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SAZETAK

Novi pristup u lijeCenju tumora temelji se na primjeni kemoimunoterapije i hipertermije.
Takav nacin lije¢enja moze prouzrociti visoku protutumorsku ucinkovitost na stanice tumora
te nisku toksi¢nost na zdrave stanice i cjelokupni organizam nositelja tumora. Cilj ovog
istrazivanja bio je istraziti genotoksicni i citotoksi¢ni ucinak citostatika cisplatine i propolisa
sa 1 bez primjene hipertermije na miseve nositelje Ehrlichova ascitescnog tumora (EAT-a)
metodom alkalnog komet testa. Tumor smo prouzro&ili injiciranjem 2 x 10° tumorskih stanica
u trbusnu Supljinu miSevima soja Swiss albino. U preventivnoj obradi, miSevima smo sedam 1
tri dana prije unosa tumorskih stanica i.p. injicirali pripravak vodene otopine propolisa (50 mg
kg™). Kemoterapiju (37°C) i hipertermi¢ku kemoterapiju (43°C) s citostatikom cisplatinom (5
ili 10 mg kg™) primijenili smo 3. dan nakon injiciranja tumorskih stanica u peritonealnu
Supljinu. Rezultati alkalnog komet testa ukazuju na sinergisticki ucinak hipertermije,
citostatika cisplatine te imunoterapije s propolisom u povecanoj zastiti molekula DNA u
leukocitima te stanicama jetre i1 bubrega od oSte¢enja uzrokovanih toksi¢nim ucincima
cisplatine. Imunomodulacija te smanjena toksi¢nost citostatika cisplatine s propolisom
vjerojatno je mogu¢i mehanizam protutumorske ucinkovitosti. Analizom rezultata zakljucili
smo da propolis 1 njegove flavonoidne sastavnice zdruzeni s kemoterapeuticima mogu
povecati protutumorski u€inak kemoterapeutika, $to sugerira mogucu klini¢ku uporabu u cilju
povecanja imunosti organizma te smanjenja Stetnih ucinaka kemoterapeutika na normalne
stanice i tkiva.
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SUMMARY

A new approach to cancer treatment is based on the application chemoimmunotherapy and
hyperthermia. This approach may cause a high anticancer efficiency on tumor cells and low
toxicity to the healthy immune cells in the body and the holder of the tumor. The aim of this
study was to explore citotoxic and genotoxic effects of citostatic cisplatin and propolis with
and without hyperthermia in mice bearing Ehrlich ascites tumor (EAT) using the method of
alkaline comet assay. Tumors were caused by injection of 2 x 10° tumor cells into the
abdominal cavity of Swiss albino mice. Seven and three days before implantation of EAT
cells the mice were injected with water solution of propolis (50 mg kg™) into the abdominal
cavity. Chemotherapy (37°C) and hypothermic chemotherapy (43°C) with cisplatin (5 or 10
mg kg™) were given on the 3rd day after the tumor cell injection into the abdominal cavity of
mice. These results of alkaline comet assay suggest the synergistic effect of hyperthermia,
citostatic cisplatin and immunotherapy with propolis in increased DNA protection of
leukocytes, liver and kidney cells from damages caused by toxic effects of cispaltin. It is
likely that immunomodulation of propolis and reducing toxicity of chemotherapy treatment
with propolis may be possible mechanism of antitumor efficiency. The analysis of the results
has led us to the conclusion that the combination of water solution of propolis with
chemotherapeutics could increase the antitumor potential of chemotherapeutic agents which
suggests the benefits of potential clinical use in order to maximize immunity of organism and
minimize harmful effects of chemotherapeutic agents on normal cells and tissues.
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Uvod

1. UvOD

Tumor u ¢ovjeka prvi put se spominje prije 5300 — 5400 godina, ali se pretpostavlja da ljudi
nikad nisu bili zasticeni od neke forme deregulacije bioloske kontrole stani¢nog rasta.
Epidemiologija zlo¢udnih novotvorina u svom suvremenom obliku pocinje 1950. godine
objavljivanjem rezultata istrazivanja o tumoru plu¢a i puSenju, iako je i prije bilo
epidemioloskih radova.

Tumor je, iako se pojavljuje 1 u djecjoj dobi, rijedak prije 30. godine zivota,a njegova se

ucestalost povecava s dobi.

Vode¢i tumor u svijetu po ucestalosti je tumor pluca, debelog crijeva, prostate i dojke. Kod
Zena u svijetu se na prvom mjestu, po mortalitetu i broju novih dijagnostificiranih slucajeva u
odredenom razdoblju, nalazi tumor dojke dok je na drugom mjestu tumor grli¢a maternice.

U Hrvatskoj zbog tumora umire na godinu vise od 10 000 stanovnika tj. svaki peti umrli.

Tumor se nalazi na drugom mjestu uzroka smrti, iza bolesti krvozilnog sustava.

Starost je najvazniji ¢imbenik za tumor zbog duZe izloZenost ¢imbenicima rizika Kkoji
direktno ili indirektno poveéavaju rast tumora. Cimbenici rizika za nastanak tumora su na¢in
zivota (prehrana, stres, duhan, alkohol), razni ¢imbenici kemijskog podrijetla (izlozenost
karcinogenima na radnom mjestu, neki lijekovi, proizvodi industrijske proizvodnje),
bioloSkog podrijetla (tumorski virusi) i fizikalni ¢imbenici (izlaganje suncu, ionizirajuée i UV

zracenje) te genetska predispozicija.

1.1 Tumorii njihove karakteristike
Po svom izvornom zna¢enju pod tumorom podrazumijevamo (lat. tumor-oteknuce) svaku

oteklinu ili povecanje tkiva koje ¢esto susre¢emo tijekom upalnog procesa. Unato¢ tomu, ovaj
latinski naziv se najceS¢e upotrebljava kod opisivanja specifi¢nijih bolesti koje su
karakterizirane autonomnim, nenormalnim, nesvrsishodnim i neprestanim rastom atipi¢nih
stanica koji perzistira 1 nakon §to je prestao djelovati pocetni Cimbenik koji je ovakav rast
uzrokovao. Ovakve otekline nazivaju se jo§ 1 novotvorinama, odnosno neoplazijama i

blastomima. Ipak, najpoznatiji termin u svakodnevnoj uporabi je rak ili karcinom.
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Svim tumorima zajednicko je Sto rastu autonomno bez ikakve kontrole, morfoloski i
funkcionalno podsjecaju u odredenoj mjeri na normalne stanice iz kojih su nastali, rastu
nekoordinirano u odnosu na rast normalnog tkiva i ne obavljaju nikakvu normalnu funkciju u
domacinu. Nastaju kao posljedica brojnih uzroka koji mijenjaju molekularna zbivanja
ukljuc¢ena u normalnu regulaciju proliferacije 1 diferencijacije stanica (Grabarevic, 2002).
Jedno od temeljnih svojstava raka je monoklonalnost tumora, nastanak tumora iz jedne stanice
koja pocinje nenormalno proliferirati. Monoklonalno podrijetlo tumora, medutim, ne implicira
da je ishodiSna stanica u pocetku stekla sve znacajke stanica raka. Nastanak raka je proces
koji se sastoji od viSe koraka tijekom koji stanice zbog niza progresivnih promjena postupno
postaju zlo¢udne (Cooper i Hausman, 2004).

Tumor je unato¢ svojem monoklonskom podrijetlu heterogen §to znaci da se stanice istog
tumora razlikuju fenotipski i genotipski (Samija i sur. 2006).

Sastavljeni su od dvije osnovne komponente: parenhima (srz, skupina specifi¢nih stanica) i
strome (osnovno tkanje). Parenhim Cine neoplasti¢ne, proliferiraju¢e stanice, dok je stroma
vezivnotkivna osnova koja pruza fizikalno-mehanicku podrsku rastu tumorskih stanica te u

isto vrijeme osigurava njihovu opskrbu krvlju (Grabarevi¢, 2002).

Sadrzaj DNK u stanicama je, u odnosu na normalne stanice, znatno promijenjen; najcesce je
broj kromosoma veci od normalnog diploidnog. Osim povecanja koli¢ine DNK, u tumorima
su nazocne 1 kromosomske nepravilnosti, primjerice dodatni kromosomi ili kromosomske
translokacije.

Osim koli¢ine DNK u tumorskoj stanici, za rast tumora vazna su jo§ dva obiljezja: mitoza i
apoptoza (genski odredena smrt stanice). Maligni tumori imaju vec¢i broj mitoza u odnosu na
tkivo od kojega su nastali.

Jedna od zajednickih karakteristika jest sklonost anaerobnoj glikolizi i stvaranju mlijecne
kiseline u uvjetima nedostatne koli¢ine kisika (Grabarevié¢, 2002).

Najvece znaCenje U nastanku tumora imaju genske promjene (onkogeni i geni supresije
tumora).

1.1.1 Klasifikacija tumora
Tumori se prema bioloSkom ponasanju dijele na benigne, maligne 1 semimaligne.

Najbitnija klini¢ka razlika izmedu njih je da benigni tumori ne stvaraju metastaze i cijeli

njihov rast dogada se na istom mjestu.
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Po pravilu rastu sporo i ekspanzivno, ne invadiraju okolno tkivo, ¢esto su inkapsularni i
histoloski uvelike podsje¢aju na tkivo iz kojega su nastali. Klinicki problemi koje mogu
izazvati benigni tumori su: pritisak na okolno tkivo, prekid cirkulacije ili prolaska sadrzaja,
stvaranje hormona i moguci nastanak maligne varijante istog tumora.

Maligni tumori su invazivne, brzo rastuce, slabo ograni¢ene neoplazme. Postoje Cetiri
osnovna patoloskomorfoloska obiljezja malignosti:

1) Diferencijacija i anaplazija - pod diferencijacijom podrazumijevamo stupanj do
kojega tumorske stanice morfoloski odgovaraju normalnom tkivu, a anaplazijom
oznacavamo smanjenje diferencijacije tumorskih stanica.

2) Mitotska aktivnost - ¢esto povecan broj mitoza.

3) Invazivnost - pouzdana dijagnoza malignosti postavlja se utvrdivanjem invazije
krvnih 1 limfnih zila tumorskih stanica.

4) Metastaze - neki maligni tumori ipak vrlo rijetko, ako uopce, metastaziraju, ali
istodobno imaju sva ostala obiljezja malignosti te se klasificiraju kao semimaligni.
(Grabarevic, 2002).

Tumori se razlikuju prema vrsti tkiva iz kojih nastaju:

Adenom — potjece iz zljezdanog tkiva ili svojim rastom stvara sliku zljezdanog tkiva
Karcinom — nastaje iz epitelnog tkiva (koza i sluznica)

Sarkom - nastaje iz vezivnog tkiva (kosti)

Papilom — dobrocudni epitelni tumor koji stvara resicaste tvorbe

Polip — izbocuje se iznad povrsine sluznice kao vidljiva masa (Kumara i sur. 2000).

1.1.2 Molekularno geneticka osnova tumora
Tri su osnovne skupine gena koji su vazni za nastanak tumora: onkogeni, tumor supresorski

geni i geni za popravak pogresaka u DNA molekuli (Samija i sur. 2006).
Te skupine gena u normalnim okolnostima imaju vazne uloge u regulaciji stani¢nog ciklusa i
diferencijaciji.

Normalan varijanta onkogena su protoonkogeni — skupina od stotinjak gena koji su
evolucijski dobro sacuvani §to upucuje i na njihovu vaznost. Promjena strukture ili funkcije

tih gena naziva se aktivacija te se u tom slucaju nazivaju onkogenima.
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Onkogeni su funkcionalno ili strukturno promijenjeni protoonkogeni. S obzirom na to da ti
geni u normalnim okolnostima nadziru i reguliraju stani¢ni ciklus, njihova ¢e promjena
rezultirati deregulacijom diobe stanica (Samija i sur. 2000).

Putevi prijenosa signala u stanici nacin su na koji se stani¢ni rast, dioba i diferencijacija
uskladuju s uvjetima u okolisu stanice. Signali koje stanica prima iz okolisa Cesto su u obliku
malih molekula, ¢cimbenika rasta, koji se najce$¢e vezu na receptore na stanicnoj membrani, te
se na taj nacin aktiviraju i prenose signale preko brojnih drugih molekula u stanici sve do
transkripcijskih ¢imbenika koji poti¢u ekspresiju pojedinih gena. Putevi prijenosa u stanici su
najcesce vrlo slozeni i redundantni. Ako se protoonkogeni promijene na nacin da oni sami ili
njihovi proteinski proizvodi postanu aktivniji , do ¢ega moze doéi ili zbog mutacija u samim
protoonkogenima ili zbog njihove pojacane ekspresije, tada nastaju onkogeni. Posljedica
takve aktivacije onkogena jest nekontroliran rast i dioba stanice, §to uzrokuje nastanak raka
(Samija i sur. 2006).

Tri su mehanizma aktivacije onkogena: mutacija, translokacija i amplifikacija. Kad je rije¢
0 mutacijama , najée$ce su tzv. toc¢kaste mutacije, pri ¢emu se jedan nukleotid zamijeni
drugim, Sto rezultira najceS¢e kodiranjem pogreSnog proteina. Tockasta mutacija jednog
nukleotida dovoljna je da posve promijeni njegovu funkciju.

Translokacija je premjestanje dijelova kromosoma i spajanje s drugim. Preuredbe onkogena
odnosno kromosoma najcesce se zbivaju translokacijom kromosoma, gdje to¢ka loma na
kromosomu koji se premjeSta Cesto zahvacaju one regije koje se aktivno prepisuju,
uklju€ujuci 1 onkogene.

Cest mehanizam aktivacije onkogena je i amplifikacija. Amplifikacija ozna¢ava prekomjernu

aktivnost nekog gena.

Tumor-supresorski geni kodiraju proteine koji inhibiraju stani¢ni ciklus i sudjeluju u
nadzoru popravaka oStecenja DNA. Funkcija 1/ili struktura tih gena vrlo je Cesto izgubljena ili
promijenjena u stanicama raka. Gubitak funkcije tih gena tipi¢na je pojava u raka, a najcesce
je posljedica mutacija. S obzirom na to da su proteinski proizvodi supresorskih gena negativni
regulatori stani¢ne proliferacije, gubitak njihove ekspresije u stanicama tumora vodi k

pojadanoj proliferaciji stanica, §to ubrzava razvoj zlo¢udnog tumora (Samija i sur. 2000).
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Geni za popravak pogresaka u DNA molekuli - nedjelotvornost popravaka pogresno
sparenih baza dovodi do genske nestabilnosti i nakupljanja mutacija u stanici, $to poveéava

vjerojatnost nastanka tumora.

1.1.3 Imunoreakcija na tumor
Pretpostavlja se da je jedna od vaznijih funkcija imunoloskog sustava i zastita organizma od

nastanka tumora. To je iznimno teSka zadaca jer tumorske stanice posjeduju brojne sli¢nosti
sa zdravim stanicama, nasuprot pogubnom svojstvu umnoZavanja i $irenja organizmom, te su
stoga tumorske stanice dodatni izazov za imunoloski sustav. Posebno vazno svojstvo
imunoloskog sustava je sposobnost djelovanja na razini cijelog organizma (Samija i sur.

2006).

1.1.3.1 Tumorski antigeni
U imunoloskom odgovoru protiv tumora vaznu ulogu imaju mehanizmi stani¢ne imunosti

posredovani T limfocitima.

Tumorski antigeni (TA) su molekule koje se nalaze na povrsini tumora te njih imunoloski
sustav prepoznaje kao tude i na njih reagira imunosnom reakcijom. Veéina tumorskih
antigena se ne razlikuje od ostalih antigena koje prepoznaju limfociti T.

Postoje dvije vrste tumorskih antigena:

Tumor specifi¢ni antigeni (TSA) koji su specifiéni za tumor i ne nalaze se na normalnim
stanicama ili mogu biti izrazeni na normalnim stanicama samo u odredenoj fazi razvitka. U
tom slucaju organizam nije na njih stvorio imunosnu toleranciju te reagira na njih kad ih
pojacano izraZzavaju tumorske stanice.

Tumoru pridruZeni antigeni (TAA) nisu iskljuéivo vezani za tumorske stanice vec¢ se
nalaze na nekim stanicama embrijskog tkiva, na stanicama za vrijeme virusne infekcije ili u

normalnim stanicama, ali u niskoj koncentraciji.

1.1.3.2 ImunoloSka otpornost na tumor
U reakciju na tumorske stanice ukljuceni su nespecifi¢ni oblici imunosti te oba oblika

specifi¢ne imunosti (stanicni i humoralni).
Stani¢na imunost ukljucuje djelovanje limfocita T, stanica NK, makrofaga, monocita,
mastocita, eozinofila te drugih polimorfonuklearnih leukocita. Ona ima glavnu ulogu u

domacinovoj imunosnoj obrani od tumora.
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Citotoksi¢ni limfociti T mogu pri izravnom dodiru unistiti tumorsku stanicu,a mehanizam
ubijanja jednak je mehanizmu u drugim oblicima stani¢ne imunosti. Sposobnost ubijanja
imaju senzibilizirani limfociti iz imuniziranih davalaca, ali i iz nosilaca progresivnog tumora.
Senzibilizirani limfociti T u dodiru s antigenom otpustaju niz tvari (citokinini) koji imaju
razliCite vazne bioloske ucinke. Medutim, tumori, za razliku od bakterija 1 virusa, ne izazivaju
pojavu protupalnih citokinina i kemokinina potrebnih za suradnju predocenih stanica i
limfocita T specifi¢nih za antigen.

