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Morske spuzve (Porifera) so izjemno bogat vir razli¢nih spojin, predvsem zaradi
sekundarnih metabolitov, ki kazejo Stevilne bioloske ucinke. Te snovi uporabljajo
kot zascito pred plenilci, v teritorialni kompeticiji ali za prepreCevanje naseljevanja
drugih organizmov na njihovo povrSino. Ravno zato so spuzve uporabne v
medicinskih, industrijskih ter Stevilnih drugih panogah. Namen diplomskega dela je
bil testirati biolosko aktivnost organskih ekstraktov (metanolnega, acetonskega in
butanolnega) izbranih liofiliziranih karibskih in avstralskih morskih spuzev.
Uporabljeni testi so bili test hemolize, testiranje aktivnosti na izbranih G in G"
bakterijah, inhibicija encima acetilholinesteraze in inhibicija encima proteinske
fosfataze 1. Po opravljenih testih je hemoliti¢no aktivnost kazalo 24 ekstraktov, po
dodatnih redCenjih pa so vsi ekstrakti spuzve Ircinia felix ter acetonski ekstrakt
Lissodendoryx colombiensis $e vedno imeli mo¢no hemoliti¢no aktivnost. Vsi vzorci
so inhibirali rast bakterije B. subtilis 36 pa je inhibiralo rast E. coli. Po dodatnih
redcenjih so bile spuzve Verongula rigida, Verongula gigantea, Ircinia felix, Ircinia
sp. in Ircinia strobilina najbolj aktivne. Proti encimu acetilholinesterazi je po
dodatnih redcenjih najbolj inhibitorno deloval vzorec spuzve Agelas conifera. 11
vzorcev (vsi ekstrakti spuzev Aplysinia archeri in neidentificirane spuzve 1,
butanolni in metanolni ekstrakt spuzve Neofibularia nolitangere ter metanolni
ekstrakti spuzev Callyspongia pilcifera, Callyspongia vaginalis in Ircinia felix) je
inhibiralo delovanje encima proteinska fosfataza 1.
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Marine sponges (Porifera) are a rich source of different compounds. Among them,
there are various secondary metabolites, which show many biological activities.
These compounds are used as protection against predators, for territorial competition
or for disabling the settlement of other organisms on their surface. Because of these
properties, they can be used in medicine, industry, and many other fields. The
objective of this graduation thesis was to test the biological activity of organic
extracts (methanol, acetone and butanol) of some loifilized Caribbean and
Australian marine sponges. We estimated the hemolytic activity, activity on selected
G and G’ bacteria, and inhibition of enzymes acetilholinesteraze and protein
phosphatase 1. 24 extracts showed hemolytic activity, and all extracts of Ircinia felix
and acetone extract of Lissodendoryx colombiensis showed strong hemolytic activity
after additional dilution. All extracts inhibited the growth of B. subtilis, and 36
inhibited the growth of E. coli. Extracts of sponges Verongula rigida, Verongula
gigantea, Ircinia felix, Ircinia sp. and Ircinia strobilina were the most active after
additional dilution. Extract of the sponge Agelas conifera was the best in inhibiting
acetilholinesteraze after additional dilution. 11 extracts (all extracts of Aplysinia
archeri and non-identified sponge 1, butanol and methanol extracts of Neofibularia
nolitangere and methanol extracts of Callyspongia pilcifera, Callyspongia vaginalis
and [rcinia felix) inhibited the activity of protein phosphatase 1.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI
Ara-C 1-B-D-arabinofuranozil citozin
Ara-A 1-B-D-arabinofuranozil adenin
AChE Acetilholinesetraza
PP1 Proteinska fosfataza 1
DNA Deoksiribonikleinska kislina
HIV Humani imunodeficientni virus
PKC Protein-kinaza C
HSV Herpes simplex virus
A Acetonski ekstrakt
B Butanolni ekstrakt
M Metanolni ekstrakt

TRIS-HCI 2-amino-2-(hidroksimetil)-1,3-propandiol-hidroklorid

tso Polovicni ¢as hemolize

MIK Minimalna inhibitorna koncentracija
EE Encimske enote

EDTA Etilendiaminotetraocetna kislina

DL-DTT DL-Ditiotreitol

mOD/min Sprememba opti¢ne gostote na minuto
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1 UVOD

Flemingovo odkritje penicilina leta 1920 je morda najpomembnejsSe farmacevtsko odkritje
sodobnega Casa. Farmacevtska industrija po vsem svetu je hitro sprejela to in podobna
odkritja ter je nato odkrila stotine "Cudeznih naravnih zdravil", ki so lahko ozdravila
pljucnico in skoraj vse bakterijske infekcije ter so v ¢asu med in po drugi svetovni vojni
reSila milijone Zivljenj. Poleg tega pa so nam dala lazni obcutek, da bolezni kot je kolera,
ne bomo ponovno videli. Za biomedicinsko uporabnost so namre¢ naravne snovi
superiorne tistim, ki se pridobivajo na tradicionalne, kemijske nacine. (Miiller in sod.,

2004).

Vrsto let so rastline in mikroorganizmi veljali za najbolj pomembne vire bioloSko aktivnih
naravnih produktov. Vendar v primerjavi z zemeljskimi ekosistemi, kjer Zivijo predstavniki
17 od 36 debel zivljenja, Zivijo v morjih predstavniki iz kar 34, zaradi Cesar so morski
ekosistemi resni¢no nasa zadnja meja preucevanja genetske in biokemijske raznolikosti

(Fenical., 2006).

37% od priblizno 18000 do sedaj odkritih biolosko aktivnih morskih snovi izvira iz spuzev.
Razlog za to je, da je zaradi njihovega sesilnega nacina Zivljenja, kemi¢na obramba njihov
edini odgovor na stresne dejavnike okolja, med katere spadajo borba za prostor, obramba
pred plenilci ter obramba pred patogeni (Sepc€i¢, 2008). Morske spuzve in z njimi povezani
mikroorganizmi so velika in raznovrstna zakladnica biolosko aktivnih snovi in je treba
poudariti potencialno vrednost iz njih pridobljenih sekundarnih metabolitov, ki so Ze v
uporabi v zdravstvu, npr. pri zaviranju tumorske / virusne rasti (arabinofuranozil citozin in
arabinofuranozil adenin), kot citostatiki in protivnetna sredstva (avarol / avaron), pri
povzrocanju indukcije apoptoze (sorbicillakton) in pri imunske aktivnosti (Miiller in sod.,

2004).

Sekundarni metaboliti, ki jih spuzve proizvajajo, imajo razli¢no Stevilo ogljikovih atomov

in lahko vplivajo na ve¢ razlicnih mestih patogeneze, kar pove€a verjetnost proizvodnje
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zdravila za specificne tar¢e. Kljub nepoznavanju nacina u¢inkovanja ve€ine metabolitov,
so pri precejSnjem Stevilu spojin porocali o vpletenosti v mehanizme patogeneze Sirokega

spektra bolezni (Sipkema in sod., 2005; Fenical, 2006).

Ocitno je, da ima molekularna etologija bolezni med metazoji skupno osnovo, saj je bilo
ugotovljeno, so osnovni strukturni in funkcionalni elementi pri pro- (Drosophila
melanogaster in Caenorhabditis elegans) in deuterostomijih (Clovek) zelo dobro
ohranjeni. Velik izziv za znanstvenike je pojasniti katera je tarCa za dani sekundarni
metabolit, ki je sam po sebi zelo aktiven in selektiven. Sele nato namre¢ lahko razmisljajo

o moznosti njegove klini¢ne uporabe (Miiller in sod., 2004).

Nekatere snovi izolirane iz spuzev v danaSnjem casu poleg v zdravstvu uporabljamo tudi v
prehrani, kozmetiki kot v okolju prijaznih industrijskih aplikacijah. Uporaba novih
kemijskih in molekularno-bioloskih tehnologij bo v prihodnosti odprla nove razseznosti za
uporabo novih metabolitov v zgoraj omenjenih panogah (Sipkema in sod., 2005; Fenical,

2006).

Ravno zaradi velikega Stevila bioloSko aktivnih snovi ter njihovega Sirokega spektra
delovanja, smo se odlocili raziskati nekaj vrst morskih spuzev, ki so nam jih poslali z
Univerze v Frankfurtu (Nemcija), v upanju da bi v njih nasli nove in potencialno uporabne

biolosko aktivne snovi.

V diplomski nalogi smo raziskali 30 vzorcev spuZzev. Organske ekstrakte smo testirali na
hemolitiéno in protibakterijsko aktivnost ter na sposobnost inhibicije encimov

acetilholinesteraze (AChE) in proteinske fosfataze 1 (PP1).
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2  PREGLED OBJAV

2.1 PREGLEDNICA OBJAVLJENIH RAZISKAV

Preglednica objavljenih raziskav je podana v prilogi A in predstavlja iz literature zbrane
podatke o dosedanjem iskanju bioloSkih aktivnosti v vodnih in organskih ekstraktih
spuzev, katere so bile vklju¢ene v naSe raziskovalno delo. Zanimalo nas je namrec, ¢e so
aktivnosti opazene v naSih testih ze bile opisane oziroma ¢e smo odkrili kak§no novo
bioaktivno ucinkovino. Prazno polje v tabeli nakazuje, da v viru ta informacija ni bila

navedena.

2.2  SPLOSNE MORFOLOSKE ZNACILNOSTI SPUZEV

Spuzve (Porifera) so najbolj primitivne mnogoceli¢ne Zivali. Ceprav imajo dobro razvita
vezivna tkiva, v katerih celice opravljajo najrazli¢nejSe funkcije, nimajo razvitih pravih
organov. V primerjavi z drugimi metazoji kazejo celice spuzev tako visoko stopnjo
samostojnosti, da njihovo telo prej spominja na kolonijo enoceli¢arjev. Spuzve so sesilne
zivali in so jih zaradi nenavadne zgradbe telesa v preteklosti naravoslovci (Aristotel, Plinij)
uvrscali med rastline. Med raziskavami morskih tokov leta 1765 so prvi¢ ugotovili, da gre

pravzaprav za zivalske vrste (Ruppert in Barnes, 1996).

Spuzve so zelo stara razvojna linija, najstarej$i najdeni fosili pa izvirajo iz obdobja med
650 in 550 milijonov let pred nasim Stetjem. Zoologi jih od pravih mnogoceli¢nih Zivali
(Eumetazoa) lo€ujejo in uvrS¢ajo v drugo skupino, imenovano Parazoa. Z izjemo ene
druzine so spuzve izklju¢no morske zivali. Njihove celice so funkcijsko zelo prilagodljive,
saj niso strogo specializirane. Odrasle spuzve so skoraj vedno pritrjene na podlago, njihova
rast in oblika pa sta odvisni od lastnosti le-te ter vodnih tokov v njihovi neposredni okolici.
Glede na velikost so med seboj razli¢ne, saj lahko merijo od le nekaj milimetrov pa vse do
enega metra, njihovo telo pa nima jasno vidne simetrije. Osnovna lastnost spuzev je veliko

Stevilo odprtin na povrSini, ki se delijo na malostevilne odtekalke in manjse, Stevilénejse
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dotekalke, skozi katere dovajajo vodo in se na ta na¢in prehranjujejo. Prebavil nimajo, telo
pa je zgrajeno iz kamric, obdanih s hoanocitami (celice z ovratnikom) in kanal¢kov. Glede
na zgradbo kanalov lo¢imo tri gradbene tipe spuzev: askon, sikon in levkon. Askon je
najpreprostejSi gradbeni tip, v katerega spadajo majhne spuzve z enotno notranjo votlino
(spongocel), ki je obdana s hoanocitami. Sikon in levkon imata zaradi zapletene in
razvejane notranje zgradbe vecjo notranjo povrsino, kar jima omogoca bolj u¢inkovito
izmenjavo plinov in vecji sprejem hrane. Zunanjo povrSino prekrivajo ploscate celice, ki
jim pravimo pinakocite, dotekalke tvorijo porocite. Mezohil, amebocite (npr. skleroblasti,
ki izdelujejo spuzvin skelet) in skelet se nahajajo pod epidermalnimi calicami. Skelet je
sestavljen iz kremena in apnenca, ki tvorita osnovne skeletne elemente spikule, ter iz
spongina, ki tvori sponginski skelet. Spikule oz. iglice, katere delimo na makrosklere in
mikrosklere, so pri doloCevanju spuzev glavni taksonomski znak. Makrosklere gradijo
mrezast skelet, ki je pri nekaterih vrstah povezan s sponginom, mikrosklere pa so
nepovezane in ponavadi razprSene. Pri nekaterih spuzvah je skelet sestavljen izklju¢no iz

spongina, saj nimajo spikul.

