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1. UVOD

U novije vrijeme uporaba antibiotika u Sirokom spektru ljudskih djelatnosti je u
eksponencijalnom porastu, Sto posljedicno dovodi do duljih vremenskih intervala izlozenosti
patogenih bakterija antibioticima i porasta udjela patogenih bakterija sa ste¢enom antibiotskom
rezistencijom. Dakle, zapaza se sve veci broj bakterija otpornih na djelovanje antibiotika Sto
predstavlja izrazit izazov u pronalazenju alternativnih pristupa u sprjecavanju i lijeCenju sve
rasprostranjenijih infekcija uzrokovanih patogenim bakterijama. TraZenje rjeSenja za
sprjeCavanje porasta antibiotiCke rezistencije svoj cilj Cesto pronalazi u paralelnoj terapiji
antibiotika 1 biljnih ekstrakata, zbog dokazanog antibakterijskog i antisepticnog ucinka
mnogobrojnih spojeva biljnog podrijetla (Stefanovi¢, 2018). Naime, antibakterijski u¢inak
biljnih tvari potencijalno moZze smanjiti potrebnu koli¢inu antibiotika koriStenog tijekom
terapije, zbog svog direktnog ili indirektnog utjecaja na ciljane bakterijske uzro¢nike infekcija.
Zanimljiva je i pojava da biljni spojevi tijekom paralelne terapije mogu umanjiti oksidativnu
Stetu, odnosno udio reaktivnih kisikovih vrsta, nastalih u stanicama domacina djelovanjem
antibiotika. Urinarne infekcije predstavljaju podrucje od velike vaznosti te zahtijevaju daljnja
istrazivanja s ciljem pronalaska optimalnih terapija za njihovo suzbijanje (Stamm i Norrby,
2001). U ovom radu ispitivan je uéinak spoja biljnog podrijetla hidrokinona, antibiotika
nitrofurantoina te njihov zajednicki ucinak tijekom istovremene primjene na stanicama
mokraénog mjehura T24 stani¢ne linije. Takoder, promatran je i ucinak nitrofurantoina na
stanice jetre Hep—G2, tijekom razli¢itih vremenskih perioda, sa i bez 24 satnog oporavka, za
pracenje naknadnih stani¢nih promjena. Ispitana je i povezanost tretmana T24 stanica
nitrofurantoinom 1 hidrokinonom s promjenama na razini ekspresije proteina unutar stanica.
Cilj ovog istrazivanja bio je ispitati oksidacijski i citotoksi¢ni ucinak nitrofurantoina,
hidrokinona i njihove zajednic¢ke primjene; te pronalazak promjena proteomskog profila s

ciljem stjecanja novih saznanja i objasnjenja dobivenih rezultata na stani¢noj razini.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. URINARNE INFEKCIJE

Urinarne infekcije su rezultat djelovanja patogenih bakterija u urinarnom traktu i najucestaliji
su upalni procesi, a pogadaju oko 150 milijuna ljudi godisnje diljem svijeta (Stamm i Norrby,
2001). Najucestaliji uzro¢nih urinarnih infekcija je bakterija Escherichia coli $to ju cini
fokalnom tockom u istrazivanjima antibakterijskih tvari koje bi mogle suzbiti njeno
razmnoZzavanje U urinarnom traktu. Patogena bakterija E. coli posjeduje adhezine, molekule
koje su kompatibilne s receptorima stanica koje izgraduju epitel mokra¢nog mjehura. Ulazak
patogena unutar epitela mokra¢nog mjehura pruza mogucénost bakterijama da formiraju
strukturu biofilma koji im omogucava rast u Sirokom spektru nepovoljnih uvjeta. Posljedi¢no
tome, rastom broja bakterija, dolazi do porasta koncentracije bakterijskih toksina te do
destruktivnog u¢inka na stanice domacina $to moze dovesti ¢ak i do ulaska bakterija u krvotok.
Urinarne infekcije se klini¢ki dijele na: kompleksne i nekompleksne. Kompleksne urinarne
infekcije su povezane sa zadrzavanjem ili opstrukcijom urina, zatajenjem ili transplantacijom
bubrega, imunodeficijencijom ili trudno¢om. Nekompleksne urinarne infekcije su
okarakterizirane nepostojanjem tkivnih ili strukturnih oSte¢enja u urinarnom traktu inace
zdravog pacijenta, a mogu se podijeliti na cistitis i pijelonefritis (Gray i Robinson,
2010).Cistitis je infekcija mokraénog mjehura koju karakterizira ué¢estalo mokrenje, pojava krvi
u urinu te bol tijekom mokrenja, dok je pijelonefritis za razliku od cistitisa, bubrezna infekcija
koju uz sve dosad spomenute simptome karakterizira i temperatura, mucnina, povracanje i
bolovi (Flores-Mireles i sur., 2015).

Problem kod urinarnih infekcija je njihovo ucestalo ponavljanje kod velikog broja pacijenata,
pri ¢emu se kao rjeSenje pripisuju dugotrajne terapije antibiotika. S druge strane, dugotrajno
uzimanje antibiotika moze dovesti do ozbiljnijih problema, pri ¢emu se antibioticima

dugorocno izlozeni patogeni prilagodavaju i razvijaju rezistentnost (Neu, 1992).



2.2. LIJECENJE URINARNIH INFEKCIJA

2.2.1. Antibiotici

S ciljem suzbijanja akutnih urinarnih infekcija, pacijentima se ve¢ nekoliko desetljeca pripisuje
antibiotic¢ka terapija, no zbog sve ucestalije pojave antibioticke rezistencije izraZzene u bakterije
E. coli, istrazivanja alternativnih kemijskih spojeva sa moguéno$¢u suzbijanja rasta i razvoja
uzro¢nika urinarnih infekcija su i danas aktualna (Gupta i sur., 2001). Za spojeve za koje se
utvrdi da imaju potencijalni antibioticki i bakteriostaticki ucinak, mora se utvrditi
farmakokineticki ucinak, spektar inhibicije razli¢itih uzro¢nika, minimalne inhibitorne
koncentracije, potrebne duljine terapije te potencijalne nuspojave nastale primjenom takvih
spojeva. Beta laktamski antibiotici koriste se u slu¢aju infekcija uzrokovanih Gram pozitivnim
bakterijama, no u provedenim istrazivanjima pokazana je antibiotiCka rezistencija na
amoksicilin kod 33 % bakterijskih uzro¢nika cistitisa i pijelonefritisa. U suzbijanju urinarnih
infekcija, koriste se i cefalosporini. Na predstavnike cefalosporina, poput cefaleksina i
cefiksima, uocen je postepen razvoj antibioticke rezistencije, no i dalje se koriste zbog
mogucnosti njihove primjene u trudno¢i. Nitrofurantoin se koristi za tretiranje urinarnih
infekcija jo$ od pedesetih godina dvadesetog stoljeca, a karakterizira ga niska stopa rezistencije
uropatogena te bakteriostaticke efikasnosti. Tijekom koriStenja nitrofurantoina, nuZan je oprez
zbog pokazane toksi¢nosti na jetru i pluca, kod viSih doza i produljenog perioda uzimanja

(Hooton i sur., 1997).

2.2.2. Spojevi biljnog porijekla

Biljke proizvode ¢itav niz tvari, koje nastaju kao produkti sekundarnog metabolizma, u svrhu
prilagodbe 1 prevladavanja nepovoljnih abiotickih i bioti¢kih okoli$nih ¢imbenika. Sekundarni
metaboliti pritom mogu djelovati kao odgovor na patogene mikroorganizme, inhibirajuéi njihov
rast i razvoj, a dijele se na: fenolne spojeve, terpene i alkaloide. Medu spojevima koristenima
za lijecenje infekcija lokaliziranih u mokraénom sustavu, ¢esto se primjenjuju i razli€iti biljni
ekstrakti. Antimikrobna i antisepti¢na svojstva odredenih biljaka ispoljavaju se na nacin da ili
spreCavaju vezanje patogena za epitel mokraénog mjehura ili utjeCu na smanjenje broja
patogena urinarnog trakta. Na primjer, biljna vrsta Vaccinium macrocarpon (brusnica) inhibira

adheziju bakterija na mukoznu barijeru ¢ime smanjuje broj vezanih bakterija i utjece na njihovu



diobu (Lynch, 2004). Takoder, biljke poput Arctostaphylos uva ursi i Chimaphila umbellata
sadrze spoj arbutin, ¢ijim metabolizmom nastaje hidrokinon, koji djeluje antibakterijski i
antisepti¢no.

Biljka A. uva-ursi, poznata je jo§ i pod nazivom medvjetka je samonikli grm iz roda
Arctostaphylos. Ova ljekovita biljka raste u Aziji, Europi i Sjevernoj Americi (Naczk i sur.,
2011). Tijekom posljednjih godina mnoga su istrazivanja pokazala da ekstrakt biljke
Arctostaphylos uva-ursi posjeduje izvanredna antioksidativna, antimikrobna i protuupalna
svojstva, a poseban zna¢aj biljke medvijetke je u lijeCenju urinarnih infekcija. Cesto se
antioksidativni u¢inak listova medvjetke pripisuje arbutinu, (hidrokinon f3-D-glukopiranozidu)
koji je prirodno prisutan u medvjetci, dudu, brusnici, kruskama i pSenici (Carmen i sur., 2009).
Song i sur. (2021) istrazivali su sastavne dijelove liS¢a medvjetke te su identificirali 88 fenolnih
komponenata, medu kojima je bilo 14 derivata arbutina, 26 flavonola, 6 flavanola, 33 razli¢ita
tanina i 9 preostalih spojeva. Kao najzastupljenije komponente lis¢a medvjetke utvrdeni su
galotanini i glikozidi kvercetina. Arbutin kao najzastupljeniji spoj u lis¢u medvjetke se pokazao
kao najvazniji nositelj antioksidativnog i antibakterijskog u¢inka medu spojevima izoliranim i
analiziranim iz liS¢a medvjetke, te je takoder dokazano da dovodi do inhibicije biosinteze
pigmenta melanina. Mehanizam djelovanja arbutina u ovom sluc¢aju vezan je za inhibiciju
enzima tirozinaze Kkoje Kkoriste tirozin kao supstrat u procesu stvaranja melanina.
Antioksidacijsko djelovanje ekstrakta listova medvjetke osim arbutinu pripisuje se i spojevima

kvercetin 3-glukozidu, galnoj kiselini i elaginskoj kiselini.

2.3. METABOLIZAM ARBUTINA

Nakon ulaska u jetru, glikozidna veza u strukturi arbutina se hidrolizira te kao produkti hidrolize
nastaju glukoza i aglikon hidrokinon (slika 1) koji se odmah ve¢im dijelom konjugira sa

glukuronskom kiselinom, a zanemariva koli¢ina preostalog hidrokinona ostaje u slobodnoj

formi (de Arriba i sur., 2013).
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Slika 1. Enzimatska hidroliza arbutina na hidrokinon i D-glukozu (prema Jurica, 2016)

Konjugirani hidrokinon ima zanemariv antimikrobni uc¢inak, no slobodni hidrokinon u urinu,
znacajno utjeCe na smanjenje rasta i razvoja nezeljenih bakterijskih kultura unutar urinarnog
trakta. Siegers i sur. (2003) su dokazali da hidrokinon pokazuje znacajno antibakterijsko

djelovanje u urinu ¢iji je pH > 8 pri kojim je vrijednostima hidrokinon prisutan u slobodnom
obliku.

2.4. HIDROKINON

Kinoni su skupina sekundarnih metabolita koji pripadaju fenolnim spojevima, a njihov
antimikrobni potencijal nalazi se u moguénosti formiranja kompleksa sa nukleofilnim
aminokiselinama. Formiranjem kompleksa s nukleofilnim aminokiselinama, kinonima je
moguce ireverzibilno vezati polipeptide stanicne stijenke bakterije, povrSinske adhezine te
enzime vezane na membranu (Cowan, 1999). Ma i sur. (2019) su ispitivali antimikrobni u¢inak
hidrokinona na Gram-pozitivne bakterije: Staphylococcus aureus i meticilin rezistentnu S.
aureus (MRSA); takoder ispitivali su mehanizam djelovanja hidrokinona kroz skenirajucu
elektronsku mikroskopiju, pracenje koncentracije alkalne fosfataze i nekontrolirano izlu¢ivanje
proteina u izvanstaniéni prostor. Pracenjem izvanstani¢ne koncentracije alkalne fosfataze
mogao se pratit uCinak hidrokinona na integritet stani¢ne stijenke bakterija, jer prisutnost
alkalne fosfataze u izvanstani¢nom prostoru, odrazava njenu propusnost. Uocen je znacajan
porast koncentracije alkalne fosfataze u izvanstanicnom prostoru nakon 1 h izloZenosti

bakterija S. aureus i MRSA hidrokinonu, §to upuéuje na ostecenje stani¢ne stijenke nastalo



djelovanjem hidrokinona (Ma i sur., 2019). Mjerenjem elektri¢ne vodljivosti medija unutar
kojeg su uzgajane bakterije, uo¢ena je promjena koncentracije K* i Na* iona, $to je indikator
narusenog integriteta bakterijske stanicne membrane djelovanjem hidrokinona. Dobiveni
rezultati zajedno s povecanjem koncentracije proteina u izvanstani¢nom prostoru, potvrdeni su
skeniraju¢om elektronskom mikroskopijom (Ma i sur., 2019). Ispitivanjem uc¢inka hidrokinona
na Gram — negativnu bakteriju Pseudomonas aeruginosa MTCC 741, takoder je postignut efekt
naruSenog integriteta i depolarizacije stani¢ne membrane (Jeyanthi i sur., 2021). Prema
rezultatima dobivenim u prethodno navedenim istrazivanjima, hidrokinon predstavlja
potencijalno rjeSenje za ublazavanje urinarnih infekcija, samostalno ili kroz sinergisticki pristup

primjene s antibioticima.

