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1. UvVOD

Morske alge spadaju u gospodarski najperspektivnije organizme na svijetu, ¢emu
svakako doprinosi Cinjenica da su jedan od najbogatijih izvora funkcionalnih metabolita u
morima i oceanima. Alge sadrze mnoge funkcionalne metabolite poput polisaharida, proteina,
peptida, aminokiselina, lipida, polifenola, pigmenata i mineralnih soli. Upravo zbog ovakvog
kemijskog sastava postaju fokus mnogih istrazivanja upravo zbog porasta svijesti o potrebi
uvodenja nutritivno-funkcionalnih sastojaka u prehranu (Xu i sur., 2017). Iz nutricionisti¢ke
perspektive, morske alge imaju vrlo nisku energetsku, a visoku nutritivnu vrijednost. Mnoge
morske alge se u Aziji intenzivno koriste u jelima poput juha, salata i kao zacini. Prehrana
bogata morskim algama, pogotovo u azijskim zemljama, povezivala se s nizom incidencijom
kroni¢nih bolesti (npr. karcinom, kardiovaskularne bolesti) (Xu i sur., 2017). Osim §to se koriste
u prehrani, makroalge se upotrebljavaju i kao hidrokoloidi, gnojivo 1 za sto¢nu hranu (Jung 1

sur., 2013).

Veliki utjecaj na strukturu i biolosku aktivnost bioaktivnih molekula (proteini, lipidi,
polifenoli, pigmenti, polisaharidi, vitamini i minerali) imaju uvjeti stanista koji vrlo ¢esto
ukljucuju Sirok raspon temperature, saliniteta i hidrostatskog tlaka (Jayawardena i sur., 2020).
Jadransko more je posebno izazovno staniste zbog visokog saliniteta (35,-38,5 %o) i relativno
male dubine (uglavnom do 200 m dubine), $to dovodi do povisenog utjecaja UVA i UVB
zraenja te velikih temperaturnih oscilacija (7-27°C) (Grbec i sur., 2018). Zbog promjenjivih i
nepovoljnih uvjeta staniSta dolazi do pojave oksidativnog stresa S$to posljedi¢no uzrokuje
oStecenja stani¢nih procesa (Jayawardena i sur., 2020). Morske makroalge razvile su specificne
biomolekule koje inhibiraju ili usporavaju reakcije oksidacije te tako smanjuju nastanak
potencijalnih slobodnih radikala i pojavu oksidativnog stresa (Jayawardena i sur., 2020).
Nadalje, u posljednjih nekoliko desetlje¢a u morskim algama zabiljezen je veliki broj
bioaktivnih molekula s iznimnim potencijalom u vidu pozitivnog utjecaja na kozu, §to se moze
ocitovati kroz poveéanje elasticnosti koze, sprjeCavanju degradacije kolagena, zacjeljivanje

rana i regeneraciju tkiva (Rajapaksha i sur., 2020).

Cilj ovog istrazivanja bio je provodenje sveobuhvatnog ispitivanja bioloskih aktivnosti
(antioksidativne aktivnosti in vitro i in vivo, inhibitornog utjecaja na kolagenazu te
regenerativnog svojstva) frakcija smede morske alge Cystoseira compressa upotrebom

spektrofotometrijskih metoda, kao i uz pomo¢ modelnog organizma zebrice Danio rerio.

1



Zebrice danas predstavljaju jedne od najperspektivnijih i najucestalije koriStenih organizama te
se koriste u brojnim biomedicinskim, toksikoloskim te farmakoloskim istrazivanjima. S
obzirom na genetsku i fiziolosku sli¢nost izmedu zebrica i ljudi (Yalcin, 2017; Howe, 2013), a
time i mogucnost korelacije dobivenih rezultata, ovaj rad predstavlja vrijedna saznanja i prvi
korak ka razmatranju moguénosti implementacije makroalge Cystoseira compressa u

prehrambene i kozmeticke proizvode.



2. TEORIJSKI DIO
2.1. OSNOVNE KARAKTERISTIKE MAKROALGI

Morske makroalge su viSestani¢ni, eukariotski i autotrofni organizmi. Pripadaju
nadcarstvima Procaryota i Eucariota. Najve¢i broj vrsta nalazi se u vodenoj sredini jer su tamo
nastale i razvijale se. Medutim, postoje i alge koje su se tokom evolucije prilagodile Zivotu
izvan vode (Xu i sur., 2017). Takve alge nastanjuju vlazna i osvijetljena staniSta. Taksonomski
gledano, dijele se na tri skupine, a to su Chlorophyta (zelene alge), Phaeophyta (smede alge) i
Rhodophyta (crvene alge) (Leandro i sur., 2019). Razlog takvoj podjeli je boja talusa.
Makroalge su osnovni primarni proizvodaci organskih tvari u vodi. Takoder, imaju veliku
vaznost u prozracivanju vodenih biotopa. Procesom fotosinteze oslobadaju kisik koji je
neophodan vodenim organizmima za disanje. Vrlo brzo reagiraju na promjene u okolisu te su
dobri indikatori njegova stanja. Sve skupine makroalgi u svojoj unutrasnjosti akumuliraju Skrob
kao skladiSte energije. Zelene alge proizvode ulvan te sadrZze pigmente poput karotena,
ksantofila, klorofila a i klorofila b. Pigmenti prisutni u crvenim makroalgama su klorofil a,
klorofil d, karotenoidi te fikoeritrin koji je zasluzan za njihovu boju (Leandro i sur., 2019). U
smedim algama prisutni su fukoksantini, klorofil a, klorofil ¢ i karotenoidi. Uz ove pigmente,

sadrze i rezervne tvari, ulja i polisaharide (laminarin).

Morske makroalge su uglavnom sesilni organizmi koji mogu Zivjeti u ekstremnim 1
neprijateljskim abiotickim okoliSnim uvjetima poput promjena temperature, salinitet te su
izlozene UV zrafenju. Kako bi prezivjele u takvim uvjetima, proizvode niz sekundarnih
metabolita poput polisaharida, proteina, peptida, aminokiselina, lipida, polifenola, vitamina,
minerala, pigmenata i drugih bioaktivnih tvari (Xu i sur., 2017). Sadrzaj makroelemenata je
razli¢it, a najviSe sadrze ugljikohidrate (do 60 %), zatim slijede proteini (10-47 %) i najmanje
sadrze lipide (1-3 %). Sto se ti¢e sadrzaja mineralnog pepela, on je promjenjiv te je u rasponu
od 7 do 38 % (Dominguez i Loret, 2019). Na kemijski sastav makroalgi znacajno utjecu uvjeti
njihovog staniSta (svjetlost, salinitet, temperatura, hranjive tvari, kretanje vode, onecis¢enje)
(Jung i sur., 2013). Zbog svoje prilagodljivosti i visokog prinosa predstavljaju vazan izvor
mnogih bioloski aktivnih spojeva te se koriste u razli¢itim istraZivanjima poput testova
toksi¢nosti, bioremedijaciji (prociS¢avanju otpadnih voda), genetickom inZenjerstvu i

populacijskoj ekologiji (Dominguez i Loret, 2019). Provedena su brojna istrazivanja koja su



pokazala brojne pozitivne ucinke na zdravlje kao S$to su antimikrobno, antioksidativno,

protuupalno djelovanje (Stanojkovi¢ i sur., 2014; Brownlee i sur., 2012).

Smede makroalge klasificirane su kao Phacophyta unutar koljena Chrysophyta. To su
visestani¢ni organizmi koji su zastupljeni u umjerenim i hladnijim dijelovima oceana. Razlikuju
se ¢ak oko 1500 - 2000 vrsta smedih algi. Najpoznatiji predstavnici smedih algi su Dyctiota
dichotoma, Padina pavonica, Fucus virsoides te alge iz roda Cystoseira. Po obliku mogu biti
nitaste, vrpcaste, vrpcasto spljostene, kozasto lepezaste, dihotomski razgranjene ili raS¢lanjene.
Zive pri¢vricene za podlogu, na stijenama i kamenju, a neke alge mogu Zivjeti na drugim
algama kao epifiti (Kadam i sur., 2013). Mogu narasti do duljine oko 45 m, a neke ¢ak i do 100
m. Razmnozavanje moze biti vegetativno (fragmentacija talusa), nespolno i spolno (izomorfna
ili heteromorfna izmjena generacija). Neke vrste smedih algi su kriti¢no ugrozene u Jadranskom
moru. Endemske vrste u Mediteranu su Cystoseira zosteroides, Cystoseira spinosa i Cystoseira
funkii (Hereu i sur., 2008). Najpoznatija smeda alga u Jadranskom moru je Jadranski braci¢
(Fucus virsoides) koji je takoder ugrozen. U Jadranu su prisutne i vrste drugih rodova poput
Cystoseira, Dictyota, Padina i Sargassum. U ovom radu, ispitana je bioaktivnost frakcija smede

makroalge Cystoseira compressa.

2.2. KEMIJSKI SASTAV I BIOLOSKA AKTIVNOST MAKROALGI

Smede makroalge sadrze visok sadrzaj razli¢itih fitokemikalija i hranjivih tvari koje
imaju niz pozitivnih bioaktivnosti (Afonso i sur., 2019). To su polisaharidi, proteini, lipidi,
pigmenti, polifenoli, vitamini B skupine, dijetalna vlakna te prirodni spojevi koji djeluju na rast
biljnih organa (auksini, giberelini i citokinini) (Michalak i Chojnacka, 2014). Smede alge roda
Cystoseira produciraju mnoge hranjive sastojke poput terpena, sterola i sulfatiranih
polisaharida koji imaju veliki utjecaj na zdravlje. Dokazano je da smanjuju kolesterol, reguliraju
aktivnost faktora rasta i citokina (Mhadhebia i sur., 2014). Spomenuti metaboliti pokazuju
razli¢ite bioloSke aktivnosti poput antioksidativnog, antimikrobnog, antivirusnog,
antialergijskog, antikoagulantno i citotoksi¢no djelovanja (Leandro i sur., 2019; Hentati i sur.,
2018; Kosani¢ i sur., 2015). Unazad deset godina brojni radovi istaknuli su antioksidativni
potencijal smedih algi roda Cystoseira (Generali¢c Mekini¢ i sur., 2021; Hentati i sur., 2018;
Kosani¢ i sur., 2015). Kosani¢ i sur. (2015) su utvrdili kako je antioksidativno djelovanje u

korelaciji s ukupnim sadrZajem fenola u ekstraktima algi, koji imaju sposobnost uklanjanja



slobodnih radikala. S druge strane, nisu samo fenoli zasluzni za takvo djelovanje. Tvari koje
mogu djelovati kao izvrsni antioksidansi su pigmenti, esencijalna ulja te polisaharidi niske
molekulske mase (Kosani¢ i sur., 2015). Medu smedim makroalgama upravo se rod Cystoseira
izdvaja kao odli¢an izvor proteina, ugljikohidrata, vitamina, minerala te drugih nutritivno
bogatih tvari. Sadrzaj bioaktivnih molekula u makroalgama ovisi o nizu razli¢itih biotickih i
abioti¢kih ¢imbenika. To su rod i vrsta algi, uvjeti okolisa (temperatura, salinitet, valovi, morske
struje, godiSnje doba), uvjeti skladistenja i obrada (Catarino i sur., 2018). Uzimaju¢i u obzir
navedeno, moze se zakljuciti da makroalge pruzaju neiscrpan izvor brojnih strukturno razlicitih
bioaktivnih molekula s izrazitim potencijalom implementacije u industrijski sektor te su zbog
toga pronasle svoju primjenu u prehrambenoj, farmaceutskoj i kozmetickoj industriji (Kosanié¢

i sur, 2015).

