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1. UvOD

1.1.Hijaluronska kiselina

Hijaluronska kiselina (HA, gr¢. hyalus = staklo), jo§ poznata pod nazivom hijaluronan ili
hijaluronat, nerazgranati je polisaharid ¢ija molekulska masa moze premasiti vrijednost od
4+108 Da (Salmen, 2004). Zajedno sa svojim suradnikom Johnom Palmerom, otkrio ju je Karl

Meyer izolacijom iz staklovine govedeg oka (Meyer 1 Palmer, 1934).

COOH CH,OH

O, O,
OH
HO
OH

OH
NHCOCH; n = 20-12500

Slika 1. Struktura hijaluronske kiseline.
1.1.1. Grada hijaluronske kiseline

Hijaluronska kiselina pripada skupini glikozaminoglikana koji su po svom sastavu polimeri
aminoSecera (N-acetilglukozamina ili N-acetilgalaktozamina) i uronskih kiselina (glukuronske
ili iduronske kiseline). Ono po ¢emu se HA istiCe, u odnosu na druge polisaharide
glikozaminoglikana, jest izostanak sulfatacije na njezinim Secerima i ¢injenica da se ona ne
ugraduje u strukturu proteoglikana, ve¢ s njima ostvaruje vanjske veze. Gradena je od
ponavljajuéih disaharidnih jedinica glukuronske kiseline i N-acetilglukozamina povezanih s
izmjenjuju¢im B-1,3- i B-1,4—glikozidnim vezama (Slika 1). U vodenoj otopini, dvostruki
heliks (susjedni disaharidi smjeSteni su pod kutom od 180° i tvore heliksnu vrpcu) koji
formiraju lanci HA, stabiliziran je vodikovim vezama s vodom (Slika 2). Takva sekundarna
struktura omogucava stvaranje hidrofobnog dzepa (tvori ga otprilike 8 CH-grupa iz 3
ugljikohidratne jedinice), koji uz hidrofilne dijelove molekuli HA daje amfifilna svojstva
(Scott, 1989). Hidrofobni dzep omogucéuje medusobno povezivanje polimera HA te
ostvarivanje dodatnog kontakta s hidrofobnim dijelovima proteina i membranom stanica.
Utjecajem veli¢ine, hidrofilnih i hidrofobnih veza, HA stvara viskozni medij kojim obavija

stanice i time ostvaruje svoje brojne funkcije.



Slika 2. Tetrasaharidni fragment hijaluronske kiseline u vodenoj otopini.

1.1.2. Sinteza hijaluronske kiseline

Transmembranski enzimi, koji sintetiziraju HA djeluju¢i kao glikoziltransferaze, jesu
hijaluronan sintaze (HAS). Sinteza zapocinje s unutarnje strane stani¢ne membrane, a polimer
u nastajanju jo$ se za vrijeme stvaranja prebacuje na vanjsku stranu membrane i u konacnici
otpusta u ekstracelularni matriks (ECM). U sisavaca su identificirane tri izoforme: HAS-1,
HAS-2 i HAS-3. Od tri izoforme hijaluronan sintaza, HAS-3 ima najvecu aktivnost, stvara HA

niske molekulske mase te je pojacano aktivna u upalnim procesima (Evrard 1 sur., 2021).

1.1.3. SmjeStaj i uloga hijaluronske kiseline

HA je jedna od gradevnih komponenata ekstracelularnog i pericelularnog matriksa, no moze
se nalaziti i unutar stanica. Nadena je u tkivima svih kraljeznjaka, ali sintetiziraju ju i neke vrste
bakterija. Zasi¢enost tkiva s HA uvelike varira ovisno o vrsti tkiva te se u samoj kozi nalazi 50

% od ukupne tjelesne koli¢ine hijalurona (Stern i Maibach, 2008).

Glavne karakteristike hijaluronskog matriksa, koje proizlaze iz strukture i ovise 0 molekulskoj
masi i koncentraciji HA, jesu viskoznost i elasticnost. Primije¢eno je da se viskoznost smanjuje

s poveéanjem primijenjene sile, dok se elasti¢nost istovremeno povecava. Taj fenomen
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omogucava brz oporavak od deformacija i sprje€ava nastanak oste¢enja pri djelovanju sile (npr.

pri pomicanju zglobova) te HA djeluje kao bioloski lubrikant. (Fraser i sur., 1997).

Ovisno o molekulskoj masi, uloge HA u organizmu se razlikuju. Polimeri s molekulskom
masom od 0,4 do 4 kDa imaju antiapoptoticka svojstva. HA molekulske mase 6 —20 kDa potice
angiogenezu te djeluje imunostimulatorno i proupalno. Polimer molekulske mase 20 — 200 kDa
sudjeluje u cijeljenju rana, razvoju embrija i procesu ovulacije. Molekule HA s molekulskom
masom vecom od 500 kDa posjeduju antiangiogena svojstva te djeluju imunosupresivno

(Snetkov i sur., 2020).

U procesu cijeljenja fetalnih rana primije¢eno je kako je poviSena koncentracija HA na
oSte¢enom podrucju zadrzana dulje vrijeme (i do tri tjedna), za razliku od odraslog ozlijedenog
tkiva gdje njena koncentracija pada ve¢ nakon sedam dana. Takvo hijaluronom bogato
okruzenje omogucava cijeljenje fetalnih rana bez oziljka (Longaker i sur., 1991). In vitro i in
Vivo istraZivanja na miSevima ukazala su na potencijal intradermalne primjene hidrogelova s
hijaluronanom i njegovim sintetskim derivatima za cijeljenje rana (Hauck i sur., 2021; Thones
i sur., 2019).

