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Popis kratica

DNA- deoksiribonukleinska kiselina (engl. deoxyribonucleic acid)
RNA- ribonukleinska kiselina (engl. ribonucleic acid)

MIK- minimalna inhibicijska koncentracija

AMP- antimikrobni peptidi

MRSA- meticilin rezistentan soj Staphylococcus aureus

VRSA- vankomicin rezistentan soj Staphylococcus aureus

USFDA- Agencija za hranu i lijekove Sjedinjenih Americkih Drzava (The United States Food

and Drug Administration)
EPA- eikosapentaenojska kiselina
DHA.- dokozaheksaenojska kiselina

NOAA- Nacionalna agencija za istrazivanje oceana i atmosfere (engl. National Oceanic and

Atmospheric Administration)
HSV- Herpes simplex virus

pABA- para — aminobenzojska kiselina
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1. UvOD

Od pocetka civilizacije pripravci dobiveni od biljaka i Zivotinja nalazili su svoju primjenu u
prehrani, medicini, poljoprivredi, kozmetici, a kasnije i u farmaceutskoj industriji. Naime,
evolucija je u prirodi iskusala razne spojeve i njihove koristi, zbog ¢ega upravo tamo trazimo izvor

tvari, ali i inspiraciju za istrazivanja i sintezu novih spojeva.

Uporaba antimikrobnih lijekova u lije¢enju zaraznih bolesti na znanstvenoj osnovi zapocinje
otkri¢ima Paula Ehrlicha (1900.), koji se posvetio pronalazenju pripravaka sa selektivnim
toksi¢nim uc¢inkom na mikrobe. Na temelju Ehrlichovih istrazivanja proizvedeno je nekoliko
umjetnih boja koje su se rabile u lijecenju bolesti uzrokovanih protozoama i spojeva arsena
uc¢inkovitih u lije¢enju sifilisa. Ubrzo nakon otkri¢a penicilina (1928.) pronadene su mnoge druge
tvari antibiotickog djelovanja, a usavrSavanje njihove proizvodnje pridonijelo je pronalasku novih,
vrlo uc¢inkovitih antimikrobnih lijekova. Pod pojmom antibiotik podrazumijeva se kemijska tvar
koju stvara neki mikroorganizam, a koja u niskoj koncentraciji ko¢i rast ili ubija druge
mikroorganizme. Pojam antimikrobni lijek $iri je od pojma antibiotik i obuhvaéa sve tvari
prirodnog, polusintetskog ili sintetskog podrijetla koje koce rast ili ubijaju mikroorganizme druge
vrste, a ne djeluju $tetno na domaéina (NAGLIC i sur., 2017.). Razdoblje izmedu 1950.-ih i 1970.-
ih godina proslog stoljeca bilo je uistinu zlatno doba otkri¢a novih skupina antibiotika. U
posljednje je vrijeme, s opadanjem stope otkrivanja i razvoja novih antibiotika, glavni pristup
razvoju novih antimikrobnih lijekova modifikacija postojecih antibiotika (CHOPRA i sur., 2002.).

Otpornost bakterija i gljiva na antimikrobne lijekove postoji oduvijek, no taj urodeni oblik
otpornosti ne predstavlja opasnost za zdravlje ljudi 1 zivotinja. Stvarna opasnost je stecena
rezistencija nastala zbog genskih promjena u samoj bakteriji ili zbog prijenosa genetickog
materijala koji nosi informaciju o rezistenciji na ostale srodne ili nesrodne mikrobe. Sirenje
antimikrobne rezistencije ne poznaje ekoloske granice pa se prijenos rezistentnih bakterijskih vrsta
sa zivotinja na ¢ovjeka odvija razli¢itim putevima, a najée$¢e hranom i vodom koja je izravno ili
neizravno bila u doticaju sa Zivotinjama (SEOL i sur., 2010.). Otkad postoje antibiotici, postojala
je i bakterijska rezistencija, ali nikada u ovako velikom opsegu. Bakterije su oduvijek ¢inile ono u

¢emu su dobre, a to je pronalazenje nacina za prezivljavanje (BUSHAK, 2016.).



Predvida se da ¢e se potro$nja antimikrobnih lijekova koristenih kod Zivotinja za proizvodnju
hrane povecati u nadolaze¢im desetlje¢ima. Razborita uporaba antimikrobnih lijekova nece biti
dostatna da se zaustavi rast antimikrobne rezistencije u ljudi koja potjece od Zivotinja, stoga postoji
hitna potreba za razvojem novih antimikrobnih lijekova koji ¢e se koristiti kod Zivotinja za
proizvodnju hrane. To je prvenstveno potrebno, ne radi zdravlja Zivotinja, ve¢ da se prekine veza

izmedu rezistencije koja se javlja kod sojeva u ljudi i zivotinja (TOUTAIN i sur., 2016.).

Oceani i mora predstavlju prirodno staniSte mnogih vrsta organizama zbog raznolikosti
okolisa koji nude razli¢ite podvodne zone. O velikoj raznolikosti Zivog svijeta pod morem govori
podatak da se na koraljnim grebenima (Slika 1.) nalazi oko 1000 biljnih i zivotinjskih vrsta po
kvadratnom metru, §to ne pronalazimo ni u tropskim Sumama (POMPONI, 1999.). Veliki ekoloski
resursi mora iskoristavani su od davnina, a ukljucivali su upotrebu morskih zivotinja i njihovih
produkta, poput riba i pripravaka od algi kao izvora lijekova. Riblja ulja su klasi¢ni primjer
morskih proizvoda koji se koriste od davnina. Morska farmakologija je grana farmaceutskih
znanosti koja se usredotocuje na tvari s aktivnim farmakoloskim svojstvima prisutnim u morskim
vrstama biljaka i zivotinja. S vise od 70% pokrivenosti zemljine povrsine, morski okoli§ izniman
je izvor bioaktivnih prirodnih proizvoda, sa strukturnim i kemijskim svojstvima koja se uglavnom
ne nalaze u kopnenim prirodnim izvorima. Morski organizmi takoder pruzaju bogat izvor
nutrijenata i potencijalnih kandidata za lijeCenje ljudskih i Zivotinjskih bolesti. Suvremeni fokus
morske farmakologije usmjeren je na mikrobe (KIJJOA i sur., 2004.). Poznato je oko 30000
spojeva morskog podrijetla, a od 2008., vise od 1000 novih otkriva se svake godine. Ovi spojevi
Cesto su karakterizirani strukturalnim novinama, kompleksno§¢u i raznolikos¢u (KIURU i sur.,
2014.), za sto su najbolji dokaz bakterije iz roda Salinispora. Naime, ¢ak 60% spojeva izoliranih

iz ovog roda bakterija su novootkriveni, odnosno dosad nikad nisu zabiljezeni na kopnu.



Slika 1. Raznolikost koraljnog grebena

(Izvor: https://www.constantinealexander.net/2016/05/continental -drift-created-biologically-

diverse-coral-reefs.html)

Zivot pod vodom pojavio se prije 3,5 milijardi godina. Morski organizmi su s vremenom
razvili mnoge mehanizme prezivljavanja u raznim surovim okruzenjima koji ukljucuju ekstremne
temperature, salinitet, pritisak, razli¢ite koncentracije kisika i radijacije, natjecanje za hranu, borbu
protiv grabeZljivaca i raznih bolesti (JIMENO i sur., 2004.). Ove prilagodbe mogu biti fizicke ili
kemijske. Organizmi bez odgovarajuce fizikalne obrane, kao §to su sjedilacki organizmi, razvijaju
kemijske obrane za zaStitu. Smatra se da ovi spojevi moraju biti vrlo u¢inkoviti u niskim dozama
zbog dilucijskog ucinka okolisa, te se opisuju kao feromonski analozi, ali sa svrhom odbijanja
umjesto privlac¢enja (NEWMAN 1 sur., 2004.). Takoder, predatori su razvili kemijska oruzja u
svrhu paraliziranja ili ubijanja plijena. Osim kod interakcije predator — plijen, funkcija ovih
spojeva moZze biti raznovrsna, a ukljucuje pribavljanje 1 biranje hrane, simbiozu s drugim
organizmima, parenje, naseljavanje te mnoge druge. Pronalazak bas ovih sekundarnih metabolita
glavni je cilj bioprospektinga mora.


https://www.constantinealexander.net/2016/05/continental-drift-created-biologically-diverse-coral-reefs.html
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2. PREGLED DOSADASNIJIH ISTRAZIVANJA

2.1. Povijesna otkrica

Ljudska fascinacija morskim svijetom nije nepoznanica. Naime, prvi dokazi da su ljudi
koristili lijekove iz oceana dolazi iz Kine i to 2953. godine prije nove ere. Za vrijeme vladavine
cara Fu Hsija, plac¢ao se porez na dobit od lijekova dobivenih iz riba. Nadalje, jedan od najstarijih
morskih produkata je tirijsko ljubicasta boja, dobivena iz morskih mekusaca, koju su koristili
Fenicani oko 1600. g. pr. n. e. Dugo vremena, prirodni morski metaboliti trazili su se uglavnom
kod riba i morskih algi. Poznati primjeri su morski biopolimeri poput agara i karagenana, vitamini
A 1 D od ribljeg jetrenog ulja ili nezasi¢ene masne kiseline poput eikosapentaenojske (EPA) i
dokozaheksaenojske kiseline (DHA).

Pravi razvoj morskih lijekova zapoceo je 1950-ih godina otkricem spongotimidina iz
karipske spuzve Tethya crypta (BERGMANN i FEENEY, 1951.), koji su s vremenom doveli do
razvoja Ara-C (citarabin, antileukemi¢ni agent). Citarabin je sinteti¢ki pirimidin nukleozid
odobren od strane FDA-e 1969., a uglavnom se koristi kod razli¢itih tipova leukemija, ukljuc¢ujuci
mijelocitnu leukemiju, limfocitnu leukemiju, meningealnu leukemiju te fazu eksplozijske krize
mijelogene leukemije. Osim citarabina, od iste karipske spuzve izoliran je spongouridin, po ¢ijem
je uzoru sintetiziran Ara-A (vidarabin), purinski nukleozid koji je nasao svoju primjenu kao
antivirusni lijek, to¢nije protiv Herpes simplex virusa (MAYER i sur., 2010.). Isti je odobren 1978.,
a kasnije je dokazano da spongouridin proizvodi bakterija Streptomyces antibioticus, koja se nalazi
na povrsini spuzve. Spojevi karipske spuzve i njihovi sintetski analozi prikazani su na Slici 2.
Cefalosporin C, koji proizvodi spuzva Acremonium chrysogenum, pronadena u Mediteranskom
moru blizu Sardinije 1940-ih, bio je pocetna to¢ka za razvoj cijele grupe antibiotika cefalosporina
(KONIG, 1992.).



