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1. UVOD



1.1. RAK

Onkologija je podru¢je medicine koje zahtijeva najvisi stupanj suradnje medicinskog
osoblja zbog svakodnevnih promjena, inovacija, novih spoznaja, ali i nepoznanica. Eticki
zahtjevi koji se postavljaju pred lije¢nike vrlo su specificni i ne postoje jasna pravila u

donosenju odluka (1).

Pojam "neoplazma" oznacCava novonastalu tvorbu u organizmu koja je nastala kao
posljedica razli¢itih unutra$njih i vanjskih ¢imbenika koji djeluju na organizam. Tumori mogu
biti maligni (zlo¢udni) i benigni (dobroc¢udni). Razlika izmedu njih je u agresivnosti rasta te u
tome §to maligni metastaziraju i Sire se u okolinu. Rak predstavlja zlo¢udni oblik novotvorine
I svim vrstama raka je zajednicko da nastaju od zdravih stanica procesom zloc¢udne pretvorbe.
Stanica zbog odredenih promjena izgubi sposobnost odgovora na stani¢ne signale, a to ima za
posljedicu nekontroliranu diobu zloudne preobrazene stanice. Promjena koja je odgovorna za
zlo¢udnu pretvorbu stanice je genska mutacija. Mutacija moze biti nasljedna, ali najcesce
nastaje u somatskim stanicama kao posljedica djelovanja raznih mutagena. Sredi$nju ulogu u
nastanku raka imaju onkogeni — geni koji poti¢u autonomni stani¢ni rast u tumorskim
stanicama bez prisustva normalnih mitogenih signala. Nasuprot njima, zastitnu ulogu imaju
tumor-supresorski geni, tj. protoonkogeni koji su sastavni dio genoma svake stanice i

fizioloski su regulatori stani¢ne proliferacije i diferencijacije (1).

Sest je kljuénih obiljezja po kojima se rak razlikuje od zdravog tkiva: samodostatnost
s obzirom na signale rasta, neosjetljivost na signale inhibicije rasta, zaobilazenje apoptoze,
neograni¢en potencijal umnazanja, tumorska angiogeneza te sposobnost tkivne invazije i
presadivanja. U novije vrijeme dodana su jo§ Cetiri ¢imbenika: poremecen metabolizam,

sposobnost izbjegavanja imunoloskog odgovora, genomska nestabilnost i upala (1).

Iako je rak jedan od vodeéih uzroka smrti, danas se na njega ne gleda kao na smrtnu
presudu, ve¢ kao na kroni¢nu bolest s kojom se moze kvalitetno Zivjeti ili je ¢ak izlijeciti.
Farmaceutska industrija trenutno ulaZe najviSe novca i napora upravo za istraZivanja na

podruéju onkologije (1).



1.1.1. KARCINOM MOKRACNOG MJEHURA

Karcinom mokra¢nog mjehura najces¢i je tumor mokraénih organa, ali opéenito se
moze reci da je rijedak i ¢ini 2% svih malignih tumora u ljudi. Bolest je to razvijenih, urbanih
I industrijaliziranih zemalja. Prosjecna starost bolesnika u vrijeme dijagnoze je 65 godina, i
rijetko se otkriva prije 40. godine. Tri puta ¢eS¢e obolijevaju muskarci i kod njih je na
Cetvrtom mjestu, i to nakon karcinoma prostate, plu¢a i tumora debelog crijeva. Pojavnost

karcinoma kod starijih od 40 godina iznosi 20 na 100 000 ljudi godi$nje (2).

Na nastanak karcinoma vaZzan utjecaj imaju Cimbenici rizika te genetska
predispozicija. Najvazniji ¢imbenik rizika je puSenje koje je u direktnoj vezi s ¢ak 50%
karcinoma mokra¢nog mjehura. U dimu cigareta nalazimo preko 50 $tetnih spojeva od Cega
su najstetniji amini 1 katran. Aminima su izloZeni 1 radnici u tekstilnoj industriji, industriji
gumenih proizvoda, asfalta i boja. Uocena je i veca pojavnost kod ljudi koji su duze vrijeme i
veéim dozama lijeCeni ciklofosfamidom i fenacetinom. Ucestale urinarne infekcije i Cesta
zracenja takoder mogu dovesti do pojave tumora (1).

Najcesce se radi o karcinomu prijelaznog (urotelnog) epitela (90%). To su uglavnom
papilarni tumori ograni¢eni na sluznicu (70%), dok oko 30% invadira submukozu. Ovakvi
tumori skloniji su recidiviranju i povratku bolesti. Osim karcinoma prijelaznog epitela,
patohistoloski razlikujemo i karcinom plocastih stanica (3%), adenokarcinom (2%) i karcinom
malih stanica (1%). Karcinom mokra¢nog mjehura §iri se lokalnim, limfnim i hematogenim
rasapom. Naj¢esc¢a mjesta udaljene diseminacije su jetra, pluca i skelet. PovrSinski lokalizirani

karcinom je izljeciv, dok prezivljavanje bolesnika s invazivnim karcinomom iznosi oko 50%

(1).

Klinicka slika, dijagnostika i lijeCenje:

Hematurija, tj. bezbolno, spontano i ¢esto krvarenje iz mokraéne cijevi, najcesci je
simptom ovog karcinoma. Takoder, pojavljuje se ucestalo mokrenje zbog smanjenog
kapaciteta mjehura, pecenje, opstipacija, limfedem, palpabilna masa i bol u maloj zdjelici.
Ako se pojavi hematurija, prvo se radi intravenska urografija te cistoskopija, a za procjenu
prosirenosti CT 1 MR. Nakon toga uzimaju se komadi¢i tkiva iz mokraénog mjehura za
patohistolosku dijagnostiku. U lije¢enju povrsinskog karcinoma primjenjuje se intravezikalna
aplikacija imunoterapije (BCG) ili kemoterapija (mitomicin C, doksorubicin), a za invazivni
karcinom prijelaznog epitela konkomitantna kemoradioterapija. Najvaznije je otkriti bolest u

pocetnoj fazi, jer tada je moguce izljecenje (3).



