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POPIS KRATICA

BSA - govedi serumski albumin (od engl. bovine serum albumin)

DNA - deoksiribonukleinska kiselina (od engl. deoxyribonucleic acid)

EDTA - etilen-diamin-tetraoctena kiselina (od engl. ethylenediaminetetraacetic acid)
GR - glutation reduktaza

GSH-Px - glutation peroksidaza

LMP - tvar niskog talista (od engl. low melting point)

MDA - malondialdehid

M1G - adukt nastao spajanjem MDA i DNA baze

MHC - kompleks tkivne podudarnosti (od engl. major histocompatibility complex)
NADPH - nikotinamid adenin dinukleotid fosfat

NMP - tvar normalnog taliSta (od engl. normal melting point)

NOS - dusikov monoksid sintetaza (0d engl. nitric oxide synthase)

OECD - Organizacija za ekonomsku suradnju i razvoj (od engl. Organisation for Economic

Cooperation and Development)

PBS - fosfatni pufer (od engl. phosphate-buffered saline)

PUFA - visestruko nezasi¢ena masna kiselina (od engl. Polyunsaturated fatty acids)
RNS - reaktivne dusSikove vrste (od engl. reactive nitrogen species)

ROS - reaktivne kisikove vrste (od engl. reactive oxygen species)

TBA - tiobarbituratna kiselina (od engl. thiobarbituric acid)

US EPA - Agencija za zastitu zivotne sredine Sjedinjenih Americkih Drzava (od engl. United

States Environmental Protection Agency)
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1. Uvod

Danas su u Covjekovom okoliSu sve viSe prisutni visoko reaktivni spojevi koji uzrokuju
oksidacijski stres u organizmu S§to za posljedicu ima oste¢enje DNA i ugljikohidrata,
peroksidaciju membranskih lipida, oksidaciju sulfhidrilne te drugih skupina na proteinima
koja dovode do razlicitih bolesti (Poulson i sur., 1998). Iz tog razloga, danas se sve viSe
provode istrazivanja s ciljem pronalaska tvari s antioksidacijskim djelovanjem koje bi mogle
Stititi stanice, organe, te organizam u cijelosti.

90-tih godina najcesce proucavani antioksidansi prisutni u hrani bili su vitamini, karotenoidi i
minerali (Scalbert i sur., 2005). Kasnije se uocava antioksidacijski kapacitet flavonoida i
ostalih polifenola. Cesto ih se pronalazi u namirnicama kao §to su povrée, voée, njihove
preradevine, Zitarice, mahunarke te ¢okolada. Polifenoli mogu djelovati kao antioksidansi ili
prooksidansi, §to ponajprije ovisi 0 dozi primjene (Lambert i sur., 2005). Dokazano je da
polifenoli pridonose u prevenciji nastanka kardiovaskularnih bolesti, osteoporoze,
neurodegenerativnih bolesti te dijabetesa (Manach i sur., 2004). Polifenoli, da bi u organizmu
ostvarili svoj uc¢inak moraju biti metabolicki aktivirani. Arbutin i njegov metabolit hidrokinon

dobar su primjer promjene nativnih svojstava nakon metaboliziranja (Setchell i sur., 2002).
1.1. Arbutin

Arbutin (4-hidroksifenil-b-D-glukopiranozid) kemijskom gradom spada u skupinu fenolnih
glikozida (Lee i sur., 2012) (Slika 1). Tvori dva izomera, ovisno da li je nastao kemijskom
sintezom ili metabolizmom biljaka. Pokazuje pozitivne antioksidacijske, antimikrobne i
antikancerogene osobine, te time dobiva znacajnu paznju. Tome svjedoci vise od 735 radova

objavljenih u periodu od 1995.-2010. godine koji sadrze pojam ,,arbutin“ (Nycz i sur., 2010).



OH

Arbutin

Slika 1. Strukturna formula arbutina
(Preuzeto sa: https://www.complexi-light.com/alpha-arbutin/)

Arbutin nastaje u biljkama kao rezultat sekundarnog metabolizma u obliku beta izomera.
Prirodno je prisutan u biljkama porodica Ericaceae, Lamiaceae, Rosaceae i Saxifragaceae i
dr. (Migas i Krauze-Baranowska, 2015) (Slika 2). U literaturi, list bergenije naveden je kao
jedan od najbogatijih arbutinom, te je takoder na temelju spektrofotometrijskih ispitivanja
zakljuCeno da je najzastupljeniji fenolni spoj u listu obi¢ne planike (627 mg/kg) (Oliveira i
sur. 2011). Biljkama omogucuje esencijalne funkcije kao $to su razmnozavanje i rast te
pomaze u obrani od patogena i parazita (Baidez i sur., 2007). Takoder, arbutin ima
antioksidacijska svojstva koja sprje¢avaju nastanak slobodnih radikala i umanjuju oksidacijski
stres (Jurica, 2016). Inducira aktivnost enzima koji su vazni za borbu protiv reaktivnih
kisikovih vrsta (katalaza, dismutaza, glutation peroksidaza) (Tsao, 2010). U biljkama je
prisutan u kombinaciji s metil-arbutinom, $to je posebno karakteristicno za porodicu

Ericaceae (vrijesovke) (Migas i Krauze-Baranowska, 2015).



Slika 2. Predstavnice porodica (A) Ericaceae (Arctostaphylos uva-ursi) , (B)
Saxifragaceae (Bergenia crassifolia), (C) Rosaceae (Pyrus sp.) i (D)
Lamiaceae (Origanum majorana) koje sadrze arbutin.

1.1.1. lzomeri arbutina i njihovo djelovanje

Arbutin ima dva stereoizomera, alfa i beta. Beta arbutin prirodno je sadrzan u biljkama, dok
se alfa izomer dobiva kemijskom sintezom (Nycz i sur., 2010). Alfa arbutin moze se
sintetizirati iz hidrokinona i acetobromglukoze pomocu enzima glukozid sintetaze. Funayama
i sur. (1995) predlazu kako manipulacija u konfiguraciji anomernog ugljika u ugljikohidratu
glikozida moZe promijeniti njegovu funkciju. Tako Sugimoto (2004) dokazuje da beta arbutin
inhibira enzim tirozinazu kod melanoma u gljiva i miSeva, dok alfa izomer ne djeluje na
enzim kod gljiva, a inhibicija je 10 puta veca kod misje tirozinaze. Arbutin utjece na
melanogenezu tako da inhibira stvaranje ljudskih melanocita (HMV-II, od engl. human
malignant melanoma cell), te postoji jasna korelacija izmedu smanjenja sinteze melanina i
inhibicije tirozinaze kod stanica tretiranih arbutinom (Sugimoto, 2004).

Dokazano je kako arbutin ima antiupalno, antitumorsko i antioksidacijsko djelovanje (Migas i
Krauze-Baranowska, 2015). Takoder, djeluje antimikrobno protiv bakterija kao §to su
Bacillus subtilis, Escherichia coli i Pseudomonas aeruginosa te antivirusno protiv Polio
virusa (Xu i sur., 2015). Proizvodi koji sadrze arbutin dobro su poznati kao diuretici, lijekovi

za tretiranje uroinfekcija, cistitisa i bubreznih kamenaca (Nycz i sur., 2010).



Pripravci biljke medvjetke (Arctostaphylos uva-ursi) najpoznatiji su prirodni lijekovi za
suzbijanje infekcija urinarnog trakta upravo zbog visokog sadrzaja arbutina. Konzumira se u
obliku zdrobljenog lis¢a, praha ili vodenog ekstrakta u dozi od 400 mg do 840 mg arbutina po
danu (Deisinger, 1996). Zhu i Gao (2008) govore kako je arbutin pogodan kao lijek za
iskasljavanje i lijeenje astme. Kao §to je spomenuto, kompetitivnhom inhibicijom blokira
enzim tirozinazu i biosintezu melanina, zbog strukturalne sli¢nosti za tirozinom, supstratom
tirozinaze (Zhu i Gao, 2008). Iz tog razloga koristi se u izbjeljivanju koze te lijeCenju
dermatoloskih bolesti (Migas i Krauze-Baranowska, 2015). Arbutin sprjecava toksi¢nost koja
je uzrokovana imunosupresivima, kao $to je naprimjer ciklosporin. Antioksidacijski djeluje na
stanicnu membranu, te inhibira djelovanje fosfolipaze A2. No s druge strane, kod tretmana
visokom koncentracijom arbutina uocen je porast lipidne peroksidacije (Khadir i sur., 2015).
Takoder, Zhang i sur (2014) govore kako arbutin svojim antioksidacijskim djelovanjem
smanjuje rizik od cerebrovaskularnih bolesti koje su danas vrlo Ceste, osobito kod starije
populacije. Nadalje, Lee i sur. (2012) dokazali su da arbutin suprimira LPS-om inducirane
upale, to¢nije smanjuje ekspresiju upalnih gena kao S§to je iNOS, te reducira generiranje
upalnih citokina, uklju¢ujuci IL-1 i TNF u aktiviranim stanicama mikroglije. Dodatno, koristi
se kao stabilizator boja za fotografije, a spominje se i kao fenol djelotvoran protiv starenja,
UV-B/UV-C zracenja te ublazavanja bolova, kao i za zacjeljivanje rana bez oziljaka (Nycz i
sur., 2010).

