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1. UvOD

1.1. Sekundarni metaboliti

Sekundarni ili specijalizirani metaboliti su razliiti spojevi biljaka koji su tijekom bioloske i
kemijske evolucije nastali zbog nemogudnosti kretanja biljaka. Imaju esencijalnu ulogu u razvoju
biljaka, a posebno u prilagodbi i preZivljavanju u nepovoljnim okolisnim uvjetima (Namdeo, 2007).
Zbog toga se umjesto naziva sekundarni sve ¢eSde upotrebljava naziv specijalizirani biljni metaboliti
kako bi se istaknula njihova specificna i esencijalna uloga (Kliebenstein i Osbourn, 2012). Zastita
protiv biljojeda, mikrobnih infekcija, privlaenje opraSivaca i rasprostranjivaa sjemenki, alelopatski
spojevi itd., su funkcije u raznim Zzivotnim ciklusima biljaka za koje su odgovorni sekundarni
metaboliti. Za razliku od njih primarni su oni metaboliti bez kojih biljka ne bi mogla opstati, a
omogudavaju joj rast i razvoj. Takoder, primarni metaboliti se nalaze u svim biljkama, dok se
specijalizirani nalaze samo kod odredenih biljnih vrsta ili kultivara te su ponekad prisutni u manjim
koli€inama. Do danas je otkriveno preko 200 000 razli¢itih specijaliziranih metabolita, no taj se broj
svakim danom povedava zbog sve suvremenijih metoda za detekciju (Ribera i Zuniga, 2012). U
pogledu kemijske strukture i svojstava mogu biti vrlo razli€iti spojevi, terpeni, fenolni spojevi ili
alkaloidi. Primjerice, terpeni su jedna od skupina sekundarnih metabolita €ija kemijska struktura ima
organski spoj izopentan kao osnovu (Slika 1). Drugi naziv za izopentan je izopren, po nazivu plina koji
nastaje termickom razgradnjom mnogih terpena. Izopentan je osnovna gradevna jedinica za kemijske
formule terpena poput monoterpena (10 C atoma) i seskviterpena (15 C atoma) koji ¢ine razne biljne
spojeve, sintetizirane kao antibiotike ili spojeve za odbijanje biljojeda.

Izopentan Izopren

A

A

7N\

Glava-rep Glava-glava Glava-sredina

Slika 1. Izopentanski kostur, izopreni plin i razli¢ite strukture spajanja izopentanskog kostura koje daju razlicite
kemijske strukture izoprenih jedinica (Buchanan, 2000).

Spojevi s alelopatskim ucincima za sprjeCavanje Sirenja konkurentnih biljnih vrsta su ekoloski
izrazito zanimljivi, jer omogudavaju neometano rasprostiranje odredenih vrsta bez natjecanja za
mjesto u ekoloskoj nisi. Alohtone vrste poput algi Caulerpa, uvedene u nove ekosustave pomodu njih
se mogu prosiriti veoma daleko u kratkom roku, pogotovo u odsustvu prirodnih predatora. Smanjena
produktivnost mediteranskih vrsta algi, poput Cystoseira barbata f. aurantia i Gracilaria bursa —
pastoris je pokazana zavisno o produkciji i koncentraciji sekundarnih metabolita vrste Caulerpa
(Ferrerisur, 1997).
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1.2. Alge roda Caulerpa

Alge roda Caulerpa su vrste zelenih algi koje se mogu razmnozavati spolno i vegetativno,
fragmentima talusa koji se veoma lako mogu odvojiti i formirati nove kolonije. Brzina njihovog
vegetativnog razmnozavanja, pogotovo kod invazivnih kolonija, razlog je zbog kojeg ove vrste mogu
prevladati i zamijeniti autohtone zelene alge sporijeg rasta (West i West, 2007). Tu sposobnost im
omogudava njihova morfolodka struktura, koju karakteriziraju stanicni dijelovi kao 3to su rizoidi,
stolon, talus i kauloidi, spojeni u jednu viSejezgrenu stanicu s pseudoorganima (Slika 2). Stolon je pri
tome morfoloSka osnova iz koje rastu talusi na kojima se granaju rizoidi. Takva morfoloska struktura
moZe narasti do 15 cm u visinu i imati stolone do 150 cm duZine po jedinci. Pojedinacni rizoidi su dugi
oko 1 cm, a same vrste je morfoloski tesko razlikovati, jer se prilagodavaju razlikama stanista i
sezonskim utjecajima, poput dubine ili godiSnjeg doba (Meinesz, 1995).

Caulerpa axifolia (Vahl) C. Agardh
18/1293 Cap Martin
- 11m, Rec. A. Meinesz

Slika 2. Talusi morskih algi vrsta Caulerpa taxifolia (lijevo) i Caulerpa racemosa (desno),
(https://plants.ifas.ufl.edu/plant-directory/caulerpa-taxifolia/, Klein, Verlague 2008).

Alge roda Caulerpa izvorno nastanjuju tropska mora, a zbog svog atraktivnog izgleda Cesto se
koriste kao dekorativne biljke u akvarijima. Nazalost, 1984. god. slu€ajnim ispustanjem iz akvarija u
Monaku u Mediteran, vrsta Caulerpa taxifolia (M. Vahl) C. Agardh, postaje invazivna alga s iznimno
brzim potencijalnom Sirenja u podrucju Mediterana (Meinesz i sur, 2001). Nakon prvog uoCavanja u
Monaku, sljedede uocCavanje se dogodilo Sest godina kasnije, Sest km istotno od Monaka (u
Francuskoj), da bi se do 2000. zabiljezilo 76 uspostavljenih kolonija na obalnom podrucju obiju
drZava, na povrsini od 3184 ha, bez ubrajanja ostalih ,zaraZenih* drZava (Meinesz i sur, 2001).
Njihova dubina kolonizacije moze iznositi do 50 m, a povrSina koju nastanjuju viSe ovisi o obali gdje se
nalaze nego o broju kolonija (maniji broj kolonija moZe pokrivati vedu povrsinu ovisno o tipu obale;
Meinesz, 2001). Ubrzo nakon Sirenja vrste C. taxifolia, druga invazivna vrsta istog roda, C. racemosa
(Forsskal) J.Agardh, koja je vrlo vjerojatno unesena u Mediteran na sidrima brodova koji su plovili
tropskim morima, postaje dodatni problem i danas je jedna od najinvazivnijih algi s kojima se
suoCavamo u podrucju Mediterana. Obje invazivne vrste proSirile su se i u Jadranskom moru.

Pored grade i naCina razmnoZzavanja, brzina Sirenja ovakvih invazivnih vrsta dominantno ovisi
o prisustvu, odnosno odsustvu konzumenata i njihovoj bioraznolikosti i morskim strujama, te
intenzitetu antropogenih aktivnosti i geografiji podrucja (Lyons i sur, 2009). Osim ovih ¢imbenika,
svoju sposobnost Sirenja vrste roda Caulerpa vrlo vijerojatno postizu i suzbijanjem ostalih morskih
vrsta Cije okolidne niSe naseljavaju.
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1.3. C. taxifolia i C. racemosa u Jadranskom moru

Jadransko more se proteze u smjeru SZ — JI s velikim razlikama izmedu istoCne i zapadne
obale. Isto¢nu obalu karakterizira strma i stjenovita obala s vedinski vapnenatkom podlogom (90 %
svih stijena su vapnenci, dolomiti, karbonati i breca) koja se formirala u miocenu-ranom pliocenu,
prije otprilike 3,6—4 milijuna godina. Geomorfolo3ki procesi na takvoj litoloskoj podlozi su rezultirali
stvaranjem mnogobrojnih otoka i oto€ja koji ¢ine obalu drugom najrazvedenijom u Europi (Pikel;j i
Juracid, 2013). Invazivne alge roda Caulerpa proSirile su se u sjevernom i srednjem Jadranu, a za
potrebe ovog istraZivanja uzorkovane su na podrucju Vrsara i Starog Grada na otoku Hvaru. Trgovacki
brodovi koji uplovljavaju u Jadransko more iz ostalih dijelova Mediterana zajedno sa svojim teretom
donose i alohtone vrste, na svojim sidrima, koritima ili u balastnim vodama, koje se izbacivanjem u
Jadransko more prilagodavaju novom okruZzenju. Tim putem se mogu prenijeti sve vrste od
zooplanktona do beskraljeznjaka i riba (David i sur, 2007). Na taj nacin je najvjerojatnije na Jadransku
obalu stigla Caulerpa taxifolia 1994., kada je prvi put uo¢ena u pristanistu brodova u Starom Gradu
na Hvaru. Caulerpa racemosa se istim putem rasirila po Mediteranu preko Sueskog kanala, takoder u
slicno vrijeme i priblizno jednakom brzinom (Piazzi i sur, 2005).

