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1. UVOD 
 

Kako kroz povijest tako i danas, uporaba ljekovitog bilja i biljnih pripravaka ima važnu 

ulogu kod ublažavanja simptoma raznih oboljenja i očuvanja zdravlja ljudi. Nepovoljni 

životni uvjeti, klima ili manjak hranjivih tvari u tlu pogodovale su razvoju određenih 

prilagodbi kod biljaka koje u borbi za opstanak stvaraju određene bioaktivne spojeve koji 

mogu imati i zaštitni učinak na ljudski organizam jer sadrže snažne prirodne antimikrobne 

supstance. 

Uporaba medvjetke u narodnoj medicini u terapeutske svrhe datira još iz 2. stoljeća, a 

sami trend uporabe ove biljke kroz zadnjih nekoliko desetljeća sve više dobiva na 

značenju. Zbog značajno smanjene učinkovitosti antibiotičke terapije pri liječenju 

urinarnih infekcija sve se češće potporno koristi i liječenje pomoću pripravaka od 

ljekovitog bilja (Jurica i sur., 2018). 

Medvjetka u našem podneblju raste pretežito u planinskom području u obliku puzećeg 

grma s ovalnim ili jajolikim listovima zaobljenim na vrhu. Za pripravu napitka od 

medvjetke koriste se listovi koji se beru za vrijeme cvatnje. Ova biljka je komercijalno 

dostupna pod nazivom ''uvin čaj''. Farmakološki značajni sastojak medvjetke jest upravo 

arbutin, fenolni glikozid koji se u ekstraktu od suhog lista medvjetke nalazi u rasponu 

koncentracija od 4 % - 12 % (Schindler i sur., 2002).  Dio arbutina se djelomično, gotovo 

zanemarujuće razgrađuje u enterocitima crijevnih resica probavnog sustava pod utjecajem 

bakterija crijevne mikroflore (Blaut i sur., 2006), odakle se preko nosača Na+/glukoza 

apsorbira u krv i dalje prenosi do jetre. U jetri se 65-75 % arbutina koji je u organizam 

unesen oralno metabolizira u dvije faze (Blaut i sur., 2006) (Garcia de Aribba i sur., 

2013). U prvoj fazi se arbutin deglikolizira, a u drugoj konjugira s glukuronskom 

kiselinom i sulfatom. Nastali metaboliti: 85% hidrokinon sulfata i hidrokinon glukuronida, 

te 0,6% slobodnog hidrokinona se dalje izlučuju iz organizma putem bubrega i urina 

(Garcia de Aribba i sur., 2013). Ukoliko je urin alkalan, konjugati hidrokinona se 

hidroliziraju i prevode u slobodni hidrokinon (Yarnell, 2002), spoj čije će se djelovanje i 

učinak na stanicama mokraćnog mjehura ispitati u ovom radu.  
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Bakterija koja će se koristiti u ovom radu je prirodno prisutna bakterija crijevne 

mikroflore čovjeka, Escherichia coli. Ovo istraživanje ispitat će citotoksičnost 

hidrokinona na E. coli kao i utjecaj hidrokinona na adheziju spomenutih bakterijskih 

stanica za humane stanice karcinoma mokraćnog mjehura (T24). Nadalje, ovo istraživanje 

provesti će se s ciljem procjene citotoksičnog učinka hidrokinona na humanu staničnu 

liniju raka mokraćnog mjehura, procjene učinka na indukciju slobodnih radikala u 

spomenutim stanicama te moguće antioksidacijsko djelovanje. 

Sva ispitivanja provest će se sa svježe pripremljenom otopinom hidrokinona. 
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2. TEORIJSKI DIO 
2.1. MEDVJETKA 

Medvjetka ili mlivnjak (lat. Arctostaphylos) je biljni rod iz porodice vrijesova (lat. 

Ericaceae). U flori Hrvatske, pretežito u pretplaninskim crnogoričnim šumama, raste borealna 

zimzelena medvjetka ili medvjeđe grožđe (lat A. uva-ursi; slika 1.). To je nizak, polegli, 

vazdazeleni grm s kožastim, duguljasto jajastim, s obiju strana golim i sjajnim listovima i 

bijelim ili ružičastim cvjetovima u malim visećim grozdovima. Medvjetka je od davnina 

poznata kao ljekovita biljka. Sadrži bioaktivne fenole, tanine i flavonoide te se zbog toga 

listovi koriste u liječenju upala urinarnog trakta i kao adstringens (Parejo i sur., 2001).  

 
 

Slika 1. Medvjeđe grožđe 
 

Pripravci medvjetke najpoznatiji su prirodni lijekovi za suzbijanje infekcija urinarnog trakta 

zbog visokog sadržaja arbutina u listovima ove biljke. Smatra se da je upravo arbutin taj 

fenolni spoj koji je odgovoran za antimikrobno djelovanje ekstrakta lista medvjetke (Pavlović 

i sur., 2014). Konzumira se u obliku zdrobljenog lišća, praha ili vodenog ekstrakta, izlažući 

pri tom potrošače dozi od 400 do 840 mg arbutina po danu (Deisinger i sur., 1996).  
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2.2. ARBUTIN 

Arbutin (hidrokinon-β-D-glukopiranozid) (slika 2.) je derivat hidrokinona kojeg po kemijskoj 

građi svrstavamo u skupinu fenolnih glukozida. Glavni je sastojak ekstrakta medvjetke, a 

pronađen je i u plodovima brusnice, borovnice i kruške (Deisinger i sur., 1996). Ovaj prirodni 

spoj kojeg sintetiziraju biljke iz porodice Ericacea, Betulaceae i Rosaceae  biljkama 

omogućuje esencijalne funkcije kao što su razmnožavanje i rast te pomaže u obrani od 

patogena i parazita (Baidez i sur., 2007).  

 
 

Slika 2. Kemijska struktura arbutina 
 

Biljke arbutin formiraju kao sekundarni metabolit u obrani protiv infekcija i pri stresnim 

situacijama kao što su iznimno visoke ili niske temperature (Lukas i sur., 2010). Arbutin tvori 

dva dijastereoizomera, alfa i beta (slika 3.). Beta arbutin je prirodno sadržan u biljkama dok se 

alfa arbutin dobiva kemijskom sintezom (Nycz i sur., 2010). Sinteza se odvija uz djelovanje 

brojnih enzima, iz acetobromglukoze i hidrokinona ili reakcijom b-D-glukoze pentaacetata i 

hidrokinon monobenzila u prisutnosti fosfornog oksiklorida (Kitao i Sekine, 1994). Arbutin 

pokazuje antioksidacijsko, antimikrobno i antikancerogeno djelovanje  (Nycz i sur., 2010), pa 

zbog svojih antioksidacijskih svojstava sprječava nastanak slobodnih radikala i umanjuje 

oksidacijski stres (Jurica, 2016). Inducira aktivnost enzima koji su važni za borbu  protiv 

reaktivnih kisikovih vrsta (katalaza, dismutaza, glutation peroksidaza) (Tsao, 2010). U 

biljkama je prisutan u kombinaciji s metil-arbutinom, što je posebno karakteristično za 

porodicu Ericaceae (Migas i Krauze-Baranowska, 2015). 
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Slika 3. Kemijska struktura Alfa i Beta arbutina  
 

Već duži niz godina arbutin se u narodnoj medicini koristi za liječenje infekcija mokraćnog 

sustava, a zbog svoje niske citotoksičnosti koristi se i u nekim proizvodima koji služe za 

izbljeđivanje kože, kao pomoćna terapija kod hiperpigmentacije (Liang i sur., 2016; Hu i sur., 

2009). Međutim, problem kod upotrebe arbutina u ove svrhe je taj što može izazvati kontaktni 

dermatitis te rjeđe ohronozu, rezultirajući hiperpigmentacijom na tretiranom području koju je 

poslije teško izliječiti (Dahiya i Romano, 2006). 

Nadalje, koristi se i kao stabilizator za boje za fotografije, a spominje se i u brojnim studijama 

kao fenol djelotvoran protiv starenja, UVB/UV-C zračenja i za ublažavanje bolova, kao i za 

zacjeljivanje rana bez ožiljaka (Nycz i sur., 2010).  

