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1. UvOD



1.1. KARCINOM

Karcinom je sloZena bolest u kojoj stanice vise ne odgovaraju u cijelosti na signale unutar
tkiva u kojem reguliraju stani¢nu diferencijaciju, prezivljenje, proliferaciju i smrt. Kao
rezultat toga, ove stanice se nakupljaju unutar tkiva, dovode¢i do lokalnog oSte¢enja i upale.

Postoji viSe od 200 razlic¢itih vrsta karcinoma (1).

1.1.1.0biljezja karcinoma

Obiljezja karcinoma obuhvacaju Sest bioloskih sposobnosti stecenih tijekom njegovog
razvoja. Obiljezja Cine organizacijski princip racionalizacije slozenosti neoplasti¢nih bolesti.
Ukljucuju odrZavanje proliferativnih signala, izbjegavanje supresora rasta, otpor stani¢noj
smrti, omogucavajuci replikacijsku besmrtnost, angiogeneza 1 aktivacija invazije 1
metastaziranja. Temelj ovih obiljeZja je genetska nestabilnost, koja stvara genetske

raznolikosti, i upala, koja potice vise funkcija navedenih obiljezja (1).

1.1.2.0nkogeni i tumor-supresorski geni
Mutacije koje poveéavaju funkciju protoonkogena i one koje smanjuju funkciju tumor-

supresorskih gena dovode do nastanka onkogena.
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Slika 1. Sedam tipova protein koji sudjeluju u kontroli stani¢nog rasta (2)




Karcinom moze nastati ekspresijom mutiranih formi ovih proteina: faktora rasta (I), receptora
faktora rasta (II), proteina za provodenje signala (Il1), transkripcijskih faktora (IV), pro- i
antiapoptotskih proteina (V), proteina za kontrolu stani¢nog ciklusa (VI) i DNA-popravljackih
proteina (VII). Mutacije koje mijenjaju strukturu ili ekspresiju proteina I-IV, poveéavaju
aktivnost dominantnih onkogena. Proteini razreda VI su uglavnom tumor-supresorski;
mutacije u genima ovih proteina djeluju u oslobadanju stanica iz kontrole i nadzora, §to
povecava vjerojatnost da ¢e mutirane stanice postati tumorske stanice. Mutacije razreda VII
znatno povecavaju vjerojatnost mutacija u drugima razredima. Proteini kodirani virusom Kkoji

aktiviraju receptore faktora rasta (la) takoder mogu izazvati karcinom (3).

Aktivacija protoonkogena u onkogene moze nastati to¢kastom mutacijom, amplifikacijom
gena i translokacijom. Prvi prepoznati onkogen, v-src, identificiran je u Raus-sarkoma virusu,
retrovirusu koji uzrokuje karcinom. Prvi identificirani ljudski onkogen kodira aktivni oblik

Ras-a, proteina koji provodi signal. Izoliran je iz karcinoma mjehura (Slika 2.).
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Slika 2. Izolacija onkogena (4)



Tumor supresorski geni kodiraju proteine koji usporavaju ili inhibiraju napredovanje kroz
odredenu fazu stani¢nog ciklusa, kontrolnim proteinima koji zaustavljaju stani¢ni ciklus ako
je DNA ostecena ili su kromosomi abnormalni, receptorima za izlu¢ene hormone koji djeluju
na inhibiciju stani¢ne proliferacije, proteinima koji promic¢u apoptozu i enzimima Koji
popravljaju DNA. Nasljedne mutacije koje uzrokuju retinoblastom, dovele su do identifikacije
RB, prvog prepoznatog tumor-supresorskog gena. Nasljedivanje jednog mutiranog alela
mnogih tumor-supresorskin gena (npr. RB, APC, BRCA-1) povecava gotovo 100%

vjerojatnost razvoja karcinoma (5).

1.2. KARCINOM MOKRACNOG MJEHURA

1.2.1. Etiologija i epidemiologija

Incidencija karcinoma mokra¢nog mjehura iznosi 15/100.000. U Republici Hrvatskoj je 2008.
godine zabiljezeno 855 slucajeva.Karcinom prijelaznog epitela triput se ¢eS¢e pojavljuje u
muskaraca. Prosje¢na dob bolesnika s karcinomom mokra¢nog mjehura iznosi 65
godina.Dokazani ¢imbenici rizika za nastanak karcinoma mokra¢nog mjehura jesu pusenje,
izlaganje aromatskim aminima, azo-bojama, odredenim lijekovima (cilofosfamid, fenacetin),

kamenci, kroni¢na upala te shistosomijaza (povezana je s karcinomom plocastih stanica) (6).

1.2.2. Patohistologija

Tumori bubrezne nakapnice, mokracovoda i1 mokraénog mjehura najc¢eS¢e potjecu iz
prijelaznog (urotelnog) epitela (90%). Ostali su patohistoloski oblici: karcinom ploc¢astih
stanica (3%), adenokarcinom (2%) i karcinom malih stanica (1%). Tumori prijelaznog epitela

su 50-100 puta ¢es¢i u mokra¢cnom mjehuru nego na ostalim dijelovima urotrakta (6).

1.2.3. Klinicka slika

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

najéeS$¢e metastazira u trbusne limfne ¢vorove, jetru, plu¢a i u kosti (6).



1.2.4. Dijagnosticki postupak i odredivanje stadija bolesti

Ako se pojavi hematurija, bolesniku je potrebno napraviti intravensku urografiju te
cistoskopiju (Slika 3.). Ako cistoskopija pokaze tumor, potrebno je uciniti transuteralnu
resekciju tumora u mjehuru. Kao pomo¢ u dijagnostici sluzi citoloski pregled mokrace. Za
procjenu proSirenosti bolesti sluzi MSCT (Slika 4.) ili MR trbuha i male zdjelice (Slika 5.) te
RTG-prikaz pluca (6).

Mokracni
mjehur

Uretra

Maternica

Slika 3. Cistoskopija mokra¢nog mjehura

Preuzeto s: http://zdravlje.eu/2012/01/24/radiolosko-ispitivanje-bubrega/cistoskopija-2/

gall bladder

left adrenal gland

right kidney

Slika 4. MSCT trbuha i male zdjelice

Preuzeto s: http://www.radiologyinfo.org/en/info.cfm?pg=abdominct
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Slika 5. MR trbuha i male zdjelice

Preuzeto s: http://www.dijagnostika2000.hr/mr.html

1.2.5. Klasifikacija tumora
Zbog odgovarajuceg izbora terapije te prognoze bolesti potrebna je Sto to€nija procjena
prosirenosti bolesti. Procjenu proSirenosti bolesti najées¢e izrazavamo TNM-klasifikacijom

Americkog udruzenja za rak (Slika 6.) (6).

Primary Tumor (T)

X Primary tumor cannot be assessed

To No evidence of primary tumor

Ta Noninvasive papillary carcinoma

Tis Carcinoma in situ: “flat tumor”

T Tumor invades subepithelial connective tissue

T2 Tumor invades muscularis propria

pT2a Tumor invades superficial muscularis propria (inner half)
pT2b Tumor invades deep muscularis propria (outer half)

T3 Tumor invades perivesical tissue

pT3a Microscopically

pT3b Macroscopically (extravesical mass)

T4 Tumor invades any of the following: prostatic stroma, seminal vesicles, uterus, vagina, pelvic wall, abdominal wall
T4a Tumor invades prostatic stroma, uterus, vagina

Tab Tumor invades pelvic wall, abdominal wall

Regional Lymph Nodes (N)

Regional lymph nodes include both primary and secondary drainage regions. All other nodes above the aortic bifurcation are
considered distant lymph nodes.

NX Lymph nodes cannot be assessed

NO No lymph node metastasis

N1 Single regional lymph node metastasis in the true pelvis (hypogastric, obturator, external iliac, or presacral lymph
node)

N2 Multiple regional lymph node metastasis in the true pelvis (hypogastric, obturator, external iliac, or presacral lymph
node metastasis)

N3 Lymph node metastasis to the common iliac lymph nodes

Mo No distant metastasis

M1 Distant metastasis




Slika 6. TNM-klasifikacija karcinoma mokra¢nog mjehura
Preuzeto s: http://www.onclive.com/publications/special-issues/2015/june-2015/role-of-anti-
pd-1-pd-11-immunotherapy-in-bladder-cancer?p=3

1.2.6. Lijecenje karcinoma prijelaznog epitela
LijeCenje se temelji na stupnju proSirenosti bolesti. Stoga se razlikuje pristup neinvazivhom i

invazivnom karcinomu ili metastatskoj bolesti (6).

1.2.6.1. Lijecenje povrsinskog karcinoma mokracnog mjehura

Primarni oblik lije¢enja povrSinskog karcinoma mokra¢nog mjehura jest transuretralna
endoskopska resekcija (TUR). S obzirom na visoku stopu lokalnog povratka bolesti, nakon
resekcije potrebno je u tromjesecnim 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

najcesce primjenjuje mitomicin C. Rjede se primjenjuje doksorubicin (6).

1.2.6.2. Lijecenje invazivnog karcinoma mokracnog mjehura

Osnovni oblik lijecenja invazivnog karcinoma mokra¢nog 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 o€uvanja mokraénog mjehura. Bolesnici koji zbog opéeg stanja ili

znatnog komorbiditeta ne mogu tolerirati kemoradioterapiju, samo se zrace (6).

1.2.6.3. Terapija karcinoma prijelaznog epitela gornjeg dijela urotrakta
Terapija izbora je nefroureterektomija. Lokalna ekscizija moguca je kod manjih, povrsinskih

lezija. Uznapredovali slucajevi lijeCe se kemoterapijom temeljenom na cisplatinu (6).

1.3. GLIOBLASTOM

1.3.1. Etiologija i epidemiologija
Prema podacima Hrvatskoga registra za rak, incidencija tumora sredi$njeg zivéanog sustava
(SZS-a) u 2008. godini iznosila je 11/100000 stanovnika. Najveéa je incidencija u starijih

0soba, a srednja zivotna dob pri postavljanju dijagnoze je 55 godina. Ovisno o zivotnoj dobi,
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mijenja se ne samo ukupna ve¢ 1 uCestalost pojedinih histoloskih tipova tumora, pa se tako u
dje¢joj dobi najcesce pojavljuju tumori straznje lubanjske jame (astrocitomi malog mozga i
mozdanog debla, meduloblastomi i ependimomi) (7).

Moze se sa sigurnoS¢u re¢i da izlozenost kemijskim spojevima poput policiklickih
ugljikohidrata, sastojaka polivinil-klorida i gume, kao i derivata N-nitrozoureje, prati
poveéana incidencija zlocudnih tumora srediSnjeg zivéanog sustava. 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 zraenih zbog tumora glave 1 vrata.

