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Clovestvo se zaradi prekomerne in nepreudarne rabe protibakterijskih sredstev sooca
s problemom pojavljanja vse veCjega Stevila bakterij odpornih proti splo$nim
antibiotikom. Spuzve zaradi pritrjenega nacina zivljenja izloc¢ajo veliko Stevilo
bioaktivnih spojin, ki sluzijo odganjanju plenilcev in jih $¢itijo pred naseljevanjem z
drugimi organizmi. Zaradi sinteze bioaktivnih metabolitov so spuzve potencialni vir
novih protibakterijskih u¢inkovin, uporabnih v biomedicinske namene. Ugotavljali
smo protibakterijsko aktivnost vodnih izvleCkov antarkticnih morskih spuzev z
metodo difuzije na agarju. Uporabili smo sveze in kuhane izvlecke, ki smo jih
testirali na razli¢nih Gram®, Gram °, klini¢nih proti antibiotiku odpornih in
nepatogenih sevih bakterij. Kot pozitivno kontrolo smo uporabili 5 antibiotikov
razli¢nih redcitev, kot negativno pa destilirano vodo. Protibakterijsko aktivnost je
imelo 16 od 33 vodnih izvleckov, od tega jih je 11 preprecevalo rast bakterij, 5 pa jih
je le omejilo njihovo rast. Izrazito protibakterijsko aktivnost je imel vodni izvlecek
spuzve Hemigellius bidens. Po redCenju je bila aktivnost tega izvlecka Se vedno
prisotna. Uc¢inkoval je proti 8 od 11 testiranih bakterijskih vrst, ni pa vplival na seve
vrste Pseudomonas aeruginosa. Vidno protibakterijsko aktivnost so imeli Se vodni
izvlecki spuzev Latrunculia cf. lendenfeldi, Isodictya setifera in 2 nedoloceni vrsti iz
razreda Demospongia. Za nadaljnje biokemijske raziskave sta primerna vzorca
spuzev Hemigellius bidens in Latrunculia cf. lendenfeldi.
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As the result of excessive and imprudent use of antibacterial agents, the mankind is
today faced with the problem of an increasing number of bacteria resistant to
generally used antibiotics. Sponges are sessile filter feeders that produce a large
number of bioactive compounds, which serve as a defence against the predators and
in territorial competition. Because of synthesis of bioactive metabolites, sponges are
a promising source of new antibacterial agents that could be used in biomedical
applications. We investigated the antibacterial activity of aqueous extracts of
Antarctic marine sponges using the agar diffusion method. Fresh and heated extracts
were assayed on a variety of Gram® and Gram bacteria, some of which were
antibiotic-resistant, and the others were non-pathogenic. As a positive control, 5
antibiotics of various dilutions were used. Distilled water was used as a negative
control. Out of 33 aqueous extracts, 16 showed antibacterial activity, of which 11
inhibited bacterial growths, while 5 of them only limited the growth. Pronounced
antibacterial activity was observed using the aqueous extract of Hemigellius bidens
sponge. After the dilution, the activity of the extract was still present. This extract
affected against 8 out of 11 tested bacteria, but did not have an impact on
Pseudomonas aeruginosa strains. Aqueous extracts of Latrunculia cf. lendenfeldi,
Isodictya setifera and 2 different species of Demospongia have also shown a visible
antibacterial activity. Hemigellius bidens and Latrunculia cf. lendenfeldi sponges are
suitable candidates for further biochemical studies and isolation of antimicrobial
compound(s).
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1. UvOD

Narava je ogromen vir aktivnih ucinkovin, ki jih izloCajo zivi organizmi. Do danes SO V
morskih organizmih odkrili okrog 20.000 biolosko aktivnih naravnih spojin, kar 37% teh
pa naj bi izhajalo iz morskih spuzev. Spuzve (Porifera) imajo zaradi sesilnega nacina
zivljenja kemi¢no obrambo kot edini odgovor na stresne dejavnike v okolju, med katere
spadajo: teritorialna kompeticija, obramba pred plenilci in patogeni (Sepcic, 2008). Spuzve
so izjemno bogat vir sekundarnih metabolitov kot so terpenoidi, alkaloidi, poliketidi,
peptidi, sladkorji, steroidi in drugi (Simmons in sod., 2005), ki delujejo hemoliti¢no,
protivnetno, protitumorsko, protivirusno, protibakterijsko, protimalari¢no in protiglivno
(Sipkema in sod., 2005). Prav tako so ugotovili, da so lahko simbiontske bakterije, ki Zivijo
na ali v spuzvah, dejanski proizvajalci nekaterih sekundarnih metabolitov izoliranih iz
spuzev (Sipkema in sod., 2005). Te u¢inkovine bi lahko bile potencialni vir antibiotikov v
medicini in farmaciji. Danes premore trzis¢e le tri »morske« spojine, ki se trzijo pod
komercialnimi imeni Vidarabin, Citarabin in Zikonotid (Sepci¢, 2008).

Zikonotid (Prialt ™) je prva morska uginkovina oz. peptid izoliran iz o-konotoksina polza
Conus magus, ki ima medicinsko uporabo. Zikonotid je specifi¢en blokator enega od
podtipov kalcijevih kanal¢kov in deluje kot analgetik. Vidarabin je u¢inkovina izolirana iz
spuzve Cryptotethia crypta in deluje protivirusno na virusa, ki povzrocata hepatitis in
herpes. Obstajata dve razli¢ici in sicer Ara-A (Vidarabin) in Ara-C (Citarabin), ki se
trenutno uporabljata tudi za zdravljenje limfomov in levkemij. Tri nove morske u¢inkovine
so V Klini¢nih testiranjih za zdravljenje akutne boleéine, tri so v klini¢cnem vrednotenju za
zdravljenje astme, ena pa je predmet klini¢nih ocen za zdravljenje Alzheimerjeve bolezni.
Stevilne druge molekule so se v laboratorijskih poskusih izkazale u¢inkovite proti malariji,
rakavim obolenjem in drugim nalezljivim boleznim, vendar (Se) niso v klini¢ni uporabi
(Fenical, 2006).

Vse pogosteje se medicina sreuje z resnim problemom odpornosti bakterij proti danes
pogosto uporabljanim antibiotikom, zato je vedno znova potrebno iskati nove alternative in
odkrivati tar¢e potencialnih antibiotikov. Odkrivanje novih antibioti¢nih u¢inkovin je eden
najpomembnejsih izzivov biomedicinskih raziskovalcev, saj narasc¢ajoca prisotnost
veckratno odpornih bakterijskih sevov resno ogroza naSo zdravstveno blaginjo (Turk in
sod., 2013), poleg tega pa Se vedno niso odkrili zdravil proti nekaterim neozdravljivim
boleznim. Problem protibakterijskih u¢inkovin iz morskih naravnih virov je, da jih je tezko
izolirati v zadostnih koli¢inah. Bioaktivne molekule so zelo kompleksne, organska sinteza
pa je zelo zapletena, ¢e ne celo nemogoca (Sepci¢, 2008).

Vecino raziskav morskih organizmov so opravili na tropskih spuzvah, mi pa smo se
odlo¢ili, da pozornost usmerimo tudi na polarne spuzve, saj glede na vse odkrite biolosko
aktivne snovi, le 3 % izhajajo iz organizmov, ki zivijo v hladnih vodnih ekosistemih.
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1.1 NAMEN DELA

Cilj naloge je bil testirati protibakterijsko uéinkovitost liofiliziranih vodnih izvleckov
izbranih antarkti¢nih spuzev. Rezultate smo primerjali z Ze objavljenimi podatki s podrocja
kemije naravnih substanc iz ze raziskanih morskih spuzev. Poleg tega smo s pomocjo
literature in dosedanjih raziskav primerjali aktivnost izvleckov na dolo¢ene seve bakterij,
ki zivijo v razli¢nih ekosistemih in tudi aktivnost na bakterijsko odporne klini¢ne seve.
Tako smo ovrednotili Se ekoloSki pomen protibakterijskih snovi iz testiranih spuzev.

1.2 HIPOTEZE

Postavili smo naslednje hipoteze:

e Polarne spuzve imajo v primerjavi s tropskimi manj bioaktivnih u¢inkovin in
manjso protibakterijsko aktivnost zaradi manj$e naseljenosti polarnih okolij.

e Predvidevamo, da je bioloska pestrost tega ckosistema manjsa kakor v tropskih
vodah.

Z difuzijsko metodo na petrijevih plos¢ah z agarjem smo poskusSali ugotoviti
protibakterijsko aktivnost vodnih izvleckov antarkti¢nih morskih spuzev proti razli¢nim
bakterijskim sevom: Gram pozitivnim, Gram negativnim, nepatogenim in proti
antibiotikom odpornim klini¢nim sevom.
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2. PREGLED OBJAV
2.1 ANTIBIOTIK

Antibiotik je kemijska spojina, ki povzro¢a smrt oz. zavira rast bakterij. Izraz antibiotik je
prvi¢ uporabil ameriSki mikrobiolog Selman Waksman s sodelavci leta 1942. Po definiciji
je antibiotik katerakoli kemijska spojina, proizvedena s strani mikroorganizmov, Ki
predstavlja zaviralca rasti drugih mikroorganizmov pri visokih red¢itvah (Waksman,
1947).

2.2 ZGODOVINA

Snovi s protimikrobnimi ucinki, predvsem rastlinske izvle¢ke, uporabljamo ljudje ze
tisocletja. Opisi delovanja teh snovi proti okuZbam v tradicionalni kitajski medicini so stari
veC kot 2.500 let (Lindblad, 2008), poznali pa so jih tudi stari Egipcani, Grki in druga
anti¢na ljudstva. Prvi znanstveno opisani naravni antibiotik je penicilin, ki ga je leta 1928
opisal Alexander Fleming (sliki 1 in 2), desetletje kasneje pa sta Ernst Chain in Howard
Florey razvila metodo za njegovo masovno proizvodnjo in pre¢iséevanje (Todar, 2009).

Ocis¢en penicilin je pokazal potencialno protibakterijsko ucinkovitost proti Sirokemu
spektru bakterij in imel nizko toksi¢nost za ljudi. Odkritje tako mogo¢nega antibiotika je
bilo neprecenljivo in razvoj penicilina je vodil k obnovitvi zanimanja za iskanje
antibioti¢nih u¢inkovin podobne ucinkovitosti in varnosti (Florey, 1945). Za odkritje in
razvoj penicilina kot terapevtske ucinkovine so si Ernst Boris Chain, Howard Walter
Florey in Alexander Fleming leta 1945 delili Nobelovo nagrado za medicino oz. fiziologijo
(Todar, 2009).

Izraz antibioza, kar pomeni proti Zivljenju, je prvi¢ opisal francoski bakteriolog Vuillemin
(Foster in Raoult, 1974). Le-to so prvi¢ opisali leta 1877 pri bakterijah, ko sta Louis
Pasteur in Robert Koch opazila, da lahko spore bakterije rodu Bacillus v zraku preprecijo
rast bakterij Bacillus anthracis (Landsberg, 1949). Te u¢inkovine so kasneje preimenovali
v antibiotike (Waksman, 1947). Se kasneje je Paul Ehrlich odkril medicinsko pomembno
u¢inkovino, sinteti¢ni Salvarsan, antibiotik, ki ga danes imenujemo arsfenamin (Limbird,
2004).
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Slika 2: V sredini plosée je Slika 1: Alexander Fleming
kolonija  plesni  Penicillium (Wikipedia, 2013)
notatum, ki izlo¢a antibiotik

penicilin (Todar, 2008: 1)

Rene Dubos je porocal o odkritju prvega naravno odkritega antibiotika gramicidina iz
bakterije Bacillus brevis. Bil je eden prvih komercialno proizvedenih antibiotikov,
univerzalen in uéinkovito uporaben za zdravljenje ran in razjed med Drugo svetovno vojno
(Van Epps, 2006). Metode za sintezo antibiotikov so do danes moc¢no napredovale, Se
vedno pa jih vecino pridobimo s kemi¢nimi spremembami naravnih snovi, redkeje pa
neposredno od zivih organizmov (von Nussbaum in sod., 2006).

Antibioti¢ne uc¢inkovine izvirajo iz gliv, bakterij, liSajev ali visjih rastlin. V naSem primeru
smo jih iskali v spuzvah. Iskanje novih uéinkovin je pomembna panoga farmacije, saj je
zaradi mnoZi¢ne uporabe priSlo pri bakterijah do razvoja odpornosti proti antibiotikom.
Antibiotiki izvajajo mocan selekcijski pritisk na populacije bakterij, ki so zaradi kratkega
generacijskega Casa sposobne hitro razviti mehanizme za odpornost. Ti mehanizmi
vkljuCujejo encime za razgradnjo ucinkovin ali spremembe v steni oz. membrani, ki
preprecujejo, da bi se uc¢inkovina vezala na povrsino celice (Li in Nikadio, 2009).

2.3 DELOVANJE IN RAZDELITEV ANTIBIOTIKOV

Vecina antibiotikov ima za taro bakterijske procese in procese rasti (Calderon in
Sabundayo, 2007). Delujejo tako, da motijo delovanje bistvenih bakterijskih encimov,
prepreéijo sintezo celicne stene, delujejo na presnovo folne Kisline, strukturo
citoplazemske membrane, DNA-girazo ali sintezo beljakovin (50S in 30S inhibitorji)
(Todar, 2008).

Antibiotike navadno razvrstimo glede na mehanizem delovanja, kemijsko strukturo in
spekter aktivnosti. Glede na bioloski u¢inek na mikroorganizme jih delimo na baktericide,
ki trajno uni¢ijo bakterije in na bakteriostatike, ki zacasno zavro njihovo razmnozevanje
(Todar, 2008). Spodnja slika prikazuje tarce v bakterijski celici, na katere deluje antibiotik.
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Sinteza celicne stene Sinteza folata Sinteza nukleinskih kislin

Sulfonamidi

Trimetoprim DNA giraza

Kinoloni

Beta laktami

Penicilini
f:!f;lmpf’@ Rna polimeraza
arbapenemi : .
Monobaktami e
Vankomicin
Bacitracin 50S podenota
Makrolidi
Klindamicin
Linezolid
Celiéna membrana 30S podenota Kloramfenikol
Polimiksini Tetraciklini Streptogamini

Aminoglikozidi Sinteza proteinov
Slika 3: Tar¢e delovanja antibiotikov (Moore, 2013)
2.3.1 Razdelitev antibiotikov glede na mehanizem delovanja

Glede na mehanizem delovanja razdelimo antibiotike na tiste, ki preprecijo izgradnjo
bakterijske celi¢ne stene. To so B-laktamski antibiotiki med katere Stejemo (peniciline:
ampicilin, meticilin, penicilin G in V; cefalosporine 1., 2. in 3. generacije: cefoksitin;
monobaktame: aztreonam; karbapeneme: cilastatin, imipenem, meropenem). Vsi poleg
fosfomicina inhibirajo delovanje encima transpeptidaza in tako preprecujejo precno
povezovanje peptidoglikanov. Nastajajoa celicna stena zato ni ve¢ zmozna S§Cititi
notranjosti bakterijske celice in vanjo vdre voda ter ¢ez Cas bakterija lizira. Ti antibiotiki
torej delujejo baktericidno. Nekatere bakterije izlocajo betalaktamaze z razSirjenim
spektrom delovanja (extended-spectrum [-lactamase). To so encimi, Ki inaktivirajo
razli¢ne PB-laktamske antibiotike in so zato bakterije proti njim odporne (Ohlsen in sod.,
2008). Zato p-laktamske antibiotike vcasih kombiniramo z zaviralci p-laktamaze
(klavulanska kislina, sublaktam). Glikopeptidi, kot je vankomicin in karbazepemi
(lorakarbef), se vgradijo v bakterijsko celi¢no steno, kjer nastanejo pore skozi katere vdre
voda. Delujejo baktericidno, a le na Gram pozitivne bakterije (Todar, 2008).

Antibiotiki, ki preprecijo sintezo proteinov delujejo bakteriostati¢éno (Finberg in sod.,
2004). To so tetraciklini (oksitetraciklin, tetraciklin, metaciklin). So S$iroko spektralni
antibiotiki, torej delujejo na Gram negativne in Gram pozitivne bakterije. Vezejo se na
ribosomsko podenoto 30S in preprecijo vezavo tRNA in s tem sintezo beljakovin.
Tetraciklini tvorijo s kalcijevimi ioni komplekse in se deaktivirajo, zato jih ne smemo
uzivati z mlekom ali antacidi. Tudi aminoglikozidi, kot so gentamicin, kanamicin,
neomicin in streptomicin, se prav tako kot tetraciklini vezejo na ribosomsko podenoto 30S
ali 50S, vendar se sinteza beljakovin s tem ne ustavi. Nastajajo pa nefunkcionalne
beljakovine, ki jih bakterija ne more uporabljati, lahko pa so za bakterijo celo toksi¢ne.
Makrolidni antibiotiki (azitromicin, eritromicin), linkozamidni antibiotiki (klindamicin,
linkomicin) in kloramfenikol se veZejo na ribosomsko podenoto 50S in preprecijo vezavo
mRNA na ribosom, zato se prekine sinteza beljakovin. Oksazolidononi (linezolid)
preprecijo sintezo proteinov z oviranjem iniciacije translacije (Todar, 2008).