Stanice  NK mogu ubiti tumorske stanice pri izravhom dodiru, ali bez prethodne
senzibilizacije. Nakon §to se pri¢vrsti uz tumorsku stanicu, stanica NK otpusta neke topljive
¢imbenike koji uzrokuju njezinu lizu. Stanica NK se moze odvojiti od ubijene tumorske
stanice 1 za nekoliko sati uspjesno napasti novu tumorsku stanicu. Brojne su tvari koje poticu
aktivnost NK stanica.

Makrofagi i monaciti su aktivni sudionici imunoreakcije na tumore. Protutumorska aktivnost
makrofaga se temelji na litickim enzimima i metabolitima reaktivnog kisika i duSikova
oksida. Aktivirani makrofag Iuci citokinin koji djeluje izravno protutumorski.

Humoralna imunost ¢ini Citav spektar protutijela razli¢itih razreda i podrazreda, koja u
reakciji s povrSinskim tumorskim antigenima mogu u razli¢itim uvjetima uzrokovati cijeli niz
kona¢nih ucinaka, od promjene stani¢ne povrSine koja zaSti¢uje tumor. Protutijela mogu
nakon vezanja s tumorskom stanicom uciniti ju podloznom lizi, posredovanjem stanica NK ili

makrofagima (Andreis i sur. 2004).

1.1.4 Karcinogeneza
Za nastanak tumora potrebne su promjene u genima koje stanici daju nova bioloska svojstva.

Geni odgovorni za kontrolu stani¢nog ciklusa jesu protoonkogeni i tumor-supresorski geni.
Uzroci poremecaja tih gena su razliciti, pa mozemo govoriti o kemijskoj, fizikalnoj i bioloskoj

karcinogenezi.

1.1.4.1 Kemijska karcinogeneza
Kemijski su kancerogeni brojne egzogene i endogene tvari koje imaju sposobnost izazivanja

zlo¢udne preobrazbe stanica. U€inak navedenih tvari moZe biti genotoksi¢an (kemijski
oste¢uju DNA) i1 negenotoksian (ne oSte¢uju DNA, nego djeluju pojaavanjem djelovanja

genotoki¢nih tvari).
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U egzogene se karcinogenike ubrajaju prirodni spojevi koji se nalaze u okoliSu, proizvodi
razlicitih organizama (npr. mikotoksini) te proizvodi industrijske proizvodnje. Pusenje je,
epidemioloski gledano, najvazniji kancerogenik.

Najvazniji endogeni ¢imbenici su slobodni kisikovi radikali koji mogu ostetiti DNA. Nastaju
u razli¢itim fizioloskim 1 patofizioloskim procesima u organizmu, a egzogeni karcenogenici

pospjesuju njihov nastanak.

1.1.4.2 Mehanizam kemijske karcinogeneze

Inicijacija

Karcinogeneza zapoc€inje Cestim kemijskim oste¢enjem molekule DNA. Normalna stanica
putem nekoliko sustava popravaka ostecenja odstranjuje osteCenu DNA, a ako oStecenja
izbjegnu mehanizme popravka, nastaje mutacija. Taj pocetni, ireverzibilni korak u nastanku
tumora naziva se inicijacijom (Samija i sur. 2006).
Medureakcija izmedu inicirajuce tvari i stanicnog DNK dovodi do nastajanja kromosomalne
i/ili DNK promjena; nepopravljene pogreske prije diobe, dovodi do trajnog oStecenja
(mutacije). Unato¢ Cinjenici da inicijacija ukljuCuje stvaranje mutacija, ovaj proces nije
dovoljan sam po sebi za nastanak tumora. Ovisno o lokalizaciji mutacije u genomu,
novonastala stanica posjeduje potencijal izrastanja u malignu neoplazmu. Inicirane stanice
mogu ostati neaktivne duze vrijeme dok ne dobiju odgovaraju¢i promotivni podrazaj

(Grabarevic, 2002).

Promocija

Promocija moze slijede¢i inicijaciju uzrokovati tumor, ali sam po sebi nije tumorogena.
Abnormalnosti koje su nastale u stanici nakon izlaganja karcinogenicima nece uzrokovati
progresiju u tumor ako se ne uklju¢e dodatni ¢imbenici. Takvi dodatni ¢imbenici se nazivaju
promotorima, tvarima koje nemaju kancerogeni ucinak, ali poti¢u djelovanje kancerogenika.
Oni skrac¢uju vrijeme od pocetka djelovanja kancerogenika do pojave zlo¢udne preobrazbe tj.
vrijem latencije. UCinak promotora je reverzibilan, nije genotoksican te se ocituje u poticanju

sinteze DNA i mnoZenja stanica. Kao promotori djeluju hormoni ili dim cigarete (Samija i

sur. 2006).
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Progresija

Progresija je zadnji i kona¢ni stupanj visestupanjskog modela kancerogeneze. Sastoji se od
postupne evolucije stanica raka u kojem one postaju progresivno sve malignije. Progresija je
krajnji rezultat genske nestabilnosti koja karakterizira neoplasti¢ne stanice.
Ova genska nestabilnost dovodi do visokog stupnja spontanih mutacija tijekom ekspanzije od
jedne izvorne stanice. Unato€ cCinjenici da su neoplazme monoklonalnog izvora tijekom

vremena one postanu heterogene (Grabarevic, 2006).

1.1.4.3 Fizikalna karcinogeneza
U fizikalne c¢imbenike karcinogeneze ubrajaju se elektromagnetski valovi razlidite

frekvencije koji u stanici dovode do ionizacije i oSteenja DNK. Fizikalnu karcinogenezu
prouzrokuje ionizirajue i ultraljubicasto zrafenje. Izvori zracenja mogu biti prirodni (iz
Svemira, UV-zracenje, Sunéeva svjetlost, radioaktivni izotopi iz tla i vode).

U ionizirajuce zracenje ubrajaju se X 1 gama zrake te Cesti¢no zracenje. U stanici izloZenoj
ioniziranom zracenju dolazi do kratkotrajnih promjena na razini atoma i molekula,
biokemijskih promjena te do kona¢nih, morfoloskih o$tecenja stanice.

Stetni uéinci u stanici nastaju bilo izravnim lomovima i modifikacijama makromolekula ili
posrednim ucincima putem stvorenih slobodnih radikala, a o€ituju se kao genske i/ili
kromosomske promjene.

Smatra se da su UVB — zrake odgovorene za nastanak koznih karcinoma.

1.1.4.4 BioloSka karcinogeneza
Mnogi virusi sudjeluju kao aktivacijski ¢imbenici u patogenezi slobodnih tumora. Tumorski

virusi uzrokuju transformaciju stanice zahvaljuju¢i sposobnosti integracije vlastitog genoma u
genom domacina. Postoje DNA 1 RNA virusi. Kod DNA virusa ulazak u stanicu domacina
pracen je transkripcijom virusne DNA u mRNA, te translacijom u virusne proteine. Stani¢na i
virusna DNA repliciraju se prije dijeljenja stanice, te se tako virusni genom integrira u genom
domacina.

Kod RNA virusa nije moguca izravan integracija u genom domacina, sve dok se virusna
RNA ne konvertira u kopiju DNA, koja se zove provirus. Enzimi koji posreduje tu konverziju
naziva se reverzna transkriptaza. Provirus se zatim integrira u genom domacina i replicira
zajedno s njim. RNA virusi koji se tako ponaSaju nazivaju se retrovirusi. Tumori nastali
putem virusne infekcije razvit ¢e se u jednog od tisucu zarazenih virusom, a vrijeme latencije

iznosi 20 do 50 godina (Samija i sur. 2006).
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Clanovi nekoliko porodica Zivotinjski virusa tj. tumorski virusi mogu izravno izazvati rak. U
viruse koji uzrokuju rak ljudi spadaju hepatitis B i C, papilomavirus, Epsteine-Barrov virus.
HIV neizravno uzrokuje slucajeve raka koji nastaju zbog imunodeficijencije (Hausmann i
Cooper, 2004).

1.1.5 Sirenje raka
Vecina karcinoma pocinje rasti kao lokalizirane proliferacije epitela iz kojega su nastali.

Dokle god ne penetriraju kroz bazalnu membranu, oni na tome mjestu ostaju kao karcinomi in
situ. U ovoj fazi, gotovo su svi karcinomi izljecivi, ali kako su poremecaji zdravlja uzrokovani
ovakvim tumorom neznatni, to su i klinicki simptomi vrlo oskudni te stoga ostaju

nedijagnosticirani (Grabarevi¢, 2002).

1.1.5.1 Invazivnost
Da bi tumorske stanice usle u krvotok ili u limfotok moraju najprije napustiti vlastiti tkivni

odjeljak i prije¢i bazalnu membranu. Prodor tumora u susjedna tkiva i u izvanstani¢nu stromu,
koji prethodi metastaziranju naziva se invazijom. Vaznu ulogu u tumorskoj invaziji ima
poremecaj u vezama izmedu tumorskih stanica te izmedu tumorskih stanica i izvanstani¢ne
strome.

Metastatski potencijal tumora u korelaciji je s promjenom u ekspresiji kadherina (molekula
koje omogucuju medustani¢ne veze) i1 integrina (molekula koje omogucuju veze izmedu
stanica 1 izvanstanicne strome). Prodor kroz bazalnu membranu temelji se na aktivnoj
enzimskoj razgradnji i tlaku rastuéeg tumora. Za tumorsku invaziju bitni su i inhibitori tih
enzima te ravnoteZa u koncentraciji i aktivnosti enzima i njihovih inhibitora (Samija i sur.
2006).

Istrazivanja pokazuju da tumorske stanice, u usporedbi prema normalnim stanicama, mogu
imati promijenjena adhezivna svojstva, odnosno profil ekspresije adhezivnih receptora i/ili
liganda. Protutijelima ili peptidima (ligandima) protiv adhezijskih molekula na tumorskim
stanicama mozZe se sprijeciti ili omesti njihova invazivnost i sposobnost metastaziranja.
Medureakcija tumorskih stanica s bazalnom membranom temelji se na pri€vrS¢enju tumorskih
stanica za bazalnu membranu, u razgradnji bazalne membrane i u prolazu tumorskih stanica
kroz bazalnu membranu. Nakon prolaska kroz bazalnu membranu moZze do¢i do ulaska

tumorskih stanica u cirkulaciju i limfotok (Samija i sur. 2000).
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1.1.5.2 Nastanak metastaza
Metastaziranje je prijenos tumorskih stanica iz jednog dijela tijela u drugi dio koji s njime

nije izravno povezan. Kod tumora metastaziranje nastaje prijenosom tumorskih stanica krvlju
i limfom. Metastaziranje tumora otezava lijeCenje te prouzrokuje smrt onkoloskih bolesnika.
Sam ulazak tumorskih stanica u krvnu Zilu ne znaci nuzno da ¢e se razviti metastaza.
Procjenjuje se da samo 0,001% cirkuliraju¢ih tumorskih stanica stvori metastazu. Dio
tumorskih stanica umre u cirkulaciji zbog turbulencije krvnog tijeka ili ih unisti imunoloski
sustav. Tumorske stanice lakSe prezive u cirkulaciji ako se stvore nakupine koje mogu biti
sastavljene tumorskih stanica (homoagregati) ili od tumorskih stanica i normalnih stanica
(heteroagregati) prisutnih u cirkulaciji (trombocita i limfocita).

Pri zaustavljanju tumorskih stanica na mjestu gdje ¢e izaéi iz kapilare 1 stvoriti metastazu
vaznu ulogu imaju adhezijske molekule na tumorskim stanicama i kapilarama stijenki. Sam
izlazak tumorskih stanica iz krvotoka zbiva se sli¢no kao i njihov ulazak u krvotok.

Metastazu ¢e razvit samo najmalignije tumorske stanice, tj. stanice koje mogu prezivjeti sve
faze metastatskog procesa: prodor kroz membranu, ulazak u krvnu zilu, prezivljenje u
krvotoku, izlaz iz krvne zile i zapoCinjanje diobe kojom konacno nastaje sama metastaza

(Samija i sur. 2006).

1.1.5.3 Angiogeneza
Angiogenezom nastaju krvne Zile u koje ulaze tumorske stanice u procesu metastaziranja, a

angiogeneza je vazna i za razvoj i rast novonastalih metastaza. Ona oznacava stvaranje novih
krvnih Zila iz ve¢ postoje¢ih. Bez vlastitog sustava krvnih Zila tumor moZe narasti do
promjera 0,2 do 2 mm, ovisno o vrsti tumora. Do te veli¢ine tumor se moze opskrbljivati
potrebnim hranjivim tvarima 1 kisikom putem difuzije. Ako ne dode do angiogeneze, tumor
prestaje rasti i ostaje u ,,mirujuéem* stanju. Vazno je naglasit da i u mirujuéem stanju dolazi
do diobe tumorskih stanica 1 proliferacije, samo §to je proliferacija uravnotezena odumiranjem
tumorskih stanica apoptozom i nekrozom.

Angiogenza zapocinje razgradnjom bazalne membrane kapilara, nakon ¢ega se iz postojecih
kapilara formiraju izdanci endotelnih stanica koje se brzo dijele i prodiru u izvanstani¢nu
stromu. Poslije se iz izdanka po€inju formirati cijevi koje se na vrhovima medusobno spajaju
u petlju, Sto omogucuje uspostavljanje krvotoka.

Tumorska je angiogeneza slozen aktivni proces u kojem sudjeluju tumorske stanice, endotelne

stanice krvnih zila 1 neke druge stanice (makrofagi, fibroblasti).
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Sve te stanice stvaraju razli¢ite ¢imbenike koji poticu ili koCe angiogenezu i sama

angiogeneza ovisi 0 ravnotezi tih ¢imbenika (Samija i sur. 2006).

1.1.6 LijeCenje tumora
U klini¢koj onkologiji tj. lijeCenju tumora najbitnija je pravodobna dijagnoza; otkri¢e raka u

Sto ranijem stadiju. Temelji dijagnostickog postupka su anamneza i fizikalni pregled. Nakon
toga lijecnik poduzima daljnje pretrage da bi potvrdio ili iskljuc¢io dijagnozu te utvrdio stupanj
anatomske proSirenosti i stanje bolesnika.

U lijeCenju tumora danas se koriste razne metode kao Sto su kirursko lijecenje, radioterapija,
sistemska terapija (kemoterapija, imunoterapija, hormonska terapija), laserska ili

fotodinamicna terapija, hipertermija te gensko lijecenje ili njihova kombinacija.

Kirurska onkologija

KirurS$ko uklanjanje malignog tumora je najstariji nacin lijeCenja raka. Osim terapijske uloge
ima jos prevencijsku, dijagnosti¢ku, potpornu i rehabilitacijsku ulogu u onkologiji.

Kirurski zahvat podrazumijeva kirurSko odstranjivanje primarnog tumora s dostatno Sirokim
rubom zdravog tkiva te Cesto i uklanjanje regionalnih limfnih ¢vorova da rak ne bi zahvatio

limfne ¢vorove te se prosirio limfnim sustavom.

Radioterapija

Radioterapiju mozemo definirati kao vrstu lijeCenja tumora i drugih bolesti u kojemu se
terapijski ucinak postize ionizatnim zracenjem. Temelji se na uporabi zraenja visoke energije
s namjerom da unisti zloCudne stanice 1 zaustavi rast tumora. Na nekim mjestima je moguce
zratenjem kao jedinim oblikom lijecenja izbje¢i operacije ili neoperabilne tumore uciniti
operabilnima. Moze se Kkoristiti radi uklanjanja boli, krvarenja i neuroloskih smetnji

prouzrocenim podruc¢nim rastom tumora te metastazama.

Laserska terapija

Ona omogucuje intervencije na vrlo malim operacijskim poljima, u uskim otvorima, §to nije
moguce klasi¢nim instrumentima. Laser ne dodiruje bioloSko tkivo, koagulacija u
operacijskom polju je beskrvna te nema infekcije jer je postupak sterilan. Cijeljenje tkiva je

brzo i bez oziljka, nema edema niti boli.
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Fotodinamicka terapija
Ona je jedan od oblika specificne onkoloske terapije koja pociva na fotoosjetljivosti
tumorskih stanica u kojima se selektivno nakuplja fotosenzibilizator. U svakodnevnoj

klinickoj praksi se rijetko koristi.

Gensko lije¢enje tumora
Ono se temelji na unosu genskog materijala u stanicu bolesnika. Jo§ se ne primjenjuje
rutinski, ali su istraZzivanja pokazala obecavajuce rezultate. Mora se vodit racuna o

nuspojavama kao primjerice o izazivanju imunoloske reakcije u bolesnika.

Hipertermija
Oznacava vrstu lijecenja u onkologiji zbog dokazanog pozitivnog ucinka poviSene tjelesne
temperature u lijecenju maligne bolesti. Najbolji se rezultati pokazuju primjenom hipertermije

s kemoterapijom ili radioterapijom (sinergisticki ucinak).

Sistemska terapija

U sistemsku terapiju ubrajamo kemoterapiju, imunoterapiju i hormonsku terapiju.
Kemoterapija predstavlja glavni terapijski postupak iako je nespecifi¢na i toksic¢na.

Zlo¢udna bolest je naj¢esce u trenutku dijagnosticiranja vec¢ rasirena, sistemska bolest.