2.2.1. Biokonverzacija arbutina 

Smatra se da arbutin već u biljkama prelazi u aktivni oblik hidrokinon (Hildebrand i sur., 

1969), spoj koji pokazuje i antimikrobna svojstva, a poznat je kao antioksidans i antimutagen 

te kao učinkovit inhibitor lipidne peroksidacije (Souĉek i sur., 2000; Blaut i sur., 2006). 

Enzim koji katalizira pretvorbu arbutina u hidrokinon naziva se β-glukozidaza (slika 4.). 

Dokazano je da i bakterije kože, Staphylococcus aureus i Staphylococcus epidermidis mogu 

biokonvertirati arbutin u hidrokinon (Bang i sur., 2008), te da biljke koje sadrže enzim 

glikoziltransferazu mogu biosintetski uz UDP glukozu aktivirati određene biokemijske putove 

pri čemu dolazi do konverzije, odnosno pretvaranja hidrokinona u arbutin (Skrzypczak-

Pietraszek i sur., 2017) 
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Slika 4. Bioaktivacija arbutina u hidrokinon (Preuzeto od: Jurica, 2016) 
 

Sličan postupak se odvija i kod čovjeka, u enterocitima crijevnih resica probavnog sustava 

(Blaut i sur., 2006) pod djelovanjem bakterije crijevne mikroflore: Bifidobacterium longum, 

Bifidobacterium adolescentis, Eubacterium ramulus, Enterococcus casseliflavus i Bacteroides 

distasonis (Kang i sur., 2011) uz odvajanje ugljikohidratne skupine s fenola. Čitav proces 

razgradnje potpomognut je alkalnim uvjetima i djelovanjem enzima β-glukozidaze. Smatra se 

da je razgradnja arbutina u tankom crijevu djelovanjem crijevne mikroflore i epitelnih β-

glukozidaza (Blaut i sur., 2006) zanemariva u odnosu na razgradnju ovog spoja u jetri. 

Metabolizam 65-75% arbutina unesenog oralno odvija se u jetri u dvije faze. U prvoj fazi se 

deglikolizira, a u drugoj fazi konjugira, te se nastali metaboliti izlučuju iz organizma putem 

bubrega i urina (Garcia de Aribba i sur., 2013). 

 

2.3. HIDROKINON 

Hidrokinon (4-hidroksifenil-β-glukopiranozid) je organski spoj koji se u prirodi može naći u 

mnogim biljkama kao i u kavi, čaju, pivi i vinu. Ovaj spoj poznat i pod nazivom β-arbutin u 

biljkama se najčešće pojavljuje u svojoj glikozilinaroj formi hidrokinon-β-D-glukopiranozid 

gdje ima protektivnu ulogu protiv brojnih patogena. Po kemijskoj strukturi je fenol, aromatski 

organski spoj (slika 5.). Baktericidna aktivnost pripravaka koji sadrže arbutin pripisuje se 

hidrokinonu, a smatra se da bi zbog prisustva dvije hidroksilne skupine na benzenskom 

prstenu hidrokinon trebao imati veći antioksidacijski kapacitet od arbutina koji sadrži samo 

jednu takvu skupinu (Takebayashi i sur., 2010).  
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Slika 5. Kemijska struktura hidrokinon 

 
U biljnim pripravcima koji se koriste za inhibiciju rasta patogenih organizama, upravo je 

hidrokinon ta aktivna supstanca koja u urinarnom traktu djeluje antimikrobno gdje mu za 

potpuni učinak odgovara alkalni medij (Jahodár i sur., 1985, Schindler i sur., 2002), te je 

stoga ovaj aktivni spoj ključan za terapeutsku aktivnost medvjetke. S obzirom na to da 

hidrokinon djeluje antiseptički u lužnatom urinu, tijekom terapije medvjetkom ne preporučuje 

se konzumacija kiselih namirnica (Schultz i sur., 2001). 

No osim ovih pozitivnih svojstava utvrđeno je da oksidacijom hidrokinona nastaje p-

benzokinon, spoj koji je pokazao kancerogeni učinak kod štakora te leukemogeni kod ljudi. 

Dokazano je da potiče nastanak benignih tumora jetre i bubrega u glodavaca (Roza i sur., 

2003). 

 

2.3.1. Mehanizam djelovanja hidrokinona 

Hidrokinon se nakon brze apsorpcije u gastrointestinalnom traktu dalje širi tkivima. Nakon 

oralne primjene metabolizira se konjugacijom u glukuronoidne i sulfatne estere te se izlučuje 

mokraćom (English i Deisinger, 2004; English i sur., 1994). Hidrokinon iz arbutina mogu 

stvoriti i pojedine bakterije koje uzrokuju upalu u mokraćnom sustavu te dolazi do 

potencijalnog autocidnog učinka, budući da hidrokinon pokazuje dobar antimikrobni učinak 

na bakterije uzročnike upala (Blaut i sur., 2006.). 

 U svojoj kemijskoj strukturi hidrokinon ima 2 hidroksilne skupine koje su nositelji 

antioksidativnih svojstava. Ipak, neka istraživanja u uvjetima in vitro na eritrocitima i 

fibroblastima pokazala su da arbutin ima dugotrajniji antioksidativni učinak od hidrokinona 

(Kivcak i sur., 2009). 
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Manje poznatim metaboličkim putem hidrokinon u jetri stvara konjugate glutationa, 

smanjujući koncentraciju glutationa te time povećava uvjete u stanici za nastanak  

oksidativnog stresa. Sekundarnom transformacijom konjugata hidrokinona u urinarnom traktu 

nastaje N-acetil-S-(2,5-dihidroksifenil) cistein (slika 6.) za kojeg je dokazano da uzrokuje 

nekrozu proksimalnih kanalića bubrega (English i sur., 1994). 

 
 

Slika 6. Putevi biotransformacije hidrokinona (preuzeto i prilagođeno od: English i sur., 1994) 

 

 

 

2.4. BAKTERIJSKA KULTURA Escherichia coli 

Escherichia coli je nesporogena, gram negativna, štapićasta bakterija koja pripada porodici 

Enterobacteriaceae (enterobakterije). Enterobakterije ili crijevne bakterije se nalaze u 

normalnoj mikroflori probavnog sustava ljudi i toplokrvnih životinja gdje pridonose obrani 

organizma od patogenih mikroorganizama (Marinculić i sur., 2009). Ove bakterije najčešći su 

uzročnici infekcija mokraćnog sustava, poglavito E. coli. U posebnim uvjetima infekcije 
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mokraćnog sustava  mogu izazvati i druge gram-negativne i gram-pozitivne bakterije 

(Andrašević i sur., 2006), ali kod prvih akutnih infekcija mokraćnog sustava daleko najčešći 

uzročnik je E. coli (Ronald, 2002). Kod kompliciranih infekcija mokraćnog sustava s većom 

učestalošću javljaju i druge enterobakterije poput Proteus spp., Klebsiella spp., Enterobacter 

spp. te nefermentirajuće bakterije Pseudomonas spp. i Acinetobacter spp.  

Bakterija E. coli je fakultativni anaerob i kemoorganoheterotrofni mikroorganizam koji koristi 

mješovito-kiselu fermentaciju u anaerobnim uvjetima čiji su produkti laktat, etanol, acetat, 

sukcinat i ugljikov dioksid (Madigan i Martinko, 2006). Tipična je mezofilna bakterija čija je 

minimalna temperatura rasta od 7 do 10°C, optimalna temperatura rasta oko 37°C, a 

maksimalna od 45 do 49°C (Adams, 2000). Iako ne podnosi uvjete na niskim temperaturama, 

ova bakterija može tjednima preživjeti na 4°C, a u nekim slučajevima i na -20°C. 

E. coli se može klasificirati u četiri različite filogenetičke skupine: A, B1, B2 i D. 

Filogenetičke skupine B2 i D najčešće nose virulencijski vezane gene (VGs) koje se povezuju 

s bolestima izvan crijevnog trakta. Virulencijski vezani geni su oni geni koji omogućuju 

bakteriji E. coli da preživi nepovoljne okolišne uvjete i uzrokuje bolest kod domaćina. 

