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1. UVOD



1.1. RAK

Rak je skup razli¢itih bolesti koje se medusobno razlikuju prema svojoj etiologiji,
biologiji i klinickoj slici, te posljedi¢no, i po nacinu lije¢enja. Svim vrstama raka zajednicko je da
nastaju od zdravih stanica organizma procesom koji se zove zlo¢udna pretvorba. Zbog odredenih
promjena stanica gubi sposobnost adekvatnog odgovaranja na brojne signale kojima se njezino
ponaSanje stalno uskladuje s ,,potrebama‘® organizma, $to rezultira nekontroliranom diobom
zlo¢udno preobrazene stanice. Nakupina takvih stanica naziva se rak. Promjena koja je
odgovorna za zlo¢udnu pretvorbu stanica je genska mutacija. Tako se moze reéi da je rak u
osnovi genska bolest. Rak se klini¢ki najceS¢e ocituje kao nakupina velikog broja zlo¢udno
preobrazenih stanica ¢iji se broj zbog nekontrolirane stani¢ne diobe progresivno povecava.
Medutim, razli¢iti dokazi upucuju na to da je rak monoklonskog podrijetla, Sto znaci da nastaje
zlo¢udnom transformacijom samo jedne zdrave stanice. Sam je proces nastanka raka od zdravih
stanica slozen, dugotrajan i1 odigrava se u viSe koraka. Proces kojim iz zdravog tkiva u viSe

koraka nastaje rak, naziva se tumorska progresija (1).

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

rak Republike Hrvatske, populacijski registar pri Hrvatskom zavodu za javno zdravstvo (2).

1.1.1. ONKOGENI I TUMORSUPRESORSKI GENI

Onkogeni su prvi geni za koje se pokazalo da imaju srediSnju ulogu u nastanku raka. Oni
su promijenjena inacica normalnih stanicnih gena koje nazivamo proto-onkogenima i koji
sudjeluju u regulaciji normalne stanicne proliferacije i1 diferencijacije. Proto-onkogeni su
ukljuceni u prijenos signala u stanici i svi su evolucijski dobro o€uvani, §to upucuje na njihovu
ulogu u bitnim stani¢nim procesima. Putevi prijenosa signala u stanici na¢in su na koji se stani¢ni
rast, dioba, diferencijacija 1 prezivljenje uskladuju s uvjetima u okoliSu stanice. Signali koje
stanica prima iz okoliSa Cesto su oblik malih molekula, ¢imbenika rasta, koje se naj¢esce vezuju
za receptore na stani¢noj membrani. Time ih aktiviraju, $to dovodi do prijenosa signala putem
brojnih drugih molekula u stanici sve do transkripcijskih ¢imbenika koji poti€u ekspresiju
odredenih gena. Ako se proto-onkogeni promijene tako da sami ili njihovi proteinski produkti
postanu aktivniji, tada nastaju onkogeni. Taj proces nazivamo aktivacijom onkogena. Posljedica
aktivacije onkogena jest nekontrolirani rast i dioba stanice, §to uzrokuje nastanak raka. Do
aktivacije onkogena moze do¢i na nekoliko nacina. Proteinski produkti onkogena nazivaju se

onkoproteinima. Onkogen se moze aktivirati zbog mutacija u samom genu, kao posljedica genske



amplifikacije (povecanja broja kopija gena), kao posljedica kromosomske translokacije (dio
kromosoma se ,,odlomi“ i premjesti na drugi kromosom). Kod glioblastoma je nadena specificna
mutacije EGFR (ERBB1) onkogena koja rezultira ekspresijom receptora kojemu nedostaje dio na
koji se veze Cimbenik rasta, tako da je receptor aktivan i Salje signale koji poti¢u stani¢ni rast i

diobu i onda kad na njega nije vezan ¢imbenik rasta (1).

Za razliku od onkogena ¢ija pojaCana aktivnost dovodi do nastanka raka,
tumorsupresorski geni su geni ¢iji gubitak ili inaktivacija njih samih, odnosno njihovih
proteinskih produkata dovodi do nastanka raka. RazliCiti tumorsupresorski geni imaju razliCite
funkcije u stanici. Posebno vazan tumorsupresorski gen je P53. Taj gen je Cesto mutiran u
razli¢itim tipovima raka u ljudi. Proteinski produkt gena P53, transkripcijski ¢imbenik p53,
aktivira se zbog oStec¢enja stanicne DNA ili drugih poremecaja povezanih sa stani¢nim stresom.
Aktivirani p53 ima dva osnovna nacina djelovanja: zaustavlja stanicu u odredenoj fazi stanicnog
ciklusa i aktivira popravak oste¢enja DNA te poti¢e apoptozu. OStecenje stanicne DNA znatno
povecava moguénost da se stanica pretvori u stanicu raka. Zaustavljajuci prolazak stanice kroz
stani¢ni ciklus, p53 omogucuje da se oStecenja staniéne DNA poprave prije nego se oStecena
DNA replicira. Ako se ta oSte¢enja ne uspiju popraviti, djelovanjem proteina p53, stanica ulazi u
apoptozu 1 umire. Na taj se nacin ,,zrtvuje* ta stanica kako bi se sprije¢io moguci razvoj raka.
¢ime se povecava vjerojatnost nastanka raka. Inaktivacija p53 u stanicama raka povezana je i s
tumorskom angiogenezom te rezistencijom na kemoterapiju i radioterapiju. Stoga je za nastanak
raka potrebno narusiti mehanizam apoptoze, do ¢ega dolazi zbog mutacija u genu P53 ili zbog

mutacija u drugim onkogenima, odnosno tumorsupresorskim genima u stanicama raka (1).

Repairable damage or Irreparable damage or
transient stress persistent stress
p53
Reversible Irreversible
Repair, protection or adaption Death, senescence or differentiation
- — . A i e~
Longevity € Cell survwalJ/' -\RCEH death )—|Ageing|

| * Tumeur progression <J I—»ITumOur suppression <J |—» = Neurodegenerative diseases
s Chemoresistance |' Radiation sickness

Slika 1. Funkcije proteina p53

Preuzeto s: https://drjockers.com/the-p53-gene-and-cancer-development/


https://drjockers.com/the-p53-gene-and-cancer-development/

1.2. KARCINOM MOKRACNOG MJEHURA

1.2.1. EPIDEMIOLOGIJA I ETIOLOGIJA

Karcinom mjehura je 9. naj¢es¢i oblik maligniteta i 13. najces¢i uzrok smrti od raka Sirom
svijeta (3). Incidencija karcinoma mokraénog mjehura iznosi 15/100.000. U Republici Hrvatskoj
je 2008. godine zabiljezeno 835 slucajeva. Prosjec¢na dob bolesnika s karcinomom mokraé¢nog

mjehura iznosi 65 godina (4).

Klini¢ki je karakteriziran progresijom, ponavljanjem, metastazama i rezistencijom na
lijek. Znacajno, zbog zivotnog zahtjeva za pracenjem recidiva tumora, tipi¢ni troSak lijeCenja
karcinoma mokra¢nog mjehura od dijagnoze do smrtnosti je najvisi medu svim vrstama raka.

Incidencija karcinoma mokra¢nog mjehura je 3-4 puta ve¢a kod muskaraca nego kod Zena (5).

Dokazani ¢imbenici rizika za nastanak karcinoma mokraénog mjehura su pusenje,
izlaganje aromatskim aminima, azo-bojama, odredenim lijekovima (ciklofosfamid, fenacetin),

kamenci, kroni¢na upala te shistosomijaza (povezana je s rakom plocastih stanica) (4).

1.2.2. PATOHISTOLOGIJA

Postoje tri vrste karcinoma mokra¢nog mjehura koji pocinju u stanicama u podlozi

mokra¢nog mjehura. Ovi se karcinomi nazivaju po vrstama stanica koje postaju maligne.

Karcinom prijelaznog epitela (urotelni karcinom): karcinom koji pocinje u stanicama u
najdubljim slojevima tkiva mokra¢nog mjehura. Te se stanice mogu rastezati kada je mjehur pun
1 skupljati kada se isprazni. Vecina karcinoma mokra¢nog mjehura pocinje u stanicama

prijelaznog epitela. Karcinom prijelaznog epitela moze biti niskog ili visokog stupnja:

Karcinom prijelaznog epitela niskog stupnja Cesto se vrac¢a nakon lijecenja, ali se rijetko

Sir1 u miSiéni sloj mokraénog mjehura ili na druge dijelove tijela.

Karcinom prijelaznog epitela visokog stupnja Cesto se javlja nakon lijecenja i Cesto se Siri
u miSiéni sloj mokra¢nog mjehura, na druge dijelove tijela i na limfne ¢vorove. Gotovo sve smrti

od karcinoma mokra¢nog mjehura su visokog stupnja bolesti.

Karcinom plocastih stanica: karcinom koji poc¢inje u plo€astim stanicama, koje su tanke,

ravne stanice koje mogu nastati u mjehuru nakon dugotrajne infekcije ili iritacije.

Adenokarcinom: karcinom koji pocinje u Zljezdanim (sekretornim) stanicama koje se

nalaze u podlozi mokra¢nog mjehura. Ovo je vrlo rijetka vrsta karcinoma mokra¢nog mjehura.



Karcinom koji se nalazi u podlozi mjehura zove se povrSinski karcinom mokraénog
mjehura. Karcinom koji se proSirio kroz podlogu mjehura i napada misiéni zid mjehura ili se

prosirio na obliznje organe i limfne ¢vorove zove se invazivni karcinom mokra¢nog mjehura (6).

