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SAZETAK

Karcinomi su skup razlicitih bolesti koje se medusobno razlikuju prema svojoj
etiologiji, biologiji i klinickoj slici te posljedicno i po nacinu lijecenja.
Progresivno povecanje nekontrolirane stani¢ne diobe razlog je Sto se karcinom
klinicki najces¢e ocituje kao nakupina velikog broja zlocudno preobrazenih
stanica. Karcinom je drugi vodedi uzrok smrti u svijetu, a odgovoran je za 9,6
milijuna smrtnih sluc¢ajeva u 2018. godini. Karcinom mokraénog mjehura je
deveti najcesdi oblik maligniteta i 13. najcesci uzrok smrti od karcinoma diljem
svijeta. Rak dojke najces¢i je tumor u Zena u razvijenim zemljama svijeta.
Godisnje u Hrvatskoj oboli oko 2600 Zzena zbog ¢ega smo u skupini zemalja s
visokom incidencijom. Cilj ovog diplomskog rada je ispitati citotoksi¢no
djelovanje kapara (Capparis spinosa L.) na stani¢nim linijama humanog
karcinoma dojke (MDA-MB-231) i karcinoma mokra¢nog mjehura (T24).
Pretpostavka je kako ¢e se broj karcinomskih stanica smanijiti, posljedi¢no
izlaganjem stanica ekstraktu kapare koji je dobiven razli¢itim metodama
izolacije, u odnosu na kontrolnu skupinu. MTT testom je ispitano citotoksi¢no
djelovanje na stani¢nim linijama MDA-MB-231 i T24. Postotak prezivljenja
karcinomskih stanica dobili smo usporedivanjem apsorbancije formazana kod
stanica tretiranih ekstraktom C. spinosa dobivenim razli¢itim metodama
izolacije i apsorbancije netretiranih stanica. Vremena inkubacije za test
citotoksi¢nosti bila su 4, 24, 48 i 72 sata. Rezultati su prikazani graficki, gdje
je prikazana ovisnost vremena inkubacije i postotka metabolickih aktivnih
stanica. Citotoksi¢no djelovanje kapare na stanice karcinoma mokrac¢nog
mjehura T24 znacajan je pri koncentracijama 50 pg/mL i 100 ug/mL. Najvedi
citotoksi¢ni ucinak imala je kapara s Braca Ciji je ekstrakt dobiven
mikrovalnom destilacijom pri koncentraciji 50 ug/mL u vremenu inkubacije od
72 sata. Najznacajniji citotoksi¢ni uclinci ekstrakta kapare na karcinom dojke

bili su vidljivi pri ve¢im koncentracijama 50 pg/mL i 100 pg/mL. Najznacajniji



uc¢inak na stani¢nu liniju MDA-MB-231 ostvaren je s kaparom s Braca diji je
ekstrakt dobiven mikrovalnom ekstrakcijom pri koncentraciji 10 pg/mL u
vremenu 72 h inkubacije. In vitro izlaganje stanica karcinoma dojke (MDA-
MB-231) i mokra¢nog mjehura (T24) ekstraktima kapare (Capparis spinosa
L.) izoliranih razli¢itim metodama izolacije dovodi do smanjenog prezivljenja
karcinomskih stanica. Ispitivani ekstrakti kapare ostvaruju citotoksi¢an ucinak
koji ovisi o koncentraciji i vremenu inkubacije. Citotoksi¢ni ucCinak kapara
(Capparis spinosa L.) je potvrden, Sto je ujedno i hipoteza ovog rada. S
obzirom na dobivene rezultate citotoksicnog ucinka kapara na MDA-MB-231 i
T24 stanicne linije, bilo bi od velikog interesa nastaviti istrazivanja ovih biljaka
na karcinome u in vivo pokusima, kako bi pokazala eventualna korisnost ovih

biljaka u lije¢enju karcinoma.

Rad je financiran od Hrvatske zaklade za znanost projektom IP-2016-06-
1316.

Kljuéne rijeci: kapara, Capparis spinosa L., karcinom dojke, karcinom

mokraénog mjehura, citotoksi¢nost, MTT test



SUMMARY

Cancers are a set of different diseases that differ from each other in their
etiology, biology and clinical picture, and consequently in the method of
treatment. Cancer is most often clinically manifested as a cluster of a large
number of malignant transformed cells whose number is progressively
increasing due to uncontrolled cell division. Cancer is the second leading cause
of death in the world, and is responsible for 9.6 million of deaths in 2018.
Bladder cancer is the 9th most common form of malignancy and the 13th most
common cause of death from cancer worldwide. Breast cancer is the most
common tumor in women in the developed countries of the world. In Croatia,
it is also in first place in terms of incidence, because about 2,600 women get
sick in Croatia every year. The aim of this thesis is to examine the cytotoxic
effect of capers (Capparis spinosa L.) on human breast cancer cell line (MDA-
MB-231) and bladder cancer cell line (T24). It is assumed that the number of
cancer cells will decrease, consequently by exposing the cells to capers extract
obtained by different isolation methods, relative to the control group. The MTT
test was performed by a cytotoxic assay on MDA-MB-231 and T24 cell lines.
The survival rate of cancer cells was obtained by comparing the absorbance
of formazan in cells treated with C. spinosa extract obtained by different
methods of isolation and the absorbance of untreated cells. Incubation times
for the cytotoxicity test were 4, 24, 48, and 72 hours. The presentation of the
results is graphical where the dependence of the incubation time and the
percentage of metabolically active cells is shown. The cytotoxic effect of
capers on T24 bladder cancer cells is significant at concentrations of 50 ug/mL
and 100 pg/mL. The greatest cytotoxic effect was exerted by a capers from
Bra¢ whose extract was obtained by microwave distillation at a concentration
of 50 pg/mL during an incubation time of 72 hours. The most significant

cytotoxic effects of caper extract on breast cancer were seen at higher



concentrations of 50 pug/mL and 100 pug/mL. The most significant effect on
MDA-MB-231 cell line was achieved with a caper from Bra¢ whose extract was
obtained by microwave extraction at a concentration of 10 pg/mL during the
72h incubation period. In vitro exposure of breast cancer cells (MDA-MB-231)
and bladder cancer cells (T24) to caper extracts (Capparis spinosa L.) isolated
by various isolation methods leads to reduced cancer cell survival. The tested
caper extracts achieve a cytotoxic effect that depends on the concentration
and incubation time. The cytotoxic effect of caper (Capparis spinosa L.) has
been confirmed, which is also the hypothesis of this paper. Since there is no
such study, i.e. the cytotoxic effect of capers on MDA-MB-231 and T24 cell
lines, it would be good to repeat the experiment to confirm the results and, if

necessary, upgrade the obtained results.

This research has been fully supported by the Croatian Science Foundation
under the project (HRZZ-IP-06-2016-1316 "Plants as a source of bioactive

sulphur compounds and their ability to hyperaccumulate metals").

Key words: caper, Capparis spinosa L., breast cancer, bladder cancer,

cytotoxicity, MTT assay
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1. UVOD

1.1. KARCINOM

Karcinomi su skup razlic¢itih bolesti koje se medusobno razlikuju prema svojoj
etiologiji, biologiji i klinickoj slici te posljedicno i po nacinu lijecenja.
Tumorigeneza je proces koji je zajednicki svim vrstama karcinoma jer nastaju
od zdravih stanica organizma. Odredene promjene uzrokuju gubitak
sposobnosti odgovora na brojne signale kojima se njezino ponasanje
neprestano uskladuje sa zahtjevima organizma. Posljedica toga je
nekontrolirana dioba zlo¢udno preobrazenih stanica kojom nastaje nakupina
stanica zvanih karcinom (1). Stanice karcinoma, u odnosu na normalne
stanice, ne reagiraju na adekvatan nacin na signale koji kontroliraju ponasanje
normalnih stanica ve¢ se nekontrolirano dijele, rastu i Sire u normalna tkiva i

organe te po Citavom tijelu (2).

Obiljezja zajednicka svim tipovima karcinoma su: samodostatnost s obzirom
na signale rasta, neosjetljivost na signale koji inhibiraju rast, zaobilazenje
programirane stani¢ne smrti odnosno apoptoze, neograni¢en potencijal
umnazanja, tumorska angiogeneza, sposobnost tkivne invazije i presadivanja,
poremecaj metabolizma, sposobnost izbjegavanja imunosnog odgovora,

genomska nestabilnost te upala (1).

Progresivno povecanje nekontrolirane stani¢ne diobe razlog je sto se karcinom
klinicki najces¢e ocituje kao nakupina velikog broja zlocudno preobrazenih
stanica. Medutim, razli¢iti dokazi upucuju na to kako je karcinom
monoklonalnog podrijetla, Sto znaci da nastaje zlocudnom pretvorbom samo

jedne zdrave stanice. Buduéi da se odvija u vise koraka, sam je proces

12



nastanka karcinoma od zdravih stanica slozen i dugotrajan, a naziva se

tumorska progresija (1).

Karcinom nastaje pretvorbom normalnih stanica u tumorske stanice u procesu
s viSe koraka koji opéenito napreduje od pretkancerozne lezije do zlo¢udnog
tumora. Takve promjene rezultat su medudjelovanja izmedu genetskih
¢imbenika i tri kategorije vanjskih uzroCnika koji ukljucuju fizikalne
kancerogene tvari, poput ultraljubi¢astog i ioniziraju¢eg zracenja, kemijske
kancerogene tvari, kao Sto su azbest, komponente duhanskog dima, aflatoksin
(oneciséenje hrane) i arsen (zagadivac pitke vode) te bioloski kancerogeni,

poput infekcija odredenim virusima, bakterijama ili parazitima (3).

Karcinom je drugi vodedi uzrok smrti u svijetu, a odgovoran je za 9,6 milijuna
smrtnih slucajeva u 2018. godini. Dakle, jedna od Sest smrti u svijetu
posljedica je karcinoma. Otprilike 70% smrtnih sluc¢ajeva od raka dogodi se u
nisko i srednjerazvijenim zemljama (3). Karcinom predstavlja ozbiljan
javnozdravstveni problem i u Hrvatskoj. Drugi je po uzroku smrti iza bolesti
krvnih zila i srca. Registar za rak Republike Hrvatske, populacijski registar pri
Hrvatskom zavodu za javno zdravstvo, prati i proucava incidenciju raka u
Hrvatskoj (4).

1.1.1. ONKOGENI I TUMORSUPRESORSKI GENI

Prvi geni za koje je dokazana klju¢na uloga u nastanku karcinoma su
onkogeni. Promijenjena su inacica normalnih staniénih gena nazvanih
protoonkogenima, a sudjeluju u regulaciji normalne stanic¢ne proliferacije i
diferencijacije. Protoonkogeni sudjeluju u prijenosu signala u stanici i
evolucijski su dobro oc¢uvani, Sto ukazuje na nezamjenjivu ulogu u stani¢nim
procesima. Diferencijacija i prezivljenje te stani¢ni rast i dioba uskladuju se s

uvjetima u okoliSu stanice preko puteva prijenosa signala u stanici. Signali
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koje stanica prima Cesto su u obliku malih molekula koje se nazivaju Cimbenici
rasta, a najcesce se vezu za receptore na stanicnoj membrani. Na taj nacin
dolazi do aktivacije i prijenosa signala preko mnogobrojnih molekula u stanici
sve do transkripcijskih ¢imbenika koji induciraju ekspresiju pojedinih gena.
Putevi prijenosa signala u stanici su vrlo slozeni (Slika 1). Onkogeni nastaju
pretvorbom protoonkogena u aktivniji oblik njih samih ili njihovih proteinskih
produkata. Taj proces se naziva aktivacija onkogena. Posljedice aktivacije
onkogena su nekontrolirani rast i dioba stanice, a to neupitno dovodi do
nastanka karcinoma. Za ucinak onkogena nuzna je promjena u samo jednom
alelu. Proteinski produkti onkogena nazivaju se onkoproteinima. Mutacija u
samom genu uzrokuje aktivaciju onkogena (kod onkogena RAS). Drugi nacin
aktivacije onkogena je genska amplifikacija odnosno poveéanje broja kopija
gena (kod onkogena ERBBZ2, poznat kao HER2/neu, kod raka dojke). JosS se
mogu aktivirati kromosomskom translokacijom pri ¢emu se dio kromosoma

premjesta na drugi kromosom (5).
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Slika 1. Putevi prijenosa signala u stanici povezani s rakom. Vidi se kako su

geni povezani s nastankom raka ukljuCeni u razliCite korake brojnih medusobno
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povezanih puteva prijenosa signala koji su vazni za regulaciju niza stani¢nih procesa
kao Sto su apoptoza, stanicni ciklusi i dr. Crvenom bojom oznaceni su geni za koje je

pokazana promjena u stanicama raka. Slika preuzeta iz (6).

