢aju sumnje na multicentriéni rak potrebno je
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napraviti magnetnu rezonancu. Ako se nakon klinickog, mamografskog ili ultrazvu¢nog

pregleda posumnja na maligni tumor potrebno je to potvrditi patohistoloski ili citoloski (11).

1.4.4. Klasifikacija tumora

Americki zdruZeni komitet za rak (AJCC) pruza dvije grupacije za klasifikaciju stadija

raka dojke: anatomsku, koja se temelji na opsegu raka definiranom veli¢inom tumora (T),

statusom limfnog ¢vora (N) i udaljenim metastazama (M); te prognosticku, koja ukljucuje

anatomsku klasifikaciju TNM plus tumorski stadij i status receptora ljudskog epidermalnog

faktora rasta 2 (HER2), receptora za estrogen (ER) i receptora za progesteron (PR) (Tablica 6)

(14).

Tablica 6. TNM klasifikacija raka dojke 1 pridruzeni stadiji (11)

Tis (DCIS) | duktalni karcinom in situ

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

T1 tumor < 20 mm u najveéem promjeru

T1mi tumor < 1 mm u najvecem promjeru

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

T1b tumor > 5 mm, ali < 10 mm u najveéem promjeru

Tlc tumor > 10 mm, ali <20 mm u najve¢em promjeru

T2 tumor > 20 mm, ali <50 mm u najve¢em promjeru

T3 tumor > 50 mm u najveéem promjeru

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

T4a ekstenzija tumora na stjenku prsnog kosa; invazija ili adherencija pektoralnog
miSica u odsutnosti invazije struktura stjenke prsnog kosa ne kvalificira se kao
T4

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

T4c prisutni kriteriji T4a 1 T4b

T4d inflamirani karcinom

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

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

NO (i4) samo ITCs (nakupine malignih stanica ne ve¢e od 0,2 mm) u regionalnim
limfnim ¢vorovima

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

N1mi mikrometastaze (> 0,2 mm, ali < 2,0 mm)

Nla metastaze u 1 — 3 aksilarna limfna ¢vora, najmanje 1 metastaza > 2,0 mm
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N1b metastaza u ipsilateralne interne mamarne limfne ¢vorove Cuvare, iskljucujuci

ITC

Nlc NlaiNIlb

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

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

N3a metastaza u 10 ili viSe aksilarnih limfnih ¢vorova (najmanje 1 tumorski

depozit > 2,0 mm) ili metastaza u infraklavikularne limfne ¢vorove (razina III
aksilarnih limfnih ¢vorova)

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

N3c metastaze u ipsilateralne supraklavikularne limfne ¢vorove

MO (i+) bez klini¢kog ili radioloSkog dokaza o postojanju metastaze, uz prisutnost

depozita tumorskih stanica < 0,2 mm dokazanog mikroskopski ili
molekularnim metodama

M1 metastaza dokazana klini¢ki ili slikovnim metodama i/ili histoloSki dokazana
metastaza > 0,2 mm

Nakon definiranja TNM statusa, definira se stadij bolesti (Tablica 7). RazliCiti stadiji
bolesti definirani su na temelju razliCitih vjerojatnosti izlje¢enja. Visi stadij determinira manju

vjerojatnost izljeCenja od raka dojke (11).

Tablica 7. Stadiji raka dojke (11)

Stadij0 | Tis NO MO
StadijIA | T1 NO MO
StadijIB | TO Nimi MO
Tl Nimi
Stadij IIA | TO N1 MO
Tl N1
T2 NO
Stadij IIB | T2 N1 MO
T3 NO
Stadij ITIA | TO N2 MO
T1 N2
T2 N2
T3 N1,N2
Stadij I1IB | T4 NO,NI,N2 | MO
Stadij ITIC | bilo koji T | N3 MO
Stadij IV | bilo koji T | bilo koji N | M1
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1.4.5. Lijecenje

Lijecenje raka dojke ovisi o vrsti raka, stadiju, osjetljivosti na hormone te dobi pacijenta

i opéem zdravlju (15).

Ako je potreban kirurSki zahvat, vrsta operacije ¢e ovisiti o obliku raka te o samom
izboru pacijenta. Vrste operacija su: lumpektomija (posStedna operacija dojke), mastektomija
(radikalna operacija), biopsija prvog dreniraju¢eg limfnog ¢vora u aksili te disekcija aksilarnih

limfnih ¢vorova (15).

Nakon poStedne operacije mora se ordinirati poslijeoperacijska radioterapija.
Kontrolirane doze zracenja usmjerene su na tumor da bi unistile stanice raka. Ovo djeluje na
ubijanje svih preostalih stanica raka. Ovisno o tipu raka dojke odreduje se koji tip zracenja je

najprikladniji (11,15).

Lije¢nik moze propisati citotoksicne lijekove koji se mogu koristiti za ubijanje stanica
raka, ako postoji visoki rizik od recidiva ili Sirenja. To se naziva adjuvantna kemoterapija.
Kemoterapija moze biti primijenjena prije operacije kako bi se smanjio tumor i olaksalo
njegovo uklanjanje. To je neo-adjuvantna kemoterapija. Kemoterapija se moze koristiti za
lijecenje raka koji je metastazirao te takoder moze smanjiti proizvodnju estrogena, a estrogen

moze potaknuti rast nekih vrsta raka dojke (15).