1.2.3. SIMPTOMI I DIJAGNOSTIKA

U 90% bolesnika karcinom mokra¢nog mjehura ocituje se bezbolnom hematurijom (krv u
urinu), mikroskopskom ili makroskopskom. Takoder pojavljuje se ucestalo mokrenje zbog
smanjenog kapaciteta mjehura ili rjede, simptoma urinarne infekcije. Znakovi lokalnog Sirenja
tumora su hidronefroza, opstipacija, limfedem te palpabilna masa u maloj zdjelici. Kod
uznapredovale bolesti pojavljuju se simptomi vezani uz sijela presadnica. Urotelni karcinom

najcesS¢e metastazira u trbusne limfne ¢vorove, jetru, pluca i u kosti (4).

Testovi koji ispituju urin i mjehur, te sluze za otkrivanje i dijagnosticiranje karcinoma
mokra¢nog mjehura:

a) Fizikalni pregled i anamneza: pregled tijela kako bi se provjerili op¢i znakovi
zdravlja, ukljucujuéi provjeru znakova bolesti, kao $to su izrasline ili bilo $to drugo Sto se ¢ini
neobi¢nim. Takoder i anamneza pacijentovih zdravstvenih navika i proslih bolesti i tretmana.

b) Analiza urina: ispitivanje boje urina i njegovog sadrzaja, kao §to su Secer, proteini,
crvene krvne stanice 1 bijele krvne stanice.

c) Citologija urina: laboratorijski test u kojem se uzorak urina provjerava pod
mikroskopom na abnormalne stanice.

d) Cistoskopija: postupak gledanja unutar mokra¢nog mjehura i uretre radi provjere
abnormalnih podrucja. Cistoskop se umetne kroz mokraénu cijev u mjehur. Cistoskop je tanak,
cijevni instrument sa svjetlom i objektivom za gledanje. MoZe takoder imati alat za uklanjanje
uzoraka tkiva, koji se zatim provjeravaju pod mikroskopom na znakove karcinoma (Slika 2.)

e) Intravenska pijelografija (IVP): pomocu x-zraka i kontrastnog sredstva koje se
ubrizgava u venu, dobija se slika bubrega, mokra¢ne cijevi i mokra¢nog mjehura kako bi se
utvrdilo je li karcinom prisutan u tim organima

f) Biopsija: Uklanjanje stanica ili tkiva kako bi ih patolog pregledao pod mikroskopom
kako bi provjerio znakove karcinoma. Biopsija za karcinom mokra¢nog mjehura obi¢no se
obavlja tijekom cistoskopije.

Nakon $§to je dijagnosticiran karcinom mokra¢nog mjehura, provode se testovi kako bi

se ustanovilo jesu li se stanice karcinoma prosirile unutar mjehura ili na druge dijelove tijela (6).



Za procjenu prosirenosti bolesti sluzi MSCT ili MR trbuha i male zdjelice te RTG-prikaz pluca.
U slucaju povisene vrijednosti alkalne fosfataze ili prisutnih simptoma uz koStani sustav,

potrebno je uciniti scintigrafiju kostiju (4).

Cystoscopy
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Slika 2. Cistoskopija
Preuzeto s: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmedhealth/PMH0032729/#CDR0000062705 98

1.2.4. KLASIFIKACIUA KARCINOMA MOKRACNOG MJEHURA

Zbog odgovarajuéeg izbora terapije te prognoze bolesnika potrebna je $to to¢nija procjena
prosirenosti bolesti. Procjenu proSirenosti bolesti najéesée izrazavamo TNM- klasifikacijom
Americkog zdruzenog odbora za rak (American Joint Committee on Cancer, AJCC) (Tablica 1.)

).
Tablica 1. TNM-klasifikacija karcinoma mokra¢nog mjehura

Preuzeto s: https://www.cancer.org/cancer/bladder-cancer/detection-diagnosis-

staging/staging.html
Stadij Grupa Opis stadija

Ta Neinvazivni papilarni karcinom (Ta). Narastao je prema Supljem sredistu
0a NO mokra¢nog mjehura, ali nije narastao u vezivno tkivo ili miSi¢e zida

mokra¢nog mjehura.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmedhealth/PMH0032729/#CDR0000062705__98

Ois
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1A

MO0

Karcinom se nije prosirio na obliznje limfne ¢vorove (NO) ili udaljena mjesta

(MO).
Neinvazivni karcinom (Tis), takoder poznat kao karcinom in situ (CIS).
Tis Karcinom raste samo u unutarnjem sloju mokra¢nog mjehura. Nije narastao
prema unutra, prema Supljem dijelu mjehura, niti je napao vezivno tkivo ili
N miSice zidova mjehura.
MO Karcinom se nije prosirio na obliznje limfne ¢vorove (NO) ili udaljena mjesta
(MO).
T1 Karcinom je narastao u sloj vezivnog tkiva ispod zida mokra¢nog mjehura,
ali nije dosegao sloj misi¢a u zidu mjehura (T1).
NO
Karcinom se nije pro$irio na obliznje limfne ¢vorove (NO) ili na udaljena
MO0

mjesta (MO).
Karcinom je narastao u unutarnji (T2a) ili vanjski (T2b) miSiéni sloj zida

T2a ili T2bmjehura, ali nije proSao kroz miSi¢e do sloja masnog tkiva koji okruzuje

NO mjehur.
MO0 Karcinom se nije pro$irio na obliznje limfne ¢vorove (NO) ili na udaljena
mjesta (MO).

Karcinom je narastao kroz mi$i¢ni sloj mokra¢nog mjehura 1 u sloj masnog

T3a, T3b iliy .00 oii okruzuje mjehur (T3a ili T3b).

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

NO trbusnom zidu (T4a).

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

ILI

* karcinom je narastao u sloj vezivnog tkiva ispod zida mokra¢nog mjehura
T1-4a (T1), ili

* u miSiéni sloj zida mokra¢nog mjehura (T2), ili
N * u sloj masnog tkiva koji okruzuje mjehur, (T3a ili T3b) ili
MO * se mozda prosirio na prostatu, maternicu ili vaginu, ali ne raste u zdjelici ili

trbusnom zidu (T4a)



111B

IVA

IVB

T1-T4a

N2 or N3

Mo

T4b

NO

MO0

ILI

Bilo koji T

Bilo koji N

Mla

Bilo koji T

Bilo koji N

M1b

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

Karcinom se nije pros$irio na udaljena mjesta (MO).

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

 u misiéni sloj zida mokra¢nog mjehura (T2), ili

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

* se mozda prosirio na prostatu, maternicu ili vaginu, ali ne raste u zdjelici ili
trbusnom zidu (T4a)

1 karcinom se prosirio na 2 ili viSe limfnih ¢vorova u zdjelici (N2) ili u limfne

¢vorove duz zajednicke ilijacne arterije (N3).

Karcinom se nije proS$irio na udaljena mjesta (MO).

Karcinom je izrastao kroz zid mokraénog mjehura u zdjelicu zdjelice ili

trbusne zidove (T4b).

Karcinom se nije proSirio na obliznje limfne ¢vorove (NE) ili na udaljena

mjesta (MO).

Karcinom je moZda ili nije narastao kroz zid mokra¢nog mjehura u obliznje

organe (bilo koji T).

MoZda se ili nije prosirio na obliznje limfne ¢vorove (bilo koji N).

Prosirio se na udaljeni skup limfnih ¢vorova (M1a).

Karcinom je mozda ili nije narastao kroz zid mokra¢nog mjehura u obliznje

organe (bilo koji T).

Mozda se ili nije proSirio na obliznje limfne ¢vorove (bilo koji N).

Prosirio se na 1 ili viSe udaljenih organa (kosti, jetra ili plu¢a) (M1b).
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Stage Il Bladder Cancer
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Slika 6. Stadij III karcinoma mokra¢nog mjehura

Preuzeto s: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmedhealth/PMH0032729/#CDR0000062705 116

Stage IV Bladder Cancer

c) Spread to other parts of
the body

Slika 7. Stadij IV karcinoma mokraénog mjehura

Preuzeto s: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmedhealth/PMH0032729/#CDR0000062705 116

1.2.5. LUECENIE

LijeCenje karcinoma prijelaznog epitela se temelji na stupnju prosirenosti bolesti. Stoga
se razlikuje pristup neinvazivnom i invazivnom karcinomu ili metastatskoj bolesti. Primarni oblik
lijecenja povrsinskog raka mokra¢nog mjehura je transuretralna endoskopska resekcija (TUR). S

obzirom na visoku stopu lokalnog povratka bolesti, nakon resekcija, potrebno je u tromjeseénim
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intervalima ponavljati cistoskopiju. Adjuvantno se intravezikalno aplicira imunoterapija ili
kemoterapija. U imunoterapiji povrsinskog karcinoma mokra¢nog mjehura primjenjuje se BCG
(Bacillus Calmette-Guérin), dok se od citostatika najcesc¢e primjenjuje mitomicin C. Rjede se
primjenjuje doksorubicin. Nakon aplikacije citostatika bolesnik ne mokri jedan sat te hoda, kako
bi se zadrzao kontakt lijeka s endotelom. Intravezikalna imunoterapija 1 kemoterapija produljuju
prezivljenje bez znakova bolesti te smanjuju broj recidiva (4).