Za razliku od onkogena, cija pojacana aktivnost vodi nastanku karcinoma,
tumorsupresorski geni koji gubitkom ili inaktivacijom njih samih tj. njihovih
proteinskih produkata poti¢u nastajanje karcinoma. Tumorsupresorski geni
imaju razli¢ite uloge u stanici, a njihove mutacije obi¢no imaju recesivni
ucinak, Sto znaci da je za ocitovanje njihova ucinka inaktivacija obaju alela
nuzna. Inaktivacija tumorsupresorskih gena, osim mutacijom, moze se
dogoditi i epigeneticki te metilacijom njihovih promotora. Najpoznatiji
tumorsupresorski gen je P53 koji je nerijetko mutiran kod ljudi s razliitim
tipovima karcinoma. Ostecena stanicna DNA ili drugi poremedaji koji su
povezani sa stani¢nim stresom, aktiviraju proteinski produkt gena P53,
transkripcijski ¢imbenik p53 (Slika 2). Zaustavljanje stanica u odredenoj fazi
stani¢nog ciklusa i aktivacija popravka ostecene DNA dva su osnovna nacina
djelovanja aktiviranog p53. Mogucnost pretvorbe stanice u svoju zloéudnu
inaCicu povecana je zbog oStecene stanicne DNA. Prije nego se oSte¢ena DNA
replicira, moguc je popravak ostecene DNA uz pomoc¢ p53 koji zaustavlja
prolazak stanice kroz stanicni ciklus. Djelovanjem tog istog proteina, stanica
ulazi u apoptozu i umire ukoliko ostecenja nije moguce popraviti. Na takav
nacin, uklanjanjem stanice, sprjeCava se potencijalni razvoj karcinoma.
Inaktivacijom ili nedostatkom gena P53, u diobu ulaze stanice s oste¢enom
DNA povecavajudi vjerojatnost nastanka raka. Inaktivacija p53 u stanicama
karcinoma povezana je i s tumorskom angiogenezom te rezistencijom na
kemoterapiju i radioterapiju. Zbog mutacija u spomenutom genu ili mutacija
u ostalim onkogenima tj. tumorsupresorskim genima, za nastajanje

karcinoma klju¢no je naruSavanje mehanizma apoptoze (5).
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Slika 2. Osnovni mehanizam razvoja raka. Slika preuzeta iz (7).

1.2. KARCINOM MOKRACNOG MJEHURA

1.2.1. EPIDEMIOLOGIJA I ETIOLOGIJA

Karcinom mokra¢nog mjehura je na devetom mjestu kao najceséi oblik raka,
a na 13. kao najces¢i uzrok smrti od karcinoma diljem svijeta (8). Incidencija
raka mokra¢nog mjehura iznosi 19,8/100000. Godine 2018. zabiljezeno je
1005 slucajeva u Republici Hrvatskoj. Rak prijelaznog epitela 3,5 puta je ¢esdi
kod muskaraca. Prosjec¢na dob bolesnika s karcinomom mokraénog mjehura
u svijetu je 73 godine (9). U razvijenim zemljama u vecini slu¢ajeva karcinoma
mokracnog mjehura najcesdi tip je rak prijelaznog epitala dok je u zemljama

u razvoju to rak plocastih stanica (10).

Do 80% slucajeva raka mokraénog mjehura povezano je s izlaganjem
odredenim faktorima okoliSa. Koristenje duhanskih proizvoda daleko je
najcesci uzrok karcinoma mokraénog mjehura, a trajanje i intenzitet pusenja
izravno povecavaju rizik. Pusacéi imaju dva do Sest puta vedéi rizik nego
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nepusaci. Ovaj rizik ne ovisi o spolu. Povecanom riziku od karcinoma
mokracnog mjehura pridonosi izlozenost Stetnim tvarima kod velikog broja
razliitih zanimanja. Incidencija je najizrazenija kod radnika koji su izlozeni
aromatskim aminima, dok je smrtnost najveca kod onih koji su izlozeni
policiklickim aromatskim ugljikovodicima i teSkim metalima. Takoder, brojna
zanimanja koja su povezana s dizelskim ispusnim plinovima, naftnim
proizvodima i otapalima imaju povecan rizik, a slicno je i s osobama koje rade
s organskim kemikalijama i bojama. Nekoliko medicinskih imbenika rizika je
povezano s povecanim rizikom od raka, a neki od njih su zracenje zdjelice,
kemoterapija ciklofosfamidom i shistosomijaza (uzrokovana parazitom
Schistosoma haematobium koji je odgovoran za vecinu slucajeva karcinoma
ploCastih stanica u zemljama u razvoju). Iako se Cini kako neki uobicajeni
genetski polimorfizmi povecavaju osjetljivost kod profesionalno izlozenih
osoba, utjecaj nasljednog faktora nije znanstveno dokazan. No, evidentirane

su skupine sli¢nih slucajeva ovog karcinoma (10).

1.2.2. PATOHISTOLOGIJA

Prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji (engl. World Health Organization-
WHO), karcinom mokraénog mjehura se klasificira kao niski stupanj (1. i 2.
stupanj) ili visoki stupanj (3. stupanj). Karcinomi su takoder klasificirani
prema obrascima rasta: papilarni (70%), sjededi ili mijesani (20%) i nodularni
(10%) (10).

Tri su vrste karcinoma mokra¢nog mjehura koji pocinju u stanicama sluznice
mokraénog mjehura. Imenovani su prema vrsti stanica koje postaju zlocudne:
karcinom prijelaznog epitela (niskog i visokog stupnja), karcinom plocastih

stanica i adenokarcinom (11).
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Karcinom prijelaznog epitela odnosno urotelni karcinom nastaje iz stanica
prijelaznog epitela. Ovisno o genetskim promjenama koje se dogadaju, ove
stanice mogu slijediti razlicite puteve u izrazu svog fenotipa, odnosno mogu
biti izrazene kao karcinom prijelaznog epitela niskog ili visokog stupnja.
Najceséi molekularni bioloski put za nastanak karcinoma visokog stupnja
(Slika 3a i 3b) ukljucuje razvoj papilarnog tumora koji prolazi kroz lumen
mokrac¢nog mjehura i ako se ne lijeci, prodire u bazalnu membranu i dolazi do
miSi¢nog tkiva kroz laminu propriu, odakle moze metastazirati. Karcinom

niskog stupnja je neinvazivan i rijetko se Siri u okolno tkivo (10).

Karcinom plocastih stanica mokracnog mjehura je zlo¢udna novotvorina koja
potjecCe od prijelaznih stanica epitela mokracnog mjehura. Ovaj tip karcinoma
mokraénog mjehura je sliCan karcinomima plocastih stanica koji nastaju u
drugim organima. Dijagnoza ove vrste karcinoma moze biti postavljena samo
ako je karcinom sastavljen iskljuCivo od plocastih stanica, bez uobicajenih
komponenti stanica prijelaznog epitela mokraénog mjehura. Karcinom
ploCastih stanica ima manju sklonost nodalnim i vaskularnim metastazama
(10). Povezan je s dugotrajnom upalom cesto uzrokovanom dugotrajnom
upotrebom katetera ili prisutnos¢éu kamenaca u mokracnom mjehuru i

infekcijama kao Sto je shistosomijaza (Slika 4) (2).

Adenokarcinom zapocinje u Zljezdanim (sekretornim) stanicama koje su
locirane u sluznici mokraénog mjehura. Najmanje je zastupljena vrsta

karcinoma mokra¢nog mjehura (11).
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Slika 3. Visoki stupanj raka prijelaznog epitela mokraénog mjehura. a) Velika
snaga, Pap mrlja koja pokazuje visoki stupanj urotelijalnog raka na citologiji ispiranja
mjehura. b) Visoka snaga, H&E mrlja visokog stupnja urotelijalnog raka. Ovaj tumor
je sada invazivan u muscularis propria (glatki misi¢ se vidi u centru slike). Slika

preuzeta iz (10).

Slika 4. Rak plocastih stanica mokraénog mjehura. Histopatologija mokrac¢nog
mjehura pokazuje jajasca Schistosoma haematobium okruzena intenzivnim

infiltratima eozinofila i drugih upalnih stanica. Slika preuzeta iz (10).
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1.2.3. SIMPTOMI I DIJAGNOSTIKA

Kod 90% bolesnika s karcinomom mokraénog mjehura pojavljuje se bezbolna
hematurija, mikroskopska ili makroskopska. Znacajan simptom je i ucestalo
mokrenje zbog smanjenog kapaciteta mjehura ili simptoma urinarne infekcije.
Hidronefroza, opstipacija, limfedem i palpabilna masa u maloj zdjelici znakovi
su lokalnog Sirenja. Pri uznapredovaloj fazi bolesti ocekivana je pojava
simptoma povezanih s lokacijama metastaza. Trbusni limfni ¢vorovi, jetra,

pluca i kosti mjesta su gdje urotelni rak obicno metastazira. (9).

PoCetna procjena bolesnika sa sumnjom na karcinom mokra¢nog mjehura
oslanja se na cistoskopiju, procjenu bubrezne funkcije i snimanje gornjih
mokracovoda, po mogucnosti pomocu racunalne tomografije (engl. Computed
tomography-CT) urografije (12). Dijagnostika karcinoma mokra¢nog mjehura
podrazumijeva sljede¢e pretrage wurina: biokemijska analiza urina,
mikrobioloSka analiza urina kako bi se iskljucila sumnja na infekciju, citologija

urina i testiranje urina na tumorske markere (10).

Potrebno je napraviti laboratorijske testove kako bi se procijenila osteéenja
bubrega u svih bolesnika za koje se sumnja da boluju od karcinoma
mokraénog mjehura. Potrebno je dobiti informacije o razini ureje i kreatinina
u serumu. Pri sumnji na metastatsku bolest, prikladno je napraviti kompletnu
krvnu sliku i kompletni metabolicki panel, ukljucujudi razinu alkalne fosfataze

te jetrenih enzima (12).

Citologija urina je pretraga koja se koristi za uspostavljanje dijagnoze
karcinoma mokra¢nog mjehura. Svi bolesnici s bezbolnom i mikroskopskom
hematurijom trebaju se podvrgnuti cistoskopiji i urinarnoj citologiji. Citologija
urina najvise pomaze u dijagnosticiranju tumora i raka visoke razine in situ
(CIS). Endoskopska biopsija koristi se za postavljanje dijagnoze i utvrdivanje

opsega karcinoma. Dokazano je da imunocitologija nadmasuje citologiju urina
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i povecava tocnost prediktivnih modela statisticki i klinicki znacajnom razlikom

za pacijente s bezbolnom hematurijom (13).

Cistoskopija (Slika 5) se mora obaviti u svih bolesnika s bezbolnom i
mikroskopskom hematurijom. Bolesnike s hematurijom i elementima rizika
za karcinom mokraé¢nog mjehura treba podvrgnuti cistoskopiji bez obzira na
dob (12). Invazivna je i relativho skupa pretraga, a vidljivost moze biti
smanjena zbog krvarenja. CitoloSka analiza izgubljenog urina Cesto se koristi
kao pomocni test koji pomaze u identifikaciji okultnog karcinoma (13). Za
bolesnike s abnormalnim nalazima citoloskog ispiranja mjehura ili patologije
tkiva preporucCuje se transuretralna resekcija tumora mokra¢nog mijehura
(TUR). Tim se postupkom dobivaju histopatoloske informacije nuzne za
konacnu dijagnozu, postavljanje i stupnjevanje. Ovaj postupak omoguduje
uklanjanje vidljivog tumora i uzorkovanje okolnog misi¢a radi procjene dubine
(12).

Slikovne pretrage gornjih mokraénih puteva sastavni su dio obrade
hematurije. Preporucuje se uciniti CT trbuha i zdjelice s kontrastom (13). Ova
metoda ima najvecu osjetljivost (95%) i specificnost (92%) od svih pretraga
gornjih mokracnih puteva, a moze procijeniti urotelij gornjeg trakta kao i
otkriti bubrezne novotvorine (12). Dvije naj¢esSce koristene alternativne
tehnike su magnetska rezonanca (MRI) i bubrezna ultrasonografija.
Nedostatak je Sto se sitni tumori lako propustaju na slikama dobivenim CT-
om i MRI-om. CIS nije vidljiv na slikama niti jedne trenutne radiografske
studije (13).

Noviji molekularni i genetski markeri, uklju¢ujuéi detekciju mutacija u genima
RAS, FGFR3, PIK3CA i TP53, i putevi metilacije u mokra¢nom sedimentu mogu
pripomocdi ranoj detekciji i predvidanju urotelnog karcinoma. U ovom trenutku
nije pokazan niti jedan urinarni test koji bi u¢inkovito zamijenio citologiju urina

i cistoskopiju, s ili bez biopsije, u slucaju dijagnosticiranja karcinoma

21



mokrac¢nog mjehura. Ipak, marker testovi mogu biti korisni dodaci citologije

urina i cistoskopiji (13).

Cystoscopy
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Slika 5. Cistoskopija. Cistoskop (tanak instrument sli¢an cijevi sa svjetlom i lecom
za gledanje) ubacuje se kroz uretru u mjehur. Tekucina se koristi za punjenje
mjehura. LijeCnik pregledava sliku unutarnje stijenke mokracnog mjehura na

monitoru racunala. Slika preuzeta iz (11).

1.2.4. KLASIFIKACIJA KARCINOMA MOKRACNOG MIJEHURA

Prognoza bolesnika i odabir odgovarajuce terapije iziskuju Sto precizniju
procjenu prosirenosti bolesti. Izrazava se TNM klasifikacijom (Tablica 1)

Ameri¢kog udruzenja za rak (9).
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Tablica 1. TNM klasifikacija mokracnog mjehura. Tablica preuzeta iz (14).

