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1. UvOD

Arbutin, bioloski aktivan spoj, ima Siroku primjenu zbog svojih antibakterijskih,
antioksidacijskih, protuupalnih i antitumorskih svojstava, ali svoju najve¢u primjenu ima u
lije¢enju infekcija mokra¢nog sustava (IMS) kao sastavni dio ekstrakta biljnih pripravaka.
Europska agencija za lijekove navodi da je 400-800 mg/dan arbutina koji se primjenjuje u 2-3
doze uc¢inkovito u lijeCenju infekcija mokra¢nog sustava uz to da je antibakterijski uéinak
vjerojatno posljedica i drugih komponentibiljnog ekstrakta. Takoder preporuca vrijeme
upotrebe unutar 2 tjedna (Migas i Krauze- Baranowska, 2014). Afshar i sur. (2018) su u svom
istrazivanju stavili naglasak na nepotrebno koristenje antibiotika za male IMS zbog moguéih
nuspojava i razvoja rezistencije bakterija te umjesto antibiotika, u tom slu¢aju, preporucuju
koriStenje ekstrakata biljaka koje sadrzearbutin kao glavni farmakoloski aktivni sastojak.

Medutim, ostaju pitanja kakvo je djelovanje arbutina na stanice probavnog sustava
nakon konzumacije; kako on utjece na bakterije koje se prirodno nalaze u organizmu te koja
je njegova uloga u adheziji ispitivanih predstavnika normalne mikroflore covjeka za humane
epitelne stanice. Odgovori na ova pitanja od iznimne su vaznosti zbog sve veceg razvoja
svijesti potroSaca o sigurnosti i kvaliteti hrane koju danas konzumiraju.

Radna hipoteza ovog rada je da arbutin ne smanjuje prezivljenje ispitivanih bakterija i
humanih epitelnih stanica, da smanjujevezanje bakterija za humane epitelne stanice te da
ispoljava antioksidacijsko djelovanje kad se nade u kontaktu sa stanicama gastrointestinalnog
trakta.

Cilj rada bio je utvrditi da li arbutin djeluje citotoksi¢no na predstavnike normalne
mikrobiote Covjeka i epitelne stanice gastrointestinalnog trakta, tumorske epitelne stanice
jezika CAL 27, tumorske epitelne stanice raka debelog crijeva Caco-2 te tumorske epitelne
stanice jetre HepG2. Takoder, istrazit ¢e se utjecaj na indukciju slobodnih radikala u
spomenutim stanicama i potencijalno antioksidacijsko djelovanje te utjecaj arbutina na
adheziju bakterijskih stanica za CAL 27 i Caco-2. U tu svrhu, u radu ¢e se provesti testovi
citotoksi¢nosti na bakterijama 1 Neutral red metoda kao test citotoksi¢nosti na epitelnim
stanicama, DCFH-DA metoda za odredivanje prooksidativnog ucinka te test adhezije

odabranih bakterija za CAL 27 i Caco-2 stanice.



2.TEORETSKI DIO
2.1. BIOLOSKI AKTIVAN SPOJ - ARBUTIN

2.1.1.Kemijska struktura arbutina i njegova prisutnost u biljnom svijetu

Arbutinje derivat hidrokinona, a prema kemijskom sastavu predstavlja 4-hidroksifenil-
b-glukopiranozid ili g-arbutin (slika 1). Ovaj jednostavni fenol glukozid je biosintetiziran
uglavnom unutar biljnih vrsta Ericaceae i Saxifragaceae. Arbutin se takoder susrece u
vrstama Asteraceae, Rosaceae, Lamiaceae i Apiaceae. Mozemo ga naci | U vrstama roda
Origanum, kruSkama, pSeni¢nim proizvodima, kavi i ¢aju (Migas i Krauze-
Baranowska,2014).Prirodno prisutni derivati arbutina su izolirani iz viSe od 100 razli¢itih
biljnih vrsta (Xu i sur., 2015), ali danas se sve viSe biljni ekstrakti zamjenjuju s kemijski i
biotehnoloski sintetiziranim arbutinom i njegovim derivatima (Migas i Krauze- Baranowska,
2014).

Ekstrakti koji sadrze arbutin iz listova Arctostaphylos uva ursi iz porodice Ericaceae,
poznatije kao medvjetka se koriste u fitoterapiji stolje¢ima jer pokazuju jak antibakterijski,
protuupalni, antioksidacijski i diureticki u¢inak (Vuci¢ i sur., 2013). Medvjetka je zimzelena
viSegodi$nja biljka koja se moze naci na bogatom tlu na podrucju Sjeverne Amerike, Europe i
Azije. Ima drvenaste stabljike koje dosezu 1,5-1,8 m. Listovi su joj mali, koZasti i sjajni,
cvjetovi bijeli do ruzicasti u obliku zvona iz kojih se onda razvijaju Zzarko crveni plodovi nalik
bobicama s tvrdim sjemenkama(Geetha i sur., 2011).