Dolinar U. Protibakterijska aktivnost vodnih izvle¢kov izbranih antarkti¢nih morskih spuZev. 6
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2013

Polipeptidni antibiotiki (bacitracin, polimiksin B) onemogocijo zas¢itno funkcijo
citoplazemske membrane. Gramicidin tvori pore v membrani in v celico vdrejo nezelene
ali celo skodljive snovi. Lipopeptidi (daptomicin) podobno kot polipeptidi z vezavo na
membrano le to depolarizirajo, pride do izgube =zas¢itne funkcije membrane. Vsi
uc¢inkujejo baktericidno (Todar, 2008).

Sintezo nukleinskih kislin DNA in RNA preprecujejo fluorokinoloni kot je ciprofloksacin.
Ti so popolnoma sintetiCnega izvora, zato jih po stari definiciji sploh ne §tejemo med
antibiotike. Preprecijo delovanje DNA-giraze ali topoizomeraze 1V. Tudi sulfonamidi
(mafenid, sulfacetamid) in trimetoprim motijo sintezo nukleinskih kislin s tem, ko ovirajo
sintezo folne kisline z delovanjem na encim, ki katalizira preoblikovanje PABA oz. PABK
(para-aminobenzojska kislina). PABK je prekurzor sinteze folne Kisline, ki je nujna za
sintezo nukleinskih Kislin. Posledica je baktericidno zaviranje razmnozevanja bakterij.
Imidazolni antibiotiki (metronidazol) s proizvodnjo toksi¢nih prostih radikalov motijo
stabilnost DNA in proteinov. Miksopironin se veze na RNA-polimerazo in zavre funkcijo
branja in prenosa DNA zapisa. To preprecuje RNA-polimerazi posredovanje genetske
informacije na ribosome, kar povzroci propad bakterijske celice (Mukhopadhyay in sod.,
2008).

Po 40-let trajajocem upadu v odkrivanju novih protimikrobnih spojin, so v klini¢no
uporabo prisli Stirje novi razredi antibiotikov: cikliéni lipopeptidi (daptomicin), gliciklini
(tigeciklin), oksazolidinoni (linezolid) in lipramicini (kot je fidaksomicin) (Cunha, 2009).
Nadaljnja razvrstitev je odvisna od njihove ciljne specificnosti. Antibiotiki z ozkim
spektrom delovanja delujejo na dolo¢ene vrste bakterij, medtem ko antibiotiki s Sirokim
spektrom delovanja vplivajo na Sirok nabor bakterij (Walsh, 2003).

2.4 UPORABA IN FARMAKODINAMIKA

Antibiotike uporabljamo v medicinske namene za zdravljenje bakterijskih infekcij.Uspesen
izid zdravljenja s protibakterijskimi spojinami je odvisen od ve¢ dejavnikov. Ti vkljuéujejo
obrambne mehanizme gostitelja, mesto okuzbe ter farmakokineti¢ne in farmakodinamiéne
lastnosti antibiotika (Pankey in Sabath, 2004). Baktericidna aktivnost antibiotikov je lahko
odvisna od faze rasti bakterij in pogosto zahteva stalno metabolno aktivnost in delitev
bakterijske celice (Mascio in sod., 2007).

Ker je aktivnost antibiotika pogosto odvisna od njegove koncentracije (Rhee in Gardiner,
2004), in vitro opredelitev protimikrobne aktivnosti pogosto vkljucuje dolo¢itev minimalne
inhibitorne koncentracije in minimalne baktericidne koncentracije protibakterijske
ucinkovine (Pankey in Sabath, 2004), ki sta ponazorjeni na slikah 4 in 5. Minimalna
inhibitorna koncentracija (MIK) je definirana kot minimalna koncentracija protimikrobne
ucinkovine, ki zavre vidno rast mikroorganizma po prekono¢ni inkubaciji. Minimalna
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baktericidna koncentracija (MBK), pa je minimalna koncentracija protimikrobne
u¢inkovine, ki prepreci rast organizma po subkultivaciji na gojis¢u brez antibiotika
(Andrews, 2001).

Slika 4: Testiranje obcutljivosti bakterije Staphylococcus aureus proti antibiotikom po metodi Kirby-Bauer z
difuzijo na diskih (Wikipedia, 2013)

Slika 5: Velikost inhibicijske cone rasti mikroorganizmov je pokazatelj ob¢utljivosti mikrobov na antibiotike
(Scott, 2009: 46)

2.5 ODPORNOST

Odpornost proti antibiotiku se pojavi, ko le-ta izgubi sposobnost, da u¢inkovito nadzira rast
ali ubije bakterijo 0z., ko so bakterije sposobne preZiveti in se Se naprej mnoziti ob
navzocnosti terapevtskih stopenj antibiotikov (APUA, 2012). Patogene vrste, Ki so postale
odporne proti antibiotikom povzrocajo okuzbe, ki jih ni mogo¢e zdraviti z obicajnimi,
nekdaj ucinkovitimi antibiotiki in zdravili ali z njihovimi obic¢ajnimi, predhodno
u¢inkovitimi odmerki in koncentracijami (Answers, 2013).

Nastanek odpornosti bakterij proti protimikrobnim ucinkovinam je pogost pojav. Pojav
odpornosti med zdravljenjem z antibiotiki pogosto odraza evolucijske procese bakterij, ki
si izmenjujejo gene za odpornost Terapija z antibiotiki lahko povzro¢i pojav bakterij, ki
imajo fiziolosko ali gensko okrepljeno sposobnost prezivetja visokih doz antibiotikov.
Odpornost lahko torej pod dolocenimi pogoji povzro¢i prednostno rast in prezivetje
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odpornih bakterij, medtem ko je rast ob¢utljivih bakterij zaustavljena z antibiotikom (Levy,
1994).

Posebno tezavo predstavlja dejstvo, da antibiotike, predvsem v Zahodnem svetu, pogosto
uporabljamo napa¢no—Vv premajhnih ali prevelikih odmerkih, premalo Casa ali celo za
zdravljenje virusnih okuzb, proti katerim antibiotiki ne delujejo. S tem pospesujemo razvoj
sevov bakterij, ki so lahko odporni tudi proti ve¢im antibiotikom hkrati (Soulsby, 2005) in
jih imenujemo tudi multirezistentni (MDR) oziroma veckratno odporni mikroorganizmi t.i.
»superbugs« (visoko odporni) sevi (Boseley, 2010).

Najbolj znan, proti antibiotikom odporen patogen je MRSA (Methicilin-resistant
Staphylococcus aureus), pa tudi drugi, kot so VISA (Vancomycin-intermediate
Staphylococcus aureus), VRSA (Vancomycin resistant S. aureus), sevi, ki izlo¢ajo ESBL
(Extended-spectrum [-lactamase), sem spadajo odporni sevi vrst Escherichia coli in
Klebsiella pneumoniae, VRE (Vancomycin resistant Enterococcus) in MRAB (Multi-
resistant Acinetobacter baumannii) (Todar, 2008).

2.5.1 Mehanizmi odpornosti

Obstaja ve¢ vrst odpornosti na protibakterijske ucinkovine. Naravna ali endogena
odpornost proti dolo¢enemu antibiotiku je lahko del nabora podedovanih  genov.
(Alekshun in Levy, 2007). Pridobljena odpornost pa je lahko posledica inducirane ali
spontane mutacije v bakterijskem kromosomu ali privzema genov z zapisom za odpornost
iz drugih bakterijskih vrst s horizontalnim prenosom preko konjugacije, transdukcije ali
transformacije. Mehanizmi horizontalnega prenosa genov so prikazani na sliki 6.
Transformacija je privzem in izrazanje zunaj kromosomske DNA ali RNA. Pri transdukciji
se bakterijska DNA prenese iz ene bakterije v drugo s posredovanjem virusa (bakteriofag).
S konjugacijo pa se geni z zapisom za odpornost proti antibiotikom izmenjajo med
razli¢nimi bakterijskimi sevi ali vrstami preko plazmidov, transpozonov in integronov
(mobilni genetski elementi) (Witte, 2004).

Verjetnost, da se pojavijo mutacije, redke spontane spremembe bakterijskega genetskega
materiala, je ena na milijon do ena v deset milijonov celic. Genetske mutacije prinasajo
razli¢ne odpornosti. Stevilne mutacije omogoéajo bakterijam, da proizvedejo moéne
ucinkovine (encime), ki inaktivirajo antibiotike, medtem ko druge mutacije spremenijo
celicne tarCe antibiotika. Spet druge preprecijo vstop antibiotika v celico, in druge
proizvedejo ¢rpalne mehanizme, ki iz€rpajo antibiotik iz bakterijske celice. Ker bakterije
sCasoma zberejo gene z zapisom za Stevilne vrste odpornosti, lahko postanejo odporne
proti mnogim razli¢nim druzinam uporabljanih antibiotikov (APUA, 2012). Plazmidi ali
transpozoni lahko zagotovijo odpornost proti vec¢im antibiotikom. Do veckratne odpornosti
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lahko pride tudi, ko mehanizem odpornosti, ki ga kodira en sam gen, izraZza odpornost proti
vec kot eni protibakterijski snovi (Baker-Austin in sod., 2006).

Antibiotik mikroorganizmu predstavlja okoljski pritisk. Odpornost se razvija preko
naravne selekcije. Po izpostavljenosti antibiotiku obcutljive bakterije pomrejo. Prezivele
bakterije pa z mutacijo, ki jim omogoca preZivetje prenesejo to novo lastnost na njihove
potomce, kar vodi k razvoju popolnoma nove generacije odpornih kolonij (Todar, 2008).

Primerjava med konjugacijo, transformacijo in transdukcijo
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Slika 6: Primerjava mehanizmov horizontalnega prenosa genov (Swarog, 2013)

Glavni mehanizmi, s katerimi mikroorganizmi izrazajo odpornost proti protimikrobnim
sredstvom (slika 7) , so:

inaktivacija, detoksifikacija ali sprememba ucinkovine: npr. encimska cepitev
penicilina G z [-laktamazami, aminoglikozidni antibiotiki se razgradijo z
acetiliranjem ali fosforilacijo, prav tako kloramfenikol (Seme in sod., 1998;
Quintiliani in sod., 1999).

sprememba tarCnega mesta za delovanje antibiotika: npr. sprememba PBP-
vezavnega mesta za peniciline, v . MRSA in drugih na peniciline odpornih
bakterijah, B-laktam, eritromicin (Seme in sod., 1998; Quintiliani in sod., 1999).
sprememba metabolne poti: nekatere proti sulfonamidu in trimetoprimu odporne
bakterije ne potrebujejo para-aminobenzojske kisline (PABA), ki je v bakterijah
pomemben prekurzor za sintezo folne Kkisline in nukleinskih kislin (sinteza
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deoksinukleotida timina), in katere sintezo inhibirajo sulfonamidi. Mutacija v
sinteznem encimu namre¢ omogoca vezavo ekivalenta folne kisline in prepreci
vezavo sulfonamidov, s tem pa omogoci sintezo DNA.

e neprepustnost ali zmanjSana prepustnost celicne membrane za antibiotik:
odpornost proti fluorokinolonom, kloramfenikolu, sprememba porinov v celi¢ni
steni Gram negativnih bakterij (Scott, 2009).

e odstranjevanje antibiotika iz bakterijske celice z aktivnim transportom: odpornost
Gram negativnih in Gram pozitivnih bakterij na tetracikline (Seme in sod., 1998;
Quintiliani in sod., 1999).

e zagCita tarCe antibiotika: npr. v Gram negativnih bakterijah, s plazmidi posredovani
geni za odpornost proizvajajo proteine, ki se lahko vezejo na bakterijsko DNA-

girazo, da jo zasc¢itijo pred delovanjem kinolonov (Robicsek in sod., 2006).
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Slika 7: Mehanizmi odpornosti na antibiotik pri bakterijah (gWhiz, 2013)
2.6 ALTERNATIVE ANTIBIOTICNEMU ZDRAVLJENJU

Povecanje Stevila sevov bakterij, odpornih proti antibiotikom za konvencionalno
zdravljenje, je spodbudilo razvoj alternativnih metod zdravljenja bakterijskih bolezni. Ena
od strategij resevanja bakterijske odpornosti proti zdravilom, je odkritje in uporaba snovi,
ki spreminjajo odpornost proti komercialnim antibiotikom. Nekateri dejavniki, ki
spreminjajo odpornost lahko zavirajo mehanizme odpornosti proti vec¢im antibiotikm. Eden
teh mehanizmov je prepreéitev prehajanja ucinkovin iz celice, kar povecuje obcutljivost
bakterij za antibiotik. Drugi pristop za boj proti odpornosti proti antibiotikom, je okrepiti
delovanje obstojecih antibiotikov na ta nacin, da jih spremenimo tako, da jih bakterijski
encimi, ki povzro¢ajo odpornosti, ne morejo onesposobiti. Alternativno se lahko uporabijo
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molekule za privabljanje ("vabe™), ki se uporabljajo skupaj z antibiotikom tako, da encim v
odporni bakteriji napade vabo namesto antibiotika. Primera vab v uporabi sta klavulanska
kislina in sublaktam, ki blokirata B-laktamaze, encime, ki uni¢ujejo zdravila iz druZine
penicilinov (APUA, 2012). Alternativni pristop k problemu odpornosti proti antibiotikom
torej ni eliminacija odpornih bakterij, temve¢ poseg v mehanizme, ki spodbujajo
odpornost. Na primer, oviranje podvojevanja in prenosa genskega materiala, Ki
onemogocata prenos genov za odpornost med bakterijami (APUA, 2012). Tudi sozitje med
gostiteljem in nekaterimi mikrobi (mle¢nokislinskimi bakterijami) kaze, da bi lahko
nadaljnje neantibioti¢ne in probioticne strategije pripomogle k ohranitvi ucinkovitosti
antibiotikov (Ohlsen in sod., 2008).

Alternative antibiotikom so: 1.) terapija z bakteriofagi, ki so bakterijsko specifi¢ni in
povzrocijo propad bakterij pri ¢emer ne Skodujejo Eloveskemu telesu (Mathur in sod.,
2003; Abedon, 2005; Mattey in Spencer, 2008; Merril in sod., 2003; Inal, 2003); 2.)
uporaba bakteriocinov, ki omogocajo delovanje antibiotika na bakterijke celice v
¢loveskem telesu (Gillor in sod., 2004, 2005) in jih vnesemo oralno ali gastrointestinalno
(Kirkup, 2006); 3.) z uporabo kelatorjev mikrohranil (Jones in sod., 1977), ki omejujejo
npr. razpoloZljivost zeleza v telesu in tako preprecijo razmnozevanje bakterij (Brock in
sod., 2006); 4.) s cepivi, ki okrepijo imunski sistem gostitelja, da se ubrani pred okuzbo,
saj bakterije na cepiva ne razvijejo odpornosti (Miller, 2011). Alternativa antibiotikom so
tudi razli¢ne bioterapije, npr. vnos organizmov, kot so prazivali (Nacar, 2008) ali li¢inke
nekaterih muh, v rane mehkih tkiv pri ljudeh oz. zivalih za ¢is¢enje in razkuzevanje ran
(Opletalova in sod., 2012). V prebavnem traktu so zlasti pomembne zive kulture bakterij
(npr. Lactobacillus casei) t.i. probiotiki. To so simbionti, ki ovirajo kolonizacijo s
patogenimi organizmi (Ljungh in Wadstrom, 2009). Kot alternativa antibiotikom pridejo v
postev tudi obrambni peptidi gostitelja kot sta v medicini uporabna, polimiksin B in
gramicidin S. Kationski antimikrobni peptidi (KAMP) so naravno prisotni v imunskem
sistemu gostitelja. S tvorbo por v membrano motijo celovitost bakterijske celice,
zmanjSujejo aktivnost doloCenih proteinov, preprecujejo adhezijo patogenov na gostitelja
in prispevajo k odstranjevanju bakterij, gliv, virusov in parazitov (Miller, 2011; Ohlsen in
sod., 2008). Lipoproteini iz razliénih organizmov prinasajo obetavne rezultate pri
zdravljenju okuzb z Gram pozitivnimi bakterijami in sicer povzrocajo razgradnjo
bakterijskih proteinov z encimom kazeinoliticna proteaza P (ClpP) (Ohlsen in sod., 2008).
Kot alternativo antibioticnemu zdravljenju Stejemo Se protimikrobne premaze,
protimikrobne bakrene zlitine (Samuel, 2011), srebro, ki je ucinkovito proti MRSA
(Ohlsen in sod., 2008) in uporabo citokinov namesto antibiotikov v zivalski krmi (Kogut,
2000).

Da bi resili problem odpornosti, bi lahko antibiotike zamenjali z uporabo alternativnih
metod in naravnih antibioticnih ucinkovin, ter tako zmanjSali pritisk na klasi¢ne
antibiotike. Clovestvo Ze dolgo pozna $tevilne rastline, ki vsebujejo protimikrobne snovi,
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kot so ¢esen (Allium sativum), ¢rna kumina (Nigella sativa), brusnice (Vaccinium vitis-
idaea), drevo ¢ajevca (Melaleuca alternifolia), semena grenivke (Citrus x paradisi), cebulo
(Allium cepa), ameriski slamnik (Echinacea purpurea), origano (Origanum vulgare),
olj¢ne liste (Olea europaea), rastline rodu mle¢ne grasice (Astragalus mongholicus in A.
membranaceus), hren (Armoracia rusticana), cimet (Cinnamomum zeylanicum), kamilico
(Matricaria recutita in M. chamomila) in timijan oz. materino dusico (Thymus vulgaris)
(Cervek, 2011).

