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SAZETAK

Rak, neoplazma ili novotvorina je opceniti pojam za mnoge bolesti kod kojih se
abnormalne stanice dijele bez kontrole te su u stanju napasti zdravo tkivo. U stanicama
raka proliferacija i diferencijacija nisu regulirane. Stanice nekontrolirano rastu i dijele se,
Sire se naposljetku po Citavom tijelu te ometaju funkciju normalnih tkiva i organa. Tumor
je izraz za svaku nenormalnu proliferaciju stanica u tijelu koja moze biti dobrocudna
(benigna) ili zlo¢udna (maligna). Benigni tumori se obi¢no mogu ukloniti i ne Sire se na
druge dijelove tijela. Maligni tumori rastu agresivno i napadaju druga tkiva u tijelu, ulaze
u krvotok ili limfni sustav (metastaze), a zatim na drugim mjestima u tijelu stvaraju nove
tumore. Pojam rak ili karcinom odnosi se samo na zlo¢udne tumore koji nastaju

djelovanjem razli¢itih uzro¢nika.

Rak pluca je bolest u kojoj se stanice raka (maligne) nalaze u tkivima pluca. Predstavlja
najces¢i oblik raka u muskaraca i treéi je po ucestalosti rak u zena. Gotovo 70% ljudi s
dijagnozom raka pluca su stariji od 65 godina, a manje od 3% se javlja u osoba mladih

od 45 godina. Vodec¢i je uzrok smrti od raka u svijetu.

Rak mokraénog mjehura najceS¢a je maligna bolest mokra¢nog sustava. NajceSce se
javlja u dobi izmedu 65 1 70 godina, trostruko ceS¢e kod musSkaraca nego kod
zena. Benigni tumor mjehura je rijedak, gotovo 95% svih tumora mokra¢nog mjehura su

zlo¢udni tumori, tj. rak mokraénog mjehura.

Seskviterpeni su klasa terpena koja se sastoji od tri izoprenske jedinice, molekulske
formule C,5H,,. Odabrani biciklicki seskviterpen nootkaton je kristalna kruta tvar, ali
mozZe biti 1 bezbojna do Zuta tekucina. Ima miris 1 okus poput grejpa. Identificiran je kao
bioaktivni spoj sa Sirokim rasponom korisnih primjena. Njegovo antiproliferativno
djelovanje na dvije stani¢ne linije raka ispitano je MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazolium bromid)-testom.

Kljucne rijeci: rak pluca, rak mokra¢nog mjehura, nootkaton, antiproliferativno

djelovanje, MTT-test



SUMMARY

Cancer or neoplasm is a general term for many diseases in which abnormal cells divide
without control and they are able to attack a healthy tissue. In cancer cells proliferation
and differentiation are not regulated. The cells uncontrollably grow, divide, eventually
spread through the whole body and interfere with the function of normal tissues and
organs. Tumor is an expression for any abnormal cell proliferation in the body that can
be benign or malignant. Benign tumors can usually be removed and they do not spread to
the other parts of the body. Malignant tumors grow aggressively, attack other tissues,
enter the bloodstream or lymphatic system (metastases) and then create a new tumors.
The term cancer or carcinoma refers only to malignant tumors which arise from various

causes.

Lung cancer is a disease in which cancer cells (malignant) are found in lung tissues. It
represents the most common type of cancer in men and is the third in women. Over 70%
people with diagnose of lung cancer are older than 65 years and less then 3% occurs in
persons younger than 45 years. It is the leading cause of cancer death worldwide.

Bladder cancer is the most common malignant disease of the urinary tract. It occurs
between age of 65 and 70, three times more often in men than women. Benign bladder
tumor is rare, almost 95% of all bladder tumors are malignant.

Sesquiterpenes are a class of terpenes consisting of three isoprene units with molecular
formula C;5H,,. Selected bicyclic sesquiterpene nootkatone is a crystalline solid but it
can also be a colorless to yellow liquid. It has an odor and taste like grapefruit.
Nootkatone is identified as bioactive compound with wide range of useful applications.
It's antiproliferative activity on two carcinoma cell lines is tested by the MTT (3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide)-assay.

Keywords: lung cancer, bladder cancer, nootkatone, antiproliferative activity, MTT-

assay
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UvoD

Rak, neoplazma ili novotvorina je opceniti pojam za mnoge bolesti kod kojih se
abnormalne stanice dijele bez kontrole te su u stanju napasti zdravo tkivo. Rak se jo$
naziva i karcinomom. Kancerogene bolesti imaju jednu zajedni¢ku karakteristiku, a to je
nekontrolirani rast tumorskih stanica. Tumor je naziv za abnormalnu nakupinu tkiva. Ona
moze biti maligna (zlo¢udna) ili benigna (dobro¢udna). Samo maligni tumori napadaju
okolna tkiva i metastaziraju. Promjena koja je odgovorna za malignu pretvorbu stanica je
genska mutacija. Mutacije povezane s nastankom raka mogu se u manjem broju slucajeva
naslijediti, ali najéeSc¢e nastaju u somatskim stanicama kao posljedica djelovanja raznih
mutagena. Razvoj tumora ovisi o ukljuc¢ivanju brojnih ¢imbenika. Neki ovise o genetskoj
konstituciji pojedinca, a drugi o nacinu zivota, tj. o faktorima okolisa. Pojedini rizi¢ni
¢imbenici djeluju neposredno (npr. duhanski dim), a drugi kao tumorski promotori
(hormoni). Karcinogeneza je stupnjeviti proces nastanka tumora. Reakcija kemijskih
kancerogenih tvari s DNA najjednostavniji je mehanizam koji objasnjava indukciju

nasljedne promjene u stanici.

Rak pluca je maligni tumor pluca i jedan je od naj¢es¢ih vrsta karcinoma. Vode¢i je uzrok
smrti 1 u muskaraca i u Zena. NajceSc¢e se javlja izmedu 55. 1 65. godine Zivota, a ve¢ina
karcinoma pluca je povezana s pusenjem. Rak mokra¢nog mjehura deveti je najcesci
zlo¢udni oblik bolesti na svijetu. PuSenje je najveci faktor rizika, a procjenjuje se da je

uzro¢nik bolesti u 65% muskaraca i 30% zena u nekim razvijenim zemljama.

Proliferacija i citotoksi¢nost stanica moze se mjeriti raznim testovima. U ovom radu se
koristi MTT-test koji je razvijen za plocicu sa 96 jazica. To je kvantitativni test koji
omogucuje brzo i prakticno rukovanje s velikim brojem uzoraka. Vazno je imati na umu
da uvjeti ispitivanja mogu promijeniti metabolicku aktivnost stanica koje su prethodno
inkubirane pri temperaturi od 37 °C sa zasi¢enjem od 5% CO,. Glavni zadatak MTT-testa
je ispitati broj stanica u stani¢noj kulturi koje su prezivjele djelovanje odredenog spoja u
funkciji vremena. U ovom slucaju ispitano je antiproliferativno djelovanje bicikli¢kog
seskviterpena nootkatona na stani¢ne linije A549 raka plu¢a i T24 raka mokraénog
mjehura. Za ispitivanje MTT-testom KkoriSteni su uzorci razli¢itih koncentracija u
odredenim vremenskim intervalima i na kraju je potrebno odrediti ICg, vrijednost, tj. da

11 je 50% stanica prezivjelo antiproliferacijski u¢inak nootkatona.



1. OPCI DIO



1.1. RAK

Rak se kao pojam koristi za bolesti u kojima se abnormalne stanice dijele bez kontrole i
mogu napasti obliZznja tkiva. Predstavlja bolest u kojoj skupina abnormalnih stanica
nekontrolirano raste nepostivanjem normalnih pravila diobe stanica. Normalne stanice su
stalno podlozne signalima koji govore treba li se stanica podijeliti, diferencirati u drugu
stanicu ili umrijeti. Stanice raka razvijaju autonomiju tih signala, S§to rezultira

nekontroliranim rastom i proliferacijom. *

Temelj moderne biologije raka pociva na jednostavnom principu: gotovo sve stanice
sisavaca imaju sliéne molekularne mreze koje kontroliraju staniénu proliferaciju,
diferencijaciju i stani¢nu smrt. Prevladavajuca teorija koja podupire istrazivanja geneze i
lijeenja raka jest da se normalne stanice pretvaraju u stanice raka kao rezultat promjena
u ovim mrezama na molekularnoj, biokemijskoj i stani¢noj razini, a za svaku stanicu

postoji ograni¢en broj nacina na koji se to moze dogoditi.