Osnovni oblik lijjecenja invazivnog karcinoma mokraénog mjehura jest radikalna
cistektomija, s neoadjuvantnom kemoterapijom temeljenom na cisplatinu uz adjuvantnu
kemoterapiju ovisno o patohistoloSkoj slici tumora, statusu regionalnih limfnih ¢vorova i stadiju
bolesti ili bez nje. Rjede se primjenjuje parcijalna cistektomija. U izabranih se bolesnika moze
provesti konkomitantna kemoiradijacija (usporedna aplikacija radioterapije i kemoterapije
temeljene na cisplatinu) u svrhu ocuvanja mokra¢nog mjehura. Bolesnici koji zbog opceg stanja
ili znatnog komorbiditeta ne mogu tolerirati kemoradioterapiju, samo se zrae. Metastatska se
bolest lije¢i kemoterapijom. Danas je standardna prvolinijska kemoterapija kombinacija

gemcitabina i cisplatina (GC protokol) (4).

1.3. GLIOBLASTOM

Sve novotvorine srediSnjeg Ziv€anog sustava su zlo¢udne po lokalizaciji, bez obzira na
svoj zlo¢udni potencijal, jer bilo koji ekspanzivni proces unutar koStanog oklopa u kojem je
smjesten srediSnji ziv€ani sustav moze uzrokovati pojedinacni neuroloski ispad, kvantitativni
poremecaj svijesti ili pak smrt. Primarni tumori srediSnjeg ziv€anog sustava specifi¢ni su 1 po
tome $to najceS¢e nesmetano infiltriraju okolni moZzdani parenhim bez stvaranja vezivne Cahure,
ne metastaziraju limfogeno, a presadivanje krvlju u udaljene organe vrlo je rijetko (obi¢no pluca i
kosti). NajCe$¢i tumori mozga zapravo su presadnice iz drugih, primarnih Zzarista, koje se

pojavljuju oko 10 puta ¢eSce nego primarni tumori (7).

1.3.1. EPIDEMIOLOGUA I ETIOLOGIJA

Gliom je op¢i pojam koji se koristi za opisivanje primarnih tumora mozga i klasificira se
prema pretpostavljenoj stanici podrijetla. To ukljucuje astrocitne tumore (astrocitom, anaplasticni
astrocitom 1 glioblastom), oligodendroglioma, ependimomi i mijeSani gliomi. Oni su najces¢i
tumori srediSnjeg Ziv€anog sustava (CNS), koji ¢ine gotovo 80% svih malignih primarnih tumora

mozga. Glioblastom je glavni i naj¢es¢i oblik primarnog astrocitoma. On ¢ini vise od 60% svih
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tumora mozga kod odraslih. Unato¢ raznolikosti suvremenih terapija protiv glioblastoma, on je i
dalje smrtonosna bolest s iznimno loSom prognozom. Pacijenti obi¢no imaju prosje¢no

prezivljenje od oko 14 do 15 mjeseci od dijagnoze (8).

Iako je glioblastom rijedak tumor s globalnom incidencijom manjom od 10 na 100.000
ljudi, njegova slaba prognoza sa stopom prezivljenja od 14 do 15 mjeseci nakon dijagnoze, ¢ini
klju€an javno zdravstveni problem. To ¢ini 50% svih glioma u svim dobnim skupinama. MoZe se
pojaviti u bilo kojoj dobi, ali najveca incidencija je izmedu 55 i 60 godina. Maligni gliomi su
razlog za 2,5% smrti zbog raka i tre¢i su glavni uzrok smrti od raka kod osoba od 15 do 34

godine. Incidencije glioblastoma veéa je u muskaraca u usporedbi sa Zenama (8).

Moze se sa sigurnoS¢u re¢i da izloZenost kemijskim spojevima poput policiklickih
ugljikohidrata, sastojaka polivinil-klorida i gume, kao 1 derivata N-nitrozoureje, prati povecana
incidencija zlo¢udnih tumora srediSnjeg ziv€anog sustava. Izlozenost derivatima nitrozoureje,
pusenje i uzimanje nekih lijekova tijekom trudnoée moze dovesti do pojave tumora mozga u
djece, dok inhibitori nitrozoureje u prehrani (vitamini C 1 E) mogu smanjiti rizik za nastanak
tumora mozga. Isto tako, terapijsko ionizirajuce zraCenje dobro je poznat ¢imbenik rizika, a to je
jasno uoceno u djece koja su zracena zbog limfoma, leukemija te u bolesnika zra¢enih zbog

tumora glave 1 vrata (7).

1.3.2. SIMPTOMI I DIJAGNOSTIKA

Svi tumori mozga, dobroc¢udni 1 zlocudni, imaju sli¢ne klinicke simptome, a mogu
svojim rastom uzrokovati smrt. Stoga za dobro¢udne tumore srediSnjeg Ziv€anog sustava kazemo
da su zlo¢udni po lokalizaciji. Rast tumora i edem okolnog, zdravog tkiva dovode do Zari$nih
neuroloskih ispada, porasta intrakranijalnog tlaka i hidrocefalusa (7).

Porast intrakranijalnog tlaka ocituje se kvantitativnim poremecajem svijesti (od
somnolencije do kome), mu¢ninom i povrac¢anjem, glavoboljom (zbog pritiska na bolno osjetljive
intrakranijalne strukture poput dure), hipertenzijom, bradikardijom i nepravilnim disanjem.
Posljednja tri simptoma nazivaju se Cushingovim trijasom, no sva tri zajedno prisutna su u samo
tre¢ine oboljelih. Epilepsija je Cest simptom mozdanih tumora, osobito dobro diferenciranih
glioma (7).

Tehnike vizualnog prikazivanja koje se provode na pojedince za koje se sumnja da
imaju tumore mozga ukljucuju invazivne postupke poput angiografije katetera i neinvazivnih

testova kao S$to su racunalna tomografija (CT) 1 skeniranje magnetske rezonancije (MRI) koje se
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rutinski koriste u svrhu vizualizacije tumora. Cesto se savjetuje CT skeniranje kada pacijent ne
moze pro¢i MR skeniranje zbog nekih razloga, na primjer, kod bolesnika s pacemakerima.
Tehnika zlatne standardne slike koja se koristi je MR skeniranje, zbog njihovog nadmoc¢nog
kontrasta mekog tkiva, koji omogucuje bolju vizualizaciju sloZenosti 1 heterogenosti tumorske

lezije nego CT (8).

Slika 8. MR glioblastoma

Preuzeto s: https://radiopaedia.org/cases/glioblastoma-nos-3

Slika 9. CT glioblastoma

Preuzeto s: https://radiopaedia.org/articles/glioblastoma
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1.3.3. KLASIFIKACIJA TUMORA SREDISNJEG ZIVCANOG SUSTAVA

Trenutna medunarodna norma za nomenklaturu i dijagnozu glioma je WHO (Svjetska
zdravstvena organizacija) klasifikacija. Razlikuje gliome u razred I do IV na temelju razine
malignosti koja je odredena histopatoloskim kriterijima. Razred I gliomi se odnose na lezije koje
imaju nizak proliferacijski potencijal i mogu se izlijeciti kirurSkim zahvatom, dok su razredi II
do IV vrlo maligni i invazivni gliomi. Glioblastom je najagresivnija, invazivna i nediferencirana

vrsta tumora te je proglasen razredom IV od strane svjetske zdravstvene organizacije (9).

Tablica 2. Klasifikacija tumora SZS-a prema WHO

Preuzeto s: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4430738/

WHO 2007 classification for diffuse gliomas

Type Grade Description Median survival
(vears)

Astrocytoma I Found diffusely infiltrating into surrounding neural tissue; increased hypercellularity, 6-8

100 mitosis
Oligodendroglioma I Occur in the white maiter and cortex of the cerebral hemispheres, low mitotic activity, 12

00 NeCrosis
Oligoastrocytoma 0  Diffuse mixed tumor with mixed glial background 3to=10
Anaplastic- I Highly infiltrating tumors with increased mitotic activity; no necrosis or vascular 3
astrocytoma‘oligodendroglioma proliferation
Glicblastoma IV Infiltrating glial necplasm with necrosis and Ito2

micro-vascular proliferation; high rate of mitosis

WHO, World Health Organization.

1.3.4. LUECENIJE

LijeCenje tumora mozga ukljucuje sva tri osnovna modaliteta onkoloSkog lijecenja-

kirurski zahvat, radioterapiju 1 kemoterapiju, te adekvatno potporno lijecenje (7).

a) Potporno lije¢enje
Gotovo svi tumori mozga izazivaju edem okolnog mozdanog parenhima, izazivajuéi tako
zariSne simptome 1 porast intrakranijalnog tlaka. Kortikosteroidi (najceS¢e deksametazon)
lijekovi su izbora za smanjivanje mozdanog edema, a najceS¢e se rabe prije 1 nakon kirurskog
zahvata te u ranim fazama provodenja radioterapije. Budu¢i da infiltracija mozdanog parenhima

tumorom uzrokuje paroksizmalna izbijanja neuronske elektrine aktivnosti i time stvara
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predispoziciju nastanku sekundarnih epilepti¢nih napadaja, Cesto je u terapiju potrebno ukljuciti

antikonvulzive (7).

b) Kirursko lijecenje

Kirurski se zahvati poduzimaju s palijativnom i kurativnom nakanom. Palijativni zahvati
poput ventrikulo-peritonealne drenaze ili ugradnje crpkica za dekompresiju tumorskih cista
dovode do ublazivanja simptoma zbog smanjenja intrakranijalnog tlaka. Kirurski se mogu
uklanjati i mozdani sekundarizmi, osobito ako su solitarni. Cesto je moguée napraviti samo
redukciju primarnog tumora, $to, po pravilu, produljuje prezivljenje ovakvih bolesnika. Katkad
su, ovisno o histoloSkom tipu tumora i njegovoj poziciji, moguci kurativni kirurski zahvati,
uklanjanje tumora u cijelosti. PoZeljno je 24-72 sata nakon kirurSkog zahvata napraviti MR

mozga radi procjene veli¢ine ostatne bolesti (7).

c) Radioterapija
Indicirana je u veéine bolesnika s primarnim tumorima SZS-a, najées¢e nakon kirurskog
zahvata, a u inoperabilnih bolesnika provodi se primarna radioterapija. Da bi se osigurao
adekvatan oporavak bolesnika, s radioterapijom se naj¢eS¢e pocinje 3-4 tjedna nakon kirurSkog
zahvata (7).
d) Kemoterapija
U bolesnika sa slabo diferenciranim tumorima, ordiniranje kemoterapije, obi¢no nakon
kirurSkoga zahvata 1 radioterapije, produljuje prezivljenje. U posljednje vrijeme s uspjehom se
primjenjuje konkomitantna radiokemoterapija (temozolomidom). Preduvjet ucinkovitosti
citostatika jest njihov prodor kroz krvno-mozdanu barijeru (mala molekularna masa, topljivost u
lipidima). Sam tumor, kao i radioterapija, mogu ostetiti krvno-moZdanu barijeru i olakSati prodor
citostatika u mozak. NajviSe se rabe derivati nitrozoureje, temozolomid, vinkristin 1 prokarbazin.
Kod tumora sa sklonoS¢u Sirenja uz mozdane ovojnice, odnosno subarahnoidalnim prostorom,

citostatici se ordiniraju i intratekalno (metotreksat, tiotepa) (7).