0 o
HN/S HN/Uj/
HO. o7 N HO OAN
0.0 0.0
OH OH
Spongouridine Spongothymidine
NH; NH,
=N N [y @]
HG. | /& HO </ | ) N
% o Y
HO =
HO N OH
HaM™ N Lo \J_
OH OH
Cytarabine Vidarabine Aciclovir

Slika 2. Prirodni nukleozidi spongouridin i spongotimin te njihovi sintetski analozi citarabin,

vidarabin i aciklovir
(FISCHER, 2011.)

Nakon odobrenja citarabina i vidarabina, sve do 2004. nije odobren niti jedan prirodni
morski produkt, kada se pojavio zikonotid, lijek za tretiranje kroni¢ne boli. Zikonotid je sinteticki
oblik konotoksin-peptida, izoliranog iz stozastog morskog puza Conus magus, (KLOTZ, 2006.) s
novim mehanizmom analgetickog djelovanja. Ovaj morski puz predatorske prirode koristi otrov
koji sadrzi konotoksine u svrhu omamljivanja plijena, a moZe biti opasan i za ¢ovjeka. Nedugo
nakon toga, 2007. odobren je i lijek za tretiranje sarkoma mekih tkiva i karcinoma jajnika,
trabektedin (Yondelis®), koji dolazi od plastenjaka Ecteinascidia turbinata otkrivenog jos 1969.
kada se znalo da ima protutumorsko djelovanje (SCHOFFSKI, 2008.).

Osim navedenih odobrenih lijekova, pronadeni su mnogi spojevi s velikim bioaktivnim
potencijalom, a trenutno se nalaze u prvoj, drugoj ili trecoj fazi klini¢kog ispitivanja (Tablica 1).
Morski mikroorganizmi, bili oni sedimentni, koraljni ili fosilni, pa i makroorganizmi poput algi,
spuzvi i riba, pokazali su ogromnu mogucénost proizvodnje sekundarnih metabolita. lako ovi
organizmi nemaju znacajnu povijest primjene u tradicionalnoj medicini, posljednjih godina postali
su vazan predmet proucavanja zbog potencijalne korisne bioaktivnosti koja se ocituje
antibakterijskim,  antivirusnim,  antimikoti¢nim,  antiparazitskim,  imunosupresivnim,

protutumorskim ili protuupalnim svojstvima (CARTE, 1993.).



Tablica 1. Popis nekih bioaktivnih spojeva po klinickom statusu (MALVE, 2016.)

Klini¢ki

status

Ime spoja

Plitidepsin

Morski organizam

Plastenjak

Kemijski

razred

Depsipeptid

Terapeutsko

polje

Faza 3 Tetrodotoksin Riba napuhaca Alkaloid Kroni¢na bol
Sobilidotin Bakterija Peptid Rak
Alzheimerova
DMXBA (GTS-21) Morski crv Alkaloid bolest,
shizofrenija
Plinabulin Gljiva Diketopiperazin Rak
Faza 2 . :
Glembatumumab - . Konjugat Rak dojke,
. Mekusac/cijanobakterija N
vedotin protutijela melanom
- o Diterpen L
Pseudopterozini Meki koralj o Cijeljenje rana
glikozid
Briostatin 1 Mahovnjaci Poliketid Rak
) ) Konjugat Non-Hodgkinov
Pinatuzumab vedotin | Mekusac/cijanobakterija B . 5
Faza l protutijela limfom, leukemija
Marizomib 5 Beta-lakton-
) ) Bakterija Rak
(Salinosporamid A) gama lactam
) ) 5 Bakterijske
Krisofenetin A Alga Sikimat . B
infekcije
Himenidin Spuzva Alkaloid Tuberkuloza
Pretklinicki . . . Gljivicne
Geodisterol sulfati Spuzva Peptid ) N
infekcije
Plakortin Spuzva Poliketid Malarija
Floridosidi Alga Glikolipid Upala




2.2. Znanstvene metode u istraZivanjima antimikrobnog

potencijala morskih organizama

2.2.1. Danasnje metode i tehnologije otkrivanja antimikrobnog potencijala

morskih organizama

Proces otkrivanja antimikrobnog potencijala morskih organizama zapocinje sakupljanjem i
identifikacijom morskih organizama. Sakupljanje morskih uzoraka moze varirati od veoma
jednostavnog i ekonomski isplativog, do vrlo kompliciranog i skupog. Dugo se preferiralo
sakupljanje organizama na lako dostupnim mjestima, na obalama ili vodenim povrSinama i to
jednostavnim ¢eSljanjem ili kopanjem plaze te ronjenjem (MUNRO, 1999.). Pretrazivanje
ronjenjem ograniceno je vremenom koje ronioci mogu provesti pod vodom. Uzorkovanje koje se
ne moze posti¢i ronjenjem, moguce je provesti upotrebom podmornica ili izgradnjom podvodnih
laboratorija. Nacionalna agencija za istrazivanje oceana i atmosfere (NOAA) izgradila je podvodni
laboratorij Aquarius (engl. "The Aquarius Underwater Laboratory: America's Inner Space
Station") (Slika 3) koji je jedan od podvodnih laboratorija posveéenih znanosti podmorja. Akvarij
je jedan od tri morska laboratorija izgradena u Key Largu, Florida, a trenutno je u vlasnistvu
Medunarodnog sveucilista Florida.. Medutim, troskovi za izgradnju, brodove, tehnicare i1 ostalo

zaposleno osoblje mogu biti znatni pa ovakav nac¢in uzorkovanja nije dostupan svima.
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Slika 3. Podvodni laboratorij Nacionalne agencije za istrazivanje oceana i atmosfere

(Izvor: https://mission-blue.org/2013/01/mission-to-save-aquarius-reef-base-a-success/)



https://mission-blue.org/2013/01/mission-to-save-aquarius-reef-base-a-success/

Unaprijedenje podvodnih sustava za odrzavanje zivota pruzilo je nove mogucnosti za
sakupljanje iz neistrazenih regija 1 dubina. Uzimanje uzoraka iz dubokih voda moZe se vrsiti
iskopavanjem, medutim, ovo je vrlo invazivna tehnika koja uniStava lokalno staniSte, te
onemogucuje ponavljano uzimanje uzoraka s istog mjesta i ugrozava integritet uzorka. Oceansko
jezgreno uzorkovanje ukljucuje sakupljanje uzoraka u obliku cilindri¢nog dijela sedimenta, Sto
nam daje vertikalni pregled kore morskog dna. Slojevi jezgrenog uzorka izvor su informacija za
mnoga istrazivanja, od geoloskih i Klimatskih do biokemijskih. Jezgreni sakupljaci mogu se

koristiti za prikupljanje uzoraka sedimenta s dubokih mjesta na brz, jednostavan i jeftin nacin.

Identifikacija u mnogim slucajevima zahtijeva genetske analize. Ako je moguce, prikupljene
I identificirane organizme treba kultivirati, a ako nije, dovoljan je uzorak pro¢is¢enog i osusenog
materijala za daljnu analizu. U nacelu, koraci otkrivanja antimikrobnog potencijala morskih

organizama je sli¢an kao i za kopnene, a odvijaju se sljede¢im redoslijedom:

1. Bioloska i/ili kemijska ekstrakcija i genetski odabir;

2. Prepoznavanje i odabir zanimljivih izvadaka;

3. lzolacija i objasnjenje strukture spojeva s obecavaju¢om bioloskom aktivnoséu i novim
strukturama;

4. Siroka farmakoloska i toksikoloska ispitivanja kandidata za lijek za farmakodinamicki,

farmakokineticki i1 sigurnosni parametar;

Identifikacija cilja;

Osiguranje opskrbe;

Derivatizacija i izrada biblioteka supstanci te odabir najpogodnijeg kandidata;

Klini¢ka ispitivanja;

© o N o O

Registracija prema vaze¢em zakonodavstvu (MARTINS i sur., 2014.).

Na web stranici naziva "The Global Marine Pharmaceuticals Pipeline” Midwestern
Sveucilista u Illinoisu navode se potencijalni lijekovi dobiveni iz mora uz daje sazete informacije

0 odobrenim lijekovima i onima u klini¢kom razvoju.

Kriti¢na tocka u procesu razvoja lijekova iz morskih organizama je trajna dostupnost
dovoljnih koli¢ina organizama i spojeva bez ugrozavanja morskog okolisa. Preduvjet plasiranja
lijekova na trziSte su, izmedu ostalog, skalabilnost i odrzivost ekstrakcije iz morskog okolisa i/ili

proizvodnje. Buduc¢i da ekstrakcija iz morskih izvora (uglavnom) nije odrziva, cilj je razviti
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biotehnoloske postupke proizvodnje (akvakultura/marikultura/uzgoj fermentora; genetski
inzenjering; enzimska sinteza ili modifikacija) ili kemijsku sintezu, polusintezu ili modifikaciju
spojeva izoliranih iz morskih organizama (LINDEQUIST i SCHWEDER, 2001.).

Akvakultura podrazumjeva uzgoj akvati¢nih organizama, poput riba ili nekih $koljki za
hranu i za makroalge. U bioreaktorima se uzgajaju makro- i mikroalge, neke vrste beskraljeznjaka,
morske gljivice i razne vrste morskih bakterija. Medutim, ve¢ina farmaceutski zanimljivih morskih
organizama, posebno mikroorganizama, ne moze se uzgajati u umjetnim uvjetima. Bolje
razumijevanje zivotnih uvjeta u prirodnom okruzenju potrebno je za razvoj alternativnih metoda
uzgoja 1 za odrzavanje proizvodnje metabolita na duze vrijeme. Jedan od obecavaju¢ih nacina
mogao bi biti zajednicki uzgoj dvaju ili viSe razli¢itih organizama, koji se takoder naziva
mjeSovitom fermentacijom, koji pokuSava oponasati sloZzene zajednice u prirodi. Moglo bi se
pokazati da zajednicki uzgoj prosiruje kemijsku raznolikost metabolita koje proizvode uzgajani
organizmi (MARMANN, 2014.).

