Utjecaj hidrokinona na promjene u proteomu stanica
karcinoma mokraénog mjehura covjeka (T24)

Gunjaca, Marija

Master's thesis / Diplomski rad
2019

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Food Technology and Biotechnology / SveuciliSte u Zagrebu,
Prehrambeno-biotehnoloski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://um.nsk.hr/urn:nbn:hr:159:662170

Rights / Prava: Attribution-NoDerivatives 4.0 International/lmenovanje-Bez prerada 4.0
medunarodna

Download date / Datum preuzimanja: 2024-07-13

Pi’ehrambeno RepOSitory/RepOZitorij,-

biotehnoloski Repository of the Faculty of Food Technology and
w fakultet Biotechnolo

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:159:662170
http://creativecommons.org/licenses/by-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nd/4.0/
https://repozitorij.pbf.unizg.hr
https://repozitorij.pbf.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/pbf:3496
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pbf:3496
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pbf:3496

SVEUCILISTE U ZAGREBU

PREHRAMBENO-BIOTEHNOLOSKI FAKULTET

DIPLOMSKI RAD

Zagreb, rujan 2019. Marija Gunjaca
1071/N



UTJECAJ HIDROKINONA NA
PROMJENE U PROTEOMU
STANICA KARCINOMA
MOKRACNOG MJEHURA
COVJEKA (T24)



Rad je izraden u Laboratoriju za biologiju i genetiku mikroorganizama na Zavodu za
biokemijsko inZenjerstvo Prehrambeno-biotehnoloSkog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu pod
mentorstvom dr.sc. Ksenije Durgo, red.prof. Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta Sveucilista
u Zagrebu te uz pomo¢ Ane Hudek, mag.ing.biotechn. i u Centralnom laboratoriju
Inkubacijskog centra za bio-znanosti — BICRO BIOCentar d.0.0. pod stru¢nim vodstvom dr.sc.

Ane Butorac, dipl. ing.



ZAHVALA

Veliko hvala prof.dr.sc. Kseniji Durgo na izvrsnom mentorstvu, ulozenom trudu i svakom
danom savjetu. Hvala mag.ing. Ani Hudek na pomoci pri provodenju eksperimentalnog dijela
te na strpljenju za brojna pitanja i napraviljene pogreske. Velike zahvale i Biocentru te dr.sc.
Ani Butorac, dipl. ing. na trudu, vremenu i strpljenju uloZzenom u proteomsku analizu uzoraka
i na udijeljenom znanju u podrucju proteomike. Od srca zahvaljujem i na izuzetno ugodnoj
atmosferi i druzenju zbog kojih je sama provedba eksperimentainog dijela bila bezbolna i
motivirajuca. Hvala poticanju interesa, ne samo za diplomski rad, vec i za cijelo podrucje

proteomike.

Hvala mojoj obitelji i prijateljima na bezuvjetnoj podrsci, ljubavi i razumijevanju. Hvala i

mom dragom Antoniu na svoj pruzenoj podrsci, brizi i ohrabrenju tijekom izrade ovog rada.



TEMELJNA DOKUMENTACIJSKA KARTICA

SveuciliSte u Zagrebu Diplomski rad
Prehrambeno-biotehnoloski fakultet

Zavod za biokemijsko inZenjestvo

Laboratorij za biologiju i genetiku mikroorganizama

Znanstveno podrucje: Biotehnicke znanosti
Znanstveno polje: Biotehnologija

UTJECAJ HIDROKINONA NA PROMJENE U PROTEOMU STANICA KARCINOMA
MOKRACNOG MJEHURA COVJEKA (T24)
Marija Gunjaca, 1071/N
Sazetak: Infekcije urinarnog trakta ¢esta su pojava, osobito u zenskoj populaciji. Za lije¢enje infekcija
urinarnog trakta koriste se pretezito antibiotici, no zbog pojave rezistencije Cesto se pribjegava
alternativnim metodama lijeCenja poput raznih biljnih pripravaka. Najé¢esce se koristi uvin-H ¢aja ¢ijim
se glavnim aktivnim sastojkom smatra arbutin, odnosno njegov metabolit hidrokinon. Hidrokinon
uspjesno eliminira brojne bakterije, poput E. coli, koje su najc¢eséi uzrok infekcija urinarnog trakta. Cilj
ovog rada bio je istraziti citotoksi¢ni i prooksidativni/antioksidativni u¢inak hidrokinona na stanice
mokra¢nog mjehura ¢ovjeka T24. Takoder, istraZzen je i utjecaj hidrokinona na promjene u proteomu
istim stanicama. Stanice karcinoma mokra¢nog mjehura covjeka su tretirane razli¢itim koncentracijama
hidrokinona tijekom 2 i 4 h u uvjetima bez oporavka i s 24-satnim oporavkom u hranjivom mediju. U
ovom radu, dokazano je da je citotoksi¢ni u¢inak hidrokinona dozno ovisan. Isto tako, hidrokinon
naru$ava integritet stani¢ne membrane tretiranih stanica smanjujuci zastupljenost proteina odgovornih

za odrzavanje integriteta stanice. Oporavkom stanica u hranjivom mediju tijekom 24 h dolazi do obnove
integriteta stanice.

Kljuéne rijeci: arbutin, hidrokinon, mokra¢ni mjehur, T24, vimentin
Rad sadrzi: 68 stranica, 21 sliku, 12 tablica, 59 literaturnih navoda, 0 priloga
Jezik izvornika: hrvatski

Rad je u tiskanom i elektronickom (pdf format) obliku pohranjen u: Knjiznica Prehrambeno -
biotehnoloskog fakulteta, Kaciceva 23, Zagreb

Mentor: prof.dr.sc. Ksenija Durgo

Pomo¢ pri izradi: Ana Hudek, mag.ing.biotechn., asistent

Stru¢no povjerenstvo za ocjenu i obranu:
1. Prof.dr.sc. Visnja Bac¢un-Druzina

2. Prof.dr.sc. Ksenija Durgo

3. Dr.sc. Ana Butorac, znan. sur.

4. Prof.dr.sc. Blazenka Kos (zamjena)

Datum obrane: 20. rujna 2019.



BASIC DOCUMENTATION CARD

University of Zagreb Graduate Thesis
Faculty of Food Technology and Biotechnology

Department of Biochemical Engineering

Laboratory for Biology and Microbial Genetics

Scientific area: Biotechnical Sciences
Scientific field: Biotechnology

HYDROQUINONE EFFECT ON PROTEOME CHANGES IN HUMAN URINARY
BLADDER CANCER CELLS (T24)

Marija Gunjaca, 1071/N

Abstract: Urinary tract infections are a common occurrence, especially in the female population.
Antibiotics are mostly used to treat urinary tract infections, but due to the onset of resistance, alternative
treatment methods such as various herbal preparations are often used. The most commonly used is Uva
Ursi tea, whose the main active ingredient is hydroquinone, the metabolite of arbutine. Hydroquinone
successfully eliminates many bacteria, such as E. coli, which are the most common cause of urinary
tract infections. The aim of this study was to investigate the cytotoxic and prooxidative/antioxidative
effects of hydroquinone on human urinary bladder cancer T24 cell line. The effect of hydroguinone on
proteome of T24 cells was also investigated. The human urinary bladder cancer cells were treated with
different concentrations of hydroquinone for 2 and 4 h under non-recovery conditions and with 24-hour
recovery in culture medium. In this graduate thesis, the cytotoxic effect of hydroguinone has been shown
to be dose-dependent. Likewise, hydroguinone impairs the cell membrane integrity of treated cells by
reducing the amount of proteins responsible for maintaining cell integrity. Recovery of cells in the
culture medium within 24 h results in the restoration of cell integrity.

Keywords: arbutine, bladder, hydroquinone, T24, vimentin
Thesis contains: 68 pages, 21 figures, 12 tables, 59 references, 0 supplements
Original in: Croatian

Graduate Thesis in printed and electronic (pdf format) version is deposited in: Library of the
Faculty of Food Technology and Biotechnology, Kaci¢eva 23, Zagreb.

Mentor: Ksenija Durgo, PhD

Technical support and assistance: Ana Hudek, mag.ing., assistent
Reviewers:

1. PhD. Visnja Bacun-Druzina, Full professor

2. PhD. Ksenija Durgo, Full professor

3. PhD. Ana Butorac, Research associate

4. PhD. Blazenka Kos, Full professor (substitute)

Thesis defended: 20th September 2019



Sadrzaj

1.
2.

UV OD ...ttt ettt s b et b e s ht et s bt e et e bt e a e et e sh e et e e b e e a e e bt e he et e ehe et e nbeeatebeeaeenes 1
TEORIISKI DIO ...ttt ettt sttt sht et bt et e b e bt et e sbeeatesbesaeens 2
2.1. INFEKCIJE URINARNOG TRAKTA COVIEKA .......coooooiiiieiieisieeeeseeeeeeeesses e 2
2.2.  ZASTUPLJENOST ARBUTINA U BILINIM VRSTAMA ..ot 3
2.3. ARBUTIN ottt bbb bbbt bbb bkt bbbt bbbt bbb r et n 6
231 Metabolizam arbULING ..o 7
2.4. HIDROKINON ...ttt bbb bbbt b e bbb bbb bbb bbb e bt 8
2.4.1. Metabolizam hidroKiNONa ..., 10
24.2. Ucinak hidrokinona na promjenu u proteomu izloZenih Stanica...........c.ccoovverieiieieninienenenen 10
2.5. PROTEOMIKA ..ottt r et r et nnns 12
EKSPERIMENTALNI DIO ...ttt s 15
3.1 MATERIJALL ..o bbbt bbb bbbt ab et 15
3.1.1. BioloSKi teSt SUSTAV ....ccuiiiiiiiiiiiiiii i 15
3.1.2. HIATOKINON ... bbb et b bbbttt sttt b e nbe s 15
3.1.3. LabOratorijSKi UTCAAJ1......veeueeeieiieieie sttt bbbt sb bbb 16
3.14. LaboratorijSKi PrIDOT ........c.iiiiiiie b 17
3.1.5. KEIMIKAITE....cve ettt et e e s bt e s be e teesbeeraesraesteesreennas 18
3.1.6. (0] (0] o] 1TSS PRSP PSUTPPUPPPPPRPRN 19
3.1.7. Programi i Daze POOALAKE. ..........c.ccveiieiieie et 20
3.2. IMIETIODE ...ttt bbbk bbb s bbbt bbbt b e bbb b st 21
3.2.1. L0 00T Lo o VOSSR 21
3.2.2. Priprema SUSPENZIJE STANICA .....eveviiuerieieiteieeie ettt et 21
3.2.3. Utvrdivanje Droja StANICA .......ccveiriiririiestieiieiee ettt ettt bt et besn e seesbeesneenneenas 22
3.24. Odredivanje citotoksi¢nog uc¢inka hidrokinona na T24 stani¢nu liniju metodom Neutral red.... 23
3.2.5. Odredivanje prooksidacijskog/antioksidacijskog u¢inka hidrokinona na T24 stani¢nu liniju
DCFH-DA MELOUOM ...ttt bbbttt 24
3.2.6. Uzgoj stanica za analizu ProteINA...........cooiieiiiiiiiie ettt s sbe e eneas 25
3.2.7. Odredivanje koncentracije proteina u uzorcima Bradfordovom metodom ............ccccccvevveinnnnnne 26
3.2.8. NecCiljana analiza PrOtEINA..........ciuiiiii ittt e be e eneas 26
3.2.9. CilJana analiZa PrOtEING........ciieriiirieiee ettt sr et b et e 32
3.2.10. StatistiCka 0brada reZUtAtA ..........cooiiiiiiiiiie e 34
REZULTATI I RASPRAVA ettt ettt sttt be e sttt as 34

4.1.  Odredivanje citotoksi¢nog u¢inka hidrokinona na stani¢nu liniju T24 metodom Neutral red .. 35

4.2. Odredivanje prooksidacijskog/antioksidacijskog u¢inka hidrokinona na stani¢nu liniju T24
MELOdOM DCFH-DA .......oiiii b 41

4.3. Rezultati proteomskin analiza...........coooiiiiiii e 48

4.3.1. Utjecaj hidrokinona na promjene u proteomu Stanica T24 ........ccooeiiiereninienieiee e 49



5.
6.

4.3.2. Utjecaj 24-satnog oporavka stanica T24 tretiranih hidrokinonom na zastupljenost proteina

vimentina

ZAKLJUCCI .......
LITERATURA ...



1. UVOD

Infekcije urinarnog trakta ceste su pojave koje se uglavnom lako lijece, no ukoliko dode do
komplikacija koje obi¢no nastaju kao posljedica nelijeCenja, ovaj tip infekcija moze biti i
smrtonosan. Brojni biljni pripravci poput uvin-H ¢aja tradicionalno se koriste za lijeCenje blazih
infekcija urinarnog trakta zbog antibakterijskog djelovanja. Za antibakterijsko djelovanje uvin-
H ¢aja odgovoran je fenolni glikozid arbutin, ali i njegov metabolit hidrokinon. Mehanizam
djelovanja arbutina i hidrokinona ukljucuje povecanje hidrofobnosti povrsine bakterijske
stanice i posljedi¢no tome inhibicije vezanja za stanice epitela mokra¢nog mjehura. Prema
tome, ne preporuca se kontinuirana upotreba uvin-H ¢aja duza od 14 dana. Navedeni podaci
upucuju na trazenje odgovora o potencijalnom Stetnom ucinku hidrokinona, bioloski aktivne
komponente iz uvin-H ¢aja, na stanice epitela mokra¢nog mjehura kao ciljnog mjesta njegovog

antibakterijskog djelovanja.

Ovaj diplomski rad dat ¢e odgovore na pitanja o citotoksicnom ucinku hidrokinona na stanice
karcinoma mokra¢nog mjehura covjeka buduci da on kao bioloski aktivna komponenta uvin-H
Caja tijekom alternativnog lijecenja infekcije mokra¢nog mjehura, uspjeSno eliminira najcesce
glavnog uzro¢nika infekcije, bakteriju Escherichia coli. Takoder, cilj rada je usporediti
proteinske profile netretiranih stanica, tretiranih stanica koje nisu prosle oporavak 1 tretiranih

stanica koje su prosle proces 24-satnog oporavka u hranjivom mediju.

Citotoksi¢no djelovanje hidrokinona ispitat ¢e se Neutral red metodom, a ispitat e se i
prooksidacijsko/antioksidacijsko djelovanje razli¢itih koncentracija hidrokinona na stanice
karcinoma mokra¢nog mjehura covjeka (T24) DCFH-DA metodom. Takoder, ciljanom i
neciljanom analizom proteina ustanovit ¢e se sintetiziraju li navedene stanice nakon tretmana
hidrokinonom neke nove proteine u odnosu na kontrolu. Neciljana analiza provest ¢e se
separacijom peptida tekucinskom kromatografijom te analizom dobivenih peptida
spektrometrom masa MALDI-TOF/TOF. Nakon obavljene neciljane analize proteina i odabira
ciljanih proteina provest ¢e se ciljana analiza kojom ¢e se utvrditi koliko je odredeni protein
zastupljen u uzorku tretiranih stanica bez oporavka, uzorku tretiranih stanica s oporavkom te u

kontrolnom uzorku stanica koje nisu bile tretirane.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. INFEKCIJE URINARNOG TRAKTA COVJEKA

Infekcije urinarnog trakta veoma su rasprostranjene, osobito u Zenskoj populaciji. Oko 53 %
zenske populacije je barem jednom tijekom zivota imalo neku vrstu infekcije urinarnog trakta,
dok je taj postotak u muskaraca mnogo nizi i iznosi 14 % (Locke, 2018). Razlog tome je razlika
u duljini urinarnog trakta. Naime, Zene imaju mnogo krac¢u mokra¢nu cijev nego muskarci $to
omogucava laksu adheziju i1 kolonizaciju patogenih bakterija na sluznicu mokraéne cijevi i
njihovu migraciju do samoga mjehura. Uzro¢nici infekcija urinarnog trakta su patogeni
mikroorganizmi poput gram-negativnih bakterija kao $to su Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae i Proteus mirabilis, ali i nekih gram-pozitivnih bakterija kao §to su Enterococcus
faecalis 1 Staphylococcus saprophyticus. Uzro¢nik 80 % svih infekcija urinarnog trakta je
bakterija Escherichia coli (Flores-Mireles i sur., 2015). To je gram-negativna StapicCasta
bakterija koja je prirodno prisutna u probavnom traktu ljudi. Budu¢i da se otvor mokraéne cijevi
u Zena nalazi blizu zavr$nog dijela debelog crijeva, to uvelike olaksava prelazak bakterija prema
mjehuru. Taj prijelaz bakterijama olaks$avaju njihovi organi za pokretanje — flagele ili pili. Kako
bi uspjesno kolonizirale epitel mjehura bakterije se na njega vezu adhezin-receptor vezama
prikazanima na slici 1. Adhezini su molekule na povrsini bakterijske stanice koje prepoznaju
receptore koji se nalaze na epitelu mjehura (Vrane§, 1994). Tako vezane za epitel bakterije
prezivljavaju na nacin da ispuStaju toksine i proteaze kako bi si osigurale hranjive tvari.
Daljnjim diobama i stjecanjem otpornosti na imuni sustav domacina, bakterije mogu dospjeti i
do bubrega te tamo opet pomocu adhezina kolonizirati renalni epitel. Otpustanje toksina u
renalni epitel moze dovesti do mnogo vecih komplikacija za bubrezno tkivo. Takoder postoji 1
mogucénost da bakterije produ kroz tubularnu epitelnu barijeru i udu u krvotok te izazovu sepsu

koja moze imati smrtni ishod (Flores-Mireles, 2015).

Simptomi infekcije urinarnog trakta su ucestala potreba za mokrenjem, neugodan pritisak u
zdjelici, bolno mokrenje, mutan urin te krv u urinu, a ukoliko dode do vrucice, mucnine ili

povracdanja, to je znak da su bakterije ve¢ dospjele do bubrega (Head, 2008).

Kako ne bi doslo do vecih i kompliciranijih infekcija u organizmu, infekciju urinarnog trakta

potrebno je lijeciti.
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Slika 1. Shematski prikaz adhezije bakterije na epitel mjehura (preuzeto i prilagodeno prema
Vranes, 1994)

LijeCenje se provodi antibioticima poput ampicilina, trimetoprim sulfametoksazola ili
ciprofloksacina (Flores-Mireles, 2015). Navedeni antibiotici djeluju na naéin da inhibiraju
replikaciju DNA ili inhibiraju sintezu stani¢ne stijenke bakterijske stanice (Bedeni¢, 2009).