1.4. ALLIUM SPP.

Allium vrste nalaze se u skoro svim dijelovima svijeta osim tropskim podru¢jima, Novom
Zelandu 1 Australiji. Nekoliko se vaznih biljaka koristi kao hrana, ukljuc¢ujuéi luk (4. cepa),
ceSnjak (4. sativum), vlasac (4. schoenoprasum) i poriluk (4. porrum), a neke se uzgajaju kao
ukrasne biljke. Allium vrste karakteriziraju tanki linearni listovi i cvjetovi sa Sest latica. Mnogi

rastu iz lukovice ili gomolja, a ve€inom su trajnice. Cvjetovi Cesto rastu u sfericnim cvjetnim
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grozdovima 1 imaju crne sjemenke u suhim ¢ahurama. Neke biljke se nespolno razmnozavaju iz

male lukovice u glavi cvijeta (10).

Leek Welsh Onion Chives Spring Onion

%

s & &

Red Onion White Onion Yellow Onion Garlic Bulb

Slika 10. Vrste luka

Preuzeto s: https://kitchen-garden.be/gardening/growing-onions-and-leeks-in-the-city

Allium vrste, najznacajniji rod Alliaceae obitelji, spadaju medu najstarije kultivirano
povrée. Koristene su kao ukrasne biljke, zacini, povrée ili kao lijekovi za lijeCenje razliitih
bolesti. Rod Al/lium ukljucuje vise od 700 vrsta Siroko rasprostranjenih u cijelom svijetu i cijenjen
je zbog svog okusa, jednostavnog rasta i dugog vremena skladiStenja. Vrste se mogu razlikovati
po obliku 1 okusu, ali su bliske u biokemijskim 1 fitokemijskim svojstvima. Allium vrste
karakterizira njihov bogati sadrzaj sumpornih spojeva koji su odgovorni za organolepticke
parametre 1 doprinose antioksidativnim i antimikrobnim aktivnostima tih vrsta povréa. Ove

hlapljive komponente takoder ¢ine glavni dio eteri¢nih ulja tih biljaka (11).

Allium povrée sadrzi slicne koli¢ine mnogih hranjivih tvari, osobito makronutrijenata,
iako je ¢eSnjak bogati izvor mnogih minerala, ukljuc¢uju¢i selen. Luk, jer se konzumira u veéim
koli¢inama od ostalog Allium povréa, znacajan je izvor ugljikohidrata, vlakana, kalija, Zeljeza i
vitamina C (Tablica 3.). Allium povrée sadrzi razliCite bioaktivne spojeve, ukljucujuéi flavonoide,
oligosaharide, arginin i selen; medutim, vec¢ina zdravstvenih prednosti A//ium vrsta na koje je i

vecina studija fokusirana su komponente koje sadrze sumpor (12).

16


https://kitchen-garden.be/gardening/growing-onions-and-leeks-in-the-city

Tablica 3. Hranjive vrijednosti Al/ium povréa

Preuzeto s: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4366009/

Component Garlic Amount/100g Onions Amount/100g Shallots Amount/100g Chives Amount/100g Leeks Amount/100g
Energy, keal 149 40 72 30 61
Protein, g 6.4 11 25 33 13
Total lipid, g 0.5 01 0.1 0.7 03
Carbohydrate, g 331 g3 16.8 44 142
Fiber, total dietary, g 2.1 17 32 25 18
Sugars. total. & Lo 2 79 19 KRY
Calcium. mg 181 23 37 92 39
Iron, mg 1.70 021 120 1.60 2.10
Magnesium, mg 25 10 21 42 28
Phesphoms, mg 153 28 60 58 35
Potassium, mg 401 146 334 296 180
Selenium, meg 142 05 10 09 10
Vitamin C, mg 312 74 3.0 581 12.0
Folate, mcg 3 19 34 105 64

1.4.1. ALLIUM SATIVUM (CESNJAK)

Carstvo: Plantae

Red: Asparagales
Porodica: Aliaceae
Potporodica: Allioideae
Tribus: Allieae

Rod: Allium

Vrsta: Allium sativum

Cesnjak (Allium sativum L.) je jednogodisnja ili dvogodisnja zeljasta biljka iz porodice
Lukova (Aliaceae). Stabljika naraste 1 metar visine, sadrzi nekoliko duguljastih, Supljih listova.
Lukovica je sastavljena od mnogo manjih lucica i obavijena tankom bijelom opnom. Iz svake
lu¢ice se u narednoj godini razvijaju nove biljke. Cvjetovi su dvospolni, pravilni, maleni, cvatu u
lipnju. Cvatovi se nalaze na dugim stapkama, obavijeni su bijelim omotatem 1 sastoje se od

tridesetak pupoljaka. Plodnica je nadrasla, trogradna i nosi viSe sjemenki zametaka. Plodovi su

17


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4366009/

trodijelni tobolci koji nose sitne, crne, sjajne sjemenke. Potice iz dijelova srednje Azije. Ubraja se
u najstarije povrée. Ime vrste sativum znaci sijan, kultiviran. Narodna imena su ¢esan, ¢eSanj,
bijeli luk (13).

Stolje¢ima je CeSnjak proucavan zbog svojih blagotvornih ucinaka na zdravlje i smatra se
najboljom hranom za prevenciju bolesti. Pretklinicka 1 klinicka ispitivanja pokazala su da
dnevno konzumiranje ¢eSnjaka smanjuje kolesterol, inhibira agregaciju trombocita i smanjuje
krvni tlak (14).

Interesi o potencijalnim zdravstvenim ucincima c¢eSnjaka mogu se pratiti do pocetka
civilizacije. Najraniji zapisi iz drevnog Egipta ukazuju na ¢eSnjak kao redoviti izvor hranjivih
tvari u dnevnoj prehrani. Ponavljaju¢a tema kroz povijest bila je dodavanje ¢eSnjaka dnevnoj
prehrani radnicke klase kako bi se povecala snaga, poboljsala radna sposobnost i povecala sitost.
Drevni medijski tekstovi iz Egipta, Gr¢ke, Kine, Indije 1 Rima propisuju ¢eSnjak za pomo¢ kod
respiratornih 1 probavnih poremecaja, smanjenje infekcija 1 lijecenja bolesti srca. Uz koriStenje
kao konzervansa hrane i pojacivaca okusa, ¢eSnjak ima i snazne terapeutske ucinke. Blagotvorni
ucinci ¢esnjaka na kardiovaskularno zdravlje jo§ se danas istrazuju. Pojavili su se novi dokazi
koji upuéuju na to da su kardioprotektivni ucinci ceSnjaka uvelike odredeni metodom

pripravljanja (14).

a) Sirovi ¢eSnjak

Sirovi neosteceni lukovi ¢eSnjaka, 1ako sastavljeni od 65% vode, sadrze velike koli¢ine y-
glutamilcisteina, koji mogu pro¢i hidrolizu 1ili oksidaciju da bi formirali neaktivan
cisteinsulfoksid, alin. Tijekom skladiStenja pri hladnim temperaturama, alin se prirodno
akumulira (do ~ 1%) u lukovicama cesnjaka. UniStavanje lukovice ceSnjaka drobljenjem,
rezanjem ili konzumiranjem rezultira aktivacijom enzima alinaze, poti¢u¢i pretvorbu alina u
aktivni metabolit alicin (dialil tiosulfanat). Alicin je izuzetno nestabilan i neugodan spoj koji se
lako raspada u organske dialilne polisulfide, dialil sulfid (DAS), dialil disulfid (DADS) 1 dialil
trisulfid (DATS) kao i ajoene (14).

b) Cesnjak u prahu i ulje
Cesnjak u prahu, dehidrirani, praskasti ¢eSanj od ¢e$njaka, ima sastav identi¢an sirovom
¢eSnjaku; stoga je sposoban proizvesti bioloski aktivni alicin i1 njegove metabolite, organske
polisulfide DAS, DADS i DATS. Ce$njakovo ulje se formira kroz destililaciju cijelog ¢e$njaka u
organskim otapalima. Iako alicin nije sadrzan u ekstrahiranom fragmentu ulja, DADS i DATS su

prisutni (14).
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c) Starinski ekstrakt ¢eSnjaka

Starinski ekstrakt cesnjaka (AGE) priprema se pohranjivanjem sirovog rezanog ¢eSnjaka u
15-20% etanola u trajanju od 20 mjeseci u spremniku od nehrdajuceg celika. Ekstrakt se zatim
filtrira 1 koncentrira pri niskim temperaturama. AGE se prodaje u suhom ili teku¢em obliku, a
tekuci oblik sadrzi 10% etanola. Postupak starenja povecava aktivnost snaznih antioksidansa,
ukljucujuéi S-alilcistein 1 S-alilmerkaptocistein, daju¢i AGE-u vecu antioksidacijsku sposobnost
od svjezeg Gesnjaka. Stovise, proces starenja mijenja oStre i nadrazujuée komponente koje se
nalaze u sirovom ¢eSnjaku. Za razliku od sirovog ¢eSnjaka, AGE ne sadrzi alicin, ali sadrzi dialil

polisulfide DAS i DADS (14).