2.2.1. Pigmenti

Prirodni pigmenti smatraju se potencijalnim zamjenama za sintetska bojila u hrani.
Smede alge sadrZe tri osnovne vrste pigmenata, a to su klorofili, karotenoidi te fikobiloproteini
(Pangestuti i Kim, 2011). Karotenoidi se dijele na karotene i ksantofile. Djeluju fotoprotektivno
u fotosintentskim organizmima te djeluju antioksidativno, inaktivirajuéi reaktivne kisikove
vrste. Studija iz 2011. dokazala je kako UVB zraCenje povecava koncentraciju karotenoida u
smedim algama (Hupel i sur., 2011). Fukoksatin spada u ksantofile te pripada
tetraterpenoidima. Ovaj pigment zasluzan je za boju smedih makroalgi (Afonso i sur., 2019).
Koncentracija fukoksantina u makroalgama razlikuje se od vrste do vrste i u ovisnosti je o
brojnim vanjskim c¢imbenicima. In vivo studije potvrdile su njegovo antidijabeticko,
antioksidativno djelovanje te djelovanje protiv pretilosti (Mikami i Hosokawa, 2013). Studija
iz 2017. dokazala je i antikancerogenu aktivnost fukoksantina uzrokovanu indukcijom apoptoze
u tumorskim stanicama (Abu-Ghannam i Shannon, 2017). 1z skupine karotena najzastupljeniji
su B-karoten, violaksantin i fukoksantin (Holdt i Kraan, 2011). Fikobiloproteini su fluorescentni
proteini topljivi u vodi, a tri glavne vrste su fikocijani, alofikocijani i fikoeritrini koji su

najzastupljeniji u crvenim algama (Pangestuti i Kim, 2011).



2.2.2. Polisaharidi

Polisaharidi su ugljikohidrati slozene grade i1 vec¢e molekularne mase, a sastoje se od
velikog broja monosaharida povezanih glikozidnom vezom. Predstavljaju glavne komponente
kemijskog sastava makroalgi te mogu doseci i do 70 % osusene biomase (Afonso i sur., 2019).
Glavni polisaharidi u smedim algama su fukoidan, laminarin i alginat. Sposobni su apsorbirati
veliku koli¢inu vode te tako daju osjecaj sitosti, a pokazuju i blago laksativno djelovanje. Smeda
alga vrste Fucus vesiculosus se ¢esto koristi kao dodatak prehrani tijekom reduciranog unosa
hrane. Najzastupljeniji polisaharid u crvenim algama je karagenan, a u zelenim ulvan. Morske
alge predstavljaju najvazniji izvor sulfatiranih polisaharida biljnog porijekla, a kemijska
struktura ovih polimera razlikuje se prema rodu i vrsti algi. Polisaharidi, alginat, fukoidan i
laminarin su sposobni apsorbirati veliku koli¢inu vode te tako daju osjecaj sitosti, a pokazuju i
blago laksativno djelovanje. Smeda alga vrste Fucus vesiculosus se ¢esto koristi kao dodatak

prehrani tijekom reduciranog unosa hrane.

Alginat je linearni polisaharid sastavljen od B-D-manuronske kiseline i a-L-guluronske
kiseline. Predstavljaju jedne od najvaznijih koloida u hrani te se stoga koriste kao zgusnjivaci,
emulgatori, stabilizatori, gelovi s ciljem poboljSanja kvalitete u prehrambenim proizvodima.
Alginati pozitivno utjecu na zdravlje gastrointestinalnog sustava, regulaciju apetita te su odli¢ni
prebiotici. Dokazano je da potiu rast nekoliko bakterija (npr. Bifidobacterium bifidum,
Bifidobacterium longum, itd.). S druge pak strane smanjuju koncentraciju Stetnih metabolita
poput sulfida, fenola, p-krezola, indola i amonijka (Alfonso i sur., 2019), Takoder, alginati su

pronasli primjenu i u farmaceutskoj i kozmetickoj industriji.

Fukoidan je sulfatirani polisaharid koji se uglavnom sastoji od fukoza povezanih
povezanih a-(1,3) vezama ili naizmjeni¢nim a-(1,3) i a-(1,4) vezama. Osim fukoze, sadrzi i
druge monosaharide poput galaktoze, glukoze, manoze, ksiloze, ramnoze i uronske kiseline
(Lim i sur., 2016). Dokazana je njegova antioksidativna, antitumorska, antikoagulantna,
antivirusna protuupalna, imunoregulacijska i antitromboticka aktivnost (Wang i sur., 2019).
Antioksidativno djelovanje ovisi 0 glavhom Seceru koji je prisutan, stupnju sulfatiranja, niskoj
molekularnoj masi i stereokemiji (Begum i sur., 2021). Osim toga, neka istrazivanja su utvrdila
specifi¢nu aktivnost protiv bolesti bubrega, jetre i mokra¢nog mjehura (Begam 1 sur., 2021). In
vivo studija iz 2004. na Stakorima kao modelnom organizmu, dokazala je kako fukoidan ima
antihipertenzitivni u¢inak usporediv s u¢incima lijekova koji se koriste za lijeenje hipertenzije

(Fu isur., 2004).



Laminarin je relativno mali polisaharid (5 kDa) koji se sastoji od monomera glukoze
vezanih B-(1,3) glikozidnim vezama s tragovima manitola (Alfonso i sur., 2019). Sluzi kao
rezerva hrane u smedim algama. Bioaktivnost laminarina se vrlo rijetko iskoristava. No, unato¢
tome, smatraju se vlaknima te se mogu djelomi¢no ili potpuno fermentirati endogenom
crijevnom mikroflorom (Alfonso i sur., 2019). Takoder, dokazano je njegovo antitumorsko,

antibakterijsko i prebioticko djelovanje (Gupta i Abu-Ghannam, 2011).

2.2.3. Proteini

Makroalge su alternativni izvor proteina. Ne nalaze se u znacajnijoj koncentraciji u
makroalgama, ve¢ se uglavnom nalaze u mikroalgama (npr. Spirulina). Ekstrakcija proteina iz
morskih algi je otezana zbog polisaharidnih stijenki. To je potencijalno razlog zasto je
ograni¢ena upotreba proteina i peptida iz algi u komercijalne svrhe (Wijesinghe i Jeon, 2011).
Najznacajnija skupina proteina u algama su fikobiloproteini koji posjeduju antioksidativno,
hepatoprotektivno i protuupalno djelovanje. Uz navedena svojstva, imaju izvanredan nutritivni

i farmaceutski potencijal (Michalak i Chojnacka, 2014).

2.2.4. Lipidi

Makroalge predstavljaju dobar izvor lipida. Najvise sadrze viSestruko nezasi¢ene masne
kiseline poput omega — 3 (eikozapentaenska kiselina-EPA i dokozaheksaenska kiselina-DHA)
i omega - 6 masnih kiselina (y-linolenska kiselina-GLA i arahidonska kiselina-AA) koje
pozitivno utje¢u na rast, razvoj, kognitivne i psiholoske funkcije (Mapiye i sur., 2015). Postotak
arahidonske kiseline u morskim algama ¢ini vrlo mali udio ukupnih masnih kiselina (Guschina
i Harwood, 2006). Vrlo znacajna skupina lipida koja je ekstrahirana iz biomase algi su steroli,
poput beta-sterola, beta-stigmasterola, fukosterola i kampsterola. Lipidi iz makroalgi se koriste
u proizvodnji biodizela (Michalak i Chojnacka, 2014).



2.2.5. Polifenoli

Smede makroalge predstavljaju izvanredan izvor polifenola. Polifenoli su velika
skupina bioaktivnih fitokemikalija koje se dijele u viSe grupa, a to su flavonoidi, stilbeni, lignani
i fenolne kisline (Fraga i sur., 2019). Polifenoli koji se nalaze u algama su velika skupina
sekundarnih metabolita koji se sastoje od oko 8 000 prirodnih spojeva te koji posjeduju brojne
pozitivne bioaktivnosti. To su antioksidativno djelovanje te svojstvo uklanjanja slobodnih
radikala (Begum i sur., 2021). Za spomenuta djelovanja najzasluZnije su fenolne skupine.
Najzastupljeniji fenolni spojevi u smedim algama su florotanini. Bioaktivni spojevi florotanina
su topljivi spojevi ili mogu biti oblici vezani za stanice. Smede alge ih proizvode zbog zastite
od biljojeda i razli¢itih stresnih uvjeta te na taj nacin smanjuju oksidativna ostecenja koja mogu
nastati prilikom nedostatka hranjivih tvari i ultraljubi¢astim zra¢enjem (Begum i sur., 2021).
Razlog tome su visoko hidrofilne komponente i prisutnost hidroksilnih skupina koje stvaraju
vodikove veze s vodom. Veli¢ina molekula se krece izmedu 126 i 650 kDa te se pojavljuju u
koncentracijama od 0,5 % do 20 % (Fernando i sur., 2016). Takoder, djeluju antioksidativno,

antimikrobno, citotoksi¢no i antitumorsko (Lomartire i sur., 2021; Abdelhamid i sur., 2018).

2.3. Cystoseira compressa

Cystoseira compressa (slika 1) je smeda makroalga koja pripada redu Fucales te
porodici Sargassaceae. Duljina ove makroalge se uglavnom krec¢e od 15 cm do 30 cm, ali mogu
se naci 1 vece. Grmolika, viSegodiS$nja biljka koja je prisutna na naSoj obali tijekom cijele
godine. Medutim, ovisno o sezoni moze do¢i do razgradnje grana S$to dovodi do smanjenja
populacije. Ova makroalga moze se vrlo brzo prilagoditi razliitim ekstremnim uvjetima u
moru, a najéeSce raste na kamenitim 1 pjeS€¢anim podlogama u plitkim vodama (Hentati i sur.,
2018). Makroalge iz roda Cystoseira sposobne su proizvoditi razli¢ite sekundarne metabolite
poput pigmenata, lipida, polisaharida, vitamina, fenolnih spojeva te alginate i fukoidane koji su
od visoke bioloSke vaZnosti (Hentati 1 sur., 2018). Vrlo Cesto se koriste u procjeni ekoloSkog

Stanja jer su alge iz ovog roda dosta osjetljive na prisutnost stresa u okolisu (Rozi¢ i sur., 2012).



Tablica 1. Znanstvena klasifikacija smede makroalge Cystoseira compressa

CARSTVO Eukaryota
KOLJENO Ochrophyta
RAZRED Phaeophyceae
RED Fucales
PORODICA Sargassaceae
ROD Cystoseira
VRSTA Cystoseira
compressa

Slika 1. Cystoseira compressa (Annonymus 1)

2.3. PRIMJENA MAKROALGI U INDUSTRIJI I ZNACAJ U PREHRANI

U danasnje vrijeme potrosaci daju prednost proizvodima prirodnog podrijetla ¢iji se
sastojci ekstrahiraju iz prirodnog izvora (npr. biljke, alge i gljive). Alge predstavljaju izvor
razli¢itih bioaktivnih molekula te se iz tog razloga u zapadnim zemljama koriste u industriji
lijekova, nutraceutika, funkcionalnoj hrani te u kozmetickoj industriji. S druge strane, u Aziji
su morske makroalge dio tradicionalne prehrane, s najve¢im postotkom konzumacije u Japanu.
Vazno je naglasiti kako imaju znac¢ajnu ulogu u makrobiotickoj prehrani gdje su izvor minerala
te zauzimaju gotovo 5 % cjelokupne prehrane. Opcenito u prehrani, najzastupljenija je
konzumacija smedih makroalgi (66,5 %). Konzumacija crvenih algi je 33 %, a konzumacija

zelenih makroalgi je najmanja te iznosi 5 % (Afonso i sur., 2019).

Nutrijenti prisutni u algama poput polisaharida, proteina, pigmenata, aminokiselina i
fenolnih spojeva pomazu kod odrzavanja zdravlja i prevenciji nekih kroni¢nih bolesti. Pigmenti
koji se prirodno nalaze u morskim makroalgama predstavljaju odlican izvor aktivnih sastojaka
te imaju prednost nad drugim izvorima bioloski aktivnih spojeva. Razlog tome je visoki prinosi
ekstrakcije, dostupnost biomase te jeftin, jednostavan i ekoloski prihvatljiv na¢in proizvodnje

(Michalak i Chojnacka, 2014). Jedna od najinovativnijih regija zbog koriStenja morskih
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makroalgi kao sastojka hrane u novim proizvodima jest Europa (Afonso i sur., 2019).
Industrijski gledano, najznacajniji spojevi prisutni u algama su polisaharidi. U smedim algama
je to alginat, ali vazni su i karagenani i agar koji se koriste kao tvari za zgrusnjavanje, Zeliranje
ili kao emulgatori. Vitamini koji se nalaze u algama su vitamini A, B1, B3, B5, B6, B9, B12,
C, D, E, K te niacin i folna kiselina. Vitamin D pronaden je u smedim algama, a koli¢ina
vitamina C varira od 3 do 135 mg/100 g svjezih algi (Dominguez i Loret, 2019). Minerali su
takoder prisutni u algama, a to su natrij, kalcij, klor, sulfati i fosfati te mikroelementi jod, bakar,

zeljezo, cink, selen, molibden, fluor, mangan, bor, nikal i kobalt (Dominguez i Loret, 2019).