1.1.2. Biokonverzija arbutina u hidrokinon

Smatra se da arbutin u enterocitima resica tankog crijeva prelazi u svoj aktivni oblik
hidrokinon pomocu djelovanja crijevnih bakterija i enzima beta glukozidaze koji sudjeluje u
pretvorbi (Slika 3). Moze se re¢i da je arbutin glukopiranozid hidrokinona. Dokazano je da
bakterije crijevne mikroflore: Bifidobacterium longum, Bifidobacterium adolescentis,
Eubacterium ramulus, Enterococcus casseliflavus i Bacteroides distasonis mogu
biokonvertirati arbutin (Kang i sur., 2011), te da do pretvorbe dolazi unutar 24 sata (Blaut,
2006). Hidrokinon takoder inhibira sintezu melanina te se smatra boljim inhibitorom
tirozinaze, no s druge strane pokazuje nefrotoksi¢na, citotoksic¢na i genotoksic¢na svojstva, dok
su prednosti arbutina nad njime veca stabilnost, ne izazivanje iritacije na kozi te ne
pojavljivanje nikakvih nuspojava nakon koriStenja (Bang i sur., 2008). Dokazano je da i
bakterije koze, Staphylococcus aureus i Staphylococcus epidermidis mogu biokonvertirati

arbutin u hidrokinon (Bang i sur., 2008).



Oksidacijom hidrokinona nastaje p-benzokinon, spoj koji je pokazao kancerogeni u¢inak kod
Stakora te leukemogeni kod ljudi. Dokazano je da potice nastanak benignih tumora jetre i
bubrega u glodavaca (Roza i sur., 2003). No, osim negativnih svojstava hidrokinon je takoder
poznat kao antioksidans i antimutagen, te pozitivno djeluje kao inhibitor lipidne peroksidacije
i pokazuje antimikrobna svojstva (Soucek i sur., 2000; Blaut i sur., 2006). Istrazivanja su
provedena i na ljudskim limfocitima u uvjetima in vitro, gdje kod tretmana hidrokinonom u
razli¢itim koncentracijama nije uocCena strukturna promjena kromosoma (Pavlovi¢ i sur.,
2009). Smatra se da bi zbog posjedovanja dvije hidroksilne skupine na benzenskom prstenu
hidrokinon trebao imati veci antioksidacijski kapacitet od arbutina koji posjeduje samo jednu

takvu skupinu (Takebayashi i sur., 2010).

OH
p - glukozidaza
OH
arbutin hidrokinon glukoza

Slika 3. Bioaktivacija arbutina u hidorkinon (preuzeto iz: Jurica, 2016).

Danas su mnoge biljke koje sadrze arbutin ugroZene, pa se istrazuju mogucnosti
biotransformacije egzogeno unesenog hidrokinona u beta arbutin. Biljka na kojoj je
provedeno takvo istraZivanje U in vitro uvjetima je Origanum majorana koja pripada porodici
Lamiaceae (Skoula i Harborne, 2002). Aromatska je biljka, pokazuje antibakterijsku
aktivnost, te se koristi u lije¢enju disnih bolesti. Kao i vecina biljaka iz porodice Lamiaceae
prirodni je proizvoda¢ arbutina (Lukas i sur., 2010). Dokazano je da biljke koje sadrze enzim
glikoziltransferazu mogu biosintetski uz UDP glukozu aktivirati odredene biokemijske putove
pri ¢emu dolazi do konverzije, odnosno pretvaranja hidrokinona u arbutin (Skrzypczak-
Pietraszek i sur., 2017) (Slika 4). Takoder, biokonverzija u alfa arbutin iz hidrokinona moguca
je industrijski, pomo¢u mikroorganizama. Tako glukozidaza iz pekarskog kvasca (S.
cerevisie) koristi hidrokinon kao supstrat a maltozu kao donor te dolazi do sinteze arbutina
(Seoisur., 2012).



Kittipongpatana i sur. (2007) govore kako je arbutin znacajno skuplji (~ 200 puta) od
hidrokinona te smatraju logi¢nim razvoj sustava postrojenja za stani¢ne kulture koje mogu
pretvoriti manje skup hidrokinon u arbutin. Takvi sustavi mogu koristiti poznate biljke koje su
u mogucnosti proizvoditi arbutin ili sustave koji proizlaze iz biljaka koje ne mogu akumulirati

arbutin, ali su sposobne za obavljanje procesa glikozilacije.

OH
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Slika 4. Biotransformacija hidrokinona u arbutin (Preuzeto i prilagodeno iz: Skrzypczak-
Pietraszek i sur., 2017).

1.1.3. Ekologija arbutina

Ako se arbutin ispusti u okolis, kroz razli¢ite vrste otpada, njegov tlak pare iznosi 2.3X10-12
mm Hg na 25°C S§to znac¢i da ¢e arbutin postojati samo u fazi Cestica u atmosferi. Zbog
kemijske strukture arbutin nije u stanju apsorbirati valne duljine ve¢e od 290 nm, pa iz tog
razloga nije osjetljiv na fotolizu. U tlu su njegove molekule vrlo dobro pokretljive, dok se u
vodi arbutin nece apsorbirati na suspendirane tvari i sediment. Nije hlapljiv u vodi jer nema
funkcionalne skupine koje hidroliziraju pod uvjetima okolisa
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/arbutin#section=Environmental-Fate-Exposure-
Summary).

Profesionalna izloZenost arbutinu moze se javiti putem udisanja i koZznog kontakta na radnim
mjestima gdje se arbutin proizvodi ili koristi. Do sad prikupljeni podatci pokazuju da opca
populacija moze biti izloZzena arbutinu putem uzimanja odredenih namirnica i dermalnim
kontaktom s ovim spojem ili drugim potroSackim proizvodima koji sadrzavaju arbutin.

(Deisinger, 1996).



1.2. Oksidacijski stres

Aerobni metabolic¢ki procesi, kao respiracija u mitohondrijima te fotosinteza u kloroplastima
dovode do nastanka molekula koje imaju nespareni elektron u razli¢itim orbitalama vanjske
ljuske te se kao takve nazivaju reaktivnim kisikovim spojevima (ROS) (Held, 2012). Stanje
poveéane koncentracije ROS-a moze dovesti do OStecenja stani¢nih struktura, poremecaja u
stanicnom metabolizmu te njegovoj regulaciji (Lushchak, 2011). Dakle, oksidacijski stres
moze se¢ definirati kao pomak ravnoteze u oksidacijsko-redukcijskim reakcijama u smjeru
oksidacije (Kohen i Nyska, 2002).

1.2.1. Slobodni radikali u stanici

Slobodni radikali su atomi, ioni ili molekule s jednim ili vise nesparenih elektrona koji su
odgovorni za nestabilnost i reaktivnost radikala. Njihov nastanak u stanici moze biti endogene
prirode kao Sto je upala, stres, ishemija, razlicite vrste infekcija, kancerogeneza te starenje.
Takoder ROS se u organizmu moze generirati djelovanjem: lijekova (ciklosporin, takrolimus),
teSkih metala, opijata, razliitih tipova zracenja te zagadenja (Apel i Hirt, 2004). ROS koji
nastaju u organizmu su superoksid, vodikov peroksid, hidroksilni radikal, hidroksilni ion, te
imaju mogucnost transformacije jedan u drugi (Lushchak, 2011) (Slika 5).

Razlog zbog kojeg je kisik podlozan stvaranju slobodnih radikala krije se u njegovoj
elektronskoj konfiguraciji. lako u molekularnom obliku ima paran broj elektrona, ostaju mu
dva nesparena elektrona koji se u orbitalama nalaze pod istim kvantnim brojem spina.
Prilikom oksidacije kisikom nekog drugog atoma ili molekule oba nova elektrona koja se
prenose bi trebala biti istog paralelnog spina, dok je uobicajeno da elektroni u orbitalama
imaju antiparalelni spin. Stoga je kisik primoran na prijenos samo jednog elektrona, Sto

direktno dovodi do nastanka superoksidnog aniona i srodnih radikala (Cadenas, 1989).
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Slika 5. Reaktivni kisikovi spojevi. Crvena tocka predstavlja nespareni
elektron (preuzeto iz: Held, 2012)

Uz reaktivne kisikove spojeve u organizmu su prisutni i reaktivni dusikovi spojevi (RNS), od
kojih je najces¢i dusikov monoksid (NO). Stvara se u vi§im organizmima oksidacijom
dusikovog atoma s krajeva L-arginina pomoc¢u enzima NO sintetaze (NOS) (Droge, 2002).
Ovisno o mikrookolisu, moze se pretvarati u druge reaktivne dusikove vrste, kao Sto su
peroksi nitrit (ONOO-) te nitrozil (NO+). NO ima veliku ulogu u inhibiciji adhezije
trombocita i odrzavanju vaskularnog tonusa vezanjem na gvanilat ciklazu. Aktivirani enzim
pretvara GTP u cGMP te posljedi¢no tome dolazi do modulacije funkcije protein kinaza,
fosfodiesteraza, ionskih kanala te regulacije tonusa glatkih misi¢a. Takoder, superoksid i
vodikov peroksid mogu aktivirati gvanilat ciklazu, neizravno tako $to njihove mikromolarne
koncentracije stimuliraju NOS (Schmidt i sur., 1993).