Iako nema standardnog unosa sirovog cesnjaka, nedavne klini¢ke studije pokazuju da
ucinkovita dnevna doza praSka ceSnjaka varira od 150 do 2400 mg. Unos starinskog ekstrakta

ceSnjaka krece se u rasponu od 0,25 do 7,2 g/d (14).

1.5. POLISULFIDI

Proizvodi derivata alicina (dialil disulfid, dialil trisulfid) koji se nalaze u eteri¢cnim
uljima ceSnjaka pokazali su dobre antimikrobne i antioksidativne aktivnosti. Glavni spojevi u
luku su dipropil disulfid i1 dipropil trisulfidi za njih je otkriveno da imaju antimikrobne i
antioksidativne aktivnosti. Poriluk (Allium porrum), kineski vlasac (Allium tuberosum), ljutika
(Allium ascalonicum) 1 vlasac (Allium schoenoprasum) Siroko se uzgajaju u azijskim zemljama.
Oni su vazni sastojci u mnogim europskim i azijskim dijetama i1 poznati su po svojim ljekovitim
svojstvima. Vjeruje se da esencijalna ulja ovih biljaka imaju antimikrobne i antioksidativne

aktivnosti, koje su uglavnom povezane s njihovim sumpornim spojevima (11).
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Diallyl Disulfide Diallyl Trisulfide Diallyl Sulfide
Garlic, Chinese Chive Garlic Garlic
S
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Diallyl Tetrasulfide Allyl Methyl Trisulfide Allyl Methyl Disulfide
Garlic Garlic, Chinese Chive Chinese Chive, Garlic
S
s s s /\/
/ \S / L \S P \\ \5/
Dimethyl Disulfide Dimethyl Trisulfide Methyl 1-Propenyl Disulfide
Chinese Chive Chinese Chive Chinese Chive

I e W W NN N SN

Dipropyl Disulfide Dipropyl Trisulfide Methyl Propyl Trisulfide
Leek, Onion, Chive, Shallot Onion, Chive, Leek, Shallot Shallot, Onion, Leek, Chive
S S
\/\S a8 /\/ i S~
Methyl Propyl Disulfide 1-Propenyl Propyl Disulfide
Leek, Shallot Onion, Chive, Shallot, Leek

Slika 11. Strukture glavnih spojeva eteri¢nih ulja ¢esnjaka, luka, poriluka, kineskog vlasca,
ljutike 1 vlasca

Preuzeto s : http://www.mdpi.com/1420-3049/19/12/20034/htm

Cesnjak sadrzi vise od 2000 bioloski aktivnih tvari kao §to su hlapljive, u vodi topljive i u
ulju topljive organosumporne komponente (npr. DAS, DADS, DATS) uz eteri¢na ulja, dijetalna
vlakna, Secere (ukljucujuéi inulin), flavonoide i pektin. Organski spojevi sumpora ukljucuju alin i
skordinin A i B. Nedavno je nekoliko novih ciklickih sulfoksida nazvanih garlinini izolirano iz
acetonskih ekstrakata ¢eSnjaka. Tiosulfinati (na primjer, alicin), azen (npr. E-ajoeni, Z-ajoeni),
vinilditini (npr. vinil-1, 3-ditin, vinil-l, 2-ditin) 1 sulfidi (npr. DADS, DATS) su produkti

razgradnje prirodno prisutnog cistein sulfoksidida- alinina (15).

S-alil-L-cisteinsulfoksid (alin) ¢ini oko 80% cisteinsulfoksida u ¢eSnjaku. Nastanak
tiosulfinata je vrlo brz i utvrdeno je da je kompletan u roku od 10 do 60 sekundi od lomljenja
ceSnjaka. Alicin se razgraduje in vifro 1 nastaju razne organosulfidne supstance topljive u
mastima, ukljucujuéi dialiltrisulfid (DATS), dialildisulfid (DADS) i dialil sulfid (DAS), ili u

prisutnosti ulja ili organskih otapala, ajoene 1 vinilditine. /n vivo, alicin moZe reagirati s
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glutationom 1 L-cisteinom kako bi se proizveo S-alilmerkaptoglutation (SAMG) i1 S-

alilmerkaptocistein (SAMC) (16).

Apsorpcija 1 metabolizam alicina i derivata alicina samo su djelomi¢no razumljivi. U
ljudi nije pronaden nikakav alicin u serumu ili urinu do 24 sata nakon uzimanja 25 g sirovog
ceSnjaka koji sadrzi znaCajnu koli¢inu alicina. Prije uzimanja pripravaka od ceSnjaka i nakon
gutanja u zelucu, alicin se vjerojatno raspada kako bi oslobodio nekoliko nestabilnih spojeva,
ukljucuju¢i DAS 1 DADS. Ovi organosumporni spojevi se metaboliziraju u alil merkaptan, alil
metil sulfid i alil metil disulfid, koji se mogu osjetiti u ljudskom dahu nakon konzumiranja
ceSnjaka. Iako su brojne bioloske aktivnosti pripisane raznim spojevima izvedenim iz alicina, jo$
nije jasno koji od tih spojeva ili metabolita zapravo dosegne ciljno tkivo. Alil metil sulfid - ali ne
alilmerkaptan - otkriven je u mokra¢i unutar Cetiri sata od uzimanja ¢eSnjaka, Sto upucuje da se
taj spoj apsorbira u cirkulaciju 1 brzo izlucuje. U ljudskoj krvi, urinu ili stolici, ¢ak i nakon
konzumacije do 25 g svjezeg CeSnjaka ili 60 mg Cistog alicina, nisu otkriveni drugi spojevi
izvedeni iz alicina, ukljucujuéi dialil sulfide, ajoene 1 vinilditine. Ovi nalazi sugeriraju da se, ako

se apsorbiraju, alicin i1 derivati alicina brzo metaboliziraju (16).
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HO 0
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: N
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Slika 12. Shematski prikaz metabolizma alina

Preuzeto s: http://Ipi.oregonstate.edu/mic/food-beverages/garlic
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2. CILJ ISTRAZIVANJA
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Cilj istrazivanja je ispitati citotoksi¢no djelovanje ekstrakta, destilata izoliranih spojeva iz
vrste Allium, na humane karcinomske stanice. Hipoteza o potencijalnoj citotoksi¢noj aktivnosti
ispitivat ¢e se na humanim karcinomskim stanicama mokra¢nog mjehura (UM-UC-3) i humanim

karcinomskim stanicama glioblastoma (LN229).
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3. MATERIJALI Il METODE
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3.1. STANICNE LINLJE

In vitro istrazivanje ispitivanja djelovanja polisulfida provodilo se na humanim

karcinomskim stanicama UM-UC-3 i LN229. Obiljezja tih 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 mokraéni mjehur

Format proizvoda smrznuto

Morfologija epitelna

Obiljezja kulture adherentna

Bolest karcinom prijelaznih stanica
Spol muski

Uvjeti pohrane

tekuéi dusik

Tablica 5. Obiljezja LN229 stanicne linije

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

Organizam Homo sapiens, ¢ovjek
Tkivo mozak

Stanicni tip glioblastom

Forma proizvoda smrznuto

Morfologija epitelna

Obiljezje kulture adherentna

Bolest glioblastom

Dob 60 godina

Spol zenski
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Etnicitet bijeli

Primjena ove stanice se koriste u studijama o apoptozi

Uvjeti pohrane teku¢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 sadrzi potrebne
hranjive tvari kao §to su aminokiseline 1 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 omoguc¢ava brojenje Zivih stanica koje nisu obojane. Potom se jednak
broj stanica presaduje u 96 jazica u 3 replikata te se ostave preko noci da se prihvate za podlogu.

U sljedec¢em koraku stanice karcinoma tretiraju se prethodno pripremljenim vodenim
otopinama polisulfida iz porodice lukova i1 ekstraktima luka u koncentracijama 1 pg/mL, 5
pg/mL, 10 pg/mL, 50 pg/mL 1 100 ug/mL tijekom 4, 24, 48 1 72 sata. Tri jaZice koje

predstavljaju kontrolu su ostavljene u samom mediju te u njih nisu dodani ekstrakti luka.

Slika 13. Vlazni inkubator za uzgoj stanica

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

Stani¢na Zivost 1 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.

Slika 14. Ljubicasto obojenje nakon dodavanja DMSO

Omjer apsorbancije stanica tretiranih vodenim otopinama polisulfida i ekstraktima iz luka,

te apsorbancije onih koje nisu tretirane pokazatelj je citotoksi¢ne aktivnosti koriStenih polisulfida.

27



4. REZULTATI
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Empirijska obrada:
Kao ogranicenje istrazivanja uzima se premala serija podataka.