Vrsar se nalazi na Istarskom poluotoku, podrucju sjevernog Jadranskog mora (Slika 3), u
najplidem dijelu Jadranskog mora koji se od Venecijskog zaljeva postepeno produbljuje do 100 m
dubine, nakon ¢ega dolazi nagli porast dubine u podrucju srednjeg Jadrana. Zbog takve topografije,
sjeverni Jadran sadrZi plitkomorske karakteristike s mijeSanjem morskih i slatkovodnih voda iz rijeke
Po (tredina hidroloskog priljeva Jadranskog mora; Orlid i sur, 1992).

Stari Grad se nalazi na podrucju srednjeg Jadrana (Slika 3), u akvatoriju prosjecne dubine 120
m, koji je uz to karakteriziran s dvije depresije dubine 260 m i Sirokom depresijom dubine 1200 m na
najjuznijem predijelu. Odlikuju ga izraZzene karakteristike otvorenog mora, poput stratifikacije slojeva
abiotickih Cimbenika (npr. temperatura ili salinitet) i razlike u gustodi slojeva voda. S obzirom na
poloZaj mora ove osobine nisu karakteristi¢ne za tranzicijski zaljev (Artegiani i sur, 1996).
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Slika 3. Lokacije uzorkovanja vrsta roda Caulerpa istaknute na istoénoj obali Jadranskog mora (Zuljevid i sur,
2009)

1.4. Sekundarni metaboliti algi roda Caulerpa

Neki od spojeva izoliranih iz algi roda Caulerpa su bili istraZivani u kemotaksonomske svrhe,
ukljucujudi kaulerpin, kaulerpicin, palmiticku kiselinu, B-sitosterol, fleksilin i trifarin (Vidal i sur, 1984).
Medutim, glavni sekundarni metabolit koji proizvode je kaulerpenin (CYN), koji ima antineoplasticka i
antibakterijska svojstva (Barbier i sur, 2001). Naime, ove alge odbijaju druge biljne i Zivotinjske vrste
proizvodnjom toksi¢nih sekundarnih metabolita (Ferrer i sur, 1997; Meyer i Paul, 1992; Vidal i sur,
1984). Primjerice, kaulerpenin (Slika 4) je acetilenski seskviterpen koji je prisutan u znacajnim
koli€inama kod obje invazivne vrste roda Caulerpa koje nalazimo u Mediteranu, pa tako i Jadranskom
moru (Raniello i sur, 2007). Dokazano je da u kontaktu s jajaScima morskih jeZinaca kaulerpenin
sprjeCava prvo brazdanje i daljnji rast, te inhibira rast u osam razliCitih linija ljudskih tumorskih
stanica, a utjeCe i na fosforilaciju proteina (Barbier i sur, 2001).

AcO

y
OAc OAc

Slika 4. Molekularna struktura kaulerpenina (Barbier i sur, 2001)
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Upoznavanje fiziologije i metabolita roda Caulerpa moze pomodi u kontroliranju njihovog
invazivnog Sirenja i smanijiti oslanjanje na mehanicke metode uklanjanja i/ili kontrole Sirenja ovih algi,
koje su skupe i zahtijevaju sloZena sredstava poput usisnih pumpi te velik broj osoblja potrebnog za
rad s pumpama ili prekrivanje izoliranih kolonija tamnim ceradama koje ne propustaju svjetlost (IveSa
i sur, 2006).

1.5. Biotestovi

IstraZivanje u€inka pojedinih tvari na Zive organizme u okoliSu ved se dulji niz godina ispituje
pomodu biotestova. Njihovo izvodenje podrazumijeva izlaganje testnog organizma, izoliranog organa
te promatranje nastalog ucinka. Kao krajnji cilj istiCe se otkrivanje djelovanja testne tvari na
promatrani organizam, odnosno koju stani¢nu strukturu, tkivo ili organ najvise pogada, te nakraju tu
promjenu kvalitativno i kvantitativno prikazati. Da bi nastala promjena bila dokazana kao posljedica
djelovanja toksikanta, tijekom izvodenja testa potrebno je imati kontrolnu skupinu organizama. Ta
skupina odrzava se u istim uvjetima kao i testni organizmi, ali nije izloZzena djelovanju toksikanata i
naziva se negativna kontrola. Obzirom da jo3 nije razvijen test koji bi u potpunosti pruzao informaciju
o toksi¢nom djelovanju nekog toksikanta na ekosistem, procjena toksi¢nosti provodi se na temelju
rezultata viSe testova. Biotestovi se mogu izvoditi na razliitim organizmima kao npr. vodenim
beskraljeZnjacima, oplodenim jajima ptica, vodozemcima, algama, vodenim makrofitima i ribama. Pri
tom je izbor testnog organizma odnosno razvojni stadij Zivotnog ciklusa izuzetno vazan faktor
osjetljivosti. Kao pokazatelj toksikoloskog ucinka u biotestu koriste se smrt ili oboljenje Zivotinje te
rane promjene na biokemijskoj razini Sto je posljedica novih znanja o samom tijeku toksi¢nih procesa
i njihovom ucinku na organizam. Alge su takoder €esto koriSteni testni organizmi obzirom da one €ine
poCetak prehrambenog lanca, pa je nuzno pretpostaviti kakav de ucinak imati neka istrazivana tvar
ukoliko putem prehrambenog lanca dode do konzumenata viSeg reda (Lyubenova i Boteva, 2016).

1.5.1. Testovi toksi¢nosti

U ovom sam radu koristio tri razliita testa toksi¢nosti na dva testna organizma — riblje
stanice i alge. Za odredivanje indukcije stanicnog detoksikacijskog sustava faze | koristen je EROD test
pomodu kojeg se mjeri indukcija aktivnosti CYP1Al detoksikacijskog enzima. Akutna citotoksi¢nost
testirana je MTT testom kojim se odredivalo preZivljavanje ribljih PLHC -1/wt stanica nakon izlaganja
ekstraktima vrsta roda Caulerpa. Kroni¢na toksicnost ekstrakata odredena je AlgaeTox testom kojim
se odreduje inhibicija rasta jednostanicnih algi vrste Scenedesmus subspicatus.

Indukcija CYP1A1l enzima (EROD test)

Organski ksenobiotici koji udu u stanice se moraju eliminirati prije nego Sto zavrSe u
stanicnom metabolizmu i naprave Stetu organizmu ispoljavajudi potencijalni toksi¢ni ucinak.
Reakcijama monooksigenacije ksenobiotika posredstvom detoksikacijskih enzima dodaje se kisik na
nereaktivne spojeve koji se zatim mogu izbaciti iz sustava. Taj proces zajedno s redukcijom i
hidroksilacijom pripada reakcijama faze |. i pretvara toksikante u produkte koji su podlozni
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biotransformacijama putem enzima faze Il., ako se kao metaboliti faze I. ne mogu efikasno ukloniti iz
stanice. Enzimi faze Il. eliminaciju vedine metabolita faze I. postiZu dodatnom konjugacijom
metabolita, pomodu stanicnih produkata poput aminokiselina, glutationa, sulfata ili ugljikovodicnih
derivata koji smanjuju lipofilnost i povedavaju polarnost metabolita, te se u konacnici mogu izbaciti iz
stanice prije nego Sto ispolje potencijalni Stetni/toksi¢ni u€inak. Detoksikacijski enzimi faze I. za
katalizu koriste sustav hemoproteina citokrom — P450 (CYP), polipeptid koji ima apsorpcijski spektar
pri valnoj duljini od 450 nm. Prvi puta otkriveni 1985. god., CYP ovisni enzimi pronadeni su u
mikrosomima jetre kod skoro svih kraljeZnjaka i kod velikog broja beskraljeSnjaka. Njihova indukcija
je znacajno povedana kada stanica dode u kontakt s razliCitim organskim ksenobioticima. Citoplazma
stanica sadrZi AhR receptor (eng. aril hydrocarbon receptor) vezan za hsp90 chaperon protein. Kada
se na receptor veZe ksenobiotik on se otpusta s hsp90 i veZe za ARNT element (Ah receptorski
nukelarni translokator) te odlazi u stani¢nu jezgru gdje se veZe za podrucje DNA koje sadrZi gene
odgovorne za enzime koji metaboliziraju ksenobiotike (Slika 5). Tako se primjerice inducira
transkripcija CYP1Al enzima koja se moZe koliginski izmjeriti spektrofotometrijskim ili
fluorimetrijskim metodama (Collins, 1985; Feyereisen, 1984; Klotz i sur, 1984).

Ligandi ulaze u stani

DRE  CYP1A1
B

Drugi
falctori?