Relativno male koli¢ine ROS-a svakodnevno se stvaraju u organizmu. Najveéa koli¢ina
nastaje u mitohondrijskom respiracijskom lancu. Koenzim Q i kompleks Il najvjerojatnije su
glavna mjesta gdje elektroni ,,pobjegnu‘ i dolaze u interakciju s molekularnim kisikom dajuéi
superoksidni anion. Reakcija gdje se naveliko dogada redukcija molekularnog kisika u
superoksid je nastajanje ubisemikvinona iz ubikvinona. Nadalje, NADH-ubikvinon reduktaza
i ubikvinon citokrom c reduktaza generatori su reaktivnih kisikovih vrsta (Dalton i sur.,
1999). Drugi po redu najvazniji izvor ROS-a je lanac transporta elektrona u endoplazmatskom
retikulumu i peroksisomima (Malhotra i Kaufman, 2007). Enzim ksantin oksidaza takoder
generira superoksid konverzijom hipoksantina u ksantin pa zatim u mokra¢nu kiselinu, ali u
malim koli¢inama (Droge i sur., 2002). Nakupljanju ROS-a pridonosi i oksidacija dopamina,
odnosno propadanje dopaminergic¢kih neurona, osobito kod Parkinsonove bolesti (Luo i Roth,
2000).



Fizioloska doza slobodnih radikala ima pozitivne uloge kao $to su vaznost u imunoloskom
odgovoru, proliferaciji stanica, metabolizmu prostaglandina, aktivaciji stani¢nih receptora,
regulaciji vaskularnog tonusa, kontroli oksigenacije te utjecaju na eritropoezu. Produkcija
ROS-a dogada se i uz nefagocitnu NADPH oksidazu te ima ulogu u kaskadi stani¢ne
signalizacije u fibroblastima, endotelnim stanicama, miocitima, stanicama glatkih miSica te
tiroidnom tkivu (Griendling i sur., 2000, Droge, 2002). Takoder, ROS regulira produkciju
hormona kao $to su eritropoetin, VEGF (od engl. vascular endothelial growth factor), IGF-11
(od engl. insulin like growth factor Il) (Drége, 2002). Fagocitne stanice kao $to su monociti,
eozinofili, neutrofili i makrofazi proizvode veliku koli¢inu superoksida i njegovih derivata
kao dio mehanizma uniStavanja mikroorganizma pomo¢u NADPH oksidaze u upalnom stanju
organizma. Ta masovna produkcija antibakterijskog i antitumorskog ROS-a u upalnom stanju
naziva se ,,0oksidacijski prasak® te igra vaznu ulogu kao prva linija obrane protiv patogena.
Takoder, aktivacijom NADPH oksidaze u makrofazima proizvodi se hipokloritna kiselina
(HCIO), jedna od jacih fizioloSkih oksidanasa i antimikrobnih agenasa (Knight, 2000). No, u
slu¢aju ako patogeni ipak probiju prvu liniju obrane i udu u organizam, MHC stanice ih
prezentiraju T limfocitima nakon cega slijedi njihova proliferacija. Upravo u toj aktivaciji
ROS ima klju¢nu ulogu gdje pojacava signalnu kaskadu proliferacije, odnosno pojacava
odgovor limfocita na malu koli¢inu antigena (Yang i sur., 2013).

Ukoliko se ROS-a stvaraju u prekomjernim koli¢inama, a njihovo uklanjanje nije dovoljno
uc¢inkovito moze do¢i do oksidacije i oste¢enja gotovo svake organske molekule. Ostec¢enje
DNA uzrokuje mutacije, oksidacijom proteini gube svoju funkciju, a lipidi podlijezu lipidnoj
peroksidaciji (McCord, 2000). Narusava se homeostaza iona, stani¢na signalizacija te genska
transkripcija (Atashi i sur., 2015).

Pretjerana stimulacija NADPH oksidaze citokinima primijeCena je kod mnogih
patofizioloskih stanja. Tako je HIV povezan s pove¢anom proizvodnjom ROS-a u misi¢ima,
kortikalni neuroni kod Downovog sindroma eksponiraju tri puta vise ROS-a nego zdravi
pojedinci te je kod reumatoidnog artritisa primije¢ena smanjena koncentracija GSH. Takoder,
zapazeno je da starenjem organizma transportni lanac elektrona pretjerano proizvodi radikale
(Droge, 2002).



1.3. Antioksidacijski sustav organizma

Antioksidansi su stabilne molekule koje imaju sposobnost doniranja elektrona slobodnom
radikalu kako bi se on mogao neutralizirati prije nego dode do oStecenja. Odrzavanje
ravnoteze u oksidacijsko-redukcijskim reakcijama organizma obuhvaca primarni, sekundarni i
tercijarni stupanj zastite. Primarni stupanj obuhvaca prevenciju od stvaranja ROS-a od strane
proteina kao §to su transferin, feritin, mioglobin, albumin, metalotionein koji vezu atom
metala. Njih se svrstava u nespecificne visokomolekularne antioksidanse. U sekundarni
stupanj zastite ubrajaju se neenzimatski antioksidansi, tzv. ,,male molekule* kao $to su
vitamin C i E, flavonoidi, karotenoidi i glutation koje reagiraju sa slobodnim radikalima
(Lushchak, 2011). S druge strane, dio sekundarne zastite isto tako ¢ine enzimski antioksidansi
kao na primjer superoksid dismutaza (SOD), glutation reduktaza (GR), glutation peroksidaza
(GSH-Px) te katalaza (CAT). Oni uklanjaju ROS izravno enzimskom katalizom. Tercijarni
oblik zastite obuhvaéa popravak nastalih oSteCenja ili uklanjanje oSteCenih stanica i tkiva

proteolitickim enzimima kao §to su glikozilaze i nukleaze (Foyer i Noctor, 2009).

1.3.1. Enzimatski antioksidansi

Sustav antioksidacijskih enzima vrlo je dobro povezan i uskladen. 4 glavna enzima ovoga
sustava su superoksid dismutaza, katalaza, glutation peroksidaza i glutation reduktaza (Lobo i
sur., 2010). Osnovni cilj antioksidacijskih enzima je uklanjanje reaktivnih kisikovih vrsta te
sprjecavanje mogucih oksidacijskih oste¢enja. McCord i Fridovich (1969) prvi puta spominju
enzim superoksid dismutazu (SOD), te time naglasavaju vaznost oksidacijskog stresa. Upravo
je SOD prvi korak obrane nakon ¢ega ostali enzimi imaju ulogu u uklanjaju vodikovog
peroksida (Lobo i sur., 2010).
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1.3.1.1. Superoksid dismutaza (SOD)

Metaloenzim superoksid dismutaza (SOD) Kkatalizira reakciju dismutacije superoksidnih
radikala, pri cemu se jedna molekula slobodnog radikala oksidira u kisik, a druga u vodikov
peroksid, pa je stoga vazan antioksidacijski ¢imbenik u obrani gotovo svih stanica izlozenih
aerobnom metabolizmu (Sheng i sur., 2014). SOD je protein koji kao kofaktor moze
sadrzavati cink, mangan, bakar, nikal ili Zeljezo. U fizioloSkim uvjetima odrzava
koncentraciju superoksidnog aniona na niskoj razini pa se smatra da SOD ima centralnu ulogu
u obrani od oksidacijskog stresa (Sentman i sur., 2006).

Dismutaciju superoksida SOD-om mozemo prikazati sljedeCom jednadzbom kemijske

reakcije:

240, +2 H'——> 0, +H,0;

Poznato je pet izoformi SOD od kojih su tri prisutna kod eukariota. Medusobno se razlikuju
po metalnom ionu koji sadrze (Slika 6).