Kod Zena koje imaju pozitivan nalaz hormonskih receptora (estrogenskih ili progesteronskih)
indicirana je adjuvantna hormonska terapija koja se provodi nakon kemoterapije i radioterapije.
U premenopauzalnih pacijentica se primjenjuje tamoksifen 5 do 10 godina $to smanjuje pojavu
recidiva i rizik smrti od raka dojke. U lijeCenju postmenopauzalnih Zena ,zlatni standard*
predstavljaju inhibitori aromataze (letrozol, anastrozol i egzemestan) takoder u trajanju od 5 do

10 godina (11).

Cilj lijecenja definiran je stupnjem proSirenosti; kod lokalnog raka dojke svrha je
izljecenje, dok je kod proSirenog (diseminiranog) raka svrha osigurati maksimalno kvalitetan i

dug zivot (11).
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1.5. Allium spp.

Allium vrste, najvazniji rod porodice Alliaceae, spadaju u najstarije kultivirano povrée
(16). Allium je latinska rijeC za ceSnjak. Dio je roda cvjetnica koje se ¢esto nazivaju rodom luka

17).

Allium vrste nalaze se u vecini regija svijeta osim tropskog podrucja, Novog Zelanda i
Australije (18). Uporaba lukova seze tisu¢lje¢ima u povijest. Gotovo svi dijelovi biljaka iz roda
lukova (Allium) se koriste za hranu, lijekove, kao zacin ili sirovine za daljnju preradu (19).
Nekoliko je vaznih biljaka za prehranu ukljucujuéi luk (Allium cepa), CeSnjak (A. sativum),

vlasac (A. schoenoprasum) i poriluk (A. porrum), a neke se uzgajaju kao ukrasne biljke (18).

Lukovi su zeljaste trajnice (19). Karakteriziraju ih oStri linearni listovi i cvjetovi sa Sest
latica. Mnogi nastaju iz lukovice ili rizoma (18). Razlikuju se po visini koja varira od 5 cm do
150 cm. Cvjetovi formiraju cvat na vrhu stabljike bez lis¢a. Lukovice variraju u razli¢itim
vrstama, od vrlo malih (promjera oko 2-3 mm) do prilicno velikih (8-10 cm). Neke vrste (poput
velSkog luka, A. fistulosum) razvijaju zadebljane listopadne baze umjesto da stvaraju lukovice
(20). Cvjetovi se Cesto nose u sfernim cvjetnim grozdovima i daju crne sjemenke. Neke se biljke

nespolno razmnoZzavaju iz lukovica u cvjetnoj glavi (18).

Allium rod ukljucuje vise od 700 vrsta Siroko rasprostranjenih po cijelom svijetu 1
cijenjenih zbog svog okusa, lakog rasta i dugog vremena skladistenja. Vrste se mogu razlikovati
po obliku i okusu, ali bliski su prema biokemijskim i fitokemijskim sadrzajima (16). U

Hrvatskoj rastu 54 vrste i podvrste roda Allium (19).

Preko 4000 godina ovo povrée je cijenjeno u mnogim kulturama ne samo zbog ostrih
aroma 1 kulinarskih namjena ve¢ i zbog njihovih zdravstvenih koristi. Drevni medicinski
tekstovi iz Egipta, Gr¢ke, Rima, Kine i Indije navode terapeutske primjene za povrée iz
porodice Allium. Egipatski medicinski papirus, Codex Ebers (~ 1550 B.C.), navodi 22 pripravka
u koje je dodan ceSnjak. Hipokrat je opisivao ceSnjak kao laksativ i diuretik, a Aristofan i
Galenal predlagali su ceSnjak za lijeCenje tumora maternice. Nadalje, nekoliko ljekovitih
upotreba ¢eSnjaka i luka navodi rimski prirodoslovac Plinij stariji u svojoj Historia naturalis

17).

Mnoge vrste roda Allium sadrze hlapive sumporne spojeve kao Sto su aliin,

propilensulfonsku kiselinu, metilaliin, propilaliin, cikloalein i dr. Ti spojevi su sastavni dio
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biljnog soka §to daje karakteristican miris 'luka' (19). Narodne ljekovite upotrebe Alliuma su
mnogobrojne, a znacajno je istrazivanje usmjereno na identificiranje i ispitivanje spojeva za
medicinsku upotrebu (20). Smatra se da funkcionalne komponente biljaka roda Allium igraju
klju¢nu ulogu u modificiranju glavnih ¢imbenika rizika za kroni¢ne bolesti (21). Primjerice
alicin, dobiven iz ¢eSnjaka, koristi se za suzbijanje gljivicnih infekcija i parazita, snizavanje
kolesterola u krvi i poboljsanje cirkulacije (20). Biljke roda Allium poznate su po proizvodnji
organskih sumpornih spojeva koji posjeduju zanimljiva bioloska i farmakoloska svojstva. Kad
se ekstrahiraju 1 izoliraju, ovi spojevi pokazuju Sirok spektar korisnih u¢inaka protiv mikrobnih

infekcija, kao 1 kardioprotektivno, antikancerogeno i protuupalno djelovanje (22).

1.5.1. Allium porrum L.

Poriluk (Allium porrum L.) je dvogodi$nja zeljasta biljka iz porodice lukova (Alliacae).
Listovi su duguljasto lancetasti, Sirine do 3 cm. Lukovica je duguljasta, korijenje joj je Cupavo.
U drugoj godini stvara se stabljika visoka oko 150 cm i na vrhu sadrzi Stitasti cvat koji je
okruglast 1 sadrzi sitne dvospolne, pravilne cvjetove. Plod je tobolac koji nosi brojne sitne crne

sjemenke (Slika 5) (23).