Iako je kompletna sinteza mogucéa za mnoge poznate morske spojeve, ona ima smisla samo
zarelativno jednostavne spojeve. Najpoznatiji primjer sintetskog lijeka iz mora je analgetski peptid
zikonotid. Drugi naéin moze biti polusintetska produkcija, gdje lako dostupni spojevi bivaju
promijenjeni kemijskim ili biokemijskim procesima u Zeljeni proizvod. Primjer ovakve metode je
transformacija cijanosafracina B, bakterijskog produkta, u trabektedin, lijek protutumorskog
djelovanja. U mnogim slu¢ajevima, originalni spoj je uéinkovit sam po sebi, medutim nije
potrebno proizvoditi cijelu strukturu, nego samo komponentu koja pokazuje odgovarajucu
biologku aktivnost. Sto vise znamo o strukturalnim elementima koji su potrebni za farmakologki
ucinak, viSe se mozemo fokusirati na esencijalne komponente spoja. Kemijske i/ili enzimatske
modifikacije prirodnog spoja mogu povecati strukturnu varijabilnost i poboljsati svojstva samog
proizvoda (RADJASA i sur., 2011.).

Osim klasi¢nim metodama, akvakulturom i kemijskom/enzimatskom sintezom, problem
odrzive proizvodnje se pokusava rijesiti I genetskim inzenjeringom koji podrazumijeva transfer
genske informacije za zeljeni spoj u stanice domacina, koje mogu biti uzgojene lakse, te na
odrZiviji nacin. Preduvjet je to€no poznavanje genetskih informacija, koje bi omogucile izolaciju
i ekspresiju gena organizama koji se ne mogu uzgajati. Pravilno taksonomsko odredivanje

organizama koji proizvode bioaktivne spojeve neophodno je za daljnja prouCavanja, jer



hijerarhijska Kklasifikacija organizama olakSava farmaceutima koriStenje bioloSke informacije,
odnosno potragu za novim spojevima sli¢nih biokemijskih karakteristika. Genetske analize u
kombinaciji s morfoloskom taksonomijom i kemotaksonomijom omogucit ¢e njihovu ispravniju

sistematiku te ¢e se moc¢i primjenjivati i u farmaceutskoj industriji.

2.2.2. Znanstvene metode buducnosti

Napredak u tehnikama uzorkovanja omogucit ¢e dostupnost morskih organizama i njihovih
produkata, koji se ne nalaze samo blizu obale nego i u dubokom moru (MARTINS i sur. 2014).
Karakteristike dubokog mora koje ga ¢ine ekstremnim okoliSem ukljucuju povecéanje pritiska za
jednu atmosferu za svakih 10 m povecanja dubine vode, pa tlak varira od 20 atm do 1000 atm u
najdubljim dijelovima brazdi; temperatura op¢enito opada s porastom dubine te postiZe vrijednosti
oko 2°C na ponornoj ravnici; koncentracija kisika na dnu moze biti mnogo manja od one u
okolnom podrucju, ili ¢ak neznatna, ovisno o ravnotezi izmedu brzine opskrbe kisikom (razmjena
s atmosferom i kao nusprodukt fotosinteze morskih biljaka u eufoti¢noj zoni) i brzine kojom se
ona trosi; 1 intenzitet svjetlosti eksponencijalno opada s dubinom u vodenom stupcu jer su upadni
fotoni apsorbirani i rasprSeni, a potpuna tama prevladava duboko ispod 250 m. Dubokomorski
mikroorganizmi prilagodavaju se ovakvim ekstremnim uvjetima na razne nacine, fizickom
obranom ili tvorbom zanimljivih kemijskih spojeva kakve dosad nismo nasli niti na kopnu, niti u

plitkim vodama.

Godinama je najve¢i problem za Covjeka bio je dospjeti do dna oceana te istraziti
dubokomorski zivot. Zahvaljuju¢i poboljsanoj akusti¢koj tehnologiji i izradi vozila na daljinsko
upravljanje te podmornicama, podvodni i dubokomorski okolisi postali su pristupacniji, kao i
bioloski aktivni spojevi iz dubina (DANOVARO i sur., 2016.). Pristup dubokomorskom
organskom materijalu u kombinaciji s primjenom adekvatne metode, pokazale su prisutnost
neocekivane mikrobioloske raznolikosti. Nedavno razvijene akusti¢ke i laserske tehnologije te
automatizirana vozila, u kombinaciji s molekularnim metodama, nude Sirok spektar prednosti,
ukljucujuéi vecu taksonomsku razlucivost i sposobnost brzog pruzanja, ¢esto u gotovo stvarnom
vremenu, informacija o Sirokim geografskim podrucjima (daljinsko ocitavanje) ili velikim
vremenskim razmjerima (npr. autonomne promatracke platforme ili brodovi). Tehnoloski

napredak razvija se u dva glavna smjera: molekularni pristup za brzu procjenu bioloske
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raznolikosti; i autonomni osjetljivi (opticki) senzorski sustavi, koji nam omoguéuju rad I

prikupljanje podataka in situ na Sirokim prostornim i vremenskim ljestvicama (SHE i sur., 2016.).

Mikroorganizmi koji naseljavaju ove surove okoliSe razvili su jedinstvene strategije
prezivljavanja pod visokim pritiskom. Vecina mikroorganizama koji zive duboko u moru je
piezotolerantna i piezofilna (JEBBAR i sur., 2015.), sto ih ¢ini ekstremofilima, a nedostatak
odgovarajuc¢ih instrumenata ograni¢avao je uzgoj ovih sojeva. Njihova prilagodba biokemijskim 1
fizioloskim procesima odrazava se u modifikacijama gena te regulaciji primarnih i sekundarnih
metabolickih puteva koji rezultiraju ekspresijom novih gena koji su zasluzni za sintezu

jedinstvenih i do sada nepoznatih prirodnih spojeva.

Posebni postupci fermentacije potrebni su za kultivaciju organizama koji Zive u ekstremnim
uvjetima kao $to je visoki pritisak. Naime, izolirani i umjetno uzgojeni organizmi ne moraju u
takvim uvjetima proizvoditi sve metabolite, jer u prirodnom okruzenju postoji vanjski okida¢ za
produkciju, te mnogi biosintetski geni ostaju neizrazeni. Ovakve gene zovemo "tihi geni".
Strategije koje bi mogle nadvladati ova ogranicenja i povecati kemijsku raznolikost su varijacije
uvjeta kultivacije (engl. one strain many compounds - OSMAC), epigenetske modifikacije ili ko-
kultivacija (MARMANN i sur. 2014.).

Budu¢i da se mnogi morski organizmi ne mogu uzgajati u umjetnim uvjetima, oni nisu
dostupni za detaljna taksonomska i fizioloska istrazivanja. Ipak, uz primjenu naprednih
molekularnih tehnologija mozemo identificirati i okarakterizirati organizme i populacije bez
uzgoja. Koncept "rudarenja genoma" (Slika 4.) snazno ¢e povecati vjerojatnost pronalaska novih
bioaktivnih spojeva. U metagenomskim pristupima funkcionalni genski klasteri iz nekultiviranih
organizama i zajednica mogu se pregledati izoliranjem genetskog materijala izravno iz izvornih
uzoraka okolisa. Izolirani geni se kloniraju i transformiraju, putem vektora se prenose u stanicu
domacina u kojoj se eksprimiraju u razne metabolite. Daljnje analize proteoma, transkriptoma i
metaboloma pomoci ¢e razumjeti biosintezu i fizioloSku vaznost zanimljivih metabolita (GROSS,
2009.).
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Slika 4. Metagenomika

(Izvor: https://www.eurofinsgenomics.eu/en/eurofins-genomics/material-and-

methods/metagenome-analysis/)

Kontinuirani razvoj platformi za sekvenciranje 1 bioinformatickih alata ¢ini pristup zasnovan
na metagenomskom slijedu izravnijim i ucinkovitijim. Cijena genoma i metagenomskog
sekvenciranja uzoraka stalno se smanjuje, omogucuju¢i sve Siru primjenu ovih istraZivanja.
PronalaZzenjem razlika u genomu srodnih vrsta danas mozemo dokazati evoluciju pojedinih
organizama, odnosno njihovu prilagodbu u produkciji spojeva koji su razli¢ite strukture, ali s istom
funkcijom. Zahvaljujuéi studijama biosintetickih puteva sekundarnih metabolita, danas postoje
mnogi bioinformaticki alati koji mogu brzo predvidjeti prisutnost specifi¢énih gena, npr. PRISM
(Prediction Informatics for Secondary Metabolomes), antiSMASH (Antibiotics and Secondary
Metabolite Analysis Shell) i BAGEL (Bacteriocin Genome mining tool) (TORTORELLA i sur.,
2018.).
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2.3. Morski organizmi s antimikrobnim potencijalom

Iako je raznolikost Zivota u kopnenom okruZenju izvanredna, najvecu biolosku raznolikost
nalazimo u svijetu oceana, s 34 od 36 zastupljenih koljena zivog svijeta. Oceani pokrivaju vise od
300000 opisanih vrsta i biljaka (JIMENO, 2002.). Ve¢ina zivota na planeti razvila se prvotno pod
vodom. Volumenom, oceani pruzaju 90% prostora za zivot na Zemlji. Morski okoli$ predstavlja

skriveno blago korisnih proizvoda koji ¢ekaju otkrice.

Najvazniji izvor bioaktivnih spojeva dosad su bili beskraljesnjaci. Medu Zivotinjama, spuzve
(Porifera) su dale gotovo polovicu prirodnih proizvoda otkrivenih od 1990., koralji i Zarnjaci
(Cnidaria) 30% produkata, a zvijezde i ostali bodljikasi (Echinodermata), kraljesnjaci (Chordata)
te mekusci (Mollusca), svaki po 5%. Noviji spojevi pronadeni su u koluticavcima (Annelida),
mahovinama (Bryozoa), plosnjacima (Platyhelminthes), polusvitkovcima (Hemichordata),
ramenonos$cima (Brachiopoda) i ¢lankonoscima (Arthropoda) (SNELGROVE, 2016.). Nekoliko
istrazivanja pokazala su da prirodni produkti izolirani iz viSih morskih organizama kao $to su
beskraljesnjaci najcesce dolaze odbakterija ili cijanobakterija. Naj¢esce bakterije s antimikrobnim
potencijalom pripadaju rodu Actinomyces (Slika 5). Medutim, ovi mikroorganizmi, Koji su u
simbiotskom odnosu s viSim organizmima, obi¢no ne mogu biti uzgojeni kao Cista kultura. Njihov
rast ovisi direktno o aktivnosti organizma domacina, stoga je eksploatacija cijelog biokemijskog
potencijala ovih organizama izazov (FAULKNER i sur., 2000.), u ¢ijem rjesavanju primjenjujemo
metagenomske analize. Osim beskraljesnjaka i mikroorganizama (ukljucujuci fitoplanktone),

makroalge su takoder bitni proizvodaci bioaktivnih spojeva (HU i sur., 2015.).
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Slika 5. Postotak zastupljenosti prirodnih produkata dobivenih od morskih bakterija roda

Actinomyces

(ABDELMOHSEN i sur., 2014.)