Bakar-cink superoksid dismutaza (CuzZnSOD/SOD1) sadrzi podjedinice gradene od 153
aminokiselina koje sadrze navedene metale. Po gradi je dimer te je smjestena je u citoplazmi,
lizosomima i jezgrinim kompartimentima (Indo i sur., 2015). Mangan superoksid dismutaza
(MnSOD/SOD?2) je heterodimer te se sastoji od podjedinice koja sadrzi mangan u aktivnom
srediStu. Nalazi se u matriksu mitohondrija. SOD2 najveéu razinu aktivnosti postize u
stanicama bubreznog korteksa. Ekstracelularna superoksid dismutaza (ECSOD/SOD3)
gradena je od cink (Zn) i bakar (Cu) podjedinice te sadrzi domenu s visokim afinitetom za
heparin, §to doprinosi njegovoj lokalizaciji u izvanstani¢nim teku¢inama kao $to su plazma 1
limfa. Sva tri enzima imaju istu funkciju, a to je otklanjanje superoksidnog aniona (Quint i
sur., 2006). Takoder, postoji izoforma koja u aktivnom mjestu sadrzi zeljezo (FeSOD) te je
poglavito nalazimo u kloroplastima i bakterijama, kao $to je slucaj s jo$ rjedom nikal SOD
(NiSOD) (Fukai i Ushio-Fukai, 2011; http://pdb101.rcsh.org/motm/94).
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Slika 6. I1zoforme superoksid dismutaze
(Preuzeto sa: http://pdb101.rcsb.org/motm/94)
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1.3.1.2. Katalaza (CAT)

Katalaza (CAT) je tetramer te svaka podjedinica u aktivnom mjestu sadrzi porfirinsku hem
skupinu s atomom zeljeza koja omoguéava enzimu da reagira s vodikovim peroksidom. CAT
pronalazimo u svim organima, ali njene najvece koncentracije izmjerene su u stanicama jetre
(Lobo i sur., 2010), dok srce, mozak i popre¢no prugasti misi¢i sadrze samo male koli¢ine
katalaze (Reid i sur., 1981). Smjestena je u subcelularnim organelima peroksisomima
(Mahmoud i Elnour, 2013). Osnovna uloga CAT je razgradnja vodikovog peroksida (H,0-)
(Slika 7). Njezina aktivnost ocituje se tek pri ve¢em stvaranju vodikovog peroksida jer je za
reakciju potreban simultani dolazak dvije molekule H,O, u aktivno mjesto (Glorieux i
Calderon, 2017). Glavnu ulogu u odstranjivanju malih koli¢ina ima glutation peroksidaza
(GSH-Px). To govori da je CAT isklju¢ivo odgovorna za razgradnju vodikovog peroksida u
uvjetima oksidacijskog stresa (Lobo i sur., 2010). Njena velika uloga je uklanjanje peroksida
pri a-oksidaciji masnih Kkiselina u peroksisomima (Rhee i sur., 2005). Isto tako CAT u jetri

zaustavlja aktivnost metaloproteinaze (MMP) i kancerogenezu (Weydert i Cullen, 2010).

Catalase + 2H202|' Catalase + 2H;O |+ O;|

Slika 7. Prikaz osnovne uloge katalaze, razgradnja vodikovog peroksida
(Preuzeto sa: http://www.citethisforme.com/topic-ideas/biology/Enzymes%20-
%20Catalase-19841430)

Katalaza oksidira vodikov peroksid nastao u peroksisomima, dok onaj iz mitohondrija,
endoplazmatskog retikuluma ili citosola, nastao kao produkt dismutacije superoksidnog iona
pomoc¢u SOD, uklanja GSH-Px. Aktivnost CAT vrlo je velika, $to nam govori primjer da
jedna molekula enzima reducira otprilike 6 milijuna molekula vodikovog peroksida do vode i

kisika u jednoj minuti (Glorieux i Calderon, 2017).
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1.3.1.3. Popratni enzimi glutationa

Glutation je po kemijskom sastavu tripeptid, to¢nije sastoji se od tri aminokiseline: glutamata,
cisteina i glicina. U normalnim uvjetima glutation se nalazi vise od 90% u reduciranom
obliku (GSH), dok manje od 10% cini glutation u oksidiranom, odnosno disulfidnom obliku
(GSSG). Oksidirani oblik glutationa u omjeru veem od reduciranog indikator je
oksidacijskog stresa kojem je organizam izlozen (Griffith, 1980). Glutation je jedan od
najznacajnijih antioksidanasa prisutnih ne samo u ljudskom tijelu, ve¢ u svim bioloskim
organizmima izlozenim oksidacijskom stresu i toksinima, kako zivotinjama, tako i biljkama te
mikroorganizmima (Meister i Anderson, 1983). Njegova uloga je da Stiti eritrocite od
vodikovog peroksida koji nastaje kao otrovni nusprodukt mnogih metabolickih reakcija.
Takoder, ima vaznu ulogu u stani¢énom disanju kod sisavaca i biljaka (Lobo i sur., 2010).
Reakcijom redukcije vodikovog peroksida i lipidnih hidroperoksida u vodu i odredeni alkohol
dolazi do oksidacije tiolne skupine cisteina reduciranog glutationa te on kao takav prelazi u
oksidirani oblik. Ova reakcija redukcije peroksida katalizirana je glutation peroksidazom
(GSH-PXx).
H,0, + 2GSH ——> GSSG + ROH + 2H,0

GSH-Px gradena je kao tetramerni selenoprotein. U stanicama sisavaca postoje 4 glavne
izoforme ovog enzima. Klasi¢éna GSH-Px karakteristicna je za crvene krvne stanice, jetru,
pluéa i bubrege, dok plazma izomer mozemo izolirati iz srca, epididimisa, posteljice i
misi¢nog tkiva. Gastrointestinalna i fosfolipidna peroksidaza takoder su prisutne u razli¢itim
tkivima. GSH-Px opcenito ima veéi afinitet prema vodikovom peroksidu od katalaze pa je
ucinkovitija u detoksifikaciji stanice posebno pri fizioloskim koncentracijama supstrata. Sto
se ti¢e unutarstanicnog smjestaja, poglavito ju pronalazimo u mitohondrijima i citosolu. U
novije vrijeme, u sisavaca opisana je fosfolipid hidroperoksid glutation peroksidaza (PHGPXx)
koja inkorporira cistein umjesto selenocisteina. Takva peroksidaza ima esencijalnu ulogu kod
raka dojke gdje ublazava oksidacijski stres nastao metabolizmom masnih kiselina (Margis i
sur., 2008).
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GSSG se moze obnoviti u GSH oblik u prisutnosti glutation reduktaze (GR) i nikotinamid
adenin dinukleotid fosfata (NADPH) iz pentoza fosfatnog puta (Wamelink i sur., 2008).
Reducirani se glutation u daljnjim reakcijama koristi kao reduciraju¢a molekula koja pretvara
potencijalno stetni vodikov peroksid u vodu. Ovaj je mehanizam posebno prisutan u

eritrocitima gdje se hemoglobin odrzava u reduciranom stanju (Kozi¢ i sur., 2002).

GSSG + NADPH + H" —— 2GSH + NADP"

1.4. Lipidna peroksidacija

Lipidna peroksidacija slozena je lanCana reakcija razgradnje (oksidacije) viSestruko
nezasi¢enih masnih Kiselina (PUFA, engl. Polyunsaturated fatty acids) koje se nalaze u
sastavu lipida svih bioloskih membrana. Zasi¢ene masne kiseline i masne kiseline koje sadrze
samo jednu dvostruku vezu mnogo su otpornije na djelovanje ROS-a. Molekularni kisik ne
moze reagirati s PUFA jer je ta reakcija spinski zabranjena. Zbog toga je peroksidacija
moguca samo ako se premosti spinska prepreka mehanizmom slobodnih radikala (Bulat i sur.,
2008).

Reaktivni spojevi kisika i dusika glavni su uzro¢nici lipidne peroksidacije, naj¢esée je to
hidroksilni radikal (OH"). Lipidna peroksidacija u bioloskim membranama dovodi do
opadanja membranskog potencijala, gubitka fluidnosti, poveéanja permeabilnosti prema H" i
ostalim ionima te do rupture samih stanica, sto je poveznica s razli¢itim bolestima (Bulat i
sur., 2008). Kod patofizioloskih stanja hidroliti¢ki enzimi otpusteni iz oSte¢enih lizosoma
mogu razgraditi antioksidacijske metaloproteine, $to smanjuje mogucnost obrane te ubrzava

ulazak stanica u peroksidaciju (Niki, 2009).

Lipidna peroksidacija sastoji se od tri stupnja (Slika 8):
¢ Inicijacije - formiranje slobodnih radikala
e Propagacije - stvaranje lanaca slobodnih radikala

e Terminacije - stvaranje ne-radikalnih produkata
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Pocetak peroksidacije u lipidnim sustavima odnosi se na napad visoko reaktivnog oksidansa
(OHe, HO4¢, RO2e, RO¢), koji ima sposobnost izdvajanja atoma vodika iz metilenske skupine
(-CH,-) visestruko nezasi¢ene masne kiseline gdje posljedi¢cno nastaje alkilni (lipidni) radikal.
Ovaj korak odvija se na a-metilen C atomu. Lipidnu peroksidaciju moze inicirati svaki spoj
koji ima sposobnost oduzimanja vodikovog atoma masnoj kiselini. Jedini radikal koji ima
dovoljno energije za inicijaciju peroksidacije je hidroksilni ion, dok je superoksidni radika
nedovoljno reaktivan za eliminaciju vodika zato $to je negativno nabijen te nema sposobnost
ulaska u unutrasnjost membrane. Dvostruke veze u masnim kiselinama oslabljuju C-H veze
na susjednom C atomu, $to olakSava premjeStanje vodika. Ugljikovi radikali nastoje se
stabilizirati reorganizacijom molekula, tvoreé¢i konjugirane diene (Marnett, 1999).

