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1. uvoD

Obi¢na planika (Arbutus unedo L.) je vrsta iz porodice vrijesova, rasprostranjena u
zemljama oko Sredozemnog mora gdje nastanjuje makije i Sume crnike te samoniklo raste kao
visoki grm ili nisko stablo. Svi dijelovi biljke koriste se u narodnoj medicini. lako svoju
primjenu nalazi u lijeenju razli¢itih oboljenja i ozljeda, najceS¢e se koristi kao dodatna
terapija kod gastrointestinalnih i uroloskih problema (Males i sur., 2006; Oliveira i sur., 2011;
Jurica i sur., 2015).

Od bioloski aktivnih tvari u listu obi¢ne planike prisutni su fenoli, terpenoidi, o tokoferol i
etericna ulja, a utvrden je 1 relativno visok sadrzaj arbutina i ukupnih hidrokinonskih derivata
kojima se pripisuje antimikrobni u¢inak. Aktivna tvar arbutin metaboliziranjem pod utjecajem
bakterija crijevne flore u gastrointestinalnom traktu prelazi u hidrokinon potencijalno
hepatotoksi¢nog i genotoksi¢nog ucinka (Blaut i sur., 2006; Oliveira i sur., 2011; Pavlovi¢ i
sur., 2009).

1.1. Obi¢na planika (Arbutus Unedo L.)

Obic¢na planika je zimzelena biljna vrsta koja taksonomski pripada porodici vrijesova,
rodu planika. Prvi ju je opisao Carl Linnaeus 1753. godine u djelu Species Plantarum. Prema
etimologiji, znanstveni naziv vrste ,,unedo* izveden je od latinske fraze ,,unum tantum edo*
§to u prijevodu znaci ,jedem samo jedan“, aludirajuci pri tom na umjerenu konzumaciju
plodova planike (Vidrih i sur., 2013). Narodna imena u hrvatskom govornom podrucju
ukljuéuju sljedeCe nazive: plani¢ac, planika, obi¢na planika, metli¢asta planika, magunja,

manjiga, jagodica, jagodica rast.

Planika je mediteranska vrsta rasprostranjena na Sirokom podru¢ju Sredozemlja gdje
joj staniSte najces¢e Cine makije, vazdazelene Sume hrasta crnike i Sume alepskog bora. U
Hrvatskoj je rasprostranjena duz Jadranske obale, uklju¢ujuéi otoke (Slika 1). Obi¢na planika
je biljka punog svjetla, pokazatelj je ekstremne topline i suhih tala (Nikoli¢, 2015). Postoje
zapisi o pronalasku vrste duz Jugozapadne obale Irske $to pokazuje da se uspjela prilagoditi i
hladnijim podnebljima s vise vlage iako mladi izbojci biljke stradaju za suviSe jakih zima

(Miguel i sur., 2014; Oliveira i sur., 2011; Bracanovi¢, 1941).



Slika 1. Rasprostranjenost Arbutus unedo L. u Hrvatskoj (Nikoli¢, 2015).

Obicna planika se javlja u obliku nanofanerofita. Grm ili nisko drvo najces¢e doseze
visinu od 1,5 do 3 metra iako moze narasti i do 12 metara visoko (Nikoli¢, 2015; Males i sur.,
2013). Biljka ima dug i dobro razgranat korijen te jaku izbojnu snagu iz korijena.

Crvenkastosmeda kora planike ljusti se u uzduznim ljuskama.

Peteljke listova takoder su crvenkaste boje, duzine 3-10 mm te nose naizmjeni¢no
rasporedene listove duzine 5-10 cm, a Sirine 2-3 cm. Listovi su cjeloviti, jajasto izduzenog
oblika, nazubljenog ruba i usiljenog vrha. Razlikujemo kozasto, sjajno i tamnozeleno lice lista

od nali¢ja svjetlije zelene boje bez sjaja (Slika 2).

Vise¢i grozdasti cvatovi duzine 5 cm sastoje se od zvonolikih cvjetova bijele do
svjetloroze boje. Cvjetovi su dugi 8-9 mm. Planika cvate u jesen i ranu zimu, od listopada do
prosinca. (Hajdi¢, 2009; Bracanovi¢, 1941). Medonosna je biljka, a med je zute boje i
gorkastog okusa. Zbog cvjetanja planike u zimskim mjesecima, nektar ponekad ostaje

nepreraden zbog ¢ega je podlozniji kvarenju u sa¢u (Simié, 1980).



Biljka nosi plodove, maginje, koji se razvijaju iz nadrasle plodnice planike. Maginje
su okrugle bobe promjera 1-2 cm, ovisno o stupnju zrelosti. O stupnju zrelosti ovisi i boja
plodova koja varira od Zute, preko naran¢aste do crvene boje. Vanjska povr§ina maginja gusto
je prekrivena bradavi€astim izraslinama dok je usplode mesnato i so¢no s mnoStvom sitnih
sjemenki smede boje (Slika 2). lako jestivi, u ve¢im koli¢inama sirovi plodovi slatko kiselog
okusa izazivaju probavne smetnje uz mogucu vrtoglavicu i stanje slicno pijanstvu. Zbog
navedenog, plodovi se Cesto preraduju te se od njih proizvode marmelade, dzemovi i
alkoholna pica poput likera, rakija i vina. Plodovima je za sazrijevanje potrebno 12 mjeseci do

¢ega dolazi izmedu listopada i prosinca, U vrijeme cvatnje.

Dekorativan izgled koji se postize istovremenom cvatnjom i prinosom plodova u
zimskim mjesecima jedan je od razloga zbog kojih se planika nerijetko uzgaja kao ukrasna
biljka (Males i sur., 2013; Olivera i sur., 2011; Hajdi¢, 2009).

S ekoloskog stajaliSta obi¢na planika je vaZna biljna vrsta jer pomaZe u odrzavanju
bioloske raznolikosti faune odredenog podrucja te sprjeava eroziju tla (Gomes i sur., 2009).
Svoju primjenu nalazi i u fitoremedijaciji tla gdje pomaze u sanaciji tla kontaminiranih

arsenom (Moreno-Jiménez i sur., 2008).

Slika 2. Plod i cvat obi¢ne planike.

(izvor: http://medecine.savoir.fr/arbousier-arbutus-unedo-I-proprietes-medicinales/)



1.2. Utjecaj obic¢ne planike na zdravlje

Povoljan utjecaj obi¢ne planike na zdravlje prepoznat je u narodu zbog Cega gotovo

svi dijelovi biljke svoju primjenu nalaze u tradicionalnoj medicini (Oliveira i sur., 2011).

Pripravci korijena i kore koriste se kao pomo¢ u lijeCenju poremecaja urinarnog
sustava tj. bolesti mokra¢nog mjehura i bubrega (Kivcak i sur., 2001). Budu¢i da pomazu u
izbacivanju tekuéine iz organizma putem urinarnog sustava, primjenjuju se i kao prirodni
diuretici (Ziyyat i sur., 1997). Utjecaj pripravaka na kardiovaskularni sustav ukljucuje:
poboljSanu vaskularnu reaktivnost i1 povecanu osjetljivost baroreceptora, prevenciju
hipertrofije miokarda, spreCavanje tromboze te vazodilataciju (Ziyyat i Boussairi, 1998;
Mekhfi i sur., 2004; Oliveira i sur., 2011; Afkir i sur., 2008). Vaznost vazodilatacijskog
ucinka navedenih pripravaka oc€ituje se u regulaciji krvnog tlaka. Naime, §irenjem krvnih zila
povecava se krvni protok §to za posljedicu ima sniZzavanje visokog krvnog tlaka. Pripravci
korijena i kore djeluju i na gastrointestinalni sustav gdje se primjenjuju za uklanjanje trbusnih
tegoba te kao pomo¢ kod proljeva (Ziyyat i sur., 1997). Osim toga, pripravci se koriste i kao
pomocna terapija kod dermatoloskih problema (Novais i sur., 2004). Dosadasnja istrazivanja
ukazuju na antimikrobna svojstva vodenog i metanolnog ekstrakta korijena obi¢ne planike u
vidu inhibicije rasta bakterija Escherichia Coli i Staphylococcus aureus (Miguel i sur., 2014;
Dib i sur., 2010; Dib i sur., 2013).

Kahriman i sur. (2010) ukazuju na antimikrobnu aktivnost etericnog ulja ekstrahiranog
iz cvijeta obi¢ne planike. Pokusom je utvrdeno da ulje inhibira rast bakterija Listeria
monoyitogenes ATCC 43251 i Enterococcus faecalis ATCC 29212. Isbilir i sur. (2012)
utvrduju mnostvo polifenola u sastavu vodenog, metanolnog i etanolnog ekstrakta cvijeta
obi¢ne planike kojima pripisuju antioksidativno djelovanje. Planika je medonosna biljka. Med
je Zute boje 1 gorkog okusa za koji je zasluZzna homogentizi¢na kiselina koja €ini viSe od
polovice (50-60%) ukupno izoliranih polifenola iz meda planike. Utjecaj meda na ljudsko
zdravlje je predmet brojnih istrazivanja, a u okviru istih pripisuju mu se antioksidativna i
antiradikalna svojstva zahvaljujuéi polifenolima koji ulaze u njegov sastav (Tuberoso i sur.,
2010; Tuberoso i sur., 2013).

U tradicionalnoj medicini plodovi obicne planike se koriste u tretmanu
gastrointestinalnih  poremecaja, dermatoloSkih 1 uroloskih problema, kao 1 kod

kardiovaskularnih bolesti (EI-Hilaly i sur., 2003; Leonti i sur., 2009; Cornara i sur., 2009). El-



Hilaly 1 sur. (2003) ukazuju na pozitivno djelovanje sirovih plodova u patoloskim stanjima
kao Sto su gastritis 1 bolesti bubrega. Plodovi sadrze znacajne koli¢ine polifenola za koje se
smatra da smanjuju rizik od nastanka tumora, koronarnih bolesti srca i drugih degenerativnih
bolesti. Bez obzira na to, plodovi se rijetko konzumiraju sirovi, nepreradeni (Fortalezas i sur.,
2010). Iz ploda je, kao i iz cvijeta, izolirano eteri¢no ulje kojem se pripisuje antibakterijsko

djelovanje (Kahriman i sur., 2010).