Primarni tumor (T)

Tx Primarni se tumor ne moze opisati

TO Nema dokaza primarnog tumora

Ta Neinvazivni papilarni karcinom

Tis Karcinom in situ: " flat tumor’

T1 Tumor invadira subepitelno vezivno tkivo

T2 Tumor invadira misi¢ni sloj

T2a Tumor invadira povrsinski misiéni sloj (unutarnja polovica)

T2b Tumor invadira duboki misi¢ni sloj (vanjska polovica)

T3 Tumor invadira perivezikalno tkivo

T3a Mikroskopska invazija perivezikalnog tkiva

T3b Makroskopska invazija perivezikalnog tkiva
Tumor invadira jedno od navedenog: stroma prostate, sjemeni

T4 mjehuriéi, maternica, vagina, zdjeli¢na stijenka, trbusna
stijenka

e Tumor invadira jedno od navedenog: stroma prostate, sjemeni
mjehuri¢i, maternica, vagina

T4b Tumor invadira zdjeli¢nu stijenku, trbusnu stijenku

Limfni ¢vorovi (N)

Tx Limfni ¢vorovi ne mogu biti odredeni

NO Nema zahvacenih regionalnih limfnih ¢vorova

N1 Jedan zahvaceni regionalni limfni ¢vor u zdjelici

N2 Vise od jednog zahvacenog limfnog ¢vora u zdjelici

N3 Metastaze u zajednickim ilijacnim limfnim ¢vorovima

Udaljene metastaze (M)

MO Nema udaljenih metastaza

M1 Udaljene metastaze
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1.2.5. LIJECENIJE

Stupanj proSirenosti bolesti temelj je za lijeCenje, stoga se razlikuje pristup
neinvazivno (povrsinskom) i misi¢no-invazivhom karcinomu ili metastatskoj
bolesti (9). Postupci unutar svake kategorije ukljucuju kirurski i medicinski
pristup. Smjernice Europskog uroloskog drustva (engl. European Association
of Urology - EAU) i Nacionalne sveobuhvatne mreze raka (engl. National
Comprehensive Cancer Network - NCCN) za neinvazivni misi¢ni karcinom
preporucuju stratificiranje rizika od recidiva i progresije te koriStenje tablica
rizika za odredivanje odgovarajuceg lijeCenja. Dva glavna nacina lijeCenja
misi¢no-invazivnog karcinoma mokra¢nog mjehura su radikalna cistektomija
i transuretralna endoskopska resekcija (TUR), pra¢ena istodobnom terapijom

zraCenja i sistemskom kemoterapijom (trimodalna terapija) (12).

U lijeCenju visokorizicnog Ta, T1 i CIS urotelnog karcinoma mokracnog
mjehura koristi se imunoterapija BCG-om (fran. Bacillus Calmette-Guérin).
Takvo lije¢enje najucinkovitije je za CIS i T1 tumore, a manje je ucinkovito u
smanjenju recidiva za niske stupnjeve i niske stadije urotelnog karcinoma.
Interferon alfa ili gama koristeni su u lijeCenju Ta, T1 i CIS urotelnog
karcinoma, bilo kao terapija pojedinac¢nim lijekovima ili u kombinaciji s BCG-
om. Njegova uloga prvenstveno je bila u lijeCenju nakon neuspjeha s BCG-
om. Svaki pacijent koji ima trajnu ili ponavljaju¢u bolest nakon BCG terapije
treba razmotriti radikalnu cistektomiju, s obzirom na visoku stopu
napredovanja bolesti. Endoskopski TUR prvo je sredstvo za dijagnosticiranje,
postaviljanje i lijeCenje vidljivih tumora. Elektrokauterizacija ili laserska
fulguracija tumora mokra¢nog mjehura dovoljna je za tumore niskog stupnija,
malog volumena i papilarne tumore. Bolesnici s velikim, visoko-gradusnim ili
multifokalnim tumorima trebaju prodi postupak TUR-a dva puta kako bi se
osigurala potpuna resekcija i precizna faza lijeCenja dva do Sest tjedana nakon

poCetnog TUR-a. Iako je radikalna cistektomija obi¢no preporucena za
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miSi¢no-invazivnu bolest, takoder se koristi za lijeCenje nekih pacijenata s

visokorizi¢nim karcinomom mokra¢nog mjehura, ukljucujuci CIS (12).

Radikalna cistektomija temeljni je oblik lijeCenja invazivnog raka mokracnog
mjehura (T2-T4). Kod muskaraca moze se odstraniti mokraéni mjehur,
prostata, sjemeni mjehuriéi i dio uretre, a kod Zena maternica, prednja
stijenka vagine i uretra. Neoadjuvantna kemoterapija koja se temelji na
cisplatini, postala je standard lijeCenja kod miSi¢no invazivnog karcinoma
mokra¢nog mjehura. Davanje kemoterapije prije radikalne cistektomije moze

poboljsati prezivljenje (12).

Metotreksat, vinblastin, doksorubicin (Adriamycin) i cisplatina (MVAC)
standardna su kombinacija za lijeCenje metastatskog karcinoma mokracnog
mjehura (12). MVAC ima znatnu toksi¢nost koja se mora odmjeriti s
ocekivanom dobrobiti. Glavna toksi¢nost koja ogranicava dozu je
mijelosupresija. Nove kombinacije terapija manje su toksi¢cne od MVAC, a
jednako ucinkovite. Gemcitabin u kombinaciji s cisplatinom sada se smatra
prvom linijom za lijeCenje raka mokra¢nog mjehura. FDA (U.S. Food and Drug
Administration) za napredni urotelni karcinom odobrio je terapiju s PDL1
(ligand 1 programirane stani¢ne smrti) inhibitorima (npr. atezolizumab,
nivolumab, durvalumab, avelumab, pembrolizumab). Erdafitinib je prvi
inhibitor receptora za faktor rasta fibroblasta (FGFR) (15).

1.3. KARCINOM DOJKE

1.3.1. EPIDEMIOLOGIJA I ETIOLOGIJA

Rak dojke najcesdéi je tumor u zena u razvijenim zemljama svijeta. Hrvatska

u ovom slucaju nije iznimka. Godisnje u Hrvatskoj oboli oko 2600 zena zbog
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c¢ega smo u skupini zemalja s visokom incidencijom (dobno standardizirana
incidencija iznosi 66/100000 Zena). Azijske zemlje imaju nesto nizu stopu
ucCestalosti raka dojke u odnosu na zapadnjacke zemlje. Razvijene zemlje
imaju incidenciju od 60 do 100/100000 zZena, dok manje razvijene zemlje
izmedu 20 i 60/100000 zena (16).

Starija zivotna dob najznacajniji je faktor rizika za razvoj karcinoma dojke.
Rijetko se pojavljuje kod Zzena mladih od 20 godina dok u dobi od 80 godina
od raka dojke oboli 200-300/100000 zena. Znacajni razvoj karcinoma dojke
raste u dobi od 35 do 40 godina nakon c¢ega incidencija konstantno raste.
Pozitivha obiteljska anamneza kod zena povecava rizik za razvoj karcinoma
dojke. Osam puta vedi rizik za razvoj karcinoma imaju Zene cija prva rodbina
(majka ili teta) je oboljela od karcinoma dojke. Tek 10% karcinoma dojke
mogucée je povezati s obiteljskom sklonoS¢u, odnosno genetickom
predispozicijom. Otkrivena su dva supresorska gena, BRCA1 i BRCA2 (breast
cancer gene 1 i 2), dovedena u neposrednu vezu s nastankom obiteljskih
tumora dojke. Tako Zene s mutacijom jednog ili obaju gena imaju puno vecu
vjerojatnost oboljenja od raka dojke (80%, dok kod normalne populacije ta
vjerojatnost iznosi tek 10%). JoS jedan faktor rizika za razvoj karcinoma dojke
je starija Zivotna dob pri prvom porodu. Cetiri puta vedi rizik za razvoj
karcinoma dojke imaju zene koje su prvi put rodile u dobi od 30-35 godina za
razliku od Zzena koje su prvi porod imale u dobi od 20 do 25 godina. Ostali
¢imbenici rizika za nastanak raka dojke su rana menarha i kasna menopauza,
zraCenje, debljina, oralni kontraceptivi, hormonska nadomjesna terapija,
dijagnoza dobrocudnih parenhimatoznih bolesti dojke i ako je Zena nerotkinja
(16).
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1.3.2. PATOHISTOLOGIJA

Iz zljezdanog parenhima dojke, izvodnih kanali¢a (duktalni rak) ili zljezdanih
lobula (lobularni rak) nastaje karcinom dojke. Dijeli se na in situ karcinom (ne
probija bazalnu membranu) i invazivni karcinom (tumor koji probija bazalnu
membranu). NajcesSce dijagnosticirani histoloski tipovi karcinoma dojke su
invazivni karcinom nespecificnog tipa (NST) / invazivni duktalni / (70 - 80%
svih tumora) i invazivni lobularni karcinom (10 - 15% tumora). Rjede su
dijagnosticiraju odredeni specifi¢ni histoloski podtipovi raka dojke: tubularni,
metaplasti¢ni, mucinozni, papilarni, mikropapilarni, karcinom s medularnim
karakteristikama. U novije vrijeme, prema imunohistokemijskim i genskim
obiljezjima, tumor dojke dijeli se na luminalne tumore tipa A (visoka razina
estrogenskih i progesteronskih receptora, Ki-67 manji od 20%, HER2
negativnost) i B (razina progesteronskih receptora niza od 20% ili Ki-67 viSi
od 20%, ili HER2 pozitivhost), HER2 pozitivhe i trostruko negativne (nije
prisutna pozitivhost na HER2 te receptore estrogena i progesterona). U
patohistoloskom opisu raka dojke moraju se navesti veli¢ina tumora u dvije
dimenzije, stupanj zlo¢udnosti raka dojke (niski, srednji i visoki),
proliferativna aktivnost ili mitoticki indeks kroz Ki-67 indeks (udio stanica u
mitozi), status (pozitivhost) hormonskih receptora (estrogenskih i
progesteronskih), status HER2 receptora, odnos tumora prema reznim
rubovima kirurskog zahvata (je li tumor u cijelosti uklonjen), broj preglednih
i pozitivnih limfnih ¢vorova aksile te odnos tumora prema krvnim i limfnim
Zilama (invadira li ih, postoje li tumorski trombi u krvnim i/ili limfnim zilama)
(16).

Duktalni karcinom in situ (DCIS) je neinvazivni karcinom dojke koji je
ogranic¢en na unutrasnjost kanala dojke. DCIS se kategorizira niskim stupnjem
(stupanj I), srednjim (II stupanj) ili visokim stupnjem (III stupanj). Stanice

DCIS-a niskog i srednjeg stupnja rastu relativho sporom brzinom. Stanice
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niskog stupnja DCIS-a izgledaju poput normalnih stanica dojke ili atipi¢nih
duktalnih hiperplazija. DCIS stanice stupnja II rastu brZze u odnosu na
normalne stanice. DCIS stanice visokog stupnja, stupnja III, rastu brzo i imaju

najvedi rizik od napredovanja ka invazivhom karcinomu (17).

Lobularni karcinom in situ (LCIS), koji se ne smatra zlocudnim, nastaje iz
lobula na terminalnom kraju kanala i pokazuje prilicno difuznu raspodjelu po
dojci, Sto objasnjava njegovo prikazivanje kao nepalpabilnu masu u vedini
slucajeva (Slika 6) (17).

Slika 6. Rak dojke. Lobularni karcinom in situ. Povecéanje i Sirenje lobule

monotonom populacijom neoplasti¢nih stanica. Slika preuzeta iz (17).

Invazivni duktalni karcinom (DCIS) najcesce je dijagnosticiran karcinom dojke
i ima tendenciju metastaziranja limfom. Ova lezija, na koju otpada 75%
karcinoma dojke, nema posebnih histoloskih karakteristika osim invazije kroz
bazalnu membranu dojke (Slika 7) (17).
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Slika 7. Rak dojke, infiltrirajuci duktalni karcinom. Karcinom niskog stupnja s

dobro razvijenim zlijezdama koje prodiru u vlaknastu stromu. Slika preuzeta iz (17).

Invazivni lobularni karcinom ima puno nizu incidenciju od infiltracijskog
duktalnog karcinoma. Karakteriziran je histoloski kao male tumorske stanice.
Poput duktalnog karcinoma, infiltracijski lobularni karcinom obi¢no prvo

metastazira u aksilarne limfne ¢vorove (17).

Medularni karcinomi obic¢no se pojavljuju u mladoj populaciji zena koje imaju
mutacije gena BRCA1l. U vecine pacijenata prisutna je glomazna opipljiva

masa s aksilarnom limfadenopatijom (17).