Oni se, u aerobnim uvjetima, mogu spajati s kisikom, te stvarati peroksilne radikale (LOO¢)
koji imaju moguénost daljnje eliminacije vodikovog iona iz druge viSestruko nezasi¢ene
masne kiseline. Tako mozZe do¢i do oblikovanja lipidnih hidroperoksida (ukljucujuéi ciklicke
perokside) i reaktivnih ugljikovih radikala koji nastavljaju reakciju slobodno radikalskim
mehanizmom. U tom sluc¢aju govorimo o fazi propagacije. Tijekom nje peroksidni radikal koji
je na sebe vezao vodik (LOOH) u prisutnosti zeljeza disocira do alkoksi (LOe) i lipidno
peroksidnih (LOO-) radikala koji dovode do ponovne peroksidacije. U ovoj fazi hemski i
nehemski vezano zeljezo katalizira daljnji proces (Ayala, 2014). Disocijacijom LOOH dolazi
do nakupljanja kratkolancanih konacnih produkata peroksidacije, aldehida, ketona,
ugljikovodika, te epoksida. Nastali aldehidi nazivaju se ,,drugi toksicni glasnici® primarnih
slobodnih radikala. Oni mogu u odredenim uvjetima nastaviti lan¢anu reakciju oste¢enja, iako
se nazivaju ,,zavr$nim produktima“. Njihova reaktivnost niza je od reaktivnosti slobodnih
radikala, no dovoljna da mogu nastetiti stanicama pa ¢ak i uzrokovati stani¢nu smrt (Stefan i

sur., 2007).
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Slika 8.. Lipidna peroksidacija

(preuzeto i prilgodeno sa: https://www.intechopen.com/books/lipid-peroxidation/the-

effect-of-plant-secondary-metabolites-on-lipid-peroxidation-and-eicosanoid-pathway)
Malondialdehid (MDA) je pokazatelj peroksidacije iako se stvara u malim koli¢inama.
Njegova koncentracija u plazmi govori o oksidacijskom stresu u cijelom organizmu, dok
koncentracija u pojedinim organima ukazuje na stanje u tom organu. Organski je spoj
kemijske formule CH,(CHO), (Slika 9). On u obliku enolatnog iona integrira s proteinima,
pokazuju¢i afinitet prema lizinskim ostatcima, te gvaninu u DNA molekuli §to moZe dovesti
do mutagenih ostecenja. MDA se metabolizira do malonatne kiseline koja je kompetitivni

inhibitor mitohondrijske sukcinat dehidrogenaze (Ayala, 2014).

O~

Slika 9. Strukturna formula malondialdehida
(Preuzeto i prilagodeno sa: http://www.curezone.org/ig/i.asp?i=60579)
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Drugi po redu najvise istrazivani je hidroksialkenal 4-hidroksi-2-nonenal (HNE). U velikim
koli¢inama ima toksi¢no djelovanje, inhibira stani¢ni rast i modificira lipoproteine. Zbog
prisutnosti dviju funkcionalnih skupina i jedne dvostruke veze jako su reaktivni te pokazuju
afinitet prema amino skupinama u DNA bazama, proteinima, te fosfolipidima (Poli, 2008 ).
Izoprostani su jos jedna toksi¢na skupina produkata. Nastaju oksidacijom fosfolipida. Izomeri
su prostaglandina, no glavna razlika je tome $to izoprostani nastaju lokalno u membrani i
mnogo su sloZeniji. Mogu sudjelovati u stvaranju hepatorenalnog sindroma, snazni su pluéni i
bubrezni vazokonstriktori, te odrzavaju oksidacijski stres u aterosklerozi (Patrignani i
Tacconelli, 2005).

1.5. Osteéenja DNA

DNA je stabilna dvolancana molekula koja u normalnim stani¢nim uvjetima ne sadrzi lomove
i strukturne promjene. Prisutna je u kompleksu s histonima gdje ¢ini kromatin, te se kao takva
smatra molekulom visoke cjelovitosti. Upravo je ta cjelovitost vazna za prezivljavanje,
funkciju i razvoj stanice. DNA ima ulogu trajne i jedinstvene kopije genoma stanice pa
promjene njezine strukture imaju znatno veée posljedice nego promjene lipida, proteina ili
RNA. Ostecenja nastala na DNA mogu zaustaviti replikaciju i transkripciju te rezultirati

visokom ucestalos¢u mutacija (Cooper i Hausman, 2010).

1.5.1. Primarna oste¢enja DNA

Spontana primarna oSte¢enja DNA nastaju tijekom normalnih stani¢nih metabolickih procesa
dok primarna oSte¢enja induciranog tipa nastaju uslijed djelovanja razli¢itih genotoksi¢nih
supstanci, odnosno kemijskih i fizikalnih agenasa. U primarna spontana o$tecenja ubrajaju se
nesparene i krivo sparene baze, oksidacijska oStecenja, gubitak baza, tautomerizacija i
deaminacija (Lindahl, 1993). Naj¢es¢a primarna oSteenja DNA su jednolanc¢ani lomovi.
Nastaju kao posljedica normalnog stani¢nog metabolizma, genotoksi¢nih agenasa te procesa
programirane stani¢ne smrti (Barry i Eastman, 1993). Poliamini i histoni Stite DNA
obavijanjem i organiziranjem u kromatinske strukture, no ta zastita ¢esto nije dovoljna pa
nastaju ostecenja razlicitih tipova, od stvaranja alkalno-labilnih mjesta, oste¢enja baza pa sve

do jednolancanih i dvolancanih lomova DNA. (Lee i sur., 1995).
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1.5.1.1. Oksidacijska ostecenja DNA

U homeostatskim uvjetima stani¢ni metabolizam izvor je ROS-a. Transportni lanac elektrona
moze potencirati ,,curenje* elektrona do kisika gdje se zatim formiraju superoksidi. ROS se
takoder mogu generirati razli¢itim tipovima zracenja. Nadalje, odredene endogene kemikalije
mogu poremetiti staniéni metabolizam uz naknadnu proizvodnju elektrona koji se mogu
prenijeti do molekularnog kisika proizvodec¢i superoksid (Cooke i sur., 2003). Bez obzira na
njihovo podrijetlo, ROS moze stupiti u interakciju s ionima metala i biomolekulama, kao $to
je DNA. Njihova oksidacija dovodi do modifikacije i potencijalno ozbiljnih posljedica za
stanicu (Cadet i Davies, 2017).

Od reaktivnih kisikovih vrsta, hidroksilni radikal (¢*OH) reagira s DNA molekulom tako da se
veze na dvostruku vezu duSikove baze i apstrahira vodikov atom metilne grupe baze i oba
atoma u C-H vezi deoksiriboze. Adicija superoksida na C5-C6 dvostruku vezu pirimidinskog
prstena vodi ka stvaranju alilnih radikala koji nastaju apstrakcijom H atoma (Cadet i sur.,
2010). Upravo tim reakcijama redukcije i oksidacije, odnosno razli¢itim mehanizmima
Spajanja purina i pirimidina s reaktivnim kisikovim vrstama nastaju razli¢iti produkti
oksidacije (Slika 10) (Cooke i sur., 2003). 8-hidroksideoksigvanozin (8-Oxo-G) jedan je od
najéesc¢ih produkata oksidacije DNA, pa se smatra markerom oksidacijskog stresa (Marnett,
2000). Shibutani i Grollman (1991.) demonstrirali su da 8-Ox0-G uzrokuje pogreske u
kodiranju DNA polimeraze u uvjetima in vitro. Isto tako, uzrokuje transverzije gvanina u
timin, koje Cesto nalazimo kod onkogena i tumor supresor gena. Vecina tih modificiranih baza
identificirana je u uvjetima in vitro u stanicama sisavaca koje su bile izlozene slobodnim
radikalima, te pokazuju svoja mutagena svojstva (Cooke i sur., 2003). Nadalje, Honda i sur.
(2000) prijavljuju povecane razine 8-Oxo-G u urinu kod pacijenata s leukemijom. Zbog
ROS-a takoder dolazi i do unakrsnog povezivanja izmedu DNA i proteina, gdje se radikali

baze adiraju na aromatsku aminokiselinu proteina (Stingele i sur., 2017).

19



NH2 Q
OH
N NH NH N
r~>=o r~>.=o o)\
NH \ H

eoxyribose Deoxyribose Leoxyribose
8-ox0-G 8-ox0-A uracil glycol
0 NH2
OH H
N H3 N O
0 N H
Leoxyribose Laoxyribose lleox yribose
thymine glycol 5-hydroxy-C S5-hydroxy-U

Slika 10. Produkti interakcije slobodnih radikala i DNA baza (Preuzeto iz: van Loon, 2010).

