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Clovestvo se velikokrat ne zaveda, da na Zemlji Zivijo tudi druga bitja, ki ne morejo slediti
hitremu in neustavljivemu razvoju industrije in drugih panog clovekovega delovanja. Po
navadi ne pomislimo, kako Skodljivo vplivamo na okolje s svojimi blestecimi in donosnimi
izumi, saj se posledic zavemo Sele tedaj, ko nas neposredno prizadenejo. Pomembna
naloga zdajsnjih in bodocih znanstvenikov je zato presojanje vplivov clovekovega
delovanja na okolje in iskanje resitev, ki bodo manj unicevale nas lepi in obcutljivi modri
planet.
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Evolucija je spuzve =zaradi sesilnega naina Zivljenja oborozila z mnoZico
visokoucinkovitih molekul s Sirokim repertoarjem bioloskih aktivnosti (Fusetani in
Clare, 2006; Blunt in sod., 2006; Sepci¢, 2008). Ena izmed pomembnih lastnosti, ki jo
imajo te snovi, je tudi protivegetativno delovanje. Ugotavljali smo ucinkovitost
inhibicije pritrjanja rakov viticnjakov vrste Balanus amphitrite z ekstrakti petnajstih
vrst liofiliziranih karibskih in avstralskih morskih spuzev, ki so pripadale enajstim
razlicnim druZinam in sedmim redovom ter naredili tudi kontrolna poskusa s cinkovim
piritionom in razliénimi koncentracijami topila dimetilsulfoksida. Preverili smo
toksic¢nost, hemoliti¢no aktivnost, sposobnost inhibicije acetilholinesteraze in prisotnost
kvartarnih amonijevih spojin tistih ekstraktov, ki so uc¢inkovali protivegetativno. To so
bili acetonska ekstrakta spuzve Phakellia striptata (L1-5A) in Topsentia ophiraphidites
(99A) ter acetonski in butanolni ekstrakt spuzve Xestospongia pacifica (LI-47A in LI-
47B). Acetonski ekstrakt spuzve Phakellia striptata (LI-5A) je u¢inkoval toksi¢no in
protivegetativno, bil je hemoliti¢en in je $ibko inhibiral acetilholinesterazo. Acetonski
ekstrakt spuzve Topsentia ophiraphidites (99A) iz redu Halichondrida je bil
protivegetativno zelo ucinkovit in hemoliti¢en. Acetilholinesterazo inhibira
kompetitivno reverzibilno in vsebuje kvartarne amonijeve spojine. Butanolni ekstrakt
spuzve Xestospongia pacifica L1-47B iz redu Haplosclerida je na organizme deloval
manj toksi¢no. Acetilholinesterazo je inhibiral kompetitivno reverzibilno. Oba
ekstrakta spuzve Xestospongia pacifica vsebujeta kvartarne amonijeve spojine.
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Sponges are sessile animals containing a plethora of biologicaly active secondary
metabolites that have evolved during their evolution (Fusetani in Clare, 2006; Blunt in
sod., 2006; Sepci¢, 2008). Several of these compounds have a great antifouling
potential. In this thesis, water and organic extracts of 15 liophilized Caribbean and
Australian sponges (belonging to 11 different families and 7 different orda) were tested
for their ability to inhibit the settlement of Balanus amphitrite cypris larvae. Zinc
pirithione and the solvent (dimethylsulphoxide) were assayed as controls. Extracts
exhibiting significant antifouling potential were tested also on their ability to induce
hemolysis and inhibition of acetylcholinesterase, and were assayed on the presence of
quaternary ammonium compounds. These extracts were as follows: acetone extracts of
sponges Phakellia striptata (L1-5A) and Topsentia ophiraphidites (99A), and acetone
and buthanolic extracts of the sponge Xestospongia pacifica (LI-47A in LI-47B).
Acetone extract of the sponge Phakellia striptata (LI-5A) exhibited toxic antifouling
activity, hemolysis and slight inhibition of acetylcholinesterase. Acetone extract of the
sponge Topsentia ophiraphidites (99A) from the order Halichondrida has considerable
antifouling and hemolytic potential. It also inhibited acetylcholinesterase by a
reversible competivive mechanism which is probably due to the quatenary ammonium
compounds found in its extract. Buthanolic axtract of the sponge Xestospongia pacifica
LI-47B (order Haplosclerida) acted by a less toxic antifouling mechanism, and also
inhibited acetylcholinesterase in a reversible competitive way. Both extracts of the
sponge Xestospongia pacifica contained quaternary ammonium compounds.
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PPI

SEZNAM OKRAJSAV

topilo dimetil sulfoksid

vrednost (efektivna koncentracija), pri kateri je delez pritrjenih

poskusnih zivali 50 odstotkov manjsi kot pri kontrolni raztopini

vrednost (letalna koncentracija), ki povzro¢i smrt 50 odstotkov

poskusnih zivali glede na kontrolno raztopino

modelni organizem — rak viticnjak Balanus amphitrite, ki smo ga

uporabljali pri testih protivegetativne uc¢inkovitosti in toksi¢nosti

modelni organizem — kopepodni rak Tigriopus fulvus, ki smo ga

uporabljali pri testih toksic¢nosti

ekstrakt, ki je bil pridobljen z ekstrakcijo z acetonom

ekstrakt, ki je bil pridobljen z ekstrakcijo z butanolom

ekstrakt, ki je bil pridobljen z ekstrakcijo z metanolom

ekstrakt, ki je bil pridobljen z ekstrakcijo z vodo in ni bil toplotno

obdelan (surov vodni ekstrakt)

ekstrakt, ki je bil pridobljen z ekstrakcijo z vodo in je bil toplotno
obdelan (kuhan vodni ekstrakt)

encim acetilholinesteraza

encim proteinska fosfataza 1
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1 UvOD

Morje je s svojimi prostranstvi ze milijarde let Zivljenjski prostor Stevilnih bitij, ki so v
dolgi zemeljski zgodovini z evolucijskimi procesi spreminjala oblike in lastnosti. Te so jim
omogocile Zivljenje v fizikalno, kemijsko in biolosko spreminjajo¢em se in pestrem okolju.
Stevilo biologkih oblik je najvedje v priobalnem pasu, kjer Zivljenjski dejavniki in viri
dolocajo ter omogocajo rast in razvoj razli¢nih organizmov v Stevilnih ekoloskih nisah. S
povecevanjem Stevila organizmov nastaja kompeticija za zivljenjske vire (Fusetani in
Clare, 2006, Sepci¢, 2008), kar pospesi proces nastajanja vrst in razvoj novih lastnosti

(Tarman, 1992).

Veliko priobalnih morskih nevretenéarjev ima v svojem zivljenjskem ciklu stadij liinke,
ki nekaj Casa Zivi kot meroplanktonski organizem, nato pa pois¢e primerno podlago, se
nanjo pritrdi in preobrazi. Faza iskanja in izbire primernega prostora je klju¢na za
prezivetje organizma. Nanjo vplivajo razlicni dejavniki (hidrodinamika, temperatura,
slanost, svetloba, starost organizma, podlaga itn.), med katerimi so zelo pomembni
kemijski signali (Fusetani, 2004). Ti so lahko na podlagi zaradi njene kemijske strukture
(Bavestrello in sod., 2000) ali jih oddajajo ze naseljeni, predvsem istovrstni organizmi in
tudi plenilci, plen, simbionti oziroma gostitelji (Fusetani, 2004). Podlaga za pritrditev in
rast so poleg skal in drugih substratov lahko tudi razli¢ne v morju potopljene konstrukcije
in organizmi, ki se pred preraS€anjem zavarujejo z razlicnimi mehanizmi, med katerimi

izstopa kemijska obramba (Fusetani, 2004).

V eno izmed skupin organizmov z ucinkovito kemijsko obrambo spadajo tudi morske
spuzve (Porifera) (Tsoukatou, 2002, Sepci¢, 2008). So izjemno bogat vir razli¢nih spojin,
ki kazejo vrsto zanimivih bioloSkih u¢inkov in so potencialno uporabne v medicinskih
(Faulkner, 2000) in industrijskih panogah (Fusetani, 2004). SpuZve uporabljajo te snovi za
zaSCito pred plenilci, teritorialno kompeticijo ali protivegetativno obrambo, ki prepreci
naselitev organizmov na njihovo povrsino (Fusetani, 2004; Blunt in sod., 2006; Fusetani in

Clare, 2006; Sepcic, 2008).
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Clovestvo se Ze stoletja spopada z mote¢im in ekonomsko obremenjujodim preras¢anjem
plovil in drugih v morju potopljenih konstrukcij, ki se povecuje tudi zaradi evtrofikacije
obalnih regij (Almeida in sod., 2007). Uporaba klasi¢nih toksi¢nih za$¢itnih premazov na
podlagi bakra, cinka in kositra se zaradi bioakumulacije in koncentriranja Vv
prehranjevalnih verigah v zadnjem casu opusca (Hellio, 2005; Omae, 2003b; Faimali in
sod., 2003b, Almeida, 2007). Nastala je potreba po odkrivanju do okolja prijaznejSih
protivegetativnih snovi in znanost v naravi iS¢e reSitve, ki bi lahko pri tem pomagale
(Almeida in sod., 2007; Fusetani, 2004). Nekatere naravne snovi so Ze pokazale u¢inkovito
netoksicno delovanje proti preraS¢anju in bi jih lahko wuporabili v industriji

protivegetativnih premazov (Faimali in sod., 2003b; Tsoukatou, 2002).

Namen tega diplomskega dela je bil ugotoviti potencialno protivegetativno aktivnost
(inhibicijo pritrjanja rakov viticnjakov) in toksicnost izbranih ekstraktov liofiliziranih
karibskih in avstralskih morskih spuzev. Ker so morski organizmi bogat in Se precej
neraziskan vir novih organskih spojin z veliko zanimivimi bioloskimi ucinki (Sepc€i¢ in
sod., 1997; Blunt in sod., 2006; Sepci¢, 2008), med katerimi so tudi snovi s
protivegetativnim delovanjem (Faimali in sod., 2003b; Fusetani, 2004), smo postavili
delovno hipotezo, da bomo v ekstraktih nasli snovi s tovrstnim netoksi¢nim delovanjem,
ki jih bomo v prihodnje poskusali izolirati in opredeliti njihove kemijske, fizikalne in

bioloske lastnosti.
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2 PREGLED OBJAV

2.1  ZNACILNOSTI SPUZEV

Spuzve (Porifera) so najbolj primitivhe mnogoceli¢ne zivali. Nimajo pravih organov,
¢eprav imajo dobro razvita vezivna tkiva, v katerih celice opravljajo najrazlicnejSe
funkcije. V primerjavi z drugimi metazoji kazejo spuzvine celice tako visoko stopnjo
samostojnosti, da njihovo telo prej spominja na kolonijo prazivali. So sesilne in imajo
nenavadno zgradbo telesa, zato so jih v preteklosti naravoslovci (Aristotel, Plinij) uvrscali
med rastline. Sele leta 1765 so med raziskavami morskih tokov prvi¢ ugotovili, da gre

pravzaprav za zivalske vrste (Ruppert in sod., 2004).

So slepa razvojna veja, saj se iz njih ni razvila nobena nova zivljenjska oblika. Zoologi jih
zato locujejo od pravih mnogoceli¢nih Zivali (Eumetazoa) in uvrs€ajo v drugo skupino,
imenovano Parazoa. Z izjemo ene druzine so morske zivali. Njihove celice niso strogo
specializirane, zaradi Cesar so funkcijsko zelo prilagodljive. Odrasle spuzve so skoraj
vedno pritrjene na podlago, njihova rast in oblika pa sta odvisni od njenih lastnosti ter
vodnih tokov v njihovi neposredni okolici. Telo nima vidne simetrije. Po velikosti so zelo
razli¢ne, saj lahko merijo od nekaj milimetrov do enega metra. Njihova glavna lastnost so
odprtine na povrsini, ki se delijo na malostevilne odtekalke in manjSe ter StevilnejSe
dotekalke. Skoznje filtrirajo vodo in se tako prehranjujejo. Prebavil nimajo, njihovo telo je
zgrajeno iz kanalCkov in kamric, ki so obdane s slojem posebnih celic z ovratnikom,
imenovanih hoanocite. Ker se zgradba teh kanalov razlikuje, lo¢imo tri gradbene tipe
spuzev: askon, sikon in levkon. Najpreprostejsi je askon, ki vkljuuje majhne spuzve brez
posebej oblikovanih kamric in kanalov. Telo ima le enotno notranjo votlino (spongocel), ki
je obdana s hoanocitami. Druga dva gradbena tipa, sikon in levkon, imata zapletenejSo in
bolj razvejano zgradbo, kar jim zaradi poveCane notranje telesne povrSine omogoca
ucinkovitejSo izmenjavo plinov in vecji sprejem hrane. Zunanja povrSina spuzev je prekrita
s ploscatimi celicami pinakocitami, dotekalke pa so obdane s porocitami, ki segajo od
zunanjosti do spongocela. Pod epidermalnimi celicami so mezenhim, amebocite (npr.
skleroblasti, ki izdelujejo spuzvin skelet) in tudi skelet. Ta je lahko sestavljen iz apnenca in

kremena, ki tvorita temeljne skeletne elemente iglice oz. spikule, ter iz spongina, ki tvori
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proteinsko sponginsko ogrodje. Iglice, ki so glavni morfoloski taksonomski znak pri
dolocanju spuzev, delimo na megasklere in mikrosklere. Zadnje so po navadi razprSene in
nepovezane, medtem ko megasklere gradijo mrezast skelet in so pri nekaterih vrstah
povezane s sponginom. Nekatere spuzve spikul nimajo in imajo ogrodje sestavljeno le iz
spongina. Zivijo vse od obreznega pasu pa do najvedjih globin. Najdemo jih celo v
poltemnih in temnih vodnih votlinah. Ker jih vecina Zivi samo v ¢isti vodi, bogati s
kisikom in z malo anorganskih delcev, jih lahko pojmujemo kot bioindikatorje Cistosti

vode (Turk, 2007).

Deblo spuZzev ali Porifera delimo na poddeblo Symplasma z razredom Hexactinellida ter
poddeblo Cellularia (spuzve s celicami), ki vkljucuje razreda Calcarea in Demospongiae.
Zadnji obsega ve¢ kot devetdeset odstotkov vseh vrst, ki so morske ali sladkovodne spuzve
gradbenega tipa levkon, razporejene v trinajst redov. Vse vrste, ki smo jih uporabili v nasi
raziskavi, spadajo v ta razred. Imajo sponginski skelet, ki je lahko podprt s kremencevimi
spikulami. Nekatere so celo brez skeleta. V razred Calcarea uvrs¢amo pet redov spuzev
vecinoma preprostejSih gradbenih tipov z apnencastim ogrodjem brez spongina. Spuzve
steklenjace (Hexactinellida) uvrS¢amo v dva podrazreda in Stiri redove. Imajo kremencev
skelet, sincicijska tkiva in so brez uniflagelarnih hoanocit (Hopper, 1997; Ruppert in sod.,

2004). Vecinoma zivijo v velikih globinah.