1.1.2. KARCINOM DOJKE

Karcinom dojke najucestalija je zlo¢udna bolest kod Zena u razvijenim zemljama
(25%) i visoko je zastupljen medu uzrocima smrti zbog raka (15%). Vrlo je rijetko, ali mogu
oboljeti i muskarci. Postao je javno-zdravstveni problem i veliki se napori ulazu u rano
otkrivanju te bolesti i njeno lijecenje. Kvalitetnom primarnom prevencijom, tj. redovitom
mamografijom Zena u rizicnim skupinama te edukacijom o samopregledu dojki, znatno se
smanjuje mortalitet i poboljSavaju prognoze kod oboljelih. 80% novih slucajeva bolesti bude
otkriveno u ranoj fazi. Prema podacima Registra za rak Hrvatske 26% oboljelih zena od
malignih bolesti boluje upravo od karcinoma dojke. Preko 2500 je novooboljelih slu¢ajeva
godisnje 1 preko 1000 smrti. Nazalost, stopa incidencije (broj novooboljelih na 100 000
stanovnika) u Hrvatskoj visa je nego u Europi. U zadnjih 20 godina taj postotak ima
tendenciju rasta, ali razlog za to pronalazimo i u boljoj dijagnostici, svjesnosti i informiranosti

populacije (2).

Mehanizam promjene normalne stanice u zlocudnu nije u potpunosti poznat. Zbog
promjena gena, izgubi se nadzor nad stani¢énom diobom te se poremeti ravnoteza izmedu rasta
i smrti stanica.

Postoje odredeni riziéni ¢imbenici koji mogu dovesti do veceg broja stani¢nih
promjena i nastanka karcinoma. Starija Zivotna dob najveci je ¢imbenik rizika, a uéestalost
pocinje zamjetnije rasti od 35. godine. Sljede¢i je genetski ¢imbenik mutacije BRCA1 1
BRCAZ2 gena koji povecava rizik za 40-85%. Pozitivna obiteljska anamneza takoder povecava
rizik i do 8 puta. Slijede rana menarha (prije 12. godine) te kasna menopauza (nakon 50.
godine) koje povecavaju rizik za 2-3 puta. Nerotkinje imaju 4 puta vecu ucestalost, a i kasna
prva trudnoca povecava rizik. Zanimljivo, kasna menarha, rana menopauza, rana prva
trudnoca 1 veci broj trudno¢a imaju gotovo protektivan ucinak. Od ostalih ¢imbenika treba
spomenuti izloZzenost zraenju u ranom djetinjstvu, Stres, hormonsku terapiju nakon
menopauze (dugotrajno uzimanje estradiola moze povecati rizik; terapija estrogenima u
kombinaciji s progesteronima pokazala je Cak i1 vece povecanje rizika), oralne kontraceptive te
prehranu, tj. povecanu tjelesnu tezinu (pretile Zene u postmenopauzi imaju povecan rizik od

razvoja te bolesti) (4).
Klinicka slika, dijagnostika i lijeCenje:
Ovaj karcinom manifestira se pojavom nove tvorbe u podrué¢ju dojke. Najéescée se radi

o bezbolnim ¢vori¢ima, ali razvija se 1 crvenilo, promjene na koZi, osjetljivost dojke, bol u



bradavici ili cijeloj dojci, uvlacenje bradavice i iscjedak te promjena oblika dojke. Tumorske
stanice mogu se odvojiti od tumora u dojci te putem krvi ili limfe dospjeti do udaljenih
dijelova tijela, gdje stvaraju metastaze. Bogate mreze limfnih zila dojke odvode limfu prema
¢vorovima u pazuhu pa se najceS¢e prvo tu proSiri. Gotovo polovica oboljelih razvije
metastatsku bolest. ProSirenost karcinoma dojke, odnosno stadij bolesti, odreduje se s
obzirom na veli¢inu primarnog tumora, zahvacenost regionalnih limfnih ¢vorova i postojanje
udaljenih metastaza (1).

Postavljanje dijagnoze temelji se na nekoliko dijagnosti¢kih metoda:
Radioloski pregledi - mamografija, ultrazvuk dojke (nadopuna za sumnjive nalaze) te CT ili
MR (za pracenje metastaza) te citoloska punkcija i biopsija. Karcinom dojke kona¢no se
dijagnosticira patoloskim pregledom uzorka tkiva dojke. Patohistoloskom dijagnozom se
dobiju tocni podaci o veli€ini i vrsti tumora i o njegovim bioloskim karakteristikama.
Laboratorijske pretrage sluze za odredivanje statusa hormonskih receptora i HER2 receptora
§to je nuzno za planiranje lije¢enja karcinoma dojke.
Mamografija je glavna okosnica rane detekcije i smanjuje smrtnost za 30%.

Karcinom dojke lije¢i se kirurskim zahvatom, adjuvantnom kemoterapijom,
imunoterapijom, radioterapijom i hormonskom terapijom. Karcinom dojke bolest je koja se
dugo razvija prije nego Sto postane klinicki manifetsna i postoje slucajevi gdje su bolesnice

zivjele bez terapije i 20 godina (1).

1.1.3. KARCINOM PLUCA

Karcinom pluca vodeéi je po uzroku smrtnosti od zlo¢udnih bolesti u svijetu. Na
prvom je mjestu po ucestalosti karcinoma kod muskaraca te tre¢i najcesci karcinom u zena u
Hrvatskoj. Prema podacima Registra za rak godisnje je vise od 2700 novooboljelih od ¢ega su
oko 2000 muskarci. Ovo je jedan od najsmrtonosnijih karcinoma i, unato¢ lije¢enju, Zivotni
vijek rijetko prelazi godinu dana nakon dijagnoze. Obi¢no se javlja u populaciji starijoj od 60
godina (2).

