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1. UVOD  

 

U narodnoj medicini već se stoljećima koriste biljke i biljni pripravci za liječenje bolesti ili 

očuvanje zdravlja ljudi. Veliki broj istraţivanja učinaka biljaka provodi se s ciljem 

pronalaţenja pripravaka koji bi mogli štititi stanice, organe, te organizam u cijelosti od štetnih 

učinaka sve prisutnijih u čovjekovom okolišu. Dokazano je da polifenoli prisutni u voću, 

povrću, ţitarice i drugim biljkama posjeduju čitav niz učinaka u prevenciji i terapiji bolesti 

kao što su: kardiovaskularne bolesti, osteoporoza, neurodegenerativne bolesti, dijabetes i dr. 

 

 

1.1. Obična planika  

 

Obična planika (Arbutus unedo L.) je vazdazelena grmolika biljka iz porodice vrijesova koja 

uobičajeno doseţe 1,5   3 metra visine, iako nije neobično da biljka dosegne visinu i do 12 

metara. Rasprostranjena je duţ Mediterana i Atlantske obale Europe, a u Hrvatskoj je 

nalazimo duţ obale Jadranskog mora: od Istre do Juţnog Primorja te po otocima i 

poluotocima Jadranskog mora poput Dugog otoka, Mljeta, Korčule, Brača, Elafitskih otoka i 

poluotoka Pelješca (Šilić, 2005; Maleš i sur., 2006). Rasprostranjenost planike u Hrvatskoj 

nije do kraja istraţena (Maleš i sur., 2006; 2013; Vidrih i sur., 2013). Obična planika nije 

osobito zahtjevna prema sastavu tla, ali najbolje se uzgaja na vapnenačkim kamenjarima i 

pukotinama stijena, te su za razvoj pogodnija kisela tla, a izrazito povoljno podnosi i sušne 

uvjete. 

Poznata i korištena od davnina diljem regije, za običnu se planiku u hrvatskom govornom 

području udomaćilo više narodnih naziva kao što su: maginja, magunja, prpak, planika, 

jagodica, rast, planičac, metličasta planika, manjiga, obična planika (Nikolić, 2014). 

Obična planika izrazito je specifična biljka, koja posjeduje dugu fazu cvjetanja i formiranja 

ploda. Jedina je biljka koja na stablu u isto vrijeme ima i cvijet i plodove (Slika 1). Njezin 

dvospolni cvijet cvate od listopada do veljače, kada dozrijevaju i prošlogodišnji plodovi 

(Nikolić, 2014). Drugim riječima, potrebna je čak godina dana kako bi došlo do potpunog 

formiranja i sazrijevanja ploda. Glavne karakteristike biljke njezini su ruţičasto-bijeli 

zvonoliki cvjetovi mednog mirisa skupljeni u grozdaste cvatove te okrugli ţuto-crveni 

plodovi, mesnate i sočne bobe hrapave površine prosječne veličine oko 2 centimetra.  
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Slika 1. Cvat i plod obične planike (preuzeto s http://www.hobbyfarms.com/what-is-a-

strawberry-tree/) 

 

 

Glavne dijelove biljke, plod i list, mediteransko je stanovništvo do danas zadrţalo u upotrebi. 

Plod se najčešće koristi za proizvodnju marmelada, dţemova i alkoholnih pića, što je često i 

dodatan izvor prihoda stanovnicima ruralnih područja Sredozemlja (Soufleros i sur., 2005; 

Cornara i sur., 2009; Lim, 2012). List se koristi u tradicionalnoj medicini za izradu pripravaka 

protiv različitih upala, nadutosti, dijabetesa, arterioskleroze, hipertenzije, pa i u borbi protiv 

gastrointestinalnih, urinarnih i bubreţnih bolesti. Čaj od lista obične planike koristi se kod 

šećerne bolesti, tegoba prostate i mokraćnih putova, te reumatizma (Miguel i sur., 2014). 
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1.2. Učinci obične planike na zdravlje 

 

Zbog velike količine različitih bioaktivnih spojeva, poput eteričnih ulja, vitamina, tokoferola, 

antocijanida, fenola i flavonoida, obična planika ima niz pozitivnih učinaka na ljudsko 

zdravlje. Učinci su u uskoj vezi s njihovim antioksidacijskim i antimikrobnim djelovanjem 

(Tavares i sur., 2010). Osim antioksidacijskog djelovanja fenolni spojevi imaju i druge 

osobine, poput protuupalnog, vazodilatacijskog i antitrombotskog učinka, koji doprinosi 

smanjenju visokog krvnog tlaka i smanjenju prianjanja trombocita uz stjenke (Kivçak i Mert, 

2001; El Haouari i sur., 2007; Oliveira i sur., 2011a).  Fenolni spojevi imaju i antimutagen i 

antiproliferativan, odnosno antikancerogen učinak (El Haouari i sur., 2007; Tavares i sur., 

2010; Oliveira i sur., 2011a; Oliveira i sur., 2011b; Abuhamdah i sur., 2013). Potpomaţući 

staničnu obranu i aktivaciju enzimskih sustava za detoksikaciju, bioaktivne tvari smanjuju 

upalne procese te inhibiraju rast i razvoj tumorskih procesa (Padanilam, 2013). Obična 

planika pokazuje i antidijabetski učinak: smanjuje koncentraciju glukoze u krvi s obzirom na 

to da ekstrakt lista obične planike poboljšava učinak inzulina i iskorištenje glukoze u 

stanicama (Bnouham i sur., 2010). 

Povoljni učinci obične planike odavno su prepoznati, pa ne iznenaĎuje da su za liječenje 

tegoba u tradicionalnoj medicini svoju primjenu našli različiti dijelovi biljke (list, plod, kora, 

korijen) (Oliveira i sur., 2011a) (Tablica 1). Pripravci korijena i kore u narodnoj se medicini 

koriste kod gastrointestinalnih poremećaja (za uklanjanje trbušnih tegoba i kao pomoć kod 

proljeva), kardiovaskularnih poremećaja te kod uroloških i dermatoloških problema. (Ziyyat i 

Boussairi, 1998; Novais i sur., 2004). Dosadašnja istraţivanja ukazala su i na antimikrobna 

svojstva ekstrakta korijena obične planike u vidu inhibicije rasta Escherichia coli i 

Staphylococcus aureus  (Dib i sur., 2013; Miguel i sur., 2014).  

Plod i ekstrakt lista obične planike posebno su korisni u liječenju uroloških i 

gastrointestinalnih problema zbog svog diuretskog, uroantiseptičnog i laksativnog učinka  

(Ziyyat i Boussairi, 1998; El-Hilaly i sur., 2003; Pallauf i sur., 2008; Cornara i sur., 2009; 

Oliveira i sur., 2011a). Iako je primjena sirovih plodova pokazala pozitivno djelovanje kod 

gastritisa i bubreţnih bolova, oni se rijetko koriste nepreraĎeni jer konzumirani u većim 

količinama mogu dovesti do ošamućenosti nalik stanju pijanstva. Iz ploda i cvijeta izolirano je 

eterično ulje, kojem se pripisuje antibakterijsko djelovanje (Kahriman i sur., 2010), a utjecaj 

meda obične planike, iako još uvijek predmetom brojnih istraţivanja, pokazuje kako 

antioksidativna tako i antiradikalna svojstva zahvaljujući brojnim polifenolima koje nalazimo 
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u njegovu sastavu (Tuberoso i sur., 2010; 2013). Antioksidacijsko svojstvo ploda i lista 

obične planike značajnije je od onog zelenog čaja ili borovnice (Tavares i sur., 2010).  

Budući da list obične planike smanjuje zgrušavanje krvi ili uopće nakupljanje trombocita uz 

vazodilatacijski učinak (El Haouari i sur., 2007; Lim, 2012), vrlo se često koristi za regulaciju 

visokog krvnog tlaka i kod kardiovaskularnih bolesti. Ekstrakt listova obične planike pokazao 

je antibakterijska i antimikrobna svojstva zbog čega bi se mogao primjenjivati kod liječenja 

asimptomatskih urinarnih infekcija. Zahvaljujući antioksidacijskom kapacitetu, primjenu 

moţe pronaći i u kliničkoj upotrebi kao preventivni ili terapijski agens u bolestima izazvanim 

oksidacijskim stresom (Afkir i sur., 2008, Mariotto i sur., 2008, Oliveira i sur., 2011a, Amel, 

2013).   

Glavni je cilj provedenih istraţivanja povećati korištenje plodova i/ili derivata obične planike 

u ljudskoj prehrani zbog njezinih svojstava korisnih ljudskom zdravlju (Miguel i sur., 2014).   

 

 

Tablica 1. Primjena različitih dijelova obične planike u narodnoj medicini (preuzeto od 

Oliveira i sur. 2011a). 

 

Dio 

biljke 
Medicinska upotreba Literatura 

List 

Gastrointestinalni poremećaji, urološki problemi,  Ziyyat i sur., 1997 

dermatološki problemi, kardiovaskularni poremećaji,  Kivçak i sur., 2001b 

bolesti bubrega, visoki krvni tlak El-Hilaly i sur., 2003 

bolesti srca, dijabetes, hemeroidi,  Cornara i sur., 2009 

diuretsko i protuupalno i antidijarioično djelovanje Leonti i sur., 2009 

Plod 

Gastrointestinalni poremećaji, urološki problemi El-Hilaly i sur., 2003 

dermatološki problemi, bolesti bubrega,  Leonti i sur., 2009 

kardiovaskularna primjena Cornara i sur., 2009  

Kora 
Gastrointestinalni poremećaji, urološki i 

Ziyyat i sur., 1997 
dermatološki problemi, kardiovaskularni poremećaji 

Korijen 

Gastrointestinalni poremećaji, urološki problemi, Kivçak i sur., 2001b 

dermatološki problemi, kardiovaskularni poremećaji, Novais i sur., 2004 

visoki krvni tlak, bolesti srca, dijabetes, Marioto i sur., 2008 

diuretsko, protuupalno i antidijarioično djelovanje Afkir i sur., 2008 
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1.3. Kemijski sastav obične planike   

 

Učinak obične planike, odnosno njezinih dijelova, nepobitno ovisi o njezinu kemijskom 

sastavu. Od bioaktivnih spojeva u planici je utvrĎeno postojanje vitamina, fenola, organskih 

kiselina i terpenoida. UtvrĎeno je da zreli plodovi obične planike sadrţe velike količine šećera 

(od 42 % do 52 % suhe mase) i minerala, pogotovo kalija i kalcija. U tek nešto manjim 

koncentracijama nalazimo i eterična ulja te vaţne antioksidanse kao što su vitamini i fenolni 

spojevi te galna kiselina. 

S druge strane u listu obične planike nalaze se spojevi kao što su masne kiseline, terpenoidi, 

neki vitamini, esencijalna ulje i fenolni spojevi, poput tanina, glikozida i flavonoida.  

Dib i sur. (2010b) su utvrdili prisutnost masnih kiselina u listu koje su ekstrahirane s 

razrijeĎenim petroleterom, a uzorak je potom prošao hidroksidnu saponifikaciju. Najviše je 

bilo palmitinske kiseline 38,5 %, oleinske 10,6 %, linolenske 9,3 %, a pronaĎene su još i 

linoleinska 5,5 %, laurinska 5,2 %, miristinska 2,6 %, stearinska 2,5 % , pentadekanoična 2,4 

%, trideciklična 2,3 %, behenična 1,9 %, margarinska 1,6 %, te arahidinska 1,2 % kiselina. 

Od terpenoida su odreĎeni α-amirin acetat, betulinska kiselina i lupeol, a od vitamina α-

tokoferol. Zanimljivo je da sadrţaj α-tokoferola varira ovisno o vremenu prikupljanja lista, pa 

ga je najviše odreĎeno u uzorku prikupljenom u oţujku (0,01328 % ) (Gaspar i sur., 1997; 

Kivçak i sur., 2001b; Oliveira i sur., 2011a). 