Za vec kot 2700 rastlin je znano, da u¢inkujejo proti MRSA. Problem pa je, da za njihovo
uporabo ni dovolj podatkov o varnosti in predvsem o njihovi interakciji z obicajnimi
zdravili. Uporaba olja drevesa Cajevca iz Avstralije je enako u¢inkovita proti MRSA kot
klasi¢ni antibiotiki. Se uspesnejsa je proti vaginalni okuzbi s kandido, saj jo povsem uniéi,
medtem ko je antimikotik ne (Scott, 2009). Za te ugotovitve ni SirSega zanimanja, saj
farmacevtski industriji nemoznost patentiranja rastlinskih uc¢inkovin preprecuje varovanje
odkritih lastnosti, klini¢ni testi pa so seveda zelo dragi. Poleg tega se pojavljajo Stevilne
zlorabe, ko proizvajalci ali trgovei oglasujejo vecjo ucinkovitost pripravka od dejanske,
problem pa predstavlja tudi slaba kakovost nekaterih izdelkov. Kljub tem minusom pa
obstaja toliko pozitivnih plati, da se uporaba antibiotikom alternativnih terapij vsekakor
izplaca. Pacienti imajo do pripravkov naravnega izvora izrazito pozitiven odnos. Poleg
tega povzrocajo manj stranskih u¢inkov kakor klasi¢ni antibiotiki, uporabni pa so tudi kot
nadomestna ali podporna terapija tradicionalnemu zdravljenju (Cervek, 2011).

2.7 ISKANJE NOVIH ANTIBIOTIKOV

Do nedavnega so raziskave in razvoj (R&R) pravocCasno razvile zdravila za zatiranje
bakterij, ki so postale odporne proti starejsim generacijam antibiotikov. Temu danes ni vec¢
tako. Potencialna kriza je nastala kot posledica obcCutnega zmanjSanja industrijskih
raziskav in razvoja ter vedno vecjega Stevila odpornih bakterij. Specialisti za zdravljenje
kuznih bolezni so zaskrbljeni zaradi moznosti, da ucinkovitih antibiotikov za zdravljenje
hudo bolnih bolnikov v bliznji prihodnosti morda ne bo na voljo (Scott, 2009). Ker
bakterijska odpornost proti antibiotikom $e vedno omejuje ucinkovitost antibiotikov,
obstaja verjetnost za nastanek svetovne zdravstvene katastrofe. Slabo 0z. nezadostno
financiranje raziskav antibiotikov je $e poslabsalo razmere (Walsh, 2013).

Kljub temu znanstveniki Se vedno iS¢ejo nove vire antibiotikov v morskih organizmih,
ekstremnih okoljih, v bakterijah globoko pod zemeljsko povrsino, na kozi zZab in v
dolocenih zuzelkah (APUA, 2012). Stremijo tudi k osvezevanju in izboljSavi dosedanjih
zdravil s farmakoloskim dizajniranjem in analizo (strukturni analogi obstojecih druzin
antibiotikov), na primer, i§¢ejo nove potencialne zaviralce sinteze celicne stene in celi¢ne
delitve, izboljSujejo vezavo antibiotikov na ribosome in se s tem izogibajo odpornosti
bakterij. Primer je uporaba RNA-aptamerov, ki je kemijska ojaditev za vezavo obstoje¢ih
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antibiotikov ter tako podaljsuje razpolovno dobo zdravila in stabilnost v telesnih tekocinah
(Ohlsen in sod., 2008). Razvoj in trzenje dobro raziskanih antibiotikov je manj tvegano in

finan¢no bolj izvedljivo, kot prepoznavanje popolnoma novih razredov antibiotikov
(Wecke in Mascher, 2011).

O uspesnosti raziskav in iskanja alternativ antibioti¢nemu zdravljenju pricajo naslednja
odkritja.

V letu 2012 je skupina raziskovalcev na Univerzi v Leipzigu spremenila protimikrobni
peptid, ki je prisoten v ¢ebeljem strupu. Ta prehaja skozi membrano bakterijske celice in se
veze na peptide, ki sodelujejo pri zvijanju beljakovin. Zaradi prekinitve gubanja proteinov
pride do celi¢ne smrti. U¢inkovit je proti 37 vrstam bakterij (Gebel, 2012).

Skupini znanstvenikov iz Univerze v Melbournu je uspelo odkriti atomsko strukturo
virusnega proteina Ply C, ki je omogodila razumevanje nacina eliminacije patogenih
bakterij, ki povzroCajo razlicne okuzbe, vkljuéno z wvnetim grlom, pljucnico in
streptokoknim sindromom toksi¢nega Soka. Dekodiranje je pomemben korak v razvoju
proteina v zdravilo. Protein Ply C je podoben lete¢emu krozniku na katerem je pritrjen par
bojnih konic. Deluje tako, da se priklene na povrSino bakterije in jo prevrta, s ¢imer joO
uni¢i. Ply C je v svoji precis¢eni obliki 100-krat bolj uéinkovit kot katerikoli drugi od
znanih encimov, ki povzroc¢ajo lizo bakterijske celice. U¢inkovito zdravljenje ljudi je sicer
oddaljeno vsaj desetletje, vendar so znanstveniki ze uspesno zdravili okuzbe s streptokoki
pri misih (Mercer, 2012).

Ugotovili so, da je glavni vzrok za odpornost bakterij proti antibiotikom, povecana
dejavnost mikrobnih ABC transporterjev, kar zmanjSuje ucinkovito koncentracijo zdravila
v notranjosti mikrobne celice. Inhibitorji ABC transporterjev, ki se lahko uporabljajo v
kombinaciji s trenutnimi protimikrobnimi zdravili so Ze v klini¢nih preizkusanjih in bodo
kmalu na razpolago za terapevtske namene (Ponte-Sucre, 2009).

Bakterije, ki jih ne moremo gojiti so tudi lahko vir novih antibiotikov. Namesto, da jih
poskuSajo gojiti, bi izolirano DNA sekvencirali in v metagenomski zbirki poiskali
homologne operone, ki proizvajajo antibiotike (Ohlsen in sod., 2008). Prav tako bi lahko
DNA izolirano iz ekstremnih habitatov klonirali v ustrezne vektorje in bakterije ter poiskali
klon s protibakterijsko aktivnostjo (Wecke in Mascher, 2011).

2.7.1 Vpliv globalnih ekspresijskih raziskav novih antibiotikov
Uvedba orodij za sploS$no analizo, kot so primerjalna genomika in tehnike izraZanja na

ravni genoma (funkcijska genomika), vklju¢no z DNA mikromrezami (transkriptomika) in
dvodimenzionalno proteinsko gelsko elektroforezo (proteomika), je posodobila nacin
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preucevanja mikrobne fiziologije. Genomsko rudarstvo se uporablja za raziskovanje skritih
biosintetskih potencialov v doloc¢enih zaporedjih bakterijskih kromosomov in za iskanje
novih tar¢ za antibiotike (Wecke in Mascher, 2011).

Raziskave so pomagale napovedati mehanizem delovanja novih protimikrobnih snovi ali
identificirati potencialne biosenzorje specificne za antibiotike in odkriti lokuse za
biosintezo novih. Primerjalna genomika velikega Stevila patogenih in tesno povezanih
nepatogenih sevov je prispevala k dolocitvi induktorjev biosinteze antibiotikov (Wecke in
Mascher, 2011).

Raziskave so pomagale pri odkritju novih zaviralnin mehanizmov navidezno znanih
zdravil, ki bi lahko bili koristni za razvoj pomoznih zdravil za zdravljenje z antibiotiki.
Ucinkovitost enega antibiotika se lahko poveca s soCasno uporabo druge protimikrobne
u¢inkovine z dopolnjujo¢imi lastnostmi—s tako imenovano »sou¢inkovino«. Antibiotika
kvinupristin in dalfopristin sta baktericidna zaradi sinergisti¢nih u€inkov; vezava ene snovi
na ribosome okrepi vezavo in ucinkovitost druge snovi. Beljakovine, ki sodelujejo v boju
proti oksidativnemu stresu, bi lahko sluzile kot nove tar¢e za pomozna zdravila, s ¢imer bi
potencirale ucinke ze uveljavljenih antibiotikov. U¢inek antibiotikov se lahko poveca tudi
z zaviranjem ali izbrisom sistemov, ki preprecujejo poskodbe celic (SOS odziv). Pristop z
uporabo kombinacije dveh razlicnih snovi SO ze uspe$no uporabili pri premagovanju
odpornosti proti B-laktamom (Wecke in Mascher, 2011) .

Signalne molekule za notranjo in medvrstno komunikacijo, ki Gram negativnim bakterijam
omogocajo zaznavanje kvoruma, imajo lahko tudi protibakterijske lastnosti. Bakterije ne
uporabljajo le tipi¢nih antibiotikov za pridobitev konkuren¢nih prednosti, ampak tudi
molekule iz njihovega naravnega okolja (Wecke in Mascher, 2011).

Kljub temu, da so dolocili veliko novih tar¢, je dobljeno Stevilo morebitnih novih
antibiotikov presenetljivo majhno. Da bi povecali uspesnost, moramo knjiznice spojin
raz8iriti tako, da bodo vkljuéevale tudi nekonvencionalne spojine, kemi¢no modificirane
molekule, kakor tudi naravne produkte iz novih virov, kot so sekundarni metaboliti iz
morskih organizmov (Wecke in Mascher, 2011).

2.8 BIOAKTIVNE SNOVI IZ MORSKIH ORGANIZMOV

Viri porocajo, da so iz morskih organizmov izolirali ze ve¢ kot 20000 biolosko aktivnih
molekul (Fusetani, 2000; Yasuhara in Lu, 2010). Ker so spuzve sesilni organizmi,
komunicirajo in se branijo za svoj obstoj s Stevilnimi biolosko aktivnimi u¢inkovinami, ki
jih bodisi proizvajajo same, bodisi so proizvod simbiontskih mikroorganizmov s katerimi
zivijo v sozitju. Simbionti spuzev so najveckrat alge, cianobakterije, glive in bakterije, ki
lahko predstavljajo tudi do 40 % suhe teze gostitelja. Rast simbiontskih mikroorganizmov
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je pod nadzorom spuzve in sluzi kot vir hranil ali kot oskrba z drugimi presnovnimi
produkti (Miller in sod, 1981). Spuzve proizvajajo veliko Stevilo aktivnih spojin, ki
vplivajo na rast kopenskih bakterijskih vrst, medtem ko so manj u¢inkovite proti morskim
bakterijam (Laport in sod., 2009). Do sedaj testirani lipofilni in hidrofilni izvlecki iz
antarkti¢nih morskih spuzev so pokazali le blage protibakterijske ucinke proti bakterijam v
povezavi s spuzvami. To dokazuje, da simbiontske bakterije obi¢ajno ne predstavljajo
groznje spuzvam o0z. so proti spuzvinim uc¢inkovinam odporne, kar lahko pripiSemo njihovi
koevoluciji z gostiteljem (Peters in sod., 2010). Simbiotske bakterije lahko spuzvi, e ta
nima dovolj hrane v okolici, predstavljajo alternativni vir hranilnih snovi (McClintock in
sod., 2005). Med ucinkovinami iz spuzev je kar 50% sekundarnih metabolitov biolosko
aktivnih. Med snovmi z bioaktivnim ucinkom so spojine, ki delujejo protivnetno,
hemoliti¢no, protitumorsko, protivirusno, imunosupresivno, protibakterijsko,
protimalari¢no, protiglivno, protivegetativno, Ccitotoksi¢no in citostaticno. Inhibitorji
transkripcije bi bili lahko uc¢inkoviti proti raku in virusnim boleznim. Vecina bioaktivnih
metabolitov iz spuzev je inhibitorjev dolocenih encimov, ki so vklju€eni v patogenezo
razli¢nih bolezni in lahko predstavljajo spojine vodnice za razvoj novih terapevtikov
(Sipkema in sod., 2005).

2.8.1 Biolosko aktivne u€¢inkovine iz spuzev

Protivnetne ucinkovine so vecinoma sesterpenoidi in so zaviralci specifiénih encimov
razli¢nih bolezni kot je npr. revmatoidni artritis. Trenutno uporabljana nesteroidna
protivnetna zdravila velikokrat ne zmorejo nadzorovati bolezni in imajo veliko nezelenih
stranskih u¢inkov (De Rosa, 2002), zato so protivnetne ucinkovine iz spuzev kot sta avaron
in avarol $e posebej dobrodosle (Miiller in sod., 2004).

Protitumorske ucinkovine so ve¢inoma zaviralci proteinske kinaze C. Preprecujejo vezavo
rakastih celic na endotelij. Za terapijo raka je citoskelet izvrstna tarca, ker so mikrotubuli
in mikrofilamenti med celi¢no delitvijo vpleteni v celi¢no organizacijo. Triterpenoidni
hidrokinoni iz spuzve Haliclona sp., so prvi odkriti inhibitorji kinezin motornega proteina.
Ti toksini zavirajo delovanje proteina z vezavo na mikrotubulno vezavno mesto, s tem
preprecijo funkcijo motornega proteina in tako blokirajo celi¢no delitev (Blackburn in sod.,
1999). Poleg uc¢inkovin, ki se povezujejo z mikrotubuli, so odkrili Se halihondrin B (Bai in
sod., 1991), spongistatin (Bai in sod., 1993), diskodermolid (Ter Haar in sod., 1996),
laulimalid (Mooberry in sod., 1999), pelorusid A (Hood in sod., 2002) in diktiostatin
(Isbrucker in sod., 2003). Drugi metaboliti, kot je latrunkulin iz spuzve Latrunculia
magnifica, motijo polimerizacijo aktina (Coue in sod., 1987). Salicilamid A iz spuzve
Haliclona sp. je selektivni zaviralec ATP-aze in je pokazal ve¢jo selektivno citotoksi¢nost
za dolocene rakaste celice kakor za normalne celice (Erickson in sod., 1997).
Protitumorske u€inkovine kot so diskorabdin D (Perry in sod., 1988), hondropsin A in B
(Rashid in sod., 2000) in glaciasterola A in B (Pika in sod., 1992) so primeri spojin s
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podobnimi u¢inki. Citarabin Ara-C (arabinofuranozil citozin) je ze v klini¢ni uporabi in se
uporablja pri zdravljenju limfomov in levkemij (Miiller in sod., 2004).

Gene iz razli¢nih morskih organizmov bodo Kklonirali, kombinirali in izrazali v gostiteljskih
bakterijah, s ¢imer bo mozno proizvesti ve¢je koli¢ine razlicnih bioloSko ucinkovitih
molekul (Brady in Clardy, 2000; Brady in sod., 2001; Clardy, 2005). Napredek v
sistematiki in razvrS¢anju novih bakterijskih vrst, napredek v nacinih gojenja morskih
bakterij, ki proizvajajo nove vrste antibiotikov in potencialnih protirakastih u€inkovin, bo
omogocil sirSe raziskave teh spojin in njihovo morebitno uporabo. Raziskave hitrih metod
sekvenciranja (»shotgun«) DNA iz morske vode so pokazale, da raznolikost mikrobov
variira za kar 80 % med vzorci zbranimi samo 161 km narazen. Nedavno so odkrili
medicinsko uporabne aktinomicetne bakterije. Primer je rod morske aktinomicete
Salinospora, ki proizvaja razlicne molekule kot je salinosporamid A, potencialni inhibitor
rasti rakastih celic. Spojina je od leta 2006 v klini¢nem preizkusanju. V zadnjih 3 letih so
odkrili vsaj 13 novih skupin aktinomicet, ki verjetno vsebujejo podobno zanimive spojine
(Jensen in sod., 2005; Stach in Bull, 2005).

Imunosupresivne u¢inkovine so zazelene v primerih preobcutljivosti na dolocene antigene
(alergije) ali pri transplantacijah organov. Pacienti, ki prejmejo organ morajo jemati
zdravila celo zivljenje, da preprecijo zavrnitev organa s strani imunskega sistema. Zato je
zelo pomembno, da so ta zdravila specifi¢ni zaviralci lastnega imunskega sistema.
Nekatere spojine s potencialnim imunosupresivnim delovanjem so nasli tudi v spuzvah
(Sipkema in sod., 2005).

Kardiovaskularne ucinkovine iz morskih spuzev so molekule, ki lahko pomagajo pri
nekaterih bolezenskih stanjih, kot so tromboza, ateroskleroza in diabetes (Sipkema in sod.,
2005).

Keramidin iz spuzve Agelas sp. je potencialna uéinkovina, ki zavira delovanje Zivénega
sistema. Je antagonist serotonergi¢nih receptorjev in blokira s serotoninom posredovano
nevronsko komunikacijo. Serotonin ima v ¢loveSskem organizmu vlogo tkivnega hormona
in zivénega prenasalca. Je snov, ki se nahaja v serumu in ki vpliva na tonus krvnih zil.
Odkrili so ve¢ serotoninskih receptorjev, ki so povezani z zlepljanjem trombocitov in so
lahko uporabni proti trombozi (krvnim strdkom) (Ruomei in sod., 1996). Najbolj zanimivo
je, da bi lahko delovali kot antidepresivna zdravila (Nagayama in sod., 1980).