Svi tumori mozga, dobro¢udni i zlo¢udni, imaju sli¢ne klinicke simptome, a mogu svojim
rastom uzrokovati smrt. Stoga za dobro¢udne tumore sredi$njeg zivéanog sustava kazemo da
su zlo¢udni po lokalizaciji.Rast tumora i edem okolnog, zdravog tkiva dovode do Zzari$nih
neuroloskih ispada, porasta intrakranijalnog tlaka 1 hidrocefalusa.

Porast intrakranijalnog tlaka ocituje se kvantitativnim poremecéajem svijesti (od somnolencije
do kome), mucéninom i povracanjem, 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).

1.3.2. Dijagnosti¢ki postupak

Osim detaljne anamneze neuroloskog statusa, u bolesnika s mozdanim tumorima cesto su
heteroanamnesti¢ki podaci vazniji jer tumori mozga izazivaju promjene u bolesnikovu
mentalnom statusu.

Naime, prakti¢no se svi tumori mozga uocavaju kao ekspanzivni procesi koji se ispunjavaju
radiologkim kontrastom uz edem i potiskivanje okolnog zdravog mozdanog tkiva. Cesto su
cisti¢ni, a katkad uzrokuju hidrocefalus.

Obicno se neuroradioloska dijagnostika provodi pomocu CT-a s kontrastom ili MR mozga, uz
napomenu da MR ima apsolutnu prednost u prikazu parenhima ziv¢anoga tkiva, omogucuje

uocavanje manjih lezija i preciznije prikazuje granice tumora i okolnog edema (7).



Slika 7. CT glioblastoma

Preuzeto s: https://radiopaedia.org/articles/glioblastoma

Slika 8. MR glioblastoma

Preuzeto s: https://radiopaedia.org/cases/glioblastoma-with-a-large-cystic-component-1



U bolesnika s operabilnim tumorima te tipicnom neuroradioloSkom slikom odredene vrste
tumora prije radikalnog kirur§kog zahvata najcesce nije potrebno postavljanja patohistoloske
analize biopsijom. Stereotaksijska se biopsija, radi postavljanja definitivne dijagnoze, provodi
u bolesnika u kojih se, zbog specifiéne pozicije tumora, ne moze napraviti otvoreni kirurski
zahvat. U iznimnim sluéajevima, kad zbog pozicije tumora ili imunokompromitiranosti
bolesnika nije moguce napraviti ni biopsiju, a neuroradioloski nalaz jasno upucuje na to o
kojoj je vrsti tumora rije¢, dolazi u obzir provodenje onkolosSkog lijecenje i bez postavljene

cito/patohistoloske dijagnoze (7).

1.3.3. Klasifikacija tumora

Najces¢e se primjenjuje klasifikacija Svjetske zdravstvene organizcije (SZO) na osnovi
histoloske slike, t¢ TNM-klasifikacija. Zbog postojanja Cak stotinjak razlicitih patoloskih
podtipova, histoloska klasifikacija SZO-a prikazana je u pojednostavljenom obliku.
Najvaznija je skupina glioma (astrocitomi, oligodendrogliomi, ependimomi, mijesani gliomi)

koji ¢ine vise od 50% svih tumora mozga (7).

Patohistoloska klasifikacija tumora mozga (WHO) (8)

Neuroepitelni (neuroektodermalni) tumori

Astrocitni tumori (30-35%)

- Astrocitom: policisti¢ni astrocitom, fibrilarni astrocitom
- Anaplasti¢ni astrocitom

- Glioblastoma multiforme

- Pleomorfni Xantoastrocitom

- Subependilarni astrocitom

- Subependimalni astrocitom gigantskih stanica

Oligodendroglialni tumori (0 -1%b)
- Oligodendrogliom

- Anaplasti¢ni oligodendrogliom

MijeSani gliomi
- Oligoastrocitom

- Anaplasti¢ni oligoastrocitom
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Ependimalni tumori (10 -15%)
- Ependimom

- Anaplasti¢ni ependimom

- Mikropapilarni ependimom

- Subependimom

Tumori pleksusa koriodeusa (2-3%0)
- Pleksuspapilom

- Pleksuskarcinom

Neuronalni i mjeSani neuronalni-glialni tumori
- Gangliocitom
- Disembrioplasti¢ni neuroepitelijalni tumor

- Gangliogliom

Desmoplasti¢ni infantilni gangliogliom

Anaplasti¢ni gangliogliom

Centralni neurocitom

Tumori pinealnog parenhima (2-3%)
- Pineocitom

- Pineoblastom

Embrionalni tumori (15- 20%)
- Meduloblastom
- Primitivni neuroektodermalni tumor

- Atipicni teratoidni/rabdoidni tumor

Meningealni tumori (0 — 1%)
- Meningeom

- Hemangiopericitom

- Melanocitni tumor

- Hemangioblastom

Primarni limfomi SZS-a (<1%)
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Tumori zametnih stanica (Keimzeltumori) (3 — 5%)
- Germinom

- Embrionalni karcinom

- Tumor zumanj¢ane vrece (Dottersacktumor)

- Horiokarcinom

- Teratom

- Mijesani tumor zametnih stanica

Tumori podrudja sele (8 — 10%)
- Adenomi hipofize
- Karcinomi hipofize

- Kraniofaringeomi

Metastaze tumora smjeStenih izvan SZS-a

1.3.4. Lijecenje

LijeCenje tumora mozga ukljucuje sva tri osnovna modaliteta onkoloSkog lije€enja-kirurski
zahvat, radioterapiju i kemoterapiju, te adekvatno potporno lijecenje.

Potporno lijecenje

Kortikosteroidi (najces¢e deksametazon) su lijekovi izbora za smanjivanje mozdanog edema,
a najcesce se rabe prije 1 nakon kirurSkog zahvata te u ranim fazama provodenja radioterapije.

Kirursko lijecenje

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 1 moZdani sekundarizmi, osobito ako su solitarni.

Katkad su, ovisno o histoloskom tipu tumora 1 njegovoj poziciji, mogui kurativni kirurski
zahvati, uklanjanje tumora u cijelosti.

Radioterapija

Indicirana je u veéine bolesnika s primarnim tumorima SZS-a, najéeSée nakon kirurskog
zahvata, a u neoperabilnih bolesnika provodi se primarna radioterapija. Da bi se osigurao
adekvatan oporavak bolesnika, s radioterapijom se najc¢eSc¢e pocinje 3-4 tjedna nakon
kirurS§kog zahvata. NajceSc¢e se provodi frakcionirana iradijacija mozga vanjskim snopovima
zraCenja na linearnom akceleratoru (EBRT, external-beam radiotherapy), obi¢no do ukupne
tumorske doze od 50 do 60 Gy/1,8-2 Gy na dan.
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Kemoterapija

U bolesnika sa slabo diferenciranim tumorima, ordiniranje kemoterapije, obi¢no nakon
kirurSkog zahvata i radioterapije, produljuje prezivljenje. U posljednje vrijeme s uspjehom se
primjenjuje konkomitantna radiokemoterapija (temozolomidom). Poveéanje prezivljenja
bolesnika sa slabo diferenciranim gliomima postize se i1 aplikacijom lokalne kemoterapije
(polimeri BCNU) koja se postavi u podruc¢je primarnog tumora za vrijeme kirur§kog zahvata.

Preduvjet ucinkovitosti citostatika jest njihov prodor kroz krvno-mozdanu barijeru (mala
molekularna masa, topljivost u lipidima). Najvise se rabe derivati nitrozoureje, temozolomid,

vinkristin i prokarbazin (8).

1.3.5. Astrocitomi

Cine oko 80% svih glioma. Histoloski stupanj diferencijacije (GI-IV) najvazniji je
prognosticki ¢imbenik.

Astrocitomi GI nakon kirurSkog se zahvata lijeCe 1 radioterapijom samo u slucaju
neradikalnog kirurskog zahvata.

Astrocitomi GII najcesce se lijece kirurskim zahvatom i radioterapijom.

U lijjeCenju anaplasticnog astracitoma (GIII) nakon kirurSkog se zahvata 1 radioterapije,
primjenjuje i kemoterapija.

Glioblastom (GIV) ¢ini oko dvije tre¢ine svih astrocitoma., ima najloSiju prognozu uz
prosjecno prezivljenje oko 12 mjeseci. Standardno onkolosko lijecenje nakon kirurskog
zahvata sastoji se od konkomitantne kemoradioterapije (konkomitantno se ordinira
temozolomid) te, ako nema progresije bolesti, konsolidacijske kemoterapije temozolomidom

(9).

1.4. KUPUSNJACE

Kupusnjace ili krstasice (Brasicaceae, prethodno Cruciferae), porodica su cvjetnica (red
Brassicales) i sadrze 338 rodova i oko 3700 vrsta. Porodica uklju¢uje mnoge ekonomski
vazne biljke koje su dosta promjenjene i udomacene od strane ljudi, posebno one roda
Brassica, koji ukljucuje kupus, brokulu, prokulice, kelj, korabu, kinesko zelje, repu i hibridnu
repu. Drugi vazni poljoprivredni usjevi porodice su hren, rotkvica 1 bijeli senf. Odredeni broj
vrsta, kao S$to su Arduinova gromotulja, ognjica i jednogodiSnja mjesecnica, se uzgajaju kao
ukrasne biljke, a neke se smatraju invazivnim vrstama u podrucjima nespecifi¢nim za njihov

rast (10).
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Biljke iz porodice krstaSica su uglavnom zeljaste 1 mogu biti jednogodisnje, dvogodisnje ili
trajnice. Listovi su uglavnom jednostavni i naizmjeni¢no rasporedeni, a mnogi su paprenog
okusa. Cvjetovi su krizni s Cetiri latice i Cetiri lapa. Cvjetovi su obi¢no bijeli, zuti ili boje
lavande i karakteristicna su Cetiri duga i dva kratka prasnika te dvodijelni tucak smjesSten
iznad ostalih biljnih dijelova. Sjemenke se proizvode u suhim plodovima, ¢esto s pregradom
izmedu polovica; dugi, tanki plodovi poznati su kao komuske, a kratki zaobljeni kao
komus¢ice (10).

lako se znatno razlikuje u opéem izgledu, kupus, kelj, koraba, cvjetaca, brokula i prokulica su
svi kultivarivrste Brassica oleracea. Brassica oleracea se uzgaja najmanje 2000 godina,
mozda i mnogo vise, a razvijenje i velik izbor oblika. Brassica oleracea je ¢lan porodice
kupusnjaca (Brassicaceae), gdje se takoder nalaze i repa (Brassica rapa) i rotkvica (Raphanus

sativus). Zajedni¢ki naziv kupus dolazi od francuskog caboche, §to znaci ,,glava“ (11).

