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SAZETAK

Medvjetka (Arctostaphylos uva-ursi L.) je biljka koja se tradicionalno Kkoristi u
terapeutske svrhe za lijeCenje akutnih urinarnih infekcija, a njezina antisepticka svojstva mogu
se pripisati hidrokinonu koji nastaje primarno hidrolizom arbutina. S obzirom da pacijenti
oboljeli od urinarne infekcije vrlo ¢esto uz antibiotik nitrofurantoin koriste i biljne pripravke na
bazi medvjetke, vazno je poznavati postoji li i kakvo je medudjelovanje hidrokinona kao
aktivne tvari medvjetke i nitrofurantoina.

Ciljevi ovog rada bili su: utvrditi bioloski u¢inak Sirokog raspona koncentracija aktivnih
tvari vodenog ekstrakta medvjetke na stanice probavnog sustava (CAL 27, AGS, Caco-2,
HepG2) i mokra¢nog mjehura (T24) te na prirodnu humanu mikrobiotu nakon konzumacije
terapeutskih napitaka; utvrditi utjecaj hidrokinona, nitrofurantoina i njihove kombinacije na
promjenu profila ekspresije proteina T24 stanica, kao i njihov potencijalni genotoksi¢ni u¢inak.

Ukupni fenolni sastav 1 antioksidacijski potencijal ekstrakta odredeni su
spektofotometrijski, a pojedinacni spojevi arbutin i hidrokinon teku¢inskom kromatografijom
visoke djelotvornosti (HPLC). Provedena je in vitro probava kako bi se odredila stabilnost
ekstrakta prilikom konzumacije te su spektrofotometrijskim metodama odredeni bioloski ucinci
ekstrakta na stani¢ne linije probavnog sustava (CAL 27, AGS, Caco-2) i jetre (HepG2) u
uvjetima in vitro. Stani¢na linija karcinoma mokra¢nog mjehura (T24) kori$tena je kao modelni
sustav ispitivanja citotoksi¢nog, prooksidacijskog i genotoksi¢nog ucinka hidrokinona,
nitrofurantoina i njihove smjese pomoc¢u metoda Neutral Red, DCFH-DA i mikronukleus
cytome testa. Takoder, razlika u ekspresiji proteina u T24 stanicama nakon tretmana
spomenutim spojevima, odredena je koristec¢i spektrometriju masa (MALDI/TOF-TOF, ESI-
QQQ i ESI-Q-TOF).

Glavni rezultati ovog rada pokazuju da je potrebna veca kontrola sastava proizvoda na
bazi liS¢a medvjetke kako bi se osigurala kvaliteta 1 pouzdanost terapijskog tretmana.
Hidrokinon kao glavni bioloski aktivni spoj ekstrakta medvjetke u smjesi s antibiotikom
nitrofurantoinom ima sinergisticko djelovanje na T24 stanice mokra¢nog mjehura u vidu
smanjenja prezivljenja, poveéanja proooksidacijskog ucinka i genotoksi¢nog djelovanja te
promjene ekspresije proteina usmjereno na organizaciju citoskeleta preko regulacije
polimerizacije aktinskih filamenata, biosintezu nezasi¢enih masnih kiselina, procesiranje

mRNA i proteina te odrZavanje narusene stanicne homeostaze.

Kljucéne rijeci: biolosko djelovanje, hidrokinon, in vitro, nitrofurantoin, smjesa spojeva, vodeni

ekstrakt 1iS¢a medvjetke



SUMMARY

Bearberry (Arctostaphylos uva-ursi L.), is a plant traditionally used to treat acute urinary
infections. Its antiseptic properties can be attributed to hydroquinone, which is formed primarily
by the hydrolysis of arbutin. It is crucial to understand if the active ingredient in bearberry,
hydroquinone, interacts with nitrofurantoin because patients with urinary infections frequently
utilise herbal remedies based on bearberry in addition to the antibiotic.

The aim of this study was to determine the biological effect of a wide range of
concentrations of the aqueous extract of bearberry. Biological effects were investigated on the
cell lines originated from the digestive system (CAL 27, AGS, Caco-2, HepG2), the urinary
bladder (T24), and the human microflora after the consumption of therapeutic drinks.
Additionally, to identify the impact of hydroquinone, nitrofurantoin, and their combination on
the modification of the protein expression profile in T24 cells as well as their possible genotoxic
effects.

Total polyphenol content and antioxidant capacity of the extract were assessed
spectrophotometrically. High-performance liquid chromatography (HPLC) was used to identify
the separate components, arbutin and hydroquinone. The stability of the extract during
consumption was assessed using in vitro digestion model, and spectrophotometric techniques
were used to investigate the biological effects of the extract on human cell lines. The
hydroquinone, nitrofurantoin, and their mixes were tested for their cytotoxic, prooxidative, and
genotoxic effects using the Neutral Red, DCFH-DA, and micronucleus cytome assays on the
bladder cancer cell line (T24). Additionally, mass spectrometry (MALDI/TOF-TOF, ESI-QQQ
and ESI-Q-TOF) were used to identify the differences in protein expression in T24 cells
following treatment with the aforementioned drugs.

The primary findings of this study indicate that stricter control of the ingredients in the
products made from bearberry leaves is required to guarantee the safety and effectiveness of
their use in supportive therapy. In combination with the antibiotic nitrofurantoin, the
biologically active compound in bearberry extract, hydroquinone, has a synergistic effect on
T24 cells in the urinary bladder by reducing survival, increasing pro-oxidative effects and
genotoxic effects, and by altering the expression of proteins that organise the cytoskeleton by

controlling the polymerization of actin filaments and the biosynthesis of unsaturated fatty acids.

Keywords: biological activity, hydroquinone, in vitro, nitrofurantoin, mixture of compounds,

aqueous bearberry leaf extract
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1. UVOD

Infekcije mokraénog sustava su u vecini slu¢ajeva uzrokovane bakterijama, a najcesce
izolirani uropatogen je Escherichia coli (75 — 90 % izolata; Sheerin i Glover, 2019). Uzro¢ni
soj bakterije E. coli ¢esto se moze naci u crijevnoj mikrobioti Zene u vrijeme urinarne infekcije.
Ova Cinjenica potvrduje hipotezu prema kojoj je vlastita fekalna flora domacina najces¢i izvor
E. coli koja uzrokuje infekciju (Yamamoto i sur., 1997). Uz dobro poznat uzrok crijevnih
infekcija preko kontaminirane vode za pice, kao i u vode za rekreaciju, provedeno je mnogo
manje istrazivanja koja bi mogla potvrditi moze li prisutnost E. coli u zalihama vode ili okolisu
u kojem se ljudi izlazu (npr. rekreacijska izloZzenost vodi poput plivanja) povecati rizik od
izvancrijevnih infekcija, ukljuuju¢i urinarne infekcije (Graham i sur., 2021). Nadalje,
procijenjeno je da je priblizno 8 % ljudskih izvancrijevnih patogenih sojeva E. coli koje su
uzrokovale infekcije mokraénog sustava potjeCe iz hrane zivotinjskog porijekla (Liu i sur.,
2023). Uropatogene bakterije se vezu na glikolipide i glikoproteine epitelne povrSine
mokra¢nog mjehura pa ne mogu biti isprane mlazom urina i proizvode toksine koji ometaju
epitelni integritet ¢ime omogucavaju bakterijsku invaziju te povecavaju rizik infekcije
(Behzadi, 2020). U terapiji lijeCenja urinarnih infekcija koriste se razli¢iti antibiotici Koji u
vecini sluc¢ajeva dovode do uspjesnog lijecenja, ali njihova prekomjerna uporaba rezultirala je
selekcijom bakterijskih patogena rezistentnih na antibiotike $to dovodi do Sirenja antibioticke
rezistencije (Fair i Tor, 2014). Zbog kroni¢ne prirode infekcija urinarnog trakta i potencijalne
rezistencije na antibiotike, obecavajuci pristup prevenciji i lije¢enju je uporaba ljekovitog bilja,
odnosno izoliranih bioloski aktivnih tvari iz biljaka. Biljni medicinski pripravci mogu biti
ucinkoviti pri pojavi prvih znakova infekcije, a takoder se primjenjuju i1 za kratkotrajnu
profilaksu te bi mogli smanjiti otpornost bakterija na antibiotike (Fazly Bazzaz i sur., 2018).
Budu¢i da nekoliko poznatih biljnih antimikrobnih spojeva u svojoj strukturi sadrzi razlicite
funkcionalne skupine, za antimikrobno djelovanje bioloski aktivnih tvari odgovorno je vise
razli¢itih mehanizama (Khameneh i sur., 2019). Odredeni bioloski aktivni spojevi u biljkama
prisutni su kako bi zastitili biljku od patogenih mikroorganizama te se najces¢e aktiviraju
prilikom okoli$nih stresnih uvjeta u kojima se biljka nade. Prema tome, takvi spojevi nasli su
primjenu kod prevencije i lijeCenja bakterijskih infekcija u Zivotinja i ljudi. Mnogi od ovih

spojeva izlucuju se preko urina i koriste se kao urinarni antisepticki agensi.

Biljni ljekoviti proizvodi koji sadrze ekstrakte lis¢a medvjetke [Arctostaphylos uva-ursi
(L.) Sprengel] koriste se Cesto u individualnoj terapiji nekompliciranih infekcija urinarnog

trakta (Glockl i sur., 2001). Medvjetka je biljka koja nastanjuje planinske predjele sjeverne
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hemisfere s dugom povijescu koriStenja u zapadnoj biljnoj medicini (Trill i sur., 2017). Listovi
sadrze glikozid arbutozid (arbutin) koji se najprije apsorbira u crijevima (Yarnell, 2002). U
prijasnjim istrazivanjima veéinska razgradnja arbutina povezivala se s crijevnim bakterijama
koje enzimski cijepaju arbutin na slobodni hidrokinon izravno u crijevnom lumenu. Danas se
zna da je gustoca bakterija u tankom ljudskom covjeka vrlo niska te je doprinos bakterija
hidrolizi arbutina u crijevima vrlo mali (de Arriba i sur., 2013). Stoga glavnu ulogu u nastanku
hidrokinona ima jetra. U jetri se arbutin deglikozilira na glukozu i aglikon hidrokinon koji se
nakon toga konjugira sa sulfatnim i glukuronidnim derivatima. Konjugati koji nastaju su
prekursori slobodnog hidrokinona koji se izlucuje preko urina te se u bazicnim uvjetima
razgraduje do slobodnog hidrokinona (Yarnell, 2002). Nadalje, konjugati hidrokinona nisu
reaktivni ili toksi¢ni i uklanjaju se urinom bez interakcije s bilo kojim organom ili tkivom
(Quintus i sur., 2005). Hidrokinon se takoder moze naci u li¢u biljke u slobodnom obliku, ali
u zanemarivoj koli¢ini (< 0,3 %; Braga i sur., 2020). Ostali spojevi opisani u kemijskom profilu
medvjetke su ursoli¢na kiselina, taninska kiselina, galna kiselina, p-kumarinska kiselina,
siringi¢na kiselina, galoil arbutin, galotanini (do 20 %), a iz skupine flavonoida dominiraju
glikozidi kvercetina, kempferola i miricetina (Stefanescu i sur., 2019). Do danas nije istrazena
in vitro probavna stabilnost arbutina i hidrokinona nakon konzumacije ekstrakta medvjetke, ve¢
je samo utvrdeno da se arbutin ne hidrolizira u tretmanu 0,1 M HCI pri sobnoj temperaturi i 40
°C nakon 72 h (Braga i sur., 2020). Nadalje, konjugati hidrokinona mogu se hidrolizirati u
alkalnim uvjetima urina, tvore¢i slobodni hidrokinon koji ima antimikrobni u¢inak na bakterije
koje uzrokuju infekcije mokra¢nog mjehura (Yarnell, 2002). Dugotrajna izlozenost slobodnom
hidrokinonu povezana je s indukcijom toksi¢nosti u razli¢itim organima, poput jetre i bubrega,
ali mu se ne pripisuju genotoksi¢ni i kancerogeni ucinci (McGregor, 2007).

Jedan od antibiotika koji je koristi zadnjih tridesetak godina, a na koji bakterije nisu
razvile rezistenciju je nitrofurantoin. Upotrebljava se za prevenciju i lije¢enje infekcija bubrega,
mokra¢nog mjehura i drugih infekcija mokra¢nog sustava. U znanstvenoj literaturi dostupno je
malo podataka o njegovom toksi¢nom djelovanju prilikom dugotrajne izlozenosti s obzirom da
se kao profilaksa ovaj antibiotik moze uzimati mjesecima ili godinama. Gotovo svi opisi
toksi¢nosti nalaze se u izvjesc¢ima sastavljenim na temelju rezultata dobivenih tijekom akutne
1zlozenosti nitrofurantoinu (<14 dana) i to u pojedina¢nim slu¢ajevima S$to iziskuje dodatna
istrazivanja (Muller i sur., 2017). Njegov jedinstveni mehanizam djelovanja, specifi¢nost
mjesta djelovanja, postizanje visokih razina u urinu i niske koncentracije u serumu, te njegova

bakteriostatska ucinkovitost protiv Gram-negativnih i Gram-pozitivnih bakterija pruzaju
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Valdes i sur., 2010). S obzirom da pacijenti oboljeli od urinarne infekcije vrlo ¢esto uz
propisanu antibioti¢ku terapiju koriste i biljne pripravke na bazi medvjetke vazno je poznavati
postoji li i kakvo je medudjelovanje hidrokinona kao aktivne tvari medvjetke i nitrofurantoina.
Pregledom dosadasnje literature nisu pronadeni podaci o citotoksicnosti i
antioksidacijskom/prooksidacijskom u¢inku hidrokinona i nitrofurantoina na stanice karcinoma
mokraénog mjehura (T24) kao pojedinacnih spojeva, a ni u smjesi.

UnatoC prirodnom podrijetlu, biljne spojeve treba tretirati kao kemijske spojeve ili
mjeSavinu spojeva koji, ovisno o uvjetima, mogu pokazati sinergisticka, antagonisticka i
potencirajuca svojstva ili mogu utjecati na promjenu proteomskog profila izlozenih stani¢nih
linija (Hashiguchi i sur., 2017). S obzirom da se nitrofurantoin i medvjetka koriste u prevenciji
urinarnih infekcija, potrebno je ispitati njihov toksikoloski profil i potencijalno toksicno
sinergisticko djelovanje. Nadalje, Gagyor 1 sur. (2021) pokazali su da je pocetno lijecenje
nekompliciranih urinarnih infekcija ekstraktom medvjetke rezultiralo smanjenom potrebom za
lijeCenje antibioticima, ali je dovelo do zabrinutosti za sigurnu primjenu zbog ucestale pojave
pijelonefritisa 1 poviSene tjelesne temperature.

Ciljevi istrazivanja u ovom radu su:

1. provesti kvalitativnu i kvantitativhu analizu standardno pripremljenih napitaka ekstrakta
medvjetke i produkata nakon in vitro probave te utvrditi toksiéni i
antioksidacijski/prooksidacijski u¢inak Sirokog raspona koncentracija aktivnih tvari na stanice
probavnog sustava i ciljnog organa djelovanja koji je ocekivan nakon prekomjerne
konzumirane koli¢ine napitka tijekom dana;

2. utvrditi u¢inak bioloski aktivnih tvari i metabolita ekstrakta medvjetke na prirodnu humanu
mikrobiotu;

3. utvrditi utjecaj hidrokinona, nitrofurantoina i njihove smjese na promjenu profila ekspresije
proteina stanica mokra¢nog mjehura T24 te istraziti njihov genotoksi¢ni uéinak.

Rezultati istrazivanja upotpuniti ¢e saznanja o citotoksicnom te antioksidacijskom
djelovanju arbutina i hidrokinona na stanice probavnog sustava, jetre i mokra¢nog mjehura kao
I 0 njihovoj biodostupnosti tijekom in vitro probave. Utvrdit ¢e se antimikrobno djelovanje na
predstavnike normalne mikrobiote te urinarnog patogena E. coli. Ocekivani znanstveni
doprinos bit ¢e u odredivanju genotoksi¢nog ucinka i promjene proteomskog profila u T24
stanicama karcinoma mokra¢nog mjehura nakon djelovanja hidrokinona kao pojedinacnog

spoja te smjese u kombinaciji s nitrofurantoinom.
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2. OPCI DIO

2.1. Fitokemikalije

Fitokemikalije su sekundarni metaboliti male molekulske mase koji se prirodno nalaze
u biljkama. Razlikuju se od primarnih biljnih tvari jer nisu esencijalne za opstanak biljke. Ove
bioloski aktivne molekule su uklju¢ene u interakciju izmedu biljke i njezine okoline. Dugi niz
godina fitokemikalije su smatrane prirodnim toksikantima koji su potencijalno Stetni, no
posljednjih desetljec¢a sve su viSe prepoznate zdravstvene dobrobiti prehrane bogate biljnim
prirodnim spojevima. Fitokemikalije mogu ogranic¢iti dostupnost hranjivih tvari i povecati
propusnost crijevne stijenke. Nalaze se u biljkama u niskim koncentracijama i obi¢no imaju
neki farmakoloski ucinak. One biljci sluze kao obrana od insekata, gljivica i drugih
mikroorganizama; kao regulatori rasta, pigmenti i daju aromu. Jo§ od davnina se koriste u
obliku ljekovitog bilja, zacina, ¢ajeva ili hrane. S razvojem vrlo osjetljivih analitickih metoda,
veliki dio takvih spojeva sada je moguce identificirati. Fitokemikalije mogu imati zdravstvene
prednosti ili Stetne ucinke, ovisno o kemijskoj strukturi i primijenjenoj dozi (Leitzmann, 2016).

Do danas nije poznat to¢an broj fitokemikalija, a procjene prelaze sto tisuca tvari. Vrsta
spoja i koncentracija u biljkama vrlo Cesto varira i ovisna je o okoliSnim uvjetima (podneblje,
sastav tla, postotak vlage, ja¢ina UV zracenja te broj suncanih dana). MjeSovitom
zapadnjackom prehranom, dnevno se unosi 1,5 g fitokemikalija pri ¢emu vegetarijanci 1 vegani
mogu imati puno vec¢i unos sekundarnih biljnih metabolita. Trenutno ne postoje preporucene
doze unosa fitokemikalija. Jo§ uvijek je potreban odgovarajuéi okvir za utvrdivanje
preporuc¢enih doza unosa jer njihove priznate zdravstvene dobrobiti nije lako definirati u
kontekstu nutritivne vaznosti (Wallace i sur., 2015). Klasifikacija fitokemikalija temelji se na
njihovom kemijskom sastavu i strukturi te dokazanim funkcionalnim karakteristikama. Glavne
skupine fitokemikalija navedene su u tablici 1.

Dosadasnja saznanja o uéincima fitokemikalija pokazuju da mogu imati pozitivne
zdravstvene ucinke. Najjaci zastitni uc¢inak je uocen kada se veliki broj razli¢itih fitokemikalija
konzumira s hranom biljnog podrijetla Sto vjerojatno ima kumulativni ili sinergisti¢ki uc¢inak.
Toksi¢ni potencijal fitokemikalija je zanemariv sve dok se prehrambene navike ogranic¢ene na

cjelovitu hranu, a ekstrakti ili izolati se izbjegavaju (Leitzmann, 2016).
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Tablica 1. Klasifikacija fitokemikalija i njihov glavni u¢inak na zdravlje (prema Leitzmann,
2016).

Dokazani zdravstveni ucinci fitokemikalija

Fitokemikalija

A B © D E F G H I
Karotenoidi X X X X
Fitosteroli X X
Saponini X X X X
Glukozinolati X X X

Fenoli X X X X X X X X

Inhibitori proteaze X X X
Monoterpeni X X X

Fitoestrogeni X X X

Sulfidi X X X X X X X X

A = antikancerogeni; B = antimikrobni; C = antioksidacijski; D = antitrombocitni; E =
imunomodulatorna svojstva; F = protuupalni; G = utjecaj na krvni tlak; H = utjecaj na

smanjenje kolesterola; | = utjecaj na razinu glukoze u krvi

2.2.  Fenolni spojevi

Fenolni spojevi su najzastupljenije fitokemikalije u prehrani ¢ovjeka. Razlicitih su
kemijskih struktura i imaju razlicita bioloSka svojstva. Pozitivni zdravstveni ucinci fenolnih
spojeva ispoljit ¢e se ovisno 0 prehrambenim navikama te o njihovoj stabilnosti koja pak ovisi
o temperaturi, pH, dostupnosti kisika, enzimima te drugim sastojcima hrane. Metode obrade
prehrambenih proizvoda poput pasterizacije pozitivno utjeCu na mikrobioloSku stabilnost te
produljenje roka trajanja, ali takoder mogu utjecati na degradaciju fenolnih spojeva i drugih
bioloski aktivnih tvari jer su to Cesto termolabilni spojevi (Brownmiller i sur., 2008).
Posljedi¢no tome, sve viSe se istrazuje liofilizacija kojom se nastoje oCuvati izvorna svojstva
zeljenih proizvoda (Adetoro i sur., 2020). Fenolne spojeve nalazimo u svim biljnim tkivima, a
bitni su biljkama jer ih Stite od insekata, mikrobnih infekcija, UV zracenja te za privlacenje
oprasivaca (Rodriguez-Mateos i sur., 2014). U vocu i povréu ih nalazimo vezane za Secere U
obliku glikozida, a dijele se u dvije velike skupine: flavonoidi i ne-flavonoidi. Razlikujemo ih
prema polozaju OH skupina, stupnju oksidacije aromatskog prstena te stupnju nezasi¢enosti
(Del Rio i sur., 2013).
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Fenolni spojevi kao antimikrobni agensi utjeCu na promjenu propusnosti stani¢ne
membrane mikroorganizama, a dokazana je 1 visoka korelacija izmedu toksi¢nosti i
hidrofobnosti razli¢itih fenolnih spojeva. Vezanjem hidrofobnih dijelova molekule fenola za
stanicnu membranu, propusnost membrane se povecava te dolazi do istjecanja stani¢nog
sadrzaja ili ometanja funkcije membranskih proteina §to dovodi do poremecaja bakterijske
strukture (Coppo i Marchese, 2014). Osim ucinka na stani¢nu membranu, flavonoidi takoder
inhibiraju sintezu nukleinske Kiseline (uzrokovanu inhibicijom topoizomeraze) i energetski
metabolizam (uzrokuju inhibiciju NADH-citokrom c reduktaze ili ATP sintaze) kao i prekid
sinteze stani¢ne stijenke i stani¢ne membrane (Cushnie i Lamb, 2011). Kinoni imaju potencijal
za stvaranje ireverzibilnih kompleksa s nukleofilnim aminokiselinama u proteinima. Prema
tome, vjerojatna ciljna mjesta u bakterijskoj stijenki su na povrsini izlozeni adhezini, polipeptidi
i enzimi vezani na membranu (Cowan, 1999). Proantocijanidini posjeduju nekoliko
mehanizama djelovanja kao $to su destabilizacija stani¢ne membrane, inhibicija izvanstani¢nih
enzima ili direktno djelovanje na mikrobni metabolizam (Daglia, 2012). Djelovanje galotanina
moze se pripisati njihovom afinitetu prema Zeljezu, a takoder je povezano s inaktivacijom
proteina vezanih za membranu. Zeljezo je potrebno u nizu bitnih bioloskih procesa, a samo
nekoliko vrsta bakterija raste u nedostatku zeljeza. Kako bi izdvojile Zeljezo iz hranjivog
supstrata, mnoge bakterije izlu¢uju siderofore, nosace niske molekularne tezine s visokim
afinitetom za Fe3*. Antimikrobno djelovanje galotanina prepoznato je u vidu njihovog afiniteta
za Fe?" i Fe®* te se mogu smatrati strukturnim i funkcionalnim analozima sideroforima (Engels
I sur., 2011). Kumarini uzrokuju redukciju stani¢nog disanja, a terpeni zbog svoje lipofilne
prirode uzrokuju poremecaje Strukture stani¢ne membrane. Konaéno, alkaloidi, jedni od
najranije izoliranih bioaktivnih komponenti iz biljaka, ¢esto interkaliraju u DNA, a mogu
uzrokovati poremecaj aktivnosti enzima kao $to su esteraze, DNA- i RNA-polimeraze te

poremecaj stani¢nog disanja (Stefanovié, 2018).

2.3.  Urinarne infekcije i uropatogeni

Infekcije mokra¢nog sustava godiSnje pogadaju oko 150 milijuna ljudi pa se prema tome
ubrajaju u najéesSce bakterijske infekcije (McLellan i Hunstad, 2016). lako su infekcije
zastupljene 1 kod muskaraca i kod Zena, opcenito ih se smatra boleS¢u koja pogada primarno
zene. To potvrduje i podatak da 50 % zZena najmanje jednom u zivotu ima infekciju mokra¢nog
sustava, dok je kod muskaraca taj postotak mnogo nizi te iznosi 14 % (Locke, 2022). Glavni

razlog spomenute razlike je u duljini urinarnog trakta. U Zena je mokracna cijev anatomski
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mnogo krac¢a pa je zbog toga omogucena laksa adhezija i kolonizacija patogenih bakterija te

konacno njihova migracija do mokra¢nog mjehura.

Crijevna (intestinalna) mikrobiota je mikrobna zajednica koja naseljava probavni trakt
covjeka (Novak i Kos, 2022). Crijevne bakterije uzrokuju infekciju kada prodru iz probavnog
sustava, koloniziraju periuretralno podrucje, te prodru u uretru razli¢itim mehanizmima
(McLellan i Hunstad, 2016). Infekcije mokra¢nog sustava mogu se podijeliti na simptomatske,
asimptomatske, kroni¢ne, akutne (prve ili pojedinaéne), rekurentne, komplicirane i
nekomplicirane (Gray i Robinson, 2010). Primjenom antimikrobnog lijeka u dovoljno dugom
razdoblju, potrebno je lijeciti sve simptomatske infekcije. Nekomplicirane infekcije se lijece
najcesc¢e kroz sustav primarne zdravstvene skrbi, a u cilju sprjeCavanja ponavljanja
uroinfekcija, ali i prilikom lije¢enja pacijenti ¢esto primjenjuju razli¢ite biljne pripravke i to

najcesce u obliku ¢aja da tako sprijece ili olakSaju simptome bolesti.

U 80 % slucajeva infekcija mokraénog sustava, uzro¢nik je bakterija E. coli (Flores-
Mireles i sur., 2015). Ova Gram-negativna Stapicasta bakterija je dio normalne crijevne
mikrobiote ¢ovjeka. E. coli ima potencijal izazvati tri Siroke kategorije infekcija: crijevne
infekcije, urogenitalne infekcije i meningitis. Prema tome, patogena bakterija E. coli se moze
kategorizirati kao crijevna patogena E. coli i izvancrijevna patogena E. coli, koje ukljucuje
uropatogenu E. coli i E. coli povezanu s meningitisom. Uropatogena E. coli je najéesci etioloski
uzro¢nik urinarnih infekcija i uzrokuje 68 — 77 % ponovljenih infekcija mokraé¢nog sustava.
Bakterije imaju organe za pokretanje (flagele ili pili), a u kolonizaciji epitela mokraénog
mjehura pomazu im adhezini odnosno povrSinske molekule na bakterijskim stanicama koje
prepoznaju receptore na epitelu mjehura (Vranes, 1994). Prilikom kolonizacije, bakterije
ispustaju toksine i proteaze koje razgraduju proteine prisutne u okolnim stanicama te si tako

osiguravaju hranjive tvari.

Uropatogeni sojevi bakterije E. coli imaju sposobnost ulaska u epitelne stanice
mokra¢nog mjehura putem procesa ovisnog o aktinu i1 mikrotubulima koji je posredovan
pilijima tipa 1, filamentoznim ljepljivim organelima koje kodiraju gotovo svi izolati. Adhezin
FimH povezan s distalnim vrhovima pila tipa 1 veZe receptore domacina glikoproteina koji
sadrze manozu, a koji ukljucuju uroplakin (posebno UP1a) i komplekse integrina a341. Jednom
internalizirana unutar stanice, uropatogena bakterija E. coli se moze ili translocirati natrag iz
stanica domacina ili prenijeti u kasne endosomske odjeljke gdje mogu dugo opstati u latentnom
stanju, Cesto vezani mrezom aktinskih filamenata. Alternativno, unutar povrsinskih stanica

mjehura gdje su aktinski filamenti obi¢no rijetki, E. coli se moze probiti u citosol domacina i
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brzo se razmnozavati, tvore¢i velike inkluzije nalik na biofilm u bliskoj povezanosti s
intermedijarnim filamentima domacina. Inkluzije su unutarstani¢ne bakterijske zajednice
(IBC), odnosno privremena mikrobna zarista u kojima se broj bakterijskih stanica povecava
prije Sirenja na okolne povrsine, a karakteristicne su za akutni stadij infekcije te je rasprsenje
bakterijskih stanica iz inkluzija klju¢no za daljnji put infekcije. Formiranje unutarstani¢nih
bakterijskih zajednica specifi¢no je samo kod urinarnih infekcija Gram-negativnim bakterijama
koje eksprimiraju fimbrije tipa 1. Takoder, IBC sa strukturama sli¢nim biofilmu zasti¢eni su od
komponenti imunoloskog odgovora domacina, ukljucujuéi neutrofile, ali i od antibiotika
(Anderson i sur., 2004). Ulazak bakterija u epitelne stanice i unutarstani¢no perzistiranje
definirani su medusobnom komunikacijom domacina i patogena. Poremeéa;j tih procesa mogao
bi predstavljati glavno ciljno mjesto djelovanja novih sredstava za prevenciju u lijeCenje

kroni¢nih infekcija unutar urinarnog trakta (Dhakal i sur., 2008).

Ekstrakt medvjetke se najCeSée koristi u lijeCenju nefritisa, bubreznih kamenaca i
bakterijskih infekcija nizeg urinarnog trakta uzrokovanih Gram-negativnim bakterijama kao sto
su E. coli i Proteus vulgaris (Nile i Park, 2013) te Staphylococcus aureus i Bacillus subtilis
(Naffati i sur., 2017). Koristi se za lije¢enje akutnih infekcija pri kojima je broj uropatogena
<10° stanica/mL (Schindler i sur., 2002)

2.4.  Biljka medvjetka [Arctostaphylos uva-ursi (L.) Spreng.]

Medvjetka ili medvjede grozde je grmolika, zimzelena biljka iz porodice vrijesova
(Ericaceae). Naziv vrste potjee od latinskog uva (grozde) i ursus (medvjed) jer medvjedi
navodno rado jedu plodove medvjetke. Naraste do 30 cm visine, ali do 1 m u §irinu te prekriva
trpkog okusa (slika 1). Cvjetovi su dvospolni zvonolikog oblika, a plodovi okrugle crvene bobe
promjera 6 — 8 cm te dozrijevaju u kolovozu i rujnu (Naffati i sur., 2017). Raste uglavnom na
neplodnim i kiselim podru¢jima, a manjim dijelom u Sumskim predjelima. Nalazimo je u
gorskim i pretplaninskim podruc¢jima juzne Europe, Azije i Sjeverne Amerike (Asensio i sur.,
2020). U Hrvatskoj je zastupljena na Velebitu i u Gorskom kotaru do 2000 m nadmorske visine.
Zivotni vijek joj je vise od 100 godina i ugroZena je biljna vrsta u Europi te je uvritena na
crvenu listu (eng. European Red List) ljekovitog bilja (Bilz i sur., 2011). U komercijalnom
obliku najcesce se koriste listovi koji se konzumiraju u obliku napitka Caja. Lis¢e medvjetke se
stolje¢ima Kkoristi u narodnoj medicini kao bogat izvor sekundarnih metabolita (Stefanescu i
sur., 2019).
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Slika 1. Biljka medvjetka (Arctostaphylos uva-ursi L.): (A) populacija vristine (B) populacija
borove Sume , (C) plodna jedinka (D) jednogodiSnji izboji (E) suhi materijal; bijele
linije predstavljaju duljinu 1 cm zbog lakse percepcije realne veli¢ine (prema Sugier i
sur., 2021).

Posljednjih desetlje¢a upotreba biljaka u ljekovite svrhe naglo raste zbog sve vece
potraznje za prirodnim ljekovitim proizvodima, biljnim lijekovima i sekundarnim metabolitima
biljaka (Chen i sur., 2016). Proizvodi biljnog podrijetla i njihovi derivati su vazan izvor novih
terapeutskih spojeva pa je i sve veci pritisak za skupljanje biljnog materijala iz njihovih
prirodnih stanista $to je ¢esto ograni¢eno zakonskim regulativama s ciljem ocuvanja i odrzivog
koriStenja ljekovitog bilja (Larsen i Olsen, 2007). Dosadasnja istrazivanja su pokazala da Zetva
zratne biomase u nezasticenim podru¢jima smanjuje sposobnost regeneracije populacije
medvjetke. Prema tome, u sklopu odrzivog upravljanja populacijom, formulirane su preporuke

i smjernice za berbu ove vrste iz njezinog prirodnog stanista (Recasens i sur., 2008).

Listovi medvjetke su visoko cijenjeni i trazeni od strane farmaceutske i kozmeticke
industrije u Europi. Posljednjih nekoliko godina, intenzivno je istrazivan kemijski sastav listova
medvjetke i pronadeno je da su listovi bogat izvor fitokemikalija, posebice fenolnih spojeva
(Kurkin i sur., 2018). Glavna bioloski aktivna komponenta medvjetke je fenolni glikozid

arbutin. Arbutin je prirodni sastojak vrsta porodice Ericaceae medu kojima medvjetka sadrzi
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najvise ovog spoja (Stefanescu i sur., 2019). Takoder, utvrdeno je kako liS¢e brano u jesen ima
veéi sadrzaj arbutina, u odnosu na ono koje se skuplja u proljece (Parejo i sur., 2001). Visoka
razina arbutina u biljkama je povezana s prilagodbom na uvjete stresa kao $to su niske
temperature ili uvjeti suse (Pop i sur., 2009). Kemijski profil lis¢a medvjetke je okarakteriziran
prisutnos$¢u ursoli¢ne, taninske, galne, p-kumarinske i siringi¢ne kiseline, galoil arbutina,
galotanina i1 glikozidnih forma flavonoida kao $§to su kvercetin, kempferol i miricetin
(Stefanescu i sur., 2019). S obzirom na bogat fenolni sastav listova, upravo navedeni spojevi su
zasluzni za terapeutska svojstva biljke medvjetke s antimikrobnim, protuupalnim i diuretskim

u¢inkom te snaznim antioksidacijskim svojstvima (Naffati i sur., 2017).
2.4.1. Zakonska regulativa o upotrebi biljnih proizvoda

U Hrvatskoj, na temelju ¢lanka 19. stavka 7. Zakona o lijekovima (»Narodne novine,
br. 71/07 i 45/09) donesen je ,,Pravilnik o stavljanju u promet te o oznacavanju i oglasavanju
tradicionalnih biljnih lijekova® propisan od strane Ministarstva zdravstva i socijalne skrbi.
Ovim pravilnikom definirano je Povjerenstvo za biljne lijekove (eng. Committee for Herbal
Medicinal Products, HMPC) pri Europskoj agenciji za lijekove sastavljeno od stru¢njaka na
podrucju biljnih lijekova koji pripremaju prijedlog popisa biljnih tvari, pripravaka i njihovih
kombinacija koje se primjenjuju kao tradicionalni biljni lijek, s podacima o indikacijama, jacini,
dozi, putu primjene i drugim podacima potrebnim za sigurnu primjenu tradicionalnog biljnog
lijeka (eng. draft Community list of herbal substances, preparations and combinations thereof
for use in traditional herbal medicinal products).

2.5. Bioloski aktivni spojevi liS§¢a medvjetke
2.5.1. Arbutin

Arbutin, poznat i kao g-arbutin, je glukozid hidrokinona. Prvi put je identificiran u lis¢u
obi¢ne planike (Arbutus unedo L.). Strukturno se razlikuje od izomera a-arbutina po prisutnosti
S-glukoze umjesto a-glukoze. Nakon otkrica i prve identifikacije ovog spoja, pronaden je joS u
otprilike 50 drugih biljnih porodica. Arbutin se koristi kao sredstvo za izbjeljivanje koze
(depigmentacija) te je sastojak komercijalno dostupnih kozmetickih proizvoda jer inhibira
proizvodnju melanina inhibicijom enzima tirozinaze, koji ima klju¢nu ulogu u melanogenezi
(Liuisur., 2022). Dok je lis¢e glavni izvor arbutina kod vecine biljaka, on je prisutan i u drugim
dijelovima biljke, npr. nadzemnim dijelovima, cvjetovima, plodovima, stabljici 1 gran¢icama.
Prisutnost arbutina u korijenu zabiljezena je samo kod biljke Picrorhiza scrophulariiflora (Yin
i sur., 2010).
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Osim svojstva izbjeljivanja koze, arbutin je pokazao i druga terapeutska svojstva kao
Sto su antioksidacijska, antimikrobna i protuupalna (Xu i sur., 2022) te ima potencijal kao
antitumorski agens (Yang i sur., 2021; Zeng i sur., 2022). Informacije dobivene iz objavljene
literature o arbutinu pokazuju da ovaj spoj posjeduje citotoksi¢na svojstva kod nekoliko
tumorskih stani¢nih linija ukljucujuci tumore mokra¢nog mjehura, kostiju, mozga, dojke, vrata
maternice, debelog crijeva, zeluca, jetre, prostate i koze (Wang i sur., 2021a; Hazman i sur.,
2022).

Opcenito, arbutin se smatra sigurnim za vanjsku primjenu, osobito u koncentracijama u
kojima se koristi u kozmetickim proizvodima. Prema misljenju znanstvenog odbora za
sigurnost potrosaca (eng. Scientific Committee on Consumer Safety, SCCS), pojedinac¢na
izlozenost a-arbutinu (2 % u kremi za lice i 0,5 % u losionu za tijelo) i g-arbutina (7 % u kremi
za lice) smatra se sigurnom kao i njihova smjesa u istim koncentracijama (SCCS Scientific
Committee on Consumer Safety, 2023). Medutim, neke su studije pokazale odredene razine
toksic¢nosti arbutina pri razli¢itim koncentracijama u uvjetima in vitro i in vivo (Lukas i sur.,
2010). Kang i sur. (2012) su pokazali u svojem istraZivanju sposobnost arbutina da inducira
imunotoksi¢nost u kulturama splenocita (Stanice slezene) izolirane iz miSa. Uocen je i
genotoksi¢ni ucinak arbutina na profiliranje diferencijalne ekspresije gena u stanicama
humanog melanoma A375 kroz njegov utjecaj na tumorogenezu i povezane nuspojave (Cheng
i sur., 2007). Takoder, pronadeno je da razina toksi¢nosti arbutina ovisi o na¢inu izlaganja,
spolu, vrsti i soju glodavaca te da je subkroni¢na i kroni¢na toksi¢nost na zivotinjskim
modelima ograni¢ena na nefrotoksi¢nost (O’Donoghue, 2006). Informacije dostupne u literaturi
upucuju na nisku razinu toksic¢nosti arbutina nakon njegove oralne primjene u visokim dozama
u misevima (LDsg = 9804 mg/kg) i Stakorima (LDso = 8715 mg/kg) (Seyfizadeh i sur., 2012),
kao 1 dermalnu toksi¢nost u Stakora 1 miSa (LDsg = 928 mg/kg). Medutim, daleko viSe
objavljenih radova istaknulo je razli¢ite zastitne 1 pozitivne zdravstvene u€inke arbutina, npr.
citoprotektivne i1 hepatoprotektivne ucinke (Pecivova i sur., 2014; Mir i sur., 2021), Cije

dobrobiti vjerojatno nadmasSuju minimalni toksi¢ni u¢inak ovog spoja.

2.5.2. Metabolizam arbutina

Prvotno su se crijevne bakterije smatrale odgovornima za glavnu razgradnju arbutina na
slobodni hidrokinon i glukozu direktno u lumenu crijeva (slika 2). Nakon apsorpcije,
hidrokinon se metabolizira u jetri stvaraju¢i konjugate hidrokinona koji se dalje uklanjaju

urinom. Medutim, danas se zna da je doprinos crijevnih bakterija u hidrolizi arbutina vrlo mali
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buduci da je gustoca bakterija u tankom crijevu niska te bi se stoga arbutin morao hidrolizirati
u debelom crijevu gdje je prisutan veci broj bakterija kako bi njihov utjecaj bio znacajniji
(Williamson i sur., 2000). U radu autora English i Deisinger (2005) pokazano je da se odredena
koncentracija hidrokinona pojavi u krvi ve¢ nakon 20 min nakon konzumacije kod Stakora soja
F344. U istom radu dokazano je da se 87 — 94 % hidrokinona uklanja putem urina, dok je samo
1 — 3 % hidrokinona nadeno u fecesu nakon 48 h. Zaklju¢no, crijevne bakterije ne mogu biti
odgovorne za glavni metabolizam arbutina. Arbutin je stabilan u kiselim uvjetima Zeluca te se
nepromijenjen prenosi do tankog crijeva. Studije na Stakorima i miSevima U uvjetima in vitro i
in vivo su pokazale da se arbutin u tankom crijevu apsorbira preko Na*/glukoza nosaca (de
Arriba i sur., 2013).

OH
/\ O .wOH
) H O o
glukozidaza
» +
hidroliza W “y,
OH HO' OH
arbutin hidrokinon glukoza

Slika 2. Cijepanje glukozida arbutina na hidrokinon i $ecer glukozu (prema Jurica, 2016).

U ljudskom organizmu, arbutin se brzo apsorbira u tankom crijevu i kasnije matabolizira
u jetri (slika 3). U jetri prvo slijedi deglikozilacija te odmah nakon toga konjugacija s
glukoronskom kiselinom ili sulfatom. Svi nastali metaboliti hidrokinona i slobodni hidrokinon
uklanjaju se iz organizma pomoc¢u bubrega putem urina, no istrazivanjima provedenim na
ljudima, kod veéine ispitanika nisu pronadeni tragovi slobodnog hidrokinona u urinu (Quintus
i sur., 2005). Dokazano je da se preko 85 % arbutina uklanja u obliku konjugata hidrokinona
(hidrokinon-glukuronid i hidrokinon-sulfat), a samo 0,6 % kao slobodni hidrokinon, dok sam
arbutin nije pronaden u urinu ¢ovjeka (English i Deisinger, 2005). Takoder, dokazano je da
hidrokinon nema sposobnost akumulacije u organizmu. Koli¢ina slobodnog hidrokinona
nadena u tkivima, organima i kostima je bila manja od 2 % ukupne primijenjene doze

arbutina/hidrokinona.
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Slika 3. Prikaz farmakokineti¢kog profila arbutina i hidrokinona (HQ). HQ-glu i HQ-sulf
predstavljaju konjugate hidrokinona, hidrokinon-glukuronid i hidrokion-sulfat

(prema de Arriba i sur., 2013). Napravljeno pomocu BioRender.com.

S obzirom na opseznu konjugaciju i brzo izlu¢ivanje, prvenstveno preko urina, smatra
se da je slobodni hidrokin uéinkovito detoksificiran (NTP - National Toxicology Program,
2009). Prema tome, od ukupne konzumirane doze ekstrakta medvjetke, u obzir treba uzeti samo
udio slobodnog hidrokinona koji nastaje nakon metabolizma u jetri i uklanjanja putem urina.
Konjugati hidrokinona koji nastaju u jetri nakon oralne primjene ekstrakta medvjetke nisu
toksi¢ni (de Arriba i sur., 2013). Preporucena dnevna doza arbutina je 400 - 800 mg
raspodijeljena u prosjecno tri doze (terapeutskog napitka) i maksimalnim vremenom tretmana
od 2 tjedna (WHO - World Health Organization, 2004). Siegers i sur. pokazali su da se 70 %
konzumiranog arbutina uklanja nakon 36 h u obliku konjugata hidrokinona preko urina (n =
11). Uzevsi u obzir da je volumen urina tijekom 36 h preko 1500 mL, koncentracija slobodnog
hidrokinona, ¢ijem su djelovanju izlozeni jetra, bubrezi i mokra¢ni mjehur procijenjena je na
priblizno 0,66 ug/mL urina. Dakle, iz terapeutske doze od 420 mg arbutina, samo 0,99 mg
slobodnog hidrokinona cirkulira 1 prisutno je u urinu te 1 na taj nacin u kontaktu s ljudskim

organizmom. Ova koncentracija slobodnog hidrokinona odgovara razini izlozenosti od 11
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ng/kg tjelesne tezine Covjeka u danu gdje je prilikom izracuna kao prosjecna tezina Covjeka

koriStena vrijednost od 60 kg (Siegers i sur., 1997).

2.5.3. Hidrokinon

Hidrokinon (benzen-1,4-diol, CsH4(OH)2) je bioaktivna fitokemikalija prisutna u
mnogim biljkama. Hidrokinon i njegovi derivati su prisutni u mnogim prehrambenim
proizvodima poput psSeni¢nog kruha, vocéa, Caja, piva, crvenog vina i duhana te u
mikroorganizmima (McGregor, 2007). Najveca razina slobodnog hidrokinona (0,02 — 0,05
ug/g) je pronadena u kruSkama. Isto tako, najveca izlozenost covjeka slobodnom hidrokinonu
putem hrane nastaje konzumacijom namirnica podrijetlom iz psenice (0,2 pg/g) koje su prisutne
u vecini obroka. Jedna $alica (300 mL) napitka kave ili ¢aja sadrzi 20 — 90 pg, a jedna Casa
crnog vina (250 mL) 562 pg slobodnog hidrokinona. Takoder, dim cigarete bez filtera sadrzi
110 — 300 pg slobodnog hidrokinona. Buduc¢i da dnevni prosjek u Europi iznosi 18 popusenih
cigareta dnevno, pusaci su izlozeni masenim udjelima hidrokinona u rasponu 33 — 90 ug/kg
tjelesne mase po danu (NTP - National Toxicology Program, 2009)

IzloZenost hidrokinonu poti¢e stvaranje reaktivnih kisikovih vrsta, a samim time i
oksidacijski stres te moguénost oste¢enja DNA, a moguca je putem svakodnevnih i industrijskih
aktivnosti poput izloZzenosti putem hrane, iz okoliSa ili profesionalna izlozenost (Enguita i
Leitdo, 2013). Hidrokinon je glavni metabolit benzena i poznato je da je hepatotoksian i
kancerogen, a neka istrazivanja pokazuju da moze potaknuti rast tumorskih stanica i potisnuti
imunoloski odgovor (Peng i sur., 2013). Koristi se prilikom razvijanja fotografija, a prisutan je
u bojama, lakovima, uljima i motornim gorivima. U svom oksidiranom obliku otrovniji je i
manje razgradiv. Cesto se koristi kao kemijski sastojak dermatoloskih krema (2 — 10 %) za
dugotrajno tretiranje postupalne hiperpigmentacije i za izbjeljivanje koze (McGregor, 2007).
Pokazuje visoku toksi¢nost za vodene organizme i glodavce, a moZe izazvati leukemiju, tumor
bubreznih tubularnih stanica i rak jetre. Takoder je utvrdeno da utjece na odgovor imunoloskih
stanica i uzrokuje nastanak alergijske reakcije pove¢anjem proizvodnje interleukina-4 i razine

imunoglobulina (Enguita i Leitao, 2013).

Budu¢i da metabolickom razgradnjom arbutina nastaju slobodni hidrokinon i glukoza,
zabrinutost u vezi sa sigurnosc¢u slobodnog hidrokinona je potaknula pitanja o sigurnosti biljnih

pripravaka od lis¢a medvjetke (Adesunloye, 2003).
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2.6. Antibiotik nitrofurantoin

Nitriranje heterociklickih spojeva 1940-tih godina dovelo je do stvaranja na tisuée
nitrofurana, medu kojima je i klini¢ki najpoznatiji antibiotik nitrofuranotin koji je 1953. godine
odobren od strane Ameri¢ke Agencije za hranu i lijekove (eng. The United States Food and
Drug Administration, FDA) za lije¢enje infekcija donjeg urinarnog trakta. Njegova primjena je
oslabila pojavom trimetoprima/sulfametoksazola i f-laktamskih antibiotika 70-tih godina
proslog stolje¢a. No, sve veca otpornost na spomenute antibiotike zajedno s nedostatkom novih
oralnih antibiotika u antiinfektivnoj paleti dovela je do ponovne upotrebe ovog ,,starog lijeka“
(slika 4). Prema tome, 2011. godine nitrofuranotin je ponovno preporuc¢en kao prva linija
terapije za infekcije donjeg urinarnog trakta zbog sve veée otpornosti na novije antibiotike,
poput fluorokinolona (Gupta i sur., 2011). Podaci na razini populacije ukazuju na znacéajni
porast propisivanja nitrofurantoina ¢ak i u skupinama pacijenata (muskarci i starije osobe)

kojima se ovaj lijek u proslosti nije preporu¢ivao (Daneman i sur., 2011).

#—JO1IXCO1 - Fusidiénakis. =#—JOIXDO1 - Metronidazol =»=JO1XEQ1l - NITROFURANTOIN

—*—JOIXX01 - Fosfomicin  —*—JOIXX05 - Metenamin
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Slika 4. Trendovi u potros$nji razli¢itih antibiotika u definiranoj dnevnoj dozi (eng. Defined
Daily Dose, DDD) na 1000 stanovnika u danu (prema Huttner i sur., 2015).

Kontinuirana primjena antibiotika u medicini te u razli¢itim industrijama kako bi se
povecala produktivnost i zarada stvara sve veci problem izlozenosti okoliSa visokim
koncentracijama antibiotika. Prema tome, okoli$ni organizmi i mikroorganizmi su izlozeni

akumuliranim dozama razli¢itih antibiotika §to dovodi do rastu¢eg broja pojave antibioticke
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rezistencije, ali i do problema pronalaska djelotvornih spojeva koji ¢e imati antibioticko
djelovanje na razliite patogene. Jedan od spojeva ¢ija baktericidna aktivnost i dalje pokazuje

znacajan ucinak je nitrofurantoin (Munoz-Davila, 2014).

Lijekovi temeljeni na nitrofuranskim spojevima ¢ine obitelj heterocikli¢kih spojeva s
dusikom. Nitrofurantoin je antibiotik Sirokog spektra djelovanja te je time djelotvoran na Gram-
pozitivne i Gram-negativne bakterije, a posjeduje nekoliko mehanizama djelovanja od kojih
niti jedan nije u potpunosti razjasnjen (Huttner i sur., 2015). Antibakterijsko djelovanje
nitrofurantoina temelji se na utjecaju na vise razli¢itih procesa u bakterijskim stanicama kao $to
su izgradnja stani¢ne stijenke, aktivnost odredenih bakterijskih enzima te metabolizam
ugljikohidrata. Utjecaj na metabolizam ugljikohidrata temelji se na sposobnosti ulaska
nitrofurantoina u Krebsov ciklus te inhibicije nastanka ATP-a (Cunha, 1988). Poznato je da
bakterijske unutarstani¢ne nitroreduktaze proizvode aktivni oblik nitrofurantoina preko
redukcije nitro skupine. Nastali meduspojevi su vrlo aktivni te se vezu na bakterijske ribosome
1 inhibiraju nekoliko bakterijskih enzima ukljuc¢enih u sintezu DNA, RNA i druge metabolicke
enzime. U interakciji s ribosomima nastupa inhibicija procesa translacije, pri ¢emu dolazi do
ometanja sinteze proteina $to uzrokuje stani¢nu smrt bakterija (McOsker i Fitzpatrick, 1994).
Trenutno farmakokineti¢ko znanje o nitrofurantoinu kod zdravih osoba i pacijenata s urinarnim
infekcijama se temelji na desetlje¢ima starim istrazivanjima u kojima su koristene relativno

zastarjele laboratorijske i analiti¢ke tehnike.

Nitrofurantoin se nakon oralne primjene brzo apsorbira putem probavnog trakta te se
1zlu€uje iz organizma putem urina, u kojem se nalazi u najvecoj koncentraciji. Upravo zbog
tako brzog metabolizma, nitrofurantoin nema toksi¢an u¢inak na prirodnu crijevnu mikrobiotu
(Vervoort i sur., 2015). Izlu¢ivanje je potpuno unutar 6 sati nakon uzimanja, a koncentracije u
urinu od 200 — 400 pg/mL postizu se nakon doze od 100 mg. Vrijeme polu-zivota (ti)
nitrofuranotina u plazmi ili vrijeme za koje se koli¢ina lijeka u tijelu smanji na pola je 20 min
u pacijenata s normalnom bubreznom funkcijom. BioraspoloZivost nitrofuranotina je 80 %,
osim u bolesnika s tesSkim zatajenjem bubrega kod kojih su koncentracije gotovo nemjerljive u
koncentraciji od 1 mg/L (Cunha, 2006). Nitrofurantoin postize terapeutski aktivne
koncentracije samo u donjem dijelu urinarnog trakta gdje mu je i glavno mjesto djelovanja, a
terapijske koncentracije lijeka u urinu poveéavaju za 40 % ako se nitrofurantoin uzimas hranom
(Cunha, 1988). Stjecanje rezistencije na nitrofurantoin jos uvijek je relativno rijetko, iako ¢e se
vjerojatno povecati s obzirom na njegovu ¢estu upotrebu. Trenutno je rezistencija pokazana u

sluc¢aju bakterije Pseudomonas aeruginosa, kao i kod brojnih vrsta roda Proteus (Grayson i
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Whitby, 2010). Treba napomenuti da trajanje lijeCenja od najmanje 5 dana optimizira
uc¢inkovitost antibioti¢kog djelovanja ovog lijeka. Pokazano je da je toksi¢nost nitrofurantoina
nakon preporucenog doziranja u trajanju manjem od 14 dana blaga i pretezno ograni¢ena na
probavni sustav (Huttner i sur., 2015). Komplikacije, osobito jetrene i pluéne, povezane su s
kratkotrajnom i dugotrajnom uporabom i ¢esc¢e su u zena (Claussen i sur., 2017). Simptomi se
odnose na spektar pluénih promjena, od akutne reakcije preosjetljivosti (unutar 1 — 2 tjedna) do
kroni¢ne pluéne reakcije koja ukljucuje fibrozu (mjeseci do godina izloZenosti). Prevalencija
teSkih nuspojava procijenjena je na 0,2 % u kontroliranim ispitivanjima i 0,02 — 1,5 dogadaja
na 1000 korisnika nitrofuranotina u opservacijskim studijama (Muller i sur., 2017).
Dokumentirano je i da terapiju nitrofurantoinom treba propisivati s oprezom pacijentima s
poznatom osjetljivoscu na lijekove s oksidacijskim svojstvima, osobito s nedostatkom glukoza-
6-fosfat dehidrogenaze (G6PD), kod kojih moze uzrokovati hemoliticku anemiju. Razlog tome
je svojstvo nitrofurantoina da izazove oksidacijski stres nitroredukcijom gdje nastaje nitro
anionski radikal (reagira s molekularnim superoksidnim anionom koji stvara kisik i posljedi¢no
oksidacijski stres), a katalizirana je razli¢itim reduktazama, primjerice CYP450 reduktazom.
Nedostatak G6PD povecéava osjetljivost pojedinca na oksidacijski stres uzrokovan ne samo
lijekovima ve¢ 1 istodobnim bolestima (kao Sto je infekcija) i prehrambenim stresorima. Ova
pojava tipi¢na je za tropsku regiju gdje postoji puno slucajeva antimikrobne rezistencije, a

nedostatak G6PD je ucestao (Recht i sur., 2022).