2.5. NITROFURANTOIN

Lijekovi temeljeni na nitrofuranskim spojevima ¢ine obitelj heterociklickih spojeva s dusikom.
Nitrofurantoin je antibiotik Sirokog spektra djelovanja, djelotvoran na Gram pozitivne i Gram
negativne bakterije, koji se koristi u svrhu lije¢enja urinarnih infekcija (Huttner i sur., 2015).
Njegovo djelovanje i u¢inak na bakterijske uzro¢nike upala istrazuje se posljednjih pedesetak
godina. Medutim, unato¢ svojoj efikasnosti u sprjeCavanju rasta i razvoja mnogobrojnih
bakterija koje mogu nastaniti urinarni trakt vazno je napomenuti kako je u slucaju P.
aeruginosa, kao i kod brojnih vrsta roda Proteus, dokazana odredena razina rezistencije na
nitrofurantoin (Grayson i Whitby, 2010). Kontinuirana uporaba antibiotika mnogim tipovima
industrija, u svrhu poveéanja produktivnosti i zarade, dovodi do pojave problema izloZenosti
okolisa visokim koncentracijama antibiotika. lzlaganje sve veéeg broja organizama i
mikroorganizama antibioticima te povecanje antibiotickih doza, dovodi do eksponencijalnog
porasta antibioti¢ke rezistencije i do sve vecih problema u pronalasku djelotvornih spojeva
protiv uzro¢nika infekcija i bolesti. Jedan od spojeva Cija baktericidna aktivnost i dalje pokazuje
znacajan ucinak je nitrofurantoin (Munoz-Davila, 2014). Nitrofurantoin se nakon oralne
primjene brzo apsorbira putem gastrointestinalnog trakta, ali se i vrlo brzo izlucuje iz organizma
putem urina, u kojem se nalazi u najvecoj koncentraciji. Brzina apsorpcije ovisi 0 obliku u
kojem se uzima, pri ¢emu se makrokristalicni oblik sporije apsorbira i izlucuje od
mikrokristalicnog. Zbog brze gastrointestinalne apsorpcije nitrofurantoin nema znacajan
citotoksi¢ni uc¢inak na autohtone bakterijske kulture koje formiraju intestinalnu mikrofloru
(Vervoort i sur., 2015).



2.5.1. Mehanizam djelovanja nitrofurantoina

Unato¢ tome §to se istrazuje posljednjih pedesetak godina, mehanizam djelovanja
nitrofurantoina nije potpuno razja$njen. Antibakterijsko djelovanje nitrofurantoina temelji se
na interakciji s viSe procesa u bakterijskim stanicama; ovaj spoj djeluje na proces izgradnje
stanicne stijenke, na bakterijske enzime te na metabolizam ugljikohidrata u bakterija.
Nitrofurantoin ulazi u interakciju s bakterijskim enzimima nitroreduktazama. Vezanjem
nitrofurantoina za aktivno mjesto bakterijskin nitroreduktaza dolazi do razgradnje
nitrofurantoina pri ¢emu moze nastati mnostvo razlicitih reaktivnih spojeva. Bakterijske stanice
enzimima metaboliziraju nitrofurantoin reduciranjem nitro grupe, pri ¢emu nastaju razliciti
derivati i naposlijetku hidroksilamin. Nastali visoko reaktivni spojevi unutar bakterijske stanice
ulaze u interakciju s ribosomima i DNA. Djeluju¢i na DNA, nastali elektrofilni spojevi,
uzrokuju nastanak jednolan¢anih DNA lomova $to dovodi do nastanka mutacija. U interakciji
s ribosomima dolazi do inhibitornog ucinka procesa translacije, pri ¢emu je sinteza proteina
onemogucena te dolazi do stani¢ne smrti bakterija (McOsker i Fitzpatrick, 1994). Utjecaj
nitrofurantoina na metabolizam ugljikohidrata temelji se na tome $to on ima moguénost ulaska

u Krebsov ciklus odnosno ciklus limunske kiseline (Cunha, 1989).

2.5.2. Citotoksi¢nost nitrofurantoina

Istrazivanjima je dokazan citotoksi¢ni 1 mutageni u¢inak nitrofurantoina (Sargin 1 sur., 2012).
Ciljni organi u kojima ovaj spoj pokazuje neZeljene ucinke su jetra i plu¢a. Povezanost Stetnog
djelovanja na stanice jetre i plu¢a s uporabom nitrofurantoina temelji se na povecanoj
koncentraciji visoko reaktivnih metabolita nitrofurantoina te pove¢anoj koncentraciji reaktivnih
kisikovih vrsta koji nastaju njegovim metabolizmom. Nuspojave koriStenja nitrofurantoina
mogu sezati od akutnog hepatitisa do kroni¢nog aktivnog hepatitisa i kolestaze. To¢ni uzroci
toksi¢nosti 1 kumulativne Stete koju je nitrofurantoin uzrokovao kod ljudi koji su ga koristili
kao terapiju protiv urinarnih infekcija do danas nisu u potpunosti razja$njeni (Sakaan 1 sur.,
2014). Prema jednoj od teorija glavni razlog Stetnog ucinka je upravo nitro-reduktivni
metabolizam kojeg provode enzimi citosolna ksantin oksidaza te P450 reduktaza. Spomenuti
enzimi koriste nitrofurantoin kao supstrat, pri ¢emu dolazi do njegove redukcije. Redukcijom
nitrofurantoina dolazi do nastanka anionskih radikala, koji potom reagiraju sa molekulskim

kisikom stvaraju¢i superokside 1 druge slobodne radikale. Nastale visoko reaktivne Cestice



mogu dovesti do oksidativnog ostecenja stanica jetre (Minchin i sur., 1985). Sargin i sur. (2012)
su dokazali da se nitrofurantoin metabolizira unutar jetre djelovanjem enzima glutation S
reduktaze. Sargin i sur. (2012) takoder govore o povezanosti hepatotoksicnosti 1 respiratornih
poteSkoca kod pacijenata, nakon jedne doze nitrofurantoina. Navodi se kako nitrofurantoin
moze biti uzro¢nik toksicnosti jetre i pluéa, no kako se nitrofurantoin ne moze izolirati kao
iskljucivi uzrok nastalih nuspojava. Nije dokazana povezanost izmedu toksi¢nosti i primjenjene
doze nitrofurantoina, a pri dugotrajnoj primjeni niske doze nitrofurantoina od 100 mg dnevno,
tijekom 16 mjeseci dokazan je toksi¢ni ucinak nitrofurantoina na jetru i pluca (Koulaouzidis i
sur., 2007). Ostecenja jetre mogu nastati putem poviSenja jetrenih enzima iznad pozeljnih
vrijednosti, ali i putem aktivacije citotoksi¢nih T-limfocita, uzrokovane djelovanjem
nitrofurantoina i nusprodukata njegovog metabolizma (Kelly i sur., 1998). Kod bilo kakvih
oStecenja uzrokovanih terapijom nitrofurantoinom prvenstveno je nuzno prekinuti terapiju, no

prema potrebi moze se pripisati i uzimanje kortikosteroida.

2.5.3. Utjecaj nitrofurantoina u ovisnosti o pH vrijednosti

Utjecaj nitrofurantoina ovisi o mnogobrojnim ¢imbenicima, od samog bakterijskog soja na ¢iji
se rast i razvoj utje¢e primjenom nitrofurantoina, koristene doze pa do fizikalno kemijskih
¢imbenika unutar organizma pacijenta tretiranog nitrofurantoinom. Naime, poznato je kako je
unutar ljudskog organizma jedan od vodec¢ih ciljeva odrZzavanje homeostaze, odnosno
unutarnjih uvjeta i parametara konstantnima (Hamm i sur., 2015). U slucaju urinarnih infekcija
pa tako 1 primjene antibiotika za iste, presudna je vaznost pH vrijednosti urina. Vrijednost pH
kod urina moze varirati u intervalu od 4,5 do 8,5. pri ¢emu je najucestalija pojava blage kiselosti
urina, pH vrijednosti 6 (Meng i sur., 2016). Yang i sur. (2014) pokazali su poja¢ano djelovanje
i smanjenu minimalnu inhibitornu koncentraciju nitrofuranotina pri pH < 6. Fransen i sur.
(2016) pratili su utjecaj raspona pH vrijednosti (5,5; 6,5; 7,5; 8,5) tijekom 24 h na bakterijski
rast bez prisutnog nitrofurantoina i baktericidno djelovanje nitrofurantoina. U kontrolnoj grupi
se, unato¢ razli¢itim brzinama rasta, maksimalna postignuta koncentracija bakterijskih stanica
pri sve Cetiri pH vrijednosti pokazala podjednakom. Tijekom koriStenja nitrofurantoina pri
razli¢itim pH vrijednostima, minimalna inhibitorna koncentracija se povecavala porastom pH
vrijednosti, odnosno baktericidni utjecaj nitrofurantoina na bakterije E. coli i Klebsiella
pneumoniae smanjivao se u luznatijim uvjetima. Pri pH vrijednosti od 8,5 samo su najvise

koncentracije nitrofurantoina pokazale baktericidni uc¢inak, uz $to je dolazilo do ponovnog



razvoja bakterijskih sojeva nakon smanjenja koncentracije antibiotika. Ertan i sur. (1993)
navode kako su moguci razlozi pada aktivnosti nitrofurantoina u luznatim uvjetima smanjena

stabilnost nitrofurantoina pri viSim pH vrijednostima.

2.6. SINERGISTICKI UCINAK NITROFURANTOINA | HIDROKINONA

Spojevi biljnog podrijetla uz direktno antimikrobno djelovanje mogu i posredni ucinak,
pospjesujuci pritom djelotvornost antibiotika tijekom paralelne terapije. Biljni spojevi ¢esto
djeluju na patogene bakterije mijenjanjem ili potpunom inhibicijom njihovog mehanizma
osjetljivosti bakterija na antibiotik, minimalna inhibitorna koncentracija antibiotika i Stetan
u¢inak na pacijenta se smanjuju, a efikasnost terapije raste. Dokazano je da biljni ekstrakti
onemogucéavaju formiranje bakterijskog biofilma, quorum sensing i sposobnost adhezije
bakterija (Huber i sur., 2003). Hidrokinon naruSava integritet stani¢ne stijenke i stani¢ne
membrane patogena, $to potencijalno moze omoguéiti nitrofurantoinu olak$ano djelovanje i
ucinak pri nizim koncentracijama.

Djelovanje biljnih spojeva na efikasnost antibiotickih terapija moze se, osim kroz smanjenje
minimalne inhibitorne koncentracije antibiotika, promatrati i kroz smanjenje Stetnog
oksidativnog uc¢inka antibiotika. Unato¢ tome Sto to¢an mehanizam antioksidativnog ucinka
hidrokinona na terapiju nitrofurantoinom jo$ nije poznat, postoje mnogobrojni dokazi o
antioksidativnom ucinku biljnih spojeva na antibioticku terapiju. Letelier i sur. (2017) su
proveli eksperiment na izoliranim mikrosomima jetre Stakora, sa svrthom utvrdivanja ucinka
biljnih spojeva na terapiju nitrofurantoinom. Prvotno se analizirao oksidativni stres nastao
tretmanom mikrosoma jetre Stakora nitrofurantoinom, uz prisutnost kofaktora NADPH za
enzime CYP450 sustava. Uz pracenje promjena unutar CYP450 enzimskog sustava, pracene su
1 promjene aktivnosti glutation S transferaza, obitelji enzima visoko specificnih za hidrofobne
i elektrofilne supstrate (Masella i Mazza, 2009). Glutation S transferaze su skupina enzima od
izuzetnog antioksidativnog znacaja, zbog svog potencijala da smanjuju koncentraciju
elektrofilnih metabolita, ¢ime umanjuju oksidativni u¢inak metaboliziranog spoja. Prilikom
izlaganja mikrosoma nitrofurantoinu, pokazalo se kako je aktivnost glutation S transferaza
smanjena, zbog reverzibilnog i ireverzibilnog vezanja elektrofilnin metabolita nastalih

metabolizmom nitrofurantoina, na enzime ove skupine. Nitrofurantoin je uzrokovao lipidnu



slobodni radikali koji imaju oksidativni u¢inak na mikrosome jetre Stakora.

