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1. UVOD 

 

1.1. Arbutin – svojstva i biološki učinci 

 

Arbutin je jednostavni fenolni glukozid kemijske formule C12H16O7 i molarne mase 

272,25 g/mol (Slika 1), koji je biosintetiziran u brojnim biljnim porodicama – najčešće u 

porodicama Ericaceae i Saxifragaceae, ali ga se može pronaći i kod porodica Asteraceae, 

Rosaceae, Lamiaceae i Apiaceae. Neke od svakodnevnih namirnica koje sadrže arbutin su vrste 

roda Origanum, breskve, proizvodi od žitarica, kava i čaj. U biljkama se može pronaći u 

slobodnom obliku, kao eter ili u obliku estera. Ekstrakt lista Arctostaphyllos uva ursi L. 

(Ericaceae), koji sadrži arbutin, stoljećima se koristi u tradicionalnoj fitoterapiji, a i danas je 

prepoznat kao biljni lijek (Migas i Krauze-Baranowska, 2015). Osim ekstrakcijom iz biljaka, 

arbutin se može dobiti i sintezom u bakterijama u in vitro kulturama te u kulturama biljnih 

stanica i tkiva, ali se u kulture mora dodati hidrokinon kao prekursor za enzimatsku sintezu 

arbutina (Kwiecień i sur., 2013; Liu i sur., 2013; Piekoszewska i sur., 2010). Preporučeni dnevni 

unos arbutina je 400-800 mg, podijeljeno u dvije do tri doze (Migas i Krauze-Baranowska, 

2015). 

 

Slika 1. Kemijska struktura arbutina. (preuzeto iz: Schindler i sur., 2002) 

 

Postoje dva moguća mehanizma apsorpcije arbutina unesenog prehranom – prvi je da 

se arbutin hidrolizom prevodi u hidrokinon (aglikon arbutina) posredstvom enzima β-

glukozidaze iz bakterija crijevne mikroflore te se zatim apsorbira, a drugi je da se nepromijenjen 
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apsorbira aktivnim prijenosom posredstvom glukoznih transpontera na epitelu crijeva. U 

drugom slučaju, arbutin se nakon apsorpcije metabolizira u hidrokinon, ponovno posredstvom 

enzima β-glukozidaze. Daljnji metabolizam hidrokinona odvija se u jetri, gdje nastaju njegovi 

glukuronidni ili sulfatni konjugati, koji se zatim izlučuju u urinu (Quintus i sur., 2005; Schindler 

i sur., 2002).  

Arbutin pokazuje brojna povoljna svojstva za organizam, a koristi se u liječenju 

infekcija mokraćnog sustava, u sprječavanju hiperpigmentacije kože, a pokazuje i 

antioksidativna i protuupalna svojstva, kao i antitumorsku aktivnost (Migas i Krauze-

Baranowska, 2015). Primjena arbutina u liječenju infekcija mokraćnog sustava rezultat je 

njegove antibakterijske aktivnosti, za koju je većinom odgovoran njegov metabolit hidrokinon. 

Hidrokinon se, međutim, može povezati i s određenim štetnim učincima poput 

hepatotoksičnosti i genotoksičnosti te se stoga treba strogo pridržavati maksimalne dnevne 

doze, a preporučeno trajanje tretmana je oko dva tjedna (Garcia de Arriba i sur., 2013; Jurica i 

sur., 2017; Bahadar i sur., 2015). Kod sprječavanja hiperpigmentacije, povoljan učinak arbutina 

očituje se u inhibiciji sinteze melanina, a arbutin i njegovi derivati pokazali su se sigurnima u 

ovoj vrsti tretmana te se često koriste u raznim kozmetičkim proizvodima (Hu i sur., 2009; Lim 

i sur., 2009). Arbutin i njegovi derivati, kao i svi fenolni spojevi, pokazuju antioksidativnu 

aktivnost, a istraživanja su pokazala da je arbutin superiorniji antioksidans u odnosu na svoj 

metabolit hidrokinon, koji se smatra aktivnim oblikom arbutina, jer pokazuje jaču i dugotrajniju 

antioksidativnu aktivnost (Adisa i sur., 2011; Pavlovic i sur., 2011; 2009; Takebayashi i sur., 

2011). Za protuupalnu aktivnost arbutina odgovorna je inhibicija produkcije dušikovog oksida 

putem NO-sintaze, kao i inhibicija djelovanja pro-upalnih citokina (Lee i Kim, 2012). In vitro 

istraživanja ukazuju i na antitumorsku aktivnost arbutina koja se očituje u smanjenju 

proliferacije tumorskih staničnih linija (Li i sur., 2010). 

Prilikom tretmana fenolnim spojevima, posebno pri dizajniranju dodataka prehrani, ali 

i prilikom samog dizajna eksperimenata s fenolnim spojevima, koncentracije koje se koriste 

moraju biti dobro promišljene. Korištene koncentracije trebale bi odgovarati procijenjenim 

koncentracijama koje se mogu unijeti u organizam prirodno putem prehrane, što obično 

odgovara niskim, mikromolarnim koncentracijama, odnosno dozama izraženima u µg/mL. 

Razlog tome je što je učinak fenolnih spojeva na stanice izrazito ovisan o dozi, te ima tendenciju 

biti povoljan pri nižim dozama, a kod visokih doza može biti i štetan, odnosno genotoksičan. 

Zbog svega navedenoga, pri dizajnu eksperimenata koji istražuju učinak fenolnih spojeva 

najbolje je koristiti više doza u rasponu od niskih do visokih (Azqueta i Collins, 2016). 
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1.2. Biološki učinci ionizirajućeg zračenja 

 

Ionizirajuće zračenje dobilo je naziv po tome što ima dovoljnu energiju za ionizaciju 

atoma i stvaranje nabijenih čestica u medijima kroz koje prolazi. Kada su medij ljudske stanice 

i tkiva, učinak ionizirajućeg zračenja ovisi o mnogim faktorima (npr. vrsta zračenja, doza, vrsta 

tkiva), a oštećenja staničnih struktura (DNA, mitohondriji, stanična membrana) nastala 

prolaskom ionizirajućeg zračenja često rezultiraju smrću pogođenih stanica (Baskar i sur., 

2012; Mishra i sur., 2018). Patološki procesi koji se odvijaju u stanicama izloženim 

ionizirajućem zračenju mogu se s obzirom na vrijeme podijeliti na akutne (rane) i kasne učinke. 

Akutni učinci počinju odmah nakon izlaganja zračenju, a najviše su izraženi u stanicama koje 

se brzo dijele (npr. koža, epitel crijeva). Zračenje i slobodni radikali koji nastaju zbog zračenja 

oštećuju vitalne komponente stanice kao što su DNA, proteini, lipidi, itd. Šteta nastala u 

molekuli DNA dovodi do smrti stanica u prvoj ili prvih nekoliko dioba nakon izlaganja zračenju 

(mitotička smrt) ili do smrti stanica apoptozom. Kasni učinci javljaju se mjesecima ili godinama 

nakon izlaganja ionizirajućem zračenju, najčešće u tkivima u kojima se stanice sporije dijele 

(npr. masno tkivo, mozak, bubrezi, jetra) (Slika 2). Simptomi variraju od blagih do teških, 

samoograničvajućih ili progresivnih, te se mogu razvijati postepeno ili se iznenada pojaviti. 