Uzrok nastanka karcinoma pluéa nije do kraja razjasnjen, ali poznato je da je rezultat
niza mutacija koje mogu biti steCene tijekom zivota ili naslijedene. Po vaznosti se istiCu
EGFR (receptor epidermalnog ¢imbenika rasta, od eng. epidermal growth factor receptor)
mutacija, ALK (kinaza anaplasti¢nog limfoma, od eng. anaplastic lymphoma kinase)-EML 4

fuzija i KRAS-mutacija. Pozitivna obiteljska anamneza poveéava rizik za 5 puta. Ipak,

5



najvazniji vanjski ¢imbenik rizika za razvoj karcinoma pluca je puSenje. Priblizno 90 posto
bolesnika s karcinomom pluéa su pusaci te postoji ¢vrsta povezanost izmedu duljine trajanja
navike puSenja te broja popusenih cigareta dnevno i rizika za razvoj karcinoma pluc¢a (8-25
puta). Iako prestanak puSenja znaajno smanjuje rizik od nastanka karcinoma pluca, bivsi
pusaci joS§ uvijek imaju veci rizik za razvoj ove bolesti od osoba koje nikada nisu pusile. Tek
petnaestak godina od prestanka pusenja rizik od razvoja pluca priblizava se riziku u nepusaca.
Od ostalih ¢imbenika treba spomenuti pasivno pusenje, aeropoluciju u urbanim sredinama, te
inhalacijske kancerogene kao benzpiren, azbest, radioaktivne materijale (radon), nikal, krom i

arsen (5).

Histoloski se primarni karcinomi plu¢a razvrstavaju u cetiri osnovne skupine:
adenokarcinome (40%), karcinome plocastih stanica (epidermoidni, planocelularni) (30%),
karcinome velikih stanica (10-15%) i karcinome malih stanica (mikrocelularni) (10%).
Postoje 1 mijeSani tumori. Primarni karcinom pluc¢a najce$ce se otkriva u stupnju podrucne ili
udaljene proSirenosti, $to uvjetuje loSu prognozu bolesnika (petogodiSnje prezivljavanje
manje od 10-15%) (1).

Klinicka slika, dijagnostika i lijeCenje:

Klini¢ki znakovi raznoliki su i nespecifi¢ni samo za tumor jer se primjeéuju i u drugim
pluénim bolestima. Najces¢i su pocetni simptomi karcinoma plucéa kasalj, hemoptiza, zaduh,
dispneja, promuklost, sukrvav iskasljaj, umor, gubitak teZine i energije, bol u prsistu te
perzistentne infekcije respiracijskog trakta. U uznapredovaloj bolesti primjecuju se nabrekle
vratne vene, otekline lica, vrata i ruku te guSenje u leze¢em polozaju (sindrom gornje Suplje
vene). Mogu¢ je i razvoj Pascoatova i Hornerova sindroma, hormonalnih smetnji,
neuromuskularne 1 koagulacijske neravnoteze te poremecaji vezivnog i1 koStanog tkiva
(paraneoplasti¢ki sindrom) (1).

Bolest se obi¢no dijagnosticira u uznapredovaloj fazi. Inicijalna je pretraga RTG srca i
pluéa i CT toraksa. Za dokazivanje karcinoma pluca i odredivanje podtipa tumora potrebna je
patohistoloska analiza. Za analizu se moze koristiti iskasljaj, ali ipak najéesce se uzorak tkiva
uzima bronhoskopijom. Ako je tumor smjesten periferno, radi se transtorakalna punkcija pod
kontrolom CT-a ili UZV-a.

Karcinom nemalih stanica lije¢i se kirurskim zahvatom, kemoterapijom,

radioterapijom i tzv. ciljanom terapijom, dok je glavni naéin lije¢enja karcinoma malih stanica



kemoterapija, a zatim radioterapija. Vazno je na vrijeme zapoCeti i sa simptomatsko-

potpornom terapijom. Nazalost, prognoze su najc¢esce lose (1).



1.2.  DIVLJA MASLINA

Olea europaea L. subsp. oleaster
Vrsta: Olea oleaster
Porodica: Oleaceae

Maslina je simbol Mediterana i dio njegova kulturnog obiljezja. Jedna je od
stotina godina. Maslinovo ulje i plod sastavni su dio mediteranskog tipa prehrane koji ¢esto
sluzi kao primjer najzdravijeg nacina hranjenja. Osim u prehrani maslina se Koristi u
kozmetici, medicini, ¢ak i u obradi drva. Glavni aktivni sastojci ulja su oleinska kiselina,
skvalen i fenolni spojevi hidroksiriosol i oleuropein koji ekstradjevicanskom ulju daju gorak i
opor okus (6).

Razliciti klimatski i habitalni uvjeti razlog su brojnih genetskih varijacija i razlika
medu oleaster populacijom. Treba razlikovati divlju maslinu Olea europaea oleaster od
pitome masline Olea europaea sativa. Divlja maslina pojavljuje se kao zimzeleni i vrlo
razgranati grm koji raste na suhim i kamenitim priobalnim podrué¢jima Sredozemlja. Nesto je
niza, ima manje listove i jako trnovite grane. Plodovi su joj sitniji, a oni zreli gotovo su crni,

imaju veliku kosticu po tome se razlikuje od pitome masline (7).
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Slika 1. Divlja maslina - Olea europaea L. subsp. oleaster




Sitni, jajoliko-kopljasti, jednostavni listovi dugacki su 30-50 mm, Siroki oko 10-15
mm. Glatka gornja povr$ina Sjajne je tamne zeleno-sive boje dok je donja povrSina dlakava i
svjetlija (8).

Slika 2. Plod i list divlje masline

Fenolni spojevi nalaze se u svim dijelovima biljke, ali njihova priroda i koncentracija
uvelike varira izmedu razlicitih tkiva. Oleuropein, dimetil-oleuropein, ligustrozid i oleorozid
predstavljaju glavne fenolne oleozide, dok je verbaskozid glavni hidroksicinaminski derivat
ploda. Provjera identiteta biljke karakterizirana je prisustvom triterpena (na prisustvo

anhidrida octene kiseline i sumporne kiseline daje crveno obojenje).

Kemijski sastojci maslinovog lista:

a) iridoidi: oleuropein (kao 6-O-glikolizirani i aglikan; 5-9%), ligustrozid, oleorozid,;

b) triterpeni: oleanoli¢na kiselina, maslinska kiselina;

c) flavonoidi: luteolin, kempferol, krisoeriol i derivati apigenina;

d) halkoni: olivin, olivin-4-o-diglukozid;

e) fenolne kiseline: kumarinska kiseline, kafeinska kiselina, ferulska kiselina, vanilinska
kiselina;

f) kumarini: aeskuletin, skopoletin, aeskulin (8).