lako je arbutin glavni farmakoloSki aktivan sastojak ekstrakta lis¢a medvjetke,
eksperimentalna istraZzivanja su pokazala da je za farmakoloSko djelovanje odgovoran cijeli
ekstrakt lis¢a medvjetke (Garcia de Ariba i sur.,2013).Prisutni spojevi u medvjetci ukljucuju
polifenole (galotanine, derivate elagitanina, korilagina, katehina i antocijanidina), fenolne
kiseline (galna kiselina, p-kumarinska), flavonoide (hiperozid i kvercetin), triterpene (ursolna
kiselina i uvaol) te piceoside i iridoidneglukozide(Edwards i sur., 2015).Vitamin A, Zeljezo,
mangan, selen i silicij su takoder prisutni u medvjetci (Geetha i sur., 2011).Ljekovite tvari iz
li¢a ove biljke se uglavnom koriste za lijeCenje bolesti bubrega i mokra¢nog sustava te za
vanjsku uporabu primjerice za ljeCenje posjekotina (Geetha i sur., 2011).

Arbutinu  biljkama sluzi kao obrana od zaraznih bolesti koje uzrokuje
Erwiniaamylovora. Enzimi p- glukozidaze prisutni na biljkama razgraduju arbutin do
hidrokinona koji ima baktericidnosvojstvo (Blaut i sur., 2006). U biljkama se arbutinmoze

nac¢iu slobodnom, eterskom ili esterskom obliku (slika 2). Medvjetka sadrzi arbutin, metil



arbutin i arbutin s galoil derivatima (O-galoilarbutin, 2-O-galoil arbutin, 6-O-galoil arbutin)

(Migas i Krauze- Baranowska,2014).
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Slika 1. Struktura arbutina () i prikaz pozicije supstituenata u kemijskoj strukturi arbutina (b)

Koli¢ina arbutina u biljnom materijalu je promjenjiva pa tako nacin suSenja i
vegetacijsko razdoblje biljke mogu imati velik utjecaj na sadrzaj arbutina. Na primjer, najveca
koli¢ina arbutina je pronadena u mladim, potpuno razvijenim, zelenim listovima biljke
Bergeniacrassifolia susenim na 80-100°C (Migas i Krauze -Baranowska, 2014). Sadrzaj

arbutina u susenim listovima medvjetke se kre¢e od 5-15%.

2.1.2. Metabolizam arbutina

Nakon oralne primjene, nemodificirani arbutin dospijeva u tanko crijevo (Migas i
Krauze- Baranowska,2014). Razlog tome je Sto se arbutin nehidrolizira u kiselim uvjetima
Zeluca. Eksperimentalni invitro podaci, kaoiistraZzivanja in vivo provedena na Stakorima i
miSevima pokazuju da se arbutin u tankom crijevu apsorbira preko Na'/glukoza nosaca. Na
isti nain se apsorbira i kod ljudi (Garcia de Arriba i sur., 2013). lako bakterije ljudskog
crijeva- Eubacterium ramulus, Enterococcus casseliusavus, Bacteroides distasonis, i
Bifidobacterium adoloscentismogudeglikoziliratiarbutin, u homogenatima sluznice tankog
crijeva i u citosolnim frakcijama sluznice debelog crijeva hidrokinon je prisutan u znatno
nizim koncentracijama,nego u fekalnim smjesama (Migas i Krauze -Baranowska, 2014).

Blauti sur. (2006) navode kako sluznica debelog crijeva sadrzi enzime koji mogu
aktivirati hidrokinon, kao Sto je citokrom P450 2E1 i prostaglandin H sintetaza
(ciklooksigenaza, COX) te znaCajne razine enzima za konjugaciju hidrokinona sa sulfatnom i
glukuronskom kiselinom odnosno razli¢ite UDP-glukuronoziltransferaze i sulfotransferaze.

COX-2 moze biti visoko induciran u sluznici debelog crijeva upravo u stanjima upale. Na



aktiviranje enzima kao i na uéinkovitost konjugiranja mogu utjecati mnogobrojni supstrati
prisutni u debelom crijevu.

Garcia de Arriba 1 sur. (2013) takoder navode slabi utjecaj crijevnih bakterija na
hidrolizu arbutina, a pogotovo u tankom crijevu gdje je manji broj bakterija u odnosu na
debelo crijevo. Arbutin, zapravo, u gotovo nepromjenjenom obliku dospijeva do jetre gdje se
razgraduje f-glukozidazom u hidrokinon i glukozu, nakon cega slijedi konjugacija
hidrokinona s glukuronskom kiselinom ili sulfatom. Zatimse nastali hidrokinonskikonjugat i
odredena koli¢ina slobodnog hidrokinona eliminira urinom (slika 2; Migas i Krauze-
Baranowska, 2014). Enzim f —glukozidaza nije prirodno prisutan u stanicama sisavaca,ali je
prisutan u mikroorganizmima koji se javljaju u gastrointestinalnom traktu (Gl) ili u urinarnom
traktu prilikom infekcije. Postoji izravna ovisnost antimikrobnog ucinka arbutina o razini
enzimske aktivnosti mikroorganizama. Najveca eckstracelularna enzimska aktivnost p-
glukozidaze je pronadena u rodovima Streptococcus faecalis (100%), Klebsiella (95%) i
Enterobacter (72%), a najniza u bakteriji E. coli (11,6%) ( EMA, 2017).