Razli¢iti proteini, zajednicki nazvani hijaladherini, elektrostatskim interakcijama vezu HA
(Stern i Maibach, 2008). Najpoznatiji hijaladherini jesu receptor za hijaluronom posredovanu
mobilnost (RHAMM) i CD44 receptor. Obje molekule nakon vezanja HA posreduju u
aktivaciji upalnog odgovora i migraciji stanica (Papakonstantinou i sur., 2012; Stern i Maibach,
2008; Nedvetzki i sur., 2004, Zhang i sur., 1995). HA ima i sposobnost vezanja agrekana (vrsta
proteoglikana hrskavicnog tkiva), s kojima tvori makroagregate koji znacajno stabiliziraju

ekstracelularni matriks hrskavice (Hardingham i Muir, 1972).



1.1.3.1. Hijaluronska Kkiselina i koZa

Koza se sastoji od epidermisa i dermisa, a ispod koze nalazi se potkozno tkivo (subkutis).
Epidermis je, kao povrSinski sloj, u izravnom kontaktu s okolinom te se moZe podijeliti na
nekoliko zasebnih slojeva. Pocevsi od najdonjeg, to su: bazalni sloj (stratum basale),
nazubljeni sloj (stratum spinosum), zrnati sloj (stratum granulosum), svijetli sloj (stratum
lucidum, prisutan samo u debljoj kozi tabana i dlanova) te roznati sloj (Stratum corneum). U
zrnatom sloju nalaze se keratohijalinska i lamelarna tjeleSca koja, uz ostale komponente, sadrze
keratin i lipide. Keratinociti u tom sloju polako odumiru, njihove organele propadaju da bi u
konacnici nastali korneociti, tj. mrtve stanice roznatog sloja. Korneociti, koji su ispunjeni
keratinom 1 okruzeni lipidnim matriksom, u roznatom sloju formiraju vodootpornu barijeru.
Takva organizacija omogucuje zadrzavanje vode u donjim slojevima epidermisa, dok je
istovremeno otezano prodiranje tvari iz okoline u epidermis. Keratinociti epidermisa proizvode
HA te je ona u tom sloju koze smjesStena uglavnom ekstracelularno, u spinoznom i zrnatom
predjelu (Stern i Maibach, 2008). Hijaluronat posjeduje veliki kapacitet vezanja vode (volumen
HA vezanjem vode povecava se i do 1000 puta) te zbog toga ima klju¢nu ulogu u odrzavanju

hidratacije koze.

Dermis se dijeli na gornji, papilarni sloj te donji, retikularni sloj. Sadrzaj HA u dermisu
znacajno je veéi od onog u epidermisu te je papilarni sloj bogatiji s HA od retikularnog sloja
(Stern i Maibach, 2008). Fibroblasti dermisa sintetiziraju HA te ona zbog svoje specificne
strukture i voluminoznosti u vodenom mediju ECM djeluje kao svojevrsno sito za selektivno
propustanje molekula u krvozilni i limfni sustav. Takoder je ukljuena u osmoregulaciju,

mehanicku stabilizaciju koze te proces cijeljenja rana.

U literaturi su zabiljeZeni razni poremecaji koZe povezani s promjenom u stvaranju i razgradnji
HA. Juvenilna hijalina fibromatoza (JHF), rijetka autosomno recesivna bolest, oCituje se
papularnim i nodularnim koznim lezijama, hiperplazijom gingive te deformacijom zglobova i
kosti. Kod JHF znacajno je smanjena ekspresija HAS-1 i HAS-3 enzima te je posljedi¢no

smanjeno stvaranje HA (Tzellos i sur., 2009a).

Topikalno primijenjeni glukokortikoidi gotovo potpuno suprimiraju ekspresiju HAS-2 enzima

u dermisu. Zbog supresije enzima javlja se manjak HA u koZzi te ona kod dulje primjene



kortikosteroida atrofira, Sto bi dijelom moglo objasniti atrofiju kao nuspojavu uzrokovanu

uporabom ovih lijekova (Stern i Maibach, 2008).

Atopijski dermatitis (AD), upalna bolest kozZe koja je karakterizirana svrbezom, kroni¢nim ili
kroni¢no recidivirajué¢im tijekom, takoder biljezi disregulaciju homeostaze HA. mRNA
izoforme HAS-3 pojacano je eksprimirana kod AD. Niskomolekularna HA sintetizirana je u
veéim koli¢inama te djeluje kao molekula povezana s oStecenjem tkiva (Damage Associated
Molecular Pattern, DAMP) koja aktivira upalne procese. Fragmenti HA gomilaju se medu
keratinocitima epidermisa i1 na sebe navlace vodu $to doprinosi nastanku karakteristi¢ne
spongioze i edema prisutnog kod AD. S druge strane, visokomolekularna HA zadrzava se u
gornjim slojevima epidermisa, gdje zbog vezanja vode dodatno ometa integritet lipidne
barijere. Matriks izmedu korneocita tako postaje hidrofilniji od onog u zdravoj kozi, Sto
olakSava prodiranje alergena i drugih Cestica kroz barijeru koZe. Istovremeno je kod AD
smanjena ekspresija hijaluronidaze Hyal-1 koja je bitna za odrzavanje optimalne koli¢ine HA
u epidermisu. Kumulativni efekt svih navedenih pojava uvelike utjece na tijek AD 1 naglasava

vaznost odrZzavanja homeostaze HA u kozi (Evrard i sur., 2021).