Trenutna dogma kaze da je rak viSestupanjska bolest koja potjece od jedne abnormalne
stanice klonalnog podrijetla s promijenjenom sekvencom DNA (mutacijom).
Nekontrolirana proliferacija ovih abnormalnih stanica popracena je mutacijom koja
dovodi do blago aberantnog stadija te rezultira formiranjem mase abnormalnih stanica
koje se nazivaju tumori. Neke tumorske stanice prolaze daljnje mutacije, §to dovodi do
stvaranja malignih stanica koje uzrokuju metastazu. Kasniji krugovi mutacije dovode do
rasta i napredovanja tumora koji se na kraju probija kroz bazalnu membransku barijeru
koja okruzuje tkiva i Siri na druge dijelove tijela. Do smrti kao posljedice raka dolazi zbog
invazije i nekontroliranog Sirenja tumora u normalno tkivo. Inicijacija i napredovanje raka
takoder ovisi o vanjskim ¢imbenicima u okoliSu kao Sto su duhan, kemikalije, zracenje,
itd. te faktorima unutar stanice (nasljedne mutacije, hormoni, imunoloska stanja i
mutacije koje nastaju u metabolizmu). Ti ¢imbenici mogu djelovati zajedno ili u slijedu,

Sto rezultira abnormalnim ponaSanjem stanica i1 prekomjernim proliferacijom.

S obzirom u kojem dijelu tijela se razvio, rak se moze manifestirati na razli¢ite nacine.
Za konacnu dijagnozu najceSce je potrebna mikroskopska analiza tkiva dobivenog
biopsijom. Kada se jednom dijagnosticira, terapija se najceSce sastoji od kirurSke
operacije, kemoterapije i zracenja. Ukoliko se ne lije¢i, veéina formi raka izaziva smrt.
Rak predstavlja jedan od glavnih uzro¢nika smrti u razvijenim zemljama. Mnogi oblici

su ljecivi, a neki i potpuno izljecivi, pogotovo ako se rano otkriju.



Rak pogada otprilike jednog od tri pojedinca. Prosjecan broj stanica formiranih od bilo
kojeg pojedinca tijekom prosje¢nog zivotnog vijeka je 10 milijuna stanica koje se
zamjenjuju svake sekunde. Stoga bi bilo logi¢no pretpostaviti da bi ljudska populacija
bilo gdje u svijetu trebala pokazati sliéne ucestalosti raka. Medutim, stopa obolijevanja
od raka (broj dijagnosticiranih pojedinaca) vrlo je razli¢ita u svim zemljama. Cini se da
neki ¢imbenici interveniraju kako bi dramaticno povecali ucestalost raka kod neke
populacije. Cimbenici koji uzrokuju rak su nasljedni ili okoli$ni. To zna¢i da odredena
populacija nosi veliki broj gena osjetljivosti na rak ili da okoli§ u kojem Zivi uvelike

doprinosi stopi obolijevanja od raka. 2
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Slika 1. Benigni i maligni tumori




1.1.1. Vrste raka

Rak moze nastati zbog poremecaja proliferacije bilo koje vrste stanica u tijelu, tako da
postoji viSe od stotinu vrsta raka koje se jako razlikuju po ponasanju i odgovoru na
lijeCenje. Najvaznije u patologiji raka jest razlikovati benigne (dobro¢udne) od malignih
(zloéudnih) tumora. Tumor je izraz za svaku nenormalnu proliferaciju stanica u tijelu koja
moze biti dobrocudna ili zlo¢udna. Dobro¢udni tumor, primjerice kozna bradavica, ostaje
ograni¢en na mjesto na kojem je nastao, ne Siri se u susjedna normalna tkiva niti u
udaljene dijelove tijela. Naprotiv, zlocudni tumor je u stanju prosiriti se na susjedna
normalna tkiva i €itavo tijelo preko krvozilnog ili limfatickog sustava (metastaze). Pojam
rak odnosi se samo na zlo¢udne tumore, a njihova sposobnost da se Sire 1 metastaziraju
¢ini ih opasnima. Dok je dobro¢udne tumore obi¢no moguce kirurski ukloniti, zlo¢udne
se tumore zbog Sirenja u udaljene dijelove tijela ¢esto ne moze izlijeciti ovakvim lokalnim

metodama lijecenja.

I dobrocudni 1 zlo¢udni tumori klasificiraju se prema vrsti stanica iz kojih nastaju. Veéina
ih se moze svrstati u jednu od tri glavne skupine: karcinome, sarkome i leukemije ili
limfome. Karcinomi, na koje otpada otprilike 90% slucajeva raka u ljudi, zloCudne su
bolesti epitelnih stanica. Sarkomi, rijetki u ljudi, solidni su tumori vezivnih tkiva poput
misica, kosti, hrskavice i veziva u uZzem smislu. Leukemije i limfomi, na koje otpada
otprilike 8% zlocudnih bolesti u ljudi, nastaju iz krvotvornih stanica i iz stanica

imunosustava.

Tumori se dalje klasificiraju prema tkivu iz kojeg nastaju (primjerice karcinom pluca ili
dojke) i vrsti zahvacenih stanica. Primjerice, fibrosarkomi nastaju iz fibroblasta, a
eritroidne leukemije iz preteca eritrocita (crvenih krvnih stanica). lako postoji puno
razlicitih vrsta raka, samo neke su Ceste. Vise od 80% svih novih slu¢ajeva potjece iz 11
razli¢itih dijelova tijela. Cetiri najées¢e vrste raka, na koje otpada preko polovice
slucajeva, jesu rak prostate, dojke, plu¢a i debelog crijeva. Rak pluca je najsmrtonosniji i

uzrokuje gotovo 30% svih smrtnih slu¢ajeva. 3



1.1.2. Nastanak raka (karcinogeneza)

Kako su napredovala istrazivanja o reakcijama karcinogena (tvari koje uzrokuju rak) sa
stanicnim makromolekulama, postalo je ocito da je vecina tih interakcija rezultat
kovalentne veze izmedu elektrofilnog oblika karcinogena i nukleofilnih mjesta u
proteinima (npr. sumporovi, kisikovi i dusikovi atomi u cisteinu, tirozinu i histidinu) ili
nukleinskim kiselinama (npr. atomi dusika 1 kisika u prstenu purina ili pirimidina). Ova
istrazivanja su dovela do spoznaje da je metabolicka aktivacija odredenih kancerogenih
uzro¢nika nuzna za proizvodnju "krajnjeg karcinogena" koji zapravo reagira s kljuénim
molekulama u ciljanim stanicama. Vecina poznatih kemijskih kancerogena prolazi kroz

neke metabolicke pretvorbe koje su potrebne za kancerogeno djelovanje.

Dakle, jedna od dugogodisnjih teorija karcinogeneze jest da je rak uzrokovan genetskom
mutacijom, medutim sada je poznato da su takoder ukljuceni epigenetski mehanizmi.
Zbog genetske nestabilnosti, koja je karakteristicna za vecinu karcinoma, u kasnijim
fazama progresije Cesto se primjecuje mnogo vise genetskih promjena. Buduéi da vecina
kemijskih kancerogena reagira s DNA i djeluje mutageno, interakcije s DNA smatraju se
najznaajnijim reakcijama tih uzrocnika sa staniénim makromolekulama. Reakcija
kemijskih kancerogenih tvari s DNA najjednostavniji je mehanizam koji objasnjava

indukciju nasljedne promjene u stanici, §to dovodi do maligne transformacije. *

Stetni ¢imbenici mogu djelovati zasebno ili udruZeno, ali najvaznije svojstvo jest da
dolazi do oStecenja stani¢nog genoma, odnosno DNA. Karcinogene tvari koje ne oStecuju
DNA i uzrokuju nastanak tumora drugacijim epigenetskim mehanizmima nazivaju se ko-
karcinogeni. Tumor nastaje stupnjevitim procesom i to u najmanje tri stadija: inicijacija
(upucivanje), promocija (promicanje) 1 progresija (napredovanje). Vazno je naglasiti da
su stadij inicijacije i progresije nastali zbog promjena u DNA, dok stadij promocije ne
ukljucuje izravne strukturne promjene u stanicnom genomu nego mu je osnovna znacajka
promijenjeno izraZzavanje genoma inicirane stanice. Kriticni molekularni ciljevi u
stadijima inicijacije, promocije i progresije, odnosno geni gdje se zbivaju promjene
izazvane karcinogenima jesu protoonkogeni, stani¢ni onkogeni i tumor-supresorski geni.
Protoonkogeni i stani¢ni onkogeni normalno postoje u vecini sisavaca. Njihova aktivacija
se najcesce ostvaruje jednim od oblika mutacije kao npr. jednostavnom transverzijom,
delecijom ili translokacijom. Treca glavna skupina gena koji su u procesu karcinogeneze

jesu tumor-supresorski geni, odnosno geni koji sprjeCavaju izrazavanje onkogena. U



mnogim ljudskim tumorima kao glavni tumor-supresorski gen opisan je gen p53, a
njegovom mutacijom gubi se funkcija koja omogucava proces apoptoze, tj. programirane

staniéne smrti kao zastite od maligne preobrazbe. °
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Slika 2. Stupnjeviti proces nastanka tumora