U nesaponificiranom dijelu lista odreĎena je visoka razina alifatskih spojeva (32,1 % ), 

ugljikovodičnih monoterpena (30,7 % ), i oksigeniranih seskviterpena (18,5 % ). Kemijski 

sastav ove nesaponificirane frakcije lista je (Z)-β-ocimen 22,4 %, elemol 18,5 % , dodecil-

acetat 10,5 %, tetradekanol 7,9 %, (E)-anil 2-metil butirat 6,5 %, dodekanal 3,8 %, 

heksadekanal 3,5 %, limonen 3,2 %, α-pinen 2,6 %, sabinen 2,5 %, heptadekan 2,4 %, 

undekan 2,1 %, pentadekan 1,9 %. Ovi spojevi izolirani iz lista obične planike u njegovom 

nesaponificiranom dijelu mogli bi biti odgovorni za njegovo antimikrobno djelovanje i to bi 

općenito moglo biti pripisano monoterpenoidima (Matasyoh i sur., 2007; Dib i sur., 2010b).  

Iz lista obične planike izoliran je niz fenolih spojeva poput tanina, flavonoida (katehin galat, 

miricetin, rutin, afzelin, juglanin, avikularin), fenolnih glikozida (kvercitrin, izokvercitrin, 

hiperozid) te iridoidnih glukozida (Carcache-Blanco i sur., 2006; Maleš i sur., 2006). 

Najzastupljeniji fenolni spojevi u listu su arbutin (62,7 mg/100 g lista), katehin (54,6 mg/100 

g lista) i etil galat (44,00 mg/100 g lista) (Fiorentino i sur., 2007; Oliveira i sur., 2011a; 

Miguel i sur., 2014). MeĎutim arbutin prilikom bioaktivacije u ljudskom organizmu prelazi u 
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hidrokinon, koji ima mutagene osobine, pa treba voditi računa da se ne unosi u organizam u 

većim količinama (Blaut i sur., 2006).  

Tanini su polifenilni spojevi antioksidacijskih svojstava zahvaljujući hidroksilnim grupama 

koje imaju. Osim antioksidacijskih svojstava pokazuju jaku antibakterijsku, antiulceroznu, 

protuupalnu, antimutagenu i apoptotsku aktivnost te su zbog svega toga potencijalno 

zanimljivi i u tretmanu tumora (Nomura i sur., 2005; Larrosa i sur., 2006; Souza i sur., 2007; 

Huang i sur., 2010).  

 

 

1.3.1. Polifenoli i flavonoidi  

 

Fenolni spojevi imaju u svojoj strukturi jedan aromatski prstena ili više njih, na koje je 

povezana jedna hidroksilna grupa ili više njih. Poznato je preko 8000 strukturnih varijanti 

ovih spojeva, a općenito ih dijelimo na fenolne kiseline i analoge: tanini, flavonoidi, stilbeni, 

kurkumonoidi, kumarini, lignani, kinoni i ostali, ovisno o broju aromatskih prstenova i 

funkcionalnih povezujućih struktura (Fresco i sur., 2006; Huang i sur., 2010). Glavni oblik u 

biljnom svijetu upravo su fenolne kiseline, koje se bilo u slobodnom bilo u konjugiranom 

obliku pojavljuju kao amidi ili pak kao esteri. 

Polifenolni spojevi u biljkama nastaju kao rezultat sekundarnog metabolizma biljaka i 

omogućuju im odvijanje esencijalnih funkcija poput rasta i razmnoţavanja, ali im sluţe i kao 

obrambeni mehanizam protiv patogena, parazita i ptica grabljivaca te pridonose boji biljke 

(Baidez i sur., 2007). Njihov je učinak na staničnoj razini i indukcija enzimskih sustava 

vaţnih za endogenu borbu s reaktivnim metabolitima kisika (glutation peroksidaza, katalaza, 

dismutaza) ili inhibicija njihove ekspresije (ksantin oksidaza) (Tsao, 2010).   

Bioaktivnost fenolnih spojeva, izmeĎu ostalog, odgovorna je za njihovo kemopreventivno 

djelovanje, dakle antioksidacijski učinak (antikancerogeno, antimutageno i protuupalno), koji 

ovisi o njihovoj strukturi, odnosno o broju i pozicijama hidroksilnih skupina i njihovoj 

glikozilaciji ili eventualno o ostalim zamjenskim grupama na samom fenolnom prstenu (Heim 

i sur., 2002; Cai i sur., 2006; Huang i sur., 2010).   

Uz različite izolirane polifenole vaţna skupina biljnih bioaktivnih spojeva velike strukturne 

heterogenosti su i flavonoidi (Huang i sur., 2010). Uloga i aktivnost flavonoida, kao i kod 

polifenola, ovisna je o njihovoj kemijskoj strukturi. Uglavnom se pojavljuju u obliku 

difenilpropana (C6-C3-C6), a nešto rjeĎe i kao aglikoni i kao derivati glikozida. Flavonoidi se 
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u suštini dijele u nekoliko glavnih skupina: flavoni, izoflavoni, flavonoli, flavanoni, 

flavanonoli, antocijanini koji uključuju i antocijanidine (Miguel i sur., 2014).  

Iako i fenoli djeluju antioksidativno, veliki antioksidativni kapacitet imaju i flavonoidi, čime 

se objašnjava ne samo njihova antimikrobna i antiviralna aktivnost već i antikancerogena te 

hematoprotektivna uloga (Kazazić, 2004). U biljaka flavonoidi imaju zaštitni učinak štiteći ih 

od patogena i UV zračenja. 

 

 

1.3.2. Arbutin  

 

Arbutin (hidrokinon-β-D-glukopiranozid) je prirodni spoj koji se nalazi u raznim biljnim 

vrstama različitih vrsta kao što su Ericaceae (Arctostphylos spp.), Betulaceae (Betula alba) i 

Rosaceae (Pyrus communis L.) (Petkou i sur., 2002). Riječ je o derivatu hidrokinona, 4-

hidroksifenil–β-glukopiranozidu, koji moţemo pronaći u kori, listu i plodu vrsta kao što su 

obična planika i medvjetka (Arctostaphylos uva-ursi L.), a predstavlja jedan od najvaţnijih 

fenolnih spojeva koje sadrţe. Biljke prvenstveno sintetiziraju arbutin u obrani protiv infekcija 

i pri stresnim uvjetima kao što su iznimno visoke ili niske temperature (Lukas i sur., 2010). 

Arbutin je spoj koji ima antimikrobna svojstva i pomaţe biljci u borbi s bakterijama. Nakon 

konzumacije arbutin se apsorbira preko nosača glukoze β-glukozidazu u debelom crijevu, 

gdje se pod utjecajem crijevne bakterijske flore metabolizira u aktivne tvari glukuronide i 

sulfatne konjugate koji se izlučuju u urinu (Schindler i sur., 2002). U studijama raĎenim u in 

vivo uvjetima s ekstraktom lista borovnice pokazano je da pri konzumaciji jedne doze arbutina 

standardiziranog na 800 miligrama po dozi u uzorku urina konzumenta tjedan dana nakon 

uzimanja doze nije primijećen rast bakterija (Schindler i sur., 2002). Istraţivanje je provedeno 

na šesnaest muških i ţenskih ispitanika. Unutar tjedan dana ispitanici su nasumično uzimali 

tretman A sastavljen od dvije tablete FCT (filmom obloţene tablete) od kojih svaka sadrţi 

472.5 mg  BLDE-a, što je ekvivalentno 105 mg arbutina, odnosno tretman B sastavljen od 

100 ml AS (vodeni ekstrakt) koji sadrţi 945.0 mg BLDE-a (suhi ekstrakt lišća borovnice), što 

je ekvivalentno 210 mg arbutina. Uzorak urina ispitanika uzet je prije samog početka 

istraţivanja te nakon 4, 8, 12, 24 i 36 sati nakon uzimanja tretmana. 

S druge strane u intestinalnoj se mikroflori nalaze bakterije Eubacterium ramulus, 

Enterococcus casseliflavus, Bacteroides distasonis i Bifidobacterium adolescentis, koje mogu 

metabolizirati arbutin do hidrokinona, koji pak ima hepatotoksični, nefrotoksični, mutagen i 
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kancerogeni učinak (Peters i sur., 1997). Unutar 24 sata u crijevnim resicama cijeli arbutin 

prijeĎe u hidrokinon i to se najefikasnije dogaĎa u alkalnom mediju (Blaut i sur., 2006). 

Smatra se da arbutin uz β-glukozidazu već u biljkama prelazi u aktivniji oblik hidrokinon 

(Hildebrand i sur., 1969). 

U in vitro studijama potvrĎen je antioksidativan učinak arbutina, s kojim je povezana i 

njegova antikancerogena i protuupalna aktivnost protiv različitih toksičnih agensa (Migas i 

Krauze-Baranowska, 2015). 

Nositelji antioksidativnih svojstava arbutina i hidrokinona hidroksilne su skupine u njihovoj 

kemijskoj graĎi (Slika 2). Iako hidrokinon ima 2 hidroksilne skupine podloţne oksidaciji, 

zbog čega se smatra jačim antioksidansom nego arbutin, u istraţivanjima u uvjetima in vitro 

na eritrocitima i fibroblasima antioksidativni kapacitet arbutina pokazao je dugotrajniji 

antioksidativni učinak (Kivcak i sur., 2009).  

 

 

Slika 2. Kemijska struktura arbutina (preuzeto od https://www.complexi-light.com/alpha-

arbutin/) 

 

 

Biljni proizvodi koji sadrţe arbutin uglavnom se koriste kao diuretici ili za tretiranje infekcija 

urinarnog trakta i bubreţnih kamenaca. Nakon konzumacije arbutin se absorbira preko nosača 

glukoze u debelom crijevu. Tu se uz pomoć intestinalne flore metabolizira u glukuronide i 

sulfatne konjugate koji se najviše izlučuju u urinu (Schindler i sur. 2002). Inhibicija 

proliferacije patogena fenolnim spojevima kao što je arbutin pripisuje se njihovu 

oksidativnom potencijalu (Nycz i sur., 2010). Arbutin je zbog niske citotoksičnosti pronašao 

mjesto u kozmetici, gdje se koristi u proizvodima za izbljeĎivanje koţe kao pomoćna terapija 
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kod hiperpigmentacije (Hu i Zhou, 2009). Ovisno o dozi arbutin pokazuje inhibicijski učinak 

na aktivnost tirozinaze u B16 i HMV melanomskih stanica (Sugimoto i sur., 2003). 

 

 

1.3.3. Hidrokinon 

 

Hidrokinon je aromatski organski spoj koji nastaje razgradnjom arbutina pod djelovanjem 

enzima β-glukozidaze u ljudskom organizmu u enterocitima crijevnih resica probavnog 

sustava (Blaut i sur., 2006) (Slika 3). Osim u prirodi hidrokinon se proizvodi i u komercijalne 

svrhe u fotokemijskim postupcima kao antioksidans za masti i ulja, u proizvodnji boja i 

motornih goriva te kao polimerizacijski inhibitor i izbjeljivač koţe u kozmetici (Blaut i sur., 

2006).  

 

 

 

Slika 3. Bioaktivacija arbutina u hidrokinon (preuzeto od Hildebrand i sur., 1969). 

 

 

Upravo je hidrokinon aktivni spoj koji ostvaruje antimikrobni učinak u genitourinarnom 

traktu čiji alkalni medij ostvaruje potpuni učinak (Jahodár i sur., 1985; Schindler i sur., 2002). 