Zbog sve Cesce upotrebe antibiotika dolazi do pojave rezistencije. Upravo zbog toga pribjegava
se alternativnom lijeCenju infekcija urinarnog trakta pomocu raznih biljnih pripravaka poput

Cajeva ili Se¢era D-manoze (Head, 2008).

2.2. ZASTUPLJENOST ARBUTINA U BILINIM VRSTAMA

Neke od biljaka koje su pokazale uéinkovitost u lijeCenju infekcija urinarnog trakta su
medvjetka (lat. Arctostaphylos uva ursi), brusnica (lat. Vaccinium macrocarpon), borovnica
(Vaccinium myrtillus), Saw Palmetto ili Sabal palma (lat. Sahal serrulata) i kopriva (lat. Urtica

dioica).

Sabal palma (lat. Sahal serrulata) i kopriva (lat. Urtica dioica) djeluju na na¢in da povecavaju
protok urina, dok je kod medvjetke, brusnice i borovnice glavni farmakoloski aktivan sastojak

hidrokinon koji nastaje iz arbutina (Head, 2008).

Arbutin je u znacajnim koli¢inama prisutan u biljkama iz porodica Lamiaceae, Ericaceae,
Saxifragaceae i Rosaceae. Prema istrazivanju koje su proveli Rychlinska i Nowak 2012.
godine, arbutin je prisutan u mazuranu (lat. Majorana hortensis), medvjetci (lat. Arctostaphylos
uva-ursi), brusnici (lat. Vitis idaeae folium), labradorskom c¢aju (lat. Ledum palustre),
Slonovom uhu (lat. Bergenia crassifolia), srcolisnoj bergeniji (lat. Bergenia cordifolia),

bergeniji (lat. Bergenia ciliata, Bergenia purpurascens) te u listu i plodu kruske (lat. Pyrus



communis). Koli¢ine arbutina i hidrokinona pronadene u navedenim biljkama prikazane su u

tablici 1.

Medvjetka (lat. Arctostaphylos uva ursi) se koristi za lijeCenje infekcija mokraénih puteva
(najcesce u obliku uvin-H ¢aja) zbog diuretic¢kih, antiseptickih, protuupalnih i antibakterijskih
svojstava. Dokazano je da je glavni farmakoloski sastojak uvin-H ¢aja hidrokinon, metabolit
glikozida arbutina, koji veéinom nastaje djelovanjem enzima [(-glukozidaze u jetri.
Koncentracija arbutina u listu uvin-H ¢aja varira ovisno o godi$njem dobu i geografskom
podrucju iz kojeg potjece. Mehanizam djelovanja uvin-H ¢aja je taj da mijenja svojstva povrsine
mikrobne stanice, odnosno povecava njezinu hidrofobnost i time onemogucéava prianjanje

mikrobne stanice na stijenku mokraénog mjehura (Trill i sur., 2017).

Brusnica (lat. Vaccinium macrocarpon) se kao lijek protiv infekcija urinarnog trakta koristi u
obliku soka, sirupa, ¢ajeva, praha ili tableta. Iako se u proslosti za brusnicu vjerovalo da djeluje
antibakterijski na na¢in da snizava pH vrijednost, novijim istrazivanjima otkriven je mehanizam
djelovanja. Proantocijanidini A-tipa koji su prirodno prisutni u brusnici sprjecavaju adheziju

bakterije E. coli za stanice epitela mjehura (Head, 2008).

Borovnica (lat. Vaccinium myrtillus) djeluje mehanizmom sli¢nim kao brusnica, ali je njezino

djelovanje nesto slabijeg intenziteta.

Ljudi su najviSe izloZeni arbutinu 1 hidrokinonu, preko namirnica dobivenima iz pSenice, kave
1 ¢aja. Upravo su te namirnice veoma zastupljene u zapadnjackoj prehrani, pa mozemo rec¢i da
su ljudi svakodnevno izlozeni odredenim koli¢inama ovih spojeva. Prosje¢no serviranje kave
ili ¢aja iznosi 200-300 ML u kojima koncentracija hidrokinona varira od 0,1 pg g do 0,3 pg g
! U skladu s time, jednim serviranjem kave ili ¢aja moguée je unijeti 20-90 ug hidrokinona.
Uzmemo li u obzir da se takvi napici konzumiraju nekoliko puta dnevno mozemo zakljuciti da

je 1zloZenost hidrokinonu 1 arbutinu poprili€no velika (Deisinger, 1996).



Tablica 1. Zastupljenost arbutina i hidrokinona u pojedinim biljnim vrstama (preuzeto i

prilagodeno prema Rychlinska i Nowak, 2012)

Vrsta (lat. naziv)

Majorana

hortensis
Thymus vulgaris

Thymus

serpyllum
Origanum

vulgare
A. uva-ursi

V. vitis idaea

V. myrtillus

V. uliginosum

Calluna vulgaris

Ledum palustre

B.crassifolia

B. cordifolia

B. ciliata

B. purpurascens

Pyrus communis

Pyrus communis

Dio biljke
nadzemni dio
biljke
nadzemni dio
biljke
nadzemni dio
biljke
nadzemni dio
biljke

list

list

list

list

cvijet
nadzemni dio
biljke

list

list

list

list

list

cvijet

RSD - relativna standardna devijacija

SD - standardna devijacija

Arbutin

(mgg?h+
17,24 + 0,36

nema

podataka
nema

podataka
nema

podataka
90,48 + 1,98

51,68 +0,48

nema

podataka
nema

podataka
nema

podataka
1,56 + 0,04

122,29 + 2,23

23,46 + 0,21

13,57 £ 0,20

16,08 + 0,76

24,89 + 0,47

14,13+ 0,28

RSD
(%0)
2,07

2,18

0,92

2,40

1,82

0,91

1,51

4,75

1,91

2,02

Hidrokinon

(mggh+
0,99 + 0,012

nema
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2.3. ARBUTIN

Arbutin (4-hidroksifenol-B-D-glukopiranozid) po kemijskoj je strukturi fenolni glikozid (slika
2) molekulske formule C12H1607 i molarne mase 272,251 g mol™. Pojavljuje se u formi praha
bijele do sive boje 1 ima veoma visoku temperaturu talista — 199 °C. Stabilan je na suncevoj
svjetlosti i pri pH vrijednosti izmedu 4 i 8. Topljiv je u vodi i alkoholu, slabije topljiv u etilnom
eteru, a netopljiv je u benzenu, kloroformu i ugljikovom disulfidu (ToxNet, 2009). Prisutan je
u biljkama iz porodica Asteraceae, Rosaceae, Lamiaceae i Apiaceae. U biljkama moze biti
prisutan u slobodnom ili u esterificiranom obliku. Koncentracija arbutina u biljnim pripravcima
varira, a ovisi o vrsti biljke, metodi suSenja 1 vegetacijskom razdoblju. Arbutin dolazi u obliku
dva stereoizomera - a-arbutin i B-arbutin. a-arbutin se sintetizira iz acetobromglukoze u

prisutnosti luzina, a B-arbutin je prirodno sadrzan u biljkama (PubChem, 2019).

Slika 2. Strukturna formula arbutina (de Arriba i sur., 2013)

Arbutin pokazuje svojstvo da supresira biosintezu melanina u ljudskoj kozi pa se kao takav
koristi za tretiranje diskoloracija na kozi poput hiperpigmentacija, pjegica i melasme.
Mehanizam djelovanja ukljucuje inhibiciju aktivnosti tirozinaze bez utjecaja na tirozinaznu
MRNA ili na sintezu enzima (Rychlinska i Nowak, 2012). Budu¢i da je u brojnim animalnim
studijama dokazano da arbutin i njegovi aglikoni imaju hepatotoksi¢no, kancerogeno,
nefrotoksi¢no 1 mutageno djelovanje, potrebno je kontrolirati koristenje proizvoda koji ih

sadrze (Rychlinska i Nowak, 2012).

Arbutin se u biljnom materijalu moZe odredivati spektrofotometrijski, pomocu kapilarne
elektroforeze, denzitometrijski, pomoéu GC/MS-a (eng. Gas Chromatography — Mass

Spectrometry), a najpogodnijom kromatografskom metodom za separaciju arbutina pokazao se



HPLC (eng. High Performance Liquid Chromatography) obrnutih faza (Rychlinska i Nowak,
2012).

LDso za B-arbutin u mi$eva iznosi 9084 mg kg tjelesne tezine, a u Stakora iznosi 8715 mg kg’

! tjelesne tezine. Oba podatka odnose se na akutnu oralnu toksi¢nost (Drugbank, 2019).

Arbutin se koristi kao inhibitor oksidacije, inhibitor procesa polimerizacije, stabilizator boja u
fotografiji i u kozmetici (ToxNet, 2019).

2.3.1. Metabolizam arbutina

Prilikom ulaska u organizam arbutin ostaje stabilan pri niskoj pH vrijednosti Zeluca te se u
tankom crijevu preko Na‘/glukoza transportera apsorbira i odlazi u jetru gdje se i odvija
metabolic¢ka razgradnja veceg dijela arbutina (slika 3). Uz pomo¢ enzima [3-glukozidaze veéina
arbutina se u jetri razgraduje na hidrokinon i glukozu. Hidrokinon se dalje konjugira sa
glukuronskom kiselinom ili sulfatom (oko 85 %) ili ostaje u slobodnom obliku (0,6 %). Ostatak
arbutina, koji se nije apsorbirao iz tankog crijeva, dolazi u debelo crijevo gdje ga bakterije kao
Sto su Eubacterium ramulus, Enterococcus casseliflavus, Bacteroides distasonis i
Bifidobacterium adolescentis svojom p-glukozidazom u vrlo maloj gotovo neprimjetnoj
koli¢ini razgraduju na hidrokinon i glukozu (Migas i Krauze-Baranowska, 2015). Potom se
hidrokinon u enterocitima konjugira sa sulfatom ili glukuronskom kiselinom. Oba oblika,
konjugirani i slobodni hidrokinon dospijevaju u mjehur. U mjehuru se, ukoliko prevladavaju
luZnati uvjeti, konjugirani hidrokinon djelovanjem glikozid hidrolaze, koju proizvode bakterije
urinarnog trakta, prevodi u slobodni hidrokinon (de Arriba i sur., 2013). Prema istraZivanju
Schindler 1 sur. iz 2002. godine, konzumacijom 945 mg lista medvjetke, $to odgovara 210 mg
arbutina, urinom je izluceno oko 66 %, raunaju¢i sva tri metabolita arbutina (slobodni

hidrokinon, hidrokinon-sulfat i hidrokinon-glukuronid).
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Slika 3. Metabolizam arbutina u gastrointestinalnom sustavu (preuzeto i prilagodeno prema
de Arriba i sur., 2013)

2.4. HIDROKINON

Hidrokinon (1,4-dihidroksibenzen) je metabolit arbutina, molekulske formule CgsHeOo.
Molarna masa mu iznosi 110,112 g mol™. Dolazi u obliku svijetlo obojenih kristala ili otopina.
Bez mirisa je, a vodene otopine hidrokinona imaju blago gorak okus. Tali se pri 172 °C, a tocka
vrelista mu je 287 °C. Topljiv je u ugljikovom tetrakloridu, etilnom eteru i vodi. Otopina
hidrokinona u dodiru sa zrakom poprima smeckastu boju zbog oksidacije. Uz prisutnost luzine

oksidacija se odvija veoma brzo (PubChem, 2019).

Hidrokinon se proizvodi u organizmu biotransformacijama benzena ili fenola. Benzen se
metabolizira do fenola u jetri pomocu citokrom P-450 monooksigenaze. Fenol se uz pomo¢
istog enzima hidroksilira pri ¢emu nastaje hidrokinon koji se akumulira u koStanoj srZzi.

Takoder, hidrokinon se moze proizvesti i kemijski — oksidacijom fenola, oksidacijom anilina



sa manganovim dioksidom u kiselim uvjetima ili alkilacijom benzena sa propilenom (Enguita
i Leitao, 2013).

Isto kao 1 arbutin, hidrokinon se koristi za izbjeljivanje pigmentacija na kozi. Ukoliko dolazi do
smanjene produkcije melanina posljedica su diskoloracije poput vitiliga, a povecana produkcija
melanina odgovorna je za hiperpigmentaciju. Melanini su heterogeni polifenolni polimeri ¢ija
boja varira od Zute pa sve do smede. Biosinteza melanina ovisi o tirozinazi i UV zracenju.
Tirozinaza prevodi tirozin u L-DOPA (L-3,4-dihidroksifenilalanin). L-DOPA oksidira u
dopakinon koji se daljnjim transformacijama prevodi u melanin. Hidrokinon i arbutin inhibiraju

enzim tirozinazu i time onemogucuju nastajanje melanina (Migas i Krauze-Baranowska, 2015).

Hidrokinon se takoder koristi i kao monomer u proizvodnji epoksidnih smola, kao intermedijer

u proizvodnji boja, motornih goriva i ulja. Koristi se kao antioksidans i inhibitor (FDA, 2009).

Upravo je hidrokinon zasluzan za antibakterijska svojstva biljnih ekstrakata. Dokazano je da je
razina slobodnog hidrokinona u urinu visa tijekom infekcija urinarnog trakta, Sto je rezultat
aktivnosti patogenih bakterija. Bakterijska aktivnost za posljedicu ima alkalizaciju urina §to je
izuzetno povoljno buduéi da visoka pH vrijednost omoguc¢ava hidrolizu konjugata hidrokinona.
Iz tog razloga se ne preporuca medvjetku kombinirati sa drugim pripravcima za lijeCenje
infekcija urinarnog trakta, kao $to su brusnica i L-askorbinska kiselina, jer one snizavaju pH
urina i time otezavaju odrzavanje luznatih uvjeta u mjehuru (Migas i Krauze-Baranowska,
2015).

Dokazano je da hidrokinon inhibira proliferaciju limfocita supresiraju¢éi DNA sintezu i
pokazujuci citotoksi¢no djelovanje prema neutrofilima, eozinofilima i limfocitima. Pokazuje 1
hepatotoksi¢na svojstva, uzrokuje Stetu na DNA i kromosomima. Prema istrazivanju McDonald
i sur. (2001) derivati fenola (hidrokinon, katehol i benzen-1,2,4-triol) uzrokuju lom kromosoma
i aneuploidiju. Tretiranje humanih stanica uzgojenih in vitro navedenim fenolnim derivatima
uzrokovalo je trisomiju kromosoma 8 i monosomiju kromosoma 5 i 7. Takoder, inhibitorno
djeluju na topoizomerazu Il i vezu se na proteine povezane s DNA te time uzrokuju stvaranje
DNA-adukata i lom kromosoma. Dolazi do delecija i translokacija kromosoma 5q i 7. Sve

navedene promjene uocene su kod leukemije.

Kod radnika izloZenih benzenu opazena je delecija kromosoma 5q i 7q te translokacija u krvnim
stanicama, a kod miSeva tretiranih hidrokinonom uocen je veéi broj aneuploidija i loma

kromosoma u koStanoj srzi (McDonald i sur., 2001). Upravo zbog toga uvin-H ¢aj se preporuca
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samo za lije¢enje infekcija urinarnog trakta, a ne i1 za prevenciju. Takoder, ne preporuca ga se
koristit duze od dva tjedna kako ne bi doslo do povecanog rizika od ostecenja jetre, problema s

disanjem i vidom te konvulzija, pa ¢ak i smrti (Migas i Krauze-Baranowska, 2015).

HO \\ / OH

Slika 4. Strukturna formula hidrokinona (preuzeto i preilagodeno prema de Arriba i sur.,
2013)

Ingestija 1 g hidrokinona u ljudi moze izazvati mucninu, vrtoglavicu, gusenje, gréenje misica
te glavobolju. Subakutna izlozenost hidrokinonu povezana je sa poviSenim razinama
methemoglobina u krvi, anemijom, leukocitozom, retikulocitozom i hipoglikemijom. Letalne

doze hidrokinona =za Covjeka kreéu se izmedu S5 i 12 g (Gad, 2005).

2.4.1. Metabolizam hidrokinona

Oralnim unosom hidrokinona dolazi do njegove brze apsorpcije. Prema istraZzivanju Deisinger
iz 1996. godine, u ljudi koji su konzumirali hranu sa visokom koncentracijom hidrokinona
uocena je maksimalna koncentracija hidrokinona u plazmi i urinu 2-3 h nakon obroka. Prilikom
ulaska u ljudski gastrointestinalni trakt hidrokinon se apsorbira u tankom crijevu i krvlju odlazi
u jetru gdje se konjugira s glutationom ili sa sulfatom. U konjugiranom ili slobodnom obliku
distribuira se do mjehura. Ukoliko je prisutan enzim glikozid hidrolaza, kojeg izlucuju
uropatogene bakterije poput E. coli, konjugirani hidrokinon se prevodi u slobodni te se izlucuje
urinom. U urinu su prisutna sva tri oblika hidrokinona — slobodni hidrokinon, hidrokinon-sulfat
te hidrokinon-glukuronid (de Arriba i sur., 2013).

2.4.2. Ucinak hidrokinona na promjenu U proteomu izlozenih stanica

Zbog svih navedenih svojstava hidrokinon je veoma zanimljiv spoj za daljnja istraZivanja.

Hebeda i sur. 2011. godine proveli su istrazivanje utjecaja hidrokinona na mikrovaskularne
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endotelne stanice. U navedenom istrazivanju dokazano je da su vec¢e koncentracije hidrokinona
(1101,1-11011 pg mL? ) prouzrocile poveéanu ekskreciju IL-1p i TNF-a. Takoder, uoden je i
utjecaj na koli¢inu adhezijskih molekula ICAM-1, PECAM-1 i VCAM-1 te aktivacija NF-xB

transkripcijskog faktora u stanicama tretiranima hidrokinonom.

U znanstvenom radu Li i sur. (2006) ispitivao se utjecaj hidrokinona na ljudske embrionalne
pluéne fibroblaste. Koncentracije hidrokinona u rasponu od 11,011 do 110,11 pg mL™* pokazale
su citotoksicno djelovanje. Takoder je uoCena promjena na 11 proteina nakon tretmana

hidrokinonom. Rezultati su prikazani u tablici 2.