Poznato je da se otprilike 65-75% peroralno primijenjenog arbutina izlucuje u mokraéi kao
hidrokinon glukuronid ili hidrokinon sulfat unutar 24 h, ali nije poznato, gdje, u kojem obliku
i kako se ostatak arbutina (25-35%) dalje metabolizira i apsorbira u ljudskom
gastrointestinalnom traktu (Blaut i sur., 2006). Zdravim urinom se eliminira mala koli¢ina
slobodnog hidrokinona dok se ta koli¢ina povecava tijekom IMS-a, kao posljedica djelovanja
uropatogenih bakterija. Naime, uropatogene bakterije uzrokuju alkalizaciju urina, $to je
korisno kod primjene ekstrakta koji sadrzi arbutin budu¢i da alkalni pH omogucava hidrolizu

konjugatahidrokinonado slobodnog hidrokinona (Migas i Krauze -Baranowska, 2014).
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Slika 2. Shematski prikaz farmakokinetickog profila za arbutin i hidrokinon (preuzeto i
prilagodeno prema Garcia de Arriba i sur., 2013)

2.1.3. Stabilnost arbutina u ljekovitim pripravcima

Arbutin je relativno stabilan u ekstraktima etanola. Otporan je na svjetlost i nizak pH
te je stoga stabilan u kozmetickim proizvodima u rasponu pH 4-8. U vodenim ekstraktima,
arbutin se moze podvrgnuti djelomi¢noj hidrolizi do hidrokinona koji se moze oksidirati u
benzokinonkoji ima Siri spektar antibakterijske aktivnosti te se koristi za vanjsku uporabu
(Migas i Krauze- Baranowska,2014). Arbutin je topiv pri sobnoj temperaturi u vodi, acetonu,
metanolu, DMF-u (N,N-dimetilformamidu), NMP-u (N-metil-2-pirolidonu), DMAc-u (N,N-
dimetilacetamidu), DMSO-u (dimetilsulfoksidu) i THF-u (tetrahidrofuranu)(Kajiwara i sur.,
2018).



2.1.4. Upotreba arbutina i njegovih derivata u lije¢enju infekcija mokra¢nog sustava u ljudi
(IMS)

Prema Europskoj agenciji za lijekove (engl. European Medicine Agency, EMA) biljke
koje sadrze arbutin se Cesto koriste u lijeCenju infekcija mokra¢nog sustava(Migas 1 Krauze-
Baranowska, 2014).

Problem infekcije mokraénog sustava obuhvaca sve dobne skupine te infekcijom moze
biti zahvacen bilo koji dio mokra¢nog sustava covjeka koji je u normalnim uvjetima sterilan,
zastic¢en od Stetnih mikroorganizama stalnim protokom mokrace, izlucenim protubakterijskim
¢imbenicima i baktericidnom aktivnos$c¢u efektorskih imunih stanica. Kada se infekcija javi u
normalnom mokraénom sustavu naziva se primarnom (nekompliciranom). Infekcija u
mokraénom sustavu s anatomskom abnormalnosti oznacava sekundarnu (kompliciranu)
infekciju (Pastuovic¢ 1 sur., 2008). Infekcija najcesce nastaje ascendentnim putem i najcesce je
uzrokovana bakterijama koje su dio fizioloSke crijevne mikrobiote(AndraSevic¢ i sur., 2009).
Vecinu akutnih, nekompliciranih infekcija mokraénih puteva uzrokujubakterijske kulture
E.coli (80%) ili Staphylococcus saprophyticus (10-15%). Bakterijski rodovi Klebsiella,
Enterobacter i Proteus te enterokoki nerijetko uzrokuju komplicirane IMS, cistitis i
pijelonefritis. Medunarodne studije ukazuju da uropatogeni bakterijski sojevi kao Candida
spp. i Enterococcus spp. sve vise uzrokuju infekcije mokra¢nog sustava (Ronald, 2002).
Gram-pozitivni bakterijski uzro¢nici rjede uzrokuju IMS (Andrasevi¢ i sur., 2019).

U lije¢enju nekompliciranih infekcija mokra¢nog sustava se najviSekoriste vodeni i
etanolno-vodeni ekstrakti biljnih materijala koji sadrze arbutin. Njihovo antibakterijsko
djelovanje potjece od hidrokinona koji je aglikon arbutina. Hidrokinon ima adstringentna,
dezinfekcijska i1 antioksidativna svojstva. Jo§ prihvacéenije nacelo lijeCenja IMS-a je na
temelju zakiseljavanja urina gdje Siroko koriStena L-askorbinska kiselina i druga sredstva za
zakiseljavanje urina povecavaju koli¢inu duSi¢nog oksida (NO) u urinu 1 na taj nacin
sprijeCavaju rast patogenih bakterija. U tom slucaju lijeCenje IMS-a pomocu ekstrakata koji
sadrze arbutin nema smisla budu¢i da je luznati pH potreban za proces deglikozilacije i
proizvodnju hidrokinona koji ima antibakterijsko djelovanje.