Bakterije ovih dviju filogenetičkih skupina uzrokuju različite crijevne i druge infekcije  kao 

što je infekcija urinarnog trakta, septikemija i neonatalni meningitis (Clermont i sur., 2000). 

Filogenetičke skupine A i B1 se sastoje od sojeva prirodno prisutnih u probavnom sustavu 

ljudi i toplokrvnih životinja, te nekih sojeva iz okoliša (Rijavec i sur., 2008). Bakterije ovog 

soja obično nemaju nikakve virulencijske faktore (Johnson i sur., 2001). Bezopasni sojevi E. 

coli koji žive u ljudskom organizmu sudjeluju u sintezi vitamina K i B-kompleksa te za 

sprečavanje rasta i razmnožavanja određenih patogenih mikroorganizama u korist domaćina 

(Hudault i sur., 2001) 

Većina bakterijskih infekcija započinje adhezijom patogenih bakterija na stanice napadnutog 

organizma. Posljedice mogu biti različite: od otpuštanja toksina do prodora bakterija u stanice 

tkiva (Goldhar  i sur.,  1987).  

Urinarne infekcije su među najčešćim bakterijskim infekcijama kod odraslih osoba i čine 40 – 

60 % svih bolničkih infekcija  (Škerk V., 2002). Prijanjanje bakterija na uroepitelne stanice je 

prvi korak u nastanku infekcije. Adhezini su smješteni na specijalnim izdancima  fimbrijama 

ili pilima (slika 7.). Fimbrije su vlasaste organele izgrađene od bjelančevina ( Kučišec Tepeš 

N., 1994) i uz pomoć njih E. coli se veže na površinu biljnog ili životinjskog tkiva (Hagberg i 
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sur., 1981), posebice urinarnog trakta (Svanborg i sur., 1978). Osim pila, bakterijska stanica 

može adherirati na domaćina putem elektrostatskih i hidrofobnih sila (Türi i sur., 1997). Biljni 

ekstrakti koji posjeduju antioksidativni potencijal, među kojima je i ekstrakt medvjetke, mogu 

smanjiti ili povećati patogeni potencijal bakterije, odnosno smanjiti ili povećati površinsku 

hidrofobnost te na taj način utjecati na adheziju bakterije (Dykes i sur., 2003).  

 

 
 

Slika 7. Građa bakterije E. coli  
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3. EKSPERIMENTALNI DIO 
3.1. MATERIJAL 

3.1.1. Uzgoj i priprema mikroorganizama 

Mikroorganizam korišten u ovom radu je bakterija E. coli iz Zbirke mikroorganizama 

Prehrambeno-biotehnološkog fakulteta Sveučilišta u Zagrebu. Uzgoj bakterije E. coli 

proveden je u laboratorijskim uvjetima pri 37ºC. 

3.1.2. Priprema i uzgoj humanih stanica 

U ovom radu istraživao se biološki učinak hidrokinona na humanu staničnu liniju raka 

mokraćnog mjehura (T24). Stanice su kultivirane u T-boci u RPMI 1640 mediju na 

temperaturi od 37 ºC u atmosferi CO2. Obilježja ove stanične linije prikazana su u tablici 1. 

Tablica 1. Obilježja T24 stanične linije 

Organizam Homo sapiens, čovjek 

Tkivo Mokraćni mjehur 

Forma proizvoda Smrznuto 

Morfologija Epitelna 

Obilježje kulture Adherentna 

Bolest Karcinom prijelaznih stanica 

 

3.1.3 Standard hidrokinona 

U eksperimentalnom dijelu ovog rada, za pripremu vodene otopine hidrokinona koristio se 

komercijalno dostupan hidrokinon (ReagentPlus®, ≥99%, Merck). 

3.1.4. Priprema hranjivih podloga i fosfatnog pufera 

Za uzgoj bakterije E. coli u ovom radu korištene su krute i tekuće LB hranjive podloge te M9 

- minimalna podloga s laktozom. Podloge su pripremljene prema uputama proizvođača, te 

sterilizirane prije korištenja u autoklavu pri tlaku 1,01 x 105 Pa i temperaturi 121 ºC u 

vremenu od 15 min. Sastav LB i M9 podloge prikazan je u tablicama 2 i 3. 
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Tablica 2. Sastav kompletne LB hranjive podloge 

SASTOJAK KOLIČINA 

Bakto-tripton 10 g 

Kvaščev ekstrakt 5 g 

NaCl 5 g 

Destilirana voda 1000 mL 

 + 15 g agara za krutu LB hranjivu podlogu 

 
Tablica 3. Sastav M9-minimalne podloge s laktozom 

SASTOJAK KOLIČINA 

Na2HPO4 6 g 

KH2PO4 3 g 

NaCl 5 g 

NH4Cl 1 g 

Agar 15 g 

1 M MgSO4 * 7 H2O 2 mL 

1 M CaCl2 100 µL 

20% laktoza 10 mL 

Tiamin (2 mg mL-1) 200 µL 
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Tablica 4. Sastav fosfatnog pufera (PBS) 

SASTOJAK KOLIČINA 

NaCl 8 g 

Na2HPO4 x 2H2O 1, 15 g 

KH2PO4 0,2 g 

Destilirana voda 1000 mL 

 

3.1.5. Priprema otopina za eksperimente 

 

Tablica 5. Ishodišna otopina Neutral red boje (g = 5 mg mL-1) 

SASTOJAK KOLIČINA 

Neutral red boja 50 mg 

Etanol 10 mL 

 

Tablica 6. Radna otopina Neutral red boje (g = 0,05 mg mL-1) 

SASTOJAK KOLIČINA 

Ishodišna otopina Neutral red boje (g = 5 mg 
mL-1) 0,1 mL 

RPMI medij za uzgoj stanica 9,9 mL 
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Tablica 7. Otopina za odbojavanje 

SASTOJAK KOLIČINA 

Etanol 50 % 

Voda 49 % 

Octena kiselina 1 % 

 

Tablica 8. Triton X-100 (w = 0,01 %) 

SASTOJAK KOLIČINA 

Triton X-100 10 µL 

Fosfatni pufer 10 mL 

 

Tablica 9. Ishodišna otopina 2, 7 – diklorofluoresceindiacetata (DCHF-DA; c = 2 mM) 

SASTOJAK KOLIČINA 

DHCF-DA 0,0015 g 

DMSO 1,5 Ml 

 

Tablica 10. Radna otopina 2, 7 – diklorofluoresceindiacetata (DCHF-DA; c = 0,05 mM) 

SASTOJAK KOLIČINA 

Ishodišna otopina DHCF-DA (c=2mM) 0,25 Ml 

Fosfatni pufer 9,75 Ml 

 

3.1.6. Pribor 

• Markeri za pisanje 

• Papir za vaganje 

• Petrijeve zdjelice 
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• Automatske pipete ( 20, 200 i 1000 μL) 

• Propipete 

• Nastavci za pipete 

• Epruvete 

• Kivete za spektrofotometar 

• Kivete po Ependorfu  

• Erlenmayerove tikvice 

• Laboratorijske staklene čaše 

• Žlice 

• Vata 

• T- boce, Falcon (BD Company, SAD) 

• Türken-Bürkova komora  

• Mikrotitarske pločice s 96 bunarića 

• Miktortitarske pločice s 24 bunarića 

• Staklene i plastične menzure 

• Špatule 

• Mikroepruvete 

• Stakleni lijevak 

 

3.1.7. Aparature 

• Analitička vaga (1712 Mp8, Siver Edition, Sartorius, Velika Britanija) 

• Centrifuga za kivete po Eppendorfu HC- 240, Tehtnica- Železniki, Slovenija 

• Inkubator s kontroliranom atmosferom CO2 (Forma Scientific, SAD) 

• Komora za sterilni rad, Iskra (Slovenija) 

• Spektrofotometar, Cecil Instruments Ltd, Tehnical Centre Cambrige, Engleska 

• Vaga (Sartorius, Engleska) 