U narodnoj medicini pripravci lista se koriste kod raznih patoloskih stanja koja
ukljucuju gastrointestinalne 1 kardiovaskularne poremecaje, uroloske i1 dermatoloske
probleme, bolesti bubrega i srca, dijabetes i hemeroide (Ziyyat i sur., 1997; Kivcak i sur.,
2001; El-Hilaly i sur., 2003; Cornara i sur., 2009). Pripravci lista pokazuju protuupalno,
antioksidacijsko, antidijaroi¢no, diuretsko i adstringentno djelovanje te antitrombocitni-
antiagregacijski u¢inak (Male$ i sur., 2015; Leonti i sur., 2009). Brojna istrazivanja ukazuju
na vazodilatacijska svojstva lista obi¢ne planike §to ima veliku ulogu u regulaciji arterijskog
tlaka (Afkir i sur., 2015; EI Haouari i sur., 2007; Oliveira i sur., 2011). Za vazodilatacijske
ucinke zasluzno je djelovanje tanina i katehin galata prisutnih u sastavu lista obi¢ne planike
(Legssyer i sur., 2004; Lim, 2012).

1.3. Fitokemijski sastav lista obi¢ne planike

1.3.1. Fenolni spojevi

Pod pojmom fenoli podrazumijevamo skupinu spojeva kod kojih je hidroksilna grupa
(-OH) direktno vezana na aromatski prsten. Najjednostavniji predstavnik je fenol (CsHsOH)
po kojem skupina nosi i ime. Prema broju hidroksilnih skupina fenole dijelimo na
monohidroksilne, dihidroksilne i polihidroksilne fenole. Ovi spojevi su Siroko rasprostanjeni u
prirodi, a u razli¢itom sastavu i broju su prisutni u listu i cvijetu obi¢ne planike (Isbilir i sur.,
2012; Oliveira i sur., 2011). Jurica (2016) donosi polifenolni profil lista obi¢ne planike na
temelju odredivanja kvalitativnog fenolnog sastava vodenog i metanolnog ekstrakta lista
obi¢ne planike pomocu tekucinske kromatografije ultravisoke djelotvornosti (Tablica 1). U
biljnih vrsta fenolni spojevi nastaju kao rezultat sekundarnog metabolizma, a djeluju kao
obrambeni mehanizam u borbi protiv patogenih mikroorganizama (Baidez i sur., 2007).
Zahvaljujuéi antioksidativnim svojstvima, sprje¢avaju nastanak slobodnih radikala i umanjuju

oksidativni stres. Antioksidativna aktivnost fenolnih spojeva ovisi o ukupnom broju i



smjestaju -OH grupa, a mjeri se odredivanjem ukupnih fenola (Kazazi¢, 2004). Brojna
dosadasnja istrazivanja pruzaju podatke o koli¢ini ukupnih fenola u listu obi¢ne planike

(Tablica 2) (Jurica, 2016).

Tablica 1. Polifenolni profil lista obi¢ne planike (Jurica, 2016).

Broj pika Naziv spoja Polifenolna grupa izl bzl
ekstrakt ekstrakt
1. Arbutin fenolni glukozid + +
2. Hidroksibenzojeva kiselina O-heksozid derivat fenolne kiseline + +
izomer 1
3. Dihidroksibenzojeva kiselina O-heksozid derivat fenolne kiseline + +
4. Galokatehin flavanol + +
5. Protokatehinska kiselina fenolna kiselina + +
6. Hidroksibenzojeva kiselina O-heksozid derivat fenolne kiseline + +
izomer 2
7. Eskulin kumarinski glukozid + +
8. Galoil arbutin derivat fenolnog glukozida + +
9. Kumarinska kiselina O-heksozid derivat fenolne kiseline + +
10. Klorogenska kiselina fenolna kiselina + +
11. Katehin flavanol + +
12. p-Hidroksibenzojeva kiselina fenolna kiselina + +
13. Kafeinska kiselina fenolna kiselina + +
14. Elaginska kiselina O-heksozid derivat fenolne kiseline + +
15. Siringinska kiselina (3,5-dimetoksi-4- fenolna kiselina
. . . . . + ar
hidroksibenzojeva kiselina)
16. Vanilinska kiselina (4-hidroksi -3- fenolna kiselina + +
metoksibenzojeva kiselina)
17. Miricetin 3-O-rutinozid derivat flavonola + T
18. Miricetin 3-O-heksozid derivat flavonola + T
19. Elaginska kiselina O-pentozid derivat fenolne kiseline + +
20. Miricetin O-pentozid izomer 1 derivat flavonola + +
21. Rutin (Kvercetin 3-O-rutinozid) derivat flavonola + +
22. p-Hidroksifenil octena kiselina derivat fenil octene kiseline + +
23. Miricetin O-pentozid izomer 2 derivat flavonola + +
24. Miricitrin (Miricetin 3-O-ramnozid) derivat flavonola + T
25. p-Kumarinska kiselina fenolna kiselina + +
26. Elaginska kiselina fenolna kiselina + +
27. Katehin 3-galat flavanoli + +
28. Vanilin (4-hidroksi-3-metoksi-benzaldehid) fenolni aldehid + +
29. Kamferol 7-O-rutinozid derivat flavonola + +
30. Ferulinska kiselina (4-Hidroksi-3-metoksi fenolna kiselina + +
cinaminska kiselina)
31. Morin flavonol — +
32. Kvercetin O-pentozid izomer 1 derivat flavonola + +
33. Naringin flavanon glikozid + +
34. Kvercetin O-pentozid izomer 2 derivat flavonola + +
35. Kvercetin derivat derivat flavonola + 4
36. Miricetin flavonol + +
37. Kamferol 3-O-pentozid derivat flavonola + +
38. Kvercetin 3-O heksuronid derivat flavonola + +
39. Kamferol 7-O pentozid derivat flavonola + +
40. Kamferol 7-O heksuronid derivat flavonola + 25
41. Kamferol 7-O ramnozid derivat flavonola + 25
42. Koniferil aldehid fenolni aldehid + +
43. Kvercetin 3-O-p-kumaroil heksozid derivat flavonola + +
44, Kamferol 7-O-p kumaroil heksozid derivat flavonola + +
45, Kvercetin flavonol + +
46. Cimetna kiselina fenolna kiselina + +
47. Naringenin flavanon + +
48. Kamferol flavonol + +

+ spoj detektiran u listu; — spoj nije detektiran u listu



Tablica 2. Ukupni fenoli u listu obi¢ne planike u dosadasnjim istrazivanjima (Jurica, 2016).

Uzorak Mjesto i godina Vrsta Ukupni fenoli (% ili mg
rasta ekstrakcije GAE/qg ekstrakta)
list Arrabida voda/etanol ~18,0
Portugal 2007 50%
list Monthesito Voda 170,3+1,4
Portugal 2008
list Monthesito Voda 172,21 + 6,29
Portugal 2009 Metanol 149,28 £ 5,33
Etanol 192,66 + 1,66
Dietil eter 14,93 £ 0,54
list Djebel Amour Voda/etanol 104,98 £ 4,59
Alzir 70%
list Braganca 1 Voda 215,0 +£ 18,2
Pinela 3 184,4 + 28,8
Donai 180,8 + 39,7
Vila Verde 199,3+17,1
Vila Boa 2 156,8 + 3,8
Portugal
list Bozava i Orebi¢ Metanol
Hrvatska 2003
list Lustica Etanol 70% 204,8 £ 3,6
Crna Gora 2004 mg CE/g ekst. lista
110,8 £ 0,30
mg CE/g suhog lista
list Halkidiki Etanol 70% 286,9+5,7
Grcka 2006 Mg CE/qg ekst. lista
158,2 +0,1
mg CE/g suhog lista
list Canakkale voda 197,16 £ 1,43
Turska 2009 metanol 169,05 + 0,82
etanol 119,97 + 1,46
list Bejaia metanol 179,6 £ 6,7 suhog lista
Alzir 2009

GAE — galna kiselina ekvivalent; % — postotak ukupnih spojeva

Literatura

(Tavares i sur., 2010)
(Mendes i sur., 2011)

(Oliveira i sur., 2009)

(Boulanouar i sur., 2013)

(Malheiro i sur., 2012)

(Males i sur., 2006)

(Pavlovié i sur., 2011)

(Pavlovi¢ i sur., 2011)

(Orak i sur., 2011)

(Guendouze-Bouchefa i
sur., 2015)



1.3.1.1. Flavonoidi

Flavonoidi su polifenolni spojevi velike strukturne heterogenosti. Osnovnu strukturu
flavonoida ¢ini difenilpropan (CeC3Cs) s dva aromatska prstena (A, B) povezana preko
piranskog oksigeniranog srednjeg prstena (C) s jednim od tri slobodna ugljikova atoma na
prstenu C (Kazazi¢, 2004; Tsao, 2010). Skupina flavonoida obuhvaca vise od 6400
identificiranih spojeva. Oni se prirodno nalaze u biljkama, najées¢e u obliku 3-O-glikozida ili
polimera. U biljaka flavonoidi imaju zastitno djelovanje, Stite od patogenih mikroorganizama
1 UV zracenja. Osim toga, sluze kao fotoreceptori 1 agensi za privlacenje pozornosti.
Antioksidativna svojstva flavonoida proizlaze iz njihove sposobnosti hvatanja slobodnih
radikala (Slika 3) (Kazazi¢, 2004). Flavonoidi izolirani iz lista obi¢ne planike u sklopu
dosadasnjih istrazivanja obuhvacaju sljedece spojeve: katehin galat, miricetin, afzelin,

avikularin, rutin, juglanin, rutin (Males i sur., 2006).

Slika 3. Strukturne skupine flavonoida vazne za hvatanje slobodnih radikala (Kazazi¢, 2004).