Tablica 2. Proteini ljudskih embrionalnih pluénih fibroblasta koji su pokazali odgovor na

tretman hidrokinonom (preuzeto i prilagodeno prema Li i sur., 2006)

Relativna .
. Podudaranja . .
Ime proteina molekulska . Zastupljenost proteina
peptida
masa
Lasp-1 protein 30185 7 Sintetiziran nakon tretmana
Nelde_ntlflcwanl / / Nestao nakon tretmana
protein
Nelde_ntlflcwanl 57496 7 Smanjena zastupljenost
protein
Mutantni beta-aktin | 41875 12 Sintetiziran nakon tretmana
Aktin, gama 1 42108 9 Smanjena zastupljenost
Transaldolaza 36531 7 Povecana zastupljenost
GRB2 18624 9 Povecana zastupljenost
Nelde_ntlfICIFanl 72576 9 Povecana zastupljenost
protein
TAR D NA vezajuci 42657.9 / Povecana zastupljenost
protein
Protein slican
stanici neuralnog 44711.3 / Smanjena zastupljenost
prekursora
AIEEES 1 &8l XD 33375.9 / Povecana zastupljenost

protein
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2.5. PROTEOMIKA

Proteomika je znanost koja se bavi proucavanjem i karakterizacijom proteoma odredene
stanice, organa ili organizma u odredenom trenutku. Proteomske tehnike koriste se za
profiliranje proteoma, usporednu analizu dva ili viSe uzoraka proteina, identifikaciju i
lokalizaciju posttranslacijskih modifikacija te za proucavanje interakcija medu proteinima
(Chandramouli i Qian, 2009). Do danas je razvijen Sirok spektar proteomskih tehnika koje su
prikazane na slici 5. Glavna podjela proteomskih tehnika odnosi se na konvencionalne tehnike,
napredne, kvantitativne, tehnike visoke propusnosti i bioinformati¢ke analize (Aslam i sur.,
2016). Konvencionalne tehnike procis¢avanja proteina obuhvacaju kromatografske metode
(kromatografija ionske izmjene, kromatografija iskljuenja na temelju veli¢ine i afinitetna
kromatografija), ELISA (imunoenzimska metoda) i Western blott metoda. U napredne tehnike
spadaju metode na bazi gela (SDS-PAGE, 2D-PAGE i 2D-DIGE), spektrometrija masa (MS),
Edmanova odgradnja i proteinski Cipovi (analiticki proteinski ¢ipovi, funkcionalni proteinski
¢ipovi 1 proteinski Cipovi obrnutih faza). Kvantitativne tehnike su ICAT (obiljezavanje
izotopima), SILAC (obiljezavanje stabilnim izotopima s aminokiselinama u stani¢noj kulturi) i
iTRAQ (izobarno oznacavanje za relativnu 1 apsolutnu kvantifikaciju). Nuklearna magnetska
rezonancija i rendgenska kristalografija smatraju se tehnikama visoke propusnosti te
omogucavaju odredivanje trodimenzionalne strukture proteina. Bioinformatickim analizama
moguce je dobiti podatke o funkcionalnim 1 strukturnim svojstvima stanice, kao 1 podatke o

mehanizmu stani¢nog odgovora na razli¢ite vrste stresa ili ksenobiotika (Aslam i sur., 2016).
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Slika 5. Podjela proteomskih tehnika (preuzeto i prilagodeno prema Aslam i sur., 2016)

U proteomici baziranoj na metodi spektrometrije masa razlikujemo ciljanu i neciljanu analizu
proteina. Ciljanom analizom proteina fokus je odredeni protein te se odreduje njegova
zastupljenost u uzorku. To je metoda visoke osjetljivosti, kvantitativne to¢nosti i
reproducibilnosti. Ciljana analiza moze se provesti na dva nacina: koriste¢i metode MS koje se
temelje na podatcima o peptidnim ionima ili koriste¢i metode MS koje se temelje na podatcima

o fragmentnim ionima (Borras i Sabido, 2017).

U metode temeljene na podatcima o peptidnim ionima ubraja se ciljano MS snimanje na razini
peptidnih iona te obrada podataka na razini peptidnih iona. Ciljano snimanje na razini peptidnih
iona odnosi se na prac¢enje odabranog ciljanog iona (eng. Selected lon Monitoring, SIM) u
spektrometru masa. Analizator masa postavljen je da filtrira odredeni peptidni ion te se dobiveni
signal tog peptidnog iona koristi za kvantifikaciju. Peptidni ioni ne moraju se snimati
kontinuirano. Dovoljno je snimiti jedan peptidni ion nekoliko puta u sekundi, a ostatak vremena

mogu se snimati ostali peptidni ioni. To omogucuje pracenje vise peptidnih iona istovremeno.
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Prednost ove metode je $to ne snima cijeli raspon masa ve¢ se U kvadrupolnom masenom
analizatoru filtriraju samo ciljani peptidni ioni te do analizatora masa dolazi samo mali raspon

omjera masa i naboja (Borras i Sabido, 2017).

Snimanjem peptidnih iona dobije se ukupni ionski kromatogram (eng. Total lon
Chromatogram, TIC) koji sadrzi podatke o omjeru mase i naboja, retencijskom vremenu i
intenzitetu i to za svaki snimani peptidni ion. Ra¢unanjem povrsine ispod krivulje moze se

kvantificirati odredeni peptidni ion (Borras i Sabido, 2017).

Metode ciljane analize na razini fragmentnih iona obuhvacaju MS snimanje na razini
fragmentnih peptidnih iona te analizu podataka na razini fragmentnih peptidnih iona. Snimanje
na razini fragmentnih iona moze biti pracenje odabrane reakcije (eng. Single Reaction
Monitoring, SRM) ili paralelno pracenje reakcija (eng. Parallel Reaction Monitoring, PRM),
poznato i pod nazivom pracenje visestrukih reakcija (eng. Multiple Reaction Monitoring,
MRM).

Pracenje odabrane reakcije moze biti izvedeno pomocu spektrometra masa ¢iji je analizator
masa trostruki kvadrupol (eng. triple quadrupole, QQQ). U ovakvoj analizi parametri prvog
analizatora masa postave se na nacin da filtriraju specifi¢ne ciljane peptidne prekursore. Zatim
se ti filtrirani peptidi fragmentiraju u kolizijskoj ¢eliji, a nastali fragmenti se propustaju do
drugog analizatora masa koji filtrira fragmentne ione sa odredenim omjerom mase i naboja. Taj
Se proces naziva tranzicija. Ova metoda je veoma pouzdana jer su vrlo male Sanse da dva
peptidna fragmenta imaju istu masu, potjeCu od dva razli¢ita izobarna peptida ili imaju isto

retencijsko vrijeme.

Paralelno pracenje reakcija takoder se izvodi pomocu kvadrupola. Kao i kod pracenja jedne
reakcije, prvi analizator masa filtrira ciljane peptidne ione. Nakon toga, odabrani se peptidni
ioni fragmentiraju i potom se simultano snima vise fragmentnih iona, za razliku od SRM

metode gdje se snima samo jedan fragmentni ion.

Za razliku od ciljane analize proteina, neciljanom analizom se ne moze to¢no kvantificirati
odredeni protein, ali se mogu dobiti podatci koji su proteini prisutni u analiziranom uzorku. Za
takvu vrstu analize nisu potrebni nikakvi unaprijed poznati podatci, ve¢ neovisno o njima
moguce je odrediti proteinski profil odabranog uzorka. Takoder se moze i usporediti jedan ili
vise uzoraka sa kontrolnim uzorkom te vidjeti da li je doslo do promjene u proteomu nakon
tretiranja uzorka odredenim kemijskim spojem, tj. napraviti relativnu kvantifikaciju (Meyer i
Schilling, 2017).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO
3.1L.MATERIJALI

U ovom poglavlju prikazani su materijali potrebni za ispitivanje utjecaja hidrokinona na
promjene u proteomu stanica T24. U podpoglavljima od 3.1.1. do 3.1.7. opisani su koristeni
bioloski test sustav i istrazivani spoj te su navedene sve koriStene kemikalije, laboratorijski

uredaji, laboratorijski pribor i otopine.

3.1.1. Bioloski test sustav

U ovom radu koristene su stanice karcinoma mokra¢nog mjehura ¢ovjeka, T24. Ova stani¢na
linija potjece iz 1970. godine. Dobivena je iz karcinoma mjehura treeg stupnja 82-godiSnje

Svedske pacijentice (Bubenik i sur., 1973).

Stanice su uzgojene i tretirane u Laboratoriju za biologiju i genetiku mikroorganizama, Zavoda
za biokemijsko inZenjerstvo Prehrambeno-biotehnoloSkog fakulteta, SveuciliSta u Zagrebu.
Za uzgoj stani¢ne kulture koristen je teku¢i medij — 10 %-tna otopina fetalnog govedeg seruma
(FBS) u RPMI 1640 mediju. Stanice su uzgajane u T-bocama u monosloju pri 37 °C do
konfluentnosti uz prisutnost 5 % COx.

3.1.2. Hidrokinon

Pripremljena je ishodi¥na otopina hidrokinona koncentracije 5 mg mL™ te su iz te otopine
pripremljena odgovarajuca razrjedenja ¢iji je citotoksicni, prooksidacijski/antioksidacijski
ucinak te ucinak na proteom stanica istrazivan u ovom radu. Radne koncentracije su odredene
u odnosu na terapijske doze koje se primjenjuju u ljudi za lijeenje blazih infekcija urinarnog
trakta. Dnevna doza uvin-H ¢aja krece se u rasponu od jedne do tri Salice. Jedna dnevna doza
priprema se na nacin da se 3 g biljnog pripravka prelije sa 150 mL vruce vode. Pomocu HPLC
metode odredeno je da se u jednoj Salici svjeze pripremljenog uvin-H caja nalazi 14,6 + 0,319
ng mL™? hidrokinona, dok je ukupna koncentracija hidrokinona u tri $alice uvin-H ¢aja 37,22 +
0,72 ng mL™. Iz literaturnih podataka je poznato da se 0,6 % od pocetne doze arbutina u
pripremljenom ¢aju, renalno elimira u obliku slobodnog hidrokinona. Takoder je

eksperimentalno utvrdeno da nakon 4 h od konzumacije ¢aja, 41% od pocetne doze arbutina se
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nade u urinu u obliku hidrokinon konjugata. S obzirom na sve navedeno prilagodene su

nastavno navedene istrazivane koncentracije hidrokinona:

1)

2)

3)

4)

5)

5 ng mL! - predstavlja 0,6 % slobodnog hidrokinona metaboliziranog od pocetne
doze arbutina koji se eliminira renalno; najmanja koncentracija koja bi u realnoj
situaciji mogla do¢i u kontakt sa stanicama mjeruha prilikom konzumacije jedne
preporucene Salice Caja

20 ng mL* - predstavlja koli¢inu slobodnog hidokinona iz koncentracije 1 uveéanu
za hidrokinon koji je odreden u pripremljenoj Salici €aja prije konzumacije

50 ng mL! - predstavlja istu situaciju kao i koncentracija 2 samo u preporucenoj
dnevnoj dozi ¢aja (3 Salice)

320 pg mL! - predstavlja sluc¢aj u kojem bi se svi hidrokinon konjugati dobiveni
metabolizmom iz pocetne doze arbutina u pripremljenoj Salici ¢aja (41 %), preveli
u slobodni hidrokinon u luznatom urinu i dosli u kontakt sa stanicama mokra¢nog
mjehura; najveca koncentracija hidrokinona koja bi u realnim uvjetima
konzumacije jedne Salice ¢aja dosla u kontakt sa stanicama mokra¢nog mjehura
kada bi se poklopili svi potrebni uvjeti za lijeCenje infekcije

900 ng mL! - predstavlja istu situaciju kao i koncentracija 4 samo u preporuéenoj

dnevnoj dozi ¢aja (3 Salice)

3.1.3. Laboratorijski uredaji

e Inkubator-Brouwer AGSA CH-Luzern MODEL 35-48, Water-Jacketed incubator,

Svicarska

e Mikroskop-OPTIKA microscopes XDS-1, Italija

e Spektrofotometar sa utorom za mikrotitarske plo¢ice-New Brunswick, SAD

e Centrifuga- HC-240, Tehtnica, Zelezniki, Slovenija

e Analiticka vaga-model 1712 MP8, Silver edition, Sartorius, Njemacka

e Vortex mijesac¢-Smart Vortex mixer SA8, Stuart, Velika Britanija

e Centrifuga-TehnicoCentric 2009, Slovenija

e Mini centrifuga-Boeco, Njemacka

e Uredaj za proc¢is¢avanje vode-Synergy UV ultrapure Water (Type 1), Sigma,

Njemacka
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e Termo mijesalica-Thermo Scientific, SAD

e HPLC 1260 Infinity sa sakupljacem frakcija-Agilent Technologies, SAD

e HPLC Dionex Ultimate 3000 RSLC nano System, Thermo Scientific, SAD

e Sakupljac frakcija- PROTEINEER fcll, Bruker, Njemacka

e Autoflex Speed MALDI/TOF-TOF, Bruker, Njemacka

e Ultrasoni¢na kupelj-FALC, Italija

e Termoblok s dusikom-Reacti Therma Il #TS18824, Thermo Scientific, SAD

e HPLC 1290 Infinity LC System-Agilent Technologies, SAD

e Kvadrupol-6460 Triple Quad LCMS-Agilent Technologies, SAD

e Kolonaza HPLC 1290-ACQUITY UPLC® BEH Cgg 1,7 pm, 2,1x50 mm, Waters,
SAD

e Kolona za HPLC 1260-Aeris™ 1,7 um, PEPTIDE XB-C1g 10 LC Column, 150%2,1
mm, Phenomenex, SAD

e Predkolona za Dionex- Acclaim PepMap100 Cis, 5 um, 100 A, 300 um i.d. X 5 mm,
Thermo Scientific, SAD

e Kolona za HPLC Dionex-Acclaim PepMap100 Cig, 3 um, 100 A, 75 pm i.d. x 15 cm,
Thermo Scientific, SAD

3.1.4. Laboratorijski pribor

e T-boce (5 mL, 25 mL, 200 mL)-FALCON, SAD

e Biirker-Tirkova komorica-FALCON, SAD

e Mikrotitarske ploce (96 jazica)-FALCON, SAD

e Erlenmeyerove tikvice (50 mL, 100 mL)-KIMAX Kimble, Velika Britanija
e Plasti¢ne sterilne Petrijeve zdjelice-FALCON, SAD

e Pipetor-Easypet 3, Eppendorf, Njemacka

e Visekanalni pipetor (12 kanala)-Eppendorf Research plus, Njemacka
e Mikroepruvete (1,5 mL)

e Pipetori, 0,1-1000 uL-Eppendorf Research plus, Njemacka

e Viale-Agilent Technologies, SAD

e Mikroviale-Agilent Technologies, SAD

e MALDI plo¢ica-MTP Anchor Chip 384 BC, Bruker, Njemacka
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e Pipetor (0,1-1000 pL)-Gilson pipetman
e Tipsevi (0,1-1000 nL)-FINNTIP, Thermo Electron Corporation
e Plasti¢ne i staklene ipete (5-25 mL)

e Kivete za spektrofotometar

3.1.5. Kemikalije

Dimetilsulfoksid-Kemika, Zagreb

e Fetalni govedi serum- Capricorn Scientific, Njemacka

e Medij za uzgoj stanica-RPMI 1640, Capricorn Scientific, Njemacka

e Hidrokinon-Sigma, Njemacka

e Natrijev klorid- Kemika, Zagreb

e Kalijev klorid- Kemika, Zagreb

e Natrijev hidrogenfosfat dihidrat- Sigma, Njemacka

o Kalijev dihidrogenfosfat- Sigma, Njemacka

e Neutral red (3-amino-7-dimetilamino-2-metilfenazin hidroklorid),-Sigma, Njemacka
e 2, 7-diklorfluorescein diacetat-Sigma, Njemacka

e Etanol- Sigma, Njemacka

e Ledena octena kiselina-Sigma, Njemacka

e SDS (natrijev dodecil sulfat)-Sigma, Njemacka

e Aceton-Merck, Njemacka

e Tripsin-Merck, Njemacka

e TCEP (Tris (2-karboksietil) fosfin)-Thermo Scientific, SAD

e Hidroksilamin (50%-tni)-Thermo Scientific, SAD

e Amonijev bikarbonat-Sigma, SAD

e lzopropanol-Merck, Njemacka

e HCCA (a-cijano-4-hidroksicimetna kiselina) stock otopina matrice-Sigma, SAD
e TFA (trifluoroctena kiselina)-Merck, Njemacka

e TEAB pufer (trietil amonijev bikarbonatni pufer)-Thermo Scientific, SAD

e TMTduplex (126 i 127) reagens za oznacavanje peptidnih uzoraka-Thermo Scientific,
SAD
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e Kalibrant za MALDI/TOF-TOF-Sigma, SAD
e Acetonitril-VWR Chemicals, SAD

e Jodoacetamid-Sigma, SAD
e Milli-g-voda, 18 M Q cm'?
e Coomasie blue-Bio-Rad, SAD

e Fosfatna kiselina- Sigma, Njemacka

3.1.6.

Otopine

i.  Otopine koristene za provodenje testa citotoksicnosti:

1) PBS pufer

e natrijev klorid 8,00 g
e Kkalijev Kklorid 0,20 g
e natrijev hidrogenfosfat dihidrat 1,159
o kalijev dihidrogenfosfat 0,209
e destilirana voda 1000 mL

Autoklavira se 20 minuta na 121°C 1 pri tlaku od 101 325 Pa

2) Ishodigna otopina Neutral red (y=5 mg mL™?)
e Neutral red 50 mg
e Etanol 10 mL

3) Radna otopina Neutral red

e Radna otopina Neutral red boje priprema se iz ishodiSne otopine
dodavanjem odgovarajuce koli¢ine hranjivog medija do koncentracije
0,05 mg mL*

4) Otopina za odbojavanje

e ledena octena kiselina 1 mL
e ctanol 50 mL
e (estilirana voda 49 mL
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iil.  Otopine koristene za ispitivanje prooksidacijskoglantioksidacijskog
djelovanja:

5) Ishodisna otopina DCFH-DA (c=2mM)
e DCFH-DA 1,5mg

e DMSO 1,5mL

6) Radna otopina DCFH-DA

e Radna otopina DCFH-DA priprema se iz ishodi$ne otopine DCFH-DA
dodavanjem odredene koli¢ine PBS pufera do koncentracije 0,05 mM

iii.  Otopine koristene za odredivanje koncentracije proteina u uzorcima:

7) Bradford reagens

e Coomasie blue 10 mg

e etanol (96 %-tni) 5mL

o fosfatna kiselina 10 mL
e destilirana voda 100 mL

3.1.7. Programi i baze podataka

WARP-LC software, verzija 1.3-software za automatizirano snimanje MS | MS/MS
spektara, Bruker, Njemacka
e ProteinScape, verzija 3.0-program za pretragu baze podataka, Bruker, Njemacka
e SwissProt-baza podataka
e MASCOT-pretraziva¢ baze podataka
e Skyline, verzija 4.2.0.-program za kreiranje metoda za ciljanu analizu proteina,

MacCoss Lab Software, SAD
e UniProt-baza podataka
e Chromeleon Xpress-program za ispiranje i podeSavanje instrumenata, Thermo
Scientific, SAD
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e HyStar, verzija 3.2.-program za upravljanje instrumentima, Bruker, Njemacka

e ChemStation Edition OpenLab CDS, Rev. C. 01. 07-program za upravljanje
instrumentima, Agilent Technologies, SAD

e JASP 0.10.02-program za statisticku obradu podataka

e MassHunter Workstation software, LC/MS Data Acquisition, verzija B.07.00, Agilent
Technologies, SAD

3.2. METODE

U ovom poglavlju opisani su svi provedeni postupci potrebni za odredivanje utjecaja
hidrokinona na promjene u proteomu stanica T24. Opisani su svi koraci, od uzgoja stanica do

statistiCke obrade podataka.