Receptor veie
ligande L

Protessom Novi proteini —— Translacija
| -
L Poveiami 4~ T Drugi
Dregradacija citolkrom gensld produkt

P-4501A1

Slika 5. Graficki prikaz mehanizma induciranja transkripcije CYP1A1 enzima.
(https://www.researchagte.net/profile/Samuel Mucio-Ramirez2)

StaniCna linija hepatoma riblje vrste Poeciliopsis lucida (Slika 6) uzgaja se u odgovarajudem
hranjivom mediju, a indukcija CYP1A1 ovisnih monooksigenaza kao dominantnih enzima faze |I.
odreduje se izlaganjem stanica supstratu etoksirezorufin — O — deetilazi (EROD). Reakcija dealkilacije
koja se pri tome odvija stvara flourescentni produkt rezorufin (Slika 7), a intenzitet fluorescencije
posljedi¢no je proporcionalan aktivnosti, odnosno indukciji CYP1A1l detoksikacijskog enzima. Riblja
stanicna linija Poeciliopsis lucida hepatoma (PLHC — 1/wt) je jedna od mnogih vrsta ribljih stani¢nih
linija koje se koriste u ekotoksikoloskim istraZivanjima. PLHC stanice imaju sposobnost
metaboliziranja ksenobiotika, sadrze AhR receptor i imaju kapacitet induciranja citokroma P450A1
(Bruschweiler i sur, 1995).


https://www.researchagte.net/profile/Samuel%20Mucio-Ramirez2
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Slika 6. Hepatoma stanicna linija riblje vrste Poeciliopsis lucida (Zaja i sur, 2008).

Mjerenjem aktivnosti etoksirezorufin — O — deetilaze (EROD test) mozemo odrediti aktivhost
CYP1Al enzima, odnosno odgovor stanice na povedanu izloZzenost lipofilnim ksenobioticima,
primjerice policiklickim aromatskim ugljikovodicima kao tipicnim i vrlo vaznim okoliSnim zagadivalima
(Hahn i sur, 1996). Stoga primjenom EROD testa in vitro moZzemo ispitati ucinak ekstrakata dobivenih
iz uzoraka algi roda Caulerpa na aktivnost temeljnog stani¢nog detoksikacijskog sustava faze .

CHaCHaO NADPH, 02
+CH3C -H
7- ETHOXYRESG?UF!N

O -DEETHYLASE

Slika 7. Biotransformacija 7 — etoksirezorufina posredstvom CYP450 monooksigenaza (7-etoksirezorufin O -
deetilaze) u fluorescentni produkt 7 — etoksirezorufin (7 — ER, Klotz i sur, 1984).

Akutni toksic¢ni potencijal (MTT test)

CitotoksiCnost, tj. smrt stanica uzrokovana toksikantima se moze izmjeriti na vise nacina, koji
imaju razliCite razine efikasnosti i razliCite razine primjene kao biomarkeri u ispitivanjima toksi¢nosti.
Pri tome uzrok stani¢ne smrti mogu biti razliCiti dogadaji kao $to su pikoniza (promjena raspodjele
kromatina unutar jezgre i deformacija njezinog oblika), karioliza (raspadanje stanine jezgre),
apoptoza (programirana staniCna smrt uzrokovana kondenzacijom kromatina i citoplazme u
apoptozna tjeleSca) te nekroza (stanicna smrt, uzrokovana boleSdu ili ozljedom stanice) koja ima
vlastite potpodjele: koagulacijska nekroza (prekomjerno zgruavanje citoplazmatskih proteina),
likvifikacijska nekroza (razgradnja stanica zbog oslobadanja stani¢nih enzima), ,sirasta” nekroza (eng.
caseous, nekroza u kojoj se stanice razgraduju u veliku masu proteina i masti) i gangrenozna nekroza
(kombinacija likvifikacijske i koagulacijske nekroze). Svi navedeni oblici i topovi stanine smrti su
samo simptomi stanica na stres koji mogu uzrokovati toksikanti, ali i drugi uzroci poput ozljeda ili
infekcija (Newman, 2015).
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Mijerenjem aktivnosti enzima stanica kraljeZnjaka, te testiranjem kronicne i akutne
toksicnosti je ispitana toksicnost ekstrakata algi roda Caulerpa. Taj jednostavan kolorimetrijski test
pomodu enzima vijabilnih stanica monotetrazolijsku sol (MTT) biotransformira u formazan, kojim
kvantitativno moZzemo izmjeriti udio preZivjelih stanica prethodno izloZenih razlicitim
koncentracijama ekstrakta algi roda Caulerpa (Ferrari i sur, 1990).

Test se temelji na odredivanju inhibicije rasta PLHC — 1/wt stanica nakon 96 h izlaganja
testnom uzorku u usporedbi sa stanicama koje nisu izlagane testnom uzorku (kontrola), odnosno
stanicama koje su izlagane modelnoj toksi¢noj tvari (pozitivha kontrola). UCinak testnih uzoraka
mozemo odrediti tek dodavanjem indikatora MTT koja ispitivane uzorke boji razli€itim nijansama
ljubiaste boje. Odgovor uzoraka mijeri se fotometrijski na odgovarajudoj valnoj duljini, a iz
izmjerenog odgovora odreduje se razina preZivljavanja (vijabilnost) stanica u odnosu na kontrolne
uzorke.

Riblje PLHC — 1/wt stanice koje su bile ved uzgajane u kulturi za izvodenje EROD testa koristile
su se i u ovome testu, $to je pojednostavilo istovremeno izvodenje svih testova i proSirilo opseg
rezultata u isto vrijeme.

Kronicni toksicni potencijal (AlgaeTox test)

Stanice koje su izloZene toksikantima za vrijeme od 10 % svojeg Zivotnog vijeka ili dulje
(optimalno bar dva generacijska vremena), te kao posljedicu ispolje Stetne ucinke pokazuju kroni¢nu
toksi¢nost (Newman, 2015). Pri tome razina Stetnog ucinka moZe varirati od promjene metabolizma
do stanitne smrti. AlgaTox test je relativno jednostavna i jeftina metoda, unato¢ tome Sto se temelji
na odredivanju kronicne toksicnosti pomodu velikog broja jedinki kroz nekoliko generacija. Ovisno o
koriStenim algama i testnom protokolu osjetljivost testa moZe znacajno varirati. Medutim, razlike u
osjetljivosti takoder mogu biti uzrok loSeg kontroliranja temeljnih fizicko-kemijskih parametara, koji
pri najmanjim promjenama mijenjaju stope rasta kultura algi. No, kao testni model kultura algi je
brzorastudi i dinami¢ni sustav koji u kontroliranim uvjetima s malom testnom biomasom i kratkim
vremenom izlaganja moze dati pouzdane rezultate (Nyholm i Kallqvist, 1989).

Slika 8. Vrsta Scenedesmus, (http://ccala.butbn.cas.cz/en/desmodesmus-subsp)
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Prema tome, ispitivanje kroni¢ne toksiCnosti algi roda Caulerpa i prethodno spomenutih
sekundarnih metabolita na autohtone vrste Jadranskog mora istraZuje se pomodu jednostanicnih
zelenih algi koje koristimo kao pokusne organizme. Pri tome kultura algi, koja se uzgaja kroz par
generacija, nakon nekog vremena dosegne fazu eksponencijalnog rasta, nakon cega se mijeri
inhibicija rasta uzrokovana spojem ili uzorkom koji Zelimo testirati. Kako su stanice previse brojne da
bi se izravnim prebrojavanjem svih stanica odredila promjena rasta, umjesto brojanja stanica mjeri se
ukupna fluorescencija klorofila a na poCetku i kraju pokusa, koja je u izravnoj korelaciji s brojem
stanica. Vrsta alge korisStena za pokus je jednostani¢na alga Scenedesmus subspicatus (Slika 8).
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1.7. Cilj istrazivanja

Temeljni cilj ovog istrazivanja bio je odrediti toksiCni potencijal invazivnih morskih algi roda
Caulerpa.

IstraZeni su uzorci dobiveni ekstrakcijom dviju vrsta roda Caulerpa prisutnih u Jadranu:
Caulerpa taxifolia i Caulerpa racemosa, a njihov toksicni ucinak na riblje stanice i alge S. subspicatus
procijenjen je koristenjem tri razlicita biotesta.
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2. MATERUALI I METODE

2.1. Uzorkovanje bioloSkog materijala

Uzroci alge vrste Caulerpa taxifolia su uzeti na podrucju Starog Grada, na otoku Hvaru, u
rujnu 2013. god. na dubinama od 5 — 10 m u velikoj uvali na sjevernom dijelu otoka. Uzorci alge vrste
C. racemosa su prikupljeni u prosincu 2012. god. na najsjevernijoj tocki rasprostranjenosti te vrste na
podrucju grada Vrsara, takoder na dubinama od 5 — 10 m. Uzorci C. racemosa su uzeti zajedno sa
sedimentom, dok su uzorci C. taxifolia prethodno isprani i o€iSdeni od sedimenta prije zamrzavanja i
daljnjeg pripremanja.