Temeljem EMA smijernica, 400-800 mg / dan arbutina koji se primjenjuje u 2-3 doze
je ucinkovito u lije¢enju IMS-a. Ove koli¢ine arbutina odgovaraju infuziji pripremljenoj od 5
do 10 g lis¢a medvjetke. Infuzija je ucinkovita uglavnom protiv E. coli, Pseudomonas
aeruginosa, Proteus mirabilis i S.aureus. Antibakterijski u¢inak je vjerojatno pojacan drugim
komponentama biljnog ekstrakta koje smanjujuadheziju bakterija na epitelne stanice,

povecavaju sljepljivanje bakterija, ublazavaju iritaciju i smanjuju upalu. Upotreba ekstrakta
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koji sadrzi arbutin u kombinaciji s kemoterapijskim agensima uc¢inkovitija je i manje toksi¢na
u lijeCenju IMS-a od lijeCenja samo S kemoterapeuticima (Migas i Krauze- Baranowska,
2014). Afshar i sur. (2018) su u svom istrazivanju stavili naglasak na nepotrebno koristenje
antibiotika za male IMS zbog mogucih nuspojava i razvoja rezistencije bakterija. Umjesto

antibiotika, u tom slu¢aju, preporucuju Koristenje ekstrakta medvjetke.

2.1.5. Hidrokinon - aktivni metabolit arbutina

KoriStenje ekstrakata koji sadrze arbutin, osim korisnog antibakterijskog uc¢inka, moze
imati i odredene negativne nuspojave. Hidrokinon je hepatotoksi¢an i moze dovesti do razvoja
leukemije de novo. Takoder uzrokuje DNA i kromosomska o$tecenja, inhibira topoizomerazu
I i mijenja hematopoezu i1 klonsku selekciju. Utvrdeno je da intestinalne bakterije u
neposrednoj blizini sluznice debelog crijeva mogu hidrolizom arbutina pojacati rizik
mutagene aktivnosti hidrokinona. Medutim, aktivnost tvari ovisi o dozi. Preporucene doze
pripravaka koji sadrze arbutin sadrze vrlo malu koli¢inu hidrokinona koja je ispod praga
toksikoloSke zabrinutosti (Migas i Krauze-Baranowska, 2014).Tako NOEL (engl. No
Observed Effect Level) vrijednost za hidrokinon iznosi 25 mg kg tjelesne mase po danu $to
je 9 puta veca koncentracija od one koja se dobije nakon Sto se popije dnevno preporucena
doza (420 mg arbutina) ekstrakta lista medvjetke (Garcia de Arriba i sur., 2013).

Budu¢i da su mnogi proizvodi izvori hidrokinona ili arbutina i time mogu pojacati
njihove nuspojave, ekstrakti medvjetke su odobreni za uporabu samo u lije¢enju, ali ne i u
prevenciji IMS-a unutar 2 tjedna kao preporu¢enim vremenom uporabe. Iz istog se razloga
onda ekstrakti koji sadrze arbutin uglavnom koriste kao sastojci biljnih smjesa, jer se
smanjuje efektivna doza i nuspojave arbutina (Migas i Krauze-Baranowska,2014). Blaut i sur.
(2006) navode kako su prijavljene koli¢ine slobodnog hidrokinona u hrani i pi¢u ispod 0,5 mg
kg™ dok koli¢ina arbutina (derivata hidrokinona) u nekim namirnicama (npr. kruska) doseze i
71 mg kg?. Za razliku od in vitro istrazivanja, veéina in vivo istraZivanja nije pokazala
kancerogeni ni toksi¢ni u¢inak te se smatra kako hidrokinon ne predstavlja rizik za razvoj
tumora u Covjeka zbog brze detoksikacije organizma i niske izloZenosti istome (Migas i

Krauze-Baranowska, 2014).



2.1.6. Upotreba arbutina u lijeCenju hiperpigmentacije koze

Promjena boje koZze je uzrokovana raznolikom proizvodnjom melanina. Melanin je
odgovoran za apsorpciju i zastitu koze od Stetnog UVA i UVB zracenja. Biosinteza melanina
uglavnom ovisi o aktivnosti tirozinaze i UV zracenju. UV-zracenje stimulira prekomjernu
proizvodnju melanina i uzrokuje promjenu boje i mrlje na kozi. Tirozinaza sudjeluje u
pretvorbi tirozina u L-DOPA, oksidaciji L-DOPA u dopakvinoni daljnjoj transformaciji
dopakvinona do konac¢nog proizvoda-melanina. Prema tome, UV-filteri i inhibitori tirozinaze
Su najcescée koristeni sastojci u proizvodima koji se koriste u lijecCenju hiperpigmentacije.