Mucinozni (koloidni) karcinom je joS jedan rijedak histoloski tip, zabiljezen u
manje od 5% slucajeva invazivnog karcinoma dojke. Obi¢no se predstavlja
kao opipljiva masa ili se mamografski pojavljuje kao slabo definiran tumor s
rijetkim kalcifikacijama. Proizvodnja mucina je histoloski znak. Javljaju se dva
glavna oblika, tipa A i B, s AB lezijama koje imaju svojstva oba. Mucinozni
karcinom tipa A predstavlja klasicnu raznolikost s veéim koli¢inama

izvanstanicnog mucina (Slika 8), dok je tip B razli¢ita varijanta s endokrinom
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diferencijacijom, pri ¢emu histologija pokazuje viSe zrnatu citoplazmu nego

karcinom tipa A (17).

Slika 8. Koloidni (mucinozni) karcinom. Gnijezda tumorskih stanica u bazenu

izvanstani¢nog mucina. Slika preuzeta iz (17).

Tubularni karcinom dojke je neuobicajen histoloski tip koji ¢ini 1-2% svih
karcinoma dojke. Ova vrsta karcinoma dojke ima nisku ucestalost zahvacéanja
limfnih ¢vorova i vrlo visoku ukupnu stopu prezivljavanja. Zbog povoljne
prognoze, pacijenti se Cesto lijeCe samo operacijom i lokalnom radioterapijom
(17).

Papilarni karcinom dojke obuhvaca spektar histoloskih podtipova. Postoje
dvije uobicajene vrste: cisti¢ni (neinvazivni oblik) i mikropapilarni duktalni
karcinom (invazivni oblik). Papilarni karcinomi nalaze se centralno u dojci i
mogu uzrokovati krvavi iscjedak iz bradavice. Pokazuju pozitivhost na
estrogenski (ER) i progesteronski (PR) receptor. Cisti¢ni papilarni karcinom
ima malu mitotsku aktivnost, sto rezultira indolentnijim tokom i dobrom
prognozom. Medutim, invazivni mikropapilarni duktalni karcinom ima

agresivniji fenotip, iako oko 70% slucajeva pokazuje ER pozitivnost (17).
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Metaplasticni karcinom dojke (MBC) ¢ini manje od 1% slucajeva karcinoma
dojke, obic¢no se javlja kod starijih Zena (prosjecna dob je Sesto desetljece).
Karakterizira ga kombinacija adenokarcinoma plus mezenhimske i epitelne
komponente. MBC obuhvaca Sirok spektar histoloskih obrazaca, ukljucujuci
sljedece: vreteno-stani¢ni karcinom, karcinosarkom, plocasti stanicni
karcinom duktalnog porijekla, adenoskvamozni karcinom, karcinom s
pseudosarkomatskom metaplazijom, karcinom koji proizvodi matriks. U
usporedbi s infiltriraju¢im duktalnim karcinomom, MBC tumori imaju sljedece
karakteristike: vecu veli¢inu, brzi rast, obicno ER negativan, PR negativan i
HER2 negativan (17).

Filodni tumori su rijetki tumori dojke koji Cine manje od 1% tumora dojke. Ovi
se tumori mogu smatrati benignim, grani¢nim ili zlo¢udnim, ovisno o sljede¢im
histoloSkim znacajkama: stromalna stani¢nost, infiltracija na rubu tumora,
mitoticka aktivnost. Maligni filodni tumori se ponasaju poput sarkoma i
poznato je da razvijaju hematogene metastaze. Pojava se najcesce javlja kod

Zzena u predmenopauzi, starosti 40 i 50 godina (17).

Pagetova bolest (Mammary Paget disease - MPD) relativno je rijetka i Cini 1-
4% svih karcinoma dojke. NajviSa ucestalost pojavljuje se u Sestom desetljecu
Zivota (prosjecna dob, 57 godina). Ovaj adenokarcinom lokaliziran je unutar
epiderme kompleksa bradavice-areola i sastoji se od histoloskog obiljezja
Pagetovih stanica unutar bazalne membrane. Paget stanice su velike, blijede
epitelne stanice s hiperkromatskim, atipi¢nim jezgrama, dispergiranim izmedu
keratinocita pojedinac¢no ili kao nakupina stanica. Lezije su pretezno
jednostrane, razvijaju se kao ljuskasti, ispucali, osipajudi ili eritematski
bradavicasti areoli. Retrakcija ili ulceracija bradavice Cesto se primjecuje,

zajedno sa simptomima svrbeza, peckanja i boli (17).

Upalni karcinom dojke (Inflammatory Breast Cancer - IBC) je vrlo agresivan

lokalno uznapredovali karcinom dojke. Zbog svoje agresivne prirode, pacijenti
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u vrijeme prezentacije Cesto imaju zahvacanje limfnih ¢vorova i udaljene
metastatske bolesti. IBC karakteriziraju difuzni eritem i edemi (peau d'orange
- koza ima izgled poput kore narance) koji ukljucuju treéinu ili viSe koze dojke.
Klasi¢ni histoloski nalaz u upalnom karcinomu dojke je dermalna limfna
invazija tumorskih stanica na biopsiju zahvacene dojke. Te zlo¢udne stanice
formiraju tumorske embolije koje su odgovorne za lokalne znakove i za klinicki

upalne simptome (17).

1.3.3. SIMPTOMI I DIJAGNOSTIKA

Rano dijagnosticirani karcinomi dojke mogu biti bez simptoma, a bol i
nelagoda nerijetko su prisutni. Ako se otkrije zadebljanje ispod koze, sljedece
moze ukazivati na mogucnost karcinoma dojke: promjena oblika ili veli¢ine
dojke, udubljenje koze ili promjene na kozi, nedavna inverzija bradavice ili
promjena na kozi ili nepravilnosti bradavica, iscjedak iz jednog kanala,

posebno ako je krv u pitanju, aksilarna kvrga (18).

Kao i kod ostalih tumora, uspostavljanje dijagnoze karcinoma dojke zapocinje
anamnezom i klinickim pregledom. Znakovi raka dojke, vrijeme pojave
simptoma i duljina njihovog trajanja pokusavaju se definirati anamnesticki.
Takoder, potrebno je definirati izlozenosti na pojedine faktore rizika (16). Rak
dojke cesto se prvi put otkriva kao abnormalnost na mamogramu prije nego
Sto to osjeti pacijent ili pruzatelj zdravstvene zastite. Procjena karcinoma
dojke ukljucuje sljedece: klini¢ki pregled, snimanje i biopsiju iglom. Rano
otkrivanje ostaje primarna obrana u prevenciji raka dojke. Modeli
uspostavljana dijagnoze raka dojke su: samopregled dojke, klini¢ki pregled
dojke, mamografija, ultrazvuk, MRI. Kombinirana mamografija, klinicki
pregled i MRI osjetljiviji su od bilo kojeg drugog pojedinacnog testa ili

kombinacije ispitivanja (18).
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Mamografija je bazirana na rentgenskim zrakama u malim dozama koje se
koriste za sliku dojke. To je trenutno najbolja metoda za otkrivanje karcinoma
dojke u ranoj fazi. Mamografija se koristi i za screening, za otkrivanje raka,
kao i za dijagnosticku obradu pacijenta nakon otkrivanja tumora. Screen
mamografija provodi se kod asimptomatski Zena, dok se dijagnosticka
mamografija izvodi kod simptomatskih zena (tj. kada je prisutan iscjedak iz
bradavice ili kada se utvrdi abnormalnost tijekom screening mamografije).
Mamografija je osjetljiva na mikrokalcifikate koji se razvijaju u tumorima
dojke s osjetljivos¢u manjom od 100 pm. Mamografijom se Cesto otkriju lezije
prije nego sSto ih se opise klinickim pregledom dojke i prosje¢no 1 do 2 godine

prije nego Sto se primijeti samopregledom dojke (19).

Ultrazvuk je postao Siroko dostupan i koristan dodatak mamografiji. Obicno
se koristi kao ispomo¢ u klinickom ispitivanju sumnjive lezije otkrivene na
mamografiji ili fizikalnom pregledu. Ultrazvuk je ograni¢en nizom c¢imbenika,
od kojih je najpoznatiji njegov neuspjeh u otkrivanju mikrokalcifikata i
njegove lose specifi¢nosti (34%). Medutim, vec je dobro utvrdeno da ultrazvuk
takoder daje vrijedne informacije o prirodi i opsegu ¢vrstih masa i ostalih lezija
dojke (19).

U nastojanju za prevladavanje ograni¢enja mamografije i ultrazvuka, MRI je
istrazen kao model za otkrivanje karcinoma dojke kod Zena visokog rizika i
mladih Zzena. Nadeno je kako kombinacija T1, T2 i 3-D kontrastno pojacanih
MRI tehnika ima visoku osjetljivost (priblizno 86-100% u kombinaciji s
mamografijom i klinickim pregledom dojke) na zlo¢udne promjene u dojci
(19).

Koristenjem Sirokog raspona oznacenih metabolita (npr. fluorirana glukoza
[18 FDG]), PET (positron emission tomography) moze otkriti promjene u
metabolickoj aktivnosti, vaskularizaciji, potrosnji kisika i statusu receptora

tumora. Kad se PET kombinira s racunalnom tomografijom (CT) radi
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pomaganja u anatomskoj lokalizaciji (PET-CT), skeniranjem se mogu utvrditi

aksilarne i neaksilarne metastaze na limfnim ¢vorovima (19).

Za novodijagnosticiran tumor dojke, preporucuje se dijagnosticki pristup
pomocu biopsije iglom Sireg lumena. Ovaj pristup moze umanjiti potrebu za
operativhom intervencijom i pruziti preciznu patolosku dijagnozu za
odgovarajuce lijeCenje. Ekscizijska biopsija, kao pocetni operativni pristup,

pokazala je da povecava stopu pozitivnih margina (19).

1.3.4. KLASIFIKACIJA KARCINOMA DOJKE

Nakon definiranja T (procjena primarnog tumora), N (stanje regionalnih
c¢vorova) i M (prisutnost udaljenih metastaza) statusa (Tablica 2), moze se
definirati stadij bolesti. RazliCiti stadiji bolesti mogu se definirati prema
razli¢itoj vjerojatnosti izljeCenja. Visi stadij utjeCe na manju vjerojatnost

izljeCenja od raka dojke (16).

Tablica 2. TNM klasifikacija raka dojke i pridruzeni stadiji. Tablica preuzeta iz (19).

Tis (DCIS) | Duktalni karcinom in situ

Tis (Paget) Pagetova bolest tira,davice nepovezana s invazivnim karcinomom
i/ili DCIS u podlezecem parenhimu

T1 Tumor <20 mm u najveéem promjeru

Timi Tumor <1 nm u najveem promjeru

T1la Tumor >1 mm, ali £5 mm u najvecem promjeru

T1ib Tumor >5 mm, ali <10 mm u najvec¢em promjeru

Tlc Tumor >10 mm, ali <20 mm u najveéem promjeru

T2 Tumor >20 mm, ali <50 mm u najveéem promjeru

T3 Tumor >50 mm u najveéem promjeru
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Tumor bilo koje veliine s direktnom invazijom stijenke prsnog

T4 kosa i/ili koze (ulceracija ili makroskopski kozni ¢vorovi)
Ekstenzija tumora na stijenku prsnog kosa; invazija ili adherencija

T4a pektoralnog misica u odsutnosti invazije struktura stijenke prsnog
kosa ne kvalificira se kao T4
Ulceracija i/ili ipsilateralni makroskopski satelitski ¢vor i/ili edem

T4b (ukljucujudi ,peau d “orange"“) koze, koji ne ukljucuje kriterije
inflamiranog karcinoma

T4c Prisutni kriteriji T4a i T4b

T4d Inflamirani karcinom

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

N0 Nije se identificiralo metastaza u limfnim ¢vorovima ni ITC (isolated
tumour cells)

NO (i+) Samo ITCs (nakupine malignih stanica ne vec¢e od 0,2 mm) u
regionalnim limfnim ¢vorovima

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

N1imi Mikrometastaze (>0,2 mm, ali <2,0 mm)

sl Metastaze u 1-3 aksilarna limfna ¢vora, najmanje 1 metastaza
>2,0 mm
Metastaza u ipsilateralne interne mamarne limfne ¢vorove Cuvare,

N1ib iskljucujudi ITC

Nic Nla i N1b

N2a Metastaza u 4-9 aksilarnih limfnih ¢vorova (najmanje 1 tumorski
depozit >2,0 mm)
Metastaze klinicki detektirane u internim mamarnim limfnim

N2b ¢vorovima, sa ili bez mikroskopske potvrde; s patoloski negativnim
aksilarni limfnim ¢vorovima
Metastaza u 10 ili viSe aksilarnih limfnim ¢vorova (najmanje 1

N3a tumorski depozit >2,0 mm) ili metastaza u infraklavikularne limfne

¢vorove (razina III aksilarnih limfnih ¢vorova)
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- N1la ili N2a u prisutnosti N2b (slikovnim metodama pozitivni interni
mamarni limfni ¢vorovi); ili N2a u prisutnosti N1b
N3c Metastaze u ipsilateralne supraklavikularne limfne ¢vorove
Bez klinickog ili radioloskog dokaza o postojanju metastaze, uz
MO (i+) prisutnost depozita tumorskih stanica <0,2 mm dokazanog
mikroskopski ili molekularnim metodama
Metastaza dokazana klinicki ili slikovnim metodama i/ili histoloski
M1 dokazana metastaza >0,2 mm

1.3.5. LIJECENIJE

Cilj lijeCenja definira se stupnjem prosSirenosti. Kod proSirenog - diseminiranog
karcinoma dojke svrha je osigurati maksimalno dug i kvalitetan Zivot, dok je

kod lokalnog karcinoma svrha izlijeciti bolesnika (16).