2.1.1 BioloSko aktivne snovi morskih spuzev

Sesilni organizmi v biotsko in abiotsko kompleksnem morskem okolju kot odgovor na
stresne dejavnike proizvajajo mnozico visokoucinkovitih molekul z velikim razponom
bioloskih aktivnosti (Fusetani in Clare, 2006; Blunt in sod., 2006; Sepci¢, 2008). Pri tem so
zagotovo v ospredju spuzve, ki jim v€asih pravimo kar kemicne tovarne (Sepci¢, 2008).
Med vsemi odkritimi morskimi biolosko aktivnimi spojinami jih je malo manj kot
Stirideset odstotkov iz spuzev (Sepci¢, 2008). Proizvajalci teh spojin so velikokrat
mikroorganizmi, ki z njimi Zivijo v simbiozi (Qian in sod., 2006). Produkti spuzev in
njihovih simbiontov delujejo hemoliti¢no, citotoksi¢no, protivnetno, protitumorsko,

protivirusno, protibakterijsko, protiglivno, imunosupresivno ali antimalari¢no (Scott in
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sod., 2000; Oku in sod., 2004; Sepci¢, 2008). Uporabljajo jih tudi v kozmetiki, industriji ali
celo kot molekularna orodja v medicini (genska terapija) in celi¢ni biologiji (Sepci¢, 2008).
Seveda je za nas najpomembnejSa njihova protivegetativna aktivnost (Walker in sod.,
1985; Kato in sod., 1995; Scott in sod., 2000; Tsoukatou, 2002; Faimali in sod., 2003b,
Fusetani, 2004; Hellio, 2005; Qian in sod., 2006; Hedner in sod., 2008).

2.1.2 Protivegetativne snovi morskih spuZev

Proces prerascanja povrSin v morju ima ve¢ stopenj. Na zacetku se nanje naberejo organski
delci (proteini, proteoglikani, polisaharidi idr.), nato ga za¢nejo prerascati biofilmi bakterij,
alg in drugih mikroorganizmov ter nazadnje Se makroskopski organizmi. Med razvojem
bentoske zdruzbe se vzpostavijo kompleksni mehanizmi, ki uravnavajo interakcije med
organizmi in potopljenim substratom ter vplivajo tudi na specificno sestavo zdruzbe
(Abarzua in Yakubowski, 1995). Spuzve so med sesilnimi organizmi ene tistih, ki se
uspesno branijo pred preras¢anjem s sintezo protivegetativnih snovi. Industrijsko in
ekolosko pomembnejse protivegetativne molekule spadajo med terpene, steroide, saponine,
snovi, sorodne mas¢obnim kislinam, bromirane aminokislinske ter heterocikli¢ne produkte
(Fusetani, 2004). Te in druge ucinkovine so pogosto znacilne za dolocCene taksonomske

skupine sorodnih spuzev (Fusetani in Clare, 2006).

Spuzve iz druzin Axinellidae in Dictyonellidae (red Halichondrida) pogosto proizvajajo
seskvi- in diterpene z razli¢nimi bioloskimi ucinki. Protivegetativno aktivnost so pripisali
izocianoterpenom iz spuzve Acanthella cavernosa, ki vsebuje tudi protivegetativni steroid
ter nenavadnim seskviterpenom iz spuzev rodu Axinyssa (druzina Halichondridae)
(Fusetani, 2004). Prerascanje dobro preprecuje tudi saponin karibske spuzve Erylus

formosus 1z druzine Geodiidae redu Astrophorida (Fusetani, 2004).

Naslednja skupina aktivnih snovi so derivati pri presnovi mascob, sorodni mascobnim
kislinam. Med njimi so plazmalogen lyso-PAF iz spuzve Crella incrustans (druZina

Crellidae, podred Myxillina, red Poecilosclerida) in poliacetileni iz vrste Callyspongia
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truncata (druzina Callyspongiidae, red Haplosclerida) dobro inhibirali pritrjanje

viti¢njakov (Fusetani, 2004).

Geodia barretti vsebuje zelo ucinkovite bromirane ciklopeptide (Hedner in sod., 2008). Z
bromotirozinskimi alkaloidi se pogosto srecamo pri druzinah Aplysinidae in
Pseudoceratinidae iz redu Verongida (Fusetani, 2004). Prvi druzini pripada Aplysina
fistularis, ki v vodo izlo¢a repelenta aerotionin in homoaerotionin (Walker in sod., 1985),
drugi druzini pa Pseudoceratina purpurea, pri kateri so nasli nekaj zelo aktivnih
bromotirozinov in heterociklicnih molekul z visoko inhibicijo pritrjanja larv in nizko
toksi¢nostjo. Spuzva vrste Agelas mauritiana iz druZine Agelasidae (red Agelasida)
vsebuje protivegetativni heterocikel oroidin, Stylotella aurantium iz druzine Axinellidae
redu Halichondrida pa inhibitor hitinaze stilogvanidin, ki vpliva na levitev rakov (Kato in

sod., 1995; Fusetani, 2004).

Posebno pozornost si zasluzi red Haplosclerida. 1z druzine Callyspongiidae so aktivnost
pokazali ekstrakti spuzev rodu Callyspongia (Qian in sod., 2006), kjer gre protivegetativni
ucinkek pripisati alkilpiridinijevim solem (kvartarne amonijeve spojine) (Scott in sod.,
2000). Te soli, ki imajo Sirok spekter bioloSkih aktivnosti (Scott in sod., 2000; Sepcic,
2008), vsebujejo tudi spuzve Reniera sarai (Faimali in sod., 2003b), Niphates in
Amphimedon iz druzine Niphatidae, Xestospongia widenmayeri (druzina Petrosiidae),
Calyx podatypa (druzina Phloeodyctidae) in tudi druge spuzve iz redu Haplosclerida
(Fusetani in Clare, 2006). Alikilpiridini preprecujejo pritrjanje organizmov predvsem z
inhibicijo acetilholinesteraze (Turk in sod., 2007) in tudi drugimi mehanizmi (Scott in sod.,
2000). V druzini Chalinidae je poleg rodu Reniera tudi rod Haliclona, ki vsebuje Se
alkilpiperidine (Fusetani, 2004).

S Stevilnimi gvanidinskimi alkaloidi je prepojena sredozemska spuzva Crambe crambe iz
druzine Crambiidae (podred Myxillina, red Poecilosclerida) (Fusetani, 2004). Tudi pri
mediteranskih spuzvah Ircinia oros (druzina Irciniidae) in Cacospongia scalaris (druzina
Thorectidae) iz redu Dictyoceratida ter pri spuzvi Dysidea sp. (druzina Disideidae) iz redu
Dendroceratida so z ekstrakcijo z diklorometanom in etanolom pridobili nekaj zelo

ucinkovitih protivegetativnih snovi (Hellio, 2005).
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2.1.3 Protivegetativni premazi

Objekti, kot so plovila in druge konstrukcije v stiku z morjem, ponujajo veliko povrsino,
na katero se lahko naselijo zdruzbe tam ziveCih organizmov. Zas¢itene morajo biti pred
preraS¢anjem in tudi pred rjavenjem. Pomorstvo se s temi tezavami srecuje ze od zacetka

in zascitni premazi jih poskuSajo odpravljati (Almeida in sod., 2007).

Pred devetnajstim stoletjem so za to uporabljali loj, katran, vosek ali smolo, ki so jo nanesli
prek lesenih ladijskih trupov. Fenicani so uporabljali baker, Grki in Rimljani tudi svinec. V
osemnajstem stoletju so v lesene povrSine zabijali Zebljicke iz cinka ali bakra ter
preizkusali u¢inkovitost premazov s svincem, nikljem, galvaniziranim jeklom, bakrom in
cinkom. Uporaba naravnih materialov, kot so guma, vulkanit in pluta, je bila omejena
zaradi oteZzenega nanosa. V sredini devetnajstega stoletja so zaceli v premazih z lanenim
oljem uporabljati arzenik in zivo srebro. Nato so zaradi tezav z rjavenjem zaceli razvijati
polimere z vkljuenimi toksi¢nimi snovmi. V drugi polovici dvajsetega stoletja so zascitni
sloji vsebovali razli¢ne polimere s toksikanti (baker, cink, titan itd.), ki so se iz prebarvane
povrsine postopoma sprosc¢ali v okolje. Pred kratkim so prepovedali uporabo snovi z
organskimi ostanki in tezkimi kovinami, kot so zivo srebro, svinec, arzenik in kositer.
Zadnji je sestavina zelo strupenih (Antizar-Ladislao, 2008) premazov s tributilkositrom
(ang. tributyltin, TBT) (Omae, 2003a). Danes so Se vedno v uporabi inhibitorji fotosinteze
Irgarol, Diuron in nekateri nespecifi¢ni biocidi (Kathon), bakrov in cinkov pirition, ki naj
bi bil po nekaterih raziskavah do okolja bolj prijazen (Voulvoulis in sod., 1999), ter
ditiokarbamati tiram, ziram, zineb, maneb in drugi (Voulvoulis in sod., 1999; Almeida in
sod., 2007; Omae, 2003b). Razvitih ali v razvoju je nekaj do okolja prijaznejsih
alternativnih premazov, kot so barve s nadzorovanim odvajanjem aktivnih molekul brez
kositra (CDP), samocistilne barve brez kositra (TF-SPC) in hibridi med obema (Almeida in
sod., 2007).

Kljub temu da imajo nekatere nove industrijske protivegetativne snovi nekoliko man;jsi

vpliv na morski ekosistem (Voulvoulis in sod., 1999) in s tem tudi na ¢loveka, Se vedno
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temeljijo na sproScanju toksicnih molekul (Almeida in sod., 2007). Neizogibno je, da
nadaljnji razvoj zas¢itnih premazov vkljucuje proucevanje naravnih, do okolja prijaznih in
netoksi¢nih organskih molekul (Faimali in sod., 2003b; Tsoukatou, 2002; Almeida in sod.,
2007) in encimov (Olsen in sod., 2007), nizkoenergetskih nepolarnih in ultragladkih

hidrofobnih povrsin ter inteligentnih polimerov (Almeida in sod., 2007).

2.2 ZNACILNOSTI RAKOV

Raki (Crustacea) so edina skupina ¢lenonozcev, ki je vezana skoraj samo na vodo. Vecina
vrst Zivi v morju. Telo imajo sestavljeno iz velikega Stevila Clenov, ki je lahko pri
nekaterih parazitskih in sesilnih vrstah mo¢no zmanjSano. Posamezni ¢leni trupa in glave
so lahko pri dolocenih skupinah zdruzeni v glavoprsje, ki ga pri Stevilnih vrstah prekriva iz
hrbta izrascajoca kozna guba — ko$ ali karapaks. Ta guba se pri viti€njakih preoblikuje v
trdno hiSico. Zunanje ogrodje sestavljajo Stiri kutikularne plasti, ki so izlocek Zlez v epi-
oziroma hipodermalnem sloju koze. Hitinska kutikula je pogosto utrjena z apnencem in
fosfati. Izrastki ogrodja segajo tudi v notranjost telesa in omogocajo pritrditev miSic in
drugih organov. Skoraj vse miSice so pre¢no progaste in se ujemajo z razporeditvijo
telesnih Glenov. Zivéevje pri rakih imenujemo lestvitasta trebu$njaca, ki ima v vsakem
¢lenu par zivénih vozlov. Povezana je s tridelnim osrednjim Zivénim prepletom, ki lezi nad
zrelom. Cutila so pri veéini dobro razvita. Visji raki dihajo s $krgami, nizji pa pline
izmenjujejo skozi celotno telesno povrSino, saj nimajo posebnih dihalnih organov.
Krvozilje je pri vecini odprto, pri nekaterih pa mocno zakrnelo. Po njem se pretaka
hemolimfa s hemocianinom, ki vsebuje baker. Izlocala so parni cevasti organi, ki se pri
vi§jih rakih v vodo odpirajo na bazi anten, pri niZjih pa na bazi maksil (ustne okoncine).
Njihov glavni izlocek je amonijak. Razvoj pri vecini poteka prek prosto plavajoce licinke
imenovane navplij pri nizjih rakih in zoea pri visjih. Raki zive v razli¢nih biotopih od
plitve vode do velikih globin, mnogo jih biva v jamah in podzemnih vodah. Samotarci
zivijo v praznih polzjih hiSicah ali v kamricah spuzev. Veliko jih je v simbiozi z drugimi

organizmi, so komenzali ali zajedalci (Turk, 2007).
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2.2.1 Viti¢njaki

Viti¢njaki (Cirripedia) spadajo med nizje rake. Odrasli so mo¢no spremenjeni, Zive sesilno
ali parazitsko. Clenjenost telesa je slabo izrazena, pri nekaterih vrstah popolnoma izgine.
Odprtina na vrhu telesa se zapira s pokrovckom, ki je povezan s posebno zapiralno miSico
in, kadar je odprta, skoznjo moli Sest parov vitiCastih nog, ki so poras¢ene z drobnimi
dlacicami. Z nogami ustvarjajo vodni tok, ki jim prinaSa kisik in hrano. Ustne okoncine,
prvi par tipalk delno in drugi par so popolnoma zakrneli. Parazitski viti¢njaki so Se bolj
spremenjeni, so brez apnencastih plos¢ic in imajo vrecasto telo. V nasprotju z drugimi raki
je vecina viti¢njakov dvospolnikov. Pritrjajo se na kamnito podlago, drevesa (mangrove),
lupine, oklepe in telesa drugih organizmov ter na razli¢ne druge plavajoce in potopljene
umetne ali naravne predmete. Tesno zaprta lupina jim omogoca, da nekaj Casa prezivijo
tudi na suhem (Turk, 2007). Kljub temu, da se pritrjajo tudi na plavajoe predmete in
organizme, jih vecina zivi v mediolitoralnem, nekaj pa tudi v supralitoralnem pasu morske

obale (Tarman, 1992).