Arbutin i hidrokinon se koriste u lijeCenju hiperpigmentacije koZe jermogu inhibirati
biosintezu melanina. Aktivnost arbutina se djelomi¢no podudara s aktivno$¢u hidrokinona
buduc¢i da mikroflora koze hidroliziraarbutin do hidrokinona. Prednost arbutina u odnosu na
hidrokinon je Sto djelotvorne doze arbutina ne uzrokuju nuspojave i Sto nemaju mutagena i
kancerogena svojstva (Migas i Krauze-Baranowska, 2014). SCCS (engl.The Scientific
Committee on Consumer Safety) smatra da je uporaba f-arbutina u kozmeti¢kim proizvodima
sigurna za potroSace U koncentraciji do 7% pod uvjetom da koncentracije hidrokinona budu
manje od 1 ppm (SCCS i Degen, 2015). Arbutin se u kozmeti¢kim proizvodima ne Koristi
samo za posvjetljivanje koze, nego i1 za sprjeCavanje starenja koze i koznih bolesti zbog svojih
antioksidacijskih svojstava (Takebayashi i sur., 2010).

Aktivnost arbutina i njegovih derivata u lijecenju hiperpigmentacije koze je povezana
s veli¢inom cestica, prostornom strukturom i elektrostatskim potencijalom oko benzenskog
prstena. In vitroistraZivanja ukazuju da deoksiarbutin jace inhibira tirozinazu od arbutina i
hidrokinona i da je to posljedica postupne oksidacije arbutina (Migas i Krauze-Baranowska,
2014). Takoder je otkriveno da arbutin moZze sinergisticki inhibirat aktivnost tirozinaze s
aloesinom (protuupalnim lijekom).Njihov je kotretman na UV-induciranu pigmentaciju u
ljudskoj koZi in vivo (100 mg g* svakog od spojeva ) proizveo aditivni udinak. Supresija
pigmentacije je iznosila 63,3% u odnosu na 34% pri upotrebi samo aloesinai 43,5% pri
upotrebi samo arbutina. Arbutininhibira i UV-induciranu aktivaciju nuklearnog faktora
kappaB u ljudskim keratinocitima ( EMA, 2017).

2.1.7.Antioksidacijska svojstva arbutina

Arbutin i njegovi derivati, kao i drugi fenoli, pokazuje antioksidacijska svojstva.
Brojna istrazivanja isticu da arbutin ima usporediva ili Cak superiornija antioksidacijska
svojstva od hidrokinona. Arbutin pokazuje jacu antioksidacijsku aktivnost prema ABTS (2,2-
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azino-bis  (3-etilbenztiazolin-6-sulfonska  kiselina) radikalu (ABTSe+) i slabiju
antioksidacijsku aktivnost prema DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikalu (DPPH-).
StoviSe, antioksidacijsko djelovanje arbutina je dugotrajnije u usporedbi shidrokinonom.
Brojna in vitro istraZzivanja su pokazala da se arbutin moze Koristiti i kao citoprotektivno
sredstvo protiv toksi¢nih tvari poput tert-butilhidroperoksida (t-BHP). Zastitni ucinak je
takoder potvrden na eritrocitima i fibroblastima (Migas i Krauze-Baranowska, 2014). Arbutin
moze smanjiti koncentraciju radikala generiranih pomocu neutrofilaekstracelularno i to bez
utjecaja na formiranje intracelularnih radikala bitnih za regulatorne i baktericidne funkcije

(Pecivova i sur., 2014).

2.1.8.Protuupalna i antitumorska svojstva arbutina

Protuupalni u¢inak arbutina se ocituje kroz smanjenu proizvodnju ciklooksigenaze 2
(COX-2) i duSikova oksida (NO) u BV-2 mikroglija stanicnim linijjama glodavaca
stimuliranim lipopolisaharidima gdje je taj u¢inak pripisan inhibiciji proupalnih citokinina IL-
1b, TNF-a i MCP-1. Takoder je zabiljezena smanjena adhezija stanica i formiranje
adhezijskih molekula u stanicama stimuliranim lipopolisaharidima u prisutnosti arbutina.

Protuupalna svojstva arbutina su potvrdena u ispitivanjima in vivo na Stakorima i
invitro testovima pomocu tumorskih stani¢nih linija zeluca. Arbutin ima zastitni ucinak na
sluznicu zeluca jer smanjuje podrucje Cira i upale. Protuupalna svojstva se oCituju kroz
inhibiciju lipidneperoksidacije, modulaciju razine proupalnihcitokina poput TNF-a,
interleukina-6 i interleukina-10 (Migas i Krauze-Baranowska, 2014). Blagotvorni ucinak
arbutina odnosno svojstvoarbutina da inhibiraupalu i napredovanje upale ocituje se i
smanjenjem aktivnosti fosfolipaze D, mijeloperoksidaze i elastaze te priguSivanjem
superoksida i1 reaktivnih kisikovih vrsta ( EMA, 2017). Nadeno je da arbutin potencira
antiinflamatorne ucinke indometacina i kortikosteroida smanjenjem stvorenih radikala u
humanim neutrofilima u in vitro uvjetima (Pe¢ivova i sur., 2014).