Jedno od temeljnih svojstava raka je klonalnost tumora, nastanak tumora iz jedne stanice
koja pocinje nenormalno proliferirati, ali klonalno podrijetlo tumora ne implicira da je
ishodiS$na stanica u pocetku stekla sve znacajke stanice raka. Prvi korak u procesu
nastanka tumora, inicijacija, djeluje kao rezultat geneticke promjene koja dovodi do
abnormalne proliferacije jedne jedine stanice. Proliferacija stanica zatim dovodi do
prekomjernog rasta monoklonske populacije tumorskih stanica. Progresija tumora se
nastavlja nakupljanjem dodatnih mutacija u populaciji tumorskih stanica. Neke od njih,
poput onih koje rezultiraju brzim rastom, dovode do selektivne prednosti stanice u kojoj
su se pojavile i njezini potomci s vremenom postaju dominantna populacija u tumoru. Taj
se postupak naziva klonskom selekcijom jer novi klon tumorskih stanica nastaje zbog

brzeg rasta ili nekog drugog svojstva (poput metastaziranja). >



1.1.3. Uzroci nastanka raka

Koncept uzro¢nosti dugo je imao sredisnju ulogu u primjeni epidemioloskih dokaza za
kontrolu raka. Imenovanje rizi¢nih faktora kao "uzrocnika" raka bilo je polazna tocka za
pokretanje programa za prevenciju raka, temeljenih na smanjenju izlozenosti rizicnim
faktorima. Tijekom posljednjih 50 godina, identifikacija uzroka raka bila je glavno zariste
epidemioloskog istrazivanja raka; tek se nedavno paznja preusmjerila na identifikaciju
genetskih odrednica osjetljivosti i markera u ranijim fazama procesa nastanka tumora, tj.
karcinogeneze. Postoje brojni primjeri koji prikazuju kako je prepoznavanje uzroka raka

dovelo do intervencije i smanjenja pojave raka. °

Tvari koje uzrokuju rak nazivaju se karcinogeni. Otkrivene su istraZivanjima na pokusnim
zivotinjama 1 epidemioloSskom analizom ucestalosti pojedinih vrsta raka u odredenim
populacijama ljudi. Budu¢i da je nastanak zlocudne bolesti slozen proces koji se sastoji
od vise koraka, mnogi ¢cimbenici mogu utjecati na vjerojatnost nastanka raka pa je u ve€ini
slucajeva pojednostavljeno govoriti o jednom uzroku. Bez obzira na to, mnogi agensi,

ukljuéujuéi zradenje, kemikalije i viruse, uzrokuju rak u pokusnih Zivotinja i ljudi. 3

Zrafenje 1 mnogo kemijskih kancerogena djeluje tako da oSteCuju DNA 1 induciraju
mutacije. Karcinogeni, koji pridonose pojavi raka u ljudi su primjerice, UV zracenje
(glavni uzrok raka koze) 1 karcinogene kemikalije iz duhanskog dima. PuSenje uzrokuje
najveci postotak svih slucajeva raka pluca, a uz to i1 rak usne Supljine, zdrijela, grla,
jednjaka i drugih organa. Ostali karcinogeni ne uzrokuju mutacije, ve¢ pridonose
nastanku raka stimulirajuéi proliferaciju stanica. Takve spojeve nazivamo promotorima
tumora i oni uzrokuju povecanje broja dioba stanica. Hormoni (pogotovo estrogeni) su
vazni promotori nastanka nekih vrsta raka u ljudi jer stimuliraju proliferaciju stanica
endometrija. Neki virusi uzrokuju rak u pokusnih zivotinja i ljudi, a infekcija bakterijom
Helicobacter pylori uzrokuje rak zeluca. U ljudi su najcesSce vrste raka uzrokovane
virusima, rak jetara 1 grlica maternice. Takvi virusi nisu vazni samo kao uzro€nici raka,
ve¢ imaju kljuénu ulogu u razjasnjavanju molekularnih mehanizama odgovornih za
nastanak raka, kako onih induciranih virusima, tako i onih induciranih nevirusnim

karcinogenima.



1.1.4. Simptomi, dijagnoza i lijeCenje raka

Simptomi koje pojedine vrste raka mogu izazvati, razlikuju se u mnogo¢emu i ¢esto nisu
specificni za odredenu vrstu. Poseban problem je to Sto se simptomi, pogotovo malignih
bolesti unutarnjih organa, ¢esto osjete kada je bolest ve¢ uznapredovala, kada je terapija

sloZzenija, dugotrajnija, a mogucénost izljeenja sve manja. Simptomi raka obi¢no stvaraju

-----

e Rane
Ukoliko se pojavi rana koja nije nastala uslijed neke ozljede ili povrede, a ne
zarasta i ne povlaci se, moze upucivati na rak . Rak koze i usta moze se pojaviti u
obliku rane.

e Promuklost
Ona koja traje duzi period (preko mjesec dana) moze biti simptom raka u grlu i
zahtjeva obavezan pregled otorinolaringologa. Promuklost je najéesce
uzrokovana drugim bolestima, npr. infekcijom, ali je ne smijemo zanemariti kao
moguci simptom raka grla.

o Kasalj
Vjerojatno jedan od najceS¢ih simptoma zbog kojih ljudi posjecuju lijecnika,
obic¢no je posljedica neke infekcije, astme, puSenja, sr€ane slabosti i sl. Medutim,
ukoliko se kasalj promijeni te se ne povuce u roku od mjesec dana, to moze biti i
simptom raka pluca.

e Poteskoce s gutanjem
Trajne ili povecane poteSkoce mogu biti znak koji ukazuje na rak jednjaka, Zeluca
ili grla. U vecini sluc¢ajeva prouzrokovane su drugim bolestima, npr. upalom grla.

e Krv umokraéi
Moze biti simptom raka bubrega ili mjehura, ali se moze pokazati 1 kod upale
mjehura. Pregled treba obaviti i u slucaju poteskoca s praznjenjem mjehura, §to
moze upucivati na benigno povecanje prostate ili rak prostate.

e Bolovi
Mogu biti simptom raka, primjerice bolovi u trbuhu, iako su rijetko jedini
simptom raka. Bol koja traje duze vrijeme, a ne moze se objasniti nekim

uobic¢ajenim uzrocima mora se ispitati.



e Gubitak na tezini
Ako nije uzrokovan nekim posebnim rezimom prehrane, vjezbom i slicno,
zahtjeva daljnje ispitivanje.

e Opc¢i simptomi
Temperatura, umor, gubitak apetita ili nesvjestica u periodu od nekoliko tjedana,
mogu biti simptomi raka. Ovi simptomi su sasvim uobicajeni kada su u pitanju
mnoge druge bolesti, ali ukoliko se nastave i traju u periodu od nekoliko tjedana,

treba otiéi lije¢niku. 8

Ne postoji niti jedan test koji moze to¢no dijagnosticirati rak. Kompletna procjena
pacijenta obi¢no zahtijeva iscrpnu anamnezu i fizicki pregled, zajedno s dijagnostickim
testiranjem. Potrebni su mnogi testovi kojima se moze utvrditi da li osoba ima rak ili neka
druga bolest (poput infekcije) oponaSa simptome raka. Ucinkovito dijagnosticko
testiranje koristi se za potvrdivanje ili uklanjanje prisutnosti bolesti, pracenje procesa
bolesti te za planiranje i procjenu ucinkovitosti lijecenja. Dijagnosti¢ki postupci raka
mogu ukljucivati: snimanje, laboratorijske testove (ukljucujuéi testove za tumorske
markere), biopsiju tumora, operaciju ili genetsko testiranje. Klinicka kemija koristi
kemijske procese za mjerenje razine kemijskih komponenata u tjelesnim tekucinama i
tkivima. Najce$¢i uzorci koji se koriste u klini¢koj kemiji su krv i urin. Laboratorijski
testovi ukljucuju niz ispitivanja krvi i urina. Rad na krvi moze ukljucivati testiranje na
genetiku (nasljedni poremecaji) ili odredivanje koli¢ine kisika u krvi. Ispitivanja mokrace
mogu se provesti radi provjere krvi, kemikalija i bakterija na infekciju ili druge
nepravilnosti. Naj¢es¢im laboratorijskim testovima za dijagnosticiranje raka pripadaju:

krvni testovi, analiza urina i tumorski markeri. °

Postoje brojne terapije za lijeCenje raka. Terapija koja ¢e se primijeniti odreduje se ovisno
o tipu raka te o stupnju u kojem se nalazi. Kod odredenog broja oboljelih, jedan tip
terapije je dovoljan, dok se kod vecine primjenjuje kombinirana terapija poput kirurskog
odstranjivanja tumora i kemoterapija ili terapija zracenjem. Moguce su i druge terapije
poput imunoterapije, ciljane terapije ili hormonske terapije. Vazni savjeti u prevenciji,
otkrivanju 1 lijeCenju raka jo§ uvijek nisu uspjeli utjecati na smanjivanje visoke

udestalosti i niske stope prezivljavanja od mnogih vrsta tumora. *°
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1.1.5. Epidemiologija raka

Rak je vodec¢i uzrok smrti u 70% slucajeva u svijetu. Rastuéi udio starijih u ukupnoj
populaciji odgovara porastu bolesti od raka. Bolesti s najve¢om incidencijom ukljucuju
rak pluéa, dojke, debelog crijeva i prostate. 1! Procjenjuje se da se globalni teret raka
2018. godine povecao na 18,1 milijun oboljelih i 9,6 milijun smrtnih slucajeva. Porast
oboljelih od raka uzrokovan je mnogim faktorima, ukljucujuci porast broja stanovnika,
starenje i promjenjivu rasprostranjenost odredenih uzro¢nika povezanih sa drustvenim i
ekonomskim razvojem. Uc¢inkoviti napori u prevenciji mogu objasniti smanjenje stope
incidencije za neke vrste raka, poput karcinoma pluca (npr. kod muskaraca u sjevernoj
Europi i Sjevernoj Americi) i karcinoma vrata maternice (npr. u vecini regija osim
podsaharske Afrike). Medutim, novi podaci pokazuju kako se veina zemalja i dalje

suoCava s porastom broja slucajeva kojima se dijagnosticira rak.

