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1. UVOD



1.1. KARCINOM

Karcinom je najceSc¢a vrsta raka u ljudi koja obuhvaca oko 90% svih slucajeva raka.
Rak moze nastati zbog poremecaja 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 zlo¢udna bolest epitelnih stanica koja nastaje kao posljedica sloma regulacijskih
mehanizama koji upravljaju ponaSanjem normalne stanice. Umjesto da na odgovarajuéi naéin
reagiraju na signale koji kontroliraju ponasanje normalnih stanica, stanice karcinoma
nekontrolirano rastu i dijele se, Sire¢i se u normalna tkiva i organe i naposljetku po ¢itavom
tijelu. Generalizirani gubitak kontrole rasta karakteristican za stanice karcinoma nastaje zbog
nakupljanja poremecaja razlicitih stani¢nih regulacijskih sustava i odrazava se na razlicite
aspekte ponaSanja po kojima se stanice karcinoma razlikuju od odgovaraju¢ih normalnih

stanica (1).

Obiljezja po kojima se karcinomi razlikuju od zdravoga tkiva su: samodostatnost s
obzirom na signale rasta, neosjetljivost na signale koji inhibiraju rast, zaobilaZzenje
programirane stanine smrti (apoptoze), neogranien potencijal umnaZzanja, tumorska
angiogeneza, sposobnost tkivne invazije i presadivanja, poremecen metabolizam, sposobnost

izbjegavanja imunosnog odgovora, genomska nestabilnost i upala (2).

Karcinom je drugi vodeci uzrok smrti u svijetu s 8.8 milijuna umrlih u 2015. godini, a
taj broj jos raste. Karcinom predstavlja skup razli¢itih bolesti koje utjeCu ne samo na Zivot
oboljelog, ve¢ i na cjelokupno drustvo, i to u okviru fizickih, psihic¢kih, emocionalnih,

socijalnih, pa sve do ekonomskih aspekata (3).

1.1.1. ONKOGENII TUMOR-SUPRESORSKI GENI

Normalni staniéni geni od kojih su potekli retrovirusni onkogeni zovu se
protoonkogeni. To su vazni regulacijski staniéni geni, koji Cesto kodiraju proteine S$to
sudjeluju u putevima prijenosa signala kojima se kontrolira proliferacija normalnih stanica
(npr. src, ras i raf). Onkogeni su abnormalno eksprimirani ili mutirani oblici odgovaraju¢ih
protoonkogena. Zbog tih promjena, onkogeni dovode do abnormalne proliferacije stanica i
nastanka karcinoma. Onkogeni, koji se naj¢es¢e susrecu u ljudskim karcinomima, tri su vrlo
srodna ¢lana porodice ras gena (rasH, rasK i rasN). Ras onkogena nema u normalnim

stanicama, u stanicama karcinoma nastaju zbog mutacija koje se dogadaju tijekom razvoja
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karcinoma. Nacini na koje iz protoonkogena nastaju onkogeni su toCkaste mutacije,
translokacije, duplikacije i delecije kromosoma, te amplifikacija gena, koja dovodi do
pojacane ekspresije gena. Ras onkogeni se od odgovaraju¢ih protoonkogena razlikuju po
zamjenama pojedinacnih aminokiselina na kljuénim mjestima. Ras geni kodiraju proteine koji
vezu gvaninske nukleotide i sudjeluju u prijenosu mitogenih signala od razlicitih receptora za
faktore rasta. Mutacije karakteristicne za ras onkogene odrzavaju Ras protein konstitutivno u
aktivnom stanju, ¢ime on potice nekontroliranu proliferaciju stanica. Drugi onkogeni proteini
djeluju na diferencijaciju 1 izbjegavanje apoptoze. Vecina onkogenih proteina dijelovi su
signalnih puteva koji reguliraju proliferaciju i1 prezivljavanje stanica nakon stimulacije
faktorima rasta. Takvi onkogeni proteini mogu biti polipeptidni faktori rasta, receptori za
faktore rasta, dijelovi unutarstani¢nih signalnih puteva (Ras i Raf) ili transkripcijski faktori.
Ras i Raf aktiviraju ERK/MAP kinazni put, dovode¢i do indukcije drugih gena koji kodiraju
potencijalno onkogene proteine, regulatore transkripcije. Sastavni dijelovi drugih signalnih

puteva, ukljucujuci signalne puteve povezane s G proteinima, takoder mogu postati onkogeni

.

Tumor-supresorski geni imaju suprotnu ulogu u kontroli stani¢noga rasta. Oni
normalno inhibiraju stani¢nu proliferaciju i nastanak karcinoma. U mnogim karcinomima, ovi
geni su nestali ili su inaktivirani, zbog cega prestaje funkcionirati negativna regulacija
stanicne proliferacije Sto pridonosi nastanku poremecaja proliferacije karakteristicnom za
stanice karcinoma. Prvi tumor-supresorski gen, otkriven istrazivanjem retinoblastoma, je Rb.
Rb gen funkcionira kao negativni regulator tumorogeneze. U retinoblastomu i drugim vrstama
karcinoma (karcinom mjehura), Rb nedostaje ili je mutiran. Drugi otkriveni tumor-supresorski
gen, Cesto inaktiviran u nizu karcinoma, je p53. Za razliku od protoonkogenih i onkogenih
proteina, proteini koje kodira ve¢ina tumor-supresorskih gena inhibiraju stani¢nu proliferaciju
ili prezivljavanje. Produkt p53 gena regulira napredovanje stani¢noga ciklusa 1 apoptozu.
Oste¢enje DNA brzo dovodi do indukcije p53 koji aktivira transkripciju p21, inhibitora Cdk
proteina. Inhibitor p21 zaustavlja napredovanje stani¢noga ciklusa tako $to inhibira sve
Cdk/ciklin komplekse, a replikaciju DNA inhibira tako Sto veze PCNA (jezgreni antigen
stanica u proliferaciji). Tako dolazi do zaustavljanja stani¢noga ciklusa, Sto vjerojatno daje
stanici vremena za popravak oSte¢ene DNA prije replikacije. Ako nema p53, nakon oStec¢enja
DNA ne dolazi do zaustavljanja stani¢noga ciklusa, $to dovodi do povecanja ucestalosti
mutacija 1 nestabilnosti ¢itavoga stani¢noga genoma. Takva geneticka nestabilnost zajednicka

je znacajka svih stanica karcinoma 1 pridonosi nastanku dodatnih promjena onkogena 1 tumor-



supresorskih gena tijekom napredovanja karcinoma. p53 je takoder nuzan za apoptozu
induciranu oSte¢enjem DNA. Ucinak p53 na apoptozu posredovan je aktivacijom transkripcije
jednoga ¢lana Bcl-2 porodice (PUMA) koji inducira stani¢nu smrt. Stanice bez p53, nakon
izlaganja tvarima koje oSte¢uju DNA, poput zraenja i mnogih lijekova koji se koriste u
kemoterapiji, ne umiru apoptozom. Ovaj izostanak apoptoze nakon oSte¢enja DNA pridonosi
otpornosti mnogih karcinoma na kemoterapiju. Osim toga, izgleda da gubitak p53 ometa
apoptozu uzrokovanu drugim podrazajima, kao Sto su pomanjkanje faktora rasta ili kisika.
Smatra se da su ovi ucinci p53 na prezivljavanje stanica odgovorni za veliku ucestalost

mutacija p53 u ljudskim karcinomima (5).
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Slika 1. Produkti onkogena (zelene strelice) i tumor-supresorskih gena (crveni Sesterokuti) u

glioblastomu
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1.2. KARCINOM MOKRACNOG MJEHURA

1.2.1. EPIDEMIOLOGIJA I ETIOLOGIJA

Karcinom mokraénog mjehura je cest uroloSki karcinom koji ima najvecu stopu
recidiva od svih zlo¢udnih tumora (6). U 2012. godini diljem svijeta zabiljezeno je 429,793
novih slucajeva karcinoma mokra¢nog mjehura i 165,084 smrtnih slucajeva (7). U razvijenim
zemljama najce$¢i tip je karcinom prijelaznog epitela, a u zemljama u razvoju najces¢i je

karcinom plocastih stanica (6).

U 2015. godini od karcinoma mokra¢nog mjehura u Republici Hrvatskoj je oboljelo

686 muskaraca (6%) 1 243 Zene (2%) (8).

Do 80% slu¢ajeva karcinoma mokraénog mjehura povezano je s izlaganjem razli¢itim
okolisnim c¢imbenicima. Trajanje i intenzitet puSenja izravno su povezani s povecanim
rizikom. Rizik od razvoja karcinoma mokra¢nog mjehura je 2-6 puta veéi u pusaca nego u
nepusaca. Rizik je slican u musSkaraca i zena. Brojna zanimanja ukljucuju izlaganje tvarima
koje mogu povecati rizik od karcinoma mokra¢nog mjehura, primjerice naftni derivati,
otapala, organske kemikalije i boje. Medu slu¢ajevima karcinoma mokra¢nog mjehura zbog
profesionalne izloZenosti, stopa incidencije je najvisa u radnika izloZenith aromatskim
aminima, dok je smrtnost najveca u onih izloZenih policikli¢kim, aromatskim ugljikovodicima
1 teSkim metalima. Medicinski ¢imbenici rizika, povezani s povecanim rizikom, su zracenje
zdjelice, neki lijekovi poput ciklofosfamida 1 shistosomijaza, uzrokovana parazitom
Schistosoma haematobium, odgovorna za vecinu slucajeva karcinoma plocastih stanica u
zemljama u razvoju. lako se €ini da pojedini zajednicki genetski polimorfizmi povecavaju
osjetljivost u profesionalno izloZenih osoba, nema uvjerljivih dokaza za nasljedni ¢imbenik u
razvoju karcinoma mokraénog mjehura. Ipak, zabiljezene su grupe sli¢nih slucajeva

karcinoma mokra¢nog mjehura (6).

1.2.2. PATOHISTOLOGIJA

S obzirom na vrstu stanica koje postaju maligne, postoje tri vrste karcinoma

mokra¢nog mjehura.



Karcinom prijelaznog epitela (urotelni karcinom) nastaje iz stanica prijelaznog epitela.
Ovisno o genetskim promjenama ovih stanica, karcinom prijelaznog epitela moze biti niskog
ili visokog stupnja. Karcinomi niskog stupnja su neinvazivni i rijetko se Sire u okolno tkivo,
dok su karcinomi visokog stupnja invazivni i imaju izrazitu sklonost metastaziranju.
Karcinom prijelaznog epitela visokog stupnja najéeS¢e pocinje kao papilarni tumor koji
prolazi kroz lumen mokra¢nog mjehura, te ukoliko se ne lije¢i, na kraju prodire kroz laminu

propriu i dolazi do miSi¢nog tkiva, odakle moze metastazirati.