U slucaju primjene antibiotika u lije€enju urinarnih infekcija, presudna je pH vrijednost
urina koja moze varirati u rasponu 4,5 — 8,5, pri ¢emu je najucestalija pojava blage kiselosti
urina, pH vrijednosti 6 (Meng i sur., 2016). Yang i sur. (2014) pokazali su pojac¢ano djelovanje
i smanjenu minimalnu inhibitornu koncentraciju nitrofuranotina pri pH < 6. Fransen i sur.
(2016) su pokazali da je baktericidni utjecaj nitrofurantoina manji na bakterije E. coli i
Klebsiella pneumoniae ukoliko je urin luznatiji. Mogu¢i razlozi pada aktivnosti nitrofurantoina

u luznatim uvjetima je smanjena stabilnost nitrofurantoina pri viSim pH vrijednostima.

Izvanredna sposobnost bakterija da se prilagode nepovoljnim uvjetima okoline €ini ih
sposobnima prezivjeti pri klini¢ki relevantnim koncentracijama postoje¢ih antibiotika §to
rezultira selekcijom rezistentnih sojeva. Antibiotik, kao selektivni agens, izaziva promjene u
genomu bakterija, pridonoseci razvoju, selekciji i Sirenju rezistentnih sojeva (Barbosa i Levy,
2000). Ovaj proces stecene rezistencije rezultat je brzih mutacija i horizontalnog prijenosa gena
odgovornih za rezistenciju. Horizontalni prijenos gena najéesée se odvija putem plazmida i

transpozona izmedu jedinki istog ili srodnih bakterijskih vrsta, izmedu ¢lanova komenzalne ili
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patogene mikrobiote te izmedu pripadnika razli¢itih okoli$nih stanista, ¢ime se Siri otpornost.
Stovise, postoje dokazi da neki klini¢ki relevantni geni za rezistenciju imaju okoligno podrijetlo

(Wright, 2010).

2.7.  Bioloski ucinak spojeva na stanicu

Bioloska aktivnost se definira kao sposobnost specificnog molekularnog entiteta da
postigne definirani bioloski u¢inak na odredenom cilju, a mjeri se aktivnoscu ili koncentracijom
molekule koja je potrebna da izazove tu aktivnost (Jackson i sur., 2007). Postoje mnoge vrste
bioloske aktivnosti, a izlozenost odredenoj kemikaliji ili smjesi spojeva moze imati metabolicki
ili fizioloski odgovor. Bioloska aktivnost ispitivanih spojeva provodi se pomocu niza testova
na razli¢itim organizmima (in vivo) ili u kulturama stanica (in vitro) te se na taj nacin
procjenjuje u¢inak na zdravlje ljudi. Apsorpcija, distribucija, metabolizam i izlu¢ivanje glavni
su procesi koji se koriste za mjerenje bioloske aktivnosti.

Spojevi koji dolaze u kontakt sa stanicom mogu pokazati toksi¢ni u¢inak putem osteéenja
stanice $to dovodi do niza slozenih procesa. Odgovor stanice na o$te¢enje moze biti reverzibilan
ili ireverzibilan $to nuzno izaziva stani¢nu smrt. Nakon izlaganja stanice toksi¢nim Spojevima
ili njihovim aktivnim metabolitima, dogadaji koji slijede mogu se podijeliti u primarne,
sekundarne i tercijarne. U primarne dogadaje ubrajaju se prve promjene unutar stanice nakon
izlaganja toksi¢nom spoju te ukljucuju lipidnu peroksidaciju, kovalentno vezanje
makromolekula, enzimsku inhibiciju, ishemiju i promjene u razinama tiola. Primarne promjene
su uglavnom reverzibilne te se uklanjanjem uzroka nastala oStecenja popravljaju vracajuci
stanicu u homeostatsko stanje. U vecini sluc¢ajeva glavni inicijator primarnih dogadaja su
slobodni radikali. Nakon primarnog oStec¢enja stanice dolazi do sekundarnih promjena koje
ukljucuju gubitak stani¢ne kontrole te nemoguénost popravka ostecenja. Sekundarni dogadaji
su promjene u strukturi i propusnosti stani¢ne membrane, oSteCenje i inhibicija rada
mitohondrija, promjene u citoskeletu, razgradnja ATP-a, destabilizacija lizosoma, stimulacija
apoptoze 1 ostecenje endoplazmatskog retikuluma. Konacno, tercijarne promjene su steatoza
kod koje dolazi do uklapanja masnih naslaga u tkiva i stanice, nakupljanje vode u stanicama
zbog poremecaja transporta iona kroz membranu (hidropi¢na degeneracija) te stani¢na smrt

(apoptoza i nekroza) (Barba-Ostria i sur., 2022).
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2.7.1. Nastanak slobodnih radikala

Postoji vise oblika reaktivnih vrsta spojeva, a naziv su dobili ovisno o prirodi reaktivnog
atoma koji moze biti kisik, dusik ili sumpor te prema tome razlikujemo kisikove reaktivne vrste
(eng. Reactive Oxygen Species, ROS), dusikove reaktivne vrste i reaktivne vrste sumpora. ROS-
ovi obuhvacaju skupinu molekula dobivenih iz molekularnog kisika redukcija-oksidacija
(redoks) reakcijom ili elektronskom ekscitacijom. Mogu se podijeliti na neradikalne (eng. non-
radical; dva elektrona) i slobodni-radikal (eng. free radical; s barem jednim slobodnim
elektronom) vrste (Zhang i sur., 2019). U neradikalne ROS-ove ubrajamo vodikov peroksid
(H20.), organski hidroperoksid (ROOH), singlet molekularni kisik (:02), elektronski pobudeni
karbonil, ozon (O3) te hipoklornu i hipobromnu kiselinu (HOCI i HOBr). Slobodni radikal vrste
ukljucuju superoksidni anionski radikal (®*O2’), hidroksilni radikal (*OH), peroksidni radikal
(ROO*) i alkoksilni radikal (RO*®). Najreaktivniji oblik ROS-ova je *OH oblikovan iz
vodikovog peroksida redukcijom u metal-kataliziranoj Fenton reakciji ukljucujuci slobodno
zeljezo (Fe?*) koje se prevodi u Fe*. S obzirom na snaznu reaktivnost *OH na mjestu
proizvodnje, njegova toksi¢nost je definirana lokacijom Fe?*. Takoder, *OH je inicijator lipidne
peroksidacije (Sies i Jones, 2020). Stvaranje ROS-ova moze biti egzogeno, iz izvora kao $to su
UV zracenje, otrovne kemikalije, cigarete, lijekovi, zagadivaci, alkohol, fizioloske promjene
(starenje, ozljede 1 upale) 1 tjelovjezba ili endogeno, iz unutarstanicnih izvora ukljucujuci
peroksisome, mitohondrijski metabolizam i NADPH oksidazni kompleks te mijeloperoksidaze,

koji imaju temeljnu ulogu u odrZavanju uravnoteZenog stani¢nog metabolizma (Morry i sur.,

2017).

Reaktivne kisikove vrste (ROS) nastaju kao prirodni nusproizvodi normalne stani¢ne
aktivnosti poput urodene imunosti te sudjeluju u stani¢noj signalizaciji, ali tocna funkcija ROS-
ova unutar slozene metabolicke mreZze nije jo$ uvijek jasna. Oksidacijski stres je stanje
uzrokovano neravnotezom izmedu oksidansa i1 antioksidansa u bioloskom sustavu. Neravnoteza
nastaje kao posljedica prekomjerne razine ROS-ova ili nepravilnog funkcioniranja
antioksidacijskog sustava (Chiurchiu i sur., 2016). Biomolekule (lipidi, proteini i nukleinske
kiseline) vrlo su osjetljive na djelovanje ROS-ova, pa se promjene i modifikacije ovih
biomolekula koje se javljaju u uvjetima stresa mogu koristiti kao markeri za oksidacijski stres.
ATP je neophodan za funkcioniranje, signalizaciju i sveukupne aktivnosti stanice i prepoznat
je kao energetska valuta stanice. Mitohondriji su odgovorni za proizvodnju ATP-a kroz
transportni lanac elektrona i oksidacijsku fosforilaciju. Oni su takoder ukljuceni u proizvodnju

molekula za prevladavanje oksidacijskog stresa zajedno s programiranom stani¢cnom smr¢u i
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drugim respiratornim funkcijama u stanici. Pretpostavlja se da su obogacivanje mitohondrija
raznim redoks enzimima i mitohondrijska disfunkcija odgovorni za proizvodnju ROS-ova u
staniénom okruzenju. Unutarstani¢éno smanjenje ROS-ova regulirano je antioksidacijskim
enzimima kao $to su glutation peroksidaze, katalaze i superoksid dismutaze. Medutim, u nekim
slucajevima antioksidacijski obrambeni mehanizmi mozda nece biti dovoljni za odrzavanje
redoks ravnoteze i mogu se lako zasititi, uzrokujuci trajno oStecenje genoma i toksic¢nost
(Parvez i sur., 2018). U stani¢nim linijama tumorskog podrijetla, visoke razine ROS-ova su
potrebne za odrzavanje brze stope proliferacije. Stanice nekih vrsta raka poput melanoma,
neuroblastoma, karcinoma debelog crijeva i karcinoma jajnika stvaraju velike koli¢ine
vodikovog peroksida (Szatrowski i Nathan, 1991). Nadalje, prisutnost ROS-ova utjece na
nekoliko onkogena i1 supresora tumora, a kemoterapija i tretmani zraCenjem povecavaju
unutarstani¢nu koli¢inu ROS-ova kako bi se uklonile stanice raka, ali proizvodnja ROS-ova
takoder utjece na okolne normalne stanice, stvarajuéi zauzvrat ostecenje DNA i nekoliko drugih
biomolekula. Na stani¢noj razini ucinci proizvodnje ROS-a ovise o primijenjenoj dozi lijeka ili
zratenja. Medutim, sveobuhvatno razumijevanje slozene mreze ROS-ova, putova
citotoksi¢nosti i uklju¢enih molekularnih metabolickih mehanizama u cjelini zahtijeva opseznu

analizu i eksperimentalne dokaze.

2.7.1.1. Utjecaj ROS-ova na lipide, proteine i nukleinske kiseline

Lipidi kao glavne sastavnice stani¢tne membrane u sklopu fosfolipidnog dvosloja
podlijezu djelovanju ROS-ova u procesu lipidne peroksidacije. Tijekom tog procesa dolazi do
vezanja ROS-ova za dvostruke veze nezasi¢enih masnih kiselina koje grade mnoge stani¢ne
dijelove, a ponajprije membranski sustav. Nakon vezanja dolazi do aktivacije lancane reakcije
u kojoj nastaju novi oblici slobodnih radikala te produkti oksidacije. U toj lancanoj reakciji
dolazi do razgradnje lipida i struktura gradenih od lipida §to uzrokuje promjenu fluidnosti
membrana (Ayala i sur., 2014). Osim s membranskim lipidima, ROS-ovi mogu reagirati i s
membranskim proteinima ¢ime se takoder naruSava struktura i fluidnost membrane. Posljedica
ovih dogadaja je veca propusnost stanicne membrane i gubitak hidrolitickih enzima iz lizosoma
¢ime dolazi do razgradnje stani¢nog sadrzaja. Kao rezultat vece propusnosti stani¢ne membrane
dolazi do pojacanog ulaska (npr. K*, Ca®" i laktat-dehidrogenaze) i izlaza pojedinih iona i
endogenih spojeva koje obi¢no ne mogu prijeci barijeru osim kroz specificne kanale, te do
bubrenja stanice zbog ireverzibilne promjene ulaska vode u stanicu. Laktat-dehidrogenaza je
enzim koji Kkatalizira reverzibilnu reakciju oksidacije laktat-iona u piruvat-ion uz redukciju

NAD" u NADH te je ta reakcija bitna u metabolizmu ugljikohidrata pri ¢emu nastaje ATP.
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Zastupljena je u gotovo svim tkivima te se koristi kao marker za toksikoloske uc¢inke pojedinih
tvari na sekundarne promjene unutar stanice. Sve vise dokaza ukazuje na to da oksidacijski stres
utjeCe na strukturu kromatina, metilaciju DNA, enzimske i neenzimske posttranslacijske
modifikacije histona i proteina koji vezu DNA. Ucinci oksidacijskog stresa na ove promjene
kromatina posreduju u nizu staniénih promjena, uklju¢ujué¢i modulaciju ekspresije gena,
stani€nu smrt, stani¢no prezivljavanje 1 mutagenezu, S$to su mehanizmi pokretanja bolesti.
Oksidacijski stres moze stimulirati cjelokupni gubitak heterokromatina i tako potencijalno
utjecati na procese pravilne transkripcije, mitoze i mejoze te odrzavanja stabilnosti genoma.
ROS-ovi takoder utjecu na smatanje i stabilnost histona, kao i na njihovu sposobnost post-
translacijske modifikacije. Buduéi da su histoni naj¢es¢i proteini kromatina, svaka promjena u
njihovoj zastupljenosti, strukturi ili posttranslacijskim modifikacijama (PTM) imat ¢e ozbiljan
utjecaj na cjelokupnu strukturu kromatina, utjecu¢i na ekspresiju gena, stabilnost genoma i
replikaciju (Kreuz i Fischle, 2016). ROS-ovi mogu stvoriti adukte s DNA koji ometaju
sparivanje baza i/ili blokirati DNA replikaciju i transkripciju, gubitak baza, ili DNA
jednolanc¢ane lomove. Jo§ su opasniji dvostruki lomovi DNA koji se tesko popravljaju (Jackson
i Bartek, 2009). Osim izravne modifikacije DNA, ROS-ovi takoder mogu utjecati na metilaciju
DNA, koja je opcenito povezana s represijom transkripcije. Kod sisavaca, primarni ciljevi
metilacije su citozini u CpG dinukleotidima. Dok su CpG obi¢no metilirani na cijelom genomu,
regije s visokom gusto¢com CpG dinukleotida (CpG otoci) uglavnom su hipometilirane. U
mnogim patoloskim stanjima, poput Alzheimerove bolesti, dijabetesa ili raka, opisana je
cjelokupna hipometilacija DNA. Medutim, neki specifi¢éni CpG otoci su hipermetilirani kod
dijabetesa ili raka i sugerirano je da se i cjelokupna hipometilacija i specifi¢na hipermetilacija
mogu povezati s oksidacijskim stresom (Gravina i sur., 2013). ROS-ovi takoder imaju Stetan
uéinak na mitohondrijsku DNA, a taj uéinak je izravno povezan s inaktivacijom promotora i
nizom regulacijom ekspresije mitohondrijskih gena. Stoga se pretpostavlja da poviSene razine
proizvodnje ROS-a u mitohondrijima, koji imaju dulji poluzivot kao §to je H202, mogu
uzrokovati disfunkciju mitohondrija i u konacnici sprijeciti bioloSke procese koji dovode do

raznih bolesti.

2.7.2. Stani¢na apoptoza

Stani¢na apoptoza, poznata i kao programirana stani¢na smrt, prirodni je fenomen koji
se javlja kao spontano reguliran proces u bioloSkom sustavu, a ¢ine ga morfoloske promjene
koje se dogadaju prije stani¢ne smrti aktivirane uslijed letalnog oSte¢enja stanice. Apoptoza

moze biti izazvana odredenim vanjskim ¢imbenikom, ali i predstavlja mehanizam kojim se
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reguliraju normalni procesi u organizmu kao $to su obnova tkiva i embrionalni razvoj. Proces
apoptoze obuhvaca gubitak adhezivnih svojstava, kondenzaciju kromatina, fragmentaciju
jezge, zgrusavanje citoplazme, degradaciju mitohondrija, izlazak citokroma c u citoplazmu kao
i nastajanje apoptoti¢kih tjeleSaca te konac¢no fagocitozu. Fagocitoza je razgradnja stanice i
izlu¢ivanje spojeva citokina koji sprjecavaju nastanak upale. S druge strane, nekroza je pasivna
stani¢na smrt gdje dolazi do bubrenja citoplazme, raspadanja organela i stani¢ne membrane te
do gubitka unutarstani¢nog sadrzaja i upale uslijed velikog ostecenja stanice (Fink i Cookson,
2005). ROS-ovi igraju vaznu ulogu u pokretanju procesa apoptoze utjecuci na razli¢ite signalne
kaskade 1 izravno oksidirajuci stani¢ne proteine, lipide ili nukleinske kiseline i uzrokujuéi opée
ostecenje 1 disfunkciju. ROS-ovi takoder mogu utjecati na razli¢ite klju¢ne nekroti¢ne putove
koji takoder mogu dovesti do odredene koli¢ine nekroti¢ne stani¢ne smrti, $to je brzi i manje

ovisan o energiji dogadaj u usporedbi s apoptozom (Redza-Dutordoir i Averill-Bates, 2016).

U procesu apoptotskih promjena vaznu ulogu imaju cisteinske proteaze u citoplazmi
stanica. Apoptoza se moze aktivirati zbog primanja negativnih signala ili zbog izostanka
pozitivnih signala za prezivljenje stanica. Pozitivni signali pokre¢u diobu stanice, sintezu
biokemijskih spojeva, faktora rasta, citokina i mnogih drugih spojeva vaznih za normalno
funkcioniranje stanice. U slucaju da stanica po¢ne primati negativne signale koje nazivamo
apogenim, kre¢e u apoptozu. Vaznu ulogu u pokretanju apoptoze moZe imati 1 oStecenje DNA
stanice te ROS-ovi koji takoder mogu biti uzro¢nici osteenja DNA, ali i mogu utjecati na
promjenu propusnosti membrane mitohondrija te otpustanje citokroma c. Razlikuju se vanjski
I unutarnji put apoptoze. U procesu vanjskog puta apoptoze vrlo su bitni takozvani receptori
smrti kao $to su TNF, TRAIL ili Fas/CD95. Vezanjem specifi¢nih liganada dolazi do grupiranja
receptora i nastajanje DISC (eng. Death Inducing Signaling Complex) signalnog kompleksa za
indukciju stani¢ne smrti. Unutra$nji put apoptoze se jo§ naziva i mitohodndrijski put, a aktivira
se uslijed poremecene unutarstani¢ne ravnoteze. Neovisno o nainu pokretanja apoptoze,
najbitniji enzimi u cijelom procesu stani¢ne smrti su kaspaze ¢ija aktivacija dovodi do
fragmentacije DNA, kondenzacije kromatina i bubrenja staniéne membrane (Redza-Dutordoir

I Averill-Bates, 2016).

2.7.3. Antioksidacijski i prooksidacijski spojevi

Biljke s terapeutskim djelovanjem i bioloski aktivne tvari iz biljaka mogu djelovati kao
zaStitni agensi protiv oksidacijskog stresa i stoga bi njihov potencijal za upotrebu u takvim
bolestima mogao biti vrijedan istrazivanja (Vallejo i sur., 2017). Biljke su razvile molekule

antioksidansa koje im pomazu izdrzati stresove iz okolisa. Ljudi takoder mogu imati koristi od
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ovih obrambenih molekula kroz njihovu konzumaciju u vocu i povréu. Biljni fenoli spadaju u
glavnu klasu antioksidansa identificiranih u biljkama. Vjeruje se da prehrambeni antioksidansi
doista igraju vrlo vaznu ulogu u obrambenom sustavu ljudskog tijela, Stite¢i, kao 1 kod biljaka,
od oksidacijskog ostecenja izazvanog reaktivnim kisikovim vrstama (ROS), za koje se zna da
sudjeluju u patogenezi starenja i mnogih degenerativnih bolesti, kao $to su kardiovaskularne

bolesti i karcinomi.

Osim egzogenih i endogenih izvora ROS-ova, utvrdeno je da razli¢iti prooksidansi
imaju znacajnu ulogu u oksidacijskom stresu. Prooksidansi su tvari koje izazivaju oksidacijski
stres stvaranje reaktivnih skupina spojeva te na taj nacin inhibiraju funkcioniranje
antioksidacijskog sustava u stanicama i tkivima. Mogu biti egzogeni i endogeni pri ¢emu u
egzogene prooksidanse ubrajamo patogene, lijekove, otrovne tvari i prehrambene sastojke, a u
endogene tjeskobu, protok iona, klimu, okolisno zagadenje i metabolite lijekova (Singh i sur.,

2019).

Odredeni spojevi mogu se ponasati i kao antioksidansi i prooksidansi ovisno o uvjetima
u kojima djeluju. Na primjer, flavonoidna struktura je ta koja uvelike doprinosi
antioksidacijskim svojstvima, no oni se u prisutnosti prijelaznih metala poput bakra ponasaju
kao prooksidansi. Isto tako, askorbinska kiselina takoder je sklona ponasati se kao antioksidans
1 prooksidans, ovisno o dozi. Askorbinska kiselina takoder moze imati toksi¢ni u¢inak zbog

svoje autooksidacije, $to dovodi do utjecaja na ekspresiju gena (Seo i Lee, 2002).

2.7.4. Genotoksi¢ni u¢inak

Genotoksi¢nost je pojam koji opisuje Stetan utjecaj ispitivane kemikalije na cjeloviti
genetski materijal stanice. Dokazano je da genotoksi¢ne tvari poti¢u mutagenezu i
kancerogenezu. Pri tome, moramo razlikovati genotoksi¢nost i mutagenost koja se odnosi na
trajne prenosive varijacije u koli¢ini i strukturi genetskog materijala stanica ili organizama koje
mogu povecati ucestalost mutacija. Pri tome, genotoksi¢nost obuhva¢a mutagenost, ali nisu sve
genotoksi¢ne tvari mutagene, jer ne moraju uzrokovati genetske promjene u sekvencama DNA.
Posebice je opasno kada genotoksi¢ne tvari utjecu na reproduktivne stanice te se na taj nacin
geneticke promjene prenose iz generacije u generaciju. Kao evolucijski proces, organizmi su
razvili mehanizme za samounistavanje oStecenih ili njihovih dijelova ostec¢enih djelovanjem
genotoksi¢nih agenasa. Razvijen je niz metoda za procjenu genotoksi¢nosti u uvjetima in vitro
ili in vivo. Genotoksi¢ne kemikalije su one koje mogu izazvati oste¢enja DNA ili kromosoma.

Ostecenja u molekuli DNA mogu nastati izravno, cijepanjem kemijskih veza u molekuli ili
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neizravno preko nastanka slobodnih radikala. Dnevno u svakoj od 10*3stanica u ljudskom tijelu
mogu nastati na deseci tisuca ostec¢enja. Ta oStecenja mogu blokirati replikaciju i transkripciju
genoma, a ako se ne poprave ili se poprave pogresno, dovode do mutacija ili aberacija genoma
Sirih razmjera koje ugrozavaju stanicu i odrzivost organizma. Pogreske tijekom replikacije,
popravka i rekombinacije DNA mogu rezultirati mutacijama DNA poput tockastih mutacija i
genskih mutacija (uklju¢ujuéi supstitucije parova baza 1 supstituciju/deleciju baze),
kromosomske aberacije (strukturne i numeri¢ke) i mutacije genoma. Medutim, tocni
molekularni mehanizmi genotoksi¢nih tvari koje induciraju te mutacije genetskog materijala
ve¢inom SuU nejasni. Opéenito, genotoksi¢ne tvari mogu igrati vaznu ulogu u kancerogenezi
izravno 1 neizravno inducirajuéi mnoge vrste genetskih oStecenja. Medutim, ni jedan
pojedinacni test ne moze otkriti sve relevantne pokazatelje genotoksi¢nosti i stoga bi se trebala
koristiti kombinacija razli¢itih metoda. Primjerice, ograni¢enje metoda na mikroorganizmima
koji se koriste u Amesovom testu odnosi se na jednostavnost njihovih genoma i sustava za
popravak DNA u usporedbi sa genomima sisavaca. Nadalje, komet-test moze pokazati veliku
varijabilnosti zbog razli¢itih ¢imbenika i uvjeta pod kojima se testiranja provode (Menz i sur.,

2023).

2.8. Djelovanje smjesa spojeva

U svakodnevnom okruzenju svi pripadnici nekog ekosustava su izlozeni istodobnom
djelovanju velikog broja kemikalija §to ukazuje na potrebu da se izlozenost i procjena rizika
odreduje za smjese spojeva, a ne samo za pojedinacne kemikalije. Ve¢ dugi niz godina poznata
je podjela smjesa na jednostavne (manje od 10 spojeva) 1 slozene (kompleksne; desetine ili
stotine kemikalija ¢iji sastav nije u potpunosti poznat). Primjer jednostavnih smjesa su
mjeSavine razli¢itih pesticida ili kombinacije lijekova dok su sloZene smjese pare koje nastaju
prilikom zavarivanja, voda za pice ili radna atmosfera (Feron i sur., 1998). Takoder, smjese se
mogu podijeliti prema mehanizmu djelovanja njihovih glavnih komponenti te na taj nacin
razlikujemo smjese ¢ije komponente imaju sli¢an nac¢in djelovanja i smjese ¢ije komponente
ispoljavaju razli¢ite mehanizme djelovanja. Loewe i Muischnek su 1962. predlozili koncept
adicije doza ili koncentracija gdje koncept dozne aditivnosti ukazuje na to da svi toksi¢ni agensi
unutar smjese doprinose ukupnoj toksi¢nosti smjese bez obzira na svoju koncentraciju pa ¢ak i
ako su prisutni u koncentracijama nizim od njithove NOAEL vrijednosti (eng. No Observed
Adverse Effect Level, NOAEL) pri kojoj izvan smjese ne ispoljavaju toksi¢ni uc¢inak (Feron i
Groten, 2002). Literaturni podaci pokazuju da izlozenost smjesama koje sadrze niske

koncentracije kemikalija (nize od NOAEL koncentracije) moze rezultirati toksi¢nim
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odgovorom bez obzira na slian ili razli¢it mehanizam djelovanja spojeva unutar smjese
(Kortenkamp 1 sur., 2007). U novije vrijeme, uz navedene skupine smjesa, uvodi se tre¢a
kategorija koja se naziva interakcije, a definira se kao svi oblici zajednickog ucinka
pojedinacnih spojeva smjesa koji odstupaju od prethodno opisane dvije skupine odnosno
ukazuje na kombinirano djelovanje dvije kemikalije koje moze biti jace (sinergizam,
potenciranje, supra-aditivnost) ili slabije (antagonizam, inhibicija, sub-aditivnost i infra-
aditivnost) u odnosu na uc¢inak aditivnosti (tablica 2). Smjese odnosno komponente smjese u
kontaktu s organizmom mogu djelovati nezavisno jedna od druge odnosno bez utjecaja jedna
na drugu pri ¢emu se njihove doze i ucinci zbrajaju, a s druge strane, komponente smjese mogu
stupati u interakciju, a moguc¢i mehanizmi podrazumijevaju kemijske, toksikokineticke i

tokiskodinamicke interakcije (Hertzberg i MacDonell, 2002).

Tablica 2. Terminologija koja se koristi za kombinirano djelovanje dvije kemikalije unutar

smjese u odnosu na ucinak aditivnosti (prema Hertzberg i MacDonell, 2002).

Djelovanje Definicija

Ucinak smjese je razli¢it od aditivnosti bazirano na uspostavljenom

Interakcije e S
J doza-odgovor odnosu pojedina¢nih komponenti smjese.
. Ucinak smjese se moze procijeniti na osnovi zbroja razina izlozenosti
Aditivnost e C e S
ili u€inaka pojedinacnih komponenti smjese.
Bez ociglednog Komponenta smjese koja ne ispoljava toksi¢ni u¢inak na odredeni
utjecaja sustav nema utjecaj na toksi¢nost druge komponente na isti sustav.
. . Ucinak smjese je vec¢i nego Sto se procjenjuje za aditivnost na bazi
Sinergizam S C e .
toksi¢nosti pojedina¢nih komponenata smjese.
N Komponenta smjese koja ne ispoljava toksi¢ni u¢inak na odredeni
Potencijacija . . . c.
sustav pojacava toksi¢nost druge smjese na taj isti sustav.
: Ucinak smjese je manji nego $to se procjenjuje za aditivnost na bazu
Antagonizam L J.v J ‘g o 'p Uil .
toksi¢nosti pojedinacnih komponenti smjese.
Inhibiciia Komponenta smjese koja ne ispoljava toksi¢ni u¢inak na odredeni
J sustav smanjuje toksi¢nost druge komponente na taj isti sustav.
Komponenta smjese ima suprotne ili kompetitivne uc¢inka u odnosu
. na drugu komponentu smjese na istom sustavu, pri cemu komponente
Maskiranje & o . . o

jedna drugoj smanjuju ucinak ili pak jedna komponenta nadjacava
ucinak druge.
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Toksikoloska procjena rizika smjesa je vrlo slozena ukoliko se Zeli napraviti realna
projekcija izloZenosti s obzirom da su organizmi svakodnevno izlozeni visekomponentnim
smjesama kemikalija prisutnim u vodi, zraku, tlu i hrani. Problem postaje jos sloZeniji ukoliko
za smjese za koje se procjenjuje izlozenost i rizik sastav nije u potpunosti definiran. Procjena
rizika za ljudsko zdravlje je proces analize podataka kako bi se utvrdilo moze li kemikalija
dovesti do Stetnih ucinaka kod izlozenih pojedinaca. To ukljucuje karakterizaciju i
kvantifikaciju moguc¢ih Stetnih ucinaka na ljudsko zdravlje povezana s izlozenoS¢u
kemikalijama. Jedan od glavnih ciljeva procjene rizika je utvrditi prihvatljive razine izloZenosti
ljudi, takozvane ,,sigurne* vrijednosti. Klju¢ni korak u procesu odredivanja sigurne vrijednosti
je odredivanje najnize doze odnosno koncentracije koja uzrokuje odgovor u eksperimentu (eng.
point of departure, POD) 1 predstavlja toksikolosku vaznost. Za procjenu POD, mogu se
koristiti dva pristupa, razina bez vidljivog u¢inka (NOAEL) i pristup referentnoj dozi (eng.
benchmark dose, BMD). BMD se smatra dozom koja rezultira malom promjenom odgovora ili
ucinka (5 — 10 %) u odnosu na kontrolnu vrijednost (Oberg, 2010). Varijabilnost podataka je
uzeta u obzir odredivanjem statisticke gornje i donje granice pouzdanosti. Donja granica
pouzdanosti se ranije nazivala referentna doza, ali je ubrzo postala prepoznata kao BMD donja
granica (eng. lower confidence limit, BMDL) (Crump, 1984). Ova metodologija se smatra
zamjenom za NOAEL pristup ili najnizu promatranu razinu Stetnog ucinka (eng. lowest
observed adverse effect level, LOAEL). U BMD pristupu, koriste se statisticke metode za
izdvajanje informacija iz cijelog skupa podataka umjesto usporedbe podskupina podataka.
Takoder, BMD pristup moze interpolirati medu primijenjenim dozama dok je NOAEL
ogranicen na raspon doza ili koncentracija odabranih u pripremi eksperimenta (Haber 1 sur.,
2018). Primjer programskog paketa za odredivanje BMDL u smjesama kemikalija je PROAST
dizajniran od strane Nacionalnog instituta za javno zdravstvo i okoli§ Kraljevine Nizozemske
(RIVM). Radi se o programskom paketu za statisticku analizu i modeliranje doze-odgovora
toksikoloskih podataka te izvodenje referentne doze (BMDL) u procjeni rizika za ljude (ili u
procjeni ekotoksikoloSkog rizika). Opcenitije, moze se koristiti za obradu podataka pomocu

(nelinearne) regresije (s kovarijantama).

2.9. Biodostupnost bioloski aktivnih tvari - in vitro probava

Ljudski probavni sustav se smatra vaznim elementom bioraspolozivosti konzumiranih
tvari. Nadalje, medudjelovanje hrane i ljudskog organizma je iznimno slozen proces te
ukljucuje razlicite fizioloske i fizikalno-kemijske procese, a oni ovise o strukturi i sastavu hrane

koju konzumiramo, karakteristikama pojedinca koji konzumira te raznim drugim ¢imbenicima
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poput vremena konzumacije i vrsti hrane koja je prethodno konzumirana (McClements i Li,
2010). Da bi bioloski aktivne tvari iz hrane bile u¢inkovite za ljudsko zdravlje, bitno je da budu
dostupne te da odredena koli¢ina istih bude apsorbirana u probavnom traktu prilikom probave.
Bioraspolozivost ili udio tvari iz hrane koja se prenosi u krvotok je puno vaznija od ukupne

koli¢ine bioloski aktivne tvari u izvornoj namirnici (Parada i Aguilera, 2007).

Hranjive i bioloSki aktivne tvari se nalaze u razliitim dijelovima biljne stanice
ukljucujuéi i biljne organele kao $to su primjerice plastidi u kojima se nalaze karotenoidi u
mrkvi. Prirodni matriks hrane ili onaj nastao tijekom obrade hrane moze uvelike utjecati na
oslobadanje odredenih komponenti hrane tijekom probave. Na primjer, ulja u orasastim
plodovima se mozda nece potpuno apsorbirati u probavnom traktu zbog ¢vrste stanicne stijenke
koja nece biti razgradena. Povecanje sadrzaja ulja i razaranje prirodnog matriksa hrane
povecéava apsorpciju karotena u tijelu (Vasquez-Caicedo i sur., 2007). Bioapsorpcija karotena
je veca u tabletama suplemenata nego onih u prirodnom matriksu voca i povréa. Beta karoteni
brze ulaze u plazmu ako se konzumira sok od mrkve ili kuhana mrkva jer mehani¢ka obrada
mrkve Zvakanjem 1 probavni enzimi mozda nece biti dovoljni da razbiju snaznu stani¢nu
strukturu mrkve i oslobode beta karoten. Samo antioksidansi oslobodeni iz matriksa
konzumirane hrane djelovanjem probavnih enzima (tanko crijevo) i bakterijske mikrobiote
(debelo crijevo) su biodostupni u crijevima i posljedi¢no tome i potencijalno bioraspoloZivi

(Saura-Calixto i sur., 2007).

Najveca koncentracija aktivnih metabolita u ciljanom tkivu ne potjeCe nuzno od
antioksidansa cija je bila najveéa koncentracija u progutanoj hrani pa su prema tome
biodostupnost i bioraspolozivost antioksidanséd razliCite. Antioksidansi iz vo¢a su najcesce
povezani s ugljikohidratima, lipidima i proteinima s kojima formiraju matriks izvornog ploda
(Palafox-Carlos i sur., 2011).

Metode u uvjetima in vitro koje simuliraju probavne procese koriste se za ispitivanje
ponasanja hrane i farmaceutika tijekom procesa probave. Iako su nutricionistic¢ka ispitivanja jo$
uvijek ,,zlatni standard“ za rjeSavanje problema u vezi prehrane, metode u uvjetima in vitro
imaju prednosti zbog svoje brzine, manjih troSkova izvedbe i bez etickih restrikcija. To
omogucava velik broj analiziranih uzoraka i dobru ponovljivost zbog moguce kontrole uvjeta i
lako uzorkovanje na mjestu od interesa. Probava podrazumijeva mije$anje hrane s probavnim
sokovima, njezino kretanje kroz probavni trakt te razgradnja velikih molekula hrane u manje
molekule. Ritmi¢ne kontrakcije stijenki organa zbog sloja miSi¢a mogu pokretati hranu i

tekucinu kroz probavni sustav, a takoder sluze za mijeSanje sadrzaja unutar svakog organa zbog
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bolje u¢inkovitosti probave. Simulirana probava obi¢no sadrzava oralnu, zelu¢anu i fazu tankog
crijeva te povremeno fermentaciju u debelom crijevu. Usta i zeludac su glavni dijelovi gdje se
hrana usitnjava na male komadice, s druge strane, tanko crijevo je glavno mjesto za apsorpciju
hranjivih tvari gdje se hrana otapa u sokove iz gusterace, jetre i crijeva (Kong i Singh, 2008).
U ovoj metodi se oponasaju fizioloSki uvjeti in vivo uzimajuci u obzir enzime, njihove
koncentracije, pH vrijednosti, vrijeme probave u pojedinoj fazi te koncentracije soli. Postoje
dva modela in vitro probave, a to su staticki i dinamicki. Staticki modeli obi¢no ukljucuju
pepticku hidrolizu homogenizirane hrane na pH 1,5 tijekom 1 — 2 h i uz mijeSanje na 37 °C.
Dinamicki modeli simuliraju fizicke i fizioloske probavne dogadaje ukljuc¢ujuci promjene pH,
temperaturu, peristaltiku, izlu¢ivanje probavnih enzima, Zuci i pankreasnih sokova te apsorpciju
probavljenih uzoraka (Kong i Singh, 2008). Dinamicki modeli su posebice korisni kada se
fizicko stanje poput veliine Cestica i viskoznost probave mijenjaju tijekom vremena te se
uzimaju u obzir uéinci poput mijesanja, difuzije i stvaranje koloidnih faza (Parada i Aguilera,
2007). Vazno je predvidjeti otpustanje hranjivih tvari iz prehrambenog matriksa kako bi se pod
simuliranim uvjetima probave moglo definirati koji je prehrambeni matriks najprikladniji za

koju hranjivu tvar.

Vecina probavljenih molekula hrane, kao $to su voda i minerali, apsorbiraju se kroz
tanko crijevo, a monomeri nastali tijekom probave prenose se preko stijenke tankog crijeva u
krv i limfu u procesu apsorpcije. Tijekom procesa probave aromatski spojevi otpustaju se u
nosnu Supljinu. Vrijeme potpune probave ovisi o strukturi hrane, a tekucine se probavljaju brze
nego polukrutine ili stani¢ne strukture (Norton i sur., 2007), a najveci dio fenolnih spojeva se
oslobada u Zelucu. Primjerice, ukupno 65 % fenolnih spojeva se oslobada tijekom procesa
probave jabuke u Zelucu, a 10 % u tankom crijevu (Bouayed i sur., 2011). Fenoli mogu djelovati
i kao inhibitori enzima probave te visoke koncentracije fenolnih spojeva mogu smanijiti
razgradnju ostalih sastojaka hrane poput lipida i ugljikohidrata ¢im se povecava udio
neprobavljene hrane i fenola koji prelaze u debelo crijevo. Mikrobioloska fermentacija
smanjuje bioraspolozivost izvornih fenolnih spojeva Sto stvara metabolite s potencijalno ve¢om
bioloskom aktivnosti od izvornih fenolnih spojeva (Karas i sur., 2017). Probavljivost i
biodostupnost (koli¢ina spoja koja se oslobada iz matriksa i smatra dostupnom za apsorpciju
kroz stijenku crijeva) lijekova, mikotoksina, makronutrijenata kao $to su proteini, ugljikohidrati
i lipidi odreduje se primjenom stati¢nih modela humane probave (Larsson i sur., 2012). lako su
iz protokola do sada provedenih eksperimenata proizasle mnoge metode in vitro, postoje

znacajne varijacije u parametrima izmedu modela opisanih u literaturi (McClements i Li, 2010;
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Williams i sur., 2012) te se time dovodi u pitanje mogucnost usporedbe rezultata medu

istrazivackim skupinama.

Probava fitokemikalija je slozen proces te biodostupnost fitokemikalija ovisi o
karakteristikama matriksa hrane te fizioloSkim uvjetima koji su prisutni u razli¢itim fazama
probavnog trakta (ukljucuju¢i koncentracije enzima i pH). Primjerice, ravnoteza
hidrofilnosti/hidrofobnosti je klju¢na u pokretanju otapanja hidrofilnih fenolnih spojeva u
vodenoj fazi probave u crijevima. Takoder, fizikalno-kemijska svojstva samih fitokemikalija
su vrlo vazni parametri u probavi. Na stabilnost fitokemikalija tijekom probave mogu utjecati
prisutnost mikronutrijenata i prehrambenih vlakana, enzimi koji sudjeluju u probavi kao i
mikrobiota. Biodostupnost se definira kao koli¢ina unesene hranjive tvari koja je dostupna za
apsorpciju u crijevima nakon probave (Colle i sur., 2010). Bioraspolozivost se definira kao udio
unesenih hranjivih tvari koji je dostupan za koriStenje u normalnim fizioloskim funkcijama ili

skladiStenje u tijelu i ukljucuje dostupnost hranjivih tvari (Palafox-Carlos i sur., 2011).

Jedan od glavnih ¢imbenika koji utjecu na bioraspolozivost fenolnih spojeva je matriks
hrane zbog medusobnih interakcija. Primjerice, fenolni spojevi koji u svojoj strukturi sadrze
velik broj hidroksilnih skupina imaju velik afinitet vezanja na proteine $to potencijalno utjece
na smanjenje njihove bioraspolozivosti. To je uoceno u istrazivanju na voénim sokovima s
dodatkom sojinog mlijeka kao modelu za provjeru biodostupnosti fenolnih spojeva (Rodriguez-
Mateos i sur., 2014). Nadalje, fenolni spojevi mogu se vezati na sastojke stani¢ne stijenke poput
celuloze ili pektina te na prehrambena vlakna §to moZe utjecati na njihovu bioraspoloZivost U

negativnom kontekstu (Jakobek, 2015).

2.10. Proteomika

Proteomika je interdisciplinarna znanost koja povezuje kemiju, biologiju i raéunarstvo,
a bavi se analizom cjelokupnog proteinskog komplementa stanice, tkiva ili organizma pod
tocno odredenim uvjetima. Skup svih proteina u organizmu naziva se proteom, a proteomika
prati status proteoma prema vrsti stanice ili tkiva tijekom razlicitih razvojnih faza organizma
(Pappa i sur., 2020). Analiza ukupnih proteina u stanici je vrlo sloZen proces jer je funkcija
proteina definirana razli¢itim c¢imbenicima poput razine ekspresije, posttranslacijskih
modifikacija, interakcije s drugim proteinima ili molekulama DNA/RNA te mehanizmi
aktivacije i represije (Kraljevi¢ Paveli¢ i Saban, 2007). Isto tako, sama ekspresija proteina se
mijenja pod utjecajem okolisnih uvjeta. U stanici dolazi do promjene aktivnosti i razine

pojedinih proteina pod utjecajem specificnin unutarnjih ili vanjskih ¢imbenika. Analizom
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promjene proteoma koja ukljucuje kvalitativna i/ili kvantitativna mjerenja dobivamo uvid u
aktivnosti stanice. Utvrdeno je da u eukariotskoj stanici istovremeno moze biti prisutno oko 50
000 proteina (Hanash, 2000), a raspon njihove ekspresije (povecanje ili smanjenje) iznosi
sedam ili osam redova veli¢ine. Prema tome, spomenuta varijabilnost statusa proteina i njihova
slozena priroda zahtijevaju osjetljivu i selektivnu tehnologiju sposobnu istovremeno analizirati
na tisué¢e nepoznatih proteina u jednom sustavu. Glavne zadace proteomike podrazumijevaju
otkrivanje eksprimiranih proteina pri razli¢itim uvjetima, ali 1 opisivanje interakcija, njihove
strukturne grade i modifikacije. Rezultati dobiveni proteomskom analizom daju nam lepezu
informacija koje predstavljaju temelj za razumijevanje funkcija i modifikacija gena te bioloskih
mehanizama S$to olakSava uspostavljanje dijagnoza, lijeCenje i formulaciju potencijalnih

lijekova (Hixon i sur., 2017).

2.10.1. Podjela i nacela proteomskih analiza

Proteomiku dijelimo na proteomiku ekspresije proteina, funkcionalnu proteomiku i
strukturalnu proteomiku. Za odredivanje kvalitativne i kvantitativne ekspresije proteina
normalne stanice i stanice pod odredenim stresom (bolesno stanje ili utjecaj lijekova)
primjenjuje se proteomika ekspresije proteina (Liebler, 2002). Primjer primjene proteomike
ekspresije proteina je istrazivanje stanica tumora gdje se usporeduju tkiva tumora donora s
uzorcima zdravog tkiva. Koriste se metode 2D gel elektroforeze i spektrometrija masa.
Strukturalna proteomika se koristi za karakterizaciju trodimenzionalnih struktura proteina i
proteinskih kompleksa. Takoder, ovom metodom detektiraju se svi prisutni proteini u
kompleksu, odreduju se njihove lokacije te se objasSnjavaju interakcije izmedu proteina.
Odredivanje strukture stani¢nih proteina provodi se naj¢eS¢e nuklearnom magnetskom
rezonancijom ili rendgenskom kristalografijom. Na kraju, funkcionalna proteomika se
primjenjuje za definiranje uloge proteina, objasnjavanju pojedinih mehanizama stanice u
kojima sudjeluju identificirani proteini te karakterizaciju interakcija izmedu proteina. Ne
postoji to¢na definicija funkcionalne proteomike, ve¢ se ona koristi kao opceniti termin za Sirok

spektar metoda proteomike (Chandrasekhar i sur., 2014).

Posljednjih nekoliko godina, zna¢ajna poboljSanja u tehnikama i identifikaciji proteina
te bolje razumijevanje grade, strukture i funkcije genoma dovela su do porasta primjene
proteomskih metoda. Za sve proteomske analize, kritiCan korak je ¢istoca uzorka pa je postupak
procis¢avanja proteina od primarne vaznosti i trebao bi obuhvatiti najopsezniji moguci set
proteina uz njihovu minimalnu degradaciju i kontaminaciju. S obzirom na razli¢ita biokemijska
svojstva stani¢nih proteina, ukljucujuéi njihov naboj, veli¢inu, hidrofobnost, osjetljivost na
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proteolizu, interakcije liganada i subcelularnu lokalizaciju, niti jedan protokol procis¢avanja
proteina ne moze obuhvatiti cijeli proteom (Isaacson i sur., 2006). Za razliku od DNA gdje su
fragmenti biokemijski sli¢ni, proteini posjeduju jedinstvena svojstva i takva individualnost
stvara ogromnu prepreku metodologijama koje nastoje dodijeliti aktivnosti setovima proteina
koji se mogu brojiti u tisucama. Metode za razdvajanje proteina na temelju naboja i molekulske
mase su jednodimenzionalna i dvodimenzionalna elektroforeza u poliakrilamidnom gelu
pomoc¢u natrijevog dodecilsulfata (eng. Sodium dodecyl sulphate—polyacrylamide gel
electrophoresis, SDS-PAGE) te metoda izolektricnog fokusiranja (eng. preparative isoelectric
focusing, IEF) koja prethodi SDS-PAGE-u. Za razdvajanje proteina moze se koristiti i
teku¢inska kromatografija visoke djelotvornosti (eng. High Preformance Liquid
Chromatography, HPLC) ovisno o slozenosti proteinske smjese koja se analizira te ovisno i

broju frakcija na koje se moze podijeliti uzorak proteina (Liebler, 2002).

Za preciznu analizu proteina neophodna je njihova digestija kojom se dobiva slijed od
6 — 20 aminokiselinskih ostataka (peptid) $to ga ¢ini idealnim uzorkom za analize primjenom
spektrometrije masa i racunalne analize. Za digestiju proteina koriste se enzimi proteaze koje
specificno cijepaju peptidne veze u proteinima, a dijele se na serinske, serin-karboksi,
cisteinske, aspartatske, metalo-proteaze te proteaze glutaminske kiseline (Ramos i Malcata,
2011). Najcesce se koriste tripsin (cijepanje na aminokiselinskom ostatku lizin i arginin),
kimotripsin (fenilalanin, tirozin, triptofan), V8 proteaza (aspartat, glutamat), Lys-C proteaza
(lizin) i Asp-N proteaza (aspartat). U znanstvene svrhe najcesce se primjenjuje tripsin, serinska
proteaza koja se izolira 1 prociS¢ava iz govede ili svinjske gusterace. Ona cijepa proteine na
lizinskom i argininskom aminokiselinskom ostatku ako iza njih ne slijedi prolin na C-
terminalnom kraju, a pogodna je za pripremu uzorka koji ¢e se analizirati spektrometrijom
masa. Tripsin ucinkovito cijepa proteine daju¢i u 95 % slucajeva tzv. ,savrSeni peptidni
fragment™ (6 — 20 aminokiselinskih ostataka) te je stabilan u otopinama i gelovima (Lindon i
sur., 2017).

Nakon razdvajanja proteina/peptida slijedi njihova identifikacija i kvantifikacija
proteina na spektrometru masa. Spektrometrija masa analiticka je metoda koja omogucuje
odredivanje to¢nog omjera mase i naboja (m/z) razlicitih tipova molekula ukljucujuci peptide i
proteine s visokom preciznoséu. S obzirom na primjenu spektrometrije masa, razlikujemo
ciljanu (eng. target analysis) i neciljanu analizu (eng. non-target analysis) proteina. Neciljanom
analizom se odreduje sastav uzorka odnosno kvalificiraju se proteini u analiziranom uzorku dok

se ciljanom analizom kvantificiraju tocno odredeni proteini od interesa. Za analizu se koriste
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dva tipa spektrometrije masa: tzv. MALDI-TOF spektrometrija koja koristi matricom
potpomognutu ionizaciju uz desorpciju laserskim zracenjem (eng. matrix-assisted laser
desorption/ionization, MALDI) i analizatorom vremena leta (eng. time of flight, TOF;
Chandrasekhar i sur., 2014) te spektrometrija masa koja koristi ionizaciju elektrorasprsivanjem
(eng. Electrospray lonisation Mass Spectrometry, ESI-MS) (Ho i sur., 2003). MALDI je
metoda ionizacije u kojoj se uzorak mijeSa s matricom, a matrica pospjeSuje ionizaciju
prijenosom protona na sastavnice uzorka dok se dobiveni ioni zatim analiziraju analizatorom
masa. Kod metode ESI, dolazi do pretvorbe spojeva u nabijene, rasprSene kapljice u obliku
spreja pod utjecajem visokog napona, a iz rasprSenih kapljica se oslobadaju ionizirane Cestice

koje se analiziraju u analizatoru masa.

2.10.2. Metode relativne kvantifikacije proteina

Unazad nekoliko godina u proteomska istrazivanja uvedene su metode relativne
kvantifikacije proteina kao $to su iTRAQ (eng. Isobaric Tags for Relative and Absolute
Quantitation), TMT (eng. Tandem Mass Tag), SILAC (eng. Stable Isotope Labeling by/with
Amino acids in Cell culture) i ICAT (eng. The Isotope-Coded Affinity Tag). One se temelje na
viSestrukom oznacavanju uzoraka koji se Zele usporediti na razini proteinskog sastava pri cemu
se svaki uzorak oznacava karakteristicnom probom. Metoda iTRAQ se temelji na kovalentnom
oznacavanju slobodnih amina na N-terminalnom kraju peptida i na bo¢nim lancima lizinskih
ostataka. Oznaceni uzorci se zatim skupljaju i analiziraju istovremeno. Buduc¢i da se radi o
izobari¢nim oznakama, oznaceni peptidi ne pokazuju pomak m/z u spektru masa, umjesto toga
signal istog peptida iz svih uzoraka se zbraja, pruzaju¢i umjereno povecanje osjetljivosti.
Medutim, raspodjela izotopa u razli¢itim oznakama je takva da kada se oznake fragmentiraju,
oslobada se specifican 'reporter' ion za oznaku. Omjer intenziteta signala iz navedenih oznaka
sluzi kao pokazatelj relativnih udjela peptida izmedu razli¢itih oznacenih uzoraka (Unwin,
2010). Srodno metodi iTRAQ, TMT oznacavanje se temelji na istom principu (Zieske, 2006).
Kod metode TMT, postoje tri dijela koja Cine oznaku, a to su grupa koja se veze na peptide,
linker koji ima ulogu normalizatora masa te reporter masa (slika 5). Normalizator i reporter
masa imaju konstantnu masu, ali pove¢anjem mase reportera, linker sa svojom manjom masom
normalizira ukupnu masu kako bi zbroj masa kod svih izobari¢nih oznaka bio jednak. Oznake
imaju jednak broj ugljikovih (33C) ili dusikovih (**N) izotopa, a ono §to se razlikuje je njihov
raspored u strukturi ovisno o tipu oznake (slika 5). Tijekom analize spektrometrijom masa,
cijepa se veza izmedu normalizatora i reportera mase, pri cemu se reporteri mase kvantificiraju

I shodno tome dobivaju informaciju o razini ekspresije proteina analiziranog uzorka. Metoda
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SILAC se temelji na izravhom dodavanju odabranih stabilnih izotopa aminokiselina u medij
stani¢ne kulture, §to omoguduje vrhunsku kvantitativnu analizu stani¢nog proteoma u usporedbi
s drugim metodama oznac¢avanja. Prednost metode SILAC je u jednostavnoj implementaciji,
toCnosti 1 ponovljivosti u odnosu na kemijsko oznacavanje ili strategije kvantifikacije bez
oznacavanja, $to daje prednost koriStenju ove metode u proteomskim istrazivanjima (Chen i
sur., 2015). Na kraju, metoda ICAT primjenjuje se za mjerenje promjena u ekspresiji proteina
izmedu paralelnih uzoraka putem diferencijalnog stabilnog izotopskog oznacavanja proteina ili
peptida nakon Cega slijedi identifikacija i kvantifikacija koriste¢i spektrometriju masa. Ovaj
pristup omogucava istodobnu usporedbu ekspresije mnogih proteina izmedu dva razlicita
bioloska stanja (npr. kvasac uzgojen na podlozi s galaktozom u odnosu na podlogu s glukozom

ili zdrave u odnosu na stanice raka) (Chan i sur., 2015).

