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Pretrazivanje literature vezano za razvoj raka i primjenu
citostatika, fitoterapeutika i razlicitih ljekovitih biljaka u terapiji.
Priprava vodenih ekstrakata pet biljaka iz porodice Lamiaceae:
Teucrium montanum L., Calmintha nepetoides L.., Salvia sclarea
L., Melissa officinalis L. i Satureja subspicata Bartl ex Vis..

Odredivanje antiproliferativne aktivnosti odabranih biljaka iz

porodice Lamiaceae koriStenjem MTT testa.



SAZETAK

Rak (lat. cancer) je pojam koji se koristi za veliku skupinu bolesti u kojima se
abnormalne stanice dijele bez kontrole te imaju sposobnost prodiranja i invazije u druga
tkiva. Nakupine abnormalnih stanica mogu tvoriti benigne ili maligne tumore. Razlika
izmedu njih je u agresivnosti rasta, te u tome Sto maligni daju metastaze i Sire se u
okolinu, prodiru¢i u okolno tkivo, dok benigni tumori ne daju metastaze na druge

organe 1 ne prodiru u okolno zdravo tkivo, ve¢ ga potiskuju odnosno rastu ekspanzivno.

Fitoterapeutici ili fitofarmaceutici kao aktivne sastojke sadrZe biljke, biljne dijelove i
njihove pripravke, a podrazumijevaju standardizirane biljne droge sa strogo definiranim
sadrzajem 1 sastavom terapijski aktivnih tvari, ¢ija je ucinkovitost potvrdena
farmakoloskim i klini¢kim istrazivanjima, uz naznaku mogucih nuspojava i interakcija s
drugim lijekovima. Osnovna karakteristika fitofarmaceutika/fitoterapeutika je
postojanje smjesa prirodnih tvari, a ponekad se procesuira i nekoliko biljaka (ili
njihovih dijelova) u jedan pripravak.

Cilj ovog rada bio je ispitati antiproliferativno djelovanje vodenih ekstrakta nekoliko

biljnih vrsta iz porodice Lamiaceae, koje se mogu nac¢i na podruc¢ju Dalmacije, na

stanice raka dojke (MB-MDA 231) i raka prostate (T24).

Vodeni ekstrakt biljke Teucrium montanum L. pokazao je najbolje antiproliferativno
djelovanje na stanice raka prostate i raka dojke. Ekstrakti biljaka Satureja subspicata
Bartl. ex Vis. i Melissa officinalis L. pokazali su vrlo dobro djelovanje na stanice raka
prostate. Opcenito, uoceno je bolje djelovanje vodenih ekstrakta biljaka iz porodice

Lamiaceae na stanice raka prostate nego na stanice raka dojke.

Klju¢ne rijeci: rak dojke, rak prostate, Lamiaceae, antiproliferativnost,



SUMMARY

Cancer (lat. cancer) is the term used for a large group of diseases in which
abnormal cells divide without control and are capable of penetrating and invadingother
tissues. Clusters of abnormal cells may form benign or malignant tumors. The
difference between them is in the growth aggressivness , and that the malignant tumors
can metastasize and spread into the environment, penetrating into the surrounding
tissue, while benign tumors do not give metastases to other organs and does not blend

into the surrounding healthy tissue, they grow expansively.

Phytotherapeutics or phytopharmaceuticals have active ingredients such as: plants, plant
parts and their concotions, and include standardized herbal drugs with strictly defined
content and a composition of a therapeutically active substance, which has confirmed
the effectiveness of pharmacological and clinical research, with the indication of
possible side effects and drug interactions. The main characteristic of
phytopharmaceuticals / phytotherapeutics is the existence of a mixture of natural

substances, and sometimes several plants (parts) are processed in a single concotion.

The aim of this study was to examine the antiproliferative activity of aqueous extract of
several Lamiaceae species, which can be found in Dalmatia, on breast cancer cells
(MDA-MB 231) and prostate cancer (T24).

The aqueous extract of Teucrium montanum L. showed the best anti-proliferative effect
on cancer cells and prostate cancer. Extracts of plants of Satureja subspicata Bartl. ex
Vis. and Melissa officinalis L. showed excellent activity in prostate cancer cells. In
general, agueous extracts of the Lamiaceae plant family exhibited better effect on the
prostate cancer cells than on the breast cancer cells.

Keywords: breast cancer, prostate cancer, Lamiaceae, antiproliferativity
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UvOD

Rak (lat. cancer) je pojam koji se koristi za veliku skupinu bolesti u kojima se
abnormalne stanice dijele bez kontrole te imaju sposobnost prodiranja i invazije u druga
tkiva. Nakupine abnormalnih stanica mogu tvoriti benigne ili maligne tumore. Razlika
izmedu njih je u agresivnosti rasta te u tome Sto maligni daju metastaze i Sire se u
okolinu, infiltriraju¢i se u okolno tkivo, dok benigni tumori ne daju metastaze na druge

organe i ne prodiru u okolno zdravo tkivo, ve¢ ga potiskuju odnosno rastu ekspanzivno.

Testovi kojima se mjeri proliferacija, vidljivost i citotoksi¢nost se ¢esto koriste da bi se
utvrdili odgovori i stanje stanica u kulturi nakon Sto ih se tretira s razli¢itim tvarima.
Odabir odgovarajuceg testa ovisi o broju i vrsti stanica, ali i o o¢ekivanom rezultatu.
Testovi stani¢ne proliferacije mogu mijeriti broj stanica tokom vremena, broj stani¢nih
podjela, metabolicku aktivnost ili DNA sintezu. Ovi testovi imaju rasprostranjenu
primjenu kod mjerenja jakosti vezivanja receptora i raznih stani¢nih dogadanja koji
mogu biti povezani s ekspresijom genskih receptora, pracenjem funkcije organela ili

kretanjem stani¢nih komponenti.

Bez obzira o kojoj vrsti testa se radi, vazno je znati koji broj stanica ¢e prezivjeti na
kraju eksperimenta. Postoji mnogo vrsta testova kojim je moguce utvrditi broj Zivih
eukariotskih stanica. Test redukcije tetrazoliumom mjeri neke aspekte metabolizma ili
enzimsku aktivnost kao marker stanica. Test zahtjeva inkubaciju reagensa sa
populacijom stanica, kako bi se supstrat preveo u obojeni ili fluorescentni produkt koji

se moze detektirati ¢itacem mikrotitarskih plocica.



1 Opdidio

1.1 Rak

Rak (lat. cancer) je pojam koji se koristi za veliku skupinu bolesti u kojima se
abnormalne stanice dijele bez kontrole te imaju sposobnost prodiranja i invazije u
druga tkiva. Novotvorina, neoplazma (gr¢. neos - nov, plasia - rast) ili tumor (lat.
tumor - oteklina) patoloSka je tvorba nastala kao posljedica nekontrolirane diobe

stanica.

Rast novotvorine nadmasuje rast normalnih tkiva, bioloski je nesvrhovit, nepravilan
i neorganiziran. U osnovi, novotvorine nastaju kad se izgubi normalna fizioloSka
regulacija kontrolnih mehanizama rasta stanice. Gubitak kontrole rasta posljedica je
narusavanja niza regulacijskih sustava Sto rezultira nastankom stanica S
promijenjenim svojstvima u odnosu na normalne stanice. Tijelo se odraslog
Sovjeka sastoji od otprilike 10% stanical od kojih mnoge imaju sposobnost
dijeljenja i diferencijacije kako bi mogle obnavljati tkiva i organe kojima je to
potrebno. Ipak, unato¢ ogromnoj proizvodnji novih stanica ljudsko tijelo zadrzava

stalnu masu tijekom mnogih desetljeca.

To se postiZze strogom kontrolom nad umnazanjem stanica djelovanjem sloZenih i
isprepletenih molekularnih mehanizama koji upravljaju stani¢nom proliferacijom i
stani¢nom smrti, ili apoptozom ukoliko se radi o programiranom dogadaju. Bilo
koji ¢imbenik koji mijenja tu ravnotezu ima potencijal, ukoliko ga se ne sprijeci,
promijeniti ukupan broj stanica u odredenom organu ili tkivu. Nakon viSe
generacija takvo pove¢ano umnazanje stanica moze postati klinicki prepoznatljivo
kao neoplazija. Novonastale stanice se od polaznih stanica razlikuju i strukturno i
funkcionalno, ali se u vecini slucajeva moze prepoznati od koje vrste stanica ili

tkiva je nastao tumor.



1.1.1 Podjela tumora

Nakupine abnormalnih stanica mogu tvoriti benigne ili maligne tumore. Razlika
izmedu njih je u agresivnosti rasta te u tome Sto maligni daju metastaze i Sire se u
okolinu, infiltrirajuci se u okolno tkivo, dok benigni tumori ne daju metastaze na druge
organe i ne penetriraju u okolno zdravo tkivo, ve¢ ga potiskuju odnosno rastu
ekspanzivno. Zlo¢udnost ili malignost nekog tumora odnosi se na svojstvo tog tumora
da razara okolno tkivo i da stvara udaljene metastaze u organizmu te kao posljedica

nastupa smrt. Naravno, dijagnoza zlo¢udnog tumora ne podrazumijeva smrt.