Ispitivanja in vitro ukazuju i na antitumorsko djelovanje arbutina. Nadeno je da spoj
inhibira kinazu reguliranu izvanstani¢nim signalom (ERK) koja igra klju¢nu ulogu u stani¢noj
proliferaciji te da povecava ekspresiju inhibitora kinaza ovisnih o ciklinu (p21) koji inhibiraju
rast stanica (Migas i Krauze-Baranowska,2014).



2.2. AUTOHTONA MIKROFLORA GASTROINTESTINALNOG SUSTAVA

Dominantni mikroorganizmi u gastrointestinalnom (Gl) traktu dojenc¢adi su bakterije
mlije¢ne kiseline i koliformne bakterije poput E.coli. Prestankom dojenja se mikroflora
covjeka drasticno mijenja i otada pretezno prevladavaju anaerobne bakterije. Autohtonu
mikrofloru Cine izrazito stabilne kolonije mikroorganizama koje nisu sluc¢ajno rasporedene
unutar Gl- trakta. Tako usna Supljina odraslog covjeka u prosjeku sadrzava oko 200 razli¢itih
vrsta bakterija (10° bakterija mL™? sline; Berg, 1996), tanko i debelo crijevo vise od 1000
razli¢itih vrsta bakterija (10%* bakterija) (Jeong i sur., 2012), a Zeludac i gornje dvije treéine
tankog crijeva (duodenum i jejunum) sadrze mali broj mikroorganizama zbog niskog pH i
brze peristaltike crijeva (103-10* bakterija mL? gastrointestinalnog sadrZaja). Glavne
mikrobne vrste u gornjem tankom crijevu su laktobacili i streptokoki koji su otporni na
kiseline te zato mogu prezivjeti prolaz kroz zeludac za razliku od ve¢ine mikroorganizama iz
hrane (Berg, 1996).

Domacin "tolerira" autohtonu crijevnu floru i homeostaza se odrzava pomocu 1) fizicke
barijere odnosno sluzi i antibakterijskih molekula koje odvajaju autohtone bakterije od
povrsine epitela; 2) specificnih svojstava crijevne mikroflore koja im omogucava izmjenu
upalnog odgovora; 3) posebne karakteristike epitelnih stanica, kao $to je smanjena ekspresija
Toll-u sliénog receptora 4 (TLR4) na epitelu povrSine crijeva ¢ime se smanjuje ucinak
bakterijskih podraZaja i izbjegava upala koja bi bila Stetna za domacina (Jenkins i sur., 2017).

Autohtona mikroflora Gl-trakta ima velik utjecaj na anatomski, fizioloSki i imunoloski
razvoj domacina. Ona stimulira imunoloski sustav domacina da brze reagira na patogene i
kroz bakterijski antagonizam, inhibira kolonizaciju patogena u Gl-traktu. Autohtone
gastrointestinalne bakterije su takoder mogucéi patogeni i mogu se translocirati preko mukozne
membrane te uzrokovati sistemsku infekciju u imunosno oslabljenim domacinima (Berg,
1996). Takoder, autohtona crijevna mikroflora sudjeluje i u metabolizmu ksenobiotika. Preko
metabolizma moze aktivirati ili inaktivirati ksenobiotike. Tako intestinalne bakterije kao Sto
su Bifidobacterium, Bacteroides, Eubacterium i Enterococcus mogu deglikozilirati arbutin,
prisutan u mnogim namirnicama u hidrokinon. Budu¢i da broj i vrsta mikroorganizama unutar
crijevne mikroflore uvelike variraju, kao i enzimske aktivnosti tako se razlikuje i sam

metabolizam ksenobiotika od osobe do osobe (Jeong i sur., 2012).
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2.2.1. Lactobacillus plantarum

L. plantarum se ubraja u bakterije mlije¢ne kiseline. TO je nesporogena, anaerobna,
fermentiraju¢a, Gram-pozitivna bakterija koja je sastavni dio normalne mikroflore Gl trakta.
L. plantarum posjeduje gene cijom ekspresijom nastaju enzimikoji kataliziraju reakcije
fermentacije razliCitih Seera i formiranja vecine aminokiselina. Zbog velikog broja
povrsinskih S proteina L. plantarum ima moguénost adhezije na razli¢ite povrSine. TO je
probioticka bakterija koja povoljno utjeCe na zdravlje covjeka na nadin da sSmanjuje
gastrointestinalne infekcije, upale i rizicne bolesti crijeva te poboljSava imunoloski sustav.
Smatra se kako vezanje L. plantarum na epitelne stanice posredovano D-manoznim
receptorima prisutnim na povrsini stanice smanjuje vezanje patogenih bakterija ukljucujuéi i
bakterijsku kulturu E.coli (de Vries i sur., 2006). Posljedicno tome, smanjenje broja
laktobacila povecava rizik od infekcija mokra¢nog sustava jer ono omogucava vecu

kolonizaciju uropatogena (Busetto i sur., 2014).