Budući da oksidacijom hidrokinona nastaje p-benzokinon, koji je klasificiran kao kancerogen 

za glodavce i kao leukemogen za ljude (IARC 1987), u istraţivanjima kronične toksičnosti 

kod glodavaca dokazano je da hidrokinon posjeduje kancerogene osobine te potiče nastanak 

benignih tumora jetre i bubrega kao i mononuklearne leukemije (NTP, 1989; Shibata i sur., 

1991; Whysner i sur., 1995; Roza i sur., 2003). Negativni učinci hidrokinona na ljudsko 

zdravlje počinju nakon njegove autooksidacije ili enzimima pomognute aktivacije.  

S druge pak strane dokazano je da je hidrokinon vrlo učinkovit inhibitor lipidne peroksidacije, 

što ukazuje i na njegove antioksidacijske, a time i antimutagena, odnosno antikancerogena 
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svojstva (Soucek i sur., 2000; Roza i sur., 2003). Hidrokinon se prije smatrao najučinkovitijim 

inhibitorom melanogeneze zahvaljujući mogućnosti da interferira s radom tirozinaze, 

enzimom koji je primarno uključen u rane stadije melanogeneze (Palumbo i sur., 1991). 

Novija istraţivanja dokazala su da hidrokinon zapravo slabo inhibira humanu tirozinazu te da 

je njegov konačni citotoksični učinak izraţeniji od same inhibicije (Palumbo i sur., 1991). 

Upravo je zato on u EU-u zabranjen u kozmetičkim proizvodima, ali se i dalje moţe pronaći u 

ljekarnama u SAD-u. Hidrokinon se takoĎer pokazao toksičnim za različite organe, pogotovo 

bubrege. Kod ljudi u većim količinama moţe izazvati tinitus, vrtoglavice, glavobolje, 

mučnine, povraćanje, edem unutarnjih organa, cijanozu, konvulzije, delirij i kolaps (EPA Air 

Toxics, 2000). 
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1.5. Cilj istraţivanja 

 

Cilj ovog istraţivanja je utvrditi učinak vodenog ekstrakta listova obične planike (Arbutus 

unedo L.) i arbutina u dozama od 0,4 mg/mL, 0,2 mg/mL i 0,0114 mg/mL te hidrokinona u 

dozama od 0,28 mg/mL, 0,14 mg/mL i 0,008 mg/mL  na stanice PK-15 i HepG2 u uvjetima in 

vitro odreĎivanjem: vijabilnosti tretiranih stanica pomoću MTS testa, udjela ţivih i mrtvih 

stanica metodom bojenja etidijevim bromidom i akridin oranţem (EtBr/AO) te stupnja 

oštećenja molekule DNA primjenom komet testa.  
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2. MATERIJALI I METODE 

 

2.1. Priprava standardnih otopina  

   

2.1.1. Biljni materijal i priprema vodenog ekstrakta listova obične planike 

 

Za potrebe istraţivanja korišten je unaprijed prireĎeni liofilizirani vodeni ekstrakt listova 

obične planike. Vodeni ekstrakt prireĎen je od listova obične planike prikupljenih u Malom 

Lošinju na otoku Lošinju po principu slučajnosti s većeg broja stabala i grmova. Uzorci 

listova osušeni su u jednom sloju u tamnoj prostoriji na sobnoj temperaturi te usitnjeni u prah 

u laboratorijskom mlinu. Tri grama praha otopljeno je u 80 mL vode te inkubirano 60 minuta 

na 50 °C uz povremeno miješanje. Nakon toga otopina je centrifugirana 15 minuta na 4000 

okretaja. Supernatant je liofiliziran na -50 °C tijekom 48 sati.  

 

  

2.1.2. Priprema otopine ekstrakta listova obične planike, arbutina i 

hidrokinona 

 

U pripremi otopina korišten je liofilizirani vodeni ekstrakt listova obične planike, 98 % -tni 

arbutin i 99 % -tni hidrokinon proizvoĎača Sigma-Aldrich (Steinheim, Njemačka) i 

odgovarajuće medije. Vodeni ekstrakt listova obične planike i arbutina korišteni  su u 

koncentracijama 0,4 mg/mL; 0,2 mg/mL i 0,0114 mg/mL, a hidrokinon u koncentracijama 

0,28 mg/mL; 0,14 mg/mL i 0,008 mg/mL. 

 

 

2.2. Kultura stanica  

 

Epitelne stanice bubrega svinje (PK–15) i stanične linije hepatocelularnog karcinoma 

(HepG2) uzgojene su na Zavodu za animalnu fiziologiju Biološkog odsjeka Prirodoslovno–

matematičkog fakulteta Sveučilišta u Zagrebu. Oba tipa stanica adheriraju na podlogu 

(www.lgcstandards-atcc.org). Oba tipa stanica uzgojena su u Petrijevoj zdjelici za uzgoj 

staničnih kultura s odgovarajućim volumenom kompletnog hranjivog medija (6 - 8 mL) (Slika 

4). Stanice PK–15 u standardnim i sterilnim uvjetima u RPMI-1640 (Gibco, Invitrogen, 
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Kanada), a HepG2 stanice u EMEN (Sigma – Aldrich) hranjivom mediju. Tijekom 

istraţivanja stanice su drţane u komori za uzgoj staničnih kultura na 37 
o
C pri 95 % vlaţnosti 

zraka u atmosferi s 5,0 %-tnim CO2 (Heraeus Hera Cell 240 inkubator, Langenselbold, 

Njemačka). Kompletni mediji sadrţe L-glutamin (Lonza Group Ltd, Švicarska) kojem su 

dodani 7 mM glukoza (Kemika), 5 mM HEPES (Sigma-Aldrich Co., USA), 0,6 mM piruvat 

(Fluka, Švicarska), 10 % fetalnog goveĎeg seruma (inaktiviran toplinom; FBS, engl. fetal 

bovine serum) (South American Origin, Biosera, USA) i 1 % 100x koncentrirane otopine 

antibiotika i antimikotika (10000 U/mL penicilina, 10 mg/mL streptomicina, 25 µg/mL 

amfotericina B) (Lonza Group Ltd, Švicarska). Stanice su kultivirane do 80 – 90 % 

konfluentnosti, što je kontrolirano invertnim mikroskopom (Diavert, Leitz, Njemačka). Nakon 

postizanja traţene konfluentnosti, stanice su presaĎene ili tretirane odreĎenim agensima. 

 

 

Slika 4. Uspostavljanje kulture animalnih stanica (preuzeto od http://e-

skola.biol.pmf.unizg.hr/odgovori/odgovor293.htm) 
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2.2.1. PresaĎivanje stanica  

 

Kompletni hranjivi medij iznad adherentnih stanica ukloni se vakuum-sisaljkom. Kako bi se 

uklonili ostaci seruma koji sadrţi α1-antitripsin, koji bi mogao inhibirati djelovanje tripsina, 

stanice se isperu fiziološkom otopinom. U sljedećem koraku fiziološka se otopina ukloni 

vakuum-sisaljkom i doda se 3 mL 0,25 % -tne otopine Tripsin - EDTA (Sigma-Aldrich Co., 

USA) kako bi se stanice odvojile od podloge. Nakon 5 – 15 minuta inkubacije na 37 °C pri 95 

% vlaţnosti zraka i 5 % CO2 na stanice se doda 6 – 8 mL kompletnog medija koji zaustavlja 

djelovanje tripsina te se stanice resuspendiraju pipetom. Stanična se suspenzija prenese u 

sterilnu epruvetu s čepom i centrifugira (Eppendorf 5702) 5 minuta na 1200 okretaja pri 

sobnoj temperaturi. Nadsloj se ukloni pipetom, a talog stanica resuspendira u 1 mL 

kompletnog medija. Najprije se odredi broj stanica u suspenziji, a onda se odreĎeni volumen 

suspenzije stanica nasadi u novu bocu za uzgoj staničnih kultura, u koju je prethodno stavljen 

odreĎeni volumen kompletnog RPMI medija. Ukoliko se stanice broje, razrjeĎuju se 

dodatkom medija i rasaĎuju u odgovarajuće boce tako da bude 2 x 10
5
 stanica/cm

2
. Boca se 

nakon presaĎivanja spremi u inkubator na 37 °C pri 95 % vlaţnosti zraka i 5 % CO2.   

Prilikom kultivacije stanice su presaĎivane dva puta tjedno. 

 

 

2.2.2. Tretiranje stanica   

 

2.2.2.1. Vijabilnost stanica (MTS test) 

 

Stanice se nasade na mikrotitarske pločice sa 96 jaţica u odreĎenom broju (2×10
4
) i volumenu 

(100 μL). Inkubiraju se 24 sata na 37 °C pri 95 % vlaţnosti zraka i 5 % CO2 nakon čega se 

tretiraju s vodenog ekstraksta listova obične planike i arbutina u dozama od: 0,4 mg/mL; 0,2 

mg/mL; 0,0114 mg/mL te s 0,28 mg/mL; 0,14 mg/mL; 0,008 mg/mL hidrokinona tijekom 24 

sata. Kontrolna skupina drţana je u istim uvjetima. 
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2.2.2.2. Metoda bojanja EtBr/AO i Komet test 

 

Stanice se nasade na mikrotitarske pločice sa 12 jaţica u odreĎenom broju (2×10
5
) i volumenu 

(1 mL). Inkubiraju se 24 sata na 37 °C pri 95% vlaţnosti zraka i 5% CO2, nakon čega se 

tretiraju s vodenog ekstrakta listova obične planike i arbutina u dozama od: 0,4 mg/mL; 0,2 

mg/mL; 0,0114 mg/mL te s 0,28 mg/mL, 0,14 mg/mL; 0,008 mg/mL hidrokinona tijekom 24 

sata. Kontrolna skupina drţana je u istim uvjetima. 

 

 

2.2.3. Priprema stanica  za analizu 

 

Stanice se pripreme se na sljedeći način: iz jaţica se izlije medij, a stanice se isperu 

fiziološkom otopinom. Dizanje stanica vrši se 0,5 % tripsinom tijekom 15 minuta. Nakon toga 

tripsin se inaktivira dodavanjem medija sa 10 % FCS (engl. Foetal bowine serum). Stanice se 

od medija odvoje centrifugiranjem na 1000 RPM pri temperaturi od 37 °C u trajanju od 5 

minuta. Talog stanica resuspendira se u 100 μL medija. Ovako pripremljene stanice korištene 

su za metodu bojanja Et/Br i AO, te komet test. 

 

 

 2.3. Test vijabilnosti stanica (MTS test) 

 

MTS test kolorimetrijska je metoda za utvrĎivanje vijabilnosti stanica. Tom metodom 

moţemo mjeriti proliferaciju, odnosno aktivaciju stanica te citotoksičnost tvari koje 

istraţujemo (Malich i sur., 1997). MTS tetrazolium komponenta, poznata kao Owensov 

reagens, [3-(4,5 dimetiltiazol-2yl)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-sulfofenil)-2Htetrazolium, 

sol; MTS(a)] u stanicama se kemijski reducira u obojeni, u mediju topivi, formazan. Test 

mjeri aktivnost enzima dehidrogenaze, koji reducira (cijepa tetrazolni prsten) ţuti, topivi MTS 

(dimetiltiazol difenil tetrazolium bromid) u ljubičasti, netopivi formazan. Enzim 

dehidrogenaza prisutan je samo u ţivim, metabolički aktivnim stanicama. Dakle stvaranje 

formazana proporcionalno je broju ţivih stanica. Intenzitet stvorene boje, tj. apsorbancija 

nastalog obojenja mjera je mitohondrijske aktivnosti, odnosno vijabilnosti stanica. 
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Po završetku tretmana stanica u svaku se jaţicu bez prisustva svjetla dodaje 20 μL MTS 

reagensa (CellTiter 96 Aqueous One Solution Cell Proliferation Assay, Promega, Wisconsin, 

USA) bez prethodnog uklanjanja medija i stanice se inkubiraju tijekom tri sata na 37 °C pri 95 

% vlaţnosti zraka i 5 % CO2 (Slika 5). Slijepa je proba kompletni hranjivi medij odreĎenog 

tipa stanica. Apsorbancije se očitaju na ELISA mikro–čitaču (Bio-Rad, Model 550 mikro–

čitač) s odgovarajućim filtrom valne duljine od 490 nm. 