1.2. Hijaluronidaza

Duran — Reynals je u svojim istrazivanjima 1928. godine otkrio da dodatak ekstrakta testisa u
suspenziju inficiranog bioloskog uzorka znacajno ubrzava Sirenje i prodiranje infekta kroz
bioloski materijal. Odgovornu komponentu nazvao je faktorom Sirenja, odnosno T—faktorom
(testicular factor), prema tkivu u kojem ga je prvobitno otkrio. Kasnije je istrazivao utjecaj
faktora Sirenja na prodiranje boja, bakterijskih toksina, otrova i drugih supstancija kroz tkivo
te je zabiljezio njegovu povecanu koncentraciju u neoplasti¢nim tkivima (Duran — Reynals,
1928. navedeno u radu Roca-Rosell i Glick, 1999.). Chaik i Duthie su 1939. utvrdili da je tzv.

faktor Sirenja zapravo enzim hijaluronidaza koji razgraduje hijaluronsku kiselinu.



1.2.1. Klasifikacija hijaluronidaza

Mayer je 1971. hijaluronidaze podijelio u tri skupine, temeljeno na njihovu mehanizmu
enzimskog djelovanja: hijaluronat 4-—glikanohidrolaze (EC 3.2.1.35), hijaluronat 3-
glikanohidrolaze (EC 3.2.1.36) i bakterijske hijaluronidaze nazvane hijaluronat liaze (EC
4.2.2.1). Ta se podjela zadrzala do danas (Salmen, 2004).

Hijaluronat 4-glikanohidrolaze su enzimi koji kidaju B-1,4-glikozidnu vezu u polimeru
hijaluronske kiseline (HA) Sto rezultira stvaranjem tetrasaharida kao glavnog produkta
(Salmen, 2004). Enzimi ove skupine koji se naj¢es¢e spominju jesu hijaluronidaza iz pcelinjeg
otrova, hijaluronidaza iz govedih testisa (BTH), lizosomalna hijaluronidaza te ljudska

hijaluronidaza.

Hijaluronat 3-glikanohidrolaze u HA kidaju B-1,3-glikozidnu vezu te je glavni produkt rea-

kcije takoder tetrasaharid. Predstavnik ove skupine enzima jest hijaluronidaza pijavice.

Hijaluronat liaze u reakciji B-eliminacije razgraduju HA na disaharidne fragmente i u
strukturu Sec¢era uvode dvostruku vezu. Glavni produkt reakcije je 2-acetamido-2-deoksi-3-O-
(B-D-gluko-4-enpiranoziluronska kiselina)-D-glukoza (Pritchard i sur., 2000; Kreil, 1995).
Predstavnici ovih enzima su bakterijske hijaluronat liaze iz S. pneumoniae i S. agalactiae
(Jedrzejas i Chantalat, 2000; Pritchard i sur., 2000). Na Slici 3 prikazani su produkti razgradnje

HA razli¢itim tipovima hijaluronidaza (Salmen, 2004).



COOH CH,0H ]

(‘]—I OH
Q o J—O
OH
0
HO H
OH
OH NHCOCH;

NHCOCH, n = 2012500
Hijaluronska kiselina B
COOH CH,0H COOH CH,0OH
OH
BTH 0 0 )7 0 ° 0 F 0
OH o ¢ oH
-
OH OH OH
OH NHCOCH; OH NHCOCH;,
CH,0H CH OH COOH
Hijaluronidaza
pijavice M
=
NHCOCH; NHCOCH;
('H-.DH CH10H
Bakierijska
hijaluronidaza O OH
|
NHOOCH; NHCOCH;

Slika 3. Produkti enzimske reakcije izmedu razli¢itih vrsta hijaluronidaza i hijaluronske kise-

line. BTH: hijaluronidaza iz govedih testisa.



1.3. List masline (Oleae folium)

Maslina (Olea europaea L., Oleaceae, Slika 4) od davnina je koristena u prehrambene,
medicinske 1 kozmeticke svrhe. U narodnoj medicini mediteranskih zemalja preradevine
masline koriste se kao lijek za vrucicu, prehladu i malariju (Benavente-Garcia i sur., 2000).
Istrazivanja su pokazala kako ekstrakt lista masline ima vazodilatatorno djelovanje te
potencijalni hipotenzivni u¢inak (Zarzuelo i sur., 1991), djelovanje na HIV (Lee-Huang i sur.,
2003), antiproliferativno i proapoptoticno djelovanje (Han i sur., 2009) te hipolipemijski

ucinak (Jemai i sur., 2008).

Prema literaturnim podacima, flavonoidi i sekoiridoidi najzastupljenije su komponente
ukupnog sadrzaja polifenola u listu masline te su one najve¢im dijelom odgovorne za navedene
farmakoloske ucinke (Abaza i sur., 2015; Talhaoui i sur., 2015; Tsimidou i Papoti, 2010).
Ostale sastavnice, prisutne u manjim koli¢inama, jesu jednostavni fenoli (hidroksitirozol),
fenolne kiseline i lignani. Od flavonoida zastupljeni su flavoni (luteolin-7-glukozid, apigenin-
7-glukozid, diosmetin-7-glukozid, luteolin i diosmetin), flavonoli (rutin) i flavan-3-oli
(katehin) (Abaza i sur, 2015). Najzastupljeniji sekoiridoid u listu masline jest oleuropein
(Talhaoui i sur., 2015; Benavente-Garcia i sur., 2000). Brojna istrazivanja ispituju i potvrduju
antioksidativno djelovanje fenolnih spojeva, koji razlicitim mehanizmima neutraliziraju
slobodne radikale kao uzro¢nike oksidativnog stresa i oSte¢enja stanica (Benavente-Garcia i

sur., 2000; Van Acker i sur., 1996; Morel i sur., 1993).