Karcinom plocastih stanica nastaje iz plocastih stanica epitela mokra¢nog mjehura.
Ova vrsta karcinoma je povezana s dugotrajnom upalom, zbog dugotrajne upotrebe katetera ili
kamenaca u mokraénom mjehuru, i infekcijama, kao S$to je shistosomijaza. Karcinom

plocastih stanica je manje sklon metastaziranju od karcinoma prijelaznog epitela.

Adenokarcinom obuhvac¢a manje od 2% primarnih karcinoma mokraénog mjehura, a

takoder je povezan s dugotrajnom upalom.

Neurotelni karcinomi mokraénog mjehura izrazito su rijetki, a mogu ukljucivati

karcinom malih stanica, karcinosarkom, primarni limfom i sarkom (6).
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Slika 2. Tri glavne patohistoloske vrste karcinoma mokra¢nog mjehura: karcinom prijelaznog

epitela (TCC), karcinom plocastih stanica (SCC) i adenokarcinom (ADC)

Preuzeto s: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3175393/

1.2.3. SIMPTOMI I DJAGNOSTIKA

Priblizno 80-90% pacijenata s karcinomom mokra¢nog mjehura ima bezbolnu
hematuriju. Iritativni simptomi kao $to su dizurija, urgencija i frekvencija mokrenja javljaju se
u 20-30% pacijenata. U pacijenata s uznapredovalom boles¢u moze se javiti bol u zdjelici ili
kostima, edem donjih ekstremiteta, zbog pritiska na ilijacnu arteriju, ili bol u slabinama zbog
ureteralne opstrukcije. U rijetkim slucajevima povrsinskog karcinoma mokra¢nog mjehura,

masa je palpabilna tijekom fizickog pregleda (6).

Dijagnostika karcinoma mokraénog mjehura obuhvacéa sljedeée pretrage urina:
biokemijska analiza urina, mikrobioloska analiza urina, za isklju¢enje sumnje na infekciju,

citologija urina i testiranje urina na tumorske markere (6).

Citologija urina je standardna, neinvazivna dijagnosticka metoda, niske osjetljivosti na
karcinom niskog stupnja i karcinom ranog stadija. Fluorescentna in situ hibridizacija (FISH)

moze poboljSati preciznost citologije (6).

Cistoskopija je primarna metoda dijagnoze karcinoma mokra¢nog mjehura, zbog
niskog rizika 1 zato §to se mogu uzimati uzorci za biopsiju, a papilarni tumori se mogu

odstraniti tijekom jednog postupka (9).

Preporuca se kompjuterizirana tomografija (CT) abdomena i zdjelice s kontrastnim
sredstvom. Dvije Cesto koriStene, alternativne tehnike su magnetska rezonanca (MR) 1
ultrazvuk bubrega. Medutim, ova rutinska snimanja ne prikazuju dovoljno dobro epitel

mokraénog mjehura, zbog ¢ega se mogu propustiti manji karcinomi (10).

Noviji molekulski 1 geneti¢ki markeri, ukljucujuéi otkrivanje mutacija u genima kao $to
su RAS, FGFR3, PIK3CA i TP53, te metilacijskih puteva u mokra¢énom sedimentu, mogu
pomo¢i u ranom otkrivanju i predvidanju urotelnih karcinoma. Medutim, jo§ uvijek nije
dokazano da ovi testovi mogu djelotvorno zamijeniti citologiju urina i cistoskopiju, s ili bez

biopsije, za dijagnozu karcinoma mokra¢nog mjehura (10).



1.2.4. KLASIFIKACIJA KARCINOMA MOKRACNOG MJEHURA

Medunarodna unija protiv raka (The International Union Against Cancer) 1 Americki
zdruzeni komitet za rak (American Joint Committee on Cancer Staging, AJCCS) razvili su
sustav za procjenu proSirenosti bolesti koji se izrazava TNM (T-primarni tumor, N-regionalni

limfni ¢vorovi, M-udaljene presadnice)-klasifikacijom (Tablica 1.) (11).

WHO podijelila je karcinome mokraénog mjehura na niski (stadij 1 1 2) ili visoki
stupanj (stadij 3). Tumori se takoder klasificiraju uzorkom rasta na papilarne (70%), sesilne ili

mijesane (20%) i nodularne (10%) (6).

Tablica 1. TNM-klasifikacija karcinoma mokra¢nog mjehura

Preuzeto s: https://emedicine.medscape.com/article/2006834-overview

Primarni tumor (T)

TX primarni tumor se ne moze opisati

TO nema dokaza primarnog tumora

Ta neinvazivni papilarni karcinom

Tis karcinom in situ

T1 tumor invadira subepitelno vezivno tkivo

T2 tumor invadira misiéni sloj

pT2a tumor invadira povrSinski mi$iéni sloj
(unutarnja polovica)

pT2b tumor invadira duboki miSi¢ni sloj
(vanjska polovica)

T3 tumor invadira perivezikalno tkivo

pT3a mikroskopska invazija perivezikalnoga
tkiva

pT3b makroskopska invazija perivezikalnoga
tkiva

T4 tumor invadira jedno od navedenoga:
stroma prostate, sjemeni mjehurici,
maternica, vagina, stijenka zdjelice,




trbusna stijenka

T4a tumor invadira stromu prostate, maternicu,
vaginu
T4b tumor invadira stijenku zdjelice, trbusnu

stijenku

Regionalni limfni ¢vorovi (N)

Regionalni limfni ¢vorovi ukljucuju primarne i
sekundarne drenazne regije. Svi ostali limfni
¢vorovi iznad racvista aorte smatraju se
udaljenim limfnim ¢vorovima.

NX limfni ¢vorovi ne mogu biti odredeni

NO nema zahvacenih regionalnih limfnih
¢vorova

N1 jedan zahvaceni regionalni limfni ¢vor u
zdjelici

N2 viSe od jednog zahvacenog limfnog ¢vora
u zdjelici

N3 metastaze u zajednickim ilija¢nim limfnim

¢vorovima

Udaljene presadnice (M)

MO

nema udaljenih presadnica

M1

udaljene presadnice

Tablica 2. Anatomski stadiji/ prognosti¢ke skupine

Preuzeto s: https://emedicine.medscape.com/article/2006834-overview

Stadij T N M
Stadij Oa Ta NO MO
Stadij Ois Tis NO MO
Stadij I T1 NO MO
Stadij II T2a NO MO
T2b NO MO
Stadij 11T T3a NO MO
T3b NO MO
T4a NO MO
Stadij IV T4b NO MO
Any T | N1-3 MO
AnyT | AnyN | M1
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Slika 3. Vrste 1 stadiji karcinoma mokra¢nog mjehura

Preuzeto s: https://www.nature.com/articles/nrdp201722/figures/1

1.2.5. LIDECENJE

Neinvazivni, povrsinski karcinom mokraénog mjehura (Ta, T1 i karcinom in situ, CIS)
lije¢i se transuretralnom endoskopskom resekcijom (TUR). Daljnji tijek lijeenja ovisi o
stadiju karcinoma. Karcinom mokraénog mjehura niskog stupnja, Ta, lije¢i se postoperativno
jednokratnom, intravezikalnom kemoterapijom. Ta, T1 i CIS urotelni karcinomi visokog
rizika tretiraju se intravezikalno s BCG cjepivom (Baccillus Calmette-Guérin) kao
imunoterapijom. Dugotrajna ili bolest s visokim rizikom od recidiva lijeci se jo§ jednom
resekcijom prije dodatne intravezikalne terapije, primjerice interferonom alfa ili interferonom

gama. Kod visoko rizi¢nih karcinoma, valja uzeti u obzir i cistektomiju (6).

Osnovni oblik lije¢enja invazivnog karcinoma mokra¢nog mjehura (T2-T4) je
radikalna cistektomija. Ovim zahvatom, osim mokra¢nog mjehura i njegovih limfnih ¢vorova,
kod muskaraca se moze odstraniti i prostata, sjemeni mjehuri¢i i dio uretre, a kod zena se

moze odstraniti maternica, prednja stijenka vagine i1 uretra. Istovremeno s ovim zahvatom,
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trebala bi se provoditi i bilateralna limfadenektomija zdjelice, zbog moguc¢ih metastaza u
limfnim ¢vorovima. Neoadjuvantna kemoterapija cisplatinom je standardna terapija koja
moze poboljsati prezivljenje pacijenata. Pacijenti podvrgnuti radikalnoj cistektomiji kod kojih
je karcinom zahvatio ve¢i dio zida mokra¢nog mjehura ili limfne ¢vorove, mogu imati koristi
od adjuvantne kemoterapije. JoS§ jedan oblik lijecenja je kombinacija TURe s radioterapijom i
kemoterapijom (trojna terapija). Medutim, ova terapija ima znacajnu stopu recidiva, pa stoga

zahtijeva temeljito i ¢esto cistoskopsko pracenje (12).

Kombinacija metotreksata, vinblastina, doksorubicina (Adriamycina) i cisplatina
(MVAC) standardna je terapija za metastatski karcinom mokra¢nog mjehura. Ova terapija
pokazuje znacajnu toksicnost, zbog Cega se mora napraviti omjer rizika i1 koristi. Najveca
dozno ovisna toksi¢nost je mijelosupresija. Nove kombinirane terapije jednako su ucinkovite
kao i MVAC terapija, ali su manje toksi¢ne. Kombinacija gemcitabina i cisplatina je trenutno
prva linijja u lijeCenju metastatskog karcinoma mokra¢nog mjehura. Americka agencija za
hranu i lijekove (FDA) odobrila je primjenu PDL1 (ligand 1 programirane stani¢ne smrti)
inhibitora (atezolizumab, nivolumab, durvalumab, avelumab, pembrolizumab) za lijecenje

uznapredovalog urotelnog karcinoma (13).

1.3. GLIOBLASTOM

1.3.1. EPIDEMIOLOGUA I ETIOLOGIJA

Glioblastom je naj¢es¢i 1 najzloudnji tumor mozga koji ¢ini oko 12-15% svih
intrakranijskih neoplazmi i 50-60% svih astrocitnih tumora. U vecini europskih 1
sjevernoamerickih zemalja, godiSnja incidencija iznosi oko 2-3 novih slu¢ajeva na 100.000
stanovnika. MoZe se pojaviti u bilo kojoj Zivotnoj dobi. Ipak, naj€es¢e se javlja u odraslih
osoba zZivotne dobi 45-70 godina. U jednom preglednom istrazivanju na 1003 biopsije
glioblastoma, otkrivena je ¢eS¢a pojavnost tumora u muSkaraca, s omjerom muskaraca i zZena

3:2 (14).