Morske spuzve Zivijo v Cisti vodi z malo anorganskih delcev in v vodi, ki je bogata s
kisikom od plitkega infralitorala vse do najvec¢jih globin, pogosto pa jih najdemo v
poltemnih in temnih podvodnih votlinah. Smatramo jih lahko kot bioindikatorje Cistosti

vode (Turk, 2007).

2.3  NARAVNI PRODUKTI IZ MORSKIH ORGANIZMOV

Sesilni morski organizmi, med katere uvr§¢amo mahovnjake, plascarje in spuzve, so bogat
vir spojin, od katerih imajo Stevilne razli¢ne bioloske uc¢inke. Vzrok temu je sesilni nacin
zivljenja in posledi¢no kemicni odgovor na stresne zunanje dejavnike, kar se kaze kot
produkcija Sirokega spektra biolosko aktivnih sekundarnih metabolitov. V produkciji le teh
prednjacijo spuzve, ki so se izkazale kot prave »kemicne tovarne« (Sepci¢, 2008; Sipkema

in sod., 2005).
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Biolosko aktivne sekundarne metabolite ne proizvajajo le sesilni organizmi ampak tudi
mikroorganizmi kot so alge, cianobakterije, glive in bakterije z drugimi oblikami
metabolizma, ki z njimi zZivijo v simbiozi in lahko predstavljajo do 40% suhe teze
gostitelja. 27% biolosko aktivnih snovi sodi med poliketide in 8§ med neribosomalne
proteine, katere ve€ina endosimbiontskih mikroorganizmov ni sposobna sintetizirati in

jasno nakazujejo na drugacen, endosimbiontski izvor (Sepci¢, 2008).

Organska sinteza bioloSko aktivnih spojin iz sesilnih morskih organizmov je zelo teZka,
vcasih celo nemogoca, saj jih vecina ima zelo kompleksne skelete. Poleg tezavnosti sinteze
je tudi zelo neekonomicna, saj zaradi kompleksnosti struktur le ta obsega veliko korakov.
Gojenje spuzev v akvakulturah in v laboratorijskih pogojih sta Se slabsi opciji, saj spuzve v
laboratoriju ponavadi prenehajo proizvajati sekundarne metabolite. Endosimbiontske
mikroorganizme se da lahko gojiti v kulturi, vendar je ve€ina obveznih simbiontov in ne
prezivijo zunaj svojega gostitelja. Resitev te tezave se morda skriva v rekombinantni DNA
tehnologiji, pri kateri v bakterijsko celico vstavimo vse gene, ki so udelezeni v biosintetski
poti sekundarnega metabolita, celica pa bo izrazala in proizvajala metabolit morskega

organizma (Sepci¢, 2008).

2.3.1 Biolosko aktivni naravni produkti iz morskih spuzev

V medicini so morske spuzve uporabljali ze v Casu Aleksandrijskega cesarstva, ko so jih
natopili z jodom in s tem stimulirali koagulacijo krvi. Poleg tega so jih uporabljali pri
razli¢nih zlomih, ranah, bolecinah v trebuhu, infekcijskih boleznih ter pri drugih tegobah,
npr. kot implantate po operaciji prsi. V 18. stoletju so ruski, ukrajinski in poljski zdravniki
uporabljali posuSen prah vec¢ vrst sladkovodnih spuzev (»Badiaga«) pri zdravljenju
pacientov s plju¢nimi boleznimi ter proti revmi. Vendar je Sele odkritje spongotimidina in
spongouridina morske spuzve Cryptotethia crypta v zgodnjih 1950-ih zbudilo zanimanje
farmacevtske industrije. Ta nukleozida sta bila osnova za sintezo prvega morskega
protitumorskega agensa, 1-B-D-arabinofuranozil citozina (Ara-C), in protivirusnega
zdravila, 1-B-D-arabinofuranozil adenina (Ara-A). Ara-C se Se danes uporablja pri

zdravljenju levkemije, njegovi fluorirani derivati pa se uporabljajo pri pacientih z rakom na
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trebusni slinavki, prsih, mehurju in pljucih. BioloSko aktivne snovi, ki so jih v naslednjih
desetletjih izolirali iz morskih spuzev, lahko delujejo protivnetno, protitumorsko,
protivirusno, antibioticno, protiglivno, protimalaricno, nekatere delujejo kot
kardiovaskularna sredstva za zdravljenje tromboze, druge pa vplivajo na delovanje

zivéevja (sproscanje gladkih misic) (Sipkema in sod., 2005).

Za odkritje velikega Stevila teh metabolitov so zasluzni organski kemiki iz Zdruzenih
drzav, Evrope in Japonske, ki so v srednjih do poznih 1960-ih so zaceli preucevati morske
organizme in so odkrili, da se v njih skriva bogata zakladnica do tedaj Se neznanih novih
spojin. S postopnim odkrivanjem novih spojin so vsi pocasi uvideli potencial morskih
organizmov za prihodnost. V 1980-ih je bila ustanovljena nova smer morske ekologije z
imenom »morska kemi¢na ekologija«. Znanstveniki so takrat tudi prikazali, da so temelji
kemi¢ne obrambe in komunikacije v morjih ravno bioloSko aktivne snovi izolirane iz
morskih rastlin in Zivali. V 1980-ih letih so raziskovalci zaceli ugotavljati, kako bi lahko
vso to zapleteno morsko kemijo uporabili za izboljSanje zdravja ljudi. V Kaliforniji so iz
karibske korale Pseudopterogorgia elisabethae izolirali nov dodatek za nego koze,
alkaloid pseudopterozin, ki pri posameznikih dramati¢éno zmanjSa alergijsko reakcijo na
losjone za koZo. Ta dodatek je v uporabi Se danes v izdelkih kozmeti¢nega podjetja Esteé
Lauder. V istem obdobju so raziskovalci preucevali druge spojine iz morskih virov v
upanju, da bodo pripomogle k zdravljenju raka. Izmed 500 strukturno razli¢nih bioaktivnih
molekul, ki so pokazale zmoZnost zaviranja rasti rakavih celic jih je ve€ina izvirala iz
spuzev, kozolnjakov in mahovnjakov. Genska tehnologija je ne samo z znanjem o
Cloveskem genomu, temve¢ tudi z moZnostjo sekvencioniranja, kloniranja in izrazanja
genomov morskih zivali in s tem povezano proizvodnjo razli¢nih spojin iz le teh, odprla
vrata novim nac¢inom diagnoze bolezni in okrivanju novih tar¢ delovanj zdravil,
Ugotovljeno je tudi, da ne le morski organizmi, temve¢ tudi bakterije, ki Zivijo v simbiozi z

morskimi nevretencarji, igrajo pomembno vlogo v biosintezi spojin (Fenical, 2006).
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2.3.2 Glavni predstavniki bioloSko aktivnih produktov iz morskih spuzev

2.3.2.1 Snovi s protivnetnim delovanjem

Akutna vnetja v cloveskem telesu so lahko posledica mikrobne okuzbe, fizi¢ne poSkodbe
ali kemi¢nih snovi, kjer telo reagira s spreminjanjem pretoka krvi in poveCevanjem
prepustnosti zil, kar omogo¢i pobeg celic iz krvi v tkivo. Spuzve so zanimiv vir
protivnetnih spojin Za enega izmed prvih sesterterpenoidov (manoalid) izoliranih iz
morske spuzve Luffariella variabilis, je bilo ugotovljeno da ima poleg antibioti¢nega in
protibolecinskega tudi protivnetno delovanje, ki je bilo obsezno preucevano. Nepovratno
inhibira spro$c¢anje arahidonske kisline iz membrane fosfolipidov preko inhibicije encima
fosfolipaze A2 (Sipkema in sod., 2005). Med snovmi s protivnetnih delovanjem sta morda
najbolj obSirno proucevana seskiterpenoid hidrokinon avarol in njegov kinon avaron,
izolirana iz spuzve Dysidea avara. Poleg protivnetnega delovanja kazeta spojini Se
citostaticno in protilevkemi¢no delovanje ter delujeta proti virusu HIV (Miiller in sod.,

2004).

2.3.2.2 Snovi s protitumorskim in protivirusnim delovanjem

Spuzve so bogat vir spojin s protivirusnim delovanjem. Kljub velikemu Stevilu odkritih
spojin, ki zavirajo virus HIV, je njihov mehanizem inhibicije slabo okarakteriziran. Primeri
HIV inhibitornih snovi so papuamidi C in D, haplosamata A in B in Ze omenjeni avarol.
Avarol je ena od redkih spojin katere mehanizem zaviranja napredovanja okuzbe z virusom
HIV je bolj ali manj znan. Podatki iz in vitro in in vivo raziskav kaZejo, da avarol poveze
koristne lastnosti povecanega humoralnega imunskega odziva in posttranskripcijskih
procesov virusne okuzbe. Ze pri nizkih koncentracijah (0,9 in 0,3 uM) avarol povzro¢i
80% in 50% inhibicijo spros€anja virusa iz okuZenih celic, medtem ko so neokuZene celice

zelo odporne proti avarolu (Sipkema in sod., 2005).
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V skupino snovi s protitumorskim in protivirusnim delovanjem sodita tudi edini dve
spojini iz spuzev v klini¢ni uporabi, in sicer Ara-C in Ara-A. 1-8-D-arabinofuranozil
tiamin in uracil sta izolirana in uporabljena kot osnova za razvoj zdravil za zdravljenje raka
(Ara-C) oziroma okuzbe z virusom herpes simpleks (Ara-A). Arabinofuranozil citozin
(Ara-C) potencialno inhibira rast rakavih celic in vitro in in vivo in se zato pogosto
uporablja pri kemoterapiji pri ljudeh, saj inhibira DNA sintezo levkemicnih celic.
Arabinofuranozil adenin (trifosfatni derivat Ara-A) mocno in popolnoma inhibira DNA
polimerazni encim virusa herpes simplex (HSV) zaradi Cesar se po celem svetu uporablja

pri anti-HSV terapiji (Miiller in sod., 2004).

2.3.2.3 Snovi z imunosupresivnim delovanjem

Zaviranje delovanja imunskega sistema je Se posebej zazeleno pri preobcutljivosti na
dolocene antigene, kot pri alergijah oziroma pri presaditvah organov. UZivanje
imunosupresorjev skozi celotno Zivljenje bolnika po presaditvi je nujno potrebno, da ne

pride do zavracanja presajenega organa (Sipkema in sod., 2005).