Ceprav odrasli organizmi (slika 1) ob prvem pogledu niso videti kot raki, zaénejo vitiénjaki
svoj zivljenjski cikel kot navpliji, ki so tipi¢ne racje lic¢inke. Navplij se prelevi v li¢inko
imenovano cipris, ki se ne prehranjuje in je podobna ostrakodnem raku vrste Cypris (od
tod ime). Ta v morju poiSce ustrezen substrat, se nanj pritrdi ter preoblikuje v odraslega
raka. Na podlago so pritrjeni s povecano preoralno regijo glave, na kateri so cementne
Zleze in kratke prve antene. Posteriorno na toraksu izrasca dolg raztegljiv penis. Lateralno
iz glave na obe strani izras¢a velik mesnat koS, ki ga v literaturi imenujejo »plasc« (angl.
mantle). Ta telo ventralno oboka in ga popolnoma obda. Epidermis »plasca« izloca
apnencaste plosce, ki obdajajo viti€njaka. Noge (ciri) lezijo v »plascevi votlini« (angl.
mantle cavity), usta, anus in gonopor ovidukta pa se vanj odpirajo. Kri se zbira v
rostralnem sinusu v glavi in te€e anteriorno in posteriorno proti regiji, kjer je rak pritrjen,
nato v plas¢, telo in nazaj do sinusa. Do leta 1830 so mislili, da viti¢njaki spadajo med
mehkuZzce, leta 1851 pa je Darwin z natan¢nimi raziskavami postavil temelje sodobnim

Studijam te zanimive skupine morskih zivali. Razred Cirripedia vkljucuje redove Thoracica
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(najvecja skupina), Acrothoracica in Rhizocephala, ki je parazitska skupina (Ruppert in

sod., 2004).

Slika 1: Odrasla raka viti¢njaka B. amphitrite (foto: dr. Marco Faimali).

Testni organizem Balanus amphitrite iz druzine Balanidae, naddruzine Balanoidea, spada v
podred Balanomorpha, ki je del redu Sessilia, nadredu Thoracica, infrarazreda Cirripedia
(podrazred Thecostraca, razred Maxillopoda, poddeblo Crustacea) (Martin in Davis, 2001).
Je lahko dostopna in za gojenje nezahtevna kozmopolitska vrsta, ki igra pomembno vlogo
v obalnih ekosistemih, saj je ena glavnih komponent zdruzbe, ki preras¢a potopljene
povrsine. Li¢inke neprestano plavajo in so zato primeren organizem za toksikoloske in
druge Studije. Embriji se razvijejo v votlini plas€a do navplijev druge faze, nato jih
viticnjaki sprostijo v okolje, kjer se prehranjujejo kot planktonski organizmi.
Meroplanktonska li¢inka se razvija skozi nadaljnje Stiri faze navplijev in razvoj zakljuci s
fazo cipris, ki se ne prehranjuje, temvec uporablja zaloge iz masc¢obnih celic in proteine iz
hemocela. Ciprisi preiscejo podlago, se nanjo najprej reverzibilno, nato ireverzibilno
pritrdijo z izlo€anjem cementa iz parnih cementnih Zlez in preoblikujejo v sesilne juvenilne
osebke (slika 2) (Faimali in sod., 2006; Faimali in sod., 2003a, 2003b). Prve antene imajo
kemoreceptorje, ki so namenjene prepoznavanju primernega substrata. Sprva izloc¢ijo
diske, nato pa cement, ki li¢inko ireverzibilno pritrdi. Kutikula, ki prekriva mehke dele, se

periodi¢no levi, rast lupine pa je kontinuirana in neodvisna od rasti telesa in levitve.
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Smrtnost juvenilnih osebkov je zelo velika zaradi intra- in iterspecificne kompeticije

(Ruppert in sod., 2004).

Lic¢inke imajo razli¢no afiniteto do razlicnih naravnih in umetnih substratov v vodi. Klju¢ni
trenutek za njihovo prezivetje in razvoj je iskanje podlage in pritrditev, na katero vplivajo
razliéni biotski in abiotski dejavniki substrata in njegovega okolja, ki so lahko umetni ali
naravni (Andersen in Underwood, 1994; Faimali in sod., 2003b). Odkrili so veliko snovi,
ki delujejo na prezivetje in razvoj viti¢njakov. Mednje spadajo tudi molekule, ki povecajo
ali zmanjSajo uspeh prepoznavanja substrata, pritrjanja s cementnimi Zzlezami in
metamorfoze, pri katerih sodelujejo mehanizmi kemorecepcije in signaliziranja ter prenosa
zivénih impulzov. Nanje delujejo z vplivom na holinergi¢ni sistem in razlicne receptorje
(Faimali in sod., 2003a; Turk in sod., 2007), signalno pot proteinske kinaze C in adenilatne
ciklaze s ciklicnim AMP, endogene hormone (Fusetani in sod., 2004), hitinazo (Kato in

sod., 1995) in druge taréne molekule.

Uspeh pri izbiri substrata, pritrditvi in metamorfozi pripisujejo tudi fizioloSkemu stanju
ciprisov, ki energijo pridobivajo iz zalog (se ne hranijo). Te dolocajo trajanje raziskovanja
podlage in tako tudi verjetnost, da larva najde primeren substrat za svoje zivljenje. Larve s
starostjo izgubijo selektivnost pri prepoznavanju primerne podlage. To stanje v literaturi

opisujejo s hipotezo obupane larve (Tremblay in sod., 2007).



Konte T. Protivegetativna aktivnost v ekstraktih nekaterih ... morskih spuzev (Porifera) 12
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2008

Slika 2: Larvalni stadiji B. amphitrite: a) navplij v fazi [; b) navplij v fazi II; ¢) navplij v fazi III; d) navplij v
fazi 1V; e) navplij v fazi V; f) navplij v fazi VI; g) cipris; h) novo pritrjena in preoblikovana larva (foto: dr.
Marco Faimali).

2.2.2 CeponoZci

Ceponozci (Copepoda) so ena najobseznejSih skupin rakov. Vecina je morskih, veliko jih
najdemo tudi v celinskih vodah. Neka;j jih Zivi parazitsko, na kopnem v mahovih, vodnih
filmih v zemlji in listni stelji. So eden izmed treh vrst organizmov, ki dominirajo v
morskem zooplanktonu. Vecina se hrani s fitoplanktonom, zato so temeljni ¢len prenosa
energije in elementov ter tudi polutantov (Raisuddin in sod., 2007) v prehranjevalnih
spletih med primarni producenti in vi§jimi troficnimi nivoji. Dolgi so od enega do petih
milimetrov, nekateri so tudi dalj$i (parazitski 25 mm). Navadno imajo cilindri¢no telo,

zasiljeno proti posteriornem delu. So ve¢inoma prozorni, vendar najdemo tudi obarvane in
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take, ki bioluminiscirajo. Po navadi imajo znacilno sredinsko navplijevo oko in dolge
nerazvejene prve antene. UvrS¢amo jih med nizje rake. Podrazred Copepoda (razred

Maxillopoda) vkljucuje deset redov, od katerih je pet parazitskih (Ruppert in sod., 2004).

Kopepodnega raka Tigriopus fulvus, modelni organizem ekotoksikoloskih raziskav,
uvr§¢amo v druzino Harpacticidae, ki je umeScena v red Harpacticoida, nadred Podoplea in
infrarazred Neocopepoda podrazreda Copepoda (Martin in Davis, 2001). Njegov razvoj
poteka skozi Sest navplijskih in pet kopepodidnih faz do odraslega organizma (slika 3).
Zaradi pomembne vloge v morskem ekosistemu, strpnosti do slanosti in temperature,
pigmentiranosti in nezahtevnega gojenja ga od sedemdesetih let uporabljajo v okoljskih
Studijah. Uporaben je tudi pri ugotavljanju prenosa toksi¢nih snovi med mediji (iz

sedimenta v vodni stolpec) v ekosistemu (Raisuddin in sod., 2007).

Slika 3: Razvojne faze kopepodnega raka rodu Tigriopus. Faze N1-6 so navpliji, C1-5 kopepodidi. Zadnja
dva organizma (od leve proti desni) v spodnji vrsti sta samec in samica (Raisuddin in sod., 2007: 163).

3 MATERIALI IN METODE
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3.1 MATERIALI IN METODE

3.1.1 Priprava vzorcev za testiranje protivegetativne aktivnosti

Potapljaci so vzorce spuzev nabrali na globini med 5 in 45 metri na morskem grebenu
juzne obale otoka Curacao v Karibskem morju in na otoku Lizard Island v Avstraliji.
Nabrani material so v globoko zmrznjenem stanju (—20 °C) prepeljali v Evropo, kjer so

pozneje dolocili posamezne vrste, ga liofilizirali in shranili (Dolinsek, 2007; Likar, 2007).

Vzorci, ki sem jih uporabljal pri poskusih, so bili predhodno pripravljeni v diplomskih
delih Alesa Likarja (Likar, 2007), Tine Dolinsek (Dolinsek, 2007) in Bojana Martinska (le
ekstrakt spuzve Holopsamma helwigi SM; diplomsko delo Se ni dokoncano). Ales Likar in
Bojan Martinsek sta naredila ekstrakcijo homogeniziranega materiala s tremi organskimi
topili (metanol (M), aceton (A) in butanol (B)), dolocila koncentracijo ekstrakta (suha
masa ekstrakta/mL) s suSenjem z vodno vakuumsko crpalko (rotavaporjem) in posusene
vzorce raztopila v etanolu. Tina Dolinsek je ekstrakcijo naredila z deionizirano vodo ter
pol vsakega vzorca zavrela za 15 minut, da se je znebila beljakovinskih molekul (vzorci
oznaceni s K). Ekstrakte, ki jih ni toplotno obdelala, je oznacila s ¢rko S. Suho maso je
dolocila s suSenjem na urnem stekelcu. Preverila je protibakterijsko in hemoliticno
aktivnost ter sposobnost inhibicije encimov acetilholinesteraze (AChE) in proteinske
fosfataze (PP1) dobljenih ekstraktov. Za naSe raziskave smo marca 2008 pripravili Se

dodatni acetonski ekstrakt spuzve Topsentia ophiraphidites (99A EasterExtract).

Pred uporabo v bioloskih testih z Zivimi organizmi smo iz vzorcev v organskih topilih
odparili etanol in jih znova raztopili v dimetil sulfoksidu (DMSO; Sigma, ZDA). Volumen,
iz katerega smo odparili etanol, smo dolocili glede na koncentracijo prej pripravljenega
ekstrakta in tako pripravili izhodne vzorce v enemu izmed treh koncentracijskih razredov
10°, 5 x 10* ali 10* mg/L. To nam je olaj$alo nadaljnje delo, saj smo tako lahko naredili
razredcitve z visoko koncentracijo ekstrakta (do 100 mg/L) in nizko koncentracijo DMSO

(1 oziroma 0,1 %).
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3.1.1.1 Izbor ekstraktov

Ekstrakti, ki smo jih za teste izbrali glede na literaturo, so navedeni v preglednici 1 in 2.

Merila, ki smo jih upostevali pri izboru, so bila:

e taksonomska sorodnost z znanimi protivegetativno aktivnimi vrstami (Walker in
sod., 1985; Kato, 1995; Scott in sod., 2000; Tsoukatou, 2002; Fusetani, 2004;
Hellio, 2005; Qian in sod., 2006; Hedner in sod., 2008);

e vsebnost kvartarnih amonijevih spojin, ki so predhodno pokazale u¢inkovito in
netoksi¢no protivegetativno aktivnost (Scott in sod., 2000; Faimali in sod.,

2003b; Fusetani in Clare, 2006);

e druge bioloske aktivnosti istih ekstraktov, ki bi bile lahko odgovorne za
protivegetativno  aktivnost (hemoliza, inhibicija acetilholinesteraze in
proteinske fosfataze 1 ter protibakterijsko delovanje) (Likar, 2007; Dolinsek,
2007; neobjavljeni podatki iz diplomskega dela Bojana Martinska).
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Preglednica 1: Bioloske aktivnosti, taksonomska pripadnost, oznake ekstraktov in vrste spuzev, nabranih na juznem morskem grebenu otoka Curacao (Karibsko morje), po
ekstrahiranju z organskimi topili ali deionizirano vodo. M je metanolni ekstrakt, A je acetonski ekstrakt, B je butanolni ekstrakt, S je surov vodni ekstrakt in K je kuhan vodni
ekstrakt. Ekstrakt SM je bil pripravljen novembra 2007, A EsterExtract marca 2008, preostali ekstrakti marca 2007.

Vrsta spuzve

Taksonomska pripadnost

Oznaka vzorca

BioloSke aktivnosti, ki bi bile lahko vzrok za protivegetativne lastnosti

Agelas clathrodes druzina Agelasidae, red 81M moc¢na hemoliza, inhibicija B. subtilis, inhibicija AChE, §ibka inhibicija PP1 (Likar, 2007)
Agelasida
81A mocna hemoliza, Sibka inhibicija B. subtilis, inhibicija AChE (Likar, 2007)
81B moc¢na hemoliza, Sibka inhibicija B. subtilis, Sibka inhibicija AChE (Likar, 2007)
81S Sibka inhibicija B. subtilis, inhibicija AChE (Dolinsek, 2007)
81K §ibka inhibicija B. subtilis, inhibicija AChE (Dolinsek, 2007)
Aplysina fistularis druzina Aplysinidae, red S57TA hemoliza, Sibka inhibicija B. subtilis in E. coli, (Likar, 2007)
Verongida
Aplysina fulva druzina Aplysinidae, red 10M hemoliza, mo¢na inhibicija B. subtilis, inhibicija E. coli, inhibicija AChE (Likar, 2007)
Verongida
Callyspongia plicifera druzina Callyspongiidae, 127B Sibka inhibicija B. subtilis (Likar, 2007)
red Haplosclerida
Callyspongia vaginalis druzina Callyspongiidae, 15B Sibka inhibicija B. subtilis in E. coli (Likar, 2007)

red Haplosclerida

se nadaljuje
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nadaljevanje

Vrsta spuzve

Taksonomska pripadnost

Oznaka vzorca

Bioloske aktivnosti, ki bi bile lahko vzrok za protivegetativne lastnosti

Geodia neptuni druzina Geodiidae, red 8™ Sibka hemoliza, Sibka inhibicija B. subtilis (Likar, 2007)
Astrophorida
Holopsamma helwigi druzina Microcionide, M Sibka inhibicija B. subtilis, inhibicija AChE (neobjavljeni podatki — Martinsek, 2007)
podred Microcionina, red
Poecilosclerida
Ircinia strobilina druzina Irciniidae, red 124M moc¢na hemoliza, mo¢na inhibicija B. subtilis, Sibka inhibicija AChE (Likar, 2007)
Dictyoceratida
124A moc¢na hemoliza, mo¢na inhibicija B. subtilis,
124B hemoliza, Sibka inhibicija B. subtilis,
Pseudoceratina crassa druzina Pseudoceratinidae, 104A mocna hemoliza, Sibka inhibicija B. subtilis in E. coli, Sibka inhibicija AChE, inhibicija
red Verongida PP1 (Likar, 2007)
Scopalina ruetzleri druzina Dictyonellidae, red 78A Sibka inhibicija B. subtilis, inhibicija PP1 (Likar, 2007)
Halichondrida
Topsentia ophiraphidites druzina Halichondriidae, red 99M hemoliza, inhibicija B. subtilis in E. coli, mo¢na inhibicija AChE (Likar, 2007)
Halichondria
99A mocna hemoliza, inhibicija B. subtilis in E. coli, mo¢na inhibicija AChE in inhibicija PP1
(Likar, 2007)
99A glej diskusijo (tocka 5.1)
EasterExtract,
OldDilutions in
StockO
99S mocna hemoliza, mo¢na inhibicija B. subtilis, Sibka inhibicija E. coli, inhibicija AChE in