Pravodobnom dijagnozom i dobrim odabirom terapije izljeCenje je moguce kod nekih
malignih tumora. Maligni tumori, koji se oznacavaju i pojmom rak, Su ¢esto smrtonosni
jer imaju sposobnost metastaziranja, tj. migracije putem krvi i limfe u udaljene dijelove

tijela. Razlikuju se:

e Neinvazivni maligne tumore
Neinvazivni tumor (lat. carcinoma in situ) je tumor u kojem grade stanica imaju
morfoloske i druge osobine malignosti, ¢iji je medusobni odnos izmijenjen, ali
koji ne probija bazalnu membranu. U visokom postotku prerasta u pravu,
invazivnu neoplazmu, ali je ponekad moguce i njeno spontano povlacenje.

e Invazivni maligni tumori

To su promjene koje imaju sve morfoloske i funkcionalne maligne osobine.



1.1.1.1 Karakteristike malignih tumora

Stanice koje nastaju malignom transformacijom u laboratorijskim uvjetima
svojim izgledom, nafinom rasta u kulturi i sekrecijom pokazuju znacajne razlike u
odnosu na normalne. One gube sposobnost kontaktne inhibicije, rastu u polu-évrstom
mediju, trebaju manju koli¢inu seruma jer same proizvode faktore potrebne za svoj rast,
¢esto luce proteoliticke enzime za razlaganje fibrina i dovode do pojave tumora kada se
implantiraju eksperimentalnim zivotinjama. Hibridi normalnih i malignih stanica imaju
neka od ovih svojstava. Stanice tumora se znacajno razlikuju od normalnih tjelesnih
stanica. One posjeduju brojne morfoloSke, biokemijske, fizioloske, imunoloske,
citogeneticke 1 druge osobine, koje Cine njihov karakteristiCan izgled i ponaSanje, tzv.

maligni fenotip.

Maligna stanica se svojim oblikom i veli¢inom u vecoj ili manjoj mjeri razlikuje od
normalnih stanica od kojih poti¢e. Cesto je toliko izmijenjena da je po izgledu tesko
prepoznati njeno porijeklo. Maligne stanice ne grade normalne strukture tkiva, nego je
njihov medusobni odnos, kao i orijentacija prema membranama, vaskularnim i drugim
strukturama tkiva izmijenjena. Za razliku od stanica normalnih tkiva, koje su
medusobno veoma sli¢ne, maligne stanice se medusobno znatno razlikuju po obliku,
veli¢ini i stupnju obojenosti. Ovo svojstvo malignih stanica se oznaava pojmom

pleomorfizam.

Sve stanice malignih tumora pokazuju Sest obiljezja: rast stanica i podjela u odsutnosti
odgovarajucih signala, stalan rast i podjela usprkos prisutnosti suprotnih signala,
izbjegavanje apoptoze, neogranicen broj stani¢nih dioba, poticanje izgradnje krvnih Zzila

i invazija tkiva i formiranje metastaza.



1.1.2 Razvoj tumora

Prirodni tok razvoja tumora se odvija u nekoliko sukcesivnih ili istovremenih

faza:

» maligna transformacija stanice (kancerogeneza)

« klonalni rast tumorskih stanica i stvaranje tumorske mase
« lokalna invazija

« stvaranje udaljenih metastaza.

Na rast tumorske mase pored kinetike rasta samih tumorskih stanica utjece i njihova
opskrba krvlju. Inicijalno tumor koristi postoje¢e krvne zile domacina, ali porastom
iznad 1-2 mm dolazi do stvaranja novih krvnih Zila, odnosno tumorske neoangiogeneze.
Ona se dogada pod utjecajem angiogena. Mnogi angiogeni su produkt onkogena. Geni
Ciji su produkti potrebni za nastajanje 1 odrzavanje malignog stanja nazivaju se
onkogenima. Oni potencijalno mogu mijenjati medusobni odnos stanica, njihov rast, a
prije svega diobu i diferencijaciju. Onkogeni su najprije otkriveni kao dijelovi genoma
akutno transformirajucih retrovirusa, koji uzrokuju stvaranje tumora kod Zivotinja u
vremenu od dva do tri tjedna (virusni onkogeni). Antionkogeni su tumorsupresor geni.
Za razliku od onkogena, koji proizvode stimulirajuce faktore za rast tumora, proteinski
produkti antionkogena koce rast tumora. Produkti onkogena zovu se onkoproteini te su
slicni normalnim proteinima i djelomi¢no imaju istu funkciju. Medutim, izgubljeni su
neki vazni mehanizmi regulacije, te njihova ekspresija postaje manje ili viSe neovisna

od vanjskih ili unutrasnjih regulatornih mehanizama.



1.1.2.1 Kancerogeneza

Proces transformacije stanica ili kancerogeneza pocinje s promjenama rasporeda
baza u molekuli DNA i poremecaju aktivnosti gena odgovornih za rast i diferencijaciju
stanice. U fazi inicijacije dolazi do promjene aktivnosti genskog sistema. U toku
sljede¢ih dioba ove promjene se potenciraju. Ovaj proces moze biti zaustavljen ili
nastavljen i prelazi u fazu promocije uz sudjelovanje mnogobrojnih c¢imbenika
unutarnje i vanjske sredine. Nakon ovoga, kraci ili duzi latentni period je razlicit za
razli¢ite tumore, ali i ¢imbenike koji su doveli do kona¢ne transformacije normalnih
stanica u tumorske. Uzroci nastanka ve¢ine malignih tumora su nepoznati, medutim,
poznato je da su mnogobrojni unutarnji (nasljedni, endogeni hormoni i dr.) i vanjski

(kemijski, fizicki, bioloski) ¢imbenici.

Za nastanak i razvoj maligne stanice klju¢na su mutacijska oStecenja koja rezultiraju
aktivacijom gena ukljucenih u stimulaciju proliferacije 1 prezivljavanja stanica tzv.
onkogena te inaktivacijom tzv. tumorsupresorskih gena koji sprjeCavaju pretjeranu

(nekontroliranu) proliferaciju i rast stanica te poti¢u apoptozu.

Tumorsko napredovanje je pojava koja upucuje na Cinjenicu da tumor vremenom
postaje agresivniji u smislu ubrzanog rasta, povecanja invazivnosti, sposobnosti
stvaranja metastaza, otpornosti na terapiju. U osnhovi ovog fenomena je vjerojatno
selekcija stanicnih klonova obogacenih svojstvima koja pospjeSuju rast i proliferaciju.
Radi poznate genetiCke nestabilnosti tumora, Cesta je pojava mutacija u njegovim
stanicama, ¢ime nastaje heterogenost unutar prvobitno homogene tumorske populacije.
Stanice koje mutacijama steknu proliferativne prednosti postupno previadavaju u

tumoru.

Metastaziranje je proces stvaranja tumorskih stanica udaljenih od primarne lokalizacije
bolesti. Tumori imaju veoma razli¢it potencijal metastaziranja, ovisno o histoloSkom
tipu 1 specifi¢nim strukturnim promjenama unutar samog tumora. Ponekad se metastaze
pojavljuju i prije samog primarnog tumora. Metastaze nastaju od subpopulacije veoma
agresivnih stanica, koje se javljaju rano u toku razvoja, progresije primarnog tumora.
Metastatski potencijal stanice obuhvaca niz svojstava: pokretljivost, sposobnost invazije
I ulaska u krvne zile, sposobnost prezivljavanja u cirkulaciji, sposobnost diobe i rasta na

udaljenim mjestima.
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Distribucija metastaza po pojedinim organima je razliita, ovisno o histoloskom tipu i
anatomskoj lokalizaciji tumora. Metastaze se najces¢e lociraju u prvom kapilarnom
sjedi$tu na putu cirkulirajucih stanica (sarkomi u plu¢ima, tumori kolona u jetri, tumori
plu¢a u mozgu). Pojedini tumori metastaziraju na mjesta koja ne mogu biti objasnjena

anatomskim razlozima, nego specifi¢nim afinitetom.

Maligni tumori djeluju na organizam lokalno i sustavno. Ukoliko se uspjesno ne lijece,

neminovno dovode do smrti pacijenta.
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1.1.3 Uzroci nastanka tumora

Uzroci koji dovode do maligne transformacije stanica i nastanka malignih tumora

rezultat su interakcije faktora okoline i domacina. Kemijski karcinogeni su organske i

anorganske tvari koje pokazuju selektivni afinitet prema odredenim tkivima. Neki su

normalno prisutni u Zivotnoj sredini, dok su drugim izloZene pojedine kategorije ljudi

(npr. kemijski kancerogeni radne sredine). Stoga, vec¢ina karcinoma kod ljudi nije

naprosto genetski predodredena posljedica starenja nego prije manifestacija

individualne izlozenosti. Vec¢ina se kemijskih kancerogena metabolicki aktivira preko

citokroma 450 ili drugih enzima.