3.2.1. Uzgoj stanica

Stanice su ¢uvane na -80 °C u 10 % dimetilsulfoksidu (DMSO) koji sluzi kao krioprotektivno
sredstvo. Stanice su odmrznute u vodenoj kupelji pri 37 °C te je centrifugiranjem odvojen
supernatant od taloga. Talog je resuspendiran u 1 mL medija te su stanice nasadene u T-boce
od 5 mL u koje je prethodno dodan medij za uzgoj (10 %-tna otopina FBS-a u RPMI). Stanice
su uzgajane u COz inkubatoru uz 95 % zraka i 5 % CO> pri temperaturi od 37 °C. Tijekom
uzgoja stanica bilo je potrebno presaditi ih u T-boce veceg volumena te povremeno promijeniti
medij kako bi se uklonile mrtve stanice i osigurale hranjive tvari. Stanice su uzgajane do
konfluentnosti (Freshney, 2010).

3.2.2. Priprema suspenzije stanica

Nakon §to su stanice dosle do faze konfluentnosti odstranjen je medij iz T-boca te su stanice
isprane puferom PBS. Nakon ispiranja na stanice je dodana otopina tripsina kako bi se stanice
odvojile od podloge te je dodatkom hranjivog medija pripremljena suspenzija stanica u
koncentraciji 10° stanica mL™. Tocan broj stanica je potrebno utvrditi kako bi rezultati dobiveni

eksperimentom bili reproducibilni i kako bi se dobivene vrijednosti mogle usporedivati.
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3.2.3. Utvrdivanje broja stanica

Tocan broj stanica u odredenom volumenu uzorka odreduje se pomocu Biirker-Tiirkove
komorice i mikroskopa. VVolumen od 10 uL uzorka nakon tripsinizacije nanese se na Biirker-
Tiirkovu komoricu koja se sastoji od 9 velikih kvadrata povrsine 1 mm?. Veliki kvadrat se
sastoji od 16 malih kvadrata. Dubina ¢elije (prostor izmedu predmetnice i pokrovnog stakalca)
iznosi 0,1 mm. Stanice se broje u Cetiri vanjska velika kvadrata, a kona¢ni broj odreduje se kao
srednja vrijednost izbrojanih stanica u svakom velikom kvadratu zasebno (slika 6). Rezultat je

izrazen brojem stanica po 1 mL stani¢ne suspenzije.
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Slika 6. Izgled Biirker-Tiirkove komorice (preuzeto i prilagodeno prema FisherScientific,
2019)

Priprema stanica za odredivanje citotoksi¢nog i antioksidacijskog/prooksidacijskog
djelovanja hidrokinona:

U mikrotitarske ploce s 96 jazica nacjepljuje se po 100 uL stani¢ne suspenzije koncentracije
10° stanica mL™. Nakon postizanja subkonfluentne kulture, odstranjen je hranjivi medij te su
stanice tretirane odredenim koncentracijama hidrokinona pripremljenih u hranjivom mediju.
Kao negativna kontrola koriStene su stanice koje nisu bile tretirane. Svi tretmani provedeni su

u 4 replike i 2 nezavisna eksperimenta.
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Budu¢i da se urin u mjehuru zadrzava izmedu 2 i 4 h, stanice su tretirane hidrokinonom 2 i 4 h
(slika 7).

Takoder, istrazivan je i utjecaj oporavka na prezivljenje stanica tako da je nakon provedenog
tretmana hidrokinonom na stanice ponovo dodan hranjivi medij te se nastavilo s inkubacijom

stanica pri 37 °C tijekom 24 h.

1 2 3 4 5 18 7 3 9 10 11 18
A
B
C
M
E
F
G
H *5p
5 20 50 320 900 pgmL' 5 20 50 320 900 pgmlt
\ \ I
/ f
tretman2 h tretmandh

*sP-slijepaproba

Slika 7. Shema tretmana stanica radnim otopinama hidrokinona

3.2.4. Odredivanje citotoksi¢nog uc¢inka hidrokinona na stani¢nu liniju T24 metodom
Neutral red

Neutral red metoda jedna je od Cesto koristenih metoda za utvrdivanje citotoksi¢nog ucéinka
raznih ksenobiotika. Neutral red (3-amino-7-dimetilamino-2-metilfenazin hidroklorid) boja
prolazi kroz membranu stanica neionskom difuzijom 1 veZe se za lizosomski matriks stanica.
Intenzitet ulaska Neutral red boje u stanicu ovisi 0 sposobnosti stanice da odrzava pH gradijent
pomocu stvaranja ATP-a. Fizioloski pH omogucava boji da prodre kroz stani¢nu membranu.
Kada Neutral red boja prodre u citoplazmu stanice zbog pH gradijenta nastavlja prodirati prema
lizosomu u kojemu je pH nizi nego u citoplazmi. Kada ude u lizosom, boja postaje nabijena te
se zadrzava unutra (Repetto 1 sur., 2008). Nakon ispiranja obojenih stanica otopinom za
odbojavanje one se kvantificiraju spektrofotometrijski. Mrtve ili oSteCene stanice ne mogu
zadrzati Neutral red boju nakon ispiranja, stoga je intenzitet obojenja, kao i vrijednost
apsorbancije, linearno povezan sa koncentracijom prezivjelih stanica (Babich i Borenfreund,

1991).
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Nakon zavr$enog tretmana i ispiranja stanica s puferom PBS (100 uL) odredivan je citotoksi¢ni
ucinak hidrokinona na stani¢nu liniju T24 pomoc¢u Neutral red metode. Stanice su tretirane
Neutral red otopinom koncentracije 0,05 mg mL™?. U svaku jazicu dodano je 100 uL radne
otopine Neutral red. Mikrotitarske plo¢e su potom ostavljene u CO; inkubatoru pri 37 °C na
30-40 minuta. Boja koja je aktivnim transportom usla u lizosome, ekstrahirana je otopinom za
odbojavanje te je spektrofotometrijski odreden intenzitet ekstrahirane boje u tretiranim i
kontrolnim stanicama. Apsorbancija je mjerena pri 520 nm, a postotak prezivljenja izracunat je

na sljede¢i nacin: % prezivijenja = (As2o tretiranih uzoraka/Aszo kontrole) 100

Isti postupak ponovljen je i sa stanicama T24 koje su nakon tretmana prosle 24-satni oporavak

u hranjivom mediju kako bi se saznao utjecaj oporavka na prezivljenje stanica.

3.2.5. Odredivanje prooksidacijskog/antioksidacijskog u¢inka hidrokinona na stani¢nu
liniju T24 metodom DCFH-DA

Metoda DCFH-DA koristi se za odredivanje nastalih reaktivnih kisikovih radikala. DCFH-DA
(2',7'-diklorfluorescein diacetat) (slika 8) je nepolarna i nefluorescentna boja koja nakon
tretmana stanica ksenobiotikom difuzijom ulazi u citoplazmu stanice gdje stani¢ne esteraze
hidroliziraju acetatne skupine pri ¢emu nastaje polarni i takoder nefluorescentni spoj DCFH
(2',7'-diklorfluorescein ) koji se veze na nastale slobodne radikale. Opisana reakcija rezultira

pojavom fluorescencije (Hempel i sur., 1999).
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Slika 8. Kemijska struktura DCFH-DA (Hempel i sur., 1999)
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Ishodi$na otopina DCFH-DA pripremljena je otapanjem 1,5 mg DCFH-DA u 1,5 mL RPMI
medija. Iz ishodi$ne otopine pripremljena je radna otopina DCFH-DA (0,05 mM).

Nakon tretmana, stanice su isprane PBS puferom (100 pL). Potom je u svaku jazicu crne
mikrotitarske plo¢e dodano po 100 uL 0,05 mM otopine DCFH-DA te su stanice inkubirane u
CO2 inkubatoru na 37 °C 15 minuta. Fluorimetrijski je mjerena emisija pri 485 nm i ekscitacija

pri 530 nm. Intenzitet fluorescencije proporcionalan je koli¢ini slobodnih radikala u stanici.

3.2.6. Uzgoj stanica za analizu proteina

Stanice su uzgojene u T-bocama na nacin opisan u poglavlju 3.2.1. Potom je iz T-boca
suspenzija stanica premjestena u Sest plasti¢nih sterilnih petrijevih zdjelica. U svaku petrijevu
zdjelicu nasadeno je 10 mL suspenzije stanica koncentracije 1,5x10° stanica mL™. Petrijeve
zdjelice sa uzorcima stavljene su u CO2 inkubator (95 % zraka, 5 % CO2) na temperaturu 37 °C
da se inkubiraju tijekom 24 h. Stanice su tretirane otopinom hidrokinona koncentracije 20 mg
mL?, a ta je koncentracija izabrana nakon analize citotoksi¢nog i
prooksidacijskog/antioksidacijskog djelovanja hidrokinona. Svi eksperimenti napravljeni su u
dvije replike. Dakle, dva uzorka predstavljala su kontrolu, dva uzorka predstavljala su stanice
tretirane hidrokinonom bez oporavka, a preostala dva stanice tretirane hidrokinonom koje su se
nakon tretmana oporavljale 24 h u hranjivom mediju za uzgoj stanica (10 %-tna otopina FBS-
a u RPMI-ju). Stanice su tretirane radnom otopinom hidrokinona tijekom 2 h, sto je takoder
izabrano na  temelju  rezultata  dobivenih  odredivanjem  citotoksi¢nosti 1

prooksidacijskog/antioksidacijskog djelovanja.

Nakon tretmana stanice su isprane tri puta puferom PBS kako bi se uklonili ostaci medija i
hidrokinona. Potom su stanice postrugane su i premjeStene u mikroepruvete, jednom isprane s
PBS puferom, te su lizirane u puferu PBS koji je sadrzavao 1 % SDS-a. Nakon lize, neotopljeni
dijelovi stanice su centrifugirani te je u supernatantu odredena koncentracija proteina metodom

po Bradfordu.
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3.2.7. Odredivanje koncentracije proteina u uzorcima Bradfordovom metodom

Metoda odredivanja proteina po Bradfordu je Siroko rasprostranjena metoda zbog svoje
jednostavnosti koriStenja, brzine i osjetljivosti same metode. Za odredivanje koncentracije
proteina u uzorcima prvo je potrebno odrediti bazdarni pravac. Bazdarni pravac odreduje se na
temelju otopina standarda koje se prireduju u kivetama. Standarde predstavljaju otopine BSA
(eng. Bovine Serum Albumin) koncentracije od 2 pg mL™ do 10 ug mL*. Otopine se nadopune
destiliranom vodom do ukupnog volumena 200 uL. Potom je u pripremljene otopine dodano
po 2 mL Bradfordovog reagensa. Coomasie brilliant blue boja prisutna u Bradfordovom
reagensu veze se za proteine stvaraju¢i kompleks koji intenzivno apsorbira svjetlost valne
duljine 594 nm (Zor i Sellinger, 1996). Na temelju dobivenih podataka nacrtan je bazdarni
dijagram i izraCunata je jednadzba pravca. Apscisa je predstavljala vrijednosti koncentracije
proteina, dok je ordinata predstavljala vrijednosti apsorbancija.

Iz proteinskih uzoraka izoliranih iz stanca izuzeta su 4 uL za provedbu Bradfordove metode
odredivanja proteina. Uzorci su nadopunjeni ultracistom vodom do ukupnog volumena od 200
uL te je potom dodano 2 mL Bradfordova reagensa u svaku kivetu s uzorkom. Apsorbancija je
mjerena na 595 nm. Pomoc¢u bazdarnog dijagrama izracitate su koncentracije proteina u

uzorcima.

3.2.8. Neciljana analiza proteina

U volumen uzoraka koji je sadrzavao 100 pg proteina dodan je pufer 100 mM TEAB do
ukupnog volumena 100 puL. Dodano je 5 uLL pufera TCEP te su uzorci inkubirani sat vremena
na temperaturi od 55 °C. Zatim je u svaki uzorak dodano po 5 uL. 375 mM jodacetamida. Uzorci
su inkubirani 30 minuta na sobnoj temperaturi, zasti¢eni od svjetla. Kako bi se istalozili
proteini, u svaki uzorak je dodano 600 pL acetona (-20 °C) te su uzorci ostavljeni u zamrzivacu
(-20 °C) preko noci.

Nakon taloZenja uzorci su centrifugirani na 8000 x g pri 4 °C tijekom 10 minuta. Supernatanti
(aceton) su potom odstranjeni. Talozi su resuspendirani u 100 pL pufera 50 mM TEAB. U svaki
uzorak dodano je po 2,5 uL mati¢ne otopine tripsina. Digestija je provedena u termomijesalici
na 37 °C preko noc¢i. Nakon digestije, peptidi su u uzorcima obiljezeni S TMT reagensima.
Kontrolni uzorak obiljeZzen je TMT 127 izobarnim reagensom, a uzorak tretiranih stanica bez

oporavka obiljezen je TMT 126 izobarnim reagensom. Postupak obiljezavanja je proveden na
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nacin da je 100 puL uzorka pomijesano s 41 uL TMT reagensa. Reakcija se odvijala sat vremena
na sobnoj temperaturi. Potom je u svaki uzorak dodano po 8 pL 5 %-tnog hidroksilamina te su
uzorci ostavljeni tijekom 15 minuta na sobnoj temperaturi kako bi se zaustavila reakcija.
Jednaki volumeni oba uzorka su spojeni te je 50 uL pomijesanih uzoraka kromatografski
separirano kako bi se peptidi frakcionirali prije daljnje analize uz pomo¢ instrumenta
HPLC1260 Infinity (Agilent Technologies, SAD).

Metoda frakcioniranja peptida prikazana je na slici 9. Koristena je kolona Aeris™ 1,7 pum,
PEPTIDE XB-Cys, 150%2,1 mm (Phenomenex, SAD). Sakupljanje frakcija prikazano je naslici
10.

Faza A: 95 % voda, 5 % acetonitril, 0.1 % TFA

Faza B: 5 %voda, 95 % acetonitril, 0.1 % TFA

Vrijeme A (%) B (%) | Protok (mL min~ | Maksimalni tlak (bar)
(min) 9

0,00 90 10 03 600

2,00 o0 10 Frakcije:

17.00 10 90 4.-9 minuta — 1. frakcija

20,00 10 90 9.-11. minuta — 2. frakcija

20,10 90 10 11.-13 minuta — 3. frakcija

25,00 a0 10 13.-17. minuta — 4. frakcija

Volumen injektiranja: >0 puL

Valne duljine pri kojima je snimano: 215 nm i 280 nm

Temperatura kolone: 45 °C

Slika 9. Metoda frakcioniranja na uredaju HPLC 1260 Infinity (Agilent Technologies, SAD)
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Slika 10. Prikaz frakcija sakupljenih nakon kromatografske separacije na isntrumentu HPLC
1260 Infinity (Agilent Technologies, SAD)

Svaka frakcija skupljena je u posebnu vialu i posusena u struji dusika. Posuseni uzorci otopljeni
su u 20 puL 0,1 %-tnoj TFA i preneseni su u mikroviale. Uzorci su potom analizirani s
DionexUltimate 3000 RSLC nano sustavom uz UV/VIS detektor (Thermo Scientific, SAD)
koji je direktno spregnut sa sakupljatem frakcija PROTEINEER fclll. Navedeni sustav sadrzi
pokretni ventil s 10 otvora §to omogucava istovremeno koristenje dvije razli¢ite kolone. U
ovom slucaju koristene su kolona za proc¢is¢avanje peptida te kolona za razdvajanje. Metoda
pro¢iséavanja peptida izvedena je na koloni Acclaim PepMap 100 Cig, 5 pm, 100 A, 300 pm
i.d. x 5 mm, (Thermo Scientific, SAD) prema parametrima navedenim u tablici 3. Separacija
je provedena na koloni Acclaim PepMap 100 Cig, 3 pm, 100 A, 75 pm i.d. x 15 cm (Thermo
Scientific, SAD) prema parametrima navedenim na slici 11. Separirane frakcije peptida potom
su sakupljene uz pomoc¢ sakupljaca frakcija koji direktno sakuplja frakcije na MALDI plocicu

prema parametrima opisanima u tablici 4.
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Tablica 3. Parametri pro¢i$¢avanja peptida

Mobilna faza A 0,1%-tna vodena otopina TFA (v v1)
Mobilna faza B Acetonitril
Volumen injektiranja 1 uL

Temperiranje predkolone 40°C
Ispiranje kolone Izokratno, A/B = 98/2 (v v!), 5 minuta

Protok 10 uL min™

Faza A: 0.1 %-tna vodena otopina TFA (v v'!)
Faza B: Acetonitril

Vrijeme (min) | B(%) Protok (uL min!)
0 2.0 0.3
10 2.0 0.3
58 40,0 0.3
39 90,0 0.3
69 90,0 0.3
70 2.0 0.3
75 2.0 0.3

Temperatura kolone: 40 °C

Protok: 0.3 pL min'!, gradijentno
Detekcija: UV/VIS detektor, valna duljina 215 nm

Slika 11. Metoda separacije peptida na Dionexu
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Tablica 4. Parametri sakupljanja peptidnih frakcija

Protok matrice 100 uL h?t
Vrijeme sakupljanja frakcija 15-63 min
Vrijeme sakupljanja /frakcija 15s
Ukupan broj sakupljenih 192

Nakon sakupljanja frakcija na MALDI plocice, peptidi su analizirani koriste¢i spektrometar
masa Autoflex Speed MALDI/TOF-TOF. Parametri analize MS prikazani su u tablici 5.