Da bi se postigli $to bolji rezultati, nuzno je primijeniti sistemsko lije¢enje tj. primijeniti neko
ljekovito sredstvo na takav nacin da dosegne svaku zlocudnu stanicu u kojem god se dijelu
organizma ona nalazila. To znaci dati bolesniku kemijsku ljekovitu tvar na nain da ona

cirkulacijom bude raznesena po ¢itavom organizmu.

Hormonska terapija
Hormonska terapija se koristi u lijeCenju tumora koji nastaju iz hormonski ovisnih tkiva (rak

dojke, endometrija, prostate). Ima veliku u¢inkovitost 1 malu toksi¢nost.

Kemoterapija
Kemoterapija je lijeCenje raka kemijskim sredstvima tj. citostaticima koji uniStavaju zlo¢udne
stanice. Citostatici uniStavaju zlo¢udne stanice koc€e¢i njihov rast i diobu. Ti lijekovi ne

djeluju selektivno tj. isklju¢ivo na zlo¢udne stanice te mogu ostetiti i zdrave stanice u tijelu.
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Zbog neselektivnog djelovanja kemoterapija ima i nezeljene posljedice poput mucnine i
povracanja, ispadanja kose, alergijske reakcije, ostecenje funkcija spolnih Zlijezda te src¢ana,
pluéna, bubrezna i neuroloska toksi¢nost.

Uporabom odgovarajuc¢ih zastitnih sredstava dobar dio nezeljenih posljedica se moze
sprijeciti ili minimalizirati. UobiCajena primjena citostatika je intravenski, intramuskularno ili
preoralno. Postoje i posebni na¢ini primjene citostatika poput instilacije u spinalnu tekucinu.
Svrha direktne primjene citostatika je postizanje Sto veceg djelovanja na ciljnu tumorsku
masu uz istodobnu poStedu normalnog tkiva. Mogu se primjenjivati pojedina¢no ili u
kombinaciji.

Kemoterapija se koristi nakon provedenog lokalnog lijecenja (operacije) i cilj joj je unistiti
moguca mikrometastatska zariSta bolesti. Moze se koristiti kod uznapredovale bolesti da bi

doslo do sniZenja stadija bolesti i u€inilo je operabilnom.

Imunoterapija (Bioterapija)

Imunoterapija se temelji na moguénosti modulacije imunosnog sustava te je moguce zlo¢udni
tumor izlije€iti pojacanjem ili usmjerenjem imunosne reakcije, to jesti stvoriti specificnu
imunost protiv tumora, odnosno tumorskih antigena. Ljudski imunosni sustav nije tako lako
modulirati 1 premda je moguce potaknuti 1 stanicnu 1 humoralnu imunosnu reakciju protiv
zlo¢udnog tumora, danas imunoreaktivnim mehanizmima jo$ nije moguce izlijeciti zlo¢udnu
bolest. Razlozi tomu su viSestruki, a najvazniji od njih je vrlo varijabilna antigenska struktura
i slaba imunogeni¢nost tumora (M.Samija i sur. 2002.).

Imunoreakcija nije dovoljno snazna da uvjetuje regresiju ve¢ uznapredovalo tumora, ali moze
pomoc¢i u eliminaciji manjeg broja tumorskih stanica preostalih nakon primjene standardnih
nacina lijecenja tumora.

Razvojem molekularne genetike otvorile su se moguénosti izolacije 1 karakterizacije
tumorskih antigena 1 njihove uporabe u lijeCenju i prevenciji bolesti (Andreis i sur. 2004).

Postoji nekoliko tipova imunoterapije:
Pasivna imunoterapija

Pasivna se imunoterapija tumora Osniva na prijenosu specifi¢nih protutumorskih protutijela,

priredenih u drugom organizmu iste ili razlicite vrste.
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Mehanizam djelovanja antiseruma uglavnom je izravna citotoksi¢nost uperena protiv
tumorskih stanica, ali se moZze protutijelima, kao specificnim nosac¢ima, uvesti selektivno u
tumorske stanice neki toksin, citostatik ili radioaktivni izotop.

Osnovni problem pri ovom terapijskom pristupu je taj Sto svi tumori nemaju iste antigene, a
takoder su im neki antigeni zajednicki sa zdravim stanicama. Takoder tumorski antigeni u

cirkulaciji mogu neutralizirati primijenjena protutijela.

Adoptivna imunoterapija

Prijenos senzibiliziranih limfocitnih stanica (primjerice, kostane srZzi, slezene, limfnog ¢vora)
moze zastitit Zivotinje od tumorskog presatka ili, rjede, izazvati regresiju ve¢ uspostavljenog
tumora, a ¢eSée usporenje njegova rasta. Transfuzija limfocita imuniziranih bolesnika dovela

je katkad do prolaznih regresija njihovih tumora.

Specifi¢na aktivna imunoterapija

Aktivna imunizacija bolesnika moze se provesti antigenima vlastitog tumora. Vlastite
tumorske stanice se prethodno ubiju zracenjem, toplinom i sl., a zatim se same ili s nekim
adjuvansom ubrizgaju bolesniku. Postoji opasnost od narastanja umjetne metastaze. Ovaj
terapijski postupak se rijetko primjenjuje, a rezultati dobiveni klinickom primjenom jo§ su

prili¢no kontroverzni.

Nespecifi¢na aktivna imunoterapija
Postoje nespecificni imunomodulatori (npr. glukan, zimozan, levaimsol) koji povecavaju broj
i aktivnost imunokompetentnih stanica. Aktiviraju makrofage koji pojacano izlucuju razlicite

citokinine te aktiviraju pomagacke limfocite i pojacavaju stani¢nu i humoralnu imunost.
Restorativna imunoterapija

Ovim terapijom pokusava se obnoviti nedostatna imunosna reakcija te se upotrebljavaju

antagonisti supresijskih utjecaja (Andreis i sur. 2004).
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1.2 Propolis

Terapeutske karakteristike propolisa su dobro poznate ve¢ dugo vremena. KoriSten je u
antici, posebno u Egiptu gdje su ga koristili za balzamiranje mrtvih. ViSe od petnaest grckih i
rimskih autora piSe o pripravljanu i primjeni takozvanog treCeg prirodnog proizvoda pcela
(uz med i vosak). Aristotel je ispravno opisao osnovna pitanja njegove biologije u ,,Historia
Animalium* te zakljuCuje da se moze koristiti u lije¢enju koznih povreda, rana i infekcija.
Hipokrat je koristio propolis u lijeenju cireva na kozi i u probavnom sustavu. Velika
upotreba propolisa zabiljezena je za vrijeme Burskih ratova u Juznoj Africi (1899-1902), jer
je pokazao odli¢ne rezultate u zacjeljivanju rana. U narodnoj medicini se koristi kao mast u
lijecenju nekih bolesti.

Propolis je najvaznije pcelinje "kemijsko orude" za borbu protiv patogenih
mikroorganizama, a ljudi ga koriste kao ljekovito sredstvo od anticki vremena. Zbog tog
razloga propolis je postao subjekt intenzivnih farmakoloskih i kemijskih istrazivanja zadnjih
30 godina (Banokva, 2005).

1.2.1. Sto je propolis i kako nastaje ?
Pcele kao vrsta na Zemlji postoje ve¢ 125 milijuna godina 1 rasprostranjene su na svim

kopnenim staniStima. Njihovoj uspje$noj evolucijskoj prilagodbi doprinosi ¢itav niz
specificnih proizvoda koje proizvode: med, vosak, pcelinji otrov, propolis, polen i mati¢na
mlije¢ (Bankova, 2005).

Propolis (péelinje ljepilo) je genericko ime za smolastu tvar koju sakupljaju péele s razlicitih
biljnih vrsta. To je smola, tamno zelene ili smede boje,sa finim okusom meda, voska ili
vanilije, ali moze imati 1 gorki okus. Ime mu potjece od grckih rijeci mpo (pro) — za, i oMo
(polis) — grad, §to doslovno znaci ,,za obranu grada“ (Ghisalberti, 1979).

Za proizvodnju propolisa pcele koriste materijal proizveden razli¢itim biljnim procesima, u
razli¢itim dijelovima biljaka. To su tvari koje aktivno luce biljke, ali mogu biti izlucene iz
biljnih rana,a to su: lipofilni materijal na listovima i lisnim pupoljcima, guma, smole, lateks
itd.

Pcele svojim organima usnog aparata izvlace smole u dugu nit dok se ona ne otkine. One ne
sakupljaju propolis samo mehanic¢ki ve¢ imaju utjecaj i na njegov sastav. Razlog tome je
sekrecija enzima (B glikozidaze) iz mandibularnih zlijezdi. Taj enzim dovodi do hidrolize

glikozida flavonoida u smoli do slobodnih aglikana u propolisu.
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Ta enzimatska promjena propolisa ima utjecaj na bioloSku aktivnost (Or$oli¢, 2006). Zatim,
nozicama spremaju propolis u kosarice zadnjeg para nogu gdje se nalazi i pelud. Jedna pcela
jednokratno donese oko 10 miligrama propolisa, dok se u sezoni po kosnici skupi 100 do 150
grama.

Propolisom pcele iznutra oblazu kosSnicu i zatvaraju pukotine 1 rupe te poliraju stanice saca.
Kada u kosnicu ude mis, leptir ili neka druga zivotinjica pcele ju ubiju, ali je ne mogu iznijeti
iz kosnice, pa ju oblazu slojem propolisa i time sprje¢avaju njeno raspadanje i Sirenje zaraze.

Zimi ga koriste za smanjivanje veli¢ine ulaza u koSnicu.

1.2.2. Kemijska i fizikalana svojstva propolisa
Kako je pcelinje lijepilo biljni proizvod, njegov kemijski sastav ovisi o specificnosti lokalne

flore na mjestu sakupljanja te na taj nacin o geografskim i klimatskim karakteristikama te
lokacije. Zbog tih razloga, kemijski sastava propolisa zna¢ajno varira u razli¢itim regijama.
Oko 1960- tih, smatralo se da je propolis kompleksan, ali manje-vise konstantnog sastava
(kao pcelinji vosak ili otrov) (Lindensfeler, 1967). Medutim, novija istrazivanja i analize
uzoraka sa razlicitih geografskih regija, dovode do zaklju¢aka da je kemijski sastav propolisa
jako varijabilan. Mnoge analiticke metode su koristene za izdvajanje i otkrivanje pojedinih
sastavnica propolisa (Maruci 1995).

Propolis je ekstremno slozena mjesavina prirodnih spojeva, a sastoji se od voska, masnih

kiselina, flavonoida, terpena, cinaminske kiseline 1 estera. Sadrzi oko 55% smola i balzama,
30% voskova, 10% eteri¢nih ulja 1 5% pelud. Do sad je otkriveno viSe od 300 sastojaka, 22
minerala i 7 vitamina.
Utvrdena je prisutnost vitamina (A, B, By, Bs, Bz, C, E, nikotinska kiselina, pantotenska
kiselina), minerala (Na, K, Mg, Ca, Ba, Sr, Zn, Cd, Al, Si, Pb, Fe, Ni, Cr, Mn, Ag, Cu, Co,
Mo, V, P, S, CI, F, At, Ni, Hg) i aminokiselina (Ser, Gly, Asp, Glu, Ala, Trp, Leu Cis, Lys,
His, Arg, Pro, Tyr, Met, Val) (Bankova i sur. 2002).

U sastavu propolisa su najbrojniji flavonoidi (35-50%), koji su uz fenole i aromatske
spojeve, farmakoloski najvaznije aktivne sastavnice. Oni predstavljaju osnovu bioloske
aktivnost propolisa.

To su biljni pigmenti koji se u najvecoj koncentraciji nalaze na pupovima biljaka te ih Stite od

nametnika i niskih temperatura.
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Od flavonoida u propolisu nalazimo: kamferol, naringenin, kafeinska Kkiselinu, Kkrizin,
pinocenbrin, apigenin i galangin. Do sada je u propolisu nadeno 38 vrsta flavonoida, a u
uzrocima s podrucja Hrvatske, najzastupljeniji je pinocenbrin.

Oni imaju dvije uloge: poticanje temeljnih metabolic¢kih procesa te zastitnu ulogu.

Boja propolisa varira od zuto-zelene do tamno smede, ovisno o izvoru i starosti. Intenzivan,
aromati¢an miris mijenja se ovisSno 0 prisutnosti raznih smola. Isto vrijedi i za okus, Kkoji
varira od gorkog do gotovo slatkog.

Pri temperaturi od 30 °C propolis je mekan i ljepljiv, a ispod 15 °C &vrste je konzistencije, te
mu tocka topljenja varira ovisno o udjelu odredenih sastavnica, od 65 °C do 70°C.
Slabo se otapa u vodi (7% do 11%), dok topljivost u etilnom alkoholu varira od 50% do 80%

ovisno o temperaturi.

1.2.3. BioloSka svojstva propolisa
Propolis ima antibakterijsko, antivirusno, antimikotic¢ko, lokalno anesteti¢ko i protuupalno

djelovanje, pojacava aktivnost nekih antibiotika, djeluje kao biostimulator, a potie i

obnavljanje tkiva.

Imunomodulacijski u¢inak

Propolis pojacava imunoloSke mehanizme za proizvodnju specifiénih 1 nespecifi¢nih
obrambenih tvari kojima se suprotstavlja uzro¢niku bolesti i sprje¢ava njezino napredovanje,
neovisno o urodenim 1 steCenim imunoloSkim kapacitetima. Takav ucinak zove se
imunomodulacijsko ili imunoregulacijsko djelovanje, a popularno kao ja¢anje imunoloskog
sustava.

Imunomodulatori su sredstva ¢iji mehanizmi reakcije ukljucuju modulaciju vlastitog
bioloskog odgovora jedinke. Koriste se u lijeCenju tumora te otvaraju mogucénost
modificiranja odnosa izmedu tumora i njegovog domacina i mijenjaju odgovor domacina
prema tumoru s pozitivnim u¢inkom za domacina.

Danas se koriStenje propolisa kao imunomodulatora smatra alternativom za prevenciju i
lije¢enje nekoliko bolesti (Orsoli¢ i Basi¢, 2003).

Kao imunomodulator, djeluje poti¢uc¢i ili inhibiraju¢i neke dogadaje u imunoloSkom
odgovoru. Ti kontradiktorni u¢inci prouzrokovani su kemijskom kompleksnos$¢u propolisa.

Jedan od mehanizam imunomodulacije propolisa je djelovanje na makrofage.
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To su stanice imunosnog sustava koje imaju vaznu ulogu u obrani organizma kroz
fagocitozu, stvaranjem slobodnih radikla, izlu¢ivanjem razli¢itih biokemijskih tvari i dr.
Propolis povecava aktivnost makrofaga. Takoder moze direktno ili indirektno povecat

aktivnost stanica NK.

Antitumorski u¢inak

Kod tumorskih bolesti potice imunoloski sustav na pojacanu aktivnost NK-stanica i drugih
specificnih 1 nespecificni obrambenih tvari, a istovremeno pokre¢e mehanizam smrti
tumorskih stanica. Njegova antimetastatska svojstva takoder su vezana za imunolosku
aktivnost.

Flavonoidi u propolisu imaju snazna antioksidacijska svojstva kojima se pripisuje dokazani
kemopreventivni, odnosno zastitni u¢inak od pojave tumora dojke, debelog crijeva, bubrega,
jetre, maternice, Zeluca, pluca, koze 1 krvi. Takoder pokazuje znacajan protutumorski uc¢inak
na karcinom mlijecne Zlijezde i sprjeCava pojavu metastaza na plu¢ima u miseva.

U kombinaciji s citostaticima u¢inkovitije smanjuje napredovanje karcinoma i metastaziranje,
a nuspojave kod kemoterapije su znatno blaze. Oporavak krvnih stanica je puno brzi.

Propolis §titi bubrege od akutnog ostecenja koje izazivaju neki citostatici, primjerice
cisplatina (Radi¢, 2007).

Kemopreventivna djelatnost propolisa 1 flavonoida, na Zivotinjskim modelima 1 stanicama
kulture, se pokazala kao rezultat njihove sposobnosti da inhibiraju sintezu DNA u tumorskim
stanicama, induciraju apoptozu tumorskih stanica i da aktiviraju makrofage da proizvode
faktore koji reguliraju funkciju B-, T- i NK- stanica.

Ta istrazivanja pokazuju da propolis 1 pripadaju¢i flavonoidi mogu povecati antitumorsku
aktivnost u kemoterapiji te smanjiti citotoksi¢nost imunokompetentnih stanica (Orsoli¢ i sur.
2008).

Karcinom trbusne Supljine. U kombinaciji s citostaticima znacajno smanjuje napredovanje
karcinoma trbusne Supljine, a nuspojave kod kemoterapije su znatno blaze. Oporavak bijelih i
crvenih krvnih zrnaca je znatno brzi.

Karcinom pluca. Smanjuje rizik od nastajanja tumora i1 metastaziranja na pluéima.
Kombinacija s citostatikom je u¢inkovitija od samog citostatika u sprjeCavanju metastaza.

Karcinom debelog crijeva. Sprje¢ava pojavu tumora na debelom crijevu. Kod ve¢ nastalog
karcinoma, usporava njegov rast i smanjuje rizik od metastaziranja na jetri.
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Karcinom dojke. Smanjuje napredovanje karcinoma dojke tako da sprjeCava razmnozavanje
njegovih stanica i pokreée mehanizam apoptoze, odnosno programiranu smrt tumorskih
stanica.

Leukemija. Na modelu ljudskih leukemijskih stanica (HL-60) utvrdeno je da propolis ubija

stanice tumora (Radi¢ 2007).