Takoder, tezi se ka pove¢anoj upotrebi algi za komercijalnu proizvodnju polinezasi¢enih
masnih kiselina. Strategije koje bi dovele do cilja su daljnja selekcija i probir uljastih vrsta,
optimizacija uvjeta uzgoja i razvoj u¢inkovitih sustava uzgoja te poboljSanje sojeva genetskom
manipulacijom (Guschina i Harwood, 2006). Bioaktivne tvari algi se mogu potencijalno
koristiti kao izvor ekoloskih pesticida, agrokemijskih spojeva, lijekova i kozmetickih proizvoda

(Gouveia i sur., 2013).

Alge se koriste i u svrhu lijeCenja koznih bolesti (npr. atopijski dermatitis)
(Thiyagarasaiyar i sur., 2020). Dokazano je kako su smede alge najviSe pridonijele razvoju
kozmetickih proizvoda. Ekstrakti se koriste u proizvodima za ciS¢enje lica, toniranje i
hidrataciju koZe, kremama za zastitu od UV zracenja, proizvodima za pomladivanje kozZe
(Thiyagarasaiyar i sur., 2020). Takoder, mogu djelovati protuupalno, anticelulitno te poticati

obnovu ostecenih stanica koZe 1 povecati elasticnost i gipkost istih (Mohapatra i sur., 2013).

2.4. ANTIOKSIDATIVNO DJELOVANJE MAKROALGI

2.4.1. Oksidativni stres i slobodni radikali

Oksidativni stres predstavlja neravnotezu izmedu proizvodnje oksidansa i antioksidansa
Sto dovodi do razli¢itih ostecenja bioloskih sustava (Forman i Zhang, 2021). Svaka kemijska
vrsta koja u vanjskoj ljusci posjeduje jedan ili viSe nesparenih elektrona su slobodni radikali.
Slobodni radikali su vrlo reaktivna vrsta zbog svojeg nesparenog elektrona. U aerobnim zivim
organizmima nastaju kontinuirano pod utjecajem endogenog metabolizma, upala, infekcija,
karcinoma, ishemije ili egzogenih izvora poput ionizirajuéeg zra¢enja, UV-zracenja, lijekova,

kancerogenih spojeva, zagadenog zraka, radioaktivnog otpada (Dizdaroglu i Jaruga, 2012).
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Dokazano je kako oksidativni stres utjeCe na razvoj odredenih bolesti poput ateroskleroze,
Alzheimerove bolesti, karcinoma i opstruktivne pluéne bolesti (Forman i Zhang, 2021).
Razlikujemo dva glavna mehanizma djelovanja oksidativnog stresa na nastanak oStecenja i
razvoj bolesti. Prvi mehanizam ukljucuje stvaranje reaktivnih vrsta. Reaktivne kisikove vrste
(ROS) imaju presudnu ulogu u fizioloSkim i patofizioloSkim procesima (Briegera i sur., 2012).
Reaktivne kisikove vrste mogu biti neutralne molekule poput vodikovog peroksida (H202), ioni
poput superoksidnog aniona (O2) ili radikali poput hidroksilnog radikala (OH"). Dijele se na
slobodne radikale i aktivne neradikalne derivate kisika. U slobodne radikale spadaju
superoksid-radikal (O.¢), hidroksil-radikal (OHe) i peroksil-radikal (ROOe¢). U aktivne
neradikalne derivate Kisika spadaju vodikov peroksid (H202), hipokloritna kiselina (HOCI) i
singletni kisik (O2). Reaktivne kisikove vrste direktno oksidiraju makromolekule poput
strukturnih proteina, lipida, enzima, nukleinskih kiselina. Posljedica oksidacije je aberantna
funkcija stanica i apoptoza (Forman i Zhang, 2021). Drugi mehanizam djelovanja oksidativnog
stresa jest aberantna redoks signalizacija (Forman i Zhang, 2021). Odredeni oksidansi koji
nastaju nakon fizioloske stimulacije mogu djelovati kao drugi glasnici (npr. vodikov peroksid).
Nefizioloska proizvodnja vodikovog peroksida posljedicno moze dovesti do pogresne redoks
signalizacije. Oksidativni stres moze biti primarni uzrok patologije bolesti ili moze predstavljati
sekundarni doprinos samoj progresiji bolesti (Forman i Zhang, 2021). Oksidativni stres moze
biti povezan i s neurodegenerativnim bolestima, procesima starenja i procesima starenja koze
(Wang i sur., 2019; Pangestuti i sur., 2018).

2.4.2. Antioksidansi i njihova uloga

Antioksidans je svaka stabilna tvar koja moze donirati elektrone ili vodik slobodnim
radikalima $to dovodi do neutralizacije i sprjeava nastanak oSteCenja stani¢ne strukture
uzrokovanog oksidacijom (Shahreza, 2016). Mogu djelovati izravno ili neizravno sa slobodnim
radikalima. Izravno djelovanje ukljucuje izravnu reakciju s prooksidansima te dolazi do
popravka ili sprjeCavanja Stete uzrokovane slobodnim radikalima. Neizravno djelovanje
podrazumijeva regeneraciju 1 zaStitu od oksidiranih antioksidansa (Shahreza, 2016).
Antioksidansi inhibiraju prooksidativne enzime, djeluju sinergisticki s drugim antioksidansima,
hvataju singletni kisik, prekidaju propagaciju autooksidativnih lan¢anih reakcija, usporavaju
reakcije oksidacije slobodnih radikala te inhibiraju stvaranje slobodnih lipidnih radikala

(Briegera i sur., 2012). Veliki broj antioksidanasa nalazi se u povréu, vocu, mesu, dodacima
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prehrani te ribi. To su vitamin C, vitamin E, vitamin A, beta-karoten, likopen, lutein, selen,
mangan, zeaksantin, tokoferoli, flavonoidi, karotenoidi, askorbinska kiselina i polifenoli
(Shahreza, 2016). Navedeni antioksidansi imaju razliite funkcije, ali cesto djeluju
sinergisticki. Mnoge epidemioloske studije upucuju na povezanost prehrane bogate
antioksidansima s nizom stopom razvoja bolesti povezane s nastankom slobodnih radikala
(Briegera i sur., 2012). Antioksidativna aktivnost kod makroalgi povezana je s kemijskim
sastavom te se ocituje kroz sinergisticki ucinak bioloskih aktivnih komponenata. Neki od
spojeva za koje se smatra da su odgovorni za antioksidativno djelovanje su aminokiseline
povezane s mikosporinom, fenolni spojevi (npr. florotanini, cimetna kiselina), sulfatirani

polisaharidi te karotenoidi (Dominguez, 2013).

2.5. POZITIVAN UCINAK MAKROALGI NA STARENJE

Starenje koze predstavlja sloZen bioloski proces na koji utjeCe kombinacija unutarnjih i
vanjskih ¢imbenika (Zouboulis i sur., 2019). Koza je prvi o¢iti dokaz procesa starenja, a ocituje
se nastankom bora, neujednacenog tona, gubitka elasti¢nosti i stanjivanja (Zouboulis i sur.,
2019). Starenje koze dijeli se na egzogeno starenje i endogeno starenje. Endogeno starenje se
odrazava u procesima razgradnje cijelog organizma te je uzrokovano smanjenjem elasti¢nosti
koze kroz vrijeme. Na egzogeno starenje utjeCe kroni¢na izlozenost svjetlu, zagadenje,
ionizirajuce zracenje, toksini i razli¢ite kemikalije. Dolazi do promjena koje nastaju u vezivnom
tkivu zbog stvaranja lipidnih peroksida, enzima i reaktivnih kisikovih vrsta (Thring i sur.,
2009). Postoje tri primarne strukturne komponente koze koje su povezane sa starenjem. To su
kolagen, elastin i glikozaminoglikani (Reshma i sur., 2022). Kolagen je odgovoran za ¢vrsto¢u
koze te ¢ini 80 % tezine suhe koZe. Elastin daje elasticnost koZi te tvori mreZe elastinskih vlakna

(2-4 %). Za hidrataciju koze zasluzni su glikozaminoglikani (Thring i sur., 2009).

Kolagenaze su metaloproteinaze koje razlazu peptidne veze kolagena (Zouboulis i sur.,
2019). Cijepaju X-Gly vezu kolagena i peptida koji imaju redoslijed -Pro-X-Gly-Pro. X
predstavlja bilo koju aminokiselinu (Thring i sur., 2009). Elastaza je proteaza koja je odgovorna
za razgradnju elastina. Elastin je od vitalnog znacaja jer daje elasti¢nost arterijama, plu¢ima te
ligamentima koze (Baylac 1 Racine, 2004). Prema tome, vazno je pronaci potencijalne

inhibitore kolagenaze i elastaze kako bi se sprijecio gubitak ¢vrstoce i elasti¢nosti koZze.

12



Postoje dvije glavne skupine spojeva koji se mogu koristiti kao sastojci u proizvodima
protiv starenja. To su antioksidansi i stani¢ni regulatori. Provedena su mnoga istrazivanja koja
su dokazala da sekundarni metaboliti i cjeloviti ekstrakti iz biljaka djeluju kao antioksidansi te
imaju djelovanje protiv kolagenaze i elastaze. To su spojevi poput polifenola (flavonoidi,
tokoferoli, tanini, fenolne kiseline). Dokazano je kako su polifenoli katehin i epigalokatehin
galat, izolirani iz zelenog ¢aja, inhibitori kolagenaze i elastaze (Elmets i sur., 2001). Uz
polifenole, vrlo vazni antioksidansi su i vitamini (vitamin C, vitamin E 1 vitamin B3). Ovi
spojevi smanjuju razgradnju kolagena smanjenjem koncentracije slobodnih radikala u tkivima
(Zouboulis i sur., 2019). Stani¢ni regulatori su retinoli, hormoni i peptidi koji direktno djeluju

na metabolizam kolagena te stimuliraju proizvodnju kolagena i elastina (Zouboulis i sur., 2019).

Alge imaju primjenu u kozmeti¢koj industriji zbog kemijskog sastava koji ukljucuje
polisaharide, masne Kiseline, esencijalne aminokiseline, antioksidanse te vitamine. Njihova
upotreba u kozmetickim proizvodima raste zbog potencijalnog pozitivnog ucinka na starenje
koze, tamnjenje te pojavu pigmentacije. Pojedini spojevi izolirani iz algi pokazali su inhibitorni
utjecaj na kolagenazu, elastazu i hijaluronidazu, $to u konacnici rezultira sa ljepSom i zdravijom
kozom (Fayad i sur., 2018).

2.6. OSNOVNE KARAKTERISTIKE ZEBRICA (Danio rerio)

Zebrica (Danio rerio) je slatkovodna riba koja pripada obitelji Cyprinidae, a potjece iz
Indije (Ribas i Piferrer, 2013). Naj¢esce se nalaze u vodama Nepala, Bangladesa, Pakistana i
Myanmara (Parichy, 2015). Zebrice su egzotermne Zivotinje te se unutar laboratorija uzgajaju
unutar temperaturnog raspona od 27 - 28 ° C, a u divljini naseljavaju razli¢ita stanista od 18 °C
do preko 38 °C (Spence i sur., 2007). Mogu Zivjeti u vodama razli¢ite kiselosti gdje se pH moze
kretati od 5,5 do 9. TezZina odrasle jedinke u laboratorijskim uvjetima iznosi od 0,5 do 0,9 g,
dok je duljina od 22 do 38 mm (Ribas i Piferrer, 2013). Prosje¢ni Zivotni vijek u divljini im je
oko 2-3 godine, dok u zato¢enistvu Zive oko 4 godine (Gerrhard i sur., 2002). Zebrica je svoje
ime dobila zbog 4 vodoravne pruge tamnije sive boje koje se protezu od skrznih poklopaca pa
sve do repa (slika 2). Kod odraslih jedinki prisutan je spolni dimorfizam. Zenke su vece te ih
karakterizira bijeli, zaobljeni trbuh. Muzjaci su manji te imaju izduljenije tijelo, Zuckaste boje
(Kossack i Draper, 2019). Razlog zaSto muzjaci imaju zutu boju jest zbog ksantofora.
Ksantofori su pigmentne stanice. Uz ksantofore, ribe zebrice imaju crne pruge koje tvore
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melanofori (Kossack i Draper, 2019). Njihovo ubrzano kretanje omogucuju parna prsna i
neparna dorzalna peraja postavljene su posteriorno. Ribe zebrice su brze, zivahne te lake za

uzgoj i razmnozavanje. Hrana su im zooplanktoni, mali insekti, alge te druge biljne vrste.