Procjenjuje se da u svijetu pusi oko 1,2 milijarde ljudi, a da su stotine milijuna
nepusaca izloZzeni duhanskom dimu. Glavni izvor duhanskog dima su cigarete,
kojih godisnje izgara oko 5,5 trilijuna, tj. oko 1000 cigareta na svakog
stanovnika zemlje. Dokazano je da je nikotin jedan od glavnih faktora nastanka
karcinoma pluca i grla. Devedeset posto oboljelih od karcinoma pluca su pusaci.
Kod preostalih 10 % koji su oboljeli od karcinoma pluca, a spadaju u nepusace,
nedavno je otkriven gen odgovoran za karcinom plu¢a. Glavni ¢imbenici Koji
utjecu na rizik obolijevanja su duzina pusenja i broj cigareta. Nakon prekida
pusenja postepeno se smanjuje rizik od karcinoma. Rizik od karcinoma je
svakako veci kod onih koji su prestali pusiti nego onih koji nikada nisu pusili.
Pasivno pusenje, tj. boravak i rad u prostorima gdje se pusi takoder nosi jednak
rizik od karcinoma. Pusenje je takoder rizi¢ni ¢imbenik za karcinom usana, usne
supljine, zdrijela i grkljana i mokra¢nog mjehura. Kancerogene sastojke
duhanskog dima ¢ine policiklicki i heterocikli¢ki aromatski ugljikovodici,
nitrozoamini, aromati¢ni amini, aldehidi, fenoli, razli¢ite organske komponente i
metali. Stetnost pusenja moZe utjecati i na razvoj fetusa.

Kontinuirano konzumiranje vecih koli¢ina Zestokih pi¢a uz puSenje povecava
rizik od nastanka raka usne Supljine, zdrijela, jednjaka, larinksa i jetre.
Kemikalije kao uzrok nastanka raka dokazane su kod nekih rijetkih
profesionalnih grupa. Kancerogenost nekih kemijskih agensa dokazana je i u
eksperimentalnim istrazivanjima na zivotinjama. Odavno je poznato da su neki

tumori ¢eS¢i kod ljudi koji su profesionalno izlozeni razli¢itim toksi¢nim
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tvarima u proizvodnji i primjeni boja i lakova, preradi nafte i derivata, industriji
guma, azbesta, pesticida, duhana itd.

Ionizirajuée zracenje predstavlja najpoznatiji fizicki ¢imbenika s direktnim
dokazima da povecava rizik od nastanka karcinoma. Karcinogeni ucinak
zraCenja poznat je jo§ od pocetka manipulacija s ovim izvorima, ubrzo nakon
otkri¢a x-zraka (Rontgen 1895.) potom radioaktivnosti (Becquerel 1896., Curie
1898.). Ionizirajuce zracenje dovodi do ionizacije vodenog medija stanica i
nastanka reaktivnih spojeva, slobodnih radikala koji onda stupaju u razlicite
kemijske procese dovodeci do deaktivacije enzima i drugih spojeva u stanici. Na
ovaj nadin nastaju oste¢enja DNA, greSke u procesu popravka Steta, mutacije.
Iako teorijski zracenje moze inducirati bilo koji tip tumora, neki organi i tkiva su
vise osjetljivi od drugih. Akutna i kroni¢na mijeloi¢na leukemija, akutna
limfaticna leukemija vrlo su osjetljive na indukciju zrac¢enjem, a od solidnih
tumora tiroidna zlijezda, pluca, dojka i mnoga druga tkiva. Latentni period
(izmedu izlaganja zracenju i pojave tumora) je kraci za leukemije nego za ostale
tumore. Za leukemije to je period od 2 godine, s najvecom moguénosc¢u 4 do 8
godina, dok je za ostale tumore5 do 10 godina. Narocitu opasnost predstavlja
kontaminacija dugozivu¢im radioaktivnim izotopima ( dospjelim u zrak, vodu i
tlo, direktno ili indirektno kontaminacijom hrane (povrée, voce, meso, mlijeko).
Ultraljubicasta zraenja su glavni uzrok svih formi koznih karcinoma. Ovi
karcinomi uglavnom se dovode u direktnu vezu sa sun¢evim zracenjem, ali nisu
smrtonosni. Maligni tumor je manje ovisan o potpunom izlaganju (akumuliranoj
dozi) nego o akutnim opekotinama nakon suncanja. Opekotine od suncanja
ponavljane 5 puta udvostrucuju rizik od tumora. Svakako genetske osobine
doprinose razvoju tumora.

Jos su prije tri desetlje¢a Doll i Peto? nagadali da se 35 % svih smrti od tumora u
SAD mogu sprijeciti promjenama u prehrani. Razli¢ita istraZivanja, poput
ekoloskih, migracijskih, kontroliranih (engl. case control study) istrazivanja i
nasumi¢nih klini¢kih istrazivanja, pokazale su razlike u ucestalosti pojedinih
vrsta malignih tumora kod stanovniStva s odredenim navikama u ishrani.
Najznacajniji utjecaj dijete na rizik od tumora je kroz razmatranja tjelesne
tezine. Prekomjerna debljina i pomanjkanje fizicke aktivnosti smatra se jednim
od glavnih rizi¢nih faktora za rak dojke u postmenopauzi, zatim raka debelog

crijeva, pankreasa i mnogih drugih. Dobitak 10 kg viSe u postmenopauzi

13



znakovito povecava rizik od tumora dojke u Zena koje nisu uzimale hormonalnu
nadomjestanu terapiju. Suprotno, gubitak tjelesne tezine smanjuje rizik od ovog
tumora. Porast teZine direktno je vezan s povecanjem nivoa endogenih estrogena
u Zena u postmenopauzi. Pored tjelesne tezine, konzumiranje alkohola je jedan
od dokazanih rizi¢nih ¢imbenika za nastanak tumora. Zivotinjske masti i crveno
meso dovode se u vezu s rizikom za rak debelog crijeva i prostate, i to osobito
agresivnijih oblika. Za povrée i vocée pretpostavljalo se da imaju glavnu zastitnu
ulogu u prevenciji tumora radi bogatstva u sadrzaju antikancerogenih tvari -
antioksidansa, minerala, vlakana, vitamina, karotenida. Medutim, nasumicna
istrazivanja su pokazala da je zastitna uloga vocéa i povréa precijenjena. Hrana
bogata vlaknima uz fizicku aktivnost glavni su ¢imbenici koji doprinose
redovnom praznjenju stolice pa se smatraju vaznim preventivnim ¢imbenikom
za razvoj raka debelog crijeva. Preventivna uloga soje u nastanku raka dojke
analizirana je mnogim klinickim istrazivanjima. Wu i suradnici pretpostavljaju
da je soja u ishrani u djetinjstvu relevantnija za prevenciju raka dojke.
Obecavajuca istrazivanja o utjecaju prehrane na pojavu raka su posebno ona
koja se odnose na vitamin D, mlijeko i nacin ishrane u djetinjstvu.

U svakom slucaju redovna fizicka aktivnost, izbjegavanje prekomjerne teZine,
alkohola, povrée 1 voce u ishrani, hrana bogata vlaknima, mogu se preporuciti
kao mjere u prevenciji rizika za rak dojke, rak debelog crijeva, rak jednjaka,
pankreasa, bubrega.

Odavno je dokazano da su kroni¢ne virusne infekcije uzroci nekih malignih
tumora. Virusi posjeduju onkogene ili se ugraduju u genom stanice domacina
dovode¢i do transformacije stanica u maligne. Latentni period od infekcije do
nastanka raka je obi¢no dug, 20 i viSe godina. Malignoj transformaciji stanice
doprinose i drugi karcinogeni koji pospjeSuju ovaj proces virusne onkogeneze.
Retrovirusi, medu njima Humani T limfotropni virus tip 1 (HTLV-1) i tip 2
povezani su s razvojem malignog limfoma i T-limfocitne leukemije. Virus
humane imunodeficijencije, HIV-1 i HIV-2 dovodi do sindroma stecene
imunodeficijencije - AIDS S§to moZe doprinijeti razvoju mnogih malignih
tumora.