Ova vrsta ima iste ljekovite vrline kao i1 ¢eSnjak koji ima vrlo dugu narodnu povijest upotrebe
u Sirokom rasponu bolesti, posebno kod bolesti poput kandide i vaginitisa, gdje su se njegova
fungicidna, antisepticka, 1 parazitska svojstva pokazala korisnima. Takoder se smatra da ima
antikancerogeno djelovanje (24). Poriluk je vazan sastojak u mnogim europskim i azijskim
dijetama, a poznat je i po svojim ljekovitim svojstvima. Eterino ulje ove biljke sadrzi
sumporove spojeve za koje se smatra da imaju antimikrobne i antioksidacijske aktivnosti (16).
Svakodnevno koriStenje u prehrani pokazalo se da ima vrlo blagotvoran ucinak na tijelo,
posebno na krvni sustav i srce. Lukovica ima antihelminticka, antiastmati¢na, antisepticka,
diureticka te vazodilatatorna svojstva. Ako se smrvi moZe se primijeniti za ublazavanje boli od

ugriza, uboda itd (24).
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Slika S. Allium porrum L.

Preuzeto s: https://antropocene.it/en/2019/05/18/allium-porrum/

1.5.2. Allium ursinum

Medvjedi luk, zvan 1 srijemu$ (Allium ursinum L.) je trajna zeljasta biljka iz porodice
lukova (Alliaceae). Stabljika je uspravna, okrugla ili trokutasta i naraste do 40 cm visine.
Lukovica je duguljasta i bijela, duga 2-4 cm te iz nje u proljece narastu dva velika, tanka 1
plosnata lista koji su dugi 12-16 cm. Dvospolni cvjetovi se stvaraju na vrhu uspravne stabljike
skupljeni u plosnati pastitasti cvat. Plod je tobolac koji sadrzi nekoliko crnih sjemenki.
Medonosna je biljka. Med je Zut, proziran i ima miris karakteristican za luk. Rasprostranjen je
u cijeloj Europi i zapadnoj Aziji. Raste u listopadnim Sumama na svjezim, hranjivim tlima.

Razmnozava se sjemenom ili dijeljenjem lukovica (25).

Medvjedi luk ima vecinu zdravstvenih koristi kao i kultivirani ¢e$njak, A. sativum iako
je slabiji u djelovanju. Stoga je vrlo koristan dodatak prehrani, promicuci opcée zdravlje tijela
ako se redovito koristi. Posebno je ucinkovit u smanjenju visokog krvnog tlaka i razine

kolesterola u krvi. Poznato je da ima dobar u¢inak na dispepsiju. Svi dijelovi biljke se mogu
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koristiti, ali lukovica ima najbolja ljekovita svojstva. Medvjedi luk olakSava bolove u zelucu i
blagotvoran je za probavu, pa ga se moze koristiti u lije¢enju proljeva, kolika, vjetra, probavnih
smetnji i gubitka apetita. Biljka je korisna i u lije€enju astme, bronhitisa i emfizema. Sok se
koristi kao pomo¢ pri mrSavljenju, a moze se primijeniti i izvana na reumatskim i artriti¢cnim
zglobovima gdje njegovo blago nadrazujuce djelovanje i stimulacija u lokalnoj cirkulaciji mogu

biti od koristi (26).

Slika 6. Allium ursinum L.

Preuzeto s: https://antropocene.it/en/2017/06/06/allium-ursinum/
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2. CILJ ISTRAZIVANJA
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Cilj istrazivanja je ispitati citotoksi¢no djelovanje ekstrakata i destilata iz biljnih vrsta Allium
porrum 1 Allium wursinum na humane karcinomske stanice. Hipoteza o potencijalnoj
citotoksi¢noj aktivnosti ispitivat ¢e se na stani¢nim linijjama karcinoma plu¢a A549 te

karcinoma dojke MDA-MB-231.
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3. MATERIJALI I METODE
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3.1. Stanic¢ne linije

In vitro istrazivanje ispitivanja djelovanja odredenih hlapljivih izolata biljaka iz roda

lukova se provodilo na stani¢nim linijama humanih karcinoma A549 i MDA-MB-231.

Obiljezja tih stani¢nih linija su prikazana u tablicama.

3.1.1. A549

Tablica 8. Obiljezja stani¢ne linije A549

Preuzeto s: https://www.lgcstandards-atcc.org/products/all/CCL-185.aspx

Organizam Homo sapiens, covjek
Tkivo pluca

Format proizvoda smrznuto

Morfologija epitelna

Obiljezja kulture adherentna

Bolest karcinom

Dob 58 godina

Spol muski

Etnicitet bijeli

Primjena ova stani¢na linija je pogodan domacin za transfekciju
Uvjeti pohrane teku¢i dusik

ATCC Number: CCL-188
Designation:

Low Density

A-549

&
Scale Bar=100um  High Density

Slika 7. Stanice karcinomske linije A549

Preuzeto s: https://www.lgcstandards-atcc.org/products/all/CCL-185.aspx
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3.1.2. MDA-MB-231

Tablica 9. Obiljezja stani¢ne linije MDA-MB-231
Preuzeto s: https://www.lgcstandards-atcc.org/products/all/HTB-26.aspx

Organizam Homo sapiens, ¢ovjek
Tkivo mlije¢na zlijezda/ dojka
Format proizvoda smrznuto

Morfologija epitelna

Obiljezja kulture adherentna

Bolest adenokarcinom

Dob 51 godina

Spol zenski

Etnicitet bijeli

Primjena ova stani¢na linija je pogodan domacin za transfekciju
Uvjeti pohrane tekuci dusik

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

Low Density

High Density

Slika 8. Stanice karcinomske linije MDA-MB-231
Preuzeto s: https://www.lgcstandards-atcc.org/products/all/HTB-26.aspx

3.2. Postupak

Postupak uzgoja stanica se provodio u laboratoriju koji ima kabinete za sterilan rad uz
laminarni protok zraka da ne bi doslo do kontaminacije stani¢nih kultura.
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Stani¢ne linije su nakon odmrzavanja uzgojene u Dulbecco'sModifiedEagleMedium
(DMEM) mediju u vlaznom inkubatoru na 37°C uz 5% CO,. DMEM medij sadrzi potrebne
hranjive tvari kao §to su aminokiseline i minerali te FBS (govedi serum). Osim toga, u njemu
se nalaze i antibiotici, te indikator fenolno crvenilo koji promjenom boje u zutu ukazuje da je
medij potrebno promijeniti. Nakon $to je dodan DMEM medij, ploCice sa stanicama su
ostavljene preko noci za prihvat na podlogu.