Brassica oleracea
Selection Selection Selection Selection Selection Selection
for terminal  for lateral for stem for leaves for stems for flower
buds buds and flowers clusters
Cabbage Brussels Kohl rabi ale Broccoli Cauliflower

sprouts

Slika 9. Brassica oleracea

Preuzeto s: http://kottke.org/13/09/the-magical-brassica-oleracea-plant
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1.5. 1IZOTIOCIJANATI

Kupusnjace, kao sto su brokula, kupus i kelj, su bogati izvor komponenti koje sadrze sumpor,
glukozinolata. Izotiocijanati su bioloski aktivni produkti hidrolize glukozinolata. Kupusnjace
sadrze razne glukozinolate, od kojih svaki hidrolizom formira razli¢ite izotiocijanate.
Naprimjer, brokula je dobar izvor glukorafanina, glukozinolatnog prekursora sulforafana
(SFN) 1 sinigrina, glukozinolatnog prekursora alil izotiocijanata (AITC). Potocarka je bogat
izvor glukonasturtina, prekursora feniletil izotiocijanata (PEITC), dok je vrtna salata bogata

glukotropeolinom, prekursorom benzil izotiocijanata (BITC) (12).

1.5.1. Metabolizam i bioraspoloZivost

Mirozinaza, razred enzima koji kataliziraju hidrolizu glukozinolata, fizicki je odvojena od
glukozinolata u netaknutoj biljnoj stanici. Kad su kupusnjace nasjeckane ili prozvakane,
mirozinaza moze djelovati na glukozinolate i osloboditi izotiocijanate iz njihovih prekursora

(Slika 7.).

Glucosinolate

R S
N Glucose HyC=CH—CHo~N=C=$
0S80y Allyl Isothiocyanate
Myrosinase Benzyl Isothiocyanate
H2_CH2— N=C= S
Glucose
\ Phenethyl Isathiocyanate
1
HSO.- H3O—é_CHZ_CHz"CHz‘CHz-N=C=S
Sulforaphane
Isothiocyanate
R—N=C=S§

Slika 10. Hidroliza glukozinolata katalizirana mirozinazom i kemijske strukture odabranih
izotiocijanata

Preuzeto s: http://Ipi.oregonstate.edu/mic/dietary-

factors/phytochemicals/isothiocyanates#reference4

Zvakanje kupusnjata povec¢ava kontakt izmedu glukozinolata i biljne mirozinaze i povecava

koli¢inu apsorbiranih izotiocijanata. Cak i kada je biljna mirozinaza potpuno inaktivirana
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toplinom, mirozinazna aktivnost crijevnih bakterija u ljudi omogucuje djelomi¢nu formaciju i
apsorpciju izotiocijanata. Medutim, apsorpcija i ekskrecija izotiocijanata je bitno niza iz
kuhanih nego iz svjezih kupusnjaca. Kroz metabolizam, izotiocijanati se konjugiraju
glutationom, §to se odvija pomocu obitelji enzima nazvanih glutation-S-transferaze (GST), a
zatim se metaboliziraju do merkapturicne kiseline. Takvi metaboliti izotiocijanata se mogu
mjeriti u urinu i1 vrlo su povezani s unosom kupusnjaca.Postoje takoder i neki dokazi da

metaboliti izotiocijanata doprinose njihovoj bioloskoj aktivnosti (12).

1.5.2. Bioloska aktivnost

Ucinci na biotransformaciju enzima uklju¢enih u metabolizam karcinogena
Biotransformacija enzima igra vazne uloge u metabolizmu i eliminaciji razliitih spojeva,
ukljucujuéi lijekove, otrove i karcinogene. Opéenito, u fazi | biotransformacije enzimi
kataliziraju reakcije koje povecavaju reaktivnost hidrofobnih (topljivih u mastima) spojeva,
pripremaju¢i ih za reakcije katalizirane enzimima faze II biotransformacije. Reakcije
katalizirane enzimima faze Il opcenito povecavaju hidrofilnost i pospjeSuju eliminaciju

spojeva iz organizma (12).

1.5.2.1. Inhibicija enzima faze 1l biotranformacije

Neki protoonkogeni (prekursori onkogena) zahtijevaju biotransformaciju enzimima faze I,
kao §to su enzimi iz obitelji citokroma P450 (CYP), kako bi postali aktivni onkogeni, koji su
sposobni vezati se za DNA 1 potaknuti mutacije. Inhibicija specificnih CYP enzima
ukljucenih u aktivaciju onkogena sprjecava razvoj karcinoma u Zzivotinjskim modelima.
Otkriveno je da izotiocijanati, ukljucuju¢i PEITC i BITC, inhibiraju aktivaciju onkogena CYP
enzimima u zivotinjskim modelima. Ispitivanja na stani¢nim kulturama su takoder pokazala
da SFN inhibira odredene CYP enzime. Malo klinicko ispitivanje kod puSaca iznijelo je
dokaze da konzumacija 170g/dan potocarke, koja je bogata glukozionolatnim prekursorom

PEITC-a, smanjuje aktivaciju protoonkogena pronadenih u cigaretama (12).

1.5.2.2. Indukcija enzima faze Il biotranformacije

Mnogi su izotiocijanati, posebno SFN, potentni induktori enzima faze Il u kulturama ljudskih
stanica. Enzimi faze II, ukljucuju¢i GST, UDP-glukuronozil transferazu (UGT), kinon
reduktazu i glutamat cistein ligazu, igraju vazne uloge u zastiti stanica od oSte¢enja DNA
uzrokovanih onkogenima i reaktivnim spojevima kisika (ROS). Geni za istaknute, ali i druge

enzime faze II, sadrze specificnu sekvencu DNA nazvanu ,element odgovora na
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antioksidanse“(ARE). Dokazano je da izotiocijanati povecavaju aktivnost enzima faze Il
povecavajuéi transkripciju gena koji sadrze ARE.OgraniCeni podaci iz klinickih ispitivanja
predlazu da hrana bogata glukozinolatima moze povecati aktivnost enzima faze II u ljudi.
Ukoliko pusSac¢i konzumiraju 170g/dan potocarke, izlucivanje urinom glukuroniranih
metabolita nikotina se znatno poveca, $to ukazuje na povecanu aktivnost UGT-a. Prokulice
sadrze veliki broj glukozinolata, ukljucujuéi prekursore AITC i SFN. Konzumacija 300g/dan
kelja pupcara kroz tjedan dana bitno povecava razinu GST-a u plazmi i crijevima kod

nepusaca (12).

1.5.3. O¢uvanje normalne regulacije stani¢nog ciklusa

Nakon diobe stanice, ona prolazi kroz slijed faza poznatih kao stani¢ni ciklus, prije nego Sto
se ponovno podijeli. Nakon oSteenja DNA, stani¢ni ciklus moze biti prolazno zaustavljen,
kako bi se omogucio popravak DNA, ili, ako se Steta ne moze popraviti, aktiviraju se putevi
koji vode do stani¢ne smrti (apoptoze). Regulacija neispravnog stani¢nog ciklusa moze
dovesti do S$irenja mutacije koje pridonose razvoju karcinoma. Brojni izotiocijanati,
ukljucujuéi AITC, BITC, PEITC i SFN, induciraju zaustavljanje stani¢nog ciklusa u

stani¢nim kulturama (12).

1.5.4. Inhibicija proliferacije i indukcija apoptoze
Za razliku od normalnih stanice, stanice karcinoma se brzo razmnozavaju i gube sposobnost
odgovora na signale za stani¢nu smrt koji iniciraju apoptozu. Izotiocijanati mogu inhibirati

proliferaciju i inducirati apoptozu u brojim stani¢nim linijama karcinoma (12).

1.5.5. Inhibicija histon deacetilaze

U stanicnoj jezgri, DNA je omotana oko proteina koji se zovu histoni. Opcenito, acetilacija
histona histon acetil transferazom ¢ini DNA dostupnijom transkripcijskim faktorima, koji
vezu DNA 1 aktiviraju transkripciju gena. Deacetiliranje histona histon deacetilazom
ogranicava pristup transkripcijskih faktora. Acetiliranje 1 deacetiliranje histona vazan je
stanicni mehanizam regulacije transkripcije gena. Medutim, ravnoteza izmedu aktivnosti
histon acetil transferaze i histon deacetilaze koja postoji u normalnim stanicama, moze biti
poremecena u stanicama karcinoma. Spojevi koji inhibiraju histon deacetilazu potencijalno
mogu sprijeciti razvoj karcinoma induciraju¢i transkripciju tumor supresorskih gena koji
poticu diferencijaciju i apoptozu transformiranih (prekancerogenih) stanica. Metaboliti SFN-a

i AITC-a mogu inhibirati aktivnost histon deacetilaze u kulturi stanica karcinoma.
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Nadalje, in vivo dokaz inhibiranja histon deacetilaze SFN-om pronaden je u misjem modelu
uz koristenje ksenografta raka prostate. Kod ljudi, aktivnost histon deacetilaze je inhibirana u

krvnim stanicama nakon ingestije 68g (jedna Salica) mlade brokule bogate SFN-om (12).

1.5.6. Protuupalna aktivnost

Upala potice proliferaciju stanica i inhibira apoptozu, povecavajuci rizik od razvoja
karcinoma. SFN i PEITC smanjuju sekreciju upalnih signalnih molekula iz bijelih krvnih
stanica; ovi spojevi smanjuju i vezanje DNA i NF-«xB, proupalnog transkripcijskog faktora
(12).

1.5.7. Antibakterijska aktivnost: Helicobacter pylori

Bakterijska infekcija H. pylori je povezana s izrazitim porastom incidencije raka zeluca. U
epruveti i kulturi tkiva, pro¢iséeni je SFN inhibirao rast i ubio vise sojeva H. pylori,
ukljucujuéi i1 sojeve rezistentne na antibiotike. U Zivotinjskom modelu, administracija SFN-a
pet dana iskorijenila je H. pylori u 8 od 11 ksenografta humanog Zelucanog tkiva ugradenog u
imunokompromitirane miseve. Medutim, u malom klinickom pokusu, konzumacija do
56g/dan mlade brokule bogate glukurafaninom, kroz tjedan dana, bio je povezan s
eredikacijom H. pylori u samo 3 od 9 pacijenata s gastritisom. Potrebna su daljnja istrazivanja
kako bi se potvrdilo jesu li SEN ili namirnice bogate njegovim prekursorom, glukorafaninom,

korisne u lijecenju infekcije H. pylori kod ljudi (12).

