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1. UVOD



1.1. DIJATOMEJE

Dijatomeje su fotosintetski aktivne jednostani¢ne eukariotske mikroalge. Pripadaju
odjelu Crysophyta, carstvo Protista. Sveprisutne su te se nalaze u kopnenim, slatkovodnim i
morskim ekosustavima. Pripisuje im se oko 25 % svjetske primarne proizvodnje kisika
(Smetacek, 1999).

Glavna karakteristika dijatomeja je da nemaju stani¢nu stjenku ve¢ je stanica obavijena
staklenom ljuSturicom, frustulom, gradenom od silicijevog dioksida. Osim kremena, u frustuli
se nalaze proteini, polisaharidi i lipidi. Frustula se sastoji od dvije polovice. Gornja, veca
polovica naziva se epiteka, dok se donja i manja polovica zove hipoteka. S obzirom na simetriju

stanice dijatomeje se dijele u dva reda:

*  Centricae — radijalno su simetri¢ne i uglavnom se nalaze u planktonu

* Pennales — bilateralno su simetri¢ne i prevladavaju u bentosu.

Razmnozavaju se spolno i nespolno, a u nepovoljnim uvjetima imaju sposobnost

stvaranja spora (Mari¢ Pfannkuchen, 2013).

U istrazivanjima koja su proveli Vili¢i¢ i sur. (2009) i Godrijan i sur. (2013) pokazano
je da su u sjevernom Jadranu glavni predstavnici zajednice dijatomeja rodovi: Chaetoceros,
Pseudo-nitzschia, Proboscia, Rhizosolenia, Pseudosolenia, Cerataulina, Leptocylindrus i
Thalassionema. ZabiljeZena je sezonska varijacija pojedinih vrsta ovisno o hranjivim tvarima i
temperaturi mora (Mari¢ i sur., 2012). U sjevernom Jadranu dijatomeje dominiraju u veljaci,
srpnju i rujnu, a njihova dominacija Cesto je pra¢ena pojavom sluzavih agregata koji se

pojavljuju u kasno proljece i pocetkom ljeta (Mari¢ i sur., 2012; Totti i sur., 2000).

1.1.1. Pseudo-nitzschia

Vrste roda Pseudo-nitzschia nalaze se u gotovo svim morskim i estuarijskim
ekosustavima. Trenutno je poznato 57 vrsta iz tog roda (Guiry i Guiry, 2022). U sjevernom
Jadranu prisutne su tijekom citave godine. Njihova najveca koncentracija zabiljezena je u
jesenskom razdoblju (Mari¢ i sur., 2011; Godrijan i sur., 2013). VaZan su primarni proizvoda¢
kisika te su u bazi hranidbenoga lanca. Sluze kao hrana razliCitim organizmima, od
heterotrofnih dinoflagelata do riba i sisavaca koji se hrane planktonom (Mari¢ Pfannkuchen,
2013).



Pseudo-nitzschia je potencijalno toksic¢an rod dijatomeja. Naime, u odredenim uvjetima
pojedine vrste roda Pseudo-nitzschia izlu¢uju domoiénu kiselinu (DK). Za 26 vrsta iz tog roda
dokazana je mogucnost sinteze DK (Bates i sur., 2018). Vrste poznate u Jadranu su P.
calliantha, P. delicatissima, P. fraudulenta, P. mannii, P. pseudodelicatissima, P. pungens i P.
subfraudulenta i one su sve osim P. manii potencijalno toksi¢ne jer proizvode DK (Mari¢
Pfannkuchen, 2013; Bates i sur., 2018).

1.1.2. Domoi¢na Kiselina

DK je aminokiselina koja sadrzi tri karboksilne skupine, pirolidinski prsten i (Z,E)-
konjugirani dienski postrani¢ni lanac (Falk i sur., 1991; Maeno i sur., 2018). Topljiva je u vodi.
Kemijska struktura DK prikazana je na slici 1a. Osim pojedinih vrsta roda Pseudo-nitzschia
DK mogu proizvesti i neki drugi morski organizmi kao $to su primjerice crvena alga Chondria
armata (Pulido, 2008).

a) b)

HO OH

Slika 1. Kemijska struktura: a) domoi¢ne kiseline; b) glutaminske kiseline (preuzeto s

Wikipedije, uz dopustenje izdavaca)

Nacin na koji organizmi sintetiziraju DK jo$ nije u potpunosti rasvijetljen. Provedena
istrazivanja dokazuju da je tijekom proizvodnje DK znacajno usporen rast Pseudo-nitzschia,
Sto potvrduje da je za sintezu DK potrebna energija (Bates i sur., 1998; Bates i Trainer, 2006)
te da biosinteza DK zahtijeva visoku razinu energije u stanici (Pan i sur., 1996). Utvrdeni su
razliciti bioloski, kemijski i fizikalni ¢imbenici Koji utjecu na Pseudo-nitzschia i njihovu

sposobnost sinteze DK (Slika 2).
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Slika 2. Bioloski, kemijski, fizikalni i unutarnji ¢imbenici koji djeluju na proizvodnju DK kod
Pseudo-nitzschia. Crne strelice oznacavaju ¢imbenike koji poti¢u sintezu DK. Crne
isprekidane strelice oznacavaju ¢imbenike koji smanjuju sintezu DK. Sive strelice oznacavaju
¢imbenike koji ovise o vrsti Pseudo-nitzschia. Toc¢kasto isprekidane strelice oznacavaju

¢imbenike za koje postoje opre¢ni podatci u literaturi (autor Melissa Kurali¢)

Potvrdeno je da toksi¢ne vrste iz roda Pseudo-nitzschia izlu¢uju DK tijekom cvjetanja.
Zivotinje koje filtriraju morsku vodu, kao $to su primjerice $koljkasi, akumuliraju izlu¢enu DK
koja se koncentrira u probavnom sustavu s minimalnim prijenosom na okolna tkiva. DK nije
toksi¢na za neke organizme poput skoljkasa ili riba (Mari¢ Pfannkuchen, 2013). DK se moze
nakupiti i u organizmima koji se ne hrane filtriranjem vode. Pronadena je i u tkivima
organizama visih trofickih razina te kod organizama koji se hrane detritusom i Zive na dnu mora
(Powell i sur., 2002). Pretpostavlja se da Cestice zaostale nakon cvjetanja tonu na dno gdje se
zadrzavaju u duljem vremenskom razdoblju. Na taj se nacin organizmi koji Zive pri dnu mora
izlazu DK. Toksin se prenosi na visu kariku hranidbenog lanca kada su primarni potrosaci koji

u svom probavnom sustavu imaju DK pojedeni od visih potrosaca (Mari¢ Pfannkuchen, 2013).

DK je snazni neurotoksin iz skupine kainata (Lelong i sur., 2012; Clayden i sur., 2005).
Analog je L-glutaminske kiseline (Slika 1b) (Solter i Beasley, 2013). Upravo zbog kemijske
slicnosti s L-glutaminskom kiselinom, DK djeluje na Ziv¢ani sustav kraljeznjaka. Ulaskom u
organizam kraljeznjaka, DK preuzima ulogu L-glutaminske kiseline te se vezuje za N-metil-D-
aspartat (NMDA) receptore u sredisnjem Zivéanom sustavu (SZS) &ak i do 100 puta brze od L-

glutaminske kiseline (Lelong i sur., 2012). Za razliku od L-glutaminske kiseline, DK se trajno
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veze za receptore na neuronima Sto produljuje depolarizaciju neurona i dolazi do nakupljanja
kalcija u njihovoj neposrednoj blizini. Posljedi¢no, dolazi do bubrenja neurona u hipotalamusu
i amigdali, a potom i do njihova odumiranja. Kao rezultat toga, simptomi trovanja s DK u ljudi
su glavobolja, smetenost i amnezija, zbog Cega se trovanje i naziva amnezijsko trovanje

Skoljkasima (engl. Amnesic Shellfish Poisoning - ASP).

U mnogim zemljama Sirom svijeta pa tako i u Hrvatskoj uzgajalista skoljkasa su pod
stalnim monitoringom zbog moguéeg trovanja toksinima iz Skoljkasa. Antidot zasad nije

poznat.