Nekoliko novijih istrazivanja bavilo se, izmedu ostalog, mjerenjem inhibicijskog potencijala
ekstrakata masline i njezinih preradevina za enzim hijaluronidazu (Cadiz-Gurrea i sur., 2021,
Nunes i sur., 2021). Spojevi koji se u literaturi navode kao inhibitori hijaluronidaze jesu fenoli,
poglavito iridoidi te flavoni apigenin i luteolin (Cadiz-Gurrea i sur., 2021; Melguizo-Rodriguez
I sur., 2021; Jusri i sur., 2019; Kolayli i sur.; 2016; Muhit i sur., 2016; Bralley i sur., 2008).
Ekstrakti lista masline, zahvaljujuéi oleuropeinu, pokazali su potencijal prevencije kroni¢nog
ostecenja koZe miSeva uzrokovanog UV-B zracenjem (Mosleh 1 sur., 2016). Takoder je
primjenom ekstrakata uo¢eno usporavanje napredovanja te cijeljenje hrskavi¢nih degeneracija
u zeceva (Gong i sur., 2011), ubrzavanje cijeljenja rana i pospjesivanje reepitelizacije U miseva
(Mehraein i sur., 2014) te mogucéa korist u lijecenju akni, ekcema i skleroderme (Mosleh i sur.,
2016).



Slika 4. Grana masline s listovima i plodovima (preuzeto s Unsplash uz dopustenje autora,

autor Lucio Patone; https://unsplash.com/license).

1.4. Starenje koZe

Rastuéi interes znanosti za metabolizam i funkcije HA usmjeren je prema odgadanju starenja
koze. U procesu starenja dolazi do znacajnog smanjenja koncentracije HA u epidermisu, dok
se u dermisu ona nastavlja stvarati. Zbog gubitka HA, epidermis postepeno gubi vodu i koza
postaje dehidrirana. HA u dermisu ostarjele koze ima poveéan afinitet za vezanje stanica i
komponenata ECM $to vodi do vece rigidnosti i smanjene fleksibilnosti koze te smanjene
sposobnosti HA da veze vodu (Stern i Maibach, 2008). Tijekom prirodnog starenja dolazi i do
povecane aktivnosti hijaluronidaza, ¢ime se smanjuje koncentracija HA u kozi te nastaju bore
(Ndlovu i sur., 2013). Takoder je poznata ¢injenica da UV zracenje ubrzava proces starenja te
tako pretjerano izlaganje suncu uzrokuje trajna oSte¢enja u epidermisu i dermisu (Bernstein i
sur., 1996). Homeostaza HA naruSena je u procesu fotostarenja te se ono, u vidu metabolizma

hijaluronana, razlikuje od intrinzi¢nog starenja. HA koju u fotooste¢enoj kozi

uglavnom sintetizira HAS-3, ima smanjenu molekularnu masu u odnosu na HA u intrinzi¢no
ostarjeloj koZi te se pojavljuje u fragmentima koji djeluju kao DAMP-ovi (Evrard i sur., 2021).

Takoder je prisutna znafajno smanjena ekspresija HAS-1 izoforme, CD44 receptora i



RHAMM receptora (Tzellos i sur., 2009b). Istrazivanja na miSevima pokazala su da ¢ak i
kratkotrajno izlaganje (5 minuta) nezasticene koze UV zraCenju izaziva blagu upalu i pocetno
povecano gomilanje HA (Stern i Maibach, 2008). Za vrijeme ekstenzivnog i ponavljanog
izlaganja dolazi do smanjenja stvaranja HA. Povecana koncentracija reaktivnih kisikovih vrsta,
nastalih zbog izlaganja UV zraenju, dovodi do aktivacije hijaluronidaze te posljedi¢no
ubrzane razgradnje HA polimera u kozi. Sve navedene promjene rezultiraju naglasenim

stvaranjem bora 1 starenjem koze (Ndlovu i sur., 2013).
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2. OBRAZLOZENJE TEME

U farmaciji i dermatokozmetici sve je veci interes za hijaluronidazu i njezin supstrat,
hijaluronsku kiselinu. Istrazivanja ispituju potencijalnu korist od inhibicije hijaluronidaze, sa
svrhom prevencije prijevremenog starenja koze, (Jusri i sur., 2019; Fayad i sur., 2017; Ndlovu
I sur., 2013), postizanja hondroprotektivnog (Sumantran i sur., 2008), antiinflamatornog i
antialergijskog djelovanja (Nishida i sur., 2014) te inhibicije Sirenja otrova u tkivu (Kemparaju
i Girish, 2006; Girish i Kemparaju, 2005). Odredeni biljni ekstrakti pokazuju antioksidativno

djelovanje 1 bioloSke ucinke poput inhibicije enzima.

Cilj ovog istrazivanja bio je modificirati i prilagoditi metodu inhibicije hijaluronidaze
laboratorijskim uvjetima te ispitati inhibitorni ucinak ekstrakata lista masline na enzim

hijaluronidazu.

Pretpostavke istrazivackog rada bile su da ¢e odabrani uvjeti reakcijske smjese rezultirati
stvaranjem optimalnog sustava za odredivanje inhibitorne aktivnosti ekstrakata lista masline,
te da ¢e zbog svog fenolnog sadrzaja, ekstrakt lista masline ostvariti odredeni stupanj inhibicije
hijaluronidaze. Optimizirana metoda ponudit ¢e definirane uvjete u kojima se moze odredivati
inhibicija hijaluronidaze s razli¢itim ekstraktima i spojevima i na taj nacin pridonijeti budu¢im

istrazivanjima.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Materijali

3.1.1. Biljni materijal

Za ispitivanje su koristeni osuSeni listovi masline (Oleae folium), vrste Olea europaea L.,
(Oleaceae), prikupljeni na otoku Ugljanu, Hrvatska (44°5'N, 15°10'E).