2.2.2. Escherichia coli

Rod Escherichia pripada porodici Enterobacteriaceae, a najpoznatija vrsta iz tog roda
je Escherichia coli, Gram-negativna, fakultativno anaerobna, Stapicasta bakterija koja ne
formiraspore. Posjedujeflagele koje joj omogucuju kretanje, a ekstraintestinalni Sojevi
formiraju kapsulu, sluzavu opnu na citoplazmatskoj membrani bakterija koja joj omoguéava
kolonizaciju i zaStitu od nepovoljnih okolisnih uvjeta. PreZivljava na temperaturama od 0-45
°C, a optimalna temperatura za rast je 37 °C, dok je optimalan pH 4,3 (Fotadar, 2005).
Takoder, bakterija E. coli fermentira glukozu, reducira nitrate na nitrite te je oksidaza-
negativna i katalaza-pozitivna (Jenkins i sur., 2017).

Prirodno se nalazi u probavnom sustavu Covjeka i Zivotinja te je neophodna za
normalno funkcioniranje organizma. U probavnom traktu Covjeka, sudjeluje u probavi na
nacin da razgraduje bjelancevine i proizvodi vitamine B12 i K, te antagonisticki djeluje na
patogene bakterije (Kaper i sur., 2004).

Virulenciju uropatogene E.coli (UPEC) odreduje kapsula, adhezini, hemolizini,
siderofore i endotoksin. Kapsularni polisaharidi Stite E. coli od fagocitoze i lize posredovane
komplementom. Prijanjanje bakterija na uroepitelne stanice je prvi korak u uspostavljanju
infekcije. Adhezini su smjeSteni na specijalnim izdancima fimbrijama ili pilima. Fimbrije su
vlasaste organele izgradene od bjelancevina. U UPEC se naj¢es¢e nalaze fimbrije tipa 1 te P i

Drfimbrije. Fimbrije tipa 1 veZu se na glikoproteine koji se nalaze na povrSini uroepitelnih
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stanica. Fimbrije tipa P drugi su po znacenju ¢imbenici virulencije koje se specifi¢no vezu za
epitel mokra¢nog sustava. Time je onemoguc¢eno mehanicko odstranjivanje UPEC mlazom
urina. Infekcija je teza ako je uzrokovana sojem koji posjeduje P fimbrije, dulje traje, ¢eSée se
ponavlja i zahtijeva dulje antimikrobno lijeGenje. Neki sojevi E. coli izlu¢uju alfa i beta
hemolizin koji omogucuje bakterijama pribavljanje zeljeza lizom eritrocita. Sustavom
siderofora bakterije pospjeSuju svoj rast i dalju invaziju uroepitelnih i subepitelnih stanica.
Virulencija UPEC se o€ituje i kroz pirogena i toksi¢na svojstva endotoksina koja dolaze do

izrazaja u sepsi 1 pijelonefritisu (Pastuovi¢ i sur., 2008).

2.3. SLOBODNI RADIKALI | OKSIDATIVNI STRES

Dok je potrosnja kisika kljuéna za disanje i energetski metabolizam u aerobnim
organizmima, reaktivnevrste kisika (engl. Reactive Oxygen Species, ROS) kao Sto su vodikov
peroksid (H202), superoksidni anioni (02 <-) i hidroksilni radikali su opasni po Zivot.
Relativno male koli¢ine ROS-ova setrajno proizvode u svim aerobnim organizmima i oni su
produkti normalnog stani¢nog metabolizma, a njihov glavni izvor je molekularni Kkisik koji
nastaje u lancu transporta elektrona. ROS se moze proizvesti i izlaganjem UV svjetlu ili
razli¢itim kemijskim oksidansima i zagadiva¢ima. ROS-ovi su izrazito reaktivni kemijski
oblici buduci da se nespareni elektroni nastoje spojiti tvoreci stabilne elektronske veze te da bi
postigli ravnotezu, naruSavaju stabilnost drugih molekula u okolini i pokre¢u lancanu
reakciju. Kada je proizvodnja ROS-ova veca od sustava antioksidativne zastite, oksidativni
stres postaje neizbjezan odnosno dolazi do oksidacije razliitih biomolekula ukljucujuéi
nukleinske kiseline, lipide, ugljikohidrate i proteine. To narusava normalnu fiziologiju stanice
i dovodi do ostecenja stanica. Svi organi su osjetljivi na oksidativni stres, medutim, budu¢i da
je glavni dio jetre sastavljen od hepatocita koji su vrlo aktivni u metabolizmu ksenobiotika,
jetra je osjetljivija na oksidativni stres i glavna je meta toksi¢nih tvari.Starenje,
kardiovaskularne bolesti, rak, neurodegenerativni poremecaji (npr. Alzheimerova bolest),
dijabetes i ostecenje jetre SU povezani s poviSenim razinama ROS-ova.