1.2. OKSIDACIJSKI STRES

Kljuéni koraci u dobivanju energije za sve aerobne organizme odvijaju se pomocu
oksidacije kisika iz atmosfere, popraceni s visestrukim koracima redukcije. Stoga se moze reci
da se u svakoj stanici aerobnih organizama odvijaju oksido-redukcijske reakcije. Oksidacijski
stres je poremecaj nastao pomicanjem ravnoteze oksido-redukcijskih reakcija u smjeru
oksidacije, unato¢ visestrukim regulacijskim mehanizmima. Kao adaptivni odgovor na uvjete
koji bi mogli biti $tetni za organizam razvio se anti-oksidacijski sustav koji omogucuje obranu
od oksidacijskog stresa (Oliveira i sur., 2018). Stoga se oksidacijski stres moze definirati i kao
disbalans u koncentraciji izmedu pro-oksidansa i anti-oksidansa u korist pro-oksidansa (Sies,
1997; Valko i sur., 2006).

Slobodni radikali su pro-oksidansi koji mogu nastati endogeno prilikom metabolickih
reakcija ili egzogeno, izazvani utjecajem nekih vanjskih ¢imbenika, kao $to je primjerice dim

cigarete. Najistaknutiji slobodni radikali su radikali kisika (Sies, 1997).

Organizam je razvio vise razina za obranu od pro-oksidansa pa time i od oksidacijskog
stresa. Jedna razina je sinteza proteina koji djeluju kao nosaci te vezu metale koji su poznati
pro-oksidansi. Takvi proteini su: albumin, feritin, transferin, mioglobin, metalotionin te
ceruloplazmin. Takoder, organizam moze sam sintetizirati anti-oksidanse, a moguce ih je i
unijeti hranom. Takvi anti-oksidansi su: koenzim Q10 (ubikvinon) te vitamin A i E (retinol,
tokoferol) i njihovi derivati (karoten, likopen). Oni su vodonetopljivi i vazni Su za obranu
lipidnih dijelova stanica (Valko i sur., 2006). Vitamin C (askorbinska kiselina), glutation (GSH)
te razli¢iti polifenoli, flavonoidi i lipoi¢na kiselina su vodotopljivi anti-oksidansi, smjesteni u
citosolu i izvanstani¢noj tekucini (Sies, 1997). Svi oni svojim elektrondonorskim ponaSanjem

neutraliziraju slobodne radikale (Vertuani i sur., 2004). Jo$ jedan naéin prevencije
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oksidacijskog stresa je pomocu enzima, medu kojima su poznati primjeri glutation reduktaza,

superoksid dismutaza, katalaza te peroksidaze (Sies, 1997).

Stanje oksidacijskog stresa potencijalno vodi do daljnjih oSte¢enja u stanici kao Sto su
oStec¢enja strukture i funkcije makromolekula (lipidi, proteini, DNA). Zbog tih oste¢enja dolazi
do gubitka fluidnosti stanicnih membrana, inaktiviranja membranskih enzima, poremecaja
stani¢nih signalnih puteva, ubrzane proteolize te preranog starenja i smrti stanica (Dean i sur.,
1997).

1.2.1. Glutation

GSH je tripeptid (L-y-glutamilcisteinilglicin) koji se nalazi u gotovo svakoj eukariotskoj
stanici i najrasireniji je unutarstani¢ni tiol. Uglavnom je prisutan u citosolu, a manjim se dijelom
nalazi u mitohondrijima i endoplazmatskom retikulumu. U organizmu postoji u reduciranom
(GSH) i oksidiranom (GSSG) obliku (Slika 3), a moZe biti i vezan za proteine. Svi oblici
zajedno ¢ine ukupni stani¢ni glutation pri ¢emu oksidirani disulfidni oblik (GSSG) kod zdravih

osoba uglavnom ne prelazi 10 % od ukupne vrijednosti glutationa u organizmu.

GSH se sintetizira u citosolu, pretezito U jetri, iz glutamata, cisteina i glicina pomocu
citosolnih enzima y-glutamilcistein-sintetaze (y-GCS) i GSH-sintetaze uz utroSak energije iz
ATP-a. Osim de novo sintezom, moze se i regenerirati redukcijom oksidiranog GSSG u GSH
uz NADPH u ulozi koenzima (Pizzorno, 2014).

NADP" 2 G S H H,0,

oksidirani glutation

GLUTATION GLUTATION
REDUKTAZA PEROKSIDAZA

GSSG o

NADPH + H' L :
reducirani glutation

Slika 3. Ravnoteza izmedu reduciranog (GSH) i oksidiranog oblika glutationa (GSSG) (autor
Melisa Kurali¢)



U organizmu je GSH reducens, anti-oksidans, sluzi kao izvor cisteina, $titi od lipidne
peroksidacije te sudjeluje u detoksifikaciji endogenih i egzogenih tvari ukljucujuci slobodne
radikale i teSke metale. Vazan je za stani¢nu proliferaciju i u razvoju stanica zbog svoje uloge
u sintezi nukleinskih kiselina, proteina, odrzavanja enzima u aktivnoj formi te Cuvanja
integriteta stani¢ne membrane (Swiergosz-Kowalewska i sur., 2006). GSH je vazna
komponenta razli¢itih enzimskih sustava oksido-reduktaza, a za visoki redoks potencijal
zasluzna je tiolna (—SH) skupina cisteina (Pastore i sur., 2003). Takoder, vaznu ulogu ima i u

regeneraciji vitamina C i E te u transportu Zive izvan stanica i mozga (Pizzorno, 2014).

Dugotrajnim i kontinuiranim izlaganjem egzogenim uzrocnicima stresa postupno se
smanjuje koli¢ina GSH u organizmu, $to uzrokuje i smanjenje uéinkovitosti anti-oksidacijske
zaStite, a povecava se vjerojatnost nastajanja oksidacijskog oStecenja. 1z tog se razloga snizena
koncentracija GSH moze smatrati dobrim pokazateljem izlozenosti organizma oksidacijskom

stresu (Pizzorno, 2014; Halliwell i Gutteridge, 2015).

1.2.2. Lipidna peroksidacija

Proces oksidacijskog oste¢enja membranskih lipida, uglavnom polinezasi¢enih masnih
kiselina (engl. Polyunsaturated fatty acids - PUFA) prisutnih u membranama, naziva se lipidna
peroksidacija (Reuben, 1998). Zbog c¢injenice da su membranski fosfolipidi prva meta
slobodnih radikala/oksidansa, lipidna peroksdacija je najbolje prouceni proces oksidacijskog

stresa.

Lipidna peroksidacija odvija se u nekoliko koraka i postupno dovodi do degradacije
lipida stani¢ne membrane. Inicijacija je prvi korak lipidne peroksidacije i odvija se u prisutnosti
slobodnih radikala, najéesce hidroksilnog radikala (OHe) ili hidroperoksilnog radikala (HOz¢).
Slobodni kisikov radikal iz PUFA-e oduzima ugljiku do dvostruke veze vodikov radikal (He)
kako bi spario svoje elektrone. Tako od masne kiseline nastaje uglji¢ni radikal (R1-HCe-R>)
(Slika 4a). Nastali radikali nastoje se stabilizirati reorganizacijom molekula, oblikujuci
konjugirane diene (Slika 4b). Potom slijedi propagacija koja je drugi korak lipidne
peroksidacije. Uglji¢ni radikal masne kiseline (R1-HC+-R>) reagira s kisikom (O2), koji se veze
na njega i stvara lipidni peroksilni radikal (R1-HCOO-«-R>) (Slika 4c). On, kao i ostali radikali,
napada drugu PUFA kako bi sebe stabilizirao u lipidni peroksid (Ri-HCOOH-R>) (Slika 4d), a

od napadnute PUFA ponovno nastaje ugljicni radikal (R1-HCe-R2). Reakcija je lancana jer svaki



put kad radikal napadne susjednu lipidnu molekulu nastaje novi radikal. Na taj se na¢in proces

lipidne peroksidacije $iri po stani¢noj membrani.