Kroni¢na infekcija jetre ss Hepatitis B i Hepatitis C virusima predstavlja glavni
¢imbenik u nastanku hepatocelularnog karcinoma. Tako je ucestalost od ovog

karcinoma najveca u azijskim zemljama gdje je infekcija ovim virusom veoma

14



gesta.* Humani papiloma virusi (HPV), njih oko 140 poznatih tipova, od kojih su
najéeséi tipovi 6, 11, 16, 18, uzro¢nik je raka grlica materice u preko 90 %
slu¢ajeva. Do transformacije stanica sluznice cerviksa dolazi nakon dugotrajnih,

ponavljanih infekcija, kada se DNA virusa ugradi u genski sistem stanice.
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1.1.4 Rak dojke (MB-MDA231)

Rak dojke je najces¢i zlocudni tumor u Zena u svijetu koji nastaje kad normalne
zljezdane stanice dojke promijene svoja svojstva te po¢nu nekontrolirano rasti,
umnoZavati se i uniStavati okolno zdravo tkivo. Prema podatcima Registra za rak
Hrvatske (Hrvatski zavod za javno zdravstvo), godisSnje u Hrvatskoj od raka dojke
obolijeva oko 2300 zena. Rak dojke je i najée$¢i uzrok smrti od raka kod Zena u
Hrvatskoj, godiSnje umire preko 800 Zena. Ocekuje se daljnji trend porasta broja

oboljelih u Hrvatskoj.

Od raka dojke najcesce obolijevaju zene iznad 50. godine Zivota, ali 1 Zene mlade dobi.
Zemlje koje su rano pocele s organiziranim programima ranog otkrivanja (palpacija 1
mamografija) ve¢ imaju prisutan pad smrtnosti. U Hrvatskoj je 18. listopada 2006.
pocela provedba nacionalnog programa prevencije raka dojke, u kojem su sve zene u
dobi od 50 do 69 godina bile pozvane na preventivni mamografski pregled. Cilj
programa je smanjiti smrtnost od raka dojke za najmanje 25 %. Od raka dojke mogu

oboljeti i muskarci, ali je rak dojke stotinu puta ¢es¢i kod zena, nego u muskaraca.

Od ukupnog broja pregleda dojki u 2011. godini zabiljezeno je 10,6 % onih s
patoloSkim nalazom §to je povecanje u odnosu na prethodnu godinu (5,4 %). Dojka se
sastoji od Zljezdanog i potpornog tkiva. Zljezdano tkivo ¢ine mlijeéne Zlijezde i mlije¢ni
kanali, a potporno ¢ine masno i1 vezivno tkivo. Najveci broj karcinoma dojke javlja se u
gornjem vanjskom kvadrantu i izdancima Zljezdanog tkiva usmjerenim prema aksili
(pazusnoj jami). Zlo¢udni tumori dojke najcesce su epitelnog porijekla. Mogu nastati iz
epitela kanali¢a (90 %) ili epitela reznjica (10 %), a oba se dijele na one koji nisu probili

bazalnu membranu (neinfiltrirajudi in situ) i na one koji su se probili (infiltrirajuéi).
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1.1.5 Rak prostate (T24)

Prostata je organ odnosno Zlijezda kod muskaraca koja se nalazi na bazi ili vratu
mokraénog mjehura. Prostata okruzuje pocetni dio uretre. Uretra je cijev koja odvodi
mokracu iz mokra¢nog mjehura prema van kroz izlaz na glavi penisa. Jedna od funkcija
prostate je kontrola mokrenja koja se odvija izravnim pritiskom na gornji dio uretre koji
prostata okruzuje. Glavna funkcija prostate je proizvodnja odredenih tvari koje se
nalaze u normalnom sjemenu kao §to su minerali i Secer. Sjeme je tekucéina koja prenosi
spermu kako bi se omoguéila reprodukcija. Covjek moze, medutim, jako dobro

funkcionirati i bez svoje prostate.

U mladog muskarca, normalna prostata je veli¢ine oraha (< 30 g). Tijekom normalnog
starenja, medutim, zlijezda obi¢no raste i postaje velika. Ovakav rast je uvjetovan
hormonski te se sa starenjem povezano povecanje prostate naziva benigna hiperplazija
prostate (BHP) i nije povezana s rakom prostate. | benigna hiperplazija prostate (BHP) i
rak prostate, medutim, mogu uzrokovati sli¢cne probleme kod starijih muSkaraca. Na
primjer, povecana prostata moze stisnuti uretru $to utjece na izlaz urina iz mokra¢nog
mjehura ili uretre, a to dovodi do poteskoc¢a s kontrolom mokrenja. Simptomi koji se
javljaju obicno ukljucuju usporavanje tijeka mokrace i ¢eS¢e mokrenje, osobito nocu.
Pojava ovih simptoma zahtijeva pregled i savjet od urologa ili lijecnika primarne

zdravstvene zastite.

Kako rak prostate u svom rastu napreduje, povecava se mogucnost njegovog Sirenja
izvan prostate u okolna tkiva (lokalno Sirenje) ili stvaranje metastaza. Najces¢a mjesta
metastaza raka prostate su kosti, plu¢a i jetra. Simptomi i znakovi raka prostate zapravo
su viSe povezani sa Sirenjem bolesti u udaljene organe, nego s lokaliziranom bolesti u

samoj prostati.

Rak prostate je po ucestalosti drugi najcesc¢i zlo¢udni tumor u Hrvatskoj (tj. dijeli drugo
mjesto s rakom debelog crijeva i rektuma). 2010. g. od raka prostate u Hrvatskoj
oboljelo je 1786 muskarca Sto ¢ini 16 % od ukupnog broja muskaraca oboljelih od raka.
U istoj godini od raka prostate umrla su 723 muskaraca, odnosno 2,82 % od svih uzroka
smrtnosti muskaraca u toj godini Sto rak prostate drZi na visokom 7. mjestu svih uzroka
smrtnosti. Pojavnost raka prostate nije zabiljezena prije 40. godine zivota, a nakon 50.
g. zivota incidencija naglo raste, a najveca pojavnost je u dobi od 70 do 74 godine gdje
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se biljezi preko 400 novo dijagnosticiranih slucajeva raka prostate na godinu. lako se
oko ranog otkrivanja raka prostate u svijetu joS uvijek vode brojne polemike, mnogi
strucnjaci u ovom podrucju preporucuju uvodenje i1 kontinuirano provodenje probirnog

ili ,,screening“ programa za rak prostate kod svih muskaraca starijih od 40 godina.
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1.2 Lijekovi

1.2.1 Citostatici

Citostatici su lijekovi koji ne djeluju selektivno; naime, uniStavajuci zlocudne
stanice oni oStecuju i1 zdrave, poglavito one koje se brzo dijele (kao $to su krvotvorne
stanice, stanice sluznice probavnog trakta i spolne stanice). U klinickoj praksi ovi
lijekovi se koriste visSe od cCetrdeset godina, a unatrag dva desetlje¢a otkriveni su i
razvijeni mnogi citostatici zahvaljujuci kojima danas moZemo uspjesno lijeciti zloCudne
bolesti , a neke 1 izlijeciti.

Sama kemoterapija (lijeCenje citostaticima) moze se primijeniti kao monoterapija (jedan
lijek) ili ceS¢e kao polikemoterapija (kombinacija vise lijekova). Vrlo cCesto se
primjenjuje istodobno s bioloSkom terapijom (imunoterapijom, antiangiogenom
terapijom) ili uz zraenje. Budu¢i da vecina citostatika ne prolazi krvnomozdanu
barijjeru, u odredenim tumorima srediSnjeg zivCanog sustava lijek se aplicira

intratekalno.
Ovisno o mehanizmu djelovanja razlikuju se nekoliko skupina citostatika:

e alkilirajuéa sredstva (ciklofosfamid, ifosfamid, lomustin, karmustin,
spojevi platine)

e antimetaboliti (5-fluorouracil, metotreksat, citarabin)

e prirodni spojevi (antraciklini, bleomicin, etopozid, vinkristin,

vinblastin)

U novije doba razvijaju se novi tzv. pametni lijekovi u lijecenju brojnih vrsta zlo¢udnih
bolesti, a koji su drugacijeg mehanizma djelovanja od klasi¢nih citostatika. Ti lijekovi
djeluju na molekularnoj razini spreCavaju¢i molekule koje sudjeluju u prijenosu
stani¢nih signala, angiogenezi, receptore za ¢imbenike rasta i slicno, a uglavnom se
primjenjuju uz standardnu kemoterapiju. Najcesce nuspojave citostatske terapije vezane
su uz krvnu sliku (npr. anemija) ili probavni trakt (mucnina, povracanje, proljev).

Intenzitet ovih nuspojava razlikuje se ovisno o vrsti citostatika.
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1.2.2 Fitoterapeutici

Farmakognozija (grc. pharmakon - droga, gnosis - znanje) je znanost 0
ljekovitim tvarima biljnog, Zivotinjskog 1 mineralnog porijekla (suvremena
farmakognozija obuhvaca i mikroorganizme). Farmakognozija je interdisciplinarna
znanost koja povezuje razliita znanstvena podrucja: botaniku, biologiju,

mikrobiologiju, kemiju, farmakologiju i dr.