1.3.1.1.1. Flavanoli

Flavanoli su fenolni spojevi koji pripadaju skupini flavonoida, a u prirodi se pojavljuju
U obliku monomera i polimera. Od flavanola, u ekstraktu lista obicne planike dokazana je

prisutnost katehina, dimera procijanidina i estera galne kiseline (Mendes i sur., 2011; Miguel i



sur., 2014). Od velike su bioloSke vaznosti zbog snaznog antioksidativnog djelovanja.
Pojedini autori navode kako flavanoli imaju vec¢u sposobnost hvatanja slobodnih radikala od
flavona $to se pripisuje vecem broju hidroksilnih skupina te hidroksilnoj skupini u polozaju 3-

(Rice-Evans i sur., 1996; van Acker i sur., 1996)
1.3.1.1.2. Flavonoli

Flavonoli su bioloski aktivni spojevi svrstani u skupinu flavonoida, a pronadeni
gotovo u svakoj biljci (Kazazi¢, 2004). Flavonoli prisutni u listu obi¢ne planike su kvercetin i
kamferol (Mendes i sur., 2011; Miguel i sur., 2014). Kvercetin je izuzetno snazan
antioksidans. Ima visoku sposobnost hvatanja slobodnih radikala te posjeduje sposobnost

interakcije s drugim antioksidansima §to rezultira sinergijskim u¢inkom (Kazazi¢, 2004).

1.3.1.2. Tanini

Tanini su polifenolni spojevi antibakterijskog, protuupalnog i antimutagenog
djelovanja. Dijelimo ih na hidrosolubilne i kondenzirane tanine (Jurica, 2016). Brojna
istrazivanja ukazuju na prisutnost tanina u listu obi¢ne planike (Oliveira i sur., 2011).
Legssyer i sur. (2004) su testirali ekstrakt lista obi¢ne planike koriste¢i razli¢ita sredstva kao
otapala s ciljem procjene vazodilatacijskog ucinka na aortalnom krugu Stakora. Dokazano je
snazno vazodilatacijsko djelovanje koje se smatra posljedicom prisutnosti kondenziranih
tanina i katehin galata. Mekhfi i sur. (2006) prisutnost tanina u listu obi¢ne planike povezuju s

usporavanjem procesa zgruSavanja krvi uslijed smanjenog nakupljanja trombocita.

1.3.1.3.Arbutin

Fenolni glikozid 4-hidroksifenil-b-D-glukopiranozid, kratko nazvan arbutin (Slika 4),
je dobio znacajnu pozornost, o ¢emu kao dokaz svjedoci vise od 735 radova objavljenih u
razdoblju od 1995.-2010. godine koji sadrzavaju izraz "arbutin". Arbutin ima dva
dijastereoizomera, alfa i beta. Beta arbutin je prirodno sadrzan u biljkama dok se alfa arbutin
dobiva kemijskom sintezom (Nycz i sur., 2010). Sinteza se odvija uz djelovanje brojnih
enzima, iz acetobromglukoze i hidrokinona ili reakcijom b-D-glukoze pentaacetata i

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



OH

Slika 4. 2D struktura arbutina.

Arbutin je prirodno prisutan u sastavu mnogih biljnih vrsta kao $to su obi¢na planika
(Arbutus unedo L.), medvjetka (Arctostaphylos uva-ursi L. Spreng.), brusnica (Vaccinium
vitis-idaea L.), kruska (Pyrus communis L.) i bergenija (Bergenia crassifolia) (Pop i sur.,
2009). List bergenije naveden je u literaturi kao jedan od najbogatijih arbutinom. Arbutin je
opcenito prisutan u biljkama u kombinaciji s metil-arbutinom, posebno u porodici vrijesovki
(Ericaceae). Oliveira i sur. (2009) na temelju spektrofotometrijskog ispitivanja isti¢u arbutin

kao najzastupljeniji fenolni spoj u listu obi¢ne planike (627 mg/kg).

Prirodni proizvodi koji sadrze arbutin uglavnom se koriste kao diuretici ili sluze za
tretiranje infekcija urinarnog trakta, cistitisa i bubreznih kamenaca. Inhibicija proliferacije
patogena fenolnim spojevima, kao Sto je arbutin, pripisuje se njihovom oksidativnom
potencijalu (Nycz 1 sur., 2010). Arbutin se zbog niske citotoksicnosti koristi u nekim
proizvodima koji sluze za izbljedivanje koze, kao pomocna terapija kod hiperpigmentacije
(Liang i sur., 2016; Hu i sur., 2009). Dodatno, arbutin se koristi kao stabilizator za boje za
fotografije, a spominje se i u brojnim studijama kao fenol djelotvoran protiv starenja, UV-
B/UV-C zracenja i za ublazavanje bolova, kao i za zacjeljivanje rana bez oziljaka (Nycz i sur.,

2010).

Prema Swann 1 sur. (1983), proizvodnja 1 koriStenje arbutina kao inhibitora oksidacije,
inhibitora polimerizacije, kemijskog posrednika u ostalim kemijskim reakcijama i kao
sastojka u kozmetici moze dovesti do ispustanja odredenih koli¢ina arbutina u okoli§ kroz
razliite vrste otpada. Ako je arbutin puSten u zrak, procjenjuje se da je njegov tlak pare
2.3X10-12 mm Hg na 25°C §to znaci da ¢e arbutin postojati samo u fazi Cestica u atmosferi.
Faze Cestice arbutina ¢e biti uklonjene iz atmosfere mokrim ili suhim taloZenjem. Kemijska
struktura arbutina je takva da nijedan dio njegove molekule nije u stanju apsorbirati na valnim
duljinama >290 nm i zbog toga se ne ocekuje da ¢e biti osjetljiv na izravnu fotolizu sunca.

Ukoliko dode do apsorpcije arbutina u tlo ofekuje se vrlo visoka pokretljivost molekula
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arbutina. Podatci o biorazgradnji arbutina u tlu nisu dostupni. Ako je pusten u vodu, arbutin se
nec¢e adsorbirati na suspendirane tvari i sediment. Molekule arbutina u vodi nece ishlapiti niti
¢e proces hidrolize utjecati na okoli§ jer ovaj spoj nema funkcionalne skupine koje
hidroliziraju pod uvjetima okoline (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/arbutin

#section=Environmental-Fate-Exposure-Summary).

Profesionalna izlozenost arbutinu moze se javiti putem udisanja i koznog kontakta na
radnim mjestima gdje se arbutin proizvodi ili koristi. Do sad prikupljeni podatci pokazuju da
opc¢a populacija moze biti izloZzena arbutinu putem uzimanja odredenih namirnica i dermalnim
kontaktom s ovim spojem ili drugim potroSackim proizvodima koji sadrzavaju arbutin.
Medvjedka je vrsta s visokim sadrzajem arbutina koja je najée$ée konzumirana zbog
njegovog povoljnog utjecaja na suzbijanje infekcija urinarnog trakta. Kozumira se u obliku
zdrobljenog lis¢a, praha ili vodenog ekstrakta, izlazu¢i pri tom potrosace dozi od 400 do 840

mg arbutina po danu. (Deisinger, 1996).

U tijelu se arbutin pretvara u hidrokinon, koji ima antimikrobna i dezinfekcijska
svojstva, a takoder je inhibitor formiranja melanina. Enzim koji sudjeluje u pretvorbi arbutina
u hidrokinon naziva se beta glukozidaza, a sam proces konverzije se odvija u enterocitima

crijevnih resica probavnog sustava (Blaut i sur., 2006) (Slika 5).

OH
o}
B — glukozidaza
“OH OH
OH OH OH
arbutin hidrokinon glukoza

Slika 5. Biotransformacija arbutina u hidrokinon.

Hidrokinon je uvrSten medu kancerogene spojeve koji djeluju na Stakore, a klasificiran je 1
kao leukemogen za ljude. U istrazivanjima kroni¢ne toksi¢nosti kod glodavaca uoc¢eno je da je
hidrokinon pokazao kancerogene osobine, na §to ukazuje Cinjenica da potiCe nastanak
benignih tumora jetre i bubrega, kao i nastanak mononuklearne leukemije (Whysner i sur.,
1995; Roza i sur., 2003). Osim ovih negativnih svojstava hidrokinona, uoceno je da on

pozitivno djeluje kao inhibitor lipidne peroksidacije, ¢ime su pokazane njegove antimutagene

11



i antioksidacijske osobine (Soucek i sur., 2000; Roza i sur., 2003). Osim Zivotinjskih stanica
istrazivane su i ljudske. Ljudski limfociti u uvjetima in vitro tretirani su hidrokinonom u
rasponu koli¢ina koje bi imale toksi¢no ili subtoksi¢no djelovanje. Nakon odredenog
vremenskog intervala (24, 41 i 48 sati) nije uocena nikakva strukturna promjena kromosoma u

tretiranim stanicama (Khadir i sur., 2015; Pavlovi¢ i sur., 2009; Roza i sur., 2003).

I arbutin i hidrokinon posjeduju inhibicijski u¢inak na enzim tironazu (Nycz i sur., 2010).
Prednost arbutina naspram hidrokinona je veca stabilnost, a 0sim toga uzrokuje manje iritacije
ili njegovo djelovanje uopée ne uzrokuje iritacije na kozi. Nema neugodan miris, a nisu
zabiljezene ni nuspojave kao posljedice koristenja arbutina. Nedostatak arbutina u odnosu na
hidrokinon je cijena. Biosintetski, biljke koje sadrze enzim glukoziltransferazu mogu
aktivirati odredene biokemijske putove pri ¢emu dolazi do konverzije, odnosno pretvaranja
hidrokinona u arbutin. Cijena arbutina je znacajno vec¢a (~ 200 puta) od cijene hidrokinona
(Kittipongpatana i sur., 2007). Kittipongpatana i sur. (2007) 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 mogucénosti proizvoditi arbutin ili sustave koji
proizlaze iz biljaka koje ne mogu akumulirati arbutin, ali su sposobne za obavljanje procesa

glikozilacije.