1.5.8. Prevencija bolesti

Karcinom

Utvrdeno je da prirodni izotiocijanati i1 njihovi metaboliti inhibiraju razvoj kemijski
induciranih karcinoma pluca, jetre, jednjaka, zeluca, tankog crijeva, debelog crijeva i mlijecne
zlijezde (dojke) u raznim zivotinjskim modelima. Iako epidemioloske studije pokazuju neke
dokaze da je povecan unos kupusnjac¢a povezan sa smanjenim rizikom od karcinoma u ljudi,
tesko je utvrditi jesu li takvi zaStitni u€inci povezani sa izotiocijanatima ili drugim faktorima
povezanim s konzumacijom kupusnjaca. Ispitivaci su pokusali izraCunati izlozenost ljudi
izotiocijanatima baziraju¢i se na procjenama unosa kupusnjaca 1 mjerenju maksimalne
koli¢ine izotiocijanata koja moze biti oslobodena iz razli¢itih kupusnjaca u laboratoriju.
Studije koje koriste ovu tehniku otkrile su da je prehrambeni unos izotiocijanata bio znatno
nizi u Kineskinja i Amerikanaca s dijagnosticiranim karcinomom plu¢a nego u kontrolnoj
skupini bez oboljelih od karcinoma. Ocjenjujuci prehrambeni unos kupusnja¢a ne moze se

precizno mjeriti izloZenost pojedinca izotiocijanatima, jer drugi faktori mogu izmijeniti iznos
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formiranih 1 apsorbiranih izotiocijanata. Mjerenje izluCivanja izotiocijanata i1 njihovih
metabolita moze pruziti bolju procjenu izlaganju izotiocijanatima, ali tek je nekoliko je
istrazivanja ispitivalo povezanost izmedu mokra¢nog izlu€ivanja i rizika od karcinoma. U
prospektivnoj studiji, Kinezi sa mjerljivom razinom izotiocijanata u mokra¢i na pocetku su
imali znatno manji rizik od razvoja raka pluca tijekom sljede¢ih 10 godina, nego muskarci s
nemjerljivom razinom. Studija je otkrila da je urinarna ekskrecija izotiocijanata bila znatno
niza u Kineskinja s dijagnosticiranim karcinomom dojke u odnosu na kontrolnu skupinu bez
karcinoma.Za razliku od toga, procjena unosa kupusnjaca iz upitnika o ucestalosti namirnica u

istom ispitivanju, nije bila povezana s povec¢anim rizikom od raka dojke (12).

Genetske varijacije u metabolizmu izotiocijanata i rizik od karcinoma
Glukuronozil-S-transferaze (GST) su obitelj enzima faze Il biotransformacije koji poti¢u
metabolizam i eliminaciju izotiocijanata i drugih spojeva iz organizma. Genetske varijacije
(polimorfizam gena) koje utjeCu na aktivnost GST-a su identificirane u ljudi. Null varijante
gena GSTM1 i GSTT1 sadrze velike delecije i pojedinci koji naslijede dvije kopije GSTM1-
null ili GSTT1-null gena ne mogu proizvesti odgovarajuc¢i GST enzim. Niza GST aktivnost u
takvih pojedinaca moze rezultirati sporijom eliminacijom i duljim izlaganjem izotiocijanatima
nakon unosa kupusnjaca.U prilog toj ideji nekoliko epidemioloskih studija pokazuje da su
inverzne povezanosti izmedu unosa kupusnjaca i rizika od raka pluca ili raka debelog crijeva
izrazenije kog GSTM1-null i GSTT1-null pojedinaca. Ovi rezultati ukazuju na zastitnu ulogu
izotiocijanata koja moze biti poboljsana u pojedinaca koji ih sporije eliminiraju iz organizma
(12).

1.5.9. lzvori izotiocijanata

Izvori iz hrane

Kupusnjace, kao Sto su kinesko zelje, brokula, prokulice, kupus, cvjetaca, hren, kelj, koraba,
senf, rotkvica, hibridna repa, repa i potocarka, bogat su izvor glukozinolata, prekursora
izotiocijanata. Za razliku od nekih drugih fitokemikalija, glukozinolati su prisutni u relativno
visokim koncentracijama u najceS¢e konzumiranim kupusnjaCama. Na primjer, pola Salice
sirovih brokula moze pruziti viSe od 25mg ukupnih glukozinolata. Ukupni sadrzaj
glukozinolata odabranih kupusnjaca prikazan je u Tablici 1. Neke kupusnjace su bolji izvori
odredenih glukozinolata (i izotiocijanata) od drugih. Tablica 2 navodi povrce koje je relativno
dobar izvor izotiocijanata koji se trenutno proucavaju zbog svojih kemopreventivnih

svojstava. Koli¢ine izotiocijanata koji nastaju iz glukozinolata u hrani su promjenjive, a
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dijelom ovise o preradi i pripremi hrane. Konzumacija pet ili vise obroka tjedno povrca iz

porodice kupusnja¢a povezano je sa znacajnim smanjenjem rizika od raka u nekim

prospektivnim kohortnim ispitivanjima (12).

Tablica 1. Sadrzaj glukozinolata odabranih kupusnjaca

Povrée (svjeze) Koli¢ina Ukupni glukozinolati (mg)
Prokulice Y Salice (44g) 104
Vrtna salata Y Salice (25g) 98
Smeda gorusica > Salice, nasjeckana (28g) 79
Repa Y 8alice, kockice (65g) 60
Savojski kupus Y Salice, nasjeckani (45g) 35
Kelj 1 Salica, nasjeckani (67g) 67
Potocarka 1 Salica, nasjeckana (34g) 32
Koraba Y Salice, nasjeckana (679) 31
Crveni kupus Y Salice, nasjeckani (45g) 29
Brokula Y alice, nasjeckana (44g) 27
Hren 1 zlica (15g) 24
Cvjetaca 72 Salice, nasjeckana (50g) 22
Kinesko zelje Y 8alice, nasjeckano (35g) 19

Tablica 2. Prehrambeni izvori odredenih izotiocijanata i njihovih glukozinolatnih prekursora

Izotiocijanat

Glukozinolat (prekursor)

Povrce

Alil izotiocijanat (AITC)

Sinigrin

Brokula, prokulice, kupus,

hren, senf, rotkvica

Benzil izotiocijanat (BITC)

Glukotropeolin

Kupus, kres salata, dragoljub

Feniletil
(PEITC)

izotiocijanat

Glukonasturtin

Potocarka

Sulforafan (SFN)

Glukorafanin

Brokula, prokulice, kupus
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Koli¢ina glukorafanina, prekursora sulforafana, u prokulicama, ostaje viSe-manje jednaka
kako sjeme Klija i raste u zrele biljke. Dakle, tri dana stare prokulice su koncentrirani izvori
glukorafana i sadrze 10-100 puta vise glukorafanina po tezini od zrele brokule. Prokulice koje
su standardizirane da sadrze najmanje 73 mg glukorafanina (koji se takoder naziva
sulforafanski glukozinolat) po serviranju od 28.35g (1-0z) su dostupne u nekim trgovinama

zdrave hrane i prehrambenih namirnica (12).
Uc¢inak kuhanja

Glukozinolati su u vodi topljivi spojevi koji se ekstrahiraju u uzavreloj vodi. Kuhanje
kupusnjaca 9-10 min rezultiralo je 18-59%-tnim smanjenjem ukupnog sadrzaja glukozinolata
kupusnjac¢a.Metode kuhanja koje koriste manje vode, kao Sto je kuhanje na pari ili u
mikrovalnoj, moze smanjiti gubitke glukozinolata. Medutim neke vrste pripreme kao Sto su
kuhanje, parenje i priprema u mikrovalnoj visoke snage (750-900W), mogu inaktivirati
mirozinazu, enzim koji katalizira hidrolizu glukozinolata. Cak i bez aktivnosti biljnih
mirozina, aktivnost mirozinaza crijevnih bakterija kod ljudi rezultira hidrolizom nekih
glukozinolata. Medutim, nekoliko ispitivanja na ljudima je otkrilo da inaktivacija mirozinaze

u kupusnjaca znatno smanjuje bioraspolozivost izotiocijanata (12).

1.5.10. Sigurnost

Nuspojave

Nisu prijavljene nikakve ozbiljne nuspojave izotiocijanata kod ljudi. Vecina istrazivanja na
zivotinjama je otkrila da izotiocijanati inhibiraju razvoj karcinoma kada se daju prije
kemijskog karcinogena (preinicijacija). Medutim, vrlo veliki unos PEITC-a i BITC-a (25-250
puta ve¢i od prosjecnog prehrambenog unosa izotiocijanata kod ljudi) pospjesio je razvoj
karcinoma mokra¢nog mjehura u Stakora kada se da nakon kemijskog karcinogena
(postiinicijacijski). Znac¢aj ovih nalaza za karcinom mokra¢nog mjehura kod ljudi nije jasan,
budu¢i da je najmanje jedna prospektivna kohortna studija otkrila da je konzumacija
kupusnjaca obrnuto proporcionalna riziku od karcinoma mokra¢nog mjehura kod muskaraca
(12).

Trudnocéa i dojenje

Iako visoki prehrambeni unosi glukozinolata iz kupusnjaca nisu povezani sa Stetnim ucincima
tijekom trudno¢e i dojenja, nema informacija o sigurnosti prociS¢enih izotiocijanata ili
dodataka koji sadrze visoke doze glukozinolata i/ili izotiocijanata tijekom trudnoce ili dojenja

u ljudi (12).
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Interakcije lijekova
Nije poznato da izotiocijanati stupaju u interakcije s bilo kakvim lijekovima. Medutim,

potencijal izotiocijanata da inhibiraju razlicite izoforme CYP enzima, povecava moguénost za

interakcije s lijekovima koji su supstrati CYP enzima (12).

Tablica 3. Kemijske strukture pojedinih izotiocijanata

Fenil-izotiocijanat NCS
Benzil-izotiocijanat
NCS
2-feniletil-izotiocijanat
NCS
4-(metiltio)fenil-izotiocijanat NCS

Alil-izotiocijanat H.C ~
2 \/\NCS

Izopropil-izotiocijanat HSC
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4-metoksifenil-izotiocijanat

NCS
OCHs
3-metoskifenil-izotiocijanat NCS
OCHg3;
p-tolil-izotiocijanat NCS
CHs;
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2. CILJ ISTRAZIVANJA
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Cilj ovog istrazivanja je utvrditi mogu li se spojevi izolirani iz biljaka iz porodice kupusnjaca
(Brassicaceae) - izotiocijanati, koristiti u lijeCenju pojedinih vrsta karcinoma. Hipoteza o
potencijalnoj citotoksicnosti ispitivat ¢e se na stanicnim linijama karcinoma mokraénog

mjehura T24 1 stani¢nim linijama glioblastoma A1235.
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3. MATERIJALI | METODE
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3.1. STANICNE LINIJE
In vitro istrazivanje ispitivanja djelovanja izotiocijanata se provodilo na karcinomskim

stanicama T24 i A1235. Obiljezja tih stanicnih linija su prikazana u tablicama.