Slika 2. Danio rerio (Hamilton, 1822) (prema Avdesh i sur., 2012)

Par zebrica moze dati od 100 do 400 embrija po mrijestu. Postoji sedam stadija
embrionalnog razvoja ribe zebrice, a to su stadij zigote, stadij dioba, stadij blastule, stadij
gastrule, stadij segmentacije, stadij faringule i stadij izleganja (Slika 3). Prva dioba krec¢e oko
40. minute nakon oplodnje (Issac i sur., 2021). Uvid u razvoj organa moguc¢i je iz razloga sto je
jedinka transparentna kroz cijeli embrionalni razvoj (Kimmel i sur., 1995). Embrionalni razvoj
zebrice traje svega 72 h, kada dolazi do izvaljivanja tj. li¢inka napusta korion (Kimmel i sur.,

1995). Nakon 120 h od oplodnje, li¢inka se pocinje samostalno hraniti.
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Slika 3. Razvojni ciklus ribe zebrice Danio rerio (prema D’Costa i Shepherd, 2009)

L—

7 N\

Zebrice su se pokazale kao izvrsni modelni organizam u mnogim istrazivackim
podrucjima, a najvise U podrucju razvojne biologije, toksikologije i genetike. Takoder, zebrice
su se pokazale kao dobar modelni organizam na podruc¢ju onkologije, regenerativne medicine i
neurobiologije (Hill i sur., 2005). Ovaj modelni organizam odlikuje kratko vrijeme generacije
(2-3 mjeseca), laka manipulacija i odrzavanje, ex utero razvoj, jednostavan i ekonomican uzgoj,
laka podloZnost genskoj manipulaciji (Ribas 1 Piferrer, 2013). Vrlo vaZzna karakteristika jest
podudaranje ¢ak 70 % gena riba zebrica s genima ¢ovjeka. Stovise, vise od 84 % gena koji
uzrokuju genetske bolesti kod ljudi prisutno je u zebricama, Sto je otvorilo vrata brojnim
biomedicinskim istrazivanjima (Choi 1 sur., 2021). Imaju sposobnost regeneracije koze, peraja,
mozga i srca tijekom svojih li¢inackih stadija (Nusslein-Volhard i sur., 2002). Zebrice se koriste
u istrazivanjima vezanim uz kardiovaskularne bolesti jer imaju zatvoreni kardiovaskularni
sustav te je sam sr¢ani ciklus vrlo slican kardiovaskularnoj fiziologiji Covjeka. Takoder se
koriste u istrazivanjima koja su povezana s aterosklerozom, aritmijama i kardiomiopatijom
(Shafik i Cifuentes, 2018).
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2.6.1. Test embriotoksi¢nosti na zebricama

Test embriotoksic¢nosti (eng. Zebrafish Embryotoxicity Test, ZET; OECD 236, 2013)
zami$ljen kao alternativa za test akutne toksi¢nosti na odraslim jedinkama. Taj test je
optimiziran, standardiziran i validiran te se kao takav koristi za procjenu toksi¢nosti na
embrionalnim i ranim li¢ina¢kim stadijima zebrice (Braunbeck i sur., 2014). Tijekom trajanja
testa prate se letalni i subletalni u€inci testiranog uzorka. Letalni ucinci obuhvacaju prestanak
rada srca, koagulaciju embrija, neodvajanje repa od Zzumanjcane vrecice te neformiranje somita.
U subletalne ucinke spada skolioza, usporenost razvoja, nastanak perikardijalnog edema ili
edema u podrucju Zumanjéane vreéice (Zhu i sur., 2018; OECD 236, 2013). Takoder, tijekom
trajanja testa mogu se pratiti razni krajnji ucinci, poput razine oksidativnog stresa,
kardiotoksi¢nosti, neurotoksi¢nosti, itd. (Babi¢ i sur., 2021). Spojevi ¢ija je molekulska masa
veca od 3 kDa ne mogu pro¢i korion te ga je potrebno mehanicki ukloniti (Braunbeck i sur.,
2014). Brojni znanstveni radovi dokazali su korisnost upotrebe embrija zebrice Danio rerio u

svrhu ispitivanja razli¢itih bioaktivnosti spojeva izoliranih iz morskih organizama (Braunbeck

i sur., 2014).

2.6.2. Pozitivan uc¢inak makroalgi na regeneraciju amputirane repne peraje

Regeneracija je obnavljanje dijelova organa ili tkiva odredenog organizma koji su se
istros§ili, izgubili ili ozljedom unistili. Stupanj regeneracije kod Zivotinja je vrlo raznolik.
Uglavnom organizmi nizeg filogenetskog stupnja imaju veéu sposobnost regeneracije. Kod
riba zebrica postoji moguénost regeneracije mnogih organa poput peraje, srca, srediSnjeg
zivéanog sustava, jetre, gusterace, bubrega i kostiju (Shi i sur., 2015). U ovom radu je ispitana
regeneracija repne peraje unutar 48 sati nakon amputacije. Razlog zasto se repna peraja
intenzivno istrazuje jest njena jednostavna struktura, nedostaju odredena tkiva poput misica i
hrskavice, laki su vanjski zahvati te brza regeneracija (Shi i sur., 2015). U odraslih zebrica,
repna peraja se moze potpuno regenerirati unutar 2-3 tjedna. Kod li¢inaka je moguca potpuna
regeneracija unutar samo 3 dana (Tal 1 sur., 2010). Proces regeneracije podijeljen je u Cetiri
faze (slika 4). Prva faza se inicira odmah nakon ozljede te ukljucuje zacjeljivanje rane. Apikalna
epidermalna kapa je najvaznija struktura vaZzna za formiranje blasteme. Blastema je osnovna
staniCna organizacija vazna za poticanje 1 pocetak regeneracije repne peraje. Sastoji se od
morfoloski sli¢nih stanica koja se formira kroz distalnu migraciju fibroblasta i osteoblasta

(Gemberling i1 sur., 2013). Apikalna epidermalna kapa se brzo formira migracijom
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neproliferativnih lateralnih epitelnih stanica preko rane (Shi i sur., 2015). U drugoj fazi dolazi
do formacije blasteme na nacin da se neorganizirane mezenhimalne stanice koje se nalaze ispod
apikalne epidermalne kape dediferenciraju i proliferiraju. Glavni pokazatelj regeneracije je
nastanak blasteme. Ona se dalje moze podijeliti na proksimalnu 1 distalnu blastemu. Tre¢a faza
je faza u kojoj dolazi do ekstenzivne proliferacije stanica proksimalne blasteme. Cetvrta faza
pocinje kada novonastala peraja naraste do izvorne duzine, no mehanizmi koji pokre¢u fazu
terminacije regeneracije jo$ uvijek nisu poznati (Shi i sur., 2015). Novija istrazivanja pokazuju

da izvor inicijacije regeneracije mogu biti obliznji osteoblasti.

Dediferencijacija i

Apikalna epidermalna prollfera'm'ja

kapa neorganiziranog Proliferacija
mezenhimskog s blasteme

Blastema _: ‘
I< ... I ‘( thm g
Amputacija
— —_ —_— —r

Slika 4. Prikaz procesa regeneracije amputirane repne peraje (prema Shi i sur., 2015)

2.6.3. Zakonodavni okviri i nacela 3R-a

Nacelo 3R temelji se na sljedeCem principu: zamjenjivanja zivotinja S drugim
kori$tenih u pokusima (engl. Reduction) i poboljsanja metoda u svrhu dobrobiti Zivotinja (engl.
Refinement) (Russell i Burch, 1959). Kada su u pitanju embriji zebrica u potpunosti se
zadovoljavaju ova nacela. S obzirom na dostupnost velikog broja transgeni¢nih 1 mutantnih
linijja zebrica, u posljednja dva desetljea ovaj je modelni organizam postao sve ucestalije
koriSteni zamjenski model visih kraljeznjaka. Zebrice do 120 sati nakon oplodnje (engl. hours
post fertilization; hpf), kada pocinju samostalno plivanje i hranjenje, ne podlijezu zakonskoj
regulativi (Direktiva EU, 2010/63/EU), ¢ime se smanjuje patnja velikog broja odraslih jedinki
(ponajvise sisavaca) u znanstvenim eksperimentima. S obzirom da je zebrica transparentna
tijekom cijelog embrionalnog razvoja, znanstvenicima je omogucéen uvid u razvoj organa

koristenjem ne-invazivnih ili manje invazivnih metoda.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. UZORKOVANJE SMEDE MAKROALGE

U svrhu ovog istrazivanja uzorkovana je smeda makroalga Cystoseira compressa.
Lokacija uzorkovanja su Kolovare (44°06'26"N, 15°13'54"E). Uzorkovanje biomase obavljeno
je od strane licenciranog ronioca i inzenjera biologije Donata Petricioli. Prikupljeni uzorak
pohranjen je u prijenosni hladnjak zbog o¢uvanja svoje bioloske aktivnosti te transportiran u
laboratorij na daljnju obradu. Po zaprimanju u laboratorij, makroalga je temeljito isprana
destiliranom vodom kako bi se uklonila morska sol i neCisto¢e. Nakon toga slijedila je
liofilizacija kroz 24 h koriste¢i Martin Christ Alpha 2-4 LSCplus liofilizator (Osterode,

Njemacka) (slika 5). Nakon liofilizacije, biomasa je usitnjena u tarioniku.

——

Slika 5. a) Alga Cystoseira compressa unutar liofilizatora (lijevo) i b) Martin Christ Alpha 2-

4 LSCplus liofilizator (desno) (vlastita fotografija)

18



3.2. KEMIKALIJE

Tablica 2. Popis koristenih kemikalija

Ime (kratica)

Metanol
Dimetil sulfoksid (DMSQO)

Vodikov peroksid

2" 7" -diklorofluorescin diacetat
(DCF-DA)

Etil 3-aminobenzoat
metansulfonat (MS-222)

Kalcij klorid dihidrat

Magnezij sulfat
Natrijev hidrogenkarbonat
Kalij klorid

Sumporna kiselina
Kalij sulfat

Natrij acetat

Octena kiselina

Zeljezo (IIT) klorid

Natrijev hidrogen fosfat dihidrat

Natrijev dihidrogen fosfat
dihidrat
2,2'-Azobis(2-amidinopropan)
dihidroklorid (AAPH)

Kemijska formula

CH;OH

(CH3).SO

H.0;

C24H16Cl,07

CoH11NO2 x CH4SO3

CaCl,x2H,0

MgSO4x7H,0

NaHCO3
KCI

HCI
K2SO4
C2H3Na02

CHsCOOH

FeC|3

Na,HPO4x2H,0

NaH,PO4x2H,0

C18H12N506

Proizvodac¢ (registarski broj)
LabExpert, Ljubljana, Slovenija
(CAS 67-56-1)
Kemika, Zagreb, Hrvatska (CAS 67-68-5)

Alkaloid, Skopje, Makedonija

(CAS 7722-84-1)

Sigma Aldrich, Deisenhofen, Njemacka
(CAS 4091-99-0)

Sigma Aldrich, Deisenhofen, Njemacka (CAS
886-86-2)

Emsure, Darmstadt, Njemacka (CAS 10035-
04-8)

Gram-mol, Zagreb, Hrvatska (CAS 10034-99-
8)

Kemika, Zagreb, Hrvatska (CAS144-55-8)

Kemika, Zagreb, Hrvatska (CAS 7447-40-7)

Fisher Chemical, SAD (CAS 7664-93-9)

Gram-mol, Zagreb, Hrvatska (CAS 7778-80-5)

Sigma Aldrich, Deisenhofen, Njemacka (CAS
64-19-7)

Sigma Aldrich, Deisenhofen, Njemacka (CAS
7705-08-0)

Sigma Aldrich, Deisenhofen, Njemacka (CAS
10028-24-7)

Sigma Aldrich, Deisenhofen, Njemacka (CAS
10028-24-7)