1.3.2. Eteri¢na ulja

Eteri¢na ulja su kompleksne smjese razli¢itih kemijskih spojeva. Moguce ih je izolirati
iz razli¢itih dijelova mnogih biljnih vrsta u kojima nastaju kao produkti disimilacijske
izmjene tvari u biljnoj protoplazmi. Iako je prisutnost eteri¢nih ulja u mnogobrojnim
istrazivanjima dokazana u listu planike, ista se u ve€oj mjeri nalaze u cvijetu obi¢ne planike
(Oliveira 1 sur., 2011). Kivcak 1 sur. (2001) su analizirali sastav eteri¢nog ulja dobivenog
vodenom destilacijom iz obicne planike s podrucja Turske. Analiza je pokazala da eteri¢no
ulje sadrzi 37 komponenata od kojih su najzastupljenije sljedeée: (E)-2-dekenal (12,0 %), a-
terpineol (8,8 %), heksadekanoi¢na kiselina (5,1 %) i (E)-2-undekanal (4,8 %). Eteri¢nim
uljima ekstrahiranim iz cvijeta i ploda obi¢ne planike pripisuje se antibakterijsko djelovanje
(Kahriman i sur., 2010).
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1.4.Metode odredivanja genotoksi¢nosti

1.4.1. Komet test

Komet test ili mikroelektroforeza pojedina¢nih stanica u agaroznom gelu (SCGE — od
engl. single cell gel electrophoresis assay) je tehnika za detekciju i procjenu oSte¢enja DNA
molekule uzrokovanih razli¢itim kemijskim i fizikalnim agensima. Osim toga, pomoc¢u komet
testa mogucée je pracenje popravka stanicne DNA te detekcija stanica u apoptozi kao i
nekroti¢nih stanica (Slika 5). Metoda se primjenjuje u toksikologiji, gdje je uobicajena u
istrazivanjima genotoksi¢nosti u uvjetima in vivo i in vitro, a temelji se na uklapanju stanica u
agarozni gel, lizi i denaturaciji stani¢nih struktura te bojanju i analiziranju preparata (Slika 6)
(Sreelatha i sur., 2015).

Prvu mikroelektroforezu s ciljem procjene oSte¢enja DNA na razini pojedinacne stanice u
neutralnim uvjetima proveli su Ostling i Johanson 1984. godine. Cetiri godine kasnije, 1988.,

Sigh i sur. po prvi puta provode ovu tehniku u alkalnim uvjetima (Olive i sur., 2006).

U prvom koraku komet testa, uklapanju stanica u agarozni gel na brusenom predmetnom
stakalcu, gel formira matriks od ugljikovodi¢nih vlakana koja enkapsuliraju stanice Sto za
posljedicu ima fiksaciju stanica na odredenom mjestu. Osim toga, osmotska neutralnost gela
omogucava prodor otopina kroz gel i djelovanje na stanice, a sve bez promjene polozaja
stanica (Rojas, 1999). Sljede¢i korak je liza stani¢nih struktura pomoc¢u visoke koncentracije

soli etilendiamintetraoctene Kiseline (Na,EDTA) i detergenta ¢ime se oslobada ukupna

stanicna DNA. Nakon lize slijedi denaturacija DNA koja se ovisno o pH vrijednosti pufera za
denaturaciju moze provesti u neutralnim ili alkalnim uvjetima. Dok je metoda u neutralnim
uvjetima pogodna samo za detekciju dvostrukih lomova DNA (Tice i sur., 2000; Fairbairn i

sur., 1995), tipovi ostecenja DNA detektabilni alkalnim komet testom su:

e jednolancani (SSB) i dvolancani (DSB) lomovi DNA molekule
e alkalno labilna mjesta; apurinska i apirimidinska mjesta (ALS)

e unakrsno povezivanje (cross-linking) s molekulom DNA ili proteinima

Sljede¢i korak, zajednicki u obje verzije, je elektroforeza. Tijekom elektroforeze
negativno nabijeni fragmenti DNA pod utjecajem elektricnog polja putuju u agaroznom

gelu prema anodi pozitivnog naboja. Brzina kretanja fragmenata DNA kroz gel se
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razlikuje. Kra¢i fragmenti manje molarne mase putuju brze od duzih fragmenata vece
molarne mase pa ¢e u istom vremenskom periodu sti¢i dalje. Tako neoSte¢ena DNA zbog
velike molarne mase uglavnom ostaje na mjestu formirajuéi time ,,glavu®, dok osteceni
fragmenti putuju kroz gel 1 tako formiraju ,,rep* kometa, po ¢emu je tehnika i dobila ime
(Sreelatha i sur., 2015) (Slika 6). Vizualizacija kometa vrs$i se epifluorescencijskim
mikroskopom nakon bojanja preparata DNA-specificnom fluorescencijskom bojom,
najcesce etidij-bromidom. Analizira se 50-100 kometa po uzorku, a pomocu racunalnog
programa za analizu slike, za svaki pojedina¢ni komet istovremeno se mjeri vise
parametara. Tri osnovna parametra su duzina repa kometa, 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 (Olive i sur., 1990; Tice i sur., 2000), a izrazava se u odnosu na ukupnu koli¢inu
DNA u kometu. Repni moment se izracunava pomocu racunalnog programa kao umnozak

duzine repa i intenziteta repa kometa.

Slika 5. Razliciti stupnjeva oste¢enja DNA detektiranih komet testom (da Silva i sur., 2000):
A — prikaz gotovo neosStecene DNA; B,C,D- prikaz oste¢ene DNA; E — prikaz maksimalnog

ostecenja DNA; F — prikaz apoptoti¢ne stanice.
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Slika 6. Shematski prikaz kljuénih koraka alkalnog komet testa.

Komet test se moze provesti na razli¢itim vrstama stanica koje posjeduju jezgru, a
brojne prednosti pred ostalim metodama odredivanja oste¢enja DNA ukljucuju: osjetljivost
testa, brzinu izvodenja, reproducibilnost, jednostavnost primjene te niske troSkove izvedbe

(Olive i sur., 2006; Sreelatha i sur., 2015).

1.4.2. Mikronukleus test

Mikronukleusi su male kromatinske strukture koje samostalno egzistiraju u citoplazmi.
Promatrani svjetlosnim mikroskopom u interfaznoj stanici, mikronukleusi nalikuju stani¢noj
jezgri no manjeg su promjera, izmedu 1/16 i 1/3 promjera glavnih jezgara (Fenech i sur.,
2003; Kopjar i sur., 2010). Nastaju tijekom eritropoeze u kostanoj srzi (Slika 7). Usmjerene
maticne stanice od kojih nastaju eritrociti nazivaju se stanice koje stvaraju kolonije eritrocita
(CFU-E od engl. colony-forming unit erythrocyte). Prva stanica razvojnog ciklusa eritrocita
koja nastaje od CFU-E je proeritroblast (Guyton i Hall, 2012). Proeritroblast se dijeli 4 puta,
stvarajuci na posljetku 16 zrelih eritrocita. Na razvojnom stupnju normoblasta stanica gubi
sposobnost mitoze i zapo€inje sa kondenzacijom kromatina. Jezgra se zgusne i smanji, a u
konacnici dolazi do izbacivanja piknoticke jezgre iz stanice. U tom se stadiju stanica naziva
retikulocit. Retikulociti protiskivanjem kroz pore kapilarne membrane migriraju iz koStane
srzi u perifernu krv gdje kroz dan-dva sazrijevaju u eritrocite. Zrele eritrocite karakterizira
gubitak retikularne RNA mreze i gubitak ekspresije receptora za transferin (CD 71).
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Mikronukleusi se u stanicama mogu formirati spontano tijekom mitoze u nekom od koraka
eritropoeze. Jednom formiran, mikronukleus se za razliku od stani¢ne jezgre ne izbacuje iz
stanica tijekom sazrijevanja eritrocita. Medutim, nastanak mikronukleusa u normalnim,
zdravim stanicama je iznimno rijedak (Balmus i sur., 2014). Do formacije mikronukleusa
najces¢e dolazi kao rezultat aneugenog ili rjede klastogenog ucinka genotoksi¢nih tvari u
uvjetima in vivo i/ili in vitro (Fuci¢ 1 Miji¢, 1999). Aneugeni interferiraju s mehanizmom
ciklusa stani¢ne diobe. Uslijed oSteenja ili gubitka funkcionalnosti mikrotubula diobenog
vretena sprjecava se putovanje jednog ili vise kromosoma na pol stanice tijekom mitoze. Tako
zaostali kromosomi nakon citokineze u citoplazmi stanica kcéeri kondenzacijom tvore
mikronukleuse (Albertini i sur., 2000). Klastogeni u¢inak uvjetuje nastanak mikronukleusa
kao posljedicu strukturalnih oStecenja kromosoma (od acentri¢nih ulomaka kromosoma)

(Fuci¢ i Miji¢, 1999; Kopjar i sur., 2010).

Normoblast Retikulocit Eritrocit
1-2 dana 30 dana

RNA
\
° > o > O—» o
o 3 o
Y \

- p;iknotiéka izbacivanje

) . ok jezgre Pl+ (RNA+DNA)  Pl+ (DNA)
o mikronukleus CD71+ CD71-
4

@ o> °- > (-

Pl+ (RNA) PI-
CD71+ CD71-
L ] 1
Kostana srz Periferna krv

Slika 7. Nastanak mikronukleusa tijekom eritropoeze (Balmus i sur., 2015).

Mikronukleus test je moguce provesti u in vivo i in vitro uvjetima.

In vitro metodu prvi puta su opisali Fenech i Marley 1985. godine (Fenech i Marley,
1985). Metoda je danas poznata pod nazivom citohalazinom blokirani mikronukleus test
(CBMN od engl. cytokinesis-block micronucleus assay), a primjenjuje se u citogenetickom

nadzoru uz analizu strukturnih aberacija kromosoma (CA od engl. chromosomal aberration) i
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analizu izmjena sestrinskih kromatida (SCE od engl. sister chromatid exchanges) (Fuci¢ i
Miji¢, 1999; Kopjar i sur., 2010).