Letelier 1 sur. (2017) su u eksperimentu Koristili biljne ekstrakte biljnih vrsta: ruzmarin
(Rosmarinus officinalis), arti¢oka (Cynara scolymus), ehinacea (Echinacea purpurea) i brsljan
(Hedera helix), od kojih je najveé¢i udio polifenola pokazao R. officinalis, a najmanji udio
polifenola E. purpurea. Rezultati su pokazali ucinkovitost biljnih spojeva u smanjivanju
oksidacije. Smanjenje oksidativnog ucinka nitrofurantoina iskazano je kroz smanjenje lipidne
peroksidacije uzrokovane metabolizmom nitrofurantoina. Biljni ekstrakt E. purpurea nije
pokazao znacajan ucinak, ekstrakt C. scolymus je smanjio prooksidativho djelovanje
nitrofurantoina za 18 %, dok su biljni ekstrakti R. officinalis i H. helix pokazali smanjenje
oksidativnog ucinka od 50 %. Iz dobivenih rezultata antioksidativnog ucinka, vidljiva je
povezanost izmedu udjela polifenola unutar biljnih ekstrakata i njihovog antioksidacijskog

ucinka.
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2.7. REAKTIVNE KISIKOVE VRSTE | P450 SUSTAV

Enzimski sustav citokrom P450 obuhvaca specifi¢énu skupinu enzima koja u svom fokusu
djelovanja ima konverziju molekulskog kisika u visoko reaktivne kisikove vrste, koje zatim
oksidiraju ciljani supstrat. Enzimi citokrom P450 sustava vezu supstrat ¢iji elektroni zatim
reduciraju zeljezov kation u aktivnom mjestu enzima. Redukcija Zeljezovog kationa omogucuje
vezanje molekulskog kisika i formiranje Zeljezovog dioksid kompleksa (de Montellano, 2005).
Slijedi vezanje protona na terminalni kisik, Sto omogucava nastanak zeljezovog hidro-
peroksidnog kompleksa. Zbog nastalih promjena dolazi do pucanja veze izmedu dva atoma
Kisika, pri cemu nastaje feril povezan sa porfirinom, radikalnim kationom. U zavr$nom koraku
dolazi do oksidacije supstrata pomocu reaktivnih kisikovih vrsta te u kona¢nici do disocijacije
produkta (oksidiranog supstrata) i povratka enzima u izvorno stanje. Za potpunu oksidaciju
supstrata, enzimu P450 je potrebna prisutnost molekulskog kisika i dva elektrona ¢iji je donor
kofaktor NADPH.

U stanica sisavaca, postoji veci broj reduktaza koje reduciraju nitrofurantoin, a prisustvo i
aktivnost reduktaza ¢e u ljudi izazvati razli¢ite u¢inke nitrofurantoina, od onih bez nezeljenih
nuspojava do porasta koncentracije reaktivnih kisikovih vrsta, uzrokovanog nastankom
slobodnih radikala tijekom metabolizma nitrofurantoina. P450 reduktaza stvara derivat
nitrofurantoina koji moze reagirati s kisikom i stvoriti superoksidni anion (Zenser i sur., 1981).
Nitrofurantoin uzrokuje oksidacijski stres nitroredukcijom koju kataliziraju razlicite reduktaze,
a kao rezultat se stvaraju negativno nabijeni nitro radikali. Nitrofurantoin se redukcijom prevodi
u derivate koji zatim mogu formirati superoksidne anione, u reakciji s molekulama kisika.
Takoder unutar organizma, nitrofurantoin u nizu reakcija moZe biti reduciran na amine i
hidroksilamine. U cilju smanjivanja $tetnog utjecaja nitrofurantoina, ponekad se koriste biljni
terapeutici bogati antioksidacijskim spojevima kao paralelna terapija ¢ime bi se trebao smanjiti
oksidacijski u¢inak nitrofurantoina bez smanjivanja njegovog antimikrobnog ucinka (Tache i

sur., 2022).
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2.8. PROTEOMIKA

Proteomika je interdisciplinarna znanost koja se bavi proucavanjem i usporedbom funkcije i
strukture proteina te njihovom kvalitativnom i kvantitativnom analizom unutar zadanih uzoraka
¢ime omogucava stjecanje spoznaja o interakcijama, djelovanju i ekspresiji proteina unutar
stanice u datom trenutku, ovisno o razli¢itim uvjetima i ¢cimbenicima. Proteomika se dijeli na
ekspresijsku, strukturalnu i funkcionalnu proteomiku (Hanash, 2003). Ekspresijska proteomika
kvantitativno i kvalitativno analizira proteine unutar odredene stanice ili tkiva, te usporeduje
dobivene rezultate s proteomom stanica ili tkiva koji su podvrgnuti drugacijim uvjetima ili
stanjima (Banks i sur., 2000). Strukturna proteomika temelji se na istraZivanju proteina
kristalografskim metodama i nuklearnom magnetskom rezonancijom, $to donosi spoznaju o
strukturi proteina i povezanosti strukture i funkcije proteina (Yee i sur., 2009). Funkcionalna
proteomika proucava prvenstveno funkciju, mehanizme i interakciju proteina te sluzi otkrivanju
uloge datog proteina u njegovom unutarstani¢nom okruzenju.

Tijekom posljednjeg desetljeca razvijene su i uvedene metode relativne kvantifikacije proteina,
oznacavanjem viSestrukih uzoraka, pri cemu se svaki razli€ito tretirani uzorak oznacava sebi
karakteristicnom oznakom. Medu kvantitativne metode ubrajaju se iTRAQ, kojim se uzorci
oznacavaju tagovima sa specificnim masenim reporterima, ICAT koji se sluZi obiljezavanjem
ciljanih proteina te SILAC koji se koristi za oznacavanje unutar stani¢nih kultura pomocu
stabilnih izotopa. iTRAQ je metoda koja se koristi izobari¢nim oznakama za relativnu i
apsolutnu kvantifikaciju, a temelji se na vezanju specifi¢nih oznaka na tretirane proteine.
Prilikom iTRAQ metode, nakon obrade uzoraka te digestije proteina, dolazi do interakcije
peptid vezuju¢e domene s fragmentima proteina odredenog uzorka. iTRAQ oznake takoder
posjeduju linker te reporter mase, koji je razli¢it za svaki razliito tretirani uzorak. Srodno
ITRAQ metodi, TMT (engl. Tandem Mass Tag) oznacavanje se temelji na istom principu (Lynn
Zieske, 2006). Kod TMT oznacavanja takoder postoje tri segmenta koja ¢ine oznaku, a to su
grupa koja se veze na peptide, linker koji ima ulogu normalizatora masa te reporter masa (slika
2). Normalizator masa zajedno s reporterom masa ima konstantnu ukupnu masu, kod svih
uzoraka. Naime, povec¢anjem mase reportera, linker ima manju masu, kako bi zbroj masa bio
jednak kod svih izobari¢nih oznaka. Svaka oznaka sadrzi jednak broj ugljikovih ili dusikovih
izotopa, no njihov raspored u strukturi oznake razlikuje se ovisno o tipu oznake. Tijekom

analize u spektrometru masa, dolazi do cijepanja veze izmedu spacera i reportera mase, pri
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¢emu se reporteri mase kvantificiraju i shodno tome dobivaju informaciju o nivou ekspresije

proteina analiziranog uzorka.

Normalizator ]
Reporter masa (Iinker) Reaktuvna grupa

QQLNH\A ? Q \*?
Q; NNQQ e i) ? v:k ?

Slika 2. Struktura tandem mass oznake (TMT): a) 2-pleksni TMT, b) 6-pleksni TMT (prema
Dayon i Sanchez, 2012)

Spektrometrija masa jedna je od klju¢nih metoda koja omogucava analizu proteomike kroz
kvalitativnu i kvantitativnu analizu proteina. Spektrometrija masa omogucava odredivanje
molekularne mase proteina, ali i njihovo sekvencioniranje (Martin i Nelson, 2001). Temelj ove
metode je u ioniziranju proteina, koje se moze provesti metodom MALDI (engl. Matrix Assisted
Laser Disorption lonization) ili ESI (engl. electrospray ionisation), pri ¢emu se masa proteina
dobiva iz omjera mase i naboja. MALDI je metoda ionizacije u kojoj se analit mijesa s
matricom, koji pospjeSuje ionizaciju prijenosom protona na analit. Nastali ioni se zatim
analiziraju analizatorom masa. Kod ESI ionizacije, analit se pod utjecajem visokog napona
pretvara u nabijene, rasprSene kapljice iz kojih se potom oslobadaju ionizirane Cestice koje se
analiziraju. Prema primjeni, spektrometrija masa pri analizi proteina dijeli se na dvije vrste
analitickih pristupa: ciljanu analizu proteina, ¢ija svrha je odredivanje udjela ciljanog proteina
u nekom uzorku; te neciljanu analizu koja daje odgovor o tome koji proteini ¢ine sastav

analiziranog uzorka (Krishnankutty i sur., 2016).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

Unutar ovog poglavlja sadrzani su materijali koriSteni u svrhu ispitivanja u¢inka nitrofurantoina
na Hep-G2 stanice, zasebnog i sinergistickog ucinka nitrofurantoina i hidrokinona na T24

stanice, te njihovog utjecaja na promjene ekspresijskog profila proteina.

3.1.1. Bioloski test sustav

Stanice koristene prilikom provodenja eksperimentalnog rada su tumorske stanice epitela
mokra¢nog mjehura Covjeka, T24 i stanice hepatocelularnog karcinoma covjeka, HepG2.
Stani¢na linija HepG2, izolirana je iz tumorskog tkiva jetre petnaestogodiS$njeg pacijenta,
izoliranog od strane Barbare Knowles i njenih suradnika 1979. godine, a danas pripada ATCC
(engl. American Type Culture Collection) repozitoriju (Knowles i sur., 1980). Stani¢na linija
T24, izolirana je 1970. godine iz karcinoma mokra¢nog mjehura treceg stupnja zenske osobe u
dobi od 82 godine (Bubenik i sur., 1973).

Stanice su uzgojene i tretirane u Laboratoriju za biologiju i genetiku mikroorganizama Zavoda
za biokemijsko inZenjerstvo Prehrambeno — biotehnoloskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu.
Stanice su uzgajane u teku¢em mediju, pri ¢emu je koristena 10 %-tna otopina fetalnog govedeg
seruma u RPMI 1640 mediju. Stani¢ne kulture uzgajane su u monosloju do konfluentnosti,

unutar T-boca, pri temperaturi od 37 °C, uz prisutnost 5 % CO..

3.1.2. Nitrofurantoin

Ishodisna otopina dobivena je otapanjem nitrofurantoina u dimetil sulfoksidu (DMSO) iz koje
su pripremljene otopine nitrofurantoina koje odgovaraju profilaktickoj dozi i dvjema
terapeutskim dozama preracunate na volumen mokra¢nog mjehura covjeka od 300 mlL.
Nadalje, dobivene su otopine ¢ija koncentracija odgovara profilakti¢koj dozi pri vrijednosti od
0,167 mg mL™? i dvije otopine koje odgovaraju terapeutskim dozama nitrofurantoina, u

vrijednostima od 0,33 mg mL™ te 0,67 mg mL™.
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3.1.3. Hidrokinon

Koristene radne koncentracije hidrokinona (Tablica 1) odredene su na temelju dnevnih
terapijskih doza ekstrakta medvjetke koje sezu od jedne do tri Salice, pri ¢emu je sadrzaj jedne
Salice dobiven koristenjem 3 g biljnog pripravka i 150 mL vruce vode. U sadrzaju jedne Salice
terapeutskog napitka, pripremljene na prethodno opisani nac¢in, HPLC metodom je odredena
koncentracija hidrokinona od 14,6 + 0,319 pg mL™. HPLC analizom ukupne koncentracije
hidrokinona unutar dnevne doze (tri terapeutska napitka) caja odredena je koncentracija od
37,22 £ 0,72 ug mL™. Prema literaturi, utvrdeno je kako se nakon 4 sata od konzumacije ¢aja,
41 % pocetne doze arbutina nalazi kao konjugati hidrokinona unutar urina, dok slobodni
hidrokinon koji se renalno eliminira, ¢ini 0,6 % pocetne doze arbutina, prisutnog unutar
pripremljenog ¢aja (Glockl i sur., 2001; Siegers i sur., 1997). Zbog navedenih parametara u

eksperimentu su koristene koncentracije hidrokinona od 5, 20, 50, 320 te 900 pg mL™.
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Tablica 1. Koristene koncentracije hidrokinona i njihov znacaj

Koncentracija

hidrokinona (ug mL™?)

Opis doze

5pg mL?

Najmanja koncentracija hidrokinona koja nakon konzumacije
jednnog terapeutskog napitka ekstrakta medvjetke moze doci u
kontakt sa stanicama mokraénog mjehura; odgovara renalno

eliminiranom hidrokinonu.

20 pg mL?

Koncentracija hidrokinona u mokraénom mjehuru odredena
nakon provedene in vitro probave ekstrakta medvjetke (jedan

terapeutski napitak).

50 pg mL*?