1.3. OLEUROPEIN

Oleuropein je najistaknutiji fenolni spoj u sorti maslina i moZze dosegnuti
koncentraciju od 140 mg/g suhe tvari u mladih maslina te 60 do 90 mg/g suhe tvari u
listovima. Ovaj ester elenoli¢ne kiseline 1 2-(3,4-dihidroksifenil)etanola otkrili su Bourquelot i
Vintilesco 1908. godine. Pripada skupini iridoida, derivata ciklopentanpirana, tj. sekoiridoida
koji su rasprostranjeni u vrstama Oleaceae, Gentianaceae i Cornaleae. Iridoidi i sekoiridoidi
spojevi su koji su obi¢no glikozidno vezani i proizvodi su sekundarnog metabolizma terpena

koji je prekursor razli¢itih indolnih alkaloida (6).

HO (¢} COOCH; HO (6}

=0 —© cooch,
T 1

0] = o}
O-Glu OH
Oleuropein Oleuropein aglycon

Slika 3. Struktura oleuropeina
(Preuzeto sa: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3002804/figure/f2-
scipharm.2010.78.133/scipharm.2010.78.133/ )

Sintetski put:

Uglji¢ni kostur oleozida izveden je iz mevalonske kiseline, a biosinteza oleuropeina
upravo zapocinje grananjem u putu njenog sekundarnog metabolizma ¢ime nastaje geraniol.
Slijedi ciklizacija kojom nastaje iridodial. Sekvenca koraka izmedu deoksiloganske i 7-
ketologanske kiseline moze se razlikovati izmedu biljnih vrsta, a moze varirati i ovisno o

dobu godine. Potom nastaje ligustrozid, izravni prekursor oleuropeina (6).
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11-methyl olecside
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O-Glu
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Slika 4. Pretpostavljeni biosintetski put oleuropeina
(Preuzeto sa: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3002804/figure/f3-

scipharm.2010.78.133/)
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U razvoju maslinoa ploda obi¢no razlikujemo tri faze: fazu rasta u kojoj dolazi do
akumulacije oleuropeina; zelenu faza sazrijevanja u kojoj dolazi do smanjenja razine
klorofila i oleuropeina te crnu faza sazrijevanja koja je karakterizirana pojavom antocijana i
daljnjim padom razine oleuropeina. Dakle, maslina je bogata oleuropeinom u ranim fazama i
u mladim plodovima gdje ¢ini oko 14% suhe tvari. lako je manja, njegovara razina i dalje je
znacajna kod kultura koje se beru zelene, dok u crnim sortama njegova razina naglo opada

tijekom dozrijevanja, a u nekim sortama moze pasti i na nulu (6).

Glikozidi elenolinske kiseline i dimetiloleuropeina pojavljuju se na pocetku zelene
faze kad razina oleuropeina pocinje opadati. Zatim se akumuliraju i dostizu maksimum u
crnoj fazi gdje dimetiloleuropein postaje glavni sastojak crnih maslina. Smatra se da je

nastanak ovih dviju komponenti uzrokovan pojac¢anom aktivno$éu esteraza (6).

Plod akumulira samo glikozilirane derivate oleuropeina, dok su dihidroksitirazol i
neglikozilirani sekoiridoidi izvedeni iz oleuropeina pronadeni u lis¢u. Pada razina i drugih
oleozida, a raste razina fenolnih spojeva (flavonoidi i verbaskozidi). U mladih maslina
verbaskozidi su prisutni samo u tragovima dok su razine ligustrozida i kornozida relativno
velike. Kad zelena maslina dosegne normalnu veli¢inu, ligustrozidi nestaju, kao i kornozid i

ostale komponente koje se transformiraju u haleridone (6).

Tijekom rasta i sazrijevanja koStunice u plodu su pronadene znacajne razlike u razini
tirozola, hidroksitirozola i glukozida tirozola. Povecanje njihove razine dosljedno korelira s
hidrolizom komponenti s ve¢im molekularnim tezinama. Elonolni glukozidi i hidroksitirozol
mogu se smatrati pokazateljima sazrijevanja masline. Zbog svoje interakcije s difenol-
oksidazom oleuropein je takoder ukljuéen u proces posmedivanja koji se pojavljuje kod
zelenih maslina ili nakon udara i ranjavanja tijekom berbe ili za vrijeme naknadne obrade.

Dakle, stupanj rumenila znatno varira ovisno o fizioloskoj fazi ploda (6).
BioraspoloZivost:

Fenolni spojevi iz djevicanskog maslinova ulja pokazali su znatnu bioraspolozivost.
Oleuropein postize maksimalnu koncentraciju u plazmi nakon 2 sata. Metabolizira se do

hidroksitirozola i tirozola te se izluuju urinom kao glukoronidi ili kao slobodni oblici (6).
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Farmakoloski u€inci oleuropeina:

Anti-oxidant

Anti-inflammatory

Anti-ageing == OLEUROPEIN Anti-atherogenic

Anti-viral Anti-cancer

Anti-microbial

Slika 5. Farmakolosko djelovanje oleuropeina
(Preuzeto sa: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3002804/figure/f4-
scipharm.2010.78.133/)

Oleuropein pokazuje nemali broj farmakoloskih wucinaka - antioksidativno,
protuupalno, antiaterogenic¢ko, protutumorsko, antimikrobno 1 antivirusno djelovanje te anti-
ageing djelovanje i u =zastiti koze (kozmetika). Takoder, poznato je i njegovo
kardioprotektivno djelovanje kod primjene doksorubicina te antiishemijski i hipolipemicki
ucinak (6).

1) ANTIOKSIDATIVNO DJELOVANJE
Oleuropein snazno i ovisno o dozi inhibira oksidaciju bakrovog sulfata u LDL-u
(lipoprotein male gustoce). Osim $to povecava rezistentnost LDL-a na oksidaciju,

istovremeno smanjuje ukupni, slobodni i esterificirani kolesterol u plazmi (6).

2) PROTUUPALNO DJELOVANJE
Oleuropein povecava proizvodnju duSikovog oksida u makrofagima povecanjem
aktivnosti inducibilnog oblika NO-sintaze. Inhibira i aktivnost lipooksigenaze i

proizvodnju leukotriena B, te tako povecava aktivnost imunokompetentnih stanica (9).
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3)

4)

5)

6)

7)

ANTIATEROGENO DJELOVANJE
Ovo djelovanje zasnovano je na smanjenju adhezije monocita na stimulirane endotelne
stanice. Smanjuje 1 aktivnost lipooksigenaze tako Sto smanjuje razinu oksidiranog

oblika glutationa (GSSH) (6).