Metodu u uvjetima in vivo po prvi put opisuje Hayashi 1900. Godine (Hayashi i sur.,
1900). Za potrebe testa, uzorak periferne krvi koristi se za izradu krvnog razmaza na
predmetnom stakalcu premazanom akridin oranzom. Preparat se prekriva pokrovnicom te
analizira pod fluorescentnim mikroskopom pri ¢emu jezgre i mikronukleusi fluoresciraju zuto,
a retikulum crveno. Ucestalost mikronukleusa odreduje se analizom 1000 ili vise retikulocita
citometra ¢ime se broj analiziranih stanica po uzorku penje do 10000. Preparate je potrebno
analizirati u roku od nekoliko dana nakon pripreme budué¢i da je nedostatak metode
nemogucénost pohrane preparata na duze vrijeme. Prednosti in vivo mikronukleus testa
ukljucuju osjetljivost metode, brzinu izvodenja, jednostavnost pripreme i analiziranja
preparata za izradu kojih su potrebne male koli¢ine uzoraka koji se viSestruko mogu uzimati
od iste Zivotinje ¢ime se eliminira potreba za negativnom kontrolom (Fuci¢ i Miji¢, 1999;
Kopjar i sur., 2010; Suralles i sur., 1998).

1.5.CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj ovog rada je istraziti moguce genotoksi¢no djelovanje ekstrakta lista obicne
planike (Arbutus unedo L.) i arbutina u dozi od 200 mg/kg. Istrazivanje ¢emo provesti na
modelu in vivo (Lewis Stakor), primjenom alkalnog komet testa na stanicama periferne krvi,

bubrega i jetre te mikronukleus testa na retikulocitima periferne krvi.
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2. MATERIJALI I METODE

2.1. Biljni materijal i priprema vodenog ekstrakta lista obi¢ne planike

Listovi obi¢ne planike (Arbutus unedo L.) prikupljeni su po principu slucajnosti s
veceg broja stabala i grmova na podru¢ju Malog LoSinja u svibnju 2013. godine (Jurica,
2016). Ukratko, uzorci listova osuseni SU U tamnoj prostoriji na sobnoj temperaturi te
samljeveni u prah u laboratorijskom mlinu. Iz dobivenog praha prireden je vodeni ekstrakt
lista obi¢ne planike na sljede¢i nacin. U Erlenmayerovoj tikvici pomijesano je 3 g praha s 80
mL destilirane vode. Tako dobivena vodena otopina stavljena je u ultrazvu¢nu kupelj na
temperaturu od 50 °C i vrijeme od 60 minuta. Otopina je periodi¢no vorteksirana svakih 15
minuta u trajanju od 20 sekundi. Nakon toga je uslijedilo centrifugiranje uzoraka na 4000
okretaja u minuti. Dobiveni supernatant liofiliziran je u liofilizatoru Hetosic (Heto, Danska)
na temperaturi od -50 °C te u vremenskom periodu od 48 sati ¢ime je dobiven suhi vodeni
ekstrakt lista obi¢ne planike (Jurica, 2016). Budu¢i da liofilizat posjeduje svojstvo
higroskopnosti, pohranjen je u eksikatoru. Netom prije aplikacije, liofilizat je otopljen u
redestiliranoj vodi na sobnoj temperaturi. Vodena otopina lista obi¢ne planike je aplicirana

pokusnim zivotinjama u dozi od 200 mg/kg.

2.2. Priprema otopine arbutina

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

je aplicirana pokusnim Zivotinjama u dozi od 200 mg/kg.

2.3. Pokusne Zivotinje

Istrazivanje je provedeno na muskim i Zzenskim $takorima soja Lewis (Slika 8) starosti
60+5 dana uzgojenim na uzgajaliStu Zavoda za animalnu fiziologiju na BioloSkom odsjeku
Prirodoslovno-matemati¢kog fakulteta Sveudilista u Zagrebu. Zivotinje su okoéene i uzgojene
U standardnim uvjetima propisanim za uzgoj laboratorijskih Zivotinja (glodavaca). Hranjene

su standardnom laboratorijskom hranom (Standard Diet GLP, 4 RF 1, Mucedola, Settimo
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Milanese, Milano, Italija), uz stalno dostupnu vodu ad libitum. Za provodenje pokusa na
zivotinjama dobivena je suglasnost Eti¢kog povjerenstva PMF-a (URBROJ: 251-58-10617-
14-104). Istrazivanje je provedeno u skladu sa Zakonom o zastiti zivotinja (NN 135/2006.) i

prema Pravilniku o zastiti zivotinja koje se koriste u znanstvene svrhe, NN 55/13.

Slika 8. Stakor soja Lewis.

(izvor: http://www.hilltoplabs.com/public/lewis.html)

2.4. Obrada i tretman Zivotinja

Zivotinje su slu¢ajnim odabirom rasporedene u 6 skupina, od Gega dvije kontrolne
skupine (0,1) te 4 skupine (4,5,6,7) koje su tretirane istraZivanim tvarima. Svaku skupinu ¢ine
po 4 Zivotinje istog spola. Po dvije skupine zivotinja tretirane su arbutinom (4,5) tj. vodenim
ekstraktom lista obi¢ne planike (6,7) tijekom 14 dana. Tretiranje pokusnih 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 kratkorocnog toksikoloSkog tretiranja (OECD 407, 2008,
Hayes WA, 2001). Kontrolne skupine tretirane su istim volumenom redestilirane vode.
Kontrolne i tretirane skupine su tijekom trajanja istraZivanja drzane u istim uvjetima. Stakori
su Zrtvovani 24 sata nakon primjene zadnje doze radi uzimanja uzoraka krvi i organa (jetra,
bubreg). Tijekom zrtvovanja sve su zivotinje bile adekvatno 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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2.5.Komet test

U ovom istrazivanju primijenili smo standardnu izvedbu komet testa u alkalnim

uvjetima (Sigh i sur. 1988) na leukocitima i stanicama bubrega i jetre.

Priprema uzoraka za analizu

Za pripremu preparata uzeli smo uzorak periferne krvi (5 pl) iz repne vene Stakora.
Suspenzije stanica (10 ul) ispitivanih organa pripremili smo mehanickim usitnjavanjem tkiva
bubrega i jetre u puferu za homogenizaciju [(0,075 M NaCl i 0,024 M Na;EDTA, pH 7,5]

prethodno ohladenom na 4 °C.

Za potrebe komet testa pripremili smo 3 svjeze otopine agaroze:
e 1 %-tna agaroza normalnog talista (NMP od engl. normal melting point) (Sigma)
e 0,6 %-tna agaroza normalnog talista (NMP od engl. normal melting point) (Sigma)

e 0,5 %-tna agaroza niskog talista (LMP od engl. low melting point) (Sigma)

Na bruseno predmetno stakalce Pasteurovom pipetom smo nakapali priredenu 1% -tnu
NMP agarozu. Stakalce smo pokrili pokrovnicom i ostavili na sobnoj temperaturi. Nakon
polimerizacije agaroze na sobnoj temperaturi, uklonili smo gel i pokrovnicu s predmetnog
stakalca. Na osuseno stakalce mikropipetom smo nakapali 300 puL 0,6 %-tne NMP agaroze,
pokrili pokrovnicom i ostavili na ledu 10 minuta. Nakon polimerizacije, uklonili smo
pokrovno stakalce te smo na sloj NMP agaroze nanosili sljede¢i sloj od 100 uL 0,5 %-tne
LMP agaroze pomijeSane s 5 pL uzorka. Preparat je prekriven pokrovnim stakalcem i
ostavljen na ledu 10 minuta. Nakon polimerizacije i uklanjanja pokrovnog stakalca, preparat
je prekriven zavr$nim slojem od 100 puL 0,5 %-tne LMP agaroze i ostavljen na ledu da

polimerizira 10 minuta.

Liza stanicnih struktura

Pripremili smo pufer za lizu [NaCl (Kemika), Na-laurilsarkozinat (Sigma-Aldrich,
SAD), Tris-HCI (Sigma-Aldrich)], DMSO (Kemika), Tritona X-100 (Sigma-Aldrich)] pH
vrijednosti 10. Preparatima je uklonjena pokrovnica te su uronjeni u navedeni pufer za lizu na

vremenski period od 60 minuta pri temperaturi od 4 °C.
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Denaturacija

Nakon lize stani¢nih struktura, preparate smo na 20 minuta uronili u prethodno
prireden pufer za denaturaciju [NaOH (Kemika), Na,EDTA (Sigma-Aldrich)] pH vrijednosti
13.

Elektroforeza

Po zavrSetku denaturacije, preparate smo premjestili u aparat za horizontalnu
elektroforezu. Elektroforezu smo proveli u istom puferu kao i denaturaciju, pri jakosti struje

od 300 mA i naponu od 25 V te u vremenskom trajanju od 20 minuta.

Neutralizacija

Nakon elektroforeze, preparate smo isprali tri puta po 5 minuta u neutralizacijskom
puferu (0,4 M Tris-HCI) pH vrijednosti 7,5.

Bojanje preparata

Za bojanje preparata koristili smo 100 pL fluorescentne boje etidij bromid
koncentracije 20 pg/mL (Sigma-Aldrich). Visak boje kratko smo isprali u Tris-HCI puferu pH
vrijednosti 7,5. Preparate smo pokrili pokrovnicom, a u svrhu stabilizacije boje prije pocetka

analize drzali smo ih u mraku najmanje 15 minuta.

Analiza preparata

Preparate smo analizirali pomocu epifluorescencijskog mikroskopa (Olympus, Japan).
U svakom preparatu izmjereno je 50 do 100 kometa. Tri najvaznija parametra (duzina repa, %
DNA u repu, repni moment) izmjerena su pomoc¢u programa za analizu slike (Comet Assay

IV, Perceptive Instruments Ltd., UK).
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2.6. Mikronukleus test in vivo

Za potrebe mikronukleus testa, uzorak periferne krvi dobiven je iz repne vene Stakora.
Na predmetnim stakalcima smo priredili krvne razmaze. Iste smo jednoliko premazali
vodenom otopinom akridin oranza i pokrili pokrovnicom. Mikroskopsku analizu preparata
obojanih fluorescencijskom bojom izvrSili smo fluorescencijskim mikroskopom s
ekscitacijskim filterom 502-525 nm. Po svakom preparatu analizirali smo 1000 retikulocita u

kojima smo utvrdili broj i raspodjelu mikronukleusa.