Produkti dobiveni reakcijom ROS-a i citozina mogu se deaminirati i dehidrirati. Citozin glikol
se deaminira u uracil glikol, 5-hidroksicitozin te 5- hidroksiuracil. Navedeni spojevi prisutni
su u citozinu koji je bio izlozen zrac¢enju §to navodi na to da navedene komponente mogu biti
prisutne u oStecenoj DNA (Smith i sur., 2015).

Reakcije hidroksilnog radikala s deoksiribozom dovode do modifikacija, odnosno do
unutarmolekularne ciklizacije, gdje se radikal Secera s 5C pozicije adira na 8C poziciju
purinskog prstena istog nukleotida. Takve ciklicke strukture su identificirane kod ljudskih
stanica koje su bile izlozene ionizirajuéem zracenju (Dupont i sur., 2013).

MDA, produkt lipidne oksidacije, takoder moze reagirati s dusikovim bazama tvore¢i adukte
od kojih je najces¢i pirimidopurinon M1G (Slika 11). Adukti kao takvi mogu medusobno
stvarati dimere i trimere no ta polimerizacija veoma je spora pa oligomerni adukti nisu tako
Cesti (Marnett, 1999).
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Slika 11. Formacije MDA-DNA adukata

Preuzeto i prilagodeno sa: http://pharmrev.aspetjournals.org/content/56/2/185

Oksidacijska oste¢enja DNA najéesée popravlja enzim glikozilaza koja uklanja ostec¢enu bazu
(Ames i sur., 1993) te na taj nacin stvara apirimidinsko ili apurinsko (AP) mjesto u DNA.
Kod sisavaca postoji 11 vrta glikozilaza koje su podijeljene u 4 velike superporodice
(D’Errico i sur., 2017). AP mjesta se zatim popravljaju djelovanjem AP-endonukleaze koja
kida lanac uz AP mjesto, deoksiribozni ostatak se ukloni, a pukotinu tada moze popuniti
DNA-polimeraza (Cooper i Hausman, 2010).

Popravak 8-Ox0-G dobro je proucen jer se smatra da takva lezija ugrozava integritet genoma.
Kada se 8-Oxo-G spari s citozinom postaje dobro poznat supstrat glikozilazi OGG1 (8-
oksoguanin glikozilaza 1) (Cooke i sur., 2003).

Zakljuceno je da do oksidacijskih oste¢enja DNA i ostalih biomolekula dolazi zbog snizene
aktivnosti antioksidacijskih enzima, te je konkretno takva korelacija zamijecena kod akutne

limfoblasti¢ne leukemije (Schuch i sur., 2017).
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1.5.1.2. Odredivanje primarnih oSte¢enja DNA komet testom

Komet test ili mikrogelelektroforeza tehnika je za procjenu oStecenja i popravaka DNA
molekule na razini svake pojedine stanice (Collins i sur., 1997). Komet test prvi su puta izveli
Ostling i Johanson 1984. godine, u svrhu procjene osteéenja DNA, a 1988. godine Sigh i sur.
prvi puta izvode ovu tehniku u alkalnim uvjetima (Olive i sur., 2006).

Ova metoda dobila je naziv po obliku jezgre koja je oStecena, te poprima oblik ,,kometa“
(Slika 12). Bazira se na svojstvu negativno nabijenih krajeva DNA koji su polomljeni,
odnosno slobodni, pa kao takvi mogu putovati u elektricnom polju od jezgre prema anodi.
Denaturirana stani¢na jezgra i polomljena DNA oblikuju ,,glavu i ,,rep* kometa. Metoda se
primjenjuje u toksikologiji, gdje je uobiCajena u istrazivanjima genotoksi¢nosti u uvjetima in

vivo i invitro (Sreelatha i sur., 2015).

Slika 12. Prikaz ,,glave i repa‘“ kometa
Preuzeto sa :http://www.toxikologie.uni-wuerzburg.de/fileadmin/_migrated/RTE/
RTEmagicC_CA _02.jpg.jpg

Osnovna ideja testa je jednostavna: stanice se u prvom koraku uklapaju u agarozni gel koji se
prethodno izlije na bruseno predmetno stakalce. Gel formira matriks od ugljikovodicnih
vlakana koja enkapsuliraju stanice te dolazi do fiksacije stanica na odredenom mjestu.
Osmotska neutralnost gela omogucava prodor otopina kroz gel i djelovanje na stanice, a sve
bez promjene polozaja stanica (Rojas 1 sur., 1999). Sljedeci korak je liza stanica, gdje se
primjenjuje otopina visoke koncentracije etilen-diamin-tetraoctene kiseline (EDTA) i
detergenata. EDTA destabilizira membrane tako $to tvori helate s metalnim ionima vezanim
uz membranske strukture. Detergenti djeluju na molekule lipida iz stani¢ne membrane,

izazivajuci razaranje membrane i oslobadanje DNA.
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Zatim se DNA denaturira u luznatom ili neutralnom puferu, ovisno o tome koja se vrsta
oStecenja zeli pratiti (Tice i sur., 2000). Metoda u neutralnom puferu pogodna je samo za
detekciju dvostrukih lomova DNA, dok alkalni komet test detektira jednolancane (SSB) i
dvolan¢ane (DSB) lomove, alkalno labilna mjesta (ALS) koja su podlozZnija o$te¢enjima pa se
u luznatim uvjetima pretvaraju u lomove, te unakrsno povezivanje (cross-linking) s
molekulom DNA ili proteinima. Alkalni komet test optimalan je za detekciju ucinaka
genotoksic¢nih tvari. Pufer, osim §to denaturira DNA, takoder pospjesuje uklanjanje soli, koje
bi mogle neutralizirati negativne naboje fosfatnih skupina DNA te tako omesti pokretljivost
DNA za vrijeme elektroforeze, koja je sljedeci korak u obje verzije (Fairbairn i sur., 1995).
Tijekom elektroforeze negativno nabijeni fragmenti DNA pod utjecajem elektricnog polja
putuju u agaroznom gelu prema anodi pozitivnog naboja. Brzina kretanja razlikuje se ovisno o
duzini, odnosno molarnoj masi fragmenta. Duzi fragmenti ve¢e molarne mase putuju sporije
od krac¢ih fragmenata manje molarne mase u istom vremenskom periodu, te se tako u gelu
ulomci razdvajaju prema brzini kretanja (Plappert i sur., 1995) Ako je DNA neoste¢ena, ona
¢e, zbog svoje velike molarne mase, ostati na mjestu te time formirati ,,glavu*. Za razliku od
toga, oSteceni fragmenti putuju kroz elektri¢no polje i tako formiraju ,,rep kometa (Sreelatha
i sur., 2015).

Nakon elektroforeze stanice se oboje fluorescencijskom bojom, najéesce je to etidij-bromid,
propidij-jodid ili akridin oranz. Procjena lomova u DNA molekuli procjenjuje se na osnovi
udjela DNA u ,,repu” kometa i udjela DNA u ,.glavi kometa“. Pod epifluorescencijskim
mikroskopom analizira se 50-100 kometa po uzorku (Sigh i sur. 1988). Pomo¢u ra¢unalnog
programa za analizu slike istovremeno se mjeri viSe parametara za svaki pojedini komet. Tri
osnovna parametra su duzina repa, intenzitet repa i repni moment. Duzina repa kometa
predstavlja najvecu udaljenost koju su fragmenti DNA presli tijekom elektroforeze. Mjeri se
od sredine glave kometa, a izraZava se u mikrometrima. Intenzitet repa oznacava postotni udio
DNA koja je migrirala u rep, proporcionalan je broju lomova u DNA, a izrazava se u odnosu
na ukupnu koli¢inu DNA u kometu. Repni moment se izracunava pomocu racunalnog
programa kao umnozak duZzine repa i intenziteta repa kometa (Olive i sur., 1990; Tice i sur.,
2000).
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1.6. Cilj istrazivanja

Cilj ovog rada je istraziti djelovanje arbutina, primijenjenog u dozi od 200 mg/kg per oralno
tijekom 28 dana, na enzime oksidacijskog stresa i primarna oste¢enja DNA u bubregu, jetri i
mozgu Stakora soja Lewis. Njegove antioksidacijske/prooksidacijske ili genotoksi¢ne ucinke
procijenit ¢emo pomocu sljede¢ih metoda: utvrdivanje intenziteta lipidne peroksidacije,
odredivanje aktivnosti enzima katalaze i superoksid dismutaze, te stupnja primarnih o$teéenja
DNA (alkalni komet test).