Sigma Aldrich, Deisenhofen, Njemacka (CAS
1898-66-4)
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Tablica 2. Popis koristenih kemikalija — nastavak

2,2-difenil-1-pikrilhidrazil
(DPPH)

Askorbinska kiselina

Kit za kolorimetrijsku analizu

aktivnosti kolagenaze

CM-H2DCFDA

3.3. UREDAJI

Sigma Aldrich, Deisenhofen, Njemacka
[=NC(CH3).C(=NH)N

(CAS
Hz]zXZHCI
2997-92-4)

Sigma Aldrich, Deisenhofen, Njemacka (CAS
50-81-7)

Sigma Aldrich, Deisenhofen, Njemacka (Cat.
No. MAK293)

Thermo Fisher Scientific, Eugene, Oregon
(CAS 4091-99-0)

CeHgOs

Tablica 3. Popis koristenih instrumenata

Naziv instrumenta

Liofilizator

Invertni mikroskop

Fluorescentni svjetlosni
mikroskop

Stereomikroskop

Spektrofotometar
Inkubator
Ultrazvuéna kupelj
ZebTEC samoregulirajuci
sustav za uzgoj zebrica s

Active Blue tehnologijom

Mrijestilica

Model i proizvoda¢

Martin Christ Alpha 2-4 LSCplus, Osterode, Njemacka

CKX41, s pripadaju¢om digitalnom
kamerom Leica EC3 i LAS EZ 3.2.0 softverom za analizu slike,
Olympus, Njemacka

BXS51 s digitalnom kamerom DP70 i Microsoft® AnalySISSoft
Imaging System Software-om, Olympus, Njemacka

S6E, Leica stereomicroscope, Njemacka

Infinite M200, PRO, TECAN, Svicarska

TIN-IN35, Phoenix, Garbsen, Njemacka

Sonorex digiplus, Bandelin, Njemacka

Tecniplast S.p.A., Italija

iISpawn-S Benchtop Size Breeding System, Tecniplast S.p.A.,
Italija
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3.4. EKSTRAKCIJA | FRAKCIONIRANJE SPOJEVA OD INTERESA

Odmah po zaprimanju makroalga je liofilizirana (liofilizator Martin Christ Alpha 2-4 LSCplus)
u uvjetima visokog vakuuma (0,13-0,55 hPa) u periodu od 48 h, usitnjena te je izvagana masa
od otprilike 5 g. Ekstrakcija je izvrSena u ultrazvu¢noj kupelji (Sonorex digiplus, Bandelin,
Njemacka), uzastopno tri puta u smjesi otapala metanol:diklormetan (MeOH/DCM, 1:1, v/v).
Ekstrakt je filtiriran kroz 0,45 um PTFE filter te uparen u atmosferi dusika kako bi se uklonilo
otapalo. U svrhu koncentriranja i pro¢i§¢avanja uzorka, koriStena je metoda ekstrakcije na
¢vrstoj fazi (engl. solid-phase extraction). Ukratko, ekstrakt je frakcioniran na C-18 koloni
(masa sorbensa 1 g, kapacitet kolone 6 mL, veli¢ina Cestica 40 pum; Agilent Bond Elut,
Waldbronn, Njemacka) koriStenjem vakuuma te otapala razliCite polarnosti (voda,
voda:metanol, metanol i diklormetan) kako bi se prikupile frakcije F3 i F4. Prethodno
frakcioniranju, C-18 kolona kondicionirana je metanolom i ultracistom vodom. Uzorak je
eluiran primjenom otapala opadajuce polarnosti kako bi se dobile frakcije F3 i F4. F3 je eluiran
s MeOH, dok je F4 eluiran saMeOH/DCM (1:1, v/v). Navedene frakcije su koncentrirane do
konstantne mase pomocu vakuumskog koncentratora (SpeedVac, SPD1030, Thermo Scientific,
Waltham, MA, SAD) i pohranjene na 4 °C u tami do daljnje analize. Ekstrakcija i frakcioniranje
provedeno je na Prehrambeno-tehnoloskom fakultetu u Osijeku. Neposredno prije analize,

frakcija F3 je otopljena u metanolu, dok je frakcija F4 otopljena u DMSO-u.

3.5. METODE ODREDIVANJA ANTIOKSIDATIVNE AKTIVNOSTI IN VITRO

3.5.1. ORAC metoda

ORAC metoda, odnosno metoda sposobnosti apsorpcije radikala kisika (engl. Oxygen
Radical Absorbance Capacity) temelji se na fluorescentnom signalu koji se gubi u prisutnosti
reaktivnih kisikovih vrsta (ROS) (Huang i sur., 2002). Dodatak antioksidansa apsorbira
generirane ROS-ove donacijom vodika, omogucuju¢i postojanost fluorescentnog signala i
pruzajuci informacije o mehanizmu djelovanja spoja. Kao standard u ORAC metodi koristi se
antioksidans Trolox (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna kiselina), analog
vitamina E koji je topljiv u vodi u rasponu koncentracija od 6,25 do 100 pmol/L. U
mikrotitarske ploce se u triplikatu dodaje 150 pL radne otopine 4 pmol/L fluoresceina koji je

pripremljen u razrijedenju 1:1000 u 25 mL 0,075 fosfatnom puferu (pH 7,4). Paralelno se
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dodaje po 25 pL uzorka, standarda (Trolox) i slijepe probe (0,075 M PBS). Pripremljena
mikrotitarska ploca se stavlja na inkubaciju 30 minuta na 37 °C pri rotaciji od 100 rpm. Reakcija
se pokrece na nacin da se u svaku pripremljenu jazicu na mikrotitarskoj plo¢i dodaje po 25 puL
75 mmol/L AAPH (2,2'-azobis (2-amidinopropan) dihidroklorid) reagensa. Gubitak
fluorescencije prati se pomocu spektrofotofluorimetra pri uvjetima ekscitacije na 485 nm, a

emisije na 528 nm u rasponu od 3 sata te optimalnim korak fluorescencije od 188.

3.5.2. DPPH metoda

DPPH metoda (Brand-Williams i sur., 1995) jedna je od najcesce koriStenih metoda
odredivanja antioksidacijske aktivnosti. Bazira se na kolorimetriji, odnosno na promjeni boje
prilikom reakcije 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikala s antioksidansom. U ovom radu,
metoda je prilagodena za reakciju u mikrotitarskim plo¢ama. Ukratko, u mikrotitarske ploce se
dodaje 25 pL uzorka, 200 pL metanola te 25 pL ranije pripremljene otopine DPPH radikala
(240 pg/mL). Kao kontrola se koristi otapalo u kojem je uzorak pripremljen umjesto uzorka,
dok slijepu probu ¢ini 225 pLL metanola i 25 pL otapala u kojem je uzorak otopljen. Nakon 30-
minutne inkubacije uzoraka u mraku, mjeri se apsorbancija na 490 nm. Za izradu bazdarnog
dijagrama koristi se askorbinska kiselina u rasponu koncentracija od 0,01 do 0,3 mmol/L u

metanolu.

3.5.3. FRAP metoda

FRAP metoda, punog naziva sposobnost redukcije zeljezova iona (engl. ferric
reducing/antioxidant power) bazira se na redukciji Zeljezova (III) iona (Fe* iona, feri oblik) u
zeljezov (1) ion (Fe?* ion, fero oblik) u prisutnosti antioksidansa. Nastali ion u prisutnosti TPTZ
(2,4,6-tri(2-piridil)-s-triazin) reagensa formira intenzivno obojeni kompleks koji pokazuje
maksimum apsorbancije pri 593 nm (Benzie i Strain, 1996). FRAP reagens se priprema dnevno
mijesajuci jednaki volumen 10 mM TPTZ pripremljenog u 40 mmol/L klorovodi¢noj kiselini
te 20 mM vodene otopine Zeljezova (III) klorida (FeClsz). Otopinu je potrebno razrijediti pet
puta pomocu 0,25 mol/L acetatnog pufera (pH 3,6). Postupak se bazira na mjerenju u
mikrotitarskim plo¢ama u triplikatu nakon provedene reakcije izmedu 3,9 mL FRAP reagensa
1 100 pL uzorka u trajanju od 10 min na 37 °C. Opticka gusto¢a se mjeri pri 593 nm. Kao

standard se koristi otopina zeljezovog sulfata, FeSOa.
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3.6. ANALIZA INHIBICIJE ENZIMA KOLAGENAZE

Ispitivanje je provedeno uz pomo¢ kita za odredivanje kolagenazne aktivnosti prema
uputama proizvodaca. Kit je sadrzavao pufer (20 mL), enzim kolagenaze (0,35 U/mL; 1 mL);
supstrat za kolagenazu (N-(3-[2-Furyl]acryloyl)-Leu-Gly-Pro-Ala; FALGPA; 4 mL); inhibitor
(1,20-phenanthroline, 1 M; 50 uL). Uzorci i kontrole rasporedeni su u transparentnu plo¢u sa

96 jazica prema protokolu navedenom u tablici 4. Ukupan volumen u jaZicama bio je 100 uL.

Tablica 4. Priprema uzoraka i kontrola eksperimenta

Kontrola Kontrola Kontrola

Reagent Uzorak

enzima inhibitora medija
Uzorak (frakcija makroalgi) 10 uL - - -
Enzim kolagenaze (0,35 U/mL) 10 uL 10 uL 10 uL -
Inhibitor (1,10-Phenanthroline) - - 2 uL -
Pufer 80 uL 90 uL 88 uL 100 uL
Ukupni volumen 100 pL

Nakon §to je sve otpipetirano, plate se inkubirao 10 minuta u mraku. Nakon inkubacije u svaku
jazicu dodano je 100 pL reakcijske smjese koja se sastojala od 40 pLL FALGPA i 60 puL pufera.
Nakon toga, pomocu spektrofotofluorimetra izmjerena je absorbancija pri valnoj duljini od 345
nm i temperaturi od 37 °C. Absorbancija je mjerena svake 3 minute u periodu od 21 minute.

Za izraCun kolagenazne aktivnosti koriStena je formula:

AAz4s uzorka —A345 medija
( e AT x (0,2) x DF
(0,53)xV '

gdje je AAsss = razlika absorbancije u vremenu Tz i T2; AT = razlika izmedu vremena Ty i T;
0,2 = reakcijski volumen (mL); DF= faktor razrjedenja, 0,53 = ekstinkcijski koeficijent
FALGPA; V=volumen enzima.

Za izraCun inhibicije enzima kolagenaze koristena je formula:
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ARLIVNOSE (enzim)— AKLIVNOSE (innibitor /uzorak) x 100

it
inhibicije =
% ] Aktivnost(enzim)

3.7. ODRZAVANJE ZEBRICA Danio rerio | MRIJEST

U svrhu ovog istrazivanja kao modelni organizam kori$tena je riba zebrica Danio rerio,
divlji WIK soj, dopremljena iz Europskog resursnog centra, Instituta za tehnologiju Karlsruhe
(KIT) u Njemackoj. Odrasle zebrice su uzgajane i odrzavane u ZebTEC samoreguliraju¢éem
sustavu s Active Blue tehnologijom (Tecniplast S.p.A., Buguggiate, Italija) pri kontinuiranim
periodima dana i no¢i 14:10 h (slika 6). Uvjeti vode su strogo kontrolirani. Tijekom uzgoja i
odrzavanja odraslih jedinki temperatura je iznosila 27,00 = 0,09 °C, pH vrijednost 7,60 + 0,08,
vodljivost 494,80 + 2,61 uS/cm, a zasi¢enost otopljenog kisika >95 %. Odrasle jedinke hranjene

su tri puta dnevno smrznutim ra¢i¢ima Artemia sp.

Prije postavljanja samog eksperimenta odvojile su se odrasle jedinke zebrica u omjeru
2:1, muZjaci:zenke. Zebrice su stavljene u mrijestilicu (iSpawn-S Benchtop Size Breeding
System, Tecniplast S.p.A.) u kojoj su se s obzirom na spol odvojile pregradom. Iduci dan ujutro,
pregrada je maknuta. Na taj nacin su muZzjaci i Zenke spojeni. Vazno je podignuti platformu za
mrijest kako bi se imitirali prirodni uvjeti okolisa u kojem se mrijeste u plicaku. Nakon 30
minuta od mrijesta pomocu sita (promjer oka: 800 um) su se skupila jajaSca te su ista isprana

vodom kako bi se uklonile moguce necistoce (Babi¢ i sur., 2021).