2.7. Statisticke metode

Za statisticku obradu podataka koristili smo program STATISTICA 9.0 (STATsoft,
SAD) i Microsoft Office Excel 2010.

Rezultate za duzinu repa kometa, intenzitet repa (% DNA u repu) i repni moment
obradili smo primjenom klasi¢ne deskriptivne statistike. Svi mjereni parametri obradeni su i
primjenom analize varijance (ANOVA) uz post-hoc Scheffe-test s ciljem utvrdivanja razlika
izmedu skupina. Razlike u osjetljivosti izmedu muzjaka i zenki na primijenjene tretmane (za

svaku vrstu stanica pojedina¢no) ispitane su pomo¢u Mann-Whitney U-testa.

Rezultate mikronukleus testa in vivo prikazali smo kao srednje vrijednosti broja
stanica s mikronukleusom, a obradili smo ih primjenom deskriptivne statistike te pomocu 2

testa.
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3. REZULTATI

Procjena genotoksi¢nog ucinka ekstrakta lista obi¢ne planike (200 mg/kg) i arbutina (200
mg/kg) na leukocite periferne krvi, stanice bubrega i jetre Stakora muskog i Zenskog spola
provedena je primjenom komet testa. Izmjereni su parametri: duzina repa, intenzitet repa i
repni moment. Navedene parametre komet testa analizirali smo koriste¢i Cetiri parametra
deskriptivne statistike kojima pripadaju: srednja vrijednost sa standardnom pogreskom,
medijan, minimum i maksimum. Statisti¢ka znac¢ajnost (p < 0,05) vrijednosti triju parametara
kometa izmedu pokusnih skupina ispitana je pomoc¢u analize varijance uz primjenu post-hoc

Scheffé-ovog testa.

3.1. Rezultati komet testa na leukocitima periferne krvi Stakora

U obje tretirane skupine muzjaka srednje vrijednosti parametara duzina repa i repni
moment bile su statisticki znacajno nize u odnosu na vrijednosti kontrolne skupine
(21,42+0,67 za duzinu repa, 0,64+0,07 za repni moment) (Slika 9). U skupini tretiranoj
arbutinom uocena je snizena (4,06+0,39) ali ne i statisti¢ki znacajna vrijednost parametra
intenzitet repa u odnosu na kontrolnu skupinu (6,02+0,54) (Tablica 3). Usporedimo li tretirane
skupine medusobno, statisticki znacajno snizena vrijednost uocena je u skupini tretiranoj
ekstraktom u parametru intenzitet repa (2,38+0,27) u odnosu na skupinu tretiranu arbutinom
(4,06+0,39).
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Slika 9. Vrijednosti (A) duzine repa, (B) intenziteta repa i (C) repnog momenta komet testa

izmjerene u leukocitima periferne krvi muzjaka §takora tretiranih arbutinom (200 mg/kg) i

vodenim ekstraktom lista obi¢ne planike (200 mg/kg) tijekom 14 dana.
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Tablica 3. Statisti¢ke znacajnosti za parametre komet testa u leukocitima periferne krvi

Stakora muskog spola (analiza varijance uz post-hoc Scheffé-ov test, p < 0,05).

DuzZina repa

Kontrola Arbutin Ekstrakt
Kontrola 0,000000 0,000000
Arbutin n.z.
Ekstrakt

Intenzitet repa (Y%oDNA)

Kontrola Arbutin Ekstrakt
Kontrola n.z. 0,000000
Arbutin 0,015309
Ekstrakt

Repni moment

Kontrola Arbutin Ekstrakt
Kontrola 0,000021 0,000000
Arbutin n.z.
Ekstrakt

n.z. — nema statisticke znacajnosti

Usporedimo li sve tri skupine zenki medusobno, srednja vrijednost svih parametara

komet testa najvisa je u skupini tretiranoj arbutinom (17,40+0,33 za duzinu repa, 3,65+0,59 za

intenzitet repa i 0,31+0,09 za repni moment) (Slika 10). Nadalje, zamijecena je niza vrijednost

parametra duZina repa u skupini tretiranoj ekstraktom (16,07+0,28) nego li u kontrolnoj

skupini (17,26£0,30), dok su izmjerene srednje vrijednosti za navedene skupine jednake u

parametru repni moment (0,23£0,02). Skupina tretirana ekstraktom lista obi¢ne planike

statisticki se znacajno razlikuje u parametru intenzitet repa U odnosu na skupinu tretiranu
arbutinom (3,65%0,59) i kontrolnu skupinu (3,01+0,29) (Tablica 4).
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Slika 10. Vrijednosti (A) duzine repa, (B) intenziteta repa i (C) repnog momenta komet testa

izmjerene u leukocitima periferne krvi zenki Stakora tretiranih arbutinom (200 mg/kg) |

vodenim ekstraktom lista obi¢ne planike (200 mg/kg) tijekom 14 dana.

26



Tablica 4. Statisticke znacajnosti za parametre komet testa u leukocitima periferne krvi

Stakora zenskog spola (analiza varijance uz post-hoc Scheffé-ov test, p < 0,05).

DuZina repa

Kontrola Arbutin Ekstrakt
Kontrola n.z. 0,027662
Arbutin 0,014011
Ekstrakt

Intenzitet repa (Y%oDNA)

Kontrola Arbutin Ekstrakt
Kontrola n.z. n.z.
Arbutin n.z.
Ekstrakt

Repni moment

Kontrola Arbutin Ekstrakt
Kontrola n.z. n.z.
Arbutin n.z.
Ekstrakt

n.z. — nema statisticke znacajnosti

Razlike u osjetljivosti leukocita periferne krvi muzjaka i Zenki Stakora na 14-dnevne
tretmane arbutinom i vodenim ekstraktom lista obi¢ne planike ispitane su pomo¢u Mann-

Whitney U-testa.

Postoji statisticki znacajna razlika izmedu kontrolnih skupina muzjaka i zenki u sva tri
parametra komet testa (duzina repa kometa, intenzitet repa, repni moment). Nadalje, utvrdene
su statistiCki znacajne razlike izmedu muzjaka i Zenki tretiranih arbutinom u parametrima
intenzitet repa i repni moment, dok za skupine muzjaka i Zenki tretirane vodenim ekstraktom
lista obi¢ne planike ne postoji statisticki znacajna razlika u ni jednom od parametara komet
testa (Tablica 5).
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Tablica 5. Procjena razlika u osjetljivosti izmedu leukocita periferne krvi muzjaka i zenki Stakora
na primijenjene tretmane arbutinom i vodenim ekstraktom lista obi¢ne planike tijekom 14 dana
[Mann-Whitney U-test; (p < 0,05)].

DuZina repa kometa

Kontrola Arbutin Ekstrakt
= Kontrola p=0,0001
£ s
s £ Arbutin n.z.
;5 e
a Ekstrakt n.z.
Intenzitet repa (Y%oDNA)
Kontrola Arbutin Ekstrakt
- Kontrola p<0,0001
(5]
S g§ . _
S 20 Arbutin p=0,0086
£°8
- Ekstrakt n.z.

Repni moment

Kontrola Arbutin Ekstrakt
- Kontrola p<0,0001
5
S Arbutin p=0,0098
x g
Ekstrakt n.z.

Statisti¢ki znacajno p < 0,05; n.z. — nema statisticke znacajnosti
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3.2. Rezultati komet testa na stanicama bubrega $takora

Srednje vrijednosti sva tri parametra komet testa bile su statisticki znaCajno vise u
skupini tretiranoj arbutinom (18,01£0,34 za duzinu repa, 8,75+0,64 za intenzitet repa i
0,76+£0,06 za repni moment), nego li u kontrolnoj skupini (15,87+0,26 za duzinu repa,
5,12+0,50 za intenzitet repa i 0,42+0,04 za repni moment) (Slika 11). Skupina tretirana
ckstraktom takoder pokazuje poviSene vrijednosti svih parametara u odnosu na kontrolnu
skupinu, ali bez statistickog znacaja. Nadalje, medusobnom usporedbom tretiranih skupina
uocena je snizena vrijednost svih parametara skupine tretirane ekstraktom lista u odnosu na
skupinu tretiranu arbutinom, sa statistickom znacajno$¢u u parametrima intenzitet repa
(5,82+0,44) i repni moment (0,51+0,05) (Tablica 6).
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Slika 11. Vrijednosti (A) duzine repa, (B) intenziteta repa i (C) repnog momenta komet testa

izmjerene u stanicama bubrega muzjaka Stakora tretiranih arbutinom (200 mg/kg) i vodenim

ekstraktom lista obi¢ne planike (200 mg/kg) tijekom 14 dana.
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Tablica 6. Statisticke znaCajnosti za parametre komet testa u stanicama bubreg Stakora

muskog spola (analiza varijance uz post-hoc Scheffé-ov test, p < 0,05).

DuZina repa

Kontrola Arbutin Ekstrakt
Kontrola 0,00002 n.z.
Arbutin n.z.
Ekstrakt

Intenzitet repa (Y%oDNA)

Kontrola Arbutin Ekstrakt
Kontrola 0,000009 n.z.
Arbutin 0,003436
Ekstrakt

Repni moment

Kontrola Arbutin Ekstrakt
Kontrola 0,000003 n.z.
Arbutin 0,001404
Ekstrakt

n.z. — nema statisticke znacajnosti

Usporedimo li sve skupine Zenki medusobno, srednja vrijednost svih parametara
komet testa najniza je u kontrolnoj skupini (16,21+0,33 za duzinu repa, 6,06£0,54 za
intenzitet repa i 0,50£0,04 za repni moment), iako bez statistickog znacaja (Slika 12). U
skupini tretiranoj ekstraktom lista uoc¢ene su najvise (16,76+0,37 za duzinu repa, 9,21+0,94 za
intenzitet repa i 0,82+0,11 za repni moment), ali ne i statisticki znacajne vrijednosti svih

parametara (Tablica 7).
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Slika 12. Vrijednosti (A) duzine repa, (B) intenziteta repa i (C) repnog momenta komet testa

izmjerene u stanicama bubrega Zenki Stakora tretiranih arbutinom (200 mg/kg) i vodenim

ekstraktom lista obi¢ne planike (200 mg/kg) tijekom 14 dana.
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Tablica 7. Statisticke znaCajnosti za parametre komet testa u stanicama bubreg Stakora

zenskog spola (analiza varijance uz post-hoc Scheffé-ov test, p < 0,05).