Tablica 4. Obiljezja T24 stani¢ne linije (preuzeto s:http://www.lgcstandards-atcc.org)

Organizam Homo sapiens, ¢ovjek
TKkivo Mokraéni mjehur

Forma proizvoda Smrznuto

Morfologija Epitelna

Obiljezje kulture Adherentna

Bolest Karcinom prijelaznih stanica
Dob i spol 81 godina, zena

ATCC Number: HTB-4 ™
Designation: 124

High Density ) Scale Bar = 100um

Low Density Scale Bar = 100pm

Slika 11. Karcinomske stanice T24 stani¢ne linije

Preuzeto s: http://www.lgcstandards-atcc.org
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Tablica 5. Obiljezja A1235 stani¢ne linije (preuzeto s:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/10698499)

Organizam Homo sapiens, ¢ovjek
Tkivo Mozak

Forma proizvoda Smrznuto

Bolest Glioblastoma

Genetska specificnost EGFR gen; EGFR divlji tip

Slika 12. Karcinomske stanice A1235

Preuzeto s: http://jnci.oxfordjournals.org.gate2.inist.fr/content/51/5/1417 .short

3.2. POSTUPAK

Stani¢ne linije su nakon odmrzavanja uzgojene 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, minerali i FBS (govedi serum). Osim toga, u njemu se
nalaze i antibiotik, te Red fenol indikator koji promjenom boje u Zzutu ukazuje da je medij
potrebno promijeniti.
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Stanice koje su adherirale na podlogu, nakon uklanjanja DMEM-a, tretiraju se tripsinom,
enzimom koji cijepanjem peptidnih veza omogucuje odvajanje stanica od podloge te njihovo

presadivanje.

Brojanje stanica radi se tako da se 10 pl stanica pomijesa s 90 ul Trypan Blue boje koja oboji
mrtve stanice te tako omogucava brojenje Zivih stanica koje nisu obojane. Potom se jednak
broj stanica presaduje u 96 jazica u 3 replikata te se ostave preko noéi da se prihvate za

podlogu.

U sljedeCem koraku stanice karcinoma tretiraju se prethodno pripremljenim vodenim
otopinama izotiocijanata iz porodice kupusnja¢a u koncentracijama 5uM, 10uM, 0,5mM i
5mM i 10uM i 20uM tijekom 4, 24, 48 i 72 sata. Tri jazice koje predstavljaju kontrolu su

ostavljene u samom mediju, te u njih nisu dodane otopine izotiocijanata.

Slika 13. Vlazni inkubator za uzgoj stanica (preuzeto s: http://www.nuve.com.tr/)
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Slika 14. Karcinomske stanice presadene u 96 jazical izlozene razli¢itim koncentracijama

izotiocijanata (prije dodavanja MTT-a).

3.3. TEST CITOTOKSICNE AKTIVNOSTI

Stani¢na Zivost i proliferacija odredena je mjerenjem stanicnog metabolizma koriste¢i 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 Rezultirajuéi 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 (signal) i 690 nm (pozadina).

Omjer apsorbancije stanica tretiranih vodenim otopinama izotiocijanata te
apsorbancije onih koje nisu tretirane pokazatelj je -citotoksicne aktivnosti koriStenih

izotiocijanata.
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Slika 15. Ljubicasto obojenje (biljeg zivih stanica) nakon dodavanja DMSO-a (koji otapa

neotopljeni ljubicasti spoj formazan) u otopinu MTT-a

Slika 16. Spektrofotometar
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4. REZULTATI
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Empirijska obrada: Kao ogranienje istrazivanja uzima se zanemarivanje vremenskog

aspekta. Razlog je premala serija podataka.

4.1. KARCINOM MOKRACNOG MJEHURA - stani¢na linija T24
Tablica 6. Izmjerena apsorbancija stanica tretiranih izotiocijanatima nakon 4h inkubacije.

10 uM % A* 5 uM % A*
ALIL 0,682 0,92831216 | 0,669666667 | 0,911524501
FENIL 0,724 0,985480944 | 0,680666667 | 0,926497278

BENZIL 0,724666667 | 0,986388385 | 0,748666667 | 1,019056261
2-FENIL ETIL 0,693333333 | 0,943738657 | 0,725666667 | 0,987749546
|IZOPROPIL 0,690666667 | 0,940108893 | 0,663333333 | 0,902903811
4-METOKSIFENIL 0,731 0,995009074 | 0,694333333 | 0,945099819
3-METOKSIFENIL | 0,729333333 | 0,992740472 | 0,715333333 | 0,973684211
p-TOLIL 0,657 0,894283122 | 0,738333333 | 1,004990926
4-(METILTIO)- 0,548 0,745916515 | 0,667333333 | 0,908348457

FENIL

*95A= A(izotiocijanata)/A(kontrole); A(kontrole)=0,734666667
5 mM % A* 0,5 mM % A*

ALIL 0,112333333 | 0,222002635 | 0,212666667 | 0,420289855
FENIL 0,064666667 | 0,127799736 | 0,256666667 | 0,507246377
BENZIL 0,064333333 | 0,127140975 | 0,126666667 | 0,250329381
2-FENIL ETIL 0,053 0,104743083 | 0,113666667 | 0,224637681
|IZOPROPIL 0,134666667 | 0,266139657 | 0,264333333 | 0,522397892
4-METOKSIFENIL 0,1225 0,242004862 | 0,232333333 | 0,459156785
3-METOKSIFENIL | 0,143333333 | 0,283267457 | 0,154333333 | 0,305006588
p-TOLIL 0,076333333 | 0,15085639 0,193 0,381422925
4-(METILTIO)- | 0,137333333 | 0,27140975 0,123 0,243083004

FENIL

*%A= Aizotiocijanata)/A(kontrole); A(kontrole)=0,506
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Tablica 7. Izmjerena apsorbancija stanica tretiranih izotiocijanatima nakon 24h inkubacije.

10 pM % A* 5uM % A*
ALIL 0,451 0,763113367 0,501333333 0,848279752
FENIL 0,532666667 0,901297236 0,533666667 0,902989284
BENZIL 0,318 0,538071066 0,461333333 0,780597857
2-FENIL ETIL 0,224 0,379018613 0,484666667 0,820078962
IZOPROPIL 0,497333333 0,841511562 0,532 0,900169205
4-METOKSIFENIL | 0,537666667 0,909757473 0,536333333 0,90750141
3-METOKSIFENIL | 0,528333333 0,893965031 0,56 0,947546531
p-TOLIL 0,530666667 0,897913142 0,546666667 0,9249859
4-(METILTIO)- 0,403333333 0,682459109 0,493666667 0,835307389
FENIL
*96A= Aizotiocijanata)/A(kontrole); A(kontrole)=0,591
5mM % A* 0,5mM % A*
ALIL 0,055666667 0,176160338 0,051 0,161392405
FENIL 0,070333333 0,22257384 0,090666667 0,286919831
BENZIL 0,075333333 0,238396624 0,048666667 0,154008439
2-FENIL ETIL 0,06 0,189873418 0,042666667 0,135021097
IZOPROPIL 0,061333333 0,194092827 0,069666667 0,220464135
4-METOKSIFENIL | 0,076166667 0,241033755 0,079333333 0,251054852
3-METOKSIFENIL | 0,076666667 0,242616034 0,056 0,17721519
p-TOLIL 0,061 0,193037975 0,042 0,132911392
4-(METILTIO)- 0,137666667 0,435654008 0,055666667 0,176160338
FENIL

*9A= A(izotiocijanata)/A(kontrole); A(kontrole)=0,316
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Tablica 8. Izmjerena apsorbancija stanica tretiranih izotiocijanatima nakon 48h inkubacije.

10 pM % A* 5uM % A*
ALIL 0,426666667 0,804020101 0,455666667 0,858668342
FENIL 0,459666667 0,86620603 0,444666667 0,837939698
BENZIL 0,197 0,371231156 0,42 0,791457286
2-FENIL ETIL 0,110666667 0,208542714 0,474666667 0,894472362
IZOPROPIL 0,440666667 0,83040201 0,415666667 0,783291457
4-METOKSIFENIL 0,452 0,851758794 0,431333333 0,81281407
3-METOKSIFENIL | 0,460666667 0,868090452 0,479333333 0,903266332
p-TOLIL 0,434333333 0,818467337 0,505333333 0,952261307
4-(METILTIO)- 0,346 0,65201005 0,466 0,878140704
FENIL
*9A= A(izotiocijanata)/A(kontrole); A(kontrole)=0,530666667
5mM % A* 0,5mM % A*
ALIL 0,033333333 0,165289256 0,033 0,163636364
FENIL 0,037 0,183471074 0,052333333 0,259504132
BENZIL 0,053666667 0,266115702 0,034 0,168595041
2-FENIL ETIL 0,041666667 0,20661157 0,044333333 0,219834711
IZOPROPIL 0,026333333 0,130578512 0,050333333 0,249586777
4-METOKSIFENIL 0,039 0,19338843 0,074 0,366942149
3-METOKSIFENIL 0,071 0,352066116 0,048 0,238016529
p-TOLIL 0,041333333 0,204958678 0,041666667 0,20661157
4-(METILTIO)- 0,069666667 0,345454545 0,047333333 0,234710744
FENIL

*%A= A(izotiocijanata)/A(kontrole); A(kontrole)=0,201666667
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Tablica 9. Izmjerena apsorbancija stanica tretiranih izotiocijanatima nakon 72h inkubacije.