2.3.2.4 Snovi z antibioti¢nim in protiglivnih delovanjem

Antibioti¢no delovanje kaZejo Stevilne spuzve, izmed katerih nekatere kazejo zelo mo¢no
ucinkovanje na Sirok spekter Gram-pozitivnih in Gram-negativnih bakterij. Nekatere snovi
kaZejo tudi protiglivno delovanje, vendar so te snovi manj raznolike kot antibioti¢ne
spojine. Uporaba snovi z antibioti¢nim in protiglivnim delovanjem, izoliranih iz morskih
spuzev, je zaradi strupenih uéinkov na ljudi, Zivali in rastline omejena. Se je treba
dokazati, ali imajo snovi, kot so topsentiasterol D in E iz spuzve Topsentia sp.,
akantosterol sulfati I in J iz spuzve Acanthodendrilla sp. ali makrolid leukaskandrolid iz
spuzve Leucascandra caveolata, drugacne lastnosti kot snovi, ki so trenutno v uporabi.
Vendar lahko dejstvo, da jih proizvajajo evkariontski organizmi (morda tudi simbionti)

nakazuje, da so manj strupeni za druge evkarionte. (Sipkema in sod., 2005).



MARTINSEK Bojan. Bioloska aktivnost v organskih ekstraktih ... spuzev (Porifera, Demospongia) 9
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehnisSka fakulteta, Odd. za biologijo, 2010

2.3.2.5 Snovi s protimalari¢nim delovanjem

V zadnjem desetletju je bilo odkritih ve¢ protimalari¢nih snovi iz spuzev. Nova zdravila so
potrebna, saj je vse veC sevov Plazmodium sp. odpornih na zdravila. Najbolj obetavna
protimalari¢na spojina, manzamin, je bila odkrita v Stevilnih spuzvah, njen protimalari¢ni

ucinek pa je najverjetneje posledica okrepljenega imunskega odziva.

2.3.2.6 Snovi s protivegetativnim delovanjem

Za razliko od prej nastetih snovi, sluZijo te kot okolju prijazni nadomestki za kemijske
premaze proti obrascanju. Organizmi kot so klapavice in makroalge lahko povzro€ijo resne
tezave na lupinah ladij, hladilnih sistemih in elektrarnah. Naravni morski produkti s
protivegetativnim delovanjem ponavadi imajo manj strupeno in bolj specifi¢no delovanje.
Iz spuzev izolirane snovi zavirajo obraS¢anje makroalg, li¢ink rakov viti€njaov, in

odganjajo uzitno klapavico Mytilus edulis galloprovincialis (Sipkema in sod., 2005).
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 MATERIAL

3.1.1 Vzorci spuzev

3.1.1.1 Sortiranje materiala

28 od tridesetih vzorcev spuzev je bilo nabranih na otoku Curacao (Nizozemski Antili)
(slika 1), preostala dva pa na otoku Lizard (slika 2), ki je del velikega koralnega grebena
ob obali avstralskega Queenslanda. Vzorce so nabrali na globinah med 5 in 45 metri, jih
globoko zamrznili na -20 °C in pod temi pogoji transportirali v Evropo, kjer je Dr. Daniel
Schaft z univerze v Frankfurtu vzorce naknadno determiniral, liofiliziral in shranil za

nadaljnjo obdelavo.

™

WILLEMSTAD

Slika 1: Zemljevid otoka Curacao v Karibskem morju, kjer je bil nabran del spuzev za testiranje
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Slika 2: Izrez iz slike 1, (1:30000 povecava). S + so oznaena mesta vzorcenja.

V preglednici 1 so navedene vrste spuzev in oznake vzorcev z lokacij na morskem grebenu

Curacao, Karibsko morje.

Preglednica 1: Vrste in oznake spuzev, nabranih na juznem morskem grebenu otoka Curacao, Karibsko

morje.

Vrsta spuzve Oznaka vzorca

Agelas conifera 97
Agelas dispar 88
Aplysina archeri 40
Aplysina lacunosa 112
Callyspongia plicifera 9
Callyspongia plicifera 67
Callyspongia plicifera 103
Callyspongia vaginalis 48
Callyspongia vaginalis 66
Holopsamma helwigi 5

se nadaljuje
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nadaljevanje

Vrsta spuzve Oznaka vzorca
Ircinia campana 70

Ircinia felix 59

Ircinia felix 93

Ircinia strobilina 56

Lissodendoryx colombiensis | 110

Neidentificirana spuzva 1 21
Neidentificirana spuzva 2 32
Neidentificirana spuzva 3 96
Neidentificirana spuzva 4 117
Neofibularia nolitangere 83

Neofibularia nolitangere 94

Panadaros acanthifolium 76

Pseudoceratina crassa 2

Spheciospongia vesparium | 45

Tridideum misolidum 79
Verongula gigantea 44
Verongula rigida 38

Xestospongia muta 95
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Slika 3: Otok Lizard. Zemljevid otoka Lizard, ki je del velikega koralnega grebena ob obali avstralskega

Queenslanda.

V preglednici 2 sta navedeni vrsti spuzev in oznake vzorcev iz lokacije otoka Lizard,

Avstralija.

Preglednica 2: Vrste in oznake spuzev nabranih na morskem grebenu otoka Lizard, ob obali avstralskega

Queenslanda.

Vrsta spuzve Oznaka vzorca
Ircinia sp. 107

Ircinia sp. abseits 132
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3.1.1.2 Tehtanje vzorcev

Dolocili smo maso vzorcev spuzev iz obeh lokacij in jo razdelili na 2 dela. 1/6 mase smo
shranili, 1/2 pa strli v terilnici in jo uporabili kot testno maso, ki smo jo naknadno razdelili
na 3 enake dele (kot je opisano v poglavju 3.1.2.). Preostalo maso (1/3) je Petra Cesarec
uporabila za pripravo vodnih ekstraktov, katere je analizirala v svoji diplomski nalogi.

Preglednica 3 prikazuje mase vzorcev in njihove porazdelitve.

Preglednica 3: Mase in porazdelitve testnih vzorcev spuzev.

Vrsta spuzve Oznaka vzorca | Masa vzorca | 1/6 mase | 1/3 mase
(e vzorca (g) | vzorca (g)
Agelas conifera 97 6.883 1.147 3.441
Agelas dispar 88 3.310 0.552 1.655
Aplysina archeri 40 1.970 0.332 0.958
Aplysina lacunosa 112 5.159 0.859 2.580
Callyspongia plicifera 9 0.763 0.127 0.382
Callyspongia plicifera 67 1.338 0.223 0.669
Callyspongia plicifera 103 2.174 0.362 1.087
Callyspongia vaginalis 48 1.089 0.182 0.363
Callyspongia vaginalis 66 1.666 0.278 0.833
Holopsamma helwigi 5 2.112 0.352 1.056
Ircinia sp. 107 3.802 0.634 1.901
Ircinia sp. abseits 132 3.996 0.666 1.998
Ircinia campana 70 3.212 0.535 1.606
Ircinia felix 59 4.107 0.685 2.054
Ircinia felix 93 2.733 0.455 0.911
Ircinia strobilina 56 2.318 0.386 0.772
Lissodendoryx colombiensis 110 5.506 0.918 2.753
Neofibularia nolitangere 83 1.671 0.278 0.836
Neofibularia nolitangere 94 7.319 1.220 3.660
Panadaros acanthifouum 76 1.919 0.326 0.640
Pseudoceratina crassa 2 5.528 0.921 2.764
Spheciospongia vesparum 45 2.440 0.407 0.814

se nadaljuje
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nadaljevanje
Vrsta spuzve Oznaka vzorca | Masa vzorca | 1/6 mase | 1/3 mase
(f4) vzorca (g) | vzorca (g)
Tridideum misolidum 79 8.871 1.479 4.436
Verongula gigantea 44 3.443 0.574 1.722
Verongula rigida 38 1.441 0.240 0.721
Xestospongia muta 95 6.465 1.078 3.233
Neidentificirana spuzva 1 21 2.348 0.392 0.784
Neidentificirana spuzva 2 32 2.950 0.492 1.475
Neidentificirana spuzva 3 96 2.636 0.439 1.318
Neidentificirana spuzva 4 117 5.269 0.878 2.635

3.1.2 Priprava organskih ekstraktov

Zatehtani vzorec (1/2 celotnega vzorca) smo strli v terilnici in enakomerno razdelili v tri
epruvete. Vzorce, ki jih nismo mogli streti v terilnici, smo s Skarjami narezali na majhne
koscke (nekaj mm®) in jih prav tako enakomerno razdelili v tri epruvete. Epruvete smo
oznacili s Stevilko vzorca ter ¢rkami A, B in M glede na uporabljeno topilo za ekstrakcijo
(A=aceton, B=butanol, M=metanol). V epruvete smo dodali toliko topila, da je prekrilo
vzorec spuzve za priblizno 1 cm. Epruvete smo zamasili s kovinskimi zamaski in oblepili s
parafilmom. Nato smo jih vstavili v stresalnik in pustili, da se stresajo ¢ez noc¢ pri 37 °C.
Naslednji dan smo vzorce prefiltrirali preko filtrirnih papirjev in Se enkrat ponovili
ekstrakcijo s topili. Tokrat smo epruvete z vzorci na stresalniku stresali 3 ure pri 37 °C.
Filtrata posameznih vzorcev smo zdruzili v erlenmajerice. Ekstrakte smo posusili z
evaporacijo topil v digestoriju ter usedlino raztopili v 1 ml etanola in shranili v epice.

Epice smo oblepili s parafilmom in jih shranili v hladilniku pri 4 °C.

Koncentracijo suhe snovi v vzorcih (mg/ml) smo ugotavljali s susenjem 500 pl vzorca na
stehtanem in oznacenem urnem stekelcu. SuSenje je potekalo v sterilizatorju 30 min pri

120 °C. Po suSenju smo stekelca ponovno stehtali in preracunali suhe teze v mg/ml.
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3.2 TESTI ZA DOLOCANIJE BIOLOSKIH AKTIVNOSTI

3.2.1 Hemoliti¢ni test

Eritrocite smo s centrifugiranjem izolirali iz sveze goveje krvi, ki smo ji pri odvzemu
dodali citrat, da ni priSlo do strjevanja. Eritrocite smo trikrat sprali s fiziolosko raztopino
(0,9% raztopina NaCl v destilirani vodi) in uporabili za bioloSke teste. Tako pripravljene
eritrocite lahko uporabljamo dokler se supernatant ne pobarva rdece, kar nakazuje, da je
prislo do hemolize. Pred uporabo smo konzervirane eritrocite vedno dvakrat sprali s
fizioloSko raztopino. Za testiranje smo jih resuspendirali v pufru za eritrocite (raztopina
0.13 M NacCl in 0.02 M TRIS-HCI [2-amino-2-(hidroksimetil)-1,3-propandiol-hidroklorid]
pH 7.4). Pripravili smo suspenzijo eritrocitov, ki je pri 650 nm imela navidezno

absorbanco 0.5+0.01.