• Vibromikser EV-202, Tehtnica- Železniki, Slovenija 

 

3.1.8. Kemikalije 

• Bacto-tripton, Biolife, Italija 

• Kvaščev ekstrakt, Biolife, Italija 
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• Natrijev klorid (NaCl), Carlo Erba Reagents, Francuska 

• Natrijev hidrogenfosfat, Gram-mol d.o.o, Hrvatska 

• Kalijev dihidrogenfosfat, Riedel- De Hean, Njemačka 

• Agar, Biolife, Italija 

• Magnezijev sulfat, Merck, Njemačka 

• Kalcijev klorid, Kemika, Hrvatska 

• Laktoza Kemika, Hrvatska 

• Tiamin, Fluka, Njemačka 

• RPMI 1640 medij, Capricon Scientific, GmbH, Njemačka 

• Triton X-100, Acros Organics, Belgija 

• Neutral red (3-amino-7-dimetilamino-2-metilfenazin hidroklorid), Feinchemie K.-

H. Kallies KG, Njemačka 

• Diklorofluorescein-diacetat (DCFH-DA), Sigma Aldrich, Canada 

 

3.2. METODE RADA 

 

3.2.1. Testiranje citotoksičnosti hidrokinona na bakteriju E. coli 

Bakterijska kultura E. coli uzgojena je u tekućoj LB kompletnoj hranjivoj podlozi te je nakon 

24 h uzgoja podešena optička gustoća bakterijske suspenzije na 0,05 (OD₆₀₀, optical density) 

nakon čega je takva bakterijska suspenzija inkubirana na 37 °C u vremenskom intervalu od 22 

h. Izradom krivulje rasta ispitivane bakterijske kulture, određeno je da je 22 h uzgoja ovom 

metodom vrhunac eksponencijalne faze rasta što je potrebno za eksperiment ispitivanja 

citotoksičnosti. Koncentracije hidrokinona koje su korištene u radu navedene su u tablici 11. 

Koncentracija 1 predstavlja teorijsku vrijednost hidrokinona kojemu su izložene bakterije 

nakon konzumacije jedne šalice čaja (Siegers, C. P.,1997) (Garcia de Aribba i sur., 2013). 

Koncentracija 2 predstavlja koncentraciju hidrokinona koja je izmjerena HPLC (engl. High 

performance liquid chromatography) analitičkom metodom nakon hidrolize uzorka ekstrakta 

medvjetke (3g suhih listića medvjetke ekstrahiranih u 150 ml kipuće vode – 1 dnevni napitak 

čaja) 2 h pri 80 °C na način da je u 600 µL uzorka dodano 68µL 1.2M HCl. Koncentracija 3 

je koncentracija arbutina izmjerena HPLC analitičkom metodom u 1 dnevnom napitku čaja, a 
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koncentracija 4 u dnevnoj dozi napitka čaja (3 šalice) pa su ove koncentracije uzete kako bi se 

ispitalo djelovanje ukoliko se sav arbutin tijekom konzumacije metabolizira u hidrokinon.  

 

Tablica 11. Koncentracije hidrokinona korištene u ispitivanju njegovog citotoksičnog 

djelovanja na bakterijsku kulturu E. coli: 

Koncentracija 1 1,32 μg mL-1 

Koncentracija 2 32,2 μg mL-1 

Koncentracija 3 220 μg mL-1 

Koncentracija 4 880 μg mL-1 

 

Na slici 8. prikazan je postupak pripreme koncentracija hidrokina korištenih u radu. U 4 

Eppendorf epruvete otpipetirana je određena koncentracija LB tekuće podloge, bakterijska 

suspenzija E. coli te alikvoti uzeti iz ishodišne otopine hidrokinona koju smo pripremili 

otapanjem 1 mg hidrokinona u 1 mL LB tekuće hranjive podloge za koncentracije 2, 3 i 4 dok 

je za pripremu koncentracije 1 korištena ishodišna otopina od 0,01 mg mL-1. Ukupni volumen 

u svakoj Eppendorf epruveti je iznosio 100 µL. Kontrola je pripremljena na način da je 50 µL 

tekuće podloge LB pomiješano s 50 µL bakterijske suspenzije.  
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Slika 8. Postupak pripreme odgovarajućih koncentracija hidrokinona (HQ) korištenih u ispitivanju 

citotoksičnosti na bakterijsku kulturu E. coli (Koncentracija 1 - 1,32 μg mL-1; Koncentracija 2 - 32,2 

μg mL-1; Koncentracija 3 - 220 μg mL-1; Koncentracija 4 - 880 μg mL-1). 

 

Ovaj eksperiment proveden je u dva različita uvjeta tretmana. U prvom slučaju bakterijske 

stanice su tretirane različitim koncentracijama hidrokinona (1,32 μg mL-1, 32,2 μg mL-1, 220 

μg mL-1, 880 μg mL-1), te su inkubirane u termostatu pri uvjetima temperature 37°C u 

vremenskom razdoblju 1 h i 2 h. U drugom slučaju su suspenzije bakterijskih stanica i 

hidrokinona inkubirane na 37 °C uz aeraciju (100 o min-1) 1 h i 2 h tretmana.  

Broj živih stanica određen je na način da su nacjepljivana odgovarajuća razrjeđenja na 

kompletne LB hranjive podloge i selektivne M9 minimalne podloge s laktozom u obliku 

kapljica i to po tri replike pojedinog razrjeđenja. Prvo razrjeđenje dobiveno je nacjepljivanjem 

10 μL originalne bakterijske suspenzije u 90 μL fosfatnog pufera (PBS). Nakon toga je 

prenesen volumen od 10 μL prvog razrjeđenja u 90 μL fosfatnog pufera (PBS) čime je 

dobiveno drugo razrjeđenje. Uzastopnim ponavljanjem opisanog postupka pripremljena je 

serija takvih razrjeđenja, maksimalno do šestog.  

Hranjive podloge nacijepljene razrjeđenjima priređenih prethodno opisanim postupkom 

inkubirane su 24 h (LB kompletna hranjiva podloga) odnosno 48 h (selektivna hranjiva 

podloga s laktozom) u termostatu na 37 °C. Nakon isteka vremena inkubacije, izrasle kolonije 

su izbrojane te je izračunat postotak preživljenja prema sljedećoj formuli: 

% preživljenja bakterija= (broj poraslih tretiranih bakterijskih stanica/ mL suspenzije) / (broj poraslih 

netretiranih bakterijskih stanica/ mL suspenzije)*100 
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3.2.2. Testiranje citotoksičnog učinka hidrokinona na humanu staničnu liniju raka mokraćnog 

mjehura (T24) 

Testiranje citotoksičnog učinka hidrokinona na tumorske stanice mokraćnog mjehura 

provedeno je Neutral red metodom. Princip ove metode je da slaba kationska boja „neutral 

red“ neionskom difuzijom ulazi u žive stanice gdje se veže na lizosomski matriks. Stanice čija 

je plazma odnosno lizosomalna membrana oštećena uslijed djelovanja određenog ispitivanog 

ksenobiotika ne mogu zadržati boju te stoga boju veže samo žive stanice. Uslijed toga, 

količina vezane, a potom ponovno oslobođene boje Neutral red, proporcionalna je količini 

živih stanica koje su preživjele tretman određenim ksenobiotikom (Babich i sur., 1991).   

Nakon naglog odmrzavanja, stanice su uzgojene u T-boci u RPMI 1640 mediju na  

temperaturi od 37 ºC u atmosferi CO2. Nakon inkubacije, stanice su presađene u 2 

mikrotitarske ploče od 96 jažica. U svaku jažicu nacijepljeno je 100 μL stanica koncentracije 

105 stanica mL-1, dodan je RPMI medij te je sve ostavljeno 24 h da stanice adheriraju za dno 

jažica. Pripremljena je otopina hidrokinona koncentracije 1 mg mL-1 u RPMI 1640 mediju 

koja je onda korištena kao ishodišna otopina za pripremu radnih koncentracija hidrokinona 

(1,32 μg mL-1, 32,2 μg mL-1, 220 μg mL-1, 880 μg mL-1). Nakon 24 h uklonjen je medij, a u 

svaku jažicu u mikrotitarskoj ploči nacijepljeno je po 100 μL prethodno pripremljene otopine 

hidrokinona određene koncentracije.  