U 2015. godini od karcinoma mozga, u Republici Hrvatskoj, oboljelo je 208 muskaraca

(2%) 1 188 zena (2%) (8).
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Ova maligna bolest ima vrlo loSu prognozu. Bez terapije, pacijenti s glioblastomom
umiru unutar 3 mjeseca od postavljanja dijagnoze. Pacijenti lijeCeni optimalnom terapijom,
koja wukljuc¢uje kirurSko odstranjenje, radioterapiju i kemoterapiju, imaju prosjecno
prezivljenje od oko 12 mjeseci, s manje od 25% pacijenata koji prezive do 2 godine 1 manje

od 10% pacijenata koji prezive do 5 godina (14).

Etiologija glioblastoma u vecini sluCajeva ostaje nepoznata. Nasljedni gliomi ¢ine oko
5% zlo¢udnih glioma, a manje od 1% glioma povezano je s poznatim genetskim sindromima
(npr. neurofibromatoza, Turkotov sindrom ili Li-Fraumeni sindrom). Istrazivanja povezanosti
s ozljedama glave, N-nitrozo spojevima, opasnosti na radu i izlozenosti elektromagnetskom

polju nisu potvrdena (15).

1.3.2. PATOHISTOLOGIJA

Glioblastom se sastoji od heterogene skupine slabo diferenciranih, neoplasti¢nih
astrocita. NajCeS¢e je lokaliziran u mozdanim hemisferama, a mnogo rjede je smjeSten u
mozdanom deblu (osobito u djece) i1 kraljezni¢noj mozdini. Ovi se tumori mogu razviti iz
astrocitoma nizeg stupnja (WHO stupanj II) ili anaplasti¢nih astrocitoma (WHO stupanj III),
ali mnogo ceSce se razvijaju de novo, bez ikakvih dokaza o manje zlocudnoj, prethodnoj
tvorbi. Prema tome, glioblastomi mogu biti primarni ili sekundarni. Primarni glioblastomi su
ucestaliji u starijih osoba i ovi tumori nastaju de novo, a manifestiraju se nakon kratke
klinicke povijesti, obicno manje od 3 mjeseca. Sekundarni glioblastomi se ¢es¢e javljaju u
mladih pacijenata, kao posljedica progresije primarne bolesti. Vrijeme potrebno za progresiju
znacajno varira, od manje od 1 godine do viSe od 10 godina, s prosjecnim intervalom od 4-5
godina. Sve veci broj dokaza upucuje na to da su primarni i sekundarni glioblastomi dvije
razli¢ite bolesti koje se razvijaju razli¢itim genetskim putevima, pogadaju pacijente razlicite
dobne skupine i drugacije reagiraju na terapiju. Od svih astrocitnih neoplazmi, glioblastomi
sadrZze najveci broj genetskih promjena, koje su u vecini slucajeva posljedica akumulacije

viSestrukih mutacija (14).
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1.3.3. SIMPTOMI I DJAGNOSTIKA

Klinicka povijest pacijenata s glioblastomom je obi¢no kratka zbog brze progresije
bolesti. Uobicajeni simptomi koji se pojavljuju uklju¢uju progresivni neuroloski manjak,
primjerice  oslabljene  motoricke funkcije, generalizirane simptome povecanog
intrakranijalnog tlaka kao $to su glavobolja, mucnina, povracanje 1 kognitivno oStecenje, te
napadaje. Neuroloski simptomi i znakovi mogu biti op¢i ili zari$ni, ovisno o lokalizaciji
karcinoma. Op¢i neuroloski simptomi su glavobolja, mucnina, povracanje, promjene
osobnosti i usporavanje kognitivne funkcije. Zari$ni znakovi su hemipareza, gubitak vida,

poremecaji drugih osjetila i afazija.

Ne postoji specificno laboratorijsko ispitivanje za dijagnozu glioblastoma. Snimanje
mozga ima kljuénu ulogu u postavljanju dijagnoze, a moze ukljucivati kompjuteriziranu
tomografiju (CT), magnetsku rezonancu (MR) s ili bez kontrastnog sredstva, pozitron
emisijsku tomografiju (PET/CT), MR-spektroskopiju (MRS) i1 angiografiju mozga, koja nije
nuzna. Drugi dijagnosticki postupci koji se mogu uzeti u obzir su elektroencefalografija,
lumbalna punkcija, koja je inace kontraindicirana, ali ponekad neophodna za odstranjivanje
limfoma, te analiza likvora, koja ne olakSava znaajno dijagnozu glioblastoma. U vecini
slu¢ajeva potpuno postavljanje dijagnoze nije ni prakti¢no, ni moguée. Naime, ovi tumori
nemaju jasno definirane rubove. Nastoje se prosiriti lokalno 1 duz bijele tvari, stvarajuci izgled

viSe zlo¢udnih novotvorina ili multicentri¢nih glioma na snimkama (14).
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CT MR PET/CT Plan

Slika 4. CT , MR i PET/CT snimke glioblastoma, te spojene snimke za plan radioterapije

Preuzeto s: https://www.researchgate.net/figure/Extensive-glioblastoma-multiforme-in-a-62-

year-old-man-Contrast-agent-enhanced-CT-and_figl_221902736

1.3.4. KLASIFIKACIJA TUMORA SREDISNJEG ZIVCANOG SUSTAVA

Temeljem novih spoznaja o genetskim karakteristikama pojedinih vrsta tumora i
ukljuc¢ivanjem tih molekularnih parametara, napravljena je nova klasifikacija tumora
srediSnjeg Ziv€anog sustava. Prema novoj klasifikaciji WHO glioblastomi se dijele na
glioblastome velikih stanica, gliosarkome, glioblastome IDH-divlji tip, koji odgovaraju
primarnim glioblastomima, glioblastome IDH-mutant, koji odgovaraju sekundarnim
glioblastomima 1 glioblastome nepoznatog IDH tipa, NOS (not otherwise specified). Ovoj

podjeli pridruzena je joS jedna nova vrsta glioblastoma, epiteloidni glioblastom (16).
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Diffuse astrocytic and oligodendroglioma tumors
Diffuse astrocytoma, /DH mutant
Gemistocytic astrocytoma, [DH mutant

Other astrocytic tumors
Pilocytic astrocytoma
Pilomyxoid astrocytoma

Fibritary-astrocytonm Subependymal giant cell astrocytoma

Protoplesmieastrocytonmr Pleomorphic xanthoastrocytoma
Diffuse astrocytoma, IDH wild-type Anaplastic pleomorphic xanthoastrocyloma
Diffuse astrocytoma, NOS

. Ependymal tumors
Anaplastic astrocytoma, /DI mutant Subependymoma
Anaplastic astrocytoma, IDH wild-type Myxopapillary ependymoma
Anaplastic astroeytoma, NOS Ependymoma
Glioblastoma, IDIT wild-type Papillary ependymoma
Clear cell ependymoma

Giant cell glioblastoma

Gliosarcoma

Epithelioid glioblasioma
Glioblastoma, /DI mutant
Glioblastoma, NOS
G " et

Tanyeytic ependymoma
Ependymoma, RELA fusion positive
Anaplastic ependymoma

Other gliomas
Chordoid glioma of the third ventricle
Angiocentric glioma

Diffuse midline glioma, H3-K27M mutant Astroblastoma

Oligodendroglioma [0 mutant and 1p/19q codeleted

Oligodendroglioma, NOS Mixed neuronal-glial tumors
Ganglioglioma
Anaplastic ganglioglioma
Desmoplastic infantile astrocytoma and ganglioglioma
Papillary glioneuronal tumor

Rosette-forming glioneuronal tumor

Anaplastic oligodendroglioma, /DI mutant and 1p/19q
codeleted
Anaplastic oligodendroglioma, NOS

Oligoastrocytoma, NOS

0T o Diffuse leptomeningeal glioneuronal tumor
Anaplastic oligoastrocytoma, NOS

The names of the entities/variants in blue have been omitted from the WHO 2016 classification (and are therefore crossed out), The entities/variants
listed in red are new in the WHO 2016 classification, most being defined based on a combination of histologic features and molecular alterations.
The abbreviation NOS (not otherwise specified) is added to the name of some already-existing entities and indicates that further molecular clas-
sification is missing (e.g., because adequate molecular analysis could not be performed). In the case of “gliomatosis cerebri,” this is now considered
as only a clinical/radiographic pattem of extensive infiltration, rather than a distinct entity; this patiern may be encountered in any of the
newly defined integrated diffuse glioma diagnoses. In terms of fibrillary astrocytoma and cellular ependymoma, both terms are still in use, but
are no longer listed in the main classification scheme, since they are considered as merely morphologic patterns rather than clinicopathologically
distinct variants,

Slika 5. Razlike u klasifikacijskim sustavima WHO iz 2007. 1 2016. godine

Preuzeto s: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5398991/

1.3.5. LDECENJE

U posljednjih 25 godina postignut je skroman napredak u lijecenju glioblastoma. S
trenutno dostupnom terapijom nije moguce izljeCenje od ove bolesti. LijeCenje glioblastoma
je palijativno, a ukljucuje kirurski zahvat, radioterapiju te istovremenu, adjuvantnu
kemoterapiju temozolomidom. U pacijenata starijih od 70 godina, ponekad se razmatra manje

agresivna terapija, ukljucujuc¢i samo zracenje ili temozolomid (14).

U potpornom lijeCenju simptoma glioblastoma koriste se antikonvulzivi i

kortikosteroidi. Za lijeCenje napadaja obi¢no se koriste levetiracetam, fenitoin i karbamazepin.
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Levetiracetam se Cesto koristi jer ne djeluje na citokrom P450, za razliku od fenitoina i
karbamazepina, Sto moze ometati djelovanje citostatika. Vazogeni edem mozga obi¢no se

lijeci kortikosteroidima (npr. deksametazon), u kombinaciji s antiulkusnim lijekovima (17).

Kirursko lijecenje ukljucuje potpuno uklanjanje (bolje prezivljenje), djelomicno
uklanjanje i biopsiju tumora. S obzirom da izljecenje nije moguce ovim putem, ciljevi ove
vrste terapije su postavljanje patoloske dijagnoze, olaksanje simptoma 1 ukoliko je moguce,

uklanjanje tumora u cjelosti kako bi se olakSala adjuvantna terapija.

Uz kirurski zahvat, dodatno lijeenje radioterapijom produljuje prezivljenje pacijenata,
s tim da odgovor glioblastoma na ovu vrstu terapije varira. Intersticijska brahiterapija je
ograni¢ene upotrebe 1 rijetko se koristi. Radiosenzitizatori, kao $to su noviji kemoterapijski
lijekovi, molekularno ciljani lijekovi i1 antiangiogene tvari, mogu povecati terapijski uc¢inak
radioterapije. Upotreba radioterapije i/ ili kirurSkog zahvata u lijeCenju recidiva je

kontroverzna.