Koncentracija hidrokinona u mokraénom mjehuru odredena
nakon provedene in vitro probave ekstrakta medvjetke (tri

terapeutska napitka, preporu¢ena dnevna doza).

320 pg mL*?

Najveca koncentracija hidrokinona koja moze do¢i u kontakt sa
stanicama mokraénog mjehura nakon konzumacije jednog
terapeutskog napitka medvjetke; pretpostavlja pretvorbu svih
konjugata hidrokinona u slobodni hidrokinon u uvjetima luznatog

urina.

900 pg mL*t

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.
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3.1.4. Laboratorijski uredaji

e Inkubator - Brouwer AGSA CH-Luzern MODEL 35-48, Water-Jacketed incubator, Svicarska
e Mikroskop - OPTIKA microscopes XDS-1, Italija

¢ Spektrofotometar sa utorom za mikrotitarske plocice - New Brunswick, SAD

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

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

¢ Vortex mijeSac - Smart Vortex mixer SA8, Stuart, Velika Britanija

e Centrifuga - TehnicoCentric 2009, Slovenija

e Mini centrifuga - Boeco, Njemacka

e Uredaj za procisc¢avanje vode - Synergy UV ultrapure Water (Type 1), Sigma, Njemacka
e Termo mijesalica - Thermo Scientific, SAD

e Ultrasoni¢na kupelj - FALC, Italija

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

e HPLC 1290 Infinity LC System - Agilent Technologies, SAD

e TripleTOF 6600+ system, SCIEX, SAD

e Phenomenex Micro Trap C18, 10 x 0,3 mm pretkolona

e Phenomenex Luna Omega Polar Capillary, C18, 3 um, 150 X 0,3 mm kolona
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3.1.5. Laboratorijski pribor

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

¢ Birker-Tirkova komorica - FALCON, SAD

e Mikrotitarske ploce (96 jazica) - FALCON, SAD

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

e Pipetor - Easypet 3 - Eppendorf, Njemacka

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

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

e Viale - Agilent Technologies, SAD

e Mikroviale - Agilent Technologies, SAD

e Pipetor (0,1-1000 uL) - Gilson automatska propipeta

e Plasti¢ni nastavci za pipetore (0,1-1000 pL) - FINNTIP, Thermo Electron Corporation

e Plasti¢ne i staklene pipete (5-25 mL)

o Kivete za spektrofotometar
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3.1.6. Kemikalije
¢ Dimetilsulfoksid - Kemika, Zagreb
e Fetalni govedi serum - Capricorn Scientific, Njemacka
¢ Medij za uzgoj stanica - RPMI 1640, Capricorn Scientific, Njemacka
e Hidrokinon - Sigma, Njemacka
e Natrijev klorid - Kemika, Zagreb
o Kalijev klorid - Kemika, Zagreb
¢ Natrijev hidrogenfosfat dihidrat - Sigma, Njemacka
o Kalijev dihidrogenfosfat - Sigma, Njemacka
e Neutral red (3-amino-7-dimetilamino-2-metilfenazin hidroklorid) - Sigma, Njemacka
e 2,7-diklorfluorescein diacetat - Sigma, Njemacka
e Etanol - Sigma, Njemacka
¢ Ledena octena kiselina - Sigma, Njemacka
e SDS (natrijev dodecil sulfat) - Sigma, Njemacka
e Aceton - Merck, Njemacka
e Tripsin - Merck, Njemacka
e TCEP (Tris (2-karboksietil) fosfin) -Thermo Scientific, SAD
¢ Hidroksilamin (50 %-tni) - Thermo Scientific, SAD
e Amonijev bikarbonat - Sigma, SAD
e Izopropanol - Merck, Njemacka
e HCCA (o-cijano-4-hidroksicimetna kiselina) stock otopina matrice - Sigma, SAD
e TFA (trifluoroctena kiselina) - Merck, Njemacka
e TEAB pufer (trietil amonijev bikarbonatni pufer) - Thermo Scientific, SAD
e TMTtetraplex (126, 127, 128 i 129) reagens za oznacavanje peptidnih uzoraka -
Thermo Scientific, SAD
¢ Kalibrant za MALDI/TOF-TOF - Sigma, SAD
e Acetonitril - VWR Chemicals, SAD
e Jodoacetamid - Sigma, SAD
e Milli-g-voda, 18 M Q cm™
e Coomasie brilliant blue boja- Bio-Rad, SAD

e Fosfatna kiselina - Sigma, Njemacka
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3.1.7. Otopine

1. Otopine koristene za provodenje testa citotoksi¢nosti:

1) Ishodisna otopina Neutral red (y=5 mg mL-1)
e Neutral red 50 mg
e Etanol 10 mL

2) Radna otopina Neutral red
e Radna otopina Neutral red boje priprema se iz ishodi$ne otopine dodavanjem odgovarajuce

koli¢ine hranjivog medija do koncentracije 0,05 mg mL-1.

3) PBS pufer

e natrijev klorid 8,00 g

e kalijev klorid 0,20 g

e natrijev hidrogenfosfat dihidrat 1,15 g
e kalijev dihidrogenfosfat 0,20 g

e destilirana voda 1000 mL

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

4) Otopina za odbojavanje
e ledena octena kiselina 1 mL
e etanol 50 mL

e destilirana voda 49 mL

ii. Otopine koriStene za ispitivanje prooksidacijskog/antioksidacijskog djelovanja:

1) Ishodisna otopina diklorfluorescein diacetata (c = 2mM)
e DCFH-DA 1,5 mg
e DMSO (dimetil sulfoksid) 1,5 mL
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2) Radna otopina DCFH-DA

¢ Radna otopina DCFH-DA priprema se iz ishodi$ne otopine DCFH-DA dodavanjem odredene

koli¢ine PBS pufera do koncentracije 0,05 mM

iii. Otopine koriStene za odredivanje koncentracije proteina u uzorcima:

1) Bradford reagens

e Coomasie brilliant blue boja 10 mg
e etanol (96 %-tni) 5 mL

o fosfatna kiselina 10 mL

e destilirana voda 100 mL

3.1.8. Programi i baze podataka

¢ JASP 0.10.02 - program za statisticku obradu podataka
¢ UniProt-baza podataka

e MASCOT - pretraziva¢ baze podataka

e ProteinPilot Software 5.0.2., AB Sciex, SAD

¢ Schaffold Q+S, SAD
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3.2. METODE

Ovo poglavlje obuhvac¢a postupke koji su provedeni s ciljem odredivanja utjecaja
nitrofurantoina na HepG2 i T24 stanice, hidrokinona na T24 stanice te s ciljem odredivanja
njihovog zasebnog i potencijalnog sinergistickog u¢inka na promjene proteinskog profila T24

stanica.

3.2.1. Uzgoj stanica

Stanice su ¢uvane u krioprotektivnom sredstvu (10 % dimetilsulfoksidu) na temperaturi od 80
°C. Odmrzavanje stanica provedeno je unutar vodene kupelji temperature 37 °C, a potom je
provedeno centrifugiranje. Talog je resuspendiran u 1 mL hranjivog medija, a stanice su
nasadene u T-bocu volumena 5 mL prethodno ispunjenu medijem za uzgoj (10 %-tna otopina
FBS, u RPMI). T-boce sa stanicama prenesene su u CO2 inkubator, gdje su stanice uzgajane u
uvjetima 5 % CO2 i 95 % zraka. S ciljem odrzavanja stanica u eksponencijalnoj fazi rasta,
postupak je obuhvacao presadivanje stanica u T-boce veceg volumena uz dodatak svjezeg

hranjivog medija. Stanice su uzgajane do konfluentnosti (Freshney, 2010).

3.2.2. Priprema i utvrdivanje koncentracije suspenzije stanica

Nakon $to su stanice stvorile subkonfluentni sloj, iz T-boca je uklonjen medij, stanice su isprane
PBS puferom te je na njih stavljen tripsin, s ciljem odvajanja stanica od podloge. Broj stanica
odreden je nanoSenjem 10 puL stani¢ne suspenzije dobivene nakon odvajanja stanica od podloge
unutar Burker-Turkove komorice te brojanjem pod mikroskopom. Burker-Tlrkova komorica
sastoji se od 9 velikih kvadrata povrsine 1 mm?, od ¢ega 4 velika vanjska kvadrata sluze za
brojanje stanica, a svaki od velikih kvadrata sastavljen je od 16 malih kvadrata. Prostor izmedu
predmetnog i pokrovnog stakalca ima dubinu od 0,1 mm. Konacan broj stanica unutar zadanog
volumena komorice dobiven je kao srednja vrijednost stanica izbrojenih u 4 vanjska velika

kvadrata, a koncentracija stanica izraZena je kao broj stanica po 1 mL stani¢ne suspenzije.
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Dodatkom izracunatog volumena hranjivog medija u ishodisnu suspenziju stanica postignuta je
suspenzija stanica koncentracije 10° stanica mL™, ¢&ija je to¢nost vazna zbog omoguéivanja

eksperimentalne ponovljivosti (Phelan, 2007).

3.2.3. Priprema stanica za odredivanje citotoksi¢nog i oksidacijskog uc¢inka

Pripremljena suspenzija stanica koncentracije 10° stanica mL™ nacijepljena je u mikrotitarske
ploce s 96 jazica, u volumenu 100 uL po jazici. Hranjivi medij je uklonjen nakon postizanja
subkonfluentnosti stani¢nih kultura, a potom su stanice tretirane prethodno navedenim
koncentracijama hidrokinona i nitrofurantoina otopljenom u hranjivom mediju. T24 stanice
tretirane su hidrokinonom i nitrofurantoinom u trajanju od 1, 2, 4 i 8 h, dok su HepG2 stanice
tretirane nitrofurantoinom 1, 2 i 4 h. Negativhu kontrolu predstavljaju netretirane stanice.
Tretmani su provedeni u 4 replike i 3 nezavisna eksperimenta.

Kako bi se ispitivao naknadni u¢inak tretmana stanica nitrofurantoinom, proveden je tretman
stanica s oporavkom u trajanju od 24 h. Nakon tretmana nitrofurantoinom, djelatna tvar je
uklonjena, a stanicama je ponovno dodan hranjivi medij te su stanice inkubirane pri 37°C
tijekom 24 h (Elliot i Jiang, 2019).

3.2.4. Odredivanje citotoksi¢nosti nitrofurantoina i hidrokinona na stani¢ne linije T24 i HepG2

metodom Neutral red

Ova metoda se temelji na sposobnosti vijabilne stanice da veze boju Neutral red (3-amino-7-
dimetilamino-2-metilfenazin hidroklorid) unutar lizosoma. Boja u uvjetima fizioloskog pH,
difuzijom prodire kroz membranu stanica u citoplazmu, gdje zbog postojanja pH gradijenta
prelazi u lizosom, kao podrucje nizeg pH. Repetto i sur. (2008) navode kako boja biva zadrzana
unutar lizosoma zbog toga §to ulaskom u lizosome postaje nabijenom.

Nakon provedenog tretmana stanica nitrofurantoinom ili hidrokinonom (sa i bez oporavka),
stanice su isprane fosfatnim puferom PBS (100 pL) te je u svrhu ispitivanja citotoksi¢nog
ucinka, stanicama u svaku jazicu dodano po 100 pL otopine boje Neutral red, koncentracije
0,05 mg mL™.

Tretman stanica s Neutral red bojom proveden je u mikrotitarskim plo¢ama tijekom 40 — 45

min, u CO> inkubatoru, pri temperaturi od 37 °C.

23



Nakon tretmana stanica bojom Neutral red, visak nevezane boje sa stanica se ispire PBS
puferom. U svaku jazicu se dodaje 100 uL otopine za odbojavanje kako bi se boja vezana u
lizosomima ekstrahirala u otopinu S§to omogucava spektrofotometrijsko mjerenje udjela
vijabilnih stanica, uz mjerenje apsorbancije pri valnoj duljini od 520 nm. Postotak prezivljenja
izraCunat je formulom: % prezivijenja = (Aszo tretiranih uzoraka / Aszo kontrole) x 100 (Barile,
1997).3.2.5. Odredivanje oksidacijskog u¢inka nitrofurantoina na stani¢ne linije Hep-G2 i T24
te hidrokinona na stani¢nu liniju T24 metodom DCFH-DA

DCFH-DA (2',7'- diklorfluorescein diacetat) hidrofobna je i nefluorescentna boja koja ulazi
stanicu procesom difuzije te unutar citoplazme biva hidroliziran pomocu unutarstani¢nih
enzima esteraza. Djelovanjem esteraza dolazi do hidrolize acetatnih skupina, pri ¢emu nastaje
2',7'-diklorfluorescein (DCFH), koji unutar stanice veze slobodne radikale, a navedena je
reakcija popracena fluorescencijom (Hempel i sur., 1999) Ishodis$na otopina DCFH-DA (2 mM)
pripremljena je otapanjem DCFH-DA u dimetilsulfoksidu. Nakon tretmana stanice su isprane
PBS-om (100 pL), a potom se na stanice dodaje 100 pL radne otopine DCFH-DA,
koncentracije 0,05 mM. Tretman 2',7'-diklorfluorescein diacetatom proveden je tijekom 15
minuta, u atmosferi 5 % CO3, na temperaturi od 37°C. Izmjerene vrijednosti fluorescencije,
proporcionalne su koli¢ini nastalih reaktivnih kisikovih Cestica unutar stanice (\Wang i Joseph,
1999).