Tablica 5. Parametri snimanja spektara MS.

Tip analize MS pozitiv
Detekcija iona Pozitivna
lonsko zrcalo Reflektron
Broj snimaka/spektar 1000
Raspon masa (Da) 700-4000

Algoritam krivulje ¢etvrtog reda uz signale
Kalibracija MS spektara dobivene snimanjem standardnih peptida

poznatih masa (minimalno 6)

Tolerancija mase pri kalibraciji 100 ppm

Kriteriji za odabir prekursora za analizu MS/MS prikazani su u tablici 6.
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Tablica 6. Odabir prekursora za analizu MS/MS

Maksimalna tolerancija mase peptida

100 ppm
unutar razliitih frakcija
Maksimalan broj frakcija u kojima se
dopusta ponavljanje istog peptida
Identifikacija pozadinskih signala Ponavljanje signala u 70 % frakcija
Minimalan s/n za snimanje MS/MS 50
Minimalna razlika izmedu peptida koji
koeluiraju (Da)
Maksimalan broj prekursora po frakciji 10

Snimanje spektara MS/MS odredeno je parametrima navadenima u tablici 7.

Tablica 7. Parametri snimanja spektara MS/MS

Tip analize MS/MS pozitiv
Detekcija iona Pozitivna

lonsko zrcalo Reflektron

Broj snimaka/spektar 1000

Vrsta fragmentacije Inducirana laserom

Nakon snimanja spektara MS i MS/MS dobiveni podaci koristeni su za pretragu baze podataka.
U ovom sluc¢aju koriSten je program ProteinScape, verzija 3.0 (Bruker, Njemacka). Podaci
dobiveni analizama MS i MS/MS kombinirani su pri pretrazi baze kako bi se identificirali

proteini uz parametre navedene u tablici 8.
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Tablica 8. Parametri pretrage baze podataka

Baza podataka SwissProt

Taksonomija Homo sapiens

PretraZivac MASCOT

Enzim Tripsin, 1 preskoc¢eno cijepanje

TMT-2plex, oksidacija metionina i deamidacija

Varijabilne modifikacije asparagina i glutamina

Tolerancija mase prekursora 100 ppm

Tolerancija mase fragmentnih

: 0,7 Da
lona

3.2.9. Ciljana analiza proteina

Na temelju rezultata neciljane analize odabran je protein vimentin za daljnju ciljanu analizu.
FASTA sekvenca ciljanog proteina preuzeta je iz UniProt baze podataka i unesena u Skyline
program, verzija 4.2.0. Postavljen je pozadinski proteom koji sadrzi informacije o cijelom setu
proteina koji mogu biti prisutni u matriksu uzorka. Metoda MS koja je koriStena za provedbu
ciljane analize vimentina preuzeta je iz rada Wenke i sur. (2016), ali su optimizirani odredeni

parametri navedeni u tablici 9.

Tablica 9. Optimizirani parametri metode MRM

Kolizijska
Prekursor ion | Produktion | Vrijeme zadrZavanja Fragmentor energija

(m/z) (m/2) (ms) V) V)
547.26727 875.421735 15 130 15
547.26727 760.394792 15 130 24
547.26727 647.300728 15 130 15
547.26727 560.2987 15 130 24
476.908774 609.315487 15 130 16
476.908774 510.257073 15 130 94
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Separacija peptida provedena je koriste¢i tekucinski kromatograf 1290 Infinity LC System u
sprezi s 6460 Triple Quad MS (Agilent Technologies, SAD). Parametri separacije peptida

navedeni su u tablici 10.

Tablica 10. Parametri separacije peptida

Mobila faza A 0,1 %-tna vodena otopina mravlje kiseline (v v'!)
Mobilna faza B Acetonitril
Kolona ACQUITY UPLC® BEH Cgg 1,7 um, 2,1x50 mm (Waters, SAD)

Temperatura kolone 40 °C

Protok 0,3 mL min?

Gradijent Vrijeme (min) A (%) B (%)
0 95 5
2 95 5
16 60 40
25 20 80
26 20 80

26,5 95 5

35 95 5)

Detekcija MS, metoda MRM

Postavke ionskog izvora nalaze se u tablici 11.
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Tablica 11. Parametri MS analize

Detekcija iona Pozitivna
Temperatura plina (°C) 300
Protok plina (L min-t) 7

Tlak nebulizera (psi) 40

Temperatura sheath plina (°C) 300
Protok sheath plina (L min) 9

Napon na kapilari (V) 3500

3.2.10. Statisticka obrada rezultata

Rezultati ispitivanja citotoksicnog ucinka te prooksidacijskog/antioksidacijskog djelovanja
hidrokinona na stani¢nu liniju T24 obradeni su parametrijski u programu JASP 0.10.02
analizom varijance (ANOVA) koristenjem Scheffé-ovog post hoc testa uz granicu statisticke
znacajnosti p<0,05. Scheffé-ovim post hoc testom medusobno su usporedene sve dobivene
srednje vrijednosti preZivljenja stanica tretiranih razli¢itim koncentracijama hidrokinona i
prezivljenje netretiranih stanica kako bi se utvrdilo postoji li medu njima statisti¢ki znacajna

razlika.

4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom poglavlju prikazani su  rezultati  ispitivanja  citotoksi¢nog i
prooksidacijskog/antioksidacijskog ucinka hidrokinona na stanice karcinoma mokra¢nog
mjehura Covjeka. U obzir su uzete razli¢ite koncentracije hidrokinona, kao i utjecaj 24-satnog
oporavka stanica u hranjivom mediju na njihovo prezZivljenje. Citotoksi¢nost hidrokinona
ispitana je Neutral red metodom, a njegovo prooksidacijsko/antioksidacijsko djelovanje DCFH-
DA metodom. Takoder su provedene i neciljana te ciljana analiza proteina u uzorcima

tretiranim odabranom koncentracijom hidrokinona kako bi se utvrdilo uzrokuje li tretman
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stani¢ne linije T24 hidrokinonom promjenu u proteomu tretiranih stanica u odnosu na

netretirani kontrolni uzorak stanica.

4.1. Odredivanje citotoksi¢nog ucinka hidrokinona na stani¢nu liniju T24 metodom
Neutral red

Ispitan je citotoksi¢ni ué¢inak razli¢itih koncentracija hidrokinona (5 pg mL?, 20 ug mL™, 50
pg mL™?, 320 pg mLt i 900 pg mL™?) na stani¢nu liniju T24. Test citotoksi¢nosti proveden je
Neutral red metodom opisanom u poglavlju 3.2.5. Stanice karcinoma mokra¢nog mjehura
Covjeka tretirane su navedenim koncentracijama hidrokinona u periodu 2 i 4 h, s 24-satnim
oporavkom u hranjivom mediju i bez oporavka.

Prezivljenje tretiranih stanica racunato je u odnosu na kontrolu (netretirane stanice) pomocu
vrijednosti dobivenih apsorbancija. Rezultati su izrazeni grafi¢ki kao ovisnost prezivljenja
stanica o koncentraciji hidrokinona kojom su tretirane. Graficki su prikazane srednje vrijednosti
sa pripadaju¢im standardnim devijacijama.

Na slici 12 prikazan je citotoksi¢ni u¢inak razli¢itih koncentracija hidrokinona na stani¢nu liniju

T24 nakon 2 i 4 h izloZenosti bez oporavka.
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Slika 12. Prezivljenje stani¢ne linije T24 nakon 2 i 4 h tretmana razli¢itim koncentracijama

hidrokinona, bez oporavka

Obradom rezultata, na slici 12 vidljivo je da se prezivljenje stanica T24 tretiranih visim
koncentracijama (320 i 900 ug mL™?) bez oporavka statisticki znacajno razlikuje u odnosu na
kontrolu. Isto tako, kod tretmana vi§im koncentracijama hidrokinona (320 i 900 pg mL™) bez
oporavka, vidljiva je dozna ovisnost, odnosno kod koncentracije 320 ug mL™* primjeéujemo
visi postotak prezivljenja (60 — 80 %) stanica T24 u odnosu na tretman s koncentracijom 900
ng mL? (30 — 50 %). Nadalje, vise koncentracije hidrokinona (320 i 900 png mL™) bez oporavka
su pokazale statistiCki znacajno niZe prezivljenje T24 stanica u odnosu na nize ispitivane
koncentracije (5, 20 i 50 pg mL™) u oba vremenska tretmana. Nakon statisti¢ke obrade utvrdeno
je da je samo kod stanica T24 izlozenih hidrokinonu koncentracije 20 ug mL™ i 900 ug mL*
bez oporavka vrijeme izloZenosti imalo bitnu ulogu. Koncentracija 20 ug mL™ pokazala je
statisticki znacajno veci citotoksi¢ni efekt nakon dvosatne izlozenosti stanica hidrokinonu u

odnosu na 4 h. Suprotno tome, kod koncentracije 900 pg mL™ veéi citotoksi¢ni u¢inak zapazen
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je nakon Cetverosatne izlozenosti. Manje prezivljenje T24 stanica, a time i manja vrijednost

apsorbancije pri visim koncentracijama hidrokinona (320 pg mL? i 900 pg mL?) nije

iznenadujuca buduci da se sama Neutral red metoda temelji na aktivnom transportu boje u zivu

stanicu. Manja vrijednost apsorbancije, odnosno manji intenzitet obojenja rezultat je uniStenja

stanicne membrane hidrokinonom. Budu¢i da se proteinski nosaci odgovorni za aktivni

transport nalaze na membrani stanica, ukoliko dode do uniStenja membrane stanica viSe ne

moze provoditi aktivni transport. Stoga, bez funkcionalne membrane, odnosno ukoliko stanica

nije ziva, ne moze ni do¢i do ulaska Neutral red boje u stanicu.

Na slici 13 prikazan je citotoksi¢ni u€inak razli¢itih koncentracija hidrokinona na stani¢nu

liniju T24 nakon 2 i 4 h izloZenosti s 24-satnim oporavkom u hranjivom mediju (10 %-tna

otopina FBS-a u RPMI-ju).
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Koncentracije hidrokinona (pg mL™?)

*-statisticki znacajno u odnosu na kontrolu (p<0,05)
a-statisti¢ki zna¢ajno u odnosu na 5 pg mL (p<0,05)

b-statisticki zna¢ajno u odnosu na 20 ug mL* (p<0,05)

c-statisticki znac¢ajno u odnosu na 50 ug mL* (p<0,05)
d-statisticki zna¢ajno u odnosu na 320 ug mL? (p<0,05)
e-statisticki zna¢ajno u odnosu na 900 pg mL? (p<0,05)

Slika 13. Prezivljenje stanic¢ne linije T24 nakon 2 i 4 h tretmana razli¢itim koncentracijama

hidrokinona s 24-satnim oporavkom u hranjivom mediju
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Sto se ti¢e stanica koje su prosle 24-satni oporavak u hranjivom mediju nakon tretmana
hidrokinonom, na slici 13 vidljivo je da visoke koncentracije hidrokinona (320 pg mL™? i 900
ng mL7), kao i u slu¢aju bez oporavka, uzrokuju visoku smrtnost stanica (< 40 %), ali ipak
puno vecu u odnosu na eksperiment bez oporavka ( 40 — 80 % ovisno o koncentraciji). Isto
tako, kod tretmana s oporavkom vidljivo je da kod visih koncentracija hidrokinona (320 pg mL"
1§ 900 pg mL?) vise nemamo dozno ovisni odgovor kao §to je to kod eksperimenta bez
oporavka, veé je % prezivljenja kod obje koncentracije podjednak. Sto se ti¢e izloZenost stanica
nizim koncentracijama hidrokinona (5 pg mL?, 20 ug mL™? i 50 pg mL™), nakon dvosatne
izlozenosti T24 stanica hidrokinonu koncentracije 5 pg mL™? doslo je do blage proliferacije
stanica u odnosu na kontrolu. S druge strane, kod Cetverosatne izloZenosti ista koncentracija
pokazala je blago citotoksi¢an efekt te su zakljuéno tome oba vremena pokazala statistic¢ki
znacajnu razliku u ondosu na kontrolu i vremenu izlaganja. Koncentracija 20 pg mL™ nije imala
nikakav uéinak na stanice, dok je koncentracija 50 pg mL™ nakon &etverosatne inkubacije

pokazala citotoksican u¢inak u odnosu na kontrolu.

Sto se ti¢e vremena izloZenosti razli¢itim koncentracijama hidrokinona, jedino se kod
koncentracija 5 i 900 pg mL™ s naknadnim oporavkom vrijeme izloZenosti pokazalo statisticki
znacajnim. Kod koncentracije 5 pg mL™? s oporavkom dolazi do potpuno suprotnih udinaka pri
razli¢itim vremenima izloZenosti, dok je kod koncentracije 900 pg mL™' s oporavkom

prezivljenje stanica znacajno vece nakon dvosatnog tretmana.

Kod stanica T24 tretiranih 4 h s oporavkom jedino se koncentracija hidrokinona 320 pg mL™
pokazala statisti¢ki zna¢ajnom u odnosu na prezivljenje stanica tretiranih 4 h bez oporavka.
PreZivljenje stanica tretiranih 4 h navedenom otopinom hidrokinona manje je nakon 24-satnog
oporavka u hranjivom mediju. Isto tako ako usporedujemo tretmane s oporavkom i bez
oporavka, jedino kod najvise koncentracije hidrokinona (900 ug mL™?) u oba slu¢aja imamo
trend statisticki znacajno veceg prezivljenja u kraCem vremenu izlaganja (2 h) u odnosu na duze

vrijeme (4 h).

Razlike u prezivljenju stanica T24 tretiranih hidrokinonom 2 h s oporavkom u odnosu na stanice
tretirane 2 h bez oporavka vidljive su pri svim koncentracijama, osim 50 pg mL™. U tom
vremenu izloZenosti nize koncentracije hidrokinona (5 ug mL™ i 20 pg mL™) uzrokovale su
vece prezivljenje stanica nakon oporavka u hranjivom mediju, dok su viSe koncentracije (320
png mL? i 900 pg mL™?) pri istom vremenu izloZenosti (2 h) uzrokovale manje prezivljenje

stanica nakon 24-satnog oporavka.
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Na temelju takvih rezultata moguce je zakljuciti da kod kraceg vremena izlozenosti nizim
koncentracijama hidrokinona dolazi do reverzibilnih ostec¢enja stanica T24 te se one tijekom
24-satnog oporavka mogu regenerirati. Kod visih koncentracija hidrokinona (320 pg mL™ i 900
ng mL™1) moze se pretpostaviti da je doslo do tezih ostecenja stani¢ne membrane koja se tijekom
oporavka nisu mogla sanirati ve¢ su ta oStecenja uzrokovala smrt stanica. Isto tako, 2-satno
izlaganje spomenutim vec¢im koncentracijama hidrokinona nije bilo dovoljno da se ispolji
maksimalan letalni efekt na stanice T24 ve¢ je on bio vidljiv nakon obrade rezultata s
oporavkom stanica. Ovime je i dokazano da hidrokinon ulazi u stanicu gdje uzrokuje oStec¢enja
tijekom odredenog vremena jer fizickim uklanjanjem hidrokinona i ponovno stavljanje

hranjivog medija nije (tretman s oporavkom) smanjilo smrtnost stanica T24.

Do sli¢nog zakljucka dosli su Pyatt i sur. (1998) proucavajuci utjecaj hidrokinona na primarne
humane CD4 T-limfocite. Njihovi rezultati pokazali su da tretman primarnih humanih CD4 T-
limfocita hidrokinonom koncentracije 1,1 ug mL™* i 0,11 ug mL*? djeluje inhibitorno na
aktivaciju NF-xB koja je inducirana sa TNF-a. (eng. Tumor Necrosis Factor o). Takva inhibicija
nije praena smanjenjem preZivljenja stanica budu¢i da CD4 T-limfociti zadrzavaju neke od
signalnih puteva tijekom izlozenosti hidrokinonu. Time se moze zakljuciti da je inhibicija NF-
kB nizim koncentracijama hidrokinona reverzibilna, a Pyatt i sur. potvrdili su to i
eksperimentalnim rezultatima. Naime, stanice tretirane 0,11 ng mL™ otopinom hidrokinona su
nakon 72 h oporavka u RPMI hranjivom mediju pokazale obnovljenu sposobnost odgovora na
TNF-a. Najmanja ispitivana koncentracija u ovom radu (5 pg mL™) takoder nije smanjila
prezivljenje T24 stanica sa 1 bez oporavka te je na taj nain takoder potvrdeno da vrlo niske
koncentracije koje odgovraju 0,6 % pocetne koncentracije arbutina u jednoj Salici ¢aja i dolaze

u kontakt sa stanicama mokra¢nog mjehura uzrokuju reverzibilna ostecenja.

Prema dobivenim rezultatima moguce je zakljuciti kako stanice karcinoma mokra¢nog mjehura
covjeka nisu osjetljive na djelovanje hidrokinona u nizim ispitivanim koncentracijama (5 pg
mL?, 20 pg mLt i 50 pg mL). Te koncentracije odgovaraju koli¢ini slobodnog hidrokinona
koji dolazi u doticaj sa stanicama mokra¢nog mjehura nakon konzumacije jedne do tri Salice
uvin-H ¢aja dnevno, ali u te koncentracije nisu uracunati konjugati hidrokinona Kkoji se u
luznatom mediju cijepaju na slobodni hidrokinon. Znacajniji citotoksic¢ni u¢inak hidrokinona
na T24 stani¢nu liniju vidljiv je tek pri koncentracijama 320 ug mL™? i 900 pg mL™, osobito
nakon 24-satnog oporavka u hranjivom mediju. Koncentracija 320 pg mL? predstavlja
maksimalnu koncentraciju slobodnog hidrokinona u mokra¢nom mjehuru nakon konzumacije

jedne Salice uvin-H ¢aja u slucaju da se poklope uvjeti luznatog medija 1 da se svi hidrokinon
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konjugati hidroliziraju do slobodnog hidrokinona te dodu u kontakt sa stanicama T24. S druge
strane, koncentracija 900 pg mL? predstavlja maksimalnu koncentraciju slobodnog
hidrokinona u mokraénom mjehuru nakon konzumacije preporuc¢ene dnevne doze uvin-H Caja
(3 Salice) u istim uvjetima koji su navedeni za koncentracija 320 pg mL™.
Prema radu de Arriba i sur. (2013) konjugati hidrokinona nisu toksi¢ni, dok slobodni oblik
hidrokinona predstavlja potencijalnu prijetnju ljudskom zdravlju. No, ukoliko u mjehuru
prevladavaju luznati uvjeti aktivira se glikozid hidrolaza koju proizvode uropatogene bakterije.
Taj enzim odgovoran je za dekonjugaciju hidrokinon-sulfata i hidrokinon-glukuronida ¢ime
nastaje slobodni hidrokinon. Ovi eksperimentalno dobiveni podatci navode na pretpostavku da
preporucena doza uvin-H ¢aja (jedna do tri Salice dnevno) moze imati citotoksi¢an efekt na
stanice karcinoma mokra¢nog mjehura ¢ovjeka ukoliko prevladavaju luznati uvjeti u mjehuru,
odnosno ukoliko se svi konjugati hidrokinona iz konzumirane doze uvin-H ¢aja prevedu u

slobodni oblik hidrokinona.