2.3.1. Sedimentni mikroorganizmi

Bilo koji ¢vrsti fragment anorganskog ili organskog materijala moze se nazvati sedimentom.
Poznati oceanski sedimenti ukljuc¢uju one koji se nalaze uz obalu, odnosno, kamenje i §ljunak na
plazi, fragmente Skoljki ili pijeska i1 blata na dnu mora. Morski sedimenti potjecu iz razlicitih
izvora, ukljuc¢ujuci kontinentalnu i oceansku koru, vulkane, mikrobe, biljke i zivotinje, kemijske
procese 1 svemir. Sedimenti su Siroko kategorizirani u dvije vrste. Prva vrsta je zrnasti sediment
koji je rezultat usitnjavanja anorganskih ili organskih mati¢nih materijala (blato, mulj i pijesak).
Druga vrsta je kemijski sediment koji nastaje izravno iz otopljenih spojeva u morskoj vodi
(fragmenti vapnenca 1 vapnenacki kamen poput stijena). lako su mikroorganizmi izolirani od
razli¢itih morskih izvora, sedimenti nastavljaju dobivati najveéu paznju, mozda zbog svoje
slicnosti s kopnenim tlima i zato §to su se pokazali kao dobar izvor terapijski korisnih metabolita
(JENSEN i FENICAL, 1995.).

U morskim sedimentima, bilo onim iz obalnih voda ili pronadenim u dubokom moru,

najéesc¢e pronalazimo bioloski vrijedne organizme poput bakterija i gljivica. Od bakterija, znacajne
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su Marinactinospora thermotolerans SCSIO 00652, izolirana iz sedimenta prikupljenog s mjesta
(crno meko blato na 3865 m dubine) u sjevernom dijelu Juznokineskog mora, Streptomyces
scopuliridis SCSIO ZJ46 (3536 m), Streptomyces drozdowiczii SCSIO 10141 (1396 m)
(TORTORELLA i sur., 2018)), Bacillus sp., Streptomyces sp., Halobacillus lotoralis, Salinispora
tropica, Pseudomonas UJ-6, Marinispora, Micromonospora rosaria, Chromobacterium
violaceum, a od gljivica Aspergillus protuberus SP1, Zopfiella latipes, Halorosellinia oceanica,
Keissleriella sp (HABBU i sur., 2016.). Spojevi izolirani iz ovih mikroorganizama pokazali su

raznovrsne bioloSke aktivnosti, antibakterijske, antivirusne, antimikoti¢ne te citostati¢ne.

2.3.2. Koraljni mikroorganizmi

Koraljni greben je struktura u obliku grebena u moru, koju tvore zarnjaci i koja s vremenom
postane dovoljno velika da ima znacajan ekoloski 1 fizicki utjecaj na svoju okolinu . To su najvece
strukture izgradene od Zivih organizama na svijetu, Sto ih ¢ini biotopom biocenoze koja se sastoji
od biljaka i zivotinja, npr. crva, skoljki, spuzvi, bodljikasa i rakova. Koraljni grebeni imaju
znacajnu ulogu kao odgajalista za potomke riba koje nastanjuju otvorena mora. Gotovo svi koralji
su kolonijalni organizmi; oni su sastavljeni od stotina do stotina tisu¢a pojedinacnih zivotinja,
nazvanih polipi. Koraljni grebeni su najraznolikiji od svih morskih ekosustava, iako vecina
raznolikosti jo$ nije okarakterizirana (FOREST i sur., 2002.). Koraljni grebeni podrzavaju najvise
vrsta po jedinici povrsine, ukljucujuci oko 4000 vrsta riba, 800 vrsta tvrdih koralja te stotine drugih
vrsta. Ovakva bioloska raznolikost smatra se klju¢em za pronalazenje novih lijekova u 21. stoljecu.
Trenutno se razvijaju mnogi preparati od Zivotinja i biljaka s koraljnih grebena kao moguc¢i lijekovi

za karcinom, artritis, bakterijske infekcije, viruse te druge bolesti.

Bioaktivni spojevi koje pronalazimo na koraljima, kao §to su oni iz rodova Sinularia,
Lobophytum (PABHA, 2011.), Pseudopterogorgia, Litophyton (DONIA i HAMMAN, 2003.),
Montipora (HABBU i sur., 2016.), gotovo su uvijek mikrobnog podrijetla od raznih koraljno
pridruzenih bakterija i gljivica. Bakterija Pseudoalteromonas flavipulchra te gljivice Zygosporium
sp. i Aspergillus versicolor poznati su primjeri mikroorganizama koji proizvode ovakve spojeve,

no mnogi izvori bioaktivnosti i danas ostaju nepoznati zbog izrazite raznolikosti koraljnih grebena.
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2.3.3. Alge

Morske alge su relativno jednostavne, klorofilne biljke koje obi¢no rastu pod vodom ili
djelomi¢no pod vodom. One se ne diferenciraju u korijen, stabljiku i list, a razmozavaju se sporama
umjesto sjemenkama. Velike morske alge ¢esto nazivamo morskim travama, a oznacavaju se
prema svojim pigmentima, kao zelene (npr. Ulva, Codium), crvene (npr. Gelidium, Palmaria,
Porphyra) i smede alge (Laminaria, Fucus, Sargassum). Makroalge ili morske trave prilagodene
su morskom okolisu, posebice u obalnim podruc¢jima te se razlikuju od mikroalgi (npr. dijatomeji,
fitoplanktona 1 zooksantela koji Zive u koraljnom tkivu), koji zahtijevaju promatranje
mikroskopom (DIAZ i McCOOK, 2008.). Morski okoli§ poti¢e proizvodnju jedinstvenih
kemikalija za otpor stresu kojem su organizmi podvrgnuti u svom okoliSu. Zbog Siroke
rasprostranjenosti u vodenim ekosustavima, alge se mogu rabiti u prehrani (“alge su hrana
buduénosti"), medicini, farmaceutskoj, pa i kozmetickoj industriji, a zbog svoje sposobnosti
akumuliranja toksicnih tvari, pronasli su svoju upotrebu u procis¢avanju voda. Takoder, iz biomase
mikroalgi moze se proizvesti biodizel, alternativni obnovljivi izvor energije, koji s ekoloSkog
aspekta ima prednost zbog velikih povrSina za uzgajanje i iskori$tavanja ugljikovog dioksida, no

sustavi ovakve produkcije energije jos uvijek nisu dovoljno razvijeni i komercijalno isplativi.

Farmakoloski aktivne tvari izolirane iz vrsta algi Bryopsis plumose, Notheia anomala, Ulva
sp., Sphaerococcus coronopifolius, Rosingvea sp. (DONIA i HAMMAN, 2003.), Gracilaria sp.
(KUSTIARIYAH i sur., 2012.), Enteromorpha prolifera (YE i sur., 2013.), rezultat su simbiotske
produkcije u vezi s raznim vrstama bakterija 1 gljivica, a pokazuju Sirok spektar djelovanja od

antibakterijskog, antivirusnog, citostati¢nog, protugljiviénog i antiparazitskog.

2.3.4. Spuzve

Spuzve (Porifera) su evolucijski drevni pravi mnogostani¢ni organizmi koji postoje ve¢ 700-
800 milijuna godina. Ne samo da obilno naseljavaju tropske oceane, ve¢ se pojavljuju i u umjereno
slanim vodama, pa ¢ak i u slatkim vodama (HENTSCHEL i sur., 2002.). Morske spuzve §iroko su
rasprostranjene u plitkim morima, kao 1 tisu¢e metara duboko u oceanu. To su jednostavni

viSestani¢ni beskraljeSnjaci pri¢vrS¢eni na Cvrste podloge u bentoskim staniStima, hrane se
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filtriranjem, a na povrsini imaju brojne sitne pore koje omogucuju ulazak i cirkulaciju vode kroz

niz kanala u kojima su mikroorganizmi i organske Cestice filtrirani i pojedeni (LEE i sur., 2001.).

Brojni prirodni proizvodi od morskih beskraljesnjaka pokazuju zapanjujuce strukturne
sli¢nosti s metabolitima mikrobnog podrijetla, §to sugerira da su mikroorganizmi pravi izvor ovih
metabolita ili su ukljueni u njihovu biosintezu. Spuzve sadrZze bogatu raznolikost
mikroorganizama u svojim tkivima koji u nekim slu¢ajevima ¢ine i do 40% biomase (FRIEDRICH
i sur., 1999.).. Potraga za farmakoloski aktivnim tvarima u moru zapocela je otkricem spuzve
Tethya crypta, nakon ¢ega su spuzve postale najvazniji izvor korisne bioaktivnosti. Neke od danas
zanimljivih spuzava kao Sto su Psammaplysilla purpurea, Ectyobatzella enigmatica, Spongia
officinalis, Ircinia fusca (PRABHA, 2011.), Aplysina aerophoba, Aplysina cavernicola (UTE i
sur., 2001.), Petrosia ficiformis (ELISABETTA i sur., 2004.), Nyphates olemda, Xestispongia
exigua (JADULCO, 2002.), pokazale su da u simbiotskom odnosu s mikroorganizmima mogu
proizvesti tvari Sirokog spektra djelovanja, te se koristiti za sintezu lijekova za svako podrucje

medicine.

Slika 6. Tectitethya crypta

(Izvor: https://spongeguide.uncw.edu/speciesinfo.php?searchtype=0&species=76)

17


https://spongeguide.uncw.edu/speciesinfo.php?searchtype=0&species=76

2.3.5. Ostali morski organizmi

Kada govorimo o ostalim morskim organizmima mislimo na razne vrste riba, puZeva,
plastenjaka, zvijezda i ostalih bodljikasa, ¢lankonozaca, mahovnjaka i ostalih. Ve¢ dugo se zna da
su ribe dobar izvor omega-3 masnih kiselina koje se danas koriste u lije¢enju hipertrigliceridemije.
Nadalje, analgetik zikonotid sintetiziran po uzoru na spoj izoliran iz morskog puza Conus magus
jedan je od prvih prihvaéenih lijekova morskog podrijetla. Takoder ve¢ spomenuti trabektedin
poznati je antikancerogeni lijek dobiven iz plastenjaka Ecteinascidia turbinata. Mnoge zvijezde i
bodljikasi zbog svog sjedilackog nacina zivota izlu¢uju spojeve koji ih brane od predatora te
patogenih bakterija i gljivica. Zanimljiva Cinjenica je da su ve¢ina muskih rakova kanibali, stoga
zenka uz feromone koji ih privlace za oplodnju, mora proizvoditi i spojeve koji suprimiraju instinkt
hranjenja. Ovo saznanje otvara velike moguc¢nosti za istrazivanja. Osim visih organizama, u obzir
dolaze i fosilne morske Zivotinje kao Sto su mahovnjaci, koji su uobi¢ajeni stanovnici morske i
slatke vode. Dosad smo dokumentirali 200000 morskih vrsta, a pretpostavlja se da postoji jos dva
milijuna koje tek treba opisati (DROGIN, 2009.), §to govori o ogromnoj raznolikosti Zivota pod

morem, te potencijalu za otkrivanje korisne bioaktivnosti.
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2.4. Antimikrobni lijekovi iz mora

Spojevi dobiveni iz morskih organizama pokazali su zanimljive ucinke kao S$to su
citotoksi¢ni, protutumorski, antidijabeti¢ki, protuupalni, antimikrobni i1 dr. Spojevi koje
pronalazimo u moru nerijetko pokazuju vise od samo jednog oblika djelovanja. U nastavku su

opisani nedavno otkriveni spojevi koji obecavaju svojom antimikrobnom aktivno$c¢u, te oni iz

razli¢itih faza klinickih ispitivanja.