10 pM % A* 5uM % A*
ALIL 0,304666667 0,955067921 0,268333333 0,841170324
FENIL 0,312333333 0,979101358 0,256333333 0,803552769
BENZIL 0,080666667 0,252873563 0,273 0,855799373
2-FENIL ETIL 0,037 0,115987461 0,317666667 0,995820272
IZOPROPIL 0,261 0,818181818 0,267333333 0,838035528
4-METOKSIFENIL | 0,312833333 0,980668757 0,274666667 0,861024033
3-METOKSIFENIL | 0,263666667 0,826541275 0,272 0,852664577
p-TOLIL 0,237 0,742946708 0,328333333 1,029258098
4-(METILTIO)- 0,222666667 0,698014629 0,296 0,927899687
FENIL
*96A= Aizotiocijanata)/A(kontrole); A(kontrole)=0,319
5mM % A* 0,5mM % A*
ALIL 0,016666667 0,34965035 0,014 0,293706294
FENIL 0,019666667 0,412587413 0,019333333 0,405594406
BENZIL 0,022666667 0,475524476 0,016666667 0,34965035
2-FENIL ETIL 0,013666667 0,286713287 0,019333333 0,405594406
IZOPROPIL 0,004666667 0,097902098 0,025333333 0,531468531
4-METOKSIFENIL | 0,016166667 0,339160839 0,027333333 0,573426573
3-METOKSIFENIL | 0,049666667 1,041958042 0,022666667 0,475524476
p-TOLIL 0,016666667 0,34965035 0,019333333 0,405594406
4-(METILTIO)- 0,043666667 0,916083916 0,021 0,440559441
FENIL

*%A= A(izotiocijanata)/A(kontrole); A(kontrole)=0,047666667
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ALIL

1,2

0,6 -

0,4 -

% metabolicki aktivnih stanica

4 h

24 h 48 h 72h

vrijeme inkubacije

m5uM
m10uM
m0.5mM
m5mM

Slika 17. Alil izotiocijanatpokazuje znacajni citotoksi¢ni u¢inak pri veé¢im koncentracijama

(0,5 1 5mM). Najmanje metabolicki aktivnih stanica je uoceno pri koncentraciji od 0,5mM,

nakon 24h inkubacije, nakon ¢ega dolazi do blagog oporavka stanica.
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Slika 18. Fenil izotiocijanat u koncentraciji od SmM ve¢ nakon 4h inkubacije pokazuje

znacajan citotoksi¢ni ucinak, nakon ¢ega dolazi do blagog oporavka stanica.
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Slika 19. Benzil izotiocijanat najveci u¢inak ima pri koncentraciji od 5 mM, nakon 4h

inkubacije.
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Slika 20. 2- fenil etil izotiocijanatu koncentraciji od SmM ostvaruje svoj najveéi citotoksi¢ni

ucinak nakon 4h inkubacije stanica, nakon ¢ega dolazi do oporavka. Koncentracija od 10uM

nakon 72h znacajno smanjuje postotak metabolicki aktivnih stanica.
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IZOPROPIL
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Slika 21. 1zopropil izotiocijanat nakon 72h ostvaruje znacajni u¢inak pri koncentraciji od

5mM.
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Slika 22. 4-metoksifenil izotiocijanat u koncentraciji od 5mM nakon 48h ima najmanji

postotak metabolicki aktivnih stanica.
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Slika 23. 3-metoksifenil izotiocijanat nakon 24h u koncentraciji od 0,5mM ima najveci

citotoksi¢éni ucinak.
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Slika 24. P-tolil izotiocijanat nakon 4h znacajni u¢inak postize u koncentraciji od 5SmM, ali

maksimalni postize pri koncentraciji od 0,5mM nakon 24h.
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4-(METILTIO)-FENIL
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vrijeme inkubacije

Slika 25. 4-(metiltio)-fenil izotiocijanatje najucinkovitiji nakon 24h inkubacije pri

koncentraciji od 0,5mM.

Opcenito, svi izotiocijanati bolji u¢inak ostvaruju pri visim koncentracijama od 0,5 ili SmM,
pri razli¢itim vremenima inkubacije.Najznacajniji ucinak na smanjenje metabolic¢ki aktivnih
stanica ima izopropil izotiocijanat pri koncentraciji od 5mM nakon 72h inkubacije, pri ¢emu
je apsorbancija stanica A=0,004666667, a postotak apsorbancije stanica %A=0,097902098.
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4.2. GLIOBLASTOM - stani¢na linija A1235

Tablica 10. Izmjerena apsorbancija stanica tretiranih izotiocijanatima nakon 4h inkubacije.

20 uM % A* 10uM % A*
ALIL 0,378666667 0,427067669 0,635666667 0,716917293
FENIL 0,678666667 0,765413534 0,65 0,733082707
BENZIL 0,659666667 0,743984962 0,513333333 0,578947368
2-FENIL ETIL 0,549 0,619172932 0,578 0,651879699
IZOPROPIL 0,426 0,480451128 0,677333333 0,763909774
4-METOKSIFENIL 0,663 0,747744361 0,681666667 0,768796992
3-METOKSIFENIL | 0,598666667 0,67518797 0,664666667 0,74962406
p-TOLIL 0,616666667 0,695488722 0,666 0,75112782
4-(METILTIO)- 0,567666667 0,640225564 0,659 0,743233083
FENIL
*96A= A(izotiocijanata)/A(kontrole); A(kontrole)=0,886666667
Izmjerena apsorbancija stanica tretiranih izotiocijanatima nakon 24h inkubacije.
20uM % A* 10pM % A*
ALIL 0,546333333 0,900549451 0,586666667 0,967032967
FENIL 0,522333333 0,860989011 0,567333333 0,935164835
BENZIL 0,061666667 0,101648352 0,527333333 0,869230769
2-FENIL ETIL 0,595666667 0,981868132 0,596 0,982417582
IZOPROPIL 0,548 0,903296703 0,595 0,980769231
4-METOKSIFENIL | 0,483666667 0,797252747 0,574 0,946153846
3-METOKSIFENIL | 0,587666667 0,968681319 0,569 0,937912088
p-TOLIL 0,542 0,893406593 0,602 0,992307692
4-(METILTIO)- 0,421666667 0,695054945 0,432 0,712087912
FENIL

*9A= A(izotiocijanata)/A(kontrole); A(kontrole)=0,606666667
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Tablica 11. Izmjerena apsorbancija stanica tretiranih izotiocijanatima nakon 48h inkubacije.

20 uM % A* 10puM % A*
ALIL 0,483333333 0,799779371 0,492666667 0,815223387
FENIL 0,477 0,789299504 0,506 0,837286266
BENZIL 0,484333333 0,801434087 0,369 0,610590182
2-FENIL ETIL 0,474 0,784335356 0,53 0,876999448
IZOPROPIL 0,507333333 0,839492554 0,544666667 0,901268616
4-METOKSIFENIL 0,455 0,752895753 0,55 0,910093767
3-METOKSIFENIL 0,494 0,817429675 0,552 0,913403199
p-TOLIL 0,522666667 0,864864865 0,532 0,88030888
4-(METILTIO)- 0,395333333 0,654164368 0,498 0,824048538
FENIL
*9A= A(izotiocijanata)/A(kontrole); A(kontrole)=0,604333333
Izmjerena apsorbancija stanica tretiranih izotiocijanatima nakon 72h inkubacije.
20 uM % A* 10uM % A*
ALIL 0,476 0,781609195 0,453333333 0,74438971
FENIL 0,465333333 0,764094143 0,526 0,863711002
BENZIL 0,446333333 0,732895457 0,339666667 0,557744937
2-FENIL ETIL 0,437 0,717569787 0,564 0,926108374
IZOPROPIL 0,516666667 0,848385331 0,567333333 0,931581828
4-METOKSIFENIL | 0,500666667 0,822112753 0,583666667 0,958401752
3-METOKSIFENIL 0,591 0,97044335 0,613666667 1,007662835
p-TOLIL 0,488333333 0,801860974 0,614333333 1,008757526
4-(METILTIO)- 0,366 0,600985222 0,572333333 0,939792009
FENIL

*%A= A(izotiocijanata)/A(kontrole); A(kontrole)=0,609
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Slika 26. Alil izotiocijanatnajznacajniji u¢inak pokazuje u koncentraciji od 20pM, nakon 4h

inkubacije. Nakon 24h dolazi do oporavka stanica kod obje koncentracije, ali daljnjom

inkubacijom opet se smanjuje broj metabolicki aktivnih stanica.

% metabolicki aktivnih stanica

A1235 + Fenil

H20uM
10 uM

4h 24 h 48 h 72 h
Vrijeme inkubacije

Slika 27. Fenil izotiocijanat nakon 4h inkubacije bolji u¢inak ima pri koncentraciji od 10uM,

$to je ujedno i njegov najjaci citotoksicni u€inak. Daljnjom inkubacijom veca koncentracija

pokazuje bolji u¢inak, s tim da nakon 24h dolazi do oporavka stanica kod obje koncentracije,

a nakon 72h blagi je oporavak stanica tretiranih koncentracijom od 10uM.
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A1235 + Benzil
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Slika 28. Benzil izotiocijanat pokazao je vrlo znacajan citotoksi¢ni u¢inak nakon 24h

inkubacije, pri koncentraciji od 20uM. Stanice se oporave nakon 48h, ali se ucinak opet

poveca nakon 72h inkubacije. Koncentracija od 10uM ima najvec¢i u€inak nakon 72h, s tim da

se nakon 24h poveca postotak metabolicki aktivnih stanica u odnosu na onaj nakon 4h.

A1235 + Fenil-etil
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0,6 -
m20uM
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24 h 48 h 72 h
Vrijeme inkubacije

Slika 29. Fenil-etil izotiocijanat nakon 4h ima najjaci u¢inak pri koncentraciji od 20uM. Pri

toj koncentraciji dio stanica se oporavi nakon 24h, a onda opet u¢inak ja¢a. Oporavak stanica

pri koncentraciji od 10uM vidljiv je nakon 24h i 72h, a najjaci ucinak je nakon 4h.
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Slika 30. Izopropil izotiocijanat najjaci u¢inak pokazuje nakon 4h, pri koncentraciji od 20uM,

a oporavak se vidi nakon 24h i 72h. Koncentracija od 10uM takoder ima jaki u¢inak nakon 4h

I pokazuje oporavak nakon 24 i 72h.

A1235 + 4-metoksifenil
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Vrijeme inkubacije

Slika 31. 4-metoksifenil izotiocijanatima sli¢an u¢inak pri obje koncentracije nakon 4h, s tim

da je malo jaci onaj pri 20uM. Kod obje koncentracije blagi oporavak stanica se vidi nakon

24h i 72h inkubacije.
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Slika 32. 3-metoksifenil izotiocijanatje pokazao najjace citotoksi¢no djelovanje pri vecoj

koncentraciji nakon 4h, ali se dio stanica oporavio nakon 24h i 72h.

A1235 + p-tolil
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Slika 33. P-tolil izotiocijanat nakon 4h inkubacije i pri koncentraciji od 20uM ima najmanji
postotak metabolicki aktivnih stanica. Oporavak je vidljiv nakon 24h pri vi$oj koncentraciji,

te nakon 24h i 72h pri niZoj koncentraciji.
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Slika 34. 4-(metiltio)-fenil izotiocijanat ¢e najvise smanjiti broj metabolicki aktivnih stanica
nakon 72h inkubacije i pri koncentraciji od 20uM. Kod koncentracije od 10uM je najjaci

ucinak nakon 24h, s tim da dolazi do znac¢ajnog oporavka stanica nakon 72h.