Hemoliticno aktivnost smo spremljali s pomocjo citalca mikrotitrnih ploS¢ (Dynex
Technologies, ZDA), ki omogoca hkratno zasledovanje 96 casovnih potekov. Na
mikrotitrnih plos¢ah smo napolnili 108 vdolbinic s po 100 pl eritrocitnega pufra in 20 pl
posameznega vzorca (A, B in M ekstrakta posameznih spuzev). Nato smo v vsako
vdolbinico dodali Se po 100 pl eritrocitov in priceli z meritvijo. Hemolizo smo opazovali
kot padec absorbance pri 650 nm. Kot kontrolo smo uporabili 100 pl eritrocitnega pufra,
20 pl etanola in 100 pl eritrocitov. Hemolizo smo zasledovali 20 minut pri 25 °C. Vzorce
smo glede na hitrost poteka hemolize razdelili v Stir1 skupine in sicer na vzorce pri katerih
je hemoliza potekla v ¢asu do 5 minut smo oznacili z +++, vzorce pri katerih je hemoliza
potekla v ¢asu od 5 do 10 minut smo oznacili z ++, vzorce pri katerih je hemoliza potekla v
casu od 10 do 15 minut smo oznacili z + in vzorce pri katerih je hemoliza potekla po 15
minutah oziroma ni potekla. Vse vzorce pri katerih je hemoliza potekla v ¢asu do 10 minut
smo nadalje redcili v razmerjih 1:10, 1:100 ter 1:1000, in smo jim od¢itali polovicne Case
(tso) oz. Cas pri katerem navidezna absorbanca suspenzije eritrocitov pade na polovico

svoje zacetne vrednosti.
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3.2.2 Dolocanje protibakterijske aktivnosti z difuzijskim testom na agarju

Protibakterijsko aktivnost vzorcev spuzev smo testirali s standardnim difuzijskim testom
na agarju. Kot testni bakteriji smo uporabili po Gramu negativno bakterijo Escherichia coli
in po Gramu pozitivno bakterijo Bacillus subtilis. Obe bakteriji sta v zbirki Katedre za
biologijo mikroorganizmov, Oddelka za biologijo, Biotehniske fakultete, Univerze v

Ljubljani.

Omenjeni bakteriji smo sterilno nacepili v 100 ml erlenmajerici, ki sta vsebovali po 10 ml
avtoklaviranega tekoCega gojis¢a Gojisce smo predhodno pripravili tako, da smo v 100 ml
deionizirane vode raztopili 2,5 g gojiS¢a Luria broth (Luria broth, raztopina 10 g/L
triptona, 5 g/L ekstrakta kvasovk, 10 g/L NaCL, Sigma, ZDA). in raztopino razdelili v
erlenmajerici. Erlenmajerici z nacepljenim gojisS¢em smo preko noci stresali pri 250
obratov/minuto pri 37 °C. Naslednji dan smo dolo¢ili Stevilo bakterij tako, da smo 1 ml
gojis¢a sterilno prenesli v plasticno kiveto in na dvozarkovnem spektrofotometru
(Shimadzu, Japonska) izmerili opti¢no gostoto pri 600 nm. Kot slepi poskus smo uporabili
sterilno Luria broth tekode gojis¢e. Stevilo bakterij smo dologili iz optiéne gostote

raztopine s pomocjo standardiziranih umeritvenih krivulj za ustrezna bakterijska seva.

Sledila je priprava agarja, ki smo ga naredili z raztapljanjem in meSanjem 25 g gojisca
Luria broth in 15 g agarja (Merck, Nemcija) v 1 litru deionizirane vode. Tako pripravljen
medij smo nalili v 2 1 erlenmajerice in jih pokrili z aluminijasto folijo ter avtoklavirali. Po
avtoklaviranju smo vro¢ medij pustili, da se je ohladil na primerno temperaturo (~42 °C).
Medtem smo izracunali potrebni volumen tekoce bakterijske kulture, tako da je bila
konéna koncentracija enaka 5x10° bakterijskih kolonij na 1 1 gojis¢a. Ker je bila izmerjena
koli¢ina prekonoéne bakterijske kulture 2x10°%, je to pomenilo, da moramo dodati 2.5 ml
inokulata v 1 1 avtoklaviranega gojis¢nega medija. Prerac¢unane volumne smo sterilno
prenesli v ohlajeni medij ter dobro premesali. Sledilo je razlivanje plos¢, pri ¢emer smo po
20 ml agarja z vcepljeno bakterijsko kulturo razlili na vsako od 72 petrijevih plos¢. Na ta

nac¢in smo pripravili 36 ploS¢ z bakterijskim sevom Bacillus subtilis in 36 plos¢ z
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bakterijskim sevom Escherichia coli. Le-te smo do uporabe hranili pri 4 °C. Pred uporabo
smo s pomocjo steriliziranega plutovrta v vsako plosco zvrtali 4 luknje premera 1 cm. V
vsako od njih smo za test dodali po 100 pl posameznega vzorca (acetonskega, butanolnega
ali metanolnega ekstrakta posameznih spuzev). Kot kontrolo smo uporabili 100 pl etanola.
Po 12-urni inkubaciji pri 37 °C smo odcitali polmere inhibicijskih con, ki so bile vidne
okoli lukenj. Tiste vzorce, ki so kazali protibakterijsko aktivnost smo redcili do
koncentracije, ko se inhibicijska cona ni ve¢ kazala. Red¢enja so bila 1:10, 1:100 , 1:1000
in 1:10000. Na ta na¢in smo dolocili priblizno minimalno inhibitorno koncentracijo (MIK)

vsakega od aktivnih vzorcev.

3.2.3 Test inhibicije acetilholinesteraze

AChE je encim, ki v sinapticnih Spranjah hidrolizira acetilholin in s tem prepreci
konstantno vezavo omenjenega nevrotransmitorja na receptorje postsinaptiéne membrane,
kar bi sicer povzroCalo neprestano prozenje postsinapti¢nih potencialov. Zato lahko

spojine, ki inhibirajo delovanje acetilholinesteraze, uvr§¢amo med nevrotoksine.

Aktivnost acetilholinesteraze in njeno inhibicijo s testnimi vzorci smo zasledovali z
Ellmanovo metodo (Ellman in sod., 1961) s pomocjo ¢italca mikrotitrnih ploS¢ (Dynex
Technologies, ZDA). Kot encim smo uporabili AChE iz elektri¢ne jegulje (Sigma, ZDA),
ki smo ga raztopili v 100 mM fosfatnem pufru, pH 7.3 v koncentraciji 500 encimskih enot
(EE)/ml. Pred testom smo ga stokrat redCili v istem pufru. Mikrotitrno plos¢o smo
napolnili s po 140 pl Ellmanovega reagenta (raztopina 5,5-ditiobis-2-nitrobenzojske kisline
(91 mg) in natrijevega hidrogen karbonata (37.5 mg) v 25 mM fosfatnem pufru, pH 7.0) ter
Se s po 10 pl substrata acetilholina s kon¢no koncentracijo I mM. Potem smo v posamezne
vdolbinice dodali 20 pl vsakega testnega vzorca (acetonskega, butanolnega ali
metanolnega ekstrakta posameznih spuzev) in tik pred za¢etkom meritve e 50 pl encima

AChE. Kontrola je namesto vzorca vsebovala 20 pl etanola.
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S testom smo izlocili vzorce, ki ne inhibirajo delovanja encima. Vzorce, ki pa so inhibirali
delovanje encima smo Se enkrat testirali in uporabili le 2 pl vzorca, tako da je bila
koncentracija desetkrat manjsa kot v prvem poskusu. Vse vzorce pri katerih smo ugotovili
pozitiven rezultat smo v nadaljevanju red¢ili v razmerjih 1: 10 in 1:100. 12 minut smo

spremljali absorbanco pri 412 nm in 25 °C.

3.2.4 Testinhibicije proteinske fosfataze 1

Fosfataze so celi¢ni encimi, ki sodelujejo pri fosforilaciji in defosforilaciji celi¢nih
proteinov in tako omogocajo njihovo aktivacijo oz. deaktivacijo. Motnje v delovanju
fosfataz najveckrat privedejo do nenormalnega metabolizma celice, kar se navadno kaze v
pospeSeni oz. upocasnjeni rasti. Aktivnost PP1 in njeno inhibicijo s testnimi vzorci smo
zasledovali s kolorimetricno metodo (Tubaro in sod., 1996) s pomocjo Citalca mikrotitrnih
plos¢ (Dynex Technologies, ZDA). Uporabili smo encim PP1, ki je kun¢ja rekombinantna
a-izooblika izraZena v E. coli (Sigma, ZDA). Jamice mikrotitrne plo§¢e smo napolnili s po
150 pl pufra (raztopina 40 mM TRIS-HCl, 34 mM MgCl, x 6H,O, 4 mM
etilendiaminotetraocetna kislina (EDTA) in 4 mM DL-ditiotreitol (DL-DTT), pH 8.4), za
kontrolo dodali Se 2 pl etanola, v test pa po 2 pl vzorca (A, B ali M ekstrakta posameznih
spuzev). Tik pred zacetkom meritve smo v vse jamice na plosci dodali Se 50 pl encima

PP1.

Vzorce, ki so pokazali inhibitorno aktivnost na PP1 smo redc¢ili v razmerjih 1:10 in 1:100

in ponovili poskus. 12 minut smo spremljali absorbanco pri 412 nm in 25 °C.
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4 REZULTATI

4.1 DOLOCANJE KONCENTRACIJE SUHE SNOVI V EKSTRAKTIH

Koncentracijo suhe snovi v ekstraktih smo ugotavljali s suSenjem 500 pl vzorca na
stehtanem in oznaCenem urnem stekelcu. SusSenje je potekalo v sterilizatorju 30 min pri

120 °C. Po susenju smo stekelca ponovno stehtali in preracunali suhe teze v mg/ml.

V preglednici 4 so prikazane koncentracije suhe snovi v vseh testiranih ekstraktih spuzev,

ki smo jih uporabili pri preraCunavanju koli¢ine snovi v bioloskih testih.

Preglednica 4: Koncentracije suhe snovi v organskih ekstraktih spuzev.
A = acetonski ekstrakt

B = butanolni ekstrakt

M = metanolni ekstrakt

Vrsta spuzve Oznaka Suhe teze
vzorca (mg/ml)
Agelas conifera 97B 1,08
97A 8,46
97M 29,52
Agelas dispar 88B 6,66
88A 3,00
88M 39,60
Aplysina archeri 40B 8,40
40A 3,60
40M 27,60
Aplysina lacunosa 112B 8,76
112A 14,94
112M 26,82

se nadaljuje
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nadaljevanje
Vrsta spuzve Oznaka Suhe teze
vZorca (mg/ml)
Callyspongia plicifera 9B 5,40
9A 0,60
oM 15,60
Callyspongia plicifera 67B 6,18
67A 0,72
67M 20,70
Callyspongia plicifera 103B 1,20
103A 1,74
103M 14,58
Callyspongia vaginalis 48B 4,08
48A 2,40
48M 21,72
Callyspongia vaginalis 66B 4,38
66A 0,48
66M 23,58
Holopsamma helwigi 5B 4,20
S5A 1,80
M 26,40
Ircinia sp. 107B 9,00
107A 8,88
107M 13,86
Ircinia sp. abseits 132B 6,96
132A 2,64
132M 20,46
Ircinia campana 70B 6,60
70A 6,60
70M 28,20
Ircinia felix 59B 21,60
59A 1,32
59M 44,40
Ircinia felix 93B 11,28
93A 7,20
93M 32,40
Ircinia strobilina 56B 3,00
56A 3,00
56M 21,60

se nadaljuje
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nadaljevanje
Vrsta spuzve Oznaka Suhe teze
vZorca (mg/ml)
Lissodendoryx colombiensis 110B 20,04
110A 12,48
110M 32,88
Neofibularia nolitangere 83B 3,18
83A 0,72
83M 6,84
Neofibularia nolitangere 94B 2,22
94A 1,14
94M 13,32
Panadaros acanthifouum 76B 6,00
T6A 2,40
76M 34,20
Pseudoceratina crassa 2B 5,22
2A 3,66
M 15,24
Spheciospongia vesparum 45B 5,28
45A 0,60
45M 16,20
Tridideum misolidum 79B 7,74
79A 3,24
79M 17,52
Verongula gigantea 44B 4,26
44A 5,40
44M 13,80
Verongula rigida 38B 8,46
38A 5,64
38M 12,00
Xestospongia muta 95B 4,02
95A 1,32
95M 26,94
Neidentificirana spuzva 1 21B 4,80
21A 3,00
21M 27,60
Neidentificirana spuzva 2 32B 5,76
32A 5,58
32M 9,90

se nadaljuje
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nadaljevanje
Vrsta spuzve Oznaka Suhe teze
vZorca (mg/ml)
Neidentificirana spuzva 3 96B 4,02
96A 1,08
96M 7,14
Neidentificirana spuzva 4 117B 7,80
117A 1,92
117M 21,66