Ecteinascidia turbinata Chronic pain (analgesic)

Soft tissue carcinoma Conus magus

Ara-C Ara-A (vidarabine)
(cytarabine) antiviral Tethya crypta
treatment of leukaemia

Hodgkin’s Lymphoma Dolabella auricularia lowering very high Fish oil (omega-3-acid

triglyceride levels ethyl esters)

Slika 7. Lijekovi morskog podrijetla koji su u komercijalnoj upotrebi

(JASPARS i sur., 2016.)
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2.4.1. Antibiotici

Izolirani metaboliti antibiotskog djelovanja najéesée se grupiraju u pet klasa na temelju
njihove strukture i/ili biosintetskog podrijetla: AMP-i dobiveni iz ribosoma, neribosomski peptidi,
poliketidi, alkaloidi i terpeni. Ribosomski se peptidi ¢esto svrstavaju u primarne metabolite zbog
ocitog nedostatka strukturne slozenosti, iako ovakvo grupiranje zastarijeva (MCINTOSH i sur,
2009.). Neribosomski peptidi, poliketidi, alkaloidi i terpeni nastaju iz niza enzimskih
transformacija koji koriste mnogo raznolikiji skup prekursora i biosintetskih reakcija. Ovakvi

spojevi Klasificirani su kao sekundarni metaboliti.

Iz obalne morske vode 1 sedimenta Meksickog zaljeva (Campeche, Meksiko) dobiveno je
sedam razli¢itih izoliranih bakterija. Oni su bili proizvodaci supstanci koji inhibiraju rast patogena
poput Staphylococcus aureus i Pseudomonas aeruginosa. Fenotipski su karakterizirani
morfoloskim tehnikama, a fizioloski konvencionalnim ispitivanjima. Cetiri od njih bile su gram-
pozitivne bakterije 1 analizom elektronskog mikroskopa otkrili su njihovu veli¢inu izmedu 0,6 1
1,5 pum. Jedan od sedam morskih sojeva, gram negativan, Zuto pigmentiran, blago zakrivljeni
Stapi¢, identificiran je kao Pseudoalteromonas sp. Odabrani i imenovani sojevi (MS-1/48, MS-
2/48, MS-3/48, MS-4/48, MS-5-48, MS- 6/48, MS-7/48) pokazali su antimikrobnu aktivnost protiv
testnih bakterija, iako nijedan od sedam nije pokazao aktivnost protiv Escherichia coli.
Odvajanjem bakterijskih stanica od bujona i Zutog pigmenta iz stanica uspjelo se istraZiti
unutarstanicno 1 izvanstani¢no antimikrobno djelovanje. Sirovi ekstrakti pripremljeni su od
biomase, a zatim je provedent test aktivnosti koji pokazuje da je antibiotski kapacitet koncentriran

u biomasi, a ne u bujonu bez stanica ili u pigmentu stanica (CETINA i sur., 2010.).

Skvalamin je prvi aminosterol izoliran iz morskog psa Squalus acanthias. Ima snazno
antimikrobno djelovanje, s MIK-om od 1,0 pg/ml protiv S. aureus, a pokazuje i antiangiogena i

antitumorska svojstva.

Kribrostatini, alkaloidi izolirani iz plave spuzve Cribrochalina sp., imaju snaznu
antimikrobnu 1 antineoplasti¢cnu aktivnost. Kribrostatin 3 djeluje snazno inhibitorno protiv
Neisseria gonorrheae, s MIK-om 0.09 ug/ml, a aktivan je i protiv penicilin-rezistentne N.

gonorrheae.
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Pestalon, poliketid izoliran iz gljivice s povrsine smede alge Rosenvingea sp. na Bahamima,
ima snaznu antibiotsku aktivnost protiv meticilin-rezistentnog S. aureusa, s MIK-om od 0,037
ug/ml i vankomicin-rezistentnog Enterococcus faecium, s MIK-om od 0,078 ug/ml. Pokazalo se
da pestalon u umjetnim uvjetima moze nastati samo kokultivacijom gljivice iz roda Pestalotia i
bakterije Thalassospira sp. CNJ-328. Ovi rezultati predstavljaju vazno postignuée U pokazivanju
da mijeSana fermentacija moze potaknuti biosintezu novih antibiotika, sugeriraju¢i da se ova
metoda moze koristiti za otkrivanje lijekova u buduénosti. Osim toga, snaga ovog sredstva prema
patogenima otpornim na poznate lijekove sugerirala je da pestalon treba procijeniti in vivo protiv
zaraznih bolesti (DONIA i HAMANN, 2003.).

Tri nova policikliéna poliketida, abisomicini B, C 1 D izolirani su iz rijetke aktinomicete
Verrucosispora, koji potjece iz uzorka sedimenta prikupljenog u Japanskom moru na dubini od
289 m. Pokazali su jaku antibioti¢ku aktivnost protiv MRSA-a i VRSA-a. Abesomicin C smatra
se reprezentativnim predstavnikom prve klase spirotetronata, a skupa sa svojim atropisomerom
inhibira biosintezu para-aminobenzojske kiseline (pABA). Ovi spojevi su prve poznate tvari
dobivene iz bakterijskog izvora Kkoji inhibiraju biosintezu pABA-e (LACOSKE i
THEODORAKIS, 2015.).

CHg CHj; CHj; CHg

(a) abyssomicin C (b) abyssomicin B (c) abyssomicin D (d) atrop-abyssomicin C
CHj
o]
Q H
HO
2 _—01_coH
CH4
OH OH
(&) abyssomicin G (f) abyssomicin H (g) abyssomicin E (h) chorismate mutase TS inhibitor

Slika 8. Stukture abisomicina

(RAHMAN i sur., 2010.)
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Aksisonitril-3 je cijanoseskviterpen izoliran iz spuzve Acanthella klethra s Velikog
koraljnog grebena kod Australije, a pokazuje inhibitornu aktivnost protiv. Mycobacterium
tuberculosis, s MIK-om od 2,0 pg/ml (KONIG i sur., 2000.). Iako je sintetiziran ve¢ u proslom

stoljecu, njegova antituberkulozna aktivnost primjecena je tek nedavno.

Vecina dosad izoliranih spojeva pronadena je u toplim morima, odnosno plitkoj vodi 1

priobalnim podrucjima, §to govori o velikom potencijalu dosad neistrazenog prostranstva oceana.

24.2. Antivirusni lijekovi

Mozda najvaznije antivirusno sredstvo morskog podrijetla izolirano i istrazeno do sada je
nukleozid Ara-A. Ara-A je polusintetski spoj na bazi arabinozil nukleozida izoliranog iz spuzve
Cryptotethia crypta. Jednom kad se shvatilo da ¢e bioloski sustavi prepoznati nukleozidnu bazu
nakon modifikacije Secernog dijela, kemicari su poceli zamjenjivati tipi€ne pentoze acikliC¢kim
entitetima ili suspstituiranim Se¢erima $to je dovelo do sinteze lijekova azidotimidin (zidovudin),
Ara-A (vidarabin), Ara-C (citarabin) i aciklovir koji se danas klini¢ki koriste (DECLERQ, 2002.).

Haloviri A-E, grupa lipofilnih linearnih peptida koji su izolirani od roda gljivica Sytalidium
procesom slane fermentacije, pokazali su in vitro antivirusnu aktivnost protiv Herpes simplex
virusa-1 i Herpes simplex virusa-2. Ovakva aktivnost pripisuje se destabilizaciji virusne
membrane. Ovi gljivi¢ni metaboliti usmjeravaju virocidnu aktivnost prema ekstracelularnim HSV
cesticama, $to ih ¢ini potencijalnim lijekovima za inhibiciju herpesvirusne transmisije (ROWLEY

i sur., 2003.).

Didemnini su obitelj ciklickih depsipeptida dobiveni iz Trididemnum solidum, karipskog
plastenjaka iz obitelji Didemnidae. Pored svoje antitumorske aktivnosti, oni pokazuju znacajna
antimikrobna svojstva, a njegova aktivnost temelji se na ometanju prenosenja mitogenog signala
poput inhibicije kinaza, fosfataze i faktora elongacije (VERA i JOULLIE, 2002.). Jo§ 1982. godine
dokazano je da didemnin B ima in vitro inhibitorne ucinke protiv virusa koji uzrokuju groznicu
riftske doline, venezuelanski konjski encefalomijelitis i zutu groznicu. In vivo didemnin B u dozi
od 0,25 mg/kg dnevno kod miSeva zarazenih virusom groznice riftske doline dao je 90%
prezivljenja. Unato¢ svom antivirusnom djelovanju, didemnin B je citotoksi€an 1 inhibira sintezu

staniéne DNA i RNA te proteina pri koncentracijama koje inhibiraju virusni rast, stoga ima nisku
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antivirusnu selektivnost i terapijski indeks. Didemnini bi, medutim, mogli biti promjenjivi ili
korisni u kombinaciji s drugim antivirusnim sredstvima za borbu protiv teskih zaraznih bolesti

(DONIA i HAMANN, 2003.).