Optimalna kemoterapija za glioblastom jo$ uvijek nije definirana, ali ¢ini se da
adjuvantna kemoterapija znacajno pridonosi prezivljenju visSe od 25% pacijenata. Sljedeci
citostatici koriste se u lijeCenju glioblastoma: temozolomid, nitrozoureje (npr. karmustin),
MGMT (O-6-metilgvanin-DNA metiltransferaza) inhibitori (npr. O-6-benzilgvanin), cisplatin,
bevacizumab, sam ili s irinotekanom, za recidive, inhibitori tirozin kinaze (npr. gefitinib,
erlotinib), te noviji lijekovi, ukljucujuéi gensku terapiju, peptidna i cjepiva dendritskih

stanica, sintetske klorotoksine, radioaktivno oznacene lijekove i protutijela (14).

1.4. LEPIDIUM SPP.

Rod Lepidium, grbica, jedan je od najve¢ih biljnih rodova porodice Brassicaceae
(Cruciferae), krstasice ili kupusnjace. Sadrzi oko 175 do 220 razli¢itih vrsta (18). Siroko je
rasprostranjen, prvenstveno u umjerenim 1 suptropskim podrucjima, ukljucujuéi Juznu
Europu, Sredozemlje 1 Aziju. Rod je slabo zastupljen u arkti¢kim klimatskim podrucjima, a u
tropskim podru¢jima raste u planinama (19). Pojedine vrste (L. latifolium) udomacene su u
Sjevernoj Americi, Australiji 1 Meksiku, gdje su postale invazivne (20). Lepidium raste na
sunanim staniStima: travnjacima, kamenjarskim pasnjacima, buSicima, uz putove, po

kultiviranim 1 ruderalnim povrS§inama, ¢esto i u blizini vodotoka (21).

16



Vrste ovog roda su najéeée trajnice s karakteristiénim dugim korijenom. Siroki
prizemni listovi razlikuju se od uskih listova stabljike. Mali cvjetovi zeleno do bijele boje,
sastavljeni su od Ccetiri latice i uglavnom tvore grozdasti cvat. Sjemenke se nalaze u
komuskama (22). Razmnozavaju se vegetativno i sjemenjem (20).

Biljne vrste roda Lepidium poznate su po svojoj nutritivnoj vrijednosti pa se koriste
kao dodaci prehrani. Osim kao zacinsko bilje i1 salata (L. sativum) imaju dugu tradiciju
primjene u narodnoj medicini u lijecenju razli€itih stanja kao Sto su astma, bronhitis i kasalj
(L. sativum) (23), bubrezni kamenci i bol u Zelucu (L. latifolium) (24), kao afrodizijak (L.
meyenii) (25) itd. Provode se brojna istrazivanja pojedinih vrsta za primjenu u medicini i

mnogim drugim poljima.

Carstvo: Plantae

Podcarstvo: Cormobionta, vise biljke, stablaSice

Koljeno: Magnoliophyta (Spermatophyta), sjemenjace

Podkoljeno: Magnoliophytina (Angiospermae, Anthophyta), kritosjemenjace, cvjetnjace
Razred: Magnoliopsida (Magnoliatae, Dicotyledonae), dvosupnice

Podrazred: Dilleniidae

Red: Capparales

Porodica: Brassicaceae (Cruciferae), krstaSice, kupusnjace

Rod: Lepidium

Vrsta: Lepidium graminifolium, Lepidium latifolium

1.4.1. LEPIDIUM GRAMINIFOLIUM

Uskolisna ili travolisna grbica (Lepidium graminifolium L.), poznata u narodu kao
divlji hren 1 kreSa, pripada porodici Brassicaceae. Uskolisna grbica je trajnica, rjede
jednoljetnica, jako razgranjena i odrvenjela korijena te uspravnih i razgranjenih stabljika.
Visoka je izmedu 40 1 60 (80) cm. Prizemni su listovi duboko urezano nazubljeni ili rasperani,
dok su listovi stabljike izmjenicni, cjeloviti i linealno-lancetasti, dugi 1-4 cm 1 Siroki 1-5 mm.
Cvjeti¢i su promjera oko 1 mm, bijelih vjencic¢a gradenih od cetiri bijele latice, skupljeni u
dugacak grozdasti cvat. Cvate od svibnja do rujna (21). Cvjetovi su dvospolni i opraSuju se

insektima (26). Plod je jajasta ili elipti¢na, neokriljena, uSiljena komuska na vrhu s ostatkom
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vrata plodnice, na dugackom drSku otklonjena od stabljike. Naziv roda potjece od grcke rijeci

lepis, §to u prijevodu znaci ljuska, a odnosi se na oblik i polozaj plodova na stabljici (21).

Grbice ponegdje nazivaju i1 biberikama, aludirajuci na biber, jer im je okus veoma oStar
1 pikantan. Mlade, proljetne, prizemne rozete mogu se jesti. U Dalmaciji se grbice nazivaju
“kresa” i1 pripremaju u proljece kao svjeza salata. Osim §to se koristi kao salata ili zacinska
biljka, u Engleskoj je €est dodatak sendvi¢ima, ova biljna vrsta ve¢ je stolje¢ima poznata u
indijskoj i ajurvedskoj medicini. Mlijeko u kojem su prokuhane sjemenke ima laksativno

djelovanje i rabi se za izbjegavanje poslijeporodajnih komplikacija (21).

Ekstrakt uskolisne grbice prema jednom istrazivanju ima i insekticidno djelovanje (27).

Slika 6. Lepidium graminifolium L.

a) plod, b) cijela biljka, c) cvijet, d) list stabljike, e) stabljika s plodovima

Preuzeto s : http://dbiodbs.univ.trieste.it/carso/chiavi_pub26_palm?spez=817

1.4.2. LEPIDIUM LATIFOLIUM

Sirolistna grbica (Lepidium latifolium L.) je trajnica s jako dugim, debelim korijenom
koji je minimalno razgranat, a moZe ¢initi ¢ak 1 do 40% ukupne mase biljke. Visoka je izmedu
30 cm i 1 m, moZe narasti i do 2 m (21). Prizemni listovi su elipti€éno-ovalni ili duguljasti s

nazubljenim krajevima, dok su listovi stabljike kraéi, bez peteljke i cijelih rubova. Listovi
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mogu biti prekriveni dla¢icama, ali su uglavnom bez dlaCica, vostani i sivo-zelene boje.
Cvjeti¢i gradeni od bijelih latica i Sest prasnika, tvore grozdasti cvat. Cvate od svibnja do

rujna. Plod je jajasta ili eliptiéna komuska s dvije crveno-smede sjemenke (20).

Sirolistna grbica je invazivna vrsta koja znaGajno utjeGe na okoli§ i poljoprivredu.
Sirenjem na poljoprivredne kulture, Zitarice i lucernu, smanjuje se vrijednost zemljista,
koli¢ina sto¢ne hrane i kvaliteta sijena. Nadalje, koriStenje herbicida dodatno povecava
ekonomske gubitke. Lepidium latifolium L. mijenja ekosistem u kojem raste, a to su svojstva
tla, povecana erozija tla i nizi salinitet, te potiskivanje izvornih biljnih vrsta, ¢ime se smanjuje
staniSte divljih zivotinjskih vrsta. Ona uspijeva kao invazivna vrsta jer je izrazito
kompetitivna, prilagodljiva i ima sposobnost vece proizvodnje i iskoriStavanja duSika od

drugih biljnih vrsta (20).

Listovi, izdanak i plodovi biljke su jestivi (28). Sirolistna grbica se ubraja u tzv.
fitohranu. Naime, ova biljka je bogata nezasi¢enim masnim kiselinama, osobito linolenskom
kiselinom, i glukozinolatima, osobito sinigrinom. Prisutnost velike koli¢ine sinigrina je od
osobitog znacaja, bududi da njegov ragradni produkt alil izotiocijanat ima blagotvorne ucinke
na zdravlje. Ve¢i sadrzaj glukoze i proteina, zajedno s vecim omjerom dusSika i sumpora
dodatno doprinose nutritivnoj vrijednosti. Osim hranjivih svojstava, pokazalo se da ima i

znacajnu antioksidacijsku aktivnost, zahvaljujuéi visokom udjelu fenola i flavonoida (29).

Tablica 3. Analiza ukupnih proteina, fenola, flavonoida 1 antioksidativnog kapaciteta liS¢a 1
korijenja u Lepidium latifolium

Preuzeto s: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3732271/

Top Leaf Middle Leaf Bottom Leaf Root

Total Protein 29.3 394 28.1 25.8
(mgg ' FW)

Total Phenols 32.2 354 37.0 20.8*
(mg GAEg ')

Total Flavanoids 59.6 61.3 53.8 26.2%
(mgQEg ™)

Antioxidant Capacity

(% Inhibition)

0; 81.8 82.6 80.8 62.4%
OH 37.7 41.7 40.6 41.6
DPPH 39.9 35.9 41.4 24.6*
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Sirolistna grbica jedan je od uginkovitijih biljnih diuretika (20). Vodeni ekstrakt ove
biljke primijenjen oralno i intraperitonealno, znatno je povecao izlu¢ivanje urina u Stakora u

odnosu na kontrolnu skupinu. Takoder je zabiljezen blagi porast u izlu¢ivanju iona (30).

Djeluje takoder na benignu hiperplaziju prostate. Integralna suspenzija Lepidium
latifolium primijenjena oralno, tijekom Sest mjeseci, znacajno je smanjila veli¢inu i volumen

prostate u kastriranim Stakorima, kojima je hiperplazija potaknuta steroidnim tretmanom (31).

In vitro 1 in vivo ispitivanjima ekstrakta Lepidium latifolium, odnosno biljnog soka na
misjem modelu, otkriveno je da Sirolistna grbica ima citotoksi¢no djelovanje, a kao glavni,
aktivni spoj odgovoran za antitumorsku aktivnost identificiran je epitionitril 1-cijano-2,3-
epitiopropan (CETP). Antitumorska aktivnost Sirolistne grbice zasniva se na indukciji

apoptoze tumorskih stanica (32).

U dolini Skardu, Pakistan, Sirolistna grbica je tradicionalno koristena kao biljni lijek za
lijeCenje jetrenih i bubreznih bolesti, u obliku ¢aja, te zelucanih tegoba, kao prah od korijena
(24). Danas se ekstrakt ove biljke koristi u fitoterapiji u tretiranju bubreznih kamenaca i

hiperuricemije, te doprinosi pravilnom radu prostate (33).