42 HEMOLITICNA AKTIVNOST

Hemoliti¢no aktivnih je bilo 24 od 90 testiranih vzorcev. 12 vzorcev je kazalo Sibko
hemolizo, ki je potekla v ¢asu med 10 in 15 minut, osem vzorcev je bilo zmerno
hemoliti¢nih (hemoliza je potekla v ¢asu med pet in 10 minut), medtem ko so S$tirje vzorci
110A, 59A, 59M in 59M (acetonski ekstrakti spuzev Lissodendoryx colombiensis, Ircinia
felix ter metanolni in butanolni ekstrakt spuzve Ircinia felix) kazali mo¢no hemoliticno
aktivnost, saj je bil polovi¢ni ¢as hemolize krajs$i od petih minut (Preglednica 5). Pri
nadaljnjih red¢itvah smo uporabili vzorce spuzev Lissodendoryx colombiensis (110A),
Ircinia felix (59A, 59B in 59M) Ircinia sp.(107A in 107B), Ircinia campana (70A in 70B),
Ircinia felix (93A in 93M), Ircinia sp. abseits (132A in 132M), Ircinia strobilina (56A),
Pseudoceratina crassa (2A), Verongula gigantea (44A) ter Verongula rigida (38B)

(Preglednica 6). Vzorcem smo dolo¢ili tudi ts.

Kontrole niso kazale hemoliti¢ne aktivnosti Od vseh testiranih vzorcev, ki smo jih dodatno
red¢ili Se v razmerjih 1:10, 1:100 in 1:1000, so aktivnost pri red¢itvi 1:10 kazali vsi
ekstrakti spuzve Ircinia felix (59A, 59B in 59M) ter acetonski ekstrakt spuzve
Lissodendoryx colombiensis (110A). Najhitrej$i polovi¢ni ¢as hemolize pri red¢itvi 1:10 je

imel vzorec 59M in sicer 270 sekund. Vecje redCitve niso bile aktivne.
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Preglednica 5: Hemoliti¢na aktivnost organskih ekstraktov testiranih spuzev. Hemoliticno aktivnost smo
ovrednotili na naslednji nacin:

+++ = hemoliza potekla do 5 minut

++ > hemoliza potekla v ¢asu od 5 do 10 minut

+ = hemoliza potekla v ¢asu od 10 do 15 minut

- = hemoliza potekla po 15 minutah oz. ni potekla

A = acetonski ekstrakt

M = metanolni ekstrakt

B = butanolni ekstrakt

Vrsta spuzve Oznaka |Koncentracija dodane |Hemoliza
vzorca snovi v testu (mg/ml) (+H+,++,+,-)
Agelas conifera 97B 0,10 -
97A 0,77 -
97T™M 2,68 -
Agelas dispar 88B 0,61 -
88A 0,27 -
88M 3,60 -
Aplysina archeri 40B 0,76 -
40A 0,33 -
40M 2,51 -
Aplysina lacunosa 112B 0,80 -
112A 1,36 -
112M 2,44 -
Callyspongia plicifera 9B 0,49 -
9A 0,05 -
M 1,42 -
Callyspongia plicifera 67B 0,56 -
67A 0,07 -
67M 1,88 -
Callyspongia plicifera 103B 0,11 -
103A 0,16 -
103M 1,33 -
Callyspongia vaginalis 48B 0,37 -
48A 0,22 -
48M 1,97 -
Callyspongia vaginalis 66B 0,10 -
66A 0,77 -
66M 2,68 -

se nadaljuje
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nadaljevanje
Vrsta spuzve Oznaka |Koncentracija dodane |Hemoliza
vzorca snovi v testu (mg/ml) (+H++,++,+,-)
Holopsamma helwigi 5B 0,40 -
5A 0,04 -
SM 2,14 -
Ircinia sp. 107B 0,38 ++
107A 0,16 S
107M 2,40 +
Ircinia sp. abseits 132B 0,82 ++
132A 0,81 +
132M 1,26 -
Ircinia campana 70B 0,63 +
70A 0,24 +
70M 1,86 -
Ircinia felix 59B 0,60 MR
59A 0,60 =
59M 2,56 LR
Ircinia felix 93B 1,96 +
93A 0,12 t
93M 4,04 +
Ircinia strobilina 56B 1,03 +
56A 0,65 S
56M 2,95 -
Lissodendoryx colombiensis |110B 0,27 -
110A 0,27 T
110M 1,96 -
Neofibularia nolitangere 83B 1,82 -
83A 1,13 -
83M 2,99 '
Neofibularia nolitangere 94B 0,20 -
94A 0,10 -
94M 1,12 -
Panadaros acanthifouum 76B 0,55 -
76A 0,22 -
76M 3,11 -

se nadaljuje
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nadaljevanje
Vrsta spuzve Oznaka |Koncentracija dodane |Hemoliza
vzorca snovi v testu (mg/ml) (+H++,++,+,-)
Pseudoceratina crassa 2B 0,47 -
2A 0,33 S
M 1,39 -
Spheciospongia vesparum 45B 0,48 -
45A 0,05 -
45M 1,47 -
Tridideum misolidum 79B 0,70 -
T9A 0,29 -
TOM 1,59 -
Verongula gigantea 44B 0,39 +
44A 0,49 S
44M 1,25 +
Verongula rigida 38B 0,77 ++
38A 0,51 +
38M 1,09 +
Xestospongia muta 95B 0,37 -
95A 0,12 -
95SM 2,45 -
Neidentificirana spuzva 1 21B 0,44 -
21A 0,27 :
21M 2,51 -
Neidentificirana spuzva 2 32B 0,52 +
32A 0,51 -
32M 0,90 ;
Neidentificirana spuzva 3 96B 0,37 -
96A 0,10 -
96M 0,65 -
Neidentificirana spuzva 4 117B 0,71 -
117A 0,17 -
117M 1,97 i}
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Preglednica 6: Hemoliticna aktivnost organskih ekstraktov spuzev, ki so v preliminarnem testu povzrocili

hemolizo v manj kot petih minutah, ter izbrani vzorci, ki so hemolizo povzrocili v petih do desetih minutah

(107B, 107A, 70B, 70A, 93A, 93M, 132B, 132A, 56A, 2A, 44A ter 38B). Vzorce smo red¢ili z etanolom v

razli¢nih razmerjih, kot je prikazano v tabeli. Aktivnim vzorcem smo dolocili ts, to je Cas, v katerem

navidezna absorpcija suspenzije eritrocitov pri 650 nm pade za 50%.

Vrsta spuzve Oznaka Redéenje |Koncentracija | Cas polovi¢ne
vzorca dodane snovi v | hemolize (tsg)
testu (mg/ml) |(s)
Ircinia sp. 107B 1:10 0,08 Ni aktivnosti
1:100 0,008 Ni aktivnosti
1:1000 0,0008 Ni aktivnosti
107A 1:10 0,08 Ni aktivnosti
1:100 0,008 Ni aktivnosti
1:1000 0,0008 Ni aktivnosti
Ircinia campana 70B 1:10 0,06 Ni aktivnosti
1:100 0,006 Ni aktivnosti
1:1000 0,0006 Ni aktivnosti
70A 1:10 0,06 Ni aktivnosti
1:100 0,006 Ni aktivnosti
1:1000 0,0006 Ni aktivnosti
Ircinia felix 93A 1:10 0,07 Ni aktivnosti
1:100 0,007 Ni aktivnosti
1:1000 0,0007 Ni aktivnosti
93M 1:10 0,30 N1 aktivnosti
1:100 0,03 Ni aktivnosti
1:1000 0,003 Ni aktivnosti
Ircinia felix 59B 1:10 0,20 660
1:100 0,02 Ni aktivnosti
1:1000 0,002 Ni aktivnosti
59A 1:10 0,01 750
1:100 0,001 Ni aktivnosti
1:1000 0,0001 Ni aktivnosti
59M 1:10 0,40 270
1:100 0,04 Ni aktivnosti
1:1000 0,004 Ni aktivnosti

se nadaljuje
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nadaljevanje
Vrsta spuzve Oznaka Redéenje | Koncentracija | Cas polovi¢ne
VZorca dodane snovi v | hemolize (tso)
testu (mg/ml) |(s)

Ircinia sp. abseits 132B 1:10 0,06 Ni aktivnosti
1:100 0,006 Ni aktivnosti
1:1000 0,0006 Ni aktivnosti

132A 1:10 0,02 Ni aktivnosti

1:100 0,002 Ni aktivnosti
1:1000 0,0002 Ni aktivnosti

Ircinia strobilina 56A 1:10 0,03 Ni aktivnosti
1:100 0,003 Ni aktivnosti
1:1000 0,0003 Ni aktivnosti

Lissodendoryx colombiensis | 110A 1:10 0,11 780
1:100 0,011 Ni aktivnosti
1:1000 0,0011 Ni aktivnosti

Pseudoceratina crassa 2A 1:10 0,03 Ni aktivnosti
1:100 0,003 Ni aktivnosti
1:1000 0,0003 Ni aktivnosti

Verongula gigantea 44A 1:10 0,05 Ni aktivnosti
1:100 0,005 Ni aktivnosti
1:1000 0,0005 Ni aktivnosti

Verongula rigida 38B 1:10 0,08 Ni aktivnosti
1:100 0,008 Ni aktivnosti
1

:1000

0,0008

Ni aktivnosti
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4.3 PROTIBAKTERIJSKA AKTIVNOST

Protibakterijsko aktivnost smo definirali kot Sirino inhibicijske cone, ki je enaka ali vec¢ja

enem mm. Proti po Gramu negativni bakteriji Escherichia coli je protibakterijsko aktivnost

kazalo 36 od 90 testiranih vzorcev, medtem ko je bila protibakterijska aktivnost precej bolj

izrazena proti po Gramu pozitivni bakteriji Bacillus subtilis, saj so vsi vzorci kazali

protibakterijsko aktivnost (preglednica 7). Najbolj aktivne vzorce smo dodatno red¢ili v

razmerjih 1:10, 1:100, 1:1000 in ugotavljali priblizne MIK. Etanol (kontrola) ni kazal

protibakterijske aktivnosti. Rezultate dodatnih red¢enj prikazuje preglednica 8. Kontrole

protibakterijske aktivnosti niso kazale.