Rak pluca, dojke i debelog crijeva, tri su najcesce vrste karcinoma u smislu incidencije i
svrstavaju se medu prvih pet po stopi smrtnosti (prva, peta i druga). Zajedno, ove tri vrste
raka odgovorne su za jednu tre¢inu incidencija i tereta smrtnosti u cijelom svijetu. Rak
pluca 1 dojke vodeca je vrsta u svijetu po broju novih slucajeva; za svaku od ovih vrsta
procjenjuje se oko 2,1 milijun dijagnoza u 2018. godini. Rak debelog crijeva (1,8 milijuna
slucajeva, 10,2% ukupnog broja) je tre¢i najes¢e dijagnosticirani karcinom, rak prostate
je cetvrti (1,3 milijuna slucajeva, 7,1% ukupnog broja) 1 rak Zeluca je peti (1 milijun
slucajeva, 5,7% ukupnog broja). Rak plu¢a odgovoran je i za najveci broj smrtnih
sluc¢ajeva (1,8 milijuna smrti, 18,4% ukupnog broja), a rak dojke je rangiran kao peti
vodeéi uzrok smrti (627 000 smrti, 6,6% ukupnog broja) jer je prognoza relativno

povoljna, barem u razvijenijim zemljama.

Rak pluca je najcesée dijagnosticiran rak kod muskaraca (14,5% od ukupnog broja
slu¢ajeva kod muskaraca i 8,4% kod Zena) i vodeci uzrok smrti od raka. U muskaraca
slijedi rak prostate (13,5%), debelog crijeva (10,9%), jetre (10,2%) i zeluca (9,5%) koji
uzrokuju smrt. Rak dojke je najceS¢e dijagnosticiran rak kod zena: 24,2%, tj. otprilike
jedan od 4 svih novih slu¢ajeva karcinoma dojke dijagnosticiranih kod Zena $irom svijeta.
Rak dojke je takoder vode¢i uzrok smrti od raka kod Zena (15%), a slijedi rak pluca
(13,8%) i debelog crijeva (9,5%), koji su ujedno treca i druga najéescéa vrsta raka, odnosno

rak grli¢a maternice zauzima &etvrto mjesto po ucestalosti (6,6%) i smrtnosti (7,5%). 12
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Rak je znacajan javnozdravstveni problem stanovnistva Hrvatske. Drugi je najvazniji
uzrok smrti iza bolesti srca i krvnih zila pa je vrlo vazno raspolagati odgovaraju¢im
podacima koji ¢e pomoc¢i u izradi strategije za prevenciju te odgovaraju¢u onkoloSku
sluzbu i zastitu. Pet najce$¢ih vrsta raka Cine ukupno 58% novih slucajeva raka u
muskaraca: traheja, bronh i pluca (18%), prostata (18%), debelo crijevo (9%), rektum
(7%) 1 mokra¢ni mjehur (6%). Pet najcesc¢ih vrsta raka u zena: dojka (26%), debelo
crijevo (8%), traheja, bronh i pluca (8%), tijelo maternice (6%) i Stitnjaca (6%), ¢ine 53%
novih slucajeva raka u Zena. Ukupan broj novodijagnosticiranih zlo¢udnih bolesti 2015.

godine bio je 22 503, 11 969 muskaraca i 10 534 zena. 1

B TRAHEJA, BRONH | PLUCA
B PROSTATA

H DEBELO CRIJEVO

1 REKTUM

® MOKRACNI MJEHUR

W OSTALI

Grafikon 1. Naj¢es¢i tipovi raka kod muskaraca u Hrvatskoj (2015. godina)

B DOJKA

m DEBELO CRIJEVO

= TRAHEJA, BRONH | PLUCA
= TIJELO MATERNICE

m STITNJACA

= OSTALI

Grafikon 2. Najces¢i tipovi raka kod Zzena u Hrvatskoj (2015. godina)
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1.2. RAK PLUCA

Rak pluca je maligni tumor pluca i jedan je od najces¢ih vrsta karcinoma. Vode¢i je uzrok
smrti i u muskaraca i u Zena. Po pojavnosti raka pluca, Hrvatska je na visokom devetom
mjestu u Europi. Najcesce se javlja izmedu 55. 1 65. godine Zivota, a vecina karcinoma
pluca je povezana s pusSenjem. Vazno je pravodobno utvrditi dijagnozu, no nazalost
najveci broj bolesti otkrije se u uznapredovalom stadiju. Razlog tome je da pocetni stadij
bolesti ne uzrokuje simptome koji bi potaknuli bolesnika da zatrazi lije¢ni¢ku pomo¢ i
podvrgne se pretragama. Tako pojava simptoma obi¢no ukazuje na to da je bolest
uznapredovala. Oko 25 % karcinoma pluca otkriva se slu¢ajno kod snimanja pluca.
Simptomi i znakovi ovise o tome da li je u pitanju lokalni tumor, regionalno Sirenje ili
metastaze. Op¢i simptomi mogu se javiti u bilo kojem stadiju bolesti. Naj¢es¢i simptomi
su dugotrajni kasalj, iskasljavanje krvi, bol u prsnom kosu, smetnje disanja, gubitak

apetita, mr$avljenje, glavobolja, itd. 14

Vise od 90% raka pluca pocinje u bronhima (veliki di$ni putovi koji plué¢a opskrbljuju
zrakom). Takav se rak zove bronhogeni karcinom (karcinom bronha). Tipovi karcinoma
pluca su: karcinom plocastih stanica (planocelularni karcinom), karcinom malih stanica
(tzv. mikrocelularni karcinom), karcinom velikih stanica i adenokarcinom. Karcinom
pluca se klinickom podjelom dijeli na karcinom pluc¢a malih stanica 1 karcinom pluca ne-
malih stanica. Karcinom plu¢a malih stanica je agresivniji 1 ¢eS¢e metastazira, a kada se
bolest otkrije, ve¢ je uglavnom uznapredovala pa su prognoze losije. Karcinom pluca ne-
malih stanica sporije raste 1 sporije se Siri pa ga je moguce kirurSki odstraniti. Stoga je
bitno pravovremeno postaviti dijagnozu i §to ranije poceti sa lijeCenjem. Rak plu¢a moze
se Siriti 1 putem krvotoka u jetru, mozak, nadbubrezne Zlijezde i1 kosti. To se moze

dogoditi u ranom stadiju bolesti, narocito u slu¢aju karcinoma malih stanica.

Op¢i podaci 1 informacije o dosadasnjim 1 obiteljskim bolestima uvelike pomazu u
postavljanju dijagnoze. Ako se otkrije da se radi o karcinomu pluca, treba odrediti stadij
1 prosirenost bolesti da bi se poc€elo planirati lijecenje. Nacin lijecenja karcinoma pluca
uvjetovan je brojnim ¢imbenicima, ukljuujuéi vrstu karcinoma, njegovu veliinu,
smjestaj, prosirenost te opce zdravstveno stanje bolesnika. Brojni razli¢iti nacini lijjecenja
mogu se koristiti u lijeCenju karcinoma pluca i/ili u svrhu poboljSanja kvalitete Zivota 1

smanjenja simptoma. 1
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Slika 3. Rendgenska slika raka pluca

Slika 4. Plu¢a pusaca i nepusaca
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1.2.1. Etiologija

Upotreba duhana ¢ini ¢ak 90% svih slucajeva raka plu¢a Sirom svijeta. Manje od 20%
pusaca razviju rak pluca, $to sugerira da i drugi faktori igraju ulogu u bolesti. Dijeta i
postojeca benigna bolest pluca takoder su povezani s rizikom za razvoj raka pluca. Ostali
uzroci raka pluc¢a ukljucuju pasivno pusenje te faktore iz okoliSa, poput izlozenosti

radioaktivnim &esticama, radonu, azbestu i raznim profesionalnim izlaganjima.