KirurSko lijeCenje invazivhog karcinoma dojke moZe se sastojati od
lumpektomije ili totalne mastektomije. Kod pacijenata s karcinomom dojke
koji imaju klinicki negativne ¢vorove, operacija obi¢no ukljucuje disekciju
sentinelnog limfnog ¢vora (Sentinel-lymph node - SLN) radi postavljanja aksile
(20). Operacija se smatra primarnim lijeCenjem raka dojke. Ciljevi
podrazumijevaju potpunu resekciju primarnog tumora, s negativhim
granicama kako bi se smanjio rizik od lokalnih recidiva, i patolosku fazu
stanicnog tumora i aksilarnih limfnih ¢vorova kako bi se pruzile potrebne
prognosti¢ke informacije. Dostupno je nekoliko razlic¢itih vrsta operacija (21).
Lumpektomija (djelomic¢na ili segmentektomija) definira se kao potpuna
kirurSka resekcija primarnog tumora s ciljem postizanja Siroko negativnih
margina (u idealnom slucaju 1cm). Moze se izvoditi palpacijskim navodenjem
ili slikovnim navodenjem i primjenjivo je kod vecine bolesnika s invazivnim
karcinomom I ili IT stupnja. Mastektomija ukljucuje potpuno uklanjanje dojke
(21).
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Adjuvantna terapija raka dojke osmisljena je za lijeCenje mikrometastatske
bolesti ili stanica karcinoma dojke koje su pobjegle iz dojke i regionalnih
limfnih ¢vorova, ali joS uvijek nisu utvrdene metastaze koje se mogu
identificirati (22). LijeCenje je usmjereno na smanjenje rizika od buducih
recidiva, ¢ime se smanjuje smrtnost od raka dojke. Ovisno o modelu
smanjenja rizika, procijenjeno je kako adjuvantna terapija smanjuje smrtnost
i to za 35-72% (20). Sredstva koja se koriste u adjuvantnoj sustavnoj terapiji
raka dojke su: taksani, antraciklini, pertuzumab, transtuzumab, tamoksifen i

aromatazni inhibitori (22).

Svaka bolesnica s karcinomom dojke koja ima pozitivan nalaz na estrogenske
ili progesteronske receptore, upucuje se na adjuvantnu hormonsku terapiju
(16). Hormonski tretmani djeluju na smanjenje sposobnosti estrogena da
stimulira postoje¢ce mikrometastaze ili miruju¢e stanice karcinoma.
Adjuvantna hormonska terapija moze smanjiti relativni rizik od daljnjeg,
ipsilateralnog i kontralateralnog recidiva raka dojke do 50% kod tumora s
visokom ekspresijom ER. Endokrine terapije odobrene od strane FDA za
adjuvantno lijecenje raka dojke ukljucuju tamoksifen i inhibitore aromataze
(letrozol, anastrozol i egzemestan). Tamoksifen je selektivni estrogenski
receptor modulator (SERM) koji se veze i inhibira signalizaciju estrogenskih
receptora u dojci. Tamoksifen ima ER-stimulirajuée djelovanje na ostala tkiva,
Sto ima i korisne i Stetne posljedice, u kosti stimulacija rezultira ouvanjem
koStane gustoce, a u endometriju dovodi do 2-4 puta poveéanog rizika od

raka endometrija (22).

Razlog za grupiranje lokalno uznapredovalog karcinoma dojke (locally
advanced breast cancer - LABC) s upalnim karcinomom dojke (IBC) je taj Sto
obje bolesti imaju malu ili nikakvu Sansu za izlje¢enje od samo lokalne terapije
i stoga se smatraju neoperabilnima. Definicija lokalno uznapredovale bolesti
sada se prosSirila i uklju¢uje bolesnike koji su operirani, ali imaju velike

primarne tumore (>5 cm). FDA je odobrila pertuzumab za neoadjuvantno
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lijeCenje u kombinaciji s transtuzumabom i docetakselom za pacijente s
pozitivnim na HER2, lokalno uznapredovalim, upalnim ili ranom fazom
karcinoma dojke (promjerom vec¢im od 2 cm ili pozitivnhim ¢vorovima). Prema
smjernicama Americkog drustva za klinicku onkologiju (American Society of
Clinical Oncology - ASCO) zasnovanim na dokazima, lijekovi transtuzumab,
pertuzumab i taksan koji reguliraju HER2, trebali bi se koristiti kao terapija
prve linije za pacijente s uznapredovalim HER2-pozitivhim karcinomom dojke
(osim u bolesnika s kontraindikacijama za taksane). Bolesnici s LABC ili IBC s
klinicki pozitivnim ¢vorovima trebaju proci biopsiju sentinelnih limfnih ¢vorova

prije nego Sto zapocnu s lije¢enjem (20).

U lijecenju karcinoma dojke u ranom stadiju postize se znatan napredak, ali
mnoge Zene i dalje razvijaju metastaze. Pored toga, 5-10% pacijenata s
karcinomom dojke ima metastatsku bolest. Iako se lijeCenje metastatskog
karcinoma dojke i dalje poboljSava, jos uvijek ne postoji lijek nakon Sto se
razviju udaljenje metastaze. Povremeno pacijentice s metastatskim
karcinomom dojke imaju koristi od kirurske resekcije za izolirani recidiv.
Metastatskom karcinomu dojke mora se pristupiti sistematski, tako da
terapijski u€inak doseze sva mjesta bolesti. Postoje dvije glavne intervencije:

hormonska terapija i kemoterapija (20).

Za lijeCenje trostruko negativnih tumora (jedina opcija) te za sve ostale

tumore primjenjuje se kemoterapija (16).

1.4. KAPARE (Capparis spinosa L.)

Ljekovite biljke su se koristile kao terapijska sredstva za lijeCenje raznih
bolesti od davnina. Kao takve, imaju efekt za promicanje zdravlja te sadrze

bioaktivhe komponente. Prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji, 80%
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svjetske populacije uglavhom se oslanja na tradicionalnu medicinu (23).
Ljekovite biljke su poznate kao vazan izvor bioaktivnih prirodnih produkata
kao sSto su fenoli i flavonoidi. Pored toga, postoje razliciti biljni pripravci koji
imaju povoljne ucinke na ljudsko zdravlje. S obzirom na visoku ucinkovitost i
niske Stetne ucinke ljekovitih biljaka i njihovih bioaktivnih sastojaka, mogle bi
posluziti kao vazna alternativna terapija za lijeCenje razliCitih ljudskih bolesti,
ukljucujuéi kardiovaskularne bolesti, neurodegenerativhe bolesti i mnoge
druge (24).

C. spinosa jedna je od najvaznijih ekonomskih vrsta u obitelji Capparidaceae
koja ima Sirok spektar raznolikosti (40-50 rodova i 700-900 vrsta). Poznato
je kako su Capparidaceae usko povezane s obitelji Brassicaceae koja je bogata

glukozinolatima i flavonoidima (23).

Kapare su polegnuti grm, a pri dnu imaju rasirene, vise¢e grane duge 0,3-1
m i okomitim korijenom. Naizmjenicni, zeleni listovi mogu biti pomalo
mesnati, okruglasti su do elipti¢ni, ostri i pretezno s jednom uocljivom bodljom
na vrhu (naziv vrste, od lat. spinosa = trnovita), goli ili katkada dlakavi, a na
licu sjajni. Krupan (promjera 4-5 cm) cvijet (Slika 9a) je dvospolan, mirisan,
smjesten na dugoj stapci u pazuscu lista i sastavljen od Ccetiri bijele ili
ruzicastoljubicaste latice te Cetiri bijela lapa koja su sli¢na laticama. Ruzicasti
ili bijeli prasnici su mnogobrojni (60-100). Period cvata je od travnja do rujna.
Plod (Slika 9b) je crvenkasta boba jajastog oblika na dugoj drsci, s puno

bubrezastih i crvenkastih sjemenki (25).

Kapari pogoduju mjesta koja su izloZzena suncu i zasti¢ena od jakih vjetrova,
ne visim od 60 metara nadmorske visine. Raste samoniklo na zaklonjenim
mjestima po zidinama rusevina. Rasprostranjena je na raznim podrucjima

poput Sredozemlja, Kanarskih Otoka, Jugozapadne Azije (25).
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Slika 9. Kapara (Capparis spinosa L.). Na slikama su prikazani a) cvijet b) plod.
Slika preuzeta iz (26).

Carstvo: Plantae

Podcarstvo: Tracheophyta, vaskularne biljke
Koljeno: Spermatophyta, sjemenjace
Potkoljeno: Magnoliophyta, kritosjemenjace
Razred: Magnoliopsida, dvosupnice

Red: Brassicae

Porodica: Capparidaceae

Rod: Capparis L.

Vrsta: Capparis spinosa L. (27)

1.4.1. FITOKEMIJSKA SVOISTVA KAPARE

Bududi da kapara ima nekoliko pozitivnih u¢inaka na ljudske bolesti, kemijske
i bioaktivnhe komponente biljke C. spinosa u zadnje vrijeme su proucavane u
raznim analitickim studijima. Opcéenito, C. spinosa ima Sirok spektar
bioaktivnih spojeva poput alkaloida, flavonoida, steroida, terpenoida (23).
Takoder, kapare sadrze sastojke kao Sto su hlapljivo ulje, ligande Secera i

glukozne izotiocijanate (28).

Budué¢i da je C. spinosa bogata flavonoidima, mnoga su istrazivanja

identificirala i kvantificirala flavonoide pronadene u C. spinosa. Flavonoidi su
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hidroksilirani fenolni spojevi i nalaze se u biljkama. Flavonoidi imaju kostur od
15 ugljika, koji se sastoji od dva benzenska prstena i heterociklickog piranskog
prstena. Flavonoidi se mogu podijeliti u nekoliko skupina na temelju njihovih
struktura kao sto su flavoni, flavonoli, flavanoni, izoflavonoidi i drugi (23).
Zbog razlicitih farmakoloskih ucinaka, od antidijabetic¢kih i protuupalnih do
protukancerogenih, flavonoidi su medu najbolje proucavanim prirodnim
spojevima. Razne flavonoidne podskupine zastupljene su u C. spinosa. Jedan
od najzastupljenijih flavonoida u prirodi, kvercetin (Slika 10a), izoliran je iz
pupova biljke, dok su razliCiti derivati njegovih glikozida identificirani u
plodovima i drugim dijelovima biljke. Najzastupljeniji flavonoid, kako u
pupovima, tako i u plodovima, je rutin (Slika 10a). Dva dimerna flavonoida
koja su karakteristicna za Ginko bilobu takoder su pronadena u C. spinosa
(Slika 10b) (24).

H[i_. ..‘;:._h].;- m.I.;- S RD]#;-L['__Q[I:"#[H]#J*[ .;]
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Slika 10. Kemijske strukture flavonoida u C. spinosa. a) Struktura u kojoj
Ri=R>=H prikazuje kvercetin, a kada je Ri=H, Ry=rutin. b) Struktura prikazuje dva

dimerna flavonoida iz Ginka bilobe. Slika preuzeta iz (24).

Alkaloidi su raznolika skupina sekundarnih prirodnih metabolita koji u svojoj
strukturi sadrze jedan ili viSe atoma dusika. Medu raznim alkaloidima
izoliranim iz C. spinosa do sada je nova tetrahidrokinolinska Kkiselina iz

stabljika i plodova biljke (Slika 11a). Zapravo se ovaj spoj moze smatrati
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novom aminokiselinom jer sadrzi ugljikov kostur koji nosi amino i karboksilne
skupine. Druga modificirana aminokiselina ili alkaloid je izoliran iz voc¢a (Slika
11b). Plodovi kapare takoder daju visoko polarne, u vodi topive alkaloide (24).

O
a) gooK b)

M ] T i
H a

Slika 11. Kemijske strukture alkaloida u C. spinosa. Slika preuzeta iz (24).

Glukozinolati su skupina prirodnih spojeva koji sadrze derivate glukoze i
aminokiselina. Strukturno su gradeni od spojeva s jedinstvenim sumpornim i
dusikovim funkcionalnim skupinama, dajudi biljkama karakteristicne mirise i
bioloSke aktivnosti (Slika 12). Jedna od najvaznijih znacajki glukozinolata u
biljaka je njihova sposobnost da stvore mnostvo sekundarnih metabolita,
prvenstveno zbog aktivnosti enzima mirozinaze. Izolirani spojevi iz C. spinosa
ukljucuju bioloski aktivhe spojeve male molekulske mase kao Sto su butil i
izopropil izotiocijanati (Slika 13a) i indol-3 acetonitril glikozid (Slika 13b).
Butilizotiocijanat i izopropil-izotiocijanat su dva glavna spoja u ulju ploda i
korijena (24).
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Slika 12. Kemijske strukture glukozinolata iz C. spinosa. Slika preuzeta iz (24).