2. Materijali i metode
2.1. Priprema otopine arbutina

Otapanjem arbutina (98 %) proizvodaca Sigma-Aldrich (Steinheim, Njemacka) u
redestiliranoj vodi pripremljena je vodena otopina, na sobnoj temperaturi. Suspenzija je

aplicirana pokusnim zivotinjama u dozi od 200 mg/kg.
2.2. Pokusne Zivotinje

Eksperiment je proveden na Stakorima oba spola soja Lewis starosti 60+5 dana (Slika 13).
Stakori su uzgojeni u Nastambi za uzgoj laboratorijskih Zivotinja u Zavodu za animalnu
fiziologiju na BioloSkom odsjeku Prirodoslovno-matemati¢kog fakulteta SveuciliSta u
Zagrebu. Hranjeni su standardnom laboratorijskom hranom (Standard Diet GLP, 4 RF 1,
Mucedola, Settimo Milanese, Milano, Italija), uz stalno dostupnu vodu ad libitum.
Istrazivanje je provedeno prema Pravilniku o zastiti zivotinja koje se koriste u znanstvene
svrhe (NN55/13) i u skladu sa Zakonom o zastiti Zivotinja (NN 135/2006.). Za provodenje
pokusa na zivotinjama zatrazena je suglasnost Eti¢ckog povjerenstva (URBROJ: 251-58-
10617-14-104).
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Slika 13. Stakor soja Lewis
(Preuzeto sa: http://www.hilltoplabs.com/public/f344.html)

2.3. Obrada i tretman Zivotinja

Zivotinje su slu¢ajnim odabirom rasporedene u skupine koje ¢ine po 4 Zivotinje istog spola.
Muski i Zenski Stakori tretirani su arbutinom (200 mg/kg u volumenu od 0,5 ml) tijekom 28
dana, dok je kontrolnim skupinama u istom periodnu davan isti volumen redestilirane vode.
Tretiranje zivotinja provedeno je sukladno s odredbom 407 OECD (engl. Organisation for
Economic Cooperation and Development) i US EPA (engl. United States Environmental
Protection Agency) preporukama o trajanju kratkoro¢nog toksikoloskog tretiranja (OECD
407, 2008, Hayes WA, 2001). Kontrolne i tretirane skupine su tijekom trajanja istrazivanja
drzane u istim uvjetima. Stakori su Zrtvovani 24 sata nakon primjene zadnje doze radi
uzimanja uzoraka organa (jetra, bubreg i mozak). Tijekom Zrtvovanja sve su zivotinje bile
anestezirane i analgezirane intraperitonealnom primjenom kombinacije Narketana®
Vetoquinol S.A., BP 189 Lure Cedex, Francuska (djelatna tvar ketamin) (0,8 mL/kg) i
Xylapana® Vetoquinol Biowet Sp., Gorzow, R. Poljska (djelatna tvar ksilazin) (0,6 mL/kg).
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2.4. Uzimanje uzoraka tkiva

Zivotinjama su nakon Zrtvovanja izvadeni jetra, bubreg i mozak. Skalpelom su izrezani
komadi tkiva svakog organa mase oko 60 mg koji su koriSteni u odredivanju aktivnosti
antioksidacijskih enzima i lipidne peroksidacije, te mase oko 10 mg za odredivanje

oksidacijskih ostecenja DNA komet testom.

2.5. Odredivanje aktivnosti enzima i lipidne peroksidacije
2.5.1. Pripremanje uzoraka

Uzorci organa odvagani su u Eppendorf epruvetu, pomijesani s fosfatnim puferom (10 x masa
tkiva = pL) te homogenizirani ultrazvu¢nom sondom snage 73 W (Bandelin, Sonoplus HD
70). Homogenizirani uzorci su centrifugirani na 15000 rpm (Eppendorf 5702). Supernatanti su
izdvojeni u nove Eppendorf epruvete. Cijelo vrijeme obrade uzorci su drzani na ledu kako se
proteini ne bi denaturirali. Za svaki od uzoraka organa priredena su razrjedenja: jetra i bubreg

- 40x, te mozak - 10x. Kao takvi koristeni su za daljnji rad.

2.5.2. Odredivanje proteina metodom po Lowry-u

Metoda po Lowry-u spada u skupinu indirektnih metoda odredivanja koncentracije proteina,
odnosno mjerenja apsorbancije otopine proteina pomocu spektrofotometra. U ovom
istrazivanju koriSten je spektrofotometar Libra 22 (Biochrom). Pomoc¢u bazdarnog dijagrama
dobiveni rezultati su zatim preracunati u koli¢inu proteina. Bazdarni dijagram je dijagram
ovisnosti intenziteta apsorbancije otopine o koncentraciji ili koli¢ini molekula u otopini. Kada
su u pitanju proteini, tada bazdarni dijagram predstavlja dijagram ovisnosti intenziteta
apsorbancije o koli€ini ili koncentraciji proteina u otopini.

Ova metoda temelji se na reakciji izmedu divalentnog iona bakra vezanog na amino skupine
peptidne veze i fenolne skupine bo¢nog ogranka tirozina u proteinima sa Folin-Ciocalteau
reagensom u luznatim uvjetima. Folinov reagens sadrzi fosfomolibden i fosfovolfram kiselinu
koje reduciraju bakreni ion u molibden i volfram plavilo, pri ¢emu nastaje kompleks plavo-
ljubi¢astog obojenja (Slika 14). Intenzitet boje proporcionalan je koncentraciji proteina u

uzorku i mjeri se spektrofotometrijski.

26



R ) MO H
1 e T e
b HJ:I —N—?—C—N_
i CH,
B AR Tamdny
[ )" 10 o
A B

Slika 14. (A) lon bakra s ¢etiri dusikova atoma peptidne veze i (B) hidroksilna
skupina aminokiseline tirozin u proteinu koji reagiraju s Folinovim reagensom.
(Preuzeto sa: https://bib.irb.hr/datoteka/432061.PRAKTIKUM_2009.pdf)

Koristene otopine:

Otopina A (2 g Na,CO3+ 100 ml 0,1M NaOH) 2%

Otopina B (0,1 g NaK-tartarata + 10 ml dH,0) 1%

Otopina C (0,005 g CuSO4 x 5H,0 + 10 ml dH,0) 0,5%

Otopina D sadrZi 3 komponente u omjeru A: B:C =48:1:1

Otopina E sastoji se od Folin & Ciocalteu’s phenol reagensa i destilirane vode u omjeru 2:1
(14 mL Folinovog reagensa + 7 mL dH,0). Ova otopina pripremljena je se na kraju samog

postupka, jer je Folin reagens fotosenzitivan te se bocica oblaze aluminijskom folijom.

Postupak

100 pL uzoraka (bubreg i jetra 40x, mozak 10x) pomijeSano je s 2 mL otopine D te
inkubirano tijekom 10 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon toga dodano je 200 pL otopine E,
dobro promijesano na vortex-u te inkubirano sljede¢ih 30 minuta u tami na sobnoj
temperaturi.

Kao standard koristen je albumin iz govedeg seruma (od eng. Bovine serum albumin, BSA) u
razli¢itim koncentracijama (1,5; 1,25, 1; 0,75; 0,5; 0,25; 0,125 i 0 mg/mL) (Tablica 1).

Po isteku inkubacije ocitana je apsorbancija standardnog niza i uzoraka pri valnoj duljini od
600 nm.
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Iz standardne krivulje ovisnosti apsorbancije o koncentraciji BSA odreden je nagib pravca.

Preko nagiba pravca izracunata je koncentracija proteina u uzorcima prema sljede¢oj formuli:
¢ = ((A uzorka-bst. krivulje)/nagib pravca st. krivulje)) x razrjedenje,

gdje je: c - koncentracija proteina, A - apsorbancija.

Koncentracija proteina izrazena je kao mg/mL.

Tablica 1. Niz razrjedenja BSA u bazdarnom dijagramu (Standardni niz).

Standardni niz S7 S6 S5 S4 S3 S2 S1 SO

Y (BSA) / mg

1,5 1,25 1 0,75 0,5 0,25 0,125 0
mL*

2.5.3. Odredivanje intenziteta lipidne peroksidacije

Najcesce koriStena metoda za mjerenje stupnja lipidne peroksidacije u bioloSkim uzorcima je
metoda odredivanja koncentracije malondialdehida (MDA) tiobarbituratnim testom (TBARS -
tiobarbituric acid reactive substances). Princip ove metode temelji se na derivatizaciji MDA s
2-tiobarbituratnom kiselinom (TBA), pri ¢emu MDA reagira s dva ekvivalenta TBA $§to
dovodi do nastanka MDA - (TBA), kompleksa (Slika 15). Reakcija se odvija pri niskom pH i
visokoj temperaturi pri ¢emu nastaje ruzicasti fluorescentni derivat MDA - (TBA); ¢ija se

apsorbancija moZe izmjeriti spektrofotometrijski pri 532 nm.