Antioksidacijski uc¢inak

Antioksidativni ucinak propolisa ve¢im dijelom potjeCe od visokog sadrzaja flavonoida.
Glavni flavonoidi su: galangin, isalpinin, kamferol, ramnocitrin, ramnetin, kvercetin.
Antioksidacijskim svojstvom se sprjecavaju i u¢inkovito odstranjuju slobodni radikali kojima
se pripisuju pojave raznih bolesti, kao $to su tumori, sr¢anozilne bolesti, bolesti zivéanog
sustava, mrena, emfizem, ubrzano starenje i dr.
Istrazivanja provedena u Institutu pomorske medicine HRM u Splitu su pokazala da hrvatski

propolis ima jaci antioksidacijski uc¢inak od vitamina C i E i nekih sintetskih antioksidansa.

Mrena. Sprjeava pojavu mrene 1 poboljSava antioksidacijsku obranu krvi 1 leée te Stiti
roznicu od posljedica kemijske povrede.

Mozdani udar. Zajedno s peludom kod mozdanog udara podize antioksidacijsku obranu i
opskrbu mozga krvlju $Sto omogucava brzi oporavak poremecenih i izgubljenih funkcija.

Bubrezi. Antioksidacijskim uéinkom $titi bubrege od akutnog ostecenja koje izazivaju neki
citostatici (cisplatin) za vrijeme kemoterapije.

Jetra. Cuva jetru od nekih kemijskih otrova i alkohola §to se pripisuje njegovoj sposobnosti
hvatanja slobodnih radikala. Zastitni ucinak je ja¢i od poznate tvari glicirizina.

Srce. Stiti srce od toksi¢nih tvari koji slobodnim radikalima o3te¢uju sréano tkivo.

Zracenje. Prezivljavanje miSeva nakon gama zracenja pripisuje se antioksidacijskim
svojstvima propolisa 1 upucuje na njegov zastitni potencijal od slobodnih radikala nastalih
raznim vrstama zracenja.

Alkohol. Stiti zeludac od ostecenja alkoholom.
Antibakterijski ucinak. Antibakterijsko djelovanje propolisa jace je izrazeno na gram-

pozitivne bakterije (streptokok, stafilokok), nego na gram-negativne mikrobe (Salmonella,

Escherichia coli, Proteus spp., Pseudomonas aeruginosa).
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Antibakterijska aktivnost propolisa je prouzrokovana flavonoidima, aromatskim kiselinama i
esterima prisutnim u smoli. Galangin, pinocembrin i pinostrobin su prepoznati kao
najucinkovitiji spojevi protiv bakterija (Maruci 1995).

Mehanizam antibakterijskog djelovanja je kompliciran 1 moZe biti posljedica sinergizma
flavonoida, hidroksiacida i seskiterpena.

U sluc¢aju kada izravno ne djeluje na gram-negativne bakterije, u organizmu stvara zastitu od
upale koje one prouzrokuju (Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris, Pseudomonas
aeruginosa). U¢inak mu je slabiji od antibiotika, ali je manje toksi¢an, ne izaziva rezistenciju
1 ne oStec¢uje normalnu crijevnu floru. Kada se uzima zajedno s nekim antibioticima, vrijeme

ozdravljenja je znatno krace.

Antivirusni ucinak. SprjeCava razmnoZavanje nekih virusa, uzro¢nika bolesti u ljudi
(Herpes simplex, genitalis i zoster, gripe i velikih boginja). Klini¢ka ispitivanja su pokazala
da je vrijeme ozdravljenja kod obi¢ne prehlade 2,5 puta kraée kada se koristi propolis.

Flavonoidi i derivati aromatskih kiselina pokazuju antivirusnu aktivnost (Marucci 1995).

Antigljiviéni ucinak. Djeluje na razlicite vrste gljivica, uglavnom uzro¢nika bolesti koZe i

kose.

Antiparazitna svojstva. Zaustavlja rast jednostani¢nih parazita Trichomonas vaginalis,
uzrocnika upale spolnih organa u Zena i mokracovoda kod muSkaraca. Djeluje takoder i na

Trypanosoma cruzi.
Antiupalna svojstva. Snazno protuupalno djelovanje izrazeno je kod akutnih i kroni¢nih
upala. Zanimljivo je da djeluje i na upale koje nisu izazvane infekcijama (opekline od sunca,

vatre, zracenja i kemijskih tvari).

Anesteti¢ka svojstva. Ima potpuni lokalni anesteticki uc¢inak kao lidokain, a jaci od kokaina

i prokaina. Djelovanje protiv bolova pokazuje i kada se unosi u organizam.

Zacjeljivanje rana. Ubrzava zarastanje rana, ne samo kada se lokalno primjenjuje, nego i

kada se unosi u organizam.
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Antialergijska svojstva. Blokira oslobadanje histamina $to ukazuje na njegovo

antialergijsko djelovanje.
Toksi¢nost. Propolis nije Stetan za ljude.
Zamor. Sprjecava zamor i povecava tjelesnu izdrzljivost.

Alergijske reakcije. Neki ljudi su osjetljivi na propolis. Alergija se ocituje crvenilom na
mjestu doticaja (Radi¢, 2007).

Takoder su opisana i mnoga druga bioloska i farmakoloSka svojstva propolisa ukljucujuci
regeneraciju hrskavi¢nog tkiva, koStanog tkiva i zubne pulpe, pomaZze u detoksifikaciji jetre,
sprjecava karijes, Stiti od gama zracenja. Koristi se za lijeCenje osteoartritisa, o¢nih bolesti te

u ortopedskim obradama.

1.3 Citostatici

Uspjesna primjena citostatika u bolesnika sa zlo¢udnim tumorima zahtijeva Visok stupanj
klini¢ko — farmakoloSkog znanja jer je granica izmedu terapijske doze 1 toksi¢nosti ili letalne
doze vrlo uska. U svakom pojedinatnom slu¢aju doza mora biti odredena individualno t;.
svaki bolesnik predstavlja poseban problem pri odabiru citostatika te je potrebno pronaéi
najbolju kombinaciju uzimajuc¢i u obzir saznanja za pojedine zlo¢udne bolesti.

Citostatici (antineoplastici) su sredstva koja uniStavaju zlo¢udne stanice i sprjeavaju
tumorski rast. To je vrlo raznolika skupina lijekova koja je razli¢ita po podrijetlu, kemijskoj
strukturi i mehanizmu djelovanja.

Smatra se da se imunosni sustav Covjeka ili zivotinje moZe nositi s masom stanica
novotvorine 10° (oko 1 g). Citostatici djeluju na stanice ubijaju¢i odredeni postotak stanica, a
ne apsolutni broj. Dovoljno je da ostane i jedna stanica da se neoplazma ponovno razvije.
Smatra se da za ponovno pojavljivanje tumora je potrebno oko 10* do 10° stanica sposobnih
za dijeljenje.

Istodobna primjena kombinacije citostatika omogucuje postizanje maksimalne smrtnosti
tumorskih stanica unutra toksi¢ne tolerantnosti za svaki citostatik, pokrivanje vec¢eg podrucja
rezistentnih stanica u heterogenim tumorskim stanicama te usporavanje ili preveniranje

razvoja novih rezistentnih stanica. Svrha kombiniranja je postizanje sinergistickog ucinka.
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Citostatici se mogu primijeniti na vise na¢ina: venskim putem, preoralno, intraperitonealno,
intraarterijski, intrapleuralno i dr.

Jedan od najvaznijih problema je odnos doze citostatika i djelotvornosti. Postotak stanica
koje prezivljavaju djelovanje citostatika ovisi o dozi; veca doza veci protutumorski ucinak.
Malim povecanjem doze postiZze se uniStenje znatno veceg postotka stanica.

Kod lijeCenja citostaticima dolazi do niza nuspojava posebice na stanice s brzom
proliferacijom, primjerice dolazi do supresije koStane srzi, gastrointestinalnih poremecaja,

koznih promjena te do oStecenja jetre, bubrega, pluca, srediSnjeg ziv€anog sustava i dr.

Citostatici se dijele u pet skupina: alkiliraju¢a sredstva, antimetaboliti, antitumorski

antibiotici, biljni alkaloidi te skupina ostalih, razli¢itih citostatika.

Alkilirajuéa sredstva

Skupina lijekova koja ima sposobnost stvaranja kovalentnih veza s nukleinskim kiselinama i

direktne reakcije s DNK.
Alkiliraju¢i reagensi imaju znatno veci ucinak na stanice koje se brzo dijele jer je za
uklanjanje nastalog oSte¢enja DNK pogodene stanice nemaju dovoljno vremena. Ako
neoporavljene stanice udu u fazu sinteze DNK u sljedeCem ciklusu oSte¢enja postaju
ireverzibilna.

Citotoksi¢ni uc¢inak ove skupine spojeva vezan je uz njihovu interakciju s DNK pri ¢emu
dolazi do inhibicije ili neto¢ne replikacije DNK §to uzrokuje mutaciju ili stani¢nu smrt.
Alkilirajuca sredstva su polifunkcionalni spojevi koji u fosfatnim, amino, hidroksilnim, sulf-
hidrilnim, karboksilnim i imidazolskim grupama vodikove atome zamjenjuje alkilnim
radikalima. U neutralnim ili blago zakiseljenim medijima kao Sto su tjelesne tekucine ti
spojevi ioniziraju, pozitivno nabijeni ioni veZu se na nuklearne proteine, a najces¢e mjesto
vezivanja je na N-7 poziciji gvanina. Alkilacija dovodi do raspada imidazolskog prstena
gvanina, abnormalnog sparivanja baza, ¢vrstog kovalentnog vezivanja unutar istog ili izmedu
razlic¢itih lanaca DNK, depurinacije DNK, onemoguc¢avanja replikacije DNK i transkripcije
RNA, te uniStenja funkcije nukleinskih kiselina.

Neki primjeri alkilirajuéih sredstava su: ciklofosfamid, cisplatin, karboplatin, melfalan i drugi.
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Antimetaboliti

Antimetaboliti su citostatici strukturno sli¢ni s fizioloskim intermedijarnim proizvodima
stani¢nih procesa te predstavljaju lazni supstrat za biokemijske reakcije inhibirajuci rast
tumorskih stanica ili pak vode reverzibilnom o$te¢enju. Njihova djelotvornost je utemeljena
na strukturnoj, ali ne i funkcionalnoj sli¢nosti sa spojevima koji imaju vaznu fiziolosku ulogu.
Oni u stani¢nim procesima zamjenjuju normalne metabolite i veZzucéi se na vazne enzime
onemogucuju njthovu funkciju u sintezi nukleinskih kiselina ili budu ugradeni u te
makromolekule, primjerice DNK, dovode¢i do nastanka nukleinskih kiselina s pogre$nim
kodom, §to onemogucéuje daljnji rast stanice i dovodi do njezine smrti. NajviSe se koriste
analozi metabolita nukleinskih kiselina, purinskih i pirimidinskih baza (metotreksat,
edatreksat, aminopterin, citarabin, 5-fluorouracil, floksouridin, 5-merkaptopurin, tiogvanin,

pentostatin, kladribin i fludarabin)

Protutumorski antibiotici

Skupina razlic¢itih spojeva dobivenih na nacin sli¢an dobivanju protubakterijskih antibiotika.
Temeljni spojevi su proizvod kultura razli¢itih gljivica Streptomyces species modificiranih na
razlicite nacine.

Mehanizam djelovanja temelji se na kocenju enzima topoizomeraze II, Sto sprjecava
popravak lomova DNK nastalih za vrijeme sinteze novih lanaca DNK i onemoguc¢ava
odvajanje novih lanaca maticne DNA. Toj skupini pripadaju: doksorubicin, epirubicin,

idarubicin, bleomicin, mitomicin C, aktinomicin-D i dr.

Biljni alkaloidi

Biljni alkaloidi su biljni proizvodi s citotoksicnim djelovanjem. Tu se istiCu tri skupine
lijekova: derivati Vinca roseae (vinkristin, viniblastin, vindenzin), skupina pipodofilotoksina
(etopozid, tenipozid) te takseni. Alkaloidi vinkristin, vinblastin te njihovi derivati vindezin,
vinorelbin i vinzolidin dobiveni su iz biljke Vinca rosea. Vezanjem na tubulin ovi lijekovi
sprjeCavaju stvaranje diobenog vretena te zaustavljaju stanice u metafazi mitoze i u G,-fazi
stani¢nog ciklusa. U drugom podrazredu su derivati podofilotoksina, iscrpci korijena
sjevernoameri¢ke biljke Podophyllum peltatum sliéne nasoj zutiki. Epopodofilotoksinski
preparati su etopozid i tenipozid.
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Njihov mehanizam temelji se na kocCenju enzima topoizomeraze II Sto onemogucava
popravak lomova na lancima DNK nastalih za vrijeme sinteze novih lanaca DNK.

Trecu skupini ¢ine iscrpci kore ili iglice drveéa iz porodice tisa (Taxus) a nazivaju se
takseni. To su paklitaksel i docetaksel koji onemogucuju stvaranje diobenog vretena od
tubulina. U Cetvrtoj skupini se nalaze semisinteticki derivati kamptotekina, topotekan i
irinotekan. Kamptotekin je iscrpak kineskog drveta Camptotheca acuminata a mehanizam
djelovanja je kocenje enzima topoizomeraze I Sto onemogucava popravak lomova nastalih u

pojedinac¢nim lancima DNK i RNK.

Ostali citostatici
Ovoj skupini pripada veliki broj citostatika koji se ne moze svrstati u nijednu od navedenih

skupina. To su primjerice, dakarbazin, amsakrin,mitoksantron itd.

1.3.1 Mehanizam djelovanja citostatika
Neoplasticne stanice dijele se brze od ostalih tjelesnih stanica te se brze obnavljaju, a

izuzetak su stanice koStane srzi, limfnog tkiva, epitela crijeva, dlac¢nih folikula i zametnog
epitela. S obzirom da su navedene stanice vrlo osjetljive na citostatike najveci broj nuspojava
lijeCenja pogada te stanice. Zbog toga se provodi tzv. cikli¢na kemoterapija temeljena na
primjeni citostatika tijekom odredenog vremenskog razdoblja te vremenu oporavka stanica
(najcesce tri ili Cetiri tjedna). U tom vremenu se brzo obnove oSte¢ene stanice koStane srZi,
epitela crijeva i dr. dok stanice novotvorina imaju usporen proces oporavka.

Zlo¢udni tumori u pocetku rastu eksponencijalno,a zatim se njihov rast usporava i1 potrebno je
sve viSe vremena za udvostruenje volumena; rast tumora usporava Se progresivno s
povecanjem novotvorine. Citotoksi¢nu terapija zbog usporenog rasta stanica tumora manje je
osjetljiva kod uznapredovalih novotvorina.

Dio stanica je u stani¢nom ciklusu neaktivan tj. izvan faze, a drugi dio prolazi kroz stani¢nu
diobu (mitozu, mejozu). Medutim, one se mogu opet vratiti u ciklus i dijeliti. Takoder, dio
stanica je diferenciran tj. ¢ini odredena tkiva i nakon nekog vremena odumire.

Ako je stani¢na populacija uravnotezena, ukupni broj stanica se ne mijenja. To znaci da se od
dvije stanice jedna dijeli, a jedna diferencira ili privremeno izlazi iz ciklusa.

Citotoksini ponajprije pogadaju stanice koje su u ciklusu pa ne ubijaju one ,,skrivene* izvan
ciklusa. Upravo ¢e te stanice nakon ,,odmora“ u ciklusima lije¢enja proliferirati i ponovno

poceti graditi novotvorinu.
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Upotrebljavajuéi citotoksine pokuSava se ubiti zlo¢udne stanice koje su aktivne u ciklusu te
zatim stanice koje su u mirovanju pa ih produzenom terapijom*“cekamo* da postanu aktivne u
ciklusu. Takoder se moze djelovati na stanice u odredenoj fazi ciklusa Sto zahtijeva mnogo

truda i znanja te je katkad teSko primjenjivo u praksi (Grabarevi¢, 2002).

1.3.2 Otpornost citostatika
Otpornost je sposobnost tumorskih stanica da prezive djelovanje bioloski aktivne koli¢ine

citostatika. Uzroci zakazivanja citostatika mogu biti razli¢iti. Mozemo ih podijeliti u dvije
skupine. To mogu biti skupni Cinitelji na razini Citavog organizma te su vezani uz nacin
primjene, apsorpciju, raspodjelu, metabolizam, interakcije s drugim lijekovima i izlu¢ivanje
lijeka. Na te Cinitelje se moze utjecati promjenom nacina, doze ili rasporeda davanja lijeka.
Koncentracija citostatika koja ¢e dose¢i tumor i vrijeme u kojem ¢e tumor biti izloZen
djelovanju citostatika ovisi i 0 anatomskim i patoloskim ¢initeljima kao $to su prokrvljenost
samog tumora, toksi¢nost prema zdravom tkivu i dr.

Druga vrsta otpornosti je vezana uz pojedinu stanicu, ona je na stani¢noj
genskoj/biokemijskoj razini. Nju je mnogo teze nadvladati, u mnogim slu¢ajevima nemoguce
te se naziva ,,stalna otpornost*.

Tumori mogu biti otporni na citostatike prije izlaganja citostaticima (primarna otpornost) ili
nakon izlaganja citostaticima (steCena otpornost). Najces¢i mehanizam koji dovodi do
otpornosti je smanjeno ili onemoguceno nakupljanje citostatika u stanici; stani¢no oStecenje
postize se djelotvornom koncentracijom citostatika u stanici. Drugi vazni mehanizam je
promijenjen metabolizam. Promjene u metabolizmu stanice su osobito vazne za stjecanje
otpornosti na antimetabolite.