Masna kiselina, PUFA H

/\:/K:/\:/ + *OH
a [ H0

M:/\:/ Uglji¢ni radikal
bl Reorganizacija

P e Konjugirani dien
¢| o,

— N— — Peroksil radikal

0-0° 4 l Oduzimanje H od
nove masne Kiseline

/\K%/E/ Lipidni peroksid

OOH

d

Slika 4. Lipidna peroksidacija PUFA-e u fazama inicijacije i propagacije (preuzeto i

prilagodeno prema Jairam i sur., (2012) uz dopustenje izdavaca)

Taj se ciklus produkcije lipidnih peroksil radikala (Ri-HCOO--R>) nastavlja sve dok se
ne akumulira dovoljna koli¢ina da dva takva radikala reagiraju medusobno sparivanjem svojih
nesparenih elektrona, pritom stvarajuci manje $tetan organski peroksid (R1R2HC-OO-CHR3R4)
i molekulu kisika (O2) reakcijom terminacije. Neki od krajnjih produkata procesa lipidne
peroksidacije razli€iti su srednjelancani i kratkolan¢ani karbonili te aldehidi, medu kojima je i
malondialdehid (MDA). Ti finalni produkti su stabilniji od slobodnih radikala, ali su zbog
prisutstva aldehidne skupine u strukturi i dalje reaktivni. Stoga se mogu $iriti po stanici te je
oSte¢uju na mjestima udaljenim od mjesta inicijalnog oStec¢enja membrane i nastanka radikala.
Kratkolan¢ani produkt MDA dovoljno je stabilan da u stanici moze ,,prezivjeti‘ dovoljno dugo
da ga se moze detektirati. Zato sluzi kao biomarker lipidne peroksidacije i oksidacijskog stresa
opcenito. Lipidna peroksidacija i nastanak kratkolancanih aldehida i ketona uzrokuje smanjenje
fluidnosti stani¢ne membrane, remeti transport iona i izmjenu fosfolipida izmedu dvosloja. U
konacnici povecava se propusnost membrane za neke tvari, kao $to je primjerice kalcij, koji pri
povecanim koncentracijama aktivira nukleaze i degradira molekulu DNA. Kroz fragmentiranu
membranu stani¢ne sastavnice izlaze u meduprostor i aktiviraju imunosni odgovor i upalu, a
naposljetku stanica nekroti¢ki umire uz ostecenje okolnog tkiva (Gill i Tuteja, 2010; Krizanac,
2003; Dean i sur., 1997).



Anti-oksidansi kao $to su vitamin E i C, GSH i anti-oksidacijski enzimi igraju vrlo vaznu
ulogu u ,,hvatanju* lipidnih radikala u fazama inicijacije i propagacije prije nego sto oni u vecoj
mjeri nastete stanici. U stanju oksidacijskog stresa anti-oksidansi su ¢esto kompromitirani, a

razina produkata lipidne peroksidacije raste (Stefan i sur., 2007).

1.2.3. Oksidacijsko oStecenje proteina

Proteini su takoder podlozni oksidaciji od strane slobodnih radikala. Oksidacija proteina
manifestira se stvaranjem proteinskih karbonila (PC) — ketona i aldehida na mjestima gdje
prethodno nisu bili te stvaranjem mostova medu aminokiselinskim ostacima proteina (Dalle-
Donne i sur., 2003). Takoder, do nastanka oksidacijskog oStecenja proteina moze doéi i
oksidacijskom fragmentacijom polipeptidnog lanca ili vezanjem aldehida nastalih u lipidnoj

peroksidaciji kao i promjenom elektriénog naboja (Sharma i sur., 2012).

Konkretno PC nastaju vezanjem kisika na atom ugljika u primarnim ili sekundarnim
modifikacijskim reakcijama. Primarna modifikacija podrazumijeva izravno mijenjanje
originalne strukture aminokiselina kao posljedicu oksidacije potpomognute metalima kao
katalizatorima, ozonom, zrafenjem ili jakim oksidansima poput hipoklorne kiseline ili
peroksinitrita. Metalni kationi poput bakra i Zeljeza vezu se za specifi¢na mjesta na proteinu te
uz pomo¢ vodikovog peroksida ili kisika transformiraju bo¢ne lance nekih aminokiselina na
proteinu u karbonile. To se najé¢e$¢e dogada na lizinskim, argininskim i prolinskim ostacima.
Sekundarna modifikacija nastaje kovalentnom reakcijom proteina i specificnih reaktanata
nakon koje na proteinima ostaju vezane karbonilne skupine. Takvi reaktanti su primjerice dim

cigarete i razliciti aldehidi.

Zbog nastanka PC sam protein gubi svoju konformaciju pa se mijenja i gubi svoju
funkciju i povecano je podlozan proteolizi. Sve to moze biti uzrokom ubrzanog katabolizma i
smanjenjem poluvijeka samog proteina, smanjene enzimske aktivnosti ili izmijenjene

antigenic¢nosti (Dean i sur., 1997).

PC su stabilni pa su samim time i pogodni za detekciju te se pra¢enjem njihove

koncentracije moze pratiti i prisustvo oksidacijskog stresa (Castegna i sur., 2003).



2. OBRAZLOZENJE TEME
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Pseudo-nitzschiae su fotosintetski aktivne jednostani¢ne eukariotske mikroalge. Nalaze
se u gotovo svim morskim i estuarijskim ekosustavima te ¢ine bazu hranidbenog lanca (Mari¢
Pfannkuchen, 2013). U sjevernom Jadranu prisutne su tijekom c¢itave godine. Trenutno je
poznato 57 vrsta mikroalgi iz roda Pseudo-nitzschia, a za 26 vrsta je potvrdeno da su
potencijalno toksi¢ne za ljudsko zdravlje jer mogu (u odredenim uvjetima temperature,
saliniteta i pH) proizvoditi neurotoksin DK (Bates i sur., 2018). Nastala DK prehrambenim
lancem dolazi i do ¢ovjeka. Zbog svoje kemijske strukture kojom je nalik L-glutaminskoj
kiselini, DK se u kraljeznjaka veze za NMDA receptore SZS ¢ime se produljuje depolarizacija
neurona, dolazi do bubrenja neurona te u konacnici i njihovog odumiranja (Lelong i sur., 2012).
U ljudi, trovanje DK naziva se amnezijsko trovanje $koljkaSima, a simptomi trovanja su
glavobolja, smetenost i amnezija. lako je mehanizam djelovanja DK na neurone (ciljne stanice)
poznat, u¢inak DK na ostale stanice ljudskog organizma tzv. ne-ciljne stanice slabo je istrazen.
U zdravome organizmu odrzava se ravnoteza izmedu pro-oksidansa i anti-oksidansa. Endogene
promjene kao i izloZenost vanjskim ¢imbenicima mogu dovesti do poremecaja te ravnoteze §to
se naziva oksidacijskim stresom. Oksidacijski stres povezuje se sa starenjem i s nastankom niza
bolesti poput kardiovaskularnih, neurodegenerativnih bolesti te s nastankom raka (Sies, 1997;
Oliveira i sur., 2018).

Cilj ovog istrazivanja bio je ispitati u¢inak metabolita Pseudo-nitzschia na parametre
oksidacijskog stresa u ne-ciljnim ljudskim stanicama te utvrditi postoji li razlika u odgovoru
izmedu ispitivanih vrsta Pseudo-nitzschia. Kao ne-ciljne ljudske stanice koriStene su lako

dostupne stanice krvi.

U prvom dijelu istrazivanja, uzgojene su tri vrste Pseudo-nitzschia koje obitavaju u
Jadranu i za koje je utvrdeno da izlucuju DK: P. delicatissima, P. pseudodelicatissima i P.
calliantha te je sakupljen medij u kojemu su rasle s pretpostavkom da se u njemu nalaze njihovi
metaboliti koje one i inae izlu¢uju u svoj okolis. Potom su uzorci krvi zdravih dobrovoljnih
davatelja tretirani s medijem u kojem su rasle tri ispitivane vrste, P. delicatissima, P.
pseudodelicatissima i P. calliantha kroz 4 i 24 sata. Nakon tretmana s medijem u kojem su rasle
ispitivane vrste Pseudo-nitzschia u krvi su praceni parametri oksidacijskog stresa: GSH, kao
mjera anti-oksidacijske obrane, MDA, kao pokazatelj lipidne peroksidacije te PC, koji su

pokazatelji oksidacijskog oStec¢enja proteina.

11



3. MATERIJALI I METODE
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3.1. KEMIKALIJE

U istrazivanju su koristene sljedece kemikalije:

kalijev dihidrogenfosfat, KH,POys, Lach-Ner, Neratovice, Ceska
dikalijev hidrogenfosfat, K;HPQa, Lach-Ner, Neratovice, Ceska
2-tiobarbituratna kiselina, TBA, Sigma Chemical Co, St. Louis, SAD
trikloroctena kiselina, TCA, Kemika, Zagreb, Hrvatska

5, 5'-ditiobis-2-nitrobenzoat, DTNB, Sigma Chemical Co, St. Louis, SAD
2,4-dinitrofenilhidrazin 0,5mL H>O/g, DNPH, Kemika, Zagreb, Hrvatska
kloridna kiselina 35 %, HCI, Lach-Ner, Neratovice, Ceska

etanol, CoHeO, Kemika, Zagreb, Hrvatska

etil-acetat, Kemika, Zagreb, Hrvatska

urea, Lach-Ner, Neratovice, Ceska.