Slika 13. Kemijske strukture izotiocijanata i indol-3 acetonitril glikozida iz
C. spinosa. a) Gdje je R=butil, prikazana je struktura butil izotiocijanata, a
R=izopropil, struktura je izopropil izotiocijanat. b) Prikazana je struktura indol-3

acetonitril glikozida. Slika preuzeta iz (24).

1.4.2. FARMAKOLOSKI UCINCI KAPARE

Do sada je bilo mnogo znanstvenih dokaza koji pokazuju da kapara ima
razlicite farmakoloSke ucinke, ukljucujuci antioksidativhe, antimikrobne,

antikancerogene i hepatoprotektivne (24).
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Hidrodestilirano eteri¢no ulje iz liS¢a i cvjetnih pupova kapare i vodena infuzija
pripremljena s istim, ispitivane su na antikancerogeni potencijal na HT-29
stanicama humanog kolorektalnog adenokarcinoma. Sastavom esencijalnog
ulja dominirao je metil izotiocijanat, proizvod nastao razgradnjom
glukokaparina, dok je vodena infuzija bila dobar izvor flavonoida poznatih po
antiproliferativnim ucincima na stanice raka debelog crijeva. Esencijalno ulje
i vodena infuzija vrSe smanjenje vremenske i dozne reakcije proliferacije HT-
29 stanica, pri ¢emu prva pokazuje nesto nizu aktivnost od druge (44,3%
inhibicije nakon 72 sata nasuprot 54,4%). Takoder su proucavani ucinci na
aktivaciju nuklearnog faktora kappa B (NF-kB). Eteri¢no ulje i vodena infuzija
pokazale su ucinak ovisan o dozi na aktivhost NF-kB, s tim da je drugi opet
bio aktivniji od prvog. Esencijalno ulje i vodena infuzija kapara induciraju
zaustavljanje G2 faze mitoze na nacin koji ovisi o dozi. Dokazano je kako oba
produkta kapara pokazuju citostaticke, a ne citotoksi¢ne ucinke na stanice HT-
29 (24).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj ovog rada je ispitati citotoksi¢no djelovanje kapara (Capparis spinosa L.)
na stanicne linije humanih karcinoma. Hipoteza potencijalne citotoksic¢ne
aktivnosti ispitat ¢e se na humanim karcinomskim stanicama mokracnog
mjehura (T24) i humanim karcinomskim stanicama dojke (MDA-MB-231).
Metoda istrazivanja ovog rada je MTT test koji se provodi na navedenim

stani¢nim linijama.
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3. MATERIJALI I METODE

3.1. STANICNE LINIJE

In vitro ispitivanje citotoksi¢nog djelovanja kapara (Capparis spinosa L.) na

humanim karcinomskim stanicama T24 i MDA-MB-231. Tablice (Tablica 3 i 4)

prikazuju obiljezja navedenih stanic¢nih linija.

Tablica 3. Obiljezja T24 stanic¢ne linije. Tablica preuzeta iz (29).

Organizam

Homo sapiens, ¢ovijek

Tkivo

mokraéni mjehur

Format proizvoda smrznuto
Morfologija epitelna
Obiljezja kulture adherentna

Bolest karcinom prijelaznih stanica
Spol zenski

Dob 81 godina

Etnicka pripadnost bijele rase

Primjena

pogodan domacin za transfekciju

Uvjeti pohrane

tekuci dusik

Tablica 4. Obiljezja MDA-MB-231 stanicne linije. Tablica preuzeta iz (30).

Organizam

Homo sapiens, c¢ovjek

mlijeCna zlijezda / dojka; izvedena iz

Tkivo _ o
metastatskog mjesta: pleuralni izljev

Stanicni tip epitelna

Format proizvoda smrznuto
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Morfologija epitelna

Obiljezja kulture adherenta

Bolest adenokarcinom

Spol Zenski

Dob 51 godina

Etnicka pripadnost bijele rase

Primjena pogodan domacin za transfekciju
Uvjeti pohrane tekuci dusik

3.1.1. POSTUPAK

Stanicne linije uzgojene su u Dulbecco "sModifiedEagleMedium (DMEM) mediju
u vlaznom inkubatoru (Slika 14) na 37°C uz 5% CO2 nakon odmrzavanja.
Aminokiseline, minerali i govedi serum (FBS) su hranjive tvari koje su
potrebne za uzgoj stanice i koje su sadrzane u DMEM mediju. Takoder,
sadrzava antibiotike i Red fenol indikator (promjena boje u zuto odnosi se na

potrebu za promjenom medija).

Stanice adherirane na podlozi, nakon Sto se uklonio DMEM, tretiraju se
enzimom koji cijepa peptidne veze, tripsinom i time se omogucuje njihovo

odvajanje od podloge i presadivanje.

Postupak brojanja stanica vrSi se tako da se 10 pl stanica pomijesa s 90 pl
Trypan Blue boje koja oboji mrtve stanice. Time je omoguceno brojenje zivih
stanica koje nisu obojene. Jednak broj stanica presaduje se u 96 jazica u 3

replikata i ostave se preko noci kako bi se prihvatile za podlogu.

Sljededi korak je tretiranje stanica karcinoma prethodno pripremljenim
otopinama ekstrakta iz Capparis spinosa L. u koncentracijama 1 pg/mL, 5
Hg/mL, 10 ug/mL, 50 pg/mLi 100 pg/mL tijekom 4, 24, 48 i 72 sata. Tri jazice

ostavljene u samom mediju predstavljaju kontrolu.
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Slika 14. Za uzgoj stanica koristi se vlazni inkubator . Slika preuzeta iz (31).

3.2. UZORCI

Za ispitivanje citotoksi¢nosti na humanim karcinomskim stanicama koristeno
je 5 uzoraka tj. 2 uzorka pri ¢emu je jedan od uzoraka imao dva, a drugi tri
nacina izolacije. Koristene su kapare (Capparis spinosa L.) iz Splita i Braca.

Svi uzorci su pripremljeni u koncentraciji 10 mg/mL (Tablica 5).

Tablica 5. Uzorci i njihova priprema.

METODA MASA | VOLUMEN KONCENTRACIJA
UZORAK
IZOLACIJE (mg) | (HL) (mg/mL)
Mikrovalna
Kapare Split L 0,49 |49 10
destilacija
(Capparis spinosa
Mikrovalna
L. ) N 0,36 36 10
ekstrakcija
Clevenger 3,2 320 10
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5 Mikrovalna
Kapare Brac o 0,29 29 10
destilacija
(Capparis spinosa
Mikrovalna
L.) N 0,08 8 10
ekstrakcija

Zbog nedovoljne koli¢ine pojedinih uzoraka, u ispitivanju citotoksi¢nosti nije
bilo moguce od svakog uzorka pripraviti otopine koncentracije od 1 ug/mL, 5
Hg/mL, 10 pg/mL, 50 pg/mL i 100 pug/mL (Tablica 6).

Tablica 6. Koncentracije otopina: KSD - kapare Split, mikrovalna destilacija; KSE -
kapare Split, mikrovalna ekstrakcija; KBC - kapare Brac, Clevenger; KBD - kapare

Brac, mikrovalna destilacija; KBE - kapare Brac¢, mikrovalna ekstrakcija.

KONCENTRACIJE
UZORCI 1 pg/mL 5 pg/mL 10 yg/mL | 50 pg/mL | 100 pg/mL
KSD + + + + +
KSE - + + + +
KBC + + + + +
KBD - + + + +
KBE - - + + +

3.2.1. METODE IZOLACIJE

3.2.1.1. Mikrovalna ekstrakcija
Za mikrovalnu ekstrakciju koristi se aparatura koja je sastavljena od dva dijela
Sto omogucava dvije vrste izolacije biljnog sadrzaja. Biljni materijal kapare
(Split i Bra¢) je obraden na oba nacina, mikrovalnom destilacijom i

mikrovalnom ekstrakcijom.
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Prikazana aparatura (Slika 15) omogucava izolaciju aroma (engl. flavour).
Ovdje je sluc¢aj mikrovalne ekstrakcije bez dodatka organskog otapala. Uz
pomoc¢ mikrovalova i djelovanjem gravitacijske sile, u ¢asi postavljenoj na dnu
aparature, sakuplja se ekstrakt. Uvjeti za mikrovalnu ekstrakciju su snaga od

500 W i temperatura 98°C u trajanju od 35 minuta.

Slika 15. Mikrovalna ekstrakcija uz gravitacijsku silu.

Po zavrSetku ekstrakcije, dobiveni ekstrakt se prelije u lijevak za odjeljivanje
te se ekstrahira s 3 puta po 10 mL diklormetana (Slika 16). Diklormetanski
sloj se odvoji, ispusti preko pipca te susSi bezvodnim natrijevim sulfatom.
Konacni ekstrakt prebaci se u prethodno izvaganu bocdicu, a visak organskog

otapala otkloni se uparivanjem u struji dusika.

Slika 16. Obrada ekstrakta nakon mikrovalne ekstrakcije.
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3.2.1.2. Mikrovalna destilacija
Prikazana aparatura (Slika 17) omogucava izolaciju hlapljivih spojeva (engl.
fragrance). Radi se o procesu mikrovalne destilacije. Za razliku od
hidrodestilacije, destilacija potpomognuta mikrovalovima ima znatno krace

vrijeme destilacije i nema upotrebe organskog otapala.

Slika 17. Uredaj za mikrovalnu destilaciju.

U staklenu posudu stavi se usitnjeni biljni materijal nakon ¢ega se posuda
zatvori poklopcem. Sustav za refluks i hladilo povezu se na posudu. Voda se
puni u desnoj vertikalnoj cijevi. Voda sluzi kao medij u kojem dolazi do
prikupljanja hlapljivih spojeva koji ¢e se zavrSetkom destilacije odvojiti uz
pomo¢ pentana. Uvjeti izvodenja destilacije su snaga od 500 W, temperatura
98°C u vremenskom trajanju od 35 minuta. Po zavrsSetku destilacije, sloj
pentana i hlapljivih spojeva odvaja se propipetom i prebacuje u Cistu ¢asu, a
ostatak vode ispusta se preko pipca. Sadrzaj u casi susi se s bezvodnim
natrijevim sulfatom u slucaju prisutnosti zaostale vode. Destilat se prebacuje
u bocicu koja je prethodno izvagana, a dio organskog otapala koji je zaostao

u uzorku uklanja se uparivacem u struji dusika.
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3.2.1.3. Hidrodestilacija
Klasi¢na hidrodestilacija provedena je na uzorcima biljnog materijala kapare
Brac. Hidrodestilacija (Slika 18) biljnog materijala se odvijala u aparaturi po
Clevengeru u trajanju od 2,5 sata. Kao trap koristena je smjesa organskih
otapala pentana i dietiletera u omjeru 3:1 (6 mL + 2mL). Voda i biljni uzorak
u tikvici se zagrijavaju pomocu plamenika do tocke vrenja, kada pocinje
isparavanje. Vodena para i eteri¢na ulja isparavaju, podizu se i ulaze u sustav
cijevi aparature. U dijelu aparature s hladionikom vodena para i pare eteri¢nog
ulja se hlade, kondenziraju i prelaze u tekuce stanje. Destilat (eteri¢no ulje) i
voda (hidrolat - voda u kojoj se nalaze otopljene bioaktivne tvari koje su
topive u vodi) se nakupljaju u radijalnom dijelu cijevi (kruskica) gdje se i
razdvajaju na osnovu razlike u specificnoj masi. IspusStanjem vode iz
aparature pomocu trostranog pipca, destilat se dovodi u kapilaru za ocitovanje

kolic¢ine.

Slika 18. Hidrodestilacija u aparaturi po Clevengeru.
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3.3. TEST CITOTOKSICNE AKTIVNOSTI

MTT metoda koristi se za mjerenje stani¢cnog metabolizma koji odreduje
stani¢nu zivost i proliferaciju. Redukcija zutog tetrazolina MTT (3-(4,5-
dimetiltiazolid-2)-2,5-difeniltetrazolin bromid) odvija se u metabolicki
aktivnim stanicama. Mrtve tj. metaboliCki neaktivne stanice ne vezu MTT pa
se MTT test koristi za odredivanje postotka metabolicki aktivnih stanica nakon
Sto su izlozene ekstraktu biljaka. MTT pretvara se u formazan, ljubicasto
obojen spoj, nakon reakcije s metabolicki aktivnim stanicama. Gubitak
sposobnosti pretvorbe MTT-a dogodi se kada stanice umru. U mehanizam
pretvorbe MTT-a vjerojatno je uklju¢ena reakcija s NADH-om koji je zaduzen
za prijenos elektrone do MTT-a. Spektrofotometrija se koristi za mjerenje
rezultirajuceg intracelularnog ljubi¢astog formazana. Novonastali ljubiasti
spoj potrebno je otopiti u otopini dimetilsulfoksida (DMSO) kako bi se mogla
ocitati njegova apsorbancija. MTT se ispire nakon jednog sata i dodaje se
dimetilsulfoksid (Slika 19). Plocice se inkubiraju u vremenu od 10 min na 37°C

uz treskanje. Apsorbancija se mjeri na 570 nm (2).