PP1 (Dolinsek, 2007)

se nadaljuje
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nadaljevanje

Vrsta spuzve

Taksonomska pripadnost

Oznaka vzorca

Bioloske aktivnosti, ki bi bile lahko vzrok za protivegetativne lastnosti

Topsentia ophiraphidites druzina Halichondriidae, red 99K moc¢na hemoliza, mo¢na inhibicija B. subtilis, inhibicija AChE in PP1 (Dolinsek, 2007)
Halichondria
Verongula rigida druzina Aplysinidae, red 105M moc¢na inhibicija B. subtilis, Sibka inhibicija E. coli, $ibka inhibicija AChE (Likar, 2007)
Verongia
Xestospongia muta druzina Petrosiidae, podred 53B mocna hemoliza, inhibicija B. subtilis, (Likar, 2007)

Petrosina, red Haplosclerida

Preglednica 2: Bioloske aktivnosti, taksonomska pripadnost, oznake ekstraktov in vrste spuzev, nabranih na lokaciji Lizard Island (Avstralija), po ekstrahiranju z organskimi
topili ali deionizirano vodo. M je metanolni ekstrakt, A je acetonski ekstrakt, B je butanolni ekstrakt, K je kuhan vodni ekstrakt. Ekstrakti so bili pripravljeni marca 2007.

Vrsta spuzve

Taksonomska pripadnost

Oznaka vzorca

Bioloske aktivnosti, ki bi bile lahko vzrok za protivegetativne lastnosti

Phakellia stipitata druzina Axinellidae, red LI-5SM inhibicija B. subtilis, inhibicija PP1 (Likar, 2007)
Halichondrida
LI-5A inhibicija B. subtilis (Likar, 2007)
LI-5K
Xestospongia pacifica druzina Petrosiidae, podred LI-47A Sibka inhibicija B. subtilis in E. coli, inhibicija AChE, mo¢na inhibicija PP1 (Likar, 2007)
Petrosina, red Haplosclerida
LI-47B Sibka inhibicija B. subtilis, inhibicija AChE, moc¢na inhibicija PP1 (Likar, 2007)
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3.1.2 Gojenje odraslih rakov vrste Balanus amphitrite

Odrasle viti¢njake vrste B. amphitrite smo pobrali s trupov plovil v genovskem pristani§cu
v Italiji. V laboratoriju smo jih o€istili, zlozili v petrijevke in nato v ¢aSe. Gojili smo jih pri
temperaturi 22 £ 1 °C in nezni stalni svetlobi (300 luks) v litrskih ¢aSah z naravno morsko
vodo (slanost 37 promilov), ki jo pet kilometrov od obale zbira in dobavlja Costa
Edutainment, S. p. a., Acquario di Genova. Pred uporabo smo jo prefiltrirali skozi

celulozni filter (<0,45 pm).

V vsaki caSi smo gojili trideset do Stirideset odraslih organizmov ter vodo neprestano
prezracevali. Trikrat na teden smo jih dopoldne vzeli iz posod, jih nezno splaknili pod
hladno tekoco vodo in za priblizno eno uro polozili na mizo pod svetilko, nato pa jih dali
nazaj v CaSe s svezo filtrirano morsko vodo (<0,45 um). Tako smo ustvarili stresne
razmere, po katerih so viti¢njaki sprostili li¢inke (navplije). Popoldne smo rake nahranili s
50—-100 mL solinskih rakcov Artemia salina (Salt Creek, ZDA) v koncentraciji 20 larv/mL
in 100-200 mL alg Tetraselmis suecica v koncentraciji 2 x 10° celic/mL, jih postavili nazaj
na 22 + 1 °C in v ¢aSe spet potopili cevke za prezracevanje. Tako lahko v laboratorijskih

razmerah vse leto pridobivamo navplije (Rittshof in sod., 1992; Faimali in sod., 2002).

3.1.3 Zbiranje in gojenje li¢ink (navplijev) B. amphitrite

Navpliji, ki so jih sprostili odrasli viti¢njaki, so pozitivno fototakti¢ni. V ¢aso smo usmerili
svetilko in jih s pipeto posrkali ter prenesli v prazno posodo. Vanjo smo prav tako vstavili
cevko z dovodom zraka. Po konCanem zbiranju smo jih precedili skozi fino mrezico in
splaknili v pollitrsko ¢aso s svezo naravno morsko vodo, ki smo jo prej prefiltrirali skozi
celulozni filter (Whatman, VB) s porami, manjSimi od 0,22 um in ji dodali kloramfenikol
(Farmochimica, Italija) s koncentracijo 2 mg/L. Prav tako kot odraslim, smo jim trikrat na
teden menjali vodo (jih precedili in splaknili z naravno filtrirano morsko vodo (<0,22 pum)
in nahranili z algami T. suecica v koncentraciji 5 x 10° celic/mL. Te smo pred vsakim

hranjenjem pregledali, da ne bi vsebovale prazivali, ki so za navplije patogene. Vodo z
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organizmi smo nezno prezracevali. Kulture navplijev smo gojili v termostatirani omari
(KW apparecchi scientifici, Italija) pri 28 £ 1 °C in svetlobnem ciklu 12 ur svetlobe (1400
lux) in 12 ur teme. Po §tirih do Sestih dneh so se navpliji razvili do ciprisa. Li¢inke v tem
stadiju smo s filtriranjem locili od preostalih, e nediferenciranih navplijev in jih shranili v
hladilnik na 6 °C. Po $tirih dneh smo jih lahko uporabili v poskusih (Rittshof in sod.,
1992).

3.1.4 Gojenje kopepodnih rakov vrste Tigriopus fulvus

Odrasle rake 7. fulvus smo nabrali v kamnitih bazenckih ob obali predela Nervi v Genovi
in jih vzdrzevali v laboratorijskih razmerah nekaj generacij (aklimatizacija). Gojili smo jih
v desetlitrskih plasti¢nih posodah s filtrirano morsko vodo (<0,22 pum) pri slanosti 37
promilov, 20 £ 0,5 °C ter ciklu 16 ur svetlobe (500-1000 lux) in 8 ur teme. Enkrat na teden
smo jih hranili s suspenzijo alg Chlorella minutissima in kvasovk Saccharomyces

cerevisiae (Pane in sod., 2005).

3.2  BIOLOSKI TESTI

3.2.1 Test inhibicije pritrjanja li¢ink (ciprisov) B. amphitrite

Poskuse protivegetativne aktivnosti sem opravljal na genovskem inStitutu za raziskave
morja ISMAR, podruznici italijanskega nacionalnega instituta CNR. Ciprise, ki smo jih 4
dni hranili pri 6 °C, smo najprej lo¢ili od odmrlega materiala in jih prenesli v petrijevko
(Greiner Bio-One International AG). Sprva smo ekstrakte testirali v treh ponovitvah, nato
pa strategijo spremenili in ponovitve opustili zaradi pomanjkanja testnih organizmov. Na
mikrotirnih ploscah (Greiner Bio-One International AG) s 24 razdelki smo pripravili
raztopine ekstraktov v filtrirani morski vodi. Vdolbine smo napolnili z 800 pL filtrirane
morske vode in 200 uL ekstrakta ter dodali od 15 do 20 testnih organizmov, ki smo jih
najprej nanesli na filter in nato splaknili v vdolbinico z natanko 1 mL filtrirane morske
vode, da je bila kon¢na prostornina raztopine vedno 2 mL. Kon¢ne koncentracije testiranih

ekstraktov so bile 100 (50), 10, 1 in 0,1 mg/L ter seveda kontrolni raztopini s koncentracijo
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0 mg/L. Plos¢e smo zavili v aluminijasto folijo in jih 3 dni inkubirali pri 28 = 1 °C. Po 24,
48 in 72 urah smo z lupo preverili Stevilo pritrjenih rakov in zapisali tudi morebitne
posebnosti (neaktivni ali mrtvi organizmi itd.). 1z dobljenih rezultatov smo izracunali

deleze pritrjenih organizmov glede na ¢as in koncentracije ekstraktov.

Ekstrakte smo raztopili v DMSO in nato red¢ili s filtrirano morsko vodo, zato smo naredili
tudi kontrolne raztopine brez ekstraktov samo v DMSO in samo v filtrirani morski vodi.
poskusov 1 %, nato pa smo poskuse opravljali pri stalni koncentraciji DMSO 0,1 % in pri

tej vrednosti poskusali doseci ¢im vecjo vsebnost ekstrakta.

Za primerjavo smo na enak naCin opravili poskus inhibicije pritrjanja rakov s tremi
koncentracijami DMSO (0,1, 1 in 10 %) in tudi s cinkovim piritionom (Orazio Brignola,
Italija), raztopljenim v DMSO, ki so ga Se pred kratkim obsezno uporabljali kot del
za$c¢itnih protivegetativnih premazov, vendar so kasneje ugotovili, da je bil njegov ucinek
posledica neposrednih toksi¢nih u€inkov na li¢inke zoo- in fitoplanktona (Faimali in sod.,

2003b).

Na prej opisan nacin smo opravili teste inhibicije pritrjanja licink z DMSO, cinkovim
piritionom in tridesetimi ekstrakti, ki so pripadali petnajstim vrstam spuzev iz sedmih
redov. Za nadaljnje teste smo izbrali tri vrste, ki so kazale najbolj izrazito inhibicijo
pritrjanja: acetonska ekstrakta spuzev Phakellia striptata (LI-5A) in Topsentia
ophiraphidites (99A) ter butanolni in acetonski ekstrakt vrste Xestospongia pacifica (LI-
47B in LI-47A).

Pri teh ekstraktih smo naredili tudi natancnejSi test inhibicije pritrjanja s Stirimi
ponovitvami pri vsaki koncentraciji. Razpon koncentracij smo dolocili glede na rezultate
predhodnega testa, in sicer pri ekstraktu Phakellia striptata (LI-5A) 20, 10, 5, 2,5 in 0
mg/L, pri ekstraktu Topsentia ophiraphidites (99A) 8, 4, 2 in 0 mg/L ter pri ekstraktu
Xestospongia pacifica (LI-47B) 8, 4, 2, 1 in 0 mg/L. Iz dobljenih rezultatov smo izrazili
deleze pritrjenih organizmov v odvisnosti od ¢asa in koncentracije ekstraktov ter po 72

urah inkubacije po spremenjeni metodi Spearman-Karber izracunali vrednost ECs
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(efektivna koncentracija pri 95-odstotnem intervalu zaupanja), pri kateri je delez pritrjenih

poskusnih zivali 50 odstotkov manjsi kot pri kontrolni raztopini (Hamilton in sod., 1977).

3.2.2 Test akutne toksi¢nosti ekstraktov na li¢inke (stadij navplija) B. amphitrite

Za test akutne toksicnosti ekstraktov smo uporabili navplije v drugi fazi razvoja, dve do
Stiri ure po tem, ko so jih odrasli sprostili iz »plas¢eve votline« (angl. mantle cavity).
Pridobili smo jih iz kulture odraslih viti¢njakov, kot je opisano pri postopku gojenja in

zbiranja liCink (tocka 3.1.3).

Na mikrotitrnih plos¢ah s 24 razdelki smo pripravili raztopine ekstraktov v filtrirani morski
vodi s Stirimi ponovitvami. Vdolbine smo napolnili z 800 pL filtrirane morske vode in 200
nL ekstrakta ter dodali od 15 do 20 testnih organizmov, ki smo jih najprej nanesli na filter
in nato splaknili v vdolbinico z natanko 1 mL filtrirane morske vode, da je bila kon¢na
prostornina raztopine vedno 2 mL. Konéne koncentracije testiranih ekstraktov so bile 100,
50, 10, 5, 1, 0,5 in 0,1 mg/L ter seveda kontrolna raztopina s koncentracijo 0 mg/L.
Ekstrakte spuzev Phakellia striptata LI-5A, Xestospongia pacfica LI-47A in LI-47B smo
pripravili v DMSO in nato red¢ili s filtrirano morsko vodo, zato je bila vsebnost DMSO pri

vseh testiranih vzorcih in tudi pri kontrolni raztopini 0,1 %.

Plos¢e smo dva dni inkubirali pri 28 £ 1 °C ter svetlobnem ciklu 12 ur svetlobe (1400 lux)
in 12 ur teme. Po 24 in 48 urah smo z lupo preverili Stevilo mrtvih li¢ink. Kot mrtve smo
ocenili tiste z iztegnjenimi antenami in pobledelo hitinjaco. Iz dobljenih rezultatov smo
izrazili deleze mrtvih organizmov v odvisnosti od Casa izpostavljenosti in koncentracije
ekstraktov ter iz rezultatov po 24 in 48 urah po spremenjeni metodi Spearman-Karber
izraunali LCs (letalna koncentracija pri 95-odstotnem intervalu zaupanja), ki povzroci

smrt 50 odstotkov poskusnih zivali glede na kontrolno raztopino (Hamilton in sod., 1977).
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3.2.3 Test akutne toksi¢nosti ekstraktov na netar¢ne organizme (navplije) T. fulvus

Teste akutne toksi¢nosti ekstraktov na navplijih kopepodnih rakov 7. fulvus smo opravili
na Oddelku za biologijo Univerze v Genovi. Iz kulture kopepodov, ki smo jo gojili, kot je
opisano v tocki 3.1.4, smo odvzeli nekaj samic, ki so nosile vrecke z jajceci, da smo dobili
zadostno Stevilo navplijev enake starosti. Valjenje smo spodbudili tako, da smo vrecke po
tem, ko smo samice imobilizirali z nezno filtracijo na filtrih (0.47 pm) iz steklenih
mikrovlaken (Whatman, VB), odstranili s secirno iglo. VreCke smo prenesli na plosce s
Sestimi vdolbinami (Greiner Bio-One International AG) z 10 mL morske vode (slanost 30
promilov) in jih 24 ur pustili na temperaturi 20 £+ 0,5 °C (Pane in sod., 2005). Navplije, ki
so se izvalili (v fazi 1 in 2), smo uporabili za test akutne toksicnosti ekstraktov spuzev

Phakellia striptata LI-5A ter Xestospongia pacifica LI-47A in LI-47.