Preglednica 7: Protibakterijska aktivnost organskih ekstraktov vzorcev spuzev proti sevom Escherichia coli

in Bacillus subtilis.

Vrsta spuzve Oznaka | Koncentracija |Sirina Sirina
vzorca |dodane snoviv |inhibicijske |inhibicijske
testu (mg/ml) |cone (mm) |cone (mm)
(E. coli) (B. subtillis)
Agelas conifera 97B 1,08 1 2
97A 8,46 1,5 4
97M 29,52 6 9
Agelas dispar 88B 6,66 - 2
88A 3,00 - 2
88M 39,60 - 3
Aplysina archeri 40B 8,40 1 5
40A 3,60 2 3
40M 27,60 1 4
Aplysina lacunosa 112B 8,76 - 3
112A 14,94 - 3
112M 26,82 - 2
Callyspongia plicifera 9B 5,40 - 1
9A 0,60 - 2
oM 15,60 - 2

se nadaljuje
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nadaljevanje
Vrsta spuzve Oznaka | Koncentracija |Sirina Sirina
vzorca |dodane snoviv |inhibicijske |inhibicijske
testu (mg/ml) |cone (mm) |cone (mm)
(E. coli) (B. subtillis)
Callyspongia plicifera 67B 6,18 - 2
67A 0,72 - 3
67M 20,70 - 2
Callyspongia plicifera 103B 1,20 2 2
103A 1,74 1 3
103M 14,58 1 1
Callyspongia vaginalis 48B 4,08 1 2
48A 2,40 - 2
48M 21,72 2 2
Callyspongia vaginalis 66B 4,38 - 4
66A 0,48 - 3
66M 23,58 - 1
Holopsamma helwigi 5B 4,20 - 5
S5A 1,80 - 3
SM 26,40 - 2
Ircinia sp. 107B 9,00 - 10
107A 8,88 - 9
107M 13,86 - 9
Ircinia sp. abseits 132B 6,96 - 8
132A 2,64 - 8
132M 20,46 - 6
Ircinia campana 70B 6,60 - 5
70A 6,60 - 7
70M 28,20 - 6
Ircinia felix 59B 21,60 1 10
59A 1,32 1
59M 44,40 1
Ircinia felix 93B 11,28 3 12
93A 7,20 1 13
93M 32,40 1 9
Ircinia strobilina 56B 3,00 - 3
56A 3,00 - 10
56M 21,60 - 4

se nadaljuje
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nadaljevanje
Lissodendoryx colombiensis 110B 20,04 - 3
110A 12,48 1 4
110M 32,88 - 5
Neofibularia nolitangere 83B 3,18 - 3
83A 0,72 - 3
83M 6,84 1 3
Neofibularia nolitangere 94B 2,22 - 4
94A 1,14 2 4
94M 13,32 1 3
Panadaros acanthifouum 76B 6,00 - 2
T6A 2,40 - 3
76M 34,20 - 5
Pseudoceratina crassa 2B 5,22 1 3
2A 3,66 - 7
2M 15,24 - 3
Spheciospongia vesparum 45B 5,28 2
45A 0,60 1 2
45M 16,20 1 2
Tridideum misolidum 79B 7,74 2 2
T9A 3,24 1 3
79M 17,52 - 3
Verongula gigantea 44B 4,26 1 4
44A 5,40 1 5
44M 13,80 1 4
Verongula rigida 38B 8,46 1 6
38A 5,64 1 6
38M 12,00 - 6
Xestospongia muta 95B 4,02 - 6
95A 1,32 - 4
95M 26,94 - 5
Neidentificirana spuzva 1 21B 4,80 1 2
21A 3,00 1 2
21M 27,60 - 3
Neidentificirana spuzva 2 32B 5,76 1 4
32A 5,58 1 4
32M 9,90 1 3

se nadaljuje
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nadaljevanje
Neidentificirana spuzva 3 96B 4,02 - 3
96A 1,08 - 2
96M 7,14 - 2
Neidentificirana spuzva 4 117B 7,80 - 3
117A 1,92 - 3
117M  |21,66 - 2
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Preglednica 8: Dolo¢anje minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) vzorcev, ki so pred red¢enjem kazali

najmocnejso inhibicijo rasti bakterij E. coli in/ali B. subtillis.

Oznaka | Red¢enje | Koncentracija | Sirina Sirina MIK E. |MIK B.
vzorca dodane snovi |inhibicijske | inhibicijske |coli subtillis
v testu cone (mm) |cone (mm) (mg/ml) | (mg/ml)
(mg/ml) (E. coli) (B. subtillus)
97TM 1:10 2,952 - 4 / 0,02952
1:100 0,2952 - 2
1:1000 |0,02952 - 1
1:10000 |0,002952 / -
40B 1:10 0,84 / 3 / 0,084
1:100 0,084 / 2
1:1000 |0,0084 / -
40A 1:10 0,36 / 1 / 0,36
1:100 0,036 / -
1:1000 |0,0036 / -
40M 1:10 2,76 / 2 / 0,276
1:100 0,276 / 1
1:1000 |0,0276 / -
66B 1:10 0,438 / 2 / 0,0438
1:100 0,0438 / 1
1:1000 |0,00438 / -
103B 1:10 0,12 - / 1,20 /
1:100 0,012 - /
1:1000 |0,0012 - /
5B 1:10 0,42 / 2 / 0,0042
1:100 0,042 / 1
1:1000 |0,0042 / 1
1:10000 |0,00042 / -
107B 1:10 0,9 / 8 / 0,009
1:100 0,09 / 5
1:1000 |0,009 / 2
1:10000 |0,0009 / -
107A 1:10 0,888 / 7 / 0,00888
1:100 0,0888 / 5
1:1000 |0,00888 / 3
1:10000 |0,000888 / -

se nadaljuje
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nadaljevanje
Oznaka | Red¢enje | Koncentracija | Sirina Sirina MIK E. |MIK B.
vzorca dodane snovi |inhibicijske | inhibicijske |coli subtillis
v testu cone (mm) |cone (mm) (mg/ml) | (mg/ml)
(mg/ml) (E. coli) (B. subtillus)
107M | 1:10 1,386 / 6 / 0,001386
1:100 0,1386 / 4
1:1000 |0,01386 / 2
1:10000 |0,001386 / 1
132B 1:10 0,696 / 7 / 0,00696
1:100 0,0696 / 4
1:1000 |0,00696 / 2
1:1000 |0,000696 / -
132A 1:10 0,264 / 7 / 0,00264
1:100 0,0264 / 4
1:1000 ]0,00264 / 2
1:10000 |0,000264 / -
132M | 1:10 2,046 / 6 / 0,02046
1:100 0,2046 / 3
1:1000 |0,02046 / 2
1:10000 |0,002046 / -
70B 1:10 0,66 / 3 / 0,066
1:100 0,066 / 1
1:1000 |0,0066 / -
70A 1:10 0,66 / 3 / 0,0066
1:100 0,066 / 1
1:1000 |0,0066 / 0,5
70M 1:10 2,82 / 3 / 0,0282
1:100 0,282 / 2
1:1000 |0,0282 / 1
1:10000 |0,00282 / -
59B 1:10 2,16 / 11 / 0,0216
1:100 0,216 / 8
1:1000 |0,0216 / 2
1:10000 |0,00216 / -

se nadaljuje
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nadaljevanje
Oznaka | Red¢enje | Koncentracija | Sirina Sirina MIK E. |MIK B.
vzorca dodane snovi |inhibicijske | inhibicijske |coli subtillis
v testu cone (mm) |cone (mm) (mg/ml) | (mg/ml)
(mg/ml) (E. coli) (B. subtillus)
59A 1:10 0,132 / 9 / 0,00132
1:100 0,0132 / 6
1:1000 |0,00132 / 1
1:10000 |0,000132 / -
59M 1:10 4,44 / 12 / 0,00444
1:100 0,444 / 11
1:1000 10,0444 / 7
1:10000 |0,00444 / 1
1:100000 | 0,000444 / -
93B 1:10 1,128 / 3 / 0,01128
1:100 0,1128 / 1,5
1:1000 |0,01128 /
1:10000 |0,001128 / -
93A 1:10 0,72 / 6 / 0,0072
1:100 0,072 / 2
1:1000 ]0,0072 / 1
1:10000 |0,00072 / -
93M 1:10 3,24 / 6 / 0,324
1:100 0,324 / 2
1:1000 10,0324 / -
56B 1:10 0,30 / 3 / 0,0003
1:100 0,03 / 2
1:1000 10,003 / 1
1:10000 |0,0003 / 0,5
94B 1:10 0,222 / 2 / 0,0222
1:100 0,0222 / 0,5
1:1000 |0,00222 / -
94A 1:10 0,114 - 2 1,14 0,00114
1:100 0,0114 - 1
1:1000 ]0,00114 - 1

se nadaljuje
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nadaljevanje
Oznaka | Red¢enje | Koncentracija | Sirina Sirina MIK E. |MIK B.
vzorca dodane snovi |inhibicijske | inhibicijske |coli subtillis
v testu cone (mm) |cone (mm) (mg/ml) | (mg/ml)
(mg/ml) (E. coli) (B. subtillus)
2A 1:10 0,366 / 2 / 0,00366
1:100 0,0366 / 2
1:1000 |0,00366 / 1
1:10000 |0,000366 / -
44B 1:10 0,426 / 3 / 0,000426
1:100 0,0426 / 2
1:1000 |0,00426 / 1
1:10000 |0,000426 / -
44A 1:10 0,54 / 3 / 0,00054
1:100 0,054 / 2
1:1000 |0,0054 / 1
1:10000 |0,00054 / 0,5
38B 1:10 0,846 / 3 / 0,000846
1:100 0,0846 / 2
1:1000 |0,00846 / 1
1:10000 |0,000846 / 1
38A 1:10 0,564 / 5 / 0,00564
1:100 0,0564 / 2
1:1000 |0,00564 / 1
1:10000 |0,000564 / -
3&8M 1:10 1,20 / 6 / 0,012
1:100 0,12 / 3
1:1000 0,012 / 1
1:10000 ]0,0012 / -
32B 1:10 0,576 / 2 / 0,0576
1:100 0,0576 / 1
1:1000 |0,00576 / -
32A 1:10 0,558 / 3 / 0,0558
1:100 0,0558 / 2
1:1000 |0,00558 / -
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4.4 ANTIACETILHOLINESTERAZNA AKTIVNOST

Po prvem testu je pet vzorcev (metanolni ekstrakti vrst Agelas conifera, Aplysinia archeri,
Aplysinia  lacunosa, Ircinia  felix in neidentificirane spuzve 1) kazalo
antiacetilholinesterazno aktivnost (preglednica 9), zato smo jih naknadno red¢ili v

razmerjih 1:10 in 1:100. Rezultate teh redCenj prikazuje preglednica 10.
Rezultati kazejo, da imajo skoraj vsi izbrani vzorci pri deset- in stokratnem redcenju Se
vedno sposobnost inhibicije AChE. Najbolj aktiven je bil vzorec 97M (desetkratna redcCitev

Se vedno povzroca 22.78% inhibicijo AChE).

Preglednica 9: Antiacetilholinesterazna aktivnost testiranih vzorcev spuzev glede na kontrolo (18 mOD/min).