e Pusenje cigareta
Vise od 90% svih slucajeva raka plu¢a uzro¢no je povezano s pusenjem cigareta.
Rizik od nastanka raka povecava se s brojem svakodnevno konzumiranih cigareta
1 trajanjem izlozenosti duhanskom dimu. Prestanak puSenja smanjuje rizik od raka
pluca.

e Pasivno pusenje
PusSenje je rizi¢no i za osobe koje su izlozene duhanskom dimu, a nisu pusaci.
Incidencija raka pluéa u osoba koje zive u istom kucanstvu s pusadem veca je za
30% u odnosu prema osobama koje nisu izlozene takvim uvjetima.

e IzloZenost radioaktivnim ¢esticama i radonu
Rudari u rudnicima urana izlozeni radioaktivnoj prasini i plinu radonu ucestalije
obolijevaju od raka pluca. IstraZivanja su pokazala da je povezanost raka pluca i
izlozenosti radonu podrijetlom iz gradevinskog materijala ugradivanog U
stambene zgrade.

e IzloZenost azbestu
Stopa incidencije ekstremno je visoka u osoba izloZenih azbestu. Azbestna prasina

u visokom postotku uzrokuje rak pluéa. 1/

S obzirom na nabrojane uzroke, moze se zakljuéiti da se velika vecina smrti od raka plu¢a
moze pripisati puSenju cigareta jer duhanski dim sadrzi vrlo sloZenu mjeSavinu
karcinogena koji mogu oStetiti DNA. To su policiklicki aromatski ugljikovodici,
aromatski amini i nitrozamini koji su specifi¢ni za duhan te su primijenjeni kao glavni
mutageni kancerogeni. 8 Genetska predispozicija takoder je vazan ¢imbenik u etiologiji
raka pluca. ¥ Procjenjuje se kako se 8 do 14% karcinoma pluéa razvija uslijed

nasljednih ¢imbenika. 2°
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1.2.2. Simptomi, dijagnoza i lijeCenje

Simptomi raka pluc¢a su razli€iti, ovise o tome gdje je tumor smjesten i do kuda se prosirio.
Upozoravajuéi znakovi nisu uvijek prisutni i nije ih lako identificirati. U do 25% ljudi
koji su dobili rak pluca, rak se otkrio slu¢ajno na rutinskoj RTG snimci pluca ili CT-om.
Postoje simptomi koji se odnose iskljucivo na rak pluca; rast raka plu¢a i invazija pluénog
1 okolnog tkiva moze ometati disanje, Sto dovodi do simptoma kao Sto su kasalj, otezano
disanje, bol u prsima i iskasljavanje krvi. Simptomi koji se odnose na metastaziranje,
ukljucuju rak pluca koji se prosirio na kosti te moze proizvesti jaku bol na mjestima koja
su zahvaéena tumorom. Rak koji se prosirio na mozak moze prouzrociti niz neuroloskih
simptoma koji mogu ukljuéivati smetnje vida, glavobolje, epileptiCke napadaje ili
simptome. Nespecifi¢ni simptomi koji se mogu naci kod svih oblika raka javljaju se i kod
bolesnika s rakom pluca, a ukljucuju gubitak tezine, slabost i umor. Psiholoski simptomi

kao §to su depresija i promjene raspolozenja takoder su uobi¢ajeni. 2*

U gotovo 70% bolesnika prode Sest ili viSe mjeseci od pojave prvih simptoma do
postavljanja dijagnoze. Temeljna dijagnostika maligne bolesti pluca jest histoloska ili
citoloSka. NajceSc¢e se pocinje s citoloSkim pregledom iskasljaja, koji je pozitivan u 60%
bolesnika sa karcinomom pluc¢a. Kada se u iskasljaju nadu maligne stanice, to odreduje
tip karcinoma, ali ne i lokalizaciju i1 proSirenost tumora. NajceS¢e metoda vizualizacije
promjene na plu¢ima je radiografija. Kompjuterizirana tomografija (CT) je vazna u
detekciji promjena manjih od 10 mm, uvecanih limfnih ¢vorova, zahvacéenosti pleure,
zida grudnog koSa, kao 1 zilnih struktura. Magnetna rezonancija (MR) ima prednosti u
odnosu na CT, kod zahvacenosti struktura zida prsnog kosa, pleure, kostanih struktura i

dijafragme. 22

LijeCenje raka plu¢a moze ukljucivati kirur§ko odstranjenje raka, kemoterapiju ili
zraCenje, kao 1 kombinacije tih tretmana. Odluka o tome koji su terapijski oblici najbolji
za oboljelu osobu donosi se nakon procjene lokalizacije i opsega tumorske bolesti, kao i
cjelokupnog zdravstvenog stanja pacijenta. Prognoza raka plu¢a ukazuje na Sansu za
izljecenje od raka ili produljenje zivota, a ovisi 0 lokalizaciji, veli¢ini raka, prisutnosti

simptoma, vrsti raka pluéa te ukupnom zdravstvenom statusu bolesnika. 2!
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1.2.3. Epidemiologija

Rak pluca je vodec¢i uzrok smrti od raka u svijetu. U 2008. godini 1,6 milijuna ljudi dobilo
je novu dijagnozu, koja je ¢inila 13% svih novih dijagnoza raka, a 1,4 milijuna umrlo je
od raka pluéa, $to je 18% svih slucajeva raka. Rak pluéa je relativno rijedak prije 50-tih
godina Zivota; rizik se povecava s godinama nakon toga. Zanimljivo je da iako je puSenje
najvise povezano s rakom plucéa (procjenjuje se da je 80% - 90% slu¢ajeva uzrokovano

tim), tek oko 15% pusaéa razvije rak pluéa. 2

Globalna geografska distribucija raka pluca pokazuje izrazite regionalne razlike. Kod
muskaraca, najveca stopa incidencije zabiljezena je u srednjoj 1 istocnoj Europi te u
isto¢noj Aziji. Kod Zena je stopa incidencije niza nego kod muskaraca te najvisi
procijenjeni postotci su zabiljezeni u Sjevernoj Americi, sjevernoj Europi i isto¢noj Aziji.
Najnize stope incidencije i za muskarce i zene zabiljezene su na AfriCkom kontinentu.
Stope incidencije i smrtnosti od raka pluc¢a imaju tendenciju da se zrcale jedna od druge

jer veéina pacijenata s karcinomom pluéa na kraju umre od njega. 2*

U Hrvatskoj je prema podacima Registra za rak pri Hrvatskom zavodu za javno zdravstvo
2012. godine medu novootkrivenim malignim tumorima, karcinom bronha i plu¢a kod
muskaraca bio na prvom mjestu (18% svih sluéajeva), a kod Zena na trecem (7%
novootkrivenih tumora). Pritom karcinom pluca postaje najces¢i tumor kod muskaraca
nakon 40. godine Zivota, a kod Zena doseze tree mjesto nakon karcinoma dojke 1 tijela
maternice nakon 50. godine. Godi$nje je dijagnosticirano oko 3000 novih bolesnika s
rakom pluca, a prema dostupnim statistikama, petogodiSnje preZivljenje pacijenata u

Hrvatskoj je ispod 10%, $to nas svrstava na samo dno ljestvice europskih zemalja. 2!
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1.3. RAK MOKRACNOG MJEHURA

Rak mokra¢nog mjehura deveti je najces¢i zlocudni oblik bolesti na svijetu. PuSenje je
najveci faktor rizika, a procjenjuje se da je uzrocnik u 65% muskaraca i1 30% Zena u nekim
razvijenim zemljama. Najcesce se javlja u dobi izmedu 65. i 70. godine starosti.
Cimbenici rizika za rak mokraénog mjehura ukljuéuju i obiteljsku anamnezu, prethodnu
terapiju zraCenjem, cCeste infekcije mokracnog mjehura i izlozenost odredenim
kemikalijama. Predstavlja bilo koju od nekoliko vrsta raka koje proizlaze iz tkiva
mokraénog mjehura. To je bolest u kojoj stanice rastu nenormalno i mogu se prosiriti na

druge dijelove tijela. 2

Simptomi ukljucuju krv u mokraci, bol pri mokrenju i bolove u donjem dijelu leda.
Dijagnoza se obi¢no vrsi cistoskopijom s biopsijama tkiva. Stadij karcinoma obi¢no se
odreduje medicinskim slikama kao S$to su racunalna tomografija (CT), magnetska
rezonanca (MR) i skeniranje kostiju. LijeCenje ovisi o stadiju raka. To moze ukljucivati

kombinaciju operacije, zradenja, kemoterapije ili imunoterapije. 2

Temeljna je klinicka podjela te bolesti na miSi¢no-invazivne i misi¢no-ne-invazivne
karcinome, ovisno o zahvacenosti miSiénog sloja stijenke mokraénog mjehura. Otprilike
20% svih novih sluc¢ajeva raka mokra¢nog mjehura ukljucuje misi¢no-invazivni karcinom
mokraénog mjehura, a 20% miSi¢no-ne-invazivnih karcinoma mokra¢nog mjehura na
kraju napreduje do miSi¢no-invazivne bolesti. MiSi¢no-invazivni karcinomi mokraé¢nog
mjehura su nelije¢eni, povrsni tumori koji mogu postupno poceti prodirati u misi¢nu
stijenku mokra¢nog mjehura i predstavljaju ¢eséi uzrok smrti nego misi¢no-ne-invazivni
koji ne prodiru u misiénu stijenku te su rijetko uzrok smrti. Bolesnici s invazijom
karcinoma u misi¢noj stijenci mokra¢nog mjehura imaju 5—godisnje prezivljavanje oko