Tretman stanica hidrokinonom trajao je 2 h, 1 h i 20 min. Nakon prolaska vremena tretmana 

hidrokinon je uklonjen, te su stanice isprane sa 100 µL fosfatnog pufera. Potom je u svaku 

jažicu dodano po 100 µL u mediju pripremljena Neutral red boje koncentracija 0,5 mg mL-1 te 

su ploče inkubirane 45 min u CO2 inkubatoru. Radna otopina Neutral red boje pripremljena je 

iz ishodišne otopine Neutral red boje (tablica 4 i tablica 5). Nakon isteka vremena boja je 

izvađena, stanice su ponovno isprane fosfatnim puferom, te je potom u svaku jažicu dodana 

otopina za odbojavanje.  

Ispitivanja citotoksičnosti hidrokinona na humanu staničnu liniju raka mokraćnog mjehura 

(T24) rađena su sa i bez oporavka. Tretman bez oporavka podrazumijeva mjerenje rezultata 

neposredno nakon tretmana hidrokinonom, dok su kod tretmana s oporavkom stanice nakon 

tretmana hidrokinonom inkubirane ponovno u mediju 24h u CO2 inkubatoru te su tek tada 
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napravljena potrebna mjerenja. Na spektrofotometru je izmjerena apsorbancija pri valnoj 

duljini 520 nm. Postotak preživljenja izračunat je prema sljedećoj formuli: 

Preživljenje stanica (% u odnosu na kontrolu) = (A520nm hidrokinona / A520nm kontrole)* 100 

 

3.2.3. Testiranje prooksidativnog učinka hidrokinona DCFH-DA metodom 

Prooksidativni učinak hidrokinona određivali smo DCFH-DA fluorimetrijskim testom. Ovaj 

test se često koristi za otkrivanje reaktivnih kisikovih međuprodukata i za procjenu ukupnog 

oksidativnog stresa. DCFH-DA lako prolazi kroz staničnu membranu, nakon čega ga 

unutarstanične esteraze deacetiliraju. Dobiveni 2',7'diklorodihidrofluorescein (DCFH) reagira 

sa slobodnim radikalima koji potječu od vodikovog peroksida (ili nekog drugog oksidirajućeg 

kisikovog spoja) u stanici i oksidira se u fluorescentni 2',7' diklorofluorescein (DCF) (Afri i 

sur., 2004). 

U crne mikrotitarske pločice od 96 jažica nacijepljeno je 100 μL stanica koncentracije 105 

stanica mL-1. Potom je stanicama dodan RPMI medij, i sve je ostavljeno 24h da stanice 

adheriraju za dno jažica. Nakon vezanja stanica za dno medij je uklonjen, a stanice su 

tretirane sa 100 μL otopine hidrokinona određene koncentracije. Pločice su ostavljene u CO2 

inkubatoru  pri temperaturi od 37ºC na tretman od 2h, 1h te 20 min. Nakon tretmana iz jažica 

je uklonjen hidrokinon, stanice su isprane sa 100 μL fosfatnog pufera te tretirane sa 100 μL 

0,05 mM otopine DCFH-DA (tablica 8) i ostavljene 45 minuta u CO2 inkubatoru. Nakon 

isteka vremena mjeri se intenzitet fluorescencije pri valnoj duljini λem=485 i λex= 530 nm. 

Indukcija slobodnih radikala izračunata je prema sljedećoj formuli: 

Indukcija slobodnih radikala (% u odnosu na kontrolu) = (intezitet flourescencije tretiranih stanica/ % 

preživljenja) / intezitet flourescencije kontrole * 100 

 

3.2.4. Testiranje utjecaja hidrokinona na vezanje bakterija za humanu staničnu liniju raka 

mokraćnog mjehura (T24) 

U mikrotitarske ploče s 24 bunarića nacijepljen je volumen od 1 mL stanične suspenzije 

koncentracije 105 stanica mL-1. Stanice sa RPMI medijem su ostavljene 24 h u CO2 

inkubatoru, te su potom tretirane otopinom hidrokinona i stavljene na tretman od 2h i 1 h.  
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Nakon uklanjanja otopine hidrokinona stanice su isprane fosfatnim puferom, te je u svaku 

jažicu nacijepljeno 500 μL ranije pripremljene bakterijske suspenzije čija je optička gustoća 

podešena na 0,3 (OD600, Optical density). Nakon 30 min, s humanih stanica je uklonjena 

bakterijska suspenzija te su stanice isprane fosfatnim puferom. Potom je u svaku jažicu 

dodano 100 μL 0,01 % Triton X-100 otopine (tablica 7.) i pločice su odstajale 15 min u 

termostatu na 37 ºC.  

Mikrorazrijeđenja stanica pripremljena su u mikrotitarskoj pločici, do milijuntog razrjeđenja.  

Bakterije su zatim nacijepljene na LB i M9-minimalne hranjive podloge s laktozom te su 

stavljene u termostat na vremenski tretman od 48 h. Nakon isteka vremena izbrojane su 

porasle bakterije, te je postotak adhezije u odnosu na kontrolu koja nije bila tretirana 

hidrokinonom izračunat prema sljedećoj formuli: 

% adhezije bakterija=(broj poraslih tretiranih bakterijskih stanica/ mL suspenzije) /(broj poraslih netretiranih 

bakterijskih stanica/ mL suspenzije) * 100 

 

3.3. STATISTIČKA OBRADA PODATAKA 

Statistička obrada podataka provedena je u statističkom programu SPSS 17.0 (IBM, Chicago, 
SAD). Podaci su obrađeni korištenjem one way ANOVA testa uz statističku značajnost od 
95%.  
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4. REZULTATI I RASPRAVA 
 

Zbog svojih ljekovitih svojstava napitci pripravljeni od lišća medvjetke već se dugi niz godina 

koriste kod liječenja infekcija mokraćnog mjehura. Baktericidna aktivnost pripravka se 

pripisuje hidrokinonu koji je u ovom radu upotrijebljen kao svježi ekstrakt u koncentracijama 

koje su uobičajene za dnevnu konzumaciju napitka pripravljenog od navedene biljke. 

Ispitivanje citotoksičnog učinka hidrokinona na ove stanice napravljen je Neutral red 

metodom. Također, testiran je i prooksidativni učinak ekstrakta hidrokinona DCFH- DA 

metodom. Svi dobiveni podaci su statistički obrađeni i prikazani grafički. 

 

4.1. CITOTOKSIČNOST HIDROKINONA NA BAKTERIJU E. coli 

Ispitivanje citotoksičnosti hidrokinona na bakterijsku kulturu E. coli provedeno je u dva 

različita uvjeta tretmana (sa i bez aeracije) kako bi se utvrdilo da li uvjeti pod kojima se vrši 

ispitivanje citotoksičnosti utječe na krajnji rezultat.  

Oba tretmana pod različitim uvjetima trajala su 2 h, odnosno 1 h, i korištene su iste 

koncentracije hidrokinona (1,32 μg mL-1, 32,2 μg mL-1, 220 μg mL-1 i 880 μg mL-1).  
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Slika 9. Grafički prikaz ovisnosti postotka (%) preživljenja bakterijske kulture E. coli o koncentraciji 

hidrokinona 
 

*- statistički značajna razlika u odnosu na kontrolu (p < 0,05) 

(a-d) – statistički značajna razlika u odnosu na koncentracije (µg/mL) a (1,32), b (32,2), c (220), d (880) 

 

Rezultati ovog eksperimenta su statistički obrađeni i prikazani grafički (slika 9.) te jasno 

pokazuju citotoksično djelovanje hidrokinona na bakteriju E. coli. Iz grafičkog prikaza se vidi 

kako vrijeme izlaganja bakterijskih stanica hidrokinonu ima utjecaj na preživljenje 

bakterijskih stanica. Produženjem tretmana s 1 h na 2 h vidljiv je porast preživljenja kod 

koncentracija 1,32 μg mL-1, 220 μg mL-1 i 880 μg mL-1.  