Danas se intenzivno istrazuju promjene u ciljnim strukturama koje na taj nacin postaju
otporne na citostatike. Vazan nacin stjecanja otpornosti stanice je i pojaana sposobnost
popravaka oSte¢enja DNK. Do oSte¢enja i pucanja DNK dovode mnogi citostatici, primjerice
spojevi platine. Sam proces popravaka DNK i posljedicne otpornosti na citostatike nije poznat

u svim pojedinostima (Samija i sur. 2000).

1.3.3 Cisplatina
Cisplatina je u¢inkovito kemoterapeutsko sredstvo koje se koristi u lijecenju Sirokog spektra

tumora (Santos i sur. 2007).
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Spada u skupinu alkiliraju¢ih sredstava. Za nju se jo$ koriste i drugi sinonimi poput cis-

diamino-dikloroplatinum, cis-DDP, Platinol-AQ i dr.

Slika 1. Strukturna formula cisplatine

Za razliku od veéine drugih citostatika koji su ¢isti organski spojevi, cisplatina je spoj
metala platine cis konfiguracije, na koju su vezana Cetiri liganda (dva atoma klora i dvije
molekule amonijaka). To je bijeli prasak vrlo tesko topljiv u vodi (1:1000).

U plazmi je ve¢inom kao neaktivna molekula, medutim, kada se nade u okolini sa smanjenom
koncentracijom klora (primjerice, intracelularno), otpusta svoja dva iona klora te postaje
reaktivna, elektrofilna molekula. Disociranjem klora dolazi do stvaranja pozitivno nabijenih
reaktivnih kompleksa koji se vezu na negativno nabijene nukleofilne dijelove molekule kao
Sto je DNK te tvori bifunkcionalne kovalentne veze i nastaje DNK-platina kompleks. Nastaju
promjene na DNK formaciji tj. veZuci se na nju stvara intralancane 1 interlan¢ane unakrsne
veze §to dovodi do lokalnog razaranja DNK lanaca te inhibicije DNK sinteze zbog
nemogucnost popravaka nastalih oSte¢enja. Naposljetku dolazi i do apoptoze stanica.
Nespecificno djeluje u ciklusu te se gotovo uvijek koristi u kombinaciji s drugim
citostaticima.

Cisplatina je jedan od najucinkovitijih i najSire upotrebljavanih citostatika. Upotrebljava se u
lijecenju karcinoma jajnika, pluca, testisa, jednjaka, Zeludca, mokraénog mjehura.

Klinicko koriStenje je cCesto ograniCeno njezinim nepovoljnim utjecajem, ukljucujuci
nefrotoksi¢nost, mu¢ninu 1 povracanje i mijelotoksi¢nost, od kojih je bubrezna toksi¢nost
najozbiljniji limitirajué¢i ¢cimbenik (Behling 1 sur. 2006).

Hepatotoksi¢nost se ne smatra limitirajuéom dozom toksi¢nosti za CDDP, ali toksi¢nost jetre
moze se pojaviti primjenom Vvelikih doza (Zicca i sur. 2004).

Cesto, za vrijeme terapije, pacijenti razvijaju otpornost na cisplatinu. Laboratorijska i klini¢ka
istrazivanja pokazala su mnogostruke mehanizme koji uzrokuju otpornost tumora na

cisplatinu.
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Oni ukljucuju: smanjen prijenos citostatika, povecanje detoksifikacije u stanici, promjene u
ucinkovitosti DNK popravaka i apoptoze stanica te povecanje isticanja lijeka.

Oksidativni stres je jedan od najvaznijih mehanizama u otrovnosti prouzro¢enoj CDDP-om.
Mitohondriji su primarna meta CDDP-om induciranog oksidativnog stresa, $to rezultira
gubljenjem mitohondrijski proteina, inhibicijom unosa kalcija i smanjenjem potencijala
mitohondrijske membrane (Mansouri sur. 2006).

Dokazano je da antioksidansi Stite od $tetnih ucinaka cisplatine (Chan i sur.2006).

1.4 Hipertermija

Prvi pisani podaci o upotrebi hipertermije u lije¢enu tumora nalaze se u medicinskom tekstu
Edwin Smith Surgical Papyrus. Tekst je pronaden u Egiptu te datira oko 3000 godina prije
Krista. U njemu se spominje upotreba vatre u lije¢enju tumora dojke. Grcima je upotreba
hipertermije bila medu vaznijim metodama u lije¢enju tumora i dr. bolesti.

Rije¢ hipertermija potjece iz starog grckog jezika (hiper- vise, iznad i therme- toplina) te
oznacava stanje nekog tijela koje ima vecu temperaturu od normalne.

U klinickoj onkologiji, hipertermija oznafava svaku temperaturu koja podiZe temperaturu
tijela iznad normalnih vrijednosti. U lije¢enju tumora ucinkovitom se smatra temperatura visa
od 41°C.

S obzirom na na¢in primjene, hipertermija moze biti:

Sistemska (opéa) hipertermija — zagrijava se cijelo tijelo. Primjenjuje se uglavnom kod
ra§irene metastatske bolesti, leukemija i limfoma. Temperatura ne smije prije¢i 42°C jer bi
doslo do ireverzibilnih oStec¢enja vitalnih organa (mozak, jetra). Provodi se u vru¢im kupkama
u kojima se temperatura odrzava izmedu 41,5 i 42°C tijekom jednog sata.

Lokalna i regionalan hipertermija najcesce se primjenjuju s pomocu ultrazvuka frekvencije
3000 kHZ -3 MHz. Lokalna hipertermija se koristi u lijeCenju solidnih tumora koji su
smjeSteni na povrSini ili nesSto dublje ispod povrSine tijela. Pri ovom obliku lijecenja
temperatura se odrzava izmedu 42 i 45°C. Regionalan hipertermija se primjenjuje kod lokalno
uznapredovalog tumorskog procesa koji zahvaca i regionalne limfne ¢vorove, a samim tim i
vecu povrsinu tijela (Samija i sur. 2006).

Hipertermija ima dva nedostataka. Kod tumora koji su smjeSteni duboko u tkivima 1
organima dolazi do neravnomjernog i nedovoljnog dovodenja topline u tumorsko tkivo.

Drugi nedostatak je nedovoljna termometrija tj. sva tehnicka sredstava za mjerenje

apsorbirane energije u dubokim tkivima i organima su tesSko primjenjiva i invazivna.
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U in vivo uvjetima su zlo¢udne stanice termoosjetljivije od zdravih stanica $to se pripisuje
mikrookolisu koji okruzuje zlocudnu stanicu (acidoza, hipoksija, manjkava mikrocirkulacija).
Kod normalnog tikva, pod utjecajem hipertermije, u krvnim zilama se povecava protok i do
deset puta. Povecan protok kroz zagrijano tkivo omogucuje brze hladenje. Krvne zile
karcinoma zbog patoloske angiogeneze nemaju znacajke normalnih krvnih Zila.

Djelovanjem hipertermije krvne zile pucaju i dolazi do izostanka protoka krvi kroz tumor, a
time 1 hladenja. Toplinska energija se nakuplja i izravno ubija tumorske stanice.

Normalne stanice su dobro opskrbljene kisikom, nutritivnim tvarima i imaju normalni pH te
su termootpornije od tumorskih stanica. Zbog slabe prokrvljenosti tumorskih stanica dolazi do
hipoksije i acidoze.

Terapijski korisna temperatura kreée se od 41°C do 45°C. Bioloski uéinak hipertermije ovisi
o jacini temperature te o vremenu izlaganja temperaturi. Temperature iznad 45°C se vrlo
rijetko primjenjuju jer izazivaju ireverzibilna oSteenja u normalnom tkivu. Podizuci
temperaturu za jedan stupanj skracuje se trajanje lijeCenja na pola uz isti uc¢inak (izoefekt).

Pri lijeCenju hipertermijom, ograni¢avaju¢i ¢imbenik je nastanak termotolerancije. To je
steCeno svojstvo stanice koje nastaje tijekom duljeg perioda zagrijavanja na temperaturi niZoj
od 42°C ili nakon kratkotrajnog izlaganja visim temperaturama.

Dobra ucinak se postize ako se tumor kratko vrijeme zagrijava na visokoj temperaturi a zatim

nastavi na nizoj.

1.4.1 Bioloski ucinci hipertermije

Hipertermija izaziva promjene na gotovo svim stani¢nim dijelovima: membrani, citoskeletu,
citosolu i jezgri.
Membrana

Stani¢na membrana je u dodiru s unutarstani¢nom i vanstanicnom teku¢inom te reagira na
sve promjene u okolini. Ona ima najvece znacCenje u nastanku stani¢ne smrti uzrokovane
hipertermijom.

Membranski fosfolipidi i proteini, pod utjecajem hipertermije, dozivljavaju strukturne i
funkcionalne promjene, primjerice promjene u membranskoj viskoznosti i fluidnosti.
Intermembranski proteini, koji se nalaze u fosfolipidnom dvosloju i koji su stabilizatori
stanicne membrane, utjecajem hipertermije bivaju oste¢eni te dolazi do porasta stanicne

propusnosti 1 promjena u pasivnom prijenosu i poremecaju u izmjeni kalcija 1 kalija.
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Citoskelet

On omogucuje vezu izmedu stanicne membrane i jezgre. Hipertermija uzrokuje znatne
promjene svih komponenti citoskeleta (mikrofilamenti, mikrotubularni i intermedijarni
filamenti). Stupanj tih oStecenja ovisi o visini temperature, duzini lijeCenja te tipu stanica.
Mikrofilamenti imaju bitnu zada¢u u odrzavanju citoplazmatske strukture.
Mikrotubularni filamenti sudjeluju u tvorbi diobenog vretena, a pod utjecajem visoke
temperature se raspadaju te ne dolazi do mitoze. Intermedijarni filamenti vezu mikrotubule za

stani¢nu membranu, a hipertermijom se raspadaju i gube strukturu.

Citosol

Hipertermija uzrokuje strukturne i funkcionalne promjene citosolnih elemenata
(mitohondrija, endoplazmatskog retikuluma i Golgijeva aparata). Lizosomi i polisomi bivaju
znatno oSteceni, a sinteza proteina zaustavljena. Mitohondriji zbog visoke temperature postaju
nateceni, potom ispucani i nefunkcionalni.

Pod utjecajem visoke temperature na jezgri se zbivaju strukturne i funkcionalne promjene;
poremecaj replikacije DNA, transkripcije RNA 1 sustav popravka DNA (Turi¢ 1 sur. 1996).
U najranijoj fazi stresa dolazi do induciranja odgovora na stres. Taj odgovor ukljucuje brzu
sintezu evolucijski saCuvane skupine proteina zvane proteini stresa (engl. heat shock proteins,
HSP). Glavna funkcija tih proteina je omoguditi stanici da prezivi dok se ne uklone uzroci
stresa; uklanjanjem stresa koli¢ina proteina stresa u unutarstani¢noj tekucéini vrati se na
pocetnu razinu. Ukoliko uzrok stresa ostane prisutan dulje vrijeme ili ako se njegov intenzitet
poveca, prisutnost HSP-a moze biti nedostatna da bi se stanica dalje stitila. Sinteza HSP-a se

tada obustavlja 1 zapocinje apoptoza (Neil 1 sur. 1998).

1.4.2 Hipertermija i kemoterapija
Hipertermija se rijetko primjenjuje sama za sebe. NajceS¢e se primjenjuje zajedno s

zraCenjem (radioterapijom) i/ili kemoterapijom (citostaticima).

Razlog tome je $to hipertermija djeluje direktno citotoksi¢no, povecava osjetljivost tumora na
zraCenje (radiosenzitivno) 1 na kemoterapiju (kemosenzitivno). Istodobnom primjenom
hipertermije i kemoterapije moze se posti¢i izljecenje oboljelih dok pojedinacnom terapijom
to nije moguce. Antitumorski ucinak ovisi o dozi lijjeka, o vremenu primjene lijeka i

temperaturi.
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Kod istodobne primjene dolazi do sinergistickog ucinka, a ako se citostatik primjenjuje prije
ili poslije hipertermije, ucinak je aditivan.

Tumorsko tkivo sastoji od aerobnih i anaerobnih stanica koje su razliCito osjetljive na
cispaltinu. Aerobne stanice su osjetljive na cisplatinu te jo§ viSe na temperaturu pa ako se
primjene zajedno postize se sinergisticki ucinak.

Anaerobne stanice su rezistentne na cisplatinu, a veoma osjetljive na hipertermiju. Stoga
zajednicka primjena nema nikakvog dodatnog ucinka.

Mehanizam na koji poviSena temperatura pospjesuje toksi¢ni u¢inak lijeka, nisu u potpunosti
poznati. Oni su razli¢iti za svaku skupinu lijekova.

Alkiliraju¢i lijekovi, u koje spada i cisplatina, uzrokuju jednolancane i dvolanc¢ane lomove na

DNA koje zbog djelovanja temperature mogu biti jace oStecene (Turi¢ i sur. 1996).
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Cilj rada

2. CILJ RADA

Cilj ovog rad je istraziti genotoksi¢ni ucinak citostatika cisplatine i propolisa na leukocite
periferne krvi, stanice bubrega, stanice jetre i na stanice Ehrlichovog ascitesnog tumora Swiss
albino miSeva nositelja tumora te utvrditi moguéi mehanizam protutumorske ucinkovitosti
nakon preventivne obrade miseva u uvjetima njihove fizioloske tjelesne temperature (37°C) i

uvjetima hipertermije (43°C).
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3. MATERIJALI | METODE

3.1 MATERIJALI KORISTENI U ISTRAZIVANJU

3.1.1 Pokusne Zivotinje
U istrazivanju smo koristili visokosrodne miSeve istog spola, soja Swiss albino, dobi oko 2

mjeseca, mase 20 — 25 @, iz uzgoja Zavoda za animalnu fiziologiju Prirodoslovno-
matematickog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu. MiSevi smo drzali u kavezima s najvise 5
zivotinja uz stalnu dostupnost standardne hrane za glodavce (Standard Diet 4RF 21 GLP
certificate, Mucedola, Italija) i vode. IstraZivanje smo proveli u skladu s vaze¢im eti¢kim
principima R Hrvatske, (Zakon o zastiti Zivotinja, Narodne novine broj 135/06, Pravilnik o
uvjetima drzanja pokusnih zivotinja, posebnim uvjetima za nastambe 1 vrstama pokusa,
Narodne novine broj 176/04) i prema Vodicu za drzanje i koriStenje laboratorijskih Zivotinja

(Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, DHHS Publ. (NIH) 86-23, 1985).

3.1.2 Tumorske stanice
Ehrlichov ascitesni tumor (EAT) je heterogeni, slabo diferencirani, brzorastu¢i zlocudni

tumor koji sadrzi populacije stanica razliite osjetljivosti, a izvorno se javlja kao spontani
karcinom mlije¢ne zlijezde u miSa. U jetri miSeva, nositelja Ehrlichovog ascitesnog tumora,
dolazi do znatnog povecanja lipidne peroksidacije te do smanjenja koli¢ine antioksidativnih
enzima. Stanice Ehrlichovog ascitesnog tumora (EAT) odrzavali smo serijskim presadivanjem
vijabilnih stanica intraperitonealno (i.p.) svakih 7 ili 9 dana u obliku ascitesa u Swiss albino
miSevima. Nakon ispiranja trbuSne Supljine s 5 ml fizioloske otopine i1 lagane masaze trbusne
stijenke, napravili smo rez 1 otvorili peritonealnu Supljinu misa te pasteurovom pipetom uzeli
sadrZaj iz trbuSne Supljine miSa s tumorskim stanicama 1 razrijedili s fizioloSkom otopinom
(0.9% otopina natrij klorida, Pliva) do ciljane koncentracije 2 x 10° EAT stanica/0.5 mL. Broj
zivih stanica odredili smo brojanjem stanica obojenih tripanskim modrilom u Biirker-

Tiirkovoj komorici. Unos EAT stanica u peritonejsku Supljinu misa predstavlja 0. dan pokusa.
3.1.3 Propolis

U istrazivanju smo koristili propolis porijeklom iz stacionarnog pcelinjaka koji je smjesten u

okolici Zagreba. Od sirovog propolisa pripremili smo vodenu otopinu propolisa.
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3.1.3.1 Vodena otopina propolisa
Vodenu otopinu propolisa (VOP) pripremili smo usitnjavanjem i otapanjem propolisa u 96%

etanolu tijekom 3 dana pri temperaturi 20 — 25°C, uz povremeno mijeanje.