Vijabilnost se izraţava prema formuli: 

 

                
                                            

                                        
 

 

Rezultati se prikaţu grafički kao srednja vrijednost vijabilnosti stanica ± standardna pogreška.   

 

 

 

Slika 5. Shematski prikaz protokola (preuzeto s http://www.promega.com/). 
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2.4. Preţivljavanje stanica procijenjeno primjenom fluorescencijskog 

testa bojenja s etidijevim bromidom i akridin oranţem (EtBr/AO)  

 

Za odreĎivanje udjela apaptoze i nekrote, odnosno udjela ţivih i mrtvih stanica u istraţivanju 

je korišten fluorescencijski test bojenja s etidijevim bromidom i akridin oranţem u uvjetima in 

vitro. Metoda se zasniva na različitom afinitetu vezanja etidijevog bromida (EtBr) i akridin 

oranţa (AO) ţivih i mrtvih stanica (Dukeu i Cohenu, 1992). Akridin oranţ boji samo ţive 

stanice s funkcionalnom membranom i fluorescira zeleno, dok etidij bromid ulazi u stanice s 

oštećenim membranama, veţe se za njihovu DNA te fluorescira crveno.  Stanice u apoptozi po 

izgledu i stupnju obojenosti razlikuju se od ţivih i mrtvih stanica. U ranim fazama apoptoze 

jezgra je fragmentirana i obojena zeleno, za razliku od kasnijih faza kada prevladava 

narančasto crvena obojenost uz jasno vidljivu fragmentaciju (Slika 6). 

 

 

 

Slika 6. Ţive (a, b, c), stanice u ranoj (d) i kasnoj (e) apaptozi, te mrtve (f) stanice nakon 

bojanja AO/EtBr gledane pod fluorecencijskim mikroskopom (preuzeto Vankatesan i sur. 

2012) 
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Nakon tretmana medij se izlije, a stanice dignu i resuspendiraju u 100 μL odgovarajućeg 

hraljivog medija. Na sredinu predmetnog staklaca stavi se mikropipetom 10 μL suspenzije 

stanica u hranjivom mediju. Prije samog mikroskopiranja u tamnoj komori drugom 

mikropipetom stavi se 5 μL boje [50 μg/μL EtBr i 50 μg/μL AO (1.1 v/v)]. Uzorak se pokrije 

pokrovnicom i odmah se pristupi mikroskopiranju na fluorescencijskom mikroskopu (Carl 

Zeiss Jena). Mjerenje se provodi u duplikatu (2x100 stanica), a broje se ţive i mrtve stanice te 

stanice u apoptozi. 

 

 

2.5. Alkalni komet test 

 

Komet test ili mikroelektroforeza pojedinačnih stanica u agaroznom gelu (SCGE – od engl. 

single cell gel electrophoresis assay) tehnika je koja se primjenjuje u toksikologiji, gdje je 

uobičajena metoda istraţivanja genotoksičnosti u uvjetima in vivo i in vitro, a sluţi za 

detekciju oštećenja DNA molekule uzrokovanih različitim kemijskim i fizikalnim agensima. 

Osim toga pomoću komet testa moguće je praćenje popravka stanične DNA te detekcija 

stanica u apoptozi kao i nekrotičnih stanica (Sreelatha i sur., 2015). Test se zasniva na 

uklapanju stanice u mikrogel agaroze. Pomoću otopine visoke koncentracije etilen-diamin-

tetraoctene kiseline (EDTA) i detergenta dolazi do liziranja citoplazme i membranske 

strukture u stanici te se oslobaĎa ukupna DNA koja se zatim denaturira u alkalnom ili 

neutralnom puferu i podvrgava elektroforezi. Tijekom elektroforeze mali fragmenti DNA 

nastali jednočlanim ili dvolančanim lomovima putuju kroz pore gela prema anodi. Kraći 

fragmenti brţe putuju kroz gel. Zbog razlike u njihovoj duljini i brzini kretanja dolazi do 

razdvajanja prema veličini. Nakon bojanja fluorescencijskom bojom pod mikroskopom 

vidljivi su kao “kometi“. Tri su osnovna parametra koja se mjere testom: duţina repa kometa, 

intenzitet repa i repni moment (Slika 7). Duţina repa kometa predstavlja najveću udaljenost 

koju su fragmenti DNA prešli tijekom elektroforeze. Mjeri se od sredine glave kometa, a 

izraţava se u mikrometrima. Intenzitet repa označava postotni udio DNA koja je migrirala u 

rep, proporcionalan je broju lomova u DNA (Tice i sur., 2000), a izraţava se u odnosu na 

ukupnu količinu DNA u kometu. Repni se moment izračunava pomoću računalnog programa 

kao umnoţak duţine repa i intenziteta repa kometa.  
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Slika 7. Tipično oštećenje DNA u alkalnom komet testu (preuzeto sa 

https://www.cellbiolabs.com/comet-assay-kits-3-well) 

 

 

U istraţivanju je primijenjena standardna izvedba komet testa u alkalnim uvjetima (Singh i 

sur. 1988.) prilagoĎena radu sa stanicama. 

 

Za izradu uzoraka pripremljene su svjeţe otopine 1 % -tne i 0,6 % -tne agaroze normalnog 

tališta (NMP – engl. Normal Melting Point) (Sigma), te 0,5 % -tne LMP (LMP – engl. Low 

Melting Point) (Sigma). Na brušeno predmetno stakalce nakapa se 1 % -tna NMP agaroza i 

pokrije pokrovnicom, koja se ostavi na sobnoj temperaturi. Nakon polimerizacije gel i 

pokrovnica uklone se sa stakalca, a  mikropipetom se na osušeno staklo nakapa 300 μL 0,6 % 

-tne NMP agaroze. Stakalce se pokrije pokrovnicom i ostavi na ledu 10 minuta. Nakon 

polimerizacije skida se pokrovnica i stavlja novi sloj od 100 μL 0,5 % -tne LMP agaroze 

pomiješane s 10 μL uzorka stanica. Poslije 10 minuta polimeriziranja na ledu, sloj se prekriva 

sa 100 μL 0,5 % -tne LMP agaroze koja je opet drţana na ledu 10 minuta.  
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Liza staničnih struktura  

Neposredno prije upotrebe pripremljen je pufer pH vrijednosti 10 iz matične otopine za lizu 

[NaCl (Kemika), Na-laurilsarkozinat (Sigma-Aldrich, SAD), Tris-HCl (Sigma-Aldrich)], 

DMSO (Kemika), Tritona X-100 (Sigma-Aldrich)]. Preparatom se ukloni pokrovnica i urone 

se u navedeni pufer za lizu na vremenski period od 15 minuta pri temperaturi od 4 °C.  

Elektroforeza  

Nakon lize preparati su prebačeni u kadicu za horizontalnu elektroforezu. Elektroforeza se 

provodi u alkalnom puferu za denaturaciju s pH 13 [NaOH (Kemika), Na2EDTA (Sigma-

Aldrich)], pri jakosti struje od 300 mA i naponu od 25 V te u vremenskom trajanju od 20 

minuta. 

Neutralizacija  

Nakon elektroforeze preparate je potrebno neutralizirati. Neutralizacija se provodi pomoću 

pufera (0,4 M Tris-HCl) pH-vrijednosti 7,5. Preparati se isperu uzastopno tri puta po 5 

minuta. 

Dehidracija 

Preparati se nakon neutralizacije prenesu u alkohol na dehidraciju od 7 minuta. Nakon toga se 

izvade iz alkohola i ostave sušiti do drugog dana. 

Bojanje preparata  

Za bojanje preparata koristi se 100 μL fluorescentne boje etidij bromid koncentracije 20 

μg/mL (Sigma-Aldrich) u trajanju od 10 minuta. Preparati se pokriju pokrovnicom, a u svrhu 

stabilizacije boje prije početka analize drţale se u mraku najmanje 15 minuta.    

Analiza preparata  

Za preparat je korišten epifluorescencijski mikroskop (Olympus, Japan). U svakom preparatu 

izmjereno je 200 kometa i odreĎena su tri najvaţnija parametra (duţina repa, % DNA u repu, 

repni moment) pomoću programa za analizu slike (Comet Assay IV, Perceptive Instruments 

Ltd., UK). 
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2.6. Statističke metode 

 

Rezultati svih metoda obraĎeni su uz pomoć Excela deskriptivnom statistikom. Pomoću 

računalnog programa STATISTICA 13.1 (StatSoft, Tulsa, SAD) statističke značajnosti u 

odreĎivanju preţivljenja stanica etidijevim bromidom i akridin oranţem (EtBr/AO) testirane 

su χ
2
-testom. Analiza rezultata komet testa izvršena je uz primjenu analize varijance 

(ANOVA) sa post-hoc Scheffeovom modifikacijom.  Za prag statističke značajnosti za sve 

metode odreĎen je p ≤ 0,05. 
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3. REZULTATI 

  

3.1. Test vijabilnosti stanica (MTS test) 

 

  3.1.1. Vijabilnost PK-15 stanice 

 

Rezultati MTS testa nakon obrade uzorka dobiveni su mjerenjem apsorbancije na ELISA 

mikročitaču s odgovarajućim filtrom (490 nm) (Slika 8). Stanice PK-15 tretirane hidrokinom 

pokazuju smanjenu vijabilnost u odnosu na negativnu kontrolu. U tretmanu hidrokinonom u 

dozi od 0,28 mg/mL pokazuju vijabilnost od samo 9,49 % . U dozama od 0,14 mg/mL i 0,008 

mg/mL hidrokinon ne uzrokuju vijabilnost stanica manju od 50 % . Najmanja razlika u 

vijabilnosti stanica izmeĎu negativne kontrole i tretmana primjećena je u stanicama tretiranim 

vodenim ekstraktom listova obične planike. TakoĎer moţemo primijetiti da su dobiveni 

rezultati ekstrakta listova obične planike i arbutina u svim testiranim koncentracijama slični. 

 

 

 

Slika 8. Učinak vodenog ekstrakta listova obične planike
#
, arbutina te hidrokinona na 

vijabilnost PK-15 stanica u uvjetima in vitro tijekom 24-satnog tretmana.  

Uzorci stanice obraĎeni su u triplikatu. Vijabilnost je procijenjena MTS testom, a postotak vijabilnosti prikazan 

u odnosu na kontrolu (100%).  
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3.1.2. Vijabilnost HepG2 stanice 

 

Na Slici 9 prikazani su rezultati MTS testa 24 sata nakon obrade HepG2 stanica vodenim 

ekstraktom listova obične planike i arbutina u dozama od 0,4 mg/mL; 0,2 mg/mL i 0,0114 

mg/mL te hidrokinona u dozama od 0,28 mg/mL; 0,14mg/mL i 0,008 mg/mL uzoraka 

mjerenja apsorbancije na ELISA mikročitaču s odgovarajućim filtrom (490 nm). Stanice 

HepG2 obraĎene hidrokinonom pokazuju smanjenu vijabilnost u odnosu na stanice tretirane 

vodenim ekstraktom listova obične planike, arbutinom te negativnom kontrolom. Najmanja 

razlika u odnosu na negativnu kontrolu primjećuje se u skupinama tretiranim arbutinom u 

dozi od 0,2 mg/mL (140,12 % ). Hidrokinon u dozi od 0,28 mg/mL smanjuje vijabilnost 

HepG2 stanica za 16,60 % u odnosu na negativnu kontrolu, dok hidrokinon u dozi od 0,14 

mg/mL smanjuje vijabilnost stanica HepG2 za 26,48 % . TakoĎer moţemo primijetiti da su 

rezultati vodenog ekstrakta listova obične planike i arbutina slični, tj. da je došlo do povećanja 

vijabilnosti u odnosu na kontrolu.  