Iz grafičkog prikaza se dalje može zaključiti kako najveću citotoksičnost pokazuje 

koncentracija od 880 μg mL-1 kod suspenzije tretirane na tresilici u vremenu od 1 h, a 

najmanju ali i dalje statistički značajnu citotoksičnost u odnosu na kontrolu pokazuje 

koncentracija od 880 μg mL-1 čuvana u termostatu u vremenskom tretmanu od 2 h.  

Jasno se može uočiti da je trend preživljenja bakterije znatno veći kod bakterijske suspenzije 

koja je tretirana u termostatu, čime je dokazana  pretpostavka kako se toksični učinak 
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hidrokinona na bakteriju pojačava ukoliko je tijekom tretiranja bakterije hidrokinonom 

suspenzija izložena stalnoj homogenizaciji, jer se na taj način stanice ne talože na dno čime se 

postiže ujednačeniji tretman hidrokinonom.  

Antimikrobni učinak biljnih ekstrakata definira se kao MIK vrijednost odnosno kao najniža 

antimikrobna koncentracija ispitivane tvari koja će spriječiti vidljivi rast mikroorganizma 

(Taguri i sur., 2006). Najčešći mehanizmi djelovanja antimikrobnih tvari na bakterijsku 

stanicu su: poremećaj transmembranskog staničnog transporta i inhibicija aktivnog transporta 

kroz staničnu membranu, inhibicija kataboličkih/anaboličkih reakcija, poremećaji replikacije, 

gubitak integriteta stanične membrane što dovodi do gubitka esencijalnih unutarstaničnih 

sastojaka i direktna liza stanice (Denyer i Stewart, 1998).  

Jurica (2016) je u svom radu istraživao antimikrobno djelovanje ekstrakta obične planike 

(Arbutus unedo L.) i glavnih sastavnica lista obične planike: arbutina i njegovog metabolita 

hidrokinona. Za istraživanje antibakterijskog učinka korišteni su standardni laboratorijski 

sojevi bakterija E. coli, P. Aeruginosa, K. pneumoniae ESBL  i E. faecalis  i dvije gljivice C. 

albicans i C. Parapsilosis. Budući da u lužnatom urinu biotransformacijom iz arbutina nastaje 

antimikrobno aktivan hidrokinon, ispitane su i vrijednosti MIK-ova hidrokinona. U 

istraživanju je korištena vodena i metanolna otopina hidrokinona koncentracije 256 mg mL-1. 

Hidrokinon je pokazao najjači učinak na ispitivane mikroorganizme u usporedbi s ekstraktima 

lista i arbutinom. Za hidrokinon (vodena otopina i 20 %-tna metanolna otopina) dokazan je 

snažan antimikrobni učinak za E. faecalis ATCC 29212 i 39997 (MIK 0,2 mgmL-1), a umjeren 

antibakterijski učinak za sve ostale ispitivane sojeve bakterija. Hidrokinon je pokazao snažan 

antifungalni učinak na kliničke sojeve C. albicans i C. parapsilosis s vrijednostima MIK-a od 

0,2 mg mL-1 bez obzira na vrstu otapala, a na standardni soj C. albicans bio je djelotvoran 

samo u metanolnoj otopini s vrijednosti MIK-a od 0,2 mg mL-1. Kod vodene otopine 

hidrokinona unatoč nedostatku inhibicijskog učinka u orijentacijskom testu kod K. 

pneumoniae ESBL 39772 uočena je niska vrijednost MIK-a koja ukazuje na umjeren 

antimikrobni učinak (0,8 mg mL-1). Istraživanje Jurice (2016) potvrdilo je pretpostavku da je 

za antimikrobni učinak lista obične planike direktno odgovoran hidrokinon, a indirektno 

arbutin. Dobiveni rezultati su u skladu s rezultatima ovog istraživanja, gdje se također vidi 

umjeren antimikrobni učinak hidrokinona na E.coli kod tretmana približno istom 

koncentracijom od 220 μg mL-1, uz iznimku tretmana u tresilici od 1 h gdje je postotak 

preživljenja manji od 50 %. 
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4.2. CITOTOKSIČNOST HIDROKINONA NA HUMANU STANIČNU LINIJU 
RAKA MOKRAĆNOG MJEHURA (T24) 

Citotoksičnost hidrokinona na humanu staničnu liniju raka mokraćnog mjehura određena je 

Neutral red metodom. Neutral red test pruža kvantitativnu procjenu broja živih stanica u 

kulturi. Jedan je od najčešće korištenih testova citotoksičnosti, a bazira se na prolasku i 

akumulaciji boje „neutral red“ u lizosome živih stanica. Uslijed oštećenja membrane lizosoma 

ili smrti stanica, boja se ne nakuplja u lizosomima (Babich i sur., 1991).  

Stanice su tretirane s 4 koncentracije hidrokinona: 1,32 μg mL-1, 32,2 μg mL-1, 220 μg mL-1, 

880 μg mL-1 a tretman je trajao 2h, 1h odnosno 20 min u uvjetima tretmana sa i bez oporavka.  

Koncentracije od 220 μg mL-1 i 880 μg mL-1 pokazale su visoku citotoksičnost na stanice u 

oba slučaja, a vrijeme izlaganja  T24 stanica hidrokinonu nije značajno utjecalo na postotak 

preživljenja. Rezultati citotoksičnosti hidrokinona na stanice raka mokraćnog mjehura koje su 

tretirane bez oporavka prikazani su na slici 10. 

 

 
Slika 10. Grafički prikaz ovisnosti postotka (%) preživljenja T24 stanica o koncentraciji hidrokinona i 

vremenu izlaganja stanica ekstraktu bez oporavka 
 

*- statistički značajna razlika u odnosu na kontrolu (p < 0,05) 

(a-d) – statistički značajna razlika u odnosu na koncentracije (µg/ml) a (1,32), b (32,2), c (220), d (880) 



26 

 

Iz grafičkog prikaza na slici 10. vidljivo je kako najniža koncentracija ekstrakta od 1,32 μg 

mL-1 kod sva tri vremenska tretmana nema ni citotoksično ni proliferativno djelovanje na 

humanu staničnu liniju raka mokraćnog mjehura T24 u odnosu na kontrolu. Kod 

koncentracija od 220 μg mL-1 i 880 μg mL-1 koja odgovara količini arbutina u jednoj šalici 

napitka odnosno dnevnoj dozi napitka pripravljenog od medvjetke uočen je jako citotoksičan 

učinak s obzirom na to da je preživljenje manje od 60% u sva tri vremenska razdoblja 

tretmana (osim koncentracije 220 μg mL-1 koja kod tretmana od 20 min pokazuje više od 60% 

preživljenje). Produženjem vremenskog tretmana primjećuje se o porast citotoksičnog učinka 

hidrokinona na T24 staničnu liniju.  

 
Slika 11. Grafički prikaz ovisnosti postotka (%) preživljenja T24 stanica o koncentraciji hidrokinona i 

vremenu izlaganja stanica ekstraktu s oporavkom 
 

*- statistički značajna razlika u odnosu na kontrolu (p < 0,05) 

(a-d) – statistički značajna razlika u odnosu na koncentracije (µg/ml) a (1,32), b (32,2), c (220), d (880) 

 

Iz grafičkog prikaza na slici 11. koja pokazuje rezultate citotoksičnosti hidrokinona na 

humanu staničnu liniju raka mokraćnog mjehura T24 koje su podvrgnute tretmanu 24-satnog 

oporavka vidi se  da kod sva tri vremenska tretmana koncentracije od 32,2 μg mL-1, 220 μg 

mL-1 i 880 μg mL-1 imaju statistički značajan citotoksični učinak na T24 stanice. 