ANTITUMORSKO DJELOVANJE

Aglikoni sekoiridoida koji su sastojci maslinovog ulja djelotvorno ublazavaju
inicijaciju, promociju i progresiju tumorskih stanica. Oleuropein aglikon pokazao se
kao najpotentniji fenolni spoj za smanjenje sposobnosti zivota stanica raka dojke.

Takoder, inhibiraju i stani¢nu proliferaciju humanog karcinoma mokra¢nog mjehura

(10).

ANTIMIKROBNO DJELOVANJE

Oleuropein pokazuje snazno antimikrobno djelovanje i protiv. Gram-negativnih i
protiv Gram-pozitivnih bakterija, ali i protiv mikoplazmi. Djelovanje ostvaruje
oStecujuéi bakterijsku membranu i/ili oSteCenjem sloja peptidoglikana, inhibicijom
sinteze aminokiselina potrebnih za rast bakterija ili poticanjem fagocitoze.

Inhibira razvoj Klebsiellae pneumoniae, Escherichiae coli, Salmonelae enteridis i
Bacilli cerei te inhibira proizvodnju enterotoksina B kojeg proizvodi Staphylococcus

aureus (11).

ANTIVIRUSNO DJELOVANJE

Potencijalno antivirusno djelovanje oleuropein pokazuje protiv herpes mononukleoze,
hepatitisa, rotavirusa, respiratornog sincicijskog virusa, parainfluenca virusa, govedeg
rinovirusa i virusa macje leukemije (12). Jedan od glavnih mehanizama djelovanja
ekstrakta maslinovog lista (posebno oleuropeina) blokada je povrsinskog
glikoproteina-41 koji je odgovoran za ubacivanje virusa HIV u zdravu stanicu (13).

ZASTITA KOZE 1 ANTI-AGING

Fenolni sastojci maslinovog ulja djeluju antioksidativno na kozu i uklanjaju slobodne
radikale pa je Cest sastojak anti-aging krema. Ekstrakti lista pokazuju preventivno
djelovanje protiv UVB oSteCenja, a smanjenjem razine COX-2 (ciklooksigenaze)

smanjuju karcinogenezu i rast tumora (14).
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8) NEUROPROTEKTIVNO DJELOVANJE
Starenje je rezultat oksidativnog osStecenja, posebice mitohondrija ¢ija je biomembrana
osjetljiva na slobodne radikale, $to rezultira stanicnom disfunkcijom te dovodi do
neurodegenerativnih i kognitivnih bolesti.
Prema nekim studijama oleuropein smanjuje agregaciju B-amiloida (Ap), proteina

svojstvenog za Alzheimerovu bolest, te ima pozitivan u¢inak na demenciju (15).

15



2. CILJ ISTRAZIVANJA
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Cilj je ovog istraZivanja ispitati citotoksi¢no djelovanje ekstrakata lista divlje masline
(Olea europea L. subsp. oleaster) i ¢istog oleuropeina na razlicite vrste humanih karcinoma.
Hipoteza o potencijalnoj citotoksi¢noj aktivnosti ispitivat ¢e se na humanim stani¢nim
linijama karcinoma mokra¢nog mjehura (stani¢na linija T24), karcinoma dojke (stani¢na linija

MDA-MB-231) te karcinoma pluca (stani¢na linija A-549).

17



3. MATERIJALI | METODE
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3.1. STANICNE LINIJE

In vitro istrazivanje ispitivanja djelovanja oleuropeina provodilo se na karcinomskim

stanicama T24, A-549 i MDA-MB-231. Obiljezja tih stani¢nih linija su prikazana u tablicama.

Tablica 1. Obiljezja T24 stani¢ne linije (preuzeto sa http://www.lgcstandards-atcc.org)

Organizam Homo sapiens, ¢ovjek
TKkivo mokra¢ni mjehur

Forma proizvoda smrznuto

Morfologija epitelna

Obiljezje kulture adherentna

Bolest karcinom prijelaznih stanica
Dob i spol 81 godina, zena (T24)

ATCC Number: HTB-4 ™
Designation: 124

Low Density : Scale Bas = 100pm High Densay

Slika 6. Karcinomske stanice T24 stani¢ne linije (preuzeto sa

http://www.lgcstandards-atcc.org)

19


http://www.lgcstandards-atcc.org/
http://www.lgcstandards-atcc.org/

Tablica 2. Obiljezja MDA-MB-231 stani¢ne linije (preuzeto sa http://www.lgcstandards-
atcc.org)

Organizam Homo sapiens, covjek
Tkivo dojka

Forma proizvoda smrznuto
Morfologija epitelna

Obiljezje kulture adherentna

Bolest adenokarcinom

Dob i spol 51 godina, zena

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

o o /

Scale Bar = 100pm

Hig Density

Scale Bar = 100pm

Low Density

Slika 7. Karcinomske stanice MDA-MB-231 stani¢ne linije (preuzeto sa
http://www.lgcstandards-atcc.org)
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Tablica 3. Obiljezja A-549 stani¢ne linije (preuzeto sa http://www.lgcstandards-atcc.org)

Organizam Homo sapiens, ¢ovjek
Tkivo pluca

Forma proizvoda smrznuto
Morfologija epitelna

Obiljezje kulture adherentna

Bolest karcinom

Dob i spol 58 godina, muskarac

ATCC Number:
Designation:

Low Density

CCL-185
A-549

Scale Bar = 100pm High Density Scale Bar = 100pm

Slika 8. Karcinomske stanice A-549 stani¢ne linije (preuzeto sa

http://www.lgcstandards-atcc.org)
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3.2. POSTUPAK

Stani¢ne linije nakon odmrzavanja uzgojene su u Dulbecco's Modified Eagle Medium
(DMEM) mediju u vlaznom inkubatoru na 37°C uz 5% CO,. DMEM medij sadrzi potrebne
hranjive tvari kao $to su aminokiseline i minerali te FBS (govedi serum). Osim toga, u njemu
se nalaze 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, tretiramo
tripsinom, enzimom koji cijepanjem peptidnih veza omoguéuje odvajanje stanica od podloge

te njihovo presadivanje.