Oštećenja nastaju kompleksnim mehanizmima, a uključuju fibrozu, nekrozu, atrofiju, 

vaskularna oštećenja te karcinogenezu (Stone i sur., 2003). 
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Slika 2. Učinci ionizirajućeg zračenja na stanice. (preuzeto iz: Mishra i sur., 2018) 

 

Oštećenja DNA nakon izlaganja ionizirajućem zračenju mogu nastati zbog direktnih ili 

zbog indirektnih učinaka zračenja. Direktna oštećenja inducirana su samim prolaskom zračenja 

kroz tkiva i kontaktom s DNA, a uključuju jednolančane lomove, dvolančane lomove, oštećenja 

baza, inter- i intralančano križno povezivanje, lokalna višestruko oštećena mjesta te križno 

povezivanje DNA i proteina. Broj i težina nastalih oštećenja raste s povećanjem doze i ovisi o 

energiji zračenja. Indirektna oštećenja posljedica su nastanka slobodnih radikala induciranog 

ionizirajućim zračenjem i njihove interakcije s DNA, najčešće reaktivnih vrsta kisika koje 

nastaju radiolizom vode (Averbeck i sur., 2006). Osim samog oštećenja DNA, ostali mehanizmi 

koji utječu na smrt stanica nakon izlaganja ionizirajućem zračenju su prijenos signala stresa iz 

jezgre citoplazmom do mitohondrija, odgovor mitohondrija na signale iz jezgre te 

mitohondrijska indukcija apoptoze. Uz to, odgovor drugih stanica na upalni odgovor 

posredovan citokinima nakon smrti stanica rezultira i drugim valom smrti stanica (Greenberger, 

2009). 
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Evolucijski je razvijeno više mehanizama popravka DNA koji služe za očuvanje 

genetskog integriteta i preživljenje stanica. Većina mehanizama radi bez pogreške i obnavlja 

izvornu sekvencu DNA, međutim neki su skloni greškama što dovodi do mutacija. Mehanizmi 

koji su uključeni u popravak oštećenja nastalih djelovanjem ionizirajućeg zračenja su direktni 

popravak, odnosno izravno obrtanje nastalog oštećenja, popravak oštećenja nastalih 

replikacijom pomoću mismatch repair sustava (popravak krivo sparenih baza), popravak 

izrezivanjem baza za oksidirane baze i jednolančane lomove, popravak izrezivanjem nukleotida 

za oštećenja nukleotida, homologna rekombinacija za dvolančane lomove u S/G2 fazi staničnog 

ciklusa te nehomologno sparivanje krajeva za popravak dvolančanih lomova neovisno o 

staničnom ciklusu (Averback i sur., 2006). 

Dvolančani lomovi i lokalna višestruko oštećena mjesta najletalnije su lezije, a njihova 

prostorna distribucija nakon izlaganja ionizirajućem zračenju, odnosno njihovo nakupljanje na 

putanji zračenja, omogućava upotrebu zračenja u terapiji tumora. Ovakvo nakupljanje oštećenja 

smanjuje efikasnost mehanizama popravka i omogućuje ciljano djelovanje na tumorske stanice 

(Lomax i sur., 2013). Danas se najčešće koristi frakcionirana radioterapija, u kojoj se ukupna 

potrebna doza ionizirajućeg zračenja raspodijeli u više doza od najčešće po 2 Gy. Time se 

smanjuje štetan učinak zračenja na normalna tkiva koja okružuju tumor te se postiže bolja 

lokalna kontrola tumora u usporedbi s korištenjem jedne ili nekoliko velikih doza (Stone i sur., 

2003). 

 

1.3. Radioprotektori 

 

Agensi koji štite stanice i tkiva od štetnih učinaka ionizirajućeg zračenja nazivaju se 

radioprotektorima. Potraga za spojevima koji imaju radioprotektivni učinak započela je prije 

više od 50 godina u SAD-u, a izrazito je važna u radioterapiji radi zaštite normalnih tkiva koja 

su izložena zračenju (Nair i sur., 2001). Ostala svojstva koja bi radioprotektori trebali imati su 

mogućnost primjene prije izlaganja zračenju i specifičnost u djelovanju na biokemijske puteve 

uključene u odgovor na zračenje, a njihova upotreba ovisi o vremenu unosa, specifičnosti unosa 

u tkiva koja se trebaju zaštititi te o dolasku na unutarstanična mjesta od interesa. Postoji 

nekoliko mehanizama na koje radioprotektori mogu utjecati – blokiranje oštećenja jezgrine 

DNA i sprječavanje komunikacije jezgre s mitohondrijem, stabilizacija mitohondrija i 

smanjenje stanične smrti uzrokovane citokinima. Ipak, radioprotektori se moraju oprezno birati 
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s obzirom na svoje dugoročne učinke na stanice te se mora procijeniti sigurnost i najbolji način 

njihove upotrebe (Greenberger, 2009). 

Radioprotektori se mogu podijeliti u više kategorija: sulfhidrilni spojevi, antioksidansi, 

inhibitori ACE (angiotensin converting enzyme), citoprotektivni agensi, metaloelementi, 

imunomodulatori, lipopolisaharidi i prostaglandini, biljni ekstrakti i izolirani spojevi, DNA 

vežući ligandi te ostali spojevi. Mehanizmi djelovanja radioprotektora uključuju čišćenje 

slobodnih radikala, donaciju vodikovih atoma, inhibiciju proteaza, redukciju toksičnosti 

kemoterapeutskih spojeva, stimulaciju imunološkog sustava, popravak DNA, antioksidativni 

učinak i sl. (Nair i sur., 2001). Mnogi biljni spojevi posjeduju antioksidativna svojstva, što ih 

čini dobrim kandidatima za korištenje u radioprotekciji. Antioksidativni spojevi ostvaruju 

radioprotektivni učinak čišćenjem slobodnih radikala, čime se onemogućuje njihova interakcija 

s DNA i drugim biološki važnim molekulama i smanjuje oksidativni stres u stanicama, a mogu 

povoljno utjecati i na popravak oštećene DNA. Dva su moguća mehanizma za postizanje ovog 

učinka. Prvi mehanizam je prijenos vodikovog atoma, gdje radioprotektor (antioksidans) donira 

vodikov atom na slobodni radikal kisika i time ga neutralizira. Drugi je mehanizam prijenos 

jednog elektrona, gdje radioprotektor prenosi jedan elektron na slobodni radikal (koji ne mora 

nužno biti reaktivna vrsta kisika) čime se također postiže neutralizacija radikala (Mishra i sur., 

2018). Neki od poznatijih spojeva koji se mogu koristiti kao radioprotektori su melatonin, 

vitamini A, C i E, cistein i glutation (Nair i sur., 2001). Problem sintetskih spojeva koji bi mogli 

imati radioprotektivna svojstva je u tome što su vrlo često toksični i time nisu pogodni za 

upotrebu. Veliko otkriće u ovom polju bila je sinteza amifostina (Slika 2), sulfhidrilnog spoja s 

citoprotektivnim učinkom kemijske formule C5H15N2O3PS i molarne mase 214,224 g/mol, koji 

se danas koristi kao adjuvans u radioterapiji. Neke od njegovih prednosti su diferencijalna 

apsorpcija u normalnim i malignim stanicama te postizanje selektivne protekcije normalnih 

stanica, sigurnost i praktičnost primjene budući da je topiv u vodi. Maksimalna jednokratna 

doza amifostina je 740 mg/m2 tjelesne površine kada se primjenjuje kroz period od 15 minuta, 

a mora se primjenjivati neposredno prije radioterapije zbog toga što mu je poluživot u krvnoj 

plazmi samo 10 minuta (Nair i sur., 2001). 