Koncentracija od 1,32 μg mL-1 koja predstavlja teorijsku vrijednost hidrokinona u jednoj 

šalici napitka pripremljenog iz ekstrakta medvjetke ne pokazuje citotoksičan efekt na T24 
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stanice kod tretmana hidrokinonom 20 min i 1 h već samo kod produljenog djelovanja od 2 h 

(oko 80 % preživljenje). Prema tome možemo zaključiti da sve četiri ispitivane koncentracije 

hidrokinona imaju određeni citotoksičan učinak na T24 staničnu liniju prilikom 2-satnog 

tretmana. Dvije najveće koncentracije (220 i 880 μg mL-1) imaju izrazito visok stupanj 

citotoksičnog utjecaja jer je preživljenje stanica nakon 24 satnog oporavka manji od 20%. 

Rezultati citotoksičnosti hidrokinona na T24 staničnu liniju s oporavkom i bez oporavka 

pokazuju da kod sva tri vremenska tretmana koncentracije hidrokinona od 220 μg mL-1 i 880 

μg mL-1 imaju značajan citotoksični učinak na humanu staničnu liniju raka mokraćnog 

mjehura s time da je u slučaju s oporavkom taj učinak puno drastičniji. U konačnici, može se 

zaključiti  kako koncentracija hidrokinona koja odgovara količini hidrokinona koja se unese 

konzumacijom jedne doze (šalice) napitka pripravljenog od medvjetke (uz pretpostavku da 

sav arbutin tijekom konzumacije metabolizira u hidrokinon) rezultira značajnom 

citotoksičnošću na humanu staničnu liniju raka mokraćnog mjehura. 

Rezultati koje su De Arriba i sur. (2013) dobili testiranjem u uvjetima in vitro također 

potvrđuju genotoksični rizik od izlaganja višim koncentracijama hidrokinona, ali navode kako 

je genotoksični rizik izlaganja koncentraciji hidrokinona od 11 μg kg-1, koja bi ujedno 

odgovarala količini hidrokinona stvorenoj metabolizmom maksimalne dnevno dopuštene 

koncentracije arbutina (420 mg), relativno nizak. Wiliams i sur., (2007) u svom istraživanju in 

vivo govore o pozitivnom učinku hidrokinona kod mužjaka Fischer 344 štakora pri dozama 

25-100 mg kg-1 gdje nije uočena hepatotoksičnost, već je naprotiv, hidrokinon pokazao 

antikancerogeni učinak. 

Jurica i sur. (2017) u istraživanju su proučavali mehanizme toksičnosti hidrokinona i odnose 

između njegovih citotoksičnih, genotoksičnih i citogenetičkih učinaka na ljudskim 

limfocitima periferne krvi. Tretman hidrokinonom trajao je 24 h, a korištene koncentracije 

hidrokinona bile su 8, 140 i 280 μg mL-1. Posljedice izlaganja testiranom spoju istražene su 

primjenom testa za otkrivanje stanica u apoptozi i nekrozi, komet-testa u alkalnim uvjetima i 

tzv. cytome inačice citohalazinom blokiranog mikronukleus-testa. Sve korištene koncentracije 

hidrokinona izazvale su relativno nisku citotoksičnost u limfocitima, koji većinom ugibaju 

apoptozom. Međutim, pri istim koncentracijama primjenom komet-testa uočene su značajne 

promjene u razinama primarnih oštećenja DNA u odnosu na kontrolu.  
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Prema European Medicines Agency (2012) arbutin, odnosno njegov metabolit hidrokinon pri 

koncentraciji koja odgovara maksimalnom dopuštenom dnevnom unosu arbutina, je pokazao 

vrlo nizak potencijal za izazivanje stanične smrti što dovodi do zaključka kako hidrokinon u 

ovome obliku nije toksičan za organizam, već služi kao antiseptik mukoznih membrana u 

bubrezima. Može se pretpostaviti da je razlog kontradiktornosti spomenutih radova s ovim 

istraživanjem činjenica koju su Peng i sur. (2013) iznijeli u svom radu, a koja kaže kako 

postoje jasne razlike utjecaja hidrokinona na određeni tip stanica, što upućuje na selektivnu 

citotoksičnost hidrokinona. 

Pereira i sur. (2014) su istraživali učinak hidrokinona na stanicama karcinoma debelog crijeva 

(HCT116) i satnicama fibroblasta. Pokazalo se da tretman hidrokinonom ima dozno ovisan 

citotoksičan učinak na preživljenje HCT116 stanica i fibroblasta. Koncentracije hidrokinona 

od 227 μM, 454 μM, 908 μM, 2270 μM i 4541 μM značajno su smanjile preživljenje stanica. 

U usporedbi s kontrolom, metabolička aktivnost drastično se smanjila nakon izlaganja bilo 

kojoj koncentraciji jednakoj ili većoj od 227 μM hidrokinona. Ovaj negativan učinak na 

metaboličku aktivnost bio je učinkovitiji kod HCT116 stanica (11,25 %) nego kod stanica 

fibroblasta (43,22  Vrijeme trajanja tretmana iznosilo je 24 h, znatno duže od trajanja 

tretmana ovog rada što treba uzeti u obzir prilikom tumačenja i usporedbe rezultata rada 

Pereira i sur. (2014) u kojem je najniža koncentracija hidrokinona od 227 μM pokazala 

citotoksičan učinak na stanice HCT116, za razliku od koncentracije hidrokinona korištene u 

ovom radu od 293 μM (32,2 μg mL-1) koja nije pokazala značajnu citotoksičnost na humanu 

staničnu liniju raka mokraćnog mjehura. U konačnici sintezom rezultata ovog rada i rada 

Pereira i sur. (2014) proizlazi kako izlaganje određenih staničnih linija koncentraciji 

hidrokinona koja odgovara koncentraciji hidrokinona u jednoj šalici napitka pripravljenog od 

medvjetke (uz pretpostavku da sav arbutin tijekom konzumacije metabolizira u hidrokinon) 

rezultira značajnom citotoksičnošću na ispitivane stanične linije. 
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4.3. PROOKSIDATIVNI/ANTIOKSIDATIVNI UČINAK HIDROKINONA NA HUMANU 

STANIČNU LINIJU RAKA MOKRAĆNOG MJEHURA (T24) 

Prooksidativni učinak hidrokinona određen je DCFH-DA (2',7'-diklorodihidrofluorescein-

diacetat)  fluorimetrijskim testom. Korištene su 4 koncentracije hidrokinona, a vremensko 

trajanje tretmana iznosilo je 2h, 1 h te 20 min. Rezultati prooksidativnog učinka hidrokinona 

prikazani su grafički na slikama 12 i 13. 

 
Slika 12. Grafički prikaz utjecaja hidrokinona na indukciju slobodnih radikala na T24 stanice bez 

oporavka 
 

*- statistički značajna razlika u odnosu na kontrolu (p < 0,05) 

(a-d) – statistički značajna razlika u odnosu na koncentracije (µg/ml) a (1,32), b (32,2), c (220), d (880) 

 

Iz grafičkog prikaza na slici 12. vidljivo je značajno antioksidacijsko djelovanje tri 

koncentracije hidrokinona: 1,32 μg mL-1, 32,2 μg mL-1  i 220 μg mL-1  kod sva tri vremenska 

tretmana. Ove tri koncentracije hidrokinona najznačajniji antioksidacijski kapacitet pokazale 

su prilikom tretmana od 1 h . 

Koncentracija od 32,2 μg mL-1  najznačajniji antioksidacijski kapacitet pokazala je pri 

vremenu izlaganja od 20 min, a kod ostala dva vremenska tretmana pokazuje približno isti 

oksidacijski kapacitet. Prilikom sva tri vremenska tretmana koncentracija hidrokinona od 880 

μg mL-1  djelovala je prooksidativno. Ista koncentracija kod tretmana od 2 h i 20 min 
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statistički je značajna u odnosu na kontrolu, što znači da izaziva indukciju slobodnih radikala 

u stanicama raka mokraćnog mjehura. 