/O
R = N-Me-L-Leu : Didemnin A
R = Lac-Pro-N-Me-L-Leu : Didemnin B
R = Lac-N-Me-L-Leu : Didemnin C

Slika 9. Strukture didemnina

(Izvor: https://en.wikipedia.org/wiki/Didemnin#/media/File:Didemnins.svq)

Stahiflin je izoliran iz Stachybotrys sp. metodom fermentacije u krutom stanju. Ovaj
terpenoid pokazao je ucinak protiv virusa influence tipa A (H1N1), usporedive s drugim
antivirusnim sredstvima poput zanamivira i amantadina (MINAGAWA i sur., 2002.). Sugerira se
da stahiflin, s jedinstvenim mehanizmom djelovanja, suzbija prvu fazu virusnih infekcija HIN1 i
H2N2 (ulaskom u stanicu domacina fuzijom izmedu virusne ovojnice i endosomske membrane).
Ova antivirusna aktivnost potvrdena je u in-vivo studiji nakon peroralne primjene stahiflina i
njegovih derivata (YAGI i sur., 1999.).

Nedavno istrazivanje prijavilo je dva morska spoja s potencijalnim antivirusnim djelovanjem
protiv virusa reprodukcijskog i respiratornog sindroma svinja (RRSS). Tetrahidroalterosolanol C
i alterporiol Q izolirani su iz morske gljivice ZJ-2008003, pronadene na mekom Kkoralju

Sarcophyton sp., u Juznokineskom moru. Molekularni i morfoloskim metodama gljivica je
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identificirana Alternaria sp., a spojevi su pokazali antivirusne aktivnosti protiv PRRSV s MIKom
od 65139 uM (ZHENG i sur, 2012.).

Izolacijom i istrazivanjem strukture mikalamida A iz novozelandske spuzve Mycale sp.,
otkriveno je da je materijal koji se sastoji od 2% mikalamida A bio ucinkovit protiv A59
koronavirusa i in-vivo kod miseva s 0,2 pg/kg dnevno, sa 100% prezivljavanja nakon 14 dana. Kad
je dobiven ¢isti mikalamid A, pokazao je inhibitornu aktivnost protiv HSV-a 1 i poliovirusa tipa 1
pri 0,005 pg/disk. Kada je izoliran mikalamid B, pokazao je vecu antivirusnu aktivnost i
citotoksi¢nost od mikalamida A. In-vitro antivirusno ispitivanje pokazalo je minimalnu dozu
inhibicije od 0,001-0,002 pg/disk za mikalamid B. Mikalamidi A i B su inhibitori sinteze proteina
(PERRY i sur., 1990.).

Ovogodis$nja pandemija SARS-CoV-2 jo$ uvijek je u rastu, kako po broju zaraZenih, tako i
po broju umrlih, a jo$ nije pronaden odgovarajuéi lijek, stoga se provodi sve vise podmorskih
istrazivanja u svrhu pronalaska i razvoja antivirusnog sredstva. Neka istrazivanja pokazala su da
nekoliko vrsta spojeva, kao $to su fluorotanini, flavonoidi i pseudopeptidi, izolirani iz morskih
organizama, mogu inhibirati SARS-CoV-2 te da pokazuju bolje rezultate nego lijekovi koji se
trenutno koriste (GENTILE i sur., 2020.).

LijeCenje virusnih bolesti ¢ak i u danasnje vrijeme temelji se na profilaksi, te potpornoj,
odnosno simptomatskoj terapiji, zbog ¢ega antivirusni lijekovi nisu pronasli §iroku primjenu.
Mozda bas istrazivanja morskog okolisa doprinesu razvoju novih spojeva antivirusnog potencijala,

te populariziraju lije€enje virusnih bolesti specifi¢nim lijekovima.

2.4.3. Antimikotici

Bioprospekting mora dosad se temeljio na pronalasku lijekova protiv tumora i virusnih
bolesti, no u zadnje vrijeme ucestalost invazivnih gljivi¢nih infekcija znatno je porasla sa sve
ve¢im brojem imunokompromitiranih pacijenata, poput onih zarazenih HIV-om,
kemoterapeutskih pacijenata, onih pod imunosupresivnom terapijom ili lijeCenih antibioticima
Sirokog spektra. Sve je vise dokaza da gljivice pokazuju vrlo specifi¢ne prilagodbe okolisu, a

samim time razvijaju otpornost na postojece lijekove (GERONIKAKI i sur., 2013.).
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Jasplakinolid je prvi primjer ciklodepsipeptida izoliranih od spuzve, a identificiran je iz
Jaspis sp. prikupljenog na Fidziju. Jasplakinolid, takoder nazvan jaspamid, je 19-Clani
makrocikli¢ki depsipeptid sa selektivnom in vitro antimikrobnom aktivnosti i MIK-om od 25
ug/ml protiv gljivice Candida albicans. Topicna in vivo aktivnost 2%-tne otopine jasplakinolida
protiv vaginalne infekcije kandidom kod miseva sli¢na je onoj kod upotrebe mikonazol nitrata
(CREWS i sur., 1986.). Danas se jasplakinolid prouc¢ava ne samo kao antimikotik, nego i kao

protutumorski lijek, zbog svojih citostati¢nih svojstava.

CHy GHy

Slika 10: Struktura jasplakinolida

(Izvor: https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/j4580?lang=en&region=HR)

Gambieri¢ne kiseline izuzetno su snazni antimikoti¢ni metaboliti izolirani iz soja epifitskog
morskog svijetleCeg bicasa Gambierdiscus toxicus. Gambieri¢na kiselina A inhibira rast gljivice
Aspergillus niger u koncentraciji od 10 ng/disk. Snaga gambieri¢nih kiselina premasuje potenciju
amfotericina B do 2000 puta. Otrovni ucinci na miSeve ili uzgajane stanice sisavaca su umjerene
za dozu od 1 mg/kg apliciranu intraperitonealno (NAGAI i sur., 1992.).

Iz morske spuzve Topsentia sp. izolirana su dva geodisterol sulfata, koji aplicirani

samostalno, nisu pokazali zadovoljavaju¢u antimikoti¢nu aktivnost. No, koriste¢i ove metabolite
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u kombinaciji s flukonazolom, postignut je uspjeh u suzbijanju rezistencije gljivice Candida
albicans na sam flukonazol (DIGIROLAMO i sur., 2009.). Geodisterol-3-O-sulfat i 29-

demetilgeodisterol-3-O-sulfat trenutno su u pretklinickoj fazi farmakoloskog ispitivanja.

Nekoliko spojeva iz mora djeluje antimikoticki, iako jo$ uvijek nije dokazan mehanizam
njihovog djelovanja. Neki od takvih su: alkaloid 5-bromo-8-metoksi-1-metil-p-karbolin, spoj koji
se takoder nalazi u pretklinickoj fazi ispitivanja, a izoliran je iz novozelandske morske mahovnjace
Pterocella vesiculosa; novi linearni tetrapeptid citronamid A od australske spuzve Citronia astra;
dva holostan-tip triterpenoid glikozida, izolirana morskog krastavca Bohadschia marmorata iz
Kineskog mora; poliketid saadamicin, od endofitske bakterije Streptomyces sp. pronadene na
povrsini egipatske spuzve Aplysina fistularis; te dva nova depsipeptida, teopapuamidi B i C,

izolirana od indonezijske spuzve Siliquariaspongia mirabilis (MAYER i sur., 2013.).

Vecina antimikoti¢énih spojeva morskog podrijetla su citotoksi¢ni. Slijedom toga, s
vremenom se svaki spoj prestane smatrati obec¢avajuéim protugljivicnim sredstvom. Procjena
nadmasuje li protugljivicno djelovanje citotoksi¢ne ucinke je vrlo bitna, a zatim racionalne

modifikacije radi poboljsanja terapijskog indeksa za ove molekule (DONIA i HAMMAN, 2003.).

24.4. Citostatici

Statisticki tumorske bolesti su tre¢e po redu kao uzrok smrti u svijetu. Novi protutumorski
lijekovi s visokom aktivnosti i minimalnim nuspojavama su prijeko potrebni, a razvoj morskih
citostatika moze pridonijeti ovoj potrebi. Ve¢ spomenuti citarabin i trabektedin pronasli su svoju

korist u cijelom svijetu. Osim navedenih, jos dva citostaticka lijeka odobrena su od strane FDA.

Eribulin mesilat (Halaven®, Eisai Europe Ltd., Hatfield, Hertfordshire, UK) je sinteticki
analog halihondrina B, izoliranog iz morskih spuzvi Halichondria okadai i Lyssodendoryx sp.
Halihondrin B je izri€it primjer problema opskrbe, koji je rijeSen kemijskom sintezom istoga. Lijek
je odobren od FDA 2010. i od EU 2011. za pacijente s naprednim lokalnim ili metastatskim rakom
dojke koji su prosli kemoterapeutska lije¢enja. Spoj utjeCe na dinamiku mikrotubula na
kompleksan nacin, §to dovodi do prekida mitoti¢kih vretena te uzrokuje apoptoticku smrt stanice

(LINDEQUIST, 2016.).
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Slika 11: Eribulin mesilat (Halaven)

(Izvor: https://api.drreddys.com/product/eribulin-mesylate)

Brentuksimab vedotin (Adcetris®, Takeda Pharma A/S, Taastrup, Denmark) je kombinacija
lijeka koja se sastoji od vrlo citotoksi¢nog spoja monometil auristatin i specificnog tumorskog
protutijela usmjerenog protiv CD30 na povrSini tumorskih stanica kao $to su one kod Hodgkinovog
limfoma ili velikostani¢nih anaplasti¢nih limfoma (engl. Anaplastic large-cell lymphoma - ALCL)
tumora. Auristatin je sinteticki analog morskog prirodnog produkta dolastatina 10 koji je
originalno izoliran iz mekusca Dolabella auricularia. Danas je poznato da je pravi proizvodac
dolastatina cijanobakterija Caldora penicillata (ENGENE, 2015.). FDA odobrio je lijek 2011. za
lijeCenje pacijenata s relapsom Hodgkinovog limfoma nakon autologne transplantacije mati¢nih
stanica. Trenutno je u tijeku nekoliko klini¢kih studija koje dokazuju efektivnost kombinacije
brentuksimab vedotina s drugim protutumorskim lijekovima. Takoder, novi konjugati protutijela,
kao Sto je glembatumumab vedotin, su trenutno u razli¢itim fazama klini¢kih ispitivanja

(NEWMAN i CRAGG, 2016.).

Salinispora je prva otkrivena obligatno morska aktinomiceta (tropica, arenicola, pacifica)
koncentrirana oko tropskog pojasa, a produkti koje proizvodi strukturno se razlikuju ovisno o
mikrostani$tu u kojem se uzorkuje, Sto znac¢i da ¢emo naci razlicite spojeve od iste bakterije na
udaljenim dijelovima svijeta. Najbitniji izdvojeni spoj je Salinosporamid A (Marizomib), potentni

inhibitor proteasoma koji moze ireverzibilno i selektivno ubijati tumorske stanice te prelaziti krvno
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mozdanu barijeru, a trenutno se nalazi u trecoj fazi klini¢kih ispitivanja (Celgene). Lijek bi se

trebao koristiti pretezito za tumore kao $to su multipli mijelom i glioblastom (FENICAL, 2009.).