 

 Slika 3. Kemijska struktura amifostina. (preuzeto s: https://www.wikiwand.com/sh/Amifostin) 
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1.4. Metode detekcije oštećenja DNA 

 

In vitro metode za ispitivanje genotoksičnih i citotoksičnih učinaka različitih spojeva na 

stanicama sisavaca, pa tako i ljudskim stanicama, uključuju mikronukleus test, test izmjene 

sestrinskih kromatida, komet test i test kromosomskih aberacija, uz mnoge druge metode 

(imunološke metode, PCR testovi, FISH, itd.). Spomenute metode često se koriste zbog svoje 

jednostavnosti i dobre mogućnosti detekcije i kvantifikacije oštećenja DNA u pojedinačnim 

stanicama, a komet test i mikronukleus test mogu poslužiti i za detekciju apoptoze i nekroze u 

stanicama. Mogu se izvoditi na različitim vrstama stanica, od staničnih linija u kulturi do stanica 

iz uzoraka tkiva ili periferne krvi. Mikronukleus test se razlikuje od ostalih metoda po tome što 

se može izvoditi i in vivo. Sve se spomenute metode često koriste na ljudskim limfocitima ili 

leukocitima iz periferne krvi za procjenu genotoksičnih učinaka raznih spojeva na ljudski 

organizam te u svrhu biomonitoringa izloženosti ljudi ispitivanim spojevima (Araldi i sur., 

2015; Ouedraogo i sur., 2012). 

 

2. CILJ ISTRAŽIVANJA 
 

Cilj ovog istraživanja bio je ispitati koja od četiri doze arbutina (11,4 µg/mL, 57 µg/mL, 

200 µg/mL i 400 µg/mL), primijenjena kao predtretman tijekom jednog sata prije izlaganja 

ljudskih leukocita ionizirajućem zračenju terapijske doze od 2 Gy, pokazuje najbolji 

radioprotektivni učinak na ljudske leukocite. Učinak arbutina uspoređen je s učinkom 

amifostina (250 µg/mL), koji se redovno koristi kao radioprotektor u terapiji zračenjem. 

Radioprotektivni učinak procijenjen je upotrebom komet testa u alkalnim uvjetima. 
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3. MATERIJALI I METODE 

 

3.1. Prikupljanje uzoraka krvi 

 

Istraživanje je odobreno od strane etičkog povjerenstva KBC Sestre milosrdnice te od 

strane etičkog povjerenstva Instituta za medicinska istraživanja i medicinu rada gdje je 

proveden dio istraživanja. Za potrebe istraživanja prikupljeni su uzorci krvi trojice zdravih, 

muških dobrovoljaca dobi 20-30 godina koji su nepušači te su dali informirani pristanak za 

sudjelovanje u istraživanju. Od svakog dobrovoljca prikupljeno je 50 mL venske krvi u 

heparinizirane vacutainere volumena 10 mL na Institutu za medicinska istraživanja i medicinu 

rada. 

 

3.2. Tretman uzoraka krvi 

 

Prikupljeni uzorci krvi razdijeljeni su u po 12 hepariniziranih vacutainera volumena 5 

mL po dobrovoljcu. U svaki vacutainer preneseno je u sterilnim uvjetima po 4,3 mL krvi. 

Vacutaineri su podijeljeni u dva seta – 6 vacutainera koji su ozračeni i 6 koji nisu. Uzorci krvi 

tretirani su prema shemi prikazanoj u Tablici 1. Tretman uzoraka provodio se u sterilnim 

uvjetima tako da se u vacutainere dodavalo 100 µL unaprijed pripremljenih razrjeđenja arbutina 

pripremljenih tako da konačne doze arbutina u vacutainerima budu 11,4 µg/mL, 57 µg/mL, 200 

µg/mL i 400 µg/mL. Najniža korištena koncentracija (11,4 µg/mL) odgovara maksimalnom 

dozvoljenom dnevnom unosu arbutina u organizam odrasle osobe mase 70 kg, a za 

koncentraciju 200 µg/mL pokazano je da ne pokazuje pojavu mikronukleusa u ljudskim 

limfocitima periferne krvi (European Medicines Agency, 2012). Koncentracija 400 µg/mL 

odabrana je kako bi se potvrdilo da arbutin ne pokazuje značajne citotoksične učinke (Jurica i 

sur., 2018), a koncentracija 57 µg/mL odabrana je kao potencijalna radioprotektivna doza. 

Netretirani uzorci služili su kao negativna kontrola. Po jedan uzorak u svakom setu tretiran je 

sa 100 µL amifostina pripremljenog tako da konačna doza u vacutaineru bude 250 µg/mL, kako 

bi se usporedilo djelovanje amifostina, koji se uobičajeno koristi kao radioprotektor u terapiji 

zračenjem, s djelovanjem arbutina. Tretirani uzorci inkubirani su 1 h na 37 °C prije izlaganja 

zračenju. Tijekom pripreme preparata, netretirani i neozračeni uzorci krvi (negativne kontrole) 
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tretirani su sa 100 µM vodikovim peroksidom tijekom 10 minuta, te su ti preparati služili kao 

pozitivna kontrola metode. 

 

Tablica 1. Shema tretmana uzoraka krvi. 