Citotoksicnost je definirana kao interferencija ksenobiotika sa strukturama tj. funkcijama
bitnim za prezivljavanje i razmnozavanje stanica. Na temelju poznatih podataka o
citotoksi¢nosti odredenih spojeva moguce je predvidjeti Stetne ucinke njima sli¢nih spojeva.
lako se vrijednosti LDso i ICso in vitro i in vivo ¢esto usporeduju, toksi¢nost ksenobiotika za
cijeli organizam ovisi 0 mnogo viSe faktora. Neki od tih faktora su nac¢in unosa, apsorpcija,
raspodjela ksenobiotika u organizmu i eliminacija (Zapor, 2004). Mehanizam djelovanja
hidrokinona na bakterije urinarnog trakta temelji se na promjeni sastava bakterijske membrane
¢ime se povecava njihova hidrofobnost i onemogucuje njihovo prijanjanje za stanice epitela
mjehura (Siegers i sur., 2003). Nakon izloZenosti Stanica sisavaca hidrokinonu u njima se stvara
povecan broj DNA lomova, razmjena sestrinskih kromatida 1 kromosomskih aberacija.
Takoder, hidrokinon ima utjecaj i na imunosni odgovor stanica. Izaziva alergijske reakcije zbog
povecane zastupljenosti interleukina 4 (IL-4) i razine imunoglobulina E (IgE) (Enguita i Leitao,
2013). U ljudskim stanicama hidrokinon izaziva DNA lomove u prisutnosti bakrovih (11) iona
koji posreduju u proizvodnji reaktivnih kisikovih radikala. Bakar se pojavljuje u jezgri stanica
sisavaca 1 moze pridonijeti kromatinskim strukturama visokog reda. loni bakra veZu se sa
nehistonskim proteinima i uzrokuju mnogo jaca oste¢enja DNA posredovana askorbatom nego
zeljezo. lzlaganje ljudskih stanica hidrokinonu uzrokovalo je lomove u DNA $to pripisuju
proizvodnji peroksida u samim tretiranim stanicama $to dovodi do apoptoze. Upravo se
izazivanje oksidacijskog stresa u stanicama smatra jednim od razloga citotoksi¢nog djelovanja

hidrokinona (Hiraku i Kawanishi, 1996).
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Chang i sur. (2017) proveli su istrazivanje na Detroit 551 stanicama (stanice humanog
fibroblasta) tretiraju¢i ih hidrokinonom u rasponu koncentracija 5,5 ng mL* do 55 ug mL* u
tajanju od 0 do 6 sati. Rezultati upuéuju na ¢injenicu da koncentracije hidrokinona vece od 11
ng mL? uzrokuju smanjenje prezivljenja stanica za 60 % u odnosu na kontrolu (netretirane
stanice) na nacin da aktiviraju kapsazu 3 i poti¢u apoptozu stanice. Ukoliko usporedujemo s
rezultatima u ovom radu, ispitivane koncentracije 5 — 50 ug mL? (jedna $alica i dnevna doza
uvin-H ¢aja) nisu pokazale smanjenje prezivljenja T24 stani¢ne linije $to moZemo objasniti
kra¢im vremenom izlaganja (2 i 4 h). Takoder, moguce je da je utvrdena razlika s obzirom da

se radi o drugoj vrsti stanica.

Pereira i sur. (2014) istrazivali su utjecaj hidrokinona na humanim fibroblastima i stanicama
karcinoma debelog crijeva (HCT116). Njihovi rezultati upuéuju na to da visoke koncenracije
hidrokinona (25 pg mL™?, 50 ug mL%, 100 pg mL™, 250 pg mL2 i 500 ug mL1) nakon 24-satne
izlozenosti znac¢ajno smanjuju prezivljenje stanica u odnosu na kontrolu (netretirane stanice).
Pereira i sur. (2014) takav rezultat objasnjavaju lomovima DNA uzrokovanih reaktivnim
kisikovim radikalima nastalim u stanicama uslijed tretmana hidrokinonom. U ovom
diplomskom radu, niZe koncentracije (5 - 50 pg mL™) nisu pokazale smanjenje preZivljenja
T24 stanica §to se razlikuje od rada Pereira i sur. (2014). Ova razlika moZe se objasniti kra¢im
vremenom tretmana hidrokinonom te zaklju¢ujemo da slobodni hidrokinon iz jedne Salice i
dnevne doze uvin-H ¢aja ne uzrokuju lomove DNA uzrokovane reaktivnim kisikovim
radikalima ukoliko se radi o kraCem vremenu izlaganja. S druge strane, koncentacije 320 1 900
ug mL* (maksimalne koncentracije slobodnog hidrokinona iz jedne i tri $alice uvin-H ¢aja koja
dolazi u doticaj sa stanicama mokra¢nog mjehura pri poviSenoj vrijednosti pH urina $to
uzrokuje hidrolizu konjugata hidrokinona) su pokazale citotoksicno djelovanje i u kracem

vremenu izlaganja §to potvrduje oSteCenja unutar DNA tretiranih stanica.

4.2. Odredivanje prooksidacijskog/antioksidacijskog u¢inka hidrokinona na T24
stani¢nu liniju DCFH-DA metodom

Ispitivanje prooksidativnog/antioksidativnog djelovanja hidrokinona provedeno je DCFH-DA
metodom opisanom u poglavlju 3.2.6. Ispitivane koncentracije hidrokinona iste su onima kod
ispitivanja citotoksi¢nosti te iznose 5 pg mL™, 20 pg mL?, 50 pg mL?, 320 pg mL? i 900 pg

mL?1. Odredivan je prooksidacijski/antioksidacijski ucinak na stanicama tretiranima
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hidrokinonom 2 i 4 h, s oporavkom i bez oporavka. Indukcija slobodnih kisikovih radikala

pojedine koncentracije hidrokinona racunata je u odnosu na kontrolu (netretirane stanice).

Rezultati su prikazani graficki kao ovisnost intenziteta fluorescencije, koji je korigiran s
obzirom na prezivljenje stanica, 0 koncentraciji hidrokinona. Grafi¢ki su prikazane srednje

vrijednosti s pripadaju¢im standardnim devijacijama.

Na slici 14 prikazan je postotak indukcije slobodnih kisikovih radikala uzrokovan nakon

izlozenosti T24 stanica razli¢itim koncentracijama hidrokinona 2 i 4 h bez oporavka.

m tretman 4h tretman 2h

140
*cde sde o
120 I abde
< b,d,e
< bde
<
3 100 I I
=
S
< 80
=
-8 * b d
S 60 a,0,C,
7
= sabce [k
X 40 *a,b,c.e
=]
[
- *a,b,c,d I
20
O .
5 20 50 320 900
Koncentracije hidrokinona (ug mL1)
*-statisticki znac¢ajno u odnosu na kontrolu (p<0,05) c-statisticki znac¢ajno u odnosu na 50 ug mL* (p<0,05)
a-statisti¢ki zna¢ajno u odnosu na 5 pg mL (p<0,05) d-statisticki zna¢ajno u odnosu na 320 ug mL* (p<0,05)
b-statisticki zna¢ajno u odnosu na 20 ug mL* (p<0,05) e-statisticki zna¢ajno u odnosu na 900 pg mL? (p<0,05)

Slika 14. Indukcija slobodnih kisikovih radikala stani¢ne linije T24 nakon 2 i 4 h izloZenosti

razli¢itim koncentracijama hidrokinona bez oporavka

Da bi se rezultati na slici 14 mogli pravilo protumaciti potrebno je uzeti u obzir prezivljenje
stanica pri istim uvjetima (slika 12). Kako je ve¢ poznato da stvaranje vece koli¢ine slobodnih
radikala moze izazvati stanicnu smrt, ocekivano je da ¢e manje prezivljenje biti u onih stanica

u kojima je nastala veca koli¢ina reaktivnih kisikovih vrsta (eng. Reactive Oxygen Species,
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ROS). Povezivanjem rezultata na slici 12 i 14 vidljivo je da se kod nizih koncentracija
hidrokinona (5 pg mL™?, 20 pg mL™1i 50 ug mL™?) preZivljenje statisti¢ki znacajno ne razlikuje
u odnosu na negativnu kontrolu, ali eksperimentalni rezultati pokazuju da se kod stanica
tretiranih hidrokinonom koncentracije 20 pg mL™, bez oporavka, koli¢ina nastalih slobodnih
kisikovih radikala statisti¢ki znacajno razlikuje u odnosu na kontrolu, kako nakon dvosatnog,
tako i nakon Cetverosatnog tretmana. To nam pokazuje da nam terapeutska doza od jedne $alice
uvin-H caja iako je netoksi¢na, dize razinu slobodnih kisikovih radikala u oba vremenska
tretmana. Znacajna koli¢ina ROS-ova inducirana je i u T24 stanicama tretiranima
hidrokinonom koncentracije 5 pg mL™ nakon &etverosatne izloZenosti. Kod stanica tretiranih
hidrokinonom koncentracije 50 pg mL™ nije doglo ni do kakve znacajne produkcije slobodnih
radikala u odnosu na negativnu kontrolu, kako ni nakon dvosatne izlozenosti, tako ni nakon
etverosatne. Kod visih koncentracija hidrokinona (320 pg mL™? i 900 ug mL™) doslo je do
znatno manje produkcije slobodnih kisikovih radikala, no takoder je i prezivljenje T24 stanica
pri tim istim uvjetima bilo znatno nize. Pretpostavlja se da je tijekom djelovanja visih
koncentracija hidrokinona (320 png mL™ i 900 ug mL™?) u preostalim prezivjelim stanicama
doslo do oste¢enja membrane pa ne moze do¢i ni do aktivacije molekule DCFH-DA kako bi
bilo moguce mjerenje fluorescencije odnosno koli¢ine slobodnih kisikovih radikala. Time se

objasnjava znatno manja izmjerena produkcija radikala.

Utjecaj na indukciju slobodnih radikala u T24 stanicama ima 1 vrijeme njihove izlozenosti
hidrokinonu. Statistickom obradom podataka utvrdeno je da se kod tretmana bez oporavka sve
koristene koncentracije hidrokinona, osim 20 pg mL™, statisticki znac¢ajno razlikuju s obzirom
na vrijeme izloZenosti. Dakle, jedino kod T24 stanica tretiranih hidrokinonom koncentracije 20
ng mL? vrijeme izloZenosti nije imalo nikakvu ulogu na koli¢inu nastalih slobodnih radikala,
iako se preZivljenje stanica tretiranih istom koncentracijom hidrokinona statisticki znacajno

razlikuje kod tretmana 2 i 4 h.

Na slici 15 prikazan je postotak indukcije slobodnih kisikovih radikala uzrokovan izlozenosti
T24 stanica razli¢itim koncentracijama 2 i 4 h s 24-satnim oporavkom u hranjivom mediju. 1z
grafi¢kog prikaza vidljivo je da se kod niZih koncentracija hidrokinona (5 pg mL™, 20 pg mL-
1150 ug mL™?) s naknadnim oporavkom, kao i u uvjetima bez oporavka, inducira relativno
velika koli¢ina ROS-ova, dok se pri visim koncentracijama (320 pg mL™* i 900 pg mL™)

inducira mnogo manja kolicina kisikovih radikala.
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Slika 15. Indukcija slobodnih kisikovih radikala stani¢ne linije T24 nakon 2 i 4 h izloZenosti

razli¢itim koncentracijama hidrokinona s 24-satnim oporavkom u hranjivom mediju

Kako bismo protumacili rezultate sa slike 15 potrebno je u obzir uzeti rezultate prikazane na
slici 13. Indukcija ROS-ova pri nizim koncentracijama hidrokinona (5 pg mL™?, 20 pg mL? i
50 ng mL) se statisticki znacajno razlikuje s obzirom na trajanje tretmana. Nakon tretmana
T24 stanica hidrokinonom koncentracije 5 pg mL™? tijekom 4 h te s naknadnim oporavkom
prezivljenje stanica iznosi oko 90 % dok se vrijednosti nastalin ROS-ova pri istim uvjetima
kre¢u oko 110 % u odnosu na negativhu kontrolu. U slucaju dvosatnog tretmana, ista
koncentracija i isti uvjeti oporavka pokazuju blagi proliferativni u¢inak na stanice T24, dok se
koli¢ina nastalih slobodnih kiskovih radikala ne razlikuje zna¢ajno s obzirom na kontrolu. Kod
koncentracije 20 ug mL™ u uvjetima s oporavkom prezivljenje stanica se ni u dvosatnom ni u
Cetverosatnom tretmanu nije razlikovalo s obzirom na kontrolu, ali je tijekom dvosatnog
tretmana nastala zna¢ajna koli¢ina ROS-ova. Sto se ti¢e udinka hidrokinona koncentracije 50
ug mL™* na T24 stanice nakon oporavka, preZivljenje stanica nakon oba tretmana (2 i 4 h)
iznosilo je oko 95 %, no pri dvosatnom tretmanu inducirano je manje ROS-ova u odnosu na

kontrolu. Koli¢ina nastalih slobodnih Kisikovih vrsta nakon 4 h tretiranja T24 stanica
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hidrokinonom koncentracije 50 pg mL? te nakon 24-satnog oporavka nije se znacajno
razlikovala u odnosu na kontrolu.

Koncentracija 320 ug mL™ nakon &etverosatnog tretmana i 24-satnog oporavka pokazala je
izrazito citotoksican ucinak na T24 stanice. Identi¢an efekt ista koncentracija pokazala je i
nakon dvosatnog tretmana i naknadnog oporavka. Koli¢ina nastalih ROS-ova pri toj
koncentraciji i istim uvjetima u oba tretmana (2 i 4 h) takoder je niska. Koncentracija 900 pg
mL? je u dvosatnom i Eetverosatnom tretmanu s naknadnim 24-satnim oporavkom pokazala
gotovo iste rezultate u citotoksi¢nosti i indukciji ROS-ova kao i koncentracija 320 pg mL™,
Dobiveni rezultati upuéuju na ¢injenicu da se samo koncentracija hidrokinona 320 pg mL*
statisticki znacajno razlikuje pri izloZenosti stanica tijekom 4 h, dok su se kod dvosatne
inkubacije stanica u hidrokinonu koncentracije 20 ng mL™ i 320 pg mL™ pokazale statisticki
znacajnima. Dakle, kod Cetverosatnog tretmana stanica hidrokinonom koncentracije 320 pg
mL? veéu indukciju ROS-ova pokazale su T24 stanice koje nisu prosle oporavak nego one koje
su ga prosle. Sto se ti¢e dvosatnog tretmana, koncentracije hidrokinona 20 pg mL™? i 320 pg
mL? takoder su pokazale ve¢u indukciju ROS-0ova u stanica koje nisu prosle 24-satni oporavak
u hranjivom mediju.

Reaktivne kisikove vrste su vrste kisikovih spojeva koje su u mnogo reaktivnijem stanju od
samog molekularnog kisika. Superoksid, peroksinitrit, vodikov peroksid i hidroksilni radikali
su reaktivni kisikovi spojevi koji ubrzavaju procese oksidacije unutar stanica (Hancock i sur.,
2001).

Ubrzavanje oksidacijskih procesa utjeCe na redoks status stanice, odnosno ravnotezu svih
redoks reakcija koje se odvijaju u stanici. NaruSavanje redoks statusa stanice moze uzrokovati
lipidne peroksidacije te oSte¢enje DNA ili enzima prisutnih u stanici, a potom 1 smrt stanice
(Leon-Gonzales 1 sur., 2015).

Uzimajuéi u obzir rezultate Neutral red metode, DCFH-DA metode te sam njihov princip
djelovanja moguce je do¢i do odredenih pretpostavki. lako je na pocetku postavljena hipoteza
da se kod veceg prezivljenja stanica o¢ekuje manja indukcija ROS-ova, dobiveni rezultati
potpuno su opreéni. Vise koncentracije hidrokinona (320 pg mL™ i 900 pg mL™) uzrokovale
su vecu smrtnost stanica, ali i manju indukciju ROS-ova, dok su nize koncentracije hidrokinona
(5 pgmL™?, 20 pgmLt, 50 ug mL™1) uzrokovale manju smrtnost stanica, ali je indukcija ROS-
ova bila vec¢a. Takvi se rezultati mogu objasniti na slijedec¢i na¢in: Neutral red metoda temelji
na aktivnom transportu boje u Zivu stanicu te je intenzitet obojenja i izmjerene apsorbancije
proporcionalan broju zivih stanica. Ukoliko se narusi integritet stani¢ne membrane, proteinski

nosaci zaduZeni za aktivni transport ne mogu vise biti aktivni pa ne¢e do¢i ni do ulaska Neutral
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red boje u samu stanicu. Nadalje, DCFH-DA metoda temelji na oksidaciji nefluorescentnog
2', 7'-diklorofluoresceina u prisutnosti ROS-ova, pri ¢emu zahvaljujuéi stani¢nim esterazama
prilikom transporta 2',7'-dikorfluorescein diacetata dolazi do hidrolize acetatnih grupa te nastaje
2',7'-diklorofluorescein koji nakon reakcije sa slobodnim radikalima prelazi u jako
fluoresciraju¢e molekule te je intenzitet fluorescencije proporcionalan prisutnosti slobodnih
radikala u stanici. Ukoliko je narusen integritet stanice, kao i stanicna membrana, tada esteraze
nece biti aktivne pa se 2',7'-diklorofluorescein-diacetat neée moc¢i oksidirati u 2',7'-
diklorofluorescein. Bez te reakcije ne dolazi do pojave fluorescencije.