Vrsta spuzve Oznaka |Koncentracija Stopnja aktivnosti
vzorca |dodane snoviv AChE glede na
testu (mg/ml) kontrolo (%)
Agelas conifera 97B 0,011 99,44
97A 0,088 83,33
97M 0,308 11,11
Agelas dispar 88B 0,069 72,22
88A 0,031 83,33
88M 0,413 38,89
Aplysina archeri 40B 0,088 83,33
40A 0,038 88,89
40M 0,288 50
Aplysina lacunosa 112B 0,091 83,33
112A 0,156 83,33
112M 0,279 38,89
Callyspongia plicifera 9B 0,056 94,44
9A 0,006 100
oM 0,163 88,89

se nadaljuje
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nadaljevanje
Vrsta spuzve Oznaka |Koncentracija Stopnja aktivnosti
vzorca |dodane snoviv AChE glede na
testu (mg/ml) kontrolo (%)
Callyspongia plicifera 67B 0,064 94,44
67A 0,008 100
67M 0,216 88,89
Callyspongia plicifera 103B 0,013 94,44
103A 0,018 94,44
103M 0,152 88,89
Callyspongia vaginalis 48B 0,043 100
48A 0,025 100
48M 0,226 88,89
Callyspongia vaginalis 66B 0,046 88,89
66A 0,005 83,33
66M 0,246 77,78
Holopsamma helwigi 5B 0,044 94,44
S5A 0,019 100
M 0,275 88,89
Ircinia sp. 107B 0,094 83,33
107A 0,093 77,78
107M 0,144 88,89
Ircinia sp. abseits 132B 0,073 88,89
132A 0,028 83,33
132M 0,213 83,33
Ircinia campana 70B 0,069 88,89
70A 0,069 88,89
70M 0,294 77,78
Ircinia felix 59B 0,225 72,22
59A 0,014 66,67
59M 0,463 55,56
Ircinia felix 93B 0,118 72,22
93A 0,075 77,78
93M 0,338 50
Ircinia strobilina 56B 0,031 100
S56A 0,031 88,89
56M 0,225 83,33

se nadaljuje
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nadaljevanje
Vrsta spuzve Oznaka |Koncentracija Stopnja aktivnosti
vzorca |dodane snoviv AChE glede na
testu (mg/ml) kontrolo (%)
Lissodendoryx colombiensis | 110B 0,209 77,78
110A 0,130 72,22
110M 0,343 55,56
Neofibularia nolitangere 83B 0,033 94,44
83A 0,008 100
83M 0,071 94,44
Neofibularia nolitangere 94B 0,023 88,89
94A 0,012 94,44
94M 0,139 77,78
Panadaros acanthifouum 76B 0,063 88,89
T6A 0,025 88,89
76M 0,356 77,78
Pseudoceratina crassa 2B 0,054 83,33
2A 0,038 77,78
2M 0,159 72,22
Spheciospongia vesparum | 45B 0,055 94,44
45A 0,006 94,44
45M 0,169 72,22
Tridideum misolidum 79B 0,081 94,44
T9A 0,034 94,44
T9M 0,183 94,44
Verongula gigantea 44B 0,044 83,33
44A 0,056 83,33
44M 0,144 66,67
Verongula rigida 38B 0,088 72,22
38A 0,059 77,78
38M 0,125 72,22
Xestospongia muta 95B 0,042 88,89
95A 0,014 94,44
95M 0,281 83,33
Neidentificirana spuzva 1 21B 0,050 77,78
21A 0,031 83,33
21M 0,288 38,89

se nadaljuje
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nadaljevanje

Vrsta spuzve Oznaka |Koncentracija Stopnja aktivnosti

vzorca |dodane snoviv AChE glede na

testu (mg/ml) kontrolo (%)

Neidentificirana spuzva 2 32B 0,060 72,22

32A 0,058 83,33

32M 0,103 55,56
Neidentificirana spuzva 3 96B 0,042 83,33

96A 0,011 94,44

96M 0,074 61,11
Neidentificirana spuzva 4 117B 0,081 88,89

117A 0,020 88,89

117M 0,226 83,33

Preglednica 10: Dodatna redéenja vzorcev spuzev, ki so v preliminarnem testu pokazali mo¢no inhibicijo

acetilholinesteraze.
Vrsta spuzve Oznaka Redc¢enje | Koncentracija | Stopnja
vzorca dodane snovi | aktivnosti
v testu AChE glede
(mg/ml) na Kkontrolo
(%)
Neidentificirana spuzva 1 | 21M 1:10 0,0288 83,33
1:100 0,00288 100,00
Aplysina lacunosa 112M 1:10 0,0279 83,33
1:100 0,00279 94,44
Ircinia felix 93M 1:10 0,0338 83,33
1:100 0,00338 94,44
Aplysina archeri 40M 1:10 0,0288 88,89
1:100 0,00288 100,00
Agelas conifera 97M 1:10 0,0308 72,22
1:100 0,00308 94,44
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4.5 INHIBICIJA PROTEINSKE FOSFATAZE 1

Preglednica 11 prikazuje test inhibicije PP1. 11 od 90 vzorcev je moc¢no inhibiralo PP1
(40B, 40A, 40M, 103M, 48M, 93M, 83B, 83M, 21B, 21A in 21M). Zaradi pomanjkanja

encima nadaljnjih red¢enj nismo izvedli.

Preglednica 11: Test inhibicije proteinske fosfataze 1 z vzorci spuzev. Stopnja aktivnosti encima PP1 je

izrazena glede na kontrolo (3 mOD/min).

Vrsta spuzve Oznaka | Koncentracija Stopnja aktivnost
vzorca |dodane snoviv PP1 glede na kontrolo
testu (mg/ml) (%)
Agelas conifera 97B 0,026 0,67
97A 0,206 0,67
97M 0,720 100
Agelas dispar 88B 0,162 0,33
88A 0,073 0,67
88M 0,966 0,67
Aplysina archeri 40B 0,205 0
40A 0,088 0
40M 0,673 0
Aplysina lacunosa 112B  |0,214 0,33
112A 0,364 0,33
112M | 0,654 100
Callyspongia plicifera 9B 0,132 0,33
9A 0,015 0,33
oM 0,380 0,67
Callyspongia plicifera 67B 0,151 0,33
67A 0,018 0,67
67M 0,505 0,67

se nadaljuje



MARTINSEK Bojan. Bioloska aktivnost v organskih ekstraktih ... spuzev (Porifera, Demospongia) 42
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehnisSka fakulteta, Odd. za biologijo, 2010

nadaljevanje
Vrsta spuzve Oznaka | Koncentracija Stopnja aktivnost
vzorca |dodane snoviv PP1 glede na kontrolo
testu (mg/ml) (%)
Callyspongia plicifera 103B 0,029 0,33
103A {0,042 0,67
103M 0,356 0
Callyspongia vaginalis 48B 0,100 0,67
48A 0,059 0,33
48M 0,530 0
Callyspongia vaginalis 66B 0,107 0,67
66A 0,012 0,67
66M 0,575 0,67
Holopsamma helwigi 5B 0,102 0,33
5A 0,044 0,33
5SM 0,644 0,33
Ircinia sp. 107B 0,220 0,33
107A  |0,217 0,33
107M 0,338 0,67
Ircinia sp. abseits 132B 0,170 0,33
132A {0,064 0,67
132M {0,499 0,67
Ircinia campana 70B 0,161 0,67
70A 0,161 0,33
70M 0,688 0,67
Ircinia felix 59B 0,527 0,33
S59A 0,032 0,67
59M 1,083 0,33
Ircinia felix 93B 0,275 0,33
93A 0,176 0,67
93M 0,790 0
Ircinia strobilina 56B 0,073 0,67
56A 0,073 0,67
56M 0,527 0,67
Lissodendoryx colombiensis |110B 0,489 100
110A {0,304 0,67
110M {0,802 0,33

se nadaljuje



MARTINSEK Bojan. Bioloska aktivnost v organskih ekstraktih ... spuzev (Porifera, Demospongia) 43
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehnisSka fakulteta, Odd. za biologijo, 2010

nadaljevanje
Vrsta spuzve Oznaka | Koncentracija Stopnja aktivnost
vzorca |dodane snoviv PP1 glede na kontrolo
testu (mg/ml) (%)
Neofibularia nolitangere 83B 0,078 0
83A 0,018 0,33
83M 0,167 0
Neofibularia nolitangere 94B 0,054 0,67
94A 0,028 0,67
94M 0,325 0,67
Panadaros acanthifouum 76B 0,146 0,67
T6A 0,059 0,33
76M 0,834 0,67
Pseudoceratina crassa 2B 0,127 0,67
2A 0,089 100
M 0,372 0,33
Spheciospongia vesparum 45B 0,129 0,67
45A 0,015 0,67
45M 0,395 100
Tridideum misolidum 79B 0,189 0,33
T9A 0,079 0,33
79M 0,427 0,33
Verongula gigantea 44B 0,104 0,33
44A 0,132 0,67
44M 0,337 0,67
Verongula rigida 38B 0,206 0,67
38A 0,138 0,67
38M 0,293 0,67
Xestospongia muta 95B 0,098 0,33
95A 0,032 0,67
95M 0,657 0,33
Neidentificirana spuzva 1 21B 0,117 0
21A 0,073 0
21M 0,673 0
Neidentificirana spuzva 2 32B 0,140 0,33
32A 0,136 0,33
32M 0,241 0,33

se nadaljuje
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nadaljevanje
Vrsta spuzve Oznaka | Koncentracija Stopnja aktivnost
vzorca |dodane snoviv PP1 glede na kontrolo
testu (mg/ml) (%)
Neidentificirana spuzva 3 96B 0,098 0,67
96A 0,026 0,67
96M 0,174 0,33
Neidentificirana spuzva 4 117B 0,190 0,67
117A 0,047 0,67
117M 0,528 0,67
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

Zaradi sesilnega nacina zivljenja vsebujejo morske spuzve veliko koli¢ino edinstvenih
spojin (Fu in sod., 1988). Odkrivanje in raziskovanje potencialne komercialne uporabe le-
teh, je konec dvajsetega in zacetek enaindvajsetega stoletja dobilo na pomenu zlasti v
farmakoloski, v malo manjSem obsegu pa tudi v drugih industrijah. V zadnjih desetletjih so
tako iz morskih spuzev izolirali vrsto novih spojin z razlicnimi bioloSkimi aktivnostmi,
katere s pridom izkoris¢a farmacevtska industrija. To sta npr. 16-bromo-7,11,15-
heksadekatrien-5,1-diinoi¢na ter 18-bromo-9,13,17-oktadekatrien-5,7,15-triinoi¢na Kkislina,
ki sta bromirani poliacetilenski kislini najdeni v spuzvi Xestospongia muta s sposobnostjo
inhibicije HIV-1 proteaze (Patil in sod., 1992). Steroid kot je aragusterol A, ravno tako
najden pri rodu Xestospongia, inhibira razmnoZevanja KB celic ter kaze citotoksi¢nost za
L1210 misje rakave celice (Mitome in sod., 2003). Namen naloge je bil testirati organske
ekstrakte morskih spuZev na hemoliti¢no in protibakterijsko aktivnost ter na sposobnost

inhibicije encimov acetilholinesteraze in proteinske fosfataze 1.

Tri organska topila z razlicno polarnostjo in sicer aceton, butanol in metanol, smo uporabili
za ekstrakcijo potencialno zanimivih biolosko aktivnih spojin iz 30 tropskih morskih
spuzev. Ekstrakte smo testirali na sposobnost hemolize, protimikrobne aktivnosti proti po
Gramu pozitivhim in negativnim bakterijam ter ucinkovitost inhibicije encimov

acetilholinesteraze in proteinske fosfataze 1.