 

 

Slika 9. Učinak vodenog ektrakta listova obične planike
#
, arbutina te hidrokinona na 

vijabilnost HepG2 stanica u uvjetima in vitro tijekom 24-satnog tretmana.  

Uzorci stanice obraĎeni su u triplikatu. Vijabilnost je procijenjena MTS testom, a postotak vijabilnosti prikazan 

u odnosu na kontrolu (100%).  
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3.2. Preţivljavanje stanica procijenjeno primjenom fluorescencijskog 

testa bojenja s etidijevim bromidom i akridin oranţem (EtBr/AO)  

 

Nakon završenog 24-satnog tretmana u uvjetima in vitro s hidrokinonom, arbutinom  i 

vodenim ekstraktom listova obične planike primjenom fluorescencijskog testa bojenja s 

etidijevim bromidom i akridin oranţem (EtBr/AO) ispitano je preţivljavanje PK-15 i HepG2 

sranica u svim tretiranim uzorcima te negativnoj kontroli.  

 

3.2.1. PK-15 stanice 

 

Dobiveni rezultati pokazuju da preţivljavanje PK-15 stanica pada pri niskim koncentracijama 

uzoraka testiranih arbutinom, a kod uzoraka tretiranim hidrokinom padom koncentracije raste 

broj ţivih stanica. Jedino u uzorcima tretiranim vodenim ekstraktom listova obične planike 

nema jasnog koncentracijski ovisnog povećanja u broju apoptoza, točnije kod tretmana 0,0114 

mg/mL utvrĎen je isti broj apoptoza kao i kod tretmana s 0,4 mg/mL.U skupini tretiranoj 

hidrokinonom u dozi od 0,28 mg/mL nisu zabiljeţene ţive stanice (Tablica 2). Općenito, u 

pogledu tipa stanične smrti apoptoza dominira nad nekrozom gotovo u svim testiranim 

uzorcima osim hidrokinona u dozi od 0,28 mg/mL. Svi testirani uzorci imaju manji broj 

mrtvih stanica, apoptoza i nekroza u odnosu na uzorak tretiran hidrokinonom u dozi od 0,28 

mg/mL. 

Statistička značajnost rezultata ispitana je pomoću χ
2
-testa. UtvrĎeno je sljedeće: u uzorcima 

tretiranim hidrokinonom u dozi od 0,14 mg/mL postoji statistički značajan  (p = 0,00001), 

dok uzorci tretirani vodenim ekstraktom listova obične planike i arbutinom ne pokazuju 

statistički značajnu razliku u odnosu na kontrolu. 
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Tablica 2. Rezultati fluorescencijskog testa (bojenje etidijevim bromidom i akridin oranţem) 

na PK-15 stanicama tretiranim s vodenim ekstraktom listova obične planike
#
, arbutinom i 

hidrokinonom u uvjetima in vitro. 

 

 

GRUPE 

 

ŢIVE 

STANICE 

( % ) 

 MRTVE STANICE ( % ) 

RANA 

APOPTOZA 

KASNA 

APAPTOZA 

NEKROZA 

Neg. kont. 97,5 1,0 0,5 1 

Ekstrakt
#
 (0,4 mg/μL) 99,5 0,5 0,0 0,0 

Ekstrakt
#
 (0,2 mg/μL) 96,5 0,0 1,5 2,0 

Ekstrakt
#
 (0,0114 mg/μL) 99,0 0,5 0,0 0,5 

Arbutin (0,4 mg/μL) 99,0 1,0 0,5 1,0 

Arbutin (0,2 mg/μL) 97,5 1,5 0,5 1,5 

Arbutin (0,0114 mg/μL) 96,5 1,5 0,5 0,5 

Hidrokinon (0,28 mg/μL) 0,0* 0,0* 0,0* 0,0* 

Hidrokinon (0,14 mg/μL) 85,0 7,5 6,0 1,5 

Hidrokinon (0,008 mg/μL) 95,5 2,0 1,5 2,0 

 

Mikroskopske analize provedene su na fluorescencijskom mikroskopu pod  povećanjem 400x. U svakom pojedinačnom 

uzorku izbrojeno je 200 stanica. * Statistički značajno (χ
2
-test, p < 0,05) u odnosu na negativnu kontrolu. 

Neg. kont. – negativna kontrola  
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3.2.2. HepG2 stanice 

 

Tablica 3 pokazuje da preţivljavanje HepG2 stanica raste pri niskim koncentracijama kod 

skupina tretiranim hidrokinom i arbutinom, a kod uzoraka tretiranih vodenim ekstraktom 

listova obične planike najveći broj ţivih stanica primijećen je pri srednjoj koncentraciji (0,2 

mg/mL). Zanimljivo je da je preţivljavanje u uzorcima vodenog ekstrakta listova obične 

planike i arbutina bilo čak i više od kontrole. U svim testiranim uzorcima nije zamijećena 

koncentracijski ovisna smrtnost stanica, dok u pogledu tipa stanične smrti apoptoza dominira 

nad nekrozom.  

Sve testirani uzorci imaju manji broj mrtvih stanica, apoptoza i nekroza u odnosu na uzorak 

tretiran hidrokinonom koncentracije 0,28 mg/mL. 

Statistička značajnost rezultata ispitana je pomoću χ
2
-testa. UtvrĎeno je sljedeće: u uzorcima 

tretiranim hidrokinonom u svim dozama (0,28 mg/mL; 0,14 mg/mL i 0,008 mg/mL) postoji 

statistički povećan broj mrtvih stanica, apoptoza i nekroza u odnosu na negativnu kontrolu. 

Uzorci tretirani vodenim ekstraktom listova obične planike i arbutinom ne pokazuju statistički 

značajnu razliku u odnosu na negativnu kontrolu.  
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Tablica 3. Rezultati fluorescencijskog testa (bojenje etidijevim bromidom i akridin oranţem) 

na HepG2 stanicama tretiranim s vodenim ekstraktom listova obične planike
#
, arbutinom i 

hidrokinonom u uvjetima in vitro. 

 

 

GRUPE 

 

ŢIVE 

STANICE 

( % ) 

MRTVE STANICE ( % ) 

RANA 

APOPTOZA 

KASNA 

APOPTOZA 
NEKROZA 

Neg. kont. 96,5 2,0 0,0 1,5 

Ekstrakt
#
 (0,4 mg/μL) 94,5 2,5 1,0 2,0 

Ekstrakt
#
 (0,2 mg/μL) 98,0 1,5 0,0 0,5 

Ekstrakt
#
 (0,0114 mg/μL) 92,0 5,0 1,0 2,0 

Arbutin (0,4 mg/μL) 94,0 4,0 0,5 1,5 

Arbutin (0,2 mg/μL) 91,5 4,0 1,5 3,0 

Arbutin (0,0114 mg/μL) 98,0 0,5 0,5 1,0 

Hidrokinon (0,28 mg/μL) 62,0 12,5* 20,5* 5,0* 

Hidrokinon (0,14 mg/μL) 89,5 6,0* 1,5* 3,0* 

Hidrokinon (0,008 mg/μL) 86,5 10,0* 2,0* 1,5* 

 

Mikroskopske analize provedene su na fluorescencijskom mikroskopu pod  povećanjem 400x. U svakom pojedinačnom 

uzorku izbrojeno je 200 stanica. * Statistički značajno (χ
2
-test, p < 0,05) u odnosu na negativnu kontrolu. 

Neg. kont. – negativna kontrola  
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3.3. Alkalni komet test 

 

Primjenom alkalnog komet testa izmjereni su parametri: duţina repa (μm), intenzitet repa (%) 

i repni moment kako bi se procijenio genotoksični učinak ekstrakta listova obične planike, 

arbutina i hidrokinona na stanice PK-15 i HepG2. Navedeni parametri komet testa analizirani 

su pomoću parametra deskriptivne statistike kojima pripadaju: srednja vrijednost sa 

standardnom pogreškom, medijan, minimum i maksimum. Statistička značajnost (P<0,05) 

vrijednosti triju parametara kometa izmeĎu pokusnih grupa ispitana je pomoću analize 

varijance uz primjenu post-hoc Scheffé-ovog testa. 

 

 

 3.3.1. Primarna oštećenja DNA na stanicama PK-15 izmjerena alkalnim 

komet testom 

 

Analizirana su primarna oštećenja DNA u PK-15 nakon 24 sata izlaganja tretmanu vodnog 

ekstrakta listova obične planike i arbutina u dozama od 0,4 mg/mL; 0,2 mg/mL i 0,0114 

mg/mL te hidrokinona u dozama od 0,28 mg/mL; 0,14 mg/mL i 0,008 mg/mL. 

 

U skupinama tretiranim vodenim ekstraktom listova obične planike izmjerene vrijednosti 

(srednja vrijednost±standardna pogreška) parametara duţina repa pokazuje povišenu 

(15,61±0,16 za 0,4 mg/mL; 15,40±0,13 za 0,2 mg/mL), ali ne i statistički značajnu (P<0,05) 

vrijednost u odnosu na kontrolu (14,84±0,18), dok stanice tretirana vodenim ekstraktom 

listova obične planike u dozi od 0,0114 mg/mL (17,06±0,19) pokazuje statistički značajno 

povišenu vrijednost (Slika 10a, Tablica 4). Vrijednosti parametara intenzitet repa stanica 

tretiranih vodenim ekstraktom listova obične planike u dozi od 0,4 mg/mL (3,61±0,43) i 0,2 

mg/mL (1,890±0,21) pokazuju smanjenu, a u dozi od 0,0114 mg/mL (8,75±0,70) povišenu ali 

ne i statistički značajnu vrijednost (P<0,05) u odnosu na kontrolu (6,92±0,78) (Slika 10b, 

Tablica 5). Vrijednost parametra repni moment stanica tretiranih vodenim ekstraktom listova 

obične planike smanjene su za doze 0,4 mg/mL (0,32 ±0,04) i 0,2 mg/mL (0,25±0,03) ali 

smanjenje nije statistički značajno, dok stanice tretirane dozom 0,0114 mg/mL (0,82±0,07) 

pokazuju statistički značajno povišene vrijednosti u odnosu na kontrolnu skupinu (0,60±0,07) 

(Slika 10c, Tablica 6). 
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Slika 10. Vrijednosti parametara komet testa (duţina repa, intenzitet repa, repni moment) u 

stanicama PK-15 nakon tretmana vodenim ekstraktom listova obične planike u dozama od  

0,4 mg/mL; 0,2 mg/mL i 0,0114 mg/mL. Neg.kont. – negativna kontrola 
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Nadalje zamijećena je niţa ali statistički neznačajna (P<0,05) vrijednost (srednja 

vrijednost±standardna pogreška) parametra duţina repa za sve koncentracijame arbutina 