Dakle, kod visokih koncentracija hidrokinona (320 pg mL™ i 900 pg mL™) prezivljenje T24
stanica krece se ispod 80 %, a takvo preZivljenje nije dovoljno za vjerodostojnu detekciju
induciranih reaktivnih kisikovih vrsta. Razlog malog postotka indukcije ROS-ova pri
navedenim visokim koncentracijama moze biti razli¢it. Jedna pretpostavka je da je zbog
naruSenog integriteta stani¢ne membrane dio ROS-ova (ukoliko su uopce nastali u vecoj
koli¢ini od detektirane) migrirao izvan stanice, a kada su izvan stanice nije ih moguce detektirati
DCFH-DA metodom. Druga pretpostavka je da u T24 stanicama izlozenima Visokim
koncentracijama hidrokinona (320 ng mL™* i 900 ug mL™?) uslijed o$teéenja membrane nije

doslo do inicijalne transformacije DCFH-DA molekule ili ona uop¢e nije usla u stanicu.

Prema radu Trachootham i sur. (2009) stanice raka pokazuju povecanu razinu reaktivnih
kisikovih radikala koja moze promovirati proliferaciju stanica, ali imaju 1 moguc¢nost adaptirati
se na povisenu koncentraciju ROS-ova na nac¢in da povecaju vlastiti antioksidacijski kapacitet
1 time razviti otpornost na odredene ksenobiotike. Takoder, kancerogene stanice aktivno
proizvode visoke koli¢ine ROS-ova izlazu¢i se time endogenom oksidativnom stresu, stoga je

1 o¢ekivano da postoji mogucnost njihove prilagodbe na oksidativni stres.

Nize koncentracije hidrokinona (5 pg mL™, 20 pg mL™, 50 pg mL™) nisu imale velik utjecaj
na prezivljenje T24 stanica, osim u slucaju cetverosatnog tretmana s oporavkom gdje je
koncentracija 5 pg mL? izazvala blago citotoksi¢an ucinak, a u slu¢aju dvosatnog tretmana s
oporavkom ista ta koncentracija izazvala je blago proliferativni ucinak. Sli¢an blago
citotoksiéni u¢inak na iste stanice pokazala je otopina hidrokinona 50 pg mL? nakon
Cetverosatnog tretmana i oporavka. S druge strane, dio stanica tretiran nizim koncentracijama
hidrokinona induciralo je povecane razine ROS-ova u odnosu na kontrolu. To se moZe objasniti
¢injenicom da te koncentracije hidrokinona (5 ug mL™?, 20 pg mL™?, 50 pg mL™) nisu bile
dovoljne za naruSavanje integriteta stanicne membrane, stoga su svi ROS-ovi, nastali

tretmanom hidrokinonom, zadrzani u stanici gdje su i detektirani pomo¢u DCFH-DA metode.
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Luo i sur. (2001) proucavali su utjecaj hidrokinona na stanice HepG2 (stanice hepatocelularnog
karcinoma jetre) tretirajuéi ih otopinama hidrokinona u rasponu koncentracija 0,69 pg mL™ do
5,5 ug mLt. U svom radu uo¢ili su da koncentracije hidrokinona 2,75 ug mL? i 5,5 pg mL*
uzrokuju povecanu produkciju slobodnih kisikovih radikala u stanicama. To ukazuje na
¢injenicu da slobodni kisikovi radikali mogu oStetiti DNA te djelovati genotoksi¢no. Takoder,
utvrdeno je da hidrokinon pospjesuje oksidativni stres iscrpljujuci razine glutationa u stanicama
HepG2. Glutation vrsi nekoliko vaznih bioloskih funkcija, uklju¢ujuéi neutraliziranje ROS-a i
zaStitu stanica od toksi¢nih spojeva. On se smatra glavnim unutarstani¢nim antioksidansom koji
sluzi kao supstrat za glutation peroksidazu koja razgraduje vodikov peroksid na vodu te ima i
ulogu u uklanjanju slobodnih radikala. Rezultati Luo i sur. (2001) slazu se sa rezultatima ovog
diplomskog rada jer je koncentracija hidrokinona od 5 pg mL™ iako bez utjecaja na prezivljenje
uzrokovala povisenu idukciju ROS-ova u oba vremena tretmana i slu¢aja s i bez oporavka T24

stanica.

Yang i sur. (2011) proucavali su utjecaj hidrokinona na apoptozu ljudskih neutrofila i
eozinofila. Neutrofili i eozinofili izolirani su iz krvi zdravog ljudskog donora te su tretirani
hidrokinonom u rasponu koncentracija 0,11 pg mL™ do 5,5 pg mL™? tijekom 12, 24 i 48 h.
Dobiveni rezultati ukazuju na cCinjenicu da hidrokinon povecava konstitutivhu apoptozu
neutrofila i eozinofila na nacin da smanuje koli¢inu pro-apoptotickih signalnih proteina
prokaspaze 3 i prokaspaze 9 proporcionalno s vremenom izloZenosti. Uzrok smanjene koli¢ine
prokaspaze 3 1 prokaspaze 9 je upravo njihovo cijepanje ¢ime nastaju aktivni oblici (kaspaza 3
i kaspaza 9) koji pokrecu kaskadu kaspaza i razgradnju stanica putem apoptoze. Buduci da su
neutrofili 1 eozinofili vazni u imunoloskom odgovoru, odgodena ili poja¢ana apoptoza ovih
stanica dovodi do neravnoteze imunoloskog sustava. Yang i sur. (2011) takoder su potvrdili
pomoc¢u metode DCFH-DA da navedene koncentracije hidrokinona uzrokuju stvaranje
reaktivnih kisikovih radikala u tretiranim neutrofilima i eozinofilima. Time je moguce zakljuciti
da je sama indukcija ROS-ova primarni uzrok apoptoze mnogih vrsta stanica. No, rezultati
dobiveni u ovom diplomskom radu pokazuju da ve¢em prezivljenju odgovara i ve¢a indukcija
ROS-ova. Stoga, kao glavni uzrok smrtnosti stanica T24 u ovom slu¢aju se ne moze smatrati
povecana indukcija ROS-ova, ve¢ naruseni integritet stanicne membrane, $to je potvrdeno i

Neutral red metodom.

Sazimanjem svih navedenih c{injenica mogucée je pretpostaviti mehanizam djelovanja
hidrokinona na stanice karcinoma mokra¢nog mjehura covjeka T24. Izlaganjem navedenih

stanica visokim koncentracijama hidrokinona (320 pg mL™ i 900 pg mL™?) u njima se inducira
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velik broj reaktivnih kisikovih radikala koji mogu djelovati na nacin da oStecuju stani¢nu
membranu, izazivaju lomove u DNA, ali takoder mogu biti okida¢ za apoptozu stanice. Do
apoptoze stanice uzrokovane ROS-ovima moze do¢i na razne nacine poput promjene

permeabilnosti membrane ili aktivacijom pro-apoptoti¢kih kaspaza (Zlender, 2003).

Buduc¢i da su razlicite koncentracije hidrokinona pokazale razli¢ite u¢inke, kao Sto se i razliciti
ucinci hidrokinona primje¢uju na razliCitim stanicnim linijama, potrebno je daljnjim
istrazivanjima utvrditi toan mehanizam djelovanja hidrokinona na stanice karcinoma

mokra¢nog mjehura ¢ovjeka.

4.3. Rezultati proteomskih analiza

Neciljana i ciljana analiza proteina provedena je u Bioanalitickom laboratoriju Il (proteomika)
u Biocentru. Na temelju rezultata metoda Neutral red i DCFH-DA te nakon statisti¢ke obrade
podataka, za neciljanu analizu proteina odabran je uzorak stanica T24 tretiranih otopinom
hidrokinona koncentracije 20 png mL? tijekom 2 h i bez oporavka. Koncentracija otopine
hidrokinona 20 pg mL™ odgovara koli¢ini slobodnog hidrokinona za koji se pretpostavlja da
dolazi u kontakt sa stanicama mokra¢nog mjehura nakon konzumacije jedne preporuéene $alice

uvin-H caja.

Ovaj uzorak odabran je iz razloga $to se kod njega oporavak pokazao statisticki znacajno
razli¢itim u postotku induciranih reaktivnih kisikovih radikala u odnosu na stanice bez
oporavka. Stanice tretirane otopinom hidrokinona koncentracije 20 pg mL™ tijekom 2 h bez
oporavka pokazale su blago proliferativni u¢inak (~116 % u odnosu na netretirane stanice) u
odnosu na T24 stanice tretirane istom koncentracijom hidrokinona u jednakom vremenskom
periodu s naknadnim 24-satnim oporavkom (~100,5 % u odnosu na netretirane stanice). Buduci
da je u uvjetima bez oporavka integritet stanica tretiranih s hidrokinonom koncentracije 20 pg
mL? gotovo oCuvan (preZivljenje pri toj koncentraciji iznosi ~93 % u odnosu na netretirane
stanice), a koli¢ina induciranih ROS-ova iznosi ~116 % u odnosu na negativnu kontrolu,
moguce je govoriti o prooksidacijskom ucinku. Kako bi se otkrile moguce posljedice
prooksidacijskog u¢inka hidrokinona na promjene u proteomu T24 stani¢ne linije provedena je

neciljana analiza proteina.
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4.3.1. Utjecaj hidrokinona na promjene u proteomu stanica T24

Kako bi se utvrdio utjecaj hidrokinona na promjene u proteomu tretiranih stanica T24 u odnosu
na netretirane uzet je uzorak netretiranih stanica karcinoma mokra¢nog mjehura covjeka te
uzorak istih stanica tretiranih s otopinom hidrokinona koncentracije 20 pg mL™ tijekom 2 h sa
i bez oporavka. Nakon toga, proteini oba uzorka su digestirani koriste¢i specifi¢ne proteaze.
Dobiveni peptidi su oznaceni izobarnim obiljezivacem TMT duplex (126 i 127) te su uzorci
pomijesani. Pomijesani uzorak potom je frakcioniran prema metodi opisanoj u poglavlju 3.2.9.
Dobivene su cetiri frakcije uzorka. Sve cetiri frakcije podvrgnute su separaciji peptida
tekuc¢inskim kromatografom (takoder opisano u poglavlju 3.2.9.). Dobivene frakcije peptida

prikazane su na slikama od 16 do 19.

Nadalje, peptidi iz dobivenih frakcija analizirani su pomocu spektrometra masa MALDI/TOF-
TOF. Nakon snimljenih spektara MS i MS/MS identificirani su proteini iz uzorka uz pomoc¢
pretrazivata MASCOT i baze podataka SwissProt. U uzorku je identificirano 36 proteina.

Identificirani proteini u analiziranom uzorku prikazani su u tablici 12.

rtens.
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Slika 16. Frakcija 1 Dionex
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Slika 17. Frakcija 2 Dionex
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Tablica 12. Identificirani proteini analiziranog uzorka tretiranih i netretiranih T24 stanica

Omjer ) Masa ] ]
Pristupna oznaka Opis proteina, eng.
127/126 (Da)

g sl VIME_HUMAN 58798
PE=1 SV=4

Vimentin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=VIM

2,073 K2C7_HUMAN 57208
0X=9606 GN=KRT7 PE=1 SV=5

Keratin, type Il cytoskeletal 7 OS=Homao sapiens

Histone H2A type 1-B/E OS=Homo sapiens

10,986 | H2ZA1B_HUMAN | 17279
0X=9606 GN=HIST1H2AB PE=1 SV=2

1,9415 | CALX_HUMAN | 80135
PE=1 SV=2

Calnexin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=CANX

Histone H4 OS=Homo sapiens OX=9606

3,306 H4_HUMAN 14062
GN=HIST1H4A PE=1 SV=2
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L-lactate dehydrogenase A chain OS=Homo sapiens

2,688 LDHA HUMAN | 43195

0X=9606 GN=LDHA PE=1 SV=2

Annexin A1 OS=Homo sapiens OX=9606
5,145 ANXA1 HUMAN | 46120

GN=ANXA1 PE=1 SV=2

Actin, cytoplasmic 1 OS=Homo sapiens OX=9606
3,384 ACTB_HUMAN | 46213

GN=ACTB PE=1 Sv=1

Actin, aortic smooth muscle OS=Homao sapiens
2,806 ACTA HUMAN | 46485

0X=9606 GN=ACTA2 PE=1 SV=1

Annexin A5 OS=Homo sapiens OX=9606
4,021 ANXA5 HUMAN | 41093

GN=ANXA5 PE=1 SV=2

Nucleophosmin OS=Homo sapiens OX=9606
2,034 NPM_HUMAN 40210

GN=NPM1 PE=1 SV=2

Alpha-actinin-1 OS=Homo sapiens OX=9606
3,561 ACTN1_HUMAN | 115376

GN=ACTN1 PE=1 SV=2

Histone H1.4 OS=Homo sapiens OX=9606
2,356 H14 HUMAN 36037

GN=HIST1H1E PE=1 SV=2

Histone H1.5 OS=Homo sapiens OX=9606
2,315 H15 HUMAN 37427

GN=HIST1H1B PE=1 SV=3

Histone H1.2 OS=Homo sapiens OX=9606
2,315 H12_ HUMAN 34861

GN=HIST1H1C PE=1 SV=2

Calreticulin OS=Homo sapiens OX=9606
2,152 CALR_HUMAN | 57794

- GN=CALR PE=1 SV=1

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
3,361 G3P_HUMAN 42110 OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=GAPDH PE=1

Sv=3

Tubulin alpha-1A chain OS=Homo sapiens
3,405 TBA1A_HUMAN | 54607

0X=9606 GN=TUBAI1A PE=1 SV=1
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2,095

EZRI_HUMAN

81978

Ezrin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=EZR PE=1
SV=4

0,999

YBOX1_HUMAN

39730

Nuclease-sensitive element-binding protein 1
OS=Homo sapiens OX=9606 GN=YBX1 PE=1
SVv=3

1,639

ROA2_HUMAN

41910

Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins A2/B1
OS=Homo sapiens OX=9606 GN=HNRNPA2B1
PE=1 SV=2

5,508

DPYL5_HUMAN

68812

Dihydropyrimidinase-related protein 5 OS=Homo
sapiens OX=9606 GN=DPYSL5 PE=1 SV=1

2,572

EF1A1_HUMAN

60917

Elongation factor 1-alpha 1 OS=Homo sapiens
0X=9606 GN=EEF1Al PE=1 SV=1

0,99

TOR2X_HUMAN

29172

Prosalusin OS=Homo sapiens OX=9606
GN=TOR2A PE=1 SV=1

2,448

DDX5_HUMAN

76985

Probable ATP-dependent RNA helicase DDX5
OS=Homo sapiens OX=9606 GN=DDX5 PE=1
Sv=1

1,918

HS90A_HUMAN

102844

Heat shock protein HSP 90-alpha OS=Homo sapiens
0X=9606 GN=HSP90AAL PE=1 SV=5

4,892

ATPB_HUMAN

61928

ATP synthase subunit beta, mitochondrial
0OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ATP5F1B PE=1
SVv=3

3,974

ATPA_HUMAN

66693

ATP synthase subunit alpha, mitochondrial
0OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ATP5F1A PE=1
Sv=1

3,483

CH60_HUMAN

73175

60 kDa heat shock protein, mitochondrial OS=Homo
sapiens OX=9606 GN=HSPD1 PE=1 SV=2
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Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein
2,768 RPN2_HUMAN 75996 glycosyltransferase subunit 2 OS=Homo sapiens
OX=9606 GN=RPN2 PE=1 SV=3

0,094 MYH9_HUMAN | 273224
PE=1 SV=4

Myosin-9 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=MYH9

Alpha-enolase OS=Homo sapiens OX=9606

3,729 ENOA_HUMAN | 55920
GN=ENO1 PE=1 SV=2

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A OS=Homo

3,173 PPIA_HUMAN 21378 )
sapiens OX=9606 GN=PPIA PE=1 SV=2

Myb-binding protein 1A OS=Homo sapiens

1,768 MBB1A_HUMAN | 171728
0X=9606 GN=MYBBP1A PE=1 SV=2

Non-POU domain-containing octamer-binding
1,147 NONO_HUMAN [ 60502 protein OS=Homo sapiens OX=9606 GN=NONO
PE=1SV=4

1,046 GOT1B_HUMAN [ 16992
0X=9606 GN=GOLT1B PE=1 SV=1

Vesicle transport protein GOT1B OS=Homo sapiens

Budu¢i da je uzorak s netretiranim stanicama za neciljanu analizu proteina oznacen s TMT
izobarnim obiljezivac¢em 127, a uzorak s tretiranim stanicama obiljezen s TMT izobarnim
obiljezivatem 126, prvi stupac tablice 12 (omjer 127/126) prikazuje omjer identificiranog
proteina prisutnog u uzorku netretiranin T24 stanica i u uzorku tretiranih T24 stanica.
Znacajnim omjerom 127/126 smatran je 5 ili vise. Takoder, znacajnim omjerom 127/126
smatran je manji od 0,25. Takav omjer, u ovom slucaju, upucuje da je odredeni protein znatno

vise zastupljen u uzorku tretiranih stanica u odnosu na netretirane stanice.

Iz tablice 12 vidljivo je da su u netretiranim stanicama u odnosu na one tretirane hidrokinonom
izrazeniji slijedeci proteini: vimentin, histon H2A tip 1-B/E, aneksin Al, dihidropirimidinaza-

srodni protein 5 i ATP sintaza podjedinice .

Vimentin je protein prisutan u citoplazmi, citoskeletu i jezgri ljudskih mezenhimskih stanica.

Vezan je na jezgru, endoplazmatski retikulum i mitohondrije. Zajedno sa LARP6 proteinom
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sudjeluje u stabilizaciji kolagenskihn mRNA tipa | (alfa-1 i alfa-2 mRNA). Neke od
molekularnih funkcija vimentina su dvolancano vezanje RNA, vezanje identi¢nih proteina,
vezanje keratinskih filamenata, specifi¢no vezanje za proteinske domene, strukturni konstituent

citoskeleta, strukturni konstituent o¢nih leca.