Testne koncentracije ekstraktov so bile 0,5, 1, 5, 10, 50 in 100 mg/L. Pri vsaki
koncentraciji in tudi kontrolnih raztopinah, ki so vsebovale le 0,1 % DMSO v filtrirani

morski vodi ali le filtrirano morsko vodo smo opravili tri vzporedne meritve.

Plosce smo inkubirali pri temperaturi 20 + 0,5 °C in po 24 in 48 urah preverili Stevilo
mrtvih organizmov (negibni ob dotiku s secirno iglo). Iz dobljenih rezultatov smo izrazili
deleze mrtvih organizmov v odvisnosti od ¢asa izpostavljenosti in koncentracije ekstraktov
ter po spremenjeni metodi Spearman-Karber izracunali LCs, (letalna koncentracija pri 95-
odstotnem intervalu zaupanja), ki povzroc¢i smrt 50 odstotkov poskusnih zivali glede na

kontrolno raztopino (Hamilton in sod., 1977).

3.2.4 Dolocanje drugih bioloskih aktivnosti v izbranih ekstraktih Phakellia striptata
(LI-5A), Topsentia ophiraphidites (99A) in Xestospongia pacifica (LI-47B)

Z nadaljnjimi testi (hemoliza in inhibicija acetilholinesteraze) smo hoteli natancneje
raziskati mehanizme bioloSkih aktivnosti, ki bi bili lahko vzrok za protivegetativne

lastnosti ekstraktov spuzev Phakellia striptata (L1-5A), Topsentia ophiraphidites (99A) in
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Xestospongia pacifica (LI-47B). Na koncu smo s tankoplastno kromatografijo v ekstraktih

preverili prisotnost kvartarnih amonijevih spojin.

3.2.4.1 Hemoliti¢ni test

S hemoliticnim testom ugotavljamo sposobnost snovi, da poSkoduje membrane eritrocitov.
Ti vsebujejo rdece krvno barvilo hemoglobin, ki se ob poSkodbah sprosti iz celic. Snov, ki
hemolizira, je potencialno citotoksicna tudi za druge celice. Lahko poskoduje tudi

membrane celic pritrjajocih se li¢ink in tako deluje protivegetativno.

Eritrocite smo s centrifugiranjem izolirali iz sveze goveje krvi, ki smo ji pri odvzemu
dodali citrat, da se ni strjevala. Trikrat smo jih sprali s fizioloSko raztopino in uporabili za
bioloSke teste ali spravili v Alseverjevem konzervansu v hladilnik. Tako pripravljene
eritrocite lahko uporabljamo, dokler se supernatant ne pobarva rdece, kar bi nakazovalo na
hemolizo. Pred uporabo smo konzervirane eritrocite vedno dvakrat sprali s fiziolosko
raztopino. Za testiranje smo jih resuspendirali v pufru za eritrocite (raztopina 0,13 M NaCl
in 0,02 M TRIS.HCI, pH 7,4) in pripravili suspenzijo, ki je imela pri 650 nm navidezno
absorpcijo 1 = 0,01.

Hemoliticno aktivnost smo spremljali s citalnikom mikrotitrnih ploS¢ (Dynex
Technologies, ZDA), ki omogoca hkratno zasledovanje 96 casovnih potekov reakcij. Na
mikrotitrni plo¢i (TPP, Svica) smo v vse vdolbinice dodali 100 pL eritrocitnega pufra ter
v prvi stolpec Se 90 uL enakega pufra in 10 uL posameznega vzorca, raztopljenega v
DMSO (v dveh ponovitvah). Zadnji dve vdolbinici v stolpcu sta bili namenjeni negativni
kontroli z DMSO. S pipeto smo po 100 pL raztopine prenasali vzdolz vrst do predzadnje
vdolbinice in zadnjih 100 pL zavrgli. Red¢ili smo torej v razmerju 1 : 2 od zacetne
koncentracije 1,25 mg/mL pri ekstraktih spuzev Phakelia striptata (LI-5A) in
Xestospongia pacifica (L1-47B) ter 0,25 mg/mL pri ekstraktu Topsentia ophiraphidites
(99A) do konénih 0 mg/mL. Vse vdolbinice v dvanajstem stolpcu so bile namrec

namenjene kontroli in so vsebovale le pufer. Pred meritvijo smo v vseh 96 vdolbinic dodali
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Se 100 pL eritrocitov in zaceli meriti. Merili smo sipanje svetlobe pri valovni dolzini 630

nm (navidezno absorpcijo). Hemolizo smo spremljali 20 minut pri 25 °C.

Iz rezultatov smo odcitali polovi¢ni ¢as hemolize (ts), tj. ¢as, pri katerem navidezna
absorpcija suspenzije eritrocitov pade na polovico svoje zacetne vrednosti, ter izrazili
casovni potek hemolize v odvisnosti od koncentracije ekstrakta. Za ekstrakt vrste

Topsentia ophiraphidites (99A) smo prikazali tudi ¢asovni potek hemolize.

3.2.4.2 Test inhibicije acetilholinesteraze

Acetilholinesteraza (AChE) je encim, ki v sinapti¢nih Spranjah med dvema zivénima
celicama in na motoricni plos¢€ici hidrolizira acetilholin do holina in acetata. Acetilholin je
pomemben nevrotransmiter, ki z vezavo na receptor odpre kanaléke Na'/K' in depolarizira
celico. Ce je acetilholinesteraza zavrta, je postsinapticna membrana nenchno vzdraZena,
kar paralizira miSice in povzro¢i smrt organizma. Spojine, ki preprecujejo delovanje

acetilholinesteraze, lahko zato uvrS¢amo med nevrotoksine.

Aktivnost AChE in njeno inhibicijo s testnimi ekstrakti smo spremljali z Ellmanovo
metodo (Ellman in sod., 1961) s citalnikom mikrotitrnih plos¢ (Dynex Technologies,
ZDA). Vdolbinice na mikrotitrni plogé¢i (TPP, Svica) smo napolnili s po 150 pL
Ellmanovega reagenta z 1 mM substratom (raztopina 5,5-ditiobis 2-nitrobenzojske kisline,
natrijevega hidrogen karbonata in acetilholin jodida (substrat) v 25 mM fosfatnem pufru
pH 7,0). V prve stiri vdolbinice prvega stolpca smo dodali Se 140 pL Ellmanovega
reagenta z 1 mM substratom in 10 pL ekstraktov v DMSO — dve ponovitvi z vzorcem
Phakelia striptata (LI-5A) in dve z ekstraktom Xextosponigia pacifica (LI-47B).
Naslednjima dvema vdolbinicama smo dodali le 100 pL. Ellmanovega reagenta z 1 mM
substratom in 50 uL ekstrakta Topsentia ophiraphidites (99A), saj je bila izvorna
koncentracija ekstrakta v DMSO petkrat manjsa kot pri prvih dveh. Zadnji dve vdolbinici v
stolpcu sta bili namenjeni negativni kontroli z DMSO. Sto petdeset pL raztopine smo s
pipeto prenasali vzdolz vrst do predzadnje vdolbinice in zadnjih 150 puL zavrgli. Ekstrakte

smo torej redcili v razmerju 1 : 2 od koncentracije 1,25 mg/mL do 0 mg/mL. Po koncanem
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red¢enju smo v vsako vdolbinico dodali 50 uL encima AChE iz elektri¢ne jegulje (Sigma,
ZDA), ki smo ga prej raztopili v 100 mM fosfatnem pufru pH 7,3 v koncentraciji 500
encimskih enot (EE)/mL, in zaceli meritve. Kon¢na koncentracija encima v reakcijski

mesanici je bila 12,5 EE/mL. Reakcijo smo spremljali 5 minut pri 412 nm in 25 °C.

3.2.4.3 Dolocanje vrste inhibicije in konstante inhibicije acetilholinesteraze ekstraktov

Xestospongia pacifica (LI-47B) in Topsentia ophiraphidites (99A)

V tem testu smo poleg red¢enja ekstraktov naredili tudi tri redCitve substrata (acetilholina).
Stiri stolpce na mikrotitrni plo§¢i smo napolnili s 150 uL Ellmanovega reagenta z 1 mM
substratom, $tiri s 150 uL Ellmanovega reagenta z 0,5 mM substratom ter Stiri s 150 pL
Ellmanovega reagenta z 0,25 mM substratom. V prve tri pare vdolbinic z razli¢nimi
koncentracijami substrata smo dodali 2,5 pL ekstrakta Xestospongia pacifica (LI-47B) in
147,5 pL Ellmanovega reagenta z ustreznimi koncentracijami substrata (paroma 1, 0,5 in
0,25 mM). Redcitve 1 : 2 smo naredili tako, da smo prenaSali 150 pL raztopine od zgornjih
vdolbinic stolpca proti spodnjim in 150 pL pred zadnjo vdolbinico zavrgli. Tako smo
dobili koncentracijsko vrsto od 0,312 mg/mL do 0 mg/mL. Enako smo naredili redCitve z
ekstraktom Topsentia ophiraphidites (99A), le da smo v zacetne tri pare vdolbinic z
razli¢nimi koncentracijami substrata dodali 3,125 pL ekstrakta in jih dopolnili z reagentom
in substratom do kon¢nega volumna 300 pL. Zacetna koncentracija je bila 78,125 in
kon¢na 0 mg/L. Rezultate smo izrazili v obliki Dixonovih diagramov, iz katerih smo

odcitali tip ter konstanto inhibicije (K;) encima.

3.2.4.1 Tankoplastna kromatografija

S tankoplastno kromatografijo smo preverili prisotnost kvartarnih amonijevih spojin in
njihovo mobilnost, med katere spadajo tudi bioloSko aktivne alkilpiridinijeve spojine. Na
plosce s silikagelom Kieselgel Fo4s (Merck, Nemcija) smo nanesli v DMSO raztopljene
ekstrakte: metanolni ekstrakt Holopsamma helwigi (SM), butanolne ekstrakte Callyspongia
plicifera (127B), Xestospongia muta (53B) in Xestospongia pacifica (LI-47B) ter
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acetonske ekstrakte Phakelia striptata (LI-5A), Xestospongia pacifica (LI-47A) in
Topsentia ophiraphidites (99A). Kot pozitivno kontrolo smo uporabili poli-APS
(polimerne alkilpiridinijeve soli iz morske spuzve Reniera sarai). Plos¢e smo razvili z
mesSanico topil metanol: kloroform (9 : 3). Po razvitju smo na plosce razprsili
Dragendorffov reagent (raztopina 0,11 M kalijevega jodida in 0,6 mM bizmutovega
subnitrata v 3,5 M ocetni kislini), ki vse kvartarne amonijeve spojine obarva moc¢no

oranzno.

4 REZULTATI

4.1  TEST INHIBICIJE PRITRJANJA LICINK (CIPRIS) B. amphitrite

V nadaljevanju so prikazani rezultati inhibicije pritrjanja li¢ink B. amphitrite z razlicnimi
ekstrakti spuzev, ki smo jih izbrali glede na taksonomsko sorodnost z znanimi
protivegetativno aktivnimi vrstami, vsebnost kvartarnih amonijevih spojin ter druge
predhodno opazene bioloske aktivnosti, ki bi lahko bile vzrok za protivegetativno

aktivnost.

Test smo izvedli, kot je opisano v tocki 3.2.1, in zapisali deleze pritrjenih organizmov po
24 (modri stolpci), 48 (rdec¢i stolpci) in 72 urah (rumeni stolpci) v odvisnosti od
koncentracije suhe snovi v ekstraktu. Opravili smo tudi poskusa inhibicije pritrjanja s
topilom DMSO in moc¢nim industrijskim protivegetativnim sredstvom cinkovim
piritionom. Na slikah organskih ekstraktov so na zacetku osi x razvr$¢ene kontrolne
raztopine brez ekstraktov. Vsebujejo le 0,1 % dimetil sulfoksid v morski vodi (razdelek
DMSO 0,1 %), 0,5 % dimetil sulfoksid v morski vodi (DMSO 0,5 %), 1 % dimetil
sulfoksid v morski vodi (razdelek DMSO 1 %) ali le morsko vodo (razdelek 0), nato pa si
nara$¢ajoce sledijo koncentracije ekstraktov. Na slikah vodnih ektraktov je prvi razdelek
namenjen rezultatu kontrolne raztopine z morsko vodo (razdelek 0). Delez pritrjenih

organizmov s ¢asom narasca.

Najaktivnej$i ekstrakti so bili Phakellia striptata LI-5A (slika 10), Topsentia
ophiraphidites 99A (slika 12) ter oba ekstrakta Xestospongia pacifica L1-47A (slika 14
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levo) in LI-47B (slika 14 desno), ki smo jih nato podrobneje analizirali v nadaljnjih

poskusih (tocka 4.2).

Na sliki 4 (levo) je prikazan rezultat vpliva koncentracije DMSO na pritrjanje li¢ink B.
amphitrite. Ta pri koncentraciji 0,1 % poveca pritrjanje, pri 10 % ga popolnoma zavre.
Cinkov pirition deluje pri koncentraciji 10 mg/L delno, pri koncentraciji 100 mg/L pa

popolnoma protivegetativno (slika 4 desno).

DMSO B24h Zn-pirition m24h
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Slika 4: Delez pritrjenih li¢ink B. amphitrite v odvisnosti od koncentracije DMSO in cinkovega piritiona po
24 urah (modri stolpci), 48 urah (rdeci stolpci) in 72 urah (rumeni stolpci). Vrh stolpcev prikazuje srednjo
vrednost + standardno napako treh vzporednih meritev pri cinkovem piritionu.