Hemoliticno aktivnost je kazalo le 24 od kar 90 testiranih vzorcev spuzev: acetonski,
butanolni in metanolni ekstrakti spuzev Ircinia sp., Ircinia felix, Verongula gigantea in
Verongula rigida, butanolni in acetonski ekstrakti spuzev Ircinia campana, Ircinia sp.
abseits in Ircinia strobilina, acetonski ekstrakti spuzev Lissodendoryx colombiensis in

Pseudoceratina crassa ter butanolni ekstrakt neidentificirane spuzve 2. Za dodatna
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red¢enja smo se odlocili le pri 16 najbolj aktivnih ekstraktih spuzev izmed katerih so le
Stirje kazali hemoliti¢no u¢inkovitost pri desetkratnem redcenju, pri drugih pa konkretnejSe

hemoliti¢ne aktivnosti nismo zasledili.

Rezultati niso bili presenetljivi, saj se spuzve prehranjujejo s filtracijo in zaradi tega ne
potrebujejo specializiranih strupnih aparatov, kot nekatere druge sesilne morske zivali,
predvsem morske vetrnice (Sepci¢ in sod., 1997). Zanimivo je tudi dejstvo, da je ena izmed
dveh spuzev vrste Ircinia felix kazala izredno hemoliti¢no aktivnost, druga in njej sorodne

vrste iz istega rodu, pa niso kazale mo¢ne hemoliti¢ne ucinkovitosti.

V literaturi ni bila hemoliti€na aktivnost pri naSih spuzvah nikoli posebej omenjena, nasli
pa smo porocila o citotoksi¢nosti, ki bi lahko bila posledica membranske aktivnosti snovi
prisotnih v preucevanih spuzvah. Spuzve, ki so v literature bile opisane kot citotoksi¢ne so
Agelas sp. (Fu in sod., 1998), Aplysina sp. (Evan in sod., 2001; Kondo in sod., 1994),
Callyspongia sp. (Toth in Schmitz., 1994; Youssef in sod., 2003a), Callyspongia vaginalis.
(Layne in Tinto, 2006), Ircinia sp. (Chevallier in sod., 2006; Isa in sod., 2003; Kondo in
sod., 1992), Verongula sp. (Ciminiello in sod., 1994), ter Xestospongia sp. (Langlois,
2001; Quirion in sod., 1992; Mitome in sod., 2003).

Vseh 90 vzorcev spuzev smo prav tako testirali v protibakterijskem testu. Proti po Gramu
negativni bakteriji Escherichia coli je dalo pozitiven rezultat, oz. je inhibiralo bakterijsko
rast 36 vzorcev. Rezultat je bil precej drugacen pri testu proti po Gramu pozitivni bakteriji
Bacillus subtilis, kjer so vsi vzorci inhibirali bakterijsko rast. Rezultati so pri¢akovani, saj
smo Vv literaturi zasledili veliko objav, kjer so prav tako navajali protibakterijsko aktivnost
organskih ekstraktov spuzev. Glede na to, da je bila inhibicija rasti bolj prisotna pri po
Gramu pozitivnih bakterijah, lahko sklepamo na dokaj selektivno delovanje ekstrahiranih
ucinkovin spuzev (Keifer in sod., 1991; Richelle-Maurer in sod., 2003; Shen in sod., 1998;
Cafieri in sod., 1998; Fu in sod., 1998; Evan in sod., 2001; Qian in sod., 2006; Martinez in
sod., 1997a; Martinez in sod., 1997b; Pawlik in sod., 2002; Duque in sod., 2001;
Ciminiello in sod., 1994; Langlois, 2001).
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Zaradi tako Stevilnih pozitivnih rezultatov smo 3 vzorce, ki so najbolj u€inkovito inhibirali
bakterijsko rast E. coli ter 32 najbolj aktivnih vzorcev, ki so inhibirale bakterijsko rast B.
subtilis Se dodatno red¢ili v razmerjih 1:10, 1:100 in 1:1000 ter ugotavljali minimalno
inhibitorno koncentracijo za posamezen vzorec. Tiste vzorce, ki so po teh redcenjih Se
vedno kazali inhibicijo rasti, smo dodatno red¢ili v razmerju 1:10000 ter 1:100000. Spuzva
Agelas conifera, katere dodatno red¢en metanolni ekstrakt smo testirali tako na E. coli ter
B. subtilis, je inhibirala rast le B. subtilis. V dosedanjih raziskavah je bilo Ze ugotovljeno,
da uc€inkovine iz spuzve 4. conifera inhibirajo bakterijsko rast, vendar so bile te raziskave
organskih ekstraktov narejene predvsem proti po Gramu pozitivnim bakterijam, kot je npr.

Staphylococcus aureus (Cafieri in sod., 1998b).

Predvsem pomemben pa je rezultat delovanja ne le enega, temvec vseh ekstraktov rodu
Ircinia, kar je v skladu s pregledanimi objavami (Martinez in sod., 1997a; Martinez in sod.,
1997b; Pawlik in sod., 2002). Red¢eni ekstrakti so zadrzali svojo protimikrobno aktivnost
v zelo nizkih koncentracijah (najniZjo koncentracijo smo =zabelezili pri butanolnem

ekstraktu spuzve Ircinia strobilina in sicer 0,00003 mg/ml).

V literaturi podatkov o inhibiciji rasti testitranih bakterij nismo nasli za spuzve, ki v naSem
testu niso inhibirale rasti ter pri spuzvah Verongula giganturea, Verongula rigida ter
Neofibularia nolitangere. (Ciminiello in sod., 2000; Mierzwa in sod, 1994; Gunasekera in

sod., 1989).

Acetonski ekstrakt spuzve Verongula gigantea je imel najmanjSo minimalno inhibitorno

koncentracijo pri inhibiciji bakterije B. subtilis.

Vse spuzve smo testirali glede na njihovo sposobnost inhibicije encima acetilholinesteraza
(AChE). Izmed vseh testiranih vzorcev jih je le pet inhibiralo encim, zato smo jih nadalje
red¢ili v razmerjih 1:10 in 1:100. Vsi vzorci so kazali Sibko inhibicijo encima v razmerju
1:10, pri red¢itvi 1:100 pa dva vzorca (metanolni ekstrakt neidentificirane spuzve 1 ter
metanolni ekstrakt spuzve Aplysina archeri) nista kazala inhibicijske aktivnosti. Metanolni
ekstrakt spuzve Agelas conifera je kazal najmoc¢nejSo anti-AChE aktivnost, saj je tudi pri

desetkratni razred¢itvi inhibiral 22.78% encimske aktivnosti.
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V zadnjem encimskem testu smo preverjali inhibitorno aktivnost ekstraktov vzorcev
spuzev na encim proteinsko fosfatazo 1 (PP1). Proteinsko fosfatazo 1 je inhibiralo 11
vzorcev (vsi ekstrakti spuzev Aplysinia archeri in neidentificirane spuzve 1, butanolni in
metanolni ekstrakt spuzve Neofibularia nolitangere ter metanolni ekstrakti spuzev
Callyspongia pilcifera, Callyspongia vaginalis in Ircinia felix), vendar jih zaradi
pomanjkanja encima nismo mogli dodatno red¢iti. Kljub temu, da je metanolni ekstrakt
spuzve Ircinia felix inhibiral proteinsko fosfatazo 1, je izmed vseh vzorcev imel najvisjo

koncentracijo suhe snovi v testu.

Po opravljenem testiranju vseh 30 vzorcev spuzev smo ugotovili, da po bioloskih
aktivnostih najbolj izstopa vrsta [Ircinia felix, ki je kazala tako hemoliticno kot
protibakterijsko aktivnost, ter je delovala inhibitorno proti obema encimoma. Z nadaljnjimi
raziskavami ima ta spuzva velik potencial za uporabo tako v industriji barv, saj ima
protivegetativno aktivnost (Duque in sod., 2001), kot v farmacevtski industriji, saj mnoge
raziskave kazejo na njeno mocno protimikrobno aktivnost (Duque in sod., 2001; Martinez

in sod., 1997a; Martinez in sod., 1997b; Pawlik in sod., 2002).

5.2 SKLEPI

- hemolitiéno aktivnost je kazalo 24 ekstraktov desetih vrst in sicer [rcinia sp.,
Ircinia sp. abseits, Ircinia campana, Ircinia felix, Ircinia strobilina, Lissodendoryx
colombiensis, Pseudoceratina crassa, Verongula gigantea, Verongula rigida in
Neidentificirana spuzva 2

- po dodatnih red€enjih so imeli le vsi ekstrakti spuzve [rcinia felix ter acetonski
ekstrakt Lissodendoryx colombiensis mo¢no hemoliti¢no aktivnost

- zaradi mocnega protibakterijskega delovanja (vsi vzorci so inhibirali rast B. subtilis
in 36 vzorcev je inhibiralo rast E. coli), smo 33 vzorcev naknadno redcili.
Izpostavili bomo le pet najbolj aktivnih in sicer Verongula rigida, Verongula
gigantea, Ircinia felix, Ircinia sp. in Ircinia strobilina
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- proti encimu acetilholinesterazi je po dodatnih redcenjih petih spuzev
(neidentificirana spuzva 1, Aplysina lacunosa, Ircinia felix, Aplysina archeri in
Agelas conifera), najbolj inhibitorno deloval le Se vzorec vrste Agelas conifera

- 11 vzorcev (vsi ekstrakti spuzev Aplysinia archeri in neidentificirane spuzve 1,
butanolni in metanolni ekstrakt spuzve Neofibularia nolitangere ter metanolni
ekstrakti spuzev Callyspongia pilcifera, Callyspongia vaginalis in Ircinia felix) je
inhibiralo delovanje encima proteinska fosfataza 1

- organski ekstrakti spuzev delujejo predvsem hemoliti¢no in protibakterijsko

- potrdili smo v literaturi zasledeno mo¢no protibakterijsko aktivnost rodu Ircinia
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6 POVZETEK

Zaradi sesilnega nacina zivljenja morajo morske spuzve proizvajati vrsto biolosko aktivnih
snovi, ki jim sluZijo ali kot obramba pred plenilci, ali kot pomo¢ pri lovu hrane. Ravno
zaradi Stevilnih raznolikih bioloSko aktivnih spojin so potencialno zanimive tako za
farmacevtsko kot druge industrije. 30 tropskih spuZev, od katerih je 28 spuzev bilo iz otoka
Curacao v Nizozemskih Antilih v Karibskem morju, 2 spuzvi pa z otoka Lizard, ki je del
koralnega grebena ob obali Queenslanda v Avstraliji smo testirali s Stirimi razli¢nimi testi.
Z organskimi ekstrakti (acetonski, butanolni in metanolni ekstrakti) smo iskali hemoliti¢no
in protibakterijsko aktivnost ter inhibicijo delovanja encimov acetilholinesteraze in
proteinske fosfataze 1. Glede na literaturo, v kateri smo zasledili predvsem protibakterijske
aktivnosti, smo odkrili veliko novosti, predvsem pa bi izpostavil dve spuzvi in sicer
Aplysina archeri ter Ircinia felix katerih ekstrakti so pri skoraj vseh poskusih dali rezultate
in bi potencialno lahko bili zanimivi za farmakologijo. Dobljeni rezultati kazejo na veliko
moznost potencialne uporabe spuzve [rcinia felix v farmakoloski industriji, saj so njeni

organski ekstrakti reagirali pozitivno v najvec¢jem Stevilu bioloSkih testov.
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