Misi¢ni relaksanti se uporabljajo za lajSanje kapi ali med intubacijami in operacijami
(Frakes, 2001). Motnje v nevromuskulatorni komunikaciji, ki so posledica stresa,
povzroc¢ajo stalno misi¢no aktivacijo (Lundberg, 1995; Edgar in sod., 2002). Xestospongin
C iz spuzve Xestospongia sp. je primer miSi¢nega relaksanta. Je potencialni zaviralec
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inozitol-3-fosfatnih receptorjev (IPs) in Ca®* &rpalke, ki inhibira z IP3 povzro&eno
povecanje kréenja misic (Miyamoto in sod., 2000).

Protivirusna uc¢inkovina kot je avarol (Miiller in sod., 1987), ki so ga patentirali za
zdravljenje luskavice (Miiller in sod., 1991), je hkrati tudi primer zaviralca virusa HIV.
Ara-A oz. Vidarabin (arabinofuranozil adenin) iz spuzve Cryptotethia crypta je
u¢inkovina, ki inhibira delovanje DNA-polimeraze virusa Herpes simplex, pa tudi
razmnozevanje virusa HIV (Miiller in sod., 2004).

Primer mo¢nih protimalarijskih ucinkovin, izoliranih iz spuzev, ki jih proizvajajo
aktinomicete rodu Micromonospora, so manzamini (Sakai in sod.,1986; Ang in sod., 2000;
Yousaf in sod., 2002), ki so trenutno v predklini¢nih raziskavah (Rao in sod., 2004).

Protibakterijsko aktivnost proti Gram pozitivnim in Gram negativnim bakterijam so odkrili
v sekundarnih metabolitih spuzve Latrunculia cf. lendenfeldi, imenovanih diskorabdini in
trunkulini. Odkrili so jo v 3-alkilpiridinijevih alkaloidih spuzve Haliclona sp, kot tudi v
seskviterpenoidih in galaktozid specificnemu lektinu iz spuzve Halichondria. Slednji so
pokazali $e protiglivno aktivnost (Turk in sod., 2013). Protibakterijsko aktivnost imajo tudi
diskodermolidi B, C in D, ki so jih izolirali iz spuzve rodu Discodermia, in topsentiasterol
fosfati A-E iz vrst spuzev rodu Topsentia in Halichondria (Sipkema in sod., 2005).

Na sliki 8 so predstavljeni sekundarni metaboliti 0z. barvila iz polarnih spuzev.

Slika 8: A, B: Barvili variolin in diskorabdin v polarni rde¢i spuzvi Kirkpatrickia variolosa (A) in zeleni
spuzvi Latrunculia apicalis (B), ki odvracata moske zvezde. C: barvilo kinolin v kaktusni spuzvi Dendrilla
membranosa brani spuzvo proti naseljevanju morskih bakterij. D: barvilo erebusinon v spuzvi Isodictya
erinacea povzroca inhibicijo levitve in smrtnost plenilskih rakov. J.B. Baker (McClintock in sod., 2005: 366)
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2.8.2 Bioaktivne snovi iz polarnih spuzev

Glede na vse do sedaj odkrite naravne bioloSko aktivne snovi je le okrog 3 % takih, Ki so
jih izolirali iz organizmov iz polarnih morij (Lebar in sod., 2007). Zivljenjske zdruzbe
spuzev, zive¢ih v polarnih morjih so za enkrat zelo slabo raziskane, vendar se raziskovalci
zadnje Case ukvarjajo z bioloskimi uc¢inkovinami iz antarkti¢nih spuzev, ki bi lahko bile
potencialni vir novih naravnih ucinkovin. Veliko vrst je neopisanih oz. taksonomsko
nedoloCenih, njihovi izvleCki pa kazejo protimalaricno aktivnost, aktivnost proti
oportunisti¢énim nalezljivim boleznim, ki so posledica oslabljenega imunskega sistema in
hepatitisu C. Odkritje novih vrst spuzev in njihovih bioaktivnih neprecis¢enih izvleckov
odpira nove moznosti za izolacijo novih bioaktivnih spojin iz relativno neraziskanega vira
(Abbas in sod., 2011).

Do danes najbolj raziskan rod polarnih spuzev je Latrunculia. Diskorabdin alkaloidi so
o¢itno ena glavnih ucinkovin v polarnih spuzvah. Diskorabdin C ima potencialno
protitumorsko aktivnost. Diskorabdin R so izolirali leta 2000 iz nedolocene vrste
antarkti¢nih spuzev Latrunculia. Spojina je pokazala podobno aktivnost kot ostali
diskorabdini vklju¢no z delovanjem na Gram pozitivne in Gram negativne bakterije. Leta
2009 so iz v arkticnem morju zive¢ih, vrstno nedoloCenih spuzev rodu Latrunculia,
izolirali diskorabdina B in Y, ki sta pokazala aktivnost proti virusu HIV, ter
protimalarijsko in protibakterijsko aktivnost, podobno kakor diskorabdina C in A, ki sta
pokazala tudi selektivno aktivnost proti naseljevanju prazivali in vitro (Abbas in sod.,
2011). Na sliki 9 so prikazane nekatere polarne spuzve.

Slika 9: Antarkti¢ne spuzve (a) Latrunculia apicalis, (b) Kirkpatrickia varialosa in (c) Isodictya setifera
(Webster in Blackall, 2008: 2)
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2.8.3 Razvoj novih ucinkovin in uporaba v terapevtske namene

Vsak od aktivnih metabolitov in njihovih derivatov ima svoj, od odmerka specifi¢en
ucéinek, s ¢imer so povezani tudi stranski ucinki, ki dolo¢ajo primernost za uporabo v
medicinske namene. Ogrodje oz. aktivno jedro zdravil pridobljenih iz spuzev, se lahko
uporabi kot vodilo razvoja derivatov s specifi¢éno uéinkovitostjo in s ¢im manj stranskimi
ucinki. Zato je najpomembnejsi izziv pri preoblikovanju bioaktivne u¢inkovine v zdravilo
pregled zakladnice metabolitov iz spuzev in izbor tistih s specificnim nac¢inom delovanja
ter Zeleno ucinkovitostjo proti specifi¢éni bolezni (Sipkema in sod., 2005). Eden od
problemov je vsekakor koli¢ina razpolozljive snovi za pripravo novih zdravil, saj so
izolirane spojine pogosto na voljo v zelo majhnih koli¢inah. Poleg tega je naporno in
pogosto nemogoce izolirati dovolj naravnega materiala za klinicne poskuse. Morski
naravni proizvodi so pogosto velik izziv za sintezne kemike ravno zaradi njihove
kompleksne strukture. (Bhakuni in Rawat, 2005). Aktivno spojino morajo najprej izolirati
iz naravnega okolja, nato dolo¢ijo njeno kemijsko strukturo in preverijo biolosko aktivnost
in vitro. Sledi organska sinteza vecjih koli¢in aktivne spojine. Nato naredijo predklini¢ne
poskuse na laboratorijskih Zivalih, kjer ugotovijo morebitne toksicne in druge stranske
ucéinke. V klini¢nem testiranju testirajo zdravila na majhnem stevilu zdravih prostovoljcev
ter nato na $irSi populaciji bolnikov. Med 200 u¢inkovinami morskega izvora se le eni uspe
prebiti na trzisce, kar povprecno traja 10 let (Sepc€ic, 2008).

2.8.4 Preglednica objavljenih raziskav biolo§ko aktivnih u¢inkovin iz spuzev

V prilogi A je predstavljena dopolnjena preglednica do sedaj objavljenih raziskav in
predstavlja bioloSke aktivnosti v organskih izvleckih iz spuZev, katere so bile vkljucene
tudi v naSe raziskovalno delo. S pregledom obstojece literature in preglednico smo zeleli
ugotoviti, ali so bile aktivnosti v povezavi z antarkti¢nimi morskimi spuzvami ze opisane.
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3. MATERIALI IN METODE
3.1 MATERIALI
3.1.1 Vzorci spuzev

Vzorce spuzev so potapljaci nabrali na Antarktiki med letoma 2007 in 2008. Spuzve so
nato zamrznili na -20 °C, jih prepeljali v Evropo, kjer so jih v laboratoriju taksonomsko
identificirali in shranili z liofilizacijo. V preglednici 1 so predstavljene vrste spuzev in
oznake vzorcev iz Antarktike.

3.1.2 Priprava vodnih izvle¢kov

Vzorce so nasi predhodniki razrezali in strli v terilnici. Homogenizirano maso so nato
ekstrahirali z deionizirano vodo. Ekstrakcija je potekala 24 ur na stresalniku pri 600
obratih/min in 4 °C. Izvle¢ke so naslednji dan centrifugirali 15 min pri 15 000 obratih/min
in 4 °C. Supernatant so odpipetirali v ¢aSo, nato pa v epice, po 2 ml. Polovico epic so
oznacili kot sveZo serijo, polovico pa kot kuhano, ki so jo oznacili z oznako »k«. Svezo
serijo so takoj shranili na -20 °C, kuhano serijo pa so 15 minut segrevali na vodni kopeli
pri 100 °C. Ohlajene epice so centrifugirali 15 minut pri 13 000 obratih/min. Supernatant
so nato odpipetirali v epice po 2 ml in jih shranili na -20 °C. Te epice so ponovno oznadili
s »k« kot kuhano serijo (Rajh, 2012). Tako so pripravili 33 svezih in 33 kuhanih izvleckov
antarkti¢nih Spuzev.

3.1.3 Izracun suhe teZe ekstrahirane snovi v vzorcih

Suho tezo so predhodniki ugotavljali s susenjem 500 pl vzorca na predhodno stehtanem in
oznacenem urnem steklu. Susenje je potekalo v sterilizatorju 15 min pri 100 °C. Po susenju
so urna stekla s posusenim vzorcem ponovno stehtali in prera¢unali suho tezo v mg/ml
(Rajh, 2012). Suhe teze vzorcev spuzev (mg/ml) prikazuje preglednica 1. Na sliki 9 so
predstavljene nekatere spuzve rodov Rossella in Cinachyra.

Preglednica 1: Oznake vzorcev, vrste izoliranih spuzev in suha teza vodnih izvle¢kov

Vrsta spuzve Oznaka vzorca Suha teza [g] Suha teza [mg/ml]
Rossella cf. nuda/vanhoeffeni 3 0,0028 5,60
3k 0,0031 6,20
4 0,0025 5,00
Rossella sp.
4k 0,0056 11,20
Monosyringa sp. 6 0,0054 10,80
6 k 0,0077 15,40

se nadaljuje
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nadaljevanje preglednice 2: Oznake vzorcev, vrste izoliranih spuzev in suha teza vodnih izvle¢kov

Vrsta spuzve Oznaka vzorca Suha teza [g] Suha teza [mg/ml]
Bathydorus cf. spinosus 8 0,0005 1,00
8k 0,0012 2,40
Neidentificirana spuzva 1 10 0,0011 2,20
10 k 0,0013 2,60
Myxilla 26 0,0015 3,00
26 k 0,0017 3,38
Cinachyra cf. barbata 27 0,0034 6,80
27k 0,0060 12,00
Rossella sp. 34 0,0025 5.00
34k 0,0097 19,40
Demospongia 36 0,0029 5,80
36 k 0,0040 8,00
Rossella racovitzae Topsent, 37/R 0,0069 13,80
1901 37/R k 0,0078 15,60
Latrunculia cf. lendenfeldi STIL 0,0067 13,40
37/Lk 0,0056 11,20
Demospongia 38 0,0059 11,80
38k 0,0068 13,60
Haliclona (Gellius) flagellifera 40a 0,0098 19,60
40a k 0,0153 30,60
Hemigellius bidens 41a 0,0063 12,60
4la k 0,0079 15,80
Microcionidae spp. 41 0,0102 20,40
41k 0,0130 26,00
Rossella cf. racovitzae 43 0,0680 13,60
43 k 0,0037 7,40
Halichondria osculum 45h 0,0011 2,20
45h k 0,0016 3,20
Demospongia 45d 0,0021 4,20
45d k 0,0024 4,80
Latrunculia cf. bocagei 46 0,0039 7,80
46 k 0,0070 14,00
Xestospongia sp. 48/1 0,0029 5,80
48/1 k 0,0037 7,40
Neidentificirana spuzva 2 48/2 0,0069 13,80
48/2 k 0,0105 21,00
Isodictya toxophila 51 0,0057 11,40
51k 0,0094 16,80

se nadaljuje
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nadaljevanje preglednice 1: Oznake vzorcev, vrste izoliranih spuZev in suha teZa vodnih izvle¢kov

Vrsta spuzve Oznaka vzorca Suha teza [g] Suha teza [mg/ml]
Homaxinella cf. balfouriensis 52 0,0048 9,60
52 k 0,0064 12,80
Tetilla leptoderma 55 0,0045 9,00
55 k 0,0062 12,40
Haliclona flagellifera 56 0,0064 12,80
56 k 0,0078 15,60
Isodictya setifera 58 0,0057 11,40
58 k 0,0075 15,00
Suberitidae gen. sp. 63 0,0036 7,20
63 k 0,0072 14,40
Demospongia 105 0,0038 7,60
105 k 0,0052 10,40
Tetillidae 119 0,0054 10,80
119 k 0,0062 12,40
Demospongia sp. 124 0,0095 19,00
124 k 0,0173 35,20
Rossella cf. nuda/vanhoeffeni 132 0,0034 6.80
132 k 0,0057 11,40
Rossella racovitzae 166 0,0072 14,40
166 k 0,0119 23,80
Rosellla cf. racovitzae 167 0,0110 2,20
167 k 0,0021 4,20
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Slika 10: (A, B, 194-m globine, C, D, 112 m). (A) Rossella nuda, cevasta, gladka, kremno rjava spuzva
(desno zgoraj, spodaj levo in na sredini), Rossella racovitzae, bela spuzva spodaj levo, dve spuzvi rodu
demosponge, verjetno Cinachyra barbata, desno spodaj Rossella nuda. (B) Ve¢ primerkov spuzve Rossella
racovitzae (bela s projekcijo iglic) in Rossella nuda (kremasta, z gladko zunanjostjo). (C) zgoséene steklene
spuzve rodu demosponge in majhne okrogle bele spuzve Cinachyra antarctica. (D) Rossella nuda (desno) in
Cinachyra barbata (levo na sredini). J. Gutt, APM (Leys in sod., 2007: 88)

3.1.4 Bakterijski sevi

V raziskovalnem delu smo pri testiranju protibakterijske aktivnosti uporabili razli¢ne
bakterijske seve iz zbirke Katedre za molekularno genetiko in biologijo mikroorganizmov
Oddelka za biologijo. Navedeni so v spodnji preglednici.

Preglednica 3: Uporabljeni Gram® in Gram™ odporni klini¢ni in nepatogeni bakterijski sevi

«- nepatogen laboratorijski sev
A- multirezistentni klini¢ni izolat

Gram ™

Bacillus subtilis EXB-V68+
Staphylococcus epidermidis EXB-V55¢

Gram’

Escherichia coli ESBL MS30 CTX-2"
Escherichia coli ESBL M4 192 B,3 CTX-M9 ST13I*
Escherichia coli ESBL M4 206 B,3 CTX-M1 ST13I*

Escherichia coli HB101+
Pseudomonas aeruginosa EXB-V28.

Pseudomonas aeruginosa 8/1958"

Pseudomonas aeruginosa 1/13160"

Enterobacter sp. EXB-V11+
Klebsiella pneumoniae KPC ATTCA
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3.1.5 Antibiotiki

Pri dolo¢anju protibakterijske aktivnosti izvleCkov smo kot pozitivno kontrolo uporabili
naslednje antibiotike.

Preglednica 4: Uporabljeni antibiotiki in njihove izhodne koncentracije v mg/ml

antibiotik Kloramfenikol | Rifampicin | Tetraciklin Ampicilin Kanamicin
(Cm) (Rif) (Te) (Amp) (Kn)
koncentracija 1 1 10 100 10
(mg/ml)
3.2 METODE

3.2.1 Priprava tekocega gojis¢a za prekono¢ne kulture

Za pripravo 100 ml tekocega gojis¢a smo v 100 ml d HyO raztopili 2,5 g LB gojisca,
premesali, nato pa s pipeto prenesli po 10 ml gojis¢a v vsako od desetih 150 ml
erlenmajeric, ter te zaprli z aluminijasto folijo. Sledilo je avtoklaviranje pri 120 °C. Nato
smo pocakali, da se je tekoce gojisce ohladilo.

3.2.2 Nacepitev bakterijske kulture

Iz zbirke smo dobili predhodno nacepljene bakterijske kulture na agarnih ploscah. V
laminariju smo vsak bakterijski sev posebej prenesli v tekoce gojiS€e za prekonocne
kulture. To smo delali v aseptiénih razmerah ob plamenu s pomodjo sterilizirane eze.
Erlenmajerice z nacepljenim gojis¢em smo pokrili z aluminijasto folijo in jih preko noci
(24 ur) stresali na 250 obr/min v topli sobi pri 37 °C. Ostale erlenmajerice s Se ne

.....

3.2.3 Priprava trdnega agarnega gojis¢a

Sledila je priprava agarja, ki smo ga naredili z raztapljanjem 12,5 g LB in 7,5 g agarja v
500 ml d HyO v erlenmajerici, ki smo jo nato pokrili z aluminijasto folijo in jo
avtoklavirali pri 120 °C. Nato smo erlenmajerico z gojis¢em ohlajali pod mrzlo vodo ob
stalnem meSanju. Ohladili smo jo na pribl. 42 °C. To je temperatura, pri kateri se agar Se ne
strjuje, bakterije pa prezivijo.