Normalizator
Reporter masa(linker) Reakti\na grupa

ki, ? L V“?
b
by NH\)L i} (;NQLNH\)H ? g NH\)’* ?
\"-%tkNH'\/U\?O? Q‘/; NH\)L' ? H'\/I?\EO'D

Slika 5. Struktura oznake kod TMTduplex (a) i TMTsixplex (b) reagensa (eng. Tandem Mass
Tag) za oznacavanje peptidnih uzoraka. *TMT reagensi su oznaceni izotopima ugljika
(*3C) i dusika (**N) na razli¢itim pozicijama. Ukupan broj izotopa je konstantan za sve
reagense, ali je distribucija izmedu reportera i normalizatora razlicita (prema Dayon i
Sanchez, 2012).
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Materijali
3.1.1. Kemikalije i uredaji

Standardi

arbutin, Santa Cruz Biotechnology, Inc., Njemacka

e galna kiselina, Sigma-Aldrich, Njemacka

e hidrokinon, Sigma-Aldrich, Njemacka

e kvercetin, Sigma-Aldrich, Njemacka

e nitrofurantoin, Tokyo Chemical Industry Co., Ltd. (TCI), Indija

e Trolox (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna kiselina), > 97 %, Acros
Organics, SAD

e zeljezov (II) sulfat heptahidrat (FeSO4 x 7 H,0), Kemika, Hrvatska

e lipaza iz svinjske guSterace, Sigma-Aldrich, SAD

e pankreatin iz svinjske gusterace, Sigma-Aldrich, SAD

e pepsin iz svinjske zelucane sluznice, Sigma-Aldrich, SAD

e tripsin (2,5 %) u DPBS-u (10x), Capricorn Scientific, Njemacka
e o.-amilaza iz ljudske sline, Sigma-Aldrich, SAD

Ostale kemikalije

e ABTS (2,2'-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina), BioChemica,
AppliChem, Njemacka

e aceton (C3HsO), Merck, Njemacka

e acetonitril (CH3CN), VWR International GmbH, Njemacka

e agar za mikrobiologiju, Merck, Njemacka

e aluminijev klorid (AICI3), Sigma-Aldrich, Njemacka

e amonijev formijat (NH4sHCO3), Carl Roth Gmbh & Co., Njemacka

e amonijev klorid (NH4Cl), Alkaloid - Skopje, Makedonija

e Dbakto-tripton, Biolife, Italija
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bezvodni natrijev acetat bezvodni (CH;COONa), Kemika, Hrvatska
bromtimol plavo, Sigma-Aldrich, Njemacka

citohalazin B iz Drechslera dematioidea, Sigma-Aldrich, Njemacka
Coomassie Brilliant Blue G-250, Bio-Rad Laboratories, UAE

DCFH-DA (2',7'-diklorfluoroscein-diacetat), Sigma-Aldrich, Njemacka
di-kalijev hidrogen fosfat (KoHPOs), J. T. Baker, Nizozemska

dimetil sulfoksid (DMSO), Kemika, Zagreb, Hrvatska

dinatrijev hidrogen fosfat dihidrat (Na,HPO4 x 2 H>0O), Gram-Mol, Hrvatska
dinatrijeva sol etilendiamintetraoctene kiseline (Na,EDTA), Sigma-Aldrich, Njemacka
DNA plazmid ¢ X174 RF1, Promega Corporation, SAD

DPPHe (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil-radikal), Sigma-Aldrich, Njemacka
etanol (96 %), Kemika, Zagreb, Hrvatska

etidijev bromid (3,8-diamino-5-etil-6-fenilfenantridinijev bromid, C21H20BrN3), Merck,
Njemacka

fetalni govedi serum (FBS), Capricorn Scientific, Njemacka

Folin-Ciocalteu reagens, Kemika, Hrvatska

fosfatna kiselinu (H3POs), Sigma-Aldrich, Njemacka

gentamicin sulfat, Sigma-Aldrich, Njemacka

Giemsa boja, Merck, Njemacka

glicerol, Gram-Mol, Hrvatska

govedi serum albumin (BSA) Sigma-Aldrich, Njemacka

HCCA (a-cijano-4-hidroksicimetna kiselina) ishodiSna otopina matrice, Sigma-Aldrich,
Njemacka

imerzijsko ulje za mikroskopsku analizu, BioGnost, Hrvatska

jodoacetamid (C2H4INO), Sigma-Aldrich, Njemacka

kalcijev klorid (CaCl,), Kemika, Hrvatska

kalijev dihidrogen fosfat (KH2POj4), Kemika, Hrvatska

kalijev peroksodisulfat (K2S20sz), VWR International GmbH, Njemacka
klorovodi¢na kiselina (HCI, 36,5 %), Kemika, Hrvatska

kvascev ekstrakt, Biolife, Italija

laktoza monohidrat (C12H22011 x H2O) , Kemika, Hrvatska

ledena octena kiselina (CH3COOH, 99,9 %), Kemika, Hrvatska
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magnezijev sulfat heptahidrat (MgSO4 x 7 H>0), Kemika, Hrvatska

medij za uzgoj stani¢nih linija Ham's F-12 s L-glutaminom, Capricorn Scientific,
Njemacka

metanol (99,9 %), Merck, Darmstadt, Njemacka

MRS Broth with tween 80, Biolife, Italija

nalidiksinska kiselina, 99,5 %, Acros Organics, SAD

natrijev acetat trihidrat (CH3COONa x 3H»O), Kemika, Hrvatska

natrijev dodecil sulfat, SDS (NaC12H25S034), PlusOne, VWR International, SAD
natrijev hidroksid (NaOH), Kemika, Hrvatska

natrijev karbonat (Na,CO3), Gram-Mol, Hrvatska

natrijev karbonat bezvodni (Na2CO3), Gram-Mol, Hrvatska

natrijev karbonat dekahidrat (Na2CO; % 10 H20), Alkaloid - Skopje, Makedonija
natrijev klorid (NaCl), Gram-Mol, Hrvatska

natrijev nitrit (NaNOy), Kemika, Hrvatska

Neutral Red (3-amino-7-dimetilamino-2-metilfenazin hidroklorid boja), Sigma-
Aldrich, Njemacka

octena kiselina (CH3COOH), J.T.Baker, Nizozemska

SeaKem® LE agaroza za gel elektroforezu, Lonza, SAD

sredstvo niskog viskoziteta za prekrivanje mikroskopskih preparata BioMount DPX
Low, BioGnost, Hrvatska

TCEP HCI (Tris (2-karboksietil) fosfin hidroklorid), Thermo Fisher Scientific, SAD
TEAB pufer 1 M (trietil amonijev bikarbonatni pufer), Thermo Fisher Scientific, SAD
tiamin hidroklorid, > 99 % (HPLC), Merck, Njemacka

TMTduplex reagens za oznacavanje peptidnih uzoraka, Thermo Fisher Scientific, SAD
TMTsixplex reagens za oznacavanje peptidnih uzoraka, Thermo Fisher Scientific, SAD
TPTZ (2,4,6-tripiridil-S-triazin), Alfa Aesar GmbH & Co KG, Njemacka
trifluoroctena kiselina, TFA (CF3CO2H), Merck, Njemacka

Tris baza (2-amino-2-(hidroksimetil)-1,3-propanediol), Sigma-Aldrich, Njemacka
Triton® X-100, Acros Organics, SAD

ultradista voda, 18 M Q cm’!

vodikov peroksid (H202), 3 %, Merck, Njemacka

zeljezo (III) klorid heksahidrat (FeCls x 6H20), Gram-Mol, Hrvatska
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e 7zeljezo (II) klorid heksahidrat (FeCls; x 6H>0), Kemika, Hrvatska

e 7ucne soli za mikrobiologiju, Merck, Njemacka

Popis uredaja

e analiticka vaga 1712 Mp8, SilverEdition, UK

e ¢ita¢ mikrotitarskih plo¢ica FLUOstar OPTIMA, BMG Labtech, Njemacka

e inkubator s kontroliranom atmosferom CO», Brouwer CH, Svicarska

e invertni bioloski mikroskop XDS-1, OPTIKA Microscopes, Italija

e komora za sterilni rad IBK 1 V2, Iskra, Slovenija

e laboratorijska centrifuga Hettich Mikro 220R, Njemacka

e laboratorijska centrifuga Microspin 12, Biosan, Ltd., Latvija

e laboratorijska vaga, Engleska

e laboratorijski inkubator TH 15, Edmund Biihler GmbH, Njemacka

e magnetna mijesalica EV-100, Tehtnica-Zelezniki, Slovenija

e PTFE filteri (0,45 um), ISOLAB, Njemacka

e rotacioni vakuum uparivac¢, Heidolph, Njemacka

e Sonopuls HD 3200 homogenizator, Bandelin, Njemacka

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

e spektrofotometar za mikrovolumene NanoDrop 2000c, Thermo Scientific, SAD

e spektrometar masa TripleTOF 6600+, SCIEX, SAD

e sustav tekucinske kromatografije s nano- protokom NanoLC Dionex Ultimate 3000
RSLCnano uz UV/VIS detektor (Thermo Fisher Scientific, Njemacka) direktno
spregnut sa sakupljacem frakcija Proteineer fcll, Bruker, Njemacka

e sustav za horizontalnu elektroforezu Wide Mini-Sub Cell GT, Bio-Rad Laboratories,
UAE

e sustav za proizvodnju ultraciste vode, Smart2pure 3 UV/UF, Thermo Scientific,
Njemacka

e tekucinski kromatograf visoke djelotvornosti HPLC 1260 Infinity, Agilent
Technologies, SAD

e tekucinski kromatograf visoke djelotvornosti HPLC, Shimadzu Corporation, Japan

e uredaj za liofilizaciju Alpha 1-2, Christ, Njemacka

e UV traniluminator UVIpure BXT-F26 MX UVITEC Cambridge, UK
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e vezani sustav tekucinske kromatografije i spektrometrije masa (LC/MS) 6460

TripleQuad koji koristi ionizaciju elektrorasprSivanjem (ESI), Agilent Technologies,

SAD

e vibromikser EV-202 i EV-100, Tehtnica-Zelezniki, Slovenija
e vodena kupelj VK2, INKOLAB, Hrvatska

e zamrziva¢ Ultralow temperature freezer, New Brunswick scientific Co., SAD

3.1.2. Priprema otopina, pufera i hranjivih podloga

Puferi i reagensi

Fosfatni pufer (PBS)

NaCl 80
Na;HPO4 x 2 H.0 1,159
KH2PO4 0,29
ultracista voda do 1000 mL
TE (Tris-EDTA) pufer (10x), pH = 8,0

Na,EDTA 2,92

Tris baza 15,75 ¢
ultracista voda do 1000 mL

*korekcija pH vrsi se klorovodi¢nom kiselinom (HCI)

TAE (Tris baza, octena Kiselina i EDTA) pufer (10x), pH = 8,3

Tris baza 48,4 g
ledena octena kiselina 11,4 mL
Na,EDTA 3,79
ultracista voda do 1000 mL

*korekcija pH vrsi se klorovodi¢nom kiselinom (HCI)

100 mM TEAB (Trietilamonijev bikarbonat) pufer

1M TEAB 100 mL
ultracdista voda do 1000 mL
20 mM Kkalij fosfatni pufer, pH =7
1 M otopina KoHPO4 61,5 mL
1 M otopina KH2PO4 38,5 mL
ultracdista voda do 1000 mL
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300 mM acetatni pufer, pH = 3,6

CH3COONa x 3H,0 0,29
ledena octena kiselina 6 mL
ultracista voda 4 mL

Boja za nanoSenje uzoraka na gel (eng. loading buffer) (6x)

Bromtimol plavo 0,29

50 % glicerol 6 mL

ultrac¢ista voda 4 mL

Bradfordov reagens

Coomassie Brilliant Blue G-250 50 mg
metanol 50 mL

85 % fosforna kiselina (HsPO4)* 100 uL
*ovu kiselu otopinu dodati u 850 mL ultradiste vode i mijesati dok se boja skroz ne otopi

FRAP (eng. Ferric Reducing/Antioxidant Power) reagens

10 mM otopina TPTZ (2,4,6-tripiridil-S-
triazin)

5mL

300 mM acetatni pufer (pH 3,6)

50 mL

20 mM otopina FeCls

5mL

*prije koristenja svjeze pripremljeni reagens zagrijati 10 min pri 37 °C

Priprema otopina enzima

Amilaza

Pepsin
(0,48 mg/mL)

(3 mg/mL)

Pankreasni sokovi

(2,4 mg/mL Zuénih -
soli, 0,3 mg/mL (‘(I)’rzlgsol/:)
lipaze, 0,4 mg/mL '

pankreatina)

0,59 mg amilaze

(100 U) otopimo u | 2topimo 60 mg

pepsinau 20 mL 0,1
1%?();}'55&%'\/' M otopine HCI uz
fosfatnog pufera pomoc Iflagneme

(PH = 7) mijesalice

otopimo 120 mg

suénih soli, 10 mg | Pomijesamo 10 mL

lipaze i 20 mg 2,5 %-tne otopine
pankreatina u 30 mL tripsina
20 mM Kalij (komercijalno

dostupne) i 90 mL
PBS pufera

fosfatnog pufera uz
pomo¢ magnetne
mijeSalice
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Ostale otopine

0,1 M otopina HCI - 0,84 mL HCI (36,5 %), ultraCista voda (do 100 mL)

0,1 mM otopina DPPH - 0,0394 g DPPH, 96 %-tni etanol (do 1000 mL)

0,5 M TCEP - 143,325 g TCEP HCI, ultracista voda (do 1000 mL)

1 M otopina K:HPO4 - 17,4 g K;HPO4, ultracista voda (do 100 mL)

1 M otopina KH2PO4 - 13,6 g KH2POy4, ultradista voda (do 100 mL)

1 M otopina NaHCQOs - 8,4 ¢ NaHCO:3, ultracista voda (do 100 mL)

1 M otopina NaOH - 4 g NaOH, ultracista voda (do 100 mL)

1,88 M otopina Na:CO3- 19,92 g NaxCOs, ultracista voda (do 100 mL)

10 % (w/v) AICI3 - 10 g AICl3, ultracista voda (do 100 mL)

10 mM otopina TPTZ-a (2,4,6-tripiridil-S-triazin) - 312,34 mg TPTZ, 40 mM
otopine HCI (do 100 mL)

140 mM otopina kalijevog peroksodisulfata - 3,784 g kalijevog peroksodisulfata,
ultracista voda (do 100 mL)

20 mM otopina FeCls - 27,8 mg FeCl3 x 6 H20, 40 mM HCI (do 100 mL)

200 mM TCEP - 35 uL 0,5 M TCEP, 35 uL ultraciste vode, 17,5 u. 1 M TEAB

375 mM jodoacetamida - 9 mg jodoacetamid, 132 uL. 100 mM TEAB

40 mM otopina HCL - 3,39 mL HCI (36,5 %), ultracista voda (do 1000 mL)

5 % otopina Giemsa boje - 5 mL Giemsa boje, ultracista voda (do 100 mL)

5 % otopina NaNO: - 5 g NaNOo, ultracista voda (do 100 mL)

7 mM otopina ABTS - 0,384 g ABTS reagensa, ultracista voda (do 100 mL;
fotolabilno)

citohalazin B (0,5 mg/mL) - 50 mg citohalazina, 10 mL DMSO-a, medij za uzgoj
stanica (do 100 mL)

citohalazin B (3 pg/mL) - 600 pL citohalazin B (0,5 mg/mL), medij za uzgoj stanica
(do 100 mL)

doksorubicin (0,4 pg/mL) - 20 mL koncentrirane otopine doksorubicina (2 mg/mL u
PBS-u), 80 mL medija za uzgoj stanica

etidijev bromid (0,5 pg/mL) - 50 pL koncentrirane otopine etidijevog bromida (10
mg/mL u vodi), ultracista voda (do 1000 mL)

otopina DCFH-DA (0,05 mM) - 2,5 mL koncentrirane otopine DCFH-DA (2 mM u
DMSO-u)197,5 mL PBS-a
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e otopina Neutral Red (0,05 mg/mL) - 1 mL koncentrirane otopine Neutral Red (5
mg/mL u 96 %-tnom etanolu), 99 mL kompletiranog medija za uzgoj stani¢nih linija

e otopina za fiksiranje (test CBMN) - ledena octene kiseline : metanola=1 : 3

e otopina za odbojavanje (test Neutral Red) - 96 %-tni etanol : ultracista voda : ledena
octena kiselina=50:49 : 1

e radna otopina ABTS+ radikala - 1,76 mL otopine kalijevog peroksodisulfata (140
mM), 7 mM otopina ABTS-a (do 100 mL) (konacna koncentracije kalijevog
peroksodisulfata iznosi 2,45 mM); na dan analize otopinu razrijediti 96 %-tnim
etanolom - 99 mL 96 %-tnog etanola i 1 mL ABTS reagensa (kona¢na koncentracija
ABTS+ radikala 1 %, A (734 nm) = 0,7 + 0,02)

e Triton X-100 otopina (0,01 %) - 100 uL Triton X-100, PBS (do 100 mL)

Hranjive podloge za uzgoj bakterijskih kultura

LB (Luria-Bertani) hranjiva podloga

bakto-tripton 109

kvascev ekstrakt 59

NaCl 59
ultracista voda do 1000 mL

MRS (De Man, Rogosa, Sharpe) hranjiva podloga

MRS Broth 2769
ultracista voda do 1000 mL
*nalidiksinska kiselina 100 mg/mL 300 uL

*dodaje se nakon sterilizacije u ohladenu hranjivu podlogu

M9-minimalna podloga s laktozom

Na2HPO4 69
KH2POq4 39
NaCl 059
NH4CI 1g
ultracista voda do 1000 mL
* 1 M otopina MgSQOas x 7 H20 2mL
*1 M otopina CaCl» 100 pL
* 20 % laktoza 10 mL
* tiamin (2 mg/mL) 1mL

*prethodno pripremljene sterilne otopine (filter, 0,45 um) u teku¢em obliku u ultracistoj vodi koje se dodaju nakon
sterilizacije u ohladenu hranjivu podlogu
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3.1.3. Biljni materijal

Za izradu ekstrakata koriSteni su osuseni listovi medvjetke [Arctostaphylos uva-ursi (L.)
Spreng.] Suban d.o.o. (Samobor, Hrvatska; broj serije: 1730, godina proizvodnje: 2016, zemlja

podrijetla: Albanija).

3.2. Eksperimentalni test-sustavi
3.2.1. Humane stanicne linije

U ovom radu koristene su stani¢ne linije probavnog sustava, jetre i mokra¢nog mjehura:
humani epitelni karcinom jezika (CAL 27; ATCC CRL-2095), humani adenokarcinom zeluca
(AGS, ATCC CRL-1739), humani epitelni kolorektalni adenokarcinom (Caco-2; ATCC HTB-
37), humani hepatocelularni karcinom (HepG2; ATCC HB-8065) i humani karcinom
mokra¢nog mjehura (T24; ATCC HTB-4).

3.2.2. Bakterijske kulture

U ovom radu su kao eksperimentalni organizmi za ispitivanje antimikrobnog djelovanja
i utjecaja na adheziju koriSteni bakterijski sojevi opisani u tablici 3. U daljnjem tekstu koji se
odnosi na eksperimente provedene u ovom radu te rezultate i raspravu, sve navedene bakterijske

kulture navode se bez specifi¢nih oznaka.

Tablica 3. Bakterije koristene u ovom radu.

Bakterija Izvor Mjesto ¢uvanja Opis

Staphylococcus L. .. e
Py izolirana i identificirana

aureus subsp. B : -
aureus u slini covjeka (Hudek 1 Gram-pozitivna
DSM 202317 sur., 2018)

Escherichia coli
K-12 MG1655

Genetic Stock Center,

Yale University, SAD

(Bacun-DruZzina 1 sur.,
2007)

Lactiplantibacillus
plantarum

DSM 1055

izolirana i identificirana
u slini covjeka (Hudek 1
sur., 2018)

Lactiplantibacillus
fermentum
21 PG_1ZZMK

izolirana i identificirana
u slini covjeka (Hudek 1
sur., 2018)

kolekcija

mikroorganizama,

Laboratorij za
biologiju i genetiku
mikroorganizama

Prehrambeno-

biotehnoloskog

fakulteta SveucilisSta u

Zagrebu, Hrvatska,

-80 °C

uropatogena,
Gram-negativna

bakterije
mlijecne kiseline
(eng. lactic acid
bacteria, LAB),
Gram-pozitivne
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3.3. Priprema ekstrakta medvjetke

Prema uputama proizvodaca, svjezi ekstrakt lista medvjetke pripremljen je na nacin da
je 3 g osusenih i prethodno samljevenih listova (pomocu tarionika, slika 6) preliveno sa 150
mL (ili 50 mL) ultraciste vode (zagrijane na 80 °C). Postupak ekstrakcije trajao je 15 min kako
bi se u uzorcima dobio sadrzaj bioloski aktivnih tvari koji odgovara jednom terapeutskom
napitku, odnosno dnevnoj preporucenoj dozi (3 terapeutska napitka; Yarnell, 2002). Ekstrakt je
filtriran kroz Whatman filter papir s porama od 20 — 25 um (razred 4, Sigma-Aldrich,
Njemacka), nakon ¢ega je volumen korigiran do 150 mL (ili 50 mL) prokuhanom ultra¢istom
vodom, a filtrat je pohranjen na -20 °C. Prije upotrebe smrznuti filtrati su otopljeni i

centrifugirani 5 min na 20 000 x g, a supernatanti koristeni za daljnje analize.

;\ —— . .

JETTTT T ||||||;| IR
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| Tveer

Slika 6. Uzorak osu$enih i samljevenih listova medvjetke koristenih u pripremi ekstrakata

(vlastita fotografija).

S obzirom na sve pozitivne zdravstvene ucinke fenolnih spojeva, jako je bitno sacuvati
njihovu stabilnost u namirnicama namijenjenih konzumaciji. Vrlo veliku ulogu u odrzavanju
stabilnosti ima nacin obrade i uvjeti Cuvanja (Michalska i Lysiak, 2015). Prema tome, danas se
intenzivno istrazuju metode koje odrzavaju fenole i druge bioloski aktivne spojeve stabilnim, a

jedna od njih je liofilizacija.
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Za pripremu liofiliziranog uzorka medvjetke proveden je isti postupak ekstrakcije koji
je prethodno opisan, s time da je za liofilizaciju pripremljen 5x koncentrirani uzorak na na¢in
da je 15 g usitnjenih listi¢a u tarioniku preliveno sa 150 mL ultraciste vode (zagrijane na 80
°C). Susenje zamrzavanjem ili liofilizacija je proces susenja materijala sastavljen od tri koraka:
smrzavanje, primarno susenje ili sublimacija i sekundarno susenje ili desorpcija. Glavni razlog
sirokog uspjeha ove tehnike je niska temperatura koja se koristi tijekom procesa suSenja §to
smanjuje rizik razgradnje tvari osjetljivih na toplinu i poboljSava stabilnost samog uzorka
(Arsiccio i sur., 2019). Ekstrakt je uparen pomocu rotacionog vakuum uparivac¢a do volumena
25 mL pri uvjetima 90 o/min, 45 min, 60 °C (prvih 15 min na 150 mbar, a sljede¢ih 30 min na
100 mbar kako bi se sprijecilo stvaranje pjene). Preostali volumen ekstrakta raspodijeljen je u
plastiéne Petrijeve zdjelice prekrivene parafilmom te smrznut na -80 °C barem 2 h prije
liofilizacije koja je provedena tijekom 24 h. Iz dobivene mase liofilizata preraCunata je

koncentracija za pripremu potrebnih terapeutskih doza liofiliziranih ekstrakata.
3.3.1. Odredivanje sastava ekstrakta

U pripremljenim vodenim ekstraktima medvjetke odreden je ukupni udio fenola i
flavonoida te je odredena antioksidacijska aktivnosti spektrofotometrijskim metodama DPPHe,
FRAP i ABTS. Spektrofotometrijska mjerenja su napravljena u mikrotitarskim plo¢icama s 96
jazica pomocu ¢itaca mikrotitarskih plocica.

Napravljena je kvalitativna 1 kvantitativna analiza bioloski aktivnih spojeva arbutina 1
hidrokinona u ekstraktu metodom tekuéinske kromatografije visoke djelotvornosti (eng. high
performance liquid chromatography, HPLC) na Shimadzu HPLC sustavu, a probavna

stabilnost navedenih spojeva odredena je simuliranom in vitro probavom.

3.3.1.1. Ukupni fenoli

Ukupni fenoli u vodenom ekstraktu medvjetke i u uzorcima podvrgnutim in vitro
probavi odredeni su spektrofotometrijskom metodom po Folin-Ciocalteu pri valnoj duljini 765
nm. Ova kolorimetrijska metoda se temelji na reakciji fenola s Folin-Ciocalteu reagensom Koji
je sastavljen od smjese fosfovolframove i fosfomolibdenske kiseline. Pri oksidaciji fenolnih
spojeva navedene kiseline reduciraju se u plavo obojene volfram- i molibden-oksid (Ough i
Amerine, 1988). Metoda je prilagodena za male volumene pa je 20 puL uzorka pomijeSano sa
100 pL Folin-Ciocalteu reagensa i 300 uL 1,88 M Na.COs te je volumen nadopunjen
ultracistom vodom do 2 mL. Uzorci su inkubirani 30 minuta na 45°C u tami te je nakon toga
izmjerena apsorbancija pri 765 nm. Za izradu bazdarne krivulje koristena je vodena otopina

galne kiseline u rasponu koncentracija 0,1 — 2 mg/mL.
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3.3.1.2. Ukupni flavonoidi

Ukupni flavonoidi u vodenom ekstraktu medvjetke i uzorcima in vitro probave odredeni
su metodom pomocu aluminijevog klorida (AICl3) koja se temelji na svojstvu flavonoida da
tvore kompleks s aluminijevim kloridom. Nastalo obojenje mjeri se spektrofotometrijski pri
valnoj duljini 510 nm, a intenzitet obojenja je proporcionalan koli¢ini prisutnih flavonoida u
uzorku (Zhishen i sur., 1999). Volumen uzorka od 20 uL pomijesan je s 880 uL ultrac¢iste vode
i 60 uL. NaNO2 (5 % w/v) te je smjesa inkubirana 5 min pri sobnoj temperaturi. Nakon toga,
dodano je 60 puL AICIz (10 % w/v) te je inkubacija smjese trajala 6 min, a odmah nakon
inkubacije dodano je 400 uL 1 M otopine NaOH i ultra¢iste vode do ukupnog volumena od 2
mL te je izmjerena apsorbancija pri 510 nm. Mjerenjem apsorbancije rastucih koncentracija

otopina kvercetina u etanolu (0,1 — 2,5 mg/mL), izradena je bazdarna krivulja.

3.3.2. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti ekstrakta

Antioksidacijska aktivnost uzoraka vodenog ekstrakata medvjetke (u koncentraciji
jednog i tri terapeutska napitka) i svih faza in vitro probave odredena je spektrofotometrijski
metodama DPPHe, FRAP i ABTS ¢iji princip je opisan u sljede¢im poglavljima.

3.3.2.1. Metoda DPPH-

Metoda DPPHe (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikal) ili metoda hvatanja slobodnih
DPPHe radikala jedna je od najcesc¢e koriStenih metoda za odredivanje antioksidacijske
aktivnosti. Temelji se na redukciji slobodnih DPPHe radikala antioksidansom odnosno
antioksidans donira radikalu atom vodika ili elektrona pri ¢emu se radikal reducira. Redukcijom
radikala dolazi do promjene boje iz ljubicaste u zutu koju detektiramo spektrofotometrijski pri
valnoj duljini od 517 nm. Metoda je prilagodena prema radu Brkanac i sur. (2015) pa je
volumen od 25 pL uzorka pomijesan s 475 uL 0,1 mM otopine DPPH u etanolu. Provedena je
inkubacija od 30 min na sobnoj temperaturi nakon ¢ega je izmjerena apsorbancija pri 517 nm.
Kontrolni uzorak pripremljen je na nacin da je umjesto uzorka koristeno otapalo. Mjerenjem
apsorbancije rastu¢ih koncentracija otopina Trolox-a (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-
karboksilna kiselina; 0,039 — 1,25 mM), izradena je bazdarna krivulja. Pretvorbom radikala
DPPHe u neradikalni oblik uslijed reakcije s antioksidansom, dolazi do smanjenja apsorbancije.
Smanjenje apsorbancije je proporcionalno aktivnosti zadanog antioksidansa te se iz izmjerenih

vrijednosti apsorbancije izracunat postotak inhibicije radikala DPPHe.
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3.3.2.2. Metoda FRAP

Metoda FRAP (eng. Ferric Reducing/Antioxidant Power) temelji se na redukciji
oksidansa (kompleks zeljeza s 2.4,6-tripiridil-s-triazinom — Fe(I11)(TPTZ)2Clz) pomocu
reducensa u redoks-kolorimetrijskoj reakciji (Benzie i Strain, 1999). Pri niskim vrijednostima
pH, ioni Fe** se reduciraju do iona Fe?" koji pokazuju maksimalnu apsorbanciju pri valnoj
duljini od 593 nm. Volumen od 50 pL uzorka je pomijesan s 950 uL reagensa FRAP te je
Izmjerena apsorbancija nakon 4 min inkubacije. Kao standard koristen je FeSO4 x 7 H20) u
koncentracijskom rasponu 100 — 1000 pmol/L. Rezultati su izrazeni kao postotak redukcije

Fed*

3.3.2.3. Metoda ABTS

U metodi ABTS (2,2'-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina)), prilikom
oksidacije otopine ABTS formira se plavo-zeleno obojeni radikal-kation 2,2'-azinobis(3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonske) kiseline. Dodatkom antioksidansa dolazi do gubitka boje, a ta
promjena se detektira pri valnoj duljini 736 nm. Volumen od 10 pL uzorka pomijesan je s 1 mL
otopine radikala ABTS" te je smjesa inkubirana 6 min prije mjerenja apsorbancije pri 736 nm
(Re i sur., 1999). Neposredno prije izvodenja analize, pripremljena je radna otopina radikala
ABTS" razrjedenjem prethodno pripremljene otopine ABTS-a i kalijevog peroksodisulfata
(ABTS™) pomoéu etanolom do apsorbancije 0,7 + 0,02 mjerene pri valnoj duljini 734 nm uz
pomo¢ spektrofotometra za mikrovolumene. Kontrolni uzorak pripremljen je uz pomo¢ otapala
umjesto uzorka, a slijepa proba mijesanjem 1 mL 96 %-tnog etanola i 10 uL otapala. Za izradu
bazdarnog pravca koristena je otopina Trolox-a (0,039 — 1,25 mM), a rezultati su izraZeni kao
postotak inhibicije radikala ABTS.
3.3.3. Odredivanje bioloski aktivnih komponenti u ekstraktu — kvalitativna i kvantitativna
analiza

Kvalitativna i kvantitativna analiza arbutina i hidrokinona (u ekstraktima i uzorcima in
vitro probave) te njihova biodostupnost na stanicnom modelu provedena je uz pomo¢ Shimadzu
HPLC sustava s UV-VIS detektorom prema metodi iz rada Rychlinska i Nowak (2012) koju je

bilo potrebno prethodno prilagoditi uzorcima i koloni koristenim u ovom radu.

Razdvajanje analiziranih spojeva provedeno je pomocu kolone LiChroCART® 125-4
LiChrospher® 100 RP-18 (5 um) s predkolonom LiChroCART® 4-4 LiChrospher® 100 RP-18
s veli¢inom Cestica 5 um. U kolonu je injektirano 20 uL uzorka, a protok mobilne faze bio je 1

mL/min. Temperatura kolone bila je 25 °C, a koncentracija ispitivanih spojeva u uzorcima
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mjerena je UV-VIS detektorom pri valnoj duljini od 289 nm. Koncentracije arbutina i
hidrokinona u uzorcima izraCunate su pomocu jednadzbe bazdarnog pravca poznatih
koncentracija standardnih otopina istih spojeva, pomnozene s faktorom razrjedenja i izrazene u
ug/mL. Za kalibraciju je koriSteno Sest serijskih razrjedenja arbutina (raspon 0,0005 — 0,2
mg/mL) i hidrokinona (raspon 0,0005 — 0,2 mg/mL) u vodi. Mobilna faza je sadrzavala 0,5 %
vodenu otopinu octene kiseline (A) i 100 % metanol (B). Profil ispiranja: 0 —2 min: 0 — 2 %
metanola, 2,01 — 6 min: 15 % metanola, 6,01 — 8 min: 15 — 25 % metanola, 8,01 — 14 min: 70
% metanol, 14.01 — 20 min: 95 % metanol, 20.01 — 23 min: 2 — 0 % metanol (Hudek Turkovié
i sur., 2022). Prije same HPLC analize, svi uzorci su centrifugirani tri puta (4 °C, 20 000 x g, 5
min; Hettich centrifuga). Koncentracije analiziranih uzoraka izracunate su pomocu softvera LC
Solution (Shimadzu Corporation, Japan) iz kalibracijskih krivulja. Sve analize ponovljene su

tri puta sa zasebno pripremljenim uzorcima.

3.4. In vitro probava

Model in vitro probave koji simulira ljudski probavni sustav ukljucujuci usta, zeludac i
tanko crijevo koristio se za odredivanje probavne stabilnosti bioloski aktivnih spojeva arbutina
i hidrokinona iz ekstrakta medvjetke pomo¢u metode HPLC. Takoder se pratila promjena u
antioksidacijskoj aktivnosti u razli¢itim fazama probave pomo¢u metoda DPPHe, FRAP i
ABTS. Nadalje, odredeni su ukupni fenoli i flavonoidi spektrofotometrijskim metodama.
Eksperimentalno dobivene koncentracije u kombinaciji s dostupnom literaturom Kkoristene su u
daljnjim eksperimentima na humanim stani¢nim linijama spomenutih sustava u uvjetima in

vitro kao i u proteomskoj analizi.

Metoda in vitro probave provedena je prema protokolu iz rada Shim i sur. (2012).
Inicijalnu fazu probave ¢ine uzorci prethodno pripremljenih ekstrakata (jedna - terapeutski
napitak i dnevna doza koju ¢ine tri terapeutska napitka; 0,3 mL) u 20 mM kalij fosfatnom puferu
(pH = 7) ukupnog volumena 2 mL. Za fazu simulacije probave u ustima, u prethodno
pripremljene ekstrakte medvjetke (0,3 mL) dodano je 10 uL a-amilaze iz ljudske sline (0,48
mg/mL u 20 mM kalij fosfathom puferu, pH = 7) i 0,3 mL kalij fosfatnog pufera. Uzorci su
inkubirani u laboratorijskom inkubatoru 5 min pri 37 °C i brzini tre$nje 150 o/min. Zelu¢ana
faza probave zapocinje dodatkom 0,4 mL pepsina izoliranog iz svinjskog Zeluca (3 mg/mL u
0,1 M HCI) i provjerom vrijednosti pH vrijednosti koja mora iznositi 2. Tako pripremljeni
uzorci se inkubiraju 60 min u laboratorijskom inkubatoru na 150 o/min i pri 37 °C. Za

simulaciju probave u tankom crijevu, pH svakog uzorka neutralizira se na vrijednosti 5,3
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pomocu 1 M otopine NaHCOs. Nadalje, u svaki uzorak dodaje se 0,9 mL pankreasnih sokova
(zucne soli = 2,4 mg/mL, pankreatin = 0,4 mg/mL i svinjska lipaza = 0,2 mg/mL u 20 mM kalij
fosfatnom puferu) i pH se podeSava na vrijednost 7,0 pomoc¢u otopine NaOH (1 M). In vitro
probava po pojedina¢nim fazama prikazana je na slici 7. Uzorci su nadopunjeni do 2 mL
pomocu 20 mM Kalij fosfatnog pufera i inkubirani pri 150 o/min i 37 °C tijekom 120 min. U
kontrolnim uzorcima svake faze simulirane probave umjesto ekstrakta medvjetke dodano je 0,3
mL ultraciste vode. Na Kraju se supernatanti iz probave centrifugiraju (20 000 x g, 4°C, 10 min;

Hettich centrifuga) i ¢uvaju na -20 °C do daljnjih analiza.

In vitro probava n USTIMA
-.: a-amilaza (0,48 mg/mL) u 20 mM K-P puferu
37°C

/ 150 o/min
5 min

In vitro probava u ZELUCU

/'I ' Pepsin otopina (3 mg/mL u 0,1 M HCI)

f/‘*.\— / pH=2 (1M HC])

Ly 37°C

150 o/min
/ 1h

In vitro probava u TANKOM CRUEVU

pH = 5,3 (1 M NaHCO:)
Pankreasni sokovi (2,4 mg Zu¢nih solifmL;
4 N 0,2 mg lipaze/mL; 0,4 mg pankreatina/mL u 20 mM
F12 K-P puferu)
37 °C
150 o/min
2h

Slika 7. Uvijeti in vitro probave po fazama. K-P pufer predstavlja kalij-fosfatni pufer.

Napravljeno pomocu BioRender.com.
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3.5. Bioloski udinci na humane tumorske stani¢ne linije u uvjetima in vitro

3.5.1. Uzgoj stani¢nih linija

Stani¢ne linije su ¢uvane na -80 °C u 10 % dimetilsulfoksidu (DMSO) koji sluzi kao
krioprotektivno sredstvo. Kao priprema za eksperimente, stanice je bilo potrebno odmrznuti u
vodenoj kupelji pri 37 °C te centrifugiranjem odvojiti talog sa stanicama od medija s DMSO-
om u supernatantu. Talog je resuspendiran u 1 mL hranjivog medija te su stanice nasadene u T-
boce od 5 mL u koje je prethodno dodan medij za uzgoj. Za uzgoj stanica koristen je tekuci
hranjivi medij Ham's F-12 kompletiran pomocu fetalnog govedeg seruma (eng. Fetal bovine
serum, FBS) u kona¢noj koncentraciji kao 10 %-tna otopina. Stanice su uzgajane u T-bocama
u monosloju do konfluentnosti u CO- inkubatoru (95 % zraka i 5 % CO>) pri 37 °C (Freshney,
2010). Kako bi se stanice nasadile u odredenoj koncentraciji koju zahtijeva protokol
eksperimenta, stanice su iz subkonfluentnog monosloja prevedene u suspenziju koristenjem
0,25 %-tne otopine tripsina u fosfatnom puferu (eng. Phosphate Buffer Saline, PBS)
pripremljene iz komercijalno dostupne 2,5 %-tne otopine tripsina (slika 8). PBS je prije
upotrebe steriliziran pri uvjetima temperature 121 °C i tlaka 1 bar, tijekom 15 min. Kako bi
dobiveni rezultati bili ponovljivi i usporedivi s rezultatima drugih autora, bilo je potrebno

utvrditi to¢an broj stanica.

Slika 8. Mikroskopska slika T24 stanica karcinoma mokra¢nog mjehura: (A) subkonfluentna
kultura i (B) pojedinacne stanice odvojene od podloge tripsinom (invertni mikroskop;

povecanje: 250x%; vlastita fotografija).

49



Materijali i metode

Broj stanica u uzorku odreduje se pomocu Biirker-Tiirkove komorice i1 invertnog
mikroskopa. Nakon tripsinizacije, 10 pL uzorka stanica otpipetira se na komoricu koja se sastoji
od 9 velikih kvadrata povrsine 1 mm?. Svaki veliki kvadrat se sastoji od 16 malih kvadrata, a
prostor izmedu pokrovnog i predmetnog stakla je visine 0,1 mm. Broj stanica se odreduje u
Cetiri vanjska velika kvadrata, a kona¢nu koncentraciju stanica predstavlja srednja vrijednost
stanica korigirana na volumen velikog kvadrata (0,1 mm?). Konaéni rezultat izrazava se kao

broj stanica po 1 mL stani¢ne suspenzije.
3.5.2. Odredivanje biodostupnosti na stanicnom modelu

Kako bi odredili kapacitet stani¢ne apsorpcije bioaktivnih spojeva arbutina i
hidrokinona iz ekstrakta medvjetke prilikom oralne konzumacije, koriStene su laringealne,
kolorektalne i stani¢ne linije mokra¢nog mjehura (CAL 27, Caco-2, HepG2 i T24). CAL 27 i
Caco-2 stanice tretirane su ekstraktom medvjetke (jedan terapeutski napitak), dok su druge
stani¢ne linije tretirane mjesavinom arbutina i hidrokinona u koncentracijama koje su izmjerene
nakon faze simulirane probave u ustima (CAL 27; arbutin = 121,62 mg, hidrokinon = 2,19 mg;
izmjerene pocéetne doze) i simulirane probave u tankom crijevu (CaCo-2, HepG2, T24; arbutin
= 121,62 mg, hidrokinon = 3,62 mg). Metoda je provedena prema protokolu iz rada Lei i sur.
(2011) uz odredene modifikacije. Prije provedbe eksperimenta odredivanja biodostupnosti,
provjerena je stabilnost arbutina i hidrokinona u 10 % hranjivom mediju s FBS-om tijekom 2
h. Stanice su nasadene u mikrotitarske plocice s 96 jazica u koncentraciji 10° stanica/mL, a
nakon postizanja konfluentnosti, hranjivi medij je uklonjen i stanice su isprane otopinom PBS-
a (pH =7,4). Stanice karcinoma debelog crijeva Caco-2, jetre HepG2 i mokra¢nog mjehura T24
tretirane su prethodno navedenim koncentracijama uzoraka tijekom 2 h, a CAL 27 stanice
karcinoma epitela jezika tijekom 30 min (procijenjeno vrijeme kontakta u stvarnim uvjetima
ljudske probave) pri 37 °C. Kao kontrola koriStena je testna otopina prije provedene apsorpcije
od strane stanica (0 h). Koncentracije arbutina i hidrokinona u mediju prije i nakon tretmana na
stani¢nim linijama u uvjetima in vitro odredene su HPLC analizom pri uvjetima opisanim u
prethodnom poglavlju 3.3.3. Rezultati su izraZzeni kao postotak stani¢ne apsorpcije (%) u

odnosu na kontrolni uzorak.

Za mjerenje biodostupnosti arbutina i hidrokinona te njihove apsorpcije od strane
ispitivanih stanica probavnog sustava u uvjetima in vitro, uzorke je bilo potrebno pripremiti u
hranjivom mediju za rast stani¢nih linija (10 % FBS-a). S obzirom na sloZen sastav hranjivog

medija i seruma, uzorke smo pokusali procistiti taloZenjem proteina kako ne bi smetali u HPLC
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analizi. Postupak procis¢avanja proveden je prema radu Poujol i sur. (2003) na nacin da je na
0,5 mL uzorka dodan 1 mL smjese metanola i ACN (1 : 1). Tako pripremljen uzorak je
pomijesan vibromikserom u trajanju od 15 s i centrifugiran na 10 000 x g tijekom 4 min, te je
postupak ponovljen dva puta. Prilikom analize supernatanta, uo¢eno je da ovaj nacin
procis¢avanja nije u¢inkovit s obzirom da je uzorak prerazrijeden i nije bilo moguce detektirati
arbutina i1 hidrokinon. Uzorci su kona¢no analizirani bez proc¢is¢avanja te je na taj na¢in HPLC

analiza uspjesno provedena.
3.5.3. Bioloska aktivnost hidrokinona i nitrofurantoina

Za odredivanje citotoksi¢nog i pro(anti)oksidacijskog djelovanja ispitivanih uzoraka na
stanice karcinoma probavnog sustava (CAL 27, AGS, Caco-2), jetre (HepG2) i mokracnog
mjehura (T24), bilo je potrebno stanice nasaditi u mikrotitarske plocice s 96 jazica na nacin da
se u svaku jaZicu otpipetira 100 pL stani¢ne suspenzije koncentracije 10° stanica/mL. Za test
citotoksi¢nosti koristene su prozirne plocice, a za odredivanje pro(antioksidacijskog) djelovanja
crne plocice zbog propisanih protokola samih metoda koji ée biti objasnjeni u sljede¢im
poglavljima. Nakon postizanja subkonfluentne kulture (24 h od nasadivanja), sa stanica je
odstranjen hranjivi medij i one su tretirane prethodno pripremljenim koncentracijama ekstrakta
medvjetke, arbutina, hidrokinona, nitrofuranotina ili mjesavine hidrokinona i nitrofuranotina u
hranjivom mediju. Kao negativna kontrola koristene su stanice u hranjivom mediju bez
testiranih spojeva. Svi tretmani provedeni su u minimalno 4 replike i 3 nezavisna eksperimenta.
Takoder, istrazivan je i utjecaj 24-satnog oporavka na prezivljenje stanica na nacin da su stanice
nakon provedenog tretmana ispitivanim spojem isprane PBS-om. Zatim je na stanice dodan
svjezi hranjivi medij te je nastavljena inkubacija pri 37 °C tijekom 24 h.

Stanice karcinoma epitela jezika (CAL 27) tretirane su 15 min ekstraktom medvjetke
(0,5 — 5x%) i otopinom arbutina u hranjivom mediju u koncentracijama prethodno odredenim u
ekstraktu (0,4 — 4 mg/mL). Koncentracija 1x ekstrakta (1 terapeutski napitak) predstavlja 0,4
mg/mL arbutina. Stanice adenokarcinoma Zeluca (AGS) su tretirane 1 h takoder ekstraktom
medvjetke i otopinama arbutina u hranjivom mediju. Stani¢na linije adenkarcinoma debelog
crijeva Caco-2 tretirana je u vremenu od 2 i 4 h, ekstraktom medvjetke (0,5 — 5x) i otopinom
arbutina (0,4 —4 mg/mL) u hranjivom mediju, dok su stanice hepatocelularni karcinoma HepG2
tretirane 1, 2 i 4 h otopinama arbutina (0,4 — 4 mg/mL) i nitrofuranotina (0,167 — 0,67 mg/mL).
Budu¢i da su u ovom istrazivanju trebali biti provjereni uvjeti kakvi se postizu u osoba s

urinarnim infekcijama, tretman T24 stanica mokra¢nog mjehura proveden je 2, 4 i 8 h
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hidrokinonom, nitrofurantoinom te njihovim kombinacijama. Vremena 2 i 4 h predstavljaju
realne uvjete zadrzavanja mokrace prilikom urinarnih infekcija dok je 8 h prosje¢no vrijeme

spavanja.

Radne koncentracije hidrokinona koristene u ovom radu, definirane su na temelju
dnevnih terapijskih doza ekstrakta medvjetke u suzbijanju simptoma urinarnih infekcija, a
temelje se na jednoj do tri Salice terapeutskog napitka. U sadrzaju jedne Salice terapeutskog
napitka, pripremljene na prethodno opisani nac¢in, metodom HPLC odredena je koncentracija
hidrokinona od 14,6 + 0,319 ug/mL. HPLC analizom ukupne koncentracije hidrokinona unutar
dnevne doze (tri terapeutska napitka) ¢aja odredena je koncentracija od 37,22 + 0,72 pg/mL.
Pregledom literature utvrdeno je da se 41 % pocetne doze arbutina nalazi kao konjugati
hidrokinona unutar urina 4 h nakon konzumacije 1 Salice terapeutskog napitka, a slobodni
hidrokinon koji se uklanja putem urina, ¢ini 0,6 % pocetne doze arbutina u ekstraktu (Siegers i
sur., 1997; Glockl i sur., 2001). Prema navedenim parametrima, u eksperimentima su koristene
koncentracije hidrokinona od 5, 20, 50, 320 te 900 pg/mL (tablica 4).

Tablica 4. Koristene koncentracije hidrokinona i njihov znacaj.

Koncentracija
hidrokinona Opis doze
(ng/mL)
Najmanja koncentracija hidrokinona koja nakon konzumacije jednog

terapeutskog napitka ekstrakta medvjetke moze do¢i u kontakt sa

5 ugimL . , . . ) .
stanicama mokra¢nog mjehura; odgovara uklonjenom hidrokinonu

putem urina.

Koncentracija hidrokinona u mokra¢nom mjehuru odredena nakon

20 uglmL provedene in vitro probave ekstrakta medvjetke (jedan terapeutski

napitak).

Koncentracija hidrokinona u mokra¢énom mjehuru odredena nakon
50 ug/mL provedene in vitro probave ekstrakta medvjetke (tri terapeutska
napitka, preporucena dnevna doza).

Najveca koncentracija hidrokinona koja moze do¢i u kontakt sa
stanicama mokra¢nog mjehura nakon konzumacije jednog
320 ug/mL terapeutskog napitka ekstrakta medvjetke; pretpostavlja pretvorbu
svih konjugata hidrokinona u slobodni hidrokinon u uvjetima
luznatog urina.

Najveca koncentracija hidrokinona koja moze do¢i u kontakt sa
stanicama mokra¢nog mjehura nakon konzumacije tri terapeutska
napitka medvjetke; pretpostavlja pretvorbu svih konjugata
hidrokinona u slobodni hidrokinon u uvjetima luznatog urina.

900 ug/mL
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S obzirom na nisku topljivost nitrofurantoina u vodi, ishodisna otopina nitrofurantoina
najprije je pripremljena u DMSO-u (topljivost 25 mg/mL), a zatim su radne otopine
pripremljene u hranjivom mediju. U ovom radu koriStene su otopine nitrofurantoina koje
odgovaraju profilaktickoj dozi 1 dvjema terapeutskim dozama preracunate na volumen
mokraénog mjehura ¢ovjeka od 300 mL. Koncentracija koja odgovara profilaktickoj dozi je
0,167 mg/mL urina dok su terapeutske doze 0,33 mg/mL i 0,67 mg/mL urina. Udio DMSO-a u
otopinama nitrofurantoina koriStenim u ovom radu bila je u rasponu od 0,16 — 0,6 % (V/v).
Prema tome, prije ispitivanja toksi¢nosti nitrofurantoina, provjerena je toksic¢nost 0,16 — 6 %

otopina DMSO-a u hranjivom mediju.

Mjesavine hidrokinona i nitrofuranotina pripremljene su kombinacijom svih
pojedina¢nih koncentracija spojeva u hranjivom mediju kako bi se ispitalo pokazuju li spojevi

aditivno, sinergisticko, antagonisti¢ko ili djelovanje bez o¢iglednog medusobnog utjecaja.
3.5.3.1. Test citotoksicnosti — metoda Neutral Red

Za utvrdivanje citotoksi¢nog uéinka spojeva na humane stanic¢ne linije u uvjetima in
vitro opisane u poglavlju 3.2.1., koristena je metoda Neutral Red. Radi se 0 3-amino-7-
dimetilamino-2-metilfenazin hidroklorid boji koja kroz membranu stanica prolazi neionskom
difuzijom te se veZe na lizosomski matriks stanica. Ulazak boje u stanicu ovisi o sposobnosti
stanice da odrZava pH gradijent stvaranjem ATP-a pri ¢emu fizioloski pH omoguc¢ava boji da
prodre kroz stanicnu membranu. Kada se boja nade u citoplazmi stanice, pH gradijent joj
omogucava daljnji prodor prema lizosomu gdje je vrijednost pH niza u usporedbi s

citoplazmom. Unutar lizosoma boja biva nabijena te se tu i zadrzava (Repetto i sur., 2008).

Nakon tretmana stanica ispitivanim koncentracijama uzoraka, stanice se ispiru PBS-om
te se na njih stavlja otopina boje Neutral Red u hranjivom mediju (0,05 mg/mL) na na¢in da se
u svaku jazicu mikrotitarske ploc¢ice otpipetira 100 pL radne otopine boje te se plocica stavlja
u CO2 inkubator pri 37 °C tijekom 2 h. Radna otopina boje Neutral Red priprema se mijeSanjem
koncentrirane otopine boje Neutral Red u etanolu (5 mg/mL) i kompletiranog hranjivog medija.
Nakon ispiranja obojenih stanica PBS-om da se ukloni visak boje Neutral Red, dodaje se
otopina za odbojavanje u kojoj se otapa samo boja koju su vijabilne stanice apsorbirale.
Kvantifikacija vijabilnih stanica vrsi se spektrofotometrijski pri valnoj duljini 540 nm. Mrtve
ili stanice s oSte¢enom staniénom membranom ne mogu zadrzati boju Neutral Red te je stoga
intenzitet obojenja linearno proporcionalan s koncentracijom vijabilnih stanica (Babich i

Borenfreund, 1991). Postotak prezivljenja stanica racuna se u odnosu na negativnu kontrolu
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pomocu formule: % prezZivijenja = (Asao tretiranog uzorka/Asao kontrole) x 100 gdje Axontrole
oznacava srednju vrijednost apsorbancije u kontrolnim stanicama, a Atretiranog uzorka 0OZnacava
srednju vrijednost apsorbancije u tretiranim stanicama (stanice izloZzene djelovanju ispitivanih
ekstrakta, spojeva i mjeSavine spojeva). Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti postotka
prezivljenja s pripadaju¢im standardnim devijacijama. Statisticka obrada podataka opisana je u

poglavlju 3.8.
3.5.3.2. Odredivanje pro(anti)oksidacijskog djelovanja — metoda DCFH-DA

Za odredivanje nastalih reaktivnih kisikovih vrsta (eng. Reactive Oxygen Species, ROS)
unutar stanice koristena je metoda DCFH-DA (2',7'-diklorfluorescein diacetat). DCFH-DA je
nefluorescentna i nepolarna boja koja difuzijom ulazi u citoplazmu stanice gdje dolazi do
hidrolize acetatnih skupina boje od strane stani¢nih esteraza. Pri tome se oslobada DCFH (2',7'-
diklorfluorescein) ¢ije vezanje na ROS-ove rezultira pojavom fluorescencije (Hempel i sur.,
1999).