Brojanje stanica radi se tako da se 10 ul stanica pomijesa s 90 ul Trypan Blue boje
koja oboji mrtve stanice te tako omogucava brojenje zivih stanica koje nisu obojane. Potom se
jednak broj stanica presaduje u 96 jazica u 4 replikata te se ostave preko no¢i da se prihvate za

podlogu.

U sljede¢em koraku stanice karcinoma tretiraju se prethodno pripremljenim vodenim
otopinama oleuropeina i ekstrakata lista masline u koncentracijama od 0,5 g/L i 1 g/L tijekom
4, 24, 48 1 72 sata. Tri jazice koje predstavljaju kontrolu su ostavljene u samom mediju te u

njih nisu dodavani ekstrakti masline.

Slika 9. Vlazni inkubator i ploca s 96 jazica
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Test citotoksi¢ne aktivnosti:

Stani¢na Zivost 1 proliferacija odredena je mjerenjem stanicnog metabolizma koristeci
MTT metodu. Zuti tetrazolin MTT (3-(4,5-dimetiltiazolid-2)-2,5-difeniltetrazolin bromid) je
prah koji se pripremi otapanjem u fosfatnom puferu (PBS). MTT se reducira u metabolicki
aktivnim stanicama, tj metaboli¢ki neaktivne stanice ga ne vezu. Ovim testom odreduje se

postotak metabolicki aktivnih stanica nakon izlaganja oleuropeinu i ekstraktima lista masline.

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 Kkoji prenosi elektrone do MTT-a.
Rezultirajuéi intracelularni ljubicasti Spoj formazan moze se izmjeriti spektrofotometrijski.

U jazice dodani MTT se nakon jednog sata ispere. Da bi se mogla o¢itati apsorbancija (na 570
nm) novonastalog ljubiCastog spoja, potrebno ga je otopiti u otopini DMSO (dimetil
sulfoksid) koji se doda nakon uklanjanja MTT-a. Plocice su inkubirane 10 min na 37 °C uz
treskanje.

Slika 10. Ljubic¢asto obojenje nakon dodavanja DMSO
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Apsorbancija je mjerena spektrofotometrom na 570 nm (signal) i 690 nm (pozadina).

Slika 11. Spektrofotometar

Omijer apsorbancije stanica tretiranih razli¢itim koncentracijama oleuropeina i
ekstrakata lista masline te apsorbancije onih koje nisu tretirane pokazatelj nam je citotoksic¢ne

aktivnosti koristenih spojeva.

A% = A (oleuropeina ili ekstrakata lista masline) / A (kontrole)
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4. REZULTATI
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Empirijska obrada:

Kao ograniCenje istrazivanja uzima se premala serija podataka.

41. KARCINOM MOKRACNOG MJEHURA - stani¢na linija T24
Tablica 4.1.1. 1zmjerena apsorbancija stanica tretiranih oleuropeinom
c [g/L] 0,59/L 1lg/L
. A%=A(oleuro)/ . A%=A(oleuro)/
t[h] | A(kontrola) | A(oleuropeina) A(Kontrole) A(oleuropeina) A(Kontrole)
4 0,154889 0,157667 1,017934 0,074333 0,479914
24 0,220889 0,057667 0,261066 0,060333 0,273139
48 0,485 0,058667 0,120962 0,063333 0,130584
72 0,212357 0,034667 0,163233 0,05 0,235433
T24 Oleuropein
. 12
T
(5] 1 N
\
£ 0.8
: \
= 0.6 0.5g/!
©
8 02 \¢
X 0
4h 24h 48h 72h

Pronadene su razlike u apsorbanciji izmedu kontrolne skupine i skupina tretiranih

koncentracijama od 0,5 g/L i 1 g/L otopine oleuropeina. Obje koncentracije pokazuju

jednak citotoksi¢ni uc¢inak nakon 24 sata, s tim da veca koncentracija (1 g/L) pokazuje

citotoksiéni u¢inak ve¢ nakon 4 sata inkubacije.
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Tablica 4.1.2. 1zmjerena apsorbancija stanica tretiranih ekstraktom lista masline

¢ [o/L] 0,5g/L 1g/L
th] | Ackontrola) | Alist masline) A(K’(T(ﬁgt':g?:)")’ A(list masline) A‘K’(T(ﬁgt'f;?es)")’
4 | 0154889 0,167333 1,080344 0,117333 0,757532
24 | 0220889 0,151667 0,68662 0,046667 0,211268
48 0,485 0,432333 0,891409 0,058 0,119588
72 | 0212357 0,109333 0,938591 0,027667 0,130273

T24 List masline

1.2
]
ER AN
[
2 0.8 \ //
‘e \ N
=06 \ 0.5g/l
(0]
(%)
= 04 1g/1
2 N\
- 0.2 S
£
e O
4h 24h 48h 72h

Pronadene su razlike u apsorbanciji izmedu kontrolne skupine 1 skupine tretirane razli¢itim
koncentracijama ekstrakata lista masline. Koncentracija od 0,5 g/L ne pokazuje statisticki

znacajan ucinak, dok koncentracija od 1 g/L ostvaruje dobar u€inak nakon 24 sata.

Otopina ekstrakata lista masline te otopina samog oleuropeina, pri koncentracijama od
1 g/L, pokazuju znacajan citotoksi¢ni ucinak na stanice karcinoma mokra¢nog mjehura vec

nakon 24 sata od izlaganja.
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4.2.