Fitoterapeutici ili fitofarmaceutici prema definiciji (ESCOP - engl. Europe Scientific
Corporative of Phytotherapy) kao aktivne sastojke sadrze biljke, biljne dijelove i
njihove pripravke, a podrazumijevaju standardizirane biljne droge sa strogo definiranim
sadrzajem i sastavom terapijski aktivnih tvari, ¢ija je ucinkovitost potvrdena
farmakoloskim i klini¢kim istrazivanjima, uz naznaku mogucih nuspojava i interakcija s
drugim lijekovima. Osnovna karakteristika fitofarmaceutika/fitoterapeutika je
postojanje smjesa prirodnih tvari, a ponekad se procesuira i nekoliko biljaka (dijelova) u
jedan pripravak. Njihove komponente se dijele na aktivne i prate¢e tvari u skladu s
njihovim udjelom na kumulativni u€inak. Opcenito, koli¢ina djelatne (aktivne) tvari
prisutne u biljnoj drogi ovisi o: uvjetima rasta biljke (tlo, temperatura, vlaznost,
godiSnje doba), stupnju zrelosti biljke u trenutku sabiranja, procesu susenja, nacinu i
vremenu skladiStenja. Pratece tvari takoder mogu doprinijeti u¢inku fitofarmaceutskog
pripravka preko interakcije s aktivnim tvarima. Dakle, ¢esto cijeli niz u biljci prisutnih
tvari pridonosi postizanju zeljenog ucinka (npr. sinergisticko djelovanje). U tom slucaju
iz ljekovite biljke treba izvuéi sve te tvari istodobno, zadrzavaju¢i njihov medusobni
odnos. Tako se dobiva standardizirani ekstrakt. Pri kontroliranoj preradi (dobivanju
standardiziranog ekstrakta) gore spomenute znacajke se kontroliraju u procesu

proizvodnje sa standardiziranjem koncentracije aktivnih tvari.

Uz aktivnu tvar, biljni ekstrakt sadrzi i "druge komponente" prisutne u biljci, kemijski
vrlo raznolike, koje zajedno s djelatnim tvarima ¢ine fitokompleks. Vaznost "ostalih
komponenti” jest u tome $to moduliraju djelovanje aktivnih tvari i pospjeSuju njihovu
apsorpciju. Kao rezultat koristenja fitokompleksa u odnosu na pojedinacnu djelatnu
tvar, uofeno je smanjenje toksi¢nosti, nezeljenog djelovanja te cjelovitiji i

uravnotezeniji uc¢inak na cijeli organizam.
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Farmakoloska djelotvornost biljne droge je rezultat kombinacije svih prisutnih tvari u

proporcionalnoj ravnotezi u fitokompleksu.
Opc¢enite karakteristike fitofarmaceutika su:

* Blago djelovanje - Aktivne tvari u fitofarmaceuticima obi¢no su razrijedene

prate¢im tvarima (bioloski neaktivnim), a i same po sebi imaju blago djelovanje.

* Fitofarmaceutici su manje specifi¢ni od sintetskih lijekova i obi¢no imaju Siri

spektar djelovanja.

* Manje nezeljenih djelovanja - Aktivne tvari fitofarmaceutika brze se
metaboliziraju i izlucuju iz organizma pa rjede dolazi do nakupljanja u

organizmu i moguceg Stetnog djelovanja.

* Tijekom terapije viSe je izrazena psihosomatska komponenta — Pacijenti ¢esto

bolje prihvacaju fitofarmaceutike nego sintetske lijekove.
« Djelovanje je sporo - Cesto je potrebno dugotrajno lije¢enje.

» Moguce opasnosti - Nijedna farmakoloski aktivna tvar nije samo ljekovita, ve¢

istodobno ima i odredenu Stetnost.

Budu¢i da sve tvari prisutne u biljnoj drogi nisu uvijek poznate, nije poznato ni da li i u
kojoj mjeri mogu u odredenim situacijama biti Stetne (rizik je veci u sloZzenijim
situacijama lijecenja). Kod samoniklih biljaka, ali i tijekom pripreme moguca je
kontaminacija biljne droge gljivicama, bakterijama, insektima, teSkim metalima, ¢ime

se povecava opasnost od trovanja.

Fitoterapija prestaje upravo u trenutku kada se metodama izolacije i obradom izolata
dobije aktivna Cista tvar. Dobivena Cista tvar, za koju je utvrdena farmakoloSka

djelotvornost, postaje tada sastavni dio lijecenja u tradicionalnoj medicini.

Npr. salicilna kiselina, praotac Aspirina®, a time i svih protuupalnih nesteroidnih
lijekova (najvise koristenih lijekova protiv bolova), potjece od kore vrbe od koje se
mljevenjem dobivao praSak koji se koristio kao fitofarmaceutik: analgetik (sredstvo za
umanjivanje boli koje ne izaziva gubitak svijesti) i antipiretik (sredstvo za sniZzavanje

poviSene tjelesne temperature). Gotovo istodobno s ovim otkri¢em, uo¢eno je i njeno
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Stetno djelovanje na Zzelucanu sluznicu. Zahvaljujuéi radu kemicara, salicilna kiselina se
acetiliranjem prevodi u acetilsalicilnu kiselinu (aspirin), ¢ime se smanjuje nepozeljno

djelovanje i time je dobiven lijek — Aspirin ®.
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1.2.2.1 Dobivanje fitoterapeutskih tvari

Od ljekovitih biljaka do fitoterapeutskih pripravaka i pojedinacnih ljekovitih
tvari se dolazi raznim metodama izolacije i procis¢avanja. Osim jednostavnih i
oblikovanih fitoterapeutskih pripravaka kao smjese aktivnih tvari, danasnja istrazivanja
usmjerena su na izolaciju pojedina¢nih aktivnih tvari (ili smjese manjeg broja tvari) iz
biljaka ili pripravaka u cilju odredivanja kemijske strukture djelatne tvari te korelacije
bioloSke aktivnosti s kemijskom strukturom. Naime, mjeSavine s velikim brojem
komponenata su neracionalne te je moguce da djelatna komponenta nije prisutna u

dovoljnoj koli¢ini pa izostaje uc¢inak.

Izolacija pojedinacnih bioloski aktivnih tvari moze predstavljati vise ili manje slozen
problem, ovisno o koncentraciji tvari i sloZenosti pratecih tvari. Prirodni spojevi mogu
doprinijeti istrazivanju novih lijekova na razlicite nacine: djelujuci kao novi ljekovi koji
se mogu koristiti u nepromijenjenom stanju (npr. vinkristin iz Catharanthus roseus),
osiguravaju¢i kemijske "gradevne elemente” (eng. bilding blocks) za sintezu vise
kompleksnih molekula, indicirajuéi nove nacine farmakoloSkog djelovanja koji

omogucavaju potpunu sintezu novih kemijskih analoga.

Prirodni spojevi ¢e se nastaviti smatrati glavnim izvorom novih droga u nadolaze¢im
godinama zbog toga §to: pruzaju neusporedivu strukturnu razli¢itost, mnogi od njih su
relativno mali (< 2000 Da), imaju svojstva sli¢na lijekovima (npr. mogu se absorbirati i

metabolizirati).

Samo mali dio svjetske bioraznolikosti je istrazen na biolosku aktivnost. Tako postoji
vise od 250 000 vrsta visSih biljaka, ali je do sada istrazeno niti 5-10 %. Nadalje,
ponovno istrazivanje prethodno proucavanih biljaka daje nove bioloski aktivne spojeve.
Razvoj i uvodenje novih visoko specifi¢nih tehnika te kromatografskih metoda i
spektroskopskih tehnika, omogucio je lakSe, brze i preciznije ispitivanje, izoliranje i

identifikaciju vodec¢ih kemijskih struktura za lijekove.
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1.2.3 Antitumorsko djelovanje biljaka

Biljke imaju dugu tradiciju upotrebe u tretiranju tumora. U revijalnom pregledu
biljaka koje se koriste protiv tumora, Hartwell® spominje vise 3000 biljaka. Medutim, u
mnogim slucajevima pojam tumor nije definiran ili se odnosi na razliCita stanja
bolesnika, npr. pojacano znojenje i sl. Mnoge tvrdnje o ucinkovitosti kod tretmana
tumora trebaju se preispitati s ve¢om dozom kriti¢nosti buduéi se tumor, kao specifi¢éna
bolest, vjerojatno loSe definira u tradicionalnoj medicini. Ovo je u suprotnosti u odnosu
na druge terapije ljekovitim biljem koje se koriste u tradicionalnoj medicini za tretiranje
drugih oboljenja kao Sto su malarija ili razne vrste boli, koji se mnogo lakSe definiraju i
gdje su oboljenja Cesto prevladavaju¢a u podruc¢jima gdje se ekstenzivno koristi

tradicionalna medicina.