 DONOR 1 DONOR 2 DONOR 3 

 Broj 

uzorka 
Tretman 

Broj 

uzorka 
Tretman 

Broj 

uzorka 
Tretman 

N
E

O
Z

R
A

Č
E

N
O

 

1 - 13 - 25 - 

2 
11,4 µg/mL 

arbutin 
14 

11,4 µg/mL 

arbutin 
26 

11,4 µg/mL 

arbutin 

3 
57 µg/mL 

arbutin 
15 

57 µg/mL 

arbutin 
27 

57 µg/mL 

arbutin 

4 
200 µg/mL 

arbutin 
16 

200 µg/mL 

arbutin 
28 

200 µg/mL 

arbutin 

5 
400 µg/mL 

arbutin 
17 

400 µg/mL 

arbutin 
29 

400 µg/mL 

arbutin 

6 
250 µg/mL 

amifostin 
18 

250 µg/mL 

amifostin 
30 

250 µg/mL 

amifostin 

O
Z

R
A

Č
E

N
O

 

7 - 19 - 31 - 

8 
11,4 µg/mL 

arbutin 
20 

11,4 µg/mL 

arbutin 
32 

11,4 µg/mL 

arbutin 

9 
57 µg/mL 

arbutin 
21 

57 µg/mL 

arbutin 
33 

57 µg/mL 

arbutin 

10 
200 µg/mL 

arbutin 
22 

200 µg/mL 

arbutin 
34 

200 µg/mL 

arbutin 

11 
400 µg/mL 

arbutin 
23 

400 µg/mL 

arbutin 
35 

400 µg/mL 

arbutin 

12 
250 µg/mL 

amifostin 
24 

250 µg/mL 

amifostin 
36 

250 µg/mL 

amifostin 
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3.3. Zračenje 

 

Uzorci su u kontroliranim uvjetima na 37 °C preneseni na Kliniku za tumore te su tamo 

prebačeni u poseban spremnik od pleksiglasa (fantom, Slika 3a) u koji stanu četiri vacutainera. 

Prije samog zračenja oko fantoma su postavljene ploče od polistirena debljine 1 cm (Slika 3b). 

Uzorci su zračeni na linearnom akceleratoru Oncor (Siemens) s fotonima normalnog 

akceleratorskog potencijala 6 mV. Prvo je napravljena CT simulacija uz napon cijevi 120 kV i 

debljinu slojeva 1,5 mm. Za izračun doze korišten je u program za planiranje XIO 4.7 (CMS 

inc., St. Louis, SAD) upotrebom algoritma superpozicije uz udaljenost točaka 1,5 mm u sva tri 

smjera. Izračunate srednje vrijednosti doze su 1,999 Gy za epruvetu 1, 1,997 Gy za epruvetu 2, 

2,002 Gy za epruvetu 3 i 2,004 Gy za epruvetu 4 u fantomu. Ove vrijednosti predstavljaju 

računsku grešku pri izračunu doze, dok greška u isporuci doze iznosi oko 1 %. Korištena doza 

od 2 Gy je standardna doza koja se koristi u frakcioniranoj terapiji zračenjem. 

 

Slika 4. Eksperimentalni postav za zračenje uzoraka na linearnom akceleratoru Oncor 

(Siemens): a) uzorci u posebnom spremniku od pleksiglasa (fantomu), b) fantom s 

postavljenim pločama od polistirena prije samog zračenja. 

 

3.4. Alkalni komet test 

 

Komet test, odnosno tehnika pojedinačnih stanica u gelu metoda je kojem je moguće 

mjeriti oštećenja DNA u pojedinačnim stanicama. Metoda se izvodi tako što se stanice stave u 

a) b) 
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agarozni gel na predmetnom stakalcu, nakon čega se liziraju čime se oslobađa DNA od ostalih 

staničnih komponenti (stanična membrana, citoplazma i jezgrina ovojnica). DNA se zatim 

denaturira i provede se elektroforeza. Temelj mjerenja oštećenja DNA leži u tome da manji 

fragmenti DNA koji nastaju uslijed oštećenja putuju dalje u gelu od neoštećene DNA. 

Karakteristične slike jezgara u gelu koje se dobiju kao rezultat imaju glavu u kojoj je neoštećena 

DNA i rep u kojem se nalaze fragmenti DNA (Slika 4), čime podsjećaju na komete, po čemu je 

metoda dobila ustaljeno ime (Fairbairn i sur., 1995). Za vizualizaciju “kometa“ koriste se 

fluorescentne boje koje s vežu na DNA (npr. etidij-bromid, DAPI, akridin oranž) i 

fluorescencijski mikroskop. Postoji više izvedbi komet testa kojima je moguće detektirati 

različite vrste lomova DNA, a alkalni komet test najčešće se koristi za detekciju jednolančanih 

lomova. Zahvaljujući svojoj osjetljivosti i mogućnosti kvantitativnih mjerenja, komet test je 

metoda koja se uobičajeno koristi u testovima genotoksičnosti, biomonitoringu i sličnim 

testovima (Collins, 2004). 

 

Slika 5. Izgled leukocita pod epifluorescencijskim mikroskopom nakon izvedbe komet testa 

i bojenja etidij-bromidom, povećanje 400x. 

 

U ovom istraživanju primijenjena je standardna izvedba komet testa u alkalnim uvjetima 

na leukocitima koju su razvili Singh i suradnici (1988).  

Predmetna stakalca pripremljena su prije samog pokusa tako da je na njih naneseno 300 

µL 1% agaroze normalnog tališta (NMP – normal melting point; prvi gel) te su pokrivena 

pokrovnicom i ostavljena 10 minuta na ledu kako bi gel polimerizirao. Nakon polimerizacije 
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gela, pokrovnice su oprezno skinute, a stakalca su stavljena na grijaću ploču kako bi se gel 

osušio. 

30 minuta nakon zračenja, pristupilo se izradi preparata.  

Preparati su pripremljeni tako što je na predmetna stakalca s prvim gelom (1% NMP 

agaroza) prvo naneseno 300 µL 0,6 % agaroze niskog tališta (LMP – low melting point; donji 

gel) koji je prekriven pokrovnicom i ostavljen 10 minuta na ledu kako bi polimerizirao. 8 µL 

uzorka krvi pomiješano je sa 100 µL 0,5% agaroze niskog tališta te naneseno na donji gel, 

pokriveno pokrovnicom i ostavljeno 10 minuta na ledu radi polimerizacije. Nakon 

polimerizacije, pokrovnice su skinute i naneseno je još 100 µL 0,5% agaroze niskog tališta 

(gornji gel), preparat je pokriven pokrovnicom i ostavljen 10 minuta na ledu. Kao pozitivna 

kontrola metode korišteni su preparati napravljeni od kontrolnih neozračenih uzoraka (bez 

tretmana arbutinom ili amifostinom) koji su tretirani 100 µM vodikovim peroksidom 10 minuta 

na ledu umjesto nanošenja gornjeg gela. Od svakog uzorka krvi napravljena su po dva preparata. 

Nakon polimerizacije zadnjeg (gornjeg) gela, pokrovnice su oprezno skinute s preparata 

te su preparati preneseni u pufer za lizu stanica, pH=10 (NaCl, Na-laurilsarkozinat, Tris-HCl; 

10% DMSO, 1% Triton X-100), u kojem su inkubirani 1 sat na 4 °C. 

Nakon lize stanica, preparati su prebačeni u hladni pufer za denaturaciju, pH=13 

(NaOH, Na2EDTA) u kadicu za horizontalnu elektroforezu, te se su u puferu inkubirani 20 

minuta. Kada je denaturacija završena, provedena je elektroforeza 20 minuta na 25 V u istom 

puferu. 

Po završetku elektroforeze, preparati su neutralizirani s Tris-HCl, pH=7,5 tri puta po 5 

minuta. 