3.2.4 Inokulacija s prekono¢no kulturo

Nacepljeno bakterijsko gojis¢e smo vlili neposredno v gojisce tako, da je bila koncentracija
bakterij v gojiscu 5 x 108/ ml in premesali. Tudi to smo opravili v asepti¢nih razmerah.
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3.2.5 Razlivanje na petrijeve plosce

Sledilo je razlivanje, pri ¢emer smo po 20 ml agarja z vcepljeno bakterijsko kulturo razlili
na priblizno 25 sterilnih petrijevih plos¢. Za to opravilo smo uporabljali rokavice. Plosce
smo sproti zapirali, jih dali na ravno podlago za 5 min nato pa jih do uporabe hranili v
hladilniku.

3.2.6 Vrtanje lukenj v strjene agarne plosce

S pomocjo steriliziranega plutovrta smo v vsako strjeno agarno plosco zvrtali 5 lukenj
premera 1 cm. S steriliziranim skalpelom smo nad plamenom pobrali agar iz luknjic v
odpadno petrijevko. Na zunanje dno plos¢e smo zapisali sev in datum. Plos¢e smo do
uporabe hranili pri 4 °C.

3.2.7 Dolocanje protibakterijske aktivnosti z difuzijskim testom na agarju

Na dnu petrijevk smo na izdolbene luknje napisali oznake izvleCkov spuzev. Zamrznjene
izvlecke spuzev smo odtalili in jih z obracanjem premesali. V vsako od lukenj na gojis¢u
smo za test odpipetirali po 100 pl vzorca (svezega ali kuhanega izvlecka posameznih
spuzev). Delo je potekalo v asepti¢nih razmerah. Po dodajanju izvleckov smo pocakali, da
so se vzorci vpili. Za 66 izvleCkov smo porabili okoli 14 trdnih agarnih gojis¢ za testiranje
obcutljivosti vsakega bakterijskega seva. Pri izvleckih z vecjo cono inhibicije, smo le te
red¢ili z d HyO. Poleg vzorcev izvleckov smo uporabili tudi pozitivho (antibiotiki) in
negativno (destilirana voda) kontrolo. Pri pozitivni kontroli smo naredili red¢itveno vrsto
in redgitve antibiotikov od 10 do 10™ odpipetirali v luknje gojiS€a z bakterijsko kulturo.
Ce je pri predhodni red¢itvi $e vedno prislo do velike cone inhibicije rasti bakterij, smo
uporabili Se vi§je red¢itve. Cm in Tc smo red¢ili z etanolom, Rif, Amp in Kn pa z d H,0.
Antibiotike smo hranili v zamrzovalniku. Za negativno kontrolo smo v eno luknjo gojisca
posamezne bakterijske vrste odpipetirali 100 pul d H;O. Petrijeve plos¢e smo zlozili na
pladenj, ki smo ga postavili v toplo sobo na 37 °C za 24 ur.

3.2.8 Odcitavanje rezultatov

Po 24 urah smo odgitali rezultate. Vzorec izvlecka je z difuzijo prehajal v agar. Ce je okrog
luknje prislo do zbistritve, je to pomenilo, da je imel izvlecek protimikrobni ucinek, ker
bakterije tam niso rastle. Zbistritev imenujemo tudi cona inhibicije rasti. Rezultate smo
odcitali z merjenjem polmera zbistritvene cone v mm. Tiste vzorce, ki so kazali visoko
protibakterijsko aktivnost smo red¢ili do minimalne koncentracije, ki je inhibirala rast
testnega mikroorganizma 1 mm od roba luknjice. Tako smo ugotovili MIK (minimalno
inhibitorno koncentracijo) vzorca (antibiotika ali izvlecka). Delna zbistritev okrog luknje z
vzorcem je pomenila cono omejene rasti, ki smo jo izmerili enako kot cono inhibicije.
Agarne ploS¢e smo po od¢itavanju odnesli na unicenje v avtoklavirnico.
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4. REZULTATI
4.1 PROTIBAKTERIJISKA AKTIVNOST VODNIH IZVLECKOV SPUZEV

Protibakterijska aktivnost proti razliénim sevom Escherichia coli, Enterobacter sp. in
Klebsiella pneumoniae KPC (ATTC) se je pokazala le pri izvleckih spuzve Hemigellius
bidens (sveZzem 41 a in kuhanem 41 ak). Izvlecek 41 a je imel najve¢jo aktivnost proti E.
coli 4 M 206 B,3 CTX-M1 ST13lI (slika 11). Ob tem smo ugotovili, da so vsi sevi E. coli
priblizno enako obcutljivi na izvlecke te spuzve in da ni bistvene razlike v obcutljivosti
med odpornimi (MS30 ESBL CTX-2, 4M 192 B,3 CTX-M9 ST13l, 4M 206 B,3 CTX-M1
ST13l) in nepatogenim sevom, kar prikazuje preglednica 4.

Slika 11: Obcutljivost bakterije E. coli 4 M 206 B,3 CTX-M1 ST13l na kuhan (41ak) in svez (41a) izvle¢ek
spuzve Hemigellius bidens (Strugar, 2012)

Pri nepatogenem in za antibiotik obcutljivem sevu vrste P. aeruginosa ni bilo opaziti
aktivnosti izvlecka 8 in 8k spuzve Bathydorus cf. spinosus, ki pa je, zanimivo, zaviral rast
odpornih sevov (1/13160) (preglednica 5). Neodporni sev P. aeruginosa torej ni pokazal
nobene obcutljivosti na izvlecke spuzev, razen pasov temnejSe zelene barve okoli
izvleckov, kjer so ti reagirali z barvilom bakterije.

Pri odpornih sevih P. aeruginosa je prislo pri nekaterih izvle¢kih spuzev do nastanka
plakov in inhibicije nastanka barvila. Do nastanka plakov je pri P. aeruginosa 8/1958
prislo pri izvleckih spuzev Rossella sp. (4), Bathydorus cf. spinosus (8, 8k) na sliki 12,
Halichondria osculum (45h) in Demospongia sp. (124) in P. aeruginosa 1/13160 pri
izvleCkih vseh spuzev. Prepreitev nastanka barvila je bila pri P. aeruginosa 8/1958
prisotna pri izvleckih spuzev Rossella sp. (4, 4k), Myxilla (26, 26k), Demospongia (38,
38k), Hemigellius bidens (41a, 41 ak), sevih iz druzine Microcionidae (41), neidentificirani
spuzvi 2 (48/2), Isodictya toxphila (51), Isodictya setifera (58), Suberitidae gen. sp. (63k)
in sevih druzine Tetillidae (119Kk). Pri P. aeruginosa 1/13160 pa pri izvleckih spuzev
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Rossella sp. (4, 4k), Latrunculia cf. lendenfeldi (37/Lk), Demospongia (38, 38k),
Hemigellius bidens (41a, 41ak), Demospongia (45d), Homaxinella cf. balfouriensis (52) in
Isodictya setifera (58, 58k) (preglednica 6). Kamor je pri negativni kontroli difundirala
voda, tam je bil prisoten zelen pigment.

Slika 12: Primer nastanka plakov pri kuhanem (8k) in svezem (8) izvle¢ku spuzve Bathydorus cf. spinosus na
plos¢i z nacepljenim sevom Pseudomonas aeruginosa 8/1958 (Strugar, 2012)

Obcutljivost S. epidermidis se je pokazala pri izvleckih spuzev Rossella sp. (4, 4k),
Latrunculia cf. lendenfeldi (37/L), Hemigellius bidens (41a, 41ak), Halichondria osculum
(45h), Isodictya toxphila (51), Isodictya setifera (58, 58k), Demosponge (105, 105Kk), in
Demospongia sp. (124, 124k) (13 od 66 vodnih izvleckov). Cona omejene rasti je bila
vidna pri izvleckih spuzev Rossella sp. (4k), Bathydorus cf. spinosus (8k), Myxilla sp.
(26k), Latrunculia cf. lendenfeldi (37/L, 37/Lk), Demospongia (38, 38k), Haliclona
(Gellius) flagellifera (40a, 40ak), Hemigellius bidens (41a, 4lak), sevih druZine
Microcionidae (41), Isodictya toxphila (51), Homaxinella cf. balfouriensis (52, 52k),
Tetilla leptoderma (55k), Isodictya setifera (58, 58k), in Demospongia (105, 105k). Sev
bakterije B. subtilis je bil ob¢utljiv na izvlecke spuzev Rossella sp. (4, 4k), Latrunculia cf.
lendenfeldi (37/L, 37/Lk), Demospongia (38, 38k), Hemigellius bidens (41a, 41ak),
neidentificirane spuzve 2 (48/2, 48/2k), Isodictya toxphila (51), Isodictya setifera (58,
58Kk), in Demospongia sp. (124, 124k) (15 od 66 vodnih izvleckov). Cona omejene rasti se
je pojavila pri izvleckih spuzev Rossella sp. (4, 4k), Latrunculia cf. lendenfeldi (37/L),
Demospongia (38, 38k), Hemigellius bidens (41a, 41ak), in Demospongia (105, 105k).
Kjer je bila cona inhibicije rasti vec¢ja ali enaka 2 mm, smo izvlecke dodatno redc¢ili
(1:100). Pri vrsti S. epidermidis sta bila najbolj protibakterijsko aktivna izvlecka 58 in 58a
iz spuzve Isodictya setifera, pri B. subtilis pa izvlecka 37/L in 37/Lk (slika 13) spuzve
Latrunculia cf. lendenfeldi, predstavljeno v preglednici 7.
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Vodni izvlecki spuzev so pokazali vecjo protibakterijsko aktivnost proti Gram pozitivnim
sevom bakterij (B. subtilis, S. epidermidis) kakor Gram negativnim (preglednica 7). Na
Gram negativne seve bakterij je izrazito aktivnost pokazal izvlecek spuzve Hemigellius
bidens, manjso pa izvle¢ek spuzve Bathydorus cf. spinosus (preglednici 4 in 5).

Slika 13: Cona inhibicije rasti Bacillus subtilis, 0z. protibakterijska aktivnost
izvlecka spuzve Latrunculia cf. lendenfeldi (Strugar, 2012)

Razlika v protibakterijski aktivnosti kuhanih in svezih izvle¢kov iz spuzev Bathydorus cf.
spinosus (8, 8k) se je pokazala pri testiranju na dovzetnost bakterije P. aeruginosa
1/13160, kjer je imel sveZ izvlecek aktivnost, kuhan pa ne. Podoben primer smo opazili pri
testiranju aktivnosti izvleCkov spuzev Hemigellius bidens (41a, 4lak) proti bakterijam
Enterobacter sp., izvle¢kov spuzev Latrunculia cf. lendenfeldi (37/L, 37/Lk) in Isodictya
toxophila (51, 51k) na S. epidermidis in B. subtilis, ter izvle¢ka spuzve Halichondria
osculum (45h, 45hk) pri testiranju protibakterijske aktivnosti na S. epidermidis

Najvecjo protibakterijsko aktivnost je pokazal vodni izvlecek spuzve Hemigellius bidens
(41a, 41ak) in sicer proti 8 od 11 testnih sevov bakterij. Deloval je na rezistentne bakterije
E. coli (MS30 ESBL CTX-2, 4M 192 B,3 CTX-M9 ST13l, 4M 206 B,3 CTX-M1 ST13l),
na rezistentno vrsto Klebsiella pneumoniae KPC (ATTC) in na nepatogene 0z. neodporne
vrste kot so: nepatogena Escherichia coli HB101, Enterobacter sp., Staphylococcus
epidermidis in Bacillus subtilis. Izvlecek ni pokazal aktivnosti proti bakterijam vrste
Pseudomonas aeruginosa.
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Preglednica 5: Rezultati protibakterijske aktivnosti vodnih izvle¢kov spuzve Hemigellius bidens na razli¢ne
seve E.coli, Enterobacter sp. in bakterijo Klebsiella pneumoniae

Protibakterijska aktivnost je izraZena s cono inhibicije rasti bakterije v mm in MIK v mg/ml.
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Preglednica 6: Rezultati protibakterijske aktivnosti vodnih izvleckov spuzve Bathydorus cf. spinosus na
razli¢ne seve Pseudomonas aeruginosa

Protibakterijska aktivnost je izraZena s cono inhibicije rasti bakterije v mm in MIK v mg/ml.

k = kuhan vzorec
* = indukcija plakov

Vrsta spuzve Oznaka vzorca | Cona inhibicije (mm) | Cona inhibicije (mm) | Cona inhibicije (mm)
Pseudomonas Pseudomonas Pseudomonas
aeruginosa aeruginosa 8/1958 aeruginosa 1/13160
(neodporna) (odporna) (odporna)
Bathydorus cf. 8 1 (omejena rast) * 1 (MIK 0,1 mg/ml)
SpINOSUS 8k 1 (omejena rast) * 1 (omejena rast)

Preglednica 7: Indukcija plakov in prepreditev tvorbe pigmenta sevov bakterij Pseudomonas aeruginosa
8/1958 in Pseudomonas aeruginosa 1/13160 pri nekaterih izvleckih

k = kuhan vzorec
* = indukcija plakov

- = preprecitev tvorbe pigmenta

= ni opazenih sprememb

Vrsta spuzve Oznaka Pseudomonas Pseudomonas
vzorca aeruginosa 8/1958 aeruginosa 1/13160
Rossella sp. 4 * - -*
4k - _*
Bathydorus cf. 8 * *
spinosus 8 k * *
Myxilla 26 - *
26 k - *
Latrunculia cf. 37/L
lendenfeldi 37/Lk -*
Demospongia 38 - -*
38k - -
Hemigellius 41a - -*
bidens 4lak - -*
Microcionidae 41 - *
spp. 41k *
Halichondria 45h *
osculum 45h k *
Demospongia 45d -*
45d k *
Neidentificirana 48/2 -
spuzva 2 48/2 k

se nadaljuje
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nadaljevanje preglednice 8: Indukcija plakov in preprecitev tvorbe pigmenta sevov bakterij Pseudomonas

aeruginosa 8/1958 in Pseudomonas aeruginosa 1/13160 pri nekaterih izvleckih

Vrsta spuzve Oznaka Pseudomonas Pseudomonas

vzorca aeruginosa 8/1958 aeruginosa 1/13160
Isodictya 51 - *
toxophila 51k *
Homaxinella cf. 52 *
balfuriensis 52 k *
Isodictya 58 - *

setifera 58 k

Suberitidae gen. 63 *
sp. 63 k - *
Tetillidae 119 i
119k - *
Demospongia 124 * *
sp. 124 k *

Preglednica 9: Rezultati protibakterijske aktivnosti redéenih vodnih izvleGkov razli¢nih vrst antarkti¢nih
spuzev proti bakterijam Staphylococcus epidermidis in Bacillus subtilis

Protibakterijska aktivnost je izraZzena z omejeno rastjo in cono inhibicije rasti bakterij v mm ter MIK v

mg/ml.

k = kuhan izvlecek

Staphylococcus epidermidis

Bacillus subtilis

Cona Cona Cona Cona
Vrsta spuzve vzorca MIK MIK
10T [ 107 [ 107 [ 102 | MIM) 5T 07 (10T [ 102 | (MY/MD
Rossella cf. 3
nuda/
3k
vanhoeffeni
Rossella sp. 4 1 0,5 1 4 0,5
4k 1 1 1,12 1 4 1,12
Monosyringa 6
Sp. 6 k
Bathydorus cf. 8
spinosus 8Kk 1
Neidentificirana 10
spuzva 1 10K

se nadaljuje
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nadaljevanje preglednice 10: Rezultati protibakterijske aktivnosti redéenih vodnih izvle¢kov razliénih vrst
antarkti¢nih spuZev proti bakterijam Staphylococcus epidermidis in Bacillus subtilis

Staphylococcus epidermidis

Bacillus subtilis

Cona Cona Cona Cona
inhibicije omejene inhibicije omejene
Oznaka (mm) rasti (mm) (mm) rasti (mm)
Vrsta spuzve | vzorca MIK MIK
107 107 [ 107 [ 107 | MM FoTT 107 10t 107 | (MM
Myxilla 26
26 k 3,5
Cinachyra cf. 27
barbata 27 k
Rossella sp. 34
34k
Demospongia 36
36 k
Rossella 37/R
racovitzae 37/R K
Latrunculia cf. 37/L 3 2 0,1341] 45 2 0,1340]
lendenfeldi MIK[1,3 MIK[1,3
4 4
37/Lk 2 4 0,112<
MIK<1,12
Demospongia 38 6 6 1 15 1,18
38 k 6 6 1 15 1,36
Haliclona 40a 4
(Gellius) 20a K 3
flagellifera
Hemigellius 41a 3 2 7 0,126< 2 05 | 135 11 0,126
bidens MIK<1,26
4la k 3 3 6 0,158< 2 0,5 17 11 0,158
MIK<1,58
Microcionidae 41 1
Spp. 41 k
Rossella cf. 43
racovitzae 43K
Halichondria 45h 1 0,22
osculum 45N k
Demospongia 45d
45d k
Latrunculia cf. 46
bocagei 46 k

se nadaljuje
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nadaljevanje preglednice 11: Rezultati protibakterijske aktivnosti redéenih vodnih izvle¢kov razli¢nih vrst
antarkti¢nih spuZev proti bakterijam Staphylococcus epidermidis in Bacillus subtilis

Staphylococcus epidermidis Bacillus subtilis
Cona Cona Cona Cona
inhibicije omejene inhibicije omejene
Oznaka (mm) rasti (mm) (mm) rasti (mm)
Vrsta spuzve | vzorca MIK MIK
/ml /ml
107 (107 [ 107 [102| MM e Ie7 ot 107 (MY/MD
Xestospongia 48/1
Sp. 48/1 k
Neidentificirana | 48/2 0,5 1,38
spuzva 2 48/2 k 0,5 2,1
Isodictya 51 1 2 1,14 0,8 1,14
toxophila 51 K
Homaxinella cf. 52 2,5
balfouriensis 52 k 25
Tetilla 55
leptoderma 55 Kk 25
Haliclona 56
flagellifera 56 K
Isodictya 58 5 4 0,114< 1 1,14
setifera MIK<1,14
58 k 5 4 0,15< 1 15
MIK <1,5
Suberitidae 63
gen. Sp. 63 k
Demospongia 105 4 3 0,076< 10
MIK<0,76
105 k 4 3 0,104< 10
MIK<1,04
Tetillidae 119
119 k
Demospongia 124 2 19 0,5 19
Sp. 124 k 2 3,52 0,5 3,52
Rossella cf. 132
nuda/vanhoeffe
ni 132 k
Rossella 166
racovitzae 166 K
Rosellla cf. 167
racovitzae 167 K
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Pri ugotavljanju protibakterijske aktivnosti je tako na bakterije vplivalo 16 od 33
izvleckov, od tega jih je 11 preprecilo rast, 5 izvle¢kov pa je le omejilo rast bakterij.