3.2.6. Uzgoj T24 stanica za proteinsku analizu

Stanice T24 uzgojene su u T-bocama, nasadene u Sterilne Petrijeve zdjelice za uzgoj stani¢nih
kultura, u koncentraciji 10° stanica mL™? te su uzgajane u CO2 inkubatoru pri 37°C do
subkonfluentnosti. Netretirane stanice predstavljale su negativnu kontrolu, a tretirane stanice
bile su izloZene otopini nitrofurantoina koncentracije 0,167 mg mL™, otopini hidrokinona
koncentracije 20 pg mLili kombinaciji otopina nitrofurantoina (0,167 mg mL™) i hidrokinona
(20 pg mL™Y) u hranjivom mediju. Stanice su tretirane navedenim koncentracijama
nitrofurantoina i hidrokinona tijekom 8h u 4 nezavisna eksperimenta i po 3 replike za svaki
uzorak u jednom eksperimentu.

Visak istrazivanih tvari je sa stanica nakon tretmana ispiran PBS, a zatim su stanice mehanicki

uklonjene iz Petrijevih zdjelica i premjesStene u odgovarajuc¢e mikroepruvete. Stanice su isprane
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PBS puferom, a nakon ispiranja provedeno je liziranje stanica u PBS puferu sa 1 % SDS-om,
uz naknadnu sonifikaciju (uz hladenje) i centrifugiranje. Dobivenom supernatantu ispitana je

koncentracija proteina metodom po Bradfordu.

3.2.7. Metoda odredivanja koncentracije proteina po Bradfordu

Odredivanje koncentracije proteina metodom po Bradfordu je jedan od najces¢ih nacina
odredivanja koncentracije proteina zbog svoje izrazite jednostavnosti i osjetljivosti. Metoda po
Bradfordu zahtjeva izradu bazdarnog pravca, a isti se dobiva koristenjem standardnih otopina
govedeg serumskog albumina (engl. Bovine Serum Albumin, BSA) u koncentracijama 2 — 20 pg
mL™ i Bradford reagensa. Coomasie brilliant blue boja, koja se nalazi u Bradfordovom
reagensu, s proteinima stvara kompleks koji apsorbira svjetlost pri 595 nm. Bazdarni pravac
odreden je izmjerenim vrijednostima apsorbancija i poznatim koncentracijama proteina
(Kruger, 2009).Koncentracija proteina odreduje se u 4 pL alikvota izuzetih iz lizirane i
sonificirane suspenzije T24 stanica koji se mijeSa s 196 pL ultraciste (MiliQ) vode i 2 mL
Bradfordovog reagensa. Mjerenjem apsorbancije uzoraka pri 595 nm i pomoc¢u bazdarnog

pravca odredene su koncentracije proteina u uzorcima.
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3.2.8. Analiza proteina teku¢inskom kromatografijom spregnutom sa spektrometrijom masa

Separacija peptida i spektrometrija masa provedena je uz pomo¢ instrumenta SCIEX TripleTOF

6600+ system. U Tablicama 2 i 3 navedeni su parametri analize.

Pokretna faza A

Tablica 2. Parametri LC separacije

milli-Q voda, 0,1 % vodena otopina mravlje kiseline (v/v)

Pokretna faza B
Trap kolona

Analiti¢ka kolona

Temperiranje kolone
Volumen injektiranja
Protok

0,1 % otopina mravlje kiseline u acetonitrilu (v/v)
Phenomenex Micro Trap C18, 10 x 0,3 mm
Phenomenex Luna Omega Polar Capillary, C18, 3 um, 150 X 0,3

mm

27 °C

2 uL

7 uL min*t

Retencijsko vrijeme (min) B (%)

0 3
68 30
73 40
75 80
78 80
73 3
87 3
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Tablica 3. Parametri MS analize

Izvor iona Optiflow 1-50 pL Micro

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

lons spray voltage 4500 V

Raspon m/z 400-1500 Da
Tip kolizijske energije Rolling
Vrsta analize Podatkovno ovisna analiza

3.2.9. Identifikacija i relativna kvantifikacija proteina

Nakon snimanja MS 1 MS/MS spektara, dobiveni podaci su koriSteni za pretragu baze podataka.
Baza podataka je pretrazena uz pomo¢ programa ProteinPilot Software 5.0.2 (AB Sciex).
Parametri pretrage baze prikazani su u Tablici 4. Podaci dobiveni pretragom baze podataka
koriSteni su za kvantitativnu analizu. Relativna kvantifikacija napravljena je uz pomoc signala

reporter iona koriste¢i Schaffold Q+S program uz parametre navedene u Tablici 5.

Tablica 4. Parametri pretrage baze podataka

Baza podataka Uniprot; Homo sapiens — broj unosa 26610; revidirane

sekvence SwissProt; Pristupljeno 01.08.2022.

Enzim Tripsin, 1 preskoceno mjesto cijepanja
Tolerancija pogreske Prekursor ion 0,05Da, Fragmentni ioni 0,100Da
Modifikacije Alkilacija cisteina, TMT6plex

Minimalan broj identificiranih | 2

peptida

Algoritam Paragon

Decoy Ukljuceni, Reverzne sekvence
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Tablica 5. Parametri komparativne analize

Normalizacija Median

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

Kvantifikacija Na razini reporter iona

3.2.10. Statisticka obrada podataka

Rezultati ispitivanja citotoksicnog ucinka te prooksidacijskog/antioksidacijskog djelovanja
hidrokinona i nitrofuranotina na Hep-G2 i T24 stani¢ne linije obradeni Su u statistickom
programu JASP (Verzija 0.16.3) analizom varijance (ANOVA) te koriStenjem Tukey HSD post
hoc testa uz granicu statisticke znacajnosti p < 0,05 (JASP Team, 2022).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom poglavlju prikazani su rezultati dobiveni analizom citotoksi¢nog i oksidacijskog u¢inka
hidrokinona na T24 stanice te nitrofurantoina na T24 i Hep—G2 stanice. Takoder ispitan je
sinergisticki u¢inak hidrokinona i nitrofurantoina na T24 stanice. Uz navedene analize, za bolje
razumijevanje unutarstani¢nih procesa, provedena je i analiza proteoma T24 stanica prethodno

tretiranih hidrokinonom, nitrofurantoinom i njihovom kombinacijom.

4.1. CITOTOKSICNI 1 OKSIDACIJSKI UCINAK HIDROKINONA I
NITROFURANTOINA

Pri koncentraciji hidrokinona od 5 pg mL™? uogava se maksimalan postotak preZivljenja T24
stanica. Ova koncentracija ne izaziva nastanak slobodnih kisikovih radikala te je ista kao i ona
izmjerena u netretiranim stanicama (slika 3). Povec¢anjem koncentracije hidrokinona, uoceno je
smanjenje postotka prezivljenja T24 stanica i statisti¢ki znacajno smanjenje postotka reaktivnih
kisikovih Cestica. NajzapaZenija razlika izmedu postotka prezivljenja i nastalih reaktivnih
kisikovih vrsta uocava se pri koncentraciji hidrokinona od 320 pg mL™, gdje postotak
reaktivnih kisikovih vrsta biljezi vrijednost manju od 20 %, a postotak prezivljenja pri istoj
koncentraciji koristenog hidrokinona iznosi vise od 60 % (slika 3). Vazno je napomenuti da pri
vrijednosti prezivljenja manjoj od 60 % potencijalno ne dolazi do aktivacije DCFH-DA zbog
narusene funkcionalnosti membranskog sustava i esteraza, Sto negativno utjece na ispravnost

izmjerenog udjela reaktivnih kisikovih vrsta.
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Statisticki znacajna razlika u odnosu na: *kontrolu, koncentraciju 5 pg mL™, koncentraciju 20 pg mL™,
°koncentraciju 50 pug mL, %oncentraciju 320 pug mL™, ®koncentraciju 900 ug mL* (p < 0,05)

Slika 3. Citotoksi¢ni i prooksidativni ué¢inak hidrokinona na T24 stanice nakon 8h tretmana

Luo i sur. (2008) u svom radu proucavali su oksidacijski stres uzrokovan izrazito visokim
koncentracijama hidrokinona na Hep-G2 stanice. Pri koncentracijama hidrokinona od 2752,75
ug mL1 (25 mM) i 5505,5 pg mL* (50 mM) zapazen je zna¢ajan porastreaktivnih kisikovih
vrsta. Takoder je doslo do smanjenja koncentracije enzima glutation S transferaze prilikom
tretmana Hep-G2 stanica hidrokinonom, ¢ime je dokazano prooksidativno djelovanje izuzetno

visokih koncentracija hidrokinona na Hep-G2 stanice, opisano u radu (Luo i sur., 2008).
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Statisticki znacajna razlika u odnosu na: *kontrolu, 2koncentraciju 0,167 mg mL™, "koncentraciju 0,33 mg mL™,
°koncentraciju 0,67 mg mL™* (p < 0,05)

Slika 4. Citotoksi¢ni i prooksidacijski u¢inak nitrofurantoina na T24 stanice nakon 8 h

tretmana

Sve tri istrazivane koncentracije nitrofuranotina (0,167 mg mL?, 0,33 mg mL?, 0,67 mg mL-

1) uzrokuju smanjenje postotka preZivljenja u koncentracijskoj ovisnosti.

Najveca koncentracija nitrofurantoina smanjila je postotak prezivljenja za 30 %. U sva tri
slucaja uocen je antioksidativan u¢inak nitrofurantoina, s najizrazenijim antioksidativnim
ucinkom pri koncentraciji od 0,33 mg mL™?, gdje je zabiljeZena vrijednost postotka reaktivnih
kisikovih vrsta bila oko 70 %, uz postotak prezivljenja veéi od 80 % (slika 4). Kamat i Lamm
(2004) istrazivali su citotoksi¢nost Cetiri antibiotika na stanice stanic¢ne linije T24, tijekom 96
h. Medu ispitivanim antibioticima bili su ciprofloksacin, trimetoprim-sulfametoksazol,
cefazolin 1 nitrofurantoin. U slu€aju ciprofloksacina najniZa koncentracija pri kojoj je pokazana
zna¢ajna citotoksi¢nost iznosila je 50 pug mL*?, dok je za trimetoprim-sulfametoksazol
izrazenija citotoksi¢na koncentracija iznosila 62,5 pg mL . Cefazolin je pokazao citotoksi¢nost
prema T24 stanicama tek pri koncentraciji od 156,3 pug mL™, dok je kod nitrofurantoina ve¢ pri

koncentraciji 7,8 pg mL uogen citotoksi¢an u¢inak srednje vrijednosti od 10 % T24 stanica.
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Kamat i Lamm (2004) su u svom radu pokazali da je nitrofurantoin pri koncentraciji od 0,167
mg mL™ smanjio postotak prezivljenja T24 stanica za 40 %, dok je pri koncentraciji od 0,33
mg mL™ postotak preZivjelih stanica pao na 20 %. Naposlijetku, pri koncentraciji od 0,67 mg

mL1, ostvaren je postotak preZivljenja od samo 10 %.
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EHQS5 ®BHQ20 BHQS50 @HQ 320 @HQ 900

Statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na: *kontrolu, 2koncentraciju HQ 5 pug mL, "koncentraciju HQ 20 pg mL"
1 ckoncentraciju HQ 50 pug mL?, %koncentraciju HQ 320 pg mL™t, ¢koncentraciju HQ 900 pug mL™%, $izmedu
uzoraka s istom koncentracijom hidrokinona, a razli¢itom nitrofuranotina (p < 0,05)

Slika 5. Citotoksi¢ni u¢inak nitrofurantoina i hidrokinona na T24 stanice nakon 8 h tretmana

Sve tri koristene koncentracije nitrofurantoina, uzrokuju smanjenje prezivljenja stanica u
doznoj ovisnosti. Najveéi postotak prezivljenja iznosio je oko 80 %, a uocen je pri koncentraciji
hidrokinona od 5 pg mL™?. Poveéanjem koncentracije hidrokinona pri koncentracijama
hidrokinona od 320 i 900 pg mL™, uocen je postotak preZzivljenja manji od 60 %, u sva tri

slugaja (slika 5).
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Statisticki znacajna razlika u odnosu na: *kontrolu, 2koncentraciju HQ 5 pug mL, ’koncentraciju HQ 20 pg mL-
1, ckoncentraciju HQ 50 ug mL™, %koncentraciju HQ 320 ug mL, ¢koncentraciju HQ 900 pg mL™, Sizmedu
uzoraka s istom koncentracijom hidrokinona, a razli¢itom nitrofuranotina (p < 0,05)