50%, §to se poboljsava kemoterapijskim lije¢enjem. 2’

Rak koji zahvaca samo sluznicu mjehura ili urasta samo u povrSinski sloj misi¢a, moze
se u potpunosti odstraniti pri cistoskopiji. Rak koji urasta dublje u stijenku mjehura ili
kroz nju, ne moZe se u potpunosti odstraniti kroz cistoskop, nego se obicno lijeci

djelomiénim ili potpunim odstranjivanjem mjehura. 2
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Bladder

Slika 5. Mokra¢ni mjehur i karcinom mokra¢nog mjehura

Slika 6. Karcinom na desnoj strani mokra¢nog mjehura (MR-prikaz)
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1.3.1. Etiologija

Rak mjehura se razvija kada stanice u mjehuru po¢nu nenormalno rasti. Umjesto da rastu
i dijele se na uredan nacin, ove stanice razvijaju mutacije zbog kojih rastu van kontrole i
ne umiru. Ove abnormalne stanice tvore tumor. Nije uvijek jasno §to uzrokuje rak
mokraénog mjehura, a neki ljudi koji boluju od raka mokra¢nog mjehura nemaju
oc¢igledne ¢imbenike rizika. Naj¢e$¢i uzroci nastanka raka ukljucuju: puSenje cigareta,

izlozenost kemikalijama, prethodnu izloZenost zracenju i infekcije.

e Pusenje cigareta
Prepoznato je kao najvazniji ¢cimbenik rizika povezan s razvojem raka mokra¢nog
mjehura. Gotovo polovica svih slucajeva pripisuje se pusenju cigareta jer mogu
uzrokovati nakupljanje Stetnih kemikalija u urinu. Tada tijelo obraduje kemikalije
iz dima i neke od njih izlucuje u mokraci. Te Stetne kemikalije mogu oStetiti
sluznicu mjehura, §to moze povecati rizik od raka.

e Izlozenost kemikalijama
Bubrezi igraju klju¢nu ulogu u filtriranju Stetnih kemikalija iz krvotoka i
premjestanju istih u mokraéni mjehur. Zbog toga se smatra da neke kemikalije
mogu povecati rizik od raka mokraénog mjehura. Kemikalije povezane s rizikom
od raka mjehura ukljucuju arsen te kemikalije koje se koriste u proizvodnji boja,
gume, koze, tekstila i proizvoda od boja.

e Prethodna izloZenost zracenju
Ljudi koji su bili podvrgnuti radijacijskom tretmanu zbog prethodnog karcinoma
imaju poviSen rizik od razvoja raka mokraénog mjehura.

e Infekcije
Mokraéne infekcije mogu se dogoditi kod dugotrajne uporabe mokra¢nog katetera

te mogu povecati rizik od raka stanica mokra¢nog mjehura.

Od svih navedenih uzro€nika raka mokra¢nog mjehura, puSenje predstavlja najveci faktor
rizika. Nasljedni faktori takoder mogu utjecati na razvoj bolesti. Ako netko od blize
rodbine ima povijest raka mokra¢nog mjehura, postoji mogucénost povecanog rizika od
bolesti. Ipak, jo§ uvijek nije poznato je li povecan rizik zbog zajednickih gena ili

izlozenosti karcinogenima. 2
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1.3.2. Simptomi, dijagnoza i lijecenje

Znakovi 1 simptomi raka mokra¢nog mjehura mogu ukljucivati: krv u mokraci
(hematurija), bolno mokrenje i bol u ledima. No, ti se simptomi ¢esto javljaju zbog neceg
drugog osim raka mokraénog mjehura. 2 Hematurija se opaza u preko 80% slucajeva i
otkriva se samo laboratorijskim istrazivanjem te moze predstavljati Cesti simptom
nemalignih stanja, poput infekcije mokra¢nog sustava. Kada je povezana s rakom
mokra¢nog mjehura, ima tendenciju pojavljivanja tijekom terminalnog mokrenja; moze

biti povremena ili postojana i ima promjenjivi intenzitet. 2

Testovi 1 postupci koji se koriste za dijagnosticiranje raka mokra¢nog mjehura ukljucuju
najcesce citoskopiju i biopsiju. Citoskopija je postupak gledanja unutar mokra¢nog
mjehura i uretre radi provjere abnormalnih podrucja, a biopsija je uklanjanje stanica ili
tkiva kako bi ih patolog pregledao pod mikroskopom da provjeri znakove raka. Biopsija
karcinoma mokra¢nog mjehura obi¢no se obavlja tijekom cistoskopije. Tijekom biopsije
moguce je ukloniti i cijeli tumor. Takoder se koriste slikovne dijagnosticke metode:
ultrazvuk (UZV), intravenska urografija, ra¢unalna tomografija (CT) i magnetska
rezonanca (MR). CT je postupak koji ¢ini niz detaljnih slika trbuha, preuzet iz razli¢itih
kutova. Slike su napravljene pomocu racunala povezanih s rendgenskim strojem. MR
koristi magnet, radio valove 1 raunalo kako bi se dobila serija detaljnih slika podrucja

unutar tijela.

Moguénosti lijeCenja ovise o brojnim ¢imbenicima, ukljucujuéi vrstu, stupanj i stadij
raka. LijeCenje moZe ukljucivati: kemoterapiju mokra¢nog mjehura (intravezikularna
kemoterapija) za lije€enje tumora koji su ogranic¢eni na sluznicu mjehura, ali koji imaju
visoki rizik od napredovanja u visi stadij, kemoterapiju za cijelo tijelo (sistemska
kemoterapija) kako bi se povecala Sansa za izljecenje kod osobe koja je imala operaciju
uklanjanja mjehura ili kao primarni tretman u slucajevima kada operacija nije moguca.
Terapija zracenjem za uniStavanje stanica raka Cesto je primarno lijeCenje u slucajevima
kada operacija nije opcija ili nije pozeljna i imunoterapija, kako bi se aktivirao imunoloski

sustav tijela da se bori protiv raka, bilo u mjehuru ili u cijelom tijelu. %
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1.3.3. Epidemiologija

Rak mokraé¢nog mjehura Cetvrta je najesca zlocudna bolest muSkaraca u zapadnom
svijetu, nakon karcinoma prostate, plu¢a i debelog crijeva. U Europi i SAD-u ¢ini 5-10%
svih malignih oboljenja kod muskaraca i do 1% kod Zena, npr. u usporedbi s rizikom od
raka pluca, koji je 8% za muskarce i1 2% za Zene. Pojavljuje se izmedu 65. i 70. godine
zivota. Rak mjehura je 3 do 4 puta ¢e$¢i kod muskaraca nego kod Zena. S druge strane,
istrazivanja su pokazala da je prezivljavanje raka mokra¢nog mjehura losije kod Zena

nego kod muskaraca.

Postoje populacije s visokom stopom pusaca, ali niskom stopom obolijevanja od raka
mokraénog mjehura. Ovo sugerira razlike u metabolizmu kancerogena povezanih sa
duhanskim dimom. U cijelom svijetu vremenski trendovi raka mokra¢nog mjehura prate
trendove u pusenju, a u vecini zapadnih zajednica ucestalost i smrtnost kod muskaraca

smanyjili su se u posljednjem desetljecu. !