(14,79 ±0,18 za 0,4 mg/mL; 14,55±0,26 za 0,2 mg/mL i 14,61±0,13 za 0,0114 mg/mL) u 

odnosu na kontrolu (14,84 ± 0,18) (Slika 11a, Tablica 4). Vrijednost parametra intenzitet repa 

stanica tretiranih arbutinom u dozi od 0,2 mg/ml (12,12±0,86) značajno je povišena u odnosu 

na kontrolu (6,92±0,78), dok u dozama od 0,4 mg/mL (5,56±0,62) i 0,0114 mg/mL 

(4,98±0,52) povećanje nije statistički značajno. (Slika 11b, Tablica 5). Vrijednosti parametra 

repni moment slijedi isti princip kao i vrijednosti parametra intenziteta repa. Stanice tretirane 

dozom 0,4 mg/mL (0,30 ±0,04) i 0,0114 mg/mL (0,40±0,04) pokazuju sniţene vrijednosti u 

odnosu na kontrolnu (0,60±0,07), dok stanice tretirane arbutinom u dozi od 0,2 mg/mL 

(1,06±0,08) pokazuje statistički značajno povišenu vrijednost (P<0,05) u odnosu na kontrolnu 

skupinu (0,60±0,07) (Slika 11c, Tablica 6).  
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Slika 11. Vrijednosti parametara komet testa (duţina repa, intenzitet repa, repni moment) u 

stanicama PK-15 nakon tretmana nakon tretmana arbutna u dozama od  0,4 mg/mL; 0,2 

mg/mL i 0,0114 mg/mL. Neg.kont. – negativna kontrola 
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U PK-15 stanicama tretiranim hidrokinom zamijećene su statistički značajno (P<0,05) 

povišene vrijednosti parametra duţina repa komet testa za koncentracije 0,28 mg/mL (16,93 

±0,22) i 0,008 mg/mL (16,75±0,20 za) u odnosu na kontrolu (14,84±0,18), dok povećanje nije 

statistički značajno (P<0,05) kod srednje doze 0,14 mg/mL (15,48±0,26) za) (Slika 12a, 

Tablica 4). Vrijednosti parametra intenzitet repa skupine tretirane hidrokinonom u dozi od 

0,14 mg/mL (14,64±1,16) pokazuje statistički značajno povišenje u odnosu na kontrolu 

(6,92±0,78), dok stanice tretirane u dozi od 0,28 mg/mL (2,91±0,37) i 0,008 mg/mL 

(5,10±0,60) pokazuju smanjenu ali ne i statistički značajnu vrijednost u odnosu na kontrolu 

(6,92±0,78) (Slika 12b, Tablica 5). Vrijednost parametra repni moment stanica tretiranih 

hidrokinonom u dozi od 0,14 mg/mL (1,37±0,11) značajno je povišeno u odnosu na kontrolu 

(0,60±0,07), dok u dozama od 0,28 mg/ml (0,25±0,03) i 0,008 mg/mL (0,437±0,05) sniţenje 

nije statistički značajno. (Slika 12c, Tablica 6).  
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Slika 12. Vrijednosti parametara komet testa (duţina repa, intenzitet repa, repni moment) u 

stanicama PK-15 nakon tretmana hidrokinonom u dozama od 0,28 mg/mL; 0,14 mg/mL i 

0,008 mg/mL.  Neg.kont. – negativna kontrola 
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3.3.2. Primarna oštećenja DNA na stanicama HepG2 izmjerena alkalnim 

komet testom 

 

Analizirana su primarna oštećenja DNA u HepG2 stanicama nakon 24 satnog tretmana 

vodnim ekstraktom listova obične planike i arbutinom u dozama od 0,4 mg/mL; 0,2 mg/mL i 

0,0114 mg/mL te hidrokinonom u dozama od 0,28 mg/mL; 0,14 mg/mL i 0,008 mg/mL. 

 

U stanicama HepG2 tretiranim vodenim ekstraktom listova obične planike izmjerene 

vrijednosti (srednja vrijednost±standardna pogreška) parametra duţina repa u svim testiranim 

koncentracijama (28,57 ±0,54 za 0,4 mg/mL; 27,07±0,48 za 0,2 mg/mL; 26,04±0,43 za 

0,0114 mg/mL) su statistički značajno povećane u odnosu na kontrolnu skupinu (20,61 ± 

0,28) (Slika 13a, Tablica 4). Vrijednosti parametra intenzitet repa u sve tri koncentracije 

pokazuje povišenu (11,99±0,86 za 0,4 mg/mL; 8,77±0,86 za 0,2 mg/mL i 9,36±0,74 za 

0,0114 mg/mL), ali ne i statistički značajnu (P<0,05) vrijednost u odnosu na kontrolu 

(7,70±0,83) (Slika 13b, Tablica 5). Vrijednost parametra repni moment stanica tretiranih 

vodenim ekstraktom listova obične planike u dozi od 0,4 mg/ml (1,29±0,09) značajno je 

povišena u odnosu na kontrolu (0,76±0,10), dok u dozama od 0,2 mg/mL (0,91±0,08) i 0,0114 

mg/mL (0,98±0,07) povećanje nije statistički značajno. (Slika 13c, Tablica 6). 
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Slika 13. Vrijednosti parametara komet testa (duţina repa, intenzitet repa, repni moment) u 

stanicama HepG2 nakon tretmana vodenim ekstraktom listova obične planike u dozama od  

0,4 mg/mL; 0,2 mg/mL i 0,0114 mg/mL. Neg.kont. – negativna kontrola 
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Vrijednosti parametra duţine repa uzoraka tretiranih arbutinom (29,58±0,51 za 0,4 mg/mL; 

22,63±0,51 za 0,2 mg/mL i 26,54±0,45 za 0,0114 mg/mL) pokazuje povišenu vrijednost u 

odnosu na kontrolnu skupinu (20,61 ± 0,28) (Slika 14a, Tablica 4), ali samo su vrijednosti 

koncentracija 0,2 mg/mL i 0,0114 mg/mL od statističke značajnosti. Vrijednosti parametra 

intenzitet repa (11,14±0,88 za 0,4 mg/mL; 11,16±0,51 za 0,2 mg/mL i 8,69±0,82 za 0,0114 

mg/mL) u sve tri koncentracije pokazuje povišenu, ali ne i statistički značajnu (P<0,05) 

vrijednost u odnosu na kontrolu (7,70±0,83) (Slika 13b, Tablica 5). Vrijednost parametra 

repni moment za sve tri koncentracije (1,23±0,09 za 0,4 mg/mL; 1,20±0,62 za 0,2 mg/mL i 

0,88±0,08 za 0,0114 mg/mL) pokazuju povišenu vrijednosti u odnosu na kontrolu (0,76±0,10) 

ali bez statističke značajnosti (Slika 14c, Tablica 6). 
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Slika 14. Vrijednosti parametara komet testa (duţina repa, intenzitet repa, repni moment) u 

stanicama HepG2 nakon tretmana arbutinom u dozama od  0,4 mg/mL; 0,2 mg/mL i 0,0114 

mg/mL. Neg.kont. – negativna kontrola 
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Vrijednosti (srednja vrijednost±standardna pogreška) parametra duţina repa izmjerene u 

stanicama HepG2 tretiranim hidrokinonom (32,41±0,52 za 0,28 mg/mL; 29,75±0,63 za 0,14 

mg/mL i 27,50±0,53 za 0,008 mg/mL) su statistički značajno povećane u odnosu na kontrolnu 

skupinu (20,61 ± 0,28) (Slika 15a, Tablica 4). Vrijednost parametra intenzitet repa stanica 

tretiranih hidrokinonom u dozi od 0,28 mg/mL (16,81±1,03) i 0,008 mg/mL (10,29±0,85) 

značajno je povišena u odnosu na kontrolu (7,70±0,83), dok u dozama od 0,14 mg/mL 

(14,84±1,11) povećanje nije statistički značajno (Slika 15b, Tablica 5). Statistički značajno 

povećanje vrijednost parametra repni moment odnosu na kontrolu (0,76±0,10) postoji samo 

kod skupina tretiranih hidrokinonom u dozi od 0,28 mg/mL (1,86±0,11) i  0,14 mg/mL 

(1,76±0,13), dok kod skupine tretiranih hidrokinonom u dozi od 0,008 mg/mL (1,07±0,08) 

postoji povišenje vrijednosti, ali ono nije od statističke značajnosti (Slika 15c, Tablica 6). 



39 
 

 Median 
 25%-75% 
 Min-Max Neg.kont. 0,28 mg/ml 0,14 mg/ml 0,008 mg/ml

10

15

20

25

30

35

40

45

50

D
u
ž
in

a
 r

e
p
a
 (
μ

m
)

 A

 Median 

 25%-75% 

 Min-Max Neg.kont. 0,28 mg/ml 0,14 mg/ml 0,008 mg/ml
-20

0

20

40

60

80

100

120

In
te

n
z
it
e

t 
re

p
a
 (

%
 D

N
A

)

 B

 Median 
 25%-75% 
 Min-Max Neg.kont. 0,28 mg/ml 0,14 mg/ml 0,008 mg/ml

-2

0

2

4

6

8

10

12

14

16

18

R
e
p
n
i 
m

o
m

e
n
t

 C 

Slika 15. Vrijednosti parametara komet testa (duţina repa, intenzitet repa, repni moment) u 

stanicama HepG2 nakon tretmana hidrokinonom u dozama od 0,28 mg/mL; 0,14 mg/mL i 

0,008 mg/mL. Neg.kont. – negativna kontrola 
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3.3.3. Statističke značajnosti vrijednosti parametara komet testa na 

stanicama PK-15 i HepG2  

 

Iz podataka prikazanih u Tablici 4 vidljivo je da nakon 24-satnog tretmana postoje 

razlike u osjetljivosti na tretmane vodenim ekstraktom listova obične planike, arbutina i 

hidrokinona kod PK-15 i HepG2 stanica za parametar duţine repa kometa. Vrijednosti 

parametra duţine repa HepG2 stanica za sve vrijednosti osim arbutina koncentracije 0,2 

mg/mL statistički su značajne u odnosu na kontrolu, dok za PK-15 stanice statistička 

značajnost postoji samo kod hidrokinona i najniţe koncentracije vodenog ekstrakta lista 

obične planike. 
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Tablica 4. Statističke značajnosti parametra duţina repa u stanicama PK-15 i HepG2  tretiranim vodenim ekstraktom listova obične planike
#
 i 

arbutinom u dozama od 0,4 mg/mL; 0,2 mg/mL i 0,0114 mg/mL te hidrokinonom u dozama od 0,28 mg/mL; 0,14 mg/mL i 0,008 mg/mL tijekom 

24 sata u uvjetima in vitro (analiza varijance uz post-hoc Scheffe-ov test, p < 0,05). 

 

PK-15 stanice 

EKSTRAKT
#
 ARBUTIN HIDROKINON 

Duţina 

repa 
kontr. 