Vimentin ima visestruke bioloSke funkcije: sudjeluje u diferencijaciji Bergmannovih glijalnih
stanica, promjeni aktivnosti SMAD proteina (grupa intracelularnih proteina koji imaju
indirektan utjecaj na rast i diobu stanica), razvoju astrocita, stani¢cnom odgovoru na interferon-
gama, stanicnom odgovoru na lipopolisaharide, stani¢cnom odgovoru na muramil-dipeptide,
sudjeluje u signalnom putu posredovanom citokinima, filamentnoj organizaciji, razvoju
vlaknastih stanica lece, klizanju miSi¢nih niti, negativnoj regulaciji razvoja neuronske
projekcije, pozitivnoj regulaciji biosinteze kolagena, pozitivnoj regulaciji translacije, regulaciji
MRNA stabilnosti i viralnim procesima. Vimentin je izrazito zastupljen u fibroblastima, manje
zastupljen u T-limfocirima i B-limfocitima, te vrlo malo zastupljen (ili ga uopée nema) u
Burkyttovim limfomskim stani¢nim linijjama. Vimentin se ¢esto nalazi u hormonski nezavisnim

stanicama karcinoma u sisavaca (UniProt, 2019).

Histon H2A tip 1-B/E je osnovna komponenta nukleosoma. Nukleosomi omataju i pakiraju
DNA u kromatin. Time je ogranic¢ena raspolozivost DNA lanca stanicnim procesima koji
trebaju DNA kao predlozak. Modifikacija histona ima sredi$nju ulogu u regulaciji transkripcije,
popravku DNA, replikaciji DNA i kromosomskoj kondenziranosti. Pristupa¢nost DNA
regulirana je nizom posttranslacijskih modifikacija histona i nukleosomskim pregradnjama.
Molekularne funkcije Histon H2A tip 1-B/E proteina uklju¢uju vezanje za DNA i formiranje
heterodimera, dok su bioloske funkcije navedenog proteina organizacija kromatina 1 negativna

regulacija stani¢ne proliferacije (UniProt, 2019).

Aneksin Al je protein koji ima vaznu ulogu u urodenom imunoloskom odgovoru kao efektor
reakcija posredovanim glukokortikoidima i regulator upalnog procesa. Poti¢e zacjeljivanje rana
1 smanjuje upale. Poti¢e kemotaksiju granulocita 1 monocita aktiviranjem receptora formil
peptida. Doprinosi adaptivnom imunoloskom odgovoru poboljsavajuci signalne kaskade koje
se pokrecu aktivacijom T-stanica te regulira diferencijaciju i proliferaciju aktiviranih T-stanica.
Potice diferencijaciju T-stanica u Th1l stanice i negativno regulira diferencijaciju u Th2 stanice.
Promice preuredivanje citoskeleta aktina, polarizaciju stanica i migraciju stanica. Negativno
regulira egzocitozu hormona aktivacijom formil peptidnih receptora i reorganizacijom

citoskeleta aktina. Ima visoki afinitet za kalcijeve ione 1 moze vezati do osam kalcijevih iona.
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Igra ulogu u stvaranju fagosoma. Igra ulogu u fagocitozi posredovanjem interakcije ovisne o

kalciju izmedu fagosoma i citoskeleta aktina (UniProt, 2019).

Dihidropirimidinaza-srodni protein 5 je protein za kojeg se smatra da ima ulogu u
diferencijaciji neurona i/ili rastu aksona. Njegove molekularne funkcije ukljucuju utjecaj na
aktivnost hidrolaze djelujuc¢i na nepeptidne veze izmedu ugljika i dusika te utjecaj na vezanje
mikrotubula. Bioloske funkcije ukljucuju razvoj ziv€anog sustava i provedbu signala.

Dihidropirimidinaza-srodni protein 5 nalazi se u citoplazmi stanica (UniProt, 2019).

ATP sintaza podjedinice B je protein koji se nalazi na membrani mitohondrija. Formira ATP
iz ADP-a u prisutnosti protonskog gradijenta koji se stvara preko transporta elektrona u
respiratornom lancu. ATP-aze F-tipa sastoje se od dvije strukturne domene — F1 i Fo. F1domena
sadrzi ekstramembransko kataliticko mjesto, a Fo sadrzi membranski kanal za prolaz protona.
ATP sintaza podjedinice B sudjeluje u vezanju angiostatina, transmembranskom transportu,
ATP-aznoj aktivnosti transporta proteina i veze se nekovalentno na MHC (eng. Major
Histocompatibility Complex) klase | koji su odgovorni za prepoznavanje limfocita (UniProt,
2019).

Protein koji je koli¢ina izrazenija u tretiranim nego u netretiranim stanicama je miozin-9.

Miozin-9 je protein koji ima ulogu u citokinezi, formiranju stanica i specijalnim funkcijama
poput izlu¢ivanja 1 ogradivanja. Tijekom rasta stanice ima vaznu ulogu u reorganizaciji
citoskeleta. Sudjeluje u vezanju ATP-a i ADP-a, ATP-aznoj aktivnosti, vezanju RNA, aktina i
aktinskog filamenta. Sudjeluje u aktivnosti ATP-aze ovisnoj o aktinu, vezanju kadherina,
kalmodulina i integrina. Miozin-9 sudjeluje u vezanju specificnom za domenu proteina,
homodimerizaciji proteina. Njegove bioloske funkcije obuhvacaju organizaciju aktomiozinske
strukture, sudjelovanje u angiogenezi, migraciji endotelnih stanica krvnih zila, migraciji
leukocita, diferencijaciji monocita, oporavku stani¢ne membrane te transportu proteina
(UniProt, 2019). Miozin 9, poznat i pod nazivom nemi$i¢ni miozin, ima utjecaj na
angiogenetsku funkciju proteina nukleolina. Smanjena koli¢ina miozina-9 ili pretjerana
zastupljenost nefunkcionalnog miozina-9 narusavaju organizaciju nukleolina koji se nalazi na

povrsini stanice 1 inhibiraju njegovu angiogenetsku sposobnost (Huang i sur., 2006).

Buduc¢i da se vimentin smatra proteinom odgovornim za odrzavanje stani¢nog oblika, integritet
stanice i citoskeletalne interakcije (Goldman i sur., 1996), povecana zastupljenost ovog proteina
u netretiranim stanicama nego u onima tretiranim hidrokinonom upucuje na pretpostavku da se

izlaganjem T24 stanica hidrokinonu citotoksi¢ni ucinak ostvaruje upravo naruSavanjem
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integriteta staniéne membrane. Rezultati Neutral red metode i DCFH-DA metode provedene u
ovom radu potvrduju ovu pretpostavku. Takoder, u radu Eckes i sur. (2000) u kojem je
proucavan utjecaj vimentina na zarastanje rana u miSeva potvrdeno je da je kod miSeva sa
manjim brojem gena za vimentin zarastanje rana bilo sporije. Te ¢injenice upucuju na zakljucak
da hidrokinon moze ozbiljno narusiti integritet stanice te da je vimentin zasluzan i za oporavak

oStecenih stanica.

Veca zastupljenost histona H2A tipa 1-B/E i ATP sintaza podjedinice p u netretiranim
stanicama u odnosu na tretirane ide u prilog gore navedenom zakljucku buduci da je taj proteini
odgovoran za transkripciju, popravak i replikaciju DNA te kromosomsku stabilnost i transport
proteina, kao i za ATP-aznu aktivnost. Utjecaj hidrokinona na smanjenu koli¢inu histona H2A
tipa 1-B/E u tretiranim stanicama daje naslutiti da hidrokinon ima i genotoksi¢ni u¢inak na T24
stani¢nu liniju. Nadalje, tretman hidrokinonom uzrokovao je smanjenu zastupljenost ATP
sintaze podjedinice B u T24 stani¢noj liniji §to upucuje na ¢injenicu da je u tretiranim T24
stanicama smanjena sinteza ATP-a i transport proteina. Ova ¢injenica potkrijepljena je i
rezultatima Neutral red metode gdje sama boja zbog naru$enosti integriteta stani¢ne membrane,
a time i inaktivnosti proteinskih nosaca za aktivni transport, nije mogla migrirati u tretirane

stanice u jednakoj mjeri kao u netretirane T24 stanice.

Aneksin Al ima svojstvo inhibiranja NF- kB signalnog puta koji je aktivan u kancerogenim
stanicama 1 time se odrZava proliferacija takvih stanica i sprjecava njihova apoptoza. Vezuci se
za p65 podjedinicu aneksin Al inhibira NF- B signalni put. Upravo zbog tog svojstva aneksin
Al smatra se potencijalnim antikancerogenim lijekom (Zhang i sur., 2010). Navedene
¢injenice, kao i rezultati dobiveni neciljanom analizom, upucéuju na pretpostavku da hidrokinon
moze smanjiti koli¢inu aneksin Al proteina u stanicama karcinoma mokraénog mjehura

covjeka.

Razvoj Ziv€anog sustava bazira se na visokospecificnom rasporedivanju brojnih morfoloski
razli¢itih neurona. Novonastali neuroni moraju migrirati na odredenu lokaciju 1 povezati se s
odgovaraju¢im partnerskim stanicama. Ti procesi, u koje je ukljuc¢en dihidropirimidinaza-
srodni protein 5, osjetljivi su na izvanstani¢ne, kao i na unutarstani¢ne podrazaje (Aravidou i
sur., 2013). Povecana zastupljenost dihidropirimidinaza-srodnog proteina 5 u netretiranim T24
stanicama u odnosu na tretirane upucuje na ¢injenicu da hidirokinon moze smanjiti koli¢inu
navedenog proteina i time prekinuti provedbu ziv¢anih signala unutar stanice, $to za poslijedicu

moze imati gubitak stani¢ne funkcije ili stanicnu smrt.
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4.3.2. Utjecaj 24-satnog oporavka stanica T24 tretiranih hidrokinonom na zastupljenost
proteina vimentina

Na temelju rezultata neciljane analize proteina prisutnih u stanicama karcinoma mokra¢nog

mjehura covjeka, za ciljanu analizu odabran je protein vimentin. Kriteriji za odabir bio je

statisticki rezultat povecane zastupljenosti upravo tog proteina u netretiranim T24 stanicama u

odnosu na one tretirane hidrokinonom. Cilj ove analize bio je odrediti utjecaj 24-satnog

oporavka na koli¢inu proteina vimentina.

Za ciljanu analizu koriStena su tri uzorka: netretirane Stanice T24, stanice T24 tretirane

hidrokinonom koncentracije 20 pg mL™ tijekom 2 h bez oporavka te stanice T24 tretirane

takoder 2 h istom radnom otopinom hidrokinona s 24-satnim oporavkom u hranjivom mediju.

Ciljana analiza provedena je metodom opisanom u poglavlju 3.2.9. Nakon separacije peptida

teku¢inskom kromatografijom 1 analize metodom MRM dobiven je spektar tranzicija

odabranog peptida prikazan na slici 20.
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Slika 20. Spektar tranzicija peptida FADLSEAANR (razlicite boje predstavljaju

razlicite tranzicije tog peptida)

Na slici 21. prikazan je odnos zastupljenosti vimentina u tretriranim stanicama u odnosu na

kontrolu (netretirane stanice).
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K-kontrola (netretirane stanice)
BO-stanice tretirane hidrokinonom (20 ug mL™) tijekom 2 h bez oporavka

O-stanice tretirane hidrokinonom (20 pg mL™) tijekom 2 h s 24-satnim oporavkom u hranjivom mediju

Slika 21. Odnos zastupljenosti vimentina u pojedinom uzorku

Zastupljenost vimentina u kontrolnom uzorku predstavlja referentnu vrijednost. Iz grafickog
prikaza slike 21. vidljivo je da razina vimentina u tretiranim stanicama T24 koje nisu prosle
oporavak iznosi priblizno 13 %, dok se razine vimentina u tretiranim stanicama T24, koje su
prosle fazu oporavka, iznosi priblizno 26 %. Prema istrazivanju koje su proveli Gallanti i sur.
(1992) o zastupljenosti vimentina i desmina tijekom mi$iénog oporavka, vimentin moze biti
izrazenije zastupljen u miSiénim stanicama tijekom njithove regeneracije. Glavnim razlogom te
pojave smatra se upravo uloga vimentina u organizaciji stani¢ne strukture.
Takoder i istrazivanje koje su proveli Pan i sur. (2019) o utjecaju hipotoni¢nog stresa na
vimentin COS-7 stanica (stanice sli¢ne fibroblastima dobivene iz bubreznog tkiva majmuna)
pokazalo je sli¢ne rezultate. Naime, nakon petominutnog tretmana COS-7 stanica 50 %-tnim
HBSS (eng. Hank's Balanced Salt Solution) puferom uoceno je da su se filamenti vimentina
razlomili na segmente dugacke svega nekoliko mikrometara. Nakon tretmana iste su stanice
proSle fazu jednosatnog oporavka u hranjivom mediju za uzgoj stanica. Mikrometarski
segmenti vimentina ponovno su se spojili formiraju¢i dugacke filamente vimentina identicne

onima u netretiranim COS-7 stanicama.

Rezultati dobiveni ovim radom, kao i navedene ¢injenice, upucuju na to kako je oporavak imao
utjecaj na razinu vimentina u stanicama karcinoma mokra¢nog mjehura ¢ovjeka. Tijekom

oporavka doslo je do statisti¢ki izrazanije zastupljenosti vimentina naspram tretiranog uzorka
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koji nije pro$ao oporavak, najvjerojatnije kako bi se ponovo pokusala uspostaviti funkcionalna

stani¢na struktura.

Sazimanjem svih rezultata i ¢injenica navedenih u ovome radu moguce je do¢i do zakljucka
kako visoke koncentracije hidrokinona uzrokuju visoku smrtnost stanica narusavajuéi integritet
staniéne membrane. Uzrok smrtnosti stanica izazvane visokim koncentracijama hidrokinona
potvrden je metodama Neutral red i DCFH-DA te neciljanom analizom proteina. Zbog
narus$avanja integriteta stanicne membrane visokim koncentracijama hidrokinona nije mogao
biti ostvaren aktivni transport boje Neutral red u stanice T24 budu¢i da su za to potrebni
proteinski nosaci koji se nalaze na stani¢noj membrani. NaruSavanjem integriteta stanicne
membrane funkcionalnost nisu izgubili samo proteinski nosaci vec i stani¢ne esteraze koje nisu
mogle hidrolizirati DCFH-DA u DCFH. Buduc¢i da nije nastao DCFH, koji u prisutnosti ROS-
ova induciranih hidrokinonom uzrokuje pojavu fluorescencije, izmjerena vrijednost intenziteta
fluorescencije stanica tretiranih visokim koncentracijama hidrokinona bio je vrlo mala. Stoga
je mogucée da nije doslo do inicijalne transformacije molekule DCFH-DA ili ona uopce nije usla
u stanicu, ili da je jedan dio ROS-ova, ukoliko su uop¢e inducirani, migrirao izvan stanice

uslijed oSte¢enja membrane.

Neciljanom analizom identificirano je ukupno 36 proteina prisutnih u uzorcima tretiranih i
netretiranih stanica T24, od kojih se posebno isti¢e 5 proteina ¢ija je zastupljenost znatno veca
u netretiranim stanicama u odnosu na stanice tretirane hidrokinonom. Od tih 5 proteina najvecéa
razlika u zastupljenosti vidi se kod vimentina. Vimentin je protein zaduzen za odrzavanje
integriteta stanice, stani¢nog oblika i citoskeletalne interakcije, a u netretiranim Stanicama T24
njegova je zastupljenost 6 puta vec¢a u odnosu na tretirane stanice T24. Ostali proteini koji su
znatno vise zastupljeni u netretiranim stanicama u odnosu na tretirane su histon H2A tip 1-B/E,
aneksin A1, dihidropirimidinaza-srodni protein 5 i ATP sintaza podjedinice . Njihova je uloga
takoder usko vezana uz odrZavanje integriteta stanice i odrZavanje normalnih stani¢nih
funkcija.

Ciljanom analizom vimentina u netretiranim stanicama T24, tretiranim stanicama T24 koje nisu
prosle oporavak i tretiranim stanicama T24 koje su prosle 24-satni oporavak utvrdeno je da
oporavak stanica u hranjivom mediju uzrokuje regeneraciju vimentina. Takav rezultat navodi
na zakljucak da su promjene na stanicama T24 uzrokovane hidrokinonom reverzibilne te da
oporavkom stanice mogu vratiti svoje odredene funkcije. Ciljanom analizom ostalih proteina
(histon H2A tip 1-B/E, aneksin Al, dihidropirimidinaza-srodni protein 5 i ATP sintaza

podjedinice B) Cija je zastupljenost povecana u netretiranim u odnosu na tretirane stanice moglo
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bi se utvrditi postoji li mogucénost njihove regeneracije oporavkom T24 stanica u hranjivom

mediju, odnosno moze li se u potpunosti povratiti normalna stani¢na funkcija.
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. ZAKLJUCCI

Dokazano je da se kod stanica karcinoma mokraénog mjehura covjeka T24
citotoksi¢nost hidrokinona ostvaruje naruSavanjem integriteta stanicne membrane i da

je ovisna o koncentraciji.

Uoceno je da prezivljenje stanica T24 ne ovisi o vremenu izlozenosti hidrokinonu osim
kod najveée ispitivane koncentracije 900 pg mL™ gdje je u oba slu¢aja sa i bez oporavka

statisticki znacajno vece prezivljenje kod 2-satnog tretmana.

Uoceno je da je koli¢ina ROS-ova induciranih vi§im koncentracijama hidrokinona (320
1900 ug mL1) proporcionalna s preivljenjem stanica T24. Takav rezultat daje naslutiti
da se zbog naruSenog integriteta stanicne membrane nije mogla odviti inicijalna
transformacija molekule DCFH-DA ili ona uop¢e nije usla u stanicu, ili da je jedan dio
ROS-ova, ukoliko su uopce inducirani, migrirao izvan stanice uslijed oStecenja

membrane.

PreZivljenje stanica tretiranih nizim koncentracijama (5 pg mL™, 20 ug mL? i 50 pg
mL?) hidrokinona ne razlikuje se znacajno u odnosu na kontrolu, ali je razina

induciranih ROS-ova pri istim koncentracijama poviSena.

Dokazano je da hidrokinon uzrokuje smanjenu koli¢inu proteina vimentina, histona
H2A tipa 1-B/E, aneksina Al, dihidropirimidinaza-srodnog proteina 5 i ATP sintaze

podjedinice P u stanicama T24 ¢ime se narusava integritet stanice.
Oporavkom stanica T24 u hranjivom mediju u trajanju od 24 h dolazi do povecanja

koli¢ine vimentina $to upucuje na reverzibilnost Stetnog utjecaja hidrokinona na stanice

T24 te da oporavkom stanice mogu vratiti svoju normalnu funkciju.
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