Ova biljna vrsta vrlo Siroke primjene ima 1 akaricidno djelovanje. Kao biorazgradivi
biljni derivat, moZe se koristiti za kontrolu jednog nametnika, Varroa destructor, u

kolonijama pcela, bez znacajnijeg ucinka na pcele (34).
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Slika 7. Lepidium latifolium L.

a) plod, b) prizemni listovi, ¢) cvijet, d) stabljika s cvije¢em, e) cijela biljka

Preuzeto s: https://www.cabi.org/isc/datasheet/115209 (a, b, d),
http://www.uniprot.org/taxonomy/153343 (c, e)

1.5. IZOTIOCIJANATI

Biljke roda Lepidium bogati su izvor hlapljivih sumporovih spojeva koji su ve¢inom
ragradni produkti glukozinolata. Glukozinolati su bioloski neaktivni i nehlapljivi spojevi koji
termi¢kom, kemijskom ili enzimskom hidrolizom daju produkte koji su vrlo aktivni i stoga,
predmet brojnih istrazivanja. OSte¢enjem biljnog tkiva glukozinolati dolaze u kontakt s
endogenim enzimom mirozinazom, pri ¢emu nastupa njihova hidroliza i1 nastaje niz hlapljivih

i bioloski aktivnih spojeva, medu kojima su i izotiocijanati (35).

Opca kemijska formula izotiocijanata je R-N=C=S. To su hlapljivi spojevi, jakog
okusa i arome koji nastaju pri neutralnom pH kada nestabilni aglukonski meduprodukt
podlijeze Lossenovoj pregradnji. Koli¢ina izotiocijanata koja ¢e nastati razgradnjom
glukozinolata ponajprije ovisi o nacinu pripreme, ali 1 postupanju s biljkom. Izotiocijanati su

vrlo reaktivni, a zbog toksi¢nosti se smatraju pogodnim kandidatima za pesticidnu aktivnost.
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Alil izotiocijanat je uglavnom odgovoran za okus i miris hrena ili goruSice pa se izotiocijanati

v

jos nazivaju i “gorusi¢inim uljem” (35).

Lepidium graminifolium sadrzi alkilne, aromatske 1 metil-tio-alkilne glukozinolate koji
hidrolizom daju nitrile, u veé¢im koli¢inama, i metil-tio-alkil izotiocijanate, u vrlo malim
koli¢inama (36). Glavni hlapljivi spojevi u sjemenkama i korijenu Lepidium latifolium su alil,
benzil i sek-butil izotiocijanati, a u liS¢u 1 stabljici su alil izotiocijanat i 1-cijano-2-3-

epitiopropan (37).

Pokazano je da izotiocijanati pruzaju zastitu od karcinogeneze, kardiovaskularnih 1
poremecaja sredisSnjeg zivéanog sustava, infekcije s Helicobacter pylori, te pomazu u obnovi
kozne barijere. Produkt hidrolize sinigrina, alil izotiocijanat, je osobito pokazao antimikrobnu

1 antitumorsku aktivnost (29).

1.5.1. ALIL IZOTIOCIJANAT

Alil izotiocijanat (AITC) je hlapljivi organski spoj. Sastavni je dio senfa, hrena 1
wasabija te drugog povr¢a iz porodice kupusnjaca. AITC je bezbojna do blijedo Zuta teku¢ina
koja je slabo topiva u vodi, ali dobro topiva u veéini organskih otapala. AITC posjeduje
brojna biokemijska i fizioloska djelovanja, ukljucujuéi citotoksi¢no i karcinogeno kod visokih
doza, a takoder je i modulator enzima koji sudjeluju u metabolizmu ksenobiotika, ukljucujuci
karcinogene. Koristi se u prehrambenoj industriji kao aditiv 1 konzervans, te u agronomiji kao

insekticid.

Biodostupnost AITC je vrlo visoka, skoro 90% ga se apsorbira nakon oralne primjene.

Najvecim dijelom se metabolizira u merkapturi¢nu kiselinu i izlu¢uje putem urina.

AITC zaustavlja stanice humanog karcinoma mokra¢nog mjehura u mitozi 1 potice
njihovu apoptozu. Zaustavljanje stanica u mitozi je povezano s povecanom ubikvitinacijom 1
razgradnjom a- i B-tubulina. AITC se izravno veZe na viSestruke cisteinske ostatke tubulina.
Apoptoza potaknuta AITCom je posredovana s mitohondrijima i ona u potpunosti ovisi o
zaustavljanju mitoze, a odvija se fosforilacijom Bcl-2 proteina. Prekomjerna ekspresija

mutiranog Bcl-2 proteina sprijecila je AITC da inducira apoptozu.

U in vitro i in vivo ispitivanjima proucavano je protuupalno djelovanje AITCa. AITC je

znacajno smanjio razine proupalnih markera, npr. a- mRNA faktora tumorske nekroze, kao i
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ekspresiju njihovih gena te razinu proteina p65 u jezgri. Sadasnji podaci upucuju na to da
AITC ima jaku protuupalnu aktivnost u kultiviranim makrofagima, in vitro, ali slabo

protuupalno djelovanje kod miseva, in vivo.

Alil izotiocijanat inhibira proliferaciju humanih stanica metastatskog kolorektalnog
adenokarcinoma zaustavljanjem stani¢nog ciklusa u G2/M fazi. Nakon produljenog izlaganja,
inducira apoptozu posredovanu kaspazom. Jo$§ jednim in vitro ispitivanjem mehanizma
djelovanja AITCa na stanicama Ehrlich ascites karcinoma, otkriveno je da AITC inhibira rast
karcinoma antiangiogenim 1 proapoptotskim mehanizmima. Smanjio je proliferaciju
tumorskih stanica, inhibirao je ekspresiju vaskularnog endotelnog faktora rasta, a takoder je i
smanjio angiogenezu karcinoma. Zaustavio je rast tumorskih stanica indukcijom apoptoze i

ucinkovito je zaustavio stanicni ciklus u G1 fazi.

Brojnim drugim istrazivanjima na razli¢ite stanicne linije humanih karcinoma,
melanom, maligni gliom, karcinom prostate, pokazano je antitumorsko djelovanje AICTa koje
se zasniva na proapoptotskom i antiangiogenom djelovanju. Danas se ulaze dosta truda u

ispitivanje citotoksi¢nog djelovanja ovog spoja zbog njegovog izrazitog potencijala.

AITC mozZe izazvati iritaciju ociju 1 koze, uzrokujuéi crvenilo 1 bol, te iritaciju diSnog

sustava (38).

N~
Slika 8. Struktura alil izotiocijanata

Preuzeto s: https://alchetron.com/Allyl-isothiocyanate
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Slika 9. Hidroliza sinigrina

Preuzeto s: http://cebp.aacrjournals.org/content/13/1/125

1.5.2. BENZIL IZOTIOCIJANAT

Benzil izotiocijanat (BITC) je izotiocijanat iz porodice kupusnjaca koji pokazuje
imunomodulatorsko, antiparazitsko, antibiotsko, antioksidativno, anti-aterosklerotsko,
antiangiogeno, anti-metastatsko, antitumorsko i kemopreventivno djelovanje. BITC inhibira
ekspresiju IL-13 u bazofilima. Inducira enzime faze II biotransformacije, pove¢anjem hem-
oksigenaze 1 (HO-1), glutationa i glutamat cistein ligaze. Takoder smanjuje razinu reaktivnih
kisikovih spojeva (ROS), aktivaciju NF-kB, adheziju monocita i ekspresiju intercelularne
adhezijske molekule (ICAM-1), vaskularne adhezijske molekule (VCAM-1) i E-selektina.
Ovaj spoj inhibira rast Trypanosoma 1 pokazuje antibakterijski u¢inak protiv Campylobactera,

ometanjem metaboli¢kih procesa. In vitro i in vivo, BITC smanjuje rast i umnaZanje tumora

24



povezano s prehranom bogatom mastima, a takoder inhibira i migraciju makrofaga te
nakupljanje lipidnih kapljica. Ovaj spoj inhibira invaziju i1 migraciju stanica karcinoma
skvamoznih stanica. Nadalje, inducira apoptozu i autofagiju u stanicama raka prostate. U
razli¢itim zivotinjskim modelima, BITC inhibira razvoj tumora mlije¢ne zlijezde, smanjuje
aktivaciju transkripcijskog faktora STAT3 1 izlu¢ivanje vaskularnog endotelnog faktora rasta
(VEGF), matriksne metaloproteinaze 2 (MMP-2) i hipoksijom induciranog faktora 1-o (HIF-
la) (39).

L ¢
~S

Slika 10. Struktura benzil izotiocijanata

Preuzeto s: https://www.lktlabs.com/product/benzyl-isothiocyanate/

1.5.3. FENIL IZOTIOCIJANAT

Fenil izotiocijanat (PITC) je zelena tekuc¢ina. Netopljiv je u vodi, a topljiv je u alkoholu
1 eteru. PITC ima antibiotsko, antiangiogeno, protuupalno, antioksidativno, antitumorsko i
kemopreventivno djelovanje. Takoder pokazuje antibakterijski u€inak protiv Escherichie i
Staphylococcusa, mijenjanjem funkcije membrane 1 indukcijom stani¢ne smrti. U drugim
staniénim modelima, ovaj spoj potiskuje ekspresiju VEGF i upalnih citokina, a povecava
ekspresiju IL-2 1 tkivnog inhibitora metaloproteinaza (TIMP). Dodatno, PITC smanjuje
koli¢inu superoksid aniona kojeg je aktivirao forbol miristat acetat (PMA), inhibira lipidnu
peroksidaciju, uklanja hidroksilne radikale 1 smanjuje stvaranje i broj Cvrstith tumora u
zivotinjskim modelima. Poput ostalih izotiocijanata, PITC djeluje kao induktor enzima faze II

biotransformacije (40).
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Slika 11. Struktura fenil izotiocijanata

Preuzeto s: https://www.lktlabs.com/product/phenyl-isothiocyanate/
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2. CILJ ISTRAZIVANJA
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Cilj istrazivanja je ispitati citotoksicno djelovanje ekstrakta, destilata te izoliranih
spojeva iz biljnih vrsta Lepidium latifolium 1 Lepidium graminifolium na humane karcinomske

stanice mokra¢nog mjehura (UM-UC-3) i glioblastoma (LLN229).

Hipoteze istrazivanja:

1. In vitro izlaganje stanica karcinoma mokraénog mjehura i glioblastoma izotiocijanatima
izoliranim iz biljnih vrsta Lepidium latifolium i Lepidium graminifolium smanjuje prezivljenje

tih stanica.