Nakon otapanja, alkoholna otopina propolisa je odvojena od taloga filtriranjem kroz filter
papir, a potom uparena do suhog na vakuumskom uparivacu (Buchi-rota vapor <R>,
Svicarska). Na svakih 10 g ovako pripremljenog propolisa, dodali smo 150 mL 8% otopine
lizina (L-Lysine 98%, Sigma), a potom smo mijesali tijekom 30 minuta na magnetskoj
mijeSalici pri temperaturi 50°C. Nakon filtriranja, otopinu smo uparili do suhog (Nikolov i
sur., 1987). Suhi prah smo Guvali u hladnjaku pri temperaturi 4°C. Neposredno prije uporabe,
otapanjem u vodi pripremili smo vodenu otopinu propolisa i injicirali misevima u dozi od 50

mg kg,

3.1.3 Citostatik
U istrazivanju je koriSten citostatik cisplatina (Cisplatin, Pliva). Za potrebe pokusa,

neposredno prije uporabe razrijeden je u vodi za injekcije u dozi 5 i 10 mg kg™

3.2 METODE KORISTENE U ISTRAZIVANJU

3.2.1 Postupak sa Zivotinjama
Za istraZzivanje genotoksi¢nog ucinka miSeve smo slucajnim odabirom raspodijelili u

pokusne skupine s 5 zivotinja. Sedam i tri dana prije I.p. unosa 2 x10° EAT stanica miSevima
smo injicirali i.p. pripravak vodene otopine propolisa u dozi 50 mg kg™. Cisplatinu u dozi od
5 10 mg kg™ pri normalnoj temperaturi (37°C) i pri uvjetima hipertermije (43°C) injicirali
smo 3. dana nakon unosa tumorskih stanica u peritonealnu Supljinu misa.

Neposredno prije uzimanja uzoraka za analizu, zivotinje su uspavane u eksikatoru s dietil
eterom. Uzorke stanica krvi, jetre, bubrega i tumora za procjenu genotoksi¢nog ucinka,
propolisa, cisplatine te njihovog zdruzenog ucinka analizirali smo komet testom 1 sat nakon

I.p. primjene citostatika cisplatine pri normalnim i hipertermalnim uvjetima.

3.2.2 Intraperitonealna hipertermija
Intraperitonealnu hipertermiju napravili smo unosom fizioloske otopine i.p. u koli¢ini 2 x 2

mL, prethodno zagrijane u vodenoj kupelji na 43°C neposredno prije primjene citostatika.

Ovaj postupak smo primijenili na svim pokusnim skupinama neovisno o primjeni citostatika.
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Jednak postupak primijenili smo i za kemoterapiju pri 37°C pri ¢emu je fizioloSka otopina

prethodno zagrijana u vodenoj kupelji na 37°C.

3.2.3 Komet test
Pripremu preparata krvi, tkiva jetre, bubrega i tumora za komet test napravili smo 1 sat

nakon primjene citostatika. Nakon ispiranja trbusne Supljine s 5 ml fizioloske otopine i lagane
masaze trbuha, napravili smo rez na trbusnoj Supljini misa te Pasteurovom pipetom uzeli
sadrzaj peritonealne tekucine s stanicama tumora. Krv je uzeta Pasteurovom pipetom iz
pazusnog spleta krvnih Zila miSeva. Tkivo jetre i bubrega homogenizirali smo protiskivanjem
kroz Miracloth mrezicu (Falcon) u puferu [0.075 M NaCl (Kemika) i 0.024 M Na;EDTA
(Sigma), pH 7.5], prethodno ohladenom na 4°C, u omjeru tkiva i pufera 1 : 1.

Na brusSena predmetna stakalca (Surgipath) nanijeli smo svjeze pripremljenu otopinu 1%
agaroze normalne tocCke taliSta (Sigma), a potom je prekrili pokrovnicom. Nakon
polimerizacije pri temperaturi 20 — 25°C, pokrovnicu smo uklonili sa stakalca, a gel ostrugali.
Na osuSeno stakalce mikropipetom smo nanijeli 300 uL svjeze pripremljene 0.6% agaroze
normalne tocke taliSta, koja je potom prekrivena pokrovnicom i ostavljena na ledu tijekom 10
minuta. Nakon polimerizacije 1 uklanjanja pokrovnice, nanijeli smo slijede¢i sloj sastavljen od
100 pL 0.5% agaroze niske tocke taliSta (Sigma) pomijeSane s 5 pL uzorka (krv, stanice
bubrega, jetre ili tumora) koji je potom prekriven pokrovnicom. Nakon slijede¢ih 10 minuta
polimerizacije na ledu, nanijeli smo sloj od 100 pL 0.5% agaroze niske tocke taliSta 1 ostavili
na ledu tijekom 10 minuta. Nakon polimerizacije, s preparata smo uklonili pokrovnicu.

Radi lize stani¢nih struktura preparate smo uronili u prethodno ohladeni pufer za lizu [2.5 M
NaCl (Kemika), 100 mM Na;EDTA (Sigma), 1% Na-sarkozinat (Sigma), 10 mM Tris-HCI
(Sigma), pH 10], uz dodatak 1% Triton X-100 (Sigma) i 10% DMSO (Kemika) za postizanje
ciljane vrijednosti pH, tijekom 2 sata pri temperaturi 4°C. Postupkom lize uklonili smo
stanicne 1 jezgrene membrane te proteine, a DNA uklopljena u gelu ostaje u obliku
nukleotida.

Iz pufera za lizu, preparate smo premjestili u horizontalnu kadicu za elektroforezu (Life
Technologies) sa svjeze pripremljenim luznatim puferom za denaturaciju [0.3 M NaOH
(Kemika), 1 mM Na;EDTA (Sigma), pH 13], $to omogucuje odmatanje zavojnice DNA i
ekspresiju oStecenja osjetljivih na luznate uvjete. Preparate smo stavili u smjeru anode, gdje
su drzani tijekom 20 minuta pri temperaturi 4°C, zaSti¢eni od svijetla, radi sprjecavanja

nastanka daljnjih oSte¢enja DNA.
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Potom, u jednakim uvjetima tijekom slijede¢ih 20 minuta proveli smo elektroforezu u
elektricnom polju istosmjerne struje stalne jakosti 300 mA i napona 25 V, pri ¢emu se
slobodni ulomci negativno nabijene molekule DNA kre¢u kroz agarozni gel od stani¢ne
jezgre prema anodi.

Nakon elektroforeze, preparate smo lagano isprali s puferom za neutralizaciju [0.4 M Tris-
HCI (Sigma), pH 7.5]. Ispiranje je ponovljeno 3 puta u vremenskim intervalima od 5 minuta.
Nakon neutralizacije, preparate smo obojili fluorescentnom bojom etidij-bromid (Kemika)
koncentracije 20 pg mL™ i pokrili pokrovnicom. Tijekom 10 minuta, preparate smo drzali
zaSticene od svijetla, a potom analizirali pod fluorescentnim mikroskopom s ekscitacijskim
filterom valne duljine 515 — 560 nm i grani¢nim filterom valne duljine 590 nm pri poveéanju
400x (Olympus, Japan).

Analizirano je 100 stanica po preparatu odnosno ukupno 400 stanica iste vrste iz pojedine
pokusne skupine. Ostecenje DNA i genotoksi¢ni u¢inak kvantificirani smo prema strukturama
koje pod fluorescentnim mikroskopom nalikuju na komete sastavljene od glave i repa. Naime,
stanice uklopljene u agarozi predmetnog stakalca primjenom neionskog detergenta i soli
visoke molarne mase liziraju se oblikuju¢i nukleoide koji su sastavljeni od prstenastih
zavojnica DNA povezanih nuklearnim matriksom. Elektroforeza u luZnatim uvjetima rezultira
nastankom struktura koje nalikuju na komete.

Odlomljeni dijelovi DNA oslobodeni tijekom lize stani¢nih struktura i odmatanja zavojnice
DNA, tijekom procesa elektroforeze slobodno se kre¢u prema anodi, oblikujuéi rep kometa.
NeosteCena DNA oblikuje glavu kometa i tijekom procesa elektroforeze se zbog velike
molekularne mase ne moze kretati u agaroznom gelu. Relativni odnos glave i duljine repa
odgovara broju lomova DNA unutar stanice (Collins, 2004).

Stanice smo prema duljini repa kometa svrstali u pet razreda, od 0 do 4 (Slika 2). Ukoliko
komet nije imao repa svrstan je u razred 0, a kometi s najduljim repom svrstani su u razred 4.
Ukupni rezultat za pojedinu pokusnu skupinu izracunali smo na slijedec¢i nacin: [0 x Ny (broj
kometa razreda 0) + 1 x Nj (broj kometa razreda 1) + 2 x N; (broj kometa razreda 2) + 3 x N3
(broj kometa razreda 3) + 4 x Ny (broj kometa razreda 4)].

Sve preparate analizirala je jedna osoba radi izbjegavanja subjektivnosti u procjeni duljine

repa kometa.
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Slika 2. Komete razli¢itih razreda

3.3 Statisti¢ka obrada rezultata
Statisticka znacajnost rezultata istrazivanja testirana je analizom varijance (ANOVA).
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4. REZULTATI

U ovom istrazivanju istrazili smo genotoksi¢ni uc¢inak cisplatine u kombinaciji s propolisom
na miSeve nositelje EAT-a u uvjetima njihove fizioloske tjelesne temperature (37°C) i u
uvjetima hipertermije (43°C). Swiss albino miSevi su preventivno obradeni s vodenom
otopinom propolisa u dozi od 50 mg kg™ 7 i 3 dana prije i.p. unosa 2x10° stanica EAT.
Cisplatina je primijenjena i.p. u dozi od 5 mg kg™ i u dozi od 10 mg kg™ 3. dan nakon unosa
EAT stanica.

Zivotinje smo podijelili u skupine od A do F. Skupina A predstavlja kontrolu, a skupina B
Zivotinje koje su primile vodenu otopinu propolisa u dozi 50 mg kg™ . Skupinu obradenu
samo cisplatinom oznaéili smo sa C (5 mg kg ) i E (10 mg kg™?). Sa D i F smo oznaili
skupine koje su primile vodenu otopinu propolisa (50 mg kg™) i cisplatinu 5 mg kg™
odnosno 10 mg kg™.

Koristili smo standardni alkalni komet test koju su predlozili Singh i sur (1988). Svi
izmjereni parametri statisticki su obradeni ANOVOM na nivou znacajnosti od p<0,05.
Napravljena je procjena oSteenja DNA na temelju mjerenja duljine komet repa koja je u
pozitivnom suodnosu s duljinom odlomljenih ulomaka DNA.

Duljinu komet repa klasificirali smo u 5 kategorija, od 0 tj. neoStecene stanice bez repa do 4
tj. potpuno oSteCene satnice s maksimalnom duzinom komet repa. OSte¢enja stanica su
odredena jedan sat nakon primjene citostatika cisplatine.

Rezultati su izraZeni kao srednja vrijednost (S.V. + S.D.) pojedine skupine Zivotinja (n=4)
prema ukupnom broju kometa - TSC (engl. total comet score, TSC) izracunu: [0xNp (broj
kometa razreda 0) + 1xN; (broj kometa razreda 1) + 2xN, (broj kometa razreda 2)+ 3xNj3
(broj kometa razreda3) + 4xN, (broj kometa razreda 4)].

Nakon istrazivanja i obrade podataka rezultati komet testa prikazani su u Tablicama od 1 do
5.

Rezultati pokazuju da primjena cisplatine ima genotoksi¢ni uc¢inak na tumorske, ali 1 zdrave
stanice (leukocitne stanice periferne krvi, bubrega, jetre). Rezultati komet testa na leukocitima
periferne krvi pokazali su da cisplatina (5 i 10 mg kg™) te cisplatina (5 i 10 mg kg™) u
kombinaciji s propolisom (50 mg kg™) ima jak toksi¢ni u¢inak na te stanice te dovodi do
znatnog povecanja duljina komet repa u odnosu na kontrolnu skupinu pri fizioloSkim uvjetima

(37°C) te do znacajnijeg povecanje pri hipertermalnim uvjetima (43°C) (Tablica 1a i 1b).
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Rezultati komet testa na stanicama bubrega pokazali su znacajno povecanje duljine komet
repa za cisplatinu (5 i 10 mg kg™) te cisplatinu (5 i 10 mg kg™) u kombinaciji s propolisom
(50 mg kg™) u odnosu na kontrolnu skupinu pri fizikalnim uvjetima (37°C) te u uvjetima
hipertermije (43°C) (Tablica 2a i 2b).

Rezultati komet testa na stanicama jetre pokazali su znacajno poveéanje duljine komet repa za
cisplatinu (5 i 10 mg kg™) te cisplatinu (5 i 10 mg kg™) u kombinaciji s propolisom (50 mg
kg™) u odnosu na kontrolnu skupinu pri fizikalnim uvjetima (37°C), a znacajnije u uvjetima
hipertermije (43°C) (Tablica 3a i 3b).

Kod tumorski stanica uz primjenu cispaltine (5 i 10 mg kg™) te cisplatine (5 mg kg™) u
kombinaciji s propolisom (50 mg kg™), pri fizioloskim uvjetima i hipertermalnim uvjetima,
takoder dolazi do oStecenja molekula i povecanja duzine komet repa u odnosu na kontrolnu
skupinu. Iznimka je kod primjene cisplatine (5 mg kg™) u kombinaciji s propolisom (50 mg
kg™) pri fizioloskim uvjetima gdje dolazi do smanjenja oteéenja DNA. (Tablica 4a i 4b).

Pri fizioloskim i hipertermalnim uvjetima, primjena cisplatine u kombinaciji s propolisom
dovodi do smanjenja ostecenja molekula DNA normalnih stanica dok kod tumorskih stanica
kombinacija primjene citostatika i propolisa dovodi do poveéanja oste¢enja (Tablica 5).
Rezultati pokazuju da cisplatina ima najveci toksic¢ni ucinak na jetru, od normalnih stanica, te
na tumorske stanice (Tablica 5).

Toksi¢ni u€inak cisplatine povecava se pri hipertermalnim uvjetima (430C) te s povecanjem
doze citostatika (Tablica 5).

U skupinama od C do F dolazi do statisticki znacajnih razlika u odnosu na kontrolnu skupinu
(p<0,05).
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Tablica 1a. Srednja vrijednost + SD duZine repa leukocitnih stanica krvi sa ostecenom DNA nakon preventive obrade miseva nositelja Ehrlichova ascitesnog

tumora propolisom te s cisplatinom analizirana alkalnim komet testom

Stanice krvi na 37 °C

Duljina komet repa (3. dan)®

Statisti¢ki znacajna vrijednost p

Skupina 37 °C 0 1 2 3 4 TCS S.V.+S.D. izmedu grupa (ANOVA test)
Kontrola (A) 365 35 0 0 0 35 0,087 £0,025

VOP 50 mg kg™ (B) 356 44 0 0 0 44 0,110,027

Cisplatina 5 mg kg™ (C) 35 223 130 9 3 522 1,305+0,14 C-A —p<0,05

Cisplatina 5 mg kg™ + VOP

50 mg kg (D) 171 119 97 6 7 359 0,897 +0,207 D-A —p<0,05

Cisplatina 10 mg kg™ (E) 0 17 355 24 4 815  2,037+0,075 E-A —p<0,05

Cisplatina 10 mg kg™ +

VOP 50 mg kg™ (F) 78 214 40 60 8 506  1,265+0212  F-A —p<0,05; F-C —>p<0,05

? Swiss albino mievi su preventivno obradeni s VOP-a u dozi 50 mg kg™ 7 i 3 dana prije i.p. unosa 2x10° EAT stanica. Cisplatina je primijenjena i.p. u dozi 5
ili 10 mg kg™ 3. dana nakon unosa EAT stanica. Osteéenja stanica odredena su 1 sat nakon primjene citostatika. Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost
(S.V. £ S.D.) pojedine skupine zivotinja (n = 4) prema TSC izra¢unu: [0 x Ny (broj kometa razreda 0) + 1 x N; (broj kometa razreda 1) + 2 x N, (broj kometa

razreda 2) + 3 x N3 (broj kometa razreda 3) + 4 x Ny (broj kometa razreda 4)].

39



Tablica 1b. Srednja vrijednost + SD duzine repa leukocitnih stanica krvi sa oste¢cenom DNA nakon preventive obrade miseva nositelja Ehrlichova ascitesnog

tumora propolisom te s cisplatinom uz primjenu hipertermije (43°C) analizirana alkalnim komet testom

Stanice krvi na 43°C

Duljina komet repa (3. dan)®

Statisticki znacajna vrijednost p izmedu

Skupina 43 °C 0 1 2 3 4 TCS S.V.+£S.D. grupa (ANOVA test)
Kontrola (A) 365 35 0 0 0 35 0,087 £0,025
VOP 50 mg kg™ (B) 379 18 3 0 0 24 0,06+0,01
Cisplatina 5 mg kg™ (C) 0 40 310 48 2 812  2,03+0,25 C-A —p<0,05
Cisplatina 5 mg kg™ + VOP
50 mg kg™ (D) 110 116 140 18 16 514  1,285+0,369 D-A —p<0,05
Cisplatina 10 mg kg™ (E) 0 17 355 24 4 815 2,037+0,075 E-A —p<0,05
F-A —p<0,05; F-C —p<0,05;
Cisplatina 10 mg kg™ +
VOP 50 mg kg™ (F) 0 130 194 34 42 788  1,97+0311  F-E —p<0,05

? Swiss albino midevi su preventivno obradeni s VOP-a u dozi 50 mg kg™ 7 i 3 dana prije i.p. unosa 2x10° EAT stanica. Cisplatina je primijenjena i.p. u dozi 5
ili 10 mg kg™ 3. dana nakon unosa EAT stanica. Osteéenja stanica odredena su 1 sat nakon primjene citostatika. Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost
(S.V. £ S.D.) pojedine skupine Zivotinja (n = 4) prema TSC izracunu: [0 x Ny (broj kometa razreda 0) + 1 x Ny (broj kometa razreda 1) + 2 x N, (broj kometa

razreda 2) + 3 x N3 (broj kometa razreda 3) + 4 x N, (broj kometa razreda 4)].
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Tablica 2a. Srednja vrijednost + SD duZine repa stanica bubrega sa o$tecenom DNA nakon preventive obrade miSeva nositelja Ehrlichova ascitesnog tumora

propolisom te s cisplatinom analizirana alkalnim komet testom

Stanice bubrega na 37°C

Duljina komet repa (3. dan)?