Sve koristene kemikalije bile su pro analysi ¢istoce te je za pripremu otopina koristena

destilirana voda.

3.2. OPREMA

U istraZivanju je koriStena sljedeca oprema:

analiticka vaga, PB 303, Mettler Toledo, Svicarska

pH metar, HI 9025, Hana Instruments, Portugal

mijesalica, Vortex-Heidolph model REAX top, Heidolph Instruments, Schwabach,
Njemacka

centrifuga, Frontiers 5706, Ohaus, Greifeness, Svicarska

centrifuga, Centurion, Centurion Scientific, Chichester, UK

UV-Vis spektrofotometar, PG T70, PG Instruments, UK

kiveta, Open-top UV-guartz cell, Agilent Technologies, CA, SAD

magnetski mijesac s grijacem MSH-A, Witeg, Wertheim, Njemacka

termostat, TMA, Dugo Selo, Hrvatska

inkubator za odrzavanje kontroliranih uvjeta od 37 °C i vlazne atmosfere s 5 % CO:

Heraeus Hera Cell 240 inkubator, Langenselbold, Njemacka.
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3.2.1. UV-Vis spektrofotometar

Koncentracije GSH, MDA i PC su odredene pomoc¢u UV-Vis spektrofotometara. UV-

Vis spektrofotometar je uredaj koji analizira spektar elektromagnetskog zracenja. Sadrzi opticki

sustav za stvaranje monokromatskog svjetla valne duljine od 190 do 800 nm i odgovarajuci

detektor za mjerenje apsorbancije (Nigovi¢ i sur., 2007).

Osnovni dijelovi UV-Vis spektrofotometra su:

e izvor zracenja: deuterijeva lampa za ultraljubicasto podrucje te zivina,

odnosno volframova lampa za vidljivo podrucje

e monokromator: opticki instrument za izdvajanje zraCenja uskoga

podrudja spektra, tj. za dobivanje monokromatske svjetlosti; moze biti

prizma ili reSetka s ulaznom i izlaznom pukotinom

e nosac uzorka: najcesce kiveta (u UV podrucju je vazno koristiti kivetu

od kvarcnog stakla)

e detektor zracenja (Watson, 1999).

Osnovni dijelovi UV-Vis spektrofotometra prikazani su na slici 5.

e, .

| MONOKROMATOR |

| IZVOR SVJETLOSTI |

e DETEKTOR
NOSAC UZORKA

Slika 5. Shematski prikaz osnovnih dijelova UV-Vis spektrofotometra (autor Melissa Kurali¢)
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Odredivanije koncentracije iz oditane apsorbancije

UV-Vis spektrofotometar mjeri apsorpciju zra¢enja molekule u otopini. Mjera koli¢ine
svjetla koju apsorbira uzorak je apsorbancija. Beer-Lambertov zakon dovodi u vezu
apsorbanciju svjetla pustenog kroz otopinu odredenog sastava s koncentracijom tvari (C) u

otopini i duljinom puta svjetlosti kroz otopinu (1) i prikazuje se izrazom:

A =¢eXxXc Xl

pri ¢emu je € - molarni apsorpcijski koeficijent (L/mol cm) konstantan za odredenu tvar i valnu

duljinu pri kojoj se mjeri; | - je izrazen u cm, a ¢ - u mol/L (Nigovi¢ i sur., 2007).

3.3. BIOLOSKI POKUS

Priprema uzoraka medija Pseudo-nitzschia za tretman Krvi

U pokusu su koristene monoklonalne kulture morskih dijatomeja roda Pseudo-nitzschia
iz zbirke Centra za istrazivanje mora, Instituta Ruder Boskovi¢, Rovinj. Ispitivane vrste bile su:
P. delicatissima, P. pseudodelicatissima, P. calliantha. Oznake ispitivanih vrsta navedene su u
tablici 1.

Tablica 1. Vrste dijatomeja roda Pseudo-nitzschia ispitivane u ovom pokusu.

OZNAKA VRSTA

PN1 CIM851 (P. delicatissima)

PN2 CIM914 (P. pseudodelicatissima)

PN3 CIMO15 (P. calliantha)
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Za uzgoj morskih Pseudo-nitzschia (PN1, PN2 i PN3) koristen je obogaceni medij F/2
pripremljen po Guillardu (1975). Medij se sastojao od sterilne morske vode, osnovnih hranjivih
soli, metala u tragovima i vitamina. Morska voda koriStena za izradu medija bila je stara
najmanje 2 mjeseca i drzana u mraku kako bi se reducirala aktivnost i broj zZivih organizama.
Filtrirana je Millipore sustavom za filtraciju na membranskom filteru promjera pora 0,2 um
kako bi se odstranile slobodne bakterije, a zatim je kuhana u mikrovalnoj pe¢nici 20 minuta na
100 °C. U 1 L morske vode dodano je 1 mL hranjivih soli (NaNO3, Na>SiO3 x 9H20, NaH2PO4
x H20), mikronutrijenata (metali u tragovima) i 1 mL vitamina. 1z mati¢ne kulture ispitivanih
Pseudo-nitzschia (PN1, PN2 i PN3) po 2 mL suspenzije stanica mikroalgi presadeno je u bo¢ice
s medijem (200 mL). Kulture Pseudo-nitzschia uzgajane su u komorama pod kontroliranim
uvjetima s konstantnom temperaturom od 16 °C, s fotoperiodom od 12 h svjetla i 12 h tame i
intenzitetom svjetlosti 4500 luxa. Svaki dan praéena je promjena stope rasta. U kasnoj
eksponencijalnoj fazi rasta stanice Pseudo-nitzschia su uklonjene iz medija sterilnom
filtracijom. Medij u kojem je uzgojena svaka pojedina vrsta je pohranjen na -80 °C do daljnje
obrade.

Tretman Krvi s uzorcima hranjivog medija u kojem su rasle Pseudo-nitzschia

Ispitivanje je provedeno prema OECD smjernicama (2014) na krvi dobrovoljnih
davatelja koji su morali zadovoljavati potrebne preduvjete: da nisu pusaci, da ne boluju ni od
jedne kroni¢ne bolesti, da ne koriste nikakve lijekove i da nisu bili izloZeni ioniziraju¢em

zracenju, u dijagnosticke kao ni u terapijske svrhe, najmanje zadnjih godinu dana.

Za potrebe istrazivanja dobrovoljnim je davateljima iz kubitalne vene izvadena venska
krv u sterilne heparinizirane spremnike. Izvadena krv je alikvotirana po 990 uL u Eppendorf
epruvete te tretirana s 10 puL pripremljenih uzoraka medija u kojem su rasle PN1, PN2 i PN3.
U pokuse je ukljucen i uzorak krvi koji je tretiran morskom vodom te uzorak krvi tretiran
morskom vodom i medijem u kojima rastu Pseudo-nitzschia koji su sluzili kao kontrolni uzorci
(Tablica 2). Tretirani uzorci su potom pohranjeni u inkubatoru u kontroliranim uvjetima (37 °C
i vlazna atmosfera s 5 % CO.) kroz 4 ili 24 sata. Nakon tretmana, uzorci krvi namijenjeni za
odredivanje koncentracije GSH i MDA pohranjeni su na -20 °C. Uzorci krvi namijenjeni
mjerenju koncentracije PC nakon tretmana su centrifugirani na 5000 rpm u trajanju od 5 min te
je plazma odvojena i pohranjena na -20 °C do analize. Sve analize provedene su unutar mjesec

dana.
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Svi pokusi provedeni su na uzorcima dvaju razli¢itih dobrovoljnih davatelja, oba mlada
zdrava muskarca. Dobrovoljni davatelji krvi potpisali su suglasnost za sudjelovanje u
istrazivanju te su upoznati s ciljevima istrazivanja. Istrazivanje je odobreno od strane
Povjerenstva za eti¢nost eksperimentalnog rada Instituta za medicinska istrazivanja i medicinu

rada (IMI) i provedeno po nac¢elima Helsinske deklaracije i IMI-ja.

Tablica 2. Prikaz tretmana krvi s uzorcima medija u kojima su rasle Pseudo-nitzschia.