2. Citotoksi¢ni uc€inak ispitivanih izotiocijanata ovisi o vremenu inkubacije i koncentraciji.
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3.1. STANICNE LINIJE

3. MATERIJALI I METODE

In vitro ispitivanje citotoksi¢nog djelovanja izotiocijanata provodilo se na humanim

karcinomskim stanicama UM-UC-3 i LN229. Obiljezja ovih stani¢nih linija prikazana su u

tablicama.

Tablica 4. Obiljezja UM-UC-3 stani¢ne linije

Preuzeto s: https://www.lgcstandards-atcc.org/

Organizam

Homo sapiens, ¢ovjek

Tkivo

Format proizvoda
Morfologija
Obiljezja kulture
Bolest

Spol

Uvjeti pohrane

mokraéni mjehur

smrznuto

epitelna

adherentna

karcinom prijelaznih stanica
muski

tekuci dusik

Tablica 5. Obiljezja LN229 stani¢ne linije

Preuzeto s: https://www.lgcstandards-atcc.org/

Organizam Homo sapiens, ¢ovjek
Tkivo mozak
Stanicni tip glioblastom
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Forma proizvoda smrznuto

Morfologija epitelna

Obiljezje kulture adherentna

Bolest glioblastom

Dob 60 godina

Spol zenski

Etnicitet bijeli

Primjena ove stanice se koriste u studijama o apoptozi
Uvjeti pohrane tekuc¢i dusik

3.2. POSTUPAK

Stani¢ne linije su nakon odmrzavanja uzgojene u Dulbecco'sModifiedEagleMedium
(DMEM) mediju u vlaznom inkubatoru na 37°C uz 5% CO,. DMEM medij sadrzZi potrebne
hranjive tvari kao $to su aminokiseline i minerali te FBS (govedi serum). Osim toga, u njemu
se nalaze 1 antibiotici, te Red fenol indikator koji promjenom boje u Zutu ukazuje da je medij

potrebno promijeniti.

Stanice koje su adherirale na podlogu, nakon uklanjanja DMEM-a, tretiraju se
tripsinom, enzimom koji cijepanjem peptidnih veza omogucuje odvajanje stanica od podloge

te njihovo presadivanje.

Brojanje stanica radi se tako da se 10 pl stanica pomijesa s 90 ul Trypan Blue boje koja
oboji mrtve stanice te tako omogucava brojenje Zivih stanica koje nisu obojane. Potom se
jednak broj stanica 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 vodenim
otopinama izotiocijanata iz roda Lepidium i ekstraktima grbice u koncentracijama 1 pg/mL, 5
pg/mL, 10 pg/mL, 50 ug/mL 1 100 pg/mL tijekom 4, 24, 48 1 72 sata. Tri jazice koje

predstavljaju kontrolu su ostavljene u samom mediju.
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Slika 12. Vlazni inkubator za uzgoj stanica

Preuzeto s: http://www.nuve.com.tr/Products/Incubation/ec-160-co2

3.3. TEST CITOTOKSICNE AKTIVNOSTI

Stani¢na zivost i proliferacija odredena je mjerenjem stani¢nog metabolizma koristeci
MTT metodu. Zuti tetrazolin MTT (3-(4, 5-dimetiltiazolid-2)-2,5-difeniltetrazolin bromid) se
reducira u metabolicki 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 vodenim otopinama izotiocijanata i ekstraktima
iz grbice, te apsorbancije onih koje nisu tretirane, pokazatelj je citotoksi¢ne aktivnosti

koriStenih izotiocijanata.
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Slika 13. Ljubicasto obojenje nakon dodavanja DMSO

Slika 14. Spektrofotometar

Preuzeto s: http://www.biosan.lv/en/products/immunodiagnostics/elisa/hipo-mpp-96-
microplate-photometer
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4. REZULTATI

34



Empirijska obrada:

Kao ogranicenje istrazivanja uzima se premala serija podataka.

4.1. KARCINOM MOKRACNOG MJEHURA-STANICNA LINIJA UM-
UC-3

4.1.1. LEPIDIUM LATIFOLIUM DESTILAT

Cell line UM-UC-3

150+
W 4h
I 24h
100- B 48h
Il 72h

% of metabolically active cells

50+
0-
8 & & &

Lepidium latifolium distillate

IC50
(ng/mL) 7166 192.9 255.3

Slika 15. Destilat iz Lepidium latifolium ostvaruje slabcitotoksicni uc¢inak pri svim
koncentracijama nakon 24h inkubacije. Daljnjom inkubacijom broj metabolicki aktivnih
stanica se neo¢ekivano povecava.
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4.1.2. LEPIDIUM LATIFOLIUM EKSTRAKT

Cell line UM-UC-3

150+
m 4h
m 24h
- B 48h
M 72h

% of metabolically active cells

50+

0-

& & & & &
& N & &

Lepidium latifolium extract

]

IC50
(ng/mL) 859.8 1338 5241 1412

Slika 16. Ekstrakt iz Lepidium latifolium ostvaruje blagi u¢inak nakon 24h inkubacije pri
svim koncentracijama, nakon ¢ega dolazi do oporavka stanica. Maksimalni u¢inak postize pri
koncentraciji od 100 pg/mL nakon 72h inkubacije.
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4.1.3. ALIL IZOTIOCIJANAT

150+

5 Cell line UM-UC-3 M 4h
§ M 24h
2
£ 100, M= 48h
> B 72h
g
3
S 50
Q
£
3
=

0-

& & & & & &
N4 N @ o
N

Allyl isothiocyanate

IC50
(ng/mL) 6268 23.27 50.63 28.18

Slika 17. Alil izotiocijanat pokazuje znacajan ucinak pri koncentracijama od 50 pg/mL i 100
pg/mL nakon 24h inkubacije, nakon ¢ega dolazi do blagog oporavka stanica. Najve¢i u€inak
ostvaruje pri koncentraciji od 50 pg/mL nakon 72 inkubacije.
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4.1.4. LEPIDIUM GRAMINIFOLIUM DESTILAT

Cell line UM-UC-3

1501
9
o
Q
Qo
2

Q 100+
=
©
2
2

&8 504
[+)]
£
e
(o)
X

0 -

5 ¥ &
® o KN &

Hl 4h
B 24h
B 48h
B 72h

&
Q"g
WS

Lepidium graminifolium distillate

i I I I

IC50
(ng/mL) 4863 88.53

163.5 1574

Slika 18. Destilat iz Lepidium graminifolium ostvaruje znac¢ajan citotoksi¢ni u¢inak pri
koncentraciji od 100 pg/mL nakon 24h. Daljnjom inkubacijom broj metabolicki aktivnih
stanica se smanjuje.
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4.1.5. LEPIDIUM GRAMINIFOLIUM EKSTRAKT

150+

P Cell line UM-UC-3 B 4h
8 B 24h
1)
2
2 100- B 48h
> B 72h
g
2
® 501
()]
£
k]
R

0-

e e N o o
N < K\ & &

Lepidium graminifolium exract

il I I I

IC50
(ng/mL) 256 71.11 147.3 102.2

Slika 19. Ekstrakt iz Lepidium graminifolium postize znacajan u¢inak pri koncentracijama od
50 pg/mL 1 100 pg/mL nakon 24h, nakon ¢ega dolazi do blagog oporavka stanica.
Maksimalni u¢inak postize pri koncentraciji od 100 pg/mL nakon 72h.

39



4.1.6. FENIL IZOTIOCIJANAT

150- )
P Cell line UM-UC-3 M 4h
8 B 24h
Q@
2
2 100- B 48h
> M 72h
S
T 50-
Q
£
S
5
0.
N N N ¥ N
8 8 8 88 &
® o K\ o \QQ"

Phenyl isothiocyanate

ICS50 (ng/mL) 2714 41.79 51.21 40.33

Slika 20. Fenil izotiocijanat ostvaruje znacajan ucinak pri koncentracijama od 50 pg/mL i
100 pg/mL nakon 24h. Pri koncentraciji od 50 pg/mL, daljnjom inkubacijom dolazi do blagog
oporavka stanica, a pri koncentraciji od 100 ng/mL, daljnjom inkubacijom smanjuje se broj
metaboli¢i aktivnih stanica.
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4.1.7. BENZIL IZOTIOCIJANAT

150+

P Cell line UM-UC-3 B 4h
3 B 24h
[+}]
2
£ 100- B 48h
> B 72h
=
g
3
s 501
[+}]
£
©
R
0_
g ¥ ¢ ¥
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Benzyl isothiocyanate

IC50
(ng/mL) 88.15 6225 13.16 123

Slika 21. Benzil izotiocijanat pokazuje znacajan ucinak nakon 24h inkubacije pri svim
koncentracijama, nakon ¢ega dolazi do blagog oporavka stanica. Najveci u¢inak ima pri
koncentraciji od 50 ug/mL nakon 24h.
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4.2. GLIOBLASTOM-STANICNA LINIJA LN229

4.2.1. LEPIDIUM LATIFOLIUM DESTILAT

150+
- M 4h
8 B 24h
Q
2
2 100- B 48h
= M 72h
©
L
3
® 501
(4]
£
S
x
0-
N A2 W N A N
F & & & & &
N 4 K

Lepidium latifolium distillate

IC50
(ng/mL) 8662 4465 1108 1528

Slika 22. Destilat iz Lepidium latifolium ostvaruje blagi uc¢inak pri koncentracijama od 1
pg/ml i 50 pg/mL nakon 48h, nakon ¢ega dolazi do blagog oporavka stanica. Najveci u¢inak
ostvaruje pri koncentraciji od 100 ng/mL nakon 48h, nakon ¢ega takoder dolazi do blagog
oporavka stanica.
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4.2.2. LEPIDIUM LATIFOLIUM EKSTRAKT

Cell line LN229

150+
I 4h
B 24h
a0 B 48h
B 72h

% of metabolically active cells

50
0 -
h ¥ " h h 3 h ¥ h Y
§ &F & & &

Lepidium latifolium extract

IC50
(ng/mL) 648.5 1957 30.88 50.71

Slika 23. Ekstrakt iz Lepidium latifolium ostvaruje blagi u¢inak pri koncentracijama od 5
png/mL i 10 pg/mL nakon 48h, nakon ¢ega se obnavlja broj stanica. Pri koncentracijama od 50
pg/mL 1 100 pg/mL ostvaruje znacajan uc¢inak nakon 48h, nakon ¢ega se smanjuje broj
metabolicki aktivnih stanica.
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4.2.3. ALIL IZOTIOCIJANAT

Cell line LN229

150-
] Il 4h
3 M 24h
Q
2
£ 100. = 48h
> B 72h
3
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8 50+
Q
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N S K