3.1.2. Kemikalije

U radu su koriStene sljedece kemikalije: destilirana voda, acetatni pufer (pH=3,6),
hijaluronidaza (Sigma Aldrich, SAD), kalcij klorid (CaCl2), natrij hijaluronat (TCI, Japan),
natrij hidroksid (NaOH), natrij tetraborat (Sigma Aldrich, SAD), p-dimetilaminobenzaldehid -
DMAB (ThermoFischer GmbH, Njemacka), ledena octena kiselina (Gram-mol, Hrvatska),

klorovodic¢na kiselina (HCl; VMR International, Francuska).

3.1.3. Uredaji

U ispitivanjima su koriSteni sljedeé¢i uredaji: UV/Vis spektrofotometar (FLUOstar Omega;
BMGLabtech, Njemacka), termo mijeSalica (Biosan, Latvija), grija¢ (Grant Instruments,
Engleska), analiticka vaga (Mettler Toledo, Svicarska), magnetna mijesalica (2mag,

Njemacka), ultrazvucna kupelj (Sonorex digital, Bandelin electronic, Njemacka).
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3.2. Metode

3.2.1. Optimizacija metode inhibicije hijaluronidaze

Optimizacija metode inhibicije hijaluronidaze provedena je s pomoéu UV/Vis
spektrofotometra, po wuzoru na literaturu, uz manje modifikacije (Salmen, 2004,
Muckenschnabel i sur., 1998; Gacesa i sur., 1981; Reissig i sur., 1955). U jazice mikrotitarske
ploCice dodana je destilirana voda 1 puferirana otopina hijaluronidaze (pH=3,6) te je plocCica
stavljena na inkubaciju u inkubator s rotiraju¢om podlogom (80 rpm) na 20 minuta (37 °C).
Nakon prve inkubacije, slijedila je aktivacija enzima dodatkom vodene otopine CaCl2 (12,5
mM) i nova inkubacija od 20 minuta (37 °C). Zatim je u reakcijsku smjesu dodana puferirana
otopina natrijevog hijaluronata (pH=3,6) 1 smjesa je inkubirana jo§ 40 min, uz ukljucenu
rotaciju podloge (250 rpm). Reakcija je zaustavljena promjenom pH dodatkom NaOH (0,9 M)
I natrijevog tetraborata (0,2 M) i zagrijavanjem 3 minute na 100 °C. Nakon grijanja i hladenja
ploc¢ice na sobnoj temperaturi u smjesu je dodan DMAB reagens i plocica je inkubirana jos 10
minuta na 37 °C. Nakon inkubacije, mjerena je apsorbancija na 585 nm. Tijekom
eksperimenata mijenjani su omjeri volumena i koncentracija HA, hijaluronidaze i DMAB
reagensa te su u konacnici odabrani optimalni 1 ponovljivi uvjeti, koji su primijenjeni i na

ekstraktima.

3.2.1.1. Ovisnost apsorbancije o koncentracijama hijaluronske Kkiseline i

hijaluronidaze

U jazice plocice dodano je 25 uL destilirane vode i razli¢iti volumeni (20 pL i 40 uL) puferske
otopine hijaluronidaze (c=6 mg/mL). Slijedila je prva inkubacija (20 min, 37 °C) nakon koje je
dodano 40 pL otopine CaCl2 (20 min, 37 °C). Potom je pipetirano 25 pL otopine HA u
koncentracijskom nizu 0,6 — 12 mg/mL i smjesa je ponovno inkubirana (37 °C). Nakon 40
minuta reakcija je zaustavljena dodatkom 20 uLL NaOH (0,9 M) 1 40 pL natrijevog tetraborata
(0,2 M) te zagrijavanjem na 100 °C 3 minute. Nakon hladenja dodano je 50 uL 1 %-tne otopine
DMAB-a. Apsorbancija je nakon 10 minuta inkubacije (37 °C) mjerena na 585 nm.
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3.2.1.2. Ovisnost apsorbancije o koncentraciji hijaluronske Kkiseline i razli¢itim

volumenima 1 %-tne otopine DMAB-a

U sljede¢em koraku protokol metode ostao je isti, promijenjen je volumen dodanog 1 %-tnog
DMAB reagensa te koncentracije i volumeni otopina enzima i supstrata. Dodano je 20 pL
otopine hijaluronidaze (c = 6 mg/mL) i 25 pL otopine HA (¢ = 5,12 — 11,91 mg/mL). U jazice
je nakon hladenja smjese dodano 50 pL i 75 pulL 1 %-tne otopine DMAB-a. Apsorbancija je

nakon 10 minuta inkubacije (37 °C) mjerena na 585 nm.

3.2.1.3. Ovisnost apsorbancije razli¢itim koncentracijama DMAB reagensa

Uz nepromijenjeni postupak metode, izmijenjeni su volumeni i koncentracije dodanih otopina
HA (50 pL, ¢=3,5 mg/mL) i hijaluronidaze (20 pL, ¢c=4 mg/mL). Takoder je povecana
koncentracija DMAB reagensa. U jaZice je nakon hladenja dodano 50 pL, 75 pL, 100 pL 1 125
uL 2,5 %-tne i 5 %-tne otopine DMAB-a. Apsorbancija je nakon 10 minuta inkubacije na 37

°C mjerena na 585 nm.