 
Slika 13. Grafički prikaz utjecaja hidrokinona na indukciju slobodnih radikala na T24 stanice s 

oporavkom 
 

*- statistički značajna razlika u odnosu na kontrolu (p < 0,05) 

(a-d) – statistički značajna razlika u odnosu na koncentracije (µg/ml) a (1,32), b (32,2), c (220), d (880) 

 

 Iz grafičkog prikaza na slici 13. vidljivo je da je statistički značajno antioksidacijsko 

djelovanje na stanice raka mokraćnog mjehura koje su podvrgnute tretmanu oporavka (T24) 

kod vremena tretiranja od 2 h i 1 h pokazala koncentracija hidrokinona od 32,2 μg mL-1. Kod 

koncentracija hidrokinona od 220 μg mL-1 povećavanjem vremena izlaganja uočava se 

snižavanje prooksidativnog potencijala.  

Najjači antioksidacijski potencijal pokazala je koncentracija od 32,2 μg mL-1  pri vremenu 

izlaganja od  1 h. Koncentracije 220 μg mL-1  i 880 μg mL-1  kod sva tri vremena izlaganja 

pokazuju statistički značajnu razliku u odnosu na kontrolu što znači da iste koncentracije 

potiču indukciju slobodnih radikala u stanicama raka mokraćnog mjehura.  

U konačnici iz dobivenih rezultata ispitivanja prooksidativnog učinka hidrokinona na 

humanoj staničnoj liniji raka mokraćnog mjehura proizlazi da hidrokinon u koncentraciji od 

32,2 μg mL-1 koja odgovara količini hidrokinona u jednoj šalici napitka pripravljenog od 

medvjetke pri vremenskom tretmanu od 2  h i 1 h pokazuje antioksidacijsko djelovanje, ali pri 
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koncentraciji koje predstavljaju količinu hidrokinona koja se unese konzumacijom dnevno 

preporučene doze napitka pripravljenog od medvjetke hidrokinon pokazuje prooksidativno 

djelovanje. 

Rezultati ovog istraživanja potvrdili su ranija zapažanja o antioksidacijskom ali ujedno i 

prooksidativnom djelovanju polifenolnih spojeva biljaka. Halliwell (2008) u svom 

istraživanju iznosi kako reaktivne kisikove vrste dovode do starenja stanica, mutageneze, 

kancerogeneze te uzrokuju oksidaciju lipoproteina niske gustoće, te da prehrana bogata 

polifenolnim spojevima utječe na smanjenje rizika od bolesti povezanih sa starenjem. U in 

vitro uvjetima dokazao je antioksidacijski učinak polifenolnih spojeva, čemu pripisuje njihovo 

zaštitno djelovanje. Međutim, Halliwell iznosi kako polifenolni spojevi u određenim uvjetima 

i koncentracijama mogu djelovati i prooksidativno.  

Jurica i sur. (2017) u istraživanju toksičnosti hidrokinona koncentracija 8, 140 i 280 μg mL-1 u 

vremenskom tretmanu od 2 h na ljudskim limfocitima periferne krvi primjenom komet testa 

uočili su značajne promjene u razinama primarnih oštećenja DNA u odnosu na kontrolu. 

Statistički značajno snižene vrijednosti svih parametara komet-testa u odnosu na kontrolne 

stanice upućuju na specifične mehanizme međudjelovanja hidrokinona i DNA, odnosno 

nastanka ukriženih veza u molekuli DNA i nastanak adukata u DNA nakon izloženosti 

dvjema višim koncentracijama hidrokinona. Povišene vrijednosti lomova u DNA, uočene 

nakon izlaganja najnižoj ispitanoj koncentraciji, upućuju na veći značaj oksidacijskih 

oštećenja i utjecaj mehanizama povezanih s inhibicijom enzima topoizomeraze. Kontroverze 

koje nastaju usporedbom rezultata ovog rada koji pokazuje antioksidacijska svojstva 

hidrokinona u koncentraciji od 1,32 μg mL-1 i 32,2 μg mL-1 i rada Jurice i sur. koji pokazuje 

oksidacijsko djelovanje koncentracije hidrokinona od 8 μg mL-1 možemo protumačiti kroz 

značajnu razliku u duljini trajanja tretmana i dokazanu tvrdnju kako se fenolni antioksidansi 

počinju ponašati kao prooksidansi u određenim uvjetima koji omogućuju njihovu 

autooksidaciju (Hagerman i sur., 1998). 
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4.4. UTJECAJ HIDROKINONA NA VEZANJE BAKTERIJA ZA STANIČNU 
LINIJU RAKA MOKRAĆNOG MJEHURA (T24) 

Kod ispitivanja utjecaja hidrokinona na vezanje bakterija za stanice T24 korištena je bakterija 

E. coli. Stanična linija raka mokraćnog mjehura tretirane je vodenom otopinom hidrokinona 

koncentracije 1,32 μg mL-1 32,2 μg mL-1  i 880 μg mL-1 u trajanju od 2 h i 1 h. Potom su 

stanice 30 min tretirane bakterijskom suspenzijom. Mikrorazrjeđenja su nacijepljena na 

hranjive podloge, te je nakon 24 h izračunat postotak adhezije bakterija koji je prikazan na 

slici 14. 

 
Slika 14. Grafički prikaz utjecaja hidrokinona na adheziju bakterija na T24 stanice 

 
*- statistički značajna razlika u odnosu na kontrolu (p < 0,05) 

(a-d) – statistički značajna razlika u odnosu na koncentracije (µg/ml) a (1,32), b (32,2), c (220), d (880) 

Na grafičkom prikazu vidljivo je značajno smanjenje postotka adhezije E. coli kod svih 

koncentracija neovisno o vremenskom tretmanu. Najjači efekt na adheziju bakterije 

hidrokinon postiže pri vremenskom tretmanu od 1 h u koncentraciji od 1,32 μg mL-1, a 

približno isti efekt ima i koncentracija hidrokinona od 220 μg mL-1  kod tretmana od 2 h. 

Statistički značajna razlika u djelovanju javlja se među koncentracijama od 1,32 μg mL-1  i 

220 μg mL-1  pri vremenskom tretmanu od 1 h. 

Türi i sur, (1997) istraživali su učinak ekstrakta medvjetke na promjenu površinske 

hidrofobnosti i adheziju na stanice domaćina SAT testom (Salt aggregation test). Test je 

urađen sa 155 sojeva E. coli, a tretman bakterija ekstraktom medvjetke trajalo je 15 min. 
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Istraživanje je pokazalo kako ovaj ekstrakt znatno poboljšava hidrofobnost bakterije E. coli i 

njezina agregacijska svojstva. Iako točan spoj u ekstraktu medvjetke koji uzrokuje promjenu 

hidrofobnosti nije poznat autori navode kako dokazani efekt ekstrakta medvjetke može 

dovesti do smanjenja sposobnosti bakterije za vezanje na stanice domaćina što posljedično 

dovodi do lakšeg izlučivanja ovih bakterija iz organizma prirodnim putem. 

Iz gore navedenog istraživanja dolazimo do zaključka kako su biološki aktivne tvari 

medvjetke značajni inhibitori adhezije bakterijskih kultura za stanične linije, što u konačnici 

potvrđuju rezultati i ovog rada u kojem je dokazana inhibitorna ulogu hidrokinona prilikom 

vezanja bakterije E. coli za staničnu liniju raka mokraćnog mjehura. 
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5. ZAKLJUČAK  
 

1. Hidrokinon pokazuje značajno citotoksično djelovanje na bakteriju E. coli. 

Produženjem vremena izlaganja bakterijskih stanica hidrokinonu toksični učinak se 

smanjuje. 

2. Toksični učinak hidrokinona na bakteriju jače je izražen kod suspenzije koja je 

tijekom tretiranja izložena stalnoj homogenizaciji čime se postiže ujednačeniji 

tretman. 

3. Koncentracije hidrokinona od 220 μg mL -1  i 880 μg mL -1  djeluju citotoksično na 

humane stanice raka mokraćnog mjehura, neovisno o duljini vremena tretmana. 

4. Najviša koncentarcija hidrokinona djeluje prooksidativno na stanice raka mokraćnog 

mjehura, dok najniže korištene koncentracije hidrokinona imaju antioksidacijsko 

djelovanje na stanice raka mokraćnog mjehura. 

5. Hidrokinon u korištenim koncentracijama inhibira vezanje bakterije E. coli na staničnu 

liniju raka mokraćnog mjehura smanjujući adhezivni učinak. 
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