Da bi se uklonio zaostali DMEM medjij, stani¢ne linije se ispiru s PBS-om. Nakon toga,
stanice koje su adherirale na podlogu tretiraju se tripsinom, enzimom koji cijepanjem peptidnih
veza omogucuje odvajanje stanica od podloge te njihovo presadivanje.

Brojanje stanica se odvija pomoc¢u Biirker- Tiirkove komorice tako da se 10 pl stanica
pomijesa s 90 ul Trypan Blue boje koja oboji mrtve stanice te tako omogucéava brojenje zivih
stanica koje nisu obojane. Stani¢nu suspenziju s bojom nanosimo na Biirker-Tiirkovu komoricu
i pod mikroskopom brojimo Zive stanice (Slika 9). Zive stanice se prebrojavaju unutar pet

kvadratica te se ukupan broj odreduje prema formuli:
R=N x 10 x 10*stanica/mL

R- ukupan broj zivih stanica

N- broj zivih stanica odreden u Biirker-Tiirkovoj komorici

10- faktor razrjedenja

Slika 9. Biirker-Tiirkova komorica
Preuzeto s: https://www.scienceabc.com/pure-sciences/what-is-a-hemocytometer-calculation-

counting-how-to-use.html
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Nakon toga jednak broj stanica se presaduje u 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
izolata lukova u koncentracijama 1 ug/mL, 5 pg/mL, 10 pg/mL, 50 pg/mL i 100 pg/mL tijekom
4,24, 48 172 sata. Tri jazice koje predstavljaju kontrolu su ostavljene u samom mediju te u njih

nisu dodani izolati lukova.

3.3. Test citotoksi¢ne aktivnosti

Stani¢na zivost 1 proliferacija odredena je mjerenjem stani¢nog metabolizma koriste¢i
MTT metodu. Zuti tetrazolin MTT (3-(4, 5-dimetiltiazolid-2)-2,5-difeniltetrazolin bromid) se
reducira u metaboli¢ki aktivnim stanicama. MTT testom se odreduje postotak metabolicki
aktivnih stanica nakon izlaganja jednom od ekstrakata biljaka, jer mrtve, odnosno metabolicki
neaktivne stanice ne vezu MTT. Metabolicki aktivne stanice, sposobne za zivot, pretvaraju
MTT u ljubiCasto obojen spoj formazan. Kada stanice odumru, gube sposobnost pretvorbe
MTT-a. Mehanizam pretvorbe MTT-a vjerojatno ukljucuje reakciju s NADH-om koji prenosi
elektrone do MTT-a. Rezultiraju¢i intracelularni ljubicasti formazan moze se izmjeriti
spektrofotometrijski. Da bi se mogla ocitati apsorbancija (na 570 nm) novonastalog ljubicastog
spoja, potrebno ga je otopiti u otopini DMSO (dimetil sulfoksid). Nakon jednog sata MTT je
ispran i dodan je DMSO. Plocice su inkubirane 10 min na 37°C uz treskanje. Apsorbancija je

mjerena na 570 nm.

Omjer apsorbancije stanica tretiranih destilatima i ekstraktima iz luka te apsorbancije

onih koje nisu tretirane pokazatelj je citotoksi¢ne aktivnosti koristenih dijelova biljaka.
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4. REZULTATI
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Empirijska obrada:
Kao ogranicenje istrazivanja uzima se premala serija podataka.

4.1. Rak pluéa (A549)

4.1.1. Allium porrum L., mikrovalni destilat

Cell line A549
(7]
©
(8]
(V]
2 — 4h
s 100 I — oah
>
© 48h
L
S E\I — 72h
2 501 ]
S
(V]
£
°
R 0 T
NS \Z \Z v v
&@ & & & &
QQ\\\Q\ ég\ \)q\ \)q\ \)Q'\
NN S O S \Qe
Allium porrum L. microwave distillate
4h 24h 48h 72h
IC50 Not Not
(ug/mL) determined determined 71.72 33.51

Slika 10. Mikrovalni destilat Allium porrum L.

Mikrovalni destilat Allium porrum pokazuje uinak pri svim ispitivanim koncentracijama
nakon 24h inkubacije, nakon Cega stanice tretirane koncentracijama od 1, 5 1 10 pg/mL
pokazuju porast dok se povec¢anjem koncentracije destilata s duzim vremenom inkubacije vidi
pad broja metabolicki aktivnih stanica. Najbolji u¢inak se ostvaruje pri koncentraciji od 100
pg/mL nakon 72 h inkubacije. IC50 iznosi 71,72 ug/mL nakon 24 h inkubacije, odnosno 33,51

ug/mL nakon 72 h. IC50 za 4 1 24 h nije moguce odrediti u rasponu ispitivanih koncentracija.
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4.1.2. Allium porrum L., mikrovalni ekstrakt

% of metabolically active cells

Cell line A549

— 4h
100 A T
— 24h
48h
I\I — 72h

AN

QR & <& <& &
258 ) O
DN o Q Q \)
N “ Q

Allium porrum L. microwave extract

IC50
(ug/mL)

4h 24h 48h 72h

Not Not
determined determined 69.77 27.98

Slika 11. Mikrovalni ekstrakt Allium porrum L.