3.2.2. Ekstrakcija lista masline

OsuSeni biljni materijal usitnjen je S pomocu mlina za mljevenje. PraSak biljnog materijala
pomijeSan je s otapalom A, odnosno otapalom B. Ekstrakcija je provedena S pomocu
ultrazvucne kupelji (ekstrakt AO8U, snaga ekstrakcije 360 W) i magnetne mijesalice (ekstrakti
BO8M i B042M, broj okretaja 300 rpm). Ultrazvucéna ekstrakcija provedena je prema
literaturnom propisu (Jakupovic i sur., 2021). Opis sastava ekstrakata prikazan je u Tablici 1,

a priprema je opisana u Tablici 2.
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Tablica 1: Sastav ekstrakata.

Masa droge Udio sastavnica otapala
Ekstrakt Otapalo
) (%, m/m)
PPG 28,8
B042M 0,42 B Destilirana voda 63,8
Mlijec¢na kiselina 7,4
PPG 28,8
BOSM 0,8 B Destilirana voda 63,8
Mlije¢na kiselina 7,4
PPG 10
A08U 0,8 A Destilirana voda 89
Mlije¢na kiselina 1
Tablica 2: Priprema ekstrakata.
Trajanje
Ekstrakt Temperatura (°C) ekstrakcije Uredaj za ekstrakciju
(min)
B042M 25 20 Magnetna mijesalica
BOSM 25 20 Magnetna mijeSalica
A08U 25 20 Ultrazvuéna kupelj
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Ispitivanje inhibicije enzima hijaluronidaze radeno je prema protokolu spektrofotometrijske
metode. Na plocicu dodano je 25 pL ekstrakta i 25 pL destilirane vode te su uzorci serijski
razrijedeni. Zatim je dodano 20 pL puferirane otopine hijaluronidaze (c=4 mg/mL; pH=3,6).
Smyjesa je inkubirana 20 minuta pri 37 °C. Nakon prve inkubacije dodano je 40 pL 12,5 mM
CaCl2 te je smjesa inkubirana jo§ dodatnih 20 minuta pri 37 °C. Nakon druge inkubacije, u
smjesu je dodano 50 pL puferirane otopine natrijevog hijaluronata (c=3,5 mg/mL; pH=3,6) te
je smjesa inkubirana 40 minuta pri 37 °C na rotiraju¢oj podlozi. Reakcija je zaustavljena
dodavanjem 20 puL 0,9 M NaOH i 40 uL 0,2 M natrijevog tetraborata u reakcijsku smjesu, uz
zagrijavanje 3 minute na 100 °C. Nakon zaustavljanja reakcije i hladenja (5 minuta), dodano je
130 pL 5 %-tnog DMAB-a (0,25 g DMAB-a otopi se u 4,4 mL ledene octene kiseline i 0,6 mL
10 M HCI) i reakcijska smjesa inkubirana je jo§ 10 minuta, pri 37 °C. Apsorbancija je mjerena
na valnoj duljini od 585 nm. Kao pozitivna kontrola koriStena je taninska kiselina (¢=0,5
mg/mL). Inhibicija enzima hijaluronidaze (HY AL Inh (%)) iskazana je jednadZzbom (Ahmed i
sur., 2020):

HYAL Inh (%) = Zkentrola™@E 4 100 (3-1)

Akontrola

3-1: Akontrola je apsorbancija negativne kontrole, Ae je apsorbancija ispitivane reakcijske
otopine ekstrakta/taninske kiseline/otapala. Rezultat je izraZzen kao koncentracija dodanog

uzorka koja uzrokuje 50-postotnu inhibiciju enzima, odnosno kao 1Cso.
3.2.3. Statisticka obrada podataka

Sva ispitivanja na ekstraktima provedena su u triplikatu. Dobiveni podaci obradeni su u
programu Microsoft Excel (Microsoft, USA), a rezultati su iskazani kao srednja vrijednost +
standardna devijacija. Analiza statisti¢ke znacajnosti rezultata radena je u programu GraphPad

Prisma 8.0 te su kori$teni Tuckeyev t-test i Anova metoda.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Ovisnost apsorbancije o koncentracijama hijaluronske kiseline i hijaluronidaze

U prvom koraku ispitivanja promatrana je ovisnost apsorbancije o promjeni koncentracija
hijaluronske kiseline i hijaluronidaze. Pove¢anjem koncentracije hijaluronske kiseline, bez
obzira na koncentraciju enzima, dolazilo je do povecanja apsorbancije. Maksimalna
apsorbancija koja je dobivena ovisila je o kolicini DMAB reagensa koji se vezao za kromogen
Il (nastao u reakciji iz N-acetilglukozamina) i stvarao obojeni produkt. Prestanak rasta
apsorbancije (plato), uz povecanje koncentracije hijaluronske kiseline pokazuje kako koli¢ina
reagensa bitno utjeCe na stvaranje obojenog produkta i posljedicno veéu maksimalnu

apsorbanciju pri odredenim koncentracijama enzima i supstrata (Slika 5).