Nakon tretmana stanica ispitivanim uzorcima, slijedi ispiranje PBS-om te se na njih
dodaje volumen od 100 uL boje DCFH-DA u PBS-u (0,05 mM) koristene direktno na stanicama
tijekom 15 min u CO; inkubatoru pri 37 °C. Intenzitet fluorescencije mjeri se pri valnoj duljini
emisije od 485 nm i ekscitacije 530 nm, a proporcionalan je koli¢ini ROS-ova u stanici.
Indukcija slobodnih radikala izrazava se kao % ROS-ova u odnosu na kontrolu uz korekciju
prezivljenja stanica u pojedinom tretmanu. Statisticka obrada podataka opisana je u poglavlju

3.8.

3.5.3.3. Odredivanje genotoksicnog ucinka — Mikronukleus test sa zaustavljenom citokinezom

u tzv. cytome inacici

Mikronukleus test predstavlja standardni test za procjenu genotoksi¢nosti te se koristi
za mjerenje oStecenja pogreSnog popravka DNA, mitotickih nepravilnosti, nestabilnosti
kromosoma, apoptoze, nekroze, citostaze i nerazdvajanja kromosoma. Izmedu nekoliko
poznatih vrsta mikronukleus testa, naj¢eSce se primjenjuje test sa zaustavljenom citokinezom u
tzv. cytome inacici (eng. Cytokinesis-Block Micronucleus Cytome assay, CBMN cyt) koja
dovodi do nastajanja binuklearnih stanica u kojima se mogu analizirati mikronukleusi. Kao
agens za zaustavljanje citokineze koristi se citohalazin B, inhibitor polimerizacije aktina
potrebnog za stvaranje mikrofilamentnoga prstena koji suzava citoplazmu izmedu jezgara
stanica kceri tijekom citokineze (Cheong i sur., 2013). Pod svjetlosnim mikroskopom,

mikronukleus u interfazi izgleda kao dodatna jezgra stanice, ali je puno manji i odvojen od
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glavne jezge (1/16 — 1/3 promjera glavne jezgre). Osim mikronukleusa, u binuklearnim
stanicama mogu nastati i druge morfoloske promjene poput nukleoplazmatskih mostova (eng.
Nucleoplasmic Bridges, NPB) i pupova jezgre (eng. Nuclear Buds, NB). Pupovi se razlikuju od
mikronukleusa po tome S$to su povezani s jezgrom pomocu uske ili Siroke linije
nukleoplazmatskog materijala. S druge strane, nukleoplazmatski mostovi su nukleoplazmatska
veza izmedu dvije jezgre unutar binuklearne stanice Cija Sirina obi¢no ne prelazi Cetvrtinu
promjera jezgre stanice. Indeks diobe jezgara (eng. Nuclear Division Index, NDI) je pokazatelj
proliferacije stanica te se zbog toga smatra mjerom citotoksi¢nosti. Vrijednost NDI = 1,0 se
smatra najnizom i pokazatelj je da nije doslo do podjele stanica tijekom zaustavljanja citokineze
te takve stanice ostaju mononuklearne. Maksimalna vrijednost NDI-a je 2,0 i oznacava da su
sve stanice u stani¢noj kulturi zavrSile jednu diobu te su binuklearne (lonescu i sur., 2011).
Ucestalost stanica s jednom, dvije, tri ili viSe glavnih jezgri moZe se upotrebljavati za opisivanje
napretka stani¢nog ciklusa nakon stimulacije mitogenom, a podatak o tome vidljiv je iz
vrijednosti NDI. Mikronukleus cytome test dodatno mjeri proliferaciju stanica u uvjetima in
vitro uz pomo¢ proliferacijskog indeksa u stanicama sa zaustavljenom citokinezom (eng.
Cytokinesis-Block Proliferation Index, CBPI) (Lorge i sur., 2008; OECD/OCDE, 2016).

Za provedbu mikronukleus cytome testa bilo je potrebno T24 stani¢nu liniju karcinoma
mokraénog mjehura nasaditi u mikrotitarsku plo¢icu s 24 jaZice u koncentraciji 10* stanica/mL.
Na dno jazica mikrotitarske ploc¢ice su prije nasadivanja stanica u sterilnim uvjetima poloZena
okrugla predmetna stakalca (2r = 14 mm). Stakalca su prije upotrebe oprana u 70 %-tnom
etanolu i sterilizirana (121 °C, 1 bar, 15 min). Mikronukleus cytome test proveden je prema
protokolu Savio i sur. (2014) s odredenim modifikacijama. Nakon 24 h uzgoja u mikrotitarskim
plo¢icama na okruglim predmetnim stakalcima, T24 stanice su tretirane doksorubicinom kao
pozitivnom kontrolom (0,4 ug/mL), nitrofuranotinom (0,167 mg/mL), 0,16 %-tnom otopinom
DMSO-a, hidrokinonom (5 i 10 pg/mL) i smjesom nitrofurantoina i hidrokinona u
kombinacijama prikazanim na slici 9 tijekom 2 i 8 h. Radne otopine svih testiranih spojeva

pripremljene su u hranjivom mediju za stani¢ni uzgoj bez dodatka seruma.
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Slika 9. Shema tretmana stani¢ne linije karcinoma mokra¢nog mjehura (T24) u mikrotitarskoj
plocici s 24 jazice za provedbu mikronukleus testa sa zaustavljenom citokinezom u
tzv. cytome inacici (mikronukleus cytome test). NK — negativna kontrola; PK —
pozitivna kontrola (0,4 ng/mL doksorubicina); MIX 1 — 0,167 mg/mL nitrofurantoina
15 pg/mL hidrokinona; MIX 2 - 0,167 mg/mL nitrofurantoina i 10 pg/mL hidrokinona.

Napravljeno pomoc¢u BioRender.com.

Nakon provedenog tretmana, stanice su isprane PBS-om (0,5 mL) te je na stanice
stavljena otopina citohalazina B (eng. Cytochalasin B iz Drechslera dematioidea, 3 pg/mL)
pripremljena u hranjivom mediju s dodatkom FBS-a (10 %). Stanice su kultivirane u mediju s
dodanim citohalazinom B ukupno 24 h, ukljucujuci i vrijeme tretmana ispitivanim spojevima,
nakon Cega su isprane PBS-om te inkubirane u fizioloskoj otopini (0,9 % NaCl) pri sobnoj
temperaturi tijekom 10 min. Fiksiranje stanica na pokrovna stakalca provedena je dodatkom
smjese za fiksiranje (1 : 3 = octena kiselina : metanol) tijekom 5 min. Ukoliko smjesa za
fiksiranje ne ispari u predvidenom vremenu inkubacije, viSak se uklanja te se stakalca suSe u
digestoru. Bojenje je provedeno dodatkom 5 %-tne otopina Giemsa boje (eng. Giemsa’s Azur
Eosin Methylene Blue Solution) u vremenu od 15 min. Radna otopina Giemsa boje pripremljena
je u vodovodnoj vodi i profiltrirana kroz Whatman filter papir s porama od 20 — 25 um (razred
4, Sigma-Aldrich, Njemacka). Boja je sa stanica isprana ultracistom vodom, a stakalca s
fiksiranim i obojanim stanicama izvadena su iz jaZica i osuSena u digestoru te zalijepljena na
predmetna stakalca sa stanicama u ,,sendvi¢u“ izmedu pokrovnog i predmetnog stakla. Prije
analize pripremljenih preparata pomocu svjetlosnog mikroskopa, potrebno je 1 — 2 h da se
ljepilo osusi. Na povecanju 100 — 400x odreduje se ima li dovoljno binuklearnih stanica s

ofuvanom citoplazmom za analizu. Promjenom objektiva za veca povecanja (1000x) uz
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dodatak imerzijskog ulja analiziraju se preparati sa stanicama pogodnim za analizu. Na svakom
stakalcu analizira se 1000 binuklearnih stanica te se odreduje proliferacijski indeks. Formula za
izracun proliferacijskog indeksa (eng. Cytokinesis Block Proliferation Index, CBPI) preuzeta je
iz rada Gonzalez i sur. (2011), gdje CBPI = 1 ekvivalentno odgovara 100 %-tnom uéinku
citotoksi¢nosti. Napravljena su 3 zasebna eksperimenta s po dva paralelna uzorka za svaki

tretman.

3.5.3.4. Utvrdivanje zastitnog ucinka na molekulu DNA uslijed oStecenja uzrokovanih

djelovanjem reaktivnih kisikovih radikala

Ova metoda temelji se na namjerno izazvanom oste¢enju cirkularne DNA (plazmida)
kombinacijom UV zracenja i vodikovog peroksida (H202) u uzorcima sa i bez dodatka ekstrakta
medvjetke, arbutina, hidrokinona, nitrofuranotina te smjese hidrokinona i nitrofuranotina.
Eksperiment je napravljen na modelu $X174 RF1 plazmida DNA. Prilikom izlozenosti
plazmida kombinaciji H20. i UV zracenja dolazi do stvaranja hidroksilnog radikala koji
razmotava plazmidnu DNA te ona prelazi iz superzavijene u relaksiranu formu. Takva
promjena se moze pratiti metodom elektorforeze u agaroznom gelu. Metoda je provedena
prema protokolu iz rada Keum i sur. (2000) uz male modifikacije. Reakcijska smjesa (20 pL)
sastojala se od 1x TE (Tris-EDTA) pufera, ¢pX174 RF1 plazmida DNA (0,3 ug), H202 (0,03
M) i finalne koncentracije ekstrakta medvjetke (0,5 — 5x), arbutina (0,4 — 4 mg/mL),
hidrokinona (5 — 900 pg/mL), nitrofuranotina (0,167 mg/mL i 0,33 mg/mL; profilakticka i
terapeutska doza) te smjesa hidrokinona (5, 20 i 50 pg/mL) i nitrofuranotina (0,167 mg/mL i
0,33 mg/mL) opisanih u poglavlju 3.5.3. Koncentracije istrazivanih spojeva i smjesa podeSene
su na ukupni volumen reakcijske smjese. Uzorci su izlozeni UV zracenju tijekom 5 min, na
udaljenosti 50 cm, a vrijeme izlaganja UV zracenju (germicidna UV lampa, 30 W, Philips,
Nizozemska) odredeno je prethodnom optimizacijom. Nakon 30 min inkubacije pri sobnoj
temperaturi u svaki uzorak dodan je 1 puL pufera za nanoSenje uzoraka na gel (eng. loading
buffer, 6x koncentrirani), a produkti su provjereni elektroforezom u agaroznom gelu (1 %,
pripremljen u 1x TAE (eng. Tris-acetate-EDTA) puferu) te vizualizirani transiluminatorom
nakon bojanja u otopini etidijevog bromida (0,5 pg/mL). Gel elektroforeza uzoraka provedena
je pri 60 V tijekom 2 h. Rezultati dobiveni u obliku slike gela obradeni su u programu
GelAnalyzer 19.1. i izrazeni kao omjer povrSine vrpce superzavijene i relaksirane forme
plazmida te statisti¢ki obradeni u odnosu na kontrolni uzorak (samo plazmid). U aslucaju
zastitnog ucinka na DNA, otvaranje DNA plazmida ¢e biti sprijeeno, a rezultati se nece

razlikovati od negativne kontrole.

57



Materijali i metode

3.6. Antimikrobno djelovanje
3.6.1. Uzgoj bakterijskih kultura

Za uzgoj bakterija Staphylococcus aureus i Escherichia coli koristene su kompletne tekuée LB
(Luria-Bertani) hranjive podloge, a MRS (De Man, Rogosa, Sharpe) selektivna tekuca hranjive
podloga koriStena je za rast bakterija Lactiplantibacillus plantarum i Lactiplantibacillus
fermentum. MRS hranjiva podloga je namijenjena povoljnom rastu laktobacila, a sadrzi i
natrijev acetat koji inhibira rast mnogih drugih bakterija. Kao krute hranjive selektivne podloge
u ovom radu, koristene su M9-minimalna podloga s laktozom (E. coli) i MRS podloga s
nalidiksinskom kiselinom za uzgoj bakterija mlije¢ne kiseline (L. plantarum i L. fermentum).
Podloge su pripremljene prema uputama proizvodaca i prije koriStenja sterilizirane u autoklavu
pri temperaturi 121°C i tlaku 1 bar tijekom 15 min. Krute podloge dobivene su dodatkom 15

g/L agara prije postupka sterilizacije.

U sklopu ovog rada napravljene su krivulje rasta za svaku od bakterijskih kultura te je
odredeno optimalno vrijeme uzgoja u kojem bakterije postizu eksponencijalnu fazu rasta.
Uzorci bakterija spremljeni u glicerolu (15 %) na -80 °C su odmrznuti te je 10 puL suspenzije
nacijepljeno na krute hranjive podloge metodom iscrpljenja (eng. streaking) i uzgajano u
inkubatoru pri 37 °C (slika 10). Nakon 24 h, jedna porasla kolonija sa krute hranjive podloge
nacijepljena je u 20 mL tekuceg hranjivog medija te je svakih 1 h tijekom 24 h izuziman uzorak
kako bi se odredio broj stanica. Za odredivanje broja bakterijskih stanica u ovisnosti o vremenu
kori$tena je metoda decimalnih razrjedenja u mikrovolumenima na nacin da su nacjepljivana
odgovarajuéa razrjedenja u rasponu od 10 — 10 na krute hranjive podloge. Obradom
dobivenih eksperimentalnih podataka nacrtane su krivulje rasta za svaku bakterijsku kulturu
zasebno te je odredeno optimalno vrijeme uzgoja bakterija u postavljenim uvjetima za daljnje
eksperimente u radu. Bakterije L. plantarum i L. fermentum uzgajane su u anaerobnim uvjetima

dok su bakterije E. coli i S. aureus rasle u aerobnim uvjetima.
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Slika 10. Bakterijski sojevi koriSteni u ovom radu nasadeni metodom iscrpljenja (eng.

streaking) na krute hranjive podloge (vlastita fotografija).

3.6.2. Ispitivanje toksi¢nosti na bakterijskim kulturama

Bakterijske kulture koriStene u ovom radu uzgojene su do eksponencijalne faze rasta
odredene prema krivuljama rasta. Istrazivana je toksi¢nost ekstrakta medvjetke (0,5 — 5%) i
arbutina (0,4 — 4 mg/mL) na predstavnike mikrobiote probavnog sustava L. fermentum, L.
plantarum, S. aureus i E. coli tijekom 1 h tretmana, a hidrokinona (5 — 900 pg/mL; 1,214 h
tretman) i nitrofuranotina (0,167 — 0,67 mg/mL; 2 i 4 h tretman) na uropatogenu E. coli s

obzirom na njihovo ciljno mjesto djelovanja — mokra¢ni mjehur.

Ukupni volumen testiranog uzorka i bakterijske kulture iznosio je 200 pL u hranjivom
mediju, a tretman je trajao ovisno o testiranom uzorku pri 37°C. Nakon provedenog tretmana,
iz uzoraka su pripremljena decimalna razrjedenja u mikrovolumenima te nasadena na krute
selektivne hranjive podloge. Nacijepljene podloge uzgajane su u inkubatoru 24 ili 48 h pri 37

°C. Metoda je provedena u dvije replike za svaki uzorak u 3 zasebna eksperimenta. Rezultati
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su izrazeni kao % prezivljenja bakterija nakon tretmana u odnosu na kontrolni uzorak samih
bakterija u hranjivom mediju (100 % prezivljenje) (da Silva i sur., 2019). Kao pozitivna

kontrola koristen je antibiotik gentamicin tijekom 30 min tretmana (1 mg).

3.6.3. Utjecaj ekstrakta na promjenu adhezije bakterija za humane stanice

Kako bi utvrdili utjecaj ispitivanih spojeva na adheziju bakterija za humane stanice
karcinoma epitela jezika CAL 27 i karcinoma debelog crijeva Caco-2, koriStene su netoksi¢ne
koncentracije testiranih spojeva (prezivljenje nakon tretmana > 80 % u odnosu na negativnu
kontrolu). Bakterijske kulture uzgojene su do eksponencijalne faze rasta, a stani¢ne suspenzije
su nasadene u mikrotitarske ploice s 24 jazice u koncentraciji 10° stanica/mL te uzgajane do
subkonfluentnosti u COz inkubatoru pri 37 °C. CAL 27 stanice su tretirane ispitivanim
uzorcima 15 min, a Caco-2 tijekom 2 h. U meduvremenu, bakterijske kulture su centrifugirane
I 2 puta isprane PBS-om te je pripremljena bakterijska kultura u hranjivom mediju za uzgoj
stani¢nih linija opticke gustoce 0,2 — 0,3 (ODsoo, eng. optical density). Nakon tretmana od 15
min odnosno 2 h, na stanic¢ne kulture dodano je 0,5 mL pripremljene bakterijske suspenzije.
Tretman je trajao 30 min pri 37 °C te su nakon toga bakterijske stanice isprane PBS-om i na
stani¢ne kulture dodano je 100 pL Triton X-100 otopine u PBS-u (0,01 %) te je provedena
inkubacija 15 min pri 37 °C. Uzorci su dobro resuspendirani te su pripremljena decimalna
razrjedenja u mikrovolumenima i nasadeni na krute hranjive podloge. Nakon 24 h uzgoja,
porasle bakterijske kolonije su izbrojane te su rezultati izrazeni kao % adhezije u odnosu na

netretirane kontrolne stanice (100 % adheriranih stanica) (Cravioto i sur., 1991).
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3.7. Proteomska analiza

Analiza proteina provedena je na modelu stanica karcinoma mokra¢nog mjehura T24
prvotno nakon tretmana hidrokinonom u koncentracijama 20 pg/mL i 320 ug/mL tijekom 2 h.
Nakon toga, produzeno je vrijeme tretmana na 8 h te su stanice tretirane nitrofuranotinom u
koncentraciji 0,167 mg/mL, hidrokinonom u koncentraciji 20 pg/mL i smjesom istih
koncentracija nitrofuranotina i hidrokinona. Koncentracije za tretman odabrane su nakon
analize citotoksi¢nog i prooksidacijskog/antioksidacijskog djelovanja ispitivanih spojeva na
T24 staniénu kulturu. Konaéni rezultati dobiveni su obradom podataka minimalno dva

paralelna uzorka iz tri zasebna eksperimenta.

3.7.1. Uzgoj stanica

Stanice karcinoma mokraénog mjehura T24 uzgojene su u T-bocama na naéin opisan u
poglavlju 3.5.1. Nakon toga, stanice su tripsinizirane te nasadene u plasti¢ne sterilne Petrijeve
zdjelice za uzgoj stani¢nih kultura u koncentraciji 10° stanica/mL i volumenu 10 mL. Stanice
su uzgajane u CO> inkubatoru tijekom 24 h do subkonfluentnosti te su nakon toga tretirane
prethodno opisanim otopinama hidrokinona i nitrofuranotina. Nakon tretmana, stanice su
isprane PBS-om te su mehanicki odvojene od dna pomoc¢u gumene strugalice (eng. Policeman,
cell scraper; Sarstedt, Njemacka) i premjestene u mikroepruvete. Stanice su centrifugirane pri
brzini < 1000 x g kako bi se sprije€ila preuranjena liza stanica te su dva puta isprane u PBS-u.
Nakon ispiranja, natalog je stavljeno 5 volumena pufera za lizu (1 % natrij dodecil-sulfata; eng.
sodium dodecyl sulfate, SDS) u 100 mM trietil amonijevom bikarbonat-u (TEAB). Na primjer,
ukoliko je bilo 20 pL taloga, na njega je stavljeno 100 uL 1 % SDS-a. Tako pripremljeni uzorci
pohranjeni su na -20 °C do analize.

3.7.2. Izolacija proteina i priprema uzorka za analizu

Stanice su homogenizirane na ledu koristenjem ultrazvu¢nog homogenizatora na
amplitudi od 30 % i ponovljenim ciklusima tijekom 3 min: 10 s homogeniziranje s
naizmjeni¢nom pauzom od 20 s. Nakon homogenizacije, uzorci su centrifugirani (10000 x g,
10 min, 4 °C). U supernatantu je odredena koncentracija proteina pomocu metode po
Bradfordu. Prema ovoj metodi, koncentracija proteina odreduje se iz formule bazdarnog pravac
napravljenog iz otopina proteinskog standarda BSA (eng. Bovine Serum Albumin) koncentracija
1 — 10 pg/mL. Otopine su nadopunjene ultrac¢istom vodom do ukupnog volumena 200 puL te je
naknadno dodano 2 mL Bradfordovog reagensa. Apsorbancija je mjerena pri valnoj duljini od
595 nm.
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Prema izmjerenim koncentracijama proteina, svi uzorci su podesSeni na 100 pg proteina
u 100 uL 100 mM TEAB (1 mg/mL). Dodano je 5 uL 200 mM TCEP-a te su uzorci inkubirani
1 h pri temperaturi od 55 °C. Nakon inkubacije u uzorke je dodano 5 pL 375 mM jodoacetamida
te su uzorci inkubirani na sobnoj temperaturi 30 min zasti¢eni od svjetla. U sadasnjih 110 pL
uzorka dodano je 6 volumena (660 uL) acetona te su proteini talozeni preko no¢i pri temperaturi
od -20 °C. Sljede¢i dan, uzorci su centrifugirani pri 4 °C, 8000 x g, 10 min te je supernatant
odbacen, a talog je ostavljen da se potpuno osusi. Talog je resuspendiran u 100 uL. 50 mM
TEAB te je u svaki uzorak dodano po 2,5 uL tripsina (1 mg/ml). Tripsinoliza je provedena
preko noéi na mijesalici s temperaturnom kontrolom od 37 °C. Prekonoéni uzorci su

centrifugirani pri brzini 10000 x g, 10 min.
3.7.3. Analiza proteina nakon tretmana hidrokinonom od 2 h

Neciljana analiza

Neciljana analiza proteina provodi se sa svrhom odredivanja proteina koji se u
ispitivanim uzorcima razlikuju, a ciljana analiza u svrhu kvantifikacije te razlike. Oznacavanje
proteina provedeno je prema protokolu TMTduplex reagensa za oznacavanje peptidnih
uzoraka. Kontrolni uzorak obiljezen je TMT 127 probom, a uzorak sa tretiranim stanicama

hidrokinonom bez oporavka tijekom 2 h obiljezen je probom TMT 126.

Frakcioniranje peptida provedeno je teku¢inskom kromatografijom u dva koraka kao
§to je opisano u radu (Deki¢ Rozman i sur., 2021). Prvi korak proveden je koristenjem 1260
Infinity HPLC sustava spojenog na kolektor frakcija pomo¢u UHPLC (eng. Ultra-High-
Performance Liquid Chromatography) kolone Aeris™ 1,7 um, PEPTIDE XB-Cis 10 LC
Column, 150%2,1 mm (Phenomenex, SAD). Sastav mobilnih faza bio je (A) 95 % 20 mM
amonijevog formijata (pH = 8,5) i 5 % acetonitrila (v/v) te (B) 5 % 20 mM amonijevog formijata
(pH =8,5) i 95 % acetonitrila (v/v). Profil eluiranja: 0—2 min: 2 % B; 2-17 min: 2 -75 % B;
17 — 27 min: 75% B; 27,1 min: 2 % B sve do 35 min. Volumen injektiranja uzorka u sustav
bio je 50 uL, a brzina protoka mobilne faze 0,25 mL/min. Analiza je provedena pri valnoj duljini
2151 280 nm i temperaturi kolone od 40 °C. Frakcije su skupljane u intervalima od 1,5 min i
susene u struji dusika, a zatim otopljene u 20 puL 0,1 %-tne otopine trifluoroctene kiseline (TFA)

I prenesene u mikrovijale.

Ovako pripremljeni uzorci su koristeni za drugi korak frakcioniranja pomoc¢u NanoLC
sustava uz UV/VIS detektor direktno spregnut sa sakupljacem frakcija. Navedeni sustav sadrzi

pokretni ventil s 10 otvora §to omogucava istovremeno koriStenje dvije razliCite kolone. U
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ovom koraku koristene su kolona za procis¢avanje peptida te kolona za razdvajanje. Kolona za
pro¢iséavanje peptida bila je Acclaim PepMap 100 C18, 5 um, 100 A, 300 um i.d. x 5 mm

(Thermo Fisher Scientific, SAD) s uvjetima pro¢i§¢avanja navedenim u tablici 5.

Tablica 5. Uvjeti pro¢is¢avanja peptida.

Mobilna faza A 0,1 %-tna vodena otopina TFA (v/v)
Mobilna faza B acetonitril

Volumen injektiranja 1 uL

Temperiranje predkolone 40°C

Ispiranje kolone izokratno, A/B = 98/2 (v/v), 5 min
Protok 10 pL/min

Za razdvajanje peptida koristena je kolona Acclaim PepMap 100 C18, 3 um, 100 A, 75
um i.d. X 15 cm (Thermo Fisher Scientific, SAD). Sastav mobilne faze za razdvajanje peptida
bio je: (A) 97,9 % vode/0,1 % TFA/2 % ACN (v/viv), (B) 98 % ACN/0,1 % TFA/1,9 % voda
(v/viv), a profil eluiranja: 0 — 10 min: 5 % B, 10 — 58 min: 5—-90 % B, 58 — 63 min 90 % B i
zatim ekvilibracija na 5 % B do 75 min. Koristen je gradijentni protok od 0,3 pL/min,
temperatura kolone 40 °C te UV-VIS detektor pri valnoj duljini 215 nm. Separirane frakcije
peptida sakupljene su uz pomo¢ sakupljaa frakcija direktno na MALDI plo¢icu MTP
AnchorChip 384 (Bruker, Njemacka) prema parametrima navedenim u tablici 6.

Tablica 6. Parametri pode$eni za sakupljanje frakcija peptida na MALDI plocicu.

Matrica 1,4 mg oc-cijano-4-hidrok_sicimetne Kiseline u 1 mL
ACN (50 % vodena otopina)

Protok matrice 100 puL/h

Vrijeme sakupljanja frakcija 15— 63 min

Vrijeme sakupljanja /frakcija 15s

Ukupan broj sakupljenih frakcija 192

Spektri mase su dobiveni analizom MALDI/TOF-TOF spektrometrom masa u rasponu
mase m/z 700 — 4000 Da i akumulaciji od 1000 snimaka/spektra. Prekursori za MS/MS analizu
odabrani su pomocu sljedecih kriterija: 10 kao minimalni omjer signala i Suma (S/N), 100 ppm
maksimalne tolerancije mase peptida unutar razlicitih frakcija i 5,0 Da kao minimalna razlika

u masi izmedu peptida koji koeluiraju. Nakon snimanja MS i MS/MS spektara dobiveni podaci
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koriSteni su za pretragu baze podataka. Proteini su identificirani koriste¢i softver ProteinScape
verzija 3.0 (Bruker, Njemacka) s trazilicom MASCOT. Podaci dobiveni MS i MS/MS
analizama kombinirani su prilikom pretrage baze kako bi se identificirali proteini prema

parametrima pretrazivanja baze podataka prikazanim u tablici 7.

Tablica 7. Parametri koristeni u pretrazivanju baze podataka.

Baza podataka SwissProt

Taksonomija Homo sapiens

Pretrazivac MASCOT

Enzim tripsin, 1 preskoceno cijepanje

TMTduplex, oksidacija metionina i deaminacija

Varijabilne modifikacije s .
asparagina i glutamina

Tolerancija mase prekursora 50 ppm

Tolerancija mase fragmentnih iona | 0,7 Da

Ciljana analiza

Ciljana analiza obuhva¢a MS analizu na razini fragmentnih peptidnih iona. Za relativnu
kvantifikaciju proteina kreirana je metoda za pracenje visestrukih reakcija (eng. Multiple
Reaction Monitoring, MRM) pomocu Skyline verzije 4.2.0.19072 (MacLean i sur., 2010). Iz
UniProt baze podatak preuzete su sekvence ciljanih proteina u FASTA (eng. Fast-All) zapisu i
unesene u Skyline program. Informacija o preoteomu s cijelim setom proteina koji mogu biti
dio matriksa uzorka dobiveni su postavljanjem pozadinskog proteoma. Za razvoj metode i
analizu uzoraka koristen je 6460 TripleQuad LC/MS sustav opremljen ESI izvorom ionizacije
kao §to je opisano u radu Deki¢ Rozman i sur. (2021). MS je radio u nacinu pozitivne ionizaciju
elektrorasprSivanjem. KoriStena je kolona Aerisu PEPTIDE XB-C18 1,7 pm, 150 mm x 2,1
mm (Phenomenex, Torrance, SAD), a protok je podeSen na konstantnu brzinu od 0,3 mL/min.
Mobilnu fazu ¢inila je 0,1 % mravlja kiselina u vodi (v/v) (A) i 0, 1 % mravlja kiselina u ACN
(v/v), a profil eluiranja je prikazan u tablici 8. Volumen injektiranja je bio 5 pL, a parametri
MS analize, odnosno postavke ionskog izvora navedeni su u tablici 9. Spektri masa su
analizirani pomocu softvera Agilent MassHunter Workstation. MRM tranzicijska lista koriStena

za identifikaciju i relativnu kvantifikaciju ciljanih proteina nalazi se u Prilogu 1.
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Tablica 8. Gradijentni profil eluiranja peptida prilikom ciljane analize proteina.

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

Tablica 9. Parametri ionskog izvora.

Detekcija iona pozitivna
Temperatura plina (°C) 300
Protok plina (L/min) 7

Tlak nebulizera (psi) 40
Temperatura pomo¢nog plina (eng. Sheath gas) (°C) 300
Protok pomoc¢nog plina (L/min) 9

Napon na kapilari (kV) 3,5

3.7.4. Analiza proteina nakon tretmana hidrokinon i nitrofurantoinom od 8 h

Oznacavanje proteina provedeno je prema protokolu TMTsixplex reagensa za
oznaCavanje peptidnih uzoraka. Kontrolni uzorak obiljezen je TMT 126 probom, a uzorci
tretirani hidrokinonom, nitrofurantoinom te smjesom hidrokinona i nitrofurantoina TMT 127-

129 probama.

Uz pomo¢ instrumenta SCIEX TripleTOF 6600+ system provedena je separacija
peptida i spektrometrija masa. Parametri tekucinske kromatrografije (LC) navedeni su u tablici

10, a parametri provedene analize spektrometrijom masa u tablici 11.
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Tablica 10. Parametri koriSteni za separaciju peptida teku¢inskom kromatografijom (LC).

Pokretna faza A

ultracista voda, 0,1 % vodena otopina mravlje kiseline (v/v)

Pokretna faza B

0,1 % vodena otopina mravlje kiseline u acetonitrilu (v/v)

Trap kolona

Phenomenex Micro Trap C18, 10 x 0,3 mm

Analiticka kolona

Phenomenex Luna omega Polar Capillary, C18, 3 um,
150 x 0,3 mm

Temperiranje kolone 27 °C

Volumen injektiranja 2 uL

Protok 2 uL/min

Retencijsko vrijeme (min) B (%)

0 3
68 30
73 40
75 80
78 80
73 3
87 3

Tablica 11. Parametri ionskog izvora.

Izvor iona Optiflow 1 — 50 uL Micro

Uvjeti ionskog izvora lon Source Gas 1 30 psi
lon Source Gas 2 35 psi
Curtain Gas 30 psi
Declustering Potential 80V
lon spray voltage 4500 V

Raspon m/z 400 — 1500 Da

Tip kolizijske energije | Rolling

Vrsta analize

Podatkovno ovisna analiza
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Nakon snimanja MS i MS/MS spektara, provedena je identifikacija i relativna
kvantifikacija proteina. Uz pomo¢ programa ProteinPilot Software 5.0.2 (AB Sciex) pretrazena
je baza podataka, a parametri koriSteni prilikom pretrage navedeni su u tablici 12. Svi dobiveni

podaci dobiveni iz baze podataka koristeni su za daljnju kvantitativnu analizu.

Tablica 12. Parametri korisSteni prilikom identifikacije proteina pretrazivanjem baze podataka.

Uniprot; Homo sapiens — broj unosa 26610; revidirane

aza podataka sekvence SwissProt; Pristupljeno 01.08.2022.

Enzim Tripsin, 1 presko¢eno mjesto cijepanja
Tolerancija pogreske Prekursor ion 0,05 Da, fragmentirani ioni 0,100 Da
Modifikacije Alkilacija cisteina, TMTsixplex

Minimalan broj

. e . 2

identificiranih peptida

Algoritam Paragon

Decoy Ukljucen, reverzne sekvence

3.8. Statisticka obrada podataka

Za procjenu rizika pojedinacnih spojeva te njihovih smjesa na sustave stani¢nih linija u
uvjetima in vitro koriSten je programski paket PROAST (RIVM; https://proastweb.rivm.nl/).
Za izbor optimalnog modela unutar eksponencijalnog i/ili Hill modela napravljen je primjenom
Akaike informacijskih kriterija (AIC) odnosno, model s najmanjom AIC vrijedno$¢u najbolje
odgovora za prikaz rezultata (Davis i sur., 2011). Ovisnost o dozi je potvrdena u slu¢aju kada
je vrijednost AIC najboljeg modela niza od AIC vrijednosti nultog modela za viSe od dvije
jedinice (AICmin < AICnull —2). U slucaju nultog modela, krivulja doza-odgovor predstavlja
vodoravnu krivulju te odgovor nema ovisnost o dozi (y = a). Nadalje, najnizZa vrijednost modela
AIC ne smije premasiti vrijednost AIC-a specificni puni model za viSe od dvije jedinice
(AICmin < AICfull + 2) (Slob, 2014). U matematickoj jednadzbi modela, y predstavlja
intenzitet u¢inka, x predstavlja dozu ili koncentraciju, dok su konstante var, a, b, c i d parametri
dobivene krivulje prilagodavanjem modela podacima o dozi i u¢inku. Parametar var predstavlja
varijancu unutar grupa. Parametar a predstavlja u¢inak pri nultoj dozi takozvanog pozadinskog

ucinka (parametar polozaja okomite krivulje), dok parametar b predstavlja kemijsku snagu
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(parametar polozaja vodoravne krivulje). Parametar c predstavlja maksimalni intenzitet u¢inka
(M = ¢ za uzlazne krivulje, M = 1/c za silazne krivulje) u odnosu na pozadinu razina ucinka
(parametar oblika krivulje), dok d predstavlja nagib krivulje (Hardy i sur., 2017). Ispitivani
ucinak smjese ili kemikalije se potvrduje ukoliko je omjer BMD (eng. benchmark dose) i
BMDL (eng. lower confidence limit) manji od 10. Kao vrijednost BMR (eng. benchmark
response) uzeta je vrijednost 0,1 (10 %-tna promjena odgovora ili u¢inka u odnosu na kontrolnu
vrijednost).

Za procjenu djelovanja pojedina¢nih kemikalije (hidrokinon i nitrofuranotin) i njihovih
interakcija u smjesi na T24 stani¢nu liniju karcinoma mokra¢nog mjehura koristen je faktorski
regresijski model unutar STATISTICA programskog paketa (ver. 7.0, StatSoft, SAD).
Faktorski dizajn je vrlo u€inkovit za prouc¢avanje dva ili viSe faktora. U¢inak ¢imbenika moze
se definirati kao promjena u odgovoru uzrokovana promjenom razine ¢imbenika te se to naziva
glavni u¢inak. U nekim eksperimentima moze se ustanoviti da razlika u odgovoru izmedu razina
jednog ¢imbenika nije ista na svim razinama drugih ¢imbenika te se to naziva ucinak interakcije
izmedu ¢imbenika. Zajedno, glavni ucinci 1 u€inci medudjelovanja nazivaju se ¢imbenicki
ucinci. Potpuni faktorski dizajn moZe procijeniti sve glavne ucinke i interakcije viSeg reda
(Jaynes i sur., 2013). S obzirom da je u eksperimentu u ovom radu koristen hidrokinon u
rasponu od 5 koncentracija, a nitrofuranotin u 3 koncentracije uz kontrolne uzorke radi se o0 24
tretmana ili razina kombinacija. Uobicajeni regresijski model za prouc¢avanje glavnih ucinaka i

interakcija izmedu dvije kemikalije je:
Y = Bo + Bix1 + Boxz + BraX1 %z ..+ E [1]

gdje y predstavlja odgovor, £ nepoznate parametre, a X koristene kemikalije hidrokinon (1) i
nitrofuranotin (2). Interakcija izmedu kemikalija definirana je umno$kom xiXz. Koriste¢i
faktorski dizajn s 24 tretmana moze Se procijeniti 15 interakcija dva faktora, 8 pojedina¢nih
ucinaka te kontrolni uzorak. U slucaju da je faktor f;, negativna vrijednost uz statisticki
znacajnu vrijednost p < 0,05 zakljuujemo da kemikalije unutar smjese djeluju antagonisticki.
Ukoliko je ;5 pozitivna vrijednost (p < 0,05) djelovanje je sinergisticko.

Sve druge statisticke obrade podataka provedene su uz pomo¢ programa SPSS Statistics
(ver. 22, IBM Corp., New York, SAD). Normalnost raspodjele podataka utvrdena je
Kolomogorov-Smirnov (KS) testom koji se prilagodava obliku podataka i koristi za provjeru
slijede li dva razli¢ita uzorka istu raspodjelu (p > 0,05, normalna raspodjela). Jednosmjerna
analiza varijance, eng. one-way ANOVA i post-hoc Tukeyev HSD (eng. Honest Significant

Difference) test visestrukih usporedbi koriSteni su za usporedbu tretmana provedenih u ovom
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radu (pojedinac¢no i medusobno). Vrijednosti za koje je odreden koeficijent p < 0,05, smatrane
su statisti¢ki znacajnim. Takoder, izracunat je Pearsonov koeficijent korelacije i koeficijent
determinacije za parametre fenolnog sastava i antioksidacijske aktivnosti. Svi rezultati u ovom
radu prikazani su kao aritmeticka sredina odredenog broja replika iz tri nezavisno provedena
eksperimenta. y2- test (hi-kvadrat) koristen je za odredivanje statisti¢ki znacajne razlike u

rezultatima mikroukleus cytome testa.

Relativna kvantifikacija proteina je napravljena uz pomoc¢ signala reporter iona koriste¢i
Schaffold Q+S program uz parametre navedene u tablici 13. Nakon pretrazivanja baze
podataka, za ciljanu analizu kod tretmana T24 stanica hidrokinonom tijekom 2 h uzeti su
proteini kod kojih je omjer tretman/kontrola bio ve¢i ili jednak 1,3 (eng. cut-off) ili manji ili
jednak 0,769 s obzirom da su eksperimenti provedeni u pet replika. Kod tretmana
hidrokinonom, nitrofurantoinom i njihovom smjesom, eksperimenti su provedeni u triplikatu,
a statisti¢ki prihvatljive promjene (pri p < 0,05) smatrale su se promjene u koli¢ini proteina >

1,5 puta ili < 0,667 puta u odnosu na kontrolni uzorak.

Tablica 13. Parametri komparativne analize.

Normalizacija Median

Statisticki test Permutation test, Benjamini-Hochberg korekcija, p < 0,05
Razina usporedbe Jedinstveni peptidi

Kvantifikacija Na razini reporter iona
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4. REZULTATI

4.1. Odredivanje fenolnog sastava i antioksidacijske aktivnosti ekstrakta medvjetke te

njihova promjena tijekom faza in vitro probave

Sastav ukupnih fenola u ekstraktu izrazen je kao ekvivalent galne kiseline (GAE) i bio
je u rasponu od 155,19 — 205,30 mg GAE/100 mL analiziranog ekstrakta (tablica 14). Ako
izrazavamo po gramu suhe tvari (eng. dry weight, DW) taj raspon bio bi od 35,27 — 77,08 mg
GAE/g suhe tvari. Maseni udio flavonoida izrazen je kao ekvivalent kvercetina i bio je u
rasponu 91,14 — 282,199 mg QE/100 mL ekstrakta odnosno 0,47 — 0,59 mg QE/g suhe tvari.
Svjezi ekstrakt medvjetke ima statisti¢ki znacajno viSe ukupnih fenola i flavonoida u odnosu

na liofilizirani ekstrakt.

Antioksidacijski kapacitet ekstrakta medvjetke odredena je metodama DPPHe, ABTS i
FRAP. Rezultati za metode DPPHe i ABTS izrazeni su kao % inhibicije, a za metodu FRAP
kao % redukcije. Statistickom obradom utvrdeno je da nema razlike (p < 0,05) u
antioksidacijskom kapacitetu izmedu svjezeg i liofiliziranog ekstrakta medvjetke te da je on

neovisan o koncentraciji ekstrakta (tablica 14).

Tablica 14. Razina ukupnog sadrzaja fenola (TPC), ukupnog sadrzaja flavonoida (TFC),
radikala DPPHe, radikala ABTS i kapaciteta redukcije zeljeza (FRAP) ekstrakta

medvjetke.
TPC TFC DPPHe ABTS FRAP
Ekstrakt
(mg GAE/100 mL) (mg QE/100 mL.) % inhibicije % inhibicije % redukcije
Svjeze
pripremljen

(1napitak) | 15519+8,68% 12249+8,14* 7808+071 7976=1,64 9578008

Svijeze
pripr(Jeijen 205,30+£20,28 * 282,199+16,37 7516+1,6 78,59+ 191 95,29+0,1
(3 napitka)

Liofiliziran | 112998+849  91,14+500  7626+149 7938+2,67 95,73 +0,09
(1 napitak)

Liofiliziran | 183 65+550  275,16+4,72  7619+0,71 77,72+1,64 9497+0,33
(3 napitka)

*Statisticki znacajno vece vrijednosti u odnosu na liofilizirani uzorak ekstrakta medvjetke u istim koncentracijama
(jednosmijerna analiza varijance, eng. one-way ANOVA i post-hoc Tukeyev HSD, p < 0,05). Rezultati su izrazeni
kao srednja vrijednost + SD iz 3 nezavisna eksperimenta.
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Na slici 11 prikazana je promjena u fenolnom sastavu i antioksidacijskoj aktivnosti

ekstrakta medvjetke izlozenom uvjetima in vitro probave. Moze se vidjeti da nema statisticki

znacajne razlike u masenom udjelu ukupnih fenola dok se koli¢ina flavonoida statisticki

Znacajno smanjila u fazi zeluca i tankog crijeva u odnosu na inicijalni uzorak te fazu usta.

Antioksidacijska aktivnost ekstrakta medvjetke mjerena metodama DPPHe i FRAP statisticki

se znacajno povecala do kona¢ne faze in vitro probave u tankom crijevu dok je kod metode

ABTS zamijecen statisticki znacajan pad % inhibicije u fazama Zeluca i tankog crijeva.
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Slika 11. Fenolni sastav (TPC, ukupni fenoli izraZeni preko ekvivalenta galne kiseline (GAE);

TFC, wukupni flavonoidi izrazeni preko ekvivalenta kvercetina (QE)) 1
antioksidacijska aktivnost (DPPHe, ABTS i FRAP) ekstrakta medvjetke (1 i 3
terapeutska napitka) prije i nakon in vitro probave. *statisticki znacajna razlika u
odnosu na inicijalni uzorak prije in vitro probave (kontrola; jednosmjerna analiza

varijance, eng. one-way ANOVA i post-hoc Tukeyev HSD, p < 0,05).
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Na temelju rezultata fenolnog sastava i antioksidacijskog kapaciteta uzoraka tijekom in
vitro probave, proveden je statisticki postupak korelacije za izracunavanje povezanosti dviju
varijabli. Vrijednost korelacije broj¢ano je iskazana Pearsonovim koeficijentom korelacije, a
statisticka znacCajnost koeficijenta iskazana je kriterijem p < 0,05. Ukupni fenolni sastav
ekstrakta medvjetke pozitivno korelira s ukupnim sastavom flavonoida te ispitivanim
parametrima antioksidacijske aktivnosti (tablica 15). DPPHe (% inhibicije) i FRAP (%
redukcije) pozitivno koreliraju (vrlo jaka korelacija) dok je izmedu vrijednosti ABTS i FRAP

utvrdena umjerena pozitivna korelacija iako statisticki znacajna (p < 0,001).

Tablica 15. Prikaz korelacije izmedu sastava ukupnih fenola (TPC, mg GAE/100 mL) i
flavonoida (TFC, mg QE/100 mL) s antioksidacijskom aktivnosc¢u ekstrakta
medvjetke (metode DPPHe i ABTS, % inhibicije te FRAP, % redukcije) tijekom

faza in vitro probave na temelju Pearsonovog koeficijenta korelacije (r).

- Pearsonov koeficijent korelacije (r)
Varijabla
TPC TFC DPPHe ABTS
TFC 0,992 s
DPPHe 0,845 s 0,256"™
ABTS 0,659 0,127™ 0,256 "™
FRAP 0,949 s 0,045™ 0,915 =+ 0,536 **=

* < 0,05, **p <0,01, *** p < 0,001, "™ — nije statisti¢ki znagajno

Pearsonov koeficijent korelacije (r): 0,00 — 0,19, vrlo slaba; 0,20 — 0,39, slaba; 0,40 — 0,59, umjerena; 0,60 — 0,79, jaka;
0,80 — 1,0, vrlo jaka korelacija (Evans, 1996).

4.2. Odredivanje bioloski aktivnih tvari u ekstraktu medvjetke, in vitro probava te

odredivanje njihove in vitro biodostupnosti kroz probavni sustav

Bioloski aktivne tvari u ekstraktu medvjetke identificirane su i kvantificirane metodom
HPLC koristenjem dva oblika ekstrakta — svjeze pripremljenog i liofiliziranog ekstrakta u istim
koncentracijama. Tablica 16 prikazuje molekularnu strukturu arbutina i hidrokinona, njihove
nazive po IUPAC-u te HPLC kromatogram arbutina i hidrokinona u jednom napitku svjeze
pripremljenog ekstrakta medvjetke. Pod postavljenim uvjetima optimizirane HPLC analize,

vrijeme zadrzavanja (eng. retention time, tr) arbutina bilo je 4,5 min, a hidrokinona 5,0 min.
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Tablica 16. Strukturne formule identificiranih bioloski aktivnih spojeva arbutina i hidrokinona

u ekstraktu medvjetke i njihovi nazivi prema IUPAC-u te HPLC kromatogram.

ARBUTIN (1) HIDROKINON (2)
OH
OH
OH
HO 0
HO O
OH OH
(2R,3S,4S,5R,6S)-2-(hidroksimetil)-6-(4- ]
benzen-1,4-diol
hidroksifenoksi)oksan-3,4,5-triol

uv
300000
200000 (1)
100000 ] '{I", 'II'\
s s0 75

Najveca koncentracija arbutina od 4 % (w/w) izmjerena je u svjeze pripremljenom
ekstraktu (jedan terapeutski napitak) kao i najveca koncentracija hidrokinona (0,07 % wi/w;
tablica 17A). U svjeze pripremljenom ekstraktu kvantificirano je 24,1 % vise arbutina (p <
0,05) 1 39,5 % vise hidrokinona (p <0,01) u odnosu na liofilizirani ekstrakt. Osim kvantifikacije
arbutina i hidrokinona, u ekstraktu su detektirani L-askorbinska kiselina (tr oko 1,5 min, A =
254 nm), galna kiselina (tr oko 6 min, A = 289 nm), p-kumarinska kiselina (tr=11,964 min, A =
310 nm), ferulinska kiselina (tr=11,983 min, A = 310 nm), miricentin i kvercetin (prvi i drugi
signal izmedu minute 12 i 13, A = 360 nm) te katehin (oko 11 min, A = 289 nm). Svi spojevi

analizirani su u nehidroliziranom uzorku. Rezultati HPLC analize nisu se razlikovali ovisno o
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nac¢inu predobrade - centrifugiranjem ili filtracijom kroz sterilni filter 0,45 um. Svi standardi
pripremljeni su u ultracistoj vodi te dodavani u uzorak ekstrakta radi usporedbe s originalnim
kromatogramom osim miricetina i kvercetina pripremanih u 96 %-tnom etanolu jer se oni u

vodi taloZe te takav uzorak nije bio pogodan za HPLC analizu.

Tablica 17. Koncentracije bioloski aktivnih sastavnica u ekstraktu medvjetke kvantificirane
metodom HPLC (A) i rezultati in vitro probave (B).

A) Koncentracije odredene u ekstraktu medvjetke
(mg/g suhe tvari + SD)

Identificirani
spoj ARBUTIN HIDROKINON
Vrsta ekstrakta
Sviese ori y
VI€Ze pripremmijen 40,54 + 0,47 * 0,73 0,02 *
(1 napitak)
Liofiliziran
. 30,79 £ 0,59 0,44 +0,01
(1 napitak)
Sviese ori .
VJeze pripremyent 3717+ 0,67 * 0,62+ 0,01 *
(3 napitka)
Liofiliziran
] 30,42 + 0,63 0,46 + 0,01
(3 napitka)

N= 3 za svaki uzorak. A — arbutin, HQ — hidrokinon. Podaci su izraZeni kao srednja vrijednost arbutina i
hidrokinona u ekstraktu medvjetke = SD. *p < 0,01 u usporedbi s liofiliziranim ekstraktom u istoj koncentraciji
(jednosmjerna analiza varijance, eng. one-way ANOVA i post-hoc Tukeyev HSD).

B)
Nakon in vitro probave (ug/mL) % varijacije 3

I (ng/mL)? U2 7 TC u Z TC
79 0,5 2,4

Al 14130+6,77 i 152,41 +4,39 141,97+1,30 144,69 +5,53
+H &) (+)
4 0,52+ 0,08 0,50+ 0,01 1,09 £ 0,02 0,86+ 0,03 39 1096 654
Q b,c b,c *a,c *a,b (_) (+) (+)

A — arbutin, HQ — hidrokinon. 2| — inicijalna faza prije probave; U — nakon faze probave u ustima; Z — nakon
faze probave u Zelucu; TC — nakon faze probave u tankom crijevu. * % varijacije u odnosu na inicijalnu fazu
probave. Svi podaci su izraZeni kao srednja vrijednost + SD (N = 3 nezavisna eksperimenta). #p < 0,05 u
usporedbi s: *kontrolom (inicijalna faza prije probave) 2 in vitro probavom u ustima (U), ® in vitro probavom u
zelucu (Z), ¢ in vitro probavom u tankom crijevu (TC; jednosmjerna analiza varijance, eng. one-way ANOVA i
post-hoc Tukeyev HSD, p < 0,05).
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Metoda in vitro probave koristi se za prouc¢avanje metabolizma tvari kroz probavni
sustav, bio-dostupnost tvari u pojedinoj fazi probave te procjenu promjene profila stani¢ne
apsorpcije spojeva od interesa. Rezultati ovog rada pokazuju veliku stabilnost arbutina tijekom
in vitro probavnog procesa (tablica 17B; p < 0,05 prilikom usporedbe izmedu koncentracije
arbutina u pojedinim fazama in vitro probave). Poveéanje koncentracije hidrokinona nakon
simulirane probave u zelucu u razdoblju od 60 min bilo je 109,62 % (p < 0,01 u usporedbi s
oralnom fazom) 1 65,38 % (p < 0,01 u usporedbi s oralnom i zelu¢anom fazom) u simuliranim
uvjetima tankog crijeva (pankreasni sokovi, 120 min, tablica 17B).

Arbutin i hidrokinon su bili vrlo stabilni u hranjivom mediju (s 10 % FBS-a) tijekom 2
h (arbutin, p = 0,3063; hidrokinon, p = 0,9968). Nadalje, stani¢na apsorpcija arbutina i
hidrokinona ovisi o vrsti stanica. U ovom radu koriStene su stani¢ne linije koje dolaze u kontakt
s arbutinom i hidrokinonom tijekom konzumacije i metabolizma ekstrakta medvjetke. Nije
pokazana statisticki znacajna razlika izmedu apsorpcije arbutina i hidrokinona iz ekstrakta i
mjesavine pojedina¢nih spojeva arbutina i hidrokinona od strane CAL 27 stanica karcinoma
epitela jezika tijekom 30 min. Takoder, Caco-2 stanice karcinoma debelog crijeva su u intervalu
od 2 h apsorbirale 7,59 % hidrokinona iz ekstrakta medvjetke dok u slu¢aju arbutin-hidrokinon
smjese to nije bio slucaj. T24 stanice karcinoma mokra¢nog mjehura su apsorbirale 38,75 %
hidrokinona i 43,35 % arbutina $to je statisti¢ki znacajno vise u usporedbi s Caco-2 stanicama,
aneznatno vise u usporedbi s HepG2 stanicama karcinoma jetre u istom vremenskom razdoblju
od 2 h (slika 12).

CAL27E05h 000 o - :
' Ohidrokinon marbutin
1,45

CAL27S0,5h 389

CaCo-2E2h _QOO:EH 7592
Caco-252h | 399p
HepG2S2h | = 3P
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Stani¢na apsorpcija (%)

Slika 12. Stani¢na apsorpcija arbutina i hidrokinona (%) od strane stani¢nih kultura karcinoma
epitela jezika (CAL 27), debelog crijeva (Caco-2), jetre (HepG2) i mokraénog
mjehura (T24).2 p < 0,05 u usporedbi s Caco-2 s; ®p < 0,05 u usporedbi s Caco-2 e
(Jjednosmjerna analiza varijance, eng. one-way ANOVA i post-hoc Tukeyev HSD). S

— arbutin-hidrokinon smjesa pojedinacnih spojeva; E — ekstrakt medvjetke.
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4.3. Bioloska aktivnost ekstrakta medvjetke i arbutina na stanice probavnog sustava i
jetre

S obzirom da tijekom konzumacije i metabolizma, ekstrakt medvjetke dolazi u kontakt
sa stanicama probavnog sustava i jetre, u ovom radu odreden je bioloSki uc¢inak ekstrakta
medvjetke i koncentracija arbutina koje odgovaraju onima u ekstraktu (1 napitak i dnevna doza
od tri napitka) na stani¢ne linije karcinoma epitela jezika (CAL 27), zeluca (AGS), debelog
crijeva (Caco-2) i jetre (HepG2). Bioloski ucinak odreden je metodama Neutral Red i DCFH-
DA, a rezultati su izrazeni kao % prezivljena i % indukcije ROS-ova u odnosu na negativnu
kontrolu (100 %).