UZORAK TRETMAN (4 sata) UZORAK TRETMAN (24 sata)
1 Kontrola (morska voda) 6 Kontrola (morska voda)
2 Kontrola (morska voda i medij) 7 Kontrola (morska voda i medij)
3 PN1 8 PN1
4 PN2 9 PN2
5 PN3 10 PN3
3.4. METODE

3.4.1. Odredivanje koncentracije GSH

3.4.1.1. Princip metode

Pri neutralnom pH, tiolna skupina GSH reagira s DTNB te u reakciji nastaje 2-nitro-5-
tiobenzoat (TNB) zutog obojenja (Slika 6). Intenzitet nastalog zutog obojenja moze se izmjeriti
pomoc¢u UV-Vis spektrofotometra na valnoj duljini od 412 nm pri kojoj je apsorpcijski
maksimum TNB-a, a on indirektno odgovara koncentraciji GSH u uzorku. Koncentracija GSH
u uzorku se izrac¢una pomocu Beer-Lambertovog zakona i poznatog apsorpcijskog koeficijenta
TNB (14150 L/mol cm).
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Slika 6. Reakcija GSH i DTNB (preuzeto iz Jitca i sur (2021) uz dopustenje izdavaca)

3.4.1.2. Priprema otopina
Priprema 5 % otopine TCA

Za pripremu 5 % TCA odvagano je 5 g TCA i prebaceno u odmjernu tikvicu od 100
mL. Nakon otapanja, odmjerna tikvica je nadopunjena s destiliranom vodom do oznake. 5 %
TCA bila je potrebna za taloZenje interferencija iz uzorka krvi koje bi ometale prilikom

spektrofotometrijskog odredivanja koncentracije GSH.

Priprema 0,3 mol/L K-fosfatnog pufera

0,3 mol/L K-fosfatni pufer pH 7,4 dobiven je mijesanjem 0,3 mol/L KoHPO4 i 0,3 mol/L
KH2PO4do Zeljenog pH. 0,3 mol/L KoHPO4 pripremljen je tako da se odvagalo 5,226 g KoHPO4
koji se kvantitativno prenio u odmjernu tikvicu od 100 mL, a odmjerna tikvica se nadopunila s
destiliranom vodom do oznake. 0,3 mol/L KH2PO4 pripremljen je tako da se odvagalo 4,08 g
KH2POg4i prenijelo u odmjernu tikvicu od 100 mL koja se nadopunila s destiliranom vodom do
oznake. Pripremljene otopine su se pomijesale, sto se kontroliralo pH-metrom kako bi se
osiguralo da dobivena otopina ima pH 7,4. 0,3 mol/L K-fosfatni pufer pH 7,4 sluzio je za
odrzavanje neutralnog pH potrebnog za reakciju GSH i DTNB.

Priprema 0,1 mmol/L DTNB

1 mmol/L DTNB pripremljen je tako da se odvagalo 0,0396 g DTNB-a koji se prebacio u
odmjernu tikvicu od 10 mL. Nakon otapanja DNTB-a u 0,3 molarnom K-fosfatnom puferu,
odmjerna tikvica se nadopunila s istim puferom do oznake. Otopina se naknadno razrijedila 10
puta s 0,3 mol/L K-fosfatnog pufera pH 7,4 kako bi se dobila otopina DTNB koncentracije 0,1
mmol/L. DTNB je reagens koji sluzi za odredivanje GSH.
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3.4.1.3. Izvodenje pokusa

Uzorci krvi su prvo tretirani s 5 % TCA te centrifugirani 12 minuta na 5000 rpm kako
bi se uklonile moguce interferencije, a koje bi ometale mjerenje. Potom je u 300 uL dobivenog
supernatanta dodano 600 uL 0,3 mol/L K-fosfatnog pufera pH 7,4 i 50 uL 0,1 mmol/L DTNB-
a (Tablica 3). Reakcijska smjesa je potom promijesana te se nakon inkubacije u trajanju 5-10
minuta izmjerila apsorbanca. Apsorbanca je izmjerena na UV-Vis spektrofotometru podesenom
na valnu duljinu 412 nm. Koncentracija je izraCunata pomocu apsorpcijskog koeficijenta 14150

L/mol cm te je izrazena u pmol/L.

Tablica 3. Priprema uzoraka za odredivanje koncentracije GSH pomoc¢u UV-Vis

spektrofotometra.
SLIJEPA PROBA UZORAK
300 pL de H20 300 pL supernatant krvi

600 uL 0,3 mol/L K-fosfatnog pufera, pH 7,4 | 600 pL 0,3 mol/l K-fosfatnog pufera, pH 7,4

50 uL DTNB-a 50 uL DTNB-a

3.4.2. Odredivanje koncentracije MDA

3.4.2.1. Princip metode

MDA je produkt lipidne peroksidacije. Molekula MDA reagira s TBA u omjeru 1:2
(Heath i Packer, 1968). Reakcija se odvija u kiselim uvjetima na visokoj temperaturi pri ¢emu
nastaje crveni derivat MDA-(TBA)2 ¢iji se intenzitet obojenja moze izmjeriti
spektrofotometrijski na 532 nm. Na slici 7 prikazana je reakcija MDA s dvije molekule TBA.
Koncentracija MDA u uzorku moze se izracunati pomocu apsorpcijskog koeficijenta koji iznosi
15600 L/mol cm.
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Slika 7. Reakcija MDA s TBA (preuzeto i prilagodeno iz

https://commons.wikimedia.org/wiki/File:MDA_TBA _reaction_0la.svg)

3.4.2.2. Priprema otopina
Priprema 5 % otopine TCA

Za pripremu 5 % TCA odvagano je 5 g TCA i preba¢eno u odmjernu tikvicu od 100 mL.
Odmjerna tikvica je potom nadopunjena do oznake s destiliranom vodom. 5 % TCA bila je

potrebna za talozenje interferencija uzorka krvi i za odrzavanje kiselog medija potrebnog za

reakciju MDA i TBA.

Priprema 0,6 % otopine TBA

0,6 % otopina TBA dobivena je tako $to je odvagano 0,6 g TBA te je kvantitativno preneseno
u odmjernu tikvicu od 100 mL. Nakon $to je TBA otopljena u malo destilirane vode, odmjerna
tikvica je nadopunjena s destiliranom vodom do oznake. S obzirom da se TBA tesko otapa
potrebno je lagano zagrijavati kako bi se ubrzalo otapanje. TBA je reagens koji reagira s MDA

te se koristi za dokazivanje prisustva MDA.

3.4.2.3. Izvodenje pokusa

Uzorci krvi su prvo istalozeni s 5 % TCA te centrifugirani 10 minuta na 2300 rpm kako
bi se uklonile moguce interferencije i dobio ¢isti supernatant. U 500 uLL dobivenog supernatanta
dodano je 500 uL 0,6 % TBA. Dobivena smjesa se promijesala te je inkubirana pola sata na 90
°C. Nakon inkubacije od pola sata, reakcijska smjesa se ohladila na ledu kako bi se zaustavila
reakcija. Apsorbancija se izmjerila pomo¢u UV-Vis spektrofotometra podesenog na valnu
duljinu 532 nm. Iz ocitane apsorbancije koncentracija MDA se izra¢unala pomocu

apsorpcijskog koeficijenta 15600 L/mol cm te je izrazena u pmol/L.
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3.4.3. Odredivanje koncentracije proteinskih karbonila

3.4.4.1. Princip metode

PC su odredeni u reakciji s 2,4-dinitrofenilhidrazinom (DNPH). U reakciji se karbonilna
skupina proteina supstituira s DNPH, a pritom kao produkt reakcije nastaje stabilni 2,4-
dinitrofenilhidrazoni, kako je prikazano naslici 8. Intenzitet obojenja moze se izmjeriti pomoc¢u
UV-Vis spektrofotometra na valnoj duljini od 370 nm (Dalle-Donne i sur., 2003). Koncentracija

PC u uzorku izra¢una se pomoc¢u poznatog apsorpcijskog koeficijenta koji iznosi 22000 L/mol

cm.
@)
D O, oy DN, o
e :'
protein oksidirani protein DNP-protein kompleks

Slika 8. U prvom dijelu slike prikazano je kako u prisustvu pro-oksidansa (H20z i metala
zeljeza) nastaje oksidacijsko oste¢enje proteina, odnosno PC. U drugom dijelu slike prikazana
je reakcija vezanje DNPH za karbonilnu skupinu oksidiranog proteina sto omogucuje
detekciju PC (autor Melissa Kurali¢)

3.4.4.2 Priprema otopina
10% TCA

10 % otopina TCA pripremljena je tako da se odvagalo 10 g TCA koja se potom prebacila u
odmjernu tikvicu od 100 mL te otopila u destiliranoj vodi. Nakon toga je odmjerna tikvica
nadopunjena s destiliranom vodom do oznake. Kod vaganja potrebno je obratiti paznju jer TCA

,havlaci“ vodu na sebe. Otopina je koristena za talozenje proteina u uzorku plazme.
2 mol/L HCI

2 mol/L otopina HCI pripremljena je iz 35 % HCI otopine razrjedivanjem 17,61 mL HCI do
100 mL. Za to je koriStena odmjerna tikvica od 100 mL. Pripremljena otopina upotrebljena je

za pripravu reagensa 0,2 % 2,4-DNPH.
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0,2 % 2,4-DNPH u 2 N HCI

Za pripremu 0,2 % 2,4-DNPH odvagano je 0,2 g 2,4-DNPH i kvantitativho preneseno u
odmjernu tikvicu od 100 mL te nadopunjeno do oznake s prethodno pripremljenim 2 mol/L
HCI. Ova je otopina reagens za dokazivanje prisustva PC u uzorku.

etanol : etil-acetat (1:1)

Potrebni volumeni etanola i etilacetata, u omjeru 1:1 uzimaju se pomocu menzure. Primjerice,
za dobivanje 100 mL otopine uzme se 50 mL etanola i 50 mL etil-acetata. Dobivena otopina je

koristena za ispiranje taloga od suviska reagensa.