U Hrvatskoj je rak mokra¢nog mjehura tijekom posljednjeg desetljeca u posebno velikom
porastu. Broj novih slu¢ajeva je u zadnjih 15 godina porastao za 100%. Ukupno rak
mokraé¢nog mjehura ¢ini 4,3% od svih tumora 2003. godine u Hrvatskoj, 6% u muskaraca
1 2,4% u Zena. Zahvaljujuci boljoj medicinskoj skrbi, koja je i dostupnija, danas se s
lakodom moze dokazati rak mokra¢nog mjehura. > U 2016. godini u Hrvatskoj je
dijagnosticirano 860 novih slu¢ajeva oboljelih, a u 2018. godini je zabiljeZeno 549 393
novodijagnosticiranih te 199 922 smrtnih slu¢ajeva. Otkrivanje bolesti u ranom stadiju i

nove moguénosti lije¢enja mogu poboljsati stopu preZivljenja. 33
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1.4. KLASIFIKACIJA ZLOCUDNIH TUMORA

Sustav klasifikacije metastaza tumorskog ¢vora (TNM) temelji prognoze bolesnika na
veli¢ini tumora, zahvacenosti limfnih ¢vorova i metastazama. Izdanje TNM-Klasifikacije
zlo¢udnih tumora (TNM Classification of Malignant Tumours, UICC) usvojio je
Americki zdruzeni komitet za rak (American Joint Committee on Cancer, AJCC). TNM-
klasifikacija uzima u obzir stanje prije lijeCenja te se primjenjuje kako bi se odredila
pocetna strategija u lijeCenju osobe s tumorom. Prosirenost karcinoma definira se TNM-
klasifikacijom gdje T oznacava invazivnost tumora, N zahvacenost limfnih ¢vorova, a M

postojanje metastaza. Tablica 1. 1

T (primarni tumori)

T1 mali tumor koji jo§ ne urasta u tkivo

T2 srednje veliki tumor koji lagano urasta u okolno tkivo

T3 veliki tumor koji dijelom urasta u okolno tkivo

T4 vrlo veliki tumor koji snazno urasta u okolno tkivo

N (metastaze limfnih ¢vorova)

NO nema metastaza u limfnim ¢vorovima

N1 regionalne, vrlo bliske, pokretne metastaze limfnih ¢vorova
N2 regionalne, nepokretne metastaze limfnih ¢vorova
N3 opsezne, nepokretne metastaze limfnih ¢vorova

M (udaljene metastaze)

MO nema metastaza

M1 prisutne metastaze u udaljenim organima

Tablica 1. TNM-Kklasifikacija
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1.5. TERPENI

Terpeni (terpenoidi, izoprenoidi) su hlapljivi nezasi¢eni ugljikovodici ugodna mirisa. 3*

Pojam terpeni potjeCe od terpentina (lat. Balsamum terebinthinae), a to je svijetla do
tamno obojena gusta otopina smola u eteri¢nim uljima. Dakle, terpeni su hlapljive tvari
koje daju biljkama i cvije¢u njihov karakteristi¢an miris. Poznato je oko 30 000 terpena,
a njihovu osnovnu strukturu izgraduje 2-metilbuta-1,3-dienska jedinica koja se Cesto
naziva izoprenska jedinica (Cs), stoga je izopren (2-metilbuta-1,3-dien) osnovni
strukturni element terpena. Dijele se na temelju broja n u opc¢oj formuli (C5 Hg)n ili broja
C-atoma na: semiterpene (Cs), monoterpene (C,,), seskviterpene (C;s), diterpene (C,p),
sesterpene (C,c), triterpene (Csq), tetraterpene (Cyo) 1 politerpene (> C,q). U prirodi su
uglavnom ugljikovodici, alkoholi i njihovi glikozidi, eteri, aldehidi, ketoni, karboksilne

kiseline i esteri. 3

S

Slika 7. 1zopren Slika 8. lzoprenska jedinica

SESKVITERPENI

Seskviterpeni su klasa terpena koja se sastoji od tri izoprenske jedinice i imaju
molekulsku formulu C;sH,,. 3* Dolaze u vidim frakcijama eteri¢nih ulja. Brojni
seskviterpeni djeluju kao fitoaleksini, tj. antibiotski spojevi koje biljke proizvode kao
odgovor na napade mikroorganizama. Nastaju iz zajedni¢kog prekursora, farnezil-
pirofosfata te se dijele na acikli¢ke, monocikli¢ke i bicikli¢ke. Najvazniji predstavnici
aciklickih seskviterpena su farnezen i farnezol. Predstavnici monocikli¢kih seskviterpena
su bisabolen i zinziberen, a bicikli¢kih kadinen. *® Takoder bicikli¢kim seskviterpenima

pripada i slabo istrazeni nootkaton, najvazniji i najskuplji aromatik grejpa. 3
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1.5.1. Nootkaton

Nootkaton je biciklicki seskviterpen i keton s molekulskom formulom C;5H,,0. Ranije
se smatrao jednim od glavnih kemijskih sastojaka mirisa i okusa grejpa. *® Takoder je
sastavni dio biocida koji se koriste za ubijanje mrava, termita, komaraca, Zohara i krpelja.
Pronaden je u vrsti Alpinia oxyphylla koja se koristi u biljnoj isto¢noazijskoj medicini.
Nootkaton je kristalna kruta tvar pri uvjetima visoke ¢isto¢e. Moze biti i bezbojna do Zuta
teku¢ina. Temperatura taljenja nootkatona je 36 °C, a temperatura vrenja 170 °C.
Netopljiv je u vodi, a topljiv u organskim otapalima (etanolu, diklorometanu, etil-acetatu,
itd.). Sirovi ekstrakti su tekuci, viskozni i zuti. Obi¢no se ekstrahira iz grejpa, ali moze se
proizvesti i s genetski modificiranim organizmima te kemijskom ili biokemijskom
oksidacijom valencena. 3 Identificiran je kao bioaktivni spoj sa Sirokim rasponom
korisnih primjena. Jedna od prednosti koriStenja nootkatona je zaStita pluca. Moze
zastititi plu¢a od ozljeda izazvanih udisanjem ispusnih plinova, ukljucujuéi promjene u
funkciji pluéa, upale i oksidativni stres. > Osim u soku grejpa, nalazi se i u uljima limuna,

limete, narance i mandarina. Pojavljuje se u vrstama cedrovine i nekim vrstama trava.

37

Potencijal nootkatona da proizvodi toksi¢ne ucinke na ljude nije proucen.

Slika 9. Nootkaton Slika 10. Kristali nootkatona
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2. EKSPERIMENTALNI DIO



2.1. STANICNE LINIJE

Stani¢na linija je populacija stanica koja se uzgaja u kontroliranim uvjetima, uglavnom
izvan svog prirodnog okruzenja. U osnovi, stani¢na kultura ukljucuje raspodjelu stanica
u umjetnom okruzenju. Nakon S§to su stanice od interesa izolirane iz zivog tkiva, one se
mogu naknadno odrzavati u pazljivo kontroliranim uvjetima koji se razlikuju za svaku
vrstu stanice, ali obi¢no se sastoje od prikladne posude sa supstratom ili medijem koji
opskrbljuje stanice bitnim hranjivim tvarima kao $to su aminokiseline, ugljikohidrati,
vitamini, minerali, faktori rasta, hormoni te plinovi poput CO,i 0,. Takvi uvjeti
omogucavaju stanicama rast i proliferaciju. Osim hranjivih tvari potrebno je dodati pufere
te kontrolirati osmotski tlak i temperaturu. Kada se govori o stani¢nim linijama, tada se
misli na stanice dobivene iz viSestani¢nih eukariotskih organizama (Zivotinja, biljaka,

gljiva i mikroba). *°

Dok se komadici tkiva mogu staviti u odgovarajucu kulturu da bi se proizvele stanice koje
se zatim mogu upotrijebiti za tu kulturu (eksplicitna kultura), stanice iz tkiva mogu se
dobiti enzimatskim reakcijama. Ovdje se takvi enzimi kao tripsin koriste za razgradnju
tkiva i oslobadanje Zeljenih stanica. Kada su stanice dobivene izravno iz tkiva zivotinja
(ili ¢ak biljnog tkiva) enzimatskim ili mehanickim tehnikama, takve se stanice nazivaju
primarnim stanicama. Stani¢na kultura je vazna tehnika u stani¢noj i molekularnoj
biologiji s obzirom da pruza najbolju platformu za prouc¢avanje normalne fiziologije i

biokemije stanica. 4°
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Slika 11. Stani¢na kultura u Petrijevoj zdjelici
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2.1.1. Stanic¢ne linije A549 i T24

U in vitro istrazivanju, ispitivanje antiproliferativnog djelovanja nootkatona se provodilo
na stanicama raka A549 i T24.