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

4.1.1. ALLIUM SATIVUM DESTILAT

Cell line UM-UC-3

I 4h
B 24h
M 48h
I 72h

100

50+

% of metabolically active cells

e aanash rn |

1C50 1312 451 20.86 14.13

Slika 15. Destilat iz Allium sativum ostvaruje znacajan ucinak pri koncentracijama od 50 pg/mL i

100 pg/mL nakon 24h. Daljnjom inkubacijom smanjuje se broj metaboli¢ki aktivnih stanica.
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4.1.2. ALLIUM SATIVUM EKSTRAKT
Cell line UM-UC-3

0 I 4h
8 B 24h
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3 M 72h
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Allium sativum extract

T e aanaan e

IC50 119.8 22.38 14.49 12.48

Slika 16. Ekstrakt iz Allium sativum ostvaruje znacajan u€inak pri koncentracijama od 5Spg/mL i
10pg/mL nakon 48h. Koncentracije od 50 pug/mL 1 100 pg/mL ostvaruju ucinak nakon 24h.

Daljnjom inkubacijom, pri svim koncentracijama, smanjuje se broj metabolicki aktivnih stanica.
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4.1.3. DIALIL DISULFID

Cell line UM-UC-3

M 4h
B 24h
B 48h
H 72h

100

% of metabolically active cells

50+
0-
(%&v R & 5 & & & &
& R e & \@o

Ul an 2 enmm

IC50 526.2 65.36 22.3 19.07

Slika 17. Dialil disulfid ostvaruje znac¢ajan uc¢inak pri koncentracijama od 50 pg/mL i 100 pg/mL

nakon 24h. Daljnjom inkubacijom smanjuje se broj metabolicki aktivnih stanica.
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4.1.4. ALLIUM COMMUTATUM DESTILAT

% of motabolically active cells

Cell line UM-UC-3

. 4k
B 24h
o = 48h
- 72h
|
504
o-

Qﬁév Nf ‘}ﬁﬁ"u "P#{e‘v a@#ﬁvhﬁf
T a2 laan e

IC50 2057 2444 1431 119.9

Slika 18. Dialil disulfid ostvaruje znacajan ucinak pri koncentracijama od 10 pg/mL nakon 48h i

50 pg/mL 1 100 pg/mL nakon 24h. Daljnjom inkubacijom smanjuje se broj metaboli¢ki aktivnih

stanica.
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4.1.5. DIPROPIL DISULFID
Cell line UM-UC-3
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Dipropyl disulphide

e aan asnmn

IC50 896 72.69 26.19 19.39
Slika 19. Dipropil disulfid ostvaruje znacajan ucinak pri koncentracijama od 10 pg/mL nakon

24h 1 50 pg/mL 1 100 pg/mL nakon 24h. Daljnjom inkubacijom smanjuje se broj metabolicki

aktivnih stanica.
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4.1.6. DIPROPIL TRISULFID
Cell line UM-UC-3

I 4h
B 24h
B 48h
B 72h

100+

% of metabolically active cells
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Dipropyl trisulfide

DO laan aen e

IC50 3311 35.31 12.34 10.35

Slika 20. Dipropil trisulfid ostvaruje znacajan u¢inak pri koncentracijama od 5 pg/mL nakon 24h.
Ucinak se ostvaruje i pri koncentraciji od 10 pg/mL nakon 48h, te pri 50 ug/mL i 100 pg/mL
nakon 24h. Daljnjom inkubacijom, pri svim koncentracijama, smanjuje se broj metabolic¢ki

aktivnih stanica.
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4.2. GLIOBLASTOM — STANICNA LINIJA LN229

4.2.1. ALLIUM SATIVUM DESTILAT

P Cell line LN229 M 4h
8 Il 24h
Q
=
£ o) M 48h
: m 72h
3
S
S 50
Q
£
‘s
53
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N e o o
= o S o

Allium sativum distillate

o zn 4 7h

IC50 1145 9278 17.41 12.01

Slika 21. Allium sativum destilat ostvaruje znacajan ucinak pri koncentraciji od 1 pg/mL nakon
24h. Daljnjom inkubacijom smanjuje se broj metabolicki aktivnih stanica. Pri koncentraciji od
Sug/mL znacajan ucinak se ostvaruje nakon 72h inkubacije. Pri koncentraciji od 10pug/mL uc¢inak
se ostvaruje nakon 48h, zatim dolazi do blagog oporavka stanica. Pri koncentracijama od 50
pg/mL i 100 pg/mL ucinak se ostvaruje ve¢ nakon 4h i daljnjoj inkubacijom se smanjuje broj

metaboli¢ki aktivnih stanica.
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4.2.2. ALLIUM SATIVUM EKSTRAKT

@ Cell line LN229 B 4h
3 Il 24h
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©an 2n an 1

IC50 106 110.6 40.84 10.41
Slika 22. Allium sativum ekstrakt ostvaruje znacajan ucinak pri koncentraciji od Ipg/mL i1

Sug/mL nakon 72h. Pri koncentracijama od 50 pg/mL i 100 pg/mL ucinak se ostvaruje veé

nakon 4h. Daljnjom inkubacijom smanjuje se broj metabolicki aktivnih stanica.
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4.2.3. DIALIL DISULFID

@ Cell line LN229 M 4h
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Diallyl disulphide
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IC50 180.1 85.09 44.69 8.855

Slika 23. Dialil disulfid ostvaruje znacaj ucinak pri koncentracijama od 1 pg/mL i 5 pg/mL
nakon 4h. Nakon 24h dolazi do blagog oporavka stanica, ali daljnjom inkubacijom se smanjuje
broj metabolicki aktivnih stanica. Pri koncentracijama od 50 pg/mL i 100 pg/mL ucinak se
ostvaruje ve¢ nakon 4h 1 daljnjoj inkubacijom se takoder smanjuje broj metabolicki aktivnih

stanica.
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42.4. ALLIUM COMMUTATUM DESTILAT

® Cell line LN229 M 4h
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Allium commutatum distillate

Ic50 369.7 136.8 90.12 6.364
Slika 24. Allium commutatum destilat pokazuje znacaj ucinak pri koncentracijama Sug/mL, 10

pg/mL, 50pg/mL i 100 pg/mL nakon 24h. Daljnjom inkubacijom, pri svim koncentracijama

smanjuje se broj metabolicki aktivnih stanica.
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4.2.5. DIPROPIL DISULFID

“ Cell line LN229 M 4h
3 M 24h
L7]
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Dipropyl disulphide

IC50 150.7 62.43 30.64 15.62
Slika 25. Dipropil disulfid ostvaruje zna¢ajan ucinak pri koncentracijama od 1 pg/mL 1 10 pg/mL

nakon 72h. Pri koncentracijama od 50 pg/mL i 100 pg/mL ostvaruje se ucinak nakon 4h i

daljnjom inkubacijom smanjuje se broj metabolicki aktivnih stanica.
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4.2.6. DIPROPIL TRISULFID
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Dipropyl trisulphide

e 2n 4 T

IC50 49.26 58.82 2219 8.434

Slika 26. Dipropil trisulfid ostvaruje znacajan ucinak pri koncentracijama od 1 pg/mL, 5 pg/mL i
10 pg/mL nakon 72h. Pri koncentracijama od 50 pg/m i 100 pg/m ostvaruje se uc¢inak nakon 24h.

Daljnjom inkubacijom smanjuje se broj metabolicki aktivnih stanica.
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5. RASPRAVA
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Karcinom je zivotno ugrozavajuca bolest karakterizirana abnormalnom proliferacijom
stanica koje upadaju u susjedna tkiva i uzrokuju unistavanje tih tkiva. Karcinom se Siri na
udaljene organe kroz krvotok i limfni sustav. Cesto je nemoguée odrediti specifi¢an uzrok za
svaku vrstu karcinoma. Medutim, postoje odredeni ¢imbenici koji povecavaju rizik od karcinoma
kao S§to su uporaba duhana i alkohola, zagadivac¢i okoliSa, infektivna sredstava i promjene
zivotnih navika. Otprilike 10% do 15% karcinoma je potpuno nasljedno. U svijetu se godiSnje
javlja viSe od 6 milijuna smrtnih slu¢ajeva od karcinoma. 2008.godine dijagnosticirano je oko
12,7 milijuna karcinoma i prijavljeno 7,6 milijuna smrtnih slucajeva. Karcinom je ozbiljno
zdravstveno pitanje razvijenih zemalja 1 zemalja u razvoju. U 2012. godini procijenjeno je oko
14,1 milijuna slucajeva u cijelom svijetu, od toga 7,4 milijuna muskaraca i 6,4 milijuna zena.

Ocekuje se povecanje tog broja na 24 milijuna do 2035. godine (17).

Tablica 6. Statistika za karcinom u svijetu za 2012. g.

Preuzeto s: http://journal.waocp.org/article 29255 5aea359ba0421b89¢9419048ae1d5ddf.pdf

Ranig Cancer New case Percent of all

diagnosed in cancer excluding
2012 (1000s) non melanoma

of skin
1 Lung 1.825 13
2 Breast 1677 119
3 Colorectum 1361 Q7
4 Prostate 1.112 70
3 Stomach 052 6.8
f Liver 782 36
T Bladder 430 3.1
8 Non-hodgkin Ivmphoma — 386 2.7
9 Leukaemia 352 25
10 Pancreas 338 24
11 Kidney 338 24
12 Brain 256 18
13 Melanoma of skin 232 16
14 (zall bladder 178 13
15 Hodglkin I ymphoma 66 05

Karcinom mokra¢nog mjehura je u prosjeku 3 do 4 puta ¢eS¢i u muskaraca nego zena.
Ucestalost 1 prevalencija karcinoma se vidi u Sestom, a vrhunac je u sedmom i osmom desetlje¢u
zivota. To je uglavnom bolest starijih osoba. Razli¢iti ¢imbenici rizika su najvazniji razlog za
drugaciju incidenciju i smrtne ishode od karcinoma mokra¢nog mjehura u svijetu. Cimbenici

rizika za karcinom mokraénog mjehura ukljuuju puSenje (odgovorno za 50% karcinoma
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mokra¢nog mjehurai 65% invazivnog karcinoma mokra¢nog mjehura), infekcija sa Schistosoma
Haematobium, profesionalne izlozenosti aromati¢nim aminima i policiklickim aromatskim
ugljikovodicima, i drugi mogué¢i ¢imbenici kao $to su dijeta,zagadenje okoliSa i genetska
predispozicija. Dok je puSenje cigareta dominantan uzrok karcinoma mokra¢nog mjehura u

Sjedinjenim Drzavama, Schistosoma Haematobium je vodeci uzrok u vecini dijelova Afrike

(18).