8 mol/L urea u K-fosfathom puferu pH 2,4

Prvo je izvagano 0,1361g KH2POj te se kvantitativno prenijelo u odmjernu tikvicu od 50 mL.
U odmijernu tikvicu dodano je samo 40 mL destilirane vode u kojoj je otopljen KH2PO4. Potom
je izvagano 24,03 g uree i prebaci u odmjernu tikvicu s otopinom KH2POs te se odmjerna
tikvica nadopuni do 50 mL s destiliranom vodom. Otopina 8 mol/L uree u K-fosfatnom puferu
pH 2,4 je koristena za otapanje proteinskog taloga.

3.4.4.3. Izvodenje pokusa

Prema protokolu svaki uzorak treba imati i slijepu probu. Stoga su, kako bi svaki uzorak
bio napravljen u triplikatu, za svaki uzorak pripremljene etiri epruvete, jedna za slijepu probu
te tri epruvete za uzorak u kojemu ¢e se odvijati reakcija PC s reagensom. U epruvete je
stavljeno po 100 uL uzorka plazme, a proteini su istalozeni dodatkom 100 uL 10 % TCA.
Sadrzaj epruvete kratko je promijesan na mijesalici, centrifugiran 12 minuta na 4500 rpm te
dekantiran. Za sve ¢etiri epruvete po uzorku plazme ponovljen je isti postupak. U dobiveni talog
je, za slijepu probu dodano 300 pL 2 mol/L HCI, a u preostale tri epruvete s uzorcima isti
volumen (300 pL) reagensa 0,2 % 2,4-DNPH. Reakcijska smjesa ostavljena je stajati sat
vremena na sobnoj temperaturi u mraku, uz povremeno mijesanje kako bi doslo do reakcije
izmedu 2,4-DNPH i PC. Nakon sat vremena reakcija je zaustavljena dodatkom 600 uL 10 %
TCA u slijepu probu i u uzorke, sto je dovelo do ponovnog talozenja. Smjesa je promijesana,
centrifugirana 12 minuta na 4500 rpm i dekantirana. U uzorcima je visak reagensa ispran
dodatkom 500 pL smjese etanola i etil-acetata, nakon ¢ega je slijedilo mijesanje, centrifugiranje

i dekantiranje. Postupak je ponovljen dva puta. S obzirom da u slijepu probu nije dodan reagens,
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slijepu probu nije potrebno ispirati od viska reagensa. Kako bi se otopio talog, u sve Cetiri
epruvete (i slijepa proba i tri replike po uzorku) dodano je 1 mL 8 mol/L uree u K-fosfatnom
puferu pH 2,4 te su epruvete promijesane. UV-Vis spektrofotometar je podesen na valnu duljinu
370 nm te je izmjerena apsorbancija svakog uzorka prema svojoj slijepoj probi. Koncentracija

PC izracunata je pomoc¢u Beer-Lambertovog zakona i poznatog apsorpcijskog koeficijenta.

3.5. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Istrazivanje je provedeno u dva neovisna pokusa, odnosno analize su napravljene na
uzorcima krvi dvaju dobrovoljnih davaoca krvi. U svakome od pokusa parametri oksidacijskog
stresa izmjereni su u dvije (GSH i MDA), odnosno tri replike (PC). Dobiveni rezultati prikazani
su kao srednje vrijednosti + standardna devijacija rezultata iz oba neovisna pokusa. Za svaki
pojedini parametar oksidacijskog stresa pojedini tretmani (PN1, PN2 i PN3) usporedeni su s
negativnom kontrolom, odnosno s tretmanom s medijem pomocu t-testa, u Excel programu

Microsoft Office. Statisticki znacajna razlika postavljena je na p < 0,05.
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4. REZULTATI I RASPRAVA

24



Jednostani¢ne mikroalge roda Pseudo-nitzschie prisutne su u gotovo svim morskim i
estuarijskim ekosustavima te ¢ine bazu hranidbenog lanca. Poznato je 57 vrsta tog roda, a za
26 vrsta Pseudo-nitzschia je pokazano da u odredenim uvjetima (salinitet, temepratura i pH)
izluCuju toksi¢ni metabolit DK. U ljudi koji konzumiraju hranu u kojoj se nakupila DK
(8koljke), dolazi do neurotoksi¢nog djelovanja DK i razvoja sindroma koji se naziva amnezijsko
trovanje skoljkasima. Amnezijsko trovanje Skoljkasima manifestira se glavoboljom,
smetenoscu i amnezijom. Mehanizam kojim DK djeluje na neurone je sljedeci: DK je strukturni
analog L-glutaminske kiseline te se trajno veze na NMDA receptore na neuronima $to dovodi
do bubrenja neurona. Trenutno nije poznato djeluje li i na koji na¢in DK na ostale (ne-ciljne)

stanice u ljudi.

Iz tog je razloga ovo istrazivanje provedeno na ljudskim stanicama krvi. Kako bi se $to
bolje imitirali okoli$ni uvjeti, stanice krvi su tretirane medijem u kojem su rasle Pseudo-
nitzschie s pretpostavkom da su u njega izlucile svoje metabolite pa tako i DK. Stanice krvi bile
su izloZene 4 i 24 sata mediju u kojem su rasle tri vrste Pseudo-nitzschie (PN1, PN2 i PN3) te
su nakon toga izmjereni parametri oksidacijskog stresa GSH, MDA i PC kako bi se utvrdilo je
li u stanicama krvi oksidacijski stres mehanizam toksi¢nog djelovanja metabolita koje su

ispitivane Pseudo-nitzschie izlucile u medij.

4.1. GLUTATION

GSH je najvazniji anti-oksidans u stanici §to potvrduje i ¢injenica da se GSH u stanici
nalazi u visokoj koncentraciji. Njegova uloga je spreavanje oksidacijskog oStecenja
makromolekula tako $to neutralizira slobodne radikale. Osim neutraliziranja pro-oksidansa,

GSH je ukljucen 1 u detoksifikaciju ksenobiotika (Pizzorno, 2014).

Rezultati ovoga istraZivanja pokazuju da je tretman s medijem u kojem su rasle Pseudo-
nitzschie doveo do porasta koncentracije GSH u krvi. Kod svih triju ispitanih vrsta (PN1, PN2
i PN3) i nakon 4 i nakon 24 sata zabiljezen je porast koncentracije GSH (Slike 9 i 10). Najvisa
koncentracija GSH u Kkrvi zabiljeZena je nakon 24-satnog tretmana s medijem u kojem je rasla
vrsta P. pseudodelicatissima (PN2) te je zabiljezen znacajan porast koncentracije GSH u
odnosu na kontrolu, tretman s medijem i morem (27,57 = 0,71 umol/L vs. 18.16 + 0,92 umol/L;
p < 0,05). Dobiveni rezultati govore da su ovi eksperimentalni uvjeti (duljina izlozenosti
mediju, koncentracija izlucenih metabolita Pseudo-nitzschia) potakli pojacanu sintezu GSH te

da je doSlo do adaptivnog odgovora organizma kao odgovor na izloZenost vanjskim
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¢imbenicima (odgovor na stres). Poznato je da se mnogi organizmi mogu boriti s nepovoljnim
okoli$nim ¢imbenicima poput dehidratacije ili hipoksije. To uzrokuje adaptivni fizioloski

odgovor koji ukljucuje i poja¢anu sintezu anti-oksidansa (Oliveira i sur., 2018).
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Slika 9. Koncentracija GSH u stanicama krvi nakon 4-satnog tretmana s medijem u kojem su

rasle PN1, PN2 i PN3 te kontrole (tretman s morem, i medij+more)
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Slika 10. Koncentracija GSH u stanicama krvi nakon 24-satnog tretmana s medijem u kojem
su rasle PN1, PN2 i PN3 te kontrole (tretman s morem i more+medij); * p < 0,05 (statisti¢ki

znacajno razli¢ito od kontrole; tretmana s more+medij)
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4.2. MALONDIALDEHID

Oksidativnim oSte¢enjem stani¢nih lipida nastaje MDA koji se smatra dobrim
biomarkerom lipidne peroksidacije, ali i oksidacijskog stresa opcenito. MDA je stabilna
molekula, ali i vrlo toksi¢na stoga §to moze reagirati s drugim molekulama i dovesti do njihovog
ostecenja. MDA se moze vezati na proteine i uzrokovati nastanak PC ili vezati na DNA Sto

moze dovesti do oStecenja DNA (Martinez-Blasco i sur., 1998; Balasubramanyam i sur., 2010).