Preparati su pregledavani na epifluorescencijskom mikroskopu. 10 minuta prije analize 

obojani su sa 100 µL etidij bromida. Nakon bojenja, kratko su isprani s Tris-HCl. Po svakom 

stakalcu analizirano je 100 jezgara. Uporabom računalnog sustava za analizu slike Comet assay 

II (Perceptive Instruments Ltd.) izmjereni su parametri: dužina repa kometa, intenzitet repa 

kometa (% DNA u repu) i repni moment. 
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3.5. Statističke metode 

 

Promatrani parametri (dužina repa kometa, intenzitet repa kometa, repni moment) 

analizirani su pomoću deskriptivne statistike u programu Microsoft Office Excel. Dobivene su 

srednje vrijednosti sa standardnom pogreškom (SE), medijani te minimalna i maksimalna 

vrijednost za svaki parametar. Daljnja statistička obrada rezultata izvodila se pomoću 

računalnog programa STATISTICA 9.0 (StatSoft, Tulsa, SAD) uz primjenu Break Down 

Anova analize varijance s post hoc Scheffeovom modifikacijom. Kao prag statističke 

značajnosti određen je p<0,05. Za svaku skupinu određen je i broj kometa dugog repa na način 

da je određen 95-i percentil dužine repa kometa ozračene i neozračene negativne kontrole te su 

u programu Microsoft Office Excel u svakoj odgovarajućoj skupini prebrojani kometi koji su 

jednaki ili prelaze tu vrijednost. 
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4. REZULTATI 

 

4.1. Dužina repa kometa 

 

Među neozračenim uzorcima, najviša vrijednosti parametra dužine repa kometa (µm ± 

SE) izmjerena je u pozitivnoj kontroli (23,70 ± 0,23), a najniža u tretmanu amifostin 250 µg/mL 

(21,42 ± 0,19). Vrijednosti u ostalim skupinama bile su: 22,58 ± 0,17 za negativnu kontrolu, 

22,52 ± 0,22 za tretman arbutin 11,4 µg/mL, 23,58 ± 0,18 za tretman arbutin 57 µg/mL, 22,83 

± 0,19 za tretman arbutin 200 µg/mL i 23,35 ± 0,22 za tretman arbutin 400 µg/mL. Tretman 

amifostinom u dozi od 250 µg/mL pokazuje statistički značajno (p<0,05) nižu vrijednost (21,42 

± 0,19) u odnosu na ostale skupine, osim u odnosu na negativnu kontrolu (22,58 ± 0,17) i 

tretman arbutinom doze 11,4 µg/mL (22,52 ± 0,22). Vrijednosti ostalih skupina uzoraka ne 

pokazuju statistički značajne razlike (Tablica 2, Slika 6). 

Izmjerena vrijednost dužine repa kometa (µm ± SE) kod ozračenih uzoraka najviša je 

kod tretmana arbutin 200 µg/mL (32,11 ± 0,31), a najniža kod tretmana arbutin 11,4 µg/mL 

(29,92 ± 0,25). Vrijednosti dužine repa kometa u ostalim skupinama iznose: 31,20 ± 0,26 za 

negativnu kontrolu, 30,31 ± 0,32 za tretman arbutinom doze 57 µg/mL, 30,16 ± 0,31 µm za 

tretman arbutinom doze 400 µg/mL te 29,97 ± 0,25 µm za tretman amifostinom doze 250 

µg/mL. Tretman arbutinom doze 200 µg/mL (32,11 ± 0,31) pokazuje statistički značajno višu 

vrijednost (p<0,05) u odnosu na sve ostale skupine, osim u odnosu na negativnu kontrolu (31,20 

± 0,26). Svi ostali tretmani pokazuju nižu, ali ne i statistički značajnu, vrijednost u odnosu na 

negativnu kontrolu (Tablica 3, Slika 6). 

 

4.2. Intenzitet repa kometa 

 

Među neozračenim uzorcima, najniža izmjerena vrijednost parametra intenziteta repa 

kometa (%DNA ± SE) je u negativnoj kontroli (3,02 ± 0,18), a najviša u pozitivnoj kontroli 

(3,97 ± 0,21). Niti jedna skupina uzoraka ne pokazuje statistički značajne razlike u odnosu na 

bilo koju drugu skupinu, iako svi tretmani pokazuju nešto više vrijednosti u odnosu na 

negativnu kontrolu. Vrijednosti parametra intenziteta repa kometa u tretiranim skupinama 

iznose redom: 3,04 ± 0,19 za tretman amifostinom doze 250 µg/mL, 3,30 ± 0,19 za tretman 
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arbutinom doze 200 µg/mL, 3,43 ± 0,20 za tretman arbutinom doze 57 µg/mL, 3,60 ± 0,23 % 

za tretman arbutinom doze 11,4 µg/mL i 3,82 ± 0,23 za tretman arbutinom doze 400 µg/mL 

(Tablica 2, Slika 7). 

Najniža izmjerena vrijednost intenziteta repa kometa (%DNA ± SE) u ozračenim 

uzorcima je kod tretmana arbutin 11,4 µg/mL (8,00 ± 0,28), dok je najviša izmjerena vrijednost 

kod tretmana arbutin 200 µg/mL (8,61 ± 0,32). Vrijednosti izmjerene u ostalim skupinama 

iznose: 8,07 ± 0,28 za negativnu kontrolu, 8,17 ± 0,30 za tretman amifostinom doze 250 µg/mL, 

8,29 ± 0,31 za tretman arbutinom doze 57 µg/mL te 8,41 ± 0,32 za tretman arbutinom doze 400 

µg/mL. Nema statistički značajnih razlika među skupinama (Tablica 3, Slika 7). 

 

4.3. Repni moment kometa 

 

Najniže izmjerene vrijednosti parametra repnog momenta kometa (SV ± SE) među 

neozračenim uzorcima iznose 0,26 ± 0,02 u negativnoj kontroli i kod tretmana amifostin 250 

µg/mL, a najviša izmjerena vrijednost je 0,37 ± 0,02 u pozitivnoj kontroli. Ne postoje statistički 

značajne razlike među skupinama, iako svi tretmani, osim tretmana amifostinom, pokazuju 

malo više vrijednosti u odnosu na negativnu kontrolu. Vrijednosti repnog momenta kometa u 

ostalim skupinama bile su: 0,28 ± 0,02 za tretman arbutinom doze 200 µg/mL, 0,30 ± 0,02 za 

tretman arbutinom doze 57 µg/mL, 0,32 ± 0,02 za tretman arbutinom doze 11,4 µg/mL te 0,35 

± 0,02 za tretman arbutinom doze 400 µg/mL (Tablica 2, Slika 8). 