Vodni in organski ekstrakti karibske morske spuzve Agelas clatrodes imajo zelo Sibko
protivegetativno aktivnost ali je nimajo (slika 6). Pri ekstraktih 81M, 81B in 81K lahko
opazimo povecevanje deleza pritrjenih organizmov ob povecevanju koncentracije do
dolocene meje, potem delez upade. Pri organskih ekstraktih ima kontrolna raztopina z 0,1
% DMSO vecji delez pritrjenih organizmov kot tista z morsko vodo. Najvecjo inhibicijo
opazimo pri ekstraktu 81K s koncentracijo 10 mg/L. Delez pritrjenih organizmov pri
koncentraciji 100 mg/L ekstrakta 81M je sicer majhen, a ga moramo primerjati z

rezultatom kontrolne raztopine DMSO 1 %.
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Slika 5: Delez pritrjenih li¢ink B. amphitrite v odvisnosti od koncentracije ekstraktov Agelas clathrodes po
24 urah (modri stolpci), 48 urah (rdeci stolpci) in 72 urah (rumeni stolpci). Vrh stolpcev prikazuje srednjo
vrednost + standardno napako treh vzporednih meritev. 81M je metanolni ekstrakt, 81A je acetonski ekstrakt,
81B je butanolni ekstrakt, 818S je surov vodni ekstrakt in 81K je kuhan vodni ekstrakt.

Acetonski ekstrakt Aplysina fistularis 5STA (slika 6 levo), butanolna ekstrakta Callyspongia

plicifera 127B in Callyspongia vaginalis 15B (slika 7) ter metanolni ekstrakti Aplysina

fulva 10M (slika 6 desno), Geodia neptuni 87M in Holopsamma helwigi SM (slika 8)

nimajo protivegetativne aktivnosti.
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Slika 6: Delez pritrjenih li¢ink B. amphitrite v odvisnosti od koncentracije acetonskega ekstrakta Aplysina
fistularis 57A in metanolnega ekstrakta Aplysina fulva 10M po 24 urah (modri stolpci), 48 urah (rdeci

stolpci) in 72 urah (rumeni stolpci).
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Slika 7: Delez pritrjenih li¢ink B. amphitrite v odvisnosti od koncentracije butanolnih ekstraktov
Callyspongia plicifera 127B in Callyspongia vaginalis 15B po 24 urah (modri stolpci), 48 urah (rdeci

stolpci) in 72 urah (rumeni stolpci).

Geodia neptuni 87M

100
90
80
70
60
50

% settlement

40
30
20
10

DMSO 0,1% 0 0,1 1 10

B24h
W48h
a72h

% settlement

100
LY
80
70
60
50
40
30
20
10

Holopsamma helwigi 5M

DMS00,1% 0 0,1 1 10

mg/L

O24h
M48h
O72h

50

Slika 8: Delez pritrjenih li¢ink B. amphitrite v odvisnosti od koncentracije metanolnih ekstraktov Geodia
neptuni 87M in Holopsamma helwigi 5SM po 24 urah (modri stolpci), 48 urah (rdeci stolpci) in 72 urah
(rumeni stolpci).
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Organski ekstrakti karibske morske spuzve [Ircinia strobilina imajo zelo Sibko
protivegetativno aktivnost ali je nimajo (slika 9). Opazimo lahko zmanjSevanje deleza
pritrjenih organizmov, vendar ne zaradi delovanja ekstrakta, saj moramo rezultate
primerjati z ustreznimi kontrolnimi raztopinami. Kontrolna raztopina z 1 % DMSO mo¢no

zavira pritrjanje, 0,1 % DMSO ga glede na kontrolo poveca.
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Slika 9: Delez pritrjenih licink B. amphitrite v odvisnosti od koncentracije ekstraktov Ircinia strobilina po 24
urah (modri stolpci), 48 urah (rdeci stolpci) in 72 urah (rumeni stolpci). Vrh stolpcev prikazuje srednjo
vrednost + standardno napako treh vzporednih meritev. 124M je metanolni ekstrakt, 124A je acetonski
ekstrakt in 124B je butanolni ekstrakt.

Metanolni (LI-5M) in acetonski (LI-5A) ekstrakt avstralske spuzve Phakelia striptata
imata protivegetativno aktivnost (slika 10). Acetonski popolnoma prepreci pritrjanje pri
koncentraciji 50 mg/L in delno Ze pri 10 mg/L. Metanolni ekstrakt je SibkejSi in
popolnoma zavre pritrjanje pri koncentraciji 100 mg/L. Kuhan vodni ekstrakt (LI-5K) pri

najvisji koncentraciji prepreci pritrditev priblizno polovici ciprisov.
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Slika 10: Delez pritrjenih li¢ink B. amphitrite v odvisnosti od koncentracije ekstraktov spuzve Phakellia
striptata po 24 urah (modri stolpci), 48 urah (rdeéi stolpci) in 72 urah (rumeni stolpci). LI-SM je metanolni
ekstrakt, LI-5A je acetonski ekstrakt in LI-5K je kuhan vodni ekstrakt.

Acetonska ekstrakta karibskih spuzev Pseudoceratina crasa 104A in Scopalina ruetzleri

78A ne inhibirata pritrjanja rakov viticnjakov (slika 11).
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Slika 11: Delez pritrjenih li¢ink B. amphitrite v odvisnosti od koncentracije acetonskih ekstraktov
Pseudoceratina crasa 104A in Scopalina ruetzleri 78 A po 24 urah (modri stolpci), 48 urah (rdeci stolpci) in

72 urah (rumeni stolpci).
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Spuzvi Topsentia ophiraphidites smo posvetili najve¢ pozornosti. Metanolni ekstrakt

(99M) popolnoma inhibira pritrjanje pri koncentraciji 100 mg/L, medtem ko acetonska
99A in 99A StockO (ekstrakt v DMSO je bil shranjen v hladilniku tri tedne) delujeta delno

protivegetativno ze pri koncentraciji 1 mg/L, popolnoma pa zavreta pritrjanje pri 10 mg/L.

Acetonska ekstrakta 99A OldDilutions (razred¢ine ekstrakta, ki so bile shranjene na

svetlobi pri sobni temperaturi tri tedne) in 99A EasterExtract (pozneje pripravljen

acetonski ekstrakt) imata zelo Sibko protivegetativno delovanje. Pri kuhanem vodnem

ekstraktu 99K je delez pritrjenih organizmov povecan (slika 12).
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Slika 12: Delez pritrjenih li¢ink B. amphitrite v odvisnosti od koncentracije ekstraktov Topsentia

ophiraphidites po 24 urah (modri stolpci), 48 urah (rdeéi stolpci) in 72 urah (rumeni stolpci). Vrh stolpcev

prikazuje srednjo vrednost + standardno napako treh vzporednih meritev. 99M je metanolni ekstrakt; 99A,
99A OldDilutions, 99A EasterExtract in 99A StockO so acetonski ekstrakti, 99S je surov vodni ekstrakt in

99K je kuhan vodni ekstrakt.

Verongula rigida 105M (metanolni ekstrakt) ima Sibko protivegetativno aktivnost pri

koncentraciji 100 mg/L. Xestospongia muta 53B (butanolni ekstrakt) popolnoma prepreci

pritrjanje rakov pri 50 mg/L (slika 13).
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Slika 13: Delez pritrjenih li¢ink B. amphitrite v odvisnosti od koncentracije metanolnega ekstrakta spuzve
Verongula rigida 105A in butanolnega ekstrakta spuzve Xestospongia muta 53B po 24 urah (modri stolpci),

48 urah (rdeci stolpci) in 72 urah (rumeni stolpci).

Acetonski (LI-47A) in butanolni (LI-47B) ekstrakt avstralske spuzve Xestospongia

pacifica sta mo¢no protivegetativno dejavna ze pri koncentracijah 10 mg/L (slika 14).
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Slika 14: Delez pritrjenih li¢ink B. amphitrite v odvisnosti od koncentracije metanolnega in acetonskega
ekstrakta Xestospongia pacifica po 24 urah (modri stolpci), 48 urah (rdeci stolpci) in 72 urah (rumeni
stolpci). LI-47A je acetonski ekstrakt, LI-47B butanolni ekstrakt.

42 DOLOCANJE VREDNOSTI ECs, INHIBICIJE PRITRJANJA LICINK B.

amphitrite

V nadaljevanju so prikazani rezultati inhibicije pritrjanja li¢ink B. amphitrite z najbolj
aktivnimi ekstrakti: Phakellia striptata LI-5A, Topsentia ophiraphidites 99A ter

Xestospongia pacifica LI-47B, ki smo jih nato podrobneje analizirali v nadaljnjih poskusih.

Test smo izvedli, kot je opisano v tocki 3.2.1, in zapisali deleze pritrjenih organizmov po
24 (modri stolpci), 48 (rde¢i stolpci) in 72 urah (rumeni stolpci) v odvisnosti od
koncentracije ekstraktov. Na zaCetku osi x sta razvrS€eni kontrolni raztopini brez
ekstraktov. Vsebujeta le 0,1 % dimetil sulfoksid v morski vodi (razdelek DMSO 0,1 %) ali

le morsko vodo (razdelek 0), nato pa si narasc¢ajoce sledijo koncentracije ekstraktov.

4.2.1 Dolocanje vrednosti ECso inhibicije pritrjanja li¢ink B. amphitrite z
ekstraktom spuzve Phakellia striptata (LI-5A)

Natan¢nejsi test inhibicije pritrjanja li¢ink B. amphitrite z acetonskim ekstraktom Phakelia
striptata LI-5A nam je omogocCil zanesljivejSi izratun ECsy vrednosti po 72 urah
inkubacije, ki je za to spuzvo 12,78 (11,82-13,81) mg/L. Ekstrakt popolnoma zadrzi
pritrjanje rakov ze pri koncentraciji 20 mg/L (slika 15).
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Slika 15: Delez pritrjenih li¢ink B. amphitrite v odvisnosti od koncentracije acetonskega ekstrakta Phakellia
striptata LI-5A po 24 urah (modri stolpci), 48 urah (rdeci stolpci) in 72 urah (rumeni stolpci). Vrh stolpcev
prikazuje srednjo vrednost + standardno napako $tirih vzporednih meritev.

4.2.2 Dolo¢anje vrednosti ECsy inhibicije pritrjanja licink B. amphitrite z
ekstraktom spuzve Topsentia ophiraphidites (99A)

Topsentia Ophiraphidites 99A 1ma zelo mocCno protivegetativno aktivnost ze pri

koncentraciji 8 mg/L. Vrednost ECso po 72 urah znasa 3,93 (3,49-4,41) mg/L (slika 16).
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Slika 16: Delez pritrjenih li¢ink B. amphitrite v odvisnosti od koncentracije acetonskega ekstrakta Topsentia
ophiraphidites 99A po 24 urah (modri stolpci), 48 urah (rdeci stolpci) in 72 urah (rumeni stolpci). Vrh
stolpcev prikazuje srednjo vrednost + standardno napako Stirih vzporednih meritev.
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4.2.3 Dolo¢anje vrednosti ECso inhibicije pritrjanja licink B. amphitrite z
ekstraktom spuzve Xestospongia pacifica (LI-47B)

Natanc¢nejsi test inhibicije pritrjanja licink B. amphitrite z butanolnim ekstraktom spuzve
Xestospongia pacifica L1-47B nam je omogocil boljsi izracun vrednosti ECsy po 72 urah
inkubacije, ki znasa 3,76 (3,46—4,09) mg/L. Ta spuzva popolna zavre pritrjanje rakov ze
pri koncentraciji 8 mg/L (slika 17).
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Slika 17: Delez pritrjenih li¢ink B. amphitrite v odvisnosti od koncentracije butanolnega ekstrakta
Xestospongia pacifica L1-47B po 24 urah (modri stolpci), 48 urah (rdeéi stolpci) in 72 urah (rumeni stolpci).
Vrh stolpcev prikazuje srednjo vrednost + standardno napako stirih vzporednih meritev.

4.3 TEST AKUTNE TOKSICNOSTI EKSTRAKTOV NA LICINKE (NAVPLIJE) B.

amphitrite

Test smo izvedli, kot je opisano v tocki 3.2.2, ter rezultate podali v obliki diagrama
odvisnosti deleza mrtvih organizmov od koncentracije ekstraktov po 24 (rdeci stolpci) in
48 urah (modri stolpci). Prvi razdelki na osi x z oznako CTR kaZejo rezultate delezev

mrtvih organizmov v kontrolni raztopini z 0,1 % DMSO v morski vodi.

Acetonski ekstrakt spuzve Phakellia striptata LI-5A pri koncentraciji 50 mg/L po 48 urah

inkubacije zmanjsa prezivetje navplijev za 90 %. Vrednost LCsg, izraCunana iz delezev
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mrtvih organizmov po 48 urah inkubacije, za ta ekstrakt znasa 18,58 (16,45-20,98) mg/L
(slika 18).
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Slika 18: Delez mrtvih li¢ink B. amphitrite v odvisnosti od koncentracije acetonskega ekstrakta Phakellia
striptata LI-5A po 24 urah (rdeci stolpci) in 48 urah (modri stolpci). Vrh stolpcev prikazuje srednjo vrednost
+ standardno napako treh vzporednih meritev.

Acetonski ekstrakt vrste Xestospongia pacifica L1-47A ze po 24 urah pri koncentraciji 10
mg/L ubije 40 % li¢ink, pri koncentraciji 5 mg/L po 48 urah inkubacije pa zmanjSa
prezivetje navplijev celo za 80 %. Vrednost LCsy, izracunana iz delezev mrtvih
organizmov po 24 urah inkubacije, za ta ekstrakt znasa 13,93 (12,43-15,61) mg/L, po 48
urah pa celo 2,69 (2,41-3,00 ) mg/L (slika 19).
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Slika 19: Delez mrtvih li¢ink B. amphitrite v odvisnosti od koncentracije acetonskega ekstrakta Xestospongia
pacifica LI-47A po 24 urah (rdeci stolpci) in 48 urah (modri stolpci). Vrh stolpcev prikazuje srednjo vrednost
+ standardno napako treh vzporednih meritev.
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Butanolni ekstrakt spuzve Xestospongia pacifica LI-47B deluje malo manj toksi¢no. Po 48
urah pri koncentraciji 10 mg/L in po 24 urah pri koncentraciji 50 mg/L ubije priblizno
polovico organizmov.Vrednost LCsy, izracunana iz delezev mrtvih organizmov po 24 urah
inkubacije, znasa 35,58 (31,57-40,10) mg/L, po 48 urah pa 11,29 (9,85-12,94) mg/L
(slika 20).
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Slika 20: Delez mrtvih li¢ink B. amphitrite v odvisnosti od koncentracije butanolnega ekstrakta Xestospongia
pacifica LI-47B po 24 urah (rdeci stolpci) in 48 urah (modri stolpci). Vrh stolpcev prikazuje srednjo vrednost
+ standardno napako treh vzporednih meritev

44 TEST AKUTNE TOKSICNOSTI EKSTRAKTOV NA NETARCNE
ORGANIZME (NAVPLIJE KOPEPODOV T. fulvus)

Test akutne toksi¢nosti na kopepode 7. fulvus smo izvedli, kot je opisano v tocki 3.2.3, ter
rezultate prikazali v obliki diagrama odvisnosti deleza mrtvih organizmov od koncentracije
ekstraktov po 24 (modri stolpci) in 48 urah (vijolicni stolpci). Prvi razdelki na osi x
podajajo rezultate delezev mrtvih organizmov v kontrolni raztopini z 0,1 % DMSO v

morski vodi (razdelek DMSO 0,1 %) in kontrolni raztopini z morsko vodo (razdelek 0).