Veéina izotiocijanata najjaci citotoksi¢ni uc¢inak ima pri ve¢oj koncentraciji od 20uM (osim
fenil-izotiocijanata). Najznacajniji u¢inak na smanjenje broja metabolicki aktivnih stanica ima
benzil izotiocijanat pri koncentraciji od 20uM nakon 24h inkubacije, pri ¢emu je
apsorbancija stanica A=0,061666667, a postotak apsorbancije stanica %A=0,101648352.
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5. RASPRAVA
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Karcinom mokra¢nog mjehura je Cesti uroloski karcinom koji ima najvisu stopu recidiva od
svih malignosti. U Sjevernoj Americi, Juznoj Americi, Europi 1 Aziji najces¢i tip je karcinom
prijelaznih stanica. Do 80% slucajeva karcinoma mokraénog mjehura povezano je s
izloZzenos$¢u okolisnim Cimbenicima. PusSenje je daleko najcesci uzrok u SAD-u, a raste na
vaznosti 1 u nekim zemljama u razvoju. Trajanje pusSenja i1 intenzitet su izravno povezani s
poveéanim rizikom. Rizik od razvoja karcinoma je 2-6 puta veci kod pusaca nego nepusaca.
Rizik je sli¢an kod muskaraca i zena. Nitrozamin, 2-naftilamin i 4-aminobifenil su moguci
kancerogeni spojevi u dimu cigarete.Brojna zanimanja ukljucuju izlozenost tvarima koje
mogu povecati rizik od karcinoma mokraénog mjehura. Stopa oboljenja je najveca kod
radnika izlozenih aromatskim aminima, a smrtnost je najveca kod izlozenosti policiklickim
aromatskim ugljikovodicima i teSkim metalima. Kemoterapija ciklofosfamidompovecéava
rizik od karcinoma mokra¢nog mjehura putem izloZenosti akroleinu, mokraénom metabolitu

ciklofosfamida (13).

Multiformni glioblastom je naj¢e$¢i i najmaligniji od svih glija tumora. U SAD-u glioblastom
je nesto ces¢i kod bijelaca. U pregledu 1003 biopsije glioblastoma iz SveuciliSne bolnice u
Zirichu, muskarci su imali blagu prevagu nad Zenama, s omjerom musko:zensko = 3:2.
Multiformni glioblastom moze se manifestirati kod osoba bilo koje dobi, ali su to najcesce
odrasle osobe, s najvisom incidencijom 45-70 godina. Pacijenti koji su lije¢eni optimalnom
terapijom, ukljucujuéi kirurSke resekcije, terapije zracenjem i1 kemoterapijom, imaju srednju
vrijednost prezivljavanja od oko 12 mjeseci, s manje od 25% bolesnika koji su prezivjeli do 2

godine, a manje od 10% bolesnika koji su prezivjeli do 5 godina (14).

Svrha ovog istrazivanja je utvrditi moze li se, osim standardnog lijecenja citostaticima, uvesti

mogucénost lije¢enja ili potporne terapije u vidu biljnih izvora.

Tablica 12. Tradicionalno koristene biljke u lijecenju i prevenciji razli¢itih linija karcinoma

(15)
NAZIV BILIJKE DJELOVANJE RAZINA DOKAZA
Chelidonium majus prevencija i terapija raka B
(Rosopas)
Actaea racemosa (Habulica) | prevencija raka dojke C
Oenothera biennis (Noc¢urak) | prevencija i terapija raka C
dojke
Linum usitatissimum (Lan) prevencija i terapija raka C
dojke
Paeonia sp. (Bozur) rak pluca C
Salvia officinalis (Kadulja) prevencija raka pluca C
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Rhodiola rosea (Rodiola) rak mokra¢nog mjehura C
Boswelia serrata (Indijski terapija raka mozga B
tamjan)
Lycium sp. (Goji) prevencija i terapija raka C
Aloe vera prevencija raka C
Asimina triloba (Indijanska terapija raka C
banana)
Astragalus membranaceus terapija raka C
(Kozlinac)
Bromelain prevencija i terapija raka C
Bupleurum sp. prevencija hepatocelularnog | C
karcinoma
Uncaria sp. prevencija raka C
Larrea sp. prevencija i terapija raka C
Chrysantemum sp. prevencija raka, terapija C
prekancerogenih lezija
Echinacea sp. prevencija i terapija raka C
Gynostemma pentaphyllum prevencija i terapija raka C
(Jiaogulan)
Allium sativum (Cesnjak) prevencija raka C
Ginkgo biloba rak debelog crijeva i rektuma, | C
rak Zeluca, rak gusterace, rak
jajnika
Ginseng prevencija raka, rak zeluca C
Lavandula angustifolia terapija uznapredovalog raka | C
Grifola fondoza (Maitake prevencija i terapija raka C
gljiva)
Sylibum marianum prevencija raka C
Viscum album (Bijela imela) | prevencija i terapija raka C
Modificirani pektini iz citrusa | rak prostate C
Nerium oleander prevencija i terapija raka C
Podophylum sp. rak maternice C
Coriolus versicolor (Sarena | adjuvant (leukemija, rak C
tvrdokoska) debelog crijeva i rektuma, rak
jetre, pluca, grla, zeluca)
Plantago sp. rak debelog crijeva C
Trifolium pratense (Crvena rak prostate C
djetelina)
Ganoderma lucidum (Hrastova | prevencija i terapija raka C
sjajnica)
Rheum sp. rak grla C
Salvia officinalis prevencija raka pluca C
Serenoa repens prevencija raka, prevencijai | C
terapija raka prostate
Lentinus edodes (Shiitake adjuvant u kemoterapiji C

gljiva)
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Scutellaria sp. prevencija i terapija raka C
Ulmus rubra (Glatki brijest) | prevencija i terapija raka C
Rumex sp. prevencija i terapija raka C
Artroshpira sp. (alga rak usne Supljine C
spirulina)

Fragaria sp. prevencija raka rektuma i C

debelog crijeva

Artemisia annua (Slatki prevencija i terapija raka C
pelin)

Camellia sinensis (Zeleni ¢aj) | prevencija i terapija raka C
Curcuma longa prevencija i terapija raka C

*B — dobri znanstveni dokazi; do dva RKT (randomizirana kontrolirana pokusa) ili bar jedna meta analiza ili

slabija studija i utemeljenje u teoriji/in vivo pokusima.

*C —nejasni ili proturje¢ni znanstveni dokazi; RKT slabije kvalitete, slabije studije bez dokaza u teoriji/ in vivo

pokusima ili samo teorijski/ in vivo dokazi.

Tablica prikuje biljne vrste koje se koriste za prevenciju, odnosno terapiju karcinoma, a
navedene su i razine dokaza za pojedinu tvrdnju. Dobre znanstvene dokaze o antitumorskoj

aktivnosti imaju biljke Chelidonium majus (rosopas) i Boswellia serrata (indijski tamjan).

Chelidonium majus (rosopas) je biljka s ¢vrstim dokazima antitumorske aktivnosti. Jedna od
studija je ispitivala djelovanje kelidonina izoliranog iz etanolnog ekstrakta rosopasa na HelLa
stanice Ciji su rezultati pokazali inhibiciju proliferacije i indukciju apoptoze Hela stanica
preko mogucée promjene p38-p53 i AKT/PI3 kinazom signalnih puteva. Isto tako, rosopas je
pokazao djelovanje u studiji u kojoj su se ispitivali toksi¢ni ucinci ekstrakta biljke na
humanim karcinomima stani¢nih linija A549, H460, HCT 116, SW480, MDA-MB 231 i
MCF-7 putem MTT i SRB (sulforhodamin B) metoda. Ekstrakt rosopasa je pokazao
povecanje citotoksi¢nosti ovisno o vremenu i dozi kod svih Sest stani¢nih linija. Ovakvi
rezultati ukazuju na mogucu korisnost sirovog ekstrakta rosopasa u lijeCenju tumora, bilo
preko svojeg izravnog citotoksi¢nog ucinka, u prevenciji metastaza ili kao adjuvantna terapija
(16).

Boswellia serrata je biljka koja se tradicionalnoupotrebljava u vjerske, medicinske i
kozmeticke svrhe. Oleo smola biljke se koristi u tradicionalnoj medicini za lije¢enje razlicitih
stanja kao $to su artritis, astma, kroni¢na bol, crijevne bolesti i mnoga druga. Triterpenoidalni
dio biljke (sadrzi bosveli¢ne kiseline) je odgovoran za citotoksi¢na 1 antitumorska svojstva.
Od istrazivanih spojeva, 3-O-acetil-11-keto bosveli¢na kiselina najvise obecava kao

citotoksi¢na molekula. Citotoksi¢ni i antitumorski ucinci su uglavnom zbog indukcije
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apoptoze putem aktivacije kaspaze, poveCane Bax ekspresije, NF-kB down-regulacije i
indukcije poli(ADP)-riboze polimeraze (PARP) (17).

Brojne studije podupiru d¢injenicu da fitokemikalije, koje se nalaze u odredenim
prehrambenim tvarima, Stite od karcinoma. Biljke krstasice su Siroko prihvacene kao
komponente prehrane koje mogu smanjiti rizik od karcinoma.

Cap-dependent Histone
translation

Angiogenesis Cell cycle arrest

acetylation
4

yelin BI, cdk1, cdc25B, cdc2. @

p21, GADD4S, chk2 ¢

Isothiocyanates =

» Apoptosis Cell survival

Slika 35. Antitumorska aktivnost izotiocijanata
Preuzeto s: http://www.nature.com/aps/journal/v30/n5/fig_tab/aps200950f4.html#figure-title

Izotiocijanati, koji su predmet naseg istraZivanja, su prirodne, male molekule koje nastaju iz
glukozinolatnih prekursora u biljkama krsta§icama. Mnogi izotiocijanati, sintetski ili prirodni,
pokazuju antitumorski ucinak, jer smanjuju aktivaciju karcinogena i povecavaju njihovu

detoksikaciju (18).

Ucestalost karcinoma mokraénog mjehura znacajno raste sa starenjem, S$to upucuje na
mogucu uporabu sredstava protiv starenja u kemoprevenciji karcinoma. Rhodiola rosea, koja

raste u hladnim krajevima i na velikim visinama, pokazuje ,anti-aging™ ucinak. Ekstrakt
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R.roseai jednaod aktivnih komponenti, salidrozid, inhibira rast stanica karcinoma s
minimalnim uc¢inkom na nemaligne epitelne stanice. Mehanizam se temelji na porastu a-

fosforilacije AMP-aktivirane protein-kinaze i smanjenju 4EPB1 fosforilacije (19).

Pokazano je da kemoterapija ima ograni¢eno antitumorsko djelovanje protiv uznapredovalog
karcinoma mokra¢nog mjehura. Stoga, postoji hitna potreba da se razviju ucinkovite
terapijske metode za takve pacijente. Povecane koncentracije lentinana (beta-glukan s
glikozidnim vezama: -1,3,3-1,6) ili lentinan u kombinaciji s gemcitabinom su u pozitivnoj
korelaciji sa smanjenom proliferacijom T24 stanica.Lentinan u kombinaciji s kemoterapijom
gemcitabinomznacajno inhibira proliferaciju karcinomskih stanica. Gemcitabin ima
sposobnost induciranja apoptoze T24 stanica, a taj u¢inak je pojac¢an kada je u kombinaciji s

lentinanom (20).