StatistiCki znacajna vrijednost p

Skupina 37 °C 0 1 2 3 4 TCS S.V.+S.D. izmedu grupa (ANOVA test)
Kontrola (A) 378 22 0 0 0 22 0,055 £ 0,025
VOP 50 mg kg™ (B) 390 10 0 0 0 10 0,025 + 0,021
Cisplatina 5 mg kg™ (C) 35 223 139 3 0 510 1,28+0,63 C-A —p<0,05
Cisplatina 5 mg kg™ + VOP
50 mg kg (D) 133 154 67 43 3 429 1,107 + 0,156 D-A —>p<0,05; D-C —»p<0,05
Cisplatina10 mgkg* (E) 0 40 310 48 2 812 2,03+0,25 E-A —p<0,05

Cisplatina 10 mg kg™ +
VOP50 mg kg™ (F) 36 108 236 18 2 642 1,605+ 0,240 F-A —>p<0,05; F-C —p<0,05

? Swiss albino mievi su preventivno obradeni s VOP-a u dozi 50 mg kg™ 7 i 3 dana prije i.p. unosa 2x10° EAT stanica. Cisplatina je primijenjena i.p. u dozi 5
ili 10 mg kg™ 3. dana nakon unosa EAT stanica. Otecenja stanica odredena su 1 sat nakon primjene citostatika. Rezultati su izraZeni kao srednja vrijednost
(S.V. £ S.D.) pojedine skupine Zivotinja (n = 4) prema TSC izracunu: [0 x Ny (broj kometa razreda 0) + 1 x N; (broj kometa razreda 1) + 2 x N, (broj kometa
razreda 2) + 3 x N3 (broj kometa razreda 3) + 4 x N, (broj kometa razreda 4)].
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Tablica 2b. Srednja vrijednost + SD duzine repa stanica bubrega sa ostecenom DNA nakon preventive obrade miseva nositelja Ehrlichova ascitesnog tumora

propolisom te s cisplatinom uz primjenu hipertermije (43 °C) analizirana alkalnim komet testom

Stanice bubrega na 43°C

Duljina komet repa (a. u.)

a

Statisti¢ki znacajna vrijednost p izmedu

Skupina 43 °C 0 1 2 3 4 TCS S.V.+£S.D. grupa (ANOVA test)
Kontrola (A) 373 27 0 0 0 27 0,067+0,038
VOP 50 mg kg™ (B) 382 18 0 0 0 18 0,045+0,0292
Cisplatina 5 mg kg™ (C) 80 112 20 14 174 890  2,22+0,877 C-A —p<0,05
Cisplatina 5 mg kg™ + VOP
50 mg kg™ (D) 20 120 104 94 62 858  2,14+0,340 D-A —p<0,05
Cisplatina 10 mg kg™ (E) 2 64 88 44 202 1180  2,95+0,479 E-A —p<0,05
F-A —p<0,05; F-C —p<0,05;
Cisplatina 10 mg kg™ +
VOP 50 mg kg™ (F) 10 146 114 64 66 830  2,07+0,362 F-E —p<0,05

? Swiss albino mievi su preventivno obradeni s VOP-a u dozi 50 mg kg™ 7 i 3 dana prije i.p. unosa 2x10° EAT stanica. Cisplatina je primijenjena i.p. u dozi 5
ili 10 mg kg™ 3. dana nakon unosa EAT stanica. Osteéenja stanica odredena su 1 sat nakon primjene citostatika. Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost
(S.V. £ S.D.) pojedine skupine zivotinja (n = 4) prema TSC izra¢unu: [0 x Ny (broj kometa razreda 0) + 1 x N; (broj kometa razreda 1) + 2 x N, (broj kometa
razreda 2) + 3 x N3 (broj kometa razreda 3) + 4 x Ny (broj kometa razreda 4)].
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Tablica 3a. Srednja vrijednost = SD duzine repa stanica jetre sa oStecenom DNA nakon preventive obrade miseva nositelja Ehrlichova ascitesnog tumora

propolisom te s cisplatinom analizirana alkalnim komet testom

Stanice jetre na 37 °C

Duljina komet repa (3. dan)?

Statisticki znacajna vrijednost p izmedu

Skupina 37 °C 0 1 2 3 4 TCS S.V.+S.D. grupa (ANOVA test)
Kontrola (A) 383 17 0 0 0 17 0,0425 +0,022

VOP 50 mg kg™ (B) 374 26 0 0 0 26 0,065 +0,032

Cisplatina 5 mg kg™ (C) 28 165 167 40 0 619  1,55+0,77 C-A —p<0,05

Cisplatina 5 mg kg™ + VOP

50 mg kg™ (D) 118 170 52 22 38 492 123+0,117 D-A —p<0,05; D-C —p<0,05
Cisplatina 10 mg kg™ (E) 0 8 348 42 2 838  2,095+0,057 E-A —p<0,05

Cisplatina 10 mg kg™ +

VOP mg kg™ (F) 80 112 20 174 14 730 1,825+0,571 F-A —p<0,05; F-C —p<0,05

? Swiss albino mievi su preventivno obradeni s VOP-a u dozi 50 mg kg™ 7 i 3 dana prije i.p. unosa 2x10° EAT stanica. Cisplatina je primijenjena i.p. u dozi 5
ili 10 mg kg™ 3. dana nakon unosa EAT stanica. O3teéenja stanica odredena su 1 sat nakon primjene citostatika. Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost
(S.V. £ S.D.) pojedine skupine Zivotinja (n = 4) prema TSC izracunu: [0 x Ny (broj kometa razreda 0) + 1 x N; (broj kometa razreda 1) + 2 x N, (broj kometa

razreda 2) + 3 x N (broj kometa razreda 3) + 4 x Ny (broj kometa razreda 4)].
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Tablica 3b. Srednja vrijednost + SD duZine repa stanica jetre sa o§tecenom DNA nakon preventive obrade miSeva nositelja Ehrlichova ascitesnog tumora

propolisom te s cisplatinom uz primjenu hipertermije (43 °C) analizirana alkalnim komet testom

Stanice jetre na 43 °C

Duljina komet repa (3. dan)®

Statisti¢ki znacajna vrijednost p izmedu

Skupina 43 °C 0 1 2 3 4 TCS S.V.+S.D. grupa (ANOVA test)
Kontrola (A) 383 17 0 0 0 17 0,0425+0,017

VOP 50 mg kg™ (B) 350 47 3 0 0 53 0,24 + 0,072

Cisplatina 5 mg kg™ (C) 6 42 56 162 134 1176  2,94+0,684 C-A —p<0,05

Cisplatina 5 mg kg™ +

VOP50 mg kg™ (D) 14 62 112 146 66 988  2,47+0,386 D-A —p<0,05; D-C —p<0,05
Cisplatina 10 mg kg™ (E) 0 2 50 226 122 1268  3,17+0,013 E-A —p<0,05

Cisplatina 10 mg kg™ +
VOP50 mg kg (F) 10 40 60 268 22 1052 2,63+0,9 F-A —>p<0,05: F-C —>p<0,05:

? Swiss albino miSevi su preventivno obradeni s VOP-a u dozi 50 mg kg™ 7 i 3 dana prije i.p. unosa 2x10° EAT stanica. Cisplatina je primijenjena i.p. u dozi 5
ili 10 mg kg™ 3. dana nakon unosa EAT stanica. Ostecenja stanica odredena su 1 sat nakon primjene citostatika. Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost
(S.V. £ S.D.) pojedine skupine zivotinja (n = 4) prema TSC izra¢unu: [0 x N (broj kometa razreda 0) + 1 x Ny (broj kometa razreda 1) + 2 x N, (broj kometa
razreda 2) + 3 x N3 (broj kometa razreda 3) + 4 x N, (broj kometa razreda 4)].
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Tablica 4a. Srednja vrijednost £ SD duzine repa stanica tumora sa o$tecenom DNA nakon preventive obrade miseva nositelja Ehrlichova ascitesnog tumora

propolisom te s cisplatinom analizirana alkalnim komet testom

Stanice tumora na 37 °C

Duljina komet repa (3. dan)?

Statisticki znacajno p vrijednost izmedu

Skupina 37 °C 0 1 2 3 4 TCS S.V.+S.D. grupa (ANOVA test)
Kontrola (A) 280 107 13 0 0 133 0,33 +£0,043
VOP 50 mg kg™ (B) 230 134 29 7 0 213 0,532+0,249
Cisplatina 5 mg kg™ (C) 0 94 276 18 12 748  1,87+0,3 C-A —p<0,05
Cisplatina 5 mg kg™ + VOP
50 mg kg™ (D) 38 226 120 10 6 520  1,3+0,253 D-A —p<0,05
Cisplatina 10 mg kg™ (E) 0 40 310 48 2 812  2,03+0,25 E-A —p<0,05
F-A —p<0,05; F-C —p<0,05;
Cisplatina 10 mg kg™ +
VOP 50 mg kg™ (F) 6 92 194 78 30 834  2,08+0,285 F-E —p<0,05

® Swiss albino miSevi su preventivno obradeni s VOP-a u dozi 50 mg kg™ 7 i 3 dana prije i.p. unosa 2x10° EAT stanica. Cisplatina je primijenjena i.p. u dozi
5 ili 10 mg kg™ 3. dana nakon unosa EAT stanica. Otecenja stanica odredena su 1 sat nakon primjene citostatika. Rezultati su izraZeni kao srednja vrijednost
(S.V. £ S.D.) pojedine skupine zivotinja (n = 4) prema TSC izra¢unu: [0 x N (broj kometa razreda 0) + 1 x N; (broj kometa razreda 1) + 2 x N, (broj kometa

razreda 2) + 3 x N3 (broj kometa razreda 3) + 4 x N, (broj kometa razreda 4)].
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Tablica 4b. Srednja vrijednost = SD duzine repa stanica tumora sa oSte¢enom DNA nakon preventive obrade miseva nositelja Ehrlichova ascitesnog tumora

propolisom te s cisplatinom uz primjenu hipertermije (43 °C) analizirana alkalnim komet testom

Stanice tumora na 43°C

Duljina komet repa (3. dan)?

Statisticki znacajno p vrijednost izmedu

Skupina 43 °C 0 1 2 3 4 TCS S.V.£S.D.  grupa (ANOVA test)

Kontrola (A) 260 127 13 0 0 153  0,38+0,55

VOP 50 mg kg™ (B) 196 100 90 14 0 322 0,80+0,480

Cisplatina 5 mg kg™ (C) 0 8 358 32 2 828  2,07+0,0258  C-A —p<0,05

Cisplatina 5 mg kg™ + VOP

50 mg kg™ (D) 0 12 300 58 30 906  2,265+0,253  D-A —p<0,05; D-C —p<0,05

Cisplatina 10 mg kg™ (E) 0 24 316 36 24 860  2,15+0,082 E-A —>p<0,05; D-C —>p<0,05
F-A —p<0,05; F-C —p<0,05;

Cisplatina 10 mg kg™ +

VOP 50 mg kg™ (F) 0 0 216 108 76 868  2,17+0,1545  F-E —p<0,05

2 Swiss albino miSevi su preventivno obradeni s VOP-a u dozi 50 mg kg™ 7 i 3 dana prije i.p. unosa 2x10° EAT stanica. Cisplatina je primijenjena i.p. u dozi 5
ili 10 mg kg™ 3. dana nakon unosa EAT stanica. Osteéenja stanica odredena su 1 sat nakon primjene citostatika. Rezultati su izraZeni kao srednja vrijednost
(S.V. £ S.D.) pojedine skupine zivotinja (n = 4) prema TSC izra¢unu: [0 x N (broj kometa razreda 0) + 1 x N; (broj kometa razreda 1) + 2 x N, (broj kometa
razreda 2) + 3 x Nj (broj kometa razreda 3) + 4 x N, (broj kometa razreda 4)].
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Tablica 5. Komet test na stanicama leukocita periferne krvi, bubrega, jetre i tumora u miSeva s Erlichovim ascitesnim tumorom nakon preventivne

imunoterapije pripravcima propolisa te kemoterapije cisplatinom

Skupina
Temperatura 37°C Temperatura 43°C

Stanice krvi Stanice bubrega Stanice jetre Stanice tumora Stanice krvi Stanice bubrega  Stanice jetre Stanice tumora
Kontrola 0,087 +0,025 0,055 + 0,025 0,0425 +0,022 0,33 +£0,043 0,087 £0,025 0,067+0,038 0,0425+0,017 0,38+0,55
VOP 50 mg kg 0,110,027 0,025 £ 0,021 0,065 £0,032 0,532+ 0,249 0,06+0,01 0,045+0,0292 0,24+0,072  0,80+0,480
Cispl. 5 mg kg‘l 1,305 £ 0,14* 1,28+0,63* 1,55+0,77* 1,87+0,3* 2,03+£0,25* 2,224+0,877* 2,94+0,684*  2,07+0,0258*
Cispl. 5 mg kg™ +
VOP 50 mg kg 0,897 £0,207* 1,107 £0,156%*  1,23+0,117**  1,3+0,253* 1,285£0,369*  2,14+0,340* 2,47+0,386*"  2,265+0,253**
Cispl. 10 mg kg™ 2,037£0,075%  2,03+0,25* 2,095+0,057* 2,03+0,25% 2,037£0,075%  2,95+0,479* 3,17£0,013%  2,15+0,082**
Cispl. 10 mg kg™ +
VOP50 mg kg° 1,265+0,212%* 1,605+ 0,240**  1,825+0,571** 2,08+ 0,285*** 1,97+0,311**°  2,07+0,362***  2,63+0,9** 2,17+0,1545%**

? Swiss albino migevi su preventivno obradeni s VOP-om u dozi 50 mg kg™ 7 i 3 dana prije i.p. unosa 2x10° EAT stanica. Cisplatina je primijenjena i.p. u
dozi 5 ili 10 mg kg™ 3. dana nakon unosa EAT stanica. Otecenja stanica odredena su 1 sat nakon primjene citostatika. Rezultati su izraZeni kao srednja
vrijednost (S.V. + S.D.) pojedine skupine Zivotinja (n = 4) prema izracunu: [0 X Ny (broj kometa razreda 0) + 1 x Ny (broj kometa razreda 1) + 2 x N, (broj
kometa razreda 2) + 3 x N3 (broj kometa razreda 3) + 4 x N, (broj kometa razreda 4)].
* Statisticki znacajno (p<0.05) u odnosu na kontrolnu skupinu (ANOVA).

* Statisticki znagajno (p<0.05) u odnosu na skupinu Cisplatin 5 mg kg™ (ANOVA)).

* Statisti¢ki znagajno (p<0.05) u odnosu na skupinu Cisplatin 10 mg kg™ (ANOVA).
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5. RASPRAVA

Ovim diplomskim radom pokusali smo utvrdit genotoksi¢no djelovanje propolisa u
preventivnoj obradi s citostatikom cisplatina u normalnim (37°C) i hipertermalnim uvjetima
(43°C) na Zivotinje nositelja Ehrlichovog ascitesnog tumora. IstraZivanje je izvedeno na na¢in
da su pracena osStecenja na molekulama DNA na normalnim stanicama (leukociti periferne
krvi, jetra, bubrezi) te tumorskim stanicama, metodom alkalnog komet testa. Alkalni komet
test je metoda osjetljiva na citotoksicne i1 genotoksicne ucinke istrazivanih tvari. On otkriva
jednolanc¢ane lomove DNK te ukrizene veze DNA — DNA i DNA — proteina nastale uslijed
djelovanja neke genotoksi¢ne tvari. Metoda je brza, jednostavna te relativno jeftina i pokazala
se vrlo korisnom.

Primarna oSte¢enja DNA u stanicama nastaju kao posljedica oksidativnog stresa
prouzrocenog izlaganjem stanica djelovanju cisplatine. Kao posljedica oksidativnog stresa, u
stani¢noj DNA nastaje velik broj dodatnih oStec¢enja Sto se moze otkriti komet testom.

Komet test u alkalnim uvjetima je pogodna metoda dovoljno osjetljiva za procjenu razlicitih
tipova oSte¢enja DNA u leukocitima periferne krvi, stanicama jetre i bubrega i tumorskim
stanicama izazvanih preventivnom primjenom propolisa te njegove  kombinacija s

cisplatinom.

Lije¢enje tumora danas zahtjeva kombinaciju razliitih terapeutskih metoda te kod primjene
kemoterapije upotrebu viSe razli€itih citostatika kako bi se sprijecila rezistencija tumorskih
stanica. Rezistencija tumorskih stanica nije pracena i povecanom rezistencijom zdravih
stanicama na citostatike. Istodobna primjena viSe citostatika omogucuje postizanje
maksimalne smrtnosti tumorskih stanica unutar toksi¢ne tolerancije za svaki citostatik,
pokrivanje Sireg podrucja rezistentnih stanica u heterogenoj tumorskoj populaciji te
usporavanje razvoja novih rezistentnih stanica (Roth, 1996).