KARCINOM DOJKE - stani¢na linija MB-MDA-231

Tablica 4.2.1. Izmjerena apsorbancija stanica tretiranih oleuropeinom

c [o/L] 0,5g/L 1g/L
t[h] | A(kontrola) | A(oleuropeina) A(X)(T(ﬁr(ﬁ:'%:g) ) A(oleuropeina) AOA/O(TQSEL%T;; )y
4 0,445333 0,34 0,763473 0,233 0,523204
24 | 0,3836667 0,458 1,1937445 0,287 0,748045
48 0,411667 0,335667 0,815385 0,103 0,250202
72 0,355 0,185 0,521127 0,043 0,121127

MB-MDA-231 Oleuropein

0.4
0.2 \\
|

72h

1.4
v
Y 1.2 A
.
(8]
=§. 0.8 ﬁ//\ \ —o—0.5 g/I
2 0% T e - 1g/|
: N\ :
@
€
X

0

4h 24h 48h

U odnosu na kontrolu uocéene su razlike u apsorbanciji. Znacajniju citotoksi¢nu aktivnost
pokazuje skupina tretirana otopinom oleuropeina od 1 g/L, posebice nakon 48 sati, dok je
otopina oleuropeina koncentracije 0,5 g/L citotoksi¢no djelovala tek kod najduze

inkubacije od 72 sata.
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Tablica 4.2.2. 1zmjerena apsorbancija stanica tretiranih ekstraktom lista masline

¢ [o/L] 0,5g/L 1g/L
tih] | Agkontrola) | Alist masline) A(K’(T(ﬁgt':g?:)")’ A(list masline) A‘K’(T(ﬁgt'f;?es)")’
4 | 0445333 0,433 0,972305 0,406 0,911677
24 | 0,3836667 0,471333 122849 0,495333 1,291051
48 | 0411667 0,347 0,842915 0,325667 0,791093
72| 0355 0,343667 0,968075 0,256 0,721127

MB-MDA-231 List masline
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Skupina stanica karcinoma dojke tretirana ekstraktima lista masline pokazala je male
razlike u apsorbanciji u odnosu na kontrolu. Slaba citotoksi¢na aktivnost uocena je pri

koncentraciji od 1 g/L nakon 48 sati.

Najvecu citotoksi¢nu aktivnost na stanice karcinoma dojke pokazuje otopina

oleuropeina u koncentraciji od 1 g/L 48 sati od izlaganja stanica.
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4.3. KARCINOM PLUCA - stani¢na linija A-549
Tablica 4.3.1. 1zmjerena apsorbancija stanica tretiranih oleuropeinom
c [g/L] 0,5g/L 1g/L
. A%=A(oleuro)/ . A%-=A(oleuro)/
t[h] | A(kontrola) | A(oleuropeina) A(Kontrole) A(oleuropeina) A(Kontrole)
4 0,426333 0,388667 0,91165 0,401667 0,942142
24 0,463667 0,207333 0,44716 0,117667 0,253774
48 0,397667 0,235 0,590947 0,193333 0,486169
72 0,405667 0,109667 0,270337 0,056667 0,139688
A549 Oleuropein
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Na ovom grafu vrlo je lako uoc€ljiva povezanost citotoksi¢nosti i koncentracije otopine

oleuropeina. Najveéi uéinak ostvaren je izmedu 4 i 24 sata. Slijedi blagi oporavak stanica

karcinoma, a nakon 48 sati ponovno je uocena citotoksi¢na aktivnost obje koncentracije.
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Tablica 4.3.2. 1zmjerena apsorbancija stanica tretiranih ekstraktom lista masline

¢ [o/L] 0,5g/L 1g/L
tih] | Agkontrola) | Alist masline) A(K’(T(ﬁgt':g?:)")’ A(list masline) A‘K’(T(ﬁgt'f;?es)")’
4 | 0426333 0,403 0,94527 0,364 0,853792
24 | 0463667 0,308333 0,859094 0,388333 0,837527
48 | 0397667 0,350333 0,880972 0,321 0,807209
72 | 0405667 0,318333 0,784717 0,284333 0,700904

A549 Ekstrakt lista masline
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Slaba citotoksi¢na aktivnost uocena je kod skupine tretirane otopinom ekstrakata lista

masline s koncentracijom od 1 g/L, i to tek nakon 72 sata.

Otopina oleuropeina pokazala je zadovoljavajuci, s koncentracijom proporcionalan,

citotoksi¢ni u¢inak na stanice karcinoma pluca.

31



5. RASPRAVA
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Uz bolesti srca i krvnih zila i razli¢ite smrtne nezgode karcinomi su jedan od vodecih
uzro¢nika smrti. Stopa smrtnosti najvisa je za karcinom pluca, debelog crijeva, dojke,
gusteraCe, prostate te leukemija. Muskarci obolijevaju ¢e$¢e nego Zene (2). Najcesci je rak
kod muskaraca karcinom plu¢a. Glavni ¢imbenik rizika je puSenje, a karakteristicniji je za
razvijenije zemlje. Otezana i prekasna dijagnoza razlog su zbog kojeg je karcinom pluca
najsmrtonosnija maligna bolest. Po ucestalosti kod muskaraca slijede karcinomi prostate i
kolona. Nazalost, biljezi se porast karcinoma pluca i u zenskoj populaciji te je kod njih na
drugom mjestu (16).

Na prvom je mjestu po ucestalosti kod Zena karcinom dojke. lako je incidencija u porastu,
zahvaljujué¢i edukaciji i ranom otkrivanju, smrtnost se ne povecava. Na godinu u Hrvatskoj
oboli vise od 2000 Zena, a od ove bolesti umre svaka treca. Ukoliko se otkrije dovoljno rano,
gotovo 90 % pacijentica moze se izlijeciti. Karcinomi maternice i kolona takoder se
svrstavaju u najucestalije karcinome kod zena (2). Karcinom mokra¢nog mjehura kod
muskaraca na ¢etvrtom je mjestu dok je kod zena puno rjedi. Pogada uglavnom starije od 60

godina, a pusenje je i u ovom slucaju najvecéi rizi¢ni ¢cimbenik (17).
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3 % (347) - GUSTERACA - (3413 %

4% (515) - ZELUDAC - (393) 4 %
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Slika 12. Raspodjela novooboljelih od raka prema sijelima u 2013.
Preuzeto sa: http://www.hzjz.hr/wp-content/uploads/2013/11/Bilten-2013 _final.pdf
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Biljke se tisuélje¢ima koriste u lijeCenju razli¢itih tegoba i bolesti. Nerijetko se moze

¢uti izraz da u prirodi postoji lijek za sve, samo ga treba pronaci. Razvoj tehnologije i nova

saznanja omogucili su izolaciju spojeva koji pokazuju farmakolosko djelovanje. Svrha je

ovog istrazivanja utvrditi postoji li, osim standardne terapije citostaticima, moguénost

lijeCenja i potporne terapije u vidu biljnog izvora.