Tretman krvi s medijem u kojem su rasle Pseudo-nitzschie PN1, PN2 i PN3 nije doveo
do znacajnog porasta koncentracije MDA ve¢ je kod duzeg tretmana (24 sata) zabiljezen i pad
koncentracije MDA u krvi. Nakon 4-satnog tretmana krvi s medijem u kojem su rasle Pseudo-
nitzschie nije zabiljezena znacajnija razlika izmedu kontrolnih uzoraka i onih koje su tretirani s
medijem u kojem su rasle Pseuto-nitzschie (Slika 11). Medutim 24-satni tretmana s medijem u
kojem je rasla vrsta P. delicatissima (PN1) doveo je do znafajnog snizavanja koncentracije
MDA u krvi u usporedbi s kontrolom (0,87 + 0,02 umol/L vs. 0,94 + 0,01 umol/L; p < 0,05;
Slika 12). Dobiveni rezultati mogu se objasniti izmjerenom pove¢anom koncentracijom GSH,
odnosno povec¢anom sintezom GSH kao odgovor na stres kojega su izazvali metaboliti koje su
Pseudo-nitzschie izluc¢ile u mediju u kojem su rasle. Za pretpostaviti je da je povecana
koncentracija GSH (i moguce i nekog drugog anti-oksidansa) sprijecila lipidnu peroksidaciju i

povecano nastajanje MDA.
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Slika 11. Koncentracija MDA u stanica krvi nakon 4-satnog tretmana s medijem u kojem su
rasle PN1, PN2 i PN3 te kontrole (tretman s morem i more+medij)
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MDA 24 sata
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Slika 12. Koncentracija MDA u stanicama krvi nakon 24-satnog tretmana s medijem u kojem
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su rasle PN1, PN2 i PN3 te kontrole (tretman s morem i more+medij); * p < 0,05 (statisticki

znacajno razlicito od kontrole; tretmana s more+medi))

4.3. PROTEINSKI KARBONILI

Oksidacijsko ostecenje proteina dogada se prvenstveno na pobocnim lancima
aminokiselina pri ¢emu nastaju PC. PC je moguce izmjeriti te se stoga smatraju biomarkerom
oksidacijskog oStecenja proteina. Karbonilacija poboc¢nih aminokiselina proteina uzrokuje
gubitak identiteta aminokiselinskog bo¢nog lanca. Takva je promjena ireverzibilna pa
karbonilacija proteina predstavlja najStetniji oblik oksidativnog oStecenja proteina.
Karbonilirani proteini gube svoju strukturu, a samim time i ulogu u organizmu, npr. enzimsku

aktivnost.

Tretman krvi s medijem u kojem su rasle Pseudo-nitzschie tijekom 4 sata i 24 sata nije
doveo do znacajnije promijene u koncentraciji PC u plazmi $to govori da nije doslo do
oksidacijskog oStecenja proteina (Slike 13 i 14). Ipak, moze se primijetiti da je nakon 4-satne
izloZenosti tretman s medijem u kojem su rasle vrste P. delicatissima (PN1) i P. calliantha
(PN3) doveo do blagog pada koncentracije PC u plazmi u usporedbi s kontrolnom. Nakon 4-
satne izlozenosti mediju u kojem je rasla P. delicatissima (PN1) koncentracija PC u plazmi bila
je 22.9 + 2,01 umol/L, a nakon izlozenosti mediju u kojem je rasla P. calliantha (PN3)
koncentracija PC bila je 20,04 + 2,5 umol/L §to je bila nize od kontrole (tretman samo s morem

i medijem) 25,1 + 1,9 umol/L, iako ne znacajno. Ti rezultati potvrduju rezultate dobivene za
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koncentraciju MDA u Kkrvi. Vjerojatno je izloZenost metabolitima koje su Pseudo-nitzschie
izlu¢ile u medij u stanica krvi inducirala poveéanu sintezu anti-oksidansa, poput sinteze GSH
te su GSH i drugi anti-oksidansi, primjerice enzim superokisd-dizmutaza, sprijecili

oksidacijsko oStecenje 1 lipida i proteina.
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Slika 13. Koncentracija PC u stanicama krvi nakon 4-satnog tretmana s medijem u kojem su

rasle PN1, PN2 i PN3 te kontrole (tretman s morem i more+medij)
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Slika 14. Koncentracija PC u stanicama krvi nakon 24-satnog tretmana s medijem u kojem su
rasle PN1, PN2 i PN3 te kontrole (tretman s morem i more+medij)
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U ovom su istrazivanju ispitane tri vrste mikroalgi roda Pseudo-nitzschie, P.
delicatissima (PN1), P. pseudodelicatissima (PN2) i P. calliantha (PN3) koje se prisutne u
Jadranu i za koje je utvrdeno da mogu proizvesti DK. Stoga se smatraju potencijalno toksicnima
za ljudsko zdravlje. Kako bi se potvrdila njihova toksi¢nost, a kako bi se zadrzali uvjeti $to blize
okoli$nim, za istrazivanje je koristen medij u kojem su rasle Pseudo-nitzschie, s pretpostavkom
da su Pseudo-nitzschie u medij izlucile svoje metabolite medu kojima i DK. DK je neurotoksin
te je njen mehanizam djelovanja na neurone, ciljne stanice poznat. Stoga je ovo ispitivanje

provedeno na ljudskim stanicama krvi koje za DK nisu ciljne stanice.

Iz provedenog istrazivanja vidljivo je da je tretman krvi s medijem u kojem su rasle
ispitivane Pseudo-nitzschie: P. delicatissima (PN1), P. pseudodelicatissima (PN2) i P.
calliantha (PN3) doveo do promjena u koncentraciji sva tri mjerena parametra oksidacijskog
stresa, GSH, MDA i PC, iako je znacajna promjena u odnosu na kontrolu zabiljezena samo za
koncentraciju GSH i MDA. 1z toga se moze zakljuciti da je oksidacijski stres mehanizam
toksi¢nog djelovanja metabolita koje izlu¢uju ispitivane Pseudo-nitzschie. Ovi eksperimentalni
uvjeti (duljina tretmana i koncentracija metabolita Pseudo-nitzschie prisutnih u mediju) doveli
su do porasta koncentracije GSH, odnosno ti eksperimentalni uvjeti potakli su stanice krvi na
pojacanu sintetizu anti-oksidansa GSH. Taj ucinak bio je najbolje vidljiv kod P.
pseudodelicatissima (PN2). To upucuje na mogucénost da je izlozenost metabolitima ispitivanih
Pseudo-nitzschie potaknu sintezu GSH, ali i inducirao gene odgovorne za sintezu drugih anti-
oksidansa stanica krvi (Oliveira i sur., 2018). S obzirom da je u krvi zabiljezen porast
koncentracije GSH bilo je za ocekivati sniZzenje koncentracije parametara pokazatelja
oksidacijskog ostecenja lipida, MDA i oksidacijskog ostecenja proteina PC. Moze se zakljuditi
da je neki od metabolita koje su izlu¢ile Pseudo-nitzschie u medij u stanicama krvi potaknuo
obranu od oksidacijskog stresa i tako narusio oksido-reduktivnu ravnotezu u krvi. Svakako bi
u daljnjim istrazivanjima trebalo utvrditi sastav medija u kojem su rasle ispitivane mikroalge.
Takoder, trebalo bi ispitati i uc¢inak metabolita istrazivanih Pseudo-nitzschie pri duljem

tretmanu stanica od 24 sata koji je koriSten u ovom istrazivanju.
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5. ZAKLJUCCI
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Nakon provedenog istrazivanja u kojem je Krv tretirana 4 i 24 sata s hranjivim medijem
u kojem su rasle mikroalge roda Pseudo-nitzschie, P. delicatissima (PN1), P.
pseudodelicatissima (PN2) i P. calliantha (PN3) te su u krvi i plazmi izmjereni parametri

oksidacijskog stresa moze se zakljuciti:

I.  Porast koncentracije GSH u krvi tretiranoj medijem u kojem su rasle PN1, PN2 i
PN3 pokazuje da je doslo do aktivacije obrane od oksidacijskog stresa, odnosno da
Pseudo-nitzschie u medij izlu¢uju metabolite koji su inducirali oksidacijski stres u
stanicama Kkrvi.