2.2. Ekstrakcija bioloSkog materijala

Izvagano je zasebno 20 g smrznutih uzoraka za C. taxifolia i C. racemosa od kojih je za svaku
pojedinacno izdvojeno po 10 g za ekstrakciju u diklormetan/2 — propanolu (DCM — 2p), a druga
polovica je izdvojena za ekstrakciju u heksan — diklormetanu (HEX — DCM). Iz uzoraka je zatim
papirnatim ruc¢nicima istisnuta voda te je u Cetiri falcon tubice od 50 mL rasporedeno po 5 g uzoraka.
Dvije falcon tubice su iskoristene za ekstrakciju diklormetan/2 — propanolom u omjeru otapala 1:1,
dok su druge dvije falcon tubice pripremljene za ekstrakciju heksan — diklormetanom u omjeru
otapala 2:1.

Nakon Sto su otapala napravljena u tim omjerima 30 mL otapala je uliveno u svaku tubicu.
Uzorci su zatim homogenizirani Polytron homogenizatorom jednu minutu pri brzini 0,5 na
postavkama uredaja. Nakon toga su heksanski uzorci jo$ jednom homogenizirani u trajanju od jedne
minute pri istoj brzini. Uzorci su zatim ru¢no promudkani, stavljeni u ledu te vorteksirani 5 minuta na
maksimalnoj brzini. Sljededi korak je bilo centrifugiranje svih uzoraka dva puta, prvo 5 minuta na
2300 x ¢, a zatim 5 min na 2500 x g. Nakon prvog centrifugiranja pipetom je ru¢no uklonjen
vodeno/lipofilni sloj koji se stvorio na povrsini.

Potom je 5 mL uzoraka dekantirano u falcon tubice od 15 mL i centrifugirano 5 minuta pri
2300 x g. Uzorci su zatim prebaceni u staklene epruvete od 10 mL koje su pripremljene za uparavanje
uzoraka do suhog ekstrakta na Turbo Vap uparivaCu, u struji N, na 45°C tijekom 120 min. Ostaci
uparavanja su zatim udruZeni u jednu staklenu epruvetu gdje su uparavani do volumena 1 mL nakon
¢ega su uzorci bili prebaleni u staklene bocice i upareni do suhog ostatka. Nakon vaganja suhi ostatak
je otopljen u organskom otapalu, dimetil sulfoksidu (DMSO) te su konacne koncentracije iznosile 8,5
mg/mL za C. racemosa, odnosno 30 mg/mL za C. taxifolia.
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2.3. Kemikalije i laboratorijska oprema koriStene u testovima

2.3.1. KoriStene kemikalije
- Stani¢ni medij za uzgoj stanica, Dulbecco’s Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture F — 12
(DMEM F-12 Ham)
- Fosfatni pufer za ispiranje stanica, Dulbecco’s Phosphaste Buffer Saline (PBS)
- Serum govedeg fetusa, Fetal Bovine serum (FBS)
- 0,025% Tripsin u PBS-u (Tripsin)
- 2,3,7,8 - Tetradiklorodibenzodioksin (TCDD)
- 7 - Etoksirezorufin (7 — ER)
- Fluorescamin
- Acetonitril
- Ciklosporin A (CYC)
- (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide), MTT
- lzopropanol (2 — propanol)
- Kalijev bikromat (K,Cr,05)
- GM medij za rast algi (Tablica 3)
0 Otopinal
0 Otopina?2
0 Otopina3
0 Otopina4d
0 Destilirana voda (H,0)

2.3.2. Laboratorijska oprema

- CO;inkubator za stani¢nu kulturu na 37 C - Heraeus Instruments, Njemacka;
- kabinet za rad u sterilnim uvjetima — Heraeus Instruments, Njemacka;

- autoklav za sterilizaciju plasti¢nih nastavaka i otopina;

- subhi sterilizator za sterilizaciju staklenog posuda;

- suSionik;

- magnetna mijeSalica;

- vodena kupelj na 37 °C;

- Sterilni nastavci, pipete, stakleno posude

- Plastine epruvete i plasti¢no posude

- Jednokanalne i 8-kanalne mikropipete— Eppendorf, Njemacka;

- Inverzni mikroskop — Hund, Njemacka;

- sterilne plasti¢ne bogice za uzgoj stanica, povrsine 75 cm” — Nunc, Danska;
- plastiéne mikroploge, s 96 jamica ravnog dna — TPP, Trasadingen, Svicarska;
- Hemocitometar

- Spektrofotometrijski ¢ita¢ za mikroploCe — Tecan, Austrija

2.4. EROD test

Stanice su bile uzgajane u CO, inkubatoru za stani¢nu kulturu na 37 °C. Na dnu inkubatora
nalazi se sterilna destilirana voda koja je zasluzna za stvaranje atmosfere visoke vlaznosti zajedno sa

smjesom zraka i 5% CO, ,Cime se osiguravaju idealni uvjeti za rast i razvoj stanica. Stanice su
uzgajane u 5% otopini seruma FBS i medija DMEM F-12 Ham (pH 7,4) u sterilnim plasti¢nim boCicama

povrsine 75 cm?, &ime su stanicama osigurane sve hranjive komponente (aminokiseline, vitamine,
glukoza, soli), hormoni i faktori rasta neophodne za rast i diobu stanica. Stanice su presadivane dva
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puta tjedno, ovisno o konfluentnosti podloge (postotak pokrivenosti podologe). Proces presadivanja
ukljucuje stvaranje viSe linija rasada stanica od pocetne kulture stanica. Na taj nafin se uzgajaju
stanice i pripremaju za provodenije biotesta.

2.4.1. Tijek biotesta

Priprema stanica

Presadivanje je vrSeno kada su stanice prilijepljene na podlozi plasti¢nih bocica za uzgoj
dosegle konfluentnost (pokrivenost) od 90 — 95 %. PotroSeni medij je bio dekantiran i stanice su se
ispirale 1x s 10 mL PBS-a. Nakon toga je dodan 1 ml tripsina/EDTA na 2-3 min da se stanice odvoje s
podloge. Reakcija enzima tripsina/EDTA na fibronektin zaustavlja se dodavanjem 2 ml otopine 5 %
FBS seruma i DMEM F-12 Ham medija, kako bismo zaustavili daljnju tripsinizaciju i mogude oStedenje
stanicne membrane. MjeSavina stanica i medija je zatim pipetom resuspendirana i razrijedena 1:5.
Sve zajedno je spojeno s ved unaprijed pripremljenom otopinom 5 % FBS seruma i DMEM F-12 Ham
medija.

Brojanje stanica

Uzorak stanica je zatim prebacen u plasti¢nu epicu u razrjedenju 1 : 5 (omjer 200 pL stanica :
800 pL medija). Tako su stanice lak3e izbrojene na hemocitometru pod invertnim mikroskopom, pri
¢emu je njihova gustoda izraCunata po sljededoj formuli:

Coreeeeeeeee e, koncentracija stanica (broj stanica / ml)

[ PO srednja vrijednost broja stanica po kvadratu

Volumen stanicne suspenzije koju smo razrijedili do kona¢nog volumena izraCunali smo putem

izraza:

oF: TR broj Zeljenih stanica (50x 10* st) / ml
Covrrreeeeeeecee e broj izmjerenih stanica / ml
|V volumen stani¢ne suspenzije (ml)
Vi konacni volumen medija (ml)

Nasadivanje stanica u mikroploce

Prethodno izraCunat volumen stanica zatim je nasaden u sterilnim uvjetima u mikroploCu s
96 jamica ravnog dna te su stanice ostavljene na 24 h u 200 pL DMEM F-12 Ham 60 od 96 dostupnih
jamica (za test su izostavljene sve rubne jamice). KoriStena je otopina DMEM F-12 Ham hranjivog
medija i FBS-a koji je ¢inio 5 % otopine. Rubne jamice bez nasadenih stanica su bile ispunjene s 200
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ML PBS-a. Stanice su zatim ostavljene u inkubatoru za staniCne kulture (5-10 % vlaznosti) na
temperaturi od 30°C tijekom 24 h.