Allium porrum ekstrakt ostvaruje znacajan ucinak pri koncentracijama od 10, 50 i 100

ug/mL nakon 24 h inkubacije, no pri koncentraciji od 10 ug/mL nakon 48 h inkubacije se vidi

porast broja metabolicki aktivnih stanica. Nakon 72 h inkubacije ekstrakt pokazuje inhibicijski

ucinak pri svim ispitivanim koncentracijama, a najbolji je pri koncentraciji od 100 ug/mL. IC50

za vremenske periode inkubacije od 4 i 24 h nije moguée odrediti pri ispitivanim

koncentracijama, dok za 48 h iznosi 69,77 ug/mL, a za 72 h 27,98 ug/mL.
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4.1.3. Allium ursinum L., Clevenger hidrodestilat

Cell line A549
[72]
°
o
[ ]
2 — 4h
S 1001
© — 24h
>
© 48h
L
3 — 72h
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QQ \\Q > Qg Qog Q\)q
N ° \Q ) ,\Q
Allium ursinum L. Clevenger hydrodistillate
4h 24h 48h 72h
IC50 Not Not Not
(ug/mL) determined determined determined 84.68

Slika 12. Clevenger hidrodestilat Allium ursinum L.

Hidrodestilat Allium ursinum ostvaruje ucinak nakon 24 h inkubacije pri svim
ispitivanim koncentracijama nakon ¢ega dolazi do porasta broja metabolicki aktivnih stanica
pri koncentracijama od 1, 5, 50 i 100 ug/mL dok se pri koncentraciji od 10 ug/mL primjecuje
blagi pad broja stanica. IC50 za ispitivane koncentracije hidrodestilata je moguce odrediti samo

za vrijeme inkubacije od 72 h i iznosi 84,68 ug/mL.
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4.2. Rak dojke (MDA-MB-231)

4.2.1. Allium porrum L., mikrovalni destilat

Cell line MDA-MB-231

L
©
(%)
[}
2 B — 4h
(8]
© 100 %\—’—I\ — 24h
%‘ ! = 1 48h
© B T 2 — 72h
S 50 \S\I
(5]
@
€ \
° 0 .
°\° &\/&\/ &\/ &\/ &\/ &\/
\)Q\ég\ ég\ QQ\ \)q\ \)q\
o o K O \QQ
Allium porrum L. microwave distillate
4h 24h 48h 72h
IC50 Not
(ug/mL) determined 74.75 18.85 18.19

Slika 13. Mikrovalni destilat Allium porrum L.

Destilat Allium porrum na stanice raka dojke pokazuje u¢inak nakon 24 h inkubacije pri

svim koncentracijama, a najbolji je pri koncentraciji od 100 ug/mL. Daljnjom inkubacijom

smanjuje se broj metabolic¢ki aktivnih stanica pri svim koncentracijama, no nakon 72 h pri

koncentracijama od 1 1 5 ug/mL prisutan je blagi rast broja metaboli¢ki aktivnih stanica.

Najmanji postotak metabolicki aktivnih stanica je nakon 72 h inkubacije pri koncentraciji

destilata od 100 ug/mL. IC50 iznosi 74,75 ug/mL za 24 h, 18,85 ug/mL za 48 h te 18,19 ug/mL

za 72 h inkubacije, dok se za vrijeme inkubacije od 4 h IC50 ne moZe odrediti za ispitivane

koncentracije.
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4.2.2. Allium porrum L., mikrovalni ekstrakt

% of metabolically active cells

100

Cell line MDA-MB-231
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Allium porrum L. microwave extract

J — 24h
]W;I\_ 48h
\ — 72h
50 \s:
\
t\_

IC50

(ug/mL)

4h 24h 48h 72h

Not
determined 63.41 19.11

Slika 14. Mikrovalni ekstrakt Allium porrum L.

20.03

Ekstrakt Allium porrum ucinak nakon 24 h inkubacije postize pri koncentracijama od 1,

10, 50 i 100 ug/mL. Znacajniji u¢inak nakon 48 h inkubacije je postignut pri koncentracijama
od 50 i1 100 ug/mL. Nakon 72 h inkubacije pri koncentracijama od 1, 5 i 10 ug/mL dolazi do

oporavka dijela metabolicki aktivnih stanica dok se pri koncentracijama od 50 i 100 ug/mL

nastavlja pad aktivnosti. Najbolji u€inak ispitivani ekstrakt postize pri koncentraciji od 100

ug/mL nakon 72 h inkubacije. IC50 za 4 h inkubacije nije mogucée odrediti za ispitivane

koncentracije dok za 24 h iznosi 63,41 ug/mL, za 48 h 19,11 ug/mL te za 72 h 20,03 ug/mL.
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4.2.3. Allium ursinum L., Clevenger hidrodestilat

2 Cell line MDA-MB-231
o
[
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>
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Allium ursinum L. Clevenger hydrodistillate

4h 24h 48h 72h

IC50 Not
(ug/mL) determined 73.26 21.73 35.26

Slika 15. Clevenger hidrodestilat Allium ursinum L.