Neki specifiéni mehanizmi rezistencije na citostatike pokazuju na koji nacin tumorska
stanica izbjegava dobro definirane putove napada promijenjenog citostatika, a to mogu biti:

1. Povecano izbacivanje citostatika iz stanice
2. Povecani stani¢ni mehanizam detoksikacije
3. Mehanizam oporavka

4. Promjene u specificnom mehanizmu prijenosa
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Vecina citostatika je uspjeSna u uniStavanju tumorskih stanica budu¢i da interferiraju
direktno ili indirektno sa sintezom ili funkcijom nukleinskih kiselina. Medutim citostatici
uzrokuju ostecenja i zdravih stanica, Sto se ocituje supresijom koStane srzi, gubitkom kose,
mucninom itd. Brojni bolesnici iz tih razloga odbijaju primjenu kemotrapije.

Nasa istrazivanja pokazuju da primjena cisplatine ima genotoksi¢ni ucinak, kako na zdrave
tako i tumorske stanice (Tablica 5). Od normalnih stanica najvise su stradale stanice jetre i
bubrega (Tablica 2a i b, 3a i b). Stetan utjecaj cisplatine na jetru pokazala su i druga
istrazivanja (Mansour, 2006). OSte¢enja su veca pri vecoj dozi citostatika (10 mg kg'l) te pri
hipertermalnim uvjetima (43°C). Toksi¢nost cisplatine na bubrege dokazala su i istraZivanja
Behlinga (2006).

Primjena kemoterapije zajedno sa hipertermijom ima nekoliko prednosti. Hipertermija
pokazuje sinergisti¢ki u¢inak sa nekim lijekovima koji se koriste protiv tumorskih stanica §to
su potvrdili 1 rezultati naseg istrazivanja (Tablica 5). Ona potie razliCite citostatike iz
razlicitih skupina od kojih neki nisu ucinkoviti bez primjene sa hipertermijom. Koristenje
hipertermije u kombinaciji s razliitim citostaticima prvi je laboratorijski primijenio George
Hahn koji je u svojim istraZivanjima pokazao da citostatici pri poviSenoj temperaturi imaju
bolju protutumorsku ucinkovitost; povecavaju broj mrtvih tumorskih stanica. Ucinak
hipertermije je znatno veci u rasponima temperature od 40°C - 45°C u odnosu na niZe
temperature. Mehanizmi ucinka hipertermije nisu u potpunosti razja$njeni (Herman i sur.
1988). Hipertermija niza od 42°C rijetko moZe izlijecCiti Zivotinje oboljele od tumora,
medutim ako se ona primjeni zajedno sa citostaticima, tada se moze posti¢i znatno bolji
terapijski u€inak. Taj ucinak je tim jace izraZen Sto je vremenski razmak izmedu pojedine
primjene kraéi, a najizraZeniji je ako se hipertermija i citostatik daju istodobno (Samija i sur.,
2000.).

Naime, poznato je da se antitumorska aktivnost cisplatine temelji na otpustanju dvaju iona
ClI" u vodenoj otopini; otpuStanjem klora u stanici preostaje pozitivho nabijena platina
kompleks koji se veze na negativno nabijene molekule u stanici, posebice DNK i RNK,
tvore¢i bifunkcionalne kovalentne veze §to rezultira inhibicijom replikacije i1 transkripcije
DNK. Ujedno dolazi do stvaranja monofunkcionalnih adukta na gvaninu, bifunkcionalni
adukta izmedu dva gvanina na jednom lancu DNK, zatim izmedu gvanina i bilo kojeg drugog
nukleotida. Takoder se stvaraju adukti izmedu gvanina na komplementarnim lancima te
krizne veze izmedu DNK, proteina i glutationa.
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Takve strukturne promjene u uzvojnici DNK uzrokuju blok G2 fazi stani¢nog ciklusa
(Hausmann 2004.). Kod alkiliraju¢ih lijekova dolazi do povecane topivosti citostatika pri
povisenoj temperaturi koja je takoder uzrok strukturnih i funkcionalnih promjena stani¢ne
membrane, promjena u prijenosu citostatika u stanice, smanjenom popravku DNA zbog
oSteenja enzima te smanjene sinteze enzima, te pojaCanom vezanju cisplatine za proteine
plazme $to posljedi¢no dovodi do brojnih jednolancanih i dvolanc¢anih lomova, te kriznih veze
DNK i pojacane smrti stanica tumora. Prema literaturnim podacima (Herman i sur. 1988.)
ovaj sinergizam izmedu cisplatine 1 hipertermije je najveci pri istovremenoj primjeni kao §to
smo mi primijenili u naSim pokusima. Iz naSih rezultata je razvidno da je hipertermija

povecala osjetljivost tumorskih stanica na cisplatinu (kemosenzitacijski u¢inak).

Kod odredivanja terapije za lijeCenje od velike vaznosti je specificirati lijecenje. Cilj je
odabrati terapiju sa maksimalnim u¢inkom i minimalnom toksic¢nosti za pacijenta. Uzevsi to u
obzir, hipertermija nudi jo§ jednu prednost, a to je niska toksi¢nost. Prednost hipertermije, za
razliku od kemoterapije, je lokalizacija §to omogucuje izbjegavanje podrucja tijela koja su
osjetljiva kao kao $to su koStana srz, jetra, mozak.

Hipertermija se bazira na Cinjenici da su tumorske stanice viSe osjetljive na toplinu nego
zdravo tkivo. Medutim, teSko je zagrijavati samo tumorske stanice pomocu hipertermije jer
na zagrijavanje utjecu razni faktori kao Sto je veli¢ina tumora i poloZaj tumora. Neizbjezan
tehnicki problem je oteZano uniformno zagrijavanje samo tumorskog podrucja do potrebne
temperature, a da se ujedno ne osteti normalno tkivo (Kawai i sur., 2005).
Mehanizmi kojima hipertermija ubija stanice su kontraverzni, kao 1 nacini kojima povisene
temperature poviSavaju citotoksic¢nost citostatika. lTako mehanizam hipertermije nije u
potpunosti razjasnjen, pretpostavljene su Cetiri moguénosti:

1. Povecane koncentracije lijekova unutar stanica

2. Povecana ucinkovitost stvaranja ozljeda

3. Pojavljivanja raznih ozljeda na hipertermickim temperaturama

4

Toplinom izazvana inhibicija popravka DNA
Rezultati pokazuju da je stupanj oStecenja leukocitnih stanica periferne krvi, bubrega 1 jetre
kao i tumorski stanica, manji primjenom kemoterapije, sa i bez upotreba propolisa, pri 37°C

nego kod kemoterapije istim spojevima pri 43°C (Tablice 1a- 4b).

50



Rasprava

Neka istrazivanja su pokazala da kod stanica koje su otporne na citostatik hipertermija
povecava ucinkovitost citostatika na stanice koje su razvile otpornost, ali ipak kombinacija
citostatika i1 hipertermije ne postiZe razinu citotoksicnosti koja je prisutna u stanica koje nisu

razvile otpornost (Herman, 1988).

Iz navedenog je vidljivo da se javlja potreba pronaéi tvari sa zastitnim ucinkom tj.
citoprotektore koji nisu toksi¢ni za zdrave stanice i ne smanjuju terapijski ucinak citostatika, a
umanjuju Stetni uc¢inak citostatika u zdravim stanicama. Propolis i njegove sastavnice te brojni
flavonoidi kao §to su kvercetin, silimarin, biacelin koriSteni su u brojni istrazivanjima da bi se
istrazila njihova zastitna uloga te su dali pozitivan rezultat. U naSem istrazivanju istrazili smo
zastiti u¢inak propolisa.

Nas$i rezultati dobiveni komet testom potvrduju zaStitni ucinak propolisa i njegovih
sastavnica od posljedica nastalih primjenom citostatika na normalne stanice (leukocitne
stanice periferne krvi, stanice bubrega i jetre) te pojacani toksi¢ni u¢inak na stanice tumora.
Zastitni u¢inak propolisa vidljiv je kod stanica krvi i jetre obradene cisplatinom
(5110 mg kg™) s proplisom (50 mg kg™*) gdje je uogeno znacajno smanjenje razine osteéenja
DNA pri 37°C i 43°C u odnosu na upotrebu same cisplatine (p< 0,05; ANOVA) (Tablice 2a i
b, 4aib).

Rezultati komet testa na leukocitima periferne krvi potvrduju genotoksi¢nost cisplatine te je
vidljivo da nakon preventivne terapije vodenom otopinom propolisa, postotak oSte¢enja DNA
je manji u odnosu na samu cisplatinu (Tablica 1a i b). Pri hipertermalnim uvjetima dolazi
jaCeg oStecenja, a razlog tome moze biti bolja bioraspoloZivost sastavnica propolisa pri
fizioloSkim uvjetima. Antioksidacijski potencijal 1 bioaktivnost flavonoida, koji su sastavni
dio propolisa, ovisi 0 njihovoj apsorpciji, metabolizmu te redukcijskim svojstvima nastalih

metabolita.

Zastitni ucinci propolisa 1 njegovih polifenolnih sastavnica na rast tumora uklju¢uju mnoge
mehanizme djelovanja ukljucujuéi skupljanje slobodnih radikala (Chen 2004), modifikaciju
detoksifikacijskih enzima, imunomodulaciju i pobudivanje apoptoze i/ili nekroze (Aso, 2004;
Orsoli¢, 2005). Imunomodulacija imunosnog sustava domacina posebice ukljucuje aktivaciju
makrofaga, a preko njih i drugih imunosnih stanica. Aktivirani makrofagi aktivni su sudionici

imunosne reakcije na tumor. U¢inak makrofaga na tumor moze biti specifican ili nespecifi¢an.

51



Rasprava

Mehanizmi nespecificnog protutumorskog uc¢inka makrofaga temelje se na njihovoj aktivaciji
te pojac¢anoj proizvodnji enzima lizosoma i1 metabolita reaktivnog kisika i dusikovog oksida
(Orsoli¢ 1 Basi¢, 2003; 2005). Makrofagi se predoCavanjem tumorskih antigena T 1 B
stanicama ukljucuju u specificnu imunost.

Nadalje propolis ima izraziti protubakterijski ucinak, potice hematopoezu, stimulira

imunosne stanice domacina te potiCe proces zacjeljivanja Sto zasigurno pomaze u
produzavanju zivotnog vijeka oslabljenog organizma nazo¢nos$¢u tumora i posljedica nastalih
primjenom kemoterapeutika.
UniStavanje hematopoetskih stanica smanjuje imunitet organizma i1 pove¢ava moguénost
infekcije. Prethodna istrazivanja u ovom laboratoriju su pokazala da kombinacija
kemoterapije sa propolisom utjece na proliferaciju populacije leukocita u perifernoj krvi koja
je inhibirana kemoterapijskim sredstvima. Ti rezultati pokazuju da flavonoidi iz propolisa
imaju hemostimulativna, antioksidativna, zaStitna i1 regenerativan svojstva (OrSoli¢ i sur.,
2008)

U primjeni istih doza cisplatine u kombinaciji s propolisom kod stanica tumora uocili smo
povecanje osteCenja molekula DNA pri fizioloSkim 1 hipertermalnim uvjetima. Izuzetak je
kod primjene cisplatine 5 mg kg™ i propolisa pri fizioloskim uvjetima (Tablice 4a i b).

Iz toga je wvidljivo da wupotreba propolisa  u kemoterapiji povecava ucinkovitost
protutumorskih lijekova, a slabi njihov Stetan uc¢inak na okolno zdravo tkivo.

Antioksidansi upotrjebljeni kao dodatak u kemoterapiji povecavaju ucinkovitost
protutumorskih lijekova 1/ili slabe njihov Stetni u€inak na okolno normalno tkivo (Conclin,
2004, Orsoli¢ 1 Basi¢, 2005; 2007; Kapiszewska 1 sur., 2007). Takoder smanjuju nuspojave na
leukocitima, jetri 1 bubrezima te tako omogucuju povecanje doze (OrSoli¢ 1 sur., 2008).
Dobiveni rezultati protutumorskog uc¢inka su u suglasju s rezultatima OrSoli¢ 1 Basi¢ (2007)
gdje je pokazano da propolis i njegove flavonoidne sastavnice pokazuju izrazit protutumorski
ucinak temeljen na viSe razliCitih mehanizama, primjerice njihovim antioksidativnim
svojstvima, modulaciji aktivnosti onkogena, poticanju procesa apoptoze te inhibiciji
angiogeneze.

Mehanizmi medudjelovanja istrazivanih tvari i citostatskih protutumorskih lijekova nisu

toc¢no utvrdeni te se javljaju potrebe za daljnjim istraZivanjima.
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Cjelokupni rezultati dobiveni u ovom laboratoriju vezani za istrazivanje ucinkovitosti
propolisa i njegovih polifenolnih/flavonoidni sastavnica ukazuju na mnogostruku ucinkovitost
propolisa i flavonoida u smanjenju posljedice genotoksi¢nosti citostatika te stimuliranju
imunosnih stanica domacina ¢ija uc¢inkovitost vodi usporavanju rasta tumora i njegovom
uniStavanju. Propolis udruzen s citostatikom povecava protutumorski u¢inak kemoterapeutika
i vodi povecanom prezivljavanju miSeva. Zasigurno ovim procesima doprinosi ne samo
njihova antioksidativna sposobnost i veliki kapacitet vezanja slobodnih radikala Sto vodi
smanjenju genotoksi¢nih ostecenja krvnih, jetrenih i1 bubreznih stanica nego i njihova
imunomodulatorna, zacjeljivacka, protubakterijska, protumikrobna aktivnost kao vazni
¢imbenici u znac¢ajno duzem prezivljavanju Zivotinja i njihovom brzom oporavku. Posebice je
vazno ista¢i da normalne stanice imaju veéu sposobnost oporavka (regeneracije) od tumorskih

kao 1 ve¢u mogucénost iskoriStavanja vanjskih antioksidanasa u zastitne svrhe.

Temeljem dobivenih rezultata sinergizam izmedu cisplatine i flavonoidnih sastavnica
nazo¢nih u VOP-u te hipertermije na toksi¢nost i duljinu komet repa mogao bi se temeljiti na:
(i) povecanju citotoksi¢nosti cisplatine ili poticanju apoptoze, (ii) dokidanju rezistencije na
cisplatinu inhibicijom P-glikoproteinske (Pgp) crpke, (iii) sinergistickom djelovanju
flavonoida i kemoterapeutika na topoizomeraze | i Il, (iv) inhibiciji protein tirozin kinazne
aktivnosti; (v) inhibiciji aktivnosti transkripcijskog faktora- nuklearnog faktora kappa B
(NFxB), (vi) modulaciji detoksikacije enzima faze I i I, vii) stimulaciji imunoloskog sustava;
(viit) modulaciju steroidnih hormona (fitoestrogenska aktivnost), (ix) inhibiciji angiogeneze;
(x) inhibicija aktivacije mitotskih signala, (xi) inhibicija ekspresija tumorskih onkogena i
aktivacija ekspresije tumor supresor gena, (xii) inhibicija prooksidativnih enzima; (xiii)
smanjenju izrazavanja HSP u tumorskim stanicama S§to poti¢e sinergisticko djelovanje
flavonoida i hipertermije na apoptozu; (xiv) hipoksiji, posebice na niskom pH koji se odnosi
na povecanu proizvodnju mlijeCne kiseline i slab protok krvi povecavajuéi osjetljivost
tumorskih stanica na citostatik i hipertermiju; (xv) inhibiciji prijenosa mlije¢ne kiseline
flavonoidima $to povecava osjetljivost na hipertermiju (OrSoli¢ 1 Basi¢ 2007.; OrSoli¢ 1 sur.

2008.a,D).

Sinergisticko djelovanje cisplatine 1 hipertermije pri istovremenoj primjeni ima najvecu

protutumorsku uc¢inkovitost §to je u skladu i sa istrazivanjima Hermnana 1 sur. (1998).
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Rasprava

Propolis utjece na znatno smanjenje genotoksic¢nost cisplatine na normalne stanice te moze
smanjiti toksi¢nost citostatika,a ujedno povecava genotoksi¢nost cisplatine na tumorske

stanice (Orsoli¢ i sur., 2008).
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Zakljucak

6. ZAKLJUCAK

Na temelju istrazivanja ucinaka propolisa, citostatika cisplatine i hipertermije na misevima

nositeljima Ehrlichovog ascitesnog tumora dosli smo do slijedecih zakljucaka:

1. Propolis i citostatik cisplatina imaju protutumorski ucinak na stanice Ehrlichovog
ascitesnog tumora u miSeva. Primjena citostatika cispaltine u kombinaciji s propolisom ima

veci protutumorski u¢inak nego primjena same cisplatine.
2. Propolis i njegove flavonoidne sastavnice imaju zastitni ucinak na normalne stanice
(leukocitne stanice periferne krvi, stanice bubrega i jetre) te smanjuju oSteéenja nastala

primjenom citostatika cisplatine.

3. Citotoksi¢ni 1 genotoksi¢ni ucinak citostatika cisplatine i propolisa ovisan je 0

primijenjenoj dozi i izlozenosti hipertermiji.

4. Citotoksi¢ni 1 genotoksicni ucinak citostatika cisplatine na stanice je veci §to je veca doza

citostatika cisplatine.

5. Hipertermija ima sinergisticko djelovanje s cisplatinom tj. povecava njezin genotoksicni

udinak na stanice tumora.

6. Obrada propolisom i njegovim flavonoidnim sastavnicama moze smanjiti posljedice

toksi¢nosti citostatika te pojacati stimulaciju imunosnih stanica koje usporavaju rast tumora.

7. Daljnjim istrazivanjem trebalo bi detaljnije istraziti pretpostavljene mehanizme djelovanja

propolisa, citostatika cisplatine 1 hipertermije na modelu misa.
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