4.2 PROTIBAKTERIJSKA AKTIVNOST ANTIBIOTIKOV

V preglednici 8 so prikazane koncentracije red¢enih antibiotikov. Najveéjo izhodno
koncentracijo je imel ampicilin, najmanjSo pa sta imela rifampicin in kloramfenikol.
Rezultati antibiograma v preglednici 9 kazejo, da je za ampicilin najobcutljivejsi sev S.
epidermidis, najmanj pa E. coli 4 M 192 B,3 CTX-M9 ST13l, nanj sta odporna seva E. coli
ESBL MS30 CTX-2 in K. pneumoniae KPC-ATTC. Tetraciklin najintenzivneje zavira rast
bakterij S. epidermidis, najmanj protibakterijske aktivnosti pa ima na sev E. coli 4 M 206
B,3 CTX-M1 ST13l. S. epidermidis je izmed preizkusenih sevov najbolj obcutljiv za
rifampicin, seva K. pneumoniae KPC-ATTC in Enterobacter sp. pa najmanj. Kanamicin
kaze najvi§jo protibakterijsko aktivnost proti sevu S. epidermidis, najnizjo pa proti K.
pneumoniae KPC-ATTC. Kloramfenikol je najbolj u¢inkovit pri zaviranju rasti bakterij
Bacillus subtilis (Slika 14), najmanj pa pri P. aeruginosa 1/13160 in P. aeruginosa 8/1958.
Klebsiella pneumoniae KPC-ATTC pa kaze odpornost nanj. Pri coni inhibicije velikosti 2
ali ve¢ mm smo antibiotike dodatno red¢ili, da smo lahko ugotovili njihove MIK. Red¢ili
smo jih od 1:10 do 1:100.000 v¢asih do 1:1.000.000 v kolikor je bilo potrebno.

Slika 14: Antibiogram Bacillus subtilis (Strugar, 2012)

Preglednica 12: Koncentracije red¢enih antibiotikov

Redcitev Ampicilin Tetraciklin Rifampicin Kanamicin Kloramfenikol

Izhodna konc. 100 mg/ml 10 mg/ml 1mg 10 mg/ml 1 mg/ml
1071 10 mg/ml 1 mg/ml 100 pg/ml 1 mg/ml 100 pg/ml
107 1 mg/ml 100 pg/ml 10 pg/ml 100 pg/ml 10 pg/ml
107 100 pg/ml 10 pg/ml 1 pg/ml 10 pg/ml 1 pg/ml
10 10 pg/ml 1 pg/ml 100 ng/ml 1 pg/ml 100 ng/ml
10° 1 pg/ml 100 ng/ml 10 ng/ml 100 ng/ml 10 ng/ml
10° 100 ng/ml 10 ng/ml 1 ng/ml 10 ng/ml 1 ng/ml
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Protibakterijska aktivnost je izraZena z zmanj$ano rastjo in cono inhibicije rasti v mm ter MIK v mg/ml.

Dolinar U. Protibakterijska aktivnost vodnih izvle¢kov izbranih antarkti¢nih morskih spuZev.

Preglednica 13: Rezultati antibiograma za vse bakterijske vrste

* = indukcija plakov bakteriofagov

se nadaljuje
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nadaljevanje preglednice 14: Rezultati antibiograma za vse bakterijske vrste
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nadaljevanje preglednice 15: Rezultati antibiograma za vse bakterijske vrste
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5. RAZPRAVA

Ze pred tremi tisolletji je ¢lovestvo odkrivalo, da raznolikost rastlin, Zivali in
mikroorganizmov omogoca zdravljenje bolezni. Vse to je pripeljalo do odkritja novih
zdravil in antibiotikov. Posledi¢no je zaradi prekomerne uporabe antibiotikov prislo do
¢edalje vecje odpornosti mikroorganizmov na dolocene, vV manjSem ali ve¢jem obsegu celo
na veéino antibiotikov. Ceprav se ljudje ve¢inoma $e vedno najbolj zanesejo na zdravilne
ucinkovine iz naravnih virov, je bilo relativno malo raziskav posveceno iskanju novih
virov naravnih snovi iz morskih organizmov. Vzrok temu je v nedostopnosti, nevarnosti in
nezadostnih tehnikah potapljanja (Abbas in sod., 2011). V zadnjem c¢asu so zaradi
vsesplosnega napredka v tehniki in vse bolj problematicne odpornosti na znane antibiotike
znanstveniki posvetili ve¢ pozornosti raziskavam pestrosti morskih organizmov kot vira
novih ucinkovin s protimikrobnim delovanjem.

Med temi organizmi so tudi spuzve (Porifera), ki so zaradi pritrjenega nacina zivljenja in s
tem povezane potrebe po obrambi pred plenilci in naseljevanjem, razvile Stevilne biolosko
aktivne sekundarne metabolite, s katerimi vplivajo na druge organizme. Vecino bioaktivnih
spojin iz morskih spuzev je mogocCe opredeliti kot protivnetne, protitumorske,
imunosupresivne, protivirusne, protimalarijske, protibakterijske ali proti-proliferativne.
Kemijska raznolikost proizvodov spuzev je izjemna; do danes so opisali nenavadne
nukleozide, terpene, sterole, cikli¢ne peptide, alkaloide, mas¢obne kisline, perokside in
aminokislinske derivate (ki so pogosto halogenirani) (Sipkema in sod., 2005).

V magistrskem delu smo se osredotocili na potencialno vsebnost protimikrobnih snovi v
polarnih spuzvah, saj manj kot 3 % vseh opisanih morskih naravnih produktov izvira iz
organizmov, ki Zivijo v polarnih okoljih (Lebar in sod., 2007). Po okolju sode¢ smo
sklepali, da imajo polarne spuzve v primerjavi s tropskimi manj protibakterijske aktivnosti.
Prav tako smo predpostavili, da je bioloska pestrost tega ekosistema manjsa kot v tropskih
vodah.

V nasi nalogi smo testirali protibakterijsko uc¢inkovitost liofiliziranih vodnih izvleckov
izbranih polarnih/antarkti¢nih morskih spuzev. Testirali smo 66 izvleckov (33 svezih in 33
kuhanih) iz 33 razli¢nih polarnih morskih spuzev. V nadaljevanju smo rezultate poskusov
primerjali z Ze objavljenimi podatki s podro¢ja kemije naravnih substanc iz Ze raziskanih
morskih spuZev.

Protibakterijsko aktivnost izvleckov spuzev smo dolocali z difuzijskim testom na agarju.
Bakterijski sevi, ki smo jih uporabili, so bili Gram pozitivni, Gram negativni, nepatogeni in
Klini¢ni, proti antibiotikom odporni izolati. Kot pozitivno kontrolo smo uporabili 5
razli¢nih antibiotikov, kot negativno pa destilirano vodo.
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Bakterije so skoraj vedno okuzene z virusi. Bakteriofagi se lahko razmnozujejo le znotraj
bakterijske celice. Ker je zaradi nihanja temperature gojisc¢a ali zaradi protimikrobne
aktivnosti izvlecka priSlo do posSkodb bakterije, je ta aktivirala SOS mehanizem
popravljanja DNA (Jerman, 2009). SOS sistem je posledi¢no aktiviral liti¢ni cikel
razmnozevanja virusa, kjer bakterijska celica propade. To je vidno v obliki plakov-odmrlih
bakterij okoli izvleckov na sliki 12 (Ambrozi¢-Avgustin, 2012).

Razlika v protibakterijski aktivnosti kuhanih in svezih izvlec¢kov iz spuzev Bathydorus cf.
spinosus (8, 8k) se je pokazala pri testiranju za dovzetnost bakterije P. aeruginosa
1/13160, kjer je imel svez izvleCek aktivnost, kuhan pa ne. Drugje se je opazila razlika v
Sirini cone inhibicije rasti bakterije med svezim in kuhanim izvle¢kom, kar pa ni tolikSnega
pomena, kot dejanska razlika med protibakterijsko aktivnostjo/neaktivnostjo izvlecka.
Neaktivnost kuhanega in aktivnost svezega izvlecka lahko povezemo z aktivnostjo
proteinov ali drugih temperaturno obcutljivih molekul, ki prispevajo k protibakterijskim
ucinkom izvleckov.

Najbolj uc¢inkovit antibiotik proti vsem bakterijam je bil tetraciklin. Tetraciklini so $iroko
spektralni antibiotiki, ki delujejo z enako ucinkovitostjo na Gram negativne in Gram
pozitivne bakterije. Vezejo se na ribosomsko podenoto 30 S in preprecijo vezavo t-RNA in
sintezo beljakovin. Delujejo bakteriostaticno in so antibiotiki Sirokega spektra (Finberg in
sod., 2004). Zal, so prav tetraciklini tisti, proti katerim so Stevilni bakterijski sevi
rezistentni. V nasem primeru smo opazili izrazito ob¢utljivost na ta antibiotik.

Izvlecki iz spuzev so bili v primerjavi S kontrolnimi antibiotiki mnogo Sibkejsi, vendar so
uspes$no protibakterijsko aktivnost pokazali izvlecki spuzev Rossella sp., Hemigellius
bidens, Latrunculia cf. lendenfeldi, Demosponge (124, 124k) in Isodictya setifera, ki so
zanimivi za nadaljnje raziskave. Podatkov o protibakterijski aktivnosti spuzve Hemigellius
bidens v literaturi nismo nasli. Tropske vrste Latrunculia kazejo protiglivi¢no in proti-HIV
aktivnost (Zampella in sod., 2002; Sepe in sod., 2006; D’Auria in sod., 2007),
citotoksi¢nost (Perry in sod., 1988; Genta-Jouve in sod., 2011), protimikrobno aktivnost
(Capon in sod., 1987; Ford in Capon, 2000; Lang in sod., 2005; Perry in sod., 1988;
D’Auria in sod., 2007) ter sposobnost zaviranja rasti razli¢nih tumorjev (Lang in sod.,
2005; Reyes in sod., 2004; Ahmed in sod., 2007; El Sayed in sod., 2008). V raziskavi
arktiénih vrst rodu Latrunculia (Abbas in sod., 2011) so odkrili veliko bioaktivnih
uc¢inkovin, vendar bistveno manj kot pri tropskih spuzvah. O spuzvah Latrunculia je veliko
znanega, med drugim tudi to, da proizvajajo veliko naravnih produktov, kot so citotoksi¢ni
diskorabdini (Antunes in sod., 2005; Na in sod., 2010) ter 2-tiazolidinonski makrolidi,
poznani kot latrunkulini, ki motijo omrezje mikrofilamentov in tako zavirajo rast
organizmov (Yarmola in sod., 2000).
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Etanolni izvlecki antarkti¢nih spuzev v diplomskem delu Roka Kosmine 2012 so imeli v
primerjavi z vodnimi izvlecki istoimenskih spuzev podobno protibakterijsko aktivnost.
Rok Kosmina je izvlecke testiral na bakterijah iz morske vode in bakterijah iz arkti¢nega
ledenika. Tam je bilo mo¢ opaziti najvecjo aktivnost etanolnega izvlecka spuzve
Latrunculia cf. lendenfeldi. Sledili so Se izvlecki spuzev Rossella sp., Myxilla in
Hemigellius bidens, ki so tudi kazali precej$njo aktivnost. V nasem primeru je izvleek
spuzve Rossella sp. (4,4k) kazal protibakterijsko aktivnost, medtem ko je izvlecek spuzve
Myxilla (26, 26Kk) ni. Na vrste Pseudomonas iz ledenika ni vplival nobeden izvlecek,
podobno kakor v nasi raziskavi, ko je na odporne klini¢ne seve Pseudomonas aeruginosa
kazal majhno aktivnost le izvleCek spuzve Bathydorus cf. spinosus, ¢e izvzamemo
nastanek plakov in inhibicijo tvorbe barvila, ki so jo povzrocili nekateri izvlecki.

Gasper Strugar (2013) je aktivnost etanolnih izvleC¢kov spuzev testiral na istih
laboratorijskih bakterijskih sevih kot mi, poleg nabora naSih testnih odpornih klini¢nih
sevov pa je testiral ¢ MRSA S-349 (proti meticilinu odpornen S. aureus), MRSP S-350 in
MRSP S-340 (proti meticilinu odporen Staphylococcus pseudintermedius), izolat vrste
Listeria monocytogenes iz hrane in izolate komenzalov iz pasje koze (S. aureus 10F,
Macrococcus 1F, Micrococcus 2F in Acinetobacter 1C). Rezultati protibakterijske
aktivnosti etanolnih izvleckov antarkti¢nih spuzev iz diplomskega dela GaSperja Strugarja
pri¢ajo o pretezni aktivnosti izvle¢kov iz spuzev Latrunculia cf. lendenfeldi in Hemigellius
bidens, malo manj pa o aktivnosti izvle¢ka iz spuzve Halichondria osculum. Omenjeni
izvlecki so bili protibakterijsko aktivni proti ve€ini testiranih sevov, ¢eprav so kazali
specifi¢no aktivnost proti Gram pozitivnim bakterijam. Izvleéek spuzve Latrunculia
cf.lendenfeldi je vidno zaviral rast Gram negativnih bakterij. Protibakterijske aktivnosti
etanolnih izvle¢kov iz spuzev rodu Demospongia ter tistih iz spuzev rodov Isodictya
setifera, Myxilla sp. in Haliclona flagellifera, so bile manjSe in vidne samo pri nekaterih
bakterijskih sevih (Turk in sod., 2013). Za negativno kontrolo je kolega Strugar uporabil
etanol, ki je po navadi povzrocil 1 mm cone inhibicije.

Proti vsem sevom E. coli je bil najbolj u¢inkovit etanolni izvlecek iz spuzve Latrunculia
cf. lendenfeldi in bistveno manj Hemigellius bidens, proti laboratorijskemu sevu E. coli
HB101, pa je za razliko od nasega vodnega, vplival etanolni izvlec¢ek spuzve Halichondria
osculum. Etanolni izvle¢ek Hemigellius bidens je deloval na rast vseh testnih bakterij E.
coli, malo manj pa na seve klonalne skupine ST13l, kar se razlikuje od rezultatov pri
vodnih izvleckih. V nasi raziskavi je bil namre¢ vodni izvlecek te spuzve aktiven proti
vsem testiranim sevom E. coli. Zanimivo je predvsem to, da naSi rezultati ne potrjujejo
protibakterijske aktivnosti izvlecka spuzve Latrunculia cf. Lendenfeldi, za katerikoli sev
omenjene bakterijske vrste. To si lahko razlagamo z dejstvom da je bioaktivna snov topna
v etanolu, v vodnih izvleckih pa se ne raztaplja.
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Proti sevu vrste Enterobacter sp. je zanemarljivo vplival etanolni izvleCek Hemigellius
bidens, v nasem primeru, ko smo uporabili vodni izvlecek istoimenske spuzve, pa je bila
aktivnost dokaj prepri¢ljiva. Pri vrsti Klebisella pneumoniae sta alkoholna izvlecka
Latrunculia cf. lendenfeldi in Hemigellius bidens kazala $ibko aktivnost v obliki zmanjSane
rasti bakterij, v naSem primeru pa je vodni izvlecek Hemigellius bidens pokazal
protibakterijsko aktivnost, medtem ko vodni izvle¢ek spuzve Latrunculia spet ni kazal
aktivnosti.

Pri sevih Pseudomonas aeruginosa je le pri sevu 1/13160 prislo do aktivnosti etanolnih
izvleckov spuzev Latrunculia cf. lendenfeldi in Hemigellius bidens. Nasi rezultati so
pokazali le protibakterijsko aktivnost vodnega izvlecka spuzve Bathydorus cf. spinosus.

Laboratorijski sev S. epidermidis je pokazal obcutljivost na naslednje etanolne izvlecke:
Rossella sp., Latrunculia cf. lendenfeldi, Demospongia (38), Hemigellius bidens,
Halichondria osculum in Isodictya setifera. Vodni izvle¢ki istoimenskih spuzev z vplivom
na tovrstni sev so prav tako kazali protibakterijsko aktivnost, dodatno smo aktivnost
opazili e pri vodnih izvleckih Isodictya toxophila in Demosponge (105 in 124).