Il.  Paralelno s porastom koncentracije GSH zabiljezen je pad koncentracije MDA te
neznacajan pad koncentracije PC $to se moze pripisati povecanoj sintezi GSH i
aktivaciji anti-oksidacijske obrane metabolitima Pseudo-nitzschie prisutnim u
mediju s kojim je tretirana krv.

I1l.  Moguce je da vrsta P. pseudodelicatissima proizvodi toksi¢nije metabolite od drugih
dviju ispitivanih vrsta iz razloga sto je tretman krvi s medijem u kojem je rasla ta
vrsta Pseudo-nitzsche uzrokovao znacajnije promjene u koncentraciji GSH u

stanicama krvi.

Iz dobivenih rezultata u ovome istrazivanju moze se zakljuciti da je tretman krvi s
medijem u kojem su rasle Pseudo-nitzschie uzrokovao oksidacijski stres sto je rezultiralo
povecéanom sintezom anti-oksidansa GSH. Povecana razina anti-oksidansa GSH sprijecila je
daljnja oStecenja lipida i proteina. ZabiljeZeni oksidacijski stres moZe se pripisati prisustvu DK
u mediju, Sto se treba dokazati analizom medija u kojem su rasle Pseudo-nitzsche pomoc¢u LC-
MS/MS.
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6. POPIS KRATICA
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ATP — adenozin-trifosfat

DK — domoic¢na kiselina

DTNB - 5,5 -ditio-bis-(2-nitrobenzojeva kiselina)
GSH — glutation, reducirani oblik

GSSG - glutation, oksidirani oblik

MDA — malondialdehid

NADPH — nikotinamid dinukleotid fosfat

NMB — 2-nitro-5-merkapto-benzojeva kiselina
NMDA — N-metil-D-aspartat receptor

PC — proteinski karbonili

PN — Pseudo-nitzschia

y-GCS — y-glutamilcistein-sintetaza
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Mikroalge roda Pseudo-nitzschia prisutne su u gotovo svim morskim i estuarijskim
ekosustavima te ¢ine bazu hranidbenoga lanca. Pojedine vrste roda Pseudo-nitzschia izluc¢uju
neurotoksin, domoi¢nu kiselinu (DK). Poremecaj koji se razvija u ljudi koji su hranom unijeli
u organizam DK naziva se amnezijsko trovanje SkoljkaSima. Oksidacijski stres predstavlja
neravnotezu u oksido-redukcijskim reakcijama u organizmu te se povezuje s razvojem niza
bolesti u ljudi. Cilj ovoga istrazivanja bio je ispitati oksidacijski stres kao mehanizam
toksi¢nosti metabolita pojedinih vrsta roda Pseudo-nitzschia u ljudskim stanicama krvi. Prvo
su uzgojene tri vrste roda Pseudo-nitzschie, P. delicatissima (PN1), P. pseudodelicatissima
(PN2) i P. calliantha (PN3) te je sakupljen hranjivi medij u kojem su rasle mikroalge. Potom
su uzorci krvi zdravih dobrovoljnih davatelja tretirani medijem u kojem su rasle Pseudo-
nitzschia PN1, PN2 i PN3 te morem i morem i medijem (kontrole) u razdoblju od 4 i 24 sata.
Nakon tretmana u uzorcima krvi odredene su koncentracije: glutationa (GSH), mjera anti-
oksidacijske obrane, malondialdehida (MDA), pokazatelj lipidne peroksidacije te proteinskih
karbonili (PC), pokazatelji oksidacijskog oSte¢enja proteina, spektrofotometrijski. Dobiveni
rezultati statisticki su obradeni Studentovim t-testom (Excel, MS Office), a razina znacajnosti

postavljena je na p <0,05.

Tretman Krvi (4 i 24 sata) s medijem u kojem su rasle Pseudo-nitzschie PN1, PN2 i PN3
doveo je do porasta koncentracije GSH, ali je samo nakon 24-satnog tretmana s P.
pseudodelicatissima (PN2) zabiljeZena znacajno visa koncentracija GSH u odnosu na kontrolu
(p < 0,05). Tretman hranjivim medijem Pseudo-nitzschie snizio je koncentraciju MDA, a
znacajan pad koncentracije MDA u krvi u odnosu na kontrolnu skupinu zabiljeZen je nakon 24-
satnog tretmana medijem u kojem je rasla P. delicatissima (PN1) (p < 0,05). Tretman krvi
medijem u kojem su rasle PN1, PN2 i PN3 doveo je do pada koncentracije PC, no taj pad nije
bio znac¢ajan u odnosu na kontrolu. ZabiljeZeni porast koncentracije GSH nakon tretmana
medijem u kojem su rasle Pseudo-nitzschie pokazuje da je doslo do aktivacije obrane od
oksidacijskog stresa. Snizenje koncentracija MDA i PC moze se povezati s poveéanom
koncentracijom GSH koja je sprijecila oksidacijska oSte¢enja lipida i proteina. Kona¢no, moze
se zakljuciti da ispitivane vrste Pseudo-nitzschie u hranjivi medij izlu¢uju metabolit(e) koji

mogu izazvati oksidacijski stres u stanicama krvi.
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Microalgae of the genus Pseudo-nitzschia are present in almost all marine and estuarine
ecosystems and are the basis of the food chain. Some species of the genus Pseudo-nitzschia
produce neurotoxin, domoic acid (DA). Individuals who have consumed food containing DA
develop disorder called amnesic shellfish poisoning. Oxidative stress is result of an imbalance
in oxido-reduction reactions in the body and in humans is associated with the development of
numerous diseases. The aim of this study was to explore on human blood cells oxidative stress
as a mechanism of toxicity of metabolites of some Pseudo-nitzschia species. In the first step of
the study three species of the genus Pseudo-nitzschie were grown: P. delicatissima (PN1), P.
pseudodelicatissima (PN2) and P. calliantha (PN3), and the nutrient medium in which the
microalgae grew was collected. In the next step blood samples from healthy voluntary donors
were treated with collected medium as well as with sea and sea and media (that served as
controls) for 4 and 24 hours. After treatment, in blood samples glutathione (GSH) as marker of
anti-oxidative defence, malondialdehyde (MDA) as marker of lipid peroxidation and protein
carbonyls (PC) as marker of oxidative damage to proteins were determined
spectrophotometrically. For statistical analysis Student t-test (Excel, MS Office) was used, and

the significance level was set at p < 0.05.

In blood samples exposed for 4- and 24-hours to medium in which Pseudo-nitzschie
PN1, PN2 and PN3 grew an increase in GSH level was observed. However, only in blood
samples exposed for 24-hours to medium in which P. pseudodelicatissima (PN2) grew
significantly higher GSH level in comparison to control is recorded (p < 0.05). Exposure to
medium in which Pseudo-nitzschie grew decreased MDA level in blood samples. After 24-hour
exposure of blood cells to medium in which P. delicatissima (PN1) was grown, a significant
decrease in MDA concentration compared to the control group was observed (p < 0.05). 4- and
24-hour exposure of blood cells to medium in which PN1, PN2 and PN3 were grown led to a
decrease in PC level, however, the decrease was not significant compared to control. The
observed increase in GSH level in blood samples exposed to the medium in which Pseudo-
nitzschie grew indicate that in blood cells activation of the defence against oxidative stress
occurred. Decrease in MDA and PC level may be explained with increased GSH level that
prevented oxidative damage to lipids and proteins. Therefore, it can be concluded that the tested
Pseudo-nitzschie species into the nutrient medium secrete metabolite(s), which can induce

oxidative stress in human blood cells.
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