Priprema serijskih razrjedenja uzoraka i pozitivne kontrole

Nakon inkubacije od 24 h u sterilnom kabinetu su na novoj mikroploCi pripremljena
razrjedenja ekstrakata, negativne (DMEM F-12 Ham medij) i pozitivne kontrole 2,3,7,8 —
tetradiklorodibenzodioksina (TCDD) po prethodno izraCunatim rasponima (Tablica 1). Na Cistoj
mikroploCi bez pokusnih stanica pripremljena su dva replikata s rasponom od deset razliCitih
koncentracija za ekstrakte i pozitivhu kontrolu i negativnu kontrolu, koja se sastojala samo od dvije
jamice ispunjene DMEM — F12 medijem bez FBS-a. Pozitivha kontrola mijeri ucinak prethodno
poznate tvari koja mora dati oCekivani odgovor na grupi uzoraka koji se kasnije moZe usporediti sa
nepoznatim u¢inkom ekstrakata. TCDD je dioksin koji pripada polikloriranim dibenzo — p — dioksinima
te ima niz Stetnih ucinaka na ljudske i Zivotinjske sustave. VeZe se u stanice pomodu Ahr receptora
(Kobayashi i sur, 2015) Sto je potrebno za mehanizme EROD biotesta.

Nasadivanje uzoraka u mikroploCe s uzgojenim stanicama i dodavanjem 7 -
etoksirezorufina (7 - ER)

Razli¢ite koncentracije razrjedenja (Tablica 1) su postignute serijskim razrjedivanjem
pocetnih uzoraka ekstrakata u DMEM F-12 mediju, u prethodno izracunatim volumenima koji de dati
Zeljene koncentracije za test. Razrjedena su od pocetnih koncentracija uzoraka, koje su iznosile 30
mg/mL za ekstrakt C. taxifolia i 8,5 mg/mL za ekstrakt C. racemosa. Iz plo€e s uzorcima je zatim 8 -
kanalnom mikropipetom oprezno izbafeno 100 pyL medija iz stanica (da se izbjegne uklanjanje stanica
iz plo€e) i naneseno je 100 L ved spomenutog razrjedenja ekstrakata uzoraka, pocevsi od najmanje
do najvede koncentracije.

Mikroploca je zatim obiljezena i ponovno ostavljena u inkubator pri 37 °C na dodatnih 24 h.

Mjerenje aktivnosti CYP1Al enzima

Nakon 24 h izlaganja uzorcima serijska razrjedenja i medij za rast stanica je ispraznjen iz
mikroploCa i svaka jamica isprana sa 100 pL PBS-a. Izmjerena je aktivnost CYP1A1l enzima pomodu
dodavanja razrjedenog flourescentnog supstrata 7 — etoksirezorufina u Tecan CitaCu za mikroploce.
Sedam etoksirezorufin je pri tome bio u fosfatnom puferu (50 mM) pH vrijednosti 8.0 u koncentraciji
od 0,325 pL 7-ER/mL pufera.

Otopina 7-ER i fosfatnog pufera je dodana u volumenu od 100 pL u svaku jamicu. Mjerenje
aktivnosti CYP1A1 enzima je napravljeno spektofotometrijskim ¢itatem za mikroploCe (Tecan, Infinite
200) pri ¢emu se pratila promjena pretvaranja 7 — ER u rezorufin na specificnim valnim duljinama
(Aex/Aem =535 nm/590 nm) pri temperaturi od 30 °C. Kineticko mjerenje se odvijalo u 11 ciklusa s
vremenskim intervalom od 1 minute. Nakon toga je mikroploc¢a s izmjerenim uzorcima pohranjena na
-20 °C, a idudi dan je mjerena koncentracija proteina.
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Tablica 1. Razrjedenja ekstrakata C. taxifolia i C. racemosa te pozitivne kontrole (TCDD) prikazana u omjeru
razrjedenja i koncentracijama izrazenim u pg/mL.

Razrjedenje Koncentracija Volumen (pL ..
22x) J (pg/mL)J C. taxifo(lra)) Volumen medija ()
1:100 300 6 277
1:200 150 162 162
1:300 100 204 102
1:500 60 187 124
1:750 40 191 96
1:1000 30 167 56
1:2000 15 102 102
1:5000 6 84 126
1:10000 3 90 90
1:20000 1,5 60 60
Razrjedenje Koncentracija Volumen (pL .
J(2x) J (ng/mL) J (C. racemc()lsla; Volumen medija ()
1:100 85 6 277
1:200 42,5 162 162
1:300 28,3 204 102
1:500 17 187 124
1:750 11,3 191 96
1:1000 8,5 167 56
1:2000 4,25 102 102
1:5000 1,7 84 126
1:10000 0,85 90 90
1:20000 0,43 60 60
Koncentracija Volumen .
(TCDD) (nI\/JI) TCDD (uL) Volumen medija (pL)
5 4 366
4 250 63
3 193 64
2 137 67
1 86 86
0,3 53 123
0,1 56 112
0,03 48 112
0,01 40 80
0 - 120

Mjerenje koncentracije proteina

Za normalizaciju EROD aktivnosti izmjeren je sadrzaj proteina. MikroploCe su izvadene s -20
°C i ostavljene na sobnoj temperaturi. U svaku jamicu mikroploCe s uzorkom dodano je po 100 uL
otopine flourescamina u acetonitrilu u koncentraciji 0,15 mg/mL. Nakon 3-5 minuta inkubacije u
inkubatoru mjerenje je provedeno na valnim duljinama (Ae/Aen =390/465 nm) uz prethodno
protresanje stanica na 5 sekundi. Dobiveni podatci su zatim iskoristeni za izraCunavanje aktivnosti
enzima.
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2.4.2. Analiza podataka

Dobiveni podaci su obradeni u ,,Microsoft Office Excel 2010“ programu, prvo pomodu LINEST
(“least square” metode) linearne funkcije (y = ax + b). Podaci su zatim izraZeni u vrijednostima po
minuti (dF/min) i podijeljeni s ,,a“ koeficijentom rezorufinske kalibracijske krivulje poznatih
vrijednosti, pri ¢emu je dobivena promjena fluorescencije u pmol po min dF(pmol/min). Mjerenja su
zatim stavljena u omjer s dobivenim vrijednostima proteina da bi dobili konafnu vrijednost i
aktivnosti CYP1A enzima izrazenu u pmol/min/mg proteina po jamici. Podaci obradeni u Microsoft
Excelu su zatim logaritmirani i normalizirani u sigmoidalnu krivulju u programu Graphpad Prism 5.0.

Flourimetrijskim mjerenjima rezorufina na valnim duljinama od (Ae//Aem =535/590 nm) je
izraCunata kalibracijska krivulja rezorufina iz Cijeg linearnog dijela je dobivena jednadZba za pravac
(Slika 9), koridtena u kasnijim izracunima produkcije rezorufina.

250,00

y = 285,26x + 5,0651
R?=0,9978

200,00

150,00

100,00

50,00

0,00

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

Slika 9. Izmjerena kalibracijska krivulja rezorufina. Apscisa prikazuje koli€inu rezorufina izrazenu u
pmol, a ordinata flourescentne jedinice

2.5. MTT test
2.5.1. PLHC - 1/wt stani¢na kultura

KoriStene su PLHC-1/wt stanice, stoga je postupak uzgajanja stani¢ne kulture i pripremanja,
stanica u mikroplo€ama isti kao i kod EROD testa. KoriStena je otopina DMEM - F12 hranjivog medija
koja je sadrZavala 5 % FBS-a. Rubne jamice bez nasadenih stanica su bile ispunjene s 200 pL PBS-a i
cijela mikroploca je stavljena u CO, inkubator za stani¢ne kulture na temperaturu od 30°C na 24 sata.

2.5.2. Tijek biotesta

Brojanje stanica

Stanice su pripremljene i izbrojane po istom postupku kao i kod EROD testa u odlomku 2.3.3.
s izmjenom formule volumena stani¢ne suspenzije koja mijenja broj Zeljenih stanica, potrebnih za
biotest.
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Volumen stanicne suspenzije koju smo razrijedili do kona¢nog volumena izraCunali smo putem

izraza:

(o7 broj Zeljenih stanica (20 x10” st)/ ml
Covrrreeeee e broj izmjerenih stanica / ml
Voo volumen stani¢ne suspenzije (ml)
Vi konacni volumen medija (ml)

Priprema serijskih razrjedenja uzoraka i pozitivne kontrole

Nakon 24 sata rasta kada su stanice postigle Zeljenu brojnost, u sterilnom kabinetu na
posebnoj mikroploci su pripremljena serijska razrjedenja uzoraka s deset razliCitih koncentracija u

dva replikata, pomodu prethodno izratunate tablice razrjedenja (Tablica 2).

Kao pozitivna kontrola koristen je modelni citotoksi¢ni agens ciklosporin A (CYC-A), a za
negativnu kontrolu je ponovno samo ostavljeno 200 pL medija u dvije jamice. Zatim je iz mikroplocCe
sa stanicama mikropipetom oprezno izvadeno 100 pL medija i dodano 100 pL pripremljenog
razrjedenja ekstrakata i CYC-A (Tablica 2) pocevsi od najmanje koncentracije do najvede, a izloZzene
stanice su potom ponovno ostavljene u inkubatoru na 72 sata za mjerenje akutne toksi¢nosti.
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Tablica 2. Shema razrjedenja ekstrakta C. taxifolia, C. racemosa i ciklosporina — A (CYC-A, pozitivna kontrola).