Etanolni izvlecki spuzev, ki so posredovali protibakterijsko aktivnost proti B. subtilis so
bili Rossella sp., Myxilla, Latrunculia cf. lendenfeldi, Haliclona (Gellius) flagellifera,
Hemigellius bidens, Halichondria osculum, majhne spuzve iz druzine Tetillidae in reda
Demospongia (124). Vodne izvlecke, ki vplivajo na to bakterijo, smo izolirali iz spuzev
Rossella sp., Demospongia (38 in 124), Isodictya setifera, Latrunculia cf. lendenfeldi,
Isodictya toxophila in Hemigellius bidens.

Etanolni izvlecek spuzve Latrunculia cf. lendenfeldi je imel najveéjo protibakterijsko
aktivnost, vodni izvlecek z najvecjo protibakterijsko aktivnostjo pa je bil izvle¢ek spuzve
Hemigellius bidens. Razlika v aktivnosti je verjetno posledica prej omenjene topnosti
nekaterih protibakterijskih u¢inkovin v etanolu.

Primerjava minimalnih inhibitornih koncentracij vodnih in etanolnih izvle¢kov nekaterih
spuzev je pokazala zanimive rezultate. Pri nepatogeni E. coli je bila npr. cona inhibicije
etanolnega izvlecka spuzve Hemigellius bidens (41a) polmera 1,5 mm, cona inhibicije
vodnega izvlecka enake spuzve pa 1 mm. Vrednost MIK pri etanolnem izvlecku spuzve
iste vrste je bila v primerjavi z MIK vodnega izvlecka 10 krat manjSa, kar pomeni da so
bili etanolni izvlecki spuZev pri inhibiciji rasti enakih bakterijskih sevov bolj u€inkoviti.
Pri manjSi koncentraciji raztopljene aktivne snovi so povzroc€ili ve€ji polmer cone
inhibicije rasti bakterij in s tem pokazali ve¢jo ucinkovitost. Pri primerjavi etanolnega in
vodnega izvlecka istoimenske spuzve smo v prisotnosti rezistentnega seva E. coli 192 4 M
192 B,3 CTX-M 9 ST13l opazili, da sta oba povzrocila 1 mm cone inhibicije. MIK
etanolnega izvleCka pa je bila hkrati okrog 10 krat manjSa od MIK vodnega izvlecka
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spuzve Hemigellius bidens. Podobne rezultate kjer je bila MIK etanolnih izvleCkov manjsa
od MIK vodnih izvle¢kov smo opazili pri primerjavi testiranja obcutljivosti bakterije S.
epidermidis za izvlecke spuzev Latrunculia cf. lendenfeldi, Hemigellius bidens,
Halichondria osculum in Isodictya setifera. Pri ugotavljanju protibakterijske aktivnosti pa
so v primerjavi z vodnimi izvlecki, etanolni izvlecki spuzev Latrunculia cf. lendenfeldi,
Demospongia (38 in 124), Hemigellius bidens, Isodictya toxophila in Isodictya setifera
pokazali vec¢jo ucinkovitost proti bakteriji B. subtilis.

Po podatkih iz literature je razvidno, da etanolni izvlecki antarkti¢nih spuzev niso pokazali
tako Sirokega spektra bioloskih aktivnosti, kot so jih izvlecki tropskih spuzev.
Biodiverziteta v antarkti¢nih morjih je primerljiva s tisto v zmerno toplih in tropskih
regijah (Turk in sod., 2013). Ce jih primerjamo s spuZzvami iz zmerno toplih in tropskih
morij, lahko sklepamo, da imajo antarktiéne spuzve manjSe S$tevilo protimikrobnih
sekundarnih metabolitov (Lippert in sod., 2003), kar kaZe na splosno SibkejSe aktivnosti
antarkti¢nih spuzev (McClintock in Baker, 1997). Razlaga za to je v naseljenosti, ki je v
antarkticnih vodah manjs$a, kot v tropskih okoljih, posledi¢no je tudi ucinkovitost
obrambnih sistemov manjsa, ker je prilagojena ekoloskim razmeram v okolju.
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6. SKLEPI

Z metodo difuzije v agarju smo v tem magistrskem delu ugotavljali protibakterijsko
aktivnost vodnih izvleckov izbranih antarkti¢nih morskih spuzev.

Od testiranih 33 vodnih izvleckov razli¢nih spuzev jih je 16 pokazalo vpliv na rast bakterij,
od tega jih je 11 preprecilo rast, 5 pa omejilo rast bakterij.

Izvle¢ki z najmocnejSo protibakterijsko aktivnostjo so pripadali spuzvam Hemigellius
bidens, Latrunculia cf. lendenfeldi in Isodictya setifera.

Ugotovili smo, da je najvecjo protibakterijsko aktivnost pokazal izvleCek spuzve
Hemigellius bidens, ki je bil u¢inkovit proti vecini testiranih bakterijskih sevov (8/11) in
poleg spuzve Latrunculia cf. lendenfeldi predstavlja zanimiv vir uc¢inkovin za nadaljnje
biokemijske raziskave.

Opazili smo, da pri nekaterih kuhanih izvleckih spuzev (Hemigellius bidens, Latrunculia
cf. lendenfeldi in Isodictya toxophila) protibakterijska aktivnost ni bila prisotna, medtem
ko je pri svezih izvleckih istoimenskih spuzev bila. To nam je dalo vedeti, da je
protibakterijska u¢inkovina protein ali kak$na druga temperaturno obcutljiva vodotopna
Snov.

V primerjavi z vzorci etanolnih izvleckov istih spuzev, ki so bili testirani na enakih
bakterijah, pri nas ni bilo videti protibakterijske aktivnosti vodnega izvleCka spuzve
Latrunculia cf. lendenfeldi. To si razlagamo z razli¢no topnostjo protibakterijskih
ucéinkovin v primeru etanola in destilirane vode.

V primerjavi z literaturo smo opazili, da je nase predvidevanje o aktivnosti antarkti¢nih
spuzev v primerjavi s tropskimi, potrjeno. Izvlecki spuzev iz tropskih morij kazejo Sirsi
spekter bioloskih aktivnosti in proizvedejo ve¢ sekundarnih metabolitov.
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7. POVZETEK

Problem vse vecje odpornosti bakterij na komercialne antibiotike nam je bil iztoCnica za
izvedbo magistrskega dela in s tem odkrivanje potencialnih protibakterijskih u¢inkovin.

Odlocili smo se poiskati biolosko aktivne ucinkovine v vodnih izvleckih antarkti¢nih
spuzev, ki bi bile zanimive za nadaljnji razvoj v terapevtske produkte. Testirali smo
protibakterijsko aktivnost 33 svezih in 33 kuhanih vodnih izvleckov.

Rezultati so pokazali prisotnost bioloSko aktivnih ucinkovin v 16 vodnih izvleckih.
Posebno je izstopal vodni izvlecek spuzve Hemigellius bidens, malo manj pa izvleek
spuzve Latrunculia cf. lendfenfeldi. Oba izvlecka sta kandidata za nadaljnje biokemi¢ne
raziskave. V literaturi nismo naSli informacij o protibakterijski aktivnosti spuzve
Hemigellius bidens, zato menimo, da njihove aktivne spojine $e niso dovolj raziskane.

V primerjavi z rezultati protibakterijske aktivnosti etanolnih izvleckov istih spuzev v delu
Gasperja Strugarja, kjer prednjaci protibakterijska aktivnost izvlecka spuzve Latrunculia
cf. lendenfeldi, smo ugotovili, da se v vodi raztaplja manj protimikrobnih snovi, saj so
vecjo protibakterijsko aktivnost pokazali etanolni izvlecki iz antarkti¢nih spuzev.
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Priloga A

PRILOGE

Preglednica 1: Objavljene raziskave biolosko aktivnih u¢inkovin iz antarkti¢nih spuzev

IME SPUZVE UCINKOVINA VRSTA ORGANSKO AKTIVNOST REFERENCA
MOLEKULE TOPILO
Cinachyra sp. Galektin galaktozo-vezavni voda Vpliv na sesalske AMPA in kainatne glutamatne Ueda in sod., 2012
lektin receptorje, modulacija centralnega Zivénega
sistema.
Cinahirolid A makrolidi metanol in n- | Citotoksi¢nost proti mi§jim levkemi¢nim rakastim | Fusetani in sod., 1993
heksan celicam L-1210.
Halichondria sp. | Halihondrin B Antimitoti¢na (vezava na GTP) in protitumorska Munro in sod., 1999

Izohomohalihondrin B

aktivnost.

Halihondramidi

amidi, makrolidi

Protiglivi¢na, protimalari¢na akrivnost.

Kernan in Faulkner,
1987,
El Sayed in sod., 1997

Okadaicna kislina
(Prorocentrum lima)

polietri

voda:metanol =
20:80

Inhibitor fosfataze, citotoksi¢na aktivnost, pri
vi§jih koncentracijah indukcija apoptoze, pri nizjih
koncentracijah stimulacija obrambnega sistema
proti bakterijam.

Tachibana in sod.,
1981
Wiens in sod., 2002

Halicindramini (A-D)

Protiglivna aktivnost proti Mortierella
ramanniana, citotoksi¢nost proti mi§jim
levkemi¢nim celicam P388.

Liin sod., 1995, 1996

voda

Citotoksi¢nost, inhibicija rektrakcije cevastih nog.

McClintock in sod.,
1990

Vetter in Janussen,
2005




IME SPUZVE UCINKOVINA VRSTA ORGANSKO AKTIVNOST REFERENCA
MOLEKULE TOPILO
Haliclona sp. Manzamin A derivati indolnih Proti nevroinflamatorna aktivnost, proti Mayer in sod., 2005
alkaloidov, 3- tuberkulozna aktivnost, TXB, in inhibicija Piel, 2009
Manzamin B alkilpirimidinijevi superoksidnega aniona, modulacija z LPS
alkaloidi aktiviranih mikroglia in vitro, protimikrobna
Manzamin C aktivnost, protimalari¢na aktivnost.
Manzamin D-
Hidroklorid
Manzamin E
Manzamin F
Manzamin alkaloid alkaloid Inhibicija M. tuberculosis. Rao in sod., 2006
Salicilamid Ain B poliketidi Inhibitor VO ATP-aza, protitumoska aktivnost. Simmons in sod., 2005
Erickson in sod., 1997
Triterpenoidni Inhibicija kinezin motornega proteina in s tem Blackburn in sod.,1999
hidrokinoni blokada celi¢ne delitve, proti proliferativna Bringmann in sod.,
aktivnost proti tumorskim KB celicam in NCI- 2003
H460 (nedrobnoceli¢nim plju¢nim rakastim
celicam).
voda Protibakterijska aktivnost proti Klebsiella McClintock in

pneumoniae, Pseudomonas purida, Serratia
rubidaea, Candida tropicalis in protiglivna proti
Sporothrix scheneckii.

Gauthier, 1992

Halipeptini (A-D)

cikli¢ni depsipeptidi

Halipeptin A - in vivo protivnetna aktivnost.

Randazzo in sod., 2001
Nicolaou in sod., 2005

Haligramidi A in B

Citotoksi¢nost proti humanim tumorskim celi¢nim
linijam.

Rashid in sod., 2000




IME SPUZVE UCINKOVINA VRSTA ORGANSKO AKTIVNOST REFERENCA
MOLEKULE TOPILO
Hirsutanol A, Blaga protibakterijska aktivnost proti Bacillus Wang in sod., 1998
subtilis.
Ent — gloeosteretriol
Haliklondiamin alkaloid Protiglivna aktivnost Fahy in sod., 1988

Halaminol A, B inC

alkil amino alkohol

Protiglivna aktivnost

Clark in sod., 2001

Haliklamin A, B oligomerna Inhibicija celi¢ne delitve oplojenih jajéec Fusetani in sod., 1989
alkilpiridinijeva sol morskega jezka, proti neoplasti¢na aktivnost.
metanol- toulen | Protibakterijska, protiglivi¢na in protikvasna McClintock in
aktivnost. Gauthier, 1992
Papuamin pentacikli¢ni alkaloid Protiglivna aktivnost Baker in sod., 1988
Homaxinella 5,6:8,9-Diepoksi steroli | polioksgenirani steroli | metanol Proti celi¢nim linijam razli¢nih tumorjev, Mansoor in sod., 2006
protimikrobna aktivnost.
Bromiran FA lipid metanol Citotoksi¢nost, inhibicija biosinteze holesterola. Mansoor in sod., 2005
Homaxinella voda Protibakterijska aktivnost proti Klebsiella McClintock in

balfouriensis

pneumoniae, Serratia rubidaea, Candida tropicalis

in protiglivna proti Sporothrix scheneckii.

Gauthier, 1992

metanol, toulen

Protibakterijska, protikvasna in protiglivna
aktivnost.

McClintock in
Gauthier, 1992




IME SPUZVE UCINKOVINA VRSTA ORGANSKO AKTIVNOST REFERENCA
MOLEKULE TOPILO
Isodictya Erebusinon aminokislinski derivat Preprecuje levitev rakov in s tem povzroé¢i njihov | Baker in sod., 1997
erinacea tirozina propad, protimikrobna aktivnost. Baker in Yoshida,
7-metiladinin 1994
p-hidroksi-benzojska Jayatilake in sod.,
kislina 1996
diketopiperazini in
fenazinski alkaloidi iz
Pseudomonas
aureuginosa
Erinacean metanol/ Citotoksi¢nost proti mi§jim limfoblastoidnim Moon in sod., 1998,
CH,CI, celicam L5178Y in kemi¢no odganja morske 2000
zvezde. Pearse in sod., 1987
Isodictya setifera | Pseudomonas fenazin alkaloid metanol Protimikrobna aktivnost proti Bacillus subtilis, Jayatilake in sod.,
aeruginosa (y- Staphylococcus aureus, Bacillus cereus in 1995
proteobakterija) Micrococcus luteus ter protiglivna aktivnost.

Diketopiperazin (DKP)
Fenazin-1-karboksilna
kislina

Fenazin- 1-
karboksamid




IME SPUZVE UCINKOVINA VRSTA ORGANSKO AKTIVNOST REFERENCA
MOLEKULE TOPILO
Pseudomonas diketopiperazin Protimikrobna aktivnost proti B. subtilis, S. aureus | Jayatilake in sod.,
aeruginosa y- alkaloid in M. luteus.. 1996
proteobakterija
ciklo- (L-prolin-L-
metionin)
metanol, Protimikrobna aktivnost McClintock, 1987
kloroform McClintock in sod.,
1993
Latrunculia/ Kalipeltini A—C acikli¢ni peptidi etanol Protigliviéna in anti-HIV aktivnost, zaviralec Na* / | Zampella in sod., 2002
Latrunculia cf. Ca®* izmenjevalca, pozitiven inotropni agent v
bocagei levem atriju morskega prasicka, citotoksi¢nost
proti humanim tumorskim KB celicam.
Kalipeltini F —1 acikli¢ni peptidi metanol Protiglivi¢no delovanje proti glivi Candida Sepe in sod., 2006
albicans.
Kalipeltini J — M acikli¢ni peptidi metanol Protigliviéno delovanje proti C. albicans in D’ Auria in sod., 2007
citotoksi¢na aktivnost proti L16 celicam.
Diskorabdin A policikli¢ni alkaloidi | etanol Mocan citotoksin proti tumorskim celicam, zavira | Makareva in sod., 2010
karcinome misjih Erlich celic.
Diskorabdin B policikli¢ni alkaloidi | ni podatka Moc¢no citotoksicen in protimikroben. Perry in sod., 1988
Diskorabdin C, E pirolaiminokinoninski | metanol Citotoksi¢nost proti BSC opi¢jim ledviénim Copp in sod., 1994

alkaloidi

celicam in P388 misjim levkemi¢nim celicam.
Antimikrobno delovanje proti Gram * in Gram~
bakterijam in glivam.

Diskorabdin W, D

pirolaiminokinoninski
alkaloidi

metanol/diklor
ometan(1:1)

Delovanje proti mi§jim levkemi¢nim celicam
P388. Protiemikrobno in protitumorsko delovanje.

Lang in sod., 2005




IME SPUZVE UCINKOVINA VRSTA ORGANSKO AKTIVNOST REFERENCA
MOLEKULE TOPILO

Diskorabdin I, L pirolaiminokinoninski | 2-propanol Citotoksi¢nost proti tumorskim celiénim linijam. Reyes in sod., 2004
alkaloidi

Diskorabdin R pirolaiminokinoninski | etanol Protibakterijsko delovanje Ford in Capon, 2000
alkaloidi

Latrunkulinosid A— B | dekalaktonski butanol Inhibicija prehranjevanja zlatih ribic. Rezanka in Dembitsky,
glikozidi 2003

Latrunkulei¢na kislina | poliketid metanol Potencialni terapevtik, molekularne sonde v Vilozny in sod., 2004
makrocikli¢nega in raziskavah citoskeleta.
triazolidnega obroca

Oksalatrunkulin B heterocikel s metanol/ Inhibicija aktina, delovanje proti glivam in proti Ahmed in sod., 2007

triazolidnim obro¢em

diklorometan

raku.

Diskorabdin B

Diskorabdin Y

Diskokabdin C

Diskorabdin A

Protivirusna (proti HIV), protimalarijska,
protibakterijska aktivnost, protivegetativna
aktivnost.