0,4 

mg/mL 

0,2 

mg/mL 

0,0114 

mg/mL 

0,4 

mg/mL 

0,2 

mg/mL 

0,0114 

mg/mL 

0,28 

mg/mL 

0,14 

mg/mL 

0,008 

mg/mL 

kontr. 
 

n.z n.z 0,000000 n.z n.z n.z 0,000000 n.z 0,000002 

H
ep

G
2
 s

ta
n

ic
e 

E
K

S
T

R
A

K
T

#
 0,4 

mg/mL 
0,000000 

 
n.z 0,007728 n.z 0,008939 n.z 0,018457 n.z n.z 

0,2 

mg/mL 
0,000000 n.z 

 
0,000997 n.z 0,046753 n.z 0,002842 n.z 0,045801 

0,0114 

mg/mL 
0,000000 n.z n.z 

 
0,000000 0,000000 0,000000 n.z 0,000011 n.z 

A
R

B
U

T
IN

 0,4 

mg/mL 
0,000000 n.z n.z 0,030609 

 
n.z n.z 0,000000 n.z 0,000001 

0,2 

mg/mL 
n.z. 0,000000 0,000000 0,000191 0,000000 

 
n.z 0,000000 n.z 0,000000 

0,0114 

mg/mL 
0,000000 n.z n.z n.z n.z 0,000009 

 
0,000000 n.z 0,000000 

H
ID

R
O

K
IN

O
N

 0,28 

mg/mL 
0,000000 0,011877 0,000006 0,000000 n.z 0,000000 0,000000 

 
0,000044 n.z 

0,114 

mg/mL 
0,000000 n.z n.z n.z n.z 0,000000 n.z n.z 

 
0,001913 

0,008 

mg/mL 
0,000000 n.z n.z n.z n.z 0,000000 n.z 0,000025 n.z 

 

 

n.z – nema statističke značajnosti 
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Raspodjela vrijednosti % DNA u repu kometa razlikuje se u osjetljivosti na tretmane vodenim 

ekstraktom listova obične planike, arbutina i hidrokinona kod PK-15 i HepG2 stanica. Kod 

PK-15 stanica postoji statistički značajnih razlika izmeĎu sva tri tretmana, dok kod HepG2 

stanica postoji statistički značajna razlika samo kod skupina tretiranih hidrokinonom 

koncentracija 0,28 mg/mL i 0,14 mg/mL (Tablica 5). 
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Tablica 5. Statističke značajnosti parametra intenzitet repa PK-15 i HepG2 stanica tretiranih vodenim ekstraktom listova obične planike
#
 i 

arbutinom u dozama od 0,4 mg/mL; 0,2 mg/mL i 0,0114 mg/mL te hidrokinonom u dozama od 0,28 mg/mL; 0,14 mg/mL i 0,008 mg/mL tijekom 

24 sata u uvjetima in vitro (analiza varijance uz post-hoc Scheffe-ov test, p < 0,05). 

 

PK-15 stanice 

EKSTRAKT
#
 ARBUTIN HIDROKINON 

Intenzitet 

repa   

0,4 

mg/mL 

0,2 

mg/mL 

0,0114 

mg/mL 

0,4 

mg/mL 

0,2 

mg/mL 

0,0114 

mg/mL 

0,28 

mg/mL 

0,14 

mg/mL 

0,008 

mg/mL 

  
n.z n.z n.z n.z 0,047570 n.z n.z 0,000000 n.z 

H
ep

G
2
 s

ta
n

ic
e 

E
K

S
T

R
A

K
T

#
 0,4 

mg/mL 
n.z 

 
n.z 0,000259 n.z 0,000042 n.z n.z 0,000000 0,000462 

0,2 

mg/mL 
n.z n.z 

 
0,000227 n.z 0,000037 n.z n.z 0,000000 0,000406 

0,0114 

mg/mL 
n.z n.z n.z 

 
n.z n.z n.z 0,000012 n.z n.z 

A
R

B
U

T
IN

 0,4 

mg/mL 
n.z n.z n.z n.z 

 
0,026522 n.z n.z 0,000000 n.z 

0,2 

mg/mL 
n.z n.z n.z n.z n.z 

 
n.z 0,000001 n.z n.z 

0,0114 

mg/mL 
n.z n.z n.z n.z n.z n.z 

 
n.z 0,000000 n.z 

H
ID

R
O

K
IN

O
N

 0,28 

mg/mL 
0,000000 n.z 0,000019 0,020359 n.z n.z 0,000034 

 
0,000000 0,000024 

0,114 

mg/mL 
0,000593 n.z 0,021743 n.z n.z n.z 0,030816 n.z 

 
n.z 

0,008 

mg/mL 
n.z n.z n.z n.z n.z n.z n.z 0,003869 n.z 

 

 

n.z – nema statističke značajnosti
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Nadalje, vrijednosti repnog momenta za testirane stanice slijede isti obrazac kao i vrijednosti 

intenzitet repa kometa. Nakon 24-satnog tretmana kod PK-15 stanica postoji statistički 

značajna razlika izmeĎu svih testiranih koncentracija, dok kod HepG2 stanica statistički 

značajna razlika postoji samo u odnosu prema skupinama tretiranim hidrokinom koncentracije 

0,14 mg/mL i 0,008 mg/mL (Tablica 6). 
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Tablica 6. Statističke značajnosti parametra repni moment PK-15 i HepG2 stanica tretiranih vodenim ekstraktom listova obične planike
#
 i 

arbutinom u dozama od 0,4 mg/mL; 0,2 mg/mL i 0,0114 mg/mL te hidrokinonom u dozama od 0,28 mg/mL; 0,14 mg/mL i 0,008 mg/mL tijekom 

24 sata u uvjetima in vitro (analiza varijance uz post-hoc Scheffe-ov test, p < 0,05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

n.z – nemastatističke značajnosti

PK-15 stanice 

EKSTRAKT
# 

ARBUTIN HIDROKINON 

Repni 

moment   

0,4 

mg/mL 

0,2 

mg/mL 

0,0114 

mg/mL 

0,4 

mg/mL 

0,2 

mg/mL 

0,0114 

mg/mL 

0,28 

mg/mL 

0,14 

mg/mL 

0,008 

mg/mL 

  
n.z n.z n.z n.z 0,013992 n.z n.z 0,000000 n.z 

H
ep

G
2
 s

ta
n

ic
e 

E
K

S
T

R
A

K
T

#
 0,4 

mg/mL 
0,016823 

 
n.z 0,000720 n.z 0,000000 n.z n.z 0,000000 0,000036 

0,2 

mg/mL 
n.z n.z 

 
0,000077 n.z 0,000000 n.z n.z 0,000000 0,000003 

0,0114 

mg/mL 
n.z n.z n.z 

 
n.z n.z n.z 0,000208 0,000729 n.z 

A
R

B
U

T
IN

 0,4 

mg/mL 
n.z n.z n.z n.z 

 
0,000440 n.z n.z 0,000000 0,019388 

0,2 

mg/mL 
n.z n.z n.z n.z n.z 

 
0,000440 0,000000 n.z n.z 

0,0114 

mg/mL 
n.z n.z n.z n.z n.z n.z 

 
n.z 0,000000 n.z 

H
ID

R
O

K
IN

O
N

 0,28 

mg/mL 
0,000000 n.z 0,000000 0,000065 0,24124 0,005075 0,000000 

 
0,000000 0,000008 

0,114 

mg/mL 
0,00000 n.z 0,000484 0,034447 n.z n.z 0,0000483 n.z 

 
0,008779 

0,008 

mg/mL 
n.z n.z n.z n.z n.z n.z n.z 0,000096 0,043427 
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4. RASPRAVA 

 

U ovom smo istraţivanju koristili epitelne stanice bubrega svinje (PK-15) i epitelne stanice 

hepatocelularnog karcinoma (HepG2) kako bi istraţili učinak vodenog ekstrakta listova 

obične planike, arbutina i hidrokinona. Istraţivanje je provedeno na stanicama PK-15 i 

HepG2 obzirom da su bubreg i jetra ograni najizloţeniji djelovanju hidrokinona. Hidrokinon 

prolazi kroz opseţne transformacije u jetri, odakle potencijalno još toksičniji produkti odlaze 

u bubrege te se izlučuju mokraćom (English i sur., 1994).  

 

MTS test pokazao je da vijabilnost PK-15 stanica tretiranih vodenim ekstraktom listova 

obične planike i arbutinom smanjena u odnosu na kontrolu ali bez statističke značajnosti. Dok 

je primjena hidrokinona na stanice izazvala značajno smanjenje vijabilonosti stanica, ali 

statistički značajno samo kod najviše koncetracije hidrokinona (0,28 mg/mL) gdje je postotak 

vijabilnih stanica bila ispod 10 %  (Slika 8). MTS test za HepG2 stanice obraĎene istim 

tretmanom kao i PK-15 stanice pokazao je veću vijabilnost stanica kod tretmana vodenim 

ekstraktom listova obične planike i arbutinom u odnosu na kontrolu, ali ne i za tretman 

hidrokinom (Slika 9). TakoĎer, kao i kod PK-15 stanica i kod HepG2 stanica pri najvišoj 

koncetraciji hidrokinona (0,28 mg/mL) pokazuju značajno smanjenje vijabilnosti stanica 

(14,06 % ). Ovi rezultati slaţu se s drugim istraţivanjima provedenim s hidrokinonom (Peng i 

sur., 2013). Nakon 24 satnog izlaganja hidrokinon izaziva značajna oštećenja A549 (epitelne 

stanice alveolarnog adenokarcinoma ljudskih pluća) stanica pri koncentracijama od 10, 20 i 

40 μM (Peng i sur., 2013). Stanice embrija sirijskih hrčaka (SHE) tretirane 30 μM 

hidrokinonom kroz 48 sati pokazale su 61,2% manju proliferaciju u odnosu na negativnu 

kontrolu (Tsutsui i sur., 1997). PotvrĎeno je kako hidrokinon moţe izazvati DNA adukte i 

oštećenja oštećenja kod humanog HL-60, makrofaga mišjeg koštane srţi, ljudske koštane srţi, 

limfocita i HepG2 stanica (Tietze 1969; Levay i sur., 1991; 1993; Hiraku i Kawanishi 1996; 

Andreoli i sur., 1999). 

 

Primjenom fluorescencijskog testa bojenja potvrdili smo ranija zapaţanja drugih autora o 

toksičnosti hidrokinona na staničnoj razini (Terasaka i sur., 2005). Hidrokinon je u dozi od 

0,28 mg/mL uzrokovao 100 % smrtnost stanica (Tablica 3). Tretmani vodenim ekstraktom 

listova obične planike i arbutina te niţe koncentracije hidrokinona ne pokazuju značajan 

utjecaj na staničnu smrt. Izmjerene vrijednosti primjenom fluorescencijskog testa bojenja kod 
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HepG2 stanica takoĎer potvrĎuju toksičnost hidrokinona, ali u manjoj mjeri nego kod PK-15 

stanica. Rezultati o citotoksičnom učinku hidrokinona i njegovom potencijalu za izazivanje 

apoptoze potvrĎeni su i u ranijim istraţivanjima na limfocitima (Hiraku i Kawanishi, 1996), 

neutrofilnim i eozinofilnim granulocitima te drugim vrstama stanica u uvjetima in vitro, 

primjerice HL-60 stanice humane leukemije. Yang i sur. (2011) utvrdili su da hidrokinon 

preko kaspaze 9/3 inducira apoptozu kod neutrofila i eozinofila.  Metoda fluorescencijskog 

testa bojenja ima svoja ograničenja, ţbog čega moţemo odrediti samo morfološka obiljeţja 

stanične smrti, ali ne i odrediti precizne mehanizme na koji način hidrokinon izaziva apoptozu 

i nekrozu, odnosno dovodi do stanične smrti kod PK-15 i HepG2 stanice Rezultati EtBr/AO 

HepG2 stanica dobiveni tretmanom sa vodenim ekstraktom listova obične planike i arbutina u 

svim dozama preklapaju se sa vrijednostima izmjerenim kod PK-15 stanica. Pri koncentraciji 

koja odgovara maksimalnom dopuštenom dnevnom unosu arbutina, vodeni ekstrakt listova 

obične planike je pokazao vrlo niski potencijal za izazivanje stanične smrti (European 

Medicines Agency, 2012). 

 

Hidrokinon ima visok potencijal za izazivanje stanične smrti, posebice putem apoptoze jer 

izaziva primarna oštećenja DNA, koja se mogu detektirati komet testom. U stanicama PK-15 

izmjerene su statistički značajne povišene vrijednosti parametra duţina repa kod skupina 

tretiranih hidrokinonom u dozi od 0,28 mg/mL i 0,008 mg/mL te niţe ali ne statistički 

značajne vrijednosti parametra repni moment u odnosu na kontrolnu skupinu (Slika 12). 