Hidrodestilat Allium ursinum u¢inak na smanjenje metabolicke aktivnosti stanica raka

dojke postize ve¢ nakon 4 h inkubacije pri koncentracijama od 1,5, 50 1 100 ug/mL. Daljnjom

inkubacijom (24 1 48 h) nastavlja se smanjenje metabolicki aktivnih stanica pri svim

koncentracijama, no nakon 72 h dolazi do povecanja aktivnosti stanica pri koncentracijama od

1, 5 te 10 ug/mL dok koncentracije hidrodestilata od 50 i 100 ug/mL pokazuju najbolji u¢inak

na smanjenje postotka metabolicki aktivnih stanica. IC50 za vrijeme inkubacije od 24 h iznosi

73,26 ug/mL, za 48 h 21,73 ug/mL te za 72 h 35,26 ug/mL, a za vrijeme inkubacije od 4 h IC50

nije moguce utvrditi za ispitivane koncentracije hidrodestilata.
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5. RASPRAVA
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Rak je po zivot opasna bolest karakterizirana abnormalnom proliferacijom stanica koje
se §iri na susjedna tkiva i uzrokuje njihovo razaranje. Siri se do udaljenih organa putem krvi i
limfe. Do nastanka raka dolazi kada se poremete dvije vrste gena, tj. onkogeni odgovorni za
rast stanica raka i tumor supresorskih gena koji sprecavaju razvoj raka (27). MozZe utjecati na
gotovo bilo koji dio tijela i ima mnogo anatomskih i molekularnih podtipova za koje svaki
zahtijeva posebne strategije lijeCenja (28). Rak se imenuje prema vrsti stanice iz kojih tumor
nastane, na primjer karcinom ako se pojavi iz epitelnih stanica, sarkom ako nastaje iz
mezodermalnih stanica (rak miSica, kostiju, hrskavice i vezivnog tkiva), limfom ako nastane iz
stanica imunoloskog sustava, leukemija ako potjeCe od stanica koStane srzi (27). Rak je 1 dalje
jedan od vodecih uzroka obolijevanja 1 smrtnosti na globalnoj razini. Medu nezaraznim
bolestima rak je drugi vode¢i uzrok smrti, nakon kardiovaskularne bolesti. Odgovoran je za
jedan od osam smrtnih slu€ajeva Sirom svijeta - viSe nego AIDS, tuberkuloza i malarija zajedno

(29).

Cesto je nemoguce procijeniti to¢an uzrok za odredeni rak. No, postoje ¢imbenici za
koje se zna da mogu povecati rizik od raka poput upotrebe duhana, alkohola, zagadivaca
okoliSa, uzro¢nika infekcija, odredene navike 1 stil Zivota. Priblizno 10 do 15% karcinoma je u
potpunosti nasljedno (27). Prevencija se definira kao smanjenje smrtnosti od raka smanjenjem
incidencije raka. To se moze posti¢i izbjegavanjem kancerogena ili promjenom njegovog
metabolizma, pravilnim na¢inom Zivota ili prehranom koji mijenjaju ¢imbenike koji uzrokuju
rak ili genetsku predispoziciju, medicinskim intervencijama (npr. kemoprevencija) ili kirurskim
zahvatima za smanjenje rizika ili strategijama ranog otkrivanja koje mogu rezultirati

uklanjanjem prekanceroznih lezija, kao Sto je kolonoskopija za kolorektalne polipe (30).

-----

rak (nakon karcinoma dojke i debelog crijeva) i drugi vode¢i uzrok smrti od raka (nakon
karcinoma dojke) kod Zena (7). U 2018. godini dijagnosticirano je oko 2 milijuna novih
sluajeva karcinoma pluca, $to ¢ini 11,6 % ukupne svjetske incidencije raka. U svijetu stopa
smrtnosti od raka pluca iznosila je 1,76 milijuna smrtnih slu¢ajeva u 2018. godini $to ¢ini 18,4%
ukupnog broja umrlih od raka (31). Nedavne epidemioloske studije otkrivaju da su upotreba
duhana, izlaganje radonu, zagadenje zraka, Stetna izloZenost na radu, nasljedna osjetljivost,

izloZenost zracenju 1 neuravnotezena prehrana odgovorni za sve vecu ucestalost raka pluca (7).

Rak dojke je najceSce dijagnosticirani rak i vodeci uzrok smrti od raka kod Zena u
cijelom svijetu (32). 2018. godine dijagnosticirano je oko 2 milijuna novih sluc¢ajeva karcinoma
dojke u svijetu, a to je 11,6% ukupne incidencije raka. Stopa smrtnosti je iznosila oko 620 tisu¢a
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pacijenata §to &ini 6,6% ukupnog broja umrlih od raka u svijetu (33). Cimbenici rizika za
karcinom dojke ukljuuju reproduktivne i hormonske c¢imbenike, poput dobivanja prve
menstruacije u ranoj dobi, primjene oralne kontracepcije i ne radanja djece. Rodenje djece te
dojenje smanjuju rizik od raka dojke. Potencijalno promjenjivi faktori rizika ukljucuju debljanje
nakon 18. godine, prekomjerna tjelesna tezina ili pretilost (za karcinom dojke u
postmenopauzalnih zena), upotreba hormonske terapije u menopauzi (kombinirani estrogen i
progesteron), tjelesna neaktivnost i konzumacija alkohola. Odrzavanje zdrave tjelesne tezine,
povecanje tjelesne aktivnost i minimiziranje unosa alkohola najbolje su strategije za smanjenje

rizika od razvoja karcinoma dojke (32).