Medutim, preko 60 % trenutacno koristenih protutumorskih sredstava izvedeno je na
ovaj ili onaj nacin iz prirodnih izvora, ukljucuju¢i biljke, morske organizme i
mikroorganizme. Prirodni spojevi imaju i danas dominantnu ulogu u otkri¢u vodec¢ih
struktura za razvoj konvencionalnih lijekova za tretiranje vecine oboljenja kod ljudi.
Istrazivanje protutumorskih tvari iz biljaka pocelo je 1950-tih s otkricem i razvojem
vinka alkaloida: vinblastina i vinkristina te izolacijom podofilotoksina. Ova otkri¢a su
potakla United States National Cancer Institute (NCI) na pocetak ekstenzivnog
sakupljanja biljaka u 1960-tim, usmjerenim uglavnom na umjerena klimatska podneblja.
To je dovelo do otkrica mnogih do tada nepoznatih kemotipova biljaka sa spektrom
citotoksi¢nog djelovanja ukljucujuéi i taksane i kamptotecine, ali se njihov razvoj u
klini¢ki aktivne tvari proSirio na period od 30 godina (od ranih 1960-tih do 1990-tih).
Ovaj program sakupljanja biljaka je zavrSen 1982. god., ali s razvojem novih
tehnologija za ispitivanje "screening” NCI je napravio reviziju sakupljanja biljaka i
organizama 1986. god. Cilj istrazivanja je usmjeren na tropska i subtropska podrucja, ali
novo klinic¢ki testirano protutomorsko sredstvo biljnog izvora jos nije doslo u fazu opce

upotrebe. Medutim, neka sredstva su u predklinickom razvoju.
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2 Pregled koriStenih metoda

2.1 Spektrofotometrija

Spektrofotometrija je tehnika kojom se mjeri apsorpcija emitiranog
elektromagnetskog zracenja do koje dolazi kada se odredeni uzorak podvrgne samom

zracenju. Uredaj za mjerenje apsorbancije naziva se spektrofotometar.

Frocesor signala i
uredaj za ocitavanpe

Iz Selektor valnih Uzorak Detektor
duljina

Slika 1. Shematski prikaz dijelova spektrofotometra
Najvazniji pojmovi u spektrofotometriji su transmitacija i apsorbancija.

Transmitacija (T) otopine definira se kao dio upadnog zracenja koji je prosao kroz

otopinu:
T=P/Po (1)

gdje je Po ulazna snaga snopa svjetlosti, a P snaga snopa svjetlosti nakon apsorpcije.

Transmitacija se ¢esto izraZava u postotcima.

lzvor Uzorak Detektor

Slika 2. Prigusivanje snopa zracenja kao rezultat apsorpcije u otopini
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Na slici 2 rikazan je snop paralelnog zracenja prije i nakon prolaza kroz sloj otopine
debljine b (cm) i koncentracije ¢ vrste koja apsorbira. Posljedica medudjelovanja fotona

i Cestica koje apsorbiraju jest smanjenje snage snopa s Po naP.
Apsorbancija (A) se definira jednadzbom:
A=-10g10 T =-log (P / Po) = log (Po/ P) 2

Nasuprot transmitaciji, apsorbancija otopine se povecava s priguSenjem 0snovnog

snopa. Ova jednadzZba zahtjeva logaritamsku apsorbancijsku ljestvicu.

Funkcijski odnos izmedu veli¢ine mjerene apsorpcijskom metodom 1 one koja se

odreduje (koncentracija c¢) poznat je kao Lambert - Beerov zakon:
A=log(Po/P)=a-b ¢ (3)

gdje je a konstanta proporcionalnosti, apsorptivnost (apsorpcijski koeficijent), b duljina
puta zracenja kroz uzorak, a c¢ je koncentracija apsorbiraju¢e vrste. Buduéi da je
apsorbancija veli¢ina bez dimenzija, jedinice za apsorpcijski koeficijent odreduju se uz

pretpostavku da je lijeva strana jednadzbe bezdimenzijska.
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2.2 MTT test

Testovi koji mjere proliferaciju, vidljivost i citotoksi¢nost se ¢esto koriste da bi se
utvrdili odgovori i stanje stanica u kulturi nakon Sto ih se tretira s razli¢itim tvarima.
Odabir odgovarajuceg testa ovisi o broju 1 vrsti stanica, ali 1 o ofekivanom rezultatu.
Testovi stani¢ne proliferacije mogu mjeriti broj stanica tokom vremena, broj stanic¢nih
podjela, metabolicku aktivnost ili DNA sintezu. Ovi testovi imaju rasprostranjenu
primjenu kod mjerenja jakosti vezivanja receptora i raznih stani¢nih dogadanja koji
mogu biti povezani s ekspresijom genskih receptora, pracenjem funkcije organela ili

kretanjem stani¢nih komponenti.

Bez obzira o kojoj vrsti testa se radi, vazno je znati koliko zivih stanica ¢e ostati na
kraju eksperimenta. Postoji mnogo vrsta testova kojima je moguce utvrditi broj zivih

eukariotskih stanica.

Test redukcije tetrazoliumom mjeri neke aspekte metabolizma ili enzimsku aktivnost
kao marker stanica. Test zahtjeva inkubaciju reagensa s populacijom stanica, kako bi se
supstrat preveo u obojeni ili fluoroscentni produkt koji se moZe detektirati s ¢itatem
mikrotitarskih ploca. U veéini slucajeva, inkubacija supstrata sa Zivim stanicama
proizvodi signal koji je proporcionalan broju prisutnih stanica. Stanice koje umiru, brzo
gube sposobnost pretvaranja supstrata u produkt. Ta razlika osigurava osnovu za mnoge

testove ove vrste.

Mnogi spojevi tetrazolija se koriste kako bi se detektirale Zive stanice. NajéeSce
koristeni su MTT, MTS, XTT i WST-1. Dijele se na dvije osnovne kategorije:

e MTT-pozitivno nabijen i lako prodire u zive eukariotske stanice
e MTS, XTT i WST-1 —negativno nabijeni i tesSko prodiru u stanice. Koriste se
elektron akceptorom, koji moze prenijeti elektrone iz citoplazme ili plazmatske

membrane, kako bi olakSao redukciju tetrazoliuma u obojen produkt, formazan.

MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid) je prvi test za homogenu
odrzivost stanica prikladan za HTS (engl. high troughput screening). MTT test je Siroko
prihvacen i popularan u velikom broju laboratorija. MTT podloga je pripremljena u
uravnotezenoj fizioloskoj otopini, dodana stanicama u kulturi, obi¢no u koncentraciji od

0,2-0,5 mg/ml i inkubirana 1-4 sata. Koli¢ina formazana, proporcionalna broju Zivih
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stanica, mjeri se snimanjem apsorbancije pri 570 nm. Zive stanice sa aktivnim
metabolizmom pretvaraju MTT u ljubicasto obojeni formazan sa maksimalnom
apsorbancijom od 570 nm. Nastupanjem stani¢ne smrti , one gube sposobnost
pretvaranja MTT-a u formazan, tako da boja sluzi kao marker Zivih stanica. Precizan
stani¢ni mehanizam redukcije MTT-a u formazan nije do kraja razjasnjen, ali vjerojatno
ukljucuje reakciju sa NADH ili slicnom redukcijskom molekulom koja prenosi
elektrone sa MTT-aFormazan se nakuplja kao netopivi talog unutar stanice ili se odlaze
blizu povrSine stanice, ormazan mora biti topiv prije pocCetka mjerenja absorbancije.
Otapanje formazana, stabilizacija boje, smanjenje isparavanja i interferencija fenol
crvenog te ostalih komponenti kulture se postize na razliCite nacine. Za otapanje se
koriste: zakiseljeni izopropanol, DMSO (dimetil sulfoksid), dimetilformaamidi, SDS
(engl. sodium dodecyl sulfate) i razli¢ite kombinacije deterdZenate i organskih otapala.
Zakiseljenjem otopine mijenja se boja fenol crvenog u zutu i time se smanjuje moguca
interferencija prilikom mjerenja. Takoder se moze prilagoditi i pH otopine kako bi se

osigurala maksimalna apsorbancija ako je osjetljivost u pitanju.

Koli¢ina signala ovisi o nekoliko parametara ukljucujuéi: koncentraciju MTT-a,

vremenski period inkubacije, broj Zivih stanica i njihov metabolizam.

Duze vrijeme inkubacije rezultira nakupljanjem bojem 1 povecanjem osjetljivosti do
neke toCke, medutim vrijeme inkubacije je ograni¢eno zbog citotoksi¢ne prirode
reagensa koji koriste energiju ( redukcijski ekvivalenti poput NADH) iz stanice kako bi
proizveli signal. Za stani¢nu populaciju u lag fazi rasta, koli¢ina formazana je opcéenito

proporcionalna broju metabolicki aktivnih Zivih stanica.