MUSKARCI (11389) ZENE (10045)

2 % (255) - MOZAK - (210) 2 %

7 % (746) - USTA, ZDRIJELO | GRKLJAN - (144)1 %,

19% (2128) - TRAHEJA, BRONH | PLUCA - (787) 8 % i %e (2644) - DOJKA
3 % (308) - GUSTERACA - (350) 3 %
4 % (503) - ZELUDAC - (325) 3 %
5 % (515) - BUBREZI - (285) 3 %
17 % (1884) - DEBELO CRIJEVO - (1243) 12 % 4 5% (4012} ~ SATNIKC.

JAJONVOD |
ADNEKSA

7 % (757) - MOKRACNI MIEHUR - (248) 2 %

9% (942) - MATERNICA
3 % (307) - VRAT
6 % (635) - TWELD
3% (305) - MELANOM - (282) 3 %

5 % (594) - LEUKEMULIE I LIMFOMI - (571) 6 %

15 % (1676) - OSTALO - {1611} 16 %

* bez raka kozZe i Ca in situ

Slika 27. Raspodjela novooboljelih od raka po sijelima u 2014.godini u Hrvatskoj
Preuzeto s https://www.hzjz.hr/wp-content/uploads/2013/11/Bilten-2014_final.pdf

Glioblastom je najagresivniji difuzni gliom astrocitne linije 1 smatra se tumorom [V
stupnja po klasifikaciji WHO. Glioblastom je najce$¢i maligni tumor mozga koji ¢ini 54% svih
glioma i1 16% svih primarnih tumora mozga. Dijagnosticiran je prvenstveno u starijoj dobi, s
prosjecnom dobi od 64 godine pri dijagnozi. Ucestalost glioblastoma se povecava s dobi (75-84
godina) 1 pada nakon 85 godina. Glioblastom je neuobicajen kod djece. Stopa ucestalosti je 3,19
na 100 000 osoba u Sjedinjenim Americkim Drzavama. Incidencija je 1,6 puta veca kod
muskaraca u odnosu na zene i 2,0 puta veca kod bijelaca u usporedbi s afroamerikancima,
takoder je niza incidencija kod azijata i americkih indijanaca. Glioblastom je i dalje neizljeciv

tumor s prosjecnim prezivljavanjem od samo 15 myjeseci. LijeCenje je slozeno, u pocetku se
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sastoji od maksimalno sigurne kirurske resekcije nakon Cega slijedi terapija zraCenjem (RT) i

istodobna kemoterapija temozolomidom (19).

Kemoterapija se rutinski koristi za lijecenje karcinoma. Buduéi da stanice karcinoma
gube mnoge regulatorne funkcije prisutne u normalnim stanicama, one se nastavljaju dijeliti 1
kada normalne stanice prestanu. Ova znacajka Ccini stanice karcinoma osjetljivim na
kemoterapijske lijekove. Medutim, kemoterapijski tretmani nisu liSeni vlastitih problema. Kao
posljedica kemoterapijskih tretmana moze do¢i do razliCitih toksiCnosti. Na primjer, 5-
fluorouracil, cest kemoterapeutski agens, uzrokuje mijelotoksicnost 1 kardiotoksi¢nost.
Doksorubicin uzrokuje kardiotoksi¢nost, nefrotoksi¢nost i mijelotoksi¢nost. Bleomicin je poznat
po pluénoj toksi¢nosti, a osim toga, bleomicin pokazuje i koznu toksi¢nost. Dokazano je da
ciklofosfamid, lijek za lije¢enje mnogih malignih stanja uzrokuje toksi¢nost mokra¢nog mjehura
u obliku hemoragicnog cistitisa, imunosupresije, alopecije i kardiotoksi¢nost kod visokih doza
(20).

Otrovnost kemoterapijskih lijekova ponekad stvara znafajan problem u lijecenju
karcinoma. Predlozene su razliCite terapije za lijeCenje karcinoma, od kojih mnoge koriste biljne
derivate. Na trziStu danas postoje Cetiri klase biljnih lijekova protiv karcinoma, vinka alkaloidi
(vinblastin, vinkristin 1 vindezin), epipodofilotoksini (etopozid 1 tenipozid), taksani (paklitaksel 1
docetaksel) 1 derivati kamptotecina (kamptotecin 1 irinotekan). Biljke 1 dalje imaju ogroman
potencijal za otkrivanje novih lijekova i kao takvi su spremnici prirodnih kemikalija koji mogu

pruziti potencijalni kemoterapijski ucinak protiv karcinoma (20).

Tablica 7. Antitumorska aktivnost kemijskih komponenti biljaka koje se koriste u medicini

Preuzeto s: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4160808/

Name of Plant Major Chemical In Vitro Effects In Vivo Effects
Constituents
Tinospora 20 B- Citotoksicno djelovanje Znacajno povlacenje
cardifolia hidroksiekdisteron, na HeLa stanice karcinoma i
kordiosid, kolumbin prezivljavanje kod

misSeva s Ehrlich

ascites karcinomom

Ziziphus betulin, betulinska a) Citotoksi¢no, selektivno
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nummularia

kiselina

prema stanicama raka u
usporedbi s normalnim
stanicama

b) Potice apoptozu preko
stvaranja ROS-a,
inhibiciju topoizomeraze I
1 aktivaciju MAP kinaze
¢) Inhibira angiogenezu,
modulira transkripcijske
aktivatore, P53 1 CD95
posredovanu stani¢nu smrt
d) Potice gubitak
mitohondrijskog
membranskog potencijala,

oslobadanje Cyt.c i Smac

Andrographis

paniculata

andrografolid

a) Alkoholni ekstrakt
pokazao je citotoksi¢nost
prema razliCitim stani¢nih
linijjama raka

b) Povecava
antioksidacijske enzime
SOD, katalazu, GST;
smanjuje LDH 1 MDA

Andrografolid povlaci

karcinom kod miSeva

Centella asiatica

aziatikozid,
hidrokotilin, valerin,
pektinska kiselina,
sterol, stigmasterol,
flavonoidi,
tankunozidi i

askorbinska kiselina

a) Ekstrakt listova C.
asiatica, ovisno o dozi,
inhibira proliferaciju
transformiranih stani¢nih
linjja

b) antitumorsko
djelovanje zbog inhibicije

sinteze DNA

Curcuma longa

kurkumin

a) Inhibira proliferaciju
stanica u Sirokom rasponu

stani¢nih linija

a) Smanjuje VGEF 1
bFGF posredovanu

angiogenezu
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b) Down-regulira NFk-B,
AP-1, EGR-1, COX-2,
LOX, NO, MMP-9, TNF,
Chemokine, EGFR,
HER2

¢) Inhibira put JNK, put
serin/treonin kinaze

d) Inhibira metastaziranje
smanjenjem MMP-2

e) Inducira apoptozu in
vitro smanjenjem
mitohondrijskog
membranskog potencijala,
oslobadanjem Cytc,
aktivacijom kaspaza 319
i regulacijom anti-
apoptotickih proteina Bcl-
XL 1 proteina povezana s

integrinom

b) Sprjecava nastanak
karcinooma debelog
crijeva i zeluca u

glodavaca

Phyllanthus

amarus

nirtetralin, nirantrin,

filantin, filtetralin

a) Inhibira proliferaciju
stanica u razli¢itim
stanicama karcinoma,
inhibira aktivnost cdc 25
tirozin fosfataze

b) Inhibira aktivnost
topoizomeraze [ 11l u
kulturama mutantnih
stanica Sacchromyces
cerviacae

¢) Potice usporavanje
stani¢nog ciklusa i ometa
popravak DNA

d) Procis¢eni lignini

djeluju kao reverzni agens

a) Oralna primjena
ekstrakta povecava
zivotni vijek 1 smanjuje
veli¢inu tumora kod
miseva koji imaju
Daltonov limfni ascites
(DLA) 1 Erlich ascites
karcinom (EAC)

b) Ekstrakt biljke
smanjuje pojavu
tumora induciranu n-
nitrozodietilaminom
(NDEA)

c) Ekstrakt biljke ima

antiangiogene ucinke
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MDR

kod miseva koji imaju

Lewisov pluéni

karcinom
Annona atemoya bulatacin a) Citotoksi¢no protiv
tumorskih stani¢nih linija
b) Potaknuta smrt stanica
uzrokovana marginacijom
kromatina 1
kondenzacijom tumorskih
stanica
Mappia foetida kamptotecin a) Ucinkoviti inhibitori a) Potice djelomicnu ili
sinteze nukleinskih potpunu remisiju
kiselina u HeLa karcinoma dojke u
stanicama i L-120 ksenograft modela
stanicama b) Faza II ispitivanja
b) Inhibira topoizomerazu | protiv limfoma,
I leukemije 1 epitelnih
c¢) usporava rast ljudskih | tumora
stanica karcinoma
debelog crijeva i stanica
rabdomiosarkoma
d) Mocan kemoterapijski
lijek protiv leukemije
Withania vitaferin A a) Potic¢e apoptozu u a) W. somnifera
somnifera razli¢itim stanicama formulacija je vrlo

karcinoma kroz brzu
proizvodnju ROS

b) Up-regulacija apikalnih
receptora 1 1 promijenjeni
omjer ¢lanova Bcl2
obitelji proteina koji
dovode do nizvodne
aktivacije cjepljenja

kaspaze-3 1 PARP ¢ime se

ucinkovita u regresiji
karcinoma> 50% u
EAC 1 EAT modelima
b) Povecava ekspresiju
Th1 citokina, CD3,
povecava ekspresiju T i
CD40 u modelu EAT

tumora miSa
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dobiva nukleozno
cijepanje DNA u HL-60
stanicama