Iz rezultata na stanicama karcinoma epitela jezika (CAL 27) vidljivo je da je trenutni
uc¢inak ekstrakta medvjetke (bez stani¢nog oporavka) u vidu proliferativnog ucinka na stanice
kod jednog terapeutskog napitka dok arbutin nije pokazao proliferativni uc¢inak ¢ime se moze
zakljuciti da on nije glavni uzro¢nik spomenutog djelovanja ekstrakta medvjetke (slika 13A).
U tretmanu bez oporavka CAL 27 stanica, ekstrakt medvjetke u vremenu izlaganja 15 min
izazvao je znaCajno smanjenje indukcije ROS-ova (~50 — 60 %) u cijelom rasponu
koncentracija. S druge strane, arbutin pokazuje o dozi ovisnu promjenu % ROS-ova gdje
koncentracija 0,4 mg/mL ima prooksidacijsko djelovanje, a 2,4 mg/mL (dnevna doza) i 4
mg/mL antioksidacijsko djelovanje. Nakon oporavka indukcija ROS-ova u CAL 27 stanicama
ne razlikuje se u odnosu na negativnu kontrolu (slika 13B). Moze se zakljuciti da je uéinak
ekstrakta 1 arbutina na stanice epitela jezika trenutan te da nema prolongiranog uc¢inka na daljnji

rast i razvoj CAL 27 stanica.

76



Rezultati

180
bez oporavka oporavak
160 4
140

120 ™

100 |-

80 B3

60

negativnu kontrolu (100 %)

40

% prezivljenja CAL 27 stanica u odnosu na

20

Bekstrakt  Oarbutin

160

140

120 -I_

—_
(=]
[=]

I—|—|=:—

negativiu kontrolu (100 %)
= (=]
(=] (=]

% ROS u CAL 27 stanicama u odnosu na
[ =)
[==]

[=]

0.5x 1X 3x 5x 0.5x 1x 3x 5x

koncentracija

Slika 13. Prikaz prezivljenja stani¢ne linije karcinoma epitela jezika CAL 27 (A) i indukcije
ROS-ova (B) nakon tretmana ekstraktom medvjetke i arbutinom tijekom 15 min (0,5
—5x%) bez i s 24-satnim oporavkom stanica. Statisticki zna¢ajna razlika u odnosu na
*negativnu  kontrolu (100 %), *izmedu ekstrakta i arbutina u istim uvjetima
(jednosmjerna analiza varijance, eng. one-way ANOVA i post-hoc Tukeyev HSD, p
< 0,05). Koncentracija 1x ekstrakta (1 terapeutski napitak) predstavlja 0,4 mg/mL

arbutina.
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Trenutni proliferativni ucinak ekstrakta medvjetke pokazan je i na modelu stanica
karcinoma epitela debelog crijeva Caco-2 gdje nakon 2 i 4 h tretmana bez oporavka, ekstrakt
medvjetke u 5x vecoj koncentraciji od 1 terapeutskog napitka izaziva proliferativno djelovanje
(~120 %; slika 14A1). Kao i u slucaju epitela jezika, proliferativni u¢inak nije detektiran nakon
oporavka stanica (slika 14A2). Arbutin u cijelom ispitivanom rasponu koncentracija (0,4 — 4
mg/mL) nije pokazao uc¢inak na prezivljenje Caco-2 stanica neovisno o obliku tretmana (s i bez
oporavka stanica). U tretmanu bez oporavka Caco-2 stanica kod oba ispitivana uzorka (ekstrakt
medvjetke, arbutin) nema ué¢inka na indukciju ROS-ova (slika 14B1). Ekstrakt medvjetke ima
antioksidacijsko djelovanje u cijelom ispitivanom koncentracijskom rasponu na Caco-2 stanice
tijekom 4 h tretmana s oporavkom stanica pri ¢emu je zamijec¢en 0 dozi ovisan odgovor dok je
krace izlaganje ekstraktu medvjetke (2 h) izazvalo antioksidacijski u¢inak samo kod najmanje

i najvece ispitivane koncentracije ekstrakta medvjetke (0,5 i 5x; slika 14B2).

Al A2
4h 2h 4h 2h

80

% prezivljenja Caco-2 stanica

% ROS u Caco-2 stanicmaa

0 | L
0,5x 1x 3x 5x 0,5% Ix 3x 5x

koncentracija koncentracija
Mekstrakt Oarbutin

Slika 14. Prikaz prezivljenja stani¢ne linije epitelnog kolorektalnog adenokarcinoma Caco-2
nakon 2 i 4 h tretmana ekstraktom i arbutinom (0,5 — 5x) bez oporavka (Al) i s 24-
satnim oporavkom stanica (A2) te indukcije slobodnih kisikovih radikala bez
oporavka (B1) i s 24-satnim oporavkom stanica (B2). Statisticki znacajna razlika u
odnosu na *negativnu kontrolu (100 %), #izmedu ekstrakta i arbutina u istim uvjetima
(jednosmjerna analiza varijance, eng. one-way ANOVA i post-hoc Tukeyev HSD, p
< 0,05). Koncentracija 1x ekstrakta (1 terapeutski napitak) predstavlja 0,4 mg/mL

arbutina.
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Kod epitelnih stanica karcinoma zeluca AGS i jetre HepG2 nije vidljiva promjena u

prezivljenju u odnosu na negativhu kontrolu (100 %) u cijelom rasponu ispitivanih

koncentracija ekstrakta i arbutina (0,5 — 5x). Takoder vrijeme izlaganja i oporavak stanica nije

utjecao na promjenu prezivljenja (slike 15A i 16A). Kod stanica karcinoma Zeluca (AGS), u

tretmanu s oporavkom vidljivo je da 1 napitak i dnevna doza arbutina imaju antioksidacijsko

djelovanje dok sam ekstrakt medvjetke u 0,5 i 1x dozi ima blago prooksidacijsko djelovanje

(slika 15B). % indukcije ROS-ova u HepG2 stani¢noj liniji ne razlikuje se u odnosu na

netretirani uzorak bez obzira na oporavak stanica (negativna kontrola, 100 %) (slika 16B).
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Slika 15. Prikaz prezivljenja stani¢ne linije karcinoma zeluca AGS (A) i indukcije ROS-ova

(B) nakon tretmana ekstraktom medvjetke i arbutinom tijekom 1 h (0,5 —5%) bez i s

24-satnim oporavkom stanica. StatistiCki znac¢ajna razlika u odnosu na *negativnu

kontrolu (100 %), #izmedu ekstrakta i arbutina u istim uvjetima (jednosmjerna analiza

varijance, eng. one-way ANOVA i post-hoc Tukeyev HSD, p < 0,05). Koncentracija

1x ekstrakta (1 terapeutski napitak) predstavlja 0,4 mg/mL arbutina.
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Slika 16. Prikaz prezivljenja stani¢ne linije hepatokarcinoma HepG2 (A) i indukcije ROS-ova
(B) nakon tretmana arbutinom tijekom 1, 2 i 4 h (0,4 — 4 mg/mL) bez i s 24-satnim
oporavkom stanica. Statisticki znacajna razlika u odnosu na *negativnu kontrolu (100
%; jednosmjerna analiza varijance, eng. one-way ANOVA i post-hoc Tukeyev HSD,
p < 0,05). Koncentracija 1x ekstrakta (1 terapeutski napitak) predstavlja 0,4 mg/mL

arbutina.
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4.4. BioloSka aktivnost nitrofurantoina

Nitrofuranotin je topljiv samo u organskim otapalima poput etanola i DMSO-3a, a
ishodisna otopina pripremljena je u DMSO-u te je prvotno bilo potrebno ispitati toksi¢nost
koriStenih koncentracija DMSO-a na izabrane stani¢ne linije. Test toksi¢nosti otopina DMSO-
a u hranjivom mediju (0,16 — 6,00 %) pokazao je da koncentracije prisutne u test-otopinama
nitrofurantoina (0,16 — 0,60 %) ne pokazuju nikakav utjecaj na prezivljenje stanica karcinoma
jetre (HepG2) i mokra¢nog mjehura (T24) (slika 17). Kao granica tolerancije odredena je 1,5
%-tna otopina DMSO-a. Pri koncentracijama 3,00 % i 6,00 % DMSO-a prezivljenje stanica se
znatno smanjilo (ispod 80 %) te je pokazana statisticki znacajna razlika u odnosu na negativnu
kontrolu (p < 0.05).

E8h m4h O2h
140,00

f.g f.g

f.g fg
I: % T I *abc,d e

120,00
100,00 -1t -1 - - - R - - - R - -
80,00

60,00

% prezivljenja T24

40,00

20,00

0,00
0,16% 0,30% 0,60% 1,00% 1,50% 3,00% 6,00%
koncentracija DMSO

Slika 17. Prezivljenje stani¢ne linije karcinoma mokra¢nog mjehura (T24) nakon tretmana
razli¢itim koncentracijama otopine DMSO (0,16 — 6,00 %) tijekom 2, 4 i 8 h.
Statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na: *negativnu kontrolu (100 %), 2 - 0,16 %, °
- 0,30 %, ¢ - 0,60 %, 9 - 1,00 %, - 1,50 %, " - 3,00 %, 9 - 6,00 % (jednosmjerna
analiza varijance, eng. one-way ANOVA i post-hoc Tukeyev HSD, p < 0,05).
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S obzirom da je vrijeme eliminacije nitrofuranotina iz organizma putem urina 6 h nakon
konzumacije, glavna mjesta ispitivanja bioloske aktivnosti u ovom radu bile su stani¢ne linije

karcinoma jetre (HepG2) i mokra¢nog mjechura (T24).

Iz grafickog prikaza vidljivo je da maksimalna terapeutska doza antibiotika
nitrofurantoina (0,67 mg/mL) statisticki zna¢ajno smanjuje prezivljenje stranicne linije jetre
tijekom 2 i 4 h djelovanja (~60 %, slika 18A) uz izrazito prooksidacijsko djelovanje (~160 %,
slika 18B) nakon 24-satnog oporavka stanica Nadalje, minimalna terapeutska doza
nitrofuranotina (0,33 mg/mL) pokazala je antioksidacijsko djelovanje na HepG2 stani¢nu liniju
karcinoma jetre tijekom 1 i 2 h izlaganja nakon 24-satnog oporavka stanica. Prilikom tretmana
nitrofurantoinom u cijelom ispitivanom rasponu koncentracija (0,167 - 0,67 mg/mL), bez
oporavka HepG2 stanica, u¢inak na % preZivljenja i % ROS-ova nije se razlikovao od uc¢inka

u negativnoj kontroli.

Iz ovih rezultata vidljivo je da je Stetan ucdinak maksimalne terapeutske doze
nitrofurantoina vidljiv tek nakon 24-satnog oporavka stanica od tretmana odnosno daljnjom
reprodukcijom stanica. Procjena reverzibilnosti stanicnog oStecenja vazna je u procjeni rizika

povezanog s izlaganjem odredenim kemikalijama.

Sto se ti¢e glavnog terapeutskog mijesta djelovanja u organizmu &ovjeka, antibiotik
nitrofurantoin u koncentraciji koja odgovara maksimalnoj terapeutskoj dozi (0,67 mg/mL)
smanjuje prezivljenje stanica karcinoma mokra¢nog mjehura T24 ispod 80 % u sva tri vremena
izlaganja (2, 4 1 8 h), a manji broj prezivjelih stanica moZe se vidjeti 1 na mikroskopskoj slici
(slika 19A). Isti uc¢inak uocen je i nakon 24-satnog oporavka stanica ¢ime se moze zakljuditi
da su oSteCenja na stani¢noj razini trajna (Slika 19B). Nize ispitivane koncentracije
nitrofurantoina (0,167 1 0,33 mg/mL) nisu pokazale utjecaj na promjenu prezivljenja i indukciju
slobodnih radikala u T24 stanicama karcinoma mokra¢nog mjehura bez obzira na oporavak
stanica. Nakon 2 h tretmana vidljivo je prooksidacijsko djelovanje nitrofuranotina na T24
stanice u cijelom rasponu ispitivanih koncentracija bez obzira na oporavak stanica. Produzeno
vrijeme tretmana nije utjecalo na indukciju ROS-ova u T24 stanicama mokra¢nog mjehura vec¢
minimalna i maksimalna terapeutska doza prilikom 8-satnog tretmana bez stani¢nog oporavka
pokazuju antioksidacijsko djelovanje koje moze biti posljedica smanjenog prezivljenja T24

stanica (slika 19C).
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Slika 18. Prikaz prezivljenja stani¢ne linije hepatocelularnog karcinoma jetre HepG2 (A) i
indukcije ROS-ova (B) nakon tretmana antibiotikom nitrofurantoinom tijekom 1, 2
i 4 h (0,167 — 0,66 mg/mL gdje najmanja koncentracija predstavlja profilakticku
dozu, a ostale minimalnu i maksimalnu terapeutsku dozu) bez i s 24-satnim
oporavkom stanica. StatistiCki znacajna razlika u odnosu na *negativnu kontrolu
(100 %), (Jednosmjerna analiza varijance, eng. one-way ANOVA i post-hoc Tukeyev

HSD, p < 0,05).
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Slika 19. Rezultati tretmana nitrofurantoinom (0,167 — 0,67 mg/mL; 2, 4 i 8 h) na T24 stanice karcinoma mokra¢nog mjehura bez i s 24-satnim
oporavkom stanica: (A) fotografije stanica nakon tretmana 8 h na svjetlosnom inverznom mikroskopu snimljene pod pove¢anjem 400%;
(B) rezultati metode Neutral Red; (C) indukcija slobodnih kisikovih radikala. Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost + standardna
devijacija (3 zasebna eksperimenta). *statisticki znacajna razlika u odnosu na negativnu kontrolu, p < 0,05 (jednosmjerna analiza

varijance, eng. one-way ANOVA i post-hoc Tukeyev HSD).
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4.5. Bioloska aktivnost hidrokinona i njegove kombinacije s antibiotikom
nitrofurantoinom na stanice karcinoma mokraénog mjehura T24

Iz rezultata citotoksi¢nosti hidrokinona na stanice karcinoma mokraénog mjehura T24
moze se zakljuciti da je njegovo djelovanje ovisno o0 dozi te da se povecava s duljinom tretmana
kod stanica bez oporavka (slika 20B). Odnosno, koncentracija hidrokinona u mokra¢nom
mjehuru nakon konzumacije jednog terapeutskog napitka ekstrakta medvjetke i koncentracije
koja odgovara dnevnoj dozi (20 i 50 ug/mL urina) pokazuje citotoksi¢no i antioksidacijsko
djelovanje na T24 stanice samo u maksimalnom vremenu izlaganja od 8 h bez oporavka (slike
20B i 20C). Nakon 24-satnog oporavka stanica, citotoksi¢ni u¢inak ostaje vidljiv samo nakon
konzumacije dnevne doze (50 pg/mL urina), a % ROS-ova ne razlikuje se od negativne kontrole
u obje koncentracije (100 %). Maksimalne moguce koncentracije hidrokinona prisutne u
mjehuru (320 i 900 pg/mL urina) izazivaju izrazito jak citotoksi¢ni uc¢inak ovisan o dozi na
stanice mokra¢nog mjehura u sva tri vremena izlaganja (2, 4 i 8 h) bez oporavka. U tretmanu s
24-satnim oporavkom pokazano je da koncentracije hidrokinona 320 i 900 ug/mL izazivaju
trajna stani¢na oSteCenja s obzirom da se prezivljenje smanjilo na ~30 % bez obzira na vrijeme
i dozu izlaganja. Osim S§to je na mikroskopskim fotografijama vidljiv manji broj stanica,
uocljive su i morfoloske promjene u odnosu na negativnu kontrolu (slika 20A). Nize ispitivane
koncentracije hidrokinona (5 i 20 ug/mL) pokazale su prooksidacijsko djelovanje u tretmanima
sa i bez stani¢nog oporavka nakon 4 h izlaganja (slika 20C).

Rezultati djelovanja smjesa hidrokinona (5 — 900 pg/mL) i antibiotika nitrofurantoina
(0,167 — 0,67 mg/mL) na prezivljenje 1 indukciju ROS-ova u T24 stanicama karcinoma
mokra¢nog mjehura prikazani su na slici 21. Obradom dobivenih podataka u PROAST
softverskom paketu potvrden je u¢inak doza-odgovor smjese u T24 stanice na sve ispitivane
parametrima osim indukcije ROS-ova tijekom tretmana 8 h s 24-satnim oporavkom jer je omjer
BMD i BMDL ve¢i od 10 (tablica 18). U STATISTICA softverskom paketu uz uvjet p < 0,05
potvrdeni su svi postavljeni modeli te je pokazano sinergisticko djelovanje smjese (pozitivna
vrijednost faktora f12) hidrokinona i nitrofurantoina prilikom mjerenja % prezivljenja T24
stanicama karcinoma mokra¢nog mjehura samo u tretmanu s oporavkom u svim ispitivanim
duljinama tretmana ( 2 — 8 h) te mjerenja indukcije ROS-ova osim prilikom najduzeg tretmana
od 8 h s oporavkom (tablica 18). Statisticka znacajnost faktora f12 potvrdena je uz uvjet p <
0,05. Tako je tehnicki potvrdeno sinergisticko djelovanje smjesa hidrokinona i nitrofurantoina,
vrlo niske vrijednosti faktora f12 ostavljaju otvoreno pitanje interakcije ovih spojeva u vidu

sinergizma ukoliko se koristi drugi koncentracijski raspon i odnos u smjesi.
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Slika 20. Rezultati tretmana hidrokinonom (5 — 900 pg/mL; 2, 4 i 8 h) na T24 stanice karcinoma mokra¢nog mjehura bez i s 24-satnim oporavkom
stanica: (A) fotografije stanica na svjetlosnom inverznom mikroskopu snimljene pod povecanjem 400x; (B) rezultati metode Neutral
Red; (C) indukcija slobodnih kisikovih radikala. Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost + standardna devijacija (3 zasebna

eksperimenta). *statisticki znacajna razlika u odnosu na negativnu kontrolu, p < 0,05 (jednosmjerna analiza varijance, eng. one-way
ANOVA i post-hoc Tukeyev HSD).
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Slika 21. Rezultati tretmana smjesom hidrokinona (5 — 900 pg/mL) i nitrofurantoina (0,167 — 0,67 mg/mL) tijekom 2, 4 i 8 h na T24 stanice
karicinoma mokra¢nog mjehura: (A1) rezultati metode Neutral Red bez oporavka stanica; (A2) rezultati metode Neutral Red s 24-satnim
oporavkom stanica; (B1) indukcija slobodnih radikala u stanicama bez oporavka; (B2) indukcija slobodnih radikala u stanicama s 24-
satnim oporavkom stanica; fotografije stanica na svjetlosnom inverznom mikroskopu snimljene pod povecanjem 400x bez oporavka
(C1) i s 24-satnim oporavkom (C2) nakon tretmana 8 h. *statisticki znacajna razlika u odnosu na negativnu kontrolu, p < 0,05

(jednosmjerna analiza varijance, eng. one-way ANOVA i post-hoc Tukeyev HSD).
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Tablica 18. Prikaz rezultata iz PROAST softvera za statistiCku analizu doza-odgovor podataka i faktorskog regresijskog modela (STATISTICA
softver) u cilju utvrdivanja djelovanja smjese hidrokinona i antibiotika nitrofurantoina na prezivljenje i1 indukciju ROS-ova u T24

stanicama karcinoma mokra¢nog sustava.

PROAST softver? STATISTICA softver*
Vrsta Para’mefar Vrijeme Multiple R DY
tretmana pracenja tretmana | BMD/BMDL | u¢inak | (testiranje | p-vrijednost b2 p-vrijednost
modela)
Prezivljenje T24 2h 2,31 da 0,81 <0,01 +2,07*%107 0,08 /
BO stanica 4h 2,18 da 0,78 <0,01 +5,59*107 <0,01 sinergisticko
8h 1,85 da 0,64 <0,01 +2,21*%10° 0,11 /
Prezivljenje T24 2h 1,32 da 0,84 <0,01 +7,54*%107 <0,01 sinergisticko
O stanica 4h 1,51 da 0,81 <0,01 +5,45%107° <0,01 sinergisticko
8h 1,57 da 0,72 <0,01 +9,38*10° <0,01 sinergisticko
Indukcija ROS- 2h 1,36 da 0,53 <0,01 +0,0001 <0,01 sinergisticko
BO ovauT24 4h 1,47 da 0,64 <0,01 +0,0001 <0,01 sinergisticko
stanicama 8h 1,18 da 0,53 <0,01 +0,0001 <0,01 sinergisticko
Indukcija ROS- 2h 1,54 da 0,72 <0,01 +8,66%107 <0,01 sinergisticko
0] ovau T24 4h 1,27 da 0,73 <0,01 +8,30*107 <0,01 sinergisticko
stanicama 8 h 28,46 ne 0,62 <0,01 -1,55*107 0,48 /

BO - bez oporavka; O — 24-satni oporavak stanica; "BMD — eng. benchmark dose; BMDL — eng. lower confidence limit; BMD/BMDL < 10 za
potvrdu ucinka; *faktorski regresijski model, ukoliko je faktor £12 za smjesu spojeva (hidrokinon i nitrofurantoin) pozitivan (+) radi se o
sinergijskom djelovanju, a ukoliko je negativan (-) o antagonistickom djelovanju samo uz uvjet statisticke znacajnosti p < 0,05.
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4.6. Antimikrobna i anti-adhezivna svojstva ekstrakta medvjetke
Citotoksi¢ni uc¢inak

Prema rezultatima krivulja rasta, odredeno je da su u uvjetima nasadivanja jedne
bakterijske kolonije u 20 mL hranjive podloge nakon 22 h aerobnog uzgoja bakterijske kulture
E. coli i S. aureus u eksponencijalnoj fazi rasta pogodnoj za ispitivanje toksi¢nosti. Takoder,
logaritamsku fazu rasta L. fermentum postize za 18 h, a L. plantarum za 24 h uzgoja pri 37 °C

u anaerobnim uvjetima rasta.

Nadalje, odredena je ICso vrijednost (eng. half-maximal inhibitory concentration) u
svakom provedenom eksperimentu ili kvantitativna mjera koja pokazuje koliko je odredene
inhibitorne tvari potrebno za inhibiciju, u uvjetima in vitro, odredenog bioloskog procesa ili
bioloske komponente za 50 %. Vrijednost ICsp arbutina za L. fermentum iznosila je 0,4 mg/mL
dok za bakterije E. coli i S. aureus te vrijednosti bile su 2,4 mg/mL i 4 mg/mL arbutina nakon
1 h tretmana. Za L. plantarum nije odredena ICso Vvrijednost unutar ispitivanog raspona
koncentracija arbutina. Sto se ti¢e ekstrakta medvjetke, 1Cso vrijednost za S. aureus iznosila je
0,5%, L. plantarum 1x, a za E. coli i L. fermentum 5x nakon 1 h tretmana. S druge strane, 1Cso
vrijednost hidrokinona za E. coli nakon 1 h tretmana iznosila je 320 pug/mL, a nakon 4 h

tretmana 5 pg/mkL.

U sklopu ovog rada ispitan je ucinak ekstrakta medvjetke i arbutina kao glavnog bioloski
aktivnog spoja u lis¢éu medvjetke na predstavnike mikrobiote probavnog sustava. Na slici 22
vidljivo je da ekstrakt medvjetke ima najveéi citotoksi¢ni ucinak na bakterije S. aureus i L.
plantarum na nacin da pojedinacna i dnevna doza ekstrakta smanjuje njihovo prezivljenje na
manje od 50 %. Statisticki znacajni pad vijabilnosti, iako manji od prethodno dvije spomenute
bakterije, vidljiv je i kod E. coli te L. fermentum bakterija (pad prezivljenja nakon tretmana ~20
%). Arbutin u cijelom ispitivanom rasponu koncentracija nije utjecao na prezZivljenje bakterije
L. plantarum. Kod E. coli i S. aureus vidljiv je o dozi ovisan ucinak arbutina pri ¢emu
koncentracija 2,4 mg/mL (odgovara onoj izmjerenoj u dnevnoj dozi ekstrakta) smanjuje
prezivljenje E. coli na manje od 50 % dok S. aureus na ~70 %. Koncentracija arbutina izmjerena
u jednom napitku ekstrakta (0,8 mg/mL) smanjuje prezivljenje bakterija E. coli, L. fermentum

i S. aureus za ~20 %.
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Slika 22. Utjecaj ekstrakta medvjetke (0,5 — 5x) i arbutina (0,4 — 4 mg/mL) na preZivljenje
bakterija Escherichia coli K-12 MG1655, Staphylococcus aureus subsp. aureus
DSM 202317, Lactiplantibacillus fermentum 21_PG_1 ZZMK i Lactiplantibacillus
plantarum DSM 1055 nakon tretmana 1 h. Koncentracija 1x predstavlja jedan
terapeutski napitak, a 3x dnevnu dozu ekstrakta od tri terapeutska napitka.
Koncentracija 0,8 mg/mL arbutina odgovara onoj izmjerenoj u jednom terapeutskom
napitku ekstrakta medvjetke (1x). *Statisticki znacajna razlika u odnosu na
negativnu kontrolu (100 %; jednosmjerna analiza varijance, eng. one-way ANOVA
i post-hoc Tukeyev HSD, p < 0,05). PK - pozitivna kontrola (gentamicin, 1 mg).

Iz dobivenih rezultata ispitivanja citotoksi¢nosti hidrokinona na uropatogenu E. coli
vidljivo je da koncentracija hidrokinona koja se nade u mokraénom mjehuru nakon
konzumacije jednog terapeutskog napitka ekstrakta medvjetke (20 pg/mL) i dnevne doze (50
pg/mL) statisticki znacajno smanjuje prezivljenje E. coli ve¢ nakon 2 i 4 h tretmana dok nakon
1 h nema ucinka (tablica 19). Najmanja ispitana koncentracija hidrokinona (5 pg/mL) smanjuje
prezivljenje bakterije E. coli nakon 4 h djelovanje na ~65 % dok krace vrijeme izlaganja (1 i 2
h) istoj koncentraciji nije imalo toksi¢ni u¢inak. Koncentracije hidrokinona od 320 1 900 pg/mL
smanjile su prezivljenje bakterije E. coli na ~60 % ve¢ nakon 1 h tretmana. Antibiotik
nitrofuranotin drasti¢no je smanjio rast uropatogene E. coli (ispod 5 %) ve¢ nakon 2 h tretmana
u obje ispitivane doze (profilakticka i terapeutska) dok je nakon 4 h djelovanja prezivljenje E.

coli ispod 1 % (tablica 19).
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Tablica 19. % prezivljenja uropatogene bakterije E. coli K-12 MG1655 nakon tretmana

hidrokinonom i nitrofurantoinom.

Vrijeme Hidrokinon (ng/mL)
tretmana 5 20 50 320 900
1h % prez. 100,53 90,00 82,46 58,31* 60,75*
st. dev. 4,27 3,55 3,53 4,24 4,77
2h % prez. 103,74 73,25* 72,69*
st. dev. 2,00 3,91 2,70
Ah % prez. 65,23* 56,99* 66,00*
st. dev. 5,88 511 5,08
Nitrofurantoin (mg/mL)
0,167 0,33
oh 9% prez. 3,23* 4,60*
st. dev. 1,64 2,46
ah 9% prez. 0,47* 0,30*
st. dev. 0,18 0,16

% prez. — postotak prezivjelih bakterija E. coli K-12 MG1655 nakon tretmana hidrokinonom i nitrofuranotinom
u odnosu na negativnu kontrolu (100 %); st.dev. — standardna devijacija. *Statisticki znacajno u odnosu na
negativnu kontrolu (jednosmjerna analiza varijance, eng. one-way ANOVA i post-hoc Tukeyev HSD, p < 0,05).

Uc¢inak na adheziju

Kao granicu % prezivljenja za odredivanje anti-adhezivnog ucinka ispitivanih uzoraka
na stanice karcinoma debelog crijeva Caco-2 i epitela jezika CAL 27 uzimali smo 80 %. Prema
tome, na bakterijama E. coli, L. plantarum i S. aureus ispitana je doza arbutina u jednom
terapeutskom napitku (0,8 mg/mL) tijekom 1 h tretmana dok na L. fermentum doza jednog
terapeutskog napitka ekstrakta medvjetke i dnevne doze ekstrakta medvjetke. Takoder, ispitana
su potencijalna anti-adhezivna svojstva hidrokinona u koncentracijama od 20 i 50 pg/mL na

uropatogenu E. coli nakon 1 h tretmana.

Dobiveni rezultati pokazuju da 0,8 mg/mL arbutina (jedan terapeutski napitak ekstrakta
medvjetke) smanjuje adheziju bakterije L. plantarum u odnosu na negativnu kontrolu (100 %)
na 74,41 + 6,71 % (Caco-2, p = 0,014) i 86,75 + 4,06 % (CAL 27, p = 0,072), bakterije E. coli
na 81,09 + 5,39 % (Caco-2, p = 0,028) i1 83,94 + 3,16 % (CAL 27, p = 0,098) dok na adheziju
bakterije S. aureus nije imala znacajan utjecaj s obzirom na negativnu kontrolu (98,15 + 6,39
% za CAL 27 199,76 + 5,14 % za Caco-2).
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Ekstrakt medvjetke neovisno o dozi smanjio je vezanje L. fermentum na stanice
karcinoma epitela jezika (CAL 27) za ~40 % (1x — 63,92 + 7,48 %, p = 0,019; 3x — 58,78 +
10,16 %, p = 0,007). S druge strane, vezanje na Caco-2 stanice bilo je uvjetovana dozom pri
Cemu jedan terapeutski napitak ekstrakta medvjetke ne utjeCe na adhezivna svojstva L.
fermentum (96,49 + 9,21 %) dok je dnevna doza smanjila vezanje na 75,19 + 8,42 % u odnosu
na negativnu kontrolu (100 %, p = 0,017).

Koncentracija 20 pg/mL hidrokinona nije imala utjecaj na adheziju E. coli na T24
stani¢nu liniju karcinoma mokra¢nog mjehura nakon 1 h tretmana (89,73 + 5,01 %). S druge

strane, 50 ug/mL hidrokinona smanjilo je % adhezije E. coli na 27,37 + 3,92 % (p < 0,001).

4.7. Utvrdivanje zastitnog ucinka na molekulu DNA uslijed o$teéenja uzrokovanih

djelovanjem reaktivnih kisikovih radikala

Model DNA plazmida X174 RF1 sastoji se od odredene koli¢ine superzavijene i
relaksirane forme cirkularnog prstena. Rezultati djelovanja UV-fotolize na H.O2 molekulu te
neposredno na DNA molekulu uz dodatak ispitivanih uzoraka prikazani su na slici 23 i u tablici
20.

Obradom rezultata gel elektroforeze pomocu programa GelAnalyzer te statistiCkom
analizom pokazano je da koncentracija arbutina u dnevnoj dozi ekstrakta medvjetke (2,4
mg/mL) pokazuje zastitni u¢inak na molekulu DNA dok sam ekstrakt medvjetke i antibiotik
nitrofuranotin u profilaktickoj i terapeutskoj dozi ne $tite DNA od oksidacijskog ostecenja.
Nadalje, hidrokinon u cijelom ispitivanom koncentracijskom rasponu (5 — 900 pg/mL) te
smjese nitrofuranotina 1 hidrokinona su oc¢uvale % superzavijene forme plazmida koji se nisu
statistiCki razlikovale od negativne kontrole ¢ime je takoder dokazano da hidrokinon u smjesi
stitit DNA molekulu od oksidacijskih ostecenja uzrokovanih hidroksilnim radikalima nastalih

UV djelovanjem na H>O2 molekulu.
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NK - negativna kontrola: *samo plazmid, 2plazmid + H,0,, 3plazmid + UV; PK - pozitivna kontrola, plazmid + H,0, + UV
Smijesa nitrofurantoina i hidrokinona: 0,167 mg/mL N + 5 ug/mL HQ (1); 0,167 mg/mL N + 20 pg/mL HQ (2); 3 -0,167 mg/mL N + 50 pg/mL

HQ (3); 0,33 mg/mL N + 5 pg/mL HQ (4); 0,33 mg/mL N + 20 pg/mL HQ (5); 0,33 mg/mL N + 50 pg/mL HQ (6)

Slika 23. Slike gela s prikazom utjecaj ekstrakta medvjetke (0,5 — 5x), arbutina (0,4 — 2,4
mg/mL), hidrokinona (5 — 900 ug/mL), nitrofurantoina (0,167 — 0,33 mg/mL) i Smjesa
nitrofurantoina i hidrokinona na oksidacijsko ostecenje DNA (X174 RF1) potaknuto
UV-fotolizom H202 (0,03 M).
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Tablica 20. Rezultati eksperimenta ispitivanja zastitnog uc¢inka ekstrakta medvjetke, arbutina,

nitrofurantoina, hidrokinona te smjese nitrofurantoina i hidrokinona na ostecenja
DNA uzrokovana UV-fotolizom H20, (model DNA plazmid X174 RF1).

% ocuvane

SCP

st. dev.

% ocuvane

SCP

st. dev.

% ocuvane

SCP

st. dev.

ekstrakt medvjetke arbutin (mg/mL)
NK PK | 0,56x  1x 3x 5x 04 08 24 4
81,3 813 682 614 | 70,2 76,7 846 88,7
99,73 71,58
2 1 9 4 5 3 7 9
055 741 | 163 38 163 582|609 487 456 555
*cd *cd *a *a | *c¢d *d #a  #ab
nitrofurantoin
(mg/mL) hidrokinon (ng/mL)
0,167 0,33 5 20 50 320 900
945 90,1 96,3 885 94,0
61,23 64,81
3 6 3 7 5
6,06 3,39 | 557 362 236 7,66 6,75
# # # # #

smjesa nitrofurantoina i hidrokinona

1 2 3 4 5 6
923 90,7 894 932
92,89 94,83
1 7 3
479 440 328 543 7,43 265
# # # # # #

NK- negativna kontrola (plazmid bez UV i H202; ~100 % ocuvane SCP); PK- pozitivha kontrola (plazmid+UV+H205);
Ekstrakt medvijetke: 1x — jedan terapeutski napitak; SCP — superzavijena cirkularna forma plazmida $X174 RF1 DNA, St.
dev. — standardna devijacija

Smjese nitrofurantoina i hidrokinona: 0,167 mg/mL N + 5 pg/mL HQ (1); 0,167 mg/mL N + 20 ug/mL HQ (2); 0,167

mg/mL N + 50 pg/mL HQ (3); 0,33 mg/mL N + 5 pug/mL HQ (4); 0,33 mg/mL N + 20 pg/mL HQ (5); 0,33 mg/mL N + 50

pg/mL HQ (6)

Statisticki znacajna razlika u odnosu na: *NK, *PK
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4.8. Genotoksi¢ni u¢inak — mikronukleus cytome test

Nakon provedbe mikronukleus cytome testa na stanicama karcinoma mokraénog
mjehura tretiranim koncentracijama hidrokinona (20 i 50 pg/mL) i nitrofuranotina (0,167 1 0,33
mg/mL) tijekom 2, 4 i 8 h utvrdeno je da hidrokinon negativno utjee na adheziju T24 stanica
u tolikoj mjeri da nije bilo moguce analizirati rezultate u sva tri vremena tretmana jer se stanice
nisu vezale za predmetna stakalca gdje ih je potrebno fiksirati i obojati kako bi se provela
analiza (slika 24). Nitrofurantoin je usporio diobu T24 stanica te u tretiranim uzorcima nije
bilo dovoljno binuklearnih stanica za analizu (slika 24). Samo uzorci tretirani koncentracijom

nitrofuranotina od 0,167 mg/mL tijekom najkraeg vremena tretmana od 2 h su bili

zadovoljavajuéi za analizu.

u
0,33 mg/mL
HQ
20 pg/mL

N2
0,33 mg/mL

Slika 24. Mikroskopski prikaz fiksiranih i obojenih T24 stanica karcinoma mokra¢nog mjehura
nakon tretmana hidrokinonom (HQ, 20 pg/mL) i nitrofurantoinom (N, 0,33 mg/mL)
tijekom 2 h i provedenog mikronukleus cytome testa. NK — negativna kontrola,
netretirane T24 stanice; N1 — nitrofurantoin, 0,33 mg/mL, 2h, poveéanje 100x; N2 —

nitrofurantoin, 0,33 mg/mL, 2 h, povecanje 400x.
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Konacno, ispitane su manje koncentracije hidrokinona (51 10 pg/mL) tijekom 2 1 8 h,
nitrofurantoina (0,167 mg/mL) te smjese hidrokinona i nitrofurantoina tijekom 2 h tretmana,
kako utjecu na geneticki materijal T24 stanica karcinoma mokra¢nog mjehura. Takoder i manje
ispitivane koncentracije hidrokinona (5 i 10 pg/mL, 8 h) su imale negativan utjecaj na stani¢nu
adheziju u odnosu na netretirane T24 stanice (negativna kontrola) $to je vidljivo na slici 25B i
25C iako ne u tolikom mjeri kao prethodno testirane veée koncentracije, te je bilo dovoljno
binuklearnih stanica za analizu. Na slici 25D prikazane su fiksirane T24 stanice karcinoma
mokra¢nog mjehura nakon 8 h tretmana smjesom hidrokinona koncentracije 5 pg/mL i
nitrofurantoina koncentracije 0,167 mg/mL gdje je vidljivo da je smjesa utjecala na adheziju
T24 stanica u tolikoj mjeri da nema dovoljno stanica za analizu. Na slici 26A prikazane su
primjeri binuklearnih stanica nakon provedenog mikronukleus cytome testa s mikronukleusima
(11 2) te nukleoplazmatskim mostom (3) i jezgrinim pupovima (4) dok su na slici 26B prikazani
primjeri mononuklearne (1), binuklearne (2), trinuklearne (3) i tetranuklearne (4) stanice nakon

provedenog mikronukleus cytome testa.

Slika 25. Prikaz rezultata mikronukleus cytome testa u 24-well plo¢icama s vidljivim
negativnim utjecajem hidrokinona na adheziju T24 stanica karcinoma mokra¢nog
mjehura na pokrovna stakalca nakon tretmana od 8 h . Fotografija nakon fiksiranja
i bojenja T24 stanica 5 %-tnom otopinom Giemsa boje. A — uveéana fotografija
negativne kontrole (netretirane T24 stanice), B — uvecana fotografija fiksiranih T24
stanica nakon 8 h tretmana hidokinonom koncentracije 10 pg/mL , C — fiksirane
T24 stanice nakon 8 h tretmana hidrokinonom koncentracije 5 pg/mL, D - fiksirane
T24 stanice nakon 8 h tretmana smjesom hidrokinona koncentracije 5 pg/mL i

nitrofurantoina koncentracije 0,167 mg/mL.
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Slika 26. Mikroskopski prikaz (400x) T24 stanica karcinoma mokra¢nog mjehura nakon
provedenog mikronukleus cytome testa: (A) binuklearne stanice s dva
mikronukleusa (1), jednim mikronukleusom (2), nukleoplazmatskim mostom (3),

dva jezgrina pupa (4); (B) mono- (1), bi- (2), tri- (3), tetranuklearne stanice (4).

Ukupni rezultati mikronukleus cytome testa u T24 stanicama karcinoma mokra¢nog
mjehura tretiranim antibiotikom nitrofuranotinom i hidrokinonom te njihovom smjesom
tijekom tretmana od 2 i 8 h prikazani su u tablici 21. Broj mikronukleusa (MN) u binuklearnim
stanicama (BNS) T24 statisticki je znacajno ve¢i u svim tretiranim uzorcima u oba vremena
izlaganja u odnosu na negativnu kontrolu. Najveca ucestalost MN od 31,2 na 1000 pregledanih
BNS T24 utvrdena je u uzorku tretiranom smjesom hidrokinona (5 pg/mL) i nitrofurantoina
(0,167 mg/mL) tijekom 2 h (MIX 1, tablica 21). U uzorku tretiranom smjesom hidrokinona (10
ug/mL) i nitrofuranotina (0,167 mg/mL; MIX 2) tijekom 2 h nije bilo dovoljno BNS za analizu
zbog prevelikog utjecaja na stani¢nu adheziju. Ucestalost MN u uzorcima tretiranim tijekom 2
h nitrofuranotinom te hidrokinonom bila je otprilike jednaka (20,8 — 24,2 MN na 1000 BNS,
tablica 21), a duplo vec¢a koncentracija hidrokinona (10 pg/mL) nije znacajno utjecala na
povecanje ucestalosti MN u odnosu na manju ispitivanu koncentraciju hidrokinona (5 pg/mL).
S druge strane, broj MN nakon tretmana smjesom nitrofuranotina i hidrokinona statisti¢ki je
znacajno veci od zbroja MN u uzorcima tretiranim pojedina¢nim spojevima izrazeno na 6000
BNS (p = 0,001, ¢~ test). Takav oblik djelovanja naziva se sinergizam, odnosno djelovanje
smjese na ucestalost MN veca je od zbroja djelovanja pojedinacnih spojeva. Veca ispitivana
koncentracija hidrokinona (10 pg/mL) znaCajno je utjecala na adheziju T24 stanica pa su zbog
nedovoljnog broja BNS rezultati izraZzeni na 500 BNS T24. Takoder, vrijeme tretmana nije

utjecalo na broj MN-a u uzorcima tretiranim hidrokinonom.
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Tablica 21. Rezultati mikronukleus cytome testa u T24 stanicama karcinoma mokra¢nog mjehura tretiranim antibiotikom nitrofuranotinom i
hidrokinonom te njihovom smjesom tijekom 2 i 8 h u uvjetima in vitro. Prikazani su rezultati ucestalosti mikronukleusa (MN) u

binuklearnim T24 stanicama (BNS) te njihova raspodjela.
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Tretman 2 h
Parametar
Uk NK! | NK? PK N (167 pg/mL) HQ (5 pg/mL) HQ (10 pg/mL) MIX 1 MIX 2
Ucestalost mikronukleusa (MN)
~ MN /6000 BNS 86 75 1138 ¢ 1135°¢ 1125°¢ 1145°¢ 1187 &b-ed Nema dovoljno BNS
Broj MN / 1000 BNS 14,3 12,5 23 22,5 20,8 24,2 31,2 Nema dovoljno BNS
Raspodjela binuklearnih T24 stanica s mikronukleusima (BNwmn)

> BNSmn /6000 BNS 78 69 1107 ¢ 1127 1110°¢ 1135 1165 *¢ Nema dovoljno BNS

2~ BNSwvni 71 63 92 de 1118 196°¢ 1125 1141 ¢ Nema dovoljno BNS

2~ BNSwvne2 6 6 117° 7%¢ 13 10°¢ 123 &b.d Nema dovoljno BNS

~ BNSwmns 1 0 4 1 1 0 0 Nema dovoljno BNS

Ukupni % BNSwun 1,43 1,25 2,3 2,25 2,08 2,42 3,12 Nema dovoljno BNS

> BNSwmn /1000 BNS 13 11,5 17,8 21,2 18,3 22,5 27,5 Nema dovoljno BNS
Tretman 8 h MN — mikronukleus; BNS — binuklearne stanice; NK' — negativna
Parametar kontrola, netretirane stanice; NK? — negativna kontrola, stanice
Uzorak | NK! | NK? PK HQ (5 pg/mL) HQ (10 pg/mL) | tretirane 0,16 % otopinom DMSO-a koristenim za pripremu uzorka
nitrofuranotina; PK — pozitivna kontrola (0,4 pg/mL
Ucestalost mikronukleusa (MN doksorubicina); N — nitrofuranotin; HQ — hidrokinon; MIX 1 - N
> MN /6000 BNS 72 65 11474 11674 1133 &¢* (167 pg/mL) + HQ (5 pg/mL); MIX 2 - N (167 ug/mL) + HQ (10
. /mL); * izrazeno na ukupno 3000 binuklearnih stanica odnosno
LE5Tg) I W0 (NS 12 - 1.0’8 2.4’5 . 27’8, - 22,27 2(%0 bi)nuklearnih stanica ppo uzorku. Ukupni broj pregledanih
Raspodjela binuklearnih T24 stanica s mikronukleusima (BNwm) stanica iznosio je 6000 (u duplikatu za 3 zasebna eksperimenta), a
%~ BNSwmn /6000 BNS 68 62 11334 11434 1112 8¢ %* analiza preparata provedena je uz pomo¢ svjetlosnog mikroskopa
Y BNSun1 62 60 1119 d 1122 d 195 ac* (1000x) pregledom 1000 binuklegrnih stani.ca po u;orku (osim ’kod
uzorka HQ 10 pg/mL, 500 binuklearnih stanica). StatistiCka
2 BNSmn2 6 2 14 118 T13* znacajnost ispitana je pomodéu y>-testa, uz granicu statisticke
2~ BNSwmns 0 0 0 3 4% znadajnosti p < 0,05 (statisti¢ki znaGajne razlike u odnosu na NK!
Ukupni % BNSwmx 1,2 1,08 2,45 2,78 2,00 % oznacene su oznakom (1), a u odnosu na sve druge uzorke malim
Y BNSy~ / 1000 BNS 113 103 22 238 18,7 * slovima: a— PK, b - N (167 pg/mL), ¢ - HQ (5 ug/mL), d - HQ (10

pg/mL), e — MIX 1).




Rezultati

Rezultati pojavnosti jezgrinih pupova (NB) i nukleoplazmatskih mostova (NPB) u
binuklearnim stanicama (BNS) T24 nakon tretmana nitrofurantoinom i hidrokinonom te
njihovom smjesom tijekom 2 h tretmana prikazani su u tablici 22. Ucestalost NB-a u BNS T24
negativne kontrole je vrlo niska (1,3 NB na 1000 stanica). Tretman T24 stanica karcinoma
mokra¢nog mjehura nitrofuranotinom i hidrokinonom te njihovom smjesom tijekom 2 h
izazvao je statisticki znacajan porast NB-a u odnosu na negativnu kontrolu. Najveca ucestalost
NB-a bila je u uzorku tretiranom smjesom nitrofuranotina (0,167 mg/mL) i hidrokinona (5
pg/mL; MIX 1) te iznosi 8,5 NB na 1000 analiziranih BNS pri ¢emu je broj NB-a u smjesi
statisti¢ki znacajno veci od broja NB-a u uzorcima tretiranim pojedina¢nim spojevima izrazeno
na 6000 BNS, ¢ime je dokazano njihovo sinergisti¢ko djelovanje (p = 0,036; , y2- test).
Ucestalost NB-a u ostalim uzorcima bila je 5 — 8,2 NB-a na 1000 BNS (tablica 22). Nema
statisticki znacajne razlike u broju NB-a izmedu dvije ispitivane koncentracije hidrokinona.
Broj NPB-a u svim uzorcima je statisticki znacajno veéi od negativne kontrole pri ¢emu je
najveca ucestalost zabiljezena nakon tretmana hidrokinonom (10 pg/mL) s 18,5 NPB-a na 1000
analiziranih BNS T24. Isto tako moze se primijetiti da je broj NPB-a u uzorku tretiranom ve¢om
koncentracijom hidrokinona statisticki znacajno ve¢i u odnosu na manju koncentraciju
hidrokinona $to kod MN-a i NB-a nije bio slu¢aj. lako je broj NPB-a u uzorku tretiranom
smjesom nitrofuranotina (0,167 mg/mL) i hidrokinona (5 pg/mL, MIX 1) statisti¢ki znac¢ajno
veéi u odnosu na negativnu kontrolu (14,2 NPB-a na 1000 BNS T24) on se statisticki ne
razlikuje od broja NPB-a uzorka tretiranog samo hidrokinonom (10,3 NPB-a na 1000 BNS T24)
dok se razlikuje od broja NPB-a u uzorku tretiranom samo nitrofuranotinom (9 NPB-a na 1000
BNS T24). Unato¢ tome, zbroj djelovanja pojedina¢nih spojeva (nitrofurantoina i hidrokinona)
na formiranje NPB-a u T24 stanicama karcinoma mokra¢nog mjehura statistic¢ki je znacajno
manji od broja NPB-a nastalih djelovanjem smjese (izrazeno na 6000 BNS-a) te se moze
zakljugiti da nitrofurantoin i hidrokinon u smjesi djeluju sinergisticki (p = 0,022, y>- test). Nije
bilo moguce odrediti broj NB-a i NPB-a u uzorku tretiranom smjesom nitrofuranotina (0,167
mg/mL) 1 hidrokinona (10 pg/mL; MIX 2) tijekom 2 h zbog nedovoljnog broja BNS na stakalcu.
Rezultati pojavnosti NB i NPB u binuklearnim stanicama nakon tretmana hidrokinonom (5 i 10
pg/mL) tijekom 8 h prikazani su u tablici 23. Koncentracija hidrokinona 10 pg/mL znacajno je
utjecala na adheziju T24 stanica pa su rezultati izraZzeni na samo 500 BNS. Broj NB je statisticki
znacajno veci u uzorku tretiranom koncentracijom hidrokinona 10 pg/mL tijekom 8 h u odnosu
na manju koncentraciju dok kod broja NPB-a nema statisticki znacajne razlike. Moze se
primijetiti da vrijeme tretmana (2 i 8 h) nije utjecalo na razliku u broju NB-a i NPB-a u uzorcima

tretiranim hidrokinonom.
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Tablica 22. Rezultati mikronukleus cytome testa u T24 stanicama karcinoma mokra¢nog mjehura tretiranim antibiotikom nitrofuranotinom i
hidrokinonom te njihovom smjesom tijekom 2 h u uvjetima in vitro. Prikazani su rezultati pojavnosti jezgrinih pupova (NB) i

nukleoplazmatskih mostova (NPB) u binuklearnim T24 stanicama (BNS) te njihova raspodjela.

Tretman 2 h
Ll Usorak | NK' | NK? | PK | N (167 pg/mL) | HQ(5 pg/mL) | HQ (10 pg/mL) | MIX 1 MIX 2
Pojavnost jezgrinih pupova (NB) i binuklearnih T24 stanica koje ih sadrZze (BNSng)

T NB /6000 BNS 8 4 1214 130 ¢© 133°¢ 1378 151 %> | Nema dovoljno BNS
Broj NB /1000 BNS 1,3 0,7 3,5 5 5,5 6,2 8,5 Nema dovoljno BNS
YBNSxs /6000 BNS 8 4 1194 130° 133°¢ 1378 151%® | Nema dovoljno BNS

Ukupni % BNSns 0,13 0,07 0,35 0,5 0,55 0,62 0,85 Nema dovoljno BNS
XBNSng /1000 BNS 1,3 0,7 3,5 5 5,5 6,2 8,5 Nema dovoljno BNS

Pojavnost nukleoplazmatskih mostova (NPB) binuklearnih T24 stanica koji ih sadrze (BNS~pg)

T~ NPB /6000 BNS 7 9 144 e 154 %¢ 1624 T111 ®b¢ 185%® | Nema dovoljno BNS
Broj NPB / 1000 BNS 1,2 1,5 7,3 9 10,3 18,5 14,2 Nema dovoljno BNS
YBNSnes /6000 BNS 7 8 135b:c 154 &cde 177 54 T111 &b¢ 185%® | Nema dovoljno BNS

Ukupni % BNSnes 0,12 0,15 0,73 0,9 1,03 1,85 1,42 Nema dovoljno BNS
XBNSnps /1000 BNS 1,2 1,5 7,3 9 10,3 18,5 14,2 Nema dovoljno BNS

NB - jezgrin pup; NPB — nukleoplazmatski most; BNS — binuklearne stanice; NK! — negativna kontrola, netretirane stanice; NK2— negativna kontrola, stanice tretirane 0,16
% otopinom DMSO-a koristenim za pripremu uzorka nitrofurantoina; PK - pozitivna kontrola (0,4 pg/mL doksorubicina); N — nitrofuranotin; HQ — hidrokinon; MIX 1 — N
(167 pg/mL) + HQ (5 pg/mL); MIX 2 - N (167 pg/mL) + HQ (10 pg/mL).

Ukupni broj pregledanih T24 stanica karcinoma mokra¢nog mjehura iznosio je 6000 (u duplikatu za 3 zasebna eksperimenta), a analiza preparata provedena je uz pomoc¢
svjetlosnog mikroskopa (1000x) pregledom 1000 binuklearnih stanica (BNS) po uzorku. Statisticka znacajnost ispitana je pomoc¢u y*-testa, uz granicu statisti¢ke znacajnosti
p < 0,05 (statisticki znaGajne razlike u odnosu na NK! oznaGene su oznakom (1), a u odnosu na sve druge uzorke malim slovima: a — PK, b - N (167 pg/mL), ¢ - HQ (5
pg/mL), d - HQ (10 pg/mL), e — MIX 1).

101




Rezultati

Tablica 23. Rezultati mikronukleus cytome testa u netretiranim (kontrolnim) T24 stanicama

karcinoma mokra¢nog mjehura te T24 stanicama tretiranim hidrokinonom nakon

8 h tretmana u uvjetima in vitro. Prikazani su rezultati pojavnosti jezgrinih pupova
(NB) i nukleoplazmatskih mostova (NPB) u binuklearnim T24 stanicama (BNS)

te njihova raspodjela.