®HQ5 BHQ20 BHQS50 @HQ 320 THQ 900

Slika 6. Antioksidacijski ucinak nitrofurantoina i hidrokinona na T24 stanice nakon 8 sati

tretmana

Mjerenjem reaktivnih kisikovih vrsta, nastalih tijekom tretmana stanica kombinacijom
razli¢itih koncentracija hidrokinona i nitrofurantoina uocava se antioksidativan ucinak (slika
6). Povecanjem koncentracije hidrokinona i nitrofurantiona smanjuje se antioksidacijski u¢inak
zabiljezen pri nizim koncentracijama te se moze primjetiti da se pri koncentraciji
nitrofurantoina od 0,67 mg mL™, porastom koncentracije hidrokinona, smanjuje ukupni
antioksidacijski uc¢inak u koncentracijskoj ovisnosti. Vazno je napomenuti da je postotak
prezivljenja T24 stanica pri sve tri koncentracije nitrofurantoina, u sluc¢aju koncentracija
hidrokinona visih od 20 pg mL™ bio < 60 % (slika 5), zbog ega izmjerene nize vrijednosti
reaktivnih kisikovih vrsta mogu biti rezultat narusenog integriteta membranskog sustava

stanica, a ne pokazatelj antioksidacijskog ucinka nitrofurantoina i hidrokinona.
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Statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na: *kontrolu, 2koncentraciju 0,167 mg mL™%, ’koncentraciju 0,33 mg mL™,
°koncentraciju 0,67 mg mL™, *izmedu grupa oporavak/bez oporavka, ista koncentracija i vrijeme, *izmedu grupa
s obzirom na razli¢ito vrijeme izlaganja (ista koncentracija) (p < 0,05)

Slika 7. U¢inak nitrofurantiona na indukciju slobodnih radikala u Hep-G2 stanicama nakon 1,

214 h,sibez oporavka

Na slici 7 je prikazan tretman stanica trima koncentracijama nitrofurantoina, bez oporavka
(lijevo), te tretman stanica s oporavkom od 24 h (desno). Rezultati tretmana stanica bez
oporavka pokazuju statisticki znacajno povecanje slobodnih radikala u slucaju kada su stanice
tretirane s profilaktickom koncentracijom nitrofurantoina u sva tri istrazivana vremena. Sve tri
koncentracije nitrofurantoina su djelovale prooksidativno nakon 4 h tretmana i opravka stanica,
dok su profilakticka i niza terapijska doza tijekom dva i jednog sata tretmana nakon oporavka
stanica pokazale antioksidacijsko djelovanje u koncentracijskoj ovisnosti. Nakon oporavka,
tretman u trajanju od 4 h.

Letelier i sur. (2017) su u svom radu ispitivali zajednicki ucinak terapije nitrofurantoina i biljnih
ekstrakata: ruzmarina (R. officinalis), br§ljana (H. helix), articoke (Cynara scolymus) i ljetnog
jorgovana (Buddleja globosa). Antioksidacijski u¢inak ispitivan je koristenjem 20 pg biljnih

ekstrakata po mg mikrosomalnih proteina, u kombinaciji s koncentracijom nitrofurantoina od
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2,38 mg mL (10 mM). Kao kontrola koristen je uzorak tretiran isklju¢ivo nitrofurantoinom,
kod kojeg se ostvaruje maksimalna lipidna peroksidacija, smanjenje udjela tiola te maksimalna
inhibicija aktivnosti mikrosomalne glutation S transferaze u vrijednosti od 47,1 %. Dodatkom
biljnih ekstrakata zabiljeZzen je porast aktivnosti mikrosomalne glutation S transferaze,
smanjenjem inhibicije uzrokovane nitrofurantoinom. U slucaju R. officinalis uoceno je
smanjenje inhibicije mikrosomalne glutation S transferaze nitrofurantoinom, sa 47,1 % na 18
%, dok je u sluc¢aju H. helix inhibicija smanjena na 19,4 %. C. scolymus i E. purpurea umanjili
su inhibicijski u¢inak nitrofurantoina za 8 %, dok je najmanji antioksidativni ucinak pokazao

biljni ekstrakt B. globosa smanjenjem inhibicije u iznosu od 5 %.
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Koncentracija nitrofurantoina

Statisti¢ki znadajna razlika u odnosu na: *kontrolu, ®koncentraciju 0,167 mg mL%, ’koncentraciju 0,33 mg mL™,
°koncentraciju 0,67 mg mL™, *izmedu grupa oporavak/bez oporavka, ista koncentracija i vrijeme, *izmedu grupa
s obzirom na razli¢ito vrijeme izlaganja (ista koncentracija) (p < 0,05)

Slika 8. U¢inak tretmana Hep-G2 stanica nitrofurantoinom na udio prezivljenja stanica;

tijekom 1, 211 4 h, sa i bez oporavka

Tretman Hep-G2 stanica nitrofurantoinom bez oporavka, rezultirao je blagim smanjenjem
prezivljenja tijekom kraceg vremena izlagana stanica. Nakon 24 satnog oporavka, dolazi do
koncentracijski i vremenski ovisnog smanjenja prezivljenja (slika 8). Najvise vrijednosti
postotka preZivljenja uocCene su prilikom tretmana stanica najnizom koncentracijom
nitrofurantoina (0,167 mg mL), a najmanje tijekom tretmana koncentracijom od 0,67 mg mL"
! najveéom koristenom koncentracijom nitrofurantoina. Vazno je reéi kako je kod tretmana
stanica najve¢om koncentracijom nitrofurantoina izrazen 20 - 25 % veci postotak prezivljenja,

u slucaju tretmana u trajanju od 1 h, u odnosu na tretmane trajanja od 2 1 4 h.

36



4.2. UCINAK HIDROKINONA I NITROFURANTOINA NA PROTEOM STANICA

Ispitan je utjecaj djelovanja hidrokinona i nitrofurantoina te njihove kombinacije na promjene
u proteomu stanica T24. Kao kontrolni uzorak koristene su stanice T24 na kojima nije izvrSen
nikakav tretman. Eksperimenti su provedeni u triplikatu, a statisticki prihvatljive promjene (pri
p < 0,05) smatrale su se promjene u koli¢ini proteina minimalno 1,5 puta naspram kontrolnog

uzorka.

4.2.1 Promjene u proteomu nakon tretmana hidrokinonom

Rezultati testa citotoksicnosti metodom Neutral red nakon tretmana hidrokinonom pri
koncentraciji 20 pg mL™ i tretmanu u trajanju od 8 sati pokazali su da 80 % stanica preZivi
tretman. Takoder, ispitivanjem udjela reaktivnih kisikovih ¢estica metodom DCFH-DA tijekom
osmosatnog tretmana T24 stanica hidrokinonom (20 pg mL™) uogen je blagi antioksidativan
u¢inak. Usporedbom proteoma stanica T24 tretiranih otopinom hidrokinona (20 pg mL™?) s

kontrolom uoc¢ena je promjena u razini ekspresije 28 proteina (tablica 6).
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Tablica 6. Usporedba proteoma stanica T24 tretiranih hidrokinonom (20 pug mL™) s kontrolom

Accession

Fold

H a c d _ f [s} h i
Ime proteina Number b Alternate ID MW p-value change © MIN' | MAX?Y | stdev cv
Albumin AOA0C4DGB6 | ALB 69 kDa | <0.0001 0.30 0.20 0.40 0.10 0.33
Guanine nucleotide- AO0A712VV5R6 GNAS 111 kDa | 0.0010 0.35 0.30 0.40 0.07 0.20
binding protein G(s)
subunit alpha isoforms
short
Sideroflexin-1 Q9H9B4 SFXN1 36 kDa | 0.0037 0.50 0.40 0.60 0.14 0.28
THO complex subunit 4 E9PB61 ALYREF 28 kDa | <0.0001 0.35 0.20 0.50 0.21 0.61
CD44 antigen P16070 CD44 82kDa | <0.0001 0.50 0.50 0.50 0.00 0.00
Tropomyosin alpha-3 chain | AOA0B7WWUS8 | TPM3 26 kDa | 0.0028 0.50 0.50 0.50 0.00 0.00
Zinc transporter ZIP3 F5H385 SLC39A3 35kDa | 0.0030 0.27 0.10 0.60 0.29 1.08
Heterogeneous nuclear AOAIW2PPS1 | HNRNPU 88 kDa | 0.0024 0.45 0.30 0.60 0.21 0.47
ribonucleoprotein U
Cathepsin B AOA7PONGZ6 | CTSB 38 kDa | 0.0022 0.50 0.40 0.60 0.10 0.20




6€

Tablica 6. Usporedba proteoma stanica T24 tretiranih hidrokinonom (20 pug mL™) s kontrolom - nastavak

10 Succinate--CoA ligase P53597 SUCLG1 36 kDa | 0.0010 0.55 0.50 0.60 0.07 0.13
[ADP/GDP-forming]
subunit alpha,
mitochondrial

11 Non-histone chromosomal | P05204 HMGN?2 9 kDa 0.0028 0.55 0.50 0.60 0.07 0.13
protein HMG-17

12 Procollagen-lysine,2- 000469 PLOD2 85 kDa | <0.0001 1.53 1.50 1.60 0.06 0.04
oxoglutarate 5-dioxygenase
2

13 Synaptic vesicle membrane | Q99536 VAT1 42 kDa | 0.0030 1.70 1.60 1.80 0.14 0.08
protein VAT-1 homolog

14 Filamin-C OS=Homo Q14315 FLNC 291 kDa | 0.0009 1.70 1.60 1.90 0.17 0.10
sapiens

15 Mesencephalic astrocyte- P55145 MANF 21 kDa | 0.0040 1.65 1.50 1.80 0.21 0.13
derived neurotrophic factor

16 Tyrosine-protein P18031 PTPN1 50 kDa | 0.0003 2.30 2.00 2.50 0.26 0.12
phosphatase non-receptor
type 1

17 Delta-1-pyrroline-5- P54886 ALDH18A1 87 kDa < 0.0001 1.85 1.50 2.20 0.49 0.27
carboxylate synthase

18 UDP-glucose:glycoprotein | QINYU2 UGGT1 177 kDa | <0.0001 2.00 1.70 2.40 0.36 0.18
glucosyltransferase 1

19 Histone H1.4 P10412 H1-4 22 kDa | 0.0017 2.35 2.00 2.70 0.49 0.21

20 Lysophospholipid Q96N66 MBOAT7 53 kDa | 0.0010 4.23 3.10 5.10 1.03 0.24
acyltransferase 7

21 ATP-dependent 6- Q01813 PFKP 86 kDa | 0.0006 4.35 3.10 5.60 1.77 0.41

phosphofructokinase,
platelet type
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Tablica 6. Usporedba proteoma stanica T24 tretiranih hidrokinonom (20 pug mL™) s kontrolom - nastavak

22 LIM domain only protein 7 | FBWD26 LMO7 186 kDa | 0.0010 3.30 2.00 4.40 1.21 0.37

23 MARCKS-related protein | P49006 MARCKSL1 20 kDa | 0.0020 8.07 4.00 13.00 4.56 0.57

24 Aminoacyl-tRNA J3KQ48 PTRH2 19kDa | 0.0001 5.60 3.90 7.70 1.93 0.34
hydrolase

25 A-kinase anchor protein 12 | Q02952 AKAP12 191 kDa | <0.0001 Prisutan u 127, nije prisutan u kontrolnom uzorku

26 Fascin Q16658 FSCN1 55kDa | <0.0001 Prisutan u 127, nije prisutan u kontrolnom uzorku

27 ATP-dependent RNA Q9GZR7 DDX24 96 kDa | 0.0002 Prisutan u 127, nije prisutan u kontrolnom uzorku
helicase DDX24

28 Aladin Q9NRG9 AAAS 60 kDa | 0.0012 Prisutan u 127, nije prisutan u kontrolnom uzorku

a - ime proteina u bazi podataka (UniProt)
b - pristupni broj u bazi podataka (UniProt)
C - Cesto oznacava i ime gena
d - molekulska masa prema bazi podataka
e- omjer srednje vrijednosti signala reporter iona tretman / kontrolni uzorak

f- minimalna vrijednost omjera signala reporter iona tretman / kontrolni uzorak
g- maksimalna vrijednost omjera signala reporter iona tretman / kontrolni uzorak
h - standardna devijacija

CV - koeficijent varijacije izracunat iz dobivenih vrijednosti




Rezultati proteomske analize pokazuju da su se u stanicama nakon tretmana T24 stanica
hidrokinonom pri koncentraciji od 20 pg mL™ tijekom 8 h vjerojatno dogodile promjene u
proteinskom sastavu citoskeleta i kromatina te da su se aktivirali mehanizmi stanicnog
odgovora na nesmotane proteine i stres-inducirane stani¢ne smrti.

Tezu o promjenama u sastavu citoskeletona potvrduje smanjena ekspresija proteina TPM3 koji
je uklju¢en u stabilizaciju citoskeletona (UniProt baza podataka, pristupljeno 2022.) te
povecana ekspresija proteina FLNC i MARCKSLL. Protein FLNC ima ulogu u reorganiziranju
citoskeletona kao odgovora na signalne podrazaje, a protein MARCKSLI je ukljucen u
kontrolu homeostaze citoskeletona i stani¢nu pokretljivost (Bjorkblom i sur.,, 2012). U
stanicama nakon tretmana hidrokinonom potvrdena je i pojac¢ana ekspresija proteina FSCN1
koji takoder ima ulogu u stani¢noj pokretljivosti, ali i u organizaciji filamenata 1 formaciji
mikrosiljaka, nabora membrane i stresnih vlakana (Deinhardt i sur., 2011).