Rak predstavlja stalnu bitku s puno napora za izljeCenje 1 pronalaskom preventivne
terapije. TrenutaCna terapija ukljucuje kemoterapiju, radioterapiju i sintetske lijekove (34).
Kemoterapija se rutinski koristi za lijeCenje raka. Budu¢i da stanice raka gube mnoge
regulatorne funkcije prisutne u normalnim stanicama, nastavljaju se dijeliti i onda kada
normalne stanice nisu u fazi dijeljenja. Ovo svojstvo ¢ini stanice raka osjetljivim na
kemoterapijske lijekove. Unatoc otkri¢u velikog broja korisnih kemoterapeutskih lijekova, kao
posljedica kemoterapije mogu se pojaviti razli¢ite vrste toksi¢nosti (29). Korak prema razvoju
raka ukljucuje promjene epigenetskih procesa i njihovu deregulaciju. Kontrola hipermetilacije
tumor supresorkih gena na CpG otocima deregulirana je u stanicama karcinoma. Ovo moze
rezultirati priguSivanjem gena 1 inaktivacijom tumor supresorskih gena. Lijekovi koji mogu
inhibirati ili preokrenuti epigenetske promjene su u razvoju posljednjih godina. Medutim, tesko
je izraditi sintetski lijek koji je netoksi¢an za normalne stanice i specifican je za citotoksi¢nost
stanica raka (34). Alternativno rjeSenje za Stetne ucinke sintetickih sredstava je upotreba

ljekovitih biljaka (27).

Dugi niz godina prirodna medicina se koristila 1 jo§ se koristi u zemljama u razvoju kao
primarni izvor lije€enja. Biljke su koriStene u medicini zbog svojih prirodnih antiseptickih
svojstava. U tumorskom tkivu apoptoza se ne dogada, a angiogeneza se odrZava §to omogucava
prezivljavanje stanica raka, no spojevi dobiveni iz biljaka pokazuju svojstva da inhibiraju
aktivnost stanica karcinoma, kao $to su inhibiranje proliferacije stanica raka i induciranje
apoptotske smrti stanica. Proucavani su sekundarni metaboliti u biljnom carstvu poput
polifenola, flavonoida 1 brasinosteroida radi njithove potencijalne upotrebe kao
antikancerogenih sredstava. Za njih se pokazalo da posjeduju antikancerogene aktivnosti koje
ukljucuju; antioksidativno djelovanje; inhibiciju rasta stanica karcinoma; indukciju apoptoze;

ciljnu specifi¢nost; citotoksi¢nost stanica karcinoma (34).
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U svijetu se svake godine dogodi vise od Sest milijuna smrtnih slucajeva uslijed raka. U
svijetu je dijagnosticirano oko 12,7 milijuna karcinoma, a u 2008. je zabiljezeno 7,6 milijuna
smrtnih slu¢ajeva. U 2012. zabiljezeno je oko 14,1 milijuna sluc¢ajeva Sirom svijeta, od ovih 7,4
milijuna slucajeva su bili muskarci i 6,4 milijuna Zene. Ocekuje se da Ce taj broj porast na 24
milijuna do 2035. godine. Ljekovite biljke koriStene su za lijeenje razli¢itih bolesti, ukljucujuci
rak, tisu¢ama godina. Veliki broj ljekovitih biljaka koje imaju antitumorska svojstva je dostupan
u prirodi, ali nisu u potpunosti fitokemijski istrazene. Trebalo bi jo§ dublje istraziti
antikancerogeni potencijal ljekovitih biljnih ekstrakta za izolaciju i karakterizaciju aktivnih

tvari biljaka tako da se mogu razviti bolji, sigurniji i jeftiniji lijekovi za lijeCenje raka (27).

Epidemioloske studije pokazuju povezanost konzumiranja povr¢a iz porodice Allium sa
smanjenim rizikom od raka. Ove studije istiCu potencijalne mehanizme pojedinacnih spojeva
koji sadrze sumpor te raznih pripravaka i ekstrakta ovog povrcéa, uklju¢uju¢i smanjenu
bioaktivaciju karcinogena, antimikrobne aktivnosti i redoks modifikaciju. Allium povrée 1
njihove komponente imaju ucinke u svakoj fazi karcinogeneze i utjeCu na mnoge bioloSke

procese koji modificiraju rizik od raka (17).

Kao predmet naseg istrazivanja koriSteni su ekstrakti iz biljnih vrsta roda Allium,
odnosno promatran je njihov citotoksi¢ni ucinak na dvije stanicne linije: A549 (karcinom pluca)

i MDA-MB-231 (rak dojke).

Utjecaj na stanice karcinoma pluca A549 kod svih koriStenih ekstrakata je znacajniji pri
vecim koncentracijama od 50 pg/mL 1 100 ug/mL. Najve¢i citotoksi¢ni u¢inak imaju ekstrakt i

destilat Allium porrum L. pri koncentracijama od 100 pg/mL nakon 72h inkubacije.

In vitro istraZivanje na stanicama raka dojke MDA-MB-231 pokazalo je da svi ispitivani
ekstrakti imaju odredeni ucinak na smanjenje postotka metabolicki aktivnih stanica, a
najznacajniji u¢inak opet imaju ekstrakt te destilat Allium porrum L. pri koncentracijama od 50

pg/mL 1 100 pg/mL nakon 48h inkubacije.

Na temelju dobivenih rezultata, vidljivo je da biljna vrsta Allium spp. ima veliki potencijal
za lijeCenje razlicitih bolesti, a osobito su vazna kemoprotektivna i antitumorska svojstva, koja
smo u nasem in vitro ispitivanju pokazali na stanicama karcinoma pluca i dojke. Postotak
smanjenja metaboli¢ki aktivnih stanica tj. citotoksi¢ni u€inak ovisi o njihovoj koncentraciji 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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D

2)

3)

4)

In vitro izlaganje stanica karcinoma pluéa (A-549) i dojke (MDA-MB-231) hlapljivim
spojevima izoliranih iz biljnih vrsta Allium porrum i Allium ursinum dovodi do
smanjenja prezivljenja tih stanica.