Toksicnost komponenata testa je vjerojatno povezana s koncentracijom dodanom
stanicama, optimiziraju¢i koncentraciju smanjuje se toksi¢nost. Nedavna istrazivanja su
pokazala da kristali formazana sudjeluju u oSte¢ivanju stanica tako Sto probiju
membranu tijekom egzocitoze. Reducensi interferiraju sa redukcijskim testovima. Tvari
kao askorbinska kiselina, reducirani glutation, koenzim A mogu reducirati tetrazolijeve
soli, bez enzima, povecavaju¢i absorbancijesu Vrijednost. Povecana vrijednost pH
(kiselo ili bazi¢no) ili izloZenost reagensa direktnom svjetlu moze uzrokovati spontanu
redukciju tetrazolijeve soli. Kemijske interferencije mogu se potvrditi apsorbancijske
vrijednosti kontrolnih jazica bez stanica inkubiranih sa MTT-om. Oksoredukcijski

stani¢ni enzimi ovisni o0 NAD(P)H mogu, pod odredenim uvjetima, pokazati koliko je
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prisutno zivih stanica. Ovi enzimi su sposobni reducirati MTT u netopivi formazan, koji

je ljubicast.

(MTT} [Fenmazan)

Slika 3. Redukcija MTT-a u formazan
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3 Eksperimentalni dio

3.1 Usnace

Usnace (Lamiaceae) su biljna porodica iz reda Lamiales koja nosi ime po vjenci¢u
koji je graden u obliku gornje i donje usne. Vrlo je opsezna kozmopolitska biljna
porodica dvosupnica kojoj pripada oko 200 rodova s priblizno 3200 vrsta, najve¢im
dijelom jednogodisnjih i trajnih zeleni i polugrmova, rjede grmova. Biljke ove porodice
sadrZe eteri¢na ulja i imaju ljekovita svojstva. Kako vole toplu klimu na ovom podrucju
ih ima najvie u Sredozemlju. Cvjetovi su jednosimetri¢ni. Caska je srasla od pet
lapova, a vjenci¢ od pet latica. Prasnici su filamentima srasli za vjenci¢, a ima ih Cetiri

osim kod kadulje i ruzmarina.
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3.1.1 Gorska metvica

Gorska metvica (slika 4.) je polugrmovita travnica visine 20 do 40 cm iz porodice
Lamiaceae, Siroko je rasprostranjena na suhim dijelovima Mediterana. Ova divlja biljka
raste duz Jadranske obale i submediteranskog dijela Hrvatske. Takoder raste u Crnoj
gori, Makedoniji 1 Gr¢koj. Biljka ima male listove koji su naizmjeni¢no rasporedeni, a
cvjeta u srpnju i kolovozu. Nije poznato Koristi li se ova biljka u tradicionalnoj biljnoj

medicini u Hrvatskoj

Slika 4. Gorska metvica
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3.1.2 Travaiva

Trava iva (Teucrium montanum L.) vrlo je ljekovita biljka koja raste u
planinskim krajevima diljem svijeta. Kod nas je poznata i pod nazivima dupcac i gorski
cmilj, a iskusnom nalazniku vrijedi kao zlato. Prepoznatljiva je po malim grmi¢ima s
blijedo zuckastim cvjeti¢ima na vrhovima grancica. Stabljike su pretezno uzdignute 1
djelomi¢no drvenaste. Listovi su bez peteljke, dlakavi samo s nali¢ja, zeleni 1 sivo
bjeli¢aste boje. Ova biljka raste po suhim, toplim i krSevitim mjestima, na visinama od
oko 800 m i vise, uglavnom na juznim obroncima. Trava iva koristila se za lijeCenje jo$
u doba antike. Postoji staro narodno vjerovanje na Balkanu prema kojemu ova trava
omogucuje mentalni i fizi¢ki oporavak nakon duge bolesti, teSke tjelesne ili dusevne
iscrpljenosti. lako je manje poznata u Siroj javnosti, trava iva jedna je od najpouzdanijih

ljekovitih biljaka.

Slika 5. Trava iva

Jako je cijenjena u planinsko-brdskim krajevima, a kazu da lijec¢i skoro sve teSke
bolesti. Uz nju se veZe jedna narodna izreka: ,,Trava iva od mrtva pravi Ziva“. lzuzetno
je gorkog 1 oporog ukusa, a u narodnoj medicini koristi se za lijeCenje mnogobrojnih
bolesti, prije svega probavnih i disnih organa pa ¢ak i kod tuberkuloze plu¢a. Trava iva
u svojem sastavu ima gorke tvari, tanin, metanol, petrolejski eter, kloroform, etilni
acetat, 1-butanol. Zbog tih sastojaka ¢esto se preporucuje za jacanje imuniteta, a odli¢an

je izbor za ljude koji su izloZeni jakom stresu. Zbog gorkih tvari pomaze kod
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mnogobrojnih bolesti Zeluca te olakSava nadutost. Svojim antiseptickim djelovanjem
uniStava patogene mikroorganizme, odstranjuje 3tetne tvari u crijevima i Zelucu. Caj
trave ive lijeci gréeve i ¢isti krv. Upotrebljava se i protiv svih vrsta groznica te kao
pomo¢ kod Secerne bolesti. Prema novim istraZzivanjima, razina antioksidativnih tvari u
¢aju podjednaka je onoj u ginku i zelenom ¢aju, poznatim po izvanrednoj ljekovitosti.
Tinktura trave ive pomaze kod hemoroida te bolesti jetre i zuci jer poti¢e stvaranje i
protok Zu¢ne kiseline. Kao kupka povoljno djeluje na kozu, narocito kada je rije¢ o
ranama i promjenama na koZi. Vrlo je popularna u obliku balzama za

ublazavanje reumatizma.
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3.1.3 Muskatna kadulja

Muskatna kadulja (Salvia sclarea L.) je visegodi$nja biljka iz porodice usnaca
(Lamiaceae). Prizemni listovi su jednostavni, smjesteni na peteljki, Siroki i dugi do 20
cm. Gusto su obrasli bijelim dlacicama te su mekani na dodir. Listovi uzduz stabljike su
manji s nepravilno nazubljenim listovima. Cvjetovi u klasovima se od druge godine
kroz lipanj i srpanj stvaraju na uspravnim stabljikama. Bijele su do rozo bijele boje te
ugodnog mirisa. Biljka raste obi¢no do 60 cm visine no pojavom visokih cvjetova
ukupna visina prelazi i 120 cm. Prirodno raste na podrucju juzne Europe i sjeverne
Afrike, oko Mediterana te u srednjoj Aziji, na kamenitom podru¢ju do 900 metara

nadmorske visine.

Slika 6. Muskatna kadulja

Latinsko ime roda salvia potjeCe od rijeci salvare (spasiti) $to se odnosi na izrazito
ljekovite vrijednosti ljekovite kadulje (Salvia officinalis L.). Ime vrste sclarea potjece
od rije¢i clarus (Cist) zbog toga S§to se u povijesti sjeme biljke uspjesno koristilo za
odstranjivanje stranog tijela iz oka. Sluzavog je omotaCa te je unoSenjem u oko

prihvacalo na sebe strano tijelo te ga tako odstranilo.
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3.1.4 Maticnjak

Mati¢njak (lat. Melissa officinalis L.) je vrsta trajne biljke iz roda Lamiaceae
prirodnog stanista u juznoj Europi i mediteranskoj regiji. Raste u visinu od 70 do 150
cm. Listovi imaju blag miris nalik na limun i metvicu. Krajem ljeta, na biljci se
pojavljuju mali, bijeli cvjetovi puni nektara koji privlace pcele; zbog toga joj je latinski
naziv (grc¢. melissa - pcela). Ekstrakt mati¢njaka ima antibakterijska, antivirusna i
umirujuca svojstva. Biljka se rabi kao zacin, kao ljekovita te kao medonosna i u
pcelarstvu korisna biljka. Listovi se mogu upotrebljavati kao zac¢in. Ekstrakt se moze
rabiti u pripravljanju biljnih likera. MoZe se upotrebljavati za aromatiziranje hladnih
vino. Caj djeluje umirujuce i poti¢e probavu. Nakon cvatnje biljka gubi fini miris po
limunu. Kao droga se rabe prije svega listovi biljke u cvatu (Melissae folium).
Tradicionalno se primjenjuje za reguliranje probave i umirenje kod ziv¢ane napetosti i
preoptereéenja. Caj te tekuéi ili suhi ekstrakti djeluju ponajprije umirujuée te su dobro
sredstvo protiv gréeva. Mogu se troSiti kod nesanice i zelu¢ano-crijevnih problema. U te

se svrhe ¢esto primjenjuje u kombinaciji s drugim umirujuée djeluju¢im biljem.