Tretman 8 h
T Urorak NK! | NK2 | PK HQ (5 pg/mL) | HQ (10 pg/mL)
Pojavnost jezgrinih pupova (NB) 1 binuklearnih T24 stanica koje
ih sadrze (BNSNB)

T~ NB /6000 BNS 5 4 151 be 133 ¢ 144 2b*
Broj NB / 1000 BNS 0,8 0,7 8,5 5,5 7,3 *
~BNSns /6000 BNS 5 4 151 b¢ 133&¢ 144 @b *

Ukupni % BNSnB 0,08 0,07 0,85 0,55 0,73 *
~BNSng /1000 BNS 0,8 0,7 8,5 5,5 7,3 *

Pojavnost nukleoplazmatskih mostova (NPB) binuklearnih
T24 stanica koji ih sadrze (BNSnpg)

X NPB /6000 BNS 7 6 171 b¢ 146 ° 119 2 *
Broj NPB / 1000 BNS 1,2 1 11,8 7,7 32%*
XBNSnes /6000 BNS 7 6 165 ¢ 1422 1192 *

Ukupni % BNSnpr 0,12 0,1 1,18 1,9 0,32 *
~BNSnes /1000 BNS 1,2 1 11,8 19 32%*

NB - jezgrin pup; NPB — nukleoplazmatski most; BNS — binuklearne stanice; NK! — negativna kontrola,
netretirane stanice; NK? — negativna kontrola, stanice tretirane 0,16 % otopinom DMSO-a koriStenim za
pripremu uzorka nitrofuranotina; PK - pozitivna kontrola (0,4 pg/mL doksorubicina); HQ — hidrokinon; *
izrazeno na ukupno 3000 binuklearnih stanica odnosno 500 binuklearnih stanica po uzorku.

Ukupni broj pregledanih T24 stanica karcinoma mokraénog mjehura iznosio je 6000 (u duplikatu za 3 zasebna
eksperimenta), a analiza preparata provedena je uz pomo¢ svjetlosnog mikroskopa (1000x) pregledom 1000
binuklearnih stanica (BNS) po uzorku. Statisticka znacajnost ispitana je pomocu y>-testa, uz granicu statisticke
znacajnosti p < 0,05 (statisti¢ki znacajne razlike u odnosu na NK'! oznacene su oznakom (1), a u odnosu na sve
druge uzorke malim slovima: a — PK, b - HQ (5 pg/mL), ¢ - HQ (10 pg/mL).

Rezultati stani¢ne kinetike i prezivljenja T24 stanica karcinoma mokra¢nog mjehura

tretiranih nitrofuranotinom, hidrokinonom te njihovom smjesom tijekom tretmana od 2 h u

uvjetima in vitro prikazani su u tablici 24, a samo hidrokinonom tijekom tretmana od 8 h u

tablici 25.

Najveci indeks diobe jezgara (NDI) zabiljezen je kod negativne kontrole i iznosi 1,726.

Statisticki znacajna odstupanja od negativne kontrole pokazana su nakon tretmana

profilaktickom (0,167 mg/mL) i terapeutskom dozom (0,33 mg/mL) nitrofurantoina (1,447 i

1,261) te smjesama profilakticke doze nitrofuranotina 1 dvije ispitivane koncentracije

hidrokinona (5 pg/mL, MIX 1, 1,225; 10 pg/mL, MIX 2, 1,077) tijekom 2 h. Takoder moze se
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primijetiti da je nakon tretmana smjesama nitrofuranotina i hidrokinona od 2 h zna¢ajno manji
indeks diobe jezgara u odnosu na tretman pojedinacnim spojevima. S obzirom da se indeks
diobe jezgara T24 stanica karcinoma mokra¢nog mjehura nakon djelovanja hidrokinonom ne
razlikuje u odnosu na negativnu kontrolu moze se zakljuciti da u smjesi hidrokinon potencira
negativno djelovanje nitrofurantoina na zaustavljanje diobe stanica te se to djelovanje u smjesi
naziva potenciranje. Smanjenje indeksa diobe jezgara upucuje na sposobnost testiranih spojeva
da uspore 1/ili zakoce diobu T24 stanica s naglaskom na prijelaz stanica iz M1 U M2 $to kao
posljedicu ima porast broja stanica u M1. Prolongacijom tretmana na 8 h statisti¢ki se zna¢ajno
smanjio indeks diobe jezgara T24 stanica karcinoma mokra¢nog mjehura nakon inkubacije
uzoraka profilaktickom dozom nitrofuranotina (1,059) i dozom hidrokinona od 10 pg/mL
(1,231) ¢ime je pokazano da duze vrijeme izlaganja nitrofuranotinu i hidrokinonu ima jace
djelovanje na usporavanje i/ili zakoCenje diobe. Sve navedeno odnosi se i na vrijednost

replikacijskog indeksa (tablice 24 i 25).

Najveci broj stanica u apoptozi odreden je u uzorku T24 stanica tretiranih hidrokinonom
u koncentraciji 10 pg/mL tijekom 2 h (15/6000) i 8 h (25/3000) pri ¢emu je broj stanica u
apoptozi kod tretmana 8 h statisticki znacajno veéi u odnosu na negativnu kontrolu (p < 0,05,
2 test).

Takoder, na temelju broja Zivih 1 mrtvih stanica u negativnoj kontroli 1 tretiranim
uzorcima, odredene su vrijednosti proliferacijskog indeksa (CBPI). Najveca vrijednost CBPI
odredena je u negativnoj kontroli (1,718), a statisticki znacajna odstupanja od negativne

kontrole oznacena su u tablicama 24 i 25 te se slazu s NDI rezultatima.

Nadalje, na temelju rezultata izraCunati su i postoci citostaze za sve tretirane uzorke.
Citostatski ucinak nitrofurantoina ovisan je 0 dozi te kod koncentracije koja odgovara
profilakti¢koj dozi iznosi 27,3 %, a terapeutskoj dozi 45,9 %. Hidrokinon nije pokazao znacajan
postotak citostaze (2,3 — 5,2 %) dok su smjese koncentracija koje odgovaraju profilaktickoj
dozi nitrofurantoina i ispitivanim koncentracijama hidrokinona (49,3 i 64,1 %) pokazale
snazniji citostatski uéinak od hidrokinona. S obzirom da je smjesa hidrokinona (10 pg/mL) i
nitrofurantoina (0,167 mg/mL; MIX 2) pokazala veci % citostaze u T24 stanicama karcinoma
mokra¢nog mjehura u odnosu na samo nitrofurantoin (45,9 %) moze se zakljuciti da hidrokinon
iako bez ucinka na % citostaze kao pojedinacni spoj u smjesi potencira djelovanje
nitrofurantoina (potencijacija). Takoder produzeno vrijeme tretmana od 8 h nitrofurantoinom i

hidrokinonom utjece na povecanje % citostaze za ~10 — 20 %.
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Tablica 24. Rezultati stani¢ne kinetike i prezivljenja T24 stanica karcinoma mokra¢nog mjehura tretiranih nitrofurantoinom, hidrokinonom te

njihovom smjesom tijekom 2 h u uvjetima in vitro.

Tretman 2 h
Lcieiulie s Urorak NK | N(167 pg/mL) | N (330 pg/mL) | HQ (5 pg/mL) | HQ (10 pg/mL) MIX 1 MIX 2
> M 1785 3383 4491 1893 2066 4698 5562
M, 4124 2567 1467 4045 3868 1257 416
> M3 44 36 27 40 42 43 18
> My 47 14 15 22 24 2 4
NDI 1,726 11,447 11,261 1,699 1,671 11,225 11,077
Replikacijski index 100 61,94 36,02 96,82 92,89 31,28 10,68
X stanica u apoptozi 8 10 11 9 15 8 9
% stanica u apoptozi 0,13 0,17 0,18 0,15 0,25 0,13 0,15
CBPI 1,718 11,445 11,259 1,695 1,666 11,225 11,077
% citostaze 0 273 459 2,3 5,2 493 64,1

NK —negativna kontrola, netretirane stanice; PK - pozitivna kontrola (0,4 ng/mL doksorubicina); N — nitrofuranotin; HQ — hidrokinon; MIX 1 — N (167 pg/mL)
+ HQ (5§ pg/mL); MIX 2 - N (167 pg/mL) + HQ (10 pg/mL). Rezultat je izraZzen na 6000 pregledanih stanica (po dvije replike u 3 zasebna eksperimenta), a
analiza je provedena na svjetlosnom mikroskopu (1000x). Statisti¢ka obrada podataka provedena je pomocu y2-testa uz granicu statistiCke znac¢ajnosti p < 0,05
(statisticki znacajne razlike u odnosu na NK oznacene su oznakom (})).

Replikacijski indeks izracunat je prema formuli (Lorge i sur., 2008):

RI = {[({ broj dvojezgrenih stanica ) + (2 X broj viSejezgrenih stanica )) +~ (ukupan broj stanica)] / [({broj dvojezgrenih stanica ) + (2 X broj visejezgrenih stanica
») / (ukupan broj stanica u kontrolnoj skupini)]} % 100.

Indeks diobe jezgara (engl. Nuclear Division Index, NDI) izraCunat je prema formuli (Eastmond i Tucker, 1989):

NDI = (M +2xM»+3xM3+4xMy) / N

gdje su M; — M, broj stanica s jednom do Cetiri jezgre, a N ukupni broj izbrojenih zivih stanica.

Proliferacijski indeks (engl. Cyfokinesis-Block Proliferation Index, CBPI) izraCunat je prema formuli (OECD, 2016):

CBPI = [(broj jednojezgrenih stanica) + (2 x broj dvojezgrenih stanica) + (3 x broj viSejezgrenih stanica)] / (ukupan broj stanica)

% citostaze izracunat je prema formuli (OECD, 2016):

% citostaze = 100 - 100 x {(CBPI skupine - 1) / (CBPI kontrolne skupine)
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Rezultati

Tablica 25. Rezultati stani¢ne kinetike i prezivljenja T24 stanica karcinoma mokra¢nog

mjehura tretiranih nitrofurantoinom i hidrokinonom tijekom 8 h u uvjetima in

vitro.
Tretman 8 h
Ll Urorak | NK N (167 pg/mL) | HQ (5 pg/mL) | HQ (10 pg/mL)
> M 2690 5673 3368 4671
M, 3270 309 2569 1286
> M3 24 9 42 30
> My 16 9 22 13
NDI 1,561 11,059 1,453 11,231
Replikacijski index 100 10,29 80,51 40,96
¥ stanica u apoptozi 10 15 17 125%*
% stanica u apoptozi 0,17 0,25 0,28 10,83*
CBPI 1,558 11,058 1,449 11,229
% citostaze 0 50,0 10,9 32,9

NK! — negativna kontrola, netretirane stanice; NK?> — negativna kontrola, stanice tretirane 0,16 % DMSO
koristenim za pripremu uzorka nitrofuranotina; PK - pozitivna kontrola (0,4 pg/mL doksorubicina); N —
nitrofurantoin; HQ — hidrokinon. Rezultat je izrazen na 6000 pregledanih stanica (po dvije replike u 3 zasebna
eksperimenta), a analiza je provedena na svjetlosnom mikroskopu (1000x). StatistiCka obrada podataka
provedena je pomocu y2-testa uz granicu statisticke znacajnosti p < 0,05 (statisticki znacajne razlike u odnosu
na NK oznacene su oznakama (| / 1)). *izrazeno na ukupno 3000 stanica

Replikacijski indeks izracunat je prema formuli (Lorge i sur., 2008):

RI = {[({ broj dvojezgrenih stanica ) + (2 X broj viSejezgrenih stanica )) +~ (ukupan broj stanica)] / [({broj
dvojezgrenih stanica ) + (2 x broj viSejezgrenih stanica )) / (ukupan broj stanica u kontrolnoj skupini)]} x 100.
Indeks diobe jezgara (engl. Nuclear Division Index, NDI) izracunat je prema formuli (Eastmond i Tucker,
1989):

NDI = (M|+2><M2+3 XM3+4><M4) /N

gdje su M; — M4 broj stanica s jednom do Cetiri jezgre, a N ukupni broj izbrojenih zivih stanica.
Proliferacijski indeks (engl. Cytokinesis-Block Proliferation Index, CBPI) izraCunat je prema formuli (OECD,
2016):

CBPI = [(broj jednojezgrenih stanica) + (2 % broj dvojezgrenih stanica) + (3 x broj viSejezgrenih stanica)] /
(ukupan broj stanica) % citostaze izraunat je prema formuli : % citostaze = 100 - 100 x {(CBPI skupine - 1) /
(CBPI kontrolne skupine)

% citostaze izracunat je prema formuli (OECD, 2016):

% citostaze = 100 - 100 x {(CBPI skupine - 1) / (CBPI kontrolne skupine)}
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Rezultati

4.9. Proteomska analiza T24 stanica karcinoma mokraénog mjehura

4.9.1. Proteomska analiza nakon tretmana hidrokinonom tijekom 2 h

Rezultati dobiveni proteomskom analizom nakon tretmana T24 stanica koncentracijama
hidrokinon 20 i 320 pg/mL od 2 h pokazuju prekomjernu ekspresiju 17 proteina (relativni omjer
> 1,3) u odnosu na netretirane stanice (kontrola, p < 0,05) (tablica 26). Obiljezavanjem po
pravilima genske ontologije koja objedinjuje domene stani¢nu komponentu, molekularnu
funkciju 1 bioloski proces u kojem protein sudjeluje, uoceno je da tretman hidrokinonom
povecava ekspresiju proteina koji su ukljuceni u glikoliticki proces (GO:0050896), odgovor na
podrazaj (GO:0050896) i inicijaciju translacije (GO:0006413). Vidljivo je da hidrokinon u
minimalnoj i maksimalnoj dozi prisutnoj u mokraénom mjehuru nakon konzumacije jednog
terapeutskog napitka ekstrakta medvjetke aktivira signalne proteine koji pospjesuju adaptaciju
na stres (14-3-3 epsilon protein (YWHAE) i 14-3-3 zeta/delta protein (YWHAZ)), toplinskog
Soka (eng. heat shock protein, HSP 90-alfa (HSP90AA1), HSP 90-beta (HSP90AB1) i HSP 90
ko-saperon Cdc37 (CDC37)), odgovora na oksidacijski stres (peroksiredoksin-1 (PRDX1)),
glikolize/glukoneogeneze (alfa-enolaza (ENO1), fruktoza-bisfosfat aldolaza A (ALDOA),
fruktoza-bisfosfat aldolaza C (ALDOC), gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza (GAPDH) i
trioza-fosfat izomeraza (TPI1)) i inicijacije translacije (eukariotski inicijacijski faktor 4A-I
(EIF4AL) i faktor inicijacije eukariotske translacije 4 gama 1 (EIF4G1)) (tablica 22) (UniProt,
2023). Za odredivanje protein-protein interakcija izmedu identificiranih proteina koriStena je
STRING analiza koja je ukazala na djelomi¢nu biolosku povezanost identificiranih proteina (p
vrijednost obogacivanja PPI iznosi < 1,0 x 1071 §to ukazuje na to da &vorovi nisu nasumiéni te

da je promatrani broj rubova znacajan; slika 27).
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Rezultati

Tablica 26. Pregled promjena u sadrzaju stani¢nih proteina T24 stanica karcinoma mokra¢nog mjehura nakon tretmana koncentracijama
hidrokinona 20 i 320 pg/mL od 2 h.

. . Bioloski procesi ¢ 20 pg/mL.2 h 3.2 0 Hg/mL 2h
Pristupni b : s S Relativni
broi @ Gen Ime proteina (Genska ontologija- Relativni p- omier ¢ p-
J GO) omjer ¢ vrijednost J vrijednost
Glikoliti¢ki proces
P06733 ENOI | alfa-enolaza (anolaza 1) (GO:0050896), 13 0,0027 1.4 0,0046
Odgovor na podrazaj
(GO:0050896)
Glikoliticki proces
P04075 | ALDOA fruktoza-bisfosfat (GO:0050896), 13 0,0223 1.4 0,0044
aldolaza A Odgovor na podraZaj
(GO:0050896)
Glikoliticki proces
P09972 | ALDOC fruktoza-bisfosfat (GO:0050896), 1.4 0,0001 1,7 0,0001
aldolaza C Odgovor na podraZzaj
(GO:0050896)
Glikoliticki proces
PO4406 GAPDH ghceral@eh1d—3—fosfat (GO:0050896), . L5 00133 1.4 0,0055
dehidrogenaza Odgovor na podraZzaj
(GO:0050896)
P60174 TPII trioza-fosfat izomeraza Glikoliticki proces 13 0,0118 13 0,0018
(GO:0050896) ’ ’ ’ ’
L-laktat dehidrogenaza A Odgovor na podrazaj
P00338 LDHA lanac (GO:0050896) 1,3 0,0025 1,4 0,0021
. Odgovor na podrazaj
Q16543 CDC37 | Hsp90 ko-Saperon Cdc37 (GO:0050896) 1,7 0,0001 1,3 0,0058
. . Odgovor na podrazaj
Q06830 PRDXI peroksiredoksin-1 (GO:0050896) 1,3 0,0035 1,4 0,0008
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Nastavak tablice 26
protein toplinskog Soka Odgovor na podrazaj
P07900 | HSP90AAI HSP 90-nlte (GO-0050896) 1,4 0,0055 1,4 0,0097
protein toplinskog Soka Odgovor na podrazaj
P08238 | HSP90ABI HSP 90.bots (GO-0050896) 1,2 0,2011 1,4 0,0193
P04083 ANXAI aneksin A1 Od%ggr()gzgggg‘;‘zm 1,3 0.0018 1,3 0,0221
P63104 YWHAZ | 14-3-3 protein zeta/delta Od%ggggggggg‘m] 13 0,0010 1,4 0,0078
P62258 YWHAE | 14-3-3 protein epsilon Od%gg’_rogg gg’gg‘za] 1,3 0,0005 1,3 0,0027
P23528 CFLI kofilin-1 Odgovor na podraza 1,3 0,0034 1,5 0,0062
(GO:0050896)
Q99623 PHB? prohibitin-2 Od%gg’_rogz gg’gg‘za] 13 0,0225 1,4 0,0107
Inicijacija translacije
eukariotski inicijacijski (GO: 0006413),
P60842 EIF4A] tor AAT Odgovor na podraZai 1,3 0,0178 1,7 0,0001
(GO:0050896)
faktor inicijacije Inicijacija translacije
Q04637 EIF4G1 eukariotske translacije 4 ; 1,0 0,3184 1,5 0,0107
varma | (GO: 0006413)

2 Jedinstveni alfanumericki identifikator svakog unosa u UniProt bazi podataka; ® Jedinstveni alfanumeri¢ki identifikator koji se koristi za predstavljanje gena; ¢ Bioloski
proces(i) prema genskoj ontologiji (GO); ¢ Omjer srednje vrijednosti signala (tretman / kontrolni uzorak) izra¢unat iz MRM (eng. Multiple-reaction monitoring) podataka tri

bioloska ponavljanja.
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Rezultati

EIFAGL

PHB2

Slika 27. Interaktom pojacano (relativni omjer tretiranog i netretiranog uzorak > 1,3)
reguliranih proteina u T24 stanicama karcinoma mokra¢nog mjehura iz tablice 26
nakon tretmana hidrokinonom (20 i 320 pg/mL) od 2 h. Grafikon je generiran iz
baze podataka STRING (http://www.string-db.org). Mrezni ¢vorovi predstavljaju
proteine, a rubovi protein-protein interakcije. Debljina linije oznacava jacinu
pouzdanosti podataka. Mrezna statistika: 17 ¢vorova, 67 rubova, 7,88 prosjecni
stupanj ¢vora, 0,811 prosjeéni lokalni koeficijent grupiranja, 14 ocekivanih broj
rubova, < 1,0 e p-vrijednost obogacivanja PPI. Cvorovi u bojama predstavljaju
odnose prema bioloskim procesima: crveno — glikoliti¢ki proces (GO:0006096),
plavo — odgovor na podrazaj (GO:0050896), ruziCasto — inicijacija translacije
(G0O:0006413).
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Rezultati

4.9.2. Proteomska analiza nakon tretmana hidrokinonom od 8 h

Rezultati proteomske analize nakon prolongiranog tretmana T24 stanica karcinoma
mokra¢nog mjehura od 8 h koncentracijom hidrokinona od 20 pg/mL ukazuju na stani¢ne
promjene u proteinskom sastavu citoskeleta i kromatina, aktivacije mehanizama odgovora
stanice na nesmotane proteine kao i stani¢ne smrti inducirane stresnim uvjetima (tablica 27).
STRING analiza je pokazala djelomi¢nu bioloSku povezanost identificiranih proteina.
Promjene u sastavu citoskeleta povezane su sa smanjenom ekspresijom tropomiozin alfa-3
lanca (TPM3) i pove¢anom eckspresijom filamin-C (FLNC) te MARCKS-srodnog proteina
(MARCKSL1) (UniProt, 2023). Tretman hidrokinonom izazvao je ekspresiju proteina fascin
(FSCNL1) i aladin (AAAS) kojih nema prisutnih u netretiranom uzorku T24 stanica, a sudjeluju
u stani¢noj pokretljivosti, organizaciji snopa aktinskih niti te formiranju nabora membrane,
mikroSiljaka i stresnih vlakana (Deinhardt i sur., 2011). Pojacana ekspresija ATP-zavisne 6-
fosfofruktokinaze (PFKP) takoder je povezana s organizacijom citoskeleta (UniProt, 2023). Na
promjene u sastavu kromatina i regulaciji transkripcije upucuje povecana ekspresija histona
H1.4 (HIST1H1E) te smanjena ekspresija ne-histonskog proteina HMG-17 (HMGN2),
heterogenog jezgrenog ribonukleoproteina U (HNRNPU) te podjedinice 4 THO kompleksa
(ALYREF). Smanjena ekspresija CD44 antigena (CD44), katepsina B (CTSB) i albumina
(ALB) te pojacana ekspresija neurotrofnog faktora podrijetlom iz mezencefalnog astrocita
(MANF) povezana je s programiranom stani¢nom smrti T24 stanica karcinoma mokra¢nog
mjehura. Aktivaciju odgovora na nesmotane proteine takoder potvrduje i povecana ekspresija
proteina tirozin-protein fosfataza ne-receptor tip 1 (PTPN1) i UDP-glukoza:glikoprotein
glukoziltransferaze 1 (UGGT1) (UniProt, 2023).
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Rezultati

Tablica 27. Pregled promjena u sadrzaju stani¢nih proteina T24 stanica karcinoma mokra¢nog mjechura nakon tretmana koncentracijom
hidrokinona 20 pg/mL od 8 h.

R . e 20 pg/mL 8 h
. . . b . BioloSki procesi PR
Pristupni broj Gen Ime proteina i Relativni ..
(Genska ontologija-GO) e p-vrijednost
negativna regulacija apoptotickih procesa (GO:0043066);
AO0A0C4DGB6 ALB albumin negativna regulacija programirane stanicne smrti 0,30 <0,0001
(GO:0043069)
guanin nukleotid- rijenos signala posredovanjem G protein spregnutih
AOATI2VSR6 GNAS vezujuéi protein G(s) pry ghaiap jem M b preg 0,35 0,0010
L, receptora (GO:0007186)
podjedinica alfa
. . transport aminokiselina(GO:0006865)
QOHOB4 SEXNI siderofleksin-1 metabolicki proces s jednim ugljikom (GO:0006730) 0,50 0,0037
THO kompleks mRNA ,,splicing” (GO:0008380)
E9PB6I ALYREF podjedinica 4 transport mRNA (G0O:0051028) 0,35 <0,0001
adhezija stanica (GO:0007155); migracija stanica
P16070 CD44 CD44 antigen (GO:0016477); negativna regulacija apoptotickih procesa 0,50 <0,0001
(GO:00430606)
AOAO87TWWUS TPM3 tmpomlfnzgg alfa-3 organizacija aktinskih filamenata (GO:0007015) 0,50 0,0028
F5H385 SLC39A43 cink transporter ZIP3 transmembranski transport (GO:0055085) 0,27 0,0030
organizacija kromatina (GO:0006325)
regulacija altenativnog izrezivanja mRNA (GO:0000381)
AOATW2PPS] HNRNPU heterogeni jezgreni pozitivna regulacija transkripcije preko RNA polimeraze 11 0.45 0.0024
ribonukleoprotein U (GO:0045944) ’ ’
negativna regulacija odrzavanja telomera putem telomeraze
(G0O:0032211)
AOATPONGZ6 |  CTSB Katepsin B proteoliza (GO:0006308) 0,50 0,0022

regulacija kataliticke aktivnosti (GO:0050790)
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Rezultati

Nastavak tablice 27 (1)
sukcinat--CoA ligaza
[ADP/GDP- " er
L, sukcinil-CoA katabolicki proces (GO:1901289)
P33597 SUCLGI polzg;;?izcei]fa ciklus limunske kiseline (GO:0006099) 0,55 0,0010
mitohondrijska
P05204 HMGN? ne'?ﬁ&?ﬂ?ﬁéﬁ?gkl organizacija kromatina (GO:0006325) 0,55 0,0028
prokolagen-lizin,2- . . i .
000469 PLOD? oksoglutarat 5- protein modifikacijski proces (GO:0036211) 1,53 <0,0001
dioksigenaza 2 odgovor na hipoksiju (GO:0001666)
homolog VAT-1 negativna regulacija fuzije (smanjenje broja) mitohondrij
Q99536 VATI proteina membrane cgativha reguiacta ‘(‘é%f Oi)l 861367)16 ©Ja) mitohondrija 1,70 0,0030
sinapti¢kih vezikula '
Q14315 FLNC filamin-C vezanje aktina (GO:0003779) 1,70 0,0009
neurotrofni faktor odgovor na nesmotane proteine (GO:0006986)
P55145 MANF podrijetlom iz regulacija odgovora na endoplazmatski retikulum stres 1,65 0,0040
mezencefalnog astrocita (GO:1905897)
aktin citoskelet reorganizacija (GO:0031532)
tirozin-protein fosfataza odgovor na nesmotane proteine (GO:0006986)
P18031 PTPNI ne-receptor tip 1 regulacija odgovora na endoplazmatski retikulum stres 2,30 0,0003
(GO:1905897)
P54886 ALDHI8A1 k‘ilgzklsﬁ’;izlﬁfz ) biosinteza prolina (GO:0006561) 1,85 <0,0001
UDP- katabolicki proces pogresno smotanog proteina povezan s
QINYU2 vGGTI g}ﬁﬁg;ﬁfiﬁﬁgggﬁ endoplazmatskim retikulomom (GO:0071712) 2,00 < 0,0001
. kondenzacija kromosoma (GO:0030261)
P10412 HISTIHIE histon H1.4 sklapanie nukleosoma (GO:0006334) 2,35 0,0017
lizofosfolipidna proces biosinteze lipida (GO:0008610)
QI6N66 MBOAT7 aciltransferaza 7 metabolizam lipida (GO:0006629) 4,23 0,0010
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Nastavak tablice 27 (2)
ATP-zavisna 6-
Q01813 PFKP fosfofruktokinaza, tip glikoliti¢ki proces (GO:0006096) 4,35 0,0006
trombocita
regulacija stani¢ne adhezije (GO:0030155)
LIM domena samo pozitivna regulacija transkripcije preko RNA polimeraze I1
F8WD26 LMO7 protein 7 (GO:0045944) 3,30 0,0010
regulacija stani¢ne signalizacije (GO:0023051)
i organizacija aktinskih filamenata (GO:0007015)
P49006 MARCKSLI MARCrI;SeiIslrodan pozitivna regulacija proliferacije stani¢ne populacije 8,07 0,0020
P (GO:0008284)
aminoacil-tRNA s
J3KQ48 PTRH? hidrolaza apoptoticki proces (GO:0006915) 5,60 0,0001
: : . . . : . e samo u
sidreni protein A-kinaze | signalni put receptora spregnutog G proteina koji inhibira .
Q02952 ARAPI2 12 adenilat ciklazu (GO:0007193) tretiranom | < 0,0001
uzorku
Stani¢na migracija (GO:0016477);
uspostavljanje ili odrzavanje polariteta stanice
(GO:0007163); organizacija aktinskih filamenata samo u
Q16658 FSCNI fascin (GO:0007015); regulacija organizacije aktinskog citoskeleta | 0o o1 < 0001
(GO:0032956); pozitivna regulacija formiranja lamelipodija wzorku
(GO:0010592), podosoma (GO:0071803) i filopodija
(GO:0051491)
formiranje mikrosiljaka (GO:0030035)
Q9GZR7 DDX24 ATP-ovisna RNA RNA metabolicki proces (GO:0016070) trzf[lil;:r)lcl)lm 0,0002
helikaza DDX24 P ' ’
uzorku
samo u
QINRGY AAAS aladin stvaranje snopa mikrotubula (GO:0001578) tretiranom 0,0012
uzorku

2 Jedinstveni alfanumericki identifikator svakog unosa u UniProt bazi podataka; ® Jedinstveni alfanumeri¢ki identifikator koji se koristi za predstavljanje gena; © Bioloski proces(i)
prema genskoj ontologiji (GO); ¢ Omjer srednje vrijednosti signala reporter iona (tretman / kontrolni uzorak) na razini proteina iz seta podataka tri bioloska ponavljanja.
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Rezultati

4.9.3. Proteomska analiza nakon tretmana nitrofurnatoinom tijekom 8 h

Rezultati ekspresije proteina nakon tretmana T24 stanica karcinoma mokra¢nog
mjehura profilaktickom dozom nitrofuranotina (0,167 mg/mL) prikazani su u tablici 28 te
pokazuju da nitrofurantoin utjece na proteina koji imaju funkciju u procesu alternativnog
izrezivanja (eng. splicing) mRNA, vezikularnog transporta, sintezu proteina i odrzavanje
homeostaze proteina, stani¢ni ciklus i proliferaciju stanica kao i reakciju na lijekove
(rezistencija) te aktivaciju apoptotickih procesa. Povecana ekspresija proteina 28S rRNA
metiltransferaza (NOP2), 40S ribosomalni protein S15 (RPS15), aminoacil-tRNA-hidrolaza
(PTRH2) i H/ACA ribonukleoprotein kompleks podjedinica DKC1 (DKC1) pokazuje da
nitrofurantoin utjeCe na proces sinteze proteina, regulaciju proliferacije stani¢ne populacije i
prijenosa signala preko p53 medijatora u T24 stanicama. Utjecaj nitrofurantoina na adheziju
T24 stanica karcinoma mokra¢nog mjehura upucuje povecana ekspresija MARCKS-srodnog
proteina (MARCKSL1) i kaveola-vezujucéi protein 3 (CAVIN3) dok ATPaza AAA domena-
sadrzavajuci protein 3A (ATAD3A) sudjeluje u regulaciji rasta i stani¢ne apoptoze (UniProt,
2023). Otpor stanice na djelovanje antibiotika pokazano je pove¢anom sintezom integrina alfa-
6 (ITGAG) dok je odgovor T24 stanica na toksi¢ne tvari pokazan povecanom sintezom Secl
proteina 1 (SCFD1) i VAT-1 proteina membrane sinapti¢kih vezikula (VAT1). NaruSenu
homeostazu unutar stanica djelovanjem antibiotika pokazuje veca koli¢ina proteasom
podjedinice beta tip-3 (PSMB3) koja uklanjanja krivo smotane ili oSte¢ene proteine unutar
stanice. Interaktom pokazuje povezanost prekomjerno eksprimiranog WD40-ponavljanje-
sadrzavajuceg proteina SMU1 (SMUL1) i serin/arginin-bogatog splicing faktora 1 (SRSF1) koji
sudjeluju u procesiranju mRNA, regulaciji alternativnog izrezivanja te transportu procesirane
mMRNA (UniProt, 2023).
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Rezultati

Tablica 28. Pregled promjena u sadrzaju stani¢nih proteina T24 stanica karcinoma mokra¢nog mjehura nakon tretmana koncentracijom

nitrofurantoina 0,167 mg/mL od 8 h.

Pristupni Gen P . Bioloski procesi 9’1§7 mg/mL 8 h
. en Ime proteina .. Relativni ..
broj ? (Genska ontologija-GO) o p-vrijednost
pretpostavljena 289 biogene;a ribqsoma ((?0:994225‘.‘.); pozit.ivna regul'acij a
P46087 NOP2 | rRNA (citozin (4447)- proliferacije stani¢ne populacije (GO:0008284); 9,50 0,0018
C(5))-metiltransferaza regulacija signalne ‘zrgr(l)sc}glz)cll%eg 16))rek0 p53 medijatora
obitelj ATPaza AAA organizacija mitohondrija (GO:0007005); negativna
QONVI7 ATAD3A domena-sadrzavajuéi regulacija procesa apoptoze (GO:0043066); 4,50 0,0003
protein 3A regulacija rasta stanice (GO:0001558)
C proteosomalni kataboli¢ki proces proteina
P49720 PSMB3 proteaioril IEO dJ36d1n1ca (GO:0010498); proteasom-posredujuci ubikvitin-ovisni 4,75 0,0020
cta tip- katabolicki proces (GO:0043161)
H/ACA rRNA sinteza pseudouridina (GO:0031118); rRNA
ribonukleoprotein procesiranje (GO:0006364);
060832 DKCI kompleks podjedinica pozitivna regulacija telomerazne aktivnosti 4,85 0,0024
DKCI (GO:0051973)
40S ribosomalni protein biogeneza male podjedinice ribosoma (GO:0042274);
K7ELC2 (+1) RPSI15 315 regulacija signalne transdukcije preko p53 medijatora 2,60 0,0004
(GO:1901796)
stani¢na adhezija (GO:0007155); pozitivna regulacija
AOAB8C8KBL6 ITGA6 integrin alfa-6 apoptotickih porcesa (GO:0043065); pozitivna regulacija 5,50 <0,0001
stani¢ne pokretljivosti (GO:0030335)
serin/areinin-bogati izrezivanje mRNA preko spliceosoma (GO:0000398);
J3KTL2 (+1) SRSF1 splici ngg fak torgl transport mRNA (GO:0051028); regulacija RNA 3,65 0,0010
izrezivanja (G0O:0043484)
kaveola-vezuju¢i protein kikardijska regulacija ekspresije gena (GO:0032922);
E9PIE3 CAVIN3 3 organizacija kortikalnog aktin citoskeleta (GO:0030866) | **° 0,0022

115




Rezultati

Nastavak tablice 28
proces biosinteze hema (GO:0006783); modifikacija
membrana-vezujuéi sinaptiCke strukture (GO:0099563); negativna regulacija
000264 PGRMC1 progesteron receptor organizacije sinapse (G0O:1905809); pozitivna regulacija 9,30 0,0013
komponenta 1 lokalizacije proteina na plazma membranu
(GO:1903078)
WD40 ponavliaiuci izrezivanje mRNA preko spliceosoma (GO:0000398);
Q2TAY7 SMUI o teIi)n SMJUJI regulacija alternativnog izrezivanja mRNA, preko 16,23 0,0003
P spliceosoma (GO:0000381)
kisik-ovisni e
P36551 CPOX koproporfirinogen -111 proces biosinteze hema (GO:0006783) 42,25 0,0035
oksidaza, mitohondrijska
i organizacija aktinskih filamenata (GO:0007015);
P49006 MARCKSLI1 MARCrI;iiIslrodan pozitivna regulacija proliferacije stani¢ne populacije 11,60 0,0020
P (GO:0008284); vezanje kalmodulina (GO:0005516)
. o proces apoptoze (GO:0006915); negativna regulacija
J13KQ48 PTRH? amlﬁio(i‘gllaf;NA anuikis (GO:2000811); pozitivna regulacija anuikis 16,00 0,0001
(GO:2000210)
homolog VAT-1 proteina negativna regulacija fuzije (smanjenje broja)
Q99536 VAT1 membrane' sinapti¢kih mitohondrija (GO:0010637) 6,75 0,0030
vezikula
Odgovor na toksic¢ne tvari (GO:0009636); transport
toksina (GO:1901998); retrogradni vezikula-posredujuci
Secl obitelj domena- transport izmedu Golgi aparata i endoplazmatskog
ADATIZV3G4 SCEDI sadrzavajuci protein 1 retikulumu (GO:0006890); odgovor na hipoksiju 35,00 0,0001
(GO:0001666); negativna regulacija formiranja
autofagosoma (G0O:19002902)

2 Jedinstveni alfanumericki identifikator svakog unosa u UniProt bazi podataka; ® Jedinstveni alfanumericki identifikator koji se koristi za predstavljanje gena; © Bioloski proces(i)

prema genskoj ontologiji (GO); ¢ Omjer srednje vrijednosti signala reporter iona (tretman / kontrolni uzorak) na razini proteina iz seta podataka tri biolo§ka ponavljanja.
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4.9.4. Proteomska analiza nakon tretmana smjesom hidrokinona i nitrofurantoina od 8 h

Od navedenih 44 proteina u tablici 29, 29 proteina je razlikovno eksprimirano nakon
kombiniranog tretmana T24 stanica karcinoma mokra¢nog mjehura nitrofuranotinom (0,167
mg/mL) i hidrokinonom (20 pug/mL). Prema tome, ti proteini se mogu pripisati sinergijskom
djelovanju ispitivane smjese spojeva. U tablici 29, oznaka ( 1) predstavlja povecanu ekspresiju
proteina, a oznaka ( | ) smanjenu ekspresiju proteina u odnosu na kontrolni netretirani uzorak
T24 stanica. Na slici 28 prikazan je interaktom smanjeno ili pojacano reguliranih proteina iz
tablice 29 nakon tretmana ispitivanom smjesom tijekom 8 h. Prema bioloskim procesima u
kojima sudjeluju opisani proteini, moze se zakljuciti da je sinergisticko djelovanje usmjereno
na biosintezu nezasi¢enih masnih kiselina (peroksisomalna 3-ketoacil-CoA tiolaze (ACAAL) i
3-oksoacil-CoA reduktaze (HSD17B12)), organizaciju citoskeleta preko regulacije
polimerizacije aktinskih filamenata (LIM domena i aktin-vezujuéi protein 1 (LIMAL),
podjedinica beta proteina za pokrivanje F-aktina (CAPZB) i koaktozin (COTL1)), procesiranje
mMRNA i proteina (splicing faktor U2AF (65 kDa podjedinica) (U2AF2), heterogeni nuklearnog
ribonukleoprotein R (HNRNPR) i T-kompleks protein 1 podjedinice epsilon (CCT5)) kao i
odrzavanje stani¢ne homeostaze (protein disulfid-izomeraza A4 (PDIA4), protein disulfid-
izomeraza A3 (PDIA3), tioredoksin domena-sadrzavajuci protein 5 (TXNDC5)), molekularni
Saperoni - endoplazmin (HSP90B1) i kalretikulin (CALR) i mitohondrijski receptor TOM70
(TOMMT70) (UniProt, 2023).

U uzorku tretiranom smjesom spojeva povecana je ekspresija histona 1.4 (HIST1H1E;
3,4 : 2,35) i antigena CD44 (CD44; 2,07 : 0,5) te lizofosfatidil-inozitol acetiltranferaze
(LCLTZL; 4,23 : 1,93) i MARCKSL1 proteina (8,07 : 4,57). S druge strane, tretman
antibiotikom nitrofurantoinom pokazao je povecanu ekspresiju proteasom 20S podjedinice beta
3 (PSMB3; 4,75 : 0,35) i aminoacil-tRNA hidrolaze (PTRH2; 16,00 : 4,90) u odnosu na
smjesu. Proteini podokaliksin (PODXL), Ras-srodan protein Ral-A (RALA), podjedinica beta
proteina za pokrivanje F-aktina (CAPZB), ¢lan 1 obitelji CCN (CCN1), purin nukleozid
fosforilaza (PNP) i peroksisomalna 3-ketoacil-CoA tiolaza (ACAAL) su detektirani samo u
uzorku T24 stanica tretiranim smjesom hidrokinona i nitrofurantoina u usporedbi sa zasebnim

spojevima.
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Tablica 29. Pregled promjena u sadrzaju stani¢nih proteina T24 stanica karcinoma mokra¢nog mjehura nakon tretmana smjesom nitrofuranotina

(0,167 mg/mL) i hidrokinona (20 pg/mL) od 8 h.

Smjesa N (0,167 mg/mL) i
C . . HQ
. - ; - Bioloski procesi €
a b
Pristupni broj Gen Ime proteina (Genska ontologija-GO) : (2'0 ug./mL) 8h
Relativni omjer p-
d vrijednost
o proliferacija stani¢na populacije (GO:0008283);
Q8N201 INTS1 odiedinica 1 apoptoticki procesi (GO:0006915); procesirane 0,20 | 0,0003
pod snRNA(GO:0016180)
proteasom podjedinica beta proteosomalni katabolicki proces proteina
P49720 PSMB3 tin3 (G0O:0010498); proteasom-posredujuéi ubikvitin-ovisni 0,35 0,0020
P katabolicki proces (GO:0043161)
Q96117 TMX3 protein dlST“;f;gzomeraza Proteinski modifikacijski procesi (GO:0036211) 0,40 | 0,0040
vrlo dugi lanac (3R)-3-
Q6Y1H2 PTPLB hidroksiacil-CoA biosinteza masnih kiselina (GO:0006633) 0,53 | <0,0001
dehidrataza 2
: proteoliza (GO:0006508); regulacija katalitiCke
AOA7TPONGZ6 CTSB katepsin B aktivnosti (GO:0050790) 0,53 0,0022
gvanin nukleotid-vezujuci rijenos signala posredovanjem G protein spregnutih
AOATI2V5R6 GNAS proteinG(s) podjedinica pry ghala p jem ' p preg 0,37 0,0010
alfa, kratka izoforma receptora (GO:0007186)
negativna regulacija apoptotic¢kih procesa
A0A0C4DGB6 ALB albumin (GO:0043066); negativna regulacija programirane 0,30 <0,0001
stani¢ne smrti (GO:0043069)
stomatin-slicni protein 2 stani¢ni odgovor na stres (GO:0033554); biogeneza
QIUJZ1 STOML?2 mitohon drIi)' ski ’ stanicnih komponenti /GO:0044085); unutarstani¢na 0,45 | 0,0007
) kemijska homeostaza (GO:0055082)
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Nastavak tablice 29 (1)
PC4 i SFRS]- odgovor na stres (GO:0006950); pozitivna regulacija
075475 PSIP] medudieluiuéi protein transkripcije preko RNA polimeraze 11 (GO:0045944); 0,60 | 0,0013
Jeuetp RNA metabolicki procesi (GO:0016070)
. . . peptidni biosintetiscki proces (GO:0043043); biogeneza
P05388 RPLPO 60S ribosomalni protein PO ribosoma (GO:0042254) 0,53 | <0,0001
: . transport aminokiselina(GO:0006865); metabolicki
QI9H9B4 SFXNI siderofleksin-1 proces s jednim ugljikom (GO:0006730) 0,43 0,0037
UDP-glucoza:glikoprotein | katabolicki proces pogresno smotanog proteina povezan
QONYL2 UGGTI glukoziltransferaza 1 s endoplazmatskim retikulomom (GO:0071712) 2,70 <0,0001
s G R e smatanje proteina (GO:0006457); sekrecija proteina
P13667 PDIA4 Ad (G0O:0009306); odgovor na endoplazmatski retikulum 1,87 1 <0,0001
stres (GO:0034976)
negativna regulacija apoptotickih procesa
. (GO:0043066); smatanje proteina (GO:0006457);
RS g e transport proteina (GO:0015031); odgovor na L1771 SOGLL
endoplazmatski retikulum stres (GO:0034976)
P54886 ALDHISAI el I-pirolin-3- biosinteza prolina (GO:0006561) 1,70 <0,0001
odgovor na podrazaj (GO:0050896); organizacija
citoskeleta (GO:0007010); negativna regulacija
transkripcije preko RNA polimeraze 11 (GO:00000122);
negativna regulacije translacije (GO:0017148);
P27797 CALR kalretikulin B R e 1,57 1 <0,0001
pozitivna regulacija proliferacije stanicne populacije
(GO:0008284); pozitivna regulacija ekspresije gena
(GO:0010628); pozitivna regulacija fagocitoze
(GO:0050766); smatanje proteina (GO:0006457);
regulacija apoptotickih procesa (GO:0042981)
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Nastavak tablice 29 (2)
stani¢ni odgovor na podrazaj (GO:0051716); vanjski
protein disulfid-izomeraza apoptoticki signalni put (GO:0097191); smatanje
AOASISKTSS PDIA3 A3 proteina (GO:0006457); odgovor na endoplazmatski 1,60 1 <0,0001
retikulum stres (G0O:0034976)
Heterogeni nuklearni mRNA procesiranje (GO:0006397); mRNA izrezivanje
Ghsekd HNRNPR ribonukleoprotein R preko spliceosoma (GO:0000398) L70°1 < UONL
bubrezna glutaminaza homeostaza stanicnog glutamata (GO:0090461);
i ey izoforma, mitohondrijska biogeneza stani¢nih komponenti (GO:0044085) LTy < LB
organizacija stani¢nih komponenti (GO:0016043);
negativna regulacija DNA rekombinacije
. (GO:0045910); negativna regulacija transkripcije preko
(0 elbpLey LS RNA polimeraze 11 (GO:0000122); pozitivna regulacija 2 (SLIEX
stani¢nog rasta (GO:0030307); stabilizacija proteina
(GO:0050821)
tioredoksin domena- negativna regulacija apoptotickih procesa
QEINIEE ILGIDE sadrzavajuci protein 5 (GO:0043066); smatanje proteina (GO:0006457) L SULI
e . regulacija polimerizacije aktinskih filamenata
Q14019 COTLI koaktozin-sli¢ni protein (GO:0030833) 2,10 1 0,0008
T-kompleks protein 1, smatanje proteina (GO:0006457); lokalizacija proteina
Eiovs i podjedinica epsilon (GO:0008104); stabilizacija proteina (GO:0050821) 2B LYY
lizofosfolipidna proces biosinteze lipida (GO:0008610)
QI6N66 MBOAT7 aciltransferaza 7 metabolizam lipida (GO:0006629) 1,93 0,0010
.. mRNA procesiranje (GO:0006397); mRNA izrezivanje
P26368 U2AF2 P ll(i;lln)i faé((;(.); d[ijnzicAaF B preko spliceosoma (GO:0000398); negativna regulacija 233 1 0,0016
pod] proteinske ubikvitinacije (GO:0031397)
organizacija jezgrene membrane (GO:0006998);
P20700 LMNBI lamin-B1 formiranje heterokromatina (GO:0031507); lokalizacija 2,03 1 <0,0001
jezgre (GO:0051647)
LIM domena i aktin- organizacija citoskeleta (GO:0007010); migracija
QPIUIELENS LIMAl vezujuci protein 1 stanica (GO:0016477) 243 ] LU,
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Nastavak tablice 29 (3)
adhezija stanica (GO:0007155); migracija stanica
P16070 CD44 CD44 antigen (G0O:0016477); negativna regulacija apoptotickih 2,07 <0,0001
procesa (GO:0043066)
aktin citoskelet reorganizacija (GO:0031532); odgovor
P1803] PTPNI tirozin-protein fo.sfataza ne- na nesmotane proteine (GO:OQO69?36); regulacija 1.80 0.0003
receptor tip 1 odgovora na endoplazmatski retikulum stres
(GO:1905897)
podjedinica o ) ) .
094826 TOMM70 | mitohondrijskog uvoznog “n“tarséaré‘ctf;ﬁtégﬁp2?02(:;)(?}%%903725;‘f)gulacua 320 1 0,0009
receptora TOM70 POP P '
. kondenzacija kromosoma (GO:0030261); sklapanje
P10412 HISTIHIE histonn H1.4 nukleosoma (GO:0006334) 3,40 0,0017
. . i organizacija citoskeleta (GO:0007010); regulacija
P63313 TMSB10 timozin beta-10 st mrmslo (GODIBIE54) 2,73 1 0,0031
J3KQ48 PTRH2 aminoacil-tRNA hidrolaza apoptoticki proces (GO:0006915) 4,90 0,0001
razvoj metanefrickog mezenhima (GO:0072075);
protein 1 topiv u mozdanoj negativna regulacija transkripcije DNA kalupa
P80723 BASPI Kiselin (GO:0045892) 3,00 1 0,0005
vilo duei lanac 3-oksoacil- biosinteza masnih kiselina (GO:0006633); pozitivna
Q53GQO HSDI17B12 & regulacija stanica-supstrat adhezije (GO:0010811); 3,10 0,0001
CoA reduktaze T o :
organizacija izvanstani¢nog matriksa (GO:0030198)
organizacija aktinskih filamenata (GO:0007015);
P49006 MARCKSLI | MARCKS-srodan protein pozitivna regulacija proliferacije stani¢ne populacije 4,57 0,0020
(GO:0008284)
ATP-ovisna 6-
Q01813 PFKP fosfofruktokinaza, glikoliticki proces (GO:0006096) 4,80 0,0006
trombocit
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Nastavak tablice 29 (4)
: . . . samo u
o negativna regulacija stani¢ne adhezije (GO:0007162); .
SuLIeR b EoColenie pozitivna regulacija stani¢ne migracije (GO:0030335) tri[;irlflm S W00
organizacija citoskeleta (GO:0007010); stani¢na dioba samo u
P11233 RALA Ras-srodan protein Ral-A (GO:0051301); egzocitoza (GO:0006887); odgovor na tretiranom <0,0001
kemikaliju (GO:0042221) uzorku
podjedinica beta proteina za T ) ) . samo u
B1AKSS CAPZB pokrivanje F-aktina R s S B R tretiranom <0,0001
morfogeneza (GO:0000902)
uzorku
negativna regulacija apoptotickih procesa
(G0O:0043066); pozitivna regulacija stanicne migracije samo u
000622 CCNI ¢lan 1 obitelji CCN (GO:0030335); pozitivna regulacija stanica-supstrat tretiranom 0,0001
adhezije (GO:0010811); odgovor na kemikaliju uzorku
(GO:0042221)
. . samo u
Q9GZR7 DDX24 ATP“’“%%%? helikaza RNA metabolicki proces (GO:0016070) tretiranom 0,0002
uzorku
P00491 PNP urin nukleozid fosforilaza |  °08OVOr na podrazaj ksenobiotika (GO:0009410); trefiranom 0,0006
P nukleotid biosinteticki proces (GO:0009165) ’
uzorku
. . D o samo u
3-ketoacil-CoA tiolaza, beta-oksidacija masnih kiselina (GO:0006635); .
EARN Gl peroksisomalna metabolicki proces masnih kiselina (000663 1) tri[;illl{?lm LUK

2 Jedinstveni alfanumericki identifikator svakog unosa u UniProt bazi podataka; ® Jedinstveni alfanumericki identifikator koji se koristi za predstavljanje gena; ¢ Biologki proces(i)
prema genskoj ontologiji (GO); ¢ Omjer srednje vrijednosti signala reporter iona (tretman / kontrolni uzorak) izradunat iz podataka tri bioloska ponavljanja. N - nitrofuranotin; HQ -
hidrokinon. Bojom u tablici su oznaceni proteini koji su eksprimirani prilikom tretmana smjesom, a nisu detektirani nakon tretmana pojedina¢nim spojevima pri ¢emu oznaka ( 1)
oznacava pojacanu ekspresiju proteina, a oznaka ( | ) smanjenu ekspresiju proteina u odnosu na kontrolni netretirani uzorak.
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Slika 28. Interaktom smanjeno ili pojacano reguliranih proteina u T24 stanicama karcinoma
mokra¢nog mjehura iz tablice 29 nakon tretmana smjesom nitrofurantoina (0,167
mg/mL) i hidrokinona (20 pg/mL) od 8 h. Grafikon je generiran iz baze podataka
STRING (http://www.string-db.org). Mrezni ¢vorovi predstavljaju proteine, a rubovi
protein-protein interakcije. Debljina linije oznacava ja¢inu pouzdanosti podataka.
Mrezna statistika: 29 ¢vorova (11 sakrivenih zbog nepovezanosti), 1,66 prosjecni
stupanj &vora, 0,459 prosje¢ni lokalni koeficijent grupiranja, 1,42 €% p-vrijednost
obogaéivanja PPI. Cvorovi u bojama predstavljaju odnose prema biolokim
procesima: crveno — odrzavanje stanicne homeostaze (GO:0019725); zeleno -
metabolizam masnih kiselina (GO:0006631), biosinteza nezasi¢enih masnih kiselina
(GO:0006636); zuto — peptidni biosinteticki procesi (GO:0043043), mRNA
procesiranje (GO:0006396); svijetlo plavo — organizacija citoskeleta (GO:0007010),
polimerizacija i depolimerizacija aktina (GO:0008154) i regulacija polimerizacije
aktinskih filamenata (G0O:0030833); tamno plavo — odgovor na podrazZaj
(G0O:0050896).
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5. RASPRAVA

Fitoterapija je medicinska disciplina koja u preventivne ili terapeutske svrhe primjenjuje
ljekovite biljke i derivate njihovih spojeva s obzirom na prirodu i koncentraciju njihovih
bioloski aktivnih tvari (Choi, 2008). Tijekom posljednjih nekoliko desetlje¢a zabiljezen je
porast upotrebe biljnih bioaktivnih tvari s terapijskim uc¢inkom kao $to je upotreba cijelih
biljaka, njihovih ekstrakata ili homeopatskih pripravaka za prevenciju ili lije¢enje bolesti.
Otprilike 80 % svjetske populacije koristi se tradicionalnom medicinom za blage smetnje i
bolesti (Oyebode i sur., 2016). Medutim, primjena terapeutskih tvari biljnog podrijetla nije bez
rizika, jer mogu stupiti u interakciju s drugim primijenjenim lijekovima, dovesti do nuspojava
ili smanjenja uc¢inkovitosti lijekova, a osim toga, mogu izravno proizvesti toksi¢ne ucinke na
organizam. Unato¢ brojnim znanstvenim istrazivanjima, postoji nedostatak svijesti o rizicima
interakcija prirodnih proizvoda i sintetskih lijekova s obzirom da se smatra da prirodne tvari
mogu ublaziti toksi¢nost lijeka i da $to se vise biljaka uzima, to ¢e biti vise koristi, osobito u
pogledu nuspojava povezanih s lijekovima. Najosjetljivije skupine ljudi na kojima se posebno
mogu odraziti negativne posljedice nekontrolirane primjene biljnih pripravaka su osobe starije
od 60 godina koje opcenito imaju nizu toleranciju na lijekove, osobe s komorbiditetima
(onkoloske bolesti, kardiovaskularne bolesti, dijabetes, kroni¢no zatajenje bubrega, zaraza
virusom humane imunodeficijencije te alergije na lijekove) i pretile osobe s obzirom da
prekomjerni udio masti u organizmu moze promijeniti nacin na koji lijek djeluje u tijelu ¢ineci

ga manje ucinkovitim (Allegra i sur., 2023).