24



Slika 6. a) ZebTEC samoregulirajuci sustav za uzgoj zebrica s Active Blue tehnologijom
(Tecniplast S.p.A.) unutar kojeg se odvija uzgoj i odrZzavanje zebrica (lijevo) i b) Mrijestilica
iISpawn-S Benchtop Size Breeding System (Tecniplast S.p.A.) koja se koristila za mrijest
zebrica (vlastita fotografija)

3.7.1. Test embriotoksi¢nosti

Test embriotoksi¢nosti na embrijima ribe zebrice Danio rerio proveden je prema
standardiziranom OECD 236 protokolu (2013). Unutar 90 min nakon oplodnje, uz pomo¢
stereomikroskopa (Leica, Njemacka) (slika 7) odvojena su oplodena jajasca od neoplodenih ili
ostecenih. Nakon toga, embriji su postavljeni u polietilenske prozirne plocice s 24 jazice (NEST
Scientific, SAD). Svaka jazica sadrzavala je 1 mL testiranog uzorka (n=5 embrija po jazici). U
svrhu ispitivanja embriotoksi¢nosti upotrijebljeno je 10 embrija u 3 replike, Sto iznosi 30
embrija po ispitanoj koncentraciji. Frakcije F3 i F4 ispitane su u 6 koncentracija - 50; 25; 12,5;
6,25; 3,125 i 1,5625 ug/mL. Za pripremu razrijedenja i kao negativna kontrola koristila se
umjetna voda (engl. artificial water; 294,0 mg/L kalcij Kklorid dihidrata (CaCl>x2H20),
123,3 mg/L magnezij sulfata (MgSO4x7H20), 63,0 mg/L natrijevog bikarbonata (NaHCO3 ) i
5,5 mg/L kalij klorida (KCI)). Pripremljeni uzorci su aerirani do 100 %-tnog zasi¢enja kisikom

25



te temperirani na 27,5 °C. S obzirom na sadrzaj otapala u testiranim frakcijama, kao dodatna
kontrola otapala ispitan je 1 % metanol i 1 % DMSO. Kako bi se izbjeglo isparavanje uzoraka,
rubovi plocica su omotani parafilmom. Plo¢ice s embrijima su inkubirane na 27,5 = 0,5 °C
(Phoenix Instrument inkubator TIN-IN35). Nakon 96 h razvoja praceno je prezivljavanje,
pojava razvojnih abnormalnosti te stopa izvaljivanja li¢inaka iz koriona. Ispitana je i
kardiotoksi¢nost na nacin da su se brojali otkucaji srca kod 15 nasumi¢no odabranih jedinki
unutar 15 sekundi. Na taj nacin utvrdene su koncentracije ispitivanih frakcija koje ne uzrokuju

negativan uc¢inak na embrionalni razvoj.

Slika 7. a) Stereomikroskop S6E, Leica (lijevo) i b) Petrijeva ploca s jajascima dobivenima

unutar jednog mrijesta (desno) (vlastita fotografija)
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3.7.2. Ispitivanje antioksidativnog potencijala in vivo upotrebom zebrice

Koncentracije ispitanih frakcija koje unutar testa embriotoksi¢nosti nisu pokazale
toksi¢ni potencijal, odabrane su za daljnje ispitivanje antioksidativnog potencijala in vivo
upotrebom zebrice Danio rerio. Istrazivanje se bazira na praenju protektivnog ucinka
testiranog spoja na stvaranje oksidativnog stresa u zebricama induciranog vodikovim

peroksidom.

Prema protokolu detaljno opisanom u poglavlju 3.7.1., embriji su tretirani testiranim
frakcijama u periodu od 2 h. Nakon 2 h, embriji (N=5 embrija po jazici) su izlozeni 1 mL
testiranog uzorka. Unutar pokusa postojala su tri tretmana. Unutar prvog tretmana embriji su
izlozeni 5 mM vodikovom peroksidu (pozitivna kontrola), dok je drugi tretman obuhvacao
embrije izlozene mediju za uzgoj zebrica (umjetnoj vodi; negativna kontrola). Treéi je tretman
obuhvacao embrije izlozene mjesavini ispitivanih frakcija i 5 mM vodikovog peroksida. Ploce
s embrijima su inkubirane na 27,5 + 0,5 °C (TIN-IN35, Phoenix, Njemacka) u periodu od 96 h.
Nakon 96 h, li¢inke su izlozene 10 pM CM-H2DCFDA. Nakon unosa u stanicu, CM-H.DCFDA
hidrolizira pomocu nespecificnih esteraza i oslobada 2'7'-diklorodihidrofluorescein (CM-
H2.DCF), koji nadalje u reakciji s ROS-ovima oksidira do CM-DCF spoja koji emitira
fluorescencu. Koli¢ina ROS-ova nastalih uslijed oksidativnog stresa je proporcionalna nastaloj
fluorescenciji. Inkubacija licinaka u CM-H2DCFDA boji trajala je 1 h, nakon ¢ega su isprane
tri puta umjetnom vodom kako bi se uklonila fluorescentna boja s povrsine tijela. Li¢inke su
zatim pojedina¢no rasporedene u crnu plocice u s 96 jazica (engl. well plate; Thermo Fisher
Scientific, SAD). Intenzitet fluorescence mjerio se pomocu spektrofotometra (Infinite M200,
PRO, TECAN, Svicarska). Ekscitacija je postavljena na 495 nm, a emisija na 525 nm. Prije
samog mjerenja li¢inke su tretirane s 0,03 % MS-222 anestetikom kako bi tijekom mjerenja
fluorescence bile mirne. Antioksidativni potencijal frakcije F4 Cystoseira compressa o¢itovao
se u smanjenju intenziteta fluorescencije kod jedinki izlaganoj ispitanoj frakciji i H2O2 u odnosu

na jedinke izlagane isklju¢ivo H20x.

3.7.3. Ispitivanje regenerativnog potencijala in vivo upotrebom zebrice

Nakon mrijesta detaljno opisanog u u paragrafu 3.7.1. poglavlju, embriji su inkubirani
do 72. sata nakon oplodnje u umjetnoj vodi. Nakon 72 sata, jedinke su anestezirane s 0,02 %
MS-222, nakon cega je skalpelom izvrSena amputacija repne peraje (slika 8). Nakon
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amputacije, jedinke su pojedina¢no rasporedene u prozirne plo¢e sa 24 jazice s 1 mL testiranog
uzorka. Frakcija F3 ispitana je u koncentracijama od 12,5; 6,25 i 3,125 pug/mL, dok je F4
ispitana u 50, 251 12,5 ug/mL. Kontrolna skupina je nakon amputacije bila izlozena umjetnoj
vodi. U svrhu dodatne kontrole otapala, zebrice sa amputiranim repovima izlozene su i 1 %
metanolu i 1 % DMSO-u. Jedinkama je uslikan rep neposredno prije amputacije te nakon 48 h

nakon amputacije.

Tijekom trajanja eksperimenta, zebricama je svakodnevno zamijenjeno 30 % volumena sa
svjeze pripremljenim uzorcima. Slike prije amputacije repa te nakon amputacije su preklopljene
pomocu PhotoScape progama. Za izraun regenerirane povrsine repa koristen je Microsoft®
AnalySIS Soft softver. Svi pokusi napravljeni unutar ovog istrazivanja provedeni su na
neza$ti¢enim embrionalnim/li¢inac¢kim stadijima (do 120. sata nakon oplodnje), za koje nije

potrebna suglasnost Etickog povjerenstva o provedbi istraZivanja.

LX)

Slika 8. Shema amputacije repne peraje (prema Gu i sur., 2020)

3.8. Statisticka obrada podataka

Statisticka obrada i graficki prikaz dobivenih rezultata napravljen je unutar GraphPad
Prism 6.01. statisticCkog programa. Rezultati su izraZeni u obliku srednje vrijednosti svih testnih
replika uz pridruzenu vrijednost standardne devijacije (£ SD), a p-vrijednost manja ili jednaka
od 0,05 (p < 0,05) koristena je kao grani¢na vrijednost statisticke znacajnosti. Razlike izmedu
eksperimentalnih grupa i kontrolne skupine testirane su jednosmjernom analizom varijance one
way ANOVA. Normalnost raspodjele podataka provjerena je D'Agostino-Pearson testom
normalnosti. Ukoliko je raspodjela podataka odstupala od normalne (neparametrijske metode),
za usporedbu vise skupina koristen je Kruskal-Wallis test. Statisticki znacajnim smatrani su
rezultati koji su se razlikovali na razini p < 0,05 (*), p < 0,01 (**) te p < 0,001 (***). Intenzitet
fluorescencije kvantificiran je pomocu programa ImagelJ.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. KEMIJSKA ANALIZA

Kemijska analiza ispitivanih frakcija F3 (metanolna) i F4 (diklormetanska) smede makroalge
Cystoseira compressa odradena je od strane kolega sa Sjevernog (arkti¢kog) saveznog
sveucilista u Rusiji, Laboratorij za analiticku kemiju okolisa, Core Facility Center “Arktika”.
Kemijska analiza provedena je upotrebom tekucinske kromatografije visoke ucinkovitosti -
masene spektrometrije visoke rezolucije (HPLC-ESI-HRMS) prema protokolu detaljno
opisanom u publikaciji Jerkovi¢ i sur. (2021). Identificiran je 31 spoj koji pripadaju skupini
pigmenata, derivatima masnih kiselina, steroidima i terpenima (Tablica 5). Tablica je dodana u

rad kako bi omogucila jasniju interpretaciju rezultata dobivenih bioloskim ispitivanjima.

Tablica 5. Glavni identificirani spojevi u frakcijama F3 i F4 smede makroalge Cystoseira
compressa pomoc¢u HPLC-ESI-HRMS analize

Br $poj RT, | Kemijska [M+H]* Podrucje pika
0j min formula (Error, ppm) 3 Fa
1 Loliolid 4.36 C11H1603 197.1173 (0.4) 489424 168976
(10,28,3B,5B,9¢,17E,22R)-
2 ﬁfﬁé\ﬁfd,rzc?éizlié?oksokoIest—?— 9.88 | CsHsOwu | 675.3595(1.3) | 31900 690
en-5-il B-D-glukopiranozid
(3B,50,208)-3,21-
3 dihidroksipregnan-20-il B-D- 10.84 | C27HuO9 513.3066 (1.5) 70500 1400
glukopiranoiduronska Kiselina
4 Sargakinoi¢na kiselina 12.64 | CyH3604 425.2691 (1.1) 158000 5400
5 Glicerol monomiristat 12.96 | Ci7H3404 303.2533 (1.0) | 1318000 | 357000
6 égf;[hiir?li(cs)lsazte?:;epna:;: 1374 | CuHwxO. | 379.2846 (0.8) | 287800 | 22100
7 Halocintijaksantin 13.76 | CaHs605 641.4212 (1.8) | 1358000 4100
8 Glicerol palmitat 14.09 | CigHz0q4 331.2849 (1.9) | 10231000 | 4321200
9 Palmitamid 14.37 | CiHxsNO | 256.2630 (-1.9) | 349100 20500
10 | Glicerol monooleat 14.40 | C1H4004 357.3000 (0.2) 681600 52900
11 | Arahidonska kiselina 1456 | CyH30; 305.2472 (-1.0) | 496600 65400
12 | Oleamid 14.65 | CigHssNO | 282.2790 (-0.5) | 1624000 365800
13 | Glicerol monostearat 15.14 | CxuH4204 359.3160 (1.2) | 9725000 | 5500300
14 | Fukoksantin 15.49 | CsoHsg0s 659.4308 (0.3) | 934400 18800
15 | 2-Metoksietil palmitat 15.63 | CioH3303 315.2891 (-0.9) 162500 1939000
16 | 22 hidroperoksi-2d-vinil- 16.09 | CpHiOs | 4453671 (-12) | 68600 | 293800
olesterol
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Tablica 5. Glavni identificirani spojevi u frakcijama F3 i F4 smede makroalge Cystoseira

compressa pomo¢u HPLC-ESI-HRMS analize — nastavak

17

(8,9¢,100,14€)-3,20-diokso-
6,19-epoksipregn-4-en-21-il
(9E)-9-oktadekanoat

16.14

Cz9He0Os

609.4510 (-0.6)