Pokazatelj citotoksi¢ne aktivnosti je omjer apsorbancija stanica koje su

tretirane otopinama kapara (Brac i Split) i onih stanica koje su netretirane.

Slika 19. Nakon dodavanja DMSO (dimetilsulfoksid) doslo je do ljubic¢astog obojenja.
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3.4. STATISTICKA ANALIZA

Za statisticku analizu koristen je t-test nejednakih varijanci koristeci statisticki
program GraphPad Prism 7.0 (San Diego, CA, SAD) sa statistickom
znacajnos¢u P < 0.05. Izracunavanje IC50 vrijednosti je takoder provedeno
pomocu GraphPad programa, normalizacijom podataka pomocu tri neovisna

mjerenja netretiranih kontrolnih uzoraka.
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4. REZULTATI

Empirijska obrada:

Kao ogranicenje ovog istrazivanja uzima se mala serija podataka.

4.1. KARCINOM MOKRACNOG MJEHURA - STANICNA
LINIJA T24

4.1.1. EKSTRAKT KAPARE (Capparis spinosa L.) IZ SPLITA IZOLIRAN
MIKROVALNOM DESTILACIIOM
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Capparis spinosa L. microwave destilation

T24 4h  24h 48h 72h

IC50 nd 81,35 nd 35,16

Slika 20. Citotoksicni ucinak uzorka kapare iz Splita izolirane mikrovalnom

destilacijom na T24 stanic¢nu liniju.
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Kapare iz Splita izolirane mikrovalnom destilacijom ostvaruju slab citotoksic¢ni ucinak
pri svim koncentracijama nakon 24h inkubacije. Medutim, vidljiv je znacajan
citotoksic¢ni ucinak pri koncentraciji 50 pg/mL i 100 pg/mL u inkubaciji od 72h (IC50
vrijednost 35,16 pg/mL). ¢, P vrijednost < 0,001.

4.1.2. EKSTRAKT KAPARE (Capparis spinosa L.) 1Z SPLITA IZOLIRAN
MIKROVALNOM EKSTRAKCIIOM
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Capparis spinosa L. microwave extraction

T24 4h 24h 48h 72h
IC50 nd nd nd 41,54

Slika 21. Citotoksicni ucinak uzorka kapare iz Splita izolirane mikrovalnom

ekstrakcijom na T24 stanicnu liniju.

Kapare iz Splita izolirane mikrovalnom ekstrakcijom ne pokazuju citotoksi¢ni ucinak
tj. pri koncentracijama 1 pg/mL, 10 pg/mL i 50 pg/mL u vremenima inkubacije od 4,
24 i 48 sati citotoksicni ucinak nije bilo mogude definirati. Pri koncentraciji 50 pg/mL
nakon 72h inkubacije vidljivo je smanjenje broja metabolicki aktivnih stanica (IC50
vrijednost 41,54 pg/mL). b, P vrijednost < 0,01; c, P vrijednost < 0,001.
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4.1.3. EKSTRAKT KAPARE (Capparis spinosa L.) S BRACA IZOLIRAN PO
CLEVENGERU

Cell line T24 4h

10017 Y . 24h
. W 48h

b b b 72h

% of metabolically active cells
1<)
i
-

Capparis spinosa L., Brac, Clevenger

T24 4h 24h 48h 72h
IC50 96,6 40,68 17,11 6,038
Slika 22. Citotoksicni ucinak uzorka kapare s Braca izolirane

hidrodestilacijom pomocu Clevenger aparature na T24 stanicnu liniju.

Kapare s Braca izolirane hidrodestilacijom pomocu Clevenger aparature pokazuju
znacajan citotoksicni ucinak pri koncentracijama od 50 pg/mL i 100 pg/mL nakon 4,
24, 48 i 72 sata inkubacije. IC50 vrijednost za 4h iznosila je 96,6 pg/mL, za 24h
40,68 pg/mL, za 48h 17,11 pg/mL te za 72h 6,038 pg/mL. b, P vrijednost < 0,01; c,
P vrijednost < 0,001.
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4.1.4, EKSTRAKT KAPARE (Capparis spinosa L.) S BRACA IZOLIRAN
MIKROVALNOM DESTILACIIOM
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Capparis spinosa L., Bra¢, microwave destilation

T24 4h 24h 48h 72h
IC50 nd 16,15 15,18 5,948

Slika 23. Citotoksicni ucCinak uzorka kapare s Braca izolirane mikrovalnom

destilacijom na T24 stanic¢nu liniju.

Izolacija mikrovalnom destilacijom kapare s Braca ostvaruje znacajan citotoksicni
ucinak pri koncentraciji 50 pg/mL vec pri inkubaciji od 24 sata. Broj metabolickih
stanica znatno se smanjuje daljnjom inkubacijom u vremenskom razdoblju od 48 i
72 sata. IC50 vrijednost za 24h iznosila je 16,15 pg/mL, za 48h 15,18 ug/mL te za
72h 5,948 ug/mL. b, P vrijednost < 0,01; ¢, P vrijednost < 0,001.
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4.1.5. EKSTRAKT KAPARE (Capparis spinosa L.) S BRACA IZOLIRAN
MIKROVALNOM EKSTRAKCIJOM
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Capparis spinosa L., Brac, microwave extraction

T24 4h 24h 48h 72h
IC50 9,155 6,062 7,217 6,345

Slika 24. Citotoksicni ucinak uzorka kapare s Braca izolirane mikrovalnom

ekstrakcijom na T24 stanicnu liniju.

Kapare s Braca izolirane mikrovalnom ekstrakcijom pokazuju citotoksi¢ni ucinak pri
malim koncentracijama, odnosno pri koncentraciji 5 pug/mL nakon 24h inkubacije.
IC50 vrijednost za 4h iznosila je 9,155 pg/mL, za 24h 6,062 pg/mL, za 48h 7,217
Mg/mL te za 72h 6,345 ug/mL. b, P vrijednost < 0,01; ¢, P vrijednost < 0,001.
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4.2. KARCINOM DOJKE - STANICNA LINIJA MDA-MB-231

4.2.1. EKSTRAKT KAPARE (Capparis spinosa L.) IZ SPLITA IZOLIRAN
MIKROVALNOM DESTILACIJOM

Cell line MDA-MB-231
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Capparis spinosa L. microwave destilation
MDA-MB-231 4h 24h 48h 72h
IC50 nd 65,68 29,67 23,58

Slika 25. Citotoksicni ucinak uzorka kapare iz Splita izolirane mikrovalnom

destilacijom na MDA-MB-231 stanicnu liniju.

Kapare iz Splita izolirane mikrovalnom destilacijom ostvaruju znacajan citotoksicni
ucinak na stani¢nu liniju MDA-MB-231 pri koncentracijama 50 pg/mL i 100 pg/mL
nakon 24h inkubacije. Broj metabolicki aktivnih stanica daljnjom inkubacijom pri
navedenim koncentracijama nastavlja se smanjivati. IC50 vrijednost za 24h iznosila
je 65,68 pg/mL, za 48h 29,67 ug/mL te za 72h 23,58 ug/mL. b, P vrijednost < 0,01;
¢, P vrijednost < 0,001.
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4.2.2. EKSTRAKT KAPARE (Capparis spinosa L.) IZ SPLITA IZOLIRAN
MIKROVALNOM EKSTRAKCIJOM

Cell line MDA-MB-231
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Capparis spinosa L. microwave extraction

MDA-MB-231 4h 24h 48h 72h

IC50 76,1 90,42 16,71 9,587

Slika 26. Citotoksicni ucinak uzorka kapare iz Splita izolirane mikrovalnom
ekstrakcijom na MDA-MB-231 stanicnu liniju.

Izolacija mikrovalnom ekstrakcijom kapara iz Splita ne ostvaruje znacajan
citotoksi¢ni ucinak pri koncentracijama 1 pg/mL, 10 pg/mL i 50 pg/mL pri 4h
inkubaciji. Inkubacijom u vremenskom razdoblju od 24h broj metabolicki aktivnih
stanica pri navedenim koncentracijama neocekivano se povecava. Pri
koncentracijama 10 pg/mL i 50 uyg/mL u vremenu inkubacije od 48 i 72 sata, broj
metabolicki aktivnih stanica se smanjuje. IC50 vrijednost za 4h iznosila je 76,1
pg/mL, za 24h 90,42 pg/mL, za 48h 16,71 pg/mL te za 72h 9,587 pg/mL. b, P
vrijednost < 0,01; ¢, P vrijednost < 0,001.

61



4.2.3. EKSTRAKT KAPARE (Capparis spinosa L.) S BRACA IZOLIRAN PO
CLEVENGERU

Cell line MDA-MB-231
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Capparis spinosa L., Brac, Clevenger
MDA-MB-231 4h 24h 48h 72h
IC50 nd 99,8 11,97 9,434

Slika 27. Citotoksicni ucinak uzorka kapare s Braca izolirane
hidrodestilacijom pomocu Clevenger aparature na MDA-MB-231 stanicnu
liniju.

Kapare s Braca izolirane hidrodestilacijom pomocu Clevenger aparature ne pokazuju
znacajan ucinak pri koncentracijama 1 pug/mL, 5 pg/mL, 50 pg/mL i 100 pg/mL 24h
inkubacijom. Medutim, vidljivo je smanjene metabolicki aktivnih stanica pri
navedenim koncentracijama inkubacijom u vremenskom razdoblju od 48 i 72 sata.
IC50 vrijednost za 24h iznosila je 99,8 pg/mL, za 48h 11,97 ug/mL te za 72h 9,434
Mg/mL. a, P vrijednost < 0,05; b, P vrijednost < 0,01; ¢, P vrijednost < 0,001.
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4.2.4, EKSTRAKT KAPARE (Capparis spinosa L.) S BRACA IZOLIRAN
MIKROVALNOM DESTILACIIOM

Cell line MDA-MB-231
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Capparis spinosa L., Brac, microwave destilation
MDA-MB-231 4h 24h 48h 72h
IC50 nd 50,18 8,345 8,739

Slika 28. Citotoksicni ucinak uzorka kapare s Braca izolirane mikrovalnom

destilacijom na MDA-MB-231 stanic¢nu liniju.

Kapare s Braca izolirane mikrovalnom destilacijom pokazuju slab citotoksi¢ni ucinak
pri svim koncentracijama nakon 24h inkubacije u odnosu na inkubacije od 48 i 72
sata gdje je vidljivo znacajno smanjenje broja metabolicki aktivnih stanica. IC50
vrijednost za 24h iznosila je 50,18 pg/mL, za 48h 8,345 pg/mL te za 72h 8,739
Mg/mL. b, P vrijednost < 0,01; ¢, P vrijednost < 0,001.
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4.2.5. EKSTRAKT KAPARE (Capparis spinosa L.) S BRACA IZOLIRAN
MIKROVALNOM EKSTRAKCIJOM

Cell line MDA-MB-231
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Capparis spinosa L., Braé, microwave extraction
MDA-MB-231 4h 24h 48h 72h

IC50 35,5 7,079 4,626 3,814

Slika 29. Citotoksicni ucinak uzorka kapare s Braca izolirane mikrovalnom
ekstrakcijom na MDA-MB-231 stanic¢nu liniju.

Kapare s BracCa izolirane mikrovalnom ekstrakcijom pokazuju znacajan pad
metabolicki aktivnih stanica pri koncentraciji od 1 ug/mL vec¢ nakon 4h inkubacije.
Daljnjom inkubacijom i poveéanjem koncentracije nastavlja opadati broja metabolicki
aktivnih stanica. IC50 vrijednost za 4h iznosila je 35,5 pg/mL, za 24h 7,079 pg/mL,
za 48h 4,626 ug/mL te za 72h 3,814 ug/mL. b, P vrijednost < 0,01; ¢, P vrijednost
< 0,001.
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5. RASPRAVA

Kroz nas zivot, zdrave stanice naseg tijela kontrolirano se dijele i zamjenjuju.
Karcinom zapocinje kada se stanica nekako promijeni tako da zapocne s
nekontroliranim dijeljenjem. Tumor je masa koja se sastoji od nakupine
abnormalnih stanica. Vedina karcinoma stvara tumore, ali nisu svi tumori
kancerogeni. Benigni ili nekancerogeni tumori ne Sire se na druge dijelove
tijela i ne stvaraju nove tumore. Maligni ili kancerogeni tumori istiskuju zdrave
stanice, uzrokuju ometanje tjelesnih funkcija te crpe hranjive tvari iz tjelesnih
tkiva (32). Karcinom je drugi vodedi uzrok smrti na globalnoj razini te se
procjenjuje 9,6 milijuna smrtnih sluCajeva u 2018. godini. Najcesci tip
karcinoma u muskaraca je karcinom pluca, prostate, debelog crijeva, a u Zena
karcinom dojke, kolorektalni, plu¢ni, cervikalni i karcinom Stitnjace. Problem
na globalnoj razini predstavlja Sto velik broj oboljelih od karcinoma nema
pristup pravovremenom uspostavljanju dijagnoze, a nakon toga i lijecenju. U
visokorazvijenim zemljama koje imaju razvijene zdravstvene sustave, stope
prezivljenja mnogih karcinoma poboljSavaju se zahvaljujuéi dostupnom ranom
otkrivanju, kvalitetnom lije¢enju i skrbi. Izbjegavanje odredenih Cimbenika
rizika moze pomodi u prevenciji karcinoma, stoga treba izbjegavati upotrebu
duhana, zdravo se hraniti i redovito vjezbati, ograniciti upotrebu alkohola,
smanjiti izlozenost ultraljubi¢astom zracenju itd. Ljudi u zemljama koje nisu

razvijene vjerojatnije ¢e razviti rak kroni¢nim infekcijama (33).