U Tablici 10 prikazane se neke tradicionalne biljke za koje postoji odredena razina dokaza o

djelotvornosti u terapiji karcinoma (18).

Tablica 10. Tradicionalno koriStene biljke u terapiji razli¢itih linija karcinoma:

Naziv biljke Djelovanje Razina dokaza
Actaea racemosa (habulica) prevencija raka dojke C
Oenothera biennis (noc¢urak) prevencija i terapija raka dojke C
Linum usitatissimum (lan) prevencija i terapija raka dojke C
Paeonia sp. (bozur) rak pluca C
Salvia officinalis (kadulja) prevencija raka pluca C
Rhodiola rosea (rodiola) rak mokra¢nog mjehura C
Allium sativum (&e$njak) prevencija raka C
Ginkgo biloba rak debelog crijeva i rektuma, rak C
zeluca, rak gusterace, rak jajnika
Ginseng prevencija raka, rak zeluca C
Lavandula angustifolia terapija uznapredovalog raka C
Podophylum sp. rak maternice C
Plantago sp. rak debelog crijeva C
Trifolium pratense (crvena djetelina) rak prostate C
Salvia officinalis prevencija raka pluca C
Camellia sinensis (zeleni ¢aj) prevencija i terapija raka C
Curcuma longa prevencija i terapija raka C
Boswelia serrata (indijski tamjan) terapija raka mozga B
Chelidonium majus (rosopas) prevencija i terapija raka B
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B — dobri znanstveni dokazi; do dva RKT (randomizirana kontrolirana pokusa) ili bar jedna

metaanaliza ili slabija studija i utemeljenje u teoriji / in vivo pokusima.

C — nejasni ili proturjecni znanstveni dokazi; RKT slabije kvalitete, slabije studije bez dokaza

u teoriji / in vivo pokusima ili samo teorijski / in vivo dokazi.

Za biljku Boswelia seratta (indijski tamjan) postoji ¢vrsta razina dokaza u terapiji
karcinoma mozga. Triterpenoidi, posebice bosveli¢na kiselina, citotoksi¢nu aktivnost
ostvaruju indukcijom apoptoze (19). Slicnim mehanizmom, alkaloidi izolirani iz biljke
Chelidonium majus (rosopas), a i sam biljni ekstrakt, pokazuju antitumorsku i citotoksi¢nu

aktivnost ovisnu o vremenu i koncentraciji (20).

Rhodiola rosea (rodiola) ima dokazan anti-ageing ucinak, a istrazivanjem je uoceno i
antitumorsko djelovanje jedne od njezinih bioaktivnih komponenti, salidrozida. Uc¢inak

ostvaruju inhibicijom translacije, a koristi se u prevenciji karcinoma mokra¢nog mjehura (21).

Oenothera biennis (noc¢urak) i Linum usitatissimum (lan) imaju utjecaj na stani¢no
prezivljavanje te kao takvi imaju potencijal u lijeenju karcinoma dojke. Polifenoli no¢urka
imaju dokazana protuupalna, antioksidativna te antitumorska svojstva (22). Sjeme lana koje je
bogato lignanima te a-linolenskom kiselinom takoder posjeduje antitumorsku aktivnost.
Mehanizam djelovanja ukljucuje suzbijanje stani¢ne proliferacije te stimuliranje apoptoze
moduliranjem metabolizma estrogena, estrogenskih receptora te signalnih putova. IstraZivanja
na zivotinjama pokazala su da prehrana obogacena sjemenom lana usporava rast tumora,

pojacava ucinak tamoksifena te trastuzumab/herceptin monoklonskog protutijela (23).

Biljka Paeonia sp. (bozur) ima dokazan citotoksi¢ni, antioksidativni, protuupalni te
antitumorski uc¢inak. Potencijalno je ucinkovita alternativa u terapiji karcinoma pluca, i to
upravo ispitivane stani¢ne linije A-549. Citotoksi¢ni uéinak iskazuje poticuci oksidativni stres

i apoptozu, zaustavljanjem stani¢nog ciklusa te blokiraju¢i NF-«xB kaskadni put (24).
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Mediteranski tip prehrane jedan je od najzdravijih i Gesto se preporucuje. Stiti od
kardiovaskularnih bolesti, a istrazuju se i brojna druga farmakoloska djelovanja. Jedan od
zastitnih znakova Mediterana je maslina, a sekoiridoid oleuropein najvazniji je fenolni
sastojak lista masline te je odgovoran za pozitivan farmakoloski ucinak koji ukljucuje
antioksidativno, protuupalno, antimikrobno i antivirusno te anti-ageing djelovanje. Lista
sinteti¢kih i prirodnih spojeva koji aktiviraju tumorsupresorske gene i inhibiraju onkogene
stalno je u porastu i velik broj istrazivanja usmjeren je na razvoj onkoloskih lijekova. Cilj
ovog istrazivanja ide upravo u tom smjeru te ispituje potencijalne citotoksi¢ne ucinke

oleuropeina na razli¢ite linije humanih karcinoma.

Karcinom dojke velik je javno-zdravsteni problem, ali i jedan od pozitivnijih primjera
gdje je ozbiljnost problema prepoznata u javnosti. Incidencija varira o populaciji i geografskoj
lokaciji te o nacinu prehrane. Edukacija i poticanje samopregleda smanjili su smrtnost unato¢
povecanoj pojavnosti karcinoma. NaSe in vitro istrazivanje na stani¢noj liniji MB-MDA-231
pokazalo je vrlo dobre, o vremenu i koncentraciji ovisne, rezultate. Koncentracija od 1 g/L
nakon 72 sata metabolicki je inaktivirala vise od 80% stanica. Istrazivanja radena na
misevima takoder pokazuju pozitivan u¢inak. Oralno administriran oleuropein inhibira HER2
protein koji je prekomjerno eksprimiran u stanicama karcinoma dojke te izaziva apoptozu
stanica karcinoma. Takoder je wuofeno da vrlo znaajno poboljsava djelotvornost
trastuzumaba, monoklonalnog protutijela koje se koristi u lijeCenju HER2 pozitivhog
karcinoma dojke. Nedovoljno poznavanje kaskadne signalizacije usmyjerilo je istrazivanja
prema molekularnoj razini i utvrdivanju