356400

11200

18

11 hidroksi-3,20-dioksopregn-
4-en-21-il (9E)-9-oktadekanoat

16.52

Caz9He20s

611.4664 (-1.0)

1012000

46800

19

2-hidroksipropil stearat

16.62

C21H4203

343.3204 (-0.8)

336900

3695000

20

Erukamid

16.66

C2H4sNO

338.3418 (0.2)

6703000

2207000

21

Feoforbid A

16.80

CasH36N4Os

593.2752 (-1.1)

512100

3569000

22

1-O-heksadekanoil-2-O-
(9Z,12Z-oktadekadienoil)-3-O-
[a-D-galaktopiranozil-
(1&quot;-6")-0O-B-D-
galaktopiranozil]-glicerol

16.98

CaoHggO15

917.6197 (0.1)

56700

10800

23

(25)-3-(p-D-
galaktopiranosiloksi)-2-
(palmitoiloksi) propil (9Z,122)-
9,12-oktadekadienoat

18.44

CasH78010

755.5656 (-1.6)

1171200

230400

24

(25)-3-(p-D-
galaktopiranosiloksi)-2-
(palmitoiloksi)propil (9E)-9-
oktadekanoat

19.12

Ca3HgoO10

757.5806 (-2.4)

374600

437000

25

Dipalmitin

20.88

CasHssOs

569.5130 (-1.7)

413600

110400

26

Metil
(3R,10Z,14Z,20Z,22S,23S)-12-
etil-3-hidroksi-13,18,22,27-
tetrametil-5-0kso-23-(3-0kso-3-
{[(2E,7R,11R)-3,7,11,15-
tetrametil-2 -heksadecen-1-
ilJoksi}propil)-17-vinil-4-oksa-
8,24,25,26-tetraazaheksaciklo
[19.2.1.16,9.111,14.116,19.02,7
] heptakoza-1(24),
2(7),6(27),8,10,12,14,16,18,20-
dekaen-3-karboksilat

21.53

CssH7aN4O7

903.5625 (-0.6)

8300

13054000

27

Stearoilpalmitoilglicerol

21.57

Cz7H720s

597.5453 (-1.6)

238400

75100

28

Metil (3S,4S,21R)-14-etil-13-
(hidroksimetil)-4,8,18-trimetil-
20-0kso-3-(3-0kso-3-
{[(2E,7R,11R)- 3,7,11,15-
tetrametil-2-heksadecen-1-
ilJoksi}propil)-9-vinil-24,25-
dihidro-21-forbinkarboksilat ili
izomeri

21.64

CssH7aN4Os

887.5673 (-0.9)

12600

9985000

29

Feofitin b

22.04

CssH72N4Os

885.5521 (-0.4)

23000

2402000

30

Distearin

22.26

Ca9H760s

625.5748 (-2.8)

41500

13700

31

Feofitin a

22.76

Cs5H74N4Os

871.5722 (-1.1)

47200

26756000
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4.2. ANTIOKSIDATIVNI POTENCIJAL FRAKCIJA MAKROALGE Cystoseira
compressa

Antioksidativni potencijal ispitivanih frakcija odreden je pomocu tri metode. To su
ORAC, DPPH i FRAP metoda.

ORAC je antioksidacijska metoda pri kojoj antioksidansi doniraju proton peroksilnom
radikalu te ga na taj naCin neutraliziraju. Dolazi do reakcije radikala s fluoresceinom pri ¢emu
nastaje nefluorescentni produkt te dolazi do pada intenziteta fluorescencije. Dodatkom
antioksidansa dolazi do neutralizacije nastalih slobodnih radikala, sto omogucuje odrzavanje
fluorescencijskog signala. Rezultati ORAC metode pokazuju kako vecu antioksidativnu
aktivnost ima frakcija F3 Cystoseira compressa (3194,08 + 233,53 umol TE/ g uzorka).
Antioksidativna aktivnost frakcije F4 Cystoseira compressa iznosi 1197,17 + 192,43 umol TE/
g uzorka (slika 9), sto je 3x manja zabiljeZena aktivnost u odnosu na frakciju F3. U istrazivanju
provedenom 2021. ispitivao se antioksidativni potencijal smede makroalge Fucus virsoides
pomo¢u ORAC metode, gdje je metanolna frakcija, pripremljena na isti nacin kao i unutar ovog
istrazivanja, takoder pokazala vecu antioksidativnu aktivnost u odnosu na diklormetansku
frakciju F4 Fucus virsoides (Jerkovi¢ i sur., 2021). Kao jedan od mogucih razloga tome autori
su istaknuli ve¢u koncentracija fukoksantina u frakciji F3 Fucus virsoides, $to se moze povezati
1 s rezultatima ovog istrazivanja. Karotenoid fukoksantin identificiran je u obje frakcije
makroalge Cystoseira compressa, F3 i F4, sa znacajno veé¢im udjelom u frakciji F3. Upravo
zbog tog razloga se moze zakljuciti kako je sadrzaj fukoksantina doprinio veéoj antioksidativnoj
aktivnosti. Sadrzaj fukoksantina u razli¢itim vrstama smedih algi moze se razlikovati zbog
individualnih znacajki vrste, ali i zbog okoli$nih ¢imbenika. Dominantno je prisutan u smedim

algama, dok ga se u zelenim i crvenim moze nac¢i u nesto manjim udjelima (Maeda i sur., 2018).

DPPH metoda je metoda u kojoj dolazi do reakcije DPPH radikala s antioksidansom.
Reakcije se temelji na redukciji DPPH radikala kojemu se donira atom vodika. Tako nastaje
DPPHH i radikal antioksidansa (A"). DPPH metoda bazira se na dva mehanizma djelovanja,
prvi je kroz prijenos jednog elektrona (engl. single electron transfer, ET) ili kroz reakciju
prijenosa atoma vodika (hydrogen atom transfer, HAT) (Radman i sur., 2021). Prema
rezultatima DPPH metode takoder je, kao i kod ORAC metode, vidljiv ve¢i antioksidativni
potencijal frakcije F3 Cystoseira compressa (365,02 + 89,57 mg AAE/g frakcije) u usporedbi
s frakcijom F4 (241,37 + 81,95 mg AAE/g frakcije) (slika 9).
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FRAP metoda se temelji na redukciji Fe3* iona u Fe?* prisutnog u reganesu TPTZ
(zeljezo(111)-2,4,6- tri(2-piridil)-s-tirazin) s antioksidansom putem prijenosa jednog elektrona
SET) (Radman i sur., 2021). Rezultati FRAP metode pokazuju veéu antioksidativnu aktivnost
F4 frakcije (6,40 + 1,55 mmol TE/g uzorka) u odnosu na F3 Cystoseira compressa frakciju
(3,30 £ 0,97 mmol TE/g uzorka) (slika 9). Razlog zasto je ovom metodom utvrdena veca
antioksidativna aktivnost diklormetanske frakcije F4 Cystoseira compressa moze biti u tome
Sto feofitin A i B, raspadni produkti klorofila ve¢ poznati po svom antioksidativnom djelovanju
(Lee i sur., 2021), dominiraju u frakciji F4 Cystoseira compressa u usporedbi s frakcijom F3.
U molekulskim strukturama feofitina A i B prisutan je boc¢ni lanac s kojeg dolazi do lakSeg
prijenosa elektrona te to posljedi¢no uzrokuje ve¢u FRAP aktivnost frakcije F4 (Pangestuti i
sur., 2011).

Vazno je napomenuti kako dobiveni rezultati antioksidativnog potencijala nisu rezultat
prisutnosti jednog spoja, ve¢ su rezultat sinergistiCkog djelovanja nekolicine antioksidansa

prisutnih u ispitivanim frakcijama Cystoseira compressa.

ORAC DPPH FRAP
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Slika 9. Prikaz antioksidativnog potencijala frakcija makroalge Cystoseira compressa
pomocu in vitro metoda (ORAC, DPPH, FRAP)
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4.3. ANALIZA INHIBICIJE ENZIMA KOLAGENAZE

Slika 10 prikazuje inhibiciju enzima kolagenaze frakcijama makroalge Cystoseira
compressa. Obje frakcije (F3 i F4) u¢inkovito su smanjile aktivnost kolagenaze u ovisnosti o
koncentraciji. Frakcija F3 Cystoseira compressa pri koncentraciji 500 pg/mL imala je
inhibitorni uc¢inak od 70,08 %, a pri koncentraciji 250 pg/mL 30,69 %. Pri nizim
koncentracijama (187,5, 125 i 75,1 pg/mL) nije uoCeni inhibitorni ucinak. Frakcija F4
Cystoseira compressa pri koncentraciji 500 ug/mL pokazala je inhibitorni ué¢inak od 53,86 %,
a pri koncentraciji 250 pg/mL 23,48 %. Pri koncentraciji 187,5 pg/mL inhibitorni ucinak

iznosio je svega 3,46%, dok je pri koncentracijama 1251 75,1 pg/mL u potpunosti izostao.

Literaturnim pregledom utvrdeno je da morske makroalge sadrze S$irok raspon
bioaktivnih komponenti koje mogu djelovati kao inhibitori kolagenaze i to su prvenstveno
polifenoli poput flavonoida, tokoferola, fenolnih kiselina i tanina (Thring i sur., 2009).
Istovremeno, pronadeno je svega par odgovarajucih publikacija s kojima bi se mogli usporediti
rezultati dobiveni u ovom istrazivanju. Nurrochmad i sur. (2018) ispitivali su utjecaj ekstrakta
i frakcije smede alge Turbinaria decurrens na inhibiciju kolagenaze, elastaze, tirozinaze, kao i
antioksidativnu aktivnost. Inhibicija kolagenaze zabiljezena je kod oba uzroka Turbinaria
decurrens te je povezana s visokim udjelom fukoksantina u uzrocima (u ekstraktu: 284,9 + 3,3
ug/g suhe tvari; u frakciji: 653,4 = 30,6 pg/g suhe tvari). Susano i sur. (2021) takoder su
ispitivali bioloski potencijal smede alge Carpomitra costata na inhibiciju kolagenaze, elastaze
I tirozinaze. Rezultati su pokazali kako je jak inhibitorni potencijal povezan s visokim
sadrzajem fenolnih spojeva, to¢nije florotanina. Medutim, osim florotanina, autori su sugerirali
kako je za inhibiciju navedenih enzima odgovoran i fukoksantin (Susano i sur., 2021). Daljnja
istrazivanja na stanicnim kulturama ukazala su na to kako fukoksantin ima potencijal
smanjivanja nastalih slobodnih radikala u ljudskim dermalnim fibroblastima nastalima uslijed
UVB zracenja (Heo 1 Jeon, 2009). Takoder, fukoksantin inducira stopu prezivljavanja stanica
te inhibira oStecenja, Sto ukazuje na njegovu mogucnost da zastiti kozu od foto oStecenja

izazvanih UVB zracenjem (Nurrochmad i sur., 2018).

Fukoksantin je detektiran i u frakcijama Cystoseira compressa ispitivanima unutar ovog
istrazivanja. Veci udio fukoksantina detektiran je u frakciji F3. S obzirom da rezultati pokazuju
vecu inhibiciju enzimske aktivnosti kolagenaze pri frakciji F3 Cystoseira compressa, dobivenu

aktivnost se moze povezati s prisutno$¢u veceg udjela fukoksantina. Svakako, ne smije se
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zanemariti prisutnost feofitina a i b, kao niti feoforbida a. Navedeni spojevi mogli su doprinijeti
inhibitornom ucinku frakcije F4 u kojoj su prisutni u ve¢em udjelu nego li je to detektirano u
frakciji F3. Lee i sur. (2021) utvrdili su pozitivan u¢inak feoforbida a na fibroblaste ozracene
UVB zragenjem, $to posljedi¢no moze dovesti do sprije¢avanja nastanka oksidativnog stresa i

oste¢enja DNA, kao i umanjivanja/sprije¢avanja oStec¢enja koze i nastanka bora.
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Slika 10. Prikaz inhibicije aktivnosti enzima kolagenaze pomoc¢u F3 i F4 frakcije smede alge
Cystoseira compressa. n.d.=nije detektirana inhibicija

4.4. EMBRIOTOKSICNOST ISPITIVANIH FRAKCIJA

Tijekom izlaganja embrija zebrice Danio rerio serijskim razrjedenjima frakcije F3
Cystoseira compressa u rasponu od 12,5 do 1,6 ug/mL) nije zabiljezen negativan utjecaj na
prezivljavanje i razvoj embrija. Pri vi§im koncentracijama F3 frakcije od 50 pg/mL 1 25 pg/mL
zabiljezen je 100 %-tni mortalitet. Pri koncentraciji 50 pg/mL doslo je do porasta stope
abnormalnosti od 20 %, a pri koncentraciji 25 ug/mL od 10 %. Najéeséi subletalni ucinci bili
su skolioza i perikardijalni edem (slika 11). Iz tog razloga, ova koncentracija izuzeta je iz
daljnjeg ispitivanja. Tijekom izlaganja embrija zebrice Danio rerio F4 frakciji smede
makroalge Cystoseira compressa unutar raspona koncentracija od 50 do 1,6 pg/mL nije doslo
do statisticki znacajnog porasta stope mortaliteta niti stope abnormalnosti. Prilikom ispitivanja

kardiotoksi¢nosti, ni jedna frakcija nije pokazala promjenu u otkucajima srca.