Gliomi predstavljaju najes$¢i 1 najmaligniji primarni tumor mozga. Trenutne standarne
terapijske strategije (operacija, radioterapija, kemoterapija, npr. temozolomid, karmustin ili
karboplatina) su samo palijativne i o¢ekivano prezivljenje je obi¢no 6-12 mjeseci. Stoga je
neophodan razvoj novih terapijskih strategija. Kanabinoidi su pokazali da djeluju
antiproliferativno na §irok spektar stanica u kulturi. Takoder, pokazali su i veliki potencijal u
smanjenju rasta tumora glioma ili in vitroili na Zivotinjskim modelima. Cini se da su
kanabinoidi selektivna antitumorska sredstva, jer ubijaju stanice glioma bez utjecaja na
nepromijenjene stanice. Pilot studija na pacijentima s multiformnim glioblastomom pokazala
je njihov dobar sigurnosni profil 1 izvanredan antitumorski uc¢inak, te moZe biti podloga za

daljnja ispitivanja antitumorskog djelovanja kanabinoida (21).

Kao predmet naSeg istrazivanja koriStene su vodene otopine izotiocijanata iz porodice
kupusnjaca (Brassicaceae), odnosno promatran je njihov citotoksi¢ni uéinak na dvije stani¢ne

linije: T24 (karcinom mokraénog mjehura) i A1235 (glioblastom).

In vitro istrazivanje na stanicama glioblastoma A1235 pokazalo je da svi izotiocijanati imaju
odredeni ucinak na smanjenje postotka metabolicki aktivnih stanica, a najznacajniji je benzil
izotiocijanat pri koncentraciji od 20uM nakon 24h inkubacije.

Rezultati istrazivanja na GBM 8401 stanicama glioblastoma pokazuju da benzil izotiocijanat
inducira sub-G1 fazu i apoptozu GBM 8401 stanica. Takoder, dokazano je da benzil
izotiocijanat inducira proizvodnju reaktivnih kisikovih spojeva (ROS) i otpuStanje Ca*,
smanjuje mitohondrijski membranski potencijal i promovira kaspaze 8,9 i 3. Western blot
pokazao je da BITC inducira Fas, Fas-L, FADD, kaspazu 8, kaspazu 3, proapoptoticke
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proteine (Bax, Bid i Bak), a inhibira antiapoptoti¢ke proteine (Bcl-2 i Bcl-x). BITC povecava
otpusanje citokroma c, AlF-a, Endo G iz mitohondrija koji su doveli do apoptoze stanica.
Rezultati takoder pokazuju da je povecana BITC GADDI153, GRP, 78 XBP-1 i ATF-6p, IRE-
1 a, IRE-1B kalpain 1 i 2 u GBM 8401 stanicama. Na temelju tih promatranja, mozemo
sugerirati da BITC-inducirana apoptoza moze biti putem Fas receptora, ROS-om izazvanim
ER stresom, kaspaze-3 i mitohondrijskih signalnih putova. Uzete zajedno, ove molekularne
promjene i signalni putevi pruzaju uvid u BITC-om izazvanu inhibicijurasta i induciranu smrt
stanica (22).

Utjecaj na stanice karcinoma mokraénog mjehura T24 kod vecine izotiocijanata je znacajniji
pri ve¢im koncentracijama od 0,5 i SmM. Najznacajniji u¢inak na smanjenje metabolicki

aktivnih stanica ima izopropil izotiocijanat pri koncentraciji od 5mM nakon 72h inkubacije.

Metastaze 1 recidivi karcinoma mokraénog mjehura glavni su razlozi za njegovu loSu
prognozu i visoku stopu smrtnosti. Zbog svoje bioloSke aktivnosti i visoke metabolicke
aktivacije u mokraci, sulforafan, spoj koji se isklju¢ivo nalazi u krstaSicama, ima snazan i
specifican potencijal za spre¢avanje raka mokraénog mjehura. Dokazano je da znacajno
suzbija razlic¢ite biokemijske puteve, ukljuCujuéi adheziju, invaziju, i kemotaksiju u T24
stanicama karcinoma mokra¢nog mjehura. Transfekcija ciklooksigenazom 2 (COX-2),
uvelike je obustavila inhibiciju ekspresije MMP2/9 i invazivnu sposobnoststanica. Osim toga,
sulforafan inhibira epitelno-mezenhimalnu tranziciju, proces koji je temelj invazije tumorskih
stanica, i migraciju posredovanu E-kadherinom. Studija pokazuje da sulforafan ima terapijski

potencijal u spre¢avanju ponovnog pojavljivanja karcinoma mokra¢nog mjehura (23).

Izotiocijanatima se pridodaju 1 protuupalna svojstva, te postoji mogucnost koristenja kod
neurodegenerativnih bolesti. Neuroupala je, zajedno s oksidativnim stresom, jedan od klju¢nih
uzro¢nika neurodegenerativnih bolesti. U bolestima, kao Sto je Parkinsonova, klju¢no je
prona¢i multitargetnu terapiju, kako bi se sprijecilo njezino napredovanje. Izotiocijanati su
pokazali zanimljivu mogucnost mijenjanja oksidativnog stresa 1 upalnih procesa. Zahvaljujuci
sposobnosti tih spojeva da stupaju u interakciju s NrF2 putem, razvijene su nove studije za
procjenu novih molekula sintetiziranih prema strukturi izotiocijanata s ciljem pronalazenja

lijekova koji ¢e ucinkovito sprijeciti razvoj neurodegenerativnih procesa (24).

Na temelju navedenih rezultata, vidljivo je da izotiocijanati imaju veliki potencijal za lijeCenje
razli¢itih bolesti, a posebno su vazna njihova kemoprotektivna i antitumorska svojstva, koja

smo u naSem in Vitro ispitivanju pokazali na stanicama karcinoma mokra¢nog mjehura i
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glioblastoma. Postotak smanjenja metabolicki aktivnih stanica tj. citotoksi¢ni uc¢inak ovisi o
njihovoj koncentraciji i vremenu izlaganja, te je glavna hipoteza potvrdena i ostvaren je cilj
istrazivanja. Potrebne su jo§ dodatne in vivo studije, koje ¢e utvrditi njihove pozitivne ucinke,
kako bi se ovi spojevi ili lijekovi temeljeni na njihovoj strukturi, mogli uvrstiti u terapiju

razli¢itih bolesti.
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6. ZAKLJUCAK
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1) In vitro izlaganje stanica karcinoma mokra¢nog mjehura (T24) i glioblastoma (A1235)
izotiocijanatima izoliranim iz biljne porodice kupusnjaca (Brasicaceae) dovodi do smanjenja
prezivljenja tih stanica.

2) Ispitivani izotiocijanati pokazuju citotoksi¢ni ucinak ovisan o vremenu inkubacije i
koncentraciji.

3) Djelovanje izotiocijanata nije uvijek razmjerno povecanju koncentracije i vremenu
inkubacije, te u pojedinim sluc¢ajevima dolazi do oporavka stanica.

4) Citotoksi¢ni ucinak izotiocijanata, Sto je ujedno i hipoteza naseg ispitivanja, je potvrden, a
idu¢i korak je potvrdivanje tih ucéinaka 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 izotiocijanata, spojeva
izoliranih iz biljaka iz porodice kupusnjaca (Brassicaceae) na humane karcinomske stanice
mokra¢nog mjehura (T24) i glioblastoma (A1235). Pretpostavka je da ¢e se nakon izlaganja

karcinomskih stanica izotiocijanatima njihov broj smanjiti u odnosu na kontrolnu skupinu.

Materijali i metode:

Ispitivanje citotoksi¢nosti na stanicnim linijama karcinoma mokra¢nog mjehura i
glioblastoma radeno je MTT testom. Usporedbom apsorbancije nastalog formazana kod
stanica tretiranih izotiocijanatima i apsorbancije kod netretiranih stanica (kontrola), dobili
smo postotak prezivljenja karcinomskih stanica. Citotoksi¢nost se odredivala nakon 4, 24, 48 i

72 sata.
Rezultati:

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

stanica.

Kod stanica karcinoma mokra¢nog mjehurasvi izotiocijanati ostvaruju bolji ucinak pri visim
koncentracijama od 0,5 ili SmM, pri razli¢itim vremenima inkubacije.Najznacajniji u€inak na
smanjenje metabolic¢ki aktivnih stanica ima izopropil izotiocijanat pri koncentraciji od 5mM

nakon 72h inkubacije.

Kod stanica glioblastoma vecina izotiocijanata najjaci citotoksi¢ni ucinak ima pri vecoj
koncentraciji od 20uM (osim fenil-izotiocijanata). Najznacajniji u¢inak na smanjenje broja
metabolicki aktivnih stanica ima benzil izotiocijanat pri koncentraciji od 20uM nakon 24h

inkubacije.
Zakljucdci:

In vitro izlaganje stanica karcinoma mokra¢nog mjehura (T24) i glioblastoma (A1235)
izotiocijanatima dovodi do smanjenja prezivljenja tih stanica. Citotoksi¢ni u¢inak ovisan je 0
vremenu inkubacije i koncentraciji. Djelovanje izotiocijanata nije uvijek razmjerno povecanju
koncentracije 1 vremenu inkubacije, te u pojedinim slu¢ajevima dolazi do oporavka stanica.
Citotoksi¢ni ucinak izotiocijanata, §to je ujedno i hipoteza naseg ispitivanja, je potvrden, a
idu¢i korak je potvrdivanje tih ucinaka in vivo ispitivanjem na modelima karcinoma

mokra¢nog mjehura i glioblastoma kod Zivotinja.
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9. SUMMARY
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The aim of the research

The aim of the research is to examine the potential cytotoxic effects of isothiocyanates, a
chemical substance isolated from the Brassicaceae family of plants on human carcinoma cells
of urinary bladder (T24) and glioblastoma (A1235). The assumption is that after the exposure
of carcinoma cells to isothiocyanates their number will be reduced in comparison to the

control group.
Materials and methods

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

hours.
Results

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

metabolically active cells.

In urinary bladder carcinoma cells all isothiocyanates show better effects in higher
concentrations of 0.5 or 5 mM, with different incubation times. The most prominent effect on
the reduction of metabolically active cells is achieved by isopropyl isothiocyanate with the
concentration of 5 mM after 72-hour incubation time.

In glioblastoma cells most isothiocyanates have the strongest effect in higher concentrations
of 20uM (except for phenyl-isothiocyanate). The most significant effect on the reduction of
metabolically active cells is shown by benzyl isothiocyanate with the concentration of 20 uM

after 24-hour incubation time.
Conclusions

In vitro exposure of urinary bladder carcinoma cells (T24) and glioblastoma (A1235) to
isothiocyanates leads to reduced cell survival rate. Cytotoxic effects depend on incubation
time and concentration. Isothiocyanates effect is not always proportional to the increase in
concentration and incubation time and in some cases cell recovery occurs. The cytotoxic

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

bladder and glioblastoma cancers.
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