Acetonski ekstrakt spuzve Phakellia striptata LI-5A pri koncentraciji 50 mg/L po 24 urah
inkubacije zmanjSa prezivetje navplijev za 40 %, po 48 urah celo za 90 %. Vrednost LCso,
izracunana iz delezev mrtvih kopepodov po 24 urah inkubacije, za ta ekstrakt znasa 42,76

(27,67-67,03) mg/L, po 48 urah pa 17,66 (11,70-26,75) mg/L (slika 21).
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Slika 21: Delez mrtvih li¢ink 7. fulvus v odvisnosti od koncentracije acetonskega ckstrakta Phakellia
striptata LI-5A po 24 urah (modri stolpci) in 48 urah (vijoliCni stolpci). Vrh stolpcev prikazuje srednjo
vrednost + standardno napako treh vzporednih meritev.

Acetonski ekstrakt vrste Xestospongia pacifica L1-47A (slika 22) po 24 urah inkubacije pri
koncentraciji 10 mg/L ubije 25 % li¢ink.
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Slika 22: Delez mrtvih li¢ink 7. fulvus v odvisnosti od koncentracije acetonskega ekstrakta Xestospongia
pacifica LI-47A po 24 urah (modri stolpci) in 48 urah (vijoli¢ni stolpci). Vrh stolpcev prikazuje srednjo
vrednost + standardno napako treh vzporednih meritev.
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Po 48 urah pri koncentraciji 5 mg/L prezivi le 30 % navplijev, pri koncentraciji 10 mg/L le
okrog 5 %. Vrednost LCs, izraCunana iz delezev mrtvih organizmov po 24 urah

inkubacije, znasa 18,20 (13,72-24,35) mg/L, po 48 urah 3,24 (2,31-4,55 ) mg/L.

Butanolni ekstrakt spuzve Xestospongia pacifica LI-47B deluje malo manj toksi¢no od
acetonskega ekstrakta tudi na navplije 7. fulvus. Po 48 urah pri koncentraciji 10 mg/L ubije
priblizno 70 % organizmov, koncentracijo 50 mg/L po dveh dneh prezivi le 10 % li¢ink.
Vrednost LCsg, izraCunana iz delezev mrtvih organizmov po 24 urah inkubacije, za ta

ekstrakt znaSa 19,06 (12,45-29,18) mg/L, po 48 urah pa 10,30 (6,59-16,12) mg/L (slika
23).
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Slika 23: Delez mrtvih licink 7. fulvus v odvisnosti od koncentracije butanolnega ekstrakta Xestospongia
pacifica LI-47B po 24 urah (modri stolpci) in 48 urah (vijoli¢ni stolpci). Vrh stolpcev prikazuje srednjo

vrednost + standardno napako treh vzporednih meritev.
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4.5 DOLOCANIJE DRUGIH BIOLOSKIH AKTIVNOSTI V EKSTRAKTIH spuzev
Phakellia striptata (LI-5A), Topsentia ophiraphidites (99A) in Xestospongia
pacifica (LI-47B)

4.5.1 Hemoliti¢ni test ekstraktov Phakellia striptata LI-5A in Topsentia ophiraphidites
99A

Poskus hemolize smo izvedli, kot je opisano v togki 3.2.4.1. Casovni potek hemolize je
sigmoidna krivulja, iz katere smo odcitali polovi¢ni ¢as hemolize (tso), tj. ¢as, pri katerem
navidezna absorpcija suspenzije eritrocitov pade na polovico svoje zacetne vrednosti.
Krivulja ima kratko fazo lag, kateri sledi hitra liza eritrocitov, nato se krivulja priblizuje
asimptoti¢ni vrednosti. Vecja, kot je koncentracija aktivnih snovi v ekstraktu, krajsi je ¢as

hemolize.

Topsentia ophiraphidites 99Ain Phakelia striptata LI-5A
25 _ —e— Topsentia ophiraphidites
' —m— Phakelia striptata
2 4
1,5
(=3
e
- l i
0,5 4
0 ‘ : —a @@
1 10 100 1000 10000
mg/L

Slika 24: Reciproéne vrednosti polovicnih ¢asov hemolize v odvisnosti od koncentracije acetonskih
ekstraktov Phakellia striptata LI-5A in Topsentia ophiraphidites 99A. Skala osi x je logaritemska.

Recipro¢ne vrednosti polovi¢nih ¢asov hemolize v odvisnosti od koncentracije acetonskih
ekstraktov Phakellia striptata LI-5A in Topasentia ophiraphidites 99A so prikazane na
sliki 24. Reciprocna vrednost tsp se s povecevanjem koncentracije veca. Ekstrakt karibske
spuzve Topsentia ophiraphidites 99A ima ve¢ kot za en velikostni razred hitrejSo

hemolizo.
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Njegova reciprocna vrednost polovi¢nega Casa hemolize pri najmanjs$i koncentraciji je Se

ey

spuzve Phakellia striptata LI-5A.

Podali smo tudi ¢asovni potek hemolize acetonskega ekstrakta karibske spuzve Topsentia
ophiraphidites 99A pri koncentracijah 62,5, 125 in 250 mg/L. Turbidanca ali navidezna
absorpcija s ¢asom najhitreje pada pri 250 mg/L. Takrat je liza eritrocitov najmocnejsa

(slika 25).

Topsentia ophiraphidites 99A —e— 250 mg/L
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Slika 25: Casovni potek hemolize z acetonskim ekstraktom spuzve Topsentia ophiraphidites (99A) pri
koncentraciji 62,5 mg/L (rumena), 125 mg/L (roznata) in 250 mg/L (modra).

4.5.2 Test inhibicije acetilholinesteraze

Inhibicijo acetilholinesteraze smo preverili pri ekstraktih spuzev Phakellia striptata LI-5A,
Topsentia ophiraphidites 99A in Xestospongia pacifica LI-47-B. Izvedba poskusa je
opisana v tocki 3.2.4.2.

Na zacetku smo preverili inhibicijo acetilholinesteraze v odvisnosti od koncentracije topila

DMSO, kjer so bili raztopljeni ekstrakti (slika 26).
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Inhibicija AchE v odvisnosti od koncentracije DMSO
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Slika 26: Inhibicija acetilholinesteraze v odvisnosti od koncentracije DMSO.

Pri testu inhibicije acetilholinesteraze z ekstrakti Phakellia striptata LI-5A, Topsentia
ophiraphidites 99A in Xestospongia pacifica LI-47-B (slika 27) smo vpliv DMSO pri
inhibiciji odsteli, tako da rezultati kazejo le vpliv ekstrakta na inhibicijo encima. Topsentia

ophiraphidites 99A je spet najaktivnejsi ekstrakt.

—e— Phakelia striptata

Inhibicija AChE v odvisnosti od
koncentracije ekstraktov

—m— Xestospongia pacifica
Topsentia ophiraphidites

% inhibicije

1 10 100 1000
mg/L

Slika 27: Inhibicija acetilholinesteraze v odvisnosti od koncentracije ekstraktov Phakellia striptata LI-5A,
Topsentia ophiraphidites 99A in Xestospongia pacifica L1-47-B. X os ima logaritemsko skalo.
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Acetilholinesterazo inhibira Ze pri koncentraciji, manj$i od 1 mg/L. Popolno inhibicijo
encima doseze pri koncentraciji 100 mg/L. Butanolni ekstrakt Xestospongia pacifica LI-
47B pri tej koncentraciji doseze priblizno 60 % inhibicije. Phakellia striptata LI-5A pri

eyee

najvisji koncentraciji zavre encim le 10 odstotno.

4.5.3 Dolocanje vrste inhibicije in konstante inhibicije acetilholinesteraze pri
ekstraktih Xestospongia pacifica (LI-47B) in Topsentia ophiraphidites (99A)

Vrsto in konstanto inhibicije (K;) smo dolocali pri vzorcih Xestospongia pacifica (L1-47B)
in Topsentia ophiraphidites (99A) s testom, opisanim v tocki 3.2.4.3. Pri obeh vzorcih je
bil potek inhibicije AChE linearen, kar nakazuje na to, da je inhibicija encima reverzibilna.

Podatke smo zato lahko obdelali z Dixonovimi diagrami in dolocili konstante inhibicije
(sliki 28 in 29).

Dixonov diagram inhibicije AChE (Tosentia ophiraphidites 99A)
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Slika 28: Dixonov diagram inhibicije acetilholinesteraze z ekstraktom Topsentia ophiraphidites 99A pri treh
razli¢nih koncentracijah substrata acetiltioholina: 250 (A ), 500 (m) in 1000 () pM.
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Pri obeh vzorcih smo opazili, da gre za kompetitivno reverzibilno inhibicijo (inhibitor se
veze v aktivno mesto encima), saj se krivulje inhibicije pri razli¢nih koncentracijah
substrata sekajo v prvem kvadrantu. Konstanta inhibicije je bila pri ekstraktu Topsentia
ophiraphidites 99A priblizno 40-krat nizja od konstante inhibicije ekstrakta Xestospongia
pacifica LI-47B, kar pomeni, da je bil prvi ekstrakt 40-krat aktivnejsi od drugega.

Dixonov diagram inhibicije AChE (Xestospongia pacifica LI-47B)

¢ 1 mM acetilholin 012 -
m 0,5 mM acetilholin
0,25 mM acetilholin| 0,1 -

1/v (mOD/min)*-1

‘ o Ki =1,2x107-5 g/mL
-45 -25 -5 15 35 55 75
-0,02 -
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Slika 29: Dixonov diagram inhibicije acetilholinesteraze z ekstraktom Topsentia ophiraphidites 99A pri treh
razli¢nih koncentracijah substrata acetiltioholina: 250 (A ), 500 (m) in 1000 () pM.

4.5.4 Tankoplastna kromatografija

Pri metanolnem ekstraktu spuzve Holopsamma helwigi 5M, butanolnih ekstraktih
Callyspongia plicifera 127B, Xestospongia muta 53B in Xestospongia pacifica L1-47B ter
acetonskih ekstraktih Phakelia striptata L1-5A, Xestospongia pacifica L1-47A in Topsentia
ophiraphidites 99A smo preverili prisotnost kvartarnih amonijevih spojin in njihovo
mobilnost. Kot pozitivno kontrolo smo na ploS¢o nanesli tudi poli-APS (polimerne
alkilpiridinijeve soli). Ekstrakti, kjer so prisotne te spojine, se obarvajo oranzno. Manjse,

kot so molekule, dlje potujejo. Na prvem razdelku druge plosce vidimo intenzivno oranzno
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obarvan kontrolni rezultat poli-APS, ki zaradi visoko polimerne zgradbe ni mobilen. Pri
ekstraktih butanolnega in acetonskega ekstrakta Xestospongia pacifica vidimo kvartarne
amonijeve spojine, razporejene na veliki razdalji. Holopsamma helwigi in Callyspongia
plicifera ne vsebujeta kvartarnih amonijevih spojin. Rezultat spuzve Topsentia
ophiraphidites je tudi pozitiven. Vsebuje vecje molekule oranznih spojin, saj je njihova
mobilnost omejena. Pri rezultatih spuzev Phakellia striptata in Xestospongia muta lisi na

zgornjem delu plos¢e pomenita prisotnost manjsih kvartarnih amonijevih spojin.

Slika 30: Rezultat tankoplastne kromatografije preverjanja prisotnosti kvartarnih amonijevih spojin. Na
plosci Stevilka 1 (od leve proti desni): T je Topsentia ophiraphidites, P je Phakelia striptata, Xy je butanolni
ekstrakt Xestospongia pacifica L1-47B, Xa je acetonski ekstrakt Xestospongia pacifica L1-47A. Na plosci
stevilka 2 (od leve proti desni): poli-APS so polimerne alkilpiridinijeve soli, H je Holopsamma helwigi, C je

Callyspongia plicifera in Xy je Xestospongia muta.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

Evolucija je spuzve =zaradi sesilnega nacina zivljenja oborozila z mnoZico
visokoucinkovitih molekul s Siroko paleto bioloSkih aktivnosti (Fusetani in Clare, 2006;
Blunt in sod., 2006; Sepci¢, 2008). Ena izmed pomembnih lastnosti, ki jo imajo te snovi, je
tudi protivegetativno delovanje. Kemijska industrija je s strupenimi pripravki sicer
ustvarila premaze, ki uspeSno preprecujejo pritrjanje morskih organizmov, a je z njimi
moc¢no vplivala na morski ekosistem in prav zato se je znanost usmerila v iskanje
ucinkovitih protivegetativnih snovi naravnega izvora. PomembnejSe molekule, ki
preprecujejo pritrjanje morskih organizmov, so vefinoma sekundarni metaboliti, ki jih
uvrSCamo med terpene, steroide, saponine, derivate amino- in mascobnih kislin ter

heterocikli¢ne organske spojine (Fusetani, 2004).

V tem diplomskem delu smo ugotavljali u¢inkovitost inhibicije pritrjanja rakov viticnjakov
B. amphitrite z ekstrakti petnajstih vrst liofiliziranih karibskih in avstralskih morskih
spuzev. Preverili smo tudi toksi¢nost in druge lastnosti tistih ekstraktov, ki so u¢inkovali

protivegetativno.