Prema rezultatima kemijske analize (tablica 4) vidi se da frakcije sadrze amide masnih

kiselina poput amida palmitinske kiseline, oleamida i erukamida. Usporedujuci F3 i F4 frakciju
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moze se primijetiti kako frakcija F3 sadrzi vec¢e udjele prisutnih amida, Sto se moze povezati s
pojavom toksi¢nosti pri vi§im koncentracijama navedene frakcije. Sli¢ni rezultati zabiljezeni su
u nedavnim publikacijama Radman i sur. gdje su F3 i F4 frakcije zelene makroalge Dasycladus
vermicularis (Radman i sur., 2021) te smedih makroalgi Ericaria crinita i Ericaria amentacea
(Radman i sur., 2022) obogacene spomenutim amidima negativno utjecale na prezivljavanje i

embrionalni razvoj zebrice.

a) Negativna kontrola b) F3frakcija (50 pg/mL)

Slika 11. Prikaz razvojnih abnormalnosti kod li¢inke Danio rerio izlagane 96 sati F3 frakciji
Cystoseira compressa (50 pg/mL): a) normalno razvijena li¢inka u kontrolnoj skupini ; b)
skolioza (puna strelica), perikardijalni edem (zvjezdica), krvarenje u podru¢ju Zzumanjéane

vrece (isprekidana strelica)
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45. ZASTITNI UTJECAJ FRAKCIJA MAKROALGE NA NASTANAK
OKSIDATIVNOG STRESA KOD LICINKI IZLOZENIH VODIKOVOM PEROKSIDU

Kao potvrda in vitro ispitivanjima (vidi poglavlje 4.2.), antioksidativni potencijal
ispitivanih frakcija dodatno je odreden u zivim li¢inkama zebrice Danio rerio izloZzenim
vodikovom peroksidu.

Kod zebrica izlozenih vodikovom peroksidu doslo je do porasta oksidativnog stresa, §to
se ocitovalo u statisti¢ki znacajnom porastu intenziteta fluorescence od 177,7 % u odnosu na
skupinu izlozenu negativnoj kontroli.

Antioksidativni potencijal frakcije F4 Cystoseira compressa testiran je u tri
koncentracije: 50, 25 i1 12,5 ug/mL. Kao $to je prikazano na slici 12, frakcija F4 Cystoseira
compressa u koncentraciji 50 pg/mL smanjila je negativan utjecaj vodikovog peroksida, Sto se
ocitovalo u smanjenju intenziteta fluorescencije za 105,7 % (<0,0001). Pri koncentraciji F4
frakcije od 25 pg/mL zabiljezeno je smanjenje fluorescencije od 77,44 % (<0,0001) u odnosu
na kontrolnu grupu na vodikovom peroksidu. Koncentracija od 12,5 ug/mL nije uzrokovala
statistiCki znaCajno smanjenje fluorescencije u odnosu na pozitivnu kontrolu (p=0,24). Kao §to
se moze primijetiti iz kemijske analize, F4 frakcija sadrzi brojne bioaktivne molekule s veé
dokazanim antioksidativnim potencijalom, poput fukoksantina, feofitina A i B, feoforbida A.
Jerkovi¢ i sur. (2021) takoder su ispitivali antioksidativni potencijal metanolne (F3) i
diklormetanske (F4) frakcije smede alge Fucus virsoides upotrebom zebrice Danio rerio.
Frakcija F4 Fucus virsoides u koncentraciji od 112,5 ug/mL uzrokovala je 29,5 %-tno
smanjenje fluorescence. S obzirom na rezultate dobivene unutar ovog istraZzivanja, moze se
zakljuciti kako diklormetanska frakcija Cystoseira compressa posjeduje vecu antioksidativnu
aktivnost u odnosu na diklormetansku frakciju Fucus virsoides. Usporedbom kemijske analize
frakcija obje makroalge, moze se pretpostaviti kako su fukoksantin, feoforbid a te feofitin a i b,
prisutni u ve¢em udjelu upravo u algi Cystoseira compressa, odgovorni za vecu antioksidativnu
aktivnost F4 frakcije.

Metanolna (F3) frakcija Cystoseira compressa ispitana je u tri koncentracije: 12,5, 6,25
1 3,125 pg/mL. Ispitane koncentracije nisu pokazale statisticki znaCajno smanjenje
fluorescencije u usporedbi sa skupinom izloZenom vodikovom peroksidu. Zbog zabiljeZene
toksi¢nosti (vidi poglavlje 4.4.) na visim koncentracijama F3 frakcije nije bilo moguce ispitati
antioksidativni potencijal pri 50 i 25 pg/mL, $to moze biti jedno od objasnjenja dobivenih

rezultata.
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Slika 12. Prikaz zastitnog utjecaja diklormetanske (F4) frakcije makroalge Cystoseira

compressa na pojavu oksidativnog stresa uzrokovanog vodikovim peroksidom

Statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na pozitivnu kontrolu grupu (H202) oznaéena je * (***p < 0,001). Rezultati

su normirani na negativnu kontrolu (100%) te prikazani kao intenzitet fluorescence (%)

4.6. REGENERATIVNI POTENCIJAL TESTIRANIH FRAKCIJA ISPITAN IN VIVO
UPOTREBOM ZEBRICE

48 sati od amputacije repne peraje izmjerena je regenerirana povr$ina kod zebrica

izlozenih F3 1 F4 frakcijama.

Testirani uzorak F4 Cystoseira compressa pri koncentracijama 50 i 25 ug/mL doveo je
do povecéanja regenerirane povrsine repne peraje U odnosu na kontrolnu skupinu (slike 13 i 14).
Srednja vrijednost regenerirane povrsine pri koncentraciji 50 ug/mL iznosila je 24899,2 pm? (p
< 0,0001), dok je pri 25 pg/mL iznosila je 22532,7 pm? (p=0,0045). Srednja vrijednost
regenerirane povrsine pri najmanjoj ispitanoj koncentraciji 12,5 pg/mL iznosila je 17607,5 um?,
Sto se statisticki znacajno ne razlikuje od srednje vrijednosti kontrolne grupe koja je iznosila
16876,4 pm?. Statisti¢ki znaGajna razlika vidljiva je i usporedbom koncentracija 50 i 25 pg/mL
s najmanjom koncentracijom od 12,5 ug/mL. Iz rezultata je vidljivo kako je ispitani uzorak F4
pozitivno djelovao na brzu regeneraciju repne peraje. To moZemo povezati s kemijskim
sastavom ispitivanog uzorka makroalge Cystoseire compressa. Shaibi i sur. (2022) proveli su
istrazivanje u kojem su ispitivali antioksidativnu aktivnost ekstrakta smede alge Turbinaria
ornata te djelovanje na regeneraciju repne peraje zebrice. Rezultati su pokazali brzu 1 statisticki
znacajnu regeneraciju repne peraje tijekom izlaganja ekstraktima u odnosu na kontrolnu grupu.
Kemijska analiza ispitanog ekstrakta Turbinaria ornata detektirala je prisustvo spojeva koji su

zasluzni za antioksidativno djelovanje (Shaibi i sur., 2022). Stoga, moze se pretpostaviti kako
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je sposobnost regeneracije repne peraje uslijed izlaganja F4 frakciji smede alge Cystoseira
compressa veca upravo zbog prisutnosti velikog broja bioaktivnih molekula s antioksidativnim

djelovanjem sto je dovelo do brzeg zacjeljivanja.

F3 frakcija makroalge Cystoseira compressa ispitana je u tri koncentracije. To su 12,5,
6,25 i 3,125 pg/mL. Ispitane koncentracije nisu pokazale statisticki znacajno povecanje
regeneracije repne peraje u usporedbi s kontrolnom grupom. Zbog zabiljezene toksi¢nosti (vidi
poglavlje 4.4.) na visim koncentracijama F3 frakcije nismo bili u mogucénosti ispitati
regenerativni potencijal pri 50 1 25 pg/mL, Sto moze biti jedno od objaSnjenja dobivenih

rezultata.

‘E4x104

“; ###H

5 310 o T
| .

S i -
22104 T T

c

i

5 1x1044

| o

o

o

4 0 T T T T

0 125 25 50

Koncentracija uzorka (ng/mL)

Slika 13. Prikaz regeneracije repne peraje nakon 48 sati od amputacije

Statisticki znacajna razlika u odnosnu na kontrolnu grupu (0 pg/mL) oznacena je * (** < 0,01; *** <
0,0001). Statisticki znacajna razlika izmedu testiranih koncentracija oznacena je # ( # < 0,05; ### <

0,0001)
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Tretman

Koncentracija
(pg/mL)

a) Negativna

kontrola 0,00
50
b) F4 frakcija
Cystoseira
compressa 25,0
12,5

Slika 14. Prikaz regeneracije repne peraje u zivim li¢inkama Danio rerio neposredno nakon

0 hpa

48 hpa

amputacije (0 hpa) i 48 sati nakon amputacije (48 hpa): a) umjetna voda (negativna kontrola),

b) frakcija F4 Cystoseira compressa (50 ug/mL, 25,0 ug/mL i 12,5 pg/mL)

39




5. ZAKLJUCCI

Na temelju odredivanja bioloSkog potencijala dviju frakcija [metanolne (F3) i

diklormetanske (F4)] morske makroalge Cystoseira compressa moze se zakljuditi sljedece:

1. U obje frakcije Cystoseira compressa zabiljezena je antioksidacijska aktivnost. Kod
ORAC metode i DPPH metode, veci antioksidativni potencijal uocen je pri frakciji F3. Razlog
tome je veca koli¢ina karotenoida fukoksantina detektirana u F3 frakciji. Kod FRAP metode
utvrdena je veca antioksidativna aktivnost frakcije F4, $to se mozZe povezati s vecom
koncentracijom feofitina A i B. In vivo ispitivanje potvrdilo je antioksidativnu aktivnost F4

frakcije unutar zivog modelnog organizma zebrice Danio rerio.

2. Kod obje testirane frakcije utvrdena je sposobnost inhibicije kolagenaze. Veci
inhibitorni uc¢inak vidljiv je pri frakciji F3 Cystoseira compressa, §to se moze objasniti kroz

vecu koncentraciju fukoksantina u odnosu na F4 frakciju.

3. Prilikom provodenja testa embriotoksi¢nosti na ribama zebricama dokazano je kako
niti jedna frakcija nije pokazala kardiotoksic¢ni potencijal. Kod frakcije F3 pri koncentracijama
50 ug/mL i 25 ug/mL zabiljeZen je negativan utjecaj na prezivljavanje i razvoj embrija, zbog
Cega su navedene koncentracije izuzete iz daljnjeg ispitivanja bioloske aktivnosti. Razlog
primije¢enoj toksi¢nosti moze se povezati s vecom koncentracijom amida prisutnih u frakciji

F3 Cystoseira compressa.

4. Pozitivan u¢inak na regeneraciju amputirane repne peraje uocen je prilikom izlaganja
licinaka zebrice Danio rerio diklormetanskoj (F4) frakciji Cystoseira compressa, §to se moze

pripisati prisutnosti nekolicine bioaktivnih molekula s antioksidativnim djelovanjem.

5. Rezultati dobiveni ovim istrazivanjem istaknuli su bioaktivni potencijal smede
makroalge Cystoseira compressa. Ova makroalga pruza prirodan i bogat brojnih bioaktivnih

spojeva s potencijalom implementacije u prehrambenu i kozmeticku industriju.
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