Među ozračenim uzorcima, najniža vrijednost repnog momenta kometa (SV ± SE) 

izmjerena je kod tretmana arbutin 11,4 µg/mL (0,86 ± 0,03 ), a najviše vrijednosti kod tretmana 

arbutin 200 µg/mL (0,95 ± 0,03) i arbutin 400 µg/mL (0,95 ± 0,04). U ostalim skupinama 

izmjerene su sljedeće vrijednosti: 0,88 ± 0,03 za tretman amifostinom doze 250 µg/mL, 0,89 ± 

0,03 za negativnu kontrolu i 0,91 ± 0,03 za tretman arbutinom doze 57 µg/mL. Nema statistički 

značajnih razlika među skupinama, a jedino tretmani arbutinom doze 11,4 µg/mL (0,86 ± 0,03) 

i amifostinom doze 250 µg/mL (0,88 ± 0,03) pokazuju niže vrijednosti u odnosu na negativnu 

kontrolu (0,89 ± 0,03) (Tablica 3, Slika 8). 
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Tablica 2. Primarna oštećenja DNA u neozračenim ljudskim leukocitima nakon tretmana arbutinom (11,4 µg/mL, 57 µg/mL, 200 µg/mL i 400 

µg/mL) i amifostinom (250 µg/mL), izražena parametrima dužina repa (µm), intenzitet repa (% DNA) i repni moment. 

 NEOZRAČENO 

 DUŽINA REPA (µm) INTENZITET REPA (% DNA) REPNI MOMENT  

 SV ± SE Med Min-maks SV ± SE Med Min-maks SV ± SE Med Min-maks 

Pozitivna 

kontrola 
23,70 ± 0,23 23,75 11,67-49,17 3,97 ± 0,21 1,77 0,00-35,29 0,37 ± 0,02 0,19 0,00-6,34 

Negativna 

kontrola 
22,58 ± 0,17 22,50 12,5-44,17 3,02 ± 0,18 0,92 0,00-29,99 0,26 ± 0,02 0,09 0,00-2,51 

Arbutin 11,4 µg 22,52 ± 0,22 22,08 14,17-47,08 3,60 ± 0,23 1,01 0,00-39,44 0,32 ± 0,02 0,11 0,00-4,55 

Arbutin 57 µg 23,58 ± 0,18 23,33 14,17-42,08 3,43 ± 0,20 1,33 0,00-31,87 0,30 ± 0,02 0,14 0,00-2,70 

Arbutin 200 µg 22,83 ± 0,19 22,50 14,17-42,92 3,30 ± 0,19 1,17 0,00-38,56 0,28 ± 0,02 0,11 0,00-3,63 

Arbutin 400 µg 23,35 ± 0,22 22,92 11,25-44,58 3,82 ± 0,23 0,13 0,00-42,96 0,35 ± 0,02 0,13 0,00-3,74 

Amifostin 250 µg 
21,42 ± 
0,19a,b,c,d 

21,04 12,92-45,42 3,04 ± 0,19 0,82 0,00-30,39 0,26 ± 0,02 0,08 0,00-4,13 

Mjerenja su provedena na ukupno 600 pojedinačnih kometa (200 po svakom donoru). 
SV – srednja vrijednost; SE – standardna pogreška; Med – medijan; Min-maks – minimalna i maksimalna vrijednost 
Pozitivna kontrola – tretman s H2O2 tijekom 10 min; Negativna kontrola – bez tretmana 
a – statistički značajno različito u odnosu na pozitivnu kontrolu; b – statistički značajno različito u odnosu na arbutin 57 µg/mL; c – statistički značajno različito u odnosu na 
arbutin 200 µg/mL; d – statistički značajno različuto u odnosu na arbutin 400 µg/mL 
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Tablica 3. Primarna oštećenja DNA u neozračenim ljudskim leukocitima nakon tretmana arbutinom (11,4 µg/mL; 57 µg/mL; 200 µg/mL i 400 

µg/mL) i amifostinom (250 µg/mL) te izlaganja ionizirajućem zračenju doze 2 Gy, izražena parametrima dužina repa (µm), intenzitet repa (% 

DNA) i repni moment. 

 OZRAČENO 

 DUŽINA REPA (TL) INTENZITET REPA (TI) REPNI MOMENT (TM) 

 SV ± SE Med Min-maks SV ± SE Med Min-maks SV ± SE Med Min-maks 

Negativna 

kontrola 
31,20 ± 0,26 31,25 14,17-47,50 8,07 ± 0,28 6,70 0,00-39,49 0,89 ± 0,03 0,79 0,00-4,03 

Arbutin 11,4 µg 29,92 ± 0,25 29,58 12,50-48,75 8,00 ± 0,28 6,05 0,00-32,49 0,86 ± 0,03 0,69 0,00-3,63 

Arbutin 57 µg 30,31 ± 0,32 29,17 12,50-48,75 8,29 ± 0,31 6,36 0,00-37,32 0,91 ± 0,03 0,71 0,00-5,07 

Arbutin 200 µg 
32,11 ± 

0,31a,b,c,d 
32,08 13,33-48,75 8,61 ± 0,32 6,86 0,00-42,52 0,95 ± 0,03 0,76 0,00-5,19 

Arbutin 400 µg 30,16 ± 0,31 29,17 13,33-49,58 8,41 ± 0,32 6,12 0,00-41,46 0,95 ± 0,04 0,67 0,00-4,82 

Amifostin 250 µg 29,97 ± 0,25 29,58 13,33-49,58 8,17 ± 0,30 6,19 0,00-43,56 0,88 ± 0,03 0,72 0,00-4,88 

Mjerenja su provedena na ukupno 600 pojedinačnih kometa (200 po svakom donoru). 
SV – srednja vrijednost; SE – standardna pogreška; Med – medijan; Min-maks – minimalna i maksimalna vrijednost 
Negativna kontrola – bez tretmana 
a – statistički značajno različito u odnosu na arbutin 11,4 µg/mL; b – statistički značajno različito u odnosu na arbutin 57 µg/mL; c – statistički značajno različito u odnosu na 
arbutin 400 µg/mL; d – statistički značajno različito u odnosu na amifostin 250 µg/mL 
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Slika 6. Vrijednosti dužine repa kometa izmjerene na ljudskim leukocitima nakon tretmana 

arbutinom (11,4 µg/mL; 57 µg/mL; 200 µg/mL i 400 µg/mL) i amifostinom (250 µg/mL) te 

izlaganja ionizirajućem zračenju doze 2 Gy. 

Mjerenja su provedena na ukupno 600 pojedinačnih kometa (200 po svakom donoru). Prikazani su rezultati 
deskriptivne statistike. 
Min-max – minimalna i maksimalna vrijednost 
Pozitivna kontrola – tretman s H2O2 tijekom 10 min; Negativna kontrola – bez tretmana 
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Slika 7. Vrijednosti intenziteta repa kometa izmjerene na ljudskim leukocitima nakon 

tretmana arbutinom (11,4 µg/mL; 57 µg/mL; 200 µg/mL i 400 µg/mL) i amifostinom (250 

µg/mL) te izlaganja ionizirajućem zračenju doze 2 Gy. 