Allyl isothiocyanate

IC50
(ng/mL)  259.5 337 365 77.19

Slika 24. Alil izotiocijanat postiZze zna¢ajan uc€inak pri koncentraciji od 10 pg/mL, nakon
48h, 1 50 pg/mL, nakon 4h, nakon ¢ega se povecava broj metabolicki aktivnih stanica.
Najveci ucinak pokazuje pri koncentraciji od 100 pg/mL nakon 48h, nakon ¢ega dolazi do
blagog oporavka stanica.
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4.2.4. LEPIDIUM GRAMINIFOLIUM DESTILAT

Cell line LN229

150+
P m 4h
3 I 24h
Q
=
£ 100. m 48h
> B 72h
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2
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Lepidium graminifolium distillate

IC50
(ng/mL) 252.6 378 5392 98.07

Slika 25. Lepidium graminifolium destilat pokazuje zna¢ajan uc¢inak pri svim
koncentracijama nakon 48h. Daljnjom inkubacijom dolazi do blagog oporavka metabolicki
aktivnih stanica.
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4.2.5. LEPIDIUM GRAMINIFOLIUM EKSTRAKT

. . Cell line LN229 B 4h
3 M 24h
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£ 100 W 48h
3 = 72h
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T 50-
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Lepidium graminifolium extract

IC50
(ng/mL)  343.8 209.2 30.71 54.37

Slika 26. Lepidium graminifolium ekstrakt ostvaruje znacajan u¢inak pri svim
koncentracijama nakon 48h inkubacije, nakon ¢ega dolazi do blagog oporavka metabolici
aktivnih stanica.
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4.2.6. FENIL IZOTIOCJANAT

Cell line LN229

1501
B 4h
B 24h
ool M 48h
M 72h

50+

% of metabolically active cells

Phenyl isothiocyanate

IC50
(ng/mL) 202.8 2929 26.88 36.86

Slika 27. Fenil izotiocijanat pokazuje znac¢ajan ucinak pri koncentracijama od 50 pg/mL i
100 pg/mL nakon 48h. Pri koncentraciji od 50 pg/mL daljnjom inkubacijom dolazi do
oporavka stanica, a pri koncentraciji od 100 pg/mL daljnjom inkubacijom broj metabolicki
aktivnih stanica se smanjuje.
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4.2.77. BENZIL IZOTIOCIJANAT

. Cell line LN229 = 4h

B 24h
B 48h

100+
Il 72h

50+

% of metabolically active cells

Benzyl isothiocyanate

IC50
(ng/mL) 33.16 3393 6.478 12.29

Slika 28. Benzil izotiocijanat ostvaruje znacajan ucinak pri koncentracijama od 5 pg/mL
nakon 48h i 10 pg/mL nakon 4h, nakon ¢ega dolazi do blagog oporavka stanica. Pri
koncentracijama od 50 pg/mL i 100 pg/mL uc€inak se ostvaruje nakon 4h, nakon ¢ega dolazi
do oporavka stanica. Najveci ucinak postize pri koncentracijama od 50 pg/mL i 100 pg/mL
nakon 48h.
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5. RASPRAVA
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Karcinom je genericki izraz za veliku skupinu bolesti karakteriziranih rastom
abnormalnih stanica izvan njihovih uobiCajenih granica, koje se zatim mogu proSiriti na
susjedne dijelove tijela i/ili druge organe. (41). U 2012. godini diljem svijeta zabiljezeno je
14,1 milijuna novih sluc¢ajeva karcinoma, 8,2 milijuna smrtnih slu€ajeva 1 32,6 milijuna
slucajeva s petogodi$njim prezivljenjem. Ukupna dobno standardizirana stopa incidencije
karcinoma je skoro za 25% viSa u muskaraca nego u Zena, s godisnjim stopama incidencije od
205 i 165 na 100.000 stanovnika (42). Prema sadasnjim podatcima, izmedu 30% i 50%
smrtnih slucajeva uzrokovanih karcinomom moglo bi se sprije€iti mijenjanjem ili
izbjegavanjem klju¢nih riziénih ¢imbenika, ukljucujuéi izbjegavanje duhanskih proizvoda,
smanjeno konzumiranje alkohola, odrzavanje zdrave tjelesne tezine, redovitu tjelovjezbu i
izbjegavanje rizi¢nih ¢cimbenika povezanih s infekcijama. Da bi se smanjili invaliditet, patnja i
mortalitet od karcinoma, potrebni su ucinkoviti i1 pristupacni programi rane dijagnoze,

pracenja, lijeCenja 1 palijativne njege (41).

Male Female

Australia/New Zealand
Northern America
Western Europe
Morthern Europe

More developed regions
Southern Europe

Central and Eastern Europe
Polynesia

South America

Eastern Asia

Caribbean

Southern Africa

World

Micronesia

Western Asia

Melanesia

Less developed regions
South-Eastern Asia
Eastern Africa

Central America

Morthem Africa

Micdle Africa
South-Central Asia
Western Africa

400 300 200 100 100 200 300 400

M Incidence
GLOBOTAR 2012 (1ARC) M Mortality

Slika 29. PribliZzne stope incidencije i mortaliteta od karcinoma u svijetu na 100.000
stanovnika

Preuzeto s: http://globocan.iarc.fr/Pages/fact_sheets_cancer.aspx
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Karcinom mokra¢nog mjehura je 9. najces¢i maligni tumor u svijetu. U mnogim
europskim zemljama stope incidencije su porasle, dok je smrtnost opala, osobito u razvijenim
zemljama. Karcinom mokra¢nog mjehura znatno opterecuje zdravstveni sustav zbog visoke
prevalencije, te ucestalih recidiva i1 progresije bolesti koji se javljaju unatoC terapiji (7).
Incidencija karcinoma mokra¢nog mjehura je visa u muskaraca (7. najceséi karcinom) nego u
zena (19. najces¢i karcinom), te je skoro tri puta visa u razvijenim zemljama nego u
nerazvijenim. Samo 7% slucajeva karcinoma mokra¢nog mjehura u zapadnim zemljama,
povezano je s genetskim ¢imbenicima, S§to upucuje na to da faktori rizika povezani s Zivotnim
stilom, okoliSem i profesionalnoj izlozenosti, igraju vaznu ulogu u razvoju ove bolesti. Dobro
poznati ¢imbenici rizika su puSenje, profesionalna izlozenost raznim spojevima i infekcija sa
Schistosoma Haematobium. Dodatni predloZeni ¢imbenici rizika, izmedu ostalog, su i
konzumiranje alkohola i kave, nizak unos voc¢a, povréa, selena i vitamina E, zagadena voda za

pice te odredeni medicinski postupci (43).

Glioblastom je jedan od najzlo¢udnijih karcinoma srediSnjeg Ziv€anog sustava, koji
unato¢ napretku u lije¢enju uglavnom ostaje neizljeciv. lako je glioblastom rijetka bolest s
globalnom incidencijom manjom od 10/100.000 stanovnika, loSa prognoza sa stopom
prezivljenja od 14-15 mjeseci od dijagnoze, ¢ini ga vaznim javnozdravstvenim problemom.
Stopa incidencije viSa je u muskaraca nego u Zena, te je viSa u razvijenim zemljama nego u
nerazvijenim (44). Cimbenici rizika ukljuéuju prethodnu radioterapiju, smanjenu osjetljivost
na alergiju, imunosne ¢imbenike 1 gene, kao 1 neke pojedinacne nukleotidne polimorfizme

otkrivene genomskom analizom (45).

Lepidium latifolium je biljna vrsta iz porodice krstasica koja ima veliki potencijal u
lijeenju 1 prevenciji humanih karcinoma. In vitro i in vivo ispitivanjima pokazano je da
Lepidium latifolium ima citotoksi¢no djelovanje koje se zasniva na indukciji apoptoze
tumorskih stanica. Glavni, aktivni spoj je epitionitril 1-cijano-2,3-epitiopropan (CETP), ali
osim ovog spoja grbica sadrzi i izotiocijanate koji takoder pokazuju antitumorsko djelovanje

(32).

Povr¢e iz porodice kupusnjaca bogat je izvor izotiocijanata koji posjeduju obecavajuca
kemopreventivna svojstva protiv karcinoma mokraénog mjehura i njegovih recidiva.
Kemopreventivni mehanizmi izotiocijanata uklju¢uju promjene na upalnim proteinima

povezanim s karcinomom, zaustavljanje stani¢nog ciklusa, stani¢nu smrt, inhibiciju
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angiogeneze, invazije i metastaziranja zajedno s promjenama na enzimima koji sudjeluju u

metabolizmu karcinogena (46).

Alil izotiocijanat (AITC) je spoj koji nalazimo u brojnim, svakodnevno konzumiranim
kupusnjatama, a pokazuje znacajno antitumorsko djelovanje. Prema dostupnim podacima,
ovaj spoj ima izrazito obecavajuc¢e djelovanje na prevenciju i/ ili lijeCenje karcinoma
mokra¢nog mjehura. lako prema sadaSnjim rezultatima antitumorsko djelovanje AITCa nije
niti stanicno, niti tkivno specificno, nedavno je otkriveno da se AITC selektivno izlucuje u
tkivu mokra¢nog mjehura urinarnom ekskrecijom gdje potencijalno inhibira razvoj karcinoma
1 njegovo Sirenje u misiéno tkivo na ortotopi¢nom misjem modelu karcinoma mokraénog
mjehura. Nadalje, prah od sjemenki goruSice koji je bogat AITCom takoder snazno inhibira
razvoj 1 Sirenje karcinoma mokra¢nog mjehura in vivo. AITC zaustavlja stanice humanog
karcinoma moka¢nog mjehura u mitozi 1 poti€e njihovu apoptozu fosforilacijom Bcl-2
proteina (47). AITC ima znacajno citotoksi¢no djelovanje na tumorskim stanicama, dok je za
zdrave, epitelne stanice mokra¢nog mjehura manje toksi¢an (48). Za razliku od taksola i
vinblastina, koji se Siroko koriste u lijecenju karcinoma, a djeluju na nacin da zaustavljaju
mitozu stabilizacijom ili destabilizacijom mikrotubula, AITC ne utjee na stabilnost
mikrotubula, ve¢ razgraduje a- i B-tubulin. Prema tome, AITC predstavlja novu skupinu

blokatora mitoze (47).

Alil izotiocijanat pokazuje citotoksi¢no djelovanje na razli¢ite karcinome u in vitro
uvjetima. Prema jednom ispitivanju znacajno je smanjio proliferaciju i prezivljenje stanica
humanog karcinoma mozga, glioma. Zaustavlja stani¢ni ciklus u G2/M fazi, smanjuje

aktivnost CDK1/ciklina B i razine proteina, te poti¢e apoptozu tumorskih stanica (49).