Ekstrakt lis¢a medvjetke koristi se Cesto u individualnoj terapiji nekompliciranih
infekcija urinarnog trakta u kombinaciji s antibiotikom nitrofurantoinom. Ne postoje
znanstvena istrazivanja 0 njithovom potencijalnom citotoksi¢nom,
antioksidacijskom/prooksidacijskom i genotoksi¢nom medudjelovanju kao ni medudjelovanju
u vidu ekspresije proteina u stani¢nim linijjama mokra¢nog mjehura kao ciljnog terapeutskog
mjesta u uvjetima in vitro. Takoder, nije poznato kako se mijenja fenolni sastav i
antioksidacijski kapacitet ekstrakta medvjetke prilikom konzumacije propisanih terapeutskih
doza kao 1 biodostupnost bioloski aktivnih tvari iz ekstrakta pri ¢emu je 1 upitno pridrzavanje

uputa o konzumaciji od strane konzumenata.
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5.1. Fenolni sastav i antioksidacijski potencijal ekstrakta medvjetke prije i nakon in vitro

probave

U ovom radu koriSteno je komercijalno dostupan proizvod osuSenog lis¢a biljke
medvjetke te je pripremljen svjezi vodeni ekstrakt prema uputama proizvodaca. Istrazene
koncentracije ukupnih fenola su od 3 — 5% niZe su od onih u drugim radovima $to se moze
objasniti razli¢itim uzorcima kao i metodama ekstrakcije. Sugier i sur. (2022) pokazali su da
vrsta uzorka i metoda ekstrakcije statisticki znacajno utjeu na koncentraciju ukupnih fenola i
flavonoida, kao i antioksidacijski kapacitet vodenog ekstrakta lis¢a medvjetke. Vodeni ekstrakt
lis¢a medvjetke iz 12 uzoraka ubranih na podrucju srednje-isto¢ne Poljske pokazao je Siroku
varijaciju masenog udjela fenola (165,63 — 214,84 mg GAE/g suhe tvari), flavonoida (2,36 —
3,09 mg QE/g suhe tvari) i antioksidacijskog kapaciteta (metoda DPPHe, 490 — 821 mg
ekvivalenta Trolox/g suhe tvari; metoda ABTS, 173 — 319 mg ekvivalenta Trolox/g suhe tvari).
U radu Sugier i sur. (2022) ekstrakcija je provedena najprije maceracijom li§¢a u ultracistoj
vodi temperature 100 °C, te je nakon toga provedena ekstrakcija pomocu ultrazvuéne kupelji
na 40 °C tijekom 45 min, dok je u ovom istraZivanju ekstrakcija trajala samo 15 min u ultracistoj
vodi pri 80 °C. Nadalje, geografski uvjeti stani$ta na kojem raste ubrana biljka poput svjetlosnih
uvjeta, nadmorske visine, koli¢ine oborina, kao i razina UV zracenja mogu promijeniti kemijski
sastav lis¢a medvjetke o cemu ovise maseni udio fenola i antioksidacijski kapacitet (Asensio i
sur., 2020). Asensio i sur. (2020) su tijekom 3 godine skupili 249 biljaka medvjetke koje su
rasle na 42 razli¢ita stani$ta na podrudju Spanjolske te su pokazali varijaciju koli¢ine glavnog
bioloski aktivnog spoja arbutina (87 — 232 mg/g suhe tvari). Takoder, otkrivene su i varijacije
u veli¢ini genoma i na dvjema regijama plastidne DNA, kao i genotipovi medvjetke s veé¢im
antioksidacijskim kapacitetom. Ovi rezultati naglasavaju da se u¢inak genetskih i abiotskih
¢imbenika mora uzeti u obzir kako bi se objasnila intraspecifi¢na fitokemijska varijabilnost
pronadena u biljci medvjetci iz divljih populacija. Antioksidacijski kapacitet lis¢a medvjetke
proucavan je koriStenjem brojnih kemijskih testova koji pokazuju vrlo visoku antioksidacijsku

aktivnost (Azman i sur., 2016). To je potvrdeno i rezultatima ovog rada.

Prilikom provedene in vitro probave ekstrakta medvjetke, koncentracija ukupnih
fenolnih spojeva ostala je nepromijenjena tijekom svih faza probave, dok se koncentracija
flavonoida statisticki znacajno smanjila u zelucu i tankom crijevu u odnosu na inicijalni uzorak
te u ustima. Antioksidacijski kapacitet ekstrakta, statisti¢ki se zna¢ajno povec¢ao do konaéne
faze in vitro probave u tankom crijevu (metode DPPHe i FRAP), dok rezultati metode ABTS

upucuju na statisticki znacajan pad % inhibicije u Zelucu i tankom crijevu. lako je
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antioksidacijski kapacitet biljnih uzoraka obi¢no povezan s fenolnim sastavom, tijekom in vitro
probave ta aktivnost moze biti izmijenjena. Fenolni spojevi imaju aromatsku strukturu s vise
hidroksilnih skupina, te ih rijetko nalazimo u slobodnom obliku. Najéesc¢e su esterificirani s
malim organskim kiselinama, u polimernom obliku ili konjugirani sa SeCernim jedinicama.
Flavonoidi su najviSe istrazivani fenolni spojevi, a dijele se na antocijane, flavane, flavanone,
flavone, flavonole i izoflavonoide. U gornjem dijelu probavnog sustava ne dolazi do intenzivnih
promjena fenolnih spojeva te oni u tanko crijevo dospijevaju u nepromijenjenom obliku. U
usnoj Supljini dolazi do hidrolize nekih flavonoidnih glikozida s glukoznim Secernim
jedinicama $to se dogada uglavnom djelovanjem enzima iz epitelnih stanica kao i uz pomo¢
bakterija. Prema tome, mikrobiota usne Supljine moze utjecati na razlike u koli¢ini
hidroliziranih glukozidnih flavonoida medu pojedincima (Walle i sur., 2005). S obzirom da u
uvjetima provedene in vitro probave u ustima nisu bile uklju¢ene bakterije i epitelne stanice,
koncentracija ukupnih fenolnih spojeva ostala je nepromijenjena. Intenzivni metabolizam svih
vrsta flavonoida krece u jejunumu i ileumu tankog crijeva, a njihovi metaboliti portalnom
venom dolaze u jetru gdje se dalje metaboliziraju. Flavonoide dalje razgraduje mikrobiota
debelog crijeva u manje fenolne kiseline koje se mogu apsorbirati. Metabolizam se odvija i u
drugim razli¢itim tipovima stanica. Velik dio metabolita se izlu¢uje putem bubrega (Spencer,
2003). U ovom radu nije pokazan rast koncentracije ukupnih fenola u tankom crijevu §to moze
biti objasnjeno ograniCenim uvjetima in vitro probave ili visoke koncentracije slobodnih

fenolnih spojeva u inicijalnoj fazi probave zbog ¢ega nije uocena razlika.

Rezultati drugih studija pokazali su da ukupna koncentracija fenola i hidrokinon u
vodenom ekstraktu lis¢a medvjetke imaju pozitivan utjecaj na rezultate antioksidacijske
aktivnosti izmjerene metodom ABTS (pozitivna korelacija, Pearson (r) korelacija) (Sugier i
sur., 2022). Rezultati ovog rada pokazuju da sadrzaj ukupnih fenolnih spojeva pozitivno
korelira s antioksidacijskim kapacitetom ekstrakta kroz razli¢ite faze in vitro probave. S druge
strane, flavonoidi su biljni fenolni spojevi koji se nalaze u povrcu i voéu te su dobro poznati po
svojim antipiretskim, analgetskim i protuupalnim aktivnostima (Romagnolo i Selmin, 2012).
Iako se flavonoidi smatraju snaznim antioksidansima (Lourengo i sur., 2019), u ovom radu nije
uoCena povezanost flavonoida s antioksidacijskim kapacitetom. Taj nedostatak doprinosa
flavonoida antioksidacijskom kapacitetu moze se objasniti niskom koncentracijom flavonoida
u ukupnim fenolnim spojevima kod ekstrakta medvjetke sto je nedovoljno za znacajan uc¢inak

na antioksidacijski kapacitet.
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5.2. Identifikacija i kvantifikacija bioloSki aktivnih tvari u ekstraktu medvjetke i njihova

stabilnost tijekom in vitro probave te biodostupnost

U vodenom ekstraktu medvjetke, metodom HPLC identificirane su i kvantificirane
glavne bioloski aktivne tvari arbutin i hidrokinon. U svjeze pripremljenom ekstraktu (20
mg/mL, jedan terapeutski napitak) izmjerena je koncentracija arbutina od 4 % (w/w) i
koncentracija hidrokinona od 0,07 % (w/w). U svjeze pripremljenom ekstraktu prisutno je 24,1

% viSe arbutina 1 39,5 % viSe hidrokinona u odnosu na liofilizirani ekstrakt.

Braga i sur. (2020) analizirali su 8 komercijalno dostupnih uzoraka lis¢a medvjetke te
je u vodenim ekstraktima odreden raspon sadrzaja arbutina od 1,19 — 4,15 % (w/w) te
hidrokinona od 0,022 — 0,604 % (w/w), a uo¢ena je i pozitivna korelacija izmedu koncentracija
arbutina i hidrokinona. Takoder, utvrdili su da je zagrijavanje bitno za uspjesnu ekstrakciju
arbutina, ali nije primije¢ena razlika izmedu ekstrahirane koli¢ine arbutina pri temperaturama
45190 °C. Rezultati prikazani u ovom radu odgovaraju najvis§im izmjerenim koncentracijama
spomenutog istrazivanja te ne zadovoljavaju kriterij Europske farmakopeje s minimalnim
sadrzajem arbutina u osuSenom lis¢éu medvjetke od 7 % (w/w) (European Pharmacopoeia,
2018). S druge strane, rezultati Parejo i sur. (2001) pokazali su varijaciju arbutina u rasponu
6,30 — 9,16 % (w/w) te su pronadene razlike izmedu uzoraka biljaka prikupljenih tijekom jeseni
i proljeéa kao i geografskog poloZaja mjesta uzgoja u Spanjolskoj. Razlike u koncentraciji
moguce su zbog razli¢itih koriStenih otapala i uvjeta ekstrakcije s obzirom da su u prethodnom
radu Koristili ultrazvuénu ekstrakciju i metanol kao ekstrakcijsko sredstvo. Sugier i sur. (2022)
pokazali su da se kad se koristi voda kao ekstrakcijsko sredstvo ekstrahira statisticki zna¢ajno
viSe hidrokinona dok je u etanolom ekstraktu prisutno statisticki znacajno viSe ukupnih fenola,
flavonoida i metilarbutina. Sugier i sur. (2021) su takoder izvijestili o varijacijama u ukupnom
sadrZaju flavonoida izmedu ekstrakata biljaka koje rastu na razli¢itim tipovima staniSta. Visoke
razine arbutina u biljkama mogu biti povezane s prilagodbom na niske temperature i stresom
uzrokovanim susnim razdobljima dok toplo i vlazno vrijeme pri uzgoju medvjetke mozda nece
zadovoljiti koli¢inu arbutina potrebnu za odgovarajucu terapijsku ucinkovitost (Pop i sur.,
2009). Utvrdena razlika u koncentraciji bioloski aktivnih spojeva arbutina i hidrokinona izmedu
svjeze pripremljenog ekstrakta i liofiliziranog uzoraka moguce je posljedica gubitaka nastalih
tijekom manipulacije uzorkom poput isparavanja i metode liofilizacije. Prema tome, rezultati u
ovom radu ukazuju na potrebu za ve¢om kontrolom koncentracije bioloski aktivnih tvari u
proizvodima na bazi lis¢a medvjetke kao glavnog biljnog markera kako bi se osigurala kvaliteta

I pouzdanost terapijskog tretmana protiv urinarnih infekcija.
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Dobiveni rezultati stabilnosti arbutina tijekom in vitro probave su u skladu s drugim
istrazivanjima Koja su pokazala da arbutin nije hidroliziran pri niskom pH u zelucu te je dospio
u tanko crijevo u nepromijenjenom obliku sto upucuje da glikozilirani oblik moze u odredenoj
mjeri zaStititi od razgradnje (Braga i sur., 2020). Medvjetka sadrzi oko 80 % derivata hidrokiona
koji mogu biti hidrolizirani u kiselim uvjetima prekidom glikozidnih veza i otapanjem Secernih
dijelova, iako opcenito esterske veze ostaju netaknute (Dominguez-Rodriguez i sur., 2017).
Eksperiment enzimske stabilnosti arbutina pokazao je da su s-glukozidaza i peroksidaza iz kore
kruske vrlo brzo smanjile koncentraciju arbutina u uvjetima in vivo (< 8 h) s potpunim gubitkom
nakon 24 h, ali bez ikakve detekcije hidrokinona (Avonto i sur., 2016). Ovi rezultati pokazali
su da metabolizam arbutina mozda nece generirati hidrokinon kao jedinstveni nusproizvod ili
da su i arbutin i hidrokinon potencijalni supstrati peroksidaza koje ih pretvaraju u stabilnije
krajnje proizvode. Smanjena biodostupnost hidrokinona uoc¢ena izmedu zelu¢ane i intestinalne
faze u ovoj studiji moze se objasniti reakcijama Stvaranja kompleksa s proteinima prisutnim u

smjesi probavnih enzima iz gusterac¢e (Thumann i sur., 2020).

U istrazivanju apsorpcije arbutina i hidrokinona koriStene su stani¢ne linije koje su
izlozene arbutinu i1 hidrokinona tijekom konzumacije i metabolizma ekstrakta medvjetke u
uvjetima in vitro. Rezultati eksperimenata na Stakorima i miSevima pokazuju da se arbutin
transportira Na*/glukoza kotransporterima (eng. Sodium-glucose cotransporters, SGLTS) u
tankom crijevu kao §to je to slucaj i u Covjeka (Lostao i sur., 1994). U ovom radu, mala koli¢ina
transportiranog arbutina od strane stanica karcinoma epitela jezika (CAL 27) u ustima moze se
objasniti kratkim realnim vremenom izlaganja (30 min). Ekstrakt medvjetke sadrzi niz fenolnih
spojeva (glikozilirani i aglikonske forme) koji u obje forme stupaju u interakciju direktno s
transporterima glukoze te znacajno smanjuju unos glukoze u stanicu (Alzaid i sur., 2013).
Rezultati dobiveni u ovom radu pokazuju da Caco-2 stanice nisu transportirale arbutin iz
izvanstanicnog medija te da je moguci razlog tog ucinka zapravo cjelokupni sloZeni sadrzaj
ekstrakta medvjetke. Nadalje, osim aktivnim transportom, fitokemikalije se preko intestinalnog
epitela (Caco-2) transportiraju i pasivnhom difuzijom (Zhang i sur., 2020). Glavna prepreka
pasivnoj difuziji preko intestinalnog epitela je vodeni granicni sloj (uz apikalnu povrSinu
epitela) za koji se pokazalo da ograniava brzinu transporta za visoko lipofilne spojeve.
Aglikoni prodiru u submukozni sloj crijeva putem pasivne difuzije koja ovisi o tri medusobno
ovisna fizikalno-kemijska svojstva: lipofilnosti (logP ili logD), polarnosti (naboj, vodikova
veza) i veli¢ini molekule. Opcenito, hidrofilne male fitokemikalije kao Sto je hidrokinon

(molekulska masa niza od 200 Da) imaju slabu stani¢nu propusnost S$to smanjuje
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bioraspolozivost i time ograni¢ava terapijsku primjenu (Zhang i sur., 2020). Budu¢i da postoji
viSe Cimbenika koji definiraju uvjete za transport hidrokinona i nedostatak specifi¢nih
ispitivanja, potrebne su daljnje analize kako bi se objasnio slu¢aj minimalnog stani¢nog unosa

hidrokinona u Caco-2 i mnogo veé¢eg u HepG2 i T24 stanicama.

5.3. Odredivanje bioloske aktivnosti ekstrakta medvjetke i arbutina na stanice sustava i

jetre

Bioloski uc¢inak ekstrakta medvjetke i arbutina ispitan je na stani¢nim linijjama s
kojima dolazi u doticaj prilikom konzumacije pa su s obzirom na to CAL 27 stanice (usta)
izlozene 15 min, AGS (Zeludac) 1 h, Caco-2 (debelo crijevo) 2 i 4 h, a HepG2 (jetra) 1, 2 i 4
h uzorcima ekstrakta medvjetke i arbutina u koncentracijama koje su odgovarale onima
izmjerenim u ekstraktu medvjetke u uvjetima in vitro. Rezultati ispitanog bioloskog uc¢inka
ovise 0 tipu stanica i vremenu izlaganja te uvjetima analize bez oporavka ili s 24-satnim

oporavkom stanica nakon provedenog tretmana.

Ekstrakt medvjetke u terapeutskoj dozi ima ucinak jedino na stani¢nu liniju s kojom
prvotno dolazi u kontakt prilikom konzumacije. Jedan terapeutski napitak ekstrakta pokazuje
trenutno proliferativno djelovanje bez dugotrajnog ucinka na stanice epitela jezika dok na
ostale stani¢ne linije probavnog sustava i jetre nije pokazao ucinak. S druge strane, jedan
terapeutski napitak ekstrakta i dnevna doza (3 napitka) imaju antioksidacijsko djelovanje na
stanice epitela jezika (15 min) i debelog crijeva (4 h) bez oporavka te na stanice zeluca (1 h)
nakon 24-satnog oporavka. Koncentracija od 2,4 mg/mL arbutina (dnevna doza) pokazala je
antioksidacijsko djelovanje u CAL 27 stani¢noj liniji karcinoma epitela jezika bez oporavka
pa se antioksidacijsko djelovanje ekstrakta moze djelomi¢no prepisati arbutinu kao glavnom
bioloski aktivnom spoju u lis¢u medvjetke. Kod svih ispitivanih stani¢nih linija opisano
djelovanje ne zadrzava se daljnjim rastom i razvojem stanica, jedino je kod stanica Zeluca
vidljivo antioksidacijsko djelovanje ekstrakta medvjetke i arbutina nakon 24-satnog oporavka

koje nije bilo prisutno u tretmanu bez oporavka.

Dell’ Annunziata i sur. (2022) pokazali su da vodeni ekstrakt medvjetke (0,07 — 1,25
mg/mL) ne utjeCe na vijabilnost keratinocita koze (HaCaT) tijekom 24 i 48 h dok je
koncentracija od 5 mg/mL pokazala smanjenje prezivljenja na ~50 %. Prema saznanju autora,
nema drugih podataka o toksi¢nosti pojedinacne ili ponovljene doze ekstrakta lis¢a medvjetke
(Committee on herbal medicinal products, 2018). Wu i sur. (2021) pokazali su da arbutin u

koncentracijama 6,8 — 50 pug/mL tijekom 24 h ne inhibira proliferaciju humanih hepatocita
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(L-02) Sto se slaze i s rezultatima ovog rada. Takoder, pokazano je da arbutin samo u
koncentracijama iznad 2,7 mg/mL nakon 24-satnog tretmana smanjuje prezivljenje fibroblasta
(Ebadollahi i sur., 2021). S druge strane, dokazano je da predtretman arbutinom (30 i 45
ug/mL tijekom 24 h) pokazuje zastitno djelovanje u HepG2 stanicama karcinoma jetre protiv
toksi¢nog djelovanja tert-butil hidroperoksida, ¢ime se arbutin moze gledati kao
antioksidacijsko sredstvo potencijalno djelotvorno u bolestima jetre (Seyfizadeh i sur., 2012).
Na modelu misa koncentracija arbutina od 8 g/kg aplicirana tijekom 2 tjedna nije pokazala
toksi¢ni u¢inak u uvjetima in vivo (NTP - National Toxicology Program, 2006). lako su
ispitivane koncentracije u ovom istrazivanju bile puno vise (10 — 100 mg/mL ekstrakta
medvjetke), vrijeme izlaganja bilo je krace (maksimalno 4 h) jer je osnovna ideja bila
simulirati realne uvjete izlaganja ekstraktu medvjetke prilikom konzumacije terapeutskog
napitka, ¢ime se moze opravdati izostanak citotoksicnog uc¢inka na ispitivane stani¢ne linije

probavnog sustava i jetre.

Antioksidacijski potencijal lis¢éa medvjetke ve¢ je proucavan primjenom brojnih
biokemijskih testova koji pokazuju njegovu vrlo visoki antioksidacijski kapacitet (Amarowicz
i sur., 2004). Nekoliko studija antioksidacijskog djelovanja lis¢a medvjetke ispitano je na
modelu hrane, izravnim dodavanjem ekstrakta u meso ili ugradnjom u jestivu ambalazu za
¢uvanje hrane (Azman i sur., 2016). Takoder, Wrona i sur. (2019) opisali su novi viseslojni
aktivni materijal s antioksidacijskim i antimikrobnim djelovanjem u koji je kao glavna aktivna
komponenta uklopljen ekstrakt lis¢a medvjetke iz Spanjolske. Novo pakiranje koje sadrzi
prirodne ekstrakte kao aktivne tvari ima niz prednosti jer bi omoguéilo zamjenu i uklanjanje
sintetskih antioksidansa. Takoder, metanolni ekstrakt lis¢a medvjetke (20 mg/mL) pokazao je
ucinak na smanjenje embriotoksi¢nosti uzrokovane aflatoksinom B1 (AFB1 50 ng/10 pL) u
pile¢im jajima. Aflatoksini poticu stvaranje slobodnih radikala i stoga uzrokuju peroksidaciju
u jetri, sto dovodi do smanjenja razine antioksidansa, apoptoze i oksidacijskog stresa.
Pretpostavlja se da ekstrakt medvjetke poja¢ava imunoloski odgovor embrija i regulira
biomarkere oksidacijskog stresa tako da povecava kapacitet antioksidacijskih enzima da se
suprotstave oksidacijskom oste¢enju koje stvara AFB1 (Elwan i sur., 2022). Khadir i sur.
(2015) pokazali su da arbutin u dozi od 50 mg/kg tjelesne tezine u uvjetima in vivo u
potpunosti djeluje protiv oksidacijskog stresa izazvanog ciklosporinom A, na $to upucuje
smanjena peroksidacija lipida u serumu te je time dokazano njegovo antioksidacijsko
djelovanje. Prema spomenutom radu, pretpostavlja se da je mehanizam antioksidacijskog

djelovanja arbutina inhibicija otpustanja arahidonske kiseline iz membrane putem inhibicije
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fosfolipaze A2 ¢im se smanjuje peroksidacija lipida i stvaranje slobodnih radikala. Rezultati
autora Tan i sur. (2022) pokazali su da arbutin u koncentraciji 0,03 mg/mL §titi neuronske
stanice (p < 0,05) u uvjetima in vitro od peroksidacijske promjene, upale i pojacanog
antioksidacijskog djelovanja, $to upucuje na njegovu mogucu zastittnu ulogu od pojave

mozdanog udara.

5.4. Odredivanje bioloske aktivnosti antibiotika nitrofuranotina i bioloski aktivnog spoja

iz ekstrakta medvjetke - hidrokinona te njegove smjese na stanice mokra¢nog mjehura

Nitrofurantoin

Nitrofuranotin je u¢inkovit antibakterijski lijek za infekcije mokraénog sustava kod
kojeg nije doslo do klini¢ki znac¢ajnog razvoja rezistencije zahvaljujuéi razli¢itim mehanizmima
djelovanja pri ¢emu bakterije nisu u stanju popraviti oSte¢ene procese u isto vrijeme. To takoder
pridonosi odsutnosti sluc¢ajeva unakrsne rezistencije s drugim vrstama antibiotika.
Nitrofurantoin se aktivira unutar bakterija redukcijom putem flavoprotein nitrofurantoin
reduktaze do nestabilnih metabolita, koji ometaju ribosomsku RNA, DNA i druge
unutarstanicne komponente. Djeluje baktericidno, posebno na bakterije prisutne u urinu s
vrijednostima pH < 7. Spektar djelovanja nitrofurantoina ukljucuje ve¢inu Gram-pozitivnih
koka 1 E. coli. Njegova je uporaba ograni¢ena na infekcije donjeg urinarnog trakta.
Nitrofurantoin se brzo apsorbira iz crijeva te ne utjee na prirodnu crijevnu mikrobiotu te zato
nije ispitivano njegovo bioloSko djelovanje na stanicne linije probavnog sustava u uvjetima in
vitro. Brzo se uklanja putem urina (lijek se pojavljuje u urinu unutar 30 min od primjene, a u
potpunosti se uklanja unutar 6 h od primjene) i ne mogu se odrZati terapijske koncentracije u
krvi (vrijeme poluzivota je 20 min u plazmi) pa je prema tome u ovom istrazivanju ispitan
njegov utjecaj samo na stanice jetre 1 mokra¢nog mjehura kao podrucja s maksimalnom

koncentracijom (80 %) (Waller i Sampson, 2018).

Razine reaktivnih vrsta kisika u stanici ovise o ravnotezi izmedu stvaranja ROS-ova i
njihove detoksikacije razli¢itim antioksidansima. Kao rezultat ove ravnoteze, odrzavanje
homeostatskih razina ROS-a klju¢no je i za sprjecavanje oksidacijskog ostecenja i1 za
odrzavanje optimalnog redoks okruzenja za normalnu funkcionalnost stanica. Prema tome
moze Se zakljuCiti da je neravnoteza u razinama ROS-ova potaknuta maksimalnom
terapeutskom dozom nitrofurantoina (0,67 mg/mL) tijekom 2 i 4 h izlaganja unutar stanica

izazvala smanjeno prezivljenje stanica hepatocelularnog karcinoma HepG2 (prooksidacijsko
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djelovanje). S druge strane, nitrofuranotin je djelovao antioksidacijski na HepG2 stanice nakon

11 2 hizlaganja u minimalnoj terapeutskoj dozi (0,33 mg/mL).

Dokumentiran je Sirok spektar hepatotoksi¢nosti nitrofurantoina u rasponu od akutnog
hepatitisa, granulomatozne reakcije, kolestaze ili autoimuno posredovanog hepatitisa do
kroni¢nog aktivnog hepatitisa koji moze dovesti do ciroze ili smrti. Mehanizam
hepatotoksi¢nosti slabo je poznat, ali se pretpostavlja da je rezultat imunoloskog procesa ili
izravne citotoksicne reakcije. Takoder, produljena izlozenost nitrofuranotinu, vece
koncentracije, zenski spol, starija dob i smanjena bubrezna funkcija, faktori su koji povecavaju
rizik od razvoja hepatotoksi¢nosti (Sakaan i sur., 2014). Rano ukidanje terapije gotovo uvijek
rezultira normalizacijom biokemijskih parametara jetre, ali je ona vrlo spora (2 — 6 mjeseci).

Upitno je profilakti¢no nekontrolirano uzimanje lijeka tijekom duljeg vremenskog razdoblja.

U ovom istrazivanju, nitrofurantoin primijenjen u maksimalnoj terapeutskoj dozi (0,67
mg/mL) takoder je bio citotoksi¢an za stanice mokra¢nog mjehura T24 nakon 2, 4 i 8 h izlaganja
bez obzira na oporavak stanica. Antioksidacijsko djelovanje u T24 stanicama postignuto je
samo nakon 8 h tretmana kod minimalne i maksimalne testirane koncentracije bez oporavka
stanica pri ¢emu se to djelovanje nije prolongiralo daljnjom stani¢nom reprodukcijom. Vumma
isur., (2016) pokazali su da nitrofuranotin u koncentracijama 0,03 1 0,3 mg/mL nije imao utjecaj
na vijabilnost tumorskih stanica mokra¢nog mjehura (HTB-9) nakon 2, 4 i 12 h tretmana $to se
slaze s rezultatima dobivenim u ovom istraZzivanju. S druge strane, pokazano je da
nitrofurantoin izaziva inhibiciju rasta FANFT-induciranog tumora misjeg mjehura (MBT2) 1
stani¢ne linije humanog karcinoma prijelaznih stanica (GIBB) u rasponu koncentracija 0,03 —
0,12 mg/mL tijekom 2 — 9 dana tretmana u uvjetima in vitro (Bulbul 1 sur., 1985). Razlika u
rezultatima moZe se objasniti u vremenu izlaganja nitrofurantoinu gdje su stanice tretirane 6 —

25 x dulje nego u ovom istrazivanju.
Hidrokinon

Hidrokinon je pokazao citotoksican ucinak na T24 stanice karcinoma mokra¢nog
mjehura ovisan o dozi i vremenu kod tretmana bez stani¢nog oporavka. Statisticki znacajan
ucinak primijecen je kod jednog terapeutskog napitka (~80 %) i koncentracije koja odgovara
dnevnoj dozi hidrokinona (~70 %) samo nakon tretmana u trajanju od 8 h. Dvije najvise
ispitivane koncentracije koje predstavljaju maksimalnu koncentraciju hidrokinona koja moze
do¢i u kontakt sa mokra¢nim mjehurom iz preporucenih doza terapeutskog napitka znacajnije

su smanjile prezivljenje u sva tri ispitivana vremena (30 — 70 % prezivljenje) te su utjecale na
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promjenu morfologije T24 stanica. Stoga, moze se zakljuciti da su vrijeme izlaganja i
konzumirana doza izrazito bitni u procjeni rizika citotoksi¢nog ucinka hidrokinona na stanice
mokraénog mjehura. Toksi¢ni u¢inak pojac¢an oporavkom stanica pokazuje da hidrokinon ulazi
u stanice 1 pokrece toksicne procese koji se nastavljaju reprodukcijom stanica. Mao i sur. (2019)
pokazali su da je koncentracija slobodnog hidrokinona od 44 ng/mL izazvala akutnu toksi¢nost
u epitelnim stanicama proksimalnih tubula ljudskog bubrega (HK-2) i liniji epitelnih stanica
ljudske jetre (THLE-2) nakon 4 h. Zanimljivo je da u ovom istrazivanju koncentracije 20 pg/mL
150 pug/mL nisu pokazale citotoksi¢no djelovanje nakon 4 h, ali su statisti¢ki znac¢ajno smanjile
prezivljenje T24 stanica karcinoma mokra¢nog mjehura nakon 8 h §to se moze objasniti veCom
otpornos¢u tumorskih stanica koriStenih u ovom radu u odnosu na normalne stani¢ne linije.
Takoder, moze se pretpostaviti da krac¢e vrijeme izlaganja (2 1 4 h) uzrokuje samo reverzibilna
oSte¢enja u tretiranim stanicama. Prethodno je dokazano da hidrokinon blokira fosforilaciju
serin/treonin protein kinaze Akt ukljucene u Sirok spektar bioloskih procesa, ukljucujuci
proliferaciju stanica, diferencijaciju, apoptozu, tumorigenezu, kao i sintezu glikogena i unos
glukoze (Lee i sur., 2007).

Antioksidacijsko djelovanje hidrokinona izmjereno je u T24 stanicama nakon 8 h
izlaganja koncentracijama 20 i 50 pg/mL hidrokinona bez oporavka stanica (p < 0,05) Sto se
nije odrzalo nakon 24-satnog oporavka gdje se % ROS-ova ne razlikuje od negativne kontrole
kod obje ispitivane koncentracije. S druge strane, krace vrijeme izlaganja (4 h) manjim
koncentracijama (5 1 20 pg/mL) uzrokovalo je indukciju ROS-ova u T24 stanicama. U drugim
studijama takoder je pokazano da hidrokinon u niZim koncentracijama ima prooksidacijski
ucinak u stanicama hepatocelularnog karcinoma (HepG2) 1 ljudskim embrionalnim bubreznim
stanicama (HEK)) nakon tretmana 4 h (Andersen i sur., 2010; Coulter i sur., 2013). Takoder, u
ovom radu dokazano je da kod najvisih ispitivanih koncentracija (320 1 900 pg/mL, sva tri
ispitivana vremena) dolazi do naruSavanja integriteta stanicne membrane vjerojatno zbog
oSte¢enja membrane stanica koja se nisu mogla popraviti pa metoda DCFH-DA nije bila
primjenjiva. Takoder, prividno antioksidacijsko djelovanje jednog terapeutskog napitka i
dnevne doze hidrokinona (20 i 50 pg/mL, 8 h) bez oporavka stanica takoder se moze objasniti
oSte¢enjima membrane koja ne dozvoljavaju zadrzavanje ROS-ova unutar stanice te su
posljedi¢no tome izmjerene njihove niZe koncentracije u odnosu na negativnu kontrolu (100
%). Pri tome dokazano je da su kod nizih koncentracija hidrokinona (20 i 50 pg/mL, 8 h)
oSte¢enja membrane reverzibilna jer kod T24 stanica karcinoma mokra¢nog mjehura s 24-

satnim oporavkom nije vise vidljivo citotoksi¢no djelovanje te manji % ROS-ova generiranih
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unutar stanica. Jeyanthi i sur. (2021) pokazali su da hidrokinon nakon 30 min tretmana oStecuje
stanicnu  membranu bakterija Pseudomonas aeruginosa (31,24 pg/mL hidrokinona) i
Staphylococcus aureus (62,5 ng/mL hidrokinona) putem oksidacijskog stresa uzrokovanog
ROS-ovima. Unutar 1 h, membrane su se deformirale i nakon 2 h, ¢inilo se da su stanice
razbijene sa sadrzajem stanice izbaCenim u izvanstani¢ni prostor. Takoder, Aspengren i sur.
(2012) utvrdili su da hidrokinon (1,1 — 5,5 pg/mL) utjeCe na organizaciju mikrotubula i
aktinskih filamenata odnosno inducira reorganizaciju mikrotubula u tanke snopove te rastavlja
aktinske filamente i stresna vlakna ¢ime narusava integritet stanicne membrane u dermalnim
melanoforima Xenopus laevis. Oksidacijski produkti hidrokinona su kinoni i ROS-ovi §to
dovodi do oksidacijskog oSte¢enja membranskih lipida i proteina, ukljuCujuéi tirozinazu
(Briganti i sur., 2003). U prethodnim studijama pokazano je da oksidacijski stres aktivira
citotoksi¢ne mehanizme koji uzrokuju promjene citoskeleta te da je ravnoteza oksidacijskog
stresa klju¢na u odrzavanju normalne stani¢ne funkcije kao odgovora na egzogene i endogene
¢imbenike (Gao i sur., 2018). Mitogen-aktivirana protein kinaza (MAPK), kinaza regulirane
izvanstani¢nim signalom (ERK1/2), p38 kinazu i c-Jun N-terminalna kinaza (JNK) imaju vazne
uloge u faktorom rasta induciranoj stani¢noj proliferaciji i prezivljavanju (Reddy i sur., 2003).
Od spomenutih metabolickih putova kinaza, ERK put je ukljucen u stani¢ni rast i inhibiciju
apoptoze dok su JNK i p38 putevi povezani s indukcijom apoptoze (Davis, 2000). Ljudske
stanice limfoblasti¢ne leukemije (Jurkat stanice) izlozene visokoj koncentraciji hidrokinona
(5,5 ng/mL) pokazale su povecanje indukcije apoptoze preko ERK signalnog puta i kaspaza
metaboli¢kog puta, dok je izloZenost koncentraciji hidrokinona od 0,55 pg/mL rezultiralo
poveéanjem udjela stanica u S fazi stani¢nog ciklusa, vjerojatno zbog ucinaka na raspodjelu

mikrotubula (Kim i sur., 2009).
Smjesa nitrofurantoina i hidrokinona

Tijekom zivota ljudi su ¢eSce izloZeni smjesama tvari nego pojedinacnim toksikantima.
S obzirom da kombinirani utjecaj moze rezultirati aditivnim, antagonisti¢kim sinergistickim ili
djelovanjem bez ociglednog medusobnog utjecaja, gdje je sinergisticko djelovanje
najnepovoljnije za ¢ovjeka, vazno je odrediti utjecaj smjese toksi¢nih tvari. Zbog mogucénosti
sinergistickog djelovanja izmedu dva spoja u kojem jedan agens pojacava djelovanje drugog te
na taj nacin zajedno djeluju ucinkovitije nego svaki zasebno, mnogi znanstvenici provode
istrazivanja usmjerena ispitivanju potencijalno sinergistickog djelovanja biljnih ekstrakata i
antibiotika (Wagner i Ulrich-Merzenich, 2009).
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U ovom radu istraZena je interakcija hidrokinona i antibiotika nitrofurantoina u slu¢aju
kada se koriste u zajedni¢koj terapiji protiv urinarnih infekcija te je pokazano njihovo
sinergisticko djelovanje na smanjenje prezivljenja T24 stanica karcinoma mokraénog mjehura
u tretmanu s 24-satnim oporavkom u odnosu na djelovanje pojedinacnih doza. Takoder,
nitrofurantoin i hidrokinon u smjesi pokazuju sinergisticko djelovanje u vidu indukcije ROS-
ova. To je primijec¢eno kod manjih koncentracija hidrokinona (5 — 50 pg/mL) te kod kraceg
vremena izlaganja. Visa koncentracija i duzi tretman utjeCu na prezivljenje stanica te vjerojatno
zbog oSteCenja membrane dolazi do nemogucénosti zadrzavanja ROS-ova unutar stanica pri
¢emu dobivamo prividan antioksidacijski u¢inak. U slu¢aju oSteCenja staniéne membrane,
metoda DCFH-DA nije pogodna za mjerenje razine slobodnih radikala unutar stanice. lako je
statistiCki potvrdeno sinergisticko djelovanje hidrokinona i nitrofurantoina, parametri za
utvrdivanje su granicni te je potrebno ostaviti otvoreno pitanje sinergizma za daljnja istrazivanja
koriStenjem veceg raspona koncentracija 1 drugih kombinacija spojeva te dodatnim
eksperimentima bioloskog djelovanja kao potvrde. U ovom istrazivanju, po prvi puta ispitano
je biolosko djelovanje smjese hidrokinona i antibiotika nitrofurantoina u vidu uéinka na
prezivljenje i indukciju ROS-ova na modelu stani¢ne linije karcinoma mokra¢nog mjehura

(T24).

Danas je poznato da mnogi biljni ekstrakti imaju antibakterijska svojstva te da mogu
pojacavati djelovanje antibiotika ako se primjenjuju zajedno. Ta sposobnost bioloski aktivnih
spojeva iz biljnih ekstrakata vidi se preko modifikacije ili blokiranja bakterijskog mehanizma
rezistencije ¢ime bakterije postaju osjetljive na antibiotik ili antibiotik djeluje pri nizim
koncentracijama. Takav terapijski pristup smanjuje u€inkovitu dozu antibiotika te smanjuje
nuspojave koje antibiotik moZe izazvati kao lijek. Jedan od primjera je smjesa etanolnog
ekstrakta kore nara i ciprofloksacina koja je pokazala zna¢ajno antimikrobno djelovanje na
rezistentni soj bakterije Klebsiella pneumoniae (Rafiq i sur., 2017). Takoder i pojedinacni
bioloski aktivni spojevi izoliranih iz razlicitih biljaka mogu pojacati antimikrobno djelovanje
antibiotika. Na primjer, fenolni spoj korilagin iz biljke medvjetke (Arctostaphylos uva-ursi L.)
znacajno je smanjio minimalnu inhibitornu koncentraciju S-laktamskih antibiotika, osobito u

slu¢aju MRSA (eng. Methicillin-resistant Staphylococcus aureus) (Shimizu i sur., 2001).

Osim preko smanjenja inhibitorne koncentracije antibiotika, u¢inak biljnih ekstrakata
na djelovanje antibiotika moze se pratiti i preko smanjenja Stetnog prooksidacijskog ucinka
antibiotika. Letelier i sur. (2017) istrazivali su antioksidacijski u¢inak ekstrakata ruzmarina

(Rosmarinus officinalis), articoke (Cynara scolymus) i brsljana (Hedera helix) prilikom
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terapije nutrafurantoinom. Pokazano je da zasebna terapija nitrofurantoinom smanjuje aktivnost
glutation S transferaza zbog reverzibilnog i ireverzibilnog vezanja elektrofilnih metabolita
nastalih metabolizmom nitrofurantoina. Djelovanjem nitrofurantoina doslo je do lipidne
imaju oksidacijski u¢inak na mikrosome jetre Stakora. Ispitivani biljni ekstrakti smanjili su
prooksidacijski u¢inak nitrofuranotina ¢ime je doslo do smanjenja lipidne peroksidacije pri
¢emu su najve¢i antioksidacijski ucinak pokazali ekstrakti brSljana i ruzmarina (smanjenje
prooksidacijskog uc¢inka za 50 %) koji ujedno imaju i najveéi udio fenolnih spojeva. 1z
dobivenih rezultata, vidljiva je povezanost izmedu koncentracije fenola unutar biljnih
ekstrakata i njihovog antioksidacijskog kapaciteta. Spomenuti rezultati se ne slazu s rezultatima
0Vvo0(g istrazivanja §to je moguce objasniti time da je u smjesi uz antibiotik nitrofurantoin koristen
pojedinacni bioloski aktivni spoj hidrokinon koji sam ima prooksidacijsko djelovanje na T24

stanice karcinoma mokra¢nog mjehura.

5.5. Odredivanje antimikrobnog i anti-adhezivnog u¢inka ekstrakta medvjetke i njezinih

bioloski aktivnih spojeva arbutina i hidrokinona

Citotoksi¢ni u¢inak ekstrakt medvjetke i arbutina

Ekstrakt medvjetke je u koncentracijama jednog terapeutskog napitka i dnevne doze
imao najveci citotoksic¢ni ucinak na bakteriju S. aureus (prezivljenje nakon tretmana ~30 %) i
L. plantarum (prezivljenje nakon tretmana ~50 %) dok je arbutin na iste bakterijske vrste
pokazao slabije antibakterijsko djelovanje (prezivljenje nakon tretmana ~80 % za obje
bakterijske kulture). Sto se ti¢e ostalih bakterijskih kultura koristenih u istrazivanju (E. coli i L.
fermentum), ekstrakt medvjetke nije drasticno utjecao na njihovo prezivljenje (prezivljenje
nakon tretmana ~80 %) dok je koncentracija arbutina prisutna u dnevnoj dozi ekstrakta (2,4
mg/mL) smanjila prezivljenje E. coli na ~50 % te L. fermentum na ~60 %. Prema rezultatima
moze se zakljuditi da ekstrakt medvjetke ima jace antibakterijsko djelovanje na Gram-pozitivne

bakterije.

Razlike u osjetljivosti na ekstrakt medvjetke izmedu Gram-pozitivnih i Gram-
negativnih bakterija mogu se objasniti razlikom u strukturi njihove stanine stijenke.
Fosfolipidna membrana Gram-negativnih bakterija, za razliku od Gram-pozitivnih, sadrzi
lipopolisaharidne komponente koje djeluju kao selektivna barijera hidrofilnim spojevima te
tako Gram-negativne bakterije pokazuju vecu otpornost na djelovanje antimikrobnih spojeva

(Seleshe i sur., 2017). Takoder, moze se primijetiti znatna razlika izmedu prezivljenja
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ispitivanih Gram-pozitivnih bakterija pri ¢emu je vise prezivljenje bakterija mlijene kiseline
L. fermentum i L. plantarum u odnosu na patogenu S. aureus. Ovakav rezultat moze se objasniti
interakcijom izmedu crijevne mikrobiote i prebiotika, odnosno fenolnih spojeva. Vedina
fenolnih spojeva ima nisku bioraspoloZzivost te dospijevaju u debelo crijevo u nepromijenjenom
obliku. U debelom crijevu ti spojevi stupaju u dvosmjernu interakciju s crijevnim mikrobima
modulirajuéi ih i, posljedi¢no, otpuStaju¢i metabolite poput organskih kiselina. Sve se vise
istrazuju bioaktivni fenolni spojevi biljaka kao potencijalni prebiotici koji poticu rast i
metabolizam probiotickih bakterija. No, prebioticko djelovanje fenola koje povoljno utjece na
sastav crijevne mikrobiote ukljucuje i antibakterijsko djelovanje pomocu proizvedenih

metabolita na patogene bakterije poput S. aureus (Plamada i VVodnar, 2021).

Biljke su bogate bioloski aktivnim spojevima poput fenolnih spojeva, eteri¢nih ulja i
mikronutrijenata. Za mnoge od navedenih spojeva objavljeno je da imaju antimikrobno i
antioksidacijsko djelovanje. Antimikrobno djelovanje fenolnih spojeva ukljucuju razli¢ite
opisane mehanizme. Na primjer, flavonoidi denaturiraju bakterijske proteine i nukleinske
kiseline stvarajuc¢i komplekse pomocu vodikovih veza. Pri tome dolazi do trajnih oStecenja i
smrti bakterijske stanice. Najvazniji aspekt protubakterijskog djelovanja flavonoida je da
moraju zadrzati svoje amfifilne karakteristike kako bi prodrli u bakterije 1 ispoljili svoje snazne
antibakterijske u¢inke (Shamsudin i sur., 2022). Takoder, fenolni spojevi stupaju u interakciju
sa stani¢nim membranama i inaktiviraju enzime koji su klju¢ni za stani¢no prezivljenje.
Pojedini fenoli mogu djelovati i kao prooksidansi te na taj nacin ispoljavaju baktericidno

djelovanje (Gyawali i Ibrahim, 2012).

Nadalje, ¢ i sur. (2022) pokazali su da vodeni ekstrakt lis¢a medvjetke djeluje
bakteriostatski na Gram-pozitivnu bakteriju Cutibacterium acnes te da je odredena minimalna
inhibitorna koncentracija ekstrakta medvjetke bila 0,6 mg/mL nakon tretmana od 48 h. Takoder,
ekstrakt medvjetke je u tretmanu cijelom i1 polovicnom dozom minimalne inhibitorne
koncentracije pokazao inhibitorno i degradativno djelovanje na matricu biofilma C. acnes.
Glavna komponenta ekstrakta kojoj se pripisuje antioksidacijsko protuupalno djelovanje je
arbutin koji smanjuje izlu¢ivanje IL-1f, TNF-a i IL-6 (Lee i Kim, 2012). Takoder, Hassan i
sur. (2013) pokazali su antimikrobno djelovanje etanolnog ekstrakta lis¢a medvjetke
(ekstrakcija 24 h) protiv bakterije E. coli pri ¢emu su utvrdene minimalne inhibitorne i

bakteriocidne koncentracije ekstrakta vece od 5 mg/mL.
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Citotoksi¢ni u¢inak hidrokinona i nitrofurantoina na uropatogenu E. coli

Hidrokinon u koncentracijama iz jednog terapeutskog napitka i dnevne doze ekstrakta
medvjetke djeluje antibakterijski na uropatogenu E. coli ovisno o duljini vremena izlaganja.
Nakon 1 h izlaganja, samo maksimalna moguca koncentracija hidrokinona koja se moze izlu¢iti
preko urina (320 1 900 ug/mL) smanjuje prezivljenje E. coli (~60 %). S druge strane, nakon 2
hi 4 h izlaganja, koncentracije hidrokinona 20 i 50 pg/mL smanjuju prezivljenje E. coli na ~70
% odnosno 60 %. Nitrofurantoin je drastiéno smanjio rast uropatogene E. coli ve¢ nakon 2 h
tretmana koncentracijama koje odgovaraju profilaktickoj i minimalnoj terapeutskoj dozi

(prezivljenje manje od 5 %).

Toksi¢nost hidrokinona prema uropatogenoj E. coli posredovana je oksidacijskim
stresom te se moze objasniti pove¢anom proizvodnjom H2O5. Predtretman katalazom blokirao
je toksi¢ni u¢inak hidrokinona s obzirom da je katalaza enzim koji detoksificira H2O2 generiran
oksidacijskim stresom. Takoder, poznato je da hidrokinon moze lako autooksidirati u
semikinon radikale, koji se kasnije mogu dismutirati u H.O2 pomo¢u superoksid dismutaze.
Hidrokinon moze uzrokovati i oksidacijsko oste¢enje DNA u prisutnosti Cu(II) (Horita i sur.,
2005). Glutation peroksidaza (GPx) takoder je vazan enzim u regulaciji razine unutarstani¢nog
H20> u bioloskim sustavima. Medutim, bakteriji E. coli nedostaje GPx, stoga je katalaza njezin
glavni enzim u razgradnji H2O2. Neka su istrazivanja pokazala da katalaza nije propusna za
stanice, ali H20O2 je sposoban difundirati dalje od mjesta stvaranja i moze lako uéi u stanicu gdje
se moze detoksificirati unutarstani¢cnom katalazom (Engelich i sur., 2002). Ako koli¢ina
proizvedenog H20: premasuje onu koju unutarstani¢na katalaza moze ukloniti tijekom
izlaganja hidrokinonu, prekomjerni H.O> moze dalje reagirati s metalima u tragovima i
proizvesti OHe radikale Fentonovom reakcijom ili Haber-Weissovom reakcijom. Prema tome,
H20: ili visoko reaktivni OHe doprinose citotoksi¢nosti izazvanoj hidrokinonom (Horita i sur.,
2005).

lako se uropatogena bakterija E. coli ¢esto kategorizira kao izvanstani¢ni patogen, ona
zapravo moze napasti niz tipova stanica domacina, ukljucujuéi terminalno diferencirane
povrsinske stanice 1 manje zrele intermedijarne 1 bazalne epitelne stanice koje ¢ine slojevite
slojeve urotela mokra¢nog mjehura (Dhakal i sur., 2008). Nitrofurantoin je jedan od rijetkih
antibiotika koji je sposoban ukloniti i bakterijske infekcije kod kojih su E. coli pozicionirane
unutar stanice sto znaci da nitrofurantoin moze prodrijeti kroz stani¢cnu membranu epitelnih
stanica mjehura. Vumma i sur. (2016), pokazali su da nitrofurantoin u koncentraciji od

30 ug/mL iskorijenjuje bakteriju E. coli NU14 nakon 12h, dok je visoka koncentracija
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nitrofurantoina (300 pg/mL) iskorijenila NU14 nakon 4 h $to se slaze s rezultatima dobivenim
u ovom radu gdje je minimalna terapeutska koncentracija nitrofurantoina (330 pg/mL) smanjila
prezivljenje E. coli na manje od 0,5 % nakon 4 h tretmana. U E. coli, nitro skupina
nitrofurantoina prevodi se u antimikrobne aktivne spojeve nitroreduktazama koje kodiraju nsf
geni. lako toksicni produkti koji nastaju nakon redukcije nitrofurantoina ostaju nejasni,

predlozeni su intermedijarni nitrozo spojevi i stvaranje produkata hidroksilamina.

Uc¢inak na adheziju

Rezultati u€inka na adheziju pokazuju da arbutin (0,8 mg/mL) statisticki znacajno
smanjuje jedino vezanje bakterije L. plantarum na epitel debelog crijeva za ~25 % (Caco-2)
dok na vezanje bakterija S. aureus i E. coli nema uc¢inka. Ekstrakt medvjetke u koncentraciji
koja odgovara dnevnoj dozi (3x) statisticki znacajno smanjuje adheziju bakterije L. fermentum
za epitel debelog crijeva (~25 %) kao i epitel jezika (~40 %). Prema tome, moze se zakljuciti
da arbutin i ekstrakt medvjetke znacajno utje¢u na adheziju samo bakterija mlije¢ne kiseline iz
roda Lactiplantibacillus. Hidrokinon u koncentraciji od 20 pg/mL nema ucinka na vezanje E.
coli za epitel mokra¢nog mjehura (T24) nakon 1 h tretmana dok s druge strane koncentracija
50 pg/mL smanjuje adheziju E. coli za ~70 %.

U radu Dykes i sur. (2003) od 25 ispitanih sojeva bakterija prisutnih u hrani, metoda
vezanja bakterija za ugljikovodike (eng. Bacterial adherence to hydrocarbons, BATH)
pokazala je da etanolni ekstrakt lis¢a medvjetke (5 mg/mL, 1 h) znadajno povecava
hidrofobnost 14, smanjuje hidrofobnosti 4 i nema nikakav uéinak na hidrofobnost povrsine 7
bakterijskih sojeva. Pri tome, povrsinska hidrofobnost E. coli je povecana nakon tretmana
(+20,35) pri ¢emu je puno znacéajnije povecanje kod patogenog soja E. coli O157:H7 (+55,09).
S druge strane, etanolni ekstrakt medvjetke smanjio je hidrofobnost povrSine bakterije S. aures
(-42,68) i bakterija iz roda Lactiplantibacillus (L. brevis i L. plantarum, -6,59 i -4,52).
Dokazano je da je antibakterijski u¢inak vodenog ekstrakta lis¢a medvjetke prema bakteriji E.
coli povezan s njegovom sposobnoséu da poveca hidrofobnost povrSine bakterijskih stanica i
posljedi¢no smanji njihovu sposobnost adhezije na stanice domacina (Geetha i sur., 2011). S
obzirom da u ovom istrazivanju arbutin nije utjecao na adheziju E. coli, moze se zakljuciti da
on ne uzrokuje promjenu hidrofobnosti bakterijske povrsine. Pregledom literature, utjecaj
vodenog ekstrakta liS¢a medvjetke kao 1 utjecaj arbutina na adheziju bakterija iz roda
Lactiplantibacillus do danas jo$ uvijek nije istrazen. Buduci da ekstrakt lis¢a medvjetke
smanjuje hidrofobnost povrsine bakterija iz roda Lactiplantibacillus, moguce je da postoji neki

drugi mehanizam osim povecanja hidrofobnosti povrSine bakterije koji utjece na adheziju L.
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fermentum na humane stanice. Budu¢i da je arbutin u ovom radu pokazao smanjeni postotak
adhezije L. plantarum, on sigurno igra veliku ulogu u tom mehanizmu.