0.5

0.4

0.3 = 20 pl 6 mg/mL
< 0.2 hijaluronidaza

0.1 40 pL 6 mg/mL

hijaluronidaza

0.6 1.2 2.4 5 7 12
c (hijaluronska kiselina, mg/mlL)

Slika 5. Ovisnost apsorbancije o koncentraciji otopine hijaluronske kiseline i dva razli¢ita

volumena hijaluronidaze (crnim obruc¢em oznacen je plato).
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4.2. Ovisnost apsorbancije o koncentraciji hijaluronske Kkiseline i razlic¢itim

volumenima 1%-tne otopine DMAB-a

U drugom koraku ispitivanja promatrana je ovisnost apsorbancije o porastu koncentracije
hijaluronske kiseline i razli¢itim volumenima 1 %-tne otopine DMAB-a (Slika 6). Povecanjem
volumena otopine reagensa doslo je do povecanja apsorbancije, no zbog niske koncentracije
DMAB-a nije postignut znac¢ajniji porast (ciljna vrijednost A = 1 odabrana zbog jednostavnijeg

ra¢unanja).

0.7
0.6
0.5

< 0 .- =8=50 1L DMAB (1%)

75 uL DMAB (1%
02 it (1%)

0.1

5.12 7.002 10.012 11.912

¢ (hijaluronska kiselina, mg/mL)

Slika 6. Ovisnost apsorbancije o razli¢itim koncentracijama hijaluronske kiseline i razli¢itim

volumenima 1 %-tne otopine DMAB-a.

4.3. Ovisnost apsorbancije razlic¢itim koncentracijama DMAB reagensa

U nastavku eksperimenta, povecane su koncentracije DMAB reagensa, kako bi se vrijednosti
apsorbancija smjese dodatno povisile (Slika 7). Time je postignuto potrebno povecanje
mnoZine reagensa te je pri istim volumenima dodanog DMAB-a, apsorbancija smjese veca s
dodatkom koncentriranije otopine reagensa. Graficki je prikazana ovisnost apsorbancije 0
mnozini dodanog 5 %-tnog DMAB-a (Slika 8) te je vidljivo kako se linearnost postepeno gubi
pri mnozinama reagensa ve¢im od 43,55 umol (pri volumenu od 130 uL). Do platoa dolazi
zbog povezivanja ukupno nastalog kromogena 111 s DMAB-om pa s daljnjim povec¢anjem

volumena, reagens ostaje u suvisku i apsorbancija vise ne raste.
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Slika 7. Ovisnost apsorbancije o razli¢itim volumenima i koncentracijama otopine

DMAB-a.

1.4

0.8
0.6
0.4

0.2

25.125 33.5 40.2 43.55 53.6 56.95
mnoZina 5% DMAB-a (pmol)

Slika 8. Ovisnost apsorbancije o mnozini 5 %-tnog DMAB-a dodanog u reakcijsku smjesu; 4

mg/mL hijaluronidaza, 3,5 mg/mL hijaluronska kiselina.
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4.4. Odredivanje optimalnih uvjeta metode

Nakon §to su uzeti u obzir svi navedeni rezultati, odabrani su reakcijski uvjeti kojima je
ostvarena zeljena vrijednost apsorbancije, s reagensom kao reaktantom u suvisku.
Eksperimenti su pokazali da varijacije u koncentraciji i volumenu otopine DMAB-a imaju
najveci utjecaj na krajnju apsorbanciju reakcijske smjese. Odabrana je koncentracija otopine
DMAB-a od 5 %, volumena 130 uL. Mnozina reagensa u tim uvjetima iznosila je 43,55 pmol,
dok je apsorbancija iznosila 1,1 (Slika 8). Koncentracija enzima koja se pokazala optimalnom
iznosila je 4 mg/mL s volumenom otopine 20 uL, uz otopinu HA koncentracije 3,5 mg/mL i

volumena 50 pL. Navedeni uvjeti primijenjeni su na ekstraktima lista masline.

4.5. Primjena metode inhibicije hijaluronidaze na ekstraktima lista masline

U radu s ekstraktima primijenjena je optimizirana metoda inhibicije hijaluronidaze. Nakon
mjerenja apsorbancije izracunata je ICso vrijednost za navedene dodatke te su rezultati
prikazani u Tablici 3. Manja ICso vrijednost oznacava snazniju inhibiciju enzima. Ekstrakti
pokazuju ICs0 od 42,23 + 3,18, 4,91 + 0,56 1 6,5 + 0,37 pg/mL, redom kojim su navedeni u
Tablici 3, stoga je vidljivo kako medu ekstraktima B042M najjace inhibira enzim (IC50=4,91
+ 0,56 pg/mL). Od svih ispitivanih uzoraka, najve¢u inhibiciju pokazuje otapalo B (IC50=3,47
+ 1,45 pg/mL), a najmanju ekstrakt AO8U (42,23 + 3,18 ug/mL). ICs0 vrijednost za taninsku
kiselinu iznosila je 29,45 + 3,03 pg/mL, Sto ukazuje na slabiju inhibiciju od otapala B te od
ekstrakata BO8M i B042M (Slika 9).
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Tablica 3: ICso vrijednosti za ekstrakte lista masline, pozitivnu kontrolu (taninska kiselina) i

otapala.
Dodatak reakcijskoj
o I1Cs50 (ug/mL)
smjesi

A08U ekstrakt 42,23+ 3,18
B042M ekstrakt 4,91 + 0,56

BO8M ekstrakt 6,5+0,37
Otapalo A 34,31 +3,16
Otapalo B 3,47 +1,45
Taninska kiselina 29,45 + 3,03

50

45
40 I

ICso0 (pg/mlL)
= = ) ) W
o [%)] = [%;] =]

[%)]

AO08U B042M B0OSM Otapalo A  OtapaloB  Taninska
kiselina

=]

Slika 9. Prikaz 1Cso vrijednosti dobivenih za ekstrakte, otapala i taninsku kiselinu.
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5. ZAKLJUCAK

Nakon provedenog eksperimentalnog rada, ostvaren je cilj istrazivanja, odnosno metoda
inhibicije hijaluronidaze je modificirana i prilagodena laboratorijskim uvjetima te je ispitan

inhibitorni u¢inak ekstrakata lista masline na enzim hijaluronidazu.