Benzil izotiocijanat (BITC) inhibira nastanak karcinoma smanjenjem aktivacije
karcinogena i/ ili povecanjem detoksikacije aktiviranih, karcinogenih meduprodukata, te
sprjecava razvoj karcinoma mijenjanjem razli¢itih procesa nuZnih za progresiju karcinoma.
BITC inhibira proliferaciju tumorskih stanica zaustavljanjem stani¢nog ciklusa u G2/M fazi,
te selektivno potice njihovu apoptozu. Takoder ima 1 antiangiogeno djelovanje i potice
autofagiju tumorskih stanica. BITC inhibira epitelno-mezenhimalni prijelaz (eng. epithelial
mesenchymal transition, EMT), proces koji je ukljuen u progresiju karcinoma u invazivni
oblik. Nedavna istrazivanja pokazala su da tretman BITCom mijenja ekspresiju miRNA-221 i
miRNA-375, koje su abnormalno izraZzene u karcinomu guSterae, na nain da stanice
karcinoma guSterace iz hiperproliferativnog oblika prelaze u hipoproliferativni oblik. BITC
takoder povecava 1 osjetljivost tumorskih stanica na kemoterapiju (50). BITC ima
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citotoksicno djelovanje na mnoge humane, tumorske stanice, izmedu ostalog i na stanice
glioblastoma. Potaknuo je apoptozu tumorskih stanica glioblastoma, stvaranje reaktivnih
kisikovih spojeva (ROS) i oslobadanje Ca**, smanjio je membranski potencijal mitohondrija i
potaknuo aktivaciju kaspaza -8, -9 i -3. On inducira proapoptotske proteine (Bax, Bid, Bak), a

inhibira antiapoptotske proteine (Bcl-2, Bcl-x) u stanicama glioblastoma (51).

BITC pokazao je citotoksicno djelovanje na razliitim stani¢nim linijama karcinoma
plocastih stanica glave i vrata. On aktivira nekoliko MAPK signalnih puteva, p38 MAPK i
MEK/MAPK signalne puteve, ¢ime potice apoptozu tumorskih stanica. Njegov strukturni
analog, fenil izotiocijanat (PITC), nije pokazao znacajno antitumorsko djelovanje na istim
tumorskim stanicama, §to upucuje na to da i male promjene u strukturi izotiocijanata mogu

znacajno utjecati na njihovu antitumorsku aktivnost (52).
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Slika 30. Potencijalni glavni proteini na koje djeluju izotiocijanati.
Preuzeto s: https://academic.oup.com/carcin/article/32/10/1405/2463223

Nekoliko ispitivanja toksi¢nosti izotiocijanata pokazalo je nuspojave odredenih
izotiocijanata na Zivotinjskim modelima. Naime, pri iznimno visokim dozama izotiocijanati
uzrokuju hiperplaziju stanica mokra¢nog mjehura. No, treba uzeti u obzir da su ova ispitivanja
izvrSena na modelima glodavaca, koji inace imaju vecu frekvenciju mokrenja, za razliku od

ljudi kod kojih se urin dulje zadrzava u mokra¢nom mjehuru, $§to omogucava disocijaciju
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metabolita izotiocijanata 1 povecanu izlozenost tumorskih stanica izotiocijanatima u urinu

(46).

Nekoliko epidemioloskih istrazivanja pokazalo je da je unos povréa iz porodice
kupusnjaca reciprono povezan s rizikom od karcinoma mokraénog mjehura. Medutim,
nijedno istrazivanje nije direktno ispitalo povezanost unosa kupusnjaca s pojavom recidiva.
Podaci iz epidemioloskih ispitivanja slazu se s rezultatima iz pretklinickih ispitivanja i
pruzaju dodatne dokaze da unos izotiocijanata moze usporiti rast karcinoma mokra¢nog

mjehura, njegovu progresiju i pojavu recidiva (46).

Kao predmet naseg istrazivanja koristeni su ekstrakti i izolirani spojevi iz biljnih vrsta
roda Lepidium, odnosno promatran je njihov citotoksi¢ni uc¢inak na dvije stani¢ne linije: UM-

UC-3 (karcinom mokraé¢nog mjehura) i LN229 (glioblastom).

Utjecaj na stanice karcinoma mokra¢nog mjehura UM-UC-3 kod vecine koristenih
ekstrakata 1 spojeva je znaajniji pri ve¢im koncentracijama od 50 pg/mL i 100 pg/mL.
Najveci citotoksi¢ni ucinak ima benzil izotiocijanat pri koncentracijama od 50 pg/mL i 100

pg/mL nakon 24h inkubacije.

In vitro istraZivanje na stanicama glioblastoma LN229 pokazalo je da svi ekstrakti i
spojevi imaju odredeni ucinak na smanjenje postotka metabolicki aktivnih stanica, a
najznacajniji u¢inak ima benzil izotiocijanat pri koncentracijama od 50 pg/mL i 100 pg/mL

nakon 48h inkubacije.

Na temelju dobivenih rezultata, vidljivo je da biljna vrsta Lepidium 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 mokra¢nog
mjehura 1 glioblastoma. Postotak smanjenja metabolicki aktivnih stanica tj. citotoksi¢ni
ucinak ovisi o njihovoj koncentraciji 1 vremenu izlaganja, te je glavna hipoteza potvrdena i
ostvaren je cilj istraZivanja. Potrebne su jo§ 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 mokra¢nog mjehura (UM-UC-3) i glioblastoma
(LN229) izotiocijanatima izoliranim iz biljnih vrsta Lepidium latifolium 1 Lepidium

graminifolium dovodi do smanjenja prezivljenja tih stanica.

2) Ispitivani izotiocijanati pokazuju citotoksi¢ni u¢inak ovisan o vremenu inkubacije i

koncentraciji.

3) Djelovanje izotiocijanata nije uvijek razmjerno povecanju koncentracije i viemenu

inkubacije, te u pojedinim slucajevima dolazi do oporavka stanica.

4) Citotoksicni u¢inak izotiocijanata, $to je ujedno 1 hipoteza ovog rada, je potvrden, a sljedeci

korak je potvrdivanje tih u¢inaka in vivo ispitivanjem na modelima karcinoma mokra¢nog

mjehura i glioblastoma kod zivotinja.
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Cilj istrazivanja:
Cilj je istrazivanja ispitati potencijalno citotoksicno djelovanje izotiocijanata, spojeva
izoliranih iz biljne vrste Lepidium spp., na humane karcinomske stanice mokra¢nog mjehura

(UM-UC-3) i glioblastoma (LN229). Pretpostavka je da ¢e se broj karcinomskih stanica,

nakon izlaganja izotiocijanatima, smanjiti u odnosu na kontrolnu skupinu.
Materijali i metode:

Ispitivanje citotoksi¢nosti na stani¢nim linijama karcinoma mora¢nog mjehura i glioblastoma
radeno je MTT testom. Usporedbom apsorbancije nastalog formazana kod stanica tretiranih
izotiocijanatima 1 apsorbancije kod netretiranih stanica (kontrola), dobili smo postotak

prezivljenja karcinomskih stanica. Citotoksi¢nost se odredivala nakon 4, 24, 48 i 72 sata.
Rezultati:

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

stanica.

Kod stanica karcinoma mokra¢nog mjehura svi izotiocijanati ostvaruju bolji uc¢inak pri viSim
koncentracijama od 50 pg/mL i 100 pg/mL, pri razli¢itim vremenima inkubacije.
Najznacajniji u¢inak na smanjenje metaboli¢ki aktivnih stanica ima benzil izotiocijanat pri

koncentracijama od 50 pg/mL i 100 pg/mL nakon 24 h inkubacije.

.....

koncentracijama od 50 pg/mL 1 100 pg/mL, pri razli¢itim vremenima inkubacije.
Najznacajniji u€inak na smanjenje metabolicki aktivnih stanica ima benzil izotiocijanat pri

koncentracijama od 50 pg/mL 1 100 pg/mL nakon 48 h inkubacije.
Zakljucdci:

In vitro izlaganje stanica karcinoma mokra¢nog mjehura (UM-UC-3) i glioblastoma (LN229)
izotiocijanatima dovodi do smanjenja preZivljenja tih stanica. Citotoksi¢ni u¢inak ovisan je o
vremenu inkubacije i koncentraciji. Djelovanje izotiocijanata nije uvijek razmjerno povecanju
koncentracije 1 vremenu inkubacije, te u pojedinim slu¢ajevima dolazi do oporavka stanica.
Citotoksi¢ni ucinak izotiocijanata, Sto je ujedno i1 hipoteza naSeg ispitivanja, je potvrden, a
idu¢i korak je potvrdivanje tih ucinaka in vivo ispitivanjem na modelima karcinoma

mokraénog mjehura i glioblastoma 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 isothiocyanates, a
chemical substance isolated from the Lepidium spp. family of plants on human carcinoma
cells of urinary bladder (UM-UC-3) and glioblastoma (LN229). The assumption is that after
the exposure of carcinoma cells to isothiocyanates their number will be reduced in

comparison to the control group.
Materials and methods:

MTT assay was used to establish cytotoxicity levels on urinary bladder and glioblastoma
cancer cell lines. The comparison between the absorbance of created formazan in cells treated
with isothiocyanates and those untreated (the control group) established the survival rates of
carcinoma cells. Cytotoxicity levels were established after the periods of 4, 24, 48 and 72

hours.
Results:

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

metabolically active cells.

In urinary bladder carcinoma cells all isothiocyanates show better effects in higher
concentrations of 50 pg/mL and 100 pg/mL, with different incubation times. The most
prominent effect on the reduction of metabolically active cells is achieved by benzyl
isothiocyanate at the concentrations of 50 pg/mL and 100 pg/mL after 24-hour incubation

time.

In glioblastoma cells most isothiocyanates have the strongest effect in higher concentrations
of 50 pg/mL and 100 pg/mL, with different incubation times. The most significant effect on
the reduction of metabolically active cells is achieved by benzyl isothiocyanate at the

concentrations of 50 pg/mL and 100 ng/mL after 48-hour incubation time.
Conclusions:

In vitro exposure of urinary bladder carcinoma cells (UM-UC-3) and glioblastoma (LN229) to
isothiocyanates leads to reduced cell survival rate. Cytotoxic effects depend on incubation
time and concentration. Isothiocyanates effect is not always proportional to the increase in
concentration and incubation time and in some cases cell recovery occurs. The cytotoxic

effect of isothiocyanates is confirmed, which was the hypothesis of the research, and the next
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step is the confirmation of these effects by in vivo studies on the models of animal urinary

bladder and glioblastoma cancers.
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