Aspengren i sur. (2012) pokazali su da je koncentracija hidrokinona iznad 11 pg/mL
utjecala na sposobnost stani¢ne adhezije melanofora, ali nije bilo moguce odrediti bilo kakve
morfoloske uc¢inke na mikrotubule i aktinskih filamenata zbog odvajanja stanice prije i tijekom
postupka imunoloskog bojenja. Dobro je poznato da je adhezija ovisna o aktinu (Blystone,
2004), a utvrdeno je da je hidrokinon slabi inhibitor izgradnje mikrotubula u uvjetima in vitro
(Aspengren i sur., 2012) pa se time moZe objasniti inhibicija adhezije E. coli za T24 stanice
karcinoma mokra¢nog mjehura nakon tretmana hidrokinonom (50 pg/mL) pokazana u ovom
radu. Izostanak utjecaja manje koncentracije (20 pg/mL) hidrokinona na adheziju E. coli moze
se objasniti kra¢im vremenom tretmana (1 h) uvjetovanim citotoksi¢énim u¢inkom hidrokinona

na T24 stanice nakon duljeg izlaganja.

5.6. Genotoksi¢ni u¢inak uslijed oStecenja izazvanih djelovanjem ROS-ova i ispitivanje

zaStitnog ucinka na DNA
Zastitni uc¢inak na DNA izmjeren nakon UV-fotolize na H202 molekulu

Rezultatima ovog istrazivanja pokazano je da vodeni ekstrakt liS¢a medvjetke i
antibiotik nitrofuranotin nemaju zastitni u¢inak na molekulu DNA dok su arbutin djelomi¢no i
hidrokinon u cijelom ispitivanom rasponu koncentracije (5 — 900 ug/mL) zastitili DNA od
oksidacijskih ostecenja uzrokovanih radikalima nastalim UV djelovanjem na H>O> molekulu.
Zastitni ucinak arbutina je ovisan 0 koncentraciji pri ¢emu manje ispitivane koncentracije (0,4

i 0,8 mg/mL) nisu pokazale zastitno djelovanje.

Zastitni u¢inak hidrokinona i arbutina od nastalih slobodnih kisikovih radikala moze se
objasniti njihovim antioksidacijskim kapacitetom i sposobnosti hvatanja radikala. Hidrokinon
je vrlo uéinkovit inhibitor peroksidacije lipida, $to takoder ukazuje na njegovo antioksidacijsko
djelovanje, a time i antimutagena svojstva (Valencia-Quintana i sur., 2016). Hidrokinon (50
ug/mL) izoliran iz biljke Rhodiola sacra pokazao je umjerenu inhibitornu aktivnost protiv
superoksidnih aniona (*O2") stvorenih od strane sustava hipoksantin/ksantin oksidaze (Giner i
sur., 2022). Takoder, Erenler i sur., (2016) pokazali su da je hidrokinon (0,054 % w/w) od 5
izoliranih spojeva (hidrokinon, arbutin, ruzmarinska Kkiselina, 5,6,3'-trihidroksi-7,8,4'-
trimetoksiflavon i hesperetin) iz nadzemnih dijelova biljke mazurana (Origanum majorana L.)
pokazao najveci, a arbutin (0,039 % w/w) najnizi antioksidacijski kapacitet odreden metodama

DPPHe, ABTS i FRAP. Nadalje, arbutin pokazuje slabu, ali dugotrajnu aktivnost hvatanja
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radikala DPPHe, ali i potpuno istu antioksidacijsku aktivnost kao i hidrokinon odreden
metodom ORAC (eng. The Oxygen Radical Absorbance Capacity) (Takebayashi i sur., 2010).
Slaba aktivnost arbutina u hvatanju radikala moze objasniti potrebnu vecu koncentraciju
arbutina (2,4 mg/mL) za postizanje zastitnog uc¢inka na molekulu DNA u odnosu na hidrokinon
(5 pg/mL).

Mikronukleus test

Mikronukleus-test u tzv. cytome inacici (eng. CBMN cytome assay) jedna je od
najopseznijih metoda koja omogucava istovremeno proucavanje oSteCenja kromosoma,
oStecenja diobenog vretena, kinetike stani¢nog ciklusa i citotoksi¢nosti u tretiranim stani¢nim
kulturama (Fenech i sur., 2011). Mikronukleusi mogu nastati usred gubitka acentri¢nih
fragmenata kromosoma, kao posljedica razlicitih tipova oSte¢enja kromosoma, tijekom gubitka
cijelog kromosoma ili prilikom oStec¢enja diobenog vretena 1 gubitka funkcionalnosti, a takoder
nastaju uslijed nepravilnog ili pogresnog popravka DNA, loma kromosoma ili nepravilne
raspodjele kromosoma uslijed mitotickih pogresaka (Mishima, 2017). Nastanak mikronukleusa
uslijed navedenih dogadaja mogu uzrokovati oksidacijski stres, izlaganje klastogenim i
aneugenim agensima, genetski poremecaji u kontrolnoj tocki stani¢noga ciklusa, mutacije u
genima koji sudjeluju u popravku DNA ili nedostatak hranjivih tvari kao izvora kofaktora koji
sudjeluju u sintezi DNA (Bonassi i sur., 2007; larmarcovai i sur., 2008). Jezgrini pupovi
uglavnom nastaju uklanjanjem sadrZaja iz jezgre kao §to su prekobrojni kromosomi 1
amplificirana DNA (Fenech, 2007). S druge strane, nukleoplazmatski mostovi predstavljaju
mjeru staniénih poremecaja koji rezultiraju strukturnim ostecenjima kromosoma, acentri¢nim
kromosomskim fragmentima, lomovima kromosoma ili asimetricnom kromosomskom

preraspodjelom (Fenech i sur., 2011).

Rezultati ovog istrazivanja pokazuju da antibiotik nitrofuranotin testiran u koncentraciji
koja odgovara profilaktickoj dozi (0,167 mg/mL) tijekom tretmana od 2 h u uvjetima in vitro
izaziva statistiCki znacajno povecanje broja mikronukleusa (MN), jezgrinih pupova (NB) i
nukleoplazmatskih mostova u T24 stanicama karcinoma mokraénog mjehura. Takoder,
hidrokinon u obje ispitivane koncentracije (5 1 10 pg/mL) uzrokuje statisticki znacajno veci
broj oste¢enja genetiCkog materijala u vidu veceg broja MN-a, NB-a i NPB-a u odnosu na
negativnu kontrolu pri ¢emu taj broj ne ovisi o koncentraciji hidrokinona ni vremenu izlaganja
(2 1 8 h), odnosno nema razlike u u¢inku izmedu vise I nize ispitane koncentracije hidrokinona.
Iznimka su NPB-ovi gdje je zabiljezen statisticki znac¢ajno veci broj NPB-a na 1000 analiziranih

BNS T24 tretiranih visom ispitivanom koncentracijom hidrokinona (10 pg/mL) u odnosu na
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nizu koncentraciju hidrokionona (5 pg/mL). Nadalje, smjesa nitrofuranotina (0,167 mg/mL) i
hidrokinona (5 pg/mL) pokazuje sinergisticko djelovanje u vidu genotoksi¢nog djelovanja na

T24 stanice u odnosu na pojedina¢ne spojeve.

Na temelju rezultata stani¢ne kinetike i prezivljenja T24 stanica karcinoma mokra¢nog
mjehura moze se zakljuciti da antibiotik nitrofuranotin testiran u koncentraciji koja odgovara
profilaktickoj 1 terapeutskoj dozi inhibira/zaustavlja rast i diobu T24 stanica te je taj ucinak
ovisan o dozi i pojacava se s produljenjem vremena tretmana. Isto tako, ovim istrazivanjem
pokazano je potenciraju¢e djelovanje hidrokinona na nitrofurantoin u smjesi $to se tice
citostatskog djelovanja nitrofuranotina na T24 stanice karcinoma mokraé¢nog mjehura u odnosu
na uzorke tretirane pojedinacnim spojevima s obzirom da hidrokinon nema znacajan u¢inak na
indeks diobe jezgara T24 stanica nakon 2 h tretmana u odnosu na negativhu kontrolu.
Spomenuti citostatski ué¢inak smjese se povecava s produljenjem vremenom tretmana. Od svih
testiranih spojeva, jedino hidrokinon u koncentraciji od 10 pg/mL nakon tretmana od 8 h

uzrokuje statisticki znacajno veéi broj stanica u apoptozi.

Za razliku od rezultata u ovom istrazivanju, u radu Jurica i sur. (2017) hidrokinon u
koncentraciji od 8 pg/mL tijekom tretmana od 24 h nije znacajno utjecao na stvaranje
mikronukleusa, ali su limfociti imali statisticki znacajno vise jezgrinih pupova u odnosu na
negativnu kontrolu dok su koncentracije od 140 i 280 pug/mL potpuno blokirale diobu limfocita.
Nuklearno pupanje dogada se tijekom S-faze stani¢nog ciklusa. Pretpostavlja se da procesi
popravka DNA rezultiraju stvaranjem prekomjerne koli¢ine DNA, koja se koncentrira u
periferni dio jezgre u obliku jezgrinih pupova (Fenech, 2006). Razliku u dobivenim rezultatima
moze Se objasniti razli¢itim stani¢nim linijama koriStenim u istrazivanju. lako ne u tolikoj mjeri
kao vece ispitivane koncentracije, koncentracija hidrokinona od 8 pug/mL takoder je znacajno
narusila stani¢nu kinetiku limfocita u odnosu na kontrolu, §to se slaze s rezultatima ovog
istrazivanja. UnatoC tome $to nema indikacija za izravnu mutagenost, hidrokinon se smatra
odgovornim za kromosomske aberacije, abnormalne procese mitoze, formiranje
mikronukleusa, aneuploidije i izmjene sestrinskih kromatida (Fenech, 2006). Do sada dobiveni
kontradiktorni rezultati primjenom dobro utvrdenih citogenetickih metoda onemogucéavaju

potpuno objasnjenje mehanizama bioloskog djelovanja hidrokinona na stani¢noj razini.

Rezultati istrazivanja Fuci¢ 1 sur. (2005) potvrduju genotoksi¢ni potencijal
nitrofuranotina u mladih i odraslih miSeva u uvjetima in vivo, te pokazuju da su mladi miSevi
tjedana) te da odgovor kod mladih miseva traje dulje vrijeme. Primjena mikronukleus cytome
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testa u uvjetima in vivo pokazala je statisti¢ki znacajno vec¢i broj mikronukleusa u retikulocitima
miseva tretiranih s 5, 10, i 50 mg/kg nitrofuranotina u odnosu na kontrolnu skupinu.
Nitrofurantoin je u uvjetima in vitro izazvao inhibiciju rasta FANFT-induciranog tumora misjeg
mjehura (MBT2) 1 stani¢ne linije humanog karcinoma prijelaznih stanica (GIBB) u
koncentracijama od 125 uM, 250 uM i 500 uM (30 — 120 pug/mL) §to se slaze i s rezultatima
ovog istrazivanja (Bulbul i sur., 1985).

Nekada se pogresno smatralo da prilikom apoptoze dolazi do formiranja mikronukleusa.
Danas se zna da je za razliku od apoptoze, za nastanak mikronukleusa nuzno da stanica ude u
diobu, a stvaranje mikronukleusa ovisi o mehanickim karakteristikama stanice, tipu stanica te
veli€ini i broju kromosoma. S obzirom da mikronukeusi nastaju kao rezultat kromosomskih
lomova i oSteCenja diobenog vretena, brojenje mikronukleusa ne govori nam dovoljno o
mehanizmima koji su doveli do njihova nastanka (Silva-Grecco i sur., 2012). Isto tako, pomoc¢u
mikronukleus cytome testa mogu se razlikovati stanice u apoptozi i nekrozi i na taj se nacin
moze procijeniti citotoksi¢ni u¢inak. Razlika izmedu rane i kasne apoptoze je u tome da u ranoj
stanice unutar jezgre imaju kondenzirani kromatin dok je u kasnoj apoptozi kromatin
fragmentiran unutar netaknute citoplazme. S druge strane, rana nekroza vidljiva je preko
osteCene stanicne membrane 1 blijedo obojane citoplazme s brojnim vaukolama. U kasnoj
nekrozi dolazi do gubitka citoplazme, izlijevanja sadrzaja jezgre 1 oStecenja jezgrine membrane

Sto je vidljivo preko njezinog nepravilnog oblika (Fenech i sur., 2003).

5.7. Proteomska analiza stanica karcinoma mokra¢nog mjehura T24 nakon tretmana

hidrokinonom i nitrofuranotinom

Proteomska analiza nakon tretmana hidrokinonom tijekom 2 h

Tretman hidrokinonom (20 1 320 pg/mL) tijekom 2 h poveéava ekspresiju proteina u
T24 stanicama koji su ukljuceni u glikoliti¢ki proces, odgovor na podrazaj 1 inicijaciju
translacije. Prema tome, hidrokinon u minimalnoj i maksimalnoj koncentraciji prisutnoj u
mokra¢nom mjehuru nakon konzumacije jednog terapeutskog napitka ekstrakta lisS¢a medvjetke
aktivira signalne proteine koji pospjesuju adaptaciju na stres, proteine povezane s toplinskim
Sokom, odgovorom na oksidacijski stres, proteine ukljuene u  procese
glikolize/glukoneogeneze i inicijaciju translacije. Poja¢ano eksprimirani proteini 14-3-3 epsilon
(YWHAE) i 14-3-3 zeta/delta (YWHAZ) nakon tretmana hidrokinonom tijekom 2 h u T24
stanicama su proteini koji reguliraju viSestruke signalne puteve ukljucuju¢i apoptozu,

napredovanje stani¢nog ciklusa, autofagiju, metabolizam glukoze i pokretljivost stanica. 14-3-
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3 proteini su obitelj strukturno slicnih fosfo-vezujucih proteina koji reguliraju prakticki svaku
glavnu stani¢nu funkciju. Nutritivno siromasna okolina i drugi ¢imbenici poput genotoksi¢nog
stresa mogu dovesti do gubitka homeostatskih 14-3-3 interakcija kao i stvaranja novih
interakcija koje omogucéavaju prilagodbu na stresne uvjete. Takoder, prekomjerna ekspresija
14-3-3 izoformi uzrokuje kemorezistenciju (Pennington i sur., 2018). Tretman hidrokinonom
aktivira proteine toplinskog Soka u T24 stanicama kao $to su HSP90 proteini ili molekularni
Saperoni koji imaju vaznu ulogu u smatanju, stabilnosti i aktivnosti mnogih proteina
(prezivljavanje stanica, kontrola stanicnog ciklusa, hormonska signalizacija 1 apoptoza)
odgovornih za inicijaciju, napredovanje i metastaziranje tumora (Hoter i sur., 2018). Pogresno
smatanje proteina moze biti posljedica promjene u molekuli DNA (mutacije), pogreske nastale
tijekom transkripcije, translacije na ribosomu ili uslijed djelovanja okolisnih ¢imbenika u kojoj
se protein nalazi (Romero-Romero i sur., 2022). Prekomjerno eksprimiran protein
peroksiredoksin-1 (PRDX1) je tiol-specifi¢na peroksidaza koja sudjeluje u stani¢noj zastiti od
oksidacijskog stresa detoksikacijom peroksida. Katalizira redukciju peroksida pomoéu NADPH
i funkcionira kao senzor signalnih dogadaja posredovanih vodikovim peroksidom (Kang i sur.,
1998). Terasaka i sur. (2000) pokazali su da citotoksi¢nost hidrokinona ide u smjeru djelovanja
na mehanizma oksidacije posredovanog radikalima, a pojacana sinteza peroksiredoksina-1
nakon tretmana potvrduje stani¢ni odgovor na stvaranje slobodnih radikala. Nadalje, stanice
mogu promicati regeneraciju NADPH poja¢anom regulacijom enzima s klju¢nim ulogama u
glikolizi/glikoneogenezi §to 1 potvrduju prekomjerno eksprimirani proteini ENO1, ALDOA,
ALDOC, GAPDH i TPI1 nakon tretmana hidrokinonom. Elongacijski faktori EIF4AL i
EIF4G1 su komponente proteinskog kompleksa elF4 koji je klju¢an za vezanje mRNA na
ribosom. U dostupnoj literaturi trenutno nema podataka o povezanosti spomenutih
elongacijskih faktora s odgovorom na tretman hidrokinonom. U prethodnom istraZivanju na
stanicama fibroblasta pluca ljudskog embrija (HLF), pokazano je da hidrokinon (11 pg/mL, 24
h) izaziva promjenu u ekspresiji proteina ukljuéenih u oksidacijski stres, stani¢nu signalizaciju,
RNA izrezivanje (eng. splicing) i rekonstrukciju citoskeleta (Li i sur., 2006). S obzirom na
rezultate spomenutog istrazivanja, ispitana je ekspresija proteina ukljucenih u izgradnju
citoskelata i regulaciju citoskeleta u T24 stanicama karcinoma mokra¢nog mjehura nakon
tretmana hidrokinonom. Rezultati su pokazali da tretman hidrokinonom (20 i 320 pg/mL)
nakon 2 h ne utjece na promjenu u ekspresiji proteina tubulina (TUBA4A i TUBBL1), Saperona
specifi¢cnih za tubulin (TBCA i TBCD) i proteina povezanih s citoskeletom (CKAPS5 i
MAPREL).
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Proteomska analiza nakon tretmana hidrokinonom tijekom 8 h

Prolongacija tretmana T24 stanica karcinoma mokra¢nog mjehura hidrokinonom na 8 h
izazvala je promjene u proteinskom sastavu citoskeleta i kromatina, aktivirala je mehanizam
odgovora na nesmotane proteine te stani¢nu smrt izazvanu stresnim uvjetima. Promjene u
sastavu citoskeleta izazvane djelovanjem hidrokinona dokazuje smanjena ekspresija
tropomiozin alfa-3 lanca (TPM3) ukljucenog u stabilizaciju citoskeleta i poveéana ekspresija
filamin-C (FLNC) i MARCKS-srodnog proteina (MARCKSL1). Filamin-C je protein koji
veze aktin, strukturni protein u eukariotskim stanicama koji sudjeluje u protein-protein
interakcijama te je klju¢ni ¢imbenik u odrzavanju oblika i polariteta stanice kao i reorganizaciju
aktinskog citoskeleta kao odgovora na signalne podrzaj (Agarwal i sur., 2021). MARCKS-
srodni protein takoder sudjeluje u odrZzavanju homeostaze citoskeleta i stanicnu pokretljivost
na na¢in da utjeCe na stvaranje intermedijalne spojnice kod stanica-stanica ili stanica-matriks
povezivanja u epitelnim i endotelnim tkivima (Bjorkblom i sur., 2012). U stanicama nakon
tretmana hidrokinonom detektirani su proteini fascin (FSCN1) i aladin (AAAS) dok u
kontrolnom uzorku nisu detektirani. Fascin je protein koji ima ulogu u stani¢noj pokretljivosti,
odrzavanju ili uspostavljanju polariteta stanice, organizaciji, regulaciji organizacije i formiranju
snopa aktinskih niti te formiranju nabora membrane, mikroSiljaka i stresnih vlakana (Liu i sur.,
2021). Takoder ovaj protein sudjeluje u pozitivnoj regulaciji stani¢ne pokretljivosti
(organizacija lamelipodija, podosoma i filopodija) (Yang i sur., 2013). Protein aladin sudjeluje
u stvaranju snopa mikrotubula. Real-Hohn i sur. (2010) pokazali su da se ATP-zavisna 6-
fosfofruktokinaza (PFKP) takoder veze na aktinske filamente u proteinskoj mrezi koja tvori
citoskelet eritrocita. Poja¢ana ekspresija delta-1-pirolin-5-karboksilat sintaze (ALDH18A1)
upucuje na pojacanu sintezu prolina koji predstavlja mehanizam kojim se stanice u uvjetima
stresa prebacuju na katabolicki nacin odrzavanja stanicne energije. Prolin tijekom stresa ima
ulogu kelatora metala, antioksidacijske obrambene molekule te signalne molekule (Hayat i sur.,
2012). Smanjena koli¢ina sukcinat-CoA ligaza alfa-podjedinice (SUCLG1) moze uzrokovati
smanjenje broja kopija mitohondrijske DNA §to za posljedicu ima epitelno-mezenhimalni
prijelaz koji omoguéava stanicama karcinoma da suzbije svoje epitelne znacajke mijenjajuci se
u mezenhimalne. Ova promjena omogucuje stanicama da steknu mobilnost i sposobnost
migracije s primarnog mjesta (Kubo i sur., 2022). Na promjene u sastavu kromatina i regulaciji
transkripcije upucuje povecéana ekspresija histona H1.4 (HIST1H1E) koji je bitan za formiranje
kromatina te smanjena ekspresija ne-histonskog proteina HMG-17 (HMGN2), heterogenog
jezgrenog ribonukleoproteina U (HNRNPU) i podjedinice 4 THO kompleksa (ALYREF).
Ribonukleoprotein U sudjeluje u organizaciji nuklearnog kromatina, regulaciji duljine
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telomera, transkripciji, alternativnom izrezivanju i stabilnost mMRNA (UniProt, 2023). HMG-17
se veze na unutarnju stranu nukleosomske DNA mijenjajuci tako interakciju izmedu DNA i
histonskog oktamera (UniProt, 2023). THO kompleks djeluje kao Saperon i poti¢e dimerizaciju
transkripcijskih faktora i1 poti¢e aktivaciju transkripcije, a takoder je bitan i u transportu

procesirane mMRNA u citoplazmu (Virbasius i sur., 1999).

Smanjena ekspresija CD44 antigena (CD44), katepsina B (CTSB) i albumina (ALB) te
pojacana ekspresija neurotrofnog faktora podrijetlom iz mezencefalnog astrocita (MANF)
upucuju na mogucu aktivaciju mehanizama programirane smrti stanice koja je rezultat
endogenih stani¢nih procesa. MANF se pojacano izlucuje kao odgovor na endoplazmatski
retikulum stres i hipoksiju te inhibira stani¢nu proliferaciju (Glembotski i sur., 2012). Takoder
povecana ekspresija prokolagen-lizin,2-oksoglutarat 5-dioksigenaze 2 (PLOD2) pokazuje
odgovor T24 stanica karcinoma mokra¢énog mjehura na hipoksiju nakon tretmana
hidrokinonom (Scheurer i sur., 2004). Povecana ekspresija proteina tirozin-protein fosfataza
ne-receptor tip 1 (PTPN1) i UDP-glukoza:glikoprotein glukoziltransferaze 1 (UGGT1)
potvrduje aktivaciju odgovora na nesmotane proteine. Prvi od spomenutih proteina djeluje kao
regulator odgovora endoplazmatskog retikulima na povecanje nesmotanih proteina dok
glukoziltransferaza prepoznaje krivo smotane glikoproteine te osigurava kontrolu kvalitete
smatanja proteina (Arnold i sur., 2000; Sangwan i sur., 2008). Svaki protein ima svoju nativnu
konformaciju koju poprima procesom smatanja koju u vecini slu¢ajeva potpomazu Saperoni, a
ona odreduje njegovu biolosku funkciju. Pogreske u smatanju proteina mogu se dogoditi uslijed
pogreske nastale u procesu translacije ili djelovanjem okoline u kojoj se protein nalazi. Jedna
od pogreski moZze biti nepravilno spajanje aminokiseline 1 nepripadajuce tRNA. Nakupljanjem
krivo sparenih kompleksa dovodi do potrebe za popravak pogreske nakon prijenosa na tRNA
§to obuhvaca hidrolizu esterske veze pomocu aminoacil-tRNA hidrolaze (PTRH2).
Prekomjerna ekspresija proteina hidrolaze u uzorku tretiranom hidrokinom upucuje na
pogreske u procesu translacije i prekomjernu proizvodnju krivo sparenih peptidil-tRNA ¢ije

nakupljanje u stanici dovodi do stani¢ne smrti (Strange i sur., 2021).
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Proteomska analiza nakon tretmana nitrofurnatoinom tijekom 8 h

Profilakticka doza nitrofuranotina (0,167 mg/mL) u T24 stanicama karcinoma
mokra¢nog mjehura nakon 8 h tretmana utjeCe na proces alternativnog izrezivanja (eng.
splicing) mRNA, vezikularni transport, sintezu i odrzavanje homeostaze proteina, rast i diobu
stanica, reakciju na lijekove (rezistencija) te aktivaciju apoptotickih procesa. Prekomjerno
eksprimirani WD40-ponavljanje-sadrzavajuci protein (SMUL1) je regulator DNA replikacije i
spliceosomalni faktor potreban za normalno sklapanje mitotickog vretena 1 napredovanje kroz
mitozu (Bertram i sur., 2017) dok serin/arginin-bogati splicing faktor 1 (SRSF1) ima bitnu
ulogu u prevenciji preskakanja egzona te tako osigurava to¢nost izrezivanja (Kohtz i sur., 1994).
Nadalje, proteini 28S rRNA metiltransferaza (NOP2), 40S ribosomalni protein S15 (RPS15),
aminoacil-tRNA-hidrolaza (PTRH2) i H/ACA ribonukleoprotein kompleks podjedinica DKC1
(DKC1) pokazuje da nitrofurantoin nakon 8 h tretmana utjece na proces sinteze proteina u T24
stanicama s obzirom da su navedeni proteini ukljuceni u sklapanje podjedinica ribosoma kao i
u regulaciju proliferacije stani¢ne populacije te regulaciju prijenosa signala preko p53
medijatora (NOP2 i RPS15) (UniProt, 2023). Protein p53 je transkripcijski faktor koji ima jaku
tumor supresor funkciju. Aktivira druge gene za popravak oSte¢enja DNA koja se mogu
popraviti, a u suprotnome sprjecava stanicu da se podijeli te joj signalizira da krene u apoptozu
(Vousden i Prives, 2009). DKC1 promovira stanica-stanica te stanica-supstrat adheziju
(Angrisani i sur., 2011) dok PTRH2 ujedno i sudjeluje u negativnoj regulaciji programirane
stani¢ne smrti tijekom gubitka veze s izvanstani¢nim matriksom 1 susjednim stanicama
(anoikis) (Griffiths i sur., 2011). Utjecaj nitrofurantoina na razini adhezije potvrduje i povecana
ekspresija MARCKS-srodnog proteina (MARCKSL1) i kaveola-vezujuéi protein 3 (CAVIN3)
koji sudjeluju u organizaciji aktinskih filamenata, regulaciji homeostaze citoskeleta, formiranju
filopodija i lamelipodija kao i indukciji stani¢ne migracije (UniProt, 2023). MARCKS-srodni
protein sudjeluje i u procesu vezanja kalmodulina, modulatorskog proteina koji je ovisan o
kalciju, a do poremecaja njegove razine dolazi pod utjecajem kemijskih 1 bioloskih ¢imbenika.
ATPaza AAA domena-sadrzavajuci protein 3A (ATAD3A) je je takoder ukljucen u negativnu
regulaciju apoptotickih procesa te regulaciju rasta stanica (Fang i sur., 2010). Proteasom
podjedinica beta tip-3 (PSMB3) je nekataliticka podjedinica 20S srzi kompleksa proteasoma
koja sudjeluje u unutarstani¢noj proteolitickoj razgradnji proteina. Njezina povecana ekspresija
nakon tretmana nitrofurantoinom upucuje na povecane potrebe T24 stanica za odrzavanjem
homeostaze proteina preko uklanjanja krivo smotanih ili oStecenih proteina koji bi mogli
narusiti funkciju stanice. Negativnu reakciju T24 stanica na antibiotik dokazuje i povecana

sinteza integrina alfa-6 (ITGA6) koji regulira mrezu kljuénu za stani¢nu proliferaciju rast i
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prezivljenje, a promovira rast i otpor na lijekove (rezistenciju) u mnogim epitelnim stanicama
(Wei i sur., 2019). Odgovor stanice na toksic¢ne tvari dokazuje i poveéana sinteza Secl proteina
1 (SCFD1) i VAT-1 proteina membrane sinaptickih vezikula (VAT1) koji su ukljuen u
vezikularni transport izmedu endoplazmatskog retikuluma i Golgi aparata. Takoder, protein
SCFD1 je dio odgovora na hipoksiju i ima ulogu u fuziji autofagosoma i lizosoma (Huang i
sur., 2023).

Proteomska analiza nakon tretmana smjesom hidrokinona i nitrofurantoina tijekom 8 h

Nakon tretmana T24 stanica karcinoma mokra¢nog mjehura smjesom antibiotika
nitrofuranotina (profilakticka doza, 0,167 mg/mL) i hidrokinona (20 pg/mL) tijekom 8 h
pokazano je njihovo sinergisti¢ko djelovanje ekspresijom 29 razlikovnih proteina koji se nisu
eksprimirali u stanicama tretiranim pojedina¢nim spojevima. To sinergisticko djelovanje
usmjereno je na organizaciju citoskeleta preko regulacije polimerizacije aktinskih filamenata,
biosintezu nezasi¢enih masnih kiselina, procesiranje mRNA i proteina te odrZzavanje naruSene
stanicne homeostaze. Povecana ekspresija proteina ovisnih o redoksu iz porodice tioredoksina
(protein disulfid-izomeraza A4 (PDI1A4), protein disulfid-izomeraza A3 (PDIA3) i tioredoksin
domena-sadrzavaju¢i protein 5 (TXNDC5)) te molekularnih Saperona (endoplazmin
(HSP90B1) i kalretikulin (CALR)) upucuje na povecane potrebe odrzavanja stani¢ne
homeostaze nakon tretmana hidrokinonom i antibiotikom nitrofuranotinom. Disulfid izomeraze
A3 A4 kataliziraju redukciju, oksidaciju i izomerizaciju tiol-disulfida te su vazni kod pravilnog
formiranja disulfidnih mostova kod smatanja proteina kao 1 rearanziranje nepravilno formiranih
veza (Gaucci i sur., 2016). TXNDCS5 je izomeraza u lumenu endoplazmatskog retikuluma koja
je takoder ukljuena u proces smatanja proteina stvaranjem disulfidnih veza (UniProt, 2023).
Proteini ovisni o redoksu imaju znacajnu ulogu u odrZavanju stani¢ne homeostaze i regulaciji
stani¢nih procesa poput stani¢ne proliferacije/diferencijacije i apoptoze. U antioksidacijskom
sustavu stani¢ne zastite vaznu ulogu ima sustav ovisan o tioredoksinu koji je ukljucen u procese
stani¢éne redoks-ovisne regulacije kroz kontrolu tiol-disulfidne izmjene. Kombinacija
antioksidacijskih svojstava i sposobnosti aktivacije transkripcije gena, ukljucujuci neke
antioksidacijske enzime, kao i inhibicije redoks-ovisnih putova aktivacije apoptoze, ukazuje na
vazan doprinos ovog sustava antioksidacijskom obrambenom sustavu, koji povec¢ava otpornost
stanica na oksidacijski stres (Hasan i sur., 2022). Saperoni endoplazmin i kalretikulin se jo§
nazivaju i stresni proteini te predstavljaju konzerviranu skupinu proteina koji imaju vaznu
zaStitnu ulogu od razlicitih stresora s ciljem odrzavanja stani¢ne homeostaze (Hu i sur., 2022).

Sadrzaj Saperona u stanici je u normalnim uvjetima konstitutivan dok njihova razina raste nakon
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izlaganja stanica razliCitim oblicima stresa, a sudjeluju u mnogim esencijalnim stani¢nim
funkcijama. Endoplazmin djeluje u procesiranju i transportu sekrecijskih proteina te je povezan
s degradacijom proteina u endoplazmatskom retikulumu dok kalretikulin poti¢e smatanje
proteina, sastavljanje oligomera te kontrolira kvalitetu smotanih proteina u endoplazmatskom
retikulumu putem ciklusa kalretikulin/kalneksin (UniProt, 2023). Kalneksin je Saperon vezan
uz membranu endoplazmatskog retikuluma dok je kalretikulin otopljen u lumenu. Ovi Saperoni
prepoznaju svoj set glikoproteina bez funkcionalne konformacije te ih zadrzavaju u
endoplazmatskom retikulumu na nacéin da se vezu za terminalnu glukozu kako bi osigurali
njihovo pravilno smatanje. Ukoliko dode do nepravilnog smatanja i protein ne prode kontrolu,
dolazi do njihove translokacije u citosol gdje se degradiraju (Kozlov i Gehring, 2020). Promjene
u homeostazi stanice potvrduje i prekomjerna ekspresija mitohondrijskog receptora TOM70
(TOMMT70) koji ima ulogu kontrole kvalitete mitohondrija na nac¢in da posreduje u transportu
novosintetiziranih proteina u mitohondrije na¢inom ovisnim o $aperonima. Prema radu Kim i
sur. (2022) TOM70 ima zastitnu ulogu zahvaljujué¢i svojim anti-oksidacijskim i anti-

apoptoti¢kim svojstvima.

Povecéana ekspresija peroksisomalne 3-ketoacil-CoA tiolaze (ACAAL) i 3-oksoacil-
CoA reduktaze (HSD17B12) upucuju da je nakon tretmana doSlo do promjena u biosintezi
nezasi¢enih masnih kiselina. Tiolaza ima vaznu ulogu u peroksisomalnoj beta-oksidaciji
masnih kiselina dok reduktaza katalizira prvu od Cetiri reakcija elongacije dugolan¢anih masnih
kiselina te je uklju¢ena u bioloske procese sinteze membranskih lipida (UniProt, 2023). Wang
i sur. (2021b) pokazali su da poveéana ekspresija ACAA2 i HSD17B12 u preadipocitima ovaca
inhibira adipogenezu te smanjuje nakupljanje lipida te sadrzaj triglicerida. Takoder, pokazano
je da povecana ekspresija spomenutih proteina moze inhibirati proizvodnju triglicerida i

proliferaciju stanica te inducirati apoptozu (Yang i sur., 2018).

LIM domena i aktin-vezuju¢i protein 1 (LIMAL), podjedinica beta proteina za
pokrivanje F-aktina (CAPZB) i koaktozin (COTL1) su vazni regulatori organizacije stani¢nog
citoskeleta. Njihova povecana ekspresija nakon tretmana dokazuje utjecaj smjese hidrokinona
i nitrofuranotina na regulaciju i dinamiku aktinskog citoskeleta. LIMA1 sprje¢ava boranje
membrane te povecava broj i veli¢inu aktinskih stresnih vlakana, inhibira depolimerizaciju
aktinskog filamenta te smanjuje stvaranje razgranatih filamenata (Maul i sur., 2003). Protein
CAPZB se veze na brzorastuce krajeve aktinskih filamenata te na taj nacin blokira razmjenu
podjedinica na krajevima. Nadalje, ima ulogu u organizaciji citoskeleta kao i stani¢noj

morfologiji (Bai i sur., 2011). COTLI takoder sudjeluje u regulaciji polimerizacije aktinskih
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filamenata. Povec¢ana ekspresija LIMA1 ukazuje na loSe prezivljavanje karcinoma glave i vrata
(potjecu iz epitela sluznice usne Supljine, zdrijela i grkljana) s obzirom da u normalnim uvjetima
LIMAI1 potice epitel-mezenhimsku tranziciju $to dalje dovodi do invazije tumora i metastaza
(Ma i sur., 2022). Shao i sur. (2020) pokazali su da COTL1 poti¢e stani¢nu proliferaciju u
uvjetima in vitro i pridonosi rastu tumora glioblastoma stanica kod miseva. Prema tome, moze
se zakljuciti da zbog naruSene organizacije i dinamike stani¢nog citoskeleta sinergistickim
djelovanjem hidrokinona i nitrofuranotina, dolazi do smanjenog prezivljenja T24 stanica
karcinoma mokraénog mjehura zbog Cega se pojacano eksprimiraju prognosti¢ki markeri
malignosti LIMA1, CAPZB i COTLI1 koji potic¢u stanicnu proliferaciju kako bi poboljsali

naru$eno prezivljenje stanica.

Povecana ekspresija splicing faktora U2AF (65 kDa podjedinica) (U2AF2),
heterogenog nuklearnog ribonukleoproteina R (HNRNPR) i T-kompleks protein 1 podjedinice
epsilon (CCT5) ukazuje na sinergisticki uc¢inak hidrokinona i nitrofuranotina na procesiranje
mRNA te transport mRNA iz jezgre. U2AF2 i HNRNPR proteini ima vaznu ulogu u izrezivanju
prekursnora mRNA u jezgri dok je U2AF2 nuzno potreban za eksport mRNA iz jezgre
(Millevoi i sur., 2006). S druge strane, CCT5 protein je ukljuen u pozitivnhu regulaciju
lokalizacije proteina u Cajalovim tjeleScima, odnosno regijama unutar jezgre bogatim

proteinima i RNA ukljucenih u procesiranje mRNA (Seo i sur., 2010).

Ukoliko se usporedi uzorak tretiran samo hidrokinonom i uzorak tretiran smjesom
hidrokinona i nitrofurantoina moze se primjetiti da je u uzorku tretiranom smjesom spojeva
povecéana ekspresija histona 1.4 (HIST1HLE; 3,4 : 2,35) i antigena CD44 (CD44; 2,07 : 0,5).
tvore¢i makromolekularnu strukturu poznatu kao kromatinsko vlakno. Ovi proteini su vazni za
medustani¢ne interakcije, adheziju te stani¢énu migraciju (UniProt, 2023). Takoder, uocen je i
porast ekspresije lizofosfatidil-inozitol acetiltranferaze (LCLT1; 4,23 : 1,93) i MARCKSL1
proteina (8,07 : 4,57). LCLT1 sudjeluje u sintezi i metabolizmu lipida na nacin da sluze kao
donori acilne skupine dok MARCKSL1 protein sudjeluje u organizaciji aktinskih filamenata,
pozitivnoj regulaciji proliferacije stani¢ne proliferacije kao i u regulaciji homeostaze citoskeleta
preko formiranja filopodija i lamlipodija (Tuladhar i Lum, 2015). Takoder, veze kalmodulin,
modulatorski proteini ovisan o kalciju do ¢ijeg koncentracijskog poremecaja dolazi pod
utjecajem kemijskih ili bioloskih ¢imbenika. Njegova najveca ekspresija pokazana je u
stanicama tretiranim samo nitrofuranotinom. Tretman iskljucivo nitrofurantoinom je potaknuo
povecéanu ekspresiju proteasom 20S podjedinice beta 3 (PSMB3; 4,75 : 0,35) i aminoacil-tRNA
hidrolaze (PTRHZ2; 16,00 : 4,90) u odnosu na smjesu. Proteini podokaliksin (PODXL), Ras-
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srodan protein Ral-A (RALA), podjedinica beta proteina za pokrivanje F-aktina (CAPZB),
¢lan 1 obitelji CCN (CCNZ1), purin nukleozid fosforilaza (PNP) i peroksisomalna 3-ketoacil-
CoA tiolaza (ACAAL) su eksprimirani samo u uzorku T24 stanica karcinoma mokra¢nog
mjehura tretiranim smjesom hidrokinona i nitrofurantoina u usporedbi sa zasebnim spojevima.
Ovi proteini ukljuceni su u organizaciju citoskeleta, stanicnu adheziju, stani¢nu migraciju,

metaboli¢ke procese masnih kiselina te stani¢ni odgovor na kemikaliju/ksenobiotik (UniProt,
2023).
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6. ZAKLJUCCI

1. S obzirom na varijacije rezultata sadrzaja vodenog ekstrakta lis¢a medvjetke, potrebna je
veca kontrola sastava proizvoda na bazi medvjetke kako bi se osigurala kvaliteta i pouzdanost

terapijskog tretmana protiv urinarnih infekcija.

2. Arbutin je stabilan tijekom svih faza probave u uvjetima in vitro, dok se povecéana
koncentracija hidrokinona u Zelucu moZe objasniti ¢injenicom da ekstrakt medvjetke sadrzi oko
80 % derivata hidrokiona koji mogu biti hidrolizirani u kiselim uvjetima. U ovom radu nije
uocena povezanost izmedu flavonoida i antioksidacijskog kapaciteta. To moze biti objasnjeno
niskim udjelom ukupnih flavonoida u ukupnim fenolnim spojevima §to je nedovoljno za

znacajan ucinak na antioksidacijske parametre.

3. Rezultati ispitanog bioloskog uéinka ekstrakta medvjetke i arbutina na stanice probavnog
sustava i jetre u uvjetima in vitro ovise o tipu stanica i vremenu tretmana te uvjetima analize,
bez oporavka ili s 24-satnim oporavkom stanica nakon provedenog tretmana pri ¢emu su

pokazani ucinci trenutni te se daljnjom proliferacijom stanica gube.

4. Vodeni ekstrakt lis¢a medvjetke i arbutin imaju antibakterijsko djelovanje na Gram-pozitivne
bakterije. Antimikrobno djelovanje hidrokinona na uropatogenu bakteriju E. coli je ovisno o
koncentraciji i povecava se duljinom trajanja tretmana. Vodeni ekstrakt lis¢ca medvjetke i

arbutin znacajno utjecu na adheziju samo bakterija iz roda Lactiplantibacillus.

5. Arbutin (2,4 — 4 mg/mL) i hidrokinon u cijelom ispitivanom koncentracijskom rasponu
pokazuju zastitne ucinke na oksidacijska oste¢enja molekule DNA uzrokovana hidroksilnim

radikalima.

6. Maksimalna terapeutska doza antibiotika nitrofurantoina pokazuje citotoksi¢no djelovanje
na HepG2 i T24 stani¢ne linije §to je vjerojatno posljedica njegovog prooksidacijskog

djelovanja.

7. Hidrokinon u smjesi s nitrofurantoinom ima sinergisticko djelovanje na T24 stanice u vidu
citotoksi¢nog, prooksidacijskog i genotoksi¢nog djelovanja te promjenom ekspresije proteina
usmjereno na organizaciju citoskeleta preko regulacije polimerizacije aktinskih filamenata,
biosintezu nezasi¢enih masnih kiselina, procesiranje mRNA 1 proteina te odrzavanje narusene
staniéne homeostaze. Hidrokinon pojacava citostatsko djelovanje nitrofurantoina kada se

primjenjuju zajedno u smjesi.
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Prilog 1 - MRM (eng. Multiple Reaction Monitoring) tranzicijska lista koristena za identifikaciju i relativnu kvantifikaciju ciljanih proteina
izoliranih iz T24 stanica karcinoma mokra¢nog mjehura nakon tretmana koncentracijama hidrokinona 20 i 320 ug/mL tijekom 2 h.

_ _ _ Prekursor .Produkt Fragmentor Kolizij_s_ka
Accession No.* Ime proteina Peptid ion ion (m/z, V) energija | Polarnost
(m/z, Da) Da) (V)
938,48 130 22,8 Pozitivna
809,44 130 22,8 Pozitivha
GNPTVEVDLFTSK 703,86 710,37 130 22,8 Pozitivna
335,19 130 22,8 Pozitivha
847,42 130 15,9 Pozitivna
733,37 130 15,9 Pozitivha
LNVTEQEK 480,75 634,30 130 15,9 Pozitivna
533,26 130 15,9 Pozitivha
722,41 130 12,3 Pozitivna
P06733 Alfa-enolaza 609,32 130 12,3 Pozitivha
YISPDQLADLYK 475,91 538,29 130 12,3 Pozitivna
310,18 130 12,3 Pozitivna
643,39 130 13,5 Pozitivna
YNQLLR 403,73 529,35 130 13,5 Pozitivna
401,29 130 13,5 Pozitivha
791,38 130 15,0 Pozitivna
662,34 130 15,0 Pozitivna
IEEELGSK 452,73 533,29 130 15,0 Pozitivna
404,25 130 15,0 Pozitivha
803,43 130 17,2 Pozitivna
. 690,34 130 17,2 Pozitivna
P04075 Frukt%zal-blstgsftat QLLLTADDR 522,79 577.26 130 17.2 Pozitivna
aldolaza 476,21 130 172 | Pozitivna
GGVVGIK 315,20 515,36 130 10,8 Pozitivnha

182



416,29 130 10,8 Pozitivha

317,22 130 10,8 Pozitivha

617,36 130 13,4 Pozitivna

ALQASALK 401,25 489,30 130 13,4 Pozitivna

418,27 130 13,4 Pozitivna

. 787,47 130 15,2 Pozitivha

P09972 Fr”ktlodzal‘b's‘cgs‘ctat ELSDIALR 458,76 674,38 130 152 | Pozitivna

aldofaza 350,24 130 152 | Pozitivna

793,42 130 14,6 Pozitivna

692,37 130 14,6 Pozitivha

LVINGNPITIFQER 538,64 579,29 130 14,6 Pozitivnha

432,22 130 14,6 Pozitivha

Gliceraldehid-3 928,55 130 22,9 Pozitivna

PO4406 fosfat GALONIIPASTGAAK 706,40 %ggg 128 ;23 Eg;:mzz
dehidrogenaza ’ ’ —

534,29 130 22,9 Pozitivna

657,36 130 14,5 Pozitivna

560,30 130 14,5 Pozitivna

VIPELNGK 435,26 431,26 130 14,5 Pozitivna

318,18 130 14,5 Pozitivna

900,55 130 22,9 Pozitivha

787,47 130 22,9 Pozitivna

QSLGELIGTLNAAK 707,90 674,38 130 22,9 Pozitivha

617,36 130 22,9 Pozitivna

P60174 T_riozafosfat 751,40 130 14,2 Poz!t?vna

Izomeraza 652,33 130 14,2 Pozitivna

VVFEQTK 425,74 505,26 130 14,2 Pozitivna

376,22 130 14,2 Pozitivna

376,20 130 14,2 Pozitivna

SNVSDAVAQSTR 617,80 934,46 130 20,2 Pozitivna
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847,43 130 20,2 Pozitivna

732,40 130 20,2 Pozitivha

661,36 130 20,2 Pozitivha

562,29 130 20,2 Pozitivha

491,26 130 20,2 Pozitivha

363,20 130 20,2 Pozitivha

876,56 130 18,4 Pozitivna

763,47 130 18,4 Pozitivha

DQLIYNLLK 560,32 650,39 130 18,4 Pozitivnha

L-laktat 487,32 130 18,4 Pozitivha

P00338 dehidrogenaza A 934,45 130 18,6 Pozitivha
lanac 821,36 130 18,6 Pozitivna

VTLTSEEEAR 567,79 720,32 130 18,6 Pozitivna

633,28 130 18,6 Pozitivha

504,24 130 18,6 Pozitivna

560,30 130 15,5 Pozitivha

ELEVAEGGK 466,24 461,24 130 15,5 Pozitivna

390,20 130 15,5 Pozitivna

815,44 130 17,4 Pozitivna

Hsp90 ko-saperon 744,40 130 17,4 Pozitivna

Q16543 Cdca? LQAEAQQLR 528,79 615,36 130 174 | Pozitivna
544,32 130 17,4 Pozitivna

734,33 130 18,0 Pozitivna

TEEDSEEVR 547,24 532,27 130 18,0 Pozitivna

403,23 130 18,0 Pozitivna

712,35 130 15,6 Pozitivna

625,32 130 15,6 Pozitivna

Q06830 Peroksiredoksin-1 DISLSDYK 470,73 512,24 130 15,6 Pozitivna
310,18 130 15,6 Pozitivna

TIAQDYGVLK 554,31 893,47 130 18,2 Pozitivnha
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822,44 130 18,2 Pozitivna

694,38 130 18,2 Pozitivha

579,35 130 18,2 Pozitivna

823,39 130 14,9 Pozitivha

708,37 130 14,9 Pozitivna

ADEGISFR aar.rz 579,32 130 14,9 Pozitivna

409,22 130 14,9 Pozitivna

801,38 130 15,7 Pozitivha

638,31 130 15,7 Pozitivna

FYEQFSK 474,13 509,27 130 15,7 Pozitivha

. . 381,21 130 15,7 Pozitivna

P07900 ot P00 992,52 130 20,2 | Pozitivna

893,45 130 20,2 Pozitivna

DQVANSAFVER 618,30 822,41 130 20,2 Pozitivna

708,37 130 20,2 Pozitivna

621,34 130 20,2 Pozitivha

559,38 130 11,2 Pozitivna

VVVITK 329,73 460,31 130 11,2 Pozitivna

. ) 361,24 130 11,2 Pozitivna

P08238 Protein toplinskog 744,36 130 148 | Pozitivna
Soka HSP 90-beta —

FYEAFSK 446.22 581,29 130 14,8 Poz!t!vna

' 452,25 130 14,8 Pozitivna

381,21 130 14,8 Pozitivna

644,43 130 13,9 Pozitivna

NALLSLAK 415,26 531,35 130 13,9 Pozitivna

. 418,27 130 13,9 Pozitivna

P04083 Aneksin Al 730,43 130 139 | Pozitivna

VLDLELK 415,26 617,35 130 13,9 Pozitivna

502,32 130 13,9 Pozitivna

P63104 VVSSIEQK 445,25 790,43 130 14,8 Pozitivna
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691,36 130 14,8 Pozitivna

604,33 130 14,8 Pozitivna

517,30 130 14,8 Pozitivna

951,48 130 19,7 Pozitivna

] 823,42 130 19,7 Pozitivna

14;§£2/32ﬁ23|n GIVDQSQQAYQEAFEISK 681,00 694 38 130 19.7 Pozitivna

623,34 130 19,7 Pozitivna

956,46 130 20,8 Pozitivna

855,41 130 20,8 Pozitivna

TAFDEAIAELDTLSEESYK 711,34 742,33 130 20.8 Pozitivia

655,29 130 20,8 Pozitivna

804,45 130 15,2 Pozitivna

691,36 130 15,2 Pozitivna

lISSIEQK 459,27 517,30 130 15,2 Pozitivna

P§2258 14-3-3 protein 404,21 130 15,2 Pozitivna
epsilon 956,46 130 20,3 Pozitivna

855,41 130 20,3 Pozitivna

AAFDDAIAELDTLSEESYK 696,66 742.33 130 203 Pozitivia

655,29 130 20,3 Pozitivna

688,39 130 15,2 Pozitivna

575,30 130 15,2 Pozitivna

NIILEEGK 458,26 462,22 130 15,2 Pozitivna

. 333,18 130 15,2 Pozitivna

P23528 Kofilin-1 940,48 130 212 | Pozitivna
825,45 130 21,2 Pozitivna

EILVGDVGQTVDDPYATFVK 722,70 494.30 130 212 Pozitivia

393,25 130 21,2 Pozitivna

792,44 130 20,5 Pozitivna

Q99623 Prohibitin-2 LLLGAGAVAYGVR 630,38 494 27 130 20,5 Pozitivna
331,21 130 20,5 Pozitivna
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882,40 130 21,9 Pozitivna

754,34 130 219 Pozitivna

IYLTADNLVLNLQDESFTR 742,39 639 31 130 219 Pozitivna

510,27 130 21,9 Pozitivna

968,59 130 18,7 Pozitivna

840,53 130 18,7 Pozitivna

Eukariotski ATQALVLAPTR 570,84 769,49 130 18,7 Pozitivna

o 656,41 130 18,7 Pozitivna

P60842 '”'C”a‘i{‘AS‘fl' faktor 926,50 130 19,1 | Pozitivna
813,41 130 19,1 Pozitivna

DQIYDIFQK 585,30 535,32 130 19,1 Pozitivna

422,24 130 19,1 Pozitivna

Faktor inicijacije 764,42 130 17,0 Pozitivna

Q04637 eukariotske GVIDLIFEK 517,30 ggggi 128 i;g EOZ!?VEE"
translacije 4 gama 1 ’ : ozrtivha

423,22 130 17,0 Pozitivna
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sveuciliSni (doktorski) studij Biotehnologija i1 bioprocesno inzenjerstvo, prehrambena
tehnologija i nutricionizam na Prehrambeno-biotehnoloskom fakultetu SveugiliSta u Zagrebu
upisala je 2017. godine. Godine 2022. prijavila je i uspje$no obranila temu doktorskoga rada uz

mentorstvo prof. dr. sc. Ksenije Durgo i prof. dr. sc. Gordane Rusak.

Tijekom studija na Prehrambeno-biotehnoloskom fakultetu bila je medu 10 % najboljih
studenata. Dodijeljene su joj tri nagrade dekana za najbolji prosjek i nagrada za izvrsnost u
znanstveno-istrazivackom radu. Ve¢ u studentskim danima sudjelovala je u znanstveno-
istrazivackom radu koji je bio prijavljen za dodjelu Rektorove nagrade, a rezultirao je objavom
znanstvene publikacije s prvim autorstvom. Prvi je autor na 4 te koautor na 8 znanstveno-
istrazivackih radova i jednom poglavlju u knjizi. Godine 2019. sudjelovala je kao struéni
suradnik u organizaciji Kongresa studenata biotehnologije u Zagrebu 1 bila je ¢lan
Organizacijskog odbora na 6. Hrvatskom toksikoloSskom kongresu s medunarodnim
sudjelovanjem (CROTOX2021) odrzanom 2021. godine. Bila je aktivni sudionik na 10
znanstvenih i struénih skupova s medunarodnim sudjelovanjem. Dobitnica je stipendije
Sveucilista u Zagrebu za akademsku mobilnost doktorskih studenata SveuciliSta u Zagrebu u
2022. godini, nagrade Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta za objavljeni znanstveni rad u
najbolje rangiranom casopisu u 2020. godini u podrucju Biotehnologije, stipendije Hrvatskog
toksikoloskog drustva za poticanje rada mladih znanstvenika i Instem nagrade za podrsku
mladim istrazivac¢ima 2019. godine te IUTOX nagrade izvrsnim doktorskim studentima 2018.
godine. Sudjelovala je na viSe stru¢nih teCajeva i radionica s ciljem usavrSavanja i stjecanja
kompetitivnosti na znanstveno-nastavnom podrucju. Bila je pomo¢ pri izradi 11 diplomskih i
jednog zavr$nog rada. Vodila je radionice na dogadanjima popularizacije znanosti kao Sto su
Festival znanosti i Dani otvorenih vrata Fakulteta.

Bila je ¢lan vije¢a udruge European Young Engineers Hrvatska. Aktivni je ¢lan
Hrvatskog drustva za biotehnologiju, Hrvatskog toksikoloSkog drustva, DrusStva sveuciliSnih
nastavnika 1 drugih znanstvenika u Zagrebu, Hrvatskog mikrobioloskog drustva i udruge
Penkala. Takoder, predstavnica je grupacije asistenata u Povjerenstvu za studentske radove

Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu.
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properties, Elsevier Woodhead Publishing, Cambridge.
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Collection/Current Contents
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