Mjerenja su provedena na ukupno 600 pojedinačnih kometa (200 po svakom donoru). Prikazani su rezultati 
deskriptivne statistike. 
Min-max – minimalna i maksimalna vrijednost 
Pozitivna kontrola – tretman s H2O2 tijekom 10 min; Negativna kontrola – bez tretmana 
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Slika 8. Vrijednosti repnog momenta kometa izmjerene na ljudskim leukocitima nakon 

tretmana arbutinom (11,4 µg/mL; 57 µg/mL; 200 µg/mL i 400 µg/mL) i amifostinom (250 

µg/mL) te izlaganja ionizirajućem zračenju doze 2 Gy. 

Mjerenja su provedena na ukupno 600 pojedinačnih kometa (200 po svakom donoru). Prikazani su rezultati 
deskriptivne statistike. 
Min-max – minimalna i maksimalna vrijednost 
Pozitivna kontrola – tretman s H2Os tijekom 10 min; Negativna kontrola – bez tretmana 
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 4.4 Broj kometa dugog repa 

 

Među neozračenim uzorcima, najmanji broj kometa dugog repa izmjeren je kod 

tretmana amifostin 250 µg/mL (26), a najveći kod tretmana arbutin 400 µg/mL (71). vrijednosti 

u ostalim skupinama iznose: 68 za pozitivnu kontrolu, 35 za negativnu kontrolu, 54 ta tretman 

arbutinom doze 11,4 µg/mL, 46 za tretman arbutinom doze 57 µg/mL i 44 za tretman arbutinom 

doze 200 µg/mL (Tablica 4, Slika 8). Svi tretmani arbutinom pokazuju veći broj kometa dugog 

repa u odnosu na negativnu kontrolu. 

Broj kometa dugog repa u ozračenim uzorcima najveći je kod tretmana arbutin 200 µg/mL (81), 

a najmanji kod tretmana amifostin 250 µg/mL (17). Ostale vrijednosti bile su: 35 za negativnu 

kontrolu, 32 za tretman arbutinom doze 11,4 µg/mL, 61 za tretman arbutinom doze 57 µg/mL 

te 48 za tretman arbutinom doze 400 µg/mL. Od tretmana arbutinom, jedino tretman dozom 

11,4 µg/mL pokazuje manji broj kometa dugog repa u odnosu na negativnu kontrolu (Tablica 

4, Slika 8). 

 

Tablica 4. Broj kometa dugog repa izmjeren na ljudskim leukocitima nakon tretmana 

arbutinom (11,4 µg/mL; 57 µg/mL; 200 µg/mL i 400 µg/mL) i amifostinom (250 µg/mL) te 

izlaganja ionizirajućem zračenju doze 2 Gy 

NEOZRAČENO OZRAČENO 

Skupina Broj LTN 
Skupina Broj LTN 

Pozitivna kontrola 68 

Negativna kontrola 35 Negativna kontrola 35 

Arbutin 11,4 µg/mL 54 Arbutin 11,4 µg/mL 32 

Arbutin 57 µg/mL 46 Arbutin 57 µg/mL 61 

Arbutin 200 µg/mL 44 Arbutin 200 µg/mL 81 

Arbutin 400 µg/mL 71 Arbutin 400 µg/mL 48 

Amifostin 250 

µg/mL 
26 

Amifostin 250 

µg/mL 
17 

Mjerenje je provedeno na ukupno 600 pojedinačnih kometa (200 po svakom donoru). 
Pozitivna kontrola – tretman s H2O2 tijekom 10 min; Negativna kontrola – bez tretmana 
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Slika 9. Broj kometa dugog repa izmjeren na ljudskim leukocitima nakon tretmana arbutinom (11,4 µg/mL; 57 µg/mL; 200 µg/mL i 400 µg/mL) 

i amifostinom (250 µg/mL) te izlaganja ionizirajućem zračenju doze 2 Gy. 

Mjerenje je provedeno na ukupno 600 pojedinačnih kometa (200 po svakom donoru). 
Pozitivna kontrola – tretman s H2O2 tijekom 10 min; Negativna kontrola – bez tretmana 
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5. RASPRAVA 

 

Arbutin se smatra sigurnim za korištenje pri preporučenom dnevnom unosu, a 

ograničenje maksimalne doze i vremena upotrebe proizlaze iz toga što se arbutin metabolizira 

u hidrokinon koji je u nekim istraživanjima pokazao hepatotoksične, nefrotoksične i 

limfotoksične učinke (Migas i Krauze-Baranowska, 2015; Jurica i sur., 2017; Tkalčec, 2018). 

Jurica i sur. (2018) u svom su istraživanju sigurnosti ekstrakta lista obične planike i arbutina na 

ljudskim perifernim limfocitima potvrdili da arbutin ne pokazuje značajnu citotoksičnost i ne 

uzrokuje primarna oštećenja DNA pri dozama koje odgovaraju maksimalnom dnevnom unosu. 

Također su ukazali i na dobra antioksidativna svojstva ekstrakta lista obične planike, koji sadrži 

i arbutin. 

Rezultati ovog istraživanja sukladni su dosadašnjim, arbutin ni ovdje nije pokazao 

potencijal za uzrokovanje oštećenja DNA u uzorcima koji nisu tretirani zračenjem. Iako su 

vrijednosti intenziteta repa i repnog momenta nešto više pri svim tretmanima, ni jedan uzorak 

nije pokazao statistički značajno veće vrijednosti u odnosu na negativnu kontrolu. Tretman 

arbutinom doze 11,4 µg/mL pokazao je nižu vrijednost dužine repa kometa u odnosu na 

negativnu kontrolu i niže vrijednosti svih parametara u odnosu na ostale tretmane arbutinom, 

što može ukazivai na potencijalni citoprotektivni učinak arbutina. Broj kometa dugog repa veći 

je u odnosu na negativnu kontrolu kod svih tretmana arbutinom, ali je ova vrijednost najniža 

pri tretmanu arbutinom doze 200 µg/mL. Ovi rezultati potvrđuju da je odgovor stanica na 

tretman ovisan o dozi, kao što je dosad pokazano za većinu fenolnih spojeva (Azqueta i Collins, 

2016), te da se povećanjem doze arbutina povećava njegov genotoksični učinak, iako je u ovom 

slučaju taj učinak zanemariv pri svim dozama. Amifostin pri korištenoj dozi također ne 

pokazuje genotoksični učinak, štoviše, dužina repa kometa pri tretmanu amifostinom statistički 

je značajno manja u odnosu na sve ostale skupine, a vrijednosti ostalih parametara niže u odnosu 

na tretmane arbutinom dok je u odnosu na negativnu kontrolu vrijednost intenziteta repa kometa 

viša, a vrijednost repnog momenta jednaka. Broj kometa dugog repa jedino je pri tretmanu 

amifostinom niži u odnosu na negativnu kontrolu. Rezultati tretmana amifostinom sukladni su 

s dosadašnjim procjenama sigurnosti korištenja amifostina u radioterapiji (Nair i sur., 2001), a 

u ovom je istraživanju pokazao manji genotoksični učinak u odnosu na arbutin. 