Prema tome, zbog njihove velike reaktivnosti vazno je drZati pod kontrolom nastajanje
slobodnih radikala. Evolucija je nasrecu osigurala acrobne organizme s dobro uravnotezenim
mehanizmima za suzbijanje oksidativnog stresa induciranog ROS-ovima. Djelotvorni
preventivni mehanizmi su osigurani antioksidansima koji spre¢avaju pokretanje i Sirenje

oksidacijske lancane reakcije. Antioksidativna sredstva mogu smanjiti toksi¢nost stanica
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induciranu slobodnim radikalima, a jedan od takvih sredstava je upravo arbutin (Seyfizadeh i
sur., 2012).

2.4.IN VITRO TESTOVI

Pojam "in vitro test" se koristi u pokusima za istrazivanje u¢inka spojeva ili ekstrakata
koji ne uklju¢uju zivo tkivo zivotinja (ex Vivo testovi), cijelu zivotinju ili ljude u klinickim
ispitivanjima (in vivo testovi)(Houghton i sur., 2007). In vitro ispitivanje (na latinskom: ,,u
staklu") zna¢i da se ispitivanje provodi izvan zivog organizma i da uglavnom ukljucuje
izolirana tkiva, organe ili stanice (ECHA, 2018).

In vitro testovi su prvenstveno razvijeni zbog etickih i financijskih razloga kako bi se
smanjila, odnosno po moguénosti zamijenila upotreba zivotinjskih modela u medicinskim
istrazivanjima. In vitro testovi na bakterijama, kvascima te stanicama sisavaca sluze kao
preliminarna istrazivanja za odredivanje genotoksi¢nosti i detekciju toksi¢nosti koja moze
dovesti do razvoja tumora. Rezultati na staniénim modelima koji pokazuju naznaku
kancerogenosti, mogu biti dovoljan dokaz za prestanak daljnjeg istraZzivanja potencijalne
kemikalije. Stani¢ni modeli u toksikoloSkim istrazivanjima su najkorisniji za otkrivanje
toksi¢nih spojeva i za usporedbu razli¢itih spojeva unutar skupina analoga (Timbrell, 2002).

Osim odredivanja genotoksi¢nosti in vitro testovi se koristeza istrazivanje
potencijalnog antibakterijskog i antifungalnog djelovanja nekih ekstrakata i spojeva, za
otkrivanje novih sredstava protiv raka te za pronalazak spojeva koji se mogu upotrijebiti kao
antivirusna sredstva, osobito onih za HIV. Najveéi broj in vitro testova se primjenjuje u
istrazivanju spojeva santikancerogenim svojstvima. Najces¢i nain na koji se to radi je
testiranje citotoksi¢nosti pomocu jedne ili viSe stani¢nih linija sisavaca. Stopa mnozZenja i
rasta stanic¢ne linije se mjeri indirektno odredenim indikatorom rasta, npr. formacijom boje, a
brzina proliferacije stani¢ne linije raka se mjeri u prisutnosti i odsutnosti ispitivane tvari
nakon odredenog vremena.

Glavni cilj mnogih in vitro testova je identificirati spojeve odgovorne za biolosku
aktivnost ekstrakta bilo ona pozitivna ili negativna. Rijetkost je da jedan spoj bude odgovoran
za opazenu aktivnost i ne smije se pretpostaviti da najaktivniji spoj ¢ini najveéi dio bioloSke
aktivnosti ekstrakta. VVazno je odrediti koncentraciju svakog spoja i povezati je s doza-
odgovor karakteristikama u test sustavu. Takoder je vazno da najaktivniji spoj u ekstraktu
bude koli¢inski dovoljan za aktivnost u nekom lijeku ili pripravku. Ovakav pristup Cini

osnovu otkri¢a mnogih vaznih lijekova i vazan je za standardiziranje ekstrakta.
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Unato¢ brojnim prednostima bitno je znati da in vitro aktivnost nekog spoja ipak nije
jamstvo in vivo ucinka. Prvi razlog je neprakti¢nost ekstrapolacije aktivne doze u invitro
uvjetima na relevantnu, potrebnu dozu za ljudsku odraslu osobu. Takoder faktori kao Sto su

adsorpcija i metabolizam znacajno utjeCu na odstupanja izmedu in vitro i in vivo aktivnosti
(Houghton i sur., 2007).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO
3.1. MATERIJAL

3.1.1. Uzgoj i priprema radnih mikroorganizama

Mikroorganizmi koriSteni u ovom radu su bakterijski sojevi navedeni u tablici 1, a dio
su Zbirke mikroorganizama Laboratorija za biologiju 1 genetiku mikroorganizama
Prehrambeno-biotehnoloSkog fakulteta, Sveucilista u Zagrebu. Svi bakterijski sojevi su ¢uvani
na -80°C u 50% glicerolu te su neposredno prije