Slika 7. Mati¢njak
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3.1.5 Planinski vrisak

Planinski vrisak (Satureja subspicata Vis.) je zimzelena trajna grmolika biljka
koja naraste do 50 cm visine, uskih i sitnih listova, poredanih u ¢upercima na okruglim i
dlakavim gran¢icama. Na vrhu grancica razvijaju se bijeli cvjetovi s ljubicastim
tockicama, a rjede crveni cvjetovi s ljubic¢astim tockicama. Cvjetovi su slozeni obi¢no 3
do 5 na zajednickoj drSci. Izdanci su zeleni ili blijedozeleni, a u gornjem dijelu vise ili

manje ljubicasti ili crvenkasti.

Vrijeme cvatnje je od srpnja do listopada. Raste na suhim, kamenitim i suncanim
obroncima, s dosta vapnenca, sve do mora. Rasprostranjena je u podru¢ju mediteranske

I submediteranske vegetacije.

Osim u Hrvatskoj, moze se pronaci na Pirinejskom poluotoku, juznoj Francuskoj, Italiji,
Balkanskom poluotoku, Maloj Aziji i oko Kaspijskog jezera.
U mediteranskom podrucju srodne su vrste primorski vrisak (lat. Satureja montana L.) i

Cubar (lat. Satureja hortensis L.).

Slika 8. Planinski vrisak
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3.2 Predobrada biljnog materijala

Sakupljeni biljni materijal osuSen je na zraku, na tamnom mjestu, pri sobnoj
temperaturi od 20 °C. Dio materijala su bile potpuno osuSene cijele biljke, a drugi dio
samo dijelovi biljke (listovi, cvjetovi, stabljike). Nakon suSenja osuSeni biljni materijal
je spremljen u tamne posude kako bi se zastitio od djelovanja svjetla do upotrebe. Biljni
materijal je ekstrahiran s vodom u trajanju od 24 sata. Ekstrakti su filtrirani kroz filter
papir (Whatman, No.1), a ostatak otapala je uklonjen upotrebom liofilizatora. Tako
dobiveni ekstrakti ponovno su pohranjeni u male tamne posudice, spremni za daljnju

obradu.

3.3 Kulture stanica

Inkubacija se provodi na temperaturi od 37 °C u atmosferi s 95 % vlaznosti i 5 %
COo». Stanice su uzgajane u navedenom mediju do priblizno 80 % konfluentnosti nakon
¢ega su presadene, odnosno tretirane mikotoksinima. Tijekom presadivanja, stanice se
ispiru sterilnim fosfatnim puferom bez kalcijevih i magnezijevih iona (PBS; pH =7,4) i

tretiraju s tripsinom (EDTA) te se resuspendiraju u novom mediju.
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3.4 MTT-metoda

Protokol za nasadivanje stanica

1. Vadenje iz zamrzivaca na -80 °C.

2. Priprema medija (u 500 mL medija se doda 50 mL Fetal Bovine Seruma +
Antibiotici- Penicilin i streptomicin).

3. Stanice se napola odmrznu nakon ¢ega se zbog opasnosti da ih DMSO*( u kojem
su otopljene ) ne osteti, centrifugiraju na 1,5 okr min"* oko 5 min.

4. Supernatant se ukloni usisavanjem pomoc¢u vakuuma, a zaostatak se lagano
resuspendira u mediju i prenese u zdjelice.

5. Uspjesnost odmrzavanja provjeri se na invertnom mikroskopu.

6. Stanice se prebace u inkubator na 37° C.

Za daljnje nasijavanje od te pocetne linije stanice se operu PBS-om?, zatim se
tripsiniziraju (djelovanjem tripsina stanice se skidaju s podloge) prebace na nove
Petrijeve zdjelice i nadopune s medijem. U svaku jazicu ide po 100 pL stanica u mediju
koje ostanu tako preko no¢i. Sutra se isisava medij i dodaje po 100 puL uzorka
otopljenog u mediju. Nakon odredenog vremena ( 4, 24, 48 i 72 sata) dodaje se 100 pL
MTT-a i inkubira najmanje sat vremena. Nakon toga sisaljkom se ukloni MTT te dodaje

50 pL DMSO-a te se ocita apsorbancija na 570 nm.

! Dimetil-sulfoksid (DMSO) je zapaljiva, higroskopna tekuéina, (CHs).SO, ledi se pri 18,5 °C,
jedinstveno i mnogostrano otapalo. Vrlo brzo prodire kroz kozu, sluzi za apsorpciju lijekova preko koze,
a pokazuje 1 protuupalna i analgeticka svojstva.

2 PBS (engl. phosphate-buffered saline) je fosfatni pufer koji se &esto koristi u biolodkim istraZivanjima.
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4 Rezultati

Rezultati ispitivanja antiproliferativnog djelovanja biljaka Calmintha nepetoides L.,

Teucrium montanum L., Salvia sclarea L., Melissa officinalis L. i Satureja subspicata
Bartl. Ex Vis. na stanice raka dojke (MB-MDA 231) i raka prostate (T24) prikazani su

na slikama 9-16.
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Slika 9. Djelovanje trave ive na stanice raka dojke
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Slika 10. Djelovanje mati¢njaka na stanice raka dojke
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Slika 11. Djelovanje planinsko vriska na stanice raka dojke
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Slika 13. Djelovanje mati¢njaka na stanice raka prostate
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Slika 14. Djelovanje planinskog vriska na stanice raka prostate
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Slika 15. Djelovanje odabranih biljaka iz porodice Lamiaceae na stani¢ne linije raka
prostate

42




100,0
90,0
80,0
70,0
60,0
50,0
40,0

Odrzivost stanice (%)

30,0
20,0 -
10,0 -
0,0 -

M 1) Calamintha nepetoides
M 2) Satureja subspicata

m 3) Teucrium montanum
M 4) Melissa officinalis

m 5) Salvia sclarea
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5 Rasprava

Odabrane biljke iz porodice Lamiaceae testirane su zbog antiproliferativnog
djelovanja na stani¢ne linije raka dojke i raka prostate. Biljke koje su koriStene su:
gorska metvica (Calmintha nepetodies L.), muSkatna kadulja (Salvia sclarea ),
mati¢njak (Melissa officinalis), trava iva (Teucrium montanum) i planinski vrisak

(Satureja subspicata).

Biljke iz porodice Lamiaceae poznati su izvor bioloski aktivnih tvari te se od
davnina koriste u medicinske svrhe®. Njihovo antiproliferativno djelovanje mjereno
je MTT testom. Zuti MTT reagens se reducira u ljubiasti formazan u
mitohondrijima Zivih stanica. Redukcija se dogada jedino u slucaju kada je
mitohondrijska reduktaza aktivna i zbog toga pretvorba moze biti direktno

povezana s brojem zivih stanica.

Djelovanje je mjereno u funkciji razli¢itih koncentracija (2 g/L, 1 g/L, 0,5 g/L) te u
funkciji vremena (4, 24, 48 i 72 sata). Apsorbancija je mjerena pri valnoj duljini od
570 nm. Gotovo za sve uzorke uocena je linearna ovisnost povecanja inhibicije s
povecanjem koncentracije inhibitora te porast postotka inhibicije s porastom

vremena inkubacije.

Najbolje inhibicijsko djelovanje na obje stani¢ne linije raka pokazala je biljka T.
montanum (trava iva). Biljke S. subspicata i M. officinalis takoder su pokazale
znacajno inhibicijsko djelovanje na rast stanica raka prostate. Takoder za uzorke T.
montanum, S. subscpicata te M. officinalis uo¢ava se mala razlika u aktivnosti
inhibitora izmedu koncentracija od 2 g/L i 1 g/L. Opcenito, biljke iz porodice
Lamiaceae pokazale su dobro antiproliferativno djelovanje na stanice raka prostate.

Rezultati na inhibiciju raka dojke pokazuju loSiju inhibiciju rasta tumorskih stanica.
I kod ove stani¢ne linije uz T. montanum neSto bolju inhibicijsku sposobnost u
usporedbi s drugim uzorcima pokazuju S. subspicata i M. officinalis. Kod stanica
raka dojke uocCava se veca razlika u inhibiciji s povecanjem koncentracije

inhibitora.
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S obzirom na dobivene rezultate moze se zakljuciti da biljka T. montanum
zavrjeduje daljnja istrazivanja kako bi se doSlo do spoja i/ili spojeva koji su

odgovorni za antiproliferativno djelovanje.
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6 Zakljucak

» U ovom zavrsnom radu je ispitivano antiproliferativno djelovanje odabranih
biljaka iz porodice Lamiaceae na dvije stani¢ne linije raka (rak prostate i rak

dojke) koristenjem MTT testa.

» Najbolje inhibicijsko djelovanje pokazala je biljka Teucrium montanum L. (trava

iva).

» Biljke Satureja subscpicata Vis. i Melissa officinalis L. takoder pokazuju

znacajno inhibicijsko djelovanje

» Odabrane biljke iz porodice Lamiaceae pokazuju dobro inhibicijsko djelovanje

na stanice raka prostate
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