Razrjedenje Koncentracija Volumen (pL) .
(2%) (ug/mL) (C. taxifolia) Volumen medija ()
1:100 300 6 277
1:200 150 162 162
1:300 100 204 102
1:500 60 187 124
1:750 40 191 96
1:1000 30 167 56
1:2000 15 102 102
1:5000 6 84 126
1:10000 3 90 90
1:20000 1,5 60 60
Razrjedenje Koncentracija Volumen (pL) .
Volumen medi L
(2x) (ng/mL) (C. racemosa) olumen medija (L)
1:100 85 6 277
1:200 42,5 162 162
1:300 28,3 204 102
1:500 17 187 124
1:750 11,3 191 96
1:1000 8,5 167 56
1:2000 4,25 102 102
1:5000 1,7 84 126
1:10000 0,85 90 90
1:20000 0,43 60 60
Koncentracija Volumen CYC-A ..
Volumen medija (uL
(M) (1) I (L)
30 2 257
20 137 69
10 86 87
3 53 124
1 57 116
0,3 53 123
0,1 56 113
0,03 49 115
0,01 44 88

Spektrofotometrijsko mjerenje

72 sata kasnije Citav tekudi sadrZzaj mikroploce je izbacen i stanice su isprane sa 100 L PBS-a.
PBS je zatim izbacen iz mikroploCe, te je dodan 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijev bromid

MTT.

Stanice su zatim izlozene 100 pL otopini DMEM medija i MTT-a koja je mjeSavina od 7,2 mL
DMEM i 0,8 mL MTT pomijeSanog u kadici koji je iskoristen za cijelu mikroplo€u. Ploca je zatim
ostavljena u inkubatoru na 3 sata.
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Mikropipetom je izvuCen sav tekudi sadrZaj iz jamica, kako bi se stanice koje su ostale na dnu
jamice izloZile volumenu od 100 pL izopropanola i protresle na mudkalici 15 minuta na 350 rpm.
Tecan CitaCem za mikroploCe je potom izmjerena apsorbancija na 578 nm valne duljine s referentnim
filterom namjeStenim na 750 nm.

2.5.3. Analiza podataka

Izvorni raCunalni program Tecan Citata za mikroploCe koriSten je za pocetnu obradu
dobivenih podataka mjerenja, uz automatsko oduzimanje vrijednosti referentnog filtera. Podaci su
zatim iz Microsoft Excel programa prebaceni u Graphpad Prism 5.0 raCunalni program pomodu kojeg
su podatci bili logaritmirani i pretvoreni u postotke koji su bili koriSteni za graficku prezentaciju
rezultata MTT testa pomodu ne linearno regresivnog modela i sigmoidalne krivulje.

Yereroeeeeree e doza — odgovor krivulja

Do minimalni zabiljezeni odgovor (dno krivulje)

- TSR maksimalni zabiljeZzeni odgovor (vrh krivulje)

R, nagib krivulje

Xeveereerrreeenssreeaans logaritam inhibicijske koncentracije

LC50....cceeeeneee. letalna koncentracija 50 (koncentracija testne tvari koja uzrokuje smrtnost za 50%

zivotinjskih organizama ili stanica, dobiveno u rezultatima)
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2.6. AlgaeTox test
2.6.1. Uzgoj i kultivacija Scenedesmus subspicatus kulture

Za pokus je koridtena prethodno uzgojena kultura slatkovodnih jednostanicnih zelenih algi S.
subspicatus. Pripremljen je GM medij za rast algi koji se sastojio od 10 mL Stok otopine 1 te po 1 mL
Stok otopina 2,3 i 4 (Tablica 3). Ostatak je nadopunjen destiliranom vodom do 1000 mL i pH otopine
je namjeSten na 8,1 pomodu 1 M ptopine HCI/NaOH.

Tablica 3. Koncentracije nutrijenata otopina za GM medij.

Otopine Nutrijenti Koncentracija u ZavrSna koncentracija
otopini otopine u testu
Otopina 1 NH,CI 1.5g/L 15 mg/L
MgCl,x6H,0 1.2¢g/L 12 mg/L
CaCl,-2H,0 1.8¢g/L 18 mg/L
MgS0,-7H,0 1.5g/L 15 mg/L
KH,PO, 0.16 g/L 1.6 mg/L
Otopina 2 FeCl;-6H,0 64 mg/L 64 ug/L
Na,EDTA-2H,0 100 mg/L 100 pg/L
Otopina 3 H3BO3 185 mg/L 185 ug/L
MnCl,-4H,0 415 mg/L 415 pg/L
ZnCl, 3 mg/L 3 pg/L
CoCl,-6H,0 1.5 mg/L 1.5 pg/L
CuCl,-2H,0 0.01 mg/L 0.01 pg/L
Na,Mo0,:2H,0 7 mg/L 7 pg/L
Otopina 4 NaHCO; 50 g/L 50 mg/L

2.6.2. Tijek biotesta

Priprema stanica

Sterilna tikvica od 250 mL je u sterilnom kabinetu napunjena s 50 mL GM medija za rast
stanica algi na koji je zatim nacijepljeno 2 mL algi iz prethodno uzgojene temeljne kulture. Kako bi
dosegle eksponencijalnu fazu rasta alge su ostavljene 72 sata u posebnom inkubatoru pri sobnoj
temperaturi (24 + 2°C) i pod svjetlom intenziteta od 60—-120 umol m?s™.

Brojanje, nasadivanje i ekspozicija algi uzorcima ekstrakata i kontrola
umnozZene stanice su potom izbrojene u hemocitometru pod fazno — kontrastnim
mikroskopom i brojnost stanica je izratunata sljededom formulom:

Covrreeeeeeeeee e, koncentracija stanica (broj stanica / ml)

[ PO srednja vrijednost broja stanica po kvadratu

Volumen stani¢ne suspenzije koju smo razrijedili do kona¢nog volumena izraCunali smo putem

izraza:
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(oF: WARIIR broj Zeljenih stanica (0,5x 10* st) / ml
Covrrreeeee e broj izmjerenih stanica / ml
Voo, volumen stani¢ne suspenzije (ml)
Vi konacni volumen medija (ml)

Nakon utvrdivanja broja stanica na mikroploc¢u s pomodu 8 — kanalne mikropipete nasadene
stanice u gustodi od 1000 stanica /200 pL GM medija (0,5 x10* st/mL) u 60 jamica (60 od 96
dostupnih na mikroplo¢i). Rubne stanice su ispunjene samo s 200 uL GM medija za rast algi.

Serijska razrjedenja ekstrakata i kontrola su napravljena na posebnoj mikroploCi u dva
replikata i deset razliCitih koncentracija za ekstrake i pozitivhu kontrolu (K,Cr,0;,) dok se negativna
kontrola sastojala od samo dvije jamice ispunjene s 200 pL GM hranjivog medija. Cistoj mikroplogi je
dodan prethodno izraCunat volumen GM medija (Tablica 4), najvedim koncentracijama je zatim
dodana pocetna vrijednost ekstrakata iz kojih su serijski razrijedene ostale koncentracije od najvede
prema najmanjoj.

Zatim je 100 puL GM medija izvadeno iz mikroploce sa stanicama i ubac¢eno 100 pL prethodno
pripremljenog razrjedenja u svaku jamicu sa stanicama, od najmanje koncentracije prema najvedoj i
na Tecan Citacu za mikroploce je izmjerena flourescencija pigmenata klorofila a pri odredenim valnim
duljinama (Ae,/Aem = 440/680 nm) koja je u kasnijim izracunima posluZila kao poCetna tocka.

Mjerenje gustoce naraslih stanica algi

Nakon 3to su stanice ostavljene na 72h u inkubatoru u istim uvjetima u kojima su bile
uzgajane, ponovljeno je identiéno mjerenje fluorescencije klorofila a spomenuto u prethodnom
ulomku.
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2.6.3. Analiza podataka

Rezultati su izrazeni kao koncentracija ovisna o postotku rasta algi, koji su izraCunati iz
dobivenih duplikata sa srednjom vrijednosti i standardnom devijacijom. Srednja vrijednost i
standardna devijacija su dobivene iz flourescentnih vrijednosti duplikata. Zatim je izraCunat specificni
rast algi pomodu srednjih vrijednosti brojnosti stanica u odredenoj vremenskoj to€ci pomodu sljedede
jednadzbe:

[V IO specifi¢ni rast

Y brojnost stanica ha poCetku izlaganja uzorcima
[V S pocetna totka vremena izlozenosti uzorcima
Nog..vvvrerrrerernnnn brojnost stanica nakon izloZzenosti od 96 h
Tg6eeireeriiieeinnn, vrijeme izloZenosti uzorcima od 96 h

Serijska razrjedenja su bila logaritmirana prije statisticke analize i ne linearnom regresivnom
metodom je dobivena sigomidalna krivulja za LC50 vrijednosti. Svi podatci i izraCuni, dobiveni iz
mjerenja, su obradeni u Microsoft Office Excel-u 2010 i statistiCka analiza je napravljena u GraphPad
Prism 5 programu za Windows operativni sustav. Rezultati su prikazani kao postotak preZivljavanja sa
srednjom vrijednosti , standardnom devijacijom i linijama 95% pouzdanosti podataka dobivenih iz

duplikata.
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Tablica 4. razrjedenja za ekstrakte C. taxifolia, C. racemosa i kalijev bikromat.