Stani¢ne linije A549 se nalaze u plu¢nom tkivu te su odgovorne za difuziju nekih tvari,
poput vode i elektrolita, preko alveola. Ako se uzgajaju in vitro, rastu kao sloj; ljepljiv ili
pricvrséen za podlogu medija u kojem se uzgajaju. Kada se dovoljno uzgajaju u stani¢noj
kulturi, mogu se poceti diferencirati. Stani¢ne linije A549 posluzile su u istrazivanju
metabolicke obrade pluénog tkiva. U kontekstu razvoja lijekova protiv raka pluca, koriste
se kao ispitna mjesta za nove lijekove te se takoder koriste u virusnim istraZivanjima i

promjenama ekspresije proteina kao posljedice virusne infekcije. 4

ATCC Number: HTB-4 ™
Designation: 124

Slika 12. Mikroskopski prikaz stani¢ne linije A549 raka pluca

Stani¢ne linije T24 potjecu iz karcinoma mokra¢nog mjehura oznacenog T24. Neophodne
su u osnovnim 1 klinickim istraZzivanjima. Opc¢enito, molekularna karakterizacija T24
stani¢nih linija otkrila je da vec¢ina genetskih aberacija koje se nalaze u tim stani¢nim
linijama nalikuje onima izvornog tumora. Ova stani¢na linija je primarno adherentna

linija i zahtijeva povrsinu na koju se moZe vezati za svoj rast i razvoj. 42
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ATCC Number: HTB-4 ™
Designation: 124

Slika 13. Mikroskopski prikaz stani¢ne linije T24 raka mokra¢nog mjehura

Stanice se ¢uvaju u inkubatoru na temperaturi od 37 °C sa zasi¢enjem od 5% s CO, kako
bi se odrzala pH vrijednost koja mora biti niza kako bi stanice mogle rasti. Uzgajaju se u
navedenom mediju do priblizno 80% konfluentnosti nakon cega se tretiraju
mikotoksinima kako bi ih presadili. Tijekom presadivanja, stanice se ispiru sterilnim
fosfatnim puferom bez kalcijevih i magnezijevih iona (PBS, pH=7,4) i tretiraju tripsinom
(EDTA) koji kida peptidne veze §to vidimo pod mikroskopom te se stanice resuspendiraju

u novom mediju. 3
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2.2. MTT-TEST

MTT-test se koristi za mjerenje stanicne metabolicke aktivnosti kao pokazatelja
vitalnosti, proliferacije i citotoksi¢nosti stanica. Razvijen je za plocCicu sa 96 jazica. Ovo
kolorimetrijsko ispitivanje temelji se na redukciji Zute soli tetrazoliuma (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromida ili MTT-a) u ljubicaste kristale
formazana, pomoc¢u metabolicki aktivnih stanica. Kada stanice odumru, gube sposobnost
pretvorbe MTT-a. Odrzive stanice sadrZze enzime oksidoreduktaze ovisne o NAD(P)H
koje reduciraju MTT do formazana. Prije mjerenja apsorbancije dobivenog ljubicastog
formazana, a nakon ispiranja MTT-a, netopljivi kristali formazana otapaju se koristeci
otopinu DMSO-a (dimetil sulfoksid) kako bi se izbjegle smetnje pri mjerenju.
Rezultiraju¢a obojena otopina kvantificira se mjerenjem apsorbancije na 500-600 nm,
ovisno o uvjetima testa. Sto je otopina tamnija, to je veéi broj odrZivih, metabolicki

aktivnih stanica. *

POSTUPAK

Prethodno pripremljene stanice isperu se PBS-om (engl. phosphate-buffered saline;
fosfatni pufer) i namjeste na pH vrijednost 7.4. Zatim se tretiraju enzimom tripsinom koji
th uklanja sa podloge. Prebacuju se na plocicu sa 96 jazica, nadopune se medijem
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) do 100 pl te se ostave u inkubatoru 24h.
Sljedeceg dana se medij isisa iz jaZica te se dodaju tri ponavljanja uzorka otopljenog u
mediju za svaku koncentraciju na plo€icu sa 96 jazZica, ukljucujuci i kontrole u prve tri
jazice koje ne sadrze uzorak. Tretirane stanice se inkubiraju na 4, 24, 48 1 72 h, dodaje se
100 ul MTT-a te se uzorak ponovno inkubira minimalno sat vremena. Nakon toga se
MTT isisa iz jaZica, otapa se u 50 pl DMSO-a (dimetil sulfoksid: zapaljiva, higroskopna
tekucina, viSenamjensko otapalo) te se izmjeri apsorbancija na 570 nm. Iz dobivenih
rezultata izraGunamo polovicu maksimalne inhibitorske koncentracije (ICgy) koja

oznacava mjeru ja¢ine tvari u inhibiranju specifi¢ne bioloske ili biokemijske funkcije.
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Slika 14. Otopina MTT-a prije dodatka DMSO-a

Slika 15. Ljubicasto obojenje nakon dodatka DMSO-a u otopinu MTT-a
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3. REZULTATI



Rezultati ispitivanja antiproliferativnog djelovanja biciklickog seskviterpena nootkatona

na stani¢ne linije A549 raka pluéa i T24 raka mokra¢nog mjehura. KoriStene
koncentracije nootkatona su: 1,0 mM, 0,5 mM, 0,25 mM, 0,125 mM i 0,0625 mM.

Izmjerena je apsorbancija na 570 nm.

ANTIPROLIFERATIVNO DJELOVANJE NOOTKATONA NA STANICNU

LINIJU A549 RAKA PLUCA

Koncentracija 4h 24h 48h 72h
1,0 mM 14,40 10,53 13,89 11,73
0,5mM 47,39 15,99 13,85 12,23
0,25 mM 71,42 78,58 62,13 38,95

0,125 mM 66,16 81,98 68,80 51,24
0,0625 mM 57,26 78,43 70,03 48,31

Tablica 2. Postotak prezivjelih stanica u funkciji vremena
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Slika 15. Djelovanje nootkatona na stani¢nu liniju A549 raka pluc¢a
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ANTIPROLIFERATIVNO DJELOVANJE NOOTKATONA NA STANICNU
LINIJU T24 RAKA MOKRACNOG MJEHURA

Koncentracija 4h 24h 48h 72h
1,0 mM 10,73 12,26 13,94 13,09
0,5mM 24,86 11,26 13,00 12,39
0,25 mM 42,55 63,47 67,26 59,83

0,125 mM 36,29 61,95 70,93 59,83

0,0625 mM 30,71 63,39 75,31 62,22

Tablica 3. Postotak prezivjelih stanica u funkciji vremena
Stani¢na linija T24
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Slika 16. Djelovanje nootkatona na stani¢nu liniju T24 raka mokraénog mjehura
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Tablica 4. IC5y VRIJEDNOST (stani¢na linija A549).

Tablica 5. IC5y VRIJEDNOST (stani¢na linija T24)
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4. RASPRAVA



Rak pluca je bolest ¢iji se simptomi tesko prepoznaju u najranijoj fazi jer ih gotovo ni
nema. Ipak, razvojem i Sirenjem bolesti javljaju se sistemski predznaci kao §to su gubitak
apetita i op¢i umor. Osobe koje pripadaju rizi¢noj skupini raka pluca su pusaci, osobe
izlozene pasivnom pusenju, azbestu ili plinu radonu te one u ¢ijoj su (osobito uzoj) obitelji
zabiljezeni slucajevi karcinoma pluca jer tada postoji velika vjerojatnost od prisutnosti
naslijedenih onkogena (gena koji potic¢u rast tumorskih stanica). Moguénost izljecenja i
izbor terapije ovisi o stadiju raka, tj. da li je zahvatio samo pluca ili se proSirio, veli¢ini

tumora, vrsti raka, postoje li simptomi te o opéem zdravstvenom stanju bolesnika.

Rak mokra¢nog mjehura najcescéa je maligna bolest mokra¢nog sustava. Ne predstavlja
jednu, ve¢ spektar bolesti koje ukljucuju povrsinsku, invazivnu te metastatsku bolest od
kojih svaka ima drugacije klinicko ponasanje, prognozu i lije€enje. Preventivne mjere
usmjerene su na prestanak pusenja. Veliki broj istrazivanja ukazuje da pusaci dva do tri

puta ¢esée obolijevaju nego nepusaci.

Antiproliferativno djelovanje nootkatona na stani¢ne linije raka pluca i raka mokra¢nog
mjehura ispitano je u ovisnosti razli¢itih koncentracija o vremenu. Mjerenja su izvrSena
nakon 4, 24, 48 i 72 sata te je izracunata ICg, vrijednost, tj. koncentracija pri kojoj je
postignuta 50%-tna smrtnost stanice. Dobivene ICsq vrijednosti u razli¢itim vremenskim
intervalima za stani¢nu liniju A549 su: 1,731 mM, 0,413 mM, 0,518 mM i 0,286 mM, a
za stani¢nu liniju T24 raka mokra¢nog mjehura su: 1,090 mM, 0,490 mM, 0,536 mM i
0,449 mM. Smanjenjem koncentracije, postotak prezivjelih stanica raste, tj.smanjuje se
antiproliferacijski ucinak ispitivanih  spojeva. Nootkaton je pokazao jaci

antiproliferacijski u€inak na stani¢nu linijju A549 raka pluca.
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5. ZAKLJUCAK



MTT-test se koristi za mjerenje stanicne metabolicke aktivnosti te ukazuje na

status ukupne odrzivosti stanice.

U ovom radu je ispitan antiproliferacijski u¢inak nootkatona na stani¢nu liniju

A549 raka pluca i T24 raka mokra¢nog mjehura

Graf ovisnosti koncentracije i postotka prezivjelih stanica u funkciji vremena
prikazuje da nootkaton ima jaci antiproliferacijski ucinak na stanic¢ne linije A549

raka pluca.

Nootkaton je pokazao dobar sveukupni antiproliferacijski u¢inak na dvije

stani¢ne linije raka.
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