Plitidepsin (Aplidin®, PharmaMar) je cikli¢ki depsipeptid originalno izoliran iz plastenjaka
Aplidium albicans, a komercijalno se proizvodi kemijskom sintezom. Pokazuje Sirok spektar
antikancerogenih aktivnosti, ukljuuju¢i indukciju apoptoze te prekid G1/G2 stani¢nog ciklusa.
Aktivan je protiv raznih tipova malignih tumora, a testira se protiv leukemija i limfoma. Trenutno
je u trecoj fazi klinickih ispitivanja (ALONSO-ALVAREZ i sur., 2017.).

Vecina tvari pronadenih u moru imaju jaci ili slabiji citostatic¢ki ucinak, zbog cega vidimo
da se najveci broj spojeva morskog podrijetla trenutno ispituje zbog svog antikancerogenog
potencijala. Razlog potrage za antikancerogenima je naravno i visoka smrtnost od posljedica
tumora, jer Covjek jo$ uvijek nije pronaSao odgovarajuci lijek za sve oblike tumora. Razvoj
morskih antikancerogena zasigurno ¢e pomoci medicini u borbi protiv tumorskih bolesti, a dovest

¢e 1 do novih saznanja o samim mehanizmima nastanka tumora.

24.5. Antiparazitici

Anthelmintici su lijekovi koji se koriste za uklanjanje parazita iz organizma domacina.
Parazitizam nematoda predstavlja glavni problem u komercijalnoj stocnoj industriji i veterini te
znacajno pridonosi pothranjenosti i bolesti kod ljudi. Potraga za morskim spojevima
antiparazitskog djelovanja nije Siroko zastupljena, o cemu govori da gotovo niti jedna tvar ovakve
aktivnosti nije dospjela do klini¢kih ispitivanja. Zbog sve veéeg razvoja rezistencije na
anthelmintike (benzimidazole i makrociklicke laktone) potrebno je otkrivati i razvijati nove
antiparazitike (CROMPTON i NESHEIM, 2002.).

Dihidroksitetrahidrofuran izoliran iz juznoaustralske smede alge Nothelia anomala pokazao
je jaku i selektivnu nematocidnu aktivnost protiv Haemonchus contortus i Trichostrongylus
colubriformis i to u niskoj dozi. Ovaj tetrahidrofuran inhibira razvoj jajasaca, odnosno
slobodozivucu tre¢u fazu razvoja ove dvije vrste. Ova razina nematocidne aktivnosti sli¢na je kao
kod komercijalno dostupnih lijekova levamisol i klozantel. Nazalost, in-vivo pokusaji testiranja

pokazali su se neuspjesnima zbog hidrofobnih svojstava ovog lijeka (CAPON i sur., 1998.), koji
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rezultiraju smanjenom biodostupnosti, odnosno slabom distribucijom lijeka, no razumijevanje in-

vitro djelovanja ovih spojeva moze doprinijeti otkri¢u novih i pobolj$anih antihelmintika.

Amfilaktami, izolirani od spuzve Amphimedon sp., prikupljene u Velikom australskom
zaljevu, sadrze neobiCan ugljikov kostur i laktamsku skupinu. Amfilaktam D ima in-vitro
nematocidnu aktivnost protiv parazitskog nematoda Haemophilus contortus. Ova tvar inhibira
razvoj li¢inki, ali ima malu ili nikakvu aktivnost protiv jajaSaca. Ovaj stupanj in-vitro aktivnosti

slican je postoje¢im anthelminticima te zasluzuje in-vivo procjenu (OVENDEN i CAPON, 1999.).

Osim pravih parazitskih bolesti, bioprospekting mora okrenuo se trazenju Spojeva
antiprotozooalne aktivnosti. Bolesti uzrokovane protozojskim bolestima dovode do visoke stope
smrtnosti i morbiditeta u cijelom svijetu, a naj¢e$¢i uzrocnici protiv kojih se trazi lijek su

Leishmania sp., Trypanosoma sp., Toxoplasma sp., Plasmodium sp.

Spuzve iz roda Plakortis dobro su poznate po svojoj proizvodnji ciklickih peroksida.
Najaktivniji ciklicki peroksid uzrokuje lizu staniéne membrane kod Leishmania mexicana, te
upecatljivo smanjuje pokretljivost nakon 30 minuta. Aktivnost ovog peroksida usporediva je s
ucinkovitosti ketokonazola. Plakortin-tip poliketidi predstavljaju morske prirodne produkte koji
pokazuju veliku strukturalnu i1 biolosku raznolikost. MnoStvo novih policikli¢nih plakortin
poliketida nedavno je identificirano, a provedene su razne studije na podrucju sinteze novih
spojeva inspiriranih prirodnim tvarima (QINGONG i sur., 2020.). Danas se plakortin nalazi u

predklinickoj fazi ispitivanja protiv malarije.

Manzamini su jedinstvena klasa morskih B-karbolinskih alkaloida s neobi¢nim tetra- ili
pentaciklickim sistemima. Ovi alkaloidi, izolirani iz viSe od 16 vrsta spuzvi pronadenih od
Crvenog mora do Indonezije, pokazali su razne oblike bioaktivnosti protiv uzro¢nika zaraznih
bolesti, kod tumora i upala. Najvec¢i potencijal manzaminskih alkaloida je protiv malarije, S
pojacanim sinergistickim djelovanjem s klorokinom i artemisinom. Manzamin A pokazuje 70%
inhibicije prema parazitu Toxoplasma gondii, pri koncentraciji od 0.054 pg/mL, bez toksi¢nih
ucinaka. Dnevna intraperitonealna doza od 8 mg/kg manzamina A tijekom 8 uzastopnih dana,
pocevsi od prvog dana nakon infekcije, produzio je Zivot pokusnih miseva do 20 dana (EL SAYED
i sur. 2001.). Takoder, Manzamin A inhibira rast parazita Plasmodium falciparum, uzro¢nika
malarije, a u€inkovitost samog spoja i odabranih analoga ¢ini ga jednim od najperspektivnijih

antiinfektivnih spojeva koji su otkriveni iz oceana, a razumijevanje odnosa strukture i aktivnosti

29



ove jedinstvene klase alkaloida sigurno ¢e dovesti do ucinkovitijeg i sigurnijeg antimalarijskog
lijeka (DONIA i HAMANN, 2003.).

Slika 12. Kemijska struktura manzamina A

(Izvor: https://Iktlabs.com/product/manzamine-a/)
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2.5. Daljnja istrazivanja mora — bioprospekting

Bioprospekting podrazumijeva istrazivanje prirodnih izvora u svrhu potrage za malim
molekulama ili makromolekulama, odnosno biokemijskim i genskim informacijama koje bi se
mogle razviti u komercijalno vrijedne proizvode (BEATTIE i sur. 2010.). Do sada su fokus vecine
istrazivanja novih lijekova bili uglavnom kopnene biljke, zivotinje i mikroorganizmi, pa raste
interes za manje istrazenim ekosistemima i pripadajuéim mikroorganizmima (ABIDA i sur.,

2013.).

Kada se bioloski resursi ili autohtona znanja u nekoj regiji neeticki iskoristavaju bez davanja
postene naknade, to nazivamo biopiratstvo, $to se nekad naziva i znanstveni kolonijalizam.
Povecavanjem ekoloske i kulturalne svijesti, CovjeCanstvo se protiv biopiratstva pocelo boriti
uvodenjem medunarodnih ugovora, kao Sto su UN-ova Konvencija o bioloSkoj raznolikosti i
Nagojski protokol. Osim biopiratstva, rizici povezani s bioprospektingom su pretjerano
iskori§tavanje pojedinih vrsta, te unistavanje okoli$a, no danas se razvija zakonodavstvo za borbu
protiv ovih rizika, npr. Zakon o zastiti morskih sisavaca i Zakon o ugrozenim vrstama, te
medunarodni ugovori poput UN-ove Konvencije o0 morskom pravu i Sporazuma o Antarktiku
(BENSON, 2012.). Uspjeh lijekova morskog podrijetla ovisit ¢e o intenzivnoj medudisciplinarnoj
suradnji izmedu biologa, kemicara, biotehnologa, farmaceuta, doktora humane medicine, doktora

veterinarske medicine, te izmedu sveucilista, bolnica i velikih tvrtki, pa i drzava.

Istrazivanja mora ovakve vrste provode se danas i u Republici Hrvatskoj. 01.11.2017. godine
zapoceo je projekt "Bioprospekting Jadranskog mora", izgraden na ¢vrstom temelju znanstvene
izvrsnosti stru¢njaka s Instituta Ruder Boskovi¢, SveuciliSta u Splitu (Kemijsko-tehnoloski
fakultet), Zagrebu (Prehrambeno-tehnoloski fakultet), Rijeci (Odjel za biotehnologiju) i Osijeku
(Prehrambeno-tehnoloski fakultet). Glavni cilj ovog projekta je jaCanje kapaciteta Centra
izvrsnosti za Bioprospekting mora kroz provodenje vrhunskih interdisciplinarnih istrazivanja u
podrucju biotehnologije mora sa svrhom dobivanja bioloski aktivnih molekula poZeljnih svojstava
za primjenu u farmaceutskoj, prehrambenoj i kozmetickoj industriji. Neki od usputnih ciljeva su
procjena bioloske 1 kemijske raznolikosti, razvoj novih protokola za ekstrakciju, izolaciju,
procis¢avanje i obogacivanje biomolekula, rjeSavanje pravnih pitanja vezanih za sigurnost pristupa
morskim resursima, suradnja izmedu istrazivackih institucija i biotehnoloskih tvrtki i stru¢na

razmjena znanja kroz poticanje radionica, skupova, patenata i publikacija.
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3.  RASPRAVA

U posljednje vrijeme sve se vise namece tema antimikrobne rezistencije koja postaje veliki
globalni problem i na taj nac¢in smanjuje terapijske moguénosti za mnostvo mikroorganizama koji
su se oduvijek mijenjali i evoluirali. Rezistencija se pokuSava suzbiti na mnoge nacine, preteZzito
uredivanjem nacina koriStenja lijekova, s naglaskom na odgovornu upotrebu i odlaganje ostataka
istih, pogotovo u velikim stocarskim proizvodnjama. Porastom Zemljine populacije, rasti ¢e 1 broj
bolesti uzrokovanih rezistentnim mikroorganizmima, stoga moramo pronaci nove izvore

bioaktivnih metabolita, koji ¢e prosiriti spektar terapijske moci, kako u medicini, tako i u veterini.