Materijali i metode

Razrjedenje Koncentracija Volumen (pL) ..
e Volumen medi L
(2%) (ug/mL) (C. taxifolia) olumen medija (L)
1:300 100 2 289
1:500 60 171 114
1:1000 30 165 165
1:1500 20 210 105
1:2000 15 196 65
1:4000 7,5 141 141
1:6000 5 162 81
1:10000 3 122 82
1:20000 1,5 84 84
1:50000 0,6 48 72
Razrjedenje Koncentracija Volumen (pL) .
(2x) (ng/mL) (C. racemosa) Volumen medija (WL)
1:100 85 16 266
1:200 42,5 162 162
1:300 28,3 204 102
1:500 17 187 124
1:750 11,3 191 96
1:1000 8,5 167 56
1:2000 4,25 102 102
1:5000 1,7 84 126
1:10000 0,85 90 90
1:20000 0,43 60 60
Razrjedenje (2x) Volumen K,Cr,0; ..
Volumen medija (uL
(mg/mL) (L) Ja ()
3,6 27 341
2,3 248 140
1,6 267 117
1,3 264 61
1 205 62
0,72 147 57
0,36 84 84
0,1 49 127
0,036 55 98
0,01 33 87
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3. REZULTATI
3.1. Indukcija CYP1Al enzima (EROD test)

Indukcija CYP1A1l enzima u PLHC stanicama bila je zamjetna pri izlaganju testiranim
ekstraktima, pri cemu je kroz deset minuta reakcije maksimalna koncentracija rezorufina postigla
vrijednosti od 3,04 pmol/min/mg za C. racemosa i 1,37 pmol/min/mg za C. taxifolia (Slika 10B i C).
Vrijednosti smrtnosti od 50 % stanica (LC50) su iznosile 7,308 pg/mL za C. taxifolia i 149,35 pg/mL za
C. racemosa.

Pozitivna kontrola PLHC stanica izlagana modelnom induceru CYP1A1 enzima TCDD, pokazala
je ocekivani odgovor, s najvedom aktivacijom CYP1A1 od 23 pmol/min/mg i LC50 od 0,8994 nM (Slika
10A).
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Slika 10. Sigmoidalne doza-odgovor krivulje indukcije etoksirezorufin — O — deetilaze u PLHC-1/wt stanicama
izloZenima ekstraktima algi roda Caulerpa. Graf A. prikazuje u€inak pozitivne kontrole TCDD-a, graf B. u€inak

razrjedenja ekstrakta C. taxifolia i graf C. u€inak razrjedenja ekstrakta C. racemosa. Krivulje prikazuju

produkciju rezorufina, fluorescentnog produkta enzimske reakcije, ovisno o koncentraciji koja je prikazana u
logaritamskom obliku. Tocke su prikazane sa standardnim devijacijama, a crtkana linija predstavlja podrucje 95

% pouzdanosti podataka.
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3.2. Akutni toksicni potencijal (MTT test)

Biotransformacija formazana iz monotetrazolijske soli je u prisustvu ekstrakata C. taxifolia
bila zabiljeZzena u manjoj koli¢ini nego kod stanica izloZenih C. racemosa ekstraktu, $to je ukazalo na
vedu smrtnost, odnosno manje prezivljavanje stanica koje su sposobne vrSiti biotransformaciju.
Krivulja preZivljavanja pozitivne kontrole nam je potvrdila da su stanice koriStene u biotestu bile
sposobne reagirati nha utjecaj toksikanata, kao 3to se vidi na primjeru modelnog toksi¢nog spoja
ciklosporina A, na kojoj je zabiljezen LC50 od 11.58 uM (Slika 11A). Ekstrakt izoliran iz alge vrste C.
taxifolia (Slika 11B) pokazao je jasan akutni citotoksi¢ni ucinak. Vrijednosti koncentracije pri kojoj je
zabiljeZena smrtnost od 50 % stanica (LC50) su zabiljeZzene pri koncentraciji uzorka od 93,2 UM. Za
razliku od ovih rezultata, izlaganje stanica ekstraktu vrste C. racemosa nije rezultiralo znaCajnim
smanjenjem preZivljavanja PLHC stanica (Slika 11C).

A. Ciklosporin A B. Caulerpa taxifolia
1201 100 - °
100 - °
(] 80 1
80 []
60 -
60
40
401
20 20 -
0 - lr2 |V1 |0 |1 |2 0 T T 1
10 10 10 10 10 10 105 104 103 102 101

koncentracija ( M) koncentracija ( M)

C. Caulerparacemosa

120 7
100 4 W
80 -
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40 1

201

0 T T T 1
105 10+ 10°° 1072 101t

koncentracija ( M)

Slika 11. Sigmoidalne doza-odgovor krivulje preZivljavanja PLHC-wt/1 stanica nakon izlaganja ekstraktima algi roda
Caulerpa. Na apscisi je prikazana koncentracija u UM u logaritmiranom obliku koja kod skupine pozitivhe kontrole
prikazuje koncentraciju u logaritmiranom obliku, dok ordinata prikazuje postotak vijabilnosti stanica. Graf A.
prikazuje ucCinak pozitivne kontrole ciklosporina, graf B. ucinak razrjedenja ekstrakta C. taxifolia i graf C. ucinak
razrjedenja ekstrakta C. racemosa. Krivulje prikazuju postotak preZivljavanja stanica ovisno o koncentraciji. Crtkane
linije prikazuju podrucje 95% pouzdanosti podataka, a totke mjerenja prikazuju raspon standardne devijacije.
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3.3. Kronicni toksicni potencijal (AlgaeTox test)

Uzorci S. subspicatus jednostanicnih algi su u fazama eksponencijalnog rasta nakon izlaganja
ekstraktima C. taxifolia i C. racemosa znacajno smanijili intenzitet flourescentnog signala pigmenta
klorofila a, ukazujudi da je doSlo do znacajne inhibicije rasta ovih jednostanicnih algi, odnosno
znacajne kroni¢ne toksi¢nosti. Pozitivna kontrola (kalijev bikromat) je letalnu koncentraciju od 50%
(LC50) pokazala pri koncentraciji od 1,453 mg/mL (Slika 12A). Time je potvrden standardni odgovor
stanica na izlaganje modelnom toksikantu, odnosno normalno i o¢ekivano funkcioniranje ovog testa
kroni¢ne toksicnosti. Izabranih deset koncentracija (Tablica 4) testiranih ekstrakata rezultirale su
jacim toksi¢énim ucinkom za ekstrakt C. taxifolia u odnosu na uzorak ekstrakta C. racemosa. Ekstrakti
C. taxifolia i C. racemosa su uzrokovali kroni¢nu toksicnost, pri Cemu je dobivena LC50 vrijednost za C.
taxifolia iznosila 23,6 pig/mL, odnosno za C. racemosa 118,35 pg/mL (Slike 12B i C).
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Slika 12. Sigmoidalne doza-odgovor krivulje inhibicije rasta jednostani¢nih algi vrste Scenedesmus subspicatus
tijekom izlaganja seriji razrjedenja ekstrakata roda Caulerpa. Graf A. prikazuje u€inak pozitivne kontrole kalijeva
bikromata, graf B. uCinak razrjedenja ekstrakta C. taxifolia i graf C. u€inak razrjedenja ekstrakta C. racemosa.
Krivulje prikazuju postotak vijabilnosti stanica ovisno o koncentraciji, na apscisi je prikazana koncentracija u
logaritmiranom obliku (mg/L, odnosno pg/L), a ordinata prikazuje postotak vijabilnosti stanica. Iscrtkane linije
pokazuju podrucje 95 % pouzdanosti podataka, a tocke mjerenja prikazuju standardne devijacije.
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4. RASPRAVA

Svrha ovog rada bila je odrediti akutnu i kroni¢nu toksi¢nost ekstrakata algi roda Caulerpa te
njihov potencijal indukcije stani¢nih detoksikacijskih enzima faze I. Uzorci testiranih algi su sakupljeni
u Jadranskom moru u jesen 2013. god. u podruCju Starog Grada na Hvaru za vrstu C. taxifolia,
odnosno u zimu 2012. god. na podrucju Vrsara za C. racemosa. Ispitan je njihov potencijalni kronicni
toksi¢ni utjecaj na preZivljavanje jednostanicnih algi vrste S. subspicatus (AlgaeTox test) te akutna
toksicni ucinak na prezivljavanje hepatoma stanica riblje vrste Poeciliopsis lucida (PLHC-1/wt) MTT
testom. Indukcija CYP1A1 ovisnih monooksigenaza bila je odredena EROD testom.