+2Y Y \‘/+2H20
W e e o WL

OH

MDA TBA MDA-TBA, adduct

Slika 15. Reakcija malondialdehida (MDA) s dvije molekule 2-tiobarbituratne kiseline (TBA)
(Preuzeto iz: Weitner i sur., 2016)
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KoriStene otopine:

e Otopina A pripremljena je otapanjem 0, 81 g SDS-a u 10 mL dH,0.

e Otopina B pripremljena je mijeSanjem 20 mL 99,5% octene kiseline i 2,3 mL otopine
HCI, w (HCI) = 37%. te nadopunjavanjem vodom do 50 mL. pH je podesen na 3,5 te
nadopuno destiliranom vodom do 100 mL.

e Otopina C pripremljena je otapanjem 0,8 g TBA u 40 mL dH,0, te dodavanjem 500
uL natrijeve luzine, ¢(NaOH) = 5 mol/dm®, te je na kraju volumen nadopunjen
destiliranom vodom do 100mL

e Otopina D pripremljena je mijeSanjem 10mL otopine A, 75 mL otopine B i 75 mL

otopine C

Postupak

U svaku prethodno oznac¢enu epruvetu dodano je 100 puL uzorka (nerazrijedeni supernatant) i
1,6 mL otopine D. Epruvete su zatim inkubirane u vodenoj kupelji 60 minuta na temperaturi
od 95 °C. Nakon inkubacije, epruvete su tijekom 10 minuta ohladene na ledu te zatim
centrifugirane na 5000 rpm/ 15 minuta pri 4 °C. Spekrtofotometrom ( UV-160 (Shimadzu))
izmjerena je apsorbancija uzoraka pri valnoj duljini od 523 nm. Ukupna koncentracija MDA
se izrazava kao nmol MDA/ mg proteina, te se izratunava formulom:

¢ = (A uzorka x V reakcijske smjese)/(e x V uzorka x ¢ proteina uzorka),

gdje su: A - apsorbancija; V - volumen; ¢ - ekstinkcijski koeficijent; ¢ - koncentracija.
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2.5.4. Mjerenje enzimske aktivnosti katalaze

Postupak
Aktivnost katalaze odreduje se mjerenjem koli¢ine potroSenog H,O, spektrofotometrom.
Otopina 10mM H,O; pripremi se mijeSanjem 99,887 ml otopine PBS-a i 113 uL 30%-tne
otopine H,0O,. Nakon pripreme otopine i postavljanja spektrofotometra (UV-160 Shimadzu) u
jednu kivetu dodaje se slijepa proba koja sadrzi 20 pL PBS-a i 980 uL. 10mM H,0,. U svaku
sljede¢u kivetu dodaje se 20 puL uzorka i 980 uL. 10mM H,0, gdje vodikov peroksid ima
ulogu supstrata. Kiveta se prekrije parafinom, brzo promucka inverzijom, te izmjeri smanjenje
koli¢ine H,O,, odnosno apsorbancija. Svaki uzorak se mjeri 60 sekundi pri valnoj duljini od
240 nm. Izmjerene vrijednosti morale su biti u intervalu od -0,0025 do -0,0500.
Aktivnost katalaze izrazena je preko ekstinkcijskog koeficijenta H,O (¢ = 39, 4 mM ™* cm™)
prema formuli:

¢ = (A uzorka/ (¢ HyO;x I)) X razrjedenje,
gdje je: ¢ - koncentracija, A - apsorbanca, & - ekstinkcijski koeficijent, | - put koji zraka
svijetla prode kroz kivetu i iznosi 1 cm.
umol razgradenog H,O, po minuti po miligramu proteina (umol H,O,/min mg proteina)
odgovara jedinicama CAT-a po miligramu proteina (U CAT/mg proteina) u kojem je rezultat

izrazen.
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2.5.5. Odredivanje aktivnosti superoksid dismutaze (SOD)

Metoda je posredna i temelji se na inhibiciji redukcije citokroma c u sustavu ksantin/ksantin

oksidaza.

KoriStene otopine

e Mijesanjem otopine citokroma ¢ (29 mg citokroma ¢ + 190 mL 50 mM PBS s 0, 1 mM
EDTA) s otopinom ksantina (3 mg ksantina + 19,74 mL NaOH) u omjeru 10:1
pripremljena je otopina A. Ksantin se otapa u ¢asi pomoc¢u magnetne mjesalice uz lagano
zagrijavanje pri t = 30 - 40 °C.

e Reakcijska otopina B pripremljena je mijesanjem 100 pL enzima ksantin-oksidaze i 2400
uL dH,0. Tijekom cijelog postupka Eppendorf epruveta s otopinom je drzana na ledu i

zaSti¢ena aluminijskom folijom.

Postupak
Boca se omota aluminijskom folijom, te se u nju doda prethodno pripremljena otopina
citokroma i ksantina (otopina A). Potrebno je mijesanje magnetskom mijesalicom na sobnoj
temperaturi.
U ovoj metodi koriste se dvije slijepe probe. Nakon §to je spektrofotometar postavljen,
pripremi se prva slijepa proba koja sadrzi samo 1, 45 mL reagensa A. Druga slijepa proba
sluzi za namjesStanje aktivnosti ksantin oksidaze te sadrzi 1,45 mL otopine A, 25 uL PBS-a i
reakcijske otopine B onoliko koliko je potrebno da se aktivnost enzima podesi na 0,0250 U/
min (20/25/30 puL). Nakon namjestanja aktivnosti, prva slijepa proba ostaje u
spektrofotometru za daljnje mjerenje, dok se druga izvadi van, te se njeno mjesto stavi kiveta
koja sadrzi 1,45 mL reagensa A i odredeni volumen uzorka koji je odgovarao volumenu
podesenog enzima (20/25/30). Optimalan raspon apsorbancije mora biti od 0,0090 do 0,0180.
Valjna duljina pri kojoj je izvrSeno mjerenje iznosi 550 nm.
Enzimska aktivnost mjerena je kao postotak inhibicije aktivnosti ksantin oksidaze koja se
racuna prema formuli:

% inhibicije = 100 — (A A uzorka / A A slijepa proba) x 100,
gdje je A - apsorbancija.
Enzimska aktivnost SOD racuna se prema formuli: aktivnost SOD = 10°((%inhibicije + 12,
757) 1 30, 932). Aktivnost SOD izrazena je kao U/mg proteina.
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2.6. Komet test

Ovaj eksperiment bazira se na klasi¢noj izvedbi komet testa u alkalnim uvjetima (Sigh i sur.
1988) stanicama jetre, bubrega i mozga. International Workshop on Genotoxicity Test
Procedures (IWGTP) preporucuje alkalni komet test kao optimalnu metodu za odredivanje

genotoksi¢nosti (Tice i sur., 2000), koji se sastoji od nekoliko koraka (Slika 16).

In vivo
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Slika 16. Koraci komet testa
(Preuzeto sa: https://www.researchgate.net/figure/269993727_figl Schematic-representation-
of-comet-assay-protocol)

Priprema uzoraka

Tkivo ispitivanih organa mehanicki se usitni u puferu za homogenizaciju[(0,075 M NaCl i
0,024 M Na;EDTA, pH 7,5] kako bi se dobila suspenzija stanica (10 pl).

Na bruseno predmetno stakalce nakapa se priredena 1%- tna agaroza normalnog talista (NMP
agaroza, od engl. normal melting point) Pasteurovom pipetom, te se prekrije pokrovnicom.
Stakalce se ostavi na sobnoj temperaturi kako bi se gel polimerizirao. Nakon polimerizacije
gel i pokrovnica se uklone, te se na osuseno stakalce mikropipetom nakapava 300 puL 0,6 %-
tne NMP agaroze, pokrije pokrovnicom i stavi 10 minuta na led. Nakon polimerizacije, na
stakalca sa slojem NMP agaroze nanosi se sljedeci sloj koji se sastoji od 100 pnL 0,5% agaroze
niskog talista (LMP, od engl. low melting point ) i 5 uL uzoraka organa. Stakalce se ponovno
pokrije pokrovnicom. Nakon polimerizacije stajanjem na ledu 10 minuta, preparat se prekrije

zavrsnim slojem od 100 pL 0,5 %-tne LMP agaroze, te stavi hladiti jo$ 10 minuta.
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Liza stani¢nih struktura

Pufer za lizu [NaCl (Kemika), Na-laurilsarkozinat (Sigma-Aldrich, SAD), Tris-HCI (Sigma-
Aldrich)], DMSO (Kemika), Tritona X-100 (Sigma-Aldrich)], pH vrijednosti 10, ulije se u
posebne kadice te se u njih zatim posloze stakalca s uzorcima, kojima su prethodno skinute

pokrovnice. Tako uronjene u pufer, stoje 60 minuta na temperaturi od 4°C.

Denaturacija
Denaturacija se provodi na sobnoj temperaturi. Nakon pripreme pufera za denaturaciju
[NaOH (Kemika), Na,EDTA (Sigma-Aldrich)] pH vrijednosti 13, uzorci su izvadeni iz pufera

za lizu te uronjeni u prethodno navedeni na 20 minuta.

Elektroforeza

Nakon denaturacije, uzorci su premjesteni u aparat za horizontalnu elektroforezu, koja se
provodi pri jakosti struje od 300 mA i naponu od 25 V, u vremenskom periodu od 20 minuta.
Koristen je pufer koji se koristio i za denaturaciju [NaOH (Kemika), Na,EDTA (Sigma-
Aldrich)] (pH 13).

Neutralizacija
Po zavrSetku elektroforeze, preparati se ispiru tri puta po 5 minuta u neutralizacijskom puferu
(0,4 M Tris-HCI) pH vrijednosti 7,5.

Bojenje preparata

Kada su preparati dobro isprani, bojaju se sa 100 pL fluorescentne bo