Karcinom mokraénog mjehura bio je deveti po ucestalosti zlo¢udnih bolesti u
svijetu, s 430000 novootkrivenih slucajeva svake godine. U Europi 2012.
godine procijenjeno je ukupno 118000 novih slucajeva i 52000 smrtnih
slucajeva. Velika prevalencija karcinoma mokraénog mjehura, zajedno s
njegovom ranjivosSc¢u na visestruke recidive dovodi do znacajnog opterecéenja

zdravstvenih usluga. Vedina karcinoma mokracnog mjehura pripada
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urotelnom karcinomu kao prevladavajuéi histoloski tip u zapadnoj Europi i
Sjedinjenim Americkim Drzavama. Karcinom plocastih stanica mokrac¢nog
mjehura ceséi je u Africi gdje su infekcije shistosomijazom zastupljenije.
Glavni ¢imbenici rizika za karcinom mokra¢nog mjehura ukljucuje pusenje
duhanskih proizvoda, industrijsku izlozenost potencijalnim kancerogenima
kao Sto su amini i ¢adava prasina, dugotrajno konzumiranje vode koja je

zagadena arsenom i obiteljska povijest podudarnih karcinoma (34).

Karcinom dojke bio je treéi najcesc¢i karcinom s procjenjeniih 1,7 milijuna
oboljelih u 2016. godini. Izazvao je 535000 smrtnih slucajeva kod zena i
10000 smrtnih sluc¢ajeva kod muskaraca, sto ga Cini petim vode¢im uzrokom
smrti od karcinoma za oba spola. Globalno, jedna od dvadeset zena tijekom
Zivota razvije karcinom dojke (35). Smanjenje incidencije raka dojke
vjerojatno c¢e zahtijevati populacijski pristup smanjenju izlozenosti
promjenjivim ¢imbenicima rizika i pristup precizne prevencije u prepoznavanju
Zzena s povecdanim rizikom i usmjeravanju na specifi¢ne terapije, poput lijekova

za smanjenje rizika (36).

Capparis spinosa jedna je od najrasprostranjenijih ljekovitih biljaka, koja
sadrzi Sirok spektar fitokemijskih sastojaka koji se upotrebljavaju u svijetu
kao lijek za mnoge ljudske bolesti. Mnoga istrazivanja potvrduju kako je

moguce inhibirati mnoge vrste karcinomskih stanica (37).

Flavonoidi su poznati kao najvela skupina prirodnih spojeva koji su snazni
antioksidansi i imaju istaknute ucinke u stanicnoj biologiji (npr. prikupljanje
slobodnih radikala i moguée spreCavanje njihove Stetne uloge u
karcinogenezi). Istrazivanja su pokazala kako flavonoidi imaju vazan ucinak u
spreCavanju genetskih mutacija koje u konacnici dovode do stvaranja
karcinoma. C.spinosa sadrzi obilnu koli¢inu flavonoida, to¢nije kvercetina koji
ima protuupalna, antikoagulativha, antibakterijska, antihipertenzijska

svojstva (38).
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U istrazivanju Moghadamnia i suradnika, MTT test je proveden na stani¢nim
linijama MCF7 (karcinom dojke), HelLA (karcinom grlica maternice) i Saos
(osteosarkom) tretiranim C. spinosa. Prema rezultatima, hidroalkoholni
ekstrakt bio je toksi¢an na tri stani¢ne linije, stoga se moze zakljuciti kako
ekstrakt C. spinosa moze sprijeciti rast karcinomskih stanica u niskim
koncentracijama. Prema istrazivanju, najbolja ucinkovita doza lijeka za
stanice karcinoma u usporedbi s normalnim stanicama bila je 250 pg/mL
nakon 72 sata (Slika 30). Visok postotak odrzivosti stanica karcinoma
pokazuje kako je 1000 pg/mL, 500 pug/mL i 250 ug/mL ekstrakta C. spinosa
imalo minimalni ucinak na zdrave stanice. U ovom istrazivanju pokazano je
kako C. spinosa sadrzi nehlapljive spojeve koji potencijalno mogu igrati vaznu
ulogu u prevenciji karcinoma dojke i grliéa maternice, inhibirajuci proliferaciju
stanica karcinoma njihovih tkiva. Kao dominantan spoj otkriven je kvercetin.
Ovim istrazivanjem zabiljezeno  je antikancerogeno djelovanje

hidroalkoholnog ekstrakta C. spinosa, kao dobrog izvora flavonoida (38).
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Slika 30. Postotak metabolicki aktivnih stanica odreden MTT testom za (A) Hela, (B)
MCF7 (C) Saos i (D) stanicne linije fibroblasta nakon tretmana razlicitim
koncentracijama ekstrakta kapare (Capparis spinosa). Slika preuzeta iz (38).
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U istrazivanju Kulisic-Bilusic i suradnika, uCinak etericnog ulja kapare i vodene
infuzije na proliferaciju stanica raka HT-29 (adenokarcinom debelog crijeva)
istrazen je pomocu MTT testa. Antiproliferativni ucinak prac¢en je nakon 15 i
72 sata inkubacije. Etericno ulje i vodena infuzija kapara utjecali su na
smanjenje proliferacije stanica HT-29 u vremensko-doznoj ovisnosti. Vodena
infuzija kapara pokazala je veci antiproliferativni ucinak na stanice HT-29 od
eteri¢nog ulja kapara nakon 15 sati i nakon 72 sata inkubacije (32,6% i 54,4%
inhibicije u koncentraciji od 0,1 g/L vodene infuzije u usporedbi s 29,2% i
44,3% za istu koncentraciju etericnog ulja kapara). Pri tim koncentracijama
pri kojima je inhibiran rast stanica, vodena infuzija kapara i esencijalno ulje

nisu pokazivali citotoksicne ucinke (39).

Kako bi se istrazio uCinak apigenina (flavonoid) na odrzivost stanica u Cetiri
stanicne linije (WI-38, T-24, HT-1376 i PC-3), metabolicka aktivnost stanica
odredena je pomoc¢u MTT testa u istrazivanju Shi M-D i suradnika. Rezultati
su pokazali kako je apigenin smanjio metabolicku aktivnost tri stani¢ne linije,
T-24, HT-1376 i PC-3 u doznoj ovisnosti. Vrijednosti IC50 apigenina bile su
23,6 yg/mL , 35,2 pyg/mL i 40,2 pug/mL. Medu tim stanicama, stanice T-24
bile su mnogo osjetljivije na apigenin u usporedbi s ostalim stani¢nim linijama.
Najja¢a snaga apigenina na citotoksi¢nost stanica karcinoma bila je prema
stanicama raka mokra¢nog mjehura T-24, stoga je odabrana stanicna linija T-
24 za podsekvencijalne eksperimente u ovom istrazivanju. Apigenin nije imao
znacCajan citotoksi¢ni ucinak na stani¢nu liniju WI-38. Kako bi se testirao
osnovni mehanizam koji dovodi do gubitka stani¢ne proliferacije izazvanog
apigeninom, promatrao se ucinak apigenina na stanice T-24. Stanice T-24
tretirane sus 1 pg/mL, 5 pu/mL, 10 y/mL, 20 y/mL, 30 pg/mL, 40 pg/mL i 50
HMg/mL apigenina tijekom 24 sata i podvrgnute protocnoj citometriji. Uocena
je prividna nakupina stanica u fazi sub-G1 (hidroploidna faza) od 6,2% do

78,5%. LijeCenje apigeninom znacajno je smanjilo postotak u G2/M fazi (G2
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faza mitoze). Ti su rezultati pokazali da apigenin inhibira proliferaciju T-24
stanica (40).

S obzirom na to da se tek odnedavno pocelo istrazivati citotoksi¢no djelovanje
biljaka na humane karcinomske stanicne linije kao novi pristup za tretiranje
karcinoma, ne postoji velik broj istrazivanja koja potvrduju navedeno, stoga
smo u ovom radu odlucili ispitati citotoksi¢no djelovanje slabo poznate, a
prirodnim spojevima bogate kapare (Capparis spinosa L.). Dakle, predmet
naseg istrazivanja bila je kapara iz Splita (mikrovalna destilacija i ekstrakcija)
i kapara s Braca (mikrovalna destilacija i ekstrakcija te hidrodestilacija po
Clevengeru). Promatran je citotoksi¢ni uc¢inak kapara na dvije stanicne linije
humanih karcinoma: T24 (karcinom mokra¢cnog mjehura) i MDA-MB-231

(karcinom dojke).

Utjecaj kapare na stanice karcinoma mokra¢nog mjehura T24 znacajan je pri
koncentracijama 50 pg/mL i 100 pg/mL. Najvedi citotoksi¢ni ucinak imala je
kapara s Braca Ciji je ekstrakt dobiven mikrovalnom destilacijom. Taj ucinak

bio je vidljiv pri koncentraciji 50 pg/mL u vremenu inkubacije od 72 sata.

U odnosu na gore navedeno istrazivanje gdje se proucavalo djelovanje
apigenin flavonoida na stanice karcinoma mokra¢nog mjehura T24 ¢iji je IC50
iznosio 23,6 ug/mL za 24h inkubaciju, IC50 ekstrakta kapare s Braca dobiven
mikrovalnom destilacijom pri 24h inkubaciji iznosio je 16,15 pg/mL. Ovaj
rezultat nam govori kako je manji postotak metabolicki aktivnih stanica T24
tretiranih ekstraktom kapara s Braca u odnosu na tretiranje T24 stanica s

apigeninom 24 inkubacijom.

Istrazivanje na stanicama karcinoma dojke MDA-MB-231 pokazalo je kako
kapare imaju znacajan ucinak na smanjenje metabolicki aktivnih stanica. To
je najvise vidljivo pri veéim koncentracijama 50 pg/mL i 100 pg/mL.

Najznacajniji uCinak ostvaren je s kaparom s Braca Ciji je ekstrakt dobiven
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mikrovalnom ekstrakcijom. Taj ucinak je vidljiv pri koncentraciji 10 pg/mL u

vremenu 72h inkubacije.

Prema vidljivim rezultatima istrazivanja moze se zakljuliti kako ekstrakti
kapare bolje djeluju na stani¢nu liniju MDA-MB-231, u odnosu na MCF7 koja
je navedena prethodno. U vremenu inkubacije od 72 sata stani¢na linija MDA-
MB-231 pokazuje manji postotak metabolicki aktivnih stanica. Pretpostavka
je kako se radi o razliCitom nacinu dobivanja ekstrakta kapare (Capparis

spinosa L.).

Dobiveni rezultati pokazuju nam kako biljna vrsta Capparis spinosa L.
posjeduje vazna kemoprotektivna i antitumorska svojstva. Njih smo pokazali
u nasem in vitro istrazivanju na stanicama karcinoma dojke i mokraénog
mjehura. Citotoksi¢ni ucinak tj. postotak smanjenja metaboli¢ki aktivnih
stanica ovisi o vremenu izlaganja i njihovoj koncentraciji. Dakle, glavna
hipoteza istrazivanja je potvrdena i cilj je ostvaren. Medutim, potrebna su
daljnja istrazivanja koja bi dala Siru sliku njihove ucinkovitosti. Takoder,
potrebna su in vivo ispitivanja koja bi utvrdila pozitivne ucinke spojeva iz ove

biljne vrste, kako bi se mogli uvrstiti u terapije razlicitih bolesti.
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6. ZAKLIUCAK

In vitro izlaganje stanica karcinoma dojke (MDA-MB-231) i mokracnog
mjehura (T24) ekstraktima kapare (Capparis spinosa L.) izoliranih razlicitim
metodama izolacije dovodi do smanjenog prezivljenja karcinomskih stanica.
Ispitivani ekstrakti kapare ostvaruju citotoksican ucinak koji ovisi o
koncentraciji i viremenu inkubacije. Djelovanje ekstrakta kapare nije u svakom
sluéaju razmjerno povecanju vremena inkubacije i koncentracije Sto
posljedicno dovodi do neobjasnjivog oporavka stanica. Citotoksi¢ni ucinak
kapara (Capparis spinosa L.) je potvrden, Sto je ujedno i hipoteza ovog rada.
Buduéi da ne postoji ovakvo istrazivanje tj. citotoksi¢ni ucinak kapara na
MDA-MB-231 i T24 stani¢ne linije, bilo bi dobro ponoviti eksperiment za
daljnju potvrdu rezultata i ovisno o dobivenim rezultatima, ako je potrebno,
eksperiment nadograditi. Sljededi korak bio bi potvrdivanje ovih ucinaka in
vivo ispitivanjem na modelima karcinoma dojke i mokraénog mjehura kod

zivotinja.
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