Na promjene u sastavu kromatina upuéuju povecana ekspresija proteina HISTIHIE te
smanjena ekspresija proteina HNRNPU i HMGNZ2. Protein HIST1H1E ima ulogu u vezanju
linker DNA izmedu nukleosoma pri formiranju kromatina (UniProt baza podataka, pristupljeno
2022.), a protein HNRNPU je ukljucen u nekoliko stani¢nih procesa kao $to su organizacija
kromatina, regulacija duljine telomera, transkripcije i dr. (UniProt baza podataka, pristupljeno
2022.). HMGNZ2 je ne-histonski protein koji se veze s unutarnje strane nukleosomalne DNA te
na taj nacin mijenja interakciju izmedu DNA 1 histona (UniProt baza podataka, pristupljeno
2022.).

Akumulacija nesmotanih/neispravno smotanih proteina u endoplazmatskom retikulumu (ER)
1zaziva stani¢ni stres koji inicira mehanizam stani¢nog odgovora na nesmotane proteine (engl.
Unfolded Protein Response, UPR) (Apostolou i sur., 2008). Aktivaciju odgovora UPR
potvrduje povecana ekspresija proteina PTPN1, UGGT1 i MANF. Protein PTPNI1 djeluje kao
regulator odgovora endoplazmatskog retikuluma na povecanje nesmotanih proteina (Sangwan
i sur., 2008), protein UGGTL1 prepoznaje glikoproteine s defektima u smatanju te osigurava
kontrolu kvalitete smatanja proteina u endoplazamtskom retikulumu (Arnold i sur., 2000).
Naposljetku, pojacana ekspresija proteina MANF upucuje i na mogucu aktivaciju mehanizma

stres-inducirane stani¢ne smrti.
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4.2.2 Promjene u proteomu stanica nakon tretmana nitrofurantoinom

Tretiranjem stanica T24 nitrofurantoinom (0,167 mg mL™) postotak preZivljenja odreden
metodom Neutral red iznosio je 85 % u odnosu na kontrolni uzorak. Udio reaktivnih kisikovih
Cestica, izmjeren DCFH-DA metodom, iznosio je 90 %. Dobiveni rezultati upuéuju na
antioksidativan u¢inak profilakticke doze nitrofurantoina. Rezultati proteomske analize stanica
T24 nakon tretmana s nitrofurantoinom (0,167 mg mL™) ukazuju na promjenu razine ekspresije
15 proteina, pri p < 0,05 (tablica 7).

Promjena u ekspresiji proteina pokazuje da tretman nitrofurantoinom utjeCe na proces
biosinteze proteina, odrzavanje homeostaze proteina, proces transkripcije i alternativni splicing
te vezikularni transport. Poveéana ekspresija proteina PTRH2, DKC1, RPS15 i NOP2 nakon
tretmana stanica T24 nitrofurantoinom upucuje da nitrofurantoin utjee na proces biosinteze
proteina. Protein PTRH2 sudjeluje u otpustanju ribosoma tijekom sineteze proteina (de Pereda
i sur., 2004) te ima ulogu u regulaciji stani¢nog prezivljavanja i smrti, protein RPS15 ¢ini malu
S15 podjedinicu ribosoma (Ban i sur., 2014), protein DKC1 je ukljuéen u biogenezu ribosoma
(Schwartz i sur., 2014), a protein NOP2 je uklju¢en u sastavljanje velike 28S podjedinice
ribosoma (Sloan i sur., 2013). Protein PSMB3 ¢ini podjedinicu proteasoma, kompleks proteza
koji provodi selektivnu i efikasnu proteoliticku degradaciju ubikvitiniranih proteina (Yano i
sur., 2004.). Povecana ekspresija PSMB3 proteina u stanicama nakon tretmana
nitrofurantoinom upucuje na povecane potrebe stanice za odrZzavanjem homeostaze proteina
kroz uklanjanje nesmotanih ili oStecenih proteina koji bi mogli narusiti funkcioniranje stanice.
Povecana ekspresija proteina SMU1 i SRSF1 upucuje na promjene u procesu translacije i
alternativni splicing. Protein SRSF1 ima ulogu u spreCavanju preskakanja eksona, §to
omogucava to¢nost splicing-a te regulaciju alternativnog splicing-a (Kohtz i sur., 1994). Protein
SMUL1 je regulator DNA replikacije i spliceosomalni factor (Bertram i sur., 2017). Protein
SCFD1 omoguc¢ava vezikularni transport izmedu Golgijevog aparata i endoplazmatskog
retikuluma, a koji nastaje kao odgovor na toksicne tvari. Prema Huang 1 sur. (2021) protein
SCFD1 takoder je od naglasene vaZznosti za fuziju autofagosoma i lizosoma. Protein VAT,
pripada integralnim membranskim proteinima ukljuenim u vezikularni transport sa svrhom
regulacije primanja 1 otpustanje neurotransmitera na nervnim zavrsetcima. Ovaj protein pripada
porodici kinonskih oksidoreduktaza, a smatra se i kako je uklju¢en u mitohondrijsku fuziju,

transport fosfolipida i stani¢nu migraciju.
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Tablica 7. Usporedba proteoma T24 stanica tretiranih nitrofurantoinom (0,167 mg mL™) i kontrole

#
. Accession Alternate ID Fold i
a d _ f g h i

Ime proteina Number ° c MW (p-value) change ® MIN MAX stdev cV

1 Probable 28S rRNA P46087 NOP2 89 kDa | 0.0018 9.50 1.50 17.50 11.31 1.19
(cytosine(4447)-C(5))-
methyltransferase

2 ATPase family AAA QINVI7 ATAD3A 71kDa | 0.0003 4.50 1.60 4.50 4.10 0.91
domain-containing protein
3A

3 Proteasome subunit beta P49720 PSMB3 23 kDa | 0.0020 4.75 1.60 4.75 4.45 0.94
type-3

4 H/ACA ribonucleoprotein | 060832 DKC1 58 kDa | 0.0024 4.85 1.60 4.85 4.60 0.95
complex subunit DKC1
40S ribosomal protein S15 | K7ELC2 (+1) | RPS15 18 kDa | 0.0004 2.60 1.80 3.40 1.13 0.44
Integrin alpha-6 AOA8C8KBL6 | ITGA6 118 kDa | <0.0001 5.50 2.00 5.50 4.95 0.90
Serine/arginine-rich J3KTL2 (+1) | SRSF1 28 kDa | 0.0010 3.65 2.00 5.30 2.33 0.64
splicing factor 1

8 Caveolae-associated E9PIE3 CAVIN3 31 kDa | 0.0022 6.40 2.10 6.40 6.08 0.95
protein 3

9 Membrane-associated 000264 PGRMC1 22 kDa | 0.0013 9.30 2.30 16.30 9.90 1.06
progesterone receptor
component 1

10 WDA40 repeat-containing Q2TAY7 SMU1 58 kDa | 0.0003 16.23 3.30 16.23 17.70 1.09
protein SMU1

11 Oxygen-dependent P36551 CPOX 50 kDa | 0.0035 42.25 4.10 80.40 53.95 1.28

coproporphyrinogen-1il
oxidase, mitochondrial
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Tablica 7. Usporedba proteoma T24 stanica tretiranih nitrofurantoinom (0,167 mg mL™) i kontrole - nastavak

12 MARCKS-related protein | P49006 MARCKSL1 | 20 kDa | 0.0020 11.60 4.70 11.60 9.76 0.84

13 Aminoacyl-tRNA J3KQ48 (+1) | PTRH2 19kDa | 0.0001 16.00 5.40 21.00 9.18 0.57
hydrolase

14 Synaptic vesicle membrane | Q99536 VAT1 42 kDa | 0.0030 6.75 3.40 10.10 4.74 0.70
protein VAT-1 homolog

15 Secl family domain- AOA7I2V3G4 | SCFD1 68 kDa | 0.0001 35.00 15.00 55.00 28.28 0.81
containing protein 1 (+6)

a - ime proteina u bazi podataka (UniProt)

b - pristupni broj u bazi podataka (UniProt)
C - Cesto oznacava i ime gena
d - molekulska masa prema bazi podataka
e- omjer srednje vrijednosti signala reporter iona tretman / kontrolni uzorak

f- minimalna vrijednost omjera signala reporter iona tretman / kontrolni uzorak
g- maksimalna vrijednost omjera signala reporter iona tretman / kontrolni uzorak

h - standardna devijacija
CV - koeficijent varijacije izracunat iz dobivenih vrijednosti




4.2.3 Promjene u proteomu stanica nakon kombiniranog tretmana nitrofurantoina i hidrokinona

Nakon istovremenog tretmana stanica T24 nitrofurantoinom (0,167 mg mL™) i hidrokinonom
(20 pg mL1) tijekom 8 h izmjeren je postotak prezivljenja stanica metodom Neutral red od 87
% + 2 %. Nadalje, mjerenjem koli¢ine reaktivnih kisikovih ¢estica metodom DCFH-DA, uocen
je naglasen antioksidativan ucinak, vrijednosti udjela reaktivnih kisikovih ¢estica iznosile su 30
%.

Nakon tretmana stanica T24 nitrofurantoinom (0,167 mg mL™) i hidrokinonom (20 pg mL™)

uocCena ja promjena u razini ekspresije 45 proteina (tablica 8).
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Tablica 8. Proteom stanica tretiranih nitrofurantoinom (0,167 mg mL™) i hidrokinonom (20 pug mL™) u usporedbi s kontrolom

#
. Al i Alt te ID Fold i
Ime proteina 2 Nzﬁf’e'?r; ernca ¢ MW d (p-value) cha%ge e | MINT MAX ¢ stdev " eV
1 Integrator complex subunit1 | Q8N201 INTS1 244 kDa | 0.0003 0.20 0.00 0.50 0.26 1.32
2 Proteasome subunit beta P49720 PSMB3 23 kDa | 0.0020 0.35 0.30 0.40 0.07 0.20
type-3
3 Protein disulfide-isomerase Q96JJ7 TMX3 52 kDa | 0.0040 0.40 0.30 0.60 0.17 0.43
TMX3
4 Very-long-chain (3R)-3- Q6Y1H2 HACD?2 28 kDa | <0.0001 0.53 0.40 0.60 0.12 0.22
hydroxyacyl-CoA
dehydratase 2
5 Cathepsin B AOA7PONGZ6 | CTSB 38 kDa | 0.0022 0.53 0.40 0.60 0.12 0.22
6 Guanine nucleotide-binding | AOA712V5R6 | GNAS 111 kDa | 0.0010 0.37 0.30 0.40 0.06 0.16
protein G(s) subunit alpha
isoforms short
7 Albumin AOAO0C4DGBG6 | ALB 69 kDa | <0.0001 0.30 0.20 0.40 0.10 0.33
8 Stomatin-like protein 2, Q9UJZ1 STOML2 39 kDa | 0.0007 0.45 0.30 0.60 0.21 0.47
mitochondrial
9 PC4 and SFRS1-interacting 075475 PSIP1 60 kDa | 0.0013 0.60 0.50 0.70 0.10 0.17
protein
10 | 60S acidic ribosomal protein | P05388 RPLPO 34 kDa | <0.0001 0.53 0.40 0.60 0.12 0.22
PO
11 | Sideroflexin-1 Q9H9B4 SFXN1 36 kDa | 0.0037 0.43 0.30 0.60 0.15 0.35
12 | UDP-glucose:glycoprotein Q9NYU2 UGGT1 177 kDa | <0.0001 2.70 1.50 3.70 111 0.41

glucosyltransferase 1
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13 | Protein disulfide-isomerase P13667 PDIA4 73 kDa | <0.0001 1.87 1.50 2.60 0.64 0.34
Ad

14 | Endoplasmin P14625 HSP90B1 92 kDa | <0.0001 1.77 1.50 2.00 0.25 0.14

15 | Delta-1-pyrroline-5- P54886 ALDH18A1 | 87 kDa | <0.0001 1.70 1.50 1.80 0.17 0.10
carboxylate synthase

16 | Calreticulin P27797 CALR 48 kDa | < 0.0001 1.57 1.50 1.70 0.12 0.07

17 | Protein disulfide-isomerase AOA8I5KT88 | PDIA3 58 kDa | <0.0001 1.60 1.50 1.70 0.10 0.06
A3

18 | Heterogeneous nuclear 043390 HNRNPR 71kDa | <0.0001 1.70 1.50 2.10 0.35 0.20
ribonucleoprotein R

19 | Glutaminase kidney isoform, | 094925 GLS 73 kDa | <0.0001 1.87 1.60 2.20 0.31 0.16
mitochondrial

20 | Histone H1.5 P16401 H1-5 23 kDa | 0.0038 1.93 1.60 2.10 0.29 0.15

21 | Thioredoxin domain- Q8NBS9 TXNDC5 48 kDa | < 0.0001 1.83 1.60 2.20 0.32 0.18
containing protein 5