DuZina repa

Kontrola Arbutin Ekstrakt
Kontrola n.z. n.z.
Arbutin n.z.
Ekstrakt

Intenzitet repa (Y%oDNA)

Kontrola Arbutin Ekstrakt
Kontrola n.z. n.z.
Arbutin n.z.
Ekstrakt

Repni moment

Kontrola Arbutin Ekstrakt
Kontrola n.z. n.z.
Arbutin n.z.
Ekstrakt

n.z. — nema statisticke znacajnosti

Razlike u osjetljivosti stanica bubrega muzjaka i Zenki $takora na 14-dnevne tretmane
arbutinom i vodenim ekstraktom lista obi¢ne planike ispitane su pomo¢u Mann-Whitney U-

testa.

Testom je utvrdeno kako izmedu kontrolnih skupina muZjaka 1 Zenki ne postoje
statistiCki znacajne razlike u ni jednom od parametara dok izmedu muZjaka i Zenki tretiranih
arbutinom postoje statisticki znacajne razlike u sva tri parametra komet testa (duZina repa
kometa, intenzitet repa, repni moment). Nadalje, muzjaci i Zenke tretirani ekstraktom lista

obi¢ne planike statisticki se znacajno razlikuju samo u parametru intenzitet repa (Tablica 8).
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Tablica 8. Procjena razlika u osjetljivosti stanica bubrega muzjaka i zenki Stakora na primijenjene

tretmane arbutinom i vodenim ekstraktom lista obi¢ne planike tijekom 14 dana [Mann-Whitney U-test

(p<0,05)].

DuZina repa kometa

Kontrola Arbutin Ekstrakt
= Kontrola n.z.
£ s
g % Arbutin p<0,001
)g ~
a Ekstrakt n.z.
Intenzitet repa (Y%oDNA)
Kontrola Arbutin Ekstrakt
- Kontrola n.z.
(5]
Ea3 :
$ o0 Arbutin p<0,001
£°8
- Ekstrakt p=0,042
Repni moment
Kontrola Arbutin Ekstrakt
- Kontrola n.z.
= _
o g Arbutin p<0,001
el =
Ekstrakt n.z.

StatistiCki znacajno p < 0,05; n.z. — nema statisticke znac¢ajnosti
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3.3. Rezultati komet testa na stanicama jetre $takora

Usporedimo li kontrolnu skupinu muzjaka s tretiranim skupinama, uoavamo sniZzene
vrijednosti svih parametara skupine tretirane arbutinom u odnosu na kontrolnu skupinu
(15,70+0,35 za duzinu repa, 4,87+0,52 za intenzitet repa i 0,40+0,04 za repni moment),
medutim, razlika je od statistickog znacaja samo u parametru duzina repa (13,40£0,23) (Slika
13, Tablica 9). Usporedimo li tretirane skupine medusobno, uoavamo isti obrazac; snizene
vrijednosti svih parametara skupine tretirane arbutinom u odnosu na skupinu tretiranu

ekstraktom lista sa statistiCkim znacajem samo u parametru duzina repa (16,12+0,38).
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Slika 13. Vrijednosti (A) duzine repa, (B) intenziteta repa i (C) repnog momenta komet testa

izmjerene u stanicama jetre muzjaka Stakora tretiranih arbutinom (200 mg/kg) i vodenim

ekstraktom lista obi¢ne planike (200 mg/kg) tijekom 14 dana.
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Tablica 9. Statisticke znacajnosti za parametre komet testa u stanicama jetre Stakora muskog

spola (analiza varijance uz post-hoc Scheffé-ov test, p < 0,05).

DuzZina repa

Kontrola Arbutin Ekstrakt
Kontrola 0,000003 n.z.
Arbutin 0,000000
Ekstrakt

Intenzitet repa (Y%oDNA)

Kontrola Arbutin Ekstrakt
Kontrola n.z. n.z.
Arbutin n.z.
Ekstrakt

Repni moment

Kontrola Arbutin Ekstrakt
Kontrola n.z. n.z.
Arbutin n.z.
Ekstrakt

n.z. — nema statisticke znacajnosti

U obje tretirane skupine zenki, srednje vrijednosti parametra duZina repa bile su

statisticki znacajno nize u odnosu na vrijednosti kontrolne skupine (18,98+0,38) (Slika 14).

Suprotno tome, srednje vrijednosti parametara intenzitet repa i repni moment obje tretirane

skupine bile su viSe u odnosu na vrijednosti kontrolne skupine (3,14+0,37 za intenzitet repa i

0,30+0,04 za repni moment), ali bez statistickog znacaja (Tablica 10).
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Slika 14. Vrijednosti (A) duzine repa, (B) intenziteta repa i (C) repnog momenta komet testa

izmjerene u stanicama jetre Zenki Stakora tretiranih arbutinom (200 mg/kg) i vodenim

ekstraktom lista obi¢ne planike (200 mg/kg) tijekom 14 dana.
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Tablica 10. Statisticke znacajnosti za parametre komet testa u stanicama jetre Stakora zZenskog

spola (analiza varijance uz post-hoc Scheffé-ov test, p < 0,05).

DuZina repa

Kontrola Arbutin Ekstrakt
Kontrola 0,000000 0,000000
Arbutin n.z.
Ekstrakt

Intenzitet repa (Y%oDNA)

Kontrola Arbutin Ekstrakt
Kontrola n.z. n.z.
Arbutin n.z.
Ekstrakt

Repni moment

Kontrola Arbutin Ekstrakt
Kontrola n.z. n.z.
Arbutin n.z.
Ekstrakt

n.z. — nema statisticke znacajnosti

Razlike u osjetljivosti stanica jetre muzjaka i zenki Stakora na 14-dnevne tretmane
arbutinom i vodenim ekstraktom lista obi¢ne planike ispitane su pomo¢u Mann-Whitney U-

testa.

Za vrijednosti koje se odnose na parametre intenzitet repa i repni moment kometa,
uocen je isti obrazac statisticke znacajnosti — niti jedna od izmjerenih vrijednosti nije pokazala
statistiCku znacajnost na razini p < 0,05 (Tablica 11). U parametru duzina repa kometa
utvrdene su statisticki znacajne razlike izmedu muZzjaka 1 Zenki kontrole skupine 1 skupine

tretirane arbutinom.
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Tablica 11. Procjena razlika u osjetljivosti stanica jetre muZzjaka i Zenki Stakora na

primijenjene tretmane arbutinom i vodenim ekstraktom lista obi¢ne planike tijekom 14 dana

[Mann-Whitney U-test (p<0,05)].

DuZina repa kometa

Kontrola Arbutin Ekstrakt
= Kontrola p<0,001
£ s
g % Arbutin p<0,001
)g ~
a Ekstrakt n.z.
Intenzitet repa (Y%oDNA)
Kontrola Arbutin Ekstrakt
- Kontrola n.z.
(5]
Ea3 :
S o Qo Arbutin n.z.
£°8
- Ekstrakt n.z.
Repni moment
Kontrola Arbutin Ekstrakt
- Kontrola n.z.
=5 ]
o g Arbutin n.z.
el =
Ekstrakt n.z.

StatistiCki znacajno p < 0,05; n.z. — nema statisticke znac¢ajnosti
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3.4. Rezultati mikronukleus testa

Ucestalost mikronukleusa smo odredivali analizom 1000 retikulocita periferne krvi po
zivotinji. Slika 15 prikazuje srednje vrijednosti broja stanica sa mikronukleusima u kontrolnoj
skupini te u skupinama tretiranim s arbutinom i vodenim ekstraktom lista obi¢ne planike za
muzjake. Nismo utvrdili statisti¢ki znacajne razlike u broju mikronukleusa izmedu tretiranih

skupina i kontrole.
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Slika 15. Broj retikulocita (srednje vrijednosti + standardna pogreska) sa mikronukleusima
Stakora musSkog spola tretiranih arbutinom (200mg/kg), vodenim ekstraktom lista obi¢ne
planike (200mg/kg) tijekom 14 dana i kontrolne skupine. Broj mikronukleusa odreden je na
1000 retikulocita.

Srednje vrijednosti broja stanica sa mikronukleusima u kontrolnoj skupini te u
skupinama tretiranim sa arbutinom i vodenim ekstraktom obi¢ne planike za Zenke ukazuju na
statisticki znacajnu razliku (p=0,0386) u broju mikronukleusa izmedu skupine tretirane
vodenim ekstraktom lista obi¢ne planike i kontrole skupine. Suprotno tome, nema statisticki

znacajne razlike u broju mikronukleusa skupine tretirane arbutinom u odnosu na kontrolu.
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Broj stanica s mikronukleusima

Kontrola Arbutin Ekstrakt

Slika 16. Broj retikulocita (srednje vrijednosti = standardna pogreska) sa mikronukleusima
Stakora zenskog spola tretiranih arbutinom (200mg/kg), vodenim ekstraktom lista obi¢ne
planike (200mg/kg) tijekom 14 dana i kontrolne skupine. Broj mikronukleusa odreden je na
1000 retikulocita.