¢) Kombinacija ekstrakta
korijena i listova
withaferina pokazuje
citotoksi¢nost prema
stani¢nim linijama
karcinoma i inducira
apoptozu kroz stvaranje

RNOS

Cedrus deodara

Lignani, vikstromol,
matairesinol 1

dibenzil butirolaktol

a) Lignanski ekstrakti iz
stabljike pokazuju
citotoksi¢nost u ljudskim
stanicama karcinoma

b) Povecava populaciju
pod-GO u HL-60 1
MOLT-4 stanicama

c) Potice formiranje DNA
ljestvice i stvaranje
dusi¢nog oksida (NO)
koji dovodi do apoptoze

Pokazuje regresiju
karcinoma u misjim

modelima

Boswellia serrata

triterpenska kiselina

a) Inducira apoptozu u
razli¢itim stani¢nim
linijama karcinoma

b) Inhibira sintezu DNA i
rast stanica HL-60

¢) Inhibira topoizomeraze

[11I

Ucinkovito protiv

tumora mozga

Mnoge in vitro 1 in vivo studije ukazuju na moguci preventivni ucinak preparata

¢esnjaka i njihovih spojeva. Utvrdeno je da ¢eSnjak sadrzi veliki broj mo¢nih bioaktivnih spojeva
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s antikancerogenim svojstvima, uglavnom alil sulfida. Navedeno je da razliCiti spojevi ¢eSnjaka
moduliraju sve veci broj molekularnih mehanizama u karcinogenezi, kao §to je stvaranje DNA,
mutageneza, uklanjanje slobodnih radikala, proliferacija stanica i1 diferencijacija, kao 1
angiogeneza. Stopa rasta stanica karcinoma smanjena je ¢eSnjakom, blokadom stani¢nog ciklusa
koja se javlja u G2/M fazi. 1990. godine, americki National Cancer Institute pokrenuo je program
isplanirane prehrane kako bi utvrdio koja je hrana odigrala vaznu ulogu u prevenciji raka.
Zakljucili su da ¢eSnjak moze biti najsnaznija hrana kao preventivha mjera protiv karcinoma.
Cesnjak ima razlidite antitumorske uéinke, ukljuéujuéi inhibiciju rasta tumorskih stanica i
kemopreventivne ucinke. U glodavaca je zabiljeZeno da ¢eSnjak i njegovi spojevi smanjuju razvoj
kemijski induciranih tumora u jetri, debelom crijevu, prostati, plu¢ima, kozi, mokra¢nom
mjehuru, jednjaku i Zelucu. Dialil trisulfid (DATS), organosumporni spoj izoliran iz ¢e$njaka,
pokazao je antikancerogeno djelovanje kako u in vitro tako i in vivo ispitivanjima. Citotoksi¢nost
DATS-a prema epitelnim stanicama prostate je manja u odnosu na PC-3 stanice raka (21).

DATS smanjuje tumorsku masu, mitozu u tumorima, smanjuje aktivnost histon
deacetilaze, povecava acetilaciju H3 1 H4, inhibira progresiju stanicnog ciklusa i smanjuje
tumorske markere (survivin, Bcl-2, c-Myc, mTOR, EGFR, VEGF). Ceénjak sinergira ucinak
eikozapentaenske kiseline, supresora raka dojke, 1 antagonizira ucinak linoleinske kiseline,
pojacivaca karcinoma dojke (21).

Alicin inhibira proliferaciju ljudskih endometrijskih stanica raka dojke i raka debelog
crijeva. Inhibicija rasta prati nakupljanje stanica u W/G1 1 G2/M fazama stani¢nog ciklusa. Tako
je alicin takoder odgovoran za antiproliferativni u¢inak ¢eSnjaka. Dialil sulfid i dialil disulfid,
inhibiraju aktivnost arilamina N-acetiltransferaze 1 2-aminofluorensku DNA u humanim
promijelocitnim leukemijskim stanicama. DATS inhibira 1 rast stanica ljudskog melanoma A375
1 stanica karcinoma bazalnih stanica, poja¢avanjem razine intracelularnih reaktivnih atoma kisika
1 oSte¢enjem DNA, i induciranjem stresa na endoplazmatski retikulum i apoptozu posredovanu
mitohondrijima (21).

Kao predmet naSeg istraZivanja koriSteni su ekstrakti 1 izolirani spojevi iz biljne vrste
Allium, odnosno promatran je njihov citotoksi¢ni ucinak na dvije stani¢ne linije: UM-UC-3

(karcinom mokra¢nog mjehura) i LN229 (glioblastom).

Utjecaj na stanice karcinoma mokra¢nog mjehura UM-UC-3 kod vecine koriStenih
spojeva i ekstrakata je znacajniji pri veé¢im koncentracijama od 50 pg/mL i 100 pg/mL.
Najznacajniji ucinak na smanjenje metaboli¢ki aktivnih stanica imaju dialil disulfid i dipropil

trisulfid pri koncentraciji od 100 pg/mL nakon 72h inkubacije.
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In vitro istrazivanje na stanicama glioblastoma LN229 pokazalo je da svi imaju odredeni
ucinak na smanjenje postotka metabolicki aktivnih stanica, a najznacajniji ucinak dialil disulfid i

dipropil trisulfid pri koncentraciji od 100 pg/mL nakon 72h inkubacije.

Na temelju navedenih rezultata, vidljivo je da biljna vrsta Allium spp. ima veliki
potencijal za lijeCenje razliCitih bolesti, a posebno 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 u¢inak
ovisi o njihovoj koncentraciji 1 vremenu izlaganja, te je glavna hipoteza potvrdena i1 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)

polisulfidima izoliranim iz biljne vrste A/lium spp. dovodi do smanjenja prezivljenja tih stanica.
2) Ispitivani polisulfidi pokazuju citotoksicni u¢inak ovisan o vremenu inkubacije 1 koncentraciji.

3) Djelovanje polisulfida nije uvijek razmjerno povecanju koncentracije i vremenu inkubacije, te

u pojedinim slucajevima dolazi do oporavka stanica.

4) Citotoksicni u¢inak polisulfida, $to je ujedno i hipoteza naseg ispitivanja, je potvrden, a iduci
korak je potvrdivanje tih uc¢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 citotoksi¢no djelovanje polisulfida, spojeva izoliranih iz
biljne vrste Allium spp., na humane karcinomske stanice mokraénog mjehura (UM-UC-3) i
glioblastoma (LN229). Pretpostavka je da ¢e se broj karcinomskih stanica, nakon izlaganja

polisulfidima, broj smanjiti u odnosu na kontrolnu skupinu.

Materijali i metode:

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

karcinomskih stanica. Citotoksi¢nost se odredivala nakon 4, 24, 48 1 72 sata.
Rezultati:

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

stanica.

Kod stanica karcinoma mokraénog mjehura svi polisulfidi ostvaruju bolji u€inak pri visim
koncentracijama od 50 pg/mL i1 100 pg/mL, pri razli€itim vremenima inkubacije. Najznacajniji
ucinak na smanjenje metabolic¢ki aktivnih stanica imaju dialil disulfid i dipropil trisulfid pri

koncentraciji od 100 pg/mL nakon 72h inkubacije.

Kod stanica glioblastoma vec¢ina polisulfida najjaci citotoksi¢ni ucinak ima pri viSim
koncentracijama od 50 pug/mL i 100 pg/mL,pri razliitim vremenima inkubacije. Najznacajniji
ucinak na smanjenje metabolicki aktivnih stanica imaju dialil disulfid 1 dipropil trisulfid pri

koncentraciji od 100 pg/mL nakon 72h inkubacije.
Zakljucci:

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

mjehura i1 glioblastoma kod Zivotinja.
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The aim of the research:

The aim of the research is to examine the potential cytotoxic effects of polysulfides, a chemical
substance isolated from the Allium 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 polysulfides 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
polysulfides 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 polysulfides 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 diallyl disulfide and dipropyl trisulfide at

the concentration of 100 pg/mL after 72-hour incubation time.

In glioblastoma cells most polysulfides 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 diallyl disulfide and dipropyl trisulfide at

the concentration of 100 pg/mL after 72-hour incubation time.
Conclusions:

In vitro exposure of urinary bladder carcinoma cells (UM-UC-3) and glioblastoma (LN229) to
polysulfides leads to reduced cell survival rate. Cytotoxic effects depend on incubation time and
concentration. Polysulfides effect is not always proportional to the increase in concentration and
incubation time and in some cases cell recovery occurs. The cytotoxic effect of polysulfides is
confirmed, which was the hypothesis of the research, and the next step is the confirmation of

these effects by in vivo studies on the models of animal urinary bladder and glioblastoma cancers.
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