U procesu optimizacije metode inhibicije hijaluronidaze, reagens DMAB pokazao se kao
najutjecajnija komponenta reakcijske smjese. Odabrane vrijednosti volumena i koncentracije
DMAB-a jesu 130 uL 5 %-tne otopine reagensa. Koncentracija hijaluronidaze koja se pokazala
optimalnom iznosila je 4 mg/mL s volumenom otopine 20 uL, a koncentracija hijaluronske
kiseline 3,5 mg/mL, volumena otopine 50 pL. Potvrdena je pretpostavka rada koja je
zahtijevala stvaranje reakcijskog sustava pomocu kojega ¢e biti moguce odrediti inhibitornu
aktivnost ekstrakta lista masline te pretpostavka da ¢e ekstrakti lista masline ostvariti odredenu
razinu inhibicije hijaluronidaze. Inhibicijom se isti¢e ekstrakt BO42M, s 1Cs0 vrijedno$¢u od
4,91 + 0,56 pg/mL. ICs0 vrijednosti uzoraka dobivenih ekstrakcijom s otapalom B manje su od
onih izmjerenih za A-ekstrakte, odnosno inhibicija enzima B-ekstraktima je jaca. Najveéim
dijelom inhibicijski se u¢inak ekstrakata moze pripisati djelovanju samih otapala ¢ije su IC50
vrijednosti bliske onima izracunatima za pripadajuce ekstrakte. Prema podacima iz literature,
odredeni stupanj inhibicije koju su ostvarili ekstrakti rezultat je prisutnosti polifenola u sastavu
lista masline, osobito luteolina i apigenina. Otapalo B pokazalo je najjacu inhibiciju u odnosu
na sve koristene ekstrakte i otapala (ICso = 3,47 + 1,45 ug/mL). Pozitivna kontrola, taninska
kiselina, pokazala je slabiju inhibiciju enzima u usporedbi s otapalom B. Rezultate
inhibicijskog ucinka ekstrakata i1 taninske kiseline nije moguce usporediti s literaturnim
podacima jer se uvjeti reakcije razlikuju i koristena su otapala drugalijeg sastava te je za

usporedbu potrebno provesti dodatna istrazivanja.
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7. SAZETAK

Hijaluronska kiselina jedna je od esencijalnih komponenata tkiva koja sudjeluje u odrzavanju
hidratacije, medustani¢noj komunikaciji i djeluje kao fizioloski lubrikant. Hijaluronidaza, kao
enzim koji razgraduje hijaluronsku kiselinu, sve vise je u fokusu znanstvenih istrazivanja u
svrhu prevencije preuranjenog starenja koze i usporavanja progresije pojedinih bolesti. Cilj
ovog diplomskog rada bila je optimizacija spektrofotometrijske metode inhibicije
hijaluronidaze i njezina primjena na ekstraktima lista masline. U eksperimentima je koristena
hijaluronidaza iz govedih testisa 1 natrijeva sol hijaluronske kiseline. Metoda je prilagodena
laboratorijskim uvjetima i primijenjena na ekstraktima lista masline te je ispitan njihov
inhibicijski potencijal za enzim hijaluronidazu. Pozitivna kontrola bila je taninska kiselina, no
najnizi 1Cs0, odnosno ukupno najjacu inhibiciju ostvarilo je otapalo B (ICs0=3,47 + 1,45
ug/mL; sastav: 28,8% PPG, 63,8% destilirana voda, 7,4% mlijecna kiselina). Najsnazniju
inhibiciju medu ekstraktima pokazao je uzorak B042M, s I1Cs0 vrijedno$éu od 4,91 + 0,56
ug/mL. ICs0 vrijednosti Cistih otapala (A i B) usporedive su s IC50 vrijednostima dobivenima
za ekstrakte priredene s pripadaju¢im otapalima, stoga se moze zakljuciti kako sama otapala
najvise utjeCu na izmjerenu inhibiciju. Za potvrdu i tocnije definiranje inhibicijskog ucinka

sastavnica iz lista masline potrebno je provesti dodatna istrazivanja.
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SUMMARY

Hyaluronic acid is an essential component of tissues and some of its roles are retaining
hydration, intercellular communication, and lubrication. Hyaluronidase, as an enzyme that
degrades hyaluronic acid, attracts the attention of researchers who study premature skin aging
and different diseases connected to disbalanced hyaluronan homeostasis. The goal of this
diploma thesis is to optimize the spectrophotometric method for determining hyaluronidase
inhibition. Bovine testicular hyaluronidase was the experimental enzyme and sodium
hyaluronate was its substrate. The method has been adjusted to laboratory requirements and
was used for measuring hyaluronidase - inhibiting potential of olive leaf extracts. Tannic acid
was used as positive control, but the lowest I1Cso and overall strongest inhibition was exhibited
by solvent B (IC50=3,47 £ 1,45 pug/mL; composition: 28,8% PPG, 63,8% purified water, 7,4%
lactic acid). Sample B042M exhibited the strongest inhibition of all extracts, with 1Cso of 4,91
+ 0,56 pg/mL. ICso values of pure solvents (A and B) are comparable to the values measured
for the extracts. This result indicates that the solvents alone act as strong inhibitors of the
hyaluronidase enzyme. For exact determination of inhibition by olive leaf extracts, more

research needs to be done.
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