Ispitivani hlapljivi spojevi pokazuju citotoksi¢ni u¢inak ovisan o koncentraciji i viemenu

inkubacije.

Djelovanje izoliranih hlapljivih spojeva nije uvijek razmjerno povecanju koncentracije i

vremenu inkubacije, te u pojedinim slucajevima dolazi do oporavka stanica.

Citotoksi¢ni uc€inak hlapljivih spojeva izoliranih iz biljaka Allium porrum te Allium
ursinum, §to je ujedno i hipoteza naSeg ispitivanja, je potvrden, a iduc¢i korak je
potvrdivanje tih u€inaka in vivo ispitivanjem na modelima karcinoma pluca i1 dojke kod

Zivotinja.
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Cilj istrazivanja:
Cilj istrazivanja je ispitati potencijalno citotoksicno djelovanje hlapljivih izolata iz biljaka
porodice lukova (Allium spp.) na humane karcinomske stanice pluca (A549) i dojke (MDA-

MB-231). Pretpostavka je da ¢e se broj karcinomskih stanica, nakon izlaganja hlapljivim

spojevima, smanjiti u odnosu na kontrolnu skupinu.
Materijali i metode:

Citotoksic¢nost stanica se ispitivala MTT metodom kojom se odreduje postotak metabolicki
aktivnih stanica nakon izlaganja mikrovalnom destilatu i mikrovalnom ekstraktu biljne vrste
Allium porrum te Clevenger destilatu vrste Allium ursinum. Uzorci biljaka su pripravljeni u
pet razli¢itih koncentracija (1 pg/mL, 5 pg/mL, 10 ug/mL, 50 ug/mL i 100 pg/mL), a ucinak
je gledan nakon 4, 24, 48 1 72 sata. Djelotvornost izolata odredivana je spektrofotometrijski

mjerenjem apsorbancije pri 570 nm.
Rezultati:

Rezultati su prikazani graficki u odnosu vremena inkubacije 1 postotka metabolicki aktivnih

stanica.

Kod stanica karcinoma pluc¢a, hlapljivi izolati iz biljaka porodice Allium (uzorci mikrovalni
destilat i mikrovalni ekstrakt iz Allium porrum) ostvaruju bolji ucinak pri viSim
koncentracijama, pri razli¢itim vremenima inkubacije. Kod uzorka Clevenger hidrodestilata iz
Allium ursinum dugoro¢no gledano svaka od koncentracija daje otprilike jednak (konstantan)
ucinak. Najznacajniji u¢inak na smanjenje metabolicki aktivnih stanica imaju uzorci mikrovalni

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

Kod stanica karcinoma dojke, hlapljivi izolati iz biljaka porodice Allium (uzorci mikrovalni
destilat 1 mikrovalni ekstrakt iz Allium porrum te Clevenger hidrodestilat iz Allium ursinum)
takoder ostvaruju bolji u¢inak pri vi§im koncentracijama, pri razli¢itim vremenima inkubacije.
Najznacajniji u¢inak na smanjenje metabolicki aktivnih stanica imaju uzorci mikrovalni destilat

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

In vitro izlaganje stanica karcinoma plu¢a (A-549) i dojke (MDA-MB-231) hlapljivim
izolatima iz biljaka porodice Allium dovodi do smanjenja prezivljenja tih stanica. Ispitivani

hlapljivi spojevi pokazuju citotoksi¢ni uc¢inak ovisan o koncentraciji i vremenu inkubacije.
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Djelovanje izoliranih hlapljivih spojeva nije uvijek razmjerno povecanju koncentracije i
vremenu inkubacije, te u pojedinim slu¢ajevima dolazi do oporavka stanica. Citotoksi¢ni u¢inak
hlapljivih izolata iz biljaka porodice lukova (Allium spp.), Sto je ujedno i hipoteza naSeg
ispitivanja, je potvrden, a iduci korak je potvrdivanje tih ucinaka in vivo ispitivanjem na

modelima karcinoma dojke i pluc¢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 isolates from
Allium family on human carcinoma cells of lungs (A549) and breast (MDA-MB-231). 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 of cells was tested by the MTT method used to determine the percentage of
metabolically active cells after exposure to microwave distillate and microwave extract from
Allium porrum and Clevenger hydrodistillate from Allium ursinum. Plant samples were
prepared at five different concentrations (1 pg/mL, 5 pg/mL, 10 pg/mL, 50 pg/mL i 100
pug/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.

In lung cancer cells, volatile isolates from Allium family (microwave distillate and microwave
extract from Allium porrum samples) have a better effect at higher concentrations, at different
incubation times. In the Clevenger hydrodistillate sample from Allium ursinum, 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 microwave distillate and

microwave extract samples at a concentration of 100 ug /mL after 72-hour incubation time.

In breast carcinoma cells, volatile isolates from Allium family (microwave distillate and
microwave extract from Allium porrum and Clevenger hydrodistillate from Allium ursinum
samples) also 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 the
microwave distillate and microwave extract samples at the concentration of 100 ug/mL after

72-hour incubation time.
Conclusion:

In vitro exposure of human carcinoma cells of lungs (A549) breast (MDA-MB-231) to volatile

isolates from Allium family leads to reduced cell survival rate. Cytotoxic effects of volatile
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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 isolates from Allium family 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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