*statistic¢ki znac¢ajna razlika u odnosu na kontrolnu skupinu (y2 test)
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4. RASPRAVA

U tradicionalnoj medicini, pripravci obi¢ne planike Cesto se koriste u lijecenju razlicitih
oboljenja i ozljeda. Osim toga, fenolni glikozid arbutin kojeg prirodno nalazimo u sastavu
lista obi¢ne planike sadrzan je i u mnogim komercijalno dostupnim pripravcima namijenjenim
za lijeCenje infekcija mokra¢nog sustava. Terapijsko djelovanje pripravaka zasniva se na
antibakterijskim svojstvima hidrokinona, farmakoloski aktivnhog metabolita arbutina. Razliciti
bakterijski sojevi humane crijevne flore imaju sposobnost deglikozilacije arbutina u razli¢itoj
mjeri u aglikon hidrokinon (Kang i sur., 2012, Blaut i sur., 2006). Uz literaturne zapise koji
svjedoCe antimikrobnoj aktivnosti hidrokinona u vidu inhibicije rasta razlicitih vrsta bakterija
i gljivica (Jahodar i sur., 1985, Schindler i sur., 2002; Jurica, 2015), postoje i zapisi u kojima
se isti¢e toksi¢nost hidrokinona (Roza i sur., 2003, Khanal i sur., 2011). Sto se ti¢e toksi¢nosti
arbutina, u literaturi postoje kontradiktorni navodi. Za potencijalno toksi¢no djelovanje

vodenog ekstrakta lista obi¢ne planike u dostupnoj literaturi nema relevantnih podataka.

Upravo zbog manjkavih i1 kontradiktornih literaturnih navoda, a ucestale primjene
navedenih spojeva u terapiji, ovo istraZzivanje proveli smo s ciljem procjene genotoksi¢nog
potencijala ekstrakta lista obi¢ne planike i arbutina na Zivotinjskom modelu. Uzevsi u obzir
konverziju arbutina u hidrokinon ¢ija akutna oralna toksi¢nost LD50 za Stakore iznosi izmedu
298-390 mg/kg dnevno te toksi¢ni ucinak hidrokinona na CNS (od engl. central nervous
system) Stakora u dozi od 400 mg/kg dnevno (Jurica, 2016), oba tretmana provedena su

primjenom ,,srednje* doze od 200 mg/kg tijekom 14 dana.

Mnogi fenolni spojevi sadrZani u listu obi¢ne planike, ukljucujuéi arbutin, podlijezu
metabolizmu jejunuma i ileuma tankog crijeva. Tako nastali metaboliti portalnom venom
dolaze u jetru gdje se dalje metaboliziraju (Spencer, 2003). Aglikon arbutina, hidrokinon,
nastao djelovanjem enzima B-glikozidaze u tankom crijevu, u jetri prolazi metabolizam
procesom enzimske konjugacije sa sulfatom ili glukoronskom Kkiselinom. Nakon toga se
zajedno sa drugim metabolitima polifenola izlu¢uje putem bubrega u urin (Quintus 1 sur.,
2005). Budu¢i da list obi¢ne planike sadrZzi bogatstvo fenolnih spojeva ¢iji metabolizam
ukljucuje prolazak kroz bubrege i jetru, uc¢inak vodenog ekstrakta lista i arbutina na DNA
ispitali smo primjenom komet testa upravo na stanicama navedenih organa, uz leukocite
periferne krvi. Mjereni parametri komet testa koji ukazuju na razinu oste¢enja DNA su duzina

repa, intenzitet repa (%oDNA) i repni moment.
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Razlike u osjetljivosti leukocita te stanica bubrega i jetre muzjaka i Zenki Stakora na 14-
dnevne tretmane arbutinom i vodenim ekstraktom lista obi¢ne planike ispitane su pomocu
Mann-Whitney U-testa. Testom na leukocitima su utvrdene statisticki znacajne razlike izmedu
muzjaka i zenki tretiranih arbutinom u parametrima intenzitet repa i repni moment. NO
zabiljezena je 1 statisticki znacajna razlika izmedu kontrolnih skupina muzjaka i zenki za sva
tri parametra komet testa (duzina repa kometa, intenzitet repa, repni moment). Slican trend
uo¢avamo 1 na primjeru stanica jetre. Naime, na stanicama jetre su utvrdene statisticki
znacajne razlike U parametru duZina repa izmedu muzjaka i Zenki skupine tretirane arbutinom
no i same kontrolne skupine. Pomo¢u Mann-Whitney U-testa na stanicama bubrega uo¢ene su
statisticki znacCajne razlike u sva tri parametra komet testa izmedu muzjaka i zenki tretiranih
arbutinom. Nadalje, zabiljezena je i statisticki znaCajna razlika u parametru intenzitet repa
izmedu muzjaka i Zenki tretiranih ekstraktom lista obi¢ne planike. Kako nema statisticki
znacajne razlike u ni jednom od parametara za kontrolne skupine muzjaka i Zenki, rezultati
upucuju na razlike u osjetljivosti stanica bubrega s obzirom na spol prvenstveno na tretman
arbutinom. Bez obzira na navedene razlike izmedu spolova, sve komet testom izmjerene
razine oStecenja su ispod 10 % DNA u repu kometa za oba tretmana i spola u sve tri vrste

stanica $to upucuje na nisku genotoksi¢nost vodenog ekstrakta lista obi¢ne planike i arbutina.

Rezultati komet testa mogu se dvojako tumaciti. Izmjerene vrijednosti mogu biti rezultat
djelovanja samog arbutina. Medutim, uzmemo li u obzir dosadasnja istrazivanja koja upucuju
na toksi¢no djelovanje hidrokinona (Roza i sur., 2003, Khanal i sur., 2011), postoji moguénost
da su izmjerene vrijednosti rezultat djelovanja hidrokinona nastalog metaboliziranjem
arbutina. Bez obzira to, primjena vodenog ekstrakta lista obi¢ne planike kao fitoterapeutika

smatra se nisko rizi¢nom.

Prema Chakraborty i sur. (1988), izloZenost ljudskih stanica melanoma i normalnih
ljudskih melanocita arbutinu u dozi od 100 pg/mL tijekom 5 dana ne rezultira inhibicijom
rasta navedenih stanica. Medutim, u periodu od 48 sati nakon petodnevnog tretmana
arbutinom u dozi od 300 pg/mL, zamijeéen je genotoksi¢ni udinak te odvajanje kultura
stanica od Petrijeve zdjelice. Kako je prisutnost mikronukleusa pokazatelj postojanja aberacija
u prethodnoj diobi stanice, ucestalost mikronukleusa moze se koristiti kao kvantitativna mjera
strukturnih 1 numerickih aberacija kromosoma pod utjecajem razlicitih genotoksic¢nih agenasa
(Fenech i sur., 2003). Uzevsi u obzir navedeno, in vivo mikronukleus testom na retikulocitima
periferne krvi zeljeli smo ustanoviti utje¢u li vodeni ekstrakt lista obi¢ne planike i arbutin na

povecanje broja stanica sa mikronukleusima.
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Kao posljedica primijenjenih tretmana na zivotinje oba spola nije zabiljeZzen statisticki
znacajan porast u broju mikronukleusa. Rezultati mikronukleus testa se podudaraju sa
rezultatima komet testa te upucuju na nisku genotoksicnost arbutina i vodenog ekstrakta lista
obi¢ne planike. ZabiljeZeno statisticki znacajno smanjenje stanica s mikronukleusima u zenki
tretiranih s vodenim ekstraktom lista obi¢ne planike ide u prilog sigurnosti navedenog
tretmana kao fitoterapeutika. Istrazivanje citotoksi¢nosti provedeno od strane Deysson i
Truhaut (1957) dokazuje inhibiciju rasta korijena Allium sativum L. i atimitoti¢ke ucinke
arbutina (1-14 pg/mL). Antimitoc¢ki ucinak je zamijec¢en u periodu od 24 sata nakon tretmana
arbutinom u dozi od 2,7 ug/mL dok se doza od 5,4 pg/mL iskazala vrlo toksi¢nom,
zaustavljajuci rast korijena u potpunosti ve¢ nakon prvog tretmana. Jedno od mnogobrojnih
istrazivanja genotoksi¢nosti arbutina provode Mdller i Kasper (1996), a iz njega proizlazi
kako primjena arbutina (2,73 mg/mL) ne rezultira indukcijom mutacija u V79 stanicama
hré¢aka. Medutim kada je tretman proveden nakon prethodne inkubacije arbutina s B-—
glikozidazom, zabiljezen je mutageni ucinak. Istrazivanje na zivotinjskom modelu, preciznije
na laboratorijskim miSevima oralno tretiranim arbutinom (0,5-2 g/kg), nema za posljedicu
indukciju mikronukleusa u stanicama kostane srzi (Mller i Kasper, 1996). Prema istrazivanju
antikancerogenih svojstava arbutina od strane Kamei i sur. (1988), inkubacijom arbutina
tijekom Cetiri dana dokazana je slaba inhibicija rasta HCT-15 stanica humanog karcinoma

debelog crijeva.

S obzirom na preporuku proizvodaca komercijalno dostupnih proizvoda s arbutinom za
koriStenje kroz kra¢e vremensko razdoblje, fokus daljnjih istrazivanja trebao bi biti na
procjeni potencijalnih citogenetickih oSteéenja i utjecaja na diobeno vreteno kroz dulji
vremenski period primjene. Time bi se dobila cjelovitija slika o sigurnosti primjene tretmana
kroz duzi vremenski period ¢ime bi se potencijalno smanjila primjena antibiotika za lijecenje

uroinfekcija.
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ZAKLJUCAK

e Ostecenje DNA izmjereno komet testom u leukocitima periferne krvi, bubrega i jetre
Stakora oba spola nakon 14-dnevnog tretmana arbutinom i vodenim ekstraktom obicne
planike ukazuju na nisku genotoksi¢nost navedenih tretmana, buduci da su izmjerene

razine o$tecenja ispod 10% DNA u repu kometa u sve tri vrste stanica.

e Vrijednosti parametra repni moment u leukocitima periferne krvi i stanicama bubrega
ukazuju na razlike u osjetljivosti navedenih stanica medu spolovima na tretman

arbutinom.

e Rezultati mikronukleus testa u uvjetima in vivo upucuju na nisku genotoksi¢nost

arbutina.

e U muzjaka tretiranih vodenim ekstraktom lista obi¢ne planike uocen je pad broja

stanica s mikronukleusima.

e Statisti¢ki znac¢ajno smanjenje stanica s mikronukleusima u Zenki tretiranih s vodenim
ekstraktom lista planike, ukazuje da vodeni ekstrakt lista obi¢ne planike ima niski

genotoksi¢ni potencijal ili isti izostaje.
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