Biljni spojevi koji pokazuju antioksidativni učinak dobri su kandidati za istraživanje 

radioprotektivnog učinka najviše zbog mogućnosti čišćenja slobodnih radikala nastalih 
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utjecajem ionizirajućeg zračenja (Nair i sur., 2001). U posljednje se vrijeme velik broj biljnih, 

najčešće fenolnih, spojeva poput cimetne kiseline, kvinične i klorigenične kiseline, kurkumina 

i sezamola ispituje za potencijalni radioprotektivni učinak. Među navedenima, svi u uvjetima 

in vitro na ljudskim limfocitima pokazuju značajnu radioprotekciju u odnosu na netretirane 

kontrole, što čini fenolne biljne spojeve obećavajućima za korištenje u radioprotekciji. 

Međutim, točni mehanizmi djelovanja i efektivne doze ostavljaju još mjesta za daljnja 

istraživanja (Cinkilic i sur., 2013; Cinkilic i sur., 2014; Parsad i sur., 2005; Srinivasan i sur., 

2006).  

Arbutin je dosad istraživan u mnogim kontekstima, s obzirom da je važan konstituent 

ekstrakta lista biljke Arctostaphyllos uva ursi L. koji se tradicionalno koristi u liječenju infekcija 

mokraćnog sustava, a vrlo je čest sastojak i raznih kozmetičkih proizvoda koji služe za 

izbjeljivanje kože (Migas i Krauze-Baranowska, 2015). Do sada je in vitro pokazan potencijalni 

citoprotektivni učinak arbutina pri tretmanu HepG2 staničnih kultura tert-butil 

hidroperoksidom koji izaziva oksidativni stres u stanicama (Seyfizadeh i sur., 2012). U štakora 

tretiranih ciklosporinom, arbutin je pokazao protektivni učinak pri tretmanu dozom od 50 

mg/kg, ali je pri većoj dozi (100 mg/kg) i sam uzrokovao oksidativni stres i lipidnu 

peroksidaciju u serumu tretiranih štakora (Khadir i sur., 2015). Također, pokazao je potencijalni 

protektivni učinak protiv oštećenja ljudskih dermalnih fibroblasta induciranim UVA i UVB 

zračenjem, ali u kombinaciji s urosoličnom kiselinom (Chen i sur., 2009). 

S obzirom na dosadašnja istraživanja i pokazan citoprotektivni učinak arbutina, otvara 

se pitanje može li arbutin pružiti zaštitu stanicama tretiranim ionizirajućim zračenjem koje se 

primjenjuje u terapiji tumora. Li-Hua i sur. (2014) pokazali su da arbutin smanjuje apoptozu 

induciranu X-zračenjem u staničnoj kulturi ljudskog limfoma U937 predtretiranoj arbutinom 

doze 50-500 µM tijekom jednog sata prije izlaganja zračenju, što ukazuje na njegov potencijalni 

radioprotektivni učinak. Nadi i sur. (2016) pokazali su radioprotektivni potencijal arbutina, 

primijenjenog kao predtretman tijekom dva sata prije izlaganja miševa gama zračenju u dozama 

od 50, 100 i 200 mg/kg, na stanice koštane srži primjenom mikronukleus testa. Nadi i sur. 

(2019) također su pokazali radioprotektivni učinak arbutina procjenom jetrenih enzima u 

serumu miševa tretiranih terapeutskim X-zračenjem, predtretiranih arbutinom doze 50, 100 i 

200 mg/kg tijekom dva sata prije izlaganja zračenju. Međutim, nema dosadašnjih istraživanja 

radioprotektivnog učinka arbutina na ljudskim limfocitima ili leukocitima korištenjem in vitro 

metoda procjene genotoksičnosti.  
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U ovom istraživanju, arbutin je pokazao učinak na ozračene stanice usporediv s 

tretmanom amifostinom doze 250 µg/mL, osim u slučaju tretmana arbutinom doze 200 µg/mL, 

koji je pokazao statistički značajno višu vrijednost dužine repa kometa u odnosu na sve ostale 

tretmane, ali ne i u odnosu na negativnu kontrolu, iako je i tu vrijednost viša. Uzrok tome mogla 

bi biti nepovoljna interakcija visoke doze arbutina s ionizirajućem zračenjem, iako tretman 

arbutinom doze 400 µg/mL nije pokazao ovakvo odstupanje. Iako među ostalim skupinama 

nema statistički značajnih razlika, tretman arbutinom doze 11,4 µg/mL jedini je od svih 

tretmana, uključujući i tretman amifostinom, pokazao niže vrijednosti svih triju parametara, 

uključujući i broj kometa dugog repa u odnosu na negativnu kontrolu. Ostali tretmani arbutinom 

pokazuju više vrijednosti svih parametara u odnosu na negativnu kontrolu, osim tretmana 

arbutinom doze 400 µg/mL za parametar dužine repa kometa. Tretman amifostinom pokazao 

je višu vrijednost parametra intenziteta repa u odnosu na negativnu kontrolu, dok su vrijednosti 

svih ostalih parametara niže. 

Tretman arbutinom u najnižoj dozi od 11,4 µg/mL u ovom istraživanju pokazuje 

potencijal za radioprotektivni učinak, iako ne statistički značajan. S obzirom da su u drugim 

sličnim istraživanjima radioprotektivnih učinaka fenolnih spojeva (Cinkilic i sur., 2013; 

Cinkilic i sur., 2014; Parsad i sur., 2005; Sinivasan i sur., 2006) najveće korištene doze 10 

µg/mL spoja, u daljnjim istraživanjima mogle bi se istražiti manje doze arbutina od najmanje 

doze u ovom istraživanju. Također, trebali bi se dublje istražiti mehanizmi radioprotektivnog 

učinka i interakcija viših doza arbutina s ionizirajućim zračenjem, kao i koristiti još neke od in 

vitro metoda za procjenu radioprotektivnog učinka arbutina na ljudske leukocite i limfocite. 

  



26 
 

6. ZAKLJUČAK 

 

 Arbutin nije pokazao značajna oštećenja DNA u ljudskim leukocitima pri korištenim 

dozama (11,4 µg/mL, 57 µg/mL, 200 µg/mL i 400 µg/mL). 

 U odnosu na tretman amifostinom (250 µg/mL), svi izmjereni parametri pokazali su 

više vrijednosti kod neozračenih uzoraka, dok je dužina repa kometa statistički značajno 

različit parametar. 

 Arbutin niti u jednoj od korištenih doza (11,4 µg/mL, 57 µg/mL, 200 µg/mL i 400 

µg/mL) ne pruža statistički značajno efikasnu zaštitu ljudskih leukocita od ionizirajućeg 

zračenja doze 2 Gy, a tretman arbutinom u dozi od 200 µg/mL statistički je značajno 

povećao vrijednost parametra dužine repa kometa u odnosu na sve ostale tretmane, osim 

u odnosu na negativnu kontrolu. 

 Tretman arbutinom u dozi od 11,4 µg/mL pokazao je najniže vrijednosti svih parametara 

u odnosu na ostale tretmane, uključujući i tretman amifostinom (250 µg/mL), što otvara 

mogućnost daljnjih istraživanja radioprotektivnog učinka arbutina u nižim dozama. 
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