Abbas in sod., 2011

Latrunkulin A

ketidne aminokisline

ni podatka

Zavira tumorske celice prostate, aktivacija celic
raka prsi.

El Sayed in sod., 2008

Latrunkulin A inB

ketidne aminokisline

petrolejski eter

Ucinki na celiéne linije misjih nevroblastov in
fibroblastov, povzro¢ijo reorganizacijo
mikrofilamentov v celicah.

Kashman in sod., 1980




IME SPUZVE UCINKOVINA VRSTA ORGANSKO AKTIVNOST REFERENCA
MOLEKULE TOPILO
(+)-latrunkulin A ketidne aminokisline | ni podatka Povzroci reverzibilne spremembe v morfologiji Smith in sod., 1992
celic, ogrozi organizacijo mikrofilamenov in zavira
(+)-latrunkulin B posredovanje mikrofilamentov med celi¢no
delitvijo.
Latrunkulina C in M
(+)-latrunkulin A (1) ketidne aminokisline, | ni podatka Mocan zaviralec mikrofilamentov med celi¢no White in Kawasaki,
knjugirani dieni delitvijo. 1992
(+)-1Bepilatrunkulin A
Citaroksazol aromati¢ni alkaloid etanol Citotoksi¢no delovanje Genta - Jouve in sod.,
2011
Epimikubilin A norsesterterpenski metanol/ Zaviranje proizvodnje NO, protivnetni agensi. Cheenpracha in sod.,
peroksid diklorometan 2010
Mukubilon B (1:2) in
metanol
Epimukubilin B
Sigmosceptrelin A
metil ester
Sigmosceptrelin A
Sigmosceptrelin B
metil ester
Trunkulina A in B norsesterterpenski etanol Protimikrobna aktivnost Capon in sod., 1987

cikli¢ni peroksidi




IME SPUZVE UCINKOVINA VRSTA ORGANSKO AKTIVNOST REFERENCA
MOLEKULE TOPILO
Microcionidae Euripamidi A in B cikli¢ni peptidi ni podatka Zavirajo kopi€enje lipidnih kapljic v makrofagih. | Ito in sod., 2004
Myxilla Microsphaeropsis sp. derivat eremofilana Protiglivna aktivnost Thakur in sod., 2003
H5-50
Mikrospaeropsin
Rossella nuda metanol, Inhibicija retrakcije cevastih nog istoziveéih vrst | McClintock, 1987
kloroform morskih organizmov.
Rossella metanol Inhibicija retrakcije cevastih nog istoziveéih vrst | McClintock, 1987
racovitzae morskih organizmov,
kloroform Protibakterijska aktivnost proti organizmom iz
drugega geografskega okolja.
Suberites sp. Nakijinamin A, heteroaromati¢ni metanol A: Protibakterijska aktivnost proti Candida Takahashi in sod.,
/Suberitidae alkaloidi albicans, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, | 2012
Nakijinamin B, Micrococcus luteus B in F: Protibakterijska
aktivnost proti C. albicans.
Nakijinamin F,
Suberitinon A sesterpenoidi EtOAc in Inhibicija kréenja cevastih nog morskih Shin in sod., 1995
heksan organizmov, protimikrobna aktivnost Baker in sod., 1997
Suberitinon B Inhibicija holesteril-ester transportnega proteina,
protibakterijska aktivnost.
Suberites ASABF- Ascaris suum | kationski peptid metanol Antimikrobna aktivnost (G* in G") signifikantna Wiens in sod., 2011
domuncula antibakterijski faktor proti S. aureus, B.subtilis, M. Lutens, manj ocitna

proti P. aureuginosa in E.coli, protiglivna
(C.albicans in A.niger), baktericidna in
hemoliti¢na aktivnost.




IME SPUZVE UCINKOVINA VRSTA ORGANSKO AKTIVNOST REFERENCA
MOLEKULE TOPILO
1-0-heksadecil-sn- PAF- trombocite metanol Cititoksi¢nst proti humanim tumorskim celicam, Alam in sod., 2001
glicero-3-fosfoholin aktivirajoc¢i faktor inhibicija biosinteze holesterola, protibakterijska | Shin in sod., 1999
1-0-oktadecil-sn- aktivnost. Miiller in sod., 2003
glicero-3-fosfoholin
Kinolinska kislina Aktivacija NMDA receptorjev, cititoksi¢nost, Schroder in sod., 2002
nevrotoksi¢nost, citostati¢nost, odstranjevanje
apoptoti¢nega tkiva.
SB2:a-proteob. 3D agregati, ki n- butanol SB2: citotoksi¢nost proti PC12, protimikrobna Thakur in sod., 2005
MBIC3368 (s spuzvo | vsebujejo proliferajoce aktivnostPB1 in PB2- citotoksi¢nost proti HeLa Taylor in sod., 2007
povezana bakterija) bakt. celice PB2: zaviranje angiogeneze, protimikrobna Miiller, 2001
(S.aureus, S.epidermidis, E.coli in C.albicans),
PB1in PB2: hemoliti¢na in citotoksi¢na aktivnost.
Pseudomonas sp.
(primmorph)
Taclektin lektin Protibakterijska aktivnost proti E. coli in S. aureus. | Miiller in sod., 2004
Tetilla voda Protibakterijska aktivnost proti Pseudomonas McClintock in
leptoderma purida, Serratia rubidaea, Candida tropicalis, Gauthier, 1992
citotoksi¢nost.
metanol, Protibakterijska, protikvasna aktivnost. McClintock in
toulen Gauthier, 1992
Tetillidae Sterptomyces sp. DA — Protiglivna aktivnost Han in sod., 2009

11




IME SPUZVE UCINKOVINA VRSTA ORGANSKO AKTIVNOST REFERENCA
MOLEKULE TOPILO
Xestospongia Renieron alkaloidi - aceton in Aktiven proti Gram * bakterijam Bacillus subtilis | Edrada in sod., 1996

izokinolinski kinoni metanol in Staphyloccoccus aureus. Prav tako deluje proti

7-Metoksi-1,6- plesni Cladosporium cucumerinum.

dimetilisokinolin-5,8-

dion

N-Etilen metil keton

derivat renierona

Renierol acetat alkaloidi - ni podatka Protitumorska dejavnost Kubo in sod., 1989
izokinolinski kinoni

Renierol propionat, N-

formil-1,2-

dihidrorenierol acetat

N-formil-1,2-

dihidrorenierol

propanoat

Renieramicin M alkaloidi - metanol Indukcija apoptoze preko p53 in inhibicija Suwanborirux in sod.,
izokinolinski kinoni napredka metastaz plju¢nih rakastih celic, proti 2003

Renieramicin G proliferativna aktivnost na celice raka ¢revesja Halim in sod., 2011

(HCT- 116) in plju¢ (A549), moc¢na citotoksi¢nost
Renieramicin N in protitumorska aktivnost.
Renieramicin O - S alkaloidi - etil acetat Citotoksi¢nost, protitumorske spojine. Amnuoypol in sod.,

izokinolinski kinoni

2004




IME SPUZVE UCINKOVINA VRSTA ORGANSKO AKTIVNOST REFERENCA
MOLEKULE TOPILO

Hacijodini A - G alkaloidi — 3- metanol Citotoksi¢ni proti celicam misje levkemije. Tsukamoto in sod.,
alkilpiridinski 2000
alkaloidi

Ciklosteletamin A alkaloidi — 3- etanol Zavirajo ¢loveske levkemiéne celice. Oku in sod., 2004
alkilpiridinski

Ciklosteletamin G alkaloidi

Dehidro-

ciklosteletamin D

Haliciklamin B alkaloidi — 3- metanol Protimikrobna aktivnost, selektivna citotoksi¢nost | Harrison in sod., 1996
alkilpiridinski proti tumorskim celicam.
alkaloidi

Ksestomanzamin alkaloidi — - aceton Citotoksi¢nost proti KB celicam (celice raka Kobayashi in sod.,

A B, X karbolinski alkaloidi materni¢nega vratu). 1995

Manzamin A, alkaloidi — (- aceton in Insekticidna aktivnost, delujejo proti Gram + Edrada in sod., 1996
karbolinski alkaloidi | metanol bakterijam, citotoksi¢nost.

Manzamin J, 3,4-
Dihidromanzamin A

6-Deoksimanzamin X
Manzamin A N-oksid
Manzamin J N-oksid

3,4-Dihidromanzamin
A N-oksid




IME SPUZVE UCINKOVINA VRSTA ORGANSKO AKTIVNOST REFERENCA
MOLEKULE TOPILO
(+)-3b,3’b- alkaloidi — metanol Protigliviéno delovanje proti glivi Candida spp. Moon in sod., 2002
Dimetilksestospongin | makroliti¢ni
kinolizidini
(1)-(75)-
Hidroksiksestospongin
A
(+)-Araguspongin K, L | alkaloidi — etanol Protimalari¢na in protituberkulozna aktivnost. Orabi in sod., 2002
Makroliti¢ni
Kinolizidini
Ksestosin A alkaloidi — metanol Vazodilatorna in ihtiotoksi¢na aktivnost. Iwagawa in sod., 2000
makroliticni
kinolizidini
Motuporamin A- | alkaloidi metanol Zavira celi¢no gibanje, citotoksi¢na aktivnost. Williams in sod., 2002
Aaptamin alkaloidi metanol Citotoksi¢nost proti KB celicam. Calcul in sod., 2003
Izoaaptamin

Demetil(oksi)aaptamin
Dimetilketal aaptamin

Benzo[de][1,6]naptiridi
n derivat A - derivat D




IME SPUZVE UCINKOVINA VRSTA ORGANSKO AKTIVNOST REFERENCA
MOLEKULE TOPILO
Ampimedin alkaloidi metanol in Citotoksic¢nost proti razlicnim vrstam tumorjev, Tasdemir in sod., 2001
metanol/ proti humanim KB tumorjem. Marshall in sod., 2003
Neoampimedin kloroform
Deoksiampimedin
Halenakinon kinoni ni podatka Kardiotoni¢na aktivnost Roll in sod., 1983
Halenakinol kinoni ni podatka Kardiotoniéne aktivnosti Kobayashi in sod.,
1985
Halenakinol sulfat
Ksestokinon kinoni metanol- Inhibicija cdc25b fosfataze, Pfnek-1 kinazna Cao in sod., 2005
diklorometan | inhibicija, protimalari¢na aktivnost-inhibicija
FCBL1 F. falciparum. Laurent in sod., 2006
Adociakinon A - B kinoni metanol Citotoksi¢ne aktivnosti, poskusi in vitro in in vivo | Concepcion in sod.,

Sekoadociakinon A -B

14-Metoksiksestokinon

15-Metoksiksestokinon

15-Kloro-14-
hidroksiksestokinon

14-Kloro-15-
hidroksiksestokinon 41

kazejo na protitumorsko aktivnost pri Zivalih,
citotoksi¢nost proti ¢loveSkem tumorju debelega
crevesa.

1995




IME SPUZVE UCINKOVINA VRSTA ORGANSKO AKTIVNOST REFERENCA
MOLEKULE TOPILO

3-Ketoadociakinon A - | kinoni ni podatka Strupeni v ¢loveskih tumorskih celicah debelega Cao in sod., 2005

B érevesa, citotoksi¢na aktivnost.

13-O-Metilksestokinol

sulfat

Ksestosaprol C kinoni metanol Inhibitor virusa HIV. Kubota in sod., 2008

Ksestovanin A terpenoidi metanol Protiglivi¢no delovanje proti Pyfhium ultimum. Northcote in Andersen,

1989

Sekoksestovanin A

Klionasterol steroli, konvencionalni | ni podatka Inhibitor CP celic. Cerqueira in sod., 2003
steroli

Ksestokerol A- B steroli — steroli s metanol Protimikrobno delovanje proti bakterijam. Kobayashi in sod.,
ciklopropanskim 1993
obro¢em

Aragusterol A steroli — steroli s metanol Mocan protitumorski sterol. Iguchi in sod., 1993
ciklopropanskim
obro¢em

Aragusterol B steroli — steroli s metanol Antiproliferativna aktivnosti proti KB celicam in Iguchi in sod., 1993
ciklopropanskim vitro, Aragusterol D nima tega udéinka.

Aragusterol D obrofem

(Ksestokerol C)

Aragusterol C steroli — steroli s metanol Protitumorska aktivnost. Shimura in sod., 1994
ciklopropanskim
obrocem

Haplosamat A - B steroli — polihidroksi | metanol Inhibicija HIV-1 integraze. Qureshi in sod., 1999

steroli




IME SPUZVE UCINKOVINA VRSTA ORGANSKO AKTIVNOST REFERENCA
MOLEKULE TOPILO

Ksestobergsterol A - B | steroli — polihidroksi | ni podatka Zavira spro§canje histamina iz podganjih celic, Shoji in sod., 1992

steroli citotoksi¢nost proti celicam 1-1210 misje
levkemije.

Ibisterol sulfat B -C steroli — polihidroksi | metanol Inhibicija HIV-1 integraze. Lerch in Faulkner,
steroli 2001

(22S)-4b,5b-Epoksi-

2b,3a,12b,22-

tetrahidroksi-14a-

metilholesta-7,9(11)-

diene-6,24-dion

5a,8a-Epidioksi-24a- drugi steroli ni podatka Inhibitor CP celic. Cerqueira in sod., 2003

etilholest-6-en-3b-ol

Ksestosterol (9E,17E)- | drugi steroli diklorometan | Inhibicija vezave ligandov na mozganske podganje | Pham in sod., 1999

18-bromooctadeca-
9,17-diene-7,15-dinoat

Ksestosterol (9E,17E)-
18-bromooktadeka-
9,17-dien-5,7,15-trinoat

Al receptorje.

Ksestospongienol A —
L

mascobne kisline —
brominirane
polinenasicene
mascobne kisline

metanol

Protigliviéni in protimikrobni u€inki, zaviranje
HIV-1 integraze, citotoksi¢nost.

Liu in sod., 2011




IME SPUZVE UCINKOVINA VRSTA ORGANSKO AKTIVNOST REFERENCA
MOLEKULE TOPILO
(9E,13E,17E)-18- mascobne kisline — etil acetat Inhibicija HIV proteaze Patil in sod., 1992
Bromooktadeka- brominirane
9,13,17-trien-5,7,15- polinenasi¢ene
trinoi¢na kislina mascobne kisline
Metil (9E,13E,17E)-
18-bromooktadeka-
9,13,17-trien-5,7,15-
trinoat
(7E,13E,17E)-18-
Bromooktadeka-
7,13,17-trien-5,15-
dinoi¢na kislina
Metil (7E,13E,17E)-18- | mas¢obne kisline — etil acetat Inhibicija HIV proteaze Patil in sod., 1992

bromooktadeka-
7,13,17-trien-5,15-
dinoat

(9E,17E)-18-
Bromooktadeka-9,17-
dien-5,7,15-trinoi¢na
kislina

(9E,15E)-16-
Bromoheksadeka-9,15-
dien-5,7-dinoi¢na
kislina

brominirane
polinenasicene
mascobne kisline




IME SPUZVE UCINKOVINA VRSTA ORGANSKO AKTIVNOST REFERENCA
MOLEKULE TOPILO
Metil (9E,15E)-16- mascobne kisline — etil acetat Inhibicija HIV proteaze Patil in sod., 1992
bromoheksadeka-9,15- | brominirane
dien-5,7-dinoat polinenasicene
mascobne kisline
(9E,17E)-18-
Bromooktadeka-9,17-
dien-5,7-dinoi¢na
kislina
Metil (9E,17E)-18-
bromooktadeka-9,17-
dien-5,7-dinoat
Metil (9E,17E)-18- mascobne kisline — etil acetat Inhibicija HIV proteaze Patil in sod., 1992
bromooktadeka-9,17- brominirane
dien-5,7-dinoat polinenasi¢ene
masc¢obne Kisline
(9E,15E)-18-
Bromooktadeka-9,15-
dien-5,7,17-trinoi¢na
kislina
Nefeliosin A mascéobne kisline — metanol, etil Protiglivi¢no delovanje, citotoksi¢nost, Kobayashi in sod.,
druge acetat invoda | protivirusna aktivnost. 1994
2-0kso-2,5- mascobne kisline — diklorometan | Aktivna spojina proti P388 celicam misje Quifioa in Crews, 1987

dihidrofuran-5-ocetna
kislina metil ester

Ksestin A —B

druge

levkemije.




IME SPUZVE UCINKOVINA VRSTA ORGANSKO AKTIVNOST REFERENCA
MOLEKULE TOPILO
Ksestoaminol A - C mascobne kisline — metanol Aktivnosti proti parazitom, mikrobom in reverzni | Jimenez in Crews,
druge transkriptazi. 1990
Sesterpenoidi sesterpeni Antagonisti hiperholesteolemije, inhibicija z Nam in sod., 2006
farmezoid-x aktiviranega receptorja.
Kestospongin B alkaloidi etanol Inhibicija izloGanja Ca®*, ki je inducirano z IP; Donia in  Hamann,
2003
Kestospongin C IP3 inhibitor, relaksacija miSic. Larsen in sod., 2005
Jaimovich in  sod.,
2005
Ta in sod., 2006
De Smet in sod., 1999
Ksestospongin A alkaloidi Zaviranje s kolagenom in adrenalinom inducirane | Pimentel in sod., 2003
agregacije tombocitov.
Dehidrociklosteletamin | amini Citotoksi¢nost proti P388, HeLa in 3Y1 pri nizkih | Rahman in sod., 2008

D

koncentracijah.