Izmjereni parametri duţina repa u stanicama HepG2 primjenom hidrokinona u svim dozama 

značajno su povišene u odnosu na kontrolnu skupinu, a vrijednosti parametara repni moment 

povišene su samo kod skupina tretiranih hidrokinonom u dozi od 0,28 mg/mL i 0,14 mg/mL 

(Slika 15). Uzevši u obzir da se parametar intenzitet repa odnosi na sniţene vrijednosti u 

odnosu na kontrolnu skupinu, moţemo reći da je do oštećenja  DNA došlo na više mjesta u 

molekuli te su fragmenti kratki, brzo putuju kroz gel te stoga imamo više vrijednosti 

parametra duţina repa. Hidrokinon prilikom ekskrecije dolazi u bubrege i izlučuje se 

mokraćom kao hidrokinon sulfat ili glukuronid (European Medicines Agency, 2012) te da su 

bubrezi vrlo osjetljivi na utjecaj hidrokinona (English i sur., 1994; Hard i sur., 1997; Peters i 

sur., 1997), moţemo pretpostaviti da je upravo hidrokinon nastao iz arbutina koji je prisutan u 

primijenjenom ekstraktu listova obične planike djelovao na blago oštećenje DNA u stanicama 

bubrega. Ukratko, uzevši u obzir poznate činjenice o mehanizmu djelovanja hidrokinona, 

moţemo zaključiti da pri visokim koncentracijama koje su testirane u okviru ove studije 

hidrokinon u DNA limfocita izaziva veliki broj adukata i dovodi do stvaranja unutar- i 
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meĎulančanih veza, odnosno veza izmeĎu DNA i proteina (engl. cross-linking) koje 

onemogućuju normalnu denaturaciju DNA u uvjetima u kojima se provode alkalna 

elektroforeza tijekom izvoĎenja komet testa. Dokaz za to su izrazito povećane duţine repa, 

koje smo izmjerili u uzorcima tretiranim hidrokinonom. Dostupna literatura kao vaţne 

mehanizme djelovanja hidrokinona na razini DNA navodi još inhibiciju enzima 

topoizomeraze II (Frantz i sur., 1996, Fung i sur., 2004, Lindsey i sur., 2005) te izazivanje 

oksidacijskog stresa (Luo i sur., 2008), što za posljedicu ima stvaranje značajne količine 

lomova u DNA. 

Komet testom izmjeren je učinak tretmana ekstraktom listova obične planike na stanice PK-

15 i HepG2. Za parametar duţina repa PK-15 stanica vrijednosti su povišene bez statističke 

značajnosti, a za parametar repni moment vrijednosti su smanjene takoĎer bez značajnosti 

(Slika 10). U stanicama HepG2 statistički značajne vrijednosti oštećenja DNA ukazuje 

parametar duţina repa za sve tri doze tretmana (Slika 13). Mnoga istraţivanja upućuju na to 

da polifenolni spojevi mogu djelovati i prooksidativno i antioksidativno na staničnoj i DNA 

razini (Rusak i sur., 2010). Polifenoli mogu oštetiti DNA stvaranjem reaktivnih metabolita, 

umetanjem u DNA, nepovoljnim djelovanjem na DNA topoizomeraze i utjecajem na enzime 

koji odrţavaju integritet DNA (Noel i sur., 2006). Moţemo pretpostaviti da je došlo do 

narušavanja ravnoteţe izmeĎu oksidativnog potencijala i antioksidativnih svojstava 

bioaktivnih spojeva koji se nalaze u vodenom ekstraktu listova obične planike. Moguće je i da 

su interakcije izmeĎu sastojaka, kao i njihov individualni utjecaj na stanične obrambene 

mehanizme mogli utjecati na razinu oksidativnog oštećenja, što se i odrazilo na razine 

izmjerenih oštećenja DNA. 

Utjecaj arbutina izmjeren alkalnim komet testom (parametar duţina repa) za PK-15 stanice 

neznačajno je sniţen u odnosu na kontrolnu skupinu, dok kod HepG2 stanica izaziva značajna 

oštećena DNA (Slika 11, Slika 14). Arbutin je najbrojniji fenolni spoj detektiran u ekstraktu 

listova obične planike. Ako uzmemo u obzir istraţivanja koja ukazuju na hepatotoksičnost 

hidrokinona (McGregor, 2007) nastalog u jetri iz arbutina, moguće je da je upravo hidrokinon 

razlog oštećenja DNA u stanicama HepG2. Lee i Kim (2012) takoĎer su uočili 

antioksidacijske učinke arbutina na modelu mišjih BV2 stanica mikroglije. Seyfizadeh i sur. 

(2012) utvrdili su antioksidacijske učinke arbutina na Hep-G2 (stanične linije 

hepatocelularnog karcinoma) stanicama pri koncentracijama 100 i 150 µM (koje su niţe od 

korištenih u našem pokusu). Pri koncentraciji koja odgovara maksimalnom dopuštenom 
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dnevnom unosu arbutina, ekstrakt je pokazao vrlo niski potencijal za izazivanje primarnih 

oštećenja DNA.  

 

TakoĎer vaţno je napomenuti da hidrokinon izaziva veću toksičnost kod HepG2 nego kod 

PK-15 stanica, odnosno primarna oštećenja stanica za sva tri parametra (duţina repa, 

intenzitet repa i repni moment) su značajnija. Postoje jasne razlike utjecaja hidrokinona na 

odreĎeni tip stanica, što upućuje na selektivnu citotoksičnost hidrokinona (Peng i sur., 2013). 

Slična toksičnost kao kod PK-15 stanica primijećena je već  uporabom HL60, Jurkat i U937 

stanica (Kim i sur., 2009; Peng i sur., 2013). MeĎutim stanične linije kao što su HeLa, RAW i 

CHO K5 pokazuju mnogo veću otpornost na hidrokinon, slično kao i HepG2 stanice (Galván i 

sur., 2008).  

 

Rezultati dobiveni testiranjem u uvjetima in vitro potvrĎuju genotoksični rizik od izlaganja 

višim koncentracijama hidrokinona, ali u koncentraciji od 11 μg/kg, koja bi ujedno 

odgovarala količini hidrokinona stvorenoj metabolizmom maksimalne dnevno dopuštene 

koncentracije arbutina (420 mg), relativno je nizak (De Arriba i sur., 2013).  

 

Dakle fokus daljnjih istraţivanja trebao bi biti na procjeni potencijalnih citotoksičnih 

oštećenja pri većem broju različitih koncentracija kako bi se dobila cijela slika o mogućoj 

toksičnosti lista obične planike. 
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5. ZAKLJUČAK 

 

o Izmjerene vrijednosti MTS testa u uvjetima in vitro upućuju na inhibicijski učinak 

hidrokinona pri najvišoj dozi (0,28 mg/mL) na vijabilnosti PK-15 i HepG2 stanica. 

Vodeni ekstrakt listova obične planike i arbutin u svim primjenjenim dozama ne utječu 

na vijabilnost PK-15 i HepG2 stanica. 

o Rezultati dobiveni metodom bojenja EtBr/AO ukazuju da hidrokinon pri dozi od 0,28 

mg/mL izaziva apaptozu i nekrozu kod stanica HepG2 te dovodi do stanične smrti, a 

pri istoj dozi sve su PK-15 stanice mrtve. Vodeni ekstrakt listova obične planike i 

arbutina pokazali su niski potencijal u izazivanju apaptozu i nekrozu stanica, tj. 

stanične smrti.  

o Hidrokinon pokazuje statistički značajno povećanje primarnih oštećenja DNA na 

stanicama HepG2 za parametre komet testa (intenzitet repa i repni momenta).  što 

ukazuje genotoksičan potencijal. 

o Primarna oštećenja DNA za parametre komet testa (intenzitet repa i repni momenta) 

ukazuju na nisko genotoksično djelovanje hidrokinona na stanice PK-15. 

o Pomoću vrijednosti parametra repni moment komet (intenzitet repa i repni momenta)  

testa zaključujemo da hidrokinom u većoj mjeri izaziva primarna oštećenja DNA na 

stanicama HepG2 u odnosu na PK-15 stanice. 

o Primarna oštećenja DNA za parametre komet testa (intenzitet repa i repni moment) 

izmjerena  u  PK-15 i HepG2 stanicama nakon 24-satnog tretmana vodenim 

ekstraktom listova obične planike i arbutinom u uvjetima in vitro ne pokazuju 

statistički značajna odstupanja od kontrole, što ukazuje na nisku genotoksičnost 

navedenih tretmana. 

o Vodeni ekstrakt listova obične planike i arbutin u primjenjenim dozama na pokazuju 

značajnu cititoksičnost i genotoksičnost  
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7. ŢIVOTOPIS 

 

Osobni podaci  

 Ime / Prezime Ines Tkalčec 

Adresa Banjščina 348, Varaţdin breg, 42204 Turčin 

Telefonski broj +385 99 432 7333     

E-mail ines.tkalece@hotmail.com 
  

Drţavljanstvo Hrvatsko 
  

Datum roĎenja 19. rujna 1993. 
  

Spol Ţenski 
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osposobljavanje 

 

 

 

2012. – 2018. Integrirani preddiplomski i diplomski studij biologije i kemije; smjer: 

nastavnički, Prirodoslovno-matematički fakultet 

Horvatovac 102A, 10000 Zagreb 

2008. – 2012. Prva gimnazija Varaţdin  

Ul. Petra Preradovića 14, 42000, Varaţdin 

2000. – 2008. III. osnovna škola Varaţdin 

Trg Ivana Perkovca 35, 42000, Varaţdin 
  

Osobne vještine i 

kompetencije 

 

  

Materinski jezik hrvatski jezik 

Drugi jezik(ci)  

Samoprocjena  
Razumijevanje  Govor  Pisanje  

Europska razina (*)   
Slušanje Čitanje 

Govorna 

interakcija 

Govorna 

produkcija 
 

 Engleski jezik  
C1 

Iskusni 

korisnik 
C1 

Iskusni 

korisnik 
B2 

Samostalni 

korisnik 
B2 

Samostalni 

korisnik 
B2 

Samostalni 

korisnik 

Španjolski jezik   
B1 

Samostalni 

korisnik 
B1 

Samostalni 

korisnik 
A2 

Temeljni 

korisnik 
A2 

Temeljni 

korisnik 
A2 

Temeljni 

korisnik 
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Društvene vještine i 

kompetencije 

Sklonost timskom i suradničkom radu i učenju, dobre komunikacijske i 

prezentacijske vještine stečene prilikom izvoĎenja nastave te rada s djecom i 

mladima. 

Sudjelovanje u organizaciji i voĎenju Noći biologije te Smotre Sveučilišta u 

Zagrebu predstavljajući Kemijski odsjek. 

Prisustvovanje na Trećem simpoziju studenata bioloških usmjerenja. 

VoĎenje demonstratura na kolegiju Praktikum anorganske kemije za studente 

Integriranog studija biologije i kemije. 

Sudjelovanje na e-školi kemije za nastavnike odrţane u Varaţdinu, 2017.  

Računalne vještine i 

kompetencije 

 

Dodatne informacije 

Projekti 

 

Konferencije 

Vrlo dobra računalna  pismenost. Aktivno korištenje operacijskih sustava,  

Microsoft Office™ paketa te alata za obradu slike i videa (Adobe Photoshop, 

GIMP, Movie Maker, avidemux). 

 

 

 

 

Sudjelovanje u projektu i objavljen rad u Hrvatskoj znanstvenoj biografiji 

(Reakcije niklovih(II) i kobaltovih(II) soli s derivatima iminodiacetamida).  

 

Sudjelovanje i predstavljanje Fakulteta na Europskom simpoziju biologa 

Symbios (Symposium of Biology Students in Europe) odrţanog u Portugalu. 

 

Sudjelovanje u organizaciji Symbiose (europski simpozij studenata 

biologije) koji će se odrţati u Zagrebu 2018. godine. 

 

 