Odgovori stanica na ekstrakte C. taxifolia su zabiljeZzeni u svim testovima, dok ekstrakt C.
racemosa nije pokazao znaCajnu akutnu toksi¢nost pri MTT testu (Slike 10, 11 i 12 te posebno 11C).

Zbog razlicitin raspona koncentracija koristenih kod ekstrakata u EROD testu i razlicitih
vrijednosti rezultata vijabilnosti u MTT testu akutne toksi¢nosti (Tablice 1 i 2), moZzemo zakljuciti da
neke vrste roda Caulerpa imaju izraZeniji toksi¢ni potencijal. Povedani odgovor stanica na ekstrakte C.
taxifolia je najvjerojatnije zabiljezen zbog povedane proizvodnje primarnog sekundarnog metabolita
kaulerpenina (CYN), koja je veda nego kod drugih vrsta istog roda, kao 5to je primjerice C. racemosa
(Amade i Lemee, 1998).

Testovi preZivljavanja temelje se na relativno lako ponovljivim pokusima kojima se s lakodom
mogu analizirati razli€iti tipovi uzoraka (pojedinacne tvari ili sloZeni uzorci) i generirati odgovarajudi
kvantitativni podaci. MTT testom se tako mjeri aktivhost mitohondrijskih enzima pomodu mjerenja
nastalog formazana. Medutim, vrijeme izlaganja stanica je veoma bitno zbog aktivnosti stani¢nog
metabolizma koji moze biti vrlo razliéit dva sata nakon nasadivanja stanica u odnosu prema
primjerice 48 sati izlaganja (Ferrari, 1990). No, bez obzira na stadij aktivnosti metabolizma stanica, C.
racemosa ekstrakt je konzistentno davao slabiji toksi¢ni odgovor mjeren kao prezivljavanje PLHC-
1/wt stanica u MTT testu (Slika 11C). Pored manje proizvodnje kaulerpenina u odnosu na druge vrste
istog roda, poput C. taxifolia, koncentracije sekundarnih metabolita kod roda Caulerpa takoder ovise
i 0 godiSnjem dobu i razli¢itim dijelovima talusa koji su uzeti kao uzorak (Klein i Verlaque, 2008).
Stoga, bududi da je izmedu prikupljanja uzoraka bio vremenski razmak od tri mjeseca, pored starosti
samih uzoraka ovo je jedno od mogudih objasnjenja rezultata dobivenih za ekstrakt C. racemosa, koji
je u svim testovima pokazao manju toksi¢nost od ekstrakta vrste C. taxifolia.

Pri izvodenju testova kroni¢ne toksi¢nosti koriste se razli€iti modelni organizmi, a dobiveni
rezultati kredu se u relativno slicnim granicama osjetljivosti za iste taksonomske kategorije. Jedan od
jednostavnijih testova kroni¢ne toksi¢nosti je AlgaeTox test, koji ujedno pokazuje veliku osjetljivost i
visoku razinu standardizacije. Izlaganjem pokusnih algi (S. subspicatus) ispitivanim ekstraktima algi
roda Caulerpa doslo je do smanjenja flourescencije stanica i njihovih klorofila a koja je direktan
rezultat pogorsanja njihovog fizioloSkog zdravlja i smanjenja integriteta stanicne membrane (Radix i
sur, 2000). Rezultati dobiveni ovim biotestom (Slika 12) potvrduju toksi¢no djelovanje ekstrakata u
svim testnim uzorcima u kojima je koncentracija ekstrakta bila dovoljno visoka.

Toksi¢nost ekstrakata algi roda Caulerpa velikim dijelom povezana je sa sadrzajem
kaulerpenina. Cisti uzorak kaulerpenina na Zivim stanicama moZe uzrokovati antiproliferativnu
aktivnost bakterijskih kultura, inhibiciju rasta tumorskih stanica ljudskog porijekla, sprje€avanje rasta
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jajaSaca morskih jezinaca, a takoder moze utjecati i na aktivnost Ziv€anih stanica beskraljeznjaka
(Mozzachiodi i sur, 2008). Ekstrakti algi koji su testirani u ovom istraZivanju dobiveni su ekstrakcijom
homogeniziranih dijelova listida i stabljiki, te nemaju niti priblizno tako visoku koncentraciju
kaulerpenina usporedivu s koncentracijama koje su koriStene pri drugim istraZivanjima. Medutim,
koncentracija kaulerpenina, a mogude i drugih toksi¢nih sekundarnih metabolita, bez sumnje je bila
dovoljna da bi se uo€io jasan citotoksi¢ni u¢inak na PLHC-1/wt stanice koristene u ovom istrazivanju.

Znacajan indukcijski uc€inak ucinak zabiljezen je u EROD testu, gdje su uzorci C. taxifolia i C.
racemosa pokazali indukciju CYP1A detoksikacijskog enzima (Slika 10). lako dobivene maksimalne
aktivnosti pri EROD testovima mogu znacajno varirati (Petrulis i Bunce, 1999), dobivene ECs
vrijednosti bile su u sli¢nim rasponima (0,4 — 0,6 pmol/mg/min).

Prema drugim istraZivanjima koja su provedena sa slicnim ekstraktima, primijedene su i
sezonske varijacije u pohranjenim koncentracijama sekundarnih metabolita. Aktivnost
detoksikacijskih enzima faze I. je ostala ista kroz cijelu godinu, osim za vrijeme ljeta i jeseni kada se
drasticno smanjila. Te promjene su najvjerojatnije povezane s promjenama temperature i
metabolizmom algi koji se mijenja, odnosno prilagodava sezonskim promjenama (Lemee i sur, 1993).
Pored razli¢itih koncentracija sekundarnih metabolita ovisno o vrsti, to je jo$ jedan potencijalni razlog
razlicitih rezultata toksi¢nosti dobivenih za dvije testirane vrste algi roda Caulerpa.

Medutim, ekstrakti uzoraka testiranih u ovom istrazivanju jasno su inducirali obrambeni
odgovor stanica i mehanizme CYP1A1 ovisnih monooksigenaza, bez obzira na uvjete sakupljanja
uzoraka, sezonalnost ili starost samih uzoraka. Time mozemo pretpostaviti da je koncentracija
kaulerpenina kao primarnog metabolita ovih algi, ali i drugih sekundarnih metabolita u razrijedenim i
homogeniziranim uzorcima listida i stabljika algi, bila i dalje dovoljno potentna nakon duljeg
pohranjivanja u laboratoriju. lako pri MTT testu ekstrakata vrste C. racemosa dobiveni odgovor nije
bio statisticki znacajan, dobivanje znatajnih rezultata u svim drugim testovima koriStenim u ovom
istraZivanju potvrduje toksi¢ni potencijal sekundarnih metabolita prisutnih u uzorcima invazivnih
morskih algi roda Caulerpa koje nalazimo u Jadranskom moru.
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5. ZAKLJUCAK

Toksicni uCinak ekstrakata algi roda Caulerpa je zabiljeZzen u EROD biotestu i AlgaTox biotestu
na svim uzorcima, dok je djelomi€ni odgovor bio zabiljezen u MTT biotestu. Njihov utjecaj na Zivude
stanice, kao i kroniCna i akutna toksiCnost su u ovom istrazivanju ispitane bioloski relevantnim, Cesto
koriStenim i dobro standardiziranim biotestovima, na uzorcima koji su prikupljeni na mjestima prvog
uoCavanja algi obje vrste u Jadranskom moru te na sjevernom Jadranu, koji je ujedno njihova
najsjevernija tocka Sirenja. Poznavanjem ucinka njihovih sekundarnih metabolita mozemo bolje
razumijeti njihov potencijalni u€inak na ekosustave u kojima se nalaze kao invazivne vrste.

Ovi rezultati pokazali su jasan toksi¢ni potencijal sekundarnih metabolita algi roda Caulerpa,
te ukazali na mogude mehanizme Sirenja ovih algi ispuStanjem sekundarnih metabolita koji mogu biti
toksicni za potencijalne konzumente i/ili druge vrste s kojima se ova alge natjeCu za isto staniste.
Konacno, dobiveni rezultati ukazuju na znacajnu bioloSku aktivnost ovih spojeva koju bi trebalo dalje
istraZiti, potencijalno i u biomedicinske svrhe.
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