Pri testu inhibicije pritrjanja li¢ink smo preverjali protivegetativne lastnosti tridesetih
organskih in vodnih ekstraktov ter naredili tudi kontrolna poskusa s cinkovim piritionom in
razli¢nimi koncentracijami DMSO. Ceprav smo v literaturi nasli vrsto Agelas mauritiana
iz tega rodu, ki je protivegetativno aktivna (Fusetani, 2004), pri sorodni spuzvi Agelas
chlatrodes nismo ugotovili obetavne protivegetative aktivnosti. Le pri kuhanem vodnem
ekstraktu 81K je bila Sibka in Se tu nas preseneca rezultat pri koncentraciji 10 mg/L, saj je
delez pritrjenih li¢ink nizji kot pri desetkrat visji koncentraciji. Zelo verjetno gre za napako
pri poskusu. Glede na literaturo pritrjanje ucinkovito preprecujejo tudi ekstrakti spuzev
Aplysina fistularis (druzina Aplysinidae) (Walker in sod., 1985), Callyspongia truncata
(Fusetani, 2004) in Geodia barretti (Hedner in sod., 2008). Mi pri spuzvah Aplysina
fistularis, A. fulva, Callyspongia plicifera, C. vaginalis in Geodia neptuni nismo opazili

protivegetativne aktivnosti. Faulkner (2004) navaja, da so za druzino Aplysinidae znacilni
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bromotirozinski alkaloidi, vendar tudi pri vrsti Verongula rigida nismo dobili obetajoc¢ih
rezultatov. Holopsamma helwigi v literaturi ni omenjena in tudi v naSih poskusih ni imela
aktivnosti. Ircinia oros je v literaturi navedena kot spuzva s protivegetativno aktivnostjo
(Hellio, 2005). V metanolnem, acetonskem in butanolnem ekstraktu njene ozje sorodnice
Ircinie strobiline nismo zaznali omembe vredne inhibicije pritrjanja. Ceprav so pri spuzvi
Pseudoceratina purpurea nasli nekaj zelo aktivnih bromotirozinov in heterocikli¢nih
molekul z visoko inhibicijo pritrjanja larv in nizko toksi¢nostjo (Fusetani, 2004), acetonski
ekstrakt karibske spuzve Pseudoceratina crasa v naSih testih ni bil aktiven. Fusetani
(2004) prav tako omenja, da so za druzini Dictyonellidae in Axinellidae znacilni
protivegetativni seskvi- in diterpeni. V prvo uvrS¢amo vrsto Scopalina ruetzleri, vendar v
njenem acetonskem ekstraktu nismo zaznali aktivnosti. Drugi druzini pripada Phakellia
striptata iz redu Halichondrida. Metanolni in acetonski ekstrakt te avstralske spuzve sta
bila protivegetativno aktivna. Acetonski popolnoma prepreci pritrjanje pri koncentraciji 50
mg/L in delno Ze pri 10 mg/L, zato smo ga uporabili tudi v drugih testih. V isti red kot
Phakellia spada tudi Topsentia ophiraphidites. Kuhan in surov vodni ekstrakt nista bila
aktivna, metanolni 99M je popolnoma zavrl pritrjanje pri koncentraciji 100 mg/L,
acetonski 99A pa Ze pri 1 mg/L prepreci pritrditev kar 85 % licink. Acetonski ekstrakt 99A
EasterExtract je bil pripravljen marca 2008 po istem postopku kot 99A, toda v testih ni bil
protivegetativno u¢inkovit. Ker med prevozom ni bil ves ¢as v stiku z ledom, domnevamo,
da je termolabilna snov, odgovorna za inhibicijo pritrjanja, izgubila svoje lastnosti. V
podobnih razmerah so bile shranjene razredCine acetonskega ekstrakta 99A OldDilutions,
ki so prav tako izgubile svojo aktivnost. Poskus z ekstraktom 99A StockO potrjuje, da gre
za labilno snov, saj je ta ekstrakt ohranil aktivnost, ker je bil shranjen v trdnem agregatnem
stanju v zamrzovalniku. Pri vrstah iz redu Haplosclerida smo ugotovili protivegetativno
aktivnost butanolnega ekstrakta spuzve Xestospongia muta (popolna inhibicija pritrjanja
pri 50 mg/L), ter butanolnega in acetonskega ekstrakta vrste Xestospongia pacifica, ki
popolnoma inhibirata pritrjanje pri koncentraciji 10 mg/L. Tudi v literaturi opisujejo
protivegetativno aktivnost vrste Xestospongia widenmayeri, ker vsebuje alkilpiridinijeve

soli (Fusetani, 2004).

Zanimivo je, da rezultati velikokrat razkrivajo, da se pri nizki koncentraciji ekstrakta ali

topila v kontrolni raztopini pritrjanje li¢ink viticnjakov poveca glede na kontrolo brez
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topila (le morska voda). Skoraj pri vseh rezultatih pri kontrolni raztopini z 0,1 % DMSO je
delez pritrjenih li¢ink vecji od kontrole brez topila. Verjetno gre za toksikoloski fenomen,
imenovan hormeza, kjer se pri majhni koncentraciji toksikanta povefa aktivnost
organizmov (Calabrese in Baldwin, 2002). To je potrdil kontrolni poskus inhibicije
pritrjanja rakov vitiénjakov v odvisnosti od koncentracije DMSO, kjer je pri 0,1 % DMSO
delez pritrjenih rakov vecji od deleza v morski vodi, pri 10 % DMSO pa je inhibicija
pritrjanja popolna. Zaradi tega smo v drugi seriji poskusov pripravljali testne raztopine
ekstraktov v najve¢ 0,1 % DMSO. DMSO naj se pri nadaljnjih testih uporablja s
previdnostjo, kar predlaga tudi Nylund (1999).

Prav tako presenea tudi rezultat protivegetativne aktivnosti cinkovega piritiona
raztopljenega v 0,1% DMSO. Njegova aktivnost je priblizno desetkrat slabsa od tiste,
opisane v literaturi (Faimali in sod., 2003b). Slabsa je tudi od najaktivnejSih ekstraktov

spuzev, ki smo jih testirali.

V protivegetativnem testu so bili zelo aktivni acetonska ekstrakta Phakellia striptata L1-5A
in Topsentia ophiraphidites 99A ter acetonski in butanolni ekstrakt spuzve Xestospongia
pacifica LI-47A in LI-47B. Za natancnej$i protivegetativni test ekstraktov v manjSem
razponu koncentracij smo izbrali tri ekstrakte. Izracunali smo vrednosti ECsy po 72 urah
inkubacije in jih primerjali z rezultati toksi¢nosti. Butanolni ekstrakt Xestospongia pacifica
LI-47B iz redu Haplosclerida je imel vrednost ECsy efektivne koncentracije priblizno 4
mg/L. Toksi¢nost tega ekstrakta je bila priblizno 2,5-krat manjsa, saj je LCso pri testu z
li¢inkami B. amphitrite po 48 urah inkubacije znaSala priblizno 11, pri testu z navpliji 7.
Sfulvus pa okrog 10 mg/L. Acetonski ekstrakt Xestospongia pacifica LI-47A je bolj toksi¢en
— vrednosti LCsy za B. amphitrite in T. fulvus so okoli 3 mg/L. Hemoliti¢ne aktivnosti ta
spuzva nima. Protivegetativno delovanje je lahko posledica kompetitivne reverzibilne
inhibicije acetilholinesteraze (inhibitor se veze v aktivno mesto encima), ki sodeluje pri
prenosu zivénih impulzov (Faimali in sod., 2003a, 2003b; Turk in sod., 2007), ali vpliva na
celi¢no signaliziranje z inhibicijo proteinske fosfataze PP1 (Likar, 2007; Fusetani in sod.,
2004). Oba ekstrakta spuzve Xestospongia pacifica vsebujeta kvartarne amonijeve spojine
(alkilpiridinijeve soli), ki so verjetno odgovorne za mo¢no biolosko uc¢inkovitost. Njihovo

prisotnost smo dokazali s tankoplastno kromatografijo. Acetonski ekstrakt spuzve
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Phakellia striptata LI-5A ima po 72 urah delovanja vrednost ECsy priblizno 13 mg/L.
Vrednost LCsg v testih toksi¢nosti po 48 urah je pri navplijih B. aphitrite priblizno 19, pri
navplijih netarénega organizma 7. fulvus pa okoli 18 mg/L. Sklepamo, da gre za toksi¢en
nacin protivegetativnega delovanja, ki je lahko posledica hemoliticne aktivnosti. V
literaturi smo nasli, da v isto druzino (Axinellidae) spada Stylotella aurantium, ki
sintetizira inhibitorje hitinaze (Kato in sod., 1995) in ti bi bili lahko tudi vzrok
protivegetativne aktivnosti spuzve Phakellia striptata. Spuzva Topsentia ophiraphidites je
vrsta iz istega redu kot prejSnji dve. Njen acetonski ekstrakt 99A je bil protivegetativno
zelo ucCinkovit, saj je po 72 urah njegova vrednost ECsy znaSala priblizno 4 mg/L. Testa
toksic¢nosti nam zaradi pomanjkanja ¢asa ni uspelo izvesti, vendar Ze iz testa pritrjanja
lahko predvidevamo, da je mehanizem delovanja manj toksien, saj se pri Vi§ji
koncentraciji ekstrakta ciprisi niso pritrdili na podlago, a so $e vedno aktivno plavali v
vodnem stolpcu. Protivegetativno delovanje je lahko posledica velike hemoliti¢ne
aktivnosti, mo¢ne kompetitivne reverzibilne inhibicije acetilholinesteraze (inhibitor se veze
v aktivno mesto encima) ali inhibicije proteinske fosfataze PP1, ki jo navaja Likar (2007),
saj te komponente sodelujejo pri mehanizmih kemorecepcije, signaliziranja in prenosa
zivénih impulzov (Faimali in sod., 2003a; Fusetani in sod., 2004; Turk in sod., 2007). S
tankoplastno kromatografijo smo tudi pri tej spuzvi dokazali prisotnost kvartarnih

amonijevih spojin, ki so lahko vzrok za opazene bioloske ucinke.

Prisotnosti kvartarnih amonijevih spojin nismo dokazali pri karibski vrsti Holopsamma
helwigi ter tudi pri haploskleridni spuzvi Callyspongia plicifera. Zadnji rezultat nas je
presenetil, saj Scott s sodelavci (2000) pripisuje njeni rodovni sorodnici Callyspongia
ridleyi vsebnost alkilpiridinijevih soli z moc¢no bioloSko aktivnostjo. Tudi test s spuzvo

Xestospongia muta (red Haplosclerida) ni pokazal prepricljivih rezultatov.

V okviru naloge smo testirali trideset ekstraktov spuzev petnajstih razli¢nih vrst, sedmih
redov in enajstih druzin. Najaktivnejsi so pripadali redovoma Halichondrida (7opsentia in
Phakellia) ali Haplosclerida (Xestospongia). To nakazuje, da so protivegetativne snovi
bolje zastopane v teh dveh redovih, vendar nas preseneca, da povezave med aktivnostjo in
pripadnostjo druzini ali rodu pri Stevilnih vrstah ne najdemo. Morda so vzrok za to

napacno izbrani ekstrakti (glede na ekstrakcijo z razlicno polarnimi topili). Pogosto so
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protivegetativne lastnosti povezane tudi simbiozami mikroorganizmov in spuzev, ki se
lahko med habitati razlikujejo (Qian in sod., 2006). Opazili smo tudi, da moramo za

prepricljivo interpretacijo rezultatov ekstrakte shranjevati v zamrzovalnikih.

Med ekstrakti so posebno veliko aktivnost kazali predvsem acetonska ekstrakta Phakellia
striptata LI-5A in Topsentia ophiraphidites 99A ter acetonski in butanolni ekstrakt spuzve
Xestospongia pacifica LI-47A in LI-47B. Posebno pozornost v nadaljnjih raziskavah si
zagotovo zasluzi Topsentia ophiraphidites, ki je bila zelo aktivna ze v diplomah Alesa
Likarja (Likar, 2007) in Tine Dolinsek (Dolinsek, 2007), njen velik razpon bioloSko
aktivnih snovi pa lahko najdemo tudi v drugi literaturi (Slate in sod., 1994; Fusetani,
1994). Najprej bi bilo treba seveda preveriti njeno toksi¢nost za navplije testnih

organizmov B. amphitrite in T. fulvus, kar nam ni uspelo.

5.2 SKLEPI

V diplomskem delu smo ugotavljali ucinkovitost inhibicije pritrjanja rakov viti¢njakov B.
amphitrite z ekstrakti petnajstih vrst liofiliziranih karibskih in avstralskih morskih spuzev,
ki so pripadale enajstim razlicnim druzinam in sedmim redovom, ter naredili tudi kontrolna

poskusa s cinkovim piritionom in razli¢nimi koncentracijami DMSO.

Preverili smo toksi¢nost, hemoliti¢no aktivnost, inhibicijo acetilholinesteraze in prisotnost
kvartarnih amonijevih spojin tistih ekstraktov, ki so u¢inkovali protivegetativno. To so bili
acetonska ekstrakta Phakellia striptata LI-5A in Topsentia ophiraphidites 99A ter
acetonski in butanolni ekstrakt spuzve Xestospongia pacifica L1-47A in LI-47B.

Acetonski ekstrakt Phakellia striptata LI-5A je ucinkoval toksi¢no protivegetativno (ECsg
je prlbhino 13 mg/L: LDSO (navpliji B. amphitrite, 48 ur) je pl’lbhino 19 mg/L in LDSO (navpliji T fulvus,
48 un je priblizno 18 mg/L), bil je hemolitien, Sibko je zaviral acetilholinesterazo in

vsebuje manjSe kvartarne amonijeve soli.
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Acetonski ekstrakt spuzve Topsentia ophiraphidites 99A 1z redu Halichondrida je bil zelo
protivegetativno ucinkovit (ECsg je priblizno 4mg/L) in hemoliti¢en. Acetilholinesterazo

zavira kompetitivno reverzibilno in vsebuje kvartarne amonijeve spojine.

Butanolni ekstrakt Xestospongia pacifica LI-47B je na organizme deloval manj toksi¢no
(ECso je priblizno 4 mg/L, LDso (navpliji B. amphitrite, 48 ur) J€ Priblizno 11 mg/L in LDsg (mavpliji 7.
fubvus, 48 ur) J€ priblizno 10 mg/L). Acetilholinesterazo je inhibiral kompetitivno reverzibilno.
Acetonski ekstrakt Xestospongia pacifica LI-47A je toksi¢en (LDso (navpliji B. amphitrite, 48 ur) 1N
LDso (navpliji T fiuvus, 48 ur) Sta priblizno 3 mg/L). Oba ekstrakta Xestospongia pacifica

vsebujeta kvartarne amonijeve spojine.

Kontrolni poskus inhibicije pritrjanja rakov viti¢njakov v odvisnosti od koncentracije
DMSO je pokazal vpliv topila na poskus. Zaradi tega smo v drugi seriji poskusov

pripravljali testne raztopine ekstraktov v najvec 0,1 % DMSO.

Presenetil nas je tudi rezultat protivegetativne aktivnosti cinkovega piritiona, raztopljenega

v 0,1% DMSO, ki je desetkrat slabsa, kot jo navaja literatura.
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