Covjek je oduvijek iskoristavao sve §to mu je priroda dala, no u posljednje vrijeme
istraZivanja se okrecu neistraZzenim prostranstvima oceana i mora. Prva podmorska istraZivanja
temeljila su se na ekstrakciji uzoraka iz priobalnih podrucja, a razvojem tehnologije, odnosno
koriStenjem podmornica 1 izgradnjom podvodnih laboratorija, i dubokomorski okoli§ postao nam
je dostupan. Kao i u drugim okoliSima, istraziva¢i se susreCu s mnogim problemima u
bioprospektingu morskih prirodnih produkata. Prvi od takvih bio je naravno kulturalni, odnosno
pitanje na koji nacin ¢e se omogucéiti naknada starim narodima koji pojedine prirodne produkte
koriste ve¢ stolje¢ima. Biopiratstvo postoji otkad je bioprospektinga, a danas se suradnjom velikih
korporacija i drzava pokusava rijesiti ovaj problem na zakonodavnoj osnovi. Osim kulturnog
aspekta, drugi problem je ekoloske prirode. Kontinuirana iscrpna eksploatacija morskog okolisa
nije pouzdana, dovodi pojedine vrste u opasnost od izumiranja, te naruSava ravnotezu
bioraznolikosti. Slijedom toga, opseZna proizvodnja metabolita od morskih prirodnih proizvoda
za klini¢ku primjenu je pravi izazov, a zahtijeva alternativne strategije za dobivanje zdravih i

ekonomski izvedivih zaliha.
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Tablica 2. Faze bioprospektinga

« Sakupljanje uzoraka
+ Odabir zanimljivih izolata

« Identifikacija spoja
* lzolacija spoja
» Farmakoloska 1 toksikoloska ispitivanja

 Karakterizacija i produkcija specifi¢nih spojeva
* TraZenje bioaktivnosti
* Potvrda bioaktivnosti

 Razvoj produkta
+ Klinicka ispitivanja
» Komercijalizacija

Tradicionalno, prve opcije za racionalnu opskrbu malim molekulama izvedenih iz mora su
kemijska sinteza ili modifikacija. Medutim, strukturna slozenost morskih molekula, novootkriveni
mehanizmi djelovanja i visoka selektivnost rezultiraju malim brojem ekonomsko izvedivih sinteza
i modifikacija. Nadalje, veliki se napredak radi u uzgoju i proizvodnji morskih organizama. Mnogi
visi organizmi uspjesno se uzgajaju u svom prirodnom okolisu i vecina antikancerogenih lijekova
dostupnih na trzistu su dobiveni na ovaj nacin, akvakulturom. No ovim na¢inom uzgoja takoder
dolazimo do problema opksrbe i narusavanja ekoloske ravnoteze. Nova istrazivanja pokazuju da
je vec¢ina morskih metabolita podrijetlom iz mikroorganizama koji su pronadeni na viSim
organizmima kao $to su spuzve i koralji. Razvoj mikrobiologije ide u smjeru bioorganske sinteze
kompletno u laboratoriju ili uzgoja organizama u bioreaktorima uz odrzivu bioprocesnu
produkciju, S$to omogucuje dobivanje velikih koli¢ina korisnih prirodnih produkata bez

eksploatacije mora. Medutim, i ovakvi pristupi imaju svoje mane. Naime ekspresija pojedinih gena

33



nije moguca ako ne postoji odgovarajuci okida¢ iz okoliSa, zbog ¢ega neki metaboliti nece biti
sintetizirani u umjetnim uvjetima. Najnoviji pristupi podmorskim istrazivanjima temelje se na
molekularnim metodama. Metagenomika je prouCavanje metagenoma, tj. analiza genetskog
materijala iz uzoraka iz okoliSa bez uzgoja mikroorganizama u laboratoriju. Ponekad zvana i
genomika zajednice podrazumijeva sekvencioniranje i analizu DNK-e mikroorganizama, Cije se
informacije spremaju u takozvane "genomske knjiznice". Razvojem informatike i umjetne
inteligencije, enormne koli¢ine informacija mogu se analizirati i mapirati novim bioinformatickim
alatima. Ovakav pristup zahtijeva mnogo vremena da bi se postigli adekvatni rezultati, a

povezivanjem baza podataka te znanja s razli¢itih krajeva svijeta mozemo ubrzati ove procese.

Dosad je US-FDA odobrio sedam lijekova podrijetla iz morskih organizama: zikonotid,
sintetiziran iz konotoksina izoliranog iz morskog puza Conus magus, koji se koristi kao analgetik;
trabektedin, alkaloid iz plastenjaka Ecteinascidia turbinata, s protutumorskim ucinkom; jota-
karagenan, antivirusno sredstvo dobiveno iz crvenih algi; citarabin, sintetiziran po uzoru na spoj
izoliran iz spuzve Cryptotethya crypta, koriSten za tretman leukemije; vidarabin, takoder iz
spomenute spuzve, S antivirusnim djelovanjem; omega-3 masne kiseline iz ribljeg ulja, koje se
koriste kao lijek za hipertrigliceridemiju; te eribulin mestilat, podrijetla iz spuzve Halichondria
okadai, sredstvo za suzbijanje metastatskog raka dojke. U klini¢kim ispitivanjima nalazi se jo$
mnoS$tvo spojeva s potencijalnim antimikrobnim djelovanjem, a kao §to vidimo, vec¢ina njih se
ispituje zbog svog antikancerogenog ili antivirusnog potencijala. Razvojem znanosti i tehnologije,
nadamo se da ¢e se terapijska Sirina morskih prirodnih spojeva povecati, odnosno da ¢emo

proizvesti vise lijekova antibakterijskog, antimikoti¢nog i antiparazitnog djelovanja.

Kemijska raznolikost morskog okolisa je abeceda iz koje je izveden "jezik podmorja",
odnosno produkti derivirani iz primarnog metabolizma su sredstva podvodne komunikacije. Na
covjeCanstvu je da nauci ovaj jezik te da na odgovoran nacin iskoristi sve §to mu oceani i mora
pruzaju, jer evolucija je u prirodi iskusala razne spojeve i njihove koristi, zbog ¢ega u njoj nalazimo

svoju najvecu inspiraciju.
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5.  SAZETAK

Antimikrobni potencijal morskih organizama

Suvremena medicina i javno zdravstvo trenutno su u borbi s velikim problemom
antimikrobne rezistencije. Mikrobni patogeni s vremenom postaju sve viSe rezistentni na
konvencionalne lijekove, uzrokujuéi pojavu zaraznih bolesti, a uz rast ljudske populacije, ovo ¢e
postati jo§ veci problem u budué¢nosti. Kopneni okoli§ oduvijek je bio sjajan izvor biokemijski
aktivnih spojeva koji su pronasli svoju kona¢nu primjenu kao antimikrobni lijekovi. Veéina
antimikrobnih lijekova trenutno dostupnih na trZiStu dobiveni su od kopnenih organizama ili su
derivirani polusintetski. Porast antimikrobne rezistencije i pojava zaraznih bolesti obvezuju
ljudsku vrstu da pronade nove izvore potencijalno vrijedne biokemijske aktivnosti. Bioprospekting
mora nedavno je pokazao da je vodeni okoli§ obecavajuéi izvor kada je u pitanju traZzenje novih
antimikrobnih sredstava, buduéi da je uglavnom neistrazen. Morski organizmi imaju sposobnost
proizvodnje razlicitih, jedinstvenih i bioloski mo¢nih prirodnih proizvoda, zahvaljujuéi svojoj
prilagodbi na ekstremne uvjete morskog stanista. Bioaktivnost otkrivena u oceanima i morima
varira od antibakterijske, antivirusne, antimikoticne, citostatske do antiparazitske 1 drugih.
Americka agencija za hranu i lijekove (FDA) dosad je odobrila samo nekoliko lijekova, ali
kontinuirani razvoj tehnologija za podvodno istrazivanje, zajedno s novim moguénostima
kultivacije morskih organizama i molekularnim inZenjeringom, zasigurno ¢e povecati nase Sanse

za pronalazak novih morskih lijekova.

Kljuéne rijeci: antimikrobna rezistencija, bioprospekting, morski organizmi, bioaktivnost,

prirodni proizvodi
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6. SUMMARY

Marine organisms antimicrobial potential

Contemporary medicine and field of public health are currently battling a great problem of
antimicrobial resistance. Microbial pathogens are gradually becoming more resistant to
conventional pharmaceuticals, generating an emergence of infectious diseases, and with human
population growth, this will be even bigger problem in the future. Terrestrial environment has been
a great source of biochemically active compounds that eventually found their usage as
antimicrobial drugs. Most of the antimicrobials currently available on the market, were obtained
from terrestrial organisms or derived semisynthetically. Rise of the antimicrobial resistance and
emerge of infectious diseases oblige human kind to find new sources of potentially valuable
biochemical activity. Marine bioprospecting has recently shown that aquatic environment is a
promising source when it comes to screening for antimicrobials, since it has been mostly
unexplored. Marine organisms possess the capacity to produce a variety of unique and biologically
potent natural products, due to their adaptation to extreme conditions of marine habitat. Bioactivity
found in oceans and seas varies from antibacterial, antiviral, antimycotic, cytostatic to antiparasitic
and other. By far, only a few drugs have been approved by the US-FDA, but continuous
development of underwater exploring technologies, together with novel marine organism
cultivation possibilities and molecular engineering will surely increase our odds of finding new

marine drugs.

Key words: antimicrobial resistance, bioprospecting, marine organisms, bioactivity, natural

products

43



7. ZIVOTOPIS

Roden sam 19. svibnja 1994. u Sibeniku. Primarno obrazovanje sam stekao u osnovnoj skoli
"Tina Ujevica", a sljedeca stepenica u mom zivotu bila je srednja Skola Gimnazija "Antuna
Vranéiéa" u Sibeniku. 2013. godine upisao sam studij na Veterinarskom fakultetu Sveugéilista u
Zagrebu. Tijekom studiranja, od prvih studentskih dana bio sam dio studentske udruge "Sport
VEF" te sam sudjelovao u organizaciji projekta "Humanijada 2016" u Makarskoj. Osim sportskih
aktivnosti, aktivno sam suradivao s kolegama iz ostalih udruga (Equus, IVSA) u organizaciji
raznih projekata, kao §to je "Reptilomanija". Uz fakultetske obaveze, radio sam raznovrsne
studentske poslove, te stekao brojne vjestine i znanja. Aktivno se sluZzim engleskim jezikom u

govoru i pismu.

44