22 | Coactosin-like protein Q14019 COTL1 16 kDa | 0.0008 2.10 1.60 3.00 0.78 0.37

23 | T-complex protein 1 subunit | P48643 CCT5 60 kDa | 0.0007 2.03 1.80 2.40 0.32 0.16
epsilon

24 | Lysophospholipid Q96N66 MBOAT7 53 kDa | 0.0010 1.93 1.70 2.20 0.25 0.13
acyltransferase 7

25 | Splicing factor U2AF 65 kDa | P26368 U2AF2 54 kDa | 0.0016 2.33 2.00 2.80 0.42 0.18
subunit

26 | Lamin-B1 P20700 LMNB1 66 kDa | <0.0001 2.03 1.90 2.20 0.15 0.08

27 | LIM domain and actin- Q9UHB6 LIMA1 85 kDa | 0.0004 2.23 2.10 2.40 0.15 0.07
binding protein 1

28 | CD44 antigen P16070 CD44 82 kDa | <0.0001 2.07 1.60 2.30 0.40 0.20
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Tablica 8. Proteom stanica tretiranih nitrofurantoinom (0,167 mg mL™) i hidrokinonom (20 pug mL™) u usporedbi s kontrolom - nastavak

29 | Tyrosine-protein phosphatase | P18031 PTPN1 50 kDa | 0.0003 1.80 1.30 2.30 0.50 0.28
non-receptor type 1

30 | Mitochondrial import 094826 TOMMT70 67 kDa | 0.0009 3.20 2.40 3.70 0.70 0.22
receptor subunit TOM70

31 | Histone H1.4 P10412 H1-4 22 kDa | 0.0017 3.40 2.70 4.60 1.04 0.31

32 | Thymosin beta-10 P63313 TMSB10 5 kDa 0.0031 2.73 2.20 3.00 0.46 0.17

33 | Aminoacyl-tRNA hydrolase | J3KQ48 PTRH2 19 kDa | 0.0001 4.90 3.20 6.00 1.49 0.30

34 | Brain acid soluble protein 1 P80723 BASP1 23 kDa | 0.0005 3.00 2.60 3.30 0.36 0.12

35 | Very-long-chain 3-oxoacyl- | Q53GQO0 HSD17B12 | 34kDa | 0.0001 3.10 2.80 3.60 0.44 0.14
CoA reductase

36 | MARCKS-related protein P49006 MARCKSL1 | 20 kDa | 0.0020 4.57 4.40 4.90 0.29 0.06

37 | ATP-dependent 6- Q01813 PFKP 86 kDa | 0.0006 4.80 2.80 6.40 1.83 0.38
phosphofructokinase, platelet
type

38 | Podocalyxin 000592 PODXL 59 kDa | <0.0001 Prisutan u 128, nije prisutan u kontrolnom uzorku

39 | Ras-related protein Ral-A P11233 RALA 24 kDa | <0.0001 Prisutan u 128, nije prisutan u kontrolnom uzorku

40 | F-actin-capping protein B1AKS88 CAPZB 34 kDa | <0.0001 Prisutan u 128, nije prisutan u kontrolnom uzorku
subunit beta

41 | CCN family member 1 000622 CCN1 42 kDa | 0.0001 Prisutan u 128, nije prisutan u kontrolnom uzorku

42 | ATP-dependent RNA Q9GZR7 DDX24 96 kDa | 0.0002 Prisutan u 128, nije prisutan u kontrolnom uzorku
helicase DDX24

43 | Purine nucleoside P00491 PNP 32 kDa | 0.0006 Prisutan u 128, nije prisutan u kontrolnom uzorku
phosphorylase

44 | 3-ketoacyl-CoA thiolase, P09110 ACAAl 44 kDa | 0.0010 Prisutan u 128, nije prisutan u kontrolnom uzorku

peroxisomal
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a - ime proteina u bazi podataka (UniProt)

b - pristupni broj u bazi podataka (UniProt)

C - Cesto oznacava i ime gena

d - molekulska masa prema bazi podataka

e- omjer srednje vrijednosti signala reporter iona tretman / kontrolni uzorak

f- minimalna vrijednost omjera signala reporter iona tretman / kontrolni uzorak
g- maksimalna vrijednost omjera signala reporter iona tretman / kontrolni uzorak
h - standardna devijacija

CV - koeficijent varijacije izracunat iz dobivenih vrijednosti



Od navedenih 45 proteina, 31 protein je razlikovno eksprimiran nakon kombiniranog tretmana,
stoga se ti proteini mogu pripisati sinergijskom djelovanju nitrofurantoida i hidrokinona.
Promjena u ekspresiji proteina pokazuje da sinergijsko djelovanje nitrofurantoida i hidrokinona
utjeCe na biosintezu nezasi¢enih masnih kiselina, odrzavanje stani¢ne homeostaze te regulaciju
polimerizacije i depolimerizacije aktina.

Pojacana ekspresija proteina ACAA1 1 HSD17B12 ukazuje da sinergijsko djelovanje
nitrofurantoida i hidrokinona utjeCe na promjene u biosintezi nezasi¢enih masnih kiselina.
Protein ACAAL1 ima vaznu ulogu u peroksimalnoj beta-oksidaciji masnih kiselina te ulogu u
katalizi cijepanje malih, srednjih, dugih i vrlo dugih ravnih lanaca razli¢itih molekula 3-
oksoacil-CoA (UniProt baza podataka, pristupljeno 2022.) dok protein HSD17B12 Katalizira
prvu od cetiri reakcija koje Cine elongacijski ciklus dugih masnih kiselina (UniProt baza
podataka, pristupljeno 2022.).

Proteini s izmjenjenom ekspresijom nakon kombiniranog tretmana, a ¢ija je uloga u odrzavanju
stani¢ne homeostaze mogu se podijeliti na proteine iz porodice tioredoksina (PDIA3, PDIA4 i
TXNDCS) te na molekularne Saperone (HSP90B1 i CALR). Proteini PDIA3 i PDIA4 spadaju
u enzime iz obitelji tioredoksina koji kataliziraju oksidaciju, redukciju i izomerizaciju tiol-
disufida, neophodni su za ispravno formiranje disulfidnih mostova te rearanziranje nepravilno
formiranih veza (Hartley i sur. 2013). Prema UniProt bazi podataka (pristupljeno 2022.) protein
TXNDCS je disulfid izomeraza koja se nalazi u lumenu endoplasmatskog retikuluma te je
takoder ukljucena u formiranje disulfidnih veza unutar proteina. Proteini HSP90B1 i CALR
spadaju u skupinu molekularnih Saperona. Protein HSP90OB1 ima funkciju molekularnog
saperona koji sudjeluje u procesiranju i transportu sekrecijskih proteina (UniProt baza
podataka, 2022.), dok je protein CALR Saperon koji poti¢e smatanje proteina, sklapanje
oligomera te kontrolu kvalitete u endoplazmatskom retikulumu kroz cikluse
kalretikulin/kalneksin (Nauseef i sur., 1995). Nadalje, povecana ekspresija TOMM?70 takoder
potvrduje promjene u homeostazi stanice. TOM je translokaza koja se nalazi na vanjskoj
membrani mitohondrija te ima ulogu kontrole kvalitete mitohondrija. TOMM70 je podjedinica
TOM translokaze koja posreduje unos novosintetiziranih proteina u mitohondrije. TOMM?70 je
takoder dokazano nositelj anti-oksidativnog i anti-apoptotickog u¢inka (Kim i sur., 2022).
Sinergijsko djelovanje nitrofurantoida i hidrokinona na regulaciju, polimerizaciju i
depolimerizacije aktina potvrduje promjena u ekspresiji proteina LIMA1, CAPZB 1 COTLI.
Protein LIMA1 je protein koji veze aktin uklju€en, a u regulaciju i dinamiku citoskeletona.

Povecava broj i veli€inu stresnih vlakana aktina te inhibira nabiranje membrane, takoder
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ukljucen je u inhibiciju depolarizacije aktinskih filamenata (Maul i sur., 2003). Protein CAPZB
je F-aktin-kapirajuci protein koji se veze za brzorastuce krajeve aktinskih filamenata te na taj
nacin blokira izmjene podjedinica na krajevima. Takoder, ima ulogu u regulaciji stani¢ne
morfologije i organitacije citoskeleta (Bai i sur., 2011). Protein COTL1 se takoder veze za F-
aktin, no nema direktan utjecaj na depolarizaciju aktina (Provost i sur., 2001).

Usporedbom razine ekspresije proteina izmedu uzoraka tretiranih samo hidrokinonom i onih
uzraka tretiranih hidrokinonom 1 nitrofurantoinom moze se uociti sljedeée: uzorku tretiranom
kombinacijom nitrofurantoina i hidrokinona zapaZen je porast ekspresije histona 1-4 (3,4 :
2,35), povrsinskog glikoproteina CD44 (2,07 : 0,5), zasluznog za medustani¢ne interakcije,
adheziju i stani¢nu migraciju te heterolognih ribonukleoproteina (HNRNPR) koji sudjeluju u
interakcijama i procesiranju RNA (1,7 : 0,5) (Chaudhury i sur., 2010).

U uzorku tretiranom hidrokinonom usporedno s uzorkom tretiranim kombinacijom hidrokinona
i nitrofurantoina uocen je i porast ekspresije: lizofosfatidil-inozitol aciltransferaze (LCLT1 )
proteina iz obitelji O-aciltransferaza vezanih za membranu koji sluzi kao donor acilne skupine
(4,23 : 1,93) te MARCSKL1 proteina (8,07 : 4,57) koji sudjeluje u regulaciji citoskeleta,
signalizaciji protein kinaza C te signalizaciji kalmodulino MARCKSLL1 protein pokazao je
najvecu razinu ekspresije u uzorku tretiranom isklju¢ivo nitrofurantoinom (11,6) (Tuladhar i
Lum, 2015). U uzorku tretiranom nitrofurantoinom, povecana razina ekspresije u odnosu na
uzorak tretiran kombinacijom nitrofurantoina i hidrokinona, uofena je u proteinima:
proteasome 20S subunit beta 3 (PSMB3) (4,75 : 0,35), koji formira proteosome, multikataliti¢ki
kompleks proteaza peptidil-tRNA hidrolaza 2 (PTRH2) (16,00 : 4,90) (Kopp i sur., 1997).

U ovom radu ispitan je zaseban i sinergijski u¢inak hidrokinona i nitrofurantoina na T24 stanice.
Ispitan je i u¢inak nitrofurantoina na Hep-G2 stanice tijekom tretmana s i bez oporavka. Unato¢
smanjenom postotku prezivljenja T24 stanica nakon tretmana smjesom nitrofurantoina i
hidrokinona, u odnosu na prezivljenje T24 stanica nakon tretmana nitrofurantoinom, provedeno
istrazivanje dokazalo je moguénost primjene niske koncentracije hidrokinona u svrhu
smanjivanja prooksidativnog ucinka nitrofurantoina. Radi boljeg razumijevanja ste¢enih
saznanja provedena je analiza proteoma T24 stanica nakon tretmana nitrofurantoinom,
hidrokinonom te njihovom zajednickom primjenom. Sinergijski ucinak nitrofurantoina i
hidrokinona odrazen je kroz promjenu ekspresije proteina S utjecajem na biosintezu nezasic¢enih
masnih kiselina, odrzavanje stanicne homeostaze te regulaciju polimerizacije i depolimerizacije

aktina.
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5. ZAKLJUCCI

=

Nitrofurantoin pokazuje koncentracijski ovisnu toksi¢nost na Hep-G2 stanice nakon 24

sata oporavka nakon tretmana.

Nitrofurantoin pokazuje antioksidacijsko djelovanje na Hep-G2 stanice tijekom 1 i 2

sata tretmana.

Nitrofurantoin i hidrokinon u smjesi smanjuju postotak prezivljenja T24 stanica u

odnosu na sam nitrofurantoin.

Niska koncentracija hidrokinona smanjuje prooksidacijsko djelovanje profilakti¢kih i
terapeutskih koncentracija nitrofurantoina tijekom 8 sati inkubacije te se na taj nacin

ispoljava antioksidacijsko djelovanje hidrokinona u smjesi.

Rezultati proteomske analize u T24 stanicama pokazuju da je hidrokinon pri
koncentraciji od 20 pg mL? tijekom 8 sati vjerojatno uzrokovao promjene u
proteinskom sastavu citoskeleta i kromatina te da su se pod njegovim utjecajem
aktivirali mehanizmi stani¢nog odgovora na nesmotane proteine i stres-induciranu

stani¢nu smrt.

Tretman nitrofurantoinom utjecao je na proces biosinteze proteina, odrzavanje
homeostaze proteina, proces transkripcije i alternativni splicing te vezikularni transport

u T24 stanicama.

Sinergijsko djelovanje nitrofurantoina i hidrokinona u T24 stanicama djeluje na
promjenu ekspresije proteina, a utjeCe na biosintezu nezasi¢enih masnih kiselina,

odrzavanje stanicne homeostaze te regulaciju polimerizacije 1 depolimerizacije aktina.
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